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  در بیماران مبتلا به سرطان تخمدان و مقایسه آن با افراد نرمال  CTLA-4 مورفیسم ژن بررسی پلی
  3نصراله عرفانی ؛1کامبیز باقري ؛*1سیروس نعیمی

  
  چکیده

در حال حاضر بحث زیـادي راجـع بـه    . باشد یائسگی می هاي نسبتاً شایع در زنان بعد از سرطان تخمدان یکی از سرطان :زمینه
   مولکـول  .بـه ایـن منظـور اسـتفاده شـده اسـت       2ها و اینترلـوکین   ن ایمنی سرطان تخمدان پیش آمده است و از اینترفروندرما

CTLA-4 هاي مولکولی است که بر سطح لنفوسیت T نماید شود و نقش مهمی در هموستاز و تنظیم پاسخ ایمنی ایفا می بیان می .
ثیرگـذار  أتمـذکور  مورفیسم بوده که در بیان مولکول  داراي پلی C/T 318- و   A/G 49+هاي  در موقعیت  CTLA-4ژن مولکول

  . باشند می
مـرتبط بـا سـمیت     4 ژن مولکـول ،  C/T 318- و  A/G 49+هاي هاي موقعیت مورفیسم در این تحقیق براي بررسی پلی :ها روش

 بـراي عنوان گروه کنتـرل   فرد سالم به 115 بیمار مبتلا به سرطان تخمدان و 73از خون محیطی  T (CTLA-4)سلولی لنوفسیت 
  . مورد ارزیابی قرار گرفت  PCRهاي ژن مذکور با روش  مورفیسم استفاده گردید و پلی  DNAاستخراج

تفـاوت   ctla-4ژن 318C/T- و  49A/G+هـاي   مورفیسـم  پلی هاي حاصل از ها و ژنوتیپ لدهد فراوانی آل نتایج نشان می: ها یافته
  . دهد افراد مبتلا به سرطان تخمدان و گروه کنترل نشان نمی در داري راامعن

در ایجاد بیماري نقشی نداشته و در تحقیقـات آینـده    ctla-4 مورفیسم ژن رسد که پلی نظر می براساس این تحقیق به :گیري نتیجه
  . هاي این ژن را بایستی مورد مطالعه قرار داد مورفیسم نقش سایر پلی

    CTLA-4رفیسم، سرطان تخمدان، ژن وابسته به تومور، مو پلی :ها کلیدواژه
  

  »24/1/1389 :پذیرش  7/8/1388  :دریافت«
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد کازرون ،زیست شناسیگروه   .1
  ، دانشگاه علوم پزشکی شیرازمرکز تحقیقات سرطان  .2
  0721-2230506 و 2230505: تلفن ،د کازرونشناسی دانشگاه آزاد اسلامی واح بخش زیست ،کازرون :دار مکاتبات عهده *

Email: Naeimis@kau.ac.ir 

 

  مقدمه
میر را در بین  سرطان تخمدان بیشترین میزان مرگ و

ترین سرطان  شایع .دهد هاي زنان تشکیل می سرطان
م بالینی یعلت علا به .استتلیال آن  نوع اپی ،تخمدان

 60حدود این سرطان ولاً در هنگام تشخیص معم ،ناچیز
سرطان تخمدان از نوع . اند درصد افراد دچار متاستاز شده

افتد  اتفاق میبیشتر سالگی  56-60تلیال بین سنین  اپی
هاي مختلف  هاي توموري با جهش روندایجاد سلول. )1(

ها را دچار  ژنی همراه است که چرخه سلولی و تکثیر آن
م ایمنی افراد نقش مهمی در تسیس. نماید تغییر می

. )2(هاي توموري دارد  لی و از بین بردن سلویشناسا
هاي انسان و  هاي فرار از سیستم در بدخیمی مکانیسم

 ژنهاي کمپلکس شامل بروز آنتی حیوانات مشابه بوده و
  ، HLA-Eسازگاري بافتی اصلی غیرکلاسیک مانند 

HLA-G، استها  ممرگ سلولی القاشده و دیگر مکانیس. 
هاي  تخریب سلول ،م اصلی ایمنی بر علیه تومورهاسمکانی

ها  این سلول .استکشنده  Tهاي  توموري توسط لنفوسیت
هاي کمپلکس  هاي خود به مولکول از طریق اتصال گیرنده

هاي  سازگاري بافتی اصلی موجود بر سطح سلول
   CD28ژن و همچنین اتصال مولکول  دهنده آنتی هیارا
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 B7.1به لیگاند خود به نام مولکول   Tفوسیت سطح لن
عنوان  به(ژن  دهنده آنتی هاي ارائه موجود بر سطح سلول

تنظیم دقیق تکثیر . )3(گردند  فعال می) کمک پذیرنده
نقش مهم و حیاتی در پاسخ ایمنی ایفا   Tهاي سلول

هاي تحریکی و  توسط سیگنالاین عمل  ،کند می
ی یها گیرنده. شود ل میهاي تنظیم منفی تعدی سیگنال

ی براي مهار یها در ایجاد سیگنال  B7.1 همچون مولکول
این کار را با اتصال به مولکول  و ثر هستندؤها م لنفوسیت
CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Associated Molecule-4) 

. )4- 6( دهند ها انجام می موجود بر سطح لنفوسیت
  این  Tهاي نفوسیتهاي تنظیم منفی ل ی گیرندهیشناسا

تواند  ها می کند که دستکاري آن ایده را در ذهن ایجاد می 
 Tهاي  باعث افزایش ایمنی ضد توموري اختصاصی سلول

یا   CTLA-4مولکول. )7(در محیط آزمایشگاهی گردد  
CD152  ی نوع یک و از یغشا یک گلیکوپروتئین درون

 223که داراي  استها  خانواده بزرگ ایمونوگلوبولین
عنوان پپتید  اسید آمینه به 34اسید آمینه ساختاري و 

صورت  این مولکول به. )9و  8(باشد  دهنده می سیگنال
  Tهاي هومودایمر با پیوند کووالانسی بر سطح لنفوسیت

   ،T علاوه بر لنفوسیت. )11و  10(شود  فعال بیان می
، ها مونوسیت ،Bهاي  این مولکول بر سطح سلول

و  12(هاي بنیادي وجود دارد  ا و سلوله گرانولوسیت
. )14(ها نامعلوم است  ولی عملکرد آن در این سلول ،)13

در مطالعه اولیه در محیط آزمایشگاه نشان داده شده است 
به مولکول   CTLA-4بادي ضد مولکول که اتصال آنتی

توسط ) IL-2( 2مذکور باعث افزایش تولید اینترلوکین 
گردد  ها می یش تکثیر این سلولو نیز افزا  Tهاي سلول

 ) (Melichar رملیچا اي که توسط در مطالعه. )16 و 15(
م گردید ارتباطی بین افزایش بیان این انجا 2000در سال 

هاي مهاري موجود بر سطح  مولکول و دیگر مولکول
آمده از مایع صفاقی افراد مبتلا به  دست به  Tهاي  لنفوسیت

روي  ctla-4ژن . )17( سرطان تخمدان مشاهده شد
است قرار داشته و شامل چهار اگزون  2کروموزوم شماره 

هاي  مورفیسم پلی  ارتباط دمورهاي زیادي در گزارش. )18(

هاي متعدد از  و تغییر احتمال ابتلا به سرطانctla-4  ژن 
لنفوم غیرهوجکینی و میلوم مولتیپل  ،جمله سرطان سینه

 ،شده با توجه به مطالعات انجام. )19-21(وجود دارد 
ممکن است در  ctla-4مورفیسم ژن  رسد که پلی نظر می به

تحقیق بنابراین  .ا نمایدایجاد سرطان تخمدان نقش ایف
در  ctla-4مورفیسم ژن  بررسی پلیحاضر با هدف 

در بیماران مبتلا به  C/T 318- و  A/G 49+هاي  موقعیت
سرطان تخمدان و مقایسه آن با افراد سالم و ارتباط آن با 

  .انجام شد ایجاد این بیماري
  

  ها مواد و روش
ماري بیمار مبتلا به سرطان تخمدان که بی 73تعداد 

یید جراح و متخصص زنان و زایمان رسیده بود أها به ت آن
پس از تکمیل پرسشنامه . وارد این مطالعه شدند

مخصوص و بررسی وضعیت بالینی و تاریخچه 
همچنین از . گیري از آنان انجام شد کار نمونه ،خانوادگی

کننده به سازمان انتقال خون شیراز  فرد سالم مراجعه 115
و جنس با بیماران مطابقت داشتند و  که از لحاظ سن

هاي خودایمنی در آنان و  سابقه سرطان و بیماري
عنوان گروه کنترل  شان وجود نداشت به خانواده

خون  سی سی 7، از افراد مورد مطالعه. گیري شد نمونه
 EDTAهاي آزمایش حاوي  سیاهرگی گرفته شد و به لوله

محیطی با  هاي خون ژنومی از لکوسیت DNA. منتقل شد
تعیین براي . )22( استخراج شد Proteinase Kروش 

از روش  49A/G+ت ژنوتیپ افراد مورد مطالعه در موقعی
PCR - RFLP صورت که ابتدا قطعه  بدین. استفاده گردید

) PCR(اي پلیمراز  توسط واکنش زنجیره DNAموردنظر 
هاي  تحت تأثیر آنزیم PCRسپس محصول  ،تکثیر شد

مربوطه قرار ) Restriction Endonuclease(محدودکننده 
اساس تعداد و اندازه بر .گرفت و به قطعاتی تبدیل شد

مورد آزمایش پی  DNAآمده به ژنوتیپ  دست قطعات به
جهت  49A/G+در موقعیت  PCRبراي انجام . برده شد

استفاده  ذیلمورد نظر از زوج پرایمرهاي  DNAتکثیر 
  :شد
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Forward: 5'-GCTCTACCTGAAGACCT-3' و  
Reverse: 5'-AGTCTCACTCACCTTTGCAG- 3'    

ندروف با حجم پب اوانجام این واکنش در یک تیبراي 
ترتیب  به ذیلمواد  DNAبراي هر نمونه  سی سی 2/0

 ،PCRمیکرولیتر از مخلوط تکثیري  16هر : اضافه شدند
ژنومی با غلظت  DNAحاوي یک میکرولیتر از 

)µg/µl3/0(، 2 زیم میکرولیتر آنTaq با غلظت  مراز پلی
)u/µl1(، 57/0  میکرومولdNTP  با غلظتmM)10(، 

 mM50(، 5/1(با غلظت  MgCl2از  یکرولیترم 49/0
میکرومول  X10(، 3/0(با غلظت  PCRمیکرولیتر از بافر 

میکرولیتر آب  84/9و  )pm20(از هر پرایمر با غلظت 
 94مخلوط حاصل ابتدا در دماي . استدیونیزه شده 

دقیقه گرم شد و سپس براي  5گراد به مدت  یدرجه سانت
این فرآیند شامل  .قرار گرفت  PCRتحت فرآیند ،دور 33
 45 ،گراد درجه سانتی 94در دماي   denaturationثانیه 45

  extensionثانیه 45درجه و  60در دماي   annealingثانیه
ی که یک یمحصول نها. گراد بود درجه سانتی 72در دماي 

د توسط آنزیم محدودکننده وجفت بازي ب 162طعه ق
BbvI  وجود آللهضم شده و در صورتG  قطعه  به دو

سپس بر روي ژل  .شد جفت بازي تقسیم می 74و  88
آمیزي اتیدیوم بروماید  درصد و با رنگ 5/2آگاروز 

براین اساس سه . فتگرقرار مشاهده  موردالکتروفورز 
 )23(است  ابل مشاهدهژنوتیپ براي این پلی مورفیسم ق

  ).1 تصویر(
  مورفیسم ژن مذکور در موقعیت براي بررسی پلی

-318C/T  از روشAllele specific PCR (ARMS) 
 فاده شامل دوتزوج پرایمرهاي مورد اس. استفاده گردید

  Reverseبراي هر نمونه و یک پرایمر Forward پرایمر
 این قرار استفاده از سکانس پرایمرهاي مورد. بود مشترك

  :بود
FI: 5' ACTTAGTTATCCAGATCCAC 3' و  

FII: 5'-ACTTAGTTATCCAGATCCAT-3'  و  
Rev: 5'- AGGCTCTTGAATAGAAAGC-3'.  

 

  
  
  
  
  
  
  
  
 

  49A/G+در موقعیت  PCRنتیجه الکتروفورز محصول  -1تصویر 
  

لیتري مخصوص  میلی 2/0براي هر نمونه دو لوله 
PCR کرولیتر از مخلوطمی 2/16هر ،شد درنظر گرفته می 

ژنومی با  DNAحاوي یک میکرولیتر از  ،PCRتکثیري 
با  مراز پلی Taqمیکرولیتر آنزیم  µg/µl3/0(، 2 (غلظت 

با غلظت  dNTPمیکرومول  u/µl1(، 45/0(غلظت 
)mM10(، 45/0 از میکرولیترMgcl2   با غلظت)mM50(، 
 10X، 6/0با غلظت  PCR میکرولیتر از بافر 5/1

 6/9 و) pm20(از هر پرایمر با غلظت میکرومول 
مخلوط حاصل ابتدا در . استمیکرولیتر آب دیونیزه شده 

دقیقه حرارت داده  7گراد به مدت  درجه سانتی 94دماي 
قرار گرفت   PCRتحت فرآیند  ،دور 30شد و سپس براي 

 94در دماي  denaturationثانیه  20این فرآیند شامل 
 5/53در دماي   annealingثانیه 20 ،گراد درجه سانتی

گراد  درجه سانتی72در دماي   extensionثانیه 20درجه و 
درجه  72دقیقه در دماي  5مدت  سپس به این مخلوط. بود
ی بر یمحصول نها. ی قرار گرفتینها extension  عنوان به

آمیزي اتیدیوم بروماید  درصد و با رنگ 2روي ژل آگاروز 
ورت هوموزیگوت بودن در ص .مورد بررسی قرار گرفت

جفت بازي را فقط در یک تیوب و در  195یک قطعه 
 PCR صورت هتروزیگوت بودن در هر دو تیوب واکنش

از کنترل  PCR اطمینان از نتایجبراي . گردد مشاهده می
شده یک  جا پرایمرهاي طراحی در این .داخلی استفاده شد

  عنوان  را به B house keeping gene globinاز bp100قطعه 
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 C/T 318-در موقعیت  PCRنتیجه الکتروفورز محصول  - 2تصویر 

1a,1b) : هتروزیگوتC/T(-)2a,2b : هوموزیگوتC(-3a,3b) :
 )Tهوموزیگوت 

  
پرایمرهاي مورد استفاده . نمایند میکنترل داخلی تکثیر 

باشند  هاي ذیل می کنترل داخلی داراي توالیبراي 
   .)2تصویر (

Control forward: 5'- ACACAACTGTGTTCACTAGC -3' 

Control reverse: 5'- CAACTTCATCCACGTTCACC-3'  
 و SPSS 15.0 افزار از نرم ها براي تجزیه و تحلیل داده

Epi Info 2000 هاي مجذور کاي  از آزمون و)X2 ( و
Hardy-weinberg equilibrium  استفاده شد.  

  
  ها یافته

مار مبتلا به سرطان بی 73در این بررسی، ژنوتیپ 
 -(C/T)318عنوان کنترل، در ناحیه  نفر به 115تخمدان و 

و ARMS  با آزمایش ctla-4پروموتر ژن (A/G)49+ و 
RFLP-PCR ترتیب تعیین و با هم مقایسه شدند به .

ترتیب  و گروه کنترل به میانگین سنی بیماران مورد مطالعه
7/11 4813 و50 زمایش تایج حاصل از آن. بود سال

RFLP-PCR  بر روي بیماران و گروه کنترل با شرایط
جفت باز  162منجر به تولید محصولی به طول  ،ذکرشده

base pair) (عنوان قطعه مورد آزمایش در مورد  به
سپس قطعه حاصل در معرض  .گردید 49A/G+ پروموتر

. آنزیم قرار گرفته و  به قطعات متفاوت تبدیل گردید

 (C/T)318–ی در مورد پروموتربتیجه نهاعنوان ن همچنین به
  .جفت باز تولید گردید 185ه طول یک قطعه ب

 ،سرطان تخمدانمبتلا به نفر مورد مطالعه  73از میان  
%) 9/21( نفر CC، 16ژنوتیپ %) 7/76(نفر  56تعداد 
 .ندرا نشان دادTT ژنوتیپ %) 4/1( نفر 1 و  CTژنوتیپ

، %)1/86( 99ترتیب  این درصد در مورد افراد کنترل به
  .)1جدول (بود %) 8/0(نفر  1و %) 1/13( 15

در گروه مورد  ،49A/G+همچنین در مورد پروموتر 
 ژنوتیپ%) 8/32(نفر  AA ،24ژنوتیپ %) 1/56( نفر 41

AG  ژنوتبپ %) 9/10(نفر  8و GG  داشتند این نسبت در
 نفر 9 و%) 6/35( 41، %)6/56( 65ترتیب  افراد کنترل به

و  epi2000نتایج حاصله توسط نرم افزار . دبو) 8/7%(
که در هر دو جایگاه  تفاوت  دادنشان  X2 آزمون

بیماران در مقایسه ctla-4 مورفیسم ژن  داري بین پلیامعن
  . )1جدول ( )P<05/0(با افراد کنترل وجود ندارد 

 ،نفر مورد مطالعه در سرطان تخمدان 146از میان   
ا ر Tآلل%) 3/12(نفر 18و  Cآلل  %)7/87(نفر  128تعداد 

این درصد در مورد افراد کنترل به ترتیب . اند نشان داده
  .)2جدول (د بو%) 4/7(نفر 17، %)6/92(نفر 213

  

در بیماران سرطان  ctla4 هاي ژن مورفیسم مقایسه پلی -1جدول 
  تخمدان و گروه کنترل

P لوکوس  ژنوتبپ  بیمار  کنترل  
  115  73   N 

05/0 P> 

  

)1/86(%99  )7/76 (56  CC  
-318  
 

)1/13(%15  )9/21(%16  CT 

)8/0(%1  )4/1 (%1  TT 

  115  73    N 

05/0 P>  
)6/56(%65  )1/56(%41  AA 

+49 )6/35(%41  )8/32(%24  GA 

)8/7(%9  )9/10(%8  GG 
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در بیماران سرطان تخمدان  ctla-4هاي  مقایسه فراوانی آلل -2جدول 
  و گروه کنترل

P لوکوس  آلل  بیمار  کنترل  
  230  146   N 

05/0 P> 
)6/92(%213  )7/87(%128  C  -318 

 )4/7(%17  )3/12(%18  T 

  230  146  146 N 

05/0 P> 

 

)3/74(%171  )6/72(%106  A  +49  
  )7/25(%59  )4/27 (%40  G 

  
 در گروه مورد  ،49A/G+همچنین در مورد پروموتر 

 داشتندG آلل%) 4/27(نفر  40و  Aآلل %) 6/72( نفر 106
 59و %) 3/74( 171ترتیب  این نسبت در افراد کنترل به

ها با استفاده از  مقایسه فراوانی آلل. دبو%) 7/25(نفر 
گروه کنترل تفاوت  بیماران و در Epi Info 2000افزار  نرم
 ).2جدول ( )<05/0P(داري را نشان نداد امعن

  
  بحث

زشکی و اي است که با پیشرفت علم پ سرطان مقوله
طول افزایش . پررنگ شده است ،بالا رفتن سطح بهداشتی

هاي عفونی که در قدیم باعث  بیماريکنترل  ،عمر افراد
هاي علم  پیشرفتشد و  می تر ینیمیر سنین پا مرگ و

باشند  از دلایل این امر میها  بیماريپزشکی در تشخیص 
بحث بسیار  ،حال حاضر با پیشرفت علوم پزشکیدر ).1(

هورمونی مطرح  - روانی –اي راجع به سیستم ایمنی  تازه
این اساس بیشتر رفتارهاي بیولوژیک و  بر .شود می

و دهند  فیزیولوژیک انسان را به این سه محور نسبت می
تقابل این سه محور با یکدیگر رفتار کید دارند که أت

 سازد فیزیولوژیک بدن را در شرایط مختلف فراهم می
عنوان رهبر سیستم ایمنی در نظر  به Tهاي  لنفوسیت. )2(

شوند و نقش مهمی در القا یا مهار سیستم ایمنی  گرفته می
دفاع اصلی . هاي آن به عهده دارند دهی به فعالیت و جهت

خصوصاً   Tهاي در مقابل انواع تومورها بر عهده لنفوسیت

تنظیم فعالیت هر سلول در . استکشنده  Tلنفوسیت 
مولکول . گردد ها  تنظیم می ژن هسته واقع شده و توسط

CTLA-4 عنوان یک مولکول مهارکننده بر سطح  به
اتصال مولکول  .شود فعال بیان می   Tهاي  لنفوسیت

که بر سطح   ( B7.1,B7.2)با لیگاند خود  مذکور
باعث مهار  ،شود ژن بیان می دهنده آنتی هیهاي ارا سلول

 این ژن. گردد می T هاي هاي لنفوسیت شدن فعالیت
قرار دارد و شامل  2q33مولکول بر روي بازوي بلند 

ژن این مولکول داراي ). 18 و 17(است چهار اگزون 
که در این تحقیق دو  استهاي مختلفی  مورفیسم پلی
در پروموتر ژن  318C/T- مورفیسم آن که شامل پلی

مورد  ،در اگزون شماره یک است 49A/G+ مذکور و
باعث  49A/G+فیسم موقعیت مور پلی. بررسی قرار گرفت

آمینه ترئونین به اسید آمینه آلانین در قسمت تبدیل اسید 
باعث کاهش بیان عمل این که  .گردد پپتید رهبر می

و منجر  شده Tهاي  بر سطح لنفوسیت  CTLA-4مولکول 
که افزایش  گردد ها می به افزایش فعالیت این سلول

ثیر مثبت أدر سرکوب سرطان ت  Tهاي  فعالیت لنفوسیت
هاي   داشته ولی ممکن است منجر به ایجاد  بیماري

مورفیسم موقعیت  از طرف دیگر پلی ).4(خودایمنی گردد 
-318C/T مطالعات . )5( نیز بر  بیان ژن اثر دارند

 CTLA-4 شده حاکی از این است که بیان مولکول انجام
به سرطان  در بیماران مبتلا Tهاي  بر سطح لنفوسیت

یابد که افزایش بیان این مولکول  فزایش میتخمدان ا
هاي این ژن قرار بگیرد  مورفیسم ثیر پلیأتحت تتواند  می

هاي  هاي این ژن در بیماري مورفیسم ثیر پلیأت. )17(
هاي مختلف مورد بررسی قرار گرفته  اتوایمیون و سرطان

در  Gی مبنی بر بالا بودن آلل یها مثلاً گزارش .است
 .هاي اتوایمیون وجود دارد ر بیماريد 49A/G+موقعیت 

داري اارتباط معن ،مطالعاتی که در گذشته انجام شده است
بین بیماران مبتلا  در 318C/T-مورفیسم موقعیت  در پلی

اند  گزارش نکردههاي خود ایمنی و گروه کنترل  به بیماري
یک انجام  نوعتحقیقی که در بیماران دیابتی نتایج . )25(

در  Aنسبت به آلل  Gآلل نشان داده است که  ،شده
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در . )26(بالا است در بین این بیماران + 49موقعیت 
 ،تحقیق دیگري که بر روي سرطان سینه انجام گردیده

مورفیسم ژن  داري در پلیاتفاوت معن حاضرهمانند تحقیق 
ctla-4  بین بیماران مبتلا به این بیماري و گروه کنترل

  .)27(مشاهده نشده است 
  

  گیري نتیجه
در بیماران مبتلا به  ctla-4مورفیسم ژن  نتایج مقایسه پلی

دهنده این موضوع  سرطان تخمدان و گروه کنترل نشان
شده با ایجاد بیماري  هاي اشاره مورفیسم که پلیاست 

از نقش سایر عوامل ایمنی از جمله  نباید. ارتباطی ندارد

  TGFb-1 ،IL-10هاي مهارکننده دیگري مانند  سایتوکاین
به سادگی  ctla-4هاي دیگر ژن  مورفیسم و همچنین پلی

  . )28(گذشت 
  

  تشکر و قدردانی
مورفیسم  این مقاله حاصل طرح پژوهشی بررسی پلی

 Cytotoxic T Lymphocyte Associated (CTLA-4) ژن

Molecule-4 مبتلا به سرطان تخمدان و مقایسه  در بیماران
باشد که با حمایت مالی معاونت  نرمال می آن با افراد

کازرون به  اسلامی واحد پژوهشی دانشگاه آزاد محترم
  .نتیجه رسیده است
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