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  بخش آسیب شناسی فک ودهان  -لامیدانشکده دندانپزشکی دانشگاه آزاد اس -18گلستان پنجم پلاك -خیابان پاسداران، دکتر دنیا صدري نویسنده مسئول:  #

  Email: Donia1351@yahoo.com           09126301875تلفن:  

  

  

  

سلول سنگفرشی دهان و مريدر کارسینوم Ki67 نتی ژنآبررسی فراوانی بروز

  

    3شبنم سادات علوي 2دکتر فاطمه شاهسواري 1#دکتر دنیا صدري

  

  تهران واحد دندانپزشکیدانشگاه آزاد اسلامیدانشیار بخش آسیب شناسی فک ودهان  -1

تهران  واحد دندانپزشکیمی استادیار بخش آسیب شناسی فک ودهان دانشگاه آزاد اسلا -2

دندانپزشک   -3

  

  

  :خلاصه

بـه عنـوان نشـانگر تزایـد      Ki67) شایعترین تومور بدخیم دهان و مري است. آنتی ژن  sccاسکواموس سل کارسینوما(  :سابقه و هدف

در اسـکواموس سـل    Ki67ز نشـانگر  تعیین فراوانی برو، هدف از این مطالعه .در تعیین رفتار بیولوژیک تومورها نقش مؤثري دارد، سلولی

کارسینوم دهان و مري و عوامل مرتبط با آن بود.  

 20دهـان و مـري (هـر گـروه      SCCبلوك پارافینه مربوط به بیماران مبتلا بـه   40 .مطالعه به روش توصیفی انجام شد :مواد و روش ها

) جهـت انتـی    IHCونه ها به روش ایمونوهیستوشیمی ( خصوصیات کلینیکوپاتولوژیک نمونه ها ثبت شد سپس نم.مورد )انتخاب شدند

شان میکروسکوپی به طـور تصـادفی شـمارش شـدند و درصـد سـلولهاي مثبـت         10رنگ آمیزي شدند. سلول هاي مثبت در  Ki67ژن 

)Labeling Index ( )ار یافته ها بـا کمـک نـرم افـز     .)تقسیم شدند<%45)و بیان قوي( ≥% 45ثبت شد و به دو گروه بیان ضیفSPSS   بـا

    .تحت واکاوي آماري قرار گرفت فیشر و آزمون من ویتنی، دوآماره کاي

 3/65 ± 3/14میـانگین سـنی مبتلایـان     .) مؤنث بودنددرصد40مورد ( 16)مذکر ودرصد60مورد ( 24نمونه مورد بررسی  40از  :نتایج

 درصـد 55دهانی در گروه بیان قوي قرار داشـتند و   SCC نمونه هاي درصد10مري و  SCCنمونه هاي  درصدKi6745از لحاظ بروز  .بود

دهانی در گروه بیان ضعیف قرار داشتند که بین دو گروه تفاوت معنی دار دیـده شـد    SCCنمونه هاي  درصد90مري و  SCCنمونه هاي 

)02/0< P (.  اما در سایر متغیرهاي قابل بررسی با بروزKi67 داري دیده نشد. ارتباط معنی  

دهان است که می تواند رفتار بیولوژیک پیشـرونده آن را   SCCمري بطور معنی داري بیش از  SCCدر  Ki67بروز نشانگر  :یرينتیجه گ

   .توجیه کند

ki67آنتی ژن ، مري، دهان، اسکواموس سل کارسینوما ها: کلید واژه

  

  26/3/90 پذیرش مقاله:20/3/90 اصلاح نهایی:  18/2/90 وصول مقاله:

  

:مقدمه

ترین سرطان دهان و  ) شایعSCCاسکواموس سل کارسینوما (

در ، پیش بینی رفتار بیو لـو ژیـک ایـن تـو مـور      )1(مري است.

)2(انتخاب طرح در مان مناسب نقش دارد.

از راه هاي برخورد با این بیمـاري شناسـایی زود هنگـام و    

وجـود نشـانگرهایی کـه بتوانـد      باشـد.  می ن از رشدآبازداشتن 

 یکـی از راه حـل هـا اسـت.    ، این کـار را انجـام دهنـد   براي ما 

زود هنگام بیماري قبل از پیشرفت آن باعث افـزایش   تشخیص

مـري ماننـد  نـوع     sccبیمـاري   )3و4(شود. احتمال بهبودي می

ــرطان در    ــن س ــل وجــود ای ــه دلی ــی ب ــد ول ــی باش ــانی م   ده

تشـخیص آن دیرتـر و پروگنـوز    ، ناحیه اي که دیده نمی شود 

مهـم تــرین مسـئله در درمــان و    )5(مــی باشـد.  آن ضـعیف تـر  

ــوگیري از پیشــرفت ســرطان  ــه تشــخیص   ، جل ــان و مرحل زم

فــاکتور هــاي بســیاري در میــزان پیشــرفت بیمــاري  )3(اســت.
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  )1(کنند. دخالت دارندو روند بیماري را سریع یا کند می

یکی از شناخته شـده تـرین پـروتئین هـاي     Ki67آنتی ژن

که در هیستوپاتولوژي تشخیصـی  مرتبط با چرخه سلولی است 

که از مـوش گرفتـه    استفاده میشود. انتی بادي مونوکلو نال آن

و همکاران معرفـی شـد.    Gerdesتوسط  1983شده در سال 

را که یک آنتی ژن هسته اي بوده و فقط  Ki67، این انتی بادي

ــور دارد  ــر حضـ ــال تکثیـ ــاي در حـ ــلو لهـ   مشـــخص ، در سـ

یق انـتی ژن معلوم نیسـت امـا   ماهیت و ترکیب دق )2(می کند.

به نظر می رسد که در مراحل خاصی از چرخـه سـلولی ظـاهر    

عقیده بر آن است که تعداد سلو لهـاي رنـگ شـده بـا      میشود.

Ki67   بیانگر تعداد سلولهاي در چرخه یـاgrowth fraction 

کـه بـه عنـوان     Ki67بوده و به نظـر مـی رسـد مثبـت شـدن      

اغـاز  G1از اواسـط  ، ولهاسـت نشانگري از فعالیـت تکثیـري سل  

 .منفی میباشـند  G1و اوایل G0میشود و در سلو لهاي مرحله 

افزایش می یابـد بـه طـوري کـه      سپس بروز آن در طی چرخه

متغیرهاي  )5(شدیدا مثبت می شوند. G2وMسلو لهاي مرحله 

و فلـو   Thymidine labeling دیگر  تکثیر سلولی هم چون

بـه طـور    Ki67زه رنگ پذیري سایتومتري وجود دارد ولی امرو

گسترده به عنوان نشانگر عملی در بررسی تکثیر سلولی به کـار  

                                )6(میرود.

  Colvin رنــگ ، در تجربیــات روزمــره معتقداســت کــه

   Ki67 آنتــی بــادي منوکلونــال آمیــزي ایمونوهیستوشــیمی بــا

)7(.استبهترین روش جهت اندازه گیري تکثیر سلولی 

توسط وانگ و همکارانش  2011در مطالعه اي که در سال 

براي تشخیص زودرس اسکواموس سل کارسینوماي ، انجام شد

هـاي   را در بافـت  Ki67نشانگر هـاي متعـددي از جملـه    ، مري

هیپرپلازي واکنشـی واسـکواموس سـل کارسـینوماي     ، طبیعی

انواع  فقط  در .مري با درجه بدخیمی کم و زیاد بررسی کردند

نیز قوي گـزارش   Ki67میزان بیانتومور با درجه بدخیمی بالا 

 بافت طبیعـی . همچنین این آنتی ژن براي مشخص نمودن شد

از اسـکواموس  سـل کارسـینوم مـري     ، و هیپرپلازي واکنشـی 

)8(.بسیار حساس است

دهان  و مـري  و  SCC   در انواع    Ki67در رابطه با بروز 

رفتار بیولوژیک و شاخص هاي کلینیکی  بررسی ارتباط  آن  با 

و پاتولوژیک مطالعات انـدکی صـورت گرفتـه اسـت کـه نتـایج       

  ) 5و  8-13(.متفاوتی در بر داشته است

به همین جهت ایـن مطالعـه بـا هـدف بررسـی بروزآنتـی       

ــال   Ki67ژن ــا آن در س ــرتبط ب ــل م ــش  1389و عوام در بخ

دانپزشـکی  پاتولوژي فک ودهان دانشگاه آزاد اسلامی واحـد دن 

  تهران انجام شد.

  مواد و روشها:

با انجام مطالعه اولیه و بررسـی   .این مطالعه از نوع توصیفی بود

نمونه بلوك پارافینه مربوط بـه اسـکوا    40مقالات مشابه تعداد 

 -نمونـه  20در هـر گـروه    –موس سل کارسینوم مري ودهـان  

-89نمونـه هـا مربـوط بـه سـالهاي       .جهت بررسی انتخاب شد

بودند و از آزمایشگاه پـاتولوژي دانشـگاه آزاد اسـلامی و     1379

  آزمایشگاه رازي رشت تهیه شدند.

ــابی       ــت ارزی ــافی جه ــت ک ــد باف ــه فاق ــایی ک ــه ه نمون

میکروسکوپی یا واجد خونریزي یا نکروز فراوان بود و یـا اینکـه   

از مطالعـه  ، اطلاعات موجود در پرونده بالینی بیمار ناکافی بـود 

  خارج شدند.

(انـدازه  شـامل  راین مرحله اطلا عات مربوط به بیمـاري  د 

، و بیمـاران (سـن   مرحله و درجه میکروسـکوپی تومـور)  ، تومور

از پرونده بـالینی و پـاتولوژي اسـتخراج شـد و در فـرم       جنس)

و پاتولوژیست به این اطلاعات دسترسـی  گردید اطلاعاتی ثبت 

.نداشته ومطالعه به صورت یک سو کور انجام شد

ــهاي   لام  ــاوي برش ــکوپی ح ــاي میکروس ــی از  5ه میکرون

بلوکهاي پارافینه اسکواموس سل کارسینوما  تهیه شدو پـس از  

ائـوزین  نمونـه هـا جهـت رنـگ      –رنگ آمیزي هماتو کسیلین 

به روش ایمونوهیستوشیمی به روش  Ki67آمیزي براي نشانگر 

  )8(.آماده شدنداستاندارد 

اـطع   مطالعه ایمونوهیستو شیمی نمو نه هاي مذکور بر روي مق

 .انجام گرفـت  Ki67میکرونی با استفاده از انتی بادي مونوکلونال   3

گیـري شـده و در   -تمامی مقاطع در ابتدا پارافین زدایی و رطوبت 

بـه   PH 6بـا   Citrate HCL Buffer 10MMمحلول تازه  
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سـپس بعـد از سـرد     .دقیقه در مایکرو ویو قـرار گرفتنـد   10مدت 

ــاي  ــاق در شــدن در دم  PHOSPATE BUFFEREDات

SALIN (Pbs اـدي هاي(شـرکت      ( اـ آنتـی ب )  dakoشسته و ب

anti Ki67Antigen   سـاعت انکوبـه    1بـه مـدت    1/0با رقـت

اـدي    Pbsسپس مقاطع با  .شدند شستشو  داده شدند و با آنتـی ب

دقیقه انکو بـه و بـه دنبـال آن     30به مدت   Piotinylatedهاي 

ــا   ــا  Pbsب ــته و ب      peroxidase labeled  شس

streptavidin   دقیقه دیگر انکوبه و مجددا  بـا  30به مدتPbs 

  3,3 (DAB)شســــته و آنگـــاـه بــــا کرومــــوژن

diaminobenzidine hydro chloride      که منجـر بـه بـروز

مجـاور  شـدند.    ، یک محصول واکنشی قهوه اي  رنـگ  مـی شـود   

اــ  – ethylســپس  مقـاـطع  ب greenجــددا رنــگ آمیــزي و م

ري و در نهایت بـا لامـل پوشـیده شـدند. ضـمنا جهـت       یگرطوبت

کنترل کیفیت کار  یک شاهد مثبت و یک شـاهد منفـی در کنـار    

هر یک از مقاطع برده شد. شاهد مثبت لام مربـوط بـه کارسـینوم    

اـدي اولیـه از ایـن لام حـذف      پستان بود و در کنترل منفی آنتی ب

  .شد

منطقــه بــا  10در ســلول  100شــمارش ســلولی در مــورد 

هـاي  درصـد سـلول   بیشترین میزان رنگ پذیري  انجام شـد و 

ثبت گردیـد. جهـت شـمارش سـلو      labeling indexمثبت 

لهاي رنگ گرفته با نماي  قهوه اي که در هسته دیده میشـوند  

Imageاز نرم افزار  focuse capture ver. 2.5.2006 و از

Euromexمیکروسـکوپ    microscopeen Holland  در

استفاده شد. در این مطالعـه بـا توجـه درصـد     400بزرگنمایی 

 Lowســلولهاي رنــگ گرفتــه نمونــه هــا در دو گــروه      

expression   ــان ــه بی ــر) و  درصــد48(ب  Highو کمت

expression  ــیش از طبقــه بنــدي  )درصــد48(بــه بیــان ب

)14(شدند.

آزمایش در دو مرحله ، براي اطمینان از صحت و دقت عمل

آزماینده انجام گرفت و در مواردي که عـدم توافـق   و توسط دو 

وجود داشت  نمونه ها  با بررسی مجـدد و اجمـاع هـر دو نفـر     

آنتـی ژن  ثبت شد و در موردي کـه از نظـر هـر دو نفـر  بـروز      

    .نمونه به عنوان مثبت تلقی گردید، مثبت بود

، بعد از جمع آوري یافته ها با استفاده از  آماره ي کـاي دو 

جهـت بررسـی    SPSS(16)تحـت نـرم افـزار     من ویتنیفیشر و 

بالینی ـ آسیب شناسی آنالیز آماري  و یافته هاي  Ki67ارتباط 

  . انجام شد

  : یافته ها

مـري بطـور معنـی داري بـیش از      SCCدر  Ki67بروز نشانگر 

SCC .1و جدول  2و1شکل ( دهان بود (  

  
ول هاي در این شکل هسته قهوه اي رنگ سل – 1شکل 

دراسکواموس سل  Ki67اپیتلیالی(فلش سیاه) مثبت براي نشانگر 

  )400کارسینوم دهان دیده می شوند.( بزرگنمائی 

  

  
در این شکل هسته قهوه اي رنگ سلول هاي  – 2شکل 

دراسکواموس سل  Ki67اپیتلیالی(فلش سیاه)  مثبت براي نشانگر 

  ) 400کارسینوم مري دیده می شوند.  (بزرگنمایی

  
  

دهان در گروه sccدرصد نمونه هاي خوب تمایز یافته در 7/66

بیان ضعیف قرار داشتند اما اختلاف این گروهها از لحاظ اماري 

دهانی sccدرصد از نمونه هاي 3/83(p>0.05)معنی دار نبود.

قرار Ki67سانتی متر نیز در گروه بیان ضعیف2با اندازه زیر 

  داشتند.
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در اسکواموس سل کارسینوما به تفکیک  Ki67بروز  -1جدول  

  محل وقوع

  

  Ki67نشانگر 
  مري

تعداد (درصد)

  دهان

تعداد (درصد)
Pvalue

)90(18)55(11بیان ضعیف

02/0p<
)10(2)45(9بیان قوي 

جمع
)100(  

20

)100(  

20

  ،اســــکواموس ســــلدر Ki67 بــــروزجهــــت مقایســــه 

دو اسـتفاده شـد و   از آزمـون  کـاي   مري کارسینوماي دهان و 

  )>02/0p(.معنی داري بدست آمداختلاف 

نمونــه هــاي  درصــد90شــود کــه  در اینجــا مشــاهده مــی

بیـان ضـعیف   اسکواموس سل کارسینوماي دهانی در محـدوده  

قرار دارند که این عدد در مورد اسکواموس سـل   ki67آنتی ژن 

هـاي   نمونـه  درصـد 10و تنها بود  درصد 55کارسینوماي مري 

 برايبیان قوي  س سل کارسینوماي دهانی در محدودهاسکوامو

بودند که ایـن عـدد در مـورد اسـکواموس سـل       Ki67آنتی ژن 

  کـه بطـور   شـد   مشخص مـی بود و  درصد45کارسینوماي مري 

داري نمونه هاي اسـکواموس سـل کارسـینوماي مـري از      معنی

  .اند بودهبیان قوي در محدوده  Ki67جهت بروز

  

  بالینی ـ آسیب شناسی در اسکواموس سل کارسینوم دهانی به تفکیک عوامل  ki67ژن  بروز آنتی -2جدول 

  
Ki 67  

عوامل مرتبط

  بیان ضعیف

  = تعداد 18

  بیان قوي

= تعداد 2
جمع

  نتیجه آزمون 

P-Value

  سن

  4/65مساوي وبالاتر از 

4/65کمتر از 

  

)9/38 (7  

)1/61 (11

  

)50 (1  

)50 (1

  

)40 (8  

)60(12

)05/0p>(  

  جنس

  مرد

زن

  

)44 (8  

6/55 (10

  

 )50 (1  

 )50(1

  

 )45 (9  

 )55 (11

  درجه میکروسکوپی

  خوب تمایز یافته

با تمایز متوسط

تمایز نیافته

  

)7/66 (12  

)8/27 (5  

)6/5 (1

  

)100 (2  

0  

0

  

)70 (14  

 )25 (5  

 )5(1

  اندازه تومور

  سانتیمتر 2مساوي و کمتر 

سانتیمتر 2بیشتر از 

  

 )3/83 (15  

)7/16 (3

  

 )100 (2  

0

  

 )85 (17  

 )15 (3

  

ــرتبط    ــل م ــی عوام ــل   در بررس ــکواموس س ــورد اس در م

مري مشخص شـد سـن و جـنس و انـدازه تومـور      کارسینوماي 

   .ردنداKi67  ارتباطی با بروز

درصد نمونه هاي با تمایز متوسط در گروه بیان 5/45اما

ماري بین گروهها زمون اآقرارداشتند اما Ki67 نشانگرضعیف 

  )=4/0P( اختلاف معنی داري نشان نداد
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  بالینی ـ آسیب شناسی در اسکواموس سل کارسینوم مري به تفکیک عوامل  ki67بروز آنتی ژن  -3جدول 

  
Ki 67  

عوامل مرتبط

  بیان ضعیف 

= تعداد11

  بیان قوي 

= تعداد9
جمع 

  نتیجه آزمون 

P-Value

  سن

  2/65مساوي و بالاتر از 

2/65کمتر از 

  

)6/63 (7  

)4/36 (4

  

)2/22 (2  

)8/77 (7

  

)45 (9  

)55(11

)05/0p>(

  جنس

  مرد

زن

  

)6/63 (7  

 )4/36 (4

  

)9/88 (8  

)1/11 (1

  

 )75 (15  

 )25 (5

   میکروسکوپی  درجه

  خوب تمایز یافته 

با تمایز متوسط 

تمایز نیافته 

  

)4/36 (4  

)5/54 (6  

)1/9 (1

  

)1/11 (1  

)7/66 (6  

)2/22 (2

  

)25 (5  

 )60 (12  

 )15(3

  اندازه تومور

  سانتیمتر 2کمتر و مساوي 

سانتیمتر 2بیشتر از 

  

 )1/9 (1  

)9/90 (10

  

0  

 )100 (9

  

 )50 (1  

 )95 (19

  

در اسکواموس سل  Ki67در بررسی عوامل مرتبط با بروز نشانگر 

مشخص شد هاي مربوط پس از انجام آزمون کارسینوم مري 

 .ارتباط معنی داري با سن و جنس بیماران ندارد Ki67بیان 

  :بحث

مري   SCCنتایج مطالعه ما نشان داد که نمونه هاي مربوط به 

بیان  در محدوده Ki67به طور معنی داري از لحاظ بروز نشانگر 

نیـز بـه آن    2010در سـال   Wang بودند کـه در مطالعـه  قوي 

ده شد که انـواع بـا درجـه بـدخیمی     اشاره شده است و نشان دا

را بیشـتر نشـان مـی     Ki67مـري میـزان بـروز      SCCبالاتر در

  )8(.دهند

این امر می تواند تا حدي توجیه کننـده رفتـار مهـاجم تـر      

دهـانی در شـرایط درجـه      SCCمري نسبت بـه    SCCانواع 

)15( .میکروسکوپی مشابه باشد

ــروز    ــین ب ــا نشــان داد ب ــه م ــایج مطالع ــه  Ki67نت و درج

میکروســکوپی اســکواموس ســل کارســینوما در مــري و دهــان  

 .ارتباط معنی داري وجود دارد

، به تفکیـک در مـوارد تمـا یـز بـد      Ki67بروز ، در مطالعه ما

در .هـاي دهـان ومـري بررسـی شـد      SCCمتوسط و خوب در 

و نتایج متفـاوتی   متعددي این بررسی انجام شده است مطالعات

 2008و همکـارانش در سـال    Jaworskaبه دست آمده است. 

نشان دادند در تومورهایی که پیشرفته ترو با درجه بدترهسـتند  

.)2(بیشتر است Ki67بروز 

کـه هـر چـه    ، در مطالعه مشابهی  در چین نشـان داده شـد  

 Ki67بروز ، دخیمی بالاتر باشدبدرجه تمایز تومور کمتر و درجه 

ي وجود دارد که در سال ولی مطالعه دیگر )15(بیشتر خواهد بود.

 ودر اسپانیا توسـط گـونزالس و همکـارانش انجـام شـد        2010

در مـوارد تمـایز خـوب بـروز      Ki67نشان دادنـد بطـور واضـحی    

چنـین توجیـه   تفـاوت دارد و  بیشتري دارد که با سایر مطالعات 

کردند که این مارکر نشاندهنده نسبت کلـی تزایـد سـلولی مـی     

دهان و مري با درجه بدخیمی  SCCدر در مطالعه ما  .)16(باشد

نیـز   Ki67بـروز   ،متوسط و خوب با افزایش درجه بد خیمـی ، بد

بـا توجـه بـه     امـا از لحـاظ آمـاري معنـادار نبـود.      یافتافزایش 

نـوعی   Ki67مطالعات قبلی و مطالعه کنونی می توان گفـت کـه   

که می تـوان از آن بـه عنـوان    است مارکر(نشانگر) تزاید سلولی 

امـا   )16و2(.کـرد دهـان و مـري اسـتفاده      SCCپروگنـوز   تعیین

به مطالعـات گسـترده   کاربردي شدن آن در درمان بیماران نیاز 

آینده نگر دارد.  

و انـدازه تومـور    Ki67با توجه به  نتایج مطالعه ما بین بروز 

که می تواند ناشی از عـدم تناسـب   نشد.  ارتباط معنی داري یافت

و نیاز بـه   باشدیا سایر عوامل مؤثر گروه ها پراکندگی نمونه ها در 
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    .مطالعات بیشتري دارد

مطالعه موتا و همکارانش در برزیل  در مورد اسکواموس سـل  

 )10(کارسینوماي دهانی این ارتباط را با اندازه تومور تائید می کند.

اما مطالعه هوانگ و همکاران ارتباطی بین انـدازه تومـور و میـزان    

    )16(.رش نکرده استگزا Ki67بروز 

و سـن وجـنس    Ki67در مطالعه ما بین میزان بروز نشـانگر 

بیماران رابطه معنی داري دیده نشد که اغلب مطالعات نیز ایـن  

      )16و12(.امر را تائید می کند

   :نتیجه گیري

در اسـکواموس سـل    Ki67نتایج مطالعه نشان داد بروز نشـانگر  

  س سل کارسینوم مري است  کارسینوم دهانی کمتر از اسکوامو

  

  دیت ها:محدو

Stage  (مرحله)     بیماري در ابتداي مطالعـه جـزء عوامـل مـورد

، رونده هاي پـاتولوژي بیمـاران  پولی پس از بازبینی  بررسی بود.

اکثر موارد ثبت نشـده بود.بـه ایـن دلیـل بررسـی      این متغیر در 

Stage .دسترسـی بـه   وجـه بـه عـدم    بـا ت  از مطالعه حذف شد

دهان و مري، و پراکندگی نمونه هـا در   SCCهاي بیشتر  نمونه

گروه هاي مختلف آزمونهاي آماري در رابطـه بـا عوامـل مـرتبط     

غیر معنی دار بود. انجام مطالعات مشابه با حجـم نمونـه بیشـتر    

  وصیه می گردد.  ت
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