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 چکیده

طی تکامل بدون تغییر باقی مانده است. این فرایند  ی است کهشده فرایند مهم ریزیبرنامهمرگ سلولی 

مرگ  نوع نتریشررناهته شررده یزیولوکیکی موثر اسررت. وپوپتوزدر تنظیم شرررایف فیزیولوکیکی و پاتوف

یکی از  9کاسپاز می شود.درمان  و سبب مقاومت به شده سلولی است که در بسیاری از تومورها مختل

منجر به ف اد شررردن  9اسرررت. ف اد شررردن کاسرررپاز وپوپتوز ی کلیدی مسررریر میتوکندریاییهاپروتئین

سپاز سپازکا سلود  زیراه اندا شده و با 3/7های اجرایی مانند کا سپازی منجر به مرگ  شار کا . شودمیوب

سپازدر این مطال ه سلودو عملکرد کلون  (+)pcDNA3.1در وکتور یوکاریوتی  9، کن کا سی  ون در  برر

سپازکن  شد. صی  PCRطی  9کا صا و  KpnIهای تکثیر و پس از هضم دوگانه با ونزیمبا پرایمرهای اهت

BamHI  به پلاسمیدApcDN ه ب ت یین توالیپس از  حاصل نوترکیب پلاسمید شد.رش هورده الحاق ب

با  یسلول ون بر مرگ عملکرد شد. تیمار دوکسوروبیسینداروی با و  تترنسفک SH-SY5Yسلولی  رده

و بیان ون در سررلود با وسررترن  بررسرری 3سررنجف ف الیت کاسررپازو ، PI تریپان بلو و ومیزیرنگروش 

شد سپاز .بلات تایید  سلود با وسترن بلاتو انجام  9کلونینگ کن کا شد. بیان ون در  افزایف بیان  تایید 

القای مرگ  در نتیجه و همودایمریزاسرریون طی خودی وندر سررلود منجر به پردازش هود ب 9کاسررپاز 

سبت بهحساسیت  شده وسلولی  را کاهف داد. سلولی  مانیو زنده افزایف را کسوروبیسیندو سلود ن

ود از طریق هدوکسوروبیسین  حضوروپوپتوز را در  و نشان دادکلون شده در سلود ف الیت  9کن کاسپاز

 افزایف داد. 3سازی کاسپازسازی و مت اقبا تشدید ف ادف اد

 

 یسیندوکسوروب، ، وپوپتوز9کلونینگ، کاسپاز :کلید واژگان
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 مقدمه -1

اولین بار  برای 1شررده یا وپوپتوز ریزیبرنامهمرگ سررلولی 

, 1]و همکارانف ت ریف شد Currieتوسف  1972در ساد 

یرات با تغی کهوپوپتوز نوع رایجی از مرگ سلولی است  .[2

ها و و در انواع مختلفی از بافتبوده همراه مورفولوکیکی 

وپوپتوز بخشی ضروری از . [2]مشاهده شده است هاسلود

ست و نقف مهمی در حیات یک  سلولی ا سم چند  ارگانی

ستاز بافت س ه و هومئو کند. اهتلاد در این می بازیها تو

به  ند منجر  ماریفرای طان،  ختلفیم هایبی همچون سرررر

صبی هایبیماری . [3]دشوهود ایمنی می هایبیماریو  ع

به تغییرات  ند وپوپتوز منجر  یایی در فرای قایع بیوشررریم و

رات این تغیی .شودمیو نهایتا مرگ  مورفولوکیکی در سلود

سلود،  شدن و چروکیدگی  شامل کوچک  مورفولوکیکی 

 ه نوکلئیک، قطهسته و قط ه قط ه شدن اسیدمتراکم شدن 

سام وپوپتوتیک، برومدگی شا و ایجاد اج شدن غ ها و قط ه 

 پاکسررازیتغییرات سررطغ غشررا اسررت که نهایتا منجر به 

سیر  .[4]شودمیها توسف فاگوسیت ی مردههاسلود دو م

توز وجود دارد پوپ برای و تفرراوت  یر  .م هررارجی مسررر

نده  (extrinsic apoptosis)وپوپتوز های که از طریق گیر

و مسریر داهلی یا  شرودمیمرگ در سرطغ سرلود شرروع 

کرره بررا رهررایف  (intrinsic apoptosis) میتوکنرردریررایی

ست. cسیتوکروم  سیر  از میتوکندری همراه ا ، داهلیدر م

به پروتئین  cسررریتوکروم  ندری  هایف از میتوک پس از ر

Apaf-1  ون و تشررکیلمتصررل و منجر به الیگومریزاسرریون 

. ودشمییک کمپلکس هفت زیر واحدی به نام وپوپتوزوم 

با اتصرراد به این کمپلکس ف اد شررده و مت اقبا  9کاسررپاز 

سپاز سپازی ف اد کرده و  3کا شار کا  در نهایترا در یک وب

با . [6, 5]شررودمیمرگ سررلود از طریق وپوپتوز  منجر به

رتبف با م مطال ات برایکن کاسررپاز  دسررترسرری بههدف 

کن در مطال ه حاضرررر ، در وینده وپوپتوزی سررریگنالینگ

 یابیبا توالی ودر وکتور بیانی یوکاریوتی کلون  9کاسرررپاز 

تایید شد. برای تایید عملکردی بودن این کن، تاثیر بیان ون 

 دهر با داروی دوکسوروبیسین در هالقا شدبر مرگ سلولی 

و بیان کن هدف با وسرررترن ارزیابی  SH-SY5Yسرررلولی 

  .شدبلات بررسی 

 هامواد و روش -2

حاوی کن  pQE تکثیری ابتدا وکتورانجام کلونینگ، برای 

سپاز  سانی  9کا شان  E.coliاز باکتری ه گاموجود در وزمای

DH5  شرررکت کیت اسررتخراپ پلاسررمید با اسررتفاده از

Geneall  درجه  -20و در دمای اسرررتخراپ در مقیاس کم

روالی  طراحی برای. نگهداری شد گرادسانتی را، ت پرایمره

با اسررتفاده از نرمگرفته و  GenBank ازرا  9کاسررپاز کن 

های برش به همراه جایگاهیک جفت پرایمر  Oligo7افزار 

KpnI  وBamHI  جدود  شرررردطراحی  هایپرایمر .(1)

 طراحی شده توسف شرکت ماکروکن کره سنتز شد.

پاز برای تکثیر کن   واکنف زنجیره ای پلیمراز 9کاسررر

(PCR) الگو، ونزیم پلیمراز  عنوانبهپلاسررمید حامل کن  با

Pfu  و پرایمرهای سنتز شده انجام شد. پس از تکثیر قط ه

با  PCRمورد نظر و بررسررری کیفیت و سرررایز محصرررود 

ستفاده از کد وگار صود  1 زا سازی مح صد، فرایند پاک در

PCR  ستفاده از کیت  Geneallشرکت  PCR clean-upبا ا

 انجام شد.

 9کاسپاز کن  کلونینگراحی شده برای توالی پرایمرهای ط 1جدول 

 توالی نام پرایمر

 ’5’-CTAGGTACCATGGACGAAGCGGATCGG-3 ( Kpn) پیشرو

 ’5’-CGCGGATCCTCATGATGTTTTAAAGAAAAG-3 ( BamH) پسرو

                                                 
1 apoptosis 
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 صررورتبه (+)pcDNA3.1و پلاسررمید این قط ه  ،سررپس

مطابق با  BamHIو  KpnIجداگانه و با دو ونزیم برشررری 

طی یک واکنف  Fermentaseل پیشررنهادی شرررکت پروتک

 6به مدت  گرادسرررانتیدرجه  37هضرررم دوگانه در دمای 

تا در نهایت دارای انتهای چسبنده  ساعت برش داده شدند

 و غیرف اد ، این قط هسررپس .شرروند '3و  '5در دو انتهای 

 T4واکنف الحاق با اسررتفاده از ونزیم ه و شرردپاکسررازی 

DNA-ligase از قط ه کن و پلاسرررمید  1به  3نسررربت  با

به مدت حدود  گرادسانتی درجه 22برش هورده در دمای 

سپس دمای  2 به مدت یک  گرادسانتیدرجه  4ساعت و 

با روش  ،محصررود واکنف الحاق. انجام شرردشرربانه روز 

 DH5سررویه   E.coliبه باکتری مسررت د شرروح حرارتی 

فت یا قاد  یت  و انت حاوی ونتی-LBروی پل گار  یک و بیوت

درجه  37در دمای  سررپس، .شرردسرریلین کشررت داده ومپی

 ارزیابی برای. ها ظاهر شودتا کلونی انکوبه شد گرادسانتی

های ظاهر های حاوی پلاسررمید نوترکیب، از کلونیکلونی

 PCRالگوی  عنوانبهو  شد برداریشده روی پلیت نمونه

ست  شد colony-PCRدر ت ستفاده  صود  .ا -colonyمح

PCR یابی  برای ندارز گارو با درصرررد  1ز بر روی کد و

پلاسرررمید نوترکیب از یکی از  ،. سرررپسالکتروفورز شرررد

وکتور کنترد بدون به همراه های مثبت اسررتخراپ و کلونی

یابی بیشرررتر، برایکن  و  KpnIهای برشررری با ونزیم ارز

BamHI ضم و صد الکتروفورز  1بر روی کد وگاروز  ه در

سمید نوترکیب ب ،نهاییو تایید ارزیابی  برای .[7]شد هپلا

شرکت ماکروکن کره توسف  CMV-Fبا پرایمر دست ومده 

 یابی شد.توالی

 9کاسررپاز نوترکیب حاوی کن  (+)pcDNA3.1پلاسررمید 

(pcDNA/C9) با اسررتفاده از حامل شرریمیایی پلی  انسررانی

سلولی نوروبلاستومای  ردهبه  N/P=8و  (PEI)اتیلن ایمین 

اسپاز کارزیابی اثر  برایترنسفکت شد.  SH-SY5Yانسانی 

 (DOX)کسرروروبیسررین وداروی دبر مرگ سررلولی از  9

ستفاده  در محیف ی مورد نظرسلول ردهن منظور بدی شد. ا

DMEM  درصررد سرررم جنین گاوی  10حاوی(FBS)  1و 

سترپتومایسین-سیلین بیوتیک پنیدرصد ونتی درصد  5 و ا

CO2 شد شت داده  سیدن  .ک  و به تراکم هاسلودپس از ر

با محیف فاقد  هاسررلودمحیف روی ، مناسرربمورفولوکی 

یکونتیسررررم و   pcDNA/C9با  ده وشرررت ویض  بیوت

شدرت سفکت  سفکساعت پس از  24 .ن سلودشنترن با  ، 

 24به مدت تیمار و  مولارکرومی 1با غلظت  DOX داروی

 و،با دارپس از تیمار  شدند. نگهداری در انکوباتور ساعت

 رفولوکی سلود با استفاده از میکروسکوپ بررسی شد.وم

 لودس ومیزیرنگ از روش ،برای تایید فرایند مرگ سلولی

های با نگ   Propidium iodide (PI)و  Trypan Blue ر

، Trypan Blue 1mM با ومیزیرنگ برای .اسرررتفاده شرررد

پس از شستشو  وسلود با تریپسین از کف پلیت جدا شده 

 10از سرروسررپانسرریون حاصررل از هر نمونه ، PBSبا بافر 

ضافه 10به ویاد حاوی  میکرولیتر  و میکرولیتر تریپان بلو ا

 یاغشرر یقاز طر تریپان بلوشررد.  دقیقه انکوبه 5به مدت 

س موجب کرده و  نفوذ ی مردههاسلودبه درون  یدهد یبو

ی هاسلودت داد ، در نهایتشود. شدن ونها می رنگ وبی

لام نئوبار در زیر میکروسررکوپ  با اسررتفاده ازو مرده  زنده

زنده برای هر نمونه  یهاسررلود درصرردو  شررده شررمارش

 محاسبه شد.

نگ هایروشاز  دیگر یکی مرگ بررسررری  برای ومیزیر

 Propidium iodideرنگ فلورسررنت  سررلولی اسررتفاده از

ست.  رنگ به دلیل وجود ید در ترکیب ون قرمز رنگ این ا

 )محدوده رنگ سبز( نانومتر 535نور با طود موپ  و است

باز نشرررری در محدوده  را جذب )محدوده  620کرده و 

ی غیر هاسررلوداین رنگ از غشررای  .[8]قرمز( نانومتر دارد

عبور وپوپتوز  حاصررل ازغشررای وسرریب دیده مانند زنده 

سنتی ون  ،کرده سید نوکلئیک ویژگی فلور صاد به ا  20با ات

باعث قرمز دیده شرردن هسررته  و یافتهزایف فبرابر ا 30تا 

این  برای .شررودمیو وپوپتوزی دیده  ی وسرریبهاسررلود

 PBSا ب هاسلودب د از ترنسفکشن و تیمار دارویی، تست، 
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درجه  37دقیقه در دمای  5بمدت  PIنگ ر باشسته شده و 

بار با بافر  3تا  2انکوبه شرردند. سررپس مجددا گراد سررانتی

PBS  دسررتگاه و  فلورسررنتمیکروسررکوپ با شررسررته و

Cytation™ 3  شد داریبرعکس هاسلوداز. 

، زوپوپتو مرگ سرررلولی ردیابییکی از فاکتورهای مهم در 

سپاز ست 3سنجف ف الیت کا  هاسلود این کار،برای  .[9]ا

بافر  اپس از شستشو ببا تریپسین از کف پلیت جدا شده و 

PBS دنروی یخ لیز شرررد هایپوتونیک با اسرررتفاده از بافر. 

و دور بر دقیقه  12000ومده در  دسررتبهسرروسررپانسرریون 

سانتی 4دمای  سانتریفیوک  10گراد به مدت درجه   ودقیقه 

ستبه محلود رویی ستفاده از روش د ستاندارد  ومده با ا ا

با  3ف الیت کاسرررپاز ،سرررپس. بردفورد ت یین غلظت شرررد

ستفاده از غلظت یکسان از هر نمونه ستفادلیزشده  ا ه از با ا

-ac)به روش فلورسررانس  3کیت سررنجف ف الیت کاسررپاز

DEVD-AMC/ Enzo life science) گیری شد.اندازه 

یان  برایدر ادامه  ی هاسرررلوددر  9کاسرررپاز بررسررری ب

 و pcDNA/C9و  pcDNAوکتورهای  اترنسررفکت شررده ب

غییرات  ،همچنین ت ون از فرم پروکرراسرررپرراز ردیررابی 

(procaspase 9)  برره فرم برش هورده(Caspase 9) ، از

کلوناد بادی پلیتکنیک وسرترن بلاتینگ با اسرتفاده از ونتی

نترد ک عنوانبهاکتین -علیه بتا بادیونتیو  9کاسرررپاز علیه 

  .[9]استفاده شد یداهل

 نتایج -3

 .کلون شد pcDNAدر وکتور  9 در این پژوهف کن کاسپاز

-SHبه رده سلولی  pcDNA/C9پس از تایید توالی، وکتور 

SY5Y  سین در سوروبی شد و اثر داروی دوک سفکت  ترن

سی  سلولی برر سکلونینگ کن  برای .شدالقای مرگ  پاز کا

کاریوتی انسرررانی  9 یانی یو پرایمر  ،pcDNAدر وکتور ب

ی برش مناسب هابه همراه جایگاه 9کاسپاز اهتصاصی کن 

سپس، واکنف 1شد )جدود در پرایمر فوروارد طراحی   .)

PCR برای تکثیر کن هدف انجام شد . 

شود کن مورد نظر الف دیده می -1که در شکل  رهمان طو

و در  باند تکثیر یافته صررورت تکبا کیفیت مناسررب و به

 1251انسانی  9کاسپاز محدوده وزنی مناسب )طود توالی 

پاکسررازی  PCRمحصررود  باشررد( قرار دارد.جفت باز می

های برشرری تحت تاثیر ونزیم pcDNAشررده و پلاسررمید 

KpnI  وBamHI  .مورد هضرررم ونزیمی دوگانه قرار گرفت

هدف و وکتور،  حاق بین کن  محصرررود پس از واکنف ال

انتقاد داده  DH5سویه   E.coliبه باکتری مست د  واکنف

 وگار-LBها برررررر روی محیف کشررت ایجاد کلونیشررد. 

دهنده انتقاد تواند نشرانسریلین میبیوتیک ومپیحاوی ونتی

 موفق پلاسمید الحاق شده به کن هدف باشد.

های دارای پلاسمید نوترکیب، واکنف ارزیابی کلونی برای 

colony-PCR بررررررای  9کاسررپاز پرایمر اهتصرراصرری  با

ها انجام شد و نتیجه حاصل از واکنف ت ررردادی از کلونی

PCR  جفت باز برای  1250وجررررود باند با اندازه تقریبی

رر روی کد وگارتمام کلونی ز نشان وهای انتخاب شده را ب

ب( که تایید اولیه ای بر وجود پلاسررمید  -1داد )شررکل 

در ونها بود. پس از  9کننده کاسپاز بیاننوترکیب حاوی کن 

سمید نوترکیب از یکی از کلونی ستخراپ پلا ضا ور ها، ح

توالی الحررراق یافته با استفاده از واکرررنف هرررضم دوگانه 

زمان با وکتور بررسی شد و همهای برشی یمتوسررررف ونز

شکل  شد ) سی و تایید   برایپ(.  -1کنترد بدون کن برر

کن هدف در پلاسرررمید و اطمینان از  تایید نهایی کلونینگ

سمید  شده، پلا عدم وجود جهف احتمالی در توالی کلون 

نوترکیب حاصل، ت یین توالی شد. نتیجه ت یین توالی نشان 

های صرررحیغ بین جایگاه صرررورتبهداد که کن مورد نظر 

KpnI  وBamHI  در پلاسرررمید وارد شرررده و فاقد جهف

 است.
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سپاز  PCR الف(کد وگاروز مراحل مختلف کلونینگ.  1شکل  صودDNA ،1: مارکر M .9کن کا  : مارکرPCR .M-کلونی ب( .PCR : مح

DNA، 1-10محصود : PCR  هضم دوگانه پلاسمید نوترکیب و پلاسمید فاقد کن )کنترد(.  ج(کلونی مختلف.  10مربوط به غربالگریM :

شامل یک باند در محدوده DNA ،1مارکر  شکل ب:  کیلو جفت  6تا  5: محصود هضم دوگانه پلاسمید نوترکیب از یک کلونی مثبت در 

 کنترد:  عنوانبه: محصود هضم دوگانه پلاسمید فاقد کن 2(، 9کاسپاز کیلو جفت بازی ) 1,5تا  1ه بازی )پلاسمید( و یک باند در محدود

 کیلو جفت بازی )پلاسمید(. 6تا  5شامل یک باند در محدوده 

 

 
 ترنسفکت شده با هایو نمونه pcDNA/C9 ترنسفکت شده با پلاسمید هایبا تریپان بلو در نمونه رنگ شده هایسلودشمارش  2شکل 

pcDNA میکرومولار  1 عنوان کنترد، پس از تیمار بابهDOX   ساعت. 24به مدت 

 

سی عملکرد و ف اد بودن  برای صل ازبرر  نک پروتئین حا

شده سمید، کلون  ستفاده از  pcDNA/C9 نوترکیب پلا با ا

نسفکت تر SH-SY5Yی هاسلودبه حامل پلی اتیلن ایمین 

بر میزان وپوپتوز در این  9کاسررپاز پروتئین  تا اثر بیان شررد

لی در حضرررور و عرردم حضرررور داروی لو  رده سررر

سین سوروبی ست (DOX) دوک شود. ت  ومیزیرنگ ارزیابی 

ستفاده از شان داد که در نمونه Trypan Blue سلود با ا ن

در مقایسررره با  pcDNA/C9نسرررفکت شرررده با ترهای 

 نبدون ک سررفکت شررده با پلاسررمیدی کنترد ترنهاسررلود

pcDNA،  اند ودچار مرگ شده هاسلوددرصد بیشتری از  

 

افزایف  DOXهای تیمار شده با داروی در نمونه این میزان

میزان  علاوه بر این،(. 2شررکل اسررت )قابل توجهی یافته 

در حضررور و  9کاسررپاز بیان مرگ سررلولی القاشررده در اثر 

با  هاسررلوددر این  م حضررور داروی دوکسرروروبیسررینعد

نتایج حاصل بررسی شد.  PI فلورسنت ومیزی با رنگرنگ

سلولی در نمونه شان داد که مرگ  شده با های ترنن سفکت 

ی کنترد بیشرتر اسرت و هاسرلوددر مقایسره با  9کاسرپاز 

ر دمرگ سلولی بیشتر باعث افزایف  DOXتیمار با داروی 

شده با نمونه سفکت  سپاز های ترن و  3شکل) شودمی 9کا

4.) 
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سلود با رنگرنگ 3شکل  شده با پلاسمیدهاسلود( PI .1 ومیزی  سفکت  شده،  pcDNA ی ترن سفکت هاسلود( 2)کنترد( تیمار ن ی ترن

 ی ترنسفکت شده با پلاسمیدهاسلود( 3. (DOX)میکرومولار از داروی دوکسوروبیسین  1تیمار شده با غلظت  pcDNA شده با پلاسمید

pcDNA/C9  ،ی ترنسفکت شده با پلاسمیدهاسلود( 4تیمار نشده pcDNA/C9  میکرومولار از داروی  1تیمار شده با غلظتDOX. 

 

 
کنترد  pcDNAو ترنسفکت شده با pcDNA/C9 با ترنسفکت شده  یهاسلود. PIومیزی ی مرده از طریق رنگهاسلودشمارش  4شکل 

  ساعت. 24به مدت  DOXپس از تیمار با یک میکرومولار 

 

، مطابق با نتایج حاصرررل از تسرررت PIومیزی با رنگنتایج 

پس از بیان  کلون شده 9کاسپاز تریپان بلو نشان داد که کن 

سب و  ساهتار منا سلود القا کرده و  سبی در  عملکرد منا

. نتایج حاصررل از سررنجف ف الیت باشرردرا دارا می ف اد

، PIتریپان بلو و  ومیزیرنگ، در تایید با نتایج 3کاسرررپاز

شان د سپاز اد که افزایف بیان ن همانند تیمار با داروی  9کا

DOX  باعث القای مرگ شده و ترکیب این دو باعث 

 

الف(. در -5شود )شکل میافزایی سیگناد مرگ سلولی هم

سپاز  سی میزان بیان کا سترن بلات، بیان پروتئین  9برر با و

شکل  شد ) سلود تایید  ب(. همچنین تاثیر افزایف -5در 

سپا ضور و عدم 9ز بیان کا سلود در ح ضور داروی  در  ح

DOX  که نشررران دهنده تبدیل  9کاسرررپاز بر میزان برش

 یک مارکر عنوانبهپروکاسررپاز به کاسررپاز ف اد هسررت و 

 القای مرگ محسوب می شود مشخص شد. 
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و  pcDNA/C9 بای ترنسفکت شده هاسلوددر  3سنجف ف الیت کاسپاز الف( . 9و بررسی بیان کاسپاز  3سنجف ف الیت کاسپاز  ۵شکل 

pcDNA  و پس از تیمار با یک میکرومولار  (-)کنترد قبلDOX (+)  9وسترن بلات و بررسی سطغ بیان کاسپاز  ب( ساعت. 24به مدت 

   کنترد داهلی. عنوانبهو بتا اکتین  9بادی اهتصاصی علیه کاسپاز ی ترنسفکت شده با ونتیهاسلودقبل و ب د از تیمار با دارو در 

 

 بحث -4

کند و ها ایفا میوپوپتوز نقف مهمی در هومئوسرررتاز بافت

متنوعی  هررایبیمرراریاهتلاد در این فراینررد منجر برره 

. دو مسرریر متفاوت برای وپوپتوز وجود دارد: [3]شررودمی

های مرگ در وپوپتوز که از طریق گیرنده هارجیمسررریر 

و مسیر داهلی که با وزاد شدن  شودمیسطغ سلود شروع 

سیتوکروم  cسیتوکروم  ست.  پس  cاز میتوکندری همراه ا

-Apafاز میتوکندری به پروتئین سیتوپلاسمی  از وزاد شدن

اتصررراد یافته و منجر به تشرررکیل کمپلکس وپوپتوزوم  1

 اد ف وپوپتوزوم کمپلکس بهبا اتصرراد  9کاسررپاز . شررودمی

شده و در نهایت منجر  3شده و منجر به ف اد شدن کاسپاز

 . این فرایند در روند [5]شودمیبه مرگ سلولی وپوپتوتیک 

 

ر دوجود دارد و میزان ف الیت این مسرریر  هاسررلودطبی ی 

 حایز اهمیت است.طی روند درمان بیماری ها 

 عنوانبه (+)pcDNA3.1از پلاسرررمید در مطال ه حاضرررر 

ستمی کارومد در بیان  ستم یوکاری هاپروتئینسی سی وتی در 

شد و طی مراحل کلونینگ کن  ستفاده  سپاز ا از وکتور  9کا

ساب کلون   (+)pcDNA3.1 بیانی به وکتور pQEتکثیری 

تایید شررد. بیان کن کلون شررده در سررلود و با ت یین توالی 

ستفاده از  با روش SH-SY5Yیوکاریوتی  وسترن بلات با ا

ملکردی بررسی ع برایتایید شد.  9کاسپاز علیه  بادیونتی

نه کلون شررررده، ید  بودن این نمو یب پلاسرررم به نوترک

با دارویسرررفکترن SH-SY5Yی هاسرررلود  ت شرررد و 

شررد.  تیماراسررت القا کننده وپوپتوز  دوکسرروروبیسررین که

( 2 )شکلبلو تریپان  ومیزیرنگهای حاصل از تستنتایج 
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 3سنجف ف الیت کاسپاز ،(4و  3)شکل  پروپیدیوم یدیدو 

نشرران داد که ( 5)شررکل  9کاسررپاز و وسررترن بلات برای 

 صررورتبه DOXداروی با  تیمارو  9کاسررپاز بیان افزایف 

سلول جداگانه زمان اثر همشدت شده اما  یمنجر به مرگ 

تاییدکننده عملکرد که  ونها در القای مرگ بیشرررتر اسرررت

پژوهف .می باشرردبر اثر دارو  9کاسررپاز مناسررب پروتئین 

های پیشرررین نتایج مشرررابهی در ارتباط با اثر افزایف بیان 

در افزایف  Apaf-1ی پیف وپوپتوزی مرراننررد هرراپروتئین

های مرگ مانند حساسیت سلود به القای مرگ با القا کننده

, 10]اندائه دادهار (Taxels) هاتاکسررلدوکسرروروبیسررین و 

علاوه بر این مطال ات پیشررین اهمیت بیان و ف الیت . [11

 Sنوروبلاستوما نوع ی هاسلوددرمانی  در شیمی 9کاسپاز 

نده داده را نشررران CD95/Fasهای از طریق تحریک گیر

ند به همچنین . [10]ا طال ات گزارش شرررده، با توجه  م

سپاز  افزایف بیان شدن  9کا سلود منجر به همودایمر  در 

به هودی و هود  صررورتبهاین پروتئین و ف اد شرردن ون 

در نتیجه القای سرریگنالینگ مرگ سررلولی از طریق وبشررار 

سپازی شدن . [12]شودمی کا شدن و ف اد  این همودایمر 

-5در نتایج وسترن بلات )شکل  9کاسپاز هود به هودی 

ض یفی از  صورتبهب(  سپاز باندهای  برش هورده  9کا

همزمانی این اثر به کیلو دالتون( مشررهود اسررت.  35و  37)

فراینررد پردازش  افزایفمنجر برره  DOXهمراه داروی 

سپاز پرو  35و  37باندهای  شدتو در نتیجه افزایف  9کا

سترن بلات کیلو دالتونی شکل  در و افزایف  ب(.-5شد )

منجر به افزایف  DOXتحت تاثیر  9کاسرررپاز پردازش پرو

در . مرگ سلولی شده است تشدیدو  3کاسپاز سازی ف اد

ساهت سنسورهای  مختلف از جمله فاهداواقع این کن با 

و بررسی اثر داروهای مختلف بر سیگنالینگ مرگ  سلولی

 د.یید شحقیقات وینده کلون و تاتدر سلولی وپوپتوز 

 گیرینتیجه -۵

در وکتور یوکاریوتی کلون شررد. پس از تایید  9کن کاسررپاز

 .انتقاد یافتSH-SY5Y  توالی، به رده سررلولی یوکاریوتی

سپازس شده با کن کا سفکت  ضور و عدم  9لود ترن در ح

شان داد که  شد و نتایج ن ین این پروتئحضور دارو ارزیابی 

رگ م میزاناثر داروی دوکسرروروبیسررین بر افزایف باعث 

 لازمبیان شده عملکرد  9کاسپاز که تایید شدو  هسلولی شد

 دارد.در ولقای وپوپتوز را 

 یرهمکاکه  بهاره علیزادهاز  یسندگان: نویتشکر و قدردان

 .کنندیم یداشته است تشکر و قدردان

ذکر نشررده  یسررندگانتوسررف نو ی: موردیاخلاق تاییدیه

 .است

 .وجود ندارد یت ارض مناف  یچگونه: همنافع تعارض

سندگاننو سهم سنده)نو رقیه حمیدی:ی شگر اود(، ی  پژوه

صلی  40نگارنده بحث )  شناس/ روش /مقدمه نگارنده /ا

%) 

سنده دوم)نو یعطائ یسفرنگ شگر شناس/ (، روشی  پژوه

 (% 40)  بحث نگارنده /یومار یل گرتحل /یاصل

وش /ریوم(، پژوهشگر کمکس یسنده)نو ینخانیسامان حس

 (%20)  یومار یلگرشناس/تحل

م اونت  یمال یبانیمطال ه حاضرررر با پشرررت :یمال منابع
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Abstract 

Programmed cell death is a vital cellular process that is highly conserved in 

evolution. Apoptosis, as a common mode of programmed cell death, is 

disturbed in the most human malignancies and leads the resistance of cancers 

to current treatment strategies. Caspase 9 is a key protein in mitochondrial 

apoptosis. Activated Caspase 9 leads to activation of Caspase 3/7, initiating a 

caspase cascade and killing cell. In this study, Caspase 9 gene was cloned into 

pcDNA3.1 (+) and its expression and function evaluated in cell. PCR 

amplification of Caspase 9 was performed by specific primers and ligated into 

pcDNA3.1 (+) after double-digestion with KpnI and BamHI. After 

sequencing, pcDNA/Caspase 9 was transfected into SH-SY5Y cells and 

treated with doxorubicin. Caspase 9 function was determined by its effect on 

cell death level by trypan blue and PI staining, and Caspase 3 activity, and its 

expression in cells measured by western blotting. Caspase 9 gene cloning was 

done and its expression in cell was defined by western blot. Overexpression 

of Caspase 9 led to autoprocessing following homodimerization and induction 

of cell death and also increased cell sensitivity to doxorubicin treatment and 

declined cell viability. The cloned Caspase 9 was functional in cell and 

enhanced apoptosis in the treated cells by doxorubicin through self-activation 

and subsequently amplification of Caspase 3 activation. 

 

Keywords: Cloning, Caspase 9, Apoptosis, Doxorubicin. 
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