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ه پژوهشي مقال

در افراد سالم-۱۰۸۲ن ده ينترلوکياو+ ۸۷۴نترفرون گاما يايهاسم ژنيمورفيپل

٤زادپاکيهاله نوروزدکتر ، ٣ير داود عمرانيمدکتر ، ٢يباقري، مرتض١راديعبديسيعدکتر 

29/7/88، تاریخ پذیرش 28/8/87تاریخ دریافت

چكيده
ا يش يقرار دارند و با افزاهانيتوکايم کننده ژن سايتنظيهاير تواليا ساييه پروموتوريدر ناحيديکلئوتتک نويهاسميمورفياز پليبرخ:هدفپيش زمينه و

در ) -۱۰۸۲(ن ده ينترلوکيو ا+) ۸۷۴(نترفرون گاما يايهاسم ژنيمورفيپليق بررسين تحقيهدف از انجام ا.در ارتباط هستندهانيتوکايد سايکاهش سطح تول

.باشديت سالم ميجمع

.اجرا شدASO-PCRفنافراد يهاپين ژنوتاييتعيبرا. فرد سالم در مطالعه شرکت کردند۱۰۹:كارمواد و روش

با A/Tمربوط بههاپيژنوتاي فراوانبيشترينباشد ويمدرصد۰۸/۴۹ودرصد۹۲/۵۰ب ي، به ترت+)۸۷۴(نترفرون گاما يژن اTو Aيهاآلليفراوان:هاافتهي

ن ين مورد همچنيباشد و در ايمدرصد۰۸/۴۹ودرصد۹۲/۵۰ب يز به ترتين) -۱۰۸۲(ن ده ينترلوکيژن اGو Aيهاآلليفراوان. استدرصد۱۳/۵۴ي نفراوا

. ن بوديشتريبدرصد۳۳/۹۶با اختصاص A/Gپ يژنوتايفراوان

ن ده ينترلـوک يدر ژن اGو Aيهـا کـه آلـل  ينبرگ بودنـد درحـال  يوا–يرداهدر تعادل+) ۸۷۴(نترفرون گاما يدر ژن اTوAيهاآلل:بحث و نتيجه گيري

. کردنديمت نينبرگ تبعيواياز قانون هارد) -۱۰۸۲(

-۱۰۸۲ن ده ينترلوکيا،+۸۷۴نتر فرون گاما يا،سميمورفيپل:هاكليد واژه

١٣٨٨زمستان ،٣٠٧-٣١٢صچهارم، مجله پزشكي اروميه، دوره بيستم، شماره

۰۴۴۱-۲۲۴۰۱۶۶تلفن،بخش ژنتيک،مرکز آموزشي و درماني شهيد مطهري،اروميه:درس مكاتبهآ

Email: isaabdirad@umsu.ac.ir

)نويسنده مسئول(دانشيار ژنتيک پزشکي، بخش ژنتيک، دانشگاه علوم پزشکي اروميه ١
مربي ژنتيک، بخش ژنتيک، دانشگاه علوم پزشکي اروميه٢
لوم پزشکي اروميهدانشيار ژنتيک، بخش ژنتيک، دانشگاه ع٣
پزشک عمومي، دانشگاه علوم پزشکي اروميه٤

مقدمه 
 ـ(SNP)ي تک نوکلئوتيدي هاپلي مورفيسم صـورت تغييـر   هب

ي مختلفـي در ژنـوم   هـا پلي مورفيسم. توالي ژنوم موجودات است

ي هـا پلـي مورفيسـم  (SNP : عبارتند ازهاوجود است و آنانسان م

STRو ) حـذف يـا افــزايش چنـد بــاز   (DIP ،)تـک نوکلئوتيـدي  

ي تک نوکلئوتيدي هاپلي مورفيسم). ي کوتاه تکرار شوندههاتوالي(

ي مشـخص از ژنـوم انسـان    هـا ترين تغييرات توالي در مکـان رايج

يـرات تـوالي ژنـوم را    درصد از تغي۹۰و تقريباً. شونديممحسوب 

باز وجود دارنـد  ۱۰۰۰در ۱با فراواني تقريباً). ۱(شوند يمشامل 

ي تکـرار  هاي تک نوکلئوتيدي در تواليهاوقوع پلي مورفيسم.)۱(

تر اتفاق کمهاي کاذب بيشتر و در اگزونهاو ژنهاشونده اينترون

ي نواحي ي تک نوکلئوتيدهادرصد پلي مورفيسم۵۰تقريباً. افتديم

شـوند و مـابقي   يمي اشتباهي هاکد کننده منجر به بروز موتاسيون

با توجـه بـه جايگـاه    ). ۲(گردد يمي خاموش هامنجر به موتاسيون

درصـد از پلـي   ۲۰ي تک نوکلئوتيدي تقريباًهاوقوع پلي مورفيسم

ي غيـر هـم معنـي اثـر حـذفي روي سـاختار پـروتئين        هامورفيسم

ــد ــاس اطلا). ۳(دارنــ ــا  براســ ــاط بــ ــود در ارتبــ ــات موجــ عــ

ي اشـتباه تقريبـاً  هـا ، موتاسـيون )۴(ي انسـان  هاي ژنهاموتاسيون

اي هسـتند کـه   ي شناخته شـده هادرصد کل موتاسيون۵۰مسئول

پلـي  چهـار هـر ژن تقريبـاً  . شـوند يم ـي ژنتيکـي  هـا باعث بيماري

با فراواني ) cSNP(مورفيسم تک نوکلئوتيدي در ناحيه کد کننده 
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cSNP وSNP. شـود يمشامل رادرصد در جمعيت ۱بيش از 

طور غالب عملکرد ژن را تحت تاثير قـرار  هدر توالي تنظيم کننده ب

اختصاصي افراد مثـل اسـتعداد   ها خصوصيات SNP). ۵(دهند يم

ي قلبـي عروقـي،   هاي چند فاکتوري نظير بيماريهاابتلا به بيماري

ــين هــاســرطان و بيمــاري ــک را تعي ــد يمــي ايمونولوژي ). ۶(کنن

نشان داده اسـت کـه پلـي مورفيسـم ژن     هاهمچنين نتايج بررسي

ــروز و پيشــرفت بيمــاريهــاســايتوکاين ). ۶(ارتبــاط دارد هــابــا ب

تواند نقش ضد يموکين ده به عنوان سايتوکاين پليوتروپيک، اينترل

التهابي و سرکوب کننده ايمني داشته باشـد و همچنـين توليـد و    

را ) Th2رده سـلولي  (هاو توليد ايمونوگلوبولينBي هاتمايز سلول

روي ) -۱۰۸۲(ژن کـد کننـده اينترلـوکين ده    ). ۷(تشديد نمايـد 

م بيماري يينترلوکين ده با کاهش علاا). ۸(کروموزوم يک قرار دارد

توسـط  +) ۸۷۴(اينترفرون گاما ). ۹(پيوند عليه ميزبان ارتباط دارد

ي کشنده طبيعي ترشح هاو سلول+T CD8و +T CD4ي هاسلول

. کنـد يمشود و از طريق رسپتور اينترفرون گاما اثر خود را ايفا يم

اينترفرون . ر داردقرا۱۲روي کروموزوم +) ۸۷۴(ژن اينترفرون گاما 

عنوان سايتوکاين پيش التهابي بيماري پيوند عليه ميزبـان  -گاما به

و فيبـروز پيونـد   ) ۱۱(و با رد پيوند کليـه  ) ۱۰(نمايد يمرا تنظيم 

اين مطالعه در نوع خود بـراي  . مرتبط شناخته شده است) ۱۲(ريه 

نجـام  هـدف از ا . گردديماولين بار در استان آذربايجان غربي انجام 

ي هـا ي ژنهـا اين پژوهش تعيـين کـردن فراوانـي پلـي مورفيسـم     

در افراد سالم از) -۱۰۸۲(و اينترلوکين ده +) ۸۷۴(اينترفرون گاما 

. باشديماستان آذربايجان غربي 

كارمواد و روش 
نفــر از ميــان مراجعــه کننــدگان بخــش ســيتوژنتيک و  ۱۰۹

کـه در سـابقه   پزشکي مولکولي بيمارستان شهيد مطهـري اروميـه   

ي لازم سـابقه بيمـاري   هـا بعـد از مشـاوره و بررسـي   هاپزشکي آن

صـورت تصـادفي   همادرزادي يا مشکل خاصـي وجـود نداشـتند، بـ    

ي ژنتيکـي و  هـا هـر نـوع ناهنجـاري نظيـر بيمـاري     . انتخاب شدند

ــمــادرزادي از شــرايط خــروج از مطالعــه محســوب   ۵-۳. شــديم

از افـراد سـالم اخـذ    DNAسي سي خون محيطي براي اسـتخراج  

ميکروليتـر  ۵۰۰سـي سـي حـاوي    ۲۰ي فـالکون  هاشده و به لوله

EDTAعنوان ماده ضد انعقاد خون منتقل گرديدبه .DNA ژنومي

با استفاده از روش استاندارد نمک اشباع کـه قـبلا توسـط ميلـر و     

بـراي  ASO-PCRفـن ). ۱۳(همکاران توصيف شده استخراج شد 

بـراي  . در افراد سالم اجـرا شـد  هاسايتوکاينتعيين کردن ژنوتايپ 

،)۱۴+) (۸۷۴(تعيين کردن ژنوتايپ اينترفرون گاما 

وTCAACAAAGCTGATACTCCA-´۵-۳´پرايمر عمومي 

ــل    ــر اختصاصــــــــــي آلــــــــ Tپرايمــــــــ

´۳-TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-´۵ و

Aپرايمــــــــــر اختصاصــــــــــي آلــــــــــل   

´۳-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-´۵ و

) -۱۰۸۲(بـراي تعيـين کـردن ژنوتايـپ اينترلـوکين ده      همچنين

-CAGCCCTTCCATTTTACTTTC-۳´، پرايمر عمومي )۱۵(

و۵´

ــل    ــي آلــــــــ ــر اختصاصــــــــ Gپرايمــــــــ

´۳-TACTAAGGCTTCTTTGGGAG-´۵ و

Aپرايمــــــــــر اختصاصــــــــــي آلــــــــــل   

´۳-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-´۵ــه . بکــار رفــت ب

رايط ذيـل اجـرا   براي هر ژن تحت ش ـPCRواکنش ۲ازاي هر نفر 

:شد

۹۴دمـاي دناتوراسـيون   (سيکل ۱۰،براي ژن اينترفرون گاما

درجه سانتي ۶۲دماي آنلينگ ،ثانيه۳۰گراد به مدت درجه سانتي

گـراد  درجه سانتي۷۲ثانيه و دماي اکستانسيون ۵۰گراد به مدت 

۹۴دمـاي دناتوراسـيون   (سـيکل بعـدي   ۲۰و ) ثانيـه ۴۰به مدت 

درجه سانتي ۵۶دماي آنلينگ ،ثانيه۲۰د به مدت گرادرجه سانتي

گـراد  درجه سانتي۷۲ثانيه و دماي اکستانسيون ۵۰گراد به مدت 

دمـاي  (سـيکل  ۳۰، ۱۰و براي ژن اينترلـوکين  ) ثانيه۴۰به مدت 

دماي آنلينگ ،ثانيه۳۰گراد به مدت درجه سانتي۹۴دناتوراسيون 

۷۲دمـاي اکستانسـيون   ثانيـه و  ۳۰گراد به مدت درجه سانتي۵۶

درصـد بـراي   ۵/۱ژل آگـاروز  ). ثانيه۳۰گراد به مدت درجه سانتي

سـپس بـا   . تهيه شدPCRانجام الکتروفورز و جداسازي محصولات 

حضـور  UVقرار دادن ژل آگاروز حاوي اتيديوم برومايد روي لامپ 

و هـا فراوانـي آلـل  . تعيـين شـد  PCRيا عـدم حضـور محصـولات    

فراوانـي  . هده شده با شمارش مستقيم بدست آمدي مشاهاژنوتايپ

:حاصل کسر زيربرابر است با )p(اولآلل 

]N×۲ /  [)]  فراوانـي  ) + (فراواني مشاهده شـده هتروزيگـوت

=P]۲×)اولآلل براي مشاهده شده هموزيگوت 

N ي مشاهده شدههاژنوتايپبرابراست با حاصلجمع كل

q = 1 – p و فراواني آلل دوم 

اني ژنوتايپ مورد انتظار براي افراد هموزيگـوت بـراي آلـل    فراو

N×۲ p ضرب اول برابر است با حاصل

فراواني ژنوتايپ مورد انتظار براي افراد هموزيگـوت بـراي آلـل    

N×۲ qضرب دوم برابر است با حاصل

و فراواني ژنوتايپ مورد انتظـار بـراي افـراد هتروزيگـوت برابـر      

N×q× p×۲ضرب است با حاصل

ي اسکوئر بـراي تسـت تعـادلي هـاردي واينبـرگ     پيرسون کا

.شددار قلمداد درصد معني۵تر از كمP-value .محاسبه گرديد
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هايافته
خلاصـه شـده   ۱نتايج بدست آمده از اين پژوهش در جـدول  

به ترتيب مربوط به قطعـات تکثيـر يافتـه و    ۲و ۱ي هاشکل. است

و اينترفـرون  ) -۱۰۸۲(۱۰ن ي اينتر لـوکي هاژنPCRمحصولات 

ي هافراواني آلل. باشديمدر صد ۵/۱روي ژل آگاروز +) ۸۷۴(گاما 

A وTودرصــد۹۲/۵۰بــه ترتيــب ،+)۸۷۴(ژن اينترفــرون گامــا

درصد۱۳/۵۴معادلA/Tباشد و فراواني ژنوتايپ يمدرصد۰۸/۴۹

و Aي اهفراواني آلل. بيشتر استهابوده که ار فراواني بقيه ژنوتايپ

G ودرصــد۹۲/۵۰نيــز بــه ترتيــب) -۱۰۸۲(ژن اينترلــوکين ده

باشد و در اين مورد همچنـين فراوانـي ژنوتايـپ    يمدرصد۰۸/۴۹

A/Gي هـا آلـل . بيشترين بوددرصد۳۳/۹۶با اختصاصAوT در

واينبـرگ بودنـد   –در تعـادل هـاردي   +) ۸۷۴(ژن اينترفرون گاما 

)۷۵/۰χ2 = ۶/۰وP value = (ي هـا که آللحاليدرA وG در ژن

از قــانون هــاردي واينبــرگ تبعيــت    ) -۱۰۸۲(اينترلــوکين ده 

و هـا مقايسه فراواني آلل). >۰P valueو = ۷۲/۹۳χ2(کردنديمن

ي ديگـر غيـر ايرانـي    هـا ي مورد نظر با برخي از جمعيتهاژنوتايپ

ون گاما ي اينترفرهاو ژنوتايپهااز لحاظ فراواني آلل: دهديمنشان 

ولي از ) P<۰۵/۰(داري وجود ندارداز لحاظ آماري اختلاف معني

داري اختلاف معنـي هاو ژنوتايپهابابت اينترلوکين ده فراواني آلل

).۳و۲جداول ) (P>۰۵/۰(از لحاظ آماري داشتند 

۵۵٠

٨٧۶۵۴٣٢١

G     A      G      A         G      A       G      A
GA GA GAGG

۵۵٠بازی     ۵٠٠

٨٧۶۵۴٣٢١

G     A      G      A         G      A       G      A
GA GA GAGG

بازی     ۵٠٠

صددر۵/۱روي ژل آگاروز ) -۱۰۸۲(۱۰ژن اينتر لوکين PCRنمونه محصول ):۱(شماره شکل 

بازی  ٢۵٠

بازی   ٢۶١
بازی  ٣٠٠

١٢١١١٠٩٨٧۶۵۴٣٢١

T     A     T   A      T     A     T    A     T     A     T   A
TA        TA           TA          TT         TA         TA

بازی  ٢۵٠

بازی   ٢۶١
بازی  ٣٠٠

١٢١١١٠٩٨٧۶۵۴٣٢١

T     A     T   A      T     A     T    A     T     A     T   A
TA        TA           TA          TT         TA         TA

درصد ۵/۱روي ژل آگاروز +) ۸۷۴(ژن اينترفرون گاما PCRنمونه محصول ):۲(شماره شکل 

فرد سالم از استان آذربايجان غربي۱۰۹ي اينترفرون گاما و اينترلوکين ده در هاها و ژنوتايپهاي آللفراواني):۱(شماره جدول 

يفراوانآللسميمورفيپل

آلل

در صد 

آلليفراوان

يدر صد فراوانپيژنوتايفراوانپيوتاژن

پيژنوتا

پ يژنوتايفراوان

مورد انتظار

χ2p value

نترفرون گاما يا

۸۷۴+

A۱۱۱۹۲/۵۰A/A۲۶۸۵/۲۳۲۶/۲۸۷۵/۰۶/۰

T۱۰۷۰۸/۴۹A/T۵۹۱۳/۵۴۴۸/۵۴

T/T۲۴۰۲/۲۲۲۶/۲۶

ن ده ينترلوکيا

۱۰۸۲-

A۱۱۱۹۲/۵۰A/A۳۷۵/۲۲۶/۲۸۷۲/۹۳۰۰/۰

G۱۰۷۰۸/۴۹A/G۱۰۵۳۳/۹۶۴۸/۵۴

G/G۱۹۱۷/۰۲۶/۲۶
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در مطالعه حاضر در (A/G)-۱۰۸۲هاي اينترلوکين ده ها و ژنوتايپدرصد فراواني آلل):۲(شماره جدول 

ي ديگر غير ايرانيهامقايسه با جمعيت

نژاد قفقازي ايتالياآذربايجان غربيجمعيت

ايتاليا

افريقاي کرهستانانگل

جنوبي

منچستر 

انگلستان

اسپانياسوئدچين

آلل

A۹۲/۵۰۶۳۴/۴۷۱۰۰۶۰۵۱۹۴۷/۴۷۰۴۶

G۰۸/۴۹۳۷۶/۵۲۰۴۰۴۹۶۳/۵۲۰۵۴

ژنوتايپ

A/A۷۵/۲۳۳۱۰۰۷۶/۴۱۵/۲۱۰۲۱

A/G۳۳/۹۶۵۱۰۷۱/۳۵۳/۵۲۰۵۰

G/G۹۱۷/۰۱۶۰۵۳/۲۲۲/۲۶۰۲۹

۱۰۹۱۰۰۷۲۶۱۵۲۱۷۹۱۸۲۶۶۰۱۶۶۱۰۷۱۰۰تعداد

۱۹۲۰۲۱۲۲۲۳۱۷۲۴۱۵۲۵مطالعه حاضررفرنس

(A/T)+ ۸۷۴هاي اينترفرون گاما ها و ژنوتايپدرصد فراواني آلل):۳(شماره جدول 

ي ديگر غير ايرانيهادر مطالعه حاضر و در جمعيت

آذربايجان جمعيت

غربي

نژاد قفقازي 

ايتاليا

اسپانياافريقاي جنوبي

آلل

A۹۲/۵۰۳/۵۵۸۶۵۶

T۰۸/۴۹۷/۴۴۱۴۴۴

ژنوتايپ

A/A۸۵/۲۳۳۳۷۷۳۱

A/T۱۳/۵۴۸/۴۶۱۹۵۰

T/T۰۲/۲۲۲/۲۱۴۱۹

۱۰۹۳۶۳۱۰۳۱۰۰تعداد

۲۰۲۳۲۵مطالعه حاضررفرنس

گيريبحث و نتيجه
ي اينترفرون گامـا هاو ژنوتايپهااواني آللما فردر اين تحقيق

نتايج چنـدين  . را آناليز کرديم) -۱۰۸۲(و اينترلوکين ده +) ۸۷۴(

ي هـا مطالعه تحقيقاتي نشـان داده اسـت کـه بـين پلـي مورفيسـم      

و سـطح توليـد   ) -۱۰۸۲(و اينترلوکين ده +) ۸۷۴(اينترفرون گاما

سه پلي مورفيسم ). ۱۶(داري وجود دارد ارتباط معنيهاسايتوکاين

در ژن -A/C۵۹۲و -G/A۱۰۸۲-،T/C۸۱۹تـــک نوکلئوتيـــدي 

پلي مورفيسـم اينترلـوکين   ). ۱۶(اينترلوکين ده شناخته شده است

Gدهـد؛ آلـل   يمسطح نسخه برداري را تغيير -۱۰۸۲ده در ناحيه

مسئول کاهش سـطح توليـد   Aمسئول افزايش سطح توليد و آلل 

مطابق با پلي مورفيسم اين سه ناحيه).۱۶(باشديماينترلوکين ده 

ي هـا هاپلوتايـپ :ي مورد نظر شناسايي شده عبارتند ازهاپلوتايپها

GCC)   ــوکين ده ــالاي اينترل ــد ب ــئول تولي ACCو ATAو ) مس

در افراد سالم توليد متوسط ). مسئول توليد پايين اينتر لوکين ده(

رايج ) GCC/ATAو يا GCC/ACCي هاهاپلوتايپ(اينترلوکين ده 

بيشترين فراوانـي را بـه   A/Gدر مطالعه ما ژنوتايپ ). ۱۶(باشديم

شش فرم آللي متغير براي توالي تکراري . خود اختصاص داده است

CA   در اينترون اول ژن اينترفرون گاما و يک پلي مورفيسـم تـک

و همکاران در سال Perry. وجود دارد+ ۸۷۴نوکلئوتيدي در ناحيه 

ژن اينترفرون گاما و + ۸۷۴در ناحيه Tند بين آلل نشان داد۱۹۹۸

دو آلل ). ۱۷(افزايش سطح توليد اينترفرون گاما ارتباط وجود دارد 

شود شامل يمطور معمول در اين توالي ميکروساتلايت ديده هکه ب

تايي در شـرايط  ۱۲آلل با تکرار . باشديمتايي ۱۳و ۱۲ي هاتکرار

آزمايشگاهي با توليد بالاي اينترفرون گامـا نسـبت بـه آلـل ديگـر      
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پريم توالي پنجدر ابتداي ژن ناحيه Aبه Tتغيير آلل . ارتباط دارد

n(CA)ي تکراري هاژن اينترفرون گاما با توسعه تواليCA تکراري 

توليد اينترفـرون گامـا   n(CA)در صورت توسعه توالي . ارتباط دارد

T/T، شـامل +)۸۷۴(ي اينترفـرون گامـا   هاژنوتايپ. يابديمکاهش 

مسـئول  (A/Aو) مسئول توليد متوسـط (T/A،)مسئول توليد بالا(

توليد سطح متوسط اينترفـرون گامـا يعنـي    . باشديم) توليد پايين

در مطالعـه مـا   ). ۱۸(باشـد يم ـدر افراد سـالم رايـج   T/Aژنوتايپ 

ــپ فراو ــي ژنوتاي ــا  T/Aان ــرون گام ــد ۱۳/۵۴+) ۸۷۴(اينترف درص

ي تـک نوکلئوتيـدي   هـا که پلـي مورفيسـم  با توجه به اين. باشديم

تواننـد  يم ـآورنـد؛  يم ـوجود هبيشترين تغييرات را در توالي ژنوم ب

ي مولکـولي بـا   هـا عنـوان منبـع عظـيم تشـکيل دهنـده مـارکر      به

آنـاليز ،ت همبسـتگي کاربردهاي مختلـف و متنـوع بـراي مطالعـا    

Linkage disequilibrium فنوتايپ بکـار  -و همبستگي ژنوتايپ

درمـاني و مطالعـه   -ي تشخيصيهارود و همچنين در بهبود روش

ي اختصاصـي  هـا روي خصوصيات شخصي افـراد بـراي توليـد دارو   

مطالعـه جمعيـت نرمـال    . ي فـردي مفيـد باشـد   هـا مطابق با مارکر

العات آنتروپومتريک و به عنـوان پايـه بـراي    تواند قسمتي از مطيم

و هـا ي مختلف مرتبط بـا سـايتوکاين  هاتحقيقات در زمينه بيماري

. بکار رودهاپلي مورفيسم ژن سايتوکاين

تقدير و تشکر
ي ايـن پــژوهش توسـط معاونـت محتـرم پژوهشــي     هـا هزينـه 

. دانشگاه علوم پزشکي اروميه تامين گرديد
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