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  تشکر و قدردانی

  .منت خداي را، عز و جل، که طاعتش موجب قربت است، و به شکر اندرش مزید نعمت
ام را  به یاري پروردگار و لطف بزرگانی که یادشان همواره در خاطرم جاودان است، فصلی دیگر از دفتر زندگی

  .هایم مورد قبول ذات خطاپوش حق تعالی قرار گیرد تلاش نگاشتم؛ به این امید که
دانم که مرا در تهیه و نگارش این مجموعه را مرهون زحمات استاد ارجمندم جناب آقاي دکتر خسرو خواجه می

جا دارد که مراتب سپاس و امتنان قلبی . هاي اخلاقی حمایت و راهنمایی نمودند افزایش توان علمی و تعالی ارزش
کنم از استاد مشاورم  همچنین تشکر می. امیدوارم بهروز و نیک فرجام باشند. را نسبت به ایشان ابراز نمایمخویش 

  .سرکار خانم دکتر ندا اکبري، باشد که در پناه الطاف ایزدي موید باشند
بزرگوار سرکار  هاي بیوشیمی، بیوفیزیک و ژنتیک که افتخار شاگردیشان را دارم و از اساتید از اساتید محترم گروه

  .نمایم نامه را مطالعه نمودند، تشکر و قدردانی می قائمی که این پایان خانم دکتر مریم نیکخواه و جناب آقاي دکتر
  .نهایت سپاسگزارم از دوستانم در آزمایشگاه هاي بیوشیمی، بیوفیزیک که مرا مورد لطف و محبت خود قرار دادند، بی

  .واده عزیزم که همواره مایه دلگرمی و آرامش خاطرم هستندو در پایان سپاس فراوان از خان

  

  پریسا نصراللهی
  

  

 

 

 

 

 



 

 :چکیده

بدون سیگنال انجام شد و در  BMWدراین تحقیق مطالعاتی در مورد تاخوردگی مجدد پروتئین آلفا آمیلاز

 Expreimentalارنهایت شرایط تاخوردن پروتئین و فاکتورهاي موثر بدست آمده از آزمایشات، توسط نرم افز

Design     20با بافر تریس حاوي گلیسرول  بهترین بازده تاخوردگی مجدد آنزیم. بهینه سازي شد 8نوع% ،

و ویژگی  BMWدراین تحقیق نوع آلفا آمیلاز. بدست آمد mg/ml 3/0 آنزیم میلی مولار و غلظت 25 کلسیم

نتایج . مورد بررسی قرارگرفت1مایع با کارایی بالاسوبسترایی و محصولات تولید شده توسط آن با کروماتوگرافی 

سوبستراهاي مختلف در  درصد هیدرولیز .سوبسترایی گسترده می باشدنشان داد که این آنزیم داراي ویژگی 

، 130، 100در مورد سوبستراهاي نشاسته، آمیلوز، آمیلوپکتین و پلولان به ترتیب مقایسه با هیدرولیز نشاسته 

ه بر این، فعالیت هیدرولازي بر روي آلفا سیکلودکسترین ویژگی سوبسترایی دیگر این آنزیم است علاو 26، 69

، اصلی ترین محصول  1و 6آلفا  و 1و 4  آلفا به دلیل توانایی در شکستن هر دو پیوند. منحصر به فرد است

ر ویژگی سوبسترایی در ادامه به منظور بررسی د .واکنش آنزیمی در مورد تمامی سوبستراها گلوکز می باشد

در این ناحیه حفظ شده  BMWآلفا آمیلاز ..انجام شد در ناحیه حفظ شده پنجم مطالعات جهش زاییآنزیم 

سوبسترایی گسترده می داراي ویژگی  هایی که داراي این توالی هستندآنزیم. باشدمی MPDLNداراي توالی  

قادر به هیدرولیز پلولان و آلفا سیکلودکسترین هستند در این هاي گروه نئوپلولانازي که علاوه بر این آنزیم. باشد

در این  گلوگوزیداز-6و1-الیگوهاي گروه همچنین آنزیم. باشندمی   MPKLNناحیه حفظ شده داراي توالی 

ها توانا به هیدرولیز نشاسته و اولیگوساکاریدهاي کوچک این آنزیم .باشندمی QPDLNناحیه داراي توالی 

در  .ندو به انجام رسید ندطراحی شد D203K و  M201Qهاي بدین ترتیب  جهش . وکز هستندوتولید گل

گرفت و ویژگی سوبسترایی آنزیم تغییر  قرار تأثیر تحت هم آنزیم سینتیکی پارامترهاي مورد هر دو جهش یافته

  .کرد

                                                             
1 high-performance liquid chromatograpy  



 

ویژگی سوبسترایی،   پاسخ، سطح سازي بهینه مجدد، روش تاخوردگی یلاز، کلسیم، آلفاآم :کلمات کلیدي

هدفمند  زایی جهش
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  آلفا آمیلاز  طبقه بندي آنزیم هاي 1-1

پیوندهاي  آنزیم هایی هستند که هیدرولیز) Endo-1,4--glucohydrolase, EC3,2,1,1(آمیلازها -آلفا

دکسترین  و مالتو تریوز ,کرده و مالتوزکاتالیزگلیکوژن  و آمیلوز ,درآمیلوپکتینرا درونی  (1,4)گلیکوزیدي

آنها متفاوت می  ECآنزیم هایی وجود دارند که واکنش هاي مشابه را کاتالیز می نمایند اما عدد  .تولید می کنند

اما از لحاظ ساختاري و آنزیمی . می باشند 2.4.1.19برابر  ECداراي عدد  ها CGTase به عنوان مثال. باشد

آنها به آلفا آمیلازها نزدیک  ECهایی نیز وجود دارند که عدد برعکس آنزیم . بسیار شبیه به آلفا آمیلاز می باشند

، )EC3.2.1.20( گلوکوزیداز-است اما جزء آلفا آمیلازها طبقه بندي نمی شوند زیرا اگزوآنزیم هستند مانند آلفا

 EC(آمیلاز -و بتا) EC 3.2.1.60(، آمیلاز تولید کننده مالتوتتروز )EC 3.2.1.133(مالتوژنیک آلفا آمیلاز 

3.2.1.2( )1(.  

براي طبقه بندي آنزیم ها بسیار مفید است، زمانی یک کلاس آنزیمی ویژه مورد مطالعه  EC با اینکه سیستم

این موضوع به ویژه براي آنزیم هاي . مد نظر قرار گیرندمختلف  EC قابل درك است که آنزیمهایی از کلاس هاي

و  مشخص کردن مرزها بین ویژگی هاي مختلف سوبستراییکه واضح است هیدرولیز کننده نشاسته صادق است، 

براي روشن تر شدن این موضوع آنزیم هایی که هیدرولیز یا سنتز اتصالات  .محصول براي آنزیمها مشکل است
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را بیشتر مورد توجه قرار می ) از لحاظ نوع واکنشی که انجام می دهند(گلیکوزیدي نشاسته را کاتالیز می کنند 

هیدرولیز اتصالات گلیکوزیدي (آلفا آمیلازها  -1: نظر این آنزیم ها به چهار گروه تقسیم می شوند از این. دهیم

4-1،α( ،2-  پلولاناز و ایزوآمیلازها) 1- 6هیدرولیز اتصالات گلیکوزیدي، α( ،۳-CGTase  ) ترانس

یکوزیلاسیون و تشکیل ترانس گل( آنزیم شاخه ساز  -4) α ،1- 4گلیکوزیلاسیون و تشکیل اتصالات گلیکوزیدي 

هرکدام از چهار واکنش فوق توسط آنزیم هاي مجزا کاتالیز می شوند اما ). α،۱-۶اتصالات گلیکوزیدي 

، α ،1-4آلفا آمیلاز ها علاوه بر واکنش اصلی خود یعنی فعالیت هیدرولازي : استثناهایی نیز گزارش شده است

ها علاوه بر واکنش اصلی خود، یعنی  CGTase .دارندرا نیز  α ،1-4فعالیت ضعیف ترانس گلیکوزیلاسیون 

  .را نیز انجام می دهند α ،1-4فعالیت هیدرولیزي  ، به صورت ضعیف وکم،α ،1-4فعالیت ترانس گلیکوزیلاسیون 

از طرفی مرز فعالیت . همیشه روشن نیستگلوکانوترانسفرازي و گلوکانوهیدرولازي بنابراین مرز بین فعالیت هاي 

بعضی از آلفا آمیلازها فعالیت . نیز خیلی واضح نمی باشد α ،1-6و α ،۱-۴ د هاي گلیکوزیديروي پیون

همچنین برخی پلولانازهاي جدا شده از ارگانیسم هاي ترموفیل علاوه . را نیز بروز می دهند α ،1-6هیدرولیزي 

بنابراین، وجود آنزیم هایی در . یندرا نیز هیدرولیز نما α ،1-4قادرند نوع  α ،1- 6بر هیدرولیز پیوند گلیکوزیدي 

 با توجه به مطالب فوق چهار فعالیت مذکور یعنی. ایزوآمیلاز قابل درك است /مرز بین آلفا آمیلاز و پلولاناز

hydrolysis ۶-1، α ،4-۱، α  وtransglycosylation 6-1، α ،4-1، α  می توانند از طریق مکانیسم هاي مشابه

به نظر میر سد که  نتایج تجربی از نئوپلولاناز که هر چهار فعالیت فوق را یکجا داراست بر اساس . کاتالیز گردند

در مورد آلفا آمیلاز داده هاي مربوط به این آنزیم و هم ). 2،3( فعال شرکت دارد جایگاه براي واکنش فوق یک

اختاري و آنزیمی اطلاعات موجود در مورد آنزیم هایی که خصوصیات س. باید لحاظ شود ECتعریف دقیق 

واقعیت   Henrissat و توسط 1991چنین امري در سال . مشابهی بروز می دهند باید مورد استفاده قرار گیرد

این بانک شامل اطلاعات ). 4( را تهیه کرد CAZY (Carbohydrate Active enzyme)یافت که بانک اطلاعاتی 

  .آنها می باشد یبا توجه به توال (glycosyl hydrolase(GH))طبقه بندي گلیکوزیل هیدرولازها 
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  طبقه بندي گلیکوزیل هیدرولاز ها؛ موقعیت آلفا آمیلاز 1-2

طرحی را به منظور طبقه بندي گلیکوزیل هیدرولازها براساس توالی به جاي ویژگی  Henrissat 1991 در سال

نشان می دهند وتشابه توالی در  اعضاي یک خانواه ساختار سه بعدي و مکانیسم مشترکی را. فعالیت ارائه داد

جاي می  (Clan) دودمان 14خانواده شناخته شده است که در  130تاکنون . آنها می تواند کم تا بسیار بالا باشد

. یک دودمان شامل خانواده هاي نزدیک و مرتبط از نظر ساختار سه بعدي و مکانیسم کاتالیتیک می باشد. گیرند

بعضی از . موجود می باشد CAZY ي گلیکوزیل هیدرولازها در بانک اطلاعاتیاطلاعات مربوط به تقسیم بند

طبقه بندي شده بودند در این  EC آنزیمهاي مؤثر بر نشاسته که در بخش هاي قبلی بر اساس فعالیت و عدد

گلیکوزیل  14آمیلاز در خانواده -به عنوان مثال بتا. دسته بندي در موقعیت هاي متفاوتی قرار می گیرند

، GH77 آمیلومالتاز در، GH31 و GH13 گلوکوزیداز در- آلفا، GH15 گلوکوآمیلاز در، GH14 هیدرولازها

قرار می گیرند و اغلب آنزیم هاي مؤثر بر نشاسته از جمله  GH57 آمیلوپلولاناز و تعداد کمی از آلفا آمیلازها در

  ).5( می باشند GH13 هایزوآمیلاز متعلق ب نئوپلولاناز و، CGTase اکثر آلفا آمیلازها،

    GH57با GH13رابطه آلفا آمیلازهاي خانواده  1-3
از  13تمام آلفا آمیلازهایی که از ارگانیسم هاي یوکاریوتی و پروکاریوتی جدا شده اند متعلق به خانواده 

زها پس از یک خانواده واحد از گلیکوزیل هیدرولاها در اما وجود آلفا آمیلاز. گلیکوزیل هیدرولازها می باشند

و دیگري از ) Dictyoglomus thermophilum )6گزارش توالی آمینواسیدي غیر عادي دو آلفا آمیلاز، یکی از 

Pyrococcus furiosus )7،8،9 ( وجود این . جاي بگیرند با مشکل مواجه گردید 13که نمی توانستند در خانواده

که (که فاقد نواحی حفظ شده بحرانی ک از ارگانیسم هاي دو آلفا آمیلاز و همچنین بعضی از آنزیمهاي آمیلولیتی

هیدرولازها یعنی  هستند، منجر به ایجاد یک خانواده جدید از گلیکوزیل) مشخصه آلفا آمیلازها می باشد
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GH57 تعیین ساختار سه بعدي  با). 10،11( گردید-4-glucanotransferase  و مطالعات موتاسیون جهت

و خانواده آلفا آمیلاز  GH57از نظر آمینو اسیدهاي کاتالیتیک، رابطه نزدیکی بین یابی شده، مشخص شد که 

حفظ کانفیگوراسیون ( علی رغم این موضوع، هر دو گروه داراي یک مکانیسم مشترك ). 13، 12( وجود ندارد

هار داراي چ GH57خانواده ). 35( می باشند /))  (barrel 8(یک الگوي تاخوردگی مشترك و) آنومري

-و آلفا (EC 3.2.1.22)گالاکتوزیداز -آلفا آمیلاز، آمیلوپلولاناز، آلفا): تاکنون(فعالیت آنزیمی می باشد 

به ویژه از بحرانی منشأ اغلب آنزیمهاي این خانواده از میکروارگانیسمهاي .  (EC 2.4.1.25)گلوکانوترانسفراز

 ).14(می باشد آرکئوباکتریا 

    (Pullulan)پلولان 1-4

بـا سـاختار   . می باشـد ) همانند آمیلوز، دکستران و سلولز ( ولان یک گلوکان طبیعی،صنعتی، مهم و غیرمعمول پل

 Aureobasidiumگونـه هـاي مختلـف قـارچ     ( شیمیایی که تا حدودي به منبع کربنی، ارگانیسم تولیـد کننـده   

pullulans  (خطی است که متشکل از واحد هـاي   ساختار پایه پلولان  یک گلوکان. و شرایط تخمیر بستگی دارد

ساختار متشـکل از واحـد   % 10). 1-1شکل (به هم متصل شده اند  α-1و6لتوتریوز است که بوسیله پیوند هاي ما

در . متشکل از واحدهاي مالتوتتروز می باشـد  5-7%و همینطور  α-1و 3هاي مالتوتریوز متصل بوسیله پیوند هاي 

دیگري مثل نشاسته، آمیلـوز، آمیلـوپکتین، دکسـترین هـا و گلیکـوژن نیـز       اکوسیستم هاي طبیعی ساکارید هاي 

  .توسط پلولاناز قابل تجزیه هستند
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  α-1و6 هاي پیوند بوسیله متصل مالتوتریوز، يواحدها از متشکل پلولان؛ پلیمري ساختار:  1 -1شکل

 

  (Pullulanases)انواع آنزیم هاي تجزیه کننده پلولان  1-4-1

1- glucoamylases EC 3.2.1.3 : پلولان را از سمت غیر احیایی هیدرولیز می کند و گلوکز تولید می کند  

هیـدرولیز  :  α-dextrin 6-glucanohydrolase EC 3.2.1.41گلوکانوهیـدرولاز  -6دکسـترین   -پلولاناز یا آلفا -2

  در پلولان و تولید مالتوتریوز  α-1و6پیوندهاي 

در پلـولان و   α-1و 6هیـدرولیز پیونـدهاي گلیکوزیـدي    :  amylopullulanase EC 3.2.1.41/1لوپلولانـاز  آمی -3

  .که منجر به آزاد شدن قندهایی مثل گلوکز، مالتوز و مالتوتریوز می شود .در نشاسته  α-1و4

ر پلــولان و تولیــد د α-1و 4هیــدرولیز پیونــدهاي گلیکوزیــدي :  Isopullulanse EC 3.2.1.57ایزوپلولانـاز   -4

   (glu (α-1,4) glu (α-1,6) glu)ایزوپنوز 

در پلـولان و تولیـد    α-1و 4هیـدرولیز پیونـدهاي گلیکوزیـدي    :  neopullulanase EC 3.2.1.135نئوپلولاناز -5

    (glu (α-1,6) glu (α-1,4) glu)پنوز
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 محصول  (glu (α-1,4) glu (α-1,6) glu) ایزوپنوز؛ ساختار:  2 -1شکل
 .Isopullulanase عمل ینهای

  

 محصول ،)glu (α-1,6) glu (α-1,4) glu( پنوز؛ ساختار:  3 -1شکل
   neopullulanase عمل ینهای
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  نپلولا سوبستراي برروي پلولان کننده تجزیه هاي آنزیم عمل نحوه:  4 -1شکل


