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INTISARI

Latar belakang. Angka penderita diabetes melitus di dunia semakin meningkat setiap tahunnya. Penderita diabetes 
melitus tidak tertutup kemungkinan bisa terkena jejas pada tulangnya, seperti fraktur atau defek karena desakan dari pertumbuhan 
suatu tumor. Kondisi diabetes melitus akan menyebabkan komplikasi hampir pada semua organ tubuh manusia. Penyembuhan 
tulang pada penderita diabetes yang terkena jejas diharapkan dapat mengembalikan morfologi dan fungsional dari tulang tersebut 
seperti semula. Metabolisme proses penyembuhan tulang dapat dimonitor dengan osteokalsin. Penambahan simvastatin dapat 
mempercepat proses penyembuhan pada tulang. Statin merupakan inhibitor reductasecoenzim A 3-hidroxy-3-methylglutaril. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian aplikasi topikal simvastatin terhadap ekspresi osteokalsin pada 
proses penyembuhan tulang tikus model diabetes melitus.

Metode. Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan hewan coba 45 ekor tikus jenis SD. Kelompok 1: 15 
ekor tikus normal defek tulang femur kiri diberi gel simvastatin dan defek tulang femur kanan kosong. Kelompok 2: 15 ekor tikus 
DM defek tulang femur kiri diberi gel CMC-Na dan defek tulang femur kanan kosong. Kelompok 3: 15 ekor tikus DM defek tulang 
femur kanan diberi gel simvastatin. Periode dekapitasi pada hari H+5, H+8 dan H+10 pasca pembuatan defek dan dilakukan 
pemeriksaan IHC untuk melihat ekspresi osteokalsin.

Hasil. Terdapat peningkatan jumlah persentase ekspresi osteokalsin pada tikus DM dengan gel simvastatin jika dibandingkan 
dengan tikus DM tanpa gel simvastatin (p<0,05) pada hari H+5, H+8 dan H+10 pasca pembuatan defek.

Kesimpulan. Aplikasi topikal simvastatin pada tulang diabetes melitus dapat meningkatkan jumlah persentase ekspresi 
osteokalsin selama proses penyembuhan tulang.

Kata kunci: simvastatin, osteokalsin, penyembuhan tulang, tikus model diabtes melitus

ABSTRACT

Background.Statics of people with diabetes mellitus throughout the world increases every year. There are possibilities for 
them to get injuries in the bone. For example are fractures or defects due to the effect of the growth of tumor insistence. Diabetes 
mellitus condition will cause complications in most of human organs. The healing in diabetes mellitus patient’s bone is expected 
to regain the normal morphology and the function of the bone. Healing metabolism process of the bone can be monitored with 
osteocalsin. The addition of simvastatin can accelerate the healing process in bones. Statins are coenzyme A reductase inhibitor 
of 3-hydroxy-3-methylglutaril. This study aims to determine the effect of topical application of simvastatin on the expression of 
osteocalcin in the bone healing process of diabetes mellitus in laboratory rats.

Methods.This study is experimental research with forty five laboratory rats type SD. Group 1: 15 normal rats given a left 
femur bone defects simvastatin gel and right femur bone defects empty. Group 2: 15 DM rats left femur bone defect were given 
CMC-Na gel and the right femur bone defects empty. Group 3: 15 DM rats were given the right femur bone defects simvastatingel. 
Period of decapitationonday5th, 8thand10th postmanufacturedefect.IHC examination to see osteocalcin expression.

Results. There is an increase in the percentage of osteocalcin expression in diabetic rats with simvastatin gel when 
compared with diabetic rats without simvastatin gel (p <0.05) onday 5th, 8th and10th postmanufacturedefect.

Conclusion. Topical application of simvastatin on bone diabetes mellitus canin crease the percentage of osteocalcin 
expression during the healing processof bones.

Keywords: simvastatin, osteocalcin, bone healing, diabetes mellitusrat models

PENDAHULUAN

Penyakit diabetes melitus merupakan 
suatu penyakit yang mempunyai karakterisktik 
meningkatnya nilai glukosa plasma darah. Kon-
disi hiperglikemia ini diakibatkan oleh adanya 
gangguan pada sekresi insulin, aksi insulin atau 
kedua-duanya. Dekade belakangan ini diabetes 

melitus telah menjangkiti sekitar 140 juta orang 
di dunia. Tahun 2010 kemarin diperkirakan telah 
menjangkiti sekitar 220 juta orang penduduk 
dunia.1 Diabetes melitus dibagi ke dalam dua tipe 
yaitu: diabetes melitus tipe 1 (diabetes melitus 
tergantung insulin) dan diabetes melitus tipe 2 
(diabetes melitus tidak tergantung insulin).2
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Penderita diabetes melitus tidak tertutup 
kemungkinan terkena jejas pada tulangnya. 
Jejas tersebut bisa berupa kerusakan tulang 
seperti fraktur atau defek karena desakan dari 
pertumbuhan suatu tumor. Penyembuhan tulang 
pada penderita diabetes yang terkena jejas di-
harapkan dapat mengembalikan morfologi dan 
fungsional dari tulang tersebut seperti semula.3 
Penyembuhan tulang merupakan suatu proses 
regenerasi jaringan pada sisi jejas dengan jaring-
an tulang yang baru dan bukan dengan jaringan 
parut. Penyembuhan tulang secara garis besar 
mempunyai empat tahapan yaitu: inflamasi, soft 
kalus, hard kalus dan remodeling.4

Kondisi diabetes melitus akan menyebab-
kan komplikasi hampir pada semua organ tubuh 
manusia. Penderita diabetes melitus memiliki 
gangguan pada produksi insulin atau insulin 
tidak mampu mengimbangi kadar gula darah 
yang tinggi. Insulin mampu merangsang pem-
bentukan matriks osteoblastik pada tulang dan 
kartilago.4,1 Gangguan reparatif tulang terjadi 
karena berkurangnya produksi growth factor, 
faktor angiogenik, berkurangnya kemampuan 
proliferatif sel-sel tulang.5 Diabetes melitus juga 
mempengaruhi pembentukan dan fungsi dari os-
teoblas. Sel-sel osteoblas mampu mengeluarkan 
osteokalsin yang merupakan bone matrix protein 
sebagai protein spesifik pada formasi pemben-
tukan tulang. Diabetes melitus menyebabkan 
berkurangnya osteoblas sehingga akan ber-
dampak pada osteokalsin yang juga ditemukan 
dalam jumlah kecil.6, 5

Metabolisme proses penyembuhan tulang 
dapat dimonitor dengan bone marker formation. 
Salah satu marker tulang yang dapat digunakan 
untuk menilai proses metabolisme tulang adalah 
osteokalsin. Mayoritas osteokalsin disekresikan 
oleh osteoblas di matriks ekstraseluler tulang. 
Osteoblas merupakan sel yang berasal dari 
mesenkimal stem sel.6, 7

Banyak peneliti berusaha menambahkan 
zat guna mempercepat proses penyembuhan 
pada tulang, salah satunya adalah simvastatin. 
Statin merupakan inhibitor coenzim A 3-hidroxy-
3-methylglutaril reductase. Simvastatin mampu 
meningkatkan osteoblas dan ekspresi marker tu-
lang, seperti bone morphogenetic protein (BMP), 
osteokalsin, osteopontin dan alkalin fosfatase 
(ALP). Simvastatin mampu meningkatkan jumlah 
sel-sel osteoblas dan sel-sel bone marrow.8

Simvastatin jika diberikan peroral tidak 
akan diabsorbsi sempurna dan hanya 5% yang 

mencapai sirkulasi sistemik. Simvastatin diap-
likasikan secara topikal pada tulang yang me-
ngalami defek maka konsentrasi akan meningkat 
pada lokal area tersebut.8,9

Hewan coba pada penelitian ini menggu-
nakan tikus yang dikondisikan diabetes melitus 
dengan cara menginduksikan Streptozotosin 
(STZ). Tiga hari setelah induksi STZ, pankreas 
menjadi bengkak dan selanjutnya sel β Langer-
hans mengalami degenerasi sehingga produksi 
insulin terganggu.10 Peningkatan kadar gula 
darah pada tikus model diabetes melitus sangat 
berarti yaitu rata-rata 200–500 mg/dL, kadar 
gula darah normal pada tikus antara 80–135 
mg/dL.11, 12

Tujuan penelitian untuk mengetahui pe-
ngaruh pemberian aplikasi topikal simvastatin ter-
hadap ekspresi osteokalsin pada proses penyem-
buhan tulang tikus model diabetes melitus.

METODE PENELITIAN

Gel simvastatin dibuat dengan mencam-
purkan tablet simvastatin dengan CMC-Na (car-
boxy methyl cellulosa - natrium) 2% sehingga 
diperoleh konsentrasi simvastatin 2,5% gram 
w/w. Gel CMC-Na dibuat dengan mencampur-
kan CMC-Na 2% ke dalam 100 ml air destilasi 
hangat.

Subyek dalam penelitian ini menggunakan 
45 ekor tikus jenis Sparague Dawlay berumur 3-4 
bulan dan berjenis kelamin jantan. Tikus tersebut 
dibagi dalam 3 kelompok dan masing-masing 
kelompok terdiri dari 15 ekor tikus. Penimbangan 
berat badan dilakukan pada masing-masing tikus 
untuk mengetahui dosis STZ, ketamin, xylazine, 
antibiotik dan analgesik yang akan diberikan. 
Sebelum dilakukan tindakan induksi STZ semua 
tikus diukur GDS-nya dan dipuasakan 6 jam 
sebelumnya.

Induksi STZ dilakukan dengan dosis 40
mg/kg BB via injeksi intraperitoneal pada ke-
lompok tikus 2 dan 3. Asupan dextrosa 5% 
diberikan untuk menghindari hipoglikemi pada 
tikus kelompok 2 dan 3 selama 24 jam. Hari 
H+3 pasca induksi STZ dilakukan pengukuran 
GDS pada semua kelompok tikus. Bersamaan 
dengan pengukuran GDS dilakukan pembuatan 
kavitas pada tulang femur sebelah kanan dan kiri 
tikus. Tikus dianastesi dengan diberikan injeksi 
ketamin hydrochloride 100mg/kg BB dan xylazine 
4 mg/kg BB. Lokasi pembedahan adalah sisi 
lateral femur, ± 0,5 cm dari persendian antara 
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HASIL PENELITIAN

Tabel 1. Gambaran Rerata Berat Badan Tikus pada semua kelompok tikus sebelum tindakan sampai 
akhir dekapitasi H+10 (dekapitasi pada H+5, H+8 dan H+10).

Tabel 2. Gambaran Rerata GDS Tikus pada semua kelompok tikus dari sebelum tindakan sampai akhir 
dekapitasi H+10 (dekapitasi pada H+5, H+8 dan H+10).

tulang femur dengan tibia tikus kemudian insisi 
sepanjang 1 cm,

Pembuatan defek dilakukan menggunakan 
bur bulat dengan diameter 1 mm dan kedalaman 
1 mm. Pengeburan dilakukan dengan kecepatan 
10.000 rpm sambil  diirigasi dengan larutan saline 
pada semua kelompok tikus. Kelompok 1 pada 
tikus normal dilakukan pembuatan defek pada 
tulang femur kiri lalu diisi dengan gel simvastatin 
sampai penuh dan  pembuatan defek femur ka-
nan tanpa pengisian (defek kosong). Kelompok 2, 
pada tikus DM dilakukan pembuatan defek pada 
tulang femur kiri lalu diisi dengan gel CMC-Na 
(Carboxy methyl cellulosa-natrium)  ke dalam de-
fek sampai penuh  sebagai placebo, sedangkan 
pada tulang femur kanan dilakukan pembuatan 
defek tanpa pengisian (defek kosong). Kelompok 
3, tikus DM dilakukan pembuatan defek tulang 
femur kanan lalu diisi gel simvastatin ke dalam 
defek sampai penuh. Pemberian antibiotik gen-
tamisin sulfat 2-4 mg/kg BB/24 jam intramuskular 
dan analgesik meloksikam 1-2 mg/kg BB/24 
jam peroral pasca pembedahan pada semua 
kelompok tikus. Hari H+5, H+8 dan H+10 pasca 
pembuatan defek dipilih 5 ekor tikus masing-

masing kelompok, dilakukan pengukuran GDS 
dan penimbangan berat badan kemudian diikuti 
dengan dekapitasi pada semua kelompok tikus 
dengan teknik pemberian kloroform pada semua 
kelompok tikus. 

Pengambilan spesimen defek tulang femur 
sebelah kanan dan kiri (tikus kelompok 1 dan 
2) serta tulang femur kanan (tikus kelompok 3). 
Spesimen tulang femur tersebut difiksasi dalam 
larutan formalin 10% kemudian diproses dengan 
metode paraffin kemudian dilakukan pewarnaan 
dengan metode imunohistokimia untuk melihat 
ekspresi osteokalsin. Setelah itu dibuat slide 
lalu dibuat perhitungan untuk memperoleh per-
sentase rata-rata dari satu slide. Pengamatan 
ekspresi osteokalsin menggunakan mikroskop 
cahaya Nikon Eclips E600 (USA) dengan 
pembesaran 400 kali.Data hasil penelitian ini 
diuji dengan Anova dua jalur untuk mengetahui 
adanya perbedaan antarkelompok perlakuan 
dan hari pengamatan.Dilanjutkan dengan uji 
Post Hoc Tukey untuk mengetahui perbedaan 
tersebut berada dikelompok perlakuan mana. 
Taraf signifikansi adalah 95% (α = 0,05%).

Keterangan:
 = rerata; SD = Standar Deviasi / Simpangan Baku

Keterangan:
 = rerata; SD = Standar Deviasi / Simpangan Baku
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Tabel 4. Hasil uji normalitas data rerata ekspresi 
osteokalsin pada semua kelompok 
tikus dekapitasi pada H+5, H+8 dan 
H+10.

Tabel 5. Hasil uji homogenitas data rerata 
ekspresi osteokalsin pada semua ke-
lompok tikus dekapitasi pada H+5, H+8 
dan H+10.

Tabel 6. Hasil uji Anova dua jalur rerata ekspresi 
osteokalsin pada semua kelompok 
tikus dekapitasi pada H+5, H+8 dan 
H+10.

Keterangan: *) perbedaan bermakna p<0,05

PEMBAHASAN

Penelitian ini memperlihatkan penurunan 
berat badan tikus (Tabel 1) yang signifikan pada 
kelompok tikus DM (kelompok 2 dan 3) (p < 
0,05), rata-rata penurunan berat badan tikus ke-

lompok 2 sebesar 10% dan kelompok 3 sebesar 
11%. Penurunan berat badan ini berawal dari 
efek defisiensi insulin dimana terjadi perubahan 
metabolisme jaringan lemak dan protein diotot. 
Penelitian lain juga menunjukkan penurunan 
berat badan tikus sebanyak 25% dan 14% dari 
berat badan awal setelah diinduksi STZ.11, 13

Kadar gula darah sesaat (GDS) pada ti-
kus model diabetes melitus dalam penelitian ini 
meningkat pesat pasca induksi streptozotocin 
(STZ) (p < 0,05). Kadar GDS tikus kelompok 2 
dan 3 mengalami peningkatan rata-rata 3-4 kali 
lipat saat pemeriksaan sebelum dekapitasi H+5, 
H+8 dan H+10 (Tabel 2). Induksi STZ pada tikus 
di penelitian ini, menyebabkan tikus menderita 
diabetes melitus tipe 1.Terjadi gangguan pada 
sekresi insulin karena sel β Langerhans yang 
memproduksi insulin telah rusak. Ketidakmam-
puan tubuh memanfaatkan glukosa yang tinggi 
itu karena ketiadaan insulin sebagai hormon 
anabolik yang diperlukan untuk pengambilan 
glukosa dan asam amino oleh jaringan perifer.14, 

2, 15

Ekspresi osteokalsin pada penelitian ini 
diperiksa dengan menggunakan pengecatan 
imunohistokimia terhadap spesimen tulang femur 
tikus. Persentase ekspresi osteokalsin kemudian 
diuji dengan Anova dua jalur untuk mengetahui 
adanya perbedaan antarkelompok perlakuan dan 
hari pengamatan, yang sebelumnya harus diuji 
normalitas dan homgenitasnya (p>0,05) (Tabel 
4 dan 5). Hasil uji Anova dua jalur (Tabel 6) pen-
garuh masing-masing kelompok jenis perlakuan 
(kelompok normal kosong, kelompok normal gel 
simvastatin, kelompok DM kosong, kelompok DM 
gel CMC-Na dan kelompok DM gel simvastatin) 
terhadap ekspresi osteokalsin sangat signifikan 
(p<0,05).

Gambaran ekspresi osteokalsin (Tabel 3) 
tertinggi terjadi pada kelompok normal dengan 
gel simvastatin, kemudian diikuti oleh kelompok 

Tabel 3. Deskriptif Rerata Ekspresi Osteokalsin pada semua kelompok tikus dekapitasi H+5, H+8 dan 
H+10.

Keterangan:
 = rerata; SD = Standar Deviasi / Simpangan Baku
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normal kosong (tanpa aplikasi). Gambaran pada 
penelitian ini sesuai dengan penelitian yang lain 
dimana penelitian dilakukan pada kavitas femur 
tulang kelinci yang dikelompokkan menjadi 
dua yaitu: kelompok simvastatin dan kelompok 
kontrol. Kelompok simvastatin ekspresi os-
teokalsinnya lebih meningkat 0,5–1 kali lipat jika 
dibandingkan kelompok kontrol.16 Simvastatin 
mampu meningkatkan osteoblas dan ekspresi 
marker tulang, seperti bone morphogenetic pro-
tein (BMP), osteocalsin, osteopontin dan alkalin 
fosfatase (ALP).8

Mekanisme simvastatin mampu mening-
katkan ekspresi osteokalsin dengan cara meng-
hambat sintesis kolesterol pada jalur mevalo-
nat dan juga akan menghambat farnesyl-
pyrophospate (FPP) dan geranylgeranyl-pyro-
phospate (GGPP).17, 18 Simvastatin mempunyai 2 
cincin utama pada gugus rantai kimianya, yaitu: 
ester dimetil butirat dan asam hidroksil. Asam 
hidroksil pada gugus rantai kimia simvastatin 
terbentuk atas 6 molekul yang mirip dengan 
senyawa enzim intermediate pada reaksi enzim 
HMG-CoA reductase di jalur mevalonat.Akibat 
kesamaan molekul tersebut, simvastatin mampu 
menghambat jalur mevalonat. Simvastatin meru-
pakan inhibitor kompetitif yang bersifat reversibel 
terhadap enzim HMG-CoA reductase.19

Penghambatan pada FPP akan mengak-
tivasi jalur sinyal RAS–PI3K–Akt/MAPK, di-
mana jalur tersebut akan meningkatkan ekspresi 
BMP-2 dan Runx2 yang akan memperangaruhi 
diferensiasi stem sel mesenkimal menjadi osteo-
blas. Penekanan pada mekanisme Rho dan 
Rho-kinase oleh statin melalui jalur GGPP, maka 
terjadi peningkatan ekspresi ostekalsin. Inhibisi 
secara langsung oleh statin pada Rho-kinase 
oleh inhibitor Rho-kinase akan meningkatkan 
ekspresi BMP-2 dan osteokalsin mRNA.17, 18

Ekspresi osteokalsin kelompok DM ko-
song dan kelompok DM gel CMC-Na (Tabel 3) 
memiliki nilai ekspresi osteokalsin yang sama 
rendah dan perbedaannya tidak bermakna (Tabel 
7) disemua hari pengamatan. Penjelasannya 
adalah pada kondisi DM terjadi kadar glukosa 
darah yang tinggi akan menghambat fungsi dan 
formasi osteoblas, serta menurunkan formasi 
pembentukan mineral matriks tulang. Terhambat-
nya formasi osteoblast bisa terjadi karena adanya 
gangguan pada sinyal jalur BMP-2 pada kondisi 
hiperglikemia. Jalur BMP, khususnya BMP-2, 
memegang peranan pada proses diferensiasi os-
teogenik stem sel mesenkim menjadi osteoblas. 
Kondisi hiperglikemia, kadar BMP-2 intraseluler 
secara signifikan berkurang dan aktivasi sinyal 
jalur BMP otomatis juga tertekan.20

Tabel 7. Hasil uji Post Hoc Tukey rerata ekspresi osteokalsin pada semua kelompok tikus dekapitasi 
pada H+5, H+8 dan H+10.

Keterangan: *) perbedaan bermakna p<0,05
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Kondisi tulang jika terjadi defisiensi in-
sulin akan menemukan jumlah osteoblas yang 
berkurang sehingga ekspresi osteokalsin juga 
ikut berkurang, lebih lanjut bone formation 
menjadi menurun. Growth Factor dan Insulin 
Growth Factor menurun jumlah kadarnya. Terjadi 
resistensi vitamin D dan metabolit aktifnya 1,25-
dihidroksi-vitamin D otomatis menurun. Metabolit 
aktif tersebut menstimulisasi osteokalsin pada 
level transkripsi.21

Ekspresi osteokalsin pada kelompok 
DM tertinggi (Tabel 3) terlihat pada kelompok 
DM gel simvastatin dan perbedaan ekspresi 
osteokalsin tersebut sangat bermakna (Tabel 7) 
di semua hari pengamatan. Kondisi ini sejalan 
dengan penelitian lain yang meneliti osteokalsin 
pasien sebelum menjalani terapi simvastatin 
dan saat menjalani terapi pada pasien diabetes 
wanita yang mengalami menopous. Saat pasien 
menjalani terapi simvastatin, terjadi peningkatan 
osteokalsin sebanyak 84%.22

Hasil uji Anova dua jalur pengaruh waktu 
terhadap ekspresi osteokalsin sangat signifikan 
(p<0,05) (Tabel 6). Ekspresi osteokalsin menin-
gkat seiring dengan bertambahnya waktu/hari 
pengamatan yaitu H+5, H+8 dan H+10 pasca 
pembuatan defek. Osteokalsin dikenal sebagai 
protein yang terlibat dalam proses diferensiasi 
osteogenik dan disekresikan oleh osteoblas 
sesaat proses kalsifikasi/mineralisasi tulang 
dimulai. Peningkatan ekspresi osteokalsin seiring 
waktu artinya sel-sel mesenkimal telah mulai ber-
diferensiasi menjadi preosteoblas dan akhirnya 
menjadi osteoblas.7

Melalui uji Post Hoc Tukey (Tabel 7) per-
bandingan antarsesama kelompok DM (DM 
kosong, DM gel CMC-Na dan DM gel simvas-
tatin), terlihat kelompok DM dengan aplikasi gel 
simvastatin terjadi peningkatan proses penyem-
buhan tulang yang ditandai dengan peningkatan 
ekspresi osteokalsin (p < 0,05) pada semua hari 
pengamatan. Kondisi DM terjadi penghambatan 
fungsi dan formasi osteoblas, bentuk organela 
sitoplasma osteoblas kurang berkembang baik 
dan penurunan ekspresi osteokalsin. Kon-
disi DM tersebut dapat diatasi dengan aplikasi 
topikal simvastatin, melalui jalur penghambatan 
mevalonat, mampu meningkatkan ekspresi os-
teokalsin pada proses penyembuhan tulang tikus 
model diabetes melitus. 

KESIMPULAN

Persentase ekspresi osteokalsin lebih me-
ningkat jumlahnya secara signifikan pada proses 
penyembuhan tulang tikus model diabetes me-
litus dengan pemberian topikal simvastatin jika 
dibandingkan dengan tanpa pemberian topikal 
simvastatin.

SARAN

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut me-
ngenai pengaruh aplikasi topikal simvastatin 
terhadap penyembuhan tulang pada tikus 
model diabetes melitus yang mengalami 
komplikasi mikroangiopati.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut me-
ngenai pengaruh aplikasi topikal simvastatin 
terhadap penyembuhan tulang pada tikus 
model diabetes melitus dan dikombinasi den-
gan bahan-bahan yang dipakai dalam bidang 
bedah mulut, seperti: skrup osteosintesis, 
implan dan graft.
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