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10/3/93:پذیرشریخ تا27/12/92تاریخ دریافت:

مقدمه:
نوع بیماري در انسان شناسایی 30تاکنون بیش از 

شده است که با تشکیل تجمعات پروتئینی موسوم به 
آمیلوئیدي همراه هستند. براي مثال بیماري تجمعات شبه

واسطه تجمع پروتئین آلفا سینوکلئین، پارکینسون به
واسطه تجمعات آنزیم وئیدوزیس لیزوزوم بهاختلال آمیل

یافته، آمیوتروفی لترال اسکلروزیس لیزوزیم جهش

)ALS(و دیسموتازواسطه تجمعات آنزیم سوپراکسیدبه
واسطه تجمع بتا آمیلوئید و پروتئین تاو بیماري آلزایمر به

.)1،2شوند (شناخته می
آلزایمر یک اختلال ذهنی مرتبط با سن است 

مدت، تغییرات با از دست دادن حافظه کوتاهکه
شخصیتی، افسردگی، درك نادرست کلمات و مشکل 

:چکیده
هاي تحلیل سیستم عصبی است که عوامل مختلفی در بروز آن نقش آلزایمر یکی از بیماريزمینه و هدف:

ترین مشاهدات این بیماري در مغز افراد مبتلا است. یکی از شایع)TAU(دارند. تشکیل تجمعات پروتئین تاو 
است که یماران آلزایمري پیشنهاد شدههاي بگیري تجمعات پروتئینی تاو در نورونرویکردهاي مختلفی براي هدف

هدف این مطالعه، بررسی اثر یک چاپرون اند. ها اخیرا مورد توجه پژوهشگران قرار گرفتهها چاپروناز میان آن
باشد.یدید بر تجمعات پروتئین تاو میکربوسیانینتريتیااتیلمولکول به نام ديریز

ها بیان شد، سپس به روش یشگاهی، پروتئین تاو در باکتريدر این مطالعه بنیادي آزماروش بررسی:
مورد ارزیابی قرار SDS-PAGEکروماتوگرافی تعویض یونی و کروماتوگرافی تمایلی تخلیص شد و خلوص آن با

بررسی شد. )CD(دورانی نماییگرفت. هپارین به عنوان القاگر تجمع اضافه شد و القاي تجمع آن، با روش دورنگ
ثیر آن بر این تجمعات با استفاده أیدید اضافه شد و تکربوسیانینتريتیااتیلتجمعات حاصل، چاپرون ديسپس به 

.ارزیابی گردیدTو نیز روش سنجش فلئورسانس تیوفلاوین SDS-PAGEاز 
، القاي تشکیل CDیید نمود. روش أ، بیان پروتئین تاو و خلوص آن را تSDS-PAGEالکتروفورز ها:یافته

یدید، کربوسیانینتريتیااتیلمعات توسط هپارین را نشان داد. همچنین به دنبال تیمار تجمعات حاصل با ديتج
نشان دادند که تجمعات القاشده، به میزان چشمگیري در مقایسه با نمونه کنترل کاهش SDS-PAGEنتایج 

استفاده شد.SDS-PAGEاز یید نتایج حاصل أنیز براي تTیابند. سنجش فلئورسانس تیوفلاوینمی
یدید قادر است کربوسیانینتريتیااتیلنتایج حاصل از این مطالعه نشان می دهند که چاپرون دينتیجه گیري:

تواند ریزمولکول اند، مهار نماید. این یافته، میتجمعات پروتئینی تاو را که در حضور القاگر هپارین تولید شده
گیري تجمعات تاو در بیماران یدید را به عنوان یک داروي بالقوه در هدفوسیانینکربتريتیااتیلچاپرون دي

آلزایمري مطرح کند.

.یدیدکربوسیانینتريتیااتیلبیماري آلزایمر، پروتئین تاو، چاپرون، ديهاي کلیدي:واژه
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به مرگ منجر می شود. در تمرکز همراه است که نهایتاً
سال، در حدود65شیوع این بیماري در جمعیت بالاي 

پاتولوژیکی ساختاردو ). 3درصد است (3/10تا6/3
یابند، عبارتند تجمع میدر مغز بیماران آلزایمريکه مهم 

هايکلافسلولی و خارجي هاي بتاآمیلوئیداز
سلولی که به ترتیب بیشتر در نواحیداخلنوروفیبریلی 

در شوند.مییادگیري و حافظه دیدهمغزي مربوط به
دادن سیناپس ودستبیماري آلزایمر همچنین از

رفتن نبیازوساختار میتوکندريتخریبآن،عملکرد 
نوروفیبریلی هايکلافوجودشود.ها دیده مینورون

بیماران ترین مشاهداتی است که در مغزیکی از شایع
ها متشکل از ). این کلاف4د (شومیگزارشآلزایمري 

هایی به نام تاو هستند که تجمعات آنها به وفور پروتئین
ات شود. از آنجا که این تجمعدر مغز افراد مبتلا دیده می
شناختی در ترین عوامل آسیبنامحلول تاو، یکی از شایع

ها از اهمیت گیري آنبیماران آلزایمري هستند، هدف
تجمع پروتئین هاي مهارکنندهخاصی برخوردار است.

سمیت و قدرت نفوذپذیري،هاي تاو، ویژگی
مهارکنندگی مختلفی دارند و همگی داراي حلقه 

هایی براي تشکیل تمناحیه هیدروفوب و اآروماتیک،
توانایی رسد که به نظر می.هستندپیوند هیدروژنی 

یهاي هیدروفوبکنشپیوند هیدروژنی و برهمتشکیل 
ها براي جلوگیري ترین ویژگی همه این مهارکنندهمهم

براي احتمالاًاین ترکیبات .باشداز تجمع پروتئین تاو می
، به داخلبازکردن تجمعات حلقه آروماتیک

).5وند (شمیواردهاي پپتیدي جیرهزن
هاي تاو از آنجا که تجمعات غیرطبیعی پروتئین

اي می توان به هاي عصبی را حداقل تا اندازهدر سلول
تاخوردگی اشتباه یا ناقص این پروتئین نسبت داد، 
عواملی که بتوانند مانع از تاخوردگی نامناسب و یا باعث 

ها شوند، ممکن نهدایت تاخوردگی صحیح این پروتئی
است حتی در اختلالات عصبی نظیر آلزایمر، کاربرد 
درمانی پیدا کنند. فاکتورهاي سلولی اختصاصی در 
سلول حضور دارند که قادر هستند تجمعات پروتئینی 

صورت اشکال ناجور تاخورده را حذف کرده و یا به

شده تبدیل کنند. شبکه پروتئینی فعال غیرسمی یا هضم
هاي مولکولی و پروتئازها با کمک پرونسلولی چا

هاي استرس هاي فعال را از آسیبیکدیگر، پروتئین
محافظت نموده و از تشکیل تجمعات ناجور تاخورده 

توانند اشکال آورند. همچنین میممانعت به عمل می
صورت تاخورده بهتاخورده را حل کرده و نهایتاًناجور

را هضم کرده و به در آورند و یا تجمعات پروتئینی 
اشکال پروتئینی غیرسمی تبدیل کنند. مهمترین 

هاي تحلیل سیستم هاي مولکولی که در بیماريچاپرون
عصبی در مهار تشکیل ساختارهاي آمیلوئیدي، 

یافته سمی و هضم و بازتاخوردگی اشکال تجمع 
وHsp70هاي برداشت این اشکال نقش دارند، چاپرون

Hsp40باشند. کوئیتین میزوم یوبیو سیستم پروتئو
هاي چاپرونی و سیستم همچنین همکاري ماشین

کوئیتین در فراهم ساختن عملکرد بهتر پروتئوزوم یوبی
). علاوه بر 6فرآیند تاخوردگی اهمیت زیادي دارد (

اند که قادرهاي شیمیایی شناخته شدهمولکولاین، ریز
فرآیند چاپرونی را در طیهستند یک نقش شبه

ها ایفا نمایند. این ترکیبات سبک تاخوردگی پروتئین
هاي شیمیایی نیز گفته وزن شیمیایی که چاپرون

عنوان ابزارهایی براي دستکاري آسان بهشوند، اخیراً می
تجمعات پروتئینی در شرایط آزمایشگاه و موجودات 

بنابراین در این مطالعه ؛ اندمدل مورد توجه قرار گرفته
گیري مولکول بر مهار شکلیک چاپرون ریزر ثیأت

تجمعات پروتئین تاو مورد ارزیابی قرار گرفته است. 
مورد استفاده در این مولکولچاپرون شیمیایی ریز

نام دارد. )N744(یدید کربوسیانینتريتیااتیلمطالعه دي
هاي سیانینی است عضو خانواده رنگN744چاپرون 
غربالگري وسیع مولکولی با به دنبال یک که قبلاً

استفاده از تعداد زیادي ریزمولکول شناسایی شد که 
هایی بود که بتوانند هدف از آن، یافتن ریزمولکول

به عنوان N744تجمعات پروتئین تاو را مهار نمایند؛ 
یکی از اعضاي این خانواده، کاندید مناسبی به شمار 

رار گرفته مورد مطالعه قءرود و بیش از سایر اعضامی
به این دلیل که قادر N744). ریزمولکول7-9است (
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کنش با است از غشاهاي سلولی عبور کند، پتانسیل برهم
هاي آبگریز تجمعات پروتئینی را دارد. از همین بخش

قابلیت در مهار تجمعات پروتئین هاي دیگر نظیر 
تجمعات آلفا سینوکلئین در بیماري پارکینسون 

). ریزمولکول هاي چاپرونی 10ه است (برداري شدبهره
اند، هایی بودهکه داراي چنین ویژگیR55دیگر نظیر 

اند در مهار تشکیل تجمعات پروتئین آمیلوئید توانسته
). علاوه بر این، 11(در بیماري آلزایمر) موثر واقع شوند (

مشخص شده است که رنگ کنگو رد (یک 
ز است، ریزمولکول) نیز که داراي ساختار آبگری

هاي آمیلوئیدي انسولین تواند از تشکیل فیبریلمی
بنابراین مطالعه بر روي ؛)12ممانعت به عمل آورد (

، ساختار (با قابلیت چاپرونیN744چاپرون شیمیایی 
) از اهمیت خاصی ءآبگریز و توانایی عبور از غشا

برخوردار است. هدف این مطالعه، بررسی اثر یک 
بر تجمعات پروتئین تاو N744چاپرون شیمیایی 

تواند ما را در باشد. نتایج حاصل از این مطالعه میمی
دستیابی به روشی مناسب و کارا جهت مهار تشکیل و یا 

هاي حذف تجمعات نامحلول پروتئین تاو در بیماري
تحلیل عصبی نظیر آلزایمر و حتی پارکینسون نزدیک 

.نماید

بررسی:روش
آزمایشگاهی، طراحی اولیه ژن در این مطالعه بنیادي

رمزکننده پروتئین تاو بر مبناي ترادف گزارش شده در جستجوگر
(National Center for Biotechnology Information= NCBI)

تاو بر DNAانجام شد. سفارش سنتز ترادف 10636Pبا شماره 
E.coliاساس طراحی هاي صورت گرفته طبق کدون کاربري 

ه شد. پس از ئآلمان اراUrofine MWG Operonبه شرکت
و NdeIدر جایگاه برش آنزیم هاي محدودگر DNAسنتز،

XhoIدر وکتورpET-21a(+).پس از تحویل کلون گردید
پلاسمید حاوي ترادف سنتز شده تاو، پلاسمید درون 

E.coliباکتري BL21(DE3) ترانسفورم شد. بیان پروتئین
برحامل پلاسمید (درتريباکبا استفاده از رشدتاو

و سپس LB) در محیط کشت TAUگیرنده ژن
نمودن ماده القاء کننده ایزو پروپیل تیو بتا دياضافه

و 6/0) در میزان جذب حدود IPTGگالاکتوپیرانوزید (
مدت چهار ساعت در دماي نانومتر به600در طول موج 

گراد صورت پذیرفت. جهت بررسی درجه سانتی37
پروتئین مذکور، رسوب حاصل از باکتري در بافر بیان 

ي سلولی به خوبی سوسپانسیون گردید. سپس با لیزکننده
اي تحت ثانیه40سیکل 10استفاده از سونیکاتور طی 

شرایط چهار درجه سانتی گراد شکسته و مجدداً 
سانتریفیوژ گردید. محلول رویی جدا شده واجد پروتئین 

مورد SDS-PAGEلکتروفورز هدف، با استفاده از ژل ا
بررسی قرار گرفت. در مرحله بعد، پروتئین تاو نوترکیب 

هاي کروماتوگرافی تخلیص شد.روشبا استفاده از
SP-هايسازي با استفاده از ستونخالصبه منظور

SP-سفاروز و نیکل سفاروز، پس از شستشوي ستون

ل هاي سفاروز با بافر تعادل،  فاز محلول جداشده از سلو
بیانی حاوي پروتئین تاو، از این ستون عبور داده شد. 
جداسازي خروجی هاي ستون حاوي پروتئین تاو با استفاده 

) ایجاد NaCl)M1-05/0شیب خطی نمک از افزایش
شده بین بافر شستشو و بافر جدا کننده انجام شد. سپس 

شده اولیه در یک ظرف خروجی هاي تخلیص
منظور دستیابی به خلوص بیشتر، آوري گردید. به جمع

محلول پروتئینی حاصل، از ستون کروماتوگرافی تمایلی 
سفاروز نیز عبور داده شد. پس از به تعادل -نیکل

با افزایش شیب پروتئینرساندن این ستون، جداسازي 
با استفاده از میلی مولار)،20-600(غلظت ایمیدازول

مولار میلی600(حاوي جداکنندهو بافر شستشوبافر 
سپس بیان و خلوص پروتئین تاو با انجام شد.ایمیدازول)

درصد و 10اکریلامید استفاده از الکتروفورز ژل پلی
بلو مورد بررسی قرار گرفت.رنگ آمیزي با کوماسی

در شده،نوترکیب خالصلیمریزاسیون پروتئین تاوپ
هپاران سولفات،هاي القاگر نظیر هپارین، حضور مولکول

در شرایط و غیره هاRNA،اسیدهاي چرب غیر اشباع
In Vitro از میان 14،13و انجام پذیر است (، تسهیل .(

ترکیبات القاگر مختلف، مطالعات متعددي از هپارین براي 
اند القاء و تسریع تشکیل تجمعات پروتئین تاو استفاده کرده

از ها،). در این مطالعه نیز جهت تجمع این پروتئین13،9(
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به پروتئین تاو استفاده گردید. 4:1هپارین با نسبت غلظتی 
در آن مهار و همچنین تاو هايتجمع پروتئینسپس ایجاد 

با استفاده از سنجش فلئورسانس N744حضور چاپرون
مورد ارزیابی SDS-PAGEو الکتروفورزTتیوفلاوین

.قرار گرفت
به منظور بررسی تغییرات ساختاري پروتئین تاو

هاي پروتئین تاو در حضور این در حضور هپارین، نمونه
ساعت انکوبه شدند و 72پس از C37°القاگر در دماي 

آنالیز شدند. )CD(نمایی دورانی توسط روش دو رنگ
از آنجایی که پروتئین تاو به عنوان یک پروتئین داراي 

؛ساختار پیچه نامنظم و فاقد ساختار سوم شناخته می شود
ي طیف ناحیه دور براي تهیهUVاین آزمایش، از لذا در

CDها پروتئین تاو استفاده شد. به این منظور، تمام نمونه
گیري شدند. میکرومولار پروتئین اندازه40در غلظت 

همچنین به منظور ارزیابی تاثیر ریز مولکول چاپرون 
هاي بر روي تجمعات پروتئین تاو، نمونهN744شیمیایی 

میکرومولار تهیه گردید و پس 60و در غلظتپروتئین تا
ساعت انکوباسیون در 72از تیمار با این ریزمولکول و 

°C37درصد مورد 10اکریلامید با استفاده از ژل پلی
بررسی قرار گرفت. همچنین مهار تجمعات فیبریلی 

با استفاده از روش N744پروتئین تاو در حضور چاپرون 
نیز مورد بررسی قرار Tسنجش فلئورسانس تیوفلاوین

.گرفت

:یافته ها
منظور بیان و تخلیص پروتئین تاو، از باکتريبه

E.coli BL21(DE3)کننده حاوي پلاسمید واجد ژن کد
پروتئین تاو استفاده گردید. نتایج القاي ژن مورد نظر با 

IPTG و بررسی آن با استفاده ازSDS-PAGE ،نشان داد
هاي میزبان به میزان قابل توجهی پروتئین تاو در سلول

.)1بیان شده است (تصویر شماره 

ها، با استفاده از استخراج پروتئین تاو از باکتري
خوبی انجام گردید. نتایج سونیکاسیون و سانتریفیوژ به

SDS-PAGEشده بوسیله براي بررسی پروتئین خالص
-سفاروز و سپس نیکل-SPکروماتوگرافی ستون

ان داد که پروتئین تاو حاصل از دو مرحله سفاروز، نش
باشد برخوردار می%90کروماتوگرافی، از خلوص بالاي

).1(تصویر شماره 

بررسی بیان و تخلیص پروتئین تاو با :1صویر شمارهت
SDS-PAGEاستفاده از الکتروفورز 

،ءساعت بعد از القاچهارباکتري :2،ءباکتري قبل از القا:1
تاو بعد از تخلیص با ستون تعویض یونیپروتئین : 3
SP -پروتئین تاو بعد از تخلیص نهایی با ستون : 4،سفاروز

.مارکر وزن مولکولی: 5و ؛نیکل سفاروز

پلیمریزاسیون پروتئین تاو در حضور 
گردید. براي آنالیز هپارین تسهیل هاي القاگرمولکول

از تغییرات ساختاري پروتئین تاو در حضور هپارین، 
استفاده شد که نتایج )CD(نمایی دورانی روش دورنگ

حاصل از آن نشان داد که پروتئین تاو قبل از تیمار با 
(غیاب القاگر) داراي ساختار پیچه نامنظم هپارین

)Random coil( است و پس از برهمکنش با هپارین در
شرایط انکوباسیون، تغییر ساختار بصورت صفحات بتا 

).1مودار شمارهنشان می دهد (ن
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ناحیه دور پروتئین تاو در حضور القاگر هپارین)CD(نمایی دورانی طیف دورنگ:1نمودار شماره

، Tن در روش سنجش فلئورسانس تیوفلاوی
قادر است به ساختار صفحات بتا Tشناساگر تیوفلاوین

پروتئین متصل شود، بطوري که همراه با افزایش تجمع 
زایش ساختار بتا، نشر شناساگر پروتئین تاو و اف

افزایش نشان می دهد. نتایج حاصل از Tتیوفلاوین

SDS-PAGE و سنجش فلئورسانس نشان داد که
قادر به مهار شکل گیري تجمعات N744چاپرون 

شود که پروتئین تاو پروتئین تاو است و باعث می
صورت اشکال مونومر درآید (تصویر یافته بهتجمع

).2ه مودار شمارو ن2شماره 

مولکول با استفاده از هاي ریزالکتروفورز مربوط به مهار تجمعات فیبریلی پروتئین تاو در حضور چاپرون:2تصویر شماره
درصد10اکریلامید ژل پلی

Tورسانس تیوفلاوینئز سنجش فلمولکول با استفاده اریزهاي پرونامهار تجمعات فیبریلی پروتئین تاو در حضور چ:2شمارهنمودار

.N744پرونامهار تجمعات پروتئین تاو در حضور هپارین + چو ورسانس پروتئین تاو در حضور هپارینئافزایش شدت فل
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:بحث
بیماري آمیلوئیدي وجود دارد که 100بیش از 

ها بیماري آلزایمر، تاوپاتی، دیابت شیرین نوع از میان آن
IIشکل گاوي، با اسفنجیفالوپاتیو بیماري مغزي آنس

تجمعات یکی از دوازده پروتئین انسانی غیرهمولوگ 
ترین ). اگرچه بیماري آلزایمر شایع16،15مرتبط هستند (

اما رسوبات پروتئین تاو در ؛تاوپاتی به شمار می رود
و Pickهاي تحلیل عصبی نظیر بیماري سایر بیماري

هاي تی، بیماريپارکینسون نیز دیده شده است. تاوپا
ها وجود کند که مشخصه آنمغزي را توصیف می

هاي نامحلول پروتئین تاو است. به ها و فیبریلتوده
هرحال، پروتئین تاو به عنوان یک بازیگر کلیدي در 

عصبی نقش بسیار مهمی دارد فرآیندهاي تحلیل
)18،17(.

از میان انواع عوامل اثرگذار بر مهار تشکیل 
ها توجه بسیاري از ین تاو، چاپرونتجمعات پروتئ

ها ). چاپرون19اند (محققان را به خود جلب کرده
هاي اختصاصی سلولی هستند که می توانند ریزمولکول

تجمعات پروتئینی ناجور تاخورده را حذف کرده یا 
شده صورت اشکال پروتئینی فعال غیرسمی و یا هضمبه

ر سه دسته هاي شیمیایی، خود دتبدیل کنند. چاپرون
ها، ترکیبات هیدروفوبی (فنیل شامل اسمولیت

هاي دارویی ها) و چاپرونها، لیپیدها و شویندهبوتیرات
هاي تاخوردگی)هاي آنزیمی و آگونیست(آنتاگونیست

هاي شیمیایی آینده ). چاپرون20شوند (بندي میطبقه
درخشانی دارند و به خاطر اندازه کوچک خود، 

ه بسیاري در مطالعات بالینی و کاربردهاي بالقو
ها مولکولکاربردي دارند. از جمله مزایاي این ریز

ها و اعمال اثر، انتقال توان به ورود آسان به سلولمی
آسان به بدن، مقاومت و پایداري بالا در برابر تخریب 

شدن به دارو و اینکه بسیاري از و فساد، قابلیت تبدیل
داراي اهداف مولکولی شده هاي شناختهمولکولریز

اختصاصی هستند (اثر غیراختصاصی ندارند) اشاره کرد 
)22،21.(

هاي اخیر محققان موفق به کشف در سال
مهار تشکیل اند که علاوه برهایی شدهمولکولریز

تجمعات پروتئینی، توانایی بازکردن تجمعات 
البته در مورد مکانیسم ؛)23شده را نیز دارند (تشکیل

ها براي آزمایش بر روي پتانسیل این مولکولعمل و 
موجودات مدل، هنوز اطلاعات کافی وجود ندارد. لازم 

هاي شیمیایی بر روي سایر مولکولبه ذکر است که ریز
عصبی از جمله هانتیگتون نیز موثر هاي تحلیلبیماري

هاي منتشرشده، مشتقات ). بر اساس گزارش24هستند (
Benzothiazolelت ساختاري زیادي با که شباهN744

هاي توانند تجمعات پروتئینی تاو را در بیماريدارند، می
همچنین ).25تحلیل عصبی در مارماهی مهار کنند (

مولکول به رسوبات که این ریزگزارش شده است
نامحلول آمیلوئید بتا و با تمایلی بالاتر از آن، به پروتئین 

بب مهار این متصل شده و سin vitroتاو در محیط 
). علاوه بر این، در مطالعات دیگر 26شود (تجمعات می
میزان قابل توجهی اند که بههایی یافت شدهریزمولکول

از تشکیل تجمعات فیبریلی پروتئین تاو ممانعت به عمل 
هایی مانند آورند. از این دسته، می توان به فنوتیازینمی

، azure Bو azure Aمتیلن بلو و مشتقات آن یعنی 
quinacrineهایی مانند خردل و پلی فنولmyricetin ،

epicatechin 5-gallate ،gossypetin و یک نوع
ت قادر وهاي متفاپورفیرین اشاره کرد که با غلظت

). 27(شدن پروتئین تاو ممانعت نمایندهستند از فیبریله
گیري تجمعات متیلن بلو همچنین توانسته است که شکل

و نیز در مدل تائوپاتولوژیکی in vitroمحیط تاو را در
بنابراین به طور ؛ )28،29مهار کند (C. elegansکرم 

ها پتانسیل مناسبی براي کاربرد بالقوه مولکولکلی ریز
دهند. مطالعه در مهار تجمعات پروتئینی از خود نشان می

براي مهار تجمعات تاو، به خاطر N744ریزمولکول 
خاصیت ریزمولکولی، ساختار ترکیبی ویژگی چاپرونی،

هاي کنش کارآمد با بخشهمآبگریز و آنیونی (براي بر
آبگریز و کاتیونی پروتئین تاو) و نیز به خاطر قابلیت 
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هاي عبور از غشاهاي زیستی و عدم سمیت براي سلول
).29-31یوکاریوتی از اهمیت بیشتري برخوردار است (

هاي تاو در باکتريدر این مطالعه ابتدا پروتئین
حاوي پلاسمید کدکننده پروتئین، بیان، استخراج و 

بررسی و SDS-PAGEتخلیص گردید و با استفاده از 
منظور تشکیل تجمعات پروتئین تاو، ماده یید شد. بهأت

هپارین به عنوان القاگر تشکیل تجمع، اضافه شد و اثر 
یید گردید.أت)CD(نمایی دورانیآن به روش دورنگ

بر روي مهار N744ثیر چاپرون شیمیایی أسپس ت
و روش SDS-PAGEتجمعات پروتئین تاو با استفاده از 

فلئورسانس مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از 
نشان داد که تجمعات پروتئین تاو القاشده با الکتروفورز

به میزان چشمگیري در مقایسه N744هپارین، در حضور 
یابد. این یافته توسط روش ش میبا گروه کنترل کاه

یید قرار أنیز مورد تTسنجش فلئورسانس تیوفلاوین
طوري که پس از تیمار تجمعات تاو با گرفت، به
در Tتیوفلاوین، نشر شناساگر N744چاپرون 

فلئورسانس در مقایسه با نمونه کنترل، کاهش پیدا کرد.
هاي پروتئین تاو به این مشاهده حاکی از فروپاشی توده

صورت ساختارهاي تاو مونومري است. از آنجا که 
با تمایل بالایی به ساختارهاي بتا Tتیوفلاوینشناساگر 
وفور ) و نظر به این که صفحات بتا به32شود (متصل می

شوند، در ساختار تجمعات نامحلول پروتئینی یافت می
در این مطالعه نشان Tل از سنجش تیوفلاویننتایج حاص

توانسته است پروتئین تاو را از N744دهند که ماده می
اشکال تجمع یافته حاوي ساختار غیرطبیعی صفحات بتا 
به وضعیت طبیعی آن (که به صورت پیچه نامنظم است)، 

قادر است N744درآورد. به این ترتیب چاپرون 
رایط عاري از سلول مهار تجمعات پروتئین تاو را در ش

نماید. لازم است مطالعات بعدي نشان دهند که چاپرون 
N744ًبا چه مکانیسمی تجمعات پروتئین تاو را دقیقا

گام بعدي براي مطالعه دهد. مطمئناًثیر قرار میأتحت ت
بر روي این ریزمولکول، بررسی اثرات آن بر تجمعات 

ه (به طور شدهاي سلولی کشت پروتئین تاو در مدل
هاي شده) و نیز مطالعه بر مدلهاي کشت دقیق، نورون

تائوپاتولوژیک حیوانی است. همچنین مطالعات دیگري 
باید انجام شوند تا نشان دهندکه آیا در مدل هاي موشی 

مغزي عبور -می تواند از سد خونیN744آلزایمر، 
سازي کرده و به اهداف مورد نظر دسترسی پیدا کند؟ بهینه

ي نانومواد در انتقال بعدي در این مسیر، کاربرد بالقوه
N744همچنین 33باشد (به جایگاه مورد نظر در بدن می .(

N744، اتصال چنانچه بتوان با تکنیک هاي تصویربرداري

به پروتئین تاو و اثر مهاري آن را بر تجمعات پروتئینی 
ي اینردیابی کرد، پیشرفت بزرگتري در کاربرد بالقوه

دست خواهد آمد. نتایج این مطالعه در ریزمولکول به
ترکیب با نتایج حاصل از مطالعاتی که در بالا پیشنهاد 

N744شد، مشخص خواهند کرد که آیا چاپرون 

تواند در آینده به عنوان یک کاندید دارویی براي می
بیماران آلزایمري مطرح شود؟

:گیرينتیجه
خوبی نشان نتایج حاصل از این مطالعه به

، بر روي تجمعات N744مولکول دهند که ریزمی
تواند سبب مهار پروتئین تاو داراي اثر مهاري است و می

یافته پروتئین تاو شود. به این ترتیب اشکال تجمع
را پس از ارزیابی مطالعات بر روي N744توان می

ي انسانی و مدل حیوانی، به عنوان شدههاي کشت سلول
ها دارویی بالقوه در درمان انواع تاوپاتییک کاندید

ویژه بیماري آلزایمر مطرح کرد.به

و قدردانی:تشکر
هاي مالی پژوهشکده بدین وسیله از حمایت

علوم و فناوري زیستی دانشگاه صنعتی مالک اشتر در به 
شود. همچنین از انجام رسیدن این مطالعه قدردانی می

دانشگاه )IBB(زیک مرکز تحقیقات بیوشیمی و بیوفی
خصوص جناب آقاي دکتر غلامحسین ریاضی تهران به

ها و نیز از بخاطر راهنمایی و همکاري در انجام آزمایش
جناب آقاي شریف مرادي، دانشجوي دکتري پژوهشگاه 
رویان بخاطر همکاري در این مطالعه سپاسگزاري 

شود.می
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Background and aims: Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder that is affected by
different factors. Forming aggregations of the tau proteins in the brain is one of the most
commonly observation in the patients’ brains suffered from this disease. Several strategies have
been devised to target the tau aggregates in the neuronal cells of the patients. Recently,
chaperones have drawn the attention of the researchers as a tool to inhibit or disaggregate the tau
protein aggregations. The aim of this study was to investigate the effect of small molecule
chaperone called Diethylthia tri carbocyanine iodide on the formation of tau aggregates.
Methods: In this basic laboratory study, Tau protein was expressed in bacteria. Then, Tau
protein was purified by the ion-exchange chromatography and affinity chromatography, and its
purity was evaluated by SDS-PAGE. Heparin was added as the inducer of tau aggregation, and
the inductive effect of heparin on tau aggregation was examinated by circular dichroism (CD)
method. Then, Diethylthia tri carbocyanine iodide chaperones was added to the aggregated tau
and its effect was evaluated using SDS-PAGE and thioflavin T fluorescence assay.
Results: Electrophoresis SDS-PAGE confirmed the expression of tau protein and its purity. CD
validated the successful induction of tau aggregation by heparin. Following treatment of the tau
aggregates with Diethylthia tri carbocyanine iodide, the results of SDS-PAGE showed that
induced aggregation, remarkably reduced compared to the control sample. Thioflavin T
fluorescence assay was used to confirm the results of SDS-PAGE analysis.
Conclusion: The results of this study showed that Diethylthia tri carbocyanine iodide could
inhibit the aggregation of the tau protein which they were produced in the presence of heparin
inductor. These results can propose Diethylthia tri carbocyanine iodide as a potential treatment to
target the tau aggregates in people with Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer's disease, Tau protein, Chaperone, Diethylthiatricarbocyanine iodide.
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