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 يك

 

  :كيده چ

خالص سازي   (LPH)نامه حاضر خالص سازي و بازگذاري آنزيم لاكتاز فلوريزين هيدرولاز در پايان 
پروتئين هاي  .به عنوان يكي از پروتئين هاي غشايي مورد بررسي قرار گرفته است ،شده از غشاي روده

از  غشايي يك سوم از پروتئين هاي كد شونده توسط ژنوم انسان را تشكيل مي دهند و در حدود دو سوم
بازگذاري پروتئين هاي غشايي  .تعلق دارنداين دسته  بهپروتئين هايي كه هدف دارويي قرار مي گيرند 

تكنيكي است كه اين امكان را براي ما فراهم مي كند تا بدون مشكلاتي كه در غشاهاي طبيعي با آن روبرو 
ارائه روشي  ،ستاورد اين پايان نامهمهمترين د. عملكرد اين پروتئين ها بپردازيم هستيم به بررسي ساختار و

با كوچك كردن . مي باشد اي غشايي به ويژه اكتوپروتئين هاپيشنهادي براي كنترل جهت گيري پروتئين ه
اندازه پروتئوليپوزوم ها، از يك سو انحناي غشاي آن ها بيشتر مي شود و از سوي ديگر فضاي آبي مياتي 

ي اكتو پروتئين هاي غشايي از را براي بازگذار بور، روشيمبتني بر راهكار مز .آن ها محدود تر مي شود
فلوريزين هيدرولاز پيشنهاد مي دهيم كه بر اساس آن كوچك كردن اندازه  -آنزيم لاكتاز جمله

پروتئوليپوزوم ها تا ابعاد نانو براي اصلاح و يك دست شدن جهت گيري پروتئين هاي غشايي به كار گرفته 
ار گيري بخش اصلي و حجيم اين پروتئين ها در سطح خارجي ليپوزوم ها و در اين فرآيند با قر. مي شود

عموماً جايگاه فعال آنزيمي يا عملكردي اين  تماس با محيط اطراف همراه مي باشدكه با توجه به اين كه
پروتئين ها در اين بخش جاي گرفته است دسترسي ليگاندهاي محلول در محيط به اين نواحي افزايش مي 

در صورتي كه اگر بخش اصلي پروتئين غشايي در . و محصول واكنش نيز در محيط آزاد مي شود يابد
درون ليپوزوم محصور باشد، به دليل ايجاد محدوديت در انتقال آزادانه ليگاند و محصول توسط غشاي 

 .دولايه، عملاً امكان اين فعاليت ها از آن ها سلب مي شود

يد نانوذرات ليپوزومي  بيشتر در راستاي بسته بندي و انتقال مولكول هاي در زمينه نانوبيوتكنولوژي، تول
مختلف اعم از دارويي و غير دارويي بوده است، و پايان نامه حاضر اولين گزارش در نوع خود مي باشد كه 
ساخت نانوذرات پروتئوليپوزومي را، در جهت كنترل نحوه آرايش پروتئين هاي بازگذاري شده پيشنهاد 

  .دهدمي 

  



 دو

 

خود را از مهر و محبت آنان كه مرا در انجام اين  سپاس و تقدير دانم مي بر خود لازم

  .پايان نامه همراهي نمودند ابراز  نمايم

از استاد راهنماي ارجمندم جناب آقاي دكتر مهران حبيبي رضايي به خاطر حمايت هاي 

ن پايان نامه متقبل شدند كمال تشكر و بي دريغ و زحمات بيشماري كه در راه انجام اي

بودن در كنار ايشان براي من بهتر ديدن، بهتر انديشيدن و بهتر . سپاس گزاري را دارم

  .زندگي كردن را به ارمغان داشت

از استاد مشاور گرانقدرم سركار خانم طيبه توليت بسيار سپاس گزارم كه با توصيه ها و 

  .يي شدن اين پروژه را فراهم نمودندحمايت هاي ارزنده خود امكان اجرا

از استادان گرانقدر سركار خانم دكتر نسرين معتمد و جناب آقاي دكتر محسن نعمت 

  .ارمزن پايان نامه را پذيرفتند سپاس گگرگاني كه زحمت داوري اي

صميمانه از تمامي دوستان و همكاران  حاضر و سابق خودم در آزمايشگاه بيوتكنولوژي 

شگاه تهران تشكر مي كنم كه با مهرباني ها و كمك هاي ارزشمندشان همواره پروتئين دان

  .مرا مورد لطف قرار داده اند

در پايان سپاس ويژه خود را به همسرم اعظم ابراز مي كنم كه با عشق و صبوري همواره 

در كنار و ياورم بوده است؛ همچنين به پدر و مادر بزرگوارم به خاطر مهرباني، لطف و 

  .يت هاي هميشگي شانحما
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  غشاهاي زيستي  1- 1
به وتي و با تقسيم كردن درون سلول هاي يوكاري ها و اندامك ها را احاطه كرده اندسلول  1غشاهاي زيستي
اي انتقالي، گيرنده ها و هآنزيم هاي متابوليك، پروتئين مجزا، سطوحي را براي استقرار  2كمپارتمان هاي

غشاها همانند سدهايي با نفوذ پذيري نسبي عمل كرده  علاوه بر اين،.يجاد مي كنندسوبستراهاي متفاوت ا
  .  دت ها محيط داخلي را تنظيم مي كننوبا كنترل انتقال موادي چون آب، يون ها و ساير متابولي

را براي غشا پيشنهاد دادند تا كنون دانش پايه  3مدل موزاييك سيال ]1[ نگر و نيكلسونيكه س 1972از سال  
) 4كريستال مايع(غشاهاي بيولوژيك از دولايه هاي ليپيدي مايعي .ما از غشا تغيير چنداني نكرده است

كربوهيدارت ها .  ]2[ تشكيل شده اند كه پروتئين ها مي توانند در آن وارد شده يا به سطح آن متصل شوند
از وزن برخي از غشا ها را به خود اختصاص  ٪ 10نيز به اشكال گليكوليپيد و گليكوپروتئين ممكن است تا 

چگالي غشا با .در غشا دروني ميتوكندري، متغير است  ٪ 10درميلين تا  20٪ادير نسبي پروتئين، از مق .دهند
  . ]3[ مقدار پروتئين غشا متناسب است

كار ساختاري ند كه تنها براي ا از آن متنوع تربسيار  ي موجود در غشاهاي زيستي ليپيدها انواع مختلف
نتقال امورد نياز باشند و اين در حالي است كه سنتز و انتقال آن ها مستلزم راه اندازي مسيرهاي سنتز و 

اصولاً براي درك  .غشاستچنين مطلبي بيانگر نقش هاي ويژه تركيبات ليپيدي خاص در . بسياري است
و همچنين ايجاد بستري با سياليت كافي براي فعاليت   فاكتورهايي كه موجبات اتصال و ورود پروتئين ها

ابتدا بايد نحوه شركت و اثرگذاري ليپيدهاي منفرد در تعيين ويژگي هاي  ،فراهم مي كنند آن ها درغشا را
    .  ]4[ودالكتروستاتيك و هيدروفوبيك غشا را شناسايي نم

  

                                                            
1 biological membranes 
2 compartments 
3 fluid mosaic 
4 liquid crystal 
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  1خصوصيات فيزيكي ليپيدها و دماي تغيير فاز 1-1-1
در دماهاي فيزيولوژيك به حالت مايع هستند كه اين شرايط به آن ها اجازه مي دهد  اغلب غشاهاي زيستي

غشاي  2فاز كريستال مايع ،غشا سيالعموماً منظور از حالت . تا به درستي بتوانند وظايف خود را انجام دهند
 مقادير بالاي كلسترول در غشا وارد شود غشا حالت سياليت متفاوتي  رايطي كهدولايه است، هر چند در ش

مدل هاي غشايي كه از چند گونه ليپيد مشخص . گفته مي شود 3مي آورد كه به آن فاز سيال منظم به دست
ره زنجيبرهمكنش هاي آبگريز بين  كهدر دماهاي پايين . تشكيل شده مي توانند فازهاي مختلفي داشته باشند
اين حالت سبب مي شود تا تمام زنجيره . ايجاد مي شود 4هاي اسيل به بيشترين مقدار خود مي رسند فاز ژل

با افزايش دما به . ها در كانفورميشن ترانس قرار گرفته و حركت هاي مولكولي به شدت محدود شوند
زنجيره هاي ليپيدي ذوب شده  فاز كريستال مايع،يا دماي تغيير فاز از حالت ژل به  (Tm)بالاي دماي ذوب 

زنجيره ها نظم كمتر و تحرك بالاتري دارند و  در اين حالت،. ل مي شوديو حالت سيال كريستال مايع تشك
    . ]4[انتشار جانبي غشا افزايش مي يابد

، رزونانس چرخش  (NMR) 5با استفاده از ابزارهاي مختلفي چون تكنيك هاي رزونانس مغناطيسي هسته
  .]5[مي توان اين تغيير فاز را مانيتور كرد (DSC) 7، فلورسانس و اسكن افتراقي گرمايي (ESR) 6الكترون

  .]5[كرد
كه مهمترين  كلسترول. دارد نظيم دماي تغيير فاز غشاهاي زيستينقش به سزايي در ت حتواي استرولي غشام

واجد يك بدنه حلقوي تخت متشكل از چهار حلقه مولكولي دوگانه دوست است كه  استرول غشا مي باشد
نجيره هاي جانبي ساختمان صفحه اي سخت هسته استروئيدي كه كه در بين ز. كربني متصل به هم مي باشد
دماي  از دماهاي پايين تر به اين نحو كه در. سياليت غشا را تنظيم كنداند مي تواسيل ليپيدها قرار مي گيرد 

تغيير فاز، كلسترول با قرار گرفتن بين زنجيره هاي اسيل از تراكم بيش از حد آن ها جلوگيري نموده و 
                                                            
1 phase‐ transition temperature 
2 liquid crystal 
3 liquid‐ordered 
4 gel‐state 
5 Nuclear Magnetic Resonance 
6 Electron Spin Resonance 
7 Differential Scanning Calorimetry 
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دماي تغيير فاز سيستم حلقوي سخت كلسترول سبب همچنين در بالاي . سياليت غشا را افزايش مي دهد
پراكنش كلسترول . كاهش آزادي چرخش زنجيره هاي اسيل مجاور شده و سياليت غشا راتعديل مي كند

  . ]6[ نامتشابه بوده و غشاي پلاسمايي بيشترين نسبت كلسترول را دارد سلولي در غشاهاي مختلف
چنان كه مشخص . در وزيكول هاي غشايي، اندازه وزيكول نيز مي تواند دماي تغيير فاز را جابه جا كند

شده است  با كاهش قطر و تعداد لايه هاي وزيكول هاي غشايي، دماي تغيير فاز آن ها به شدت افت مي 
  . ]7[ كند

  
  پروتئين هاي غشايي 1-1-2

 دسته شامل اول گروه: شوند يم يبند دسته ياصل گروه دو به ،غشا ساختمان در ينيپروتئ يها مولكول

 حداقل كه ينحو به رد؛يگ يم قرار غشا درون در آنها ساختمان عمده بخش كه است ها نيپروتئ از يا

 گروه. نامند يم 2يسرتاسر اي1 يندرو ييغشا يها نيپروتئ را گروه نيا. كند يم عبور آن از بار كي

 يها نيپروتئ رياخ گروه. دارند حضور غشا سطح در صرفاً كه است ها نيپروتئ از يا دسته شامل دوم
 يوندهايپ قيطر از اغلب ييغشا يها نيپروتئ .]3[ شوند يم دهينام 4يطيمح اي 3يرونيب ييغشا

 از يبرخ حال نيا با. شوند يم مستقر غشا در ، يوني يوندهايپ و زيآبگر يوندهايپ ليقب از ، ركووالانيغ

 ها نيپروتئ ييايميوشيب نظر نقطه از. ]8[ شوند يم متصل غشا به كووالان يوندهايپ قيطر از زين آنها

 اميپ يرندگيگ ، يمولكول انتقال ، زيكاتال مانند ييندهايفرا در و شوند يم محسوب غشا فعال ياجزا

 ينيپروتئ بخش نسبت يعموم طور به .كنند يم نقش يفايا رهيغ و يمولكول ييشناسا ، منفذ ، يمولكول
 متجاوز اي ، نيورودپسيباكتر در% 30 از كمتر تواند يم ييغشا يها نيپروتئ يبرا ، يآب طيمح ضمعر در

  . ]9[ باشد كوچك روده يمسواك هيحاشي غشا يها نياكتوپروتئ و سنتتاز H نيپروستاگلاند در% 90 از

                                                            
1 intrinsic  
2 integral  
3 extrinsic 
4 peripheral  


