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بخش بیوشیمی وبیوفیزیک پزشکی ، دانشکده ،دانشگاه علوم پزشکی بابل،  خیابان گنج افروزابل،ب: کاتبهآدرس م  

 sohrabhalalkhor@yahoo.com :پست الکترونیک

   و دفسفریلاسیون  عمل فسفریلاسیون و اثرات  ترانسفراز  سیالیل  آنزیم  فعالیت یري گاندازه
  آزمایشگاهی در مغز موش   آن بر فعالیت

  
  3، رامین شیخ پور2دردي قوجق،1سهراب حلالخور

  ه پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابل مربی، گروه بیوشیمی، دانشکد-1
  ه پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابلدانشکد،  بیوشیمی دانشیار، گروه-2
   پزشک عمومی -3

  
  

  37مسلسل  / 87 پاییز / 3شماره / دوره دهم / یافته 
  
  
  

  11/4/87:  پذیرش مقاله،28/12/86: دریافت مقاله
Ø سیالیل  آنزیم فعالیت   در تنظیم  و دفسفریلاسیون  فسفریلاسیون  مکانیزم دهد که  می  نشان  قبلی هاي  گزارش :مقدمه   

   مکانیسم  ترانسفراز  از طریق  سیالیل آنزیم   تغییرات فعالیتهدف بررسی  پژوهش   در این.  دارند ترانسفراز دخالت
  .  است و دفسفریلاسیون فسفریلاسیون

 Øشد  مغز تهیه هموژنۀو  مغز موشها را بیرون آورده .  شد انجام   آزمایشگاهی موش 25  بر رويپژوهش حاضر  :ها  مواد و روش  .
فعالیت آنزیم در .  شد  انجام-50G   سفادکس  ستونی  در کروماتوگرافی آزمایشگاهی جدا سازي آنزیم سیالیل ترانسفراز مغز موش

  .  آنالیز شدSPSS  افزار آماري  نرم  توسط نتایج. اندازه گیري شد    اسید و فوربل اتاز، اکادئیکف، فسc کیناز  حضور پروتئین
 Øکیناز   ترانسفراز در حضور پروتئین  سیالیل  فعالیت مقایسۀ: ها  یافتهcسطح  داد که  نشان  کنترل  اسید با گروه  واکادئیک   

   سیالیل  فعالیت  مقایسۀ.)>05/0p ( بود  معنی دار و از نظر آماري  پایین تر کنترل  ترانسفراز نسبت به گروه  سیالیل فعالیت
تر و نسبت به حضور پروتئین کیناز بالاتر   پایین  کنترل  در گروه داد که   نشان فسفاتاز و فوربل  پروتئین ورترانسفراز در حض

  .  بود بود و از نظر آماري معنی دار
Øبا  آزمایشگاهی   ترانسفراز مغز موش  سیالیل  واکنش  داد که  نشانپژوهش حاضر  هاي یافته: گیري  بحث و نتیجه 

 از   استفاده  که ما در یافتیم.   است  منطبق سایر محققان  هاي  با یافته  نتایج دهد و این  می  را کاهش  آنزیم  فعالیتcز کینا پروتئین
. پروتئین فسفاتاز فعالیت آن را افزایش می دهد شود و  می  آن فعالیت  کاهش  باعثc کیناز   با پروتئین  ترانسفراز همراه سیالیل

  . سیون سبب کاهش فعلیت آنزیم سیالیل ترانسفراز و دفسفرسیلاسیون سبب افزایش فعالیت آن می گردددر نهایت فسفریلا
 Øدفسفریلاسیون  ترانسفراز، فسفریلاسیون سیالیل :ها  کلید واژه ،   

  

 چكيده
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حلالخور و همکاران آن  بر فعالیت  و دفسفریلاسیون  عمل فسفریلاسیون و اثرات  ترانسفراز  سیالیل  آنزیم فعالیت
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  مقدمه
   در سـلولهاي    و   اسـت    قنـد کمـپکس      اسـید یـک     سیالیک

  یگوسـاکاریدهاي ال  سنتز   جهت). 1(  دارد   کارکرد وسیعی   حیوانی
  ). 2 (   است  ترانسفراز لازم  سیالیل ، مقدار زیادي سیالیله
 در    پروتئولتیـک   شـدن   شکـسته  تواند بعد از    می   آنزیم  این
  سـیالیل   و حـساس     آسـان    سـنجش   نیـاز بـه   ). 3(  آزاد شود   سرم

 در   آنزیماتیک فعالیت.   است   افزایش   در حال   ترانسفراز بطور دائم  
   بیوشیمیایی   شرایط   به   بستگی   مختلف   حیوانات  لولهايس سرم و 

   ).4( دارد   محیط و فیزیولوژیکی
   مهمـی   توانـد شـاخص      ترانسفراز می    سیالیل   فعالیت  سطح

   التهـاب    انکوژنیک  ترانسفورماسیون.  باشد   خاص  بیماریهاي   براي
  الیـت  تغییـر فع   هستند که هایی  نمونه برخی     کلسترول  و افزایش 
   ).5( شود  می  راسبب  ترانسفراز در سلولها یا سرم سیالیل

 دار بـا   ترانسفراز نـشان   سیالیل  فعالیت   سنجشها براي   اغلب
. کننـد    مـی    اسـتفاده   دهنـده     سوبـستراي   عنوانه  رادیواکتیو را ب  

  حـساس  ، بـسیار    دهنـده     سوبستراي   بعنوان  فلورومتریک  سنجش
   سـیالیل    از سـنجش     نـوع    یـک   ذشـته در گ .  گیر اسـت     وقت  ولی

   بـین   تفکیک ها جهت   لکتین بودن  اختصاصی  ترانسفراز بر اساس  
 ترانــسفراز  ســیالیل-6و2 ترانــسفراز، آلفــا   ســیالیل- 3و 2آلفــا 

   دیگــر، روش  ترانــسفرازهاي  گلیکوزیــل بــراي. اســتوار بــود 
  ). 6( ایجاد شد ایمونواسی

   کـه    اسـت    آنـزیم  10-12  امل ترانسفراز ش    سیالیل  خانوادة
   جایگاههــاي  بــهCMP -  اســید  اســید را ازســیالیک ســیالیک
 الیگوساکاریدپروتوئینها و گلیکولیپدها     هاي   زنجیره   روي  ترمینال
  ). 8، 7(کند  می منتقل

از ســاختارها   بــسیاري  کلیــدي  اســیدها شــاخص ســیالیک
   مثـل  لـوژیکی  بیو  شناسـایی   در وقـایع   هستند کـه   کربوهیدراتی

،   عفونـت    در طـی     میزبـان    سـلولهاي   نفلـوانزا بـه   آ  ویروس   اتصال
   سلول ، چسبندگی  خون  هااز جریان    سیالوگلیکوپروتئین  کلیرانس

 و N-CAM   بـا واسـطۀ      عـصبی    سیـستم    تکامـل    طی   سلول  به
   انـدوتلیال    سـلولهاي   ها به    لکوسیت   انتخابی   مشترك  چسبندگی
   سوبـستراي   ترانـسفرازها از یـک     هر چند سـیالیل    .دارند  شرکت
   سوبـستراي   تـوالی    بـراي   ولـی  کنند   می   استفاده   مشترك  دهنده
اسید و     سیالیک   بین   که   آنومریکی   الیگوساکارید و اتصال    پذیرندة
  شـود، اختـصاصی      مـی   شود، تـشکیل     می   متصل   آن   به   که  قندي

  ). 11، 10، 9(هستند 
  از کبـد   قبـل   سـال 10 بـار     اولـین   ترانسفراز  سیالیل آنزیم

 مقـادیر    فقـط    تلخـیص    ایـن   ولی.  شد   خالص   آزمایشگاهی  موش
  . )14، 13، 12(  کرد  را فراهم از پروتئین  کمی

  آمینـو   توالی   اطلاعات  آوردن    بدست   بسیار جهت   تلاشهاي
 بـا    آنـزیم   ایـن   علیـه  بـادي   آنتی   یک   برانگیختن   یا جهت   اسیدي
   انـدك    آن  علـت .  خـورد   ، شکـست     مرسـوم   هاي  روش  از  استفاده
هـدف از ایـن     ). 16،  15( بـود    آمده   بدست   مقادیر پروتئین   بودن

 ترانـسفراز در    سـیالیل  آنـزیم  تغییـرات فعالیـت   پژوهش بررسـی  
   . استو دفسفریله  فسفریله یباتکحضور تر

  مواد و روشها 
   سـر مـوش    25تعداد   .است  ی تجرب   شده   انجام   مطالعۀ  نوع

هـا     مـوش    عدد از ایـن    7تعداد  .  شدند   داده  پرورش  آزمایشگاهی
   تحـت    آزمایـشگاهی    حیـوان    بر روي    آزمایشات  تمام.  شدند  تلف

  .اتر بود  با  بیهوشی شرایط
 بودنـد    عبـارت   مطالعه   در این    مورد استفاده   مواد شیمیایی 

ــیتیدین: از ــسفات  دي س ــد  ف ــدیم، کلری ــون  س ، X-100  ، تریت
،  ، لاکتــوز، گلیــسرول   مرکاپتواتــانول-2 ترانــسفراز،  ســیالیل

ــستیک ــري فسفوتنگ ــید، ت ــتیک  اس ــالاکتوز،  کلرواس ــید، گ   اس
ــروتئین ــاز  پ ــل ، اکادئیــکC کین ــید و فورب ــه  اس   از  همگــی  ک
 بـا     آزمایشگاهی  موش . شد   تهیه   شیمیایی  هاي  شرکت نمایندگی
 ـ  شـدند   نخاع کـشته   گردن  با قطع د، سپس شدن اتر بیهوش  ه و ب
  مغـز از داخـل  بافـت  ،     جمجمـه   هاي   استخوان   شکافتن   آن  دنبال
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حلالخور و همکاران آن  بر فعالیت ون و دفسفریلاسی  عمل فسفریلاسیون و اثرات  ترانسفراز  سیالیل  آنزیم فعالیت
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   چینـی    هـاون   مغز موشها ابتدا توسط   .  شد  آورده    بیرون  جمجمه
مـولار  % 5لیتر از سوکروز   میلی 5   درحجم   آن  همژنه شد، بدنبال  

  . شد هیه ت  مغز موش  و هموژنۀ زده   هم بخوبی
   سـتونی    در کرومـاتوگرافی     آزمایشگاهی   مغز موش   هموژنۀ
  لیتر و سـرعت      میلی 50   ستون  حجم. شد   انجام G-50  سفادکس
   آن شستـشوي  بـافر .  بـود  لیتر در دقیقـه  میلییک  حدود   جریان

 200 کلرایـد   و سـدیم % 30   و گلیـسرول   فـسفات    دي  سیتیدین
   اضافه   ستون   از بالاي   نمونه.  بود X-100  ترایتون% 2 و  مول  میلی

  میلـی  دو  هـاي   ، در حجـم     سـتون   از   خروجی  هاي  شد و فراکشن  
 ترانـسفرازبودند    سـیالیل  ها حـاوي   فراکشن  این.  شد   تهیه  لیتري  

   آنـزیم   فعالیـت  گیـري   انـدازه   و جهـت   شـده   تغلیظ خوبیه   ب  که
  .بودند  ترانسفراز آماده سیالیل

 ترانـسفراز بـا       سـیالیل    آنـزیم    فعالیـت   گیري   اندازه  محلول
ــوط ــانول-2 میکرولیتــر50  کــردن مخل    مــولار 25/0  مرکــاپتو ات

کلرایـد     میکرولیتـر سـدیم    40 مـولار،    4/0 میکرولیتر لاکتوز    30
   میکرولیتـر پـروتئین  30، %2/0   میکرولیتـر گلیـسرول  10، 30%

میکرولیتـر   20 مـولار،  2/0 اسـید    میکرولیتر اکادئیک  20کیناز،  
 میکرولیتر  60 مولار و    2/0   میکرولیترفوربل 20 فسفاتاز    پروتئین
  .  شد  تهیه  آزمایش هاي  مقطر در لوله  در آب-100X  ترایتون

 حـدود     در حجـم     هموژنـه    میکروگرم 50   حاوي  هاي  نمونه
   تهیـه  گیـري   انـدازه   میکرولیتر از محلول   200با    میکرولیتر 100
 شـد    میکرولیتر رسانده  500 تا     حجم   و سپس   شد  ، مخلوط   شده

  .  مقطر  از آب با استفاده
  هـاي   نمونه.  شدند  تقسیم   آزمایش   لولۀ   دو سري   ها به   نمونه
  اسـید و    ، اکادئیـک  C کینـاز      پـروتئین    بودند کـه     آنهایی  کنترل
   درجۀ37   در دماي  از انکوباسیون  پس.  نشد   آنها افزوده    به  فوربل
 500   بـا افـزودن      آنزیمـی   ، واکنش   دقیقه 20  مدته  راد ب سانتیگ

  خـوبی ه   ب  سپس . شد   اسید متوقف   میکرولیتر از فسفوتنگستیک  
بعد .  شد  قرار داده    یخ   در ظرف    دقیقه 20  مدته   شد و ب    مخلوط

 سـانتریفوژ  3000 در دور   دقیقـه  15  مدته  ، ب   دقیقه20  از اتمام 
   کلرو استیک   تري% 20  محلول  و با   آوري   جمع   رویی  محلول. شد

   گـالاکتوز دردقیقـه    پیکومـول   برحسب  آنزیم فعالیت.  شد  شسته
   . شد  محاسبه  پروتئین گرم در میلی

   شـده  رائـه  اMean ± SD   بر حسب  شده مقادیر محاسبه
   آمـاري    از روش    نتایج گروههاو اثر ترکیبات      مقایسۀ   و براي   است

S tudent T-Test05/0 شد و مقدار  استفادهP<بود . 

  یافته ها
 فعالیت آنـزیم سـیالیل ترانـسفراز در حـضور           1در جدول   

   سـیالیل  جداسـازي . ترکیبـات مختلـف نـشان داده شـده اسـت     
   . شد  انجام  سفادکس  کروماتوگرافی  توسط ترانسفراز که
 ترانسفراز در حضور   سیالیل  آنزیم  فعالیت-1  شماره جدول

    مختلف ايفاکتوره
  )میکرول در میگرم در میلی لیتر (فعالیت آنزیم  فاکتور مورد نظر

  2/81 ± 3/6  کنترل
  7/29 ± 2/4  پروتئین کیناز
  6/32 ± 1/5  اکادئیک اسید
  8/72 ± 3/7  پروتئین فسفاتاز

  9/55 ± 8/6  فوربل
ــزیم فعالیــت ــادی  مــی  در میلــی گــرم در دقیقــه  میکرومــول  برحــسب  آن   ر برحــسبباشــد و مق

 Mean ± SD ارایه شده است  .  

  
همانگونکه کـه در ایـن       .  است   شده   داده   نشان 1نمودار   در

نمودار نشان داده شده است مناسبترین حجم براي جـدا سـازي     
  منحنــی.  میلــی لیتــر اســت25 الــی 17زیم در حجــم بــین نــآ

ر  ترانسفراز درنمـودا     سیالیل   آنزیم  استاندارد اندازه گیري فعالیت   
 دقیـق   40 دقیقه و  20فعالیت آنزیم در    .  است   شده   داده   نشان 2

   گـروه    ترانـسفراز بـین      سیالیل   فعالیت  مقایسه. اندازه گیري شد  
فاقـد   (  کنتـرل    اسید با گـروه      واکادئیک C کیناز     پروتئین  داراي

  سـطح . است   شده   داده  شانن)  اسید   و اکادئیک  C کیناز    پروتئین
   بـالاتر و از نظرآمـاري        کنترل   ترانسفراز در گروه     سیالیل  فعالیت
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حلالخور و همکاران آن  بر فعالیت  و دفسفریلاسیون  عمل فسفریلاسیون و اثرات  ترانسفراز  سیالیل  آنزیم فعالیت
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   ترانسفراز بین    سیالیل   فعالیت   مقایسه ).>05/0p (معنی دار بود  
   داده  نـشان   کنتـرل   با گروه فسفاتاز و فوربل    پروتئین   داراي  گروه
ترانـسفراز در    آنزیم سـیالیل     فعالیت  سطح). 4نمودار   (  است  شده
 ).>05/0p ( معنـی داربـود   تر و از نظر آمـاري  ن پایی  کنترل  گروه

  . ) ارایه شده استMean ± SD  مقادیر برحسب ()3نمودار (
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  یت فعال  روي  فسفاتاز و فوربل  نمودار اثر پروتئین-4شماره دار نمو

   ترانسفراز سیالیل
  گیري  بحث و نتیجه

فعالیـت   عمل فسفریلاسیون و دفـسفریلاسیون در تنظـیم     
درکنتـرل   همچنین این مکانیسم. آنزیم ها بسیار با اهمیت است  

متابولیسم سلولی و اثر هورمونها نقش مهمی مـی توانـد داشـته         
در حـضور عوامـل      آنـزیم هـا    در این رابطه شناخت عمـل      .باشد
 براي این منظور  . دفسفریله کننده کاربرد زیادي دارد     ه و فسفریل
.  شـد   جداسـازي    ترانسفراز مغز مـوش      سیالیل حاضر   پژوهش  در

 در  ، جداسـازي   اسـت   شـده   داده  نشان1 در نمودار     که  همانگونه
  دهـد کـه      مـی   نشان  و   است   شده  شروع لیتر   میلی 17-25  حجم

.   اسـت    شـده    انجـام   سـفادکس   ی با کروماتوگراف    خوبی  جداسازي
   نـشان  2در نمـودار    . تکرار پذیري نتایج نیز بسیار مناسـب بـود        

   آنـزیم   فعالیـت   گیري  استاندارد اندازه   منحنی  که  است   شده  داده
و در    اسـت   خطـی  صـورت ه  ب  آنزیم   فعالیت  گیري  حدود اندازه  تا

ترانـسفراز     دقیقه فعالیت آنـزیم سـیالیل     40 تا   20فاصله زمانی   
 همچنین نتایج تکرار پـذیر      ،طور دقیق بدست آمد   ه   ب  مغز موش 

ــود ــه.ب ــی ک ــشابه  در تحقیق ــق  م ــیالیلحاضــر   تحقی ــود، س    ب
 ـ    مغز موش   ترانسفرازهاي  شـد و در       خـالص    هموژنـه   صـورت ه  ب
  افــزودن  بــا  آنــزیم  ایــن  فعالیــت  مختلــف  انکوباســیون زمانهــاي
   بـه C کینـاز    پروتئین افزودن.  شد يگیر  اندازهC کیناز   پروتئین
   زمان  به  وابسته   را بصورت    آنزیم   این  ترانسفراز، فعالیتهاي   سیالیل
 P-32دار بـا    نـشان  آنالیز آمینواسیدهاي). 6،  5( دهد   می  کاهش
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   آمینواسـیدهاي  فـسفریلاسیون    عمـدة    جایگـاه    کرد که   مشخص
نیـز از       آنـزیم    فعالیـت    نـسبی   بهبودي.  هستند   و ترئونین   سرین
   بـه   آزمایـشگاهی   فـسفاتاز مغـز مـوش     پـروتئین    افـزودن   طریق
   نتیجـه   بنـابراین .  بـود    آمـده    بدسـت   فسفریله  ترانسفراز  سیالیل
   پـروتئین   ترانـسفراز ازطریـق    سـیالیل   فعالیتهـاي   شد که   گرفته
   اسـت   ممکن   و این    تغییر است    فسفاتاز قابل    و پروتئین  Cکنیاز  
. )7، 6(  بیوسنتز گانگلیوزیـدها باشـد    براي  تنظیمی مکانیسم  یک

   آزمایـشگاهی   ترانـسفراز مغـز مـوش     سیالیل در پژوهش دیگري  
   از آنـزیم     کـه    پپتیدي   بسیار کوچک   هاي  توالی. بود   شده  تلخیص
   را بــصورت  آمینواســیدي  شــدند، دو تــوالی   مــشتق  خــالص

 دیگــر از  در یکــی. )9، 8 (کردنــد آشــکار 3-3-14  پروتئینهــاي
 ترانــسفراز و   ســالیل  فعالیــت  تنظــیم  در آن  کــه تحقیقــات
   و دفسفریلاسیون    فسفریلاسیون   از طریق  Gal-NACترانسفراز
   گانگلیوزیـدهاي    انکوباسـیون    شـدکه    بود، مشخص    شده  مقایسه
  سـیالیل   اسـید، فعالیـت     ترانـسفراز بـا اکادئیـک      سـیالیل   حاوي
  ایـن . کنـد    مهار مـی     کنترل  سلولهاي% 45   میزان  انسفراز را به  تر

   ناشی داد که   می   ترانسفراز را نشان     سیالیل  فسفریلاسیون فرآیند
 بـا   همچنـین .  بـود   ترئـونین  /  سـرین   اختـصاصی  از مهار فسفاتاز  

   شـد     غیرفعـال  Cپروکنیـاز      توسـط    آنـزیم   ، ایـن     مشابهی  سرعت
 ترانسفراز    سیالیل   آنزیم   فعالیت   تنظیم  حقیق ت  این در ).16،  15(

 . شـد    بررسی  دفسفریلاسیون   و    فسفریلاسیون  مکانیسم  را توسط 
 ترانسفراز    سیالیل   واکنش   داد که   نشانپژوهش حاضر     هاي  یافته

. دهـد    می   را کاهش   فعالیت آنزیم  C  کیناز   با پروتئین   مغز موش 
 آنزیم سـیالیل ترانـسفراز بـا        این یافته معین می کند که فعایت      
 سایر  هاي  با یافته  نتایج و این عمل فسفریلاسیون مهار می گردد    

  ).7، 5، 3، 1(  است  مقایسه  و قابل  منطبق محققان

   ترانسفراز فـسفریله   سیالیل  واکنش  از طریق  آنزیم   فعالیت
  فعالیت اسید،   با اکادئیک انکوباسیون.  پذیر است    با فسفاتاز انجام  

   کنتـرل    گـروه    به  نسبت% 30 ترانسفراز را تاحدود       سیالیل  آنزیم
   فـسفریلاسیون   کنـد کـه      می   مشخص   یافته  این. دهد   می  کاهش
   سـرین    خاطر مهار جایگاههاي     به   است   ترانسفراز ممکن   سیالیل

   تحریـک   توسـط   سـازي    غیرفعـال    ایـن   مشابه.  باشد  و یا ترئونین  
  نیز بـا نتـایج      یافته  این.  آمد  نیز بدست   ناز استرفوربل  کی  پروتئین

  ). 12، 11، 8 ( است  منطبق سایر محققان
 در   آنـزیم    فعالیـت    کـه    اسـت    شده   داده   نشان 3در نمودار   
در  .یابـد   مـی   اسـید کـاهش    واکادئیـک  C کیناز    حضور پروتئین 

 فـسفاتاز و     ترانـسفراز بـا      سیالیل   آنزیم   فعالیت   مقایسه 4نمودار  
در این شـرایط فعالیـت آنـزیم    .   است  شده   داده  نشان   استرفوربل
. نسفراز نسبت به حضور پروتئین کینـاز بـالاتر اسـت          اسیالیل تر 

این یافته ها نشان می دهند کـه عمـل فـسفریلاسیون فعالیـت            
آنزیم سیالیل ترانسفراز را مهار می نماید وعمل دفـسفزیلاسیون     

 . افزایش می دهدفعالیت این آنزیم را

  فسفریلاسیون  عمل   داد که   نشانپژوهش حاضر     هاي  یافته
 ترانـسفراز مغـز     سـیالیل  آنـزیم   فعالیت  بر روي  و دفسفریلاسیون 

  . مؤثراست موش

  تقدیر و تشکر
 دانـشکده   659پایـان نامـه شـماره        این پژوهش حاصل از   

از  و بـدین وسـیله      دانشگاه علـوم پزشـکی بابـل اسـت         ،پزشکی
دریغ معاونت محترم پژوهشی دانشکده پزشکی      ایت هاي بی  حم

  .شود تشکر می
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