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Abstract 
 

Background and purpose: Exosome as drug delivery system is a novel and smart methodology 

enabling delivery of exosome cargo into specific tissue. This aim could be accessed by manipulation of 

exosome producer cells for expression of specific transmembrane-anchored ligand on exosomes surface. 

Accordingly, Lysosomal Associated Membrane Protein (LAMP) is one of the best choices for anchoring and 

chimerization with any ligand for this propose. In current study we designed a lentiviral vector which carries a 

chimeric gene for expression of LAMP2-DARPin in exosome to attach to HER2 on cancer cell surfaces. 

Materials and methods: RNA was extracted from mouse skeletal muscle, then, cDNA was 

produced by RT-PCR and CDS of LAMP2b gene was amplified by specific primers. Two restriction sites 

were introduced between signal and mature peptide sequence by SOEing PCR. This fragment was 

inserted into pLEX-MCS lentiviral vector and cloned in E.coli. DARPin gene was designed, optimized 

and synthesized, then cloned between signal and mature peptide. Positive clone was confirmed by colony 

PCR and DNA sequencing. 

Results: Electrophoresis of SOEing PCR product showed 1290 bp DNA fragment of LAMP2B 

CDS. Insertion of LAMP2 in pLEX vector was confirmed by electrophoresis and sequencing. 

Accordingly, DARPins was synthesized and inserted into pLEX-LAMP vector, electrophoresis and 

sequencing of purified plasmid from positive clone confirmed the insertion of DARPins into pLEX-

LAMP vector. 

Conclusion: We generated two lentiviral vectors, pLEX-LAMP for expression of any ligands in 

exosome surface and pLEX-LAMP DARPin for expression of DARPin on exosome surface for HER2 

targeting. 
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  پژوهشی          

  
  

  ـدرانــازنــکــــی مــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )12- 23(   1396سال    مرداد    151بیست و هفتم   شماره دوره 

13  1396، مرداد  151دوره بیست و هفتم، شماره                                                                                     مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران 

 انیجهت ب pLEX-LAMP-DARPin یروسیو یوکتور لنت یطراح
 در سطح اگزوزوم HER2 هیهدفمند عل نیدارپ

  
        1یمونیخداشناس ل یشعبانعل

        2یمیسل فاطمه
        3فروزنده مقدم يمهد

  

  چکیده
کنند.امروزه اگزوزوم به یآزاد م یاطرافشان نانوذرات اگزوزوم طیمنظور ارتباط با محزنده به يهاسلول و هدف: سابقه

هدفمنــد ســاخت.  يماریمخصوص سرطان/ب گاندیل انیتوان با بیذرات را م نیمطرح است. ا قاتیعنوان حامل دارو در تحق
تواند به یاست که م يگاندیانتخاب به عنوان نگهدارنده ل نیشود بهتریم انیکه در اگزوزوم ب LAMPغشا  یاتصال نیپروتئ

بوده است که حامل ژن  یروسیو یوکتور لنت یمطالعه طراح نیسلول هدف متصل گردد. هدف از ا یاختصاص يرسپتورها
 يهادر سطح سلول HER2 يهارندهیاتصال به گ يدر سطح اگزوزوم برا LAMP-DARPin مریکا نیپروتئ انیجهت ب مریکا

  است. یسرطان
وبــا  دیــســنتز گرد cDNAمــوش  یاســکلت چــهیاســتخراج شــده از ماه RNAبا  یمطالعه تجرب نیدر ا ها:مواد و روش

 دیپپت گنالیکننده سکد یتوال نیبرش ب تیدو سا SOEing PCR. با روش دیگرد ریتکث LAMP2bژن  ،یاختصاص يمرهایپرا
-pLEX، سنتزودر وکتور  زیمای،اپت یطراح نیژن دارپ. کلون شد pLEX یروسیو یشد وسپس در وکتور لنت جادیبالغ ا دیوپپت

LAMP با  گیبالغ کلون شد و کلون دیوپپت گنالیس یتوال نیبcolony-PCR شد. دییتا یتوال نییبا تع  
. بعــد از اســت LAMP2bکننــده ژن بخش کد ریگرتکثانی، بSOEing PCR ژل الکتروفورز محصول واکنش ها:یافته

ژن  یکننــده تــوال دییتا NCBIر د یانجام شد که بلاست توال یتوال نییمثبت ،تع يهااز کلون دیپلاسم يوجداساز گیکلون
LAMP2b شد. دییتا یابییالکتروفورز وتوال لهیوسبالغ به دیو پپت گنالیس دیپپت یتوال نیب نیدارپ یورود توال نیچناست.هم  

 گانــدیتــوان لیکــه بــا کمــک آن مــ دیگرد یطراح PLEX LAMP-DARPin یروسیو یمطالعه وکتور لنت نیدر ا استنتاج:
  نمود. انیمثبت در سطح اگزوزوم ب HER2 یسرطا ن يهاسلول يریدفگرا جهت ه نیدارپ

  

  SOEing PCR،LAMP2b ن،ی،دارپ یروسیو یاگزوزوم،وکتور لنتواژه هاي کلیدي: 
  

  مقدمه
ــارم ــرطان چه ــرگ وم نیس ــل م ــعام ــان  ری در جه

انــواع  نیزنان در بــ ریعامل مرگ وم نیاول نهیوسرطان س
ــادرمــان. )1، 2(هاســتســرطان  یدرمــانیمیشــ جیــرا يه
 يهــابــردن ســلول نیتروما، نکروز و از بــ رینظ یمشکلات

 ياز نــابود يریجهــت جلــوگ. )3، 4(دارد یسالم را در پــ
گــردد کــه  یطراحــ دیــبا ییهــاسمیسالم مکان يهاسلول

ســالم از  يهابرساند وسلول یسرطان يهادارو را به سلول
  به  را قاتیتحق یمشکلات نیاثر دارو در امان بمانند. چن

  
 :foroz@modares.ac.ir Email                                              یپزشک يوتکنولوژیگروه ب یمدرس دانشکده پزشک تیتهران دانشگاه ترب -مهدي فروزنده مقدم مولف مسئول:

  رانیا، يمازندران،سار یعلوم پزشک دانشگاه، کیمونوژنتیا قاتیمرکز تحق، اریاستاد. 1
  رانیا، تهران، مدرس تیترب دانشگاهی، پزشک دانشکده ،یپزشک يوتکنولوژیگروه ب ،یپزشک يوژلوتکنویب يدکتر يانشجود. 2
  رانیا، تهران، مدرس تیترب دانشگاهی، پزشک دانشکدهی، پزشک يوتکنولوژیب گروه، اریدانش .3
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  ).5(هدفمند سوق داد يهاطرف درمان
نــانومتر  90تــا 40انــدازه بــه یعــیها نانو ذرات طباگزوزوم

، یمنــیا يهــاســلول ریمختلف نظ يهاهستند که از سلول
 يهــاو ســلول يادیــبن يهــا، ســلولیســرطان يهــاســلول

 عــاتیذرات در مانــانو  نیــا. )6، 7(شــوندیرهــا مــ یعصب
 افــتی الینوویســ عیادرار وما ر،یسرم ، ش رینظ کیولوژیب
. )7(را دارند يمغز -یعبور از سد خون ییواناشوند وتیم
 يهــارها شده وبه سلول یخاص يهاها از سلولگزوزوما

 نیپــروتئ ریــنظ کیولوژیهدف خود متصل شده ومواد ب

miRNA وmRNA ــلول ــه س ــارا ب ــود  يه ــدف خ ه
اتصــال  ).8(دهنــدیمــ رییــهــا را تغآن تیــوفعال رسانندیم

 گانــدیل اکــنشهدف بــر اســاس و يهااگزوزوم به سلول
رها شــده از  يهااساس اگزوزوم نیو بر ا ورسپتور است

مــورد  يهــاخود را بــه ســلول اتیخاص محتو يهاسلول
  .)9(دهندینظر انتقال م

 انیــب لهیاز اگــزوزوم در انتقــال هدفمنــد بــه وســ اســتفاده
 اســاس نیــساختار ممکن است بــر ا نیدر سطح ا گاندیل

Alvarez-Erviti يهــارســپتور گانــدیل انیــوهمکاران با ب 
 يهــااگــزوزوم نددر سطح اگزوزوم توانست نیکول لیاست

 دیــتول يمغــز يهابه سلول siRNA هدفمند جهت انتقال
 کیــ انیــب لهیوســاگــزوزوم بــه يزهدفمند ســا .)10(کند

اگــزوزوم  ییغشــا نیبــ یعــیطب نیمتصل به پروتئ رندهیگ
 یزوزومــیهمــراه غشــاء ل نی.پــروتئ ردیــگیصــورت مــ

LAMP اگــزوزوم بــوده ودر  ییغشــانیبــ يهانیاز پروتئ
 يبــرا نیپــروتئ نیــموجــود اســت. از ا یعــیطور طبآن به

اگزوزوم استفاده شــده  يهدفمند ساز يبرا گاندیاتصال ل
  .است

 گــرید نیروتئپ کیاتصال با  يکه برا يدیپپت يهاگاندیل
از  یگردند تــا بــه همــراه آن در بخــش خاصــیانتخاب م

از جمله عــدم ،  یخاص يهایژگیو دیشوند با انیسلول ب
کنش بالا ،عدم بر هم انیب د،یسولف يباند د جادیا ییتوانا

 زبعــد ا کژیــولویب تیــحامــل و داشــتن فعال نیبــا پــروتئ
از  یگروهــ هــانیدارپــ .داشته باشند ) را11(ونیزاسیمریکا
 چیمــارپ فیــهستند که از تکرار دو موت يسنتز يهادیپپت

اتصــال  ییانــد و توانــاصفحه بتــا ســاخته شــده کیآلفا و
 نیســتئیفاقــد س باتیترک نیخود دارند. ا گاندیبا ل ییبالا

 ییبــالا انیــکننــد وبینمــ جادیا دیسولف يهستند و باند د
 کــه هاســتیکی از انــواع دارپــین نیپدار  G3). 12(دارند

 ییملکول توانــا نیا .شد یطراح HER2 جهت اتصال به
  ).13(مورد نظر دارد رندهیبه گ در اتصال ییبالا
کــه بــا  دیــگرد یطراحــ یروســیمطالعه وکتــور و نیا در

رادر سطح اگــزوزوم  G3 نیدارپ گاندیکمک آن بتوان ل
 يهــابــه ســلول یکــیجهت انتقال هدفمند دارو ومواد ژنت

هــدف ژن  نیــا يود که برانم انیمثبت ب HER2 یسرطان
 یســاخته شــد ودر وکتــورلنت LAMP-DARPIN مریکــا

  کلون شد. PLEX یروسیو
  

  مواد و روش ها
  .بوده است یمطالعه حاضر به روش تجرب

  
  cDNA و ساخت RNA صیتخل

ران  چــهیماه کروگــرمیم RNA 50 صیتخلــ جهت
 RNXplus در محلــول عاًیوســر دیگرد يموش جداساز

 چــهیماه يهــاگرفت. سپس سلول( قرار ناژنیشرکت س(
. دیــگرد هیــته یسلول زیشد و محلول هموژن از ل بیتخر

از  چــهیهموژن بافــت ماه زاتیاز ل RNA صیجهت تخل
 ,RNeasy mini kit) توتــال RNA صیتخلــ تیــک

Qiagen) ســنتزدیــاســتفاده گرد . cDNA  بــا اســتفاده از
ــک ــته اول تی ــنتز رش ــق  cDNA (Fermentas) س طب

 دیــت سازنده انجام گرفت. جهــت تولدستورالعمل شرک

cDNA تمام ياز رو RNA یتصــادف يمرهــایها ، از پرا 
  .استفاده شد

  
  SOEing PCR و واکنش مریپرا یطراح

 ( gene runner بــا اســتفاده از نــرم افــزار مــریپرا 4

http://www.generunner.net)  يهــاگــاهیبر اساس جا 
ــور یبرشــ ــوهــم PLEX-MCS موجــود در وکت  نیچن
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 پژوهشی

و  یبرشــ يهامیآنز يریگيجا يبرا ازیمورد ن يهایالتو
  .دیگرد یطراح آنزیمجداکننده مخصوص دو توالی 

 ایــ کیــ يهــاجهــش جادیا يبرا SOEing واکنش
 يبرا یمیمحل برش آنز کی جادیا ایو يدیچند نوکلئوت

ژن  کیــدر داخــل  يدیــگونوکلئوتیال یوارد کردن توال
 PCR واکــنشواکــنش از ســه  نیــشــود. ایاســتفاده مــ

صـــورت  مـــریجداگانــه وبـــا اســـتفاده از دو جفــت پرا
 S2 و F يمرهــایگرفت.در واکنش اول با استفاده از پرا

واکنش:  طیشد(شرا ریتکث LAMP2B ژن گنالیس یتوال
ــه  95 ــه،یدق4درج ــایتکث ق ــرار:  30 رب ــار تک ــه  95ب درج
ومرحلــه  هیــثان 30درجــه  72و هیــثان 30درجه  60ه،یثان30
درجـــه) و در واکـــنش دوم  72 قـــهیدق 5 یینهـــا ریـــتکث

بار تکرار:  30 ربایتکث قه،یدق4درجه  95واکنش:  طی(شرا
 هیــثان120درجــه  72و هیثان 30درجه  60ه،یثان30 رجهد 95

ــه تکث ــومرحل ــا ری ــهیدق 5 یینه ــتفاده از  72 ق ــه) اس درج
 ریبالغ ژن مورد نظر تکث نیپروتئ یتوال R ,S2 يمرهایپرا

پوشــان موجــود بخش همبه شدودر واکنش سوم با توجه
شده با  ریواکنش اول ودوم ،بخش تکث PCR درمحصول

 یینهــا ریــتکث R,F يهامریوبا پرا افتهی لهم ادغام واتصا
 30 قــه،یدق4درجــه  95واکــنش:  طیصورت گرفت(شــرا

بــار  30 ربــایدرجه سپس تکث 72 قهیدق 10درجه،  60 هیثان
درجــه  72و هیــثان 30درجــه  60ه،یثان30درجه  95تکرار: 

 72 قـــــهیدق 5 یینهـــــا ریـــــومرحلـــــه تکث هیـــــثان120
ژل  يرو ییدرجه).محصـــول واکـــنش اول ، دوم و نهـــا

 نیــیبــا تع یینهــا دییــتا .شد دییبرده شد واز نظر اندازه تا
توسط شرکت ژن فن آوران  PCR ییمحصول نها یتوال

  .دیانجام گرد
  

-pLEX در وکتــور LAMP2b کــردن قطعــه کلــون

MSC   
ــت ــردن جه ــه وارد ک ــل  LAMP2b قطع در داخ
ـــــــور  LentiORF™ pLEX-MCS وکت

(Thermoscientific)یشــده طــ صیتخل ، وکتور و قطعه 
 MluI محدودکننــده يهــامیجداگانه با آنز يهاواکنش

 یمــیدچــار هضــم آنز BamH1 (Takara Bio Inc)و
 T4 شدند. کلون کــردن قطعــه در وکتــور بــا اســتفاده از

کل شرکت سازنده انجام طبق پروتو (Fermentas) گازیل
 یکــیالکتر ونیشد. سازه مورد نظر با روش ترانسفورماســ

 انیــب يوارد و ســپس بــرا یکــیمســتعد الکتر يبــه بــاکتر
درجــه  37در  عیمــا طیســاعت در محــ 1فاکتور مقاومت 

ــده شــد. پــس از   طیمحــ يســاعت کشــت رو 24چرخان
 رجــهد 37در  نیلیســ یآمپــ کیوتیب یآنت يحاو یانتخاب
 يجدا ســاز PCR یمثبت با استفاده از کلون يها یکلون

با  دیپلاسم صیتخل يمثبت برا يهااز کلون یکیشده و 
کشــت داده شــد.  (Bioneer) صیتخلــ تیــاستفاده از ک
ســازه  دییــو تأ یتــوال نیــیتع يشــده بــرا صیوکتور تخل

  .(شرکت فزاپژوه) ارسال شد
  
   pLEX-LAPM-DARPinدیساخت سازه پلاسم 

ــتفDARPin ژن ــا اس  reverse یژگــیاده از وب

translation ــزار ــرم اف  ) workbench CLC mainن

https://www.qiagenbioinformatics.com/products
/clc-main-workbench/ (ــوال ياز رو ــیپروتئ یت آن  ین

ــهیو بعــد از به جــادیا ــراکــردن کــدون ن ــب يهــا ب در  انی
 یمــیآنزو اضــافه کــردن محــل بــرش  یموش يهاسلول

NotI و XhoI نیدیستیشناساگر ه یتوال زیو ن (His-tag) 

ژن  نیــارســال شــد. ا Gene Script سنتز به شرکت يبرا
مربوطــه  يهــامیو با آنز دیگرد افتیدر pUC در وکتور

  .شد دهیبر
ــرا ــا يب ــاخت ژن ک ، ژن  LAMP/DARPin مریس

DARPin نیپروتئ یوتوال امیپ دیپپت یتوال نیب ستیبایم 
 یمیمنظور محل برش آنز نیا. بهردیقرار بگ LAMPبالغ 

 یو تــوال امیــپ دیــپپت یتــوال نیبــ SOEingکه با واکــنش 
ــروتئ ــالغ  نیپ ــادیا LAMPب ــور  ج ــده در وکت -pLEXش

MSC-LAMP2b يهــامیمورد هضم آنز NotI  وXhoI 

(Takara Bio Inc) نیقــرار گرفتنــد. واکــنش اتصــال بــ 
 T4و وکتــور بــا اســتفاده از  DARPinقطعه هضــم شــده 

شد  هیته یکیمستعد الکتر يورت گرفت. باکترص گازیل
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هــا وارد يبه بــاکتر یکیو محصول اتصال به روش الکتر
 يو گرماگــذار عیما LB طیشد. پس از اضافه کردن مح

ــاعت 1 ــا هس ــور ب 37 يدر دم ــه منظ ــه ب ــدرج ــاکتور  انی ف
 کیوتیب یآنت يحاو تیپل يرو يکشت باکتر ،یمقاومت
ساعت قــرار  24پس از ) منتقل شد. نیلیس ی(آمپ یانتخاب

مثبت با اســتفاده از  يها یدرجه، کلون 37در  تیدادن پل
شــده از  صیشــدند و وکتــور تخلــ ییشناسا PCR یکلون

بــه شــرکت  یتــوال نیــیتع يمثبت بــرا يهااز کلون یکی
  فزاپژوه فرستاده شد.

  

  یافته ها
ــ ــت تکث primer یطراح ــجه ــوتغ ری  در ژن ریی

LAMP2b  
ــروتئ جهــت ــوان بــه LAMP2b نیاســتفاده از پ عن
بــه  ازیــدر ســطح اگــزوزوم، ن نیدارپــ گانــدینگهدارنــده ل

در آن  یمیبرش آنز يهاگاهیجا جادیوا رییژن ، تغ ریتکث
 ایــ overlap extention PCR کــار از نیا ي. برامیابوده

SOEing PCR ژن  نیــاستفاده شد. با توجه بــه ســاختار ا
ف حــذ ياســت بــرا نتــرونیوا گــزوزونچند ا يکه دارا

 از DNA کــد کننــده یدست آوردن توالها وبه نترونیا

mRNA ــال جهــت تول ــتوت اســتفاده شــده  cDNA دی
ــت.جهت تکث ــاس ــوتغ ری ــر ن ریی ــورد نظ ــدر ژن م ــه  ازی ب

ژن مـــورد نظـــر،  یکـــه بـــر اســـاس تـــوال مراســـتیپرا
 گیــکننده واقع در محل کلونمحدود میآنز يهاگاهیجا

 یلازم طراحــانــداز فاصــله يهــایو توال یروسیوکتور و
  .شد

توتــــال  cDNAاز  LAMP2bژن  ریــــتکث جهــــت
 افــتیدر یبانک ژن يهاداده گاهیمرتبط از پا يهای،توال
ــگرد ــد از  دی ــردن آن blastوبع ــا وتعک ــیه ــاهیجا نی  گ

 يهــاگــاهیجا یبا توجــه بــه تــوال نیچنحفاظت شده، هم
 يبــرا مــریپرا 4جهت کلون کردن ژن ،  ازیمورد ن یبرش

 تیهــا دو ســامــریراپ نیشــد.ا یحــطرا SOEingواکنش
ــز ــرش آن ــامحــدود میب ــده در انته  و 5′ وانتهــاي 3′يکنن

 DARPinدر محــل ورود ژن  یبرشــ تیدو ســا نچنیهم

بــالغ قــرار دارد  نیپــروتئ یو تــوال گنالیســ یتوال نیکه ب
  .)1جدول شماره (کنندیم جادیا

  
 يشــده بــرا یطراحــ يهــامــریمشخصات پرا :1جدول شماره 

  SOEingواکنش 
  نام  توالی برش سایت

BamH1  CGGGATCC 
GCCACCATGTGCCTCTCTCCGGTT 

F= LAMP-
forward  

Mlu1 ACGACGCGTCGTTAGTGTTACAGA
GTCTGATATCC  

R=LAMP
-reverse  

Not1،Xho1 CTCGAGTACAACTATGCGGCCGCA
GCAGAATGGGAGATGAATTTCA  

S1=SOEing 
 forward  

Not1،Xho1  TGCGGCCGCATAGTTGTACTCGAG
ATAAAGGCAAG TACCCTTTGAA 

S2=SOEing  
reverse  

  
  بینوترک  LAMP2bژن ریوتکث دیتول
 راتییتغ جادیو ا LAMP2b ژن یاختصاص ریوتکث دیتول

ــا  PCR آن در ســه واکــنش یلازم در تــوال جداگانــه ب
مــوش انجــام  چــهیشــده از ماه دیــتول cDNA اســتفاده از

ورود واتصــال  يمکان برش برا جادی. ابتداجهت ادیگرد
دو  PCR بــا واکــنش LAMP2b بــه ژن DARPin ژن

 دیگرد ریتکث جداگانهبه صورت  LAMP2b قطعه از ژن
دو  نیــا Rو F يهــامریو پرا SOEing . سپس با واکنش

در  یمــیبخش علاوه بر اتصال با هم دو مکــان بــرش آنز
 ژن گنالیبــه ژن اضــافه شــد.بخش ســ زیــمحــل اتصــال ن

LAMP  25 يداراانجــام شــده  يهــایبا توجه بــه بررســ 
 یاز درســت نانیاست.جهت اطم دینوکلئوت 75و نهیام دیاس

 یطــ دیــپپت گنالیســ یبرش و عملکرد درست تــوال محل
 يبرا  دینوکلئوت 117حدود  یکیانفورمات ویب يهایبررس
 5′ يبــه انتهــا دکــهیانتخــاب گرد گنالیبخــش ســ ریــتکث
 بــرش تســای دو 3′يو در انتهــا BamH1 بــرش تســای

Xho1 ،Not1 جدا کننده مخصوص  يراه بخش هابه هم
ــوال ــافه گرد یدو ت ــاض ــه دی ــه قطع ــدازه  ياک ــه ان  180ب
  .الف)-1شماره  ریکند (تصو یم جادیا دینوکلئوت

است که با دو  دینوکلوت 1140 يبالغ ژن دارا دیپپت بخش
 گاهیدو جا يدارا مریدو پرا نی. اشد ریتکث S1 ،R مریپرا

 ریــ. با توجه به تکثکننده در خود هستندمحدود میاثر آنز
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 پژوهشی

 نیــها به آن ، طــول اگاهیجا نیبخش واضافه شدن ا نیا
ــه  ــش ب ــنوکلئوت 1190بخ ــتفاده از یمــ دی ــا اس ــد. ب رس

 Xho1برش  تسای دو 3 ′يگفته شده به انتها يهامریپرا

 ،Not1  5 ′بخــش يانــداز و در انتهــافاصله یتوال کیبا 
 ریاضــافه شــده اســت (تصــو Mlu1 میبــرش آنــز تســای
 ب). - 1ره شما

 

 
 

ســه  يواکنش ها PCR الکتروفورز محصول ریتصو :1شماره  ریتصو
  . SOEing گانه
 گنالیس دیبخش پپت ریوتکث SOEing 1 واکنش PCR : محصولالف
شــد ودر  ریــتکث یاختصاصــ يمرهــایبــا اســتفاده پرا LAMP2b ژن

 بــرش تســای دو آن3′ يو در انتها BamH1 برش تسای 5′ يانتها

Not1 و Xho1 شد جادیا.   
 بــالغ ژن دیــبخــش پپت-SOEing 2 .2 واکــنش PCR : محصــولب

LAMP2b 5′يشده ودر انتها ریتکث یاختصاص يمرهایبا استفاده پرا 
 بــرش گــاهجای آن3′ يو در انتهــاBamH1 Not1 بــرش تســای دو

Xho1 شد جادیا.  
 FوR يهــامری: با استفاده از پراPCR SOEing: محصول واکنش ج

 بالغ با هم متصل شدند. دیو پپت گنالیقطعات بخش س

 
در واکنش نهایی بخــش ســیگنال و بخــش پپتیــد 

هــم متصــل شــدند. بــه Rو Fبالغ با استفاده از دو پرایمر 
هاي دو مرحله قبل واکنشPCRبراي این کار محصول 

با هم مخلوط شدند. بخــش پپتیــد ســیگنال داراي یــک 
غ بــالژن پپتید  3خود با بخش  5بخش مکمل در انتهاي 

ها از هم این دو بخش بــا است که بعد از باز شدن رشته

علاوه   Rو Fهاي ترکیب شده وبا استفاده از پرایمرهم 
اي با اندازه ه شدن تکثیر شدند. در نهایت قطعهبر دوخت

نوکلئوتید شکل گرفــت. ایــن قطعــه داراي یــک  1290
ویــک ســایت بــرش  5′انتهاي  درBamH1سایت برش 

Mlu1  و دو سایت برش  ′5در انتهايXho1 ، Not1  بــه
همراه یک بخش فاصــله انــداز، بــین بخــش ســیگنال و 

 ج). -1پپتید بالغ است(تصویر شماره 

  
 PLEX-MCSدر وکتور LAMP2bکلون کردن ژن 

در وکتــور  LAMP2bبراي کلــون کــردن قطعــه 
، ابتــدا قطعــه فــوق از روي pLEX-MCSلنتی ویروسی 

ــنش  PCRمحصــول  ــ SOEingواک ــر و س ــا تکثی پس ب
د. بــه بریده ش BamH1،Mlu1کننده هاي محدودآنزیم

هاي مکمــل مان وکتور نیز براي ایجاد جایگاهزطور هم
ین دو، طی واکنش با این دو آنزیم برش خورد. سپس ا

-pLEXهــم متصــل شــدند تــا ســازه اتصال آنزیمــی بــه

MCS-LAMP2b تولیــد شــده بــه  حاصــل شــود. ســازه
هاي تقال داده شد. از کلنیان Stbl4نوع  E-coliباکتري 

تــی بیوتیــک، آگار حاوي آن LBرشد کرده روي پلیت 
 PCRکلنــی  F،Rهــاي اختصاصــی با استفاده از پرایمــر

.طــول قطعــه تکثیــر )الــف -2تصویر شــماره (انجام شد 
 است.bp 1290شده در این واکنش حدود 

ها تر ابتدا کلونیدر مرحله بعد براي اطمینان بیش
ایع داراي آنتــی بیوتیــک رشــد داده شــدند در محیط مــ

هــاي مثبــت پلاسمید از یکــی از کلــونیسپس تخلیص 
انجام گرفــت و روي پلاســمید تخلــیص شــده واکــنش 

PCR 2هاي وکتور انجام شد(تصویر شــماره با پرایمر- 
  ب).
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  الف                                 ب              
 یجهت بررسPCR رز ژل آگاروز واکنش: الکتروفو2شماره  ریتصو
  .LAMP2b ژن نگیکلون
 طیمح يدر رو افتهیرشد  يهايباکتر: Colony PCR : واکنشالف
ــا پرا کیــوتیب یآنتــ يدارا ژن،  یاختصاصــ يمرهــایجــدا شــده وب

colony PCR  ژن يحــاو دیپلاســم يکلون دارا 5انجام شد.نمونه 

LAMP2B .نشانگر-1هستند DNA 2- ژن بــه عنــوان فاقــد  دیپلاسم
  کلون مثبت -5 یمنف يکلون ها -4و 3 یکنترل منف

 دی. پلاسمpLEX-LAMP2bدیپلاسم PCR:الکتروفورز محصول ب
 یاختصاصــ يمرهــایوبــا پرا دیگرد يمثبت جداساز ياز کلون ها

 دیگر وجودپلاسم انیب1450. اندازه باند دیانجام گرد ریتکث دیپلاسم
 -PCR 2محصــول -1.است يدر باکتر LAMP2bوکلون شدن ژن 

  . DNAنشان گر 
 
و  يجداســاز دیژن ،پلاسم یاز صحت توال نانیاطم يبرا
 نیــیژن فــوق بعــد از تع .دیــارسال گرد یتوال نییتع يبرا

بانــک  یاطلاعــات گــاهیموجود در پا يهابا ترادف یتوال
ژن کلــون  دکهیشد ومشخص گردNCBI  ،BLAST ژن

ــور ــده در وکت ــان PLEX ش ــ LAMP2b هم  یموش
  . دیگرد جادیا آندر  زیمورد نظر ن راتییوتغاست
  

   pLEXMCS-LAPM-DARPin سازه ساخت
انتخاب شد  HER2 رندهیاتصال به گ يبرا نیدارپ گاندیل

ژن ســنتز  نیا نیژن دارپ یدر توال یراتییتغ جادی.ابتدا با ا
 يهــامحــل LAMP2b وجهت اتصــال آن بــه ژن دیگرد

 ي. بــرادیــگرد ادجــیژن ا يدر ابتدا و انتها یمیبرش آنز
 کلــون کــردن ژن يمــورد نظــر بــرا يهــامیانتخاب آنــز

DARPinور،در وکتــ pLEX-LAMP ،MCS  وکتــور
 یســازگار بررســ يهامیآنز افتنیمبدأ و مقصد به منظور 

  .شدند

ــرا ــ DARPinورود قطعــه  يب ــور لنت  یروســیو یدر وکت
pLEX-LAMP2bـــــه فـــــوق از رو وکتـــــور  ي، قطع

pUC/DARPin ــز ــا آن ــده دودمحــ يهــامیب و  XhoIکنن
NotI جــادیا يبــرا زیــزمان وکتــور نطور همشد. به دهیبر 

 ریبرش خورد(تصــو میدو آنز نیمکمل، با ا يهاگاهیجا
بــه  یمــیآنز لواکنش اتصا یدو، ط نی. سپس ا)3شماره 

ــازه  ــا س ــم متصــل شــدند ت -pLEX-MCS-LAMP2bه

DARPin .حاصل شود  
  

  
 puc-DARPin دیپلاســم الکتروفــورز ژل آگــاروز  :3شماره  ریتصو

.(ج)  Not1،Xho1 يهامیبا آنز دیقبل(الف)وبعد(ب)از برش پلاسم
  Not1،Xho1 يهامیبا آنز pLEX-LAMP دیپلاسم یمیهضم آنز

  
 یمیوکتور وژن ،واکنش اتصال آنز یمیبعد از هضم آنز

محصــول  شنیسپس با استفاده از الکتروپور دیانجام گرد
کامپتنــت  يهــاســلولژن بــه  ریواکنش اتصال جهت تکث

stbl4 يســــاعت از رو 16. بعــــد از انتقــــال داده شــــد 
ــرا colony PCRمثبــت واکــنش  يهــاکلــون ــتا يب  دیی

ــ ــدشیب ــام ش ــو ترانج ــما ری(تص ــد از -4 رهش ــف). بع ال
ــون يجداســاز ــاکل ــاکتر مثبــت يه ــت آن يب ــاوکش  ه

ژن  يهــامــریتر با پراشیب دییتا يوبرا يدجداسازیسمپلا
DARPin واکــنش ،PCR ــو ورود ژن تا نجــاما شــد  دیی

 نیــیتع بــا یینهــا دییــتا تیــب).در نها-4شماره  ری(تصو
  ژن صورت گرفت. یتوال
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 پژوهشی

  
  PLEX-LAPM-DARPIN وکتور گیکلون دییتا :4شماره  ریتصو
 یالکتروفــورز ژل آگــاروز محصــول واکــنش کلــون ری. تصوالف

PCR.يدارا شــنیمثبــت حاصــل از واکــنش الکتروپور يهــاکلــون 
واکنش  PCR محصول 5تاDNA . 2 نشانگر-1هستند. BP 1700باند

   PCR یکلون
جــدا  دیپلاســم ياز رو PCR: الکتروفورز ژل آگاروز محصول ب

در وکتور  نیورود ژن دارپ دییگر تا انیب bp431.باند يشده از باکتر
PLEX-LAMP2B ــو تا ــا دیی ــاخت ژن ک  LAPM-DARPIN مریس

 PLEX-LAMPوکتــور  PCRمحصول  -DNA 2گر نشان-1است.

ــول  -3 ــور  PCRمحص ــرل  -PLEX-LAPM-DARPIN 4وکت کنت
ــدهنــده تکثنشــان 3در چاهــک  يدیــنوکلوت 431.بانــد یمنف ژن  ری

کــه در یآن در وکتــور اســت.در حــال گیکلون جهیو در نت نیدارپ
  شود.ینم دهید يباند 2چاهک شماره 

  

  بحث
ـــتمیس ـــاس ـــیو يه ـــارا یروس ـــالا ییک ـــرب از  يت

ــدانتقــال  يهــارروشیســا ــ. ژن دارن ــاوکتــور نیدر ب  يه
انتقــال ژن بــه انــواع  ییهــا توانــاروسیــو ی، لنت یروسیو

 مالیمغــز اســتخوان ، مزانشــ يادیها همانند سلول بنسلول
ــاوســلول ــا يه ــهیزیتم ــ افت ــدرت تقس ــد ق ــد  میو فاق مانن

هــا و ماکروفاژهــا را ســل کیتی،دنــدر یعصــب يهاسلول
انتقــال ژن  یروسیو يهارروشیها به ساسلول نیدارند. ا

انتقــال ژن جهــت  يهــاروش نی. بدهندیمقاومت نشان م
بــه  روسیــو ی، استفاده از لنتــ یستیز يهافرآورده دیتول
انتقــال  یی،توانــا زبــانیدر ژنــوم م یورود ژن انتقــال لیــدل

 انیــبــا ب ییهــاســلول جــادیا وتر با اندازه بزرگ ییهاژن
  .دارد يترشیب ها، کاربردروش ریبا سا سهیدر مقا داریپا

ــور جهــت تول دیــمطالعــه تول نیــاز ا هــدف  دیــوکت
ــزوزوم ــااگ ــلول يه ــود. س ــد ب ــاهدفمن ــدر يه  کیتیدن

ــتول یاز منــابع اصــل مالیمزانشــ يادیــنیب يهــاوســلول  دی
 نیــا گــرید يهابرابر سلول 10از  شیاگزوزوم هستند و ب

ها سلول نیا زین یواز طرف )14، 15(کنندیم دیذرات را تول
انجــام  يهــای. بررســمقاومنــد یه ورود ژن خارجنسبت ب

 نیتــرمناسب یروسیو یلنت يشده نشان داد که وکتورها
 يوکتــور بــرا نیــکارهســتند.از ا نیــانجــام ا يحامل برا

 یمونــوتراپیجهت ا کیتیدندر يهاترانس داکشن سلول
  .)16(دیاستفاده گرد

ساخته شد که بــا  یروسیو یپروژه وکتور لنت نیا در
را در سطح  يگاندیل ایژن  یوان هر نوع آنتکمک آن بت

توان بــه یحاصل م يهانمود و از اگزوزوم انیاگزوزوم ب
عنــوان عرضــه  ایــ یعنوان حامل دارو و محصــولات ژنــ

اســتفاده کرد.جهــت  یمنــیا يهــاژن به سلولیکننده آنت
مــورد نظــر بــا  گانــدیل دیــدر سطح اگــزوزم با گاندیل انیب
 مریصــورت کــااگــزوزوم بــهسطح  يهانیاز پروتئ یکی
 يهــاکــاربرد مریکــا يهــاو توســعه ژن جادیگردد. ا انیب

 يهاها دارد.روشنیو عملکرد پروتئ ییدر شناسا یعیوس
بــه پــرو  گانــدیل ایــ نیپــروتئ کیکه در آن  يفاژ شینما
آن  یکیولــوژیت بیگردد وفعالیفاژمتصل م یسطح نیتئ

 کیمریکا يرسپتورها دیتول نیچنگردد و همیم یبررس
 جــادیدر درمــان ســرطان ا یکه انقلابــ T تیسلول لنفوس

ــال ــت مث ــوده اس ــاربرد تول ینم ــاز ک ــاژن دی ــا يه  مریک
 مریکــا يهــاژن دیــروش تول نیتــرمناسب ).17، 18(است

 SOEing ایــ overlape extention PCR اســتفاده از

PCR  چنــد ژن را بــه  ایــ 2توان یروش م نیبا ا کهاست
توان بــا یروش م نیبا کمک ا نیچنهم .هم متصل نمود

اثــر جهــش در عملکــرد  یبه بررس یژن يهاجهش جادیا
  .)19(مورد نظر پرداخت نیپروتئ

 انیــو همکاران ، با ب Alvarez-Erviti 2011سال  در
 انتقــال يدر ســطح آگــزوزوم بــرا نیکــول لیاست رندهیگ

siRNAنیــاســتفاده کردنــد. در ا يمغــز يهــا، به ســلول 
 گانــدیورود ل گــاهیجا SOEing PCR از روش قیــتحق

RVG نیبــالغ پــروتئ دیــوپپت دیــژن سگنال پپت یتوال نیب 
LAMP2b کــار در ســال  نیــا عاقــبمت ).20(شــد جــادیا

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

10
 ]

 

                             8 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-9228-en.html


  pLEX-LAMP-DARPin یروسیو یوکتور لنت یطراح
 

  1396 مرداد،  151دوره بیست و هفتم، شماره                                                                 شگاه علوم پزشکی مازندران                            مجله دان        20

2013 Ohno يهــاســلول یو همکاران با مهندســ HEK 

ــااگــزوزوم ــال ییه ــت انتق ــد جه ــه  miRNA هدفمن ب
ــلول ــرطان ســ يهــاس  یمثبــت طراحــ EGFR نهیس

ـــد ـــارانش از  Tian 2014ســـال  در. )21(نمودن وهمک
بــه  LAMP2b که با RVG هدفمند شده با يهااگزوزوم

 نیسیروب یانتقال دوکس يبرا ددر آمده بو مریصورت کا
در  نیچنهم .)22(استفاده نمودند MDA231 يهابه سلول

 siRNA انتقال هذفمند يروش برا نیگزارش ا نیآخر

بــه  نیمــورف بــه نیدرمــان معتــاد يبرا يمغز يهابه سلول
انجــام شــده فــوق از  قاتیدر همه تحق). 22، 23(کار رفت

نگهدارنــده  ناگــزوزوم بــه عنــوا یســحط نیپــروتئ کیــ
  .استفاده شده است گاندیل

 زوزومیــهمراه با غشاء ل نیپروتئ ای LAMP2نیپروتئ
)Lysosomal associated membrane protein 2 در (

 انــتیســه وار يودارا ).24(گــرددیمــ انیــها بانواع سلول
مغــز و  يهــادر ســلول نیپــروتئ نیا b انتیمختلف و وار

درون  نیپــروتئ نیــا .)25(گــرددیمــ انیــتر بشیب چهیماه
ـــا ـــیل ییغش ـــ ،یزوزوم ـــهیکوزیگل داًیدش ـــوده ودر  ل ب

شــود. بــا توجــه یم انیمختلف ب يهاسلول يهااگزوزوم
در خــارج از  نیپــروتئ نیــا نیآمــ يکه بخش انتهــانیابه

 نیبــ دیــبا گانــدیورود ل ،محــل ردیــگیقــرار مــاگزوزوم 
بالغ باشد. ژن این پروتئین  دیو ترادف پپت گنالیترادف س

ــه صــورت کــایمر در آمــد ــوان ا تابــا ژن دارپــین ب ــبت  نی
 دیــتول يدر سطح اگزوزوم ها گاندیرابه عنوان ل نیپروتئ

 قــاتیکــرد. در تحق انیــمختلــف ب يهاشده توسط سلول
 روسیــو یپوششــ نیبا پروتئ G3 DARPin دیگذشته پپت

هدفمند  يهاروسیو دیدر آمد و در تول مریصورت کابه
 HER2 یســرطان يهــاســلول هیــعل روسیــو یآدنو و لنت

بــه صــورت  دیــپپت نیــا نیچنــهــم .)26(کار رفتمثبت به
 يهدفمنــد ســاز يبــرا يبــاکتر یسطح نیبا پروتئ مریکا

. )27(جهت انتقال ژن مورد اســتفاده قــرار گرفــت يباکتر
ــر ب یمبنــ یتــاکنون گزارشــ در ســطح  گانــدیل نیــا انیــب

جهت ممانعت از بــر هــم  نیچناگزوزوم وجود ندارد.هم
 نیسگلی– نیسیگل دهندهاتصال ی،توال نیکنش دو پروتئ

دو بخش قرار گرفــت. بــراي ایــن کــار بــین  نیب نسری–
بخش پپتید سیگنال وپپتید بالغ ژن جایگــاه برشــی بــراي 

.براي ایجــاد ســایت بــرش دیــگرداتصــال لیگانــد ایجــاد 
 SOEingوتداخل ژن دارپین بین این دو قسمت از روش 

PCR از). بــا اســتفاده 1شــماره  ریاستفاده گردیــد (تصــو 
و بــا  LAPM2bژن  امیــپ دیــبخش پپت S1و  F يمرهایپرا

ــا ــش پپت S2و R يپراپمره ــبخ ــالغ تکث دی ــب ــگرد ری . دی
ــه PCRمحصــول  ــا واکــنش اول و دوم ب ــم متصــل و ب ه

. بــا افتندیاتصال  گریکدیبه  Rو  F يمرهایستفاده از پراا
 PCRموجــود محصــول  يمرهــایتوجه به مشخصــات پرا

ــا ــز یشــبر تســای 3′در بخــش  یینه ودر  BamH1 میآن
 نیب نیچنرا دارد. هم Mlu1 میبرش آنز گاهجای 5′بخش 

 Xho1و Not1بــرش  تیبــالغ دو ســا نیو پروتئ امیپ دیپپت
  شده است. جادیا

  

  
 LAMP2bژن  يآماده ســاز کیشمات شینما :5شماره  ریتصو

قطعــه  رشیپــذ زیــو ن یروســیقرار گرفتن در داخل وکتــور و يبرا
DARPinژن  امیــپ دیــقطعــه پپت ری. الف: تکثLAMP2bریــ، ب: تکث 

شــده در  دیــ، ج: اتصال دو قطعــه تولLMAP2bبالغ ژن  دیقطعه پپت
دو  یبرش يهاهگایشده با جا دی، د: قطعه تولSOEing PCRواکنش 

قــرار گــرفتن در وکتــور  يدر دو انتهــا بــرا MluIو  BamHI میآنز
در وســط ژن  XhoIو  NotI میدو آنز یبرش يهاگاهیو جا یروسیو

  DARPinکلون کردن قطعه  يبرا
  

 Xho1 یمــیبــرش آنز گــاهیبــا توجــه بــه شــکل جا

قــرار گرفــت  S1, S2 يمرهــایاز پرا کیــدر هر Not1و
مناســب  يهــابــا فاصــله انــدازه اهگــیدو جا نیا نیچن.هم

انتخــاب شــدند. ابتــدا  یبرشــ يهــامیجهت عملکرد آنــز
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 پژوهشی

 يمرهــایبا کمک پرا cDNA يژن از رو گنالیبخش س
F ,S2 بــرش گــاهیآن جا 3 يودر انتهــا دیــرگردیتکث 

BamH1 بــرش گــاهیآن جا 5 يودر انتها Xho1 ,Not1 

بــالغ  دیــبخــش پپت s1,R يمرهــایشد.با کمــک پرا جادیا
 میآنــز یبرشــ گــاهیان جا 3 يدر انتهــا دویــگرد ریــتکث

Xho1 ,Not1 یبرشــ گــاهیآن جا 5 يودر انتهــا Mlu1 

بــا  گنالیبخش س 5 يکه انتهانیا.با توجه بهدیگرد جادیا
 بــالغ همپوشــان هســتند. در واکــنش ســوم دیپپت 3 يانتها

PCR و اتصال بخش  دیگرد بیدو بخش با هم ترک نیا
 یدوبخش نواح نیا نیو بل و بالغ صورت گرفت  گنایس

مــوارد فــوق  یتــوال یشد که بررس جادیمورد نظر ا یبرش
 دیــنوکلئوت 8از  Not1، یبرش تیسا ینمود. توال دییرا تا
خوانــدن  می،فر یتوال نیا شدنشده است. اضافه  لیتشک

 يبــرا نیبنــابرا. گــرددیداده، باعث جهش م رییژن را تغ
بــا اســتفاده از  دیــنوکلئوت کیــاتفــاق،  نیاز ا يریگجلو
از  کیــمحل اضافه شد.اضــافه کــردن هــر  نیبه ا مریپرا

متفــاوت در  يانــهیآم دیاســ جادیباعث ا د،یچهارنوکلئوت
 نــهیآم دیکــه ســه اســنیــا. با توجه بهدیگردیمکان م نیا

 (A) نیآدنــ دیــنوکلئوت نهیگز نیاست، بهتر نیآلان یقبل

 دیاســ کیــ جادیباعث ا دینوکلئوت نیبود. اضافه کردن ا
شــود. یدر ساختار مــ نیآلان 4 جادیوا گرید نیآلان نهیآم

 6/3 چیهــر مــارپ يریــگکلشــ يکــه بــرانیــابا توجــه بــه
 کیــ جــادیا ثحالــت باعــ نیاست ا ازیمورد ن نهیآمدیاس

ساختار و عدم بــرهم  يداریگردد که به پایآلفا م چیمارپ
ــنش ل کمــک  یاصــل نیبــه پــروتئ ،یاتصــال گانــدیک

  .)28، 29(کندیم
 یبرشــ يهاگاهیجا يکه اکنون دارا LAMP2b ژن

کلــون کــردن در وکتــور  ي) برا5شماره  ریمناسب (تصو
باشــد، وارد یمــ LentiORF™ pLEX-MCS یروســیو

 يشــده دارا دیــ). ژن تول6شــماره  ری(تصو دیوکتور گرد
بالغ اســت  دیو پپت امیپ دیپپت نیب هیدر ناح یبرش میدو آنز

توانــد داخــل یمــ نیدارپ عهقط میدو آنز نیا قیکه از طر
  ).6شماره  ری(تصوردیآن قرار بگ

  

  
-pLEX-LAMP2b یروسیوکتورو دیمراحل تول :6شماره  ریتصو

DARPin  
 یبرش يهاگاهیجا قیاز طر LAMP2bمرحله اول: ورود قطعه 

مرحله دوم: وارد شدن قطعه  ،یروسیشده به درون وکتور و یطراح
DARPin  داخل قطعهLAMP2b. 

 
 ،وکتور pLEX در وکتورLAMP2b ژن گیاز کلونبعد 

pLEX-LAMP وکتــور،ژن  نیــ. با کمک ادیگرد جادیا
بالغ قرار  دیوپپت گنالیس یتوال نیتوان بیرا م يگاندیهر ل

. در نمود انیمورد نظر را در سطح اگزوزوم ب گاندیداد ول
 کــه توســط HER2 متصل شــونده بــه گاندیمطالعه ل نیا

polekhtum  انتخــاب  دیــگرد یطراح )12( شهمکارانو
در  انیــب يمــورد نظــر بــرا گانــدیاســاس ژن ل نیشد. بر ا

 و سنتز شد و در وکتور يسازنهیبه یوتیوکاری يهاسلول

pLEX-LAMP ـــور ـــد و وکت  pLEX-LAMP ش

DARPin دیگرد جادیا.  
 یطراحــ دیــجد یروســیو یمطالعه دو وکتور لنتــ نیا در

تــوان یکــه مــاست  يوکتور plex-lamp . وکتوردیگرد
در سطح اگزوزوم  انیب يرا برا یژنیآنت ای گاندیژن هر ل

 نمود.وکتــور انیــسلول خاص ،ب هیآن عل يسازوهدفمند

plex-lam-darpinG3 يهـــااگـــزوزوم دیـــجهـــت تول 
 HER2 يبــالا انیــبــا ب یانســرط يهاسلول هیهدفمند عل

  .دیگرد دیتول
 سرویــشــده در و هیــته يمطالعــه وکتورهــا نیادامه ا در
 يهــاانتقــال ژن بــه ســلول يشــده وبــرا يبنــدبســته یلنتــ

مشــتق از مغــز اســتخوان وبافــت  مالیومزانشــ کیتیدنــدر
 استفاده خواهد شد. یچرب
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 سپاسگزاري
مدرس با  تیترب يوتکنولوژیمطالعه در گروه ب نیا

از  تیمدرس و صندوق حما تیدانشگاه ترب تیحما
ه . از همدیاجرا گرد يجمهور استیپژوهشگران ر

ند تشکر اپروژه قبول زحمت نموده نیکه در ا یزانیعز
  میکنیم
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