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A. OSSZEFOGLALO

srers

alkalmazasa. Az inhalacios f,-adrenerg agonista bronchodilatatorok f6 tamadaspontja a bronchialis simaizomzat. A
léguti simaizomzatot relaxald (horgétagitd) hatasuknak koszonhetéen mind rohamoldd, mind fenntartd szerként
ellenére kevés informacioval rendelkeziink az inhalalt szerek légiti szoveti farmakokinetikajarol, illetve annak
cellularis és szoveti szintli mechanizmusair6l. Szintén nem tisztazott a kronikus léguti gyulladas és a kronikusan
alkalmazott gyulladacsokkentd terapia hatdsa az inhalacios formaban alkalmazott szerek felszivodasara, szoveti
eloszlasara és eliminacidjara. Kutatasom fo célkitiizése az inhalacios gyogyszerek légiti felszivodasat/hatasait
kedvezden befolyasold faktorok vizsgélata. Az elmult évek felismerése, hogy asztméban és kronikus obstruktiv
tiidObetegségben (COPD) a légutak pH értéke csOkken. Léguti hamsejt kultirakon végzett el6zetes in vitro
méréseink arra utaltak, hogy a 1égiti "savas stressz" - sok egyéb karos hatasa mellett - csokkenheti az inhalacios
gyogyszerek felszivodasat és igy azok hatasait. Hipotézisem szerint a korosan alacsony léguti pH normalizalésa
(alkalizalas, azaz a 1éghti ,savas stressz” megszintetése) javithatja a gyogyszerfelszivodast, és ezaltal
mérésében egy Magyarorszagon 0j technikat, a horgényalkahartya véraramlasanak mérését alkalmaztuk. A
vizsgalatok a Semmelweis Egyetem Pulmonoldgiai Klinika wjonnan létrehozott laborjaban, egy a léguti
gazabszorpcid tomegspektrométeres meghatarozasan alapuld, europai viszonylatban is egyediilalld technikaval
keriiltek elvégzésre. Vizsgalataink elvégzése soran sikeresen megvalositottuk kutatasi projektiink f6 célkitizését és
kidolgoztuk a légutak alkalizaldsdnak egy hatékony, egyszerii, olcsé €s biztonsagos moddszerét. Tovabbi
vizsgalataink jo alapot jelenthetnek arra, hogy az alkalizalas tényleges gyakorlati hasznat megismerhessiik, az
inhalalt gyogyszerek felszivodasanak és hatasanak feltételezett fokozasat egyértelmlien bizonyithassuk, és az
eljarast a tiidégyogyaszati klinikai gyakorlatba bevezethessiik. A kutatast akadalyozo varatlan nehézségek - a
kutatas f6 eszkozét jelentd, nagy értékli tOmegspektrométer gazanalizatort meghibasodasa - és az eldzetesen
vartaktol eltér6 eredmények ellenére alternativ modot talaltuk hipotézisiink vizsgalatara. Mindezek mellett sor
kertilt szdmos, a kutatasi tervhez szorosan kapcsolodo egyéb vizsgalat elvégzésére és a felismerések publikalasara.
Osszegezve, vizsgalati eredményeim hozzajarulhatnak olyan hatékony, 0j orvosi beavatkozasok kifejlesztéséhez,
amelyek az inhalacios horg6tagitok hatékonysaganak fokozasan keresztiil javithatjak mind az asztma, mind mas

crer

B. EREDMENYEK

1./ A kutatas racionalitasat meger6sité tovabbi alapvizsgalatok - a savas stressz kedvezdétlen hatasai a
légutakban

A inhaléaciés horgétagitok léguti felszivodasaban szerepet jatszo - és az in vivo vizsgalatok hipotézisével teljes
Osszhangban 1év6 - pH-fliggd abszorptiv, sejtszintli mechanizmusok azonositasa és jellemzése harom kozleménnyel
zarult. ElsOszerzés kozleményem igazolta, hogy a horgbtagitok transzportja a léguti hdmban és a bronchialis
simazomzatban eltéré modon zajlik, amely felismerésnek a gyakorlati jelent6ségét a két mechanizmus eltéré pH és
kortikoszteroid érzékenysége adja (1). Megosztott elsdszerzos kozleményemben a 1€giti hamban a horgdtagitd
felszivodas soran lejatszodd valaszokat, valamint annak pH fiiggéséget vizsgaltuk (2). A 1égati ham in vitro
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modelljén végzett vizsgalatokban ramutattunk a horgétagitdé szalbutamol felszivodisanak pH fliggésére. A
kozlemények a szakteriilet vezet6 lapjaiban jelentek meg. Harmadik, az inhalacios horgétagitok léguti
felszivodasaban szerepet jatszo tovabbi pH-fliggd sejtszintli mechanizmusokrol késziilt els6szerzds kéziratom
biralat alatt all (3). Utobbi vizsgalatokban a horgétagitd tiotropium léguti eliminacidjanak pH érzékenységét, illetve
az ahhoz kapcsolodo transzport apparatust igazoltuk.

2./ A kutatasi infrastruktura beiizemelése

A pélyazati forrdsok rendelkezésre allasaval létrehozasra keriilt a human 1éghti véraramlds nem invaziv mdédon
torténd mérésére alkalmas, eurdpai szinten egyediilallo (a vilagon minddsszesen harom hasonlo képességii)
laboratorium betlizemelésére (1. abra). A metodika teljes kiépitése, alkalmazasa, valamint egyes részeredmények
publikalasa a szakteriilet vezetd laboratoriumanak, a University of Miami, Division of Pulmonary & Critical Care
Medicine (Miami, USA) munkatarsaival torténd szoros tudomanyos egylittmiikodésben zajlott. Az OTKA/NFKI
tamogatassal kialakitott laboratorium biztositotta 0 tiidégyogyaszati kutatasi lehetdségek bemutatasara szamos
hazai (4-7) és nemzetkozi rendezvényen (8), tudomanyos (9-11) és ismeretterjeszté publikacioban kertilt sor (12).
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invaziv mérésére alkalmas késziilék (A)
¢és vizsgalat kivitelezése (B) a
Semmelweis Egyetem Pulmonoldgiai
Klinika kutat6laboratériumaban.
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3./ Személyi valtozasok - a Kutatécsoport bovitése

A valtozatlanul kozremiikodé senior kutatok mellett fiatal kutatok is lehet6séget kaptak a vizsgalatokba torténd
bekapcsolddasra. Ennek soran két PhD jelolt, fiatal tiidogyogyasz rezidens (Kis A. és Téth L.A.), valamint -
diakkoros munka keretében - négy orvostanhallgatd (Toth L.A., Filip D., Goldstein H. és Amitai D.) is aktivan
csatlakozott a kutatocsoporthoz. Az eredményes munkanak koszonhetden a fiatal kdzremiikodok lehetdséget kaptak
a tudomanyos eredmények bemutatasara tudomanyos diakkori (TDK) konferenciakon (13-16), hazai (5, 17-19) és
nemzetkozi szakmai rendezvényeken (20-22), valamint az eddigiekben elkésziilt hazai publikaciokban (9, 11). A
kutatési eredményekhez kapcsolddoan - témavezetésem mellett - négy orvostanhallgatoi szakdolgozat €s két rektori
palyamunka késziilt a Semmelweis Egyetemen.

4./ A léguti pH in vivo vizsgalata

Kutatasi hipotézisiink korrekt vizsgalatanak alapfeltétele a léguti pH nem invaziv mérése. Vizsgalatainkhoz a
nemzetkdzi szakirodalomban széles korben ismert R-Tube (Respiratory Research, Austin, USA) nem invaziv, a
vizsgalt személy altal kilélegzett levegdt kondenzalo eszkozt alkalmaztuk, amely eljarassal kapcsolatban Intézetiink
a korabbiakban kedvez6 tapasztalatokat szerzett. Megerdsitd vizsgalataink soran egészséges alanyoknal a nyugalmi
légati pH meghatarozas az irodalmi adatoknak teljes mértékben megfelel6 7,54 + 0,2 (n=14) eredményt adott, igy
nem volt okunk kétségbe vonni mérési eszkdzeink korrektségét és eredményeink hitelességét.

5./ A 1égiti pH befolyasolasa

Léguti gyulladasos betegségek soran a légutak pH viszonyai savassa valhatnak, mely megfigyelés miatt
er6feszitéseink elsddlegesen a légutak alkalizalasara alkalmas modszerek kidolgozasara iranyultak. Szisztémas
acidozis esetében az orvoslasban erre a natrium bikarbonat (NaHCOs) infizios oldata hasznalatos, de ismert az
NaHCO; inhalaciés alkalmazasa is savak inhalaciojat kovetéen (antidotum). Vizsgalatainkban egészséges
alanyoknal az NaHCO; futott inhalatorbol 15 percig torténd alkalmazasa a léguti pH-t jelentds mértékben
8,07+0,09 szintre (p<0,05) emelte (2. abra). Az inhalalt oldat jol toleralhatonak bizonyult, minimalis kohogési
ingeren tul egyéb panaszt nem okozott. Tomegspektrométeres mérések alapjan az inhalalt NaHCOj3; lebomlasa nem
idézett el kimutathatdo mértékii CO,-termelddést, mely egyébként kedvezdtlen lenne 1éguti betegek esetében.
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2. abra: Az inhalalt NaHCOj; hatasa a
kilélegzett levegd kondenzatum altal
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crer

a gyulladasos 1éguti betegségek inhalacios terapiaja soran alkalmazott készitmények felszivodasat és farmakologiai
hatasait. Eredményeinkr6l hazai (24) és nemzetkézi tudomanyos absztraktok keriiltek publikalasra (23, 25),
kozlemény elkészitése folyamatban van. Kutatdsi eredmények elismeréseként prezentdcionk a Semmelweis
Egyetem TDK Konferencigjan 1. dijban részesiilt, mig a vizsgalatok elméleti hatterét és az eredményeinket
részletes 0sszefoglald angol nyelvil kézirat Rektori Palyamunkaként 1. dijat nyert el.

6./ A légutak véraramlasanak nem invaziv vizsgalata

A léguti véraramlas vizsgalata kritikus jelentdséggel birt kutatasi tervem megvalositasaban, hiszen ez a modszer
lehetévé teszi az inhalacios horgotagitok hatdsainak mérését (vazodilatacio) akéar egészséges személyeknél is. Igy
indirekt modon - a véraramra gyakorolt hatas mérésével - tajékozddhatunk a 1égiti gyogyszerfelszivodasrol. A
léghti véraramlas in vivo mérésére alkalmas késziilék 1995-6s kifejlesztése A. Wanner (University of Miami, USA)
professzor nevéhez fiizédik. Az inert, szolubilis, vizoldékony dimetil-éter (DME) gaz léguti abszorbcidjanak
mérésén alapuld nem invaziv mddszer validalt, tiidogyogyaszati betegeknél 1998-t61 széleskdrlien hasznalt. A
Semmelweis Egyetem Pulmonolégiai Klinikan sajat vizsgalatainkban a 1éguti véraramlast reprodukalhaté modon,
az irodalmi adatoknak megfelelonek mértiik. Egészséges személyeknél a nyugalmi léghti véraramlas
meghatarozasa az irodalmi adatoknak teljes mértékben megfeleld 33,9+£3,8 pl/ml/min (n=14) atlagos értéket
mutatott (9, 23), amely alapjan nincs okunk kétségbe vonni mérési eszkoziink korrektségét és eredményeink
helyességét.

7./ A légutak véraramlasa asztmaban

Az elmilt évek vizsgalatai arra utalnak, hogy asztmaban - feltehet6leg a léguti gyulladas kovetkeztében - a léguti
véraramlas emelkedik, amelynek tényét a bronchoszkopos vizsgalat soran vizualisan gyakorta észlelhetd hiperémia
is alatimasztja. Sajat funkcionalis vizsgalatainkban asztmas és egészséges személyek 1éguti véraramlasat mértiik a
DME léguti abszorpciojanak meghatarozasan alapuld, nem invaziv médszerrel. Az irodalmi adatokat megerdsitve
megallapitottuk, hogy a léguti véraramlds szignifikdnsan magasabb asztmdsok esetében mint egészséges
kontrolloknal (32,5 + 0,7 vs 43,1 = 1 ul/ml/min; p<0,05; n=10 mindkét csoportban). Kiilfoldi partnercentrum
vizsgalataiba tarskutatoként bekapcsolodva ezen tal megallapitottuk, hogy asztmasok esetében szalbutamol
inhalacidja nem hozza létre az egészséges kontrolloknal megfigyelhetd 1€ghti véraramnovekedést (26). A két
csoport kozott a rovid fizikai terhelés kovetden kimutathatdo 1égiti hiperémids valaszban is érdemi eltérés
mutatkozott, mivel a terhelés indukalta valasz szignifikansan nagyobbnak, de id6tartama révidebbnek bizonyult
asztmasok esetében (26). Utobbi jelenségek mechanizmusa és orvosi jelentdsége jelenleg nem tisztazott.

8./ A légnti pH hatasa a léguti véraramlasara

Kutatasom elsédleges célkitlizését, a léguti gyogyszerfelszivodas pH fiiggéségének meghatarozasat indirekt
modon, az inhalalt gyogyszer léghti érrendszeri hatdsai intenzitasanak pH-fliggdségén keresztiil terveztem
megvalositani (mivel a lokalis 1éguti gyogyszerfelszivodas in vivo direkt moédon nem mérhet6). Hipotézisem szerint
az emelked6 pH jobb felszivodast, intenzivebb hatast, mig a csokkend pH alacsonyabb szintli felszivodast,
gyengébb érrendszeri hatast valt ki. Vizsgalatainkban a terapias szempontbol feltehetdleg elényds 1éguti alkalizalas
hatasat vizsgaltuk a légati véraramra. Egészséges személynél az inhalalt NaHCO; oldat (pH=8,4) fiitott
inhalatorbol torténd alkalmazasa a 1€ghti véraramot szignifikans mértékben 48,7+5,5 szintre (n=10; p<0,05) emelte
(3. abra).
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3. abra: Az inhalalt NaHCO; (1éguti alkalizalas) hatasa a 1éguti véraramlasra
(Qaw) egészséges személyeknél (n=10).
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A 1éguti pH érrendszeri szabalyozo6 funkcidja és a megndvekedett véraram élettani jelentdsége jelenleg még nem
ismert, ezek tisztazasa tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé. A 1éguti pH emelése soran bekovetkezd érrendszeri
valtozdsok kutatasaim szempontjabol azonban kedvezdtlen fejleménynek bizonyultak, mivel gatoltdk az inhalacios
gyogyszerek érrendszeri hatasai pH fiiggésének meghatarozasat (a pH valtozas mar dnmagaban is 1éguti érrendszeri
valtozasok eldidézoje). A 1éguti pH, a NaHCO; inhalacid és a 1égati véraramlassal kapcsolatos eredményeink az
eddigiekben hazai és nemzetkozi konferenciakon (13, 14, 17, 20) és absztraktokban keriiltek bemutatasra (23-25).

9./ A légati pH viszonyok és az inhalaciés gyogyszerek hatékonysaganak oOsszefiiggései - alternativ
megkozelités

Eredményeink alapjan azonositottuk a léguti alkalizalas egy hatékony és egyszerti modszerét (NaHCOj; inhalacio).
A beavatkozas valddi orvosi jelentéségének - az inhalalt gyogyszerek felszivodasanak és ezaltal hatasaikat fokozo
effektusanak - az eldzetes tervekben meghatdrozott vizsgalati modjat két nehézség akadalyozta: 1) a kutatési
program f6 miszerének tartdos meghibasodasa és javitasanak elhuzddasa, és 2) a NaHCO; inhalédcioval torténd
alkalizalas altalunk kimutatott direkt 1éguti érrendszeri hatasa (Id. 7. fejezet). Tekintettel a miiszaki okok miatt
elszenvedett sulyos idOveszteségre és az eredeti vizsgalati tervvel kapcsolatos nehézségekre, sziikségessé valt az
amerikai kutatdsi partnerintézet folyamatban 1év0 vizsgélataiba torténd bekapcsolodas. Tarskutatd szerepkorben
végzett vizsgalatainkban igazoltuk, hogy alacsony koncentracidja CO, gaz adagolasaval érdemi csdkkenés érheto el
a légati pH értékében (acidozis), valamint, hogy az inhalalt szalbutamol 1égati érrendszeri hatasa (vazodilatacio)
csokken mind acidotikus, mind alkalotikus 1éguti pH viszonyok esetén (27).

10./ A légnti véraramlasi viszonyok és az inhalacios gyogyszeres terapia egyéb osszefiiggései

Az inhalacié horgdtagitok pH-fiiggd hatasai és a léguti vérkeringés Osszefiiggéseinek vizsgalata mellett tovabbi
értékes adatokat szereztink az inhalacios gyogyszerek masik fontos csoportja, a kortikoszteroid
gyulladascsokkentok 1éghti vaszkularis hatasaival kapcsolatosan. Vizsgalataink igazoltak, hogy az inhalacios
kortikoszteroidok csokkentik a 1éguti véraramlast, mely hatds mar akutan, 30-60 percen beliil kimutathato (4. abra)
(11). A egészségesekben is kimutathato jelenség arra utal, hogy az fiiggetlen a kortikoszteroidok
gyulladascsokkenté hatasatol. Mindezek mellett a ,,prodrug” (az inhalacio soran még csekély aktivitassal
rendelkez6, a légutakban aktivalodd kortikoszteroid) ciklezonid akut hatékonysaga igazolta, hogy az érhatas
mechanizmusa fiiggetlen a szteroidok klasszikus, transzkripcios hatasmechanizmusatél is (9, 21).

Ciklezonid (320 ug) Flutikazon (500 pg)
701 70+

£ £
E s T . . 4. abra: Az inhalacids kortikoszteroid ciklezonid és flutikazon akut
=" e ﬁ* N \}/ o léguti érrendszeri hatdsa (vazokonstrikcid) egészséges személyeknél
S S % (n=10). p<0,05 vs 0' (9, 21)
204 20-
0 1 20 30 4 5 6 0 10 20 30 40 50 60
1d6 (perc) 1d6 (perc)

Eredményeink hazai és nemzetkozi kongresszusokon bemutatasra (19, 21, 28), valamint absztraktokban (29, 30) és
hazai kozleményekben is Osszefoglalasra keriiltek (9, 11). Az inhalacios kortikoszteroidok akut 1éghti hatasai
pontos mechanizmusanak tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségesse.
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11./ A 1égnti véraramlasi viszonyok és a tiidobetegségek egyéb osszefiiggései

A kutatdsi terv megvaldsitasa, a léguti vérkeringés valtozasaival kapcsolatos vizsgalataink soran fontos
felismeréseket tettlink az asztma és COPD mellett mas tiidégyogyaszati betegségek esetében is. A Magyarorszagon
2015-ben bevezetésre keriilt tiidGtranszplantacié tekintetében részletes eredményekkel szolgaltunk a
transzplantacion atesett betegek légutainak vérellatasaval, valamint az abban bekovetkez6 abnormalitasok
jelentéségével kapcsolatban (5. abra). A kutatdsi eredmények elismeréseként prezentacionk a Semmelweis
Egyetem TDK Konferenciajan 2. dijban részesiilt (15, 16), hazai (18) és nemzetkozi konferencian bemutatasra
keriilt (22), valamint absztraktok formajaban publikaltuk (31, 32).

100 p<0.05

5. abra: A léguti vérkeringés (Qaw) valtozasa tiid6transzplantacion
2 atesett betegeknél. p<0,05 vs kontroll (31, 32)
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A ritka, de az érintett betegek esetében stlyos kovetkezményekkel jard pulmonalis artérias hipertoniaval (PAH)
kapcsolatban is jelent0s felismeréseket tettiink. PAH-ban a pulmonalis artérias rendszerben végbemend érfal
remodelling a vaszkuléris rezisztencia és az artérids k6zépnyomas emelkedéséhez vezet, amely a két keringési
rendszer kapcsolodasa révén bronchialis véraramlas emelkedését eredményezheti. Feltehetoen ezen mechanizmus
felelés a fokozott 1éguti vérzékenyég, a spontan vagy minimalis 1égati hatasok (pl. kohogés, enyhe gyulladas)
kovetkeztében megjelend haemoptoe kialakulasaért, valamint az eszk6z0s mintavételi eljarasok esetén (pl.
traszbronchialis biopszia) a fokozott vérzékenységért. Hazai (33) és nemzetkozi konferenciakon bemutatott (34),
hazai publikalas elott allo (35) vizsgalataink igazoltak a 1éghti véraram PAH-ban bekdvetkez emelkedését, mely
tavlatilag mind diagnosztikus, mind terapias jelentdséggel birhat a PAH ellatasaban (6. abra).

100- p<0.05

—

Té 75 1
z ® __ 6. abra: A 1éguti vérkeringés (Qaw) pulmonalis artérias hipertonidban (n=11)
RS és egészséges kontrolloknal (n=10). p<0,05 vs kontroll (35)
‘a«“‘o\\ Qfs’
& &
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C. A KUTATAS SORAN FELMERULO PROBLEMAK

A kutatas harmadik évében varatlan nehézségek akadalyoztak a tervezett programot. A Semmelweis Egyetem
Pulmonologia Klinika (Szt. Janos Korhaz teriiletén) elavult elektromos infrastruktirdja miatti dramingadozas
tonkretette a kutatas f0 eszkdzét jelentd, nagy értékli tomegspektrométer gazanalizatort. A késziilék bonyolult
javitasa, tobbszori hazai sikertelen probalkozasok, tobb mint egy év (!) utan a német gyartonal megtortént, valamint
a tovabbi miszaki problémak megel6zése érdekében nagy teljesitményii szlinetmentes dramforrds is beszerzésre
kertilt. Ezen okokbol a kutatds megvalositasa jelentos késlekedést szenvedett és nem teljesen idedlis feltételek
kozott volt végezhetd. A vezetd kutatd ezért kérvényezte a kutatasi program egy évvel torténé meghosszabbitasat,
amelyre 2016. januar 31-ig engedélyt kapott (EIK-7461/2014.12.23.).

D. JELENTOSEG

Korabbi in vitro vizsgalataink alapjan felmeriilt, hogy a léguti gyulladasos betegségekre (pl. asztma és COPD) és

azok terapias hatasat. Vizsgalataink tavlati célja a 1éguti acidozis megsziintetésének, az alkalizalasnak feltételezett

-5-



OTKA/NKFI K-83499: A léguti pH szerepe az asztma gydgyszeres terapiajaban Vezetd kutato: dr. Horvath Gabor

elényének igazolasa, amely igy a gyogyszerfelszivodas serkentésén keresztiil a bazikus kémiai jellegii horgoétagitok
légati hatasait fokozhatja. Vizsgalataink hozzajarulhatnak olyan hatékony beavatkozasok (potencialisan akar uj
gyogyszeripari termék) kifejlesztéséhez, amelyek az inhalacios horgétagitok hatékonysaganak fokozasan keresztiil
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gyogyszerhasznalat mértékének, illetve Osszességében az egészségligyi koltségek mértékének csokkentése
remélhetd. A témaval kapcsolatos eddigi 0j eredményeket hazai és nemzetkdzi tudomanyos rendezvényeken is
bemutattuk, valamint mind magyar, mind nemzetkézi tiidégyogyaszati szaklapokban, valamint altalanos
ismeretterjesztd lapokban publikéltuk, illetve publikacidjuk folyamatban van. Az elvégzett vizsgalatokba
bekapcsolodo hallgatok TDK el6adasok, rektori palyamunkak, szakdolgozatok és kozlemények elkészitésében
hasznositottak a k6z6sen megszerzett eredményeket.
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