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  :م و تشكريتقد

سپاس و ستايش خداي را كه واحد و صمد و قادر است، مالك ذوالجلال و حي فاطر است، رزاق خلق و 

ت، خالق سپهر و نجوم ظاهر است، عالم الغيب و داننده سراير است،  باطن اسـت و اول  عالم ضماير اس

  ...است و آخر است

داشـتند   ها و زحمات تمامي كساني كه  در انجام ايـن تحقيـق همكـاري   دانم از تلاشوظيفه خود مي

  :تشكر و قدرداني نمايم

همـواره در  ارشـد   يكارشناس ـ دوره و لطي اين چهار ساكه در  حسينخانيسامان جناب آقاي دكتر  - 

  .شان چشيدمهاي بيدريغكنارم بودند و لذت پژوهش را در سايه راهنمايي

  .ان نامه را به عهده داشتندين پايكه مشاوره ا قاي دكتر حسين نادري منشآجناب  -

م جلسـه  نـاظران محتـر   يخچالي، دكتر رعنايي سـيادت  دكتر دكتر خواجه، دكتر عرفاني،جناب آقايان  -

  .دفاع از رساله

  .اساتيد محترم گروه دكتر ميرشاهي و دكتر كلهرجناب آقايان  -

  . المللي علومهمكاران گرامي در مركز بين -دكتر باقي زاده، دكتر گرامي و دكتر ناصريجناب آقايان  -

نـدي و  هـا زر بـه ويـژه سـركار خـانم     يستيدانشكده علوم زي هاشگاهيمحترم ازما لينؤومس يتمام -  

  .خرمي شاد

منتظـري، سـينا   .. ادكتر سيد باقر عليپور، دكتر علي مـرادي، دكتـر شـهروز كـاظمي، حجـت      ؛آقايان - 

حسـين اسـدي،    علـي سـليمي،    ساريخاني، محمد پاژنگ، خسرو خليفه، علي شهسواري، سعيد عباسـي، 

تمامي  و ، محمدي، قلاسيمجيدي، عطايي، نظري ؛هاخانمو   ، حسن آرياپور، مهدي ايمانيمسعود تركزاده

  .ي و دانشگاه تربيت مدرسستيدانشكده علوم زدوستان خوبم در 

  . در كنارشان چشيدم با تمام وجود همسرم كه لذت بودن را خانوادهام و خانواده همسرم، از

  

 



  :چكيده

هاي اكسيداسيون لوسيفرين را در حضور يون)  EC; 1.13.12.7(تاب آنزيم لوسيفراز حشره شب

و   (kDa 62) لوسيفراز آنزيمي تك زير واحدي. كندو اكسيژن مولكولي كاتاليز مي ATPنيزيم، م

 in vivoبه عنوان ژن گزارشگر در  ،اين آنزيم. باشدترمينال مي -Cترمينال و  -Nداراي دو دمين 

imaging فعال  لوسيفراز در مقابل پروتئازها حساس و به سرعت غير. كاربردهاي بسيار زيادي دارد

، K206)  ،R213 ،R218 ،K329تيمار اين آنزيم  با تريپسين نشان داده است كه در شش جايگاه . شودمي

R330  وR337 ( واقع در دومين N - چهار جايگاه برش . شودترمينال برش داده ميK206)  ،R218 ،K329 ،

R330 (213نينينه آرژيد آميق اسين تحقيدر ا. باشنددر بين تمامي لوسيفرازها حفاظت  شده مي 

، به عنوان يك جايگاه جهش مورد توجه قرار گرفت و با متيونين و گلوتامات )باشدحفاظت  شده نمي(

  R337Qيافتهبه عنوان جايگاه ديگري براي ايجاد جهش انتخاب و جهش 337 نينيآرژ. جايگزين شد

ن بر كاهش احتمال برش طراحي يافته  ديگر براساس تاثير پروليجهش. در اين ناحيه طراحي گرديد

براي ايجاد جهش . با پرولين جايگزين شد) 337 نينيآرژ بعد از( 338گرديد، در اين حالت  گلوتامين 

-هاي جهشبعد از تخليص پروتئين. استفاده گرديد SOE-PCRزايي هدفدار به روش از روش جهش

كيموتريپسين براي بررسي پايداري  يافته و طبيعي، مطالعات پروتئوليز محدود در حضور تريپسين و

همچنين جهت بررسي تغييرات ساختاري از مطالعات . ها در حضور پروتئازها انجام شديافتهجهش

تر شدن ساختار پروتئين در اثر مطالعات فلورسانس نشان دهنده فشرده. دشفلورسانس استفاده 

پايداري حرارتي و پايداري  هاي حاصله است كه اين تغييرات ساختار همراه با افزايشجهش

به قابل توجه بوده  R337Qيافته جهش براياين افزايش پايداري . باشدها مييافتهپروتئوليتيكي جهش

  .  باشدتر ميپايدارلوسيفراز طبيعي  نيز نسبت بههاي يوكاريوتي طوريكه در سلول

  

هدفدار، تغييرات ساختاريزايي لوسيفراز، پايداري در برابر پروتئازها، جهش :كلمات كليدي
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 مقدمه - 1- 1

برانگيخته در بازگشت به سطح پايه، انرژي  مولكول يك در آن كهاست  فراينديلومينسانس  

  .نمايداضافي خود را به صورت نور آزاد مي

منبع انرژي مورد استفاده براي ايجاد حالت برانگيخته متفاوت است به همين دليل اين پديده به  

گرمايي، در انرژي   (Thermoluminescence)لومينسانسدر ترمو. هاي مختلف وجود داردشكل

انرژي پرتو الكتروني، در تريبولومينسانس  (Cathodoluminescence)كاتدولومينسانس

(Triboluminescence) لومينسانس انرژي مكانيكي ناشي از فرايند فيزيكي مانند اصطكاك، در كمي

(Chemiluminescence) ي، در فتولومينسانس يانرژي حاصل از واكنش شيميا

(Photoluminescence)  انرژي پرتوي نوراني و در بيولومينسانس(Bioluminescence)  انرژي واكنش

  ).1(باشند ي حاصل از كاتاليز آنزيم لوسيفراز عامل ايجاد كننده حالت برانگيخته مييشيميا

  بيولومينسانس -2- 1

عي شود كه در دسته وسي مي گفتههاي زنده اصطلاحاً بيولومينسانس  به فرايند نشر نور در سيستم

  .استدرگير در اين فرايند با نام كلي لوسيفراز نامگذاري شده  آنزيم. از جانداران گزارش شده است

لوسيفراز و لوسيفرين در . باشدسوبستراي اصلي اين آنزيم تحت نام كلي لوسيفرين ميهمچنين 

  .)3، 2(باشند موجودات مختلف نشر كننده نور متفاوت مي



٣ 
 

هاي  خاكي و آبي داشته و شامل هايي در تمامي محيطس، زيستگاهموجودات زنده بيولومينسان

كاركردهاي لومينسانس . باشندمي... ها و هاي دريايي، خرچنگها، مرجانها، حشرات، ماهيباكتري

). 4(باشد اي داشته و شامل منحرف كردن شكارچي تا بروز رفتار هاي جفت گيري ميتنوع گسترده

ايي كه بيشتر رنگ بيولومينسانس مشاهده شده آبي است در محيط هاي در مقايسه با محيط دري

ها، بيولومينسانس در مشابه اقيانوس. باشدخاكي رنگ بيولومينسانس مشاهده شده اغلب سبز مي

هاي بيوشيميايي و مورفولوژيكي كه از لحاظ فيلوژنتيكي به هم هاي خاكي نيز به وسيله سيستممحيط

به كمك آناليزهاي فيلوژنتيكي پيشنهاد شده است كه سيستم هاي . شوديمرتبط نيستند توليد م

از بين موجودات مختلف ). 4(باشند منشاء مستقل مي  30لوسيفرين داراي بيش از -لوسيفراز

ترين لوسيفرازها بوده و بعلت استفاده از آنزيم بيولومينسانس لوسيفراز حشرات يكي از كاربردي

در اين تحقيق ساختار و مكانيسم نشر نور و همچنين كاربردهاي  Photinus pyralisلوسيفراز گونه  

 .شودمي آن بررسي

  بيولومينسانس در حشرات  -3- 1

تاب است كه به كند حشره كوچكي موسوم به حشرة شبترين جانوري كه نور افشاني ميمعروف

 .)5(شود گفته مي Fireflyآن به انگليسي 

. تاب بطور جدي از قرن نوزدهم آغاز شده استف حشرات شبهاي مختلمطالعه روي جنبه

-شرط اصلي جهت نور ولوسيفراز را در اين حشرات كشف كرد   _پرفسور دوبوآ سيستم لوسيفرين

و اكسيژن عنوان كرد ) لوسيفرين(افشاني را در سه ماده اساسي؛ آنزيم لوسيفراز، تركيب اكسيد شدني 

)6.( 

در  nm 580تا  nm 538طول موج نشر حشرات را از  ةگستر  .Coblentz W.W 1912در سال 

Elroy Mcتوسط  1949تاب در شب ةحشرلوسيفرين  ).7( گزارش دادهاي مختلف  گونه  .B.L   و  

Strchler1961در سال . يددگر جداسازي و خالص E.H. White   وسيفرين را لو همكارانش ساختمان

در  ).9( اي لوسيفراز چند گونه حشره كشف شدتوالي اسيدآمينه 1989در سال ). 8( دگزارش كردن



٤ 
 

در   Ugaorvaتاب به سرپرستي پرفسورهمين سال سينتيك و مكانيسم عمل لوسيفراز كرم شب

  . )11( جايگاه فعال آنزيم هنوز دقيقا مشخص نشده است .)10(دانشگاه مسكو شناسايي گرديد 

  تلف حشرات بيولومينسانسهاي مخگونه - 3-1- 1

ديده شده  Collembola و (Diptera)، دوبالان (Coleptora)بالان لومينسانس در حشرات در قاب

افشان هاي نور به طور كلي خانواده. ترين موجودات نورافشان هستند قاب بالان بزرگترين و متنوع. است

 Click beetlesو  Fireflies (Lampyridae)، Railroad worms (Phenogodidae)شامل  اين گروه 

(Elateridae) 12(باشند  مي .( در طبيعت لوسيفرازهاي جدا شده ازFirefly سبز - نور زرد) nm540 -

580( ،click beetles نارنجي و  -نور سبزRail road worms  نور سبز و قرمز)nm 536 -638 ( ساطع

زردي كه به طور پيوسته و مداوم -سبز هاي از درخشش  (Fireflies) تابشب هايحشره. كنند مي

 Click beetles). 13(كنند  گيري استفاده مي شود به منظور جفت هاي شكمي ساطع مي توسط لنترن

در حالي كه هنگام پرواز از لنترن  .كنند شكمي توليد مي -اي به هنگام راه رفتن نور سبز از ناحيه سينه

ترين طيف  داراي وسيع (Railroad worms) هاي بندبندكرم. كنند سبز ساطع مي -شكمي نور نارنجي

به . كنند ها در طول بدن نور سبز تا نارنجي ايجــاد مي باشند به طوري كــه لاروها و مــاده رنگي مي

امريكاي شمالي در ناحيه قدامي خود نورهاي سبز تا قرمز  هاي بندبندكرمهاي مختـلف  علاوه گـــونه

هاي مختلف  هاي متفاوت در محيط به طور جالب توجه، نور افشاني با رنگ .)16 - 12(كنند  توليد مي

رسد نورافشاني در مرحله لاروي تنها  به نظر مي برحسب كاركردهاي زيستي متنوع تكامل يافته است و

برزيلي از اين فرايند به   Click beetleبا اين حال لارو نوعي . رود به منظور كارايي دفاعي به كار مي

  ).19-17(كند  نظور جذب شكار استفاده ميم

   بالاناندامهاي نشر كننده نور در قاب - 3-2- 1

هاي نوري تخصصي يافته از لحاظ بافت شناسي مشابه با به وسيله اندام بالانقابنورافشاني در 

بزرگ هاي منفرد با اندازه  هاي توليد كننده نور شامل فوتوسيتاندام. شود بافت چربي بدن توليد مي

به صورت  photurisو  photinusتاب مانند در اكثر موارد بيولومينسانس در حشرات شب. باشند مي


