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مهار آن با استفاده از ترکیبات و مطالعه فرایند فیبریل زایی انسولین رگولار

 آروماتیک
 

  4، احمد رضا دهپور1، کاظم پریور1 یغماییه، پریچهر3و2، آزاده ابراهیم حبیبی1مریم چینی ساز

  

  

  چکیده

  

) فیبریل آمیلوئیدي(ات نظم یافته سمت تشکیل تجمعهها بشود که پروتئینپذیر پروتئین باعث میساختار انعطاف: مقدمه

. شود یک مشکل مهم تلقی می،هاي ضروري مانند انسولین که کاربرد دارویی دارنداین حالت براي پروتئین. هدایت شوند

تواند اطلاعات  و مهار آن با استفاده از ترکیبات خاص مانند مشتقات آروماتیک میءزایی از طریق القابررسی فرایند فیبریل

  .یدي در جهت پایدارسازي ساختار پروتئین در اختیار قرار دهدمف

ایجاد آمیلوئید با .  خنثی انکوبه شدpH ساعت انسولین رگولار در بافر فسفات با 24مدت زایی بهجهت القاي فیبریل: ها روش

 تزریق اثیرسپس ت.  بررسی شد(TEM)هاي اسپکتروسکوپی جذب کنگورد و میکروسکوپ الکترونی استفاده از روش

آمیزي کنگورد   بعد از بافت برداري با استفاده از رنگسوريموش  در in vitro دست آمده در شرایطهآمیلوئیدهاي بپوستی زیر

در عین حال از لیگاندهاي آروماتیک جهت بررسی تاثیر آنها بر فرایند . و میکروسکوپ پولاریزه مورد مطالعه قرار گرفت

  . فیبریلاسیون استفاده شد

از بین لیگاندها،  . قادر به تشکیل ساختار فیبریلار آمیلوئیدي استC°37 خنثی و دماي pHانسولین رگولار در : ها یافته

، in vitroدست آمده در شرایط ههاي بتزریق فیبریل در اثرهمچنین . سیلیبینین و کلروپروپامید بیشترین تاثیر مهاري را داشتند

  . شدایجادز ندولار آمیلوئیدوزیبا شرایطی مشابه 

آمیلوئیدوزیز شرایطی مشابه با همچنین ایجاد .  انسولین رگولار استعداد بالایی در تشکیل تجمعات آمیلوئیدي دارد:گیرينتیجه

جهت مهار این پدیده سیلیبینین داراي بیشترین .  تایید کرد in vitroزایی توسط انسولین رگولار را در شرایط ندولار، فیبریل

 .عنوان داروي بالقوه در پایداري ساختار پروتئین مطرح باشندهتواند ب بود و میتاثیر

  

  هاي آمیلوئیدي، ترکیبات آروماتیک، آمیلوئیدوزیز ندولار انسولین رگولار، فیبریل:  کلیديواژگان
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    مقدمه

باشد که در  میاسید آمینه 51انسولین انسانی هورمونی با 

ر، تترامر، دایمر، و حالت هگزامهصورت تعادلی بهمحلول ب

یکی از مشکلات انسولین ناپایداري  .باشدمیمونومر 

 pHساختاري آن در اثر مواجه شدن با شرایطی مانند 

، که این ناپایداري ساختاري در استاسیدي و دماي بالا 

این . ]1[ تواند تشکیل ساختارهاي فیبریلار دهدنهایت می

پزشکی و زیست کنولوژيـتهاي بیونهـ در زمیساختارها

عنوان یک مشکل هب) هاي انسولینخصوص در پمپهب(

تجمعات آمیلوئیدي انسولین در بیماران مبتلا . مطرح است

 بالا رفتن سن و پس از تزریق ، بادوبه دیابت نوع 

مطالعات . ]2[ جلدي با تکرار زیاد مشاهده شده استزیر

 انسولین در اخیر نشان داده است که حضور آمیلوئیدهاي

رسد که تزریق نظر میهب. یابدشرایط بالینی افزایش می

انسولین صرف نظر از محل تزریق باعث ایجاد اشکال 

براي مثال، آمیلوئیدهاي انسولین در . شودفیبریل مانند می

هاي شکمی بیماران و ها، بازوها، و دیوارهنواحی ران، شانه

.  شده استیا در اطراف محل تزریقات مکرر مشاهده

هاي انـسولینی یدـدهند که آمیلوئمشاهدات نشان می

  . ]3[ شوندنظر از منبع و نوع انسولین ایجاد میصرف

صورت گسترده و یا سیستمیک هتجمعات آمیلوئیدي ب

هاي دستگاه گردش خون یا معمولاً زمینه را براي بدخیمی

تدریج اختلالات عملکرد اعضاي ههاي مزمن و بالتهاب

همچنین آمیلوئید در ارتباط با طیف . کند فراهم میبدن

تلیال و غیر از آن، مانند وسیعی از تومورهاي مختلف اپی

کارسینوماي ي مدولاي تیروئید، پرولاکتینوما، کارسینوما

رینی، لنفوم و غیره ـورواندوکـورهاي نـارنکس، تومـنازوف

مورها در این موارد، آمیلوئید معمولاً در داخل تو. باشدمی

آمیلوئید در  نیز، در مواردي نادر. دهدشان میخود را ن

اطراف و یا دور از منطقه غدد لنفاوي و در ارتباط با افراد 

 بنابراین. ]4[ مبتلا به سرطان ریه مشاهده شده است

تواند کارکرد وسیعی در مطالعات تجمعات انسولینی می

یابتی داشته بهبود درمان با انسولین تجویز شده به بیماران د

شود که تعداد مردمی که از این زمانی که مشاهده می. باشد

، این مسئله اهمیت خود  استبرند بیشماربیماري رنج می

 تجمع تاکنون مطالعۀ فرآیند و . ]3[ دهدرا بیشتر نشان می

 هایی نظیر وسیلۀ روش آمیلوئیدي شدن در انسولین به

 تی، همچنین با استفاده از رنگ قرمز کنگو و تیوفلاوین

1هاي نظیرتکنیک
CD، FT-IR2، TEM3، 4

 AFM  صورت

  .]5[ گرفته است

توان افزایش هاي آمیلوئیدي میهاي مقابله با بیمارياز راه

هاي آمیلوئیدوژنیک و مهار پایداري حالت طبیعی پروتئین

اي پروتئینی و تجمع را نام هم اجز سیستم فرایند اتصال به

وماتیک کوچک مانند کنگورد و هاي آرمولکول. برد

در . شوندزایی میتیوفلاوین تی، باعث مهار فرایند فیبریل

ها ارائه شده، مبنی بر اینکه هاي اخیر انبوهی از گزارشسال

ا ب. ]6-8[ شودزایی میهاي کوچک مانع از فیبریلمولکول

هاي توجه به اهمیت انسولین انسانی رگولار در زمینه

 در این مطالعه القاي ساختار ،تحقیقاتیمختلف دارویی و 

همچنین از تزریق . آمیلوئیدي در این پروتئین بررسی شد

صورت زیرپوستی در سوري، و ایجاد توده هها این فیبریل

عنوان روشی در جهت تایید استعداد بالاي هآمیلوئیدي، ب

همچنین اکثر . زایی در انسولین، استفاده شدفیبریل

رده شده داراي تاثیر مهاري قابل توجهی ب کارهلیگاندهاي ب

ذکر هلازم ب. زایی انسولین رگولار بودنددر مسیر فیبریل

است که براي اولین بار است که تاثیر این ترکیبات بر 

. زایی انسولین مورد مطالعه قرار گرفته استفرایند فیبریل

ازي، ـسدلزارهاي مـافاده از نرمـدر این راستا با استف

  .نش احتمالی لیگاندها با انسولین انسانی بررسی شدکُبرهم

  

  ها روش

-UVوسایل و تجهیزات شامل اسپکتروفتومتر شیمادزو و 

هیتر ، Jenway متر pH، ترازوي آنالیتیک، دستگاه 1800

افزارهاي مورد استفاده شامل استیرر، فیلتر پولاریزه،  و نرم

MOE 2010.10،Auto Dock Vina باشند می .  

                                                             
1 Circular Dichorism 
2 Fourier transform infrared spectroscopy 
3 TEM 
4 High resolution atomic force microscopy 
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  ادمو

 ،NHDC1نگو، ـقرمز ک
2

HMCH ،4CHPH3 ،2BOPH4 ،

N-NDMIA5 ،I3AA6 ،CHPP7  8و
SILI  از شرکت سیگما

)St. Louis, Mo(،فسفات پتاسیم از شرکت مرك  

)Merck-Germany-Darmstadt(  انسولین رگولار از و

خریداري  (.EXIR pharmaceutical Co)شرکت اکسیر

میانگین با  NMRI سر موش سوري نر نژاد 8 .گردید

  .از انستیتو پاستور تهران خریداري شد 22±2وزنی

 
زایی انسولین سازي نمونه جهت فرایند فیبریلآماده

  رگولار

لیتر انسولین رگولار در بافر گرم در میلی میلی5/0محلول 

 میکرولیتر از 500سپس.  تهیه شد4/7 برابر  pHفسفات با 

لیتري  میلی2ي هامحلول پروتئینی تهیه شده را در ویال

کنیم تا ها را طوري با پارافیلم محکم میریخته، درب ویال

بافر داخل تبخیر نشود و آب موجود در حمام آب نیز وارد 

 ها را در حمام آب با دماي در نهایت نمونه.  ها نگرددنمون

هاي و به کمک مگنت  قرار دادهگراد درجه سانتی37

از در این مطالعه . یمزن، هم میrpm 100 برنجی با دور

اي در  دقیقه30هاي زمانی دوره انکوبه شده بعد ازنمونه

 24، 22، 21، 8هاي  ساعت، سپس در زمان4 تا 0هاي زمان

  . برداري انجام شدساعت نمونه 48و 

  

  : کنگورد قرمزجذب نوري

رود کـه   یکی از ترکیبات رنگی آلی به شـمار مـی   9کنگورد

ــا ســاختار هــا  بتــاي متقــاطع موجــود در ي قــادر اســت ب

ها، پیوند عرضی ایجاد کرده و در نتیجـه آن میـزان         آمیلوئید

λmax      البته این تغییر  . یابد مربوط به رنگ کنگورد افزایش می

                                                             
1 نئوهسپریدین دي هیدروچالکون   
2 هسپریدین متیل چالکون   
3 کومیل فنول-4   
4   بنزوئیل اکسی فنول-2 
5 دي متیل ایندوآنیلین   N-N 
6   استیک اسید-3ایندول  
7 کلروپروپامید   
8 سیلیبینین   
9 Congored 

 نیـز همـراه   11 با افزایش میزان جـذب  ، معمولاً 10مکان قرمز 

لیتـري   میلی5/0براي این منظور در یک میکروتیوپ     . است

ــافر کنگــورد و  میکرولیتــر500میــزان بــه  25 از محلــول ب

میکرولیتر از نمونه مورد نظر، ریخته و با یک بار معکـوس            

 دقیقـه تـا تثبیـت       10هم زده و براي مـدت       هکردن، آن را ب   

 توسـط سـپس  . رنگ در شرایط آزمایـشگاه قـرار داده شـد       

ــی    ــنج مرئ ــف س ــتگاه طی  Shimadzu UV-1800(دس

Spectrophotometer(   تا  400ج   از طول مو   هانمونه جذب 

  .خوانده شد ،عنوان بلانک نانومتر مقابل بافر کنگورد به600

  

  :12میکروسکوپ الکترونی گذاره

 ساعت 24 و12براي تایید تشکیل آمیلوئید بعد از زمان 

 TEMبرداري توسط میکروسکوپ انکوباسیون، عکس

 در این راستا روي گریدهاي پوشیده از کربن. انجام گرفت

ئینی قرار داده ـونه پروتـتر از نمـی میکرول5-10، )400(

 ثانیه، روي گریدها را با آب دوبار 45پس از . شودمی

آمیزي  درصد رنگ2سپس با اورانیل استات تقطیر شسته و 

 دقیقه، نمونه جهت بررسی آماده 5-2انجام شده و پس از 

  .]9[ شودمی

  

  تجمع زیر بافتی آمیلوئید انسولین رگولار

ژاد ـر از نـوري نـروه سـوي دو گش بررـایـن آزمـای

(n=4) NMRIدرجه .  انجام شد22±2   با میانگین وزنی

گراد و  درجه سانتی22±3حرارت اتاق نگهداري حیوانات 

 12ساعت تاریکی و  12 طور مصنوعی در شرایطهنور آن ب

ساعت روشنایی نگهداري شد و با غذاي استاندارد 

رطوبت محیط . اي تغذیه شدندجوندگان و آب قطره

پس از یک هفته سازش .  بود درصد50نگهداري نیز حدود 

بندي شده و با محیط جدید دوباره تعیین وزن و گروه

میکرولیتر به 113هرروز به میزان . سپس آزمایش انجام شد

صورت ههاي گروه تجربی آمیلوئید انسولینی بموش

 50 فسفات بافرمین میزان ه بهو به گروه کنترل زیرپوستی 

 روز 21مدت هاین کار ب .شدتزریق می=pH 7میلی مولار با 

                                                             
10 Red shift 
11 Hyper chromacity 
12 TEM  
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ها در طول انجام آزمایش رژیم غذایی وههمه گر. انجام شد

  .نرمال داشتند

  

  بافت برداري و رنگ آمیزي 

اي در زیر پوست همه  روز توده قابل ملاحظه21بعد از 

سپس با انجام . هاي تجربی در محل تزریق ایجاد شدموش

در طی . حی این توده از زیر پوست برداشته شدعمل جرا

کار با حیوانات مورد آزمایش کلیه اصول مورد تایید توسط 

کمیته اخلاقی گروه زیست شناسی دانشگاه آزاد اسلامی 

هاي نمونه. تحقیقات تهران رعایت گردید واحد علوم و

 10 ساعت در محلول فرمالین 24بیوپسی شده، براي مدت 

گیري با پس از انجام مراحل آب. ددرصد تثبیت شدن

گیري استفاده از درجات مختلف الکل، با پارافین قالب

 توسط میکروتوم روتري با هابعد از آن نمونه. شدند

سپس جهت حضور . گیري شدند میکرون برش5ضخامت 

آمیزي اختصاصی کنگورد هاي آمیلوئیدي، رنگفیبریل

ها انجام  لامهاي آمیلوئیدي بررويجهت تشخیص فیبریل

برداري صورت ها با فیلتر پولاریزه عکسسپس از لام. شد

  .گرفت

  

  (Docking) داکینگ

ل ـفای. ]10[ انجام شد Auto dock Vinaداکینگ با 

ت  ـایـدا از سـتـاب )EWZ 4( ولارـولین رگـسـسولین انـان

Protein Data Bank(PDB) بارگذاري شد، سپـس 

وتئین مانند حلال حذف هاي اضافی همراه پرمولکول

 خنثی pHهمچنین ساختار پروتونه شده جهت . شدند

با ابعاد   (Grid box)محفظه مکعبی شکلی. تنظیم گردید

 آنگسترمی و مرکز مکعب تعریف 1 با فضاي 40×40×38

دست هگیري براي ترکیبات آروماتیک فوق ب جاي100. شد

  .آمد

  

  هایافته

  لین رگولاربررسی کینتیک فیبریل زایی انسو 

هاي  دوره بعد از انکوبه شدهنمونهاز در این مطالعه 

 ساعت، سپس در 4 تا 0هاي اي در زمان دقیقه30زمانی

ساعت نمونه برداري انجام  48 و 24، 22، 21، 8هاي زمان

.خوانده شد) 1شکل (  نانومتر520ها در شد و جذب آن

  

  
 

 سیون در شرایط اپتیمم فیبریل زایی انسولین رگولارهاي مختلف انکوبا جذب کنگورد در زمان-1شکل

  

با توجه به افزایش جذب کنگورد با گذشت زمان در طول 

 ساعت افزایش 8بینیم که بعد از  نانومتر می520موج 

 ساعت دیگر افزایش 24جذب ادامه داشته و تا اینکه در 

هاي این داده گویاي تشکیل فیبریل. جذبی نداریم

 ساعت دیگر 48طوري که در هب. غ استآمیلوئیدي بال

 .شودافزایش جذبی دیده نمی
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  (TEM)گذاره تصاویرحاصل از میکروسکوپ الکترونی

  و فیلتر پولاریزه

 ساعت 24 و 12براي تایید تشکیل آمیلوئید بعد از زمان 

 انجام TEMبرداري توسط میکروسکوپ انکوباسیون عکس

 در توده بافتی هاي آمیلوئیديهمچنین حضور فیبریل. شد

  ).2شکل ( با فیلتر پولاریزه بررسی شد

الف نشان داده شده است بعد از -2طور که در شکل همان

هاي آمیلوئیدي ابتدایی تشکیل شده  ساعت فیبریل12

هاي  تجمعات زیادي از فیبریل"ب"اما در تصویر. است

در شکل . اندهاي بزرگ در هم تنیده شدهبالغ در اندازه

آمیزي اختصاصی کنگورد تجمعات آمیلوئیدي  رنگ"ج"

 این تجمعات "د"همچنین در شکل . نشان داده شده است

گونه  اما در گروه کنترل هیچ.باشندهمراه با تلالو نور می

  . اثري از التهاب و تجمع زیر پوستی دیده نشد

  

  مهار القاي آمیلوئید

 و pH=7مهار تجمع آمیلوئیدي در انسولین رگولار در 

گراد، در حضور لیگاندهاي  درجه سانتی37اي دم

  آروماتیک

دهد که ترکیبات پلی فنولیک در هاي زیادي نشان میداده

  براي بررسی. مهار روند فیبریل زایی پروتئین دخالت دارند

 200اثر این نوع ترکیبات برروي فرایند تجمع، از غلظت 

ن میکرومولار لیگاندها در شرایط انکوباسیون بر پروتئی

  جذب نسبی کنگورد در طول3شکل . مذکور تاثیر داده شد

 ساعت 24 نانومتر، تاثیر لیگاندها را در مدت 520موج 

 حضور همه لیگاندها موجب. دهدانکوباسیون را نشان می

 .گرددکاهش شدت جذب در این طول موج می

  

  

  
  

   شرایط اپتیمم فیبریل زاییدرت آمده دسهبفیبریل هاي آمیلوئیدي  تصاویر میکروسکوپ الکترونی از -2شکل

 ).فیلتر پولاریزه( تجمعات آمیلوئیدي: ، د)میکروسکوپ نوري( تجمعات آمیلوئیدي:  ساعت، ج24بعد از :  ساعت و ب12 بعد از الف 
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   لیگاندها بر انسولین انسانی در شرایط اپتیمم فیبریل زایی جذب نسبی کنگورد در حضور و عدم حضور-3شکل 

  

  

الی ترکیبات آروماتیک با هاي احتمنشکُبررسی برهم

  پروتئین

جهت درك بیشتر چگونگی تعامل ترکیبات آروماتیک فوق 

با استفاده از . بر انسولین رگولار انسانی، داکینگ انجام شد

روش داکینگ، محل اتصال احتمالی لیگانده در سطح 

 محل فرضی اتصال لیگاندها در. پروتئین مشخص گردید

. نشان داده شده است 11 تا 4 هايها در شکلاین محل

  

  

  

  

  

  

  

   با انسولین رگولارCHPPاحتمالی کُنش برهم -5شکل  با انسولین رگولار SILI احتمالیکُنشبرهم -4شکل 
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   ا انسولین رگولارI3AA احتمالی کُنشبرهم -6شکل
 

 

  با انسولین رگولار N-N DMIA احتمالیکُنشبرهم -7شکل

  با انسولین رگولار4CHPH احتمالی کُنشبرهم -9شکل  ن رگولار با انسولی2BOPH احتمالی کُنشبرهم -8شکل 
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   با انسولین رگولارNHDCاحتمالی  کُنشبرهم -10شکل

  

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

 

   با انسولین رگولارHMCHاحتمالی  کُنشبرهم -11شکل 

  
  

  ثبح

براي تشکیل  پپتیدهالییک استعداد ذاتی مشترك در بین پ

فیبریل وجود دارد و الگوي مشترکی در تشکیل فیبریل در 

امروزه مطالعات زیادي روي . دیده شده استها پروتئین

گیرد که دو جنبه ترکیبات  مهار کننده فیبرلاسیون انجام می

 جنبه  عمل آنها وسازوکار شناسایی ، مطالعات ایناصلی

 .باشدتر میثرتر و عامودیگر یافتن ترکیبات مهار کننده م

ها در طراحی هاي بین مولکولی در فیبریلنشکُ یافتن میان

   .]11[ ترکیبات مهاري مهم است
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بررسی تشکیل آمیلوئید انسولین رگولار و تزریق زیر 

  پوستی آن

هایی است که توان بالایی جهت انسولین از جمله پروتئین

انسولین دهمین پروتئین . کیل ساختارهاي پلیمریزه داردتش

باشد که از نظر شیمیایی  می سلولیو اولین پروتئین خارج

در تشکیل فیبرهاي آمیلوئیدي در انسان شناسائی شده 

هاي مختلف تشکیل فیبرهاي آمیلوئیدي طی بررسی .است

انسولین در شرایط متفاوت دیده شده است، براي مثال 

      هـ درج57اي ـ و دمpH :2ت در ـادر اسـن قـولیـانس

)pHبه . ]12[ آمیلوئید تشکیل دهد)  اسیدي و دماي بالا

علاوه اگر با جداشدن یون روي انسولین هگزامر به فرم 

هاي آمیلوئیدي مونومري فعال تبدیل شود تشکیل فیبریل

باشد، جهت  درجه مسلم می37 و دماي :pH 5/7در 

بایست از یک جداکنندة یون یابی به این هدف میدست

) EDTA(روي مانند اتیدیوم دي آمید تترا استیک اسید 

چنین تحقیقاتی در زمینۀ آمیلوئیدي هم .]13[استفاده کرد 

 در B هشدن انسولین و اثبات این مطلب که زنجیر

آمیلوئیدي شدن نقش کلیدي دارد صورت گرفته است و 

 از انسولین گاوي به تنهایی قادر B همشاهده شده که زنجیر

واقع  در. باشدهاي اسیدي می pHبه تشکیل فیبریل در 

: باشد فاز می2تشکیل فیبرهاي آمیلوئیدي انسولین شامل 

 B هفاز اول، فاز کند واکنش است که در طی آن زنجیر

دهد و فاز دوم فاز سریع انسولین آمیلوئید تشکیل می

هاي انسولین ایر قسمتطی آن س واکنش است که در

همچنین تجمع انسولین به . ]12[ دهندفیبریل تشکیل می

صورت فیبرهاي آمیلوئید در محل تزریق زیرپوستی 

هاي انسولین در انسولین و همچنین در استفاده از پمپ

بیماران دیابتی مشاهده شده است، که این تجمع باعث 

  .شودهاي ایمنی ناخواسته میبروز پاسخ

رمصرف براي بیماران ن انسانی رگولار یک داروي پانسولی

همین دلیل برآن شدیم که پایداري هب. ]14[ دیابتی است

. زایی بررسی کنیمساختاري این انسولین را در مقابل فیبریل

هاي حاصل از کنگورد و تصاویر طور که دادههمان

 ساعت از 12دهد، بعد از میکروسکوپ الکترونی نشان می

هاي بالغ زایی، فیبریلون در شرایط اپتیمم فیبریلانکوباسی

 تجمع زیرپوسـتی سپس. کاملاً قابل مشاهده هستند

سوري موش هاي آمیلوئیدي تشکیل شده را در فـیبریل

زیرا یکی از مشکلات بیماران . مورد بررسی قرار گرفت

همچنین روشی . دیابتی، آمیلوئیدوزیز در محل تزریق است

لاسیون انسولین رگولار به فیبریل هاي براي تایید فیبری

روز 21بعد از .  می باشدinvitroآمیلوئیدي در شرایط 

این بافت مثل یک . تزریق تجمعات ندولاري ایجاد شد

زایی صورت ها رگماند که در بین سلولبافت توموري می

تصویر با فیلتر . اندرویه داشتهها تقسیم بیگرفته و سلول

هاي آمیلوئیدي در توده ده حضور فیبریلدهنپولاریزه نشان

 اما در گروه کنترل شواهدي مبنی بر تجمع .زیرپوستی بود

  .و التهاب وجود نداشت

  

  بررسی چگونگی مهار توسط ترکیبات آروماتیک

 حلقه 2لی فنولی حداقل هاي پطور کلی مهارکنندههب

 اتم اتصالی دارند که براي اتصال 6 تا 2فنولیک با 

تا مورد نیاز است و معمـولاً نی با ساختار بغیرکووالا

سازي فیبریل آمیلوئیدي یا اتصال الیگومرها را مهار طویل

زایی دخالتی ندارد و با کند ولی در مرحله هستهمی

لکه ـدهد، بنمیکُنش برهممونومرهاي آمیلوئیدوژنیک 

 آنها با ساختارهاي آمیلوئیدوژنیک استهاي کُنشبرهم

آلانین هایی که داراي تریپتوفان و فنیلنپروتئی. ]15[

. زایی دارندفراوانی هستند، ساختاري مستعد جهت فیبریل

دهی زیرا این رزیدوهاي آروماتیک، باعث تسهیل جهت

همین هب. شودسمت تشکیل تجمع میاجزاي پروتئینی به

وانند با ـتدلیل پیشنهاد شده که ترکیبات آروماتیک می

 ندـی باشـاي خوبـهارکنندهـرزیدوها، مه با این کُنشبرهم

]17 ،16[.  

ده در این تحقیق ـفاده شـهاي استدـدر مورد همه لیگان

 SILI. زایی را مشاهده کردتوان مهار در فرایند فیبریلمی

ن نشان داده شده که همچنی. بیشترین تاثیر مهاري داشت

 باعث invivo و invitroتواند در شرایط این ترکیب می

 4 در شکل. ]18[ ار در تشکیل ساختار آمیلوئیدي شودمه

پیوند . توان دیدگیري آن را در پروتئین مینحوه جاي

گـیري مناسـب  و جاي15وتامین ـهیدروژنی آن با گل

 25آلانین  و فنیل19هاي آروماتیک نسبت به تیروزین حلقه

. زایی باشدتواند نشانگر تاثیر مهاري آن بر فرایند فیبریلمی
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CHPP دومین ترکیب از لحاظ بیشترین تاثیر مهار بعد از 

SILIعنوان دارو در افراد دیابتی هاین ترکیب ب.  است

اخیراً . ]19[ استفاده شده و خاصیت ضد التهابی دارد

 زایی نیز موثر استمشخص شده که در مهار روند فیبریل

این ترکیب  ، مشخص شده5طور که در شکل همان. ]16[

 انسولین پیوند هیدروژنی B زنجیره 26د با تیروزین توانمی

هیدروفوبیک و کُنش برهماز طریق همچنین . برقرار کند

. از تشکیل صفحات بتا جلوگیري کندتواند میهیدروژنی 

 حلقه π-πآروماتیک  کُنشبرهمتوان  می6در شکل 

 انسولین B زنجیره 26 را با تیروزین I3AAایندولی در 

مچنین گزارش شده که ساختارهاي ایندولی ه. مشاهده کرد

 ها موثر باشندتوانند در مهار ساختار تجمعی پروتئینمی

]20[ .N-NDMIA بیشتر در ترکیبات آرایشی و در صنعت  

.  ]21[ شود و کاربرد دارویی نداردتولید رنگ استفاده می

 14دهد که حلقه آروماتیک آن با تیروزین  نشان می7شکل 

ت که ـ داده اسπ -πک ـاتیـآرومش ـکُنرهمب  Aیرهـزنج

 حلقه 8در شکل . ارتباط با اثر مهاري آن نیستبی

 A زنجیره 14 نسبت به حلقه تیروزین 2BOPHآروماتیک 

هاي گیري مناسبی داشته و حلقه دیگر آن با هیدروژنجاي

در این پیوند حلقه  (arene-H نیز پیوند  18والین 

  هیدروژن استS اوربیتال آروماتیک دهنده الکترون به

گیري مناسب حلقه  جاي9 شکل. بر قرار کرده است) .]23[

 نشان A زنجیره 14 را با حلقه تیروزین 4CHPHفنولی 

تحقیقات در ارتباط با مشتقات دیگر این ترکیب . دهدمی

ند ـ نشان از تاثیر آن در مهار فرایAمانند بیس فنول 

گیري جايترتیب هب 11 و 10شکل . ]23[ زایی داردفیبریل

را نسبت به  HMCHو  NHDCترکیبات قندي چالکونی 

توانایی اتصال ترکیبات چالکونی به . دهندپروتئین نشان می

زایی  و مهار فرایند فیبریل]24[ ساختار هاي فیبریلاري

این دو ترکیب . ]25[ ساکاریدها گزارش شده استدي

توان می.  داشتندنسبت به سایر ترکیبات تاثیر مهاري کمتري

گیري نامناسب آن نسبت به علت جايهگفت که شاید ب

طور کلی ترکیبات هب. رزیدوهاي آروماتیک انسولین باشد

پیشین نسبت به رزیدوهاي آروماتیک تیروزین و فنیل 

گیري مناسبی داشتند که تاثیر مهاري زیاد آنها آلانین جاي

  .  کندرا توجیه می

ن تحقیق کمک به دانش کلی در  از ایهدفطور کلی هب

همچنین . باشد  آن میتجمعزمینۀ ارتباط ساختار پروتئین با 

تر و کسب جزئیات بیشتر با استفاده از  مطالعات دقیق

هاي هدف نه تنها در مطالعات دینامیکی مولکولی پروتئین

تواند در جهت تواند راهگشا باشد بلکه میاین ارتباط می

در حال حاضر . زا مفید واقع شوديمهار این اشکال بیمار

تواند در پیشبرد این هدف در زمینه این تحقیق می

در . داروسازي و فرمولاسیون بهتر انسولین تاثیرگذار باشد

زایی را با توان اثر ترکیبات احتمالی فیبریلهمین راستا می

کار رفته در این هب) موش سوري( دل سادهاستفاده از م

   . بررسی کرد invivoتحقیق، در شرایط 

  

  سپاسگزاري

مطالعه در پژوهشگاه غدد و متابولیسم از این  بخشی

   .دانشگاه علوم پزشکی تهران انجام شده است
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ABSTRACT 
 
Background: The flexible structure of proteins is one important factor in the formation of ordered 
aggregates (amyloid fibril). This is a major problem for therapeutic proteins such as insulin. Study on 
the induction and inhibition of insulin fibrillation process with specific compounds such as aromatic 
derivatives may provide useful information about means of stabilization of protein structures. 
Methods: To induce fibrillation, regular insulin was incubated in phosphate buffer (pH=7.4) during 24 
hours. Amyloid formation was investigated by using Congo red absorbance and transmission electron 
microscopy (TEM). Then nodular amyloidosis was observed in mice upon amyloid fibril injection, 
after which the excised nodule was studied by Congo red staining and polarized light microscopy. 
Then, some aromatic compounds effect was investigated on the fibrillation process. 
Results: Regular insulin form mature amyloid fibrils at pH=7.4, 37°C after 24 hours. Silibinin had the 
highest inhibitory effect on that process. Furthermore, Amyloid fibril injection in mice caused nodular 
amyloidosis. 
Conclusion: Regular insulin has a high potential to undergo amyloid aggregation. Nodular 
amyloidosis confirms fibril formation by insulin under in vitro condition. Silibinin could be considered 
as a potential compound capable to increase protein structure stability. 
 
Keywords: Regular insulin, Amyloid fibril, Aromatic compound, Nodular amyloidosis  
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