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:چکیده

ترتیبوروند،دهدمینشانهابررسی. استهمانندسازيشروعمحلچندینحاويیوکاریوتیژنوم

بنديزماناصطلاحاًرامنظمیندافراینکهگیردمیصورتخاصینظمباهاأمنشاینشدنفعال

تنظیمدرزیاديعوامل، دهدمینشاناخیرمطالعات. گویندمی) Replication timing(مانندسازيه

Rap1هبشوندهمتصلپروتئینمهم،عوامل اینازیکی. دارندنقشهمانندسازيیندافربنديزمان

)Rif1 ،( نقشیترتهپیشرفهايیوکاریوتومخمردرهمانندسازيبنديزمانبرنامهتنظیمدرکهاست

پایداربیانازمانعهاویژگیاین.داردنامنظمشکلیپروتئیناینساختارعمدهقسمت. دارداساسی

Rif1کندمیدشوارراآندربارهمطالعهوشودمی .

صورتبه) muRif1-CTD(موشیRif1نیپروتئترمینال-Cدمیننوترکیببیانکنونیمطالعهازهدف

PCRکمکبهRif1کاملژنحاويیوکاریوتیسازهازmuRif1-CTDژنمنظوریناهب. استمحلول

- محلول. گرفتقراربود،Profinity eXactبرچسبحاويکهpPAL7بیانیوکتوردروشداستخراج

دیالیزازاستفادهبادترجنتحذفبعدمرحلهدرومختلفهايدترجنتازاستفادهباپروتئینسازي

باRif1پروتئینکنشبرهمآنالیز،داردفعالیتشدهمحلولپروتئیناینکهازاطمینانرايب. انجام شد

نتایج. شدبررسیشیفتژلروشبا) بودشدهمعرفیRif1بهاتصالبارابطهدرقبلاًکه(G4ساختار

اثرگذاريونبدRif1پروتئینسازيمحلولبرايتواندمیدترجنتازاستفادهکهدادنشانبررسیاین

ایندترجنت،کاملنبودصورتدرپروتئیناینبارهدراماشود،استفادهآنسازيخالصمراحلبر

.بودنخواهدمحلولصورتبهپروتئین

هايسیستمدربیانهمانندسازي،بنديزمانسازي،محلولسارکوزیل،،Rif1پروتئین:کلید واژگان

پروکاریوتی
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مقدمه

به نام ،هاي مشخصی از آندر مکانDNAهمانندسازي 

شود. برخلاف آغاز می) همانندسازيOrigin(منشأ 

، ژنوم دارندهمانندسازي منشأ ها که یک پروکاریوت

از چرخه Sکه در فاز دارند منشأ یوکاریوتی چندین 

Lewin(شوندیند هماهنگ فعال میاسلولی در یک فر

هاي أها تمام این منشمشخص شده است که سلول.)2014

فقط اما ،کنندمیآماده Sبالقوه را براي استفاده در فاز 

فعال و باقی آنها Sفاز تعدادي از آنها در مراحل ابتدایی

همچنین . شوندمیدر مراحل بعدي از این فاز استفاده 

شدن این فعالروند و ترتیب ،دهدها نشان میبررسی

یند اگیرد که این فرخاصی صورت مییها با نظمأمنش

Replicationبندي همانندسازي (زمانمنظم را اصطلاحاً

timing(گویند) میYamazaki, Hayano, and Masai

هاي همانندسازي را در سه کلاس أطورکلی منشبه. )2013

)، Earlyشونده در مرحله ابتدایی (شروعهاي أمنش

هاي أ) و منشMidشونده در مرحله میانی (شروعهاي أمنش

Li et(دهند) قرار میLateشونده در مرحله پایانی (شروع

al. 2001(.

زیادي در عوامل دهد که مطالعات اخیر نشان می

یند همانندسازي نقش دارند. یکی از ابندي فرتنظیم زمان

که در تنظیم برنامه ست اRif1پروتئین مهم،عوامل این 

هاي بندي همانندسازي در مخمر و یوکاریوتزمان

Rif1کند. پروتئین مینقشی اساسی را بازي تر پیشرفته

عنوان عامل بهدر مخمر و 1992بار در سال نخستین

Hardy, Sussel, and(کننده طول تلومر شناخته شدتنظیم

Shore 1992( .این کننده با توجه به کشف نقش تعیین

هاي سالندي همانندسازي در بدر تنظیم زمانپروتئین 

H(استشدهبسیار توجه به آن اخیر   Masai  et  al.

-Cترمینال، -N داراي سه بخشRif1پروتئین . )2010

ترمینال و یک ناحیه میانی با ساختار نامنظم ذاتی بین 

.Sreesankar et al(است ترمینال -Nترمینال و -Cنواحی 

سه زیر دمین Rif1ترمینال از پروتئین -Cناحیه . )2012

)Sub domains I-III( به تواندمیوداردDNA متصل و

تعداد تواندمیRif1. از این طریق شودسپس الیگومریزه 

و با ایجاد دارد زیادي فیبر کروماتینی را متصل به هم نگه 

compartmentهاي کروموزوم هاي کروماتینی بر فعالیت

حریکی یا مهاري داشته باشد. تنظیم معماري اثرات ت

بندي یند زماناو درنتیجه تنظیم فرRif1وسیله بهکروماتین 

دیگرتواند بر عملکردهايمیDNAهمانندسازي 

کروموزوم نظیر نوترکیبی، رونویسی و ترمیم نقش داشته 

. )H Masai et al. 2010; Xu et al. 2010(باشد

بندي الگوي زمان،دهدهاي اخیر نشان میبررسی

ها و همچنین در برخی از بیماريDNAهمانندسازي 

شود. این نتایج پتانسیل هاي سرطانی دچار تغییر میسلول

عنوان بهشدن مطرحبندي همانندسازي براي پروفایل زمان

افزایش همچنین،. دهدنشان میرایک بیومارکر تشخیصی

هاي سرطان پستان، احتمال استفاده از سلولدرRif1بیان 

عنوان یک مارکر تشخیصی قوت بهاین پروتئین را 

.)Yamazaki, Hayano, and Masai 2013(بخشیده است

وارونه در يتکرارهايتوالیحضوریعیطبصورت به 

(G4)گیرياحتمال شکلشودمیباعث DNAساختار 

DNAG quadroplexیش یابد.افزاG4 DNAیندادر فر-

هاي سلولی مهمی مانند تنظیم رونویسی، همانندسازي و 

هاي زیادي و پروتئیندارد نقش اساسی DNAترمیم 

شوندتارها متصل میبه این ساخفقط وجود دارند که 

)Brazda et al. 2011(.اتصال ،مطالعات مختلف

DNAG4ه بRif1اختصاصی و با تمایل بالاي پروتئین 

اي و دورشتهDNA. این تمایل براي دهدرا نشان می

که حتی در حضور طوريهباست. اي بسیار پایین رشتهتک

DNAبرابر، 25اي با غلظت رشتهتکاي و دورشته

DNAG4همچنان به صورت متصل به Rif1پروتئین 

2015در سال . )Sukackaite et al. 2014(ماندباقی می

با Rif1نیشونده به پروتئمتصلهیناح35محققان ژاپنی 
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ییشناسارا میبالا در کروموزوم مخمر در حال تقسلیتما

.)Kanoh et al. 2015(کردند و گزارش 

نیاازياعمدهبخش،Rif1نیپروتئانیبنهیزمدر

کهياریبسيهاتلاشلیدلنیهمبه. نداردساختارنیپروتئ

درآنازییهابخشاینیپروتئنیابینوترکانیبنهیزمدر

ایصورت نامحلول بوده به،استشدهیوتیپروکارستمیس

ن،یبوده است. بنابراکمپایداري پروتئین حاصل بسیار

در نیپروتئنیاانیبه بشتریببارهنیدرایکنونمطالعات 

.استمعطوفیوتیوکاریزبانیم

نالیترم-Cهیناحانیمطالعه بنیادادناز انجامهدف

و E. coliزبانیصورت محلول در مبهRif1نیپروتئ

. استDNAG4به نیپروتئنیاتصال ایابیارزنیهمچن

زانیها با منیوتئپرانیکه هنگام بمهمیيهاچالشازیکی

،میهستمواجهنآبا یوتیپروکاريهاستمیبالا در س

.Lilie, Schwarz(است بودن پروتئین بیان شده نامحلول

and Rudolph 1998; Tao et al. 2010( براي حل این .

آنها مشکل راهکارهاي متفاوتی وجود دارد که یکی از 

که ضمن افزایش است هایی استفاده از دترجنت

پروتئینِ هدف، به ساختار و عملکرد آن آسیب بودنحلال

ها این دترجنتاستفاده از پیشتر محققان درباره .نزند

و همکاران این Leiblyمثال براياند؛دادهگزارش 

Leibly(کردندمقایسه و گزارش یکدیگرعات را با مطال

et al. 2012(.

40که از حدود است سارکوزیل یک دترجنت ملایم 

هاي تخلیص پروتئین استفاده سال پیش در دستورالعمل

کردنبار براي محلولنخستین. این دترجنت استشدهمی

هاي نوترکیب استفاده هاي حاصل از پروتئیننکلوژن باديا

. اگرچه سارکوزیل یک گروه کربوکسیل استشده می

اما اثرات آن بر ساختار پروتئین ،داردSDSباردار مشابه 

Frankel, Sohn, and Leinwand(تر استبسیار خفیف

1991; Massiah, M.A., Wright, K.M., and Du 2016;
Pullara et al. 2013( در بسیاري از مطالعات گذشته که از

ها استفاده انکلوژن باديکردنسارکوزیل براي محلول

) ٪2تا ٪1/0نت در غلظتی پایین (جاین دتر،شده است

. )Burgess, 2009(استشده استفاده 

هامواد و روش

کشت و رشد میکروارگانیسم 

(L.B)از محـیط لوریـا برتانی E. coliاي کشت باکتري بر

هاي عنوان محیط پایه استفاده شد. محیطبه4/7pHبا 

و در rpm180مـایع در انکوبــاتور شــیکردار بــا دور

-گراد گرماگذاري شدند. محیطدرجه سانتی37دمــاي 

20هـاي کشـت پایــه پــس از تهیــه، بــا حجــم 

توزیـع و 100هـاي ارلـن مـایر تــر در فلاسـکلیمیلــی

اتـوکلاو شـدند. میزان جـذب نـوري سوسپانسـیون 

نانومتر در برابر محیط کشت 620بـاکتري در طول موج 

UV-VISعنـوان شـاهد در دسـتگاه بهنشـده تلقیح

اسـپکتروفوتومتر خوانده شد.

و کلونینگ آن در muRif1-CTDسازه حاوي ساخت 

E. coli BL21 (DE3)اکتري ب

که pPAL7در وکتور muRif1-CTDبررسی بیان پروتئین 

منظور بهانجام شد. ، استProfinity eXact™ tagحاوي 

-muRif1ساخت سازه، طراحی پرایمر براي قراردادن ژن 

CTD در وکتورpPAL7 سازي شرایط بهینهوPCR براي

مراز براي پلیايواکنش زنجیره. انجام شداین پرایمرها 

حاوي جایگاه ژن مورد نظر با استفاده از پرایمر رفت

با توالی:HindIIIبرش آنزیم 
TTC AAA GCT TTG ATT AGA CGT GTC

TCG TTT GC
Tm: 60.7

GC%: 40.6%
پرایمر برگشت با درBamH1جایگاه برش آنزیم

توالی:
AAA GGA TCC TTA AGA ATT TTC ATG

GGC TGG TGA
Tm: 62.9
GC%:46.9%

انجام شد.
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از muRif1-CTDژنحاوي(موشی)سازه یوکاریوتی

.Eاز باکتريpPAL7و از سمت دیگر وکتور تیم ژاپنی 

coli DH5α ژن . ندشداستخراجmuRif1-CTD و

هاي محدودکننده آنزیمتوسطpPAL7یانیبدیپلاسم

BamH1 وHindIIIو یمیبه شکل جداگانه هضم آنز

cleanupخالصتیشده توسط کحصولات هضممو-

خالص PCR(Bioneer, South Korea)محصوليساز

میتوسط آنزشدههضمدیو پلاسمیژنهقطع،سپس. ندشد

XL1-BlueهیسوE. coliيباکتر.دندشصلتمبه هم گازیل

این باکتري با استفاده شد. نگیکلونزبانیعنوان مبه

LBطیمحيترانسفورم و سپس، رو، حاصلدیپلاسم

لیتر) میلیمیکروگرم در 100(نیلیسیآمپحاويجامد 

دیپلاسميمثبت دارايهایکشت داده شدند. کلن

وي رسیلین آمپیداشتن ژن مقاومت دلیل(که بهبینوترک

انتخاب و صحت حضور اند)محیط جامد رشد کرده

و PCRیروش کلنبا هیسونیمورد نظر در ادیپلاسم

شد. دییأمحدودکننده تيهامیبا آنزروش هضم دوگانه

د،یاستخراج پلاسمتیبا استفاده از کبینوترکدیپلاسم

مورد نظر با یاز صحت توالنانیاطمياستخراج و برا

T7 terminatorوT7 promoterيمرهایاستفاده از پرا

پس از اطمینان از صحت توالی مورد شد.یتوالنییتع

پلاسمید با E. coli BL21(DE3)باکتري نظر،

داراي LB و سپس روي محیطترانسفورم ،شدهاستخراج

داراي (ثبت مBL21 هايسیلین کشت داده شد. کلنیآمپی

جامد LB که روي محیطpPAL7 )پلاسمید نوترکیب

بررسی صحت براي، سیلین رشد کرده بودداراي آمپی

و PCRیبا روش کلنحضور پلاسمید نوترکیب در آن 

.ندشددییأمحدودکننده تيهامینزآدوگانه با روش هضم

بیان پروتئینشرایط 

حاوي مایع LB به محیطهاي مثبتیکی از کلنی

عنوان پیش کشت تلقیح و در شیکر بهسیلین آمپی

به rpm220 گراد با دور درجه سانتی37انکوباتور با دماي 

گذاري شد. پس از این زمان، از ساعت گرما4مدت 

سیلین تلقیح و حاوي آمپیTB کشت به محیطیشمحیط پ

قرار داده rpm220دورگراد با درجه سانتی37در دماي 

برسد. پس 5/0-6/0) معادلODدانسیته نوري (بهشد تا

تیوگالاکتوپیرانوزید-1-دي- ایزوپروپیل بتااز این زمان

(IPTG) عنوان القاکننده بهمولار میلی5/0با غلظت نهایی

عنوان نمونه شاهد، محیط بهزمان محیط افزوده شد. هبه م

کشتی با شرایط مشابه با شرایط قبل از همان کلنی مثبت 

(محیط براي این محیط صورت نگرفتاما القا ، تهیه شد

بدونBL21 هاي. یک کلنی از سلولکنترل مثبت)

با شرایط یکسان با کلنی مثبت نیزپلاسمید نوترکیب

منفی کنترلعنوان نمونه بهرکیب، حاوي پلاسمید نوت

هاي کشت القاشده زمان کشت داده شد. سپس، محیطهم

درجه 37ساعت در دماي 4و القانشده به مدت 

دور در دقیقه قرار داده شد. 220چرخشگراد باسانتی

Profinity eXact-muRif1-CTD بررسی بیان پروتئین

ن پروتئین، منظور بیابهمدت زمان مناسب گذشتپس از 

پلت باکتریایی ،وژیسانتریفg4000×ها با دورسلول

Phosphate pH 7.4, NaCl 150آمده در بافر لیز (دستبه

mM( سونیکه شدند حل و)30و ضربه ثانیه 10،بار7

هاي قسمت پروتئین،شدنسونیکه). بعد از استراحتثانیه 

از دقیقه20به مدت g12000×وژ یمحلول با سانتریف

قسمت نامحلول جدا شد.

بـــا روش (SDS-PAGE)هـا  الکتروفـورز پـروتئین  

. بدین شکل که از غلظت انجام شدتغییـریافتـه لاملـی 

12,5کننـده و از  جمـع آمیـد بـراي ژل   درصد اکریـل 5

آمیـد بـراي ژل جداکننـده اسـتفاده شـد.    درصد اکریل

یـک درصـد وزنـی   شــدن در  جوشــانده ها بـا  نمونه

ــانول- 2در حضــور SDSحجمــی / (شــرایط مرکاپتوات

آمـاده شدند.احیایی)
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يسازمحلوليمختلف براهايدترجنتازاستفاده

Profinity eXact-muRif1-CTD
هاي مختلف سازي پروتئین از دترجنتمحلولمنظور به

)1٪و 1/٪0(،Triton X-100) ٪1و 0٪/2(ازجمله

SDS3(و٪(Sarcosylهاي مختلف استفاده شد. غلظت

پس از سونیکاسیون افزوده و میزان دترجنت در بافر لیز 

.شدسازي پروتئین بررسی محلول

سازي غلظت دترجنت منتخب (سارکوزیل) به بهینه

سازي پروتئینمنظور محلول

سازي غلظت دترجنت مورد استفاده و یافتن منظور بهینهبه

ازي، سمحلولبرايحداقل غلظت مورد نیاز از دترجنت 

، 4/0، 3/0، 1/0،2/0، 0( هاي مختلف دترجنت غلظت

شد.استفاده ) ) ٪w/v(درصد 10، 2، 1، 5/0

حذف سارکوزیل به روش دیالیز

حذف سارکوزیل از روش دیالیز استفاده شد. به این رايب

سهیدر کلیسارکوزيحاوینیپروتئمحلولصورت که 

زیبافر لهیه و علدالتون قرار دادلویکCut off10با زیالید

12هر زیالیدمحلولضیتعوشد. زیالیبدون دترجنت د

توسط لیسارکوزحذف زانیبار بود و مکیساعت 

زماندر. شدیبررسساعت 24در هر ياسپکتروفتومتر

زیالیدسهیکازخارجبافرنمونهدترجنتحذفیبررس

.شدیبررسزین

شدهمحلولسازي پروتئین بررسی خالص

pPAL7وکتوروسیله به، muRif1-CTDکه پروتئین اجازآن

ترمینال آن برچسب -Nبیان شده بود، در ابتداي 

Profinity eXactسازي قرار گرفته بود. براي خالص

Profinityتوان از این برچسب که به ستون پروتئین می

exactاین ستون حاوي آنزیم کردشود، استفاده متصل می .

رزین است که قابلیت برش در ده شتثبیتسوبتیلیزین 

. آنزیم با افزودن یون آزید، دارداسیدآمینه بدون افزودن 

انجام برش و فعال ،Elutionبه محلول فلوراید یا کلراید

پروتئین بدون برچسب از ستون که درنتیجه آن شودمی

ترتیببهها یوناین کهاستذکرشایان. شودمیخارج 

دلیل همینبه.دهندآنزیم میقدرت برش کمتري را به 

مولار میلی100مولار سدیم آزید و یا میلی10استفاده از 

(در این پژوهش از یون شودسدیم فلوراید توصیه می

-پس از خروج پروتئین می. فلوراید استفاده شده است)

برچسب مولار فسفریک اسید میلی100توان با استفاده از 

بافر مورد استفاده در .کردجدا شده به آنزیم را از آن وصل

بدونمولار و میلی100بافر فسفات باید تمامی مراحل 

.شودمیسازي آنزیم که باعث فعالباشد هرگونه یونی 

ايچهاررشتهDNAتشکیل ساختار 

اي،چهاررشتهDNAتهیه ساختارهاي براي

90يدر دماکرومولاریم4غلظت بادهایگونوکلئوتیال

.حرارت دیدنددر آب قهیدق5به مدت گرادیدرجه سانت

، 4/7pHTris-HClمولارمیلی20بافر با افزودن،سپس

1(غلظت نهایی قیرق،KClمولاریلیم100حاوي 

تا رسیدن به ساعت 2به مدتیو به آراممیکرومولار)

5با طیدر همان شرااينمونهشدند. سرد اتاقيدما

ساخته شد. KClبه جاي MgCl2مولاریلیم

ايرشتهچهارDNAتأیید تشکیل ساختار 

قیاز طرايچهاررشتهDNAساختار يریگشکل

-4(-2-لیمتيد-6و3ومیازولیبنزوتونیفلورسانس کات

یسنجفیطو ،)ThT(،)1لیفنو نیآملیمتيد

. شدی) بررسCD(نمایی دورانی دورنگ

ThTاي توسط چهاررشتهDNAبررسی ساختار 

-M-1 cmیمولخاموشیبیبا استفاده از ضرThTغلظت

1 cm36000 5استوكنانومتر محاسبه و 412در آب در

1. 3,6-Dimethyl-2-(4-dimethylaminophenyl)
benzothiazolium cation (ThT)
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و ThTاز یشد. مخلوطهیتهمولار از آنیلیم

5/0و 1به ترتیب،یینهايهادر غلظتدیگونوکلئوتیال

بهيهاکمپلکسشد. هیاتاق تهيدر دماکرومولاریم

محلولدرالبغصورتبه1:1فلورسنت شدت

490فلورسانس در ارحداکثر انتشيداراکهجادشدهیا

Renaud(نانومتر 425طول موجدرجییتهنانومتر پس از 

de  la  Faverie  et  al. فلورسانس یسنجفیطدر )2014 

).یکا، آمرPerkinElmerشرکت ،LS 55(قرار دارند

700تا 450نینانومتر ب2فلورسانس هر يهااسکن

شدند.ینانومتر انجام م425طول موجدرتهییجبانانومتر 

نمایی رنگاي توسط دوچهاررشتهDNAبررسی ساختار 

دورانی

(ژاپن) Jasco J-715سنج فیطدستگاه در CDيهافیط

1ریطول مسبا کووت کوارتز کیبا استفاده از 

درجه 20در تریکرولیم300متر در حجم واکنش یسانت

نانومتر با 320تا 220ثبت شد. اسکن از گرادیسانت

نانومتر و یک2پیچ، باقهینانومتر در دق200سرعت 

تا 4نیبDNAتنانومتر انجام شد. غلظیکباند يپهنا

به طور متوسط دو شیهر آزمايبود. براکرومولاریم5

Tris-HClمولاریلیم20بافر فیطواسکن گرفته شد

نیا. شدها کاستهاز خوانشKClمولاریلیم100حاوي

Tris-HClيبه جاHEPESبا استفاده از بافر شیآزما

عنوان بافر اتصال بهبافر نیازارایز،تکرار شدنیز 

Bedrat et al. 2014; Renaud de la(شودیاستفاده م

Faverie et al. 2014(.

منظور به(EMSA)تیکتحرك الکتروفوررییتغروش

DNAبررسی اتصال پروتئین با 

مختلف طی، شراEMSAروش اندازيراهمنظور به

. شدی) بررسPAGE(دیآملیآکریالکتروفورز ژل پل

دو )کومولیپ1(قاتیتحقدرG4غلظت صیتشخيبرا

2. Pitch

. از شداستفاده نقره يزیآمرنگو دایبرممیودیاتروش 

استفاده شد. دیابرممیودیاتيزیآمرنگيروش مرسوم برا

ساده و یروششنقره، کومار و همکارانيزیآمرنگيبرا

ارائه اهانیدر گکیمورفیباند پلصیتشخيکارآمد برا

روش مختلف را با روش خود 11شانقاتیو در تحقداده

عنوان روش بهروش پیشنهادي کومار اند. کردهسهیمقا

.)Kumar et al. 2015(شدیدر مطالعه ما بررسمنتخب 

براي بررسی بافر اتصال مورد استفاده طیشرا

G4 / Profinity eXact-muRif1-CTD20کنش برهم

، DTTمولاریلیمTris-HCl،4/7pH ،1مولاریلیم

درصد KCl،5مولاریلیمEDTA ،50مولاریلیم0,1

نیآلبومتریلیلیمبر کروگرمیم200به همراه سرولیگل

يدر دماشده نگهداريایه شدساختهسرم گاو (تازه

این محققان مختلف از .بود) گرادیدرجه سانت- 20

Renaud de la Faverie et(کرده بودندشرایط استفاده 

al. 2014(.

Profinity eXact-muRif1-CTD وG4 در بافر اتصال

انکوبه شدند. قهیدق30به مدت گرادیدرجه سانت30در 

لیو تحلهیتجزبه منظورژليواکنش روحجم کل 

ساعت در 2ولت به مدت 60ژل در ويتعامل بارگذار

1 ×TBEشدانجام .

نتایج

-Profinity eXactسازي پروتئین محلولبررسی بیان و 

muRif1-CTD
بخش نشان داده شده است، 1در شکل طورکه همان

muRif1-CTD شده از تیم دریافتاز وکتور یوکاریوتی

ژاپنی به وکتور پروکاریوتی منتقل و صحت توالی توسط 

نتایج بررسی بیان این پروتئین در دو .شدبررسی یابیتوالی

این پروتئین ،دهدگراد نشان میدرجه سانتی18و 37دماي 

. )2(شکل است صورت نامحلول در این دو دما به 
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هضم دوگانه -؛ بmuRif1-CTDو وکتور حاوي pPAL7استخراج پلاسمید -. الفmuRif1-CTDساخت سازه ژنی حاوي ژن . 1شکل

د از حاوي ژن بعpPAL7ترانسفورماسیون باکتري با وکتور -؛ دpPAL7هضم دوگانه پلاسمید -وکتور یوکاریوتی حاوي ژن؛ ج

هضم دوگانه -هاي رشدکرده روي محیط کشت حاوي آمپی سیلین؛ ومربوط به کلنیPCRتأیید حضور ژن توسط کلنی -لایگیشن؛ ه

منظور تأیید حضور ژن.هاي مثبت بهکلنی

—10 k —
— 8  k —
— 6  k —
— 5  k —
— 4  k —

— 3  k —
—2.5k —

— 2  k —

—1.5k —

— 1  k —

— 750 —

— 500 —

— 10 k —
—  8  k —
—  6  k —
—  5  k —
—  4  k —
—  3  k —
— 2.5k —
—  2  k —

— 1.5k —

—  1  k —

—  750 —

—  500 —

—  250 —

یوکاریوتیوکتور

MuRif-
CTD 810

bp

وکتور
pPAL7

10k —
8  k —
6  k —
5  k —
4  k —
3  k —
2.5k —
2  k —

1.5k —

1  k —

750 —

500 —

250 —

الب ج

د

ه و
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Profinity eXact tag-muRif1-CTDسازي پروتئین. آنالیز بیان و آنالیز خالصProfinity eXact tag-muRif1-CTDبیان پروتئین .2شکل 

ساعت و با همان شرایط در 4گراد به مدت درجه سانتی37، در دماي IPTGمولار میلی5/0در محیط حاوي E. coli BL21 DE3در 

ساعت.20گراد به مدت درجه سانتی18دماي 

Profinity eXact-muRif1-CTDسازي پروتئین محلول

سازي محلولنوع استراتژي مختلف براي12بیش از 

کدام در بیان محلول پروتئین پروتئین استفاده شد که هیچ

(نتایج این موارد در این مقاله آورده نشده مؤثر نبودند

ها شامل: بافر لیز مختلف، این استراتژي.است)

هاي مختلف به افزودنیهاي مختلف به بافر لیز، افزودنی

لف بیانی، هاي مختزمان مختلف بیان، میزبانمحیط بیان،

، IPTGهاي مختلف هاي کشت مختلف، غلظتمحیط

Auto، استفاده از روش IPTGاستفاده از لاکتوز به جاي 

induction افزودن گلوکز، دانسیته متفاوت نوري در زمان ،

در صورت ترکیبی بودند. بهها استراتژيالقا و بررسی این 

هاي مختلف، پس از استفاده از دترجنتمیان، این 

سازي پروتئین ) توانست باعث محلول٪10رکوزیل (سا

نتوانستندشدهامتحانهاي سایر دترجنتشود.

هاي مختلف غلظت.انجام دهندسازي پروتئین محلول

سازي پروتئین بررسی شد و محلولسارکوزیل براي 

٪3/0سازي پروتئین حداقل غلظت مناسب براي محلول

. الف و ب)-3(شکل دست آمدبه

شده با دیالیزمحلولحذف دترجنت از پروتئین 

حذف دترجنت از منظور بررسی بهاسپکتروفتومتري انجام 

نشان داد که این دترجنت بعد ) 4(شکل محلول پروتئینی 

صورت متصل از گذشت یک و حتی دو روز همچنان به

در روز دوم غلظت دترجنت به .ماندمیباقیپروتئین به

تجمعات پروتئینی در وسیار زیادي کاهش یافتمقدار ب

.شدمحلول داخل کیسه دیالیز دیده 

-Profinity eXactسازي پروتئین بررسی خالص

muRif1-CTD
ساعت دیالیز نشان 24سازي پروتئین بعد از خالص

خارج Elutionداد که این پروتئین از ستون در مرحله 
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فقط فسفریک ولی بعد از استفاده از اسید ،شودنمی

Profinityهمان (در این سازه شده استفادهبرچسب 

eXact(شکل کرد مشاهده توانرا می)همچنین، .)ج-3

کامل با صورتبهپروتئین این امکان وجود داشت که 

که ولی ازآنجا،دواستفاده از اسید فسفریک بیرون کشیده ش

پذیربینیساختار پروتئین پیشاثرات فسفریک اسید بر

در . از این پروتئین براي بررسی اتصال استفاده نشد،نبود

پس اینجا از مزیت بیان در انکلوژن بادي استفاده شد که 

منظور بهشدن پلت از بافر حاوي سارکوزیل شستهبار 3از 

این پروتئین به صورت محلول سازي استفاده شد.محلول

.د)-3(شکل است خالص ٪95بیشتر ازو 

هاي به سوپرناتانت بافر لیز حاوي سارکوزیل با غلظت-. الفProfinity eXact tag-muRif1-CTDسازي سازي و خالصحلولم. 3شکل 

نمونه حاوي بافر لیز بدون سارکوزیل است. 9) سارکوزیل، چاهک شماره ٪w/vدرصد (10، 2، 1، 5/0، 4/0، 3/0، 1/0،2/0، 0ترتیب 

) درصد سارکوزیل ٪w/vدرصد (10، 2، 1، 5/0، 4/0، 3/0، 1/0،2/0، 0ترتیب حاوي هاي بها غلظتپلت بافر لیز حاوي سارکوزیل ب-ب

-Profinity eXact tag-muRif1سوپرناتانت باکتریایی حاوي پروتئین .Profinity eXact tag-muRif1-CTD .1سازي خالص-است. ج

CTD ،پلت باکتریایی حاوي پروتئین.2بعد از زدن سارکوزیلProfinity eXact tag-muRif1-CTD ،پلت .3بعد از زدن سارکوزیل

-Profinity eXact tagسازي هاي مربوط به خالصفراکشن.4بدون سارکوزیل، Profinity eXact tag-muRif1-CTDکننده باکتریایی بیان

muRif1-CTD5 -7.هاي مربوط به جداسازي برچسب فراکشنProfinity eXactشوي انکلوژن بادي وشست-. دProfinity eXact tag-

muRif1-CTD ،1. پلت بیانProfinity eXact tag-muRif1-CTD ،2. سوپرناتانت بیانProfinity eXact tag-muRif1-CTD ،3. ،4خالی.

. 6،%3/0شده در بافر حاوي سارکوزیل حلProfinity eXact tag-muRif1-CTDپلت پروتئین .5وشوي پلت، سوپرناتانت شست

.%3/0شده در بافر حاوي سارکوزیل حلProfinity eXact tag-muRif1-CTDسوپرناتانت پروتئین 
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(پروتئین محلولUVبررسی حذف سارکوزیل با روش دیالیز. طیف . 4شکل  ) که علیه همان بافر که در آن %3/0شده با سارکوزیل 

شده به رنگ ) و بدون سارکوزیل است، دیالیز شد. محدوده مشخصNaClمیلی مولار 150میلی مولار، 25شده (بافر فسفات حل

شود.خاکستري، به جذب سارکوزیل در این ناحیه مربوط می

و تأیید آنG4گیري ساختار شکل

و هی، تجزT6G24یبا توالG4يریگشکلیبررسيبرا

انجام شد. ThTفلورسانس با استفاده از روش لیتحل

و ThTينانومتر از مخلوط حاو490ر ر دانتشاشیافزا

G4 تشکیل ساختارG4که این موضوع دهد میرا نشان

مشاهده نشده استKClبه جاي MgCl2در حضور 

. الف)- 5(شکل 

کی،موازيG4نمایی دورانی دورنگفیطالگوي

کینزدیباند منفکینانومتر و 260باند مثبت در حدود 

فیدر طیون پتاسیم در حضورکه دارد نانومتر 240به 

CDسکانسT6G24 استفاده از . شدمشاهدهMgCl2این

به نظر رایز،کندینمجاد یاG4ساختار يبرارا يتوپولوژ

کند یثبات میرا بG4يساختارهالیتشک+Mg2 رسد یم

). ب-5(شکل
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(خط KClمولار میلی100، که در حضور ThTتوسط T6G24آنالیز فلورسانس سکانس -. الفG4تشکیل ساختار بررسی . 5شکل 

KClمولار میلی100شده در حضور تشکیلT6G24سکانس CDآنالیز -(خط ناپیوسته). بMgCl2مولار میلی100پیوسته)، در حضور 

اپیوسته).(خط نMgCl2مولار میلی100(خط پیوسته)، در حضور 

و Profinity eXact-muRif1-CTDکنشمیانبررسی 

G4روش باEMSA

-Profinity eXactکنشمیانلیو تحلهیتجزيبرا

muRif1-CTD وG4 از روشEMSAکه استفاده شد

نیبهتربررسی . آورده شده است6نتایج آن در شکل 

، صیمختلف تشخيهاروشنینشان داد که از بطیشرا

براي ،کردندپیشنهاد کومار و همکارانکه نقره يزیآمرنگ

.Kumar et al(دداتري میجواب مناسبDNAتشخیص 

با مورد استفاده G4غلظت ستتوانیماین روش . )2015

، همچنیندهد. صیتشخمختلفيهاشیآزماتکرار 

مهم بود. در G4-DNAساختارصیتشخيغلظت ژل برا

نیعنوان بهتربه) هیلا6(٪12-4بیمطالعه، از شنیا

يهایتوالییشناسايبراPAGEسازيحالت آشکار

برايبافر نیبهتر.شداستفاده G4ریو غG4دهنده لیتشک

،) بودEDTA، کیبوردی، اسسی(ترPAGE،TBEانجام

صیدر تشخيریثأتچیهسرولیو گلKClبیترکرایز

G4غلظت نیدر ژل نداشت. بهترG4روش نیکه با ا

در آزمایشی بود. پیکومول0,1-1نیب،بودپذیرصیتشخ

استفاده زینپیکومول10یعنیG4از يشتریغلظت بدیگر، 

یبزرگریژل اسميغلظت در انتهانیشده است، اما ا

سخت اریشدن آن بسدیناپدصیداد و تشخیملیتشک

بود.

الف Fluorescence analysisب Circular Dichroism analysis



1399، زمستان 1، شماره 12دوره _____ ________________________________ زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

114

-Profinity eXactبا روش ژل شیفت. G4-DNAبا Profinity eXact-muRif1CTDشده کنش پروتئین محلولبررسی برهم. 6شکل 

muRif1CTD وG4-DNA)10 کنش در حضور و عدم حضور بافر اتصال (میکروگرم)، میان664/9پیکومول معادلBinding Buffer:

BB) (20مولار میلیTris-HCl ،4/7pH ،1مولار میلیDTT ،1/0مولار میلیEDTA ،50مولار میلیKCl ،5% ،میکروگرم 200گلیسرول

در حضور بافر اتصال، Profinity eXact-muRif1CTDو G4 ،4 .G4. 3. مارکر، 2در حضور بافر اتصال،BSA .(1 .non-G4لیتر در میلی

5 .G4 وProfinity eXact-muRif1CTD ،6در عدم حضور بافر اتصال .G4 ،7در حضور بافر اتصال .G4 ،8در حضور بافر اتصال .G4

بالاتر پروتئین استفاده شد).در حضور بافر اتصال (در این واکنش از غلظتProfinity eXact-muRif1CTDو 

گیرينتیجهبحث و 

تنظیمدرزیاديعوامل ،دهدمینشاناخیرمطالعات

اینازیکی. دارندنقشهمانندسازيیندافربنديزمان

برنامهتنظیمدرکهاستRif1پروتئینمهمعوامل 

هايیوکاریوتومخمردرهمانندسازيديبنزمان

نیپروتئکیعنوان بهRif1.داردیاساسنقشیترپیشرفته

منظور تعیین بهاست. مطرح DNAمیو ترمریمهم در تکث

سازي خالصدیبااین پروتئین Rif1یمولکوليعملکردها

موجود در سلول يندهایااز فرياریبسچگونگی تنظیم و

نشاناخیرهايبررسیتوسط این پروتئین مشخص شود.

ازبرخیدرDNAنندسازيهمابنديزمانالگوي،دهدمی

این. کندمیتغییرسرطانیهايسلولهمچنینوهابیماري

برايهمانندسازيبنديزمانپروفایلپتانسیلنتایج

نشانراتشخیصیبیومارکریکعنوانبهشدنمطرح

سرطانهايسلولدرRif1بیانافزایشهمچنین،. دهدمی

یکعنوانبهراینپروتئاینازاستفادهاحتمالپستان،

,Yamazaki(استبخشیدهقوتتشخیصیمارکر

Hayano, and Masai 2013(.

یکدرآنمختلفهايبخشوRif1این،ازپیش

T293هايسلولازاستفادهبایوکاریوتیبیانیسیستم

HEKبودشدهبیانصرفهبهمقرونومناسبروشیبا

)Moriyama, Yoshizawa-Sugata, and Masai 2018(.

باکهاستشدهدادهنشانوبودهمحلولنیپروتئنیا

دارد تعاملدهند،یملیتشکرا G4ساختارکهییهایتوال

)Kanoh et al. 2015; Moriyama, Yoshizawa-Sugata,

and Masai 2018(.

87654321

*

*Rif1به کار برده شده است.ینغلظت بالاتر پروتئیرتصوین: در ژل مربوط به ا
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پیشکهاستاینRif1بیان پروتئین دراصلیمسئله

داردساختار نامنظمزیاديحدتاشودمیبینی

)Sukackaite et al. 2014(پروتئینسازيخالصوRif1

,Moriyama(استدشواربسیارآنهايکامل یا دمین

Yoshizawa-Sugata, and Masai 2018( .ها نشان بررسی

کمبسیاریوکاریوتیمیزباندرشدهبیانپروتئینمقدارداد

،هستهغشايبادلیل همراهی این پروتئینبهواست

نشدحاصلصورت کاملبهآنسازيخالص

)Cornacchia et al. 2012; Sukackaite et al. 2014;

Yamazaki, Hayano, and Masai 2013(.،این موضوع

بیشتروشدهروي این پروتئین بیشترتحقیقاتمانع

درشدهبیاننوترکیبهمان پروتئینباتاکنونمطالعات

;Kanoh et al. 2015)است انجام شده یوکاریوتی میزبان

Moriyama, Yoshizawa-Sugata, and Masai 2018) .

بیانکهدادنشانE. coliبیانسیستمايمقایسهمطالعات 

٪15<وباکتریاییهايپروتئین٪50<برايبالامقیاسدر 

است آنمحلولشکلدر،دیگرأمنشباهايپروتئین

)Braun and LaBaer 2003; Rosano and Ceccarelli

2014(.

(ScRif1 CTD)در مخمرRif1کریستالی ساختار

توان عملکرد میشودمیپیشنهادواستشدهدادهنشان

H Masai et(تترامریزاسیون براي این پروتئین متصور بود

al. 2018; Shi et al. 2013(.پروتئین اینکریستالساختار

پروتئینازبالاترينیاز به غلظتدلیلدر پستانداران به

این مقدارScRif1براي(استنشدهبررسیهنوزمحلول

.)Shi et al. 2013()بودلیترمیلیدرگرممیلی3,5

انیبيبرادیجدياستراتژکی، مطالعهنیادر

muRif1-CTD به شکل محلول آن درE. coli داده ارائه

سارکوزیل فقط ، شدهامتحاناز بین چند دترجنت .شد

این کاربرد سازي پروتئین شود.محلولتوانست باعث 

استآمیز بودهموفقیتدترجنت در موارد بسیار زیادي 

)Chisnall et al. 2014; Frankel, Sohn, and Leinwand

1991; Massiah, Wright, and Du 2016; Pullara et al.

تأمل چسبیدن دترجنت به ساختار درخور نکته .)2013

.Chisnall et al(است آن از ساختار نشدنپروتئین و جدا

نیز این موضوع muRif1-CTD. در پروتئین )2014

و با وجود اینکه این دترجنت باعث شدآزمایش 

ولی اتصال آن به ساختار ،سازي پروتئین شدمحلول

از این شد آن با دیالیز باعث نشدنخارجروتئینی و پ

داراي مقدار اندکی دترجنت (این مقدار قابل که پروتئین 

G4در آنالیز اتصال پروتئین با استکمی سازي نبود)

استفاده شود.

G4ایجاد ساختار دربارهدر بخشی از این مطالعه،

، این G4که در آن پس از تشکیل ساختار شد تحقیق

بررسی CD) و تست ThTها با تست فلورسانس (لکولمو

عنوان ابزاري براي بهکه اخیراThTً. در تست شدند

نوع موازي آن معرفی ویژه بهG4تشخیص ساختارهاي 

ایجاد ، )Renaud de la Faverie et al. 2014(شده است

بارهاین موضوع در.ساختار به صورت اولیه تأیید شد

مشاهده نشدهMgCl2شده در حضور تشکیلساختار 

در ساختار ایجادشده در فقط و افزایش فلورسانس است

که در مطالعات قبلی شود. ازآنجادیده میKClحضور 

آنتیبا شده در این بررسی، استفادهG4ساختار موازي 

.Hisao Masai et al(ی تأیید شده بودبادي اختصاص

استفاده شد. در تست CDاطمینان از تست براي،)2019

CD براي هر دو ساختار ،G4شده در حضور تشکیلKCl

هاي نانومتري همان پیک10با اختلاف MgCl2و 

اي مقالهموازي مشاهده شدند. در G4بارهشده درگزارش

اي ها به ساختار صفحهاین پیکبیان شد که2019در سال 

B شوندمیمربوط خطی)Mishra et al. 2019(.

است،شدهتشکیلG4رد کاثباتThTدرنهایت، روش

گرفته موازي،شکلساختاراین موضوع که آیا ایناما

وتأییدCDاستفاده از تحلیلبااستهیبرید غیرموازي یا

G4ساختارK+یون حضوردرکهشدمشخص
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درG4موازيساختارنمایش(استموازيشدهتشکیل

).شده استارائهزیرشکل

باG4مربوط به تعامل آن با هايبررسی، نیمچنه

انجام شد.)EMSA(تیکتحرك الکتروفوررییتغسنجش

این پروتئین با ژل نشان داد که شیفت درلیو تحلهیتجز

G4تواند به ساختار یمسازي با دترجنتوجود محلول

-Profinity eXactيبراکنشیبرهمچیاما ه،متصل شود

muRif1-CTDریغير ساختارهادر حضوG4 وجود

وبیمعیشگاهیآزماطیکه شرانیادییتأي. براشتدان

کی، از نیستکاذب صورت مثبت بهو است نبوده 

میاستفاده کردیمولکولوزنهمان باًیکنترل با تقرنیپروتئ

نیپروتئنی. امیکردیرا بررسG4و تعامل آن با 

اتمام پس ازG4يو باند براکندتعامل توانستنمی

(داده مربوط به این ژل بودمشهودکاملاًواکنش اتصال 

Profinity، مشخص شد که نی. بنابراآورده نشده است)

eXact-muRif1-CTD باG4 .در تعامل است

Rif1-CTDاتصالدر زمینهیمطالعات قبل،مطالعه ما

در .کرددییتأرا T6G24يموازG4ساختاربهپستانداران 

تر مانندقیدقيکردیبا روجینتانیابعدي، هاي آزمایش

با تاشودمیدییتأ)SPR(تشدید پلاسمون سطحی

، مشخص کنشبرهمیابیارزیروش کمنیاستفاده از ا

با چه میزان تمایلی متصلG4به muRif1-CTDد که وش

. شودیم
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Abstract:
The eukaryotic genome contains several replication Origins. Studies showed
that the phenomenon and order of the origin activation is in a particular
discipline, called the “Replication Timing". Recent studies show that many
factors are involved in regulating the timing of the replication process. One
of the most important factors amongst them is the Rap1 interacting Factor 1
(Rif1) protein, which plays a key role in regulating the replication schedule
in yeast and more advanced eukaryotes. Structure of this protein is mostly
irregular and these properties prevent Rif1 from being expressed in a stable
manner and makes it difficult to study.

The aim of the present study was to investigate the expression of
recombinant C-terminal domain of mouse-Rif1(muRif1-CTD) protein in
solution. For this purpose, the muRif1-CTD gene was extracted from
eukaryotic constructs containing the complete Rif1 gene by PCR and was
inserted into the pPAL7 expression vector comprising the Profinity eXact
tag. Protein solubilization was carried out using different detergents and then
detergent removal was performed by dialysis. In order to ensure that the
soluble protein is active, the interaction analysis of the Rif1 protein with the
G4 structures (previously reported to bind Rif1) was investigated using the
gel shift assay. The results of this study showed the use of detergent for Rif1
solubilization without affecting its purification steps. But in the case of this
protein, if the detergent is removed completely, it will not remain soluble.
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