RECENZIJA

rozprawy doktorskiej zatytulowanej
wBadania fitochemiczne i ocena wladciwosci biologicznych wybranych
surowcéw roslinnych stosowanych w leczeniu luszczycy”
wykonanej przez mgr farm. Katarzyn¢ Antoniak
w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji

Kolegium Nauk Farmaceutycznych w Poznaniu

Ocena merytoryczna i metodologiczna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr farm. Katarzyny Antoniak, to interesujgce
opracowanie, ktérego celem jest naukowa ocena mozliwosci zastosowania pigciu
surowcow: Galii aparine herba, Galii veri herba, Bidentis tripartitae herba, Rumicis
hydrolapathi radix i Liquiritiae radix w leczeniu tuszczycy.

Badania oparto o oceng¢ dzialania antyoksydacyjnego, wplywu na wytwarzanie
czynnikéw proangiogennych i prozapalnych, oraz na aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w przebudowie macierzy zewnatrzkomérkowej, istotnych
w inicjowaniu i podtrzymywaniu zmian tuszczycowych.

Podjecie proby choéby tylko cze$ciowego rozwigzania zakladanego problemu

w ramach ocenianej pracy doktorskiej nalezy uzna¢ za niezwykle ambitne.

Luszczyca to przewlekla, zapalna choroba skoéry. Jej etiologia weiaz pozostaje
nie do kofica poznana. Przypuszcza si¢, ze rozwdj choroby uzalezniony jest migdzy
innymi od czynnikéw genetycznych, immunologicznych i srodowiskowych. Leczenie
luszczycy to proces diugi i czesto nie efektywny, albowiem tuszczyca moze nawracac.
Opiera si¢ na stosowaniu lekow o dziataniu ogélnym, dziataniu miejscowym oraz na
fototerapii (fotochemioterapii). W tym $wietle poszukiwanie nowych, bezpiecznych

produktéw pochodzenia naturalnego — ro§linnego, jest wysoce potrzebne.

Do badan wybrano pie¢ roslin: Galium aparine L. (przytuli¢ czepng), Galium
verum L. (przytuli¢ wlasciwa), Bidens tripartita L. (uczep tréjlistkowy), Glycyrrhiza
glabra L. (lukrecje gladka), oraz Rumex hydrolapathum L. (szczaw lancetowaty),
ktérych zastosowanie tradycyjne wskazuje na ich mozliwg skuteczno$¢ w leczeniu
choréb dermatologicznych, w tym tuszczycy. W czgéci teoretycznej przedstawiono
dokiadng charakterystyke botaniczno-, chemiczno-, farmakologiczng wybranych
gatunkoéw, ze szczegblnym uwzglednieniem ich zastosowania tradycyjnego, oraz

potencjalnej toksycznosci.
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W przypadku Glycyrrhiza glabra, Doktorantka opublikowala profesjonalng
charakterystyke chemiczno-farmakologiczng tego gatunku w postaci dwéch
publikacji przegladowych na tamach Postepow Fitoterapii (jedna praca w druku, druga
zaakceptowana).

W czgsci eksperymentalnej pracy dokonano oceny przydatnosci wybranych
surowcdw we wspomaganiu leczenia tuszczycy w oparciu o analizg¢ aktywnosci
antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej i angiogennej, oraz oznaczenia catkowitej
zawartosci polifenoli ekstraktéow etanolowych. Ponadto przeprowadzono analize

olejkéw eterycznych pozyskiwanych z badanych surowcéw.

Material roélinny analizowany w ramach pracy doktorskiej pochodzit
z komercyjnych zrédet: Galii aparine herba (ziele przytulii czepnej) zakupiono
w Zakladzie Zielarskim ‘Aromatica’ (Hajnodwka, Polska), a pozostate surowce: Galii
veri herba (ziele przytulii wlasciwej), Bidentis tripartitae herba (ziele uczepu
trjlistkowego), Rumicis hydrolapathi radix (korzen szczawiu lancetowatego, korzen
kobylaka) i Liquiritiae radix (korzen lukrecji) w Zakladzie Konfekcjonowania Zi6t
‘FLOS’ (Mokrsko, Polska). Do oznaczen zawartosci polifenoli oraz aktywnosci
biologicznej z surowcdéw wykonano ekstrakty etanolowe w fazni ultradzwigkowe;j.
Doktorantka dokladnie opisala metodyke oznaczania zawarto$ci polifenoli metodg
kolorymetryczng z zastosowaniem odczynnika Folin-Ciocalteu, oraz otrzymywanie
olejkéw eterycznych metodg hydrodestylacji i analize ich skiadu metodg GC-MS
(badanie wykonane we wspolpracy z Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej
Aparatury Chemicznej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu). Sprawnie
przedstawiono réwniez metodyke przeprowadzonych badan Dbiologicznych:
aktywnosci antyoksydacyjnej (testy DPPH i FRAP), wplywu ekstraktow na
aktywno$¢ hialuronidazy metodg turbidymetryczng, oraz oceng¢ aktywnosci
angiogenne;j in vitro na komérkach $§rédblonka naczyniowego HUVEC linii EA.hy926
(badanie wykonano we wspdtpracy z Katedrg i Zakladem Patofizjologii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu).
Szczegblowo opisana metodyka badan niewatpliwie potwierdza, dojrzalo$¢ naukowa,
umiejetno$ci nawigzywania wspolpracy, oraz znajomo$¢ zastosowanych technik

badawczych Doktorantki.

Wyniki oznaczen zawartosci zwigzkéw polifenolowych, olejku eterycznego
oraz aktywnosci biologicznej zostaty dokladnie przestawione, ponadto w badaniach

zadbano o analize statystyczna.
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Oznaczenia metodg Folin-Ciocalteu catkowitej zawartosci polfenoli w ekstraktach

etanolowych z badanych surowcéw wykazaly najwyzsza ich zawarto$é w Rumicis
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herba(19,14) (mg GAE/g s.m. surowca). W pracy nie podjeto oznaczen jakosciowych MEDICUM

hydrolapathi radix (327,79 mg GAE/g s.m. surowca), mniejsze w Liquiritiae radix
(71,06), Galii veri herba (58,47), Bidentis tripartitae herba (32,70), oraz Galii aparine

zwigzkéw fenolowych. Domniemanie ich skiadu oparto na danych literaturowych
wskazujge m.in. flawonoidy, procyjanidyny, kumaryny, pochodne katechiny czy tez
kwaséw fenolowych, jako zwigzki odpowiedzialne za dzialanie antyoksydacyjne.
Cennym, kolejnym etapem prac bylaby analiza zwigzkéw aktywnych przy uzyciu
technik chromatograficznych.

Wyniki oznaczen potencjatu antyoksydacyjnego metodami DPPH i FRAP wykazaly
najwigkszg aktywnos¢ dla ekstraktow z Rumicis hydrolapathi radix; 1C50 dla DPPH
wynosito 0,07 mg/ml, a IC0,5 dla FRAP wyniosto 0,02 mg/ml (wyrazone warto$ciami

Wydziat Farmaceutyczny

réwnowaznikéw witaminy C). W badaniach stwierdzono zalezno$¢ migdzy catkowitg Katedra i Zakiad

zawartoscig polifenoli w ekstraktach, a ich aktywno$cig antyoksydacyjng. Jednak Botaniki Farmaceutyczne
potencjal antyoksydacyjny badanych surowcéw byl slabszy w poréwnaniu do
substancji referencyjnej - witaminy C.

Sposréd badanych ekstraktow etanolowych, aktywno$¢ hialuronidazy najsilniej
hamowaly wyciagi z Rumicis hydrolapathi radix (IC50 = 0,43 mg/ml) i z Liquiritiae
radix (IC50 = 0,45 mg/ml). Efekt hamujacy tych ekstraktow byt prawie dwukrotnie
wyzszy niz dla substancji wzorcowej - kemferolu (IC50 = 0,78 mg/ml). Pozostale
ekstrakty wykazaty kilkukrotnie stabszg aktywnos¢.

Na szczeg6lng uwage zastugujg innowacyjne wyniki oznaczen in vitro aktywnosci
angiogennej przeprowadzone na komdrkach $rédbtonka dla ekstraktow etanolowych
z badanych surowcow. W pracy po raz pierwszy przetestowano ich oddziatywanie na
takie parametry jak: proliferacja, migracja i inwazyjnos¢; etapy kluczowe
w powstawaniu naczyfn krwionos$nych. Ponadto oceniono ich rol¢ w produkcji
czynnikéw pro- i anty-angiogennych oraz wlasciwosci przeciwzapalne.

Stwierdzono, ze badane ekstrakty roslinne mogg modyfikowaé proces angiogenezy na
réznych etapach. Galii veri herba, oraz Bidentis tripartitae herba wykazaly
potencjalny charakter antyangiogenny, poniewaz zmniejszaly proliferacj¢, produkcje
cytokin prozapalnych i stezenie proangiogennego czynnika HGF (czynnika wzrostu
hepatocytéw). Szczegélnie silne dzialanie antyangiogenne stwierdzono dla Bidentis
tripartitae  herba, ktory w Kkluczowych etapach angiogenezy dzialal

antyproliferacyjnie,  antymigracyjnie i jednoczesnie  stosunkowo  sfabo

antyinwazyjnie.
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Nalezy rowniez podkresli¢, ze dla trzech sposréd badanych ekstraktéw, wykazano
takze charakter proangiogenny. Ekstrakty z: Galii veri herba, Bidentis tripartitae
herba, Rumicis hydrolapathi radix zmniejszaly st¢zenie TIMP-1 (inhibitora
metalopeptydazy 1) i jednoczesnie zwigkszaly poziom MMP-9 (metalopeptydazy
matrycowej 9) (niski stosunek migdzy TIMP-1 i MMP-9 wiaze si¢ z inwazyjnoscia
proangiogenna i rozwojem nowego unaczynienia).

Oddzielnym, niezwykle intersujgcym etapem prac eksperymentalnych bylo
pozyskanie, oraz analiza GC-MS olejkéw eterycznych. W wyniku hydrodestylacji
surowcow: Galii aparine herba, Galii veri herba, Bidentis tripartitae herba, Rumicis
hydrolapathi radix i Liquiritiae radix otrzymano olejki eteryczne z wydajnoscig
odpowiednio: 3,33, 2,60, 2,91, 3,03 i 3,03 ml/kg. Analiza GC-MS pozwolita na
oznaczenie w nich od 43 do 71 zwigzkéw z grupy seskwiterpendw, monoterpenéw,
diterpenéw, pochodnych fenylopropanu (weglowodory, alkohole, aldehydy, tlenki
i estry), oraz kwaséw tluszczowych. Dominujgcymi ilo$ciowo zwigzkami: w Galii
aparine herba byt 9-diazo-9H-fluoren (31,93%), w Galii veri herba - kwas
palmitynowy (10,87%), w Bidentis tripartitae herba - trimetochinol (46,89%),
w Rumicis hydrolapathi radix - kwas linolowy (50,38%) i kwas palmitynowy
(25,99%), a w Liquiritiae radix - anetol (15,44%) i karwon (15,16%).

W ramach pracy nie przeprowadzono oceny aktywnosci biologicznej uzyskanych
olejkéw, niemniej jednak jest to niezwykle ciekawy, potencjalny cel kolejnych badan
nad aktywnoscig przeciwluszczycowsg badanych gatunkéw. Doktorantka bardzo
dokladnie przedyskutowala uzyskane wyniki oznaczen jako$ciowych olejkéw
z danymi literaturowymi. Ponadto zasugerowala ich mozliwe aktywnosci
farmakologiczne przygotowujac interesujgce zestawienie aktywnosci biologiczne)
giéwnych sktadnikéw olejkéw oparte na danych literaturowych w tabeli (numer 39),

oraz wyciagajac stosowne wnioski.

Nalezy podkresli¢, duzg dojrzato$é naukowa Doktorantki, ktéra w ‘Dyskusji’,
sprawnie przeanalizowala wyniki badaf wiasnych i poréwnata je do danych zebranych
z licznych prac naukowych o zasiggu $wiatowym. W tej czesci wyeksponowano
najistotniejsze i innowacyjne aspekty pracy. Ponadto w ‘Podsumowaniu’,
bezposrednio podkreslono, jak uzyskane wyniki mogg potencjalnie wptywa¢ na
aktywnos$¢ wspomagajaca leczenie tuszczycy badanymi surowcami roslinnymi.

Doktoranta w omoéwieniu i umowaniu wynikéw sprawnie przedstawita
najwazniejsze (sposrod licznych) wyniki uzyskane dla kazdego z badanych surowcow.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze wybrane surowce charakteryzuja si¢ réznymi
wlasciwosciami, a tym samym, ich mechanizm dziatania w terapii tuszczycy jest
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odmienny. Ekstrakt z Galii aparine herba hamowat proliferacje i migracj¢ komérek
srodblonka. Ekstrakt z Galii veri herba zmniejszat proliferacj¢, oraz produkcje PDGF,
HGF, IL-6 i IL-8 w komoérkach $rédblonka. Wyciag z Bidentis tripartitae herba
hamowat proliferacj¢ i migracje komérek srédblonka i produkcje: HGF, IL-6 i IL-8.
W ekstrakcie z Liquiritiae radix stwierdzono znaczng zawarto$¢ zwigzkéw
polifenolowych, ponadto wykazano jego aktywno$¢ hamujaca hialuronidaze
i produkcj¢ IL-6. Najlepsze wyniki w stosunku do rozpatrywanych parametréw
uzyskano dla ekstraktu z Rumicis hydrolapathi radix. Dla tego surowca stwierdzono
najwyzsza zawarto$¢ polifenoli, najsilniejszy potencjal antyoksydacyjny i najwyzsza
aktywnos$¢ hamujaca hialuronidazg. Ponadto ekstrakt zmniejszal migracje komérek
$rodblonka, oraz produkcj¢ PDGF, HGF i IL-8.

Metodyka zastosowana, zaréwno w fitochemicznej czgéci pracy, jak
i w badaniach aktywnosci biologicznej ekstraktéw nie budzi zastrzezen. Wyniki prac
doswiadczalnych s3 czgsto nowatorskie i posiadaja potencjalnie aplikacyjny
charakter. Uzyskane wyniki badan udowodnily wysokg potencjalng warto$é
terapeutyczng badanych surowcéw, nie tylko w terapii luszczycy, ale sugeruja

mozliwos$¢ ich wykorzystania w innych jednostkach chorobowych.

Ocena edytorska pracy

Tekst rozprawy obejmuje 227 stron. Cytowane sg az 434 pozycje literaturowe,
oraz 15 stron internetowych. W pracy zamieszczono 39 tabel oraz 44 ryciny.

Tekst poprzedzony jest rzeczowym wstgpem, a zakonczony streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim. Cze$¢ teoretyczna obejmuje 39 stron i przedstawia
patogeneze, objawy i sposoby leczenia tuszczycy, oraz charakterystyke botaniczno-
farmakologiczng  wszystkich badanych gatunkéw. Doktorantka rzeczowo
przedstawila podjeta tematyke umiejetnie wybierajac najistotniejsze informacje
z licznych zrédet naukowych, co $wiadczy o jej dojrzatosci naukowe;j.

W czegsci doswiadczalnej zaprezentowano bardzo dokladnie zastosowang
metodyke i oraz przedstawiono wyniki w formie graficznej. Kolejno znajdujemy
oméwienie wynikéw, oraz rzetelnie przeprowadzona dyskusj¢.

Tekst dysertacji koficzy solidne podsumowanie (5 stron) w ktérym
Doktorantka trafnie wycigga najwazniejsze wnioski oraz podkreéla innowacyjne

aspekty przeprowadzonych badan.
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Przy tak znacznych objgtosciach tekstu, zwykle trudne jest unikniecie bledéw

edytorskich i stylistycznych. Jednak jest ich stosunkowo nieduzo, dlatego

zdecydowalam si¢ ich nie wymienia¢. Moje najwazniejsze uwagi zamieszczam

ponizej:
1.

Proszg¢ o wyjasnienie niescistosci. W czgéci teoretycznej Doktorantka podaje,
ze badane byly rozne gatunki rodzaju Rumex znane pod nazwg ,kobylak™:
szczaw tepolistny (Rumex obtusifolius L.), szczaw kedzierzawy (Rumex
crispus L.), szczaw 26ity (Rumex patientia L.), szczaw alpejski (Rumex
alpinus L.) i szczaw lancetowaty (Rumex hydrolapathum L.). Natomiast
w celach pracy sprecyzowano, ze badano Rumicis hydrolapathi radix, wigc
korzen tylko jednego z gatunkéw - Rumex hydrolapathum. Kolejno w pracy

zastosowano jednoznaczne okreslenie: Rumicis hydrolapathi radix = korzen

szczawiu lancetowatego = korzen kobylaka, ktére wydaje si¢ by¢
nieprawidlowe.

W czgsci teoretycznej w opisach roélin postuzono si¢ jedynie ,starszg”
systematyka; na przyktad, obecnie rodzina Asteraceae to Astrowate (nie
Ztozone), ponadto nazwy rodzin zaréwno w jezyku polskim jak i tacinskim
powinny by¢ zapisane z duzej litery.

Sugerowalabym mniejsze multiplikowanie podrozdzialéw; szczegdlnie
w rozdziale dotyczacym metodyki badawczej (3).

W rozdziale 4, poza licznymi tabelami i rycinami, powinno znalez¢ sig
doktadne oméwienie uzyskanych wynikow. Ten opis umieszczono dopiero
w rozdziale 5; przy dyskusji.

Sugerowatabym sprecyzowac jednostk¢ podawania zawartosci zwigzkow z na
»g surowca” do na ,,g s.m. (suchej masy) surowa”.

W opisie wynikoéw oznaczefh FRAP jako jednostke odniesienia zastosowano
parametr ‘IC0,5’, a dla metody DPPH ‘IC50’; wyrazone, jako wartosci
réwnowaznikow witaminy C. Czy te parametry sg tozsame? Dlaczego nie
zastosowano tego samego zapisu w obu przypadkach?

Pewien rodzaj dysharmonii i trudno$¢ w czytaniu pracy sprawia niespdjne,
rézne nazywanie badanych surowcéw, czy tez roélin, wymiennie polskie

i tacinskie.

Podsumowujac, przediozong do oceny pracg oceniam wysoko. Stanowi ona

bogate kompendium wiedzy o potencjalnej aktywnosci przeciwluszczycowej znanych
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aparine, Galium verum, Bidens tripartita, Rumex hydrolapathum), oraz jednego
gatunku potudniowoeuropejskiego (Glycyrrhiza glabra). Wyniki pracy udowadniaja
W sposob empiryczny, znane dotychczas w gléwnej mierze z wykorzystania
tradycyjnego, wlasciwosci biologiczne surowcéw. Wyniki badan, posiadaja nie tylko
istotne walory poznawcze, ale tez aplikacyjny charakter. Praca nakre$la mozliwosci
pozyskiwania i wykorzystania gatunkéw w leczeniu niezwykle trudnej choroby jaka
jest tuszczyca.

Ocen bku naukowego

Mgr farm. Katarzyna Antoniak jest pierwszym autorem jednej opublikowane;j
pracy eksperymentalnej (Farmacja Polska, MNiSW=20 pkt), jednej pracy przyjetej do
druku (Postgpy Fitoterapii, MNiSW=5 pkt), oraz jednego manuskryptu ktérego
upublicznienie planowane jest w czasopi$mie o zasiegu og6lno$wiatowym (Industrial
Crops and Products). Ponadto, Doktorantka jest autorem czterech publikacji
pogladowych (w tym jednej przyjetej do druku) dotyczacych gatunku Glycyrrhiza
glabra, oraz aktywnosci biologicznej olejkow eterycznych. Wymienione wyzej prace
bezposrednio dotyczg tematyki rozprawy doktorskie;j.

Na uwage zasluguje pozostala aktywno$¢ naukowa Pani mgr. Katarzyny
Antoniak. Jest Ona pierwszym autorem az 15, oraz wspolautorem 2, publikacji
pogladowych dotyczacych tematyki ogélnofarmaceutycznej opublikowanych
w takich czasopismach jak: Farmacja Polska, Postepy Fitoterapii, Panacea,
Czasopismo Aptekarskie, Klinika Oczna, Magazyn Lekarza Okulisty, czy tez Post¢py
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej. Na uwage zastuguja liczne prace dotyczace
chor6b oftalmologicznych i dermatologicznych, oraz przedstawiane w pracach
informacje na temat aktywnosci i dzialania niepozadanego lekéw. Ciekawym nurtem
zainteresowann Doktorantki sa publikacje dotyczace aspektow botanicznych
w twoérczosci Marii  Konopnickiej. Ponadto Doktorantka jest wspofautorem
monografii polskojezycznej w podrgczniku ,Wspdlczesna terapia dermatoz
alergicznych”.

O duzej aktywnosci i odwadze naukowej Pani Katarzyny Antoniak $wiadcza
trzy wystapienia ustne na konferencjach naukowych, oraz szes¢ referatow
wygloszonych na posiedzeniach Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego w Lodzi.
Na uwage zastiguja réwniez wyklady szkoleniowe przeprowadzone w ramach
Szkolenia Ciaglego Farmaceutéw Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z zakresu

farmakoterapii choréb narzadu wzroku,
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Dotychczasowy dorobek naukowy i duza aktywno$¢ naukowa Pani Katarzyny
Antoniak wskazuja, ze jest Ona dobrym kandydatem do uzyskania stopnia naukowego
doktora. Sugerowatabym jednak wigksza aktywno$é w publikowaniu w czasopismach

o zasi¢gu miedzynarodowym.

Pani Katarzyna Antoniak uzyskala tytul magistra farmacji na Akademii
Medycznej w Lodzi w 1996 roku, a w 2002 roku ukoriczyla specjalizacj¢ pierwszego
stopnia w zakresie farmacji aptecznej. Pani Magister od 1997 czynnie wykonuje
zawod farmaceuty; obecnie pracuje jako kierownik apteki ogdlnodostgpnej. Pani mgr.
Katarzyna Antoniak w latach 2006-2009 pracowala jako asystent w Katedrze
Farmakologii i Farmakologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, gdzie
prowadzila dzialalno$¢ naukows zajmujac si¢ oceng whasciwosci antyoksydacyjnych
melatoniny wobec komérek $rédblonka HMEC-1, oraz dzialalno$¢ dydaktyczng na
Wydziatach: Lekarskim, Lekarsko-Dentystycznym oraz Fizjoterapii Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi prowadzac kursy w jezyku polskim i angielskim.

Ponadto, Pani Katarzyna Antoniak w 2012 roku obronita prace dyplomowa na
Podyplomowym Studium Translacji na Wydziale Filozoficznym Uniwersytetu
Lodzkiego.

Przedstawione bogate do$wiadczenie zawodowe, aktywno$¢: naukowa,
dydaktyczna i publikacyjna, niewatpliwie zastuguja na szczegdlne podkreslenie,
albowiem $wiadczg o wysokich kompetencjach Doktorantki.

Whiosek koncowy

Biorgc pod uwage przedstawiong powyzej oceng rozprawy doktorskiej, oraz
dorobku naukowego, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinowskiego
w Poznaniu, z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr farm. Katarzyny Antoniak do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Krakéw, dn. 11.03.2021 r.
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