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บทคัดยอ
โปรตีนดอก-1มีมวลสาร 12 กิโลดาลตัน ถูกถอดรหัสมาจากยีนดอก-1 ซ่ึงเปนยีนระงับการเกิด

มะเร็ง มกีารพบวากรดอะมิโนลํ าดับที่ 20-25 ของโปรตนีดอก-1 ท ําปฏกิริยากบัโปรตนีดอก-1อาร โดยทัง้สอง
ชนดิเกีย่วของกบัการควบคุมวฏัจักรเซลล กรดอะมิโนที่จํ าเพาะสํ าหรับการทํ าปฏิกิริยาระหวางโปรตีน
ทัง้สองตัวควรไดรับการบงชี้เพื่อจะไดขอมูลพื้นฐานเพิ่มขึ้น  

การศึกษานี้มีเพื่อบงชี้วากรดอะมิโนลํ าดับใด ตัง้แต 20-25 ของโปรตีนดอก-1 ที่มีความจํ าเพาะ
ในการทํ าปฏิกิริยากับโปรตีนดอก-1อาร  พิสูจนปฏิกริยาระหวางโปรตีนทั้งสองดวยระบบยีสตทู-
ไฮบริด ศกึษาโดยใชยีสตพลาสมิด พีเอเอส 2 ที่มียีนดอก-1 และ พีเอซีที 2 ที่มียีนดอก-1อาร โดย
เปลี่ยนกรดอะมโินของโปรตีนดอก-1ในลํ าดับที่ 21, 23 และ 24ซ่ึง คือ เซอรีน, ฮีสติดีน และเซอรีน
ใหเปนอะลานีนครั้งละหนึ่งลํ าดับโดยวิธีพีซีอาร พลาสมิดที่ยนีถูกท ําใหกลายพนัธุจะถกูถายโอนเขาไปยงั
Eschericia coli   จากนัน้ท ําการสกดั,  ตรวจสอบ และ ถายโอนพลาส-มดิเขาในยีสตสายพันธุ   พีเจ69-2เอ
เพือ่สกดัและตรวจสอบโปรตนีโดยวธีิ เอสดีเอส-เพจ และ เวสเทิรนบล็อต  โดยใชแอนติบอดีทั้งตอ
ต ําแหนงที่จับของดีเอนเอและตอโปรตีนดอก-1

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาโปรตีนดอก-1 ทีม่กีารแปลง กรดอะมิโนในแตละลํ าดับดังกลาว
สามารถแสดงออกและทํ าปฏิกริยากับโปรตีนดอก-1อารไดในยีสต จากขอมูลบงชี้ใหเห็นวาการ
แปลงกรดอะมิโนเพียงตํ าแหนงเดียวของโปรตีนดอก-1 ที่ลํ าดับ 21, 23 หรือ 24นั้น ไมสามารถ
รบกวนปฏกิริยาระหวาง  โปรตีนดอก-1  และโปรตีนดอก-1อาร.

79 หนา.   ISBN 977-04-4468-7
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ABSTRACT
         The 12 kDa protein, p12DOC-1, is encoded by human DOC-1, a growth
suppressor gene. Association of p12DOC-1 with DOC-1R has been shown recently. The
minimal region of p12DOC-1 for interaction with DOC-1R is amino acids 20-25. These
proteins associate with cell cycle regulation. They seem to interfere with the activity
of CDK2 and also to suppress DNA replication. The amino acid residue for specific
protein-protein interaction should be identified to provide the basic information in the
cell cycle.
        The purpose of this study was to identify the amino acids of p12DOC-1 from
position 20 to 25 that are specific for interaction with DOC-1R. A yeast two-hybrid
system was used to verify interaction between p12DOC-1 mutant and DOC-1R.
Cotransformation of pAS2-1-DOC-1 mutants and pACT2-DOC-1R into PJ69-2A
were performed.

Yeast plasmids, pAS2-1-DOC-1 expressing a DNA binding domain which is
fused to p12DOC-1, and pACT2-DOC-1R expressing an activating domain which is
fused to DOC-1R were used in this study. Amino acid at position 21, 23 or 24 of
p12DOC-1, which are serine, histidine and serine, respectively, were individually
mutated to alanine by QuickChange™ site-directed mutagenesis. The mutated PCR
products were transformed into Escherichia coli (E.coli). The mutated plasmids were
extracted from E.coli and identified. Yeast strain PJ69-2A transformed by the mutated
plasmid was grown for protein extraction by Urea/SDS method. The expression of
each p12DOC-1 mutant was detected by SDS-PAGE and Western blotting using a
mouse monoclonal anti-DNA binding domain and anti-GST DOC-1 antibodies.
        The expression of each mutated p12DOC-1 could be detected by SDS-PAGE and
Western blot analysis. Cotransformation procedures revealed that each of the three
p12DOC-1 mutants interacted with DOC-1R as shown by blue colonies on QDO with
X-α-Gal plates. These data indicated that a single amino acid mutation of p12DOC-1 at
position 21, 23 or 24 could not interfere with the interaction between p12DOC-1 and
DOC-1R.

KEY WORDS : p12DOC-1/ DOC-1R / INTERACTION/ AMINO ACID /
IDENTIFICATION

79 P. ISBN 977-04-4468-7


	Method.pdf
	Human DOC-1 MUT

	Refer.pdf
	REFERENCES




