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Background: Programmed cell death or apoptosis is one of the 

most important physiological processes involved in development and 

homeostasis maintenance of multicellular organisms. Every defect in 

apoptosis regulation leads to wide variety of genetic disorders, auto-

immune diseases and cancers. Apoptosis is an essential process in 

both health and diseases. Apoptosis is defined as morphological 

changes in a cell undergoing programmed cell death. These changes 

lead to cell shrinkage, nuclear condensation, membrane intrusion, 

plasma membrane fractionation and their conversion to apoptotic 

bodies and changes in cell surface membrane which cause phagocy-

tosis of the cell bearing apoptosis.  

Materials and Methods: Apaf-1 gene is mutated using PCR and then 

transfected into HEK293T cells by lipofectamin. 24 h transfected 

cells exposed to doxorubicin and caspase 3/7 activity was measured  

over different times. 

Result: Caspase 3/7 activity was observed obviousely in transfected 

cells, which was 3 fold greater than those of controls. This data 

demonstrates the increase in caspase 3/7 activity in HEK293T cells. 

Based on our observation, the terminus domain in Apaf-1 is probably 

play a role in releasing the caspases. 

Conclusion: The results of this study indicated that terminal do-

main of Apaf-1 has pivotal role in caspase regulation and it is possi-

ble to design a biosensor for screening the anticancer drugs by re-

moving terminal domain of this protein.  

Keywords: programmed cell death, caspase, apoptosis, apoptosom, 

cancer 
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 مقاله   قحقیق   

هیی    بر   الیت ک   ایسسین   س    Apaf-1بررسی   ر ر   شت   ز پر   رن    ر           

HEK293T  

 5131اردیبهشت      51ت ريخ   يري:               5131اردیبهشت      51ت ريخ   اح:               5131بهمن      56 ت ريخ   يري :  

 چکیده

 1محمد    ه   محمدا     اي

 1امین   ترک:

 2رو    اه    می 

 *3س م ن   ینیان م 

دانشجوی   رارشسا     ارشرو   يووه   بیوشیم  و    5

دانشكره   وموز   یی د و   دانش ی اه   ق وب ی ت        

 مررسو   قهوا و   ایوا  
دانشجوی   دردویو   يووه   بیوشیم و   دانشكره   1

وموز   یی د و   دانشیاه   قوبیت   مررسو   قه وا و    

 ایوا  
ا دادو   يووه   بیوشیم  و   دانش ك ره   و م وز        1

 یی د و   دانشیاه   قوبیت   مررسو   قهوا و   ایوا     

 مويناده   منلو  *

  اما    ی یسنان 
 +(38)1581888861قمفن:    

 پ ت   الكدوونی :
saman_h@modares.ac.ir  

 یزیولوژی ك     در        ریزی   شره    مو    یا   پما    یپوپدوی   یك    ای   مهمدوین    وییسرپای      موگ   بونامهمقدمه     

باشر    پو   يونه   ادد ل    در   قسزیم   یپوپدوی   مسج و   ب ه         قكوین   و   یفو   پمو دایی   مودودات   یسر مول    م 

شود     وییسر   یپوپدوی   پم   در   بح        پای   دود   ایمس    و    و ا    م ایجاد   ادد  ت   ي دوده   ژندیك و   بیماری

باشر    اصح آ   یپوپدوی   به   قوییوات   مور ولوژیك    ی     مو    ر ه        پا   وووری   م   مت   و   پم   در   بیماری

يودد ره این قوییوات معمو ً به صورت یووریري   مو و  ریزی شره باشر ا  ق م  دريیو موگ بونامه

پ ا    پای    حغ   ،شاطو   طحعه   طحعه   شر    ،شاط   پ  ما     و   قبری    شر    ی    مدوارم   شر    پ دهو   بویمري 

به   اد ام    به   ناز   اد از   یپوپدویی   و   قوییوات    حغ   ،شاط   ره   در   نهایت   به    ايو ید وی   ش ر      م و        

 شود    یپوپدویی   مسجو   م 

پ ای     و     م و    PCRب ه   ر م         Apaf-1پس   ای   ایجاد   دهد   پر    دار   در   ژ        مواي   و   رو 

HEK293T        پا   در   ی ور    اوت   بعر   ای   قوان فكشن    مو    18به   رم    لیتو كدامین   قوان فكت   شرنر

پای   مندمم   مورد     س ج د   ط وار       پا   در   یما ی    1و      1دور وروبی ین   طوار   يو دسر   و    عالیت   را تای   

 يو ت 

ی         ي :یه ا ت   را ت الی ع پای   قوان فكت   شره   مشاپره   شر   و   این    عال ی ت      به   دوب    در    مو    1و      1 

در      1و      1پای   رسدو    بود   ره   این   داده   به   دوب    نشا    دپسره   ا زاید    عالیت   را تای    بوابو    مو    1یرود   

پ ووق ن ی ن       ا ت    با   قوده   به   مشاپره   صورت   يو ده   ایدما ً   دومین   اندهای           HEK293Tپای  مو 

Apaf-1    نقد   رسدول    بو   روی   ییاد ایی   را تای   دارد 

 عالیت   را تایپای    مو        Apaf-1ندایج   این   پ وپد   نشا    داد   دومین   اندهای    پووقنینگی:ا     مییجه

رسر   و   امكا    ا دفاده   ای   ی    به   وسوا    ی    بیو س ور   بوای   ،وبالیوی   داروپای   ور    و ا     را   رسدو    م 

 ودود   دارد 

 ریزی   شرهو   را تایو   یپاپدویو   یپاپدویوزو    و ا  موگ   بونامه       کلید   وا ه

11 

[.   تلال د   ین   تین   یاتیند    با ی    ن ا   ب    1-3باشد       چندسلولی    ی
ها،   ساناا،    لاو یت    هرنوا   ت وت         ها    ترلای  تی ای   ببران 

 مقدمه

    سلود   یا   هراا   تکوکلو    یری   ت      رلاین    نیز    شد     اگ   با ا  
یاتیندها    یبزیولوکیری   ین    روین   و    ی    هروسلا      و ویت    
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ها    لاوی   تیرنی    ها     یلبب   با د    سبرل    یمای   و   ببران  ببران 
 [.4و      5تایی        ی

کاو ئا هایی        و بی    ت لااد   کباف   نت   ین   یاتیند   تکوکلو    با   ی د    یتن د   
-Cysباشند.    اف    اساا    ت    یاان       تیضاء   لاا وتی     اساا ها    ی

dependent Asp-Specific protease        تسلخاتج   شد    تس
      ناا   یهند    تین   تس         ی    تسبد   ت بن    سبرلبن    ی    شد    ین   
یها     یلاد   تین   کاو ئا ها   و وی   یتنی   و   هرننبن   تین   کاو ئا ها   ب    
صون    تلالماصی   سوبرلاتها    لاوی   نت   بلد   ت    تسبد   ت بن    تساان ب    

[.   شاید   تبنان   یلاد   شدا    اساا ها   6یهد       (   بام    یAspتسبد    
لاویم   ب لاین    داد   ین   نتبا    با   یلالب    کاو ئا     وی     باشد،   ب    
نون         یلالب    کاو ئا      اساا ها    توا تا   با   نو    شرب   

[.   7شوی       ها    ی      وبایلاد    اساا ها    ت اتیی   بای    یلاد   شدا   تا
تبا د     ربا   یتلالی   تکوکلو ،    رالرز   تکوکلو ف    اف   یتنی        ی    

باشد   و   ت    تولزبو ایز    شدا      تبا د     یلود   سبلوک سری    ی
و      Cتید.   ین    ضون   سبلو اوف      ب    و وی    ی   Apaf1کاو ئبنی   با    اف   

dATP      کاو ئبنApaf1         نربب   سالالان   چاد    ا ند       
شوی.    نربب   تین   سالالان   ی     ا ل    تساسی      تکوکلو وف   تلبزو ایز     ی

باشد،           ی     اساا    توا تا    ی   9-و         ین   یلاد   شدا    اساا 
 شوی.    یروب    ی

باشد        ت    س     ا ب       ی    کاو ئبن   چند   یو بنی    ی   Apaf1کاو ئبن   
     ین       CARDیرلرای      زت   ت    ه     نربب   شد    تس     یو بن

     ین   سر        WD-40سر    ت بنو   کاو ئبن   و وی   یتنی،   یو بن
     ین    دیاصب   یو       NOD ابو ربب   کاو ئبن   و وی   یتنی،   یو بن

 را ی   تس             CARDتلذ ا   و وی   یتنی.   یو بنیو بن   یو 
   4     لاوی   یتنت        NODشوی،   یو بن   ب    تا    لمب    ی   9-کاو اساا 

و      Apaf1باشد    رئولب    تولبزو ایز    شدا    ولرود       یایو بن    ی
-WD نربب    رالرز   تکوکلو وف   نت   بای د    یتنی   و   یو بن    ن بری   

   c     ت    یو    یایو بن    نربب   شد    و    راا   ت ماد   سبلو اوف       40
 [.1،   8،   9باشد      ی

لاوی       NODیهد،        یو بن    االلا    سالالان    ت  اف   شد     ناا    ی
ها       شا ب   یو بن   1ت    چند    یا   وت د    نربب   شد    تس .   شرب   

NBDیو بن   ،HD1 یو بن   ،WHD    و   یو بنHD2    باشد        ی
11.] 

ب       Apaf1ین   شاتیع   یدف    ضون   سبزناد    یا    تکوکلو ،   کاو ئبن   
شرب    و و ا    ین   سبلوک س    و وی   یتنی   ین   تین    ال     مون   با   تین   

نت   ین   ی     ال       Apaf1،   کاو ئبن   WD-40ها       تس         یو بن
هایی        با   نوم    براوسرو        نند.   بانسی   برل     ز دتن     ی

یهد           ت  اف   شد     ناا    ی   Apaf1تلرلاو ی   با   نو    سالالان   
ب    سر    یاگ   باتنل    و   نو    یو   یو بن   ییزا      WD-40ها       یو بن
نت   ین    ال     و و ا     یب   شد       Apaf1کوشا ند   و   بدین   وسبل       نت    ی

(Locked form)   ی و    با   تین   2،   3،   5،   9 رایند        ز دتن     ی   .]
و    و لب    یو   یو بن      WD-40ها        ال     اتن   تبا    یو بن

CARD      وNOD   باشد        ت راا       بز    را    ب    ه    نون     ی
 [.11باشد       تولبزو ایز    شدا    و و اها   یاته     ری

با    و     ب     انها    ت  اف   شد    ین     بن    سن ر   تکوکلو    ین   سایا   
   WD-40 االلا ،   هنو    نوم    نخمی   بات    بانسی    ار   یو بن   

تنتئ     ند    تس .   ین   تین    یابت   یو بن   ت ل ایی         Apaf1ین   سالالان   
ت    و   تی ای    دوا   کایاا    با   تی ای   ی      ر    اا    Apaf-1کاو ئبن   

 ذف   شد    ا    ار   تین   یو بن   بانسی   شد    و   ین   صون    ت راا   ی    
 ببوسنرون   بات    وابالزا    یتنوها     د   ساناا   سالال    شوی.

 ها مواد   ر    ر 

 ها ت لخاب     ر

ین      β-propellerت    نایت   با   هررنر   با      NBD-HD1 یا   وت د   
WDI      و    یا   وت دWHD-HD2      ینNOD      ین    ا    لاوی    رلاا
 وت د   ت تیت     چالار    ند   و   تین       ی   NBD-HD1باشد.    یاوت د       ی

   CARDچالار    وت ی   ب ف   بات    تولبزو ایزتسبوا   و     ببا    یب   
باشد    ار      سا ی.   یری   ت      رلاین   سوتب ی         اا     ی   نت   یاته     ی

ین   شرب   تبا     رالرز   تکاکلو وف   ین   هنزاف      WD-40ها       یو بن
یلنی      912تس .   ین   تین    یابت،   ت بنو   تسبد      cت ماد   ب    سبلو اوف   

 لبزین   با    اب ایی    و لو بد   تی بن   ب     بربن   ب    ن ز   کایاا    ادیب   شد.

 نات ی   کاتیرا

ها     دید   بات       ها،   کاتیراهایی   با    دوا   بلد   ت    ت لخاب    و اسبوا
نات ی   شد د.      WD2تی ای    دوا   کایاا   و   ب    ی ااد   تا    ذف   یو بن   

با   تسلیای    ت     اف   تیزتن      PCRکاتیرـاها     ونی   تسلیای    ین   وت نر   
Oligo       با   تساcDNA      ولرود Apaf-1      نات ی   شد د.   ب    تین

ب    یس    ت د   و      NCBI ونی    با    ت    کایزا    تن یا ی          ن ون    وتلی
کاتیراها    کبناو   و    لرو         ها   یو    او      ر   بوی د   ت    نو    
تین    وتلی   نات ی   شد د.    رل          تین   تس         ن ز   کایاا   یتنت    س    

ها    با   ینصد    باشد        با   نات    دتود    و وی   ت     دوا  دوا    ی  Apaf1ها    کاو ئبن      ها   و    یا   یو بن   یو بن: 1شکل   
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 Apaf-1نقد   دامین   قكواری   پووقنین   

 

ب       PCRتسلیای    ببنلا   تسلیای    تایید.     ر    تیی   هدیدتن   ت    نایت   
 ت  اف   شد.      QuikChangeنوم   

 لوا   شد    ب    ینوتا   تلزو      Apaf-1ین    راف   تین    ات ب   ت    کا   
ها    کایاا      تسلیای    شد.    وتلی   کاتیراها    تسلیای    شد    بات    ونوی   ن ز

 ب     ا بگ   یاان ند   ت     

Native: 
ACCAGACAATCAGGCTCTGGGAGACAAAGAAAGTATG 

Apaf -Forward: 
ACCAGACAATCAGGCTCTGAGAGACAAAGAAAGTATG 

Apaf-Reverse: 
CATACTTTCTTTGTCTCTCAGAGCCTGATTGTCTGGT 

 و لئو بدها         بمون    بولد    نخا   شد    بات    تی ای     ر   با   
  و لو بد    الی    ایززین   شد    تس .

 PCRت  اف   

ین   تبلدت   کاتیراها   بمون    لبویلبز    بوی    و   باتسا    بات    تن یا       
شا     سا  د ،    بزتا    نخمی   تب    ااا   ب    ها   ی    ت    کاتیراها    

/pmolکبناو   و    لرو    ت ای    شد.   ین   تین    ال    ول     کاتیراها   

μl  111      بوی   ت ا         ت  افPCR     ی    تسلو    با   ول   ،pmol/

lμ  11      براولبلا      2/5ت ای    شد.   ین   یو    براو بوب   تسلایب   ب     ا بگ 
 براولبلا    خلو       2MgCl   ،1 او        11Xبایا    ردبا   

dNTP10mM   ،1      براولبلا   ت    ها   ی    ت    کاتیراها    کبناو   و 
   1/5ها،    ین   های    ت     براو بوب   pM10 لرو    با   ول     

 براولبلا   ت زی       1/2و      ng/µL  111 براولبلا   ت     رو     با   ول     
Prime STAR HS DNA polymerase       ت ای     روی    و

   25        ایی    وسع   تب   ییو بز    تسلایب   ین   ها    براو بوب   ب    
 Prime STAR HS DNA براولبلا   نسا د    شد.   ت زی    

polymerase              5   →  3ی و    با   یتشلن    دن     میب    ین   
بوی         تین   لااصب     ا ل   ت    یلالب    وبا       Hot startت     و    

شوی.      تلالماصی   ت زی    ین   نی    ات ب   ت ای    سا      رو      ی
ها   سایلاب   ب    یسلزا     ا وسایرلا    نلاب   شد د   و   کز   ت        براو بوب

تاتی،   وت نر   ین     سا لی   95ی با    ین      3وتساش    تولب    ب     د    
PCR       تاتی   ب    ین     سا لی   95سبرب   با   با ا      اتن ی      6ب     د
ین        68ثا ب    و      31ین     سا لی   تاتی   ب     د       66ی با ،      1 د    
سبرب      6ی با    ت  اف   تای .   کز   ت       13تاتی   ب     د    سا لی

 یلویا    یو    براو بوب   با   یردیزا    خلو    شد   و   وت نر   با   هراا   
سبرب   تیت     یای .   ین     ای     ا ل       24شاتیع   ر ا   شد    ب     د    

ین        68ی با    و   ین   ی ا       11نویب   شدا     ایی   ب     د    

،    راف   نود   و لون    ردبا   PCRتاتی   ت  اف   شد.   ین   تین   نوم    سا لی
شوی.   کز   ت    ت راف   وت نر   ب     ن ون   بانسی    بیی   و    ر ی    ال      ی

 وسع   تلرلاویون    کد      PCR براولبلا   ت     یمود      5 ردبا   شد ،   
ین        -21ین   ی ا    PCRتتان    بانسی   و   با برا د     یمود   

 تاتی    ز دتن    شد. سا لی

 Dpn1وت نر   هض    با   

و   هرننبن      E. coliها     دت   شد    ت     را ی   سوم   DNA اایااب،   
DNA       ونی   تسلیای    ین   تین   وت نر   بلنوتا   نشل    تلزو،   بمون     لبل 
،   ب     ن ون   QuikChangeب    نوم      PCRباشند.   بلد   ت    ت  اف    ی

بایر       باشند،    ی ها    وتلد         یا د     ر    ونی     ا    ی ذف   نشل 
      وتلی      1Dpn بران   شو د.   ت دو و لئا       1Dpnها   با   ت زی      رو  

ها     لبل     باشد،   نشل   ی   ATC6mG-’5-3’ و لئو بد    هدف   تا   
DNA   51یهد.   بدین    ن ون    ها   نت   بام    ی نت   شناسایی    روی    و   تا   

ب     د    ی       Dpn1 براولبلا   ت زی       2با      PCR براولبلا    یمود   
 شوی.  بران    ی   C º37شگ   ین   ی ا    

   ب    با لا     رللد   

 ایل     ب    و   ت و  و   شد.   ین      LB بلی   لبلا    یبع    ن       111تبلدت   
لبلا     بلی   11ب       XL-10 ا ل    بلد،   ی          لوا   ت    با لا    

ین        37سای    ین   ی ا       21 ا      16 یبع    ن    ت ای    و   ب     د    
   111 بلی   لبلا   با لا    نشد   یایل    ب       1تاتی   ت روب    شد.   ساز   سا لی

ین      1/5 دوی      OD بلی   لبلا    یبع    ن    تیزوی    شد   و    ا   نسبدا   ب    
ین     ت روب    تایید.   کز   ت    تا      37 ا و لا،   ین   ی ا       611نود    وج   

تاتی   ین     سا لی   4و   ین   ی ا       rpm 4111با لا    نشد   یایل    ین   یون   
ت       ml 25ی با    سا لاییبوک   شد.   نسوب    اصب   نت   ین            5ب     د    

mM  2CaCl  111    سای    ین   یا    اتن      2 ب    روی    و   ب     د
یهب .   ساز    رو     نت    ا ند    اب   نسوب   یتی    و   یو    ا ا    هربن     ی

یاتیند    راتن    بنوی.   ین     ای     رو     نت     دیتب    ا ند    اب   نسوب   یتی    
%   15 لاید    لرب    و   تلبراود      mM  85ب    تا      51   1و   ب     را    

 ز دتن       -C  º81 براولبلا    ین   211ها     ت ای     روی    و   ین      
 شد.

 ها     دا  تا     لوا   واباد

و    بز   هض     وسع      PCR أیبد    ا ل     لو بن    با   تسلیای    ت     لو ی   
تای .   ب    تین    ن ون      ت  اف      BamHIو      XhoIها     یدویتثا      ت زی 

تبلدت    لدتی     لو ی   ب    صون    ت یا ی   ت لخاب   تایید.   چنبن   
 براولبلا   تب    ااا   تسلایب    لاب       21هایی   ب    صون      زت   ین       لو ی
با      PCR براولبلا   ت    با لا    ن بت   شد     رلابراب    وسع      5شد.   
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بانسی   شد.      Apaf-1تسلیای    ت    کاتیراها    کبناو   و    لرو    کا   
 نلاب      LBلبلا    یبع    بلی   7ها    ن بت   شد    ب       با برا د    با لا 

ین     سلربو     ز دتن    شد.      -81تایید   و   کز   ت      ب    تسلو    ین   
کز   ت    نشد   ین    یبع      PCRها     أیبد   شد     وسع      ین   تیت     ت     لو ی

LB        با   تسلیای    ت     بGeneAll      . تسلخاتج   ک   بد   ت  اف   تای
 ایبد   ک   بدها     و ا بگ   با   ت  اف   هض    سای    و   یوتا     با   تسلیای    

 ت  اف   تای .   BamHIو      XhoIها       ت    ت زی 

 BamHIو      XhoIها       ها    تسلخاتج   شد    با   ت زی    هض    ک   بد

   XhoIها       ها    بام   ت زی    ت    ت  ا         ال     ونی     ا   ببن    ایزا 
 لوا   شد ،   ب     ن ون   تنربناا   ت    صی    و لون   و    ال       BamHIو   

 ونی     ا   یرب   هض    یزا     و   یوتا     با   تین   یو   ت زی    ت  اف   تای .   
و   ت زی       (GGATCC)با   وی تی    را    ب     وتلی      BamHIت زی    
XhoI      با   وی تی    را    ب     وتلی(CTCGAG)      بوی د.   ها   یو

 نند.   بات    ت  اف   وت نر   هض    ت       ت زی    ت ل ا    چراند    تی ای    ی
تسلیای    تایید.   بات    هض    یزا     ین      FastDigestبایا    نلا    

 براولبلا   ت    ک   بد      5 براولبلا    ب     ا بگ      211ی     براو بوب   
 براولبلا   بایا      BamHI   ،2 براولبلا   ت زی       1تسلخاتج   شد    و   

Fast 10X            براولبلا   ت ای    شد.   ب    نون      21و   تب   تسلایب    ا 
   5 براولبلا    ییزا   ب     بزتا      211 ناب    ین   ی     براو بوب   

   2و      XhoI براولبلا   ت زی       1 براولبلا   ک   بد   تسلخاتج   شد ،   
 براولبلا      21و   تب   تسلایب    ا            Fast 10X براولبلا   بایا   

سای       4ب     د       C  º37ها   ین   ی ا       ت ای    شد.    را ی    براو بوب
ت روب    تایید د   و    بیب    یاتیند   هض    با   تسلیای    ت    تلرلاویون    کد   

ینصد   بانسی   شد.   بات    هض    یوتا  ،   ین   ی     براو بوب      1تتان    
 براولبلا      1 براولبلا   ت    ک   بد   تسلخاتج   شد ،      5 براولبلا       211
 Fast براولبلا   بایا      XhoI   ،2 براولبلا   ت زی       BamHI   ،1ت زی    

10X            4 براولبلا   ت ای    شد   و   ب     د       21و   تب   تسلایب    ا   
ت روب    تایید. بیب     یموب    تسلخاتج   شد    با      C  º37سای    ین   
ینصد      1ها   با   نو    کد   تتان        براولبلا   ت    ها   ی    ت     رو     5ت لااد   

تسلخاتج      DNAو   ت  اف   تلرلاویون    بانسی   شد،   ین     ای    ول     
 لببن      Thermo راا ی      Nanodropشد    با   تسلیای    ت    یسلزا    

 تایید.

 cDNA لببن    وتلی   

   Apaf-1وتنی   شد    ب    ینوا    ا ب   بات     رو        cDNA لبن    وتلی    
ت دت     کاو و ون(   و      ر   یایل    با   تسلیای    ت    کاتیراها    یرو ی   نت 

 ا       Macrogeneو   ب    نوم   لاوی ان    وسع   شا        T7 ا بنا ون   
ب    یس    ت د    و   نیین   کاو ئبنی      cDNA نوبی   ت  اف   تای .    وتلی   

ها   با   ه     اایر    شد د   و      و    و لئو بد     رو     و نی   و     ر   یایل 
 ها    وتنی   شد     أیبد   تایید د.     ر

 HEK293Tها       ها   ب    یتلاب   سلود   ت لااد   سا  

ت    لباویرلا بن      HEK293Tها       ها   ب    یتلاب   سلود   بات    ت لااد   سا  
 ابو    ب    شا     تینویلاوکا   تسلیای    تایید.   تین   نوم           2111

هنو    ب    ینسلی    را بر    یرب   تا    نخا    ند    تس    ب      ا   
 ند   و   بای       ب    وناء   سلولی   نت    ر بب    ی   DNAنسد        ت ماد       ی

شوی.   تین   نوم      ب    سلود   ت    نایت   ت دوسبلو     ی   DNAونوی   
ها    نیز   ین      نت   ب    صون    نسوب   DNAهرننبن   ب    وتسا    تین        

ها   نت   ین    اابب    و ئا ها    سلولی   و   سا ی    یای        تونی   تا ی
  راید.    ی

  نربب    رالرز   تکوکلو وف   ین   شاتیع   ینوا   سلولی

ها     ونی     ا   ین      باتسا    تین   نات ی   سلود   بلد   ت    ینیای    سا  
تای    و    نربب    رالرز   تکوکلو وف   ین      شاتیع   تلااء   تکوکلو     اتن    ی

شاتیع   ینوا   سلولی    ونی   تن یابی    اتن   تای .   ین   تین   تسلات      ییزا   
 اوی   بلر    سلود   بلد   ت       dATPو       c با     ب    ت ای     رویا   سبلو اوف

ت    یتلاب      c اتن   تایلن   ین   شاتیع   تکوکلو    و   ت تی   شدا   سبلو اوف   
 بلو ندن ،   ت راا    نربب   تین    رالرز   ب    صون    ینوا   سلولی   

تایید   و   تین   سنرون    ابلب    ت دت     تبا     بزتا   ت تی   شدا      یاته     ی
 ای.   ت    ببن    ا باا     و وی      یونا   سلولی   نت   یاته     ی   cسبلو اوف   

یتنو    شبری   ین ا ی   یو رونوببربن   ب    ینوتا   تلااء    نند    تکوکلو    
 ت لخاب   تایید.

 7/3سن ر   یلالب     اساا    

نوشی    ناب    با   سن ر   لو بنرا     تس            7/3سن ر    اساا    
 ند.   تین   تاو    ت    لاا وتی       تبا     ینت   ت دت     7و      3یلالب     اساا    

  را بر    یرب    ب    سن ر    اساا : 2شکل   

 ی یسنان    و   پمكارا 
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ها       سبرلئبن   کاو ئا ها    ار     ری   نت   ین   تکوکلو    ین   سلود
 نند.   ین   تین   نوم   ی    سوبرلات    لو بنوکا      کرلا دتنتا   تییا    ی

تس    بات       DEVD     وت د   ی     وتلی    لاتکالبد       7/3 اساا    
سن ر   یلالب     اساا ،   یلالب    لوسبیات    و   لبز   سلولی    ونی   تسلیای    

تبای.   تیزویا   تین    لاف   ب    لبز   سلولی   ب    ی ااد   تا   شرر        اتن    ی
سوبرلات    ی     اثبا    اساا    بای     ولبد   سبزناد   لو بنرن     وسع   

شوی.    بزتا   لو بنرا ز   با    ادتن   یلالب     اساا     لناسگ      لوسبیات     ی
   5باشد.   ین   تین    یابت         ت  اف   سن ر   یلالب     اساا        ی

 براولبلا   ت       5 براولبلا   ت    لبز   سلولی    اصب   ت    بایا   هباو و ب    با   
 لاف   تیواف   شد    و   با   تسلیای    ت    یسلزا    لو بنو لا    بزتا    نا    ون   

 (.2ت دت     تبا    شد    شرب   

 ها یافته

 QuickChangeوت نر   

ین   سالالان   و       WD2و   WD1ها     ب     ن ون   بانسی    ار   یو بن
و    ار   تا   ین    نربب    رالرز   تکاکلو وف      Apaf-1یلالب    
ها     ذیی   ین   کا    ابون    ت  اف   شد.   بات    ت  اف      ر

QuickChange     نابلی   کا      ت    و لون   یتنت     ال    Apaf-1       ب
ینوتا   تلزو   و   کاتیراها      ر    ت   بات    تیراد     ر   تسلیای    تایید.   
 ردبا    الا     اصب   ب     ن ون   یایلن   ب لاین   ی ا    ت ماد   کاتیرا   ین   

ین     سا لبزاتی   ت  اف   کذیای .   ب    تین      66و      64،   62،   61ی اها    
 (.3ین     بدس    ت د    شرب      66 ا بگ   ب لاین   ی ا    ت ماد   

 PCRها     ات ریونف   شد    ت    نایت    لنی      واباد   تا    با لا 

-XL10ها     رللد      ب    با لا    PCRکز   ت    ت لااد    یموب    

GOLD       و     ون    لنی،         تنربناا   ت    صی    و لونها     و وی
ها    کبناو   و    لرو       با   تسلیای    ت    کاتیرا   PCRها،    لنی    ین    لنی
ت  اف   شد.   با   ت  اف   تین    ان   ت ل ان   با   تین   بوی           Apaf-1کا   
 و لئو بد   نو    کد    ناهد    تایی.   ین   تیت        3747ت    با   نود       ال 
 ها    بلد    ت لخاب   شد د.      ها    صیب    بات    ت یاف    ر     لنی

 هض    یزا     و   یوتا     ک   بدها    تسلخاتج   شد 

یرب   هض    یزا     و   با      BamHIب     ن ون    أیبد   و لون،   با   ت زی    
یرب   هض    یوتا     ت  اف   شد   و      XhoIو      BamHIها       ت زی 

 ابو    ب       bp5428و      Apaf1 ابو    ب       bp4996 الا    با   نود   
 (. 4یس    ت د    شرب    ب    pcDNA3.1و لون   

ین   شاتیع   ی ائی    لیاو          ت ماد      Apaf1تلرلاویون    کا   :  3شکل   

   61ی ا    –  DNA   ،2ت دت      را       PrimStar  -1کاتیراها   با   ت زی    
 ین     66ی ا       -5ین  ،      64ی ا       -4ین  ،      62ی ا       -3ین  ،   

 اصب   ت       Apaf1 الا     اصب   ت    هض    یزا     و   یوتا     :  4شکل

 ها     خللن    لنی

  لببن    وتد   ک   بد

ب     ن ون    لببن    وتلی   ک   بدها     اصب   ت     ات ریون اسبوا   و    أیبد   
ها    ک   بد          لببن      ت    ب    ک   بد،    رو     ونوی     ر    اا 
 ا     نوبی   تنساد   شد.   لاوت ر      Macrogen وتلی   ب    شا     

ها    کبناو   و    لرو    کا      ک   بدها    تنسالی   با   تسلیای    ت    کاتیرا
Apaf-1       ت  اف   تای    شایاا   ر ا   تس    یو     ر    ونی     ا   نو

 و لون   ت  اف   کذیای .

  لببن   سای     ناسگ   بات    تلاا    تکوکلو    بلد   ت     ات ریرنن

ت    ت  ا         بزتا   بباا   کاو ئبن   ین   سایا     خللن    لیاو    تس    و   ین   
سای    بلد   ت     ات ریرنن   بات    تلاا       24 ا      12ها        ااب    ت      اا

تکاکلو    تسلیای    شد    تس ،   بات    کبدت    ایا   ب لاین     اا   بات    تلاا    

 Apaf-1نقد   دامین   قكواری   پووقنین   
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     نلالی   تسلیای    شد        با   ک   بد      تون    یتی    ت     رو   تکاکلو    و    رل
psi check    .ات ریر    شد    بوی  

سای    بلد   ت     ات ریرنن   بباا      18کبدتس       1هرا اون        ت     رویتن   
سای    بلد   ت       24کاو ئبن   ب     ادتن   بابیی   نسبد    و   تین   بباا   ین    دوی   

بباا   ب     دت دا    بزتا   لاوی   نسبد    تس .   بات    تیت      ان     اا   بات    
 سای    بلد   ت     ات ریرنن   ین     ا   تایل    شد.   24تلاا    تکاکلو    

سای    بلد   ت       24ین      7و      3بانسی    نربب   یلالب     اساا    
  ات ریرنن

سای    کز   ت     ات ریرنن   ک   بدها    وت د     ر    ونی     ا،      24
ت  اف   شد    و   ین   سایا       doxorubicinتلاا    تکوکلو    با   تسلیای    ت    

  ونی   سن ر    اتن   تای .   7و      3 خللن   کز   ت    تلاا   یلالب     اساا    

ها     نلاد   و    ات ریر    شد       ین   بانسی   یلالب     اساا    ین   سلود
   9 ا      7ها   ب    لاوبی       نخا   شد   ین   ها   یو   سلود   یلالب     اساا 

ب    بلد   یلالب       9شوی.   ت    سای       سای    بلد   ت    تلاا    ناهد     ی

   211ها     ات ریر    شد    با   ک   بد     ر   یایل        اساا ها   ین   سلود
ها     نلالی   تس          ن ا   تلاا    تکاکلو       ینصد   ببنلا   ت    سلود   311 ا   
ها     ات ریر    شد    با   ک   بد     ر      ت د.   ین    رن   ین   سلود   شد 

 شوی.   یایل ،   یلالب     اساا ها   ت    لیاز     ا ی    وی ا   شاو     ی

 گ ری بحث   ر   هت  ه

ها    ت ای    یا    و ویت    کا   سلولی   تولگ    با  ند    ذف   سلود
[.   بات    تین    ن ون   2باشند       ها    یتنت    کلا ربب   لااا ا     ی سلود
ها    لروبب   ت    ی     را بر     ولرولی   یلاد   و   یو    تللای     ن ب    شد     تا

ب     اف   تکوکلو    یا    اگ   سلولی   با ا     نیز    شد    بات     نلاد    لدتی   
 رایند   و   بدین   وسبل    لاویشاا   نت   ت       ها   و   ت دت     بای    تسلیای     ی سلود

    هروسلا      ا   و   وبا لرود          دید    نند  ب  ها     الااات    سلود
[.   ب    یاان    ییزا   6،   12،   13 رایند        و وی     د    هرلند    یای      ی

ها    نابلی   سلود   تس         بات    هروسلا     و      تکوکلو    ت     را بر 
ها       باشد.   تین   کدید     وسع    یا    باا     و وی     د     اون     ی

یبزیولوکیری   و   کا ولوکیری    لروبب   ت    یو    ربا    خللن   یتلالی   و   
ها       شوی.    ربا   لاان ی    لروبب   با   یلاال    تبا د    لاان ی   تلاا    ی

   TNFها       و   تبا د    CD95ها    لاا وتی       لاا وتی     اگ    ا ند   تبا د 
ها   ی     رالرز      باشد        کز   ت    ت ماد   لبزا د   ب    تین   تبا د     ی

و      FADها       با   یلاال    کاو ئبن   DISCکاو ئبنی   کبنبد    ب     اف   
   8 نربب   شد         ین     ای     و گ   یلاد   شدا    اساا       8کاو اساا    

[.    ربا   یتلالی   یا    ربا    بلو ندنیایی    لروبب   با   وتنی   14-16تایی        ی
هرات       DNAشدا   ی    کباف   تسبگ   نساا    د     ا ند    خایگ   

ها    لاا وتی       باشد        با    اثبا   با   نو    تیضاء   کاوتکوکلو     کاو ئبن    ی
BCL-2   ها    ا ند    و   یلاد    ایا   بالای   ت    تاBAK      وBAX

هایی   ین   وناء   لاان ی      بای     نربب    ا اد   (2,12,28,31,44)
ت     بلو ندن    نت      c بلو ندن    شد         ب     وب    لاوی   لااوج   سبلو اوف   

ت     بلو ندن    بای     نربب      cب    هرات    یتنی.   لاانج   شدا   سبلو اوف   
شوی        تین    رالرز    و گ   یلاد   شدا       رالرز   تکوکلو وف    ی

یلاد   با   شرر    کاو ئولبلب     و گ      9تایی.    اساا        ی   9 اساا    
[.   تین   کاو ئا ها   با   17شوی        ی   7و      3یلاد   شدا    اساا ها    ت اتیی   

 اثبا   با   سوبرلاتها    لاوی،   بای    ب    و وی   ت دا     ببات    سلولی    ا ند   
ین   یوتصب    و لئو و ی،    لرو    شدا      DNA ال    شدا     ال 

وناء   سلولی،    وت      یا   وناء   سلولی   و    نربب   ت راف   تکوکلو     
[.   هراا   نون        تشان    شد   ین    ربا   یتلالی   تکوکلو ،   13و      18شو د        ی

ین    الگ    رالرری   ب     اف   تکوکلو وف   صون       9-یلاد   شدا    اساا 
   Apaf-1 ولرود      7تبای    تین    رالرز   ت     نانه     اتن   تایلن       ی

ب       Apaf-1ها        نربب   شد         ین   وباب   کباف   تکوکلو  ،    ولرود
 صون    لاوی  ان    یا   یاف   برل    ین   سبلوک س    سلود    ضون   یتن د.   

فعالیت   ساازا    

در   ال ه    ا       7و3

تراانسفکت   ه     
)3-10Rlu × ( 

   3فعالیت   ساازا    

در   ال ه    ا       7و   

 سنتره

)3-10Rlu × ( 

تع اد   

ااعت        

ا    الیا    

 آ ا ت  

05 00 0 

115 05 5 

005 05 9 

005 05 11 

005 005 11 

ت د.     اا      هایی   تلاا    تکاکلو    شد    ین   سلود   3و      7یلالب     اساا    :  1جدرل   

   لدتی   سای    بلد   ت    تلاا    تکاکلو    تس 

ها       ین     اا   PSI CHECKیلالب    لوسبیات    ک   بد   :  1همودا    

  خللن   بلد   ت     ات ریرنن

 ی یسنان    و   پمكارا 
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ت    ونا    ینو ی      Cبا   ینیای    کباف    اگ   و   نهاشدا   سبلو اوف   
 بلو ندن    ب    ینوا   سبلوک س     یا    ب ف   بات    لااوج    ولرود   

Apaf-1   تایی.      ت     ال    لاوی  ان    و     ببا   ب    یاف   یلاد   یاته     ی
بای    شاو    تبنان    ت       Apaf-1ب     ولرود      Cت ماد   سبلو اوف   

یتنت       Apaf-1شوی.    ولرود      ببات    سالالرا ی   ین    ولرود    ی
ت    ت ل ا    ت بن   ب    ت ل ا       WRDو      CARD   ،NODها       یو بن

ین   ت ل ا    ت بن   کاو ئبن    اتن      CARD ابو ربب   تس .   یو بن   
ت     ال    لاوی  ان    با      Apaf-1تایل    و   کز   ت    نها   شدا    ولرود   

   NOD باا    نر    بنراید.   یو بن      9- اساا    CARDیو بن   
ها   و    Apaf-1بخر    با ی   کاو ئبن   بوی         ین   تلبزو ا   شدا   

ه    ین   ت ل ا       WRD نربب   تکوکلو وف    ار   یتنی.   یو بن   
ها      تس .    ا    د    C ابو ربب    اتن   تایل    و    ایزا    ت ماد   سبلو اوف   

کوشا دا   یو بن      WRDشد        یرلرای    ن بری   بخر       مون    ی
CARD      ولرود Apaf-1      ین    ال    لاوی  ان    تس     یات   ین
ین      CARDبرل      ال    لاوی  ان (   یو بن      Apaf-1 ولرود   

و   تلبزو ا      Cباشد   ین    البر    با   نها   شدا   سبلو اوف      یسلا     ری
       نربب   تکوکلو وف،   یو بن      Apaf-1ها       شدا    ولرود

CARD      ین   یسلا     اتن   تایل    و   ب    یو بنCARD    کاو اساا-
سالالان    ایرلالی    ا ب    ولرود      2111تایی.   ین   ساد       لمب    ی   9

Apaf-1       ت زرلاوف    لببن   شد.   ین      3 وشی   بات    تولبن   بان   با   و و
ین    دت دا   یاصل    ت    یو بن      WRDتین    االل     نخا   شد   یو بن   

CARD      ولرود Apaf-1       ان   شد     اتن   یتنی.   تین   یایل  
با   کوشا دا      WRDشد      وبا نل ا    بوی   چات         ا   ب     اد    مون    ی

CARD      ین    ولرودApaf-1       تین    ولرود   نت   ین    ال    لاوی  ان
ب     ا ند   ی    تبا       WRDیتنی.   ین   تین    االل     نخا   شد       ز     ی
        NODیتنی   و   ت      ببا   بنا    یضایی      نت    ز     ی   NODیو بن   

 ند.    ا نوا   ین      بات     نربب   تکوکلو وف    اون    تس ،    را ل     ی
 ها    ت د ی   صون    تایل    تس       بانسی   WD ونی    ار   یو بن   

بانسی    لایم    ناهد    شد    ین   تلاا     اگ   سلولی   کز   ت     ات ریرنن   
APAFت     را    تین   بانسی   بوی        بات    تولبن   بان   یلالب    کاو ئبن   

 دتنی   ب    لاوبی    ناا   یتی.      WD2  ر   یایل    تیی   نت        یو بن      1-
ها     ات ریر    شد    و   تلاا   شد    بات       سلود   1با    و     ب     دود   

یهند   و   تین   یلالب     نت    ناا    ی   7و      3تکاکلو    ب    لاوبی   یلالب     اساا    
ببنلا    را    ب     ال     نلاد      APAF-1ب    یلبب   و وی   کاو ئبن   
تیی        یا د   یو بن      ر   یایل    APAF-1تس .   کز   کاو ئبن   

WD2       لاوی   نت   ت تی    ای    و   یلالب    نابلی      9تس     ی    وت د    اساا
ها     ات ریر       ت    لاوی    ناا   یهد.   ت ا     ا ی        تکاکلو وف   ین   سلود

تبای   ی و    با      شرب    ی   Doxorubicinشد    و   تلاا   شد     وسع   

ها    یای    ه    ب    یلبب   WD2   ،APAF-1ها    یا د     ضون   کاو ئبن
  نند.   یلاد   شدا   ین   تثا   تلاا    تکاکلو    ین   تکاکلو وف    ضون   کبدت    ی

 ناهد     ی   شوی           سلود    نلاد   و   ه       1با    و     ب     دود   
ت د   ب    لاوبی    هایی        هرات        ات ریرنن   تلاا    تکاکلو    شد    سلود

یهند،   و   تین   یلالب     را    ب       نت    ناا    ی   7و      3یلالب     اساا    
ینصد      311 ا      211ت د      ها     نلاد        یاع   تلاا    تکاکلو    شد    سلود

ها    یا د    ببنلا   تس .   یلبب   تین   تیزتیر   یلالب    تا   تس         کاو ئبن
 وت د      نابلی   سلود    ی   APAF-1ب    لاوبی   ین    نان      WD2یو بن   
نت   یلاد      7و      3نت   یلاد   و     رلا   ت    تا   ت تی    ای    و    اساا       9 اساا    

 ند.    رل          ییزا         ین   کایاا   باید   ب    تا   تشان     ای   تین   تس    
 ها   ین    د   بابیی    اتن   یتنی.         راتن   کذیا    یتی 

تس    ین   تثا   تلاا    تکاکلو        WD2     یا د   یو بن   APAF-1کاو ئبن   
 ادیب      9نت   ب     اساا       9یهد   و   ساز   کاو اساا        نربب   تکاکلو وف    ی

یابد.   شوتهد      نت    ی   7و      3    یلاد    ایا    اساا        ند   وساز   ت ا      ی
ت          با   سا      HEK293Tهایی ها    ناا   یتی        سلود   تین   بانسی

ت د    راسب    ببنلا     را    ب    یتنوها       ر   یایل     ات ریر    شد 
ها    کایبن    ا    ب    یتنوها      د   سانا ی   یتن د   و         ن ا   ین   ول  

ها   شدید ا   و   هرات    با    یهند   بلر    کاسا   تا  د   سانا ی   کاسا    ی
 تس .      7و      3یلالب    ببنلا    اساا    

 تشکر   ر   اد داه 

ب    تین   وسبل    ت    نیاس    و    ان ناا    ا ز    یاباا     انبای     لاو     
ها     ای    و    ب دتش ،   ت دتی   و   ین اا    ا ا        ب    نون    رلاب     ر 

 لنو          ت  اف   تین   کاوک    نت   یاته     ای د    راد    نرا   و    دنیت ی   
  ی    رایب .

 منابع

1. Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell 

death. Toxicol Pathol 2007; 35: 495-516. 

2. Nancy A, Luzebnik Y. Caspases: enemies within. 

Science 1998; 281: 1321-16. 

3. Soengas MS, Capodieci P, Polsky D, Mora J, Es-

teller M, Opitz-Araya X, et al. Inactivation of the 

apoptosis effector Apaf-1 in malignant melanoma. 

Nature 2001; 409: 207-11. 

4. Bala S, Oliver H, Renault B, Montgomery K, Dutta 

S, Rao P, et al. Genetic analysis of the APAF1 gene 

in male germ cell tumors. Genes Chromosomes 

Cancer 2000; 28: 258-68. 

5. Li P, Nijhawan D, Budihardjo I, Srinivasula SM, 

Ahmad M, Alnemri ES, et al. Cytochrome c and 

dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9 

 Apaf-1نقد   دامین   قكواری   پووقنین   

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
3.

1.
51

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
86

24
1.

13
93

.3
.1

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
08

 ]
 

                             8 / 10

http://dx.doi.org/10.30505/3.1.51
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22286241.1393.3.1.4.5
https://jpmed.ir/article-1-222-en.html


Journal of Police Medicine 

13 
 

Spring 2014; Vol. 3, No. 1: 51-60   

12.Torkzadeh-Mahani M, Ataei F, Nikkhah M, Hos-

seinkhani S. Design and development of a whole-

cell luminescent biosensor for detection of early-

stage of apoptosis. Biosens Bioelectron 2012; 38: 

362-8. 

13.Xu C, Min J. Structure and function of WD40 do-

main proteins. Protein Cell 2011; 2: 202-14. 

14.Yoshida H, Kong YY, Yoshida R, Elia AJ, Hakem 

A, Hakem R, et al. Apaf1 is required for mitochon-

drial pathways of apoptosis and brain development. 

Cell 1998; 94: 739-50. 

15.Yuan J, Shaham S, Ledoux S, Ellis HM, Horvitz 

HR. The C. elegans cell death gene ced-3 encodes a 

protein similar to mammalian interleukin-1β-

converting enzyme. Cell 1993; 75: 641-52. 

16.Yuan S, Yu X, Topf M, Ludtke SJ, Wang X, Akey 

CW. Structure of an apoptosome-procaspase-9 

CARD complex. Structure 2010; 18: 571-83. 

17.Zou H, Henzel WJ, Liu X, Lutschg A, Wang X. 

Apaf-1, a human protein homologous to C. elegans 

CED-4, participates in cytochrome c-dependent 

activation of caspase-3. Cell 1997; 90: 405-13. 

18.Pennell RI, Lamb C. Programmed cell death in 

plants. Plant Cell 1997, 9: 1157-68. 

  

complex initiates an apoptotic protease cascade. Cell 

1997; 91: 479-89. 

6. Watanabe T, Hirota Y, Arakawa Y, Fujisawa H, 

Tachibana O, Hasegawa M, et al. Frequent LOH at 

chromosome 12q22-23 and Apaf-1 inactivation in 

glioblastoma. Brain Pathol 2003; 13: 431-9. 

7. Sachidanandam R, Weissman D, Schmidt SC, Kakol 

JM, Stein LD, Marth G, et al. A map of human ge-

nome sequence variation containing 1.42 million 

single nucleotide polymorphisms. Nature 2001; 409: 

928-33. 

8. Cryns V, Yuan J. Proteases to die for. Genes Dev 

1998; 12: 1551-70. 

9. Dorstyn L, Read S, Cakouros D, Huh JR, Hay BA, 

Kumar S. The role of cytochrome c in caspase acti-

vation in Drosophila melanogaster cells. J Cell Biol 

2002; 156: 1089-98. 

10.Reubold TF, Wohlgemuth S, Eschenburg S. Crystal 

structure of full-length Apaf-1: how the death signal 

is relayed in the mitochondrial pathway of apopto-

sis. Structure 2011; 19: 1074-83. 

11.Srinivasula SM, Ahmad M, Fernandes-Alnemri T, 

Alnemri ES. Autoactivation of procaspase-9 by 

Apaf-1-mediated oligomerization. Mol Cell 1998; 1: 

949-57. 

 ی یسنان    و   پمكارا 

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
3.

1.
51

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
86

24
1.

13
93

.3
.1

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
08

 ]
 

                             9 / 10

http://dx.doi.org/10.30505/3.1.51
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22286241.1393.3.1.4.5
https://jpmed.ir/article-1-222-en.html


 مجله    ا   امی  م 

06 
 

  06-15صفحات      -5شماره      -   1دوره - 5131 بهار

 

 Apaf-1نقد   دامین   قكواری   پووقنین   

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
3.

1.
51

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
86

24
1.

13
93

.3
.1

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
08

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://dx.doi.org/10.30505/3.1.51
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22286241.1393.3.1.4.5
https://jpmed.ir/article-1-222-en.html
http://www.tcpdf.org

