
 
 

 

وینکریستین به پروتئین های هیستونی  تمایل اتصال داروی ضد سرطان بررسی

 كروماتین با استفاده از روشهای اسپکتروسکوپی

 1، عذرا ربانی چادگانی  2و1آزاده محمدقلی

 

 

 1چکیده 

 در درمان بسیاری از سرطان ها كاربرد دارد. كه وینکریستین  داروی ضد سرطانی از خانواده وینکاالکالوئید ها است 

مطالعات قبلی نشان   و پروتئین های هیستونی است تشکیل یافته است. DNAكروماتین از واحد های نوكلئوزومی كه تركیبی از 

كه نقش پروتئین های هیستونی  DNAداده است كه وینکریستین تمایل اتصال قوی به تركیب نوكلئوپروتئینی كروماتین دارد تا 

بر پروتئین های هیستونی كروماتین در محلول با  در این تحقیق تاثیر داروی وینکریستینرا در این فرآیند روشن میسازد. لذا 

موجب خاموشی  كروماتین  اتصال دارو بهنتایج نشان داد كه روشهای مختلف اسپکتروسکوپی مورد مطالعه قرار گرفت. . استفاده از 

بسیار قویتر از اتصال آن   H1حلقوی  هیستون ها میشود. اتصال دارو به هیستون های آمینواسیدهای كروموفور های مربوط به 

دارای یك پیك  1Hهیستون  CDطیف نیز آنرا تائید مینماید    50ECترن ولمر و بوده بطوریکه ثابت اش Coreبه هیستون های 

دارای پیك  Coreنانومتر بوده كه مربوط به پیچه های نامنظم در ساختار پروتئین است. طیف هیستون  198منفی در طول موج 

ر ساختار پروتئین ها است كه با افزایش نانومتر می باشد كه مربوط به مارپیچ های آلفا د 222و  208منفی در طول موج های 

نانومتر در  210كاهش جذب در طول موج  همچنین می شود. اضافه   Core و  H1غلظت دارو به شدت پیك منفی در هیستون 

نسبت  H1به صورت الگوی وابسته به غلظت می باشد. نتایج حاكی از اتصال قوی تر داروی وینکریستین به هیستون  H1هیستون 

 است كه میتواند بدلیل اینکه در بخش رابط قرار دارد بیشتر در دسترس باشد.  Coreبه 

 اسپکتروسکوپی , وینکریستین ,   Coreهیستونهای  , H1هیستون كروماتین ,  واژه های كلیدی :

 مقدمه 

كه ازمنابع طبیعی گرفته می شوند.در قرن هفدهم رای تركیبات ضد توموری قوی هستندآلکالوئید داخانواده دارویی وینکا

 ( Catharantus roseus)از خانواده پریوشperiwinkle وینبلاستین و وینکریستین دو داروی طبیعی این خانواده از برگهای گیاه 
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 (. Sen and Maiti 1994; Chen et al, 2005) هستنداستخراج و مشخص شد دارای خواص ضد توموری و ضد میکروبی   

ساختار شیمیایی گروه دارویی وینکا آلکالوئید دارای دو ساختار چند حلقه ای ویندولین و كاتارانتین می باشد. 

 Dumontet and)وینکاآلکالوئیدها تركیباتی ضد سرطانی هستند كه سبب بر هم خوردن میکروتوبولهای دوک میتوزی می شوند 

Jordan, 2010; Shati and Elsaid, 2018; Jutras et al, 2018 .) گروه  2003در سالTang  و همکاران با كمك بررسی

سلولی موجب جا به جایی  DNAبه  ینکریستینمیکروسکوپی بر روی سلول دیپلوئیدی هپاتوسیت موشی نشان دادند كه اتصال و

د سرطان دارای حلقه اندولی هستند كه از طریق اتصال با بسیاری از داروهای ض(. Tang et al, 2003)می شود   DNA باز های

وینکریستین و وینبلاستین از طریق   (.Kumar et al, 2012)عمل  می كنند   DNAشیاركوچك و یا وارد شدن بین جفت بازها ی 

همراه  pBSKسمید پلا DNAهنگامی كه (. Gupta et al, 2011)دو رشته ای عملکرد خود را انجام می دهند   DNAمیانکنش با 

اتصال نیز افزایش مییابد. بدین  وینکریستین میزانبا وینکریستین بر روی ژل آگارز قرار گرفت مشاهده شد  كه با افزایش غلظت 

را از طریق قرار گیری بین جفت بازها انجام می دهند   DNAترتیب این یافته ها نشان می دهند كه  آلکالوئیدها اتصال خود به 

(Kumar et al, 2012 .) میانکنش داروی وینکریستین با پلاسمیدpET28  سبب تبدیل فرم خطی دارو به فرم لوپ مانند شده به

با وینکریستین توسط   DNAاتصال (. Zhu et al, 2004)به قطعات كوچکی تبدیل می شود   DNAطوریکه با افزایش غلظت دارو 

و وینکریستین از طریق جفت بازهای گوانین DNA نیز بررسی شده و نشان می دهد كه میانکنش بین  infrared اسپکتروسکوپی

نیز مشاهده شده است. مطالعات  DNAو سیتوزین انجام می شود. همچنین اتصال بین وینکریستین با فسفات اسکلت 

ی هایپو كرومیك  شده كه نشان دهنده با وینکریستن سبب جابه جای DNAنشان داده است كه اتصال   UV/Visاسپکترسکپی 

 (.Tyagi et al, 2010)دو رشته ای است  DNAاینتر كاله شدن وینکریستین به داخل 

است (  Histone)و پروتئین های بسیار قلیایی به نام هیستون  DNAكروماتین یك تركیب نوكلئوپروتئینی متشکل از 

می باشند. كروماتین از واحدهای تکرار شونده نوكلئوزومی ساخته شده   H1  ،H2A  ،H2B ،H3 ،H4كه شامل پنج نوع اصلی  

 Ordu et al, 2016; Cutter and)می باشد    H1و هیستون رابط همراه با DNAاست. هر نوكلئوزوم شامل اكتامر هیستونی ، 

Hayes, 2017).  اكتامر هیستونی شامل دو دایمرH2A-H2B  و یك تترامرH3-H4  وDNA   ور حول اكتامر پیچ می د 7/1كه

رابط اتصال دارد  سبب فشرده شدن نوكلئوزوم ها و ایجاد ساختارهای بالاتر كروماتین میگردد   DNAكه  به  H1خورد. هیستون 

( Kowalski 2016; Rapkin et al, 2012; Bradbury et al, 2004) هیستونهای ناحیه اكتامری به هیستونهای .Core   معروفند.این

درصد از آمینواسیدهای  20كیلو دالتون داشته ، بسیار قلیایی بوده بطوریکه حاوی بیش از  16الی  11وزن مولکولی بین  اهیستونه

و پروتئین های هیستونی  DNAاز انجایی كه در سلول ساختار كروماتین اساسا از  .(Luger et al, 2012)لیزین و آرژنین هستند 

موجود در هسته می تواند به عنوان جایگاه هدف برای اتصال این دارو باشد. در مطالعات ساخته شده است بنابراین كروماتین 

بلکه با تركیب نوكلئوپروتئینی كروماتین تمایل  اتصال دارد و حتی  DNAقبلی ما نشان داده شده كه وینکریستین نه تنها با 
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. اتصال قویتر  دارو به كروماتین میتواند (Mohammadgholi et al, 2013)است  DNAاتصال به كروماتین بسیار قوی تر ازاتصال به 

ناشی از در گیر شدن دارو با پروتئین های هیستونی باشد, لذا در این تحقیق تمایل اتصال این دارو به پروتئین های هیستونی 

مکانیسم عمل این دارو در سلول بدست  مورد یررسی قرار گرفته است تا بتوان اطلاعات بهتری در خصوص ,Coreو  H1كروماتین 

 داروهای ضد سرطان مفید باشد. آورد كه میتواند در طراحی

 ها مواد و روش

و در تاریکی نگهداری شد.  درجه سانتیگراد 4داروی وینکریستین سولفات از هلال احمر ایران خریداری و در دمای  

از بافت   Coreو  H1رقیق گردید. پروتئین های هیستونی pH= 2/7با  Tris- HClمیلی مولار  10دارو قبل از استفاده در بافر 

و وسترن بلات در   SDSو خلوص آنها با استفاده از ژل استخراج و تخلیص شده  Johns (1964)تیموس گوساله مطابق روش 

 2/7با   Tris-HClمیلی مولار   10در بافر  ی خالص شده.  پروتئین هاتعیین گردید Core  و    H1بادی های ضد  آنتیمقابل 

pH =  .حل و محلول ذخیره یك میلی گرم در میلی لیتر از آنها تهیه شد 

 تهیه كروماتین محلول

 (vistar)و همکارانش از كبد موش های صحرایی نر نژاد ویستار  برگن با روش هسته هابرای تهیه كروماتین محلول ,

. هسته های خالص شده در مقدار مناسبی از بافر هضم به صورت سوسپانسیون در آورده (Burgoyne et al, 1970)تهیه شدند 

نانومتر تعیین شد. پس از تعیین غلظت، با استفاده از بافر هضم  260با استفاده از میزان جذب در طول موج  DNAشد و مقدار 

میلی گرم بر  5محلول , میلی مولار كلرید كلسیم  1و = 2/7pHبا  Tris-HClمیلی مولار  50 ,مولار كلرید پتاسیم  1/0شامل  

درجه سانتی گراد قرار داده شد. سپس به ازای هر  37دقیقه در دمای  3-5میلی لیتر از نمونه تهیه و محلول حاصل به مدت 

 37دقیقه در دمای  10به نمونه اضافه گردید و نمونه به مدت (Sigma)  واحد آنزیم میکروكوكال نوكلئاز  DNA  ،4میلی گرم از 

میلی مولار  100فورا نمونه به روی یخ منتقل و با استفاده از محلول زمان نمونه ها درجه سانتی گراد قرار داده شد. پس از تمام 

EDTA  میلی مولار  10، محلولEDTA  دقیقه در 15از نمونه تهیه گردید. سپس نمونه به مدتg 5000  درجه  4و در دمای

به صورت سوسپانسیون در آورده شد  EDTAمیلی مولار  25/0سانتی گراد سانتریفوژ شد. رسوب در مقدار مشخصی از محلول 

در همین دما سانتریفوژ   g 10000در دقیقه 4-5درجه سانتی گراد مخلوط شد و سپس به مدت  4ساعت در دمای  1و به مدت 

به یك ظرف استریل منتقل و برای انجام آزمایش های مختلف  محلول ول رویی حاصل یا همان كروماتینگردید. در نهایت محل

 (.Rabbani et al, 1999)ذخیره گردید 
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  UV-Visپی کوسواسپکتر

میکروگرم در میلی لیتر در حضور غلظت های مختلف  50بطور جداگانه با غلظت  مركزیو  H1پروتئین های هیستونی 

) ابتدا زمان های مختلف بکار برده شد و مشخص دقیقه انکوبه  45به مدت  pH=  2/7با   Tris-HClمیلی مولار  10دارو در بافر 

انجام شد. میزان جذب حاصل از میانکنش داروی  UV-Visو سپس مطالعات اسپکتروسکوپی دقیه كافی است(  60گردید 

ثبت شد.   UV-210, Shimadzu (Japan)نانومتر با كمك دستگاه اسپکتروفتومتر  210وینکریستین و هیستونها در طول موج 

 ر گردید. و از نمونه های تیمار شده با دارو كس  ثبتهمچنین میزان جذب نمونه های استاندارد دارو در طول موج  ذكر شده نیز 

 اسپکتروسکوپی فلورسانس 

تهیه و میانکنش آن با داروی وینکریستین در دمای اتاق و به دور  Tris-HClمیلی مولار  10محلول كروماتین در بافر 

محلول حاصل از  از كروماتین استفاده شد.میکروگرم در میلی لیتر 25مطالعات فلورسانس غلظت  از نور انجام گرفت. به منظور 

تهییج  كه مربوط به آمینو اسید های حلقوی پروتئین است, نانومتر 278کنش كروماتین با داروی وینکریستین در طول موج میان

 (Cary Eclipse, Varian, Australia)با استفاده از دستگاه فلورسانس نانومتر 290-350و طیف نشر فلورسانس آنها در محدوده 

نه های استاندارد دارو در محدوده ذكر شده نیز رسم گردید و از نمونه كروماتین با رسم شد. همچنین طیف نشر فلورسانس نمو

 .دارو كسر گردید

در حضور غلظت های میکروگرم در میلی لیتر  25 با غلظت بطور جداگانه (  مركزیو  H1)  پروتئین های هیستونی 

دقیقه انکوبه شدند. نمونه های تیمار شده با دارو و كنترل  45به مدت  pH= 2/7با   Tris-HClمیلی مولار  10مختلف دارو در بافر 

نانومتر رسم شد. در طول انجام آزمایشات  290-350نانومتر تهییج و طیف نشر فلورسانس آنها در محدوده  278در طول موج 

تئین های هیستونی و از كوت كوارتز با عرض یك سانتی متر استفاده شد. شدت نشر فلورسانس نمونه های دارو از كمپلکس پرو

بر علیه غلظت های مختلف  0I/I-0I ×100 خاموشی احتمالی دارو ، منحنی های  اثردارو  كسر شد. پس از انجام محاسبات و كسر

. است در غیاب و حضور غلظت مورد نظر دارو  به ترتیب شدت نشر فلورسانس پروتئین ها Iو   0I بطوریکه دارو رسم گردید

–ولمر كه نشان دهنده اثر خاموش كنندگی فلورسانس وینکریستین است نیز رسم شد. معادله استرن -همچنین نمودار استرن

به ترتیب شدت فلورسانس در غیاب و حضور غلظت  Iو  0I نمایش داده می شود كه در آن  Ksq[Q]1I=/0I+  صورت به ولمر

 ,Gentili et al) غلظت دارو به عنوان خاموش كننده می باشد [Q]انس و ثابت خاموش كنندگی فلورس Ksq ,مورد نظر دارو 

2008 .) 

   CDاسپکتروسکوپی 

  میلی مولار 10دارو در بافر در حضور غلظت های مختلف  میکروگرم در میلی لیتر100 پروتئین های هیستونی با غلظت 
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Tris-HCl  2/7با =pH  دقیقه انکوبه شدند. محلول حاصل از میانکنش برای مطالعه تغییرات ساختارهای دوم استفاده  45به مدت

با استفاده از كوت كوارتز با عرض یك سانتی متر و تحت جریان  (Far-UV)نانومتر  260تا  190در ناحیه  CDگردید. مطالعه 

انجام شد. طیف نمونه ها از طیف نمونه  CD ( AVIV 215, USA )ه درجه سانتی گراد با كمك دستگا 25مداوم گاز ازت و دمای 

 گزارش شد.θ (molar elipticity )های استاندارد دارو كه در شرایط یکسان رسم گردید كسر و داده ها تحت عنوان 

 نتایج

 رسم شود. وهمچنین دارومركزی و  H1پروتئین های جهت بررسی های اسپکتروسکپی ابتدا لازم بود طیف جذبی 

نانومتر  190-230مشاهده می شود این پروتئین ها دارای یك قله جذبی در محدوده طول موجهای  1در شکل  همان طور كه

نانومتر  260و  295نانومتر و یك قله جذبی كوتاه در ناحیه  210می باشند. داروی وینکریستین نیز دارای یك قله جذبی بلند در 

 می باشد. 

 میائی وینکریستین نیز در شکل نشان داده شده است.همچنین فرمول شی

 

و  H1 یجذبی پروتئین های هیستون : ساختار شیمیائی , طیف جذبی داروی وینکریستین و طیف 1شکل 

Core   2/7میلی مولار  10در محلول  نانومتر 290تا  190بین Tris-HCl pH=. 

 بررسی اتصال دارو از طریق فلورسانس

نمونه های تیمار بدین منظور . فلورسانس یك روش كارآمد در مطالعه لیگاند به بیوماكروملکول هاستاسپکتروسکپی 

نانومتر رسم گردید. همانطور  290-355نانومتر تهییج  و طیف تفاضلی آنها در محدوده  278در طول موج  و كنترل با دارو شده

های آمینو اسیدكه مربوط به  استنانومتر  330(  دارای یك قله نشری در A2)شکل  مشاهده می شود كروماتین 2كه در شکل 
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یف  كروماتین طوینکریستین به صورت وابسته به غلظت، بدون آنکه در  .می باشدحلقوی در ساختار پروتئین های هیستونی 

 Bشکل . جابجایی ایجاد نماید موجب كاهش فلورسانس یا در واقع خاموشی فلورسانس كروماتین می گردد

نمایش   دارو  های مختلفكروماتین در غیاب و حضور غلظت برای   0I/I-0I ×100تغییرات شدت فلورسانس به صورت  2 

با شیب تند و میکروگرم در میلی لیتر  12تا غلظت تمایل اتصل دارو داده شده است. این شکل به خوبی نمایانگر آن است كه 

ولمر كه نشان دهنده اثر خاموش كنندگی  -نمودار استرن  C 2 ی كند می گردد. شکلو پس از آن روند  تا حدود  سریع است

  0I نمایش داده می شود كه در آن غلظت Ksq[Q]1I=/0I+ولمر به صورت -وینکریستین است ارائه شده است. معادله استرن لیگاند

 ]Q[ثابت خاموش كنندگی فلورسانس و  sqKبه ترتیب شدت نشر فلورسانس در غیاب و در حضور غلظت مورد نظر دارو،   Iو 

بیان كننده حساسیت یك فلوئورفور نسبت به خاموش كننده می  sqKولمر  -غلظت خاموش كننده می باشد. در واقع ثابت استرن

نسبت به غلظت خاموش كننده یا همان  I/0Iسپس تغییرات  ومحاسبه  I/0Iولمر مقادیر  -باشد. برای رسم نمودار استرن

می  09/0برای كروماتین  sqKاست كه به صورت مولار بیان می شود.  sqKیستین رسم گردید. شیب این نمودار در واقع وینکر

 باشد. 

 

پس از انکوباسیون با غلظت های مختلف داروی وینکریستین  تغییرات طیف نشری كروماتین  A ) :2شکل 

 0I-میکروگرم در میلی لیتر داروی وینکریستین. 50،  25، 15،  10،  5، 0به ترتیب غلظت های  6الی  1شماره 

 (B 100× 0I/I كروماتین در غلظت های مختلف دارو وCنمودار استرن ولمر ) كروماتین. 
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به كروماتین كه پروتئین های كروماتین در اتصال  دارو  تغییرات شدت نشر فلورسانس كروماتین نشان دهنده این است 

در محلول با استفاده از روش فلورسانس مورد بررسی قرار   Coreو  H1بدین سبب میانکنش دارو با پروتئین های . دخالت دارند

نانومتر می باشد كه به آمینواسیدهای  306یا  305( دارای یك قله منفرد در B 3)  Coreو( A 3  )شکل  H1 گرفت.  هیستون های

 H1ا مربوط است. وینکریستین به صورت وابسته به غلظت ، بدون آنکه در طیف تیروزین موجود در ناحیه مركزی این پروتئین ه

  C3 می گردد. شکل  Core و  H1یا در واقع خاموشی فلورسانس  موجب كاهش فلورسانسو جابه جایی ایجاد نماید   Coreو 

 پروتئینهای هیستونی  نمایشرا برای  ولمر  -نمودار استرننیز  .D3شکل و    0I/I-0I ×100تغییرات شدت فلورسانس به صورت 

بطوریکه مشاهده میشود برای هر دو پروتئین, تمایل اتصال دارو در غلظت های پائین دارو با شیب تند همراه بوده و  .  میدهد

برای  sqK سپس در غلظت های بالای دارو كند میشود كه نشان دهنده اشباع شدن است جایگاه های اتصال است. همچنین

 است.  H1می باشد كه نشان دهنده خاموش كنندگی قویتر دارو با  08/0و  11/0به ترتیب    Coreو  H1ون هیست

 

پس از انکوباسیون با غلظت های مختلف داروی  Core  (B)و (َ  (H1   Aنشر فلورسانس  :  تغییرات3شکل 

میکروگرم در میلی لیتر داروی  50،  25، 15،  10،  5، 0به ترتیب غلظت های  6الی  1شماره . وینکریستین 

در غلظت های مختلف    Core و   1H برای هیستون نمودار استرن ولمر (Dو    C 100× 0I/I-0I) وینکریستین.

 دارو میباشد.
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    UVو  CDبا استفاده از روش های اسپکترسکپی  Coreو   H1بررسی اتصال دارو به هیستون های 

یك روش بسیار ارزشمند برای بررسی ساختارهای ثانویه پروتئین ها است. با توجه  (CD)روش دو رنگ نمایی حلقوی 

ثبت شده در این ناحیه اطلاعات  CDجذب دارند طیف  Far-UVموجود در ساختار پروتئین ها در ناحیه  وندهایپیاینکه به 

مفیدی را در زمینه ویژگی های ساختار ثانویه پروتئین ها نظیر مارپیچ آلفا و صفحات بتا فراهم می آورد. اتصال یك لیگاند به 

 CDیك مولکول پروتئین می تواند از طریق ایجاد تغییرات در ساختار دوم پروتئین موجب ایجاد تغییرات مشخصی در طیف 

به منظور بررسی تغییرات ایجاد شده در ساختار دوم پروتئین  (CD)ین گردد. بنابراین استفاده از دو رنگ نمایی حلقوی پروتئ

 مشاهده می شود،  4. همانطور كه در شکل (Kelly and Price, 2000 )هادر نتیجه اتصال به لیگاند بسیار مرسوم است 

نانومتر می باشد كه مربوط به پیچ های نامنظم در  198ل موج منفی در طو ناحیهدارای یك  H1 هیستون  CDطیف 

منفی در این پروتئین در حضورغلظت های مختلف تغییر چندانی نمی كند ولیکن در  ناحیهساختار پروتئین می باشد. شدت 

نانومتر  222و  208منفی در طول موج های ناحیه   دارای  Coreف هیستون طی. منفی تر میشود غلظت های بالاتر مقدار آن 

نمایش داده می شود كه در دو محدوده مثبت و منفی متغیر بوده و مربوط به مارپیچ های آلفا در  Ɵمی باشد  میزان تغییرات با 

 222و  208موج های  منفی در ناحیه. با افزایش غلظت وینکریستین (Clark et al, 1988., Bradbury et al, 1975)ساختار است 

 ت منفی تر می شود. نانومتر به شد

 

 Far-UVدر حضور غلظت های مختلف داروی وینکریستین در محدوده Core  (B )و H1 (A )هیستون  CD: طیف  4شکل

 میلی گرم در میلی لیتر داروی وینکریستین 200،  100،  50،  25،  10،  0به ترتیب غلظت های  6الی  1شماره های 

باغلظت های  Core و  H1غلظت معینی از پروتئین هیستون ها در حضور دارو ,    UVبمنظور بررسی تغییرات جذب 

میزان جذب تفاضلی حاصل از میانکنش تغییرات   5نانومترثبت گردید . شکل  210جذب نمونه ها در ناحیه  ومختلف دارو انکوبه 

  میکروگرم در میلی لیتر100لظت شود  تا غبا داروی وینکریستین را نشان می دهد. بطوریکه مشاهده می  Coreو   H1 پروتئین 
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. حاصل میشود و دارو  H1 كمپلکس و با افزایش غلظت داروكاهش چشمگیری در جذبمییابد  به شدت  افزایش میزان جذب 

داروی وینکریستین تا حد زیادی سبب  میکروگرم در میلی لیتر 200بنابراین می توان نتیجه گرفت در غلظت های پائین تر از  

شده و در حضور غلظت بالاتر دارو ، پروتئین تا حدی فشرده  می شود. این كاهش برای داروی وینکریستین  H1از شدن پروتئین ب

افزایش و سپس  8/1تا حد بوده كه در حضور دارو  88/0در نمونه كنترل ) بدون دارو(  H1به گونه ای است كه میزان جذب 

افزایش و   3/2به   بوده كه در حضور دارو 16/1در نمونه كنترل )بدون دارو(  Core در صورتی كه میزان جذب كاهش مییابد 

 .كاهش مییابد  1/0سپس به 

 

نانومتر حاصل از میانکنش  210در طول موج   Core و H1: تغییرات میزان جذب پروتئین  5شکل

 با داروی وینکریستین

 ثبح

یکی و پروتئین های هیستونی در هسته سلول, امروزه    DNAبعنوان یك تركیب نوكلئوپروتئینی متشکل از كروماتین  

مورد بررسی قرار به كروماتین و هیستون ها از  داروها  رخیاز اهداف اصلی داروهای ضد سرطان می باشند و تا كنون اتصال ب

و كروماتین  DNAبه وینکریستین كه  میدهدمطالعات قبلی نشان  .(Chaires et al. 1983; Rabbani et al, 2004a,b)گرفته است 

لذا چنین بنظر رسید  (.Mohammadgholi et al, 2013 )   است DNAولی تمایل اتصال به كروماتین بیشتر از متصل می شود 

و كروماتین  DNAآنتراسایکلین ها به  این رفتار با اتصالكه احتمالا تركیبات هیستونی كروماتین در این اتصال نقش داشته باشند

 ,Rabbani et al, 2004b ; Rabbani et al)نسبت به كروماتین دارند  DNAكاملا متفاوت است زیرا این داروها تمایل بیشتری به 

می دهد  اما این رفتار مشابه با اثر داروی میتوزانترون است كه تمایل بیشتری برای اتصال به كروماتین از خود نشان(. 1999
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(Hajihassan et al, 2011 .) بدین منظور در این مطالعه اثر دارو بر روی پروتئین های هیستونی .H1 , Core   در محلول مورد

 است. H1بررسی قرار گرفت و نتایج حاكی از تمایل اتصال دارو به این پروتئین ها خصوصا هیستون 

نانومتر هیستون ها در حضور وینکریستین وابسته به غلظت دارو بوده و بالا رفتن جذب در  210تغییرات جذب در  

غلظت های پائین نشان دهنده نفوذ حلقه های دارو به درون بخش گلبولار پروتئین شده و موجب باز شدگی یا شل شدن در 

ایجاد شده و باعث میشود تا جذب كاهش یابد. این تغییر با شدت ساختار میشود ولی در غلظت های بالا فشردگی در ملکول 

 (.Rabbani et al, 2004b)كمتردر اتصال دانومایسین به هیستون ها نیز مشاهده شده است 

و همچنین ضریب استرن ولمر نشان دهنده  Iₒ-I/Iₒ  كمككاهش شدت نشر فلورسانس ، بررسی قدرت اتصال با 

دارد طیف  Coreنسبت به  H1با دارو می باشد به طوریکه وینکریستین تمایل بالاتری به  ها هیستونخاموشی كروموفورهای 

نانومتر می باشد كه به آمینواسید  306یا  305دارای یك قله منفرد در   Coreو  H1نشری ساطع شده از پروتئین های هیستونی 

محتوی  H1هیستون . (Cowgill et al 1976 )مربوط است موجود در ناحیه مركزی این پروتئین ها  های حلقوی خصوصا تیروزین

هیستونهای مركزی حاوی  (Jordano et al, 1983)( است كه در قسمت هیدروفوب پروتئین می باشد 72یك تیروزین )تیروزین 

هستند كه تیروزین  3-4دارای  H2Bو  H2Aدو تیروزین و هیستون  H4و  H3تیروزین های بیشتری هستند بطوریکه هیستون 

كاهش ( Isenberg et al, 1979) این آمینواسیدهای آروماتیك بیشتر در ناحیه هیدروفوب یا ناحیه گلوبولار هیستونها قرار گرفته اند

ولمر نشان دهنده خاموشی اسید آمینه  -و همچنین ضریب استرن 0I/I-0I با كمك( 50EC) نشر فلورسانس و بررسی قدرت اتصال 

برابر  H1دارو  برای  EC50تخمین  دارد Core نسبت به  H1ه طوریکه وینکریستین تمایل بالاتری به هیستون تیروزین می باشد ب

مشابه با اثر داروی میتوزانترون  این رفتارمیکروگرم در میلی لیتر است.  18مساوی    Coreمیکروگرم در میلی لیتر و برای  10

   (.Rabbani et al, 1999) دارد H1است كه تمایل بیشتری برای اتصال به هیستون 

در اتصال با دارو نشان می دهد   Coreو  H1به منظور بررسی ساختار دوم پروتئین های  CDمطالعات اسپکتروسکوپی 

نانومتر افزوده می شود و از آنجا كه این پیك مربوط به پیچ  198در ناحیه  H1كه در حضور دارو بر شدت پیك منفی هیستون 

تغییرات خصوصا ر غلظت های پائین  (Clark et al, 1988; Bradbury et al, 1975)های نامنظم در ساختار پروتئین می باشد 

كه اثر كمی بر روی ه است شان دادبا داروهای دانومایسین و آدریامایسین ن H1میانکنش هیستون بسیار كم است كه مشابه 

نیز نشان   Core. بررسی های انجام شده بر روی هیستونهای است (Rabbani et al, 2004a,b)دارند  H1ساختاردوم پروتئین 

پروتئین ها بوده و این نانومتر كه مربوط به مارپیچ های آلفا در ساختار  222و  208دهنده افزایش پیك منفی در طول موجهای 

 و افزایش ساختارهای آلفا هلیکس در آنها می باشد.  مركزیپروتئین های دوم ن امر نشان دهنده  تغییر ساختار ای

بطور كلی از نتایج فوق چنین بنظر میرسد كه داروی وینکریستین كه یك وینکا آلکالوئید است , با پروتئین های 

 H1ن گلبولار آنها را هدف قرار میدهد. تمایل بیشتر دارو به هیستوهیستونی نیز میانکنش دارد و ترجیحا بخش آب گریز یا 
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با هم   Coreباین دلیل باشد كه این پروتئین نسبت به سایر هیستون ها در معرض محیط اطراف است. هیستون های  میتواند

 .پوشیده شده و دسترسی به محیط اطراف محدود میگردد DNAاكتامر هیستونی را میسازند كه بوسیله 

 تشکر 
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Abstract1 

 Vincristine is the most effective anticancer drug, widely used in the treatment of various cancers. 

Chromatin is composed of nucleosome units consisted of DNA and histone proteins. In the present study, for the 

first time the interaction of anticancer drug vincristine with histone H1 and core histone proteins in solution was 

investigated using fluorescence, UV and CD spectroscopy techniques. The results showed that in the presence of 

vincristine, fluorescence emission intensities were reduced in a dose dependent manner, representing quenching 

of the drug with aromatic residues located in the globular head domain of histone proteins. Stern-Volmer constant 

and binding affinity of the drug to histone H1 was higher than core histone proteins. The binding of vincristine to 

histones induced structural changes in circular dichroism spectra revealing increase of α-helix content of the 

histones. Moreover, vincristine increased UV absorbance of H1 and core histones at 210 nm (hyperchromicity). In 

conclusion it is suggested that vincristine, by its domains, can penetrate into globular head domain of histones. 

Also the binding affinity of vincristine to histone H1 is higher than to core histones, possibly because H1 is located 

in linker region which is more exposed and accessible to environment. 
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