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 ها: کلیدواژه
پلی داكتیلی، پیری كندروسیت،

 و  سلولی، سرم، 

 چکیده 
غضروف مفصلی است. برای پیوند   ضایعاتدرمان  یها های کندروسیت، یكی از روش پیوند سلول زمينه.

ها به  . سرمها از بافت و تكثیر آنها در محیط كشت حاوی سرم هست ها نیاز به جداسازی این سلول كندروسیت
( در  شوند. سرم جنین گاوی ) ها به محیط کشت افزوده می دلیل داشتن فاكتورهای رشد، برای رشد سلول

سیستم ایمنی میزبان را به خطر  های گاوی موجود در  شود. اما پروتئین کشت سلولی استاندارد استفاده می
رسد. همچنین كودكان   ضروری به نظر می سرم انسانی به جای  برای موارد بالینی، جایگزینیاندازد. بنابراین  می

و سرم خون جفت  این مطالعه اثر در دارند. بنابراین های با قدرت تكثیر بالا نسبت به بالغین  كندروسیت
 های كودكان بررسی شده است.  های مرتبط با پیری سلولی کندروسیت انسانی روی مورفولوژی و بیان ژن

 01های بافت غضروف افراد پلی داكتیلی، در محیط حاوی  ها، پس از جداسازی از نمونه كندروسیت  روش کار.
انی تا پاساژ پنجم کشت داده شدند. سرم جفتی انسانی از خون وریدی سمت و سرم انس سرم درصد

ها در دو محیط رشد با میكروسكوپ معكوس مقایسه شد. برای  جنینی جفت حاصل شد. مورفولوژی سلول
شد. بررسى  با استفاده از  و  های  بررسی پیری سلولی، بیان نسبی ژن

طور قابل توجهی نسبت به گروه سرم انسان کاهش  به  ها در محیط حاوی  تعداد کندروسیت .ها یافته
ها در طی پنج پاساژ از دوكی به پهن تغییر شکل یافتند. بیان  های سلول ، فنوتیپیافت. در محیط حاوی 

به طور قابل توجهی افزایش یافته  های رشد یافته در محیط حاوی  در کندروسیت و  های  ژن
 مطابقت داشت.  دار بود. نتایج مورفولوژیکی با نتایج  معنی است و این افزایش در مورد 

های انسانی، پیشگیری از پیری سلولی و  سرم جفت انسانی مزایایی مانند سرعت تكثیر بیشتر کندروسیت .گیری نتیجه
 های كشت داده شده برای مهندسی بافت غضروفی دارد. از كندروسیتمشكلات ایمونولوژیك در استفاده 

 
 مقدمه

در سراسر  جوامع مشكلاتیکی از یهای بافت غضروف  آسیب
در  ها معمولا کند. این آسیب میزیادی را درگیر  فرادبوده و ا ایدن

 1.شود تیو و با افزایش سن ایجاد میهای دژنرا اثر ضربه، بیماری
 نیست و امروزهطور طبیعی قابل ترمیم  بافت غضروفی، به

های غضروفی صورت  ای جهت درمان آسیب های گسترده تلاش
بازسازی مناسب برای ترمیم و  حال روش کاملا این ، باگیرد می

تحقیقات قبلی،  2.ه نشده استدیده غضروف ارای بخش آسیب

را جهت ترمیم بافت غضروفی سلول درمانی  ارزشمندنقش 
های کندروسیتی به محل ضایعه  سلول نشان داده است که خوبی به

شوند.  می ,پیوند 
ها در  تیاز كندروس افته ویتكامل  روش  امروزه اگرچه
)شرفته یپ یها روش

ت از یكندروس  استخراج یبران یمحقق 4.شود فاده میتاس 
مواجهه  یبافت غضروف  یها ت تعداد کندروسیتیمحدودبافت، با 
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تهیه تعداد کافی کندروسیت جهت  یو از طرف  رصدد (5-11) هستند
 یعیبافت غضروف طب در آسیب های بیشتر  ایجاد نیازمند ،وندیپ

فرد طی عمل جراحی خواهد بود. برای اجتناب از وارد شدن آسیب 
ن بدست آوردن  یو همچنمار یب یبه غضروف مفصلبیشتر های 

ها از  سلولن یامحدود بدست آمده از تعداد  یت كاف یكندروس
. ه شوندر دادیتكث شگاهیدر آزما بایدها  تیكندروس،  فردبافت كم 

ها در  روش، تکثیر پایین کندروسیتدر این  گر یداصلی مشکل 
 كه  است یافراد مسننمونه از  معمولا رایز  استمحیط کشت 

 یرشد كمتر ز ینآنان  یها تیدارند و كندروس یمشكلات غضروف 
ازه تشکیل های ت های غضروف تیرسد که کندروس به نظر می 4.دارند

اند   ای نشان داده عهداشته باشند. طی مطال یر بالایییافته قدرت تكث
ای مشتق از غضروف مکل جنین توانایی تکثیر ه كه کندروسیت

جهت کاربردهای  های بالغ بالایی داشته و نسبت به کندروسیت
و  راجاگوپالهمچنین  5.هستندتر  مهندسی بافت غضروفی مناسب

فیز  یهای حاصل از اپ همکاران به کیفیت بالای کندروسیت
 6.اند کرده  اشاره

های کندروپروژنیتور  مطالعه مشابهی نیز نشان داده است سلول
 7.توانند باشند جهت درمان ضایعات غضروفی گزینه بهتری می

های نابالغ  کندروسیت  یپ مولكولیولوژی و فنوتمیزان تکثیر، مورف
با منشا انگشت اضافی از کودکان پلی داکتیلی از کندروسیت افراد 

  ژن یان بالایو ب ادیز  ر یتكث یاین اواخر توانای 8.بالغ بهتر بود
 یها تیكندروس  یسلول یها ك در ورقهیعنوان فاكتور كندروژن به

 یا، براین مزایدر كنار ا 9.است شدهگزارش   یلیداكت یافراد پل
سالم  یب به بافت غضروف یاز به آسین غضروف نیبدست آوردن ا

های طبیعی طول عمر محدودی  سلول ، ط یدر شرا .نیست
ا هرشد آن ،و تکثیر یو پس از تعداد مشخصی پاساژ سلول دارند

) پیری سلولی که به این پدیده  شود متوقف می
یند پیری شود. مرگ سلولی پیامد اصلی فرآ گفته می (

های مختلف سلولی ایجاد  توسط استرس یپیری سلول. است
است که یک روند غیرقابل برگشت  یپیری سلول 01.شود می

انسانی وارد آخرین مرحله رونویسی از  طبیعیهای  فیبروبلاست
دارد. این پدیده در دنبال ه مسیر زندگی خود شده و توقف رشد را ب

های  ز گونهافتد که ا ز اتفاق میینهای سوماتیک بسیاری از سلول
های بنیادی پیر به طور غیرقابل  سلول اند. مختلفی مشتق شده

شوند و توانایی  از سیکل سلولی متوقف می  برگشت در فاز 
ها  ن سلولیا دهند خ به فاکتورهای رشد را از دست میپاس

دهند  نی نشان میمتابولیکی قابل تحملی را به مدت طولافعالیت 
همچنین سلولی بزرگ و شوند و  پتوزیس میو مقاوم به آپو

00شوند. مسطح می

 نكته كاربردی
های جوان انگشت اضافی در ترمیم  توان از غضروف می
كه   -های غضروفی افراد مسن با استفاده از جفت انسان  بیماری

پس از تولد نوزاد، بافتی زاید است ولی سرم خون آن برای تكثیر 
 استفاده کرد. –های انسانی مفید است  سلول

ها  به عنوان فاكتور رشد در تكثیر كندروسیت استفاده از 
هست و مطالعات متعدد مشكلات  نیز یك روش استاندارد 

و تفاوت بچ  یروسیو ی، آلودگ یانسان یها ن گاو و سلولیب یا گونه
سه اثر یدر مقا 04, 02.اند کردهد شده را بحث  یبه بچ محصولات تول
نشان داده شده است كه  یچرب یادیبن یها انواع سرم بر سلول

پهن  یمورفولوژ  كشت داده شده در   یچرب یادیبن یها سلول
ط كشت، یر سرم در محییس از تغپ یول دارندن ییر پایبا توان تكث

ن احتمال وجود دارد كه یا 05, 00.دادند یر ادامه میمجدد به تكث
ر یناپذ مرحله برگشتوارد  در اثر استفاده از  یادیبن یها سلول

که در   روی کروموزوم   ژننشده باشند. یسلول یر یپ
به عنوان  و داشتهتومور قرار  کننده های سرکوب نزدیکی ژن

یکی از  ژن 06.قرار دارد است  مهارکننده فعالیت 
هایی است که در رشد و توسعه بافت بدن حیوانات  مهمترین ژن

نقش مهمی دارد. هایپرتروفی عضله در اثر بیان بیش از حد ژن 
ئین دیگر از لحاظ تکاملی و دو پروت  .شود ایجاد می 

سلولی  روندهایاند و یک نقش مرکزی در بسیاری از  حفظ شده
 04.کنند میایفا رشد، تکثیر، بقا، تکامل و سرطان مانند 

پیری توسط سیگنالینگ روند های مولکولی شامل تنظیم  مکانیسم
نشده است. سیگنالینگ  که هنوز به طور کامل مشخص  
به طور  پیری روندباعث افزایش طول عمر با تاخیر در  
 یبرا 01.کند را تثبیت و فعال می ژن   و می شود پیوسته
از سرم استفاده  ت بای، كشت كندروستیوند كندروسیموارد پ
دارند  ون یكاسیكه اند  یمارانیب یول .شود یمانجام اتولوگ 
ر یبا قدرت تكث یها تیهستند كه كندروس یافراد مسن معمولا

ن افراد یدر سرم ا ینیرشد پای ین فاكتورهاید و همچننن دار ییپا
 ر یتكث یت سرم اتولوگ برایمحدودرفع  یبرا موجود هست.

نشان داده شده است كه سرم  ما، یقبل مطالعه كنار   در  ها سلول
از  تیو كندروس یچرب یادیبن یها ر سلولیانسان در تكث یجفت

ر یها شواهد اخ تیدر مورد كندروس اما 00,09.استسرم اتولوگ بهتر 
غضروف در  یكس اختصاصید ماتر یت تولیفیك  دهد می نشان

ن یبا در نظر گرفتن ا 02.ستا یشتر از سرم انسانیب حضور 
نه ین زمیژوهش در ا پ،  به نسبت یسرم انسان یایشواهد و مزا

 یر یزان وقوع پیمدر نظر دارد  ن مطالعهیا بنابراین .نیاز است
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 یو سرم جفت ین گاویسرم جن یط كشت حاویدر مح یسلول
ت رشد بالا از كودكان یفیبا ك یها تیبا استفاده از كندروس را انسان

   .بررسی کند یلیداكت یپل
 

 کار   روش
 مبتلا به پلی داکتیلی كودك 3ن یوالداز  یت شخصیبا كسب رضا

های بافتی برای بدست  نمونه عمل جراحیسال،  4ماه تا  1ن یب
ار ورود یمع .شددر بیمارستان کودکان تبریز انجام  تیآوردن كندروس

انگشت  ین به جراحیل والدیسال و تما 5داشتن سن كمتر از 
 یها یر ناهنجار یبه سا ابتلاار خروج از مطالعه، یو مع یاضاف 

ها به  غضروفدز بود. یت و ایهپات و یا نهیزم یهایمار ی، بیمادرزاد
 گیری بعد از اندازه. ندم شدیتقس یمتر  یلیم 2×2×2قطعات كوچك 

کننده پروناز  های تجزیه از آنزیم ها، بر اساس وزن وزن خالص نمونه
دروسیت از بافت غضروف های کن برای جداسازی سلول 2و کلاژناز 
 5/2 ساعت آنزیم پروناز با غلظت 1د. ابتدا به مدت ش استفاده 

سازی  های خالص ( به نمونهسیگما، ایالات متحده آمریکا) رصدد
درجه  37ه اضافه و به داخل بن ماری شیکردار با دمای آب شد
ساعت آنزیم کلاژناز  1د. بعد از منتقل ش 4گراد و دور چرخش  انتیس
به ظرف ( گیبکو، ایالات متحده آمریکا) رصدد 125/1با غلظت  2

اخل بن ماری شیکردار شد و دوباره به د  ها اضافه حاوی نمونه
به مدت  2كلاژناز    زمان لازم جهت فعالیت آنزیم د. مدتش برگردانده 

 37دمای  ،شرایط مناسب جهت کشت سلول بودساعت  11-6
است که بر اساس شرایط  رصدد 5، گراد و میزان  درجه سانتی

غذایی موجود در مدیوم،   محیطی مناسب انکوباتور و مواد
یر ها پس از دوکی شدن و چسبیدن به کف فلاسک تکث کندروسیت

. بعد از گذشت کنند را پر می و داخل ظرف کشت فلاسک  یافته
های کف  سلول -این مدت متفاوت بود  هر سرم که برای  -روز  

رسیدند که باید در این زمان  فلاسک به مرحله 
ها را برای پاساژ سلولی آماده کرد. از روز اول کشت تا پاساژ  سلول

 شود. ها تعویض می ساعت یکبار محیط کشت سلول 72سلولی هر 
و   یبا دو نوع سرم انسان 21 5پاساژ ك و یها در پاساژ  تیكندروس

برابر شدن زمان دو ها با  ر سلولیزان تكثیم .كشت داده شدند  یگاو
فرمول  با یك زمان مساویدر ها سلول
  .مقایسه شدر یز   

 
روزها بر اساس  زمان دو برابر شدن سلول  

تعداد روزهای کشت   
های کاشته شده تعداد سلول  

 بعد از مدت کشت بدست آمده های تعداد سلول 

 یه سرم انسانیته
و  یت شخصینوزاد تازه متولد شده با كسب رضاك یاز جفت 

خون وریدی  ،رعایت کامل شرایط استریل در اتاق عمل با سرنگ
 ساعت به حالت ساکن گذاشته یکل لخته یتشك یبراره شد. یآسپ

دور  3111قسمت مایع آن به فالکون منتقل شده و با سپس شد. 
ع زرد شفاف یماسپس  .شددقیقه سانتریفوژ  11مدت  در دقیقه به

و  شدهل یتا استر  كرون عبور داده شدیم 2/1 یسرنگ  از فیلتر  یروی
 برای تهیه محیط کشت استفاده شود.

 
 نحوه انجام 

اول  یهاو سرم انسانی از پاساژ  كشت شده در  یها سلول
ها از کف  سلول. برداشته شدند از هر نمونه 5015به تعداد و پنجم

های  به میکروتیوپو  هشداجد -فلاسک توسط تریپسین
 سی سی  1 با افزودن . شدندمنتقل  

ل شركت ادامه و طبق پروتك شده استخراجران( ی)سیناژن، ا 
  با سنتز  یبرا استخراج شده، نییافت. بعد از تعی

با رنگ ،  . در مرحله استفاده شد تاکاراکیت 
ون يكاسيفيزان آمپليم(سایبرگرین: آمپلیکون)سایبرگرین 

دنبال  هر نمونه یبا سه بار تكرار برا ( در هر چرخه)
سیکلی  هکه نشان دهند  آمددست ب( ) عدد سیکل آستانهشد و 

تشخیص  فلورسنس به آستانه از واکنش است که در آن میزان
 از روش  ها ان ژنيزان بيمحاسبه م ی. برادرسی دستگاه 

 با نرم افزار  حاصل شده. در نهایت اعداد شد فادهاست
  . در تمامیشدندآنالیز آماری آزمون تی  و با روش آماری 
 دار در نظر گرفته شد. معنی ها گروه

 
 یافته ها

ه )پاساژ صفر( در یشده در كشت اول یجداساز  یها تیكندروس
منفرد با  یها نشان داده شده است كه بصورت سلول( ) 0 شکل

از سرم  رصدد 01 یط حاویمتر مربع در مح یدر سانت 5× 014چگالی 
 یها تیكندروس  () 0 شکل كشت داده شده است.  و  یانسان

دهد كه نسبت  یرا نشان م  رصدد 01پاساژ اول در حال رشد در 
 () 0 شکل) رصدد 01 یافته در سرم انسانیرشد  یها تیبه كندروس

 یدوك  یها در سرم انسان سلول یاند و مورفولوژ  كمتر رشد داشته
شكل  یدوك  یها تیكندروس   (() 0 شکل). در پاساژ پنجماست

( ر باعث پر شدن كف فلاسك )یبه سرعت درحال تكث
پهن با رشد كمتر  یها تیكه كندروس یحال در((. ) 0 شکلاند ) شده

 .(() 0 شکلشود ) یده مید  یوم حاویدر مد
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( . و  یسک حاوی محیط کشت با سرم انسانها قبل از چسبیدن به ته فلا کندروسیته  یكشت اول( در حال كشت.  یها کندروسیتكروگراف  یفوتوم .1 شکل

(. یدوك  به نسبت یبا مورفولوژ  یسرم انسان یوم حاویپاساژ اول در مد یها تیكندروس(  پهن. یبا مورفولوژ   یوم حاویپاساژ اول در مد یها تیكندروس
 هر. یدوك  به نسبت یبا مورفولوژ  یسرم انسان یوم حاویپاساژ اول در مد یها تیكندروس( .پهن یبا مورفولوژ   یوم حاویپاساژ پنجم در مد یها تیكندروس

 .استكرومتر یبرابر صد م
 

در این مطالعه تكثیر کندروسیت در محیط حاوی سرم گاوی 
های کشت داده شده در محیط   طور قابل توجهی نسبت به گروهبه 

کشت حاوی سرم انسانی كاهش یافت. هنگام پاساژ سلولی، سلول 
های رشد یافته در محیط کشت حاوی سرم جنین گاوی هنگام 
جداسازی با آنزیم تریپسین از کف فلاسک سلولی نسبت به 

ه بودند دیرتر هایی که در مدیوم حاوی سرم انسانی رشد یافت سلول
برابر شدن سلول های کشت داده شده در  زمان دوجدا می شدند.

 2روز و در سرم جفت انسانی  6طور متوسط  هسرم جنین گاوی ب
ر ییها در زمان عبور از پنج پاساژ تغ سلول یها پیروز بود. فنوت

ها در محیط حاوی سرم  بنابراین کندروسیتداشتند.  یشکل ظاهر 

هایی که  هستند. سلولخون جفت انسان به سرعت در حال رشد 
های رشد یافته در  یافته بودند به صورت پهن و سلول رشد در 

سرم انسانی به صورت دوکی شکل بودند. در این مطالعه نتایج 
نشان داد که    روشحاصل از   ژنبیان 

ژن  نیا انیاز ب یزان بالاییم  یحاو یها گروه  یها کندروسیت
 دار نبود یمعن یسرم انسان یحاو یها تفاوت آنها با گروه یدارند ول

در محیط حاوی   ژن یزان بیان نسبیم .(() 2 شکل)
های کشت داده شده  داری نسبت به گروه ی به طور معنیسرم گاو

افته ی شیافزا در پاساژ پنجم در محیط کشت حاوی سرم انسانی
  .(() 2 شکل) (15/1) بود
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( در )یسرم انسانو   یوم كشت حاویكشت داده شده در مد  یها تیكندروس در نسبت به و یها ژن ینسب نمودار میزان بیان .2 شکل

 دار در نظر گرفته شده است. یمعن 15/1. و  . (( و پاساژ پنجم ) اول ) یپاساژ سلول

 
  بحث

 یر مورفولوژ ییها، تغ تیكاهش رشد كندروس  ن مطالعهیدر ا
كشت   یها تیدر كندروس ان ژن یدار ب یش معنیافزا آنها و

 ینسبت به سرم انسان   درصد 01 یوم حاویداده شده در مد
كشت   یرو یمطالعه مشابه .شدژ پنجم مشاهده ادر پاس

صورت گرفته  یانسان یز پلاكتیو ل با  یچرب یادیبن یها سلول
از  ییزان بالای، م  ها در اثر داده است گرچه سلول نشان و
از فاز  یز پلاكتیوم به لیض مدیبعد از تعو یدارند ول ان ژن یب

ها در فاز  نیكلین سیان پاییها با ب و سلول 20شوند یخارج م 
 یادیبن یها سلول یما رو یمطالعه قبل 22.خاموش قرار دارند

 05.دنشان دادنض سرم را یبا تعو ر یقدرت تكث ز برگشتیندر  یچرب
ن یا یر یاز آن است كه پ یشواهد حاك  ز یها ن تیدر مورد كندروس

و سیس  2114در سال  24.نیستها با طول تلومر مرتبط  سلول
های   برای تشخیص پیری در سلول همکارانش از افزایش ژن 

 2100در سال  20.ی استفاده کردندولهای گلومر  کلیوی با بیماری
مرتبط با پیری و همکاران اعلام کردند که بیکر دی

تواند فرآیند پیری سلولی و اختلالات  می. حذف ژناست
 ن و یانسول یگنالیر سیمس 25مرتبط با پیری را به تاخیر اندازد

ها از مخمر تا  سمیدر ارگان یر یند حفاظت شده پیك فرآی
ا در  ر  ان یش بیمطالعه حاضر افزا 26.استپستانداران 

در  یم انساننسبت به سر   افته دریر یتكث یها تیكندروس
 یش از نظر آمار ین افزایچه ادهد. گر  ینشان م 5و  0پاساز 

در كوتاه   این است که ستقطعی اآنچه . ستیدار ن یمعن
باعث  ان یو نقص در ب 24دارد نقش یر سلولیمدت در تكث

 یسلول یر یدر مواجهه بلند مدت در پ یول 21.شود یم یسلول یر یپ
 29است بات یاز ترك یكی  كه یاز آنجای 24.موثر است

در  مدت با  ین احتمال وجود دارد در مواجهه طولانیا
ها نقش داشته  تیكندروس  یسلول یر ید پیدر تشدبالا  یپاساژها
 یها نیكه پروتئ یصورتحال نشان داده شده است در  نیبا اباشد. 
  از  با این کار و د نر یمواجهه با كربن فعال قرار گ در  

 نكهیبا توجه به ا 41.كند یر مییتغ  یگنالیس ر یمس ،حذف شود
شتر از سرم یب  یها ز در گروهیاندوژن ن ن مطالعه، یا در

كاهش رشد   عاملتواند  یست مدر پاساژ اول و پنجم ا یانسان
ن فاكتور رشد یا گیرندهان  یو ممكن است ب ها باشد تیكندروس

 یک عملکرد دوگانه.ابدیر ییر انواع سرم تغیز تحت تاثین
این ژن  .کند در افزایش تکثیر سلولی اجرا می وابسته به زمان

پیری تیمار کردن طولانی و سرکوب می شود  توسط
  27.کند القا می ها را با یک روش وابسته به زودرس سلول

 یها ها همانند سلول تیحتمال وجود دارد كندروسن ایا
داشته  یقبل از پاساژ هفتم توقف رشد قابل برگشت یچرب یادیبن

در حال كشت پاسخ  یها رسد همه سلول یبه نظر م 20.باشند
 یموقت یا خاموشیجهت اثبات وقوع پیری ندارند.  به  یكسانی

 شتر یب یها یهای بالاتر و بررسبه مطالعه در پاساژ  یم سلولیتقس
  یسلول یر یست قابل برگشت بودن پن لازم ایهمچن. نیاز است

 ی، بعد از استفاده مجدد از سرم انساناز  یت ناشیكندروس
 .شودمشخص 

 
 یر یگ جهینت

شتر  یر بیتكثسرعت  مانند یاییمزا یسرم جفت انسان
و مشكلات  یسلول یر یاز پ یر یشگیهای انسانی، پ کندروسیت

 یكشت داده شده برا  یها تیك در استفاده از كندروسیمونولوژ یا
 .دارد یبافت غضروف  یمهندس
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اننامه یكد طرح پا. کنیم یم یانجام مطالعه سپاسگزار 
 . استن مركز یمصوب در ا 00144/0/5

 
 ملاحظات اخلاقی

 یدانشگاه علوم پزشك یپروتکل این مطالعه در کمیته اخلاق
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 منافع متقابل
ن یا انتشار ایف و یدارد که منافع متقابلی از تال لف اظهار میمو

   مقاله ندارد.
 

 لفانمشارکت مو
ف مقاله شامل طراحی مطالعه، یتال رصدد 51هاجر شفائی

اعظم فارابى . را عهده داشته است ینهای شیرایو و تحلیل نتایج
طرح و تهیه  ی( اجرارصدد 21)زهرا بقائى ( و رصدد 21)

( رصدد 01) فاطمه مرتضوىرا عهده داشتند.  نوشته دست
سندگان نسخه ی. همه نوها را انجام داده است سلول یجداساز 

اند. نهایی مقاله را خوانده و تایید کرده
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