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Abstract 
Aim and Background: Today, many patients with coagulation disorders due to defective or non-
functioning coagulation factors and the use of various blood thinners need to check their prothrombin 
total and quantify determination of direct thrombin inhibitors. Despite the study of the ecarin from Echis 
carinatus venom as a direct activator of prothrombin, there have been not investigations into the active 
site of this enzyme. 

Material and methods: Ecarin metalloproteinase domain (639 bp) was synthesized into the 
pcDNA3.1. Recombinant plasmid was transfected into HEK293 cell line. Protein expression was 
evaluated using SDS-PAGE and its function in reaction with prothrombin and using a prothrombin time 
test was measured. 

Results: The results showed that the metalloproteinase domain of ecarin produced in the HEK293, like 
whole ecarin, was able to activate prothrombin to thrombin; but its activity was slow than one produced in 
the prokaryotic system. 

Conclusion: In this study, the recombinant ecarin metalloproteinase produced in HEK293 cells, like 
whole ecarin, was able to activate prothrombin to thrombin and was introduced for the first time as a 
suitable alternative to both natural and recombinant ecarin in methods based on prothrombin to thrombin 
conversion.  
Key words: Ecarin, Metalloproteinase domain, Active site, HEK293 cells, Iau Science . 
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 عنوانبه  نیکاریا نازیمتالوپروتئ دمین بینوترک دیتول
 HEK293در سلول  نیپروترومب یکننده اصل فعال 

 *2،3، بهرام کاظمی1اللهی نژاد نعمت ، فتاح ستوده2،3پور ، مژگان بنده1نسرین محمدی

 اسلامی، تهران، ایرانشناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد  گروه زیست .1
 مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و مولکولی، دانشکده علوم پزشکی دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایران .2
 نرای، تهران، ایبهشت دیشه ی، دانشگاه علوم پزشکی، دانشکده پزشکیوتکنولوژیگروه ب .3

 چکیده
 کنندده  قیرق یو استفاده از انواع داروها یانعقاد یعدم عملکرد فاکتورها اینقص  لیدلبه یادیز مارانیامروزه بسابقه و هدف: 

بدا  . ندهسدت  نیتدرومب های مستقیم  تعیین مقدار بازدارندهو  نیپروترومب بررسی کل ازمندیبوده و ن یانعقاد هایاختلال ریخون درگ
پروترومبین، هندوز در مدورد مکدان فعدال ایدن آندزیم       کننده مستقیم  عنوان یک فعالوجود مطالعه روی ایکارین سم مار جعفری، به

 .تحقیق و بررسی انجام نشده است

 دیو پلاسدم  گردیدد سدنتز   pcDNA3.1 وکتدور  جفدت بداز در   939بدا ودول    نیکدار یا نداز یمتالوپروتئ دمین: ها مواد و روش
بیان پروتئین مورد ارزیابی قرار گرفت  SDS-PAGE  یافت. با استفاده از روشانتقال  HEK293 یبه رده سلول بینوترک یوتیوکاری

 و عملکرد آن در واکنش با پروترومبین و با استفاده ازتست زمان پروترومبین سنجیده شد.

کامل، قادر بده   نیکاری، مانند ا HEK293 یانیب ستمیشده در س دیتول نیکاریا نازیمتالوپروتئ دمیننشان داد که  جینتا :ها یافته
 .بود آهستهآن  تی، شروع فعالیوتیپروکار ستمیشده در س دیمشابه تول نیبا پروتئ سهیاست. اما در مقا نیترومبپرو از نیترومب دیتول

تولیدد گردیدد،    HEK293هدای   صدورت نوترکیدب در سدلول   دراین بررسی دمین متالوپروتئینازی ایکارین که به ی:رگی جهینت
هر دو نوع  یمناسب برا نیگزیجا کیعنوان بهبار  همانند ایکارین کامل قادر به فعال کردن پروترومبین به ترومبین بود و برای اولین

 معرفی شد.   نیبه ترومب نیپروترومبتبدیل  بر یمبتن یها در روش بیو نوترک وبیعی نیکاریا

 . HEK293 ،Iau Scienceهای متالوپروتئیناز، مکان فعال،سلولایکارین، دمین  :کلیدی واژگان
 

 مقدمه
فعددال  یدهایددهددا و پ ت نیاز پددروتئ یا مجموعدده هدداسددم مار
به دام انداختن  یبرا یعنوان ابزار دفاعکه به هستند ییدارو
از  ی. برخد رندیگ یمورد استفاده قرار م ،بردن هدف نیو از ب
 یهدا  هسدتند و مولکدول   یمد یآنز تید فعال یسموم دارا نیا

 دکدرده و باعدا انعقدا    هید ها را تجز نیمانند پروتئ یکیولوژیب
 (.1)شوند  یخون م
 
مشتق شدده   1جعفری است که از سم مار یپروتئاز نیکاریا

 فعال  نیرا به ترومب 2نیپروترومب اختصاصیوور است. به
 در حالت نرمدال . (2) گردد یشدن خون م و باعا لخته کرده

 نیدر بددن انسدان بده تدرومب     نیپروتدرومب  لهیفرم کربوکسد 
 و یینده تنهدا قدادر بده شناسدا      نیکدار یشود. اما ا یم لیتبد
فرم ) لهیشده و دکربوکس لهیکربوکس نیپروترومب یساز فعال
 K نیتدام یو عملکدرد  پد  از مهدار   نیپروترومب یعیروبیغ

                                                           
1 Echis carinatus 
2 Prothrombin 
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله پژوهشی
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

را بده   نیپروتدرومب  نییپدا مقادیر ، بلکه است شود( یم دیتول
منحصدر بده فدرد     تیخاص نیند. اک یم لیتبد 3نیمزوترومب

 نیدی تع یبدرا  اختصاصیوور باعا شده است که به نیکاریا
مبدتلا بده    افدراد پلاسدما در   لهیدکربوکس نیسطح پروترومب

 مددارانی، ب 4یمددادرزاد نیکبددد، انعقدداد پروتددرومب یمدداریب
 2010در سدال  . (3-9) ردید اسدتفاده قدرار گ   مورد یسروان

مهارکنندده   کیعنوان به را 5ایالات متحده داروی دابیگاتران
 یبدرا ،  9نیوارفدار  نیگزیو جدا  نیتدرومب  یخدوراک  میمستق
 7یعمقد  دید ، درمدان ترومبدوز ور  یاز سکته مغدز  یریشگیپ
(DVTو آمبول )8یویر ی (PE ) معرفی نمود که پد  از آن 
 در ایدن بیمداران   نیکدار یبدر ا  یمبتند  شیبه آزما یواقع ازین

 .(7) بوجود آمد
 

انعقداد خدون اسدت.     یفاکتورهدا  نیتر از مهم یکی نیترومب
 دید تول یبدرا  نی، از تدرومب یصدنعت  یوتکنولوژیامروزه، در ب

شدود. تداکنون، از    یکننده و پانسمان زخم استفاده مد  منعقد
( مشدتق شدده از خدون گداو     9نیتدرومب -)آلفافعال  نیترومب
انتقدال   رخط دلیلاما بهمنظور استفاده شده است.  نیا یبرا
 قید منتقلده از ور  یها یماریب ژهیو)به یاحتمال یاه یماریب
 یهدا  یمدار ی( از خدون گداو و احتمدال انتقدال ب    10هدا  ونیپر
 قیدداز ور C تیددو ه ات B تیدد، ه اتدزیددماننددد ا ی؛روسددیو

 نیمشتق شده از خدون انسدان اسدتفاده از تدرومب     نیترومب
 ندامطلو   یمند یا یهدا  واکدنش  از یریجلوگ یبرا بینوترک

و  بید نوترک نیکاریا دیدانشمندان با تول .پیشنهاد شده است
 نیتدرومب  دیقادر به تول نیآن با پروترومب اختصاصیواکنش 
 (.8)هستند  بینوترک
 11هدای  آمینده  از بدین اسدید   را یانسدان  نیپروتدرومب  نیکاریا

Arg320-Ile321 و س    نیمزوترومب دیو تول شکافتهα-
 .(9)کند  یم ،نی، فرم بالغ و فعال ترومب نیترومب
 

 اختصاصیمنطقه  کیشامل  نیکاریا نیکوپروتئیساختار گل
-شدلاته بدا منداوق    نداز یمتالوپروتئ یزوریکاتال دمینبه نام 

                                                           
3 Mesothrombin 
4 Dysprothrombinemia 
5 Dabigatran 
6 Warfarin 
7 Deep vein thrombosis 
8 Pulmonary embolism 
9 α-thrombin 
10 Prions 
11 Residues 

فعدال   مکدان عندوان  است و به (+Zn2روی ) یها ونی کننده
کدان  ها توسد  م  نیاز پروتئ یشناخته شده است. برخ میآنز

، قدت یشوند. در حق یو برش داده م ییشناسا میآنز نیفعال ا
هدا و   نیاسدت کده پدروتئ    میو فعال آنز یزوریمحل کاتال نیا

 اید  Asp-Gly-Arg نهیآم یدهایاس یرا پ  از توال دهایپ ت
Glu-Gly-Arg نیبدد وندددیبددا شکسددتن پ  بددرش داده و 

Arg320-Ile321 رهیدددبددده دو زنج A  وB یهدددا یتدددوال 
شدکافد و آن را بده    یرا مد  نیمانندد پروتدرومب   یتدر  یوولان
. (10،11)کندد   یمد  لیتبدد  نیو س   به ترومب نیزوترمبم
 سدتم یتوس  س دیاست و با یوتیوکاری نیپروتئ کی نیکاریا
حال ، هدف از مطالعه ما  نیسنتز شود. با ا یوتیوکاری یانیب
 یانید ب یهدا  سدتم یدر س نیکدار یا نازیمتالوپروتئدمین  دیتول
شدده در   دید مشدابه تول  نیآن با پدروتئ  سهیو مقا یوتیوکاری
بدودن   و مقرون بده صدرفه   ییاز نظر کارا یوتیپروکار ستمیس
 بود. نیترومب دیتول
 

 ها مواد و روش
 یهـا  در سـلول  ایکـارین از ینمتالوپروتئ دمین دیتول

HEK29312 
( با Ecarin–met)13ازینمتالوپروتئ های توالی ایکارین کدون
هدای پسدتانداران    جفت باز برای بیدان در سدلول   939وول 
 pCDNA 3.1وکتددور  14MCSسددازی شددده و در   بهیندده

 بید نوترک دیپلاسدم  .سنتز شدد  GenScriptتوس  شرکت 
تکثیدر شدد سد       TOP10هدای   سنتز شده داخل سدلول 

ولدت   220ولتداژ   با 15پوراتور یاپندورف مولت توس  دستگاه
 یبدده رده سددلول هیددکروثانیم 500مدددتبددهC° 4در دمددای 
HEK293  کدده قبددل از  وددوریگردیددد. بدده ترانسددفکت

بددا  HEK293میلیددون سددلول  1حدددود  19الکتروپوریشددن
 استفاده از لام نئوبار شمارش گردید. بعدد از الکتروپوریشدن  

رم سدد 10٪ یحدداو 17RPMIکشددت   یهددا در محدد سددلول
FBS18   و µg/ml100  مددت  بده  نیسینئوماآنتی بیوتیک

، رووبدت  C°37 ییدمدا   یساعت در انکوبداتور بدا شدرا    40
 یبررسد کده  ودوری بده  رشدد داده شددند    CO2 %5 % و95

                                                           
12 Human embryonic kidney 293 cells 
13 Ecarin metalloprotease 
14 Multiple Cloning Site 
15 Eppendorf Multiporator device 
16 Electroporation 
17 Roswell Park Memorial Institute Medium 
18 Fetal bovine serum 
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نشدانگر   شدده تکثیدر   ترانسدفکت  یهدا  سدلول  یکروسکوپیم
 هدا بیوتیدک نئومایسدین در آن   به آنتیوجود پلاسمید مقاوم

مطدابق پروتکدل    TCA19ها با استفاده از روش  نیبود. پروتئ
 (.12) گیری شدند رسو  Sanchez, L.2001مندرج در 

کشددت  یهددا ، نمونددهSDS-PAGEارزیددابی بددا روش  یبددرا
 اکریددل آمیددد پلددی ژل یو بددر رو رسددو  داده شددد یسددلول

  .الکتروفورز گردید
 

 r-ecarin-metفعال شده توسط  نیپروترومب یابیارز
-r) 20بید نوترک نیکدار یا نازیمتالوپروتئ تیفعال نییتع یبرا

ecarin-metبدا اسدتفاده از    نیشده، هضم پروترومب دی( تول
 1 غلظدت  بدا  r-ecarin-metاز  μl 10انجام شد. این آنزیم 

 بدا  بینوترک نیروترومباز پ μl20 و  تریل یلیدر م کروگرمیم
 شدگاه یشده در آزما دی)تول تریل یلیدر م کروگرمیم 1 غلظت

 ( در بدافر مرکز تحقیقات سلولی و مولکدولی شدهید بهشدتی   
-یلد یم pH=8 ،100بدا    Tris-HCl مدولار  میلی 50 حاوی
مخلدو  شدد و در    BSA21 گدرم یلد یم 1/0و  NaCl  مولار
قرار داده  ساعت 1مدت به گراد یدرجه سانت 37 ونیانکوباس
 SDS-PAGE22 ژل . س   نمونه هضدم شدده توسد    شد

 قرار گرفت. لیو تحل هیمورد تجز
 

 ـفعال یابیارز زمـان   شیبـا ززمـا   r-ecarin- met تی
 نیپروترومب
 r-ecarin-met ی( بددراPT) 23نیپروتددرومب زمددانسددنجش 
نرمدال   فدرد  کید خون از  تریل یلیم 5انجام شد.  تولید شده

ضدد انعقداد    یلولده حداو   کید شد و سد   بده    یآورجمع
 دور 3000بدا   خدون  نمونه. شد منتقل %2/3 میسد تراتیس
 یشدد تدا پلاسدما    وژیفیسدانتر  قهیدق 15مدت  به قهدقی در
 20. دیددآ دسددتهبدد ازیدد( مددورد نPRP)24از پلاکددت یغندد
شددده در هددر دو  دیددتول r-ecarin-metاز هددر  تددریکرولیم
ندددانوگرم در  5/0) یوتیوکددداریو  یوتیپروکدددار سدددتمیس
 100شدد.   ختده یجداگانه ر ی استریلها ( در لولهتریکرولیم
پلاسما به هر دو لوله اضدافه شدد. سد   در هدر      تریکرولیم
ر افشان، هاب لیکوسفال) PT بافر تریل یلیم 1/0ها  از لوله کی

                                                           
19 Tricholoroacetic acid          
20 Recombinant ecarin metalloproteinase 
21 Bovine serum albumin 
22 Sodium Dodecyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis 
23 Prothrombin time 
24 Platelet-Rich Plasma 

مولار،  025/0( CaCl2) کلسیم کلرید تریل یلیم 1/0 ( ورانیا
اضافه شدد.   ،گراد یدرجه سانت 37 یاز قبل گرم شده در دما

لخته در هر لوله بدا اسدتفاده از    لیتشک یبرا ازیزمان مورد ن
تکدرار انجدام    بار با سه شیشد و آزما یریگ سنج اندازه زمان
 .گردید

 
 ها یافته
( بده رده  pCDNA3.1 / ecarin-met) بید نوترک دیپلاسم
شدده   انید ب نیترانسدفکت شدد و پدروتئ    HEK293 یسلول

-r یمد یآنز تید فعال ارزیابی شدد.  SDS-PAGEژل توس  
ecarin-met  توانددد  یمدد نیپددروتئ نیددنشددان داد کدده ا

 تید (. فعال1کندد )شدکل    لیتبد نیرا به ترومب نیپروترومب
مسدتقل و بدا    T-Test تسدت آمداری  بدا اسدتفاده از   یمیآنز

 لید و تحل هیمورد تجز 23نسخه  SPSSافزار  استفاده از نرم
-r-ecarinشددن خدون بدا     زمان لختده  نیانگیقرار گرفت. م

met شددده بددود  دیددتول یوتیوکدداری یانیددب سددتمیکدده در س
( بددود، در ارمعیدد انحددراف ± نیانگیدد)م هثانیدد 9/27 51/2±،

 r-ecarin-metلخته شدن خدون بدا    زمان نیانگیکه م یحال
 هید ثان 20 ± 97/1 یوتیپروکدار  یانیب ستمیشده در س دیتول
شدده  ذکدر ن  گدزارش  در ایدن کده  ارمعی انحراف ± نیانگی)م

دار پددنج درصددد  یدر سددطح حددداقل اخددتلاف معندد، (اسددت
(05/0P <) (.1دست آمد )نمودار هب 
 

 بحث
های معمدول،   کننده بدون نیاز به کوفاکتورها و فعال نیکاریا

 لیتبد نیرا به ترومب هلیو دکربوکس یلهکربوکس نیپروترومب
معرف عنوان منجر به استفاده از آن به تیخاص نیکند. ا یم

 .(5)منحصر به فرد شده است  یشگاهیآزما
 

 بید نوترک نیکدار ایکده   اسدت   هنشدان داد  یقبل هایهمطالع
 لیتبدد  نیبده تدرومب   یعد یاز نوع وب ترعیرا سر نیپروترومب

(. 14،13،4)شدود   یشددن خدون مد    کندد و باعدا لختده    یم
Jonebring دیددموفددق بدده تول 2012در سددال و همکدداران 

و  یوتیوکدار ی یانید ب یهدا  ستمیدر س نیکاریکامل ا نیپروتئ
 دید تول نیها گزارش دادندد کده پدروتئ   . آنندشد یوتیپروکار

 حلالیدت و  یدارید پااز لحدا    CHO یانیب ستمیشده در س
 بودممکن  که این موضوع. (4)است  یوتیاز نوع پروکار بهتر
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 .(19،15) ایجاد شده باشد یاییباکتر یانیب ستمیدر سبدالا   یکامل با وزن مولکدول   نیها از پروتئاستفاده آن لیدلبه
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 دیآم لیاکر ی% پل12ژل  یالکتروفورز رو جینتا نیبا پروترومب HEK293دمین متالوپروتئینازی ایکارین تولید شده در واکنش  -1ل شک
 کیلودالتونی است(. 35باند مورد نظر )سایز  10:20با نسبت  نیپروترومب با r-ecarin-met: محصول واکنش 1 ستون

 نیپروتئ ی: مارکر وزن2 ستون
 کیلودالتون مورد نظر را دارد(. 35ی )ترومبین تجاری است و امکان ایجاد اختلاف سایز با تجار نی: ترومب3 ستون

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 یوکاریوتیمقایسه عملکرد ایکارین نوترکیب تولید شده در دو سیستم پروکاریوتی و  -1نمودار 
Euk. Ecarin :r-ecarin-met تولید شده در سیستم یوکاریوتی 
Pro. Ecarin  :r-ecarin-met تولید شده در سیستم پروکاریوتی 

Time activity(استتکرار  سهمیانگین  ریمقادها ) : زمان شروع فعالیت ایکارین 
 
 

، 1995در سددالو همکدداران  Nishida بروبددق گزارشددی از
منطقددده  کیددد یدارا نیکددداریا یندددازیمتالوپروتئ مدددیند

-His-Glu-Xaa-Xaa-His-Xaa-) یرو ده فلدز نکن شلاته
Xaa-Gly-Xaa-Xaa-His- ،) یتدددددوالکددددده مشدددددابه 

است.  یرو کننده شلاته ینازهایشده در متالوپروتئ محافظت
-است کده بده   نیدیستیه آمینواسیدهای یمنطقه حاو نیا

(. 10)شده اسدت  ییها شناسا میآنز نیفعال در ا  عنوان مکان

بر تولید دمدین متالوپروتئیندازی   تاکنون هیچ گزارشی مبنی
هدای بیدانی وجدود نداشدته      یک از سیسدتم ایکارین در هیچ

 است.
در  انسددان یسددلول یهددا اسددتفاده از رده یایدداز مزا یکددی

پد  از   هایرییتغبه مربو  بیوتکنولوژی و مهندسی ژنتیک
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 کده در  اسدت  29ونیلاسد یکوزیگل مانندد ( 25PTMsترجمه )
و  یدارید آن بدر پا هدای  و اثر هدا  نیعمدر پدروتئ  مده ین میتنظ
اتصددال،  ایدد گاندددیل صیهددا، تشددخآن یکیولددوژیب تیددفعال
. نقش مهمی دارد دیگر  مهم یعملکردهاو دیگر  ییزا یمنیا

 یبدرا  یا العداده  فوق لیانسان پتانس یسلول یها رده نیبنابرا
هدا در  آن یانید ب سدتم یهسدتند و س  هدا  این پدروتئین  دیتول
-شیبد  تید از مز دارانپستان یسلول یها رده ریبا سا سهیمقا
 یوداروهدا یبامدروزه  برخوردار اسدت. در حدال حاضدر،     یتر
 HEK-293 یهدا  سدلول بدا اسدتفاده از    یمتعدد یکیولوژیب

 یداروهدا  دیتول یبرا یسرعت رشد بالا )ابزارشود  تولید می
 سدم یهدا، متابول  سلول در فلاسدک  ی( ، تراکم بالایکیولوژیب

باعدا   ،یکد یژنت یکارو امکان دست یریپذ کارآمد و انعطاف
ترانکدت در   نیکدار یا دیتول یبرا یانیب ستمیس نیشدند که ا

 (.  17) انتخا  گردد یوتیوکاری ستمیس

بدا   یصد یتشخ تسدت  کتولیدد ید  دنبدال  محققان بده همواره 
کدم هسدتند کده     یهدا  نده یو هز یبالا، بدون آلودگ تیخاص

 دید شود. تول سوبسترادر برابر  میآنز اختصاصیباعا واکنش 
 نیپدروتئ  یجدا بده  صورت نوترکیببه میآنز یک فعال کانم

 و نیکاهش اندازه پروتئ های بیانی، مشکل  ستمیکامل، در س
را  disulfidationمانندد   نیپ  از ترجمه پروتئ ییهارییتغ
 .(18) کاهد می

 یانید ب ستمیدر س را نیکاریا نازیمتالوپروتئ دمینما نه تنها 
 کدان عندوان م بده  نیپروتئ نیبلکه ا تولید کردیم، یوتیوکاری

فعدال   اختصاصدی وور را به نی، توانست پروترومبمیفعال آنز
 نیپروتدرومب  لینشان داد که، از نظر تبدد  جیکند. اگرچه نتا

 سدتم یشده در س دیتول r-ecarin-met تی، فعالنیبه ترومب
 (.1نموداراست ) یوتیوکاریاز نوع  ترعیسر یوتیپروکار یانیب
 

 گیری نتیجه
تدر  هدای محققدین در مدورد عملکدرد سدریع      به یافتهبا توجه

دمدین  به ایکارین وبیعی و معرفدی  ایکارین نوترکیب نسبت
عنوان مکان فعال ایدن آندزیم در   متالوپروتئینازی ایکارین به

برش دادن اختصاصی پروترومبین و تبدیل آن به تدرومبین  
در این بررسی برای اولین بار دمین متالوپروتئینازی ایکارین 

 نیکدار یهدر دو ندوع ا   یمناسدب بدرا   نیگزیجا کیعنوان به
تبددددیل بددر  یمبتنددد یهددا  در روش بیدددو نوترک وبیعددی 

                                                           
25 Post Translational Modifications 
26 Glycosylation 

مطالعده  البتده   .گدردد  مدی  شنهادیپ نیبه ترومب نیپروترومب
دمدین   نوترکیدب  دید امکدان تول  یبررسد  هید اول جیحاضر نتدا 

متالوپروتئینازی ایکارین در سیستم بیانی یوکداریوتی اسدت   
ثر ؤتوان از سایر موارد م سازی تولید آنزیم می که برای بهینه
مختلدد  هددای تخلددیص   هددای بیددانی و روش ماننددد سیسددتم
    استفاده نمود.  

 
 سپاسگزاری

 یمحمدد  نینسدر  ینامده دکتدرا   انید از پا برگرفته مقاله نیا
. وددرت تحقیقدداتی اسددت یدانشددگاه آزاد اسددلام نشددجوی د

 یو مولکدول  یسدلول  بیولوژی  قاتیتوس  مرکز تحق مربووه
ودی گرندت شدماره     یبهشدت  دیشده  یدانشگاه علوم پزشدک 

از تمامی افدرادی کده   گردید(. بدین وریق  حمایت 23998
مددا را در ایددن پددژوهش یدداری نمودنددد تشددکر و قدددردانی   

 نمائیم.   می
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