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  اوليه بررسيو  Lampyris turkestanicusتهيه كريستال لوسيفراز جهش يافته گونه 
  آنحاصل از  پراشهاي

 *،2منش و حسين نادري 3دو هاينمنو، ا2خاني سامان حسين ، 3اولريچ گوهلكه ،1ميترا خيرآبادي

  دانشكده علوم پايهسبزوار، دانشگاه حكيم سبزواري،  1
 دانشكده علوم زيستي ،دانشگاه تربيت مدرس ،تهران 2

 پزشكي مولكولي بخش ،مركز ماكس دلبروك ،بوخ ،برلين 3

 8/10/89: تاريخ پذيرش   2/8/89: تاريخ دريافت

  چكيده

نورهايي  انتشارو اكسيژن مولكولي براي  +Mg2و  ATPاز سوبسترايي به نام لوسيفرين همراه با  كه هستنديي آنزيمهالوسيفرازها 
تشكيل دهنده لوسيفراز  هاي اسيدآمينهترين آنها  كه يكي از مهم -بسته به فاكتورهاي متفاوت  .نمايند اده ميبا رنگهاي متنوع استف

تاب گونه ايراني با نام علمي  حشره شبلوسيفراز . شود منتشر مينورهايي با طيف رنگي متفاوت از لوسيفرازها  -است
Lampyris turkestanicus ن كار براي اولين بار كريستال لوسيفراز جهش يافته در اي. كند منتشر ميسبز  نورLampyris 

turkestanicus (E354R/R356/H432Y) - و در  مطالعه و تعيين ساختار سه بعديبه منظور  -كند كه نور قرمز ساطع مي
 .شدتهيه  Xافي اشعه با روش كريستالوگرنهايت مطالعه مكانيسم تغيير رنگ در مقايسه با لوسيفرازهاي تعيين ساختار شده ديگر 

آنگستروم  2/2با حد تفكيك  يكريستال تتراگونالنشسته انجام شد و  گرافي قطرهكريستال با استفاده از روش كريستالوتهيه 
  .است  a=85.01 b=85.01 c=97.09تك واحدهاي كريستال داراي ابعاد  .دست آمد هب

  X  ،Lampyris turkestanicus، كريستالوگرافي اشعه (E354R/R356/H432Y)لوسيفراز جهش يافته : كليدي واژه هاي
  naderman@modares.ac.ir  :پست الكترونيكي،  021-82884458: تلفننويسنده مسئول،  *

  مقدمه

ي خشكي و هادر سرتاسر محيط موجودات بيولومينسانت
تنان،  ، حشرات، كيسههااند و شامل باكتري پراكنده يآب

تاب  هاي شب  حشره .)19( وندش مي ي آبي و غيرهها مرجان
باشند كه در دل تاريكي  يكي از صدها گونه جانوري مي

از پرتوهاي نور ساطع شده به  هاآن. درخشند مي هاجنگل
به يكديگر  ...، دفاع وم توليد مثليئمنظور فرستادن علا

و  تاب هاي شب هاي متنوعي از حشره گونه. كنند مياستفاده 
اما  ،دننور در طبيعت وجود دار موجودات توليد كننده كلاً

 وجود يك كند، به وحدت  تبديل ميآنچه اين تكثر را 
 انتشارول ئهاست كه مسامي آنخانواده پروتئيني مشابه در تم

نور، منتشر كننده  باشد و همچنين بسته به گونه نور مي
منتشر ي متفاوت و متنوع از موجودات هانورهايي با رنگ

اين خانواده پروتئيني لوسيفراز  .)38( شود ساطع مي كننده
 انتشاركه براي  هستنديي آنزيمهالوسيفرازها . شود ناميده مي

 +Mg2و  ATPنور از سوبسترايي به نام لوسيفرين همراه با 
متنوع  رنگهايو اكسيژن مولكولي براي نشر نورهايي با 

  ).1- شكل( كنند مياستفاده 

لوسيفرين  - Dون آنزيم لوسيفراز، دومرحله آنزيمي آدنيلاسي
-Luciferyl -( آدنيلات -و اكسيژناسيون لوسيفريل

adenylate( كندرا كاتاليز مي )34(.  
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 لوسيفراز با آدنيلاسيون گروه كربوكسيل لوسيفرين در - 1
  .شود باعث فعال شدن اين سوبسترا مي Mg2+ ATP حضور

عمل  Oxygenase)( لوسيفراز همانند يك اكسيژناز - 2
آدنيلات، ضمن توليد  -اثر بر روي لوسيفريلكرده و با 
  .كندايجاد پرتو نوري مي ،محصولات

ي لوسيفراز مولد نورهاي غير اختصاصي در آنزيمهاميزان 
هاي  محيط سلولي، به مقدار نانومولار با استفاده از لوله

يا  Photomutiplier tubes (PMTs)) تقويت كننده نوري
تخمين  Charge- coupled devices)( وسايل همراه با بار

گيري  اندازه ياين حساسيت بالا .)37و  5(شوند ميزده 
سطح آنزيم، لوسيفرازها را به نمايندگاني شايسته براي 

 آنهاجمله از  است كه كردهكاربردهاي گوناگون تبديل 
 )15( ،در محيط هارديابي مراحل رشد باكتري :عبارتند از

 )35و  32، 6( ،طيي محيهاو سم باكتريهابراي رديابي 
پايه انتقال انرژي  ي بيومولكولي برهاكنش سنجش ميان

گرهاي  حس) 41و  40، 28، 3( ،رزونانس بيولومينسانس
 Whole-cell-based) (،سلول - كل - پايه زيستي بر

biosensors )16 ،17  24، 14( ،ي بيان ژنهاسنجش )36و 
و  29، 7( ،رديابي رشد تومورهاي سرطاني و متاستاز )27و 
مطالعه  )18- 34( ،مطالعه جزئيات حمل و نقل سلولي )42

ترشح  )8( Cell traficking) (،جزئيات تنظيمات ژنتيكي
 Protein site-specific) ( ،پروتئين درجايگاههاي ويژه

secretion )15( ي عفونيهاآناليز بيماري، )تعيين توالي  )22
DNA روش به  تاب ي شببا استفاده از لوسيفراز حشره

Pyrosequencing ، )31(   كاربرد بيولومينسانس در
 Bioluminescence in drug)( گري داروها غربال

screening )33 -11(  ي كاربرد لوسيفراز در آزمونهاو
  .)23( Immuno assay)(ايمني

ي بيان ژن نيازمند دو هانكته قابل توجه اينكه، اغلب سنجش
كننده با منتشر وتگر لوسيفرازي با دو رنگ متفا گزارش

  .)5(باشند مي مشترك ييك سوبسترا

  
  تاب واكنش كاتاليز شده توسط لوسيفراز حشره شب -1شكل

كريستال، اولين مرحله در آناليز  تك دست آوردن به
 كريستال. باشد مي xاشعه  يك پروتئين به كمك ساختاري

ده كه روشي مبتني بر سعي و خطا بو اساساً هاكردن پروتئين
. كند به آهستگي رسوب مي روتئين از حالت محلولدر آن پ

هاي كريستاله كننده و ديگر   ها، هستهحضور ناخالصي
نقش مهمي در اين فرايند بر عهده  ،فاكتورهاي ناشناخته

  .دارند

متفاوت طي چند دهه گذشته، لوسيفرازهاي حشرات 
اند كه در اين ميان  اي مطالعه شده تاب به طور گسترده شب

آمريكاي شمالي با نوع حقيقات روي لوسيفراز بيشترين ت
در شمال . انجام گرفته است Photinus pyralisنام علمي 

تاب با نام  دو گونه حشره شب ))2(جنگلهاي آمل( ايران
Lampyris turkestanicus   وLamproidea maculata 
 Lampyrisگونه . است  مشاهده و گزارش شده
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turkestancus  شود در حالي كه گونه  ميبه فراواني يافت
L. maculata شناختي ريخت ژگيهاي وياي نادر با  گونه

  .)13( باشد منحصر به فرد مي

ها ترين آن كه يكي از مهم-بسته به فاكتورهاي متفاوت 
از لوسيفرازها  - استهاي تشكيل دهنده لوسيفراز  اسيدآمينه

حشره . شود منتشر مينورهايي با طيف رنگي متفاوت 
 Lampyrisگونه ايراني با نام علمي  تاب شب

turkestanicus ي به رنگ يحاوي لوسيفرازي است كه پرتو
 ي شمال ايرانجنگلهادر  اين گونه .)2(كند سبز منتشر مي

كار براي اولين بار كريستال در اين . كند زندگي مي )آمل(
 Lampyris  لوسيفراز جهش يافته گونه ايراني

turkestanicus  -1(تهيه شد -كند ز ساطع ميكه نور قرم(. 
انتشار ي متفاوتي جهت توجيه تغيير رنگ نور مكانيسمها

براساس جديدترين و اند كه  يافته از لوسيفرازها بيان شده
 است و در نتيجه دو فاكتور اصلي آخرين نظريه اين تغيير،

نولات تنها به تك حالت تهييج شده شكل كتويي آنيون ف
  .تاكسي لوسيفرين وابسته اس

  :اين دو فاكتور عبارتند از

قطبيت محيط جايگاه فعال لوسيفراز حول آنيون اكسي  - 1
  لوسيفرين

آنيون اكسي لوسيفرين حالت  'O8كنش ميان اتم  ميان - 2
شكل  - كاتيون آن تهييج شده و اتم هيدروژن جفت

آمينواسيدي در جايگاه فعال  پروتونه ناحيه بازي
 .)21(  -است

كه هنوز هم به - غيير رنگ نوربه منظور بررسي مكانيسم ت
حاصل از لوسيفراز جهش  - مانده است صورت معمائي باقي

افته با ساير لوسيفرازهاي تعيين ساختار شده در مراحل 
بعدي لوسيفراز با آناليز پراش حاصل  بعدي كار، ساختار سه

براي تهيه   تلاشهاي اوليه. (از كريستال تعيين گرديد
عي در شرايط يكسان با كريستال لوسيفراز گونه طبي

  .)لوسيفراز جهش يافته بدون نتيجه ماند

  هامواد و روش
بيان : بيان، تخليص و تعيين فعاليت و غلظت پروتئين

  BL21در باكتري اشرشياكلي گونه  "جهش يافته"پروتئين 
كه - TBدر محيط كشت  pET28aحاوي پلاسميد بياني 

ي گرم در ميل 50ن با غلظتنتي بيوتيك كانامايسيآحاوي 
به اين منظور ابتدا باكتري . به انجام رسيد - ليتر بود هر ميلي

گراد با دور  درجه سانتي 37ساعت در دماي  4براي مدت
250 "r.p.m" پروتئين با افزايش بيان  و سپس انكوبه شد 

IPTG 1mM  به  باكتريهاشد و  ءالقا ر لاكتوزميلي مولا 4و
 200گراد با دور  درجه سانتي 22در دماي  ساعت 12مدت 

"r.p.m" انكوبه شدند.  

تست بيان پروتئين به وسيله دستگاه هر بار كشت و بعد از 
بافر  سازي در پس از معلق باكتريهامتر، ديواره  فلوري

نمك  mM 300، هپس  mM 10امل ش(غشاء ليزكننده 
 گليسرول در درصد 10ايميدازول،  mM 10كلريد سديم، 

در سرما با استفاده از  PMSF1mM  و مقدار) 8/7 اسيديته
تكرار متوالي شكسته  2در  FRENCH-PRESSدستگاه 

با استفاده از  محلول آنهانا ياجزا و باكتريها بقاياي .شد
دقيقه  20به مدت  r.p.m" 12000"وژ با دوريسانتريف

كل اي كه حاوي  رسوب داده شد و به اين ترتيب عصاره
  .دست آمد هب ،بود پروتئينها

تخليص هيستيديني است -ا كه پروتئين داراي دماز آنج
به وسيله ستون   لهيك مرحبا تنها  "جهش يافته"پروتئين 

كياژن صورت  محصول شركتليتري  ميلي 5نيكل سفارز 
شوي و شست به منظور متعادل سازي ستون با بافر، .گرفت

هر يك ليتر  ليتر بافر ليزكننده به ازاي ميلي 50ستون با 
 درصد 10ميلي مولار هپس، 10 حاوي كه-محيط كشت 

 mM 10ي مولار نمك كلريد سديم و ميل 300، گليسرول
 5با سرعت  - استدر اتاق سرد  8/7 اسيديتهدر  ايميدازول

كه باز هم - عصاره باكتري حاوي پروتئين  .صورت گرفت
از  2- 1با سرعت  -شد آزمايشفعاليت آن قبل از تخليص 

از  از شيب متفاوتيبعدي در مرحله . عبور داده شدستون 
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دازول به ترتيب ي متفاوت ايميهاي شستشو با غلظتهامحلول
و به  4- 3با سرعت   8 اسيديتهدر  mM 60- 40-30از 

 سازي پروتئين خالص براي ليتر ميلي 40- 35ميزان حدود 

مرحله آخر محلول جداكننده پروتئين و در  استفاده گرديد
و  8 اسيديتهبا ايميدازول  mM 250از ستون با غلظت 

  .)2 شكل( عبور داده شداز ستون  3سرعت 

  
  حاصل از تخليص پروتئين لوسيفراز جهش يافته SDS-PAGE ژل  - 2 شكل

  

  

تا  كريستالهادر نهايت رشد  c and d)(ي سوزني و كريستالهاتشكيل ) b(رسوب پروتئين،  (a) مراحل رشد كريستال لوسيفراز كه شامل - 3 شكل
  .باشد واه مياندازه دلخ
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  بافرهاي متفاوت امتحان شده به منظور تست ميزان حلاليت و پايداري پروتئين -1جدول
نمك كلريد بافر  

  سديم
پلي اتيلن   گليسرول سوكروز

  گليكول
pH 

  10mM 50mM 1% 10%    8/7تريس  1

  10mM 50mM  10%    8/7تريس  2

  10mM 50mM 1% 10%    8/7هپس  3

  10mM 50mM  10%    8/7هپس  4

  10mM 100mM 1% 10%    8/6هپس  5

  10mM 100mM  10%    8/6هپس  6

  10mM 100mM 1% 10%  25% 8/6هپس  7

  10mM 100mM 1% 10%    7هپس  8
 

كه شامل بافر -  را ميكروليتر محلول حاوي پروتئين 10
 mM 150- 100همراه با  mM 10وليتر هپسميكر 100- 10

 درصد 1ول و گليسر درصد 10نمك كلريد سديم و 
 10و  7و  8/6و  8/7هاي متفاوت  اسيديته سوكروز در
ميلي مولار  5محلول كمپلكس حاوي  را با - بود ميكروليتر

با   ATPو mM 5مك كلريد منيزيم با غلظت لوسيفرين، ن
 كرده،مخلوط  8/7 اسيديتهدر بافر تريس با  2mMغلظت 

با  هالبعد از گذشت حدود يك دقيقه براي تطابق محلو
 Infinite M200فعاليت پروتئين با دستگاه  ،دماي محيط

(TECAN)  1(ثبت گرديد(.  

متفاوت  محلولهاي جذب نوري :غلظت پروتئين تعيين
 اسپكتروسكوپي را با استفاده از دستگاه حاوي پروتئين

براي . دشگيري  اندازه نانومتر 280اشعه ماوراءبنفش در 
ضريب " ياز بهوزن مولكولي پروتئين، ن محاسبه
به صورت اين ضريب  كه استپروتئين  "سازي خاموش

  Expasyدر سايت   Pro Paramتئوري با استفاده از جعبه 
. و تنها با وارد نمودن توالي پروتئين محاسبه گرديد

  .بود 38 لوسيفراز گونه ايراني "ضريب خاموش سازي"

دياليز و نگهداري : پروتئين Xكريستالوگرافي اشعه 
 mM 250يِ حاوي دياليز محلول پروتئين: ئينپروت

استفاده از كيسه دياليز  با ،ايميدازول حاصل از تخليص
 2در اتاق سرد و با غلظت پروتئيني حدود  سيگما شركت
mg/ml 1به ازاي هر . انجام گرفت ساعت 12به مدت ml 

بافرهاي ( بافر دياليزيك ليتر محلول  ،محلول پروتئين
  .شداستفاده  )1 جدولمتفاوت ذكر شده در 

در  يپروتئيني بالاي غلظتهابافرهاي متفاوت كه  تست
ترين  يكي از مهم: بالاترين پايداري باشد داراي آنها

است كه پروتئين  بافريكريستالوگرافي، تهيه  مراحل انجام
به لحاظ عدم رسوب و (بالاترين پايداري را  ،بافردر آن 

ي غلظتهادر ) ولانيفعال در مدت طمحلول ماندن پروتئين 
اين نكته  .بالاي مورد نياز براي تشكيل كريستال داشته باشد

با حفظ بايد باشد كه اين افزايش پايداري  نيز قابل توجه مي
 براي تحقق اين. باشدهمراه نزيم در طولاني مدت آفعاليت 

  .)1 جدول( ي حل گرديد بافرهاي متفاوت امر  پروتئين در 

ي لوسيفراز جهش يافته كريستالها: كردن پروتئين كريستال
اي از  خوشه. دست آمد هب "قطره نشسته"با استفاده از روش 

شكل ( ي سوزني در شرايط متفاوتي رشد كردندكريستالها
بعد از   كريستالهاترين  ترين و طويل اما ضخيم ،)3- 4

 ،گراد در تاريكي درجه سانتي 20حدود يك هفته در دماي 
 mM 10 لوسيفراز، mg/ml 4حاوي ، بافرنانوليتر  500 در
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 )V/V( درصد mM EDTA   ،10 1هپس،  - سديم
 5سديم و نمك كلريد  mM 100وكروز، س در 1گليسرول، 

mM DTT  نانوليتر محلول رسوب  500با  7در اسيديته
اتيلن  درصد w/v (PEG8000 ،14( درصد 4حاوي ،دهنده

 تشكيل 5/7هپس در اسيديته  - سديم mM 100گليكول، 
  .)4 شكل( شد

 "محافظ در برابر سرما" محلولهايآماده سازي 
)(Cryoprotectant  صدمات براي حفظ كريستال در برابر

ترين مراحل در  يكي از مهم:  X اشعهناشي از 
كننده  ، تهيه و استفاده از محلول محافظتكريستالوگرافي

به منظور  Xدر برابر آسيب ناشي از تابش اشعه كريستال 

  Xمر كريستال در حين تابش اشعه طول عافزايش 
ي با تشابه بالا به شرايط محلول محلولهاي معمولاً. باشد مي

اي كه كريستال در اثر آن رشد كرده است،  رسوب دهنده
و  Xاشعه براي حفاظت پروتئين در برابر  هابهترين محلول

 محلولهايدر اين آزمايش . حفظ پايداري كريستال هستند
، كيفيت آنهاو به منظور اطمينان از مفيد بودن زير تهيه شده 

آزمايشگاهي  Xاشعه با استفاده از توليد كننده  ها محلول
  .شدبررسي 

پلي اتيلن  درصد 16: محلول محافظ در برابر سرما  -
 25و  20با درصدهاي متفاوت اتيلن گليكول 8000گليكول
 درصد 25و گليسرول درصد 

  

 

  .)دهند هاي رشد يافته در شرايط يكسان را نشان مي  هر سه تصوير كريستال(آنگستروم  2/2از با حد تفكيك ي لوسيفركريستالها - 4 شكل

كيفيت آنها به لحاظ كمترين  نهايت بعد از بررسي كه در
 16اتيلن گليكول در  درصد 25نويز آب در صفحه پراش 

به عنوان محلول محافظ در  8000پلي اتيلن گليكولدرصد 
  .ا انتخاب گرديدبرابر سرم

تهيه عكس كريستال و ثبت  مورد استفاده در Xاشعه منبع 
در  BESSYسينكروترون :  Xاشعه انكسارات حاصل از 

باشد  حلقه ذخيره الكترون از نسل سوم مي )20(برلين 
ولت در آن  - الكترون - گيگا 7/1 كه الكترون با انرژي

ا ب Xاشعه سه  ،كت بوده و در نتيجه اين حركتدر حر
 كند مي ي متفاوت ايجادهانتيجه طول موج و در هاانرژي

لازم به . استفاده شد   BL14.1كه در اين آزمايش از 
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درجه كلوين انجام  100ذكر است كه اين عمل در دماي 
  .شد

 
تصوير بعد از (دام انداخته شده توسط حلقه  كريستال به - 5 شكل

  ).شد از كريستال گرفته Xاتمام عكسبرداري با اشعه 
توان اطلاعات  اوليه مي در اين مرحله و با ثبت پراشهاي 

به  توان مي دست آورد كه از جمله هاي از كريستال ب اوليه
اين . كريستال اشاره كرد )10( Mosacity)(موزاسيتي

فاكتور نشان دهنده چگونگي چينش تك واحدها در 
باشد كه هر چه مقدار آن  كريستال نسبت به يكديگر مي

ن تر باشد معرف شباهت بالاتر تك واحدها به پايي
قابل  آنهانتيجه اطلاعات حاصل از  در همديگر بوده و

  .باشد تر  مياعتماد

، )6شكل ( X بعد از تهيه عكس كريستال با استفاده از اشعه
 و اطلاعات حاصل از پراش بايستي تجزيه و تحليل شده

 براي XDSنرم افزار  .تقارن كريستال محاسبه گردد
محاسبه تقارن و گروه فضايي كريستال مورد استفاده واقع 

ه توسط اطلاعات حاصل از محاسبات صورت گرفت. شد
توسط نرم  ،افزار در مراحل بعدي تعيين ساختار اين نرم

كه در نهايت تمامي  مورد استفاده قرار گرفت CCP4افزار 
  .آمده است 2 اطلاعات مربوط به ساختار در جدول

  
دهد  حد تفكيك نقاط پراش يافته را نشان مي  خطوط آبي رنگ محدوه. (از كريستال لوسيفراز جهش يافته گونه ايراني Xاوير پراش اشعه تص  6-شكل

  .)شود را شامل مي 98/31تا  13/2كه از 
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 پارامترهاي كريستالوگرافي-2جدول 

 17.329Å                                                     (B-factor) B فاكتور 

 0.175                                                        (Mosacity (موزاسيتي   

 P41                                                 (Space Group) گروه فضايي 

 99.9                                             (Completnece (تار تماميت ساخ   

 Multiplicity                                                                   5.1 

 Tetragonal                                                  (Symmetry (تقارن    

 Rob                                                                         11.6(55.2) 

 R-factor                                                                      0.1762 

 R-free                                                                         0.2266 

 2.2Å                                                     (Resolution (ك حد تفكي  

 85.01    85.01    97.09  (Cell dimensions)   ابعاد تك واحد كريستال

 90          90          90           (Cell angles (زواياي تك واحد كريستال   
  

  نتايج
كه پروتئين در آن بالاترين پايداري را با حفظ  يبافر

 mM 10-  1- در جدول 8بافر شماره  ،فعاليت داشت
) v/v( درصد mM EDTA   ،10 1هپس،  - مسدي

نمك كلريد سديم  mM 100سوكروز،  درصد 1گليسرول، 
 گليسرول با درصد بالا. بود– 7در اسيديته  mM DTT 5و 

پروتئين در آزمايشات  به عنوان پايدار كننده معمولاً
و با توجه به گزارشات شود   كريستالوگرافي استفاده مي

در  پروتئينهاغيير ساختار اغلب عدم ت ارائه شده مبني بر
حضور گليسرول از اين افزودني به منظور پايدارسازي 

ي بالا نقش غلظتهاسوكروز با  .)12(پروتئين استفاده شد
در اي در آزمايشات كريستالوگرافي بر عهده دارد   دوگانه
ي پايين نقش غلظتهارسوب دهنده و در  ي بالا نقشغلظتها

گزارشات قبلي روي لوسيفراز . پايدار كننده را بر عهده دارد
Lampyris turkestanicus  نشان داد كه سوكروز نقش

با توجه به . )25( پايدار كنندگي برروي اين آنزيم دارد
 توضيحات داده شده و با آزمايش شرايط بافري مختلف

- دولاز ج 3محلول شماره  ،بهترين محلول رسوب دهنده
اتيلن  درصد w/v (PEG8000 ،14( درصد 4حاوي - 2

با  - 5/7هپس در اسيديته  - سديم mM 100گليكول، 
 درصد 25 و PEG8000 درصد 16حاويكه محلول محافظ 

گليكول بود كه به عنوان محافظ در برابر سرماي  اتيلن
از  و در نهايتكريستال جهت كريستالوگرافي استفاده شد 

رشد كردند،  در شرايط متعدد ددي كهي متعكريستالهاميان 
 )3-4شكل( آنگستروم 2/2حد تفكيك  بهترين كريستال با
. دست آمد هب ذكر شده در بالادر شرايط  و بهترين اطلاعات

دماي تست شده جهت  2لازم به ذكر است كه از ميان 
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، نتايج بهتري را به درجه 20دماي  ،انجام كريستالوگرافي
، اين دما براي ان داده و در نتيجهنش كريستالهارشد  لحاظ

همچنين تمامي مراحل ( .انتخاب گرديد ادامه آزمايشها
گرديده و تكرارپذيري آن  كريستاله نمودن پروتئين تكرار

  .)نيز به اثبات رسيد

عكسبرداري در سينكروترون برلين انجام گرديده و نتايج 
اين تصاوير . قابل مشاهده است 5 حاصل از آن در شكل

اظ تقارن موجود در نقاط به لح هاگر كيفيت بالاي عكس نبيا
در كريستال  و همچنين شدت خوب نقاط روي عكس

با كيفيت بالا جهت كسب  ييكريستالهايد ؤكه م است
  .باشد مي مطلوباطلاعات 

مجموعه كاملي از اطلاعات، شامل صدها تصوير مجزا 
شود كه در موقعيتهاي قرارگيري فضايي متفاوتي از  مي

اولين مرحله اين است كه اين . كريستال گرفته شده است
نسبت به  آنهاتصاوير مختلف را با يكديگر الحاق كرده و 

، به اين صورت كه براي انجام آن در ده شوديكديگر سنجي
ابتدا بايستي پيكهايي را كه در دو يا چند تصوير ظاهر 

 ،نموده و اين تصاوير نسبي) الحاق(شوند شناسايي  مي
، تا آنهايي كه ميزان چگالي گرددت به يكديگر سنجش نسب

سازي سنجش چگالي بسيار  بهينه. يددست آ به دارندثابتي 
زيرا چگالي نسبي پيكها حاوي اطلاعات كليدي . مهم است

ساختار ماكرومولكول تعيين  آنهااست كه از طريق 
آوري اطلاعات  روش تكرار شونده جمع. گردد مي

گر اطلاعات،  شود يادداشت ميكريستالوگرافيك سبب 
ارز را چندين مرتبه ثبت  تعداد زيادي پراشهاي  متقارنِ هم

انجامد  مرتبط با تقارن مي  R-factorاين به محاسبه. نمايد
گيري شده  كه از طريق آن ميزان تشابه ميان شدتهاي اندازه

گيري شده و در نتيجه كيفيت  ارزِ متقارن، اندازه پراشهاي هم
  .شود تشخيص داده مياطلاعات 

براي محاسبه تقارن و گروه فضايي   XDSنرم افزار 
اطلاعات حاصل از . كريستال مورد استفاده واقع شد

افزار در مراحل  محاسبات صورت گرفته توسط اين نرم

مورد استفاده  CCP4بعدي تعيين ساختار توسط نرم افزار 
ار در نهايت تمامي اطلاعات مربوط به ساخت. قرار گرفت
  .آمده است 2 در جدول

  بحث
بسيار شكننده ورشد آنها بسيار كم  ي لوسيفرازكريستالها

در ابتدا از  در آزمايشات كريستالوگرافي معمولاً. باشد  مي
شرايط بافري استفاده شده جهت كريستال نمودن  

چرا كه  شود  خانواده استفاده مي  ي مشابه و همپروتئينها
ين در چنين شرايطي بسيار احتمال كريستال شدن پروتئ

كه تشابه P.pyralis    بافر پروتئيني كريستال گونه. بالاست
 Lampyrisبا لوسيفراز ) همساني درصد 86(بالايي 

turkestanicus  اتيلن گليكول همراه درصد  25دارد حاوي
گليسرول به منظور افزايش پايداري پروتئين  درصد 10با 

با شرايط  در شرايط بافري مشابه .)9( است
، رنگ نور نشر يافته از پروتئين جهش  P.pyralisلوسيفراز

 از قرمز به سبز تغيير كردLampyris turkestanicus  يافته 
 نامطلوبپروتئين  تهيه كريستال تيجه اين شرايط برايو درن
بنا بر آنچه توضيح داده شد و به منظور رشد . بود

متفاوتي تست  تر شرايط بافري ي بزرگترو محكمكريستالها
شد كه شرايط محلول رسوب دهنده و بافر پروتئيني در اين 
آزمايش، در ميان لوسيفرازهاي تعيين ساختار شده تاكنون، 
براي اولين بار مورد استفاده قرار گرفته و مخصوص 

  .مي باشد Lampyris turkestanicus لوسيفراز جهش يافته

 Lampyris جهش يافتهدر اين مطالعه كريستال لوسيفراز 

turkestanicus و بعد از تابش اشعه شد تهيه X  و عكس
ابعاد و زواياي تك  تقارن و مشخصات ،پراش حاصل از آن

براي اولين بار اين لوسيفراز . واحد آن مشخص گرديد
تقارن آن تتراگونال با فضاي گروهي  .است شده كريستال

P41 دونن بار در لوسيفرازها در حالت بكه براي اولي است 
كنون ساختار پيچيده لوسيفراز گونه تا. ديده شدليگاند 
 :AMP (PDB code-اكسي لوسيفرين  با L.cruciataژاپني 

2D1R)  وDLSA (PDB code:2D1S)   و لوسيفراز گونه
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 :PDB code)در حالت بدون ليگاند  P.pyralis آمريكايي 

1LCI) هاي كنندهمهار و همراه باPTC124-AMP (PDB 

code:3IER) )4 ( و بروموفورم (PDB code:1BA3) تعيين
تنها در  ،نتايج آزمايشگاهي. )26( ساختار گرديده است

-PTC124با  P.pyralis مريكاييلوسيفراز گونه آكمپلكس 

AMP  افته جهشكريستال لوسيفراز را با تقارن مشابهي
Lampyris turkestanicus شكل كريستال  .دهند نشان مي

ما تقارن ين ساختار شده يكسان است ادر لوسيفرازهاي تعي
  .آنها با يكديگر متفاوت است

چينش   دهنده نشان) 175/0(كريستال زاسيتي مقدار مو
 .ديگر دركريستال استيك واحدها كنار صحيح و منظم تك

 10نام دارد از مجموعه  R-freeفاكتور كمي مشابهي كه 
پراشهايي كه در پالايش ساختار دخالت دارند  درصد

به ميزان حد  "R"هر دو فاكتورهاي . شود حاسبه ميم
بايستي تقريباً  R-freeميزان  . تفكيك اطلاعات وابسته است

باشد كه در كريستال  نگستروممقدار حد تفكيك به آ 10/1
دهنده  است كه نشان) 2266/0( تهيه شده در اين تحقيق

در . كيفيت مطلوب اطلاعات حاصل از كريستال است
اطلاعات حاصل از كريستال شرايط مطلوبي را  نهايت اينكه

  .دهد مي نشانبراي تعيين ساختار و آناليز بعدي اطلاعات 
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Crystallization and preliminary diffraction studies of mutated 
firefly luciferase from Lampyris turkestanicus 
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Abstract 

Luciferase enzymes efficiently convert luciferin to oxyluciferin in the presence of ATP, Mg2+ 
and molecular oxygen. Luciferase reaction produces a spectrum with different color under 
various conditions. One of the most important factors is residues of structure. Lampyris 
turkestanicus, Iranian firefly, luciferase emits green light. In order to study, 3D-structure 
determination and red-shift mechanism analysis in comparison to other determined structure 
luciferase, Mutated (E354R/R356/H432Y) (emits red light) luciferase from Lampyris 
turkestanicus has been crystallized. The crystals with 2.2Å resolution of mutated firefly 
luciferase were obtained by the sitting drop method. The diffraction pattern from 
E354R/356R/H432Y luciferase belongs tetragonal system with space group P41 and unit cell 
dimensions a=b=85.01 and c=97.09. 

Keywords: mutated (E354R/R356/H432Y) luciferase, X-ray crystallography, Lampyris 
turkestanicus 
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