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 تقدير و تشکر

 .ام این پایان نامه را نصیب من ساختشکر ایزد یزدان که توفیق اتم

 یشان مشوق من در تمام طول زندگی بوده است. ها حمایتبا تشکر از خانواده عزیزم که 

ی همیشگی و سعه صدر از هیچ کمکی بر من در ها با تشکر از استاد راهنمای نازنینم دکتر اینانلو عزیز که با حمایت

 در طی این دوران بسیار به من آموختند.ند و پایان نامه دریغ ننموداین راستای انجام 

 ی ایشان اتمام این پایان نامه مقدور نبود.ها با تشکر از استاد عزیز پروفسور نجم آبادی که بی شک بدون حمایت

 ی همه جانبه کمال تشکر را دارم.ها از دکتر کهریزی عزیز بابت حمایت

 حقیقات ژنتیک که مرا در انجام این پایان نامه یاری ساختند.با تشکر صمیمانه از کلیه اساتید و کارکنان مرکز ت

 مایه دلگرمی من در طول ایام تحصیل بوده است. ها با تشکر از کلیه دوستانم که وجود آن
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 :چکیده 

 %3-1و نرخ بروز تکاملی با هتروژنیتی بالای ژنتیکی و کلینیکی -اختلال عصبی یکذهنی  بیماری ناتوانی

بیماری  این کی، اطلاعات کمی در خصوص پاتوژنیسیتهیرغم اهمیت بالای این بیماری از نظر کلین . علیاست

ها در ها و تغییر بیان ژنبررسی ارتباط بین جهش ی دراست. مطالعه ترانسکریپتوم ابزاری کلید رسدر دست

های جدید و شناخته د واریانتان متفاوت، تعیین عملکرهایی با بیها و ایزوفرم. شناسایی ژنافراد بیمار است

است. در  RNA-seqشده و ارتباط بین تغییرات ژنتیکی و فنوتیپ تعدادی از کاربردهای بی شمار تکنیک 

ای با جهش در در خانواده ذهنی ناتوانی های مولکولی و زیستی عامل بیماری این مطالعه جهت شناسایی مسیر

-RNAبا استفاده از تکنیک  افراد بیمار و سالم وم کل خون، ترانسکریپتCDK9ژن تنظیم کننده رونویسی 

seq ژن با  279در نهایت گرفت.  مورد بررسی قرارq-value<0.05  وfoldchange>1.5 به عنوان ژن-

 932زایش بیان و اف ،در افراد بیمار ژن 313)ند ، گزارش شدسالم هایی با بیان متفاوت در بین افراد بیمار و

ترین مسیرهای مولکولی تغییر بیان یافته مهم. بر اساس آنالیزهای صورت گرفته (ان دادندنشژن کاهش بیان 

، RNAی متصل شونده به ها مسیرهای بیان ژن، اجزای ساختاری ریبوزوم و مولکولدر افراد بیمار عبارتند از: 

 سلولی یام و اسکلتانتقال دهنده پ GTPaseهای پروتئینهای تیروزین کیناز، پروتئینتغییرات هیستون، 

 فراهم آورد ذهنی ناتوانی بیماری ها دیدگاه جدیدی را در خصوص مسیرهای مولکولی عامل . این یافتهاکتینی

 . کردها تاکید ی رونویسی در تنظیم عملکرد نورونفاکتورها نقش و بر

 

 کلمات کلیدی:

 CDK9، ژن RNA-seqذهنی، ترانسکریپتوم، مسیرهای مولکولی، بیان ژن،  ناتوانی
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 مقدمه  .7-7
 .باشدسالگی( می 12زود هنگام )قبل از  تکاملی با سن شروع-های رایج عصبیاز جمله بیماری 1ذهنی ناتوانی  

تاکنون مطالعات فراوانی ها با هتروژنیتی لکوسی و فنوتیپی بسیار زیاد است و از جمله بیماریاین بیماری 

  .[2] [1]گرفته استری انجام های درگیر در بیمایی ژناجهت شناس

نه مناسب آن نسبت به سرعت بالا و هزی ،DNA یابی توالیهای اخیر صورت گرفته در با توجه به پیشرفت

کل  یابی توالیروش  ،عامل بیماریی ها جهش و ها اول برای یافتن ژنمتدی ها ، یکی از روشی قبلها روش

رغم شناسایی تعداد زیادی ژن علی .[3]دباش می  9جدیدنسل   هاییابی توالیاز  با استفاده 3یا کل ژنوم و 9اگزوم

 .[5][4]علت مولکولی بیماری در بسیاری از افراد مبتلا ناشناخته است ذهنی،ناتوانی درگیر در بیماری

فنوتیپ  وهای گزارش شده و برقراری ارتباط بین واریانت مورد استفاده جهت تفسیر واریانت هایروشیکی از 

آنالیز  .[8][7][6]آنالیز ترانسکریپتوم استاستفاده از  مسیرهای مولکولی درگیر در بیماریبیماری و یافتن 

، های بیان شده توسط سلولRNAبا توجه به پوشش کل ،  RNA-seq روش ترانسکریپتوم با استفاده از

ی مختلف کد شده توسط ها فرمزو، مشخص کردن ایبیان ژن در حالت نرمال و بیماری بررسی دقیق اختلاف

مختلف ی ها بیماریمسیرهای مولکولی درگیر در برای بررسی مناسبی  روش ،ی جدیدها RNAو یافتن ژن 

 د.باش می در مسیرهای کنترلی و سیگنالینگ  ی بالاها ذهنی با پیچیدگیهای از جمله بیماری

 ذهني ناتواني تعريف، طبقه بندی و علل بیماری  .7-7-7
 (3ویرایش پنجم ی تشخیصی و آماری اختلالات ذهنیها)دستور العمل DSM-5شده توسط  ارائهتعریف طبق 

                                                
1
Intellectual disability 

2
Whole exome sequencing 

3
Whole genome sequencing 

4
Next generation sequencing(NGS) 

5
 The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition 
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به صورت محدودیت  ،شدشناخته می 1 ذهنی که پیش تر تحت عنوان عقب ماندگیی ذهنبیماری ناتوانی

 شناخته ،عملی استو اجتماعی  ،ی ادراکیهاچشمگیر در عملکرد ذهنی و رفتار اکتسابی که شامل مهارت

این اختلال  .باشد می  74لا پایین تر از تافراد مب در IQسالگی و سطح  12سن بروز بیماری قبل از  .گردد می 

اختلال بیش  ،مله افسردگیهمراه با سایر اختلالات ذهنی از ج و یا )ایزوله( به صورت تنهاتواند می مزمن

که  9یک سندرم بدشکلیفنوتیپ بخشی از به صورت یا  و... وو اختلال طیف اوتیسم  ، صرعتوجهیفعالی/کم

 یها مهارت یریادگی ،دهیچیو پ دیفهم مطالب جد .دهد رخ ،دهدقرار می تأثیررا تحت  ها نآو عملکرد  ها اندام

 .[12][11][11][9]تاین بیماری اس ی موجود درها ه چالشل از جملو مدیریت مستقل مسائ دیجد

. پنجاه درصد از موارد بیماری با مبهم و ناشناخته است، درصد از افراد مبتلا 94در حدود  ل بروز بیمارییدل

، هنگام تولد /ایسکمی مغزی پیش از ،غذایی یل عوامل محیطی از جمله فقربه دل ،علت شناخته شده

درصد باقی مانده به علل پنجاه . دهدرخ میو...  ، مصرف الکل در طول دوران بارداریی پس از تولدها عفونت

، تغییرات تعداد کپی و... و اتوزومال Xی تک ژنی وابسته به ها جهش، تیکی از جمله اختلالات کروموزومیژن

درصد از موارد بیماری با استفاده از فاکتورهای ژنتیکی  92تقریبا به صورت دقیق تر  .[12][3]دهند می رخ 

 .[13]قابل توجیه هستند

متفاوت است ولی به صورت  ،میزان بروز بیماری به دلیل تنوع زیاد عوامل ایجاد کننده آن در مناطق مختلف

ی غربی ها درصد در جمعیت 3تا  1این بیماری حدود شیوع  ذهنی ناتوانی با استناد به تعریف ارائه شده از کلی 

خدمات ی فرهنگی و ها ، محرومیتتغذیهءوس چونای همدر مناطقی با عوامل مستعد کننده دو تا سه برابرو 

 .[11]است بهداشتی نامناسب گزارش شده

در  زانیم نینفر گزارش شده است که ا 1444هر  ینفر به ازا 13حدود  رانیدر ا یماریب نیبروز ا زانیم

                                                
1
 Mental retardation 

2
 Malformation  
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مده طبق اطلاعات مرکز آبه دست  جیجوانان بالاتر است. نتا به نسبتدر بزرگسالان زنان و  نسبت بهمردان 

-یکه م دهدینشان مجهان مناطق  ریسا هب تبرا در کشور ما نس %(1.3) یماریب نیکمتر ا وعیش ،رانیمار اآ

 .[14]باشد ذهنی ناتوانی  یشده برا ارائهمختلف  فیداده و تعار یمختلف جمع آور یهاروشاز  یناش تواند

بر  مارانیب نیا یو طبقه بند ردیگیصورت م IQ انجام تست قیاز طر یناتوان ذهن مارانیب یرسم صیتشخ

 : (1-1)جدول [12][11]ورت زیر استبه ص یبهره هوش زانیم یمبنا

 میزان بهره هوشیطبقه بندی بیماران ناتوان ذهنی بر اساس  .1-1جدول

عمیق)خیلی 

 شدید(

 شدت بیماری خفیف  متوسط شدید

 میزان  62-39 31-36 33-94 12کمتر از 

 (IQ)بهره هوشی

 

 ذهني ناتواني بیماری  ی درگیر درها ژنشناسايي  .7-7-2

در زمان تکامل و هم چنین  پیچیده و متشکل از هزاران نوع سلول مرتبط با یکدیگر است.مغز اندامی بسیار 

گردند.  در زمان و مکان صحیح فعال، شماری باید به میزان متناسبای بیهپروتئینهای روزانه فعالیتدر طی 

تکامل ، هاپروتئینکننده این ی کدها جایی در هر یک از ژنبهو حذف و جا جهشست که رخداد تصور اقابل 

 .[12]کندمغز و عملکردهای ذهنی را با اختلال مواجه می

پیش بینی وضعیت  با توجه به اطلاعات زیادی که در خصوص ذهنی ناتوانی تشخیص ژنتیکی بیماران مبتلا به 

های درمانی و هم چنین الگوی توارث بیماری الی و طبقه بندی آن، انواع گزینههای احتمبیماری، پیچیدگی

 .[12]خوردار استاز اهمیت بالایی بر ،جهت مدیریت سایر اعضا در اختیار ما قرار می دهد
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 1ی غیر جهت دار گسترده ژنومیها یسمت بررس را به یکیژنت قاتیتحق ،یماریب ی اینبالاژنتیکی  یتیهتروژن

با استفاده از  3ی گسترده ژنومیها پنلیا و  9کل ژنوم، 3کل اگزوم یابی توالیو اخیرا  9شامل تکنیک میکرواری

یابی کل اگزوم و توالی بازدهری پها ظهور تکنیک .[12]تسوق داده اس ،6نسل جدید یابی توالیتکنیک  

 .[11]ایجاد کرده است ذهنی ناتوانی ی عامل بیماری ها کل ژنوم انقلابی در زمینه شناسایی ژن یابی توالی

 یها تست جینتا یایمزا و یصیبازده تشخ ،ما یستیدانش ز شیافزا همزمان با دیجد یها یتکنولوژاستفاده از 

 .[12]داده است شیافزا به طرز شگفتی را ها نآ یهاو خانواده مارانیب یبرا یکیژنت

بر روی  در یکی از مطالعات صورت گرفته توسط مرکز تحقیقات ژنتیک دانشگاه علوم بهزیستی و توانبخشی

 c.280C>T بدمعنی هموزیگوسواریانت  ،ذهنی ناتوانی فرزند مبتلا به  ای با ازدواج خویشاوندی با سهخانواده

(p.R94C)  ژن درCDK9  در بیماران عامل بیماری جهش ان کل اگزوم به عنو یابی توالیبا استفاده از روش

 .[1](1-1)تصویر گزارش شدمورد مطالعه 

                                                
1
 Unbiased genome-wide approaches 

2
 Microarrays 

3
 Whole Exome Sequencing (WES) 

4
 Whole Genome Sequencing (WGS) 

5
 extensive gene panels  

6
 Next generation sequencing (NGS) 
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 در تکامل مغز: CDK9نقش ژن .7-7-9
ستلزم کنترل دقیق و صحیح م ،تکامل صحیح جنین از نظر ساختاری و ذهنی در طول دوره نه ماهه بارداری 

. یکی از سطوح تنظیم بیان ژن، کنترل رونویسی ژن در مرحله طویل ها از جنبه مکانی و زمانی استبیان ژن

 IIرازپلیمRNA . است 1سازی
در  ،mRNA از نوکلئوتید 34یسی و سنتز حدود پس از شروع رونو 9

؛ شروع ایستدمی از حرکت باز در سطح طویل سازی رونویسی رخ می دهد، ها ان آنی که کنترل بییها ژن

مستلزم فسفریلاسیون دم انتهای کربوکسی  ،هانوکلئوتید پلیمره کردنمجدد حرکت پلیمراز و از سرگیری 

                                                
1
elongation 

2
RNA polymerase II 

در این خانواده اج خویشاوندی که ژن عامل بیماری با ازدو : شجره نامه خانواده ای مبتلا به ناتوانی ذهنی1-1تصویر

CDK9  .است 
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. یکی از اجزای سوپر کمپلکس طویل است 1پرکمپلکس طویل سازیتوسط سو و فاکتورهای توقف پلیمراز

9، که در آن( استCDK9+cyclinT1)متشکل از  P-TEFbهترودایمر  پروتئین سازی 
CDK9  وظیفه

را بر  NELF، Gdown1، DSIF و فاکتورهای توقف IIپلیمراز  RNAفسفریله کردن انتهای سرین دم 

یکی از اجزای  II پلیمراز RNAبه عنوان کیناز فعال کننده آنزیم  CDK9ژن .[15](9-1)تصویر عهده دارد

   .[16]هدداصلی سوپر کمپلکس طویل سازی را تشکیل می

 

 

 .[15]متوقف شده است ها یی که بیان آنها نقش سوپر کمپلکس طویل سازی در از سرگیری شروع رونویسی ژن. 2-1تصویر

 

منجر به کنترل  ،نقطه شروع رونویسیی پایین دست ا کمدقیق ژن و 3′یدر نزدیک IIپلیمراز  RNA توقف 

به  شود.می ،ضروری استهای تکاملی پاسخ به سیگنال جهتها بیان سریع آن یی کههاژنرونویسی  زمان

ی تنظیم ها ژن ،گردندکنترل می (توقف پلیمراز) طویل سازی رونویسی یمرحله هایی که درهمین دلیل ژن

                                                
1 SEC:super elongation complex 
2
Cyclin dependant kinase 
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 ی پایین دستها دازی بیان ژنباعث راه ان ها هستند که بیان آننده سریع ی پاسخ دهاه و یا ژن 1کننده اصلی

 .[15]گردد می 

بلکه  ی متوقف شدهها ها در القای سریع بیان ژنتنه ن پلیمراز RNAبه  جذب سوپر کمپلکس طویل سازی

 در تکامل نیز نقش دارد. ،ها در هماهنگ و متوازن کردن بیان همزمان ژن

 34تا  14تنها بیان  طویل سازی رونویسیمرحله   ی جنینی نشان داده است کهها مطالعات درزوفیلا و سلول

 .[15]کندتکامل و نه کل ژنوم را تنظیم می ی ضروری کنترل کنندهها درصد از ژن

- تیغسهای تنظیم تمایز سلول جهت ،P-TEFb کمپلکس ، اجزایCyclin-T1و  CDK9 هایپروتئین

در حفظ  Cyclin-Kبه همراه  CDK9چنین هم .[17][15]هستند حیاتی نیزها و تمایز نورون عصبی

خانواده مبتلا  9در CDK9 ن  ژن چنیهم .[18]دنقش دارنیز سازی پاسخ به استرس همانند تمامیت ژنوم در

CHARGEبه سندرم مشابه 
 .[19,21]به عنوان ژن کاندید عامل بیماری گزارش شده است 9

 :آنالیز ترانسکريپتوم .7-7-4
پوشانی اندک ، همهای گزارش شده، تعداد زیاد واریانتبعدنسل  یابی توالیهای علی رغم کاربرد فراوان روش

زا زا و غیر بیماریهای بیماری، نرخ پایین تمایز بین واریانتهای یافت شده در مطالعات مختلفبین واریانت

های ، استفاده از روشفنوتیپ بیماری ( و عدم توانایی در برقراری ارتباط دقیق بین واریانت و ٪94-34٪)

 .[21][7]ژنوم و اگزوم را با محدودیت رو به رو کرده است یابی توالی

ی بین ژنی و اینترونی قرار کنندهکدهای ژنومی در ناحیه غیردرصد از واریانت 22حدود  با توجه به اینکه

نداشته و فقط میزان بیان آن را تغییر  ئین پروتی بر روی ساختار تأثیراند، بسیاری از این تغییرات گرفته

                                                
1
 Master regulator 

2 CHARGE-like syndrome 
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 انیمطالعات ب از هدفو  دهدیژن رخ م انیدر سطح ب نیز در انسان یکیژنت ماتیتنظ یعمده .[6]دهند می 

 .[22]ن استآ انیب زانیژن و م کی انیعدم ب ایو  انیب یبررس ،پتومیژن در سطح ترانسکر

و بر مبنای تکنیک هیبریداسیون پروتئین کد کننده  RNAآنالیز ترانسکریپتوم در ابتدا با تمرکز بر روی 

-RNA ) های سلولRNAکل  یابی توالیو  NGSگرفت و اخیرا بر مبنای تکنیک ( انجام می1هآرای)ریز

seq) [23]پذیردصورت می. 

بر مبنای دانش شدن ترانسکریپتوم با الیگونوکلئوتیدهایی است که  یدهیبر ،microarrayاساس تکنیک 

-، رونوشتهای جدیدها و ایزوفرمفاقد پویایی لازم در شناسایی ژن ، بنابراین این روشقبلی ما طراحی شده

  .[23][6]تاس RNAهای صورت گرفته بر روی فیوز شده به یکدیگر و ویرایش های

در (توسط بخش بزرگی از ژنوم  ها ، با توجه به رونویسی آنکنندهکدهای غیرRNAبررسی تغییرات بیان 

، ها تنظیم بیان ژندر  ها و نقش آن )درصد از ژنوم 9ا های کد کننده توسط تنهRNA مقایسه با رونویسی 

های غیر RNA .[24]باشد می ... حائز اهمیت ی اپی ژنتیکی، مسیرهای مولکولی و تکاملی وها کنترل پروسه

هم  .دارنددر آن ی مولکولی دخیل ها ی مسیرها نقش گسترده ای در تکامل مغز و پیچیدگی 9کد کننده بلند

ها دارای درصد از ژن 24در بیش از  3ی مختلف با توجه به وقوع پیرایش متناوبها وفرمچنین بررسی ایز

9 یابی توالی .اهمیت بالایی است
RNA  مسیر را برای بررسی اصولی کل  ،بعدنسل  یابی توالیبا استفاده از

 .[24]ستفراهم آورده ا یمیظی تنها و شبکهی( شامل فاکتورهای ژنتیکی و اپی ژنتیک) ترانسکریپتوم

ی ها با بیماری یی با بیان متفاوت در ارتباطها ژن شناساییدر  است ابزاری مفید ،ای بیان ژنپروفایل مقایسه

 . [25]یمختلف از جمله اختلالات ذهن

                                                
1
 microarray 

2
 Long non-coding RNA(lncRNA) 

3
Alternative splicing 

4
 RNA Sequencing 
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، ل اعم از شناخته شده یا ناشناختهسلو هایRNAتوانایی شناسایی تمام انواع  :شامل  RNA-seqمزایای

 میزان رونویسی قیدق یریاندازه گ ،1ی بیان مختص آللیها ،  بررسیی مختلف ژنها توانایی تفکیک ایزوفرم

 ی،سینقطه آغاز رونو زیآنال ،sense/antisenseبه صورت  انیاز ب قینسبتا دق نیتخم ،اندک انیبا ب ییها ژن

ژن  یزان بیان م ،یابی توالیچنین تکنیک هم. باشد می و...  RNAصورت گرفته بر روی  9یها شناسایی ویرایش

که در مقایسه با تخمین  کندگیری میشده برای یک ناحیه خاص اندازه تولید 3هایرا با شمارش خوانش

دقت  ،microarrayتولید شده در اثر هیبریداسیون در روش  میزان بیان ژن بر اساس قدرت سیگنال نوری

 .[6]بالاتری دارد

وجود دارد  RNA زانیو م یدر توالرخداده  راتییتغ میمستق یبررسامکان  RNA-Seqبا استفاده از روش  

  .[26]کننده استکمک DNAیابی حاصل از توالی که در تفسیر اطلاعات ژنتیکی

 ذهني ناتواني مسیرهای مولکولي درگیر در بیماری  .7-7-0
ژن  1916تاکنون بالغ بر  دهد.درصد قابل توجهی از بیماری ناتوان ذهنی در اثر جهش در یک ژن رخ می

 393مغلوب بیماری، اتوزوم ژن در فرم  249شده است؛ که از این تعداد امل بیماری ناتوانی ذهنی گزارش ع

های پروتئین .[27]است ناتوانی ذهنی گزارش شده Xژن در فرم وابسته به  139 ژن در فرم غالب بیماری و

های پیچیده  کنش برهممستقیم و یا  کنشاز طریق برهم ی این بیماریی شناخته شدههاژن کد شده توسط

و همگرایی این مسیرهای مولکولی کنند در یک و یا چند مسیر مولکولی مشترک فعالیت مییم و غیرمستق

با توجه به  . (9-1و  3-1)تصویر شودمی در بیماران های فنوتیپی مشخص و رایجویژگی بروز منجر به

های مولکولی ، درمان این بیماران در سطح ژنی غیرممکن است و مسیرذهنی ناتوانی ی بالای بیماری هتروژن

با اختلال  ذهنی ناتوانی ی مرتبط با هاژن .بایست هدف درمان قرار گیرندشترک اختلال یافته در بیماران میم

                                                
1
Allele specific expression 

2
RNA editing 

3
 read 
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مسیرهای سیگنالینگ  ها، مهاجرت نورونی، عملکرد سیناپسی،نوگیری نورهای سلولی نظیر شکلدر پروسه

در اثر  ذهنی ناتوانی فرم مغلوب بیماری اغلب موارد،  در شوند.سلولی و ایمنی ذاتی منجر به بروز بیماری می

-هایی که در رونویسی، ترجمه، تقسیم سلولی، تخریب پروتئین و متابولیسم انرژی فعالیت میجهش در ژن

 .[12][1][4]شودایجاد می ،کنند

، انتقال RNAمشخص است مسیرهای مرتبط با تکامل سیستم عصبی، متابولیسم  3-1همانطور که در تصویر

در ارتباط با بیماری  هایی است که تاکنونها، رونویسی و متابولیسم دارای بیشترین سهم از بین ژندهنده

رسپتور گلوتامات،  ،Hedgehogهای مرتبط با مسیرهای چنین ژنشناخته شده است. هم ذهنیناتوانی

زمینه ژنتیکی نشان را نسبت به پس 9سازی ژنبیشترین میزان غنی 1ها زوم، گلیکوزیلاسیون و مژکپراکسی

 .[4]اندداده

 

 

 

                                                
1
 cilia 

2
 Enrichment 
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