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با استفاده از روش طيف   H1تأثير داروي ضد تومور دانومايسين بر روي پروتئين هيستون 
 سنجي

 ، سيد جلال زرگر و سايه عبدالصمدي*عذرا رباني چادگاني
 مركز تحقيقات بيوشيمي بيوفيزيك  دانشگاه تهران، تهران،

 12/04/85 : تاريخ پذيرش 25/05/84: تاريخ دريافت

 چكيده

 در شرايط قدرت يوني مختلـف بـا اسـتفاده از روش طيـف     H1ومايسين با هيستون    در اين مطالعه ميانكنش داروي ضد تومور دان       
نتايج بدست آمده نشان مي دهد كـه دانومايسـين ميـزان            .  و طيف سنجي فلوئورسانس مورد بررسي قرار گرفت        UV/Visسنجي  

ضمناً . بسته به غلظت دارو است نانومتر را كاهش داده و ميزان ملكول هاي پروتئين غير طبيعي شده وا        210 در   H1جذب هيستون   
افـزايش قـدرت يـوني      . با افزايش غلظت دارو در محيط ميزان ثابت اتصال افزايش و انرژي آزاد غير طبيعي شدن كاهش مي يابد                  

را كاهش داده و  H1طيف نشري فلوئورسانس    H1ميانكنش دارو با هيستون     .  را تشديد مي نمايد    H1محيط اثرات دارو بر هيستون      
 نتايج پيشنهاد مي نمايد كه در       .افزايش نمك در محيط نيز شدت هيپوكروميسيتي را افزايش ميدهد         .  هيپوكروميسيتي مي كند   ايجاد

 . نيز بعنوان هدف دارو ميتواند در نظر گرفته شودH1اتصال دارو به كروماتين هيستون 

   طيف سنجي دانومايسين ، هيستون ها ، كروماتين،: واژه هاي كليدي 
 ir.ac.ut.rabbani@ibb : پست الكتروني،021-66499422: سنده مسئول، تلفن تماسنوي*

 مقدمه
ها دسته اي از پروتئينهـاي تشـكيل دهنـده سـاختار            هيستون

كروماتين سلولي هستند كه داراي ميزان بالايي از اسيدهاي         
.  باردار اسـت درصد 50آمينه قليايي بوده و ملكول بيش ار 

اين پروتئينها تقريباً در تمام سلولهاي عادي يافت مي شوند          
 بطور كلي از پنج نوع پروتئين مختلف تشكيل يافتـه انـد             و

(H4,H3,H2B,H2A,H1)) 3پروتئينهـــاي هيســـتوني از ). 10و
 DNAطريق بارهـاي مثبـت خـود بـا بارهـاي منفـي روي               

. ميانكنش كرده و كمپلكس نوكلئـوپروتئيني را مـي سـازند          
با هم اكتـامري را تشـكيل   H4-H3  و تترامر H2B-H2A دايمر

 بخـش هسـته   DNA جفـت بـاز   140 همـراه    مي دهند كـه   
 را (nucleosomes)هـا   نوكلئوزوم(Core Particle)مركـزي  

 در ناحيـه رابـط بـين        H1در حاليكـه هيسـتون      . مي سـازند  

 متصل شده و موجـب فشـرده شـدن      DNAنوكلئوزومي به   
 ). 3(نوكلئوزومها مي گردد 

 غني از اسيد آمينـه ليـزين بـوده و در سـاختار             H1هيستون  
د يك تيروزين، يك فنيل آلانين داشته و فاقد تريپتوفـان               خو

بخش اصلي نوك ، سر ساختار پروتئين شامل سه  . مي باشد 
 انتهـايي، بخـش ميـاني     -Nترتيـب بخـش     و دم است كـه ب     
). B1شـكل  (را مـي سـازد    H1 انتهـايي -Cملكول و بخش 

اسيد هاي آمينه قليايي در بخش نوك و دم متمركز بـوده و             
بخـش  .  را تشكيل مي دهنـد     DNAط اصلي ميانكنش با     نقا

سر كه رديف اسيد آمينـه هـاي آن در موجـودات مختلـف              
هاي هسـته مركـزي      و هيسـتون   DNAحذف شده اسـت بـا       
 ).6و2(اتصال برقرار مي نمايد
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 از مؤثرترين آنتـي بيوتيكهـاي       (Daunomycin)دانومايسين  
كه بعنوان  است (Anthracycline antibiotics)آنتراسيكلين 

ــرطان دارو ــواع س ــه ان ــدتومور در معالج ــاً ي ض ها خصوص
ساختار دانومايسين  .  استفاده مي شود   (Leukemia)لوكميها  

هـدف اصـلي دارو در      .  نشان داده شده است    C 1در شكل   
 مي باشـد كـه طـي آن دارو از طريـق حلقـه               DNAسلولها  

 شـده و در آن      DNAتتراسيكلين خود وارد جفت بازهـاي       
intercalate  در مورد اتصال ايـن دارو بـه        ). 14و9( مي شود

ــتون   ــاً هيس ــاتين خصوص ــاي كروم ــاتي H1پروتئينه  مطالع
صورت گرفته و نتايج نشان مي دهند كه اين دارو علاوه بر            

DNA            و ) 18و1( قادر است به هيستونها نيـز متصـل شـده
 و هيسـتونها    DNA بـين    cross-linkاحتمالاً از طريق ايجاد     

 ).11و 8(ندهاي رونويسي و همانندسازي گردد مانع از فرآي

 با  H1در اين مطالعه اثر داروي دانومايسين بر روي هيستون          
 و  UV/Visاســـتفاده از روشـــهاي اسپكتروســـكوپي    

 .فلوئورسانس مورد بررسي قرار گرفت

 مواد و روشها
تهيه و سپس   ) Sanders)17با استفاده از روش      H1هيستون  

 تخلـيص   C25ل سـفادكس    بر روي سـتون كربوكسـي متي ـ      
و ) Lowry) 13مقدار پروتئين با روش تغيير يافتـه        . گرديد

ــر روي ژل   ــورز ب ) SDS) 12خلــوص آن بوســيله الكتروف
 20خالص شده در بافر فسـفات        H1هيستون  . تعيين گرديد 
 مـورد اسـتفاده   pHحل و پس از تنظـيم  =pH 7ميلي مولار 
 .قرار گرفت

يلي گرم در ليتر در بافر       م 2 در غلظت    (Sigma)دانومايسين  
 درجــه  -20 حــل و در =pH 7 ميلــي مــولار 20فســفات 

 .گراد ذخيره گرديد سانتي

اسيد آمينه تيروزين هنگـام آزمـايش در بـافر فـوق حـل و               
در برخي موارد به بـافر      . غلظتهاي مناسب از آن تهيه گرديد     

 در  (EDTA)فسفات، اتـيلن دي آمـين تتـرا اسـتيك اسـيد             
ولار اضافه گرديـد، همچنـين در مـوارد         غلظت يك ميلي م   

لازم از كلرورسديم چهار مولار براي تهيه غلظتهاي مختلف     
 3كيسه هاي ديـاليز بـراي مـدت    . نمك در بافر استفاده شد  

 مـولار جوشـانده و پـس از    EDTA  1/0ساعت در محلول
 .شستشو با آب مقطر در يخچال نگهداري شد

ثـابتي از هيسـتون     غلظت  :  H1اثر دانومايسين بر هيستون     
H1) 257 ميلي مـولار  20را در بافر فسفات )  ميكرومولار 

pH=         صفر ( تهيه و داروي دانومايسين در غلظتهاي مختلف
 45مـدت  نمونه هـا ب   . به آن اضافه شد   ) ر ميكرومولا 200تا  

دقيقه در حرارت اطاق اينكوبه و سپس تغييرات جـذب بـا            
 (UV260 Shimadzu)اســتفاده از دســتگاه اســپكتروفتومتر 

از روابـط زيـر     . اندازه گيري و محاسبات لازم انجام گرديد      
 .جهت محاسبات استفاده گرديد

K= [D]/ [N] ــه در آن ــي  [N] ك ــروتئين طبيع ــت پ  غلظ
(native)   و [D]     با توجه  .  غلظت پروتئين دناتوره شده است

به تناسب غلظت يك ماده  با ميـزان جـذب آن، بـراي هـر                
). 14(ثابـت تعـادل محاسـبه گرديـد         يك از حالات گـذرا      

K=Y/ (1-Y) ،   در ايـن رابطـه Y    ميـزان غيرطبيعـي شـدن 
بـا توجـه بـه      . پروتئين را در لحظه مورد نظر نشان مي دهد        

 ∆RT lnK  G-= از رابطـه ∆Gمقادير بدست آمـده مقـدار   
آزمايش در حضور غلظتهاي مختلف نمـك       . محاسبه گرديد 

 .به انجام گرفت مولار نيز در شرايط مشا6/0صفر تا 

 H1غلظت معينـي از هيسـتون       : طيف سنجي فلوئورسانس  
ــولار5/7( ــفات  )  ميكروم ــافر فس ــولار و  20در ب ــي م  ميل

EDTA             يك ميلي مولار تهيه و پس از تهييج در طول مـوج 
 300-400 نــانومتر طيــف نشــري فلوئورســانس بــين 295

سپس غلظتهاي مختلفي از دانومايسين     . نانومتر رسم گرديد  
ــفر( ــا ص ــولار5/17 ت ــه وارد و ب)  ميكروم ــب در نمون ترتي

براي مقايسه از   .  و دانومايسين رسم شد    H1طيفهاي مخلوط   
.  استفاده شد   درصد 2محلول اسيد آمينه تيروزين در غلظت       

 scan دقيقه و سـرعت  30زمان اينكوباسيون براي هر نمونه    
 هاي تهييجي و نشـري هـر        slit نانومتر بر دقيقه و      60برابر  
براي انـدازه گيـري از دسـتگاه        .  نانومتر بودند  10رابر  يك ب 
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 استفاده  MPF-4 مدل   Hitachiاسپكتروفتومتر فلوئورسانس   
 .گرديد

جهت رسم طيف نشري فلوئورسانس دارو نمونـه پـس از           
 نانومتر طيـف در محـدودة طـول         485تهييج در طول موج     

ضـمناً در همـه مـوارد     .  نانومتر رسم گرديد   450-470موج  
هـاي   تعيين و منحني   (Imax) شدت نشر فلوئورسانس     حداكثر

براي مطالعه اثر شرايط قـدرت يـوني        . مربوطه رسم گرديد  
ــانكنش  ــر مي  و دارو، از نمــك كلــرور ســديم H1محــيط ب

لظـت معينـي از آن در نمونـه هـا           استفاده و با وارد كردن غ     
 .ها رسم شدطيف

 نتايج
هــاي  در اتصــال بــا پروتئينDNAدر ســلولهاي يوكــاريوت 

هيســتوني و غيــر هيســتوني اســت كــه مجموعــاً تركيــب  
بـا اينكـه هـدف    . نوكلئوپروتئين نوكلئوزوم ها را مي سازند     

 اسـت ولـي پروتئينهـاي       DNAاصلي داروي دانومايسـين،     

. متصل شده به آن نيز در اين فرآيند بايد نقشي ايفـا نماينـد        
 از بزرگترين هيستونهاسـت كـه بـا اتصـال بـه             H1هيستون  

هـا و ايجـاد      رابط موجب فشردگي نوكلئوزوم    DNAمناطق  
جهـت بررسـي اثـر    .  مـي شـود   Higher-orderساختارهاي

، ايـن   H1داروي ضدتومور دانومايسـين بـر روي هيسـتون          
پروتئين تهيه و پـس از اثـر دادن غلظتهـاي مختلـف دارو،              
ميانكنش بين آنها بـا اسـتفاده از روشـهاي مختلـف مـورد              

 .مطالعه قرار گرفت

خـالص شـده بـر    H1  طرح الكتروفورزي هيسـتون  1 شكل
و سـاختار آن كــه شـامل ســه بخــش   ) SDS) A1روي ژل 

همچنـين  . نشان داده شده اسـت  )B1(نوك، سر و دم است  
ساختار داروي دانومايسين كه شامل يك حلقه تتراسـيكلين         

 . نمايش داده شده استC1و قند دانوزآمين است در شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

كه در آن سه بخش نوك  H1ساختار هيستون ) B.  (b) در مقايسه با هيستون كل (a) خالص شده  H1 طرح الكتروفورزي هيستون ) A:1شكل 
(nose) ، سر (head) و دم (tail)مشخص شده است  .C (فرمول شيميايي دانومايسين 
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 بـا غلظتهـاي مختلـف دارو اينكوبـه و سـپس             H1هيستون  
تر كه جذب شاخص هيستون      نانوم 210جذب نمونه ها در     

H1      شكل  (است اندازه گيري گرديدA2 .(  بطوريكه مشاهده
وجوديكه ميزان جـذب در غلظتهـاي كـم دارو           مي شود با  

 مي شود ولي بـا افـزايش مقـدار          H1موجب افزايش جذب    
با استفاده از رابطـه     . بشدت كاهش مي يابد    H1دارو، جذب   

Y=Aabs-AN/AD-AN،  مقدارY   مربوطـه   محاسـبه و منحنـي
هاي پروتئين غير طبيعي     ميزان ملكول  B2شكل  . رسم گرديد 

 را بر حسب غلظتهاي مختلف دانومايسـين نشـان          (Y)شده  
بطوريكه مشاهده مي شود منحنـي بصـورت يـك          . مي دهد 

 20تـا   (در غلظتهاي كم دارو     . نمودار سيگموئيدي است كه   
 خود را حفـظ     (Native)پروتئين حالت طبيعي    ) ميلي مولار 

 كند و سپس با افزايش غلظـت داروغيـر طبيعـي شـدن              مي
پروتئين آغاز مي شود تا جايي كه منحني به حد اشباع مـي             

 .رسد

 

 
 غلظتهاي پس از تأثير H1تغييرات ميزان جذب هيستون : 2شكل 

 30 بر حسب غلظت دارو پس از Y و نمودار (A)مختلف دانومايسين 
 .(B)دقيقه انكوباسيون در دماي اطاق 

 

 K=Y/1-Y با بترتيـب اسـتفاده از روابـط ،    ∆Gو K دار مق
 نشـان داده  3 محاسبه و نتايج در شكل ∆RT ln K  Gd-=و

 بـر حسـب غلظتهـاي       Kتغييرات ثابت اتصـال     . شده است 
نشـان مـي دهـد كـه بـا افـزايش            ) A3شكل( مختلف دارو 

 نيز افزايش مي يابد ولي اين افـزايش         Kغلظت دارو مقدار    
يكرومول دارو به آهستگي پـيش مـي         م 40تا غلظت حدود    

 نشان مـي  Kرود ولي غلظتهاي بالاتر شيب تند را در ميزان      
 H1تغييرات انرژي آزاد غيـر طبيعـي شـدن هيسـتون            . دهند

 نمـايش داده    B3 نيز در شـكل      ) ∆Gd(بوسيله دانومايسين   
شده است، بطوريكه مشاهده مي شود، بـا افـزايش غلظـت            

 . كاهش مي يابد∆Gdدارو مقدار 

 

 
تغييرات ثابت اتصال دارو به پروتئين بر حسب غلظت : 3شكل 

 .H1 (B) ميانكنش دانومايسين با هيستون Gd∆ و تغييرات (A)دارو
 

جهت بررسي نقش احتمالي قدرت يوني محيط بـر فرآينـد           
، تجربـة فـوق در حضـور        H1اثر دانومايسـين بـر هيسـتون        

ه انجـام   غلظتهاي مختلف نمك كلرورسديم در شرايط مشاب      
بطوريكه مشاهده   . نشان داده شده است 4و نتايج در شكل     

 در حضـور نمـك      H1مي شود، بـا اينكـه جـذب هيسـتون           
كاهش مي يابـد، در حضـور دارو ايـن كـاهش در جـذب               

 . تشديد مي گردد
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پس از انكوباسيون با  H1تغييرات ميزان جذب هيستون : 4شكل

 رورسديمدانومايسين بر حسب غلظتهاي مختلف نمك كل
  انكوبه شده با داروH1 هيستون             H1  هيستون            

 
بـا   H1بمنظور بررسـي ميـانكنش دانومايسـين بـا هيسـتون            

استفاده از روش طيـف سـنجي فلوئورسـانس ابتـدا طيـف             
 295نشــري پــروتئين در بــافر فســفات پــس از تهيــيج در 

 طيـف   . نـانومتر رسـم شـد      300-400نانومتر در محـدوده     
نشري اسيدآمينه تيروزين در شرايط مشابه رسـم و بعنـوان           

 مشاهده مي   A5بطوريكه در شكل  . در نظر گرفته شد    شاهد
 نانومتر دارد كه    325يك پيك شاخص در      H1شود هيستون   

همچنين طيف نشري   . مطابق با طيف نشري تيروزين است     
 نمايش  B5 نانومتر رسم و در شكل       450-750دارو نيز بين    

 نـانومتر و    595اين طيف شامل يك قله در       . شده است داده  
 . نانومتر مي باشد550يك شانه در 

 

 
 H1) 5/7 طيف نشري فلوئورسانس هيستون (A): 5شكل 
و مقايسه ) 1شماره ( نانومتر 295تهييج شده در طول موج ) ميكرومولار

      ). 7شماره (ه آن با طيف نشري اسيد آمينه تيروزين در شرايط مشاب
  (B) تهييج )  ميكرومول5/17( طيف نشري فلوئورسانس دانومايسين

 .نانومتر485شده در طول موج 
 

غلظتهـاي  )  ميكرومـول  H1) 5/7به غلظت ثابتي از هيسـتون     
 دقيقـه   15اضافه و پس از     )  ميكرومول 18-3(مختلف دارو   

نتـايج در  . انكوباسيون طيف نشري هـر يـك رسـم گرديـد        
بطوريكه ملاحظه مـي شـود،     . ت نشان داده شده اس    6شكل  

وارد كردن دارو موجب كاهش در طيف نشر فلوئورسـانس         
ــروتئين مــي گــردد  ــرات . (hypochromicity)پ رســم تغيي

ــانس   ــر فلوئورس ــداكثر نش ــاي  (Imax)ح ــل غلظته  در مقاب
بررسـي  . دهـد  مختلف دارو كاهش را بوضـوح نشـان مـي         

 595ناحيـه   (تغييرات شدت نشـر فلوئورسـان دانومايسـين         
نشان ميدهـد   H1در حضور و عدم حضور هيستون      ) نانومتر

 افزايش    مي يابد و شيب نمودار در مقايسه            Imaxكه ميزان   
 ).C6شكل(با حالت كنترل زياد مي شود 

 5/7(نمايش تغييرات طيف نشري فلوئورسانس هيستون (A) :6شكل
پس از انكوباسيون با غلظتهاي مختلف دانومايسين در ) ميكرومولار
 ميلي 1 و =7pH ميلي مولار، 20 دقيقه در بافر 30مدت دماي اطاق ب

، 7، 5/3ترتيب غلظتهاي صفر،  ب6 الي 1 شماره هاي EDTAمولار 
 تغييرات (B) .دهند  ميكرومولار دارو را نشان مي5/17 و 14، 5/10

بر حسب غلظتهاي مختلف  H1حداكثر نشر فلوئورسانس هيستون 
 نمايش تغييرات شدت نشر فلوئورسانس دانومايسين (C) دانومايسين

و مقايسه با ) () ميكرومولارH1) 5/7پس از انكوباسيون با هيستون 
 ) (حالت شاهد 
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ــر     ــر نش ــيط ب ــوني مح ــدرت ي ــأثير ق ــي ت ــور بررس بمنظ
فلوئورســانس، آزمــايش فــوق در حضــور و عــدم حضــور 

 در mM 250 -50غلظتهــاي مختلــف نمــك كلرورســديم 
نتـايج در  .  انجام و طيفهاي مربوطه رسم گرديـد دماي اطاق 

دهد كه با افزايش غلظت نمك در محيط،   نشان مي7شكل  
 القـاء    H1هيپوكروميسيتي طيف نشر فلوئورسانس هيستون      

شده توسط دانومايسين، تشديد گشته و كاهش حداكثر نشر     
 .فلوئورسانس اين پروتئين شدت مي يابد

 

 

 ميكرومـولار دانومايسـين بـر حسـب         7 ميكرومـولار پـس از انكوباسـيون بـا           5/7در غلظت    H1ت فلوئورسانس هيستون    نمايش تغييرات شد  : 7شكل  
ــتون          .غلظتهاي مختلف نمك كلرورسديم     . انكوبه شده با داروH1هيستون           H1هيســــــ

 

 بحث
آنتي بيوتيكهاي آنتراسيكلين از مشهورترين داروهـاي ضـد         

. ه كاربرد وسيع در شيمي درمـاني دارنـد        تومور مي باشند ك   
 از  (Daunorubicin)دانومايسين با نام تجاري دانوروبيسين      

مهمترين اين داروهاست كه در درمـان سـرطانها خصوصـاً           
هـدف اصـلي    . سرطان خون مورد استفاده قـرار مـي گيـرد         

 اسـت   DNAدانومايسين در سـطح هسـته سـلول، ملكـول           
ود قادر است در بين جفت      بطوريكه دارو با ساختار ويژه خ     

 و ســاختار و (Intercalation) نفــوذ نمــوده DNAبازهــاي 
ــل  : DNAعمــل  ــد همانندســازي و رونويســي را مخت مانن
از آنجا كه در هسته سلولهاي يوكـاريوت،        ). 14و8و1(سازد

DNA              در اتصال بـا بسـياري از پروتئينهاسـت كـه رويهـم 
پروتئينهـاي  شبكه نوكلئوپروتئيني را مي سازند و از طرفـي          

 ساختارهاي ويـژه    DNAقليايي مانند هيستونها در اتصال به     
ــاي     ــش پروتئينه ــد، نق ــي دهن ــكيل م ــوزومي را تش نوكلئ
. كروماتين در ميانكنش دارو با كروماتين محـرز مـي گـردد           

بطـور  ) 5و4(اتصال داروهـاي آنتراسـيكلين بـه كرومـاتين          
ــورد نقــش    ــات در م ــيكن اطلاع ــده ول ــه ش ــيع مطالع وس

 .هاي هيستوني بسيار محدود استپروتئين

ايـن  .  تفـاوت زيـادي بـا سـاير هيسـتونها دارد        H1هيستون  
و ) KDa21( پروتئين بزرگتر از چهار پروتئين ديگـر اسـت        

اتصـال ايـن    ). 3( رابـط متصـل مـي شـود        DNAبه نواحي   
 انتهـايي صـورت   C و N اساساً از طريـق  DNAپروتئين به  

 Core Particle، بـا  )سـر (مي گيرد و بخش مركزي ملكول 
جـذب شـاخص     H1پروتئين  . اتصالاتي را بر قرار مي نمايد     

 نــانومتر دارد و يعلــت كــم بــودن اســيدهاي آمينــه 210در 
 . آن قابل اندازه گيري نمي باشد280حلقوي جذب 

وابسته به غلظت اسـت      H1ميانكنش دانومايسين با هيستون     
ن ميـزا )  ميكرومول >10(بدين معني كه در غلظت كم دارو        

را بطور محسوس افـزايش مـي دهـد ولـيكن بـا           H1جذب  
افزايش غلظت دارو، اتصال دارو به پروتئين سـيب كـاهش           
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 در اين حالت مـي    ). 18(جذب و هيپوكروميسيتي مي شود      
توان گفت كه اتصال دارو مانند عمل يك عامل غيرطبيعـي           

است بطوريكـه در غلظتهـاي كـم آن،         ) (Denaturantكننده  
دهـد   ل غيرطبيعي شدن مقاومت نشان مـي      پروتئين در مقاب  

ولي در غلظتهاي بالا، موجب غيرطبيعي شدن پروتئين مـي          
محاسبة مقادير ثابـت اتصـال و تغييـرات انـرژي آزاد            . شود

دهد كه هر چه ميزان دارو در محيط زيادتر باشـد            نشان مي 
 دارو افـزايش مـي      -ثابت تعادل تشكيل كمپلكس پـروتئين     

انرژي آزاد به مقادير منفي تر سوق       يابد در حاليكه تغييرات     
پيدا مي كند كه نشان دهنـده تمايـل واكـنش بـراي انجـام                

 .خودبخودي است

وارد كردن نمك در محيط موجب كاهش جـذب هيسـتون           
H1  هـاي سـديم و كلـر       دليل اتصـال يون   اين امر ب  . مي گردد

حاصل از يونيزه شدن نمك با ملكـول پـروتئين اسـت كـه              
 خود موجب فشردگي در ملكول پـروتئين        احتمالاً با اتصال  

 نانومتر را كاهش مي دهند، با وارد شدن         210شده و جذب    
 ايـن امـر مـي     . دارو در محيط اين افزايش تشديد مي گردد       

ــد ــين بخش ــتوان ــدليل وارد شــدن دارو در ب هاي فشــرده  ب
-H1هاي  پروتئين باشد و يا اينكه در حضـور دارو ميانكنش ـ         

H1 زان جذب را كاهش دهدتقويت شده و در كل مي. 

اسيدهاي آمينه حلقوي تريپتوفان، تيروزين و فنيـل آلانـين،          
 شـركت كننـده در سـاختار پروتئينهـا                (Fluor)سه فلوئـور    

طول . مي باشند كه در پديده فلوئورسانس شركت مي كنند        
موج نور تهييج كننده و طول موج نور نشر شوندة هر يـك             

هيسـتون  ). 7(ديگر تفاوت دارد    از اين اسيدهاي آمينه با يك     
H1           فاقد تريپتوفان بوده و منحصراً يك اسيد آمينه تيـروزين

و يك اسيد آمينـه فنيـل آلانـين دارد كـه هـر دو در ناحيـه                  
مطالعات طيف سنجي   ). 2(قرار دارند   ) سر(كروي پروتئين   

 منحصراً نور فلوئورسانس سـاطع      H1فلوئورسانس هيستون   
وارد . دهـد  ه تيروزين را نشان مـي     شده در ناحيه اسيد آمين    

نمودن غلظتهـاي مختلـف داروي دانومايسـين بـه محلـول            
 موجــب كــاهش طيــف نشــري آن در ناحيــه H1هيســتون 

وارد كــردن نمــك در محــيط ميــزان . تيــروزين مــي شــود
ــد   ــي ده ــزايش م ــيتي را اف ــزان  . هيپوكروميس ــاهش مي ك

 پس از انكوباسيون با دانومايسين      H1فلوئورسانس هيستون   
هــاي دارو از طريــق حلقــه مــي توانــد بــدليل نفــوذ ملكول

پروتئين كه خاصيت   ) سر(تتراسيكلين خود به ناحيه كروي      
ميــانكنش . آبگريـزي دارد و تغييــر بنــاي فضـايي آن باشــد  

 با دانومايسين همچنين وابسته به قدرت يـوني         H1هيستون  
افزايش ميزان نمك در محيط ميزان اتصـال را         . محيط است 

 .ي نمايدتشديد م

مطالعات نشان داده است كه دانومايسين اساساً به كروماتين         
 متصل مي شود  و يا اينكه باعث جابجايي H1فاقد هيستون   

بررسي تـأثير دانومايسـين     ). 4(برخي از پروتئينها مي گردد      
 نشـان   H1بر كروماتين در حضور و عدم حضـور هيسـتون           

ابتدا باعث بـاز  داده است كه اتصال دارو در غلظتهاي پايين         
موجـب فشـرده   شدن كروماتين شده ولي در غلظتهاي زياد        

همچنـين  ). 15 و  16(ها مي گردد شدن و تجمع نوكلئوزوم  
مطالعات دناتوراسيون حرارتي نشان داده است كـه اتصـال          

 مي شود و فرآيند وابسته      H1دارو موجب پايداري پروتئين     
وارد فـوق   با توجه بـه م ـ    ). 19(به قدرت يوني محيط است      

توان پيشنهاد نمود كه در ساختار كرومـاتين عـلاوه بـر             مي
توانـد در     نيز بعنوان هدف مـي     H1، هيستون   DNAملكول  

مكانيسـم قابـل پيشـنهاد ايـن اسـت كـه            . نظر گرفته شـود   
 متصـل شـده و باعـث آزاد         H1دانومايسين ابتدا به هيستون     

در اين حالت دارو فرصت     .  از كروماتين مي گردد    H1شدن  
 رابط متصل شـده و در پـي آن          DNAي يابد تا به نواحي      م

-Cross) و پروتئينهـاي كرومـاتين پـل زده          DNAدارو بين   

link)      اينكه در ايـن  . و بدين طريق كروماتين را فشرده نمايد
 و  فرآيند كـداميك از پروتئينهـاي كرومـاتين نقـش مـؤثرتر           

هاي اصلي اتصال دارو كـدام      اصلي تر را دارند و اينكه محل      
بخــش از پــروتئين اســت از مــواردي اســت كــه نيــاز بــه  
بررسيهاي وسيع تر دارد و هم اكنـون در دسـت اجـرا مـي               

 . باشد
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از سركار خانم مرضيه يوسـف مصـبوغ        :  و قدرداني  تشكر
كه در انجام آزمايشات ياري نموده انـد تشـكر و قـدرداني             

بودجه طرح از طرف معاونت پژوهشـي دانشـگاه         . مي شود 
 .شده استتهران تأمين 

 منابع
ميـانكنش آنتـي    .  1378 . رباني چادگاني عذرا و زرگر سـيد جـل   -1

مجله زيست شناسـي    . كروماتين H1بيوتيكهاي آنتراسيكلين با هيستون     
 .22-13: 4 تا 1، شماره 8ايران، جلد 

 2- Barbero J. L., Franco L. and Montero F. 1982. 
Influence of the N-and C-terminal  

tails on the structure of the globular head of histone 
H1. Biochem. Biophys. Res. Commun. 107: 842-
847. 

 3- Bradbery E. M., Maclean N. and Mattews H. R. 
1981. DNA chromatin and chromosomes. Black 
Well Sci. Pub., Oxford London Chapt. 1-2. 

 4- Cera C., Palu G., Magno S. M. and Palumbo M. 
1991. Interaction between second generation 
anthracyclines and DNA in the nucleosomal 
structure. Nucleic Acids Res. 19: 2309-2314. 

 5- Chaires J. B., Dattagupta N. and Crothers D. M. 
1993. Binding of daunomycin to calf thymus 
nucleosomes. Biochemistry 22: 284-292. 

6- Chapman G. E., Hartman P. G., Gary P.D., 
Bradbury E. M. and Lee D. R. 1978. A Nuclear-
Magnetic-Resonance study of the globular 
structure of the H1 histone. Eur. J. Biochem. 86: 
35-44. 

7- Freifelder D. 1982. Physical Biochemistry. 2nd 
edition, Chapter 15, pp 537-572, W.H. Freeman 
and Company, Inc., New York. 

8- Fritzsohe H., Wahnert V., Chaires J. B., 
Dattagupta N., Schlessinger F. B. and Crothers 
D. M. 1987. Anthracycline antibiotics interaction 
with DNA and nucleosomes and inhibition of 
DNA synthesis, Biochemistry 26: 1996-2000. 

9- Gabbay E. J., Grier D., Fingerle R. E., Reimer R., 
Lery R., Pearce S. W. and Wilson W. B. 1976. 
Interaction specificity of the anthracyclines with 
deoxyribonucleic acid. Biochemistry 15(10): 
2026-2070. 

10- Johns E. W. 1982. The HMG Chromosomal 
Proteins, Academic Press, London. 

11- Kersten W., Kersten H. and Szybalski W. 1966. 
Physiochemical properties of complexes between 
DNA and antibiotics which affect ribonucleic 
acid synthesis, Biochemistry 5: 236-244. 

12- Laemmli U. K. 1970. Cleavage of structural 
proteins the Assembly of the head of 
bacteriophage. Nature 227: 680-685. 

13- Lowry O. H., Roserough N. J., Farr A. I. and 
Randall R. J. 1951. Protein measurement with 
the folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 

265-275. 

14- Privalov P. L. 1979. Stability of Proteins: Small 
globular proteins. Adv. Protein Chem. 33: 167-
241. 

15- Rabbani A., Iskandar M. and Ausio J. 1999. 
Daunomycin induced unfolding and aggregation 
of chromatin. J. Biol. Chem. 274: 18401-18406. 

16- Rabbani A., Finn R. M. and Ausio J. 2004. The 
anthracycline antibiotics: antitumor drugs that 
alter chromatin structure. BioEssays 27: 50-56. 

17- Sanders C. 1977. A method for the fractionation 
of the High-Mobility-Group non-histone 
chromosomal proteins. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 78: 1034-1042. 

18- Zargar S. J. and Rabbani A. 2002. Interaction of 
daunomycin antibiotic with histone H1: 
ultraviolet spectroscopy and equilibrium dialysis 
studies. Int. J. Biol. Macromol 30: 113-117. 

19- Zargar S. J. and Rabbani A. 2000. Interaction of 
daunomycin antibiotic with histone H1: thermal 
denaturation and fluorescence studies. Int. J. 
Biol. Macromol. 28: 75-79   

 

 

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1385 زمستان، 4، شماره 19لد ج                              مجله زيست شناسي ايران                                                                        

 442

 

 

 
The effect of daunomycin antitumor drug on histone H1: UV/Vis 

and fluorescence spectroscopy studies 
Azra Rabbani, Saeid Jalal Zargar, Sayeh Abdosamadi 

Institute of Biochemistry and Biophysics, University of Tehran, Tehran- Iran 

Abstract 
In this study the interaction of antitumor antibiotic, daunomycin with histone H1 in 
different ionic strengths was investigated employing UV/Vis and fluorescence 
spectroscopy. The results show that binding of daunomycin to histone H1 reduces 
protein absorbance at 210 nm and the amount of denatured protein is dependent on 
drug concentration. By increasing drug concentration, binding constant is increased 
whereas denatured free energy is decreased. Increasing the ionic strength intensifies 
the effect. Fluorescence spectroscopy also shows that the interaction of daunomycin 
with histone H1 reduces the intensity of the fluorescence at tyrosine position and 
produces hypochromicity. The results suggest that daunomycin binds to histone H1 
and quenches tyrosine residue in the protein. In the chromatin, histone H1 can also be 
considered as a target for antitumor anticancer drugs. 
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