
   DNAروشهاي مهم شناسايي جايگاههاي اتصال در

شناسايي كرد؟ اولين اقدام DNAپروتئين مانند جايگاه اپراتور را درتوان جايگاه اتصال يك  چگونه مي

 اتصال اختصاصي سدكننده به آنهـا از       بود كه در اثر    DNAدر اين زمينه جداسازي و تعيين توالي قطعاتي از          

امروزه با ساخت و تعيين توالي قطعاتي  . هاي نوكلئاز در امان مانده بودند ولي اين روش طولاني بود          آنزيمحمله  

توان با سـرعت بيـشتري جايگاههـاي اتـصال            اند مي   مدهآهاي محدودكننده بوجود      كه در اثر آنزيم   DNAاز  

متيل، آمـين   (DNAتوان نشان داد كه دقيقاً چه گروههاي شيميايي   همچنين مي . ا را شناسايي كرد   ه  پروتئين

  .يابند با يك پروتئين تماس مي) يا فسفات

وجود دارد بـر ايـن روش حـاكم          DNA نچه در روش شيميايي تعيين توالي     يك اصل اساسي مشابه آ    

تنها در انتهاي يك رشته آن با يك اتم راديواكتيو نشاندار شود جايگاه هر برشي     DNAاي  ه قطعه چنانچ: است

تـوان بـسادگي بـا     اندازه يك قطعه را نيز مـي . توان از روي اندازه قطعه نشاندار حاصل تعيين كرد          در آنرا مي  

نامگـذاري ايـن روش پـس از روش         (ردپـا   در روش   . اكريلاميد معين نمـود     استفاده از الكتروفورز در ژل پلي     

جايگاه اتصال با تعيين توالي     ) شود صورت گرفته است     نگاري  كه با استفاده از كروماتوگرافي انجام مي          انگشت

 .) 1شكل(گردد  كه در اثر اتصال پروتئين از حمله نوكلئازها در امان مانده است، مشخص ميDNAاي از قطعه



  
 

)روش ردپا:  1شكل )Footprinting براي شناسايي جايگاههاي اتصال پروتئين در DNA.( )a چگونگي تعيين جايگاه 

در اين روش . گيرد يايي و ردپا مورد استفاده قرار مي واحد براي تعيين توالي شيمDNA غالباً يك قطعهDNAاتصال پروتئين به 

). جايگاه دقيق اتصال با استفاده از محلهايي كه بوسيله يك نوكلئاز بريده شده است، تعيين مي گردد )b عكس يك ردپاي واقعي  

تدا توالي نوارهاي الكتروفورز شده بطور كاملاً دقيقي اب. دهد نرا نشان ميآكه جايگاه اتصال سدكننده لاكتوز به اپراتور مربوط به 

 نوكلئاز در آنزيمشوند بطوريكه هر باندي كه راديواكتيو وجود داشته باشد نشانه وجود برشي است كه  كنار هم قرار داده مي

اقع رشته فوق رشته پاييني اي است كه در  نوكلئوتيد است و در و48طول قطعه فوق .  مورد آزمايش ايجاد كرده استDNAقطعه

  . نشان داده شده است 2شكل

  

  



  2شكل

 
در قسمت ). Iنوكلئوتيد شماره(  مربوط به آن mRNAتوالي اپراتور لاكتوز و ارتباط آن با نقطه شروع رونويسي:  2شكل

  بوجود آيند، باعث اتصال DNAر پايين آن انواع تغييراتي كه چنانچه در جفت بازهاي بالا گونه وحشي نشان داده شده است و د

پيكانهاي افقي بازهايي را .  است11مركز تقارن قطعه فوق نوكلئوتيد شماره . اند شود، مشخص شده ضعيف سدكننده لاكتوز مي

  .دنشان مي دهند كه در دو طرف مركز تقارن مشابه هستن

 

 روش ديگري كه تاحدي به روش بالا شبيه است اين است كه با اتصال يك پروتئين به جايگاه اتـصال،       

رش در اسـكلت              واكنش  DNAپذيري بازهاي آن جايگاه نسبت به معرفهاي اختـصاصي كـه باعـث ايجـاد بـ

توان تعيـين   وق را مي فDNAميايي توالي رود و بدين ترتيب از طريق روش استاندارد شي    شوند از بين مي     مي

  .نمود

ــرح     ــدام ط ــه ك ــشان داد ك ــوان ن ــي ت ــومي م ــه اول بكمــك روش س ــف دو مرحل ــا تعيــين ردي ب

يميايي يك تغيير شDNAبطور متوسط در هر. لازم است تا پروتئين بتواند به آن متصل شود   DNAساختماني

اگر وجود يـك تغييـر دريـك جايگـاه     . شوند  پروتئين جدا مي−DNAهاي  شود و سپس كمپلكس     ايجاد مي 

جدا شده از كمپلكس فوق داراي گروه   DNAدهد كه    نشود اين نشان مي    DNAخاص مانع اتصال پروتئين به      

از . اي است و با روشهاي شيميايي امكان قطع در جايگاه تغيير يافتـه فـوق وجـود دارد                   افتهشيميايي تغيير ي  



انـد     هايي كـه در ايـن جايگـاه تغييـر يافتـه            DNAيگاه اتصال بلوكه شده باشد كليه     طرف ديگر چنانچه جا   

ات جدا شده با روشـهاي شـيميايي        توانند با پروتئين اختصاصي خود كمپلكس ايجاد كنند در نتيجه قطع            نمي

توان دريافت كه كدام قسمت يك پـروتئين بـا     با كمك اين سه روش مي     . شوند  بعدي در اين جايگاه قطع نمي     

  .يابند  فسفات بطور اختصاصي تماس مي–بازها يا گروههاي فسفات اسكلت قند 

  ساختمان اپراتورها

. اند  ز روشهاي ردپا و محافظت شيميايي شناخته شده       امروزه ساختمان بسياري از اپراتورها با استفاده ا       

.  اسـت   هايي كه اتصال سـدكننده بـه آنهـا تغييـر يافتـه              يافته   اپراتور جهش  DNAهمچنين با بررسي توالي   

مهمترين ويژگي اپراتورهـا وجـود يـك تكـرار     .اطلاعات خوبي در مورد ساختمان اپراتورها بدست آمده است       

 جفت باز موجـود در قطعـه اپراتـور          24 براي مثال از     .دهد  ر آنها است كه به آنها شكل متقارني مي        معكوس د 

 نوكلئوتيد در 16 )اند فوق پس از اتصال به سدكننده تعيين توالي شده  DNAكه بعد از هضم نوكلئازي    (لاكتوز  

هنگامي كـه  ).  2شكل( است 11ن نوكلئوتيد شماره  مركز تقار.اند دو طرف يك محور تقارن دوتايي واقع شده       

تواند امكان اتصال دو زيرواحد يك رپرسور         تواليهاي اپراتور تعيين شدند مشخص گرديد كه چنين تقارني مي         

ه شد عدم تقارن دقيق فوق شايد اين باشد كه تمـامي جفـت           ابتدا گفت  .مر را بطور همزمان بوجود آورد       مولتي

تحقيقـات بعـدي نـشان داد كـه در          . شوند  بازهاي موجود در يك طرف خاص اپراتور به سدكننده متصل نمي          

با بررسي اپراتورهاي جهش يافته   . كنند   اسيدنوكلئيك تنها جفت بازهاي متقارن شركت مي       –واكنش پروتئين   

غيير بازهاي اين ناحيه كه باعث كاهش قدرت اتصال سدكننده به اپراتور شـود ممكـن   معلوم شد كه هر گونه ت  

  .است در نواحي متقارن يا نامتقارن رخ دهند



  نحوه اتصال سدكننده به اپراتورها

اند سـاختمان سـه بعـدي و چگـونگي اتـصال              توانستهX اخيراً با استفاده از كريستالوگرافي با اشعه      

ها بمقـدار زيـاد از    اين پروتئين. شوند را تعيين كنيد  متصل مي DNAچندين پروتئين كه بطور اختصاصي به       

ام بـرد       تـوان از سـدكننده      ها مي   از جمله اين پروتئين   . شوند  طريق مهندسي ژنتيك ساخته مي     اولـين  . هـا نـ

و سـدكننده   Croهـاي   بود و سپس بتدريج ساختمان پـروتئين      CAPپروتئيني كه ساختمان آن تعيين شد       

همانگونـه كـه متخصـصين      . شـناخته شـد   ) يكي از بستگان نزديك فاژ لامبـدا       (434لامبدا و سدكننده فاژ     

ري است كـه از دو زنجيـره   شود ديم  متصل ميDNAكريستالوگرافي انتظار داشتند قسمتي از پروتئين كه به 

ا تقـارن دوتـايي               پلي پپتيدي كروي تشكيل شده است و در دو جهت مخالف هم در فضا قرار گرفته، شكلي بـ

براي مثال در مورد سدكننده لامبدا انتهاي . باشد كاملاً متناسب ميDNAآورد كه با جايگاه اتصال در     د مي پدي

 ). a3شـكل (شـود   يابد كه دومن  فوق به نيمي از اپراتور متـصل مـي      تاخوردگي مي آمين هر زنجيره آنچنان     

يابند دو مارپيچ آلفاي كوتاه مجاور هم بوده كه در محل اتصال هـر          تماس مي DNAمهمترين قسمتهايي كه با     

)3(ختمان سـدكننده لامبـدا در شـكل        سـا   در 3 و   2هـاي شـماره       مـارپيچ . انـد   مونومر واقع شـده    b    و در  

)3(و سدكننده لامبدا در شكل     ,CAPCroهاي  پروتئين c   در مـورد سـدكننده لامبـدا       . انـد   نشان داده شده

 انگستروم يعني يك 34ازه  از سطح پروتئين بيرون زده است و با مشابه خود در زيرواحد ديگر به اند         3مارپيچ

DNABدور مارپيچ اي   در شيار بزرگتر بگونه3شود كه مارپيچ  سازي فوق گفته مي بكمك مدل. فاصله دارد −

 DNA هر مونومر با يك نيمه اپراتور، ديمر سـدكننده بـه يـك طـرف    3هاي   گيرد كه با تماس مارپيچ      قرار مي 

 ). 3شكل(شود  متصل مي



 

 



): 3شكل )aهاي انتهاي آمين كه  در اين شكل دومن.  طرحي از ساختمان سدكننده لامبدا كه به اپراتور متصل شده است

)اند  هاي انتهاي كربوكسيل نشان داده شده شوند و دومن   متصل ميDNAبه  )bگي قرار گرفتن دو مونومر سدكننده لامبدا  چگون

پپتيدي  دو زنجيره پلي. پپتيدي در سطح اتصال اپراتور نشان داده شده است در شكل بالايي قسمتي از هر زنجيره پلي. در اپراتور

هاي آلفا بوسيله  يچمارپ. هاي آلفا هستند دهنده مارپيچ ها نشان استوانه. اند بطور متقارن بر روي دو نيمه اپراتور قرار گرفته

 است و به مارپيچ    قرار گرفتهDNAپپتيد پشت  انتهاي آمين پلي. اند تري دارند بيكديگر وصل شده قسمتهايي كه آرايش نامنظم

يابد نشان داده   كه با سدكننده تماس ميDNAدر شكل پاييني بازها و قسمتهايي از اسكلت فسفاتي  . شود  متصل ميIشماره 

)). با استفاده از روش حمايت شيميايي(  است  شده )cساختمان سه پروتئين تنظيم كنندهDNAهاي   در هر سه پروتئين، هليكس

، B  نوع DNA آنگستروم يعني طول يك دور مارپيچ 34به اندازه ) شود  خوانده ميF مارپيچ CAPكه در پروتئين  (3شماره 

  .از هم فاصله دارند

  

شـود مربـوط بـه پيونـدهاي       قسمت اعظم تماسهايي كه باعث تشخيص اختصاصي اپراتور لامبدا مـي         

 3هاي جانبي اسـيدهاي آمينـه مـارپيچ      بازهاي موجود در شيارهاي بزرگتر و زنجيره     فتهيدروژني بين لبه ج   

 ). 4شكل(باشد  مي

  
 

 و دو 188 و ليزين 181گلوتاميك . CAPهاي جانبي دو اسيدآمينه در پروتئين  پيوندهاي هيدروژني بين زنجيره:  4شكل

  .اند  در اينجا نشان داده شدهCAPجفت باز موجود در جايگاه اتصال



هايي كه سبب تغيير اسـيدهاي آمينـه در دو مـارپيچ      در تاييد مدل فوق بايد تذكر داد كه اكثر جهش       

اخيراً با كمـك اشـعه ايكـس    . گذارند شوند بر قدرت اتصال سدكننده لامبدا به اپراتور اثر مي   آلفاي مجاور مي  

 بـوده اسـت     434 به قطعه اوليگونوكلئوتيدي صناعي كه حاوي توالي اپراتـور           434ژ  نحوه اتصال سدكننده فا   

  .صحت مدل فوق بطور مستقيم باثبات رسيد

مينه و ساختمان واقعي دو مارپيچ آلفاي مهم ايـن  اطلاعاتي در مورد توالي اسيدهاي آ    امروزه با داشتن    

يش از ده   . توان دريافت ي فوق را مي   ها، رابطه اسيدهاي آمينه يك پروتئين و ساختمانها         پروتئين با بررسـي بـ

شوند نشان داده شده است كه دو مارپيچ آلفاي فوق در كليـه جايگاههـاي                متصل مي  DNAپروتئيني كه به    

كشف موتيـف   . شوند وجود دارد     متصل مي  DNAاي كه به تواليهاي خاصي از         كننده  هاي تنظيم   فعال پروتئين 

هاي تنظـيم كننـده بزرگتـرين پيـشرفت در زمينـه درك اسـاس         مارپيچ موجود در پروتئين– دور –مارپيچ  

  .شود ساختماني تنظيم ژنتيكي محسوب مي

  
  

 


