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 52/1/39، پذیرش:15/15/39، اصلاح:52/11/39وصول:

 چكيده 

در فرآینادها   S100A9و  S100A8كالپروتکتين یك فاكتور دخيل در ایمنی ذاتی است و همراه باا دو يیرواداد خاود   :و هدف زمينه

توموريایی شركت می كند. این مطالعه به منظور بررسی پایدار  دمایی يیرواددها  طبيعای و تيييریافتاه كاالپروتکتين نوتركيا  در  التهابی و

   دضور ليگاند كلسيم انجام شد.

كلسيم    پس اي انکوباسيون با DEP در دو شکل طبيعی و تييير یافته با  S100A9و  S100A8يیر واددها  نوتركي   :ها روش و مواد

درجه سانتيگراد دناتوره شدند. با بدست آمدن شدت نشر فلورسانس در  22-99توسط دستگاه اسپکتروسکوپی فلورسانس در محدوده دمایی 

محاسبه و ميزان پایدار  شکلها  مختلف پروتئين  Excelدر نرم افزار  Tmدالات طبيعی و دناتوره شده  تيييرات انرژ  آياد گيبس و نيز 

    ید.مشخص گرد

انکوبه شده با كلسيم و نيز محاسبه انرژ     DEPنمودار شدت فلورسانس بر دس  تيييرات دما در سه دالت طبيعی  تيييریافته با  :هایافته

 و نيز انکوبه شده با كلسيم را نسبت به نوع طبيعی پروتئين نشان داد. DEPآياد گيبس  افزایش پایدار  پروتئين تيييریافته با 

پایدار  یا ناپایدار  پروتئين بر عملکرد بهينه آن موثر بوده و می تواند مفيد یا مضر باشد  با توجه به خواص دوگانه  :گيرينتيجه 

تييير  كالپروتکتين و يیرواددها  آن در فرآیند سرطان  تييير در ساختار و پایدار  این پروتئين می تواند سب  تييير در عملکرد آن و در نهایت

 سرطان گردد. بنابراین مطالعه این پروتئين جهت مهار سرطان با استفاده اي یك منبع طبيعی می تواند سودمند باشد.در روند 

   اسپکتروسکوپی فلورسانس  انرژ  آياد گيبس S100A8  S100A9كالپروتکتين   كليد واژه ها:

 

 مقدمه
پروتئين كالپروتكتين به عنوان يك فاكتور دخيل 

ت كه توسط نوتروفيلها و ماكروفاژها در ايمني ذاتي اس

و در حضور كلسيم به صورت يك  (1)بيان شده

 متشكل از دو زنجيره سبك و سنگين هترودايمر،

S100A8(8KD) و S100A9(14KD)  در پروسه هاي

. روند التهاب و تومورزايي (2) التهابي ايفاي نقش مي كند

ن وزير و افزايش كالپروتكتي (3)نيز به يكديگر مرتبط بوده

 مقاله پژوهشی
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واحدهاي آن در بسياري از مراحل پيشرفت سرطان، گاهي 

با خاصيت ضدتوموري و در مواردي، القاء كنندگي تومور 

(. اين افزايش در پلاسما ، ادرار و يا 4) معلوم شده است

( و مي تواند سبب تبديل 5) مدفوع بيماران ديده شده

 سلولهاي نرمال به نئوپلاسم و سلولهاي سرطاني گردد

تغييرات متعددي در ساختار  in vivo(. در شرايط 5)

زيرواحدهاي سازنده كالپروتكتين ايجاد مي شود كه در 

برخي موارد نقش تنظيمي داشته و مي تواند منجر به تغيير 

(. استيلاسيون هيستيدينها توسط 6) عملكرد آنها گردد

مي تواند diethyl pyrocarbonate) )DEP (7 )معرف

باشد. ايجاد  in vitroن تغييرات در شرايط نمونه اي از اي

تغييرات ساختاري روي زير واحدهاي نوتركيب 

كالپروتكتين و در مطالعات تكميلي، بررسي عملكرد آنها 

مي تواند راهگشايي براي  in vivoو   in vitro در شرايط

مهار پروسه هاي التهابي منتهي به تومورزايي در بسياري 

كه مي تغيير در ساختار پروتئين  (.8) از سرطانها گردد

، بر تداوم يا  گردد تغير در ميزان پايداري آن تواند منجر به

(، 9) استقطع عملكرد طبيعي پروتئين تاثيرگذار 

كالپروتكتين و زيرواحدهاي آن نيز كه در برخي غلظتها 

مهاركننده و در برخي ديگر فعال كننده روند سرطان زايي 

يير در ساختار و كاهش يا افزايش هستند،  پس از انجام تغ

ميزان پايداري، لزوما عملكرد طبيعي خود را نخواهند 

داشت. بنابراين با بررسي پايداري زيرواحدهاي نوتركيب 

طبيعي و تغيير يافته كالپروتكتين مي توان امكان تغيير در 

عملكرد آنها را در روند التهاب و سرطان زايي پيش بيني 

اهداف مختلف كلينيكي آنها را مورد  نمود و در آينده با

 . مطالعه و استفاده بيشتر قرار داد

 

 ها مواد و روش
هاي زيست روش بر تكيه با تجربي مطالعه اين

 قزوين پزشكي علوم دانشگاه در ،1392 سال فناوري در

نوتركيب  S100A9و  S100A8از زيرواحدهاي  شد. انجام

 لعه قبلي است، كه حاصل از مطا DEPو تغييريافته با 

، به عنوان منبع پروتئينهاي نوتركيب و تغيير يافته در (11)

اين مطالعه استفاده شد. كلسيم كلرايد، سديم كلرايد و 

 Merkسديم هيدروژن فسفات مونوبازيك از شركت 

 .ند)آلمان( خريداري شد

با استفاده از دستگاه اسپكتروفلوريمتر فلورسانس 

Cary-Bio700يرات دمايي بر زيرواحدهاي ، بررسي اثر تغي

در دو حالت طبيعي و  S100A9و   S100A8 نوتركيب

 انجام شد. هر يك از پروتئينهاي DEPتغيير يافته با 

S100A8  وS100A9  در سه آزمايش جداگانه: بدون

،  DEPتيمار، تيمار با كلسيم و نيز حالت تغيير يافته با 

يك از اين تحت دناتوراسيون دمايي قرار گرفتند. در هر 

 1ميكروليتر از نمونه پروتئيني با غلظت  211بررسي ها 

 هيدروژن سديم)ميكروليتر بافر دياليز  211ميكرومولار با 

 111 كلرايد سديم مولار،ميلي 25 بازيك مونو فسفات

ميكروليتر محلول  411رقيق شد و  (=5/6pHمولار و ميلي

نامه پروتئيني رقيق شده در كووت با استفاده از بر

Thermal  در دستگاه فلورسانس، تنظيم شده با طول موج

نانومتر و ميزان نشر تا محدوده طول موج  281تحريكي 

درجه سانتيگراد،  21-95نانومتر و طيف دمايي  331

دناتوره گرديد و شدت نشر آنها به دست آمد. در آزمايش 

 1ميكروليتر نمونه پروتئيني با غلظت  411تيمار با كلسيم، 

ميكروليتر از كلسيم  1دقيقه با  11يكرومولار به مدت م

ميلي مولار انكوبه گرديد و پس از آن مورد  1كلرايد 

دناتوراسيون دمايي قرار گرفت. پروتئينهاي تغيير يافته، 

ميلي مولار نيز  1ميلي مولار، با كلسيم  DEP 1علاوه بر 

 در مطالعه قبلي تيمار شدند و تنها در اين مطالعه مورد

 دناتوراسيون قرار گرفتند.

كه  گرفتيميك سيستم دو وضعيتي را در نظر 

 (N)هاي طبيعي پروتئين در اين سيستم در يكي از حالت

پذير قرار داشته و در شرايط برگشت (D)و يا غير طبيعي 

 شود :يك ثابت تعادل براي سيستم تعريف مي

)/()(]/[][, obsDNobs YYYYNDKDN  
گيري شاخص فيزيكي قابل اندازه obsY در اين رابطه
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 بين شدت نشر فلورسانس در تعادل يعني  پروتئين

، به ترتيب، مقادير DYو NY ،مي باشد Dو  N تحالا

د. نباشپروتئين مي Dو  Nهاي همان شاخص درحالت

 پروتئين هايبين حالت (∆˚G)اختلاف انرژي آزاد گيبس

به دست  زيربا توجه به رابطه دناتوره شده طبيعي و 

 :  آيدمي

)]/()[(lnln obsDNobs YYYYRTKRTG   
مطلق  دماي Tثابت عمومي گازها و  Rه در اين رابط

با تهيه نمودار تغييرات دما بر حسب شدت  است.

 فلورسانس در دناتوراسيون دمايي و با استفاده از نرم افزار

Excel پروتئين طبيعي و دناتوره شده را  شيب خط، معادله

 Gو  Kبدست آورده و پس از محاسبه ثابت ترموديناميكي 

را  بر حسب تغييرات انرژي در نمودار تغييرات دما  

شدتهاي مختلف فلورسانس رسم كرديم ، در معادله خط 

بدست آمده عرض از مبدا به عنوان تغييرات انرژي آزاد 

 مي باشد. mTگيبس و طول از مبدا 

 

 هایافته
پس از انجام سه آزمايش دناتوراسيون بر روي 

فته با پروتئين طبيعي، انكوبه شده با كلسيم و نيز تغيير يا

DEP  نمودار شدت فلورسانس بر حسب تغييرات دما ،

نيز محاسبه و نمودار  (∆˚G)بدست آمد. انرژي آزاد گيبس

 (.1،2 نمودارآن رسم گرديد)

و  (∆˚G)همچنين مقدار عددي انرژي آزاد گيبس

mT  پس از دناتوراسيون دمايي در سه آزمايش ذكر شده

در  mTو  (∆˚G)افزايش  (.1،2بدست آمد )جدول 

پس از تيمار با كلسيم در  S100A9و  S100A8پروتئينهاي 

تيماري دريافت نكرده اند  ،مقايسه با زمانيكه پروتئينها

نشان دهنده افزايش پايداري آنهاست، همچنين كاهش 

(G˚∆)  وmT  پس از تيمار باDEP   بيانگر كاهش پايداري

 است.
 

  بحث
در اين مطالعه پايداري دمايي زيرواحدهاي 

نوتركيب كالپروتكتين در حالات طبيعي، تغيير يافته با 

DEP  و نيز انكوبه شده با كلسيم بررسي گرديد. بررسي

نمودارهاي حاصل از دناتوراسيون و نيز محاسبه انرژي 

و  S100A8آزاد گيبس، در حالات مختلف از تيمار 

S100A9  كاهش پايداري پروتئين طبيعي را نسبت به ،

 DEPبا كلسيم و نيز تغيير يافته با  حالات انكوبه شده

 نشان داد.

 S100A8/S100A9وسيله سلولهاي توموري  به

ميكرومولار  1( در غلظت mT( و دماي لازم براي دناتوراسيون نيمي از پروتئين )∆G˚دي انرژي آزاد گيبس ): مقايسه عد1جدول

S100A8  حالت:  طبيعي، تغيير يافته با  3نوتركيب درDEP 2  ميلي مولار پس از  1ميكرومولار و تيمار شده با كلسيم كلرايد

 نانومتر 282ا طول موج تحريكي درجه سانتيگراد ب 22-59در طيف دمايي دناتوراسيون 

 گروههاي  مورد بررسي (∆˚Gانرژي آزاد گيبس) m(Tدماي دناتوراسيون نيمي از پروتئين)

50/05 560/95 S100A8 

65/27 585/09 S100A8 + Ca 

80/29 757/07 S100A8 + Ca + DEP 

 

ميكرومولار  1( در غلظت mTن نيمي از پروتئين )( و دماي لازم براي دناتوراسيو∆G˚: مقايسه عددي انرژي آزاد گيبس )2جدول

S100A9  حالت:  طبيعي، تغيير يافته با  3نوتركيب درDEP 2  ميلي مولار پس از  1ميكرومولار و تيمار شده با كلسيم كلرايد

 نانومتر 282درجه سانتيگراد با طول موج تحريكي  22-59در طيف دمايي دناتوراسيون 

 گروههاي  مورد بررسي (∆˚Gانرژي آزاد گيبس) m(Tز پروتئين)دماي دناتوراسيون نيمي ا

05/60 592/75 S100A9 

77/25 569/90 S100A9 + Ca 

55/68 895/70 S100A9 + Ca + DEP 
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و به دنبال هيپوكسي ناشي از رشد تومور  نكروز شده

ترشح مي شوند ،آنها ميتوانند در پروسه التهاب به عنوان 

القاء كننده تومور، و يا در پروسه سرطان به عنوان القاء 

نقش كنند. آنها مي توانند ميانجي كننده التهاب ايفاي 

پاسخهاي ايجاد تومور ويا ضد تومور باشند. از نقشهاي 

، شروع سايتوتوكسيته و  S100A8/S100A9ضد توموري 

آپوپتوز در سلولهاي توموري است، در حاليكه تقويت 

سيگنالهاي رشد، بلوكه شدن مهار كنندگان رشد ، مهار 

 ه، شروع آنژيوژنزيزآپوپتوز، تكثير بالقوه و مهار نشد

، تهاجم تومور و متاستاز)مهاجرت سلولي(، )رگزايي(

 !Error) لازمه بدخيم شدن تومورها مي باشند

Bookmark not defined..)  با وجود خواص ضد

و احتمال استفاده از آنها به  S100A8/S100A9توموري 

 invivo عنوان ابزار درماني سرطان كه هنوز در شرايط

اثبات نشده است، اين كمپلكس تعدادي از پاسخهاي آغاز 

 كننده تومور را نيز ايجاد مي كند، غلظت مؤثر

S100A8/S100A9 25براي آپوپتوز سلولهاي توموري -

ميكروگرم در ميلي ليتر ميباشد در حاليكه غلظتهاي  21

سبب رشد و تكثير سلولهاي  S100A8/S100A9پايين تر 

( مشخص شدن مسيرهاي مولكولي 11د )توموري مي شون

مي تواند اهداف بالقوه  S100A8/S100A9با ميانجيگري 

جديدي براي پيشبرد درمان سرطان و نيز شناسايي 

بيوماركرهايي جهت تشخيص مراحل اوليه سرطان و يا 

 (12روند درمان آن پيش روي ما بگذارد.)

افزايش كالپروتكتين و زيرواحدهاي آن در 

سرطانها چون پوست، سينه، معده، پروستات، بسياري از 

كلون و.... قابل مقايسه با حالت نرمال فرد بوده و مي 

تواند به عنوان يك ماركر ارزان، غير تهاجمي، قابل 

دسترس، سريع و آسان جهت تشخيص بيماري، پيش بيني 

بيماري، تعيين مرحله بيماري، پي گيري درمان ، روند 

 (.13استفاده گردد)بهبودي و نيز درمان فرد 

بررسي ها نشان دادند كه تغيير در ساختار 

S100A8/S100A9  منجر به تنظيم رونويسي آنها مي شود

و  S100A8و افزايش كلسيم منجر به كاهش سنتز 

S100A9 (همچنين مشخص شده كه 14مي گردد .)S100 

پروتئينها مستعد تغييرات اكسيداتيو هستند كه مي تواند 

(. نيتروزيله شدن و 14نظيمات سلولي باشد )آغاز كننده ت

نيز نقش مهمي را در  S100A9و  S100A8اكسيد شدن 

 S100A8(. نيتروزيلاسيون 15پروسه التهاب بازي مي كند)

مي تواند منجر به انتقال نيتريك اكسايد گردد كه در جهت 

حفظ هموستازي و يا سيگنال دهي انجام مي شود. 

شده سبب مهار فعاليت نيتروزيله  S100A8همچنين 

 Error! Bookmark notمي شود) 2ماستوسيتها

defined..)  بسياري از اعمال مهم كالپروتكتين در

حضور ليگاندهايي انجام مي شود كه جايگاه اتصال برخي 

از آنها توالي هيستيدين بوده و در شرايط آزمايشگاهي، مي 

ين جايگاهها، ساختار، پايداري توان با ايجاد تغييراتي در ا

، استيلاسيون و در نهايت عملكرد پروتئين را تغيير داد

كه  در مطالعات متعدد با  DEPهيستيدينهاي پروتئين با 

اهداف مختلف انجام شده مي تواند زمينه تغيير در فعاليت 

كلسيم نيز نقش مهمي در  .(18)پروتئين را فراهم سازد

اي كالپروتكتين دارد، بررسيها پايداري و تجمع زيرواحده

نشان دادند در بيماران آلزايمري علت تجمع كالپروتكتين 

در مغز، كلسيم مي باشد. تغيير در ساختار و پايداري 

كالپروتكتين، پس از اتصال با كلسيم، مي تواند بر عملكرد 

(، بنابراين حضور و 19بيولوژيك كالپروتكتين موثر باشد)

ر فعاليت كالپروتكتين موثر بوده و عدم حضور كلسيم نيز ب

ميتواند يكي از جنبه هاي بررسي فعاليت هاي مختلف 

 كالپروتكتين در آينده باشد.

برهم كنش ليگاند با پروتئين و نيز تغيير در 

ساختار آمينواسيدها ، نقش مهمي در عملكرد بيولوژيك 

پروتئين داشته و مبنايي براي مطالعه درمان بسياري از 

ا بوده است. در صورتي كه مهاركننده ها از يك بيماريه

منبع طبيعي فراهم شوند امنيت بيشتري داشته و اثرات 

جانبي كمتري دارند، بنابراين مطالعه مهار كنندگي سرطان 

و بيماريهاي التهابي وابسته به آن بوسيله پروتئينها، پپتيدها 

 
نوتركيب در  S100A8ميكرومولار  1: مقايسه شدت فلورسانس در غلظت 1نمودار

 1تيمار شده با كلسيم كلرايد  ميكرومولار و DEP 2حالت:  طبيعي، تغييريافته با  3

درجه سانتيگراد با طول  22-59ميلي مولار پس از دناتوراسيون در طيف دمايي 

 نانومتر 282موج تحريكي 

 

 
 S100A9ميكرومولار  1:مقايسه شدت فلورسانس در غلظت 2نمودار

ميكرومولار و تيمار  DEP 2حالت:  طبيعي، تغييريافته با  3نوتركيب در 

ميلي مولار پس از دناتوراسيون در طيف دمايي  1سيم كلرايد شده با كل

 نانومتر 282درجه سانتيگراد با طول موج تحريكي  59-22
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 (.21و آمينواسيدها مي تواند سودمند مي باشد)

رموديناميكي حاصل از دناتوراسيون مطالعات ت

پروتئين مي تواند تغيير در ميزان پايداري پروتئين را پس 

نشان  DEPاز مجاورت با ليگاند كلسيم و تغيير دهنده 

دناتوراسيون دمايي پروتئينهاي پس از  G∆دهد . افزايش 

تغيير يافته نسبت به ميزان اين پارامتر در حالت طبيعي 

ده افزايش پايداري و عكس آن بيانگر پروتئين ، نشان دهن

كاهش پايداري اين پروتئين ها پس از مجاورت با آن 

ليگاند مي باشد. در حضور كلسيم، زير واحدهاي 

كالپروتكتين پايدارتر مي شوند، همچنين با تغيير ساختاري 

نيز تغيير در ميزان پايداري را  DEPاين پروتئينها بوسيله 

-وتئين و ارتباط آن با ميانمسئله پايداري پرداريم. 

ها و دهنده ساختار پروتئينهاي درون مولكولي شكلكنش

ها از مسائل مورد بحث نقش آن در ارزيابي ارزش پروتئين

پايداري يا ناپايداري پروتئين نيز  است.در بيوفيزيك بوده

بر عملكرد بهينه آن موثر بوده و مي تواند مفيد يا مضر 

زيرواحدهاي كالپروتكتين كه در باشد، به عنوان مثال 

برخي غلظتها مهاركننده و در برخي ديگر فعال كننده روند 

سرطان زايي هستند با پايداري تغيير يافته ، عملكرد 

بررسي پايداري طبيعي خود را نخواهند داشت. 

 پروتئين ترموديناميكي دربرگيرنده تغييرات ساختار سوم

پذير ر شرايط برگشتبدون تغيير در ساختار اول بوده و د

 (21) شودمطالعه مي

مي  S100A9و  S100A8  پروتئينهاي نوتركيب

توانند در جهت مهار، كنترل و يا شناسايي مسيرهاي 

متابوليكي وابسته به التهاب و سرطان مفيد واقع شوند. 

عملكرد پروتئينها وابسته به پايداري ساختاري آنهاست، 

از بررسي عملكرد آن مي لذا بررسي پايداري پروتئين قبل 

تواند از گامهاي اوليه مطالعاتي جهت استفاده كلينيكي از 

با بررسي اثر  ،آن در آينده باشد. در مطالعات تكميلي آينده

انواع طبيعي و تغيير يافته اين پروتئينها بر فعاليت 

آنزيمهاي كليدي شركت كننده در انواع سرطانها، )به 

(، ودر مراحل 22) (ننده آنزيميعنوان فعال كننده يا مهار ك

بعدي استفاده از غلظتهاي مختلف اين پروتئينها  بر روي 

اثرات تومورزايي ويا  مي توان انواع سل لاينهاي سرطاني،

ضد توموري آنها را در جهت مهار، كنترل و يا شناسايي 

مسيرهاي متابوليكي وابسته به التهاب و سرطان مورد 

 مطالعه بيشتر قرار داد.

 

 تقدیر و تشكر
 قزوين پزشكي علوم دانشگاه پژوهشي از شوراي

 طرح اين انجام براي لازم هايهزينه تأمين جهت

 .شودمي تحقيقاتي قدرداني
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Abstract 
Background and purpose: Calprotectin is a participant factor in 
innate immune system which, with its subunits, interferes in 
inflammatory and tumorigenesis processes. This study performed 
in order to evaluate thermal stability of native and modified 
recombinant calprotectin subunits in presence of Calcium ligand. 
Methods and materials: Recombinant subunitsin two native and 
modified forms, S100A8 & S100A9, were denatured by 
fluorescence spectroscopy in the temperature range of 20-95˚c 
after incubation with Calcium. Using Excel program, Gibbs free 
energy changes and Tm were calculated with fluorescence 
intensity of native and denatured forms and the stability of 
different forms of protein  was indicated. 
Results: The chart of fluorescence intensity against temperature 
changes in three forms, native, DEP modified and Calcium 
incubated ones. Also the calculateed Gibbs free energy showed 
increasing stability of both DEP modified and Calcium incubated 
protein in comparison with native form.  
Conclusion: Stability or instability of protein affects its 
performance and it can be useful or harmful. According to dual 
properties of calprotectin and its subunits in cancer process, 
structure and stability changes of this protein can be affect its 
performance in cancer process. Therefore, study of calprotectin 
can be useful for inhibition of cancer by a natural resource.  
Keywords: Calprotectin, S100A8, S100A9, Fluorescence 
Spectroscopy, Gibbs free energy 
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