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  1388 مرداد و شهريور
  1/3/1387 :تاريخ دريافت مقاله
  11/3/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

  

  استفاده ازبا   بازالهاي سلول ينوماي كارسيوماركرهاي ببررسي
   ئوميكيپروت يزهايآنال

  ،5طاويراني مجيد رضاييدكتر ، *4ياويرانط مصطفي رضايي  دكتر،3حكيمه زالي، 2 عليرضا زالي دكتر،1فرشي حميده مروجدكتر 
  3، شيوا كلانتري8، امين رستمي7مينو شاهاني ،6جزي فردوس رستگار دكتر

  
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيمركز تحقيقات پوست،  ،دانشيار .1
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، جراحي مغز و اعصاب بخش ، دانشيار.2
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيمركز تحقيقات پروتئوميكس،  ،كاربردي دانشجوي دكتري پروتئوميكس .3
  مركز تحقيقات پروتئوميكس، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتياستاديار، . 4
   همداندانشگاه علوم پزشكي  دستيار جراحي،. 5
    انستيتو بين المللي مهندسي ژنتيك و بيوتكنولوژي،استاديار .6
  دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم تحقيقات، بيوفيزيك دانشجوي دكتري. 7
  مركز تحقيقات پروتئوميكس، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، كارشناس ارشد بيولوژي سلولي و مولكولي. 8

  چكيده
 بـا   .شـود   هاي پوست غير ملانومايي انـساني محـسوب مـي           ترين نوع سرطان    ي بازال، يكي از شايع    ها  ولسل كارسينوماي :سابقه و هدف  

توان در روند پيشگيري و        مي ،دهند  شدن پوست رخ مي     يني آن و شناسايي بيشتر تغييراتي كه در روند سرطاني         ئمطالعه فاكتورهاي پروت  
ن پژوهش، دستيابي به بيوماركرهاي پروتئيني اسـت كـه در تـشخيص و درمـان                هدف از انجام اي   . ثري نمود ؤدرمان، به بيماران كمك م    

  .هاي بازال مؤثر باشند كارسينوماي سلول
 بيمـار مبـتلا بـه سـرطان پوسـت از نـوع         3 و سـالم از      هاي بافت سرطاني    نمونه . تحقيق به روش توصيفي انجام گرفت      :ها مواد و روش  

هاي بافت تخليص و بـا اسـتفاده از الكتروفـورز             هاي جداسازي استاندارد، كل پروتئين       روش هاي بازال گرفته شد و با       كارسينوماي سلول 
اده از هاي مورد نظر با اسـتف       هاي بافت سالم و توموري با همديگر مقايسه و ميزان بيان پروتئين             پروتئوم. ها جدا گشتند    بعدي پروتئين  دو

  .آناليزهاي لازم بررسي شد
 عـدد از آنهـا، داراي تفـاوت آشـكاري در بيـان              76بعدي، تعيين شد كه      هاي حاصل از الكتروفورز دو       در ژل  ينپروتئ 87تعداد  : ها يافته
  .هاي اطلاعاتي شناسايي شدند  پروتئين، از طريق بانك7تعداد . بودند
اني، تغيير يافتـه و بيـشتر       هاي بافتي در بافت سرط       در بيماري مورد مطالعه، بيان جمع كثيري از پروتئين         رسد  به نظر مي   :گيري  نتيجه

توانند به عنوان بيوماركر در مراحل شناسايي و درمان ايـن             يافته، مي   هاي تغيير بيان    اين پروتئين . اند  آنها كاهش يافته يا اصلاً بيان نشده      
  .ثر واقع شوندؤبيماري م

   هاي كارسينوماي بازال، الكتروفورز دوبعدي، پروتئوميك  سلول:واژگان كليدي
  

  1مهمقد
 ;Basal Cell Carcinoma(اي بــازال هــ كارســينوماي ســلول

BCC(   باشـد كـه از       ها در انسان مي     ترين سرطان   ، يكي از شايع
و اولـين بـار     ) 1(هاي پوست غير ملانومايي است        گروه سرطان 

                                                 
طاويراني؛ تهران، ميدان قدس،      دكتر مصطفي رضايي   :نويسنده مسئول مكاتبات  *

ابتداي خيابان دربند، دانشكده پيراپزشكي دانـشگاه علـوم پزشـكي شـهيد بهـشتي،         
 tavirany@yahoo.com :الكترونيكپست ؛ مركز تحقيقات پروتئوميكس

رسـد   به نظر مـي ). 2( توسط ژاكوب تشريح شد 1827در سال  
شناسـي   سـيب يـل آ  نور آفتاب و جايگاه آناتومي، مهمتـرين دلا       

 عامـل تـرين     در واقع، نور خورشيد عمده    . دن باش BCCپيشرفت  
 بــه نــواحي از پوســت BCCپيــشرفت .  اســتBCC گــسترش

 در مـورد  .هـاي مـو اسـت       گردد كـه داراي فوليكـول       محدود مي 
ــه داراي     ــت ك ــواحي از پوس ــصوصاً آن ن ــاتومي، خ ــاه آن جايگ

يـن  باشند، هـدف ا     ها با پيري زودرس مي      بيشترين تعداد سلول  
 اين اسـت كـه      BCCهاي    يكي از مهمترين جنبه   . بيماري است 
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آيد ايـن     به نظر مي  . دهند  تومورها تقريباً هيچوقت متاستاز نمي    

گـردد و     نوع سرطان به رشد تومور در جايگاه خود محدود مـي          
 BCCطبيعـت تهـاجمي     . )2(هيچ متاستازي ديده نشده است      

. وصـيف شـود    ت ،تواند توسط خاصيت پروتئـوليتيكي تومـور        مي
هايي مانند متالوپروتئينازها و كلاژنازهـا كـه          افزايش بيان آنزيم  

 ـبر  بافت پوستي قبلي را از بين مي       باعـث گـسترش آسـان       د و ن
هـاي     و سـلول   BCCهاي    د، در سلول  نگرد  هاي تومور مي    سلول

  ).3و2 (ديده شده استبافت محافظ 
 ، بـا پيـشرفت    Hedgehog-Patchedاختلال در مسير سيگنالي     

BCC     كاملاً مرتبط است و ژن p53 معمولاً در BCC موتاسيون 
 ژن  ،كنـد    تغييـر مـي    BCCژني كه بيـشتر در      ). 1(يافته است   

PTCH    9 است كه روي كرومـوزومq در تومورهـايي  .  قـرار دارد
هــا مثــل   آنهــا ســالم اســت، ســاير موتاســيونPTCHكــه ژن 

هده  مشا  موارد %20در smoothenedكننده    هاي فعال   موتاسيون
 و  p16 كـه    CDKN2Aموتاسـيون در لوكـوس      ). 4(شده است   
p14ARF   هـايي از       نيز در نمونه   ،كند   را كد ميBCC   مـشاهده 

كننـده تومـور ماننـد     هاي سـركوب  برخلاف ژن ).5(شده است 
p53   و PTCH   تـري در     ها نقش كمرنگ    رسد انكوژن   ، به نظر مي

ــشرفت  ــند BCCپي ــته باش ــاي  ژن.  داش ــشترين rasه ، از بي
 در rasهاي   هاي مورد مطالعه هستند و درصد موتاسيون        نكوژنا

BCC     درصد بـر اسـاس نـوع مطالعـه اسـت           30 بين صفر الي  .
كننده تومور فقط در      هاي سركوب   ها و ژن    تغيير در ساير انكوژن   

تقسيم بـالقوه نامحـدود بـراي       . موارد نادري ثبت گرديده است    
سطه فعاليت زيـاد    ايجاد فنوتيپ سرطاني و پايداري تلومر به وا       

له مورد توجه ايـن اسـت       أمس.  نيز لازم و ضروري است     ،تلومراز
 BCCهـا در      كه سطح بيان تلومراز در مقايسه با ساير سـرطان         

ــشتر اســت  ــروتئين  ).6و5(بي ــده Bcl-2پ ــز يــك مهاركنن  ني
 بيـان   BCCمـي در    يشده آپوپتوز است و به صـورت دا         شناخته

 را بـا ميـزان    Fasانـد ، ليگBCCهـاي سـرطاني    سلول .شود مي
 ايـن پـروتئين كـه از خـانواده        . كننـد   بالايي توليد و ترشح مـي     

باشــد، موجــب آپوپتــوز در   مــيدهنــده تومــور فــاكتور نكــروز
بر اسـاس   . باشند   را دارا مي   Fasشود كه رسپتور      هايي مي   سلول
، از حملـه   Fas بـا توليـد ليگانـد   BCCهـاي   اي، سـلول  فرضيه
ماننـد و      در امـان مـي     Fas كننده  بيان  ايمني اجراييهاي    سلول

،  Fasمهـار توليـد ليگانـد   . كنـد  تومـور بـدين گونـه رشـد مـي     
 ايمنـي  اجرايـي هـاي    را مستعد حملـه سـلول   BCCهاي    سلول
  ).7(كند  مي

تواند   اند كه الكتروفورز دوبعدي مي      مطالعات بسياري نشان داده   
ند هاي بين پروتئوم سلول نرمال و سرطاني را مشخص ك تفاوت

در ايـن   ). 8(آينـد    كه وسعت اين تغييرات به نظر ارزشمند مي       

هـاي پروتئـوميكي، بـه         با كمك تكنيك   ،تحقيق براي اولين بار   
 پرداختـه شـد و      BCCينـي   ئمطالعه و آنـاليز فاكتورهـاي پروت      

هـاي نرمـال پوسـت مـورد          ميزان تفاوت بيان ژني آن با سـلول       
  .بررسي قرار گرفت

  
  ها مواد و روش

گيري از فرد بيمار حين جراحي        نمونهطالعه توصيفي،   در اين م  
انجــام شــد و بخــش ســالم نمونــه، پــس از تأييــد آزمايــشگاه  

بـه منظـور حـذف      . پاتولوژي، به عنوان كنترل استفاده گرديـد      
گيري   گر، بافت سالم و سرطاني در هر نمونه         پارامترهاي مداخله 

 نفر بيمار   به منظور تكرارپذيري، از سه    . از يك بيمار گرفته شد    
ابـتلا بـه ايـن بيمـاري توسـط متخـصص            . نمونه بـرداري شـد    

  .هاي پوست تاييد شد پاتولوژي و متخصص بيماري
زده سـالم و تومـوري        هاي يخ   به منظور استخراج پروتئين، بافت    

پـودر  . بيماران، تحت شرايط نيتروژن مايع، كاملاً پـودر شـدند         
 ،لريـد منيـزيم   ، ك Tris-Hcl شـامل  حاصله را با بـافر ليزكننـده      

EDTA فنيـــل متيـــل ســـولفونيل فلــــورايد و (PMSF)  ،5 
% 10و  ) CHAPS(چـپس   % 5/0مولار بتا مركاپتواتـانول،       ميلي

 ،در ادامـه  . شـد  دقيقه در يـخ نگـه داشـته          30گليسرول براي   
 درجــه 4  دمــاي در دقيقــه درG16000  دورمحلــول فــوق در

بـه منظـور     و   شـده  سـانتريفوژ    ، دقيقه 30به مدت   گراد    سانتي
 گرفـت مورد اسـتفاده قـرار       سنجش پروتئين به روش برادفورد    

  ).10و9(
 PBS بـافر    نمونـه را سـه بـار بـا        به منظور الكتروفورز دوبعدي،     

 مـولار   7( ميكروليتر از بافر ليزكننـده       300شستشو داده و در     
 CHAPS(، 2/0-3/0%( پسچـــ% 4 مـــولار تيـــواوره ، 2اوره، 
DTT، محـدوده     آمفولين بـا   %2 الي   1  و pH 3    قـرار  ) 10 الـي

 تكـان داده،     آن را   ساعت در دماي اتـاق      مدت يك  داده و براي  
در دمـاي اتـاق بـراي        G10000سپس محلول ليزشده بـا دور       

تـا زمـان اسـتفاده، در       محلـول   .  شد  دقيقه سانتريفوژ  10مدت  
اسـتريپ خـشك    .  نگهـداري شـد    گراد  درجه سانتي  -20 دماي

نمونـه نيـز    .  شد  قرار داده  ،يريبراي يك شب در بافر جهت آبگ      
 الكتروفـورز  سـپس، ابتـدا  . شـد در حين آبگيري به كار گرفتـه    

.  انجـام شـد  IEF-IPG (Bio-Rad) دوبعدي بر اساس سيـستم 
 بعـد دوم الكتروفـورز      بـراي كننـده     تعادلمها در بافر      سپس ژل 

استريپ روي سطح ژل دوم گذاشـته        .شدنددوبعدي قرار داده    
 SDS) 25  حــاوي در بــافر الكتروفــورز%5/0 و بــا آگــاروز شــد
) SDS % 1/0مـولار گلايـسين و      ميلـي  192مولار تريس،     ميلي

 ردك ـ شد و سپس به صورت عمودي شروع به كار مـي            ثابت مي 
)11.(  
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كوماسي بلو، آميزي  ها به روش رنگ آميزي پروتئين رنگ براي
 اسيد ،%40در محلول متانول به دنبال انجام الكتروفورز،ژل 
كه با استفاده از فيلتر % 025/0و رنگ كوماسي % 10يك است

 ساعت قرار داده 6 براي مدت ،كاغذي واتمن فيلتر شده است
، به صورت رنگ شود  تا زماني كه كل زمينه ژل بي،ژل. شد
  .نگهداري شد كننده رنگ پي، در محلول بي در پي

پپتيد را از يك محلول      الكتروفورز دوبعدي قادر است صدها پلي     
. ي بر اساس بار الكتريكي و وزن مولكولي آنها جدا كنـد       پروتئين

هايي بـا     ها بصورت لكه    آميزي، پروتئين  پس از طي مراحل رنگ    
هـاي ظـاهري متفـاوت ماننـد شـكل، انـدازه و              صفات و ويژگي  

طـور معمـول   ه  آناليز اين تصوير ب   . گردند شدت رنگ نمايان مي   
ژل و اسـتخراج    اسـكن تـصوير     : گيـرد  مراحل زيـر را در برمـي      

ــا، داده ــصوير، ه ــردازش ت ــه پ ــي و  شناســايي لك ــاي پروتئين ه
هـا، آنـاليز      تطابق ژل  ،)گيري شدت رنگ لكه    اندازه(سازي   كمي
هـاي   آوردن پايگـاه   وجـود  ها و در نهايت به      تفسير داده  ها،  داده

  . داده الكتروفورز دوبعدي
مقايسه  بر اساس  در اين مطالعهدست آمدهه همه نتايج ب

دست آمده از دو بافت سالم و سرطاني سه بيمار ه هاي ب ژل
 ،ف معيارميانگين و محاسبه انحراتعيين كه با باشد  استوار مي

  .ميزان تغييرات محاسبه شد
  ها يافته

، 2بعدي بافت نرمال و در شـكل          ، ژل الكتروفورز دو   1در شكل   
بعدي بافـت تومـوري پوسـت انـسان پـس از             ژل الكتروفورز دو  

نقاطي كه توسط اعـداد     . ها نشان داده شده است      لكه شناسايي
هـايي هـستند       بيانگر پروتئين  اند، ها نشان داده شده     بر روي ژل  

 ـ   ها و تطابق آنها با بانك       كه از طريق آناليز ژل     ه هاي اطلاعاتي ب
پــــروتئين  27اره ـنقطـــه شمــ ـ . ت آمـــده اســـت  ـدســ ـ

)Apolipoprotein poss, Apo poss(در باشد كه ميزان آن   مي
نقطه . دهد   نرمال كاهش نشان مي     بافت بافت توموري نسبت به   

را  )Fibrinogen Gamma Chain, FGG ( پـروتئين 30شـماره  
توموري  دهد كه اين پروتئين در بافت       در بافت نرمال نشان مي    

  پـروتئين سرالوپلاسـمين    66نقطـه شـماره     . بيان نشده اسـت   
)Ceruloplasmin( باشد كـه ميـزان آن در بافـت تومـوري              مي

 76نقطـه شـماره     . دهـد   نسبت به بافت نرمال كاهش نشان مي      
باشد كه در بافت      مي) Prx-cis(ردوكتاز   پروتئين سيس پركسي  

 پـروتئين   ، نيـز  77نقطـه شـماره     . توموري بيان نگرديده اسـت    
است كه در بافـت تومـوري بيـان         ) Prothrombin(پروترومبين  
 پروتئين كانال آنيوني وابـسته بـه        83نقطه شماره   . نشده است 

 )Voltage-Dependent Anion Channel, VDAC (ولتــاژ
 87نقطه شماره   . باشد كه در بافت توموري بيان نشده است         مي

 Leucine Rich( گليكـوپروتئين 2فـا  لآين ريـچ  ـپروتئين لوس

Glycoprotein, LRG (باشـد كـه در بافـت تومـوري بيـان       مي
  .نشده است

  
دست آمده از ژل بافـت نرمـال پوسـت          ه   نمايش نقاط پروتئيني ب    –1شكل  

ــسان ــوس، -27 (انــ ــمين،-FGG، 66 -30 آپوپــ ــيس -76  سروپلاســ  ســ
 لوسين  - 87 ابسته به ولتاژ،  كانال آنيوني و   -83  پروترومبين، -77ردوكتاز،   پروكسي

  ) گليكوپروتئين2لفا  آريچ
  

  
 نمايش نقاط پروتئيني به دست آمده از ژل بافت سرطاني پوسـت             –2شكل  
  ) سروپلاسمين-66آپوپوس،  -27 (انسان

  
  بحث

پيشرفت تشخيص بـر مبنـاي پروتئوميـك، انقلابـي در زمينـه             
توانـد بـراي تـشخيص         كه نـه تنهـا مـي       استپزشكي مولكولي   

ها استفاده شود، بلكه از نظر باليني نيز مـورد اسـتفاده              بيماري
اســتفاده از فنــاوري محققــين بــسياري بــا ). 12و8(باشــد  مــي

هـا و مقايـسه و        پروتئوميكس در مطالعه بر روي اغلب سـرطان       
 بـه ماركرهـاي     پپتيدها در بافت سالم و سرطاني،      شناسايي پلي 

بيوشيميايي مناسب جهت تشخيص درجه، نوع و ميزان آسيب         
بـا توجـه بـه اينكـه تـاكنون مطالعـات            . انـد   وارده، دست يافته  
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هـاي بـازال انـساني       پروتئوميكي در زمينه كارسينوماي سـلول     

هـاي   ، اكنـون بـا در اختيـار داشـتن روش           است صورت نگرفته 
ان در جهـت شناسـايي      تو   مي ،بعدي مؤثري نظير الكتروفورز دو   

 نمود تا بهترين و مـؤثرترين       اقدامماركرها در اين نوع سرطان،      
 قبل از وخيم شدن بيماري اتخـاذ         را هاي درماني مناسب   روش
 ، همانطوري كه در درمان سرطان ريه با شناسايي ماركرها         كرد

 بـه درمـان   اقـدام بعـدي،    تشخيص بـه طريـق الكتروفـورز دو    و
  ). 14و13( نمايند مي

BCC   هاي  تهاجمي پوستي است كه يكي از علت        يك تومور غير
 PTCH، p53، p14 بنفش است و تغيير در ژن        يآن اشعه ماورا  

 TGFβ  ،BCL2 و همچنين افزايش بيان تلومراز،    ) 2وp16 )1و  
شناسي مهم اين بيماري است      هاي آسيب   از نشانه  Fasو ليگاند   

)3-1.(   
ذشته بر روي ايـن نـوع       هاي گ  با توجه به مطالعاتي كه در سال      

، در اين تحقيق نيز با مقايسه       ه است سرطان پوست انجام گرفت   
پروتئوم بافت پوست سالم و سرطاني چندين بيمـار بـه نتـايج             

  .ايم توجهي دست يافته قابل
بعدي  شده به روش الكتروفورز دو     هاي تفكيك   ، پروتئين 1شكل  

ت نرمـال  دهد و نمونه مورد آزمايش مربوط بـه باف ـ  را نشان مي 
، نمونه مورد آزمـايش مربـوط بـه بافـت           2شكل  .پوست است،   

هـاي نـشان داده شـده در          ژل. دهد  توموري پوست را نشان مي    
 قابليت مقايسه و آناليز بيوانفورماتيكي را       ،هاي مورد اشاره   شكل

افـزار   دارند، به همين دليل نقاط واقع بر روي دو ژل توسط نرم           
 نقطه 87افزار  با كمك اين نرم   . اند فليكر با يكديگر مقايسه شده    

در بافـت نرمــال و بافــت تومــوري پوســت مــورد رديــابي قــرار  
 را  داري معنـي  نقطه تفاوت بيــان     76گرفتند، كه از اين تعداد      

 نقطه متفـاوت، حاصـل از   76 بنابراين وجود .دهنـد  نشــان مي 
هــاي تومــوري و نرمــال پوســت نــشان دهنــده  مقايــسه بافــت
 در  ،ي است كه متعاقـب تومـوري شـدن بافـت          دگرگوني عظيم 

 وجــود اخـتلاف در بيـان        ،بـه عبـارت ديگـر     . دهد  بدن رخ مي  
دهـد كـه تنظـيم         به تومور نشان مـي     يها، هنگام ابتلا    پروتئين

اخـتلاف در   . ها دستخوش تغيير شده است     تعداد كثيري از ژن   
هـاي   يابي به ماركر   تواند در جهت دسـت     بيان ژن در دو ژل مي     

يني براي شناسايي و درمان بيماران مبـتلا بـه ايـن نـوع              پروتئ
هـاي اطلاعـاتي     آناليز نقاط با توجه به بانـك      . تومور مفيد باشد  

هـاي   هـا بـه نـام       نيز سـبب شناسـايي تعـدادي از لكـه          ،موجود
ــوس،  ــسي FGGآپوپ ــيس پروك ــمين، س ــاز،  ، سروپلاس ردوكت

 2لفـا   آپروترومبين، كانال آنيوني وابسته به ولتاژ، لوسين ريـچ          
هاي   پروتئين. افزار فليكر شده است    گليكوپروتئين به وسيله نرم   

FGG، LRG   ردوكتـاز و   ، پروترومبين، سـيس پركـسيVDAC 
مطالعـات گذشـته همراهـي      . در بافت توموري بيان نشده است     

ردوكتـاز،   ، سـيس پروكـسي    FGGهـاي آپوپـوس،       بين پروتئين 
 2لفـا   آسـين ريـچ     پروترومبين،كانال آنيوني وابسته به ولتاژ، لو     

 امــا ارتبــاط ،نــشان ندادنــدرا  BCC گليكــوپروتئين و ســرطان
دهـد     در يك مطالعه نشان مي     BCCپروتئين سرالوپلاسمين و    

 و علـت     است كه ميزان سرالوپلاسمين در بيماري كاهش يافته      
  باشـد  مـاوراي بـنفش    شايد قرار گرفتن در معـرض اشـعه          ،آن

اكسيدان پلاسمايي در    يسرالوپلاسمين به عنوان يك آنت    ). 15(
). 16( هـاي اكـسيداسيون در بـدن انـسان دخالـت دارد            فرآيند

از آنجـا  . كند  مطالعه ما را تاييد مي   هاي  يافتهنتايج اين تحقيق،    
 بـر مبنـاي رديـابي پـروتئين         ،هـا  كه امـروزه بيـشتر تـشخيص      

توانـد    در سـطح پـروتئين مـي       ،ها باشند و تغيير در بيان ژن       مي
در ،  جهت شناسايي بيوماركرهاي بيماري باشد    ثري  ؤراهنماي م 

هاي تغيير يافته در هـر دو گـروه بيمـار و              اين مطالعه پروتئين  
  .بيوماركر اين بيماري محسوب شوندتوانند به عنوان  كنترل مي

  
  گيري نتيجه

هـا در ايـن بيمـاري         تغيير همزمان سطح وسـيعي از پـروتئين       
اي دخيل در ايجـاد     ه مزتواند مسيرهاي بيوشيميايي و مكاني      مي

بيماري را نشان دهد كه جهت اهداف دارويي در فرآيند درمان           
هـاي    بـا بـه كـارگيري روش       ،از طرفي . دؤثر واقع شو  تواند م   مي

 در ،هــاي بيولوژيــك بــا ســاخت كيــت تــوان پروتئوميــك، مــي
  .كردتشخيص و شناسايي بيماري كمك بسياري 
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