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 ǳƴǾǦš  
 کش هـا افزایش آلودگی های زیست محیطی به دلیل حضور انواع ترکیبات کلر دار و برم دار در جو، مصرف بی رویه انواع حشره   

به رطان زا هستند، مصرف صنعتی مواد شیمیایی سرطان زا و بسیاری از عوامل آلوده کننده دیگرکه دارای مواد شیمیایی س کش هاو علف 
ابتلا به بیماری سرطان همراه با تغییـرات درون  . مستقیم و یا از طریق از بین بردن لایه اوزون می توانند اثر سرطان زایی داشته باشند طور

آمـین  بدین منظور در این تحقیق تاثیر افـزایش غلظـت برخـی از    . آمین دار طبیعی است کیباتربسیار مهم مانند افزایش غلظت ت  سلولی
در ابتـدا فعالیـت   . بررسی شـده اسـت   Aپستانداران به نام ریبونوکلئاز  آنزیم های مهم ترینطبیعی بر روی ساختار و عملکرد یکی از  های

هـا بـا    و همچنـین در عـدم حضـور آن   ) اسپرمیدین، اسپرمین، کاداورینپوترسین، ( آنزیم مورد نظر در حضور تر کیبات آمین دار طبیعی 
نتایج نشان داد که تنها  ترکیب پوترسـین منجربـه کـاهش    . اندازه گیری شد nm 284استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتری و در طول موج

با استفاده از تکنیک دو رنگ نمایی دورانی بررسی  A فعالیت آنزیم می شود و بدین منظور تاثیر پوترسین بر روی ساختار آنزیم ریبونوکلئاز
و هم منجربه بهم ریختگی سـاختار دوم   Aنتایج کلی نشان می دهد که ترکیب پوترسین هم منجربه کاهش فعالیت آنزیم ریبونوکلئاز . شد

  .آن می شود
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  مقدمه

افزایش آلودگی هـای زیسـت محیطـی منجربـه بـروز و      
بـه طـور مثـال    . تشدید انواع سرطان ها در انسـان شـده اسـت   

کاهش غلظت اوزون استراتوسفر که به علت مصـرف صـنعتی و   
غیر صنعتی انواع ترکیبات کلر دار و برم دار پـیش آمـده اسـت،    

طح زمـین نفـوذ   بیشتری بـه س ـ  UV-Bسبب می شود که نور 
اکثر اثرات زیان آور زیستی از آنجـا ناشـی مـی شـود کـه      . کند

UV-B  مولکول هایمی تواند به وسیله DNA   جذب شـود و
تقریبـا تمـام سـرطان    . ها گردد منجربه فرایند موتاسیون در آن

های پوست به علـت ایجـاد موتاسـیون در ژن هـای کلیـدی در      
.  دجــاد مــی شــودر نــور خورشــید ای UV-Bتمــاس زیــاد بــا  

بـه   نهایتـاً بنابراین، هـر کاهشـی در اوزون انتظـار مـی رود کـه      
همچنین مصرف بـی  . افزایش شیوع سرطان پوست منتهی شود

و حشـره کـش هـایی کـه دارای مـواد       کش هـا رویه انواع علف 
شیمیایی سرطان زا مانند دیوکسین هسـتند، منجربـه افـزایش    

  . استشیوع انواع مختلف سرطان در انسان شده 
ترکیبــاتی کــه مصــرف صــنعتی دارنــد نظیــر ارســنیک، 
آزبستوز، بنزن، بنزیدین، نفتالآمین، دی اکسـید تـوریم، وینیـل    
کلراید، آکریلو نیتریل، آنیزیدین هیدروکلراید و بسیاری از مـواد  

مستقیم و یا از طریق از بین بردن لایه اوزون مـی   به طوردیگر 
شـدن   پـس از مبـتلا  . )1(دتوانند اثر سرطان زایی داشـته باشـن  

تغییـرات درون سـلولی در    رشـته  انسان به بیماری سرطان یک
این تغییرات  مهم تریناز جمله . بخش آسیب دیده رخ می دهد

می توان به افزایش غلظت تر کیبات آمـین دار طبیعـی کـه در    
،  این ترکیبات شامل اسـپرمین . سلول تولید می شوند اشاره کرد

، و کــاداورین اســت کــه در واقــع ایــن   اســپرمیدین، پوترســین
های آلیفاتیـک ارگانیـک هسـتند کـه در      ترکیبات  پلی کاتیون

ی یوکاریوتی و پروکاریوتی که تـا کنـون مطالعـه    سلول هاهمه 
 بـاکتری هـا  ، مخمـر و   ی پسـتانداران سلول هـا ، از قبیل  اند شده 

، زنجیـره   ساختار این ترکیبات از دو بخش عمده. شوند یافت می
ایـن    گـروه آمـین  .  یدروکربنی و گروه آمین تشکیل شده استه

مـی کنـد و ایـن     مثبـت پیـدا   فیزیولوژیک بـار  pHترکیبات در

نقش کلیدی  آمین هاعملکردهای فیزیولوژیک  بارهای مثبت در
 .  دارند

با توجه به نوع ساختاری که ایـن ترکیبـات دارنـد بـه     
،  DNA  ،RNAهـای   هـایی از مولکـول   عنوان لیگاند بـه بخـش  
، فسـفولیپیدهای اسـیدی    هـا  ، پروتئین ها نوکلئوتید تری فسفات

متصل به غشا مانند آدنیلات سـیکلاز و تـرانس    آنزیم های،  غشا
تا . شوند یونی متصل می کانال هایو  برخی از   گلوتامیناز بافتی

نظیـر رشـد    یکنون حضـور فعـال ایـن ترکیبـات در فراینـدهای     
  . ی مورد بررسی قرار گرفته استسلولی، تنظیم چرخه سلول

طبیعی درون سـلولی   آمین های در صورتی که میزان 
هـا در   کاهش سـطح آن .  تنظیم نشود، عوارضی را به دنبال دارد

شـده و   سـلول هـا  ی پستانداران منجر به کاهش رشـد  سلول ها
، اثر سمی به جای گذاشته و منجر  تجمع این ترکیبات در سلول

 بیماری هـایی و پیشرفت  سلول هاد تکثیر به افزایش بیش از ح
  .  )2-9(شود  نظیر سرطان می

افزایش غلظت آمین هـای طبیعـی    این کهبا توجه به 
ی سرطانی اثبات شده است، به نظـر مـی رسـد بـه     سلول هادر 

هـا در   علت وجود بار مثبت در این ترکیبات  افزایش غلظت آن
 ــســلول هــا ــرات عملک ــه ایجــاد تغیی ردی و ی ســرطانی منجرب

 زیسـتی از جملـه مولکـول     مـاکرومولکول هـای  سـاختاری در  

DNAیکـی از آنـزیم   . و پروتئین های ساختاری و آنزیمی شود
های مهمی که در این زمینه مورد توجه است آنزیم ریبونوکلئـاز  

A نقش ایـن  آنـزیم شکسـتن پیونـدهای شـیمیایی      . می باشد
ک ای طـی ی ـ  تـک رشـته   RNAفسفو دی استر در سـاختمان  

  .باشد استر می 5'ای و درمحل  واکنش دو مرحله
مرحله اول این واکنش آنزیمـی یـک واکـنش تـرانس     

اســت کــه منجــر بــه ) تــرانس استریفیکاســیون(فسفریلاســیون 
حد واسـط فسـفو دی   (فسفات حلقوی  3'و2'کیل حد واسط تش

دریک سمت از پیوند شکسته شـده و گـروه آزاد   ) استر حلقوی 
مرحلـه دوم ایـن   . گردد مت مخالف آن میهیدروکسیل درس -5'

اسـت کـه   ) آبکافـت (واکنش آنزیمی، یک واکـنش هیـدرولازی   
منجر به تجزیه شیمیایی حد واسط فسـفو دی اسـتر حلقـوی و    
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ــتری    ــو اس ــای مون ــکیل انته ــفات  3'تش ــو   3'(فس ــفو الیگ فس

  . )10-11(شود  می) نوکلئوتید
 آنـزیم هـای  بـر   آمـین دار  تا کنـون تـاثیر ترکیبـات    

توان بـه نیتریـک    مختلفی بررسی شده است که از آن جمله می
،  ، اسـتافیلوکوکال نوکلئـاز   ، ارنی تین دکربوکسـیلاز  اکسید سنتاز

ــپتورها   ــدروکربن رس ــل هی ــدریایی F-ATpase،  آری ،  میتوکن
،  لیگاز پستانداران C  ،DNA، پروتئین کیناز  پرولین اندوپپتیداز

، توبولینیـل   IIزئین کینـاز  ، کـا  وابسـته بـه کلسـیم    کانال هـای 
،  ای ، گلیکوژن سنتاز فسفاتاز ماهیچـه  تیروزین کربوکسی پپتیداز

  ، سیتروباکترنوکلئاز و اشـاره کـرد   فسفاتاز 6، گلوکز  Cفسفولیپاز
)12.(  

یت حضور ایـن ترکیبـات   بدین ترتیب با توجه به اهم
ن مختلف درصدد بررسی اثرات این ترکیبـات در  ادرسلول محقق

فیزیولوژیک و غیر فیزیولوژیک، بر روی ساختارهای  های غلظت
بـا  .  انـد  برآمده) ها ها وآنزیم عمده پروتئینبه طور(مختلف سلولی 

توجه به اهمیت ترکیبات آمین دار و همچنین نقش مهم آنـزیم  
 آمـین هـای  ، در این تحقیق تاثیر افزایش غلظـت   Aریبونوکلئاز

 آنـزیم هـای   مهم ترینز طبیعی بر روی ساختار و عملکرد یکی ا
 .بررسی شده است Aپستانداران به نام ریبونوکلئاز 

  
  روش هامواد و 

 Aسنجش فعالیت آنزیمی ریبونوکلئاز  -1

در این پروژه مطالعات سینتیکی با استفاده از دسـتگاه  
در  CECIL 9000مرئی مـدل   –اسپکتروفتومتر ماوراء بنفش

. اسـت جام شـده  ان C˚27و در دمای  )nm 284 )13طول موج 
ــتفاده   ــورد اس ــافر م ــامل  Tris-EDTAب  EDTA:2mMش

،Tris:100mM  ــا ــوده اســت pH:7.5ب ــای . ب در بررســی ه
آنزیم  ریبونوکلئاز پانکراس گاوی در  Mµ 5سینتیکی از غلظت 

ــور ــترای  حض ــی  cCMPسوبس ــدوده غلظت  mM 2-0در مح
   .استفاده شده است

سه بـار  ثبت سرعت آنزیم در هر غلظتی از سوبسترا با 
ثبت شده  سرعت هایتکرار انجام گرفت و با استفاده از میانگین 

  ).14-17(منحنی اشباع آنزیمی ترسیم شد

  Aبررسی اثر آمین های طبیعی بر فعالیت آنزیم ریبونوکلئاز  -2
طبیعـی شــامل پوترســین، کــاداورین،   آمــین هــایبررسـی اثــر  

در  Aاســپرمین و اســپرمیدین بــر فعالیــت آنــزیم ریبونوکلئــاز  
 mM و در غلظـت  mM 50-0و  mM 2-0محدوده غلظتـی  

در این مرحله آنـزیم بـه همـراه غلظـت      .سوبسترا انجام شد8/0
مورد نظر آمین دو دقیقه آنکوبه شد و سپس به محفظـه نمونـه   

پـس از آن در  . مجموع آنزیم و آمین مورد نظـر افـزوده گردیـد   
و  صفر شـد  nm 284حضور آمین اختلاف جذب دو محفظه در 

سوبسترا و در هر غلظـت  mM 8/0 ثبت سرعت آنزیم در غلظت
غلظـت  در پایـان نیـز نمـودار    . آمین با دو بار تکرار انجام گرفت

مانــده رســم  در مقابــل ســرعت بــاقی آمــین هــامختلــف  هــای
  ).18(گردید

   Aبررسی اثر لیگاند پوترسین بر سینتیک آنزیم ریبونوکلئاز  -3
، 4 غلظت هـای شباع آنزیمی در بررسی اثر پوترسین بر منحنی ا

بـرای مطالعـه سـینتیکی در    . انجام شده اسـت  mM 10و  8/6
حضور پوترسین ابتدا آنزیم به همراه غلظت مورد نظر پوترسـین  
دو دقیقه آنکوبه شد و سپس به محفظه نمونه مجمـوع آنـزیم و   

ثبت سرعت آنزیم در محـدوده غلظتـی   . پوترسین افزوده گردید
mM 2-0 در هر غلظت از لیگاند پوترسین با سه بار  سوبسترا و

منحنی اشـباع آنـزیم نیـز بـرای هـر غلظـت       . تکرار انجام گرفت
  .پوترسین به طور جداگانه پس از ثبت داده ها رسم شد

ــزیم ریبونوکلئــاز  -4 ــا اســتفاده از  Aبررســی ســاختار دوم آن ب
ــی   ــایی دورانـ ــگ نمـ ــک دورنـ ــا تکنیـ  Circular یـ

Dichorism)CD( های  طیفCD   بـنفش   یدر ناحیـه مـاورا
با استفاده از دستگاه طیف نور  (Far-UV CD spectra)دور 

  غلظت هایآنزیم  و Mµ 4/21  در غلظت Jasco J-7.5سنج 
ــه  5پوترســین پــس از  mM 130و  80، 70، 50، 20، 0 دقیق

براسـاس   ثبت شد و نتـایج حاصـل   C˚27آنکوباسیون در دمای 
ــولی   ــی واری مـ ــد بیضـ ــا ) molar epllipticity( واحـ یـ

degcm2dmol-1 در ایـن رابطـه از معادلـه    .  گزارش شده است
[ ] ( ) LCMRWobs ./100×= θθ λ  کـه در   استفاده شد

دهنده غلظت پروتئین برحسـب   نشان Cآن 
ml
mg  ،L   نمایـانگر

متوسـط وزن    cm   ،MRWطول مسـیر عبـوری نـور برحسـب    
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گیری شـده از بیضـی    اندازه مقدار θمولکولی یک اسید آمینه و 
دسـتگاه  .  باشـد  برحسب درجه در یک طول موج خاص می واری

کافوراسیدسولفونیک و بـا توجـه بـه مقـدار      -1-(+)توسط ماده 

]گزارش شده  ] 12
291 deg7820 −= dmolcmθ  کالیبره

هـای ثبـت شـده     حذف اغتشاشات موجود در منحنی.  شده است
شـکل اصـلی   ن تغییـر در  بـدو  Avivافـزار  نیز با استفاده از نـرم 

و برای آنـالیز طیـف هـا جهـت تعیـین        ها صورت گرفته منحنی
اســتفاده شــده  CDNNمیــزان ســاختارهای دوم از نــرم افــزار 

  .)19(است
  

  نتایج و بحث

در حضـور سوبسـترای    Aسنجش فعالیت آنزیم ریبونوکلئاز  -1
cCMP  

 mM2-0منحنی اشباع آنزیمی در محـدوده غلظتـی   
آنزیم در هـر سـنجش،    Mµ 5و در غلظت  cCMPسوبسترای 

شکل کلی منحنی به صورت غیـر هایپربولیـک   . رسم شده است
است که به نظر می رسد علت آن ظهور پدیده ای همانند پدیده 

 mMاین پدیـده تقریبـا از غلظـت    . می باشد مهار سوبسترایی

سوبسترا آغاز می شود و کاهش فعالیت آنـزیم را در غلظـت   8/0
 mMوبسترا به دنبال دارد تا جایی کـه در غلظـت   های بالاتر س

  ). 2،1نمودار( سوبسترا فعالیت آنزیم نزدیک صفر است 2
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  cCMPسوبسترای  mM 2-0منحنی اشباع آنزیم در محدوده غلظتی  - 1نمودار
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یده مهار و به سمت بالا منحرف شده است پد از منحنی که از حالت خطی خارجبخشی . برک -منحنی لینویور -2نمودار

  .سوبسترایی را نشان می دهد

تاثیر آمین های طبیعی شامل پوترسین، کاداورین، اسپرمین  -2
  Aو اسپرمیدین بر فعالیت آنزیم ریبونوکلئاز 

تاثیر این ترکیبـات آمـین دار بـر سـرعت آنزیمـی در      
ها بررسـی شـده    آن mM 50-0و  mM 2-0محدوده غلظتی 

از mM 2-0حدوده غلظتی نتایج نشان می دهند که در م. است
ی فوق، سرعت آنزیم تغییری نمی کند و صرفا نوساناتی آمین ها

در آن دیده می شود که از لحاظ آماری و با توجه به تعدد تکرار 
افـزایش تـدریجی غلظـت    . صورت گرفته قابل چشم پوشی است

همچنـان باعـث    mM 50کاداورین، اسپرمین و اسپرمیدین تـا  
 حـالی کـه  در  ،در سرعت آنزیم شده استایجاد نوسانات اندکی 

منجر بـه کـاهش    mM 50افزایش تدریجی غلظت پوترسین تا 
این غلظـت سـرعت آنـزیم    در جایی کهسرعت آنزیم می شود تا 

این آزمایش اثرغیرفعال کنندگی پوترسـین را  . صفر است تقریبا
نشان مـی دهـد کـه بـرای      Aبر روی سرعت آنزیم ریبونوکلئاز 

نتیجه لازم اسـت در چنـد غلظـت از پوترسـین      اطمینان از این
  ).4و3نمودار( منحنی اشباع آنزیمی رسم گردد 
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  Aبر روی سرعت آنزیم ریبونوکلئاز  mM  2-0تاثیر ترکیبات آمین دار در محدوده غلظتی - 3نمودار
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 Aبر روی سرعت آنزیم ریبونوکلئاز  mM  50-0تاثیر ترکیبات آمین دار در محدوده غلظتی -4نمودار

   Aبررسی اثر پوترسین بر سینتیک آنزیم ریبونوکلئاز -3
 mMمنحنی های اشباع آنزیمی، در محدوده غلظتـی  

 سوبسترا و در حضور چهار غلظت لیگاند پوترسـین شـامل   2-0

نتایج نشان می دهند که فـرم  . رسم شده اند mM10 و 8/6، 4

نی اشباع آنزیمی، در حضـور غلظـت هـای    غیر هایپربولیک منح

عـلاوه بـر ایـن    . مختلف لیگاند پوترسین نیز تکـرار پـذیر اسـت   

پوترسین به طور قابل توجهی باعث کاهش فعالیـت آنـزیم مـی    

آن مـی   شود که این موضوع تاییدی بر اثر غیـر فعـال کننـدگی   

  ). 7و  6، 5نمودار( باشد 
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  لیگاند پوترسین mM 4ور سوبسترا و در غلظت منحنی اشباع آنزیمی در حض -5نمودار
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  لیگاند پوترسینmM 8/6منحنی اشباع آنزیمی در حضور سوبسترا و در غلظت  - 6نمودار
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  لیگاند پوترسین mM 10منحنی اشباع آنزیمی در حضور سوبسترا و در غلظت  -7نمودار

  
در ادامه مطالعات سینتیکی منحنی پوترسـین در  

علیه فعالیـت آنزیمـی در سـه    mM 50-0محدوده غلظتی 
. از سوبسترا رسـم شـده اسـت    mM2/1 و 8/0،  4/0غلظت

منحنی ها نشان می دهند که در هر سـه غلظـت سوبسـترا    

فعالیت آنزیم با افزایش غلظت پوترسین کاهش پیـدا کـرده   
پوترسین فعالیت آنـزیم در   mM50 در غلظت  جایی کهتا 

، 8 نمـودار ( رسدهر سه غلظت سوبسترا نزدیک به صفر می 
  ). 10و  9
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  سوبستراmM 2/1مختلف پوترسین در مقابل فعالیت ویژه آنزیم در غلظت  غلظت هایمنحنی  - 8نمودار
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  سوبسترا mM8/0ابل فعالیت ویژه آنزیم در غلظت قمختلف پوترسین در م غلظت هایمنحنی  -9نمودار
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  سوبستراmM 4/0فعالیت ویژه آنزیم در غلظت ابل  قدر م مختلف پوترسین غلظت هایمنحنی  -10نمودار

در حضـور   Aمطالعه تغییرات ساختار دوم آنزیم ریبونوکلئاز  -4
  لیگاند پوترسین 

ت ساختار جام مطالعات پیوندی بررسی تغییرابه دنبال ان
ــزیم در  ــای دوم آن ــت ه  mM 130و  80، 70، 50، 20، 0غلظ

یی دورانــی لیگانــد پوترســین بــا اســتفاده از روش دو رنــگ نمــا
(Circular Dichorism)   و در ناحیـهnm 240-190  انجـام

مقایسه طیـف سـاختار دوم آنـزیم طبیعـی و     ). 11نمودار ( شد 
آنزیمی که در حضور غلظت های مختلف پوترسین آنکوبه شـده  

در ایـن شـکل افـزایش غلظـت پوترسـین      . است، نشان می دهد
در . ی کنـد تغییرات منظمی را در سـاختار دوم آنـزیم ایجـاد م ـ   

 ,Parallel βراستای افزایش غلظت پوترسین کـاهش درصـد   

β-Turn  و-Helix  α   به همراه افزایش درصـد  Random 

coil  وAnti parallel β به ایـن ترتیـب   . مشاهده شده است
می توان از پوترسین در غلظت های ذکر شده به عنـوان عـاملی   

نـام    Aوکلئـاز م ریختگی ساختار دوم آنزیم ریبونه در جهت به
  . برد
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پوترسین با استفاده از   mM130 و  80، 70، 50، 20، 0 بررسی تغییرات ساختار دوم آنزیم در حضور غلظت های - 11نمودار

  .nm 240-190در ناحیه  (Circular Dichorism)تکنیک دو رنگ نمایی دورانی 

  

  نتیجه گیری
ایـن   با توجه به بررسی های انجام شده مـی تـوان بـه   

نتیجه رسید که وجود عوامل سرطان زا در محیط زیسـت و بـه   
 .ارددنبال آن بیماری سرطان نتـایج گسـترده ای را بـه دنبـال د    

ایـن تحقیـق پیداسـت افـزایش غلظـت      همان طور که از نتـایج  
به تغییـرات   ویژه پوترسین می تواند منجره کیبات آمین دار بتر

همان طور کـه  . شود A عملکردی و ساختاری آنزیم ریبونوکلئاز
نشان داده شده است ترکیبات آمین دار در غلظـت   3در نمودار 

هایی نزدیک به غلظت طبیعی اثر چندانی بر روی فعالیت آنزیم 
ــا افــزایش غلظــت تــا  ،ندارنــد Aریبونوکلئــاز   mM  50امــا ب

 Aلیگاند پوترسین توانست فعالیت آنزیم ریبونوکئـاز   )4نمودار(
نبال بررسی های بعدی مشخص شد کـه در  به د. را کاهش دهد

پوترسین، منحنی اشـباع   mM10 و  8/6، 4 سه غلظت انتخابی
آنزیمی تغییرات محسوسی را نشان می دهـد کـه ناشـی از اثـر     

بـا   Aبررسی ساختار دوم آنزیم ریبونوکلئـاز  . پوترسین می باشد

70 mM Put = 

50 mM Put =  
  

130 mM Put =  

20 mM Put =  

0 mM Put = 

80 mM Put =  
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استفاده از تکنیک دو رنگ نمایی دورانی نیز نشان می دهد کـه  

. یم را داشته اسـت د پوترسین توانایی تغییر ساختار دوم آنزلیگان
وان گفت که یکـی از نتـایج بیمـاری سـرطان     تبدین ترتیب می 

  .می تواند باشد Aتغییر ساختار و فعالیت آنزیم ریبونوکلئاز 
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