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Koyun Orijinli Polimorf Nükleer Lökositlerde Toxoplasma gondii’ye 
Karşı Şekillenen Hücre Dışı Tuzağın Kantitatif Analizinde Picogreen 
ve Sytox Orange Boyalarının Karşılaştırılması 
Comparison of Picogreen and Sytox Orange Stains in Quantitative Analysis of Extracellular 
Trap Formed against Toxoplasma gondii in Polymorphonuclear Leukocytes from Sheep

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada in vitro şekillenen hücre dışı tuzak yapılarının omurgasını oluşturan DNA’nın kantitatif ölçümünde iki ekstrasellüler DNA boyasının 
(Sytox orange ve Picogreen) etkinliğinin karşılaştırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla koyun polimorf nükleer lökosit (PMN)-Toxoplasma gondii takizoit 
kültürü model olarak alınmıştır.
Yöntemler: Çalışma kapsamında koyunlardan izole edilen PMN ve T. gondii takizoitleri farklı sürelerde (30, 60, 90 ve 120 dakika) inkübe edilmiş ve 
reaksiyon sonucunda açığa çıkan ekstrasellüler DNA iki farklı boya ile boyanarak ölçülmüştür. 
Bulgular: Çalışma sonucunda 30 dakikalık inkubasyon dışındaki (p=0,014) inkubasyon sürelerinde açığa çıkan DNA’nın ölçümü bakımından iki boya 
arasında istatistiksel fark bulunmamıştır (p>0,05). 
Sonuç: İki boya arasında 30. dakikadaki boyanma farklılığı önemli bulunmuştur. Bu durumun sebebinin kullanılan boyaya ait boyama özelliği ile ilgili 
olabileceği düşünülmüştür. In vitro netosis çalışan araştırıcıların kısa süreli inkubasyon sonucunda şekillenen ekstrasellüler DNA’nın kantitatif analizinde 
iki farklı boya kullanmaları önerilmiştir. 
Anahtar Kelimeler: Hücre dışı tuzak oluşumu, nötrofil lökosit, Picogreen, Sytox Orange
Geliş Tarihi: 20.03.2018		  Kabul Tarihi: 17.05.2018

ABSTRACT

Objective: The present study aimed to compare the effectiveness of two extracellular DNA dyes (Sytox Orange and PicoGreen) in quantitative 
measurement of the DNA that forms the backbone of the extracellular trap structures in vitro. Toward this aim, the co-culture of polymorphonuclear 
leucocytes (PMNs) and Toxoplasma gondii tachyzoites isolated from sheep was selected as model.
Methods: T. gondii tachyzoites and PMNs isolated from the sheep were incubated for varied durations (30, 60, 90 and 120 min); the extracellular DNA 
released following this incubation was stained using two different dyes.
Results: In the present study, no statistical significant difference was observed between the two extracellular DNA dyes with regard to the measure-
ment of extracellular DNA released for all the incubation durations (p>0.05), except for the 30-min incubation (p=0.014).
Conclusion: There was a statistically significant difference at 30 min incubation time. This difference may be attributed to the staining properties of the 
dye. Researchers studying in vitro netosis are recommended to use two different extracellular DNA dyes for the quantitative analysis of extracellular 
DNA formed during short-term incubation.
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GİRİŞ

Zorunlu hücre içi yaşayan parazitik protozoon olan Toxoplas-

ma gondii; takizoit, bradizoit (doku kisti içinde) ve sporozoit 

(ookist içinde) olmak üzere üç farklı enfektif yaşam formuna 
sahiptir (1). Heteroksen gelişme gösteren T. gondii’nin yaşam 
çemberinde Felidae ailesi son konak, son konağı da kapsa-
yan pek çok omurgalı canlı arakonaktır (1, 2). 
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Çok hücreli canlılar evrimleri sürecinde, mikroorganizmaların yol 
açtığı enfeksiyonlardan korunmak, vücutlarında çeşitli sebeple-
re bağlı hasar görmüş ya da nekroze olmuş hücrelerden arınmak 
için çeşitli savunma mekanizmaları geliştirmiştir (3, 4). Bunlardan 
birisi ilk koruyucu tepkiyi oluşturan, hızla gelişen ancak patojene 
özgüllüğü olmayan doğal bağışıklık, diğeri ise olaya daha geç 
katılan ancak, etken özgüllüğü olan ve etkin savunma sağlayan 
kazanılmış bağışıklıktır (5). 

Vücuda mikroorganizmaların girmesini engelleyen doğal bağışık-
lık sisteminin fiziksel bariyerleri organizmanın ilk savunma hattını 
oluşturur (3). Burunda yer alan kıllar, dış ortama açık solunum ve 
üreme sisteminden salgılanan mukus, dış kulak kanalında üreti-
len salgı ile epitel hücreler arasında teşkil etmiş sıkı bağlantılar 
patojenin vücuda girmesini engellemek için fiziksel bir bariyer 
görevi görür (3, 6). Bu fiziksel bariyerlere ek olarak ter, tükürük 
ve gözyaşında bulunan enzimler, mide ve vaginadaki asit ortam, 
sindirim kanalındaki hidrolitik enzimler patojenlerle savaşta ilk sa-
vunma hattının kimyasal bileşenlerini oluşturur (6). Patojenler bu 
ilk savunma hattını atlatmayı başardığında devreye giren ikinci 
savunma hattı olan hücresel savunma, fagositoz ve antimikrobiyal 
proteinlerinin aktivitesiyle patojenle mücadele eder (6). 

Granülositler olarak da adlandırılan ve parçalı çekirdeğe sahip 
olan polimorf nükleer lökositler (PMN) üç farklı hücre grubunu 
barındırır; nötrofil, eozinofil ve bazofil. İnsan ve diğer memelilerin 
kan dolaşımında en fazla oranda bulunan nötrofiller (%60-70) yan-
gı bölgesine ilk ulaşan hücrelerdir. Bu hücreler akut enfeksiyon 
esnasında patojene karşı konakta şekillenen ilk yanıtta önemli rol 
oynar (7-9). Nötrofillerde patojene karşı üç farklı yanıt şekillenir; 
fagositoz, degranülasyon ve hücre dışı tuzak gelişimi (10, 11). 

Hücre dışı tuzak oluşumu, organizmaya giren patojenlere karşı ve 
otoyangısal durumlarda gelişmekte ve hücreye ait DNA, histon-
lar, granüler proteazlar, diğer sitoplazmik ve nükleer proteinleri 
katıldığı doğal bağışıklık mekanizmasıdır (10, 12). Nötrofiller do-
laşımda en bol bulunan lökositler olduğundan bu aktivite daha 
çok nötrofillerle özleştirilmiş olsa da, mast hücreleri, eozinofil ve 
makrofaj gibi bağışıklık sistemi hücrelerinde de hücre dışı tuzak 
oluşumu gözlenmiştir (13-15). Hücre dışı tuzak gelişimi yönünde 
aktive olan nötrofillerde çekirdek, granüler içerik ve sitoplazma 
birbiriyle karışır (10). Daha sonra hücre membranı parçalanarak 
bulutumsu bir görünüme sahip hücre dışı tuzak yapıları şekille-
nir (12, 16, 17). Granüler içerikler taşıyan hücre dışı tuzak yapıları, 
enfeksiyon bölgesindeki patojenlerin vücutta yayılmasını engel-
lemekte ve antimikrobiyal etki göstermektedir (12, 15).

Deneysel olarak in vitro ortamda şekillenen hücre dışı tuzaklar 
taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve floresans mikroskobu ile 
görülebilmektedir (10, 18). Ancak hücre dışı tuzakların elektron 
mikroskobu ile incelenmesinde bunların fibrin iplikçiklerinden 
ayırt edilmesi oldukça güçtür. Bunun yanı sıra histonlar, myelo-
peroksidaz ve kromatin iplikçikleri gibi hücre dışı tuzak yapılarına 
özgü unsurları bu mikroskopla ayırt etmek de mümkün olmamak-
tadır. Floresans mikroskop hücre dışı tuzakların kalitatif analizinde 
başarıyla kullanılmaktadır. Bu amaçla kullanılan floresans boyalar 
DNA’ya bağlanabildiklerinden hücrenin kromatinini dolayısıyla 
çekirdeğini görünür hale getirirler (3). Aynı zamanda histonlar, 
MPO ve elastaz gibi unsurlar ilgili floresans işaretli antikorlar ile 
boyanarak tespit edilebilir. In vitro ortamda şekillenen hücre dışı 

tuzakların kantitatif analizinde ise florometre ve flow sitometre 
kullanılabilir. Bu cihazlar özel floresans boya ile boyanmış protein, 
RNA ve DNA konsantrasyonundaki floresans ışımayı ölçer. 

Hücre dışı tuzak gelişimi üzerine çalışan araştırıcıların in vitro 
deneylerde şekillenen netosis esnasında gelişen tuzakların kan-
titatif analizinde farklı DNA boyaları kullandıkları görülmektedir 
(19-32). Konuyla ilişkin literatürde hücre dışı tuzakların kantitatif 
analizinde kullanılan bu boyaların etkinliğinin karşılaştırıldığı ya-
yına rastlanmamıştır. Bu çalışmada model olarak in vitro ortamda 
T. gondii takizoitleri ile inkube edilen koyun PMN’inde gelişen 
hücre dışı tuzak yapıları seçilmiştir. Bu modelde ekstrasellüler 
DNA’nın kantitatif analizi için kullanılan iki farklı floresans boyanın 
(Sytox Orange ve Picogreen) boyama etkinliğinin karşılaştırılması 
amaçlanmıştır.

YÖNTEMLER

Polimorf nükleer lökositlerin izolasyonu
Çalışma esnasında koyunlara yapılan uygulamalar için Kırık-
kale Üniversitesi Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli izin alınmıştır 
(02.02.2016 tarih ve 16/07 sayı). PMN’in izolasyonu amacıyla klinik 
olarak sağlıklı görünen 1 yaş üzeri koyunların (n=5) Vena jugu-
laris’inden usülüne uygun şekilde EDTA’lı kan tüplerine kan ör-
nekleri alınmış, % 0,2’lik PBS-EDTA solüsyonu ile karıştırıldıktan 
sonra Biocoll solusyonu kullanılarak tabakalandırılmıştır. 22 °C’de 
800×g hızda 35 dk süreyle santrifüj sonrası elde edilen PMN ara-
sındaki eritrositler hemolize edilmiş, ozmotik dengeyi düzenle-
yebilmek için 3 mL HBSS (10x) ilave edilerek santrifüj edilmiştir (4 
°C, 400×g, 10 dk). Neubauer hücre sayım kamarası ile elde edilen 
hücreler sayılmış ve RPMI-1640 kullanılarak 1 ml’lik hacimde 106 

PMN olacak şekilde sulandırmıştır. Elde edilen PMN’in canlılığı 
trypan blue solusyonu ile izole edilen PMN içinde nötrofil oranı 
ise Diff Quick boya solusyonu ile tespit edilmiştir.

Toxoplasma gondii takizoitleri 
T. gondii Rh suşuna ait takizoitler Türkiye Halk Sağlığı Kurumu’n-
dan elde edilmiştir. Solüsyonundaki takizoit sayısını belirlemek 
için Neubauer sayım kamarası kullanılmış ve mL’de 106 takizoit 
olacak şekilde RPMI-1640 kullanılarak sulandırmıştır.

PMN ve takizoitlerin in vitro kültürünün yapılması
PMN ile takizoit süspansiyonu 1:1 oranında steril reaksiyon tüpü 
içinde alınmıştır. Çalışmada pozitif kontrol olarak Zymosan ile 
aktive edilen PMN, negatif kontrol olarak da herhangi bir kim-
yasalla karşılaşmamış PMN kullanılmıştır. Çalışmada deney grup-
ları reaksiyon tüpleri ile negatif ve pozitif kontrol örnekleri 37̊C 
sıcaklıkta %5 CO2 içeren steril inkübatore alınmış ve 30, 60, 90 ve 
120 dk süreyle inkube edilmiştir.

Ekstrasellüler DNA’nın boyanması ve kantitatif ölçümü
Koyun PMN’i ve takizoit kültürlerinin (1:1 oranda) her bir inkübas-
yon süresinin bitiminde reaksiyon tüplerine MNase (5 U) eklen-
miş ve 15 dk süreyle aynı koşullarda inkübatörde tutulmuştur. Bu 
süre sonunda reaksiyon tüpleri santrifüj edilmiştir (4 °C, 300×g, 7 
dk). Santrifüj sonrasında her bir reaksiyon tüpündeki süpernatant 
96’lık immunpleytin kuyucuklarına aktarılmıştır. Her bir reaksiyon 
tüpünden çift kuyucuk çalışılmıştır 

İnkubasyon esnasında açığa çıkan ekstrasellüler DNA’nın kanti-
tatif ölçümü için kuyucuklardan birine Sytox orange boya solüs-
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yonu, diğer kuyucuğa ise Picogreen boya solüsyonu eklenmiştir. 
Pleyt 10 dk süreyle ışık görmeyecek ortamda inkübe edildikten 
sonra florometreye yerleştirilmiş ve 355/460-485/538 excitation/
emmision aralığında okutulmuştur. Bu çalışma farklı zamanda beş 
kez tekrarlanmıştır.

İstatistiksel Analiz
Çalışma sonucunda elde edilen veriler tanımlayıcı istatistiksel 
metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran, 
minimum, maksimum) ile değerlendirilmiştir. Hesaplamalar için 
The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Win-
dows, version 21 (IBM Corp.; Armonk, NY, ABD) istatistik paket 
programı ve NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007 
(Kaysville, Utah, USA) programı kullanılmıştır. Normal dağılım 
göstermeyen parametrelerin iki grup karşılaştırmalarında Mann 
Whitney U test, üç ve üzeri grup karşılaştırmalarında ise Krus-
kall Wallis test kullanılmıştır. Normal dağılım göstermeyen para-
metrelerin takiplerinin incelenmesinde de Friedman test ve ikili 
karşılaştırmalarında Wilcoxon Signed Ranks test kullanılmıştır. 
P değerinin <0,05 olduğu sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı 
kabul edilmiştir. 

BULGULAR

Koyunlara ait kan örneklerinen izole edilen PMN’in %95 oranında 
canlı olduğu ışık mikroskobik muayene ile tespit edilmiştir. Koyu 
mavi renkte boyanmış parçalı çekirdeğe sahip nötrofillerin izole 
edilen PMN stoğunda yoğun olduğu (%97) belirlenmiştir. 

İki farklı ekstrasellüler DNA boyasının etkinliğini belirlemek 
amacıyla model olarak seçilen koyun PMN’i ile T. gondii takizoit 
kültüründe farklı inkubasyon sürelerinde (30, 60, 90 ve 120 dk) 
şekillenen ekstrasellüler DNA miktarı Şekil 1’de görülmektedir. 
Çalışma sonucunda inkubasyon süresine bağlı (30. dk periyot 
hariç) açığa çıkan ekstrasellüler DNA’nın kantitatif ölçümünde 
iki boyanın etkinliği bakımından istatistiksel anlamlılık bulun-
mamıştır (p>0,05) (Tablo 1). Deneyde PMN: takizoit kültürünün 
30. dakikasında açığa çıkan DNA miktarının Sytox orange boya 
solusyonu kullanılarak ölçüldüğünde aynı deney sonuçlarının Pi-
cogreen boya solusyonu ile ölçümüne göre daha yüksek veriler 
elde edilmiş, sonucun istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlen-
miştir (p=0,014).

TARTIŞMA

Floresans mikroskopi in vitro gelişen hücre dışı tuzakların izlen-
mesinde başarı ile kullanılmasına rağmen bu tuzak yapılarının 
kantitatif analizinin de yapılması gerekmektedir. Bu amaçla ya-
pılan florometrik analiz in vitro hazırlanan enfeksiyöz etken: PMN 
kültürlerinin inkubasyonunda şekillenen netosis reaksiyonu esna-
sında hücre dışı alana çıkan DNA’nın kantitatif ölçülmesine da-
yanır. Bu reaksiyonda Picogreen, Sytox orange ve Sytox green 
gibi çeşitli extrasellüler DNA boyaları kullanılmaktadır (21, 26, 30). 
Bunlar hücre dışı alana çıkmış DNA’ya yüksek affiniteyle bağla-
nabilen, buna karşılık bütünlüğü bozulmamış hücrede yer alan 
DNA’ya bağlanamayan nitelikteki boyalardır (33). 

Çeşitli araştırıcılar tarafından in vitro dizayn edilen deneysel ne-
tosis çalışmalarda şekillenen ekstrasellüler DNA miktarının kan-
titatif ölçümü amacıyla farklı boyalar kullanılmış ve ekstrasellüler 
boya tercihinde herhangi bir kriter ya da özellik belirtilmemiştir 
(19-32). Bu boyalarından birisi Picogreen’dir (20, 22, 24, 26, 29). 
Guimaraes-Costa ve ark. (20), insandan elde ettikleri PMN’i Le-
ishmania amazonensis promastigotları ile in vitro kültüre etme-
leri sonucunda ortamda açığa çıkan DNA miktarını Picogreen 
kullanarak tespit etmiştir. Benzer şekilde Leishmania donovani 
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Şekil 1. Koyun PMN’i-T. gondii takizoit kültürünün çeşitli 
sürelerde inkubasyonu esnasında açığa çıkan ekstrasellüler 
DNA’nın Picogreen ve Sytox Orange boya solusyonu ile 
boyanması takininde florometre ile kantitatif ölçümü (AU: 
Arbitrary Unit).

Tablo 1. Deney gruplarında Picogreen ve Sytox Orange boya solüsyonu ile boyanan ekstrasellüler DNA miktarının florometre 
ölçümlerinden elde edilen sonuçlar

İnkubasyon süresi		  Picogreen	 Sytox Orange	 cp

30.dk	 Min-Mak (Medyan)	 1,509-3,942 (2,592)	 4,036-4,512 (4,251)	 0,014

	 Ort±Ss	 2,659±1,032	 4,290±0,193	

60.dk	 Min-Mak (Medyan)	 3,969-6,363 (5,101)	 4,140-6,586 (4,340)	 0,624

	 Ort±Ss	 5,134±1,332	 4,712±1,052	

90.dk	 Min-Mak (Medyan)	 4,868-6,338(5,908)	 4,215-6,379 (4,817)	 0,327

	 Ort±Ss	 5,755±0,702	 5,166±1,030	

120.dk	 Min-Mak (Medyan)	 4,534-7,706 (6,403)	 4,555-6,873 (5,455)	 0,624

	 Ort±Ss	 6,262±1,566	 5,701±0,962	
cMann Whitney U Test



promastigotları ile inkube edilen PMN’de şekillenen netosis re-
aksiyonunda ekstrasellüler DNA Picogreen ile belirlenmiştir (22). 
Keçi PMN’i ile inkube edilen Eimeria arloingi sporozoitleri ve 
ookistlerine karşı gelişen hücre dışı tuzak yapıları Picogreen ile 
boyanarak florometrik olarak ölçülmüştür (26). Besnoitia besnoiti 
takizoitleri ile inkube edilen sığır orijinli PMN’de gelişen tuzak ya-
pılarındaki hücre dışı DNA da Picogreen boya ile analiz edilmiştir 
(24). Benzer şekilde Cryptosporidium parvum ookistleri ve sporo-
zoitleri ile in vitro kültüre edilen sığır PMN’inde şekillenen hücre 
dışı tuzakları oluşturan temel unsur olan DNA, Picogreen boya ile 
boyanarak kantitatif olarak değerlendirilmiştir (29). 

Diğer ekstrasellüler DNA boyalarından olan Sytox orange ve Sytox 
green de in vitro netosis çalışmalarında hücre dışı tuzakların ana 
bileşeni olan DNA’nın kantitatif belirlenmesinde kullanılmaktadır 
(21, 30). Bu iki DNA boyası nükleik asitlere oldukça affinite göster-
mekte, sadece plazma membranı yırtılmış hücreleri boyamaktadır. 
Eimeria bovis’e ait sporozoitler, sığırdan izole edilen PMN ile in 
vitro ortamda karşılaştırılmış ve şekillenen ekstrasellüler DNA, Sy-
tox orange kullanılarak florometrik olarak ölçülmüştür (21). In vitro 
inkube edilen köpek orijinli PMN’de Neospora caninum takizoit-
lerin tetiklediği hücre dışı tuzak yapılarındaki ekstrasellüler DNA 
miktarının kantitatif analizi Sytox green ile yapılmıştır (30). 

Toxoplasma gondii’nin in vitro inkube edilen farklı canlılara ait 
PMN’lerde hücre dışı tuzak gelişimini tetiklemektedir (23, 28, 32). 
Fare, insan ve foktan izole edilen PMN’de T. gondii’ye karşı şekil-
lenen hücre dışı tuzak yapısının öğelerinden birisi olan ekstrasel-
lüler DNA miktarı Picogreen ile kantitatif ölçülmüştür (23, 28). T. 
gondii ile inkube edilen koyun ve sığır PMN’inde gelişen netosis 
reaksiyonunda şekillenen hücre dışı tuzak yapılarının omurgası-
nı teşkil eden DNA, Sytox green kullanılarak florometrik olarak 
analiz edilmiştir (32). Bu çalışmada, Picogreen ve Sytox orange’ın 
ekstrasellüler DNA’nın kantitatif analizinde etkinliğinin ortaya 
konulması amaçlanmış ve model olarak seçilen koyun PMN’in-T. 
gondii takizoitleri kültüründe açığa çıkan ekstrasellüler DNA’nın 
kantitatif analizine ait florometrik ölçüm sonuçları değerlendiril-
diğinde (30 dakikalık inkubasyon süresi haricinde) iki boya ara-
sında istatistiksel bir fark tespit edilmemiştir (p>0,05). Çalışmada 
PMN: takizoit kültürünün 30. dakikasında açığa çıkan DNA mik-
tarının Sytox orange boya solusyonu kullanılarak daha yüksek 
ölçüldüğü ve bu sonucun istatistiksel olarak anlamlı olduğu be-
lirlenmiştir (p<0,5). Bu durumun sebebinin kullanılan boyaya ait 
boyama özelliği ile ilgili olabileceği düşünülmüştür. Bu çalışmada 
seçilen her iki boya ölü hücrelerden açığa çıkan DNA’ya affinite 
gösteren floresans boyalardır. PMN’de hücre dışı tuzaklar pato-
jenle karşılaşmayı takiben yaklaşık 10 dakika içinde şekillenme-
ye başlamaktadır (15). Bu aşamada patojenle reaksiyona girerek 
tuzak oluşturmaya başlayan PMN aktive olmaktadır. Çalışmada 
kullanılan Sytox Orange’ın inkubasyonun başlangıcında pato-
jenle karşılaşmasını takiben hücre dışı tuzak oluşturma yönünde 
ilerleyen ve böylelikle ölüm sürecine giren hücreleri boyamada 
Picogreen’den daha etkin olduğu kanaatine varılmıştır.

SONUÇ

Canlının vücuduna giren patojen ajanlara mücadele ettiği yollar-
dan birisi olan netosis ve bu esnada şekillenen hücre dışı tuzak 
yapılarının mekanizmasının anlaşılması güncel ve araştırıcıların 
üzerinde durduğu önemi giderek artan bir konudur. Farklı pa-

razitlerin çeşitli canlı türlerine ait PMN’de şekillendirdiği hücre 
dışı tuzaklara ilişkin bazı kantitatif sonuçlar verilmektedir. Çalış-
malarda kullanılan ekstrasellüler DNA boyasının sonuçlar üzerine 
etkisi olup olmadığı hakkında bilgi literatürde mevcut değildir. 
Parazitlerle ilişkili in vitro netosis çalışmalarında yaygın kullanılan 
floresans özellikte DNA boyalarından ikisinin (Sytox orange ve Pi-
cogreen) etkiliğinin araştırıldığı bu çalışma sonucunda deneyin 
30 dakikalık inkubasyon periyodu dışındaki sürelerde istatistiksel 
yönden önemli bir farklılığa rastlanmamıştır. 
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