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  چكيده
  

  . شوند هاي خوني با عملكردهاي مختلف در مغز استخوان توليد مي هماتوپوئز روندي است كه در طي آن سلول: مقدمه

دارد بر ) ييگياهي و دريا( به عنوان يك ايمنومدولاتور كه منشاء طبيعي MS14به منظور بررسي اثر فرآورده اين تحقيق  :هدف

  .ه استروند خونسازي انجام شد

و ) كننده سرم فيزيولوژي  دريافت( هفته انتخاب به دو گروه كنترل 8 - 6 ماده با سن  BALB/c  راس موش8: روش بررسي

MS14)  گرم بر گيلوگرم   ميلي100دريافت كنندهMS14 ( ها بيهوش و كشته   روز و سپس موش5مدت زمان تجويز . دشتقسيم

به نيمي از .  ساعت كشت داده شد48هاي مغز استخوان آنها شمارش و براي  د و سلولشدند، از خون محيطي آنها اسمير تهيه ش

  . افزوده شد) EPOاريتروپوئتين (هاي مغزاستخوان فاكتور رشد اريتروئيدي  هاي كشت سلول چاهك

ز مغز استخوان هاي قرم گرم بر كيلوگرم موجب افزايش درصد گلبول  ميلي100با دوز MS14 پنج روز تجويز فرآورده : نتايج

 برابر را نشان 2استخوان نيز افزايشي حدود  هاي مغز هاي اريتروسيتي در كشت سلول كلنيهمچنين . دش ) برابر2حدود (ها  موش

و رسيد و در حضور در گروه دار 14 حدود به در گروه كنترل 7حدود از ها  داد به اين ترتيب كه ميانگين تعداد كلني مي

)  افزايش نسبت به كنترل درصد60حدود (ها   افزايش درصد نوتروفيلاين فرآورده موجب.  كلني رسيد23ه  ب13اريتروپوئتين از 

  . دش در خون محيطي

هاي قرمز خون  هاي اريتروسيتي و درصد گلبول  بر تعداد كلنيMS14با توجه به اثر افزايشي مشاهده شده داروي : گيري نتيجه

شود  رد كه فرآورده فوق در شرايط به كاررفته نه تنها موجب وقفه در روند خونسازي نميگيري ك توان اينطور نتيجه محيطي مي

  .دهد بلكه اين فعاليت را افزايش مي

  هاي خون، اريتروپوئتين، كشت مغز استخوان ، لكوسيت)هماتوپوئز(، خونسازي MS14: گانواژ گل
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  ...بر  MS14 ثير فرآوردهأت

 

  مقدمه

روزانه در بدن انسان ميلياردها گلبول سفيد و قرمز و 

 كه در روند  هاي خوني پلاكت جهت جايگزيني با سلول

 طبيعي سلول، بيماري يا ضربه از دست )Turnover( تبديلات

ها در زمان عفونت و  توليد اين سلول. شود روند، توليد مي مي

خونريزي توسط ترشح سايتوكاين از سيستم ايمني افزايش 

ه حالت  و با از بين رفتن عامل استرس دوباره ب]1[ يابد مي

اين روند توليد سلول خوني و تعادل . گردد طبيعي خود بر مي

هاي  ابقاء اين سيستم نيازمند سلول .]2[آن را هماتوپوئز گويند 

در مغز استخوان است كه به تبديل شدن به خونساز بنيادي 

روند . ]3[اند   متعهد شده)Progenitor(ساز  هاي پيش سلول

سازهاي خود   خوني از پيشهاي مختلف تكثير و تمايز سلول

هاي مغز استخوان و  در شرايط آزمايشگاهي با تكثير سلول

استفاده از فاكتورهاي رشد مختص هر رده سلولي قابل بررسي 

يك هورمون گليكوپروتئيني (اريتروپوئتين ]. 4 [و مطالعه است

فاكتور رشد اجباري )  كيلودالتون40 - 34با وزن مولكولي 

 نيز براي همين in vitroدهاست و در شرايط براي نمو اريتروئي

  .]5[منظور بايد به محيط كشت افزوده شود 

  شاه درصد90 حاوي MS14 دريايي – فرآورده گياهي

  درصد5، )پوستان از خانواده سخت ()King prawn( ميگو

  هوفاريقون درصد5 و )Apium graveolens( كرفس وحشي

)Hypericum perforatum(باشد كه با   ميچاي  يا علف

فرمولاسيون خاص در گروه فارماكولوژي دانشكده پزشكي 

دهد  نتايج مطالعات نشان مي. ]6[دانشگاه شاهد تهيه شده است 

ها نداشته و جزء مواد  كه اين فرآورده اثر توكسيكي بر سلول

هاي   در بررسي].7،8[شود  بندي مي غيرسمي و خوراكي طبقه

ژي دانشكده پزشكي دانشگاه صورت گرفته در گروه ايمنولو

از جمله (هاي ايمني   موجب كاهش برخي پاسخMS14شاهد، 

رسد بخشي   و لذا به نظر مي]9[شده بود ) پاسخ هومورال اوليه

اثر (ثير بر سيستم ايمني باشد أاز خواص آن از طريق ت

ولي در مورد اثر اين فرآورده بر خونسازي ) ايمونومدولاتوري

  از آنجا كه اين فرآورده . ي انجام نشده استا تا به حال مطالعه
  

  

براي استفاده در بيماران مبتلا به مالتيپل اسكلروز پيشنهاد شده 

استفاده شده جهت درمان ي يهاي دارو است و برخي فرآورده

 ندشوخوني در بيمار  ممكن است باعث بروز كماين بيماران 

ر تنظيم هاي مهم دخيل د  يكي از مكانيسم همچنين]. 10،11[

هاي  هاي ترشح شده از سلول روند خونسازي بدن سايتوكاين

 فعال شده و ماكروفاژها Tسيستم ايمني مانند لنفوسيت 

تحقيقات نشان داده است كه بين سيستم ايمني   و]4 [باشد مي

و با  ]1 [ وجود دارد تنگاتنگي و روند خونسازي بدن رابطه

يستم ايمني، بررسي  بر سMS14توجه به اثرات متنوع فرآورده 

ثير آن بر روند خونسازي در داخل بدن موجود زنده ضروري أت

از اين رو در مطالعه حاضر اثر تجويز خوراكي  . رسيد به نظر مي

هاي خوني و همچنين   بر ميزان سلولMS14فرآورده 

 در شرايط BALB/c هاي مغزاستخوان موش سازي سلول خون

in vivoمورد بررسي قرار گرفت .   

  

   ها روش مواد و

   حيوان آزمايشگاهي

با  هفته 8 - 6 ماده در گروه سني BALB/cموش  راس 8

آزمايشگاه حيوانات دانشكده  از   گرم28 - 22محدوده وزني 

ها به دقت وزن شدند و  موش. دشپزشكي دانشگاه شاهد تهيه 

  و كنترل تقسيم شدند وMS14طور تصادفي در دو گروه ه ب

 تحت شرايط استاندارد آب و  جداگانه وهر گروه در قفسي 

   .غذا و دما و نور نگهداري شدند
  

  MS14 فرآورده

ها و دوز مورد   با توجه به وزن موشMS14پودر داروي 

 وزن و در  MS14براي گروه) گرم بر كيلوگرم  ميلي100(نظر 

 روز متوالي به هر موش در 5طي . دشسرم فيزيولوژي حل 

 ميكروليتر و به گروه كنترل 100حجم گروه دارو، دوز فوق در 

همين مقدار سرم فيزيولوژي به وسيله لوله تغذيه كننده 

   .خورانده شد ) فيدينگ تيوب (
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  يازدهم، دوره دوم، لنامه گياهان دارويي، سال فص

  1391شماره مسلسل چهل و دوم، بهار 

 

  و همكاراناقتداردوست

 

   كشتن حيوان و تهيه اسمير خون

 ساعت بعد از آخرين تجويز، با توجه به 24روز ششم، 
قوانين كار با حيوان مصوب كميته اخلاق پزشكي دانشكده 

ها به وسيله دي اتيل اتر در حجم   شاهد، موشپزشكي دانشگاه
  . زياد ابتدا بيهوش و سپس كشته شدند

ها استريل و با قيچي باز شد؛ بعد از  سطح شكمي موش
نمايان شدن قلب به آرامي به كمك سرنگ مقداري خون از 

جهت شمارش افتراقي   اسمير نازك از آن، قلب گرفته و سريعاً
بعد از فيكس كردن . دش هاي خون محيطي تهيه لكوسيت

آميزي و با  ها با شعله به روش رايت گيمسا رنگ سلول
  . ميكروسكوپ نوري شمارش افتراقي صورت گرفت

  

كشت  مغز استخوان و هاي سلول جداسازي فمور، سازي آماده

   ها سلول

استخوان  هاي مغز استخوان فمور كه منبع معمول سلول
ان جدا، بافت ماهيچه  استريل از حيواست، در شرايط كاملاً

مفاصل دو انتهاي استخوان ران .  برداشته شداطراف آن كاملاً
استريل بودن مواد و . به دقت توسط قيچي استريل جدا شد
به . اي برخوردار است لوازم در اين مرحله از اهميت ويژه

-IMDM   )Gibco ليتر محيط  ميلي2وسيله سرنگ استريل، 

USA(تزريق شد و با اين كار  به درون حفره استخواني 
 ها در دور سلول. دشهاي موجود در مغز استخوان جدا  سلول

rpm 40  هاي استخواني  يك دقيقه سانتريفيوژ شد تا خرده
سوسپانسيون سلولي . ها جدا شوند نشين و از سلول احتمالي ته

بدون در نظر گرفتن (حاصل به وسيله لام نئوبار شمارش 
 سلول در محيط كشت 7×105يزان و به م) هاي قرمز گلبول

IMDM درصد20 حاوي  FBS (Gibco-USA) ، 10% 

BSA  (Sigma- USA) ،8/0متيل سلولز درصد    
) Sigma - USA ( ميكروليتر در پليت 1000به حجم نهايي 

جهت بررسي .  كشت داده شد)Nunc- Denmark( خانه 24
ها در هر دو   به نيمي از نمونه اثر فاكتور رشد بر رده اريتروئيد

 -EPO )R&D Systemگروه كنترل و دارو اريتروپوئتين، 

USA( ليتر اضافه شد  نانوگرم بر ميلي20 با غلظت نهايي .

  درصد5گراد با   درجه سانتي37 ساعت در دماي 48ها  پليت
CO2اطمينان از صحت نتايج كل جهت . ]12،13 [ انكوبه شدند

  .دش دوبار تكرار ها آزمايش
 ساعت از كشت 48 بعد از گذشت - شمارش كلني

هاي  ها، كلني دست آمده از مغز استخوان موشه هاي ب سلول
طور كامل در هر ه حاصل توسط ميكروسكوپ اينورت ب

هاي  و تعداد كلني) همراه با تهيه عكس(د شچاهك شمارش 
. دشايجاد شده به عنوان معياري از هماتوپوئز محسوب 

 ساعت دوام 48اد شده و تا هاي اريتروئيدي سريع ايج كلني
خير بيشتري ايجاد شده و أها با ت كه ساير كلني دارند در حالي

  .]13[از نظر شكل ظاهري نيز با يكديگر متفاوتند 

  

  آناليز آماري

دست آمده در هر مرحله از آزمايش توسط آزمون ه نتايج ب
 به p>05/0 د وش ارزيابي )T-TSET(آماري تي استيودنت 

  .دار در نظر گرفته شد تلاف معنيعنوان سطح اخ

  

   نتايج

گرم بر در  گرم بر كيلو  ميلي100 با دوز MS14ثير داروي أت
در هنگام شمارش   هاي قرمز مغز استخوان موش صد گلبول

هاي  هاي مغز استخوان جهت كشت، فراوان بودن گلبول سلول
هاي قرمز نيز   مشهود بود و تعداد گلبول MS14قرمز در گروه

هاي  د و درصد گلبولش دو گروه كنترل و دارو شمارش در هر
ها  اعم از لكوسيت(هاي شمارش شده  قرمز نسبت به كل سلول

ها   كه ميانگين اين سلولشد، تعيين و مشاهده )ها و اريتروسيت
داري افزايش  طور معنيه هاي دريافت كننده دارو ب در موش

). p>007/0 ، درصد58  ±6 درصد به 27±  5از (يافته است 
  .شود  مي ديده1  شمارهدر نمودارنتايج آماري 
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  ...بر  MS14 ثير فرآوردهأت

 

  
هاي قرمز مغز   موجب افزايش درصد گلبولMS14داروي . هاي قرمز موجود در مغز استخوان در دو گروه كنترل و دارو درصد گلبول -1نمودار شماره 

  .ان با لام نئوبار شده استهاي حاصل از مغز استخو هاي دريافت كننده دارو در شمارش سلول استخوان موش
  

گرم بر كيلوگرم بر   ميلي100 در دوز MS14ثير فرآورده أت

ستخوان در هاي مغز ا هاي اريتروسيتي در كشت سلول كلني 

  حضور و بدون حضور محرك
هاي متعددي  هاي مغز استخوان هر موش در چاهك سلول

ين ها اريتروپويت كشت داده شد و در هر مورد به نيمي از چاهك

ه هاي ب  ساعت از كشت سلول48بعد از گذشت . دشاضافه 

ه هاي حاصل توسط ميكروسكوپ اينورت ب ، كلني دست آمده

همانطور كه انتظار . دشطور كامل در هر چاهك شمارش 

 در هر دو )EPO(رود حضور فاكتور رشد اريتروپوئتين  مي
ان ريتروپوئزي را به ميزاهاي  ، تعداد كلنيMS14گروه كنترل و 

 در گروه كنترل بدون حضور داري افزايش داده است مثلاً معني
 كلني در هر چاهك و در 7طور ميانگين حدود ه اريتروپويتين ب

حدود  -شود   كلني مشاهده مي13حضور اريتروپويتين حدود 

شود كه تعداد  ثير در گروه دارو هم ديده ميأهمين ت)  برابر2
 رسيده 23 به بيش از 14ها در حضور اريتروپويتين از  كلني

هاي  دهنده پاسخ طبيعي سلول كه نشان) 2  شمارهنمودار(است 

  .مغز استخوان به محرك است

ميزان افزايش مشاهده شده در اثر تجويز دارو نيز در هر 

ثير مشاهده شده از محرك اريتروپويتين أ به اندازه تگروه تقريباً

ي كه دارو يها استخوان در موش هاي مغز است يعني سلول
 برابر بيشتر كلني اريتروئيدي توليد 2اند حدود  دريافت كرده

ه ها كه در گروه كنترل ب به اين ترتيب كه تعداد كلني. كنند مي

ي كه يها  كلني در هر چاهك است در موش7طور ميانگين 
MS14كلني در هر چاهك 14اند به حدود   مصرف كرده 

اين افزايش ). p>03/0 حدود دو برابر افزايش،( رسيده است

ها  شود يعني تعداد كلني در حضور اريتروپويتين هم مشاهده مي

 در گروه دارو 23 در گروه كنترل به بيش از 13از حدود 

)p>05/0 برابر افزايش 74/1حدود  (رسد مي
.  

هاي   نماي ميكروسكوپي كلني2 و 1  شمارهدر تصاوير
شاهده  مMS14اريتروئيدي تشكيل شده در گروه كنترل و 

.شود مي
  

  

هاي  ها و لنفوسيت  بر درصد نوتروفيلMS14ثير فرآورده أت

   خون محيطي
بعد از خونگيري از قلب موش و تهيه اسمير درصد 

نتايج . دشها با ميكروسكوپ نوري شمارش افتراقي  لكوسيت

 درصد MS14كننده   گروه دريافتدهد كه نشان مي
 درصد به 9 حدود از(هاي خون محيطي آنها افزايش  نوتروفيل

ها مختصري كاهش  و درصد لنفوسيت) p>0006/0 درصد، 14

 افزايش مشاهده  ).p>001/0  درصد83 به 89از  (يافته است 

هاي  داده. دار نبود ها از نظر آماري معني شده درصد منوسيت

. شده است آورده3  شمارهدر جدولآماري 
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ها در حضور و عدم   ساعته مغزاستخوان موش48در كشت .  ساعته مغز استخوان48 تشكيل شده در كشت هاي اريتروئيدي  تعداد كلني-2  شمارهنمودار

هاي مغز استخوان در دو گروه   در كشت سلولكننده دارو هاي دريافت هاي اريتروئيدي مغز استخوان موش  موجب افزايش كلنيMS14، داروي EPOحضور محرك 

  . شده استكننده دارو و كنترل دريافت
  

  

در اين نماي ميكروسكوپي، در  .  برابر40 بزرگنمايي –هاي اريتروئيدي كشت مغز استخوان در گروه كنترل   نماي ميكروسكوپي كلني-1  شمارهتصوير

  . كلني اريتروئيدي قابل مشاهده است؛ كه با فلش نشان داده شده است2 ساعت 48هاي گروه كنترل بعد از  كشت مغز استخوان موش

  

  

در اين نماي ميكروسكوپي، در  . برابر40 بزرگنمايي – MS14 هاي اريتروئيدي كشت مغز استخوان در گروه  نماي ميكروسكوپي كلني-2  شمارهويرتص

  . كلني اريتروئيدي قابل مشاهده است؛ كه با فلش نشان داده شده است5 ساعت 48هاي گروه دارو بعد از  كشت مغز استخوان موش
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  هاي خون محيطي صد لكوسيت در-3  شمارهجدول

 بازوفيل  ائوزينوفيل  منوسيت  لنفوسيت  نوتروفيل  

6/8 كنترل  ± 81/0  4/89 ± 98/0  6/1 ± 24/0  4/0 ± 24/0  0 

MS14  9/13 ± 62/0 * 4/83 ± 7/0 * 2/2 ± 2/0  5/0 ± 166/0  0 

 *05/0<p 

  

   بحث

دست آمده در اين مطالعه حاكي ازآن است كه ه نتايج ب
گرم بر كيلوگرم و پنج روز   ميلي100 با دوز MS14فرآورده 

هاي قرمز  تجويز خوراكي پيوسته موجب افزايش درصد گلبول
د و همچنين شو  ميBALB/cهاي  در مغز استخوان موش

هاي مغز   ساعته سلول48هاي اريتروئيدي در كشت  تعداد كلني
در گروه ) چه در حضور و چه در غياب اريتروپويتين(استخوان 

هاي  اگر فقط افزايش گلبول .  بيشتر استMS14كننده  دريافت
قرمز در خون مشاهده شود ممكن است فرض كنيم كه گلبول 

 ولي افزايش تعداد ؛قرمز از منابع ذخيره خود آزاد شده است
هاي مغز استخوان حاكي از اين است  ها در كشت سلول كلني

هاي متعهد  كه اين فرآورده باعث افزايش تعداد يا فعاليت سلول
از آنجا كه روند خونسازي . رده اريتروپويتيك شده استبه 

هاست اين احتمال وجود  ها و سايتوكاين تحت كنترل هورمون
هاي توليدكننده اين  دارد كه فرآورده فوق با اثر بر سلول

ها موجب افزايش فعاليت هماتوپويتيك  ها يا سايتوكاين هورمون
هاي  سلول اثر مستقيمي بر MS14شود يا اينكه ممكن است 

اند  با توجه به مطالعات قبلي كه نشان داده. خونساز داشته باشد
ها در موش اثر داشته  تواند بر توليد سايتوكاين اين فرآورده مي

 و يا ]IL-5 , IL-10 ]14هاي  موجب افزايش سايتوكاين(باشد 
و از اين طريق بر فعاليت سيستم ايمني ] 15 [دشو IL-2كاهش 

ثر ؤهاي م  بر سايتوكاينMS14نجا احتمال اثر در اي) اثر بگذارد
 اثبات اين نظر نياز به البته  .رسد در خونسازي منطقي به نظر مي

تغييرات سايتوكايني يا خصوص بررسي  در بيشتريهاي  آزمايش
   .دارد  IL-3, IL-7مهم در خونسازي مانند هورموني

هاي خون محيطي نيز مورد  در اين مطالعه درصد لكوسيت
  هاي  رسي قرار گرفت و مشاهده شد كه درصد نوتروفيلبر

  

و درصد )  درصد60حدود (خون محيطي افزايش قابل توجه 
از آنجا . دارد)  درصد7حدود (ها نيز كاهش مختصر  لنفوسيت

تواند حاكي از  ها چشمگير است مي كه افزايش تعداد نوتروفيل
اشد كه هر افزايش توليد يا افزايش آزادسازي از منابع ذخيره ب

 با توجه به عمر   كههاي بيشتر است دو مورد نيازمند بررسي
در مورد كاهش  ]4 [)در حدود روز(ها   كوتاه نوتروفيلنسبتاً

نظر توان اينطور در ها مي مختصر مشاهده شده در لنفوسيت
دهنده كاهش مطلق تعداد باشد  گرفت كه بيشتر از آنكه نشان

ت چون در اين مطالعه، درصد هاس ثير افزايش نوتروفيلأتحت ت
ها مورد بررسي قرار گرفته است و وقتي تعداد و در نتيجه  سلول

درصد يك سلول زياد شود به طور نسبي كاهشي در درصد ساير 
متر  شود ولي ممكن است تعداد مطلق آنها در ميلي  ها ديده مي سلول

ي داري نداشته باشد لذا در مطالعات تكميل مكعب خون تغيير معني
همچنين . در مورد اثر بر لنفوپوئز اين نكته قابل توجه خواهد بود

ها و  درصد نوتروفيل لازم به ذكر است در ساير مطالعات نيز
هاي مشاهده  درصدها در موش كوچك آزمايشگاهي با  لنفوسيت
  .]16 [خواني دارد مطالعه حاضر همشده در 

ت برخي دست آمده از مطالعه حاضر در رفع ابهاماه نتايج ب
 و از مطالعات گذشته مفيد بوده است از آن جمله احمدي

اند كه فرآورده  همكارانش طي تحقيقاتي به اين نتيجه رسيده
MS14 توانسته است موجب بهبود كيفيت زندگي بيماران مبتلا 

 شود؛ اين امكان وجود دارد كه بخشي از اين ]MS ]17به 
شد كه صحت اين م مثبت ناشي از افزايش اريتروپوئز بايعلا

 ولي از آنجا .نظر نياز به بررسي دقيق اين پديده در بيماران دارد
دهد كه برخي داروهاي متداول در درمان  كه تحقيقات نشان مي

 موجب كم Azathioprine مانند بتا اينترفرون و MSبيماري 
 اين اثر MS14فرآورده   و]10،11[شود  خوني در بيماران مي
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مايشگاهي و در بدن بيمار نشان نداده سوء را در شرايط آز

   .باشد اي مي است نكته قابل توجه

در مدل حيواني عفونت   MS14در مطالعه ديگري اثر  

 موجب بهبود  د كه در نهايتش بررسي سپسيس كانديدايي

شود كه يك دليل آن   در مقابله با عفونت ميها موشعملكرد 

از آنجا كه در . ]18[افزايش تعداد ماكروفاژهاي صفاقي بود 

هاي خون محيطي در گروه  مطالعه حاضر درصد نوتروفيل

MS14با توجه به نقش دفاعي   افزايش يافته است و

هاي  هاي قارچي كه جزء اولين سلول عفونت ها در نوتروفيل

هاي  توان افزايش نوتروفيل  مي]19[باشند  دفاعي فعال شده مي

  .ر اين رابطه دانستثر دؤهاي م خون را نيز از جمله مكانيسم

  

   گيري نتيجه

   نه تنها  MS14توان نتيجه گرفت كه داروي در نهايت مي  

  

ده بلكه شهاي مورد آزمايش ن خوني در موش موجب كم

هاي قرمز را افزايش بدهد كه  توانسته است ميزان ساخت گلبول

شود ولي در بيماران كه  هرچند در مجموع اثر مثبتي تلقي مي

 به مضرات احتمالي افزايش بيش از   دارند بايدشرايط متفاوتي

ضمن اينكه مكانيسم . هاي قرمز نيز توجه داشت اندازه گلبول

ثير آن بر ساير أدقيق اثر اين فرآورده و همچنين ميزان ت

ها و  هاي خونسازي مثل لنفوپوئز و سايتوكاين فعاليت

باشد كه در  تري مي ثر نيازمند تحقيقات جامعؤهاي م هورمون

 .آينده هم در مدل حيواني و هم در انسان صورت گيرد

  

   تشكر و قدرداني

از آقاي دكتر امراالله احمدي به جهت همكاري در اين 

   .شود  تشكر ميMS14پژوهش از جمله كمك در تهيه فرآورده 
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