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مقدمه:

سرطان بیماری است که در آن بنا به دلایل مختلفی چون علل 
ژنتیکی و محیطی رشد سلول ها از کنترل خارج می شود. در 
یک جاندار سالم همیشه بین میزان تقسیم سلول، مرگ طبیعی 
از  سلول  شدن  خارج  دارد.  وجود  تعادل  یک  تمایز،  سلولی و 

حالت تعادل موجب سرطانی شدن سلول می شود)7(.

کنسر تستیس آنتی ژن ها1 دسته ای از آنتی ژن ها هستند که 
دارای محدودیت بیان در سلول های نرمال نسبت به جرم لاین 

انسانی2 و تروفوبلاست هستند)16(. 
شواهد زیادی بیانگر این نکته است که بین سلول های توموری 
و سلول های جرم لاین وجوه اشتراک زیادی وجود دارد که از 
آن جمله می توان به ویژگی های تهاجم، تخریب و متاستاتیک 

و بیان کنسر تستیس آنتی ژن ها اشاره نمود)6(. 
بیان کنسر تستیس آنتی ژن ها در بافت هایی نظیر کبد، طحال 
ایمونوهیستوشیمی به میزان  نیز به کمک تکنیک  لوزالمعده  و 
دیگر،  از سوی  است.  از%1  کمتر  و  است  دیده شده  کم  بسیار 
بیان کنسر تستیس آنتی ژن ها در طیف وسیعی از سرطان های 
انسانی از قبیل ملانوما، کارسینومای مثانه، ریه و کبد دیده شده 
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Germ Line 	2
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چکیده:
سابقه و هدف: کنسر تستیس آنتی ژن ها دست های از آنتی ژن ها می باشند که به طور ویژه بیان آن ها در سلول های زایا و 
انواع مختلفی از سرطان ها دیده شده است. یکی از اعضای این خانوادهMAGEA4 می باشد که این آنتی ژن با انواع تومورها در ارتباط 
است. از آنجا که عملکرد این ژن هنوز به درستی مشخص نشده است، هدف از این مطالعه تکثیر و کلونینگ این ژن در وکتور بیانی به 

منظور تولید پروتئین نوترکیب بیان کننده MAGEA4 است.
مواد و روش ها: از طریقPCR و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی حاوی برش آنزیم محدود کننده ژن MAGEA4 تکثیر 
شد. محصول PCR خاص شده بین سایت های BamH1 وXho1 وکتور pTZ57/R قرار گرفت و در سویه Top10 اشرشیاکلی 
ترانسفورم گردید و توسط IPTG وX-Gal غربالگری شد. صحیح قرا گرفتن قطعه MAGEA4 توسط برش آنزیمی و تعیین توالی 

بررسی گردید. سپس ساب کلونینگ این ژن در وکتور بیانی pRUF با همان جایگاه های برش آنزیمی صورت پذیرفت.
یافته ها: تایید نهایی از طریق PCRکلنی و برش آنزیمی، تعیین توالی صورت گرفت. بنابراین ژنMAGEA4 در جایگاه برشی 

آنزیمی پلاسمید pRUF کلون شد.
نتایج: مطالعه حاضر گام مهمی جهت تولید پروتئین نوترکیب و استفاده از آن جهت پی بردن به عملکرد این ژن و اهداف درمانی به 

منظور درمان سرطان می باشد. 
 pRUF کلونینگ, وکتوربیانی ، MAGEA4 ،کلمات کلیدی: کنسر تستیس آنتی ژن
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است)3( این آنتی ژن ها اگر چه در بدن انسان به طور طبیعی 
تولید می شوند، اما به دلیل مصون بودن و دور از دسترس بودن 
بافت های جنسی از سیستم ایمنی بسیار ایمونوژنیک بوده و در 
نتیجه قابلیت استفاده به عنوان واکسن های توموری را دارا می 

باشند)9(. 
 MAGE از جمله مهم ترین کنسر تستیس آنتی ژن ها خانواده
 MZ2E می باشد. اولین کنسر تستیس آنتی ژن شناسایی شده
بود که امروزه آن را MAGEA1 می نامند که اولین بار در سال 
 T ارائه شده در سطح سلول های MHC 1991 توسط مولکول
سایتولیتیک در سطح سلول های ملانوم تشخیص داده شد)19(. 
با  هومولوژی  ازطریق  نیز   MAGE خانواده  اعضای  آن  از  پس 

سکانس MAGEA1 شناسایی شدند)2(. 
باشد.  می   MAGEA4 ژن   MAGE خانواده  مهم  اعضای  از 
استفاده  با  و همکارانش  پلن3  توسط   1994 سال  در  ژن  این 
شناسایی  انسانی  ملانومای  در  سایتولیتیک   T لنفوسیتهای  از 
در  ژن  این  فعال  بخش  ژن  این  از   4C انتهایی  ناحیه  شد)5(. 
با  موثری  بطور  بخش  این  است)18(.  سلولی  انفعالات  و  فعل 
 5HDAC1 فاکتورهای دخیل در فرایند رونویسی در سلول نظیر
می  ژن  این  است)8(.  ارتباط  در  و  داده  میانکنش   6SNW1 و 
تواند نقش انکوژن داشته باشد که این عمل را از طریق بلوک 
Cاین  انتهایی  بخش  کند.  می  اعمال   p21 پروتئین  کردن 
 7PIAS2 پروتئین می تواند از طریق اتصال به فاکتور رونویسی
ناحیه در  این  از ژنهای هدف شود)15(.  موجب مهار رونویسی 
کند.  می  نقش  ایفای  نیز   p53 طریق از  آپوپتوزیس  عمل  القا 
این ژن توانایی اتصال به پروتئین اسکایپ8 را داشته که از این 
طریق به DNAمتصل شده و موجب القا یا سرکوب رونویسی ژن 
رسانی سلولی  پیام  از جمله مسیرهای  مربوطه می شود.  های 
که این ژن می تواند در آن موثر باشد می توان به مسیر های 
تولید ویتامین D، رتینوئیک اسید، گلوکورتیکوئیدها و نیز مسیر 
پیام رسانی ناچ9 اشاره کرد. هم چنین این ژن به انکوپروتئین 

گانکرین متصل شده و آن را فعال می کند)12(. 
بیان این ژن در سرطان های مختلف از جمله سرطان ریه، مری، 

سر و گردن و بیماری هوچکین دیده شده است)10(. 
با این وجود عملکرد این ژن در سرطان های مختلف مشخص 

Plean 	3

C-termina 	4

Histone deacetylase 1 	5

SNW domain-containing protein 1 	6

protein inhibitor of activated STAT, 2 	7

splicing-associated c-Ski-interacting protein 	8

Notch 	9

نشده است به طوری که نتایج ضد و نقیضی در ارتباط با نقش 
این ژن گزارش شده است.

هدف در این مطالعه این است که از طریق کلونینگ کامل این 
ژن توسط پرایمر های طراحی شده در وکتورهای بیانی زمینه 
تولید  چنین  هم  و  ژن  این  عملکرد  به  بردن  پی  جهت  لازم 
پروتئین نوترکیب به عنوان اهداف درمانی جهت تولید واکسن و 
یا استفاده از آن به عنوان آنتی ژن تشخیصی جهت پیش آگاهی 

از سرطان را فراهم نماییم.

مواد و روش ها:
: cDNA و سنتز RNA استخراج

طبق  بر  تریزول10  از  استفاده  با   HEK293 سلولی  رده   RNA

 RNA کیفیت  گردید.  استخراج  کیاژن(،  )کیت  دستورالعمل 
استخراج شده بر روی ژل 1% بررسی شد. cDNA توسط آنزیم 
سنتز  )فرمنتاز(  کیت  دستورالعمل  طبق  طبق  کریپتاز  ترانس 

گردید.
طراحی پرایمر:

 NM-001011548.1( MAGEA4 اطلاعات مربوط به ژن انسانی
شد.  تهیه  بیوتکنولوژی11  اطلاعات  مرکزملی  مرجع  بانک  از   )
طول ژن، توالی mRNA ، ناحیه کدینگ12 و تعداد اگزون های 
این ژن مشخص شدند. بلست13 ژن نیز در این بانک ژنی14 انجام 

گرفت. 
:RT-PCR

غلظت مواد مورد استفاده در هر واکنش PCR از جمله آغازگرها 
مخلوط  از  پس  شد.  تنظیم   PCR استاندارد  واکنش  اساس  بر 
 Taq کردن کلیه موارد مورد نیاز بر طبق روش استاندارد با آنزیم
برنامه )جدول 1( آغاز  پلی مراز از شرکت فرمنتاز PCR طبق 
گردید. به منظور بهينه سازي شرايط PCR و به دست آوردن 
متفاوت  دماهاي  در   PCR مناسب،   )annealing( اتصال  دماي 
انجام شد كه بهترين دما با توجه به باند مشاهده شده روي ژل 
آگاروز انتخاب گرديد. محصول PCR در کنار نشانگر 15DNA بر 

روی ژل 1% الکتروفوز گردید.

Trizol 	10

11	 National Center for Biotechnology Information

Coding region 	12

BLAST 	13

GeneBank 	14

DNA Ladder 	15
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No.cycleTimeTemp.Stage
15min95˚CHot start

35
30s94˚CDenaturation

Cycle 30s58˚CAnnealing

45s45˚CExtention

17min72˚CFinal extention

جدول 1

: pTZ57R در وکتور MAGEA4 کلونینگ ژن
 Invitek توسط کیت استخراج پلاسمید از شرکت PCR محصول
 T/A Cloning کیت  دستورالعمل  مطابق  و  گردید  تخلیص 
 E.coli سویه  شد.  کلون   pTZ57R خطی  وکتور  در  )فرمنتاز( 
Top10 با روش بیوشیمیایی کلرید کلسیم جهت پذیرش وکتور 
آمپی  حاوی  محیط  روی  بر  سپس  گردید  مستعد  نوترکیب 

سیلین کشت داده شد.
کلونی-PCR ، برش آنزیمی و تعیین توالی:

18 الی 24 ساعت پس از پایان ترانسفورم، کلونی های منفرد 
روی پلیت به طور مجزا برداشته شد و در 5 میلی لیتر محیط 
LB حاوی آنتی بیوتیک کشت داده و در انکوباتور شیکر دار در 

دمای 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. پس از حدود 16 
ساعت ساعت استخراج پلاسمید از باکتری های کشت داده شده 
انجام گرفت. در صورت وجود قطعه ژنی مورد نظر در پلاسمید 
نوترکیب این قطعه از طریق پرایمرهای طراحی شده قابل تکثیر 
است در نتیجه بر روی پلاسمیدهای استخراج شده PCR جهت 
و   BamH1 آنزیمی  برش  از  شد.  انجام  مربوطه  باند  مشاهده 
و در  استفاده کرده  نوترکیب  تایید پلاسمیدهای  Xho1 جهت 
نهایی  تایید  توالی توسط شرکت کیاژن جهت  از تعیین  نهایت 

پلاسمید حاوی قطعه مورد نظر استفاده شد.
: pRUF در وکتور بیانی MAGEA4 ساب کلونینگ ژن

وکتور  از   Xho1 و   BamH1 آنزیم  دو  توسط   MAGEA4 ژن 
بیانی  وکتور  در  و  شده  جدا   pTZ57R/MAGEA4 نوترکیب 
pRUF هضم شده با آنزیم های مذکور ساب کلون و در سلول 

حاوی  محیط  روی  و  ترانسفورم   E.coli Top10 مستعد  های 
از طریق  کلونینگ  انجام  داده شد. صحت  آمپی سیلین کشت 
PCR بر روی کلنی های شسته شده حاوی پلاسمید نوترکیب و 

هضم آنزیمی توسط دو آنزیم BamH1 و Xho1 صورت پذیرفت.
یافته ها:

: RNA استخراج
جهت بررسی کیفیت RNA استخراج شده ul1 از RNA را بر 

روی ژل آگارز 1% الکتروفورز گردید و پس از مشاهده باندهای 
s18 و s28 جهت سنتز cDNA مورد استفاده قرار گرفت. )شکل 

)1

S 18و S28 و مشاهده باندهای RNA شکل1( الکتروفورز(

پرایمرهای مورد استفاده:
از آنجا که هدف کلونینگ کامل قطعه ژنی می باشد، پرایمرها 
ازکدن  قبل  بالادست16  پرایمر  که  شود  می  طراحی  نحوی  به 
آغازین است و جایگاه پرایمر پایین دست17 بعد از کدن پایانی 
است. هم چنین به منظور کلونینگ این ژن در پلاسمید بیانی، 
جایگاههای  دارای  که  ای طراحی شوند  گونه  به  باید  پرایمرها 
برش آنزیمی باشند که آن جایگاه ها عیناً در جایگاه کلونینگ18 
پلاسمید مورد نظر نیز وجود داشته باشند، وجود جایگاه های 
برش موجب میشود که بتوانیم قطعه کامل ژن MAGEA4 را 
از پلاسمید pTZ57Rجداسازی و در پلاسمید pRUF که دارای 
جایگاه های برش آنزیمی مشابه است ساب کلون نماییم. طبق 
بررسی های صورت گرفته و بررسی جایگاه های آنزیمی مشابه 
بالادست  پرایمر  در   ،pRUFو pTZ57R پلاسمید دو  هر  در 
پایین  پرایمر  BamH1(GGATCC) و در  آنزیمی  جایگاه برش 
پرایمر  شد.  داده  قرار   Xho1(CTCGAG) برش  جایگاه  دست 
نشان   )2 در)جدول  پرایمر  طراحی  از  پس  استفاده  مورد  های 

داده شده است.

5’- CCAGGATCCCTGTGAGGAGT - 3’ پرایمر
بالادست

 5’- CATGTTACTCGAGGCAAGGGA -
3’

پرایمر 
پایین دست

PCR جدول 2: پرایمرهای مورد استفاده جهت انجام

تکثیر قطعه مورد نظر جهت انجام كلونینگ:
 bp1208 سایز  ژن MAGEA4با  برای  نظر  مورد  قطعات 

Forward Primer 	16

Reverse Primer 	17

Multi coloning site 	18
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تکثیر   Taq DNA polymerase آنزیم  از  استفاده  با  نوکلوتیدو 
شد. )شکل 2(

)شکل2( الکتروفورز محصول RT-PCR بر روی ژل آگارز و مشاهده باند 

MAGEA41208 ژن bp

 کلونینگ:
 pTZ57R استخراج شده از ژل در پلاسمیدbp1208  قطعه ژنی
به رنگ  بر روی محیط کشت  نوترکیب  کلون شد، کلنی های 
سفید رشد کرده )شکل3- الف( از طریق برش آنزیمی توسط 2 
  pTZ57Rوجود قطعه ژنی در پلاسمید XhoI و BamHI آنزیم
مورد تایید قرار گرفت )شکل- ب( و تعیین توالی جهت وجود 
در  کلون  ساب  از  پس  ج(  شد.)شکل-  تایید  نظر  مورد  قطعه 
پلاسمید pRUF، جهت تایید وجود ژن در این پلاسمید از برش 

آنزیمی استفاده گردید. )شکل- د(

الف: پلیت حاوی کلنی های سفید/آبی ب: هضم آنزیمی پلاسمید  شکل3: 

آنزیم  دو  توسط   MAGEA4 ژن  حاوی  نوترکیب   pTZ57  R/T های 

BamHI و XhoI جهت تایید وجود ژن در این پلاسمید ج: نتیجه تعیین 

 MAGEA4 ژن  حاوی  نوترکیب   pTZ57  R/T های  پلاسمید  توالی 

توسط پرایمرهای M13 د: برش آنزیمی پلاسمید pRUF توسط دو آنزیم 

BamHI وXhoI جهت تایید وجود ژن در این پلاسمید

بحث:
با توجه به مطالعه جهانی در زمینه سرطان، افزایش این بیماری 
با  شیوع  میزان  که  طوری  به  است  گردیده  مشاهده  جهان  در 
موارد   %56 است،  ارتباط  در  سن  افزایش  و  جمعیت  افزایش 
ابتلا به سرطان منجر به مرگ می شود)7(. در بیماری سرطان 
نیز مانند دیگر بیماری ها شناسایی آنتی ژن های سلول های 
سرطانی حائز اهمیت است. شناسایی این آنتی ژن ها نه تنها در 
درمان بیماری بلکه تشخیص زود به هنگام سرطان کمک شایان 

ذکری خواهد کرد)1(. 
از جمله این آنتی ژن ها کنسر تستیس آنتی ژن ها می باشند. 
بیان این دسته از آنتی ژن ها در سلول های جرم لاین انسانی 
سرطان  از  مختلفی  انواع  و  تخمدان  و  بیضه  های  سلول  چون 
هادیده شده در حالی که بیان آن ها در سلول های نرمال کمتر 

از 1% می باشد)16(.
از جمله مهم ترین کنسر تستیس آنتی ژن ها مربوط به خانواده 
 MAGE از اعضای خانواده MAGEA4 می باشد. ژن MAGE

یکی از ژن های مهم دخیل در فرایند گامتوژنز است)13(. 
و  مطالعه  مورد  مختلف  های  در سرطان  ژن  این  نقش  و  بیان 

بررسی قرار گرفته است. 
دهان  به سرطان  مبتلا  افراد  از ژن MAGEA4در  بالایی  بیان 
است  داده  نشان  سرطان  این  هادر  یافته  است.  شده  مشاهده 
که محصول این ژن به پروتئین گانکرین توموری متصل شده و 
 (pRb) اثر بی ثباتی بر روی پروتئین رتینوبلاستوما ایجاد یک 
می کند. اتصال گانکرین به pRb موجب افزایش فسفریلاسیون 
و به دنبال آن رهاسازی فاکتور رونویسی E2F که به نوبه خود 
موجب فعال شدن سنتز DNA و ورود به سیکل سلولی خواهد 
محدود  تخریب P53موجب  با  ژن  این  بیان  این  بر  علاوه  شد. 

شدن آپوپتوز می شود)11(. 

در مطالعات انجام شده در سرطان کبد نشان داده شد که ژن 
MAGEA4 از طریق نیمه دوم ناحیه C-terminal با گانکرین 
کبد که یک انکوپروتئین است و به تازگی شناسایی شده است 
چنین  هم  کند.  می  مهار  را  انکوژنی  فعالیت  و  داده  واکنش 

ازطریق القا P53 موجب القا آپوپتوز می شود )12(. 
سرطان  به  مبتلا  افراد  MAGEA4در  ژن  بیان  که  آنجایی  از 
ریه بالا بود، طی کلونینگ و بیان این ژن در رده سلولی ریوی 
نشان داده شد که این ژن در القا آپوپتوز نقش دارد و هم چنین 

پروتئین آن دارای نقش مهارکننده رشد تومور است)14(. 
در کل بیان این ژن در سرطان های مختلف از جمله سرطان 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
94

.5
.1

9.
14

.6
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

19
 ]

 

                               4 / 6

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1394.5.19.14.6
http://ncmbjpiau.ir/article-1-660-fa.html


تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره پنجم . شماره نوزدهم ، محمد مهدی فرقانی فرد و همکاران

113

ریه، مری، سر و گردن و بیماری هوچکین دیده شده است)10(. 
این ژن در  از  بیانی مختلف صورت گرفته  آنالیزهای  علی رغم 
سرطانهای مختلف، هنوز نقش این پروتئین در روند سرطانزایی 
مشخص نشده است. در نتیجه به منظور بررسی نقش احتمالی 
این ژن در روند کارسینوژنز، کلونینگ و بیان این ژن از اهمیت 
پایه ای برخوردار است. به طوری که در نهایت از طریق کلون 
پروتئین  تولید  به  قادر  بیانی  پلاسمید  یک  در  ژن  این  کردن 
نوبه خود نقش بسزایی در حیطه  به  بود که  نوترکیب خواهیم 

سرطان بالاخص پیشگیری و درمان این بیماری خواهد داشت.
پرایمرهای  از طریق   MAGEA4 مطالعه شناسایی ژن این  در 
حائز  نکته  گرفت.  صورت  ژن  کننده  بیان  بافت  در  اختصاصی 
اهمیت در انجام PCR طراحی پرایمر است، به منظور شناسایی 
اختصاصی ژن مورد نظر است بدین منظور پرایمرها به گونه ای 
 MAGEA4 طراحی شد که توانایی شناسایی ناحیه کدینگ19 ژن
را داشته باشد. این ژن دارای 4 رونشت می باشد که از این بین 
با توجه به مطالعات صورت گرفته رونوشت حائز اهمیت جهت 
مطالعه رونوشت 4 این ژن می باشد. پرایمرها باید به گونه ای 
طراحی می شدند که پرایمر بالادست در قبل از کدون آغازین 
و پرایمر پایین دست پس از کدون پایانی قرار گیرند، هم چنین 
دارای جایگاه های برش آنزیمی باشند به طوری که این جایگاه ها 
در هر دو پلاسمید مورد استفاده وجود داشته باشد بدین منظور 
جایگاه برش آنزیمی BamH1 در پرایمر بالادست و Xho1 در 
طراحی  به  توجه  با  نتیجه  در  شد.  تعبیه  دست  پایین  پرایمر 
استخراج  طریق  از  نظر  مورد  ژن  کدینگ  ناحیه  برای  پرایمر 
ژن   PCR انجام  و   MAGEA4 ژن کننده  بیان  بافت  از   RNA

MAGEA4 را به صورت کامل تکثیر و به وکتور همسانه سازی 
pTZ57R/T کلون و توسط برش آنزیمی و ترادف یابی صحت 
کلونینگ در این پلاسمید تایید شد. سپس ساب کلونینگ ژن 
MAGEA4 در پلاسمید بیانیpRUF (MLV( صورت گرفت و 

تایید نهایی ژن MAGEA4 انجام گردید.
نتیجه گیری :

از طریق کلونینگ و بیان این ژن در سلول هدف می توان به 
عملکرد آن پی برد. علاوه بر آن از طریق کلونینگ این ژن قادر 

به تولید پروتئین نوترکیب MAGEA4 خواهیم بود.
تولید پروتئین نوترکیب گام مهمی در تشخیص زود به هنگام 
و درمان سرطان خواهد بود به طوری که می توان از این طریق 
تهیه  را  ها  انواع سرطان  درمان  تومور جهت  های ضد  واکسن 
تولید واکسن هایی شدند که دارای  به  نمونه موفق  برای  کرد. 
پروتئین نوترکیب MAGEA4 بوده و در دمان سرطان روده از 
19	  Coding region

آن استفاده کردند)17(. هم چنین از این نمونه از واکسن ها در 
درمان بیماری هوچکین نیز بهره بردند)4(. 

در بیماری سرطان تشخیص زود به هنگام بیماری کمک شایانی 
در روند درمان بیماری خواهد کرد، به طوری که امروزه از مارکر 
های مختلف تشخیصی چون CA15-3 جهت تشخیص سرطان 
 CA19-9 تخمدان،  سرطان  تشخیص  پستان، CA125 جهت 
در  شود.  می  استفاده  وغیره  پانکراس  سرطان  تشخیص  جهت 
نتیجه استفاده از این آنتی ژن MAGEA4 به عنوان یک مارکر 
تشخیصی مورد توجه و حائز اهمیت است. به طوری که از طریق 
به عنوان  از آن  توان  نوترکیب MAGEA4 می  پروتئین  تولید 
جهت  الایزا  تست  چون  آزمایشگاهی  های  تست  در  ژن  آنتی 
تشخیص آنتی بادی علیه این آنتی ژن در سرم افراد مبتلا بهره 

برد.
هم چنین از طریق پی بردن به عملکرد دقیق این ژن می توان 
القا بیان این ژن مانع از گسترش بیماری  از طریق سرکوب یا 
سرطان  در  ژن  این  بیان  چناچه  که  طوری  به  شد.  سرطان 
موجب القا متاستاز شود از طریق خاموش کردن این ژن مانع از 
گسترش سرطان شویم و اگر موجب القا آپوپتوز شود از طریق 
از بین رفتن سلول های سرطانی  افزایش بیان این ژن موجب 

شویم.
مطالعه حاضر گام مهمی جهت تولید پروتئین نوترکیب و استفاده 
از آن جهت پی بردن به عملکرد این ژن و اهداف درمانی می 
باشد. به طوری که این پروتئین نوترکیب را می توان در تولید 
واکسن علیه سرطان های مختلف و به عنوان آنتی ژن تشخیصی 

جهت تشخیص زود به هنگان سرطان به کار برد. 
سپاسگزاری:

بدین وسیله از بخش ژنتیک انانی پژوهشکده بوعلی مشهد که 
طی تمامی مراحل آزمایش با تمام وجود همکاری لازم را داشته 

کمال تشکر و قدردانی را دارم.
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