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ABSTRACT
Background & Objectives: It is estimated that one third of the world’s population is infected
by M. tuberculosis. Because of differences in immune system activity against the invasive
microorganisms, the disease is developed only among 10% of them. Vitamin D metabolism
and its receptor activity are important factors in human native immune system against
tuberculosis. In the present study we investigated ApaI polymorphism of vitamin D receptor
(VDR) gene and association with susceptibility to tuberculosis.
Method: This study was performed on 84 cases with tuberclosis (male =50, female =34) and
90 controls (male =49, female = 41). DNA was extracted from cases and controls leucocytes
and elected sequences amplified in polymerase chain reaction (PCR) procedure by using
specific primers. ApaI polymorphism of VDR gene evaluated by RFLP technique on PCR
products. Finally statistical analysis performed using Chi- square to compare genotype
frequencies between cases and controls.
Results: In case and control groups, AA genotype frequency were 34.5% and 33.3%
respectively (OR=0.905, 95% CI 0.469-1.747, p = 0.766) and a genotype frequency in patients
and control group were 15.47% and 13.3% respectively (OR=0.808, 95% CI 0.333 –1.961,
p=0.637).
Conclusion: In the present study we could not find any significant relationship between
genotype frequency of ApaI (A/a) polymorphism in VDR gene and susceptibility to
tuberculosis.
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و حساسیت نسبت Dویتامین در ژن گیرنده ApaIم سپلی مورفیبررسی 
به توبرکلوزیس
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مقدمه 
در سال اساس گزارش سازمان بهداشت جهانیبر

، توبرکلوزیس دومین عامل مرگ و میر ناشی 2011
. بوده است) HIVبعد از (از بیماري عفونی در دنیا 

میلیون مورد، با مرگ و میر 8/8میزان بروز آن 
ده استبه دو میلیون نفر در سال گزارش شنزدیک 

ین نوع ابتلا آن ریوي بوده و به راحتی از بیشتر. ]1،2[
. می کندطریق سرفه و تنفس به دیگر افراد سرایت

در ضمن، عفونت با ویروس عامل ایدز که با تضعیف 

سیستم ایمنی میزبان همراه است عامل مهم گسترش 
].3،4[بیماري سل در سال هاي  اخیر بوده است

باسیل یک سوم جمعیت دنیا با،تخمین زده می شود
ه آنها بیماري ب% 10، ولی تنها در باشندسل آلوده 

این موضوع حکایت از . کندصورت بالینی بروز می
ر از خود باکتري دارد که ـت عوامل دیگري غیـدخال

فاکتورهاي .ماري در افراد می شودـموجب ظهور بی
فقر : جملهازمذکور را می توان از عوامل محیطی 

ابت، استرس و عوامل ه، دیاقتصادي، سوء تغذی

چکیده
م تخمین زده می شود یک سوم جمعیت دنیا با باسیل سل آلوده هستند ولی بعلت تفاوت در فعالیتهاي سیست: هدفزمینه و

و Dمتابولیسم ویتامین . آنها بیماري بصورت بالینی بروز می کند% 10ایمنی افراد علیه میکروارگانیسمهاي مهاجم، تنها در
از فاکتورهاي مهم تنظیمی در ایمنی ذاتی افراد علیه باسیل سل محسوب می ) (VDRفعالیت صحیح گیرنده این ویتامین 

.با بیماري سل مورد بررسی قرار گرفته استVDRدر ژن ApaIم در مطالعه حاضر ارتباط پلی مورفیس. شوند
از . فرد سالم به عنوان گروه کنترل انجام پذیرفت90بیمار مبتلا به سل ریوي و 84این مطالعه بر روي :روش کار

سپس جهت .  تکثیر ژنی انجام گرفتPCRاستخراج و به کمک تکنیک DNAلکوسیتهاي خونی تمام افراد در هر دو گروه، 
اجرا و نهایتاً آنالیزهاي RFLP، پروسه PCR، بر روي تمام محصولات VDRدر ژن ApaIبررسی ناحیه پلی مورفیسمی 

آماري با استفاده از فراوانی ژنوتیپی، جهت مقایسه بین مبتلایان به سل ریوي و افراد گروه سالم توسط آزمون مجذور کاي 
.انجام پذیرفت

.نفر زن مورد بررسی قرار گرفت41نفر مرد و 49گروه کنترل در نفر زن و 34نفر مرد و 50ار گروه بیمدر: یافته ها
و ) = p747/1-469/0CI95 %,905/0OR=766/0% ( 3/33و در گروه کنترل % 5/34در گروه بیمار AAفراوانی ژنوتیپ 

637/0p(%3/13و در گروه کنترل % 47/15در گروه بیمار aaنیز فراوانی ژنوتیپ  =961/1-333/0CI95 %,808/0
OR= (بدست آمد.

و حساسیت نسبت به بیماري VDRدر ژن ApaI (A/a( در این مطالعه بین فراوانی ژنوتیپی  پلی مورفیسم: نتیجه گیري
.سل در جامعه آماري مربوطه ارتباط معنی داري مشاهده نشد

ژنتیک؛فیسمپلی مور؛Dویتامین ؛توبرکلوزیس: کلیديکلمات
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،به بیماري سل می کندژنتیکی که فرد را مستعد ابتلا 
].6،5[به حساب آورد

این اختلافات فردي در بروز یا عدم بروز شکل فعال 
بیماري، زمینه را براي مطالعات گسترده اي در 

میزبان فراهم کرده یژنتیکفاکتورهايخصوص 
کلوزیس در ی که استعداد ابتلا به توبریژن ها. است

مورد آنها بیشتر مورد بحث و بررسی است به دو 
تقسیم بندي می شوند non-HLA2وHLA1دسته 

]7.[
Dگیرنده ویتامین : هاnon-HLAعواملاز دسته

(VDR)3]8[ پروتئین ماکروفاژي مرتبط با مقاومت ،
، لکتین متصل ]4]9(NRAMP1)1طبیعی از نوع 

فاکتور نکروز ،]5]10،11(MBL)شونده به مانوز 
7(IL-10)10ترلوکین نایو6(TNF)دهنده توموري 

ش مورد توجه مواردي هستند که بیش از پی] 12[
بررسی هاي آزمایشگاهی . استبودهمحققین واقع

با Dثابت کرده اند که مجاورت شکل فعال ویتامین 
منوسیت هاي انسان که براي این ویتامین گیرنده 

و آمیزش فاگوزوم به الاتصبا افزایش،دارند
نیز تحریک سنتز وها یزوزوم درون ماکروفاژل

موجب افزایش (NO)رادیکال آزاد نیتریک اکسید 
در ممانعت از رشد باسیل توانایی این سلولها

.]13،14[می گردد 
یک ویتامین محلول در چربی و یک Dویتامین 

-25هورمون استروئیدي می باشد که در کبد به 

(OH)D3ان خون ـمتابولیزه شده و وارد جری
VDBP(8(پروتئیـن حاملمی شود و در خون به

متصل شده و نهـایتاً در کلیـه ها و ماکـرو فـاژها به 

1 Human Leucocyte Antigen
2 non HLA: non- Human Leucocyte Antigen
3 Vitamin D Receptor
4 Natural Resistance Associated Macrophage
Protein
5 Mannose Binding Lectin
6 Tumor Necrosis Factor
7 Interleukin -10
8 Vitamin D Binding Protein

1,25(OH)2D3) شکل فعال ویتامینD ( تبدیل
همین شکل فعال است که لیگاند اصلی . شودمی

کروفاژها بر روي هسته ماDگیرنده ویتامین 
علاوه از نقشهاي Dویتامین . شودمحسوب می

متعددي در رشد، تکثیر بافتی و دانسیته معدنی 
یک نقش مهم دیگري به عنوان 9(BMD)استخوان 

تنظیم کننده ایمنی ذاتی در میزبان را ایفا می کند 
و از Dاز یک طرف سطح سرمی ویتامین ]. 4،7،13[

ن ویتامین بر طرفی دیگر فعالیت صحیح گیرنده ای
، در ایفاي نقش به (VDR)روي هسته ماکرو فاژها 

عنوان جزئی از ایمنی ذاتی، دو مقـوله اي است که 
تواند در حساسیـت یا مقاومت در برابر می

توبـرکلوزیس مورد بحث و پژوهش قـرار گیرد 
]15،16.[

UTR`3اخیراً پلی مورفیسم هاي متعددي در ناحیه 

واقع بر روي کروموزوم VDRدر ژن ApaIازجمله 
و نقش این پلی مورفیسم ها در ) 1شکل (12

حساسیت یا مقاومت به توبرکلوزیس مورد توجه 
این مطالعه با هدف ]. 17[ویژه قرار گرفته است 

در ژن ApaIبررسی ارتباط بین پلی مورفیسم 
و حساسیت به توبرکلوزیس بر Dگیرنده ویتامین 

مورد و افراد سالم به روي بیماران مسلول به عنوان
.عنوان شاهد انجام یافته است

روش کار
، =84/0Zبا در نظر گرفتن در این مطالعه 

96/1Z= ، نسبت تعداد افراد در گروه مورد به
در گروه ) aaژنوتایپ(، تناسب  مواجهه=1r:شاهد
با استفاده از 2/0:و در گروه مورد07/0: کنترل

2فرمول 
21

2
/2

)(p

)Z)(1)((
)

1
(

p

Zpp

r

r
n




 

.محاسبه گردید
به علت خروج تعداد اندکی از افراد تحت مطالعه لذا 

، )HIVبه جهت بیماري دیابت و آلوده بودن به (
بیمار مبتلا به سل ریوي که از 84برروي بررسی 

9 Bone Mineral Density
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تا پایان همان سال به مرکز 1391ابتداي سال 
تحقیقات سل و بیماري هاي ریوي تبریز و نیز مرکز 

ن اردبیل مراجعه کرده بودند انجام بهداشت استا
گروه بیمار از اثبات ابتلا به توبرکلوزیس در. گردید

عه ـط مراجـه اسمیر و کشت از خلـطریق تهی
و رنگ (Petroff)روف ـان به روش پتـکنندگ

و نهایتاً )Neelsen–Ziehl(نلسون-لـذیزيـآمی
].18[ی آنها صورت پذیرفتپبررسی میکروسکو

نفر از بین 90به تعداد گروه شاهدنمونه هاي
پرسنل سالم مرکز تحقیقات سل و بیماري هاي ریوي 

اردبیل و نیز افراد استان تبریز و نیز مرکز بهداشت 
مشکوك مراجعه کننده به مراکز مذکور که ابتلا به 

بالینی کهاتنـماري سل در آنها با توسل به معایـبی
و هگرفتانجاممراکز مذکورايـهط پزشکـتوس

جمله بررسی از کیـینیپاراکلهايـروشطـتوسزـنی
لون اشتاینتـکشي محیطوررـکشت بم،ـلام مستقی

رادیو ، )mediumJensen–Lowenstein(جانسون–
رد )PPD1(توبرکولینگرافی سینه و تست پوستی

.شده بود انتخاب گردید
پس از کسب رضایت بیمار و سالم از هر دو گروه 

حاوي (خون وریدي میلی لیتر2گاهانه از ایشان،آ
جهت بهره . خذ گردیدأ) ضد انعقاد سیترات سدیم

، نمونه هاي DNAبرداري از لکوسیتها براي استخراج 
بافی کوت آنها که خون سانتریفیوژ گردیده و قسمت 

میلی 5/1بود به میکرو تیوب هاي مملو از لکوسیت 
با استفاده از DNAاستخراج .منتقل گردیدلیتري

1 Purified Protein Derivative

طی .]11[انجام گرفتاصلاح شدهCTAB2پروتکل
ساعت در 15این پروتکل ابتدا لکوسیتها به مدت 

و پروتئیناز SDS4% 10و =8PHباTE3معرض بافر 
Fermentas):فرمنتازمحصول شرکت(Kپروتئیناز 

درجه سانتی گراد انکوبه گذاري60در دماي 
مام تبر روي ،سیونمان انکوبازاتمامبعد از. ندگردید

و همچنین ترکیب مولارNaCl5نمونه ها 
CTAB/NaClپس از مخلوط نمودن .اضافه گردید

مجدداً به مدت کامل ترکیبات داخل هر میکروتیوب 
گراد انکوبه درجه سانتی60مايددقیقه در 10

Chloroform / Isoمحلولسپس.شدند

Amylalcholو درهاضافه گردیدg11000
محلول روئین حاصل به میکرو . انتریفیوژ شدندس
ول ـبه آن ایزوپروپانه ووب دیگري منتقل شدـتی
- 20به دماي ،، بعد از مخلوط شدنزوده شدـاف

. منتقل شدند) به مدت نیم ساعت(درجه سانتی گراد 
DNAجهت ایجاد رسوب ،بعد از اتمام زمان مذکور

g12000دقیقه در15به مدت ،در ته میکروتیوب
ریخته محلول روئین دورنهایتاً.شدندسانتریفیوژ

% 70اتانول میلی لیتر1،به رسوب تحتانیشده و
gدرسرد اضافه شد و نمونه ها مجدداً 

محلول روئین را دوباره . سانتریفیوژ شدند12000
ونیزه در آب دی(DNA)دور ریخته و رسوب تحتانی 

.دحل گردیده و ذخیره سازي ش

2 Cetyl trimethyl Ammonium Bromide
3 Tris EDTA  buffer
4 Sodium Dodecyl Sulfate

ApaIانسانی و محل پلی مورفیسم 12برروي کروموزوم شمارهDاینترون ژن گیرنده ویتامین-ساختار اگزون.1شکل
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پلی در این مطالعه: VDRژنپیژنوتنییتع
قرار 8که در اینترون VDRاز ژن ApaIمورفیسم

واکنش . گرفته است مورد بررسی قرار گرفت
بر روي نمونه اي که (1PCR)زنجیره اي پلیمراز 

به همراهبودDNAنانوگرم50-500حاوي 
جنري محصول شرکت(]19[پرایمرهاي اختصاصی

:)Generay Biotech: بیوتک
5’- CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA-3’
5`-GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT
CTC-3’

راه ـه همـبول ـکرومـمی5/0یـایـت نهـه غلظـب
dNTP ()100میلی مولX10،MgCl2)5/1رـباف

Taq DNAمـزیـآندو واحد و)میکرومول

Polymerase)اجرا شد) محصول شرکت سیناژن.

براي تمام نمونه ها در شرایط یکسان DNAیر تکث
Thermal(در دستگاه ترمال سایکلر cycler ( با طی

راد براي ـه سانتی گـدرج94دقیقه در 6پروسه 
Initial denaturation ،3594ثانیه در 45(کل ـسی

راد ـدرجه سانتی گ67ثانیه در 50درجه سانتی گراد، 
ه سانتی ـدرج72ه در ـثانیAnnealing ،65براي 

راد ـه سانتی گـدرج72قه در ـدقی7ایتاً  ـو نه) گراد
بعد از اتمام . اجرا شدFinal Extensionراي ـب
ور بر روي ژل ـول مذکـ، محصPCRراحل ـم

.گـردیـدروفورز ـالکت% 1اروز ـآگ
محصول (ApaIآنزیم : RFLP1جهت اجراي مرحله

به (Thermo Scientific):ترمو ساینتیفیکشرکت
درجه سانتی گراد بر 30ساعت در دماي 16مدت 

سپس جهت غیر فعال . اثر داده شدPCRمحصولات 
20نمودن آنزیم مذکور، محصولات مذکور به مدت 

.درجه سانتی گراد انکوبه شدند65دقیقه در دماي 
در کنار سایز مارکر PCR-RFLPمحصولات نهایی 

100bp-Plus)Size marker (Ladder):حصول ، م
روفورز ـالکت%5/2بر روي ژل آگاروز ) همان شرکت

. گردید

1 Polymerase Chain Reaction
1Restriction Fragment Length Polymorphism

ر کدام از الل ها ـه به قطعات حاصل، فراوانی هـبا توج
در گروه هاي مورد و شاهد مشخص گردیده و 

با استفاده (Chi Square)کاي توسط آزمون مجذور
.آنالیز شدندSPSS  V.14از نرم افزار 

یافته ها
و %) 52/59(نفر مرد 50به تعداد گروه بیماران در 
نفر 49گروه شاهد در و نیز %) 47/40(نفر زن 34

مورد %) 55/45(نفر زن 41و %) 44/54(مرد
PCRدر الکتروفوزر محصولات. بررسی قرار گرفت

باندي به اندازه% 1بر روي ژل آگاروز
bp (base pair)7401شکل (مشاهده گردید( .

%1برروي ژل آگاروزPCRنتیجه الکتروفورز محصولات .  1شکل 
A= سایزمارکر)Fermentas company:(100 bp – plus

B= محصولbp740

در PCR-RFLPمحصولات نهایی حاصل از 
قطعاتی به % 5/2الکتروفورز بر روي ژل آگاروز 

) bp)740 (AA،bp)210،530،740Aaهاي اندازه

).     2شکل (حاصل شد aa)bp)530،210و
1 2         L 3

bp740برمحصولات ApaIقطعات حاصل ازاثرآنزیم . 2شکل
)740( AAbpژنوتیپ )1ردیف 
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)210،530،740( Aabpژنوتیپ ) 2ردیف 

)530،210(aabpژنوتیپ) 3ردیف 

L=زمارکر سای)bp- plus100(

VDRدر ژن ApaIفراوانی ژنوتایپی پلی مورفیسم

حاصل 1الم طبق جدول ـماران و افراد سـدر بین بی
ان ـماري در زنـانس بیـکه نسبت شـوجود اینبا.شد

اري ـود این نسبت از نظر آمـردان بـیشتر از مـب
.ودـمعنی دار نب

)41/0=p42/1–43/0CI95% ،78/0OR .( بین
سن افراد شرکت کننده و ابتلا به بیماري سل نیز 

- p2/2=2/0(داري وجود نداشت ارتباط معنی
42/10-CI95 % ،1/4=Mean Difference.(

بحث
VDR،4پلی مورفیسم شناخته شده در ژن 22از 

پلی مورفیسم ژنی مهم که با حساسیت نسبت به 
PCR-RFLPتوسط توبرکلوزیس مرتبط هستند 

تدر مجاورApaIاند که یکی از آنها شناسایی شده 
بوده که نقش تنظیمی در بیان ژن UTR`3ژنناحیه

VDR13،20،21[دارد[.
احتمال این وجود دارد که پلی ،با فرض مذکور

بتواند موجبات تغییر در عملکردApaIمورفیسم 
در VDRبنابراینرا فراهم آورد،VDRپروتئین

Dته بطور موثر با فرم فعال ویتامین ایت نتوانسهن

در هاشده و فعالیتش در کمک به ماکروفاژترکیب 
امهار رشد درون سلولی مایکوباکتریوم بطور آشکار

.]7[بیندبآسیب 
طبق بررسیهاي به عمل آمده برروي جمعیت 

و احتمال ایجاد ApaI-Aaرومانی، حضور ژنوتیپ 
. ]22[است معنی دار بوده توبرکلوزیس حساسیت به 

در بررسی مشابهی در ]23[و همکارانش 1سلواراج
در مردان را با مقاومت در TaqI-AAژنوتیپ ،هند

و 2لارکومب.محتمل دانسته انداین بیماري برابر 
در کشور کانادا آلل هاي کوچک ]21[همکارانش

ApaIرا در کاهش فعالیتVDR در ارتباط با

،لاف نتایج مذکوربر خ.توبرکلوزیس محسوس یافتند
در سه کشور VDRدر ژن ApaIپلی مورفیسم 

گامبیا، گینه، و گینه بیسائو ارتباط معنی داري بین دو 
نشان بیماري سل گروه مورد و شاهد در ابتلا به 

.]p(]6=751/0(نداد 
ی که دکتر مرعشیان و یدر ایران در بررسیها

ران در بیمارستان مسیح دانشوري ته] 24[همکارانش
در ApaIمعلوم کردند که پلی مورفیسم انجام دادند 

در بین دو گروه شاهد و مورد از نظر VDRژن 
ژنوتیپی تفاوت آماري معنی داري نداشته فراوانی 

دکتر تاجیک ،همچنین در یک مقطع زمانی دیگر.است
در همان بیمارستان طی یک مطالعه ] 3[شو همکاران

فرد 122مسلول و بیمار96(بر روي گروه دیگري 
. ، باز به نتیجه ي مشابه نتیجه قبلی دست یافتند)سالم

در شمال غرب ایران بررسی مانتایج مورددر
با وجود نیز)انجام یافته در تهرانهايبررسیهمانند(

بیشتر از Aaاینکه نسبت شانس بیماري در ژنوتیپ 
AA وaaارتباط به لحاظ آنالیز آماري لیکن ،بوده

ApaIفراوانی ژنوتیپ هاي مذکور از داري بینمعنی

.در بیماران و افراد سالم بدست نیامد
با توجه به نتایج حاصل در بررسی هاي چند سال اخیر 

احتمال دارد سهم این پلی مورفیسم ،در جامعه ایرانی
,BsmIدیگرسه پلی مورفیسمدر مقایسه با FokI,,

1 Selvaraj
2 Larcombe

درگروههاي مورد وشاهدVDRدر ژن ApaIفراوانی ژنوتیپی پلی مورفیسم . 1جدول 
P Value%95حدود اطمیناننسبت شانسسالم(%) فراوانی بیمار(%)فراوانی ژنوتایپ

Aa)50 (%42)3/53 (%481 - -
AA)52/34 (%29)3/33 (%30905/0747/1–469/0766/0
aa)47/15 (%13)3/13 (%12808/0961/1–333/0637/0
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TaqI در ژنVDRت به در حساسیت یا مقاوم
ها پلی مورفیسماین بررسی . کمتر باشدتوبرکلوزیس 

و اثر ApaIپلی مورفیسم به همراهVDRژن در
ما را به قضاوت کامل تري ،ی آنها با یکدیگرکسینرژی

البته کوچک بودن حجم . ون می سازدرهنماز موضوع 
دخالتجمعیت مورد مطالعه در این تحقیق،

ونی ـت خـغلظمخصوصاً میزان فاکتورهاي محیطی
ژنیگرـسم هاي دیـمورفییـو حضور پلDامین ـویت
... و NRAMP1, MBL, TNF-α،IL-10چون ـهم

موضوعاتی ،VDRهاي ژن پلی مورفیسمازعلاوه 
.گرفتنادیدهراآنهااثر   هستند که نبایستی

در حالت کلی یک ناهمگونی اساسی در مورد نتایج 
ود دارد که نتیجه بررسیها در اقصی نقاط دنیا وج

علت آن را شاید . استگیري قطعی را دشوار ساخته
بتوان در ترکیب هاي مختلف جمعیتی، تعاریف مختلف 

شاهد، حجم کوچک نمونه ها، نژادهاي از مورد و
غلظت هاي متفاوت سرمی ویتامین مختلف جمعیتی و

Dکه در این بین غلظت سرمی ویتامین . دانستD

در بحث حساسیت به بیماري یکی از موضوعات مهم
سل می باشد، به گونه اي که در اغلب مطالعات و 

را با حساسیت Dبررسیها، نقص سرمی ویتامین 
نسبت به توبرکلوزیس بطور قوي مرتبط یافته اند 

البته اثر ترکیبی و سینرژیکی سطح سرمی ]. 26،25[
می تواند VDRبا پلی مورفیسمهاي ژنی ویتامین این 

رانی عمل نماید، به گونه اي که اختلال بصورت جب
که احتمالاً بر اثر پلی ،Dعملکردي گیرنده ویتامین 

حاصل می شود؛ توسط VDRمورفیسمهاي ژنی 
حاصله از مکانیسمDغلظتهاي متفاوت ویتامین 

و 1آپارناهمانطور که. شودجبران در بدنفیدبک
که غلظت نتیجه گرفتند در هند ] 17[همکارانش 

در افرادي که ژنوتیپ آنها بصورت Dویتامین خونی
TaqI-tt  بوده نسبت به افراد غیرTaqI-tt بالاتر

بوده است، و این افراد نسبت به بیماري سل مقاومتر 
به Dبنابراین بررسی سطح سرمی ویتامین .بوده اند

1 Aparna

همراه دیگر پلی مورفیسمهاي ژنی مرتبط می تواند 
.یت نمایددقیق تري هداما را به نتایج 

نتیجه گیري
در این مطالعه بین فراوانی ژنوتیپی پلی مورفیسم 

ApaI (A/a) در ژنVDR و حساسیت نسبت به
ي آماري مربوطه ارتباط معنی بیماري سل در جامعه

.داري مشاهده نشد

تشکر و قدردانی
این پژوهش حاصل مساعدتهاي مالی و امکانات 

مربوط به (ردبیلدانشگاه علوم پزشکی اآزمایشگاهی 
و مرکز تحقیقات سل و بیماري )07پایان نامه شماره 

مولفان مقاله مراتب . هاي ریوي تبریز بوده است
رمندان و پرسنل شاغل در آن تقدیر و تشکر را از کا

.دارندمراکز
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