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Predmet: Izvestaj komisije i ocena izradene doktorske disertacije asistenta Vladimira
Zivkovica

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu, a po
predlogu Odbora za poslediplomske studije, prihvacen je izvestaj mentora, prof dr. Radeta
Cukuranoviéa, 0 izradenoj doktorskoj disertaciji asistenta dr Vladimira Zivkovi¢a, pod
odobrenim naslovom ,,Morfometrijska i imunohistohemijska analiza udruZenosti
strukturnih promena sa distribucijom psamoma telasaca u horoidnim pleksusisma
mozdanih komora tokom starenja ¢oveka* i imenovani su ¢lanovi komisije za ocenu i
odbranu doktorske disertacije u sastavu:

1. Prof. dr Ivan Jovnovi¢, predsednik
2. Prof. dr Rade Cukuranovi¢, mentor i &lan
3. Prof. dr Branislav Filipovi¢, ¢lan sa MF u Beogradu

U skladu sa gore navedenom Odlukom, a nakon detaljnog pregleda spomenute doktorske
disertacije, Komisija podnosi sledeci

1ZVESTAJ

1. Opsti podaci

Tema za izradu doktorske disertacije doktoranda, Vladimira Zivkoviéa, doktora medicine,
asistenta u nastavi na Katedri za anatomiju, Medicinskog fakulteta u Nisu, je odobrena
odlukom Nastavno-nauc¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta u Nisu odrzanog 26.6.2014. godine
(br. 04-853/14). Istrazivanjepod naslovom ,,Morfometrijska i imunohistohemijska analiza
udruzenosti strukturnih promena sa distribucijom psamoma telasaca u horoidnim pleksusisma
mozdanih komora tokom starenja ¢oveka® je uradeno na Medicinskom fakultetu u Nisu, na
Katedri za anatomiju i na Institutu za sudsku medicinu. Za primenu istrazivacke metodologije
na materijalu sakupljenom na Institutu za sudsku medicinu, dobio je odobrenje Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta u Nisu.

2. Odnos uradene doktorske disertacije prema prijavljenoj i odobrenoj temi

Navedena doktorska disertacija predstavlja originalan i samostalan naucno-istrazivacki
rad iz oblasti anatomije. Naslov teze se u potpunosti podudara sa sadrzajem sprovedenog
istrazivanja. Odobreni ciljevi istrazivanja, kao i metodologija, dati u obrazloZenju teme
prilkom prijave teme, ostali su nepromenjeni tokom nauc¢no-istrazivackog rada.

3. Tehnicke karakteristike doktorske disertacije



Doktorska disertacija kandidata Vladimira Zivkovica je napisana na 223 strane, ¢irili¢no
kucanog teksta, i prema preporukama Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Nisu.
Sastoji se iz 7 poglavlja pod naslovima: Pregled literature, Cilj istrazivanja, Materijal i
metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci i Literatura. Dokumentacija doktorske disertacije
sadrzi 24slike, 30tabela, 19grafikona i 393 literaturna navoda u vezi sa temom istrazivanja.

4. Sadrzajna struktura doktorske disertacije

U poglavlju Pregled literature, obradena je anatomija, histologija, fiziologija i patologija
horoidnog pleksusa, sa osvrtom na prisustvo imunih ¢elija, pre svega CD68 i CD44
pozitivnih ¢elija. Dat je uvid u dosadasnje nau¢no-stru¢ne nalaze vezane zahoroidni pleksus
kao deo neuroimunog sistema, kao i neuroimunologiju horoidnog pleksusa tokom procesa
starenja. Obradene su aktuelne teorije starenja i promene na mozgu u toku starenja, sa
akcentom na morfoloske i funkcionalne promene horoidnog pleksusa. Poseban osvrt je dat na
psamomatozna telasca (PT), proces biomineralizacije i ektopi¢ne kalcifikacije, kao i ulogu
osteopontina, osteokalcina i nanobakterija u biomineralizaciji. Osim toga, opisana je pojava
psamomatoznih telasaca u neneoplasti¢nim i neoplasti¢énim stanjima.

Na osnovu uocenog nauc¢nog problema utvrdeni su Ciljevi istrazivanja. Postavljeni su
slede¢i ciljevi u 8 tacaka:

e Da se na preparatima bojenim trihnromnom metodom po Maloriju odrede morfoloske
karakteristike humanog horoidnog pleksusa iz sve Cetiri mozdane komore

e Da se detektuju PT u horoidnom pleksusu na trihromno bojenim preparatima, i utvrdi
njihova morfologija, kao i lokalizacija i distribucija

e Da se uocene morfoloske karakteristike samog horoidnog pleksusa i prisutnih PT
povezu sa godinama starosti lica od kojih su uzorci dobijeni

e Da se morfometrijskom metodom na trihromno bojenim preparatima odrede
kvantitativne osobine horoidnog pleksusa (povrsinska gustina horoidnog pleksusa,
zapreminska gustina krvnih sudova), epitelnih celija horoidnog pleksusa (area,
perimetar, Feretov dijametar, oblikovani faktor, visina epitela), jedara epitelnih ¢elija
(area, perimetar, Feretov dijametar, oblikovani faktor, nukleo/citoplazmatski odnos) i
PT (ukupna area PT u ispitivanom sluc¢aju, prose¢na area pojedina¢nih PT, perimetar,
Feretov dijametar, oblikovani faktor), u funkciji starosti

e Da se morfoloski analizira reakcija struktura horoidnog pleksusa na

.....

e Da se utvrdi distribucija imunopozitivnosti na ispitivane markere u strukturama
horoidnog pleksusa

e Da se ne preparatima dobijenim metodama imunohistohemijskog bojenja,
kvantifikuje prisustvo PT sa pozitivhom, odnosno negativnom reakcijom na ispitivane
markere

e Da se statistickim metodama, pronade veza izmedu godina Zivota i reakcije PT na
imunohistohemijske markere

U poglavlju Materijal i metode detaljno je opisan nacin uzimanja uzorka, njihove
obrade, kao i metode za obradu dobijenih podataka.Kandidat navodi da je za potrebe



istrazivanja uzet materijal sa 24 kadavera, po 12 muskog i zenskog pola, tokom rutinskih
autopsija na Institutu za sudsku medicinu Medicinskog fakulteta u Nisu. Starost kadavera je
varirala od 35 do 84 godine (prosecna starost 61,5+14,2 godina), te su za potrebe iistrazivanja
podeljeni u tri starosne grupe: do 50 godina starosti, 51-69 godina i preko 70 godina starosti.
Uzorci tkiva horoidnog pleksusa uzeti su iz obe boé¢ne, trece i Cetrvrte mozdane komore, a
zatim fiksirani u 10% puferovanom formalinu i kalupljeni u parafinske blokove. Dobijeni
iseCci debljine 5um su bojeni histohemijski trihnromnom metodom modifikovanom po
Maloriju i imunohistohemijski, specifi¢cnim antitelima na CD68, CD44, osteokalcin i
osteopontin. Preparati su morfoloski analizirani uz pomo¢ svetlosnog mikroskopa. Za
morfometrijsku analizu, nasumi¢no su izabrana po 10 vidna polja po uveéanjima od 100h i
400h, a zatim fotografisana digitalnom kamerom montiranom na tre¢i okular mikroskopa, u
rezoluciji 2592h1944 piksela. Za morfometrijsku analizu PT na imunohistohemijski bojenim
preparatima uzimano je po 10 vidnih polja sa prisutnim PT, na uvecanju od od 100h.
Morfometrijska analiza digitalnih fotografija je izvrSena uz pomo¢ ImageJ softvera za obradu
i analizu slika. Pre izvodenja same analize, izvrSena je spacijalna kalibracija sistema uz
pomo¢ objektnog mikrometra (1:100) slikanog pod uvec¢anjem od 100h, odnosno 400h, u
zavisnosti od uveéanja pod kojim je fotografisanje izvrSeno. Za stereolos$ku analizu
histohemijskih preparata koris¢en je multifunkcionalni testni sistem M168 (d=82,0pum,
Lt=6888,1um, At=978365,9um? a=5823,6um?). Odredivani su slede¢i morfometrijski
parametri: povrSinska gustina horoidnog pleksusa, zapreminska gustina krvnih sudova, kao i
numericka i zapreminska gustina PT. Astercoloska analiza epitela horoidnog pleksusa i PT je
podrazumevala odredivanje aree, perimetra, Feretovog dijametra i oblikovanog faktora
epitelnh ¢elija, njihovih jedara i PT. Pored toga, merena je visina epitela i izracunat je nukleo-
citoplazmatski odnos. Analiza dobijenih podataka je uradena uz pomo¢ Statistickog paketa za
socijalne nauke (SPSS). Dobijeni podaci su predstavljeni u vidu prosecne vrednosti sa
standardnom devijacijom, odnosno medijanom i interkvartilnom razlikom. Osim tabelarno,
morfometrijski podaci su prikazani i graficki. Koris¢eni su parametrijski (Studentov t-test,
ANOVA, test Pirsonove korelacije) i neparametrijski testovi (Man-Vitnijev U-test, Kruskal-
Valisova ANOVA, DzZonkhir-Terpstra test, Mozesov medijana test, test Spirmanove
korelacije) u zavisnosti od normalnosti raspodele podataka. Metodom standardne visestruke
regresije formirani su modeli predvidanja promena zavisne varijable na osnovu vide
nezavisnih. Statisticka znacajnost je odredivana na nivou p<0,05.

Poglavlje Rezultati je organizovano u dve celine: morfolosku i morfometrijsku
analizu.Morfoloskom analizom histohemijski bojenih preparata uoc¢eno je da se sa staro$c¢u
smanjuje razgranatost horoidnog pleksusa, epitel poprima zupcast izgled usled prisustva
visokih ¢elija kupolastog oblika, uocavaju se spljostene vretenaste celije, ali i velike celije
ispunjene vakuolama ili penusavim sadrzajem, a celularnost strome je smanjena. Kada je u
pitanju prisustvo PT, uocavaju se vece grupacije PT, Cesto unutar cisti¢nih struktura. CD68
imunopozitivnost prisutna je u stromi cupica horoidnog pleksusa, u citoplazmi ovalnih i
izduZenih ¢elija sa krupnim euhromati¢énim jedrom, ispod epitela horoidnog pleksusa i oko
krvnih sudova.CD44 markira citoplazmu retkih pojedinac¢nih ¢elija strome.Zrele i nezrele
forme PT u najvecem broju slucajeva pokazivale su pozitivnost na osteopontin. Kad je u
pitanju osteokalcin, PT nisu pokazivala uniforman nacin ekspresije.l nezrele i zrele forme PT
na sli¢an nacin eksprimiraju osteokalcin. Polje pozitivne imunoreaktivnosti sa sazrevanjem
telasSaca se Siri ka periferiji, odnosno centrifugalno se pomera ka perifernijim slojevima, pri
¢emu nisu uoceni slucajevi gde je prisutna imunopozitivnost u svim lamelama PT. U delu
morfometrijske analize, prikazani rezultati ukazuju na postojanje starosnih promena na nivou



horoidnog pleksusa i njegovog epitela. Sli¢éne promene su uoene U svim horoidnim
pleksusima bez obzira na to da li poticu iz lateralnih mozdanih komora, ili iz trece ili Cetvrte
mozdane komore. Sa staro$¢u se smanjuje povrSinska gustina horoidnog pleksusa, kao i
zapreminska gustina krvnih sudova. Epitelne ¢elije kod starijih bivaju veée aree, perimetra i
Feretovog dijametra, kao i njihova jedra. Osim toga, sve su nepravilnijeg, manje okruglog
oblika, a sam epitel postaje spljosteniji. Sa staros$c¢u, dolazi do povecanja ukupne aree PT, kao
i aree pojedina¢nih PT, njihovih perimetara i Feretovih dijametara. Osim toga, vise su
ovalnog oblika. Takode povecava Se numeri¢ka i zapreminska gustina PT. Kao $to je i
oc¢ekivano, nije bilo statisticki znacajnih razlika izmesu uzoraka horoidnih pleksusa leve i
desne lateralne komore, ali je pojava PT bila izrazenija u poredenju sa horoidnim pleksusima
tree 1 Cetvrte mozdane komore, sa PT vec¢ih morfometrijskih parametara i vecom
zapreminskom i numeri¢kom gustinom. Morfometrijskom analizom imunohistohemijski
bojenih PT, uocen je veéi procenat imunopozitivnosti na osteopontin u mladim starosnim
grupama. Kod starijih, osteopontin je bio prisutan pre svega u PT vec¢ih morfometrijskih
parametara (aree, perimetra i Feretovog dijametra). Imunohistohemijsko bojenje specifi¢im
antitelima na osteokalcin je dalo ve¢u imunopozitivnost PT u uzorcima veée Zivotne dobi.

U poglavlju Diskusija, kandidat je izneo najnovije podatke iz literature koji se odnose na
morfoloske 1 funkcionalne promene na nivou horodidnog pleksusa tokom starenja, kao i
dosadasnja saznanja u vezi sa pojavom PT | pored malog broja prethodnih istrazivanja na
slicnu tematiku, naroCito na humanom materijalu, dobijeni rezultati su analizirani i na
adekvatan nacin objasnjeni i potkrepljeni nau¢nim i struénim c¢injenicama. IzvrSena je
komparacija dobijenih rezultata sa rezultatim drugih autora kod zdravih, ali i bolelih od
neuroloskih ili psihijatrijskih oboljenja. PT u drugim tkivima su najc¢es¢e izuc¢avana u tkivu
papilarnog karcinoma tiroidee, te su, iako se radi o drugom, patoloskom tkivu, ovi podaci iz
literature omogucili analizu dobijenih rezultata, pre svega u smislu analize mehanizama
nastanka PT.

U slede¢em poglavlju su kroz 11 tac¢aka, na osnovu dobijenih rezultata, jasno i koncizno
dati odgovori na postavljene ciljeve u viduZakljucaka:

e Morfoloske promene udruZzene sa staro$¢u Su: Smanjena razgranatost horoidnog
pleksusa, izmenjen epitel (kupolaste visoke celije koje epitelu daju zupcast izgled,
spljoStene vretenaste celije, velike celije ispunjene vakuolama ili penusavim
sadrzajem), smanjena celularnost strome, pojava vecih grupacija PT, Cesto unutar
cisti¢nih struktura

e U stromi vilusa horoidnog pleksusa prisutne su ¢elije koje eksprimiraju CD68, marker
monocitno-makrofagne loze. Gustina CD68 imunopozitivnih celija najveca je u
blizini psamomatoznih telasaca. Ove ¢elije mogle bi biti bar jednim delom odgovorne
za produkciju i sekreciju osteopontina, koji je prisutan u PT.

e Celije koje ispoljavaju imunopozitivnost na CD44 uoene Su u stromi &upica
horoidnog pleksusa i fenotipski odgovaraju celijama fibroblastne diferencijacije.
Najveca gustina CD44 imunopozitivnih celija zabelezena je u neposrednoj blizini
psamomatoznih telasaca, a u malom broju slucajeva uoceno je da celije koje
eksprimiraju CD44 intimno nalezu na PT, prepokrivajuci njihovu povrsinu.

e Zrele i nezrele forme psamomatoznih telasaca u najve¢em broju slu¢ajeva pokazuju
imunopozitivnost na osteopontin, dok u amiloidnim depozitima prisustvo



osteopontina nije detektovano. Nivo osteopontinske ekspresije u PT odlikovao se
velikom heterogenoscu, te je uoceno nekoliko mogucih obrazaca imunohistohemijske
reakcije na osteopontin, od potpune pozitivnosti sa braon prebojavanjem celog
psamomatoznog korpuskula, preko intermedijarnih formi do, najrede opserviranog,
potpuno negativnog oblika.

e Dominantan nalaz osteopontinske ekspresije u zrelim, lameliranim PT bilo je
homogeno, intenzivno prebojavanje centralnog dela PT, dok je u perifernim lamelama
ekspresija zabelezena u nekim od koncentri¢nih, prstenastih slojeva, $to je uz
naizmeni¢no smenjivanje sa plavim, na osteopontin negativnim slojevim, telascima
davalo karakteristican izgled mete.

e Imunopozitivnost na osteokalcin zabelezena je u zrelim i nezrelim PT, kao i u
amiloidnim depozitima, amorfnim Kkalcifikacijama, gde se mogla videti u formi
diskretnog, perifernog i ivi¢nog prebojavanja. Zrele i nezrele forme PT pokazivale su
sli¢ne obrasce ekspresije osteokalcina, koji su se odlikovali znacajnom heterogenoséu.
Dominantan nalaz pozitivne imunohistohemijske reakcije na osteokalcin
manifestovao se konzistentnim prebojavanjem centralnog dela sferi¢ne formacije, dok
su okolni, spoljasnji slojevi pokazivali manje ili vise izrazenu imunoreakciju na
osteokalcin, ili je ona bila u potpunosti odsutna.

e PovrSinska gustina horoidnog pleksusa i zapreminska gustina krvnih sudova
horoidnog pleksusa opada sa Zivotnom dobi u sve ¢etiri mozdane komore. Promene
na krvnim sudovima horoidnog pleksusa u tre¢oj i Cetvrtoj mozdanoj komori se
deSavaju u ranijoj zivotnoj dobi, ve¢ u srednjim godinama.

e Sa staroScu rastu svi morfometrijski parametri veli¢ine epitelnih ¢elija horoidnog
pleksusa, kao i njihovih jedara (area, perimetar, Feretov dijametar), uz porast neukleo-
citoplazmatskog odnosa. Osim toga, epitelne celije bivaju spljostenije, a i sama
njihova jedra poprimaju nepravilniji oblik.

e Sa staro$c¢u, dolazi do porasta numericke i zapreminske gustina PT, veca je ukupna
area PT, kao i area pojedina¢nih PT, njihov perimetar i Feretov dijamatar. Zbog fuzije
vise manjih PT, u starijoj zivotnoj dobi ona imaju manje pravilan oblik. Stvarnje PT je
najizrazenije U horoidnim pleksusima lateralnih mozdanih komora.

e Povecana ekspresija osteopontina u PT je Karakteristika mlade Zzivotne dobi.
Dominacija imununonegativnosti PT se javlja oko 50. godine zivota. PT se sa
godinama uvecavaju stvaranjem novih lamela koje su imunonegativne na osteopontin,
odnosno uvecava se njihova area, perimetar i Feretov dijametar.

e Imunopozitivnost na osteokalcin je karakteristika starije Zivotne dobi. Broj PT sa
pozitivnom reakcijom na osteokalcin se ravnomerno povecava sa starenjem. PT sa
centralnom imunopozitivno§¢u nastaju u starijoj zivotnoj dobi.

Poglavlje Literatura sadrzi 393 reference, od ¢ega je veci broj novijeg datuma i stranih
autora.

5. Ocena nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Doktorska disertacija asistenta dr Vladimira Zivkoviéa pod nazivom ,,Morfometrijska i
imunohistohemijska analiza udruzenosti strukturnih promena sa distribucijom psamoma



telasaca u horoidnim pleksusisma mozdanih komora tokom starenja coveka®, predstavlja
originalan nauc¢no-istrazivacki rad sa znacajnim doprinosom u oblasti anatomije. Disertacija
je uradena po svim principima naucno-istrazivackog rada.Postavljeni ciljevi su dobro
definisanim i vrlo aktuelni. Odabrana metodologija, histoloska, imunohistohemijska i
morfometrijska, je veoma precizno objasnjena. Doktorska disertacija je napisana jasnim i
preciznim stilom, uz upotrebu stru¢nog jezika, i bez stru¢nih greSaka. U obradi rezultata
morfometrijske analize primenjena je adekvatna statisticka metodologija. Prezentovani
rezultati proizilaze iz primenjene metodologije i adekvatno su razjaS$njeni citatima drugih
istrazivanja iste ili sliéne oblasti, u poglavlju Diskusija. lzvedeni zakljucci proisticu iz
dobijenih rezultata i otvaraju mogucnosti daljeg istrazivanja ovog aktuelnog problema.
Istrazivanje prikazano u ovoj doktorskoj diesrtaciji pruza dublji uvid u problematiku starenja
horoidnog pleksusa kod coveka. S obzirom na njegovu ulogu u homeostazi centralnog
nervnog sistema, starosne promene horoidnog pleksusa i pojava PT, mogu pomoc¢i u
razjasnjavanju mehanizma nastanka neuroloskih bolesti povezanih sa starenjem.

6. Ocena kandidata

Kandidat, asistent dr Vladimir Zivkovié, je, prilikom izrade doktorske disertacije,
pokazaosklonost za odabir, i studioznu analizu, aktuelnih problema savremene anatomije.
Iskazao je sposobnost za primenu adekvatne metodologije naucnog istrazivanja, kao i
sposobnost upotrebe referentne bibiliografije uz temeljan pristup problemu, i visok stepen
analiti¢nosti.

Na osnovu iznetih ¢injenica, Komisija donosi sledeéi

ZAKLJUCAK

Doktorska disertacija asistenta dr Vladimira Zivkovi¢a, pod nazivom ,,Morfometrijska
i imunohistohemijska analiza udruzenosti strukturnih promena sa distribucijom
psamoma telasaca u horoidnim pleksusisma mozdanih komora tokom starenja ¢oveka“
je originalan i nau¢no zasnovan istrazivacki rad iz oblasti anatomije. Komisija u navedenom
sastavu pozitivno ocenjuje izradenu doktorsku disertaciju i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu
Medicinskog fakulteta u Nisu da usvoji pozitivnhu ocenu ove doktorske disertacije i pokrene
postupak za javnu odbranu disertacije.

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije:

Prof. dr lvan Jovanovi¢, predsednik

Prof dr Rade Cukuranovi¢, mentor i ¢lan



Prof dr Branislav Filipovi¢, ¢lan sa MF u Beogradu

U Nisu, 9.6.2016. godine



Glavni nauéni doprinos doktorske disertacije

»Morfometrijska i imunohistohemijska analiza udruzenosti strukturnih promena sa
distribucijom psamoma telasaca u horoidnim pleksusisma mozdanih komora tokom starenja
¢oveka“

Vladimir Zivkovié

Uradena doktorska disertacija je zasnovana na originalnim rezultatima nauc¢no-istrazivackog rada,
prihvacenim i publikovanim od strane stru¢ne naucne javnosti. Nau¢ni doprinos se zasniva na
utvrdivanju starosnih promena na nivou horoidnih pleksusa mozdanih komora ¢oveka. Sa starenjem
dolazi do znacajnih morfoloskih i morfometrijskih promena epitela horoidnog pleksusa, kao i
smanjenja njegove razgranatosti i prokrvljenosti. Uocene promene su u vezi sa intenzivnim
stvaranjem psamomatoznih telasaca i njihovim uvecanjem. Osim toga, sa Starenjem smanjuje se
ekspresija osteopontina, a povecava ekspresija osteokalcina u samim psamomatoznim telascima. S
obzirom na ulogu horoidnih pleksusa u homeostazi centralnog nervnog sistema, starosne
promene i pojava psamomatoznih telasaca, mogu pomoc¢i U razja$njavanju mehanizma
nastanka neuroloskih bolesti povezanih sa starenjem.

Major contribution of the PhD thesis

“Morphometric and immunohistochemic analysis of structural changes in relation to
psamomma bodies distribution in cerebral ventricules’choroid plexus with age in humans”

Vladimir Zivkovié

The PhD thesis is based on the original scientific results, acknowledged and published by the
professional scientific community. Its main scientific contribution is represented by establishing the
changes in cerebral ventricles’ choroid plexus throughout ageing. In elderly, significant structural and
morphometric changes ocurr in the epithelium, as well as the reduction in choroid plexus
arborification and its perfusion. These changes well correlate with the intensive psamomma bodies
formation and the increase in theire size. Besides, during the ageing process the osteopontin
expression diminishes, while the osteocalcin expression increases in psamomma bodies. After taking
into consideration the role of choroid plexus in the central nervous system homeostasis regulation, the
stated changes in ageing choroid plexus and psamomma bodies characteristics, may contribute to the
reveiling of the mechanism of fuctional impairement of the brain in the elderly.
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e Zivkovic V, Stanojkovic M, Antic M. Psammoma bodies as signs of choroid plexus
ageing — a morphometric analysis. VVojnosanitetski pregled. IF: 0,292 (M23).
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