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  تشکر و قدردانی
  

منت خداي را عزوجل که طاعتش  موجب قربت است و به شکر اندرش مزید نعمت، هر نفسی که فرو می 
پس در هر نفسی دو نعمـت موجـود اسـت و بـر هـر      . حیات است و چون بر می آید، مفرح ذاترود ممد 

پس از حمد و ثناي پروردگارم بر خود واجب می دانم از کلیه عزیزانی که در مراحـل  . نعمت شکري واجب
ر نظارت از استاد علم و اخلاق جناب آقاي دکتر لطفی که ام. مختلف این تحقیق مرا یاري دادند تشکر نمایم

از جناب آقـاي دکتـر محسـنی فـر     . و راهنمایی این رساله را بر عهده داشتند، کمال تشکر و قدردانی را دارم
، مسئولین محترم آزمایشگاه سرکار خـانم اعتمـادي و خـانم افشـار، اسـاتید و پرسـنل       )استاد محترم مشاور(

اوري، مسـئولین و پرسـنل گـروه    محترم گروه دام و آبزیان پژوهشگاه ملـی مهندسـی ژنتیـک و زیسـت فن ـ    
بیوتکنولوژي انستیتو پاستور خصوصا جناب آقاي دکتر مهبودي و سرکار خانم برخورداري،  از سرکار خانم 
، دکتر ارجمند، از همکاران و دوستان عزیزم آقاي علی مطاع، علیرضا خوشدل، بهـزاد ادیبـی، وحیـد رزبـان    

، کمال تشکر و قدردانی را دارم و از خداونـد منـان بـراي    و تمام همکلاسی هاي عزیزم مجید مهاجر میلانی
  . این عزیزان توفیق روزافزان و  مدارج بالاي علمی را خواستارم



  چکیده
اي از نوروتوکسین هاي بسیار سمی هستند که معمولا به عنوان  ترکیبات ارگانوفسفره متعلق به دسته

ترین موارد  یکی از مهم. گیرند ستفاده قرار میحشره کش، جونده کش و ترکیبات شیمیایی جنگی مورد ا
کاهش خطرات ترکیبات ارگانوفسفره براي انسان و محیط، مانیتورینگ این ترکیبات در آب، خاك و مایعات 

اند، که  تا کنون بیوسنسورهاي مختلفی براي شناسایی ترکیبات ارگانوفسفره ایجاد شده. باشد بیولوژیک می
از اهمیت فوق العاده اي  )OPH(تی بر پایه آنزیم ارگانوفسفرهیدرولاز در این میان حسگرهاي زیس

آنزیم ارگانوفسفرهیدرولاز قادر به هیدرولیز طیف وسیعی از ترکیبات ارگانوفسفره می . باشد برخوردار می
هایی  تولید شد و هم از باکتري پیکیا پاستوریسدر این مطالعه آنزیم هم به صورت نوترکیب در مخمر . باشد

آنزیم نوترکیب . هاي تیمار شده با ترکیبات ارگانوفسفره بدست آمده بودند، جداسازي گردید که از خاك
تر از موارد نوترکیب مشابه  پایین) Km )96/45داد و به لحاظ  بالایی از خود نشان می pHپایداري دمایی و 

مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی و در سطح مولکولی به  گونه باکتریایی جدا شده به لحاظ. بود
شناسایی و تایید شده و در  NL01 سودوموناس آئروژینوزابه عنوان  16S rRNAدنبال تعیین توالی  

GenBank   تحت شماره سریال JF331665 در این تحقیق از تکنیک . قرار گرفتFRET  بر اساس
و ) OPHآنالوگ ساختاري کومارین و مهارکننده رقابتی آنزیم ( 1میانکنش بین فلوروفور کومارین

 خاموشگرها  .گردیدبراي تشخیص آنزیمی ترکیبات ارگانوفسفره استفاده ) خاموشگر(ي دابسیل ها مولکول
)quenchers(  حاصل از قادر به خاموش سازي نشر به طور کووالان به آنزیم نوترکیب متصل شدند و

در غیاب سوبستراي ارگانوفسفره . بودنددر طول موج مشخص ،  1آنزیم، کومارین مهارکننده فلورسانسی
افزایش . دگردیهاي متصل به آنزیم خاموش  خاموشگرمهارکننده فلورسانسی به آنزیم متصل شده و توسط 
به  1، نشان دهنده جابجایی کومارینشد کسون اضافه اشدت فلورسانسی نمونه، زمانیکه سوبستراي پارا

منحنی . افتی کسون، شدت فلورسانسی نمونه افزایش ابا افزایش پارا. دکسون بواسوبستراي پارا لهیوس
کسون اکسون نشان داد که حداقل غلظت پاراابراي پارا) RFIبر اساس شدت فلورسانس نسبی،(کالیبراسیون 

حالت . دبسترا بوآنزیم براي این سو Kmکه کمتر از  باشد یممیکرومولار  12تشخیص داده شده در حدود 
 Spikeهاي سرم  در نمونه. میکرومولار مشاهده گردید 200خطی مناسبی در منحنی کالیبراسیون تا غلظت 

کسون اپارا% 80به طوریکه حدود . کسون نیز نتایج مشابهی مشاهده گردیداهاي مشخص پارا شده با غلظت
علت این امر شاید اتصال سم . گرفتدابسیل مورد شناسایی قرار -موجود در سرم توسط کونژوگه آنزیم

هاي خونی نظیر آلبومین و خارج شدن از دسترس آنزیم ارگانوفسفرهیدرولاز  ارگانوفسفره به برخی پروتئین
  .موجود در بیوکونژوگه باشد

  FRET، پیکیا پاستوریسترکیبات ارگانوفسفره، ارگانوفسفرهیدرولاز، : واژگان کلیدي
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