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و به منظوور   RotorGeneجهت استفاده با دستگاه  MTHFR 677 RG یت ک

هوای   سولول از   اسوتخراج شوده   DNAدر  MTHFR C677Tجهش  تشخیص

 .استاین کیت مخصوص استفاده تحقیقاتی  می باشد.انسانی 

 مقدمه .1

MTHFR    نووواخ اختصووواری آنوووزیم متووویلن تتووورا هیووودرو و ت ردوکتووواز

(Methylenetetrahyrofolate reductase)  موووی باشووود کوووه در تنظووویم

نقووش دارد.  (homocysteine)و هموسیسووتنین  (folate)متابولیسووم  ووو ت 

% کاهش 65تا  30در ژن این آنزیم،  عالیت آن را به میزان  C677Tجایگزینی 

% در  عالیوت  30توا   15نیز باعث کاهشی حودود   A1298Cدهد. جایگزینی می

این آنزیم می شود. لذا این جایگزینی ها از مهم ترین عوامل ژنتیكوی موو ر بور    

میزان هموسیستنین خون و متابولیسم آن محسوب می شووند و در نتیهوه بوا    

وز طیف وسیعی از بیماری ها مورتطط موی دردنود. از جملوه موی تووان ترومطو       

شریانی، تصلب شرائین، بیماری قلطی ناشی از عروق کرونر، نقوص لولوه عصوطی    

)در دوران جنینی(، انوواعی از سورطان، ا ورات جوانطی برخوی داروهوا و پووکی        

استخوان را ناخ برد. الطته باید توجه داشت که در موارد  وق اتفواق نظور وجوود    

جوایگزینی در جوامو    ندارد و داهی یا ته ها متناقض می باشوند. شویوا ایون    

 % متغیر می باشد.50% تا 4مختلف متفاوت است و بین 

بوه   MTHFRدر ژن  C677Tجوایگزینی  برای تشوخیص   MTHFR 677کیت 

طراحی و تولید  RotorGeneو با استفاده از دستگاه  Real-Time PCRروش 

، محصوول آن بوا اسوتفاده از    PCRهمزموان بوا انهواخ     روشدر این  .شده است

ای  لورسوانت شناسوایی موی شوود. بررسوی میوزان تغییورات توابش         هو  پروب

 لورسانت امكان شناسایی توالی هدف را بودون نیواز بوه مراحول بعودی ماننود       
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الكترو ورز  راهم می کند که به نوبه خود امكان آلوددی محیط کار با محصوول  

PCR دهد. حد زیادی کاهش می را تا 

 محتويات كيت .2

 راهنما، یك لوح  شرده و مواد زیر می باشد:این کیت شامل یك د ترچه 

 برچسب محتوا حهم

 PCR * MTHFR Mixمیكس آماده برای  میكرولیتر 480

 MM Pos Ctrl شاهد مثطت هموزیگوت میكرولیتر 50

 MW Pos Ctrl شاهد مثطت هتروزیگوت میكرولیتر 50
 WW Neg Ctrl شاهد منفی میكرولیتر 50
 PCR Waterآب مخصوص  میكرولیتر 200

 واکنشی 96و  48، 24به ترتیب برای کیت های  تیوب، چهار یك، دو یا *

 شرايط نگهداري و پايداري كيت .3

درجه زیور   20تمامی مواد کیت که در جدول با  ذکر شده است باید در دمای 

در این صورت این مواد تا پایان زمان انقضوا کیوت    صفر حمل و نگهداری شوند.

        روی هور لولوه درج شوده اسوت پایودار و قابول اسوتفاده       که روی کیوت و نیوز   

 می باشند.

  ش از سه بار کوه باعوث کواهش حساسویت  کیوت     از ذوب و انهماد این مواد بی

   .می شود خودداری کنید

 ساير موارد مورد نياز .4

 برای استفاده از این کیت به تههیزات و اقلاخ زیر نیاز دارید: 
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  دستگاهReal-Time PCR مراه تههیزات جانطی آنبه ه 

 سانتریفوژ مخصوص میكروتیوب 

 ( ورتكسVortex Mixer) 

 ( بلوک حرارتی رومیزیDry Block Heater) 

 ( سمپلر متغیر و سر سمپلر  یلتردارNuclease free) 

  کیت استخراجDNA 

  میلی لیتری و میكروتیوب مخصوص  7/1تیوبReal-Time PCR 

 دستكش  تكس یا نیتریل بدون پودر 

 لوک آلومینیومی )بلوک سرد(ب 

 نكات قابل توجه .5

 برای پیشگیری از تولید نتایج کاذب به نكات زیر توجه کنید:

          هنگاخ کار با نمونوه بیموار، همیشوه  ور  را بور آلووده بوودن نمونوه

 بگذارید و خطرات بالقوه آن را در نظر داشته باشید.

  در  ضایpre-PCR  یاClean Room هوم   سه ناحیه را مشخص و از

تفكیك کنید. این سه  ضا شامل  ضای نگهوداری نمونوه و اسوتخراج،    

( و PCRلولوه هوای    ا زودن میكس بوه  ضای آماده سازی مواد )برای 

( PCRبه لولوه   DNA ضای آماده سازی واکنش )برای ا زودن نمونه 

، به می باشند. هر یك از سه  ضای  وق باید وسایل مخصوص به خود

ایون سوه  ضوا    بوین  باشند.  از جابهایی وسوایل   داشته را ویژه سمپلر

 پرهیز کنید.
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     دسوتمال  سطوح کار را همیشه قطل از شروا و پس از خاتموه کوار بوا

 درجه تمیز کنید. 70الكل آغشته به 

  روی یخ خرد شوده قورار دهیود توا     راکیت  محتویات استفادهپیش از 

دن و با چند تكان ملایوم از مخلووو و یكنواخوت شو     شدهکاملا ذوب 

ها را در  هر لوله اطمینان حاصل کنید. سپس برای چند  انیه آن مواد

 دور پایین سانتریفوژ کنید.  

    در حین کار، محتویات کیت را همیشه روی یخ خرد شوده نگهوداری

های قالطی و سایر موارد به غیر از یخ خورد شوده    کنید. استفاده از یخ

 .نمی باشد   مناسب

 در حین کار، میكروتیوب های PCR دذاشته، و از  را روی بلوک سرد

 دذاشتن آنها بر یخ خرد شده خودداری کنید.

 نمونه مناسب و شرايط نگهداري و انتقال آن .6

بوا ایون کیوت، خوون محیطوی       MTHFR C677Tنمونه مناسب برای آزمایش 

(peripheral blood)   می باشد که در لوله استریل حاوی ماده ضد انعقاد جم

یا سیترات باشد. خون کامل  EDTAاده ضد انعقاد می تواند آوری شده است. م

درجه نگهوداری و بوه آزمایشوگاه منتقول نموود.       4در  ساعت 72را می توان تا 

برای نگهداری نمونه در زمان های طو نی تر از چند روز بهتور اسوت آن را بوه    

درجه زیر صفر نگهداری  20حهم های کوچك تقسیم نموده و سپس در دمای 

 د.  در چنین شرایطی نمونه تا چند ماه پایدار می ماند.نمو

DNA   یوا از بوا ی   را می توان مستقیما از خون کامول(buffy coat)   اسوتخراج

 کرد.  
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 عوامل مزاحم .7

می شود. بوه   PCRواحد در میلی لیتر باعث مهار  10هپارین با غلظت بیش از 

ب نیسوت و نطایود   لوله حاوی هپارین به عنوان ضود انعقواد مناسو    ،همین دلیل

 PCRاستفاده شود. همچنین نمونه بیماران تحت درمان با هپوارین نیوز بورای    

 مناسب نمی باشد.

 تا) چربی و( لیتر دسی در درخ میلی5/4حداکثر  تا) بیلیروبین با ی مقادیر

 آزمایش این برای خون همولیز نیز و( لیتر دسی در درخ میلی 1000حداکثر 

 .نمی کند ایهاد مزاحمتی

  DNAاستخراج  .8

از روشها و کیتهای مختلفی می توان استفاده نمود. ما  DNAبرای استخراج 

 زیر را توصیه می کنیم: استفاده از کیتهای 

 High Pure PCR Template Preparation Kit (Cat# 
11796828001, Roche Applied Science, Mannheim, 
Germany) 

 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cat. no. 51104, Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) 

 كنترل داخلي .9

هور  ورد حامول ژن     زیورا  کیت نیازی به استفاده از کنتورل داخلوی نودارد   این 

می باشد و درصورت هتروزیگووت بوودن نیوز     MTHFRططیعی یا جهش یا ته 

حامل هر دوی آنها خواهد بود. بنابرین همیشه باید نتیهه این آزمایش حوداقل  

کوه  وردی    صورتیی از انواا ططیعی یا جهش یا ته ژن مثطت باشد. در برای یك

   آزمایش را تكرار کرد.باید برای هر دو نوا ططیعی و جهش یا ته منفی باشد، 
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  PCRدستوركار  .11

را روی یخ خرد شوده قورار دهیود توا بطوور کامول        ی کیتابتدا تمامی لوله ها

مواد داخل آنها  نمخلوو شد ها ذوب شوند. با چند تكان ملایم از آن اتمحتوی

 کنید. سانتریفوژاطمینان حاصل کرده و برای چند  انیه آنها را در دور پایین 

بگذارید. عولاوه بور تعوداد نمونوه      سردروی بلوک را  PCRتعداد مورد نیاز لوله 

هموزیگووت، یوك لولوه بورای      شواهد مثطوت   لوله براییك های مورد آزمایش، 

برای کنترل نیز  و یك لوله منفی لوله برای شاهدیك  شاهد مثطت هتروزیگوت،

 در نظر بگیرید. DNAبدون 

میكرولیتر از  5اضا ه کنید. سپس    MTHFR Mixمیكرولیتر از 20 به هر لوله

DNA  و درپوش لوله ها  یا آب به هر لوله اضا ه کنید شاهداستخراج شده و یا

  اه قرار دهید. را بطندید. سپس آن ها را مطابق شماره ها داخل دستگ

توجه: هنگاخ استفاده از دستگاه روتورژن، رینگ محا ظ را نیز در پایوان اضوا ه   

 کنید.

  RotorGeneتنظيم دستگاه  .11

 ابتدا اطمینان حاصل کنید که رینگ محا ظ را روی روتور قرار داده اید! -

حگدود   زمايشگگاه آ هواي دماي صورتي كه در كه باشيد داشته توجه -

 دچگار  روتگورنن  دسگتگاه  توسگط  دما تنظيم باشد، بالاتر يا درجه 31

 ايگ   بگراي  مناسگب  دماي. بود خواهد ناموفق آزمايش و شده اختلال

 باشد!ي م   درجه 25الي  21بي   دستگاه

و آن را بوه بورق   کورده  متصل کامپیوتر  هدستگاه را توسط کابل مخصوص آن ب

 تا چراغ آبی جلوی آن روشن شود. وصل کنید
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 MTHFRیوا   MTHFR 677 RG 0.2 شرده همراه کیت روی  ایول  در لوح  

677 RG 0.1 (دوبار کلیك کنید توا  با توجه به لوله های استفاده شده )  برناموه

دکمه اسوتارت )دکموه سوطز رنوگ( را کلیوك       ،در منوی با ی صفحه باز شود.

کنید. روی پنهره باز شده نیز دکمه استارت را کلیك کنیود و پوس از انتخواب    

 را بزنید تا دستگاه روشن شود. Saveل مورد نظر در کامپیوتر، دکمه مح

 .  ناخ هر نمونه را وارد کنید (samples)در پنهره نمونه ها 

همچنین در صورت تمایل می توانیود دسوتگاه را مطوابق جودول زیور تنظویم       

 :نمایید
Step Temperature and time Cycles 

1 95°C x 3 min 1 

2 

95°C x 15 sec 
40 55°C x 40 sec* 

72°C x 20 sec 
3 95°C x 15 sec 1 

4 40°C x 10 min 1 

5 45°C x 1 min 1 

6 Melt 50°C-80°C * 1 

تابش  لورسانس باید در مراحلی که با ستاره مشخص شوده انود و بورای رنوگ     

FAM .طت شود  

 آناليز نتايج .12

نیود. بوه طوور خلاصوه از     مراجعه ک RotorGeneبرای آنالیز نتایج به راهنمای 

دوبوار کلیوك    Melt A Greenرا انتخاب کورده و روی   Analysis ،Meltمنوی 

 کنید.
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کلیك کنید توا غیور    ”Flip sign of dF/dT“ در منوی سمت راست صفحه روی

                      . در پووووایین پنهووووره(آن حووووذف شووووود علامووووت )  عووووال شووووود

“Melt Curve Analysis”   روی دکموه“Auto-Scale”    کلیوك کنیود. سووپس

بوه دونوه ای کوه     هیود قورار د  با تر از  لورسانس زمینهرا  (threshold)آستانه 

درجه(  61تا  61قله سمت چپ )ی آن باقی بماند.  قط دو قله )پیك( در با 

درجه( نماينگده   67تا  66و قله سمت راست ) (W)نماينده آلل طبيعي 

نتایج را با توجه به نكات زیور  ي باشد. م C677Tيعني  (M)آلي جهش يافته 

  :تفسیر کنید

 درجه باشود از   61تا  60 قط دارای یك قله در دمای  که نمونه در صورتی

محسووب   (WW)هموزيگوت سالم  است و منفي MTHFR C677Tنظر 

 می شود.

 درجوه باشود از    67تا  66نمونه  قط دارای یك قله در دمای که  در صورتی

        محسوووب (MM)هموزيگگگوت اسووت و  مثبگگت MTHFR C677Tنظوور 

 می شود.

 درجه و یك قلوه در   61تا  60که نمونه دارای یك قله در دمای  در صورتی

اسوت و   مثبگت  MTHFR C677Tدرجوه باشود از نظور     67توا   66دمای 

 محسوب می شود. (MW)هتروزيگوت 

  شرایط زیر آزمایش غیر معتطر بوده و باید تكرار شود:در 

  درجه 67تا  66یا  61تا  60در دمای  هیچ قله اییك نمونه که  صورتیدر 

 باشد.  نداشته

 که برای نمونه بدون  در صورتیDNA  یاNTC      )یوك قلوه )در هور دموایی

 مشاهده شود.
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  برای تعیین ژنوتایپ هر نمونه همچنین می توان در صفحه آنالیز، در منوی

بورای توضویحات   تعریوف نموود.    Mو  Wسمت راست هر قله را بوا عنووان   

بورای  مراجعوه نماییود.    RotorGeneبیشتر در ایون زمینوه بوه راهنموای     

مشاهده دراف مورد انتظار برای نمونه هوای منفوی، مثطوت هتروزیگووت و     

 .مثطت هموزیگوت، تصاویر یك، دو و سه را ملاحظه  رمایید

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 WWمنحنی مربوو به نمونه ی منفی یا  :1تصوير 
 

deg.

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82

d
F

/d
T

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

-0.5

-1.0

Negative, Wild Type (WW) 

 WM: منحنی مربوو به نمونه ی مثطت هتروزیگوت یا 2تصوير 

 

deg.

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82
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MTHFR-677 RG kit is intended for the detection of MTHFR 

(C677T) variant in genomic DNA extracted from human cells 

with RotorGene machine. This kit is intended for research use 

only 

1. Introduction 

MTHFR stands for Methylenetetrahydrofolate reductase which is 

a key regulatory enzyme in folate and homocysteine 

metabolism. Since, the C677T and A1298C variants show 

reduced activity (30-65% and 15-30% respectively), these 

polymorphisms are among the the most important genetic 

determinants of plasma total homocysteine. Due to their 

influence on homocysteine metabolism, they have been linked 

to several complex disorders including arterial thrombosis, 

atherosclerosis, coronary heart disease, neural tube defects, 

several types of cancer, adverse drug interactions and 

osteoporosis though, findings are still controversial. Depending 

on the ethnic background up to 50% of population may carry the 

variant allele of MTHFR. 

MTHFR-677 RG kit provides a ready-to-use Real-Time PCR 

system for detection of C677T variant with RotorGene machine.  
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This method applies fluorescent probes allowing detection of 

amplified product. Analysis of fluorescent kinetics also leads to 

assessment of the target sequence in the reaction without 

requiring post-amplification analysis, reducing the possibility of 

contamination with the PCR product. 

2. Kit Contents 

The kit contains a manual, a CD with Rotor-Gene™ template 

and following reagents: 

* 1, 2 or 4 tubes for 24, 48, or 96 reaction kits, respectively. 

3. Storage and Stability 

All the kit components should be shipped and stored at -20°C 

and are stable until the expiry date mentioned. Avoid repeated 

freeze-thaws more than 3 times to prevent reduced sensitivity.    

Label Content Quantity 

MTHFR Mix PCR Master mix* 480µl 

MM Pos Ctrl MM Positive Control 50µl 

MW Pos Ctrl MW Positive Control 50µl 

WW Neg Ctrl WW Negative Control 50µl 

Water PCR Grade Water 200µl 
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4. Additionally Required Materials  

To use this kit, you need the following items: 

 Real-Time PCR machine and accessory computer 

 Table top microtube centrifuge 

 Vortex Mixer 

 Dry Block Heater 

 Adjustable pipetters and nuclease free filtered tips 

 DNA extraction kit 

 Nuclease free 1.7ml microtubes and PCR microtubes 

 Disposable powder-free gloves 

 Cold block 

5. General Precautions 

In order to prevent false results, always pay attention to the 

following points: 

 Treat all samples as potentially infectious. 

 Within the pre-PCR work area assign three separate 

spaces for a) Sample storage and extraction;, b) 

Reagent preparation where the Master Mix is aliquoted 

into tubes; and c) Reaction preparation area for addition 

of extracted samples to the tubes.  

 Always wipe the working surfaces with 70% Ethanol 

before and after work. 
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 Thaw kit components on crushed ice completely, mix by 

flickering followed by a quick spin and store on crushed 

ice after. 

 Do not place PCR tubes on crushed ice. Use cold blocks 

instead. 

6. Specimen, Storage and Transport 

Peripheral blood should be collected in sterile condition in 

proper and sterile tubes. We recommend EDTA or citrate as 

anticoagulant for MTHFR C677T variant detection. Whole blood 

should be shipped and stored at +4°C (stable for 3 days). Whole 

blood or buffy coat can be stored at +4°C for a few days. 

Otherwise should be aliquoted and stored at -20°C which is 

stable for few months. 

DNA can directly be extracted from whole blood or buffy coat. 

7. Interfering Substances 

Heparin (more than 10 IU/ml) affects the PCR. Blood collected 

in heparin containing tubes should not be used. Samples of 

heparinized patients must not be used as well. Elevated levels 
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of bilirubin (≤4.5 mg/dl) and lipids (≤1000 mg/dl) and hemolytic 

samples do not influence the extraction and PCR. 

8. DNA Isolation 

DNA isolation can be performed using different kits from various 

manufacturers. We recommend using either High Pure PCR 

Template Preparation Kit (Cat. no. 11796828001, Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany) or QIAamp DNA Blood 

Mini Kit (Cat. no. 51104, Qiagen GmbH, Hilden, Germany 

9. Internal Control (IC) 

This kit requires no internal control since all the patients carry 

either wild type or mutant copy of the MTHFR gene. Therefore, 

it must be positive for at least wild type or the mutant copy of the 

gene. If a patient is negative for both above, then the test should 

be repeated.   

10. PCR Protocol 

Thaw the reagents on ice completely followed by brief mixing 

and a quick spin. Place required number of tubes on cold block. 
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Consider one tube for each sample plus one for each control 

and one for no-template-control (NTC).  

Pipette 20ul of MTHFR Mix directly to each tube followed by 
adding 5ul of standard or isolated DNA. 
Cap the tubes and visually inspect to make sure all are caped 
securely. Place tubes in the machine. 
Note: If using Rotor-Gene attach the locking ring too. 

11. Programming of RotorGene 6000/Q 

- Before you start the machine make sure you have attached the 

ring on the rotor!  

- Please note that at temperatures of 30°C and above, 

RotorGene cooling system fails and test results are not valid! 

The optimum temperature for proper function of this machine is 

20-25°C! 

Open the CD provided in the kit and double click on MTHFR 677 

RG 0.2 or on MTHFR 677 Strip (according to the used tubes) to 

open the program. Click on Start button (Green button on the 

top menu). On the pop up window click start again and save 

program. On the pop up sample window, name the samples 

according to the list. 

You may also set Rotor-Gene according to the following table: 

Step Temperature and time Cycles 
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1 95°C x 3 min 1 

2 

95°C x 15 sec 
40 55°C x 40 sec* 

72°C x 20 sec 
3 95°C x 15 sec 1 

4 40°C x 10 min 1 

5 45°C x 1 min 1 

6 Melt 50°C-80°C * 1 

 
Fluorescence should be collected at steps marked with star (*) 
for FAM.  
The PCR Mix is ROX free.  

12. Data Analysis 

Analyze the data according to manufacturer recommendations. 

Briefly, on analysis menu click on Melt tab and then, double click 

on “Melt A Green”.  

On the right side menu, uncheck the box for “Flip sign of dF/dT”. 

On the bottom of “Melt Curve Analysis” window click on “Auto-

Scale” tab. Set threshold manually above the background, so 

only two picks remain above the threshold. The left pick (at 60-

61°C) is for wild type allele (W) and the right one (at 66-

67°C) is for the mutant allele (M). Analyze the results as 

follows:  
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 A sample with only a single pick at 60-61°C is Negative for 

C677T variant and is considered Negative or wild type 

homozygous (WW). 

 A sample with only a single pick at 66-67°C is Positive and 

homozygous (MM) for C677T variant (both alleles are 

C677T variant). 

 A sample with two picks at 60-61°C and at 66-67°C is 

Positive for C677T variant and heterozygous (WM). Such 

a patient carries both wild type and variant alleles for 

MTHFR. 

Results are inconclusive and the test should be repeated if: 

 No pick is detected for a patient at either 60-61 or 66-

67°C. 

 A pick is detected for NTC. 

Genotypes can be called automatically if bins are defined for W 

and M picks. Please refer to the RotorGene 6000/Q manual for 

further information. 

Figures 1, 2 and 3 represent sample analysis and the relevant 

peak for each genotype. 
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Negative, Wild Type (WW) 

Positive, Heterozygous (WM) 

Figure 2: Mutant Heterozygote (WM) graph on RotorGene  

 

Figure 1: Wild type (WW) graph on RotorGene 
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Positive, Homozygous (MM) 

Figure 3: Mutant Homozygote (MM) graph on RotorGene 
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