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目的
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甲基转移酶"
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%在宫颈癌组织中的表达情况及其与高危型人乳头瘤病毒"
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%感染

的关系&方法
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应用荧光定量
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$免疫组化检测
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例宫颈癌组织$对应癌旁组织及
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例正常宫颈组织中
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的表达情况!应用质谱法检测
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感染情况&结果
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阳性呈显著正相关"
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%&结论
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宫颈癌组织中
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的表达谱发生明

显改变!且
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高危亚型感染与
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的表达升高密切相关&
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宫颈癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤#每年新增患者

数约
2%%%%%
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持续感染被证实是宫颈癌病因学最重要的危险因素#但其引起

宫颈癌变的分子生物学机制尚不十分清楚)近年来#越来越多

的研究表明表观遗传学的异常也参与了宫颈癌的发生*发展#

特别是
4@5

甲基化在宫颈癌的发生*发展中起着重要的作

用)
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甲基化是在
4@5

甲基转移酶$

4@5 9CDM

K

GDEO,+.

NCEO+C

#
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%的催化下#使甲基基团共价结合到胞嘧啶
2_

端

碳原子上形成
2.

甲基胞嘧啶的过程#是真核生物
4@5

最普通

的一种修饰方式)甲基化以后核苷酸的顺序并没有发生改变#

而基因的表达则受到一定程度的影响)在
4@5

甲基化过程

中#

4@5

甲基转移酶的表达水平和功能的改变是导致异常

4@5

甲基化模式的关键因素之一)既然
3;c

高危亚型的感

染和
4@5

甲基化均是宫颈癌发生*发展的重要因素#那么它

们二者之间是否存在必然的联系#目前国内外鲜见报道)因

此#本文拟对宫颈癌*癌旁组织及正常宫颈组织
4@H=

的表达

情况进行分析#并分析其与
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高危亚型感染之间的关系)
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坪医院野战外科研究所妇产科#宫颈癌组织及对应癌旁组织均

经病理证实$

'/

例为鳞癌#
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例为腺癌%#正常宫颈组织为子宫
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各目的基因的引物序列及内参序列

目的基因 正义链引物 反义链引物
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羊抗鼠*羊抗兔
[

P

\

购自北京中杉金桥公司)
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方法
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分型检测
!

3;c4@5

检测由深圳华大基因科

技有限公司采用飞行时间质谱检测法对宫颈刷片标本进行
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亚型测定#包括
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荧光定量
;6<

检测宫颈癌*癌旁组织及正常宫颈组织

的
9<@5

表达情况
!

取
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!

2%9

P

组织按
=<[̂"G

试剂说明

提取组织总
<@5

#

HO,"!E"

>

G#DC

测定
<@5

浓度#并取
'

#

P

按

试剂说明书反转录成
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)反应体系!取
$
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模板#

上*下游引物
%&2
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A

#

$%
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A

去离子水

行定量
;6<

反应#以
\5;43

为内参#各引物序列见表
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(反

应条件为!

2%`19#,
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预变性(随后
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#

)%`'%+

#共
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个循环(最后
-1 `

延伸
$%9#,

)根据
5S[

-2%%

型荧光定量仪所得
6D

值#以
\5;43

为内参#计算各组

9<@5

相对表达量#结果用
1X

++

6D

值表示#
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6Df6D

目的基因
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对照组)
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免疫组织化学法检测宫颈癌*癌旁组织及正常宫颈组

织的蛋白表达情况
!

新鲜组织标本用甲醛固定并行石蜡包埋#

切片机切片(

0%`

水浴伸展#

)%`

烘箱烤片
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#脱水#柠檬酸

钠高压锅行抗原修复#

'b3
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J
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室温孵育
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#

;S7

洗片
2

9#,Y'

次#滴加一抗$工作浓度均为
$d$%%

%#

0`

孵育过夜(

;S7

冲洗
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次#二抗
'-`

孵育
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#

;S7

冲洗
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次#

45S

显色$

$9#,

%#自来水冲洗
$9#,Y'

次#苏木精染色
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盐酸乙醇分化#自来水冲洗
$9#,Y'

次#脱水*透明*封片*镜

检$
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P

检测宫颈癌组织*癌旁组织及正常宫

颈组织的蛋白表达情况
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取
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2%9

P

组织#加入
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裂解

液$含
$%d$?"?gDO#G

%
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A

#冰上裂解
'%9#,

#取上清液于

$&29A

离心管中#

S65

法酶标仪测定蛋白浓度#并标准化样

品#

$%%`

水浴
$29#,

使蛋白变性)按照每孔
)%

#

P

蛋白进行

747.;5\:

电泳$

/%c

跑过上层胶#

$1%c

跑至溴酚蓝刚跑出

即终止%#半干转法&横流#电流$

95

%

f
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?9
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%
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95

%'将蛋白转印到
%&1

#

9;c4Z

膜上#然后用含
2b

脱脂

奶粉的
;S7=

缓冲液室温封闭
1M

#漂洗后与一抗
0`

缓慢摇

动过夜(次日用
;S7=

洗膜
'Y$%9#,

#洗脱后与相应
3<;

标

记的二抗室温孵育
1M

#相同条件再次洗膜后用化学发光试剂

显影#凝胶成像系统曝光获取图像#并用
L8O,D#D

K
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计算目

的条带与内参
\5;43

的灰度比值)
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统计学处理
!

采用
7;77$-&%

统计软件进行处理#组间

的差异显著性检验采用
3

检验#样本阳性率比较采用卡方检

验#相关性分析采用
7

>

COE9O,

等级相关分析#以
/

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果
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分型检测结果
!
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例标本中有
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例检出
3<.
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#其中癌组织
'/

例#正常宫颈组织
1

例)宫颈癌组织中

3<.3;c

感染率为
(2&%b

#正常宫颈组织感染率为
$%&%b
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两组相比差异有统计学意义$

/

$
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%)在宫颈癌组中#
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#
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感染率较高(而
1

例正常宫颈组织的
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检

出亚型均为
3;c$)

)所有
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阳性的宫颈组织中#单一亚

型感染
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例#占
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宫颈癌组织*对应癌旁组织及正常宫颈组织中
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表达情况
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各目的基因表达情况如图
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各目的基因中宫颈癌'对应癌旁组织及正常

宫颈组织
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的表达情况
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宫颈癌组织*对应癌旁组织及正常宫颈组织
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蛋白表达情况
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4@H=$

表达率
12b

$

2

"

1%

%#

4@H=1

表达率
/2&%b

$

$-

"

1%

%#

4@.

H='O

表达率
$2&%b

$

'

"

1%

%#

4@H='F

表达率
1%&%b

$

0

"

1%

%#

4@H='G

表达率
'%&%b

$

)

"

1%

%)可见除
4@H=1

外#其余

4@H=

在宫颈癌*癌旁组织的表达率均明显高于正常组织

$

/

$

%&%2

%)

2

种蛋白的表达部位均在细胞核内)

宫颈癌组织*对应癌旁组织及正常宫颈组织中
4@H=+

的

'2-$

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$'

期



BC+DCE,FG"DD#,

P

情况如图
'

所示)癌组织
4@H=$

表达率

(%&%b

$

')

"

0%

%#

4@H=1

表达率
$2&%b

$

)

"

0%

%#

4@H='O

表

达率
/2&%b

$

'0

"

0%

%#

4@H='F

表达率
-%b

$

1/

"

0%

%#

4@H='G

表达率
/%&%b

$

'1

"

0%

%(癌旁组织
4@H=$

表达率
/-&2b

$

'2

"

0%

%#

4@H=1

表达率
$%&%b

$

0

"

0%

%#

4@H='O

表达率
/%&%b

$

'1

"

0%

%#

4@H='F

表达率
-2&%b

$

'%

"

0%

%#

4@H='G

表达率

--&2b

$

'$

"

0%

%(正常宫颈组织
4@H=$

表达率
1%&%b

$

0

"

1%

%#

4@H=1

表达率
(%&%b

$

$/

"

1%

%#

4@H='O

表达率
$2&%b

$

'

"

1%

%#

4@H='F

表达率
1%&%b

$

0

"

1%

%#

4@H='G

表达率

12&%b

$

2

"

1%

%#与免疫组化结果基本吻合)除
4@H=1

外#其

余
4@H=

在宫颈癌*癌旁组织的表达率均明显高于正常组织

$

/

$

%&%2

%)

!!

5

!宫颈癌组织
4@H='O

的表达(

S

!癌旁组织
4@H='O

的表达(

6

!正常宫颈组织
4@H='O

的表达(

4

!宫颈癌组织
4@H=1

的表达(

:

!癌旁组

织
4@H=1

的表达(

Z

!正常宫颈组织
4@H=1

的表达)

图
1

!!

4@H='O

和
4@H=1

在宫颈癌组织'癌旁组织和正常宫颈组织的表达%

7;Y0%%

&

表
1

!!

3;c

感染与
4@H=

蛋白阳性表达之间的相关性%

&

&

组别
4@H=$

阳性 阴性

4@H=1

阳性 阴性

4@H='O

阳性 阴性

4@H='F

阳性 阴性

4@H='G

阳性 阴性

3;c

阳性
'2 ' ( 1( '$ - 1/ $% 1) $1

3;c

阴性
2 $- $2 - ) $) 0 $/ $$ $$

/ %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&$)'

2 %&-%( X%&0'/ %&2'/ %&2') %&$/'

!!

6O

!宫颈癌组织(

5

!癌旁组织(

@

!正常宫颈组织)

图
'

!!

各
4@H=

蛋白的
BC+DCE,FG"DD#,

P

检测情况

?&A

!

4@H=

的阳性表达与宫颈组织
3;c

感染的相关性
!

各

4@H=

蛋白的表达情况与
3;c

感染的相关性分析见表
1

)

可见#

4@H=$

*

'O

*

'F

的阳性表达与
3;c

感染呈明显的正相

关$

2

值分别为
%&-%(

*

%&2'/

和
%&2')

#

/

$

%&%2

%#而
4@H=1

的阳性表达与
3;c

感染呈明显的负相关$

2fX%&0'/

#

/

$

%&%2

%#

4@H='G

的阳性表达则与
3;c

感染无明显关系$

2f

%&$)'

#

/

%

%&%2

%)

@

!

讨
!!

论

@&>

!

甲基转移酶及其与宫颈癌的关系
!

目前已知的
4@5

甲

基化转移酶家族包括
4@H=$

*

4@H='O

*

4@H='F

*

4@H='G

和
4@H=1

)

4@H='O

和
4@H='F

是胚胎早期发育中建立起

4@5

甲基化模式的重新甲基转移酶#主要参与甲基化从头合

成&

1

'

(

4@H=$

是作用于半甲基化
4@5

的维持甲基化转移酶#

它对新合成的
4@5

单链进行甲基化修饰#并将甲基化信息传

递给子代细胞)

4@H='G

不具有酶活性#主要作用是调节

4@H='O

和
'F

的活性从而调节从头甲基化&

'

'

)而
4@H=1

实质上是一种
D<@5

甲基化转移酶#在体外无酶活性#但因其

结构与其他
4@H=

相似#故也归类在
4@H=

家族中)关于

4@H=1

的作用目前尚不清楚&

0

'

#也有研究称
4@H=1

具有微

弱
4@5

甲基转移酶活性&

2

'

)一般认为#

4@H=

在胚胎早期为

高表达#随着细胞分化的成熟和基因组甲基化模式的稳定#

4@H=+

就在体细胞中表达降低甚至是消失)早在
$(((

年

<"FCED+",

等&

)

'就发现
4@H=$

*

'O

*

'F

在宫颈癌组织的
9<.

@5

表达水平高于正常宫颈组织#并且揭示
4@H=+

的表达异

常是引起宫颈癌发生*发展的重要因素)本研究结果显示
4@.

02-$

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$'

期



H=$

*

'O

*

'F

*

'G

无论是在
9<@5

水平还是蛋白水平上#癌组织

中表达水平均高于正常宫颈组织#而
4@H=1

在癌组织中表达

水平明显低于正常宫颈组织#同样提示
4@5

甲基化转移酶尤

其是
4@H=$

*

'O

和
'F

的过表达在宫颈癌的发生*发展中扮演

了重要角色#而
4@H=1

不具备
4@5

甲基转移酶活性#可能

与宫颈癌的发生*发展无明显关系)但是#宫颈癌组织中是什

么导致了
4@H=

的表达增高#目前机制尚不明确)

@&?

!

3;c

感染及其与宫颈癌的关系
!

3;c

感染是导致宫颈

发生癌变最主要的原因#然而大部分
3;c

感染者只是一过性

感染#只有不到
$%b

的
3;c

感染者会发展为重度损伤*甚至

是浸润性宫颈癌#

(%b

以上的
3;c

急性感染者虽在初期会有

轻度损伤#但在
'

年内可以自发清除其感染及伤害&

-

'

)浸润性

宫颈癌患者最常见的
3;c

感染亚型为
3;c$)

"

$/

#总检出率

高达
-%b

#亚洲地区其他常见的
3;c

高危亚型还包括
3;c

21

*

2/

和
''

&

/.(

'

)本实验检测结果显示#

3;c

感染最常见的亚

型依次为
3;c$)

*

21

*

2/

*

'$

和
$/

#与其他文献报道基本相

符)其中单一亚型感染以
3;c$)

多见#大多数学者认为#这

部分
3;c

通过整合到宿主细胞#进而引起其发生改变#可能

机制为!$

$

%

3;c$)

整合到宿主细胞后导致
:)

"

:-

的永久表

达#通过使原癌基因
>

2'

和
<F

及其他一些参与细胞黏附*凋

亡*细胞周期*

4@5

修复*细胞代谢*调节转录和翻译的信号转

导通路的蛋白失活#进而促进细胞的转化和无限增殖($

1

%病毒

整合到基因内或其附近会最终导致细胞生长及分化的改变(

$

'

%病毒整合可以诱导病毒和宿主基因表观遗传学的改变#进

而影响其表达&

$%

'

)

@&@

!

甲基化与
3;c

感染之间的关系及其对宫颈的作用
!

有

学者认为#

3;c

感染与
4@5

甲基化的分子机制存在着相互

联系#这种联系既有可能是宿主对外来基因的一种防御方式#

也有可能是
4@5

甲基化直接参与了病毒的复制周期)

6MC,

等&

$$

'发现丙型肝炎病毒相关性肝癌中#

4@H=$

*

'F

的异常表

达与丙型肝炎病毒感染密切相关)同时#亦有研究证实宫颈癌

细胞的
3;c

特定基因启动子存在异常甲基化#如
[\Z1

*

;:\$

"

H:7=

*

45;V

&

*

<5<

$

*

=B[7=

&

*

643$'

等&

$1.$'

'

)

]C8,

P

等&

$0

'通过敲除宫颈癌细胞株中的
3;c$):)

#观察到

4@H=$

的表达下降#且
:)

过表达时#其
4@H=$

的表达也升

高#说明了
3;c$):)

对
4@H=$

表达的作用)这些均证明

3;c

的感染确实与
4@5

的异常甲基化存在关系)

S8E

P

CE+

等&

$2

'认为
3;c:-

蛋白有可能通过两种途径影响
4@H=

的

表达!$

$

%

:-

蛋白间接的结合到
>

<F

上#进而释放
:1Z

转录因

子#从而引起
4@H=

启动子的活性增高($

1

%

:-

蛋白直接结合

到
4@H=

上#形成
:-

"

4@H=

复合物#使得
4@H=

的激活位

点暴露#促进
4@H=

与
4@5

和腺苷蛋氨酸的结合)这种甲

基化的改变会使得某些抑癌基因表达沉默#进而导致宫颈癌的

发生)本研究中发现
3<.3;c

阳性和阴性者#其
4@H=

的表

达谱存在明显异常#这可能提示了宫颈癌中
4@H=

的表达与

3;c

高危亚型的感染存在一定的相关性#二者之间的相互作

用最终导致了宫颈癌的发生*发展)但
3;c

感染引起
4@H=

的表达谱发生变化的具体机制目前尚不清楚#需待进一步的

研究)

综上所述#

2

种
4@H=

在宫颈癌组织中的表达谱发生明

显改变#以
4@H=$

*

4@H='O

*

4@H='F

为主#

3<.3;c

感染

与宫颈癌组织中
4@H=$

*

4@H='O

*

4@H='F

的过表达呈正

相关#提示
3<.3;c

感染可能影响宫颈癌组织中
4@H=

的表

达#进而引起宫颈癌的发生*发展#但
3<.3;c

感染引起
4@.

H=

异常的机制及此机制是否与宫颈癌相关均需进一步探索)
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4CN"++Ĉ ;5&6C?#,_C+D

>

O+8,C4@H=

!

EC?C,DG

K

!#+?"Q.

CEC!N8,?D#",+"N4@H=1O,!DMC#EECGOD#",D"9CDM

K

G.

DEO,+NCEO+CO?D#Q#D

K

&

h

'

&S#"C++O

K

+

#

1%$'

#

'2

$

$1

%!

$%10&

&

2

'

\"GGH\

#

V#E

>

CgOEZ

#

HO

PP

CEDV5

#

CDOG&HCDM

K

GOD#","ND<.

@55+

>

F

K

DMC4@59CDM

K

GDEO,+NCEO+CM"9"G"

P

4,9D1

&

h

'

&

7?#C,?C

#

1%%)

#

'$$

$

2-2(

%!

'(2.'(/&

&

)

'

<"FCED+",V4

#
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