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ABSTRACT  

Background and Aim: Caspase-9 is a key enzyme in the intrinsic pathway of apoptosis that 

its activity is regulated by various mechanisms such as phosphorylation. It has been reported 

that phosphorylation of serine 310 in murine caspase-9 prevents enzyme processing. The role 

of this residue in human caspase-9 activity in not clear. In this study we investigated the effect 

of negative charge on serine 310 in caspase-9 activity.  

Materials and Methods: Considering that phosphorylation leads to negative charge on 

caspase-9, the codon of serine 310 in human capsase-9 was mutated to aspartate via quick 

change site-directed mutagenesis. Recombinant wild type and mutant caspase-9 were 

expressed in BL21(DE3) and purified by affinity chromatography. The temperature profile 

and activity of the mutant caspase-9 were assessed by chromogenic substrate of Ac-LEHD-

pNA in vitro, and compared to those of wild enzyme. Student’s t test was used for data 

analysis.  

Results: The results showed that kinetics parameters of S310D mutant and wild type caspase-

9 were similar, but their temperature profiles were different. Comparison of S310D mutant 

enzyme and wild type caspase-9 showed that S310D mutant enzyme had higher activity at 37 
o
C and lower activity at 4, 15, 45 and 60 

o
C. 

Conclusion: In our study, the negative charge on serine 310 in caspase-9 led to change in the 

profile temperature of the enzyme with no effect on kinetic parameters.  
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  چکیده

ن بپا سپازوکاریای ملتل پی ماننپد     یپک ننپزیک کلیپدی در مسپیر داآلپی نپوپتپوز اسپت کپه   الیپت ن          9-کاسپااز  :زمینه و هدد  

شپود. نقپ    موشی مانع پردازش ننزیک می 9-در کاسااز 013شود. گزارش شده است که  س ریلاسیون سرین  س ریلاسیون تنظیک می

انسانی نامشلص است. در ایپن پپهوی  ا پر ایجپاد بپار من پی روی  سپرین         9-ی نمینواسیدی در   الیت ننزیمی کاساازاین باقیمانده

 انسانی مورد بررسی قرار گر ت. 9-در   الیت ننزیمی کاسااز 013

 9-در کاسپااز  013شپود، کپدون سپرین    مپی  9-با توجه به اینکه  س ریلاسیون منجر به ایجاد بپار من پی در کاسپااز    :هاروشمواد و 

نوترکیپ  وششپی و    9-سپااز جهپ  داده شپد. کا   Quick changeزایی ید مند انسانی به کدون نساارتات با است اده از روش جه 

پرو ایپ  دمپایی و   الیپت    بیان و بپا اسپت اده از کرومپاتوگرا ی گرایشپی تللپیص شپدند.        BL21(DE3)یا ته در سویه باکتری جه 

سپنج    تنپی بپرون شپرای    در  Ac-LEHD-pNAیا ته در مقایسه با ننزیک وششی به کمک سوبسترای کروموژنیک جه  9-کاسااز

 انجام شد. tیا با نزمون نماری دادهتجزیه و تحلی   شد.

و ننزیک وششی مشابه یسپتند، امپا پرو ایپ  دمپایی      S310Dی یا تهجه  9-نتایج نشان داد که پارامتریای سینتیکی کاسااز ها: یافته 

-درجپه  63و  61، 11، 6  الیت بیشپتر و در دمایپای    گرادی سانتیدرجه 00در دمای  S310Dی یا تهننزیک جه  ننها مت اوت است.

 گراد   الیت کمتری در مقایسه با ننزیک وششی داشت.  ی سانتی

بدون تا یر بر پارامتریای سینتیکی سب  تغییر در پرو ای  دمایی  9-در کاسااز 013ایجاد بار من ی بر روی سرین  گیری: یجهنت

 شود. ننزیک می

 زاییجه ، نپوپتوز ،کاسااز، سنج  ننزیمی: کلمات کلیدی

21/0/1631پذیرش:  22/2/1631اصلاشیه نهایی: 26/13/1633مقاله: وصول  
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 مقدمه

 در ریپزی شپده اسپت کپه    نپوپتوز نوعی مرگ سلولی برنامپه 

 دیپده، نسپی   پیپر،  یپای سپلول  شپذ   سپب   طبی پی  شرای 

 بپپا تی یموسپپتازی و تکامپپ  بپپرای و شپپده مضپپر و اضپپا ی

ی اجپرای نپوپتپوز در سپلول بپه واسپ ه     . (1) اسپت  ضروری

سیستئین پروتئازیایی به نام کاسااز است که با ایجاد بپرش در  

شناسی را در سلول سپب   یای سلولی تغییرات ریلتپروتئین

یپپای نپوپتپپوزی بپپه شپپوند. کاسپپاازیا در  یپپا  محپر  مپی 

صورت پروننزیک )پروکاسااز( و  یر  ال در سیتوزول وجپود  

شپوند. در سپلول انپوا     پپردازش   پال مپی   دارند که پپ  از  

ملتل ی از کاساازیا وجود دارد که براساس طول پپرودمین و  

-کننپده عملکردشان به کاساازیای التهابی، کاساازیای شرو 

شپوند. بپا   مپی  بنپدی ی نپوپتوز و کاسپاازیای اجرایپی دسپته   

ی کاساازیا برای   ال شدن نیاز به پپردازش  وجود اینکه یمه

چگپونگی   پال   مین( و دایمر شپدن دارنپد، امپا    )شذ  پرود

 شپدن کاسپپاازیای شپپرو  کننپده و اجرایپپی مت پپاوت اسپپت.  

کاساازیای اجرایی در شالت پروننزیک دایمپر یسپتند و پپ     

کننپده   پال   از شذ  بل ِ پپرو توسپ  کاسپاازیای شپرو     

شپپوند. سپپازوکارِ سپپلول بپپرای دایمپپر و   پپال کپپردن     مپپی

تر است تا مپانع   الیپت   یچیدهکننده کمی پکاساازیای شرو 

ناآواسته و تصاد ی نپوپتوز شود. زیرا این کاساازیا به دلیپ   

شپدن، در  قرارگیری در ابتدای مسپیر نپوپتپوز، پپ  از   پال    

 رودسپت آپپود سپپب  تقویپپت پیپام و اجپپرای سپپریع مپپرگ   

یپای نپوپتپوزیِ   . در پاسپ  بپه محپر    (2) شپوند سلولی مپی 

و اسپپترس اکسپپیداتیو،   DNAسپپلولی ماننپپد تلریپپ   درون

کننده در قالپ  کمالکسپی   به عنوان کاسااز شرو  9-کاسااز

شپود. ایپن کمپالک  متشپک  از     به نام نپوپتپوزوم   پال مپی   

 Apoptotic protease activating ی ت پروتئین به نپام 

factor 1 (Apaf-1)   سپپیتوکروم متصپپ  بپپهC   و شپپداق

است. ینوز به طور دقیپ  سپازوکار   پال     9-ی ت پروکاسااز

توس  نپوپتپوزوم مشپلص نیسپت. یکپی از      9-شدن کاسااز

 9-رایکاریپپپای سپپپلول بپپپرای تنظپپپیک   الیپپپت کاسپپپااز    

یپپای  س ریلاسپپیون اسپپت. سپپرین و تراپپونین از باقیمانپپده   

 9-. کاسپپااز(0) نمینواسپپیدی مسپپت د  س ریلاسپپیون یسپپتند 

سپرین   01اسیدنمینه( در توالی آپود   616ی )متشک  از انسان

 196کیناز، با  س ریله کپردن سپرین   Aktتراونین دارد.  18و 

سپب    121 س ریله کردن تراونین با ، ERK MAPK و (6)

. مپارتین و یمکپاران  در   (1)د شومی 9-مهار   الیت کاسااز

انسانی  9-کاسااز Aدند که پروتئین کیناز نشان دا 2331سال 

کنپپد.  سپپ ریله مپپی 191و  180، 99یپپای سپپرین را در ریشپپه

دارد، امپا   9-ا ر مهپاری بپر   الیپت کاسپااز     Aپروتئین کیناز 

یای  وق بپرای داشپتن ا پر مهپاری بپر       س ریلاسیون در ریشه

-یا تپه لازم نیست. در این پپهوی  جهپ    9-  الیت کاسااز

. (6) سپاآته شپده بپود     S195A, S183A ، S99Aیپای  

سپنج جرمپی   -متص  به طیف کروماتوگرا ی مایع چند ب دی

یکی از ابزاریپای مورداسپت اده بپرای شناسپایی  سپ وپاتیدیا      

سپپنجی ای کپپه بپپا اسپپت اده از روش طیپپف اسپپت. در م ال پپه

 9-در کاسپااز  068سپرین   روی کبد موش انجام شپد،  جرمی

. (0) یگاه مست د  س ریلاسیون م ر پی شپد  موشی به عنوان جا

 9-در کاسپااز  068گزارش شده است  س ریلاسپیون سپرین   

(، مپپپانع بپپپرش  CK2) 2موشپپپی توسپپپ  کپپپازاین کینپپپاز   

 8-توس  کاسپااز  010پروتئولیتیک این ننزیک در نساارتات 

موشپی م پپادل   068سپرین  . (8)شپپود و عپدم   الیپت نن مپی   

)زیر نن آ  کشیده شده است( در توالی پاتیپدی   013سرین 
NPEPDATPFQESDHGFEVASTSPEDESPG

GLR سپپرین ایمیپپت ایپپن   .(9)انسپپانی اسپپت    9-کاسپپااز

یپای  در سپلول  9-در   الیپت ننزیمپی کاسپااز    ش اظت شده

نامشلص اسپت. بپه    تنیچنین تحت شرای  برونانسانی و یک

زایپپی یمپپین دلیپپ  در ایپپن پپپهوی ، بپپا اسپپت اده از جهپپ   

 9-نزیمپپی کاسپپاازندر   الیپپت  013ید پپدار، نقپپ  سپپرین 

 بررسی شد. تنیانسانی تحت شرای  برون

     

  ها روشمواد و 
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( از سیگما Ac-LEHD-pNA) 9-سوبسترای کاسااز مواد

کلون شده از  9-آریداری شد. پلاسمید شاوی ژن کاسااز

استاد موسسه ( Guy Salvesen)پرو سور گای س  وسن 

 Sanford-Burnham Medical) تحقیقات پزشکی برنهام

Research Institute) نمریکا به صورت یدیه دریا ت ،

. سنتز ن ازگریای ر ت و برگشت به س ارش شرکت گردید

تکاپوزیست توس  شرکت بایونیر )کره جنوبی( انجام 

(. کیت استلراج پلاسمید از شرکت 1)جدول  گر ت 

Gene All رزین نیک  س ارز از کیاژن، ننزیک  .تهیه گردید

DpnI  ازThermo Scientific ، نشانگریای سایز مولکولی

DNA ،ننزیک  و پروتئین از سیناکلونDNAپلیمرازEX Taq 

HS  از شرکت تاکارا تهیه شد. سایر مواد شیمیایی

یای مر  و مورداست اده در این پهوی  مربوط به شرکت

  سیگما بود.

 
 به آسپارتات 313ین توالی آغازگرهای رفت و برگشت طراحی شده جهت ایجاد جهش سر. 1جدول 

 جهش توالی       دمای ذوب

22  C 

 

22  C 

F: 5′ TGAAGACGAGTCCCCTGGCGATAACCCCGAGCCAGATGCCAC 3′
 

S310D 
R: 5′ GTGGCATCTGGCTCGGGGTTATCGCCAGGGGACTCGTCTTCA 3′ 

 

 :زایی ید مندجه 

ب دی و کان ورماسیون طبی ی یک پروتئین، ساآتار سه

مینواسیدی نن است. پلاسمید شام  ژن وابسته به توالی ن

به عنوان ژن  pET23bوششی و کلون شده در  9-کاسااز

در مقیاس کک  Gene Allالگو با است اده از کیت شرکت 

، کدون Quick changeبا است اده از روش تللیص شد و 

AGT به کدون  013ی سرین اسیدنمینهGAT  )نساارتات(

ای این روش به گونهطراشی پرایمر در  .(13)جه  یا ت 

یا ته در بل  میانی پرایمریای پیشرو است که کدون جه 

ابتدا و انتهای پرایمر به  و م کوس قرار گیرد تا نواشی مکم ِ

ی ایجاد جه  با آوبی به توالی الگو بچسبند و  ق  ناشیه

یای ی نساارتات در سیستکچسبد. اسیدنمینهژن الگو نمی

است. در این  GACو  GATن پروکاریوتی دارای دو کدو

به دو دلی  است اده شد: یکی  GATپهوی  از کدون 

 راوانی بالای این کدون در سیستک بیان پروکاریوتی و 

دیگری کمترین تغییر نوکلئوتیدی موردنیاز برای اعمال 

در مرشله  نمده است. 1توالی پرایمریا در جدول  جه .

گانه با ن ازگریای ر ت و برگشت به صورت جداب د، 

در دستگاه  ک پلیمراز و با ر، ننزیdNTPپلاسمید الگو، 

PCR در   انیه 11پ  از تقل  اولیه به مدت  و ندقرار گر ت

به ت داد  Quick changeگراد، واکن  ی سانتیدرجه 98

درجه  91 یه در ان 63سیک  با برنامه شرارتی  6

 0و  درجه )اتصال پرایمر( 68در   انیه 01)دناتوراسیون(، 

 ( انجام شد.DNAدرجه )طوی  شدن و سنتز  68دقیقه در 

سا  دستگاه متوقف و محصولات شاص  از یر دو واکن  

با یمان برنامه  PCRبا یکدیگر مللوط و دوباره به دستگاه 

منتق  شدند. جهت شصول اطمینان از سیک   26به ت داد 

 Quickیای جدید، محصول شاص  از ساآت رشته

change ی ژل نگارز یک درصد الکترو ورز شد. بر رو

-یای پلاسمید الگو متیله یستند، جهت شذ  این رشتهرشته

به مدت  DpnIی کنندهیا، محصول واکن  با ننزیک محدود

گراد گرماگذاری شد. ی سانتیدرجه 00ساعت در دمای  26

-یای مست د شدهمحصول شاص  از یضک ننزیمی به باکتری

ز روش شو  شرارتی منتق  شدند با است اده ا DH5αی 

یای تا توس  باکتری، شلقوی و تکثیر شوند. باکتری

ی پلاسمید به دلی  داشتن ژن مقاومت به کنندهدریا ت
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سیلین توانند در محی  کشت شاوی نمایسیلین مینمای

مانی و یای  اقد پلاسمید قادر به زندهتکثیر شوند، اما باکتری

تیک نیستند. جهت استلراج بیوتکثیر در شضور ننتی

یای رشدکرده در باکتری یایپلاسمید یکی از کلونی

بیوتیک به محی  کشت مایع جهت تکثیر و شضور ننتی

شاوی  pET23bپلاسمید  استلراج پلاسمید تلقیح شدند.

(، طولی His tagانسانی با برچس  ییستیدین ) 9-ژن کاسااز

لاسمیدیای پ (. 1ج ت باز دارد )شک   6916در شدود 

پ  از ت یین توالی و شصول اطمینان از ایجاد  استلراج شده

بیان و تولید پروتئین  به منظور ی مورنظر، جه  در ناشیه

ی بیانی یای مست د شدهیا ته به باکترینوترکی  جه 

BL21(DE3) بیوتیک منتق  و در محی  کشت شاوی ننتی

بیان وکتوریایی  این سویه برای سیلین تکثیر داده شدند.نمای

پ  از یستند، مناس  است.  T7که تحت کنترل پروموتر 

-دی-بتا-)ایزوپروپی  IPTGالقای بیان با 

نوری و لیز شد. ، رسوبات سلولی جمعتیوگالاکتوپیرانوزید(

جهت تللیص پروتئین  محلول روای شاص  از لیز سلولی

 نوری شد.جمع

 S310Dی یا تهوششی و جه  9-تللیص پروتئین کاسااز

دارای  pET23bشده در پلاسمید کلون 9-ژن کاسااز

برچس  ییستیدین است و به یمین دلی  از کروماتوگرا ی 

یای س اروز برای تللیص پروتئین-گرایشی و ستون نیک 

یا ته است اده شد. با ریای مورداست اده برای وششی و جه 

جهت تللیص، لیز سلولی  نمده است. 2ر جدول تللیص د

س ارز -باکتری به ستون کروماتوگرا ی شاوی رزین نیک  به

گراد ی سانتیدرجه 6دقیقه در دمای  63منتق  و به مدت 

یای نوترکی  دارای برچس  انکوبه شد تا پروتئین

لیتر میلی 23ییستیدین به رزین متص  شوند. سا  ستون با 

یایی که به صورت با ر شستشو، شسته شد تا پروتئین

ی اند جدا شوند. در مرشلهی به رزین متص  شده یراآتصاص

 1میکرولیتر با ر جداکننده به ستون اضا ه و پ  از  233ب د، 

نوری شد. این مرشله چندین بار تکرار دقیقه از ستون جمع

یای نوترکی  متص  شده به ستون ی پروتئینشد تا یمه

یا جهت بررسی نوری شوند. از یر یک از این الوشنجمع

 یا تا زمان سنج برداری شد. الوشننمونه SDS-PAGEبا 

ی گراد نگهداری شدند. کلیهی سانتیدرجه -03ننزیمی در 

گراد انجام ی سانتیدرجه 6مراش  تللیص پروتئین در دمای 

 شد.  

 . با ریای مورداست اده برای لیز کردن سلول و تللیص پروتئین2جدول 

pH Immidazol NaCl Tris-HCl رباف 

 با ر لیز کننده مولار میلی 13 مولار میلی 133 - 8

 با ر شستشو مولار میلی 13 مولار میلی 133 مولار میلی 23 8

 با ر جداکننده مولار میلی 13 مولار میلی 133 مولار میلی 233 8

 

 :سنج    الیت ننزیمی

برای بررسی  Ac-LEHD-pNAاز سوبسترای کروموژنیک 

یای ننزیمی سنج است اده شد.  9-ز  الیت ننزیمی کاساا

 133چایکی و در شجک نهایی  96یای در میکروپلیت

 1/1) میکرولیتر با ر نمونیوم سیترات 00شام   میکرولیتر

میکرولیتر  13و  9-میکرولیتر با ر سنج  کاسااز 0، مولار(

دقیقه روی ی   11و به مدت  ننزیک با یکدیگر مللوط

گراد ی سانتیدرجه 03یقه در دق 11انکوبه و سا  به مدت 

-میکرولیتر سوبسترای یک میلی 13 در ادامه انکوبه شد. 

 631به چایک اضا ه و بلا اصله جذ  در  9-مولار کاسااز

دقیقه  13ی زمانی نانومتر در مدت زمان یک ساعت با  اصله

)مدل  Tekanآوان با است اده از دستگاه میکروپلیت
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Sunrise ) .ا یر کدام در سه تکرار یسنج قراات شد

صورت گر ت و چایک بلانک شاوی تمام مواد چایک 

 تست، به  یر از ننزیک بود.

 :ینتیکی ننزیکسنج  پارامتریای س

-وششی و جه  9-پ  از تللیص میزان   الیت کاسااز

چنین پارامتریای یا ته در دمایای ملتلف سنج  شد و یک

و ننزیک بررسی برای یر د Vmaxو  Km ،kcatسینتیکی شام  

ینتیکی، سنج  مقدار  ال ات سنجام مبه منظور اشد. 

، 38/3، 36/3، 36/3یای مشلصی از ننزیک در شضور  لظت

ساعت مولار از سوبسترا در مدت زمان یکمیلی 16/3و  1/3

نمودار  شی  دقیقه انجام شد. از روی 13ی زمانی با  اصله

سنج  و واشد زمان برای یر تغییرات جذ  در واشد 

تبدی  نن به  لظت در واشد زمان، میزان سرعت اولیه 

دست نمد. جهت محاسبه ( به Voواکن  ننزیمی )

 Vo/1نموداربر  )-ویورینتیکی، نمودار لاینپارامتریای س

( ترسیک شد و با است اده از نقاط عرض از [S]/1در مقاب  

  به دست نمد.      Vmaxو  Kmمبدا و طول از مبدا، 

 :و تحلی  نماریتجزیه 

، SPSS ا زار نرم با و شد تکرار باریا شداق  سه تست ی یمه

قرار   یو تحل هیمستق  مورد تجز Tبا است اده از نزمون 

 ی رض شد. برا دار یم ن یاز نظر نمار p ≤ 31/3گر ت. 

 ا زار اکس  است اده شد. از نرم یا یمنحن کیترس

 

 هایافته

از ننزیک  S310Dی  ا تهی جه  9-کاسااز ساآت واریانت

 وششی

با است اده از  9-ای در پلاسمید شاوی ژن کاساازجه  نق ه

 (. 1ایجاد شد )شک   Quick changeروش 

 

 
 DpnIتیمار شده با ننزیک  Quick changeتصویر ژل نگارز. محصول واکن   .1شک  

 

ری، در باکت Quick changeپ  از تکثیر محصول 

پ  از استلراج شده برای ت یین توالی ارسال شد.  یدپلاسم

 9-ینان از ایجاد جه ، بیان و تللیص کاساازشصول اطم

به دلی  اینکه یر دو ننزیک یا ته انجام شد. وششی و جه 
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یا ته دارای برچس  ییستیدین یستند، برای وششی و جه 

 س اروز-تللیص از کروماتوگرا ی گرایشی و ستون نیک 

 SDS-PAGEیای شاص  از تللیص با الوشناست اده شد. 

مربوط به تللیص  SDS-PAGEتصویر ژل . بررسی شدند

نمده  2در شک   S310Dی یا تهوششی و جه  9-کاسااز

کیلودالتون، پ  از  66با وزن مولکولی  9-پروکاساازاست. 

شدن به دو زیرواشد بزرگ و کوچک به ترتی  با وزن بریده

 شود.کیلودالتون تبدی  می 12و  06مولکولی 

 

 الف

 

 ب

 
 )ب( به S310D ییافتهوحشی )الف( و جهش 9-آنزیم کاسپاز تخلیص. به مربوط( درصد 5/12) SDS-PAGE تصویر ژل .2شکل 

 دازه مولکولینشانگر ان -4 3الوشن  -3 2الوشن  -2 1الوشن  -1 (.نیکل ستون) گرایشی کروماتوگرافی روش

 

وششی و  9-بررسی پرو ای  دمایی   الیت ننزیک کاسااز

S310D: 

گراد ی سانتیدرجه 63تا  6سنج  ننزیمی در دمایای بین 

 00در دمای  S310Dی یا تهجه  9-نشان داد که کاسااز

گراد   الیت ننزیمی بیشتری در مقایسه با ی سانتیدرجه

ی درجه 63و  61، 6ی وششی دارد اما در دمایا 9-کاسااز

 03و  21، 11گراد   الیت کمتری دارد. در دمایای سانتی

-گراد   الیت یر دو ننزیک وششی و جه ی سانتیدرجه

. دمای م لو    الیت ننزیمی (1)نمودار  یا ته مشابه است

ی درجه in vitro ،03وششی تحت شرای   9-کاسااز

من ی بر روی  رسد ایجاد بارگراد است. به نظر میسانتی

سب  تداوم   الیت ننزیک تا دمای  9-در کاسااز 013سرین 

شود، اما پایداری درجه که دمای  یزیولوژیک است می 00

 دید.تر و بالاتر به سرعت کای  مینن را در دمایای پااین
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 شیسه آزما نیانگیم جینتامختلف.  در دماهای S310Dی یافتهوحشی و جهش 9-پروفایل فعالیت نسبی آنزیمی کاسپاز .1نمودار 

برابر با مقدار آنزیم موردنیاز برای  9-معنادار است. یک واحد فعالیت آنزیمی کاسپاز p ≤ 35/3 * .باشد یم ات تغییر ی دامنه ±مستقل 

 گراد است.ی سانتی درجه 33در مدت زمان یک دقیقه در دمای  Ac-LEHD-pNAهیدرولیز یک پیکومول سوبسترای 

 

وششی و  9-یین پارامتریای سینتیکی ننزیک کاساازت 

S310D: 

ی گیری پارامتریای سینتیکی، ابتدا سرعت اولیهجهت اندازه

(Vo واکن  ننزیمی با است اده از سنج    الیت ننزیمی )

یای ملتلف سوبسترا به دست نمد. در شضور  لظت

) لظتی از سوبسترا که در نن  Kmپارامتریای سینتیکی شام  

لظت، سرعت واکن  ننزیمی نصف سرعت شداکثری  

)عدد نوسازی(  kcatو )سرعت شداکثری(  Vmax، است(

در مقایسه با ننزیک وششی از طری   S310D 9-کاسااز

شد  ( محاسبهLineweaver-burkویور بر  )نمودار لاین

نتایج نشان داد که ننزیک وششی با  (. 0و جدول  2)نمودار 

کرومولار در  انیه، در  لظت می 31/3سرعت شداکثری 

میکرومولار از  لظت سوبسترا، سرعت نن نصف  60/63

یا ته یک ( است. ننزیک جه 1/2Vmaxسرعت شداکثری )

برابر با  Kmمیکرومولار بر  انیه و  36/3با سرعت شداکثری 

لا  م ناداری با ننزیک وششی میکرومولار اآت 29/89

-یانگر ت داد مولکولپارامتر دیگری است که ب kcat. نداشت

یای سوبسترای تبدی  شده به محصول در واشد زمان توس  

یا ته ننزیک وششی و جه  kcat یک مولکول ننزیک است.

اآتلا  بر  انیه بود که  36/3و  30/3به ترتی  برابر با 

به  kcatو  Km. با توجه به اینکه م ناداری با یکدیگر نداشتند

ی   الیت دو ننزیک باشند، یسهتوانند مبنای مقاتنهایی نمی

تحت عنوان  kcat/Kmی دو ننزیک، از نسبت برای مقایسه

 0در جدول یمان ور که . بنابراین است اده شد ابت ویهگی 

یا ته شود، پارامتریای سینتیکی ننزیک جه مشایده می

به  013اساس، جه  سرین مشابه ننزیک وششی است. براین

، تا یری در   الیت ننزیمی نساارتات و ایجاد بارمن ی

یا ته و تمای  ننزیک به سوبسترا ندارد.  جه  9-کاسااز
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 الف

 

 ب

 

وحشی )الف( و  9-آنزیم کاسپاز [S]/1در مقابل  Vo/1نمودار تغییرات  .Vmaxو  Kmن برک جهت تعیی-ویور.  نمودار لاین2نمودار 

 )ب(. S310Dی  یافته جهش
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ی پارامترهای سینتیکی گیری همه. غلظت آنزیم برای اندازهS310Dوحشی و  9-سینتیکی آنزیم کاسپاز پارامترهای. 3جدول 

  .باشد یم ات تغییر ی دامنه ±مستقل  شیسه آزما نیانگیم جیتالیتر بود. نگرم در میلیمیلی 368/3

 

 

 

 

 

 بحث

رسانی کلاسیک، به طور نپوپتوز، برآلا  مسیریای پیام

کند. مستقیک از کینازیا برای پیشبرد آود است اده نمی

تواند در تحقیقات نشان داده است که   الیت کینازیا می

ی . یمه(11) شساسیت سلول به مرگ سلولی مو ر باشد

کاساازیا سوبسترای کینازیا یستند و کاساازیا به طور 

شکنند. کنند، میم مول کینازیایی که ننها را  س ریله می

کاسااز و -برداری از تنظیک متقاب  کینازتلاش برای نقشه

ی ننزیمی ادامه دارد. ت دادی از رقابت این دو دسته

یلاسیون یستند که کاساازیا دارای چندین جایگاه  س ر

 9-. کاسااز(12) شوندتوس  کینازیای ملتل ی  س ریله می

یک سیستئین پروتئاز کلیدی در مسیر داآلی نپوپتوز است 

را در  رودست آود  0-شدن، کاساازکه پ  از   ال

سازوکاریای  کند.  س ریلاسیون یکی ازپردازش و   ال می

سلول برای تنظیک   الیت کاساازیا است که اساس مولکولی 

به آوبی بررسی نشده است.  9-ا ر نن بر عملکرد کاسااز

بیشتر مست د  9-چنین در بین کاساازیا، کاساازیک

- س ریلاسیون توس  کینازیای ملتلف در پاس  به محر 

در پاس  به ا زای   A. پروتئین کیناز (9)یای سلولی است 

شود و با  س ریله کردن سلولی   ال می cAMPمیزان 

مانع   ال شدن  191و  180، 99یای در سرین 9-کاسااز

. گزارش شده (12)شود و سرکو  نپوپتوز می 9-کاسااز

س  تو 068در سرین  9-س ریلاسیون کاساازاست که  

CK2 می 9-یای موشی مانع پردازش پروکاساازدر سلول-

در  013م ادل سرین  068. با توجه به اینکه سرین (8)شود 

باقیمانده نمینواسیدی  ایمیت این انسانی است، 9-کاسااز

یای در سلول 9-در   الیت ننزیمی کاسااز ش اظت شده

نامشلص است. به تنی برونچنین تحت شرای  انسانی و یک

به اسیدنمینه  013یمین دلی  در این پهوی ، سرین 

نساارتات جه  داده شد که مشابه  س ریلاسیون دارای بار 

من ی بر روی سرین  من ی است. نتایج نشان داد که ایجاد بار

، 6، سب  کای    الیت ننزیک در دمایای 9-در کاسااز 013

گراد و ا زای    الیت نن در دمای ی سانتیدرجه 63و  61

شود. گراد در مقایسه با ننزیک وششی میی سانتیدرجه 00

-برونتحتِ شرای   9-ی   الیت ننزیمی کاساازدمای بهینه

. در دمای بهینه، میزان گراد استی سانتیدرجه 03 تنی

انرژی جنبشی ننزیک و سوبسترا برای برآورد با یکدیگر و 

قرارگیری سوبسترا در جایگاه   ال ننزیک م لو  است. با 

کای  دما میزان انرژی جنبشی ننزیک کای  و اشتمال 

یابد. در قرارگیری سوبسترا در جایگاه   ال ننزیک کای  می

شدن ننزیک ، اشتمال دناتورهدمایای بالاتر از دمای بهینه

یابد که منجر به رسو  پروتئین و در نهایت ا زای  می

-شود. گزارش شده است که کاسااز یر  ال شدن ننزیک می

گراد بیشترین شلالیت را دارد ی سانتیدرجه 22در دمای  9

گراد میزان رسو  ی سانتیدرجه 00و با ا زای  دما تا 

. براساس نتایج شاص  از این (10) یابدننزیک ا زای  می

 00در دمای  S310Dی یا تهجه  9-پهوی ، کاسااز

گراد   الیت ننزیمی بیشتری در مقایسه با ی سانتیدرجه

رسد ایجاد بار گراد دارد. به نظر میی سانتیدرجه 03دمای 

، سب  کای  سرعت دناتوره شدن 013من ی بر روی سرین 

(kcat/Km)×1000 (s µM)-1 kcat (s
-1) Vmax (µM s-1) Km (µM) واریانت 

2/3 ± 10/3 1/3 ± 30/3 2/3 ± 31/3 60/63  وحشی ±23

2/3 ± 60/3 2/3 ± 36/3 1/3 ± 36/3 03 ± 29/89 S3310D 
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شود که تااید این  رضیه به زیک و ا زای  پایداری نن مینن

مقایسه یا ته در جه  9-بررسی تغییرات ساآتاری کاسااز

 9-گزارش شده است که کاسااز با ننزیک وششی نیاز دارد.

-گراد به طور کام  دناتوره میی سانتیدرجه 93در دمای 

، زیرواشد CARDمتشک  از سه دمین  9-پروکاساازشود. 

نه تنها  CARDدمین  و زیرواشد کوچک است.زرگ ب

دید بلکه به دلی  را ا زای  می پایداری شرارتی ننزیک

کن  با بل  مرکزی ننزیک، سب  ا زای  داشتن میان

ار ممکن است ایجاد ب .(16)شود   الیت کاتالیتیک نن می

کن  بل  مرکزی ننزیک ، در میان013من ی بر روی سرین 

 مو ر باشد. CARDبا دمین 

ی یا تهوششی و جه  9-نتایج   الیت ننزیمی کاسااز

(S310D در شضور سوبسترای کروموژنیک )Ac-

LEHD-pNA   مشابه بود و پارامتریای سینتیکی شامKm ،

kcat  وVmax  نداشت. برای یر دو ننزیک ت اوت م ناداریKm 

 لظتی از سوبسترا است که در نن سرعت واکن  ننزیمی 

( است. این  ابت، شاآصی Vmaxنصف سرعت شداکثری )

از تمای  ننزیک به سوبسترا است و یر چه مقدار نن کمتر 

یا عدد  kcatباشد بیانگر تمای ِ بیشتر ننزیک به سوبسترا است. 

-لکولبه م نای ت داد مو (Turnover number) نوسازی

یای سوبسترای تبدی  شده به محصول در واشد زمان توس  

 kcatو  Kmیک مولکول ننزیک است. در یک پهوی  مقدار 

-Ac)تللیص شده( برای سوبسترای  لوروژنیک  9-کاسااز

LEHD-AFC  به ترتی  برابر باµM 01 ± 603  وs-1  1/3 

تیپ  9-کاسااز kcatو  Km. (16)گزارش شده است  6/1 ±

-Acوششی تللیص شده برای سوبسترای  لوروژنیک 

VEHD-AMC کالوٌ -در پهوی  انجام شده توس  گارسیا

 – s-1 2/3و  µM 638و یمکاران به ترتی  برابر با 

ده برای سنج  ننزیمی( بود )بسته به با ر مورد است ا1/3

وششی  9-رای کاساازب kcatو  Km. در این پهوی  (11)

میکرومولار برای  30/3 ± 1/3و  60/63 ± 23برابر با 

به دست نمد.  Ac-LEHD-pNAسوبسترای کروموژنیک 

به  S310Dی یا تهجه  9-برای کاسااز kcatو  Kmمقدار 

میکرومولار برای  36/3 ± 2/3و  29/89 ± 03ترتی  برابر با 

Ac-LEHD-pNA  ای یبه دست نمد که براساس تحلی

یک وششی ت اوت م ناداری ندارند. نماری با پارامتریای ننز

به  9-تحقیقات نشان داده است که میزان تمای  کاسااز

سوبسترایای کروموژنیک،  لوروژنیک و  یزیولوژیک 

دایمر شده با  9-مقایسه   الیت ننزیمی کاساازیکسان نیست. 

زیپ لوسین و ننزیک دایمر شده با نپوپتوزوم در شضور 

و سوبسترای  Ac-LEHD-AFCوبسترای  لوروژنیک س

( نشان داد که با وجود اینکه یر 0- یزیولوژیک )پروکاسااز

دارند، اما  Ac-LEHD-AFCمشابهی برای  Kmدو ننزیک، 

Km  ننها برایAc-LEHD-AFC  و سوبسترای

 ، یزیولوژیک مت اوت است. ننزیک دایمرشده با نپوپتوزوم

Km 0-زیولوژیک پروکاساازترای  یکمتری برای سوبس 

. بنابراین نپوپتوزوم علاوه بر  رایک کردن بستری برای دارد

، سب  ا زای  تمای  ننزیک به 9-دایمر شدن کاسااز

عدم تغییر در  .(16) شودسوبسترای  یزیولوژیک نن می

یا ته ممکن است به دلی  پارامتریای سینتیکی ننزیک جه 

و در  یا   تنیبرونبررسی   الیت ننزیک تحت شرای  

نپوپتوزوم و سوبسترای  یزیولوژیک نن باشد. سنج  

ننزیک تللیص شده و  پهوی  با است اده ازننزیمی در این 

با توجه به  بود. Ac-LEH-pNAسوبسترای کروموژنیک 

برآلا  کاساازیای اجرایی به  9-اینکه مونومریای کاسااز

شوند، از نمک نمونیوم سیترات طور آودبلودی دایمر نمی

برای دایمر کردن ننزیک و سنج    الیت ننزیمی نن تحت 

یکی دیگر از عل  عدم تغییر  .اده شداست  In vitroشرای  

، ممکن است 013یا ته در سرین جه  9-در   الیت کاسااز

در  باشد. 013ی مجاور سرین مربوط به اسیدیای نمینه

، به ترتی  012و  011ی انسانی، اسیدیای نمینه 9-کاسااز

یا در نسااراژین و پرولین است، در شالیکه این جایگاه

. در اطرا    نساارتات و سرین استموشی، شام 9-کاسااز

، اسیدیای انسانی( 013)م ادل سرین  موشی 068سرین 

 . (12)د ی اسیدی بیشتری وجود دارنمینه
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 گیری یجهنت

بنابر نتایج شاص  از ایپن پپهوی ، ایجپاد بپار من پی بپر روی       

ون تا یر بپر پارامتریپای سپینتیکی    بد 9-در کاسااز 013سرین 

، 00، 6یا تپه در دمایپای   سب  تغییر در   الیت ننپزیک جهپ   

-گراد در مقایسه با ننزیک وششپی مپی  ی سانتیدرجه 63و  61

 شود.  

 

 

 تشکر و قدردانی

 19012/11/90با کد  طرح پهویشیپهوی  شاضر در قال  

ام انج کردستاندانشگاه  یم اونت پهویشمالی  تیتحت شما

شد. از دانشگاه کردستان و دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه 

گردد. ییچ کدام از نویسندگان کمال تشکر و قدردانی می

این م ال ه، ا راد و یا دستگایها ت ارض منا  ی برای انتشار 

 این مقاله ندارند.  
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