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 دهيچک
اين پروتئين در   . دارد به عهده  DNA شکستگی مولکول    در موارد  در کنترل چرخه سلولی      اساسينقش   )٢Chk(پروتئين كنترل كننده چرخه سلولي       :نه و اهداف  يزم

 ٢G باعث توقف چرخه سلولی در فاز        ٢Chkپروتئين فعال شده    .  مي شود   فعال و فسفريله    توسط يكسري از پروتئين هاي ديگر         DNAصورت بروز شكستگي در مولكول      
آگاهی از  .  مي شود  ١مرگ برنامه ريزي شده سلولي    شروع  و در مواردی باعث      DNA باعث فعال شدن سيستم ترميم         هاي ديگر  همراه پروتئين ه  اين پروتئين ب  . شود مي

ت يز اهم يطور مستقيم يا غيرمستقيم دخالت دارند، حا      ه   ب  و فرآيند هاي مذكور     و به نحوی در کنترل چرخه سلولی       مي دهند هايی که با اين پروتئين کنش نشان         پروتئين
 .تم هاي فوق الذكر وقوع بيماريهايي نظير سرطان مي شود نقص و جهش در هريك از اين پروتئين ها منجر به نقص در سيس.است

استخراج  cDNAبانک  . مورد بررسي قرار گرفتند   دهند،   کنش نشان مي   ٢Chkهايی که با پروتئين      پروتئينسيستم هيبريداسيون مخمري    با استفاده از     :روش بررسی 
 .عنوان طعمه مورد استفاده قرار گرفته بانساني  ٢Chkکد کننده پروتئين   cDNAکد کننده پروتئين و  cDNAعنوان منبع ه بانسان شده از ناف نوزاد 

 .ييد کامل قرار گرفتأ مورد تمذكورکنش بعد از چندين بار تکرار در سيستم ن اي. در سيتسم مخمری کنش قوی نشان داد ٢Chkبا پروتئين  A٢PPپروتئين : يافته ها
قات يمستلزم تحق اثبات اين دخالت    .  را نشان مي دهد    ن در بروز سرطان   ين پروتئ يامستقيم يا غير مستقيم     دخالت   ٢Chkن  يبا پروتئ  A٢PPن  يکنش پروتئ  :نتيجه گيری 

 .در سرطان هاي نوع خانوادگي است A٢PP بر روي توالي ژني كد كننده شتريب
 

 سيستم هيبريداسيون مخمري،  A٢PP، سرطان، چرخه سلولی،  ٢Chk :د واژه هايکل
 

 مقدمه
شباهت سلولهای طبيعی به  ي متعدديلهای سرطانی از جنبه ها    سلو

در اين سلولها معمولاً يک يا چند عملکرد اساسی سلولی از               . دارند
 به چهار   به طور عموم  اين عملکردها   . شود کنترل طبيعی خارج مي    

و DNA تمايز سلولی، سيستم ترميم      فرآيندچرخه سلولی،   فرآيند  طبقه  
 ).١(تقسيم مي شوند  شده سلوليمرگ برنامه ريزي فرآيند

در آنها  توان کنترل و بازدارندگی     بنا به دلايل مختلف     هايی که    بافت
 داخلی و    عوامل .ي مي شوند   چرخه سلولی مختل شده باشد سرطان        

 عواملاز  .  چرخه سلولی نقش دارند     كنترل فرآيند  در   متعدديخارجی  
توان به  رند مي عهده دا ه  خارجی که نقش مهمی در کنترل چرخه سلولی ب        

 رشد، دانسيته سلولی و مواد غذايی موجود برای رشد و نمو                  عوامل
ها تأثير مي    CDK٢طرق مختلف بر روی   ه   ب عواملاين  . كردسلولها اشاره   

بر روی چرخه سلولی اعمال     كنند و اثر تحريکي يا بازدارندگی خود را          
سلولی ها برای کنترل چرخه       CDKبنابراين کنترل فعاليت     . می نمايند 

پذيرد اين کنترل در سطوح و مراحل مختلف صورت مي          . ضرورت دارد 
نظير فسفريله و    ها، تنظيم بعد از ترجمه    CDKز  که عبارتند از کنترل سنت     

 ).١(اه  سرعت تجزيه اين پروتئين،دفسفريله شدن و در نهايت
چرخه سلولی در سلولهای طبيعی به محض بروز شکستگی در             

دمه ديده  ص DNA کامل   ممير و تا ت    شود ميمتوقف   DNAرشته های   
در مواردی  . شود  بعدی چرخه داده نمي    مرحلهاجازه ادامه و ورود به      

در کروموزوم و عدم امکان ترميم      فاحش بودن نوع شكستگي     دليل  ه  ب

 نام مرگ برنامه ريزی شده سلولی       ه   ديگری ب  فرآيندسلول وارد   آن،  
 ).٢(مي شود

تا  DNA  مولكول شکستگی درقوعوهای متعددی از زمان  پروتئين
و در   DNAتوقف کامل چرخه سلولی و ترميم مولکول صدمه ديده            

. صورت ترميم کامل آن، شروع دوباره چرخه دخالت فعال دارند               
 ولی به اختصار     استها بسيار پيچيده      مکانيسم عملکرد اين پروتئين    

 . توضيح داده مي شود
ها از   ری پروتئين يکس DNA شکستگی در مولکول     بروزبه محض   
 اين  .مي كنند  ارسالو سيگنال لازم را      Radهای خانواده    جمله پروتئين 

منتقل و   ATM٣های مختلف به پروتئين      سيگنال با استفاده از پروتئين    
 ATM پروتئين تحريک يافته      ).٣(مي شود باعث تحريک اين پروتئين      

  ٥٣P،  )٤( ١BRCAهای مختلف از جمله      بور را به پروتئين   زسيگنال م 
 ،ها به محض دريافت سيگنال  اين پروتئين . سازد منتقل مي  ٢Chk و   )٥(

با توقف چرخه   . مي سازند  همديگر چرخه سلولی را متوقف       به كمك 
فعال توسط يكسري پروتئين هاي ديگر        DNAسيستم ترميم   سلولي،  

 در  که شکستگی ي  در صورت . آسيب ديده ترميم شود    DNAمي شود تا    
  آپوپتوز در سلول فعال       فرآيندد،   باش ابل ترميم غيرق DNAمولكول  

بدين .  شود  تا سلول صدمه ديده از چرخه سلولی حذف            شود مي
به  DNAصورت فرآيند هاي مذكور مانع انتقال مولكول صدمه ديده            

جهش در هريك از پروتئين هاي        . مي شود سلولی  نسل هاي آينده     

1. Apoptosis 3. Ataxia Telangiectasia Mutated 
2. Cyclin Dependent Kinase  
 



  

 ددی نظير سرطان   ه بروز بيماريهای متع    دخيل اين فرآيند ها منجر ب       
 در اكثر سرطان هاي سينه       ١BRCAميگردد؛ براي مثال، جهش در ژن        

 درصد  ٥٠مشاهدات بيانگر اين بوده كه در       ). ٤(در زنان ديده مي شود    
متحمل جهش شده    ٥٣Pاز انواع مختلف سرطانهاي مطالعه شده، ژن          

 ).٥(است
به  ATMجاد شده از    ي سيگنال ا  DNAبه محض بروز شکستگی در      

٢Chk          و فعال شدن آن مي     منتقل و منجر به فسفريله شدن اين پروتئين
 سيگنال دريافتی را به        خود نيز ٢Chk پروتئين تحريک يافته       .شود

  انتقال فرآيند نهايی . انتقال مي دهد   C٢٥Cdc های ديگر نظير   پروتئين
 ).٦(است ٢Gها توقف چرخه سلولی در فاز  اين سيگنال

 ٢Chkهايی که با پروتئين       پروتئين جهت پيدا کردن  در اين تحقيق    
ر به  ين مس يها از ا    و در انتقال سيگنال    و كنش مستقيم هستند   در ارتباط   

 استفاده  سيستم هيبريداسيون مخمري  انحاء مختلف دخالت دارند از        
 . شد

 
 ها و روش دموا

ح داده  يمخمری مطابق روشی که قبلاً توض       هيبريداسيون  ستم  يس
ش مورد  ين آزما يدر ا  ١٠٩AHر نوع     مخم ).٧(ترفي صورت پذ   ،شد

از پروتئين   cDNAبراي استفاده از اين سيستم ابتدا        . استفاده قرار گرفت  
هدف كه به عنوان طعمه از آن ذكر مي شود، در محيط آزمايشگاهي تهيه              

از پلاسميدي كه حاوي     ٢Chkكد كننده    cDNAبراي دستيابي به    . شد
cDNA        اه براي اهداف ديگر تهيه شده      مورد نظر بود و قبلاً در آزمايشگ

با استفاده از دو آنزيم با اثر محدود از             cDNAاين  . بود، استفاده شد  
حاصل از اين روش     DNAقطعه  . پلاسميد ناقل خود قطع و جدا گرديد      

با استفاده از آنزيم ليگاز      DNAسپس اين قطعه از     . تلخيص و استفاده شد   
. اسيون مخمري متصل گرديد   به پلاسميد مورد نياز براي سيستم هيبريد       

 cDNAشود   حاوي پروموتوري است كه باعث مي      ٢PASاين پلاسميد   
وارد شده،   cDNAدر انتهاي ديگر     . داخل شده در پلاسميد بيان شود      

در روي پلاسميد تعبيه شده بود كه كاملاً چسبيده به            DNAقطعه اي از    
نيز  DNA از   ، اين قطعه  cDNA به هنگام بيان       بنابراين. بود cDNAاين  

بيان مي شود و پروتئيني را كد ميكند كه به پروتئين كد شده توسط                   
cDNA    اين پروتئين چسبيده قسمتي از پروتئين      . چسبيده باقي مي ماند 

٤GAL   ٤لازم به ذكر است كه پروتئين كامل        . دهد را تشكيل ميGAL  در
 مخمر مذكور باعث بيان ژن هاي خاص ديگر به نام ژن هاي ماركر                  

بعد از  . ي شود ولي اين پروتئين توانايي بيان ژن هاي ماركر را ندارد              م
تمامي مخمرها توسط اين پلاسميد تغيير         ٢PAS-٢Chkتهيه پلاسميد   

 . شكل يافتند
 ابتدا اين مخمرها در محيط       ١٠٩AHبراي تغيير شكل مخمرهاي      

 درجه سانتيگراد كشت و تكثير       ٣٥در دماي    YPDكشت مايع و غني     
ی يايميبا استفاده از روش ش         سپس اين مخمرها        . دداده شدن  

PEG/DMSO٢  پلاسميد ساخته شده باChk-٢PAS تغيير شكل يافتند . 
حاوي توالي ژني ديگري است      ٢PAS-٢Chkپلاسميد ساخته شده    

براي . كه مخمر را قادر به سنتز اسيد آمينه ضروري تريپتوفان مي كند             
ي كه دست نخورده مانده       جدايي مخمرهاي تغيير يافته از مخمرهاي       

پتوفان کشت داده    يمخمر ها در محيط کشت فاقد تر         بودند، تمامي    
تنها مخمرهايی که حاوی پلاسميد     در اين محيط كشت انتخابي      . شدند

تعداد کثيری  . تواناي رشد را داشته و قادر به تكثير بودند         مذکور بودند   
تريپتوفان در محيط کشت فاقد     ي حاوي پلاسميد مورد نظر      از مخمرها 

و برداشت شدند تا در امتداد اين مطالعات مورد استفاده قرار              کشت  
 . گيرند

به  ٢PASكه در درون پلاسميد       ٢Chk، بيان ژن      در مرحله بعدي  
براي . منتقل شده بود، مورد مطالعه قرار گرفت          ١٠٩AHمخمرهاي  

اطمينان از بيان ژن مذكور، تمامي پروتئين هاي مخمرهاي تغيير شكل             
استخراج و با استفاده از روش وسترن بلاتينگ وجود             ١٠٩AHفته  يا

 .به اثبات رسيد ٢Chkپروتئين 
در درون مخمرها بيانگر اين بود كه        ٢Chkمشاهده پروتئين انساني    

. ژن انتقال داده شده قادر به بيان شدن در درون سلولهاي مخمري بود              
  طريق ند، به بود ٢PAS-٢Chkمخمرهای حاصل که حاوی پلاسميد        

كه از بند ناف جنين تهيه شده بود،         cDNAبا بانک   ذكر شده،   شيميايی  
 . تغيير داده شدند

به نحوي تهيه شده بودند كه يكي از هزاران          cDNAهريك از اين    
كد كننده تقريباً   هاي  cDNA بنابراين  . پروتئين انساني را رمز دهي كنند     

. قرار داشتند  cDNAتمامي پروتئين هاي انساني در درون اين بانك            
ها به نحوي بود كه به هنگام بيان شدن و كد كردن        cDNAطراحي اين   

 پروتئين مخصوص خود، پروتئين ديگري را نيز چسبيده به آن كد                
 .بود ٤GALمي كردند كه اين پروتئين قسمت باقي مانده از پروتئين 

تغيير شكل مخمرها به نحوي اجرا شده بود كه هر سلول مخمر               
. مذكور باشد  cDNAمكان تنها حاوي يك پلاسميد از بانك          حتي الا 

. بنابراين هر يك از مخمرهاي به دست آمده حاوي دو پلاسميد بود              
و پلاسميد ديگر يكي از       ٢PAS-٢Chkيكي از پلاسميدها پلاسميد      

 .بود cDNAپلاسميدهاي بانك 
پلاسميد دوم به علت كد كردن اسيد آمينه ضروري لوسين مخمر            

مي سازد كه علاوه بر توانايي رشد در محيط كشت فاقد اسيد              را قادر   
-٢Chkبه دليل كد شدن اين اسيد آمينه توسط پلاسميد (آمينه تريپتوفان   

٢PAS( در هر .  توان رشد در محيط كشت فاقد لوسين را نيز داشته باشد
و ديگري پروتئين كد شده       ٢Chkمخمري دو پروتئين، يكي پروتئين       

صول آن پروتئيني از پروتئين هاي انساني است،         كه مح  cDNAتوسط  
اگر در يكي از مخمرها اين دو پروتئين با همديگر كنش            . بيان مي شد  

نشان مي دادند و كنار همديگر قرار مي گرفتند، منجر به كنار هم قرار                
كنارهم قرار  . نيز مي شدند   ٤GALگرفتن دو قطعه جدا از هم پروتئين         

 ٤GALو تشكيل پروتئين      ٤GALوتئين  گرفتن قطعات جدا از هم پر      
 .منجر به بيان ژن هاي ماركر در آن مخمر ويژه مي شد

ژن هاي ماركر ژن هاي كد كننده اسيد آمينه          ١٠٩AHدر مخمرهاي   
بنابراين در مخمرهايي كه ژن     . هاي ضروري آدنين و هيستيدين هستند     

) ٤GALبه دليل تشكيل پروتئين كامل      (هاي ماركر آنها بيان شده باشد        
اين مخمرها قادر به رشد در محيط هاي كشت فاقد اسيد آمينه هاي                

 .  آدنين و هيستيدين خواهند بود
تعداد بسيار محدودي از مخمرهاي تغيير شكل يافته توسط دو              
پلاسميد ذكر شده، در محيط كشت فاقد آسيد آمينه هاي تريپتوفان،               

اين تعداد از مخمرها    در  . لوسين، هيستيدين و آدنين قادر به رشد بودند       
بودند، كنش   cDNAو پلاسميد بانك     ٢PAS-٢Chkكه ناقل پلاسميد    

و  ٢Chkپروتئين  (بين پروتئين هاي كد شده توسط اين پلاسميدها             
به آنها اين توانايي را ) شد كد مي cDNAپروتئين ناشناخته اي كه توسط 

ن اي cDNA. داده بود كه در محيط كشت انتخابي مذكور رشد كنند            
بودند، استخراج و جهت تعيين       cDNAپلاسميدها كه متعلق به بانك       

 .به مراكز تعيين توالي ارسال شد cDNAتوالي 



  

توسط  NCBIهاي موجود در     هاي به دست آمده با توالي ژن       توالي
 cDNA شد تا پروتئين كد شده توسط آن             ١نرم افزار ويژه بلاست    

 .شناسايي شود
 

  يافته ها
 با پروتئين   هيبريداسيون مخمري يی که در سيستم     ها تعداد پروتئين 

٢Chk   ها در بار دوم     پروتئيناز  تعداد  اين   . عدد بودند  ۱۴ داشتندکنش
های اين مرحله نيز تنها يک       از بين پروتئين  .  پيدا كرد  ربالگری کاهش غ

منطقی و   ٢Chk که ارتباط اين پروتئين با پروتئين         شدپروتئين انتخاب   
 در انتخاب اين پروتئين از بين پروتئين        . رسيد ينظر م ه  قابل قبول ب  

، يکسری از    داده بودند پروتئينی نشان    كنش    ٢Chkهايی که با       
 مورد زيرتوان به  نمونه مي که برایبود  خصوصيات در نظر گرفته شده      

در هسته سلول    به طور طبيعي       ٢Chkگاه پروتئين     جاي .كرداشاره  
 در  ٢Chk که با پروتئين       نیيگاه پروتئ يجاهمچنين  . استيوکاريوت  

ي وتيوکاري مخمر کنش نشان داد در سلول               هيبريداسيون سيستم
، بودتوپلاسم  ين در س  ين پروتئ يگاه ا ي جا مواردي كه در  . ديمشخص گرد 

 .شدوند مجازی تلقی و از انتخاب مستثنی ينوع پ
با پروتئين   PP2Aنام  ه  زير واحد تنظيم کننده پروتئين فسفاتازی ب       

Chk2  اين پروتئين نقش   .  نشان داد  نیيپروتئم مخمری كنش    در سيست
و   آپوپتوزيز ، فرآيند DNAمهمی در کنترل چرخه سلولی، همانندسازی       

 . سلولی بعهده دارد انتقال سيگنالدر
 

 بحث
. عهده دارد ه   در کنترل چرخه سلولی نقش مهمی ب        ٢Chkپروتئين  

ضی جهش از نوع هتروزيگوت در ژن کدکننده اين پروتئين در بع               
 که نشانگر نقش مهم اين       شدهسرطانهای فاميلی و غيرفاميلی مشاهده       

 ای که ژن       در سلولهای پايه      ).٨-١٠(ستژن در کنترل سرطانها      
٢Chk   ی توقف  يهنگام يونيزه شدن توسط اشعه گاما توانا      ه   حذف شده ب

ه که سلولهای طبيعی ب    در حالي . وجود ندارد  ٢Gچرخه سلولی در فاز     
جاد شکستگی مولکول    ين توسط اشعه مذکور و ا        هنگام يونيزه شد   

 و  مي كند متوقف   DNA، چرخه سلولی را جهت ترميم        DNAوراثتی  
 و غيرقابل ترميم باشد،     عمده DNA وارده بر روی     آسيبدر صورتيکه   
 در  ).٥(مي شود   سلولي  مرگ برنامه ريزی شده      فرآيندسلول وارد    

 شدگی پروتئين    حذف شده بود، فعال     ٢Chkسلولهای پايه ای که ژن       
P53 پذيرد هنگام يونيزه شدن سلولها توسط اشعه گاما صورت نمي        ه  ب .

 آسيب DNAمانع ورود سلولهای حاوی  ٥٣Pعدم فعال شدگی پروتئين 

، ٢Chkبنابراين در غياب پروتئين سالم      . شود مي  آپوپتوزيز فرآيندديده به   
 ،شده اند  DNAسلولهايی که در اثر اشعه گاما متحمل شکستگی              

مي  تقسيم سلولی ادامه      به DNA آسيب هاي وارده  عليرغم شکستگی و    
 ).٥(مي شود  ي و سلولهای دختر حاصل از اين سلولها سرطان           دهند

هنگام شکستگی  ه   توقف چرخه سلولی ب      فرآيندپروتئينهايی که در     
DNA  ٢با پروتئينChk   نحوی در انتقال سيگنال    ه   و ب  مي دهند  واکنش

. ند، نقش موثری در کنترل اين چرخه دارند         در اين مسير دخالت دار     
ها، منجر به عدم کنترل      هرگونه نقص در بيان يا ساختمان اين پروتئين        

مطالعاتی که در اين پروژه     . مي شود  بروز سرطان    ودقيق چرخه سلولی    
 مخمری صورت پذيرفت، نشان داده      سيستم هيبريداسيون با استفاده از    

نظر به  .  کنش پروتئينی دارد   ٢Chk پروتئينبا   A٢PPاست که پروتئين    
در مسير تکاملی موجودات زنده حفظ       A٢PPساختمان پروتئين    که اين

 آپوپتوزيز و همانندسازی     فرآيند ،شده و نقش آن در چرخه سلولی        
 کنشچنين   وجود    ،)١٤-١١(تنشان داده شده اس      DNAمولکول  
 DNAگی  هنگام شکست ه   اين پروتئين ب   وافر اهميت   دهنده نشان پروتئيني

مطالعه بيشتر اين پروتئين در سطح سلولهای يوکاريوت در              . است
يا  DNAمراحل مختلف سلولی نظير تقسيم سلولی، شکستگی               

همچنين مطالعه ژن مذکور از نظر       . ت خواهد بود  يز اهم يآپوپتوزيز حا 
ان در افراد مبتلا به سرطان با علل نامشخص             يزان ب يساختمانی و م   

 . در بروز سرطان را نشان خواهد دادت نقش آن يژنتيکی اهم
 

 نتيجه گيري
ی پيدا  يکه توانا سيستم قوی و قابل اعتماد هيبريداسيون مخمري          

 ها را دارد، نشانگر وجود پيوند بين دو پروتئين          کردن کنش بين پروتئين   
٢Chk    و پروتئين A٢PP ٢با توجه به اينکه پروتئين      . استChk در کنترل 

عهده ه  نقش مهمی ب   DNAهنگام شکستگی   ه  چرخه سلولی خصوصاً ب   
ز اهميت  ي پروتئينی که با آن در کنش بوده باشد، حا            آگاهي از دارد،  

در بيماران مبتلا به     A٢PPمطالعه ژن کد کننده پروتئين       . استخاصی  
سرطان با علت نامشخص ژنتيکی اطلاعات بيشتری در نقش احتمالی           

 .ر خواهد گذاشتاين ژن در سلولهای طبيعی و سرطانی در اختيا
 

 تقدير و تشکر
انجام گرفت و   ) تولوز فرانسه (اين پروژه در دانشگاه پل ساباتيه         

طور ه  باز نظر مالي    فرانسه اين پروژه و محقق رابط را         CNRSسازمان  
مؤلفين همچنين از داوران محترم به دليل ارايه            .  كرد کامل حمايت 

 .نظرات مفيد سپاسگزاري مي كنند
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