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مقدمه 
ــهاي      در سلولهاي يوكاريوت، DNA به يك سري پروتئين
اختصـاصي متصـل اسـت كـه هيسـتون نـاميده ميشـــوند. 
ــه  كمپلكـس هيسـتوني بـا DNA سـاختاري را ميسـازند ك
مجموعاً نوكلئوزم ناميده ميشود(١و ٢). علاوه بر هيستونها، 
ــيز وجـود  در ساختار كروماتين، پروتئينهاي غيرهيستوني ن
ــاكنون بيـش  دارند كه از تنوع بسياري برخوردار هستند و ت
ـــدهاند(٣). ايــن  از ١٠٠ نـوع از ايـن پروتئينـها شناسـايي ش
ــام  پروتئينها اعمال مختلف و متنوعي را در هسته سلول انج
ميدهنـد. آنـاليز الكـتروفورزي نشـان ميدهـد كـه توزيـــع 
ــاتين فعـال و غـير فعـال  پروتئينهاي غير هيستوني در كروم
داراي تفاوتهاي كمي و كيفي است: به نظر ميرسد برخي از  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
پروتئينهاي غيرهيســتوني كرومـاتين در فعـاليت رونويسـي 
ــند(٤). در  ژنها يا تثبيت ساختار كروماتين دخالت داشته باش
سال ١٩٧٣ دستهاي از پروتئنيهاي غيرهيســتوني كـه قـدرت 
حركـت الكـتروفورزي كـم و وزن مولكولـي بـالايي دارنـــد 
توسـط Johns و همكـــارانش از بــافت تيمــوس گوســاله 
جداسـازي شـــدند. ايــن پروتئينــها بــه نــام پروتئينــهاي 
LMG(Low Mobility Group) نـــامگــذاري شــدند. از 

ـــهاي معمولــي  آنجائيكـه پروتئينـهاي LMG در آب و حلال
ــدهاند(٧-٥). از سـوي ديگـر  نامحلول هستند، كمتر مطالعه ش
ـــاتين، در  ايـن پروتئينـها بـه علـت اتصـال سسـت بـا كروم

قدرتهاي يوني پايين از كروماتين جدا ميشوند(١٠-٨). 
 
 

چكيده  
    در سلولهاي يوكاريوت، ماده ژنتيكي(DNA) در اتصال بــا يـك سـري پروتئينـها، سـاختاري بـه نـام نوكلئـوزوم را در
ــها بـه نـام پروتئينـهاي غيرهيسـتوني بـا حركـت الكـتروفورزي پـايين بـه نـام كروماتين ميسازند. دستهاي از اين پروتئين
ــي پروتئينـهاي LMG بـافت كبـد مـوش روي ژل LMG(Low Mobility Group) از كروماتين جداسازي شدهاند. بررس

ــوش بـا پلياكريلاميد SDS حدود ١٠ پروتئين را مشخص ميسازد. در اين تحقيق يكي از پروتئينهاي LMG از بافت كبد م
استفاده از روش الكتروفورز و الكتروالوشن تهيه و برخي از خصوصيات بيوشيميايي و ميانكنش آن با DNA با اســتفاده
ــي قـرار گرفـت. از روشهاي اسپكتروسكوپي و كروماتوگرافي تمايلي سلولز DNA ٢ رشتهاي و تك رشتهاي، مورد بررس
ــي حـدود ١٦٠ كيلـو دالتـون و نقطـه ايزوالكـتريك ٥/٥ دارد. بررسـي نتايج نشان داد كه پروتئين خالص شده، وزن مولكول
ميانكنش LMG با DNA به روش اسپكتروســكوپـي نشـان داد كـه جـذب ٢١٠ و ٢٦٠ نـانومتر DNA ميـانكنش يافتـه بـا
DNA خالص شده تمايل بيشتري بــه LMG پروتئين، افزايش مييابد. مطالعات كروماتوگرافي تمايلــي مشخص ميكند كه
ــب ٢ رشتهاي نسبت به تكرشتهاي دارد. بطور كلي ميتوان چنين گفت كه پروتئين LMG به DNA متصل ميشود و موج
ــوان يـك پروتئيـن تنظيمـي نقشهايـــي را در رونويسـي و بازشدن مولكول DNA در كروماتين ميگردد لذا ميتواند به عن

همانندسازي ايفا نمايد.      
         

كليدواژهها:  ١ – كروماتين   ٢ – پروتئينهاي غيرهيستوني   ٣ – ميانكنش 

اين مقاله خلاصهايست از پايان نامه سودابه فلاح جهت دريافت مدرك دكتري بيوشيمي به راهنمايي خانم دكتر عذرا رباني، سال ١٣٨٠ 
I) استاد گروه بيوشيمي ـ بيوفيزيك، مركز تحقيقات بيوشيمي ـ بيوفيزيك، دانشگاه تهران. 

II) مربي و عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران(*مولف مسؤول)  
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ـــي از اجــزاي      در سـال ١٩٩٠ Wiland و همكـارانش يك
ـــــا اســــتفاده از روش  پروتئينـــهاي غيرهيســـتوني را ب
كروماتوگرافي (Immuno affinity) از كروماتين ســلولهاي 

كبدي موش جدا كردند(١١).  
    بررسي ميانكنش يكــي از ايـن پروتئينـها بـا پروتئينـهاي 
هيستوني با استفاده از روش كراسلينك نشــان ميدهـد كـه 
احتمــالاً ميانكنشهايـــي را بــا برخـــــي از پروتئينـــهاي 
ـــاط  هيسـتوني مـانند H4 ،H3 ،H2A انجـام ميدهـد امـا ارتب
ـــردي در كمپلكســها هنــوز مشــخص  سـاختماني يـا عملك

نيست(١١).  
ــه      در سـال ١٩٩٣ Wiland و همكـارانش نشـان دادنـد ك
برخـــي از پروتئنيـــهاي LMG حـــــاصل از ســــلولهاي 
 DNA كارسينوماي پانكراس نــيز بـا قطعـه بخصوصـي از
ــات ژن آنتـيژن  ميانكنش داده و كمپلكسهاي ويژهاي با قطع

l7-lA تشكيل ميدهند(١٢).  

ـــن پروتئينهـــــا و      تهيـه آنتيبـادي عليـه برخــــي از اي
ميانكنــــش آنـها بـا سـاير پروتئنيـهاي كروماتيـــن بطــور 
سـطحي نشـان ميدهـد كـه ايـن پروتئينـها بســـيار متنــوع 

ميباشند.  
    همچنين گزارشهايي مبني بــر اتصـال ايـن پروتئينـها بـه 
اليگونوكلئوتيدهـاي سـنتز شـده اختصـــاصي نــيز وجــود 

دارد(١١).  
    در اين تحقيق پروتئيــن LMG بـا وزن مولكولـي تقريبـاً 
١٦٠ كيلودالتون، از كروماتين كبــد مـوش جداسـازي شـدو 
 DNA ــا برخي از خصوصيات بيوشيميايي و ميانكنش آن ب

تعيين گرديد.  
 

روش بررسي 
    تمام آزمايشات در دماي ٤ درجه سانتيگراد در حضــور 
Phenyl-Methyl-)PMSF محلـــــول ٠/٥ ميليمـــــــولار

ــهاركننده پروتئـاز انجـام  Sulfunyl-Flouride) به عنوان م

 Sprague ــن مطالعـه از نـوع شد. موش استفاده شده در اي
Dawley با وزن تقريبي ٢٠٠ گرم بود كه از انيستيتو رازي  

خريداري شده بود.  

ــهاي LMG: كرومـاتين از سـلولهاي      جداسازي پروتئين
ــهت جداسـازي كرومـاتين،  كبد موش تهيه شد(١٣و ١٤) كه ج
ــد مـوش خـارج شــــد و بعـد از شستشـوي آن بـا  ابتدا كب
ســرم فيزيولوژي، در بافـــر ٠/٠٧٥ مولار كلريــد سديـــم، 
٠/٠٢٥ مـولار EDTA(٧/٣=PH) بـا دسـتگاه همـوژنـــيزور 

(STI-MODEL-S63c) هموژن گرديد.  
ــــه در ٥٩٠٠ دور،      محلــول حــاصل بــه مــدت ٣٠ دقيق
سانتريفوژ گرديد. محلول رويي جدا شد و رسوب كروماتين 
حاصل حداقل ٣ بار ديگر به روش فوق شستشــو داده شـد. 
رسوب به دست آمده توســط بـافر تريـس ١٠ ميليمـولار و 
ــوژن و بـه مـدت ٣٠  كلريد سديم ٠/٣٥ مولار (٧/٤=PH) هم

دقيقه در ٥٩٠٠ دور سانتريفوژ گرديد.  
ــي ٣      مرحله استخراج ٣ بار تكرار گرديد و محلولهاي روي
مرحلـه، جمـــعآوري و بــه مــدت ١ ســاعت در ٩٠٠٠ دور 
سانتريفوژ شــد. بـه محلـول رويـي رزيـن كربوكسـي متيـل 
سفادكس (٠/٢-٠/١%) شسته شده با بافر، اضافه گرديد و به 
ــدت ٢٠ دقيقـه در  صورت هموژن در آورده شد، سپس به م

٥٩٠٠ دور سانتريفوژ گرديد.  
ــولار،      نمونه به دست آمده در مقابل بافر تريس ٥٠ ميليم
 (PH=٨) ـــولار EDTA ١٠ ميليمــولار، PMSF ٠/٥ ميليم

دياليز شد.  
    كروماتوگرافي: نمونه تهيه شده به وسيله تعويض آنيون 
ـــــانتيمتر  DEAE(DE 52) بــــا ابعــــاد ٢٢/٥×٣/٧ س

كروماتوگرافي گرديد.  
ــا سـرعت ٠/٨ ميليليـتر در      ستون با ٢ برابر حجم بافر ب
دقيقـه شسـته شـد و نمونـههاي ١٠ ميليليـتري جمــعآوري 

گرديد.  
ــان نمكـي از صفـر تـا ٠/١      پس از شستشو با بافر، گرادي
مولار با حجم كلــي ٨٠٠ ميليليـتر بـه سـتون وصـل شـد و 
ـــه در طــول  لولـههاي ١٠ ميليليـتري جمـعآوري گرديـد ك
موجهاي ٢٣٠ و ٢٦٠ نانومتر قرائت و منحني كرومــاتوگـرام 

رسم شد.  
    پيك A حاصل بعد از تغليظ و دياليز در برابر بافر (شــب 
ــا ابعـاد ٢×٠/٨٦ سـانتيمتر  تا صبح) روي ستون سفادكس ب
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قرار گرفت ستون را با بافر شسته و نمونههاي ٣ميليليتري 
با سرعت ٣ ميليليتر در دقيقه جمعآوري گرديد.  

    پس از قرائـت جـــذب نمونــهها در ٢٣٠ و ٢٦٠ نــانومتر 
ــرام رســم شـد. پيكـهاي I و II بطـور  منحنــــي كروماتوگ
ــه سـانتيگراد نگـهداري  جداگانه جمــعآوري و در ٢٠- درج

شد.  
    جداسازي پروتئين LMG كل: نمونههاي پيك I حــاصل 
از ستون ژل فيلتراســيون بعـد از تغليـظ و ديـاليز (شـب تـا 

صبح)، با سولفات آمونيوم ٤٠%، ترسيب يافت.  
ــوط اسـتن ـ اسـيد      رسوب حاصل بعد از شستشو با مخل
ــا  كلريدريك ٠/١ نرمال (١:٦ v/v) و سپس با استن خالص، ب
ــد. غلظـت  خلاء خشك و در ٤- درجه سانتيگراد نگهداري ش
پروتئين به روش لوري (١٥) با استفاده از آلبومين به عنوان 

پروتئين استاندارد مشخص شد.  
ــن LMG بـه روش ژل الكـتروفورز      جداسازي پروتئي
preparative: براي جداسازي از روش الكــتروفورز روي 

ژل صفحهاي اكريلاميد SDS ١٠% لاملي (Laemmli)(١٦) بــا 
ولتاژ ثابت ١٠٠ ولت، استفاده گرديد.  

    تا ٤٠ ميليگرم از پروتئين LMG كل بعد از حل شدن در 
بافر نمونهگــذاري، روي ژل صفحـهاي ١٠% پليآكريـل آميـد 
اـنتيمتر  SDS، با ابعاد ١٧/٥×١٣ سانتيمتر و ضخامت ٠/٥ س

ــرار گرفـت.  به مدت ٣ ساعت در دماي ٤ درجه سانتيگراد ق
ــدا شـد و پـس از  بند پروتئينـــي LMG مورد نظر از ژل ج
هموژن در بــافر تريـس ١٠ ميليمـولار (٨=PH) بـه مـدت ٨ 
ــپس  ساعت در ولتاژ ٨٠ تا ١٠٠ ولت الكتروالوشن گرديد، س

در مقابل بافر دياليز (صبح تا شب) شد.  
    پروتئيــن LMG جــدا شـــــده در دمــاي ٢٠- درجـــه 
سانتيگراد نگهداري شد و غلظت آن با روش لوري مشخص 

گرديد.  
    تعييـن وزن مولكولـي: نمونـه پروتئيــــن LMG جـــدا 
شـــده بـه همـراه پروتئينـــهاي اســتاندارد وزن مولكولــي 
ــد،  (Sigma) روي ژل اكريلاميـــد SDS ١٠% الكتروفورز ش
سـپس منحنـي حركـت رسـم و وزن مولكولــي آن تعييـــن 

گرديد.  

    تعيين اسيد آمينه انتهاي آميني (N-terminal): آنــاليز 
ــي پروتئيـن LMG خـالص شـده بـا  اسيد آمينه انتهاي آمين
استفاده از دنزيل كلرايد به روش كروماتوگرافي ٢ بعدي(١٧) 

انجام شد.  
ــا ٢ روش      ميـانكنش پروتئيـن LMG بـا DNA كـه ب
ــوس  انجام شد: الف ـ روش اسپكتروسكپي: ابتدا DNA تيم
گاوي (شركت سيگما) در غلظت ١ميليگــرم در ميليليـتر در 
بافر تريس ١٠ ميلي مولار (٨=PH) تهيه شد، سپس طيفــهاي 
ــترل و DNA ميـانكنش يافتـه بـا غلظتـهاي  جذبي DNA كن
ــن /DNA در  مختلف پروتئين براي نسبتهاي متفاوت پروتئي
برابر غلظت ثابت DNA (ميليگرم در ميليليتر) بــا اسـتفاده 
از اسپكتروفتومتر شيمادزو مدل ٢٦٠ uv در طول موجــهاي 

٢٦٠-١٩٠ نانومتر ترسيم شد.  
 DNA ــلولز     ب ـ كروماتوگرافي تمايلي سلولزـ DNA: س
 ٢ DNA تك رشته از شركت سيگما خريداري شد و سـلولز
رشتهاي مطابق روش Albert و Herrick تهيه گرديد(١٨). ١ 
ميليليتـــر از پروتئيـــن LMG با غلظــت ٣٠٠ ميكـروگـرم 
ــا ابعـاد ٠/٧×٢/٥ سـانتيمتر قـرار  در ميليليتر روي ستون ب
داده شـد سپــــــس نمونــههاي ١ ميليليــتري حــاصل از 
شستشوي ستون با ٣ برابر حجم از بافر و محلول بافري با 
گراديان نمكي كلريد سديم ٠/٦-٠/١ مولار با حجم كلي ١٠٠ 
سانتيمتر مكعب با سرعت ٤ ميليليتر در سـاعت جمـعآوري 
شد. جذب نمونهها توســط دسـتگاه اسـپكتروفتومتر قرائـت 

گرديد.  
    آناليـــــز پروتئيـــــن LMG حــاصل از شستشــــوي 
سـتونها بعـد از ترسيــب بـا TCA ١٠% (تـري كلرواســتيك 
اسيد) روي ژل پلي اكريلاميد SDS ١٠% مورد مطالعــه قـرار 

گرفت.  
 

نتايج 
    طرح الكتروفورزي پروتئينهاي غيرهيستوني جدا شــده از 
كروماتين سلولهاي كبدي كه در محلول نمكي با قدرت يوني 
ــماره ١ نشـان داده شـده  پايين محلول ميباشند در شكل ش

است.  
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ــا      بطوري كه مشاهده ميشود تعداد زيادي بند روي ژل ب
وزن مولكولي بين ١٠ تا ٢٠٠ كيلو دالتون نمايان است. براي 

خالص كردن از چند روش استفاده گرديد.  
    ابتدا برخي از پروتئينهاي با وزن مولكولي پايين كه تمايل 
ــلولز را دارنـد، از محيـط عمـل  اتصال به كربوكسي متيل س
ــدند و پروتئينـهاي LMG بـه حـالت محلـول بـا  برداشته ش
ــط  غلظت نسبتاً بالايي باقي ماندند كه جهت الكتروفورز توس
ــدند و پـس از آمادهسـازي روي  TCA ١٠% رسوب داده ش

ژل الكتروفورز برده شدند.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 SDS شكل شماره ١- طرح الكتروفورزي ژل ١٠% پلياكريلاميد
 LMG پروتئينهاي

 LMG پروتئينهاي :b .پروتئينهاي با وزن مولكولي استاندارد :a
 

    در مرحلـه بعـدي جداســـازي، پروتئينــهاي LMG روي 
ــرار گرفتنـد،  ستون كروماتوگرافي تعويض آنيون DEAE ق
 (٢a)همان طور كــه منحنـي كرومـاتوگـرام شـكل شـماره ٢
نشان ميدهد نمونهها به صورت ٢ پيــك، A و B از سـتون 
ــههاي پيـك  خارج شدند. با توجه به طرح الكتروفورزي نمون
A و B(شكل شــماره ٢)، مشـخص مـيگـردد كـه پروتئينـهاي 

LMG بطور همزمان از ستون جدا شدهاند.  

ــك      از آنجائيكه اين پروتئينها در ابتداي اتصال گراديان نم
از سـتون خـارج شـدهاند، ميتـوان گفـت كـه بـار كلـي ايــن 
ــيزان بـار منفـي خيلـي  پروتئينها احتمالاً منفي ميباشد اما م
ــدا  زياد نيست. جذب نمونهها با استفاده از سيستم مولتي لان

در چند طول موج اندازهگيري شد.  
    بررسـي جـذب ٢٦٠ نـانومتر نمونـههاي خـارج شـــده از 
ستون نشان ميدهد  كه پيك B مقدار نسبتاً زيادي در ٢٦٠ 
ــن  نـانومتر جـذب دارد. ايـن احتمـال وجـود دارد كـه در حي
جداسازي پروتئينهاي غيرهيستونــي از كروماتين به همـراه 
آنها مقداري اســيدنوكلئيك نـيز جـدا شـده باشــد. بنـابراين 
جهت پرهــيز از آلـودگـي پروتئينـها بـا اسـيدهاي نوكلئيـك، 
نمونههاي پيك A كه در طول موج ٢٦٠ نانومتر جذب جزئي 
دارند، در مرحله بعدي خــالص كـردن مـورد اسـتفاده قـرار 

گرفتند.  
    در مرحله بعــد، جـهت جداسـازي پروتئينـهاي LMG بر 
ــيون  حسـب وزن مولكولـي و انـدازه، از سـتون ژل فيلتراس

(Gel Filtration) استفاده شد.  
 B ــاتوگـرام مربـوط بـه شستشـــوي پيـك     منحني كروم
حاصــل از ستون تعويـــض يون DEAE كه روي ســتون 
ــود رسـم شـد(شـكل  ژل فيلتراسيـــون G-100 قرار گرفته ب

  .(٢b شماره
 TCA ـــب يافتـه بـا     طرح الكتروفورزي نمونههاي ترسيــ
ــد SDS بـه  ١٠% كه از اين مرحله روي ژل ١٠% پلي اكريلامي
ــــد كــه احتمــالاً  دسـت آمـد(شـكل شـماره ٣) نشـان ميدهــ
پروتئينـهاي دسـته LMG بطـور همزمـان از سـتون خـارج 

شدهاند.  
    جهت جداسازي يكي از پروتئينهاي LMG، با اســتفاده از 
ــك II سـتون ژل فيلتراسـيون، بنـد  الكتروفورز نمونههاي پي
ــرده، سـپس  پروتئين LMG مورد نظر را از روي ژل جدا ك
ــراه  وزن مولكولـي پروتئيــــن LMG خـالص شـده بـه هم
پروتئينهاي با وزن مولكولي استاندارد، توســط الكـتروفورز 
ــي  روي ژل ١٠% اكريلاميد SDS(شكل شماره ٤a) و رسم منحن
استاندارد حركت(شكل شــماره ٤b)، ١٦٠ كيلـو دالتـون تخميـن 

زده شد.  
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شكل شماره ٣- طرح الكتروفورزي ژل ١٠% پلياكريلاميد SDS پروتئينهاي 
 ،DEAE قبــل از قرارگرفتــن روي سـتون LMG پروتئينهـاي -a خط .LMG

 -c خـــط ،DEAE بعـد از خـارج شـدن از سـتون LMG پروتئينـهاي -b خـط
پروتئينهاي LMGبعد از خارج شدن از ستون ژل فيلتراسيون 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    طيف جذبي پروتئين LMG خالص شده نشان ميدهد كه 
ــوده و جـذب در  ماكزيمم جذب آن در ٢١٠ تا ٢٣٠ نانومتر ب

٢٨٠ نانومتر بسيار كم ميباشد(شكل شماره ٥).  
 LMG تعييـن اسـيد آمينــــه انتـهاي آميـن پروتئيــــــن    
ـــد آمينـه گليسيــــن را تـأييد  خالـــص شده، حضور اسيــ

كرد.  
ــن پروتئيـن بـا DNA، ابتـدا      جهت بررســـي ميانكنش اي
ــر بـافر،  طيف جذبـــي نمونههاي ميانكنـــش يافتــه در براب
در طـول موجـهاي ١٩٠ تـا ٣٥٠ نـانومتر و سپــــس طيــف 
ــهاي مشابــــه پروتئيـن رسـم  تفاضلـــي آن در برابر غلظت

شد.  
    همـان طـور كـه در شـكل شـماره ٦ مشـاهده ميشـــود، 
پروتئيـن LMG خـالص شـده جـــذب ٢١٠ و ٢٦٠ نــانومتر 
DNA را بالا ميبرد اما اين تغيير جذب، وابســته بـه غلظـت 

ــش  ميباشـد بطـوري كـه در نسـبت غلظـت ١:١ جـذب افزاي
مييابد و در نســبت غلظـت ١:٤ افزايـش بيشـتري مشـاهده 

ميگردد.  
    جهت درك بيشتر تمايل LMG خالص شده به DNA، از 
ـــك رشــتهاي و ٢  كرومـاتوگرافـي تمـايلي سـلولز DNA ت

رشتهاي استفاده شد.  

(  )- جذب نمونهها در ٢٣٠ نانومتر، (  )- جذب نمونهها در ٢٦٠ نانومتر، (---)- جذب نمونهها در ٢١٠ نانومتر 
ــاتوگـرام حـاصل از كرومـاتوگرافـي پروتئيـن LMG روي سـتون B ،DEAE- منحنـي كرومـاتوگـرام حـاصل از شكل شماره ٢- A- منحني كروم

 G-روي ستون ژل فيلتراسيون سفادكس١٠٠ LMG كروماتوگرافي نمونه پروتئين
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 SDS طرح الكتروفورزي ژل ١٠% پلياكريلاميد (A) -شكل شماره ٤
a- پروتئينهاي با وزن مولكولي استاندارد، b- پروتئينهاي دسته 

LMG كل، c- پروتئين LMGخالص شده 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
(B)- منحني حركت پروتئينها با وزن مولكولي استاندارد 

 
 

    بعــد از تثبيـــــت DNA ٢ رشــتهاي روي سلولـــــــز، 
ـــده مسـتقيماً روي هـر دو سـتون قـرار  LMG خالص شــ

گرفت.  
    منحنـــي كروماتوگرام حاصــل از شستشـوي ٢ ســتون 

در ٢ شكـــل (٦a) و (٦b) نشان داده شده است.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

شكل شماره ٥- (A) طيف جذبي پروتئين LMG خالص شده از ژل 
 (PH=٨)در برابر بافر تريس ١٠ ميليمولار

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B)- طيف جذبي DNA ٢ رشتهاي، a- طيف جذبي DNA در برابر بافر تريس، 
c،b- طيف جذبي كمپلكس DNA-LMGدر برابر غلظتهاي به ترتيب ٠/٥ و ٢ 

 LMG ميليمولار
 

 LMG تك رشتهاي، نمونه پروتئين DNA در ستون سلولز
ــتون  بعد از شستشوي ستون با بافر در لولههاي اوليه از س
خارج شد در حــالي كـه در نـوع ٢ رشـتهاي بعـد از اتصـال 
ـــتون  گراديـان دوم نمكـي (٠/٥-٠/٤ مـولار) پروتئيـن از س
خارج گرديد. در نمونههاي خارج شده توســط گراديـان اول 
نمكـي (٠/٤-٠/١ مـولار)، پروتئيـن LMG حضـور نداشــت. 
نسـبت جذبـي ٢٣٠/٢٦٠ نمونـههاي خـارج شـده از هـــر دو 
ستون همان طور كه در شكل شماره ٦ مشاهده ميشود كم 
است كه نشان دهنده خروج بسيار ناچيز DNA از ســتونها 
ميباشد. آنــاليز نمونـههاي پروتئيـن حـاصل از شستشـوي 
ستونها توسط الكتروفورز ژل ١٠% پلي اكريلاميد SDS(شكل 

شماره ٧) طرح يكساني را نشان ميدهد. 
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بحث 
    در سلولهاي يوكاريوتي، DNA همواره در ارتباط با يــك 
سـري پروتئينـها اسـت. ايـن پروتئينـها ممكـن اسـت نقـــش 
ساختاري، تنظيمــي يـا آنزيمـي داشـته باشـند و در تشـكيل 
ــا بازشـدن ٢ رشـته DNA و  ساختمان فشرده كروماتين، ي
ــلولهاي يوكـاريوت از  غيره موثر باشند. بدين جهت ژنوم س
ــت و عوامـل متعـددي در  پيچيدگيهاي خاصي برخوردار اس
كنـترل و تنظيـم فرايندهـاي سـلولي دخـالت دارنـد، يكــي از 
عواملي كه در پي از دست رفتن ساختمان فشرده كروماتين 
ــــه ميشـــود، پروتئينـــهاي  در منطقــه فعــال ژنــوم يافت
غيرهيستوني است(١٩). پروتئينهاي غيرهيستوني كرومــاتين 
ــتند و داراي ويـژگـي بـافتي ميباشـند.  داراي چند گونه هس
ــه توزيـع پروتئينـهاي  آناليــز الكتروفورزي نشان ميدهد ك
غيرهيستوني كرومــاتين فعـال و غيرفعـال داراي تفاوتـهاي 
كمي و كيفي هستند(٢٠). همچنين گزارشهايي وجود دارند كه 
ــد، تغيـير در مقـدار پروتئينـهاي غيرهيسـتوني  نشان ميدهن

ــلولز DNA ٢ رشـتهاي در بـافر تريـس ١٠ ميليمـولار، ٠/١ مـولار شكل شماره ٦- منحني كروماتوگرام حاصل از كروماتوگرافي تمايلي سلولز DNA، (a)- ستون س
-(b) .٠/٦ مـولار (VI) ،٠/٥ مــولار (V) ،٠/٣ ولار، () ٠/٤ مولار (III) ،٠/٢ مولار (II) ،٠/١ مولار (I) .و گراديان مرحلهاي (٠/٦-٠/١) مولار كلريد سديم (PH=٨) كلريد سديم

ستون سلولز DNA تك رشتهاي در بافر تريس ١٠ ميليمولار، كلريد سديم ٠/١ مولار، (   )- جذب نمونهها در ٢١٠ نانومتر، (   )- جذب نمونهها در ٢٦٠ نانومتر.   

ــماره ٧- طـرح ژل الكـتروفورز ١٠% پلياكريلاميـدa ،SDS- پروتئينـهاي شكل ش
LMG خالص جدا شده از ستون كروماتوگرافــي تمـايلي سلولـــز DNA ٢ رشـتهاي،

b- پروتئين LMG كل ترسيب يافته با ١٠TCA%، c- پروتئيــن  خـالص جـدا شـده از

ستون كروماتوگرافي تمايلي سلولز DNA تكرشتهاي  
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كروماتين، منجر به تغيير در فعــاليت رونويسـي ژن در طـي 
تكوين و تمايز ميگردد. در اين ميان خصوصيات و عملكرد 
پروتئينهاي HMG بطور گسترده مطالعه شده است(٢١)، اما 
خصوصيات و نقش پروتئينهاي LMG به علت حلاليت كم و 
هتروژن بودن اين دسته از پروتئينها، مشخص نيست. با اين 
ــن دسـته از پروتئينـها در سـلولهاي  حال حضور گسترده اي
مختلف، مشخص ميسازد كه جهت عملكرد صحيح بــه ايـن 
دسته پروتئينها نياز ميباشد. در اين تحقيق، تهيه و تخليــص 
پروتئينـهاي LMG و آنـاليز آنـــها روي ژل الكــتروفورز و 
ميانكنش يكي از پروتئينهاي LMG با DNA بررســي شـده 
است. با توجه به اطلاعات بسيار كمي كه راجع به اين دسـته 
از پروتئينـهاي غيرهيسـتوني كرومـاتين(LMG) در دســـت 
ميباشد، بين نتايج حاصل از اين مطالعه و آنچه كــه توسـط 
ــاط منطقـي  Godwin و همكارانش(٧) پيشنهاد شده بود ارتب

وجود دارد. متأسفانه پروتئينــهاي LMG نسـبت بـه تجزيـه 
توسط پروتئازهاي آندوژن كروماتين و مجاورت بــا دمـاي 

محيط حساس ميباشــند(٨و ١٠). بسـياري از محققيـن مـانند  
Goodwin و Nicolas نيز حضــور آنزيمـهاي پروتئولتيـك 

ــي و  فعـال را در كرومـاتين تيمـوس گـاوي در شـرايط خنث
ــأييد مينمـايند(٥)، بطـوري كـه  قدرتهاي يوني فيزيولوژيك ت
حتي در حضور مهاركنندههاي پروتئازي مختلف نــيز كـاملاً 
ــذا در ايـن مطالعـه سـعي شـد در تمـام  مهار نخواهند شد. ل
ـــتخراج، تخليــص و ســنجش، از مــهار كننــده  مراحـل اس

پروتئازها استفاده شود.  
ــي      نكته ديگر، حلاليت كم اين پروتئينها در بافرهاي معمول
ــد،  است كه آن را به خاصيت خود تجمعي آنها نسبت ميدهن
ــن مراحـل اسـتخراج آنـها از  براي غلبه بر اين مشكل در حي
ــد  كروماتين، از محلول حاوي پروتئينهاي LMG استفاده ش
ميزان حلاليت اين دسته از پروتئينها در محيط قليايي بيشتر 
ــه بـا  است كه اين امر نشان دهنده حضور كم اسيدهاي آمين
بار مثبت و هيدروفيل ميباشد، لذا ميتوان انتظار داشت كــه 
حضور اسيدهاي آمينه با بــار منفـي محسـوستر باشـد. بـا 
توجه به طيف جذبي پروتئين LMG خالص، ماكزيمم جــذب 
آن در ٢٣٠ و ٢١٠ نـانومتر اسـت در حـالي كـه جــذب ٢٨٠ 

نانومتر بســيار نـاچـيز ميباشــد همچنيـن ميتـوان انتظـار 
ــيار پـايين  داشت كه ميزان اسيدهاي آمينه آروماتيك آن بس
ــد  باشد. استفاده از ژل فيلتراسيون ١٠٠-G نيز نشان ميده
كه اين دسته از پروتئينها با تفاوت در وزن مولكولي همگــي 
ــاصيت  در يك نقطه خارج ميشوند. پس ميتوان آن را به خ
ــهاي  خود تجمعي آنها نسبت داد. به علت ميزان زياد پروتئين
ــالي آنـها را در تنظيـم و بيـان  LMG در سلولها، نقش احتم

ژنها پيشنهاد ميكنند، بر اساس اين مطلب، بررسي ميانكنش 
ــــي ١٦٠  پروتئيــن LMG خــالص شــده بــا وزن مولكول
كيلودالتون ميتواند اطلاعات مفيدي بدهــد. نتـايج حـاصل از 
 DNA بـا LMG ــن اسپكتروسكپي، نشان ميدهد كه پروتئي
ميـانكنش دارد. زيـرا جـذب ٢١٠ و ٢٦٠ نـانومتر كمپلكـــس 
ـــت و  DNA-LMG بيشـتر از جـذب DNA بـا همـان غلظ

ـــها  شــرايط ميباشــد، بطــوري كــه در ايــن طــول موج
هيپركروميسـيتي مشاهـــده مـيگـردد. ايـن افزايـش جــذب 
احتمالاً ناشي از اثر بازكنندگي پروتئين روي DNA است و 
ــن LMG متفـاوت  ميزان اين اثر در غلظتهاي مختلف پروتئي
ــن  ميباشــد. بطـوري كـه بـا افزايـش نسـبت غلظـت پروتئي

/DNA ميزان هيپركروميسيتي افزايش بيشتري مييابد.  

    نتايج كروماتوگرافي تمــايلي نشـان ميدهـد كـه پروتئيـن 
LMG خالص شده براي DNA تك رشتهاي تمايل ضعيفــي 

ــتر  دارد در حـالي كـه تمـايل آن بـه DNA ٢ رشـتهاي بيش
ميباشد زيرا همان طور كه در شكل (٦b) مشاهده ميگردد، 
پروتئين LMG قبل از اتصال گراديان نمكي از ستون خارج 
ميشود در حالي كــه در نـوع ٢ رشـتهاي بعـد از برقـراري 
گراديان دوم (٠/٥-٠/٤ مولار) نمكي كلريد ســديم از سـتون 
خارج شده اســت. بـا اينكـه ايـن نتـايج احتمـال اتصـال ايـن 
پروتئين به DNA را بوضوح نشان ميدهد اما اختصــاصي 
بودن اتصــال را بطـور قطعـي نشـان نخواهـد داد. در سـال 
١٩٩٣ Wiland و همكارانش نيز نشان دادنــد كـه برخـي از 
ــلولهاي كارسـينوماي پـانكراس بـا  LMGهاي حاصل از س

قطعه بخصوصي از DNA ميانكنش ميدهد(١٢).  
    Teny و همكــارانش(٢٢) نشــان دادنــد كــه بعضـــي از 
فسفوپروتئينهاي هســتهاي بـا DNA كمپلكـس ميدهنـد كـه 
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منجـر بـه افزايـش ٩٠-٧٨% فعـاليت رونويـسي مـــيگــردد.     
ــــد مـــوش،  Wiland و همكــارانش در ســال ١٩٩٠ از كب

پروتئيني با وزن مولكولي ١٦٠ كيلودالتون را بــا اسـتفاده از 
ـــازي كردنــد(١١). بــراي  روش Immuno affinity جداس
ــه، نيـاز بـه  دانستن اينكه اين ٢ پروتئين مشابه ميباشند يا ن
بررسي اسيدهاي آمينه آنها دارد. از طرفــي مطالعـهاي روي 
اتصال آن به DNA صورت نگرفته است. مطالعات بيشتري 
ــن پروتئيـن را  در اين زمينه لازم است تا بتوان نقش دقيق اي
ــود. همچنيـن ويـژگـي اتصـال بـه  در كروماتين مشخص نم
ــوص هيسـتونها از  DNA يا ساير تركيبات كروماتين بخص

مواردي است كه بايد مورد بررسي قرار گيرند. از آنجــا كـه 
پروتئينـهاي متصـل شـونده بـه DNA داراي موتيفهـــاي 
خـاص مثـل Zinc finger يــا Leucin Zipper و غــيره 
هسـتند، مطالعـات بيشـتري لازم اسـت كـه نشـان دهـد آيــا 
ــه  پروتئين LMG نيز داراي چنين موتيفهايي هست يا نه ك

بايد در مطالعات بعدي مورد بررسي قرار گيرد.            
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ISOLATION OF A FRACTION OF PROTEIN FROM RAT LIVER AND ITS INTERACTION
WITH DNA

                                                                                                               I                                    II
A. Rabani Chadegani, Ph.D     *S. Falah, Msc  

ABSTRACT
    In eukaryote cells, DNA is complexed with a series of basic proteins making units of chromatin
structure named nucleosomes. In addition, nonhistone proteins with different function are the components
of chromatin. Among these proteins, a group with a low mobility on gel electrophoresis have been
identified and named LMG. In this study a LMG protein with a molecular weigh of 160 kd. Was isolated
from rat liver by preparative gel electrophoresis and electroelution techniques. The interaction of this
protein with DNA was investigated using uv/vis spectroscopy and single and double stranded DNA-
cellulose affinity chromatography. The results show that the binding of purified LMG protein to DNA
increased absorbance of DNA at 210 and 260 nm. The affinity of LMG to double stranded DNA was
higher than single stranded DNA. From the results presented above, it is concluded that LMG is a possibly
regulatory protein in which by its interaction unwinds DNA molecule and may participate in some DNA
functions such as transcription and replication.
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