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  هاي ليگامان پريودنتال بررسي مقايسه اي محيطهاي مختلف در حفظ حيات سلول
  ****فاطمه قسامي –***نوشين ميرخشتيدكتر –***سيدعلي علويدكتر –**سعيد ساعيدكتر –*عباسعلي خادميدكتر

  .اصفهان دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي اندودنتيكسآموزشي گروه دانشيار  -*
  .يستاندودنت -**

  .پزشك عمومي -***
  .دانشجوي پزشكي -****

  

  چكيده
اگـر  . باشـد  مـي  در جاگذاري سريع دندانهاي بيرون افتاده درمان انتخابي براي بدست آوردن حداكثر التيام، پريودنتال             : زمينه و هدف  

 ه يك محيط واسـط مناسـب حفـظ        وسيله   روي سطح ريشه بايد ب     ليگامان پريودنتال هاي   سلولحيات  پلانت نشود،    دندان به فوريت ري   
مـرغ در حفـظ    ، شير و سـفيده تخـم  HBSS (Hanks Balanced Salt Solution(آب، : هدف از اين مطالعه مقايسه اثر محيطهاي. شود

  .مي باشد ليگامان پريودنتالسلولهاي  حيات
آن درمـان   خـارج كـردن      كه علـت      دندان پرمولر انسان بدون بيماري پريودنتال      105طي يك مطالعه آزمايشگاهي،     : روش بررسي 

ده  از خون عاري شـد و داخـل لولـه آزمـايش محتـوي                HBSSشدن با خارج  دندانها پس از    . خارج گرديد ارتودنسي بود بدون تروما     
محيطهاي مـورد آزمـايش شـامل آب،        .  درون فلاسك حاوي يخ طي مدت نيم ساعت به آزمايشگاه منتقل شد            HBSSليتر محلول    ميلي

 بـا   پس از طي اين زمان دندانها مجدداً      . يك، دو، چهار، هشت و دوازده ساعت بود       : زمانهاي ارزيابي .  بود HBSSمرغ و  خمشير، سفيده ت  
HBSS  هاي  ها از سطح ريشه دندان به وسيله تريپسينه كردن و سپس استفاده از كلاژناز، حيات سلول         پس از جدا كردن سلول    .  شسته شد

هـا   هاي زنده به كـل سـلول       ها و نسبت تعداد سلول     شمارش فيبروبلاست . زي تريپان بلو بررسي شد     توسط رنگ آمي   ليگامان پريودنتال 
  . استفاده گرديدANOVAمحاسبه گرديد براي مقايسه نتايج از آزمون آماري 

 ـ   از نظر آماري اختلاف معني     HBSSبراساس نتايج اين مطالعه بين محيط سفيده تخم مرغ و           : ها  يافته  همچنين بـين    ،تداري وجود نداش
 ليگامان پريودنتال هاي   سلولحيات   از نظر حفظ     HBSSداري وجود نداشت و محيطهاي سفيده تخم مرغ و           آب و شير نيز اختلاف معني     

  .نسبت به محيطهاي آب و شير مناسبتر بودند
 در دنـدانهاي بيـرون       پريودنتال ليگامانهاي    سلول حيات  تواند بعنوان يك محيط مناسب براي حفظ         سفيده تخم مرغ مي   : نتيجه گيري 

  .سهولت در دسترس مي باشده از خصوصيات مهم آن اين است كه ب. افتاده پيشنهاد شود
  ) انتقالي( محيط واسط - دندانهاي بيرون افتاده -  كشت سلولي - هاي ليگمان پريودنتال  سلول: كليد واژه ها

  25/2/84: هپذيرش مقال  24/12/83: اصلاح نهايي  30/8/83: صول مقالهو
  khademi@dnt.mui.ac.irعلوم پزشكي اصفهان دانشكده دندانپزشكي دانشگاه اندودنتيكس گروه آموزشي : نويسنده مسئول

  
  مقدمه

خورده،   مورد دندانهاي ضربهدر WHOبندي براساس تقسيم
 كامل دندان از ساكت خود و ييجا بهيا جابيرون افتادن دندان 

ضربه به دندانها از  ،)1(باشد  ميخروج و بيرون افتادن دندان

بررسيهاي كلينيكي نشان . باشد اتفاقات شايع امروزي مي
عنوان يك مشكل ه دهد كه اين صدمات در اطفال ب مي

 .باشد عمومي محسوب شده و شيوع آن در حال افزايش مي
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 . . .هايمقايسه اي محيطهاي مختلف در حفظ حيات سلولبررسي 

 شيوع اين صدمات ممكن است به مرور Andreasenطبق نظر 
در دندانهاي ، )2(يشتر شودزمان از شيوع پوسيدگي دندان ب

فوري دندان به عنوان درمان انتخابي جايگذاري بيرون افتاده، 
دهد، دندان بيرون افتاده    وقتي آسيب و صدمه رخ مي،باشد مي

هاي  شود تا از صدمات وارد به سلولجايگذاري بايد فوراً 
عوامل به علت  . در آينده پيشگيري شودليگامان پريودنتال

دثه مانند حالت هيجاني والدين، عدم داشتن دانش مرتبط با حا
ساير  مسئله و افراد حاضر در محل حادثه در رابطه با اين كافي

طور ه فوري دندانهاي بيرون افتاده بموارد مشابه جايگذاري 
در اين شرايط دندان بايد در يك محيط . شود استثنا انجام مي

نپزشك مناسب نگهداري شود تا در اسرع وقت توسط دندا
تأثير بيشتري بر روي عامل  دو ،)4-3(.شودجايگذاري 

يكي زمان خشك . آگهي دندانهاي بيرون افتاده دارند پيش
شدن دندان بيرون از دهان و ديگري محيطي كه دندان قبل از 

 در يك زمان كوتاه پس از ،)5(.شود درمان در آن نگهداري مي
 چسبيده ودنتالليگامان پريهاي  دان سلولـادن دنـرون افتـبي

 نشان داد كه اگر Andreasen. كند شروع به نكروز شدن مي
شود دندان بدون تحليل و با فانكشن جايگذاري دندان سريعاً 

) انتقالي(محيط واسط . ماند در قوس دنداني باقي ميطبيعي 
محيط . ممكن است از زمان خارج بودن دندان نيز مهمتر باشد

ها و نتيجتاً انكيلوز و  وز سلولواسط نامناسب سبب افزايش نكر
  )6(.شود تحليل ريشه دندان مي

مان پريودنتال اهاي ليگ  سلولViablityبراي حفظ 
توان  محيطهاي مختلفي پيشنهاد شده است كه از آن جمله مي

   ، محيطهاي كشتشير، سالين، بزاق، آب: به محيطهاي
Save – A - Tooth و HBSS بنا به پيشنهاد ،)7(دكر اشاره 
 براي درمان دندانهاي (AAE)هاي آمريكا  انجمن اندودنتيست

باشد و   به عنوان محيط واسط انتخابي ميHBSSبيرون افتاده، 
ليگامان هاي  سلولحيات علت آن قدرت اين محيط در حفظ 

رغم تمام   علي،)8(است براي زمان طولاني پريودنتال
ه  جهت حفظ دندانهاي بيرون افتادHBSSويژگيهاي مثبت 

دسترسي به اين محيط در محلهايي كه معمولاً اين حادثه رخ 
. باشد مشكل مي )منزل، زمينهاي ورزشي مدرسه،(دهد  مي

هدف از انجام اين مطالعه معرفي محيط واسط مناسب براي 
باشد كه ضمن دارا بودن  ميبيرون افتاده شده انتقال دندانهاي 

واسطه اين ه  ب.خواص مطلوب ديگر قابل دسترسي نيز باشد
مرغ را به عنوان  موضوع محيطهاي شير و سفيده تخم

 و آب را به ترتيب به عنوان شاهد HBSSمحيطهاي آزمايش، 
 هدف از تكرار آزمون شير، بررسي .گرديدمثبت و منفي انتخاب 

در مورد . اثربخشي شير توليد داخل براي اين منظور مي باشد
دن آن براي غالب مرغ نيز به دليل در دسترس بو سفيده تخم

آسيب ديدگان و تطابق آن با شرايط فيزيولوژيك نگهداري و 
  .گرفتقرار  مورد بررسي رشد سلولي،

  
  روش بررسي

 افراد دندان پرمولر دائمي 105در اين مطالعه آزمايشگاهي، 
 فاقد دندانها.  مورد استفاده قرار گرفت) ساله30-12(جوان 

راي حداقل آسيب به ريشه  دقت لازم ب وبيماري پريودنتال بود
علت خارج كردن (در هنگام خارج كردن دندانها لحاظ شد 

   .)دندان درمان ارتودنسي بود
  :  استفاده عبارت بودند ازمواد مورد
، تريپسـين HBSS (Sigma, H-4891)ري، محلولـآب شه

، (Sigma, T - 4799) استخـراج شـده از پانكـراس خـوك
  ,RPMI 1640, Sigmaشت، محيط كنوع چهاركلاژناز 

R - 5382 و اسيد هيدروكلريك (HCL, Merck, 159415) ،
 شير پگاه ،(Trypan Blue, Sigma, T–6146) تريپتان بلو

مرغ، آب شهري به  و سفيده تخم) پاستوريزه پگاه اصفهان(
  بت ـد مثـوان شاهـ به عنHBSSحلول ـعنوان شاهد منفي و م
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و همكارانعباسعلي خادمي دكتر 

  .مورد استفاده قرار گرفت
هاي فيبروبلاست در محيطهاي  مون بقاي سلولمدت آز

مورد نظر عبارت بودند از يك ساعت، دو ساعت، چهار ساعت، 
هشت ساعت و دوازده ساعت، در مورد سفيده تخم مرغ يك 

پنج دندان به اين (. مورد چهل ساعت آزمايش انجام پذيرفت
  )منظور استفاده گرديد

 و Doyle DLروش مورد استفاده در اين طرح روش 
بر اين ) 9(.باشد  با اندكي تغييرات مي1998در سال همكارانش 

اساس تعداد دندان مورد استفاده براي هر محيط، بيست و پنج 
يك، دو، چهار، هشت و ( دندان بود كه در زمانهاي مورد نظر

تعداد دندان مورد . مورد ارزيابي قرار گرفت )دوازده ساعت
  .  استفاده در هر زمان پنج عدد بود

شدن با استفاده از پيست محتوي خارج تمام دندانها پس از 
 بدون كلسيم منيزيوم از خون عاري شدند و HBSSمحلول 

، درون HBSSداخل لوله آزمايش محتوي ده ميلي ليتر محلول 
فلاسك حاوي يخ خورد شده، ظرف مدت نيم ساعت به محل 

ستوري سپس با استفاده از تيغ بي. آزمايشگاه انتقال داده شدند
شد، زوائد  كه دندان از محل تاج با پنس نگه داشته مي در حالي

  . هاي لثه از روي دندانها جداسازي شد مربوط به باقيمانده
هاي آزمايش حاوي محيط آزمايش در  دندانها درون لوله

 براي مدت مورد نظر قرار داده شدندگراد   درجة سانتي25 دماي
  .)دما شده بودند  هممحيطها از قبل با دماي مورد نظر(

محلول  پس از خاتمه زمان مورد آزمون، دندانها مجدداً با
HBSSهاي فيبروبلاست   فاقد كلسيم منيزيوم شسته و سلول

  .جدا گرديدزير ريشة دندانها به ترتيب 
ليتر محلول  دندانها ابتدا به مدت ده دقيقه در ده ميلي

بر روي د گرا  درجة سانتي37 در انكوباتور %5/2تريپسين 
روي ميكسر مورد نظر براي (هماتولوژي قرار داده شدند  ميكسر

). جلوگيري از سقوط لوله، يك چهارچوب محافظ قرار داده شد

 %01/0ليتر محلول  بلافاصله محلول رويي تخليه شد و ده ميلي
دقيقه در چهل اضافه و ) گراد  درجة سانتي37با دماي ( كلاژناز 

در . بر روي شيكر قرار داده شدگراد  ي درجة سانت37نكوباتور آ
 با RPMI 1640حلول ـ مml 5/0نهايت مايع رويي جدا و بدان 

FCS 10 %)اضافه گرديد) فعال كردن كلاژنازبراي غير .  
 هزار و دويست سوسپانسيون سلولي به مدت پنج دقيقه با 

مايع . سانتريفوژ شدگراد   چهار درجة سانتيدردور در دقيقه 
ده . ه و رسوب ته لوله توسط شيكر لوله معلق شدرويي تخلي

   فاقد كلسيم منيزيوم با دماي HBSSليتر محلول  ميلي
اضافه و از فيلتر با قطر منافذ صد گراد   درجة سانتي4-6

ميكرومتر عبور داده شد و مشابه روش قبل سانتريفوژ تكرار 
 فاقد HBSSميكروليتر  چهارصدمايع رويي تخليه و . گرديد
  . م منيزيوم اضافه و رسوب ته لوله معلق شدكلسي

 از سوسپانسيون برداشته و درون ويال µl 15توسط سمپلر، 
اضافه و ) %4/0( از رنگ حياتي تريپان بلو µl15اپندورف به 

زير لام هماسيتومتري  ) دقيقه15و قبل از (دقيقه پنج پس از 
ا و ه  تايي، شمارش كل فيبروبلاست16در چهار خانة . وارد شد

انجام و نسبت ) مرده(هاي آبي شده  شمارش تعداد فيبروبلاست
  .تعداد سلول مرده  و زنده  به كل محاسبه گرديد

ها بين محيطهاي  جهت مقايسه درصد زنده ماندن سلول
  . استفاده گرديدANOVAمختلف از آزمون آماري 

  
  ها  يافته

مرغ و  براساس نتايج اين مطالعه بين محيط سفيدة تخم
HBSSداري از نظر حفظ   و نيز بين آب و شير اختلاف معني

ولي بين شير و آب با ، هاي پريودنتال وجود نداشت حيات سلول
) >001/0P(دار بود   اختلاف معنيHBSSمرغ و  سفيدة تخم

هاي زنده در  در يك مورد آزمون، درصد سلول). 1جدول (
  .بود% 67مرغ پس از چهل ساعت  سفيدة تخم
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 . . .هايمقايسه اي محيطهاي مختلف در حفظ حيات سلولبررسي 

هاي زنده مانده به كل  گين درصد سلولميان: 1 جدول
  ها در ساعات مختلف قرار گرفتن در هر يك از محيطها لولس

  زمان

محيطهاي 

 مورداستفاده

يك 

  ساعت

دو 

  ساعت

چهار 

  ساعت

هشت 

  ساعت

دوازده 

 ساعت

  0  0  0  0  0 آب
  0  0  0  8/0  6/1  شير

HBSS 95  6/90  2/90  4/90  87  
  87  8/86  2/90  8/90  4/93  سفيده

  
  بحث

 ارزيابي قابليت محيطهاي مختلـف در زنـده         برايدو روش   
در روش  . هاي فيبروبلاست دنداني وجـود دارد      نگهداشتن سلول 

هـاي فيبروبلاسـت از ريـشه دنـدانها جـدا            متداولتر ابتدا سـلول   
شوند و پس از تكثير، محيط مورد نظر بر روي آنهـا ريختـه               مي
. گـردد  يابي مـي ها در زمانهاي متفاوت ارز شود و بقاي سلول  مي

  )10(.شود فاده ميـون استـ براي آزمCell Lineدر اين روش از 
 كـه در  1998 و همكاران در Doyle DL روش ،روش دوم

شـود و پـس از       آن دندان مستقيما  وارد محيط مورد آزمون مي        
ها از ريشه جدا و      زمان مورد نظر از محيط خارج  و فيبروبلاست        

ايـن روش در واقـع همـان        . دگـرد   ها ارزيـابي مـي     بقاي سلول 
Primary Cell Cultureهر يك از دو روش مزايا و .   مي باشد

مزيت اصـلي روش اول، در اختيـار بـودن تعـداد            . معايبي دارند 
بسيار زياد سلول فيبروبلاست براي آزمون، با اسـتفاده از تعـداد            

اما اشكال مهم آن تفـاوت       .باشد اندكي دندان در ابتداي كار مي     
ون در ـد چ ــافت ـ يتي است كه واقعا و در عمل  اتفاق مي      با وضع 

مستقيما ) از محيط كشت  (ر  ـتكثيمرحله  ها از    ولـاين روش، سل  
شوند كـه از لحـاظ مـواد غـذايي از        وارد محيط مورد آزمون مي    

ممكن است پاسخ سلول در ايـن       . غناي كمتري برخوردار است   
  .كندافتد تفاوت  حالت نسبت به آنچه در عمل اتفاق مي

حاضر، به دليل نياز به تـأمين       مطالعه  روش استفاده شده در     
باشـد ولـي     مي د زياد دندان در عمل مشكلتر از روش فوق        اتعد

  .دارد افتد تشابه بيشتري به آنچه در هنگام بروز حادثه اتفاق مي
 ها تحت تـأثير سـن، ترومـا و التهـاب           عملكرد فيبروبلاست 

بيمـاران جـوان بـا دنـدانهاي      لذا در اين مطالعـه   ،)11(.باشد مي
خـارج  سالم و بدون بيماري پريو انتخاب شدند و تلاش گرديـد       

نتايج بدسـت آمـده از      . دندانها با حداقل تروما انجام شود     كردن  
 و آب تأييد كننده مطالعات پيـشين        HBSSاين مطالعه در مورد     

ولي در مورد  محيط شير نتايج حاصل با نتـايجي كـه در اكثـر                
  .باشد مي لي بدست آمده مغايرمطالعات قب

هـاي    سـلول  حيـات   محيط آب محيط مناسبي براي حفـظ        
باشد و محيط     در دندانهاي بيرون افتاده  نمي      ليگامان پريودنتال 

HBSSباشد  در اين مورد محيط مناسب مي.  
 و اسـمولاليتي نـسبت بـه        PHكـه   ه شـده اسـت      نشان داد 

گامـان  ليهـاي    سـلول حيـات   تركيب شيميايي محيط در حفـظ       
  )12(. از اهميت بيشتري برخوردار استپريودنتال

باشد  مي 49/7-4/7 آن   PH و   mosm/L 3اسمولاليتي آب   
واســطه هيپوتونيــستي آن باعــث ليــز ســريع ســلول ه و آب بــ

  )13(.شود مي
ــمولاليتي    ــلول در اس ــد س ــه رش ــده اســت ك ــشاهده ش   م

ــي230-400 ــد و ر  رخ م ــدده ــمولاليتي ش ــال آن در اس    اپتيم
، PHهـا در     رشـد اپتيمـال سـلول     . گيـرد   صورت مي  290-330

 نيز رشد سـلول     PH، 6/6-8/7شود ولي در      انجام مي  2/7-4/7
  )14و12. (دهد رخ مي
 .دـباش  مي 2/7 آن   PH و   HBSS، 270-290ي  ـولاليتـاسم

اسمولاليتي  .باشد  مي 8/6-5/6 آن   PH و   250اسمولاليتي شير   



93 
 

  1384 تابستان/  پريو –مه اندو ويژه نا، 17دوره / دندانپزشكي جامعه اسلامي دندانپزشكانمجله 

و همكارانعباسعلي خادمي دكتر 

 9/8 آن   PHو  اه  دويست و پنج ـ  سفـيده تــخم مرغ در حـدود      
  )15(.باشد مي

طبق اكثر مطالعات پيشين شير يك محيط مؤثر و مناسـب           
. باشـد   مـي  ليگامـان پريودنتـال   هـاي    سـلول حيـات   براي حفظ   

جايگـذاري   ساعت بـا     سهبراساس اين مطالعات محيط شير در       
 تفاوتي ليگامان پريودنتالهاي  سلولحيات فوري از لحاظ حفظ   

ز نظر هيستولوژيك التيام كامل يا       ساعت ا  12نداشت و پس از     
) 18-16و12(حداقل تحليل التهابي يا جايگزيني مـشاهده شـد        

حتـي در   ) شـير پگـاه   ( آزمايش    ولي در مطالعه حاضر شير مورد     
هـاي   سـلول حيـات   يك ساعت نيز محيط مناسبي براي حفـظ         

 نبود و از اين لحاظ در مقايسه با آب تفـاوتي            ليگامان پريودنتال 
  .شاهده نگرديدداري م معني

 و همكاران كه به صـورت  Nathan Rozenfarbدر مطالعه 
In-Vitro      بـزاق   ،شير،   براي مقايسه محيطهاي سفيده تخم مرغ 

هــاي  فيبروبلاســتحيــات در حفــظ ) محــيط كــشت (MEMو 
 مـشاهده گرديـد كـه بهتـرين محـيط           ،پوست انسان انجام شد   

MEM        اري د  بوده و بين سفيده تخم مرغ و شـير تفـاوت معنـي
  )15(.وجود نداشت و هر سه محيط از بزاق مناسبتر بودند

تفاوتهايي كه اين مطالعه با مطالعه حاضـر دارد ايـن اسـت             
كه اولأ بررسي بر روي فيبروبلاست پوست انجام شـده و ثانيـأ             

 45،  15زمانهايي كه در آن مطالعه انتخاب شده فقط زمانهـاي           
  .دقيقه بودنود و 

لعه حاضر بدست آمد بين سـفيده       اي كه در مطا    طبق نتيجه 
ليگامـان  هـاي    سـلول حيـات    از نظر حفـظ      HBSSتخم مرغ و    
ســاعت  12يــك، دو، چهــار، هــشت و  در زمانهــاي پريودنتــال

داري مشاهده نگرديد و هـر دو محـيط نـسبت بـه             تفاوت معني 
  .و آب مناسبتر بودند) شير پگاه(شير مورد آزمايش 

  هاي بدست آمده از  دهد كه فيبروبلاست تحقيقات نشان مي
  ت گر چه از نظر مورفولوژي با ـنابع ديگر مانند، لثه، لب، پوسـم

 شبيه هستند ولي در محيط      ليگامان پريودنتال هاي   فيبروبلاست
  )17-16 (.دهند كشت رفتار مشابهي نشان نمي

بعضي از انواع شير كه در مطالعات پيـشين مـورد اسـتفاده             
تـايج مطلـوبي از نظـر حفـظ         قرار گرفت مانند مطالعه حاضـر ن      

 حتـي در يـك    ( نشان ندادنـد     ليگامان پريودنتال ها   سلولحيات  
 ـ    كر مشاهده   Blomlofبه عنوان مثال     )ساعت ه د كه يك شير ب

 را فقـط  ليگامان پريودنتالهاي   سلولViability, Filmjolkنام 
احتمالأ علـت   ) ساعت حدود يك (كند   يني حفظ مي  يدر سطح پا  

  )18.(باشد مي) 5/4-2/4( ين آني پاPHآن مربوط به 
نشان داده شده  است كه شير كم چرب نسبت به شـير بـا               

 ليگامـان پريودنتـال   هـاي    سـلول حيـات   چربي بيشتر در حفـظ      
  )19.(مؤثرتر است

يك، دو، چهار، هشت    (زمانهاي انتخاب شده در اين مطالعه       
زمانهايي است كه در اكثر مطالعات قبل نيز مورد         ) ساعت 12و  

اده قرار گرفته و معمولأ فاصله زماني بـين بيـرون افتـادن             استف
باشــد، البتــه در  آن در ايــن محــدوده مــيجايگــذاري دنــدان و 

مطالعه، يك مورد چهل ساعت نيز انجام شد كه نتايج آن نسبتأ            
  .مطلوب بود

  
  گيري نتيجه

تواند محيط  مطالعه حاضر نشان داد كه سفيدة تخم مرغ مي
باشد و با  بيرون افتاده شده     قال دندانهاي واسط مناسبي براي انت   

كند و از طرف     برابري مي  (HBSS)محلول بالانس شدة كمكي     
 قابليــت دسترســي بهتــري دارد و در HBSSديگــر نــسبت بــه 

 بهتـر   ، وجود ندارد  HBSSافتد و    ي كه حادثه اتفاق مي    يمحيطها
است به جـاي اسـتفاده از شـير، آب، بـزاق و سـالين نرمـال از                  

   (Storage media)عنوان محيط انتقال واسط همرغ ب خمسفيده ت
  . استفاده گردد
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  تقدير و تشكر
  رق وابسته به ـقيقاتي حكيمان شـت تحـوسيله از شرك بدين

شهرك علمي تحقيقاتي اصـفهان كـه در انجـام ايـن مطالعـه              
  .گردد دند تشكر و قدرداني ميكرهمكاري 
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