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:کیدهچ

باشند. تجمع پروتئینی یکی از مسائل مهم شده میکنترلدر دماي بالا، متمایل به تشکیل تجمعات ناخواسته و غیرها پروتئین
-، اوره، گوانیدین٢SiOو 2TiOذراتباشد. این تحقیق اثرات نانوهاي بیولوژیکی و پزشکی میها در زمینهمرتبط با پروتئین

کند. عنوان یک آنزیم کروي فشرده بررسی میسازي آنزیم لیزوزیم، بهتاخوردگی و فعالروي دوبارههیدروکلراید و اسپرمین را 
ها تاخوردگی آنتاخوردگی و دوبارههاي اشتباهعنوان مدل پروتئینی به کار گرفته شد؛ زیرا مکانیسممرغ، بهلیزوزیم سفیده تخم

)، این ترکیب، بعد mMالعاده کم (هاي فوقحتی در غلظتاست. در حضور اسپرمین، به طور چشمگیر مورد بررسی قرار گرفته
که با افزایش ترکیب دقیقه، هیچ رسوب یا تجمعی مشاهده نشد. درحالی30درجه سانتی گراد به مدت 98از تیمار حرارتی در 

فزایش اوره، میزان تجمع درصد کاهش یافت؛ اما با ا10درصد به 60مولار، تجمع لیزوزیم از 1.5تا 0هیدروکلراید از گوانیدین
تنها تجمع مشاهده شد بلکه میزان آن نیز افزایش نه2SiOو 2TiOماند. در حضور نانوذرات درصد ثابت باقی60در حدود 

هاي فوق کمتر از درصد بود، درحالی که براي دیگر افزودنی50یافته براي اسپرمین، حدود مانده آنزیم تجمعیافت. فعالیت باقی
یافته لیزوزیم در حضور اسپرمین و اوره با افزایش غلظت ) آنزیم تجمعTmسازي حرارتی (باقی ماند. دماي دگرگوندرصد10
ها کاهش با افزایش غلظت این افزودنی2SiOو 2TiOهیدروکلراید و نانوذرات ها افزایش یافت. این میزان براي گوانیدینآن

تر از هاي فوق، بسیار پایینیافته در حضور یا عدم حضور تمامی افزودنیلیزوزیم تجمعTmاهمیت است که بدانیم یافت. حائز
باشد که دلیل اصلی آن کلوین می373گراد یا درجه سانتی100آنزیم طبیعی بالاي Tmآنزیم طبیعی است. به عبارت دیگر، 

سولفیدي موجود در ساختمان طبیعی آنزیم است.پیوند دي4ناشی از 

-غیرفعال، اسپکتروفوتومتري، تجمع،٢SiOو ٢TiOهیدروکلراید، اسپرمین، نانوذرات لیزوزیم، اوره، گوانیدینت کلیدي: کلما

تاخوردگیسازي حرارتی، دوباره
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فصل اول

مقدمه-1

ها:پروتئین-1-1
دهند. بعضی از اسیدها، بعد از آب، بیشترین جزء سلولی را تشکیل میپلیمرهاي حاوي آمینوها، بیوپروتئین
ها به عنوان عناصر کنند؛ سایر پروتئینها داراي فعالیت کاتالیتیک بوده و به عنوان آنزیم عمل میپروتئین

نمایند که مواد خاصی را به داخل یا خارج سلول ترهایی عمل میهاي پیام یا ترانسپورساختمانی، گیرنده
هاي هاي فیبري و کروي وجود دارد. پروتئینها شامل پروتئیندو کلاس عمومی پروتئیندهند. انتقال می

هایی باشند، داراي عناصر ساده تکراري ساختمان دوم بوده و مدلفیبري که اساساً جهت اعمال ساختمانی می
تري هستند که هاي سوم پیچیدههاي کروي داراي ساختماناند. پروتئینها بودهالعات اولیه پروتئینبراي مط

,Whisstock and Lesk(باشندپپتیدي میاغلب داراي چندین نوع ساختمان دوم در یک زنجیر پلی 2003( .
هاي متقابل ضعیف را مختل مواد یا شرایطی که واکنشتوان با استفاده از ها را میساختمان سه بعدي پروتئین

بین رفتن سازي سبب از بین برد. دگرگوناز 1سازي یا دناتوراسیوننمایند؛ طی فرایندي به نام دگرگونمی
شدهدگرگونهاي دهد. برخی از پروتئینفعالیت پروتئین شده که ارتباط بین ساختمان و فعالیت را نشان می

دهنده نقش گردند که نشان2به صورت خود به خودي به پروتئین داراي فعالیت بیولوژیک بازیابیتوانند می
,Nelson and Cox)توالی آمینواسیدها در تعیین ساختمان سوم پروتئین است 2005).

١ Denaturation
٢ Renaturation
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هاتوصیف عملکرد پروتئین-1-2
ها با هاي متقابل آنها به طور ثابتی بستگی به واکنشهاي پویایی هستند که اعمال آنها مولکولپروتئین

تأثیر تغییرات هاي مختلف مهم فیزیولوژیکی، تحتهاي متقابل به روشها داشته و این واکنشسایر مولکول
گیرند.پروتئینی قرار می3ا گاهی برجسته پیکربنديجزیی ی

باشد. ها میوتئینها به پرها مستلزم اتصال قابل برگشت سایر مولکولاعمال بسیاري از پروتئین
روي گاند بر محلّییابد را لیگاند نامند. یک لیپذیر به یک پروتئین اتصال میبرگشتمولکولی که به طور

دوستی گریزي یا آبنظر اندازه، شکل، بار و ویژگی آبگردد که ازاتصالی متصل میجایگاهپروتئین به نام
گویند. در 4شدهدهد را انطباق القا یگاند رخ میباشد. تطابق ساختمانی که بین پروتئین و لمکمل لیگاند می

-اند به سایر زیرواحدي، اتصال یک لیگاند به یک زیر واحد ممکن است روي اتصال لیگیک پروتئین چند زیر
هاي متقابل اختصاصی با واحدها اثر داشته باشد. اتصال لیگاند قابل تنظیم است که این تنظیم وسیله واکنش

,Baker and Sali(گیردیک یا چند لیگاند دیگر صورت می 2001, Nelson and Cox, 2005(.

هاساختار پروتئین-1-3
باشد. ساختمان میهاهمتاي سه بعدي هستند که انعکاسی از فعالیت آنها داراي ساختمان بیپروتئین
گریز بیشترین نقش را در هاي متقابل آبگردد. واکنشهاي متقابل ضعیف پایدار میها توسط واکنشپروتئین

هاي متقابل یونی در ژنی و واکنشهاي هیدروهاي محلول دارد. پیوندپایداري شکل کروي اکثر پروتئین
,Levy andOnuchic(ین پایداري ترمودینامیکی را داردرسند که بیشترساختمان اختصاصی به حد مطلوب می

ها داراي چهار ساختمان هستند:. اغلب پروتئین)2004

ساختمان اول:-1-3-1
اسیدهاي مختلف هستند. آمینومرهاي بدون انشعاب حاصل از ها پلیهمان طور که اشاره شد پروتئین

اي و یا حاوي پیوندهاي عرضی درون و بین آمینهها ممکن است واجد بیش از یک زنجیره اسیدساختمان آن
ها برمبناي پیوندهاي پپتیدي استوار است و چگونگی پیوندهاي اي باشد. ساختمان اول پروتئینزنجیره

ند. پیوند پپتیدي داراي خصوصیت یک پیوند دوگانه نسبی است ککووالانسی یک پروتئین را کاملاً توجیه می
دهد. ساختمان دقیق پیوند پپتیدي در اي سخت قرار میصفحه5که کل گروه پپتیدي را در یک پیکربندي

,Devline(تعیین شدxو همکارانش بوسیله اشعه6پائولینگتوسط 1930دهه  2006(.

٣ Conformation
٤ Induced fit
٥ Configuration
٦ Linus Pauling
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: پیوند پپتیدي1-1شکل

پیوند پپتیدي با از دست رفتن یک مولکول آب و به صورت یک واکنش انرژي زا است که هیدرولیز 
گیرد؛ بنابراین پیوندهاي پپتیدي موجود در میبه خاطر انرژي فعالسازي بالاي آن به آهستگی صورت

,Baker and Sali(باشندها کاملاً پایدار میپروتئین 2001, Leninger et al., 1993(.

ساختمان دوم-1-3-2

پپتیدي است، بدون حلیّ و منظم چارچوب زنجیر پلیها معرف آرایش فضایی ماصطلاح ساختار دوم پروتئین
نتیجه ایجاد نظر گرفته شود. این نوع ساختار درآمینه آن درهايآن که بناي فضایی زنجیرهاي جانبی اسید

شود و شامل پیوندهاي هیدروژنی بین عوامل مختلف زنجیر در یک رشته و یا بین چند رشته پایدار می
است. بنابراین بحث ساختمان دوم بیشتر در مورد الگوهاي تاشدن 9هاپیچهو 8بتاي ها، ساختمان7هامارپیچ

,.Leninger et al(پپتیدي استمنظم مشترك اسکلت پلی 1993(.

ساختمان سوم-1-3-3
هاي اول و دوم آن ساختمانیرندهگبرشود و درمیاتلاقساختار سوم به ساختمان کامل سه بعدي پروتئین 

پپتیدي و ارتباط رشته پلی10شدن و تاخوردگیاست. به عبارت دیگر آرایش سه بعدي پروتئین و چگونگی خم
شوند. فعالیت دهنده آن، توسط ساختمان سوم مشخص میهاي دوم و سایر اجزاء تشکیلفضایی بین ساختمان

,Whisstock and Lesk(کندن ساختمان سوم بروز پیدا میصورت داشتها، فقط دربیولوژیک پروتئین 2003(.

هاي الکتروستاتیک همکنشوهله اول، همچنین برگریز درهاي آبهمکنشنیروهاي ضعیف شامل بر
سوم سازنده ساختار یا یونی، نیروهاي واندروالسی و پیوندهاي هیدروژنی در زمره مهمترین نیروهاي پایدار

,.Murray et al(ها هستندپروتئین 1996(.

٧ Helixes
٨ β structures
٩ Turnes
١٠ Folding
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ساختمان چهارم-1-3-4
ها از بیش ان آنمولکولی بیش از صد کیلو دالتون دارند، ساختمهایی که وزنویژه آنها بهبسیاري از پروتئین

Branden(انداي به یکدیگر ملحق شدهها با آرایش فضایی ویژهاست. این رشتهاز یک زیر واحد تشکیل شده
and Tooze, 1991(.

ها: سطوح ساختمانی در پروتئین2-1شکل

باشند:ها از نظر تعداد زیر واحد دو نوع میپروتئینبنابر آنچه در مورد ساختمان چهارم بیان شد، 

واحديهاي تک زیر پروتئین-1-4
طور کلیّ این باشند. بههایی هستند که قادر به تجزیه به زیر واحدهاي کوچکتر نمیاین گروه، پروتئین

ن است. از جمله دالتو13000- 35000ها آمینه بوده و وزن مولکولی آناسید700تا 100ها داراي پروتئین
ها و پروتئاز اشاره کرد. این گروه از پروتئینAپپتیدازتوان به کربوکسیهاي واقع در این گروه میآنزیم

کنند.هاي هیدرولیتیک را کاتالیز میواکنش

هاي اولیگومریکپروتئین-1-5
عنوان اولیگومریک شناخته پپتیدي تشکیل شده باشد، تحت هرگاه پروتئین از دو یا بیش از دو زنجیره پلی

-35000ها از شوند. معمولاً جرم مولکولی آنهم متصل میکووالان بههاي غیرکنششود و به واسطه میانمی
هاي درگیر در باشند، از جمله آنزیمهاي شناخته شده از این دسته میدالتون بیشتر است. اکثر آنزیم13000

,.Leninger et al(دي هستندفرایند گلیکولیز، دو یا چهار زیر واح 1993, Murray et al., 1996(.

هادگرگون شدن پروتئین-1-6
نند خود به خود ساختار طبیعی تواپذیر دگرگون شده، به طوري که میحالت برگشتها بهبسیاري از پروتئین

گردند و هاي بزرگتر به طور برگشت ناپذیر دگرگون مییابند. بسیاري از پروتئینخود را در شرایط مناسب باز
-پروتئینتوجه است که آیند. البته شایانمیکننده به حالت متراکم و رسوب درپس از برداشتن عامل دگرگون
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هاي بالاي عوامل گردند، تمایل دارند که در غلظتمیطبیعی برکوچک هم که به سرعت به حالتهاي
,Pace(واقع تجمع دهند کننده، رسوب و یا دردگرگون 1990a(.

ها: دگرگون شدن و تجمع پروتئین3-1شکل

هاسازي و تخریب ساختار طبیعی پروتئیندگرگون-1-7
افتد که ساختار طبیعی دوم یا سوم و یا چهارم پروتئین تخریب شود که غالباً میسازي هنگامی اتفاقدگرگون

کننده عبارتند از: حرارت ترین عوامل دگرگوندهد. رایجواسطه تغییرات محیط فیزیکی یا شیمیایی رخ میبه
هاي شیمیایی مانند اوره یا کنندهها، حضور دگرگونگراد براي اکثر پروتئیندرجه سانتی60تا دماهاي بالاتر از 

,.Powroznik et al(فشار بالابه حالت اسیدي یا بازي و pHهیدروکلراید، تغییر گوانیدین 2004(.

سازي ساختار همراه نیست، چراکه تغییرات آرایش فضایی از دست رفتن فعالیت همواره با دگرگون
تواند بدون اختلال در ساختار تاخورده طبیعی پروتئین، منجر به از بین رفتن فعالیت پروتئین کوچک هم می

تواند باعث ناپایداري گریز مینابراین از دست رفتن یک پیوند هیدروژنی و یا الکتروستاتیک و یا آبشود. ب
,Devlin and Harwood(ساختار تاخورده پروتئین شود 2002(.

: دگرگون شدن ساختار پروتئین4-1شکل
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هاسازي پروتئینهاي رایج دگرگونروش-1-8

حرارت-1-8-1
تأثیر منجر به هاي تحتشوند. دماهاي بالا بسته به پروتئینها دگرگون میدر دماهاي بالا، اغلب پروتئین

-تأثیر قرار میوالان تحتشوند و یا اتصالات غیرکوها میسولفیدي و یا تعویض آنشدن اتصالات ديشکسته
رود، بلکه با کاهش تنها با افزایش دما از بین میگیرند. ساختمان طبیعی یک پروتئین کروي در محیط آبی نه

,.Hamada et al(گیردتأثیر قرار میسازي سرمایی نیز تحتواقع دگرگوندما یا در 2009(.

pHاثر -1-8-2

هاي اسیدي یا بازي هستند، واجد یک بار خالص هستند که با افزایش ها داراي گروهجایی که پروتئینآن از
یابد.ایزوالکتریک افزایش میpHخاصیت اسیدي یا بازي نسبت به 

است که در آن، بار الکتریکی خالص برابر با صفر است، یا يpHایزوالکتریک یک پروتئین، pHنکته: 
,Branden and Tooze(هستندهاي اسیدي و بازي با هم در تعادلي که در آن ویژگیpHتوان گفت می

1991(.

سازي توسط اسید و باز: دگرگون5-1شکل

هاي آلیسازي توسط حلالدگرگون-1-8-3
-هاي الکتروستاتیک پروتئینکنشمتفاوت است، بر میانهاي آلی با آب الکتریک حلالآن جایی که ثابت دياز

الکتریک و کاهش خاصیت قطبی حلال باعث افزایش دافعه الکتروستاتیک گذارند. کاهش ثابت ديها اثر می
,Rubinstein and Sherman(کندها میشده و کمک به باز شدن پروتئین 2004(.
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هاي آلیسازي توسط حلال: دگرگون6-1شکل

سازي توسط برخی ترکیبات شیمیاییدگرگون-1-8-4
-توان اوره و گوانیدینشوند، میها استفاده میکنندههاي قوي که بیش از سایر دگرگونکنندهاز دگرگون

اسیدهاي غیرقطبی کنند که آب حلال بهتري براي آمینوبرد. این دو ترکیب، کمک میهیدروکلراید را نام
هیدروکلراید کنند. ساختارهاي اوره و گوانیدینگریز را تضعیف میهاي آبباشد، زیرا این ترکیبات برهمکنش

توانند به عنوان دهنده یا گیرنده پروتون، در تشکیل اتصالات هیدروژنی با د که این ترکیبات میدهننشان می
,Ahmad and McPhie(پروتئین نقش داشته باشند 1978(.

هیدروکلرایدسازي توسط اوره و گوانیدین: دگرگون7-1شکل

11هاکنندهپاك-1-8-5

650تا 200دوست با جرم مولکولی تقریبی هاي کوچک دوگانهها مولکولکنندهعبارتی پاكها یا بهدترجنت
کننده به باشند. اتصال پاكگریز خود در آب محلول میآبدوست و دمخاطر وجود سر آبدالتون بوده که به

١١ Detergents


