
48

Туберкулёз и болезни лёгких, Том 97, № 7, 2019

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2019 
УДК 616.24-002.5:615.371� HTTP://DOI.ORG/10.21292/2075-1230-2019-97-7-48-55

НЕЭФФЕКТИВНОСТЬ ВАКЦИНЫ BCG ДЛЯ ЗАЩИТЫ 
ОТ ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ У МЫШЕЙ ЛИНИИ 
B10.M (H2f) И ИММУННЫЙ ОТВЕТ НА АНТИГЕНЫ 
МИКОБАКТЕРИЙ
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Цель исследования: выявить особенности иммунного ответа, из-за которых вакцина BCG неэффективна у мышей, несущих аллель H2f 

главного комплекса тканевой совместимости. 
Материалы и методы. Инбредные линии мышей B10.M (H2f) и B10 (H2b), вакцинированных и не вакцинированных BCG и зараженных 
M. tuberculosis H37Rv, сравнивали по срокам выживания после заражения, количеству микобактерий в легких, способности Т-лимфоцитов 
распознавать антигены микобактерий и продуцировать интерферон-γ (IFN-γ) в ответ на антигены микобактерий и неспецифическую 
стимуляцию Т-рецептора.
Результаты. Установлено, что мышей линии В10.М отличает специфическая неспособность Т-клеток лимфоидных органов (селезенка) 
и легких продуцировать IFN-γ в ответ на длительную стимуляцию антигенами микобактерий при хронической инфекции, хотя распоз-
навание этих антигенов, а также способность продуцировать IFN-γ в ответ на неспецифическое связывание Т-рецепторов антителами 
анти-CD3 была полностью сохранена. Показали, что дефект по продукции IFN-γ проявляется на поздней стадии инфекции независимо 
от предварительной вакцинации BCG, и выдвинули гипотезу, что он, скорее, связан с феноменом специфического «иммунологического 
истощения» Т-клеток у мышей, несущих некоторые аллельные варианты комплекса Н2. 
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Objective: to identify specific features of the immune response making BCG vaccine ineffective in mice carrying H2f allele of the main complex 
of tissue compatibility. 
Subjects and methods. Inbred lines of B10.M (H2f) and B10 (H2b) mice vaccinated and not vaccinated with BCG and infected with M. tuberculosis 
H37Rv, were compared in terms of survival after the infection, the number of mycobacteria in the lungs, the ability of T-lymphocytes to recognize 
mycobacterial antigens and produce interferon-γ (IFN-γ ) in response to mycobacterial antigens and non-specific stimulation of T-receptors.
Results. It was found out that B10.M mice were unable to produce T-cells by the lymphoid organs (spleen) and lungs to produce IFN-γ in response 
to long-term stimulation of mycobacterial antigens in chronic infection, although the recognition of these antigens, as well as the ability to produce 
IFN-γ in response to non-specific binding of T-receptors with anti-CD3 antibodies, were completely preserved. It was demonstrated that the defect 
in IFN-γ production manifested at a late stage of infection regardless of prior BCG vaccination, and hypothesized that it was rather associated with 
the phenomenon of specific "immunological depletion" of T-cells in mice carrying some allelic variants of H2 complex. 
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Вакцина BCG остается единственной одобренной 
Всемирной организацией здравоохранения вакци-
ной от туберкулеза (ТБ). Ее эффективность против 
милиарного ТБ и туберкулезного менингита у детей 
не вызывает сомнений [3, 7], однако данные о пре-
дотвращении легочной инфекции у взрослых оста-
ются противоречивыми и в некоторых клинических 
исследованиях вакцинация BCG оказалась неэф-
фективной [20]. Особенно это касается эндемичных 
по ТБ регионов с высокой распространенностью 
разных видов микобактерий, в том числе невиру-
лентных и слабовирулентных [15, 21]. Существен-

ное влияние на эффективность вакцинации раз-
личных факторов, включая генетические, широко 
обсуждается, но остается слабо изученным. Тем не 
менее достаточно много работ посвящено поискам 
возможной связи между эффективностью вакцина-
ции и разнообразием вакцинных штаммов [8, 11, 19, 
24] или контактам с микобактериями окружающей 
среды [2, 4, 22]. Гораздо труднее оказалась задача 
количественно оценить связь между вариациями 
в эффективности вакцинации и генетическими от-
личиями между вакцинируемыми индивидами или 
модельными/сельскохозяйственными животными. 
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Даже в экспериментальных условиях параметры 
иммунного ответа на вакцину BCG оказалось не-
просто отделить от их аналогов при  заражении ми-
кобактериями, вызывающими туберкулез.

 Совсем недавно в популяциях человека стали 
исследовать другой аспект генетического контроля 
иммунного ответа на антигены микобактерий. Не-
которая доля лиц вообще не отвечает на эти антиге-
ны. Первой возможной причиной подобной анергии 
считают настолько высокий уровень естественной 
резистентности, что микобактерии элиминируются 
так быстро, что не возникает Т-клеточный ответ, 
поэтому кожные пробы и тест IGRA остаются от-
рицательными, несмотря на постоянный контакт 
с источником микобактерий [5, 6]. Точно так же 
можно представить себе и быстрое выведение вак-
цины BCG за счет врожденного иммунного ответа. 
В этом случае отсутствие адаптивного ответа на вак-
цинацию может означать не отсутствие защиты, а 
полную резистентность к микобактериям. Экспери-
ментально генетический контроль этих вариантов 
ответа пока не изучался, поскольку соответствую-
щие модели не разработаны.

Тем не менее опубликовано несколько работ, в 
которых убедительно продемонстрированы отли-
чия между генетическим контролем собственно 
туберкулезной инфекции и эффективностью вак-
цинации BCG. По-видимому, первой из них стало 
наше раннее исследование, в котором показано, что 
главный комплекс тканевой совместимости мыши 
(комплекс Н2) контролирует и тяжесть течения ТБ, 
и эффективность вакцинации BCG, причем этот 
контроль носит независимый характер. Установле-
но, что низкий уровень резистентности к первично-
му заражению M. tuberculosis и отсутствие эффекта 
вакцинации BCG контролируются разными алле-
лями комплекса Н2 [3]. Напротив, в работе группы 
И. Крамника на панели мышей, конгенных по ло-
кусу sst1, показано сходное влияние аллелей этого 
локуса и на тяжесть течения ТБ, и на эффективность 
вакцинации BCG [25]. Это противоречие, скорее 
всего, связано с типами иммунного ответа, который 
контролируют гены комплекса Н2 (прежде всего 
адаптивный ответ Т-лимфоцитов) и локус sst1 (ак-
тивацию макрофагов).

Проблема генетически обусловленного избира-
тельного отсутствия ответа на вакцину BCG недав-
но исследована с помощью совершенно другого ге-
нетического подхода. Получена панель генетически 
разнообразных инбредных линий мышей, включа-
ющая исходные линии и их рекомбинантные про-
изводные с известной генетической структурой, не 
уступающая по разнообразию индивидуальным аут-
бредным животным (проект «Collaborative Cross»). 
С помощью этой панели, адекватно моделирующей 
генетическое разнообразие природных популяций, 
показано, что животные разных линий не только 
имеют совершенно разный уровень восприимчи-
вости и иммунного ответа к M. tuberculosis, но и 

разный уровень защиты от ТБ после вакцинации 
BCG, причем вакцинация оказалась эффективной 
для меньшей части исследованных линий. Более 
того, генетический контроль эффективности вакци-
нации совершенно не совпадал с контролем тяжести 
течения инфекции [23]. 

Все эти наблюдения убедительно показывают как 
важность генетики хозяина в контроле эффективно-
сти вакцинации BCG, так и недостаточность знаний 
в этой области. В этой связи решили провести новое 
исследование контроля вакцинации BCG с исполь-
зованием линии мышей В10.М, которую, по нашим 
предыдущим данным, в отличие от многих других 
конгенных ей по Н2 линий, не защищает вакцина 
BCG. Разработка адекватной модели заражения 
низкой дозой микобактерий через респираторный 
тракт [17, 18] и возможность исследовать продук-
цию клетками легкого цитокинов, существенных 
для ответа на микобактерии, позволили получить 
новые данные о природе дефекта мышей линии 
В10.М при ответе на вакцинацию BCG. 

Цель: выявление особенностей иммунного ответа, 
которые препятствуют эффективному противоту-
беркулезному действию вакцины BCG у мышей, 
несущих аллель H2f главного комплекса тканевой 
совместимости. 

Материалы и методы

Экспериментальные животные. Для рабо-
ты использовали две инбредные линии мышей: 
B10.M/SnEgYCit (H2f) и B10/SnEgYCit (H2b). 
Линии поддерживаются братско-сестринскими 
скрещиваниями в питомнике ФГБНУ «ЦНИИТ» 
в обычных условиях, с доступом к корму и воде 
ad libitum. Опыты проводили на животных массой 
20-22 г обоих полов, поскольку предварительные 
исследования не выявили различий по характеру 
инфекции между самцами и самками. Регистрацию 
гибели животных проводили ежедневно, взвешива-
ние – еженедельно.

Культуры микобактерий, вакцинация и за-
ражение. В работе применяли Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv (Mtb) из коллекции лаборато-
рии иммуногенетики ФГБНУ «ЦНИИТ». Опи-
сание подготовки культур и заражения мышей в 
аэрозольной камере «GlasCol» (США) приведе-
но ранее [17, 18]. M. bovis BCG, штамм Pasteur, 
из коллекции лаборатории иммуногенетики 
ФГБНУ  «ЦНИИТ» размножали в жидкой сре-
де Дюбо и хранили аликвотами по 108 КОЕ/мл 
при -70°С. Мышей вакцинировали однократно 
5 × 107 BCG в 0,5 мл физиологического раствора 
с 0,005% Tween 20 подкожно в холку. При внутри-
венном заражении вводили 106 КОЕ Mtb H37Rv 
на мышь, а при аэрозольном заражении исполь-
зовали суспензию Mtb в аэрозольной камере, при 
которой нагрузка в легком у мыши на следующий 
день составляет 2-5 × 102 КОЕ Mtb H37Rv.
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 Определение количества Mtb и BCG в органах. 
Cтерильно выделяли легкие и селезенки заражен-
ных или вакцинированных животных, гомогенизи-
ровали в 2 мл физиологического раствора, готовили 
серийные десятикратные разведения гомогенатов 
органов и высевали на чашки Петри с агаром Дюбо 
(«Difco», США) по 50 мкл на чашку. Чашки инку-
бировали при 37°C, через 21 день подсчитывали 
количество колоний на чашке и пересчитывали их 
количество на орган (КОЕ/орган).

Приготовление суспензий клеток селезенки, 
лимфоузлов и легких. Все процедуры приготовле-
ния суспензий клеток детально описаны ранее [12]. 
Для работы с культурами (пролиферативные тесты, 
продукция IFN-γ) клетки легкого или селезенки по-
мещали в среду для культивирования (RPMI-1640, 
содержащая 5% FCS, 1 mM пируват, 4 mM L-глута-
мат, 50 мкг/мл смеси антибиотиков стрептомицина 
и пеницилина, 5 × 10-5 β-меркаптоэтанола, 10 mM 
HEPES, все компоненты производства HiClone, 
Logan, UT, USA). Для выделения Т-клеток CD3+ 
из лимфатических узлов применяли метод магнит-
ного разделения на бусах с выходом Т-клеток не 
менее 95%.

Анализ продукции IFN-γ проводили в супер-
натантах 72-часовых культур клеток селезенки и 
легких методом ELISA с использованием набора 
DuoSet ELISA Development kit (DY485) по реко-
мендуемой фирмой R&D методике.

Приготовление гистологических срезов и 
окрашивание препаратов. Для исследования 
патологических изменений в легких подопыт-
ных мышей ткань замораживали в режиме тем-
пературного градиента от -60 до -20°C в течение 
10 мин в электронном криотоме (ThermoShandon, 
Великобритания). Получали срезы толщиной 
8 мкм. Срезы высушивали на воздухе, фиксиро-
вали в этаноле и окрашивали гематоксилином и 
эозином.

Статистическая обработка результатов. Полу-
ченные данные обрабатывали с помощью програм-
мы GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.) по 
методам корреляционного и вариационного анализа 
(ANOVA) и критерия Манна ‒ Уитни. Статистиче-
ски значимыми считали различия при p < 0,05. 

Результаты исследования

 Фенотип линии B10.M (H2 f). В первой серии 
опытов перепроверили данные, полученные 25 лет 
назад, чтобы исключить влияние условий содер-
жания животных, которые существенно измени-
лись после капитального ремонта вивария и замены 
оборудования в 2004-2005 гг. Схема первого опыта 
полностью повторяла статью 1993 г. [3]. Двадцать 
восемь мышей линии B10.M разделили на две груп-
пы по 14 животных в каждой и одну из них провак-
цинировали BCG. Через 5 нед. после вакцинации 
мышей обеих групп заразили внутривенно 106 КОЕ 
M. tuberculosis H37Rv. Как показано на рис. 1А, вак-
цинированные и невакцинированные мыши не от-
личались по срокам выживания после заражения, 
что подтвердило результаты старых экспериментов 
и стабильность фенотипа. При оценке патологии 
легочной ткани также не выявили серьезных раз-
личий. Наблюдалось образование мелких очагов, 
разбросанных по паренхиме легкого (рис. 1Б, В).

Модель аэрозольного заражения больше соот-
ветствует обычному пути заражения ТБ, поэтому 
проверили эффективность вакцинации BCG при 
заражении через респираторный тракт. В качестве 
контроля взята конгенная линия B10, которая 
имеет ту же генетическую основу, что и B10.M, но, 
во-первых, несет аллельный вариант H2b, а не Н2f, 
а, во-вторых, отвечает на вакцинацию BCG в модели 
внутривенного заражения [3].

Сначала оценили, приводит ли введение BCG к 
одинаковому попаданию и персистенции вакцины 

0 50 100 150 200 250
0

50

100

Дни

%
 в

ыж
ив

ш
их

 м
ыш

ей

В10.М
В10.М∆

Рис. 1. Вакцинация BCG не защищает мышей линии В10.М от последующего внутривенного заражения 
вирулентными микобактериями. (А) Вакцинированные (Δ) и невакцинированные мыши не отличаются 
по выживаемости (N = 14 в каждой группе). Характер легочной патологии через 8 нед. после заражения 
не отличается у вакцинированных (Б) и невакцинированных (В) животных
Fig. 1. BCG vaccination does not protect B10.M mice from subsequent intravenous infection with virulent mycobacteria. (A) Vaccinated (Δ)  
and not vaccinated mice do not differ in their survival (N = 14 in each group). The nature of pulmonary pathology in 8 weeks after infection  
did not differ in vaccinated (Б) and not vaccinated (В) animals
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в лимфоидной системе мышей двух линий. Через 
5 нед. после вакцинации число КОЕ BCG в селе-
зенках не отличалось у мышей двух линий (рис. 2А), 
следовательно, они одинаково контролируют пер-
систенцию живой вакцины в лимфоидных органах. 
Затем эксперименты по защитным свойствам вак-
цины провели в условиях аэрогенного заражения. 

В двух независимых экспериментах по аэрозо-
льному заражению исследованы 4 группы мышей: 
B10.M и B10 невакцинированные, B10.M и B10 вак-
цинированные. Через 5 нед. после вакцинации мы-
шей заражали аэрозольным путем и через 4 и 8 нед. 
после заражения подсчитывали количество мико-
бактерий в легких – фенотип, который не проана-
лизирован в ранних экспериментах. На 4-й нед. по-
сле заражения обнаружены достоверные (p < 0,01) 
различия между группами вакцинированных и не-
вакцинированных мышей обеих линий (рис. 2Б). 
Таким образом, на самой ранней фазе инфекции ни-
какого дефекта в ответе на вакцину у мышей линии 
В10.М не наблюдается. На 8-й нед. после аэрозоль-
ного заражения количество Mtb в легких (рис. 2В) 
и селезенке (рис. 2Г) всех мышей не отличалось. 
Однако при оценке таких интегральных показате-

лей развития инфекции, как срок выживания после 
заражения (рис. 3А) и динамика снижения массы 
(рис. 3Б), оказалось, что при аэрогенном зараже-
нии мыши двух линий имеют тот же фенотип, что 
и при внутривенном заражении. Вакцинация BCG 
дает заметное продление срока жизни и замедляет 
потерю массы у мышей линии В10, но совершенно 
неэффективна у мышей линии В10.М.

Полученные данные позволяют сделать два за-
ключения. Во-первых, различия в эффективности 
вакцинации, контролируемые генами комплекса Н2 
(гомолога комплекса HLA человека), не связаны с 
различиями в персистенции вакцины и к данному 
типу контроля не подходит гипотеза о важной роли 
быстрого выведения вакцины BCG из организма 
животных, не отвечающих на вакцинацию за счет 
врожденного иммунитета. Этот результат вполне 
ожидаем, поскольку гены главного комплекса тка-
невой совместимости в первую очередь регулируют 
адаптивный ответ Т-лимфоцитов, а по всем другим 
генам две конгенные линии идентичны. Во-вторых, 
аллельный вариант Н2f мышей линии В10.М не де-
фектен по иммунному ответу per se, поскольку на 
ранней фазе инфекции вакцинированные мыши 

Рис. 2. У мышей линии В10.М вакцинация BCG снижает количество вирулентных микобактерий на ранней 
стадии инфекции, но не дает защиты на более поздних стадиях. (А) – содержание вакцины в лимфоидных 
органах (селезенка) одинакова у мышей двух линий через 5 нед. после вакцинирования (5 × 107 КОЕ на мышь, 
N = 5), (Б) – снижение количества микобактерий H37Rv в легких на 4-й нед. после аэрозольного заражения 
(600 КОЕ на мышь, N = 6 на группу), (В) – одинаковое количество микобактерий H37Rv в легких и селезенке, 
(Г) ‒ на 8-й нед. после аэрозольного заражения (N = 6 на группу)
Fig. 2. In B10.M mice, BCG vaccination reduced the number of virulent mycobacteria at an early stage of infection but provided no protection 
at later stages. (A) – the vaccine content in the lymphoid organs (spleen) was the same in mice of two lines in 5 weeks after vaccination 
(5 × 107CFU per mouse, N = 5), (Б) – decrease in the number of H37Rv mycobacteria in the lungs at the 4th week after aerosol infection 
(600 CFU per mouse, N = 6 per group), (В) – the same number of H37Rv mycobacteria in the lungs and spleen, (Г) on the 8th week after aerosol 
infection (N = 6 per group)
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обеих линий показывают одинаковый уровень 
снижения скорости размножения микобактерий в 
легких, а на более поздних стадиях инфекции роль 
механизмов адаптивного иммунитета, а не врожден-
ного, только возрастает. В этой связи мы попыта-
лись эмпирически выявить природу дефекта ответа 
на вакцину у мышей линии В10.М.

 Многочисленные работы последних десятиле-
тий убедительно показали, что главным механизмом 
адаптивного защитного иммунного ответа на тубер-
кулезную инфекцию является активация инфициро-
ванных макрофагов под действием IFN-γ, главным 
источником которого являются иммунные Т-лимфо-
циты [13, 14]. Логичным продолжением работы стало 
определение продукции IFN-γ клетками селезенки 
(иммунная система) и легких (основной очаг инфек-
ции) зараженных мышей двух линий на пике адаптив-
ного ответа на инфекцию при достаточно выраженной 
легочной патологии [10]. Клетки из органов мышей 
культивировали в течение 72 ч в присутствии смеси 
антигенов микобактерий и определяли количество 
секретированного в среду IFN-γ методом ELISA.

Как показано на рис. 4, предварительная вакцина-
ция BCG не влияла на продукцию IFN-γ клетками 
зараженных мышей через 8 нед. после заражения. 
В то же время различия между линиями мышей ока-
зались очень существенными: секреция IFN-γ клет-
ками легких (рис. 4А) и особенно селезенки (рис. 4Б) 
мышей линии В10.М оказалась достоверно (p < 0,01 
и p < 0,001 соответственно) ниже, чем мышей линии 
В10. Более того, продукция IFN-γ на саму вакцина-
цию без заражения также была достоверно ниже в 
селезенках мышей линии В10.М через 5 нед. после 
введения вакцины (рис. 4В). Низкий уровень про-
дукции IFN-γ, несомненно, очень вероятная причина 
дефекта защиты от инфекции у мышей линии B10.M, 
поэтому было важно определить, связан ли дефект 
мышей линии В10.М с нарушением презентации 
антигенов микобактерий Т-клеткам и носит ли этот 
дефект специфический характер или у мышей линии 
B10.M в принципе очень низкий уровень продукции 
IFN-γ. Для теста на презентацию иммунизировали 

мышей убитыми ультрафиолетом клетками BCG в 
неполном адъюванте Фрейнда и после культивиро-
вания клеток лимфоузлов в присутствии убитых бак-
терий и без источника антигенов определяли уровень 
включения радиоактивного [H3]-тимидина. Уровень 
Т-клеточного ответа на антигены BCG у мышей ли-
ний B10.M и B10 оказался одинаковым (рис. 4Г). 
Чтобы установить наличие или отсутствие генети-
ческого дефекта в продукции IFN-γ, проверили вы-
работку IFN-γ клетками селезенки незараженных 
мышей в ответ на антитела анти-CD3 – стандартный 
тест на неспецифическую активацию Т-лимфоцитов 
через Т-рецептор. Оказалось, что клетки мышей обе-
их линий совершенно одинаково и сильно отвечают 
на стимуляцию антителами (рис. 4Д). Таким образом, 
показано, что у мышей линии В10.М (H2f) имеет-
ся специфический дефект ответа на микобактерии 
продукцией IFN-γ, который не связан с взаимодей-
ствием их Т-рецепторов с антиген-презентирующи-
ми молекулами Н2.

Важным стало наблюдение, что различия в секре-
ции IFN-γ между линиями В10 и В10.М не зависят от 
предварительной вакцинации BCG: ответ был ниже 
как у вакцинированных, так и невакцинированных 
мышей линии В10.М (рис. 4А). Таким образом, ос-
новной причиной различий в сроках выживания 
и динамике кахексии между линиями (рис. 3А, Б) 
следует признать не отсутствие ответа на вакцину, а 
неспособность поддерживать продукцию IFN-γ при 
длительном постоянном контакте с антигенами ми-
кобактерий. Данный феномен и его зависимость от 
аллелей комплекса Н2 подробно описаны в нашей 
работе, показывающей, что Т-клетки с некоторыми 
аллельными вариантами Н2 при повторяющихся 
стимуляциях соникатом M. tuberculosis легко пере-
ходят в состояние антиген-специфической Т-кле-
точной линии, а клетки других генотипов перестают 
отвечать на стимул и погибают [16]. Скорее всего, их 
гибель связана с наступлением апоптоза, вызванного 
гиперактивацией, и возможные физиологические 
последствия этого феномена подробно обсуждались 
ранее [1]. Феномен «иммунологического истощения» 
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важен при многих типах ответа [9], и в последующих 
экспериментах планируем детально оценить его роль 
при ответе на туберкулезную инфекцию.

Заключение

Проведенные эксперименты показали, что 
Т-лимфоциты мышей линии В10.М (H2f) нормаль-
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BCG (B). CD4+ cells of B10.M mice did not lose their ability to proliferate to mycobacterial antigens (Г) and to produce IFN-γ with a nonspecific 
stimulus with anti-CD3 antibodies (α) (Д)  

но распознают антигены микобактерий и отвечают 
на вакцинацию в течение ранней фазы взаимодей-
ствия с микобактериями, но имеют низкий уровень 
продукции важного защитного фактора IFN-γ. Этот 
дефект связан не с вакцинацией, а, вероятно, свиде-
тельствует об истощении пула Т-лимфоцитов, не-
обходимых для защиты от инфекции с длительным 
хроническим течением.
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