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  بستن ژنگان كامل انسان
  نقشة كامل ژنگان انسان هستند.دستيابي به معني اين است كه دانشمندان در آستانه يابي بهپيشرفت در زمينة فناوري توالي

  *عندليبنازنين 
 ، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسيدانشگاه تهرانتهران، 

  چكيده
شود. اما از بسياري از كننده، ژنگان انسان اغلب به يك منظره تشبيه ميهاي تنظيمها و تواليبا توپوگرافي پيچيده و متنوع ژن

  نواز بلكه شبيه به يك بزرگراه بياباني با وسعت و تكرار زياد است.منظرة چشمجهات، ژنگان نه به يك 
  انسان ژنگانكامل،  ژنگان :واژگانكليد

  ut.ac.ir2727Andalib@ * مترجم مسئول، پست الكترونيكي:
 

 از پرسانترومر كروموزوم را در نظر بگيريد كه دو بازوي 
  زاران تواليه. سانترومر شامل دپيوندميهم ها بهژن

α-Satellite  جفت  171هاي واحد –تقريباً يكسان است
كه از پايداري  اندهسازماندهي شداي گونهبازي كه به
شود. دو دهه پس از  ئنطممو تقسيم سلولي ها كروموزوم

ها و ساير نويس ژنگان انسان، اين ويژگيانتشار پيش
عنوان نقاط ناشناخته در به DNAبرانگيز هاي چالشويژگي

مانده باقييابي نشده همچنان توالياطلس كروموزومي ما 
. تا همين چندسال پيش، برخي از محققان از يافتن بود
  ها نااميد بودند.آن

در  2، محقق سانترومر در دانشگاه دوك1بت ساليوان
گفتگويي با در  2014در سال ، 4، كاروليناي شمالي3دورهام

 7، سانتاكروز6محقق ژنگان در دانشگاه كاليفرنيا، 5كارن ميگا
  كند:نقل مي چنين

آوري رخ ندهد، مدت زمان زيادي اگر اتفاق جدي در فن"
توسعه و آن اتفاق افتاد: آن . اما "در اين نقطه خواهيم بود

هاي طولاني از توانند بخشيابي كه ميهاي تواليروش
DNA ارانش در كهم را بدون وقفه بخوانند، اكنون ميگا و
 ساله را 20اند تا اديسه ، آمادهT2T(8( تلومرتاتلومر انجمن

                                                            
1 -Bet Sullivan 
2 - Duke 
3 -Durham 
4 -North Carolina 
5 -Karen Miga 
6 -California 
7 -Santa Cruz 
8 - Telomere to Telomere 

پايان شد، به نويس آغازكه با انتشار اولين توالي پيش
ها توليد نقشه ژنگان براي هر كروموزوم رسانند. هدف آن

توالي با (عناصر  است كه توالي آن را از انتها يك تلومر
ديگر مشخص  ) تا تلومرهاانتهاي كروموزوم در دوتكراري 

كار، فقط با هدف انجام انجام اين"گويد: شود. ميگا مي
شناسي بسيار كنم يك زيستدادن آن نبود، بلكه من فكر مي

. اما براي يافتن آن، بايد دنياي "جا وجود داردجالب در آن
معرض گذاشتن كامل اين د، كه با بهكريابي ژنگاني را توالي
  وجود ندارد. آنكه هنوز درك چنداني از مناطق ژنگاني، 

  هاگير افتادن در ميانة كروموزوم
سال قبل در  20نويس ژنگان انسان در انتشار اولين پيش

 )، يك موفقيت بزرگ بود. اما نقاط ابهام1چنين ماهي (
د داتع ،بسياري وجود داشت. دانشمندان برنامه ژنگان انسان

دست آوردند كه كروموزومي به DNAزيادي توالي كوتاه 
همپوشاني داشته و  هاي همسايهها با توالياين توالي

آوري شد. ها گردهم Contigتر هاي بزرگصورت تواليبه
 contigصورت يك واحدآل، هر كروموزوم بهدر حالت ايده
قطعه  1246نويس شامل شود، اما اولين پيشنمايش داده مي

 بود. 

عنوان بخشي از انجمن د، دانشمنداني كه بهبعاز آن زمان به
كنند، اجتماعي تشكيل دادند كه در كار مي 9مرجع ژنگان

                                                            
9 -Genome Reference Consortium (GRC) 



 1400 پاييز و زمستان ،10، شماره 5لد ج                                                                               مجله زيست شناسي ايران (علمي)            

55 

ها] پرداخته و آوري و بررسي [توالياين اجتماع بر گردهم
قطعات اشتباه و با اطلاعات ناكافي را با استفاده از تجزيه و 

ها شناسايي كردند. جديدترين نسخه از ژنگان تحليل توالي
منتشر شد و از آن به  GRCh38به نام  2013انسان در سال 

است. اما شدهآن اضافههايي بهصورت مكرر قسمتبعد به
از ژنگان كه شامل سانترومرها، مجموعه  %5- 10هنوز 

هاي كه پروتئين RNAهاي هاي رمزگذار تواليبزرگي از ژن
د ها وجود دارنكنند و در ريبوزومها را توليد مياندامك

  مانده است.ناشناخته باقي

ها وجود هاي طولاني و تكراري ژنين مجموعه در نسخها
كه در زمينه بيوانفورماتيك در مؤسسه  1دارند. آدم فيليپي

در آمريكا  3، مريلند2تحقيقاتي ملي ژنگان انسان در بتسدا
گويد: كند، ميكار مي T2Tصورت مشترك با انجمن به
است و از ها بسته نشدهشكافهنوز هم بخش بزرگي از "

دليل حضور مكرر طرفي طراحي نقشه ژنگان به
تقريباً يكساني كه قطعات تكراري ناميده   DNAقطعات

هاي قديمي كروموزومي است شوند و محصول نوآراييمي
  ."شودسختي انجام ميبه

برانگيز تلاش در جهت گردهماوري هاي چالشاين بخش
كند. به همين دليل اكثر مياشكال  ژنگان را دچار

هاي خوانش كوتاه انجام شد. [يكي از ها با روشيابيتوالي
اي است كه توسط شركت ها] برنامهاين روش

، كاليفرنيا 5در سان ديگو 4آوري ايلومينافنزيست
  سازي شد.تجاري

  

  
  كروموزوم هاي انساني تصويربرداري شده با ميكروسكوپ الكتروني

                                                            
1 -Adam Phillippy 
2 -Bethesda 
3 -Meryland 
4 -Illumina 
5 -San Diego 

دست هاي دقيقي بهروش ايلومينا دادهي بهيابدر توالي
توان طور معمول [در اين روش] فقط ميآيد، اما بهمي

خواند و در نتيجه توان همزمان ميباز را  چندصدتوالي 
هاي مبهم مناسب هاي طولاني و تواليبراي توالي

شناسي محاسباتي كه در زمينه زيست 6نيست.كريستن هاو
 انگلستان كار 8در هينكستون 7در مؤسسه ولكام سانگر

گويد: مي ،GRCهمچنين يكي از افراد انجمن ،كندمي
ها معمولاً آسان است، اما هرچيز ديگري وري ژناگردهم"

ها قرار دارد و داراي تكرار زياد باشد ژنكه در فضاي بين 
  ."وري نيستاقابل گردهم

 هاپر كردن شكاف

بين رفتن اين توان به از با دو روش خوانش طولاني مي
وري پسفيك افنها نزديك شد. شركت زيستشكاف

كاليفرنيا از يك سيستم جالبي 10در ملوپارك 9بيوساينس
ها د. در اين سيستم صدهاهزار و يا حتي ميليونكراستفاده 

صورت مستقيم موازي و هزارها باز به DNAي رشته
شود. در روش ديگر كه توسط شركت انگليسي خوانش مي
تجاري شد، در اين روش  11نانوپور تكنولوژي اكسفورد

هايي با منافذ از ميان پروتئين DNAمانند هاي نخرشته
ها تا خوانش ده ،كوچك و يا در حد نانو عبور داده

گيري تغييرات نامحسوس وسيله اندازهصدهاهزار باز به
جريان الكتريكي نوكلئوتيدهاي عبور كرده از ميان كانال 

  شود.ميپروتئيني انجام 
و روش  2010كه روش پسفيك بيوساينس در سال وقتي

دند، شبراي اولين بار ارائه  2014اكسفورد نانوپور در سال 
دقتي بيش از  خوانشهرنسبت به روش ايلومينا كه براي 

گويد: كه فيليپي ميطوريداشت، داراي خطا بودند. به 99%
 15- 20نسبت خطا در روش خوانش پسفيك بيوساينس "
  ."استرصد د

اي نسل اول، در خوانش بازها هاي نانوحفرهيابتوالي
طور ها بهنشان دادند. اما عملكرد آن %30خطاي بيشتر از 

توان ها ميوسيله اين روشپيوسته پيشرفت كرد و به
 3"گويد: . فيليپي ميدشو دههايي با طول بيشتر خوانرشته

 100هايي بيشتر از توانيم طولسال گذشت و اكنون مي 4يا 

                                                            
6  -Kerstin Howe 
7  -Wellcome Sanger 
8 -Hinxton 
9 -Pacific BioScience 
10 - MeloPark 
11  -Oxford Nanopore technology 
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خوانيم و اين زماني بود كه من و كارن انجمن بكيلوباز را 
T2T اندازي كرده بوديمرا راه" .  

تأسيس شد و هدف آن  2019اين انجمن در اوايل سال 
هر  يانتها تاوري انتها اتوليد كيفيت بالا و گردهم

يابي متخصص توالي 100روموزوم  انساني بود. بيشتر از ك
ن نام كردند كه بسياري از ايو ژنگاني از سراسر جهان ثبت
صورت فعال در تجزيه و افراد كساني بودند كه قبلاً به

  بازها شركت داشتند. دنتحليل خوان
منتشر شد. در  2018آنها در سال  دو مقاله در مورد كار

شناس محاسباتي در ، زيست1متولوز ) از مقالات2يكي (
آوري انگلستان و همكاران اولين گردهم 2دانشگاه ناتينگهام

هاي روش اكسفورد كامل ژنگان انساني را با استفاده از داده
ي قبلي با دست آمدههاي بهنانوپور توصيف كردند. از داده

خوانش طولاني روش ايلومينا براي اصلاح خطاي خروجي 
وش نانوپور استفاده شد. اما لوز و همكاران هاي رداده

فقط با  %8/99را با دقت  GRCh38 برنامه %90حدود 
هاي روش نانوپور پوشش دادند و اين در استفاده از داده

ها شكاف بزرگ در ژنگان مرجع وجود بود كه دهحالي
  داشت.

ترومر )، مگان و گروه تحقيقاتي آن، سان3در دومين مطالعه (
كه كوچكترين كروموزوم است را انسان  Yكروموزوم 

 ديگر توالييك توافق باها با وري كردند. آنادوباره گردهم
ي تعداد زيادي خوانش طولاني در وسيلهبه رابا كيفيت بالا 

دفي را ي تصاراحتي خطاهابهايجاد و ه ناحيسراسر 
ا مدر واقع "گويد: گا ميي. مكردندشناسايي و حذف 

ا ج، اما در آن "نيمكم طول سانترومر عبور توانيم از تمامي
ط به الگوها نگاه و فق -كار خيلي سختي استمرحله هنوز 

  . "كنيمهم وصل ميها را بهآن
 اول تكميل كار

يافتني دست T2Tهدف  هايي نشان داد كهچنين موقعيت
 CHM13ي سلوليشدن كار، برروي ردهتر است. براي ساده
كروموزومي  ةدو مجموعشامل ژنگاني  با ،مشتق از تومور

اين ترتيب پيچيدگي ژنگان . و بهشدتمركز  يكسان،
  از بين رفت.شامل ژنگانهاي متمايز والدي ديپلوئيدي 

                                                            
1 -Mathew Loose 
2 -Nattingham 

وري ااولين مجموعه كامل گردهم 2020در اواخر سال 
) منتشر 5چاپ) (پيشعنوان (به 8) و X )4هاي كروموزوم

ها يابي قطعات دو كروموزوم كه طول آنبراي توالي. شدند
محققان روش اكسفورد نانوپور باز است،  70000بيش از 

خوانش بيش از يك ميليون باز را انجام در هر كه را 
 كارگرفتند.دهد بهمي

اما با دقت ها، با استفاده از اين روش"گويد: ليپي مييف
ها از ي كروموزوماصلفقرة ما قادر به نمايش ستون  كمتر،

 T2Tسپس دانشمندان انجمن  ".تلومر تا تلومر بوديم
و پسفيك  3ومينايهاي ايلهاي خوانش با روشداده

آوري استفاده كردند. را براي كامل كردن گردهم 4بيوساينس
، دانشجوي پسا دكتري دانشگاه 5گلينس لوگسدون

و اولين نويسنده مقاله در مورد  7در سياتل 6واشينگتن
يابي، هاي متفاوت تواليگويد كه روشمي 8كروموزوم 

هاي روشني دارند. براي مثال، دانشمندان تناقض
T2Tهاي شيميايي پسفيك بيوساينس كه با روش اندهبردپي
را بررسي ژنگان توان مناطق غني از بازهاي گوانين مي
ر بعضي اوقات در كه در روش نانوپو، در حاليندنك

شود. تكرارهاي طولاني از اين نوكلئوتيدها خطا ايجاد مي
اگر يك مجموعه از داده داراي نقصي "گويد: لوگسدون مي

هاي مجموعه ديگر اين نقص جبران شود، باشد كه با داده
  ."خوبي مكمل يكديگر هستندپس اين دو روش به

توسعه يافته تكميل و بررسي نتايج به ابزارهاي ويژه و 
شناس محاسباتي ليپي و زيستيتوسط محققان، از جمله ف

اين  .نياز دارد ديگودر دانشگاه كاليفرنيا، سان 8پاول پوزنر
ما فقط "گويد: عملكرد محتاطانه داشت. فيليپي مي تيم

يكسان  %100باز و  7000قصد داشتيم كه دو توالي با طول 
محض ورود خطا به مجموعه، رفع چسبانيم. بههم بهرا به

هاي لازم، امكان توليد . اما با احتياط"آن بسيار دشوار است
در سطح نوكلئوتيد  %99/99هايي با دقت مجموعه
  پذير شد.امكان

سانترومر  پيشين)، از مطالعات X )4كار اوليه كروموزوم 
شد،  انجامخوبي ر سطح ساختاري بهاين كروموزوم كه د

هاي مولكولي ما روش"گويد: مي 9. ساليوانكردنداستفاده

                                                            
3 Illumina 
4 Pasific Biosiences 
5 -Glennis Logsdon 
6 -Washington 
7 -Seattle 
8 -Pavel Pevzner 
9 -Sullivan 
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ي كار برديم تا اطمينان حاصل شود كه اندازهمتعددي به
آوري شده با اطلاعات گردهم   α-satelliteهايآرايه
يابي منطبق است. در مجموع، من با توجه به نتايج توالي

مطالعه اول تحت تأثير قرار  ازاعتبارسنجي انجام شده 
  ."گرفتم

برداري، مانند روشي كه هاي نقشهمحققان همچنين با روش
ديگو در سان 1آوري بيونانوژنوميكفنتوسط شركت زيست

هاي گيري تواليشده، امكان اندازهكاليفرنيا ساخته
  آوردند.كروموزومي را فراهم DNAگذارفاصله

 تكميل نشدن در راه است

 T2Tدست آمده، پيشنهاد انجمن هاي بهبا وجود موقعيت
كاري دشوار و سخت بود. اما  Xو  8براي كروموزوم 

نتيجه هاي اعضاي تيم را بيدر اين مدت تلاش هاپيشرفت
  نگذاشت. 

يابي بيوساينس فرآيندي موسوم به توالي ابزارهاي پسفيك
را پشتيباني كرده و در آن هر رشته  2حلقوي مشترك

شود كه بارها و اي تبديل ميهاي بستهبه حلقه  DNAاز
هاي مكرر، بارها قابل خوانش هستند. با مقايسه اين خوانش

توانند خطاهاي تصادفي را حذف كرده و در محققان مي
  ه نتايجي با دقت بسيار حاصل شود.نتيج

نا نهاده شد و برپايه چند هزار باز ب CCSهاي اوليه نسخه
آوري ژنگان همين دليل استفاده از اين روش در گردهمبه

، اين شركت روند جديدي 2019محدود شد. اما در سال 
ل در حا ؛) كه در آن نتايج دقيقي توليد شد6( كرداتخاذ 

از قت بيشدباز و با  20000بيش از هايي با حاضر خوانش
توانيم اكنون ما مي"گويد: پوزنر ميشود. انجام مي %99

آوري اغلب سانترومرها را مطابق با خوانش درست گردهم
. همچنين او "كمك ديگري نياز نيستهيچ  كرده و به
مورد نياز ي خوبي شدههاي تنظيمكند كه الگوريتماضافه مي

  هايي كاركنند.دهكه با چنين دااست 
پوزنر بازسازي سانترومر را با درست كردن يك پازل 

كند كه در آن تمام قطعات در آسمان آبي روشن مقايسه مي
ابرهاي نامرئي "گويد: ابتدا غيرقابل تشخيص هستند. او مي

تواند قطعات مختلف پازل د كه مينجا وجود داركمي درآن
ابرها، ساختار پازل را نشان . يافتن اين "را از هم متمايز كند

                                                            
1 -Bionano Genomics 
2 -Circular Consensus Sequencing (CCS) 

آوري سانترومرها دهد و از همين رويكرد براي گردهممي
تواند استفاده شد، تشخيص تفاوت نامحسوس توالي مي

  آوردن يك الگوريتم برجسته شود.به گردهممنجر
طور اين رويكردها با خوانش طولاني نانوپور به ةمجموع

 لوگسدون شد.  T2Tمشخص سبب سرعت بخشيدن برنامه 
دهد كه خوانش طول صدهزار باز يك كار گزارش مي

هاي نامهانجام هريك از بر"گويد: عادي است. فيليپي مي
يك سال بيشتر طول كشيد. اما بعدازآن  8و   Xكروموزوم

زمان دو مانده را در مدتهاي باقيتوانستيم تمام كروموزوم
. مگا "شودميپايان برسانيم. اكنون پايان روشني ديده ماه به
غير از ها بهما آرايش سانترومري تمام كروموزوم"گويد: مي

گويد، سانترومر اين ي. او م"آورديمدسترا به 9كروموزوم 
 ميليون باز تشكيل شده و 27كروموزوم حجيم بوده و از 

است. يك چالش مهم در مورد اين سانترومرايجادشده
هاي همچنين اين گروه در حال كامل كردن ژن

ريبوزومي هستند. اما انجمن در حال حاضر   RNAتكراري
گا يگذارد، ماشتراك ميبه GitHubاطلاعات خود را در 

  CHM13كند كه انتشار كامل ژنگان رده سلوليبيني ميپيش
  د.شوميامسال تمام 

. است آمدهدستها بهدر حال حاضر نتايج خوبي از داده
لوگسدون و ديگران براي تعيين الگوهاي اصلاح شيميايي 

DNA يابي گذارد، تواليكه برعملكرد كروموزومي تأثير مي
اكثر سانترومرها متيله "گويد: گا مييكاربردند. منانوپور را به

صورت يك شيب در تمام هستند اما اين متيلاسيون به
نظر . اين شيب متيلاسيون به"شودسانترومر ديده مي

كور يك تدهد. كينهرا نشان مي 3كورتنهرسد كه محل كيمي
در طول  DNAساختار مهم سانترومري است كه در تقسيم 

تقسيم سلولي نقش دارد. لوگسدون اميدوار است كه با 
را براي اي كمينهها سانترومرها استفاده از اين يافته

  هاي ساختگي مهندسي كند.كروموزوم
هاي گسترده نژدهي تاً كوچكي در نظمكار نسب T2Tانجمن 
هاي ها و گيرندهباديمتغير آنتي ةناحيرمزگذار  ةو پيچيد

اين "گويد: انجام دادند. پوزنر مي Tهاي ايمني سطح سلول
ها بسيار آوري آنمناطق بسيار تكرارشونده بود و گردهم

دشوار است. از امروز، ما فقط دو مرجع براي اين مناطق 
. توانايي دستيابي و مشخص كردن اين مناطق "داريم

                                                            
3 -Kinetochore 
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به درك پاسخ ايمني به تواند منجربرانگيز ميژنگاني چالش
  ا شود.هها و واكسنعفونت

 پايان يك آغاز

، يك واحد بوديك چالش ژنگان ساخت كه طوريهمان
 بدون در نظرگرفتن ژنگان ،ژنگان براي محققسراسري از 

ارزش محدودي دارد. براي  ،هاافراد مختلف و مقايسه آن
كاري  T2T، انجمن 2020افزايش كارآرايي، در اواخر سال 
آغاز  1انسانيتمام ژنوم  نزديك و موازي با انجمن مرجع

 GRCh38با هدف جايگزيني  HRPC، 2019كردند. در سال 
آوردن دامنه تنوع انساني دستبا ژنگان مرجع براي به
ر فن 350حداقل  باهاي ژنگان بيشتر، براساس كل داده

شناس محاسباتي و زيست 2اندازي شد. توبياس مارشالراه
 3كس پلانكانفورماتيك در مؤسسه ما ييكي از اعضا

پزشكي تر شدن با عادي"گويد: آلمان مي 4ساربروكن
كنار د افرااصل و نسب  هاي مربوط بهسوگيريژنگاني، 

  .شوندگذاشته مي
يك همكار تحقيقاتي در آزمايشگاه،   5يوتاسوزوكي

در دانشگاه  6موريشيتشناس محاسباتي شينيچيزيست
ررسي يابي پسفيك بيوساينس براي ب، از توالي7توكيو

استفاده  نفر افراد ژاپني و ساير مناطق جهان 36سانترومر 
فقط در جمعيت ژاپني، "گويد: ). سوزوكي مي7است (كرده

اي كه بررسي كرديم، سانترومرهاي تقريباً در هر نمونه
بينيم. فقط يك مرجع و يا حتي فقط يك مختلفي را مي

  ."مرجع براي جمعيت كافي نيست
و است صدها سانترومر انساني در پي بررسي موريشيتا 

مرتبط با هاي بيماريهمراهي ها كه ده سازدميخاطر نشان 
گويد: تغييرات ژنگاني در اين مناطق وجود دارد. او مي

رفتن تغيير اشتباه در تكرارهاي سانترومري، سبب از بين"
تواند شود كه اين تغييرات ساختاري ميها ميساختاري آن

مورد، تأثير قرار دهد. دراينها را تحتي و ثبات آنپايدار
 RNAهاي فيليپي فرصتي براي درك بهتر اصلاح ژن

هاي مرتبط با ماشين توليد پروتئين ريبوزومي در بيماري
  آورد.دستسلولي به

                                                            
1 -Human Pangenome Reference Consortium (HRPC) 
2 - Tobias Marschall 
3 - Max planck 
4 - Saarbruken 
5 - Yuta Suzuki 
6 - Shinichi Morishita 
7 - Tokyo 

را در  T2Tفرآيند  به كارگيري ةابتدا، محققان بايد نحواما 
كدام توالي در اينكه ژنگان ديپلوئيدي بررسي كنند. تعيين 

مستلزم آن است كه ها وجود دارد، كدام نسخه از كروموزوم
ژنگان  طولدر كافي را فرد بهدانشمندان و منحصرتواليهاي 

قطعات پيوسته به هم آوري صحيح گردهمتا  شناسايي كنند
)contings هر رشته ) راDNA  ردر نواحيمانند  يتكراراَب

و همكاران در  8، ايشلرلوگسدون. فراهم سازندسانترومرها 
، امكان بازسازي مناطق 8كروموزوم نتايج چاپ پيش

 بسيار متمايزدر شرايط  ،ها و انسان رانزهاسانترومري شامپ
كنند. موريشيتا توصيف مي ،از نظر ژنگانها كروموزوم

سانترومري  توالي ناحية براي طي تمام مسير"گويد: مي
هاي طولاني و بسيار خوانشبهديپلوئيد، هاي ژنگان
  ."يمدارنياز  يتردقيق

هاي ژنگاني باليني بر روي در حال حاضر، بيشتر تلاش
شده متمركز است تا بتوان يك رويكرد هاي شناختهژن

صرفه براي تجزيه و تحليل ژنگان سريع و مقرون به
 ،جديد ژنگان پزشكي ةزميناين آورد. اما پيشگامان دستبه

يك هاي جامع درنهايت بهرند كه تجزيه و تحليلانتظار دا
با توجه به  ،استاندارد تبديل شود، اگرچه احتمالاً

يابي صحيح در هاي اين نواحي گريزان از نقشهگوناگوني
گا يشد. مخواهند هزينه زيادي متحمل اثرات باليني، 

توانم دانستم كه ميبيمار شود و مي ماگر فرزند"گويد: مي
حاضر به آورم، دستژنگان را با خوانش طولاني به 100%

  ."مبودمياين تفاوت پرداخت 
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