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چکيده
سابقه وهدف: سلول های بنیادی جنینی انسانیhESC( 1( سلول هایی بوده که می توانند به عنوان یک منبع بالقوه و نامحدود از 
سلول هایی که قادر به بازیابی بافت ها و اندام های بیمار هستند، مورد استفاده قرار گیرند. کاردیومیوسیت های مشتق شده از hESC ها 
می توانند در بازیابی عملکرد قلب پس از سکته قلبی با نارسائی قلبی موثر باشند. در این مطالعه سه ژن اختصاصی کاردیومیست ها به 

عنوان مارکرهای سلولی سلول های اندوتلیال سیستم عروقی در این سلول های بنیادی مورد مطالعه قرار گرفت.
مواد و روش ها: پس از کشت سلول های بنیادی، الگوی بیان ژن های اختصاصی کاردیومیوسیت ها  به نام 3MLC-2a ، 2ANF و4 

MLC-2v در EB انسانیhEB( 5(  از طریق واکنش زنجیره ای پلیمراز- رونویسی معکوس6 )RT-PCR( مورد بررسی قرار گرفت.

یافته ها: نتایج این مطالعه نشان داد که ژن  MLC-2a در EB 15 و 20 روزه،  بیشترین بیان را داشته است. همچنین بررسی های 
این تحقیق مشخص کرد که بیان ژن MLC-2v در EB 45روزه و بیان ANF  , در EB 20 روزه، افزایش یافته است.

نتيجه گيری : سلول های بنیادی جنینی انسانی ابزاری مفید جهت بررسی جنین زایی به طور کلی و تکامل سیستم قلبی- عروقی 
به طور خاص هستند.

  MLC-2v ، MLC-2a ،ANF ،كلمات كليدی: کاردیومیست ها، اجسام جنینی، بیان ژن

1 Human embryonic stem cell
2 atrial natriuretic factor  
3 myosin light chain atrial 

4 myosin light chain ventricular
5 Human embryoid bodies
6 Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
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مقدمه
سرتاسر  در  ومیر  مرگ  علل  ترین  عمده  از  یکی  قلبی،  سکته 
جهت  قلبی  های  سلول  بازیابی  محدود  توانایی  است.  جهان 
باعث آسیب قلب شده که آن را  از حمله ایسکمی  تکثیر پس 
قلبی مستعد می سازد  نارسایی  و  نامطلوب  تغییر شکل  جهت 
راه  تنها  قلب  نارسایی  دارویی  راهکارهای  در حال حاضر،   .)8(
حفظ حیات میوکاردیوم پس از حمله ایسکمی بوده و بنابراین 
پیوند  نهایت،  در  سازد.  می  کند  را  قلبی  نارسایی  فرایند  فقط 
نهایی  مراحل  در  بیماران  برای  حیاتی  درمان  گزینه  تنها  قلب 
نارسایی قلبی است. جهت بازیابی قلب و نه تنها حفظ عملکرد 
درمان  کارافتاده،  از  یا  بیمار  های  ماهیچه  بازیابی  بلکه  قلبی، 

جهت  ای  امیدوارکننده  درمان  راه  بنیادی  سلولهای  بوسیله 
بیماری قلبی به وجود آورده است. چرا که می تواند عملا تعداد 
نامحدودی از کاردیومیست ها، سلولهای اندوتلیالی و دیگر انواع 
سلولهای تمایز یافته را به وجود آورد. امید می رود این سلولها 
حالت  به  قلب  بازگشت  و  بیمار  میوکاردیوم  جایگزینی  جهت 
قبل بیماری، مورد استفاده قرار گیرند که در غیر اینصورت به 
نارسایی سریع قلبی منجر می شود)3(. اخیرا سلولهای جنینی 
بنیادی انسانیhESCs( 1( به دلیل قابلیت آنها در بازتولید خود 
مفهوم  در  است.  گرفته  قرار  توجه خاصی  مورد  آنها  پرتوانی  و 
 Ex vivo ها می توانند به طور نامحدود در محیط hESC ،عملی
کشت داده شده و عملا به هر گونه سلولی در بدن یک فرد بالغ
1 Human embryonic stem cell
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متمایز شوند)4و19(. بنابراین hESC ها منبعی مفید برای ایجاد 
بافت  ترمیم  در  توانند  می  که  هستند  سلولها  از  زیادی  تعداد 
های مختلف و درمان های جایگزینی سلولی مورد استفاده قرار 
گیرند. با اینحال، پس از پیوند موجودات زنده، hESC های تمایز 
نیافته می توانند خود به خود تومورهای به سرعت تکثیر شونده 
به وجود آورند که هر سه لایه ژرمینال را تحت تاثیر قرار می 
در  ها   hESC مناسب،  شرایط  تحت  وجود،  این  با  دهند)19(. 
 )EB( واسطه  از طریق یک جسم جنینی  توانند  می   Ex vivo

متعاقبا   .)7 شوند)4و  متمایز  دار  ضربان  های  کاردیومیست  به 
زیر مجموعه کاردیومیست ها می توانند با استفاده از جداسازی 
 .)15 و  شوند)10  غنی  برابر  چندین  تا  ناپیوسته  چگالی  شیب 
بنابراین تبدیل hESC ها به کاردیومیست ها جهت کاربردهای 
درمانی یک راهکار جدید و عملی است که می تواند خطر رفتار 
و   11  ، دهد)6  کاهش  را  تومور  تشکیل  و  سلولی  معقول  غیر 
  ، ANF ،20(. سه ژن مهم که در طی ایجاد قلب بیان می شوند
MLC- و  MLC-2a  ،  ANF.می باشد MLC-2v و MLC-2a 

2v به عنوان مارکرهای سلولی برای سلول های اندوتلیال سیستم 

عروقی و پیش ساز آنها مورد استفاده قرار می گیرند.  بیان این 
ژن ها نقش مهمی در نمو عروقی جنین های موش بازی می 
کند. ANF و  MLC-2a در سلول های hES  تمایز نیافته بیان 
می شوند و خیلی آهسته در طی تمایز، افزایش پیدا می کنند. 
MLC-2v فقط در اجسام جنینی ضرباندار یافت می شوند و از 

این نظر که پس از انقباضات خودبخودی ایجاد می گردند، با دو 
ژن دیگر ذکر شده متفاوت است)5(. هدف از انجام این مطالعه،  
 MLC-2v و  MLC-2a  ، ANF بررسی زمان بیان ژن های قلبی
در طی ایجاد قلب در یک مدل آزمایشگاهی )in vitro( است. 
این سه ژن به عنوان مارکرهاي سلولي براي سلولهاي اندوتلیال 

سیستم عروقي و پیش سازهاي آن انتخاب شده است.
مواد و روش ها:

كشت سلول
سلول های بنیادی انسانی کلون H9.2 شمارش و درصد حیات 
شد. سپس  مشخص   tripan blue exclusion روش  به  آنها 
شده  داده  کشت   FBS  %20 حاوي   DMEM کشت  درمحیط 
یک  مدت  به  سوسپانسیون  در  جنینی  یافتند. اجسام  تکثیر  و 
هفته رشد داده شده و سپس به پلیت های 24 خانه پوشیده 

در  هر جسم جنینی  به طوریکه  منتقل شدند،  ژلاتین  با  شده 
دارای  به طور متوسط  قرار گرفت. هر جسم جنینی  یک خانه 
 7EBخودبخودی دار  ضربان  نواحی  تعیین  بود.  سلول   10000
اوقات  شد. گاهی  انجام  روزانه  میکروسکوپی  مشاهدات  توسط 
رشد بیش از حد سلول های دیگر که از جسم جنینی متمایز 
اند با ضربان این نواحی تداخل می کنند. به دلیل ایجاد  شده 
شدن توانایی در تشخیص نواحی ضرباندار با گذشت زمان، این 
نواحی به طور مکانیکی هر 14-7 روز جداسازی شده و دوباره 

در پلیت ها قرار داده شدند.
mRNA استخراج

اجسام  در  اولیه  های  کاردیومیوسیت  از   mRNA8 استخـراج 
کیت  از  استفاده  با  سوسپانسیون،  به شکل  یافته  رشد  جنینی 
زمان  در   )Invitrogen, California, USA(  mRNA  استخراج

های مختلف، انجام گرفت. 
ساخت cDNA از روي mRNA استخراج شده

 Invitrogen,(کیت دستوالعمل  نحوه  به  توجه  با   cDNA تولید 
انجام   Oligo dt پرایمرهای  از  استفاده  با   )California, USA

شد. ابتدا با توجه به میزان جذب mRNA از هر نمونه، مقداري 
 mRNA برداشته می شود که حاوي 1 میکروگرم از mRNA از
باشد. این حجم به یک میکروتیوب 0/2 میلي لیتري انتقال داده 
شد و سپس با آب مقطر به حجم 10 میکرولیتر رسید. سپس 
میکروتیوب حاوي mRNA در دستگاه ترموسایکلر به مدت 2/5 
تا 3 دقیقه در حرارت C˚90 قرار گرفت. این کار باعث مي شود 
تا پیچ خوردگي هاي mRNA  باز شود. پس از گذشت این زمان 
میکروتیوب بلافاصله در ظرف یخ قرار گرفت تا دوباره حالت پیچ 

خوردگي در mRNA برقرار نشود.
RT-RCR 

و همچنین ژن   MLC-2v و    MLC-2a  ،  ANF بیان سه ژن 
گلیسر آلدئید 3- فسفات دهیدروژناز )GAPDH( ارزیابي گردید. 
استفاده در  و غلظت های مورد  ایران(  پرایمرهای)تکاپوزیست، 

این مطالعه عبارت بودند از)14( :
(10 pmol/μl) ANF

Forward (5’-3’): GAACCAGAGGGGAGAGACAGA

Reverse (5’-3’): CCCTCAGCTTGCTTTTTAGGAG
7 Spontaneous pulsatile areas
8 mRNA Extraction

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393،  بررسی مولکولی ژن های...
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(10 pmol/μl)  MLC-2a

Forward (5’-3’): GAGGAGAATGGCCAGCAGGAA

Reverse (5’-3’): GCGAACATCTGCTCCACCTCA

(10 pmol/μl) MLC-2v

Forward (5’-3’): GCGCCAACTCCAACGTGTTCT

Reverse (5’-3’): GTGATGATGTGCACCAGGTTC

 (10 pmol/μl) GAPDH

 Forward

(5’-3’):CATGACCACAGTCCATGCCATCACT

Reverse(5’-3’)

 TGAGGTCCACCACCCTGTTGCTGTA

 Taq و PCR Buffer )10X(, Mgcl2 )25 Mm(,Dntp )10Mm(

  Roche,Germany که همگی از شرکت( polymerase )5 U/μl( 

 95°C :)a( :دو مرحله اي به شکل زیر انجام شد PCR .)بودند
به مدت 12 دقیقه )1 چرخه( ، )C :)b°95 به مدت 15 ثانیه 
با  به مدت 1 دقیقه )40 چرخه(. همه نمونه ها   60°C  :)c( و
GAPDH، مقایسه گردیدند. پس از انجام PCR نمونه ها به روي 

ژل آگارز 2% برده شدند و نتیجه مورد بررسي قرار گرفت. جهت 
 Lab( بوسیله دنسیتومتری PCR انجام ارزیابی نیمه کمی، نتایج
و  نیمه کمی، شدت  به شکل  است که  Works( که دستگاهی 

ضعف باندهای موجود در ژل الکتروفورز را نشان داده و می توان 
با آن مقادیر بیان ژن های مورد نظر را در زمان های مختلف 
مقایسه کرد، اندازه گیری شده و با ژن GAPDH از همان نمونه، 
  MLC-2v و  MLC-2a  ، ANF کنترل گردید. بیان مارکرهای
اولیه در اجسام جنینی رشد یافته در  در کاردیومیوسیت های 
گرفت.  قرار  بررسی  مورد  مختلف  های  زمان  در  سوسپانسیون 
بیان این ژن های قلبی در اجسام جنینی با توجه به اینکه جسم 
جنینی انسانی می تواند به عنوان یک مدل جهت بیان ژن در 
بررسی  مورد  بگیرد  قرار  استفاده  مورد  انسان  قلب  تکامل  طی 
قرار گرفت. تعداد 10 جسم جنینی در سوسپانسیون در زمان 
از هر جسم جنینی   mRNA آوری گردید.  های مختلف جمع 
جداسازی گردید و به دنبال آن RT-PCR انجام گرفت. جهت 
انجام ارزیابی نیمه کمی، نتایج PCR بوسیله دنسیتومتری اندازه 

گیری شده و با ژن GAPDH از همان نمونه کنترل گردید. 
یافته ها :

روزانه  اجسام جنینی در سوسپانسیون، مشاهده  از کشت  پس 
از  روز پس  که یک  داد  نشان  اجسام جنینی  در  وجود ضربان 
بیشتر  بودند.  خودی  به  خود  ضربان  دارای  آنها  از   %4 کشت، 
اجسام جنینی پس از گذشت 17 روز  ضربان دار شدند. ضربان 
در برخی از اجسام جنینی از روز 28 آغاز گردید. نواحی ضرباندار 
نواحی  درصد  گردید.  مشاهده  جنینی  اجسام  از   %25-50 در 
بنیادی  های  از سلول  اجسام جنینی مشتق شده  در  ضرباندار 
جنینی انسانی که پس از ذوب شدن بیشتر از 10 بار پاساژ داده 
افزایش  اولیه  پاساژ  در چند  به حدود %10  نسبت  بودند  شده 
نشان داد. از آنجا که سلول های بنیادی جنینی انسانی نسبت به 
ترکیبات محیط کشت حساس بوده و نسبتا قدرت زیست خود را 
پس از انجماد از دست می دهند، آغاز دیرهنگام ضربان احتمالا 
به علت بازیابی آهسته ویژگی های فیزیولوژیکی سلول ها پس 
 0/1-1/1 mm نواحی ضرباندار حدود  باشد.  از ذوب شدن می 
قطر داشته و در حاشیه ها قرار گرفته بودند. نواحی ضرباندار در 
محیط کشت به شدت تا 4 ماه و به میزان متوسط 8±99 ضربان 

در دقیقه ادامه یافت اما این نواحی رشد بیشتری نداشتند. 
بیان اولیه  MLC-2a در اجسام جنینی 1 روزه مشاهده گردید 
اولیه  بیان  یافت.  افزایش   20 و   15 روزهای  در  شدت  به  که 
 MLC-2v در اجسام جنینی 3 روزه مشاهده گردید که به شدت 

در روز 45 افزایش یافت. همچنین بیان اولیه ANF  , در اجسام 
جنینی 1 روزه مشاهده گردید که به شدت در روز 20  افزایش 
یافت.  MLC-2a افزایش بیان را در روزهای 15 و 20 نشان داد. 
این ژن  قبل از رخداد انقباض بیان می شود و از این نظر متمایز 
است. )شکل 1(. بیان اولیه MLC-2v در اجسام جنینی 1 روزه 
مشاهده گردید که به شدت در روز 45 افزایش یافت. نتایج نشان 
داد که   MLC-2v با گذشت زمان در EB تمایز یافته، افزایش 
بیشتر در روزهای 35-45 مشاهده  افزایش  این  پیدا می کند. 
گردید.  MLC-2v فقط در سلول های منقبض شده رخ می دهد 
)شکل 2(. بیان اولیه  ANF , در اجسام جنینی 1 روزه مشاهده 
افزایش  این ژن  یافت.  افزایش  به شدت در روز 20  گردید که 
بیان را در روز 20 نشان داد. ANF ,قبل از رخداد انقباض بیان 
مارکری    , ANFداد که نشان  ما  نتایج  کلی  به طور  می شود. 
افزایش بیان را نشان می  است که در EB 20 روزه، بیشترین 
دهد )شکل 3(. قطعه آمپلیکون تکثیر یافتهANF ، 406 جفت 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، اکرم سادات طباطبائی پناه و همکاران
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و  باز  جفت   444  ،MLC-2v  ، باز  جفت   449  ،MLC-2a باز، 
GAPDH ، 461جفت باز است.

شکل 1. بیان ژن   a( MLC-2a(و GAPDH )b( در روزهای 1، 5، 10، 15 و20 و کنترل

 

شکل 2. بیان ژن  a( MLC-2v(و GAPDH )b( در روزهای 1، 15، 25، 35 و45 و کنترل

شکل 3. بیان ژن  a( ANF(و GAPDH )b( در روزهای 1، 5، 10، 15 و20 و کنترل

بحث:
از قابلیت های عملکردی کاردیومایوسیت های مشتق  استفاده 

گرفته  قرار  مطالعه  مورد  گذشته  در   hES های  سلول  از  شده 
است. پتانسیل استفاده درمانی از این کاردیومایوسیت ها، زیاد 
جهت  آنها  از  پیوندی  استفاده  به  توان  می  جمله  از  که  بوده 
سلولها  این  نمود.  اشاره  مایوکاردیال  نارسائی  درمان  یا  بهبود 
ابزار جدیدی را جهت کشف تمایز کاردیومایوسیت ها و ژنها و 
فاکتورهای دخیل در این فرایند به وجود می آورند)1، 9 و 14(. 
 EB میانگینی از 21/5 در صد از ، hES استفاده از سلول های
ها، نواحی انقباضی را به وجود می آورند)16 و 18(. این موضوع 
نشان می دهد که کشت های قدیمی که بیشتر از ده پاساژ پس 
های   EB کم  میزان  و همچنین  کنند  رشد می  از ذوب شدن 
با درصد بالای نواحی ضربان دار درون EB در  کم پلیت شده 
ارتباط است)2،12 و 13(. در این مطالعه پس از 7 روز کشت 
های  دیش  روی  بر  طور جداگانه  به  ها   EB در سوسپانسیون، 
کشت پوشیده شده با ژلاتین قرار داده شدند. یک تا هفت ناحیه 
ضربان دار از روز 8 تا 21 کشت به وجود آمد. این نواحی با شدت 
ضربان خود را در کشت تا پس از 4 ماه )طولانی ترین مدت مورد 

مطالعه( به طور متوسط 8±99  ضربان در دقیقه ادامه دادند.
بافت ضربان  مورفولوژیکی  تشخیص  و   RT-PCR از  استفاده  با 
به  هایی شبیه  ویژگی  دار خودبخودی  های ضربان  دار، سلول 
کاردیومایوسیت هایی که قبلا از سلول های ES موشی به دست 
آمده بود، نشان دادند. بعلاوه این مطالعه الگوی بیان ژنهای خاص 
کاردیومایوسیتی در EB تولید شده نشان داد. نتایج ما نشان داد 
که سلول های مشتق شده از نواحی ضربان دار hEB پروتئین 
های درون سلولی قلبی را بیان کرده و ساختاری سارکومری دارد. 
سلول های منفرد و سلول های شبه کاردیومایوسیتی در بخش 
کاردیومایوسیت  به  شبیه  هیستولوژی  دار  ضربان  نواحی  های 
هسته  دو  عموما  بیضی،  یا  گرد  های  هسته  داد.  نشان  را  ها 
ساختار  شده  جدا  های  سلول  بودند.  گرفته  قرار  مرکز  ،در  ای 
سلولی کاردیومایوسیتی ظاهری دوکی شکل، گرد، سه گوشه یا 
به کاردیومایوسیت های جنین  چندهسته ای داشته که شبیه 
موشی   دار  ضربان   EB و  موش  بالغ  مایوکاردیوم  موشی،  های 
بودند. نواحی ضربان دار مشتق شده از سلول های hES  ژن های 
متعدد اختصاصی کاردیومایوسیت ها را بیان کرده که این ژنها 
تکامل کاریومایوسیت ها را از سلول های پیش ساز قلبی ابتدایی 
تا سلول های کاملا تمایز یافته، باعث می شوند. ایجاد سیستم 

  a

b

  a

b

a

b
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به  تواند  می    hES از  شده  مشتق  کاردیومایوسیتی  تمایزی 
عنوان یک ابزار بالقوه جدید برای درک تکامل و عملکرد قلب و 
همچنین طراحی راهکارهای جدید درمانی ممکن مورد استفاده 
قرار بگیرد و سلول های hES همچنین منبع مناسبی برای پیوند 
سلولی هستند. در موش سلول های ES که با یک وکتور دارای 
را  آلوده شده است. سلول هایی  نئومایسین  به  پروموتور مقاوم 
نشانی  و  پیوند زده شده  قلب موش  به  آورند که  به وجود می 
می  مطالعاتی  چنین  از  ناشی  علوم  دارد.  آن  عملکرد  بهبود  از 
کاریومایوسیت  انتخاب  برای  هایی  حامل  ساخت  جهت  تواند 
به  را  انتخابی  چنین  برای  نیاز  مورد  خاص  زمان  ارزیابی  و  ها 
  MLC-2v و    MLC-2a  ،  ANF مارکرهای  بیان   . آورد  وجود 
اولیه در اجسام جنینی رشد یافته در  در کاردیومیوسیت های 

سوسپانسیون در زمان های مختلف مورد بررسی قرار گرفت.
 MLC-2a  به عنوان یک مارکر سلولی برای سلول های اندوتلیال 

سیستم عروقی و پیش ساز آنها، افزایش بیان را در روزهای 15 
و 20 نشان داد. نتایج محققین  در سال 2005 نشان می دهد 
که  ژن  MLC-2a در روز 1، 25 درصد، در روز 10، 80 درصد 
به  بیان داشته است)5( که  افزایش  و در روز 15، 100 درصد 
نتایج ما بسیار نزدیک است. همچنین نتایج محققین دیگری در 
سای 2003 نشان داد که این ژن بیشترین بیان خود را در روز 
نتایج  نتایج ما هماهنگ است)14(.  با  15 نشان داده است که 
یافته،  تمایز   EB در  زمان  گذشت  MLC-2v با  که  داد  نشان 
 45-35 روزهای  در  بیشتر  افزایش  این  کند.  می  پیدا  افزایش 
مشاهده گردید. نتایج سایر محققین هم این مساله را تائید کرد. 
بیان داشته  افزایش  MLC-2v در روز 45  بیشتر مطالعات،  در 
است و به عنوان یک مارکر زودهنگام و مفید برای کاردیومیست 
ها شناخته می شود )5(. مطالعات نشان می دهند که همانطور 
که کاردیومیست ها در این مرحله تمایز، تکثیر پیدا می کنند، 
MLC-2v هم تکثیر شده و این تکثیر احتمالا ناشی از افزایش 

در سلول های عضله قلبی در EB بوده است)17(. نتایج ما نشان 
نیافته  داد که مارکر سلولیANF , در سلول های hES  تمایز 
پیدا می  افزایش  تمایز،  بیان می شود و خیلی آهسته در طی 
کند. این ژن افزایش بیان را در روز 20 نشان داد. نتایج Segev و 
همکاران در سال 2005  نشان داد که  ژن ANF , در روز 1، 25 
درصد، در روز 10، 80 درصد و در روز 18، 100 درصد افزایش 

بیان داشته است)5( که به نتایج ما نزدیک است. همچنین نتایج 
 ANF و همکاران در سال 2003 نشان داد که ژن Mummery

پس از روز 15 افزایش بیان را نشان داده است که نتایج ما را 
 MLC-تائید می کند )14(. به طور کلی نتایج ما نشان داد که

 2a مارکری است که در EB 15 و 20 روزه، بیشترین افزایش 

  MLC-2vبیان را نشان می دهد. همچنین نتایج ما نشان داد که
روزه،   45 EB در  را   بیان  افزایش  بیشترین  است که  مارکری 
کاردیومایوسیت  گفت  توان  می  کلی  طور  به  دهد.  می  نشان 
های بدست آمده در کشت حاصل از سلول های hES به دنبال 
می  بنابراین  و  کرده  تقلید  را  انسانی  های  جنین  تکاملی  دور 
تواند به عنوان یک سیستم مدلی موثر جهت درک فرایندهای 
آنها  بگیرد.  قرار  استفاده  انسان مورد  قلب  و عملکردی  تکاملی 
همچنین ابزار بالقوه ای را در زمینه هایی چون ساخت و تست 
داروهای تکامل اولیه قلب و درمان بالینی مبتنی بر پیوند سلولی 

و مهندسی بافت به وجود می آورند.
سپاسگزاری:
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