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Molecular Docking and Bioinformatics Study of Rare Codons 
in the Lampyroidea maculata Luciferase Gene

[1] Substrate-binding properties ... [2] Kinetics of the firefly luciferase ... [3] The chemi-and 
bioluminescence of firefly luciferin: An efficient chemical production of electronically 
excited ... [4] The origin, diversity, and structure ... [5] Molecular cloning, sequence analysis, 
and expression of a cDNA encoding the luciferase from the glow-worm ... [6] Surface charge 
modification increases firefly luciferase rigidity without alteration in bioluminescence ... [7] 
cDNA cloning, expression and homology modeling of ... [8] Molecular enigma of multicolor 
bioluminescence ... [9] Site-directed mutagenesis of firefly luciferase ... [10] Use of firefly 
luciferase in ATP-related assays of biomass ... [11] Codon choice and gene expression: 
Synonymous ... [12] Large-scale analysis of conserved rare codon clusters suggests an 
involvement in co-translational molecular recognition ... [13] Analysis of the distribution of 
functionally relevant … [14] A part of codon bias in genes protects protein spatial structures 
from destabilization by random single point ... [15]ATGme: Open-source web application 
for rare codon identification and custom DNA sequence ... [16] LaTcOm: A web server for 
visualizing … [17] Protein secondary structural types are ... [18] SWISS-MODEL and the 
Swiss-Pdb Viewer: An environment for comparative protein ... [19] I-TASSER server for 
protein 3D structure … [20] Swiss-PDB viewer ... [21] The PyMOL molecular graphics ... [22] 
AutoDock Vina: Improving the speed and ... [23] LOMETS: A local meta-threading-server … 
[24] Structural basis for the spectral difference in luciferase ... [25] Structural basis for the 
inhibition of firefly ... [26] What if: A molecular ... [27] PIC: Protein interactions ... [28] 
Autodock4 And … [29] Open Babel: An open chemical ... [30] Co-variation of trna abundance 
and ... [31] Rare codons … [32] Luc genes: Introduction of colour ... [33] Bioluminescent
assays for high-throughput … [34] Luminogenic enzyme substrates: The ... [35] Imaging of
light emission from the expression ... [36] The generation of a conditional … [37] Novel 
application of pH-sensitive ... [38] Bioinformatic identification of rare codon clusters (RCCs) 
in HBV genome ... [39] The maximum rate of gene ... [40] Generic algorithm to predict ... [41]
Speeding with control: Codon ... [42] Effects of rare codon clusters ... [43] Synonymous 
codon substitutions ... [44] Recombinant protein ... [45] Ligplot: A program to generate 
schematic diagrams ... [46] Crystal structure of firefly luciferase in a second catalytic 
conformation ... [47] Molecular basis for the high-affinity binding ... [48] Molecular docking 
and rare codons evaluation in the luciola lateralis ... [49] Molecular basis for the high-affinity 
binding ... 

The bioluminescence process is a widespread phenomenon in nature. The luciferase enzymes 
are identified in some domains of life, but the luciferases from the Lampyridae family are 
considered for biological applications. The molecular cloning of a new type of Iranian firefly 
luciferase from Lampyroidea maculata was reported, previously. In this study, the rare codons 
of the Iranian insect luciferase gene were analyzed using the computational databases as 
ATGme, RACC, LaTcOm, and Sherlocc. Also, the structural modeling process of this enzyme was 
performed. Next, the status of these rare codons in this structural model was evaluatedusing 
SPDBV 4.10 and PyMOL 2.3.2 software. In the following, the substrate binding site in the 
enzyme’s active site was studied using the AutoDock Vina 1.5.4. By molecular modeling, some 
rare codons were identified that may have a critical role in the structure and function of this 
luciferase. AutoDock Vina was used in the molecular docking that recognizes Asp531 that 
yield closely related to luciferin and AMP binding site. These bioinformatics analyzes play an 
important role in the design of new drugs.
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  چکيده
 وسیفرازیل هایآنزیمو  است یعتگسترده در طب یدهپد یک یولومینسانس،ب فرآیند

 یفرازلوس آنزیماما  اند.شده ییشناسا یاتح از ایگسترده هایبخشدر 
 زیستی هایکاربرد برتر هایویژگی یلدلبه Lampyridخانواده  در شدهشناسایی
کرم  رازیفلوس یماز آنز یدجد ژن یک کلونینگ تازگی،به. است یافته ایگسترده
 ین. در ااست هگزارش شد maculate	Lampyroideaنام  با یرانیتاب اشب

از  با استفاده ایرانی تابشبحشره  یفرازلوسنادر از ژن  هایکدون یزمطالعه، آنال
 بررسیمورد  Sherloccو  ATGme ،RACC، LaTcOm یمحاسبات هاییگاهپا

انجام شد. در ادامه،  یمآنز ینا یساختار  سازیمدلفرآیند  ین،قرار گرفت. همچن
	SPDBV افزارهاینرمبه کمک  یمدل ساختار  یننادر در ا هایکدون ینا یتوضع
 یمآنز فعال دهانه در وبسترااتصال س جایگاه .شد ارزیابی 2.3.2	PyMOLو  4.10

 کمک به. شد بررسی 1.5.4	Vina	AutoDockداکینگ  افزارهاینرم با استفاده از
که ممکن است نقش  ندشد یینادر شناسا هایکدوناز  یبرخ ی،مولکول سازیمدل
 به یمولکول داکینگ فرآیند. باشند داشته آنزیم یندر ساختار و عملکرد ا مهمی
 AMP و یفرینکه در اتصال به لوس 531Aspو  انجام Vina	AutoDockکمک 
 یحطرا در یمهم نقش یوانفورماتیکیب آنالیزهای این. شد شناسایی دارد نقش
  دارد. یدجد یداروها

	جایگاه اتصال سوبستراکدون نادر،  یفراز،، لوسmaculata	Lampyroidea :هایدواژهکل
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  مقدمه
، مسئول در )EC. ۱٫۱۳٫۱۲٫۷(تاب آنزیم لوسیفراز حشره شب

 واکنش اکسیداسیون یمآنزهای بیولومینسانس است. این واکنش
کاتالیز  Mg+2و  ATPلوسیفرین با اکسیژن مولکولی را در حضور 

 آدنیلات توسط -. در این واکنش با تشکیل لوسیفریل[1,2]کندمی
، PPi، COهای با اکسیژن مولکولی، مولکول آنواکنش و لوسیفراز 
AMP شرتنمسبز  -زرد یهناح یفبا ط ینور لوسیفرین جدا و و اکسی 
 حشره ختلفم هایگونهاز یم لوسیفراز آنز . قبلاً، ژن[3]شودمی

ز های آنها نیدر نقاط مختلف شناسایی و جدا شده و ویژگی تابشب
کدکننده  cDNA. در مطالعات قبلی، دو توالی 4]‐[6مطالعه شده است

 turkestanicus	Lampyrisهای گونه ایرانی از حشره لوسیفرازژن 
) کلون Lampyrid(جنس ، 	maculataLampyroideaو 
امل طور ک. تاکنون مکانیزم واکنش بیولومینسانس به[7	,5]اندشده

های است، اما برخی از رزیدوهای درگیر در واکنشنشده  شناسایی
های . با توجه به اینکه سنجش[9	,8]انداتصال و کاتالیز شناسایی شده

 وتاب سریع، حساس مبتنی بر واکنش آنزیمی حشره شب
ی در اطور گستردهغیررادیواکتیو هستند، استفاده از این آنزیم به

، تهیه کیت ATPهای مختلف بیوتکنولوژی از جمله تشخیص زمینه
  .[10]تشخیص سرطان و گزارشگرهای ژنتیکی کاربرد یافته است

با فراوانی  هاژن یانها در باز کدوناند که برخی شان دادهمطالعات ن
که  یالد، در حنشویاستفاده مهای سلولی بیشتری در بیان پروتئین

 هایشود که به آنها کدونای نمیاستفاده یباً تقر هاکدون یتعداداز 
نشان  هاگزارشاز  یبرخ ین،علاوه بر ا .[11]شودگفته می نادر
 یهاtRNAبودن میزان دلیل پایینبه فرآیند ترجمه در که دهندمی

مربوطه  tRNAریبوزوم تا زمانی که  آنها،در موضع  ،نادر هایکدون
د که ندهیمطالعات نشان م .[12]فراهم شود توقف کوتاهی دارد

و  یتفعال فرآیندنادر در  هایکدوندر  یبوزومیر هایتوقف
نادر،  هایکدون یابیارز .[13]ها نقش مهمی دارندتاخوردگی پروتئین

 ایل مربوط به حوزهمس حلدر  یدیجد هایبینشتواند یم
 ندهکدکن یدینوکلئوت یهایتوالفراهم کند.  ینیپروتئ هایچالش
 ه،نیآم یدهایاس بیترت اطلاعات انتقال بر علاوه نه،یآم یدهایاس

 یمولکول مختلف یها مکانیزم یبرا یگر ید اطلاعات حامل
 از یگر ید یهاهیلا که دهندیم نشان ریاخ مطالعات .[14]هستند
 کدکننده یتوال درون در نهیآم یدهایاس نگیکد بر علاوه اطلاعات
اما در  ،شودینم دهید ظاهر در که دندار  وجود هانیپروتئ
 هاکدون لیتحل و هیتجز. [12]فرآیند ترجمه نقش دارند یگر یانجیم

 یمنیا پاسخ و دارRNA یهاروسیو نیب تعامل درک به نیهمچن
 یمهندس فرآیند در ،اطلاعات نیا به توجهبا . کندیم کمک زبانیم

ی لازم است که دانش کاملی از موقعیت فراز یلوس یمآنز نیپروتئ
در فرآیندهایی همانند  های نادر این آنزیم در اختیار باشد.کدون
 شدنرفعالیغ از یر یجلوگ وآنزیم لوسیفراز  مناسب انیبیی، زاجهش
های نادر با توجه با توجه به موقعیت کدون ،شدهیطراح فرازیلوس

. است تیهما زیحا اریبستاثیر آنها بر فرآیند فولدینگ صحیح آنزیم، 
 املتک فرآیند تواندمی یکدون یتوال در پنهان اطلاعات نیا مطالعه
 خچهیتار یرو ینشیب نیهمچن و دهد نشانرا  موجودات یمولکول
 یهابررسی مطالعه حاضر،در  .[12]دکنها در ژنوم فراهم ژن
 ایرانی تابشبحشره  یفرازلوس نادر از ژن هایکدون یوانفورماتیکیب

(DQ137139) L.	maculata محاسباتی هاییگاهبا استفاده از پا 
در  یساختار  سازیمدل فرآیند همچنین. 15	,7]‐[17شد انجاممختلف 

 و [19	,18]اجرا TASSER‐Iو  Model	Swiss سازیمدل هاییگاهپا
 و 4.10	SPDBV ارهایافز نرم کمک بهنادر  هایکدون ینا یژگیو

PyMOL	2.3.2  ,20]شدمطالعه	مولکولی سازیشبیه در فرآیند. [21 
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	AutoDockاز  آنزیم فعال جایگاه به یفرینو لوس ATPاتصال 
Vina نادر)  هایکدوناطلاعات پنهان ( ینا یابیارز .[22]استفاده شد
در ساختار و عملکرد  هاکدون یندادن نقش ادر نشان تواندمی
  تاب کمک کند.کرم شب یفرازلوس

  

  هامواد و روش
  نادر در ژن و ساختار لوسیفراز تشخیص خوشه کدون
آنزیم لوسیفراز خانواده  Pfamهای نادر، شماره برای بررسی کدون

Lampyrid  در پایگاه دادهUniprot 
(http://www.uniprot.org) دست آمد. به Pfam پایگاه یک 

 شده تولید مارکوف مدل از استفاده و با پروتئین خانواده از داده
های نادر همانند در برنامه محاسباتی کدون Pfamاست. این شماره 

Sherlocc  آنالیز شد. توالی نوکلئوتیدی از لوسیفرازL.	maculata 
به دست آمد  NCBIاز 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ13713
های نادر از جمله افزارهای تحت وب تشخیص کدونو در نرم (9.1

ATGme، LaTcOm  وRACC  مورد ارزیابی قرار گرفت. ابتدا به
که از  CDS	11	[gbbct]:	B	coli	E.باکتری کمک جدول کدونی 

	:kazusa (httpای جدول کدونی پایگاه داده
//www.kazusa.or.jp) های نادر و بسیار به دست آمد، کدون

 شناسایی شدند. در ادامه، کدون آمینواسیدهای ATGmeنادر در 
 ینیزولوسا ین،لوس ین،آرژنساز در توالی اسیدآمینه از جمله مشکل
 ارزیابی و مشخص شدند. با RACCدر پایگاه محاسباتی  ینو پرول

 یگاهپا ،نادر یهاکدون ینا تاثیرات وخاص  یهایژگیتوجه به و
 .گیردمی نظر در سازمشکل یدهایاسینومآ عنوانبه را آنها یمحاسبات

های نادر تشخیص کدون در نهایت با استفاده از سه الگوریتم
 LaTcOmپایگاه محاسباتی  و در MSS ،MINMAXعنوان به

مورد آنالیز  maculata	L.های کدونی نادر لوسیفراز وضعیت خوشه
	.[16]قرار گرفت

	مطالعه کدون نادر در ساختار لوسیفراز
	Swiss های محاسباتیلوسیفراز در پایگاه آنزیم یساز مدلفرآیند 
Model  و همچنین پایگاهI‐TASSER چندگانه ترازیهم براساس 
ی هاشاخصبراساس  مناسب یهامدل. [23	,19	,18]شد انجام ایرشته
	Confidenceویژه  Score  وZ‐score سپس. شدند انتخاب 

ی مشاهده افزارهانرم از استفاده با نادر یهاکدون این وضعیت
	,18]مورد ارزیابی قرار گرفت SPDBV و PyMOL مانند ساختارها

 لوسیفرازی یهامیآنز سازی، ساختار کریستال. در فرآیند مدل[21
و حشره  (2D1S	PDB:)حرارت  به مقاوم ژاپنی همانند لوسیفراز

	pyralis	Photinus تاب آمریکاییشب (PBD:	1ba3) عنوانبه 
	,24]شد استفاده مولکولی سازیمدل داده پایگاه این در الگو 25] .

	ProtParamسرور  توسط مدل این فیزیکوشیمیایی پارامترهای
Expasy (http://us.expasy.org/tools/	

protparam.html) همچنین  .گرفتند قرار مطالعه مورد
 هایپایگاه های هیدروژنی این لوسیفراز با استفاده ازکنشمیان

What	IF  وPIC ,26]محاسبه و بررسی شدند	[27.  

  1.5.4	Vina	AutoDockداکینگ مولکولی با استفاده از 
و لوسیفرین در  AMPبرای بررسی جایگاه اتصال سوبستراهای 

شده لوسیفراز، فرآیند داکینگ بین آنزیم لوسیفراز، سازیساختار مدل
مورد مطالعه و بررسی قرار گرفت. در  AMPلوسیفرین و 

AutoDock	Vina	 ساختاری سه بعدی آنزیم  ، این مدل1.5.4
 PDBQTبه فرمت  1.5.6	MGLافزار لوسیفراز با استفاده از نرم

	,22]تبدیل شدپذیرنده  عنوانبه  SDF. همچنین فرمت [28
 PubChemاز پایگاه داده  ATPسوبستراهای لوسیفرین و 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)  به دست آمد و به
و با استفاده از  PDBبه فرمت  2.3.1	Babel	Open افزارکمک نرم

. فضای اتصال [29]تبدیل شد PDBQTبه فرمت  1.5.4	MGLابزار 
در داخل آنزیم مشابه با بستر محل اتصال سوبسترا به آنزیم سوبسترا 
که ساختار کریستال آن تعیین شده است   pyralis	P.لوسیفراز 
وجو با مشخصات طول، عرض و . فضای مربع جست[25]انتخاب شد
انتخاب شد. با استفاده از ابزار  z= ۱۰و  y= ۱۴و  x= ۱۴ارتفاع برابر 
MGL	1.5.6 ن از اتصال لوسیفراز و لوسیفری داکینگ، بهترین نتیجه

تبدیل شد. در ادامه، داکینگ ثانویه  PDBQTانتخاب و به فرمت 
مورد مطالعه قرار گرفت. آزمایش  AMPو  PDBQTهای بین فرمت

  انجام شد. ۲۵جامعیت  اتصال به ارزش

  
  هایافته
	یفرازخوشه کدون نادر در ژن و ساختار لوس یصتشخ

ی اداده یگاهدر پا maculata	L. یفرازلوس یمآنز Pfamشماره 
Uniprot صورت هبQ1WLP6 در برنامه شماره یناشد.  ییشناسا 
Sherlocc جینتا که [17]شد یبررسخوشه کدون نادر  صیتشخ یبرا 

ر دکه قابل شناسایی باشد  یخوشه کدون نادر  چیکه ه دادند نشان
  .ندارد وجود فرازیلوس یمیخانواده آنز نیا ینیپروتئ یتوال
 منظور بررسیبه maculata	L. یفرازلوس یدینوکلئوت یتوال ادامه،در 

مورد  ATGme (http://atgme.org) نادر آن در سرور یهاکدون
	:[gbbct]	B	E.coli یمطالعه قرار گرفت. با استفاده از جدول کدون

11	CDSدندهیمنتایج نشان . شد ارزیابی یدینوکلئوت یتوال ین، ا 
 %٦٢حدود  ATو میزان  %٣٨ی حدود اصل یدر توال GC که میزان

رنگ  اب یبنادر که به ترت یارنادر و بس یهاکدون ١شکل است. 
برای درک بهتر این  دهد.ینشان مرا  اندو قرمز مشخص شده ینارنج

و  Arg ،Ile ،Leuساز از جمله ینواسیدهای مشکلآمنتایج، کدون 
Pro  در سرور  لوسیفرازیدر این توالیRACC  مورد بررسی قرار

گرفت. مطالعه حاضر نشان داد که این ژن دارای شش کدون نادر 
و شش  Ile، سه کدون نادر از Leu، سه کدون نادر از Argتنها از 

  ).۱است (شکل  Proکدون نادر از 
در پایگاه محاسباتی  maculata	L. یفرازلوس توالی نوکلئوتیدی

LaTcOm  از سه الگوریتم  یگاهپاتجزیه و تحلیل شد. این
MINMAX ،sliding	window  وMSS کند. برای استفاده می

عنوان مقیاس مرجع به دانگ کدونی ها از جدولتجزیه و تحلیل داده
  .[30] )۱نمودار ( استفاده شد
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 نادر یهاکدون هایخوشه داخلی، معیارهای براساس تحلیل، این در
 با و هااین کدون یتبراساس اهم سپس. ندشد ییشناسا یمختلف

انتخاب و در ساختار  آنها از برخی مهم، ساختاری موقعیتتوجه به 
  .[31]شدندمطالعه  یفرازلوس یمآنز
  

ATG	GAA	ATG	GAA	AAG	GAG	GAG	AAT	GTT	GTA	TAT	GGC	CCT	CAG	CCA	TTC	TAC	CCA	ATT	GAA	AAA	GGA	TCC	GCA	GGA	
ATT	CAG	TTG	
M			E			M			E			K			E			E			N			V			V			Y			G			P			Q			P			F			Y			P			I			E			K			G			S			A			G			I			Q			L	
CAT	AAG	TAC	ATG	CAT	CAA	TAT	GCC	CAA	CTT	GGA	GCA	ATT	GCT	TTT	AGT	AAC	GCC	CTT	ACT	GGA	GTG	GAT	ATT	TCT	
TAC	CAA	GAA	
H			K			Y			M			H			Q			Y			A			Q			L			G			A			I			A			F			S			N			A			L			T			G			V			D			I			S			Y			Q			E	
TAC	TTT	GAT	ATT	TCA	TGT	CGT	TTA	GCT	GAG	GCA	ATG	GAA	AAC	TAT	GGT	ATG	AAA	CCG	GAA	GGA	CGT	ATT	GCT	TTG	
TGC	AGT	GAA	
Y			F			D			I			S			C			R			L			A			E			A			M			E			N			Y			G			M			K			P			E			G			R			I			A			L			C			S			E	
AAT	TGT	GAA	GAA	TTT	TTC	ATC	CCT	GTA	CTT	GCT	GGT	CTT	TAC	ATT	GGG	GTG	GGT	GTT	GCA	CCT	ACT	AAT	GAA	ATT	
TAC	ACT	TTA	
N			C			E			E			F			F			I			P			V			L			A			G			L			Y			I			G			V			G			V			A			P			T			N			E			I			Y			T			L	
CGT	GAA	CTT	AAT	CAC	ACT	TTG	GGC	ATC	GCA	GAA	CCA	ACT	ATT	GTA	TTC	AGC	TCC	AAA	AAA	GGC	TTA	CCT	AAA	GTT	TTA	
GAA	GTG	
R			E			L			N			H			T			L			G			I			A			E			P			T			I			V			F			S			S			K			K			G			L			P			K			V			L			E			V	
CAA	AAA	ACA	GTT	ACA	TGC	ATC	AAA	ACA	ATT	GTT	ATT	TTA	AAT	AGT	AAA	GTA	AAC	TTT	GGA	GGT	TAC	GAT	TGT	GTG	
GAA	ACT	TTT	
Q			K			T			V			T			C			I			K			T			I			V			I			L			N			S			K			V			N			F			G			G			Y			D			C			V			E			T			F	
ATT	AAG	AAA	AAT	GTA	GAA	TTA	GGT	TTT	CAA	CCA	ACT	AGC	TTT	AAA	CCC	ATT	GAT	GTA	AAG	AAC	CGT	AAA	GAA	CAC	
GTT	GCT	TTG	
I			K			K			N			V			E			L			G			F			Q			P			T			S			F			K			P			I			D			V			K			N			R			K			E			H			V			A			L	
ATT	ATG	AAT	TCT	TCT	GGC	TCT	ACT	GGT	TTA	CCT	AAA	GGT	GTA	CAA	ATT	ACA	CAC	GAA	GCT	ACA	GTT	ACA	AGA	TTC	
TCA	CAC	GCT	
I			M			N			S			S			G			S			T			G			L			P			K			G			V			Q			I			T			H			E			A			T			V			T			R			F			S			H			A	
AAG	GAT	CCA	ATT	TAC	GGA	AAC	CAA	GTT	TCA	CCT	GGT	ACT	GCT	ATT	TTA	ACT	GTC	GTT	CCG	TTC	CAT	CAT	GGA	TTT	
GGC	ATG	TTT	
K			D			P			I			Y			G			N			Q			V			S			P			G			T			A			I			L			T			V			V			P			F			H			H			G			F			G			M			F	
ACC	ACT	TTA	GGA	TAC	TTT	GCT	TGT	GGA	TAC	CGT	ATT	GTC	ATG	TTA	ACA	AAA	TTC	GAT	GAA	GAA	ATA	TTT	TTG	AAA	
ACT	ATG	CAA	
T			T			L			G			Y			F			A			C			G			Y			R			I			V			M			L			T			K			F			D			E			E			I			F			L			K			T			M			Q	
GAT	TAC	AAA	TGT	ACC	AGT	GTT	ATT	CTT	GTA	CCA	ACG	TTA	TTT	GGT	ATT	CTC	AAC	AAG	AGT	GAA	TTG	ATC	GAT	AAG	
TTC	GAT	TTA	
D			Y			K			C			T			S			V			I			L			V			P			T			L			F			G			I			L			N			K			S			E			L			I			D			K			F			D			L	
TCT	AAT	CTA	ACT	GAA	ATT	GCT	TCC	GGT	GGA	GCT	CCT	TTG	GCC	AAA	GAA	GTT	GGT	GAA	GCA	GTC	GCT	AGA	AGA	TTT	
AAT	CTA	CCC	
S		N			L			T			E		I			A			S			G			G			A			P			L			A			K			E			V			G			E			A			V			A			R			R			F			N			L			P	
GGT	GTC	CGC	CAG	GGT	TAC	GGA	TTA	ACA	GAA	ACG	ACA	TCT	GCA	TTT	ATT	ATT	ACA	CCA	GAG	GGT	GAT	GAT	AAA	CCT	
GGA	GCA	TCT	
G			V			R			Q			G			Y			G			L			T			E			T			T			S			A			F			I			I			T			P			E			G			D			D			K			P			G			A			S	
GGA	AAA	GTA	GTA	CCC	TTA	TTT	AAA	GTA	AAA	GTT	ATT	GAT	CTT	GAT	ACT	AAA	AAA	ACT	TTG	GGT	GCC	AAC	CGA	CGA	
GGA	GAG	ATT	
G				K			V			V			P			L			F			K			V			K			V			I			D			L			D			T			K			K			T			L			G			A			N			R			R			G			E			I	
TGT	GTA	AAA	GGT	CCC	AGT	CTT	ATG	AAA	GGG	TAC	ATA	AAC	AAT	CCG	GAA	GCA	ACA	AAA	GAA	ATT	ATT	GAT	GAA	GAG	
GGT	TGG	ATG	
C			V			K			G			P			S			L			M			K			G			Y			I			N			N			P			E			A			T			K			E			I			I			D			E			E			G			W			M	
CAC	ACT	GGA	GAT	ATT	GGT	TAT	TAC	GAC	GAA	GAC	GAA	CAT	TTC	TTC	ATT	GTA	GAT	CGT	TTG	AAA	TCA	TTA	ATC	AAA	
TAC	AAA	GGG	
H			T			G			D			I			G			Y			Y			D			E			D			E			H			F			F			I			V			D			R			L			K			S			L			I			K			Y			K			G	
TAC	CAG	GTA	CCA	CCC	GCT	GAA	CTG	GAA	TCA	GTT	CTT	TTG	CAA	CAT	CCA	GAT	ATA	TTT	GAT	GCT	GGT	GTG	GCT	GGT	GTC	
CCC	GAT	
Y			Q			V			P			P			A			E			L			E			S			V			L			L			Q			H			P			D			I			F			D			A			G			V			A			G			V			P			D	
CCT	GAA	GCT	GGT	GAA	CTT	CCA	GGG	GCT	GTA	GTT	GTA	ATG	GAA	AAA	GGA	AAA	ACT	ATG	ACT	GAA	AAG	GAA	ATT	GTG	
GAT	TAT	GTT	
P			E			A			G			E			L			P			G			A			V			V			V			M			E			K			G			K			T			M			T			E			K			E			I			V			D			Y			V	
AAT	AGT	CAA	GTA	GTG	AAC	CAC	AAA	CGT	CTG	CGT	GGT	GGC	GTT	CGT	TTT	GTG	GAT	GAA	GTA	CCT	AAA	GGT	CTA	ACT	
GGT	AAA	ATT	
N			S			Q			V			V			N			H			K			R			L			R			G			G			V			R			F			V			D			E			V			P			K			G			L			T			G			K			I	
GAT	GCT	AAA	GTA	ATT	AGA	GAG	ATT	CTT	AAG	AAA	CCA	CAA	GCC	AAG	ATG	
D		A			K			V			I			R			E			I			L			K			K			P			Q			A			K			M	

آرژنین، ایزولوسین, لوسین و  یدهایاسنوینادر آم یهاکدون تیوضعب)  ؛و قرمز نشان داده شده است یصورت نارنجهنادر ب ارینادر و بس یهاکدون تیوضعالف)  )۱شکل 
  نشان داده شده است. یو نارنج قرمز یهاکه با رنگ maculata	L. فرازیلوس یدر توال پرولین
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	sliding(ب) و  minmax(الف)،  MSSهای دهند که تحلیل این ژن در الگوریتم؛ نتایج نشان میmaculata	L. لوسیفرازهای کدونی نادر در ژن موقعیت خوشه )۱نمودار 

window است. نادر یکدون هایها در ارزیابی خوشهدهنده قابلیت متنوع این الگوریتمکند که نشان(ج) میزان مختلفی از خوشه کدون نادر را محاسبه می  
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  آنزیم -اتصال سوبسترا
از آنزیم، ساختار آنزیم لوسیفر  -برای انجام مطالعه داکینگ سوبسترا

های سازی شد. بهترین مدل از بین مدلمدل I‐TSSARدر سرور 
	0.05‐+0.96تولیدشده با مشخصات  value	 of	 TM‐Score,	

1.76	value	of	overall	C‐score,	and	Exp.	RMSD	of	3.8+‐
زیم لوسیفراز توسط انتخاب شد. خواص فیزیکوشیمیایی آن 2.6

  ).۱آنالیز شد (جدول  ProtParamپایگاه محاسباتی 
	.Lمطالعه و مقایسه مدل لوسیفراز  maculata با ساختار .
	.Pکریستالوگرافی آنزیم لوسیفراز گونه  pyralis	 (1ba3)  نشان

منظور . به[25]های فعال آنها با هم مشابه هستنددهد که جایگاهمی
، مطالعات داکینگ با AMPمطالعه جایگاه اتصال لوسیفرین و 

. مدل [22]انجام شد 1.5.4	Vina	AutoDockافزار استفاده از نرم
عنوان گیرنده و سوبستراهای به maculata	L. یفرازلوسمولکولی 

عنوان یک لیگاند مولکول کوچک مورد ارزیابی به AMPلوسیفرین و 
وجو با توجه به طور که گفته شد، فضای جستانقرار گرفتند. هم

طراحی شد.  (1ba3)	pyralis	P.جایگاه فعال آنزیم لوسیفراز گونه 
های مختلف از مربع نتایج حاصل از داکینگ مولکولی با اندازه

 و لوسیفراز از داکینگ وجو مورد بررسی قرار گرفت. نتایججست
 یدارا لوسیفرین -زلوسیفرا کمپلکس که دهندمی نشان لوسیفرین
ست ا لوسیفرین و آنزیم بین غیرکووالان هایکنشمیاناز  یاشبکه

  ).۲(شکل 
 PDBQTلوسیفرین به فرمت  -در نهایت، کمپلکس آنزیم لوسیفراز

عنوان به AMPعنوان گیرنده در فرآیند داکینگ دوم با تبدیل و به
 AMP -فرینیلوس -یفرازلوس یمآنزلیگاند در نظر گرفته شد. کمپلکس 

نشان داده شده است.  ۳که از نتایج داکینگ به دست آمد، در شکل 
های غیرکووالان مانند کنشای از میانطبق این شکل، شبکه

شود. همچنین کنش هیدروژنی در این کمپلکس مشاهده مییانم
تواند بین این کمپلکس و آنزیم کنش هیدروژنی مییانمچند 

 یدهای مختلف آنزیماسینوآمز با نیکمپلکس تشکیل شود. این 
گریز و واندروالس در لوسیفراز از طریق برخی فعل و انفعالات آب

  تعامل است.
  

 یگاهپا توسط(آنالیزشده  یفرازلوس یمآنز یزیکوشیمیاییمطالعه خواص ف )۱ دولج
  )ProtParam یمحاسبات
  لوسیفراز  هاویژگی  شماره
۱  pH ی تئور  کیزوالکتریا(Theoretical	pI)	۰۲/۶  
  ۸۱/۶۰۴۵۴  وزن مولکولی  ۲
  ۵۴۸  طول توالی  ۳

۴  (Extinction	coefficients	(M‐1	cm‐1at	
260nm)*) یخاموش بیضر  ۳۶۷۹۰-۳۷۲۹۰ 

  ۶۸  دیاسکیو گلوتام دیاسکیمجموع آسپارت  ۵
  ۶۱  نیو آرژن نیزیمجموع ل  ۶
  ۱۶/۳۱  یدار یشاخص ناپا  ۷

	of	average	Grand)ی ز یگرآب نیانگیم  ۸
hydropathicity)	

۱۱۶/۰-  

  ۳۱/۹۰  یدوستشاخص آب  ۹
) ۳۷۲۹۰( نخست حالت درکه  است ینبر ا فرضشود. انجام میدر دو حالت  یخاموش یبضر محاسبه* 

  .هستند احیا حالت در سیستئین دو هر) ۳۶۷۹۰( دومو در حالت  یستینس یلتشک یستئینهر دو س

  
  الف

  
	ب
				

  ج
  

شده الف) نمایش فرآیند داکینگ و اتصال لوسیفرین به لوسیفراز انجام )۲شکل 
(رنگ آبی ساختار آنزیم لوسیفراز و بخش قرمز لوسیفرین را نشان  PyMOLدر 
ای رنگی در صورت خطوط فیروزههای قطبی بهکنشدهد.)؛ ب) نمایش میانمی
ی ناحیه اتصال لوسیفرین به هاکنشیانم؛ ج) نمایش 2.1	LIGPLOTافزار نرم

  دهد.)(بخش سبز لوسیفرین را نشان می PyMOLشده در لوسیفراز انجام



 Lampyroidea maculata ۱۵۱ فرازیلوسنادر ژن  یهاکدون کیوانفورماتیو مطالعه ب یمولکول نگیداکــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                        Volume 11, Issue 2, Spring 2020 

 
	الف

	ب  

   
  ج

 -به کمپلکس لوسیفراز AMPیند داکینگ و اتصال آنمایش فر  الف) )۳شکل 
رنگ آبی ساختار آنزیم لوسیفراز، بخش سبز ( PyMOLشده در لوسیفرین انجام

های کنشب) نمایش میان .)؛دهدرا نشان می AMPبخش قرمز لوسیفرین و 
ج) نمایش  ؛2.1	LIGPLOTافزار ای رنگی در نرمصورت خطوط فیروزهقطبی به

ده شانجام لوسیفرین -به کمپلکس لوسیفراز AMPی ناحیه اتصال هاکنشیانم
  .)دهدسبز لوسیفرین را نشان میو بخش  AMP(بخش قرمز  PyMOLدر 

  یفرازلوس یمنادر در ساختار آنز هایکدون مطالعه
 یمآنز یساختار  یهانادر در مدل هایکدون یناز ا هاییمکان
ادر ن یهادهد که کدونیمطالعه نشان م ین. اشدند یبررس یفرازلوس

ساختار به  ین. ااندهواقع شد یفرازدر مناطق مختلف ساختار لوس
، ۳۳۱، ۲۲۰ هاییتدر موقع یننادر آرژن یهاکدون یهمراه برخ

در  AMPو  یفرینلوس یو سوبستراها ۵۳۸و  ۳۸۹، ۳۸۸، ۳۳۲
 از هاییمکان موقعیت شکل ایندرواقع  .اندشده داده نشان ۴ شکل
 هایکدون. دهدمی نشان یفرازلوس یمآنز در رانادر  یهاکدون ینا

 آنزیم یگرد یدهایاسینوبا آم هیدروژنی هایکنشمیان Argنادر 
 هایاین کدوندر محل  یهاول یبررس و کنندمیبرقرار  یفرازلوس
ر اساختفولدینگ  فرآیند در یداسینوآم یننقش مهم ا دهندهنشان
  است. یمآنز ینا
  

	
 AMPز)، (سب یفرینهمراه با لوس یفرازلوس یمساختار آنز یکشمات یشنما )۴ شکل

	)(زرد آرژنین نادر کدون یداسینو(قرمز) و آم
  

  بحث

وان تحوزه علوم زیستی، از واکنش لوسیفراز و نشر نور میامروزه در 
. [32]برای شناسایی و مشاهده فرآیندهای بیولوژیکی استفاده کرد

ل داخرا از طریق مهندسی ژنتیک به  یفرازلوسژن  توانهمچنین می
برای اهداف بیولوژیک منتقل کرد. در تحقیقات  هاسلول یاو  یزمارگان

 عنوان یک گزارشگر برای ارزیابیمعمولاً به رازلوسیفبیولوژیک، از ژن 
سلولی در  ATP، تشخیص سطح [33]فعالیت رونویسی در سلول
و  [35]، تصویربرداری کامل حیوانی[34]سنجش میزان حیات سلولی

 [36]های حیوانیردیابی تومورزایی و پاسخ تومور به درمان در مدل
. با این حال عوامل محیطی و درمانی ممکن است شودیاستفاده م

در شدت نشر نور ایجادشده در این موارد اختلال ایجاد کنند. علاوه 
داخل سلولی و  pHبر این، شدت سیگنال به عوامل مختلفی مانند 

  .[37]مناسب نیز بستگی داردلوسیفراز تاخورده میزان 
	.L یفرازلوس یانو ب یمولکول فرآیند کلونینگ پیش از این،

maculata یمولکول هایابزار  تاکنوناگرچه  .[7]ه استانجام شد 
ایجاد  coli	E. یدر باکتر  یبنوترک هایپروتئین یانب یبرامختلفی 

 ینپروتئ یاندر ب یدجد سازمشکل یهاچالشیابی ارز اند،شده



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران ی مرتضو یمجتب ۱۵۲
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 ییابارز ینهستند. علاوه بر ا یاتیحبسیار  ،نادر هایکدون همانند
 برای ینپروتئ یدر مهندس ینقش خاصسوبسترا محل اتصال 

مطالعه  یچ. از آنجا که هدارد ینپروتئ یانو بدار هدف زاییجهش
 یهاکدون بررسی جامعی ازدارد، نوجود  یمآنز یناروی  شابهیم

انجام  میآنز ینا ئینیو پروت یدر سازه ژنسوبسترا نادر و محل اتصال 
 یروسو رویمطالعات نوع  ایناز  موفقتجربه  یک پیش از اینشد. 

  .[38]هپاتیت به دست آمده است
 لوژیکیوب کاربردهای یتوان برایرا م یدجد یفرازلوس یمآنز یناگرچه ا

 آن همانند جایگاهنشده حل اتاز موضوع یدر نظر گرفت، اما برخ
 ستی،یبهتر مکانیزم کاتال یابیارز یوجود دارد. براسوبسترا اتصال 
 یمز. آنه استقرار گرفت توجهمورد  داکینگ همانند یکردهااز رو یبرخ
 ینهآم یدهایاسبه کمک  یفرینو لوس ATPاز  گیریبهرهاز با یفر لوس
. نددار فرآیند  یندر امهمی نقش  شود کهمینور  باعث تولید یخاص

 ینا ی،ساختار  یهایتموقعدلیل بهجهش  یدر طراح
 یقاز طر یدنادر با یهاکدون همراه با جایگاه فعال ینواسیدهایآم

 موقعیتراستا  ین. در اارزیابی شوند یوانفورماتیکمطالعه ب
مهم در ژن و  یدهایاسینوآم ینا هایکنشمیان و ساختاری
 یفرازلوس یمساختار آنز مورد مطالعه قرار گرفت. یفرازلوس ینپروتئ

L.	maculata کینشده است و ابتدا لازم است که  یینتاکنون تع 
 افزارهاینرمبه کمک  یمآنز یناز ا یهاول یمدل ساختار 

ار توالی برای این ک شود. یهته یاطلاعات هاییگاهو پا یوانفورماتیکیب
 NCBIاز پایگاه  maculata	Lampyroideaآنزیم لوسیفراز ژن 

سازی این آنزیم مدل model	Swissدر پایگاه اطلاعاتی تهیه و 
  انجام شد.

خوانده و با  بالا یبا فراوان یهاtRNAتوسط  هاکدون، یطور کلبه
 .[39]شود ینترجمه تضم صحت تا شوندمیترجمه  سرعت ینبالاتر

 اندک یفراوان با یهاtRNAنادر توسط  یها، کدونیگراز طرف د
 ییرتغرا متفاوت سرعت ترجمه  یفراوان ینا .شوندیم ترجمه
کنند تا یها مکث میبوزومنادر، ر یهادر ترجمه کدون .[40]دهدمی

tRNA ترجمه  یررا وارد مس یبعد ینهآمیداس ود ونادر فعال ش
و  نادر هایکدون روی که همطالع چندین، یبترت ینبه هم .[41]کند

ه كدادند نشان اند، شده انجام معمولی هایکدون با آنها جایگزینی
 اهآنزیم یتو فعال تاخوردگی، یاندر ب یایژهنادر نقش و یهاكدون
ترجمه ممکن  درمکث  ینا .6]‐42	,8‐[44مختلف دارند هایینو پروتئ
 دییپپتیپل یها یرهاز مناطق از زنج یمستقل برخ خوردگیاست تا
 این در نادر هایکدونها، داده ینا یمنظور بررسبهکند.  ینرا تضم
 پایگاه محاسباتی، شد طور که نشان دادههمان .ندشد یبررس آنزیم

Sherlocc  نینادر در خانواده پروتئ یخوشه کدون شناساییقادر به 
 ATGme یمحاسبات یگاهپا حال ین). با ا۱(جدول نبود  یفرازلوس
 ینا سایی کرد.شنارا نادر  یارکدون بس ۲۴کدون نادر و  ۱۳۱ حدود
آرژنین، لوسین،  نادر یهابه کدون RACC یمحاسبات یگاهدر پا یجنتا

 یتمامه، با سه الگورخلاصه شد. در ادایزولوسین و پرولین 
minmax ،MSS  وsliding	 window یمحاسبات یگاهدر پا 
LaTcOm ،یفرازلوسنادر در ژن  یاز خوشه کدون یمختلف تعداد 

های نادر در ژن این آنزیم تعیین سپس این کدون. شد ییشناسا
ها در ساختار آنزیم مورد مطالعه و ارزیابی شدند و جایگاه این کدون

  قرار گرفت.
، ۳۳۱، ۲۲۰های در ادامه، شش کدون نادر از آرژنین در موقعیت

انتخاب و در ساختار مدل مولکولی آنزیم  ۵۳۸و  ۳۸۹، ۳۸۸، ۳۳۲
لوسیفراز مورد مطالعه قرار گرفتند. تجزیه و تحلیل بیشتر نشان داد 

 کنشینواسیدهای آنزیم میانآمبا سایر  ینآرژنهای که این کدون
این . اند)ها نشان داده نشدهداده( کنندمیی برقرار کووالانسیر غ

ا بهای مختلف آنزیم لوسیفراز را های هیدروژنی، دومینکنشمیان
 گیرگیری آنها ممکن است وقتدارند و درنتیجه شکلمیهم نگه 

های نادر باعث کاهش سرعت تاخوردگی آنزیم در باشد. این کدون
ارزیابی این ادعا شواهد شوند. با این حال، برای ها میاین موقعیت

  تجربی مورد نیاز است.
و  AutoDock	Vinaافزار مطالعات داکینگ مولکولی به کمک نرم

عنوان ماکرومولکول و به maculata	L.مدل مولکولی لوسیفراز 
AMP ساختار [22]شدانجام عنوان لیگاند و لوسیفرین به .

دهد نشان می (1ba3)	pyralis	P.کریستالوگرافی آنزیم لوسیفراز 
 maculata	L.که جایگاه فعال این آنزیم مشابه مدل از لوسیفراز 

است و از این رو داکینگ براساس جایگاه محل اتصال این آنزیم 
 و 2.3.2	PyMOLافزارهای انجام شد و نتایج آن با استفاده از نرم

t	2.1Ligplo ,25]مورد مطالعه قرار گرفتند	بهترین مدل انتخاب  .[45
یدهای آمینه درگیر در اتصال مطالعه و گزارش شد. در ادامه و اس

ها و جایگاه فعال نسبت به هم مطالعه و نتایج موقعیت این کدون
  آن گزارش شد.

و  یفرین، لوسشودمشاهده می ۴و  ۳ هایشکلطور که در همان
AMP یلتشک یفرازلوس یگربا ساختار د یدروژنیه کنشیانم چند 
و جوجست یمختلف فضا یهافرآیند اتصال با اندازه ین. ادهندمی

داخل  در AMPو  یفرینلوس هایاتصال سوبسترا فضایانجام شد. 
 pyralis	P. یفرازلوس یماتصال سوبسترا به آنز فضایمشابه با  یمآنز

وجود  با. [25]شده است انتخاب شد یینآن تع یستالکه ساختار کر
تار به ساخ یهسوبستراها شب یریمحل قرارگ یکل یتموقع ینکها
	.P لوسیفراز یمآنز pyralis ،قابل یدهایاسینوآم اما همه بود 
 یلدلممکن است به امر. نشدند یداپ داکینگ یجدر نتا ینیبیشپ

 -C یهچرخش ناح ینو همچن ینگداک فرآینداز  Mg+2 یون حذف
 pyralis	P. لوسیفراز یمآنز در یوندو کنفورماس یجادا و ترمینال
چرخش ساختار بعد  یلدلبه pyralis	P. لوسیفراز یمآنز در .[46]باشد

 به تنسب یانجام واکنش تا حدود یینها یاز اتصال سوبسترا، فضا
 ینقش مهم Mg+2 یون همچنین. کندمی تغییراتصال  یهاول یفضا

زمان مه ینگبودن داکمشکل یلدلبهاما  دارد، یزوریکاتال یتدر فعال
عه مطال البته. شد حذف داکینگ فرآینداز  یون ینا Mg+2سوبسترا و 
 .شد خواهد انجام Mg+2 یونبا  یدر مطالعات بعد ینگمجدد داک
 ینهآمیدکه شش اس دهندمی نشان اولیه هایبررسی نتایج
 فرینیلوس سوبسترای اتصال جایگاهکدون نادر از  یشده داراانتخاب

شده توسط یجادا هایکنشمیانحال،  یندور هستند. با ا AMPو 



 Lampyroidea maculata ۱۵۳ فرازیلوسنادر ژن  یهاکدون کیوانفورماتیو مطالعه ب یمولکول نگیداکــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ر د احتمالاً  یم،آنز ساختارمختلف  یهااتصال بخش با ها،آرژنین ینا
از  هایکنشیانم یقفعال از طر یگاهجا یژهمناسب و یفضا یجادا

 اتصال روی که یگرید مطالعات .کنندمی یراه دور نقش باز 
 ینال باتص ینشان داد که انرژ  شد انجام لوسیفراز آنزیم و لوسیفرین

 یفرینلوس یناتصال ب یاز انرژ  یشترآزاد ب یفرازلوس یمآنز و یفرینلوس
 این بررسی در بنابراین .[47]است شدهتثبیت یفرازلوس یمو آنز
   مورد نیز را هایافته این یدبا ها،جهش یو طراح هاکنشمیان
افزار به کمک نرم یگر،د یادر مطالعه همچنین. داد قرار توجه

AutoDock	Vina، و  یفرینلوس یسوبستراها یناتصال بAMP  و
 لوسیفراز ساختار کمک به lateralis	Luciola گونه یفرازلوس یمآنز

Luciola	cruciate اتصال جایگاه دهندهنشان نتایج و شد یبررس 
 داد که نشان یگرید مطالعه .[48	,24]بود ساختار دو این در مشابهی
   یمدر آنز DSLCو  PTC124‐AMP یگاندهایل اتصال مدل
 ساختارهای طبق نیز مطالعه این در .[49]مشابه است یفرازلوس

 ییدر اتصال سوبستراها شناسا یمشابه هاییگاهجا شدهکریستال
 جیو نتا اتصال نحوه که دهندمی نشان مطالعات این تمامی. ندشد

	AutoDock ینگداک برنامه Vina دقت مناسب و قابل  دارای
 مهندسی در آنها از استفاده و یشگاهیمطالعات آزما یاعتماد برا
  هستند. پروتئین
 مناسب ساختار تشکیلدر هایی نادر ممکن است نقش یهاکدون
اسب من یهاجهش یبه طراح یازن یبررس یکه برا باشند داشته آنزیم
مطالعه  یبرا هاروش یناز بهتر یکیدارد.  یشگاهیآزما یزهایو آنال
ت. اس یجنتا ینبراساس ا یدجد هایجهش یجادا یفراز،لوس یتفعال
 نقش یککه ممکن است  یدهاییاسینواز آم یمطالعه برخ یندر ا
 ناساییش داشته باشند یا فرآیند تاخوردگی اتصال جایگاهدر  یاتیح
 یوسنسورهایب یتواند در طراحمیحاضر مطالعه  ین. همچنندشد
  مفید واقع شود. یستیعلوم زحوزه در  یدجد
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