Plvodni prace

Original Article

CESKA

Vyzkum vstrebatelnosti kovovych materialin sowoes
na biologickych modelech

s.79-84
(Piivodni prdce - experimentdlni studie)

Biodegradability of Metal Alloys: in vivo Testing
(Original Article - Experimental Study)

Levorova J.', Duskova J.2, Drahos M., Vrbova R.3, Kubasek J.%, Vojtéch D.4, Bartos M.,

Dugova L.', Uimann D.}, Foltan R.’

IStomatologicka klinika, maxilofacialni chirurgie 1. LF UK a VFN, Praha

’Patologicky ustav 1. LF UK a VFN, Praha

*Stomatologicka klinika, Laboratof pro vyzkum vlastnosti materidld 1. LF UK a VFN, Praha
4Ustav kovovych materidld a korozniho inZenyrstvi, VSCHT, Praha

SOUHRN

Uvod a cil: Standardnim materidlem uzivanym pro osteosyntézu obli¢ejového skeletu je titan a jeho
slouceniny. Jednou z nevyhod konvencniho materialu je nutnost jeho extrakce v indikovanych pfipadech.
Reseni situace nabizi degradovatelné materidly. V minulosti se pro tyto Gcely uzivaly materidly na bazi
polylaktidové nebo polyglykolidové kyseliny, které se klinicky prokazaly byt nevyhovujici. Modernim
feSenim je pouziti osteosyntetického materidlu z kovovych degradovatelnych slitin. Autofi prezentuji
plvodni praci - vyzkum vstfebatelnosti kovovych materidll na bazi magnezia a zinku na biomodelech.
Materidl a metodika: K vyzkumu bylo pouzito celkem 12 zvifecich biomodell - kralik(, kterym byly
implantovany do tibii Srouby ze tfi typd kovl (dvé vstiebatelné slitiny - Zn-2Mg a WE43 - a titan jako
standardni materidl). Zvifata byla ve ¢tyftydennich intervalech eutanazovana, vzorky kostni tkané
s implantovanym materialem byly skenovany v mikrofokus-CT a histologicky vySetfeny. Byla posouzena
rychlost degradace materidld.

Vysledky: Doba degradace materidlu je u WE43 za fyziologickych podminek kratka pro stabilizaci
fraktury do doby jeji konsolidace. Material Zn-2Mg béhem 16 tydnd prokazal minimalni schopnost
degradace. Oba materidly prokazaly primérené biologické vlastnosti.

Zaveér: Degradovatelné materidly na bazi magnezia a zinku jsou z biologického hlediska vyhovujici
materialy. Z vysledkl vyzkumu ale vyplyva, ze pouziti obou typt slitin nevyhovuje poZzadavkdm na
material, tj. zachovani pevnosti po dobu 12-24 tydnl a soucasné vstiebani v racionadlnim ¢asovém ramci.
Klicova slova: biodegradovatelné slitiny - osteosyntéza - magneziové slitiny

SUMMARY

Introduction and aim: The standard material used for osteosynthesis of the facial skeleton is the titan
and its compounds. One of the disadvantages of the conventional material is the need for its extraction
in indicated cases. Degradable material offer a solution to the situation. In the past, materials based on
polylactic or polyglycolic acid were used for these purposes. It clinically proved to be unsatisfactory.
The modern solution is the use of biodegradable metal alloys. The authors present original research on
the degradation of metal materials based on magnesium and zinc on the biomodels.

Materials and methods: A total of 12 animal models (rabbits) were used. Screws of 3 types of metals
(Zn-2Mg and WE43 degradable alloys and the titanium as a standard material) were implanted in the
rabbit’s tibias. The animals were euthanasied in 4-weeks intervals, samples of bone tissue with an im-
planted material have been scaned under mikrofocus CT and were histologically examined. The rate of
degradation of the materials was examined.
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Results: Time period of degradation of the material WE43 under physiological conditions has been
shown to be too short to stabilize the fracture. Material of Zn-2 mg during the 16 weeks showed a
minimum ability to degradation. Both materials have demonstrated reasonable biological properties.
Conclusion: Degradable materials based on magnesium and zinc are from the biological point of view
matching materials. The results of this research indicates that the use of both types of alloys does not
satisfy the materials requirments, i.e. retained strength for 12-24 weeks and degradation in reasonable

time frame..

Keywords: biodegradable alloys - osteosynthesis - magnesium alloys
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Pred vice nez 20 lety nahradil titan a jeho slitiny
v osteosyntéze oblic¢ejového skeletu dfive pouzivanou
nerezovou ocel. Ve srovnani s nerezovou oceli (nej-
Castéji pouzivany typ 316L ISO 5832-1) je titan a jeho
slitiny vice rezistentni vii¢i korozi, ma nizsi tvrdost
a vys$§i pevnost v tahu. Navic diky nizs§i hustoté je
pro vyrobu osteosyntetické dlahy z titanu nebo jeho
slitin potfeba asi o padesat procent méné materialu,
dlahy jsou lehci. To prinasi komfort pro pacienta
aroste i snadnost manipulace s dlahou [13]. Soucasné
pouzivané materialy jsou dobte zobrazitelné na RTG
a CT s anosnou tvorbou artefaktll v obrazu. At uz
hovofime o ¢istém titanu pro komercni pouZiti, ne-
bo o jeho slitinach, jako napft. Ti-6Al-7NDb, Ti-15Mo,
fyzikalni vlastnosti materidlu umoznuji zhotoveni
tvarti klasickych miniplatd a Sroub. Délka Sroubti
od jednoho do tfi mm; tloustka dlahy od jednoho
do 2,8 mm, Sifka od 4,8 do sedmi mm a délka mlzZe
pfesahovati200 mm [5].

V 90. letech minulého stoleti probéhla éra pouziti
vstfebatelnych osteosyntetickych materialti na bazi
polyglykolidové (PGA) nebo polylaktidové kyseliny
(PLA). Cilem pouziti vstiebatelnych materidld bylo
odstranit nutnost druhého opera¢niho zdkroku pro
vyjmuti materidlu. Odstranéni dlah je Zadouci na-
priklad v pfipadé rostouciho skeletu détského paci-
enta (kovova dlaha brani riistu, zptisobuje deformity
skeletu), pii potfebé zhotoveni zobrazovacich metod
v blizkosti materidlu, ktery by znehodnotil obraz;
napt. zhotoveni MRI je absolutné kontraindikovano
pri prezenci feromagnetickych materialdi. Nicméné
od pouziti materidlii na bazi PLA/PGA se ustoupilo
kvili castému rozvoji zanétlivych projevl v misté
implantatu; histologicky byla prokazana ptitom-
nost granuloma z cizich téles jesté nékolik let po
implantaci [1, 19].

Modernim trendem ve vyzkumu v oblasti vstieba-
telnych osteosyntetickych materidli je inZenyrstvi
vstfebatelnych slitin na bazi magnezia. Vyzkumy
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byly a jsou provadény i na jinych materialech (s ob-
sahem Zn, Fe, Al, kovil vzicnych zemin v rizném
pomeéru). Pfedpokladem jsou dostatecné mechanické
vlastnosti a biokompatibilita materidlu odpovidajici
urovni stadardniho materidlu - titanu v kombinaci
s biodegradovatelnosti materidlu v priméreném case
[18]. Maximum vyzkumu se stale soustfeduje v pre-
Klinickych studiich. Testy kompatibility téchto slitin
na bazi magnezia vykazuji pomérné dobré vysledky -
tendence vzniku systémové zanétlivé odpovédi nebo
hypersenzitivity nebyly zaznamenany. Jejich me-
chanické vlastnosti jsou velmi podobné vlastnostem
kortikalni kosti, takZe i kdyZ nedosahuji vliastnosti
titanu, maji dobry pfedpoklad pro pouziti pro fixaci
obli¢ejového skeletu [4, 9, 18].

MATERIAL A METODY

Autofi pouzili na studii zvifeci modely (12 kraliki,
samci NZW od firmy Anlab, s. r. o., Ceska republi-
ka). Studie na zvifecich biomodelech byla schilena
Ministerstvem §kolstvi, mladeZe a télovychovy CR,
rozhodnuti s ¢.j. 70030/2013-MZE-17210. Cilem studie
bylo zjisténi rychlosti vstfebatelnosti degradovatelné
slitiny na bazi magnezia (WE43), porovnani s rych-
losti vstfebatelnosti biodegradovatelnych slitin na
bazi zinku. Jako standardni srovnavaci vzorek k po-
rovnani pribéhu hojeni byl pouzit titan.

Zviteci modely byly rozdéleny ndhodné do tii sku-
pin (I-11I) podle typu kovu, ktery jim byl aplikovan.

Skupina I obdrzela implantaty z kovu Zn (Zn-
2Mg).

Skupina II obdrZela implantaty z kovu WE43 (Mg-
4Y-3RE).

Skupina III obdrZela implantaty z kovu Ti (Cisty
titan, standardni skupina).

Priprava kovovych implantati

Zn-2Mg slitiny byly pripraveny roztavenim Cis-
tych kovii v odporové peci v ochranné atmosfére
argonu (Cistota 99,9 %). Teplota taveniny byla udr-
Zovana pod 500 °C, aby se zabranilo nadmérnému
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odpafovani zinku a oxidaci magnezia. Po dostatec¢né
homogenizaci byla tavenina slita do valcovych forem
(20 mm v prdmeéru, 200 mm délka). Mg-4Y-3RE slit-
ky o rozmeérech 40 x 80 x 500 mm byly nakoupeny
od primyslového dodavatele, znovu rozpustény ve
vakuové indukéeni peci a odlity do ingotl stejnych
rozmért jako Zn-2Mg slitina. Nasledné byly kovy
extrudovany za teploty 300 °C (Zn-2Mg) a 400 °C (Mg-
4Y-RE), rychlost extruze 5 mm/min. Ze slitkd byly
vysoustruzeny implantaty tvaru valcovitého vrutu,
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1,5 mm, Sifka téla 1,1 mm). Sterilizace probéhla
v70% etanolu (dvé hodiny) a naslednou expozici UV
zafeni (dvé hodiny).

Implantace

Zvitata, aklimatizovana dva tydny pfed zahdaje-
nim studie, byla umisténa do samostatnych klect,
voda a potrava jim byly podavany ad libitum. Pfed
zahajenim vlastniho vyzkumu byla zvaZena, podle
télesné hmotnosti byl veterinarnim lékatem kazdé-
mu zvifetii.m. aplikovan Diazepam v davce 0,5 mg/
kg, Ketamin 5 mg/kg a infiltra¢né do mista operac¢ni
rany 1 mm 2% Mesocainu. Byla podana antibioticka
profylaxe Enrofloxacin 5 mg/kg (s.c.). Zvife bylo
ulozeno do supinni polohy. Po béZné sterilni pripravé
operacniho pole jsme obnaZili tibii z fezu na kazi
pravé zadni koncetiny anteromedidlné v proximalni
tfetiné bérce. Do kosti byly konven¢nim chirurgic-
kym mikromotorem (NSK, Surgic XT, Némecko)
vyvrtany dva identické tunelové defekty o primeéru
2mm, hloubce 3 mm (vrtak rovny, nerezavéjici ocel;
800 otacek/min). Vzdalenost mezi defekty byla vZdy
15-20 mm, velikost defektl byla volena s ohledem
na rozmeér Kosti tak, aby bylo minimalizovano riziko
fraktury. Béhem vrtani defektl byla kost konstantné
chlazena fyziologickym roztokem.
Do kazdého defektu v kosti jsme
umistili kovovy Sroub s podloz-
kou ze zkoumaného vstfebatel-
ného kovového materialu (tzn.
do jednoho zvifete byly implanto-
vany dva Srouby z identického ko-
vu). Rany byly zaSity po vrstvach
monofilnim materidlem. Zvifata
byla ponechdna samostatné
v kleci, pooperacné byl apliko van
kazdému zvifeti s.c. Ketoprofen
v davce 2 mg/kg. Potrava a voda
byly podavany po zotaveni z ane-
stezie i nadale ad libitum. Rany
byly kontrolovany denné do pl-
ného zhojeni klize. Kralici byli
eutanazovani ve ctyrtydennich
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intervalech; z kazdé skupiny (I-1II) bylo eutanazo-
vano v daném terminu jedno zvite, tj. jedno zvite
od jednoho kovu (provedl veterinarni 1ékar aplikaci
Ketamin 35 mg/kg i.m., 2% Xylazin 5 mg/kg i.m.,
TG10,3mg/kgi.c.).

Fixace a zpracovani

Po eutanazii zvifat byly vyjmuty proximalni ¢asti
tibii s implantaty, ihned fixovany v roztoku 37%
formaldehydu a 80% etanolu v pomeéru 1:2, s hodno-
tou pH7,2, upravované pfidavkem CaCO,a 1M NaOH
(kazdy vzorek v samostatné nadobé). Po dobu péti
dnt byl roztok denné ménén, nadoby se vzorky byly
umistény na vibracnim stroji Rotamax 120 (Heidolph
Instruments GmbH & Co, KG, Némecko) pii pokojové
teploté. Odvodnéni kosti probéhlo v roztoku etanolu
(béhem kazdych tfi dnt vzristajici koncentrace:
70% az 100%), nasledujici 24 hodiny byly ponofeny
do roztoku 100% etanolu a acetonu 1:1, ukonceni od-
vodriovaci faze bylo provedeno ponofenim vzorkd do
100% etanolu. Nasledné byly vzorky zality do ¢istého
metylmetakrylatu (MMA). Béhem 72 hodin byly ve
dvanactihodinovém rezimu umistény na vibra¢nim
pristroji pii pokojové teploté na rovné podloZce pti
teploté 4 °C. Infiltrace MMA byla opakovana ve vakuu
800 mbar membranovou pumpou ILMVAC (ILMVAC
GmbH, Némecko). Po vyjmuti z MMA byly vzorky
zality médiem vzniklym smichdnim 100 g MMA, 12,5
ml dibutylftalatu, 1,8 g benzoylperoxidu, naslednou
homogenizaci v magnetické michacce Lavat MM-4
(Lavat, a.s., Ceska republika) po dobu 90 minut.
Vzorky zalité médiem byly uchovany po dobu 30
minut ve vakuu (pfi tlaku 800 mbar). Polymerizace
probihala ve vodni lazni pfi pocatecni teploté 26 °C
s postupnym zvySovanim ve 48 hodinovych inter-
valech o1 °C na konecnych 36 °C.

Zavislost objemovych zmén na Case

A 3

nup
nupht (A’
nupl\l )

HZn-2Mg mTi = WE43

Obr. 1 Postup geometrické korekce projekci snimku
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Obr. 1 Microfocus CT, WE43 implantat v 16. tydnu; patrnad je
fraktura materidlu pfi jeho degradaci, ztrata ptvodni kontury
zavitt

MikrofocusCT

K vytvoreni mikrotomografickych skenti jednot-
livych implantatt v kostni tkani byl pouzit pfistroj
SkyScan 1272, (Bruker, s.r.o., CR). Preparaty byly
skenovany na vzduchu, s vertikalni orientaci dlouhé
osy, parametry jednoho zobrazovaciho pole: velikost
11 um pixeldi, zdroj napéti 100 kV, proud 100 pA,
0,11 mm médny filtr, 360° rotace. Doba skenu byla
pramérné 11 hodin pro jeden preparat. Implantaty
byly skenovany po zaliti MMA médiem. Obrazova
dokumentace byla hodnocena v softwaru NRecon
software (Bruker, s.r.o., CR).

VYSLEDKY

Pomoci pCT byl méfen povrch a objem implantati
v Casovych bodech 4, 8, 12 a 16 tydni po implantaci.
Statisticky vyznamna zmeéna objemu ve smyslu je-
ho poklesu byla zaznamenana pouze u implantatu
WE43. Pokles objemu nastal az v ¢asovém bodé 16
tydnd, resp. k poklesu muselo dojit v obdobi mezi
12. a 16. tydnem. Z ptvodnich 9,22 mm? se objem

zmens$il na 5,07 mm?3, tzn. na 55,1 % pivodni hodnoty
(rozdilje 4,14 mm?). U Zn-2Mg materialu jsou zmény
objemu zanedbatelné (srovnani hodnot viz graf 1).
V Casovych bodech 4., 8. a 12. tydne byly objemové
zmeény zanedbatelné (u kontrolni skupiny Ti zmény
objemu v rozsahu 0,02-0,15 mm? byly povazovany
za zanedbatelné). U vzorku WE43 od osmého tydne
zacinaji implantaty ztracet charakteristicky tvar:
dochazi k zaobleni zavitdi, ztraté jejich kontury.
V Sestndctém tydnu doslo u obou Sroubidl z WE43
k fraktufe; jeden z implantatl byl kompletné frag-
mentovan - ptivodni tvar nebyl rozeznatelny. U Zn2-
Mg podobné zmény zaznamenany nebyly (obr. 1).

Zmény povrchu implantatd v ¢ase probihaly ana-
logicky; statisticky vyznamného zvétSeni povrchu
bylo dosazeno u WE43 (zvétSeni povrchu vznika roz-
padem materialu). Pfi odbéru ve 12. tydnu je povrch
WE43 49,2 mm?, prirtistek povrchu je 88,4 mm?do 16.
tydne; ptivodni hodnota 42,7 mm?; vysledna hodnota
137,6 mm?. Hodnoty povrchu vSech materiald jsou
zaznamenany v tabulce 1. Pro statistickou analyzu
vysledkd byl pouzit Studentlv t-test. Za statisticky
signifikantni byl povazovan rozdil hodnot p-value
<0,05.

V priibéhu studie nebyly zaznamenany alergické
reakce nebo systémové reakce zvifat. Hojeni ran
u vSech zvifat probéhlo bez komplikaci.

Degradace magnezia ve vodném prostiedi za
neutralniho pH lze popsat vztahem: Mg+ 2H,0-
Mg(OH), + H, [8]. Kuhlmann [9] a kol. provedli
studii na mySich, kterym implantovali podkozné
disky z rychle degradujicich magneziovych slitin.
Sledovani prokazalo uvolnéni maximalniho objemu
vodiku v fadu nékolika hodin hned po implantaci,
nasledné se rychlost degradace a tvorba vodikovych
bublin sniZuje [9]. Studie pocita s tim, Ze Cast ob-
jemu vodiku se rozpusti v krvi, mensi ¢ast vodiku
unika pres kizi, pfipadné se hromadi v podkozi,
coz se klinicky manifestuje vyklenutim a napnutim
tkani s hmatnou bublinou plynu. V celém pribéhu
na$i studie jsme nezaznamenali tvorbu bublin ply-
nu. Kuhlmann pfedpoklada, Ze pokud je mnozstvi
plynu tak velké, Ze nemiZe z mista v okoli implan-
tatu uniknout, vytvaii v kostni tkani kavity [9, 18].
Postupem casu je vodik v kavitach nahrazovan ji-
nymi plyny, jako je N,, O,, CO,. To podporuje nalez
Reifenrathové a kol. [12], ktefi histologicky pro-
kazali pfitomnost bublin plynu ve vSech vzorcich
krali¢ich tibii v okoli kovu WE43 i 6 a 12 mésicti po
implantaci - pfimo v kostni tkani. Nalez kostnich
kavit o velikosti jednoho osteonu byl v nasi studii
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Tab. 1 Zavislost povrchu implantat v zavislosti na ¢ase

4 tydny 8 tydni 12 tydnu 16 tydnii
Zn-2MG 36,07 39,89 36,31 42,38
WE43 42,74 40,28 49,24 137,61
Ti 39,62 41,9 40,95 42,56

zaznamenan na histologickych fezech. Maximum
tvorby kavit v okoli WE43 probéhlo do osmého tydne,
poté se jejich tvorba zastavuje, histologicky se znak
kvantitativné objevuje statisticky méné casto. To
koreluje s nalezem Kuhlmanna: postupné zpomalo-
vani tvorby vodiku pfi pokrocilé degradaci materialu.
Dalsi in vivo pokusy popisuji nalez bublin plynu po
implantaci degradovatelné slitiny na bazi MG-Y-Zn
do peritonealni dutiny jesté 27 az 91 dni v okolnich
meékkych tkanich [4]. Windhagen a kol. ve studii
o klinickém pouziti degradovatelné magneziové sli-
tiny (MgYREZr) pro fixaci hallux valgus se o nalezu
vodikovych bublin nezminuji [15]. Vjinych studiich
nebyly bubliny plynu pti degradaci magneziovych
slitin v kostni tkani nalezeny viibec [7, 10].

Tvorba kostnich kavit u pomalu degradujicich
materiald mliZe byt omezena nebo zcela nepfitom-
na. Rychlost degradace je ptfi vyrobnim procesu
zamérné ovlivnéna pridanim kovi vzacnych zemin
[17]. WE43, ktery byl ndmi pouZit, je povaZovan za
pomalu korodujici slitinu [2]. To, Ze histologicky
kostni kavity prokazany byly, sméfuje k pfedpokladu
o urychleni degradace in vivo ve srovnani s poku-
sy in vitro. Literatura podobnou situaci nepopira
a existuje studie, ktera prokazuje rozdily v rychlosti
degradace materidlu in vivo versus in vitro [18].
Rychlost degradace WE43 in vitro dosahuje hodnot
do 1 mm/rok, ve srovnani s jinymi magneziovymi
slitinami (napf. AJ62, AZ31) nebo Cistym magne-
ziem je jeho odolnost vici korozi vysoka [14]. Prvni
vyraznéjsi zména objemu materidlu nastala mezi
12. a 16. tydnem. Pokud by degradace materidlu
probihala linearné od 12. tydne, na neméritelnou
hodnotu objemu by se hypoteticky implantat dostal
vbodé 18 tydnt + 4,5 dne (smérodatna odchylkal,7).
Doba konsolidace zlomeniny (cela sitka kosti, kosti
oblicejového skeletu) je priblizné Sest aZ osm tydni.
Pro dostatecnou stabilizaci kosti by vysoka pevnost
osteosyntetického materidlu méla trvat 12-24 tydnda.
Pokud by se material rozpadal za méné nez 19 tydn1i,
je degradace pfili$ rychla [20].

Presny mechanismus urychleni degradace in vivo
nenijasny. Jednim pfedpokladem urychleni degra-
dace je vystaveni materialu koncentraci chloridovych
iontll od 30 mmol/1 (fyziologicka chlorémie kralika
je vrozsahu 96-109 mmol/1[6]). Takova koncentrace
zplisobuje pfeménu produktu degradace - korozni

bariéry Mg(OH), na MgCl,, tj. na vlastni degrado-
vatelnou slouceninu materidlu, kterd opét podlé-
ha degradaci. Dochézi tak k akceleraci degradace
vlastnim degrada¢nim produktem [18]. Statisticky
vyznamny narist plochy povrchu implantatu WE43
jsme zaznamenali ve 12. tydnu po implantaci (plocha
ve 12. tydnu odpovida 115,2 % pocatecni hodnoty).
V 16. tydnu doslo k vyraznému narastu plochy na
321,9 % ptivodni hodnoty; oproti hodnoté ve 12. tydnu
doslo k nartistu plochy na 279,5 %. To by znamenalo,
Ze v obdobi od 12. tydne zacalo dochazet k vétSimu
uvoltiovani degrada¢nich produktdi.

Dal$im mechanismem urychleni degradace je
adsorpce krevnich bilkovin na podkladé Vromanova
efektu na povrch implantatu (vazba bilkovin podle
velikosti jejich molekul. Po postupném rozruSeni
vazeb probiha vazba novych molekul v zavislosti na
afinité k danému povrchu), které mohou piisobit
jako korozni bariéra. Zrychleni rozpadu implantatu
pfi fyziologickych hodnotach pH je diskutabilni - pti
in vitro pokusech je snaha dosazeni stejnych hodnot
PH (3, 18].

Rychld degradace materidlu (doprovazend zvy-
Senou tvorbou vodiku a jeho tlakem na kost) mtiZze
vést k zpomaleni hojeni rany [18]. Pomér dllezitosti
tohoto mechanismu a proti tomu probihajici induk-
ce formace kosti uvolnénymi magneziovymi ionty
je sporny [16].
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