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 يها ریبوزیم یدئوکس فردترین به منحصر از مس کوفاکتور به وابسته کننده محدود یبوزیمر یدئوکس -چکیده

 رشته سه DNAساختار  یلتشک و DNAتک رشته  یبرش اختصاص یمآنز ینا یژگیو. باشد میشناخته شده 
با ( ها ریبوزیم یدئوکس یتسنجش فعال يروش معمول برا. باشد می ضروريسوبسترا  ییشناسا ياست که برا

و  ها یچیدگیپ يکه دارا باشد می یواکتیونشاندار راد هاياستفاده از سوبسترا یهبر پا) اسیدنوکلئیکی سوبستراي
 هایی روش ،و جذب فرابنفش یفلورسانس خارج سنجی طیفاستفاده از  با حاضر،مطالعه  در. است یمشکلات

 در آنزیم ینا ساختار کلیدي اهمیتبا توجه به . ارائه شده است یمآنز فعالیت مطالعه براي ارزان و سریع دقیق،
از روش  یمآنز ساختاري مطالعه براي ،DNA اي رشتهسه  ساختار یلو اتصال به سوبسترا با تشک ییشناسا
 ییراتروش نشان دهنده تغ یناز ا آمده دست به هاي یفط. استفاده شد یدوران ییدو رنگ نما سنجی طیف

 يدارا یبرگولدسا نشانگر. سوبسترا است-یمدر کمپلکس آنز رشته سه DNA یلبر تشک يو شاهد يساختار
 فلورسانس نشر تغییرات از. است رشته تک DNAبا  یسهرشته در مقا دو DNAاتصال به  يبالا یلتما

 روش در. سنجید را آنزیم فعالیت میزان توان میسوبسترا -آنزیم کمپلکس به کوفاکتور افزودن از بعد سایبرگولد
شده پس از افزودن  یجادا شدگیفرابنفش است از پررنگ  سنجی طیف پایه بر که پیوسته شدگی پررنگ سنجش

ت دق دهندهنشان  نتایج. استفاده شده است یمآنز یتفعال گیري اندازه يسوبسترا برا- یمکوفاکتور به کمپلکس آنز
روش  که دلیل این به ،است یفلورسانس خارج سنجی طیفنسبت به  یروش سنجش پررنگ شدگ يبالا

 یبدون دخالت عوامل خارج و DNA فیزیکوشیمیایی هاي ویژگیاز  استفاده یهبر پا یسنجش پررنگ شدگ
  .باشد می

  
  .دورانی نمایی دورنگ پیوسته، شدگی پررنگ سنجش خارجی، فلورسانس کننده، محدود یبوزیمر یدئوکس :واژگان کلید

  

  مقدمه -1
انتخاب  هايروش از استفاده واسطه به اخیر هايدهه در 

 ییشناسا کاتالیستی DNA ساختارهاي 1آزمایشگاهی
                                                             
1 In vitro selection 
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 یدئوکس اصطلاحاً DNA هايمولکول این به که اند شده
کننده  محدود یبوزیمر یدئوکس .]1[ شودمی گفته یبوزیمر

 يها ریبوزیم یاز دئوکس یکی 1مس کوفاکتور به وابسته
 DNA اختصاصی برش واسطه به که است فرد به منحصر

 محدودکننده یبوزیمر یدئوکس یکبه عنوان  ايتک رشته
است  یاتصال يدو بازو يدارا یمآنز این. باشد میمطرح 
خود  يبه سوبسترا صالی،ات يبازوها ینا وسیلهکه به 
 طول داراي توانندمی اتصالی بازوهاي این. شودیمتصل م

. باشند خود سوبستراي با متناسب متفاوتی، بازي ترکیب و
هسته  یک يخود دارا اتصالی بازوي بر علاوه آنزیم ینا

واکنش . دهدیواکنش را انجام م یندکه فرا است یتیککاتال
 یتیدو ظرف مسوابسته به حضور کوفاکتور  یمیآنز
 R.R. Breaker توسط یبوزیمر یدئوکس ینا. باشد می

 ).1شکل ( ]2،3[ است شده شناسایی

 یلتشک یقطر از یبوزیمر یواکنش انجام شده، دئوکس در
 متصل سوبسترا به اي رشتهسه  و ايدور شته يبازوها

 یدئوکس ینکه در مورد ا ینکته مهم). 2شکل ( شود می
 شودمی آنزیم این به منحصر و دارد وجود یبوزیمر

سوبسترا  یمسه رشته در کمپلکس آنز DNA یلتشک
 بهبرش سوبسترا  يساختار برا ینا یلکه تشک باشد می
بعد از افزودن ). 1 شکل( ]4[ است ضروري یمآنز یلهوس

 یمیسوبسترا، واکنش آنز-یمکوفاکتور به کمپلکس آنز
تک  يها DNAواکنش که  محصولات و شودیشروع م

شکل ( شوندمی جدا یبوزیمر یاز دئوکس هستند اي رشته
2.(  

 فراوان کاربردهاي داراي کننده محدود یبوزیمر یدئوکس
و  3یستیز يساخت حسگرها ،2فناوري زیست نانو در

ابعاد  در 4زیستی گرمحاسبه همچنین در توسعه ابزارهاي
 یبوزیمر یدئوکس ینا یکاربرد اصل .]5،6[ است یمولکول

 يبالا برا یتبا حساس یستیز يدر ساخت حسگرها
                                                             
1 Cu dependent restriction deoxyribozyme 
2 Nanobiotechnology 
3 Biosensors 
4 Biocomputing 

به صورت  ینهمچن]. 9-7[ باشد میعنصر مس  شناسایی
 شناسایی براي آن از توانیم یگرد يبا آپتامرها یبیترک

 يدر راستا]. 10[ کرداستفاده  هامولکول زیست
 یکی محدودکننده، یبوزیمر یدئوکس چندگانه يکاربردها

 مطالعه و بررسی براي تکنیکی یا روش ارائه نیازها از
. است مختلف شرایط در آنزیم این دقیق و سریع کینتیکی

 يها ریبوزیم یدئوکس هايواکنش از بسیاري که حالی در
 اسیدنوکلئیک جنس از سوبستراهایی روي بر شده شناخته

 مطالعات براي استفاده مورد هايروش ولی شودمی انجام
 داراي هزینه، و آسان دسترسی تکنیکی، لحاظ از کینتیکی

  .باشندمی مشکلاتی
 هايواکنش کینتیک گیرياندازه روش پرکاربردترین

نشاندار  ياستفاده از سوبستراها با یبوزیمر یدئوکس
 هايبردارينمونه  یازمندروش ن ینا. باشد می یواکتیوراد

-اندازه و الکتروفورز اساس بر سازي جدا فرسا، طاقت

 این طی در. است واکنش از حاصل محصولات گیري
 زمان طی در سوبستراها از مقداري طولانی فرایند

 که دهندمی دست از را خود رادیواکتیو فعالیت آزمایش،
 تأثیررا تحت  هاآنزیم فعالیت گیرياندازه دقت امر این

مطالعه واکنش  يبرا روش ینبه هر حال ا. دهدیقرار م
 دقیقه چند از کمتر عمري نیمه با ییها ریبوزیم یدئوکس
  .نیست مناسب

 یکروش بالا استفاده از تکن يبرا یگزینروش جا یک
FRET رنگ با نشاندار سوبستراهاي کارگیري به با 

 توانمی تکنیک این از استفاده با. است فلورسانت
انجام داد  یوستهرا به صورت پ ینتیکک هايگیري اندازه

 فلورسانت رنگ با سوبستراهاي سنتز وجود این با. ]11[
 گران روشی عنوان به را تکنیک این از استفاده نشاندار،
 هايگروه که این امکان همچنین. کندمی محدود

 ایجاد اختلال آنزیم کینتیکی رفتار در بزرگ فلورسانت
 است روش این از استفاده دیگر هايمحدودیت از نیز کند

]12[.  
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) با حروف پررنگ یتوال( کننده محدود یبوزیمر یدئوکس. با سوبسترا محدودکننده یبوزیمر یاول و دوم کمپلکس دئوکس ساختار  1 شکل

 پیوندهاي طریق از ايرشته دو بازوي اتصال. شودیمتصل م) با حروف کم رنگ یتوال(خود به سوبسترا  یاتصال يدو بازو یقاز طر
 افزودن با اتصال، از پس. افتدمی اتفاق هاگستینی هیدروژنی پیوندهاي طریق از ايرشته سه بازوي اتصال و کریکی واتسون هیدروژنی

  .خوردمی برش شکل در شده مشخص جایگاه در سوبسترا آنزیم، کوفاکتور
  

  
 به) ضخیم رشته( کاتالیتیک DNAاتصال . کننده محدود یبوزیمر یمربوط به واکنش انجام شده توسط دئوکس یکشمات شکل  2شکل 

  )اي رشته تک = SS اي، رشته دو = DS. (افتدیجفت بازها اتفاق م ینب یدروژنیه یوندهايپ یقاز طر) یکبار رشته( سوبسترا
  
 از استفاده با پیوسته گیريهدو روش انداز اینجا در

 گیرياندازه براي که شدهگزارش  سنجی طیف هاي روش
 یشده توسط دئوکس یزکاتال هايواکنش کینتیکی سرعت

 به نتایج. بکار گرفته شده است محدودکننده یبوزیمر
 سرعت که دهدمی نشان هاروش این از آمده دست

 هايسرعت با روش این از شده محاسبه آنزیمی واکنش
 یندر ع. کندیم مطابقتمرسوم  هايروش از شده محاسبه
 تر، سریع هاروش یربا سا یسهروش ها در مقا ینحال ا

. باشندمی تر صرفه به اقتصادي لحاظ از و تر دسترس قابل
 سنجی طیفاستفاده از  ینتیکیمطالعه ک ياول برا روش

. گولد است یبرسا نشانگربا استفاده از  یخارج فلورسانس
 اي رشتهدو  DNAاتصال به  يبرا ییبالا یلتما نشانگر ینا

ار دوم، ک راه. ]13[ دارد اي رشتهتک  DNAبا  یسهدر مقا
 (CHA) 1پیوسته شدگی پررنگ سنجش روش از استفاده

فرابنفش است،  سنجی طیف یهکه بر پا CHAروش . است
-دئوکسی فیزیکوشیمیایی متفاوت هايیژگیاز و

 بردمی بهره ايدور شتهو  ايرشته تک ریبونوکلئوتیدهاي
 سنجی طیفروش  از نیز يمطالعه ساختار براي .]14[

 ینحاصل از ا نتایجاستفاده شد که  یدوران ییدورنگ نما
                                                             
1 Continuous Hyperchromicity Assay (CHA) 
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در کمپلکس  اي رشتهسه  DNA تشکیلکننده  تأیید روش
  .استسوبسترا -یمآنز

 یممستق تأیید بر علاوه مقاله این در شده ارائه نتایج
-آنزیم کمپلکس در DNA اي رشتهساختار سه  یلتشک

 هايیکتکن یهبر پا یديجد هايروش ،سوبسترا
 نظر به. کندیفرابنفش و فلورسانس ارائه م سنجی طیف

 یک تواندمی اردمو بیشتر در هاروش این رسدمی
 براي رایج هايروش براي مفیدمطمئن و  یگزینجا

 حتی و محدودکننده یبوزیمر یدئوکس یتفعال گیرياندازه
 يسوبسترا يکه دارا باشد هایی یبوزیمر یدئوکس یرسا
  .هستند یدنوکلئیکیاس
  

 ها روش و مواد -2
  مواد -2-1

 يدرجه با یقتحق ینمورد استفاده در ا الیگونوکلئوتیدهاي
 ،NaCl. شد خریداري 1بایونیر شرکت از PAGEخلوص 

KCl، CuCl2 و HEPES خلوص يدرجه داراي که 
 یبرسا. شد یداريخر 2یگمااز شرکت س هستند، بیولوژي

 Molecularاز شرکت  یشگولد مورد استفاده در آزما

Probes (Eugene, OR) هايشیشه يهمه. شد خریداري 
از  یاز استفاده توسط محلول قبل یش،مورد استفاده در آزما

با ( (HNO3) یتریکن یدو اس (HCl) یدریککلر یداس
 از پس و شده تمیز) HCl/HNO3=1:3 ینسبت حجم

 قرار استفاده مورد دیونیزه آب از استفاده با هاآن شستشوي
  .گرفتند

  
  یبوزیمر یمحلول دئوکس سازي آماده -2-2

وابسته به  محدودکننده یبوزیمر یدئوکس یلتشک براي
 يمقدار مشخص در بافر محتو به سوبسترا و آنزیممس، 

50 mM HEPES، 0.5 M NaCl و KCl در pH 7.0 حل 
سوبسترا محلول تا -یمکمپلکس آنز یلتشک يبرا. شد

                                                             
1 Bioneer Corporation 
2 Sigma Co 

 شد دادهحرارت  یقهدق 1 براي گراد یسانت درجه 95 دماي
 محیط دماي تا یعیبه صورت طب شدو سپس اجازه داده 

بعد از افزودن کوفاکتور  یمیواکنش آنز .]15[ شود خنک
  . گردید آغاز کوکتل به مس

  
 در گولد سایبر حضور اساس بر آزمایش طراحی -2-3

  واکنش محیط
و  آمیزي رنگ براي فلورسانت جدید رنگ یک گولد سایبر
 يدارا یدبرما یدیمکه مثل ات باشد می DNA ییشناسا

با  یسهدر مقا ايدو رشته DNAاتصال به  يبالا برا یلتما
DNA گولد  یبربازده فلورسانت سا. است ايتک رشته
نسبت به  ،شودیمتصل م DNAکه به مولکول  یهنگام

 يعدد برا ینکه ا است تر قوي رابرب 1000حالت آزاد 
دهنده  نشانکه  باشد میبرابر  10تنها  یدبروما یدیمات

با . ]13[ است گولد سایبر بالاي العادهفوق حساسیت
 زایی سرطاناثر  نداشتن همچنین و بالا حساسیت به وجهت

 کینتیک وسیع مطالعات در توانیگولد م یبرسا يبرا
 يرفتن ساختارها یناز ب یا یلکه همراه با تشک آنزیمی،

DNA از آن  یدبروما یدیمات يبه جا است، ايدور شته
  .کرداستفاده 

 یکه در مقدمه هم عنوان شده است، دئوکس گونه همان
و سه  ايرشته دو يبازوها یلتشک یقطر از یبوزیمر

 از بعد). 2شکل ( شودیبه سوبسترا متصل م اي رشته
 واکنشسوبسترا، -آنزیم کمپلکس به کوفاکتور افزودن
 ینکه ا خوردمی برش سوبسترا و شودمی شروع آنزیمی

-می ايدور شته DNA يرفتن ساختارها ینامر باعث از ب
 ،شدت فلورسانس یشاز افزا بنابراین). 2شکل ( شود
 اي،دور شته DNA يگولد به بازوها یبراز اتصال سا یناش

گولد از  یبرجدا شدن سا یدر پ ،و کاهش شدت آن
DNA، یکمپلکس دئوکس یلتشک مشاهده يبرا توانیم 

استفاده  واکنشسوبسترا و رها شدن محصول -یبوزیمر
 یمرها شدن سوبسترا از آنز یندفرا ع،مواق بیشتردر . کرد
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به  ،باشد می یمآنز یداتیواز واکنش برش اکس ترسریع بسیار
 کسمنع یمکه سرعت جدا شدن محصول از آنز يطور

  .]3[ استسرعت برش سوبسترا  کننده
 يمطمئن برا نشانگر یکگولد به عنوان  یبرسا ینکها براي
 باید ملاك چند باشد، سوبسترا برش سرعت گیرياندازه

 مراحلی نباید گولد سایبر حضور اینکه اول. شود رعایت
 شدن رها یا سوبسترا برش مثل شوند،می گیرياندازه که

 یدامر با ینا مهار يبرا. قرار دهد تأثیررا تحت  محصولات
 به توجه با حال هر به. نمود استفاده کنترل هايیشاز آزما
گولد نسبت به مواد  یبرکم از سا یلیخ یزانم استفاده

 پوشی قابل چشم اصولاً آن یواکنش گر، اثر مهار کنندگ
 یدوم در نظر گرفتن غلظت مناسب دئوکس نکته. است

 بیشترینبه  یابی دست منظور به سوبسترا و یبوزیمر
به آن  3-2گولد است که در بخش  یبرسا یتحساس

سوم، سرعت اتصال و جدا شدن  نکته. پرداخته شده است
-یمبالاتر از سرعت اتصال آنز یلیخ یدگولد با یبرسا

که  يبه طور ،باشد یمسوبسترا و جدا شدن محصول از آنز
  . نکند یجادا هاگیريدر اندازه یتیمحدود

  
  فلورسانس گیرياندازه -2-4

 یبوزیمر یواکنش دئوکس يبرا ينشر طیف گیرياندازه
. شد انجام Perkin Elmerدستگاه فلورسانس  توسط

حجم ( استاندارد کوارتز کووت یک از استفاده با آزمایش
 يبرا یطول موج جذب. گردیدانجام ) لیتر میلی 1 کل
نانومتر  537 ينانومتر و طول موج نشر 495گولد  یبرسا
درجه  23 يدر دما آنزیمی، فعالیت بررسی .باشد می

 ازشده  یهته گولد سایبر 1Xحضور غلظت  در گراد سانتی
 کینتیکی مطالعات. انجام شد 1000Xمحلول استوك 

در غلظت  شده، منتشر هايبا داده یسهمقا منظور بهواکنش 
 یلتحل يبرا. شد انجام یکرومولارم 1و سوبسترا  یمآنز
 هايگیرياندازه ازبدست آمده  ينمودارها ینتیکی،ک

 توابع روي GraFit افزار استفاده از نرم بافلورسانس 
  .شد داده قرار مناسب کینتیکی

بر اساس روش سنجش پررنگ  یشآزما یطراح -2-5
  (CHA) یوستهپ یشدگ

فرابنفش است، از  سنجی طیف یهکه بر پا CHA روش
-دئوکسی فیزیکوشیمیایی متفاوت هايیژگیو

. بردمی بهره ايدور شتهو  ايرشته تک ریبونوکلئوتیدهاي
مشاهده شده در طول  DNA یصورت که پررنگ ینبه ا

 یقگزارشگر دق یکبه عنوان  تواندینانومتر م 260موج 
-دو رشته DNAآن  یعمل کند که ط یمیواکنش آنز يبرا
مشاهده  یشافزا. شودمی تبدیل ايتک رشته DNAبه  اي

 یلنانومتر متناسب با تشک 260شده در جذب طول موج 
دو  يرفتن ساختارها ینبا از ب زمان هممحصول است که 

روش،  ینکاربرد ا از یمثال. شودیانجام م DNA ايرشته
 توسط ايدور شته DNAاز  یدهد یبآس يحذف بازها

و  BER یمیترم یندهايفرا یط( است ترمیمی هايآنزیم
NER (فسفات -قند يزنجیره در شکست باعث که

 شودمی باعث شکست این. شودیم DNAمولکول 
 حفظ براي لازم پایداري ايدور شته DNAمولکول 

را از دست  ايرشته دو مولکول صورت به خود ساختار
. شود ايتک رشته DNAبه سه مولکول  یلداده و تبد

در محلول واکنش  توانیاتفاق م ینا یدر پ 3 شکل مطابق
 يپدیده و نانومتر 260موج طول درجذب  یششاهد افزا

مشاهده شده در طول موج  یپررنگ. بود DNA یپررنگ
 يبرا یقگزارشگر دق یکزمان، به عنوان  ینانومتر ط 260

 یلکه متناسب با تشک است یمیسرعت واکنش آنز
 ايرفتن ساختار دو رشته ینبا از ب زمان هممحصول و 

 تأیید يکه به عنوان کنترل برا یدر مدل. شاهده استقابل م
 توسط محصول یلساخته شد، تشک CHAصحت روش 

روش  سازدمی آشکار مدل این. یدگرد سازي شبیه آنزیم
CHA تغییرات يمحدوده یو کم یبه صورت انتخاب 

 است محصول تشکیل سرعت يکننده منعکس که پررنگی
 توانمی گسترده صورت به روش این از. دهدمی نشان را

 DNA یبرش اختصاص ییبا توانا هایی آنزیم يمطالعه براي
  .]14[ کرداستفاده 
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 یندفرا ینا یط. ترمیمی هايیمتک رشته بعد از عملکرد آنز DNA یلو تشک یدهد یبآس DNA یمترم ینداز فرا یکشمات شکل  3 شکل

 عملکرد براي دقیق، گزارشگر یک عنوان به تواندمی که یابد،یم یشافزا DNA ینانومتر به دنبال پررنگ 260جذب در طول موج  یزانم
  .باشد DNA یمترم هايآنزیم مانند هاییآنزیم

  

 توانیشده مشخص است که م عنوانتوجه به مطالب  با
 یبوزیمر یدئوکس ینتیکیک يمطالعه يبرا CHAاز روش 

 2که در شکل  گونه همان. کرداستفاده  محدودکننده
 با یبوزیمر یدئوکس یتیکیواکنش کاتال شود،میمشاهده 

همراه است  ايتک رشته DNAقطعات کوچک  یلتشک
 یلتشک ايدو رشته يرفتن ساختارها ینبا از ب زمان هم که

  .باشد میسوبسترا -یمشده در کمپلکس آنز
  
  فرابنفش جذبی طیف گیري اندازه -2-6

 یبوزیمر یمحلول واکنش دئوکس فرابنفش یجذب طیف
 موج طول در آنزیمی فعالیت بررسی يبرا محدودکننده

توسط  گیرياندازه این. شد گیرياندازه نانومتر 260
  .گرفت صورت Perkin Elmer یسنج جذب یفدستگاه ط

 با محدودکننده یبوزیمر یدئوکس يواکنش برا کینتیک
 درنانومتر  260در طول موج  یجذب یفط گیرياندازه

 یلتحل يبرا. انجام شد گراد سانتیدرجه  23 يدما
  .شد استفاده GraFitبدست آمده از نرم افزار  ينمودارها

  

 (CD) 1یدوران ییدورنگ نما سنجی طیف گیري اندازه - 7- 2

آماده  یدوران ییدورنگ نما سنجی طیف يکه برا هایینمونه
-آنزیم کمپلکس و سوبسترا یبوزیم،ر یشدند شامل دئوکس

 HEPES 50 mM، KCl, NaCl 0.5بافر  درکه  بود سوبسترا

                                                             
1 Circular Dichroism 

M  وpH 7.0 با غلظت  هاهر کدام از نمونه. آماده شدμg/ml 
داخل  هاهر کدام از نمونه یف،ثبت ط يبرا. شد یهته 200

 قرار cm 1/0عبور نور  یربا طول مس μl 300کووت کوارتز 
 در هانمونه یدوران ییدورنگ نما سنجی طیف. داده شد
 هاي گیري اندازه. شد انجام نانومتر 180- 320 محدوده

توسط دستگاه  یدوران ییدورنگ نما سنجی طیف
  .شد انجامجاسکو  شرکت J715مدل  یمتراسپکتروپلار

  

  نتایج -3
  یدوران ییبا دورنگ نما سنجی طیف یجنتا -3-1

 یبوزیم،ر یدئوکس یدوران ییدورنگ نما یفط 4 شکل
 يبرا. دهدمی نشان راسوبسترا  یمسوبسترا و کمپلکس آنز

نانومتر با  280اطراف  در مثبت پیک یبوزیمر یدئوکس
 نانومتر 245 اطرافدر  یمنف یکو پ 7به  یکشدت نزد

 B-DNA هايمشخصه از علایم این. شودمی مشاهده
 یبوزیمر یساختار دوم دئوکس يدهندهکه نشان باشد می

بعد از  شودطور که ملاحظه می همان. ]16،17[ است
 یکسوبسترا -یمکمپلکس آنز یلو تشک یبریداسیونه

 280مثبت مربوط به طول موج اطراف  یکدر پ ییجابجا
 275 اطراف به یعنی تر پایین هاينانومتر به طول موج

 245 منفی پیک شدت در افزایشی همچنین و نانومتر
  .شودمی مشاهده نانومتر
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در  ییراتتغ. شده است گیري اندازه نانومتر 200-310 یدر محدوده طول موج که دورانی ییدورنگ نما سنجی طیف نمودار  4شکل 

 دهنده نشان شود،ینانومتر مشاهده م 200و  245، 280شدن با سوبسترا که در طول موج اطراف  یبریدپس از ه یبوزیمر یدئوکس یفط
  .است يضرور یمیعملکرد آنز يکه برا باشد میسوبسترا - ریبوزیم دئوکسی کمپلکس در ساختاري تغییرات

  
 نانومتر 200 اطراف در منفی شدید پیک یک این بر علاوه

 یک نشان دهنده ییراتتغ ینا همه. شودمی ملاحظه هم
 یبریداسیوناز ه بعد یبوزیمر یدر دئوکس يساختار ییرتغ

منوط به ساختار  یمکه عملکرد آنز ینبا توجه به ا. باشد می
شدن با سوبسترا  یبریدنحوه ه و یبوزیمر یدئوکس

 اتفاق هیبریداسیون از بعد که ساختاري تغییر ،باشد می
در عملکرد  یاساس ینقش يبه احتمال قو ،افتدمی

 تغییرات قبلی، هايطبق گزارش. دارد یمآنز یاختصاص
-می را آنزیم دورانی نمایی دورنگ طیف در شده مشاهده

در  اي رشتهسه  DNAشدن  یلتشک يبرا يشاهد توان
سوبسترا در نظر گرفت که در بخش بحث  یمکمپلکس آنز

  .]18[به آن پرداخته خواهد شد  یشترب گیري یجهو نت
  

و  آزاد یبوزیمر یبه دئوکس گولد سایبر اتصال -3-2
  سوبسترا-یبوزیمر یکمپلکس دئوکس

 یدر حضور دئوکس گولد سایبرنشر فلورسانس  طیف
 بر. شد گیرياندازه سوبسترا با آن کمپلکس و یبوزیمر

 شدت شده، انتخاب آزمایشگاهی شرایط اساس
 یبوزیمر یسوبسترا به دئوکس افزودن از بعد فلورسانس

 نشان همچنین نتایج). آ -5 شکل( دهدمی نشان افزایش
 رخ زمانی فلورسانس شدت در اساسی کاهش که دهدمی
 شودمیکه کوفاکتور مس به محلول واکنش اضافه  دهدمی

 يبازوها از یمیواکنش آنز طیمحصولات واکنش  و
  .شوندمی جدا یبوزیمر یدئوکس یاتصال
کمپلکس آن با  و یبوزیمر یفلورسانس دئوکس نشر

 -5 شکل(شد  گیري اندازه مختلف هايغلظت درسوبسترا 
  ). ب

که کار کردن در غلظت  کندیم تأیید یدو منحن ینب تفاوت
تفاوت  یشترینب یکنوکلئ یداس يبه بالا یکرومولارم/. 9

 آن کمپلکس و آزاد یبوزیمر یدئوکس یننشر فلورسانس، ب
 که آزمایش هدف به توجه با. کندمی مینأت را سوبسترا با

 غلظت است مرسوم هايروش از حاصل نتایج با مقایسه
  .شد انتخاب مراحل بقیه براي میکرومولار 1

 ینتخم يبرا توانمی) ب -5( شکل اطلاعات از همچنین
K0.5 )از  غلظتیDNA فلورسانس حداکثر درصد 50 که 

 به را آن توانمی که نمود، استفاده) شودمی مشاهده آن در
در  نیز DNA-گولد سایبر کمپلکس تفکیک ثابت عنوان

  . نظر گرفت
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. سوبسترا-یمآنز کمپلکس µM 1 و یبوزیمر یدئوکس µM 1 سوبسترا، µM 1در حضور  1Xگولد  سایبرفلورسانس  نشر )آ(  5 شکل

نشر ) ب. (باشد مینانومتر  495 یبرگولدسا يبرا یختگیطول موج برانگ. شد انجام C̊ 25 يدر دما pH 7.0و  HEPESدر بافر  سنجی طیف
نانومتر  537برابر  يطول موج نشر[سوبسترا -یمکمپلکس آنز یا یبوزیمر یاز غلظت دئوکس یعنوان تابع به 1X گولد سایبرفلورسانس 

- یمکمپلکس آنز و یبوزیمر یدئوکس يبرا را k0.5که  ،باشد می یپربولیکداده شده از نقاط نمودار به صورت تابع ها عبور یمنحن]. باشد می
  .DNAمختلف  ينمونه در غلظت ها دوفلورسانس  ینتفاوت ب یلی،تکم نمودار. دهدیبه دست م 0.3µM و µM 0.9 یبسوبسترا به ترت

  

 آزاد یبوزیمر یدئوکس يشده برا گیرياندازه K0.5 مقدار
/. 3سوبسترا،  یمکمپلکس آنز يو برا یکرومولارم/. 9برابر 

تعداد  با ،K0.5 ینب يبرابر 3 تفاوت .باشد می یکرومولارم
سوبسترا -یممتصل شده به کمپلکس آنز يگولدها یبرسا

با توجه به ساختار . آزاد مطابقت دارد یمبا آنز یسهدر مقا
 يبازو یک يدارا که یبوزیمر یشده دئوکس یشگوییدوم پ

 ینگولد به ا یبرامکان اتصال سا باشد می ايدور شته

  .دارد وجود ايرشته دو بازوي
  

 یدئوکس برش سوبسترا توسط ینتیکیمطالعه ک -3-3
 گولد  یبربا استفاده از سا محدودکننده یبوزیمر

 10 زودنکم شدن شدت نشر فلورسانس بعد از اف 6 شکل
سوبسترا را  یمکوفاکتور مس به کمپلکس آنز یکرومولارم

  . دهدینشان م یبرگولددر حضور سا
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 یلبعد از تشک 1X یبرگولددر نشر سا ییرتغ. گولد یبرمحدودکننده با استفاده از سا یبوزیمر یدئوکس یمینمودار واکنش آنز  6 شکل

 mM HEPES Buffer pH 7.0 50: مشترك محلول یطشرا یرسا. در حضور و عدم حضور کوفاکتور مس (1µM)سوبسترا -یمکمپلکس آنز
  .nm 537و طول موج نشر  nm 495 یختگیطول موج برانگ. C̊ 25 يو دما

  
محصولات واکنش  شدن رها دلیل به شده مشاهده کاهش

که  شاهد نمونه گرفتن نظر در با ،باشد می آنزیم سطحاز 
عدم حضور  در راسوبسترا -یمآنز کمپلکس فلورسانس
  .دهدینشان م یدر طول زمان مقدار ثابت کوفاکتور،

 که زمان طی فلورسانس کاهش از آمده دست به نمودار
به  و است آنزیم از محصول شدن رها يدهنده نشان

واکنش  براي Kobs است، یینمودار با تابع نما یکصورت 
 براي اصولاً. دهدمیبه دست /. min-1 136 برابررا  یمیآنز

 محصول براي نمایی نمودار یک انتظار واکنشی چنین
 کاملاً و یک به یک رابطه نبود شاید امر این دلیل رود، نمی

 طول و شده متصل سایبرگولدهاي تعداد بین خطی
  ].19[ است DNA اي رشته دو ساختارهاي

  
بر اساس روش سنجش پررنگ  ینتیکیمطالعه ک -3-4

   (CHA) یوستهپ یشدگ
 کمپلکس و آزاد یبوزیمر یدئوکس یجذب یفط 7 شکل
 در کوفاکتور نمودن اضافه از بعد و قبل راسوبسترا -آنزیم
  .دهدمی نشان نانومتر 260 موج طول
-آنزیم کمپلکس آنزیم، روي به سوبسترا افزودن از بعد

 تشکیل است ايرشته دو ساختارهاي داراي که سوبسترا
 طول در محلول جذب میزان پدیده این دنبال به. شودمی

 1رنگی کم علت به که یابدمی کاهش نانومتر 260 موج
DNA بعد از افزودن کوفاکتور به کمپلکس . باشد می

و رها شدن  یمآنز یتیکیکاتال یتسوبسترا و فعال-یمآنز
 باشند،یم DNAمحصولات واکنش که قطعات کوتاه 

 به که یابدمی افزایش نانومتر 260 موج طول جذب میزان
-یم CHAاستفاده از روش  با .است DNA 2پررنگی دلیل
 یبوزیمر یدئوکس یتفعال یبه صورت ممتد چگونگ توان

 طی در جذب افزایش میزان کرد، ثبت را محدودکننده
 سطح از محصول شدن رها میزان کننده منعکس زمان
 ینتخم يبرا توانمی گیرياندازه این از. است آنزیم

  . نمود استفاده یبوزیمر یدئوکس ینتیکیک يپارامترها
نانومتر نمونه  260جذب طول موج  یشافزا 8 شکل

سوبسترا را پس از افزودن کوفاکتور مس -یمکمپلکس آنز
 یزانم ،شودمی مشاهده که گونه همان. دهدیبه آن نشان م

 یشنانومتر با گذشت زمان افزا 260جذب طول موج 
  . یابد یم

                                                             
1 Hypochromicity 
2 Hyperchromicity 
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به دنبال افزوده . سوبسترا قبل و بعد از افزودن کوفاکتور مس-یمکمپلکس آنز و یبوزیمر یفرابنفش دئوکس یجذب یفنمودار ط  7 شکل

که  ،شوندمی رها باشندمی ايتک رشته DNAمحصولات واکنش که قطعات کوتاه  یمی،واکنش آنزشدن کوفاکتور مس و شروع شدن 
  .باشد می DNA یپررنگ یلامر به به دل یننانومتر شده است که ا 260جذب در طول موج  یرچشمگ یشمنجر به افزا

  

  
 محلول به مس کوفاکتور افزودن از بعدسوبسترا -یبوزیمر ینانومتر نمونه کمپلکس دئوکس 260جذب فرابنفش در  یشافزا  8 شکل

  .است شده ثبت منظم زمانی فواصل در که واکنش
  

رها شدن محصول از سطح  یلمشاهده شده به دل افزایش
. باشد می یمیاز سرعت واکنش آنز ياست که نماد یمآنز

 Kobs. است یپربولیکتابع ها یکنمودار واکنش به صورت 

  .به دست آمد/. min-1 144از نمودار برابر  حاصل

  بحث  -4
محدودکننده وابسته به  یبوزیمر یمطالعه دئوکس ینا در

به منظور  سنجی طیف هايیکتکن یلهکوفاکتور مس، به وس
 یجنتا. مورد مطالعه قرار گرفت یتساختار و فعال یبررس
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شاهد  یدوران ییدورنگ نما سنجی طیفاز  حاصل
که ( ايسه رشته DNAساختار  یلتشک يرا برا یمیمستق

 یجنتا. ارائه نمود) است يضرور یمآنز ینعملکرد ا يبرا
 یفرابنفش و فلورسانس خارج هاي سنجی طیفحاصل از 

 یدئوکس ینتیکیمطالعه ک يرا برا یديجد یکردرو یزن
  . ارائه نموده است ها یبوزیمر

 یمربوط به دئوکس یدوران ییدورنگ نما مطالعات
در مورد ساختار دوم آن نشان  یاطلاعات تواندمی یبوزیمر

 شود،یمشاهده م 4شکل  درطور که  ، همان]20[دهد 
را  B-DNA یهشب يساختار مشخصات یبوزیمر یدئوکس
مثبت در اطراف طول  یکپ یک يکه دارا دهد،ینشان م
نانومتر  240در اطراف  یمنف یکپ یکو  278موج 

ساختار  در یبوزیمر یدئوکس ینکهبا توجه به ا. باشد می
-نشان طیف این ،باشد می ايدور شتهبخش  يخود دارا

 کمپلکس. باشد میبخش  ینا B-DNAساختار  يدهنده
 یک و ايسه رشته زنجیره یک دارايسوبسترا -آنزیم

با  ايرشتهسه  زنجیره .باشد می ايدور شته زنجیره
 یبوزیمر یدئوکس ايدور شته بخش و سوبسترااندرکنش 

 یاردر محل ش ینی،هاگست یدروژنیه پیوندهاي طریق از
طیف . ]3[ شودیم یلتشک اي،دور شته DNA یاصل

 DNA يشدن با سوبسترا یبریداز ه پس یبوزیمر یدئوکس
در  جابجایی یک که دهدمی نشان اساسی ییرتغ یکخود 

 یکشدت پ یشافزا نانومتر، 275به  280مثبت از  یکپ
نانومتر  205در  یدشد یمنف یکپ یک و نانومتر 245 یمنف
 ايسه رشته DNAموجود  هاي گزارش طبق. باشد می
مختلف  هايمثل آنچه در مورد فرم استاندارد، یفط يدارا

DNA ولی بر اساس مطالعات . ]21[ نیست ،مشاهده شده
 ايسه رشته DNA يساختارها یلتشک يرو برمشابه که 

) دارد وجود سوبسترا آنزیم کمپلکس در آنچه با مشابه(
نانومتر  280مثبت  یکدر پ جابجایی ،گزارش شده است

 منفی پیکشدت  یشو افزا یینپا هايموجبه سمت طول 
سه  DNA یلبر تشک ينانومتر به عنوان شاهد 245 در

از  آمده دست به یجدر نتا که ]18،22[ باشد می اي رشته
 و یبوزیمر یدو حالت دئوکس در ییدورنگ نما یفط

با توجه به . شودمی مشاهدهسوبسترا -آنزیم کمپلکس
کاهنده در - نقش کوفاکتور به عنوان عامل فعال اکسنده

برش  يبه احتمال قو یم،آنز یتیکیکاتال یسممکان
سوبسترا به علت  شده تعریف جایگاه در آنزیم صاصیاخت
 یلو تشک یبریداسیوناست که بعد از ه يساختار ییرتغ

 یازمندامر ن ینکه ا ،دهدیرخ م یمکمپلکس در آنز
  .]2[ باشد می یلیمطالعات تکم

 يپارامترها یینتع يمعمول مورد استفاده برا هايروش
 یدئوکس یرو سا محدودکننده یبوزیمر یدئوکس ینتیکیک
 با هستند یکینوکلئ یداس يسوبسترا يکه دارا ها یبوزیمر

 که شود،یانجام م یواکتیونشاندار راد ياستفاده از سوبسترا
 گیرياندازه را مختلف زمانی هايبازه در محصول تشکیل

 جدا هايروش يپایه برواکنش  محصولات افتراق. کندمی
 هايتکنیک از استفاده با که شودمی انجام فیزیکی يساز

 .]22،23[ گیردیصورت م الکتروفورز مثل ايتجزیه
 یبوزیمر ینوع دئوکس ینا مطالعه يبرا پیوسته هايروش

 مراحل نیازمند اغلب و شودمی استفاده ندرت به ها
 شناسایی سیستم چند از استفاده یا و سوبسترا نشانگذاري

-روش مطالعه این در چالش، این برابر در. است زمان هم

-که امکان اندازه شده یشنهادپ سنجی طیفبر اساس  هایی

نوع  ینا يرا برا محلول داخلو در  یممستق یوسته،پ گیري
  .کندمی ممکن هایماز آنز

 محدود یبوزیمر یدئوکس رويانجام شده  یقبل مطالعات
 ینا ینتیکیک پارامترهاياز  یکننده وابسته به مس گزارشات

 هايداده مقایسه براي. است دادهقرار  یاررا در اخت یمآنز
 شده، منتشر مقالات هايداده با آزمایش از آمده بدست
مقالات  یطمطابق با شرا یشآزما یطو شرا هاغلظت

 یبوزیمر یدئوکس يشده برا زارشگ Kobs. باشد می
 0.15برابر  R. R. Breakerمورد بحث توسط  دومولکولی

min-1 یگراددرجه سانت23که محلول واکنش در  ،باشد می 
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است  میکرومولار 1سوبسترا  و یبوزیمر یغلظت دئوکس و
آن  دهندهنشان تحقیق این هاي نتایج آزمایش. ]1،3،15[

 0.136گولد یبرروش فلورسانس سا يبرا Kobsاست که 

min -1  روش  براي وCHA  0.144برابر min -1 باشد می .
-بدست آمده از روش یجنتا شودمی مشاهده که طور همان

به مقدار گزارش شده در  یکنزد یارارائه شده بس هاي
 هايکه صحت استفاده از روش باشد میمقالات مرجع 
 با Kobs یرمقاد ینب تفاوت. دهدمی نشانمورد نظر را 

و  تحقیق اینشده در  ارائهروش فلورسانس  از استفاده
از تفاوت آن  یشترمرجع ب يمقدار گزارش شده در مقاله

تفاوت  ینت اعل. است CHAشده در روش  ارائهبا مقدار 
در محلول  یخارج نشانگراستفاده از   یلبه دل یشترب

و  یمجدا شدن محصول از آنز یندواکنش است که در فرا
-می ایجاد اندکی تداخل یمیدر روند خود واکنش آنز یا

 همچنین. است پوشی چشم قابل نتایج به توجه با که کند
رها شدن  مرحله اگر که است مهم نکته این به توجه

باشد،  یمیسرعت واکنش آنز نندهمحصول مرحله محدودک
 باید سایبرگولد وسیله به شده گیرياندازه Kobsمقدار 
 سوبستراي توسط شده گیرياز مقدار مشابه اندازه اساساً

 رادیواکتیو سوبستراي از استفادهبا ( باشد کمتر رادیواکتیو
 نشدن یا شدن رها به توجه بدون سرعت گیرياندازه

 یدئوکسبه هر حال در . ]19[) شودمی انجام محصول
 آنزیم توسط سوبسترا برش فرایند محدودکننده یبوزیمر

 ،باشد میآزاد شدن سوبسترا  يمرحله از تر آهسته خیلی
 سایبرگولد يیلهوس به شده مشاهده سرعت بنابراین،
 این. است شیمیایی برش يسرعت مرحله کننده منعکس

 با شده گیرياندازه Kobs ینب یکنزد یجنتا مشاهده با نکته
 سوبستراي با شده گیرياندازه مقادیر و سایبرگولد
 R. R. Breaker هايآزمایش از آمده دست به رادیواکتیو

  .شودیم تأیید
 یاییفلورسانس مزا سنجی طیفبه  نسبت CHA روش

رنگ در  یا یاز عدم استفاده از عامل خارج یدارد که ناش

 عامل روش این در اینکه اول ،باشد می هاگیرياندازه
 و ندارد وجود واکنش آنزیمی فرایند در مزاحم و خارجی

. است آنزیمی واکنش طبیعی حالت در هاگیرياندازه
است که سرعت اتصال و جدا شدن عامل  یندوم ا مزیت
 تأثیر ینتیکیک هايگیرياندازه يرو تواندینم یخارج

 یناستفاده از ا یینپا هزینه روش این سوم مزیت. بگذارد
 یفلورسانس خارج سنجی طیفروش در برابر روش 

  .است
بعد از برش  هایگنالس مشاهده شده، ارائه هايروش در

 یاتصال يسوبسترا تابع جدا شدن محصول از بازوها
 یدامر با ینبه ا یابی دست براي. است یبوزیمر یدئوکس
 يطول بازوها ینکهاول ا. در نظر گرفته شود نکتهچند 
محلول واکنش  يدما ینکهبلند نباشد، دوم ا یادز یاتصال

 سوم و ددار یتدر جدا شدن محصول از بازوها اهم
 در یبوزیمر یغلظت دئوکس یدبا. سوبسترا و آنزیم غلظت

 یکمپلکس دئوکس ینامیکترمود یکمحلول از ثابت تفک
 هايگیرياندازه در. باشد کمترسوبسترا -یبوزیمر

 فرونشانی باعث دما افزایشگولد  یبرفلورسانس سا
روش را  یناز ا استفاده که شود،می سایبرگولد فلورسانس

در  ،این محدودیت. ]24[ کندیبالا محدود م يدر دماها
-اندازه برايواکنش  اجزاي یکه از اثر ذات CHAروش 

  .ندارد وجود کندمی استفاده کینتیکی پارامترهاي گیري
 یمو مطالعه مستق یقادر به بررس سنجی طیف هايروش

 دورانی نمایی رنگ دو روش. هستند زیستی هايمولکول
 براي کهسوبسترا -آنزیم کمپلکس در ساختاري تغییرات
و  دهدمی نشان را هستند ضروري آنزیمی واکنش
 اي رشتهسه  DNA یلتشک يبرا یمیشاهد مستق ینهمچن

 محدودکننده یبوزیمر یکه منحصر به دئوکس ،باشد می
 هايحاصل از روش یجنتا. است مس کوفاکتور به وابسته
 ،است هها استفاده شد آن ازمطالعه  یندر ا که سنجی طیف
مرسوم  هايروش از آمده دست به نتایج با مقایسه قابل

 کننده محدود یبوزیمر یدئوکس ینتیکیک مطالعه يبرا
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 مطالعه براي جدیدي هاي روشمطالعه  یندر ا لذا. است
 یرسا یکننده و حت محدود یبوزیمر یدئوکس ینتیکیک

 شده ارائه یکینوکلئ یداس يبا سوبسترا ها یبوزیمر یدئوکس
 هر به. باشندمی تر دسترس قابل و ارزان سریع، که است
 نقاط شدن مشخص و قطعی گیري نتیجه براي حال

است  یازمندن شده، ارائه هايروش مورد در قوت و ضعف
  .شود انجام بیشتري ايمقایسه و تکمیلی مطالعات که
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