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 چکیذه
ٚ سؼىیٗ  وبٞؾدسوٙذ. ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ  ٞب سا دسٌیش ٔی ة سٕبٔی اسٌب٘یؼٓلبوٝ ثب سٚ٘ذ ِٔٛىِٛی اػػز ااػششع حبِز ػلجی 

ٞٙٛص ٔٛسد اػششع دسد ٚ سؼىیٗ  ش سٚیاثش ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ ث ِٚی ٔىب٘یؼٓ ،ثبؿذ اضغشاة ٚ دسد ٔٛثش ٔی ـبثٝٔسفشبسٞبی 

ٌّٛسبٔیه اػیذ سا ثٝ  ،وٙذ، آ٘ضیٕی وٝ وذ ٔیی ٌّٛسبٔبر دوشثٛوؼیلاص سا ٞب یىی اص ایضٚفشْ Gad2طٖ  .ٔغبِؼٝ لشاس ٍ٘شفشٝ اػز

دس  Gad2رسٜ اوؼیذ ٔٙیضیٓ ثش ثیبٖ طٖ  دس ٔغبِؼٝ حبضش ثٝ ثشسػی اثش ٘ب٘ٛوٙذ.  ٔب آٔیٙٛ ثٛسیشیه اػیذ( سجذیُ ٔیٌبثب )ٌب

ٔٛؽ كحشایی ٘ش ٘ظاد  ٌشٜٚچٟبس  دس حضٛس ٚ ػذْ حضٛس اػششع حبد حشوشی دشداخشٝ ؿذ. ٘ش ٞیذٛوبٔخ ٔٛؽ كحشایی

 دسیبفز وٙٙذٜ اػششع اوؼیذ ٔٙیضیٓ، رسٜ٘بٌ٘ٛشْ ثش ویٌّٛشْ ٔیّی 5 وٙٙذٜدسیبفز وٙٙذٜ اػششع + ػبِیٗ، دسیبفز یؼشبس) وٙششَ،ٚ

اص ثبفز ٞیذٛوبٔخ آٟ٘ب اػشخشاج ؿذ. ػذغ  RNAٔٛسد ٔغبِؼٝ لشاس ٌشفشٙذ.  یضیٓ(ٙاوؼیذ ٔ ٘ب٘ٛ رسٌٜشْ ثش ویٌّٛشْ ٔیّی 5 +

( دس p < 01/0داسی )ثٝ عٛس ٔؼٙی Gad2٘شبیح ٘ـبٖ داد ثیبٖ طٖ ی سٕبٔی ٌشٜٚ ٞب ا٘دبْ ؿذ. ٚ سیُ سبیٓ ثشا cDNAػٙشض 

حبكُ  ٘شبیحثش  . ثٙبؿزٞبی افضایؾ داحضٛس ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ ثٝ ٚیظٜ دس ٌشٜٚ ثب اػششع حبد حشوشی ٘ؼجز ثٝ ػبیش ٌشٜٚ

بٔبر دوشثٛوؼیلاص دس ٞیذٛوبٔخ ب افضایؾ آ٘ضیٓ ٌّٛسسٛاٖ ٌفز ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ ٔٙدش ثٝ سمٛیز ػیؼشٓ ػلجی ٟٔبسی ث ٔی

 ٌش ٞش چٝ ثیـشش ایٗ اسسجبط ِٔٛىِٛی خٛاٞذ ثٛد. ٔغبِؼبر ثیـشش دس ایٗ صٔیٙٝ سٚؿٌٗشدد.  ٔی

 .Gad2اػششع، ٞیذٛوبٔخ، ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ، طٖ   کلیذي: کلوات

 هقذهه

ٞبی ٔغض، دس  ٞیذٛوبٔخ ثٝ ػٙٛاٖ یىی اص ثخؾ

. دس ٘مؾ ٟٕٔی داسدٚ دسد  سفشبسٞبی اضغشاثی

خٛ٘ذٌبٖ دسد ٘ٛسٚدبسیه ٔضٔٗ دس ػّٕىشدٞبی ٔشسجظ 

د٘جبَ دسد ٚ ثٝ  وٙذ ثب ٞیذٛوبٔخ اخشلاَ ایدبد ٔی

٘ٛسٚدبسیه ٔضٔٗ، ٔیضاٖ سشع ٚ اضغشاة افضایؾ 

صایی  ٚ ٔیضاٖ ٘ٛسٖٚ دٓدس حبِی وٝ ح .یبثذ ٔی

اػششع یب اضغشاة  (.11)یبثذ  ٞیذٛوبٔخ وبٞؾ ٔی

-یه دذیذٜ سفشبسی ٔؼَٕٛ دس ثیٗ خٕؼیّزثٝ ػٙٛاٖ 

ثٝ كٛسر ٔضٔٗ سٚد وٝ اٌش ٞبی ا٘ؼب٘ی ثٝ ؿٕبس ٔی

سٛا٘ذ ص٘ذٌی سٚصٔشٜ افشاد سا سحز ادأٝ دیذا وٙذ، ٔی

اص ػٛی  (.12)ؿؼبع خٛد لشاس دادٜ ٚ آٖ سا ٔخشُ وٙذ 

دیٍش دسد یه ٔىب٘یؼٓ دفبػی ٚ ٔحبفظشی ثذٖ اػز 
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وٙذ ٚ ی ایدبد ٔیوٝ احؼبع ٘بخٛؿبیٙذی سا دس ص٘ذٌ

ٕٞٛاسٜ ٔغبِؼبر ثؼیبسی ثشای وبٞؾ آٖ كٛسر 

د ٚ اضغشاة سثیٗ ٔؼیشٞبی د (.13)ٌشفشٝ اػز 

ای وٝ دسد ٔضٔٗ  اسسجبط ٔشمبثُ ٚخٛد داسد ثٝ ٌٛ٘ٝ

 ،ؿٛد ٚ ػغح اضغشاةػجت افضایؾ اضغشاة ٔی

ٞبی حبد ٚ ٔضٔٗ ثیٙی ؿذر دسد٘ـبٖ دٞٙذٜ دیؾ

، چٙذیٗ لؼٕز اص ثبؿذ. دس دذیذٜ اضغشاة ٚ دسدٔی

ثبؿٙذ ٚ سإثیش ٔغض ٚ چٙذیٗ ٔیب٘دی ػلجی دسٌیش ٔی

ٔشمبثُ ٚ ٕٞبًٞٙ چٙذیٗ ػیؼشٓ ٘ٛسٚسشا٘ؼٕیششی دس 

ٞبی اضغشاة ٚ دسد سا ؿىُ ذیذٜٔغض، اػبع ٚ دبیٝ د

ی ػلجی ٟٔبسی ٚ دٞٙذٜ. ٌبثب یه ا٘شمبَ(14)دٞٙذ  ٔی

ی ػلجی سحشیىی دس  دٞٙذٜ ٌّٛسبٔبر یه ا٘شمبَ

ٌشد٘ذ ٚ سؼبدَ ثیٗ ٟٔبس سٛػظ  ٔحؼٛة ٔی ٞیذٛوبٔخ

ٞبی سٛا٘ذ دبػخٌبثب ٚ سحشیه سٛػظ ٌّٛسبٔبر ٔی

فیضیِٛٛطیىی ٚ یب سفشبسی ٔشسجظ ثب اضغشاة سا سٙظیٓ 

ٞبی دزیشی ٘ٛسٖٚ. افضایؾ سحشیه(2)وٙذ 

ٌّٛسبٔبسشطیه، ثبػث افضایؾ اضغشاة ؿذٜ ٚ ػٛأّی 

ؿٛ٘ذ ٞب ٔی دزیشی ایٗ ٘ٛسٖٚوٝ ثبػث وبٞؾ سحشیه

  (.3)ؤثشار ضذاضغشاثی داس٘ذ 

( ثشای GADٞبی ٌّٛسبٔبر دوشثٛوؼیلاص ) آ٘ضیٓ

ی ػلجی ٟٔبسی ، ا٘شمبَ دٞٙذٜسجذیُ ٌّٛسبٔبر ثٝ ٌبثب

دس ػیؼشٓ ػلجی ٔشوضی ضشٚسی ٞؼشٙذ. دٚ دشٚسئیٗ 

GAD ٌٝ٘ٛ داساٖ یبفز ؿذٜ اػز؛  ٞبی ٟٔشٜ دس

GAD65  ٚGAD67 ٖٞبی دبساِٛي  وٝ اص طGAD1  ٚ

ٚ  GAD1ؿٛ٘ذ. ثب ایٙىٝ ٞش دٚی  وذ ٔی GAD2طٖ 

داساٖ ثب  وٙٙذ ٚ دس اغّت ٟٔشٜ ٌبثب ػٙشض ٔی GAD2طٖ 

ٌبثب ػیشٛدلاػٕی سا ثشای  GAD1ؿٛ٘ذ،  ٞٓ ثیبٖ ٔی

 GAD2اٞذاف ٔشبثِٛیه ٚ خبسج ػیٙبدؼی ٚ طٖ 

وٙذ  ِی ٌبثب ثشای سٞبػبصی سا ػٙشض ٔیرخیشٜ ٚصیىٛ

ثٝ ثشخی  ٔٙدش GAD2ػذْ ػّٕىشد كحیح طٖ  (.1)

سٛاٖ  ٌشدد. اص ایٗ خّٕٝ ٔی ٞبی ػلجی ٔی ثیٕبسی

SPSػٙذسْٚ 
 ( Stiff person syndrome ) ٖسا ػٙٛا

ثب سٛػؼٝ ٘ب٘ٛداسٚٞب، ٔلشف ٘ب٘ٛ ػٙبكش  (.3)وشد 

اوؼیذ ؿذٜ دس حٛصٜ دضؿىی ٚ داسٚػبصی خبیٍبٜ 

 (.4)لبثُ سٛخٟی سا ثٝ خٛد اخشلبف دادٜ اػز 

ٚ  ػٙبكش اوؼیذ سٚیسدٛیض حبد ٚ ٔضٔٗ ٘ب٘ٛ رسار 

ٞبی ثٝ ػٙٛاٖ ٔىُٕ اوؼیذ ٔٙیضیٓ دس ٔمبدیش ٔـخق

سٛا٘ٙذ ػجت سغییش ٞبی سٚی ٚ ٔٙیضیٓ ٔی حبٚی یٖٛ

سشیٗ ٔذَ اضغشاة سفشبسٞبی اضغشاثی دس ٔؼشٚف

ٕٞچٙیٗ (. 10، 9)ػٙدی )ٔبص ثٝ ػلاٜٚ ٔشسفغ( ٌشد٘ذ 

٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز وٝ وبسثشد ٘ب٘ٛرسار اوؼیذ 

س وشبٔیٗ ثٝ ػٙٛاٖ آ٘شبٌٛ٘یؼز غیش ٔٙیضیٓ دس وٙب

NMDA (aspartic -D-Methyl-Nاخشلبكی ٌیش٘ذٜ 

acid) ػجت افضایؾ اثش ضذ دسدی ایٗ ٘ب٘ٛرسار ٔی-

٘ىشٝ لبثُ سبُٔ دس وبسثشد ٘ب٘ٛرسار ػٙبكش  (.8)ٌشدد 

ٞبی سفشبسی ػٙدیذٜ  اوؼیذ ؿذٜ ایٗ اػز وٝ دس دبػخ

یىؼبٖ آصٔبیـٍبٞی وبسثشد ٔمبدیش ؿذٜ دس حیٛا٘بر 

ایٗ ٘ب٘ٛرسار دس ٔمبیؼٝ ثب ؿىُ ٔؼِٕٛی آٟ٘ب ثٝ 

خشلاَ دس  (.5) ا٘ذ ٔشاست اثشار لٛیششی سا اػٕبَ وشدٜ

سؼبدَ ثشخی اص ػٙبكش ضشٚسی ثذٖ اصخّٕٝ یٖٛ ٞبی 

سٛا٘ٙذ دس ثشٚص سفشبسٞبی ٔی سٚی ٚ ٔٙیضیٓ ٘یض

اضغشاثی ٚ یب دبػخ ثٝ دسد، ٘مؾ ثٝ ػضایی داؿشٝ 

سٛا٘ذ ثب اثش ثش  یٖٛ ٔٙیضیٓ ٔی وٕجٛد(. 16 ،6)ثبؿٙذ 

 (HPA)أدس٘بَ ـٞیذٛفیضـ  ّٕىشد ٔحٛس ٞیذٛسبلأٛعػ

ٞبی  ضغشاثی دس ٔذَٔٙدش ثٝ افضایؾ سفشبسٞبی ؿجٝ ا

وٝ ٔلشف ثشخی اص دسحبِی .آصٔبیـٍبٞی ؿٛد

سٛا٘ذ، اص  ٔٙیضیٓ اص خّٕٝ ػِٛفبر ٔٙیضیٓ ٔیٞبی  ٔىُٕ

ی یٖٛ اص عشف (.17 ،15)ایدبد اضغشاة خٌّٛیشی وٙذ 

ثٝ  ،داس٘ذ NMDAٔٙیضیٓ اثشار ٔذٚلاسٛسی ثش ٌیش٘ذٜ 

ای وٝ یٖٛ ٔٙیضیٓ ثٝ ػٙٛاٖ ٔؼذٚدوٙٙذٜ ٌیش٘ذٜ ٌٛ٘ٝ

NMDA وٙذ ٚ ثٝ ایٗ ؿىُ یٖٛ ٔٙیضیٓ ثٝ ػُٕ ٔی

ػٙٛاٖ یه آ٘شبٌٛ٘یؼز فیضیِٛٛطیه ثشای وّؼیٓ دس 

سٚد ثٝ ؿىّی وٝ ٔیشٛا٘ذ ثٝ  ثٝ ؿٕبس ٔی NMDAوب٘بَ 

ی خزة وّؼیٓ سا ثٍیشد ٚ دی خّٛكٛسر ٘بٔحذٚ

ٔیشٛا٘ذ ثبػث  سٛاٖ ا٘شظبس داؿز وٝ ثب ایٗ وبس ٔی

دٞٙذ  ٔٛاسد ثیبٖ ؿذٜ ٘ـبٖ ٔیوبٞؾ اػششع ؿٛد.  
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دزیشی ػیؼشٓ ػلجی وٝ ٌبثب دس سىٛیٗ ٚ ا٘ؼغبف

٘مؾ اػبػی داسد. ٕٞچٙیٗ ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز وٝ 

٘ب٘ٛرسار اوؼیذ سٚی ٚ ٔٙیضیٓ ٔی سٛا٘ٙذ دس سؼذیُ 

ی ٔشسجظ ثب دسد ٚ اِشٟبة دس خٛ٘ذٌبٖ ٔٛثش دبػخ ٞب

ٞبی اخیش ٔـخق ؿذٜ اػز  دس ػبَ (.19، 18)ثبؿٙذ 

سٛا٘ٙذ ثب ػجٛس اص  ٞبی صیؼشی ٔی ٘ب٘ٛرسار دس ٔحیظ

ٞبی ص٘ذٜ دس  ػذٞبی ٔخشّف ٚ ٘فٛر ثٝ دسٖٚ ػَّٛ

ِزا دس ایٗ  (.20)ٞب ٘یض ٔٛثش ٚالغ ؿٛ٘ذ  ػغح ثیبٖ طٖ

اوؼیذ ٔٙیضیٓ ثش ثیبٖ  سحمیك ثٝ ثشسػی اثش ٘ب٘ٛ رسار

دس  ٘ش ٞبی كحشایی دس ٞیذٛوبٔخ ٔٛؽ GAD2طٖ 

حضٛس ٚ ػذْ حضٛس اػششع ٔحذٚدیز حبد حشوشی 

 .دشداخشٝ ؿذٜ اػز

 ها هواد و روش

 250 ± 20ٚص٘ی ٔیبٍ٘یٗ ثب ثبِغ ٘ش كحشائی ٞبی ٔٛؽ

ٌشْ اص ٔشوض سىثیش حیٛا٘بر آصٔبیـٍبٞی دا٘ـىذٜ 

ٞٛاص خشیذاسی ؿذ ا چٕشاٖدأذضؿىی دا٘ـٍبٜ ؿٟیذ 

 دسخٝ 23حشاسر  دسخٝ ٞبی ٌشٚٞی ثبدس لفغ ٚ

 سبسیىی -سٚؿٙبیی ػبػز 12 ػیىُ ٚ ٌشاد ػب٘شی

 ٔلشف ٘ظش اص ٔحذٚیشی ٞیچٍٛ٘ٝ ٚ ؿذ٘ذ ٍٟ٘ذاسی

ثٝ . حیٛا٘بر ثٝ عٛس وّی (= n 4) ٘ذاؿشٙذ غزا ٚ آة

)دسیبفز  : ٌشٜٚ اَٚ: وٙششَثٙذی ؿذ٘ذؿىُ صیش ٌشٜٚ

ٞبی دسیبفز وٙٙذٜ دْٚ: ٔٛؽ ٌشٜٚ، وٙٙذٜ ػبِیٗ(

ٞبی دسیبفز وٙٙذٜ ٌشٜٚ ػْٛ: ٔٛؽ، اػششع + ػبِیٗ

ٌشٜٚ ، اوؼیذ ٔٙیضیٓ رسٜ٘ب٘ٛ ٌشْ ثش ویٌّٛشْٔیّی 5

ٌشْ ٔیّی 5ٞبی دسیبفز وٙٙذٜ اػششع + چٟبسْ: ٔٛؽ

 ثبؿٙذ. ٔی ٘ب٘ٛرسٜ اوؼیذ ٔٙیضیٓثش ویٌّٛشْ 

ثش  ٌشْ اص ٘ب٘ٛرسٜٔیّی 5سٕبٔی سضسیمبر ثٝ ٔیضاٖ  

كٛسر ویٌّٛشْ ٚصٖ ٔٛؽ ثٝ كٛسر دسٖٚ كفبلی 

 1دس حدٓ  دسكذ 9/0ثشای ٌشٜٚ وٙششَ ػبِیٗ ٌشفز 

ِیشش ثش ویٌّٛشْ ٚصٖ ٔٛؽ سضسیك ٌشدیذ. خٟز ٔیّی

اِمبء اػششع دس حیٛا٘بر اص سٚؽ اػششع ٔحذٚد 

دلیمٝ یه ٔشسجٝ  90ثٝ ٔذر  (19)وٙٙذٜ حشوز 

شٍبٜ ا دس دػٞب س اػشفبدٜ ؿذ. دس ایٗ سٚؽ ٔٛؽ

ٞب  وٙٙذ سب اص سحشن آٖ اػششع حشوشی ثبثز ٔی

٘ب٘ٛرسٜ اوؼیذ ٔٙیضیٓ اص ؿشوز  ٕٔب٘ؼز ثٝ ػُٕ آیذ.

USnano ٜأشیىب سٟیٝ ٌشدیذ. ػٛػذب٘ؼیٖٛ ٘ب٘ٛرس ،

دلیمٝ دس حٕبْ  15ٔٙیضیٓ ثب ػٛ٘یىبػیٖٛ ثٝ ٔذر 

ػبصی ؿذ ٚ لجُ اص ٞش سضسیك ثٝ اِٚششاػٛ٘یه آٔبدٜ

 .(19) ادٜ ؿذدلیمٝ سىبٖ ؿذیذ د 1ٔذر 

ی ثبفز ٞیذٛوبٔخ ٞب ِیض وبُٔ ٕ٘ٛ٘ٝ: RNAاستخراج 

ٞبی ٔٛؽ ٔٛسد ٘ظش ثب اػشفبدٜ اص  خذا ؿذٜ اص ٌشٜٚ

TRIzol دلیمٝ ا٘دبْ  5-10دس دٔبی اسبق ثٝ ٔذر

ٔیىشِٚیشش وّشٚفشْ ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ِیض ؿذٜ ثب  200ٌشفز. 

 سشایضَٚ افضٚدٜ ٌشدیذ. ػذغ ٔیىشٚسیٛة دس دٚس

g12000  ٌشاد ػب٘ششیفیٛط ؿذ.دسخٝ ػب٘شی 4دس دٔبی 

دس فبص  RNAؿٛد.  اثش ػب٘ششیفیٛط ػٝ فبص ایدبد ٔی دس

دس فبص ٔیب٘ی ٚ دبییٙی حضٛس  DNAثبلایی، دشٚسئیٗ ٚ 

داس٘ذ. ثٝ ٕٞیٗ دِیُ، خٟز خٌّٛیشی اص آِٛدٌی ثب 

فبص ثبلایی ثٝ  دسكذ 90، حذٚد DNAدشٚسئیٗ ٚ 

شٚدبُ٘ ثٝ مُ ٌشدیذ. ایضٚدآسأی ثٝ سیٛة خذیذ ٔٙش

ٚ ثٝ آسأی  ی حدٓ ٔبیغ ا٘شمبَ یبفشٝ اضبفٝ ؿذ ا٘ذاصٜ

 -20دلیمٝ دس فشیضس 20 ٔخّٛط ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذر

 4دس دٔبی g 12000 ٕ٘ٛ٘ٝ دس دٚس ا٘ىٛثٝ ؿذ. ػذغ

 دلیمٝ ػب٘ششیفیٛط ؿذ. 15شیٍشاد ثٝ ٔذر ٘دسخٝ ػب

دسكذ  75ِیشش اسبَ٘ٛ ٔیّی1ی فبص سٚیی افضٚدٖ سخّیٝ

( ٚ ٚسسىغ یب  DEPCة سیٕبس ؿذٜ ثب )سٟیٝ ؿذٜ ثب آ

دیذشبط ٔخّٛط سب وٙذٜ ؿذٖ سػٛة سٝ ٔیىشٚسیٛة 

دسخٝ  4دسدٔبی  g7800 ٕ٘ٛ٘ٝ دس دٚس  ا٘دبْ ؿذ.

-سخّیٝ دلیمٝ ػب٘ششیفیٛط ٌشدیذ. 8ٌشاد ثٝ ٔذر ػب٘شی

ی ٔحَّٛ ٚ خـه ٕ٘ٛدٖ ٘ؼجی سػٛة دس دٔبی 

 اسبق ثٝ ٔذر چٙذ دلیمٝ كٛسر ٌشفز. )خـه ؿذٖ

حُ . دٞذ( ػٛة حلاِیز آٖ سا وبٞؾ ٔیوبُٔ س

ٚ ا٘ىٛثبػیٖٛ  DEPCسػٛة دس آة سیٕبس ؿذٜ ثب  

دلیمٝ حُ  10دسخٝ ثٝ ٔذر 60ٞب دس دٔبی  ٕ٘ٛ٘ٝ

-دسخٝ ػب٘شی -80ثٝ فشیضس RNAٞبی  ٕ٘ٛ٘ٝ ٌشدیذ.
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وٕیز ٚ RNA دغ اص اػشخشاج  ٔٙشمُ ؿذ. ٌشاد

اػذىششٚفشٛٔششی ٚ  UVٞبی ویفیز آٖ ثب سٚؽ

 آٌبسص ثشسػی ٌشدیذ. اِىششٚفٛسص طَ

ثب سٚؽ اػذىششٚفشٛٔششی  RNAاِف( ثشسػی غّظز 

سٛاٖ غّظز ٚ  ٘ب٘ٛدساح یه سٚؽ وٕی ثٛدٜ ٚ ٔی یب

سا ثب اػشفبدٜ اص خزة ٘ٛسی دس  RNAخّٛف ٕ٘ٛ٘ٝ 

 ٘ب٘ٛٔشش ثذػز آٚسد. 230ٚ  280، 260ٞبی  َ ٔٛجعٛ

ٔیىشِٚیشش اص ٕ٘ٛ٘ٝ  5/1اثشذا دػشٍبٜ ثّٙه ؿذ ٚ ػذغ 

سٛػظ دػشٍبٜ ٘ب٘ٛدساح ٔٛسد ػٙدؾ لشاس ٔٛسد ٘ظش 

ی وٝ اص ٘ظش ؿیٕیبیی دػز ا RNAٕ٘ٛ٘ٝ  ٌشفز.

اسد داؿشٝ ٘خٛسدٜ ثبؿذ ٚ اص ٘ظش صیؼشی ویفیز اػشب٘ذ

-ای سٚی طَ آٌبسص ٘ـبٖ ٔی ثبؿذ، اٍِٛی ثب٘ذ ٚیظٜ

 s 18 ٚ  s28سیجٛصٚٔی RNAدٞذ. حضٛس ثب٘ذٞبی 

 ز. اػ  RNAی ػبِٓ ٚ دػز ٘خٛسدٜ ثٛدٖ دٞٙذٜ٘ـبٖ

دغ اص ٚاوٙؾ سٚ٘ٛیؼی ٔؼىٛع : RT-PCRواکنص 

 PCRثٝ ٔٙظٛس كحز ا٘دبْ ٚاوٙؾ اثشذا ٚاوٙؾ 

ا٘دبْ ٌشفز. ػذغ اص  RTٔؼِٕٛی سٚی ٔحلَٛ 

 SYBR greenٚ ػیؼشٓ  Real time RT-PCRٚاوٙؾ 

خٟز  ٞب اػشفبدٜ ؿذ. ثشای ػٙدؾ وٕی ثیبٖ طٖ

. اػشفبدٜ ؿذ AlleleID 6.0افضاس عشاحی دشایٕش اص ٘شْ

خٟز ثشسػی اخشلبكیز ػُٕ دشایٕشٞب ٘یض اص 

Primer BLAST  ٜدبیٍبٜ دادNCBI وٝ  اػشفبدٜ ٌشدیذ

 .٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز 1دس خذَٚ 

 GraphPad Prism5ٞب ثب اػشفبدٜ اص ٘شْ افضاس آ٘بِیض دادٜ

ٚ  T-test Unpairedٚ آ٘بِیض آٔبسی ثب اػشفبدٜ اص سٚؽ 

one-way ANOVA ٕٝ٘ٛ٘ ٗسیٕبس ا٘دبْ  ی وٙششَ ٚ ثی

طٖ  mRNAػبصی سغییشار ػغٛح ثیب٘ی ؿذ. ٘شٔبَ

ٔٛسد ٘ظش دس ٔمبیؼٝ ثب ػغٛح ثیب٘ی ا٘ذٚط٘ٛع طٖ 

 .اوشیٗ ا٘دبْ ؿذ

 
 RT-PCR دشایٕشٞبی ٔٛسد اػشفبدٜ دس  -1خذَٚ

 

 نتایج

RNA ای دس دٚ حبِز  ؿذٜ لجُ اص ٞش اػشفبدٜ اػشخشاج

، دس ایٗ ٌشفزثشسػی لشاس  وٕی ٚ ویفی ٔٛسد

٘ظش  ؿذٜ اص  اػشخشاج RNAدظٚٞؾ ٔیضاٖ خزة 

 230ثٝ  260ٚ  280ثٝ  260ٞبی  دس عَٛ ٔٛجوٕی 

٘ظش ویفی دس طَ یه  سٛػظ دػشٍبٜ ٘ب٘ٛدساح ٚ اص

دسكذ آٌبسص ٔٛسد ثشسػی لشاس ٌشفز ٚ ثٝ ؿشح صیش 

 ساح، ٘ؼجز خزةدس ثشسػی ثب ٘ب٘ٛد .ثبؿذ ٔی

ثٛد٘ذ وٝ  2سب  8/1ثیٗ ثبصٜ  230/260ٚ  280/260

 ٚ ػذْ آِٛدٌی ثب RNAی خّٛف ثبلای  دٞٙذٜ ٘ـبٖ

 1ثبؿذ وٝ دس ؿىُ  ٞبی آِی ٔی دشٚسئیٗ، فَٙٛ ٚ ٕ٘ه

 ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز.

  s5، s18  ٚs28 RNAثش سٚی طَ آٌبسص ػٝ ثب٘ذ 

ٚ  RNAی  ی ػذْ سدضیٝ دٞٙذٜ سیجٛصٚٔی وٝ ٘ـبٖ

 mRNAٞب، ثیبٍ٘ش حضٛس  ؿذٜ ثیٗ آٖ اػٕیش ٔـبٞذٜ 

ثبؿذ. ایٗ ٘شبیح  ٞبی اػشخشاج ؿذٜ ٔی ػبِٓ دس ٕ٘ٛ٘ٝ

آٔذٜ حبوی اص ثبلا ثٛدٖ ػغح ویفی ٚ وٕی  دػز ثٝ

RNA ی ٔغٕئٗ دس ٔشاحُ  بدٜاػشخشاج ؿذٜ ثشای اػشف

  ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز. 2ثؼذی اػز وٝ دس ؿىُ 

 طٖ دشایٕش ٔٛلؼیز وشٚٔٛصٚٔی سشادف (bp)عَٛ لغؼٝ سىثیشی

150 TCTGGCTTTTGGTCCTTC 17q12.3 سٚدیؾ 
 Gad2طٖ 

 TGGCTTCTCAGAGTCTCC  ثبصٌـز 

150 TATCGGCAATGAGCGGTTCC 12p11 سٚدیؾ 
β-actin 

 AGCACTGTGTTGGCATAGAGG  ثبصٌـز 
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: β-actinو   Gad2براي شى  RT-PCRواکنص 

ٚ  β-actinٞبی  ٘یٕٝ وٕی ثشای طٖ RT-PCR ٚاوٙؾ

ا٘دبْ ؿذ، سب اص كحز ػّٕىشد دشایٕشٞب  Gad2طٖ 

بٖ حبكُ ؿٛد. دس ایٗ ٚاوٙؾ دٔبی اسلبَ اعٕیٙ

ٌشاد سؼییٗ ؿذ وٝ دغ اص  دسخٝ ػب٘شی 62دشایٕشٞب 

٘شبیح ٞش طٖ سٚی طَ آٌبسص ثشدٜ ؿذ،  RT-PCRا٘دبْ 

 1ی سىثیشؿذٜ ثشای ٞش طٖ عجك خذَٚ ا٘ذاصٜ لغؼٝ

خفز ثبص ثٛد وٝ  150ٞبی ٔٛسد ا٘شظبس  ٔغبثك ثب ا٘ذاصٜ

 ٌضاسؽ ؿذٜ اػز. 3دس ؿىُ 

: Real Time PCRها با  ررسی کوی بیاى شىنتایج ب

دس عی ٔشاحُ  Gad2ٚ طٖ  β-actinٞبی  سىثیش طٖ

ػیىُ  45عی Real Time PCRٔخشّف ا٘دبْ ٚاوٙؾ 

  5سب  4اؿىبَ  طٖ دس 2ا٘دبْ ؿذ. ٔٙحٙی ٔشثٛط ثٝ ٞش 

دٞٙذٜ سىثیش ٔٙبػت  ٕ٘بیؾ دادٜ ؿذٜ اػز، وٝ ٘ـبٖ

 لغؼبر ٔٛسد٘ظش اػز.

: (Melting Curve) روب بررسی نوودار هنحنی

 Real Time PCRٔٙحٙی رٚة ٔحلٛلار 

ٞب ثشای ٞش طٖ  ی سىثیش اخشلبكی دشایٕش دٞٙذٜ ٘ـبٖ

اػز وٝ دس ایٗ دظٚٞؾ ٔٙحٙی رٚة ٞش طٖ ثشای ٞش 

ٞب ثٝ دػز آٔذ ٚ ثب ثشسػی ایٗ  ثبفز  یه اص ٕ٘ٛ٘ٝ

 DNAٞب ػذْ ٚخٛد دشایٕش دایٕش ٚ آِٛدٌی ثٝ  ٔٙحٙی

ی دٔبی رٚة طٖ  دٞٙذٜ وٝ ٘ـبٖ 6ُسبئیذ ٌشدیذ.  ؿى

β-actin اػز. دٔبی رٚة (Tm) 3/84  دسخٝ ػب٘شی

ی دٔبی رٚة  دٞٙذٜ وٝ ٘ـبٖ 7ٌشاد سؼییٗ ؿذ. ؿىُ 

ٌشاد  ػب٘شیدسخٝ  9/87دٔبی رٚة  اػز. Gad2طٖ 

 سؼییٗ ؿذ.

 ٞشچٝ ثشسػی ٔٙظٛس ثٝ: پرایورها اختصاصیت تائیذ

 Real time ٔحلٛلار دشایٕشٞب، اخشلبكیز ثیـشش

PCR  ؿذ. ثذیٗ  ثبسٌزاسیدسكذ  2 آٌبسص طَ سٚی ثش

ٔٙظٛس ثشای ٞش طٖ یه ٕ٘ٛ٘ٝ سٛٔٛسی ٚ یه ٕ٘ٛ٘ٝ 

 اخشلبكی ثب٘ذ سه ٘شٔبَ ا٘شخبة ٌشدیذ. ٔـبٞذٜ

 ی ػّٕىشد دٞٙذٜ ٞب ٘ـبٖ ثشای ٞشوذاْ اص طٖ

 ٚ دایٕشی ثب٘ذ حضٛس ػذْ ٚ دشایٕشٞب اخشلبكی

  .(8)ؿىُ  اػز فشػی

افسار وسیله نرم ها به یوربررسی کارایی پرا

LinRegPcr :ٝٔٙظٛس ػٙدؾ وبسایی ٔٙبػت   ث

 Real timeٞب دس ٞبی ٔشثٛط ثٝ سىثیش طٖ دشایٕشٞب، دادٜ

PCR  ْافضاس سا ثٝ ٚػیّٝ ٘شLinRegPcr  ٔٛسد ثشسػی

لشاس دادٜ ؿذ. ثٟششیٗ وبسایی صٔب٘ی اػز وٝ 

Efficiency  ثٝ 2ثشاثش ٚR  ثبؿذ. ٘شبیح حبكّٝ  1ثشاثش 

 آٚسدٜ ؿذٜ اػز. 2دس خذَٚ 

ػبصی  دغ اص ا٘دبْ ثٟیٙٝ: GAD2الگوي بیاى شى 

طٖ  ٞبی ؿشایظ سىثیش لغؼٝ ٔٛسد٘ظش ثیبٖ ٘ؼجی طٖ

GAD2  ثب اػشفبدٜ اص ٚاوٙؾReal time PCR  4دس 

ٞبی حبكُ  ٌیشی ؿذ ٚ دادٜ ٌشٜٚ ٔٛسد ٔغبِؼٝ ا٘ذاصٜ

ٚ ٘ؼجز  ΔCtٞب ثب اػشفبدٜ اص سٚؽ  ثشای سٕبْ ٕ٘ٛ٘ٝ

ػبصی ؿذ. آصٖٔٛ  ٘شٔبَ β-actinطٖ وٙششَ داخّی  ثٝ

ٔزوٛس دس   ی ٔمبیؼٝ ثیبٖ طٖثشا ANOVAآٔبسی 

افضاسٞبی  ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ ثب اػشفبدٜ اص ٘شْ ٌشٜٚ

GraphPad Prism 7 دسكذ 95داسی  دس ػغح ٔؼٙی 

(05/0 ; p  ُا٘دبْ ؿذ وٝ دس ؿى )ٌضاسؽ ؿذٜ  9

 اػز.

 

 Real time PCR ؿذٜ دس ٞبی اػشفبدٜٖ ٔشثٛط ثٝ ط Rوبسایی ٚ  -2خذَٚ 

 

 Efficiency R) (وبسایی طٖ

β-actin 95/1 9996/0 

 Gad2 02/2 9997/0طٖ 
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 230/260ٚ  280/260ٕ٘ٛداس ٘ب٘ٛدساح، ثشسػی دٚ خزة   -1ؿىُ

 

 
 .سبْ اػشخشاج ؿذٜ اص ثبفز سٚی طَ آٌبسص یه دسكذ  RNA  -2ؿىُ 
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ا٘دبْ ؿذ، سب اص كحز ػّٕىشد دشایٕشٞب اعٕیٙبٖ   Gad2ٚ طٖ   β-actinٞبی  ٘یٕٝ وٕی ثشای طٖ RT-PCRٚاوٙؾ   -3ؿىُ

 .حبكُ ؿٛد

 
 β-actin ٔٙحٙی سىثیش طٖ -4ؿىُ
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 Gad2 ٔٙحٙی سىثیش طٖ  -5ؿىُ 

 

 
 β-actin ٔٙحٙی دٔبی رٚة طٖ -6ؿىُ
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 Gad2ٔٙحٙی دٔبی رٚة طٖ   -7ؿىُ

 

 
 دسكذ 2 ثش سٚی طَ آٌبسص Real time PCRٔحلٛلار  -8ؿىُ 
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G ro u p s

S a lin e  (A) S a lin + S tr e s s  (E ) M g  n a n o o x id e  (P ) S t r e s s + M g  n a n o o x id e  (F )

0 .0 0 0

0 .0 0 2

0 .0 0 4

0 .0 0 6

0 .0 0 8

0 .0 1 0
**

2-ΔCt 

     G a d 2

 

ثب  Gad2ٕ٘بیؾ دادٜ ؿذٜ اػز( ثیبٖ طٖ  Mean ± SEMٞب )٘شبیح ثٝ كٛسر دس ثیٗ ٌشٜٚ Gad2ثیبٖ طٖ  ٝٔمبیؼ -9ؿىُ

0081 /0p = یبثذ . ایٗ سغییش ثٝ عٛس ٔؼٙبداسی دس ٌشٜٚ سغییش ٔیF  ٚP .ثٝ عٛس افضایـی اػز 

 

بحث

ىی سا دس ا٘ؼبٖ ٚ ٕٞئٛػشبصی فیضیِٛٛطی ،عاػشش

سیضد. ٕٞچٙیٗ اػششع حبد ٚ  حیٛاٖ ثٝ ٞٓ ٔی

ٞبی  ٞبی حشوشی سا دس ٔذَخشیت فؼبِیزس ،اضغشاة

ذ. اػششع ػغح ػٙبكشی اص ٘حیٛا٘ی ثٝ د٘جبَ داس

ؼیٓ ٚ ٔٙیضیٓ سا دس ثذٖ سغییش خّٕٝ آٞٗ، سٚی، وّ

دٞذ. اص عشفی ٕٞئٛػشبصی ػٙبكش دس ثذٖ ٘مؾ  ٔی

سفشبسی ٚ سؼبدَ -ٞبی ػلجی دس دبػخٟٕٔی 

 .(22، 21) ثیٛؿیٕیبیی دس ثذٖ داسد

؛ اػشفبدٜ ٘ب٘ٛاوؼیذ اػزٔغبِؼبر لجّی ٘ـبٖ دادٜ 

ٔٙیضیٓ ٚ ٘ب٘ٛاوؼیذ سٚی ثٝ ػٙٛاٖ ٔٙجؼی اص سٚی ٚ 

سٞبی ٔـبثٝ ٔٙیضیٓ ثشای سخفیف ٚ سؼىیٗ سفشب

ثبؿذ. ثشخی ٔغبِؼبر ٘ـبٖ  اضغشاة ٚ دسد ٔٛثش ٔی

ٔغضی ػجٛس -سٛا٘ٙذ اص ػذ خٛ٘ی ذ ٘ب٘ٛرسار ٔیا٘ دادٜ

وٙٙذ ٚ فبوشٛسٞبی ثیٛؿیٕیبیی ػیؼشٓ ػلجی ٔشوضی 

 (.23، 22) سا سحز سبثیش لشاس دٞٙذ

دبیذاسی ٚ ػّٕىشد ؿجىٝ ػلجی ثٝ سؼبدَ ثیٗ ا٘شمبَ 

ػیٙبدؼی ٟٔبسی ٚ سحشیىی ٚاثؼشٝ اػز. ٞیذٛوبٔخ 

 داسای ٘ٛسٖٚ ٞبی ٌّٛسبٔبسشطیه ٚ ٌبثباسطیه اػز

ٞبی فیضیِٛٛطیىی ٚ یب سفشبسی ذ دبػخٙسٛا٘ٔی وٝ

ی  ا٘شمبَ دٞٙذٌٜبثب ٔشسجظ ثب اضغشاة سا سٙظیٓ وٙذ. 

اص ٌّٛسبٔبر وٝ ، شوضیػلجی ٟٔٓ دس ػیؼشٓ ػلجی ٔ

 GADسٛػظ آ٘ضیٓ ٌّٛسبٔیه اػیذ دوشثٛوؼیلاص یب 

ٞبی ٌّٛسبٔبر دوشثٛوؼیلاص ثشای  ؿٛد. آ٘ضیٓ ایدبد ٔی

دس  (.22) ب ضشٚسی ٞؼشٙذسجذیُ ٌّٛسبٔبر ثٝ ٌبث

 ی حبضش ثٝ ثشسػی اثش ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ ثش ٔغبِؼٝ

دس ٞیذٛوبٔخ ٔٛؽ كحشایی  GAD2ٚی ثیبٖ طٖ س

 ٘شبیح ٘ـبٖ داد: .سحز اػششع حبد دشداخشٝ ؿذ

٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ ٔٙدش ثٝ افضایؾ ثیبٖ طٖ اِف( 

GAD2 ٌشدد. دس ٞیذٛوبٔخ ٔی 

دزیش اػز ٚ  فمبَ ػلجی ٌبثباسطیه ثؼیبس ا٘ؼغبا٘ش

اص  ،سحز سغییشار دیٙبٔیه فشاٚا٘ی دس دبػخ ثٝ ٔحیظ

ٞبی سحمیك  دٜدا .ششع حبد ٚ ٔضٔٗ اػزخّٕٝ اػ

رسٜ  ٘ب٘ٛٞبی دسیبفز وٙٙذٜ  حبضش ٘ـبٖ داد ٌشٜٚ

ؼٙی داسی ثیبٖ ثبلاسشی اص ثٝ عٛس ٔاوؼیذ ٔٙیضیٓ 

٘ؼجز ثٝ  سا GAD2طٖ  mRNAٞبی  سٚ٘ٛؿز

وٝ  . لبثُ سٛخٝ اػزدٞٙذ ٞبی وٙششَ ٘ـبٖ ٔی ٌشٜٚ
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دس ٌشٚٞی وٝ سحز اػششع  GAD2افضایؾ ثیبٖ طٖ 

رسٜ اوؼیذ  ٘ب٘ٛحبد حشوشی لشاس ٌشفشٝ اػز ٚ سیٕبس 

سا دسیبفز ٕ٘ٛدٜ ثؼیبس ثیـشش اص ٌشٚٞی اػز ٔٙیضیٓ 

٘ب٘ٛ رسٜ وٝ ثذٖٚ لشاس ٌشفشٗ دس ؿشایظ اػششػی سٟٙب 

سا دسیبفز وشدٜ اػز. احشٕبَ داسد اوؼیذ ٔٙیضیٓ 

شی وٝ ٚی ٔؼیشٞبی دیٍس ثشسٜ اوؼیذ ٔٙیضیٓ ٘ب٘ٛر

ٌشد٘ذ ٚ ٔٙشح ثٝ  حیٗ اػششع اخشلبكب فؼبَ ٔی

ٔثجز داؿشٝ  ارٌشد٘ذ ٞٓ اثش ٔی Gad2افضایؾ طٖ 

ٔٛسد ٞذف  GAD2ثبؿذ. ثشای ٔثبَ دشٚٔٛسش طٖ 

ٌیشد ٚ  لشاس ٔی ERα  ٚERβٞبی اػششٚئیذی  ٌیش٘ذٜ

ٕٞچٙیٗ فبوشٛسٞبیی سٚ٘ٛیؼی دیٍشی اص خّٕٝ 

CREB ( ٞیؼشٖٛ داػشیلاصٞب ،HDACٜافضایٙذ ،) ٞب  ٚ

ط٘شیىی ثش سٙظیٓ ثیبٖ  سغییشار ػبخشبس وشٚٔبسیٗ ٚ ادی

٘ب٘ٛ رسٜ اوؼیذ ٔٙیضیٓ اثش داس٘ذ ٚ سیٕبس  GAD2طٖ 

سٛا٘ذ سب حذٚدی ٞش یه اص ایٗ ػٛأُ سا سحز  ٔی

سبثیش لشاس دادٜ ثبؿذ وٝ ٘یبصٔٙذ ٔغبِؼبر ثیـشش دس ایٗ 

ٞب ثٝ خٛثی ٔـخق ؿذٜ ٗ ٔؼیشاص ای صٔیٙٝ اػز.

سٛا٘ٙذ ػّٕىشدٞبی سفشبسی ٚ  ٞب ٔی اػز اػششٚطٖ

سػذ  سحز سبثیش لشاس دٞٙذ. ثٝ ٘ظش ٔی فیضیِٛٛطیىی سا

ثٝ عٛس ٔشضبد  ERα  ٚERβٞبی  ػّٕىشد ٌیش٘ذٜ

بی ٔخشّف ٞ ٞبی اػششع سا وٙششَ ٚ ػیؼشٓ دبػخ

وٙٙذ.  ٞبی ػلجی سا سٙظیٓ ٔی دذشیذٞب ٚ ا٘شمبَ دٞٙذٜ

ٞبی ٔـخق وٙٙذٜ فشآیٙذٞبی سٙظیٕی دس  ٘یؼٓٔىب

شٞبی ِٔٛىِٛی ثٝ حبَ ثشسػی اػز. ٞشچٙذ ٔؼی

ا٘ذ، ٔٛؽ ٘بن اٚر ٞش دٚ طٖ  خٛثی ٔـخق ٘ـذٜ

ERalpha   ٚERbeta  ٕٞٞب سا دس  یز ایٗ ٌیش٘ذٜا

 (.25، 24)ٞبی سفشبسی ٘ـبٖ دادٜ اػز  دبػخ

سٛا٘ذ ثب افضایؾ طٖ  ٔی٘ب٘ٛرسٜ اوؼیذ ٔٙیضیٓ ة( 

GAD2 .ٔشؼبلجب ٌبثب سا افضایؾ دٞذ 

 اوؼیذ ٔٙیضیٓ ثب سمٛیز حضٛس ٌبثب دسسٜ ر٘ب٘ٛح( 

سٛا٘ذ سشویت  ٞبی ػیؼشٓ ػلجی ٔشوضی ٔیػیٙبدغ

ٔٙبػجی خٟز وبٞؾ اػششع ٚ یب حبلاسی ٔـبثٝ ثب 

 (.19) اػششع ثبؿذ

ا٘ذ ٘ب٘ٛرسٜ ٞبی فیضیِٛٛصیىی ٘ـبٖ دادٜ سب ثحبَ ثشسػی

ی ؿبُٔ اػششع ٚ ػلج اوؼیذ ٔٙیضیٓ ثشای سفشبسٞبی

ا٘ذ ٚ ٘شبیح حبكُ ٘یض ٔٛافك ثب  اضغشاة ٔٛثش ثٛدٜ

ٞبی فیشیِٛٛطیىی حبوی اص ٘شبیح حبكُ اص آصٖٔٛ

 اػزرسٜ ٔٙیضیٓ دس ؿشایظ اػششع  ٔٛثش ثٛدٖ ٘ب٘ٛ

(19).  

  گیري نتیجه

 GAD2ی حبضش ٔیضاٖ ثیبٖ ٘ؼجی طٖ  ثب سٛخٝ ثٝ ٘شیدٝ

ٔٙیضیٓ سیٕبس ؿذٜ  وٝ ثب ٘ب٘ٛاوؼیذ P  ٚFٞبیی  دس ٌشٜٚ

٘ؼجز ثٝ  p < 01/0داسی ثب ثٛد٘ذ ثٝ عٛس ٔؼٙی

افضایؾ داؿز. ایٗ افضایؾ   A  ٚEٞبی وٙششَ  ٌشٜٚ

ثب سٛخٝ ثٝ ثیـشش اػز.  P٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ  Fدس ٌشٜٚ 

ٞبیی وٝ ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ اػشفبدٜ  ایٙىٝ دس ٌشٜٚ

 GAD2ٍ٘شدیذٜ اػز سغییش ثیبٖ ٔؼٙی داسی دس طٖ 

دٞذ اػشفبدٜ ایٗ ٘شیدٝ ٘ـبٖ ٔی یذٜ اػزٔـبٞذٜ ٍ٘شد

ٚ  GAD2اص ٘ب٘ٛاوؼیذ ٔٙیضیٓ ٔٙدش ثٝ افضایؾ ثیبٖ طٖ 

ثٝ احشٕبَ لٛی ٔٙشح ثٝ افضایؾ ایٗ آ٘ضیٓ دس ػیؼشٓ 

 ػلجی ٔیٍشدد.

 تقذیر و تطکر

ایٗ ٔمبِٝ حبكُ دبیبٖ ٘بٔٝ ٔمغغ وبسؿٙبػی اسؿذ 

اػز.  ؿٙبػی ػِّٛی ٚ ِٔٛىِٛیسؿشٝ صیؼز

بِٝ ثش خٛد ٚاخت ٔی دا٘ٙذ اص ٔؼبٚ٘ز ٘ٛیؼٙذٌبٖ ٔم

دظٚٞـی دا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی ٚاحذ دصفَٛ وٝ دس 

 ذ.ٝ ٕٞىبسی ٕ٘ٛد٘ذ لذسدا٘ی ٕ٘بیٙا٘دبْ ایٗ دبیبٖ ٘بٔ
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