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  ∗1يزيدون عزي، فر1مسعود هوشمند ،1، پريسا اشراقي1يتي هداي، مهد1م السادات دانشپوريمر

  
  

   چكيده
 و زير گـروه     HDL-C ميزان   به ويژه     بر روي تغييرات چربي،      E پلي مورفيسم آپوليپوپروتئين     ارتباط  در مطالعه حاضر      :مقدمه

  .هاي آن در جمعيت ايراني بررسي شده است
 ـ      زن 578 مرد و    452شامل   نفر   1030: ها  روش ه از افراد شركت كننده در مطالعه قند و ليپيد تهران جهت يك مطالعه مقطعـي ب
. يسريد و كلسترول اندازه گيري شـد      ، تري گل   و زير گروه هاي آن     HDL-Cميزان قند خون ناشتا،     .  انتخاب شدند  تصادفيطور  

بـا   Eآپوليپـوپروتئين   يك قطعـه از ژن      . اندازه گيري شدند   موثر در چاقي مانند نمايه توده بدني و  فشار خون             عواملهمچنين  
  . HhaI)( مشخص شد RFLP سپس پلي مورفيسم مورد نظر با استفاده از تكنيك ، تكثير شدPCRاستفاده از تكنيك 

 mg/dl 9± 42  در مقابـل   =mg/dl 13± 48 E2: مردان ( HDL-C ارتباط معني داري با افزايش ميزان e2 آلل حضور: يافته ها
E4= 009/0 ؛ P= زنان ، :mg/dl 15± 51 E2= در مقابل  mg/dl 10± 45 E4 =007/0 ؛P=(  وHDL2 ) مردان :mg/dl 8± 17 
E2= در مقابل mg/dl 6 ± 13 E4 =039/0 ؛P= زنـان ، :mg/dl 10± 20 E2=  در مقابـل  mg/dl 7± 16 E4= 007/0؛P=( در دو

  . اين ارتباط با در نظر گرفتن اثر جنس و سن همچنان معني دار بود. جنس مرد و زن نشان داد
.  و زير گروه هاي آن وجود دارد       HDL-C با ميزان تغييرات     E آپوليپوپروتئين   سمي مورف يپل ارتباط معني داري بين      :يريجه گ ينت

  .فته اهميت اثر تغييرات ژني را بر ميزان سطح ليپيد نشان مي دهداين يا
  

  ، ليپيدApo Eپلي مورفيسم، : واژگان كليدي

                                                 
   پژوهشكده غدد درون ريز و متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي-1

 : ، نمابر021-22432500:  د بهشتي، تلفنيسم، دانشگاه علوم پزشكي شهيز و متابوليپژوهشكده علوم غدد درون رتهران،  :نشاني ∗ 
 azizi@endocrine.ac.ir :كي پست الكترون22432599-021
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  مقدمه
 يك پروتئين پلاسمايي است كه به عنوان Eآپوليپوپروتئين 

تداخل .  عمل مي كندHDLهاي  گيرندهيك ليگاند براي 
 و ساير  نقش مهمي در انتقال كلسترولگيرندهاين ليگاند و 

يك . ]1[ليپيد ها بين سلول هاي مختلف بدن بازي مي كند
 E2 ،E3 سه ايزوفرم ، ApoEژن  پلي مورفيسم معروف در 

 كد مي ε4 و ε2 ،ε3 آلل كه توسط سه ]2[ را داردE4و 
 باعث تغيير دو ،158 و 112تغيير در دو جايگاه .  شود

 و در نتيجه بروز اسيد آمينه و بوجود آمدن اين ايزوفرم ها
تغييرات ساختماني و تغيير . ]2[ فنوتيپ مختلف مي شود6

 در Eشارژ بين ايزوفرم هاي مختلف آپو ليپوپروتئين 
ها و ليپوپروتئين ها و در نتيجه در  گيرندهتداخل بين 

متابوليسم ليپوپروتئين ها و غلظت ليپيد هاي پلاسمايي 
 تغيير ،در مطالعات مختلف. ]4, 3, 1[تاثيرگذار مي باشد

 ارتباط E هاي آپوليپوپروتئين آللميزان ليپيد هاي سرمي با 
 كه ميزان كلسترول تام ندنتايج نشان داده ا. نشان داده است

 E2 بيشترين مقدار و در حاملين E4 در حاملين LDL-Cو 
در عوض ارتباط بين . ]6, 5[كمترين مقدار را داشته است

 با تغييرات ژنتيكي HDL-C ميزان تري گليسريد و 
ي در ف با توجه به عدم وجود اطلاعات كا،Eآپوليپوپروتئين 

ه  در جمعيت هاي مختلف بموارد فوق الذكر در ايران،
 بررسي ،هدف از اين مطالعه. ]8, 7[خوبي آشكار نيست

 در جمعيت E هاي آپو ليپوپروتئين آللارتباط فراواني 
مورد بررسي با ميزان تغييرات ليپيدها در مطالعه قند و ليپيد 

  .بودتهران 

   روش ها
ميان  از يجامعه مورد بررس: انتخاب جمعيت مورد بررسي

انتخاب   تهران ديپيمطالعه قند و لشركت كنندگان طرح 
 است كه ينده نگري آيد تهران بررسيپيل مطالعه قند و. شد
 عوامل خطر ساز ي چهار مرحله به منظور بررسيط
ت تهران ي نفر از جمع15005ر در ير واگي غيها يماريب

د يپي قند و ل مطالعه مرحله دوم طرح رد. ]9[ شوديانجام م
قات قند و يتحقواحد ه افراد مراجعه كننده به ي از كلتهران،

 لخته و ، يطينمونه خون مح دو، د واقع در شرق تهران يپيل
ن اطلاعات ي همچن. گرفته شدEDTA  ضد انعقاد يحاو

 ،يت بدنيگار، سطح فعالي سن، جنس، مصرف سمربوط به 
 .شد ثبت ي پرسشنامه اصورته ب يقلبعروق  يماري بو

 يريگ  اندازه  قد، وزن و فشار خون مربوط بهيداده ها
 نسبت .ديمحاسبه گرد، BMI (يه توده بدنيو نما ديگرد

جهت مطالعه پلي . شددور كمر به دور باسن نيز محاسبه 
 ها در جمعيت آلل، با توجه به فراواني Apo Eرفيسم مو

  نمونه بطور تصادفي با نرم افزار1030هاي ديگر، تعداد 

SPSSميلي ليتر از خون محيطي اين 5.  انتخاب گرديدند 
 به EDTAافراد گرفته شد و در لوله حاوي ضد انعقاد 

آزمايشگاه بيولوژي ملكولي مركز تحقيقات غدد جهت 
 .رجاع گرديدآماده سازي ا

 ـ آزما يروش ها   يزان كلـسترول تـام و تـر       ي ـم  :يشگاهي
به  ي تجار يت ها ي ك توسطد سرم و قند خون ناشتا       يسريگل

 ـا، تهـران،  پـارس آزمـون   ( يمي آنز يرنگ سنج روش   ) راني
 زير گروه هاي متفـاوت      اساس جداسازي .  شد يرياندازه گ 

HDL  ،      آن ها بـا    توانايي متفاوت تشكيل كمپلكس نامحلول
در اين خصوص قدرت    . بودفاده از روش رسوب دهي      است

يوني عامل تعيين كننده در تشكيل كمپلكس نا محلول هـر           
 HDL براي اندازه گيري محتواي كلسترول    . زير گروه است  

 ابتدا به كمـك محلـول       ،HDL3 و   HDL2و زير گروه هاي     
ت سـنجش كلـسترول     ي ـمنگنز موجـود در ك    -نمكي هپارين 

HDL آپوليپـوپروتئين    يحـاو  يها نيپو پروتئ ي، ل B   رسـوب 
 از محلـول فوقـاني      HDL و مقدار كلسترول تام      ندداده شد 

.  آنزيمي تعيين مقـدار گرديـد      يآن توسط روش رنگ سنج    
 15 يبا جرم مولكـول   ( درصد   4سپس از دكستران سولفات     

عنوان محلول نمكي رسـوب دهنـده       ه  ، ب ) كيلو دالتون  20تا  
سـوب كنـد و      ر HDL2 قطعـه  اسـتفاده شـد تـا        ياختصاص

محتواي كلسترول بخش محلول فوقاني آن كه نشان دهنـده        
 ي بـا روش رنـگ سـنج       ، مي باشـد   HDL3مقدار كلسترول   

 نيـز از    HDL2مقـدار كلـسترول     . آنزيمي اندازه گيري شود   
 HDL از مقدار كلسترول تـام       HDL3كسر مقدار كلسترول    

ــد ــزان . ]10[بدســت آم ــول LDL-Cمي ــا اســتفاده از فرم  ب
د آنهـا   يسري ـ گل يزان تـر  ي ـ كـه م   يي نمونه ها  يدوالد برا يفر

 ي سـطح تـر  با افراد و  شد بود محاسبهmg/dl 400 كمتر از
 .دنـد ي از مطالعـه حـذف گرد     mg/dl 400د بالاتر از    يسريگل

تجزيه و تحليل تمامي نمونه ها تحت شرايط كنترل كيفيت          
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ضـريب درون سـنجي و      . رفـت داخلي مطلوب صـورت گ    
براي كلـسترول و    % 5/0 و   2برون سنجي متغيرها به ترتيب      

  .براي تري گليسريد محاسبه گرديد% 6/0 و 1/6
 ابتدا ، ژنوميDNAبراي استخراج  :آماده سازي نمونه

 Tris-HCl)ز كننده ي بافر لتوسطنمونه ها 

10mmol/L,MgCl2 5mmo/L ,Triton X %1 pH 7.6) و 
 ندديط حذف گردي مح از هاRBC و ندشسته شد PBSبافر 

 Proteinase K   Salting Out توسط روشDNA، سپس 
  درجه سانتي گراد-20 حاصل در DNAو د ياستخراج گرد

 DNA يفي و كي كمي پس از بررس. شدينگهدار
يك ر ي با اسپكتروفتومتر و الكتروفورز، تكثياستخراج

 PCR ز تكنيك  با استفاده اApo E از ژن bp  244قطعه
 : شاملμL 25 حجم  به PCRمخلوط هر  .ديانجام گرد

,dNTPs mix(0.2mM) 10X PCR buffer , 
MgCl2(1.5mM) Taq DNA Polymerase (1U)جفت   و

 ACA GAA TTC GCC`5 :پرايمرهاي رفت وبرگشت

CCG GCC TGG TAC AC 3`5   و`TAA GCT TGG 

CAC GGC TGT CCA AGG A3`  )ه از  ه شديته
زان ي به هرلوله م.بود ) راني، تهران، اركت آرمين شگرفش

ng 50 از DNAپس از  ودي استخراج شده اضافه گرد 
ن لوله ها يل به نمونه ها، اي استري روغن معدنافزودن
ساخت (كلر يساو فوژ و سپس به دستگاه ترميسانتر

ط يشرا .دنديمنتقل گرد )انگلستان لندن، Hybaidكارخانه 
) 1 : موارد ذيل بود شاملينه سازيپس از بهكلر يترمال سا
ك ي ( C94°ي دماقه دري دق5، يي ابتداDenaturationمرحله

 C95°يدما درهي ثان Denaturation60  مرحله )2 ،)كل يس
مرحله ) C60  ،4°ي دماه دري ثانAnnealing 60مرحله  )3، 

Extention 120ي دما درهي ثان°C72)  30 ، 4 تا 2مراحل 
قه ي دق5 يي نهاExtention مرحله )5 و )ر شد كل تكرايس
 با  PCR  ري تكثكنترل صحت . )كليك سي (C72°ي دمادر

 صحت .دي گرديبررس ي مثبت و منفيها از كنترلاستفاده 
بررسي گرديد % 2تكثير قطعه مورد نظر بر روي ژل آگارز 

و نمونه هاي تكثير شده جهت بريده شدن با آنزيم  
  .رديدندمحدودالاثر آماده گ

 U 2 تحت اثر هضم با PCR از محصولات μL 10 زان يم
   به مدت )آلمان، Rocheه از  شركته شديته( HhaIم يآنز
جه الكتروفورز ينت .انكوبه شدند C 65° ي ساعت در دما 2

، TBEو  بافر  % 12كريل آميد ژل آ( ،RFLP تمحصولا
 توسط دستگاه )ديوم برمايدي با اتيزيرنگ آم

Transluminatorنمونه هاي حاوي . نددي گرد مشاهده
 مي باشند كه bp83 و bp91 حاوي قطعات E2E2ژنوتيپ 

 مي 158cys و 112cysنتيجه عدم حضور جايگاه برش در 
 نيز حاوي قطعه E3E3نمونه هاي حاوي ژنوتيپ . باشد

bp91دليل عدم حضور جايگاه برش در ه  مي باشند كه ب
112cys ،ضور جايگاه برش در دليل حه  باما مي باشد
158arg، قطعات bp48 و bp35پيژنوت.  نيز دارد E4E4  ،

 158arg و 112argژنوتيپي است كه هم در دو ناحيه 
 bp19 و bp72 ،bp48 ،bp35جايگاه برش دارد و قطعات 
افراد هتروزيگوت براي هر . در اين افراد مشاهده مي شود

ژنوتيپ . د ها هر دو سري قطعات را دارنآللكدام از اين 
:  در سه گروه به شرح زير دسته بندي شدندAPO Eهاي 

E2) :E2E2 و E2E3( ،E3) :E3E3 ( وE4) :E4E4 و 
E3E4 .(پ، افراد با ژنوتيپ ين ژنوتييپس از تعE2E4 

 كه متضاد هم آللبدليل اثرات بيولوژيك احتمالي اين دو 
 و پلي HDL-C هنگام بررسي ارتباط ميزان ،مي باشد
  . از مطالعه حذف گرديدندAPO Eمورفيسم 

ه ي تجزSPSSله نرم افراز يداده ها بوس: ي آماريروش ها 
ار و ي انحراف مع±ن يانگي با مي كمير هايمتغ. ل شديوتحل
 دار يسطح معن. ان شدي بصورت درصد بيفي كير هايمتغ
جهت مقايسه يافته هاي تن  . در نظر گرفته شد05/0 يآمار

ايي در دو گروه زن و مرد از سنجي، باليني و بيوشيمي
 آلل براي مقايسه درصد سه . مستقل استفاده گرديدtآزمون 

 از .در دو گروه مرد و زن از آزمون نسبت استفاده شد
 ي براTokey  چند گانه يآزمون هاو ANOVAآزمون 

 APO Eژنوتيپ  گروه سه يشگاهي آزمايافته هايسه يمقا
  .دياستفاده گرددر دو جنس زن و مرد 

  
  ها يافته

 نفر مرد و 452 ( شامل نفر1030نمونه هاي مورد بررسي
 ي و تن سنجيني باليرهاي  متوسط  متغ.ندبود)  نفر زن578
نسبت دور كمر به دور باسن،  ، سن ، فشار خون:شامل
 و همچنين متوسط ميزان سرمي قند خون يه توده بدنينما

 ،HDL-C ،HDL2-Cناشتا، كلسترول تام، تري گليسريد، 
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HDL3-C و LDL-C  ك ي مرد و زن به تفكيگروه هادر
در جدول طور كه  همان.  شده استآورده 1 در جدول
 فشار خون ميانگين سن، ، شوديمشاهده ممذكور 

 و دياستوليك، ميانگين قند خون ناشتا، ميزان  سيستوليك

مردان و زنان شركت كننده  LDL-Cتري گليسريد و ميزان 
آماري معني داري را نشان نمي اختلاف ن مطالعه يدر ا
 .دهد

  
متغيرهاي باليني، تن سنجي و بيوشيميايي به تفكيك جنس در جمعيت مورد مطالعه -1جدول   

)واحد(متغير )=452n (انمرد )=578n (انزن  

 )سال(سن   20±37 18±38

 (mmHg)فشار خون سيستوليك   17±114 20±112

  (mmHg)فشار خون دياستوليك 10±73 10±72
  ∗نسبت دوركمر به دور باسن  07/0±9/0 08/0±8/0

 (kg/m2) ∗نمايه توده بدني  5±25 7±26

  (mg/dl)قند ناشتا  27±96 28±94
  ∗ )mg/dl(كلسترول تام  38±179 43±186

   (mg/dl)تري گليسيريد  68±138 71±133
12±49 10±44 HDL-C ∗ (mg/dl)  

9±19  8±15  HDL 2 ∗ (mg/dl)  

7±30  6±29  HDL 3 ∗ (mg/dl)   

38±111 35±108 LDL-C (mg/dl) 
4/10  4/9  E2(%)   
3/74  6/77  E3 (%)  

3/15  0/13 E4 (%)  
 

  )P>05/0(معني دار بود   Pمقادير  ∗ 
   . استMean ± SD نشانگر ±مقادير 

  
 ي داريطور معنه مردان بنسبت دور كمر به دور باسن در 

 توده بدني، ميزان  از طرفي  نمايه.مي باشدشتر از زنان يب
طور ه  و زير گروه هاي آن بHDL-Cكلسترول تام، ميزان 

درصد . معني داري در زنان بيشتر از مردان مي باشد
 در دو جنس زن و مرد نيز APO Eفراواني ژنوتيپ هاي 

  .تفاوت معني داري نداشت
 و بيوشيميايي به ي، تن سنجيني باليرهايمتغ 2در جدول 

. ه پلي مورفيسم بررسي شده اندك جنس در سه گرويتفك
ه ب)  زن10 مرد و E2E4) 6افراد با ژنوتيپ  ،در اين بررسي

 كه متضاد هم آللدليل اثرات بيولوژيك احتمالي اين دو 
 446مي باشد، از آناليز حذف گرديدند و بررسي بر روي 

طور كه مشاهده مي   همان. زن انجام گرديد568مرد و 
ه هاي آن در دو جنس زن و  و زير گروHDL ميزان ،شود

 اين ارتباط با در .مرد بطور معني داري متفاوت مي باشد
اين يافته در . نظر گرفتن سن و جنس هنوز معني دار بود

طور كه در  همان.  به خوبي نشان داده شده است1نمودار 
 E2 آلل در افرادي كه حامل ؛اين نمودار مشاهده مي شود

 بيشتر مي HDL3 و HDL-C ،HDL2مي باشند، ميزان 
 .اين تفاوت معني دار بودANOVA باشد كه با آزمون 

تفاوت معني داري در ساير فاكتور ها، بين سه گروه 
  .ژنوتيپ مشاهده نشد
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    متغيرهاي باليني، تن سنجي و بيوشيميايي به تفكيك جنس در سه گروه پلي مورفيس-2جدول 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

 APO E در ژن E4 و E2 ،E3 با حضور ژنوتيپ هاي HDL3 و HDL-C ،HDL2 تغييرات ميزان -1نمودار 

  
  
  
  

  )واحد(متغير ) = 446n(مرد   )=568n(زن  

P E4(n=87) E3(n=422) E2(n=59) P E4(n=60 ) E3(n=346 ) E2(n= 42)  
966/0 44±187 42±186 48±185 880/0  (mg/dl)كلسترول تام  39±177 38±179  37±182

846/0 11±72 11±72 9±73 230/0   (mmHg)فشار خون دياستوليك  9±72 11±73 9±72
843/0 09/0±85/0 09/0±85/0 07/0±83/0 866/0  نسبت دوركمر به دور باسن 08/0±92/0 07/0±93/0 06/0±94/0

704/0 17±111 21±112 20±112 402/0  )mmHg(فشار خون سيستوليك  15±112 18±115 16±114

621/0 32±96 28±95 25±91  167/0  (mg/dl)قند ناشتا  51±101 25±95 17±93

582/0 76±132 70±132 66±140 551/0  (mg/dl)ريد گليستري 63±128 68±139 68±140
275/0 38±115 37±110 43±106 501/0 35±112 34±107 37±103 (mg/dl) LDL-C 
120/0 6±27 7±26 6±28 061/0  (kg/m2)نمايه توده بدني  5±23 5±25 5±25
009/0  7±28  7±30  8±32  071/0  6±29  6±29  9±31  (mg/dl)HDL 3 
007/0 10±45 12±49 15±51 009/0 9±42 10±44 13±48 (mg/dl)HDL-C 
007/0  7±16  9±19  10±20  039/0  6±13  8±15  8±17  (mg/dl)HDL 2 
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  بحث
 را با ميزان Apo Eبررسي حاضر رابطه پلي مورفيسم 

. يپيد تهران مطالعه نمودتغييرات ليپيد در جمعيت قند و ل
نتايج اين مطالعه نشان داد كه اختلاف معني داري بين 

 و زير گروه HDL از نظر ميزان Apo E هاي آللحاملين 
 .   هاي آن وجود دارد

جهت ،ارزيابي هاي متعددي در مطالعه قند و ليپيد تهران
بررسي تغييرات ليپيد انجام شده است و يكي از مهمترين 

 در HDL-C كاهش ميزان ، اين تحقيقاتيافته هاي 
پلي مورفيسم هاي متعددي  .]11[جمعيت تهراني مي باشد

در مطالعات ديگران مرتبط بوده و  HDL-Cبا ميزان 
در جمعيت مذكور ارتباط پلي مورفيسم  . اندگزارش شده 

. ]13, 12[ گزارش شده استCETP و LIPCدر ژن 
 Eمقالات زيادي در مورد پلي مورفيسم ژن آپوليپوپروتئين 

 كه اكثر آنها منتشر شده و ارتباط آن با فنوتيپ هاي متعدد 
بطور كلي . عروقي هستند-تباط با بيماري هاي قلبيدر ار

 باعث كاهش ميزان 2ε آللنشان داده شده كه حضور 
 باعث افزايش آن مي شود 4ε آللكلسترول تام و حضور 

 4ε برابر بيشتر از اثر افزايشي 3 تا 2ε 2ه البته اثر كاهشي ك
 نيز Eفراواني پلي مورفيسم آپوليپوپروتئين . ]14[مي باشد

بررسي ارتباط . ]15[در اين جمعيت گزارش گرديده است
اي آن نشان  و زير گروه هHDL-C ها در ميزان آللحضور 

 HDL2 و HDL-C با افزايش ميزان 2ε آللداده كه حضور 
 در مطالعه اي كه در كشور كره در اين .]16, 7[ درارتباط دا

آشكارتر بوده خصوص انجام گرديده اين ارتباط در زنان 
 با افزايش ميزان تري 2ε آلل حضور .]18, 17[. است

 نيز ارتباط LDL-Cگليسريد و كاهش ميزان كلسترول و 
 .]18[ استداشته

-HDL و ميزان E ارتباط بين پلي مورفيسم آپوليپوپروتئين 

Cخوبي شناخته نشده ه  در جمعيت هاي مختلف ب
كه براي اولين بار در  در مطالعه حاضر .]19-21, 7[است

 و زير گروه هاي آن را با پلي HDL-Cايران ارتباط 
خوبي ارتباط حضور ه  ب، بررسي كرده APO E مورفيسم 

را  و زير گروه هاي آن HDL-C با افزايش ميزان 2ε آلل
-HDLزان يش مي باعث افزا2ε آلل حضور .نشان داده است

Cزان آن در ي شود و ميجنس مرد و زن م  در هر دو
 يج نشان مين نتايا.  كنديدا ميكاهش پ  4ε آللن يحامل

رات يي با تغEن يپوپروتئيسم آپولي مورفيدهد كه ارتباط پل
HDL-Cتواند متفاوت باشدي م، مختلفيت هاي در جمع  .

ر گروه ي زيري توان به اندازه گين مطالعه مياز نقاط قوت ا
اد اشاره نمود كه  افريادي در تعداد زHDL-C يها

اين نتايج مي . ن امر پرداخته اندي به ايمطالعات محدود
افزايش توليد داروهايي به منظور تواند بستر مناسبي جهت 

    . در جمعيت ايراني فراهم آورد HDL-Cميزان 
  

  سپاسگزاري
ت از يت صندوق حماين مقاله از حمايسندگان اينو

 كشور يكول ملين شبكه پزشكيپژوهشگران كشور و همچن
ن پژوهش، همكاران محترم ين اعتبار ايدر جهت تام

ز و ي پژوهشكده علوم غدد درون ريولوژيشگاه بيآزما
د ي تمهي برايسم خانم ها آذر دلبرپور و سارا بهناميمتابول

 . را دارنديو قدردان ن پژوهش كمال تشكريمقدمات ا
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