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Abstract 
Objective: Hexavalent chromium [Cr (VI)] compounds are well-known environmental 
contaminants generated from industrial processes. Several studies have reported the 
harmful effects of Cr (VI) on different organs, however, little is known about neurotoxic 
effects of Cr (VI). The aim of this study is to investigate the toxic effects of Cr (VI) on 
PC12 cells. 
Methods : PC12 cells were cultured following standard protocol and exposed to various 
concentrations (1-100 μM) of potassium dichromate (K2Cr2O7) for 24, 48 and 72 h. After 
exposure, cell viability was measured by the MTT assy. Also following exposure, 
production of reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation were measured. 
Results: Potassium dichromate induced significant cell death in PC12 cells. The IC50 
values for cytotoxicity were 22.02 for 24 h, 1.88 for 48 h, and 1.85 for 72 h of exposure. 
Significant differences between IC50 for 24 h of exposure compared to 48 and 72 h of 
exposure were observed (p<0.05). ROS production and lipid peroxidation significantly 
increased in the Cr (VI) treated groups compared to the control group (p<0.05).  
Conclusion: The results indicated that Cr (VI) induced dose and time dependent 
cytotoxicity in PC12 cells which indicated neurotoxic effects of Cr (VI). Mechanisms of 
Cr (VI) induced toxicity have not been fully determined, however increased production of 
ROS and lipid peroxidation in Cr (VI) treated groups demonstrated that oxidative stress 
might be involved in neurotoxicity of Cr (VI). 
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 PC12های  سلول
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 چكيده
ّتای كتٌیتی    صیؼت اػتت کتِ اص ًشیتع فیالیتت     ّای هحیي کٌٌذُ ِ آلَدُ[ اص خولcr(VI: تشکیثات کشٍم ؿؾ ظشفیتی ])هدف

ّای هختلف اًدتام رشفتتِ اػتت اهتا دستتاسُ ػتویت        اًذامتش  VIؿَد. هٌالیات هتیذدی دس ساتٌِ تا آثاس هوشس کشٍم  ایداد هی

 اػت. PC12ّای  تش ػلَل VIعلثی آى اًلاعات کوی ٍخَد داسد. ّذف اص ایي تحقیع تشسػی ػویت علثی کشٍم 

کشٍهتات   دی ّتای هختلتف اتاػتین    تشاػاع سٍؽ اػتاًذاسد کـتت دادُ ؿتذًذ ٍ تتا تل تت     PC12ّای  : ػلَلها مواد و روش

ِ   ػتاعت هَاختِ ؿتذًذع تیتذ اص هَاخْتِ تقتای ػتلَل        72ٍ  48، 24هذت  هیکشٍهَلاس( تِ 1-100)  MTTٍػتیلِ سٍؽ   ّتا تت

 ؼیظى ٍ اشاکؼیذاػیَى لیپیذ ًیض اسصیاتی ؿذ.  ّای فیال اک اسصیاتی ؿذ. علاٍُ تش ایيع هیضاى رًَِ

هحاػتثِ ؿتذُ تتشای ػتویت کتشٍم       IC50ؿتذ.   PC12ّتای   داسی تاعت  هتشس ػتلَل    ًتَس هیٌتی   کشٍهات تِ دی اتاػین نتایج:

ّتا   تتا تقیتِ صهتاى    24  ػاعت تتَد کتِ دس تتیي صهتاى     72ٍ  48، 24ّای  تشتیة تشای صهاى تِهیکشٍهَلاس  85/1ٍ  88/1، 01/22

ِ P<05/0داسی اػتت )  اختتلاف هیٌتتی  داسای ّتای فیتتال اکؼتیظى ٍ ّو ٌتتیي اشاکؼیذاػتیَى لیپیتتذ، دس     (. هیتتضاى تَلیتذ رًَتت

 (.  P<05/0ًـاى دادُ اػت ) داسی ًؼثت تِ رشٍُ کٌتشل افضایؾ هیٌی VIّای تیواس ؿذُ تا کشٍم  رشٍُ

ِ  VIدّذ کِ کشٍم  : ًتایح ایي تحقیع ًـاى هیگيری نتيجه ِ    تت دٍص ٍ صهتاى تاعت  ایدتاد ػتویت ػتلَلی دس       كتَست ٍاتؼتتِ تت

ِ     هی PC12ّای  ػلَل  VIٍػتیلِ کتشٍم    ؿَد کِ تیاًگش ػویت علثی ایي تشکیة اػت. هکاًیؼن ػویت علتثی ایدتاد ؿتذُ تت

 VIّتای هَاختِ ؿتذُ تتا کتشٍم       ّای فیال اکؼیظى ٍ اشاکؼیذاػیَى لیپیذ دس رتشٍُ  ًَس کاهل هـخق ًیؼتع اها افضایؾ رًَِ تِ

 اػت. VIُ اهکاى دسریش تَدى اػتشع اکؼیذاتیَ دس ػویت علثی کشٍم ًـاى دٌّذ

 
 ، ػویت علثی، اػتشع اکؼیذاتیVIَ: کشٍم کليدواشگان

 

 

 مقدمه
ای دس هحیي صیؼتت   ًَس رؼتشدُ کشٍم تشکیثی اػت کِ تِ

ِ   اشاکٌذُ ؿذُ اػتت. کتشٍم هتی    اًَتذ تت ِ   ت ای اص  كتَست داهٌت

 َد داؿتِ تاؿذ ٍلی تتا  + ٍخ2تا  -2ّای اکؼیذاػیَى اص  حالت

 
ِ تِ ّای هحیي صیؼتی  هیوَل ػیؼتن احیایٍ اتاًؼیل  pH تَخ

کتتشٍم اص ًشیتتع [. 1] ؿتتَد یافتتت هتتی +6ٍ  +3تتِ دٍ فتتشم  

ٍ دتاتی،  فیالیت ّای اًؼاًی اص قثیل کاسخاًدات فَلاد، ًؼاخی 
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اٍسد آب   کاسی، ػیواى، ؿیـِ ٍ ًیشٍرتاُ  آب ّتای   ّتای تتشو 

فاهلاب كٌایع تاع  آلَدری هٌاتع  ؿَد ٍ اص ًشیع هحیٌی هی

اًَذ اص ًشیع ؿؼتِ ؿذى  کشٍم هی ععلاٍُ تش ایي د.ؿَ آتی هی ت

اٍسد آب ػٌگ كَست دٍ  کشٍم تِ [.3، 2] دؿَّای صیشصهیٌی  ّا 

ى کشٍهات  .ٍخَد داسدّای آتی  هحیيظشفیتی دس  6ٍ  3فشم  آًیَ

[. 4] خٌثی اػتت  pHّای آتی تا دس هحیي VIفشم تالة کشٍم 

ِ کشٍم ؿؾ ظشفیتی تِتَ ُ ت ِ ٍیظ ایداد  دلیل ػویت تالای آى ٍ خ

دس . صایی ٍ ػتویت طًتیکتی آى اػتت    ، خْؾDNAآػیة تِ 

اَى قَی تِ VIحقیقت کشٍم  صای  تشیي فشم ػتوی ٍ ػتشًاى   عٌ

 DNAًَس هؼتقین تا  تِ VIؿَد. کشٍم  کشٍم دس ً ش رشفتِ هی

ثذیل آى تِ داخل ػلَلی ٍ ت یکٌذ تلکِ تیذ اص احیا تذاخل ًوی

ایت تا  IIIکشٍم  ٍ تاع  ایداد آػیة  تذاخل هی DNAدس ًْ کٌذ 

ایت تاع  ایداد تغییشات تتذخین ٍ ػتشًاى    DNAتِ  ٍ دس ًْ

کشٍم اص هؼیشّای هختلف اص خولِ تلع ٍ اػتٌـاو [. 5] ؿَد هی

 ؿَد کِ هؼیش خَساکی داسای تیـتشیي اّویت اػت اٍسد تذى هی

زب تؼتیاس کوتی اص هدتشای    کشٍم ػِ ظشفیتی داسای خت  .[6]

ِ کشٍم ؿؾ ظشفیتی خَسدُ ؿذُ تِ  اَسؿی اػت دس كَستی ک ر

اَسؿی خزب هی ًَس  ؿَد. کشٍم تِ هیضاى تیـتشی اص هدشای ر

ُ دس تیوی تافت ّا ؿاهل  ایي تافت عکٌذ ّا تدوع ایذا هی رؼتشد

اًَتذٍتلیال    هغض، کثذ، ًحال، تیوِ اَى ٍ ستیکَل  ّا، هغتض اػتتخ

(Reticuloendothelial) کتتشٍم ؿتتؾ ظشفیتتتی   .[7] اػتتت

تشای عثَس اص تـتای   كَست یَى کشٍهات ٍ دی کشٍهات تِ

ّا اص هؼیشّای تثادل آًیًَی ػَلفات ٍ فؼفات اػتفادُ  ػلَل

کٌذ کِ اًتقال اص ایي ًشیع تشای فشم ػِ ظشفیتی آى تؼتیاس   هی

اٍسد چشخِ  6ٍ  3ّش دٍ کشٍم  .[6] کوتش اػت  احیاظشفیتی کِ 

داسای حالتت  ، کٌتذ  ّای فیال اکؼتیظى هتی   یذ رًَِؿذُ ٍ تَل

اَ   اػت صیؼتیاکؼیذاػیَى فیال  اٍسد اًت . کشٍم ؿؾ ظشفیتی 

ؿَد ٍ تحت ؿشایي فیضیَلَطیکی داخل  ّا هی هختلفی اص ػلَل

ػتتلَلی تَػتتي ّیتتذسٍطى اشاکؼتتیذ، رلَتتتاتیَى سدٍکتتتاص،   

ایداد  ّا، آػکَستیک اػیذ ٍ رلَتاتیَى احیا ؿذُ کشتَّیذسات

اٍػي فیال هیتشک ِ کشٍم ػِ ظشفیتی  یثات حذ  ایت ت ٍ دس ًْ کٌذ 

ّای فیال ؿذى اکؼیظى تَػي  تشیي هکاًؼین ؿَد. هْن تثذیل هی

اٍکٌؾ فٌتتَى  اٍػي ؿاهل  ٍیتغ   -ّتاتش ، (Fenton) فلضات 

(Haber–Weiss )   اَکؼیذاػیَى اػت کِ هٌدش تتِ تَلیتذ ٍ ات

سػتاى قتَی تتِ     سادیکال ّیذسٍکؼیل کِ یک تشکیتة آػتیة  

 ؿَد تٌاتشایي اػتشع اکؼیذاتیَ ّای ػلَل اػت هی هاکشٍهَلکَل

(Oxidative stress)  دسٍى ػتلَلی   یایداد ؿذُ دس اثش احیتا

اَى   کشٍم ؿؾ ظشفیتی تِ اَى هکاًیؼن ػویت ایي تشکیة عٌت عٌ

 ّتای  کشٍم ؿؾ ظشفیتی تاع  ایدتاد ػتویت   .[8] ؿذُ اػت

ٍ ُ هحیٌتی رؼتتشد   ،علثی، تواػی، طًتیکتی، ػیؼتتن ایوٌتی   

کشٍم ؿؾ ظشفیتی ٍ  ی. دس سًٍذ احیا[1] ؿَد صایی هی ػشًاى

ّای ًتشم اص قثیتل کثتذ،     ّای فیال اکؼیظى تِ تافت تَلیذ رًَِ

اٍسد هتی   ارتش چتِ    [.9] ؿتَد  ااًکشاع، کلیِ ٍ هخ ِ آػتیة 

هٌالیات هتیتذدی ایشاهتَى ػتویت کتشٍم ؿتؾ ظشفیتتی دس       

ِ ٍلی دس ػلَل ُ ّای هختلف اًدام رشفت ی ایي فلض ػویت علثتاس

اى دادُ ؿتذُ   اًلاعات کوی دس دػت اػت. دس یک هٌالیِ ًـ

اػت تدَیض کشٍم ؿؾ ظشفیتی اص ًشیع آب آؿاهیذًی تاع  

. تشاػاع ایي یافتتِ  [8] دؿَ اػتشع اکؼیذاتیَ دس تافت هغض هی

اَى ایي ًتیدِ سا رشفت کِ کشٍم هی هی اًَذ اص ػذ ختًَی  ت  -ت

د. اػتشع ؿَاکؼیذاتیَ هغضی عثَس کٌذ ٍ تاع  ایداد اػتشع 

اکؼیذاتیَ ًقؾ اش اّویتتی دس ایدتاد ٍ ایـتشفت تؼتیاسی اص     

ّای قلثی عشٍقی ٍ  تیواسی ،دیاتت ،ّا اص خولِ ػشًاى تیواسی

هثتتل  (Neurodegenerative) سٍدطًشاتیتتََّتتای ً تیوتتاسی

 [.10] داسد (Alzheimer) ٍ آلضایوتش ( Parkinson)ااسکیٌؼَى 

خاكی کِ داسًتذ اص خولتِ   ری ٍیظّای علثی تِ علت  ػلَل

لی ٍ دفا   یّای چشب تیش اؿثا  دس تـا دسكذ تالای اػیذ ػلَ

ّتای آصاد   ّای ًاؿی اص سادیکتال  اکؼیذاًی ااییي تِ آػیة آًتی

اًَذ تا ایداد  ّا هی کِ آلایٌذُ خایی اص آى [8] تش ّؼتٌذ حؼاع ت

ٍ ایـشفت تیواسی َ دس ایداد  سٍدطًشاتیَ َّای ً اػتشع اکؼیذاتی

ثیش کشٍم تأکٌَى رضاسؿی هثٌی تش  ًقؾ داؿتِ تاؿذ ٍ ّو ٌیي تا

 In) ّای علثی دس هحتیي تتشٍى تٌتی    ؿؾ ظشفیتی تش ػلَل

vitro) ػتویت   تشسػتی  ّذف ایي هٌالیِ ،ٍخَد ًذاؿتِ اػت

ٍ اػتشع اکؼیذاتیَ ًاؿی اص  PC12ّای علثی  کشٍم تش ػلَل

 آى اػت.

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 و همکاران یابوالفضل دشت

 

 58 1314 بهار، 1، شماره 18، دوره آسیب شناسی زیستی علوم پسشکی مدرس: مجله 65

 ها مواد و روش

 مواد
 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’sهحیي کـت 

Medium( ػشم خٌیي راٍی ،)Fetal Bovine Serum: FBS) ،

ػیلیي/ اػتشاتَهایؼتیي   تیَتیک اٌی آًتی ٍ (Trypsin) تشیپؼیي

 ذ. ؿخشیذاسی  )آهشیکا( Gibcoاص ؿشکت 

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-Diphenyl 

tetrazolium Bromide] ،2 ،'7 دی اػتات  دی کلشٍفلَسٍػیي

(Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate: DCFH-DA،) 

تَاستیتَسیتک اػتیذ  (poly-D-lysine: PDL) یضیيل-د–الی  ، تی

(Thiobarbituric acid: TBA)،  اتَکؼتتی اشٍاتتتاى  تتتتشا 

(1,1,3,3-tetraethoxypropane)   ػایش تشکیثات اص ؿتشکت ٍ

Sigma )خشیذاسی ؿذ. )آهشیکا 

 

 PC12های  کشت سلول
ااػتَس ایشاى خشیذاسی ؿتذ.   اًؼتیتَاص  PC12سدُ ػلَلی 

چؼتثٌذری هتییف ٍ توایتل تتِ تـتکیل       PC12ّتای   ػلَل

قثل اص کـتت ایتي    تٌاتشایي لاصم اػت ّای ػلَلی داسًذ. تَدُ

 PDLٍػتیلِ تشکیتة   ِ ّای کـت ػتلَلی تت   فلاػک، ّا ػلَل

 DMEMذ. ایي سدُ ػلَلی دس هحیي کـتت  ًاَؿؾ دادُ ؿَ

ّتای   ( ٍ دس فلاػکFBSػشم خٌیي راٍی ) دسكذ 10حاٍی 

تَتاتَس تتا دهتای       ػاًتی 25 دسختِ   37هتتشی کـتت ٍ دس اًک

. تیتذ اص  ؿتذ  اکؼیذ کشتي ًگْتذاسی  دسكذ دی 5رشاد ٍ  ػاًتی

دسكذ ػٌح فلاػک سا اَؿاًذًذ، اص  80ّا تیؾ اص  کِ ػلَل ایي

 ذ. ؿاػتفادُ ّا  ّا تشای اًدام ػایش آصهایؾ آى

 

 يلولبررسي سميت س
تتِ تیتذاد    PC12ّتای   اًدام ایي آصهایؾ اتتذا ػلَل تشای

خاًِ کـت دادُ  96ػلَل تِ اصای ّش چاّک اص الیت  1× 104

ّای هختلف  ّا تا تل ت ػاعت ػلَل 24ؿذًذ. تیذ اص رزؿت 

، 24هذت  ( تِلیتش هیکشٍرشم/ هیلی 100-1کشٍهات ) دی اتاػین

اَخِ  72ٍ  48 ویت ػتلَلی اص  . تشای اسصیاتی ػًذذؿػاعت ه

یتک ًوتک    MTT ذ. اتَدس ؿاػتفادُ  MTTآصهایؾ ػٌدؾ 

هحلتتَل دس آب اػتتت. دس اثتتش    (Tetrazolium) تتتتشاصٍلین

ِ فقي دس ػلَل آًضین ّای صًذُ  ّای دّیذسٍطًاص هیتَکٌذسیایی ک

تتِ تلَسّتای آتتی سًتگ      ، ًوک تتشاصٍلین هحلتَل اػتفیال 

تٌتاتشایي   عؿتَد  تیش هحلَل تثذیل هتی  (Formazan) فَسهاصاى

ّتای صًتذُ    هیضاى سًگ آتی تَلیذ ؿذُ هتٌاػة تا هیضاى ػتلَل 

تَاػیَى هحیي کـت ػلَل ّتا تتا    اػت. تیذ اص اتوام صهاى اًک

لیتتش   رتشم دس هیلتی   هیلتی  5/0 تتا تل تت   MTTهحیي حاٍی 

تَاتَس قشاسدادُ  ػاعت ػلَل 4هذت  ذ ٍ تِؿتیَین  ّا دس اًک

 100 افِ کتشدى تلَسّای فَسهاصاى تـتکیل ؿتذُ تتا اهت     ؿذ.

تتِ ؿتکل    DMSO (Dimethyl Sulfoxide)حتلال  لیتش  هیکشٍ

 یضاالا رش قشائت دػتگاُ تَػي هحلَل دسآهذ ٍ خزب ًَسی آى

(ELISA Reader) تشاتتش  دس ًاًَهتش 570 هشخع هَج ًَل دس 

اًَذُ ًاًَهتش 630 هشخع هَج ًَل ُ  ؿذ. هیضاى ػلَل خ ّای صذً

 اى ؿذُ اػت.كَست دسكذ کٌتشل تی دس ّش رشٍُ تِ

 

 های فعال اکسيصن  بررسي ميسان توليد گونه

 ِ  Reactive Oxygen) ّتتای فیتتال اکؼتتیظى هیتضاى رًَتت

Species: ROS) ًَّتگ  ٍػتیلِ سٍؽ تیتاى ؿتذُ تَػتي    ِ ت 

(Hong) ُتدوتتع دسٍى  .[11] ذؿتتریتتشی  ٍ ّوکتتاساى اًتتذاص

فلَسٍػتیي   دی کلشٍ 7ٍ  2تا اػتفادُ اص تشکیة  ROSػلَلی 

 کلتتشٍ ریتتشی ؿتتذ. دی  اًتتذاصُ (DCFH2-DA)دی اػتتتات 

کِ تتِ  اػت اػتات یک تشکیة تیش فلَسػٌت   دی  فلَسٍػیي

اًَذ اص تـتای ػتلَلی عثتَس کٌتذ. ایتي تشکیتة        ساحتی هی ت

ٍ  تِ تشکیتة دی  (Esterase) ٍػیلِ اػتشاصّای ػلَلیِ ت  کلتش

اًَتذ دس   هتی  ٍ ػپغ ؿَد هیّیذسٍلیض ( DCFH)فلَسٍػیي  ت

ِ    ROSحوتَس   تشکیتة دی کلشٍفلَسٍػتنیي    اکؼتیذ ؿتذُ تت

(DCF)  کِ خاكیت فلَسػٌت تالایی داسد تثذیل َ د. تتذیي  ؿت

 24ػتلَل دس چاّتک الیتت     1×105تِ تیذاد  ّا هٌ َس ػلَل

 تا تل تت  ّا ػاعت ػلَل 24ذ. تیذ اص رزؿت ؿـت کخاًِ 

 72ٍ  48، 24هتتذت  تتتِ دی کشٍهتتات اتاػتتینهیکشٍهتتَلاس  2 
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اَخِ  تَاػتیَى  صهتاى  ؿتذى  ػتپشی  تیذ اص. ذًذؿػاعت ه ، اًک

ِ  ؿتذُ  ختذا  الیتت  اص تشیپؼتیي  تَػي ّا ػلَل  PBSتتافش   تت

(Phosphate Buffered Saline )هتتَلاس هیلتتی 6/5 حتتاٍی 

هٌتقل ٍ دس ایتي   DCFH-DAهیشف  هَلاس هیکشٍ 10 رلَکض ٍ

تَِ ؿذًذ 30هذت  ؿشایي تِ ػپغ  .دقیقِ دس هحیي تاسیک اًک

 PBS لیتش تتافش  هیلی 1ّا ػاًتشیفَط ٍ سػَب ػلَلی دس  ًوًَِ

ٍػتیلِ دػتتگاُ   ِ ؿتذت فلَسػتٌت تت    اتغ اص آى  .ذؿت هیلع 

( دس ًتَل هتَج   BD Facs Canto II U.S.Aفلَػایتَهتشی )

تتشی   485تحشیکتتی  ًتتاًَهتش  520ًتتاًَهتش ٍ ًتتَل هتتَج ًـ

 ذ.ؿریشی  اًذاصُ

 

 بررسي ميسان پراکسيداسيون ليپيد
 اسصیتاتی اػتتشع   تتشای تشای تشسػی اشاکؼیذاػیَى لیپیتذ  

 یتتتذیریتتتشی هیتتتضاى هتتتالَى دی آلذ  اکؼتتتیذاتیَ اص اًتتتذاصُ

(Malondialdehyde: MDA) یٌتتتذآتَلیتتتذ ؿتتتذُ دس فش 

َ  لیپیذ اػتفادُ هی اشاکؼیذاػیَى اص اشاکؼیذاػتیَى   MDA. دؿت

ٍ تفکیتک   ؿکؼتت  هیضاى تَلیذ آى تتا  ٍ ؿَد هی تَلیذ لیپیذّا

 سٍ ایتتي  اصع اػتتیذّای چتتشب تیشاؿتتثا  هتٌاػتتة اػتتت    

ؿاخق هٌاػثی تشای اشاکؼیذاػتیَى لیپیتذ    MDA ریشی اًذاصُ

ػتلَل دس ّتتش   1×  106تتا تتشاکن    PC12ّتای   . ػتلَل اػتت 

ػتاعت   24خاًِ کـت دادُ ؿذًذ. تیتذ اص   6چاّک اص الیت 

تَاػیَى، ػلَل ٍ  2 ّا تتا تل تت   اًک  دی اتاػتین هتَلاس   هیکتش

ِ  72ٍ  48، 24هذت  کشٍهات تِ اَخت . تیتذ اص  ؿتذًذ  ػاعت ه

تَاػیَى ػل ٍػیلِ تشاؼتیي  ِ ؿؼتـَ ٍ ت PBSتا  ّا َلصهاى اًک

ٍلت ػتًَیکِ   40 یِ دسثاً 20. ػپغ ًذذؿاص ػٌح الیت خذا 

(Sonicated ) دػتت  ِ ػلَلی ت ػلَلی ّوگيهحلَل ؿذًذ تا

 200تتتا  ػتتلَلی ّوگتتيهحلتتَل هیکشٍلیتتتش اص  100 آیتتذ.

اٍکٌـگش تَاستیتَسیتک اػتیذ   هیکشٍلیتش  حتاٍی  ( کتِ  TBA) تی

 Trichloroacetic) ػتتیک اػتیذ  تتشی کلتتشٍ ا  دسكتذ  75/3

acid: TCA)  ٍ0925/0   دسكتذTBA  ،ذ ٍ ؿت تشکیتة   اػتت

دسختِ   90دقیقتِ دس حوتام آب رتشم تتا دهتای       60هتذت   تِ

 g1000 ّا دس رشاد قشاس رشفت. تیذ اص ػشد کشدى، ًوًَِ ػاًتی

اص هحلتَل سٍیتی    هیکشٍلیتتش  200ٍ تِ هیضاى  ؿذًذػاًتشیفَط 

ٍ ختزب کوتپلکغ    تقتل ؿتذ  هٌخاًِ  96تِ ّش چاّک الیت 

ًتاًَهتش تَػتي دػتتگاُ     540سًگی ایداد ؿذُ دس ًَل هَج 

 ریشی ؿذ. تشای سػن هٌحٌی اػتتاًذاسد اص  الایضا اًذاصُ رش قشائت

هیتضاى اتشٍتنیي ًیتض     .[12] اػتتفادُ ؿتذ   تتشا اتَکؼی اشٍاتاى 

 [.13] ذؿت ریتشی   اًذاصُ (Bradford) ٍػیلِ سٍؽ تشادفَسدِ ت

ُ تیتذ اص ًشهتال ؿتذى تشاػتاع هیتضاى      تَلیذ ؿذ MDAهیضاى 

 .ؿذُ اػتكَست دسكذ کٌتشل تیاى  تِ اشٍتنیي ّش ًوًَِ

 

 آماری تجسیه و تحليل
ِ تاس تکشاس اًدام ؿذُ ٍ ًتایح  تِ اّ تواهی آصهایؾ كَست ػ

 (Mean ± SEM) يیاًگیاػتاًذاسد ه خٌای  ±  يیاًگیه كَست تِ

ُ ؿذُ اػت. تدضیِ اى داد  تا ًوَداسّا سػن ّا ٍ دادُ تحلیل ٍ ًـ

تشای اًدام ؿذ.  GraphPad Prism 5افضاسآهاسی  ًشم اص اػتفادُ

اص دس تشسػتی ػتویت    ّا داس تَدى تفاٍت هیاًگیي آصهَى هیٌی

اٍسیاًغ دٍ ًشفِ آهاسی آصهَى اًلیض   (Two-way ANOVA) آ

 Bonferroniّتا اص آصهتَى    دٍ هیتاًگیي ِ ت تشای هقایؼِ دٍ ٍ

Multiple Comparison Test  ِدس  ّتا  هیاًگیيٍ تشای هقایؼ

آًتالیض   آهتاسی  آصهتَى اص  ROS  ٍMDAتشسػی هیضاى تَلیتذ  

تشای هقایؼتِ   ٍ (One-Way ANOVA) اٍسیاًغ یک ًشفِ

 .ؿذ اػتفادُ Newman-Keulsّا اص آصهَى  دٍ هیاًگیيِ ت دٍ

 

 نتایج
 هلای  کرومات روی سللول  دی سميت سلولي پتاسيم

PC12. 
ّای هختلف  کشٍهات دس تل ت دی  ػویت ػلَلی اتاػین

ػتاعت   72ٍ  48، 24ّتای   هیکشٍهَلاس( ٍ دس صهتاى  1-100)

اى دادُ ؿذُ اػت. تشاػتاع   1ؿکل ٍ ًتایح دس  ؿذاسصیاتی  ًـ

ِ   دی ایي ًتایح ػویت اتاػین اٍتؼتتِ تتِ     کشٍهتات تت كتَست 

ّا دس  ػلَل یداس دس هیضاى تقا تل ت ٍ صهاى اػت. کاّؾ هیٌی

اَخْتِ   48آصهایؾ دس صهاى ّای هَسد  تواهی تل ت ػاعت ه
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اَخِْ هـاّذُ هی 24ًؼثت تِ  کِ تتیي   ؿَد دس حالی ػاعت ه

هیتضاى   داس دس ػاعت تفتاٍت هیٌتی   72ػاعت ٍ  48ّای  صهاى

هحاػتثِ ؿتذُ تتشای     IC50ذ. هیتضاى  ـّا هـاّذُ ً ػلَل یتقا

اَخِْ تِ 72ٍ  48، 24ّای  صهاى ، 01/22تشتیة تشاتش تا  ػاعت ه

 IC50داس تتیي   یکشٍهَلاس اػت ٍ تفاٍت هیٌتی ه 85/1ٍ  88/1

 ّا هـاّذُ ؿذ. ػاعت تا تقیِ صهاى 24هحاػثِ ؿذُ تشای 

 
 ّای هختلف هحاػثِ ؿذُ تشای هشس ػلَلی ًاؿی اص اتاػین دی کشٍهات دس صهاى IC50هیضاى  1جدول 

 

 72 48 24 صهاى هَاخِْ )ػاعت(
IC50 )85/1 ± 1/1 88/1 ± 1/1 01/22 ± 4/1 )هیکشٍهَلاس 

 
 (>001/0Pیک ًشفِ،  آًالیض ٍاسیاًغؿَد ) ّای دیگش دیذُ هی ػاعت تا رشٍُ 24داس دس صهاى  تفاٍت هیٌی

 

 
 

ٍ صهاى تأثیش اتاػین دی کشٍهات دس تل ت 1شكل  ّای هختلف اتاػین دی  ػاعت تیذ اص کـت تا تل ت PC12 24ّای  ع ػلَلPC12ّای  ّای هختلف تش تقای ػلَل ّا 

ٍ هیضاى تقای ػلَلیکشٍهات هَ ِ سٍؽ  72ٍ  48، 24اخِ ؿذًذ  ٍ ًتایح تِ اًذاصُ MTTػاعت تیذ ت ِ تاس تکشاس ؿذُ  ُ اػت. ّش آصهایؾ ػ  یخٌا ±كَست هیاًگیي  ریشی ؿذ
ُ ؿذُ اػت. دس تواهی تل ت يیاًگیاػتاًذاسد ه دّذع ّو ٌیي  ػاعت سا ًـاى هی 24ى داسی تا صها ػاعت تفاٍت هیٌی 72ٍ  48ّای  ّا هیضاى تقای ػلَلی دس صهاى ًـاى داد

:تفاٍت هیضاى تقای ػلَلی دس ّش تل ت تا رشٍُ کٌتشل سا ًـاى * داسی داسد. كَست ٍاتؼتِ تِ تل ت ًؼثت تِ رشٍُ کٌتشل کاّؾ هیٌی هیضاى تقای ػلَلی دس ّش صهاى تِ
 (Bonferroni Post Testدٍ ًشفِ،  آًالیض ٍاسیاًغدّذ. ) ًـاى هیػاعت سا  24ػاعت تا  72ٍ  48ّای  : تفاٍت هیضاى تقای ػلَلی دس صهاى #دّذ.  هی

 

 ROSکرومات بر روی توليد  دی ثير پتاسيمتأ
اَخْ  هیکشٍهَلاس اتاػتین  2تا تل ت  PC12ّای  ػلَل ِه

ػتاعت، هَختة    72ٍ  48، 24ّتای   کشٍهات تشای صهتاى  دی

َ  هتی  ROSافضایؾ هیضاى تَلیذ  ػتاعت   48د کتِ دس صهتاى   ؿت

اَخْ  (.2 ؿکل) داس اػت ي اختلاف هیٌیای ِه

 

کرومات بر ميسان ليپيد  دی ثير پتاسيمتأارزیابي 

 پراکسيداسيون
اَى یک ؿتاخق   تِ MDAهیضاى  اشاکؼیذاػتیَى   تتشای عٌ

اَخِْ ػلَلؿذلیپیذّا اسصیاتی  هیکشٍهتَلاس   2ّا تا تل تت   . ه

 MDAػاعت هَخة افضایؾ دس هیتضاى   72ٍ  48، 24هذت  تِ
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ػتاعت ًؼتثت تتِ     72ٍ  48ّای  کِ ایي افضایؾ دس صهاى ؿذ

 (.3 ؿکل) اػتداس  رشٍُ کٌتشل هیٌی

 

 
 

هیکشٍهتَلاس تتش هیتضاى تَلیتذ      2تأثیش اتاػین دی کشٍهات دس تل ت  2 شكل
ROS ّای  ّای هختلفع ػلَل دس صهاىPC12 24     ػاعت تیتذ اص کـتت تتا
 ROSضاى تَلیتذ  ّای هختلف اتاػین دی کشٍهات هَاخِ ؿتذًذ ٍ هیت   تل ت

ریشی ؿذُ اػت. ّتش آصهتایؾ    اًذاصُ تَهتشیتا فلَػاػاعت تیذ  72ٍ  48، 24
 يیاًگیت اػتتاًذاسد ه  یخٌتا  ±كَست هیتاًگیي   ػِ تاس تکشاس ؿذُ ٍ ًتایح تِ

ػتاعت ًؼتثت تتِ رتشٍُ      48تیذ اص  ROSًـاى دادُ ؿذُ اػت. هیضاى تَلیذ 
یک  آًالیض ٍاسیاًغدّذ ) داسی ًـاى هی ّای دیگش افضایؾ هیٌی کٌتشل ٍ صهاى

 (<Newman-Keuls Post Test ،** 01/0Pًشفِ، 

 

 
 

هیکشٍهتتَلاس تتتش هیتتضاى  2تتتأثیش اتاػتتین دی کشٍهتتات دس تل تت   3شلكل  

ػاعت تیذ اص  PC12 24ّای  ّای هختلفع ػلَل اشاکؼیذاػیَى لیپیذ دس صهاى
یتذ  ّای هختلف اتاػین دی کشٍهات هَاخِ ؿذًذ ٍ هیضاى تَل کـت تا تل ت

MDA 24 ،48  ٍ72 ُریشی ؿذُ اػت. ّش آصهایؾ ػِ تتاس   ػاعت تیذ اًذاص
ًـتاى دادُ   يیاًگیاػتاًذاسد ه یخٌا ±كَست هیاًگیي  تکشاس ؿذُ ٍ ًتایح تِ

ػاعت ًؼثت تِ رشٍُ کٌتتشل   72ٍ  48تیذ اص MDAؿذُ اػت. هیضاى تَلیذ 
-Newmanیتک ًشفتِ،    آًتالیض ٍاسیتاًغ  دّذ. ) داسی ًـاى هی افضایؾ هیٌی

Keuls Post Test ،** 01/0P< ،*** 001/0P<) 

 

 بحث
کشٍهتات   دی دس ایي هٌالیِ اثتش ػتویت علتثی اتاػتین    

اَى یک هٌثع تَلیذ کٌٌذُ کتشٍم   تِ  PC12دس سدُ ػتلَلی   VIعٌ

اٍى تِ تِ PC12ّای  . ػلَلؿذتشسػی  اَى هتذل دس   ًَس فشا عٌ

ػتویت ػتلَلی دس هحتیي     ّتای  هٌالیات علثی ٍ آصهتایؾ 

 . دس ایي هٌالیِ ػویت اتاػتین [14ؿذًذ ]اّی اػتفادُ آصهایـگ

کِ  ؿذػاعت اسصیاتی  72ٍ  48، 24ّای  کشٍهات دس صهاى دی

ّتای    ذ کِ تیي صهاىؿدػت آهذُ هـخق  تا تَخِ تِ ًتایح تِ

داسی ٍخَد داسد کِ ایي تفتاٍت   ػاعت تفاٍت هیٌی 48ٍ  24

اٍتؼتِ تِ صهاى تَدى ػویت اتاػین اػتت.   کشٍهات دی تیاًگش 

تشتیتة تشاتتش تتا     هحاػثِ ؿذُ تشای ایي ػِ صهاى تِ IC50هیضاى 

هیکشٍهتَلاس اػتتت. دس هٌالیتتات اًدتتام  85/1ٍ  88/1، 01/22

، HepG2 [15]ّتای   دس ػتلَل  VIرشفتِ سٍی ػتویت کتشٍم   

ّای  ٍ ّو ٌیي ّپاتَػیتK562  ٍJ774 [16 ،17 ]ّای  ػلَل

اٍتؼتتِ   كتَست  تِ VIػویت کشٍم [ 18]خذا ؿذُ اص کثذ ست 

ّتای   اهتا حؼاػتیت ػتلَل    تِ تل ت ٍ صهاى تیاى ؿذُ اػت.

 IC50هتفاٍت تتَدُ اػتت. هیتضاى     VI هختلف تِ ػویت کشٍم

 ػتاعت  48تتشای   HepG2ّتای   تشای ػویت ػلَلی دس ػلَل

 1 ختذا ؿتذُ  ّتای ّپاتَػتیت    هیکشٍهَلاس ٍ دس ػتلَل  76/6

تتا تَختِ تتِ ًتتایح      .[18، 15] رضاسؽ ؿذُ اػتت  هَلاس هیلی

اَى ًتیدتِ    هتی  هحاػثِ ؿتذُ  IC50ٌالیِ حاهش ٍ هقایؼِ ه تت

 VI تتِ ػتویت کتشٍم    PC12 ّتای  رشفت کِ حؼاػیت ػلَل

اًَذ تِ علتت   ّای کثذی تیـتش اػت ٍ ایي هی ًؼثت تِ ػلَل ت

ّتای ًاؿتی اص    ّای علتثی تتِ آػتیة    حؼاػیت تیـتش ػلَل

کشٍهتات   دی دس ایي هٌالیتِ اتاػتین   تاؿذ. اکؼیذاتیَ اػتشع

ذ ؿت اٍتؼتِ تِ تل ت ٍ صهاى تاع  ایدتاد ػتویت    كَست تِ

ِ   48دس  VIکِ هیضاى ػتویت کتشٍم    ًَسی تِ ًتَس   ػتاعت تت

ػتاعت اػتت. ایتي یافتتِ هٌتاتع تتا        24داسی تیـتتش اص   هیٌی

 ّای دیگش اػت. دس ػلَل VI ّای هـاّذُ ؿذُ اص کشٍم ػویت

 24( J774A.1) ّای هاکشٍفاط هَؿی کـت دادُ ؿذُ دس ػلَل

اَخِ تا کشٍم  ػاعت اغ اص ذُ اػت دس  VIه ػویتی هـاّذُ ًـ

ِ تیذ اص  ػاعت ػویت چـوگیشی رضاسؽ ؿذُ اػت  48حالی ک

ی دس استثاى تا ػویت کشٍم 1] ّای  دس ػلَل VI[. ًتیدِ هـاتْ

K562 (Human Chronic Myelogenousleukemic Cell) 

حتذاکثش   VIسػذ کِ کتشٍم   ً ش هی [. ت17ِرضاسؽ ؿذُ اػت ]

کٌذ چَى دس  ػاعت اعوال هی 24سا تیذ اص رزؿت ػویت خَد 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 و همکاران یابوالفضل دشت

 

 62 1314 بهار، 1، شماره 18، دوره آسیب شناسی زیستی علوم پسشکی مدرس: مجله 56

ػاعت  72ٍ  48ایي هٌالیِ دس هیضاى هشس ػلَلی دس دٍ صهاى 

ذ. یکی اص هکاًیؼن تفاٍت هیٌی ّتای ػتویت    داسی هـاّذُ ًـ

ِ  VIػلَل اػت. ٍلی کشٍم  DNAآػیة تِ  VIکشٍم  ًتَس   تت

کٌذ تلکِ دس داخل ػتلَل کتشٍم    تذاخل ًوی DNAهؼتقین تا 

VI اَهل احیا کٌٌذُ تِ کشٍم  تَػي تثتذیل   IIIٍ کشٍم  V ،VIع

هتلل ؿتًَذ ٍ   DNAؿَد کِ ایي تشکیثات قادس ّؼتٌذ تِ  هی

ؿًَذ. اص ًشف دیگتشع احیتای داختل     DNAتاع  آػیة دس 

اًَذ تاعت    ؿَد کِ هی هی ROSتاع  تَلیذ  VIػلَلی کشٍم  ت

دس  VIّتایی کتِ تَػتي کتشٍم      ؿَد. آػتیة  DNAآػیة تِ 

DNA ؿَد ؿاهل: اتلال تِ  هی ایدادDNA تشکیة  ٍ تـکیل

، DNA، ؿکؼت دس صًدیتشُ  DNA (DNA adduct)اهافی 

ٍ اکؼیذ ؿذى تاصّا اػت. ایتي   DNAایداد اتلال اشٍتنیي تا 

ؿَد ّو ٌیي  هی DNAّا تاع  هْاس تقؼین ٍ سًٍَیؼی  آػیة

[. 19ؿتَد ]  هی DNAّای تشهین  کشٍم تاع  اختلال دس ػیؼتن

احتوال ٍختَد داسد کتِ ػتویت تیـتتش کتشٍم دس       تٌاتشایي ایي

ػتاعت تتِ علتت     24ػتاعت ًؼتثت تتِ     72ٍ  48ّای  صهاى

ِ صهاًی  DNAّای  آػیة ػاعت ػلَل  48تاؿذ چَى دس فاكل

یک صهاى تقؼین ػلَلی سا ًی کشدُ اػتت ٍ ػتلَل دس حتال    

تتش اػتت. اخیتشار دس یتک      حؼاع DNAّای  تقؼین تِ آػیة

ّای کـت دادُ ؿتذُ   تش ًَسٍى VIهٌالیِ ػویت علثی کشٍم 

اى هی دّذ کِ  رشاًَل هخ ِ تشسػی ؿذُ اػت. ایي هٌالیِ ًـ

اٍتؼتِ تِ صهاى ًیؼت ٍ کشٍم  تش ایي ػلَل VIػویت کشٍم  ّا 

VI  تاى هتی   24حذاکثش ػویت خَد سا دس دّتذ   ػاعت اٍل ًـ

ّای رشاًَل هخ ِ کِ اص هغض ًَصاد هَؽ رشفتتِ   ػلَل [.20]

کٌٌذ  ّای توایض یافتِ هی ایداد ًَسٍى ؿًَذ دس هحیي کـت هی

دس ایتي   VIکِ قاتلیت تکثیش ًذاسًذ ٍ تفتاٍت ػتویت کتشٍم    

اًَتذ ًاؿتی اص ایتي هؼتنلِ      هتی  PC12ّای  ّا تا ػلَل ػلَل ت

اَى فتشم    تاؿذ. تٌاتشایي تا تَخِ تِ ًتایح هٌالیِ حاهش هی تت

ّتای دس حتال تکثیتش تتا      دس ػتلَل  VIکشد کِ ػویت کتشٍم  

یض یافتِ کِ قاتلیت تکثیش ًذاسًذ هتفاٍت اػت ٍ ّای توا ػلَل

ایي احتوال ٍخَد داسد کتِ هؼتیشّای هتشس ػتلَلی دس ایتي      

 ّا هتفاٍت تاؿذ.  ػلَل

دػت آهذُ اص ایي هٌالیِ هـخق کشد کِ توتاع  ِ ًتایح ت

کشٍهات  دی اتاػینهیکشٍهَلاس  2 تا تل ت PC12ّای  ػلَل

افتضایؾ دس   ػاعت هَخة 72ٍ  48، 24ّای هختلف  دس صهاى

َ  هی ROSهیضاى  ػتاعت   48د کتِ ایتي افتضایؾ دس صهتاى     ؿت

 MDAداس اػتتت. دس اداهتتِ تتا تشسػتتی هیتتضاى تشکیتتة    هیٌتی 

اَخِ ایي ػلَلؿهـخق   هیکشٍهتَلاس  2 ّا تا تل تت  ذ کِ ه

ػاعت هَخة ایداد  72ٍ  48، 24هذت  کشٍهات تِ دی اتاػین

شٍُ د کِ ایي تفتاٍت ًؼتثت تتِ رت    ؿَ اشاکؼیذاػیَى لیپیذ هی

داس اػت. تشاػاع ایي ًتایح  هیٌی 72ٍ  48ّای  کٌتشل دس صهاى

اَى ایي ًتیدِ سا رشفت کِ یکی اص هکاًیؼن هی ّتای ػتویت    ت

ٍ ایدتاد اشاکؼیذاػتیَى    ROSعلثی کشٍم افضایؾ دس تَلیتذ  

ی ذُ کتِ ػتویت ػتلَل   ؿلیپیذ اػت. دس هٌالیات رزؿتِ تیاى 

ع افضایؾ تَلیتذ  اکؼیذاتیَ ٍ اص ًشی اػتشع ًاؿی اص VI کشٍم

ROS اًَذ ػتویت ًاؿتی اص    اکؼیذاى هی اػت ٍ تشکیثات آًتی ت

كَست رشفتِ سٍی  دس هٌالیِ[. 23-21کشٍم سا کاّؾ دّذ ]

 HepG2ّتای   ٍ ّو ٌتیي ػتلَل   کثتذ  ختذا ؿتذُ  ّای  ػلَل

اَخْتتِ تتتا کتتشٍم     تاعتت  ایدتتاد   VIهـتتخق ؿتتذُ کتتِ ه

َى ٍ تخلیتِ رختایش رلَتتاتی    ROSتَلیتذ   ،اشاکؼیذاػیَى لیپیذ

ّا آػیة تِ تـای هیتَکٌذسی ٍ  ؿَدع ّو ٌیي دس ایي ػلَل هی

ِ تِ هٌالیِ حاهش 18، 15لیضٍصٍم هـاّذُ ؿذُ اػت ] [. تا تَخ

اَى ًتیدِ رشفت کِ ػویت کشٍم تش ػتلَل  هی ّتای علتثی    ت

PC12  ّتتای آصاد اکؼتتیظى ٍ   ًیتتض اص ًشیتتع ایدتتاد سادیکتتال

ػت کِ دس ّای ًاؿی اص آى هثل آػیة تِ تـای ػلَلی ا آػیة

ایت تاع  هشس ػلَل هی ؿَد ٍ تا تَخِ تِ حؼاع تتَدى   ًْ

اکؼیذاتیَ ایي اػتشع ّای ًاؿی اص  ّای علثی تِ آػیة ػلَل

ّتای   ًؼثت تتِ ػتلَل   VIّای کوتش کشٍم  ّا دس تلٌت آػیة

اّی  ایي ًتایح تیاًگش حؼاػیت تالای ػلَلافتذ.  کثذی اتفاو هی

PC12  تِ آثاس ػوی کشٍمVI  .اػت 

هٌالیات کوی ٍخَد داسد  VI ػویت علثی کشٍمهَسد دس 

اَّذی ٍخَد داسد کِ کشٍم اًَذ اص ػذ  هی VI دس حالی کِ ؿ ت

هغضی عثَس کٌذ ٍ تاع  آػیة تِ تافتت هغتض ؿتَد.     -خًَی

ِ  VIتدَیض داخل كفاقی کشٍم  ّفتتِ   6هتذت   دس خشرَؽ تت
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[. ّو ٌتیي  24ؿتَد ]  هتی  قـش هغضّای  تاع  تخشیة ًَسٍى

اٍتؼتتِ تتِ صهتاى ٍ دٍص      تVIِ ی کشٍم تدَیض خَساک كتَست 

ّتتای  ّتتای آصاد ٍ فیالیتتت آًتتضین  تاعتت  افتتضایؾ سادیکتتال 

[. 25، 16، 1ؿتَد ]  دس هغتض هتی   DNAاکؼیذاى ٍ ؿکؼت  آًتی

تاع   VIّو ٌیي رضاسؽ ؿذُ اػت کِ تدَیض خَساکی کشٍم 

ؿتَد کتِ تتا ایدتاد اػتتشع       اختلالات سفتاسی دس هَؽ هتی 

[. هیتضاى کتشٍم   26، 8ض ّوشاُ تَدُ اػت ]اکؼیذاتیَ دس تافت هغ

دس تافت هغض تِ دًثال ّن هلشف خَساکی ٍ ّن تضسیع داخل 

اَّذ فتَو   28، 27یاتذ ] افضایؾ هی VIكفاقی کشٍم  [. ّوِ ؿت

قاتلیتت دػتتیاتی تتِ ػیؼتتن      VIدلالت تش ایي داسد کِ کتشٍم  

 علثی هشکضی ٍ تأثیش تش آى سا داسد.

سا سٍی  VIثش هؼتقین کشٍم ًَس کلی هٌالیِ حاهش کِ ا تِ

تاى هتی      ػلَل دّتذ کتِ    ّای علثی تشسػتی کتشدُ اػتت، ًـ

حؼاع ّؼتتٌذ ٍ کتشٍم    VIّای علثی تِ ػویت کشٍم  ػلَل

VI اًَذ اص ًشیع ایداد اػتشع اکؼیذاتیَ تاعت  آػتیة ٍ    هی ت

خایی کِ اػتشع اکؼیذاتیَ  ّای علثی ؿَد. اص آى هشس ػلَل

ّتای   خولِ ػشًاى ٍ تیواسی ّا اص دس ایداد تؼیاسی اص تیواسی

ًَسٍدطًشاتیَ هثل آلضایوش ٍ ااسکیٌؼَى ًقؾ داسد ٍ تا تَخِ تِ 

اَخِْ سٍص افضٍى تا کشٍم  خلَف اص  اص ًشو هختلف تِ VIه

ؿَد کِ ػویت علثی کتشٍم   ًشیع آب آؿاهیذًی، ایـٌْاد هی

VI    ِتیـتش هَسد تَخِ قشاس ریشد ٍ هٌالیات تیـتتشی دس صهیٌت

 ّا ٍ هغض كَست ازیشد. ش عولکشد ًَسٍىتVIتأثیش کشٍم 

 

 ٍ قذسداًی تشكر
اَلفول دؿت یًاهِ آقا اىیاص اا یهقالِ حاهش تخـ  یه یات

کذُ علَم اضؿک یهال تیتاؿذ ٍ تا حوا گاُ تشت یداًـ  تیت داًـ

 هذسع اًدام ؿذُ اػت.
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