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PHUGNG PHAP PINH LUONG HINH THAI PANH GIA
KET QUA NHUOM HOA MO MIEN DICH BOC LO DAU AN
KHANG NGUYEN CD31, CD34 TREN TE BAO NOI MO VI MACH
MO DA SAU XA TRI
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TOM TAT

Phuong phap dinh Iwgng hinh thai cho phép danh gia dinh lwong va dinh tinh mét
céach khach quan biéu hién cta cac qua trinh sinh ly bénh, gidi phdu bénh. Véi muc tiéu
g dung phuong phép dinh lwong hinh thai trong dénh gié két qué nhuém héa mé mién
dich chung téi tién hanh thuc nghiém danh gia mirc d6 biéu 16 ddu én khéang nguyén
CD31,CD34 trén té bao néi mé vi mach mé da sinh thiét tir 30 bénh nhan sau xa tri & 3
ving khéc nhau: Trung tdm & loét, viing thdm nhiém va vung ria.

Két qua danh giad mirc do phan g héa mé mién dich théng qua viéc tinh ti Ié dién tich
tuong dbng véi két qua tinh ti 1é tao mach méu trong mdu mé da sau xa trj duong tinh véi
CD31 va CD34, bao dam dd chinh xac va dé tin cay cao, phu hop v&i cac nghién cteu truéce
day da duwoc céng bd, xa tri lam tdng mirc do biéu hién dau &n khéang nguyén CD31 va
CD34. Thanh céng trong nghién cteu ap dung phuwong phap dinh ltrong hinh thai danh gia
két qud nhuém héa mé mién dich boc 16 déu &n khéang nguyén CD31, CD34 trén té bao
néi mé vi mach mé da sau xa tri cho théy trién vong tiép tuc tng dung phuong phap dinh
lwong hinh thai dbi véi cac nghién ciwu tiép theo vé héa mé mién dich.

Twr khéa: Dinh luong hinh thai (morphometry), quan tréc hé théng (system stereology),
héa mé mién dich, xa tri, tén thuong vi mach, CD31, CD34.

SUMMARY

Skin damage is one of the most frequent side effects during radiotherapy in patients
with cancer diseases. In this study, the quantitative morphological method was used to
assess the level of CD31 and CD34 expression on the skin microvascular endothelial cells
after radiotherapy.
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We collected thirty radiation-ulcer skin samples, each of which has three studied
regions: the center (zone 1), the affected (zone 2), and the outside (zone 3) of the
radiation-induced skin ulcer. We found that, the surface density (Sv) and length density
(Lv) of a blood vessel with CD31 and CD34 positive decreased statistic significantly from
center to outside of the ulcer. We conclude that our developed morphological quantitative
method could be used to evaluate the results of CD31 and CD34 expression on skin
microvascular endothelial cells after radiotherapy. Moreover, the success of our study
may permit the following application of this morphological quantitative method for analysis

of further immunohistochemistry studies.

Keywords: Radiation-induced ulcer, radiotherapy, morphometry, immunohistochemistry,

CD31, CD34.

1. DAT VAN DE

Tén thwong mé khu trd sau xa tri bao
gdém hoai t&r va nhirng bién ddi hinh thai ciu
tric khac clia mo (xo hdéa quanh mach, gidn
tinh mach nhd, tdc mach va xuét huyét) gay
ra do tac dung phu cla qua trinh xa tri [4].
Trong d6, tbn thwong mach mau do tac dung
phu cla qua trinh xa tri 1a mét trong nhirng
nhan t& quan trong lam cho tb chirc binh
thwong clia co thé bi teo dét, xo' hda va hoai
tlr sau xa tri [1,2,3,4].

Vé&i muc tiéu danh gia mire d6 va vai trd
cda tdn thwong vi mach mau do xa tri ngudi
ta thwdng str dung phwong phap héa mod
mién dich nhdm boc 16 khang nguyén CD31
va CD34 trén bé mét té bao ndi md thanh vi
mach. Tuy nhién, viéc danh gia muc dd
phan (rng héa mé mién dich ma&i chi mang
tinh dinh tinh (&m tinh - dwong tinh) hoac
ban dinh lwong véi viéc ap dung phd bién
la phwong phap danh gia theo thang diém
“+” dwa theo cwdng d6 phan tng va ti 1é té
bao hodc sb lwong mach mau cé phan trng
mién dich [1,2,3,4]. Do d6, két qua danh
gia chuwa thuc sw khach quan. Sai s6 hé
thdng va sai sb théng ké cla phwong phap
ciing rat kho xac dinh.

Phwong phap dinh Ivgng hinh thai trén
co s& quan trac hé thdng (system stereology)
khéng phai 1a méi dbi véi cac nha nghién
ctru hinh thai. N6 cho phép s dung két qua
quan trac trén mét cat (2D) clia cau tric (tiéu
ban moé) dé suy ra cac tinh chét trong thé tich
(3D) clia cAu truc dé. T dé danh gia dinh
lwong va dinh tinh mét cach khach quan biéu
hién clia cac qua trinh bénh hoc, cac bénh,
sinh ly bénh, giai phau bénh..., déng thoi loai
bd nhirng sai sb do do dém, cling anh huéng
chd quan clia nguwdi nghién ctru [1,2].

Do vay, v&éi muc tiéu wng dung
phuwong phap dinh lwgng hinh thai trong
danh gia két qua nhuém héa mé mién dich
chang téi tién hanh thyc nghiém danh gia
mic d6 biéu 16 dau &n khang nguyén
CD31,CD34 trén té bao ndi md vi mach
mo da sau xa tri.

2. DOI TUONG VA PHUGNG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Béi twong nghién ciru

Trén tébng s6 30 bénh nhan sau xa tri,
véi mbi bénh nhan tién hanh phau thuat cat
bd tdn thwong va 14y mau sinh thiét tir 3
vung khac nhau: (1) Trung tam & loét, (2)
vung tham nhiém, (3) vung ria (Hinh 2.1).
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Hinh 2.1. Ba vi tri sinh thiét tdn thwong
(1: Vung trung tam, 2: Vung tham nhiém, 3: Ving ria)

Céc mau sau khi duc Paraphin dwoc
cat véi dd day 4pm va lan lwot duoc
nhuém héa mé mién dich dé boc 16 dau an
khang nguyén CD31 va CD34. Ung Voi
tirng viing nghién ctru, téng sb thu dworc:

- 30 tiéu ban vi thé, mbi tiéu ban gébm 3
lat cat tr 3 vi tri sinh thiét twong ng,
nhudm hoa md mién dich boc 16 CD31.

- 30 tiéu ban vi thé, mbi tiéu ban gbm 3
lat cat tr 3 vi tri sinh thiét twong ng,
nhudm héa md mién dich bdc 16 CD34.

2.2. Phwong phap nghién ctru

2.2.1. Chup anh tiéu ban & dé phong dai
400 Ian

- Chup 5 anh/lat cat (vi truong chon
ngau nhién, 4 anh xung quanh va 1 & gitra
lat cat).

o
wl

- Trén mbi tiéu ban c6 3 lat cat twong
&ng V&i vi tri viing 6 loét, viing tham nhiém
va vung ria (chng).

- Tiérj hanh dinh Iuo’ng hinh thai trén
tlrng lat cat nay va so sanh két qua véi nhau.

2.2.2. Tinh ti 1é dién tich mach mau
(dwong tinh véi CD31, CD34) trén mét
don vi thé tich (Sv)

St dung phwong phap dinh lvong hinh
thai test duwong (Test lines) [1,2]. Cu thé
nhw sau:

- Dung phan mém ImageJ (cta Vién Y
hoc qudc gia My) m& anh chup tiéu ban.

- Chon ché d6 dat lwéi (Grid) ngau
nhién |én tiéu ban (Hinh 2.2).

Hinh 2.2: Ché d6 dit lwéi ngau nhién trén tiéu ban
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- Tinh tébng d6 dai dwodng ngang (8
dwong) va dwong doc (10 dwong) (L).

- Tinh sb lwong cac 1an dwdng ngang
va doc cat qua mach mau dwong tinh véi
phan (rng hda mé mién dich (2).

- Tinh ti I1&é dién tich mach mau trén
mot don vi thé tich (Sv) theo cong thirc

Sv=27Z/L [1,2]
- Tinh sai sb twong dbi (E)

Ew = K*/Z'2.100% [1,2]

:?’-x:‘ L.
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+ K la hé sé dang phuong, trong
trwong hop nay K = 0,45 do mach mau
phan bo theo hwéng khéng xac dinh.

+1t=1,96 v&ip < 0,05

2.2.3. Tinh ti 1é d6é dai mach mau (dwong
tinh véi CD31, CD 34) trén mét don vi
thé tich (Lv)

S dung phwong phap dinh lvgng hinh
thai test mat (Test planes) [1,2]. Cu thé
nhw sau:

- Dung phan mém ImageJ (cta Vién Y
hoc qudc gia My) mé anh chup tiéu ban
(Hinh 2.3),

Hinh 2.3: Anh chup tiéu ban

- Tinh dién tich anh vi trwong theo
thwdc chuan trén anh (A).

- Tinh sb lwong mach mau trong khudn
khé vi truong (Q)

- Tinh ti 1é d dai mach mau trén moét
don vj thé tich (Lv) theo cong thirc

Lv=2 Q/A [1,2]

- Tinh sai s6 twong dbi (E)
Ew = K*/Q"2.100% [1,2]

+ K la hé sé dang phuwong, trong
trwong hop nay K = 0,45 do mach mau
phan bb theo hwéng khéng xac dinh.

+1=1,96 v&ip <0,05
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3. KET QUA

3.1. Két qua nhuém héa mé mién dich véi CD31

3.1.1. Két qua tinh ti Ié dién tich mach méu dwong tinh véi CD31 trén mét don vi thé

tich (Svcps1)

Bang 1. Téong hop két qua tinh ti 1é dién tich mach mau dwong tinh
v&i CD31 trén méot don vi thé tich (Svepsi)

Cac vung sinh thiét Ving 6 loét (1) Vung tham nhiém (2) Vung ria (3)
Sv(mm™) 53 2,9 1,7
Sai s6 twong déi véi p = 0,05 1,97% 2,66% 3,43%
Gia tri p (T-test) p13< 0,0001 p2s < 0,0001 pr2< 0,0001

Ghi chu: p13 Ia gia tri cta p khi kiém ching két qué so sanh ving 6 lét va vang ria
p23 14 gid tri cda p khi kiém chirng két qué so sénh viing thdm nhiém va ving ria
p12 la gia tri cha p khi kiém ching két qua so sanh ving 6 loét va ving tham nhiém

Nhan xét:

- Sai sb twong dbéi ctia phwong phap
dinh lwong gia tri Sy déu dudi 5%, gia tri
nay la cé thé chap nhan duwoc trong nghién

- Gia tri Sycps1 vung 6 loét va ving
tham nhiém cao hon so véi ving ria. Cac
két qua so sanh nay déu cé y nghia théng
ké v&i p < 0,0001 khi kiém chirng bang test

T ghép cap (Hinh 3.1).

ctru y hoc.
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Hinh 3.1. Hinh anh béc 16 dau an khang nguyén CD31 trong chan bi cac mau da nghién ctru.
Mcrc d6 biéu 16 dau 4n khang nguyén giam dan ttr viing 6 loét dén ving tham nhiém va
vung ria. Nhuém héa mé mién dich vé&i khang thé khang CD31. x 400.
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3.1.2. Két qua tinh ti 1é d6 dai mach méu dwong tinh véi CD31 trén mét don vj thé

tich (L vco31)

Bang 2. Téng hop két qua tinh ti 1é dd6 dai mach mau dwong tinh véi CD31
trén mot don vi thé tich (Lvcps1)

Cac vung sinh thiét Ving 6 loét (1) | Vung tham nhiém (2) | Vung ria (3)
L, (mm?) 98,35 70,03 47,62
Sai s6 twong déi (%) véi p = 0,05 3,51 4,16 5,04
Gia tri p (T-test) p13 < 0,0001 p2s = 0,0003 pr2 = 0,0004

Ghi chu: - p13 Ia gia tri cta p khi kiém chimg két qué so sénh ving 6 Iét va vang ria
- p23 13 gid tri cda p khi kiém chimg két qué so sénh ving thdm nhiém va ving ria
- p12 la gia tri cba p khi kiém ching két qua so sanh ving 6 loét va vang tham nhiém

Nhan xét:

- Sai sb twong dbéi ctia phwong phap
dinh lwong gia tri Lvcpsr déu dwdi 5%, gia
tri nay la cé thé chap nhan dwoc trong
nghién ctru y hoc.

- Gia tri Lvcps1 vuing 6 loét va vung tham
nhiém cao hon so v&i vung ria. Cac két
qua so sanh nay déu coé y nghia thdéng ké
véi p < 0,0001 khi kiém chirng bang test-T
ghép cap (Hinh 3.1).

Nhw vay, két qua dinh lwong ca gia tri
Svcpst Va Lvepst d&u cho thdy, cac gia tri

nay gidm dan t ving 6 loét dén ving
tham nhiém va vung ria. Do mirc dd biéu
hién dau an khang nguyén CD31 ti lé
thuén VOi gié tri Svc|331 va LVCD31 . Vi Véy,
tr két qua dinh lwong hinh thai nay ta co
thé két luan: M&c dd biéu hién dau an
khang nguyén CD31 ting dan t vang ria
dén vung tham nhiém va vuang 6 loét. Noi
cach khac, két qua xa tri lam tang murc do
biéu hién dau 4n khang nguyén CD31 tai
vung da bj tén thwong.

3.2. Két qua nhuém héa mé mién dich véi CD34

4.2.1. Két qua tinh ti Ié dién tich mach mdu dwong tinh véi CD34 trén mét don vj thé

tich (Svcpss)

Bang 3. Téng hop két qua tinh ti I1é dién tich mach mau dwong tinh véi CD34
trén mot don vi theé tich (Svcpsa)

Cac vung sinh thiét Vung 6 loét (1) Vung tham nhiém (2) Vung ria (3)
Sv(mm™) 29 2,5 272
Sai sb twong dbi (%) véi p = 0,05 2,57 2,79 2,93
Gia tri p (T-test) p13 = 0,00058 p2s = 0,07883 p12 = 0,27767

Ghi chu: - p1s la gia tri cia p khi kiém ching két qué so sanh ving é Iét va ving ria
- p23 la gia tri cta p khi kiém ching két qua so sénh vung tham nhiém va ving ria
- p12 la gié tri cba p khi kiém ching két qua so sanh ving 6 loét va ving thdm nhiém
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Nhéan xét:

- Sai s6 twong ddi clia phuong phap
dinh lwgng gia tlri Sy déu duwéi 5%, gia tri
nay la co6 thé chip nhan dwoc trong nghién

clru y hoc.

- Gia tri Svwcpss vung 6 loét cao hon

0,00058). Gia tri Svcpss VUng tham nhiém

cao hon cling ria va cung 6 loét cao hon
vung tham nhiém, nhung khéng cé y nghia
thdng ké do p > 0,05. M&c du vay, ta van

thdy dwoc xu hwéng gidm dan gia tri Svcpas

tr vang 6 loét, qua vung tham nhiém, dén
vung ria (Hinh 3.2).
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Hinh 3.2. Hinh anh béc 16 dau 4n khang nguyén CD34 trong chan bi cac mau da nghién ctru.
Mdrc d6 biéu 16 dau 4n khang nguyén giam dan tir viing 6 loét dén ving tham nhiém va
vung ria. Nhuém héa mé mién dich véi khang thé khang CD34. x 400.

3.2.2. Két qua tinh ti 1é d6 dai mach méu dwong tinh véi CD34 trén mét don vj thé

tich (Lvcpss)

Bang 4. Tong hop két qua tinh ti 1é d6 dai mach mau dwong tinh véi CD34
trén mot don vi thé tich (Lvcpsaa)

Cac vung sinh thiét Ving 6 loét (1) Vung tham nhiém (2) Vung ria (3)
Lv (mm2) 107,92 85,40 76,11
Sai s6 twong ddi (%) véi p = 0,05 3,24 3,64 3,85
Gia trj p (T-test) p13 < 0,0001 p23 = 0,087 p12 =0,00115

Ghi chu: - p13 Ia gia tri cta p khi kiém chirng két qué so sénh ving 6 Iét va vung ria
- p23 la gia tri cta p khi kiém chimng két qua so sénh vung tham nhiém va ving ria
- p12 la gié tri cta p khi kiém chiing két qua so sanh ving 6 loét va ving thdm nhiém
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Nhén xét:

- Sai sb twong déi ctia phwong phap
dinh lwong gia tri Lvcpss déu dwdi 5%, gia
tri nay la cé thé chap nhan dwoc trong
nghién ctru y hoc.

- Gia tri Svwcpss vung 6 loét cao hon
ving ria (c6 y nghia thdng ké v&i pis <
0,0001), va cao hon ving tham nhiém (co
y nghia théng ké& véi p12 = 0,00115). Gia tri
S.cpa4 VUNg thAm nhiém cao hon vung ria,
nhwng khéng cé y nghia théng ké do p >
0,05. Mac du vay, ta van thdy dwoc xu
hwéng gidm dan gia tri S.coss tr ving &
loét, qua vung tham nhiém, dén vung ria
(Hinh 3.2).

Nhw vay, twong tw nhw déi véi CD31,
két QUé dinh Iuo’ng ca gié tl’i SVCD34 va LVCD34
déu cho thay, cac gia tri nay gidm dan tw
ving 6 loét dén vung tham nhiém va ving
ria. Do mirc dd biéu hién dau &n khang
nguyén CD34 ti Ié thuan vo&i gia tri Svcpss
va Lvcpss nén co thé noi, két qua xa tri lam
tang murc d6 biéu hién dau 4n khang nguyén
CD34 tai vung da twong tng.

4. BAN LUAN

Tw két qua nghién clru cho thay, viéc
ap dung phwong phap dinh lwong hinh
thai tinh dién tich cling nhw dd dai mach
mau dwong tinh v&i phan (’ng héa mb
mién dich (qua d6 danh gia mirc dd biéu
16 d4u 4n khang nguyén cuta nghién ctru)
la hoan toan mé&i so v&i phwong phap
danh gia ban dinh Iwvong dang s dung
phd bién hién nay.

Trong nghién ctru nay, chung toi da Iwa
chon dinh lwgng ca hai dai lwong dién tich
va do dai mach mau dé thr nghiém do
chinh xac cla phwong phap da ap dung.
Két qua danh gia mirc dd phan rng héa mod

mién dich thdng qua viéc tinh ti 1& dién tich
twong déng v&i két qua tinh ti 1& do dai
mach mau trong mau md da sau xa tri
dwong tinh v&i CD31 hay véi CD34. Mirc
dd biéu hién cac dau an khang nguyén nay
déu tadng dan to vung ria dén ving tham
nhiém va ving 6 loét. Ddng thoi, két qua
danh gia mirc d6 biéu 16 dau &n khang
nguyén CD31 va CD34 thu dwgc cling phu
hop v&i cac nghién ciru tredec day da duoc
cong bd [3,4,5,6].

M6t trong nhirtng yéu cau xuyén subt
khi ap dung phuong phap dinh lwgng hinh
thai 1a phai bao dam dwoc tinh hé théng
chat ché, tir giai doan thiét ké nghién ctru
dén giai doan do dém, sé lwong, giai doan
tdng hop, phan tich x ly sé liéu thu dwoc
bang thdng ké toan hoc va cudi cung, trén
co s& két qua thu dwoc dwa ra quy luat
bién dbdi cta dbi twong nghién ciru. Tat
cac cac giai doan nay déu phai thwc hién
mot cach khoa hoc, chat ché do sé anh
hwéng truc tiép dén tinh chinh xac cua két
qua thu dwoc.

DPé dap (rng yéu cau nay, chung toi da
tién hanh nghién ciru véi sb lwong mau
sinh thiét twong ddi 1&n (30 bénh nhan)
nham bao dam tinh dai dién. Bén canh do,
&ng v&i méi bénh nhan déu dwoc sinh thiét
3 vung tén thwong do xa tri khac nhau cho
phép so sanh dic diém tén thwong giva
cac vung tbn thwong khac nhau trén ciing
moét bénh nhan sir dung test-T ghép cap
véi n = 30 nham lam tang d6 tin cay cla
két qua.

Dé bao dam tinh khach quan, chung toi
tién hanh thiét ké nghién cu dudi dang
mu don v&i qua trinh chuén bi tiéu ban, soi
chup anh tiéu ban va tinh toan dinh lwgng
trén anh thu dwoc déu dwoc thwc hién bdi
cac bac si doc 1ap va khong biét cac théng
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tin v& nghién clru nay. Bong thdi, qué trinh
chon vi trwéng dé tinh toan cling dworc tién
hanh mét cach ngau nhién véi 4 anh xung
quanh va 1 anh & gitra lat cat. Nho c6 thiét
ké nghién cru twong dbéi chat ché va khoa
hoc, tuan tha cac nguyén tac cla phuong
phap dinh lwong hinh thai nén két qua
chung téi thu dwgc cé dé chinh xac va dé
tin cay dap ng dwoc yéu cau dé ra (sai sb
twong déi cla tit ca cac phép tinh toan
déu duwédi 5%, da sbd cac gia tri p khi kiém
chirng bang test-T déu rat nhd).

Mét trong nhitng wu diém cula
phwong phap dinh lwong hinh thai khéng
nhirng dwa ra sb liéu dinh lwvong ma con
chi ra sai s6 cia phwong phap (sai sb
twong dbi trong nghién ctru nay). Théng tin
vé sai s6 phuwong phap khéng nhirng cho
phép ngudi nghién cru danh gia mirc dé
chinh xac cla két qua thu dwoc ma con la
kim chi nam cho viéc thiét ké nghién ctru
v&i cac yéu cau dat ra vé dod chinh xac cla
két qua dy kién dat dwoc trén co s tinh
toan wéc lwong sé6 mau theo cac cong
thire toan hoc phu hop [1].

Bén canh do, két qua dinh lwong thu
dwoc con giup cac nha nghién cu cé
thém nhiéu lwa chon thuat toan théng ké
(c6 thé dung ca test vé&i bién lién tuc, bién
thir hang va bién danh muc), bdo dam tat
cad két qua nghién ctru déu dwoc xir ly
théng ké toan hoc bang cac test phu hop.

5. KET LUAN

Nhw vay, cung véi xu huwéng sbé hoa
trong phat trién ctia khoa hoc céng nghé
ndi chung va y hoc néi riéng doi héi phai ap
dung cac phwong phap dinh Iwong trong
danh gia két qua nghién clru khoa hoc.
Dinh lvgng hinh thai da tr 1au dworc cho la

hwéng phat trién day trién vong cua
chuyén nganh hinh thai nhdm lam téng tinh
khach quan, tinh bao quat va dd tin cay
trong danh gia hinh thai cau tric mé sinh
hoc. Két qua dinh lwong la co s& dé tién
t&i tiép tuc ap dung nhirng tién bd ctia cude
cach mang khoa hoc va cdong nghé 4.0
nham tién téi “sdé hoa” va “tw dong hoa”
khéng nhirng trong nghién clru ma ca trong
chan doan 1am sang hinh thai hoc.

Thanh cbng trong nghién ctru ap dung
phwong phap dinh lwgng hinh thai danh
gia két qua nhuém hoéa mé mién dich boc
16 ddu 4n khang nguyén CD31, CD34 trén
té& bao ndi md vi mach mé da sau xa tri cho
thay trién vong tiép tuc &ng dung phuwong
phap dinh lwong hinh thai dbi véi cac
nghién ctru tiép theo vé hoa mé mién dich.
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