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 Amaç: Metabolik sendrom (MetS), genellikle insülin-direnci ile karakterize, kardiyovasküler sistem sorunla-
rıyla seyreden, mekanizması henüz tam olarak anlașılamamıș bir hastalıktır. Diğer yandan, MetS-indüklü 
komplikasyonların tedavisinde kullanılan bazı ilaçların, kardiyovasküler sistem sorunlarına ek sorunlar geti-
rebildiği tartıșılmaktadır. Bu çalıșmada, ilk olarak insülin-duyarlaștırıcı olarak bilinen pioglitazonun, MetS-
indüklü bozulan kalp fonksiyonu üzerindeki etkisini incelemeyi hedefledik. İkinci olarak, MetS-indüklü etki-
nin artan oksidatif stres üzerinden olup olmadığını göstermek amacıyla, bilinen bir antioksidan (kuersetin) 
uygulayarak sonuçları karșılaștırmalı olarak incelenmesi hedefledik. 

Materyal ve Metodlar: Toplam 28-adet erkek Wistar-türü sıçanlar (3 aylık), kontrol grubu (Kon), MetS grubu 
(MetS; 18-hafta içme suyuna %32 sükroz eklenerek olușturulmuștur), MetS-grubunun 16. haftasından itiba-
ren 2-hafta süre ile ya pioglitazon uygulanmıș MetS-grubu (Piog; 30 mg/kg/gün), ya da kuersetin uygulan-
mıș MetS grubu (Kuer; 75 mg/kg/gün) olarak düzenlenmiștir. Tüm hayvanlar standart koșullarda normal 
sıçan yemi ile beslenmiștir. Çalıșma sonunda, hayvanların vücut ağırlıkları, kan șekeri ile serum toplam oksi-
tatif stres (TOS) ve antioksidan (TAS) durumları özel kit ile ölçülmüștür. Langendorff-izole-organ-sisteminde 
sol ventrikül içi basınç değișimleri (SVBD) ile, enzimatik yöntemle kalbin ventrikülünden izole edilen kardi-
yomiyositlerde (Ca2+–duyarlı florofor Fura-2AM ile boyanmıș) hücre-içi bazal serbest-Ca2+ seviyesi ([Ca2+]i) ve 
elektriksel-uyarı altında (aksiyon-potansiyeli sırasında) geçici [Ca2+]i değișimleri incelenmiștir.  

Bulgular ve Sonuç: Pioglitazon veya kuersetin, MetS-grubunda kilo artıșı ve yüksek kan șekeri üzerinde 
pozitif etkiler gösterirken, her iki ajan artmıș olan serum TOS seviyelerini değiștirememiș, buna karșılık küçük 
fakat anlamlı seviyede TAS seviyesinin yükselmesine neden olmușlardır (p<0,05). Kuersetin, MetS-grubunda 
baskılanmıș olan SVBD’leri etkilemezken, pioglitazon daha da baskılanmasına neden olmuștur. Buna karșılık, 
MetS-grubunda, artmıș olan bazal [Ca2+]i seviyesi ile elektriksel uyarı altında ölçülen geçici [Ca2+]i değișimle-
rinin her iki ajan uygulaması ile normal seviyelere döndüğü görülmüștür. Her iki uygulamanın hücre düze-
yinde özellikle [Ca2+]i değișimlerini benzer șekilde pozitif yönde etkilerken, organ düzeyinde aynı pozitif 
etkilerin gözlenememesinin nedeni, bu 2 ajanın MetS-indüklü kalp dokusunda gelișen fibröz olușumu üze-
rinde etkili olamamalarından kaynaklanabileceğini düșündürmektedir. 

Anahtar sözcükler: Diyabet, Antioksidanlar, Oksidatif Stres, İnsülin-Direnci, Kasılma Kuvveti, Ca2+-
Homeostazı. 

Objective: Metabolic syndrome (MetS), generally characterized with insulin-resistance, leads to   

severe cardiovascular disorders, however, the underlying mechanisms of this syndrome has not yet been 
fully determined. In addition, there are some controversies related with unti-diabetic agents used for treat-
ment of MetS-induced complications, including their aggravating effects on the depressed cardiac function. 
Therefore, in this study, we first aimed to investigate the effects of pioglitazone, known as a insulin-
sensitizer, on MetS-induced heart dysfunction. Second,  for a comparative study to determine whether 
MetS-induced heart dysfunction is due to increased oxidative stress, we used a known antioxidant (querce-
tin) to MetS rats for the same period. 

Material and Methods: Total 28 male Wistar rats (3 months) were grouped as control group, (Con), MetS 
group (MetS; added 32% sucrose to drinking water for 18-week), MetS group supplemented with pioglita-
zone (Piog; 30 mg/kg/day via gavage for 2-week, from 16th-week of MetS-group) and MetS with quercetin 
(Quer; 75 mg/kg/day via gavage for 2-weeks from 16th-week of MetS group). All rats were fed with standard 
rat-diet and tap water at standard condition. At the end of experimental period, the body weights and 
blood glucose levels, and total oxidative status (TOS) and total antioxidant status (TAS) in serum by using 
special kits were measured for all animals. By using Langendorff-isolated-organ system, left ventricle pressu-
re changes (LVPC) were measured in isolated hearts. The basal level of intracellular free Ca2+ ([Ca2+]i) and 
Ca2+ transients under electrical-situmulation (under action-potential) were measured in freshly isolated 
cardiomyocytes by enzymatic-method (loaded with Ca2+-sensitive fluorescence dye, Fura-2AM). 

Results and Discussion: Either pioglitazone or quercetin application have positive effects on body weight 
and high blood sugar levels in MetS-group rats. Additionally, both agents caused a small but significant 
increase on serum TAS levels (p<0.05) while they could not affect the increased serum TOS levels, signifi-
cantly. Furthermore, quercetin has no significant effect on depressed LVPC levels, while pioglitazone treat-
ment caused even more depression on LVPC levels (p<0.05). Nonetheless, both treatments induced signifi-
cant protection against MetS-induced alterations in calculated parameters of [Ca2+]i levels and the Ca2+ 
transients obtained under electrical stimulation (p<0.05). Under the light of our data, such as positive effects 
on cellular level including parameters of [Ca2+]i changes in isolated cardiomyocytes and no similar positive 
effects in isolated-organ level, we can assert that these two-agents may have no effects on MetS-induced 
marked generation of fibrosis in the heart with high sucrose diet in rats.  
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Metabolik sendrom (MetS), obezite, 
hiperinsülinemi, hiperlipidemi ve 
hipertansiyon ile karakterize, ço-
ğunlukla kardiyovasküler bozukluk-
lar ve insülin direncinin gelişmesine 
bağlı tip 2 diyabet için ciddi risk 
faktörü oluşturabilen önemli bir 
patolojidir (1, 2). Diğer yandan, fi-
ziksel aktivite eksikliği, dengesiz ve 
aşırı beslenme gibi başlıca nedenler 
bireylerde insülin direncine yol aça-
rak MetS oluşumuna zemin hazır-
layabilmektedir (3). Toplumlardaki 
görülme sıklığı gün geçtikçe artan 
MetS’un ülkemizdeki prevalansı, 
erkeklerde % 24-32, kadınlarda % 
39-45 oranındadır (4-8). Deney 
hayvanlarında MetS genellikle ge-
netik manipülasyon ya da diyet-
indüklü olarak oluşturulmaktadır. 
Fruktozun diyet kaynağı olan sük-
roz ile besleme, deney hayvanların-
da insanda oluşan MetS’a en yakın 
patolojilerin gözlendiği MetS deney 
modelidir. Sükroz, bozulmuş glu-
koz toleransıyla beraber plazmada 
artmış insülin, leptin, trigliserit, 
glukoz ve yağ asitleri ile MetS olu-
şumuna yol açmaktadır (9). Diğer 
yandan, yüksek karbonhidrat-
yüksek yağ içeren diyet insan diye-
tine en yakın diyet modellerden biri 
olarak gösterilse de, gözlenen pato-
lojilerin mekanistik açıklamalarının 
yapılması hedeflenen araştırmalar 
için, diyet heterojenitesi dezavantaj 
oluşturduğundan bu yolla MetS 
daha az tercih edilen bir modeldir 
(9). 

Literatür verileri, 3-4 haftalık yüksek 
sükroz alımının deney hayvanların-
da plazma glukoz düzeylerini etki-
lemezken hiperinsülinemiye neden 
olduğu,  plazma trigliserit ve LDL 
kolesterol düzeylerinin yükseldiği 
ve sistemik lipid regülasyonunun 
bozulduğunu göstermektedir (10-
17). Ayrıca bu diyetin hem dişi ve 
hem de erkek sıçanlarda hipertansi-
yona neden olduğu rapor edilmiştir 
(12, 14, 18, 19). Özet olarak, MetS 
ile ilişkili kalp fonksiyon bozuklu-
ğunun altında yatan nedenler ara-
sında, dislipidemi, insülin direnci ve 
hiperglisemi kardiyomiyosit meta-
bolizmasında bozukluk gibi patolo-
jik süreçlerin bulunduğu ve bunla-

rın son etki olarak kalp fonksiyon 
bozukluğu ya da kalp yetmezliği ge-
lişimine neden olduğu anlaşılmak-
tadır (20).  Kalp yetmezliği duru-
munda bozulmuş hücre içi Ca2+ 
homeostazının kalp performansını 
etkilediği de bilinen temel meka-
nizmalardan biridir.  

Diğer yandan, MetS’da kalp fonksiyon 
bozukluğunun altında yatan meka-
nizmalar arasında temel olarak mi-
tokondri fonksiyon bozukluğu ile 
artan oksidatif stres (ve/veya aza-
lan antioksidan savunma mekaniz-
ması) gibi faktörlerin bulunduğu da 
ileri sürülmektedir (20). Reaktif ok-
sijen ve nitrojen türlerinin (ROS ve 
RNS) mitokondri ve ekstra-
mitokondriyal kaynakları ile azalmış 
antioksidan savunma sistemi me-
kanizmaları MetS’lu insan ve hay-
vanların miyokardiyumunu karakte-
rize eder (21-24). MetS-indüklü 
komplikasyonların tedavisinde, sık-
lıkla anti-diyabetik ilaçlar kullanıl-
masına karşın bazı durumlarda an-
tioksidanlar da tavsiye edilmektedir. 
Diğer yandan, bazı çalışmalarda an-
ti-diyabetik olarak kullanılan bazı 
ilaçların diyabetli bireylerde kardi-
yovasküler sistem sorunlarına ek 
sorunlar getirebildiğini de işaret 
etmektedir (25-31). Bu çalışmada, 
önceki çalışmamızda yüksek sükroz 
ile beslenerek MetS geliştiği kanıt-
lanmış ve sol ventrikül kasılma 
kuvvetinin baskılandığı gösterilmiş 
olan sıçanlar kullanılmıştır (32). Bu 
çalışmada ilk hedefimiz, bu hayvan-
lara insülin-duyarlaştırıcı pioglita-
zon uygulayarak kalp fonksiyonu 
üzerindeki etkileri incelemektir. 
İkinci hedefimiz, MetS-indüklü ge-
lişen kalp fonksiyon bozukluğunun 
altında yatan nedenler arasında ar-
tan oksidatif stres olup olmadığını 
göstermek olup, ikinci bir grup 
MetS’lu hayvanlara bilinen bir anti-
oksidan (kuersetin) uygulayarak, 
sonuçları karşılaştırmalı olarak ince-
lemektir. Bu hedeflere ulaşmak için 
hem izole kalp ölçümleri ve hem de 
kalbin ventrikül kısmından taze 
olarak izole edilen kardiyomiyosit-
lerde fonksiyonel çalışmalar gerçek-
leştirilmiştir. 

MATERYAL ve METODLAR 

Sıçanlarda Metabolik Sendrom 
Olușturulması 

Çalışmamızda kullanılan deney hayvanları 
için Ankara Üniversitesi Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 
onay raporu alınmıştır (2012-5-35 
ve 2015-10-125). Deneyler için, 
ağırlıkları 200-250 g arasında deği-
şen, yaklaşık 3-aylık, Wistar türü 
erkek sıçanlar kullanılmıştır. Bu ça-
lışmada dört farklı deney grubu 
kullanılmıştır: Kontrol grubu (Kon-
grubu; normal diyet, standart sıçan 
yemi ve içme suyu ile beslenen sı-
çanlar, 18-hafta),  metabolik send-
rom grubu (MetS-grubu; normal 
diyetlerine ek olarak içme suyuna 
karıştırılan 935 mM, %32 sükroz 
ilave edilmiş su ile 18-hafta besle-
nen grup; (29)), MetS-gruba son 2-
hafta süre ile pioglitazon verilen 
grup (Piog-grubu; 30 mg/kg/gün, 
gavaj yoluyla) ve yine MetS-gruba 
son 2-hafta süre ile kuersetin 
(Kuer-grubu; 75 mg/kg/gün, gavaj 
yoluyla) verilen grup. Tüm hayvan-
larının deney öncesi ve sonrası vü-
cut ağırlıkları ve kan şekerleri öl-
çülmüştür. 

Sol Ventrikül İçi Basınç Ölçümü 

Heparinli pentobarbital (30 mg/kg) anes-
tezisi altında kalpler hızlı bir şekilde 
çıkarılarak önceden gazlandırılmış 
(%95 O2 ve %5 CO2 ile) Krebs-
Hensleit çözeltisi [(mM olarak): 
NaCl 119; KCl 4,8; CaCl2 1,8; 
MgSO4 1,2; KH2PO4 1,2; NaHCO3 
20; glukoz 10 ve pH: 7,4] içerisinde 
temizlenerek, Langendorff perfüz-
yon sistemine yerleştirilmiştir. De-
ney öncesi izole kalplerde atriyum-
lar alınarak ve atriyoventriküler nod 
ezilerek kalbin spontan aktivitesi 
engellenmiş, yalnızca dışarıdan uy-
gulanan elektriksel uyarım ile tüm 
örneklerde aynı kalp atım hızı (uya-
rı frekansı 300 atım/dakika) elde 
edilmiştir. İzole kalbin kasılma gü-
cü, sol ventrikül içine yerleştirilen 
içi sıvı dolu bir balon ile basınç de-
ğişimleri olarak ölçülmüştür. Bu 
koşullar altında, kalplerin sol vent-
rikül içi basınç değerleri 200 Hz 
örnekleme hızıyla, bir basınç çevi-
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reci ve bir A/D dönüştürücü yar-
dımıyla kaydedilmiştir. Balon içinde 
uyarı ile oluşan basınç değişiklikleri, 
intraventriküler (sol ventrikül) izo-
volumetrik basınç değişikliklerini 
temsil etmektedir (SVBD). 

Kardiyomiyositlerin İzolasyonu  

Hafif anestezi altında (30 mg/kg sodyum 
pentobarbital) kalpler hızlı bir şe-
kilde çıkarılıp, soğuk ve Ca2+’suz 
fizyolojik bir çözelti içerisine konu-
larak, kollajenaz (1,2 mg/mL) per-
füzyonu ile hücre izolasyonu ya-
pılmıştır. Langendorff düzeneği 
yardımıyla aorttan ters perfüzyon 
yöntemi ile önce içeriği; (mM ola-
rak) NaCl 130, 5,4 KCl, 1,4 MgCl2, 
0,4 NaH2PO4, 5 HEPES, 10 glu-
koz ve 20 taurin, pH 7,4 olan ve 
%100 O2 ile gazlandırılan, Ca2+’suz 
perfüzyon çözeltisi ile 5-dk boyun-
ca perfüze edildikten sonra, kolla-
jenaz içeren çözelti ile yaklaşık 25-
dk boyunca perfüze edilmiştir. Per-
füzyon süresinin bitiminde sistem-
den alınan kalp dokusu Ca2+ içer-
meyen perfüzyon solusyonu içeri-
sine alınmış ve mekanik olarak kü-
çük parçalara ayrılmıştır. Daha son-
ra, ince bir filtreden geçirilerek hüc-
reler bir tüpün içerisine alınmış ve 
izole edilen hücreler 370C'de, çözel-
tideki son Ca2+ miktarı 1,8 mM 
olacak şekilde kademeli olarak 0,3-
0,5-1,0 mM Ca2+ içeren çözelti ile 
yıkanarak ölü hücrelerden arındı-
rılmış ve deneye hazır hale getiril-
miştir. 

Hücre-içi Global Ca2+ Değișimleri-
nin Ölçümü 

Hücre-içi serbest Ca2+ seviyesi ([Ca2+]i) 
ölçümlerinin yapılabilmesi için izole 
edilen kardiyomiyositler önce Fura-
2 AM (4-M) ile oda sıcaklığında 
45-dk süreyle inkübe edilerek bo-
yanmış, ve mikrospektro-
florometre kullanarak (340 nm ile 
380 nm dalga boylarında uyarılarak 
ve 520 nm dalga boyunda emisyon 
toplanarak) tek hücrede [Ca2+]i öl-
çümü floresans şiddetindeki deği-
şim olarak ölçülmüştür (PTI Rati-
oMaster). Bu [Ca2+]i ölçümlerinde 
kullanılan banyo çözeltisinin içeriği 
şu şekildedir: (mM olarak) NaCl 

130, KCl 4,8, MgSO4 1,2, CaCl2 
1,5, KH2PO4 1,2, HEPES 10 ve 
glukoz 10 (pH=7,4). Floresans bo-
ya şiddetindeki değişim kullanıla-
rak, hücrelerden önce 20-s’lik bazal 
Ca2+ sinyali kaydedilmiş, daha son-
ra aksiyon potansiyelini mimik et-
mek amacıyla elektrik alan uyarısı 
kullanılarak (25-30 V’luk tek yönlü 
kare-biçimli ve 0,2 Hz frekansında 
elektriksel uyarı) küvet içerisine alı-
nan hücrelerden uyarılabilir olanı 
seçilerek ve bir pencere içine alına-
rak bu hücrelerde 200-s süre ile ge-
çici (transient) [Ca2+]i değişimleri 
kaydedilmiştir. Geçici [Ca2+]i deği-
şimlerinin kinetik analizi Microsoft 
Excell programı ile hazırlanan bir 
analiz algoritması ile gama dağılım 
fonksiyonuna uydurularak gerçek-
leştirilmiştir. Serbest [Ca2+]i seviye-
leri ile ilgili floresans sinyallerinin 
bazal değerden çıkarılarak ölçülen 
tepe değeri [maksimum floresans 
şiddeti (∆F340/380)], tepeye çıkış sü-
resi (TP) ve maksimum değerin 
%50’sine iniş süresi (DT50) ölçüle-
rek, gruplar arasında karşılaştırılma-
lar yapılmıştır.  

MetS’lu Sıçanlarda Serum Oksidan 
ve Antioksidan Seviyelerinin 
Ölçülmesi 

Tüm sıçanlaın serumlarında “toplam 
antioksidan durum, TAS” ve “top-
lam oksidan durum, TOS” özel ko-
lorimetrik kitleri kullanılarak öl-
çülmüştür (Rel Assay Diagnostic 
firması, RL0017 ve RL0024). TAS 
ölçümlerinde, vitamin E analoğu 
olarak bilinen bir antioksidan olan 
Trolox ile kalibrasyon amacıyla kul-
lanılmıştır. TOS ölçümlerinde ise 
kalibrasyon hidrojen peroksit ile 
yapılmıştır. Ortamda bulunan oksi-
danlar, deney ortamına eklediğimiz 
ferröz iyon çelatör kompleksini fer-
rik iyon haline okside ederek, olu-
şan ferrik iyonlar deney ortamında 
bulunan kromojen ile renkli bir bi-
leşik oluşturmaları sayesinde tespit 
edilmiştir. TAS ve TOS ölçümleri 
için, bir dizi kimyasal reaksiyon so-
nucunda oluşan renk yoğunluğu 
spektrofotometrik olarak ölçülerek 
örneklerdeki antioksidan veya oksi-
dan molekül yoğunlukları hesap-
lanmıştır.  

İstatistiksel Analizler 

Tüm deney sonuçları ortalama (±SEM) 
olarak verilmiştir. Ortalamalar ara-
sındaki farkın istatistiksel olarak an-
lamlılık seviyesi ANOVA (tukey-
post-hoc) testi kullanılarak belir-
lenmiştir. Tüm değerlendirmelerde, 
istatistiksel anlamlılık test değeri 
(p<0,05) seçilmiştir. 

BULGULAR 

Pioglitazon veya Kuersetin Uygu-
lamasının MetS’lu Sıçanlarda-
ki Genel Etkileri 

Önceki çalışmamızda, deneysel olarak 
sıçanlarda MetS oluşturmak için,  
%32 oranında sükroz içeren içme 
suyu kullanılmış olup, “Türkiye 
Endokrinoloji ve Metabolizma 
Derneği’nin Metabolik Sendrom 
Çalışma Grubu tarafından 2009 yı-
lında yayınlanan faaliyet raporun-
daki kriterler tanıma dayanarak, bu 
hayvanlarda MetS’un oluştuğu en 
az 3 parametrenin (insülin direnci, 
glukoz intoleransı, hiperlipidemi, 
hiperinsulinemi ve hipertansiyon 
olguları gibi) varlığı ile gösterilmiş-
tir (32). Yüksek sükrozla 18-hafta 
süre ile beslenen sıçanlarda (MetS-
grubu) normal içme suyu ile besle-
nenlere (Kon-grubu) göre vücut 
ağırlıklarının ve kan glukoz değerle-
rinin daha yüksek olduğu (p<0,05)  
gözlenmiştir (Şekil 1A ve B). Bu 
bulgular, daha önceki çalışmamızla 
ve diğer grupların bulguları ile 
uyumludur (29, 32-34). Pioglitazon 
veya kuersetin uygulaması bu artış-
ları önleyerek, bu 2 grupta ölçülen 
değerlerin kontrol grubundan farklı 
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lamasının bu değişimleri tam olarak 
kontrol grubu değerlerine geri 
döndürdüğü gözlenmiştir. Bu 2 
ajan uygulaması, MetS indüklü de-
ğişen [Ca2+]i ile ilgili mekanizmaları 
hücre seviyesinde pozitif yönde et-
kilediği gözlenmiştir. MetS’lu sıçan 
kardiyomiyositlerinde elektriksel 
uyarım ile gözlenen [Ca2+]i yanıtla-
rındaki bu değişim MetS’da gözle-
nen kalp fonksiyon bozukluğunun 
yapısal temelinin yanında işlevsel 
temele de dayandığını göstermek-
tedir.  Bu sonuçlar MetS deney 
modellerinde kaydedilen önceki ve-
riler tarafından desteklenmektedir 
(20, 24, 29, 31, 47, 48). Önceki ça-
lışmalarda, yüksek sükroz içerikli 
diyet ile MetS deney modeli oluştu-

rulan sıçanlarda ventriküler miyo-
sitlerin kısalma ve tekrar uzama ev-
relerinin kontrole göre (%42-63) 
daha yavaş olduğu görülmüştür 
(47). Mellor ve ark. (48) 2012 yılın-
da yayınladıkları çalışmada ise geçi-
ci [Ca2+]i değişimlerinin şiddetinin 
kontrole göre %42 düştüğünü, ge-
çici [Ca2+]i fluoresans sönümlenme 
fazının zaman sabitinin ise %24 
oranında uzadığını göstermişlerdir. 
Bu bulgular bizim bulgularımızla 
uyumlu olup, kalbin mekanik akti-
vitesindeki MetS indüklü değişimle-
ri açıklayabilmektedir. Hem piogli-
tazon hem de kuersetin uygulama-
ları bu parametreleri MetS-
grubunda önemli derecelerde etki-
lemiştir. 

Sonuç olarak bu çalışma, MetS-indüklü 
kalp fonksiyon bozukluğunda artan 
oksidatif stresin ve azalan antioksi-
dan savunma sistemimin rol oyna-
dığını, yeterli miktarlarda ve süre-
lerde antioksidan kullanılmasının 
MetS’lu bireylerde kalbin mekanik 
aktivitesi üzerinde koruyucu etkile-
re neden olabileceğini işaret etmek-
tedir. Ayrıca, insülin-duyarlaştırıcı 
olarak kullanılan pioglitazonun gü-
venli bir şekilde MetS-grupta kulla-
nılabilmesi için (klinik uygulamalar 
için) birçok farklı parametrelerin 
daha incelenmesinin gerekli olduğu 
bu çalışma sonuçları ile sergilen-
mek istenmiştir. 
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