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 متقدی

اين پايان نامه را ضمن تشكر و سپاس بيكران و در کمال افتخار و 

عزيزم و خانواده  مادر ،محضر ارزشمند پدر امتنان تقديم مي نمايم به

-دوران مختلف زندگي ی که درهای محبت آميزبه خاطر همه ی تلاش

به  .اند و بامهرباني چگونه زيستن را به من آموخته اندام انجام داده

ای که در راه کسب علم و معرفت مرا ياری استادان فرزانه و فرهيخته

ی راهم و دعای روح پرورشان بدرقه به آنان که نفس خيرشان. نمودند

  .بود

 . پروردگارا حسن عاقبت، سلامت و سعادت را برای آنان مقدر نما

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 تقدیر وتشکر

سپاس و ستايش خدای جل و جلاله که آثار قدرت او بر چهره روز 

روشن تابان است و انوار حكت او در دل شب تار درفشان. آفريدگاری 

های علم را بر ما گشود و عمری و شناساند و در که خويشتن را به ما

بنده ضعيف خويش را در طريق علم و  ،فرصتي عطا فرمود تا بدان

 معرفت بيازمايد.

کساني که در تحقيق و تدوين اين پايان نامه ه شايسته است از کلي

 راهنمای بنده بوده اند، تشكر به عمل آورم.

که سپاسگذارم  ساجدیجناب آقای دکتر رضا حسن  گرامياز استاد 

عالمانه و دلسوزانه در تمامي مراحل از انتخاب موضوع تا تدوين نهايي، 

 .ندمرا راهنمايي کرد

که مشاور بنده در  جناب آقای دکتر مهدی زين الدينياز استاد گرامي 

 اين پايان نامه بودند، قدرداني مي نمايم.

اصغری و جناب ، جناب آقای دکتر هيأت محترم داورانهمچنين از 

 نمايم. آقای دکتر خواجه که داوری اين پايان نامه را پذيرفتند، تشكر مي

عزيز، دلسوز و مهربانم که آرامش و خانواده مادر  ،از پدر در نهايت

نمودند تا مراتب تحصيلي را به نحو  روحي و آسايش فكری فراهم

 نمايم.ميسپاسگزاری ، احسن به اتمام برسانم

 



 

 

  چکیده

بين  است. درای جايگاهي ويژه يافتهمينهها به واسطه سيگنال کم پس ززه استفاده از فتوپروتئينامرو

های اخير متمرکز شده است. در سالروی فتوپروتئين اکورين اکثر مطالعات  ،های رايجفتوپروتئين

توليد  c-Photinaو  Photina ،i-Photinaهای سه فتوپروتئين ارتقاء يافته به نام Axxamمحققين شرکت 

ی نويني تر خود نسبت به اکورين، دريچهدهي قوی و نيز بادوامها به واسطه سيگنالکردند. اين فتوپروتئين

HTSهای را به روی کاربرد بيولومينسانس در سنجش
حال حاضر فرم تجاری اين سه اند و درگشوده 1

به دليل  i-Photinaگردد. در اين تحقيق فتوپروتئين های مختلفي عرضه ميفتوپروتئين توسط شرکت

شدت سيگنال بالاتر و همچنين پايداری نسبتاً مناسب آن نسبت به دو فتوپروتئين ديگر جهت مطالعه و 

يافته از جمله تغيير در طول موج نشری انتخاب گرديد. هايي از آن با خصوصيات بهبودنيز توليد واريانت

( محقق شد. ابتدا ترجيح کدوني W95Fو  F91Y) i-Photinaهايي از يجاد موتانتاين مهم تا حدودی با ا

تنظيم گرديد. سپس توالي مربوطه سنتز و در  E. coliهای پستانداران و براساس سلول i-Photinaژن 

انجام شد. در نهايت  QuikChangeزايي به روش جهش بيان شد. در مرحله بعد  E. coliباکتری 

ها با ها و نيز ساختار آنو جهش يافته i-Photinaهای اکورين، ومينسانسي فتوپروتئينخصوصيات بيول

نسبت به  i-Photinaهای مختلف تجربي و تئوری مورد مطالعه و مقايسه قرار گرفت. شدت سيگنال روش

و  F91Yهای برابر به دست آمد. تغيير خصوصيات بيولومينسانسي در جهش يافته 21اکورين نزديک به 

W95F  92تر، های کوتاهجايي طيف نشری به سمت طول موجنانومتر جابه 22و  12به ترتيب شامل %

% کاهش در شدت سيگنال نشری و نيز افزايش ميزان حساسيت به کلسيم و مدت زمان 02افزايش و 

بود. با توجه به بهبود بسياری از خصوصيات  i-Photinaنوردهي در هر دو جهش يافته نسبت به 

توان آن را به عنوان يک گزارشگر بيولومينسانسي بسيار کارآمد در ، ميF91Yبيولومينسانسي جهش يافته 

-iهای رايج از جمله اکورين و نيز های همزمان نسبت به ساير فتوپروتئينو نيز سنجش HTSهای سنجش

Photina .مطرح نمود 

 

 HTS (High-Throughputطيف نشری بيولومينسانس،  ،i-Photinaفتوپروتئين، : واژگان کلیدی
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  2هافتوپروتئین 1-1

 نام به دريايي چتر يک از همكارانش و Shimomura توسط 2336 سال در ها اولين بارفتوپروتئين

Aequorea Victoria  2اکورين حاصله فتوپروتئين .شدند تعيين خصوصيت و جداسازی
 در که گرفت نام 

ها انواع فتوپروتئين. (2) بود نور نشر هبقادر  کلسيم هایيون از کمي مقدار افزودن با تنها آبي هایمحلول

های ند، نظير فتوپروتئينباشها برای توليد نور وابسته به کلسيم ميمختلفي دارند. به طور کلي بعضي از آن

های که از راديكال 6هاهای صدفهايي مثل فتوپروتئينو فتوپروتئين 5و شعاعيان 1، شانه داران9کيسه تنان

تنها در حضور   Euphausiidکنند. فتوپروتئين ميگوهایسوپراکسيد و اکسيژن جهت نشر نور استفاده مي

Mgو  ATPبه  7وتئين هزارپای درخشانکند و فتوپرترکيبات فلوئورسانت نور منتشر مي
برای توليد نور  +2

 تعيين و جداسازی هااز فتوپروتئين کمي تعداد تنها است، رايج طبيعت در بيولومينسانس چند هر نياز دارد.

  .اند شده خصوصيت

 

 هافتوپروتئین انواع 1-2

 :به صورت زير طبقه بندی کردتوان هايي که تاکنون شناسايي شده اند را ميانواع مختلف فتوپروتئين

 9های تالاسيكالاهای حساس به کلسيم که از انواع گونه: فتوپروتئين8های شعاعيانفتوپروتئين -2

های کلنترات و کتنوفورها تنها مثال شناخته شده از جداسازی شده و از اين نظر که غير از فتوپروتئين

 .(1) ندهای حساس به کلسيم هستند، مورد توجهفتوپروتئين

                                                 
1
 Photoproteins 

2
 Aequorin 

3
 Coelenterates 

4
 Ctenophores 

5
 Radiolarians 

6
 Bivalves 

7
 Millipede luminodesmus 

8
 Radiolarian (protozoa) 

9
 Thalassicala 
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ها از هيدروئيدها و ژله ماهيان تنان(: انواع متعددی از اين پروتئين)کيسه 1های کلنتراتفتوپروتئين -1

 11 در حدودها وزن مولكولي (. تمام اين فتوپروتئين1مثال اکورين، ابلينجداسازی شده اند )به عنوان 

Caدالتون دارند و زماني که کيلو
شود، بدون توجه به حضور يا عدم حضور اکسيژن، نور آبي اضافه مي +2

(. در اين گروه، مطالعات جزئي و دقيق تنها بر روی سه نوع صورت گرفته =nm 162λmaxکنند )نشر مي

 Victoria Aequorea ،Obeliaهای که به ترتيب از گونه 9اکورين، ابلين و فياليدين )کلايتين( است:

geniculata وClytia gregaria   باقيمانده آمينواسيدی مي 203به دست آمده اند. اکورين متشكل از-

 باشدباقيمانده آمينواسيدی مي 235کيلودالتوني است و دارای  1/11نيز يک فتوپروتئين  ابلين .(9) باشد

(1) .cDNA کلون شد و ساختار اوليه آن از روی توالي نوکلئوتيدی  2339ل فتوپروتئين کلايتين در سا

. لازم به ذکر است که (5) باشدباقيمانده آمينواسيدی مي 203تعيين شد. اين پروتئين نيز متشكل از 

توانند با های کلنترات ميدر همه فتوپروتئين های ديگر در اکورين و احتمالاًحساسيت و برخي ويژگي

 . (6) نمايد تغيير هايشجايگزين کردن بخش کلنترازين فتوپروتئين با آنالوگ

به ترتيب از  BfosPPو  6و بروين 5های نميوپسين)کتنوفورها(: فتوپروتئين 4شانه دارانهای فتوپروتئين -9

از شانه داران جداسازی شده Bathocyroe fosteri و  Mnemiopsis leidyi ، Beroe abyssicolaهایگونه

بر خلاف وابسته به کلسيمي هستند که های . اعضای اين خانواده فتوپروتئين(3)و  (0) ،(7) اند

و به آساني توسط طيف وسيعي از نور )طول  بوده 7حساس به نورهای خانواده کيسه تنان فتوپروتئين

 . (22) شوندنانومتر( غيرفعال مي 192-572های موج
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 هافتوپروتئین ساختار 1-3

 ، ابلين(21)و  (22) ن شده است که عبارتند از: اکورينپروتئين تعييفتوتاکنون ساختار کريستالي چهار 

که  (27) و (26) باشند و بروينهای کيسه تنان ميفتوپروتئين ءکه جز (25) يتينو کلا (21)و  (29)، (1)

های تنظيم شونده توسط کلسيم همولوژی های شانه داران است. تمام فتوپروتئينی از فتوپروتئينعضو

-75حدود %دهنده نشان  هاهای آمينواسيدی فتوپروتئينليتوا 1تطابق .(9) دهندتوالي بالايي نشان مي

-های شانه داران ميبرای فتوپروتئين 02های کيسه تنان و حدود %بين فتوپروتئينهمساني توالي  65

 .است 15های اين دو گروه با يكديگر پايين و حدود %همساني توالي بين فتوپروتئينکه درحالي ؛باشد

ها ساختار کروی فشرده يكساني رود همه اين پروتئينهای اوليه انتظار ميکه از همولوژی تواليهمچنان

در مورد ابلين، ساختار سوم  .(20) هستند kDa11 متشكل از يک زنجيره پلي پپتيدی حدوداً ودارند 

و  Ι 1هليكس-ترن-های هليكس( متشكل از موتيفA-Hهای شامل دو مجموعه از چهار هليكس )هليكس

ΙΙ  در انتهایN-هليكس -ترن-های هليكسترمينال و موتيفΙΙΙ  وVΙ  در انتهایC-باشد. ترمينال مي

های توانند به صورت دو فنجان )جام( تصور شوند که درونشان با باقيماندهترمينال مي Cو  Nهای دومين

 . (1)و  (23)شوند ها به هم متصل ميشود و از ديوارهآبگريز پوشيده مي

 3حفره اتصال به کلنترازین 1-3-1

و دور از دسترس  1آبگريز شديداًای حفرهکلنترازين در  کلسيم سوبسترای های وابسته بهوتئينردر فتوپ

دو گروه پاراهيدروکسي  و در مرکز پروتئين قرار گرفته است. کلنترازين يک ترکيب حلقوی است حلال

شود. مشاهده مي 0و گروه هيدروکسي بنزيل در موقعيت کربن  6و  1های فنيل در موقعيت کربن

 باشد که گروهکلنترازين مي صورت هيدروپراکسيده است که کلنترازين فعال بهتحقيقات نشان داد
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در  های آنزين طبيعي و آنالوگقرار گرفته است. ساختار مولكولي کلنترا 1پراکسيد در موقعيت کربن 

ای شديداً حفظ شده هایتوسط باقيمانده کلنترازينحفره اتصال به  .(12) نشان داده شده است 2-2شكل 

های جانبي های آبگريز، برخي زنجيرهشود. علاوه بر باقيماندهگيرند تشكيل ميمي ءها منشاکه از هليكس

ای از پيوندهای های جانبي شبكهاين زنجيره. اندهآبدوست نيز به سمت داخل حفره جهت گيری کرد

 .(5)و  (12) کندناپايدار را پايدار مي شديداً کلنترازيندهند که هيدروژني تشكيل مي

 

 

 

 

 

ساختار مولكولي کلنترازين طبيعي که با برنامه کايمرا نمايش داده شده و  .1-1شکل 

 .(12)های کلنترازين آنالوگ
 

های های جانبي در حفره اتصال به کلنترازين فتوپروتئينهای زنجيرهطور کلي سه گروه ميانكنشبه

رسد که دهند و به نظر ميها کلنترازين را در جايگاه اتصال قرار ميکلنترات قابل توجه است. اين ميانكنش

داشته باشند، هر چند که اين ها اهميت عملكردی برای مكانيسم عمل اکورين و ابلين بعضي از آن

 :(1-2)شكل ها عبارتند ازعملكردها هنوز ناشناخته هستند. اين سه گروه ميانكنش

در اکورين(، که هم سطح حلقه ايميدازوپيرازينون ليگاند قرار  Tyr132ابلين ) Tyr138فنلي  OHگروه  -2

دهد. لازم به يادآوری است که اين باقيمانده از هيدروژني ميرذپراکسي کلنترازين پيوند  N1گرفته، با 
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موجود در حفره آبگريز اتصال به کلنترازين است که زنجيره جانبي آبدوست  1های آبدوستجمله باقيمانده

، His22های های جانبي مربوط به باقيماندهکند و در کنار زنجيرهآن به سمت داخل حفره جهت گيری مي

His175  وTyr190 ناپايدار را درون حفره  کلنترازيندهد که از پيوندهای هيدروژني تشكيل ميای شبكه

 His64(، به W2کند. اين باقيمانده همچنين از طريق پيوند هيدروژني با يک مولكول آب )پايدار مي

که حلقه  ،Trp114شود. گروه ايميدازول اين هيستيدين در نزديكي حلقه ايندول متصل مي

 .(15)و  (11) ،(19) (،11) (،21) (،1) را پوشانده، قرار داردايميدازوپيرازينون 

، Tyr-His-Trpکلنترازين در مرکز يک سه گوش که توسط ترياد  C6فنلي در موقعيت  OHگروه  -2

ژن ايجاد شده است، قرار دارد. اتم اکسي Nε1 Trp86و اتم  1δN His16اتم  ،Tyr82شامل اکسيژن فنلي 

با  OH( برای نشر نور ضروری نيست، زيرا جايگزيني -Oيا  OHدر اين موقعيت روی ليگاند )مثلا يک 

NH2 (21) بردفعاليت لومينسانسي را از بين نمي . 

دهد. خود ( پيوند هيدروژني ميW1ليگاند، با يک مولكول آب ) C2در موقعيت  گروه فنيل ρ-OHگروه  -9

دهد. هنوز ميانكنش مي Thr166و اکسيژن زنجيره جانبي  Ile105مولكول آب نيز با اکسيژن کربونيل 

 ای عملكرد اکورين به اثبات نرسيده است. مثلا جايگزيني آن با هيدروژن يابر OHضرورت اين گروه 

-هايي از اکورين که دارای چنين فرمها تاثير مهمي در توانايي نشر نوری نداشته است. جهش يافتههالوژن

ن نشا 2هايي در حساسيت به کلسيم، سرعت لومينسانس و بازتوليدهای تغيير يافته ليگاندی باشند تفاوت

 .(21) دهندمي
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. شمايي از موقعيت ساختاری آمينواسيدهای دخيل در 2-1شکل 

 .(11) (OB( و ابلين )AQميانكنش با کلنترازين در اکورين )
 

 کلسیم به اتصال هایجایگاه 1-3-2

های باشند. اعضای خانواده پروتئينکلسيم مي به شونده متصل هایپروتئين از ای زيرخانواده هافتوپروتئين

ها از طريق يک واحد ساختاری هومولوگ متصل شونده به کلسيم ضرورتاً تشابه عملكرد ندارند اما اکثر آن

های اتصال به شوند. ترکيب آمينواسيدی جايگاهبه طور انتخابي به کلسيم متصل مي EF-handبه نام 

Caالبته . (16) های متصل شونده به کلسيم مشابه استکلسيم در پروتئين
برای بيولومينسانس  +2

تنهايي سطح بسيار پاييني از نشر نور را انجام ها بهباشد زيرا خود اين پروتئينيها ضروری نمفتوپروتئين

Caدهند، که به عنوان لومينسانس مستقل از مي
شود، ليكن به محض افزايش کلسيم شدت شناخته مي +2

های متصل شونده به کلسيم که تا به تمام فتوپروتئين .(19) يابدنور تا يک ميليون بار يا بيشتر افزايش مي

(( HLHهليكس)-لوپ-)با ساختار هليكس EF-Handامروز تعيين خصوصيت شده اند دارای چهار موتيف 

-که به ترتيب به نام لوپ VΙو  Ι، ΙΙΙهای )لوپ باشند که سه تای آن قابليت اتصال به کلسيم را دارندمي

باقيمانده از  EF-hand ،21برای اتصال کلسيم به داخل هر . (9-2)شكل شوند(ناميده مي ΙΙΙو  Ι،ΙΙهای 
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ترجيحي اش آرايش يابد. آرايش  1نفيگوراسيونادهند تا کلسيم در کلوپ موقعيتشان را تغيير مي

 21و  3، 7، 5، 9 ،2 هایبه آمينواسيدهای موجود در موقعيتمربوط های اکسيژن ژئومتريک معمول اتم

Caد که نشودر يک دو هرمي پنج وجهي مشاهده ميلوپ، 
گيرد. در مورد ابلين، در مرکز هرم قرار مي +2

 7يت آمينواسيد موقع ،خود هرکدام توسط اتم اکسيژن زنجيره جانبي 5و  9، 2های آمينواسيد موقعيت

با هر دو اتم اکسيژن  ،باشدگلوتامات مي ، که معمولا21ًباقيمانده موقعيت  اصلي وژن زنجيره يتوسط اکس

-ميليگاند برای يون کلسيم اتم اکسيژن  6موجود در زنجيره جانبي خود به طور مستقيم تامين کننده 

لوپ تشكيل  3باشد که با آمينواسيد موقعيت هفتمين ليگاند نيز، اکسيژن يک مولكول آب ميباشند. 

نشان در ابلين ( 1229و همكارانش ) Liu مطالعات انجام شده توسط .(17) پيوند هيدروژني داده است

دهد که نحوه به کلسيم در مقايسه با دو لوپ ديگر است که اين نشان مي Іدهنده بالاتر بودن تمايل لوپ 

-طوری است که برای اتصال به کلسيم تنها تغيير کوچكي را انجام مي Іقرارگيری آمينواسيدهای لوپ 

و همكارانش نشان دادند که در  Tricoire. از طرف ديگر (10) دهند تا در جايگاه مناسب قرار گيرند

 ІІІو  ІІهای که تمايل لوپطوریهدر اتصال به کلسيم کمتر از دو لوپ ديگر است ب Іاکورين تمايل لوپ 

  .(16) است Іبار بيشتر از لوپ  11به کلسيم 

 

-های دمين، هليكس(PDB code: 1JF0) فتوپروتئين ابلينساختار سه بعدی  .3-1شکل 

 Iهای سبز و قرمز نشان داده شده است و اعداد رومي ترتيب با رنگترمينال به Cو  Nهای 

 .(13) دهندمتصل شونده به کلسيم را نشان مي EF-handهای نيز لوپ IVتا 
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