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Abstract 
Objective: Alpha-synuclein is a major component of protein plaques in 
synucleinopathies, particularly Parkinson’s disease. The purpose of this study is to assess 
the inhibitory effects of cuminaldehyde on the fibrillation of alpha-synuclein.  
Methods: Alpha-synuclein was expressed in Escherichia coli and subsequently purified. 
For the process of fibrillation, purified protein was incubated at 37◦C and pH 7.2. 
Fibrillation was analyzed by the standard fibril methods. The effects of different 
concentrations of cuminaldehyde (20-500 μM) on alpha-synuclein fibrillation were 
studied by assessment of the cytotoxic effects of samples on the neuroblastoma cell line, 
SK-N-MC. To study the protein aggregation forms that were generated in the presence of 
cuminaldehyde, SDS resistance and induced fibrillation (seeding) methods were 
employed. For studying its specificity on alpha-synuclein, the effect of cuminaldehyde on 
lysozyme fibrillation was also examined. 
Results: We showed, for the first time, that cuminaldehyde inhibited fibrillation by more 
than 80%. The highest inhibition was observed at the ratio of 5-15 moles of drug to 
protein. The viability of the treated cells with inhibited proteins was more than 90%, 
whereas non-inhibited samples caused a decrease in viability by 50%. Inhibited samples 
were not resistant to SDS and they were unable to induce fibrillation. Cuminaldehyde did 
not inhibit lysozyme fibrillation. 
Conclusion: Cuminaldehyde inhibited fibrillation of alpha-synuclein which was 
accompanied by small amorphous aggregated particles of alpha synuclein. The inhibited 
protein samples did not induce aggregation. Thus, cuminaldehyde can be considered as a 
candidate to inhibit the formation of alpha-synuclein plaques. 
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يدي و سميت سلولي آلفا ئهاي آميلو  فيبريل بريدئاثر مهاري كومين آلد
 سينوكلئين
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  23/01/91 :پذيرش مقاله  20/10/90 :دريافت مقاله
  چكيده

 ن جـزء  سـينوكلئي آلفا  . يد است ئمطالعه، مهار فيبريلاسيون پروتئين آلفا سينوكلئين در حضور كومين آلد          هدف از اين     :هدف
 .ويژه پاركينسون است وپاتي بهيننوكلئسيهاي موسوم به  هاي پروتئيني در بيماري اصلي در پلاك

  درجه 37براي فيبريلاسيون، پروتئين خالص شده در دماي        . شدبيان و خالص    شيا كلي   ي آلفا سينوكلئين در اشر    :ها و روش  مواد
هـاي   تـأثير غلظـت   . ها بررسـي شـد     دارد سنجش، تشكيل فيبريل   هاي استان  با روش .  گرماگذاري شد  :pH 2/7و  گراد   سانتي

هاي تيمار شده    بر فيبريلاسيون پروتئين مطالعه و اثر سميت سلولي نمونه        )  ميكرومولار 500 تا   20(يد  ئمختلف از كومين آلد   
طالعه فـرم   براي م . هاي استاندارد بررسي شد     با روش  SK-N-MCهاي دودماني نوروبلاستوماي     و كنترل روي كشت سلول    

. پروتئيني تشكيل شده در حضور دارو از آزمون مقاومت به سديم دودسيل سولفات و قدرت القاي فيبريلاسيون استفاده شد    
  .همچنين اثر دارو بر فيبريلاسيون پروتئين ليزوزيم براي مطالعه ويژگي عملكرد دارو بررسي شد

درصـد   80واند فيبريلاسيون را در پروتئين آلفا سينوكلئين تا بيش از         ت يد مي ئ براي اولين بار مشاهده شد كه كومين آلد        :نتايج
هـاي   هـاي تيمـار شـده بـا نمونـه          سلول.  از دارو به پروتئين، بيشترين مهار مشاهده شد        15 تا   5در نسبت مولي    . مهار نمايد 

 كنتـرل فيبريلـي موجـب مـرگ         هـاي  كه تيمار با نمونه     درصد بقاي سلولي داشتند در حالي      90پروتئيني مهار شده با دارو تا       
هاي مهار شده نسبت به سديم دودسيل سولفات مقاوم نبوده و قـدرت بـالايي بـراي                  نمونه.  درصد شد  50سلولي تا بيش از   

  .يد تأثيري در روند فيبريلاسيون ليزوزيم نداشتئكومين آلد. القاي فيبريلاسيون نداشتند
شكلي بـود     آلفا سينوكلئين شد كه همراه با تشكيل تجمعات كوچك بي          يد موجب مهار فيبريلاسيون   ئ كومين آلد  :گيري نتيجه

هـاي   عنوان كانديدي در مهار توليـد پـلاك       تواند به  شد و اين تركيب مي     هاي مهار شده موجب القاي تجمع نمي       و اين نمونه  
  .آلفا سينوكلئيني مطرح شود

  
  كننده فيبريلاسيونيد، مهارئ آلفا سينوكلئين، پاركينسون، كومين آلد:واژگان كليد

  
  

 مقدمه
هـاي تجمـع يافتـه       مطالعات ثابت نموده است كه تشكيل فرم      

  يدي و حد   ئهاي آميلو  ويژه تجمعات معروف به فيبريل     پروتئيني به 

  

هـاي   بيمـاري برخـي از    توانـد عامـل اصـلي        ها مي  هاي آن  واسطه
 )Neurodegenerative Diseases(تحليل برنده سيستم عـصبي  

ــه ب ــارياز جمل ــر  يم ــاي آلزايم ، )Alzheimer’s Disease(ه

 60-45: صفحات، 1391 بهار،1، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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 مهار فيبريل كومين آلدئيد
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ــانگتينتون  ــسون ) Huntington’s Disease(هــ و پاركينــ
)Parkinson’s Disease( ها  در اين گونه بيماري. ]3-1[ باشد

صورت گسترده در خـارج   تجمعات وسيعي از جنس پروتئين به  
هاي پروتئيني خوانده    شود كه پلاك   ها تشكيل مي   و داخل سلول  

ها به شكل ساختارهاي منظم      ها ساختار پروتئين   شود و در آن    مي
 كه با ساختار طبيعي     يابد مياز نوع صفحات بتاي گسترده تغيير       

هـاي اصـلي در زمينـه         يكي از پرسـش    .]4[اوت است   ها متف  آن
يدي اين است كه چگونه يك تعداد معدودي        ئهاي آميلو  بيماري

تـوان از   روند و آيا مـي  ها به سمت تشكيل فيبريل مي  از پروتئين 
  تشكيل اين تجمعات جلوگيري نمود؟

 پروتئيني است كـه بـا   )Alpha Synuclein(آلفا سينوكلئين 
 )Lewy Body(بـادي    به لوييهاي پروتئيني موسوم تشكيل پلاك

هـاي معـروف بـه      در بيماري)Lewy Neurite(نوريت  و لويي
از جملــه پاركينــسون ) Synucleinopathies(پاتي ئينوســينوكل

 هـاي سـلولي و زوال بافـت مغـزي     عنوان عامل اصلي آسيب به

تغييـرات ژنتيكـي ماننـد جـايگزيني        . ]7-5[شـود    محسوب مي 
ترتيب بـا پـرولين و ترئـونين يـا            به 53 و   30آلانين در موقعيت    

تايي شدن ژن آلفا سينوكلئين منجر بـه پاركينـسون زودرس           چند
 اسيد آمينه   140آلفا سينوكلئين پروتئيني با     . ]8[شود   و شديد مي  

شكل قـرار    هاي با ساختار نامنظم يا بي      است و در گروه پروتئين    
هاي ساختاري و اسـيد   اين پروتئين از نظر ويژگي. ]10،  9[دارد  
شود؛ بخـش انتهـاي آمينـي كـه          اي به سه بخش تقسيم مي      آمينه

تواند در مجاورت غـشا     اي بوده كه مي    شامل توالي تكرار شونده   
، بخـش   ]12،  11[ساختار مارپيچ آلفا بگيرد     ها   يا برخي پروتئين  

گريز بوده و نقش اصـلي را در آغـاز فراينـد             مياني كه كاملاً آب   
 و بخـش انتهـاي      ]13[نمايـد    يافتگي پـروتئين بـازي مـي       تجمع

كربوكسي پروتئين كه اسيدي بوده و نقش محـافظتي در مقابـل            
عملكرد دقيق اين پروتئين كاملاً     . ]14[كند   تجمعات را بازي مي   

شناخته شده نيست اما مشاهدات متعددي وجود دارد كه نـشان           
هـاي   رسـان  دهد حضور اين پروتئين در نقل و انتقالات پيـام          مي

هـا ضـروري اسـت       عصبي و همچنين پايداري ساختار وزيكول     
]15-17[.  

هاي مغـزي    تاكنون روش درماني موفقي براي حذف آسيب      
ــينوكلئي  ــا س ــات آلف ــي از تجمع ــاير ناش ــسون و س ن در پاركين

يكـي از   . ]18[وپاتي ارايـه نـشده اسـت        ينهاي سـينوكلئ   بيماري
هـا مهـار تـشكيل       ترين اهداف در درمان اين نوع بيمـاري        بزرگ

از . يافته آلفا سـينوكلئين اسـت     هاي تجمع  تجمعات و حذف فرم   
هاي مورد توجه استفاده از تركيباتي اسـت كـه بـا اتـصال            روش

. يافتگي آن شـود    تواند مانع از تجمع    ويژه و مؤثر به پروتئين مي     
تر شدن مكـانيزم تجمعـات     در روشنند هم نتوا اين تركيبات مي  

هاي  عنوان كانديدي براي درمان بيماري     بسيار مؤثر بوده و هم به     
تـاكنون تنهـا چنـد تركيـب        . دنوابسته به پـروتئين مطـرح باش ـ      

توانـد موجـب     بيوتيك معرفي شده است كه مي      شيميايي و آنتي  
مهار فيبريلاسيون در آلفا سينوكلئين شود از جملـه فتالوسـيانين           

 و ]Phthalocyanine Tetrasulfonates (]19(تراسولفونات ت
ــي  و گوســيپتين )Exifone(هــايي ماننــد اكــسيفون    فنــل پل

)Gossypetin (]16[      يا تركيبي مانند سلژلين )Selegiline ( كه
توانـد بـا پـروتئين آلفـا      علاوه بـر مهـار منـوآمين اكـسيداز مـي      

كـنش    كه اين امر با ميـان      ]18[كنش داشته باشد     سينوكلئين ميان 
هايي بـا     هاي حد واسط يا منومري مانع تشكيل حد واسط         با فرم 

  .شود سميت بالاي سلولي مي
  يـدي  ئدر مطالعه حاضر براي اولين بار اثـر تركيـب بنـز آلد            

)4-Isopropylbenzaldehyde ( ــومين آلد ــه ك ــوم ب ــد ئموس ي
)Cuminaldehyde()  ــا  ) 1شــكل ــد فيبريلاســيون آلف ــر رون ب

يـد يـك تركيـب طبيعـي در         ئكومين آلد . سينوكلئين بررسي شد  
ها است كه در طب سنتي و صنايع         ترين اسانس  برخي از قديمي  

در مطالعات سلولي مـشاهده     . شود غذايي و آرايشي مصرف مي    
هاي ميكرومولار اثركـشندگي     شد حضور اين تركيب در غلظت     

هاي بـالاتر ماننـد بـسياري از         در غلظت . ]20[ها ندارد    بر سلول 
توانـد   هاي گياهي مي   ها و خود اسانس    تركيبات فعال در اسانس   

اثر بالاي ضد باكتري، ضد قارچي، ضد ويروس و ضد سـرطان            
 با توجه به ويژگي تركيبـات آرومـاتيكي،         .]22،  21[داشته باشد   

توانـد از    هاي مناسب انتقالي مي    اين تركيبات با استفاده از روش     
 مغـزي عبـور نمايـد و بـا داشـتن عوارضـي كمتـر             -سد خوني 
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 دينا مرشدي و همكاران
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  .كانديدهاي مناسبي به عنوان دارو محسوب شود
  

  
  

  يدئ ساختار شيميايي كومين آلد1شكل 
  

يـد بـر رونـد      ئركيـب كـومين آلد    در مطالعه حاضـر تـأثير ت      
هـاي اسـتاندارد     فيبريلاسيون آلفا سينوكلئين با اسـتفاده از روش       

رهگيري فرايند فيبريلاسيون از جمله تغييرات نشر فلورسـانس         
تغييرات جذب رنگ كنگـو رد   ،T) (Thioflavin Tتيوفلاوين 

)Congo Red (و تـــصاوير ميكروســـكوپي بررســـي شـــد .
يـد مهـار كننـده تـشكيل        ئ كـومين آلد   ها ثابت نمود كـه     آزمايش
هاي پروتئيني است كه مهار كنندگي آن وابسته به غلظت           فيبريل

همچنين در مقايسه با اثر دهـي آن بـر فيبريلاسـيون           . دارو است 
يك پروتئين ديگر مشخص شد كه احتمالاً اثر مهار كننـدگي آن            

همچنين اثـر دارو و تجمعـات       . براي آلفا سينوكلئين ويژه است    
هـا بـا     وضعيت پايداري سلول  . وتئيني روي سلول بررسي شد    پر

يافته و    در حضور پروتئين تجمع    SK-NMCكشت رده سلولي    
هـاي   يد بـا آزمـون    ئفرم مهار شده پروتئين در حضور كومين آلد       

  .بررسي شد رايج
  

  ها مواد و روش
  مواد مورد نياز

دي متيل ديـازول ديفنيـل      ، كنگو رد،    ThTيا   Tتيوفلاوين  
-MTT) 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5زوليوم يـا    تترا

Diphenyltetrazolium Bromide( سديم آزيد، كوكتل مهار ،
تهيـه  ) آمريكـا  (Sigmaكننده پروتئازو كيسه ديـاليز از شـركت      

  :Dimethyl Sulfoxide(گلايسين، دي متيل سولفوكسيد . شد

DMSO ( ــركت ــان (Merckاز ش ــشت  )آلم ــيط ك  RPMI، مح
)Roswell Park Memorial Institute Medium(   از شـركت

Gibco) (، سرم جنين گـاوي  )آمريكاFetal Bovine Serum:  
FBS ( ــي ــين آنتـ ــك و همچنـ ــسين  بيوتيـ ــاي استرپتومايـ  هـ

)Streptomycin(  سيلين    و پني)Penicillin(    بيوسرا از شركت
)Biosera ( ــت ــستان، پلي ــك  انگل ــشت و فلاس ــاي ك ــا از  ه ه

) Nunc( و نانـك آمريكـا   )Orange(يك بلژهاي اورنج   شركت
كيت سنجش لاكتات دهيـدروژناز از شـركت زيـست     .تهيه شد
  . تهيه شد) ايران(شيمي 
  

  سازي پروتئين آلفا سينوكلئين جداسازي وخالص
 ژن آلفـا    cDNA حـاوي    pNIC28-Bsa4پلاسميد بيـاني    

هاي قابل بيان در باكتري از دانـشگاه         سينوكلئين انساني با كدون   
سـازي پـروتئين كـه در        خـالص . فورد آمريكا اهدا شده بود    استن
 بيان شده بود مطـابق روش  )Escherichia coli(شيا كلي ياشر

 انجـام شـد و شـامل سـه          ]23[و همكـاران    ) Huang(هوانگ  
سـازي شـوك اسـمزي، كرومـاتوگرافي تعـويض           مرحله خالص 

 .آنيوني و كروماتوگرافي تمايلي بود

صـورت   سـينوكلئين بـه   آلفا  با توجه به مطالعات انجام شده       
بـه  . ]24[شـود    پلاسم بـاكتري منتقـل مـي       طبيعي به بخش پري   

سـازي در مرحلـه نخـست از سيـستم           همين دليل براي خـالص    
رسوب سلولي حاصـل از يـك ليتـر         . شوك اسمزي استفاده شد   

  ليتــر بــافر شــوك اســمزي حــاوي   ميلــي100كــشت شــبانه در 
اتيلن دي آمين تترا     (EDTAمولار    ميلي 2مولار تريس،     ميلي 30

دماي  درصد سوكروز تعليق مجدد شد و در         40و  ) استيك اسيد 
 20مـدت    بـه g10000دهي بـا سـرعت    رسوب. اتاق انكوبه شد  

دقيقه و سپس معلق كردن رسوب در آب صفر درجه بـا اضـافه             
ــوم    ــد منيزيـ ــودن كلريـ ــزان  )MgCl2(نمـ ــه ميـ ــباع بـ     اشـ

سـانتريفوژ  . ليتـر آب انجـام شـد     ميلي100 ميكروليتر در هر  37
 دقيقـه انجـام گرفـت و        20مـدت     بـه  g10000مجدد با سرعت    

ــ ــدي    س ــه بع ــاده مرحل ــانتريفوژ آم ــل از س ــي حاص وپ روي
بـا توجـه بـه      . كروماتوگرافي تعويض آنيوني شـد    ي  ساز خالص
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 كيـو از  ) 7/4حـدود   (آلفـا سـينوكلئين     ) pI(نقطه ايزو الكتريك    
اسـتفاده   )Fast Flow( با جريان سريع) Q sepharose(سفارز 

متـر در سـاعت بـا توجـه بـه             سـانتي  300با سرعت خطي    . شد
اسـاس چگـالي    ليتر رزين بـر  گرم براي هر ميلي   ميلي 20يت  ظرف

 گراديان نمكـي    و نانومتر انتخاب شد     280جذبي در طول موج     
مولار در بافر تـريس     ميلي 400از كلريد سديم با غلظت صفر تا        

سـپس مرحلـه    . مـولار بـراي جداسـازي اسـتفاده شـد           ميلي 30
 انجـام   كـل  با ستون پـر شـده بـا بـستر ني           كروماتوگرافي تمايلي 

ــان   ــا گرادي ــت و ب ــا 10گرف ــي200 ت ــدازل   ميل ــولار از ايمي م
)Imidazole( ، ــد ــدا ش ــتون ج ــه از س ــاوي . نمون ــافر ح  30ب

هـاي   نمونـه . مولار از نمك بود     ميلي 300مولار از تريس و      ميلي
اي پلـي اكريـل آميـد        جدا شده در هر مرحله با الكتروفورز صفحه       

  Sodium Dodecyl Sulfate (حاوي سديم دودسـيل سـولفات  

Polyacrylamide Gel Electrophoresis: SDS-PAGE (
  .كربنات آمونيوم دياليز شد بررسي و نمونه خالص با بافر بي

  
  تعيين غلظت پروتئين

كـار گرفتـه شـده در        با فرض خالص بودن نمونه پروتئيني به      
اسـاس جـذب    مطالعه حاضر، سنجش غلظت پروتئين همه جا بـر   

كـار    حاوي پروتئين در مقايـسه بـا حـلال بـه         نانومتر محلول  280
  ضـريب جـذب ويـژه آلفـا سـينوكلئين          . شـد  گرفته شـده انجـام      

  .]25[متري در نظر گرفته شد  مول در مسير يك سانتي  بر5600
  

روش القاي ساختار فيبريلي در پروتئين و تيمار        
  با دارو

ــزان   ــه مي ــروتئين ب ــي3پ ــي  ميل ــرم در ميل ــافر  گ ــر در ب   ليت
 =pH 2/7مولار نمـك بـا        ميلي 80مولار تريس به همراه       ميلي 30

اي كـه در     گراد قرار داده شد، به گونـه        درجه سانتي  37در دماي   
اي ريز تفلوني محلول بـا       رباي ميله   تمام مدت با استفاده از آهن     

يـد بـر    ئبراي بررسي اثـر كـومين آلد      . شد سرعت ثابت هم زده     
تشكيل ساختارهاي فيبريلي ابتدا يـك نمونـه غلـيظ از دارو در             

DMSO       هـاي   يـد در نمونـه  ئلد تهيه و سـپس غلظـت كـومين آ
 غلظـت نهـايي   .  ميكرومولار رسـانده شـد     500-20پروتئيني به   

DMSO  درصـد   4/0 درصد و در محـيط كـشت         4ها    در نمونه 
  .ها تأثيري نداشت بود كه در روند واكنش

  
  يديئهاي آميلو هاي مطالعه فيبريل روش

 ThT سنجش برانگيختگي فلورسانس -

آلفـا سـينوكلئين در     هـاي    منظور بررسي تـشكيل فيبريـل      به
.  استفاده شـود   ThTمحلول گرماگذاري بايد از نشر فلورسانس       

   ميكرومــولار بــا 10 بــه غلظــت ThT ميكروليتــر محلــول 990
.  دقيقه گرماگـذاري شـد  3مدت  نمونة پروتئيني به  ميكروليتر 10

 نانومتر نشر فلورسانس    440با برانگيختگي نمونه در طول موج       
  .]26[ومتر قرائت شد  نان550 تا 450در طيف 

  
   جذب نوري كنگو رد-

يـدي  ئهاي آميلو  براي ارزيابي تشكيل يا عدم تشكيل فيبريل      
يدي از محلول تـازه تهيـه شـده كنگـو رد كـه بـا                ئيا شبه آميلو  

بدين منظور طيف   . استفاده از سرنگ فيلتر شده بود، استفاده شد       
 نانومتر در غياب يـا      600-400جذب نوري كنگو رد در فاصله       

گيـري و تفاضـل ميـان دو طيـف            انـدازه  حضور نمونه پروتئيني  
افـزايش  . جذبي پيش و پس از افـزودن پـروتئين بررسـي شـد            

ويـژه مـشاهده     جذب نوري كنگو رد و انتقال به قرمـز آن و بـه            
عنوان يكي از معيارهاي     به  نانومتر 540-530بيشترين تفاوت در    

  .]26[يدي استفاده شد ئتشكيل فيبرهاي آميلو
  

   تصويربرداري ميكروسكوپ فلورسانس-
يــدي ئهــاي آميلو يــليكــي ديگــر از معيارهــاي تــشكيل فيبر

  مشاهده فيبرهاي مستقيم، طولاني و فاقد شـاخه بـا قطـر تقريبـي              
در پـژوهش   . ]27[ نانومتر در تصاوير ميكروسكوپي اسـت        4-12

ــانس    ــكوپ فلورس ــصاوير ميكروس ــشاهده ت ــر از روش م حاض
 ميكروليتراز نمونه پروتئيني به     15، به اين منظور     ]28[استفاده شد   
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 5مـدت     اضافه و به   ThT ميكرومولار   15 ميكروليتر از محلول     15
  .دقيقه انكوبه و سپس با ميكروسكوپ فلورسانس مطالعه شد

  

  كشت سلولي
 SK-N-MCكشت و تيمار رده سلولي  -

هـاي   كه از سلول   SK-N-MCدر اين پروژه از رده سلولي       
ــتوما  -Humane Neuronal Epithelium Zell(نوروبلاس

Linie (   ايـن رده سـلولي از بانـك سـلولي          . است، استفاده شـد
 سلول در هـر چاهـك در        3 × 104. انستيتو پاستور ايران تهيه شد    

ميـزان  به   FBS با   1640RPMIاي در محيط      خانه 96هاي   پليت
 و   درصـد  90د با رطوبت    گرا  درجه سانتي  37 درصد در دماي     10
 ســـاعت 24 كـــشت داده شـــدند و بعـــد از CO2 درصـــد 5

 . درصد حجم دارو تيمار شدند10گذاري با  انكوبه
  

  بررسي بقاي سلولي -
گيري ميزان جذب نمـك تترازوليـوم         با اندازه  MTTآزمون  

گـرم از    ميليMTT ،5براي تهيه محلول ذخيره  .  انجام شد  ]29[
. ليتـر بـافر نمكـي فـسفات حـل شـد            اين تركيب در يك ميلـي     

هـاي    اي كشت و بـا غلظـت         خانه 96ها در ظروف كشت       سلول
 ساعت  24مدت   گانه تيمار شده و به     صورت سه  متفاوت دارو به  

 چهـار سـاعت قبـل از      . گراد انكوبـه شـدند      درجه سانتي  37در  
هـا اضـافه و     بـه سـلول  MTT ميكروليتـر از   10سنجش، مقدار   

چون ايـن محلـول   .  متوقف شد  DMSOواكنش با اضافه كردن     
بنفش رنگ در   ) Formazan(باعث حل شدن رسوب فورمازان      

شود، بنابراين ميزان جـذب توسـط دسـتگاه           هاي سالم مي    سلول
  :Enzyme Linked Immunosorbent Assay(سنجش الايزا 

ELISA (  براي بررسي  . گيري شد   اندازه  نانومتر 570 در طول موج
 LDH-P LSميـزان توليـد آنـزيم لاكتـات دهيـدروژناز از كيـت       

)ZiestChem Diagnostics Tehran, Iran (  طبـق دسـتورالعمل 
 :دست آمد رابطه زير بهكيت استفاده شد و نتايج از 

LDH (U/L)= ΔA/min×16030. 
ΔA/min:  در دقيقه  نانومتر340 موجتغييرات جذب در طول  

  شناختي سلولي ارزيابي ريخت -
هاي تحت تيمار با دارو و كنترل از نظر شكل ظاهري             سلول

  .توسط ميكروسكوپ فازكنتراست نيز مطالعه شدند
  

 ها تجزيه و تحليل داده -

هاي آماري   بررسي. ها با سه بار تكرار انجام شد       تمام آزمايش 
 بـه روش تجزيـه و       0/16 نـسخه    SPSSافـزار    با اسـتفاده از نـرم     

 ميـانگين  و مقايسه )Student's t-test(طرفه  تحليل واريانس يك
و دانكـن  ) LSD) Least Significant Differenceبـه روش  

)Duncan ( صورت پذيرفت و مقدارP value بـه 05/0 كمتر از  
  .دار تلقي شد عنوان اختلاف معني 

  

  نتايج
 سـينوكلئين و    القاي تجمعات فيبريلـي در آلفـا      

  هاي فيبريلاسيون تعيين شاخصه
  پروتئين نوتركيب آلفا سينوكلئين تخليص شـده بـا غلظـت           

ليتـر مطـابق روش ذكـر شـده در بخـش             گـرم در ميلـي      ميلي 3
گراد و بـا چـرخش ثابـت بـا            درجه سانتي  37ها در دماي     روش

از محلــول . آهنربــاي كوچــك و شــرايط اســتريل انكوبــه شــد
. بـرداري شـد   هاي مختلف گرماگذاري، نمونـه  پروتئيني در زمان 

براي رهگيري فرآيند فيبريلاسـيون در نمونـه از سـنجش نـشر             
هاي فيبريلـي متـصل    صورت ويژه به فرم    كه به  ThTفلورسانس  

افزودن نمونه پروتئيني گرماگذاري شده به      . شود، استفاده شد   مي
 اي در  نشان از افزايش نشر فلورسـانس بـا بيـشينه          ThTمحلول  

نانومتر داد كه با افزايش زمان گرماگذاري پروتئين شـدت           480
هـاي   گيـري سـاختار    هـاي شـكل    آن بيشتر شد و يكي از نـشانه       

 الـف تغييـرات نـشر       1 نمودار. فيبريلي از نوع صفحات بتا است     
هاي پروتئيني گرماگذاري شـده    در حضور نمونه ThTفلورسانس  

رونـد تغييـرات   . هـد د  ساعت را نشان مي24هاي صفر تا    در زمان 
 )Red Shifting(جذب و انتقال بيشينه جذب به سـمت راسـت   

در رنگ كنگو رد نشانه ديگر تـشكيل تجمعـات فيبريلـي آلفـا              
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 ب نشان داده شده اسـت       1نمودار  سينوكلئين است، چنانچه در     
علاوه بر افزايش جذب، شدت جذب بيشينه به سـمت راسـت            

هاي اتـصال كنگـو      ز ويژگي  نانومتر تغيير نموده است كه ا      20تا  
  .رد به ساختارهاي فيبريلي است

  

                       
  

 24و  ) ∆ (20،  )■ (10،  )♦ (8،  )●(هاي صـفر      طيف جذبي كنگو رد پس از اضافه كردن نمونه سينوكلئين كه در زمان             )ب ،ThT طيف نشر فلورسانس     ) الف 1نمودار  
  .گرم گرماگذاري شده بود  ميلي3با غلظت  گراد نتي درجه سا37 و دماي =pH 2/7در ) □(ساعت 
  

  
  

 3گـراد بـا غلظـت         درجـه سـانتي    37 و دمـاي     =pH 2/7 ساعت در  24مدت    تصاوير ميكروسكوپ فلورسانس و نوري نمونه آلفا سينوكلئين گرماگذاري شده به           2شكل  
   برابر20تصاوير : گرم، بزرگنمايي ميلي

  
 2چنانچـه در شـكل      تصاوير ميكروسكوپ فلورسانس نيز     

مــشخص اســت، نــشان دهنــده تــشكيل ســاختارهاي گــسترده 
. فيبريلي از پـروتئين اسـت كـه داراي نـشر فلورسـانس اسـت              

يدي به دليل داشتن ساختارهاي منظم در نـور         ئهاي آميلو  فيبريل
چنانچـه  . شـود  مرئي تقريباً شفاف بوده و به سختي مشاهده مي        

 ـ    در شكل نشان داده شـده نمونـه        ور مرئـي كمتـر قابـل       هـا در ن
  .مشاهده است

  
 بررسي مهار فيبريلاسيون پروتئين آلفا سينوكلئين     

 يدئدر حضور كومين آلد
يـد  ئهاي انجام شده نشان داد كه حضور كـومين آلد          بررسي

تواند با اثردهي بالايي موجب مهـار فرآينـد فيبريلاسـيون در      مي

ومولار  ميكر 500 تا 20هاي   غلظت. پروتئين آلفا سينوكلئين شود   
هـا تهيـه    يد مطابق روش ذكر شده در بخش روشئاز كومين آلد 

يد به نمونـه پروتئينـي تغييـرات        ئبا اضافه كردن كومين آلد    . شد
 ساعت  24هاي گرماگذاري شده در       نمونه ThTنشر فلورسانس   

يـد  ئ ميكرومولار از كومين آلد    500  تا 10هاي   در حضور غلظت  
 طيـف جـذبي نـشر        الـف تغييـرات    2نمـودار   در  . بررسي شـد  
 نشان داده شـده اسـت كـه هـيچ تغييـر طـول           ThTفلورسانس  

شود، بنابراين تغييـرات نـشر       موجي در بيشينه نشر مشاهده نمي     
ها در طول موج     نانومتر با برانگيختگي نمونه    480در طول موج    

ــانومتر440 ــد  ن ــسه ش ــودار در .  مقاي ــشر   2نم ــرات ن ب تغيي
يشينه نشر است نشان داده      نانومتر كه ب   480 در   ThTفلورسانس  
يد موجب كاهش شديد در نـشر       ئحضور كومين آلد  . شده است 

اي از تشكيل نـشدن      تواند نشانه  شود كه مي    مي ThTفلورسانس  
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رونـد مهـار دارو   . هاي فيبريلي گسترده در پروتئين باشد   ساختار
 ميكرومولار رو به افزايش گذاشت و در غلظـت          100از غلظت   

 درصد كاهش   85-80ميزان مهار تا حدود      بيشترين   500 و   400
تغييرات جذب  . دار بود  نشر مشاهده شد كه تغييرات كاملاً معني      

  هـاي پروتئينـي گرماگـذاري شـده در         كنگو رد در حضور نمونه    
 ميكرومــولار از 500-20هــاي   ســاعت در حــضور غلظــت24

 نـشان داده شـده اسـت كـه رونـد            3نمـودار   يـد در    ئكومين آلد 
بـا  .  بـود  ThTاً مشابه تغييرات نـشر فلورسـانس        تغييرات تقريب 

توجه به شكل شدت جذب و همچنـين انتقـال بيـشينه جـذب              
بسيار كمتر از نمونه كنترل و با شيب كمتري همـراه اسـت كـه               

ــي ــشانه مـ ــد نـ ــامنظم   توانـ ــي نـ ــشكيل ذرات تجمعـ اي از تـ
)Amorphous (باشد.  

  

                      
  

 درجـه   37 و دمـاي     pH= 2/7 ساعت در    24مدت    نانومتر در حضور سينوكلئين گرماگذاري شده به       480 نشر بيشينه در     )ب،  ThTف نشري    تغييرات طي  ) الف 2نمودار  
 05/0دار،  تغييـرات معنـي  . *: يـد ئاز كومين آلد) ∆(مولار  ميكرو 500و ) ● (400 ،)◊ (300، )○( 200 ،)▲ (100، )■ (50، )♦ (20، )□(گراد در مجاورت صفر  سانتي

P<  
  

  
  

 500، )◊ (300، )□( 200، )▲ (100، )■( سـاعت در مجـاورت صـفر    24مـدت    تغييرات طيف جذبي كنگو رد در حضور سينوكلئين گرماگـذاري شـده بـه   3نمودار 
  )●(از كومين آلدئيد و طيف جذبي كنگو رد با بافر نمونه ) ∆(مولار  ميكرو

  

      
  

 گـرم در    ميلـي  3 با غلظت  گراد  درجه سانتي  37 و دماي    =2/7pH ساعت در    24مدت   نه آلفا سينوكلئين گرماگذاري شده به      تصاوير ميكروسكوپ فلورسانس نمو    3شكل  
   برابر20: ؛ بزرگنمايي تصاوير)ج(و در نور معمولي ) ب(در مقايسه با تيمار نشده ) الف(يد ئ ميكرومولار از كومين آلد300حضور 
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يد ئ كه حضور كومين آلد    مطالعات ميكروسكوپي تأييد نمود   
در نمونـه پروتئينــي موجـب حــذف تجمعـات گــسترده مــنظم    

. شـود  فيبريلي و تشكيل تجمعات كوچك نامنظم در نمونـه مـي   

 نـشان داده شـده      3تصاوير ميكروسكوپ فلورسانس در شـكل       
اي  ها در نـور مرئـي داراي تجمعـات پراكنـده تيـره        نمونه. است

  . استشكل اي از تجمعات بي است كه نشانه
  

                     
  

 سـاعته آلفـا سـينوكلئين بـه تنهـايي و بـه همـراه         24از نمونـه     درصـد    5 تيمار شده با     SK-N-MCهاي    لاكتات دهيدروژناز؛ سلول   )ب و   MTT آزمون   ) الف 4نمودار  
پايـداري  . *  نمونه صفر ساعته سينوكلئين به سلول افزوده شـده اسـت      در نمونه كنترل  . گذاري گرما ساعت   24پس از   ) ميكرومولار(يد  هاي متفاوت از كومين آلدئ     غلظت
  >P 05/0دار و  معني

  

              
 

              
 

              
 

 300يـد  ئ آلدو مهار شده بـا كـومين  ) 2(هاي فيبريل شده   در حضور گونه)ب( و تراكم بلورهاي فورمازان )الف( SK-N-MCهاي  صاوير ميكروسكوپي سلولت 4شكل 
  . ميزان معادل بافر اضافه شده است) 1(؛ به نمونه كنترل )3(ميكرومولار 
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 هاي فيبريلي پروتئين   بررسي سميت سلولي نمونه   
ئينـي مهـار شـده در حـضور         هاي پروت  و نمونه 

 يدكومين آلدئ
كه اهميت اصـلي مطالعـات انجـام شـده در            با توجه به اين   
 عمل سـميت سـلولي تجمعـات      ممانعت از  ،زمينه مهار كنندگي  

فيبريلي است، در ادامه نقـش ايـن تركيـب بـر سـميت سـلولي            
 الـف ميـزان زنـده    4نمـودار  . شـود  هاي آميلوئيد بيان مي    ليفيبر

 در حــضور آلفــا ســينوكلئين SK-N-MCهــاي  مانــدن ســلول
در نمونـه   . دهد  ساعت را نشان مي    24مدت   گرماگذاري شده به  

سينوكلئين تازه تهيه شده و منومري       آلفامحلول پروتئيني   كنترل،  
 نـشان داد    MTTاضافه شد كه سـنجش      به محيط كشت سلول     

سينوكلئيني آلفا  كه نمونه    در حالي . تأثيري در مرگ سلولي ندارد    
 سـاعت   24 درصد موجب مرگ بعد از       50فيبريل شده بيش از     

دار بـود و     يـد كـاملاً معنـي     ئنقش مهـاري كـومين آلد     . شده بود 
 ميكرومولار  300-100هاي بين    ي سلولي در غلظت   بيشترين بقا 

بـراي  . شـد   درصد موجب بقـاي سـلولي        92مشاهده شد كه تا     
تأييد نتـايج سـميت سـلولي آزمـون سـنجش فعاليـت آنزيمـي               

در صورت تخريب سـلولي و      . لاكتات دهيدروژناز نيز انجام شد    
خروج آنـزيم لاكتـات دهيـدروژناز از سـلول، آنـزيم بـا تركيـب             

  Nicotinamide Adenine(آميـــد دي نوكلئوتيـــد نيكـــوتين 
Dinucleotide: NADH(     يا فـرم اكـسيد آن بنـابر سوبـستراي 

  نـانومتر  340دهد و تغيير جذب در       موجود در كيت واكنش مي    
هـاي    ب در كـشت    4نمـودار   با توجـه بـه      . مشاهده خواهد شد  

كـه در    ترين حد خود بود در حـالي       كنترل ميزان جذب در پايين    
. ار شده با نمونه فيبريلي ميزان جذب افـزايش يافـت          كشت تيم 
هاي تيمار شده با پروتئين مهـار شـده بـا دارو، ميـزان               در كشت 

  . فعاليت آنزيمي در محلول پايين بود
هـا و تـراكم      توان تغييـر شـكل ظـاهري سـلول          مي 4شكل  

محلــول در زيــر ميكروســكوپ را در  بلورهــاي فورمــازان غيــر
هاي فيبريلي و مهار شـده       ر شده با نمونه   هاي كنترل و تيما    نمونه

 . مشاهده نمود

يد بر تجمعات   ئويژگي مهار كنندگي كومين آلد    
 آلفا سينوكلئين

يـد بـر   ئبراي روشن شدن بيشتر عملكرد مهاري كـومين آلد    
يدي اثر حـضور آن در فيبريلاسـيون ليـزوزيم          ئهاي آميلو  فيبريل

د بـر فراينـد     ي ـئها نـشان داد كـومين آلد       بررسي. نيز بررسي شد  
 5نمـودار   فيبريلاسيون ليزوزيم اثر مهاري نـدارد و چنانچـه در           

 در حـضور    ThTشود تغييرات نشر فلورسانس      الف مشاهده مي  
 سـاعت در حـضور      24هاي پروتئيني گرماگذاري شده در       نمونه

اي  يد تغيير قابل ملاحظـه    ئ ميكرومولار از كومين آلد    300غلظت  
 ب تغييرات جذب 5نمودار در . در شدت نشر نشان نداده است   
اي در شدت جذب نشان نـداده        كنگو رد نيز تغيير قابل ملاحظه     

مطالعات تـصاوير ميكروسـكوپ فلورسـانس نيـز تأييـد           . است
كننده تشكيل تجمعات وسيع فيبريلي چه در حـضور و چـه در             

هـا   داده(يد در پروتئين ليـزوزيم اسـت        ئعدم حضور كومين آلد   
  ).نشان داده نشده است

  

  
  

  
  

 طيف جذبي كنگو رد پس )ب، ThT طيف نشر فلورسانس ) الف5 نمودار
، تيمـار   )■( ساعته ليزوزيم تيمـار نـشده        24از اضافه كردن نمونه فيبريلي      

 يد و جـذب كنگـو رد بـه تنهـايي    ئكومين آلد ) □( ميكرومولار   300شده با   
)●(  
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  بررسي تجمعات حد واسط
 مـستلزم عبـور از      صورت فيبريلـي   يافتگي پروتئين به   تجمع

تـر و    اي از تجمعات كوچك    يك فرايند پيچيده و چندين مرحله     
تـرين عامـل    ثابت گرديـده كـه مهـم   . ساختارهاي متفاوت است  

ويژه ميتوكنـدري در     هاي سلولي به   رسان سلولي و اندامك    آسيب
هـاي   فرايند تجمعات پروتئين فيبريلي به واسطه تـشكيل گونـه         

. ]31،  30[هـا اسـت      فيبريـل   پـيش  حد واسط مانند اليگومرها و    
توانند ناپايدار بوده    هاي حد واسط در مسير فيبريلاسيون مي       فرم

معـروف هـستند و     » on-pathwayدر مسير يا    «هاي   كه به گونه  
  Sodium(سديم لورويل سـاركوزينات     - يا ان  SDSدر حضور   

Lauroyl Sarcosinate (    ناپايدار بوده و تفكيـك و بـه شـكل
 در مــسير تجمعــات ]32، 3[گردنــد  منــومري پــروتئين بــر مــي

بـوده و بـه     پايـدار   » off-pathwayبيرون از مسير يا     «هاي   گونه
 مطالعــه ژل الكتروفــورز 5در شــكل . منــومر برگــشت ندارنــد

طور كه در شـكل      همان. ها نشان داده شده است     اي نمونه  صفحه
ها با وجود تـشكيل تجمعـات فيبريلـي يـا        مشخص است نمونه  

 SDSهـاي ناپايـدار و حـساس بـه           شكل داراي حـد واسـط      بي
ذاري نيز الگوي   ها در مدت يك هفته بعد از گرماگ        نمونه. بودند

لازم بـه ذكـر اسـت كـه هـضم           . مشابهي از خـود نـشان دادنـد       
  . ها ديده نشد پروتئيني قابل توجهي نيز در نمونه

  

  
  

هاي پروتئيني آلفا سينوكلئين گرماگذاري      نمونه SDS-PAGEالگوي   5شكل  
 ميكرومولار كومين 500 و 300هاي   ساعت در حضور غلظت24مدت  شده به

 300نمونه مهـار شـده بـا         *و  ) كيلودالتون(نگر وزن مولكولي     نشا ●يد؛  ئآلد
  . روز است4مدت  ميكرومولار از دارو به

) Nucleation( گـذاري  فيبريلاسيون، مرحله هـسته   مسير  در  
اسـت و معمـولاً   ) Rate Limiting(مرحله محدود كننده واكنش 

به علت كوتاه كـردن يـا       ) Seeding(هاي آماده شده     افزودن هسته 
ف مرحلــه تــأخيري باعــث افــزايش ســرعت فيبريلاســيون  حــذ
  ميكرومـولار  300هاي مهار شده با غلظـت        افزودن نمونه . شود مي

اي در ميزان شـدت نـشر        يد افزايش قابل ملاحظه   ئاز كومين آلد  
و ايـن مطلـب تأييـد       ) 6نمـودار   ( ايجاد نكرد    ThTفلورسانس  

 القـا   كننده آن اسـت كـه فرمـي كـه احتمـالاً دارو در پـروتئين               
  .گذاري و افزايش فيبريلاسيون نيست نمايد مستعد هسته مي

  

 
  

 پس از اضافه كـردن نمونـه سـينوكلئين         ThTطيف نشر فلورسانس     6نمودار  
گراد   درجه سانتي  37 و دماي    =2/7pHدر  ) ■(و همراه با بذر     ) □(بدون بذر   
  . ساعت گرماگذاري شده بود24مدت  گرم كه به  ميلي3با غلظت 

  

  بحث
هـاي رو    هاي متفاوتي براي مبازه با بيماري      مروزه استراتژي ا

هـاي تحليـل برنـده مغـزي صـورت           به گسترشي به نام بيماري    
ــي ــرد م ــاري. گي ــا    در بيم ــانتينگتون ي ــر، ه ــد آلزايم ــايي مانن ه

يافته در سلول يا خارج آن       صورت تجمع  پاركينسون، پروتئين به  
ان عامـل   عنـو  توانـد بـه    تشكيل شده كه ثابت شـده اسـت مـي         

هـاي تخريبـي كـه بـراي      مكانيزم. ها عمل كند تخريب در سلول  
سه بخش اصلي قرار    يدي مشاهده شده است در      ئلويتجمعات آم 

 گـروه تخريبـات ناشـي از افـزايش          تـرين  شناخته شده  :گيرد مي
ــر ســاختار آن  ــذيري غــشاها و تغيي  .]35-33[ اســتهــا  نفوذپ

هاي ديگر فعال در سـلول       مكانيزم ديگر به دام انداختن پروتئين     
هـاي   راه. يافتـه اسـت     يا حذف فعاليت پروتئين تجمع     ]37،  36[

درماني كه تاكنون استفاده شـده اسـت بـا جـايگزيني تركيبـات              
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هــاي ديگــر  راه. مــشابه، اغلــب نقــش كــاهش عــوارض را دارد
درماني كه بيشتر جنبه حذف فرايند فيبريلاسـيون را دارد هنـوز            

هـا   ايـن دسـته از راه     . ]39،  38[در مراحل آزمايـشگاهي اسـت       
هـاي   هايي براي برطرف كردن پـلاك      بادي شامل استفاده از آنتي   

روش ديگر مهار بيان يـا توليـد پـروتئين يـا     . تشكيل شده است 
هـاي   كـارگيري تركيبـاتي كـه فـرم        به. پپتيد فيبريل شونده است   

كـنش ويـژه مـانع       زاي پروتئين را هدف گرفتـه و بـا ميـان           خطر
شود روش ديگـري اسـت       يافته سمي مي   هاي تجمع  متشكيل فر 

  . ]40[شود  اي مي كه امروزه به آن توجه ويژه
ــومين آلد ــلي در   ئك ــات اص ــي از تركيب ــد يك ــيي  از برخ

هاي گياهان دارويي است و ماننـد بـسياري از تركيبـات             اسانس
هـاي مختلـف درمـاني بهداشـتي      گياهي استخراج شده در زمينه   

يد نـسبتاً سـاختار     ئكومين آلد . ]42،  41،  20[استفاده شده است    
 بـا يـك شـاخه كوتـاه         اي داشته كه شامل يك بخش بنزني       ساده
كــه معمــولاً ريــز مطالعــات نــشان داده اســت . يـدي اســت ئآلد

 نـد داراي  نك هايي كه در مهار فيبريلاسـيون شـركت مـي          مولكول
شـود ايـن سـاختارها       يك بخش آروماتيكي اسـت و گفتـه مـي         

هاي آروماتيكي مانند تيروزين يا تريپتوفـان        تواند با باقيمانده   مي
هـاي   ريـشه احتمـالاً بـه علـت نقـش         كنش داشته باشـد كـه        ميان

. ]43،  19[ اسـت    پروتئينها در آغاز تجمع      آروماتيكي در پروتئين  
اي  در يك مطالعه انجـام شـده بـا رزونـانس مغناطيـسي هـسته              

)Nuclear Magnetic Resonance (   مشخص شده اسـت كـه
ــولفونات    ــيانين تتراس ــده فتالوس ــار كنن ــك و مه ــب آروماتي تركي

 پـروتئين  39كنش مستقيمي با ناحيه انتهاي آميني و تيـروزين      ميان
شـود يـك     اي كـه باعـث مـي       اما نكته . ]44[دارد  آلفا سينوكلئين   

صورت اختصاصي روي يك پروتئين عمل كند و مهـار           تركيب به 
روتئين ديگري را باعث نـشود كـاملاً ثابـت نـشده            فيبريلاسيون پ 

هـاي متفـاوت     گاهي اختصاصي بودن مهار حتـي در گونـه        . است
عنـوان مثـال تركيـب رزوراتـل         يك پروتئين متفـاوت اسـت؛ بـه       

)Resveratrol (ــي ــه   م ــد روي قطع ــدي از آ42توان ــا- پپتي     بت
)A-beta (   تـايي  40 و نقـش مهـاري روي پپتيـد          ]3[عمل كند 

ليزوزيم سفيده تخم مرغ پروتئين مدلي است كـه در          . ]3[ندارد  

هـا تحقيقـات     مطالعات مربوط به پديـده فيبريلاسـيون پـروتئين        
 و تركيبــات آروماتيــك متعــددي ]45[سياري روي آن انجــام بــ
در مطالعـه   . ]43[عنوان مهاركننده براي آن معرفي شده اسـت          به

يـد در فراينـد     ئحاضر نيز نشان داده شد كه تركيـب كـومين آلد          
فيبريلاسيون دو پروتئين آلفا سينوكلئين و ليزوزيم متفاوت عمل         

شود  كند به نحوي كه در ليزوزيم نه تنها مهاري مشاهده نمي           مي
بلكه تا حـدي فراينـد فيبريلاسـيون در ايـن پـروتئين افـزايش               

 ThTدر آلفا سينوكلئين افزايش شدت نشر       كه   يابد؛ در حالي   مي
. يابـد   درصـد كـاهش مـي      80تـا بـيش از       هاي مهارشده  ر نمونه د

تغييرات جذب كنگو رد نيز نشان دهنده مهار شـدن فيبريلاسـيون        
در بررسي طيف جذبي كنگو رد نكته قابل ذكـر كـاهش            . دهد مي

توانـد   هاي مهار شده اسـت كـه مـي         شيب نزولي جذب در نمونه    
. شـكل باشـد    هـاي تجمعـي بـي      اي از كدورت و وجود تكه      نشانه

هـاي   شكل را در نمونه    هاي كوچك بي   تصاوير ميكروسكوپي تكه  
هـاي   در گـزارش  . دهـد  صورت پراكنـده نـشان مـي       تيمار شده به  

شكل حاصـل از مهـار       گذشته نشان داده شده بود كه تجمعات بي       
هـاي سـنجش بقـاي       در آزمون . ]19[ندارد   معمولاً سميت سلولي  

ها بـه ميـزان    سلولي نيز محققان حاضر شاهد پايداري بالاي سلول    
هاي سـلولي كـه      شكل سلولي در نمونه   .  درصد بودند  90بيش از   

يد قرار گرفتـه بودنـد      ئدر معرض پروتئين تيمار شده با كومين آلد       
هـاي تيمـار     نـه كه در نمو   هاي كنترل بود، در حالي     نيز مشابه سلول  

لازم بـه ذكـر اسـت كـه         . يافته بود نشده با دارو كاملاً تغيير شكل       
توانـد موجـب     در محيط كشت مـي     يدئافزايش غلظت كومين آلد   

گريـزي و    بآ ماهيـت    ،علـت .  سـلولي گـردد    يكاهش درصد بقا  
هـاي   توانند در غلظت مي  كهتركيبات است  چربي دوستي اين نوع   

 ؛پـذيري آن گردنـد     ر غشا و نفـوذ    بالاتر موجب اختلال در ساختا    
 شـود  هـاي سـرطاني از آن اسـتفاده مـي          اثري كه در نابودي سلول    

زمـايش تـا حـدي      ر لولـه آ   هاي فيزيكوشـيميايي د    بررسي. ]46[
. هاي بالاي اين تركيبات را نشان داده اسـت       علت سميت غلظت  

. اكسيدانت است  ها معمولاً آنتي   تركيبات مؤثر موجود در اسانس    
 هـاي يوكـاريوتي بـه    تواند در سلول  با اين حال اين تركيبات مي     

هـايي ماننـد     كسلولي و انـدام   عنوان پراكسيدانت روي غشاهاي     
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هـا   ميتوكندري اثر گذار باشد؛ البته اين اثر بسته به نوع و غلظت آن            
ويژه  هاي بالا باعث افزايش نفوذپذيري غشاها به       است و در غلظت   
هاي  افزايش گونه  موجب ،التدر اين ح  شود كه    در ميتوكندري مي  
 و  DNAعنوان پرواكسيدانت به     تواند به  مي و   شود فعال اكسيژن مي  

  . ]46[كند  تئين آسيب وارد پرو
هـا نتيجـه    يـافتگي پـروتئين   نكته مهم ديگر در مهار تجمع 

ايـن احتمـال    . نهايي مهار و گونه پروتئيني ايجاد شـده اسـت         
عنوان هسته اوليه عمل     وجود دارد كه گونه ايجاد شده خود به       

در . تري سـوق دهـد     نموده و فرايند را به سمت شرايط وخيم       
ده داراي  هـاي ايجـاد ش ـ     حاضر نشان داده شد كه گونـه      مطالعه  

  چنين خاصيتي نيـست و هچنـين سـاختارهاي پايـداري نـدارد             
   روي ژل نوار بالاتري ديده نشد، SDSو در بررسي مقاومت به 

هايي كه تجمعات كوچك پايداري      برخلاف برخي از مهار كننده    
در مطالعه حاضر براي اولـين بـار از تركيـب           . ]3[كند   ايجاد مي 

ــهئكــومين آلد عنــوان مهــار كننــده فيبريلاســيون در آلفــا  يــد ب
 مهاركنندگي و ضد سـميتي آن       سينوكلئين استفاده شد و ويژگي    

هاي مختلف تأييـد شـد، امـا         روي فرايند فيبريلاسيون با آزمون    
گـذاري مثبـت آن      براي شناسايي مكانيزم عمل اين تركيب و اثر       

  . بر سلول به مطالعات بيشتري نياز است
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