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Kunnskapsstatus og tiltak for a begrense omfanget
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Melanisering av den marke
muskelen under skinnet
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moare melanin less melanin

Pigmenter

S Melanin Lipofuscin
i

Brunlig pigment.
Oksidasjonsprodukt av
umetta fettsyrer.

Hemosiderin Brunt jernholdig pigment.
Dannes nér rede blodceller brytes ned
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Fileter med marke flekker (%) ved et norsk rgykere 2003-2008
Registreringer av totalt total 1 million fileter
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Hva skjedde i perioden 2003 - 2008

Utvikling laksesykdommer siden 1990

fsker og havbruksnar ngens andsforen ng

Sykdomsutbrudd er en del av naturen og rammer alle art]
Med intensiv produksjon eker ofte antall sykdomsutbrud
om norsk akvakultur enna er en ung naring, har bekjem,
smittsomme sykdommer vist en positiv utvikling.

HSMB

PD

Utbrudd

r 500 000
- 800 000
- 700 000
- 600 000
I 500 000
I 400 000

[ RN
- 300 000

I 200 000

- 100 000

w&jonsvolum {tonn)

L akseproduksjon i tonn s | LA
PD ===Furunkulose
Kaltvannsvibriose Vibriose (klassisk)

~l
o

Fishmeal

[e7]
(=]

Fishoil

—\/egetable protain

(5]
[=]

S
o

=—Rapeseed oil

Rapeseed

(o)
o
|

Inclusion rate in % for ingredient
™)
S

R oil

}

-
o o

1992
1993
1994
1995
1996
1997
1098
1999

2000 A
2001 -
2002 -
aEEEEE
2003 -
2004
2005
2006 -
2007 -
2008 -

n
0
0
0
SN EEEEEEEEEEESN

Figur 1.16. Inklusjon av ulike ingredienser i tvpisk laksefér i Europa (Kilde: Skretting)

Vaccines developed during the period — no relationship with dark spots
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HSMB ble oppdaget forste gang i Norge i 1999, og er i dag en av de hyppigst foreckommende diagnosene i norsk oppdrettsnering, med store tap.
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Workshop
DARK SPOTS IN SALMON FILLETS

Movember 5* 2013, 09:30 - 14:30

BEST WESTERMN Oslo Airport Hotel, Gardermoen
Ingen pimeldingsavgift, lunsj o2 mellom-maldd dekkes av arranzgrens

SCHEDULED LECTURES

‘Wellcome. Eriing Dicf Koppong, Norwegion School of Vateringry Soence

Extracutameous pigmentary system
Fonckd Aoberts, Editer off Journal of Fish Disecses
He is among the worlc's most inowiedgeabie within the field of fish pathology

Maisnin production in salmen / Melsnindanneise | oppdrettsisis.

Eriing Qigj Keppamg, Norwegian School of Veterinary Science
Dverview from years of resesrch, including the new PhD: “Studies of extracutaneous pathological pigmentation -
alack spoks - in Athantic salmon® by H.A.5 Fageriand

Histolegic manifestaticns of melsnized sl tizsue Histologiske manifestasjonear 2w melsnizert wev.
Agrar Kveliestoc: Norwagian Schood of Vatenmary Sciance
mchuding brand new results from our melanin project)’ Inkluderer rykende ferske resultater fra vt nys
melaninprosjeit

Quantitative gemetics of vaccime-induced side effects in salmon, Grad av bivirkninger ved waisinering er annelig
betinget
Bjarna Gjerce, Mojima
Selective Dreeding for long-t=rm reduction of melanin deposition in saimon filets) Kan 2w bidra £ 4 redusers
problemet med melanind=ponering pd sikt

Dark spots in salmon fillets - statistics and stetus on ceusalities / Metsninfizkker i laksefilet - Statistikk og status pd
Arsskssammenhenger
Turic Mdrigra, Nofima
Statistics based on registrations at processing plants; Has the problem with Gark fillet spots increased® is there 2
p=ographical varigtions? Has the problem with melanin deposition in the dorsal fillet part increased?

Relationship between melsnin deposition in various tisswes: organs, peritoneum, fillet/ Melsnisering aw organer,
bukhinme o filet — hwa er sammenhengen
Thomas Larssen, Nofirma

Toinclude in the discussion, Recognition, "Black spots® in salmon fillets
* Farming industry fOppdrettsindustri

* vacdne producers / Vaisineprodusenter

* Fiskehaisetjenests
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Workshop

DARK SPOTS IN SALMON FILLETS

Current knowledge and future direction of research

October 16= 2014, 09:30 - 14:30
Clarion Hotel, Osle Airport Gardermoen

SCHEDULED LECTURES

Welcome
Turid Mgrigre, senior scientist, Nofima

Results and cverview of R&D activitizes on dark fillzt spots at Marine Harvest.
Pywind Opland, DVM. Director Global R&D and Techmical. Marine Harvest ASA

Short presentations
Resenrch activities on dark spots in salmon fillets.
Swein Alexandersan Soles Manoger Norway. PHARMAG AS

Resenrch activities on dark spots in salmon fillets.
Nigls Pottor Maseide, Customer marager M5D Animal Health

Some caze studies of fillet quality issues in Scotland.
Marien Mcloughlin MVB PhD MRCOVS. Fish Vet Group

Lunch

Evolution of dark spots in salmon fillets and histological characterization.
Erling (Waf Koppang Professor” Agnar 5. Kvallestad University lecturer BASAM, Norwegian Univarsity of Life
Soences

Connective tissue characterisation of dark stained spots in salmon fillets
Hetena M. Moreno Conde, senior scientist Departamento de Productos. (nstitute of Food Science,
Technology and Nutrition [TCTAN-CSIC)

Updated statistics on the occurrence of dark spots and new insights from gene expression analyses.
Thomas Larsson researcher and Aleksei Krasmow, senior scientist Nofima

Current knowledge and future direction of research on dark stained spots in salmon fillets
Discussion / summing up

ocrHF 0 :::;3:....5..4 .;'Nofima g Veterinarinstituttet | Icl@N
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Effekt av for, avl, vaksine, stress og skade
pa utvikling av marke flekker

Sammendrag av resultater og nye utfordringer

Turid Mgrkgre
Nofima
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Smaskalaforsgkene 1+ & 0+ laks
Avergy perioden 2013 - 2015

Fisken ble ogsa analysert i ferskvannsfasen, Sunndalsgra
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 stress, skade, av

Uttak av fisk til analyse i

sjo Nofima: Uttak av fisk til analyse i sjo
05.2013 NMBU (NVH):
09.2013 05.2013
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Melanin organer: Vesentlig hgyere i vaksinert laks

Stabilt fra vaksinering til slakt

Melanin i bukhinne: Noe/minimalt hgyere i vaksinert laks
Relativt stabilt fra vaksinering til slakt

Melaninifilet: lkke systematisk forskjell mellom vaksinert og
vaksinert laks

Observert 4 man etter utsett, gkende frem til slakt

Melanin organer, poeng 0-3
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Markpigmentering bukvegg
* Registrert far vaksinering

Mgagrkpigmentering organer
* Registrert etter vaksinering

Markpigmentering filet

* Regqistrert | s|j@

« Ca Y kg 6%, 1 kg 10%, men veldig sma
flekker
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Laks holdt ved 8°C vs. 16°C

Vekt ved utsett 70g vs 100g

m 16°C m8°C m 16°C

14 1.85

1 kg tyngre (3,6 vs 4,7kQ)
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Melanin filet
- hgyere score

Megrke flekker, poeng

Antall mgrke muskelsegmenter
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Slaktefor juni - august, ettaring
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Slaktefor juni - aug 2014

Startvekt 2477. Sinkforet gav best vekst (3,88 sink og 3,66 kontroll) J N Ofl m a



Slaktefér, ettaring

Totalprotein i plasma
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Filetutbytte, %
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64.2
64 -
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Slaktefor juni - aug 2014
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Slaktefdr juni - aug 2014
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Mgarke muskelsegmenter

i Betydelig mer flekker i O+laks enn 1+laks
Antall mgrke muskelsegmenter per filet

25 - i
4 kilos laks O+laksen hadde flere «helseplager» i

oppdrettsperioden

Tilsetning av antioksidanter i fGret ser
ikke ut til & hindre utvikling av mgrke
flekker, men redusere omfanget

Det er interessant at effekten er sa
tydelig etter kun 2 maneders féring far
slakt

Kontrolfor | Antioks for | Kontrolfor | Antioks for

Spgrsmal: Optimalt niva av antioksidanter
1+ laks 0+ laks i ulike faser er et annet viktig sparsmal

Modellering har vist at risikoen for & f& HSMB-utbrudd er dobbelt s hagy for hestutsatt som for varutsatt smolt. Denne spredningsmodellen samt resultatene har blitt publisert i et vitenskapelig
tidsskrift (Aldrin et a/, 2010 http://www.vetinst.no/Publikasjoner/Vitenskapelige-artikler/Vitenskapelige-artikler-2010/A-stochastic-model-for-the-assessment-of-the-transmission-pathways-of-

" heart-and-skeleton-muscle-inflammation-pancreas-disease-and-infectious-salmon-anaemia-in-marine-fish-farms-in-Norway/(language)/nor-NO ),
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Muskelsegment der flekken starter

De fleste flekkene starter ved segment 11 — 13. For nullarringen var
det en hayere frekvens av flekker i bakre delen av bukomradet
(topp ved segment 18-20)

Laksen kom fra samme smoltanlegg (Sunndalsgra) og gikk pa
samme lokalitet i sj@ (Avergy)
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Ettarring slaktet aug 2014 Nulladrring slaktet mars 2015

80 laks av 590 med merkpigmentert muskel 210 laks av 570 med merkpigmentert muskel, evt arrvev etter

ﬂNofima



Hvor starter betennelsen /
melaniseringen

ﬂ Nofima
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g
Kollagentradene i bindevevet er tynne og i sterkt
pigmenterte flekker er bindevevet «gdelagt» . Ser ut
som en stor «floke»
Hva er tidsaspektet mht sarheling for laksemuskel?
Er det mulig a fastsla tidspunktet for skaden utfra
bindevevsprofilen?

J Nofima

Vevsendringene utvikles over lang tid (kronisk)



Mykotoksinet DON

JfNofima



~\Vvi

Undersgkt 100 familer, 20 laks per familie
All fisken ble filetert og begge filetsider ble evaluert 1 hht FHF melanin standard

Arvbarheten var svert lav

0,3

0,25

0,2

0,15 -

0,1 -

0,05 -

Umoden Modnende Umoden Modnende
Hunfisk Hanfisk
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Fysiske skader og stress

* Ytre slagskader kan gi indre blgdninger

« Stor sannsynlighet for at klem og slagskader
kan gi gkt melanisering

« Har ikke sett gkt forekomst etter trenging

1.4 - ‘
12 -

0.8:{ \

0.6 -

0.4 -
0.2 -
0

Skansom

Mgrke muskelsegmenter, antall

Trenging Skansom

Aug Aug Sept
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Prosentandel laks med moarkpigmentert muskel og arrvev
To maneder for slakt ble laks eksponert for sjevann med lavt oksygenniva

70

60 -

Prosentlaks med flekk(er)

50 A

40 -

30 -

20 -

10 -

Generelt: Lavt oksygenniva fremmer infeksjon
og hemmer sarheling - bl.a. epitelisering (Vit E
fremmer).

Lavt 02 kan fere til at sar under heling sprekker
opp

Helingsprosser | laksemuskel er lite kjent
Generelt kan det ta ca. 3 uker a “lukke” et sar,
men da er sarflaten skjer (rosa skjert arr).

Lavt O2 eller hard handtering kan fere til at
sarflaten sprekker som kan gi ny betennelse osv

ﬂNofima
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Ingen effekt

Slaktemetode

Elektrisk bedgvelse kan gi blodflekker men

Ikke melanin

Genetisk
bakgrunn / avl
Fiskestarrelse
ved slakt
Vaksinering

En stor studie

Bgr etterprgves (nye beregninger)

Ingen systematisk forskjell

Ingen forskjell mellom vaksinert og

uvaksinert laks

J/ Nofima



Kanskje

Avlusing Tendens til at gjentatte avlusinger gker
forekomsten

Transportavstand Tendens til at lang transportavstand er
negativt.

Sjgtemperatur Enkelte tilfeller sett gkt melanisering etter bra

Tid 1 ventemerd

Sykdom

temperaturgkning (I praktisk oppdrett ikke
mulig a isolere temperatureffekt)

Noen ganger sett gkt melanisering etter lang
oppholdstid

Risikoen for utvikling av store flekker gker
etter PD. HSMB? CMS?

JNofima




AJa

For

Antioksidander reduserte forekomsten

- Bar undersgkes i storskala

- Effekt av andre komponenter som pavirker melaninsyntese og som hemmer
betennelse bgr undersgkes

Kvalitetsklasse

Fysiske skader

Smolt

Vaksinering

Vannkvalitet

@kologisk produksjon

Produksjonsfisk hgyere forekomst

Kjgnsmoden/modnende fisk hgyere forekomst

- Kritisk grense mht. gonadeutvikling

- Kjgnshormoner

- Utsortering

Indre blgdninger kan utvikle seg til mgrke flekker. Langtidseffekt

- Kan handtering av laks i ferskvann gi langtidseffekter i form av
melanindeponering

Betydelig forskjell mellom smoltprodusenter

0+ laks hadde mer melanin enn 1+

Stor 0+ ved overfgring i sjg hadde mindre melanin enn liten 0+ (100g vs. 70Qg)
- Har stor smolt generelt mindre melanin/ kritisk grense?

- Fiskestarrelse ved vaksinering?

Hayere ved maskinvaksinering

- Optimalisere vaksineringen. F.eks. type maskin, stikkpunkt, trykk

Lavt oksygen gkte forekomsten
- Kritiske vannparametere (evt kombinasjonseffekter Oksygenniva, temperatur,
tetthet). Hva med avlusing/ avlusingsmetoder?
Generelt lavere

- Hvorfor (for, tetthet, avlusing)

J’ Nofima



Hva kjennetegner dette omradet
Type pigmenter
Stimulere til dannelse for a falge
utvikling

Prosent fileter med marke flekker
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Avstand fra midtlinjen, cm
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HOT SPOT: segment 8 -14




Inflammatory condition, dorsal muscl:
- no pathogens detected

Increasing frequency coinciding with abru
Similar conditions seen after PD outbreak

Arsmete Nordnorsk havbrukslag 2014



GliSODin activates the most powerful antioxidants known,
the body’s own internal antioxidant defense system, including
Superoxide Dismutase (SOD), Catalase and Glutathione
Peroxidase (Gpx):

& son™
Q R ) Primary Internal Antioxidants
o complete the defense system
& Glutathione
&9 Peroxidase (Gpx)
& Glutathione, Co010
| -\Q Secondary Dietary
&  Carotenoids, Vitamin E Antioxidants
gy ; play abuffering role,
" & Havonoids, Vitamins A, C but are rapidly
& saturated
§ Minerals, Proteins

Jf Nofima



Lavt niva av visse antioksidanter stimulerer til
melaninproduksjon

Expression of

() Melanin-based

l ' 4 A

()

' DOPA-thiol conjugates ---»'Low eumelanin/pheomelaniﬁ

| ratio
= N, ‘--»2Competitive binding .. (=)
ALTERNATIVE e, o
ANTIOXIDANTS , 3 Some free radicals R Tyrosinase ()
MOBILIZED stimulate tyrosinase (+) activity

Lavt niva av spesifikke intracellulare antioksidanter (for eksempel glutathion) stimulerer melaninproduksjon
(Galvan og Alonso-Alvarez 2008). Glutathion er beskrivelen av en gruppe enzymer som beskytter mot oksidasjon,
for eksempel av fett (harskning). Oksidativt stress oppstar nar det ikke finnes tilstrekkelig antioksidanter til &

ngytralisere de frie radikalenes skadelige virkning /
J Nofima



Viktig & kjenne syntesen av melanin for & kunne sette inn tiltak som kan bremse

melaninproduksjon

Melanin er i utgangspunktet «bra», men kan ogsa under visse omstendigheter veere

skadelig for cellene
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Nedbrytning av gdelagte
mitokondrier farer til
opphopning av lipofuscin.

Lipofuscin kan benyttes
som markgr for tidligere
oksidativt stress og
gdelagte mitokondrier
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Melanin koblet til
fettmetabolismen

- fokus innen humant
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Inhibition of Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma Prevents the Melanogenesis in
Murine B16/F10 Melanoma Cells

Jiun-Han Chen,’ Junn-Liang (;hamg,z’3 Pei-Ru Chen,’ Yun-Ju Chusmg,3 Shih-Tsa1
Shwu-Fen Pan,* Tzer-Bin Lin,’ Kang-Hua Chen,’ and Mei-Jung Chen’
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Vi kan sjekke evnen til fettceller & produsere melanin i
cellemodeller og om ulike fettkilder i foret har innvirkning ved a
isolere fettceller fra laks som har fatt ulike fettkilder i foret
(pagaende FHF prosjekt v BRuyter)
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Evidence for the ectnpic S}'nthesis of melanin in human

adipose tissue

Mangreet Randhawa,* Tom Huoff," Julic C. Valencia,” Zobair ¥Younossi.®

Yikas Chandhoke,* Vincent ]. Hearing," and Ancha Baranova*-*"

*Molecular and Microbiology Depariment and Center for the Study of Genomics in Liver Diseases
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Virginia, L15A

ABSTRACT  Melanin is a © piz in ani-
mals. In humans, melanin is produced in melanocyues,
im retinal pigment epithelium (RPE) cells, in the inner
car, and in the cenmal nervons sysiem: Previously, we
meoaed that hisman adipose tssee expresses several
melanogrenesisrelawed penes. In dee currene smdy, we
confirmed the expression of melanog isrelaved
mBENAs and protcins in homan adipose dssue wsing
realrime polvmerase chain reacton and immunohisio.
chemical swining. TYR mBEMA sipnals were abo de-
wecved by in sine hybridization in visceral adipocyues.
The: presence of melanin in human adipose e was
revealed both by FomianaMasson smining and by per-
manganate degradation of melanin coupled with Boqwid
chromatosraphy/ uliraviolet /mass specromeny dewer-
mination of the pyrrole-2.3 Sricarboxylic acd (PTCA)
derivadive of melanin We also compared melanopenic
activities in nd.l.r-nu tisspes and in odher human tsses
using the LIU-"C) orosine amay. A marked heteroge-
neeity in the melanogenic acivides of individual adipose
e exiaots was nowed. We hypothesize tha che
ecoopic synchesis of melanin in obese adipose may serve
a5 compensaory mechanism that uses is and-inflam-
muatory amd i oxidadve damape-shsorbing properies.
In conclusion, our smdy demonsorates for the st dme
that the melanin biosymihesis pathway is funcdonal in
adipose desue—Randhawa, M., Huff, T.. Valencia,

J G Y L, Chandboke, V., Hearing, V. J.,
Baramova, A. Evidence for the eowpic symbesis of
danin in h dipase desue. FASER | 23, 835843

(2009)

Key Words: abesily « melabolic symdrome - imfommation - o-
MEH - papmeniation

MEramin s A cosmos PicaesT inanimals. In hwmans,
melanin is present in two major foms, comelanin and
pheamelanin (1), Both forms of melanins are pro-
dured in melanocyies that are derived from the nearal
crest and in retinal pigment epithelium (RPE)} cells that
ariginate from the optic cup (2, 3). [n melnocytes and
in the RPE, melanin is produced and stored in special-
imed hysosome-related organelles called melanosomes.

09 2-E£3ADGD0II-0E15 © FASER

In melanocyies, those organelles are tmnsporied out
into the dendritic processes before being tansfermed 1o
keratinocyles, where melanin protects the skin from
I'Vinduced IMNA damage. This is 2 major biological
function of melanin in humns, along with iis role s 2
powerful anboxidant capable of scwvenging reactive
oxygen species {ROSE), such as singlet oxvgen, hydnoxgd
radicals, and superoxide anions (4, 5} The pathway for
melanin bosynthesis inchedes o number of melanooyie-
specific proteins. The key role in this biosynthetic
pathway is played by prosinase (TYR), a muoltifonc.
tinnzal copperosniaining ghooenryme.

In addition o melanocyies and BPE cells, the pro
ducticn of melanin coows in other locations of the
body, such as the inner ear and the central nenous
sysiem, peericulardy in the substantia nigra and in the
lomus coeruleus, where it normally acoamulates with
age and possibly plays 2 mole in the pathogenesis of
Parkimson disease (). Among nonmammalian verte.
brabes, the osynihesis of the melanin has been fownd
in pigmenied macrophages of the spleen and the liver
of amphibians (7) and in seme pathogenic microongn-
isms, wherne ils production correlates with an increassd
virulence {8).

In our previous study of viscerl adipose tisue of
maorhidly obese patients, we detecied a statistcally
significant owverexpression of melanogenic genes en-
codfing tyrosinase related protein 1 (TYRFPL), dopa-
chroms bDutomemss (DETSTYRPZ),  melanosome
transport prolein RARB2Ta, and Melan-A (MLANA) (9).
Those findings prompied us io hypothesize that the
melanin biosynthesis pathway is funcional in adipose
tisswe, (hur curment study demonstrates for the first time
that the binsynthesis of the melanin, indesd, @kes
place in visceral adipose tssue of morbidly obess
subjects and may have some physiclogically rebovant
functions.
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