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چکیده
ضد وضد التهابیمشتركاثراتبا توجه بهو در محیط درونی بدنبنیادي سلول هايمنظور افزایش زیست پذیري به :مقدمه

وhuman adipose derived stem cells (hADSCs)سلول هاي بنیادي مشتق از بافت چربی انسان آپوپتوزي
با hADSCsثرات آستاگزانتین بر بقاء و تکثیر سلول هاي در این مطالعه ا،از سد خونی مغزيآنهاتوانایی عبورآستاگزانتین و

.مورد بررسی قرار گرفت، MSدستیابی به یک مکمل در سلول درمانی بیماري هدف 
ساعت در محیط 72به مدتسلول هااین ،مارکرها CDو بررسی hADSCsي بعد از جداسازي سلول ها:روش بررسی

DMEM-F12 1(آستاگزانتینفمختلغلظت هايحضور در وng/ml(،)5 ng/ml (و)10 ng/ml(نهایتا. کشت داده شدند
.مورد بررسی قرار گرفتMTTو Tryphan Blueهايروشتکثیر و زیست پذیري سلول ها با استفاده از 

از آنهـا  درصـد پـایینی   و CD44و CD90مارکرهـاي ، hADSCsدرصـد بـالایی از سـلول هـاي     نتایج نشان داد که:یافته ها
در نـانوگرم آسـتاگزانتین   5تیمـار شـده بـا    سلول هـاي  درءدرصد بقامیانگین بعلاوه.مارکرهاي سلول هاي خونساز را بیان کردند

اثـر قابـل   آستاگزانتین نشان داد که هم نتایج تریپان بلو ).P=04/0(افزایش یافته استداريبه صورت معنیمقایسه با سایر گروه ها 
نسـبت بـه گـروه    نـانوگرم آسـتاگزانتین   5تیمار شده بـا  در گروه میانگین تعداد سلول ها دارد وهاي بنیاديثیر سلولتوجهی در تک

).P=03/0(افزایش یافته استيمعنی داربه صورت ،کنترل
ر درمان هاي مبتنی توان دمیمادهو از این را داردhADSCsو تکثیر سلول هاي ءافزایش بقاتواناییآستاگزانتین : نتیجه گیري

.استفاده کردMSدر بیماري ،بر سلول
آستاگزانتین، تکثیر سلولی، بقاي سلولی : کلیديگانواژه 

24/4/96:پذیرش23/3/96:اصلاحیه نهایی29/1/96:وصول مقاله
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مقدمه
برخـی از بیمـاري   سلول هاي بنیادي در درمـان کاربرداخیرا 

دید توسط محققین مطرح ها، به عنوان یک روش درمانی ج
شده است که می توان به پیوند سلول هاي بنیادي در درمـان  

ســـلول هـــاي بنیـــادي ). 1و 2(اشـــاره کـــرد MSبیمـــاري 
خواستگاه و منشاء انـواع سـلول هـا در بـدن مـی باشـند و از       
جمله ویژگی هاي مهم این سـلول هـا مـی تـوان بـه توانـایی       

و5(هاي مختلف سلولی تمایز به ردهقابلیت و ) 3(تکثیر بالا 
اخیرا بافت چربی به عنوان یک منبـع مناسـب   .اشاره کرد) 4

از سلول هاي بنیادي براي درمان مبتنی بر سلول مـورد توجـه   
قرار گرفته است، چرا که سلول هاي بنیادي موجـود در ایـن   
بافت را می توان به مقدار کافی و با حداقل دسـتکاري هـاي   

بـالاي ایـن سـلول    تمایزتوانایی).6(جراحی جداسازي کرد 
در شـرایط  انواع سـلول هـا بـویژه سـلول هـاي عصـبی       به ها 

بررسـی هـاي   اما ).7و 8(به اثبات رسیده استآزمایشگاهی 
در مـدل هـاي حیـوانی   سـلول هـا  ایـن  پیونـد  سلولی بعـد از  

سـلول  نشان داده است که تنها درصد کمـی از  MSبیماري 
تمـایز پیـدا   میلـین زنده ي سـا هاي پیوند شده به سـلول هـاي   

بنابراین استفاده از مکمـل دیگـري کـه بتوانـد     ). 1(کرده اند 
.ضروري می رسـد به نظر نتایج پیوند سلولی را بهبود ببخشد 

یک کاروتنوئید گزانتوفیـل  ) Astaxanthin(آستاگزانتین 
است که در انواع مختلفی از میکروارگانیسم هـا و حیوانـات   

و اثرات بیولوژیکی قوي تـري نسـبت   دریایی یافت می شود 
جلبک ها، مخمـر، قـزل آلا،   ). 9(به سایر کاروتنوئیدها دارد

). 10-13(میگو از جمله منابع طبیعی آستاگزانتین می باشـند  
خاصیت آنتی اکسـیدانی آسـتاگزانتین ده برابـر بیشـتر از بتـا      

zeaxanthin،canthaxanthin ،luteinکاروتن ها ، 

مـی باشـد   ) توکـوفرول -آلفا(Eشتر از ویتامین و صد برابر بی
در مطالعــات مختلــف اثــرات ضــد التهــابی، آنتــی      ). 14(

اکسیدانتی و ضد آپوپتوزي آستاگزانتین مورد بررسـی قـرار   
این ترکیب اثرات حفـاظتی در برابـر   ).15و16(گرفته است 

از طریـق سـرکوب التهابـات مغـزي را از     صدمات اولیه مغز،

است و تخریـب عصـبی و سـدخونی مغـزي،     خود نشان داده 
ادم مغزي و اختلال در عملکرد عصبی تماما بعـد از مصـرف   

).17(آستاگزانتین کاهش پیدا کرده است 
تمـایز  دمعمولا در سلول درمانی به منظـور حمایـت و پیشـبر   

سلول هاي پیوند شده از فاکتور هاي نوروتروفیـک اسـتفاده   
جلوگیري نقش مهمی در این فاکتور هاي پروتئینی . می شود

از مرگ نورونی، بقاء و پیشرفت تمایز نورونی، تنظیم انتشـار  
نگهداري و محافظت از ، نوروترانسمیترها، رشد دندریت ها 

درد، پرخاشـگري،  (آکسون ها، کنترل شـرایط پاتولوژیـک   
داشـته و  و بهبود عملکرد هاي رفتـاري اجتمـاعی   ) افسردگی

اده از ایـن فـاکتور بعـد از    مطالعات نشان می دهنـد کـه اسـتف   
آسیب هاي عصبی از دژنراسیون نورونی جلوگیري می کنـد  

فـاکتور  ایـن  صرفنظر از  هزینه هاي بالاي تهیـه ي  ).21-18(
در فاکتورهـاي نـوروتروفیکی،  ، به دلیل نیمه عمر کوتـاه  ها

صورتیکه بتوان از عوامل نوروتروفیک دیگري استفاده کـرد  
کارایی سلول درمـانی را  ،کمترايهمی توان با صرف هزینه

ــزایش داد ــاي    .اف ــلول ه ــور س ــایی عب ــر توان ــه ب ــا تکی ــذا ب ل
hADSCs ،درصـورتیکه  و استاگزانتین از سد خونی مغزي

تـاثیر  hADSCsآستاگزانتین در تکثیر و بقـاء سـلول هـاي    
کـارایی  افـزایش  مـی تـوان بـراي    از این ترکیب ،داشته باشد

بهـره  MSدرمان بیمـاري  در hADSCsپیوند سلول هاي 
.برد

روش بررسی 
بنیادي مشتق از بافت جدا سازي و کشت سلولهاي 

چربی انسان
بــه منظــور مطالعــه از نــوع تجربــی مــی باشــد کــه در ان ایــن 

چربـی زیـر   ،پـس از اخـذ رضـایت   ، hADSCsجداسازي 
لیپوساکشـن بـه  افـرادي کـه بـراي عمـل     پوستی ناحیه شـکم 

از شستشـو  بعددند، برداشته شد و مراجعه کرده بوبیمارستان
ی بـا اسـتفاده از   آنزیم ـومکـانیکی  تجزیه، PBSمحلول با

در ادامه . انجام شددرصد 075/0با غلظت Iکلاژناز آنزیم
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سوسپانســیون بدســت امــده ســانتریفوژ شــد و بعــد از حــذف
موجود در کف لوله سـانتریفوژ  رسوب سلولی ،محیط رویی

نهایتـــا حـــل شـــد و F12DMEM–محـــیط کشـــت در 
و ویـژه کشـت سـلولی   سوسپانسیون سلولی در فلاسک هاي 

کشــت داده 37oC)و (Co2 5%در شــرایط اســتاندارد 
.ندشد

فلوسیتومتري جهتایمونوسیتوشیمی وهايتکنیک
بنیادي مشتق از سلولهاي ي سطحی بررسی مارکرها

بافت چربی 
ســـلول هـــاي ي ویــژه مارکرهـــاCDبــه منظـــور بررســی   

hADSC ،     از سلول هاي کشـت داده شـده در پاسـاژ سـوم
بعد از به منظور انجام تکنیک ایمونوسیتوشیمی، . استفاده شد

در شــرایط ، BSA/PBSبــا محلــول hADSCي شستشــو
ه مارکرهـاي سـطحی   ژوی ـآنتی بادي oC4تاریکی و دماي 
-Antiسلول ها شـامل   CD90, CD44, CD14, and

CD45    در دقیقـه  45بـه مـدت  متصل بـه رنـگ فلورسـنت
محلـول  شستشـو بـا  بعـد از  . قرار داده شدمجاورت سلول ها 

PBS ، رنگDAPI سـلول هـا  رنگ آمیـزي هسـته  جهت
در ادامه به منظور حذف رنگ اضافی، نمونه ها .استفاده شد

چسـباندن  شستشو داده شدند و بعه از PBSمحلول باسه بار
3با تکرار وسلول در چند فیلد200عداد تلامل بر روي لام،

مـدل  (میکروسـکوپ فلورسـنس   بار براي هر نمونه با کمک
BX51،میـانگین درصـد سـلول هـاي     شمارش شد و) ژاپن

ــد    ــزارش ش ــارکر گ ــر م ــده ه ــان کنن ــه.بی ــک در ادام تکنی
فلوسیتومتري به منظـور تاییـد نتـایج ایمونوسیتوشـیمی انجـام      

فاده از سلول هاي بنیادي پاساژ سوم با اسـت به این منظور  . شد
آنزیم تریپسین از کف فلاکس ها جداسازي شدند و بعـد از  

104، تعـداد  PBSشستشوي سلول ها بـا اسـتفاده از محلـول    

-Antiسلول در معرض آنتی بادي هاي  CD90, CD44,

CD14, and CD45 بـه مـدت   متصل به رنگ فلورسنت
در پایان نمونـه هـا سـه    .دقیقه بر روي یخ قرار داده شدند30
شستشو داده شدند و نهایتا بـا اسـتفاده از   PBSبا محلول بار 

Becton–Dickinson, San)دســتگاه فلوســیتومتر  

Jose, CA)مورد بررسی قرار گرفتند .
MTTروشبا یبررسی میزان زنده مانی سلول

تعداد ، هازیست پذیري سلولو مقایسه به منظور بررسی
گروه شامله در چهار گروسومسلول از پاساز 4×104

، گروه تیمار ASTنانوگرم 1کنترل، گروه تیمار شده با 
نانوگرم 10و گروه تیمار شده با ASTنانوگرم 5شده با 
AST و در شرایط استاندارد و با استفاده از گرفتقرار

ساعت کشت 72به مدت F12DMEM–محیط کشت 
هر يمحیط کشت سلولهااین دوره زمانیبعد از.داده شد

MTTمدیوم به همراه محلولهار گروه تخلیه شد وچ

(5mg/ml) )به چاهک ها اضافه ) به نسبت یک به ده
نگهداري ساعت 4به مدت گردید و در شرایط استاندارد 

Dimethyl)میکرولیتر 400،مدیوم تخلیهبعد از . شد

Sulphoxide) DMSO اضافه شد و عمل به چاهک ها
هر نمونه با جذب نوري نهایتدر. انجام شدسلولیپیپت 

لازم به ذکر است که . دستگاه الایزا مشخص شداستفاده از 
این تکنیک سه بار تکرار شد و نتایج حاصله به شکل 

.میانگین گزارش گردید
تریپان بلوروششمارش سلولی با استفاده از 

بـا دوز هـاي   و بنیـادي در چهـار گـروه    سـلول 4×104تعداد 
و در شـرایط اسـتاندارد   سـاعت  72به مـدت ASTمختلف 

بعـد سـاعت 72و 48، 24شمارش سلولی .کشت داده شدند
رنگ آمیزي تریپان انجام لام نئوبار و از زمان اولیه با کمک 

میانگین سلول ها بعد از سه بـار تکـرار بـراي هـر نمونـه      .شد
.مشخص و گزارش گردید

الیز آماري داده ها آن
با اسـتفاده  وتوزیع نرمال بودند داراي آمدهداده هاي بدست

ــالیز واریــانس  SPSSاز نــرم افــزار  ــا کمــک آزمــون آن و ب
نتـایج حاصـله بصـورت    .مـورد آنـالیز قـرار گرفتنـد    یکطرفه 

Mean± SE گزارش گردید وP-Value  05/0کمتـر از
.معنی دار در نظر گرفته شد
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یافته ها
از بافت چربیمشتقسلولهاي بنیاديمورفولوژي

عت بعد از قرار دادن سوسپانسیون سلولی در فلاسـک  سا48
چسـبندگی  هـا به ته فلاسکبنیادي سلول هاي هاي کشت، 

بـا گذشـت زمـان تغییـر مورفولـوژي سـلولی از       .پیدا کردند
شـدن مشـاهده گردیـد    دوکـی شـکل   بـه حالـت   حالت گرد

، از سلول هـاي  ASTتیمار سلولی با جهت ). 1-الفشکل(
شتن ظاهري نسـبتا یکنواخـت اسـتفاده    پاساژ سوم به لحاظ دا

. شد
بررسیفلوسیتومتري جهتتکنیک ایمونوسیتوشیمی و

ها بنیادياي سطحی سلولمارکره
با استفاده بررسی مارکرهاي سطحی سلول هاي بنیادينتایج 

درصد از سلول 5/96نشان داد که حدود از فلوسیتومتري

آنها درصد از 94حدود ، CD90مارکر hADSCsهاي 
درصد 1,5تنها و CD14درصد مارکر CD44 ،2مارکر 

، 1-جو1-بشکل(. را بیان کردندCD45از آنها مارکر
.)2شکل 

MTTبنیاديزیست پذیري سلول هايو
سـاعت بعـد از تیمـار کـردن     72سـلولی درصد بقاءمیانگین 

ج نتـای بررسـی شـد و   MTT، بـا تکنیـک   ASTسلول ها با 
سـلول  درصـد زیسـت پـذیري    میـانگین  که حاصله نشان داد 

ــاي  ــا   ه ــده ب ــار ش ــانوگرم 5تیم در ) AST)35/0±134ن
AST)21/0±نـانوگرم  1تیمار شده با سلول هاي با مقایسه 

به صورت معنی ) 10/0±107(ASTنانوگرم 10و ) 5/111
).=04/0P()1نمودار(داري افزایش پیدا کرده است

هاي سلول )الف. (ی و بیان مارکرهاي سطحی ویژه  سلول هاي بنیاديسلولو فلوئورسنس از مورفولوژيازکنتراست تصاویر میکروسکوپ ف:1شکل 
در CD44بیان مارکر سطحی ) ج(و CD90بیان مارکر سطحی ) ب(،40×با بزرگنمایی سلول هاي فیبروبلاستدر پاساژ سوم با مورفولوژيبنیادي 

.سلول هاي بنیادي

، و درصد CD44، وCD90هايمارکرhADSCsاز سلول هاي بالایی درصد . فلوسیتومتري و بیان مارکرهاي سطحی ویژه  سلول هاي بنیادياویر تص:2شکل 
.را بیان کردندCD45و CD14پایینی از آنها مارکرهاي 
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تیمار شده سلول هاي درصد بقاء درمیانگین . با آستاگزانتیندر گروه هاي تیمار شدهقابلیت زیست پذیري سلولهادرصد میانگین يمقایسه: 1نمودار 
.)*=0,04P(افزایش یافته استداريبه صورت معنیمقایسه با سایر گروه ها در نانوگرم آستاگزانتین 5با 

ه ها باعث افزایش میانگین تعداد سلول هاي بنیادي شده است آستاگزانتین در همه ي گرو. ي بنیادي با روش تریپان بلوسلولهادرصد تکثیرمیانگین يمقایسه: 2نمودار 
)*=0,03P(نانوگرم نسبت به گروه کنترل، به صورت معنی داري افزایش یافته است5که در گروه تیمار شده با 

تریپان بلو و شمارش سلولی روش
تریپان بلو نشان داد که آستاگزانتین اثر روش حاصله از نتایج 

به شـکلی کـه  در تکثیر سلول هاي بنیادي دارد قابل توجهی
میانگین تعداد سلول هـا در همـه گـروه هـاي تیمـار شـده بـا        

AST72بعـلاوه  . نسبت به گروه کنترل افزایش داشته است
گروه تعداد سلول ها در ساعت بعد از تیمار کردن سلول ها، 

معنـی  نانوگرم آستاگزانتین نسبت به گروه کنتـرل افـزایش  5
.)2نمودار ( )=03/0P(داشتداري 

بحث 
در پژوهش حاضـر اثـرات آسـتاگزانتین بـر تکثیـر و زیسـت       

مـورد بررسـی قـرار گرفتـه     hADSCsپذیري سـلول هـاي   
سلول درمانی معمولا با هدف جایگزین کـردن سـلول   . است

عـلاوه بـر ایـن    .هاي آسـیب دیـده در بـدن انجـام مـی شـود      
ي جهـت درمـان   توانایی عبور سـلول هـا از سـد خـونی مغـز     

نبایـد نادیـده گرفتـه    MSبرخی از بیماري ها نظیـر بیمـاري   
بنابراین نوع سلول استفاده شده به لحاظ داشتن قـدرت  .شود

مهم بسیار کافی براي تکثیر و تمایز به رده سلولی مورد نظر، 
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دیـده مـی شـود سـلول     1همانطوري که در شـکل  .می باشد
رند و مارکرهاي ظاهر شبه فیبروبلاست داhADSCsهاي 

بعـلاوه بیـان   . ویژه سـطحی را در سـطح بـالایی بیـان کردنـد     
مارکرهاي ویژه سلول هاي خونی در سطح پایین بـود و ایـن   

نتـایج  ). 7و22(نتایج در راستاي مطالعـات قبلـی مـی باشـد     
ر دhADSCsتکنیک تریپان بلو نشان داد که سـلول هـاي   

حفـظ  ولی راسـل تکثیـر  قـدرت  در طول مطالعهگروه کنترل
تحت تـاثیر  hADSCsدر گروه هایی که بعلاوه . کرده اند

نسبت به گروه کنتـرل  آستاگزانتین قرار گرفتند تکثیر سلولی 
5افزایش پیدا کرد که این افزایش در گـروه تیمـار شـده بـا     

نانوگرم آستاگزانتین نسبت به گروه کنترل از لحـاظ آمـاري   
مطالعـات قبلـی همخـوانی    این یافته ها بـا نتـایج   .متفاوت بود

10در ایـن مطالعـات آســتاگزانتین در دوز   ). 23و24(نـدارد  
نانوگرم در میلی لیتر باعث افزایش تکثیر و بقاء سـلول هـاي   

از جملــه . بنیـادي نـورونی و پــیش سـاز نـورونی شــده اسـت     
فرضیه هایی که می توان در توجیه این تفاوت بیان کـرد آن  

بـر خـلاف سـلول هـاي     hADSCsي سـلول هـا  است کـه  
ــف     ــواع مختل ــح ان ــالایی در ترش ــایی ب ــورونی توان ــادي ن بنی

این فاکتور ها مـی تواننـد بـا    ). 25(فاکتورهاي رشد را دارند 
مکانیسم هاي درون و برون سلولی درگیـر در بیـان ژن   اثر بر 

در سیکل سلولی، تکثیر و زیست پذیري سـلولی  هاي درگیر
نتـایج مطالعـه حاضـر،    سـتاي در را.را تحت تاثیر قرار دهنـد 

Jeong-Hwan Kim  ــود ــه ي خ ــاران  در مطالع و همک
مسـیر هـاي   از طریق فعال کردننشان دادند که آستاگزانتین 

ــولی  وphosphatidylinositol 3-kinaseملک
Mitogen-activated protein/extracellular

signal-regulated kinase kinase   می توانـد باعـث
).26(افزایش تکثیر سلول هاي پیش ساز عصبی شود 

هـم نشـان داد   MTT، نتـایج  افزایش تکثیر سلولیعلاوه بر
آستاگزانتین باعث افزایش زیست پذیري سلولی می شود که 

نانوگرم در لیتـر  5ترین زیست پذیري سلول ها در دوز بالاو 
در توجیــه آن مــی تــوان گفــت کــه . اســتاگزانتین مــی باشــد

آستاگزانتین مـی توانـد بـا کـاهش اسـترس هـاي اکسـیداتیو        

در راسـتاي ایـن   .زیسـت پـذیري سـلولی شـود    باعث افزایش
کـه  نـد نشـان داد خودمطالعه ي و همکاران در Jangنتایج، 

مهار بیان ژن هاي درگیر در آپاپتوز سـلولی و  با آستاگزانتین
باعـث افـزایش   مـی توانـد   کاهش اسـترس هـاي اکسـیداتیو    

.)27(زیست پذیري سلولی شود
از سد خونی hADSCsتوانایی عبور سلول هاي  با تکیه بر

این سلول ها در مدل هاي حیوانیموفقیت آمیز مغزي  پیوند 
بـا  ). 1و9(نجام شده اسـت  اMSبرخی بیماریها نظیر بیماري 

تمایز سلول نشان داده است که نتایج این مطالعات،این حال
هاي پیوند شده به سلول هاي میلین ساز در حد مطلوب نمـی  

آپاپتوز سلولی و یـا پتانسـیل تکثیـر پـایین سـلول هـاي       . باشد
پیوند شده در شرایط درونی بدن از جمله فرضیه هایی اسـت  

عدم کفایت پیوند سلولی به آن اشاره که می توان در توجیه 
اسـتفاده از مـاده اي دیگـر بـه     با توجه بـه مطالـب بـالا،   .کرد

ــد ســلول هــاي    ــزایش کــارایی پیون عنــوان مکمــل جهــت اف
hADSCsآستاگزانتین به دلیـل  .  به نظر ضروري می رسد

خاصــیت آنتــی اکســیدانی بــالا و اثــرات ضــد التهــابی، ضــد 
کمل مناسبی براي سلول هاي به نظر م)15و16(آپوپتوزي

hADSCs ــد ــی باش ــابه  . م ــاده مش ــن م ــاای ــاي  ب ــلول ه س
hADSCs    توانــایی عبــور از ســد خــونی مغــزي را دارد

بـر تکثیـر و   همانطوري که دیده شـد مـی توانـد   و )15و25(
لـذا . ها اثر مثبت داشته باشدلسلواین قابلیت زیست پذیري 

هـــاي لاســـتفاده از آن مـــی توانـــد کـــارایی پیونـــد ســـلو 
hADSCs ــاري  را ــان بیم ــد MSدر درم ــزایش ده در .اف

، ضـد  )16و28(فعالیـت ضـد آپوپتـوزي    با توجه بـه  مجموع
و30(و توانایی عبـور از سـد خـونی مغـزي     ) 17و29(التهابی 

ي سلول هاما بین که از جمله ویژگی هاي مشترك )15و22
hADSCs می باشند مـی تـوان گفـت کـه     و آستاگزانتین

ستفاده از آستاگزانتین بـه همـراه پیونـد سـلول هـاي      احتمالا ا
hADSCsباعث بهبود نتایج سلول درمانی در بیماريMS

. خواهد شد
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نتیجه گیري
آستاگزانتین بر افزایش بقاء و با توجه به اثبات اثرات مفید 

و با تکیه بر اثرات ضد hADSCsتکثیر سلول هاي 
خونی مغزي مشترك التهابی، ضد آپوپتوزي و عبور از سد 

ازاستفاده ، و آستاگزانتینhADSCsما بین سلول هاي 
آستاگزانتین می تواند باعث افزایش کارایی پیوند سلول هاي 

hADSCsبیماري درماندرMSشود.
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