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  نامه حق مالکیت مادي و معنوي در مورد نتایج پژوهشهاي علمی دانشگاه تربیت مدرس آیین
هاي پژوهشی و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و کرامت انسانها که لازمه شکوفایی علمی و فنی است و  با عنایت به سیاست: مقدمه

آموختگان و دیگر همکاران طرح، در  ت اعضاي هیأت علمی، دانشجویان، دانشرعایت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم اس
، رساله و طرحهاي تحقیقاتی با هماهنگی دانشگاه انجام شده است، موارد زیر را رعایت  نامه مورد نتایج پژوهشهاي علمی که تحت عناوین پایان

  :نمایند
حاصل از آنها متعلق به دانشگاه می باشد ولی حقوق معنوي پدید آورندگان محفوظ رساله و درآمدهاي / حق نشر و تکثیر پایان نامه - 1ماده 

  .خواهد بود
باید به نام دانشگاه  رساله به صورت چاپ در نشریات علمی و یا ارائه  در مجامع علمی / نامه انتشار مقاله یا مقالات مستخرج از پایان -2ماده 

ولی مسئولیت علمی مقاله مستخرج . از اساتید راهنما، مشاور و یا دانشجو مسئول مکاتبات مقاله باشد بوده و با تایید استاد راهنماي اصلی، یکی
  .از پایان نامه و رساله به عهده اساتید راهنما و دانشجو می باشد

شود نیز باید  ه نیز منتشر میرسال/ نامه آموختگی بصورت ترکیبی از اطلاعات جدید و نتایج حاصل از پایان در مقالاتی که پس از دانش: تبصره
  .نام دانشگاه درج شود

رساله و تمامی / نامه حاصل از نتایج پایان) اثري هنري مانند فیلم، عکس، نقاشی و نمایشنامه(نرم افزار و یا  آثار ویژه  ،انتشار کتاب -3ماده 
ژوهشکده ها، پارك علم و فناوري و دیگر واحدها باید با مجوز طرحهاي تحقیقاتی کلیه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشکده ها، مراکز تحقیقاتی، پ

  .کتبی صادره از معاونت پژوهشی دانشگاه و براساس آئین نامه هاي مصوب انجام شود
/ نامه یانالمللی که حاصل نتایج مستخرج از پا اي و بین هاي ملی، منطقه ثبت اختراع و تدوین دانش فنی و یا ارائه یافته ها در جشنواره - 4ماده 

  .هاي تحقیقاتی دانشگاه باید با هماهنگی استاد راهنما یا مجري طرح از طریق معاونت پژوهشی دانشگاه انجام گیرد رساله و تمامی طرح
رسید در هیأت رئیسه دانشگاه به تایید  23/4/87در شوراي پژوهشی و در تاریخ  1/4/87ماده و یک تبصره در تاریخ 5نامه در  این آیین -5ماده 

  .الاجرا است شوراي دانشگاه به تصویب رسیده و از تاریخ تصویب در شوراي دانشگاه لازم  15/7/87و در جلسه مورخ 
   1387 ورودي سال  تحصیلی یمیوشیبدانشجوي رشته  یمسعود ترکزاده ماهان اینجانب «

ه حق مالکیت مادي و معنوي در مورد نتایج پژوهش متعهد می شوم کلیه نکات مندرج در آئین نام یستیز علومدانشکده  يدکترمقطع 
در صورت تخلف از . رساله تحصیلی خود رعایت نمایم/ هاي  علمی دانشگاه تربیت مدرس را در انتشار یافته هاي علمی مستخرج از پایان نامه 

به لغو امتیاز اختراع بنام بنده و یا هر گونه امتیاز مفاد آئین نامه فوق الاشعار به دانشگاه وکالت و نمایندگی می دهم که از طرف اینجانب نسبت 
ضمناً نسبت به جبران فوري ضرر و زیان حاصله بر اساس برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و . دیگر و تغییر آن به نام دانشگاه اقدام نماید

  » بدینوسیله حق هر گونه اعتراض را از خود سلب نمودم
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  ز و پسر دلبندمیم به همسرعزیتقد

ییبایشکو یبه پاس سالها همراه 



 

 
 

  يسپاس گزار
  یسپاس خداوند تبارك و تعال با حمد و

  
ن ی ـا ییراهنمـا  کـه  ینخانیدکتر سامان حس ـ يقاآاستاد گرانقدر جناب  با تشکر و سپاس فراوان از

  .فرمودندبهرمند  یشانرهنمودها ازنجانب را یا هموارهبا حسن اخلاق  رساله را بر عهده داشتند و
ان نامـه  ی ـکه مشـاوره پا  کخواه یم نیمرسرکار خانم دکتر با تشکر و سپاس فراوان از استاد ارجمند 

نجانـب  ین رسـاله مشـوق ا  ی ـان رسـاندن ا ی ـدر به پا یعلم يرهنمودهاو با  نجانب را بر عهده داشتندیا
دکتـر   يقـا آجنـاب   ،دکتـر خواجـه    يقـا آد بزرگـوار جنـاب   یژه از اسـات یو یدان تشکر و قدربا  .اند بوده

  .   ام ل از محضرشان کسب علم و اخلاق نمودهیتحصکه در دوران  يدکتر ساجد يو جناب آقا یرشاهیم
سرکار , م زادهيسرکار خانم کر, ياز همکاري صميمانه دوستان محترم آزمايشگاه، سرکار خانم عطائ

دانـي   و سـاير دوسـتانم تشـکر و قـدر     يجناب آقاي  دکتر مرتضوي، جناب آقاي صالح, روزمنديخانم پ
  .کنم مي

شيمي و بيوفيزيـک سـرکار خـانم زرنـدي و      هاي بيو محترم آزمايشگاهبا تشکر فراوان از کارشناسان 
سرکار خانم جعفري که با حسن اخلاق و احساس مسـئوليت بـالا در راه تحقيـق و پـژوهش پشـتيبان      

  .اند اينجانب بوده
خيـر   يبـا  دعـا   همـواره  تحصـيل  يهـاي طـولان   که در سـال  همسر و پسر دلبندمداني ويژه از  قدر

  .ندا پشتيبانم بوده
دانم از زحمات کليه اساتيد محترمـي کـه در دوره تحصـيل از محضرشـان      خود لازم مي در پايان بر

  .و سعادت داشته باشم يسلامت يها آرزو ام صميمانه تشکر نموده و براي همه آن کسب علم نموده
  

  
  



 

 
 

  دهیچک

 یودات چند سلولباشد که موج یم یک نوع از مرگ سلولیشده سلول  يزیا مرگ برنامه ریآپوپتوز 
ن نوع سلول ینکته مهم در خلال حذف ا .ندینما ینا مناسب از آن استفاده م يجهت حذف سلول ها

چ نوع یمجاور ه  يمن باشد که به ساختارهایکنترل شده و ا يند آپوپتوز به حدین است که فرایها ا
و  Protein Complementation Assayدگاه ین مطالعه با استفاده از دیدر ا .  وارد نشود یبیآس

جهت سنجش آپوپتوز در سطح د یجد  یسلول روشک یفراز یلوس  یدو بخش يگزارشگر ها يتکنولوژ
آپوپتوز ارائه  یار ابتدائیدر مراحل بس Apaf1زه شدن مولکول یگو مریو اول ل کمپلکس آپوپتوزومیتشک
ن یبه سمت آم) 416-1 يانه هید آمیاس( فراز یم لوسین آنزین روش ابتدا قطعه آمیدر ا. دیگرد

)  550- 395 ينه هاید آمیاس(فراز یم لوسیآنز یسپس قطعه کربوکس .دیمتصل گرد Apaf1مولکول 
ب ین دو سازه نوترکیترانسفکت شده با ا يسلول ها. دیگر متصل گردید Apaf1ک ین یبه سمت آم

انجام  يز هایآنال. گرفتندکرو مولار قرار یم0.5در غلظت  Doxorubicin يتحت القاء آپوپتوز با دارو
را تنها چهار ساعت پس از القاء آپوپتوز نشان  يبرابر 15ش یفراز  افزایت لوسیهت سنجش فعالجشده 

سه یبرابر در مقا  155ساعت پس از القاء آپوپتوز  به  10ت در ظرف مدت یش فعالین افزایداد و ا یم
 يبر استفاده از سوبسترا یبا روش مبتن ن روشیج حاصل از ایسه نتایمقا. رسد یبا حالت کنترل م

 یداد که از نظر زمان یکند نشان م یم يریرا اندازه ک 7و  3فعال شده  يفلوروسنت که کاسپاز ها
ش ین نسبت افزایهمچن. باشد یآپوپتوز را دارا م يریساعت زودتر توان اندازه گ 5روش ارائه شده 

فراز یستم لوسیدر س Signal/Noiseت یبود وضعستم نشان دهنده بهیگنال مشاهده شده در دو سیس
 یمیل شیپتانس یجهت بررس يتواند به صورت موثر یستم گزارشگر مین سیا. باشد یم یدو بخش

  . ردیبات مورد استفاده قرار گین ترکیا یو زمان ین مطالعات غلظتیبات متفاوت و همچنیترک یدرمان

Doxorubicin, فراز یلوس, آپوپتوزوم, زآپوپتو, Apaf1, یگزارشگر دو بخش :واژگان کلیدي
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  شده سلول يزیمرگ برنامه ر  -1-1
یکی از ) programmed cell death( مرگ برنامه ریزي شده سلولیا  )Apoptosis(آپوپتوز 

. )3- 1(مهمترین فرآیندهاي فیزیولوژیکی در تکوین و حفظ هموستازي موجودات چندسلولی می باشد

ی منجر به ایجاد بیماریهاي گسترده اي همچون انواع کم خونی ها، اختلال در این فرآیند حیات

  .)2,3( سرطان، بیماریهاي تحلیل برنده  سیستم عصبی و بیماریهاي خود ایمنی می گردد

  آپوپتوز و نکروز  -1-2
از زمان مشاهده . مرگ سلولی یکی از مباحث مهم را در علم زیست شناسی تشکیل می دهد

نکته که مرگ برنامه ریزي شده یک پدیده غیرقابل اجتناب سال قبل، این  170طبیعی این پدیده در 

مطالعات اولیه انجام شده بر روي لاروهاي کرم . براي سیستم هاي بیولوژیک می باشد مشخص گردید

ابریشم و قورباغه نشان داد که مرگ سلولی می تواند با واسطه برخی از مهار کننده هاي پروتئینی و 

تاخیر انداخته شود و همچنین بقاء سلولهاي عصبی وابستگی به به  RNAمهارکننده هاي سنتز 

اگر چه در ابتدا به نظر می رسید . دارد) Neurotrophin(فاکتورهاي خارج سلولی به نام نوروتروفین ها 

که نوروتروفین ها به عنوان یک فاکتور تغذیه اي در حفظ بقاء سلول مورد نیاز می باشند اما بعداً 

  .)1,3( ین فاکتورها در واقع مهار کننده شروع مرگ سلول می باشندمشخص گردید که ا
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. حداقل دو نوع از مرگ سلولی را می توان در سیستم هاي چند سلولی از یکدیگر تشخیص داد

، آپوپتوز یا مرگ برنامه ریزي شده سلول یک مسیر به )Necrosis(و نکروز ) Apoptosis(آپوپتوز 

شدت برنامه ریزي شده و تحت کنترل، جهت حذف سلول هاي آسیب دیده، پیر و اضافی در یک 

  .)3- 1( دسلولی می باشدمجموعه چن

این مسئله بسیار . در هر ثانیه چندین میلیون سلول از بدن یک انسان درگیر آپوپتوز می شود

  .هت آپوپتوز باشندمحتمل می باشد که همه سلول هاي بدن انسان داراي پتانسیل ذاتی ج

اختلال در تنظیم آپوپتوز منجر به ایجاد اختلالات گسترده ژنتیکی، بیماریهاي اتوایمیون و سرطان 

اگر چه فرآیند آپوپتوز هم در بحث سلامت و هم در بیماریها ضروري می باشد اما پدیده . می شود

کمبود ناگهانی   اکسیژن، نکروز معمولاً در نتیجه یک آسیب شدید و جدي همچون کمبود ناگهانی

    مواد غذایی همچون گلوکز و یا آسیب هاي شدید فیزیکوشیمیایی همچون حرارت و حلال ها به وجود

  .)3( می آید

Kerr  براي اولین بار واژه آپوپتوز را که یک واژه یونانی بوده و به معنی  1972و همکارانش در سال

فرو ریختن برگهاي درختان یا گلبرگهاي یک گل می باشد براي تفسیر مرگ برنامه ریزي شده سلول 

اصطلاح آپوپتوز به تغییرات مورفولوژیکی یک سلول که درگیر مرگ برنامه ریزي شده . )4(به کار بردند

باشد اطلاق می گردد که این تغییرات معمولاً به صورت چروکیدگی سلول، متراکم شدن هسته، 

برآمدگی هاي سطح غشاء، قطعه قطعه شدن  غشاء پلاسمائی  و تبدیل شدن آنها به اجسامی به نام 

و تغییرات سطح غشاء که در نهایت به فاگوسیسته شدن سلول  )Apoptotic body(وزي اجسام آپوپت

  .)5( آپوپتوزي منجر می شود

در خلال روند تکوین موجودات چندسلولی فرآیند مرگ سلولی، کمک بسیار مهمی به شکل دهی 

این . جداسازي انگشتان می نماید قسمت هاي مختلف بدن همانند تشکیل حفرات مختلف بدن و
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فرآیند همچنین در موجودات بالغ و تکامل یافته، روند تقسیم سلولی را متعادل می سازد و باعث 

برداشت و حذف سلول هاي آسیب دیده در اثر آسیب هاي . حفظ حجم بافت هاي مختلف می گردد

سمی از وظایف دیگر فرآیند مرگ  ژنتیکی، روند پیري، بیماریها و یا آسیب هایی ناشی از ترکیبات

  .)1,2,5( برنامه ریزي شده سلول می باشد

ت هاي کنترل نشده فرآینده آپوپتوز شامل فعالیت بیش از حد لازم یا کمتر از میزان لازم با وضعی

 ، بیماریهاي تحلیل برنده عصبی، بیماریهايIschemiaمحدوده وسیعی از بیماریهایی همچون 

  .و عفونت هاي ویروسی مرتبط می باشد اتوایمیون

اما درك ما . دهه قبل معرفی گردید 3نزدیک به اگر چه فرآیند آپوپتوز به عنوان یک پدیده زیستی 

می    از مکانیسم هاي پایه و اساسی که این پدپده را کنترل می نماید به تحقیقات یک دهه اخیر بر 

  .)3( گردد

  

    آپوپتوز و شکل هاي دیگر مرگ سلول  -1-3
حالت دیگري از مرگ سلول است که معمولاً در پاسخ به شرایطی همچون ) Necrosis(نکروز 

. )6(آسیب سلولی توسط سموم، محرك هاي شدید فیزیکی و یا کم خونی موضعی به وجود می آید

در این . وز می باشندمتورم شدن سلول ها و تخریب غشاء سلول از بارزترین ویژگی هاي فرآیند نکر

نوع از مرگ سلولی به دلیل اینکه معمولاً تعداد زیادي از سلول ها به صورت هم زمان درگیر این 

فرآیند می شوند و به دلیل تخریب غشاء سلولی در مراحل اولیه، میزان زیادي از محتوي سلولی به 

ن براي سلولهاي درگیر در این و عدم وجود فرآیند فاگوسیسته شد. فضاي خارج سلولی آزاد می شوند

نوع از مرگ سلولی باعث می شودکه بافت هاي درگیر در این فرآیند پاسخ هاي التهابی شدیدي از 

در مقابل، به دلیل اینکه تخریب غشاء سلولی در فرآیند مرگ برنامه ریزي شده در . خود نشان دهند
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این سلول ها توسط سلولهاي  مراحل آخر رخ می دهد و از آنجایی که زمان کافی براي حذف

فاگوسیسته کننده وجود دارد معمولاً پاسخ هاي التهابی بسیار ضعیف و یا حتی در برخی موارد هیچ 

نمونه هاي بارزي از مورفولوژي سلولهاي درگیردر فرآیند آپوپتوز را می . پاسخ التهابی دیده نمی شود

داد سلولهاي یک بافت و در روند پیري  توان در حذف برخی سلول ها در روند تکوین، تنظیم تع

به مدت زمان و شدت محرك هاي ) آپوپتوز یا نکروز(تعیین روند مرگ یک سلول . مشاهده نمود

  .)3,6,7(آسیب رسان و میزان منابع تامین کننده انرژي سلولی بستگی دارد

برخلاف آپوپتوز، فرآیند نکروز براي به وقوع پیوستن هیچ نیازي به منابع انرژي ندارد به همین 

سلول باعث القاء آپوپتوز می شوند در عدم حضور دلیل محرك هایی که در حضور انرژي لازم در 

  .)7(سلولی باعث ایجاد نکروز می شوند ATPانرژي به دلیل کاهش شدید سطح 

بنابراین سلولهایی که ممکن است توسط محرك هاي استرس زا وارد فرآیند آپوپتوز شوند در 

. )7(صورت کاهش شدید سطح انرژي سلول یک فرآیند نکروز ثانویه را از خود نشان خواهند داد

موضوع همپوشانی بیوشیمیایی بین فرآیند آپوپتوز و نکروز ممکن است حتی پیچیده تر از این هم 

باشد و باعث به وجود آمدن تفسیرهاي اشتباهی از مکانیسم هاي مرگ سلولی در بافت هاي معیوب به 

ه هاي رشت نوکلئوزومی براي مثال شکست بین. ویژه آسیب هاي به وجود آمده در اثر ایسکمی باشد

DNA  یاDNA Laddering  که به وسیله رنگ آمیزيTUNEL  یا الکتروفورز قابل تشخیص می باشد

براي اینکه مسیرهاي پروتئولیتیک که در فرآیند . نمی تواند وجه تمایز فرآیند آپوپتوز و نکروز باشد

  DNAشدن رشته نکروز فعال می شوند، می توانند باعث فعال شدن آنزیم هایی شوند که باعث بریده 

در فواصل نوکلئوزومی می شوند و این دقیقاً همان چیزي است که در فرآیند آپوپتوز قابل مشاهده 

سرین از بخش داخلی غشاء پلاسمایی به سمت بخش خارجی غشاء جایی فسفاتیدیلبعلاوه جابه. است
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سرین جابه جا تیدیلنشان دار با فسفا vکه اساس تشخیص فرآیند آپوپتوز بر اساس اتصال آنکسین 

  .)3,6,8(شده می باشد در فرآیند نکروز هم قابل تشخیص است

سرین در طی فرآیند نکروز روي ندهد به دلیل از دست رفتن جاي فسفاتیدیلحتی اگر جابه

نشان دار جهت  vیکپارچگی غشاء پلاسمایی در مراحل اولیه نکروز، دسترسی آسانی براي آنکسین 

  .)3,8(سرین به وجود خواهد آمد و باعث ایجاد یک پاسخ مثبت کاذب خواهد شداتصال به فسفاتیدیل

  مکانیسم هاي آپوپتوز  -1-4
ي اولین بار مکانیسیم هاي درگیر  در فعال شدن و کنترل روند آپوپتوز با انجام تحقیقات برا

مرگ برنامه ریزي شده سلول در خلال . مشخص گردید C. elegansژنتیکی بر روي یک نماتد به نام 

ه سلول را کشت 131با فعال شدن ژنهاي مرگ انتخابی همراه می باشد که دقیقاً    C. elegansتکوین 

مطالعات بیشتر نشان داد که فرآیند آپوپتوز . سلول دیگر یک کرم سالم را باقی می گذارد 959و 

  .)6- 1,2,4(مرحله پی در پی می باشد 3شامل 

مرحله اول اینکه هدایت سلول ها به سمت مرگ برنامه ریزي شده به وسیله یک سیگنال خارجی 

  .یا داخلی آغاز می شود

دوم اینکه اجراي مسیر مرگ سلولی با فعال شدن یکسري از پروتئازهاي داخل سلولی همراه می 

  .باشد

  .)6,9(ه سوم اینکه سلولهاي مرده توسط سلولهاي دیگر پاکسازي می شوندو مرحل 

این مراحل و ژنهایی که آنها را کنترل می کنند در طی مسیر تکامل از کرم تا انسان حفظ شده  

براي اجراي فرآیند  CED-4و  CED-3محصولات پروتئینی ژنهاي  C. elegansدر کرم . می باشد

  .)5(آپوپتوز ضروري می باشند
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به مولکول غیرفعال  CED-4دریافت می نماید مولکول  بعد از اینکه یک سلول سیگنال مرگ را

 CED-4. می باشد CED-3متصل می شود که نتیجه این عمل فعال شدن مولکول  CED-3پروتئین 

  .)5,6(شود CED-3مانع از فعال شدن  CED-4که یک پروتئین غشایی می باشد می تواند با اتصال به 

مرگ برنامه ریزي شده سلول در سلولهاي پستانداران بسیار پیچیده تر از آن چیزي است که در 

به محض . اما به صورت کلی همگی آنها از یک الگو پیروي می کند. اتفاق می افتد C.elegansکرم 

. شددریافت سیگنال هاي موثرو فعال کننده آپوپتوز که منشاء آن می تواند داخل یا خارج سلولی با

این سیگنال توسط یکسري پروتئین هاي واسط به گروه خاصی از پروتئازها به نام کاسپازهاي 

در این مرحله سلول چاره اي جز وارد شدن به روند . منتقل می شود) Initiator Caspase(آغازگر

 مرگ سلولی را ندارد و این فرآیند با فعال شدن گروه دیگري از پروتئازها به نام کاسپازهاي

اجسام (در ادامه بقایاي سلولی . کامل شده و سلول نابود می شود) Effector Caspase(اجرایی

کاسپازهاي آغازگر در پستانداران مشابه . توسط سلولهاي فاگوسیسته کننده از بین می روند) آپوپتوزي

سلولهاي در . می باشند C.elegansدر کرم  CED-3و کاسپازهاي اجرایی نیز مشابه  CED-4پروتئین 

در تنظیم فرآیند  CED-2وجود دارد که مشابه   Bcl-XL , Bcl-2پستانداران پروتیئن هایی همچون 

  .)11- 4,5,9(آپوپتوز نقش دارند

  شروع آپوپتوز  -1-5
یکی از این مسیرها که خـارج سـلولی   . به طور کلی دو مسیر متفاوت براي شروع آپوپتوز وجود دارد

)Extrinsic pathway ( نام دارد )و با دخالت گیرنده هاي مرگ بر روي سطح سلول همـراه  ) 1-1شکل

معروف ) Intrinsic pathway(که به مسیر داخل سلولی یا مسیر  میتوکندریایی  و مسیر دوم. می باشد

در هـر  . )14-2,6,10,12(از میتوکندري همراه اسـت   Cو با آزاد شدن سیتوکروم) 1-1شکل(می باشد 

فعال می شوند که باعث شکسته شـدن  ) Caspase(دو مسیر یک گروه خاص از پروتئازها به نام کاسپاز



شده و در نهایت باعث بروز یک سري تغییرات مورفولـوژیکی مـی    برخی از پروتئین هاي داخل سلولی

  .)10,15,16(می باشد) تشکیل اجسام آپوپتوزي (شوند که شاخصه فرآیند آپوپتوز 

  

               مسیر داخل سلولی  -مسیر خارج سلولی فعال شدن آپوپتوز ب -مسیر هاي فعال شدن آپوپتوز  الف   1- 1شکل

     فعال شدن آپوپتوز             

  

می باشند کـه در   TNF (Tumor Necrosis Factor(گیرنده هاي مرگ، عضو خانواده گیرنده هاي 

 Death(این خانواده از گیرنده ها یک زیر خانواده وجود دارد که داراي یک دومین به نام دومین مـرگ 

domain (    می باشد، هنگامی که یـک لیگانـد هماننـدTRAIL-R1 ,CD95  وTRAIL-R2    بـه گیرنـده

سـلول یـک سـري از پـروتئین هـاي      دومین هاي مرگ در داخل . مرگ مربوط به خود متصل می شود

. معروف هستند FADDرابط درون سلولی   را جذب می کنند که این پروتئین ها به نام پروتئین هاي 

)Fas-associated death domain (       که این پروتئین ها نیز به نوبه خـود باعـث بـه وجـود آمـدن یـک

در زیـر سـطح غشـاء مـی      DISC (Death-Inducing Signaling Complexمجموعه پروتئینی به نـام  

را  10و 8شکسته شده و کاسپازهاي فعال آغازگر   10و 8پروکاسپازهاي  DISCسپس در سطح . شوند

 ب  الف


