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 چکیده

 و نوترکید  هدا ويدرو لنتدی تولیدد ويروسی،لنتی انتقال وکتور درون به DJ-1 (PARK7) ژن کلونینگساب مطالعه اين اهداف :هدف

 .باشندمی هاويرو  اين با هدف ها سلول ساز  آلوده

 یبه دست آمدد. وکتدور انتقدال pcDNA-DJ1از وکتور  Xho1و  EcoR1محدود کننده   ها ميبا استفاده از آنز DJ1ژن : هاوروش مواد

بده  T4 گدازیل DNA ميتوسدط آندز DJ1شد. ژن  دهيبر Sal1و  EcoR1محدود کننده   ها ميبه صورت همزمان توسط آنز رو يو یلنت

قرار  CMVدست و تحت کنترل پروموتر  نيیدر پا DJ1-IRES-Jred یتوال کهيطور بهوارد شد،  DJ1داخل وکتور ترانسفر و بالادست ژن 

بده طدور همزمدان بده  رو يدو پوشش و  وکتور ساخته شده به همراه دو وکتور بسته بند  ،ینوترک  ها رو يو یلنت دیتول  گرفت. برا

  سدلول هدا  زآلدوده سدا  ساخته شده بدرا  ها رو يانتقال داده شدند. و HEK (Human Embryonic Kidney)  درون سلول ها

 دف استفاده شدند.ه

کده نشدان  Jredژن  انیمشاهده ب  برا نیهمچن .استفاده شد PCR و آنزيمی ها تست از کلونینگساب برا  اطمینان از درستی :نتایج

در سدلول  DJ1ژن  انیدب شيمشداهده افدزا  فلورسانس استفاده شد. سپس برا کروسکوپیباشد، از م یما در انتقال ژن م تیدهنده موفق

 استفاده شد. RT-PCRاز تست  ،یعیطب  آلوده شده نسبت به سلول ها  ها

 روشدن و دهددمدی نشدان را يوکداريوتی ها سلول به ژن انتقال در ويروسیلنتی ها ناقل آمیز موفقیت کاربرد مطالعه اين :گیري نتیجه

 .گیرند قرار استفاده مورد عصبی سیستم ها بیمار  درمان در توانندمی هاناقل اين که سازدمی

 ويرو . لنتی ،DJ1 کلونینگ،: واژگان کلیدي
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 مقدمه

 بدا که است نورونی زوال ها بیمار  زمره در پارکینسون بیمار 

 تاريد  زوايدا  از بسیار  آن، علل يا علت بودن ناشناخته وجود

 شدده آشکار اکنون بیمار  اين مولکولی شناسی زيست با مرتبط

 پارکینسدون ندوين هدا درمدان بدرا  اطمیندانی قابل پشتوانه و

 شدیو  کده بیمداران برخدی رو  مطالعده. اسدت آورده وجدودبده

 شناسايی باعث است بوده برجسته هاآن در پارکینسون خانوادگی

 شده بیمار  اين گیر  شکل در دخیل و مهم ها ژن از تعداد 

 بدا مرتبط شده شناخته ژن سومین  DJ1 يا PARK7 ژن. است

 آتوزومال فرم باعث آن در جهش که باشدمی پارکینسون بیمار 

 يد  عندوانبده ابتددا در و شودمی پارکینسون بیمار  از مغلوب

 ژن ايدن کده شدد مشخص آن با . همگام(1) شد شناخته انکوژن

 پسدتانداران ديگدر و نر ها رت بارور  در که سازدمی پروتئینی

 از ندوعی در ژن ايدن نقدش شددن مشدخص با(. 9و2) دارد نقش

 انتقال مغلوب اتوزومی صورتبه که پارکینسون خانوادگی بیمار 

 بیمددار  در(. 4) يافددت افددزايش آن رو  بددر مطالعدده يابددد،مددی

 و دارد نقدش اکسیداتیو استر  به پاسخ در ژن اين پارکینسون،

 شدوند،مدی ژن اين کردعمل رفتن دست از باعث که هايی جهش

(. 7و  5،6) گردنددمی اکسیداتیو استر  اين میزان افزايش باعث

 اسدتر  بده پاسدخ در ژن ايدن کدردعمل برا  مکانیسم چندين

 ي  ژن اين محصول اينکه جمله از. است شده گزارش اکسیداتیو

 چپروندی نقش احتمالا(. 8)باشدمی احیا حالت به وابسته چپرون

 جلدوگیر  هداسلول در آلفاسینوکلئین تراکم از ژن اين محصول

 زيرا. باشد مهم بسیار تواندمی ژن خصوصیت اين(. 3و 8) کندمی

 هدايیپدروتئین تدرينفدراوان از کدوییتینيوبی و سینوکلئین آلفا

 وجدود پارکینسدونی افدراد هدا سلول سیتوپلاسم در که هستند

 نقدش بده توانمی ژن اين فعالیت ها شیوه ديگر از(. 11) دارند

 اشاره هاسلول احیا حالت در آپوپتوزيس منفی تنظیم در ژن اين

 سدیگنالینگ مسدیر کدردن فعدال طريد  از احتمدالا کده کدرد،

PI3K/Akt هددا نقددش همچنددین(. 12و 11) کندددمددی عمددل 

 (.19) است شده گزارش ژن اين برا  نیز بیشتر  محافظتی

 از خصدو به پارکینسون علایم بروز از پیشگیر  در DJ-1 نقش

 هدا آسدی  برابدر در سداز دوپدامین هدا ندورون حفاظدت نظر

 آنکه برا . است گرفته قرار توجه مورد اخیر سالیان در اکسیداتیو

 دسدته ايدن در مدر  هدا سدیگنال با مقابله در DJ-1 کردعمل

 عندوانبده و جار  مطالعه در شود، روشن بیشتر و بهتر هانورون

 توالی حامل که شده ساخته ويروسی لنتی سازه ي  نخست، گام

 مولدد هدا سدلول بده سدازه ايدن انتقال با. بود DJ-1 کننده کد

 آلدوده از پس که شد ساخته نوترکی  ها ويرو  لنتی ويرو ،

 در DJ-1 چشدمگیر بیدان هدايت به قادر هدف ها سلول کردن

 عندوانهب تواندمی اکنون ويروسیلنتی سازه اين. بود هاسلول اين

 .شود گرفته کارهب DJ-1 کرد عمل مطالعات برا  مهم ابزار 

 

 و روشهامواد 

 ناقدل شدامل ويروسدی هدا ناقل تهیه پلاسمیدهاي ویروسی:

  (LTR-G) پوششدی ناقل (*pCD/NL-BH∆∆∆) بند  بسته

 از Maxiprep کیدت از اسدتفاده با (PLV-Jred) ترانسفر و ناقل

 (.14) شدند ساز  خالص کیاژن

برررش ناقررل انتقررالی بررراي وارد سررازي ق  رره هرردف 

(Digestion:)   ژن وارد کردن برا DJ-1 انتقدالی ناقل درونبه 

 و EcoR1 هدا آندزيم از اسدتفاده بدا ابتدا ،Jred ژن بالادست و

Sal1، از بدا تدا داده شدد بدرش را ويرو لنتی ترانسفر پلاسمید 

به  .درآيد خطی پلاسمید ي  صورتبه اضافی قطعات دادن دست

اين صورت که طب  دستورالعمل، پلاسمید مورد نظدر همدراه بدا 

آنزيم ها  مذکور و بافرها  مخصو  آنها به مدت دوسداعت در 

 بدا را آنزيمدی هضدم محصدول وبده کدرديم.درجده انک 97دما  

 از استخراج کیت از استفاده با و الکتروفورز آگاروز، ژل از استفاده

 استفاده با DJ-1 ژن همزمان طوربه. گرديد بازيابی( سیناژن) ژل

  pCDNA-DJ1پلاسدمید داخل از Xho1 و EcoR1 آنزيم دو از

 شد. استخراج آگاروز ژل رو  از مشابه طرزبه و خارج

 بدا (:Ligationبه درون ناقل انتقالی ) DJ-1وارد سازي ژن 

 بدا بدرش از حاصدل چسدبنده انتهاهدا  بدودن سدازگار به توجه

 طدوربده آنزيمی هضم دو اين محصول ،Xho1 و Sal1 ها آنزيم

 يد  طدی و لیگداز  DNA  T4آندزيم از اسدتفاده بدا و مسدتقیم

 بددا واکددنش محصددول. شددد پیونددد بهددم لیگاسددیون واکددنش

 هددا بدداکتر  بدده حرارتددی شددو  روشبدده ترانسفورماسددیون

Eschrichia coli Top10 منتقددل گرديددد شددده مسددتعد .

 مدورد تصدادفی طدوربه هاباکتر  اين رشد از حاصل ها کولونی

صدورت کده بده ايدن. گرفدت قدرار Cracking  روشبه غربالگر 

صورت نسبی هضم شده و محلول رويی ها طب  پروتکل بهباکتر 

 از رو  ژل آگددارز الکتروفددورز گرديددد و سددپس DNAحدداو  

 هاآن رو  و شده استخراج پلاسمید  DNA مشکو  ها نمونه

 نظدر مدورد نمونده سدرانجام و شدد انجام PCR  و آنزيمی تست

 .گرديد انتخاب  و شناسايی
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 در ويرو  مولد عنوانبه HEK-293T ها سلول :سلول کشت

 درجه 97 دما  در Gibcoشرکت DMEM+10% FBS محیط

 در سدلول میلیدون دو. شدند داده پاساژ و کشت درصد 2CO 5 و

 24 سدلول، کشدت مخصدو   متدر سانتی 11 ها ديش پتر 

تدا  51 بعدد روز تادر شدند داده کشت ترانسفکشن از قبل ساعت

 ويروسدی سداز  آلدوده بدرا . کنند پر را ديش پتر  درصد 61

  ساعت 24 خانه، 24 پلیت در HEK-293T سلول هزار 51 تعداد

  شدند. داده کشت ساز  آلوده از قبل

 وفعدال، نوترکید  هدا ويرو  لنتی تولید برا : ویروس تولید

 بده ويروسدیلنتدی ناقل سه با همزمان را ويرو  مولد ها سلول

 از هريد  از میکروگرم 11 و ترانسفر ناقل از میکروگرم 15 مقدار

 فسدفات DNA -رسدوب بدا روش غشدايی، و بندد  بسته ناقلین

 هدا  DNAرسدوب، ايدن تشدکیل بدرا . شد ترانسفکت کلسیم

 میلدی مدولار، 5/2 کلسیم کلريد از میکرولیتر 51 با همراه مذکور

 در محلول اين به و میکرولیتر رسید 511 حجم به استريل آب با

  HEPES آن حجم هم بود چرخان حال در شیکر رو  کهحالی

 هدود زيدر در دقیقده 21 را حاصدل محلدول. شدد اضافه آرامی به

 بده رسدوب ايدن سپس. آيد دستبه مطلوب رسوب تا شد انکوبه

. گشدت اضدافه هددف هدا سدلول محیط به قطره قطره و آرامی

 بدا هداآن محدیط سپس و شدند انکوبه ساعت 8 مدتبه هاسلول

 زمدان تدا هداسدلول مراحل اين از پس. شد تعويض جديد محیط

 شددرايط در کشدت، محدیط بده آن سدداز  رهدا و ويدرو  تولیدد

 .شدند نگهدار  شده ذکر انکوباتور 

 کشت محیط: هدف هايسلول سازي آلوده و ویروس تغلیظ

 و آور  جمد  ساعت 48و  24 از پس شده ترانسفکت ها سلول

 شدده فیلتدر محیط سپس. شد داده عبور میکرون 45/1 فیلتر از

 و ريختده  )شرکت کیاژن(MW 111آمیکون  ها ستون درونبه

 محلدول. گشدت سدانتريفیوژ rpm 4000 دور در دقیقه 11 مدت

 بدود ويريدونی ذرات از پدر و شده تغلیظ که فیلتر پشت باقیمانده

 آلدوده بدرا   محلدول اين از مختلف ها  حجم. شد آور  جم 

 شدرايط در هداسدلول سپس شد. استفاده هدف ها سلول ساز 

 در موجدود Jred ژن بیان تا شدند داده قرار شده ذکر انکوباتور 

 از پس. شود مشاهده فلورسنس میکروسکوپ زير در انتقالی، ناقل

  بیدان افدزايش از RT-PCR تکنید  از اسدتفاده بدا مرحلده اين

 .گرديد حاصل اطمینان DJ-1 ترانسژن

 قدبلا کده طدور: همان RT-PCR آزمایش و RNA استخراج

 کدل سدلولی، ترانسدوکشدن از پس ساعت 36 ايم، کرده گزارش

RNA مربوطددددده کیدددددت از اسدددددتفاده بدددددا سدددددلولی                               

 (High Pure RNA Isolation Kit, Roche) و شده استخراج 

 از میکروگرم دو ژل، رو  در آن کامل سلامت از اطمینان از پس

 شدد برده کاربه شده گزارش شرايط تحت cDNA سنتز برا  آن

 معکددو  ترانسددکريپتاز بدده کمدد   cDNA سدداخت(. 15)

 و رانددوم هگزامرها  حضور در و  (Fermentas, Lithuania)از

RNase Inhibitor  185 قطعده يد  تکثیر برا . گرفت صورت 

 زيدر پرايمر جفت انسانی، DJ-1 به مربوط cDNA از باز  جفت

 . شد سنتز و طراحی زير شرحبه آن کننده کد توالی اسا  بر

(NM_007262.4 GenBank accession no.): 

Forward: 5'- CGGGGTGCAGGCTTGTAAA -3', 

Reverse: 5'- ACCACATCACGGCTACACTG -3'.  

 مدورد PCR آزمدايش بدرا  cDNA نمونده هر از يکسان مقادير

در  در هدانمونده دناتوراسیون دقیقه 2 از پس. گرفت قرار استفاده

 سددیکل 91 بددا PCR واکددنش گددراددرجدده سددانتی 35 دمددا 

دقیقدددده                  45 گددددراددرجدددده سددددانتی 34) دناتوراسددددیون

Annealing مرحلدده            و دقیقدده 1 گددراددرجدده سددانتی  53 در

 Extension رسدید انجام به ثانیه( 45 گراددرجه سانتی 72 در .

 و آندالیز درصدد 2/1 آگداروز ژل از اسدتفاده بدا PCR محصولات

 ندرم از اسدتفاده با تصاوير اين باندها  شدت. شد بردار  تصوير

 US-Scan-It Gel Analysis Software (Skill افددزار

Scientific Inc.  Orem, Utah)  گرديد گیر  اندازه. 

 

 نتایج

 : نظر مورد DNA ق  ات بازیابی

 همچنین و( 1شکل)ويروسی لنتی ناقل رو Digestion  واکنش

 .شد انجام موفقیت با( 2 )شکل DJ-1  ژن حاو  ناقل رو 

  :آگاروز ژل روي از نظر مورد ق  ات استخراج

 851   قطعده و شدده خطدی وکتور باز  کیلو12حدود  قطعه

 ژل رو  از ژل، از اسدتخراج کیدت از استفاده با DJ-1باز  جفت

 همزمدان طدوربده غلظت، تعیین منظوربه و شده استخراج آگاروز

 (.9شکل) گرديدند الکتروفورز آگاروز، ژل رو 

 : کرکینگ تست

 صدورت بده هداکلدونی از تعداد  Ligation واکنش انجام از پس

 و شدد انجدام کرکیندگ تسدت هداآن رو  و شده انتخاب اتفاقی
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 (.4شکل)گرديد  انتخداب بودندد کرده حرکت بقیه از کمتر ژل رو  که هايینمونه
 

  
 DJ1 ژن خروج و  pcDNA-DJ1ناقل برش :2 شکل pLV-Jredويروسی  لنتی ناقل شدن خطی :1 شکل

 

 

 

 
 ژل از قطعات بازيابی :9شکل
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 کرکینگ تست :4شکل

 

 : Digestion تست

 هدانمونه اين شده، انتخاب ها نمونه صحت از اطمینان منظوربه

 دو از يکدی در کده شددند بريدده Sal1 وEcoR1   ها  آنزيم با

 ايدن در هداکلندی صدحت از نشدان آمدده دستبه قطعات نمونه،

 (.5 شکل) داشت مرحله

 : PCR تست

 از اسدتفاده با آمده، دستهب کلون درستی از کامل اطمینان برا 

 گرديدد انجام PCR واکنش مثبت نمونه برا  موجود، پرايمرها 

 (.6شکل)بود  کلونی اين صحت دهنده نشان آن  و نتیجه

 

 
 انتظار مورد قطعات آمدن دستبه و نظر مورد کلون آنزيمی تست :5شکل
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 DJ1 ژن برا  نظر مورد نمونه و مثبت نمونه رو  بر PCR واکنش :6شکل

 

 : ترانسفکشن مرحله موفقیت

 زمدانی فواصدل در فلورسدنس میکروسدکوپ بدا هاسلول مشاهده

 هدا سدلول در را Jred ژن بیان آغاز ترانسفکشن، از پس متوالی

HEK-293T، 3 در و داندد نشدان ترانسفکشدن از پدس  ساعت 

 (.7شکل) گرديد تشديد  ژن اين بیان بعد  ساعات

 

 : گزارشگر ژن بیان و هدف هايسلول ترانسداکشن

 هدا سدلول بده ويروسی استو  افزودن از پس ساعت 96 حدود

 میکروسدکوپ از اسدتفاده بدا Jred بیدان ها  نشانه اولین هدف

 بده را ترانسدوکشن بودن آمیز موفقیت و شد مشاهده فلورسنس

 حدداکثر بده سداعت 72 زمانی فاصله در Jred بیان. رساند اثبات

 (.8 شکل) رسید خود

 
 ساعت HEK-293T  ،24قبل از ترانسفکشن، ب( سلول ها   HEK-293Tفلورسنس. الف( سلول ها   میکروسکوپ زير در Jred ژن بیان :7شکل

 (111: ×)بزرگنمایی. ترانسفکشن از پس

 

 
 ساعت HEK293T، 72قبل از ترانسدوکشن، ب( سلول ها   HEK-293Tفلورسنس. الف(سلول ها   میکروسکوپ زير در Jred ژن بیان :8شکل

 (211: ×)بزرگنمایی. ترانسدوکشن از پس
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 : DJ-1 ژن بیان افزایش

 بددا HEK-293T هددا سددلول شدددن آلددوده از پددس هفتدده يدد 

 RNA  گزارشدگر، ترانسژن بیان از اطمینان و هدف ها ويرو 

 RT-PCR تکنید  از اسدتفاده و بدا شدد اسدتخراج هاسلول اين

 مشدداهده ترانسداکسددیون از بعددد و قبددل DJ-1 ژن بیددان میددزان

 DJ-1 بیدان میدزان که داد نشان آزمايشات اين(. 3شکل) گرديد

 بده نسدبت pLV-DJ-1 ويدرو  بده شدده آلدوده هدا سلول در

 .است يافته افزايش کنترل ها سلول
 

 
 .DJ-1 ژن رو  بر RT-PCR واکنش از الکتروفورز ژل تصوير :3شکل

 

 بحث

 بدا رابطده در هداتکنید  تدرين مهدم از يکدی ژن انتقدال امروزه

 جملده از هدابیمدار  از بسدیار  درمدان و پیشدگیر  تشخیص،

. رودمدی شدماربده درمدانی ژن عندوان تحدت پارکینسون بیمار 

 قدرار اسدتفاده مدورد ژن انتقدال بدرا  متعدد  و مختلف ناقلین

 ناقلین و ويروسی ناقلین گروه دو به را هاآن توانمی که گیرندمی

 لنتی ويروسی، ناقلین بین از(. 16) کرد بند  دسته ويروسی غیر

 اخیدر ها سال در برجسته خصوصیات داشتن دلیلبه هاويرو 

 رتدرو خدانواده به متعل  هاويرو  اين.  اندگرفته قرار توجه مورد

 سلول به ورود از پس قادرند هاويرو  رترو همانند و بوده ويريده

 رتدرو. سدازند وارد میزبدان ژندوم داخدل بده را خدود ژنوم میزبان

 حدال در سلول که دهند انجام را کار اين قادرند زمانی هاويرو 

 تقسدیم بده نیاز بدون توانندمی ها ويرو لنتی ولی باشد تقسیم

 ژنوم داخلبه را خود ژنوم و شده میزبان سلول هسته وارد سلولی

و  فرعدی اصلی، ها ژن از برخی حذف(. 17) کنند متصل میزبان

 از نوکلئوتیدد 411 حذف) حذفی ها جهش همچنین و تنظیمی

 افزايندده بده مربدوط کده LTR’9 ضرور  نواحی در( U3 ناحیه

(Enhancer )پروموتر و (Promoter )غیدر بده منجدر باشدد،می 

 از حاصدل نداقلین و شده پروويرو  از بردار  نسخه ساز  فعال

 SIN (Self inactivating نداقلین عندوان تحدت هداجهش اين

vectors )(. 18) شوندمی نامیده 

 از زياد  داددتع زيستی، ايمنی افزايش منظور به هاحامل اين در

 دارا  و شدده حدذف ويروسدی بیماريزا  و ضرور  غیر ها ژن

 ويروسدی لنتی حاملین. باشندمی ساز  همانند سیستم در نقص

 کده انددشدده تشکیل ويروسیلنتی مجزا  حامل 4 از سوم نسل

 بند  بسته برا  کمکی حاملین بقیه و انتقال حامل هاآن از يکی

 ايدن بین همولوژ  وجود عدم دلیل به. باشند می هاويرو لنتی

 در ويروسیلنتی ها  ژن گرفتن قرار و نوترکیبی امکان حامل، 4

 اسدت کدرده پیددا افدزايش هاآن ايمنی و يافته کاهش هم مجاور

 اتفاقی ورود ويروسی،لنتی حاملین معاي  ترينمهم از يکی(. 13)

 دخدولی زايدی جهش ايجاد احتمال و میزبان ژنوم داخل به هاآن

 هدا ويدرو لنتدی توانسدتیم ما مطالعه اين در(. 21)هاست  آن

 در توانندمی که کنیم تولید موفقیت با را DJ1 ژن ناقل نوترکی 

 با مقابله در ژن اين بیان افزايش بررسی منظوربه بعد  مطالعات

 قدرار بررسدی مدورد آزاد هدا راديکدال جملده از گوناگون عوامل

 .گیرند

 

 گیری نتیجه

 در ويروسیلنتی ها ناقل آمیز موفقیت کاربرد مطالعه اين نتیجه

 روشدن و دهددمدی نشدان را يوکداريوتی ها سلول به ژن انتقال

 سیسدتم ها بیمار  درمان در توانندمی هاناقل اين که سازدمی

 گیرندد، قدرار اسدتفاده مورد آلزايمر و پارکینسون قبیل از عصبی

 دنیدا سراسدر در هداآن از وسدیعی طدور به امروزه که گونه همان

 .شودمی استفاده
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Abstract 

Aim: The aims of this study were subcloning of Dj-1(PARK7) gene to lentiviral transfer vector, 

recombinant lentiviruses production and target cells infection with these viruses . 

Material and methods: DJ1 gene obtained from pcDNA-DJ1 vector using restriction enzymes EcoR1 

and Xho1. Lentiviral transfer vector was coincidental digested using EcoR1 and Sall enzymes. DJ-1 

gene was interred into the lentiviral transfer and upstream of Jred gene using T4-DNA ligase. As DJ1-

IRES-Jred sequence was placed in downstream and control of CMV promoter. To production of 

recombinant lentivruses, the made vector is coincidental transferred into the HEK-293T (Human 

Embryonic Kidney) cells with two packaging and envelope lentiviral vectors. Produced virus was used 

for target cells infection. 

Results: For integrity of subcloning, enzymatic tests and PCR were used.  

Fluorescent microscopy also used to show expression of Jred reporter gene that showed the success of 

our gene transferring .Then RT-PCR was done for showing overexpression of  DJ1 gene in transduced 

cells compare with normal cells. 

Conclusion: This study show the lentiviral vectors success in gene transferring to eukaryotic cells and 

clear that this vectors can be used in treatment of nervous system diseases. 

Keywords: Cloning, DJ1, lentivirus 
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