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  كيدهچ
يج اين بيماريها رابيماريهاي متعدد از جمله آلزايمر مي گردد. درمانهاي  اختلال در عملكرد سلولي وباعث  تجمع پروتئينها: زمينه و هدف

نانو ذرات روي تجمع پروتئينها از اين نظر كه ممكن  توانايي تاثير عروقي موفقيت آميز نبوده است.- عدم عبور آنها از سد مغزيبه دليل 

ذرات نقره  در مطالعه حاضر اثر نانواشته باشند جالب به نظر مي رسد. مربوط به تجمع پروتئينها دبيماريهاي درماني براي   است پتانسيل

  روي تجمع آميلوئيدي ليزوزيم سفيده تخم مرغ مورد بررسي قرار گرفت. 

جه سانتي گراد در ٥٧، در دماي =pH ٥/٢ميلي مولار بافر گلايسين،  ٥٠ميلي گرم بر ميلي ليتر در ٢به ميزان  : پروتئين ليزوزيمروش كار

با تكنيكهاي مختلفي مورد بررسي قرار  ره روي تجمع آميلوئيدي ليزوزيمنق و ذره. اثر نانتبديل شدبه آميلوئيد  حال همزدن آرامو در 

 انجام گرفت. SPSS16تجزيه و تحليل داده ها با استفاده از آزمون آماري تي مستقل و با نرم افزار  .گرفت

 پروسه تجمع آميلوئيدي را مهار كرد ميكرو گرم بر ميلي ليتر، ٦٠تا  ٣قره در دامنه غلظتي بين : انكوباسيون ليزوزيم با نانو ذرات ننتايج

)٥/٠<p(لظت زمان تاخيرميكروگرم بر ميلي ليتر بهترين اثر را داشت. در اين غ ٣اين نانو ذره در غلظت پايين يعني توجهي . بطور جالب 

  .نيز كاهش يافت كشت سلوليسميت تجمعات آميلوئيدي روي  فيبري شدن بطرز چشمگيري كاهش وطولاني شد و فاز 

هاي نو چاپرون عمل كرده و باعث مهار تشكيل فيبرمثل يك نادر مجموع نتايج ما نشان داد كه سطوح نانو ذرات نقره  :يجه گيرينت

  بيماري آلزايمر وجود دارد. حتمال استفاده دارويي براي درمانآميلوئيدي ليزوزيم شده و بنابراين ا

  نانو نقره ،سميت سلولي ،تجمع آميلوئيدي، : ليزوزيمواژگان كليدي

  

  مقدمه
تحليل برنده و پيشرونده  آلزايمر يك بيماري

سيستم عصبي است كه از ويژگيهاي مهم آن تغيير بناي 

ت محلول به اليگومرها، ) از حالAβبتا(-فضايي پروتئين آ

پروتوفيبريلها ويا فيبريلهاست كه به شكل پلاكهاي 

 نامحلول در مغز تجمع مي يابند. وجود اين پروتئينهاي

ارتباط مستقيمي با  ،در مغز بيماران Aβغلط تاخورده 

التهابات نوروني و سميت سلولهاي نوروني دارد كه باعث 

تحليل سيستم عصبي و بروز بيماري آلزايمر مي شود 

Dineley et al.  2010; Haass and Selkoe) 
هدف  با . بنابراين استراتژيهاي درماني متعددي 2007)

،  Aβوتئينهاي غلط تاخورده جلوگيري از تجمع  پر

جلوگيري از تشكيل آنها و يا برگشت پذيري اين پروتئينها 

 (Gervais به بناي فضايي طبيعي  تاخورده ارائه شده است

(et al. 2007; Salomone et al. 2012 از طرف .

كه از قبل بوجود آمده نيز بايد از  Aβديگر تجمعات 

تجمعات در مغز سيستم حذف شود در غير اين صورت اين 

 گردندباعث مرگ سلولهاي نروني و تخريب حافظه مي

Liu et al. 2012) Salomone et al. 2012; ( .

تاكنون دارويي به بازار عرضه نشده است كه بتواند هم مانع 

و هم تجمعات از شود تشكيل اين تجمعات آميلوئيدي 
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      / حسن رامشيني و اعظم السادات مقدسي٢٠٧ 

 

پيش تشكيل شده را از بين ببرد و در نهايت رفتارهاي 

-در سال طبيعي را در بيماران آلزايمري بهبود بخشد.غير 

، نانوتكنولوژي رشد سريعي پيدا كرده و نانو هاي اخير

وسيعي در  هاياستفاده اند كههذرات گوناگوني توليد شد

اين مسئله به دليل واكنش پذيري  .دارند لفيهاي مختزمينه

- زياد و خواص فيزيكو شيميايي منحصر به فرد آنها مي

). يكي از الزامات هر تركيبي Loo et al. 2013( باشد

هاي تحليل برنده سيستم كه كانديداي درمان بيماري

 –شود توانايي آن براي عبور از سد عروقيعصبي مي

همين  . به)Teixido and Giralt 2008( مغزي است

   براحتي از اين سد عبور  نانوذراتي كهدليل امروزه از 

  Veisehكنند (دارو استفاده مي  ه عنوان حاملمي كنند ب

et al. 2009( مطالعات گوناگوني در جهت بررسي اثر .

 ده تجمع پروتئيني انجام شده است. نانو ذرات روي پدي

Bellova  و همكارانش نشان دادند كه نانوذرات

به مهار تشكيل تجمع آميلوئيدي  قادر 4O3Feمغناطيس 

ادر به تخريب ليزوزيم مي باشند. اين نانو ذرات حتي ق

تجمعات پروتئيني از پيش تشكيل شده نيز بودند 

)Bellova et al. 2010 .( مطالعات قبلي با استفاده از

نانوذرات گوناگون توانايي آنها را در جلوگيري از تشكيل 

 Cabaleiro-Lago .ه استداد پروتئيني نشانتجمعات 

و همكارانش نشان دادند كه نانوذرات كو پليمر در غلظت 

هاي پيكو مولار باعث به تاخير انداختن فيبري شدن 

 Islet Amyloid Polypeptide (IAPP)پروتئين 

). همين گروه Cabaleiro-Lago et al. 2010(شودمي

از محققان نشان دادند كه نانوذرات بصورت وابسته به 

به ميزان زيادي را ) lag phaseغلظت فاز تاخير تجمع (

وسيله سرعت تجمع را به ميزان  طولاني مي كنند و به اين

  (.Cabaleiro-Lago et al دهندزيادي كاهش مي

2008.( Yoo ره حامل كادميوم و ذهمكارانش نانو و

 هبوسيله تيوگلايكوليك اسيد پايدار شد تلوريوم را كه

د كه اين ذرات قادرند فاز ندد و نشان دادنطراحي كر

وسيله يندو ب زندبه تاخير اندا را Aβ 1-٤٠زاييهسته 

 .Yoo et al(دنميزان تجمع را به مقدار زيادي كاهش ده

ذرات نقره داراي مطالعات نشان مي دهد كه نانو .)2011

ميكروبي و ضد ت ضدنقشهاي متنوع از جمله داراي خاصي

 ).Chen and Schluesener 2008(قارچي مي باشد

در رابطه با نقش اين ذرات در تجمع پروتئينها مطالعه  ولي

ما اخيرا نشان داده ايم كه ي صورت نگرفته است. زياد

ذرات نقره در يت تجمعات ليزوزيمي در حضور نانوسم

ذرات كاهش معني ه با سميت آنها در غياب اين نانومقايس

(تجمعات تشكيل شده در انچه آنها داري پيدا كرده و چن

حضور نانو ذرات نقره) به آميگدالهاي مغز موش صحرايي 

ي حافظه و رفتار اين موشها اثر بسيار رو ،دنتزريق شو

و اين نشان  )Ramshini et al. 2017كمتري مي گذارد(

از طرفي ديگر . دهنده كاهش سميت توسط اين ذرات است

و همكاران نشان داده اند كه نانو ذرات نقره  دهواري

لاكتالبومين جلوگيري كرده و - همچنين قادرند از تجمع آلفا

 اندژگي چاپروني اين ذرات نسبت دادهدليل اين امر را به وي

)Ghahghaei 2018Dehvari and .( در مطالعه ديگري

اي كه با نانو ذرات نقره اند كهدانشمندان نشان داده

كپسايسين پوشش داده شده اند قادرند مانع تشكيل 

 تجمعات آميلوئيدي در پروتئين سرم آلبومين گردند

)Anand et al. 2016 .(از ليزوزيم سفيده  در اين مطالعه

تخم مرغ كه ساختار و مكانيسم تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي 

يك مدل پروتئيني عام  عنوان شده بهدر آن بخوبي شناخته 

)Arnaudov et al. 2005ذره نقره بررسي اثر نانو ) براي

  استفاده شده است.

  

  كارروش
 باسيلوسابتدا باكتري : روش سنتز نانوذرات نقره       

)sp. GFCr-4(  اختصاصيدر محيط كشت)LB( و شرايط

مناسب كشت داده شد. سپس محيط سانتريفوژ گرديد، بعد 

از رسوب باكتري، آنزيم خارج سلولي آلفا آميلاز باكتري 

روماتوگرافي مايع با موجود در محيط رويي توسط روش ك

. آنزيم آلفا آميلاز شد) خالص FPLC(عملكرد سريع

و گرديد در شرايط خاص انكوبه باكتري با نيترات نقره 

آنزيم باعث احياي فلز نقره با بار مثبت به نانوذرات بدون 
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 ٢٠٨ جمعات .../قابليت نانوذرات نقره روي مهار ت

 

-اندازه در اين حالت مشاهده تغيير رنگ محيط و .شدبار 

ذره تأييد سنتز نانوذرات نقره  و جذب نانو UVگيري

 با سانتريفوژ كردن محيط به نانوذرات بدون بار نقره . بود

بهينه سازي و  .)Kalimuthu et al. 2008( بدست آمد

ات قبلي انجام گرفته ذرات دقيقا مطابق مطالعشناسايي نانو

. )5Ramshini et al. 201( ذرات انجام شدبا اين نانو

ند جذبي قوي با بيشترين جذب امشاهده ب بطور خلاصه،

نانومتر در مقايسه با كنترل نشان دهنده وجود نانو  ٤٠٩در 

دازه نانو ذرات با تكنيك پراكنش ذره نقره ارزيابي شد. ان

ه شعاع ) مورد ارزيابي قرار گرفت و دامنDLS( نور پويا

و آناليز  نانومتر محاسبه شد ٩٠-١١٠هيدروديناميك آنها

شكل ظاهري اين ذرات با ميكروسكوپ الكتروني روبشي 

)SEMه نانو ذرات توسط پراكنش نور پويا) نتايج انداز 

  را تاييد كرد.

: ي آميلوئيدي در ليزوزيم سفيده تخم مرغالقاي فيبرها

ليتر پروتئين ليزوزيم سفيده تخم مرغ گرم در ميليميلي٢

 ٥٧در دماي =pH ٥/٢مولار گلايسين با ميلي ٥٠در بافر

 ساعت همراه با همزن مداوم و  ٤٨درجه به مدت

 ساعت ٤٨از  بعد قرار داده شد. ٢٥٠  rpmچرخش

 .سي قرار گرفتتشكيل تجمعات آميلوئيدي مورد برر

نانوذرات نقره با غلظت  براي مطالعه اثر نانو ذرات نيز 

با پروتئين ليزوزيم سفيده تخم مرغ با هاي مختلف همراه 

ساعت  ٤٨بعد از  همان شرايط قبلي انكوبه گرديد.

  (Ramshiniشكيل تجمعات آميلوئيدي بررسي شد ت

(et al. 2015.  

شكيل يا عدم براي ارزيابي ت: ThT سنجش مطالعات 

ي آميلوئيدي از محلول تازه تهيه شده هاتشكيل فيبر

ميكرومتري فيلتر  ٢/٠كه با استفاده از فيلتر  Tتيوفلاوين 

نمونه تهيه شده در روش قبلي  شده بود، استفاده گرديد.

فلوئورسانس تغيير شدت بررسي  اضافه و ThTبه محلول

اكليپس  دستگاه اسپكتروفلوئورومتر كري ستفاده ازبا ا

 نانومتر، نشر ٤٤٠انجام شد. طيف برانگيختگي از  واريان

پهناي شكاف برانگيختگي و نشر  نانومتر و ٥٥٠تا  ٤٤٥از 

نشر  شدت افزايش نانومتر در نظر گرفته شد.١٠

 يآميلوئيد فيبرهاي احتمالي تشكيل عنوان به T تيوفلاوين

  .)Nilsson 2004( تفسير گرديد آميلوئيدي يا شبه

ميكرومولار  ٢٠به غلظت كنگوردرنگ :كنگورد نوري جذب

، NaCl مولارميلي ١٥٠، سديم ر فسفاتمولار باف ميلي ٥در

٤/٧ =pH .نمونه هاي آميلوئيدي محلول كنگورد  تهيه شد

 در محدودةآن  جذبي طيفهمزدن، اضافه شد و بعد از 

 صبر كردن دقيقه ٣يا  ٢بعد از  ٤٠٠- nm٧٠٠  موج طول

 آمد دست بهبا دستگاه اسپكتروفتومتر  ايجاد تعادل براي

)Nilsson 2004(.  

برداري آميلوئيد توسط ميكروسكوپ تهيه نمونه براي عكس

ميكروليتر از نمونه حاوي فيبرهاي  ١مقدار : نيروي اتمي

آميلوئيدي تشكيل شده را بر روي قطعات كوچك از جنس 

 شدن و خشك شدن آن از ريخته و بعد از پخشميكا 

دستگاه ميكروسكوپ نيروي اتمي براي مشاهده مستقيم 

 Ramshini(. شدفيبرهاي آميلوئيدي تشكيل شده استفاده 

et al. 2015(. 

فيبرهاي آميلوئيدي طبق MTT: بررسي سميت با روش 

روش ذكر شده در بالا در حضور نانوذرات (با غلظت بهينه 

عدم حضور نانوذرات تهيه ميكروگرم بر ميلي ليتر) و  ٣

شدند. سپس ويال هاي حاوي مواد  فوق سانتريفوژ گشتند 

رويي خارج حلول به اندازه م ،محلول رويي برداشته شدو 

ويال ها   رسوبي بخشبه  DMEMمحيط كشت  ،شده

عد از چندين ب .شد رسوبي در آن حل بخشاضافه گرديد و 

 كشت محيط به صلهبلافابار سمپلينگ ماده ي آماده تزريق 

 ظرف در يك سلول ها براينمونه و سميت ها اضافهسلول

 Ramshini( شد سنجش  MTT  وسيله چاهكي به ٩٦

et al. 2015( .  

آناليز آماري: هر آزمايش حداقل سه بار بصورت مستقل 

انجام و در هر بار  هر كدام حداقل سه بار تكرار شد و تمام 

گزارش شده است. SD±Mean ميانگيننمودارها بصورت 

با استفاده از  SPSS 16داده ها  توسط نرم افزار آماري

  تجزيه و تحليل شد. %٩٥مستقل با ضريب اطمينان  Tآزمون
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      / حسن رامشيني و اعظم السادات مقدسي٢٠٩ 

 

  ولول انن نتايج

مهار تجمع  سينتيكو بررسي تعيين غلظت بهينه    

 :فيبرهاي ليزوزيم توسط نانوذره نقره در غلظت بهينه

ته شد يكي از ماركرهاي تشكيل تجمعات همانطور كه گف

 Tآميلوئيدي طيف نشر فلوئورسانس محلول تيوفلاوين 

ها، است كه در اين روش در اثر اتصال اين رنگ به فيبريل

نانومتر، شدت نشر  ٤٤٠با تحريك آن در طول موج 

نانومتر ديده  ٥٥٠تا  ٤٤٥بالايي در طول موجهاي بين 

ين غلظتي كه نانوذره براي بدست آوردن بهتر شود.مي

نقره مي تواند باعث مهار تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي 

 ٣٠ـ٣غلظت  آيند تشكيل اين فيبرها در دامنهگردد فر

 ميكروگرم بر ميلي ليتر نانوذره نقره بررسي گرديد.

بهترين  دهد،نشان مي الف-شماره اهمانطور كه شكل 

م بر ميكروگر ٣غلظتي كه بيشترين مهار را داشته غلظت 

ست كه ا ار اين. نكته جالب در اين نمودميلي ليتر است

ميزان مهار با افزايش غلظت مهار كننده كاهش يافته 

 ٣پس از بدست آوردن غلظت بهينه ( .است

ميكروگرم/ميلي ليتر) نانوذره نقره براي مهار تجمع 

-ليزوزيم، كينتيك مهاري آن در زمان هاي مختلف (دوره

رسي قرار گرفت. كينتيك تجمع مورد بر ساعته) ٦هاي 

ليزوزيم در غياب نانو ذره سه مرحله فاز تاخير، فاز رشد 

شكل  سريع و فاز تعادل را نشان مي دهد. همانطور كه در

مشخص است، در حضور اين غلظت از نانوذره  ب-٢

نقره، ميزان شدت فلورسانس و تشكيل آميلوئيد بعد از 

ه و هر دو ساعت به ميزان چشمگيري كاهش يافت ٤٨

تجمع (فاز تاخير و فاز رشد مرحله كينتيكي تشكيل 

دهد كه در اين شكل نشان مي مهار شده است.سريع)

ثانيا به طور  حضور نانو ذره اولا فاز تاخير طولاني شده،

است  يافته ون (فاز سريع) كاهش يداري فاز فيبريلاسمعني

  و اين هر دو نشانه عمل مهاري نا نوذره است.

سي جذب نوري قرمز كنگو(كنگورد) در حضور برر   

همانطور كه ذكر شد يكي  نانوذره نقره در غلظت بهينه:

هاي اثبات تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي ديگر از روش

جذب نوري كنگورد است. بعد از پيدا كردن غلظت بهينه 

براي نشان دادن مهار تشكيل فيبرآميلوئيدي از روش 

 دهد،نشان مي  ٢ر كه شكل همانطو .شد كنگورد استفاده 

(شدت جذب) فيبرهاي آميلوئيدي در حضور  طيف جذبي

ميكروگرم/ميلي ليتر)  ٣( نانوذرات نقره در غلظت بهينه

ميلي گرم/ميلي ليتر  ٢نسبت به  ليزوزيم به تنهايي با غلظت 

نيز به سمت چپ جابجايي پيدا  يجذب طيفكاهش يافته و 

هش تشكيل فيبرهاي كرده است. كه اين نشان دهنده كا

ميكروگرم  ٣آميلوئيدي در حضور نانوذرات نقره در غلظت 

  بر ميلي ليتر  است.

  : )AFMبرداري توسط ميكروسكوپ نيروي اتمي (عكس

ار تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي هاي اثبات مهيكي از روش

دادن مورفولوژي اين فيبرها بوسيله عكس  نشان

 ١منظور حدود  به اين .ميكروسكوپ نيروي اتمي است

ميكروليتر از فيبرهاي تشكيل شده ليزوزيم در حضور و 

(با غلظت بهينه) مورد بررسي  عدم حضور نانوذرات نقره

دهد در عدم نشان مي ٣كه شكل قرار گرفت و همانطور 

فيبرهاي بدون شاخه آميلوئيدي مشاهده  ،حضور نانوذره

فيبرهاي تشكيل  فرآيندشود اما در حضور نانوذرات نقره مي

بالغ آميلوئيدي متوقف شد و اليگومرها و هسته هاي اوليه 

  مشاهده مي گردند.

: يبرهاي آميلوئيدي در حضور نانوذرات نقرهسميت فكاهش 

دوي تجمعات تشكيل يافته ليزوزيم در حضور و عدم  هر

 داده انتقال حضور نانوذرات به يك محيط فيزيولوژريك

 در غلظتPC12  هايلولس كشت محيط به شدند و سپس

 براي تجمعات اين شدند. توانايي ميكرومولار اضافه ٢نهايي

بر اساس  MTT احياء  ها با ارزيابيعملكرد سلول تخريب

گرفت.  توضيحاتي كه در قسمت روش ها داده شده انجام

   .شودمي ملاحظه ٤ در شكل طور كه همان

را در احياء  داريمعني فيبرهاي آميلوئيدي ليزوزيم كاهش   

MTT هيچ در مجاورت شاهد (كه هايبا سلول در مقايسه 

 %٥٨(به ميزان  دندهمي اند) نشانقرار نگرفته تجمعي نوع

نقره  در حضور نانوذرات شده تشكيل تكاهش) و تجمعا

 MTTاحياء  كاهش %٢٥(با غلظت بهينه) بترتيب به ميزان 

دهد نانوذرات، سميت ناشي دهند. اين نشان ميمي را  نشان
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از فيبرهاي آميلوئيدي را كاهش داده اند و باعث 

هاي توسط فيبرها جلوگيري از تخريب عملكرد سلول

  آميلوئيدي مي گردند.

  

 بحث
مهمترين عاملي كه سبب تحقيقات وسيع بر روي  پديده   

پروتئين ها شده است، ارتباط فيبريلاسيون خود به خودي 

اين پديده با  بيماري هاي مهم و رو به گسترشي است كه 

با نام بيماري هاي آمليوئيدي شناخته مي شوند. وجه 

اشتراك بيماري هاي آميلوئيدي تشكيل تجمعات پروتئيني 

 Uversky andباشد (در بخش هاي مختلف بدن مي

Fink 2004،زيم سفيده پروتئين ليزو ). در اين پروژه

تخم مرغ بدليل اينكه از نظر ساختمان و توالي، همولوژي 

بالايي با نوع انساني دارد و به عنوان يك پروتئين مدل، 

تشكيل آميلوئيد و  يكتشكيل ساختارهاي فيبريلي، سينت

عوامل موًثر در ايجاد آن بخوبي  مشخص شده است مورد 

ذرات واثر نان ).Liu et al. 2007استفاده قرار گرفت(

قبلا  آهن در غلظت هاي پايين روي پديده تجمع پروتئينها

طبق  .)Mahmoudi et al. 2013( مطالعه شده است

 نهمكارا دي وومحممطالعات انجام شده توسط 

)Mahmoudi et al. 2013(  ثابت شد كه نانوذرات در

غلظت پايين به جايگاه هاي خاص در هسته هاي اوليه 

  ع اتصال هسته ها به همديگر پروتئين متصل شده و مان

 آنها  د.نشومي شوند و به اين طريق فيبريلاسيون مهار مي

شود، افزودن مي هنگامي كه تشكيل فيبر آغاز نشان دادند 

نانوذرات ممكن است روند فيبريلاسيون را معكوس كند 

 در غلظت اضافه شدن نانوذرات و يا فيبرها را از بين ببرد.

يش در فاز تاخير و كاهش در مرحله باعث افزاهاي پايين 

ل قوي بين پپتيدها و نانوذرات شود. تعامطويل شدن مي

هاي خاص وسيله جذب نانوذرات به هسته ها در جايگاهب

ها به همديگر شده در نتيجه روي آنها مانع اتصال هسته

-Cabaleiro عنوان مثالب .دهدفيبريلاسون را كاهش مي

Lago همكاران و )Cabaleiro-Lago et al. 2008( 

نانوذرات و پروتئين مي تواند از طريق  ، تعاملبيان داشتند

ها اتصالي هسته ها كه باعث تشكيل مسدود كردن جايگاه

فيبريل شوند و كاهش غلظت پروتئين مستعد به تجمع در 

. اين دانشمندان و گرددمنجر به كاهش فيبريلاسون  ،محيط

به  اتصال نانو ذراتند كه ه انشان دادهمچنين  ديگران

تجمع تشكيل موتيف هاي آبگريز يك پپتيد، باعث مهار 

. )Cabaleiro-Lago et al. 2008, 2012د (نشومي

د كه ارتباط مستقيمي بين ندهمطالعات مختلف نشان مي

 Shahangian( آبگريزي و خاصيت چاپروني وجود دارد

et al. 2011( ذرات بصورت اين نانو. با توجه به اينكه 

اي از زيستي سنتز گرديده اند بنابراين سطوح آنها را هاله

پروتئينها فرا گرفته است كه در شرايط تجمع بصورت 

-اند. در شرايط واسرشتگي بخشواسرشته در آمده-جزئي

گيرند. يكي از هاي آب گريز آنها در دسترس حلال قرار مي

نها مكانيسمهاي مهار اين نانو ذرات مي تواند اثر چاپروني آ

هاي هاي آبگريز پروتئيندر شرايط تجمع باشد. يعني بخش

آب گريز -هاله نانو ذرات از طريق اندركنش هاي آب گريز

هاي آبگريز ليزوزيم را پوشش داده و مانع اتصال آنها بخش

نمايد ميبه همديگر شده و از ادامه واكنش تجمع جلوگيري 

)Shahangian et al. 2011.(   

  

  نتيجه گيري
تشكيل تجمع  جلوگيري از باتوجه به اثر اين نانوذره در    

هدف نهايي از اين تحقيق استفاده احتمالي پروتئين ليزوزيم 

در  Aβذرات براي جلوگيري از تجمع پروتئينواز اين نان

  احتمالي از روند آغاز بيماري آلزايمر است.جلوگيري مغز و

  

  تشكر و قدر داني
نور بدليل ي دانشگاه پيام وسيله از معاونت پژوهشدينب   

براي اين مقاله /د ٥٤٠٩٣/٧با شماره پژوهشيتصويب اعتبار

 مطالعه اثر"عنوان كارشناسي ارشد باپاياننامه كه بخشي از 

 Bacillusذرات سنتز شده توسط باكتريتعدادي از نانو

sp. GFCr-4 جمع آميلوئيدي ليزوزيم سفيده روند تبر

 IR.MEDSAB.REC.1394.102 و با كد اخلاق "مرغ تخم

  .تقدير و تشكر مي نماييممي باشد 
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نمودار دامنه غلظتي نانوذرات نقره بر ميزان مهار تشكيل فيبر آميلوئيد در پروتئين ليزوزيم سفيده تخم مرغ بعد از  – ١شكل 

ميكروگرم بر  ٣و ٦، ٣٠وزيم در عدم حضور نانو ذره، در حضور غلظتهاي ساعت. نمودارها از بالا به پايين به ترتيب ليز ٤٨

  .ساعته تشكيل آميلوئيد در حضور و عدم حضور نانونقره (ب) ٤٨(الف). كينيتيك  ميلي ليترمي باشد

 
 
 
 
 

 ب

فلا  
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،انكوبه شده ميكرو گرم بر ميلي ليتر نانوذره نقره  ٣) از اضافه كردن ▲) و پس(□طيف جذبي قرمز كنگو، پيش ( -٢شكل 

ساعت).همچنين طيف جذبي كنگو رد به تنهايي  ٤٨درجه،همزن مداوم وزمان  ٥٧دما ،:pH ٥/٢در شرايط تشكيل آميلوئيد(

  )■جهت كنترل نيز نشان دهد داده شده است(

  

  

 
نكوباسيون ساعت ا ٤٨از  بعدpH   =٢/ ٥ميلي گرم بر ميلي ليتر ليزوزيم در بافر گلايسين با ٢تصوير ميكروسكوپ نيروي اتمي -٣شكل 

  و ذره و شكل ب) در حضور نانو ذرهگراد. شكل الف ) در عدم حضور ناندرجه سانتي ٥٧در دماي 
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 ٢كه در معرض   pc12سميت سلولي حاصل از تجمعات ليزوزيم در حضور و عدم حضور نانوذرات. زيستايي سلولهاي  - ٤شكل 

در عدم حضور  است. ٪٧٥ميكرو گرم بر ميلي ليتر  ٣و  در حضور نانو نقره با غلظت ٪٤٢مولار ليزوزيم آميلوئيدي بوده اندميكرو 

  )كنترل * نسبت بهp>٠٥/٠  ).(كنترل آميلوئيدهاي ليزوززيم سميتي مشاهده نشد(
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ABSTRACT 
Background and Aim: The aggregation of misfolded proteins leads to various cellular 
malfunctions and disorders such as Alzheimer’s disease. The conventional treatments of such diseases 
often fail due to their inability to cross the blood-brain barrier. The ability of nanoparticles to 
influence protein folding and aggregation and, as a result, their potential therapeutic effect in diseases 
involving protein aggregation, sounds promising. The objective of this study was to determine the 
effect of silver nanoparticles (AgNPs) on the amyloid aggregation of Hen Egg White Lysozyme 
(HEWL). 
Material and Methods: Lysozyme was dissolved at 2 mg/mL in a 50 mM glycine buffer (pH 2.5) 
and incubated at 57 °C while being stirred gently with Teflon magnetic bar; the result was conversion 
of lysozyme to amyloid. The effect of the particles was assessed using different technics: Thioflavin T 
(ThT), Congo Red, atomic force microscopy (AFM) and Toxic test (MTT). Data were analyzed using 
SPSS 16, the statistical test being the independent t-test. 
Results: Incubation of lysozyme with AgNPs at a concentration of 3-60 mcg/L could inhibit the 
HEWL fibrillation (p<0.05). Surprisingly, the lowest concentration (3 mcg/L) was found to be the 
most effective; at this concentration, the lag time (nucleation phase) became longer and the fibrillation 
phase considerably shortened. In addition, the cytotoxicity of the aggregated amyloids in the cell 
culture decreased. 
Conclusion: Based on the findings, it is concluded that silver nanoparticle surfaces can actas nano-
chaperones and inhibit HEWL fibrillation; thus, they can potentially be used in the treatment of 
Alzheimer’s disease. 
Keywords: Lysozyme, Amyloid Aggregation, Cell Cytotoxicity, Nanosilver 
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