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Abstract 
Objective: Melanoma differentiation association gene-7 (MDA-7)/IL24 is a tumor 
suppressor gene. The iNGR peptide sequence, with excellent tropism to surface integrins 
has been employed for targeting of therapeutic molecules toward tumor cells. The purpose 
of our study was to construct a plasmid expressing modified MDA-7 fused with an iNGR 
peptide for better targeting to tumor cells.  
Methods : At first, we amplified the MDA-7 sequence by PCR, while the reverse primer 
contained the iNGR peptide sequence to add it to the end of a new MDA-7 gene. The 
resultant MDA7-iNGR and MDA-7 were cloned into a pCDNA3.1 eukaryotic expression 
vector. The accuracy of cloning methods, integrity of the plasmids, and sequence were 
sequentially evaluated by digestions, colony-PCR, and sequencing. The expressions of the 
plasmid constructs were assayed by ELISA following their transfection into Ad-293 cells. 
Next, the plasmids were transfected into Hep-G2 cells and their mRNA were converted to 
cDNA. We assessed the gene expression levels of Gadd153 and Bax. As the final step, 
apoptosis induction of Hep-G2 cells following transfection was evaluated by the help of 
PI/Annexin V staining according to flow cytometry. 
Results: The results showed the integrity of construct backbone in addition to reading frame 
of the MDA-7-iNGR sequence. A suitable expression/secretion of modified the MDA-
7.iNGR protein was detected by ELISA assay of the culture supernatant when compared to 
the control construct that expressed unmodified MDA-7. The viabilty test demonstrated no 
benefit for this kind of modification of the MDA-7 protein. Real-time PCR and flow 
cytometry analyses revealed that the addition of iNGR to MDA-7 caused a decrease in its 
apoptotic effect on hepatic tumor cells compared to the normal protein. The modified protein 
had significant apoptosis induction compared to the negative control group (P<0.01).  
Conclusion:Although the new pCDNA/MDA-7.iNGR plasmid expressed iNGR-fused MDA-
7 protein efficiently, it could not improve the natural apoptosis property of normal MDA-7. 
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 13/13/96پذیزش مقبله:  16/11/94دریبفت مقبله: 

 چكيده
دس  یػاشعبً  ػاغ  ػالَ    یّاب  يیٌشگشیثِ ا ؾیثب گشا iNGR ذیگش سَهَس اػز. دذش طى ػشکَة کی mda-7/IL-24طى  :هدف

 mda-7/IL-24هغبلؼاِ ػاب ز طى    يیا کبس گشفشِ ؿذُ اػاز. ّاذا ا   ثِ یسَهَس یّب ػلَ  ِیػل یػَاهل دسهبً یّذفوٌذػبص
 اػز. یؼیآى ثب طى عج زیفؼبل ؼِیٍ هقب iNGR ذیهشلل ثِ دذش

 يیا ثَد ساب ا  iNGR ذیدذش یسَال ی. آغبصگش ثشگـز حبٍبفزی شیسکث PCRثب اػشفبدُ اص سٍؽ  mda-7دس اثشذا،  ها: مواد و روش
ِ ی شییا طى سغ یؿَد. ساَال  دبدیا mda-7طى  یدس اًشْب یسَال  یَسیَکابس ی یبًیا )کٌشاش   دس ًبلال ث   mda7/iNGR  ٍmda7 بفشا

pCDNA3.1 یویًضّضن آ یّب ؿذًذ. ثب اػشفبدُ اص سٍؽ یػبص دٍدهبى، colony-PCR یػابص  دٍدهابى  یدسػاش  یبثی یٍ سَال، 
 ییسشاًؼافکز ٍ سَاًاب   Ad-293 یّاب  ّاب دس ػالَ    ػابصُ  يیذَفکشبهیؿذ. ثب اػشفبدُ اص ل یبثیّب اسص آى یّب ٍ سَال ًبلل یکذبسچگی
 HepG2 یّاب  ثاِ ػالَ    ّاب  ػابصُ  يیا ؿاذ. دس اداهاِ، ا   یبثیا اسص ضایا الا ؾیثب اػشفبدُ اص آصهاب  تیًَسشک يیدشٍسئ بىیث یّب ثشا آى

 Gadd153  ٍBax یآدَدشاَص  ؾیدا  یّب طى بىیث Real time PCRثب اػشفبدُ اص سٍؽ  mRNAسشاًؼفکز ٍ ثؼذ اص اػشخشاج 
 ؿذ. یبثیاسص HepG2ؿذُ دس ػلَ   یضیس هشگ ثشًبهِ ضاىیه یشَهششیٍ فلَػ Anexin/PI یضیآه ؿذ. ثب سًگ یشیگ اًذاصُ
 mda-7یؼٌا یثب کٌشش  آى  mda-7. iNGRهٌبػت ٍ سشؿ  هحلَ   بىیّب سا ًـبى داد. ث ػبصُ یکذبسچگیٍ  یدسػش ح،یًشب: نتایج

 یثاَدُ اػاز. ثشسػا    mda-7 يیثاش داشٍسئ   شییا سغ يیثَدى ا ذیگش ػذم هف ًـبى یصًذُ هبً حیثَد. ًشب ؼِیلبثل هقب ییدس ػَح سٍ
 زیثاش  بكا   mda-7ثاِ   iNGRًـابى داد کاِ اسلاب      ضیا ً یشَهششیطى ٍ فلَػا  بىیا ؿذُ ثب ػاٌدؾ ث  یضیس ثشًبهِ یهشگ ػلَل

  .P<01/0داسد ) داسی یهؼٌ ییصا ّوچٌبى هشگ یثب گشٍُ کٌشش  هٌف ؼِیس هقبد یکبٌّذُ داؿشِ ٍل شیآى سأث ییصا هشگ
ِ  iNGRهشلل ثِ  mda-7 يیدشٍسئ pCDNA/Mda-7.iNGR یبًیًبلل ث :گيری نتيجه ثاش   یکاشد ٍلا   بىیا عاَس هٌبػات ث   سا ثا
 ًذاؿز. یا ٌِیثْ شیسأث يیدشٍسئ یؼیعج ییصا هشگ زی بك

 

 سَهَس یطى دسهبً ،ی، هشگ ػلَلmda-7 ،iNGR: کليدواشگان
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 مقدمه
mda-7 (melanoma differentiation associated 

gene-7  24  یاااب ایٌششلاااَکیي (Interleukin 24: IL-24  

اَدُ ػایشَکیي  -Cytokines 10  (IL) 10ّابی   ػضَی اص  بً

10 ،IL-19 ،IL-22  ٍIL-26 ،  ثاب   1995دس ػاب    ًخؼشیي ثبس

ّابی   افششالی دس ػلَ   Hybridizationػبصی ) دٍسگِ سٍؽ

ّابی   دس ثبفاز  ثیـشش IL-24/mda-7 .[1] کـف ؿذهلاًَهبیی 

عاَس   ّویيٍ ّب   لَف دس هٌَػیز هشسجظ ثب ػیؼشن ایوٌی ثِ

 بُخبیگاا ؿااَد. ثیاابى هاای  Keratinocytes)ّااب  کشاسیٌَػایز 

ز طًَهی، اَلی   هـبثْ دشٍسئیٌای ٍ فشاػاب شبسّبی دشٍسئیٌای    سا

اَد  ػیشَکیيآى دس هقبیؼِ ثب  ػلاٍُ الگَّبی ثیبًی ثِ ُ ّبی  ابً

IL-10  هٌدش ثِ سغییش ًبمmda-7 ِایاي   ؿاذ  24ایٌششلاَکیي   ث ٍ

اَى طى ثِ اَدُ ػایشَکیي    ػٌ  IL-10ّابی   ػضَ خذیاذی اص  ابً

 .[2 ،1هؼشفی ؿذ ]

یاب   ًبلال ثیابًی  ثب اػاشفبدُ اص   mda-7/IL-24افضایؾ ثیبى 

سیاضی ؿاذُ    ثشًبهِ هشگًَسشکیت ثبػث هْبس سؿذ ٍ ٍیشٍع 

(Apoptosis   َدَػاز،  هخشلف اص خولِ بی سَهَسیّ ػل 

 سحان،  ػیؼشن ػلاجی هشکاضی،  ، ػیٌِ ، Prostate) دشٍػشبر

 .  [3] ؿَد هیسیِ   ٍ Colorectalسٍدُ ثضسگ )

 اص خولِػلَلی  دیبهجشّبی  ٍ هَلکَ سػبًی  دیبمهؼیشّبی 

 RNAاٍثؼاشِ ثاِ    Rداشٍسئیي کیٌابص    ، Caspasesّب ) کبػذبص

(Protein Kinase R: PKR    دشٍسئیي کیٌبص فؼاب  ؿاًَذُ ثاب ، 

  Mitogen-activated protein kinases: MAPK) هیشاَطى 

-phosphatidylinositol-3) کیٌبص فؼفبسیذیل ایٌَصیشاَ   3ٍ 

kinases   [ اػااششع ؿااجکِ اًذٍدلاػااوی ٍEndoplasmic 

Reticulum (ER  stress]،  ِ دس  mda-7/IL-24 دًجااب  ثیاابى ثا

ِ    فؼب  هیػلَ  ػشعبًی  سیاضی   ؿًَذ ٍ ثب القابی هاشگ ثشًبها

 .[1ؿًَذ ] ؿذُ ػلَلی ثبػث ػشکَة سَهَس هی

 RGDذشیااااذّبی هـخلاااای هثااااال   اػااااشفبدُ اص د 

(Arginylglycylaspartic acid(  Arg-Gly Asp   ٍNGR 

(CRNGRGPDC   اًَذ ػجت هیدس اؿکب  هخشلف جَد طى س  ثْ

اَلی   5 ،4ّاب ؿاَد ]   دسهبًی ثب اػشفبدُ اص ػیشَکیي [. افاضٍدى سا

RGD   ابى گاش ساأثیش    سَػظ هحققبى حبضش دس هغبلؼِ ا یاش ًـ

اَلی دس هیاضاى هاشگ   ثاَدُ   mda-7صایای داشٍسئیي    هثجز ایي س

هغبلؼبر دیـشش اهب ًشابیح دیگاشی سا اص ػاذم هفیاذ     [. 6اػز ]

بى دادُ اػز کِ الجشِ ّواِ ثاب دذشیاذ     ثَدى ّذفوٌذی ثب دذشیذ ًـ

RGD [ 8 ،7اًدبم ؿذُ اػز .] دذشیذiNGR    ثاِ ػاشٍت سَهاَس 

هشلال  هخلاَف سَهاَس      ٍیظIntegrinsُّبی ) ٍ ایٌشگشیي

اٍسد  RGDثِ هیضاى ثیـاششی ًؼاجز ثاِ دذشیاذّبی      ؿَد ٍ هی

اَلؿَد.  ثبفز سَهَسی هی هشلل ؿًَذُ ثِ سَهاَس دس ایاي    یس

اَلی    اػاز کاِ ثااِ     NGR (Asn_Gly_Argدذشیاذ خذیاذ ساا

CD13 یاک آًاضین دسگیاش دس سؿاذ سَهاَس ٍ      اًذٍسلیبلی ک ِ

[. ثب ایاي فاشم کاِ افاضٍدى     9] ؿَد صایی اػز هشلل هی سگ

اَلی سهضگزاس دًجبلِ دذشیذی  دس افشاشات   mda-7ثاِ طى   iNGRس

اَحی هؼواَلی  اَحی سَهَسی اص ً ٍ ٍسٍد هحلاَ  طى ثاِ    ً

جَد ّذفوٌاذی آى ثاِ    اَّذ ثَد ٍ ثبػث ثْ ثبفز سَهَس هؤثش  

اَحی سَهااَسی هاای  ؿااَد، عشاحاای ٍ سَلیااذ ػاابصُ ثیاابًی   ًا

اًدابم ؿااذ ٍ   iNGRهشلاال ثاِ   mda-7سَلیذکٌٌاذُ داشٍسئیي   

لبثلیز ثیبى دشٍسئیي ًَسشکیت سَػظ ایي ػبصُ ثشسػی ؿذ. دس 

بیز کبسآهذی طى سغییش یبفشِ دس ػا  شکَة ػالَ  ػاشعبًی   ًْ

HepG2  .چٌیي ثب کبسآهذی ػولکشد طى فبلذ سغییش هقبیؼِ ؿذ

اَّاذ ثخـایذ کاِ ثاِ ثشسػای       ثِ هحلَلی هب ایي اهکبى سا  

ثیـاشش ایاي دااشٍسئیي سغییاش یبفشاِ دس ثااشٍى ساي ٍ دسٍى سااي      

 ثذشداصین.  

 

 ها مواد و روش

  Mda-7 سازی شن دودمانو  PCRانجام 
ِ  هبدس mda-7دلاػویذ ثیبًی  کابس دس   اص هحققیي هـغَ  ثا

 .Drایي صهیٌِ سْیِ ؿذ ]ّذیِ اص  بًن دکشش اػشیفبًی کاشیغ ) 

Stephanie Kreis]       ُکِ لجلاً دس هقبلاِ دیگاشی ثاِ آى اؿابس

  Miniprepقیابع هیٌای داشح )   [. دلاػویذ دس ه7ؿذُ اػز ]
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لاصم ثِ رکاش اػاز سوابهی هشاحال ایاي       سْیِ ٍ اػشخشاج ؿذ.

-92 ّبی دضؿکی ثب کاذ  دظٍّؾ دس کویشِ ا لات دس دظٍّؾ

 سلَیت ؿذ. 160-18

اَلی  اٍکااٌؾ صًدیااشُ mda-7دس اثشااذا ساا  ای دلیوااش اص ثااب 

(Polymerase chain reaction: PCR    .آغابصگش   سکثیاش ؿاذ

(Primer   اَلیثشگـز ثاَد کاِ    iNGR کذکٌٌذُ دذشیذ حبٍی س

اَلی دس اًشْبی طى ایي ػب ز هٌظَس  ثِ ثاب   PCR ؿذ. عشاحیس

اَلی  30  ثب 1 )خذٍ  ٍ ثشگـز سفزّبی آغبصگش  اػشفبدُ اص س

. ػاذغ    اًدابم گشفاز  2 چش ِ هغبثق ثشًبهِ صهبًی )خذٍ 

ؿذ ٍ  دسكذ سحلیل 1ٍػیلِ ط  الکششٍفَسص  ثِ PCR هحلَ 

هحلاَ   ػاذغ   .ػبصی ؿاذ   بلق PCRحلَ  هدس دی آى 

PCR ٍ ًُبلاال سخلاایق ؿااذ pcDNA3.1 ّاابی  ثااب آًااضین

ًذ ؿاااذ آًضیوااای ّضااان EcoRV  ٍXhoI هحذٍدکٌٌاااذُ

(Fermentaseاًَی هحلَ  ّضن آًضیوی ًبلل ٍ لغؼِ  . ، لیش

ػاذغ  . ًذػابصی ؿاذ    بلق سکثیش یبفشِ ثب کیز اػشخشاج ط 

ذُ دس ًبلاال ّضاان ؿاا   اابلق ؿااذُ  mda-7.iNGRلغؼااِ 

 ِ  T4 DNAثاب اػاشفبدُ اص آًاضین     pcDNA 3.1 سخلیق یبفشا

اًَی Fermentase) الحبت ؿذلیگبص  ًابًَگشم اص   200   ٍ، لیشا

دس ثابکششی هیضثابى اؿشیـایب     هحلَ  الحبت ثب سٍؽ ؿیویبیی

سشاًؼفَسم  DH5αػَیِ   Escherichia coli: E. coliکلی )

 ؿذًذ. 

ثی حابٍی  ّبی سشاًؼفَسم ؿذُ سٍی هحیظ اًشخاب  ثبکششی

  غشثاب  ؿاذًذ. ػاذغ    Ampicillinثیَسیک آهذی ػیلیي ) آًشی

ِ   ػابصی سؼاذادی اص کلاًَی    ثشای سأییذ دٍدهابى  كاَسر   ّاب ثا

اَى الگاَی   سلبدفی اًشخبة ؿذًذ ٍ ثِ ثاب اػاشفبدُ اص    PCRػٌ

 ثشسػی ؿذًذ.  colony-PCRآغبصگشّبی سفز ٍ ثشگـز )

اَلی  ثاب  ّب ًبللیکذبسچگی ػبصی ٍ  دٍدهبى دسػشی  یابثی  سا

  ثشسػای ؿاذ.  1 سفز )خذٍ  آغبصگشّبیثب اػشفبدُ اص  ًبلل

 
 mda-7  ٍmda-7.iNGRسَالی آغبصگشّبی سفز ٍ ثشگـز ثشای سکثیش  1 جدول

 

5´-CCCCCGATATCGCCATGAATTTTCAACAGAG-3  سَالی آغبصگش سفزMda-7  ٍMda-7/iNGR 

**5´AAACTCGAGTCAGCCGCTGCCGCCGAGCTTGTAGAATTTCTGCATC-3 ی آغبصگش ثشگـز سَالMda-7 
***5´AAACTCGAGTCAGCAGTCGGGGCCCCGGCCGTTCCGGCAGCCGCTG
CCGCCGAGCTTGTAGAATTTCTGCATC-3 

 Mda-7/iNGRسَالی آغبصگش ثشگـز 

 
 اػز. EcoR Vسَالی هـخق ؿذُ ثب  ظ صیشیي خبیگبُ ثشؽ آًضین هحذٍدگش *

 اػز. Xho Iسَالی هـخق ؿذُ ثب  ظ صیشیي خبیگبُ ثشؽ آًضین هحذٍدگش **

 اػز. iNGRکٌٌذُ دذشیذ  ٍ سَالی هـخق ؿذُ ثب  ظ صیشیي هٌقغغ کذ Xho Iسَالی هـخق ؿذُ ثب  ظ صیشیي دیَػشِ خبیگبُ ثشؽ آًضین هحذٍدگش ***

 
 mda-7  ٍmda-7.iNGR ثشای سکثیش لغؼبر PCRثشًبهِ صهبًی  2جدول 

 

 زمان تعداد تكرار
 دما

 گراد( )درجه سانتی
 مرحله

 95 دلیقِ 5 1
 ٍاػشؿشگی اٍلیِ

(Primary Denaturation  

30 

 ثبًیِ 30

 ثبًیِ 30

 ثبًیِ 50

95 

58 

72 

 ٍاػشؿشگی

  Annealingاسلب  )

  Extensionثؼظ )

بیی ) 72 دلیقِ 5 1   Final Extensionثؼظ ًْ
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 و ترانسفكطن کطت سلولی
دبػاااشَس اًؼاااشیشَ اص  Ad-293  ٍHepG2سدُ ػااالَلی 

 DMEM (Dulbecco's شیاااذاسی ؿاااذ ٍ دس هحااایظ   

Modified Eagle's Medium    ِ10غٌی ؿذُ ثب ػشم گَػابل 

ِ  Ad-293ػالَ    کـاز دادُ ؿاذ.   دسكاذ  هٌظاَس ثشسػاای   ثا

اػشفبدُ ؿاذ. اص عاشا دیگاش      ّبی ًَسشکیت لبثلیز ثیبى ػبصُ

 mda-7  ٍmda-7/IL-24 ّابی  صایای طى  ثشای هقبیؼِ اثش هشگ

ِ کِ یک سدُ ػشعبًی کجذی ا HepG2سدُ ػلَلی  کابس   ػز ثا

ّبی هَسد اػشفبدُ دس ایي آصهبیؾ ػِ سب ؿؾ    ػلَ. ؿذ گشفشِ

ّاب ثاِ دسٍى    ثشای سشاًؼفکز ًواَدى ًبلال  . دبػبط دادُ ؿذًذ

  Lipofectamine 2000) 2000-ػلَ  اص هحلَ  لیذَفکشابهیي 

(Invitrogen Inc آهشیکااب  ٍ هغاابثق دػااشَسالؼول ؿااشکز ،

-pc/mda-7  ٍpc/mdaّابی   ػبصًذُ ػول ؿذ. دس کٌبس ًبلل

7.iNGR     اص ًبلل ثاذٍى طى ٍ ّوچٌایي دلاػاویذCAG-GFP 

 هٌظَس ثشسػی ٍ کٌشش  سشاًؼفکـي اػشفبدُ ؿذ. ثِ

 

 سلول زنده مانی آزمون
MTT [-Yl)-2-Dimethylthiazol-(4,5-3 آصهااااااَى اص 

Diphenyltetrazolium Bromide-2,5]  ثااااشای ثشسػاااای

بدُ ؿاذ.  اػاشف  Ad-293  ٍHepG2ی ّاب  لبثلیز صیؼز ػلَ 

 بًِ سؿذ  96دلیز  ػلَ  دس ّش چبّک 5×103 هؼوَ  عَس ثِ

-pCDNA3.1/Mdaػبػز، سشاًؼفکـاي   24دادُ ؿذ. ثؼذ اص 

7, pCDNA3.1/Mda-7.iNGR  ٍpCDNA3.1 .اًداابم ؿااذ 

  دسكاذ  MTT (5/0هحلاَ    هیکشٍلیشش 20 ػبػز 24اص  دغ

ثَاِ ؿاذ.   4ثِ هحیظ افضٍدُ ؿذ ٍ   هیکشٍلیشاش  150 ػبػز اًک

ثااِ ّااش چبّااک    DMSO (Dimethyl sulfoxide  هحلااَ

 سا حال کٌاذ.    Formazan) سهابصاى َاضبفِ ؿذ سب هحلَ  ف

ثااب  ًاابًَهشش 570عااَ  هااَج  خاازة هحلااَ  سًگاای دس  

ثابس اًدابم   ػاِ   ّب کل آصهبیؾ گیشی ؿذ. اػذکششٍفشَهشش اًذاصُ

 .ؿذ

 Enzyme-Linked Immunosorbent) یوسا الاآزموون  

assay: ELIZA) 
 ّبی ـي ًبللسشاًؼفکٍ  Ad-293ّبی لَ ػثؼذ اص کـز 

pCDNA3.1/Mda-7 ،pCDNA3.1/Mda-7.iNGR  ٍ

pCDNA3.1  48 داغ اص  ّاب  سٍیی ػلَ هحیظ  )کٌشش  هٌفی 

ِ  دس دلیقِ 5000 آٍسی ؿذًذ ٍ ثب دٍس ػبػز خوغ  5 هاذر  ثا

دس هابیغ سٍیای    mda-7فَط ؿذًذ. ػذغ غلظز یدلیقِ ػبًشش

-IL ػاٌدؾ  یاضای الا ثب اػشفبدُ اص کیاز  Ad-293ّبی  ػلَ 

عجاق     کبیهشحذُ آهش بلاریا، .eBioscience Inc) اًؼبًی 24

ِ  ُ اًدبم ؿذ.ذؿ اسایِدػشَسالؼول  عاَس   ایي آصهبیؾ ػِ ثبس ثا

 هؼشقل اًدبم گشفز.

 

 Real-Time PCRتكنيک 
 real-timeثاب اػاشفبدُ اص سٍؽ    GADD153  ٍBaxثیبى 

PCR 48  َبّی  ػبػز دغ اص سشاًؼفکـي ػلHepG2  شّیک ثب 

-pCDNA3.1/Mda-7 ،pCDNA3.1/Mdaّااابی  اص ػااابصُ

7.iNGR  ٍpCDNA3.1  ِ عااَس  لاكااِ،   اًداابم گشفااز. ثاا

RNA   َاػااشخشاج  ساابم ػاالَ  ثااب اػااشفبدُ اص هحلااRNA، 

TRIzol، سًٍَیؼای هؼکاَع     اػشخشاج ؿذ )ػیٌبطى، ایشاى ٍ

دغ اص )آهشیکب  اًدبم گشفز.  Invitrogenثب اػشفبدُ اص کیز 

ثیاابى  اػااشخشاج ؿاذُ  RNAّابی   اص ًوًَااِ cDNAػاب ز  

mRNA ّاابی  طىBax ،GADD153  ٍPGK  ِ اَى طى   ثاا ػٌاا

کٌشاش  دا لای دس دٍ گاشٍُ هذا لااِ ٍ کٌشاش  ثاب اػااشفبدُ اص      

-Real ػاٌدؾ ؿاذ.   3خذٍ   یّبآغبصگشٍ ثب کوک سکٌیک 

Time PCR  ( ػاااٌدؾ ؿاااذMaxima SYBR Green  

(Fermentase   ُاًَی . ثیاابى ًؼاجی ثااب اػاشفبد اص فشهااَ   ، لیشا
−ΔΔCt2  .دس ایاي هغبلؼاِ ثاشای سحلیال آهابسی اص       اًدبم ؿاذ

اػااشفبدُ ؿاذ. ًشاابیح   Exel ،Graf pad primsافضاسّابی   ًاشم 

ثب اػاشفبدُ اص آصهاَى    Real-Time PCRّبی  حبكل اص آصهَى

   ٍ ثاب هقبیؼااِ  ANOVA (Analysis of varianceآهابسی  
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 ّب سحلیل ؿذ. هیبًگیي دادُ

 

 ریسی ضده برنامهسنجص مرگ سلولی 
ثب اػاشفبدُ اص کیاز    ؿذُ یضیس ثشًبهِ یهشگ ػلَلػٌدؾ 

Annexin V Apoptosis Detection آهیااضی  ثااشای سًااگ

-pCDNA3.1/Mda-7سشاًؼفکز ؿذُ ثاب   HepG2ّبی  ػلَ 

iNGR ، pCDNA3.1/Mda-7  ٍpCDNA3.1  .اًدبم گشفاز 

  ٍ PBS (Phosphate-buffered salineّب یک ثبس ثاب   ػلَ 

ؿؼاشِ    x1 (Binding Buffer ثابفش اسلاب   یک ثبس ثاب   ػذغ

بیی ؿذًذ.  ّاب،   اص ػلَ لیشش  دس هیلی 3×106ػذغ ثِ غلظز ًْ

 Vهیکشٍلیشاش اص آًکؼایي    5افضٍدُ ؿذ. دس اداهِ  x1 ثبفش اسلب 

 Fluorochrome-conjugatedکًَظگااِ ثااب فلااَسٍکشٍم )  

annexin v ِفِ اص ػَػذبًؼیَى ػلَلی اضاب  هیکشٍلیشش 100  ث

ثَاِ ؿاذًذ ٍ ػاذغ      10هذر  ثِ ؿذ. دلیقِ دس دهبی اسابت اًک

ثبفش  هیکشٍلیشش اص 200ؿؼشِ ؿذًذ ٍ  x1 ثبفش اسلب  ّب ثب ػلَ 

آهیضی  هیکشٍلیشش اص هحلَ  سًگ 5ثِ آى اضبفِ ؿذ.  x1 اسلب 

 30ثؼاذ اص     اضبفِ ؿذ.Propidium iodideدشٍدیذیَم یذیذ )

گاشاد، ثاب اػاشفبدُ اص     یدسخِ ػابًش  4دلیقِ ًگْذاسی دس دهبی 

ُ ؿوبسؽ ؿذًذ.  ّبی سًگ فلَػیشَهششی ػلَ   سحلیلآهیضی ؿذ

ب  .اًدبم گشفز Flowjoافضاس  ّب ثب اػشفبدُ اص ًشم دادُ ییًْ

 
 GADD153 ،Bax  ٍPGKسَالی آغبصگشّبی سفز ٍ ثشگـز ثشای سکثیش  3جدول 

  

 ('3 → '5) توالی 

BAX F1 GCCCTTTTGCTTCAGGGTTTCA 

BAX R1 CAGCTTCTTGGTGGACGCAT 

GADD153 F CACCTCCTGGAAATGAAGAGGAAG 

GADD153 R GAGGTGCTTGTGACCTCTGC 

PGK1 F1 TAAAGCCGAGCCAGCCAAAA 

PGK R1 CTCCTACCATGGAGCTGTGG 

 

 نتایج
pcDNA3.1 ِاَى  ث اَلی    ًبللػٌ -Mdaثیبًی ثشای ثیابى سا

7.iNGR  َدغ اص ّضان   ّبی یَکبسیَر اًشخبة ؿذ. دس ػل

-Mda-7  ٍMdaآًضیوی لغؼبر سکثیش یبفشِ ٍ سخلیق ؿاذُ  

7.iNGR ثیبًی ّضن ؿذُ  دس ًبللpcDNA3.1 ػابصی   دٍدهبى

 اًدبم ؿذ )ؿکل Colony-PCRػبصی  ّوؼبىییذ أثشای س ؿذ.

 ثاب  ّاب  ًبلال یکذابسچگی  ػبصی ٍ  دٍدهبى دسػشی. ّوچٌیي  1

اَلی   .2ًبلل سأییذ ؿذ )ؿکل  یبثی س

ابى   MTTثب اػشفبدُ اص آصهَى  ًشبیح ثشسػی صًذُ هبًی ًـ

 24دغ اص سشاًؼفکـاي   293ّبی  داد کِ هیضاى هشگ دس ػلَ 

ػبػشِ ثب دلاػویذّبی ًَسشکیت دس هقبیؼِ ثاب گاشٍُ دلاػاویذ    

 . هیضاى P<05/0 بلی اص لحبػ آهبسی ثب یکذیگش سفبٍر داسًذ )

 ّبی ًَسشکیت  ّبی سشاًؼفکز ؿذُ ثب ًبلل هشگ ٍ هیش دس ػلَ 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

pcDNA3.1 ،pCDNA3.1 Mda-7  ٍpCDNA3.1 Mda-

7.iNGR  ًبلل  بلی ٍpCDNA3.1 ِسشسیات حاذٍد    )کٌشش   ث

  . 3ؿکل دسكذ اسصیبثی ؿذ ) 11دسكذ ٍ  23دسكذ، 24

 ٍ pcDNA3.1 ،pCDNA3.1 Mda-7 ّاااابی ًبلاااال

pCDNA3.1 Mda-7.iNGR ِثاب  ثشسػی هیضاى ثیبى ًیض  هٌظَس ث

ُ اص لیذَفکشبهیي ثِ ػل  سشاًؼفکز ؿذًذ. Ad-293ّبی  َ اػشفبد

ٍ ثب ّب  ػلَ هبیغ سٍیی  ػبػز، 48ثؼذ اص  سٍؽ الایضای ثشداؿز 

بى ELIZAًشبیح ؿذًذ. ا شلبكی ثشسػی  ُ ثیبى  ًـ  mda-7دٌّذ

ّابی   سشسیت سَػاظ ًبلال   لیشش ثِ ًبًَگشم/هیلی 7ٍ  8هقبدیش دس 

-pCDNA3.1-Mda-7-iNGR  ٍpCDNA3.1ًَسشکیاااااات  

Mda-7 ّابی گاشٍُ کٌشاش      قبیؼِ ثب ثیبى ػلَ ثَدًذ کِ دس ه

 5/0کوشااااش اص -  pCDNA3.1سشاًؼاااافکز ؿااااذُ ثااااب )

ٍ ثشسػی آهبسی  ًبًَگشم/هیلی لیشش ثؼیبس ثیـشش ثَد. سکشاس آصهبیؾ 
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داس ثَدى سفبٍر ثیبى القاب ؿاذُ ثاب ّشیاک اص      سأییذ کٌٌذُ هؼٌی

 mda-7ّبی ثیبًی ًَسشکیت ًؼجز ثِ ًبلل ثیبًی فبلذ طى  ًبلل

ی طى سغییش یبفشِ  ثَد. اص ُ ثب ًبلل ًَسشکیت حبٍ عشفی ثیبى القب ؿذ

Mda-7.iNGR  ثب ًبلل ًَسشکیت حبٍی طى ثذٍى ُ ثب ثیبى القب ؿذ

بى ًوی داسی سفبٍر هؼٌی mda-7سغییش    . 4ؿکل داد ) ًـ

ّابی   دس ػالَ   یالقبگش هشگ ػالَل ّبی  ثشسػی ثیبى طى

، pCDNA3.1/Mda-7 ّابی  اص ػبصُ کیّشسشاًؼفکز ؿذُ ثب 

pCDNA3.1/Mda-7.iNGR  ٍpCDNA3.1   ِاابى داد کااا ًـ

-pCDNA3.1/Mda-7  ٍpCDNA3.1/Mda ّاااابی ػااابصُ 

7.iNGR ِالقابگش  ّابی   عَس هـَْد هَخت افضایؾ ثیابى طى  ث

 HepG2دس سدُ ػااشعبًی  Gadd153  ٍBax یهااشگ ػاالَل 

سأثیشی ثش  pCDNA3.1سٍد ػبصُ  ؿًَذ ٍ چٌبًچِ اًشظبس هی هی

دس  Gadd153  ٍBax یشگ ػاالَلالقاابگش هاا ّاابی  ثیاابى طى

 . سکشاس آصهبیؾ ٍ 5ؿکل ًذاسد ) HepG2ّبی ػشعبًی  ػلَ 

بى اص آى داؿز کِ افضایؾ ثیبى طى ّبی  سحلیل آهبسی ًشبیح ًـ

ّبی  ًبؿی اص القبی ػبصُ Gadd153  ٍBax یالقبگش هشگ ػلَل

داسی ًؼجز ثِ القابی حباكال اص ػابصُ     عَس هؼٌی ًَسشکیت ثِ

pCDNA3.1  ّابی   داسد ثب ایي ٍخَد افضایؾ ثیابى طى سفبٍر

ّبی  ًبؿی اص القبی ػبصُ Gadd153  ٍBax یالقبگش هشگ ػلَل

pCDNA3.1/Mda-7  ٍpCDNA3.1/Mda-7.iNGR  ثااااااب

بى ًوی یکذیگش سفبٍر هؼٌی  دّذ. داسی ًـ

سیضی ؿذُ ًیض دس سأییاذ   ًشبیح ػٌدؾ هشگ ػلَلی ثشًبهِ

بى یالقبگش هشگ ػلَلّبی  القبی طى ُ آى اػاز کاِ   دٌّاذ  ًـ

هاشگ   mda-7  ٍmda-7.iNGRّابی   افضایؾ ثیبى هَلاز طى 

ِ  HepG2ّابی ػاشعبًی    سیضی ؿاذُ ػالَ    ثشًبهِ عاَس   سا ثا

سیضی  دّذ ٍلی القبی هشگ ػلَلی ثشًبهِ داسی افضایؾ هی هؼٌی

بى  ّب سفبٍر هؼٌی ؿذُ ایدبد ؿذُ سَػظ ّشیک اص آى داسی ًـ

  .6دّذ )ؿکل  ًوی

 

    
 

سَشکیت  لغؼبرثشسػی ٍخَد  ثشای colony-PCR 1ضكل  ًMda-7.iNGR (660  ساػز  ٍ  خفز ثبص(Mda-7 (621   ّابی حبكال اص    کلاًَی دس )چخ  خفز ثبص

سَشکیت ًبللسشاًؼفَسم   اًدبم ؿذ.ػیلیي  ٍ غشثب  ؿذُ ثب هحیظ اًشخبثی حبٍی آهذی pCDNA3.1-Mda-7.iNGR  ٍpCDNA3.1-Mda-7 ّبی ً
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 ٍ حفؼ چْبسچَة كحی   َاًؾ دس دیَػشگی ثب سَالی ًبلل ثیبًی Mda-7.iNGRسأییذ سَالی  2ضكل 
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سَشکیت لثشسػی ثیبى ًبل 4ضكل  سٍئیي  ELIZA. ثب اًدبم آصهبیؾ ا شلبكی pCDNA3.1/Mda-7.iNGR  ٍpCDNA3.1/Mda-7 ّبی ً ِ دش  یاػذاد ثبلا. Mda-7ػلی

سٍئهیبًگیي ّش ػشَى  سَشکیت  سشاًؼفکز ؿذُ ثب ّشیک اص ًبلل Ad-293ّبی  دس ػَح سٍیی ػلَ  لیشش سا یلی/هکَگشمیثش حؼت د mda-7 يیغلظز دش -pc/Mdaّبی ً

7.iNGR ٍ pc/Mda-7 دّذ. ًبلل  بلی  ًـبى هیpCDNA3.1 ِاس  غب دس ثبلای ّاش ػاشَى هؼاشا اًحاشاا هؼیابس ػاِ        ث ػٌَاى کٌشش  آصهبیؾ اػشفبدُ ؿذُ اػز. ًَ
دى سفبٍر دٍ گشٍُ سا دس هقبیؼِ ثب ّن ًـبى هی آصهبیؾ غیش ٍاثؼشِ اػز. ػلاهز ػشبسُ هؼٌی  دّذ. داس ثَ

 

  
 

ًؼجز ثاِ کٌشاش     Mda-7  ٍMda-7.iNGRّبی ثیبًی حبٍی  سشاًؼفکز ؿذُ ثب ًبلل HepG2ّبی ػشعبًی  دس سدُ GADD153  ٍBaxبى هقبیؼِ افضایؾ ثی 5ضكل 

اس  غب دس ثبلای ّش ػشَى هؼشا اًحشاا [ pcDNA 3.1 (pcّبی سشاًؼفکز ؿذُ ثب ًبلل  ثیبى طى دس ػلَ ]آصهبیؾ  . ّش ػشَى هیبًگیي ػِ آصهبیؾ هؼشقل اػز ٍ ًَ
دى سفبٍر دٍ گشٍُ سا دس هقبیؼِ ثب ّن ًـبى هی س ػِ آصهبیؾ غیش ٍاثؼشِ اػز. ػلاهز ػشبسُ هؼٌیهؼیب  دّذ. داس ثَ
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-، الفpcDNA 3.1  گشٍُ کٌشش  سشاًؼفکز ؿذُ ثب ًبلل 1-دًجب  اًشقب  دلاػویذّب  الف ثِ HepG2ّبی ػشعبًی  سیضی ؿذُ ػلَ  ػٌدؾ هشگ ثشًبهِ الف() 6ؿکل 
سیاضی   ثب هشگ ثشًبهِ ّبی دسكذ ػلَ  Q2+Q3. ًبحیِ Mda-7.iRGD  گشٍُ سشاًؼفکز ثب دلاػویذ ثیبًی 3-ٍ الف Mda-7ُ سشاًؼفکز ؿذُ ثبدلاػویذ ثیبًی  گش2ٍ

ّابی ثیابًی    ثاب ػابصُ   ّابی سشاًؼافکز ؿاذُ    سا دس گاشٍُ  سیضی ؿذُ ػالَلی  ثب هشگ ثشًبهِ ّبی سَهَسی هقبیؼِ هیبًگیي دسكذ ػلَ  )ب(دّذ.  سا ًـبى هی ؿذُ ػلَلی
pc/Mda-7 ،pc/Mda-7.iNGR   ًبلل کٌشش ٍpcDNA3.1 اس  غب دس ثبلای ّش ػشَى هؼشا اًحاشاا   ًـبى هی دّذ. ّش ػشَى هیبًگیي ػِ آصهبیؾ هؼشقل اػز ٍ ًَ

دى سفبٍر دٍ گشٍُ سا دس هقبیؼِ ثب ّن ًـبى هی هؼیبس ػِ آصهبیؾ غیش ٍاثؼشِ اػز. ػلاهز ػشبسُ هؼٌی  دّذ داس ثَ
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  بحث
اًَبیی هْبس ثب  mda-7/IL-24 دشٍسئیي-دس حب  حبضش طى س

ِ   سؿذ ٍ القابی   ا شلبكای   سیاضی ؿاذُ   هاشگ ػالَلی ثشًبها

ِ سَهَس، ایوٌی دبػخافضایؾ  ّبی ػشعبًی، ػلَ  بى دادى  ػلی ًـ

ّبی ؿیوی دسهبًی  ٍ سقَیز دسهبى صایی  لَكیبر ضذ سگ

اَى یک  ثِ ػشعبى س دسهبى د گش سَهَس دشٍسئیي ػشکَة-طىػٌ

 [.12-10 ،2] ػشعبى ثؼیبس هَسد سَخِ اػز

ُ اص  ٍ ًَیذ دس دسهبى ػشعبى د ّبدذشیذاػشفبد ػشبٍسدی خذیذ 

ِ  ثخاؾ اػاز.   بسگیشی دذشیاذّب ثاشای اسلاب  ٍ ّااذایز    کاا ثا

اًَذ ثب ّذا گش ثِ خبیگبُ سَهَس هی ّبی دسهبى دشٍسئیي گیشی  س

شش دشٍسئیي دسهبى ِ ػشکَة سَهَس کوک کٌذ ] ثْ . [15-13 ،5گش ث

اَ هی NGR  ٍRGD دذشیذّبیی ّوبًٌذ  ثاِ ػاوز  ٌاذ داسٍ سا  ًس

ٍ کبسٌدّ ػَتسَهَس   ٍ  Leiلی ) ذ.ٌیی دسهبى سا افضایؾ دّآذ 

سغییشیبفشِ اػشفبدُ کشدًذ  کیلَدالشًَی 15 اکشیي یک اص ّوکبساًؾ

اٍسد سَهَس ی هشلل هی NGRکِ ثِ دذشیذ  ب ػشٍت ؿذ ٍ آى ًیض 

هـخق ؿذ کِ ایي دذشیذ دس ایي سحقیق  [.15] ؿذ سَهَسی هی

اًَ هی ثاش سٍی ػولکاشد    اثاش  ٍ داسثؼز ػلَلیثب اسلب  ثِ  ذس

ٍ  HepG2ّابی   ػلَ  سیضی ؿذُ هشگ ثشًبهِ داسثؼز ػلَلی

LaHe دی ) هغبلؼِ دیگش، دس. سا القب کٌذPei  ثاب   ٍ ّوکبساًؾ

ّبی آسطًایي ٍ   خبیگضیٌی اػیذ آهیٌِ گلایؼیي هبثیي اػیذ آهیٌِ

اَلی  کـاف  دس آى RGD یدابد ٍ ا IL-24 اػیذ گلَسبهیک دس س

ِ  ػولکاشد القاب   ایي سغییش، کشدًذ کِ   سیاضی ؿاذُ   هاشگ ثشًبها

ثاب  ، دّذ هیافضایؾ سا  RGD-IL-24سَػظ  ّبی سَهَسی ػلَ 

ّابی عجیؼای ساأثیشی     ایي ٍخَد ثش ػذم ػولکشد آى ثش ػالَ  

دس چٌذ هغبلؼِ  mda-7ایي اهش دس هَسد دشٍسیي  .[16گزاسد ] ًوی

 [.16 ،6 ،5دیگش ثشسػی ؿذ ٍ ًشبیح هٌبػجی ایدبد ؿذ ]

ِ ػلَ  ٍ ػلَ  ثشای سػیذى ث یو ّبی سَهَسی   یّبی دبساًـ

اٍسد ػشٍلی داسٍّب ثبیذ اص ػذ  هشسیظ ثب سَهَس،  ػجَس کٌٌاذ ٍ 

گاش ثاِ    ّبی دسهبى ثؼشش سَهَسی ؿًَذ. ّذفوٌذػبصی دشٍسئیي

 iNGR  ٍRGDگیشی هثل  ثؼشش سَهَس ثب کوک دذشیذّبی ّذا

اًَذ ثِ سغلیؼ دشٍسئیي دس  هی سَهاَسی ٍ اثدابد آثابس     خبیگبُس

 . [13] دسهبًی ثیـشش دس ایي هَضغ کوک ًوبیذ

جَد ػولکشد طى  ثشای  mda-7دس هغبلؼِ کًٌَی ثب ّذا ثْ

-pCDNA3.1عشاحی ٍ سَلیاذ ًبلال ثیابًی    ػشکَة سَهَس، 

Mda-7.iNGR   اًداااابم ؿااااذ. دلاػااااویذpcDNA3.1  دس

ثؼیبسی اػشفبدُ ؿذُ اػز ٍ کبسآیی ایي دلاػویذ ّبی  آصهبیؾ

گاش   ثِ هبًٌذ ایي دشٍطُ هَسد هغلَة ثاَدُ اػاز. ًشابیح ثیابى    

ٍ ّوچٌیي دسػشی خْز  اَلی ٍ سوبهیز ًبلل ًَسشکیت  دسػشی س

بى داد کِ دس  ثشسػی حبضشًشبیح ثَد. ّوچٌیي  mda-7طى  ًـ

ٍ  pcDNA3.1-Mda-7کِ دلاػاویذّبی   Ad-293ّبی  ػلَ 

pCDNA3.1-Mda-7.iNGR    سشاًؼاافکز ؿااذُ ثَدًااذ ثیاابى

mda-7  ِ ِ  ثا ای ًؼااجز ثاِ گااشٍُ کٌشااش    عااَس لبثال هلاحظاا

 افضایؾ یبفشِ ثَد.  pcDNA3.1ّبی سشاًؼفکز ؿذُ ثب  )ػلَ 

اَلی  ثِ اًشْبی ایي دشٍسئیي  iNGRًکشِ هْن ایٌکِ افضٍدى یک س

ّیچ سغییش لبثل سَخْی دس هیضاى سَلیذ داشٍسئیي ًَسشکیات ثاِ    

اَلی ا یاش     اُ ًذاؿز. ایي هَضَع ثیبىّوش گش ایي اػز کاِ سا

اًَذ دس اًشقب ، سشؿ  ٍ دسػشی سَلیذ داشٍسئیي ًَسشکیات    ًوی س

بیی ا شلالی ایدبد کٌذ.  ًْ 

اَلی دذشیذی   mda-7صای  ثِ اًشْبی داشٍسئیي هاشگ   iNGRس

ّیچ سأثیش ػَیی ثش هیضاى ثیبى ٍ سشؿا    HepG2ّبی  دس ػلَ 

ّبی عجیؼی  ایي دشٍسئیي ًیض سٍی ػلَ آى ًگزاؿشِ ٍ ّوچٌیي 

اَلی    ًیض  بكیز هشگ 293 صایی ًذاسد. دس هدوَع افاضٍدى سا

عجق ًشبیح  Mda-7صای  ثِ اًشْبی دشٍسئیي هشگ iNGRدذشیذی 

ثبػااث افااضایؾ  بكاایز  Real-time PCRفلَػاایشَهششی ٍ 

ذ. ایاي هَضاَع ثبیؼاشی دس هحایظ      هشگ صایی ایي دشٍسئیي ًـ

 ػی ؿَد سب ػلز ایي هـکل سٍؿي ؿَد. کبهذیَسشی هدذد ثشس

بى هی ،عَس  لاكِ ثِ دّذ کِ ّویـِ افضٍدى  ایي هغبلؼِ ًـ

اَلی دذشیذی دس اًشْبی یک دشٍسئیي هٌبػت کبس ایوٌی دسهبًی  س

ّب ًجَدُ ٍ حشوبً ًیبص ثِ ثشسػی ثیـششی داسد. ثبیؼشی  ثب ػیشَکیي

اَلی دذشیاذی ثاشای اّاذاا      ارػبى داؿز کِ ّویـِ افضٍدى سا

اًَاذ   ّذفوٌذػبصی دشٍسئیي هٌبػت دسهبى ًیؼز ٍ گبّی هی س

حشی ثبػث ا شلا  دس ػولکشد عجیؼی آى ًیض ؿاَد. دس ّوایي   

ّبی دیگش ثشای افضایؾ هیضاى هشگ ػلَلی  ساػشب اػشفبدُ اص دذشیذ

ثب هغبلؼِ لجلای کابهذیَسشی ٍ    mda-7سیضی ؿذُ سَػظ  ثشًبهِ
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ؿاَد.   ٌذُ سَكیِ های کٌ ػبصی ٍ ثب دیگش دذشیذّبی ّذفوٌذ هذ 

الجشِ اػشفبدُ اص ّویي دذشیذ ًیض دس ًقبط دیگشی اص دشٍسئیي ثشای 

ًظاش   ًیض ثِ mda-7سیضی ؿذُ  ثشسػی هیضاى هشگ ػلَلی ثشًبهِ

 سػذ. هٌغقی هی
 

 و قدردانی تطكر
دَیی آلابی احؼابى    سحقیق حبضش، هشثَط ثِ سػبلِ داًـ

ـای اص آى  صاسع دس هقغغ اسؿذ ثیَسکٌَلَطی ثَدُ اػز کِ ثخ

گبُ ػلَم دضؿکی اساک ٍ ثخؾ ثیـاشش آى   ثب حوبیز هبلی داًـ

گبُ ػلَم دضؿاکی ؿایشاص )گشاًاز ؿاوبسُ      ًیض ثب حوبیز داًـ

اَسؽ ٍ 10679 ِ اػز. اص دشػٌل هشکض سحقیقبر گ   اًدبم گشفش

اگبُ ػلاَم    کجذ ٍ ًیض هشکض سحقیقبر ػفًَی دکشش الجشصی داًـ

ّابی سحقیاق    ؾدضؿکی ؿیشاص ثاشای کواک دس اًدابم آصهابی    

 كویوبًِ ػذبػگضاسین. 
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