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 چکیده

 یکیژنت اطلاعات از مملو یژنوم يها بانک اغلب اگرچه و است ١پساژنومی نهیزم در قاتیتحق دوران که دهه نیا در 
 شرفتیپ کسیپروتئوم دانش امروزه. است ناشناخته ها ژن اغلب محصولات و عملکرد هنوز است مختلف موجودات

 ها ژن عملکرد شناخت و درك عرصه در توانمند يابزار بعنوان و داشته ژنی محصولات فعالیت مطالعه زمینه در یشگرف
 موشی یزومیپراکس نوترکیب پروتئین تولید جهت لازم شرایط سازي بهینه یبررس نیا از هدف. است گرفته قرار مدنظر

)PEP (نام به٢ باسیل یکل از شده مستعد و مناسب گونه در BLبینوترک پروتئین .میباشد ٢١  PEPبعد مراحل در 
 خواهد کار به آن با دهنده واکنش یسلول اجزاء ییشناسا جهت پروتئومیکسی مطالعات از یبخش بعنوان و شده خالص

 .رفت
 GST ژن مجاورت در PEP ژن آن در که ) (pGEX٦P٢ یاکلیاشرش در شونده انیب وکتور یبررس نیا در
 يها سلول درون به بینوترک يوکتورها. شد کارگرفته به است شده داده قرار و يورز دست)  ترانسفراز -S-ونیگلوتات(

BLیائیباکتر يها سلول. شدند ترانسفورم باشند،یم بینوترک نیپروتئ انیب جهت مناسب یائیباکتر يها سلول که ٢١ 
 3 از بعد.کردند انیب ٢YT طیمح در برابر 2000 رقت تحت را GST به متصل بینوترک نیپروتئ و GST مجزا بطور

. شد اضافه کشت طیمح به مختلف يها غلظت در (IPTG) دازیوگالاکتوزیت لیزوپروپیا ، ºc37 يدما در کشت ساعت
 ها سلول مجددأ تینها در. شد یبررس مناسب رشد زانیم به دنیرس تا مختلف يدماها در ها يباکتر کشت يبعد گام در
 بافري  سیتر ازمحلول ٦٠٠µl در

) 7.5 :PH ( Tris-HCl دیفلورا لیسولفون لیمت لیفن میلی مولار1 محلول يحاو (PMSF) ، غلظت حضور در 
 و توان با شنیکیسون عملکرد. شدند تیکیسون سپس و شدند ونهیسوسپانس NP٤٠  ای ١٠٠-Triton X مختلف يها

 µl15 وبا يآور جمع حاصله سوپرناتانت و شده وژیفیسانتر یسلول زاتیل. گرفت صورت اولتراسوند مختلف يها پروب
 و شستشو بافر با بار 3 سفاروز ونیگلوتات ذرات. شدند انکوبه ساعت 3 يبرا ºc4 سفاروزدر ونیگلوتات 50% ونیازسوسپانس

 يباندها ییشناسا و صیتشخ جهت. شدند گرفته بکار SDS-PAGE الکتروفورز ودر شده ونهیسوسپانس مجددأ آن در
 پروتئین تولید و ژن انیب براي حالت ترین بهینه. شدند يزیآم رنگ (CBB) انتیبرل یکوماس رنگ با ژل ها ینیپروتئ

 در تفاوت معنا داري چیه ما .آمد بدست يباکتر شبانه کشت در IPTG از µgr/ml 0.1 غلظت در PEP  نوترکیب
 يبرا غلظت نیبهتر که جند ، هرکردیممشاهده ن گر حلال يشوینده ها بعنوان NP٤٠ ای  TritonX١٠٠يریبکارگ
 سلولی دیواره بقایاي تخریب جهت  ونیکاسیسون طیشرا نیتر مناسب بعلاوه. شد مشخص %1/0  (v/v) ندهیشو هر دو
 .آمد دسته ب Cycle هر در  60% شدت با دقیقه 5 در پالس 340 يباکتر

 :يدیکل کلمات

 .سفاروز ونیگلوتات_شده کارا يباکتر _ بینوترک نیپروتئ _(PEP)موشی یزومیپراکس نیپروتئ _ کسیپروتئوم
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 پراکسی زومکشف  1-1

 این اندامک. باشندعملکردهاي متنوع میغشائی هستند که داراي ي یوکاریوتی تکاندامک ها، پراکسی زوم ها
از طریق مورفولوژیک تشخیص داده شدند و سپس  )1954( در بدو امر هاي بیوژنتیکی مشابهی دارند وها مکانیسم

هاي  ، در سلولJohannes Rhodin، 1954در سال . عملکرد آنها مورد بررسی واقع گردید) 1965در سال (
، 1965در سال . میکرومتر شناسایی و آنها را میکروبادي نامید 0.5کلیه موش، ارگانلهاي کوچکی در حد 

Christian de Duve  را براي پراکسی زومنام  د وکرشناسایی را ها  میکروبادياین فعالیت پراکسیداسیونی 
 Knoll).   (٢٠٠٠  .Singh et al ;١٩٩٩ .et al پیشنهاد کردفوق  يهاساختار

    معمولاً  .وزوآها هستندبجز آرک ،یوکاریوتی سلول هايهاي تک غشایی تمام  از جمله اندامک ها این ارگانل
 پراکسی زوم ها. هاي محلول در آب وجود دارد حاوي ماتریکسی هستند که درون آن پروتئین پراکسی زوم ها

اکسیداسیون اسیدهاي  βدر ي دخیل آنزیم هاها شامل کاتالاز،  هاي متنوعی هستند که این آنزیم داراي آنزیم
 پراکسی زوم ها. باشندنقش دارند، می ژن هایی که در سنتز پلاسمالوآنزیم هاچرب بسیار طویل، همچنین 

اسیدها، هیدروکسی αآمین، اوریک، الکلها، پلی، اسیدLو D  آمینه ياسیدهادرمراحل مختلف اکسیداسیون 
ها همچنین در بیوسنتز کلسترول، لات و پروستاگلاندینی اکسو پیپکولیک اسیدها، گلی هاکربوکسیلیک اسیددي
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 Suzuki et ;٢٠٠٠  .Singh et al ;١٩٩٩ .Knoll et al ( گلیسرولیپیدها و اسیدهاي صفراوي نقش دارند

al. ٢٠٠١; Ishikawa et al. ٢٠٠١; Knoll et al. ٢٠٠٠ .(  
 

  پراکسی زومعملکرد   1-2
نقش اصلی را در اکسیداسیون  و همچنین در تولید پراکسید و سمیت زدایی آن نقش دارند پراکسی زوم ها

 یبرخ. اي دارند عملکردهاي ویژه  ، تاموجودها و  در بعضی سلول ها این اندامک .کنند اسیدهاي چرب ایفاء می
 :عبارتند از یپراکسی زوم يهااز فعالیت

 :دهند براساس پراکسید هیدروژن تنفس انجام می ،پراکسی زوم ها .1
. گردد که سپس توسط کاتالاز تجزیه می وندشمی فلاوین اکسیدازها، سبب احیاء اکسیژن به پراکسید هیدروژن

ترکیبات . کنند اکسیدازها به منظور حذف هیدروژن از سوبستراهاي آلی ویژه، از مولکول اکسیژن استفاده می
بلند، به بسیار  هزنجیربا ها، متانول، اورات، گزانتین و اسیدهاي چرب   آمین ، پلیDو L نهآمی ياسیدهامختلفی مثل 

اکسیژن  %20 فلاوین اکسیداز، -سیستم کاتالاز. روند عنوان سوبستراهاي مختلفی براي اکسیدازها به کار می
اکسیژن سلول، ممکن است  شارفدر تنظیم  پراکسی زوم هابنابراین، . شود هاي کبدي را شامل می مصرفی بافت

 . مهم باشند

 : در اکسیداسیون اسیدهاي چرب نقش دارند پراکسی زوم ها .2
زنجیرهاي (چرب بلند زنجیره  ياسیدهااما اکسیداسیون . دهد اکسیداسیون اسیدهاي چرب در میتوکندري رخ می

داراي  پراکسی زومآنجایی که از . گیرد به طور مؤثري توسط میتوکندري انجام نمی )کربن24 داراي بیش از
 پراکسی زوم هادر  چرب بلند زنجیره ياسیدهاقسمت اعظم  بتا اکسیداسیون اسیدهاي چرب است ي آنزیم ها

 . شود اکسید می

لوژن، کلسترول و درسنتز برخی لیپیدها مثل پلاسما زومها  در حیوانات، علاوه بر تجزیه لیپیدها، پروکسی .3
 .Shimizu et al ;١٩٩٨ .Sheikh et al ;٢٠٠٦ .Furuki et al  ( رنداسیدهاي صفراوي نیز نقش دا

١٩٩٩; Singha et al. ٢٠٠٤    .( 
مکانیسم پیدایش مشترکی دارند و عملکرد آنها بسته به  باشند کهمی اندامک هااي از خانواده پراکسی زوم ها   

توانند در اثر سنتز و ورود می زوم ها پراکسیانواع مختلف . شرایط محیطی متفاوت است بافت، مرحله رشد و
هاي برخی فعالیتها نظیر، بتااکسیداسیون اسیدهاي چرب و متابولیسم گونه. ي جدید به هم تبدیل شوندآنزیم ها
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     مشترك است، اما سایر فعالیتها نظیر، تنفس نوري که در  پراکسی زومدر همه انواع  1اکسیژن واکنش گر
ي برخی پراکسی زوم هادهد و متابولیسم آلکانها و متانول که در رخ می C٣گیاهان ي برگهاي پراکسی زوم ها

اکسیزوم به نام گلی پراکسی زومیافته ها داراي انواع تخصص گیاهان و قارچ. انددهد، اختصاصیها رخ می قارچ
کربنه را براي آنها قادرند اجزاء دو  از این رو  شود،لات در آن انجام میی اکسهستند که سیکل گلی
اند که محتوي کوزومی به نام گلیپراکسی زومي شبه اندامک هاها داراي تریپانوزوم. گلوکونئوژنز بکار ببرند

در بیوسنتز لیپیدهاي متصل به اتر و  پراکسی زوم هادر پستانداران، . باشندي گلیکولیز میآنزیم هابسیاري از 
سازي اسیدهاي چربی که براي مرحله نهایی تخریب به ذخیرههاي بلند زنجیره و کربوکسیلیکتخریب دي

ی مختلف شناخته شده ولی بیشتر پراکسی زومآنزیم  80بیش از . شوند، نقش اساسی دارندمیتوکندري صادر می
است که به  یپراکسی زوممهم  يآنزیم ها از یکاتالاز یک ).Baker  ٢٠٠٠ .et al (اندآنها هنوز کشف نشده

محسوب  یپراکسی زوممارکر  به عنوان  باشددارا می پراکسی زومبیشترین مقدار آنزیم را در داخل  دلیل اینکه
آمینو  با استفاده از رنگ آمیزي دي Sidney Goldfisherو  Alex Novikoff، 1968در سال  .شود  می

 and .( Novikoff  (١٩٦٩ Goldfisherبه بررسی کاتالاز پرداختند  بنزیدین و میکروسکوپ الکترونی

 
 پراکسی زومساختمان  1-3

میکرومترمی باشند که یک غشاء تک لایه  0.1-1کروي شکل داخل سلولی، به قطر ياندامک هاها  پراکسی زوم
   ).٢٠٠٥ .Ferrer et al(دارندیوکاریوتی، ازمخمر تا انسان، وجود  سلول هايآنها را پوشانیده است و درتمام 

 : پروکسی زوم داراي چندین پروتئین غشایی ویژه است .1

 PMPبه نام انتقالی پروتئین هاي خانواده بزرگمتعلق به غشایی پروتئین  ٧٠ Cassette ATP-

Binding ا ی(ABC) باشد می . 

  الذکر در انتقال مولکولهاي مختلفی که از نظر اندازه و بار الکتریکی با هم  فوق پروتئین هايتعدادي از
 . تفاوت دارند، نقش دارند

 هاي هیدروفوبیک و شش قطعه پیچ  مذکور، همچنین داراي نواحی انتهایی با اسید آمینه پروتئین هاي
 . همراه است ATPخورده در غشاء هستند که با نواحی هیدروفیلیک حاوي 

 : ی، کاتالاز استپراکسی زومن و مهمترین آنزیم بیشتری .2

                                                
١. Reactive oxygen species 
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  دهد را کاتالاز تشکیل می پراکسی زوم پروتئین هايکل % 40در حدود . 

 م استکاتالاز فعال یک تترامر حاوي ه . 

 کند  کاتالاز به منظور اکسیداسیون سوبستراهایی مثل اتانول از پراکسید هیدروژن استفاده می . 

 کند یر اضافی پراکسیدهیدروژن را نیز تجزیه میکاتالاز، همچنین، مقاد . 

 : ی، اکسیدازها هستندپراکسی زومي آنزیم هاگروه دیگر  .3
  فلاوین به عنوان  از فعالیتشوند زیرا براي  ی، اکسیدازهاي فلاوینی نامیده میپراکسی زوماکسیدازهاي

 . برندبهره میکوآنزیم 

 هاي ویژه در این رابطه، اورات اکسیدازها،  مثالD  آمینو اسیداکسیدازها وL  آمینو اسید اکسیدازها و
 . باشند آسیل کوآکسیداز می

 کنند این اکسیدازها، سوبستراهاي خود را اکسید کرده و اکسیژن را به پراکسید هیدروژن احیاء می . 

در متابولیسم پراکسید هیدروژن نیز  سی زوم هاپراکهمراه با فعالیت اکسیدازهاي فلاوینی و کاتالاز،  .4
 . دخالت دارند

 : جاي گرفته است پراکسی زوم هاآنزیم مختلف در  40بیش از  .5

  مسئول انجام واکنشهاي کاتابولیک و آنابولیک مختلفی هستند آنزیم هااین . 

  ،تي درگیر در بتا اکسیداسیون اسیدهاي چرب اسآنزیم هایک مثال مهم در این رابطه . 

 

 پراکسی زومها به  انتقال انواع پروتئین 1-4
 پروتئین هاي، اطلاعات اندکی درمورد ورود پراکسی زوم ماتریکس پروتئین هايدر مقایسه با مکانیسم ورود 

روي ها پس از سنتز شدن بر 1PMPماتریکس، بیشتر  پروتئین هايهمانند . موجود است پراکسی زومیغشاي 
به . گردندروانه می پراکسی زومریبوزومهاي آزاد و انجام مراحل پس از ترجمه، از سیتوزول به سمت غشاي 

دهد که مکانیسم بیشتر مطالعات نشان می. داشته باشد ATPها نیاز به هیدرولیز  PMPرسد که ورود نظرنمی
 یابی هدف یتوالات زیادي در مورد تحقیق. باشدماتریکس مجزا می پروتئین هاياز ورود   ها PMPورود 

PMP 2خاصی تحت عنوان  یتوالها انجام شده و مشخص شده است که یک mPTS وجود دارد. 

 
                                                
١. Peroxisomal Membrane Proteins 
٢. Membrane-Peroxisomal Targeting Signal 
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  پراکسی زومیغشاي  پروتئین هايمکانیسم ورود  1-5

ها  PMPپراکسین که در ورود  ژن هايرود که جهش در انتظار می انجام شده با توجه به آزمایشات و مطالعات
-فرو پاشیده می پراکسی زومیشده و در نتیجه تمام غشاي  پروتئین هانقش دارند، باعث تهی شدن غشا از این 

 .گردد

Pex١٩p ،Pex١٦p ،Pex٣p هنوز  نقش عمده دارند، به طوریکه پراکسی زومی براي تجمع و تشکیل غشاي
 Pex١٩p. شوندمحسوب می پراکسی زومیاین سه پروتئین کلید اصلی بیوژنز غشاي  عقیده بر آن است که

. شودباند می پراکسی زومیعمدتاً یک پروتئین سیتوزولیک است، اگر چه به صورت موقتی نیز با غشاي 
Pex١٩p  با بخش سیتوزولیPex٣p دهد که مطالعات زیادي نشان می. دهدمیانکنش میPex١٩p  به عنوان

ها در سمت سیتوزول متصل  PMPهاي جدید را شناسایی کرده، به  PMPکند، عمل می 1ورود ةیک گیرند
از سویی دیگر علاوه بر . کندعمل می پراکسی زومیها در غشاي PMP در قرارگیري  Pex٣pشده و با کمک 

. دارد پراکسی زومعملکرد شبه چاپرونی در غشاي  Pex١٩p، عنوان شده است که Pex١٩p ياگیرندهنقش 
 Brown).    (٢٠٠٣ and Baker هنوز جاي بحث و شک وجود دارد البته در این مورد

Pex٣p  است که با  پراکسی زومیغشاي  پروتئین هايیکی ازPex١٩p در غشاي این اندامک میانکنش می-

انتهاي کربوکسیل آن در . نقش دارد پراکسی زومدر لنگرانداختن آن درغشاي Pex٣p انتهاي آمینی . دهد
غشایی تازه سنتز شده  پروتئین هاي Pex١٩pتصور بر این است که . باشدمهم و ضروري می Pex١٩pاتصال با 

   به سمت غشا هدایت می کند Pex٣pرا در سیتوزول شناسایی کرده و مستقیماً آنها را از طریق اتصال به 

 Brown and Baker ٢٠٠٣; Heiland and Erdmann 1-1شکل() (٢٠٠٥(. 

 

                                                
١. Import Receptor 
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داراي سه زنجیره است که زنجیره انتهاي آمینی  PEX١٩: یپراکسی زومغشاء  پروتئین هايورود : 1 -1شکل

 .شودمعین متصل می PMPیک  mPTSو زنجیره انتهاي کربوکسیلی آن به  pex٣pآن به 
(Baker and Sparkes ٢٠٠٥) 

 
 

 باشد ها مهم می PMPنیز در ورود  Pex١٦pپستانداران علاوه بر دو پروتئین مذکور  سلول هاياما در 

.(Brown and Baker ٢٠٠٣; Baker and Sparkes ٢٠٠٥; Heiland and Erdmann ٢٠٠٥)  
  Pex١٦pها مشخص نیست اما پیشنهاد شده است که PMPدر ورود  Pex١٦pاگر چه هنوز نقش اصلی 

سلول  رد که اکند زیرعمل می Pex١٩p و Pex٣pدر فرادست  پراکسی زومیدرمراحل اولیه تجمع غشاي 
 شوددیده نمی پراکسی زوماز  يدارند هیچ اثر Pex١٦pانسانی که نقص در  هاي

( Brown and Baker ٢٠٠٣) . 
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 پراکسی زومبه ماتریکس  پروتئین هاورود  1-6
شناسایی پروتئین  :ایست که به طور خلاصه عبارت است ازفرآیندي چند مرحله پراکسی زومبه  پروتئین هاورود 

پروتئین به غشاء -گیرد، اتصال کمپلکس گیرندهت میی توسط گیرنده که در سیتوزول صورپراکسی زوم
 .، آزاد شدن پروتئین در اندامک و بازگشت گیرنده به سیتوزولپراکسی زوم، انتقال از عرض غشاء پراکسی زوم

 پروتئین هاهاي موجود در ساختار اولیه این ، از طریق توالیپراکسی زومماتریکس  پروتئین هايیابی صحیح هدف
ماتریکس  پروتئین هايبسیاري از . شودنامیده می (PTS) 1یپراکسی زومیابی گیرد که سیگنال هدفصورت می

-Ser-Lys-Leu پپتید باشند که شامل تريمی PTS١ی نوع یک پراکسی زومیابی داراي سیگنال هدف

COOH  می پروتئین هااز جمله این . باشددر انتهاي کربوکسیل پروتئین میو یا یک نوع حفاظت شده از آن-

رسد این پروتئین در روند تکوین ماهیچه و مغز اشاره کرد که به نظر می)  2یپراکسی زومپروتئین ( PEPتوان به 
 .جنین موش نقش دارد

پراکسی یابی ام سیگنال هدف، از طریق سیگنال متفاوتی به نپراکسی زومماتریکس  پروتئین هايتعداد کمی از 
اسید آمینه است که نزدیک به  9شامل یک توالی  PTS٢. شوندوارد این اندامک می (PTS٢)ی نوع دو زوم

 .انتهاي آمینی پروتئین قرار گرفته است
یابی هاي مربوط به سیگنال هدفگیرنده Pex٧pو  Pex٥p پروتئین هايبه طور کلی پذیرفته شده است که 

ژگی سبب شده که به این  اند و این ویدر گردش پراکسی زومها بین سیتوزول و این گیرنده. اندیزومپراکسی 
حامل سیگنال  پروتئین هايها در سیتوزول به بر اساس این مدل، گیرنده. گفته شود 3روند، مدل  رفت و برگشتی

در این  .کنندمنتقل می راکسی زومپدر غشاء  4یلنگرگاهشوند و آنها را به کمپلکس ی متصل میپراکسی زوم
به روشی که  5شود و گیرندهجا میبهجا پراکسی زومشود و در عرض غشاء ی رها میپراکسی زومقسمت پروتئین 

هم براي  6ممتد یرفت و برگشتعلاوه بر مدل فوق، فرضیه . گردندتا کنون شناخته نشده است به سیتوزول برمی
شود متوقف نمی پراکسی زوممطرح است که بر اساس این فرضیه، گیرنده در غشاء به ماتریکس  پروتئین هاورود 

شود و آزاد می پراکسی زومشود، سپس پروتئین درون ماتریکس می پراکسی زومو همراه بار خود وارد لومن 
 ).2-1شکل(   (٢٠٠٥ Baker and Sparkes) گرددگیرنده به سیتوزول برمی

                                                
١. Peroxisomal Targeting Signal  
٢. Peroxisomal Protein 
٣. Shuttle model 
٤. Docking and translocation complex 
٥. Receptor shuttles 
٦. Extended shuttle 


