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Resumen

El cancer es una enfermedad multifactorial que constituye un problema de salud publica mundial. Las etapas avanzadas del
cancer de prostata estan asociadas con el desarrollo de tumores independientes de andrégeno y un fenotipo resistente a la
apoptosis que progresa a metastasis. Al estudiar células de cancer de prostata de nodulo linfoide (LNCaP) independientes de
andrégeno inducidas a la apoptosis por eliminacion de suero, identificamos la activacion de un canal catidnico no selectivo
de 23pS de conductancia que promueve corrientes entrantes de Ca?* asi como las etapas finales de la apoptosis. El cDNAarp2
fue aislado e identificado del mismo tipo celular y el ARN mensajero fue expresado en ovocitos de Xenopus laevis, asocian-
dolo con la activacion de las corrientes entrantes de Ca?* y la induccion a la apoptosis. El ADN complementario que codifica
para la proteina reguladora de apoptosis 2 (ARP2) fue sobreexpresado en células LNCaP y células de ovario de hamster
chino, induciendo apoptosis. Nuestra evidencia sugiere que la sobreexpresion y transito de la proteina ARP2 a la membrana
celular permite una corriente de entrada de Ca®* aumentada, iniciadora del proceso de apoptosis en células de tipo epitelial
cuyo fenotipo muestra resistencia a la muerte celular programada.

Apoptosis. Proteina ARP2. Carcinoma epitelial. Cancer de prostata.

Abstract

Cancer is a multifactorial disease that constitutes a serious public health problem worldwide. Prostate cancer advanced
stages are associated with the development of androgen-independent tumors and an apoptosis-resistant phenotype that pro-
gresses to metastasis. By studying androgen-independent lymphoid nodule carcinoma of the prostate (LNCaP) cells induced
to apoptosis by serum elimination, we identified the activation of a non-selective cationic channel of 23pS conductance that
promotes incoming Ca? currents, as well as apoptosis final stages. arp2cDNA was isolated and identified to be of the same
cell type, and mRNA was expressed in Xenopus laevis oocytes, which was found to be associated with the activation of incom-
ing Ca? currents and induction to apoptosis. cDNA, which encodes the ARP2 protein, was overexpressed in LNCaP cells and
Chinese hamster ovary cells, which induced apoptosis. Our evidence suggests that protein ARP2 overexpression and transit
to the cell membrane allows an increased Ca®* incoming current that initiates the apoptosis process in epithelial-type cells
whose phenotype shows resistance to programmed cell death.

Apoptosis. ARP2 protein. Epithelial carcinoma. Prostate cancer.
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|ntroducci6n

El cancer es una enfermedad multifactorial y la
segunda causa de muerte de la poblacion general en
el mundo. Su causalidad estd relacionada con los
habitos de vida, predisposicién genética y estados
psicoldgico y animico de los individuos.' La prevalen-
cia del cancer ha aumentado en los ultimos afos, por
lo que es un problema de salud que demanda un
nivel muy alto de atencion.22® En el hombre, los por-
centajes mas altos de incidencia de cancer ocurren
en prostata, pulmén, bronquios, colon, recto y vejiga
urinaria; en las mujeres, en mama, pulmén, bron-
quios, colon, recto, utero y tiroides. Lo anterior es un
indicador de que los tipos de cancer mas comunes
en hombres y mujeres, respectivamente, son de pros-
tata y mama.* En los nifios, la incidencia mas alta en
cancer se observa en médula 6sea, cerebro y nddu-
los linfoides.5®

El cancer epitelial es uno de los tipos mas agresi-
vos. Particularmente en el cancer de prdstata, el tra-
tamiento dependera de la etapa en que se identifique
la enfermedad, sin embargo, es muy comun que esta
progrese y desarrolle un fenotipo de resistencia a la
apoptosis y, por lo tanto, de independencia de la hor-
mona, por lo que las células contintan la proliferacion
hasta alcanzar la metastasis, de ahi que resulte in-
dispensable el desarrollo de nuevas estrategias tera-
péuticas que impidan que la enfermedad alcance
etapas avanzadas.

Durante el proceso de apoptosis de numerosos ti-
pos de células, el incremento sostenido de Ca?* cito-
plasmico ha sido definido como determinante en el
inicio de la muerte celular programada.” Consideran-
do este fundamento, desde hace afios hemos traba-
jado en el estudio de los mecanismos de control de
la homeostasis del calcio citoplasmico y el impacto
del nivel alterado de Ca? en diversos tipos celulares
y neoplasicos.

Hemos podido demostrar que un nivel aumentado
de calcio citoplasmico da como resultado el inicio de
la muerte celular programada en lineas celulares epi-
teliales de cancer de prostata y de ovario de hamster
chino. En este sentido, nuestro grupo de investigacion
descubrié un canal catiénico no selectivo permeable
a Ca* de 23pS de conductancia, expresado en con-
diciones de apoptosis inducida mediante eliminacion
del suero del medio de cultivo en células de cancer
de prostata de nddulo linfoide (LNCaP, lymph node
carcinoma of the prostate) independientes de

andrégeno.® Asimismo, se logro aislar el ADN
complementario (ADNc) de células LNCaP que codifi-
ca para la proteina reguladora de apoptosis 2 (la cual
denominamos ARP2), la cual al ser sobreexpresada
induce a la apoptosis en ovocitos de Xenopus laevis
y células LNCaP independientes de andrégeno, de
donde originalmente fue aislada ARP2.° Se demostrd
que la sobreexpresion de ARP2 induce la apoptosis
de células de ovario de hamster chino. Estos hallazgos
demuestran que los niveles aumentados de Ca? son
una condicion indispensable para dar inicio a la apop-
tosis en diversas lineas celulares de tipo epitelial, por
lo que esa proteina pudiera constituir en un futuro una
excelente herramienta en el tratamiento de la enfer-
medad, al evitar la progresion hacia las etapas avan-
zadas que culminan con un proceso metastasico.

Cancer de prostata

El cancer de prostata es la segunda causa de muer-
te por cancer en Estados Unidos y la quinta en el
mundo.”" La prevalencia de esta enfermedad se in-
crementa conforme la edad avanza. El cancer de
préstata es encontrado durante la autopsia en més
de la mitad de hombres de Estados Unidos mayores
de 50 afos, aunque esta enfermedad haya sido la
causa de muerte solo en 3 %. Es una enfermedad
asintomatica hasta la aparicién de lesiones metasta-
sicas que generalmente son descubiertas en tejido
0seo. Las terapias iniciales para dar tratamiento in-
cluyen cirugia, radiacién, uso de inhibidores de la
5-alfa reductasa que promueve la formacion de an-
drégenos mas potentes a partir de testosterona.” Los
métodos iniciales de tratamiento a menudo causan
disfuncién sexual, urinaria e intestinal.'

Desde el punto de vista molecular, esta enfermedad
se manifiesta en etapas tempranas y tardias. En las
primeras, la proliferacion de las células prostaticas es
lenta y dependiente de los andrdgenos, por lo que
durante el tratamiento con agentes quimioterapéuti-
cos las células alcanzan a reparar el dafio y contintian
proliferandose. Con el tiempo, las células se indepen-
dizan de las hormonas androgénicas para proliferar,
por lo que culminan en el desarrollo de metastasis
que lleva al paciente a la muerte.”

Apoptosis y enfermedad
La muerte celular programada o apoptosis es un

evento celular intrinseco de relevante importancia en
procesos como la homeostasis celular, el desarrollo
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embrionario y el inicio y mantenimiento de varias
enfermedades como el cancer y la aterosclerosis.'®"”
Este mecanismo se desarrolla mediante dos vias; la
del receptor de muerte celular y la via mitocondrial.®
A su vez, el proceso apoptético se desarrolla en va-
rias etapas: la primera se relaciona con los estimulos
que disparan la muerte celular programada, la segun-
da involucra los procesos de transduccién de las se-
fiales, en la tercera participan enzimas efectoras que
se ocupan del desensamble celular, como las caspa-
sas activas y, finalmente, en la cuarta ocurre la con-
densacion de la cromatina, la degradacién del ADN y
la formacioén de los cuerpos apoptéticos.®

Existen diversas vias apoptéticas como la extrinse-
ca o de receptor de muerte, cuya caspasa iniciadora
es la caspasa 8, y la intrinseca o mitocondrial, que
tiene como proteina intermediaria al citocromo C y a
la caspasa 9 como iniciadora. Ambas pueden conver-
ger en el conjunto de caspasas efectoras, principal-
mente las caspasas 3y 7, que se activan a través del
autoprocesamiento o activacion en cascada, por lo
que las mismas caspasas se autoactivan y activan
entre ellas.?*?" Existe otra via alternativa denominada
de la perforina-granzima,?2® que corresponde a un
complejo de serina proteasas importante en la apop-
tosis inducida mediante células T citotdxicas, activan-
do vias independientes de caspasas.

Ca* como segundo mensajero
determinante en el proceso de apoptosis

Las variaciones en la concentracion del Ca?* intra-
celular promueven el comienzo de eventos celulares
como la regulacion del metabolismo, la mitosis, la
secrecién de neurotransmisores y de hormonas, asi
como la contraccién de miofilamentos, por lo que se
considera un segundo mensajero determinante para
las funciones celulares.?*? Los niveles de Ca? tam-
bién estan involucrados en los mecanismos regulato-
rios de la muerte celular programada apoptdtica.?6-2
Un nivel de Ca?* superior al basal se considera alta-
mente tdxico, ya que genera la activacion de protea-
sas y fosfolipasas que participan en el desensamble
celular.?® El incremento de Ca? puede ocurrir en eta-
pas tempranas y tardias de la apoptosis, mediante la
salida de Ca* del reticulo endoplasmico y la entrada
de Ca? al citoplasma a través de canales activados
por liberacién de Ca?.% Es necesario tener en cuen-
ta que parte del Ca? intracelular se mueve al reticulo
endoplasmico a través de la bomba de calcio del
reticulo endoplasmico y el Ca? es liberado de estos

almacenes por receptores inositol 1,4,5 trifosfato o
receptores de rianodina. Adicionalmente, en diversos
organelos intracelulares (como el aparato de Golgi,
nucleo y mitocondria) existen sistemas especializados
para el transporte de Ca?.*

El calcio entra a la célula a través de proteinas trans-
membranales llamadas canales de calcio.®' El calcio
pasa a través de los canales mediante mecanismos
distintos dependiendo del tipo de canal o voltaje o bien
a través de receptores; estas vias no requieren ener-
gia, a diferencia de las bombas de calcio que envian
calcio citoplasmico al exterior de la célula a expensas
de la utilizacion de adenosin trifosfato.

En colaboracién con el doctor Agustin Guerrero del
CINVESTAV, en el laboratorio del Instituto de Fisiolo-
gia Celular, Universidad Nacional Auténoma de Méxi-
co, para la obtencion de registros electrofisioldgicos
se combind técnica de fijacion de membranas (patch
clamp) y mediciones simultaneas de Ca?* en célula
Unica, con el propdsito de estudiar la activacion de
canales permeables a Ca* mediante el uso de dos
diferentes inductores: un iondforo (ionomicina) y la
eliminacion del suero.® La Ultima priva a las células
de componentes nutricionales esenciales como pro-
teinas, factores de crecimiento y vitaminas, inducien-
do a las células a la muerte.3?33

Los resultados demostraron la activacién de un ca-
nal catiénico no selectivo y permeable a Ca? de 23pS
de conductancia. Los niveles aumentados de Ca*
indujeron a las células a la apoptosis, lo cual demos-
tr6 que la activacion de este canal promueve el de-
sarrollo de la muerte programada de las células
LN-CaP, lo que constituyen un importante hallazgo
para la induccién de la muerte programada en este
tipo celular (Figura 1).

Continuando con esta linea de investigacion, en
nuestro grupo se aisld, identificd y caracterizd cD-
NAarp2, que codifica para ARP2 de células LNCaP
independientes de androgeno, inducidas a la apopto-
sis mediante la eliminacion del suero.® La secuencia
de esta proteina muestra homologia con el factor de
empalme o splicing Prp8 (un componente del spliceo-
soma)** y funciones proapoptéticas en distintos tipos
celulares (Figura 2). El mecanismo de corte y empal-
me de tipo alternativo es definido como una propiedad
que prevalece en los organismos superiores para pro-
ducir proteinas multiples de un gen simple.®>% La
actividad de unién a ubiquitina de la proteina Prp8
sugiere que algunos factores de corte y empalme
para el pre-mARN pueden ser ubiquitinados para te-
ner una interacciéon con Prp8.%7
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Caracterizacion de canales iénicos asociados con el segundo aumento en Ca?*. A: Registros de corriente de canal simple en la
configuracion de célula adherida con un potencial patch de —100 mV y solucién de Na*-Ca**; B: Registros de canal simple con 110 mM de CaCl,
en la solucion de la pipeta y un potencial patch de —100 mV. En el lado izquierdo del registro se indican los niveles cerrado (C) y abierto (O);
C: Curvas de corriente-voltaje obtenidas en solucion Na*Ca?* (A ), 110 mM de CaCl, (+) o 110 mM de calcio glutamato (%) como transportadores
de carga; D: En los potenciales de membrana indicados (n = 4) se muestra media + desviacion estandar de la actividad de estado basal del

canal de 23pS. Tomada de referencia 8.
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Clonacion de arp1 y arp2. A: Agarosa a 1 % (w/v), productos de la reaccion en cadena de la polimerasa de las clonas arp2. Carril 1,

producto de las células creciendo en la presencia de suero (control). Carril 2, producto de las células cultivadas en la ausencia de suero. Carril 3,
marcadores de peso molecular (GIBCO BRL, ADN 1 kb). Carriles 4 y 5, controles GAPDH; B: Alineamiento mdltiple de ADNc arp1y arp2 con el
ADNc Prp8 humano. Los nucledtidos 4591-5887 corresponden a la region de Prp8 humano que sobrelapa con secuencias de los ADNc arp1 y
arp2. Las lineas negras indican los nucledtidos que no muestran homologia entre los ADNc. Los espacios amarillos entre las lineas rojas corres-
ponden a espacios vacios de nucledtidos entre los ADNc. Las flechas negras sefialan los nucledtidos 13y 1309 de arp1 y arp2 y los nucledtidos

4591 y 5887 de Prp8. Tomada de referencia 9.

Ovocitos de la rana Xenopus laevis inyectados con
el mARN de arp2 presentaron formacién de ampollas
a partir de las 12 horas de la inyeccion; se observo
que estos cambios morfolégicos aumentan cuando
los ovocitos son tratados con tapsigargina
(Figura 3A y 3B, respectivamente). También fue posi-
ble observar que los ovocitos sufrieron disminucidn
en el potencial de membrana en reposo: de un valor
control de -46.8 + 6.6 mV pasaron a -5.9 = 3.4 mV
(5-8 ovocitos, dos ranas) (Figura 4). La incubacién de

las células con tapsigargina acelerd y aumentd los
cambios morfoldgicos, siendo evidente la pérdida de
la definicién de los polos animal y vegetal, que se
observé a las 36 horas de la inyeccion con el mARN
arp2 y ocho horas después de la incubacion con
tapsigargina (Figura 3B).

Los cambios morfolégicos y la depolarizacion
membranal observados en nuestro estudio han sido
descritos en ovocitos de Xenopus laevis cuando son
inyectados con citocromo C para disparar el
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Cambios morfoldgicos de ovocitos de Xenopus laevis relacionados con apoptosis después de la inyeccion del ARNm arp2; A: Induccion
de apoptosis en ovocitos de Xenopus laevis por microinyeccion de ARNm arp2. Las columnas verticales corresponden a ovocitos que no recibie-
ron inyeccion y ovocitos inyectados con ARNm arp2. Las lineas horizontales muestran los tiempos de inyeccion (0, 12, 36, 44 horas). Las flechas
amarillas muestran las ampollas formadas; B: Progresion de la muerte celular en ovocitos de Xenopus laevis inyectados con el ARNm arp2 y
la incubacion con 5 uM de tapsigargina. Las columnas verticales muestran ovocitos control que no recibieron inyeccion y ovocitos inyectados
con ARNm. Las lineas horizontales muestran los tiempos de incubacion con tapsigargina de 36 horas de inyeccion y 8, 24, y 48 horas de incu-
bacion con tapsigargina; C: Cambios morfoldgicos en el nucleo de ovocitos de Xenopus laevis observados después de la inyeccion de ARNm
arp2. Las columnas verticales muestran secciones histoldgicas de ovocitos no inyectados y ovocitos inyectados con ARNm arp2. Las lineas
horizontales muestran tiempo de incubacion después de la inyeccion de ARNm (0, 36, 60 horas) Las flechas negras muestran la condensacion
de la cromatina. Tomada de referencia 9.
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Expresion funcional del ARNm arp2 en ovocitos de Xenopus laevis. Corrientes ionicas generadas por dos pulsos consecutivos de
10 mM Ca** en solucion Ringer-Mg? después de la incubacion de los ovocitos en ausencia de Ca?* y en presencia de 5 uM de tapsigargina;
A: Corrientes entrantes generadas en un ovocito control no inyectado; B: Corriente en un ovocito inyectado con ARNm arp2. Histograma que
muestra la media + desviacion estandar de la corriente generada en ovocitos control (n = 3) y ovocitos inyectados con el ARNm arp2 (n = 6).
También se muestran los cambios en el potencial de reposo (Vm) observados entre los diferentes grupos de ovocitos (ocho control y seis inyec-
tados). Todos los ovocitos de esta figura fueron del mismo donador; resultados similares fueron obtenidos de una segunda rana. Cnt = control,
ns = no significativo, *p < 0.05. Tomada de referencia 9.

mecanismo apoptético,*® al igual que en ovocitos
inyectados con la molécula proapoptética Bcl-xs.*3®
La tapsigargina, un farmaco que descarga los alma-
cenes intracelulares de Ca? por la inhibicion especi-
fica de la Ca*-ATPasa del reticulo endoplasmico,
provoca que se activen canales independientes de
voltaje de la membrana citoplasmatica (TRP, transient
receptor potential).*°

De esta forma hemos reunido evidencia suficiente
de que ARP2 es promotora de la apoptosis en las
células LNCaP independientes de andrégeno y en
células epiteliales de ovario de hamster chino,*

favoreciendo incrementos mantenidos de Ca* al
interactuar directamente con canales de membrana
permeables a Ca* o presentando una funcién de ca-
nal de membrana. Por otro lado, considerando la ho-
mologia de la secuencia del ADNc que codifica para
ARP2 con el factor de corte y empalme Prp8, hasta
el momento se desconoce si esta proteina pudiera
tener adicionalmente alguna participacion en el en-
samble o funcionamiento del spliceosoma o estar re-
lacionada con los mecanismos de regulacion de corte
y empalme alternativo de los ARNm que codifican
para las proteinas de la maquinaria apoptotica. Existe
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Microscopia confocal de la proteina de fusion ARP2 expresada en células de ovario de hamster chino (CHO). Células CHO transfecta-
das con egfpo ADNc fueron observadas 24 horas postransfeccion. A: Microscopia diferencial de contraste de interferencia; B: Células CHO trans-
fectadas con arp2-egfo ADNc también fueron observadas 24 horas postransfeccion; C: Microscopia diferencial de contraste de interferencia;
D: Escala de la barra 50 um. Flechas blancas indican que ARP2 se localiza en la regidn perinuclear. Lado derecho: las células CHO transfecta-
das con ADNc arp2-egfp examinadas a las 16, 24, 48 y 72 horas postransfeccion (A, C, E'y G, respectivamente); lo anterior pero con microsco-
pia diferencial de contraste de interferencia (B, D, F y H, respectivamente). Escala de la barra 10 um. Tomada de referencia 41.

un estudio en el que se observo que la proteina Prp8
se une a uno de los dominios del receptor a andrdge-
no de células de cancer de préstata y, en consecuen-
cia, pudiera estar interviniendo en la funcionalidad de
este durante el desarrollo de la enfermedad.*? Asimis-
mo, se reportd que algunos factores de corte y
empalme que conforman el spliceosoma estan vincu-
lados con el desarrollo de cancer de mama, como el
factor SNW1.43

Continuando con el proyecto, el ADNc que codifica
para ARP2 fue clonado en un plasmido de expresion
y transfectado a células LNCaP independientes de
andrdégeno y células de ovario de hamster chino. La
sobreexpresion de ARP2 indujo a las células a desa-
rrollar apoptosis, con impacto importante sobre la
viabilidad celular y la activacion de las caspasas efec-
toras 3y 7, resultados comparados con los de células
en inanicion y tratadas con ionomicina.*" En este es-
tudio fue posible evidenciar mediante microscopia
confocal que ARP2 inicialmente esta localizado en la
region perinuclear de las células y migra a lo largo
del tiempo a la membrana plasmatica* (Figuras 6).

Tomando en cuenta nuestros resultados, consideramos
qgue ARP2 se inserta en la membrana plasmatica, con
una funcién semejante a la de un canal de membrana,
de esta forma constituye un blanco valioso para mo-
dular el flujo y la concentracién de Ca?* en el citoplas-
ma de células de cancer epitelial que muestran un
fenotipo resistente a la apoptosis*' (Figura 6).

Perspectivas

El mecanismo de apoptosis en fenotipos celulares
malignos resistentes ha sido tema de amplio estudio
en los Ultimos afios. Debido al fuerte impacto del de-
sarrollo del cancer, es urgente la implementacion de
estrategias moleculares exitosas que apoyen los tra-
tamientos contra esta enfermedad. Nuestro grupo ha
demostrado que la sobreexpresion de la proteina
ARP2 induce la muerte celular programada de dife-
rentes tipos celulares: células de cancer de prdstata
de nédulo linfoide independientes de andrégeno, de
donde originalmente fue aislada, células de ovario de
hamster chino, células de rifidn embrionario humano
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Figura 6. Modelo de accion de ARP2. 1: Inductores de apoptosis y sobreexpresion de ARP2; 2: La sobreexpresion de ARP2 promueve incre-
mento de Ca** proveniente de reticulo endopldsmico y membrana citoplasmatica; 3: ARP2 localizada en membrana perinuclear en interaccion
con el complejo del spliceosoma, lo que promueve influjos de Ca®; 4: ARP2 insertandose en la membrana citoplasmatica, con lo que forma
posibles canales de membrana o regula la activacion de canales permeables a Ca** (5); estos influjos de Ca** favorecen la actividad del complejo

del spliceosoma y el desarrollo del mecanismo de apoptosis (6).

y células endoteliales de arteria coronaria (datos no
mostrados).

Dadas las evidencias experimentales reunidas,
consideramos que ARP2 pudiera estar contribuyendo
durante su sobreexpresion al incremento de los nive-
les intracelulares de Ca* como una molécula mensa-
jera o como una proteina insertada en la membrana
que favorece la entrada de Ca?. Ademas de encon-
trarse en la regién membranal, también observamos
su localizacién perinuclear y debido a la homologia
con el factor Prp8 cabe la posibilidad de que esté
participando en los mecanismos de corte y empalme
alternativo de moléculas proapoptdticas.*“6 En este
sentido y tomando en cuenta de que la transcripcion
a través de mecanismos de corte y empalme alterna-
tivos son procesos moleculares altamente regulados
por el nivel intracelular de Ca?, entre otros,** es
factible pensar que ARP2 pudiera tener una doble
funcion: en el control del flujo plasmatico de Ca* vy
en mecanismos moleculares de corte y empalme
alternativo.

Con fundamento en la evidencia de que genes de
muerte celular estan desregulados en el cancer, fe-
némeno asociado con el control de sus patrones de

corte y empalme alternativo, es justificado pensar que
el proceso de apoptosis se manifiesta como una res-
puesta positiva a la quimioterapia.*® Si tomamos en
cuenta que la eficacia de los farmacos contra el can-
cer puede también depender de la activaciéon de la
apoptosis o de una forma de induccidon aguda de
senescencia celular, consideramos que la sobreex-
presiéon de la proteina ARP2 potencialmente podria
ser empleada como una nueva herramienta en el
tratamiento del cancer de tipo epitelial.
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