
29

35-29.لیزر در پزشکی؛  1395،  دورۀ 13،  شمارۀ 4،  صفحات:

اپتوژنتیک: مفاهیم و کاربردها

سید مهدی میرمحمدی 1
غلامرضا اسماعیلی جاوید 2

مرکز تحقیقات لیزر در پزشکی جهاد دانشگاهی 	. 
واحد علوم پزشکی تهران، تهران، ایران

اس��تادیار پژوهش، گروه پژوهشی ترمیم نوری 	. 
مرکز تحقیقات لیزر در پزشکی جهاد دانشگاهی واحد 

علوم پزشکی تهران، تهران، ایران

نویسندۀ مسئول: غلامرضا اسماعیلی جاوید،   تلفن: 0		66989		0
e_djavid@yahoo .com لکترونیک:   ا پس��ت 

خلاصه

مقدمه: اپتوژنتیک فناوري جدیدي اس��ت که با کمک آن می توان به صورت دقیق، س��ریع و 
هدفمند حوادث سیستم هاي بیولوژیکی را به عنوان یک مجموعۀ پیچیده مورد بررسی قرار داد. 
مفاهی��م اولیۀ اپتوژنتیک به اواخر دهۀ هفتاد می��لادي بر می گردد زمانی که به دلیل چالش هاي 
موجود در رشتۀ عصب شناسی نیاز بود تا یک سلول خاص بدون تأتیرگذاري بر روي سلول هاي 
دیگر تحت کنترل قرار گیرد و پیش��نهاد شد که از نور می توان به عنوان ابزار مناسبی براي این 
منظور اس��تفاده کرد. با کشف اپُسین و آنالوگ هاي مشابه آن به عنوان مولکول هاي فعال به نور 
تحولی مهم در این زمینه روي داد. با کشف اپُسین هاي میکروبی )باکتریایي یا قارچی( غشایی 
از جمله هالورودوپس��ین به عنوان نوعی کانال یونی وابس��ته به نور و انتقال ژن بیان کنندۀ این 
نوع پروتئین به س��لول هاي پس��تانداران، امکان کنترل اپُتیکی سلول هاي پستانداران بخصوص 
س��لول هاي عصبی ایجاد ش��د. همچنین به دلیل وجود رتینوئید به مقادیر فراوان در بافت هایی 
چون ش��بکیه مشخص شد که بافت هاي عصبی مرکزي داراي میزان کافی از ژن هاي میکروبی 

اپُسینی براي القاء اپتوژنتیک و کنترل اپُتیکی سلولی هستند.

بح�ثونتیجهگی�ری: اپتوژنتیک به معناي برانگیختگی نوري یا بازداري نوري س��لول هاي 
ه��دف نیس��ت بلکه با این روش امکان کنت��رل انجام فعالیت-هاي خ��اص وجود دارد. علامت 
ویژۀ اپتوژنتیک، ایجاد کانال ها یا آنزیم هاي فعال ش��ونده با نور اس��ت که امکان دستکاری هاي 
دقیق زمانی را بر روي وقایع بیوش��یمیایی و الکتریکی با رزولوشن در حد سلول فراهم می سازد. 
اپتوژنتیک به معنای ایجاد راهبردهاي هدفمند ژنتیکی همچون پروموتورهاي اختصاصی سلولی 
یا ویروس��ی است. این تکنولوژی امکان انتقال پروب هاي حساس به نور براي جمعیت هاي خاص 
س��لولی در بافت زنده و س��خت افزار ش��امل فیبر نوري و منابع نوري را فراهم می سازد. با این 
روش بررس��ی اختصاصی س��لول ها حتی در عمق بافت به منظور کنترل عملکرد س��لول امکان 

پذیر می شود.

ای��ن مقالۀ مروري ضم��ن معرفی مفاهیم اولیۀ اپتوژنیک، به بررس��ی دقیق روش هاي اجراي 
 آن و مکانیس��م فعالیت هاي کانال یا آنزیم هاي دخیل و در نهایت اهمیت کاربردهاي بالینی آن

می پردازد.

واژههایكلیدی: باریکۀ لیزر، لیزر	co، اپیدرم، برهمکنش حرارتی، آسیب حرارتی، پوست 
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مقدمه
با پیش��رفت هایی که در حوزۀ س��لامت و علوم پزشکی صورت گرفته است 
هر چند خبري از شیوع گستردۀ بیماری هاي عفونی و مرگ و میر ناشی از این 
بیماری ها نیست و امید به زندگی به طور چشمگیري افزایش یافته است، ولی 
در مقاب��ل بیماری هاي تحلیل برندۀ ناش��ی از روند پیري و مزمن افزایش قابل 
ملاحظه اي یافته است. در حال حاضر بیشترین علت مرگ ومیر در کشورهاي 
توس��عه یافته مربوط به حوادث عروقی قلبی و مغزي است هر چند که سوانح 
و تصادف��ات نیز از علل ش��ایع مرگ و میر در جهان به ش��مار م��ی رود]	[. از 
 میان بافت هایي که در معرض آس��یب هستند، همواره درمان و بازتوانبخشی
بافت هاي آس��یب دیدۀ عصبی به دلیل پیچیدگی های سیستم عصبی مرکزي 
و عدم ترمیم پذیري مناس��ب آن در آس��یب بافت های عصبی، از چالش هاي 
اساس��ی قرن بیست و یکم اس��ت. مغز با وزن تقریبی 300	 گرم از بیلیون ها 
سلول عصبی و شبکه ای بسیار پیچیده تشکیل شده است. محققان بسیاري 
سعی بر مطالعۀ عملکرد بافت مغز داشته اند ولی به دلیل همین پیچیدگی هاي 
سلول ها و شبکه هاي عصبی همواره مشکلات متعددي در روند دقیق شناخت 
ش��بکه هاي عصبی و عملک��رد آن ها و در نهایت نقش هر یک از ش��بکه-هاي 
 عصبی در رفتار و هویت انس��انی وجود داشته است. از روش هاي متداولی که

به منظور مطالعۀ in-vivo شبکه هاي عصبی و عملکرد آن ها مورد استفاده قرار 
گرفته است، می توان به روش هاي تحریک الکتریکی، روش هاي مغناطیسی و 

دارویی اشاره کرد.

در سال 	97	 فرانسیس کریگ	 کاشف ساختار مولکول DNA اعلام کرد 
که روش هاي موجود تا آن زمان قادر به مطالعۀ دقیق س��اختارهاي شبکه اي 
مغز و نقش آن ها در رفتار و عملکرد موجود نیس��تند و این روش ها نیازمند 
ایجاد فناوري های جدیدي براي این منظور می باشد )شکل 	(]	[. وي در این 
مقاله به صورت تلویحی به نقش نور و استفاده از این پدیده فیزیکی تاکید کرد. 
در س��ال 973	، در مطالعۀ جداگانه اي خصوصیات یک پروتئین غشایی در 
باکتری ها در باکتري هالوباکتریوم	          انتشار یافت]3[. در سال هاي بعد مشخص 
شد که این گروه از پروتئین های غشای میکروبی به نام اپُسین3 به دلیل وجود 
ساختار رتینا در درون خود و تأثیرپذیری این موکلول در مقابل نور، ساختار 
مولکول پروتئینی آن ها تغییر شکل می دهد و در نهایت منجر به عبور برخی 

از یون ها از کانال شکل گرفته در این نوع پروتئین های غشایی می شود]4[.

تا سال 005	، اپُسین هاي مختلفی در پروکاریوت ها و یوکاریوت ها کشف و 
حساسیت نوري آن ها شناسایی شد. به طوري که در این سال براي اولین بار  با 
وارد کردن ژن بیان کنندۀ اپُس��ین هاي میکروبی به درون سلول هاي عصبی و 
بیان آن در این س��لول ها، انقلاب بزرگی در عرصۀ علوم اعصاب رخ داد]5[. از 
این سال به بعد مطالعات بسیاري برای شناسایی نقش و عملکرد شبکه هاي 

Francis Crick.1

bacteriorhodopsin.2

bacteriorhodopsin.3

عصبی با وارد کردن ژن انواع مختلف پروتئین هاي غش��اي اپُسین میکروبی 
به سلول ها و شبکه هاي عصبی انجام ش��ده است)شکل 	(. از این رو بر اساس 
انتخاب نشریۀ nature، اپتوژنیک به عنوان روش منتخب سال 0	0	 معرفی 

گردید]6[.

تعریف

اپتوژنتیک ترکیبی از علم ژنتیک و روش هاي نوري می باشد تا به کمک 
آن عملکردهاي مش��خص در سلول هاي تخصصی بافت هاي زنده ایجاد یا 
حذف ش��وند]4[. به عبارت دیگر اپتوژنتی��ک ترکیبی از دانش های اپتیک، 
ژنتیک و مهندس��ی زیستی است که به کمک آن می توان فعالیت سلول ها 
را از طریق پروتئین هاي حس��اس به نور، مهار یا تحریک کرد. در این روش، 
تحریک یا مهار فعالیت سلول ها به کمک بیان پروتئین هاي غشایی حساس 

به نور به روش هاي مهندسی ژنتیک و زیستی بسته به خصوصیات هر یک از 
 پروتئین هاي مورد نظر با پلاریزاسیون یا هیپرپلاریزاسیون انجام می شود.
از آنجا که بیان این پروتئین ها در س��لول هاي تخصص یافتۀ بافت هاي زنده 
از جمله سلول هاي عصبی انجام می ش��ود، بیشترین مطالعات انجام گرفته 
در زمینۀ اپتوژنتیک در سیس��تم عصبی مرکزي و س��لول هاي قلبی بوده 

است]7و8[.

به منظ��ور معرفی دقیق فناوري اپتوژنتیک می توان آن را در س��ه بخش 
مختلف م��ورد مطالعه ق��رار دارد. در بخش اول پروتئین هاي فعال ش��ده 
توسط نور4 مورد بررسی قرار می گیرند. در بخش دوم به طور خلاصه روش 
 انتقال ژن پروتئین هاي یاد ش��ده به س��لول هاي یوکاریوت یا س��لول هاي

تخصص��ی نهایی معرف��ی و در نهایت در بخش س��وم روش هاي انتقال نور 
مرور خواهدشد.

light-activated proteins.4

ش�کل1:فرانسیسكریکدرس�ال1971اعلامكردبرایمطالعهشبکههایپیچیدهعصبی
نیازمندفنآوریجدیداس�توفنآوریهایموجودهیچگاهقادربهشناساییدقیقنقش

وعملکرداینشبکههایعصبینخواهدشد.
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شکل2:تعدادمقالاتمنتشرشدهدرپایگاهاطلاعرسانیمجلاتپزشکیPub Medبهصورتسالیانه.همانگونهكهمشاهدهمیشوددرسالهایپساز2005افزایشچشمگیریداشتهاست.

بخشاول:جعبۀابزاراپتوژنتیک

به طور کلی ابزار مورد استفاده در اپتوژنتیک براي تحریک یا مهار سلولی 
بر اس��اس پروتئین هاي فعال شده توسط نور تعریف می شود. به این معنا که 
بر اس��اس نیاز محققان به نوع تغییر عملکرد س��لول ها و همچنین سرعت 
عم��ل م��ورد نیاز، می ت��وان پروتئین ه��اي مختلفی را از خانوادۀ اپُس��ین 
میکروبی مورد اس��تفاده قرار داد]6[. .همچنین بر اس��اس عملکرد هر یک 
از پروتئین ها در س��طح غش��اء و یا در سیتوپلاسم، این ابزارها به دو گروه 
دس��تکاري در پتانسیل غش��ایی5  و تنظیم کننده هاي سیگنال هاي داخل 

سیتوپلاسمی طبقه بندي می شوند.

دستکاريدرپتانسیلغشاء

در اپتوژنتیک گروهی از پروتئین هاي غشایی مورد استفاده قرار می گیرد 
که به دنبال تابش پرتوی نور با طول موج مش��خص موجب تغییر س��اختار 
 پروتئین می شود و عبور برخی از یون ها را تسهیل می کند. این پروتئین ها
بر اساس مکانیسم اثر نور در تغییر ساختار به دو گروه مشخص طبقه بندي 
 می شوند.گروه اول پروتئین هایی هس��تند که به دنبال مدیفیکاسیون هاي

ش��یمیایی در آن ه��ا تغییر س��اختار روي می دهند)ش��کل 3( ]6[. از این 
گروه می توان به لیگاندهاي محصور ش��ده6، حلال هاي حس��اس به نور7  و 

لیگاندهاي افسار شده8  اشاره کرد.

در این گروه پروتئین هاي غش��ایی با واس��طه هاي ش��یمیایی که به نور 
 حساس هستند و انجام پاره اي از واکنش هاي شیمیایی آن ها با پروتئین هاي

modulating the membrane potential.5

caged ligands.6

light-sensitive soluble.7

tethered ligands.8

غش��ایي موجب بروز تغییرات ساختاري در پروتئین هاي غشاء می گردد و 
انتقال یون ها از ورای غشاء تسهیل می شود.

پروتئینهايفعالشدهتوسطنور

این گروه از پروتئین ها به دلیل قرار گرفتن مولکول رتینا و ایزومراس��یون 
نوري آن به دنبال تابش برخی از طول موج هاي مش��خص، دچار تغییرات 
س��اختاري می شوند و درنهایت امکان عبور یون ها را می دهند)شکل 4(. از 
 مهم ترین و شناخته شده ترین   پروتئین هاي این گروه می توان به اپُسین ها

اش��اره ک��رد. اپُس��ین ها پروتئین هاي غش��ایی ب��ا وزن مولکولی30-50 

ش�کل3:روشهایدستکاریش�یمیاییپروتئینهایغشایبهدنبالتابشتوریباطول
موجمشخصدردوروشلیگاندهایمحصورشده)بالا(ولیگاندهایافسارشده)پایین(
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کیلودالتون هس��تند که جزء پروتئینی مولکول رودوپس��ین در مهره داران 
نیز می باش��ند و به عنوان گیرندۀ نوري عم��ل می کنند]9[. پروتئین-هاي 
پذیرندۀ نور مش��ابه به اپُس��ین هاي مهره داران در ساختار سه بعدي مشابه 
به اپُس��ین هاي میکروبی می باش��ند ولی به لحاظ توالی اس��یدهاي آمینه 
متفاوت هستند. اپُسین هاي میکروبی به عنوان پمپ هاي یونی وابسته به نور 
یا حساسگرهاي نوري عمل می نمایند ولی شواهد کافی برای ارتباط آن ها 
با اپُسین هاي جانوري وجود ندارند. از نظر ساختمان فضایی، پروتئین هاي 
اپُسین به دلیل قرار گیري در غشاء از ساختار آلفا هلیکس تشکیل شده اند.

در ش��کل 5 که س��اختار فضایی پروتئین رودپس��ین گاوي    بر اس��اس 
اطلاعات کریس��تالوگرافی تعیین ش��ده اس��ت، مش��اهده می شود که این 
پروتئی��ن از هفت زنجیرۀ آلفا هلیکس در داخل غش��اء و یک زنجیرۀ آلفا 

هلیکس به موازات غشاي سیتوپلاسمی تشکیل شده است]9[. 

به طور کلی پروتئین هایی را که س��اختار فضایی مش��ابه به اپُسین دارند 
در دو گروه اپُس��ین گروه یک یا اپُسین هاي میکروبی و اپُسین گروه دو یا 
 اپُس��ین هاي مهره داران طبقه بندي می کنند. از معروف ترین پروتئین هاي
اپُس��ین گ��روه یک می توان ب��ه هالورودوپس��ین9، باکتریورودپس��ین0	 و 
 آرچیرورودپس��ین		 اش��اره کرد]0	[. همان گونه که در ش��کل6 مشاهده

می ش��ود، کانالورودپس��ین (ChR2)		 در طول م��وج 470 نانومت��ر )نور 
آبی( 4 ایزومریزاس��یون نوري موکلول رتینا انجام می ش��ود و اجازۀ ورود 
یون س��دیم را به داخل س��لول می دهد. پروتئین غش��اي هالورودوپسین 

halorhodopsin.9

bacteriorhodopsin.10

3-archaerhodopsin.11

channelrhodopsins.12

نی��ز در طول موج 589 نانومتر )نور نارنجی( ایزومریزاس��یون نوري خود را 
انج��ام می دهد و در نتیجه باعث تغییر س��اختار پروتئین می گردد ولی در 

مقاب��ل، باعث ورود آنیون-هاي کلر و ایجاد هیپرپلاریزاس��یون و در نتیجه 
مهار پتانسیل عمل در غشاي س��لول خواهد شد. مکانیسم تغییر ساختار 
پروتئین هاي اپُسین وابسته به ایزمریزاسیون نوري موکلول رتینا در داخل 
این پروتئین اس��ت. مولکول رتینا در اپُس��ین هاي نوع یک یا  اپُسین هاي 
میکروبی در حال طبیعی و غیرتحریک شده به صورت ترانس قرار دارند. این 
حال��ت ترانس رتین��ا می تواند با دریافت مقدار اندک��ی انرژي در محدودۀ 
امواج نور مرئی به حالت 4	 س��یس رتینا ایزومره گردد. عدم تبدیل حالت 
ترانس به حالت س��یس به دلیل وجود س��دی از انرژی می باش��د که این 
امکان درحالت عادي و بدون دادن انرژي خارجی ایجاد نمی-ش��ود]0	[. 

ش�کل4:دوگروهازپروندینهایغش�اییازخانوادهاپس�ینهایمیکروبی.كانالرودوپس�ینهاكهبراثربرهمکنشبانورباعثعبوركاتیونهابهداخلسیتوپلاس�مودرنتیجهپلاریزاس�یون
پتانس�یلغش�ایسلولمیگردد)ش�کلچپ(.دربرخیازپروتئینهایخانوادهاپس�ینهابابرهمکنشنورباعثورودآنیونهاویاخروجپروتونازسیتوپلاسممیشودكهدرنهایتمنجربه

هیپرپلاریزاسیونومهارپتانسیلعملدرغشایسلولمیگردد)شکلراست(

)Protein Data Bank ID:1U19]PDB:1U19(شکل5:ساختارسهبعدیرودوپسینگاو
ومولکولرتیناكهایزومراس�یوننوریآنباعثتغییردرس�اختارس�هبعدیرودپس�ین

میگردد.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ic

m
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-3
1 

] 

                               4 / 7

http://icml.ir/article-1-362-fa.html


سید مهدی میرمحمدی و غلامرضا اسماعیلی جاوید            33

ش�کل6:س�هگروهازاپسینهایمیکروبیكهدرطولموجهایمختلفموجبتغییردرس�اختارودرنهایتاجازهورودیونهارابهدرونسلولمیدهد.براساسنوعیونواردشدهبهپتانسیل
عملغشایسلولفعالیامهارمیگردد.

با این حال پس از دریافت انرژي نور در محدودۀ مرئی و عبور از سد انرژي 
س��اختار فضایی پروتئین اپُس��ین تغییر می کند و در پی آن و عبور یون ها 
و یا فعال ش��دن یک سري از سیگنال هاي درون سلولی میسر می شود. این 
مس��یر در اپُسین هاي نوع دو یا اپُس��ین هاي جانوري معکوس می باشد به 

طوري که در حالت پایه )تاریکی( مولکول رتینا به صورت]		[ سیس رتینا 
می باش��د و با دریافت ان��رژي در محدودۀ نور مرئی با عبور از س��د انرژي 
ب��ه حالت ترانس رتینا در می آید و در نهایت موجب تغییر در ش��کل فضایی 

پروتئین خواهد شد]0	[.

یکی از مهم ترین مس��ائل در تغییر س��اختار فضایی اپُسین ها و برگشت 
آن ها به حالت پایه)تاریکی(، سرعت این تغییرات ساختاري می باشد]		[. 
محقق��ان با انج��ام جهش هاي مختلف در اس��یدهاي آمینه اپُس��ین هاي 
میکروبی، توانس��تند سرعت تغییرات ساختاري و فعالیت یا مهار پتانسیل 
غش��اء را کنترل کنند. زمان برگش��ت پذیري پروتئین و آماده شدن جهت 
تحریک دوباره بر اساس نوع توالی اسیدهاي آمینه در بازه هاي زمانی میلی 

ثانیه تا بیش از هزار ثانیه متفاوت است.

تاکنون پروتئین هاي جهش یافتۀ بس��یاري از گروه اپُسین هاي میکروبی 
بدین منظور مورد مطالعه قرار گرفته اند و به طور خلاصه در شکل 8 آورده 

شده است.

بخشدوم:نحوۀانتقالبهسلولیوكاریوت

پس از انتخاب یک ابزار مناس��ب )پروتئین مناس��ب از خانوادۀ اپُس��ین 
ش�کل7:ایزومریزاس�یوننوریمولکولرتینااس�استغییرس�اختارپروتئینهایاپسین

میکروبی)اپسیننوعیک(واپسینجانوری)اپسیننوعدو(میباشد.

ه��اي میکروبی( در قدم بعد می باید با اس��تفاده از فناوري ژنتیک، امکان 
 بیان این پروتئین در س��لول صورت گیرد .به طور مثال بیشترین مطالعه در

سال هاي اخیر با استفاده از فناوري اپتوژنتیک در حوزۀ مطالعۀ شبکه هاي 
عصبی بر روي مدل هاي تجربی)in-vivo(  انجام ش��ده است. براي ورود 
اختصاصی ژن پروتئین مذکور از س��ه روش استفاده می شود. این روش ها 
به ترتیب عبارت از ترانسفکش��ن، انتقال از طریق وکتورهاي ویروسی و در 

نهایت تولید حیوانات ترانس ژنیک می باشد]6[. 

مرحلۀ ورود ژن به سلول هاي هدف به صورت اختصاصی می باشد. به طور 
کلی براي این منظور از دو نوع پروموتور اختصاصی و غیر اختصاصی استفاده 
 می ش��ود. در خصوص پروموتوره��اي اختصاصی می توان به سیس��تم هاي
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مبتنی بر سیستم  Cre  اشاره کرد که با استفاده از ریکامبینازهاي اختصاصی 
عمل می کنند. روش بعدی استفاده  از پروموتورهاي غیراختصاصی است. 
در این-حال��ت وارد کردن وکتور به یک منطق��ۀ جغرافیایی )توپولوژي( از 
بافت، س��بب می ش��ود تا بیان ژن در س��لول هاي آن منطقه صورت گیرد 
 و بدین وس��یله عملکرد آن منطقه در خصوص فعال ش��دن یا مهار ش��دن

سلول ها مورد بررسی قرار می گیرد]6[.

بخشسوم:تابشنوركنترلشده

کنترل دقیق فعالیت سلولی از طریق اپتوژنتیک وابسته به کنترل فضایی 
و زمانی مناسب و دقیق تابش نور می باشد]4و6[. استفاده از منابع نوري با 
تابش زمینۀ وسیع می تواند موجب کنترل زمانی بسیار دقیق در سرعت هاي 
بالا با یک منبع نوري ثابت گردد. تمام سلول هایی که پروتئین هاي حساس 
 به نور در آن ها بیان شده است تحت تابش قرار می گیرند و تحریک می  شوند.

در کاربردهايin-vivo  منبع نوري به یک فیبر نوري اتصال می یابد و یا 
از سیستم هاي LED مینیاتوري استفاده می شود. 

امروزه، با اس��تفاده از فناوري اپتوژنتیک می توان سیستم عصبی مرکزي 
و ش��بکه هاي عصبی را تا سطح پریمات ها مورد بررسی قرار داد]4	-		[. 
یک��ی از مهم ترین کاربردهاي اخیر اپتوژنتیک در مدل هاي تجربی مرتبط 

با بیماري پارکسینون می باشد. 

دریچۀ وس��یعی از کاربرد فناوری اپتوژنتیک با ورود اپُسین هاي مختلف، 
با توجه به س��رعت عملکرد آن ها، برگشت به حالت پایه و مهار یا تحریک 
پتانس��یل عمل پیش روی درمان بیماری ه��اي دژنراتیو مغزي و ضایعات 
تروماتیک باز شد. استفاده از اپتوژنتیک به طور کلی در دو بخش شناسایی 
عملکرد و رفتاري مرتبط به شبکه هاي عصبی و یا درمان ضایعات دژنراتیو 

مغزي صورت می گیرد.

هر چند که عمر فناوري اپتوژنیک کمتر از 5 س��ال می باش��د ولی شواهد 
بیانگر آن است که این فناوري گامی بسیار جدي در حل مشکلات مرتبط 
به مطالعۀ سیس��تم هاي عصب��ی در مدل هاي تجربی و انس��انی و درمان 

ضایعات عصبی تحلیل برنده خواهد داشت. 

شکل8:پروتئینهایمختلفازخانوادهاپسینهایمیکروبیكهزمانمتفاوتیجهتبرگشتبهحالتپایه)تاریکی(وفعالیتدوبارهدرمقابلنوردارند.
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