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 مقاله پژوهشی 

  معده ينومایآدنوکارس صیجهت تشخ یچیساندو میمستق زایال يروش غربالگر
  

  ٤يرشاهيمنوچهر م ،٣ييرزايمحسن م ،٢يمانيمسعود سل ،١٭يمحمدرضا مهراب
 

  02/06/1393تاریخ پذیرش  01/03/1393تاریخ دریافت 
 
 یدهچک

ن رونـد  ي ـ. در اباشـند  يممتاستاز  وژنز)، تهاجم ويآنژرگزايي (، سرطان درجا، يسپلازيمراحل د يخود دارا ير تکامليتوپر در س يتومورها :هدف و نهیزم شیپ
ق ين تحقي. هدف از انجام اشوند يملتر يماران فين در ادرار بييپا يوزن مولکول ليبه دلکه  گردد يمد ين) توليواستاتي(آنژ ييمهار رگزا ييبا توانا يديقطعات پپت

 خطر يبو  يره تهاجميک روش غيارائه  يلتر شده در ادرار برايف يديقطعات پپت يريکارگ بهمار با يمعده در افراد ب ينومايه آدنوکارسيص اوليامکان تشخ يبررس
  .هست
 يسـاز  نـه يبه) Sandwich Direct ELISA(ْ يچيساندوم يزا مستقيمعده با روش ال ينومايمار مبتلا به آدنوکارسيب ۲۰ادرار  ياتفاق يها نمونه: ها روشو  مواد

  د.يگرد يابيشاهد سالم ارز ۲۰سه با يدر مقا ينيواستاتيص قطعات آنژيتشخ يشده برا
معده و وجود قطعات  ينوماين آدنوکارسيرا ب يدار يمعن) ارتباط P value< 0.05درصد ( ۹۵نان يبا سطح اطم T-test يحاصل در آزمون آمار ج:یو نتا ها افتهی

  ماران مطابقت داشت.يب يشناس بيآسشات يج آزمايبا نتا کاملاًکه  در ادرار نشان داد ينيواستاتيآنز
ه ي ـص اوليجهـت تشـخ   خطـر  يبو  يرتهاجميغ يروش توان يمماران يدر ادرار ب ينيواستاتيافتن قطعات آنزين مطالعه نشان داد با يج ايسه نتاي: مقايریگ جهینت

گر با يد ياما لازم است مانند هر روش غربالگر ) قابل انجام استيشناس بيآس( يتهاجم يها روشقبل از  معده در افراد مشکوک ابداع نمود که ينومايآدنوکارس
  گردد. دييتأ يليشات تکميآزما

 وژنز، نئوپلاسم، معدهين، آنژيواستاتيزا، آنژينوما، الايآدنوکارس :يدیلغات کل
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  سنده مسئول)يران (نوي، بروجرد، ايبروجرد، دانشگاه آزاد اسلام ، واحديشگاهيگروه علوم آزما ،يشگاهيو بانک خون آزما يار هماتولوژياستاد ١
  رانيمدرس، تهران، ا تيدانشگاه ترب ،يدانشکده پزشک ،يگروه هماتولوز ،يشگاهيو بانک خون آزما يهماتولوژ اريدانش ٢
  رانيا بروجرد، ،ياسلام آزاد دانشگاه بروجرد، ، واحديشگاهيگروه علوم آزما ،يپزشک يشناس يار باکترياستاد ٣
  رانيتهران، ات مدرس، ي، دانشگاه تربيستي، دانشکده علوم زيميوشي، گروه بيمولکول يار سلوليدانش ٤

  مقدمه
معمول و دومين علت  سرطانمعده چهارمين سرطان 

 شود يمزده  تخمين در دنيا است. سرطانمرتبط با  يها مرگ
شوند  جديد در سال به اين بيماري مبتلا بيمار ۹۳۰۰۰۰بيش از

 سرطان. در ايران، اين ميرند يمنفر از آنان  ۷۰۰،۰۰۰که حداقل 
غرب شيوع دارد. اين شيوع در مناطق  و شمالبيشتر در شمال 

 ۴/۲۵تا  ۱/۵ در مردان و از ۱/۴۹تا  ۴/۱۰ مختلف جغرافيايي از
  .)۱(در زنان گزارش شده است 

اخير در دنيا  يها دههدر  سرعت بهمعده سرطان البته شيوع 
تشخيص  به دليلاست. بخشي از اين کاهش  کاهش يافته

عوامل  يرو سامانند هليکوباکتر پيلوري  ينمع خطر يفاکتورها

 ۱۹۷۱و محيطي است. اين کاهش در انگلستان از سال  اي تغذيه
و در همين زمان در زنان از  ۸۴/۰به  ۱۴/۱در مردان از  ۱۹۷۵تا 

  .)۳, ۲(بوده است  ۸۱/۰به  ۱۸/۱
جهت کاستن  شده طراحي يها برنامهامروزه، هدف اصلي 

 سرطان زودهنگامناشي از کارسينوماي معده، تشخيص  ومير مرگ
عمر  بر طولدرمان  تأثيرگذاريتا  هستدر مراحل ابتدايي 
در ژاپن با غربالگري و تشخيص بيماري در  بيماران بيشتر شود.

بيماران شانس  درصد۳۰مراحل اوليه و برداشتن معده، حدود 
 درصد۱۰، اين آمار در اروپا و آمريکاي شمالي اند يافتهادامه حيات 

  .)۴( است
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 يلين توسط او ريواستاتيآنژ با کشف، ۱۹۹۴ در سال
)O'Reilly  يولوژيب يها روشدر  يا تازه انداز چشم) و همکارانش 

نقص  يدارا يها موشگزارش کردند در  ها آنگشوده شد.  يمولکول
 Lewis نام هب يسرطان موش ينوع ها آن) که به SCID( توأم يمنيا

Lung Carcinoma وجود  رغم عدم يبود عل شده زدهوند يپ
و  شوند يممحدود  خود يخود به يونديپ ي، تومورهايمنيستم ايس

 ييتوقف رگزا ييبا توانا يديقطعات پپت ها موشن يدر ادرار ا
 نيتر شاخصکه  شده کشف يدي. قطعات پپت)۶, ۵(مشاهده شد 

ه ينه شبيآم يدهاياس يتوال ازنظرن نام دارد يواستاتيآنژ ها آن
. در روند باشد يم) ۴۴۰-۷۱ نهيدآمياسنوژن (ياز پلاسم يبخش

نوژن با مهار يشدن پلاسم شکسته، قطعات حاصل از ييتومورزا
ژن يو اکس ييتومور در حال رشد به مواد غذا يابيمانع دست ييرگزا

ن قطعات به علت ي. اکند يمتومور را محدود  و رشد شود يمشتر يب
پس از ورود به خون در ادرار ظاهر  ين مولکولييوزن پا

که از  گردد يمد يز تولين نيروند پلاسمن ي. البته در ا)۶(شوند يم
 واقع و درتومور نقش دارد  يشرويوژنز، در پيراه فعال نمودن آنژ

ن دو روند دارد يبه تقابل ا يا مهار تومور بستگي يشرويت پيوضع
)۷ ,۸(.  

 A1D12 يباد يآنتن بار با استفاده از ياول ين پژوهش برايدر ا
 يديص قطعات پپتيجهت تشخ يچيم ساندويزا مستقيروش ال

معده  ينومايماران مبتلا به آدنوکارسيدر ادرار ب ينيواستاتيآنز
 ينيآم يقادر است به انتها A1D12 يباد يآنتشد.  يساز نهيبه

  .)۹(ن واکنش دهد يواستاتيآنژ
  

  و مواد ها روش
  ينوع مطالعه مورد شاهد

و وان کشور آلمان، ينر بيگر يزا ساخت کمپانيت الايپل
مرک  د ساخت شرکتيل سولفونبت فلورايل متيو فت ۲۰توئبن

و  ١هيدروکلرايد ين ديآم يلن ديژنه و ارتو فنيآلمان، آب اکس
 يباد يآنتکا، يآمر چيگما آلدريساخت شرکت س ين سرم گاويآلبوم

داز ساخت يکونژوگه با پراکس ينوژن انسانيکلونال ضدپلاسم يپل
 A1D12مونوکلونال يباد يآنتکالس کانادا، يولوژيب يتينيشرکت اف

 شرکت Elx800 در مدلير زايالادستگاه ، يرشاهيمنوچهر م
  کا.يوتک آمريب

  ماران وگروه شاهديادرار ب نمونه يجمع آور-۱
مارستان امام يب يدر بخش سرطان شناس يمار بستريب ۲۰از  

شده بود  دييتأ يشناس بيآسش يبا آزما ها آن يماريکه ب ينيخم
  شد. ينمونه ادرار جمع آور يبصورت اتفاق

                                                
1 o-Phenylenediamine dihydrochloride=OPD 

افت نکرده يدر يچ درمانيماران هيهنوز ب يريگ در هنگام نمونه
سال  ۴۵ يبالا مرد سالم زن و ۲۰ز از يعنوان گروه شاهد ن هبودند. ب

 يد. به ظروف جمع آوريگرد يآور نمونه ادرار جمع يصورت اتفاق هب
ک صدم يد يت قلورايل سولفونيل متيفن يريگ ادرار قبل از نمونه

ل يفن يحاو يادرارها ها نمونه. پس از حمل )۱۰(درصد اضافه شد
شگاه، يبه آزما گراد سانتيدرجه  ۳۰-۲۲ت در حرارت يل سولفونيمت

ع يفوژ شدند و مايقه سانتريدق ۱۰به مدت  g ۱۲۰۰ها با دور  نمونه
 - ۲۰ يد و در دمايبطور جداگانه از رسوب جدا گرد ها آن يفوقان

  شد. يش نگهداريتا زمان آزما گراد سانتيدرجه 
 Sandwich يچيم ساندويمستق يزايروش الا يساز نهيبه -۲

Direct ELISA) ينيواستاتيص وجود قطعات آنژي) جهت تشخ 
  ماران و گروه شاهد،يادرار ب يها نمونهدر 

مونوکلونال  يباد يآنتدال يون رقت ايتراسيبه کمک ت - ۲-۱
A1D12 )ml/ µg۷بافرکربنات  و درن يي) تعmM ۵۰  باPH ۶/۹ 

 ۴ک شب در يمدت  اضافه شد و µL ۱۰۰ت يکروپليبه هرچاهک م
  ).Coating( قرار داده شد گراد سانتيدرجه 
 µL۱۵۰ ه ويت ها تخليکروپليات مرحله قبل از ميمحتو - ۲-۲
 PBS ۱/۰)در محلول بافرفسفات ( درصد۱ ين سرم گاويآلبوم

 ۳۷ت در يکروپليکساعت مياضافه شد و  ها چاهکمولار به تمام 
  .Blocking) گرديد (ون يانکوباس گراد سانتيدرجه 
قه با بافر يدق ۵ت سه بار هربار يکروپليم يها چاهک- ۲-۳

 PBS_Tween 20بافر فسفات محلول ۲۰ن يشستشو توئ

 ياضاف يمولار) شسته شدند و بافرشستشو ۱/۰و درصد۰۵/۰( 
صفحه کاغذ  يت بر رويبا برگرداندن پل ها چاهکمانده در يباق

  ) خارج شد. Tappingد ( يشد نسبتاًو زدن ضربات  يصاف
از ادرار  µL ۱۰۰ ها چاهکک از يپس از آنکه به هر - ۲-۴

 ۳۷ک ساعت در يت ها يکروپليماران و گروه شاهد اضافه شد ميب
  ون شدند.يانکوباس گراد سانتيدرجه 

ز يت نيکروپليم يعمودف يهر رد ييانتها يها چاهکبه 
µL۱۰۰ محلول بافرفسفات ( و ياز کنترل مثبت، منف(PBS 

  تکرار شد. ۳-۲ ون مرحلهياضافه شد وپس از اتمام زمان انکوباس
 ينيواستاتيقطعات آنژ يجهت ساخت کنترل مثبت که حاو

 ۳۰۰ن ويکرومول پلاسميم ۱۴/۰نوژن ويکرومول پلاسميم ۷/۲بود 
 PHمولار با  ۰۵/۰س يشده را در بافر ترا يون احيگلوتات ميکرومول

ون شد يانکوباس گراد سانتيدرجه  ۳۷ساعت در  ۳۶به مدت  ۸
)۱۱(.  

ه از ژل عبور داده شد يازپلاسما يجهت ساخت کنترل منف
  نوژن بود استفاده شد.ين که فاقد پلاسميزيسفاروز ل

کلونال  يپل يباد يآنتن رقت يون بهتريتراسيبه کمک ت- ۲-۵
ن شد ييکونژوگه) تع پراکسيداز (م ينوژن متصل به آنزيضد پلاسم
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ن رقت اضافه ياز ا µL ۱۰۰ ها چاهک) و به تمام  ۵۰۰۰/۱( رقت 
ون شد بعد يانکوباس گراد سانتيدرجه  ۳۷ک ساعت در يشد ومدت 

  تکرار شد. ۳- ۲مرحله 
۲-۶- µL ۱۰۰ داز ( يپراکس ميآنز ياز سوبستراOPD  + 

H2O2  د و بعد از ظهور رنگ با اضافه ياضافه گرد ها چاهک) به
قه واکنش يدق ۵بعد از  درصد۵ک يد سولفورياز اس µL ۱۰۰کردن 

نانومتر قرائت  ۴۹۲ت در طول موج يکروپليم يمتوقف وجذب نور

شاهد  يها نمونه ي) برا Duplicate ( ييشد. سنجش بصورت دوتا
  د.يمار انجام گرديوب

  
  ها افتهی

ماران يب يها نمونه ين جذب نوريانگياطلاعات حاصل از م
 درصد۹۵نان يبا سطح اطم يت يوگروه شاهد در آزمون آمار

)۰۵/۰<P value  ن سرطان و يوجود ان يب يدار يمعن) تفاوت
ماران را نشان داد (جدول يموجود در ادرار ب ينيواستاتيقطعات آنژ

  )۱نمودار شماره  و ۱
  

  يماران سرطانيگروه شاهد و ب ين جذب نوريانگيسه ميمقا ):1(جدول 
گروه  ين جذب نوريانگيم تعداد سرطان

ماريب  

گروه  ين جذب نوريانگيم
 شاهد

P value t value 

معده ينومايآدنوکارس  ۲۰  )۱۸/۰ (±۴۸۶/۰   )۰۷/۰(±۱۳۴/۰  ۰۵/۰  ۴۰۱/۲  

  

  مقايسه جذب نوري در بيماران مبتلا به آدنوكارسينوما معده و گروه شاهد :)1(نمودار 
  
  بحث

ک مرحله يتوپر از  ين است که اغلب تومورهاياعتقاد بر ا
که در  کنند يمعبور  ينيبال ازنظردرجا  ينومايا کارسسي يمخف

ار کمتر از آن است که بتوان يم بسيبدخ يها سلولخلال آن تعداد 
 يشرفت روند بدخبميص داد. باپيرا تشخ يميج، بدخيبا مطالعات را

متعدد  يها جهشجه يدر نت يسرطان ييها سلولر يل تکثيپتانس
آن را از  توان يمکه  شود يمبزرگ  يافته وتومور به حدي يفزون
ص داد. در روند يتشخ يوپسيو ب يآندوسکوپ، ينيق علائم باليطر

ز يار کوچک نيبس يهرچند متاستاز دادن در تومورها ييسرطانزا
نکه يمحتمل است اما با بزرگترشدن تومور احتمال ا يامر

ش يافزا يشرونده ايدار شوند بطور پيک پديمتاستات يها کلون
  .)۱( ابدي يم

در داخل تومورها با رساندن خون ومواد  ييل رگزاين دليبه هم
در رشد وبزرگ شدن  ينقش مهم يتومور يها سلول به ييغذا

وژنز در گسترش تومورها همواره مقدم بر يآنژ درواقعدارد.  تومورها
 تومورهام در يبدخ يها سلولر يهمگام با تکث متاستاز است و

 ييبا ممانعت از رگزا يضدسرطان يها درمانامروز  .ابدي يمگسترش 
متمرکز شده  ها آندر داخل تومورها به منظور محدود ساختن 

مونوکلونال  يها يباد يبااستفاده از آنت ها درمانن ياست. ا
ش يا افزاين فاکتورها ويرنده ايا گي ييمحرک رگزا يضدفاکتورها

ن ي. استفاده از ا)۱۳, ۱۲(رديگ يمک صورت يوژنيآنژ يمواد آنت
م يمستق يزايباعث مخدوش شدن روش الا تواند يم ها درمان
ن يا يستين پژوهش گردد لذا بايدر ا شده يطراح يچيساندو

رد. يماران انجام گيب يرو ها درمانن گونه يش قبل از گرفتن ايآزما
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ر ينظ يز در موارد خاصين يعيطبق مطالعات انجام شده در افراد طب
مشاهده  ييرگزا نيل جنيتشک و ها بافتم ي،ترميکل قاعدگيس
ش را مثبت کند و از يآزما نيکه ممکن است ا )۱۵, ۱۴( شود يم

 يد در زمان انجام آن بر رويلذا با ش بکاهد،يت آزماياختصاص
ن موارد ين پژوهش ايدر ا .ز توجه داشتين مسئله نيماران به ايب

ش يوانجام آزما يريماران وهم گروه شاهد قبل از نمونه گيهم در ب
 يها ميآنزگر از موارد مهم، مهار يد يکي .مد نظر قرار داشت

بود که به  يريماران هنگام نمونه گيک موجود در ادرار بيتيپروتئول
 يب قطعات دفعيباعث تخر تواند يمگر  از عوامل مداخله يکيعنوان 

ل يبه ظروف فن يريل قبل از نمونه کين دليدر ادرار گردد به هم
علاوه بر مهار  تواند يمن ماده يد اضاقه شد. ايت فلورايمتبل سولفون

ن يستئين، سيپسين و کموتريپسين پروتئازها مانند تريسر
ز مهار ين استراز را نيل کولين و استيپروتئازها مانند پاپائ

   .)۱۰(دينما
در مرحله سرطان درجا  يده کوچک توموردر روند سرطان، تو

)Ca.Insitu يباق ها سالا ي ها ماه، ممکن است ي) تکامل سرطان 
ز در آن مشاهده ين ييها رگ ير نکند وحتييتغ اش اندازهبماند و 

در تومورها مقدم بر متاستاز است  ييکه رگزا ييشود. از آنجا
در  ييعدم رگزا توان يم ن است کهين پزوهش ايه ما در ايفرض

مرحله سرطان درجا را با بالا بودن مقدار عوامل مهارکننده 
 ي) مربوط دانست. چن وهمکارانش برا ينيواستاتي( قطعات آنژ

، دودمان ها آن يونقش مهار ينيواستاتيد قطعات آنژياثبات تول
 توأم يمنينقص ا يدارا يها موشرا به  يانسان يتومورها يسلول

 ها موشاز ادرار  ينيواستاتيص قطعات آنزياز تخلوند زدند وبعد يپ
با فاکتور رشد  ييکه به منظور رگزا يه ايک مدل قرنيٱن را به 

ک شده و دچار پانوس گشته بود، اضافه کردند و يتحر يبروبلاستيف
ه يدر مدل قرن ييق مهار رگزايرا از طر ينيواستاتيقطعات آنژ وجود

قات ين گروه حاصل تحقينکه اينشان دادند. تا قبل از ا يبخوب يا
فقط در  ينيواستاتيقطعات آنژ شد يمخود را منتشر کند تصور 

)  (Lewis Lung Carcinomaس يه لوئير يموش ينومايکارس
  .)۱۶( شود يمد يتول

از به مدل ين پزوهش توانست بدون نيحاضر در ا يروش ابتکار
، صرف وقت يسلول يها کشتط ي، محيشگاهيوان آزمايح يه ايقرن

ماران مبتلا به يادرار ب يها نمونهم در ياد بطور مستقينه زيوهز
زا يرا با روش ال ينيواستاتيمعده قطعات آنژ ينومايآدنوکارس

ن يبکار رفته در ا يباد يآنتکند.  ييم شناسايمستق ييچيساندو

نوژن را يپلاسم ۶۸-۸۰ يص و واکنش با تواليتشخ ييروش توانا
ب يکه پس از تخر يه ايدرست در ناح ين توالي. ا)۹(دارد

 يها سلولک هنگام تهاجم يتينوژن توسط عوامل پروتئوليپلاسم
به خون  ين قطعات براحتيواقع شده است. ا شود يمجاد يم ايبدخ

مار يکه دارند در ادرار افراد ب يکم يل وزن مولکوليوبدل زندير يم
  .شوند يمافت ي

گر يز ديش از هر چيکه ب ييها تيمحدود نيتر مهماز  يکي
است  ينوظهور، موجب نگران يصيتشخ يها روش يهنگام معرف

و  ير ماديکاذب و صدمات جبران ناپذ يموارد مثبت و منف
ممکن است ببار  ها روشن يج حاصل از اياست که نتا يا يمعنو

مشابه هر  ييها تيمحدودن پژوهش، يشده در ا يآورد. روش معرف
د با يباپس از مثبت شدن  يعنيگر دارد يد يروش غربالگر

ن يج ايبا توجه به نتا صرفاًگردد. لذا  دييتأتر  يشات اختصاصيآزما
ن روش يص گذاشت. ضمن آنکه ايمار تشخيب يد رويش نبايآزما

ر قبل از انجام يساده و فراگ يرتهاجميک روش غيبعنوان  تواند يم
به پزشک جهت  ديآ يمبحساب  يتهاجم يکه روش يوپسيب

و  يص قطعيکمک کند، هرچند تشخ يماريب زودهنگامص يتشخ
از عوامل مخدوش کننده مانند  يحذف موارد مثبت کاذب ناش

باعث  توانند يمکه  ينه ايزم يها يماريبا يو ها يميبدخر يسا
، تومور مارکرها، ينيد به کمک علائم باليج گردند بايمثبت شدن نتا

  رد.يصورت گ يش پاتولوژيآزما تاًينهاو  يمولکول يها شيآزما
  

  يریگ جهینت
در افراد مشکوک  يماريص بيتشخ ين روش برايا که ييازآنجا

 جهت ازآن توان يم باشد يم يرتهاجميو غ خطر يب کاملاً يروش
 يتهاجم يصيتشخ يها روش هياول ينيگزيو جا يماريب يغربالگر
در صورت  شود يمتصور  يسود جست. از طرف يشناس بيآسمانند 

آف -ک کاتيف ين روش و تعريا تيت و اختصاصيش حساسيافزا
 )Cut – Off در  يشناس بيآس يها روشقبل از  ي) مناسب حت

ص داد و يمعده را بتوان تشخ ينومايمرحله سرطان درجا آدنوکارس
  را بالا برد. يماريشانس درمان ب

 
  و تشکر ریتقد

 يمعاونت محترم پژوهش يت ماليبا حما يقاتين طرح تحقيا
 لهيوس نيبدواحد بروجرد انجام شده است که  يدانشگاه آزاد اسلام

  .ديآ يمبه عمل  ين معاونت تشکر و قدردانياز زحمات ا
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Abstract 
Background & Aims: Solid tumors in their course of development have the stages of dysplasia, 
carcinoma insitu, angiogenesis, invasion and metastasis. In this process, peptide components having 
the ability of angiogenesis inhibition (angiostatin) are produced and due to their low molecular weight, 
they are filtrated. The purpose of this study is to study the probability of primary diagnosis of stomach 
adenocarcinoma in patients by the application of the filtered peptides in urine to introduce a non-
invasive and safe method. 
Materials & Methods: The randomized urine samples of 20 patients with stomach adenocarcinoma 
were compared with normal urine samples of 20 healthy people by means of the optimized direct 
sandwich ELISA in order to diagnose the peptide components. 
 Results: The results by means of T-test (P value< 0.05) showed a significant correlation between 
stomach adenocarcinoma and finding of these peptides in urine and they were completely in 
accordance with the results of pathologic tests. 
Conclusion: The comparison between results obtained in this study showed that by finding the 
peptides in patients' urine, a non-invasive and safe method was used for primary detection of stomach 
adenocarcinoma in suspicious patients which was performable before invasive methods (pathology); 
nevertheless, it is needed to confirm it with complementary tests similar to each screening method. 
Keywords: Adenocarcinoma, Angiostatine, Angiogenesis, ELISA, Neoplasm, Stomach 
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