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 »گرانولوزوس وسنوكوكياك«مشتق از  EgP-29aa134-142د يپپت ييزا يمنيا يابيارز
  BALB/cنژاد  يها در موش

  
 

   5/10/94: رشيپذ خيتار؛    12/5/94: مقاله افتيدر خيتار

  

ن انسان ودام اسـت  يمشترك ب يانگل يهايمارين بياز جمله مهمتر ديداتيست هيك يماريا بي سيدوزيداتيه: نه و هدفيزم
از لودالتـون  يك 29 يبـا وزن مولكـول  p29 ن يپروتئ .شوديجاد مينوكوكوس گرانولوزوس ايبا لارو انگل اك يكه در اثر آلودگ

 ـا يص ـيتشخ يژن اصلين انگل بوده كه به علت داشتن واكنش متقاطع با آنتيپروتواسكولكس ا ياختصاص يها ژنيآنت ن ي
د پس از ين پپتيا يتوپياپ ين مطالعه نواحيدر ا .باشديه واكسن ميته و يماريص بيتشخد استفاده دريكاند Ag5انگل به نام 

   .به كار گرفته شد يدر مدل موش يمنيسنجش پاسخ او  يكياثر تحر يبررسو سنتز به منظور  ييشناسا
افـزار  نوكوكـوس گرانولـوزوس توسـط نـرم    يانگـل اك  p29ژن يآنت ـ يتـوپ ياپ ين مطالعه ابتـدا نـواح  يدر ا: ها مواد و روش

 يهـا بـه مـوش   يـي زايمن ـيا و به منظـور  ديسنتز گرد يدينواسيمآ 8 يغالب توالو در شده ييشناسا IEDB يكيوانفورماتيب
 ـن تزريخرآهفته بعد از  دو. ق شديتزر ير جلديبطور زهفته از هم با فاصله دو  مرتبهسه   BALB /Cنژاد  يهـا ق سـلول ي

  IL-10و  IFN-،IL-4 يهانيتوكايزان سايو م كشت داده شدساعت  72به مدت  يديژن پپت يدر حضور آنت موشها طحال
 يابيمورد ارز ،كنترل سه با گروهيمن شده در مقايا يهاطحال موش يهاكشت سلول ييع رويدر مازا يبا استفاده از روش الا

   .قرار گرفت
 ش يد موجـب افـزا  ين پپتينشان داد كه ا p29شده  يك طراحيد سنتتيمن شده با پپتيا يهاج حاصل از موشيز نتايآنال: جينتا

IFN- ـگردكنترل و ادجوانت  يهامن شده نسبت به گروهيا يهادر موش   ـا.دي ر يي ـچ گونـه تغ يسـت كـه ه ـ  ا يدرحـال ن ي
  .ها مشاهده نشد  ن موشيدر اIL-10 وIL-4 ن يتوكايدر دو سا يمعنادار

ج مـا نشـان   يپرداخته است و نتا يمنيپاسخ ا يبر رو  EgP-29aa134-142ك يد سنتتيپپت اثر يابيارزن مطالعه به يا: يريگجهينت
  .شود  TH1و CTLپاسخ  نيو همچن يذات يمنيا  يجه القايو در نت IFN- شيتواند موجب افزا مي دين پپتيدهد ا يم
  

  ن يتوكايسا يابيارز ، EgP-29aa134-142  كيد سنتتيپپت س،يدوزيداتيه: يديكلمات كل
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  مقدمه
 يهايمارياز جمله  ب سيدوزيداتيه ا يك يداتيست هيك يماريب
بـا آب   يشتر در نـواح يباشد كه  بيانسان و دام م نيمشترك ب يانگل

 يدر اثـر آلـودگ   يمارين بيا 1.مرطوب  جهان گسترش دارد يو هوا
كوكـوس  نويبـه نـام اك   ينـوار  يهـا از خـانواده كـرم   يبا لارو انگل ـ

 و نگل سگا نـ ـيا ليـ ـصا زبـان يم 2.شـود يجـاد م ـ يگرانولوزوس ا
اسـت    يواسط تصادفزبان يم يماريب نيانسان در ان بوده و سگسانا

شـده از  دفـع   يهـا  ا تخميبارور   يبندها يثر  خوردن اتفاقبر ا كه 
هيداتيدوز يك بيماري شغلي  4و3.شود ي ميدچار آلودگ ييزبان نهايم

هـاي   مـوارد جراحـي در بيمارسـتان   % 1تقريبـا   و شود محسوب مي
هاي كشور  از تمام استان يماريب نيا 6و5.باشد مي آنمربوط به  رانيا

در هـر صـد   6/1در انسان  آن الاترين ميزان آلودگيب و مشاهده شده
  راه درمـان  نيج تـر يرا در حال حاضر 7.گزارش شده استر هزار نف

با خطـرات  است كه  يبا عمل جراحها  ستيخارج ساختن ك يماريب
 يهـا  از راه يك ـيز به عنـوان  ياستفاده از دارو ن .همراه است يفراوان
  9و8.باشد مي ست مطرحيبازدارنده رشد ك و ينيبالم يف علايتخف

بـه   ابـتلا  از پيشـگيري  هـاي  راه از يكـي  عنـوان  به واكسيناسيون
و واسط  يينهاهاي  زبانيموثر در م يلاكسيمنوپروفيجاد اياو  بيماري

 ـ 11و10.انگل اسـت  يتوقف چرخه زندگ يك راهكار مهم براي -شيپ
-پاتوژن در غالب واكسـن  يهاژنيآنت يتوپياپ ين نواحيموثرتر ينيب

لات يتسـه  يوتريكامپهاي  تميلگورآبا استفاده از  يتوپياپ يديپپت يها
در . ها ارائه كـرده اسـت  از واكسن يدينسل جد يرا درطراح ينينو

 ـا مراحـل مختلـف   يهـا  ژن يكاربرد استفاده از آنت رياخهاي  دهه  ني
زبـان  يون ميناس ـيپروتواسكولكس در واكس انگل خصوصا انكوسفر و

 بينوترك يها ژن ياز جمله آنت 12.ه استقرار گرفت ديمورد تائ واسط
ر فعال انگل در تخم دفع شده از يفرم غ(اونكوسفر كه از كلون كردن

ــا يم ــان نه ــكولكس  و)ييزب ــه لارو(پروتواس ــل يمرحل  .E )انگ

granulosus   عبارتنـد از  13،بدست آمده اند  :Ag B, Ag A Eg95, 

EgA31, EgTrp, rEgP14-3-3,   وEg29 .  
 يبا وزن مولكـول  ينه ايد آمياس  238 ژن يك آنتي P29ژن  يآنت

سـت  يع كيمـا هـاي   كـه در پروتواسـكولكس   لو دالتـون اسـت  يك 29
باشـد كـه    مي متاسستود ياختصاص ياز اجزادارد و  د حضوريداتيه

 ـيبه دل نوكوكـوس  ياك ياصـل  يص ـيژن تشخ يل واكنش متقاطع با آنت

 14.است ه واكسن شدهيد استفاده در تهيكاند Ag5 گرانولوزوس بنام 
 ـيا به عنوان واكسـن،   P29 خالص شدهژن يآنت استفاده از قابـل   يمن

 15.است نشان داده )6/96%(من شده يا يهارا در موش يتوجه

 ـ نسـبت بـه    يمنيپاسخ ا يالگو يبررس ن مطالعه با هدفيا  ياپ
مشـتق از    P29ژنيه آنتيك برپايد سنتتي، پپت  EgP-29aa134-142 توپ 

  .، انجام شد BALB/cنژاد  يدر موشها ،نوكوكوس گرانولوزوسياك
  

  ها مواد و روش
ــدا اپ ــايابت ــ يتوپه ــلول ياختصاص ــاس ــ T يه  P29ژنيآنت

 يهان قدرت اتصال  به مولكوليشترينوكوكوس گرانولوزوس با بياك
MHC  ــرم ــط ن ــزار بتوس ــاتياف ــل   IEDB  يكيوانفورم ــد فاص درح

 ـ 142-134 يدهاينواسيآم شـده و در غالـب    ييشناسـا  P29ژن يآنت
توسـط    EDLKNFNT يدينواس ـيآم 8 يشـامل تـوال    EgP29د يپپت

  .آلمان سنتز شد JPTشركت 
از مركـز پـرورش    ياهفتـه  7نـر  جـنس   BALB/C يهـا موش

 يواكسـن و سـرم سـاز     يقـات يموسسـه تحق  يشگاهيوانات آزمايح
 يبـه آب و غـذا   يط استاندارد با دسترس ـيدر شراه شده و يته يراز
  .شدند يساعته نگهدار 12 يو دوره نور يكاف

ــداد  ــوش،  28تع ــازيجهــت ام ــن س ــروه  4در  يم ــا 7گ  ييت
ادجوانت  به همراه P29ديپپتها  كه به آن يگروه قرارگرفتند كه شامل

 ـق گرديتزرادجوانت كامل فروند ها  كه به آن يگروه ق شد،يتزر د، ي
و گروه كنترل كـه   قرار گرفتند PBSق يها مورد تزرتنگروه شاهد كه 

 ـق پپتيتزر .نداشتند يقيتزر سـه بـار در فواصـل      EgP-29aa134-142د ي
 ـدر ناح يرجلـد يو بـه صـورت ز   µg/mice  10با دوز يدوهفته ا ه ي

از  يمقـدار مسـاو   ق بـا يو در زمان تزر صورت گرفتها  كمر موش
 يسـاز مـن ين ايعـد از آخـر  دو هفتـه ب . مخلوط شد فروندادجوانت 

ط يطحال آنها تحت شرا .دكشته شدنشدن  يها  به روش نخاعموش
گلبولهـاي   زيو ل حذف يبرا .عبور داده شد يصافل خارج و ازياستر

 10سـلولها  . مولار استفاده شد 017/0وم يد آمونيكلرمحلول  ازقرمز 
 يآنهـا خـال   يـي ع رويشدند ، مافوژ يسانتر rpm 1500قه در دور يدق

بـه فـالكون     RPMI  1640يشـده   يط كشت غنيمح cc10شده و 
با لام نئوبـار انجـام    يسپس شمارش سلول .نمونه اضافه شد  يحاو

 ـكشت بـه پل  يسلول در هر چاهك برا 10 6 تعدادگرفت و هـاي   تي
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در   CO2%5 يدرجه حاو37در انكوباتور  افت ويانتقال  يچاهك 20
ــور پپت ــد ديحض ــت داده ش ــلولها .كش ــده  يس ــت داده ش ــا  كش ب

 يد آمـده، مورفولـوژ  يكروسكوپ معكوس از نظر رشد، تراكم پديم
 ـمـورد بازد  يو قـارچ  ييايباكتر ين كنترل آلودگيو همچن يسلول د ي

 يحاصل از كشت سلول ييع رويساعت  ما 72قرارگرفتند و پس از 
  .شد يآور جمع
 يباد يآنتبر  يمبتن يزايبر اساس روش الا IFN-γ  يريگاندازه 
 Quantikineشركت زا يالا يچاهك 96 يهاتيپل.  باشد مي چيساندو

 ـ و آمـاده   پوشـانده  يموش ـ IFN-γنوكلونـال ضـد   م يبـاد يكه با آنت
 ـته مصرف  ـمطـابق بروشـور ك  . ه شـدند ي  Assayتـر  يكروليم 50ت ي

Diluent RD1-21   كـاليبراتور و  هـا   كنتـرل  هـا   چاهـك  يبه تمـام ،
و  يكشت سـلول  يهااز نمونه تريكروليم 50شد سپس اضافهها  نمونه
 يسـاعت در دمـا   2ها منتقل شده و استاندارد به چاهك يهاغلظت

 ـپل يشستشـو  سـپس  .اتاق انكوبـه شـد    100انجـام شـده و   هـا   تي
مجددا و  اضافه ها  ه هريك از چاهكمحلول كونژوگه باز  تريكروليم

 100ت يــدر نها. سـاعت انكوبــه و شستشـو داده شــد    2بـه مــدت  
م ساعت ين پس از و محلول سوبسترا كروموژن اضافه شده تريكروليم

 ـم محلول متوقـف كننـده اضـافه شـد و     يكيتارون در يانكوباس زان ي
 BIORAD680موردنظر توسط دستگاه  يهارنگ حاصل در چاهك

reader  شد يريگنانومتر اندازه 450در طول موج.   
 ـگمشـابه انـدازه  ز ينIL-4 وIL-10 نيتوكايسنجش ترشح سا  يري

IFN-γ   ـت كير حساس ـيقابل ذكر است مقاد .انجام شد  ت  انـدازه  ي
 ـبه ترت IL-10و IL-4, IFN-در مورد   يريگ  pg/ml 10 ، pg/ml بي

  .ن شده استييتعتوسط شركت سازنده   pg/ml 5و  10
  
  يز آماريآنال

جهـت    .بررسي شدند SPSS v.15 افزار با استفاده از نرمها  هداد
 بين گـروه  جينتا مختلف يهاه ن گرويها بن دادهيانگيم يسه كميمقا

-T يبا استفاده از آزمـون آمـار    كنترلهاي  هدف با هركدام از گروه

testp paired  لافو اخت ديگرد سهيمقاP<0.05  مثبـت در   عنـوان  به
  .نظر گرفته شد

  
  

  جينتا
 ـيپاسـخ ا  يمطالعه حاضر به منظور بررس  ـنسـبت بـه پپت   يمن  دي

نوكوكوس گرانولوزوس در مدل يمشتق ازاك P29aa134-142ك يسنتت
 ,IL-4,يهـا  نيتوكايزان سـا ين مطالعه ميدر ا. صورت گرفت يموش

IFN-  ،IL-10 يها موش طحال يها كشت سلول ييدر سوپ رو 
 ـمختلف انـدازه گ  يها در گروه P29ك يد سنتتيبا پپتمن شده يا  يري

  .شد
 يهـا  مختلـف مـوش  هـاي   در گـروه  IFN-γد شده ير توليمقاد 

  . نشان داده شده است 1ش در نموداريتحت آزما
 ـمن شده بـا پپت يا يها ج موشين نتايبر اساس ا -P29aa134د ي

هـاي   سه با گروهيدر مقا IFN-γرا در سطح  يدار يش معنيافزا 142
  )p-value < 0.05  (.افت نكردند نشان دادنديد را دريكنترل كه پپت

 IL-10ن يتوكايد سـا يشود تول مي دهيد 2همانطور كه در نمودار 
 ـق پپتيق تزريبر اثر تزر  يهـا  در مـوش  P29aa134-142ك يد سـنتت ي

ــده در مقايا ــروه يمــن ش ــا گ ــا ســه ب ــ يه ــرل معن ــود يكنت   .دار نب
 )  p-value> 0.05 (  

  

  
هاي  ايمن شـده بـر    نمودار پاسخ اينترفرون گاما در موش: 1نمودار

 . Pg/ml)(حسب غلظت

 Quantikineاستانداردهاي كيت :  Aگروه 

بـه همـراه    P29هاي دريافت كننـده پپتيـد سـنتتيك     موش:  Bگروه
 ادجوانت

 هاي دريافت كننده ادجوانت خالص موش: C گروه

 PBSهاي گروه كنترل دريافت كننده بافر  موش : Dگروه
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هاي  ايمن شده  در موش IL-10سايتوكاين نمودار پاسخ : 2نمودار 

 . Pg/ml)(بر حسب غلظت

 Quantikineاستانداردهاي كيت :  Aگروه 

به همراه  P29هاي دريافت كننده پپتيد سنتتيك  موش  : Bگروه
 ادجوانت

 خالصهاي دريافت كننده ادجوانت  موشC گروه

 PBSهاي گروه كنترل دريافت كننده بافر  موش: Dگروه
  

 
هاي  ايمن شده  در موش IL-4سايتوكاين نمودار پاسخ  :3 نمودار

 . Pg/ml)(برحسب غلظت

 Quantikineاستانداردهاي كيت :  Aگروه 

به همراه  P29هاي دريافت كننده پپتيد سنتتيك  موش  : Bگروه
 ادجوانت

 كننده ادجوانت خالصهاي دريافت  موشC گروه

 PBSهاي گروه كنترل دريافت كننده بافر  موش: Dگروه

 ـق پپتيبر اثر تزر  IL-4 نيتوكايزان سايم -P29aa134ك يد سـنتت ي

كنتـرل   يهـا  بـا گـروه   سـه يدر مقا مـن شـده  يا يها در موش  142
  )3نمــــودار. (تاســــ داده را نشــــان يدار يغيرمعنــــ شيافــــزا

p-value> 0.05)(  
 يز برايت كف پا نيآزمون حساسها  موش ييزا يمنيهمزمان با ا

 ـبـروز ازد  يبررس ـ  روش يك كه ) DTH(  يريت تـاخ ياد حساس ـي

انجام شـد و  نشـان   است  in vivo در سلولى ايمنى بررسى استاندارد
 يدركـف پـا   swellingا يالتهاب و تورم  يظاهرهاي  داد كه واكنش
چـپ   يف پاد نسبت به كيمن شده با پپتيها در گروه ا راست موش

 ـپوسـت محـل تزر   يسفت يريبرابر بود و در اندازه گ) شاهد(  ـق ي ا ي
Thickness مشـاهده   يتـال ثبـت شـد تفـاوت    يجيس ديكه توسط كول

  . نشد
  

  بحث 
 ـش ـم يها يمارياز ب يكيبه عنوان  دوزيداتيه انسـان و   نيترك ب

 يو اقتصـاد  يشـت بهداهـاي   تارس ـكه موجب خ مطرح است وانيح
 ـدرمـان ا  نكـه يبا توجه با ا. دوش مي فراوان در جوامع عفونـت بـا    ني

 هبخش و مقرون به صرف تياضر چنداندر دام  يلگضد ان ياهدارو
باشـد،   مي ايدن ل مورد توجه درئل از مساگان نيا هيمبارزه علست، ين

 ـ مي واكسن كارا كيساخت  كهيبطور و  ياقتصـاد  شـكلات مد توان
  16.دنك را حل يماريبن يا يتشبهدا
 ينيتوكيسـا  يترشح هر دو الگـو  يدوز سبب القايداتيه يماريب
Th1  وTh2 نگلا يشناس ـيمني ا ردمودر  خيرا يها يافته 17.شوديم 
 لسلو پاسخ با مرتبط نميزبا نبددر  نگلا يبقا كه مــي دهــد ن نشا
ن يا كهباشد  مي IL-4, IL-5, IL-10 يهانيتوكيد سايبا تول Th2 يها

ــخ  ــتقرار و  زهجاا نگلا بهپاس  رنتشاا سطهابو ثانويه گيدلوآد يجاااس
ــالي .ميدهد را روربا كيست نشد رهپا از پس سكولكساتووپر در حـ

ــه  بر بخش مصونيت يمنيا با مرتبط CTLو  Th1 يسلولها پاسخ كـ
در  19و18.ستا يمـار يجاد مقاومت در برابر بيو اتيد اهيد كيست عليه

نشان داده شد كه  انجام دادند همكاران وZhiyun Shi  كه يمطالعه ا
ژه يبو ييزا يمنيش ايافزا باعث  P-29 ژن خالص شده   يق آنتيتزر
 ـسـت ه يمبـتلا بـه ك   يها در موش يباد يزان آنتيش ميافزا ك يداتي

در  %)96حـدود  ( يقابل ملاحظه ا يحفاظت ييزا يمنيا و شده است
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گـروه   يهـا  در موشن يكرده است؛ همچن جاديانه يواكس يهاموش
challenge تعـداد   ز ويسـا مار شده بودنـد،  يكه با پروتواسكولكس ب

  15. افتيك كاهش يداتيه يهاستيك
 ـيب يبرا يراهن يپژوهشگران همچن  ـنوترك  P-29 ژن يان آنت ب ي

 ـيا ين براين پروتئياز ا .دا كردنديپ   pET-28aدر وكتور   يـي زا يمن
 يآنت يريبا اندازه گو  استفاده كردند يمنيپاسخ ا يها و بررس موش
 ـنوترك P-29نشـان دادنـد كـه     ياختصاص ـ يها يباد  ييب از توانـا ي
و بخصوص باعث  برخوردار است يخوبته يسيژن يو آنت ييزا يمنيا

  20.شود مي ها در موش IgGش  يافزا

 ـ يدر مقا يمطالعات قبل ن كامـل  يش رو ، پـروتئ يسه با مطالعـه پ
 ـچ يقرار دادند و ه ـ يرا مورد بررس P-29ب ينوترك  يبررس ـك بـه  ي

 ـلـذا در ا . نپرداختنـد  P-29از  يتوپ خاصياپ ييزا يمنيا  ـن تحقي ق ي
 ـ ينه ايد آمياس 8ك يتوپ سنتتياپ انگـل بـه منظـور       p-29ژنياز آنت

  .انتخاب شد ييزا يمنيقدرت ا يبررس
   P29aa134-142ك يســنتت ديــن مطالعــه نشــان داد پپتيــج اينتــا

شده نسـبت بـه   من يا يها در موش IFN-شيتواند موجب  افزا مي
 ـيادجوانت شـده و  ا كنترل و هاي  گروه را  ينسـبتا خـوب   يـي زا يمن

 ـدر م يدار ير معنييچ گونه تغيست كه هين درحاليا. جاد كنديا زان ي
  .ه استها مشاهده نشد ن موشيدر اIL-10 وIL-4 ن يتوكايدو سا

ــات) IFN-(گامــا اينترفــرون  و  آغــازدر  ييــك ســايتوكاين حي
 اسـت كـه توسـط سـلول     ياكتساب و يذات يمنيا يها پاسخ گسترش

 ـ   يها از جمله سلول يمختلف يها و   CTLژن،  يعرضـه كننـده آنت
Th1 خـاطره و    يهـا  ت بـه سـمت سـلول   يشود و در هدا مي ترشح

  22و21.ار موثراستيتوسط واكسن بس يمنيجاد حفاظت ايا
اتصـال   ينـه بـرا  يد آمياس 10-8 يديپپتهاي  يكه توال يياز آنجا

جـه  يتـوان نت  مي باشند، مي مناسب CTL ك سلوليو تحر MHC Iبه 

ن مطالعه در درجه اول نشان دهنـده  يدر ا IFN-ش  يگرفت كه افزا
باشـد و در   مـي  CTL يهـا  ك سلوليو تحر يذات يمنيفعال شدن ا

 ـش ايت افـزا ينها  يدر القـا  يتوانـد نقـش مهم ـ   ين م ـيتوكاين سـا ي
 ـيعل يباد يآنتد يفا كرده و به توليا Th1پاسخ  يريگ شكل ژن  يه آنت

  23.كمك كند
 ـ يامكان حـذف اجـزا   يديپپتهاي  استفاده از واكسن  ـ يآنت  يژن

 ـن پپتياز چند يريپاتوژن و امكان بهره گ يزا يآلرژ  ـي  ژن يد از آنت
ك واكسن فـراهم  يپاتوژن را در  يمراحل مختلف چرخه زندگ يها
 محســوب يســنت يهــا بــر اســتفاده از واكســن يتــيكنــد كــه مزيم

  27و25و24.شود مي
 ـي ييزا يمنيش ايدر افزا يقابل ذكر است عوامل مختلف  يك آنت

،  انـدازه و سـاختار    يگانگيك نقش دارند ازجمله بيسنتت يديژن پپت
 ـين مقدار و نحوه تجويو همچن يكيزي،  شكل فييايميش ژن ،  يز آنت

 ـكه هر  ـك تاكيتـوپ سـنتت  يانتخـاب اپ  يك بـر دقـت و دشـوار   ي  دي
  29و28.ورزند مي

 نتيآ لمد كه ميدهد ننشا گرفته رتصو تمطالعا يگرد فطراز
 با يمنياتوليد ايبر مناسبي لمد طبيعي و ردهنخو ستد ژن

 بر وهعلا لمد يندر ا ايرز باشد نمي نگلا عليه بر مناسب مصونيت
 نيز IL10 مانند ها سايتوكاين ساير،  گاما ونينترفرا سطحدر  يشافزا
جه يد و در نتميشو Th2و Th1 امتو پاسخ موجب كه مي يابد يشافزا

 يژن برتر يبه استفاده از كل آنت ياختصاص يتوپهايانتخاب اپ
  31و30.دارد

ــتحقيق حطراز  بخشي هشد منجاا مطالعه ــوب  اتيـ  مؤسسهمص
له از ين وس ـيبـد . باشد مي جكررازي  زيسامسرو  كسنوا تتحقيقا

 ـ يوتكنولـوژ يه همكاران بخش بيكل دكتـر   ين جنـاب آقـا  يو همچن
 .شود ي ميتشكر و قدردان يحجاز يان و آقايانيتب
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