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Abstract: 
 
Background: VEGF111b is a new isoform of vascular endothelial growth factor (VEGF) 
recently considered as a new anticancer drug. The aim of this study was to evaluate the 
VEGF111b secretion from HEK293 cell wall in order to commercial production of this 
recombinant factor.  
Materials and Methods: After the design of VEGF111b sequence using OLIGO software 
and NCBI gene bank data, it was cloned into the pBUD.cE4.1 vector. The 
pBUD.VEGF111b recombinant vector was transfected into HEK293 cells using 
lipofectamine kit. Forty-eight hours after the transfection the production of VEGF111b was 
estimated by Western blotting and Human anti VEGF antibody. The VEGF111b secretion   
into cell culture and cell lysate extract was measured using ELISA.    
Results: The correct cloning of VEGF111b into pBUD.cE4.1vector was confirmed using 
enzymatic digestion and gel electrophoresis. The observed production of recombinant 
peptide in HEK293 was confirmed with 12KDa band in cell lysate extract of Western 
blotting. The ELISA results at 450 nanometer absorbance for cell culture media and cell 
lysate extract were 19.20±2.81 pg/ml and 32.87±7.42 pg/ml, respectively. However, no 
VEGF111b expression was observed in negative controls.  
Conclusion: The findings of this study indicate the powerful ability of   transformation and 
secretion of VEGF111b from HEK293 cell  wall to cell culture media with no breaking and 
proteolytic digestion. It seems that the commercial production and purification of this 
therapeutic peptide from HEK293 cell culture would be possible with high efficiency. 
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هاي انساني در سلول VEGF111b پپتيد ضد سرطانسلولي خارج  ترشح بررسي ميزان
HEK-293 

  
مرتضي صادقي

1*
، زهره حجتي

2 
  

  
  مقدمه

گيري عروق خوني جديد از ي به فرايند شكليزارگ
هاي اين فرايند شامل تمايز سلول .گرددعروق قديمي اطلاق مي

 -VEGF.شودي محل ميساز مزودرمهاي پيشاندوتليال از سلول

A  نقش مهمي در فرآيندهاي فيزيولوژيك و پاتولوژيك مرتبط با
زايي بقا زيستي، تكثير، اين فاكتور رگ. عهده دارد زايي بررگ

. ]1[ كندهاي اندوتليال را تحريك ميمهاجرت و تمايز سلول
VEGF صورت يك فاكتور كليدي عمل در آنژيوژنز تومورها به

 .كندهاي قبلي را تحريك ميهاي جديد از رگنموده و رشد رگ
هاي تومور فراهم ين ترتيب مواد غذايي و اكسيژن مورد نياز سلولدب

  . ]2،3[ شودگردد و در نتيجه باعث رشد و متاستاز تومور ميمي
  
  ، تهراندانشگاه علوم پزشكي بقيه االله ،ژنتيك انساني تحقيقات مركز ،ستاديارا 1
  ، اصفهاندانشگاه اصفهان ،گروه زيست شناسي ،نتيكبخش ژ ،دانشيار 2
  :نشاني نويسنده مسئول *

، پژوهشگاه ..ميدان ونك، خيابان ملاصدرا، دانشگاه علوم پزشكي بقيه ا ،تهران
  ژنتيك
 02188930684: دورنويس                                    021 26403292 :تلفن

 ms.sadeghi@yahoo.com: پست الكترونيك

  1/9/95: تاريخ پذيرش نهايي                                  24/12/94 :تاريخ دريافت

بر اساس اسپلايسينگ متفاوت در  VEGF-Aهاي مختلف ايزوفرم
-VEGFزا و رگهاي پيشيا ايزوفرم VEGF-xxxدو خانواده 

xxxb جايگاه  .شوندبندي ميميزا تقسرگ هاي ضديا ايزوفرم
 با خاصيت هايمنجر به توليد ايزوفرم 8 پيرايش نزديك در اگزون

كه جايگاه پيرايش شود، درحاليمي VEGFxxx همانزايي يا رگ
. شودمي VEGFxxxbزايي هاي ضدرگدور، باعث ايجاد ايزوفرم

باعث  VEGF A پيرايش متناوب ژنحالت طبيعي در سلول  در
، 206، 189، 121، 165 هايبا طولايزوفرم مختلف  7حداقل وليد ت

هاي ايزوفرم ايجاد اين. شودمياسيد آمينه  147 و ،111، 145، 183
حاصل  8 و 7 ،6هاي مختلف از طريق پيرايش متناوب در اگزون

. ها ثابت هستنددر تمام اين ايزوفرم 1- 5هاي اگزون شود ومي
-VEGFA189b ،VEGF شامل XXXbترين اعضاء گروه مهم

A145b ،VEGFA165b ،VEGFA183b و VEGF121b 
هاي زا، خانواده ايزوفرمرگهاي پيشدر مقايسه با ايزوفرم. هستند

VEGF-xxxb  از طريق انتخاب جايگاه پيرايشDSS  ايجاد شده
د كنرا كد مي SLTRKDهاي مينهآدر آنها اسيد  8bو اگزون 

]4،5[. VEGF-A هاي خاص غشاء سلولي با نام هروي گيرند
VEGF-R1  وVEGF-R2 هاي كنند كه جزء گيرندهعمل مي

  :خلاصه
عنوان يك داروي كه اخيرا به است (VEGF)فاكتورهاي رشد اندوتليال عروقي از  يك ايزوفرم جديد VEGF111b :هدفسابقه و 

ظور توليد منبه HEK293هاي بررسي ميزان ترشح اين پروتئين از ديواره سلولحاضر مطالعه هدف  .ضد سرطان مطرح شده است
  .نوتركيب است تجاري اين فاكتور

 pBUD.cE4.1 وكتورطراحي و داخل  NCBIو اطلاعات ژن بانك  OLIGOافزار توسط نرم VEGF111b توالي :ها مواد و روش
توليد  .شد ترانسفكت HEK293 هايبه داخل سلول ليپوفكتامين با استفاده از كيت pBUD.VEGF111bوكتور نوتركيب  .كلون شد

VEGF111b 48  باديآنتي و توسط وسترن بلاتينگساعت بعد از ترانسفكشن در عصاره ليز سلوليHuman anti-VEGF   بررسي
  .دگردياندازه گيري  ELISAه روش در عصاره ليز سلولي و محيط كشت سلولي ب VEGF111b ترشحميزان . شد

مشاهده باند  .ضم آنزيمي و ژل الكتروفورز تائيد شدتوسط ه pBUD.cE4.1در وكتور   VEGF111bكلونيتگ صحيح قطعه :نتايج
 .بود HEK293هاي در سلول VEGF111bتوليد پپتيد نوتركيب گر نشان عصاره ليز سلولي كيلودالتن در نتايج وسترن بلات 12شارپ 

 20/19±81/2 برابر با يبترتي بهسلول و عصاره ليز در محيط كشت سلوليVEGF111b  براي نانومتر 450نتايج الايزا در جذب نوري 
pg/ml و  pg/ml42/7± 87/32 هاي كنترل منفي بيان در نمونهو . بودVEGF-111b مشاهده نشد.  
به محيط كشت  HEK293هاي از ديواره سلول VEGF111bگر قابليت بالاي انتقال و ترشح هاي اين مطالعه نشان يافته :گيري نتيجه
 سلولي كشتو تخليص از محيط  ييتجاري اين پپتيد داروتوليد  رسدنظر ميبه .است كيبدون شكستگي و هضم پروتئوليتي سلولي

HEK293  پذير باشد امكانبا بازدهي بالا.  
  HEK293، ترشح، Aفاكتور رشد اندوتليال عروقي  :كليدي واژگان

 28-34 ، صفحات1396، فروردين و ارديبهشت 1ره بيست و يكم، شماره پژوهشي فيض، دو–نامه علميدو ماه                                               
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  حجتي و صادقي
 

  30                                                                                        1شماره  |21دوره  |1396|فروردين و ارديبهشت |نامه فيضدوماه

 هدمصورت دايمر درآبه تيروزين كينازي هستند و با اتصال ليگاند
دستي انتقال پيام از جمله فعال ينيعال كردن مسيرهاي پاف عثو با

و كيناز و فسفاتيديل اينوزيتول تري (PLCγ)سازي فسفوليپاز گاما 
ايش بيشتري ربا گ VEGF-Aاگرچه  .]6،7[ شودمي +Ca2انتقال 

دهد بيشتر ولي مطالعات نشان مي ،شودمتصل مي VEGF-R1به 
-VEGFيعني  دومتوسط گيرنده  VEGF-Aزائي تحريكات رگ

R2 با حجم بالا هاي نوتركيبدر توليد پروتئين .]8[ شودانجام مي 
ي از الزامات امكان توليد ترشح پروتئين به محيط خارج سلولي يك
از  .هاي يوكاريوتي استو استخراج اين محصولات از طريق سلول

رود كه انتظار مي ،داراي توالي سيگنال است VEGF-Aكه آنجائي
ندوپلاسمي منتقل شود و در آزمان با ترجمه به شبكه رتيكولوم هم
 و سپس به غشاء سلول منتقل شود هنجا پپتيد نشانه آن جدا شدآ
در خارج سلول با شبكه  VEGF-Aهاي سلولي فرموايز .]11-9[

 شوند و درماتريكس خارج سلولي و نوروفيرين متصل مي
مانند و همين امر باعث كاهش مجاورت غشاء سلول باقي مي
جايگاه اتصال به  .]12-14[ شودترشح آنها به خارج سلول مي

 .قرار دارد 7و  6هاي هپارين و ماتريكس خارج سلولي در اگزون
طور طبيعي در سلول وجود به VEGF111bايزوفرم نوتركيب 

-اين ايزو .كلون و بيان شد 2014سال  ندارد و براي اولين بار در

 .است VEGFAاز ژن   8bو اگزون  4تا  1هاي فرم داراي اگزون
- رود اين ايزوفرم به نوروانتظار مي 7تا  5ي هابا حذف اين اگزون

خوبي به بهو ماتريكس خارج سلولي متصل نشود و فيرين، هپارين 
هاي با توجه به پتانسيل بالاي سلول .]15[خارج سلول ترشح شود 

-Human Embryonic Kidney 293 cells )HEK انساني

-VEGFهاي نوتركيب و اهميت داروئي تئينودر توليد پر) 293

111b ميزان  اين مطالعه ما براي اولين بار در ايران به بررسي رد
  .پرداختيم HEK293هاي بيان و ترشح اين پروتئين در سلول

  
  هامواد و روش

  :كشت سلول و وكتور
هاي انساني سلولبراي انجام اين مطالعه تجربي 

HEK293 يتو پاستور ايران تهيه شد و در محيط تاز انس
GlutaMAX DMEM, High Glucose, 10حاوي% 

FBS+P/S 1%  استر/ سيلينوتيك پنيبيدرصد آنتي 05/0حاوي-

-درجه سانتي 37ساخت فرمنتاز، و در انكوباتور ) P/S(پتومايسين 

در اين . كشت داده شد درصد 95و رطوبت  درصد CO2 5گراد، 
قطعه ژني  واستفاده شد   pBUD.CE4.1 مطالعه از وكتور بياني

VEGF111b  تحت پروموتور  جفت باز 429با طولEF-1α  
  . دگردي كلونوكتور اين 

  :VEGF111b و كلونينگ ايزوفرمطراحي 
طور طبيعي در سلول به VEGF111bايزوفرم نوتركيب 

هاي موجود در ژن وجود ندارد و طراحي آن با استفاده از داده
اي گونهطراحي به .انجام شد Oligo 7افزار و نرم NCBIبانك 

 bبه توالي اگزون  VEGFژن  4- 1هاي اگزون صورت گرفت كه
از توالي اصلي  7و  6، 5 هايترتيب اگزونبدين ؛شود متصل 8

جايگاه  . قرار داده شد 8bاگزون ، 8 جاي اگزونحذف شد و به
هاي محدودگر برابر ي توالي پس از برش توسط آنزيميطول نها

توالي توسط نماينده كمپاني  .جفت باز در نظر گرفته شد 429
رم وبراي ترانسف ).C، 1شماره  شكل(فرمنتاز در ايران سنتز شد 

 pBudCE4.1وكتور  ها ازبه داخل سلول 111bقطعه نوتركيب 
 KpnIو  BglIIهاي محدودگر وكتور توسط آنزيم .استفاده شد
(Thermo)  شركت سازنده برش داده شد و طبق دستورالعمل

-T4 DNA ligase (Therبا استفاده از آنزيم  vegf111b توالي

mo, EL0014) پروپائين دست عمل شركت به طبق دستورال -

  .)A، 1 شماره شكل( وكتور الحاق شد EF-1αموتور 
  

   :HEK293هاي ترانسفكشن سلول
ژن  حاوي pBUD.VEGF111bوكتور نوتركيب 

VEGF111b  با استفاده از كيت ليپوفكتامينInvitrogen)(  به
ابتدا در حدود  ،براي اين منظور. منتقل شد HEK293هاي سلول

سلول در هر پليت كشت داده شد و پليت حاوي سلول  350×103
درجه  37در دماي  درصد 50-80براي رسيدن به رشد معادل 

مدت به درصد 95طوبت و ر درصد CO2 5گراد و ميزان سانتي
 μl 100ازاي هر خانه از پليت به ،سپس .شد ساعت كشت داده 48

شد  پلاسميدي باهم مخلوط DNAاز  ng 500محيط فاقد سرم و 
 پلاسميدي DNAبه مخلوط   PLUSTM Reagentاز بافر μl 1و 
-Lipo از μl 30مخلوط فوق  به. محيط فاقد سرم اضافه شدو 

fectamine® LTX )μl 5/2 اضافه شد و) به ازاي هر خانه μl 
نهايت در  .از مخلوط نهايي به هر خانه از پليت اضافه شد 100

با رطوبت  درصد CO2 5گراد و درجه سانتي 37پليت در دماي 
  .نگهداري شد درصد 95

 
  :وسترن بلاتينگ

هاي ساعت از سلول 48پس از براي انجام وسترن بلات 
و ) Buffer RLT(بافر ليزكننده ترانسفكت شده با استفاده از 

تهيه شد  هايعصاره ليز سلول يلسرنگ استر ژنيزاسيون توسطهمو
 عنوان كنترل منفيترانسفكت نشده بههاي عصاره ليز سلول و از

 10ماركر پروتئين و از  μl 5 براي انجام وسترن بلات .استفاده شد
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 حاوي اكريلاميدروي ژل پلي عصاره ليز سلوليميكروليتر از 
 .انجام شدو الكتروفورز  قرار گرفت x 2و رانينگ  x 10استكينگ 

رنگ  وشد متانول و اسيد استيك انجام  تثبيت باندها توسط ،سپس
بعد از انتقال باندها روي  .كماسي بلو روي ژل انجام شد آميزي

 Skim milk + PBS 1Xبلاكينگ با استفاده از ،كاغذ نيتروسلولز
داراي  PBS 1Xانجام شد و شستشو توسط محلول درصد  10
از ظهور باندها با استفاده  .گرفتانجام  Tween 20 درصد 05/0

و معرف  Human anti VEGF antibody باديمحلول آنتي
DAB HRP  فتپذيرصورت.  

  
  :تكنيك الايزا

-Boster Biological Tech)كيتاز  الايزا با استفاده

nology, USA EK0539 ) در وهله  در اين كيت .انجام شد
 VEGF111bاوليه متصل به بيوتين برعليه  باديآنتي از اول

 استفاده  HRPبا آنزيم كانژوگهشود و سپس از آويدين استفاده مي
با استفاده توليد شده  VEGF-111bتعيين غلظت نسبي شود و مي

و نمونه قرار گرفته از سنجش تغيير رنگ نمونه مورد آزمايش 
  .شودمياستاندارد تخمين زده 

  
  نتايج

در جايگاه مورد نظر وكتور  VEGF111bكلونينگ قطعه 
pBudCE4.1:    

هاي استخراج شده از باكتريبررسي هضم آنزيمي وكتور 
و  BglIIبيوتيك زئوسين با دو آنزيم محدودگر مقاوم به آنتي

KpnI جفت باز است 4590و  429هاي گر دو باند با طولنشان. 
جفت بازي مربوط به قطعه  429طبق انتظار وجود توالي 

VEGF111b  جفت بازي مربوط به وكتور بريده  4590و توالي
   .)B، 1 شماره شكل(است  pBudCE4.1شده 

  
  :بلات وسترن

كيلودالتن در نتايج وسترن بلات  12وجود باند قوي 
بادي نتيآترانسفكت شده حاكي از اتصال  HEK293هاي سلول

هاي غير اختصاصي است و عدم وجود اين باند در سلول
-VEGFموفق پروتئين نوتركيب  گر و مويد توليدانسفكت نشانرت

111b هايدر سلولHEK293   2شماره  شكل(است ،A(  
  

  :الايزا
هاي ترانسفكت شده و ليز شده در اين تكنيك سلول

HEK293  مورد آناليز بياني قرار گرفتند و ازPBS عنوان ماده به

- ترانسفكت نشده به HEK293هاي پس زمينه واكنش و از سلول

  .عنوان كنترل منفي استفاده شد
  

  
 و نتايج ژل الكتروفورز  pBudCE4.1ساختار وكتور -1شماره  شكل
با دو سايت   pBudCE4.1 توالي وكتور :A. تائيد وكتور نوتركيببراي 

در پائين دست  VEGF111bبرش آنزيمي، جايگاه و جهت الحاق قطعه 
نتايج ژل الكتروفورز تائيد كلونينگ صحيح :  EF-1  .(B)پروموتور 

وكتور : 3و  2كيلو بازي، لاين  1ماركر : 1در وكتور،  لاين  111bقطعه 
جفت باز   4590، طول  BglIIو  KpnIهاي برش يافته با آنزيم نوتركيب

  .جفت باز 429با طول  111b (insert)همراه قطعه به
 

نتايج با Stop solution پس از انجام كليه مراحل و اضافه كردن 
دست طبق نتايج به. استفاده از دستگاه اسپكتروفرتومتر بررسي شد

در  نانومتر 450ر جذب نوري دVEGF111b ميزان الايزا  از آمده
 برابر با ترتيبي بهسلول و عصاره ليز محيط كشت سلولي

هاي كنترل در نمونهو  بود pg/ml  42/7±87/32و 81/2±20/19
، 2شماره  شكل( شدمشاهده ن VEGF-111bمنفي هيچ بياني از 

B.(  
  

  بحث
گيري عروق خوني جديد از زائي به فرايند شكلرگ

هاي اين فرايند شامل تمايز سلول .گرددميعروق قديمي اطلاق 
فرآيند ]. 1[شود ساز مزودرمي محل ميهاي پيشاندوتليال از سلول

هاي ها و مولكولزايي به فعل و انفعالات وسيع ميان سلولرگ
متعددي كنترل  ي داخليمختلف وابسته بوده و توسط فاكتورها

ي از وقايع عروق خوني جديد، آبشار ايجادمنظور به. شودمي
زائي ترين عملكردهاي رگمهم .پيونددوقوع ميدر سلول به يسلول
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گيري و تكامل جنين، درمان مانند شكل در فرايندهاي فيزيولوژيكي
  ].16،17[هاي بازسازي در بدن افراد بالغ است ها و سيكلزخم

  

  
.   VEGF111bنتايج وسترن بلات و الايزا پروتئين -2شماره  شكل
A: د بيان پروتئين نوتركيب تائيVEGF111b هاي در سلول

HEK293 12پروتئين نوتركيب با طول . با استفاده از وسترن بلات 
ميزان . نتايج تكنيك الايزا: B. مشخص شده است 1كيلودالتن در لاين 

هاي عصاره نانومتر در سلول 450در  VEGF-111bجذب نوري 
  .ليز شده و محيط كشت سلولي

  
هاي از فاكتور (VEGF) شد اندوتليال عروقيفاكتورهاي ر

هاي اندوتليال ي در سلوليزامولكولي اصلي تحريك كننده رگ
در بسياري از تومورهاي VEGF افزايش بيان . ]18،19[هستند 

متاستاز هاي توموري و انساني گزارش شده است و با تكثير سلول
لحاظ به Bهاي خانواده VEGF چنين،هم. تومور در ارتباط است

هاي معمولي و جلوگيري نتاگونيست در مقايسه با ايزوفرمآ عملكرد
عنوان فاكتورهاي درماني مهم در از تشكيل عروق خوني جديد به

باتوجه  .]20[شوند مهار رشد تومورها و درمان سرطان شناخته مي
ها در اين مطالعه ما به بررسي ميزان ي اين ايزوفرميبه اهميت دارو
-HEKهاي انساني در سلول VEGF111bم جديد ترشح ايزوفر

خوبي در هاي ما اين پروتئين نوتركيب بهطبق يافته. پرداختيم 293
محيط كشت  هاي الايزاشود و يافتهبيان مي HEK293هاي سلول

 20/19±81/2 با غلظت گر ترشح خوب اين پروتئينسلولي بيان
يزان ترشح م .سلولي است محيط كشتبه ليتر پيكوگرم در ميلي

VEGF  در مرحله اول و در سطح ميزانmRNA  و پايداري
mRNA براي . ]21-23[شود توسط ميزان هايپوكسي تنظيم مي

يك پروتئين از غشاء سلولي به محيط خارج سلولي  ترشح مناسب
چنين موارد متعددي از جمله نوع وكتور و نوع سلول ميزبان و هم

 انجام شدهدر مطالعات قبلي  .پروتئين مربوط اهميت دارد ساختار
گزارش شده است كه مهار گليكوزيلاسيون  VEGFروي ترشح 

VEGF165b  توسطTunicamycin ح خارج باعث افزايش ترش
 روي عملكرد مولكولي آن تاثيري ندارد و هسلولي اين پپتيد شد

باتوجه به اينكه جايگاه اصلي گليكوزيلاسيون در  .]24،25[
VEGFشود و طراحي ايزوفرم كد مي 7تا  5ي هاها توسط اگزون

VEGF111b  طوري صورت گرفته كه اين اگزون از آن حذف
-نظر ميبه .شودگليكوزيله نمي VEGF111bبنابراين  است،شده 

به محيط خارج سلولي در درجه  VEGF111bرسد ترشح خوب 
در مطالعات  ،چنينهم .علت طراحي مناسب اين پپتيد باشداول به

قادر به  VEGFهاي سلولي ش شده است كه ايزوفرمقبلي گزار
باعث  و اين امرهستند  (ECM)اتصال به ماتريكس خارج سلولي 

البته جزئيات  .]26-28[ دشوي ميها به ديواره سلولاتصال ايزوفرم
به ديواره سلول توليد كننده  ECMاز طريق  VEGFيا آاينكه 

به روشني مشخص هنوز  ،شود يا ديواره سلول پذيرندهمتصل مي
كه يكي از دلايل كاهش ترشح است ولي عنوان شده  ،نشده است

VEGFتواند اتصال به هاي طبيعي ميECM البته در برخي  .باشد
-حالت بيشتر در مورد ايزوفرم مطالعات گزارش شده است كه اين

-اتفاق مي VEGF189و  VEGF206مانند  VEGFهاي بلند 

- يينجاآا از غشاء پلاسمائي از هVEGFدر مورد ترشح  .]29[د افت
نظر به ،ترمينال پپتيد وجود دارد Cكه نواحي اتصال به هپارين در 

ل كاهش ترشح در پپتيدهاي بلندتر نسبت به يرسد يكي از دلامي
باتوجه به  .]30[ همين امر باشد VEGFتر هاي كوتاهايزوفرم

 VEGF111bترمينال در  Cاز قسمت  7 و 6 ،5هاي حذف اگزون
دليل طراحي خاص آن و رسد ترشح خوب اين پروتئين بهنظر ميبه

حذف شدن نواحي اتصال به هپارين و ماتريكس خارج سلولي 
  . در اين ايزوفرم باشد) 7و  6هاي اگزون(
  

  گيرينتيجه
 VEGF111bبه بررسي ميزان ترشح العه ما در اين مط

توليد اين  در هاي ماطبق يافته .پرداختيم HEK293هاي در سلول
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 ترشح بالاي خارج سلولي HEK293هاي سلول توسطفاكتور 
شود بدون شكستگي و هضم پروتئوليتيكي حاصل مي 111bپپتيد 
استحصال اين فاكتور از محيط  رسد توليد تجاري ونظر ميو به

  .پذير باشدكشت سلولي در حجم بالا امكان

  تشكر و قدرداني
از بخش تحصيلات تكميلي و گروه ژنتيك دانشگاه 

خاطر همكاري در فراهم آوردن وسايل و مواد مورد نياز اصفهان به
  .گردداين مطالعه تشكر مي
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