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Abstract: 
  
Background: The Hsp90 chaperone complex functions in assembly, folding and activation 
of numerous substrates. The two vertebrate homologues encoded by hsp90α and hsp90β 
genes are differentially expressed in embryonic and adult tissues and during stress, however, 
it is not known if they possess identical functional activities in chaperone complexes. This 
question was addressed by examining potential differences between the Hsp90 isoforms with 
respect to both co-chaperone and substrate interactions.   
Materials and Methods: Epitope-tagged proteins were expressed in mammalian cells or 
Xenopus oocytes and subjected to immunoprecipitation with an array of co-chaperones.  
Results: Both isoforms were shown to participate equally in multi-chaperone complexes and 
no significant difference in co-chaperone distribution was observed. The substrates Raf-1, 
HSF1, Cdc37 and Mek interacted with both Hsp90α and Hsp90β, and the relative patterns of 
these interactions were not affected by heat shock. The substrates kinases c-Src, CKIIB, A-
raf, and Erk interacted with both isoforms, however, significantly more Hsp90α was 
recovered after heat shock.  
Conclusion: The results demonstrate that the Hsp90α and Hsp90β exhibit similar 
interactions with co-chaperones, but significantly different behaviors with respect to 
substrate interactions under stress conditions.   
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  هاي مختلف با سوبسترا90 پروتئين حرارتيآلفا و بتاي هاي واكنش متفاوت ايزوفرم
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  مقدمه
 ـ    در سلول  90پروتئين حرارتي     يهاي يوكاريوتيك بـه فراوان

 .باشـد ل در تمام شـرايط لازم مـي   براي حيات سلو و ]2،1[  شده بيان
از  بخش كوچكي     و در سيتوپلاسم متمركز است     90پروتئين حرارتي   

ايمر دصورت  ه ب 90پروتئين حرارتي    .]3[ شودنيز در هسته ديده مي    آن  
 شدن براي فعاليت آن در داخل سـلول         ردر سلول وجود داشته و دايم     

 ـ ATP وابسته به    HSP90فعاليت  . باشدميضروري    و فعاليـت    وده ب
 در فراينـد    90 براي عملكرد صحيح پروتئين حرارتي       ATPaseذاتي  

 ،در زمـان اسـترس     .]4[ باشـد هاي سوبسترا لازم مي   كمك به پروتئين  
 بـراي جلـوگيري از      90فعاليت چپرونينگ عمومي پروتئين حرارتـي       

 .]6،5[ها به يكديگر نشان داده شده اسـت    چسبيدن انواعي از پروتئين   
 ـ   ويژگي يكي از   در بيـان    90فـرد پـروتئين حرارتـي       ههاي منحصر ب
  . اختصاصيت سوبسترايي آن است،هاي سلوليچپرون

  
   دانشگاه علوم پزشكي كاشان،تشريحمركز تحقيقات علوم استاديار،  1
  كانادا،  دانشگاه ساسكاچوان، آناتومي و بيولوژي سلولي ملكولي گروه2
  :ولئنشاني نويسنده مس*

 مركـز تحقيقـات    بلوار قطب راوندي، دانشگاه علوم پزشـكي كاشـان،  5ومتر كاشان، كيل 
  علوم تشريح
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هـاي   از پـروتئين HSP90ي رائهاي سوبستاز پروتئين اي  بخش عمده 
انتقال سيگنالي شركت كننده در رشد و تكثير سلولي و يا فاكتورهاي            

- شـناخته شـده    هاي استروئيدي گيرنده .]7،8[ دنباشمينسخه برداري   

 لكس چپرونـي  كمپ. دنباشمي 90پروتئين حرارتي   ي  ترين سوبستراها 
ضايي نهايي گيرنـده  فدست آوردن شكل ه براي ب90پروتئين حرارتي  

استروئيدي كه آن را قادر به اتصال به هورمون استروئيدي و پاسخ به             
 پـروتئين حرارتـي     كمپلكس چپروني  .باشد لازم مي  ،كندهورمون مي 

-مي كمك   به بلوغ نهايي پروتئين   و   به گيرنده استروئيدي چسبيده      90

هـاي مختلفـي    از پـروتئين   اين كمپلكس در مراحـل مختلـف         .دنماي
اين كمپلكس چپروني در مرحله حد وسط   اعضا  . استتشكيل شده   
ــامل  HSP90،HSP70، FKBP51/52 ،Cyp40 ،(HOP) شــ

P60 ، P48(HIP) شامل كمپلكس بالغ و گرددمي HSP90 مقدار 
علاوه  .]8[ گرددها مي  و يكي از ايمونوفيلين    p23 و   HSP70 كمي

 نيـز از    HSF1، فـاكتور نـسخه بـرداري        هاي استروئيدي بر گيرنده 
- فعـال  HSF1 .]9[  مي باشـد   HSP90سوبستراهاي شناخته شده    

-تعدادي از مولكـول    .باشدكننده اصلي پاسخ استرسي در سلول مي      

 ـ       90 پـروتئين حرارتـي      وسـيله كمـپلكس   ههاي سيگنال سلولي كه ب
ــي  ــرون م ــونچپ ــد ازش ــروتئين : د عبارتن ــانواده پ ــايخ                    Rafه

)B-Raf Raf-1, A-Raf,( ]10،11[  ،Mek1/2 ]8[ Erk, ]8[  ،Src 

  :خلاصه
هـاي  خوردگي و فعال شدن پروتئين    تمان نهايي از قبيل چين    در فرآيند توليد ساخ   ) HSP90 (90 كمپلكس پروتئين حرارتي     :سابقه و هدف  

نحوه بيان آنها در شـرايط نرمـال و شـرايط    . داران وجود دارنددر مهرهHSP90α  ، HSP90βدو پروتئين هومولوگ. بسياري شركت دارد
 هـاي در اين كار تفـاوت بـين ايزوفـرم   . ست اما در مورد تمايز عملكرد آنها هنوز كار زيادي انجام نگرفته ا    ،كنداسترس با يكديگر فرق مي    

HSP90 در رابطه با كمپلكس چپروني مورد بررسي قرار گرفته است.  
.  بيان گرديـد Xenopusسيت هاي پستانداران و يا اُاُ بتا در سلول90 آلفا و پروتئين حرارتي    90دار حرارتي    پروتين علامت  :هامواد و روش  

هـاي حرارتـي   ها را رسوب داده و رسوب هر يك از پروتئين    هر يك از كوچپرون   ) 1mmnoprecipitaion(كمك تكنيك رسوب ايمني     هب
  .ندهاي مربوطه با يكديگر مقايسه گرديدمراه چپرونه آلفا و يا بتا به90

وني پروتئين حرارتي   طور مساوي در كمپلكس چپر    ه آلفا و پروتئين حرارتي بتا ب      90نشان داد كه هر دو پروتئين حرارتي        مطالعه   نتايج   :نتايج
 و شـوك    داده آلفـا و بتـا واكـنش         90 با هر دو پـروتئين حرارتـي         PAf-1  ،HSF-1،MEK1، Cdc37سوبستراهاي  . كنند شركت مي  90

 ولي پـس  داده،ها واكنش با هر دوي پروتئين Erk ، وCKIIB ،c-Src ،A-Rafسوبستراهاي كيناز . حرارتي تأثيري بر اين واكنش نداشت
  . آلفا نشان دادند90تري را با پروتئين حرارتي ارتي واكنش قوياز استرس حر

 اما واكنش آنها با سوبستراها      ،ها دارند واكنش مشابهي با كوچپرون   اگرچه دو ايزوفرم مورد بررسي      دهد كه    اين نتايج نشان مي    :گيرينتيجه
  .باشدتحت تأثير شوك حرارتي مي

  ، شوك حرارتي، چپرون بتا90حرارتي روتئين  آلفا، پ90 پروتئين حرارتي :واژگان كليدي
 42-50 صفحات ،1391 فروردين و ارديبهشت ،1 شماره ،شانزدهم دوره ض،يف يپژوهش –يعلم نامهدوماه                                                                   
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]12[ ،Cdk4 ]13[،و  CKIIB ]14[ .Cdc37همــراه تعــدادي از  بــه
هـاي  ايزوفرم. ]15[ ديده شده است   90 پروتئين حرارتي    سوبستراهاي

 hsp90α وسيله دوژنهبتر داران متكاملمهرهدر  90پروتئين حرارتي 

و   HSP90α مينـه آادف اسـيد    تر. ]16،17[ گرددد مي  ك hsp90β و
HSP90β 18[ مشابه يكديگر است درصد 81داران تقريبا  در مهره[. 
 امـا انـواع     ،شـوند مي در شرايط نرمال بيان       دو ايزوفرم  اگر چه هر  

بـا درجـات    را  مختلف استرس از جمله استرس حرارتي بيان آنها         
 ـمـثلا در مـاهي  . هددميمختلفي افزايش  ) Zebra fish(خر رو گ

 در  ،گـردد  مـي  hsp90αاسترس حرارتي باعث افزايش زياد بيـان        
اگـر چـه    . ]19[ كنـد  تغييـر زيـادي نمـي      hsp90β بيـان كه  حالي

اي مورد مطالعـه    دهطور گستر هب 90 پروتئين حرارتي    هتروكمپلكس
  وHSP90αمقايـسه عملكـرد دو ايزوفـرم        امـا  ،قرار گرفته است  

HSP90β     در مطالعه حاضر   .  در اين هتروكمپلكس مشخص نيست
پـروتئين  ) HA) Hemoglutanin, HAهاي علامت دار ئينتپرو

 گــورخر مــاهي از  بتــا90 آلفــا و پــروتئين حرارتــي90حرارتــي 
)Zebrafish ( هاي  در سلولNIH3T3   هـاي   اُاُسيت وXenopus  

هـا  استفاده از دو سيستم مختلف براي بيان اين پروتئين       . بيان گرديد 
-مي  سيستم مختلف   دو منظور مقايسه فعاليت اين دو پروتئين در      هب

  . باشد
  

  هامواد و روش
-  ژن cDNAترادف كامـل براي كلون كردن  : كردنكلون

هـاي   از پلاسـميد   ماهي گورخر   ي آلفا و بتا   90هاي پروتئين حرارتي    
 ،Q90474 ترتيـب    هاي دسترسي بانـك ژنـي بـه       با شماره (مربوطه  

AAC21566.1(در  روش . استفاده گرديدPCR  پرايمرهاي  از   
(5’-CGGGGGATCCATGCCTGAGGCTCA 
CGAG CAG-3’, 
5’-GCCCGAATTCTTAGTCGACTTCCTC 
CATT CT-3’)  
(5’CGGGGGATCCATGCCTGAAGAAAT
GCGCCCA-3’, 
5’GCCCGAATTCTTAATCGACTTCCTC 
CATGC-3’)   

. اسـتفاده گرديـد    بتـا آلفـا و     90براي پـروتئين حرارتـي      ترتيب  به
هاي يوكاريوتيك در وكتورهاي قابل بيان در سلول  PCR محصول

(pCMV)هر دوبا طراحي پرايمرها، .  كلون گرديدcDNA  هاي 
داراي يك   '5 آلفا و بتا در ناحيه       90تكثير شده از پروتئين حرارتي      

 داراي يـك محـل    '3 و در ناحيهBamH1محل برش براي آنزيم 
هـاي   بـا آنـزيم    PCRمحـصول    . بودند EcoR1برش براي آنزيم    

BamH1 و  EcoR1داخــل يــك  و ســپس بــهه شــدهبــرش داد
 و  BamH1هـاي    برش داده شده با آنزيم     HA3-CMV دپلاسمي

EcoR1  پلاسميد   .كلون گرديد HA3-CMV    ته  يك فرم تغيير ياف

 ـ پلاسميد .باشد مي pACTAG2از پلاسميد مـده  آدسـت  ههـاي ب
محصول . باشند ميHA- HSP90β و يا HA-HSP90α ,داراي 
 آلفـا و    90 فـوق پـروتئين حرارتـي        هاي از بيان پلاسـميد    حاصل

 '5 در ناحيـه   HAدار شده با پرچم  بتا علامت90پروتئين حرارتي
    . باشندمي

   Xenopus Laevisهاي اُاُسيت
 Xenopus I, Inc., Dexterهـا از موسـسه  قورباغـه 

Mich., USAو تمام آزمايشات طبق راهنما. ند خريداري گرديد 
كار و نگهداري از حيوانات آزمايشگاهي صورت       هاي  العملدستور

وان تـصويب   چ دانـشگاه ساسـكا    وسيله كميتـه اخـلاق    هگرفته و ب  
 خارج گرديـد و     روش جراحي از قورباغه ماده    هها ب اُاُسيت .گرديد

 OR-2 (82.5 mM NaCl, 2.5ول بـدون كلـسيم   كمك محلهب

mM KCl, 1 mM NaH2PO4, 5mM HEPES (pH 7.8), 
10 mg/L of streptomycin sulfate, 10 mg/L 

benzylpenicillin) لايه چسبنده اطراف  حذف   (يي زدا فوليكول (
بـافر   درزدايـي   فوليكول .هاي منفرد آماده شدند   صورت ااسيت هو ب 

OR-2 زن افقي در درجه   م ه بهي دستگاه   و ر مدت دو ساعت بر   ه ب 
با بافر  خوبي  ه ب ها چندين بار  فوليكول . انجام گرفت  C˚18 حرارت  
OR-2     سـاعت در     24مدت  ه شستشو داده شده و ب OR2   حـاوي 

mmol/L 1      كلروكلسيم در درجه حرارتC˚18  تا  هد نگهداري ش 
-ه ب  انتخاب گرديده و   VIمرحله  هاي سالم   سيتاُاُ.  گردند يكاورير

  5/0مقدار ) Narashige, IM300(كمك دستگاه تزريق ميكروني 
-CMV-HA و يـا     CMV-HA-HSP90α گرم از پلاسميد    نانو

HSP90β پـس از نگهـداري     . تزريـق گرديـد   نها  آداخل هسته    به
گروهي از  ها،  براي بيان پروتئين   براي يك شب     C˚18 در   هااُاُسيت

 ـ تري ديش  پ داخلدر  حرارتي  آنها براي شوك      كمـك پـارافيلم   ه ب
) C˚33( در داخل حمام آب گـرم        ساعتمدت يك هو ب  شده   يلدس

اين مرحلـه، اسـتخراج پـروتئين از         بلافاصله بعد از     . قرار گرفتند 
 .انجـام گرفـت   ) C˚33(شوك حرارتي   و  ) C˚18در   ( كنترل هگرو

 C (50 mM Tris-HCl  (pH براي استخراج پـروتئين از بـافر  

7.9), 20% (v/v) glycerol, 50mM KCl, and 0.1mM 
EDTA (pH 8.0),)   لاتينگ و يـا از بـافر   ايمونوبدربراي استفاده 

(Bharadwaj 1999) IP  (20mM Tris pH 7.4, 5 mM 
EDTA, 5 mM EGTA, 100 mM NaCl, 50 μg/ml 
PMSF, 1 mM Iodo acetamide, 1μM pepstatin, 1mM 1, 
10 phenanthroline, 50 nM okadaic acid, 0.5 mM Na-
orthovanadate, 50 mM KFl, and 4% Triton X-100, 
10μg/ml aprotinin, 10μg/ml leupeptin and 2 mM 

DTT)    ذكر شـده توسـط       از روش  يدر رسوب ايمن  براي استفاده 
Jing  10راي هـر اُاُسـيت مقـدار      ب. استفاده گرديد  ]20[  و همكاران 

،  اضـافه گرديـده    IP ميكروليتر از بافر     15 و يا    Cميكروليتر از بافر    
 دقيقـه بـا نيـروي       10مـدت   ه و ب  شدهكمك ميكروپيپت هموژن    هب
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10000g سانتريفيوژ گرديدند  .  
   

  
  

دار  آلفا و بتاي  نشان     90هاي حرارتي    بيان پروتئين  -1شكل شماره   
 براي بيان   NIH3T3 . (A)هاي  ها و سلول   در اُاُسيت  HAشده با   
يا    HA-HSP90α  هاي ها با پلاسميددار، سلولهاي نشانپروتئين

HA-HSP90β      15هـا مقـدار     ترنسفكت شدند و به هسته اُاُسيت 
 ساعت پس از بيان     24 .هاي فوق تزريق گرديد   نانوگرم از پلاسميد  

بادي ضد بروش وسترن بلات با آنتيها سيتها و يا اُاُپروتئين سلول
HA (A) ي گرديدند ي شناسا .(B)    بادي ضـد    رسوب ايمني با آنتي
HA        ـ  روش وسـترن  ه انجام شده و سپس محصول رسوب ايمنـي ب

  (C).ي گرديـد ي شناسا90بلات با آنتي بادي ضدپروتئين حرارتي 
 .دي گرديدن يشناساهاي توليد شده پس از استرس حرارتي        پروتئين
نشده و يا تزريـق نـشده   هاي ترنسفكت ، نمونه Cهاي كنترلنمونه
  . باشندمي
  

  N1H3T3هاي سلولكشت 
ــلول ــاي س ــشتN1H3T3ه ــيط ك   DMEM در مح

(GIBCO Cat. No. 41500-034), درصد10داراي  كه  FBS 
 در  و، بـود سـيلين و استريتوماسـين  ليتر پنـي  واحد در ميلي   100و  

 ـ C˚37انكوباتور مرطوب    . ند كـشت داده شـد     CO2  درصـد  5ا   ب
هاي مورد نظر   با پلاسميد  درصد 70-75 يها در مرحله فراوان   سلول

درصـد   90-100  فراوانـي سـلولي    د و تـا مرحلـه     ترانسفكت شدن 
 ـ   ترانسفكت كردن سـلول    . صورت گرفت  ئينتاستخراج پرو  -ههـا ب

و  (Invitrogen Life Technologies)سلاوسيله ليپوفكتامين پ
 HA-HSP90α  و يـا   HA-HSP90β هـاي   پلاسميد زاستفاده ا 

استفاده  pCMV  خاليتوروكاز براي گروه كنترل .  ورت گرفتص
ساعت مدت يك هو يا ب  ) گروه كنترل  (C˚ 37ها يا در    سلول. گرديد

 .نـد نگهـداري گرديد  ) گروه شوك حرارتـي    (C˚42در انكوباتور   
 ]21[  و همكـاران   Anderson  از روش  اسـتخراج پـروتئين   براي  

 سرد آبكشي شدند    PBSبار با   سه   هاابتدا سلول در  . استفاده گرديد 
- ميلي 100براي هر بشقاب     سپس   .ر روي ظرف يخ قرار گرفتند     و ب 

 RIPA (50 mM Tris (pH از بـافر سـرد   μl 800متري مقدار 

8), 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) SDS, 0.5 % sodium 
deoxycholic acid, 1% NP-40, 10μg/ml aprotinin, 

and 10 μg/ml leupeptin)    ـ  . اضـافه گرديـد  اروي بـا يـك پ
كمك يـك  هبمخلوط شده و سپس ها و بافر ليزكننده  سلولكوچك  

 ـ rpm 13000 هموژنيزه شده و با سرعت       8/5سرنگ با سوزن     -ه ب
ي جديدمحصول فوقاني به لوله     . نتريفيوژ گرديد  دقيقه سا  30مدت  

  .داري گرديد نگه -C70° قل گرديده و در فريزرمنت
  

  يرسوب ايمنروش كار 
ي يـخ و يـا در       رور  تمام مراحل ب   ]21[ يدر رسوب ايمن  

C˚4 ـ  نمونه تراكم پروتئين كلي  .  گرفت  صورت  كمـك كيـت    هها ب
بـراي  . صـورت گرفـت    (TP0300 lowry L.T siqma)لوري
  مقـدار   رسـوب ايمنـي     براي  محلول پروتئين كلي   سازي اوليه پاك
μl800       از پروتئين كلي بـا μl 20     جـي   از سوسپانـسيون پـروتئين  
)Sigma Cat N P-3296 ( از  ميكروگرم 3وIgG    نرمال مـوش

ي  چرخش آرام نگهداربا C˚ 4 ساعت در 2مدت هو بشده مخلوط 
محصول فوقاني  ،  rpm 13000 دقيقه سانتريفيوژ در     20پس از   . شد

مـورد اسـتفاده     رسوب ايمني    ي منتقل گرديد تا براي    جديدبه لوله   
.  جـي آمـاده گرديـد       پروتئين -بادي كمپلكس آنتي  ابتدا .قرار گيرد 
  از پـروتئين   تـر  ميكرولي 100مقدار  آزمايش رسوب ايمني     براي هر 

  شستشو PBSبا  (pre-swollen Protein G-sepharose) جي
  ميكروليـر از بـافر      800بادي و   گروم از آنتي   ميكرو 5شده و با     داده

RIPA     ـ   سـاعت بـا حركـت آرام        4مـدت   ه مخلوط گرديـده و ب
 G1000 دقيقـه بـا دور       2مدت  هها ب  نمونه ،سپس .نگهداري گرديد 

 شستـشو   RIPA بـافر    تر ميكرولي 500با   سانتريفيوژ شده و رسوب   
 800 جـي بـه      پـروتئين – محصول كمپلكس آنتي بـادي     ،دهداده ش 

 شب با   1مدت  ه پروتئين پاكسازي شده اضافه گرديد و ب       ميكروليتر
 سـوپر ناتانـت دور ريختـه        . نگهداري گرديد  C˚4حركت آرام در    

 (Laemmli buffer) ميكروليتر بـافر لاملـي   40شده و رسوب با 
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. هـداري گرديـد   گراد نگ  درجه سانتي  -70و در فريزر    شده  مخلوط  
 Casein: هاي استفاده شده در ايـن تحقيـق عبارتنـد از   باديآنتي

kinase IIβ (sc-12739), c-Src (sc-5266), IkB-α (sc-
847), PCNA (sc-56) and Erk (sc-94)  از شركت  Santa 

Cruz ، Mek (9122), phospho Mek (9121) and 

phospho Erk (9101)  از شـركت Cell Signalling ،Cyp-

40 (PA3-023), FKBP51 (PA-020), HSF1 (PA3-
017); hsp70 (MA3-006), P23 (MA3-414) and 

Cdc37 (MA3-029)  از شـركت Affinity BioReagents و 
ــادي ــي ب ــايآنت  ,Hip (SPA-766), p60 (SRA-1500ه

FKBP52 (SRA-1400) and HSF1 (SPA-901) از  
  .Stressgenشركت 

  

  
  

 آلفا و بتاي    90هاي حرارتي    توزيع سلولي پروتئين   -2شكل شماره   
هاي ها با يكي از پلاسميداُاُسيت. ها در اُاُسيت HAدار شده بانشان

مدت يـك   ه ساعت بيان پروتئين ب    24فوق تزريق گرديدند و پس از     
و يـا در اسـترس      ) C18° ((N) ساعت در درجه حـرارت كنتـرل      

هـا از  سيتوپلاسم اُاُسـيت . هداري شدندنگ) C33° ( (HS)حرارتي
روش وسـترن   ههسته جدا سازي گرديده و پروتئين كلي هر بخش ب         

و ) ماركر سيتوپلاسمي  (HA   ، PCNAهاي ضد   باديبلات با آنتي  
IkB ) مورد آزمايش قرار گرفتند) ايماركر هسته.  

  
  وسترن بلات آناليز

 ـ)  تمـام ( ميكروگرم از پروتئين كلي      10 -SDSكمـك   هب

PAGE ــ  ــصال ب ــس از ات ــده و پ ــازي ش ــشاء ر  جداس روي غ
  . ]9[ هاي مربوط مجاور گرديدبادينيتروسلولزي با آنتي

  
  نتايج

 در (HSP90β, HS90α) آلفا و بتـا  90 حرارتي هايبيان پروتئين
  .ل سلولمحل بيان آنها در داخ اُاُسيت و بررسي

 احتمالي واكـنش     اين مطالعه بررسي تفاوت     اصلي هدف 
 بـا    (HSP90β,HSP90α)  90هـاي پـروتئين حرارتـي       ايزوفرم

ي در سـلول    تنهـاي هـا بـه   ابتدا هر يك از ايزوفرم    . ها بود كوچپرون
NIH3T3  هاي   يا اُاُسيتXenopus  يك  شماره   شكل.  بيان گرديد

هاي سـلول يـا     هاي مختلف پروتئين  ها را در گروه   بيان اين پروتئين  
 HAبـادي   وسيله وسترن بلات بـا آنتـي      هدهد كه ب  مياُاُسيت نشان   

هاي سلول(هاي كنترل   در نمونه ). HAشكل(نشان داده شده است     
هيچ سيگنالي ديـده     )هاي تزريق نشده  ترانسفكت نشده و يا اُاُسيت    

شرايط بيان طوري تنظيم گرديد كـه مقـادير مـساوي از            . شودنمي
رتي بتا علامت دار شده بـا        آلفا و پروتئين حرا    90پروتئين حرارتي   

رسوب ايمني  . )1  شماره شكل( در هر نمونه بيان گردد       HAپرچم  
)IP ( بادي   كه آنتي  نشان دادHA هـاي  طور اختصاصي پـروتئين   ه ب 

-HA)انـد  دار شـده  علامت HA آلفا و بتا كه با پرچم90حرارتي 

HSP90β, HA-HSP90α) م يدانما هنوز نمي. دهد رسوب ميرا
اُاُسيت  هاي خود سلول و يا    هاي بيان شده با پروتئين     پروتئن كه آيا 

 ـ. د يا خيرنكنفرم دايمر را توليد مي  دنبـال بيـان پـروتئن، محـل     هب
هـا در گـروه كنتـرل       ها در اُاُسيت  تمركز داخل سلولي اين پروتئين    

)C˚18 (        و پس از شـوك حرارتـي)C˚33 (      مـورد بررسـي قـرار
شده در بخش سيتوپلاسـمي ديـده       هاي بيان   عمده پروتئين . گرفت

. )2  شماره شكل (اي ديده شد  شد و مقدار كمي نيز در بخش هسته       
ه كنترل و وهاي بيان شده در گرتفاوت مهمي در توزيع اين پروتئين

چه يك كاهش كمي در بيان پروتئين       شوك حرارتي ديده نشد؛ اگر    
نتـايج وسـترن    .  آلفا در بعضي از آزمايشات ديده شـد        90حرارتي  

هاي بيان شده باعث افـزايش مهمـي در         بلات نشان داد كه پروئين    
  .دنگردها نميتراكم كلي پروتئين اُاُسيت

  
  : ها آلفا و بتا با كوچپرون90هاي حرارتي واكنش پروتئين

 آلفا و پروتئين   90 در اين مرحله واكنش پروتئين حرارتي       
، هـاي رونبا هر يك از كـوچپ     ها   بتا بيان شده در سلول     90حرارتي  
HSP70  ،P23  ،HSP40  ،CyP40  ،P60  ،FkBP52  ،KBP51 

ن ترتيب بود كه هر يك از       روش كار بدي  . مورد بررسي قرار گرفت   
 هـاي تنهايي رسوب ايمني داده و مقدار پـروتئين       ها را به  كوچپرون
هـا رسـوب داده شـده     آلفا و بتا كه همراه با كوچپرون90حرارتي  

.  با وسترن بلات مقايـسه نمـوديم        HAاست را با آنتي بادي ضد       
نتايج نشان داد كه هيچ تفاوت مهمي بين مقـدار          . )3  شماره شكل(

 آلفا و پروتئين حرارتي بتا رسـوب داده شـده           90پروتئين حرارتي   
-هريك از كوچپرون  . شودها ديده نمي  مراه هر يك از كوچپرون    هبه

-ا و بتا را به     آلف 90 حرارتي   هايها تقريبا مقادير مساوي از پروتئين     

 ـهـاي جز   اگر چه تفاوت   ؛مراه خود رسوب دادند   ه ي در بعـضي    ي
نظـر  ه ب NIH3T3هاي  در سلول . )3  شماره شكل(مواقع ديده شد    

ها تمايل بيشتري به رسوب پروتئين حرارتـي        رسد كه كوچپرون  مي
هر حال در مجمـوع      اما به  ، بتا در شرايط استرس حرارتي دارند      90

 آلفا و بتا را     90ي با هر دو پروتئين حرارتي       ها واكنش قو  كوچپرون
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 آلفا هيچ تفـاوت مهمـي در        90براي پروتئين حرارتي    . نشان دادند 
 در شرايط نرمـال     ها در آزمايشات رسوب ايمني    همراهي كوچپرون 

 اي در سـلول   علاوه، نتايج مشابه  هب. و يا استرس حرارتي ديده نشد     
NIH3T3هاي  ااُسُيت وXenopus3شكل شماره (آمد دست   به .(  
  

  
 آلفـا و بتـا بـا    90هـاي حرارتـي     واكنش پروتئين  -3شكل شماره   

، NIH3T3هاي ها و يا سلولهاي كلي اُاُسيتپروتئين. هاكوچپرون
، تحت آزمايش رسوب    هاي ذكر شده در شكل    با يكي از آنتي بادي    

-ي پروتئين يشناسامحصول رسوب ايمني براي     . ايمني قرار گرفتند  

روش وسترن بلات مورد آزمايش قرار      ه ب HAهاي نشاندار شده با     
روش وسترن بـلات    ههاي پروتئيني ب  مقادير مساوي از نمونه   . گرفت
بيـان نـسبتا      مورد آزمايش قرار گرفتند تا از      HAبادي ضد   با آنتي 

  .اطمينان حاصل گردد دارهاي نشانمساوي پروتئين
  

 در هـر    HAدار شده با    هاي علامت د كه پروتئين  اين نتايج نشان دا   
ها بيان شده و در كمـپلكس چپرونـي پـروتئين           يك از اين سيستم   

مپلكس كنند و با اجزاء كليدي ايـن هتـروك    شركت مي  90حرارتي  
 آلفا  90 حرارتي   هايمقايسه واكنش پروتئين  براي  . كنندواكنش مي 

 90وتئين حرارتـي    مپلكس پر هاي سوبستراي هتروك  و بتا با پروتئين   
 همـان روش كـار بـراي        زدر شرايط نرمال و اسـترس حرارتـي ا        

هـاي   بـا پـروتئين    هـا اي واكنش هر يـك از ايـن پـروتئين         مقايسه
-HSP70 ،Erk1/2 ،Mek1 ،Cdc37 ،CkIIB ،cي يسوبـــسترا

Src  ،Raf-I   و ،A-Ral   نتـايج نـشان داده شـده در         . استفاده شـد 

هـا  دهد كه مقادير مساوي از هر يك از ايزوفـرم           نشان مي   4شكل  
ــه ــستراي همــراه پــروتئينب ، MEK1 ،Cdc37 ،Raf1هــاي سوب
 حرارتـي   هاي واكنش هر يك از پروتئين     و رسوب نموده    HSF1و

هاي سوبستراي فوق بـا اسـترس حرارتـي         با پروتئين  آلفا و بتا     90
هـاي  تئين آلفا و بتا بـا پـرو       90 هر دو پروتئين حرارتي      .تغيير نكرد 

Erk  ،CKIIB  ،c-Src   و ،A-Raf1   واكـنش  .  واكنش نشان دادند
هاي سوبستراي فوق در شرايط نرمال پروتئين حرارتي بتا با پروتئين  
در مقايـسه مـشاهده شـد كـه         . كـرد و استرس حرارتي فرقي نمي    

هـاي  تـري را بـا پـروتئين      واكـنش قـوي    آلفا   90پروتئين حرارتي   
شـــرايط    درA-Raf1، و Erk ،CKIIB ،c-Srcسوبـــستراي 

هـا و    اين نتايج در اُاُسـيت     .)4  شماره شكل(استرس حرارتي دارد    
 در  A-Raf-1واكـنش    . ديده شد  NIH3T3هاي  طور سلول همين
 اما در ،پس از استرس حرارتي افزايش يافتNIH3T3 هايسلول

ان دهنـده عملكـرد      اين نتايج نـش    . كاهش يافت  Xenopusاُاُسيت  
 آلفـا و    90پروتئين حرارتـي     س چپرون حاوي  مپلكمتفاوت هتروك 

-كمپلكس چپرون حاوي پروتئين حرارتي بتا در انتخـاب پـروتئين          

  .باشدهاي سوبسترايي مي
  

  
لفـا و بتـا بـا     آ90هـاي حرارتـي     واكنش پروتئين  -4شكل شماره   
،  NIH3T3هـاي ها و يا سلولهاي كلي اُاُسيتپروتئين. سوبستراها

، تحت آزمايش رسوب    هاي ذكر شده در شكل    باديا يكي از آنتي   ب
-ي پروتئين يمحصول رسوب ايمني براي شناسا    . ايمني قرار گرفتند  

روش وسترن بلات مورد آزمايش قرار      ه ب HAدار شده با    هاي نشان 
وسترن بـلات    روشههاي پروتئيني ب  مقادير مساوي از نمونه   . گرفت
بيـان نـسبتا     مايش قرار گرفتند تا از     مورد آز  HAبادي ضد   با آنتي 

  .اطمينان حاصل گردد دارهاي نشانمساوي پروتئين

CDC37 
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  بحث
هاي پروتئين  اولين مقايسه سيستماتيك ايزوفرم   مطالعه  اين  

. باشـد ها مـي  آلفا و بتا در رابطه با واكنش با كوچپرون 90حرارتي  
تئين دار پرو هاي علامت روش كار ما شامل بيان مقادير كم پروتئين       

 آلفا و يا پـروتئين حرارتـي بتـا در دو مـدل سـلولي                90حرارتي  
ها در شـرايط نرمـال و       متفاوت و مقايسه واكنش آنها با كوچپرون      

كمـك آنتـي بـادي      ههاي كوچپرون ب  پروتئين .دبواسترس حرارتي   
 آلفا و   90هاي پروتئين حرارتي    مربوط رسوب داده شده و ايزوفرم     

 ـ،نـد ها رسوب داده شـده بود ونهمراه كوچپرا بتا كه به   ي كمـك  ه ب
هـا بـراي    دار كردن پـروتئين   علامت .ندوسترن بلات مقايسه گرديد   
 90پروتئين حرارتي    هاي اختصاصي بادياجتناب از استفاده از آنتي    

 ـ بآلفا و   Cross(علـت احتمـال وجـود واكـنش متقـارب      هتـا ب

reactivity (         شـرايط  . آنها براي ايزوفـرم ديگـر صـورت گرفـت
هـا در   زمايش طوري كنترل شد كـه مقـادير مـساوي از ايزوفـرم            آ

هاي  ايزوفرم هر دو . ها بيان گردد   و يا اُاُسيت   NIH3T3هاي  سلول
تـري  بيان شده عمدتا در سيتوپلاسم متمركز گرديدند و مقادير كم         

تفاوت مهمي در تمركـز داخـل سـلولي در          . در هسته ديده شدند   
هـاي   پـروتئين  ،بنابراين. ه نشد استرس حرارتي ديد   شرايط نرمال و  

هـاي خـود    داخل سلولي مشابه با پروتئين     بيان شده يك پراكندگي   
تـوان بـه تمركـز    يـك از نتـايج را نمـي   هيچ. سلول را نشان دادند 

. دار شده در شرايط استرس حرارتي نسبت داد       هاي علامت پروتئين
 ست كه عمده آزمايشات در دو سيستم متمـايز         ا يك نكته مهم اين   

 Xenopusهـاي   و اُاُسـيت  ) NIH3T3(كشت سلولي پستانداران    
-اولين نتيجه  .دست آمده است  هانجام گرفته است و نتايج مشابهي ب      

 آلفـا و پـروتئين   90ست كـه پـروتئين حرارتـي       ا گيري عمده اين  
مپلكس چپرونـي    بـا اجـزاء هتـروك      طور مـشابه  ه بتا ب   90 حرارتي

) IP( نتـايج رسـوب ايمنـي        .كنند واكنش مي  90پروتئين حرارتي   
، HSP70  ،P23  ،HSP40 هـاي نشان داد كه هر يك از پـروتئين       

CyP40، P60 FKBP52,    و يا ،FKBP51 مراه خود تقريبـا    ه به
را رسـوب     آلفـا و بتـا     90 حرارتـي    هايمقادير مساوي از پروتئين   

يكي ديگر از مشاهدات مهم اين      ).  الف و ب   3  شماره شكل(دادند  
 هـاي حرارتي تغييرات مهمي در واكـنش پـروتئين       بود كه استرس    

ها ايجاد نكرد، بنـابراين شـرايط        آلفا و بتا با كوچپرون     90حرارتي  
استرس ظاهرا تأثيري بر روند تشكيل كمـپلكس چپـرون پـروتئين            

تـر از همـه اينكـه       مهم . در رابطه با نوع ايزوفرم ندارد      90حرارتي  
-آن هر يك از پروتئين    كند كه در    نتايج حاضر از مدلي حمايت مي     

 آلفـا و بتـا در فعاليـت معمـولي هتـروكمپلكس             90 حرارتي   هاي
كنند و هيچ اختصاصيت واكنش با       شركت مي  90پروتئين حرارتي   

HSP40  ،HSP70  ،HOP   ها ندارند يك از ايمونوفيلين   و يا هيچ .

هـاي  كند يك توزيع غيرانتخابي از ايزوفـرم      ها پيشنهاد مي  اين يافته 
HSP90   هتروكمپلكس   درHSP90  دومـين نتيجـه    . وجود دارد-

 آلفا و   90ست كه اگر چه هر دو پروتئين حرارتي          ا گيري عمده اين  
هاي سوبسترابي در شرايط عادي واكـنش       بتا با تعدادي از پروتئين    

تـري را بـا      آلفا يك واكنش قوي    90 اما پروتئين حرارتي     ،كنندمي
ايـن  . ددهمي نشان بعضي از سوبستراها در شرايط استرس حرارتي      

 ولي  ، ديده شد  c-Src، و   CKIIB  ،Erk  ،ARafواكنش در مورد    
  اهميـت  . در اُاُسـيت كـاهش ديـده شـد         A-Rafاستثنائا در مورد    

 ـ     واكنش قوي  خـصوصي از  هتر پروتئين حرارتـي آلفـا بـا تعـداد ب
كه هيچ تفاوتي در واكنش نسبي هـر يـك از           ست   ا ها اين سوبسترا
، MEK1هاي سوبسترا يعنـي     يادي از پروتئين  ها با تعداد ز   ايزوفرم

Cdc37 ،HSP70  ــا ــشد Raf1و ي ــده ن ). 4  شــمارهشــكل( دي
هـا تكـرار گرديـد و       آزمايشات رسوب ايمني در سيـستم اُاُسـيت       

ذكر ايـن نكتـه اهميـت        .مشاهدات عمدتا در دو سيستم مشابه بود      
  آلفـا  90دارد كه نتايج حاصل ناشي از بيان بيشتر پروتئين حرارتي           

 HAدار ، چون بيان پروتئين علامتدر شرايط استرس حرارتي نبود
 نتايج ،حالرهبه .تحت كنترل پروموتور قابل تحريك با استرس نبود

 90پـروتئين حرارتـي     (تفاوت عملكرد اين ايزوفرم قابل تحريـك        
كنـد كـه ايـن      اين اطلاعـات پيـشنهاد مـي      . دهدرا نشان مي  ) آلفا

درت در مطالعات بيوشيميايي از يكديگر      نهاي مشابه كه به   ايزوفرم
هاي متفاوتي را در سلول داشته گردند، ممكن است نقشتفكيك مي

ها و اهيمت نتايج عملكرد آن نياز بـه         اهميت دقيق اين يافته   . باشند
مكانيسم واكنش تقويت شـده پـروتئين      .تري دارد هاي دقيق بررسي

 هنـوز   C-Src، و   CKIIB  ،Erk  ،A-Raf1 آلفـا بـا      90حرارتي  
اي را در عملكـرد،      مـشاهدات تفـاوت بـالقوه      .شناخته شده نيست  

ها در زمان استرس تنظيم و يا نيازهاي كوچپروني براي اين پروتئين      
-تئين و پرو  90كنش بين پروتئين حرارتي     وا. دهدحرارتي نشان مي  

 ايـن واكـنش     .]22[  گزارش شده است     قبلا B-Raf  ،Raf-1هاي    
 .]23[ گـردد  بـه جلدانامايـسين مـي      Rafباعث حساسيت عملكرد    

مطالعات رسـوب     قبلا در  Erk و   90واكنش بين پروتئين حرارتي     
 v-Src و  c-Src، و واكنش هر دو]24[ ايمني نشان داده شده است

  نيـز  پروتئين و اهميت آن در فعاليت اين دو    90با پروتئين حرارتي    
نتايج مـا اطلاعـات موجـود را بـدين           .]25[ نشان داده شده است   

 بـا   c-Src يك واكنش تقويت شـده از        دهد كه ترتيب گسترش مي  
 شكل(آيد  وجود مي ه بعد از استرس حرارتي ب     90پروتئين حرارتي   

 آلفا  90وتئين حرارتي    نيست كه اتصال پر    هنوز مشخص  .)4 شماره
 بعد از استرس حرارتي فعاليت كيناز را تحت تأثير قـرار           c-Srcبه  
 بعد از شوك حرارتي باعـث       c-Srcدهد و يا اينكه فعال شدن       مي

يكـي از اعـضاء   . گـردد  آلفا مـي 90اتصال آن به پروتئين حرارتي   
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 بـوده كـه يـك       CKII ي ترئونين پروتئين كينازها   -خانواده سرين 
پـروتئين  . باشـد  مـي αα'β2 و يـا   α2β2چهارتـايي از كمـپلكس  

 ـ چسبيده و مانع به    CKII  به    90حرارتي   م چـسبيده شـدن ايـن       ه
ها به يكديگر و در نتيجه باعث افزايش فعاليت كينـازي آن            پروتئين

 آلفـا   90اين امكان وجود دارد كه پروتئين حرارتي         .]26[ گرددمي
 و يا اينكه اين كينـاز يـك         ده كمك كر  CKIIBبه فسفوريلاسيون   

  .نياز بيشتري به چپرون شدن در شرايط استرس حرارتي را دارد
  

  گيرينتيجه
-در مجموع نتايج ما با نشان دادن واكنش مساوي ايزوفرم         

 آلفـا و بتـا بـا هتـروكمپلكس چپرونـي            90هاي پروتئين حرارتي    
هـاي   و واكـنش متمـايز تعـدادي از پـروتئين      90پروتئين حرارتي   

 آلفا در شرايط استرس حرارتي،      90وبسترايي با پروتئين حرارتي     س
 با 90ي باعث گسترش بيشتر فهم ما راجع به واكنش پروتئين حرارت

  .هاي ديگر گرديدپروتئين
  

  تشكر و قدرداني
كنـسول علـوم و تحقيقـات       اين كار بـا حمايـت مـالي         
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Council of Canada Discovery)  به دكتراهدا شدهPatrick 

Krone   انجام گرفتـه  دانشگاه علوم پزشكي كاشان حمايت مالي  و
عمـل  وسيله مراتب تقدير و تشكر از هر دو موسسه به          و بدين  است
  .آيدمي

 
References: 
 
[1] Hahn JS. The Hsp90 chaperone machinery: 
from structure to drug development. BMB Rep 
2009; 42(10): 623-30. 
[2] Lai BT, Chin NW, Stanek AE, Keh W, Lanks 
KW. Quantitation and intracellular localization of 
the 85K heat shock protein by using monoclonal 
and polyclonal antibodies. Mol Cell Biol 1984; 
4(12): 2802-10. 
[3] Langer T, Rosmus S, Fasold H. Intracellular 
localization of the 90 kDA heat shock protein 
(HSP90alpha) determined by expression of a 
EGFP-HSP90alpha-fusion protein in unstressed and 
heat stressed 3T3 cells. Cell Biol Int 2003; 27(1): 
47-52. 
[4] Pearl LH, Prodromou C, Workman P. The 
Hsp90 molecular chaperone: an open and shut case 
for treatment. Biochem J 2008; 410(3): 439-53. 
[5] Lindquist S, Kim G. Heat-shock protein 104 
expression is sufficient for thermotolerance in yeast. 
Proc Natl Acad Sci U S A 1996; 93(11): 5301-6. ّ 
[6] Craig EA, Gambill BD, Nelson RJ. Heat shock 
proteins: molecular chaperones of protein 
biogenesis. Microbiol Rev 1993; 57(2): 402-14. 
[7] Mahalingam D, Swords R, Carew JS, Nawrocki 
ST, Bhalla K, Giles FJ. Targeting HSP90 for cancer 
therapy. Br J Cancer 2009; 100(10): 1523-9. 
[8] Pratt WB, Morishima Y, Osawa Y. The Hsp90 
chaperone machinery regulates signaling by 
modulating ligand binding clefts. J Biol Chem  
2008; 283(34): 22885-9. 
[9] Bharadwaj S, Ali A, Ovsenek N. Multiple 
components of the HSP90 chaperone complex 
function in regulation of heat shock factor 1 In vivo. 
Mol Cell Biol 1999; 19(12): 8033-41. 
[10] Hagemann C, Gloger J, Anacker J, Said HM, 
Gerngras S, Kuhnel S, et al. RAF expression in 
human astrocytic tumors. Int J Mol Med 2009; 
23(1): 17-31. 

[11] Hagemann C and Rapp UR. Isotype-specific 
functions of Raf kinases. Exp Cell Res 1999; 
253(1): 34-46. 
[12] Yano A, Tsutsumi S, Soga S, Lee MJ, Trepel J, 
Osada H, et al. Inhibition of Hsp90 activates 
osteoclast c-Src signaling and promotes growth of 
prostate carcinoma cells in bone. Proc Natl Acad 
Sci U S A 2008; 105(40): 15541-6. 
[13] Vaughan CK, Gohlke U, Sobott F, Good VM, 
Ali MM, Prodromou C, et al. Structure of an 
Hsp90-Cdc37-Cdk4 complex. Mol Cell 2006; 
23(5): 697-707. 
[14] Miyata Y, Yahara I. The 90-kDa heat shock 
protein, HSP90, binds and protects casein kinase II 
from self-aggregation and enhances its kinase 
activity. J Biol Chem 1992; 267(10): 7042-7. 
[15] Zhang T, Li Y, Yu Y, Zou P, Jiang Y, Sun D. 
Characterization of celastrol to inhibit hsp90 and 
cdc37 interaction. J Biol Chem  2009; 284(51): 
35381-9. 
[16] Chen XS, Wu NH, and Shen YF. [Role of 
STAT1 on the regulation the human hsp90 alpha 
gene expression]. Zhongguo Yi Xue Ke Xue Yuan 
Xue Bao 2001; 23: 356-60. 
[17] Rebbe NF, Hickman WS, Ley TJ, Stafford 
DW, Hickman S. Nucleotide sequence and 
regulation of a human 90-kDa heat shock protein 
gene. J Biol Chem 1989; 264(25): 15006-11. 
[18] Gupta RS. Phylogenetic analysis of the 90 kD 
heat shock family of protein sequences and an 
examination of the relationship among animals, 
plants, and fungi species. Mol Biol Evol 1995; 
12(6): 1063-73. 
[19] Krone PH, Sass JB. HSP 90 alpha and HSP 90 
beta genes are present in the zebrafish and are 
differentially regulated in developing embryos. 
Biochem Biophys Res Commun 1994; 204(2): 746-
52. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                               8 / 9

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-1371-fa.html


 طاهريان و همكاران

50 1 شماره |16 دوره |1391|ارديبهشت  وفروردين |ضيف نامهماه دو

[20] Jing J, Chikvashvili D, Singer-Lahat D, 
Thornhill WB, Reuveny E, Lotan I. Fast 
inactivation of a brain K+ channel composed of 
Kv1.1 and Kvbeta1.1 subunits modulated by G 
protein beta gamma subunits. EMBO J 1999; 18(5): 
1245-56. 
[21] Anderson DH, Ismail PM. v-fps causes 
transformation by inducing tyrosine phosphoryl-
ation and activation of the PDGFbeta receptor. 
Oncogene 1998; 16(18): 2321-31. 
[22] Grbovic OM, Basso AD, Sawai A, Ye Q, 
Friedlander P, Solit D, et al. V600E B-Raf requires 
the Hsp90 chaperone for stability and is degraded in 
response to Hsp90 inhibitors. Proc Natl Acad Sci U 
S A 2006; 103(1): 57-62. 
[23] da Rocha Dias S, Friedlos F, Light Y, Springer 
C, Workman P, Marais R. Activated B-RAF is an

Hsp90 client protein that is targeted by the 
anticancer drug 17-allylamino-17-demethoxy-
geldanamycin. Cancer Res 2005; 65(23): 10686-91. 
[24] Piatelli MJ, Doughty C, Chiles TC. 
Requirement for a hsp90 chaperone-dependent 
MEK1/2-ERK pathway for B cell antigen receptor-
induced cyclin D2 expression in mature B 
lymphocytes. J Biol Chem 2002; 277(14): 12144-
50. 
[25] Park S, Dong B, Matsumura F. Rapid 
activation of c-Src kinase by dioxin is mediated by 
the Cdc37-HSP90 complex as part of Ah receptor 
signaling in MCF10A cells. Biochemistry 2007; 
46(3): 899-908. 
[26] Miyata Y, Yahara I. Interaction between casein 
kinase II and the 90-kDa stress protein, HSP90. 
Biochemistry 1995; 34(25): 8123-9. 
 
 
 
 

  
  
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-1371-fa.html
http://www.tcpdf.org

