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 :تقدیر و تشکر

سپاس و ستایش مر خدای را جل و جلاله که آثار قدرت او بر چهره روز روشن، تابان است و انوار حکمت او در دل شب تار، 

م را بر ما گشود و عمری و فرصتی عطا فرمود تا بدان، بنده ضعیف لدرفشان. آفریدگاری که خویشتن را به ما شناساند و درهای عا

 خویش را در طریق علم و معرفت بیازماید. 

نکته های دلاویز و گفته های که با  ساجدی و دکتر رنجبر دکترآقایان  جنابفرهیخته و فرزانه  انبا تقدیر و تشکر شایسته از استاد

از استاد با  .ندهمواره راهنما و راه گشای نگارنده در اتمام واکمال پایان نامه بوده ا و ند، صحیفه های سخن را علم پرور نمودبلند

ی ای دکتر تقدیر که زحمت مشاوره این رساله را متقبل شدند و با مساعدت ایشان این پروژه به نتیجهو شایسته؛ جناب آق کمالات

 مطلوب رسید؛ سپاسگذارم.

بل شدند؛ کمال تشکر و ی که زحمت داوری این رساله را متقجناب آقایان دکتر حسینخانی و دکتر اصغراز استادان فرزانه و دلسوز؛ 

از اساتید بزرگوار و مهربانم، جناب آقای دکتر صادق  ارم؛ باشد که این خردترین بخشی از زحمات آنان را سپاس گوید.قدردانی را د

 هنمایی ها و زحمات بی شائبه شان سپاسگزارم.حسن نیا و سرکار خانم دکتر ریحانه سریری بخاطر را

-کمال تشکر و سپاس ،ی و بیوفیزیک دانشگاه تربیت مدرسدوستان عزیزم در گروه زیست شناسی دانشگاه گیلان و گروه بیوشیماز 

به  ها خواستارم.های زندگی را برای آنتندرستی و موفقیت بسیار در تمام عرصهخداوند متعال آرزوی  و در پیشگاه را دارم. گذاری

ویژه از سرکار خانم ندافی،کارشناس محترم آزمایشگاه بیوفیزیک محاسباتی و بیوترمودینامیک، که با حسن خلق و فروتنی، از هیچ 

 .کمکی در این عرصه بر من دریغ ننمودند

درخت پربار وجودشان بیاسایم و از خدای را بسی شاکرم که از روی کرم، پدر و مادری فداکار نسبیم ساخته تا در سایه و در نهایت 

ریشه آنها شاخ و برگ گیرم و از سایه وجودشان در راه کسب علم و دانش تلاش نمایم. والدینی که بودنشان تاج افتخاری است بر 

دستم را گرفتند و راه رفتن را  ،سرم و نامشان دلیلی است بر بودنم، چرا که این دو وجود، پس از پروردگار ، مایه هستی ام بوده اند

 ...در این وادی زندگی پر از فراز و نشیب آموختند. آموزگارانی که برایم زندگی، بودن و انسان بودن را معنا کردند
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و‌از‌گروه‌فتوپروتئین‌های‌وابسته‌‌EF-handهای‌اتصالی‌به‌کلسیم‌از‌نوع‌ی‌بزرگ‌پروتئیننمیوپسین‌پروتئینی‌متعلق‌به‌خانواده

Caبه‌
‌آنالیز‌زیستی‌برای‌مطالعات‌طور‌گستردهمی‌باشد‌که‌به‌+2 ‌نشانگر ‌بیوسنسور، ای‌به‌عنوان‌کاوشگر‌داخل‌سلولی‌کلسیم،

immunoassayی‌های‌تمامی‌اعضای‌خانوادهشود.‌یکی‌از‌ویژگیاستفاده‌می‌…و‌‌EF-handوجود‌موتیف‌ساختمانی‌مارپیچ‌-

‌تغییرات‌کانفورماسیونیمارپیچ‌می-لوپ ‌این‌تحقیق‌برای‌نخستین‌بار ‌در های‌مختلف‌پروتئین‌نمیوپسین‌در‌حضور‌غلظت‌باشد.

‌باکتری‌ ‌پروتئین‌نمیوپسین‌در ‌گرفت.  Ni-NTAبه‌کمک‌ستون‌بیان‌شد‌و‌BL21سویه‌‌E. coliکلسیم‌مورد‌مطالعه‌قرار

Agarose‌.کلسیم‌توسط‌‌تخلیص‌گردیدEDTAاسید‌از‌ساختار‌پروتئین‌حذف‌شد.‌مطالعات‌استیککلرویا‌رسوب‌با‌تری‌Far-

UV CD‌ ‌توسط، ‌کالریمتری ‌و  ‌Jasco-715 spectropolarimeter،LS55 fluorescenceفلوئورسانس

spectrophotometerو‌‌ Nano DSC-Шانجام‌شد.‌طیف‌Far-UV CDنمیوپسین‌تفاوت‌تمامی‌اشکال‌دارای‌کلسیم‌با‌آپو‌

.‌فلوئورسانس‌ذاتی‌در‌حضور‌است‌متفاوت‌های‌پایین‌و‌بالا‌بر‌ساختار‌کمیرسد‌تاثیر‌غلظتدهد،‌اما‌به‌نظر‌میچندانی‌نشان‌نمی

‌این‌نتایج‌نشان‌می‌ANSیابد،‌درحالیکه‌فلوئورسانس‌کلسیم‌کاهش‌می دهد‌نمیوپسین‌در‌حالت‌آپو‌نسبت‌به‌افزایش‌می‌یابد.

-یلولمر‌)حاصل‌از‌خاموشی‌فلوئورسانس‌در‌حضور‌اکر-چنین‌شیب‌اشترنتری‌دارد.‌همساختار‌دارای‌کلسیم‌کانفورماسیون‌بسته

پذیری‌)در‌دسترس‌بودن‌آمینواسید‌تریپتوفان(‌در‌امید(‌برای‌نمیوپسین‌دارای‌کلسیم‌نسبت‌به‌آپو‌بیشتر‌است،‌بنابراین‌انعطاف

‌افزایش‌می ‌دارای‌کلسیم ‌ترمولیزین‌ساختار ‌نسبت‌به ‌حالت‌آپو ‌پروتئین‌در ‌ترمولیزین‌نشان‌داد ‌حضور ‌پروتئین‌در ‌هضم یابد.

‌نتایج‌دینامیک‌مولکولی‌نیز‌نشان‌میتر‌است‌و‌کمتر‌هیدرومقاوم ‌تریپتوفان‌موجود‌در‌لیز‌می‌شود. ‌میان‌پنج‌باقیمانده دهد‌در

‌تغییرات‌ریز ‌نمیوپسین، ‌ساختار ‌رزیدو ‌اطراف ‌افزایش‌‌12محیط ‌بیانگر ‌کالریمتری ‌مطالعات ‌است. ‌برخوردار ‌اهمیت‌بیشتری از

کسب‌شده‌در‌این‌تحقیق‌نشان‌از‌آن‌دارد‌که‌برخلاف‌اکثر‌پروتئین‌پایداری‌حرارتی‌پروتئین‌در‌حضور‌کلسیم‌است.‌نتایج‌تجربی‌

یابد‌که‌با‌عملکرد‌این‌پروتئین‌پذیری‌ساختار‌نمیوپسین‌در‌کل‌افزایش‌میهای‌متصل‌شونده‌به‌کلسیم،‌با‌اتصال‌کلسیم‌انعطاف

‌تطابق‌کامل‌دارد.
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داران است. کلسیم تنها یکی از اجزای اصلی بر روی زمین و پنجمین عنصر فراوان در مهره ترین عناصرکلسیم یکی از متداول

کند. شکل غالب کلسیم در حالت های ثانویه ایفا میهای سلولی به عنوان یکی از پیامبراستخوان نیست بلکه نقش مرکزی در فرآیند

 [Ca10(PO4)6(OH)2]( 1معدنی همانند حالت محلول ترکیب است که عمدتا به صورت کلسیم فسفات )یعنی هیدروکسی آپاتیت

قدار، کلسیم دهد. در مقایسه با این م% کل کلسیم بدن انسان را تشکلیل می99% وزن اسکلت بدن انسان، و 06باشد که بیش از می

 .[1] پوشی است( و داخل سلولی در سیتوزول یا اجزای داخل سلولی دیگر تقریبا قابل چشمECF) 2موجود در مایع خارج سلولی

 1906کند. در دهه کشف کرد کلسیم نقش ضروری در تنظیم انقباض قلب ایفا می Sidney Ringerدر اواخر قرن نوزدهم 

Ebashi وانایی تروپونین و همکارانش نشان دادند تC کننده انقباض ماهیچه، وابسته به اتصال به کلسیم با به عنوان پروتئین تنظیم

شناخته شد. البته شناسایی کالمودولین توسط  3اولین پروتئینی بود که به عنوان سنسور کلسیم Cتمایل بالاست. بنابراین تروپونین 

Cheung وKakiuchi های سلولی سودمند واقع شد. در یک ی عمومی فعالیتکنندهتنظیمعنوان یک کلسیم به در فهم نقش

شده به وسیله سیگنال خارجی، به علت ورود کلسیم از فضای خارج سلولی و یا آزاد شدن کلسیم از ذخایر داخل سلولی، سلول فعال

تواند سبب نوسانات کلسیم آزاد می یابد. چنین تغییراتی در غلظتبرابر افزایش می 166اغلب غلظت کلسیم آزاد داخل سلولی تا 

های سلولی مختلف از جمله متابولسیم، دار کلسیم در سیتوزول شود که احتمالا انتقال سیگنال را برای تعدادی از فعالیتمعنی

 .[1]کند میم ... فراه و 4فسفریلاسیون و دفسفریلاسیون پروتئین، لقاح، تکثیر سلولی، بیان ژن و آپوپتوز، انقباضات تحریکی ماهیچه

-گیرد که نتیجه آن برهمصورت می (CaBPs)های خاصی کنش کلسیم با پروتئینها از طریق برهمتعداد زیادی از این فرآیند

 .ی کلسیم استنفورماسیونی گیرندهپروتئین به علت تغییرات کا-روتئینهای پکنش

 

 های اتصالی به کلسیمپروتئین -1-1

نگه  مولار 3×16-7های در حال استراحت شود، تا در سلولت کلسیم داخل سلولی به دقت تنظیم میهای یوکاریوتی غلظدر سلول

است که منجربه یک شیب غلظتی شدید در سرتاسر مولار  16-3که در خارج سلول سطح کلسیم در حد داشته شود،؛ در حالی

صورت گذرا افزایش یابد، های خارج سلولی بهسیگنال تواند به علت پاسخ بهگردد. سطح داخل سلولی کلسیم میغشای سلولی می

                                                 
1 - Hydroxyapatite 

2 - Extracellular fluid 

3 - Calcium sensor 

4 - Muscle excitation-contraction 



فصل اول: مقدمه وتئوری               

 

 

3 

انتقال داده  [1]( 1-1)جدول  های اتصالی کلسیمای از پروتئینعنوان پیامبر ثانویه، سیگنال کلسیم به وسیله مجموعهبنابراین به

 شود.می

[1] های اتصالی به کلسیمبندی پروتئینطبقه -1-1جدول   
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 فضای خارج سلولیکلسیم در  -1-1-1

-های سلولکنشگری در برهمها و میانجیسازی ساختمان پروتئینهای کلسیم در مایع خارج سلولی پایدارترین عملکرداز مهم

های خارج سلولی مهم که نیازمند کلسیم هستند طور خلاصه بعضی از فرآینداست. به 2سلول-های ماتریکسکنشیا برهم 1سلول

های سطحی کنش گیرندههای سیستم ایمنی، چسبندگی سلولی یا برهمسازی برخی پروتئین، فعال3شدن خون عبارتند از: لخته

-ترتیب در شکلکه بهLDL  و Notchها. گیرنده های با سایر گیرنده LDLیا گیرنده های Notchهای سلول از قبیل گیرنده

-ای هستند که دارای دمینکنند؛ متعلق به خانوادهلیت میهای کلسترول از گردش خون فعاو حذف استر 4گیری صحیح سومیت

 .[1] باشند( میcbEGF) 5شونده به کلسیمهای مشابه فاکتور رشد اپیدرمی متصل

( EF-handهای خارج سلولی و داخل سلولی )یعنی پروتئین های های اتصال کلسیم پروتئینیک تفاوت مهم که در مقایسه جایگاه

، آرایش متوالی از EF-handهای اتصالی به کلسیم از نوع شونده است. پروتئینهای لیگاندایی گروهوجود دارد، آرایش فض

های دوری در توالی ها در موقعیتهای خارج سلولی لیگانددهند، در مقابل معمولا در پروتئینشونده نشان میهای لیگاندباقیمانده

گرفته های از پیش شکلهای خارج سلولی دارای حفره(، بنابراین پروتئینA2فولیپاز ) به عنوان مثال فس گیرنداسیدی قرار میآمینو

نسبتا پایین و سرعت  0هایی با درجه سختی بالا منجربه سرعت اتصالباشند، چنین جایگاههای اتصال کلسیم میجهت جایگاه

های خارج سلولی است. اما به علت غلظت نسبتا پروتئینی آن تمایل پایین کلسیم برای گردند؛ که نتیجهنسبتا سریعی می 7تفکیک

                                                 
1 - Cell-cell interaction 

2 - Cell-matrix interaction 

3 - Blood clotting 

4 - Somite 

5 - Calcium binding epidermal growth factor-like domains 

6 - On-rate 

7 - Off-rate 
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های یافته به کلسیم قرار دارند و در مقابل شکافتها به شکل اتصالبالای کلسیم در مایع خارج سلولی تقریبا همیشه این پروتئین

 .[1]شوند میمحافظت  1پروتئولیتیک

، 3کلاژنی، از قبیل استئوکلیسنهای اتصالی کلسیم غیردی از پروتئین، تعدا2های استخوان یعنی استئوبلاستدهندههای شکلسلول

ها در یک رفتار وابسته به کلسیم به مواد معدنی استخوانی از کنند؛ این پروتئینرا سنتز و ترشح می 5واستئونکتین 4استئوپنتین

الی کلسیم تعلق دارد که ناحیه اتصال به کلسیم های اتصای از پروتئینشوند. استئوکلسین به ردهآپاتیت متصل میقبیل هیدروکسی

پروتئین، دارای توالی غنی از که استئوپنتین، یک گلیکودر حالیباشد، اسید میگلوتامیککربوکسیل-γهای باقیماندهها غنی از آن

تصالی کلسیم خارج سلولی باشد. استئونکتین پروتئین ااسید جهت اتصال به کلسیم میاسید و آسپارتیکهای گلوتامیکباقیمانده

طور معمول در با جایگاه اتصال کلسیم با تمایل بالا باشد، ویژگی که به EF-handتواند دارای حداقل یک نوع است که می

سولفیدی معمول دیگر این پروتئین وجود پل دیهای غیرشود؛ یکی از ویژگیهای اتصالی کلسیم داخل سلولی دیده میپروتئین

 .[1]ندارد وجود  EF-handهای نوع طور معمول در پروتئینه ساختار است که بهکنندپایدار

 

 کلسیم در فضای داخل سلولی -1-1-2

علت آرایش های اتصالی کلسیم داخل سلولی بههای اتصالی کلسیم با تمایل پایین در فضای خارج سلولی، پروتئینمقابل پروتئیندر

مارپیچ -حلقه-شوند. موتیف معمول مارپیچه کلسیم متصل میشونده به کلسیم در لوپ، با تمایل بالا بهای لیگانداسیدآمینومنظم 

معرفی شد. نام این موتیف  Krestingerنخستین بار توسط  ،شودنیز شناخته می EF-handکه به عنوان  0شونده به کلسیممتصل

شد( گرفته شده است. که ساختمان آن شناخته  EF-handشونده به کلسیم دارای ( )اولین پروتئین اتصالPV) 7از پاروالبومین

های سلولی فعال ی کلسیم داخل سلولی که نسبت به پاسخهای گیرندهدر پروتئین EF-handبعدا به این نتیجه رسیدند دمین 

ی پروتئینی که ممکن است دارای چندین کپی از موتیف شده وجود دارد. تعداد اعضای این خانوادهصورت کاملا حفاظتشوند، بهمی

EF-hand  ها شناسایی نوع از این پروتئین 066از یک پروتئین باشند به طور پیوسته در حال افزایش است؛ تا به امروز بیشدر

ها عملکرد دقیقی شناسایی وجود دارد( اما برای بیشتر آن EF-handپروتئین شامل  166ند )تنها در ژنوم انسانی به میزان اهشد

های همولوگ، از یک دمین اجدادی مشترک تکامل پیدا کرده و از طریق تکثیر و حذف پروتئیننشده است. احتمالا این خانواده از 

                                                 
1 - Proteolytic cleavage 

2 - Osteoblasts 

3 - Osteocalcin 

4 - Osteopontin 

5 - Osteonectin 

6 - Common helix-loop-helix Ca2+-binding motif 

7 - Parvalbumin 
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های بسیار متنوعی را برعهده ها عملکردهای متفاوت درآمده است؛ امروزه این پروتئینبه صورت یک درخت تکاملی از پروتئین 1ژنی

 (.3-1دارند )جدول 

-های کلیسم و بافر: سنسور[2 و 1]( 2-1)جدول شوند دو کلاس عمومی تقسیم می به EF-handهای از لحاظ عملکردی پروتئین

سیگنال شیمیایی افزایش غلظت کلسیم را به  3وریکاورین 2کالمودولینبه عنوان مثال های سنسور کلسیم های کلسیم. پروتئین

شده توسط کلسیم همراه نفورماسیونی القاصورت غالب با یک تغییر کاگنال بهکنند. این سیمیایی متنوعی تبدیل میهای بیوشیپاسخ

( را 4ی آنزیمی)در بیشتر موارد حذف دمین خودبازدارنده اتصال کلسیم به سنسور معمول کالمودولین، یک تغییر ساختمانی است.

سازی این آنزیم در یک رفتار شود، بنابراین فعالمودولین به پروتئین هدفش متصل میکند که در نتیجه این تغییر کالایجاد می

ه جداسازی یک گروه آبگریز ریکاورین، اتصال کلسیم منجر ب ،گیرد. در مورد پروتئین بیناییوابسته به کلسیم صورت می

کند. کنش مییافته به غشا برهمتئینی اتصالشود که در نتیجه آن، ریکاورین به غشا متصل گشته و با اهداف پرومی5لمیریست

D9k های بافری کلسیم )به عنوان مثال کالبیندینپروتئین
 EF-handی کوچکی از خانواده پروتئینی مجموعه( زیر7و پاروالبومین 0

صورت که پروتئین به کنند، بدینکمک می 8مدت و گذراها به تنظیم سیگنال کلسیم از هر دو روش طولانیهستند؛ این پروتئین

را از سیتوپلاسم  9های مضرشود تا سیگنال کلسیم را در سرتاسر سلول انتقال دهد یا به صورت بالقوه یونکلسیم آزاد متصل می

 .کنندحذف می

[1] های اتصالی به کلسیم داخل سلولیبندی پروتئینطبقه -2-1جدول   

 

Non EF-hand Ca
2+

-binding proteins EF-hand Ca
2+

-binding proteins 

C2-domain proteins Annexin Calcium sensor proteins: 

1- Calmodulin 

2- Troponin C 

3- Centrin 

4- Neuronal Ca2+ sensor 

5- S100 protein 

6- The penta EF-hand 

subfamily 

Calcium buffer proteins: 

1- Parvalbumin 

2- Calbindin 

3- Calretinin 

 

 

                                                 
1 - Gene duplication and deletion 

2 - Calmodulin 

3 - Recoverin 

4 - Enzymatic autoinhibitory domain 

5 - Hydrophobic myristol group 

6 - Calbindin D9K 

7 - Parvalbumin 

8 - Spatially and temporally 

9 - Harmful ion 
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های اتصالی به کلسیمعملکرد پروتئین -3-1ول جد  

 

Proposed functions M.D.(kDa) No. of EF-

hand motifs 

Protein name 

Multifunctional 20 4 Calmodulin 

Contraction of skeletal and heart muscle 18 4 Troponin C 

Muscle contraction and cellular motile events, 

membrane ruffling 

16-20 4 Myosin light chains 

Cytokin processing, formation of ischemic 

changes, cell differentiation, development, 

platelet activation 

110 4 Calpain 

Chromosomal segregation 20 4 Caltractin 

Ctokine transcription, modulation of  channel 

activity 

19 4 Calcineurin 

Generation of fluorescence by Ca2+ -binding 20 3 Apoaequorin 

Endogenous inhibitor of rhodopsin 

kinase/light adaptation 

23 3 Recoverin 

Endogenous inhibitor of rhodopsin 

kinase/light adaptation 

26 3 S. modulin 

Signal transduction in sensory cells 22-24 3 Neurocalcin 

Cell growth, cell cycle, exocytotic events, 

neural extention, long term potentiation, cell 

proliferation 

10-13 2 S100(A,B,C,P) 

Aggregation of keratin intermidiate filaments 248 2 S100F(P,T) 

Calcium transport 9 2 Calbindin D9K 

 

دو مثال معروف این . باشندمی EF-handهای اتصالی کلسیم داخل سلولی وجود دارد که فاقد موتیف گروه دیگری از پروتئین

باشد؛ آنکسین می Endonexin foldهستند. دمین متداول در ساختار آنکسین  C2های دارای دمین و پروتئین 1گروه، آنکسین

، Cکند. فسفولیپاز ایفای نقش می Cهایی از جمله تکثیر و تمایز سلولی، ادغام غشاهای سلولی و مهار پروتئین کیناز در فعالیت

باشند. این گروه از می C2های دارای دمین هایی از پروتئینمثال 2و سیناپتوتاگمین Cکیناز ، پروتئینA2فسفولیپاز سیتوزولی

های مایز سلولی، اندوسیتوز و اگزوسیتوز، بیان ژن، انقباض ماهیچه، ایجاد سرطان، تولید پیامبرهای تکثیر وتها در فرایندپروتئین

 کنند.فعالیت می و ... G-proteinشده با های سلولی تنظیمل عملکردها، تعدیسلولی مشتق شده از فسفولیپید

 

                                                 
1 - Annexin 

2 - Synaptotagmin 
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 هاهای اتصالی به کلسیم در میکروارگانیسمپروتئین -1-1-3

 پیدا کردن کالمودولین پروکاریوتیجستجو برای 

کند؛ این های سلولی در جانداران عالی ایفا میای از فرایندکه مشخص شد یون کلسیم نقش مهمی را در تنظیم گسترهاز هنگامی

ی کشف جدیدی از طبیعت یا مرتبط با مراحلی از سیر تکامل دهندهاحتمال مطرح شد که ممکن است شناسایی کلسیم، نشان

های یوکاریوتی ی کلسیم داخل سلولی کلیدی در تمام سلولد. امروزه مشخص شده کالمودولین به عنوان یک پروتئین گیرندهباش

کلسیم دارای یک نقش  (Saccharomyces cerevisiae)سلولی مانند مخمر تیپیک -های تکوجود دارد. حتی در یوکاریوت

اسیدی کالمودولین مخمر با سایر آمینوباشد و اخیرا کالمودولین مخمر شناسایی و خالص شده است. توالی کننده میمهم تنظیم

% و 86های حفاظت شده مجاز باشد، همولوژی تا اسیدآمینوحقیقت اگر جایگزینی دارد. در 1% همسانی06های کالمودولین توالی

ضرورت روری در تمام موجودات زنده است، یی که کالمودولین یک پروتئین ضجا(. از آن4-1یابد )جدول بیشتر از آن افزایش می

 های مخمر توسط حذف یا تخریب ژن آن نشان شده است. وجود کالمودولین برای رشد سلول

ها(، نقش تنظیمی کلسیم به خوبی های پروکاریوتی از لحاظ بیوشیمیایی )نسبت به یوکاریوتوجود پیچیدگی کمتر سلول با

ها ازجمله جنس باسیلوس، استرپتومایسز و تعداد بسیاری از باکتری 2زاییته نشده است. البته تجمع کلسیم در هنگام هاگشناخ

)دارای همسانی توالی بالا با  Sبه نام  4یک پروتئین خاص نمو Myxococcus xanthusاثبات شده است. در  3میکسوکوکوس

 شودانباشته می 5اتصال با کالمودولین باکتریایی( در حضور کلسیم در سطح میگزوسپور هایکالمودولین پستانداران و تشابه جایگاه

[3]. 

 [3] مربوط به کالمودولین پروکاریوت و انسان EF-handق توالی یبتط -4-1جدول 

 

 

 

                                                 
1 - Identity 

2 - Sporulation 

3 - Myxococcus 

4 - Development-specific protein 

5 - Myxospore 


