
خطي طويل در طول خود شامل مناطق حلقوي ابر مارپيچ  DNAمولكولهاي 

  .هستند

 حلقوي ممكن است اين تصور را بوجود آورد كه آنها را نمـي  DNAوجود انتهاهاي آزاد در مولكول هاي     

هاي يوكاريوتي كه با دقت و احتياط جدا شده انـد  باشند ولي با بررسي كروموزوم توانند واجد نواحي ابر مارپيچ      

كه به يك  ) اشكال سنجاق سري    ( نشان داده شده است كه كروماتين آنها از تعدد زيادي نواحي حلقوي متوالي              

متصل  DNAداربست فوق عمدتاً از دو نوع پروتئين كه به    . داربست پروتئيني متصل هستند تشكيل شده است      

موجود در هر يك از اين نواحي حلقوي به طور مستقل به صورت     DNAاز آنجا كه  .  شوند، ساخته شده است    مي

ابر مارپيچ درآمده اند و هر ناحيه تحت فشار موضعي خاص است تصور مي شود كه اتصالات فوق به طريقي مانع             

بررسي كروموزوم هاي بزاقي مگس سركه و حلقـه هـاي    با  . از سرايت چرخش يك ناحيه به نواحي مجاور گردند        

كروموزوم هاي برسي شكل سمندر، معلوم شده است كه هر يك از حلقه هاي فوق در واقع واحد عمـل كننـده                      

د     RNAكروماتين را تشكيل مي دهند و در اثر رونويسي يك يا دو مولكول     . بسيار طويـل را بوجـود مـي آورنـ

توسط پروتئين هاي داربستي تا همين اواخـر  ) به طور مستقل ( گونگي نگهداري حلقه هاي ابر مارپيچ      مسئله چ 

  . تشكيل مي دهدII معلوم شده است كه جزء اصلي داربست را توپوايزومراز  ناشناخته بود، ولي اخيراً

كرومـوزوم حلقـوي    DNA ران عالي بلكهبزودي معلوم شد كه نه تنها كروموزوم هاي خطي طويل جاندا         

 ناحيه حلقـوي  50 كلي باسيل بنحوي به DNAضمناً    . كلي باسيل نيز داراي مناطق حلقوي ابرمارپيچ مي باشد        

طور مـستقل  تقسيم مي شود كه ميزان ابرمارپيچ شدن آنها به   )  ميكرون است    20كه طول هر كدام     ( ابرمارپيچ  

در واقـع   . تا كنون هيچ داربست پروتئيني در كروموزوم هاي باكتري هـا كـشف نـشده اسـت                . كنترل مي شود  



درسلول هايي است كه با احتياط و ملايمت شكسته         II بهترين راه شناسايي آنها جستجوي فعاليت توپوايزومراز      

  .شده اند

  توليد قطعات اختصاصي با آنزيم هاي محدود كننده 

يم هايي كه سبب قطع پيوندهاي فسفو دي استر اسيدهاي نوكلئيك مي شوند به نام نوكلئاز خوانـده                  آنز

داخلي مولكـول را قطـع مـي        آن دسته از نوكلئازها كه پيوندهاي فسفو دي استر واقع در قسمتهاي             . مي شوند 

  اگزونوكلئاز ناميده مي شوند ند انتهايي را قطع مي نماي كنند آندونوكلئاز و گروهي كه پيوندهاي فسفو دي استر

 

  

  نمايش چگونگي عمل آندونوكلئازها و اگزونوكلئازها

  

مدتها تصور مي شد كه آندونوكلئاز ها غير اختصاي عمل مي كنند يعني پيوند بين نوكلئوتيدها را صـرف         

آنـدونوكلئازها  به هر حال ظرف ده سال اخير دسته خاصي از           . نرظر از توالي نوكلئوتيدي اطراف قطع مي نمايند       

ه طـور    . در پروكاريوتها كشف شدند كه تنها توالي نوكلئوتيدي خاصي را قطع مي كنند       اين آندونوكلئازها كـه بـ

تواليهـاي فـوق    . كلي آنزيم هاي محدود كننده خوانده مي شوند معمولاً تواليهاي خاصي را تشخيص مي دهنـد               



وص داراي تقارن دو تايي مي باشند      حول يك محور مخص   







TTCGAA
AAGCTT .   به دليل آنكه چنين تواليهايي در هـر

آنزيم هاي فوق مي توانند در دو زنجيره بريدگي ايجاد          ) البته جهت مخالف يكديگر     ( دو زنجيره يافت مي شوند      

 .كنند 

 

Puورين پ. نقاط تشخيص آنزيم هاي محدود كننده مختلف پيكانها محل قطع پيوند فسفو دي استر را نشان مي دهند   و =

Pyپيريميدين   زنجيره بالايي در سمت چپ قرار دارد′5 در كليه قطعات فوق انتهاي=



ه دو زنجيـره مكمـل                    درDNA ضمناً با توجه به آنكه آنزيم هاي محدود كننده غالباً  به صورت ديمـر بـ

  .جايگاههاي تشخيص متصلم ي شوند به طور همزمان برش انجام مي شود

 بيگانه و عدم تـاثير      DNAكشف آنزيم هاي محدود كننده با شناخت خاصيت آنها در قطع مولكول هاي            

  د به عبارت ديگر هر آنزيم محدود كننده مي توان. خودي شروع شد DNAآنها بر 

.DNA  را از ساير سلولي كه در آن سنتز شده استDNAو ( به نظر مي رسد عمل اصـلي  .  ها تميز دهد

.  بيگانه قبل از قرار گرفتن آن در كروموزوم ميزبان باشـد    DNAاين آنزيم ها، تخريب قطعات      ) شايد تنها عمل    

 بيگانه به سـلول  DNA آنزيم ها كاملاً غير مترقبه بود، زيرا تصور نمي شد كه اولاً ورود مولكول هاي               كشف اين 

پديده عادي باشد و ضمناً آنچنان خطرناك باشد كه سلول هاي ميزبان مجبور شده باشند حربه اي بر عليه آنهـا     

  .ر امان بماننداتخاذ نمايند تا از عواقب ژنتيكي ورود آنها د

ا خـواص     100 نوع سلول پروكاريوت مختلف، بيش از        300تا كنون از بيش از        نوع آنزيم محدود كننده بـ

در حالي كه اكثر سلول هاي پروكاريوتي داراي آنزيم هاي محدود           . آندونوكلئازي اختصاصي استخراج شده است    

شده اسـت        كننده هستند سلول هاي يوكاريوتي فاقد آنها مي باشند و هنوز           اكثـر  .  دليل اين اختلاف شناخته نـ

 نوكلئوتيدي اختصاصي و پاره اي دسته هـاي هـشت نوكلئوتيـدي را              6 تا   4آنزيم هاي محدود كننده گروههاي      

به ( دو زنجيره همواره به طور ممتد نيستند        )  معكوس   –تواليهاي يكسان   ( تواليهاي متقران   . تشخيص مي دهند  

در هر صـورت  . بلكه گاه يك يا چند جفت باز بين آنها قرار مي گيرد   ) طه اي نيست    عبارت ديگر محور تقارن، نق    

در اثر عمل بعضي آنزيم هاي محدود كنننده        . مي باشد ) جايگاه تشخيص   ( محل قطع در همان تواليهاي متقارن       

ه داراي انتهاهاي صاف مي باشند و حال آنكه محل قطع در اكثر آنـزيم هـاي     اي بوجود مي آيد ك    DNAقطعات  

اي مي شود كـه در انتهـاي خـود      DNAمحدود كننده خارج از مركز قرار دارد و همين امر سبب ايجاد قطعات              



  ).شكل  ( داراي نواحي تك رشته اي كوتاهي هستند 

 

  

 محل قطع اكثر آنزيم هاي محدود كننده خارج از مركز تقارن جايگاه تشخيص (a)ننده چگونگي عمل آنزيم هاي محدود ك

در اينجا توالي وجود دارد كه واجد جايگاه تشخيص آنزيم . نتيجه اين امر ايجاد قطعات تك رشته اي كوتاه مي باشد. است

Hind IIIاين آنزيم در محل پيكانها.   استDNAراقطع مي نمايد  .(b) پاره اي از آنزيم هاي محدود كننده مانندHpa I كه در 

حال داراي انتهاي صاف مي DNA را درست در محل تقارن قطع مي كنند و در نتيجه قطعات DNAاينجا نشان داده شده است، 

  .شخيص در مورد   خاكستري شده اندجايگاه ت. باشند

  

ممكن است دو آنزيم مختلف يك جايگاه تشخيص واحد را شناسايي كنند ولي محل قطع آنهـا يكـسان               

 يك   در جايگاههاي تشخيص بيشتر است با اين حال اخيراً C,Gدر حال حاضر ثابت شده است كه ميزان         . نيست

)آنزيم محدود كننده   )IIIAhaشده است كه جايگاه تشخيص آن فاقـد بازهـاي          يافت CG,       بـوده و صـرفاً از

,)(بازهاي   TTTAAAAT    ي بيـشتر          .   تشكيل يافته است در جايگاههـاي    ,GCهنوز معلوم نيست كـه فراوانـ

  .اردتشخيص آيا به دليل محكم بودن پيوند آنها است يا دليل ديگري د

احتمال وجود تصادفي يك جايگاه تشخيص اختصاصي چهارتايي بسيار بيشتر از جايگاههاي شش تـايي         

است، به طوري كه جايگاههاي چهارتايي امكان دارد به ازاء هر چند صد جفت باز آلي يكبار وجود داشته باشند                    



بنابراين هر چه تعداد . لي مي رسددر حالي كه اين احتمال براي جايگاههاي شش تايي به يك در چند جفت باز آ

  براي مثال در . بيشتر  باشد، تعداد قطعات كمتر  و  طول  آنها بيشتر مي شود  تشخيص جايگاه  نوكلئوتيدهاي 

وجود دارد در حـالي      EcoRIتنها يك جايگاه تشخيص براي آنزيم محدود كننده        DNASV40مولكول  

راي آنـزيم      (   مولكول فوق را در پنج ناحيـه قطـع مـي كنـد           IIIHindم  كه آنزي  پـنج جايگـاه تـشخيص بـ

IIIHind   40درSV    است جايگاه تشخيص يك آنزيم در يك      ضمناً ممكن   ).  وجود داردDNA   وجود نداشته

 EcoRIهيچ جايگـاه تشخيـصي بـراي آنـزيم     )  جفت باز دارد  39936كه    ( 7T  فاژ  DNA براي مثال . باشد

  .ندارد

  EcoRI و آنزيم DNA ايجاد خميدگي در كمپلكس

 از طريـق كريـستالوگرافي اشـعه ايكـس       DNAده بـه    اولين بار چگونگي اتصال يك آنزيم محدود كنن       

ــزيم   ــه آن ــوالي   DNA وEcoRIمجموع ــا ت  قطعــه اي ب
CGCAGCGCTTAAG
GCGTCGCGAATTC   كــه داراي تــوالي

پايدار است ولي در     2Mg+در  فقدان يون    EcoRIDNAمجموعه آنزيم .  معلوم شد   بود، GAATTCتشخيص

           .  آنزيم سوبستراي خويش را هيدروليز كرده از آن جدا مي شوند2Mg+حضور

مي خورند و با بازهاي موجود در  بخوبي به دور مارپيچ مضاعف تاب EcoRIدو رشته پلي پپتيدي آنزيم 

شكل . شيار بزرگتر اتصالات محكمي برقرار مي سازند ولي هيچ اتصالي با شيار كوچكتر بوجود نمي آورند

به . تفاوت استم DNAمولكول ,BAدر محلي كه با آنزيم در تماس است با اشكال كلاسيك  DNAفضايي 

هر قطعه از سه نوكلئوتيد ( عبارت ديگر انحرافات فوق در سه خميدگي شديد كه سبب جدا شدن چهار قطعه 

، خميدگي اول و سوم همشكل مي DNAبه دليل تقارن توالي . شده اند متمركز شده است) تشكيل شده است 



 دارند ولي A، شكل فضايي شبه  DNA دو ناحيه همشكل انتهايي.باشند ولي با خميدگي مركزي تفاوت دارند

DNABداراي آرايش ) مياني ( قسمت مركزي  خميدگيهاي انتهايي مسئول شكل حد واسطي . مي باشد −

DNABخميدگي مركزي موجود در قطعه . ي سازد را از يكديگر جدا م,ABهستند كه اشكال  سبب باز −

موجب وسيع شدن  DNA درجه اي 12 درجه مي شود و يك خميدگي 25شدن تاب مارپيچ مضاعف به اندازه 

  ).شكل(  .فراهم مي سازد) شيار بزرگتر (  به آن را EcoRIشيار بزرگتر مي گردد، امكان دسترسي

 

 

Bاتصال DNA− به آنزيم EcoRI پيكان محكم خميدگي مركزي در ناحيه اتصال آنزيمEcoRI به B DNA− را نشان 

از مي كند و خميدگي بوجود مي آيد كه باعث وسيعتر شدن شيار بزرگ مي  درجه  ب25 را DNAخميدگي مركزي دو رشته. مي دهد

  .گردد

  

اين ساختمان كاملاً با ساختمان همين توالي در عدم حضور آنزيم فوق متفاوت مي باشد، خصوصاً 

           .تنها به مدت بسيار كوتاهي وجود داردEcoRIخميدگي مركزي احتمالاً در عدم حضور آنزيم 



 


