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Identificacion molecular y actividad sobre sustratos cromogénicos
de la venombina A del veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox

Molecular identification and activity upon chromogenic substrates of a
venombin A from Bothrops atrox Peruvian snake venom

Gustavo A. Sandoval', Fanny Lazo', Edith Rodriguez', Armando Yarlequé'™ y
Russolina B. Zingali?

Resumen

En el presente trabajo se ha realizado la identificacion molecular de la enzima similar a trombina (EST) del
veneno de Bothrops atrox y se ha evaluado su actividad enzimatica sobre diversos sustratos sintéticos. La
enzima fue purificada utilizando tres pasos cromatrograficos, sobre Sephadex G-75, CM-Sephadex C-50 y
Agarosa-PAB, determinandose su peso molecular por PAGE-SDS. La identificacién molecular de la enzima
aislada se realizé por la técnica de peptide mass fingerprinting basada en espectrometria de masas MALDI-TOF
y posterior analisis in silico. Las actividades fibrinocoagulante y amidolitica fueron ensayadas sobre fibrino-
geno bovino y BApNA, respectivamente, asi como la hidroélisis sobre los sustratos cromogénicos especificos
S-2238, S-2251 y S-2266. Como resultado de los ensayos bioquimicos y estructurales, la EST del veneno
de B. atrox, presentd un peso molecular de 29,6 kDa. El andlisis mediante espectrometria de masas de los
péptidos obtenidos, permitié identificar a esta enzima como una venombina A, presentando una identidad del
75%. Del andlisis de actividad enzimatica, se obtuvo que la EST de B. atrox produjo coagulacion del fibrinogeno
bovino y present6 actividad sobre BApNA, S-2238 y S-2266, siendo incapaz de hidrolizar el sustrato S-2251.
El empleo de estas aproximaciones estructurales y funcionales ha permitido lograr la identificacion molecular
del principal componente del veneno de B. afrox relacionado con su acciéon coagulante, asi como evaluar en
detalle la naturaleza de su actividad enzimatica sobre diversos sustratos.

Palabras claves: Bothrops atrox, enzima similar a trombina, MALDI-TOF, sustratos cromogénicos.
Abstract

In this work, the thrombin-like enzyme (TLE) from Bothrops atrox has been identified by mass spectrometry and
its enzymatic activity evaluated upon several synthetic substrates. The enzyme was purified to homogeneity using
three chromatography steps on Sephadex G-75, CM-Sephadex C-50 and Agarose-PAB. Also, molecular weight
by PAGE-SDS was determined. For molecular identification of this enzyme, mass spectrometry-based peptide
mass fingerprinting was used and later in silico analysis. Enzymatic activities were determined using bovine
fibrinogen, BApNA and also upon specific chromogenic substrates such as S-2238, S-2251 y S-2266. As a result
of these biochemical and structural procedures, we obtained a TLE from B. atrox venom with a molecular weight
of 29,6 kDa. Mass spectrometry analysis of obtained peptides, allow us to identify this enzyme as a venombin A,
showing a 75% sequence homology. After recording enzymatic activity, this TLE showed coagulant activity on
bovine fibrinogen and upon BApNA, S-2238 y S-2266, being unable to hydrolyze S-2251 substrate. Using this
combination of structural and functional approaches, we have identified the main component of B. atrox venom
related to its coagulant activity, as well as a detailed evaluation of its enzymatic activity upon several substrates.

Keywords: Bothrops atrox, Thrombin-like enzyme MALDI-TOF, chromogenic substrates.

del fibrindgeno, es decir, los fibrinopéptidos A y B (Braud et

Las serpientes del género Bothrops habitan una extensa regién
de América y en el Perti se presentan hasta 17 especies, siendo
el Jergén, Bothrops atrox (Linnaeus, 1758), la mas abundante,
peligrosa y causante del 90% de los accidentes ofidicos en el
Perti (Loja et al. 2000, Yarlequé 2000). Como consecuencia
de la mordedura se presenta dolor intenso en la zona afectada,
edema, hemorragia y un severo descenso de la presion arterial
que ocasiona la muerte; en otros casos una masiva necrosis
que lleva a la amputacién del miembro afectado (Lévano &
Ferndndez 2004).

Estudios previos del veneno de B. atrox han determinado
actividades esterdsica, fibrinolitica y kininogendsica, las cuales
se encuentran relacionadas con la marcada accién del veneno
sobre la coagulacién sanguinea (Loayza et al. 1985). Entre las
enzimas relacionadas con esta accién se encuentran las similares a
trombina (ESTs), las cuales de igual forma que la trombina, pro-
ducen codgulos que bloquean la circulacién sanguinea aunque
su mecanismo de accidn sea diferente, ya que preferentemente
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al. 2000; Lu et al. 2005). Esta enzima ha sido detectada en
varios venenos botrépicos incluido B. atrox utilizando como
sustratos plasma bovino como también fibrinégeno bovino y
canino (Orejuela et al. 1991). En un estudio previo, Sandoval
etal. (2010), lograron purificar la EST de B. azrox e identificar
algunas propiedades bioquimicas como el peso molecular y
el contenido de aziicares, asi como su accién sobre ésteres de
arginina como el BAEE.

Para el estudio de las propiedades estructurales y funcionales
de las enzimas presentes en los venenos de serpiente se han usado
diferentes aproximaciones siendo la més comun la obtencién de
la secuencia de aminodcidos, asi como la accién enzimdtica sobre
sustratos naturales, las cuales tienen como desventaja el empleo
de una gran cantidad de muestra para los respectivos andlisis
(Smolka et al. 1998). En este aspecto, el empleo alternativo
de técnicas microanaliticas como la espectrometria de masas
MALDI-TOF (matriz-assisted laser desortion/ionization - time-of-
Slight mass spectrometry) permiten la identificacion de proteinas a
través de la interoretacion de los espectros de fracmentacidon de
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con tripsina). Estos espectros son comparados con una base de
datos de proteinas digeridas iz silico y analizados con softwares
especificos (ProFound, Mascot, etc.) (Ashcroft 2003). A su
vez, el empleo de sustratos cromogénicos que imiten los sitios
de corte de las enzimas sobre los sustratos originales permite
lograr una mayor profundidad en el estudio del reconocimiento
enzima-sustrato, importante en el disefio posterior de inhibidores
sintéticos para estas proteinas (Castro et al. 2001).

En este contexto, en el presente trabajo se describe la identi-
ficacién molecular de la enzima similar a trombina del veneno
de B. atrox mediante espectrometria de masas MALDI-TOE
asi como su actividad diferencial sobre diversos sustratos cro-
mogénicos.

Materiales y métodos

Material Bioldgico.- Se utilizé el veneno de ejemplares adul-
tos de Bothrops atrox procedentes de Pucallpa (Ucayali, Pert) y
mantenidos en cautiverio en el serpentario Oswaldo Meneses del
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. El veneno fue extraido por presién manual de
las glindulas venenosas, siendo luego liofilizado y conservado a
4 °C hasta su utilizacién en las pruebas experimentales corres-
pondientes.

Cuantificacién de proteinas.- La cantidad de proteina fue
calculada midiendo la absorbancia de luz UV a 280 nm (War-
burg & Christian 1941) en un espectrofotémetro Shimadzu UV
120-02. Ademds se empleé el método de Lowry et al. (1951)
modificado (Loayza et al. 1985) utilizando un fotocolorimetro
y albiimina sérica bovina como proteina estindar.

Purificaciéon de la enzima similar a trombina.- Para la
purificacién de la EST del veneno de B. arrox se emple6 la
metodologia segtin Sandoval et al. (2010). Se utilizé 200 mg
de veneno crudo disuelto en buffer acetato de amonio 0,05 M,
pH 6,05 el cual fue separado mediante filtracién molecular en
Sephadex G-75 (45,2 x 1,2 cm), luego por intercambio catié-
nico en CM Sephadex C-50 (35 x 1,2 ¢cm) y finalmente usando
cromatografia de afinidad en Agarosa-PAB (6 x 0,8 cm). Para el
monitoreo de la purificacién se emple6 la actividad enzimdtica
sobre BApNA, vy las fracciones con mayor actividad fueron
concentradas y mantenidas en congelacién hasta su uso.

Evaluacidn de la pureza y determinacién del peso mole-
cular.- Se empled la electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones denaturantes con SDS (PAGE-SDS), de acuerdo al
método de Laemmli (1970), utilizando un equipo de electrofo-
resis vertical en placa Mini-PROTEAN 3. La corrida electrofo-
rética se realiz6 aplicando 100 V constantes durante 1 h. Luego
de transcurrido el tiempo, el gel fue transferido a una solucién
colorante de azul brillante de Coomassie al 0,1% por 10 min,
para luego ser desteniido hasta evidenciar las bandas proteicas.
El peso molecular de la enzima purificada fue estimado por
comparacién con una mezcla de proteinas para electroforesis
en gel (Amersham Biosciences), conteniendo: fosforilasa b (97
kDa), albtimina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa),
anhidrasa carbénica (30 kDa) e inhibidor de tripsina (20,1 kDa).

Digestion in gel e identificacién molecular mediante es-
pectrometria de masas MALDI-TOF.- Luego de realizada la
electroforesis en geles de poliacrilamida, la banda correspondien-
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fue reducida con ditiotreitiol (DTT) 10 mM en bicarbonato de
amonio 25 mM a 57 °C durante 1 h, y S-carbamidometilada
con iodoacetamida 55 mM en bicarbonato de amonio 25 mM
a temperatura ambiente durante 1 h.

La digestién in gel fue llevada a cabo con tripsina 12,5 ng/
pL a 37 °C durante 15 h. Posteriormente, se mezclaron 0,5 pL
de los fragmentos peptidicos con 0,5 pL de 4cido Q-ciano-4-
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Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-
SDS) bajo condiciones no reductoras de la enzima similar a trombina
de Bothrops atrox.
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User : Gustavo Sandoval
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Search title : TLE from Bothrops atrox

Database :MSDB 20060831 (3239079 sequences; 1079594700
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Top Score : 125 for , venombin A (EC 3.4.21.74) precursor
- barba amarilla

Mascot Score Histogram

Protein score is 10*Log(P), where P is the probability that the
observed match is a random event.

Protein scores greater than 78 are significant (p<0.05).
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Figura 3. Reporte del andlisis in silico por MASCOT de los péptidos
de la EST de Bothrops atrox obtenidos por espectrometria de masas

hidroxicindmico en acetonitrilo 50% / TFA 1% (10 mg/mL)
y luego fueron aplicados a un espectrémetro de masas Applied
Biosystems 4700 Proteomics Analyzer, ABI, para su anilisis
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF utilizando un
rango de deteccién de 500 a 4500 Da. Mediante esta técnica
se realiza la ionizacién de las moléculas y su obtencién en fase
gaseosa (desorcién/ionizacién asistida por matriz, MALDI), para
luego ser acelerados hacia un analizador y separados en funcién
de su relacién masa/carga (m/z) y determinando el tiempo de
llegada a un detector (tiempo de vuelo, TOF).

Los pmifs (peptide mass fingerprints) recuperados del procedi-
miento anterior fueron graficados utilizando el programa Data
Explorer Versién 4,4 (Applied Biosystems) y analizados emplean-
do el programa on line MASCOT (http://www.matrixscience.
com) (Perkins et al. 1999) siendo contrastados contra la base de
datos de secuencias de proteinas para espectrometria de masas
(MSDB). Mediante este andlisis, los picos correspondientes a los
pmfs son combinados iz silico con los de proteinas conocidas per-
mitiendo la identificacién de la proteina digerida inicialmente.

Actividad Fibrinocoagulante.- Esta actividad se evalué por
la medida del tiempo de formacién del codgulo originado por la
accién de la enzima sobre el fibrinégeno bovino (Sigma-Aldrich
Chemical Co) (Devi etal. 1972). Una unidad de actividad (U) se
define como la inversa del tiempo de coagulacién en segundos.

Actividad sobre Sustratos Cromogénicos.- En primer lugar
se midi6 la actividad amidolitica empleando BApNA (Sigma-
Aldrich Chemical Co) como sustrato (Fig. 1), midiéndose la
liberacién de p-nitroanilida a 405 nm (Erlanger et al. 1961).
Una unidad de actividad (U) es expresada como pmoles de p-
nitroanilida liberados por minuto.

Posteriormente se emplearon los siguientes sustratos: S-2238
(H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-p-nitroanilida, sustrato
cromogénico para trombina), S-2251 (H-D-valil-leucil-lisina-
p-nitroanilida, sustrato cromogénico para plasmina) y S-2266
(H-D-valil-leucil-arginina-p-nitroanilida, sustrato cromogéni-
co para kalikreina glandular) provenientes de Chromogenix
(Mélndal, Suecia), disueltos en buffer Tris-HC1 0,05 M; pH 7,5
conteniendo NaCl 0,15 M, a una concentracién final de 0,1 mM
(Fig. 1). La hidrdlisis de los sustratos sintéticos por el veneno
crudo y por la enzima purificada fue medida en una lectora de
microplacas Thermomax (Molecular Devices, Menlo Park, CA,
USA), siguiendo la absorbancia a 405 nm a 37 °C durante 20
min a intervalos de 10 segundos.

Resultados

Purificacién de la enzima y estimacién del peso molecu-
lar.- Siguiendo los pasos descritos por Sandoval et al. (2010) se
pudo obtener la enzima similar a trombina de B. azrox al estado
homogéneo, la cual fue monitoreada por su actividad sobre el
sustrato sintético BApNA. El ensayo electroforético en PAGE-
SDS mostr6 que la enzima purificada corresponde a una tnica
banda homogénea con un peso molecular aproximado de 29,6
kDa (Fig. 2).

Identificacién de la enzima purificada mediante espectro-
metria de masas MALDI-TOE.- Del andlisis por espectrometria
de masas MALDI-TOE se pudieron recuperar 16 fragmentos

peptidicos producto de la digestién de la enzima purificada, con
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Tabla 1. Masas tedricas y experimentales de los péptidos de la EST de Bothrops atrox obtenidas por espectrometria de masas MALDI-TOF.
La masa experimental fue calculada en base a la masa de los péptidos monoisotdpicos, asumiendo su valor como [M+H]™.

Secuencia Posicion Masa teorica (Da) Masa experimental (Da)
R.YFCGMTLINQEWVLTAAHCNR.R 48-68 2583,1821 2584,1893
RIHLGK.H 73-77 566,3540 567,3613
K.HAGSVANYDEVVR.Y 78-90 1415,6793 1416,6866
K.FICPNK.K 96-101 777,3843 778,3916
K.NVITDK.D 104-109 688,3755 689,3828
K.DIMLIR.L 110-115 759,4313 760,4385
K.DIMLIR.L Oxidation (M) 110-115 775,4262 776,4335
R.LDRPVK.N 116-121 726,4388 727,4461
K.INSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCR.I 122-143 2317,1485 2318,1557
RIMGWGAITTSEDTYPDVPHCANINLFNNTVCR.E 144-175 3665,6701 3666,6773
R.EAYNGLPAK.T 176-184 961,4869 962,4941
K. TLCAGVLQGGIDTCGGDSGGPLICNGQFQGILSWGSDPCAEPR.K 185-227 477,0196 4478,0267
RKPAFYTK.V 228-234 853,4698 854,4470
K.VEDYLPWIQSITAGNK.T 235-250 1862,9931 1864,0003
cién de la proteina mediante el programa MASCOT (opcién: Discusién

peptide mass fingerprinting). Como resultado del andlisis i7 silico
se obtuvo un score de alineamiento de 125 (expect: 10°) con
la proteina denominada venombina A (EC 3.4.21.74) (Fig. 3).
Los péptidos recuperados comprenden un 75% del total de su
secuencia.

Actividad sobre diferentes sustratos.- La EST purificada
fue capaz de coagular el fibrinégeno bovino; comparando los
tiempos de coagulacién obtenidos con el veneno crudo y la
enzima purificada se encontraron actividades especificas de
1,26 y 5,50 U/mg respectivamente, siendo la actividad de la
enzima purificada 4,37 veces mds que la actividad del veneno

crudo (Tabla 2).

La enzima purificada también mostré una gran capacidad
para hidrolizar sustratos sintéticos como el BApNA (0,874
U/mg), siendo la actividad purificada 25,5 veces respecto a la
actividad mostrada por el veneno crudo (Tabla 2).

En el caso de las actividades sobre otros sustratos sintéticos
especificos éstas fueron de 8,7 y 22,7 U/mg sobre S-2238 para
el veneno crudo y la enzima purificada respectivamente, y de
7,8 y 23,4 U/mg sobre S-2266 para el veneno crudo y la enzi-
ma purificada respectivamente. No se encontré actividad sobre
S-2251 bajo las mismas condiciones de trabajo tanto para el
veneno crudo como para la enzima purificada (Tabla 2).

Los venenos de serpientes de la familia Viperidae, presentan
cantidades significativas de enzimas similares a trombina, las
cuales son serinoproteasas y son similares a la trombina tanto en
sus propiedades fisicoquimicas como en los aminodcidos de su
sitio activo, ya que contienen residuos reactivos de serina, dcido
aspdrtico e histidina, haciéndolos susceptibles a agentes especi-
ficos que modifican su accién enzimdtica (Braud et al. 2000).

En el presente trabajo la purificacién de la enzima similar a
trombina (EST) del veneno de B. atrox consistié de una com-
binacién de técnicas cromatograficas de filtracién molecular, las
que permiten separar las moléculas segiin su peso molecular;
intercambio iénico, donde las moléculas son discriminadas de
acuerdo a su carga eléctrica; y finalmente mediante afinidad
enzima-inhibidor, utilizando p-aminobenzamidina (PAB). Esta
molécula es un inhibidor competitivo especifico de serinopro-
teasas, mediante la cual se pueden retener a las fracciones con
afinidad permitiendo la eliminacién de contaminantes. Del
andlisis electroforético de las fracciones obtenidas se observé una
sola banda proteica de 29,6 kDa, indicando la homogeneidad
del preparado (Fig. 2). Esta enzima tiene un mediano peso mo-
lecular, pero se encuentra dentro del rango de pesos moleculares
reportados para varias enzimas similares a trombina aisladas de
venenos de serpiente (Sandoval et al. 2010).

Tabla 2. Actividad del veneno crudo y de la EST de Bothrops atrox sobre diferentes sustratos.

Actividad Especifica (U/mg proteina)

Sustrato pH Incremento de la actividad
Veneno crudo Enzima

Fibrinégeno bovino 74 1,26 5,50 44

BApNA 8,1 0,034 0,874 25,5

S-2266 7,5 7.8 23,4 3,0

S-2238 7,5 8,7 22,7 2,6
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Para la identificacién molecular de la enzima purificada se
empleé el andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF;
que permite obtener informacién de la masa molecular e infor-
macién estructural del compuesto analizado.

Del andlisis por espectrometria de masas de las bandas de gel
correspondientes a la EST de B. atrox y la posterior bisqueda
en bases de datos, se obtuvo un score de alineamiento de 125
(expect: 10°) con la venombina A (EC 3.4.21.74), EST del
veneno de B. moojeni (Fig. 3). Esta proteina, a diferencia de la
trombina, convierte el fibrindgeno en fibrina liberando sélo el
fibrinopéptido A (Itoh etal. 1988). Esta caracteristica le confiere
un efecto defibrinogenante permitiendo que la fibrina sea répi-
damente degradada a través del proceso fibrinolitico y eliminado
mediante la orina (Lu et al. 2005). Actualmente es usado en el
campo clinico para el tratamiento de enfermedades trombéticas .

Este anilisis nos permitié ademds, ubicar y alinear los frag-
mentos producto de la digestién de la enzima en estudio. Los
fragmentos recuperados cubrieron un 75% de la secuencia
de la venombina A indicando una alta homologia entre las
secuencias de ambas proteinas. La venombina A es la enzima
similar a trombina del veneno de B. moojeni y su secuencia de
aminodcidos exhibe una homologfa significativa con enzimas
proteoliticas como la tripsina, la kalikreina pancredtica y la
trombina, lo cual indica que se trata de un miembro de la familia
de las serinoproteasas (Itoh et al. 1998).

A fin de complementar los resultados estructurales obtenidos
por espectrometria de masas MALDI-TOE se evalud la activi-
dad enzimdtica de la EST purificada sobre un sustrato natural
como el fibrinégeno, asi como sobre sustratos cromogénicos,
los cuales contienen residuos de aminodcidos que imitan los
sitios de corte de la enzima sobre el sustrato original. A fin de
facilitar la medicién de la actividad, dichos sustratos presentan
un grupo cromogénico en el extremo carboxilo terminal, el cual
es liberado como parte de la hidrélisis y posteriormente detectado
por espectrofotometria.

En el presente trabajo se evalué la actividad enzimdtica de la
EST de B. atrox sobre diversos sustratos sintéticos que contienen
como grupo cromogénico a la p-nitroanilida (Fig. 1). Durante
los diversos pasos de purificacién se empleé el sustrato BApNA
el cual permite la caracterizacién de enzimas del grupo de las
serinoproteasas como la tripsina y quimiotripsina y al cual per-
tenecen las enzimas similares a trombina de venenos de serpiente
(Castro et al. 2001, 2004). Las fracciones que mostraron mds
actividad sobre este sustrato fueron ensayadas en su capacidad
para coagular el fibrinégeno bovino obteniéndose resultados
positivos indicando que ambas actividades estdn presentes en la
enzima en estudio. En el caso de los sustratos sintéticos S-2266,
S-2238y §-2251, su empleo nos permitié determinar la especi-
ficidad en reconocimiento de los aminodcidos unidos al grupo
cromogénico p-nitroanilida por parte de la enzima similar a
trombina de B. atrox. Como se muestra en la Tabla 2, la enzima
fue capaz de hidrolizar los sustratos S-2266 (sustrato para ka-
likreina glandular) y S-2238 (sustrato para trombina), mientras
que fue incapaz de hidrolizar el sustrato S-2251 (sustrato para
plasmina). En base a las caracteristicas estructurales de estos
sustratos podemos afirmar que la enzima presenta una especifi-
cidad para hidrolizar sustratos que contengan preferentemente
arcinina como el aminoscido aue se 1ine al erupo cromocénico

S-2251, lo cual constituye una evidencia adicional de que esta
enzima pertenece al grupo de las serinoproteinasas. Este andlisis
también fue realizado utilizando la enzima similar a trombina
de Lachesis muta muta empleando sustratos cromogénicos con
aminodcidos diversos en su estructura (Magalhaes et al. 2003). El
hecho de que la enzima purificada hidrolice sustratos especificos
para dos enzimas diferentes como la kalikreina y la trombina
indican por un lado que nuestra enzima presenta caracteristicas
de la trombina como la de coagular el fibrindgeno, mientras que
por otro estd relacionada con las enzimas del grupo tripsina/ka-
likrefna. Esto fue demostrado por Itoh et al. (1988) para el caso
de batroxobina, la enzima similar a trombina de la serpiente B.
moojeni mediante el andlisis de la secuencia nucleotidica del gen.

De esta forma, mediante una combinacién de aproximaciones
estructurales y funcionales se ha podido caracterizar la naturaleza
quimica y enzimdtica de la EST de B. atrox, identificdndola
como una venombina A, serinoproteasa con un rol importante
en el envenenamiento por viperidos del género Bothrops y cuya
deteccién y neutralizacién resultan de interés para el diagnéstico
y tratamiento de accidentes ofidicos.
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