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В существующей клинической практике диагноз мягкого когнитивного сниже-
ния ставится на основе опроса пациента по мини-тесту оценки психического со-
стояния (Mini-Mental State Examination – MMSE) и шкале оценки болезни Альцгей-
мера (The Alzheimer’s Disease Assessment Scale – Cognitive Subscale – ADAS-cog), ко-
торые обладают высокой степенью субъективизма и не дают полноценного
представления о состоянии здоровья пациента. Нами проведена оценка эффек-
тивности использования диагностического индекса на основе активности хо-
линэстераз плазмы крови для подтверждения или опровержения диагноза мяг-
кого когнитивного снижения амнестического типа. В исследовании приняли
участие 69 человек: 36 пациентов с диагнозом мягкого когнитивного снижения
амнестического типа (а-МКС) и 33 здоровых добровольца. Диагноз а-МКС ста-
вили при наборе менее 28 баллов по MMSE и более 2 баллов по ADAS-cog. В ста-
ционаре производили забор крови и выделение плазмы у пациентов обеих групп.
На полученном биоматериале определяли активность форм бутирилхолинэсте-
разы с использованием метода Эллмана в сочетании с ингибиторным анализом.
Полученные данные активности атипичной и минорных форм использовали для
расчета индекса, отражающего факт наличия или отсутствия у пациента диагно-
за а-МКС. Были определены диагностические интервалы, характерные для па-
циентов с а-МКС и здоровых добровольцев. Сравнение распределения показате-
лей расчетного индекса по категориям диагноза осуществляли с помощью крите-
рия χ-квадрат с поправкой Йейтса в пакете статистических программ SPSS 22.
Результаты исследования показали, что диагностика на основе индекса соотно-
шения активностей атипичной и минорной изоформ по чувствительности и спе-
цифичности не уступает стандартным диагностическим шкалам, одновременно
является перспективным, малоинвазивным, быстрым и бюджетным способом
лабораторного подтверждения диагноза а-МКС. Предлагаемый в данной статье
расчетный диагностический индекс основан на данных лабораторного исследо-
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вания активности атипичной и минорных изоформ бутирилхолинэстеразы плаз-
мы крови пациентов с предварительным диагнозом а-МКС, что впервые дает воз-
можность подтвердить диагноз лабораторным методом, избегая субъективности.

Ключевые слова: мягкое когнитивное снижение, биомаркер, бутирилхолинэстера-
за, плазма крови, изоформы, расчетный индекс
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Характерной чертой современного общества большинства стран мира является
старение населения. В связи с этим заболевания, связанные с возрастом, приобре-
тают все большее значение для здравоохранения и общества в целом. Расстройства
познавательных функций, в частности синдром мягкого когнитивного снижения
амнестического типа (а-МКС), являются наиболее распространенной причиной
старческой деменции. а-МКС представляет собой начальную стадию развития ко-
гнитивного дефицита по пути формирования такого нейродегенеративного забо-
левания, как болезнь Альцгеймера (БА). Постановка диагноза а-МКС пациентам
производится на основании оценки их когнитивных функции в соответствии с ди-
агностическими критериями синдрома MKC [1] по шкале общего ухудшения ко-
гнитивных функций (Global Deterioration Scale – GDS [2]) и мини-тесту оценки
психического состояния (Mini-Mental State Examination – MMSE [1]). Однако на
ранних стадиях заболевания данные индексы и шкалы обладают низкой чувстви-
тельностью и специфичностью, а также большой долей субъективизма, что не всегда
позволяет своевременно поставить диагноз. Результатом является отсроченное при-
менение необходимых лекарственных препаратов, что снижает их эффективность и
приводит к необходимости применения более тяжелых и токсичных препаратов.

Таким образом, информативность традиционных критериев оценки наличия а-
МКС недостаточна. Это делает актуальным поиск и внедрение в клиническую
практику новых методов, в частности лабораторной диагностики, дополняющих
клинические шкалы и позволяющих своевременно диагностировать заболевание и
корректировать ход лечения, ориентируясь на лабораторные показатели плазмы
крови. В качестве таких перспективных биомаркеров нами в данной статье рас-
смотрена активность форм бутирилхолинэстеразы (БХЭ) плазмы крови.

Известно, что при постепенном развитии а-МКС происходит постоянно усили-
вающийся распад памяти и других когнитивных функций, который в терминаль-
ной стадии приобретает катастрофические масштабы [3]. Нарушение функциони-
рования холинэргической системы мозга характерно для БА, что также сопровож-
дается изменениями функционирования холинэстераз в периферической крови
[4–8]. В процессе развития БА активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) в мозге
снижается, тогда как активность БХЭ возрастает. Параллельно показано, что об-
щая удельная активность данного фермента значительно снижена в плазме крови
как в контрольной группе пожилых людей, так и при БА [9]. В проведенных нами
ранее исследованиях было показано, что общая активность БХЭ плазмы крови па-
циентов с диагнозом а-МКС ниже активности данного фермента плазмы крови па-
циентов контрольной группы на 17%, а при БА – на 38% процентов [10].

БХЭ содержится в различных тканях млекопитающих: в печени, сердце, эндоте-
лии сосудов, нервной системе и плазме крови. Характерной особенностью данного
фермента является отсутствие субстратного торможения. Генетические варианты
этого фермента обладают различной чувствительностью ко многим обратимым и
необратимым ингибиторам [11–19]. В популяции преобладает типичная форма
БХЭ (т-БХЭ), а активность всех остальных семидесяти генетических вариантов ли-
бо ниже, либо отсутствует полностью (S-вариант). Показано, что у пациентов, не-
сущих один из минорных генетических вариантов БХЭ в позднем возрасте в 2 раза
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увеличен риск заболевания БА [20]. Нами были выбраны следующие формы фер-
мента, как наиболее перспективные с позиции оценки вклада в изменение общей
активности: типичная (т-БХЭ), атипичная (а-БХЭ) и минорные (ми-БХЭ). Пред-
почтение типичной форме БХЭ было отдано потому, что она является преобладаю-
щей формой фермента, атипичная форма выбрана, поскольку также часто встреча-
ется в популяции и у некоторых людей может выступать в качестве основной фор-
мы БХЭ, что приводит к высокой чувствительности таких людей к анестетикам и
миорелаксантам. Минорные формы в данной статье – это совокупность остальных
вариантов БХЭ, поскольку в настоящее время отсутствует возможность разделить
их по критерию активности. Выбранные изоформы БХЭ имеют разную чувстви-
тельность к ингибиторам (сукцинилхолин, хлорид суксаметония, тизанидин, это-
пропазин и т.д.), что позволяет определить отдельно активность т- и а-БХЭ, а так-
же суммарную активность ми-БХЭ.

Целью данного исследования явилась оценка эффективности использования
диагностического индекса на основе активности БХЭ плазмы крови для подтвер-
ждения или опровержения диагноза мягкого когнитивного снижения амнестиче-
ского типа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами были обследованы 69 человек: 36 пациентов с диагнозом а-МКС (основ-
ная группа) и 33 пациента без нарушений внимания и памяти, составивших группу
контроля (КГ). Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием людей,
соответствуют этическим стандартам национального комитета по исследователь-
ской этике и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последующим изменениям или
сопоставимым нормам этики. Протокол исследования получил одобрение незави-
симого этического комитета ФГБУЗ Санкт-Петербургской клинической больни-
цы Российской академии наук (протокол № 240а от 20.01.2020 г.). Всеми пациента-
ми было подписано добровольное информированное согласие на участие в данном
исследовании.

Критериями включения пациентов в исследование было соответствие следую-
щим диагностическим критериям синдрома MКC [1]: 1) наличие жалоб на сниже-
ние памяти и объективно выявляемые признаки легкого когнитивного снижения
по результатам тестов; 2) оценка в диапазоне от 26 до 30 баллов по мини-тесту
оценки психического состояния (Mini-MentalStateExamination – MMSE [1]); 3) по-
вышение показателя до 2 баллов по шкале оценки болезни Альцгеймера (ADAS-
cog) [21]. В данное исследование включались только пациенты с MКC амнестиче-
ского типа. Критериями невключения в обеих группах являлись: отказ пациента от
участия в исследовании; наличие любой активной инфекции в период включения
в исследование; наличие онкологических заболеваний в период включения в ис-
следование; наличие аутоиммунных заболеваний; наличие хронических неинфек-
ционных заболеваний в стадии декомпенсации; наличие мягкого когнитивного
снижения сосудистого типа.

Забор крови у пациентов для анализа активности ферментов проводили в ваку-
умные пробирки с антикоагулянтом (Li-гепарин). Полученные образцы крови
центрифугировали при 2000 g в течение15 мин, а затем надосадочную жидкость
(плазму) повторно центрифугировали при 9000 g 20 мин.

Определение активности изоформ БХЭ плазмы крови осуществляли по методу
Эллмана [22] в комбинации с ингибиторным анализом [23] в 96-луночных планше-
тах в присутствии синтетического субстрата бутирилтиохолина (БТХ, 100 мМ;
“Sigma”, Великобритания) и ингибиторов (хлорида суксаметония, тизанидина и
этопропазина). Оптическую плотность измеряли на планшетном спектрофотомет-
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ре (Immuno Chem-2100, Microplate Reader, США) при длине волны 405 нм. Полу-
ченные с прибора данные оптической плотности использовали для расчета удель-
ной активности фермента (нмоль БТХ/мг белка × мин). Количество белка в пробе
нормировалось по методу Бредфорда [24]. Метод Эллмана без применения инги-
биторов позволяет определять общую удельную активность БХЭ, тогда как приме-
нение различных ингибиторов (суксаметония хлорида, тизанидина и этопропази-
на) дает возможность отделить активности типичной и атипичной форм от сум-
марной удельной активности минорных форм. На основании соотношения
активности атипичной и минорной форм БХЭ рассчитывали индекс и проводили
определение диагностических интервалов на основании предварительных анали-
зов показателей контрольной группы (n = 36). Контрольные значения сопоставля-
ли с данными, полученными ранее и использованными для написания патента
№ 033501 “Способ дифференциальной диагностики ранней или выраженной ста-
дии ревматоидного артрита с остеоартритом”, в котором была проанализирована
активность форм БХЭ у пациентов с диагнозом ревматоидного артрита (РА) и кон-
трольной группы здоровых доноров [23]. Данные пациентов контрольной группы
позволили определить границы диагностических интервалов нормы, применяемые
в данном исследовании.

Статистическая обработка данных
Расчет оптимального размера выборок проводился на основе заранее проведен-

ного пилотного эксперимента с использованием программы K.M. Sullivan
(http://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm). Сравнение распределения паци-
ентов по категориям диагноза осуществляли с помощью критерия χ-квадрат с поправ-
кой Йейтса в пакете статистических программ SPSS 22. Для каждого из 3 критериев
(соотношение активностей а-БХЭ/ми-БХЭ vs ADAS vs MMSE) определяли специ-
фичность и чувствительность метода. Специфичность определялась как доля истинно
отрицательных случаев, выраженная в процентах от общего количества отрицатель-
ных диагнозов, а чувствительность – как доля истинно положительных случаев, выра-
женная в процентах от общего количества положительных диагнозов МКС.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Средний возраст пациентов с диагнозом а-МКС составил 56 ± 21 год, 12 мужчин
и 24 женщины; группа контроля включала 18 мужчин и 15 женщин в возрасте 51 ±
± 23 года. Демографические характеристики групп статистически значимо не раз-
личались.

В группе пациентов с а-MКC медиана длительности заболевания составила 7 (1;
10) лет. Пациенты из группы а-MКC имели незначительные, но статистически до-
стоверные изменения когнитивных функций по сравнению с контролем, которые
выражались в снижении по шкале MMSE до 28.15 ± 0.82 балла и повышении пока-
зателя ADAS-cog до 2 баллов (табл. 1).

С помощью диагностических критериев ADAS и MMSE клиницистами было по-
ставлено 33 диагноза “здоров” (КГ) и 36 диагнозов “а-МКС”.

В ходе лабораторного исследования плазмы крови по определению удельной ак-
тивности разных форм БХЭ показано, что у пациентов обеих обследованных групп
наибольшую активность имеет т-БХЭ, тогда как активность а-БХЭ и ми-БХЭ ниже
в среднем на 63 и 58% соответственно. При этом у пациентов с диагнозом а-МКС
активность всех исследованных изоформ фермента достоверно ниже относительно
контрольной группы условно здоровых доноров (рис. 1).

Двухфакторный анализ полученных данных показал, что различия средних зна-
чений активности разных форм БХЭ у пациентов с а-МКС и контрольной группы
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больше, чем можно было бы ожидать случайно, и при статистически значимой раз-
нице (р ≤ 0.001).

Более того, выявлено, что у пациентов с диагнозом а-МКС на фоне снижения
активности БХЭ меняется и вклад ее изоформ в общую активность. Так, на фоне
снижения показателей удельной активности изоформ БХЭ, вклад активности ати-
пичной формы возрастает (рис. 2).

В среднем по обеим группам пациентов удельная активность а- и ми-БХЭ ниже
удельной активности т-БХЭ на 39 и 58% соответственно.

Использование показателей удельной активности изоформ БХЭ неудобно для це-
лей клинической и лабораторной диагностики. В связи с этим была предпринята раз-
работка расчетного коэффициента на основе соотношения активности наиболее ин-
формативных изоформ БХЭ и определение диагностических интервалов, которые
обладают наибольшей предсказательной силой при постановке диагноза а-МКС. 

Рис. 1. Удельная активность изоформ БХЭ (BChE) в плазме крови пациентов с диагнозом а-МКС и па-
циентов без нарушения внимания и памяти (КГ). * – обозначены статистически значимые различия
удельной активности т-БХЭ (t-BChE) между КГ и а-МКС, # – обозначены статистически значимые
различия удельной активности а-БХЭ (a-BChE) между КГ и а-МКС;  – обозначены статистически зна-
чимые различия удельной активности ми-БХЭ (mi-BChE) между КГ и а-МКС (р ≤ 0.001).
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Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, включенных в исследование

*  Статистически значимые различия по сравнению с контролем (p < 0.05).

Этап заболевания Средний возраст, годы MMSE, баллы ADAS-cog, баллы

Контрольная группа (n = 33)
– 51 ± 23 31.05 ± 0.01 1.00 ± 0.00

Мягкое когнитивное снижение амнестического типа (n = 36)
Додементный 56 ± 21 28.15 ± 0.82 2.00 ± 0.00*
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В результате проведенного анализа было показано, что наибольшую предсказа-
тельную силу имеет отношение активности атипичной формы БХЭ к ее минорным
формам. В соответствии с выбранным подходом диагностический интервал груп-
пы условно здоровых доноров находится в пределах от 0 до 1.5, тогда как для а-
МКС от 1.6 до 2.5.

По специфичности предложенная нами лабораторная диагностика на основе
диагностического индекса на 94.6% соответствует существующим критериям
ADAS и MSSE и в настоящий момент не имеет аналогов в мировой практике.

Рис. 2. Вклад активности типичной (т-БХЭ, голубой сектор), атипичной (а-БХЭ, желтый сектор) и ми-
норных форм (ми-БХЭ, красный сектор) в общую активность БХЭ плазмы крови. (a) – пациенты без
нарушений внимания и памяти. (b) – пациенты с диагнозом а-МКС. Данные представлены в % от об-
щей активности. Различия вклада удельной активности каждой формы БХЭ между КГ и а-МКС стати-
стически значимы (р ≤ 0.001).
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Рис. 3. Сравнение диаграмм, полученных на основе тестирования исследуемых групп пациентов по
шкале MMSE и с использованием разработанного диагностического индекса. а – разброс показателей в
исследуемых группах по шкале MMSE; b – разброс показателей по индексу на основе расчета соотноше-
ния активности а-БХЭ (a-BChE) и ми-БХЭ (mi-BChE). Данные представлены как Ме ± SEM. * – стати-
стически значимые различия между группой контроля и пациентами с диагнозом а-МКС при р < 0.0001.
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В ходе проведенного исследования абсолютно все случаи позитивного диагноза
а-МКС на основе анализа БХЭ плазмы крови подтвердились результатами диагно-
стики по ADAS и/или MSSE, при этом случаи постановки ложно позитивного диа-
гноза отсутствовали. Это позволяет сделать вывод, что предлагаемая методика об-
ладает достаточно высокой специфичностью к обнаружению а-МКС (табл. 2).

На основе полученных данных можно сделать заключение, что предложенная на-
ми диагностика с использованием ингибиторного анализа активности разных форм
БХЭ плазмы крови диагностирует только доподлинно больных и пригодна для ис-
пользования в тех случаях, когда лечение больного связано с серьезными побочны-
ми эффектами и гипердиагностика пациентов нежелательна. Более того, этот пока-
затель может быть информативным и для ранней оценки развития а-МКС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из литературных данных известно, что основная функциональная роль в работе
холинэргической системы мозга принадлежит АХЭ, тогда как функцией БХЭ явля-
ется дублирование роли АХЭ в условиях функциональной недостаточности по-
следней [25]. АХЭ в головном мозге экспрессируется как в холинэргических ней-
ронах, так и в тех, где отсутствуют какие-либо маркеры холинэргической нейро-
трансмиссии [26, 27]. БХЭ локализуется главным образом в глиальных клетках, а в
нейронах и эндотелиальных клетках капилляров ее концентрации минимальны.
Многочисленные исследования посвящены изучению роли АХЭ в патогенезе БА в
связи с тем, что она занимает главенствующее положение в головном мозге по
сравнению с БХЭ. Однако в последнее десятилетие все больше внимания уделяет-
ся роли БХЭ в формировании патологических изменений характерных как для БА,
так и для предполагаемой промежуточной стадии ее развития – а-МКС [28–32]. В
частности, известно, что БХЭ влияет на развитие БА, но не сама по себе, а при на-
личии аполипопротеина E epsilon 4 (АроЕε4) [33]. Проведенные нами ранее иссле-
дования удельной активности данного фермента в плазме крови пациентов с диа-
гнозами а-МКС, БА и контрольной группы доноров показали, что этот параметр
позволяет дифференцировать оба состояния друг от друга и от пациентов без нару-
шения внимания и памяти [10]. Однако полученные предварительные данные не
дали ответ на вопрос за счет снижения или изменения соотношения активности
каких форм происходит уменьшение общей активности БХЭ. Кроме того, сам по
себе показатель активности неудобен для применения в рамках клинической лабо-
раторной диагностики, и его сложно включить в существующие диагностические
шкалы. Данные факты послужили предпосылками проведения публикуемого в
данной статье исследования, посвященного определению активности изоформ
БХЭ и разработке расчетного индекса, основанного на их соотношении, в качестве
возможной диагностической стратегии для лабораторного подтверждения диагно-
за а-МКС. Результаты проведенного исследования позволили продемонстриро-

Таблица 2. Распределение пациентов по категориям диагноза

Число степеней свободы равно 3; связь между факторным и результативным признаками статистически
не значима, уровень значимости р > 0.05.

Диагноз Истинно-
позитивных

Истинно-
негативных

Ложно-
позитивных

Ложно-
негативных

Чувствитель-
ность, %

Специфич-
ность, %

ADAS 36 33 0 0 – –
MSSE 36 33 0 0 – –
Индекс а-
БХЭ/ми-БХЭ

30 33 0 6 84.6 100

vera_
Записка
убрать пробел
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вать, что у пациентов с а-МКС происходит статистически значимое снижение ак-
тивности всех проанализированных изоформ БХЭ по сравнению с пациентами без
выраженных нарушений внимания и памяти.

Сопоставительный анализ различных комбинаций соотношения т-, а- и ми-
БХЭ показал, что наибольшую предсказательную силу для подтверждения диагно-
за а-МКС имеет отношение активности атипичной БХЭ к ее минорным формам.

Важно отметить, что предпочтение атипичной форме было отдано потому, что
на фоне снижения удельной активности БХЭ при а-МКС ее вклад в общую актив-
ность возрастает, тогда как вклад типичной и минорной изоформ снижается. Это
дало нам возможность предположить компенсаторную функцию а-БХЭ при сни-
жении активности т-БХЭ на фоне развития когнитивного дефицита. Минорные
формы БХЭ были выбраны, поскольку при применении лекарственных препара-
тов для купирования симптомов развивающегося а-МКС угнетается активность
как типичной, так и, в меньшей степени, атипичной форм [29], тогда как сведений
о подавлении активности минорных форм нет.

Диапазон полученного на основе соотношения активностей двух выбранных
изоформ диагностического индекса для контрольной группы пациентов составил
от 0 до 1.5, тогда как для группы пациентов с диагнозом а-МКС – от 1.6 до 2.5, что
позволило различить пациентов этих двух групп. В 94.6% случаев постановки диа-
гноза а-МКС по расчетному индексу на основе БХЭ совпадали с диагнозами, по-
ставленными по ADAS и MSSE. В отличие от диагностических шкал когнитивной
функции, данный индекс основан на лабораторных показателях активности изо-
форм БХЭ плазмы крови пациентов и позволяет быстро проводить скрининговые об-
следования широких групп населения с целью выявления а-МКС даже до проведения
тестирования с использованием шкал на приеме у профильного специалиста.

Диагностический индекс на основе соотношения активности атипичной и ми-
норных изоформ БХЭ плазмы крови позволяет достаточно точно подтверждать на-
личие а-МКС. Результаты исследования представляют большой практический ин-
терес для внедрения в клиническую лабораторную диагностику. Разработанная на
основе данного исследования диагностическая тест-система обладает небольшой
себестоимостью в производстве, при этом позволяет производить одновременное
тестирование образцов, полученных от 32 пациентов. Для проведения исследования
требуется небольшой объем крови (1 мл), что имеет большое значение при работе с па-
циентами, находящимися на стационарном обследовании, постоянно проходящими
процедуру забора больших объемов крови на различные исследования.

Предлагаемый диагностический индекс является единственным в своем роде
лабораторным критерием подтверждения диагноза а-МКС, обладающим высокой
чувствительностью и специфичностью. Он не заменяет собой имеющиеся диагно-
стические шкалы, а лишь дополняет их, позволяя с большей уверенностью уста-
навливать диагноз и наиболее эффективно подбирать лечение.
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In current clinical practice the diagnosis of the amnestic-mild cognitive impairment
(a-MCI) is made on the basis of a patient’s mini-mental state examination (MMSE)
and the Alzheimer’s disease assessment scale cognitive subscale (ADAS-cog), which
have a high degree of occurrence of subjective bias and do not give a complete picture of
the patient’s health status. We have evaluated the effectiveness of a diagnostic index
based on the activity of blood plasma butyrylcholinesterases (BChE) to confirm or refute
the a-MCI diagnosis. The study involved 69 people: 36 patients diagnosed with a-MCI and
33 healthy volunteers. The a-MCI was diagnosed when the score was less than 28 points on
the MMSE and more than 2 points on ADAS-cog scales. Collection of blood and plas-
ma separation from patients of both groups have been performed in a hospital setting.
The activity of BChE forms was analysed by Ellman’s method combined with inhibitor
analysis. The data on the activity of the atypical and minor forms of BChE were used to
calculate an index correlating with the a-MCI diagnosis. Diagnostic intervals character-
istic of patients with a-MCI and healthy volunteers have been determined.

Keywords: mild cognitive impairment, biomarker, butyrylcholinesteras, blood plasma,
isoforms, calculated index
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