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 چكيده

کند. مکانیسم  تنییممی   های زیادی را به صنعت گاو شیری تحمیل میهای عفونی غدد پستان است که هزینهپستان یکی از بیماری ورم

یمر  های تنییمی مختلفی قرار دارد. در مطالعه حاضر، به منیور درک بهتر عناصر تنییمی درگاین بیماری پیچیده بوده و تحت کنترل ژن

سماعت پما از آلمودگی     ۴۸و  36، ۲، ۱۲ی صمفر،  زممان در طمی سمری    های شیر گاوهای سال  و آلموده  پستان، نمونه در بیماری ورم

همای  miRNAهای بیوانفورمماتیکی پیرمرهته،   دست آمد و با استفاده از روش های شیر بهاز نمونه miRNA-seqهای ی شد. دادهآور جمع

نتایج منجر به شناسایی نود  های جدید شناسایی شد.*miRNAها، ایزومیرها و همچنین عملکرد احتمالی آنها،  های هدف آن جدید، ژن

هاقمد ژن همولموگ در دی مر     miRNAدارای ژن همولوگ و شصت و شمش   miRNA جدید شد که تعداد بیست و شش miRNAو دو 

های مقابلمه بما التهما  و     ی جدید در بسیاری از مکانیس هاmiRNAهای هدف، مؤید نقش های کارکردی ژنها بود. بررسی گروهگونه

آلودگی از جمله، پاسخ به تحریکات داخلی و خارجی، مرگ سلولی و تولید ایمنوگلوبین است. همچنین علاوه بر این، صمد و سمی و   

مموش دارای   یی نییر انسمان و ها ایزومیر جدید شناسایی شد که در گونه ۴۹3جدید نیز شناسایی شد. در مطالعه حاضر    *miRNAپنج

های جدید در مسیرهای مرتبط بما  miRNAی هدف ها ژنباشند. براساس نتایج حاصل از تحقیق حاضر،  عملکردهای مرتبط با ایمنی می

همای  miRNAتواند مؤید نقش احتمالی و تنییمی بیماری ورم پستان از جمله ایمنی، مرگ سلولی و التها  نقش دارند و این مطلب می

 جدید شناسایی شده در بروز ورم پستان باشد.

 miRNA-seqیابی نسل بعد، سیست  پستانی، التها ، ایمنی، توالی ها: واژه كلید
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 مقدمه

 موجمب عفونی غدد پستان است که   یماریب پستان ورم

 وایمن عومو   در  نامناسمب تغییرات ، التها  باهت پارانری 

از  شمود و  یتغییرات هیزیکی و شیمیایی در شیر مم  همچنین

کممو(یو و -هممای گممرم منفممی انییممر ای طریممق بمماکتری

های گمرم مببمت انییمر اسمتاهیلوکوکوس ار موسو       باکتری

کنترل و درممان ایمن بیمماری،     منیور  به .[۱]شود میایجاد 

شمده اسمت.     مطالعات ژنتیکی و غیرژنتیکی متعددی انجمام 

همای مهم  شمناخت سمازوکار و هاکتورهمای      یکی از بحث

همای تنییممی   این بیمماری اسمت. هماکتور    تنییمی مؤثر در

شمده   و شناسمایی  miRNAکوچم  ا  RNAمختلفی از جمله 

 ۱۹-۲۲کوچ  غیرکدکننده با طمول   miRNA ،RNAاست. 

رونویسی شده و  II پلیمراز RNAنوکلئوتید است که توسط 

pri-miRNA اPrimary miRNA  شمود. سم،ا،   و تولیمد ممی

 pre-miRNA روی ایممن تمموالی پممردازش انجممام داده و   

شممود. ایممن تمموالی دو و سمماخته مممیprecursor miRNAا

یاهتمه و سم،ا بما      ی از هسته بمه سیتوپلاسم  انتقمال   ا رشته

یت باز شدن دو رشته از یکدی ر دو درنهاپردازش بیرتر و 

 miRNAرشته به   شود، ولی هقط ی رشته مستقل ایجاد می

شمناخته   *miRNAشمده و رشمته مقابمل بما نمام       بالغ تبدیل

-RNAا RISCشود. درنهایت رشته بالغ توسط کم،لکا  می

induced silencing comple شمدن دو   و و از طریق جفمت

خود با نواحی مکمل غیرترجمه  ۵ˊالی هرت باز در منطقه 

هما را   هدف متصل شمده و آن  mRNA 3ˊشونده در انتهای 

کند و یما اینکمه بما تحریم  رونویسمی، عممل       خاموش می

نمایند. لماا، از ایمن   ها ایفا میتنییمی خود را روی بیان ژن

نیمر  طریق در طیف وسمیعی از هرآینمدهای بیولموژیکی از    

رشد، مرگ سلولی، تنیی  ایمنی ذاتی و اکتسابی و همچنین 

های متنوعی . توالی[3و  ۲]نقش دارد  های ویروسی عفونت

 pre-miRNAتواننمد از  و ممی Isomirتحت عنوان ایزومیمر ا 

همای متفماوتی را دنبمال    ی یکسان ساخته شوند که هدفها

جمایی  وسمیله جابمه   تواننمد بمه   کنند. ایزومیرها اغلب میمی

و Droshaو و دروشما ا Dicerهای دایسر امکان برش آنزی 

توالی ایجماد   3ˊو همچنین اضاهه شدن نوکلئوتید در انتهای

ارا مه شمده    ۱بندی کامل ایزومیرها در جمدول   شوند، گروه

 .[۴]است 

 

 . انواع ایزومیرها 1جدول 

 توالی بندی گروه

Pre-miRNA نوکلئوتیدیو ۷۰-۴۰ا TCATGGCAACACCAGTCGATGGGCTGTCTGACA 

 CAACACCAGTCGATGGGCTGT بالغ استاندارد miRNAو ۱

 CAACACCAGTCGATGGGCTGTAA وNTAال و او ایزومیر با اضاهه شدن باز برخلاف ۲

 CAACACCAGTCGATGGGC وlv3pTا 3ˊایزومیر با کوتاه شدن خوانش در انتهای  و3

 CAACACCAGTCGATGGGCTGT وlv3pEال و امتناسب با  3ˊایزومیر با اضاهه شدن باز در انتهای  و۴

 ACACCAGTCGATGGGCTG وlv5pTا ۵ˊبا کوتاه شدن در انتهای  ایزومیر و۵

 GGCAACACCAGTCGATGGGCTGT وlv5pEال و امتناسب با  ۵ˊایزومیر با اضاهه شدن باز در انتهای  و6

 GCAACACCAGTCGATGGGCTG وmvتنوع اایزومیر با چندین  و۷
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در تنیممی  ایمنممی ذاتممی و   همما miRNAاسمماس نقممش 

بینمی  که پیش  طوری  شده است، به خوبی بررسی   اکتسابی به

همای ایمنمی ذاتمی    هما بمه تنیمی  پاسمخ    شمود، ایمن ژن  می

از ورم پسمتان را تنیمی    های اپیتلیال در همر مرحلمه    سلول

در این ناهنجماری   miRNAتواند نماینده نقش  که می نمایند

 miRNAتفاوت در بیان چهمارده   در ی  تحقیق،. [۱]باشد 

همای سملولی پسمتان در    داخلی و عملکمرد  مرتبط با ایمنی

پسممتان بمما بمماکتری اسممتاهیلوکوکوس مقابممل آلممودگی غممدد 

 .[۵]دار بود اوبریا معنی

و  let-7های  به نام miRNAدو  ۱۹۹3 سال اولین بار در

lin-4 ی  در گونممهc.elegans   شناسممایی شممد. باتوجممه بممه

های تنییمی مطالعات زیمادی  ها در سازوکاراهمیت این ژن

. از سال [6]انجام شد  ها miRNA منیور شناسایی بیرتر  به

 Nextا NGSنسممل بعممد،   یممابی هنمماوری تمموالی  ۲۰۰۵

Generation Sequencing تموجهی هزینمه و     طور قابل و به

ی جدیممد را کمماهش داد و در همما miRNAزمممان شناسممایی 

موضوع مطالعات پزشکی و دارویی تغییرات زیمادی ایجماد   

در تنیی   ها miRNAکرد. با کم  این هناوری اساس نقش 

شمده اسمت،    خموبی بررسمی     ایمنی ذاتی و اکتسابی نیز بمه 

 miRNAهمای همدف   شمود، ژن بینمی ممی  که پمیش   طوری  به

ل در مراحل تولید و های اپیتلیا های ایمنی ذاتی سلول پاسخ

ترشح سمیتوکینککموکاین در مقابمل ورم پسمتان را تنیمی      

در ایمن ناهنجماری    miRNAتواند بیان ر نقمش   که می نماید

هایی  miRNAی دی ر به بررسی نقش ا مطالعه. در [۱]باشد 

در تنیی  سیست   miR-181a وmiR-223، miR-31همچون 

ایمنی و دی ر مسیرهای بیولوژیکی ممؤثر در ورم پسمتان از   

جمله متابولیسم  چربمی، رشمد و ممرگ سملولی در باهمت       

پستانی آلوده به ورم پستان پرداخته شد و نتمایج حماکی از   

ی مموثر در ایمن   هما  ژنها با تنیمی    miRNAآن بود که این 

-miRو   miR-155.[۵]مسیرها مرتبط با ورم پستان هسمتند  

146 miRNA  هما  آنهایی هستند که در طی ورم پستان بیان 

اهممزایش یاهتممه و بممه مقابلممه بمما   Tو  Bهممای  یتلنفوسممدر 

 miRNAطمورکلی،   . به[۵]پردازند  یمهای باکتریایی  یآلودگ

ی مسیر ایمنمی،  ها ژنتوانند از طریق تنیی   یمهای مختلف 

ر باشمند.  التها  و ممرگ سملولی در طمی ورم پسمتان ممؤث     

در ورم پسمتان   هما  ژنهمچنین، مطالعاتی به بررسی مستقی  

-TLRهایی همچونTLR  ها ژنکه بارزترین این  اند پرداخته

های ایمنی ذاتی بیمان  هستند که جزء اولین ژن TLR-4و   2

 . [۷]شده در طی ورم پستان هستند 

امرجعمی مناسمب    miRBaseباتوجه به بان  اطلاعاتی 

سمال   ۲۰ی شناسمایی شمدهو طمی    هما  miRNA برای توالی

هما  ی شناسایی شده در کلیه گونمه ها miRNAگاشته تعداد 

است. با شناسایی بیرمتر   توجهی اهزایش یاهته  طور قابل به 

توان اطلاعات بیرتر در  ی جدید میها miRNAایزومیرها و 

کسب نمود. باتوجه به اهمیمت   miRNAنقش تنییمی  زمینه

ی جدید ها miRNAدر ورم پستان، شناسایی  miRNAنقش 

های تنییمی مرتبط بما ایمن بیمماری     در درک بهتر سازوکار

شناسممایی مممؤثر اسممت. هممدف از انجممام پمم وهش حاضممر، 

miRNAی جدیممد، همماmiRNA*  و همچنممین ایزومیرهممای

پسممتان بمما ورم miRNA-seqهممای  جدیممد موجممود در داده

 های مختلف بیوانفورماتیکی است.استفاده از روش

 

 هامواد و روش

 سمایت  GEOهای موجود در بخمش  داده در این تحقیق، از

NCBI دسترسی  شماره باGSE51858    استفاده شمد کمه در

همای  از طریمق پسمتان     شیر پنج گاو هلرتاین آلموده  آن از

 پسممتانیواحممد کلنممی عامممل ورم ۵۰۰راسممت جلممویی بمما 

 36، ۲۴، ۱۲استاهیلوکوکوس اوبریا در سری زمانی صفر، 
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همچنمین از شمیر پمنج گماو      ساعت پا از آلودگی و ۴۸و 

هلرممتاین سممال  از نیممر بممالینی در همممان سممری زمممانی   

همرم  برداری شده بود. همچنمین بما اسمتفاده از پلمت       نمونه

Illumina HiSeq2000 هممای ممموردنیر بممه  تمموالی نمونممه

 .[۸]یمابی شمده اسمت   بازی توالی ۵۰های صورت خوانش 

هما، ایزومیرهما و   miRNAباتوجه بمه همدف کمه شناسمایی     

miRNA* پستان های جدید در باهت پستانی و بیماری ورم

همای همر دو گمروه هممراه بما یکمدی ر بمرای        است از داده

هما از  ای کمه داده ها استفاده شد. در مطالعهن ژنشناسایی ای

ها در miRNAآن استفاده شده است به بررسی بیان متفاوت 

دو حالت بیمار و سال  انجمام شمده اسمت کمه در مطالعمه      

 حاضر این آنالیز تکرار نرد.

 FastQCاهمزار   ها بما اسمتفاده از نمرم    ابتدا کیفیت نمونه

منیممور حمماف  و بررسممی شممد. سمم،ا بممه 0.10.0 انسممخه

 و۱ک۲انسمخه   Cutadaptاهمزار   از نمرم  3ˊهای آداپتور  توالی

های با طول ها، خوانش از حاف آلودگی استفاده شد و بعد

نوکلئوتید حاف شدند. در ادامه بما اسمتفاده از    ۱۸کمتر از 

و 0.13.2انسمممخه  Fastq Quality Filterاهمممزار نمممرم

حماف شمدند.    و>phred ۲۰ا های بما کیفیمت کم     خوانش

هایی کمه مراحمل مماکور را بما موهقیمت      درنهایت، خوانش

و و 1.1.2انسمخه   Bowtieاهمزار  گاراندند، به وسیله از نرم

و UMD3.1ا بما ژنموم گماو    mismatchبدون درنیر گرهتن 

هایی که با ی  مکان از ژنموم  یف شدند. هقط خوانشرد ه 

یف شده بودند درنیر گرهته شد. توالی ژنموم گماو از   رد ه 

 دریاهت شد. Ensembleبان  اطلاعاتی 

منیمور   شده در مرحلمه قبمل بمه     یفرد ه های خوانش

 Mirdeep2اهزار  ی جدید به وسیله نرمها miRNAشناسایی 

همای  اهمزار خموانش  و بررسی شدند. این نمرم 0.0.5 نسخها

همای  کمارگیری ال موریت    یف شده با ژنموم را بما بمه    رد ه 

شمده و جدیمد را     ی شمناخته ها miRNAمختلف بررسی و 

ی هما  miRNAنماید. در تحقیق حاضر، تموالی  مرخص می

بان  اطلاعماتی   ها ازشده در گاو و سایر گونه بالغ شناخته 

miRBAse  و استخراج شد.۲۱انسخه 

منیور  های آماری بیزی به از روش Mirdeep2اهزار نرم

نمایمد.   شده اسمتفاده ممی   امتیاز دادن به ساختارهای شناخته 

و انطباق ۱در چند مرحله بررسی شد:  ها miRNAشناسایی 

  ی شناختهها miRNAیف شده با ژنوم با رد ه های خوانش

شده. با توجه   ی شناختهها miRNAشده در گاو و گزارش 

ی جدیمد  هما  miRNAیی بمه اینکمه همدف تحقیمق، شناسما     

و ۲ها حاف شمدند.  های مربوط به این ژنباشد خوانش می

ی هما  miRNAیف شده با ژنوم با رد ه های انطباق خوانش

منیور شناسمایی   های حیوانی به شده در دی ر گونه شناخته 

miRNA شممده در گمماو کممه دارای  ی جدیممد حفا ممتهمما

سمایی  باشمند. پما از شنا  هما ممی  همولوگ در سمایر گونمه  

شمده در   ی شمناخته  هما  miRNAهای همولموگ بما   خوانش

هما نیمز توسمط     های حیوانی، سماختار ثانویمه آن  سایر گونه

بررسی شد تا ساختار ثانویمه مرمابه بما     RNAfoldاهزار  نرم

miRNA داشته باشند. در این تحقیمق، هقمط کاندیمدهای     ها

 ۵۰شده با امتیاز بیرتر از پمنج کمه حمداقل     جدید شناسایی 

ها مرتبط بود و همچنین دارای ساختار ثانویمه   خوانش با آن

ی جدیمد  هما  miRNAعنموان   و، بهP<۰ک۰۵دار بودند امعنی

ی جدیمد دارای  هما  miRNAانتخا  شدند که تحت عنوان 

شوند. مقادیر مورد استفاده برای هیلتمر  همولوگ خوانده می

miRNAs    کاذ  براساس مطالعات قبلی درنیر گرهتمه شمد

ی هما  miRNAهایی که مرتبط بما  و در نهایت خوانش3. [3]

همای حیموانی نبودنمد بمه     شده در گاو و سایر گونه  شناخته

ی جدید که دارای همولوگ در ها miRNAمنیور شناسایی  

ممورد بررسمی بیرمتر قمرار     های حیوانی نیستند، دی ر گونه
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اهمزار مماکور سماختار    منیور با استفاده از نرم گرهتند. بدین

های ایمن سماختارها بما    ها بررسی و وی گیثانویه این توالی

شده مقایسه و امتیاز داده  ی شناخته ها miRNAهای وی گی

منیور اهزایش صحت نتایج هقط کاندیدهای جدیمد    شد. به

خوانش  ۱۰۰که حداقل  ۱۰ز بیرتر از شده با امتیا شناسایی 

ها مرتبط بود و همچنین دارای ساختار ثانویه معنمادار   با آن

ی جدیمد انتخما    هما  miRNAعنموان   و بودند، بهP<۰ک۰۵ا

ی جدید بدون همولموگ  ها miRNAشدند که تحت عنوان 

 شوند. خوانده می

همچنممین ایممن احتمممال وجممود دارد کممه تعممدادی از   

همای   RNAیابی شده مربموط بمه دی مر    های توالی خوانش

و غیرهو باشمند.   tRNA ،rRNA ،snRNAغیرکدکننده امانند 

ها در برابر بانم   ها ابتدا خوانشمنیور حاف این توالی به 

های دارای شباهت شده و خوانش  بررسی Rfamاطلاعاتی 

 های موجود در این بان  اطلاعاتی حاف شدند.با ژن

 sRNAbenchاهمزار   ده از نمرم در این مرحلمه، بما اسمتفا   

در یکممی از  miRNAای کممه تنهمما یمم  سمماختارهای ثانویممه

شده است، بررسمی شمد. درنتیجمه بما       بازوهای آن شناخته

ی ها pre-miRNAی بالغ و ها miRNAهای استفاده از توالی

های ه  ردیف شده با ژنوم به شده در گاو خوانش شناخته 

گاو مورد بررسی بیرتر جدید در  *miRNAمنیور شناسایی  

 miRNAی که دارای ی  ها pre-miRNAقرار گرهت. برای 

شمده در یکمی از بازوهمای خمود بودنمد و در       بالغ شناخته 

بممازوی دی ممر دارای خمموانش همم  ردیممف شممده بودنممد،   

miRNA* .جدید گزارش شد 

در ادامه به منیور شناسایی ایزومیرهمای بیمان شمده در    

اسمتفاده شمد.    sRNAbenchاهمزار  پستان از نمرم بیماری ورم

هما  ردیف کردن خموانش  از طریق ه  sRNAbench اهزارنرم

اهممزار بمما اسممتفاده از نممرم pre-miRNAبمما ژنمموم یمما تمموالی 

Bowtieهمای   ، قادر به شناسایی ایزومیرهای موجود در داده

miRNA-seq ها مجمددا  بما ژنموم    منیور خوانش است. بدین

ردیمف شمدند و    هم   Bowtieاهمزار  گاو و بمه وسمیله نمرم   

اهممزار براسمماس ال مموریت  جسممتجوی ایزومیرهمما در نممرم  

sRNAbench    ایزومیرها شناسایی شدند. انمواع ایزومیرهمای

  ارا ه شده است. ۱مورد بررسی در این تحقیق در جدول 

ی جدیمد  هما  miRNAهای هدف منیور شناسایی ژن به 

لمموگو شممده ادارای همولمموگ و بممدون همو   شناسممایی 

در گماو از بانم     هما  mRNAمربوط به  UTR '3های  توالی

اهمزار مختلمف   استخراج و از سه نمرم  Ensembelاطلاعاتی 

، [۹]و 1.1  نسممخها TargetSpyبینممی هممدف شممامل  پممیش

Miranda 3.3  نسخهاaو و PITA و اسمتفاده شمد   6  نسمخه ا

. با توجه به زیاد بودن درصد مببت دروغین در نتمایج  [۱۰]

هقط اهداهی که توسط هر  ها miRNAبینی هدف برای پیش

اهزار تأیید شدند، گزارش شد. به دلیل اینکمه نتمایج    سه نرم

این بخش منجر به شناسایی چندین ژن هدف بمالقوه بمرای   

همای کمارکردی   د شد، بما بررسمی گمروه   خواه miRNAهر 

در آن  miRNAهمای همدف همر    و که ژنP<۰ک۰۵ا دارمعنی

ی جدیمد پمی   هما  miRNAتوان به نقش احتمالی مؤثرند می

های کمارکردی  بنابراین، در ادامه با هدف بررسی گروه برد.

 miRNAهای هدف هر و مسیرهای بیولوژیکی مرتبط با ژن

کمارگیری    و بما بمه  و 6.7 نسخها DAVIDاز بان  اطلاعاتی 

 .هرض استفاده شد  پارامترهای پیش

 

 نتایج و بحث

مورد استفاده در ایمن تحقیمق شمامل     miRNA-seqهای  داده

هما   بعمد از کنتمرل کیفیمت داده    خوانش بود. ۸33,۷6۴,3۹۲

 Cutadaptاهمزار   های آداپتموری بما اسمتفاده از نمرم     آلودگی

کماهش   6۰۲,3۷۸،۹۷۵هما بمه    حاف شد و تعداد خموانش 
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درصدو. همچنین بازهای با کیفیمت کم  بما     ۷۲ک۲ا پیدا کرد

 Fastq Qualityاهزارهمای دی مری از جملمه     استفاده از نرم

Filter  وFastq Quality Trimmer  حمماف شممد و تعممداد

درصمدو.   ۹۹ک۸ا کاهش یاهمت  6۰۱,۲۱۴،6۷۱ها به خوانش

 ۱۸های کنترل کیفیت شده دارای طول در محدوده خوانش

ها با ژنموم مرجمع   نوکلئوتید بود. س،ا این خوانش ۴6 الی

هممای ردیمف شممدند. تعمداد خمموانش   و همم UMD3.1ا گماو 

 ۵۱ک۹ا 3۱۲,۰۷۹،۹۵3ردیممف شممده بمما ژنمموم برابممر بمما  همم 

ها و روش ممورد اسمتفاده در   درصدو بود. با استفاده از داده

 طمورکلی یم  همزار و صمد و هفتماد و سمه       این تحقیق، به

miRNA  جدید شناسایی شد. بعد از در نیر گرهتنmiRNA 

هما   و تعمداد آن P<۰ک۰۵دار ای دارای ساختار ثانویه معنیها

از این تعداد، سیصد و بیسمت و   عدد کاهش یاهت. ۷۰۱به 

ها است. پما از  دارای همولوگ در سایر گونه miRNAسه 

در مورد تعداد خوانش و امتیماز مربوطمه    اعمال محدودیت

دارای همولوگ شناسایی شد.  miRNAست و شش تعداد بی

دارای سماختار ثانویمه    miRNAهمچنین از هفتصمد و یم    

هاقممد  miRNAدار تعممداد سیصممد و هفتمماد و هرممت معنممی

miRNA ها بمود. در رابطمه بما ایمن     همولوگ در سایر گونه

miRNA ی جدیمد بمدون همولموگ نیمز بعمد از اعممال      ها 

 miRNAو شمش   های ماکور تعداد بمه شصمت  محدودیت

های جدید بدون همولوگ کاهش یاهت. تعداد زیاد خوانش

ی جدید بمدون همولموگ در   ها miRNAمرتبط با برخی از 

هما و جدیمد بمودن    تواند با( بودن بیمان آن ها میسایر گونه

دی مر، ایمن    عبمارت   ی گاو را تأ ید نماید. به  ها در گونه آن

miRNA اسمت و بمه   ی بدون همولوگ وی ه گونمه گماو   ها

وجمود  ها دارای همولوگ نیستند. همین دلیل در سایر گونه

miRNA ی وی ه هر گونه در سایر مطالعات مراهده شده ها

برتممر از هممر یمم  از   miRNAدرنهایممت، ده  .[۱۱]اسممت 

miRNA منیمور   ی دارای همولوگ و بدون همولوگ بمه  ها

اد خوانرمی  بررسی بیرتر انتخا  شمد. معیمار برتمری تعمد    

باشد. به عبارت دی ر، جدید می miRNAاست که متعلق به 

ژن با بیرترین  ۱۰های جدید شناسایی شده miRNAدر بین 

تعداد خوانش انتخا  شدند. ساختارهای ثانویه مربوط بمه  

ی دارای همولوگ و بدون همولموگ  ها miRNAتعدادی از 

 ارا ه شده است. ۱در شکل 

 

 
 

 ی دارای همولوگ و بدون همولوگها miRNA. ساختارهای ثانویه مربوط به برخی  1شکل 

ی بدون ها miRNA، ج و د( 19_16499و  18_13281ی دارای همولوگ به ترتیب با شناسه موقت ها miRNAالف و ب( 

 7_41270و  6_39951همولوگ به ترتیب با شناسه موقت 
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همممای پرکممماربرد درک عملکردهمممای  یکمممی از روش

ی جدیمد در مطالعمات مختلمف،    هما  miRNAهیزیولوژیکی 

هما و انتسما     های هدف آنهای کارکردی ژنبررسی گروه

ی شناسمایی  هما  miRNAهای هدهران به عملکرد غالب ژن

ی ها miRNAهای هدف باشد. بر همین اساس، ژن شده می 

 همولوگ بررسی شد.جدید دارای همولوگ و بدون 
 miRNA های همدف مربموط بمه ده    بینی ژنپا از پیش

بدون همولموگ در مجمموع    miRNAدارای همولوگ و ده 
منیمور کماهش نمر      بمه   بینی شمد.  ژن هدف پیش ۲3،۰۰6

بمرای    شمده  بینمی   همای پمیش   خطای مببت دروغمین همدف  

miRNA ی دارای همولمموگ و بممدون همولمموگ، تنهمما  همما
شده توسمط همر سمه ال موریت ،      سایی های مرترک شنا ژن

همای   گزارش شد. بعد از اعمال این محمدودیت تعمداد ژن  
همای دارای همولموگ و    شده در هر ی  از گمروه   شناسایی

دسمت آممد.    بمه  ۲,6۸3 و ۲,۸۴3ترتیمب   بدون همولوگ بمه 
ی دارای همولموژی و  هما  miRNAهمای همدف    میان ین ژن

 ود. ژن ب ۴۲3و  ۵۰۷ترتیب  بدون همولوژی به

همای  نتایج این بخش نران داد که عملکرد معنمادار ژن 

جدیمد شناسمایی    miRNAاز بیسمت   miRNA هدف سیزده 
شده در این مطالعه در مسیرهای التها ، ایمنی، آپوپتموزیز،  

پاسخ به استرس و پاسخ بمه تحریکمات داخلمی و خمارجی     
پسمتان اسمت، زیمرا در     نقش دارند که مرتبط با بیمماری ورم 

ی ورم پستان این مسیرها کماملا  درگیمر خواهنمد شمد.     بیمار

همای   آپوپتوزیز و هعال شدن پاسخ ایمنی ذاتی از جمله پاسخ

یله وسم  بمه شموند و   نیر گرهتمه ممی   بسیار مه  ایمنی ذاتی در
نمایمد،   ای که در کنتمرل بیمان ژن شمرکت ممی     سیست  پیچیده

پستان همچنین ورم. [۱۲]و ۴و  3های  جدولا شوندتنیی  می

زا  عنوان عامل استرس  به خاطر بره  زدن تعادل در حیوان به

ی دخیمل در  ها miRNAشود و  و محرک خارجی شناخته می
بینمی   همای همدف پمیش    شده با تنیی  بیان ژن مسیرهای بیان 

 .[۱3] نمایند شده عمل تنییمی خود را ایفا می 

ی دارای همولمموگ بممه ترتیممب  همما miRNAدر گممروه 

ی ها miRNAبیرترین و کمترین تعداد ژن هدف مربوط به 
 ۱۲۰۱3_۱۷ژنو و  ۱,۱۴۸ا ۲۱۷۲۱_۲۱بمما شناسممه موقممت 

همای ممورد    همای کمارکردی ژن  شش ژنو بود. بررسی گروها

-chi و همولوگ ۲۱۷۲۱_۲۱با شناسه موقت  miRNAهدف 

miR-2284a  عبممارت بیولمموژیکی  ۱۸۴منجممر بممه شناسممایی

در مسیرهای  miRNAدهنده نقش این  معنادار شد. نتایج نران

همای اپیتلیمالی، پاسمخ در برابمر      چرخه سلولی، تکبیر سملول 

تحریکممات داخلممی و خممارجی و همچنممین ایمنممی اسممت.   
مسیرهای مطرح شده از جمله مسمیرهای درگیمر در بیمماری    

ورم پستان اسمت، زیمرا در طمی ورم پسمتان تکبیمر سملولی       

اهزایش یاهته و این بیماری به عنوان ی  تحریم  و التهما    
برتمر در   miRNA . دی مر  [۱۴]شمود   یمدر بدن گاو شناخته 

با شناسه موقمت   miRNAهای دارای همولوگ miRNAگروه 
اسممت. در طممی  oan-miR-1388-3pو همولمموگ  ۱3_66۵۸

یدکننمده  تولی هما  ژنبمه تنیمی     miRNAمسیرهای ایمنی این 

هما پرداختمه و در    ینکموکما های التهابی و همچنین  یتوکینس

کمه در   کند. از آنجمایی  یمهای ایمنی نقش بارزی را ایفا پاسخ
ورم پستان ایمنی از جمله مسیرهای درگیمر در ایمن بیمماری    

جدید از طریمق نقمش در    miRNAاست، به همین خاطر این 
 این مسیر با ورم پستان مرتبط است.  

ی هما  miRNAی بدون همولوگ نیز ها miRNAدر بین 

 ۴۸ا ۲۷۷۰۱_۲6و و ژن ۱۰۹۸ا ۱۸۷۲۰_۱با شناسه موقمت  

ژنو به ترتیب بیرترین و کمترین تعداد ژن هدف را در بین 
miRNA های کارکردی ی این گروه داشتند. بررسی گروهها

 ۱_۱۸۷۲۰بما شناسمه موقمت      miRNAورد هدفهای م ژن

در  همای درگیمر   دهنده عملکمرد تنییممی آن روی ژن   نران

مسیرهای چرخه سلولی، مرگ سلولی، آپوپتموزیز و پاسمخ   

در برابر محرکات شیمیایی مرتبط با ورم پستان بود. در طی 

دلیمل از بمین بمردن     پستان آپوپتوزیز و مرگ سلولی بمه ورم
رو، ایمن   ر باهت اهزایش یاهتمه و از ایمن  ی التهابی دها سلول

miRNA   ی این مسیر در بیمماری ورم پسمتان   ها ژنبا تنیی

بمدون همولموگ شمناخته     miRNA. دی ر [۱۵]درگیر است 
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  3_3۴۰۵۵بما شناسمه موقمت     miRNAشده در این مطالعمه  
در مسمیرهایی همچمون    miRNAهای هدف ایمن  است. ژن

پاسخ به استرس و تحریکمات خمارجی، تنیمی  متابولیسم      

، تجمع و چسبندگی سلولی نقمش ایفما   DNAچربی، ترمی  
کنند. با توجه به اینکه همر عماملی کمه در بمدن موجمب      می

شود  یمبره  زدن تعادل شود، نوعی عامل استرس شناخته 

محسمو   رو، ورم پستان در گاو نیز نموعی اسمترس    از این

ی هما  ژننیمی   بمه نموعی بما ت    miRNA. ایمن  [۱3]شود می
تواند با این بیماری مرتبط باشمد.   یمدهنده به استرس  پاسخ

پستان است، زیمرا  متابولیس  چربی دی ر مسیر مرتبط با ورم

یابد و از این  یمدر طی این بیماری متابولیس  چربی کاهش 
پسمتان  در ورم ها آنکننده  ی تنیو عوامل  ها ژنطریق تمامی 

نیمز بمه نموعی     miRNA. لاا، ایمن  [۱6]درگیر خواهند شد 
 ۴۹3طورکلی،  دی ر با این بیماری ارتباط پیدا کرده است. به

شده شناسایی شمد.    ی شناختهها miRNAایزومیر برای کل 

تواننمد مربموط بمه     س،ا ایزومیرهای با هراوانی ک  که ممی 

یابی یما همردیفمی اشمتباه باشمند، بما اعممال       توالی خطا در 
 . [۱۷] گیرانه حاف شدپارامترهای سخت

بمین ایزومیرهمای شناسمایی     ترین نوع ایزومیر در عمده
ایزومیمر   ۱۰و. نتمایج  ۲بمود اشمکل    3ˊهای طولی شده تنوع 

را نرمان   sRNAbenchاهمزار  غالب مورد بررسی توسط نرم

 ۱۰دهد که در تحقیق حاضر نیز بررسی شمد و در بمین   می
مطالعات مختلف به ایزومیر مورد بررسی، هفت ایزومیر در 

ها از جمله انسان، موش  عنوان ایزومیر جدید در سایر گونه 

. ایزومیمر  [۱۸]و ۲انمد اجمدول    شمده   و خوک نیز شناسایی

miR-21-5p ر خوانشو را د ۱۸,۲۴۲،۷۸۱با(ترین خوانش ا
شده به خمود اختصماد داد. در     میان ایزومیرهای شناسایی

 miR-21-5pمطالعات مختلمف اهمزایش بیمان ایزومیرهمای     

و  بقما  و تهماج   مهماجرت،  تکبیمر،  در مهم   عملکرد دارای
 و سملولی  تکبیمر  آپوپتموز،  ها موجب القماء،  کاهش بیان آن

. باتوجه به عملکردهای تحت تنیی  [۱۹]است شده   تهاج 
پسمتان   نیز دقت به مطلمب کمه در طمی ورم    این ایزومیر و

ی التهابی ها سلولرود تا  یمی درگیر با( ها سلولآپوپتوزیز 

ی ر، تهاج  سلولی در طی التها  از بین روند و از طرف د

توان عملکرد ایمن ایزومیمر شمناخته     یمیابد،  یمنیز اهزایش 
 یه کرد.توجپستان  شده را در ورم

 

 ها آنهای ایزومیر برتر شناسایی شده و درصد حضور انواع تنوع .10. 2 جدول

 نام
 شمار

 خوانش
NTA(A)% NTA(U)% NTA(C)% NTA(G)% lv3pE% lv3pT% lv5pE% lv5pT% mv% 

bta-miR-
21-5p ۱۸٬۲۴۲٬۷۸۱ ۵۸۰ک۲3 ۰ک۱3 ۰ک۰۴ ۸۹ک۴۹ ۰ک۰۱ ۰ک۸3 3ک36 ۰ک۲۸ ۵ک 

bta-miR-
142-5p 3٬۵۴۱٬۹۲۱ ۴۹3۲ک۸6 ۰ک۰۲ ۱۷ک۰۸ ۱ک۴۰3 ۴6ک3۷ ۰ک3۰۵ ۰ک۵6 ۱ک3۷ ۲ک 

bta-miR-
 ۴ک۰۱ ۸ک۰3 ۰ک۰۰۰۴ ۱۴ک۰۸ 6۲ک6۵ ۱ک3۷ ۰ک۵۲ ۱ک۹۷ ۷ک33 ۵٬۸۷۰٬۵۹۸ 191

bta-miR-
148a ۲٬۲۸6٬۰6۰ ۷۴۰ک۱۸6 ۰ک۱۷6 ۰ک۰۱6 ۵ک۵۵ 6۹ک36 ۰ک3۵ ۰ک۲۸ ۱3ک3۲ ۱۰ک 

bta-miR-
 ۱ک3۹۴ ۰ک۹6۱ ۰ک۱۰۷ ۲۷ک۴6 ۵۹ک۹۵ ۲ک۸۲6 ۰ک۱۴۴ ۱ک۵۷ ۵ک۵6 ۱٬۷۹۹٬۷۲۱ 186

bta-miR-
30d ۱٬۵۷۰٬۱۹۰ ۷۵۰۰ک۰6۴ ۰ک۱۴۱ ۰ک۰۰۱ ۷۸ک۲۵۲ ۰ک۰6۵ ۲ک۴۹3 ۰ک۲۱6 ۱۲ک۰۱۴ 6ک 

bta-miR-
423-3p ۱٬۴۰۹٬۹6۱ ۵۱۲۷ک6۰۱ 63ک۴۰۵ ۰ک۰۱۹ ۰ک۸۹۷ ۰ک۰۱۰۷ ۰ک۴۹۸ ۰ک۱۲۹ ۱۵ک۹۲۵ ۱۱ک 

bta-miR-
30e-5p ۱٬6۴۲٬3۵۱ ۷6۱۱ک۷۹۸ ۲۷ک6۷۰ ۰ک۱۸۴ 3۹ک۵۴۲ ۰ک۱۸3 ۴ک۸۵۲ ۰ک۲۹۸ ۲۰ک۷۰۸ ۴ک 

bta-miR-
 ۲ک۲۹۷ ۰ک۷۵3 ۰ک۰۰۰۱ ۵۷ک۴۱۴ ۴ک۴۴۸ ۲ک۱۸ ۰ک۵۲3 ۲۸ک۷۱۲ 3ک6۷ ۵3۵٬۰۹۰ 223

bta-miR-
423-5p 333٬6۷۴ ۰۱6۰ک۴۰۴ ۰ک۱۴۸ ۰ک۰۵۹ 3۵ک۵6۸ ۴۰ک۲۷۲ ۰ک۷۱۱ ۰ک۱۵۴ ۱۲ک66۴ ۱۰ک 
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 (IV3pT) 3ˊشده، بیشترین فراوانی مربوط به ایزومیرهای دارای تنوع طولی در  بندی ایزومیرهای شناسایی  . توزیع دسته 2شکل 

 است.شده  بیان  1باشد. علائم اختصاری نام ایزومیرها در جدول  می

 

-miRایزومیرهمای   شده روی باتوجه به مطالعات انجام 

142-5p   در انسممان، عملکممرد ایممن ایزومیممر در مسممیرهای

 MAPKدهی از جمله چرخه سلولی، تنوع سملولی،   سی نال

های و بسیاری از مسیرهای مرتبط با سرطان از جمله پاسخ

های التهمابی  ها و پاسخیت لکوسایتکننده هعال ایمنی کنترل

یندهای درگیر هراتأیید شده است. التها  و ایمنی بارزترین 

دی ر، این ایزومیر بما نقمش    از طرفپستان است و در ورم 

تنییمی خود در این هرایندها نقش تنییمی خود را در ایمن  

شممده روی  هممای انجممام  کنممد. بررسممی یمممیممه توجبیممماری 

دهنده نقش این ایزومیمر در   نیز نران miR-191ایزومیرهای 

. ایزومیرهمای ایمن   [۲۰]اسمت   ایمنی ذاتی و اکتسابی بموده 

miRNA  نیز باعث کاهش تکبیر سلولی و رشد تومور ممی-

. باتوجه به مطالبی که بیان شد، نقش این ایزومیر [۲۱]شود 

در ایمنی ذاتی و اکتسابی و همچنین تنیی  تکبیمر سملولی،   

کنمد.   یمپستان روشن  تنییمی این ایزومیر را در ورم  رابطه

در  miR-148aطالعات صورت گرهته بر روی ایزومیرهای م

موش بیان ر نقمش آن در تکبیمر سملولی، تنموع سملولی و      

. تکبیممر سمملولی و آپوپتمموزیز  [۲۲] باشممدآپوپتمموزیز مممی

شود  یمپستان القا شده و زیاد ی پستان در طی ورم ها سلول

، باتوجه به ایمن مطلمب ایمن ایزومیمر بما تنیمی  ایمن        [۲3]

پسمتان درگیمر باشمد و عملکمرد     توانمد در ورم  یمم مسیرها 

-miRتنییمی خود را ایفا کند. دی ر ایزومیر شناسایی شده 

است که در انسان به عنموان یم  مهارکننمده توممور       186

. این ایزومیر ی  مهارکننمده رشمد،   [۲۴]شناخته شده است 

سملولی   کننده تکبیر و تهاج  سلولی است و در تنموع  تنیی 

نیز نقش دارد. از مهمترین عملکردهای شمناخته شمده ایمن    

طورکه پیرتر بیان  . همان[۲۵]ایزومیر القای آپوپتوزیز است 

پستان تهاج  سلولی، آپوپتموزیز و تکبیمر    شد، در طی ورم

-مماکور ممی   miRNAرو  یر خواهند شد، از اینسلولی درگ

پستان نقمش   های این مسیر در ورمتواند از طریق تنیی  ژن

 داشته باشد. 

شده در مطالعمه حاضمر مربموط بمه       ایزومیرهای شناسایی

هما   باشمد کمه در آن  پسمتان و سمال  ممی    گاوهای مبتلا به ورم

سمازوکارهای  های دهاعی هعمال بموده و   سیست  ایمنی و پاسخ

باشد. نقش این ایزومیرهما نیمز در   تنییمی مربوطه نیز هعال می

ها نیز مؤیمد هممین نقمش بمرای     مطالعات قبلی در دی ر گونه

عنوان تأییدی بر نتایج مطالعه حاضمر    تواند بههاست که می آن

بنابراین، نتایج مطالعات مختلف حاکی از آن اسمت کمه    باشد.

miRNA هممای مختلفممی را در بمما تغییممر تمموالی خممود ژن همما

 کنند.می پستان تنیی  مسیرهای بیولوژیکی متفاوت مانند ورم
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انممواع  sRNAbenchاهممزار  همچنممین بمما اسممتفاده از نممرم

miRNA*  های جدید موجود در ژنوم گاو شناسایی شد. به

-preهای جدیمد براسماس نمام     *miRNAگزاری  منیور نام 

miRNA ها روی ساختار سنجاق سمری، از  کان آنها و م آن

همما اسممتفاده  در انتهممای نممام آن p-۵و  p-3اضمماهه کممردن 

ی هما  miRNAها در بمازوی مقابمل    *miRNAشود. این  می

یی اسمت کمه تنهما یم      هما  pre-miRNAشمده در   شناخته 

miRNA شده است. تعداد   آن شناختهmiRNA*  های جدید

های ممورد اسمتفاده در ایمن    شده با استفاده از داده شناسایی 

همای بما بیمان     *miRNAعدد بود و با انتخا   ۱3۵مطالعه 

 عدد کاهش پیدا کرد.  ۷3خوانش، این تعداد به  ۵۰بیش از 

در بانم    *miRNAایمن   pre-miRNAپا از بررسمی  

مرخص شد که در همه ایمن هفتماد و    miRBaseاطلاعاتی 

اسمت و  شمده    گمزارش  miRNAتنها ی   pre-miRNAسه 

miRNA*  شده در ایمن مطالعمه دقیقما  در بمازوی      شناسایی

شده در این بان  اطلاعماتی اسمت.    گزارش  miRNAمقابل 

در دی مر   هما miRNAباتوجه به حفا ت شده بودن ساختار 

همایی همچمون انسمان و    ها و مطالعات بیرتر در گونهگونه

ژن  ۷3مربوط به این  pre-miRNAموش به مقایسه ساختار 

 دو گونه انسان و موش پرداخته شد.  در

 ۷3هدف از این بررسی، این امر است که آیا برای ایمن  

  در همر دو بمازو گمزارش    miRNAگونمه دو   ژن در این دو

شده است یا خیر؟ نتایج بررسی نران داد که از بین هفتماد  

 pre-miRNAمورد بررسی، پنجاه و هرمت   *miRNAو سه 

در مموش دارای دو   pre-miRNAدر انسان و پنجماه و سمه   

miRNA  در هر دو بازوی خود هستند. این نتایج تأییدی بر

آمده در مطالعه حاضر است. به عبارت دی ر،  دست  نتایج به

شده هم  در باهمت پسمتانی      گزارش *miRNAهفتاد و سه 

هما نیمز از    های شیری بیان داشته و اکبرا  در دی ر گونمه گاو

د(یل امکمان اعتمماد بمه نتمایج      اند که این شده قبل گزارش 

 کند.حاصله را بیرتر می

 

 دارای همولوگ miRNA 10شونده توسط  شده و مسیرهای تنظیم بینی  های هدف پیش . بررسی ژن 3جدول 

 شناسه موقت
miRNA 

 های هدف ژن
 شده بینی  پیش

 miRNAمسیرهای تنیی  شونده توسط 
 همولوگ miRNA ۱با ورم پستانو امرتبط

۱۷_۱۲۰۱3 6 _ mmu-miR3960 
 hsa-miR-7705 پاسخ به تحریکات خارجی ۲۹۱ ۱۴_۷۷۰6
-oan-miR-1388 چرخه سلولی، تولید سیتوکین ۴۸۰ ۱3_66۵۸

3p 
 efu-miR-9248 رشد سیست  ایمنی، تولید ایمنوگلوبین، پاسخ به تحریکات 3۱۹ ۱3_۵۵۷۹
 oan-miR-1356 تحریکات خارجی، تنیی  پاسخ به استرسپاسخ به  3۰۸ ۱۰_۱۷۸
 chi-miR-2284a پاسخ به محرک هورمون استرو ید ۹۰۷ ۲۱_۲۱۷۴۴

۲۱۷۲۱_۲۱ ۱۰۸۰ 
رشد سیست  ایمنی، تنیی  تکبیر سلول اپیتلیال، پاسخ به محرک 

 شیمیایی
chi-miR-2284a 

-mmu-miR-1968 سلولیشده، تنیی  هرایندهای  ریزی مرگ سلولی برنامه ۲۹۰ ۱۷_۱۲3۵۵
5p 

۲۲۷۰_۱۱ ۹3۵ 
تنیی  هرایند سلولی، تنیی  هرایند سیست  ایمنی، پاسخ به 

 محرکات شیمیایی
hsa-miR-548n 

 hsa-miR-637 تنیی  چرخه سلولی ۲۰۹ 3_3۴6۸۵
 ارا ه شده است. ها آنباشد که برخی از  می ها miRNAهای هدف مربوط به هر ی  از  های کارکردی ژن اساس گروه شده بر مسیرهای بیان - ۱
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 بدون همولوگ miRNA 10شونده توسط  شده و مسیرهای تنظیم بینی  های هدف پیش . بررسی ژن 4جدول 

 امرتبط با ورم پستانو miRNAشونده توسط  مسیرهای تنیی  شده بینی های هدف پیش ژن شناسه موقت

 استرس، پاسخ سلولی به محرکاتچرخه سلولی، پاسخ سلولی به  ۵۸۲ 3_3۴۰۵۵

۴۷3۱۹X_ ۱۵۴ هرایندهای سلولی 

۲۷۷۰۱_۲6 ۴۷ _ 

 هرایندهای سلولی ۱۰۸ ۱۰_۱۲3۲

 هرایندهای سلولی، هرایندهای چرخه سلولی، پاسخ به تحریکات خارجی 6۹3 ۹_۴۵۵۵۱

۱۷۵۱6_۱۹ ۴3۵ 
شیمیایی، پاسخ بمه  شده، پاسخ به تحریکات  ریزی هرایندهای سلولی، مرگ سلولی برنامه

 استرس

 تنیی  هرایندهای سلولی ۱6۹ 3_3366۵

۴۷۲۹۴_X ۴۹۴ ها یتوکینسدهی  پاسخ ایمنی، هرایند سیست  ایمنی، مسیر سی نال 

 هرایندهای سلولی ۲۹۰ ۲۷_۲۸۲6۵

 پاسخ به تحریکات شیمیایی، تنیی  مرگ سلول، آپوپتوزیز، هرایند چرخه سلولی ۱٬۰3۲ ۱_۱۸۷۲۰

 

 هممایmiRNAهممای هممدف براسمماس نقممش مممرتبط ژن

التهما ،   شناسایی شده در این مطالعه با ورم پستان اماننمد 

توان بیمان کمرد کمه    های ایمنی و آپوپتوزیزو میکنترل پاسخ

miRNA   های شناسایی شده در این مطالعمه دارای اهمیمت

توجممه بممه اهمیممت نقممش تنییمممی  باشممند. بممازیممادی مممی

miRNAپسمتان، شناسمایی   همای ممؤثر در ورم    روی ژن ها

را در  ی جدید همچون مطالعه حاضمر مما  هاmiRNAبیرتر 

های تنییمی مرتبط با این بیماری یماری   درک بهتر سازوکار

 نماید.می
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