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  چكيده

ليكوباكتر پيلوري يك باكتري گرم منفي مارپيچي شكل و ميكروآئروفيل است كه در لايـه مخـاطي معـده                    ه :هدف

عفونت ايجاد شده توسط اين باكتري كـه بـا تخريـب بافـت پوشـشي                . نمايد انسان تكثير يافته و ايجاد عفونت مي      

. هـاي معـده و دوازدهـه شـود         زخمتواند سبب ايجاد     شود كه مي   معده همراه است، منجر به التهاب مزمن معده مي        

هاي اختصاصي براي مقابله با اين عفونت اسـت كـه در ايـن ميـان                 كارگيري درمان  رويكردهاي اخير در راستاي به    

ژنيك اين باكتري، هدف مناسبي بـراي ايـن منظـور            زا و آنتي   ترين عوامل بيماري    يكي از مهم   عنوان  بهآز   آنزيم اوره 

  .آز است  آنزيم اورهC اختصاصي بر عليه زيرواحد IgYليد هدف از مطالعه حاضرتو. است

آز، پـس از كـشت و تخلـيص           اوره Cمنظور تهيه پروتئين نوتركيب زيرواحـد         در اين مطالعه ابتدا به     :ها مواد و روش  

آز هليكوبـاكتر پيلـوري تكثيـر و سـپس روي ناقـل بيـاني        آنـزيم اوره  C  ژن زيرواحـد ،PCRژنوم باكتري، با كمك 

pET28a  پس از انتقال سازة نوتركيب به باكتري اشرشياكلي زيرگونه          .  كلون شدBl21DE3    پروتئين نوتركيب مورد ،

در نهايت پس از .  تخليص شد Ni-NTAدر ادامه پروتئين نوتركيب از طريق كروماتوگرافي ميل تركيبي. نظر بيان شد

هـا و جداسـازي زردة       آوري تخـم مـرغ     زي، جمع سا تزريق پروتئين نوتركيب تخليص شده به مرغ، تكميل دورة ايمن         

  .گليكول تخليص و با سنجش الايزا ارزيابي شد اتيلن به كمك پليگذاري  رسوب با IgYتخم مرغ، 

خوبي بيان و تخليص شده است، همچنين نتايج         دهد پروتئين نوتركيب به     نشان مي  SDS-PAGE بررسي با    :نتايج

بـادي در شناسـايي      زايـي بـالاي پـروتئين نوتركيـب و تـوان بـالاي آنتـي               منـي دهندة اي  يزا نشان دست آمده با الا    به

 با خلوص بـيش از  IgYدهد، تخليص   همچنين نشان ميSDS-PAGEبررسي با . استآز   آنزيم اوره Cزيرواحد

  . درصد انجام شده است70

آز، امكـان     آنـزيم اوره   UreC در شناسـايي زيرواحـد       IgY-HpUcبـادي     با توجه به توان بالاي آنتـي       :گيري نتيجه

منظور محدود كـردن رشـد و توسـعة عفونـت هليكوبـاكتر پيلـوري                صورت خوراكي به   بادي به  استفاده از اين آنتي   

  .شود مطرح مي
  

  .IgYوري ا، فنUreCآز، زيرواحد   هليكوباكتر پيلوري، آنزيم اوره:كليدواژگان
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  مقدمه ـ1

  (Helicobacter pylori: H.pylori)هليكوباكتر پيلـوري 
لايه  است كه در   (Spiral) يك باكتري گرم منفي مارپيچي شكل     

. نمايـد  مخاطي معده انسان تكثيـر يافتـه و ايجـاد عفونـت مـي             
 عفونت ايجاد شده توسط ايـن بـاكتري كـه بـا تخريـب بافـت               

د شـو  پوششي معده همراه است، منجر به التهاب مزمن معده مي         
. دشـو  دوازدهـه    هـاي معـده و     تواند سـبب ايجـاد زخـم       كه مي 
را  H.pyloriهاي اپيدميولوژي و آماري، عفونت مـزمن         بررسي

با سرطان بدخيم معده مرتبط ساخته است و ايـن امـر موجـب              
  كـه آژانـس پـژوهش سـرطان سـازمان بهداشـت جهـاني              شده

(World Health Organization: WHO)  اين بـاكتري را در 
ميـزان عفونـت     ].1[ قرار دهد    Iزاي كلاس    زمره عوامل سرطان  

 درصـد   50 ميـانگين در حـدود       طـور   بـه در جهان    H.pyloriبا  
داري بين شيوع اين عفونـت       اما تفاوت معني  . جمعيت است 

در كشورهاي غربي و كشورهاي آسيايي در حال توسـعه بـه          
ي كه ايـن ميـزان در كـشورهاي         طور  به،  ]2[خورد   چشم مي 

 1/0  درصد جمعيت است كه از اين ميان       30غربي در حدود    
شوند، درحالي كه ميزان      درصد به سرطان معده مبتلا مي      1تا  

 80 تـا    60عفونت در كشورهاي آسيايي بـالاتر و در حـدود           
شايع بـوده    H.pyloriدر ايران نيز عفونت     ]. 3[درصد است   

. خصوص سرطان معده از آمار بـالايي برخـوردار اسـت           و به 
  نفـر در جهـان در      650000اين سـرطان كـه مـسئول مـرگ          

 است، در مردها پس از سرطان ريه دومـين عامـل            2000سال
 10مير ناشي از سرطان بـوده و در مجمـوع حـدود              و مرگ

ــه خــود   و درصــد از كــل مــرگ ــر ســاليانه ســرطان را ب مي
يكي از بالاترين آمارهـاي جهـان در        ]. 4[دهد   اختصاص مي 

 دقيـق اسـتان     طور  بهرابطه با سرطان معده مربوط به ايران و         
است كه بـه تنهـايي حـدود يـك سـوم تمـام مـوارد                اردبيل  

 مربوط به اين 1999 تا 1996هاي  سرطان در اردبيل بين سال
 از سـوي ديگـر ميـزان عفونـت بـه          ]. 5[سرطان بوده اسـت     

H.pylori            درصـد   89در جمعيت اردبيل نيز بـالا و در حـدود 
نيـز  ) شيراز(ها در جنوب كشور      علاوه بررسي  به]. 6[بوده است   

 ساله را 10 ماهه تا 9 درصد كودكان بين 98 درصد تا 82 ابتلاي
  ].9-7[دهد  به اين باكتري نشان مي
  كـه تـشخيص سـرطان معـده در مراحـل           با توجـه بـه ايـن      

پيـشرفت    و در اكثر موارد تـشخيص پـس از         استاوليه دشوار   
د، راه اصـلي    شـو  بيماري صورت گرفته و كار درمان سخت مي       

نـابود   مچون التهـاب و زخـم معـده،       مبارزه با اين سرطان نيز ه     
  از ســـوي. شـــود شـــناخته مـــي H.pyloriكـــردن عفونـــت 

  ديگــر مبــارزه بــا ايــن عفونــت همــواره بــا مــشكلاتي همــراه 
علـت   خصوص كـه سيـستم ايمنـي بـدن نيـز بـه             بوده است، به  

كـارايي   در برابر اين بيماري فاقد     H.pyloriهاي دفاعي    مكانيزم
ــانيزم  ــي مك ــي ط ــا لازم اســت و حت ــژهه خــدمت  اي در ي وي

اتصال بـاكتري و   زايي باكتري قرار گرفته و سبب تسهيل   بيماري
هـاي اخيـر     همچنين بررسي ]. 1[شود   تخريب بافت پوششي مي   

بــه  H.pyloriدهنــدة مقاومــت نــسبتاً گــستردة عفونــت  نــشان
بـدين سـبب رويكردهـاي      ] 10[بيوتيكي اسـت     هاي آنتي  درمان

هاي اختصاصي و نـوين بـراي        گيري درمان  كار اخير در جهت به   
آز  مقابله با اين عفونـت اسـت كـه در ايـن ميـان پـروتئين اوره                

هاي  بادي هدف بالقوه مناسبي براي توليد آنتي H.pyloriباكتري 
) Monoclonal(تبار   يا تك ) Polyclonal(اختصاصي چندتبار   
 H.pyloriترين تركيب پروتئيني    آز مهم  اوره. به اين منظور است   

ژن مهم براي تـشخيص ايـن بـاكتري           يك آنتي  عنوان  به است و 
 عنـوان   بـه اين آنزيم با هيدروليز اوره و ايجاد آمونياك         . شود شناخته مي 

 pHكنندة اسيد معده، شرايط را بـراي ادامـه حيـات بـاكتري در                خنثي
آمونيـوم توليـد شـده       علاوه هيدروكسيد  كند به  اسيدي معده فراهم مي   

اي دارد   هـاي ميزبـان نقـش عمـده        يب بافـت  توسط اين آنزيم در تخر    
  هـاي  از مولكـول   H.pyloriهمچنين نشان داده شده است كـه        ]. 11[

  

 MHC class II (Major histocompatibility complex class II)  
  

هاي پوشـشي معـده اسـتفاده          گيرنده در سطح سلول    عنوان  به
ريزي شـده    كنش موجب بروز مرگ برنامه     كند و اين ميان    مي

(Apoptosis)شــود كــه ايــن عمــل  هــا مــي  در ايــن ســلول
علاوه بر اين ]. 12[پذيرد  آز باكتري صورت مي واسطة اوره به

آز سبب تحريك ماكروفاژها براي ترشح اكسيد نيتريـك          اوره
و ] 13[شود   هاي التهابي مي   شود كه موجب ايجاد واسطه     مي
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اين امر به تخريـب بافـت پوشـشي كمـك كـرده و يكـي از                 
بـا  . كارگيري سيستم ايمني توسط بـاكتري اسـت        هاي به  لمثا

زايـي و بقـاي      آز در بيمـاري    هاي مهم اوره   توجه به اين نقش   
H.pylori ــزيم ــه، ايــن آن ــراي عنــوان ب  يــك هــدف مهــم ب

  هـا،  بـادي  هـاي اختـصاصي همچـون اسـتفاده از آنتـي           درمان
  .شود قلمداد مي

بخش اين   ژنيك حفاظت  هاي آنتي  تاكنون بسياري از پروتئين   
 و غيـره    UreC  ،HpaA  ،FlaA  ،CagA  ،VacAباكتري نظيـر    

هــاي  در ميــان ايــن پــروتئين]. 19-14[مــشخص شــده اســت 
آز اسـت كـه       يكـي از چهـار زيرواحـد اوره        UreCژنيـك،    آنتي

شود و ثابت    بيان مي  H.pyloriهاي جدا شده     توسط اغلب گونه  
ي شـناخته   هـا  ژن بين تمام پروتئين    ترين آنتي  شده است كه قوي   

ــده  ــت  H.pyloriشـ ــا ureCژن ]. 21، 20، 14[اسـ  1710 بـ
، UreC اسـيدآمينة پـروتئين      569باز مـسئول رمزگـذاري       جفت

 درصد شـباهت    95اي با حدود     داراي توالي بسيار حفاظت شده    
ــه ــف   در زيرگون ــاي مختل ــت  H.pyloriه ــن ]. 24-22[اس اي

  كانديـد  عنـوان   بـه توانـد    مـي  UreCكند   اطلاعات مشخص مي  
هاي اختصاصي بـر عليـه       بادي مناسبي براي تهيه واكسن يا آنتي     

H.pylori مطرح باشد.  
ــوع    ــاي متن ــة كاربره ــروزه، در عرص ــر ام ــوي ديگ از س

  از زردة تخـمِ    IgYها، تكنولوژي جديـد اسـتخراج        بادي آنتي
 انـساني در    IgG كه معادل    IgY. مرغ در حال گسترش است    
 نياي  ،قع از نظر تكاملي   شود، در وا   پرندگان در نظر گرفته مي    

ايـن ايمونوگلوبـولين    .  اسـت   پـستانداران  IgE و   IgGمادري  
 ايجـاد   برايتوسط مرغ توليد شده و به درون زردة تخم مرغ           

  IgYتكنولـوژي   . يابـد  ايمني غيرفعال براي جنين، انتقال مـي      
   از زردة تخــم مــرغIgYاز ايــن پديــده از طريــق اســتخراج 

  .برد  ميبهره
بادي مرغي عليه پـروتئين       منظور تهية آنتي    ، به در اين مطالعه  

UreC   باكتري H.pylori        ابتدا اين پروتئين به شكل نوتركيـب ،
توليد شد؛ به اين ترتيب كه پس از تخلـيص ژنـوم و تكثيـر ژن          

ureC ــا كمــك ــل  PCR ب ــر شــده روي ناق ــي تكثي ، قطعــة ژن
pET28a پروكاريوتي، قرار داده شـد      عنوان يك سامانة بياني      به

 Bl21DE3 اين سازوارة ژني به ميزبان اشرشـياكلي زيرگونـه           و
  دي تيـو   -بيان پروتئين نوتركيب بـا ايزوپروپيـل بتـا        . منتقل شد 
 (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside: IPTG)گالاكتوزيد 

هـاي مختلـف     القاء شد و براي دستيابي به بيان مطلوب غلظـت         
IPTG     نتـايج بـا     در ادامه،   . شدبراي القاء بررسيSDS-PAGE  

(Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)  
 

 

پروتئين نوتركيب بـا اسـتفاده از كرومـاتوگرافي         . بررسي شد 
در .  تخلـيص شـد    Ni-NTA بـا رزيـن      His-tagميل تركيبي   

نهايت پس از تزريق پروتئين نوتركيب به مرغ، تكميـل دورة           
هـا و جداسـازي زردة تخـم          مرغ آوري تخم  سازي، جمع  ايمن

ــق رســوبIgYمــرغ از ســفيده،  ــه گــذاري  از طري كمــك  ب
 بــا  (Polyethylene glycol: PEG)گليكــول اتــيلن پلــي

   درصد تخليص شد و بـا سـنجش الايـزا          70خلوص بيش از    
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)  

  

 . شدارزيابي

  

  ها  مواد و روش-2

ــاكتري  ــد H.pyloriب ــي  ج ــاران ايران ــده از بيم ] 25[ ا ش
شناسي دانشكدة علوم پايه دانشگاه تهـران،        آزمايشگاه ميكروب (

ــاران  ــي و همكـ ــده سياوشـ ــر فريـ ــا ) دكتـ ــده بـ ــد شـ   تأييـ
هــاي بيوشــيميايي و مولكــولي، پــس از كــشت در بــافر  آزمــون

(Phosphate Buffered Saline) PBSــع ــه  آوري و  جم ب
ــدند  ــل شـ ــشگاه منتقـ ــميد. آزمايـ   ،pET28a) Novagen پلاسـ

ــا  ــدة آمريكـ ــالات متحـ ــه ) ايـ ــياكلي زيرگونـ ــاكتري اشرشـ   و بـ
 BL21DE3) Novagen   سيـستم   عنـوان   به) ، ايالات متحدة آمريكا 

 آغازگرهـاي . بياني پروكاريوتي و ميزبان مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد          
(Primers)     طراحي شده براي PCR  توسط شركت  Cinnagen  سنتز 
، Pfu (Pfu DNA polymerase) راز پليمDNAهاي  شد و آنزيم

DNA ليگـاز  T4 (T4 DNA ligase) هـاي محـدودالاثر     و آنـزيم
SalI  وEcoRIاز شركت  Fermentas )خريداري شـدند ) روسيه .

بـه شـركت    هـا   از ژل و تعيين توالي همـسانه     DNAكيت تخليص   
Bioneer)  سـتون ميـل تركيبـي       .اند سفارش داده شده  ) كره جنوبي
Ni-NTAت  از شركQiagen خريداري شد.  
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   الگوDNA تخليص -2-1
H. pylori     جدا شده از بيمـاران ايرانـي پـس از كـشت روي 

محــيط بروســلا آگــار غنــي شــده بــا ســرم گوســفندي و حــاوي 
ــي ــسين  بيوتيــك آنت ــوپريم (Vancomycin)هــاي وانكوماي ، تريمت

(Trimthoprim) ــسين ــي B (Amphotericin B)، آمفوتري  و پل
 PBSآوري و در بـافر   ، با لوپ جمعB (Polymyxin B)ميكسين 

گـراد    درجه سانتي  -20حل شد و تا قبل از تخليص ژنوم در دماي           
هاي جمع    ژنومي، باكتري  DNAمنظور تخليص    به. نگهداري شدند 

 TE (Tris-EDTA) ميكروليتـر بـافر      567شده از روي پليـت در       
رصـد   د 10 ميكروليتر سديم دو دسيل سولفات       3حل شده و به آن      

اضافه و براي   ) ليتر گرم در ميلي    ميلي K) 20 ميكروليتر پروتئيناز    3و  
سـپس  . گـراد نگهـداري شـد       درجه سانتي  37يك ساعت در دماي     

محلــول   ميكروليتــر80 مــولار و 5 ميكروليتــر كلريــد ســديم 100
(Cetyl trimethylammonium bromide) CTAB/NaCl  

  

د و  شط اضافه   به مخلو ) CTAB درصد   10 و   NaCl درصد   4(
در نهايـت   . گراد قرار گرفـت     درجه سانتي  65ده دقيقه در دماي     

DNA     كلروفرم و تيمار با     - ژنومي با استفاده از فنلRNase  عاري 
 TE ژنومي حاصل، در بافر      DNA]. 25[ تخليص شد    DNaseاز  

ــا    ــت آن ب ــوص و غلظ ــد و خل ــل ش  UV (Ultra violet)ح
  .]26[د شگيري  اسپكتروفتومتري اندازه

  

  آز  اوره C تكثير ژن زيرواحد-2-2
ترتيب شامل    به hucR و برگشت    hucFتوالي آغازگرهاي رفت    

5'-GAGGAATTCGAAATGAAAAAGATTAG-3'  كــه
   وEcoRI حـــدودالاثرداراي جايگـــاه شناســـايي آنـــزيم م  

5'-ATCGTCGACGAAAATGCTAAAG-3' ــه داراي  ك
هـايي  حجـم ن  . ند هـست  SalIجايگاه شناسايي آنزيم محدودالاثر     

PCR 30  از هـر    مـول در ليتـر  5/2  ميكروليتر، حـاويdNTP ،
 با غلظـت    MgCl2 نانومول در ليتر از هريك از آغازگرها،         150

 الگو  DNA نانوگرم   100 پليمراز،   Pfu واحد   5/2مولار،    ميلي 5
 براي تكثيـر ژن     PCRپارامترهاي  .  بوده است  X1 PCRو بافر   
ureC شــامل واسرشــته (Denaturation)درجــه 94ليــه در  او 
اي شـامل    مرحلـه 3 چرخـة  30 دقيقـه،   5 مـدت  گـراد بـه    سانتي

 دقيقـه،  1مـدت   گراد به  درجه سانتي94واسرشته شدن در دماي   
گـراد    درجه سانتي5/52 آغازگر در دماي  (Annealing)اتصال

 درجـه   72 در دمـاي     (Extension) ثانيـه و بـسط       30مـدت    به
در نهايت پليمريزاسيون نهـايي      دقيقه، و    5/1مدت   گراد به  سانتي

ــاي  ــه  درجــه ســانتي72در دم ــراد ب ــدت  گ ــد5م ــه بودن   . دقيق
ــايج  ــا غلظــت PCRنت ــورز روي ژل آگــارز ب    پــس از الكتروف

 )Ethidium bromide(آميزي با اتيـديوم برمايـد    و رنگ  درصد1
ــنفش     ــاوراء ب ــور م ــر ن ــدند (UV)زي ــشاهده ش ــس از.  م   پ

رز داراي نقطـه ذوب     بارگذاري محصول واكـنش روي ژل آگـا       
و اسـتفاده از كيـت   ) Low Melting Point Agarose(پـايين  

  . از ژل آگارز، قطعة مورد نظر تخليص شدDNAتخليص 

  

سـازي    ساخت سازوارة مولكولي همسانه    -2-3

  ureCژن 
 بـا دو  PCR و محصول تخلـيص شـدة        pET28aپلاسميد  

ــدودالاثر   ــزيم محـ ــاي EcoRI و SalIآنـ ــه 37 در دمـ  درجـ
صورت جداگانه هضم شـدند،       ساعت به  3مدت   گراد و به   يسانت

سپس محصولات هضم آنزيمي روي ژل آگارز با دمـاي پـايين            
 از ژل   DNAبارگذاري شـده و بـا اسـتفاده از كيـت تخلـيص              

بـراي انجـام واكـنش      . آگارز، قطعات مورد نظر تخليص شـدند      
 100 ميكروليتــر حــاوي 12الحــاق، واكنــشي بــا حجــم نهــايي 

 نانوگرم از پلاسميد هضم شده      80از قطعة مورد نظر و      نانوگرم  
 و بافر آنزيم با غلظت نهـايي        T4 ليگاز   DNA واحد آنزيم    2و  
1 X    سـاعت انجـام     12مـدت    گراد به   درجه سانتي  12 در دماي 

محصول واكنش الحـاق بـه بـاكتري اشرشـياكلي زيرگونـه            . شد
BL21DE3       با روش شوك حرارتي منتقل شـدند و غربـالگري 

 آگـار  LB (Luria Bertani)هاي حاصـل روي محـيط    سانههم
 (Kanamycin)ليتـر كانامايـسين       ميكروگرم در ميلي   70حاوي  

ســازي، پــس از كــشت  منظــور تأييــد همــسانه بــه. انجــام شــد
 70 آبگوشـتي حـاوي      LBهاي غربال شـده در محـيط         همسانه

ليتر كانامايسين، تخليص پلاسـميد بـا روش         ميكروگرم در ميلي  
، سپس با انجـام هـضم آنزيمـي قـرار           ]27[ليايي انجام شد    ليز ق 
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گرفتن قطعه در ناقل پلاسـميدي تأييـد و در نهايـت بـا انجـام                
. سـازي تأييـد شـد      ها، صـحت همـسانه     تعيين توالي از همسانه   

 pET 28a-ureC E.coli BL21DE3 شـده  ساخته سيستم بياني
 .گذاري شد نام

 

   بيان پروتئين نوتركيب هدف-2-4
pET 28a-ureC E.coli BL21DE3 ــيط  LB در مح

ليتر كانامايسين در دماي      ميكروگرم در ميلي   60آبگوشتي حاوي   
 (Shaker incubator)گراد در شيكر انكوباتور   درجه سانتي37

ــا  ــدند و 200بـ ــشت داده شـ ــوادهي، كـ ــه هـ    دور در دقيقـ
 نـانومتر   600 در طول مـوج      5/0پس از رسيدن به جذب نوري       

 درجـه   37مولار القـاء و در دمـاي          ميلي 7/0ت   با غلظ  IPTGبا  
  200 ســاعت در شــيكر انكوبــاتور بــا 4مــدت  گــراد بــه ســانتي

ــدند  ــه ش ــوادهي انكوب ــه ه ــلول. دور در دقيق ــه س ــا در ادام   ه
 دقيقــه 5مــدت   دور در دقيقــه بــه6000بــا ســانتريفيوژ در دور 

ــا   جمــع ــروتئين ب ــان پ ــايج بي   SDS-PAGEآوري شــدند و نت
  .بررسي شد

  

   تخليص پروتئين نوتركيب-2-5
آوري شده از مرحلة قبل در بافر ليزكننده  رسوب باكتريايي جمع

B) NaH2PO4 100 مولار،  ميلي Tris 100  و  مـولار     ميلـيUrea 8 
  حل شده و با استفاده از دستگاه اولتراسونيك        pH =8با  ) مولار ميلي

(Ultrasonic)      فيكاسـيون    درصـد و آمپلـي     75 با قدرت رزونـانس
(Amplification) 5/0   اي و در حمام يخ ليـز         ثانيه 30 چرخه   6 در

 درجـه   4 دقيقـه در دمـاي       30مـدت    ليـز شـده بـه      هـاي  سلول. شد
رسوب .  دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند     8500گراد و سرعت     سانتي

خوبي حل و هر كدام       مولار به  8حاصل در بافر ليزكننده حاوي اوره       
ين نوتركيـب هـدف بـا كمـك     پروتئ. بررسي شد SDS-PAGE با

ــي ــل تركيب ــا بافرهــاي  Ni-NTA ســتون مي ــشو ب  پــس از شست
   و بـافر فروشـويي  =9/5pH بـا D  و =3/6pHبا  C شستشودهندة

E )Elution Buffer ( 5/4بــاpH=)   تركيــب همــة بافرهــاي  
  هـا تنظـيم شـده       آن pH بـوده و تنهـا       Bذكر شـده شـبيه بـه بـافر          

ــت ــا ) اس ــايج ب ــيص و نت ــيبرر  SDS-PAGEتخل ــد و س   ش

ــورد   ــا روش برادف ــروتئين ب ــت غلظــت پ  (Bradford)در نهاي
  .دست آمد به

 

  سازي مرغ و ارزيابي ايمني  ايمن-2-6
صـورت   هورن سـفيد بـه     اي نژاد لگ    هفته 25 قطعه مرغ    15

ــيص   ــب تخل ــروتئين نوتركي ــا پ ــينه ب ــه س ــدي در ناحي   زيرجل
بـا حجـم مـساوي از ادجوانـت نـاقص           )  ميكروگرم 200(شده  

ــد  ــسه رازي ((Fround’s incomplete adjuvant)فرون ) مؤس
سه يادآور با همان مقدار پروتئين و ادجوانت        .  شدند سازي ايمن

ترتيب با فاصلة زماني سه، پنج و هفـت هفتـه پـس از               ناقص به 
منظـور   سـازي بـه    پس از تكميل دورة ايمن    . تزريق شد تزريق اول،   
  جــام شــد وگيــري ان هــا خــون هــا، از آن ســازي مــرغ تأييــد ايمــن

 هـاي   غيرمستقيم در پليت   ELISAپس از جداسازي سرم سنجش      
  در هــر چاهــك(UreC  چــاهكي كــه بــا پــروتئين نوتركيــب 96
ــرم2 ــد  )  ميكروگ ــام ش ــد، انج ــده بودن ــش داده ش ــس از  .پوش پ

: بـه حجمـي    وزنـي ( درصد   3 با ژلاتين    (Blocking)مسدودسازي  
w/v (   هاي ايمن    مرغ سرم 1:1000 ميكروليتر از رقت     100با افزودن
هـا    سـريالي از رقـت  1:64000و كنترل به چاهك اول، تا رقت شده

، )PBS-T) PBS + 0.05 Tweenپـس از شستـشو بـا    . تهيه شـد 
ــد  ــي ض ــه خرگوش ــي كونژوگ ــت   آنت ــا رق ــي ب ــادي مرغ   ب

  هــا افــزوده شــد و ســپس سوبــستراي بــه چاهــك 1:30000
 OPD (O-Phenylenediamine dihydrochloride) و پراكسيد 

 دقيقه،  15 تا   10ها افزوده و بعد از        به چاهك  (H2O2)هيدروژن  
ــا اســيد ســولفوريك، در طــول مــوج    پــس از مهــار واكــنش ب

  . خوانـده شـد    ELISAگـر     نانومتر، شدت رنگ با قرائـت      492
صـورت روزانـه     ها بـه   ها، تخم مرغ   پس از اطمينان از ايمني مرغ     

گـراد    درجـه سـانتي    4آوري و در دمـاي        مـاه جمـع    2مـدت    به
 .نگهداري شدند

  

  IgY-HpUc جداسازي و تخليص -2-7
هـاي   ، ابتـدا زرده   IgY-HpUcبـادي    منظور تخليص آنتي   به

خوبي بـا آب مقطـر       تخم مرغ از سفيدة تخم مرغ جدا شده و به         
شستشو داده شد، كيسة زرده پـاره و از محتويـات آن بـا دقـت                
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  مـولار،  ميلـي 100سـديم فـسفات     (سپس بافر فسفات    . جدا شد 
6/7 pH=( دو برابر حجـم زرده بـه آن افـزوده شـد و             اندازه   به

وزنـي بـه    ( درصـد    5/3به مخلـوط    . خوبي مخلوط شد   سپس به 
خوبي   به (Stirer) افزوده و با كمك استيرر       PEGپودر  ) حجمي

 دقيقـه   30(وسيله سانتريفيوژ     دقيقه به  15 تا   10حل شد، بعد از     
ي جدا شدند و سـپس      ها از محلول روي    ليپوپروتئين) g4420در  

واتمن شمارة  (محلول رويي با كمك فيلتراسيون با كاغذ صافي         
در مرحلـة بعـد بـا افـزودن         . ماندة ليپيدها عاري شـد     از باقي ) 1

PEG      رسـيد،  ) وزني به حجمي  ( درصد   12 غلظت نهايي آن به
 دقيقه  10(، محلول سانتريفيوژ شد     PEGپس از حل شدن كامل      

هـم حجـم،    (ر فسفات حـل شـد       و رسوب در باف   ) g12000در  
 درصـد   12و دوبـاره    ) دست آمده از مرحلة فيلتراسيون     حجم به 

. خوبي حل شـد     اضافه شده و به    PEGبه آن   ) وزني به حجمي  (
 دقيقه  10( دقيقه، محلول دوباره سانتريفيوژ شد       20 تا   15بعد از   

محلول رويي دور ريخته شد و رسـوب در بـافر           ). g12000در  
اولية  صد گليسرول با حجمي معادل حجم      در 60فسفات حاوي   

گراد نگهداري    درجه سانتي  -20 در دماي  زردة تخم مرغ، حل و    
  ].28[شد 

  

2-8- ELISA  
بر  IgY-HpUcبادي   دهي آنتي  واكنش براي سنجش قدرت  

 ELISAسنجش  ،H.pyloriآز   آنزيم اورهUreCزيرواحد  عليه
 وتركيـب  چاهكي كـه بـا پـروتين ن        96هاي   غيرمستقيم در پليت  

UreC )    پوشش داده شـده بودنـد،      )  ميكروگرم 2در هر چاهك
وزنـي بـه    ( درصـد    3پس از مسدودسازي با ژلاتـين       . انجام شد 

 بـادي   آنتـي  1:100 ميكروليتـر از رقـت       100با افزودن   ) حجمي
IgY-HpUc 1:6400بادي كنترل به چاهك اول، تا رقت  و آنتي 

 شستـشو،   هـا تهيـه شـد و پـس از          صورت سـريالي از رقـت      به
هـا    بـه چاهـك    1:30000بادي مرغي با رقت       ضد آنتي  هنژوگوك

هـا    بـه چاهـك    H2O2 و   OPDافزوده شد و سپس سوبـستراي       
 دقيقه، پس از مهار واكـنش بـا اسـيد           15 تا   10افزوده و بعد از     

گـر    نانومتر، شدت نور با قرائت     492سولفوريك، در طول موج     
ELISAخوانده شد .  

   نتايج-3

3-1- PCR  
 الـف   -1در شكل    H.pyloriوم تخليص شده از باكتري      ژن

ژن PCR  ب محــصول -1در شــكل . نــشان داده شــده اســت
ureC    با آنزيم Pfu             پليمراز بـا انـدازة مـورد انتظـار نـشان داده 

دست آمـده     شود طول قطعه به     طور كه مشاهده مي     همان. اند  شده
) بــاز  جفــتureC) 1710در مقايــسه بــا شــاهد بــا انــدازه ژن 

  .گر تكثير صحيح ژن است خواني دارد كه بيان مه
شـده بـراي تعيـين        همـسانه  ureCبراي اطمينان بيـشتر ژن      

هاي موجود در بانك  ترادف ارسال شد كه نتيجه حاصل با توالي  
  .ژن مطابقت داشت

  

  الف  1  2  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
  

  ب  1  2  

  
  
  
  
  
  

  

ــكل  ــدة   1ش ــيص ش ــوم تخل ــصول  H.pyloriژن ــا ureC ژن PCRو مح  ب

نـشانة انـدازة مولكـولي    : 1سـتون  : الـف  پانل.  پليمرازPfu و Taqهاي  نزيمآ

DNA (Fermentas 100bp-plus DNA ladder) ژنوم تخليص :2 و ستون 

 نـشانة انـدازة مولكـولي       :1سـتون   : پانـل ب  . دهد را نشان مي   H.pyloriشدة  

DNA (Fermentas 100bp-plus DNA ladder) ــتون  محــصول :2 و س

PCR ژن ureC با آنزيم Pfuدهد  پليمراز را نشان مي.  

  باز  جفت2000
  

 باز  جفت1500
  باز  جفت1710
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   كيلودالتون116

   كيلودالتون2/62
  

   كيلودالتون45
  

  يلودالتون ك35

  

   كيلودالتون25

  

   كيلودالتون4/18
  

   كيلودالتون4/14

   كيلودالتون63

   بيان پروتئين نوتركيب هدف-3-2
IPTG    صـورت كارآمـد     مول در ليتر توانست بـه     7/0 با غلظت

را القـاء كنـد   pET28a-ureC E.coli BL21DE3 سيـستم بيـاني   
 در رسوب پـس     ureCبخش اعظم محصول بيان     ).  الف -2شكل  (

شده تشكيل    دهد پروتئين بيان    از ليز سلولي مشاهده شد، كه نشان مي       
هـاي سـلول       درصد كل پروتئين   35اجسام نامحلول را داده و تقريباً       

  ). ب-2شكل(باكتريايي را به خود اختصاص داده است 
  

  C  I M  الف  

  

  

  
  
  
  
  

  

 

   P  S  C  M  ب  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 پانـل الـف   .SDS-PAGE روي ژلUreC  بررسي بيان پروتئين نوتركيب 2شكل 

نمونـة بيـان    : Iنشانة اندازه مولكـولي پـروتئين، سـتون         : Mستون  ): رصد د 10ژل  (

):  درصـد  12ژل  (پانـل ب    . نمونة كنترل قبل از القاء    : Cپروتئين پس از القاء، ستون      

نمونة كنترل قبل از القاء، سـتون       : Cنشانة اندازه مولكولي پروتئين، ستون      : Mستون  

S :        از سـانتريفيوژ، سـتون       نمونة محلول رويي حاصل از ليز سلولي پـس P :  نمونـة

  .صورت اجسام نامحلول توليد شده است پروتئين به. رسوب سلولي

  UreC تخليص پروتئين -3-3
صـورت    بـه  UreCكـه پـروتئين نوتركيـب        با توجه به ايـن    

شد، بنـابراين تخلـيص آن در شـرايط          اجسام نامحلول توليد مي   
.  صـورت گرفـت   Qiagenواسرشته، طبـق دسـتورالعمل كيـت        

 پـروتئين پـس از      شـود   مـي  مـشاهده    3طور كه در شـكل       همان
هاي غيراختصاصي، با خلـوص قابـل        شستشو و حذف پروتئين   

  . استحصال شدEقبولي پس از فروشويي با بافر 
  

             E2 E1 W F M 

  
  
  
  
  
  
  
  

 Ni-NTA با ستون ميل تركيبـي       UreC پروتئين نوتركيب  بررسي تخليص    3 شكل
نشانة اندازه مولكولي پروتئين، ستون     : Mستون  .  درصد SDS-PAGE 10 روي ژل 

F :            نمونة خروجي ستون پس از بارگذاري محلول حاوي پروتئين نوتركيب، سـتون
W :          سـتون   . نمونة خروجي ستون پس از شستشو با بافرهـاي شستـشودهندهE1  و 
E2 : نمونة خروجي ستون پس از فروشويي با بافرE.  

 

  سازي مرغ  ايمن-3-4

هــاي   غيرمـستقيم ســرم مـرغ  ELISA نتيجــة 1در نمـودار  
. شـود    مـشاهده مـي    UreCشده عليـه پـروتئين نوتركيـب          ايمن
هـا   طور كه در نمودار مشخص اسـت، سـطح ايمنـي مـرغ             همان

   .يافته است خوبي افزايش  به UreCنسبت به پروتئين نوتركيب

  

 پـروتئين ليـه   شـده ع   ايمـن هاي    غيرمستقيم سرم مرغ   ELISAنتيجة   1نمودار  
  .UreCنوتركيب 

  كيلودالتون63

  

   كيلودالتون116

  

   كيلودالتون2/62

  

   كيلودالتون45

  

  

   كيلودالتون35

  � كيلودالتون 63

  

   كيلودالتون116

  

   كيلودالتون2/62

  

   كيلودالتون45
  

   كيلودالتون35

 [
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   ELISAو انجام IgY-HpUc  تخليص-3-5
 IgY-HpUcبـادي      ژل مربـوط بـه آنـاليز آنتـي         4در شكل   

شود    درصد مشاهده مي   SDS-PAGE 9تخليص شده روي ژل     
بادي با خلوص بالا نيز در شكل قابل مـشاهده          و استحصال آنتي  

بررسـي  منظـور     بـادي بـه     پس از اطمينان از خلوص آنتي     . است
 2 انجام شد، در نمـودار  ELISAبادي سنجش     دهي آنتي   واكنش
 تخليص شده   IgY-HpUcبادي     غيرمستقيم آنتي  ELISAنتيجة  

طور كه در  همان. شود  مشاهده مي UreCعليه پروتئين نوتركيب    
 تخلـيص شـده،     IgY-HpUcبـادي    نمودار مشخص است، آنتي   

  .كند خوبي شناسايي مي  را بهUreCپروتئين نوتركيب 
  
  
  
  
  
  

  

  

تخلـيص شـده    ) IgY(بـادي مرغـي       غيرمستقيم آنتي  ELISA نتيجة   2نمودار  

  .UreC نوتركيب پروتئينعليه 
  3  M  2  1  

  
  
  
  
  
  
  
  

  

 SDS-PAGE 12  روي ژلIgY-HpUc بـادي  بررسي تخليص آنتـي   4 شكل

 نمونـة مربـوط بـه       :1ستون   نشانة اندازه مولكولي پروتئين،      :M ستون   .درصد

 تخليص شـده    IgG نمونة مربوط به     :2 ستونة تخم مرغ قبل از تخليص،       زرد

ــتون  و ــة :3س ــيص شــدهIgY-HpUc نمون . تخل
 

ــه   ــافر نمون ــن ژل ب  در اي
)Sample buffer ( است مركاپتو اتانل -2فاقد.  

   بحث-4
  

سـيلين    بيوتيـك آموكـسي     گانـه، شـامل دو آنتـي        درمان سـه  
(Amoxicillin) و كلاريترومايـــــسين (Clarithromycin) و 

  درمـان  عنـوان   بهمدت يك هفته      يك مهاركنندة پمپ پروتوني به    
هـا و     در بـسياري از كنفـرانس      H.pyloriمنتخب براي عفونت    

با اين حـال، ايـن نـوع    ]. 29[مجامع عمومي پيشنهاد شده است   
]. 30[درمان اغلب با دلايل مختلفي منجر به شكست شده است           

ي ايـن نحـوة درمـان مقاومـت         ترين دليل براي عـدم كـاراي        مهم
H.pylori     درمـان عفونـت    . هـا اسـت     بيوتيـك   به يكي از آنتـي
H.pylori    داراي  تواند  ميهاي اختصاصي     بادي  با استفاده از آنتي 

ــه  ــادي ب ــاي زي ــصاصي   مزاي ــايي اخت ــل شناس و  H.pyloriدلي
  جلــوگيري از چــسبيدن آن بــه ســطوح پوشــشي سيــستم     

ــد   ــسان باش ــوارش ان ــات ا]. 31[گ ــسياري از تحقيق ــر در ب خي
هاي حيـواني، نـشان       هاي تحقيقاتي با استفاده از مدل       آزمايشگاه

هـاي طبيعـي يـا نوتركيـب          ژن  سـازي بـا آنتـي       دهد كه ايمن    مي
 .]32[بخش باشـد      حفاظت H.pylori در برابر عفونت     تواند  مي

 زردة تخــم مــرغ توســط بــسياري از IgYاســتفادة خــوراكي از 
هـاي گوارشـي مثـل،        ري از بيماري  محققين بر عليه عوامل بسيا    

 (Enterotoxigenic E.coli)انتروتوكــسيژنيك اشرشــياكلي  
ــاويروس]33[ ــاي  ، روت ــساني (Rotaviruses)ه و ] 35، 34[ ان

با ] 36 [(Pseudomonas aeruginosa)سودوموناس آئروژنزا 
گزينــي   همچنــين لانــهIgY. كــار گرفتــه شــده اســت موفقيــت بــه

 را در روي (Streptococcus mutans)اسـترپتوكوكوس موتـانس   
هاي دنداني در انـسان       كند، بنابراين از تشكيل پلاك      ها مهار مي    دندان

دهند كه زردة تخم      مطالعات نشان مي   ].37[آورد    عمل مي   ممانعت به 
بـادي    شده حاوي مقـدار زيـادي آنتـي         هاي ايمن   مرغ حاصل از مرغ   

د كـه از نظـر      ژن هـستن    است كه قادر به شناسايي اختـصاصي آنتـي        
 و  (Shin)شـاين ]. 40-38[صـرفه اسـت    اقتصادي نيـز مقـرون بـه   

 15(ليتر از زردة تخـم مـرغ     ميلي1اند كه  تخمين زده ] 41[همكاران  
ليتـر     ميلي 141(گرم     ميلي 4/9حاوي  ) ليتر به ازاي هر تخم مرغ       ميلي

 تخـم مـرغ     250هر مرغ در سـال    .  است IgY) به ازاي هر تخم مرغ    
  مـرغ  گـذارد، بنـابراين يـك       مـي  )يتر زردة تخم مرغ   ل   ميلي 4000(

  

IgYزرده   تخليص شده 
  

 وزن مولكولي
  )كيلودالتون (

 150 
  

  120  
  

  100  
  

  85  
  

  60  
  

  50  
  

  40  
  

 30 

  � كيلودالتون 167

IgG 

5/2 
  

2  
  
5/1  
  
1  
  

5/0  
  

0 
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] 42[اخيراً شاين و همكاران     . كند   توليد مي  IgY گرم   40ساليانه  

شده بـا     هاي ايمن   دست آمده از مرغ     به H.pylori  ضد IgYتأثير  

عــصارة ليــز ســلولي ايــن بــاكتري در مونگــولين جربيــل       

)Mongolian gerbil ( كه آلوده بهH.pylori  ارش است را گـز

التهاب لاية مخاطي معـده      ،H.pylori ضد   IgYدر اين مطالعه    . اند  كرده

ميزان التهـاب   . دهد  شود را كاهش مي     كه توسط اين باكتري تحريك مي     

شود   ها مشخص مي    هاي بافتي و نفوذ نوتروفيل      با تعيين ميزان لنفوسيت   

شـده    هاي ايمن   هاي حاصل از مرغ   IgYها همچنين انواعي از       آن]. 41[

 داراي  IgYاگـر   ]. 42[را تهيه كردند     H.pyloriهاي مختلف      پروتئين با

بـا  . دهـد   تأثير اختصاصي نباشد، هيچ مهاري در رشد باكتري رخ نمـي          

ها از مدل جربيـل اسـتفاده شـده بـود،             هايي كه در آن     توجه به آزمايش  

 صدمات سطوح مخاطي معـده      IgYوضوح مشخص شده است كه        به

دهد، بنـابراين ارزش درمـاني        را كاهش مي   H.pyloriناشي از عفونت    

IgY  هاي آزمايشگاهي    شود، در مدل    صورت خوراكي استفاده مي      كه به

دلايـل متقاعدكننـدة    . هـا اسـت     دليل توانايي مهار باكتري     مثل جربيل، به  

هـا در مهـار اتـصال         بـادي   بيشتر در حمايت از اختصاصيت ايـن آنتـي        

H.pylori  هاي    به سلولAGS  د كـه بـا ميكروسـكوپ       شو   حاصل مي

 تأييـد ) Scanning electron microscope: SEM(الكتروني نگـاره  

 از لانــه گزينــي IgYاگــر چــه مكانيــسمي كــه در آن . شــده اســت

H.pylori  كند، تا به حال مشخص نشده است، اما نتـايج        ممانعت مي

 خـصوصيات مربـوط بـه قـدرت         توانـد   مـي  IgYدهند كه     نشان مي 

آز و  ارتباط بين مهـار فعاليـت اوره   .  مهار كند  را H.pyloriچسبندگي  

  مطالعـات . خصوصيات مربوط به چـسبندگي بايـد مـشخص شـود          

ــدل ــي   در م ــشان م ــواني ن ــاي حي ــزيم اوره  ه ــل آن ــه ك ــد ك   آز ده

  H. pyloriكنـد و احتمـالاً در چنـين     احتمالاً ايمني كافي ايجاد نمي

 توليد شده IgYل با اين حا]. 43 [رود ميحالتي فعاليت آنزيم از بين ن 

 معمول  طور  بههايي كه     با استفاده از عصارة ليز سلولي، با ديگر باكتري        

بنـابراين  ]. 44[دهـد     شوند، واكـنش تقـاطعي مـي        در انسان يافت مي   

زايـي بـالا بـراي        با قـدرت ايمنـي     H.pyloriهايي از     ژن  نيازمند آنتي 

 آز  اگـر اوره  . كاهش عوارض جانبي و افـزايش اختـصاصيت هـستيم         

H.pylori       مؤثر باشد، بهتر    هاي  واكسنيك هدف درست براي ايجاد 

آز را خنثـي      هايي كـه فعاليـت آنـزيم اوره         بادي  است براي توليد آنتي   

براساس ايـن واقعيـت، مـا تـلاش         . كنند، مورد استفاده قرار گيرند      مي

 آنـزيم   UreCتري بر عليه زيرواحـد        بادي اختصاصي   كرديم تا آنتي  

هـاي    صـورت اختـصاصي مكانيـسم       يم كه بتواند بـه    آز توليد كن    اوره

هـا بـا      سـازي مـرغ     در اين مطالعه ايمن   . دفاعي بدن را تحريك كند    

 تخليص شده منجر به توليد مقـدار قابـل          UreCپروتئين نوتركيب   

كـه روي     بـادي در زردة تخـم مـرغ شـد بـدون ايـن               توجهي آنتـي  

نيز بادي    آنتي دتغييرات در تولي  . ها تأثير داشته باشد     گذاري مرغ   تخم

 در  IgYمنظور كاربرد عملي      به]. 45[هاي قبلي بود      شبيه به گزارش  

، پايـداري   H.pyloriمواد غذايي يا دارويي بـراي درمـان عفونـت           

IgY         گيـري ميـزان فعاليـت         در مقابل گرما، اسيد و پپسين با انـدازه

 مـورد بررسـي قـرار گرفتـه         ELISAبادي بـا روش      ماندة آنتي  باقي

 درجـــه 60 در IgY-Hp از لحـــاظ ايمونولوژيـــك]. 41[اســـت 

مانـد كـه ايـن موضـوع          دقيقه فعال باقي مي    10مدت   گراد به  سانتي

منظـور اسـتريل كـردن        به (Pasteurization)امكان پاستوريزاسيون   

سازي محصولات غذايي بـا ايـن        غني. كند محصولات را مطرح مي   

 توانـد   مـي  IgYذيري  ايمنوگلوبولين، در كنارمقدار زياد توليد و اثرپ      

هـوري  . را كـاهش دهـد     H.pylori قابل توجهي آلودگي با      طور  به

(Horie)    نشان دادند كه استفاده از نوشـيدني دوغ        ] 44[ و همكاران

 يكـي   عنوان  بهآز،   هاي زردة تخم مرغ عليه آنزيم اوره       بادي كه با آنتي  

 انـد تو  مي غني شده بود،     ،H.pyloriزاي   ترين عوامل بيماري   از مهم 

در پايان، نتـايج    .  مؤثري عفونت با اين باكتري را كاهش دهد        طور  به

هـاي    حاصـل از مـرغ     IgYدهـد كـه      مثبت اين مطالعه نـشان مـي      

ممكـن اسـت روش    H.pyloriهـاي پروتئينـي     شده با بخـش    ايمن

بـا  . جديدي براي كنترل عفونت با اين باكتري در انسان ايجاد كنـد           

سـتفادة بـاليني حـل نـشده بـاقي          اين حال بعضي از مسائل بـراي ا       

 پـس از    IgY بر انسان، ماندگاري تأثير      IgYماند كه شامل، تأثير      مي

  .قطع استفاده و توانايي از بين بردن يك عفونت ايجاد شده، است

  

   تشكر و قدرداني-5

ــدرداني خــود را از   ــه مراتــب تــشكر و ق نويــسندگان مقال

 ـ بابتمعاونت محترم پژوهشي دانشگاه شاهد       ت مـالي از     حماي

 زيرگونه بـاكتري،  ي اهدابابتاين تحقيق و خانم دكتر سياوشي    

  .دارند  ميماعلا
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