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 هقاله پژوهشی

 

 خوى هحیطی زناى هبتلا به سرطاى پستاىهاي سلولدر  MiR-191 ارزیابی سطح بیاى

 در هقایسه با زناى سالن

 *3رضا هحودنیاالعبد ،0رباب رفیعی طباطبایی ،2، 1نغوه بهراهی ،0رزو شاهیآ
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 چکیده

ثِ ػٌَاى ًـبًگش صیؼتی ثشای تـخیق ٍ دسهبى ػشًبى پؼتبى  ّب RNA  تشیي ػشًبى دس صًبى اػت. هیىشٍ ػشًبى پؼتبى ؿبیغ

ًوًَِ  80تؼذاد  دس خَى هحیٌی ثیوبساى هجتلا ثِ ػشًبى پؼتبى ثَد. -miR 191اًذ. ّذف اص هٌبلؼِ حبهش ثشسػی ُ  ظبّش ؿذ

ٍ  RNAآٍسی ؿذ. ثلافبكلِ  اػتخشاج  ًوًَِ خَى ػبلن( خوغ 40ٍ  هجتلا ثِ ػشًبى پؼتبى ًوًَِ خَى ثیوبس 40خَى هحیٌی )

ًشاحی پشایوش اختلبكی ثب اػتفبدُ اص  ( اًدبم ؿذ.Realtime RT-PCRای پلیوشاص ) اًدبم ؿذ ٍ ٍاوٌؾ صًدیشُ cDNAػٌتض 

ّب ثب اػتفبدُ اص دادُ لبكی ًشاحی ٍ خْت ػبخت ثِ ؿشوت ػبصًذُ ػفبسؽ دادُ ؿذ.پشایوشّبی اخت AlleleID6افضاس ًشم

دس خَى  miR-191دػت آهذُ اص هٌبلؼِ حبهش ًـبى داد وِ هیضاى  ّبی ثِ دادُ تؼت صٍخی تدضیِ ٍ تحلیل ؿذًذ. -آصهَى تی

  -191ثشسػی ػٌح ثیبى ًؼجی طى  هؼٌبداسی ثبلاتش ثَد.ثِ كَست ػبلن  افشادػشًبى پؼتبى دس همبیؼِ ثب  ثیوبساى هجتلا ثِهحیٌی 

miRهَسد اػتفبدُ لشاس تَاًذ ثِ ػٌَاى یه ثیَهبسوش خْت ؿٌبػبیی ػشًبى پؼتبى دس صًبى  هی افشادّبی خَى هحیٌی  دس ػلَل

 .گیشد

 miR.-191ػشًبى پؼتبى، ًـبًگش صیؼتی، کلیدي: کلوات

 هقدهه

آٍسی اص  ؿگفت ؿوبس اخیشّبی غشثبلگشی دس پظٍّؾ

اًذ وِ دس  ؿذُ ؿٌبػبیی ُؿًَذغیشوذRNA  ّبی طى

، 10، 5) ًوبیٌذ ای ایفب هی ثشخؼتِ ًمؾ یتٌظین ثیبى طً

اص ّب ثشاػبع ػولىشد ٍ تؼذاد ًَولئَتیذ ایي طى(. 11

ّب RNAهیىشٍ (.20ای ثشخَسداسًذ ) اّویت ٍیظُ

دس ٍ یب ّب  ّبی وذوٌٌذُ پشٍتئیي دس ثیي طى تَاًٌذ هی

 40. حذٍد گیشًذلشاس  ّب دسٍى طًْبی وذوٌٌذُ پشٍتئیي

(. 27) ّب لشاس داسًذّب دس دسٍى طىRNA  % اص هیىشٍ

ایي ػبختبسّبی ًَولئَتیذی وَچه دس ثؼیبسی اص 

داساى ٍ  تىبهل هْشُتىَیي ٍ هبًٌذ  صیؼتیفشآیٌذ ّبی 

 ًیض تىَیي، هتبثَلیؼن ٍ ، تىثیش ٍ توبیض ػلَلیگیبّبى

(. 1) ػشًبى پؼتبى ًمؾ داسًذ ثِ ٍیظُ ّب ػشًبى
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 هْن  ػٌَاى یه ثیَهبسوشِ تَاًٌذ ث ّب هی RNAشٍهیى

ْب هَسد ًظش لشاس ػشًبًؿٌبػبیی ثؼیبسی اص ثشای 

دس هَسد  ّبؽاٍلیي گضاسیىی اص  . (23، 1گیشًذ. )

ػشًبى پؼتبى  دس ّبRNAهیىشٍ ثیبى ٍخَد الگَی

 . دس ایي پظٍّؾهٌتـش ؿذ  2005اًؼبًی دس ػبل 

ّبی ثبفت  ػلَلهَخَد دس ی ّبRNAهیىشٍ آًبلیض ول

 29ثیبى  وِ الگَی داد ًـبى  ثذخین پؼتبى

ثِ ًحَ ّبی ػشًبًی پؼتبى  دس ػلَل  RNAهیىشٍ

 ثبؿذ هتفبٍت اص ثبفت ًجیؼی هیای  ثشخؼتِ وبهلاً

(25 .) 

دس تَهَس ّب RNAهیىشٍالگَی ثیبى  یگشیددس تحمیك 

پؼتبى ثبفت تَهَسی خبهذ ّبی خبهذ اص خولِ ثبفت

ای اص  هدوَػِ گشدیذ ٍ ًی ایي تحمیكثشسػی 

 -miR ٍ21-191اص خولِ ّب RNAهیىشٍ

miRاًٌذ اص تَ یآیذ ه ؿٌبػبیی ؿذًذ وِ ثِ ًظش هی

(. 18ّبی پؼتبى ثبؿٌذ ) هبسوشّبی ؿٌبػبیی ثذخیوی

 دس ثؼوی هٌبلؼبت الگَی هتفبٍتگشچِ ٍ دس همبثل، 

ثیي ثبفت ػشًبًی ٍ ػبلن هـبّذُ  ّبRNAثیبى هیىشٍ

 . (16،26)ًـذ 

ّب RNAهیىشًٍمؾ دس هدوَع ؿَاّذ ثِ دػت آهذُ 

ؿٌبػی ػشًبى پؼتبى هَسد تبئیذ لشاس  سا دس صیؼت

ّبی  ؿیَع گؼتشدُ ثذخیویثب تَخِ (. 17)ذ ٌدّ هی

وِ سٍص ثِ سٍص دس حبل  (8پؼتبى دس هیبى صًبى )

( ٍ ّوچٌیي ػَاسم ثبلیٌی، فشدی 4ثبؿذ ) افضایؾ هی

ّبی پؼتبى وِ  ٍ اختوبػی حبكل اص اثتلا ثِ ثذخیوی

لبثل تَخْی ّبی هبدی ٍ سٍاًی  تَاًذ تحویل ّضیٌِ هی

( ٍ اص ػَیی ًظش ثِ 6سا دس پی داؿتِ ثبؿذ )

ّبی  دس حیٌِّب RNAهیىشٍمَُ ثبلوبسثشدّبی 

ؿٌبػبیی ٍ  غشثبلگشی،دس حَصُ  بتی ٍ ثبلیٌیتحمیم

ثب تَخِ  اص ػَی دیگشٍ ّب  ْی ثذخیویگآ پیؾ

هحذٍدیت هٌبلؼبت لجلی دس خلَف ؿٌبػبیی 

ثیوبساى ّبی دخیل دس ػشًبى پؼتبى دس RNAهیىشٍ

اسصیبثی پظٍّؾ حبهش ثِ  ،ثِ ٍیظُ دس خبهؼِ ایشاى

ّبی خَى هحیٌی صًبى هجتلا ثِ  دس ػلَل  ػٌح ثیبى

 .پشداصدهیػشًبى پؼتبى دس همبیؼِ ثب صًبى ػبلن 

 

 هاروشهواد و 

ّبی  دس ایي پظٍّؾ هدَص وویتِ اخلاق دس پظٍّؾ

 .IR.SBMU.NRITLDپضؿىی ثب ؿٌبػِ صیؼت

REC.1398.047  .ثش اػبع هٌبلؼبت دسیبفت ؿذ

ثیوبس وِ ثشاػبع هؼبیٌبت فیضیىی  40 ،(3، 19پیـیي )

ٍ تـخیق پضؿه هتخلق، هـىَن ثِ ػشًبى 

ػیٌِ  ثَدًذ، لجل اص ّشگًَِ دسهبًی اًتخبة ؿذًذ. 

ًفش ًیض اص افشاد ػبلن ثِ ػٌَاى گشٍُ   40ّوچٌیي 

اص ًظش فبوتَس  دٍ گشٍُ ؿبّذ اًتخبة گشدیذًذ. افشاد

ػبل ٍ  22ّبی یىؼبًی ثب حذالل ػي ػي دس گشٍُ

افشاد  ّوچٌیي. ؿذًذػبل دس ًظش گشفتِ  70حذاوثش 

گیشی، ثیوبس ٍ ػبلن  تحت هٌبلؼِ تب لجل اص خَى

لشاس ًگشفتِ  ای ٍیظُ تحت ّیچگًَِ سطین دسهبًی

 3اص ولیِ افشاد هـبسوت وٌٌذُ دس تحمیك ثَدًذ. 

پغ اص تْیِ ًوًَِ .  ؿذی گشفتِ لیتش خَى هحیٌ هیلی

  RNAٍاسد هشحلِ اػتخشاج  ًوًَِ ػشم ثلافبكلِػشم، 

اص ًوًَِ خَى هحیٌی ثش  RNAاػتخشاج  .گشدیذ

( ٍ ثب اػتفبدُ اص ویت 28 9اػبع هٌبلؼبت پیـیي )

 RNeasy Midi (qiagen Cat no.75144)اختلبكی 

Kit   .اسصیبثی ویفیت  خْتكَست گشفتRNA 

دس  .اػتفبدُ ؿذ  دػتگبُ ًبًَدساحاص اػتخشاج ؿذُ، 

 ZISTاص ویت   cDNAهشحلِ ثؼذ ثشای ػبخت    

ROYESH  اػتفبدُ ؿذ. ایي ویت ّوچٌیي حبٍی هَاد

ّبی   ؿبهل پشایوش  Real-time PCRلاصم خْت اًدبم 

Forward  ٍReverse   ٍSYBR Master Mix Green  

اػتفبدُ   (house keeping)ثِ ػٌَاى  U6ثبؿذ. اص  هی

لاصم ثِ روش اػت ایي ویت ثبیذ دس دهبی ؿذُ اػت. 

داسی ؿَد. ایي ویت خْت ًگِگشاد دسخِ ػبًتی -20

سٍؽ دٍ ثِ cDNA  ٍRT-PCRی ػٌتض اٍلیي سؿتِ
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وبس ای هٌبػت اػت. آًضین سًٍَیؼی هؼىَع ثِهشحلِ

 سفتِ دس ایي ویت داسای پبیذاسی دهبیی ثْجَد یبفتِ تب

ٍ ًیض داسای پیَػتگی ػول اػت. گشاد دسخِ ػبًتی 65

ایي ویت داسای حؼبػیت ٍ ٍیظگی ثبلایی خْت 

 cDNAالگَ اػت. ػٌتض  RNAاص  DNAتىثیش ّش ًَع 

تبم یب  RNAی اٍل ٍاوٌؾ ثب اػتفبدُ اص دس هشحلِ

RNA-Poly (A)  ثب اػتفبدُ اص پشایوشّبیOligo dt  یب

Random hexamer  یب پشایوشّبی اختلبكی طى هَسد

 ؿَد.ًظش اًدبم هی

افضاس ثب اػتفبدُ اص ًشم طراحی پرایور اختصاصی:

AlleleID6  پشایوشّبی اختلبكی ًشاحی ٍ خْت

ػبخت ثِ ؿشوت ػبصًذُ ػفبسؽ دادُ ؿذ. دس ًْبیت 

كَست پَدس لیَفیلیضُ اسائِ ؿشوت ػبصًذُ پشایوش سا ثِ

ی ػبختِ ؿذُ اص ًوَد. پغ اص دسیبفت پشایوشّب

كَست آٍساى( وِ ثِؿشوت ػبصًذُ )ؿشوت طى في

ؿَد، هحلَل پشایوش ثب غلظت پَدس لیَفیلیضُ اسائِ هی

پیىَهَل دس هیىشٍلیتش ثب افضٍدى آة همٌش  100

ایي هحلَل تب صهبى  اتَولاٍؿذُ ثِ پَدس تْیِ ؿذ ٍ

داسی ؿذ. ثشای دسخِ ًگِ -20اػتفبدُ دس دهبی 

ػبصی گشدیذ پشایوش ایي هحلَل  سلیك اػتفبدُ ًْبئی اص

پیىَهَل دس هیىشٍلیتش ٍاسد ٍاوٌؾ  10ٍ ثب غلظت 

حبٍی هَاد لاصم   ZIST ROYESHًْبئی ؿذ.ویت 

 ّبی ؿبهل پشایوش  Real-time PCRخْت اًدبم 

Forward ٍReverse  ٍ  SYBR Master Mix Green  

هَسد ًظش miRNA خْت ًشهبلایض وشدى ثیبى  ثبؿذ. هی

  (house keeping)ثشای ّش ًوًَِ، ًیبص ثِ وبلیجشاتَس

-Realػبصی ٍ  cDNAثبؿذ وِ هَاد لاصم خْت  هی

time PCR  آى ًیض هْیب ؿذُ اػت وِ دس ایٌدب اص U6 

ّبی ػٌتض ؿذُ ثِ هیضاى    cDNA اػتفبدُ ؿذُ اػت.

سلیك ؿذُ ٍ ثب   Nuclease freeثب آة همٌش  2/1

، تحت 1خذٍل اػتفبدُ اص تشویجبت ٍ ًجك ثشًبهِ 

 یِ هشاحلول گیشد. لشاس هی Real-time PCRٍاوٌؾ 

هؼتش هیىغ تب لشاس دادى دس دػتگبُ تب  آهبدُ ػبصی

ؿَد.  حذ اهىبى دٍس اص تبثؾ هؼتمین ًَس اًدبم هی

ّبی ٍاوٌؾ هٌبثك دػتَس الؼول ویت صهبى دهبّب ٍ

پغ اص پبیبى ّش ٍاوٌؾ تفؼیش ًتبیح ثش . تٌظین گشدیذ

 Amplification  ٍ Melting peakّبیاػبع هٌحٌی

 كَست گشفت. 

-خْت ثشسػی آهبسی ثب اػتفبدُ اص ًشم آنالیس آهاري:

اص ًشیك آصهَى   ّب اثتذا دادُ SPSS 20افضاس 

تدضیِ ٍ تحلیل ؿذُ ٍ تَصیغ  اػویشٍف-وَلوَگشٍف

ّب ثشسػی ؿذ. پغ اص اًویٌبى اص تَصیغ  ًجیؼی دادُ

تؼت صٍخی هَسد اػتفبدُ لشاس -ّب، آصهَى تیدادُ

 > p 05/0 ّب دس ػٌح گشفت. اختلاف ثیي گشٍُ

هؼٌبداس دس ًظش گشفتِ ؿذُ اػت.

 

 Real-time -PCR   دهبیی ٍ صهبًی ٍاوٌؾ ؿشایي -1خذٍل 

 ّبػیىل ّبهذت صهبى ػیىل دهب

 1 دلیمِ 15 گشادػبًتیدسخِ  95

  گشاددسخِ ػبًتی 95

 گشاددسخِ ػبًتی 60تب  55

 ثبًیِ 30تب  15

 ثبًیِ 60

40-35 

 1 آًبلیض رٍة گشاددسخِ ػبًتی 95تب  55

 نتایج

فشد  40فشد ػبلن ٍ  40ؿبهل خوؼیت هَسد هٌبلؼِ 

دٍ گشٍُ اص ًظش هیبًگیي . ثَدهجتلا ثِ ػشًبى ػیٌِ 

ثٌبثشایي فبوتَسػي  ػٌی داسای تفبٍت هؼٌبداسی ًجَدًذ

 -191 (. p;382/0وٌذ )دسدٍ گشٍُ اؿىبلی ایدبد ًوی

miR افشاد  ثیيثیوبس هثجت ثَد. دس  40ًفش اص  35دس

دس گشٍُ افشاد ثیوبس ٍ   RNAهیىشًٍفش اص ایي   8ػبلن 
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كَست  T-Testَى افشاد ػبلن ثب اػتفبدُ اص آصهگشٍُ 

داسی ثیي ایي دٍ گشٍُ  تفبٍت آهبسی هؼٌی ٍگشفت 

ثشای هحبػجِ تفبٍت هیضاى (. > p 001/0) دیذُ ؿذ

 Ctدس ثیوبساى ٍ افشاد ػبلن اص سٍؽ miR -191ثیبى 

ΔΔ  اػتفبدُ ؿذ. پغ اص اًدبم هحبػجبت، هیضاى ًؼجی

ثشاثش افشاد ػبلن  2/1ثیبى ایي ثیَهبسوش دس افشاد ثیوبس 

ثِ دػت آهذ.

 

 
 دس خَى هحیٌی ثیوبساى ٍ افشاد ػبلن. miR-191  هیضاى هثجت ثَدى – 1ؿىل 

 (> P-value /001)داسی ثیي ایي دٍ گشٍُ ثَد تفبٍت آهبسی هؼٌی

 

 
 خَى هحیٌی افشاد هجتلا ثِ ػشًبى ػیٌِ ٍ افشاد ػبلندس miR -191ثیبى ًؼجی تفبٍت  - 2ؿىل 
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تشیي ػشًبى تـخیق دادُ ؿذُ ٍ  ػشًبى پؼتبى، ؿبیغ

دٍهیي ػبهل هشي ٍ هیش ًبؿی اص ػشًبى دس هیبى صًبى 

ّبی صًبى ٍ  ػشًبىدسكذ اص  33اػت. ایي ثذخیوی 

ّبی ٍاثؼتِ ثِ ػشًبى سا تـىیل  دسكذ اصهشي19

(. خْت تـخیق آصهبیـگبّی ػشًبى 24دّذ ) هی

ؿَد  پؼتبى اص تَهَس هبسوشّبی هتؼذدی اػتفبدُ هی

 ثِ ثشسػی هیىشًٍظشات هحممیي (. اهب اخیشا 21، 22)

RNA  ٍ خبلت ّب دس ػشًبًْب هؼٌَف ؿذُ اػت

ثِ ؿىل خبسق ّب RNAٍهیىشثشخی اص تَخِ اػت وِ 

ای ثِ ػٌَاى یه ؿٌبػبگش دس غشثبلگشی ٍ پیؾ  الؼبدُ

(. دس 14اًذ ) ای ایفب وشدُ آگْی ػشًبًْب ًمؾ ثشخؼتِ

 تشیي هیىشٍ وٌٌذُ اص خولِ ؿگفت miR-191ایي هیبى ،

  RNA  اػت وِ هَسد تَخِ هحممیي لشاس گشفتِ اػت

یه miR-191 (. هٌبلؼبت هتؼذد ًـبى دادًذ و6ِ)

ثیٌی  ًـبًگش صیؼتی هٌبػت ثشای تـخیق ٍ پیؾ

ثش ایي اػبع دس پظٍّؾ حبهش (. 12ػشًبى اػت )

ثِ ػٌَاى یه ًـبًگش صیؼتی اهیذ  miR -191پتبًؼیل 

غشثبلگشی ٍ پیؾ آگْی ػشًبى پؼتبى ٍاسوٌٌذُ دس 

  .هَسد تَخِ ثَدُ اػت

گشچِ ثؼیبسی اص هٌبلؼبت ثیبًگش اهىبى اػتفبدُ اص 

191-miR  ثِ ػٌَاى یه ثیَهبسوش هْن دس ؿٌبػبیی

ثبؿذ اهب دس ػیي حبل  ػشًبًْب ثِ ٍیظُ ػشًبى ػیٌِ هی

ًجبیذ فشاهَؽ وشد وِ ًتبیح ثشخی تحمیمبت هَافك 

ایي حبل ،اص آًدبیی (. 11، 15چٌیي اهىبًی ًیؼتٌذ )

سا تٌظین miR - 191 هیضاى ثیبى طىصا  وِ ػَاهل ػشًبى

 -191 استجبى گؼتشدُثب دس ًظش گشفتي ٍ وٌٌذ  هی

miRثِ  تَاى ایي ثیَهبسوش سا  هیچٌذیي ػشًبى  ثب

دس ًٌش گشفت گشچِ آًىَطًی  هْن ػٌَاى یه ػبهل

اثجبت ایي هفَْم ًیبصهٌذ آصهبیـبت دلیك ٍ گؼتشدُ ثب 

لذستوٌذی  ّبی هٌْذػی ؿذُ طًتیىی‌اػتفبدُ اص هذل

 (. 2اػت )

تَاًذ  هیmiR -191 ّبی هذ ٍ ًمین دس هَسدِ یبفت

ٌظین ت RNAهیىشٍ ایيهشثَى ثِ ایي ٍالؼیت ثبؿذ وِ 

اػت وِ ثِ ػٌَاى یه ٍاػٌِ  گیشًذُ اػتشٍطًیوٌٌذُ 

. گشچِ وٌذ  هیهْن اػتشٍطًی دس تىثیش ػلَلی ػول 

191-miR پیـشفت چشخِ ػلَلی دس ػشًبى ػجت

هشحلِ  تحشیه ػلَلی خْت گزس اص ػیٌِ ثَػیلِ 

G1/S  ِثG2/M  دس ػشًبى تیشٍییذ هی ؿَد، دس همبثل

191-miR  هیىشٍثِ ػٌَاى یهRNA ػشوَثگش ی

ّبی ػلَلتَهَس هٌدش ثِ وبّؾ سؿذ ٍ هْبخشت 

(. دس هدوَع اثشات هذ ٍ ًمین 2تَهَسی هی گشدد )

191- miR دس حبل حبهش دس هَاسد لبثل تَخْی دس

تَاًٌذ  ای اص اثْبم لشاس داسد ٍ هٌبلؼبت آتی هی ّبلِ

اًلاػبت هْن ٍ هفیذی خْت دسن هىبًیؼن استجبى  

 miR-191ػشًبًْبی هختلف ثِ ٍیظُ ػشًبى ػیٌِ ثب 

 اسایِ دٌّذ. 

ثب تَخِ ثِ هحذٍدیت پـتیجبًی لبثل روش اػت وِ 

 ،هبلی ٍ تؼْیلات دس دػتشع هحممیي ایي پظٍّؾ

اهىبى ثشسػی هَهَع دس ػٌح سیضتش ػلَلی ٍ 

ّبی ثیـتش ٍ ثیبى وشثیَهبسهَلىَلی ثِ ٍیظُ ثشسػی 

اهیذ اػت دس آیٌذُ  ،فشاّن ًگشدیذ ّبی تخللی طى

اهىبى ثشسػی ایي هَهَع دس ػٌَح سیضتش ػلَلی ٍ 

دس miR -191 ثِ ٍیظُ اص ًظش ثشسػی ثیبى طى هَلىَلی

 فشاّن آیذ. ػٌح ثبفتی 

 گیري نتیجه

ثشسػی  دس هدوَع ًتبیح ایي پظٍّؾ ًـبى دادًذ وِ

ّبی خَى  دس ػلَل   miR-191 ػٌح ثیبى ًؼجی طى

هحیٌی افشاد هجتلا ثِ ػشًبى ػیٌِ داسای پتبًؼیل 

خْت اػتفبدُ ثِ ػٌَاى یه ثیَهبسوش ؿٌبػبیی 

هٌبلؼبت  .ثبؿذ غیشتْبخوی ػشًبى پؼتبى دس صًبى هی

آتی ثب اػتفبدُ خویت آهبسی ثیـتش هی تَاًذ دس اثجبت 

اػتفبدُ اص ایي ثیَهبسوش دس ؿٌبػبیی ػشًبى ػیٌِ دس 

  ای ایفب ًوبیذ. ًبى ًمؾ ثشخؼتِص

 تشکر و قدردانی
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ثب  وِهیجبؿذ همبلِ حبكل اص پبیبى ًبهِ دوتشا ایي 

ّوىبسی داًـگبُ آصاد اػلاهی ٍ داًـگبُ ػلَم پضؿىی 

  اػت. اًدبم گشفتِؿْیذ ثْـتی 
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