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ABSTRACT 
 

Background & Objectives: Polymers as drug carriers are recent advances in drug delivery 

and led to the new advent field that called polymer treatment. In the present study, the toxic 

and teratogenic effects of BDP18 were evaluated against chicken embryos as a model. 

Methods: The BDP18 tri-block copolymer (PLA-PEG2000-PLA) was synthesized. The 

compound solution was injected in triplicate examination, in the air sac of the eggs, at third 

day of incubation, and survived fraction of the embryos and Morphological and skeletal 

changes were recorded.      

Results: The survived fraction of the embryos depends on the compound concentration. In 

concentration of 20 mg/ml, 33.3% of the embryos were survived and the LD50 was 10.87 

mg/egg. Morphological study of the treated embryos showed no abnormalities in embryos, 

and skeletal staining showed the deletion of caudal vertebrate in high concentration.  

Conclusion: The BDP18 copolymer had low toxic and teratogenic effects against the 

embryos, but it caused the deletion of caudal vertebrate at concentrations above the threshold 

(10 mg/ml). This polymer can be used as an effective drug-release system in low 

concentrations.  

Key words: Tri-Block Copolymer BDP18; Cell Toxicity; Teratogenic; Chick Embryo  
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  و سميت سلولي كوپليمر تري بلاك مطالعه اثرات تراتوژنيك

  (PLA-PEG2000-PLA) BDP18بر اسكلت جنين جوجه  
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   مقدمه

هاي رهش داروي موجود، گروه بزرگي از سيستم

باشند كه مورد توجه زيادي هاي پليمري ميسيستم

رسند و هاي مناسبي بنظر مياند و سيستمواقع شده

هاي اي جديد بنام درمانمنجر به ظهور زمينه

هاي پليمري نبطور عمومي درما. پليمري شده است

به هر پليمري كه به عنوان جزئي از يك محصول 

دارويي با هدف ايجاد يا تغيير عمل دارو باشد گفته 

هاي پليمري شامل پليمرهايي درمان. شودمي

عال شود كه بطور ذاتي از لحاظ بيولوژيكي ف مي

هاي پليمر، ميسل - هاي داروو كونژوگه هستند

هاي پوشيده شده با ذرات و ليپوزوم پليمري، نانو

هاي شمار در حال رشدي از درمان. باشندپليمرها مي

پليمري در آمريكاي شمالي، اروپا و آسيا  براي 

ها و كاربردهاي كلينيكي در درمان سرطان، عفونت

استفاده از . باشندمجوز ميهاي ژنتيكي داراي بيماري

پليمرها نه تنها ورود پروتئين به سلول را افزايش 

داده بلكه افزايش پايداري پروتئين نيز حاصل 

هاي دارويي از پليمرها به عنوان حامل ].1[ شود مي

هاي اخير در دارو رساني هستند كه در سال پيشرفت

   چكيده

اي و منجر به ظهور زمينهپليمرها به عنوان حامل هاي دارويي از پيشرفت هاي اخير در دارو رساني هستند  :زمينه و هدف

نسبت به جنين جوجه  BDP18اثرات تراتوژنيك كوپليمر  در اين مطالعه سميت و. هاي پليمري شده استجديد بنام درمان

  .   بعنوان جانور مدل مورد بررسي قرار گرفت

هاي مختلف، در تركيب حاصل در غلظت. سنتز گرديدBDP18 (PLA-PEG2000-PLA) كوپليمر تري بلاك  :روش كار 

ت ها و تغييرادر روز سوم انكوباسيون جنين مرغ، درون كيسه هوا تزريق شد و درصد بقاء جنين و مرحله مجزاسه 

  .              ها ثبت گرديدمورفولوژيك و اسكلتي آن

تخم مرغ تنها / ليترگرم در ميليميلي 20ها بستگي به غلظت تيمار دارد بطوريكه در غلظت  ميزان درصد بقاء جنين :هايافته

از نظر شكل ظاهري هيچگونه . تخم مرغ برآورد شد /گرمميلي 87/10برابر با   LD50از جنينها زنده ماند و ميزان  3/33%

   .شدناهنجاري در جنين ها مشاهده نگرديد و از نظر ناهنجاريهاي اسكلتي، حذف مهره هاي دمي در غلظت هاي بالا مشاهده 

الاتر ، در غلظت هاي بهاي پايين اثرات سميت و تراتوژنيك كمي بر روي جنين دارددر غلظت BDP18كوپليمر  :گيرينتيجه

به هاي پايين غلظتتواند در اين پليمر مي .شودسبب حذف مهره هاي دمي مي) ميلي گرم در ميلي ليتر 10( تاثير آستانهاز 

  .  رار گيردق عنوان يك سيستم رهش دارويي موثر مورد استفاده

  ، سميت سلولي، تراتوژنيك، جنين جوجه BDP18 Tri-Blockكوپليمر  :كلمات كليدي
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رها امروزه انواعي از پليم. ]2[ پيشنهاد شده اند 1999

بطور گسترده براي داروهاي مختلف مانند داروهاي 

درسالهاي اخير  .]3[ضد سرطان كشف شده است 

علاقه فراواني به طراحي و سنتز حامل هاي دارويي با 

دوره زماني طولاني گردش خون وجود داشته است، 

ذرات زيست تخريب پذير با  در اين ميان، نانو

هاي  ر زنجيرهد )PEG(هاي پلي اتيلن گليكول  بلاك

كوپليمري، ناقلهاي دارويي اميدوار كننده اي هستند 

اي كه توسط سيستم هاي فاگوسيتوز كننده تك هسته

مطالعات قبلي اهميت  .]5،4[شوند كمتر تجزيه مي

را در جلوگيري از جذب  PEGطول زنجيرهاي 

 -پروتئين پلاسما بر روي نانوذرات پلي لاكتيك اسيد

و واكنش آنها با ) PLA-PEG(پلي اتيلن گليكول 

در  .]6،4[اند هاي فاگوسيتوز كننده نشان دادهسلول

طول چند دهه گذشته توجه زيادي به توسعه و 

ساخت نانوذرات پليمري زيست تخريب پذير براي 

 DNAها و تحويل داروهاي موثر، پپتيدها، پروتئين

يكي از مشكلات عمده استفاده از  .]8،7[شده است 

به عنوان حامل هاي دارويي پليمري اين  نانو ذرات

است كه پس از تزريق به سرعت توسط سيستم هاي 

فاگوسيتوز كننده رتيكولواندوتليال به سرعت از 

سنتز نانوذراتي كه . شوندجريان خون حذف مي

هاي فاگوسيتوز تواند از جذب سريع توسط سلول مي

كننده بگريزد نشان دهنده نسل دوم نانوذرات 

 از يكي جوجه جنين .]9- 12[اي دارويي است هحامل

 توسط كه مناسب است جانوري آزمايشگاهي مدلهاي

 جنين شناسي، جمله از مختلف هاي رشته محققين

دفعات  به بيوشيمي و فيزيولوژي فارماكولوژي،

 راحتي امر اين دليل ،گيرد مي قرار استفاده مورد

 آن جنين دوران طول كوتاهي و هرتعداد آن به تهيه

همچنين مراحل نرمال تكوين اسكلت جنين . است

جوجه نه تنها در مطالعات جنين شناسي تجربي و 

تراتولوژيك به عنوان كنترل استفاده دارد، بلكه جهت 

ها هاي اسكلتي حاصل از موتانتمقايسه در بدشكلي

جنين  ].13[تواند مورد استفاده قرار گيرد نيز مي

ولوژيكي و مراحل پرنده از نظر پيچيدگي و مورف

عمومي تكوين، شباهت زيادي به جنين پستانداران 

دارد، لذا به عنوان مكمل براي مطالعه تكوين 

همچنين جنين جوجه را . رودپستانداران به كار مي

اين عمل راه را براي . توان به راحتي كشت دادمي

بسياري از تحقيقات كه نياز به ميكروجراحي دارند و 

أثير مواد شيميايي و دارويي بر همچنين بررسي ت

در تحقيق حاضر ]. 14[روي جنين هموار كرده است 

اثرات تراتوژنيك و سميت سلولي كوپليمر تري بلاك  

 BDP18  با ساختار عموميPLA-PEG2000-PLA 

به عنوان حامل دارويي استفاده شده و بر روي جنين 

  .جوجه مورد مطالعه قرار گرفته است

  

   روش كار

  تيمار جنين جوجه - 1

تخم مرغ هاي بارور نژاد راس از شركت محلي 

تخم مرغ ها در شرايط دمايي . خريداري شدند

. درجه سلسيوس نگهداري شدند 12-10مناسب

حل شده و سپس در   PBSدر  BDP18 پليمركو

ميكروليتر از محلول هاي  100روز سوم گرماگذاري، 

BDP18 گرم ميلي 20و  10، 5، 5/2 هايدر غلظت

تخم مرغ و با استفاده از سرنگ /ليتردر ميلي

تزريق در . هاميلتون به داخل كيسه هوا تزريق شد

شرايط استريل و از قسمت پهن تخم مرغ به درون 

كيسه هوا صورت گرفت و بلافاصله  محل تزريق 

توسط پارافين مذاب بسته شد و تخم مرغ ها در 

بت درجه سانتي گراد و در رطو 7/37 – 38دماي 

به عنوان شاهد از تعداد . گرماگذاري شدند% 65

 PBSميكروليتر  100تكرار يكسان تخم مرغ از تزريق 

استفاده گرديد، تعدادي تكرارهاي اضافي جهت كنترل 

آلودگي باكتريايي و قارچي گرماگذاري گرديد كه 

طور تصادفي انتخاب شده و آلودگي آن مورد به

رشد جنيني در جهت كنترل . گرفتبررسي قرار مي

بار كندلينگ انجام  4طول انكوباسيون، بطور متوسط 

تيمار در سه تكرار انجام شد و در هر تكرار  گرفت
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تخم مرغ در نظر گرفته شده  6براي هر غلظت 

   ].15[است 

  بررسي سميت و تراتوژنيك - 2

 19تخم مرغ هاي تيمار شده و شاهد، در روز 

ميزان مرگ .  ندها توزين شدانكوباسيون باز و جنين

و مير آن ها ثبت شده با فرمول زير محاسبه گرديد 

]16.[  
	تيمار ريوم 	شاهد–درصد	مرگ	 ريوم 	درصد	مرگ	

	شاهد���� ريوم درصد	مرگ	
  درصد مرگ و مير =     

سپس جنين ها از نظر هر گونه ناهنجاري ظاهري 

براي بررسي . قابل تشخيص بررسي و ثبت گرديد

ناهنجاري اسكلتي، پوست جنين جدا و محتويات 

 2روز در محلول  3شكمي تخليه گرديد و به مدت 

. قرار گرفتند (KOH)درصد هيدروكسيد پتاسيم 

درصد هيدروكسيد  1سپس، جنين ها در محلول 

نوعي رنگ است (قرمز رين آليزارنگ پتاسيم حاوي 

كه براي رنگ آميزي اسكلت جهت بررسي 

ناهنجاريهاي موجود در آن مورد استفاده قرار مي 

روز رنگ آميزي  3به مدت) درصد 1/0() گيرد

نهايي با قراردادن جنين در سازي شفاف. گرديد

 ].17[انجام شد %) 100(گليسرول 

  BDP18  ر تري بلاك پليمز كوسنت -3

BDP18،  عمومي  كوپليمري تري بلاك با ساختار

PLA-PEG2000-PLA براي سنتز كوپليمر . باشد مي

تري  در حضورلاكتيد - Lابتدا  BDP18تري بلاك 

 -Lبه عنوان كاتاليزور از ) Sb2O3(اكسيد آنتيموان 

 -L ،در مرحله بعد). 1شكل( توليد شد لاكتيك اسيد

ليتري ميلي 100 بالنلاكتيد خالص به درون يك 

و  2000 پلي اتيلن گليكول ،حاوي تولوئن خشك

اكتات قلع دوظرفيتي ريخته شد، مخلوط  كاتاليست

 12درجه سلسيوس براي  120تهيه شده در دماي 

حلال . )2شكل(تحت رفلاكس قرار گرفت ساعت 

تولوئن تحت خلاء بوسيله دستگاه روتاري خارج شد 

پس كوپليمر حاصل در كلروفرم حل وسپس صاف س

محلول كوپليمر بوسيله دي اتيل اتر رسوب . شد

رسوبات حاصل بوسيله اتانول گرم براي . گيري شد

در . خروج پلي اتيلن گليكول واكنش نداده شسته شد

درجه  40انتها رسوبات خالص تحت خلاء و دماي 

  .ساعت كاملا خشك شد4براي 
  

H3C

O OH

OH

L Lactic acid

O

O

O

OH3C

CH3

L Lactide

2 -2 H2O

Sb2O3, 250 °C

  
  

  L-lactide سنتز  .1شكل

  

  

O

O

O

OH3C

CH3

HO CH2CH2O H
n

+
Stannous octoate

O CH2CH2O CC

O

CH

CH3

HO

O

CH

CH3

O H

m mn

PLA-PEG-PLA Triblock Copolymer

 L lactide

Toluene, 120 °C, 12h
PEG 2000

  
  BDP18 تري بلاك  پليمركو سنتز .2شكل
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  مطالعات آماري - 4

و تحليل   SPSSبراي تحليل داده ها از نرم افزار

ها از براي مقايسه ميانگين ،1واريانس يك طرفه

از ارزيابي   LD50و براي محاسبه 2آزمون دانكن

  .استفاده شد 3پروبيت
  

  ها يافته

بر درصد تلفات جنين  BDP18پليمر كوبررسي تاثير 

  جوجه  

به ازاي هر  اهدسه گروه آزمايشي و يك گروه ش

ها از نظر كسر به تخم مرغ BDP18غلظت تزريقي 

ها بقاء جنين مورد مطالعه قرار گرفت، اين يافته

، 5/2هايها با غلظتنشان داد كه در تيمار تخم مرغ

تخم مرغ به  /ليترگرم در ميليميلي 20و  10، 5

 19در روز % 34/33و % 5/58، %6/74، %3/83ترتيب 

بررسي رابطه خطي بين غلظت تيمار . اندزنده مانده

برابر  LD50ه نشانگر هاي زنده ماندو درصد جنين

  .تخم مرغ بود/گرمميلي 87/10

ها نشان داد كه اختلاف بين گروه بررسي آماري داده

هاي مورد بررسي و شاهد و هر يك از غلظت

هاي تيمار در همچنين مقايسه اختلاف بين غلظت

به عبارتي ديگر، افزايش . دار بودمعني% 5سطح 

مر پليكومرگ و مير نسبت به افزايش غلظت 

BDP18 1نمودار( باشدصحيح مي.(  

  

  
  بر جنين جوجه BDP18 هاي مختلف از پليمرتاثير غلظت .1نمودار

                                                
1
 ANOVA 

2
 Duncan 

3
 Probit 

  بر جنين جوجه  BDP18بررسي تغييرات وزني پليمر 

داري در در اين تحقيق هيچ گونه تغييرات وزني معني

در مقايسه با  BDP18هاي تيمار شده با پليمر جنين

  . گروه شاهد مشاهده نشد

بر ميانگين  BDP18تجزيه واريانس مربوط به اثرات پليمر . 1جدول 

  وزني جنين جوجه

منابع 

  تغييرات

جمع 

 مربعات

درجه 

  آزادي

ميانگين 

 مربعات
F 

معني 

  داري

  تيمار

  خطا

707/90  

546/243  

4  

20  

677/22  

177/12  
862/1  

157/

0  

  

  
بر ميانگين  BDP18 پليمركوهاي مختلف از تاثير غلظت .2نمودار

  وزني جنين جوجه

  

  بررسي ناهنجاري جنين تيمار شده 

ها هيچگونه مورفولوژي ظاهري جنين بررسي

  ). 3شكل( هاي تيمار نشان ندادرا در نمونهناهنجاري 

هاي تحت تيمار نشان بررسي ساختار اسكلت جنين

داد كه ميزان شيوع اختلالات اسكلتي با افزايش غلظت 

كه در غلظت هاي طورييابد، بهتيمار افزايش مي

پايين هيچگونه ناهنجاري مشاهده نشد و در بيشترين 

ها درصد از جنين 3/33غلظت تيمار در 

هاي دمي مشاهده هاي از نوع حذف مهره ناهنجاري

   ).4شكلو 1جدول( شد

  

  

  

  

  

y = -٣�١�٩x + ٩٣��٧٣

R² = ٠�٩
٩١

٠

٢٠

�٠


٠

٨٠

١٠٠

٠ ١٠ ٢٠ ٣٠

(%
)  

ي
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د
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(mg/ml) غلظت
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ن 
ز
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  ب                                     الف                                   

هيچ گونه ناهنجاري ) ب(و كنترل ) الف(كه ملاحظه مي شود در گروه هاي تيمار   همان طور .تصاوير بدست آمده از نظر بررسي مورفولوژيكي .3شكل

  .شودديده نمي

  

  بر جنين جوجه BDP18هاي مختلف ناهنجاري هاي مربوط به غلظت .1جدول

  غلظت

  مرغتخم/ليترگرم در ميليميلي
  ناهنجاري نو ع  درصد ناهنجاري اسكلتي  درصد ناهنجاري مورفولوژيكي

0  NO* NO  -  

5/2  NO  NO  -  

5  NO NO  -  

10  NO 25/6  هاي دميحذف مهره  

20  NO 3/33  هاي دميحذف مهره  

NO* :مشاهده نشد  

  
  ب                                    الف                                                 

   BDP18هاي مختلف هاي اسكلتي غلظتتصاوير بدست آمده از ناهنجاري .4 شكل

  .باشدهاي كنترل مي، شكل ب يك نمونه از جنين)فلش( شود هاي دمي مشاهده ميدر شكل الف حذف مهره
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  بحث

 بلاك  تري پليمركو دهد نشان مينتايج اين تحقيق 

BDP18  با ساختارPLA-PEG2000-PLA  اثرات

 تاثير .سميت و تراتوژنيك كمي بر روي جنين دارد

بر جنين  BDP18تركيب  غلظت هاي بالاتر از آستانه

اسكلتي از نوع حذف  جوجه منجر به ايجاد ناهنجاري

تواند ناشي از تاثير مستقيم هاي دمي شد كه مي مهره

بررسي اثر . هاي جنيني باشدتركيب بر سلول

ها نشان داد كه بيشتر ركسات در رتتمتو

هاي دمي هاي ايجاد شده محدود به مهره ناهنجاري

دهد هاي قبلي نشان ميبررسي يافته. ]14[باشد مي

هاي انتهايي تحت تاثير مواد هاي اندامكه استخوان

تيابي دس .]30[شوند تراتوژن بيشتر دچار نقص مي

عوارض  براي جلوگيري از، دارو در انتقال تخصص به

 سيستميك عوامل با تحويل مرتبط ناخواسته جانبي

است  مهماثر درماني  حداكثر رساندن درماني و به

ها اند كه مرگ و مير جنينمطالعات نشان داده ].18[

تواند به علت تخريب و پس از تزريق درون تخم مي

جنيني به علت تزريق مواد  از بين رفتن هوموستازي

ي رشد و نمو ها به مرحلهباشد و حساسيت جنين

همچنين بسياري از محققين ]. 19[آنها وابسته است 

ها و فاكتورهاي رشد را اثر تراتوژنيك آنتي بيوتيك

وقتي كه در طول هفته اول جنيني درون تخم تزريق 

پورميرزا در سال   .]20-23[اند شوند اثبات كردهمي

اثر مخلوط اسكوپولامين و هيوسيامين به  1380

مرغ را بررسي كرد و در جنين تخم 20به 80نسبت 

مشاهده كرد، كه ناهنجاري هاي مورفولوژيكي مثل 

كامل بسته نشدن حفره شكمي و بدشكلي منقار در 

نتيجه تزريق مخلوط اسكوپولامين و هيوسيامين 

 ديو همچنين سبب تلفات جنين گرد. بوجود آمد

و همكاران تاثيرات آركولين  پائول ].24[

هيدروبرومايد را بر روي جنين جوجه بررسي 

نتايج بدست آمده نشان داد كه اين ماده . كردند

. ين جوجه داشته استني بر جژن   تاثيرات تراتو

همچنين اين تركيب باعث افزايش مرگ و مير جنين 

علاوه بر آن . نده اجوجه نسبت به گروه شاهد شد

ناهنجاري هم در بين گروه هاي تيماري مشاهده 

كاهش : ها عبارتند ازشده است كه اين ناهنجاري

حجم بدن، كاهش رويش پر، وارونگي احشا، كوتاهي 

همچنين تاخير در تكوين در . منقار و پاهاي چنبري

در . گروه تيمار نسبت به شاهد قابل توجه بود

از بررسي دقيق تر با استفاده از رنگ آميزي 

هاي كلسيفيه نشده، الايزرين، پاهاي چنبري، مهره

هاي كلسيفيه كوتاهي استخوان هاي بلند و انگشت

  ].25[ استنشده مشاهده شده 

پترئوا و همكاران گزارش دادند كه بنديوكاربامات 

هيچ گونه تأثير سميت و تراتوژني بر جنين جوجه 

بنديوكاربامات تاثير ملايمي بر روي وزن . ندارد

به طوري كه باعث كاهش وزن جنين . ين داشتجن

با توجه به مطالعات قبلي . گرديده است% 15حداكثر 

گيري شد كه بنديوكاربامات اثرات سميت قابل نتيجه

  ].26[د توجهي ندار

تواند منشا زا نميهاي عامل ناهنجاريتمام غلظت

توليد ناهنجاري جنيني باشد، زماني كه غلظت عامل 

يشتر از غلظت آستانه شود علائم زا بناهنجاري

ي تاثير آستانه. ]27- 29[شود سميت ظاهر مي

BDP18  ميلي گرم در ميلي ليتر  10در اين مطالعه

  .بود

مطالعات نشان داده كه موادي كه اثرات 

سيتوتوكسيسيتي دارند باعث مهار رشد و مهاجرت 

ها مي شوند و اين عوامل در رشد جنين تاثير سلول

هاي انجام گرفته گذارند، بررسيبجا مي قابل توجهي

لذا مهار . با ميتومايسين اين يافته را اثبات كرده است

هاي جنيني كه به سرعت در تكثير سلولي در بافت

حال تكثير هستند ممكن است منجر به ناهنجاري 

  ]. 14[ شود

مرگ سلولي ناشي از تاثير تركيبات سمي باعث 

ها شده و  در بافتاختلال در الگوي ميتوز سلولي 

منجر به اختلال در تماس سلولي در طي تمايز 
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اين فرايند منجر به اختلال در عمل القاء . شود مي

 ].31[گردد  تمايز و اندام زايي صحيح مي

زا ها سبب اند كه ناهنجاريها نشان دادهبررسي

شوند كه در اعمال متعدد و هايي ميايجاد مكانيسم

كنند و به جنين دخالت ميهاي طبيعي مختلف سلول

اي هاي به هم پيوستهها واكنشتاثير اين مكانيسم

توانند منجر به تاخير رشد آيند كه ميبوجود مي

جنين، ناقص الخلقه شدن آن و حتي مرگ جنين 

  . ]32[گردند 

  

  نتيجه گيري

-PLAبا ساختار  BDP18 بلاك  تري پليمركو

PEG2000-PLA  كمي بر اثرات سميت و تراتوژنيك

ي آستانه، در غلظت هاي بالاتر از روي جنين دارد

اين پليمر  .شودتاثير سبب حذف مهره هاي دمي مي

به عنوان يك سيستم هاي پايين غلظتتواند در مي

  .  رهش دارويي موثر مورد استفاده قرار گيرد

  

  قدرداني تشكر و

معاونت پژوهشي دانشگاه محقق  بدينوسيله از

زحمات جناب آقاي دكتر سنگين  اردبيلي و همچنين

آبادي كه ما را صميمانه در انجام اين تحقيق ياري 

  .نمودند تشكر و قدرداني مي نماييم
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