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" de la hormona tiroidea. A través de la columna se hac

: ' . ,
: unidas por enlaces disociables a unas proteinas espe-:

Esta invencidn se refiere a la determinacion
clinica de la funcidn tiroidea. Mes particularmente,
se refiere a la determinacidn de la hormona tiroidea
por una sustancia captadora o absorbente secundaria,

a partir de lo cual puede hacerse una estimacion de

la concentracion de los puntos absorbentes de la hor—

mona proteinica tiroidea disponibles en la sangre.

2~

K3 . ’ - - -
En breves palabras, la invencion implica d4i

poner en una columna un absorbente f£ijador competidor

(D s

. re <
circular una muestra flulda que contiene hormona tiro

e

dea fijada o abgorbida por proteinas fijadoras de horT
monavtiroidea. Las dimensiones de la columna y el ab-%
sorbente estin seleccionadog para fijar y retener de ‘
modo competidor aproximadamente 10—%0 por ciento en

pesc de la hormona tiroidea fijada en la muestra flui

de durante un solo paso de la muestra a traves de la |
:

columna. La cantidad de hormona tiroidea retenida en !
. i

la columna, con relacion a la hormona tiroidea presen!.

te en el efluente de la columna, es el valor que se mi
, i
de despues. ;

!

Como antecedentes, es sabido que la tir0xiné

(7-4) y la tri-yodotironina (T-3) en el plasma esten E

c{ficas del suero denominadas colectivamente prote{na

e e B

t
n
1



fijadoras de la hormona tiroidsa. El grado de satura—J
cion de las proteinas del suero por la hormona tiroi-

dea varia en estados diferentes de la funcion tiroided.

En ol hipertiroidismo, por ejemplo, las proteinas del
suero esten saturadas con hormonas tiroideas én mnayor
gradoy, y por tanto esta disminuido el numero de puntog
fijadores disponibles sobre las proteinas del suero
(capacidad no satureda de fijacién de le hormona tiroi

dea). Lo contrario ocurre en el hipotiroidismo. Como

10 la tiroxina esta unida o fijada & las proteinas del sue

ro més firmemente que la tri-yodotironina, el numero

- de puntos de fijacidn disponibles sobre las proteinas
! del suero depende principalmente de la concentracion

de tiroxine en el plasma.

Hemolski y otros, J. Clin., Endoer. 17, 33

15

(1957) describieron la absorcion de tri-yodotironine

i marcada con trazador de I-131 por los glébulos rojos

? de una sangre entera, como metodo pare estimar la sa-
| | turacion de las proteinas fijadoras de hormona tiroi-
20 : dea. Descubrieron que la tri-yodotironina mercada con
I-131 incubada con plasma de pacientes hipertiroideos
mostraba un menor grado de absorcion de la radiactivi

’
dad sobre los eritrocitos en comparacion con los pa-

cientes eutiroideos. Este metodo ha demostrado ser val
) ' 1i0s0 en el diagndstico de enfermedades de latnroides%

1
]
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‘de anormalidades de la proteina transportadora de la ti
| :
lroxina, vy en la evaluacion de la terapeutica de la tiroi

des. Como la medida se efectus empleando uns hormone
. .

'con trazador radlactivo, se minimizan las interferencias

{

5 lsrocedentes de los contaminentes de yodo orgsnico.

En genersl, estos ensayos de absorcion de 73

;son efectuados equilibrando trazas de T-3 marcada con :

?
i

trazadores radiactivos con una muestra del suero del
I

Ipaciente. Esta combinacion es equilibrada despues con |
| |
10 ‘un material fijador secundario, tal como globulos rojos

H

ide la sangre. El gbsorbente secundario tiene una cier—f

%ta afinidad para le T-3, de modo que parte de la T=-3 e%
?absorbida por este materisl fijador secundario. Si el §
:absorbente tiene una afinidad fijeda para la T-3, la f
15 Idistribucién de la T-3 radiactiva entre el absorbente ;

' |

tos de fijacién disponibles sobre las proteinas del s é

'y las proteinas del suero dependers del numero de pun-

; |
|70, i

% A ceusa de varias dificultades 1nherentes al%
- 20 %uso de glébulos rojos, se ha empleado una gran variedaé
'3. Ede otros absorbentes. Uno de estos abgorbentes es un cég
e fbiador de aniones de base fuerte que ha sido empleado
gen forma de perlas o globulos de resina libre, resina

i
{ embeblda en una esponja, y en forma de membrena. Otro

25 (material que se ha usado es la hemoglobina absorbida

29.4.72.
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| sobre carbon vegetal. Estos materiales tienen capaci-
dad para extraer la T=3 de las proteinas fijadoras.

En todos los procedimientos de fijacion comd

petidores de la tecnica anterior, el absorbente y la

,
muestra de suero se han puesto en contacto segun un sig
tema discontinuo, contrariamente a la tecnica de colum

na de esta invencion. En estos procedimientos anterio

res se ha buscado un estado de equilibrio o un estado
proximo al equilibriec, porque se ha creido que sélo de
10 . esta manera podian alcanzarse resultados clinicameﬁte
reproducibles. Con este objeto, la muestra de suero y

el absorbente eran constantemente mezclados y movidos

' por ejemplo por agitacién o) rotacién, durante un perig
do de tiempo relativaments prolongado, veriable desde

15 aproximadamente 30 minutos e aproximsdamente una hora

i ¥y media. Al Final del periodo de mezclado era necesa-
f rio una seperacion del absorbente v la fase liquida,
con el fin de determinar el tanto por ciento de gsbsor
cion por el absorbente. Era necesario tener cuidado

- 20 { para obtener uniformidgd en el tiempo de mezclado sien

do las muestras sometidas a ensayo y usandose los con

troles parg obtener valores conocidos utiles para el
procedimiento de ensayo.
Segun el procedimiento de la presente inven

25 ‘ cién, se eliminan estas operaciones desventajosas y

29-40720 P 5 -
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_ |
‘ estos largos per{odos de tiempo. En general, el nuevo%
i . i : E
i procedimiento de columna permite un tiempo de permanen
! i
Icia de contacto entre la muestra y el absorbente de no

| més de eproximademente 10 minutos, y lo mas comunmente

. cion preferida, que se describira mis adelante, el tiem

’ »
de no mas de aproximadaments 5 minutos. En la realiza~

po de permanencia es de menos de aproximadamente tres

' minutos. Al finalizar el per{odo de permanencia, la jé
!

. sultados comparables o mejores que los obtenidos con

n' 0 ) ) .' 'y > *
- vencion no existe ninguna condicion de equilibrio en-

se liguidae es obtenida directamente en forma de efluen

. te de la columna separado del absorbente en fase séli{

da, de modo que no hay nscesidad de ninguna operaciéni
’ r i
de separacion, como en la tecnica discontinua anterioxr

i
mente usada. A pesar del hecho de que el tiempo de per

. i
menencie es relativamente muy corto, se consiguen re-!

les tecnicas anteriores. Esto es esﬁecialmente sorpreé
dente cuando se consideran log esfuerzos aplicados haé
ta dhora, traducidos en un continuo mezclado durante pé
riodos prolongados de tiempo, para obtener o aproximai
se 2 un estado de equilibrio en el lote.

En la técnica de columna de la presente in-|
!
tre el absorbente y la disolucion. En lugar de ello,
se presenta una relacion constantemente variable enmré

el absorbente y la disolucidn a medida que la disolu-
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" ¢ién lineal recta entre los dos métodos. Solo en el 2%
' de los casos ensayados se obtuvo con el método de la
| presente invencidn un resultado que diferfa del de la

S . . .
tecnica discomtinua anterior.

icién se mueve a traves del absorbente de la columna. En
gcierto sentido, los resultados de la tecnica de la Pre
isente invencion son generados por una serie de absortig
%nes iniciales de hormona tiroidea por porciones sucesi
gvas de absorbente a medida que la disolucion se mueve
Ea traves de la columna. En el punto de cada absorcion
ginicial, la pendiente de une curva de absorcion que pus
fde trazarse cambia tan répidamente-que no se esperafia
iun grado aceptable de reproductibilidad de resultados.
i Sin embargo, se ha comprobado que la teenica de colum~
éna de la presents invencion proporcions resultados com
éparagles a los de la teécnica discontinua, o mejores.
fPor e}emplo, ge han tratado 17 porciones de la misms

i ,
; muestra de syero en una columma segun el metodo de la
’ i
r3]

ipresente invencién, y el tanto por ciento de error fue

gde 2,5%. Este tanto por ciento de error es mejor que

’la mayorla de 1los metodos de la tecnica anterior, y muy
' aceptable para fines de diagndstico clinico. Ademas, e&
fmetodo de la presente invencion ha sido comparado con
iel metodo de la técnica anterior usando un procedimien

i to de equilibrio discontinuo, y se obtuvo una correla |
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Aparte de su simplicidad y zhorro de tlempo

o A e =

se cree que otra caracterf{stica ofrecida por el métod?
de la presente invencion es que proporciona una medidé

relacionada con el grado de disociacion de la T-3 de éus
puntos de fijacion de proteinas. En los procedimientos
discontinuos de la tecnica anterior, las condiciones

se ajustaban de modo que se obtenfa un estado de equi

librio o uno que se aproximase al equilibrio. Estos rg
P !
sultados de ensayo solo proporcionan una medida de la

capacidad de fijacion en equilibrioc de los puntos de

fijacion. Se cree que en el metodo de la presente in-;

i

vencién, cuando se aplica a la absorcion de 7-3, los

resultados estan relacionsdos con el grado de absor- i
clon de la T-3 por el absorhente, la capacidad de fi~§
jacién de T-3 por las proteinas, y la velocidad en qu%
estas proteinaa gse disocian con la @-3. Como la veloci
dad de disociacion de la T-3 de la protefns es la ope;
racbn determinante de la velocidad, esta velocidad e%
la medida fundamentalmente por el metodo de la preseg
te invencion. §

Al ﬁoner en préctica el metodo de la presaﬁ
te invencion puede usarse cualquier absorbente aaecqg
do, que en las condiciones del ensayo absorba aproxima
damente 10~90 por ciento en peso de la hormona tirocidesa

en la muestrs de enmsayo. Preferiblemente, el absorbente
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'y las demas condiciones de ensayo son seleccionadas de
;modo que se sbsorba aproximadamente 40-60 por ciento eh

épeso de la hormona tiroidea de una muestra de suero de

1=

iun paciente eutiroideo. Una clase preferide de absorbe
ites para su uso en la presente invencion son las resi-
Znas cambiadoras de iones. Las resinas cambiadoras de
ganiones gon particularmente deseables cuando se emplea
;una hormona tiroidea marcada con trazador radiactivo
ipare determinar sl tanto por ciento de absorcion por
ﬁel absorbente. La resgina cambiadora de aniones sirve

! . v
.para extraer cualquier producto de descomposiclon ra-

diact%va que de lo contrario poarfa interferir con los
resultados del ensayo. Como ge obgervara en los ejemplos

gmas adelante, una resina de cambio de aniones fuertemen
: !
‘te basica proporciona resultados particularmente desea=

fbles. !
* Se considera y estudia cualquier tecnica para
medlr anali{ticamente el tanto por ciento de absorcion {
;de la hormona por el absorbente. Un procedimiento pre- ;
ferido para efectunar ésto es incluir una cantidad pre-;
fviamente seleccionada de -3 6 Tw4 marcada con materiai
rediactivo en la muesta de suero. Una vez conseguido ei
‘equilibrio, la muestra se hace pasar a traves de la col
ilumna, y se mide por medio de tecnicas convencionales

‘la cantidad de T-3 0 T-4 marcada con material radiacti-
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. ’ . R
' la funcion tiroidea, por referencia a valores de sue- |

§ no una resina cambiadora de iones, incluyendo el gradq
i {

—
et s

vo que hay en el efluente. Como es sabido en la tecni-
ca, los valores obtenidos para la absorcion de la horé

mona marcade con material radiectivo permite evaluar

ro conocido tratedo en condiciones semejantes. Puede
obtenerse la informacion deseada midiendo la cantidad
de radiactividad en el absorbente o en el efluente de
la columna. Preferiblemente, las medidas se hacen en

8l efluente.

Para conseguir una retencitn por el absorbexn
te del 10-90 por ciento en peso de la hormona gque hayi

en la muestra hay que tener en cuenta varias variable%
implicades. E1l mbsorbente, su tipo (es decir, si es o}

' de reticulacidn si es una resina), el volumen empleadq,

y el tamefio de part{culas, afectan al tanto por cienté
de retemcion. Ademés, en este resultado influiran las%

. {
dimensiones de la columna, particuldrmente su diametro.

!
En general, se seleccionan las condiciones de modo qus

' con el volumen de muestra fluida empleado se consiga gl

grado deseado de retencion en el breve periodo de tieé
po indicado. Como se vera en el ejemplo que sigue, pu%—
de conseguirse la retencion deseada de hormona $iroidea
en un breve perfodo de tiempo usando 1,2 ml. (volumeng
de particulas) de una resina cambiadora de aniones fuég

temente bésica, que tiene un 8% de reticulacion, un t%—

- 10 -




. _E‘ :
mafio de malla de 74 a 149 micras, y en un difSmetro de

columna de aproximadamente 0,75 centimetros. Usando eg

§ ta columa, el tiempo de permanencia de la muestra en

la columna es de no mas de aproximadamente tres minu-
tos.

La muestra fluida que se somete a ensayo cox

tiene preferiblemente hasta aproximadamente | ml. de

; suero sangu{neo, y preferiblemente aproximadamente 0,5

|

|
li B Pl N "
{ ml. de suerc sanguineo. De acuerdo con la tecnica antg

. Voo
rior, la muestra es dilufda convenientemente con una di

10
- solucion tampon, que prefsriblemente tiene un pH de apro
. ximademente 5.

Para ilustrar la invencidn, el procedimiento

. :
¢ sigulente ha mostrado dar excelentes resultados. !

15 % \

EJENMPLO '

i
0,5 ml. de suero de un paciente se mezclan !
!

H . H

20 i con 2,5 ml. de tampon de acetato de sodio 0,4 N a pH |
: 55 que contiene trazas de tri-yodotironina marcada con
: i

. material rediactivo. Esta mezcla se deja reposar duraﬁ

© te 20 minutos para asegurar uns distribucion al azar

' de la T-3 radiactiva entre el suero y la disolueion.
._ : ) z
- 25 Esta mezcla se hace pasar despues sobre una resina cam
R : i

i

1
t
i

30.4.72. - 11 =
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“bisdora de @niones basica fuerte en una columna. La 9
§

i lumna contiene 1,2 ml. de una resina cambiadora de ani

o

’
nes basica fuerte, en forma de cloruro, con un 8% de

;retieulacién y un temafio de malla de T4 a'149 micras

5 de abertura. El dismetro interior de la columna es de |
:

aproximadamente 0,75 cm. El efluente de la columna es

recogido en un tubo contador. Se mide la cantided Qe

' radiactividad del contenido del tubo. Por comparacion

; !
con un control, tal como suero normel combinado o sue-

10 . ro comercial de control de valor conocido, puede hacer:

'se una evaluacidn del grado de inseturacién de los pup

tos fijadores de la proteins del suero.

i
]
]
1
!
i

la primers linea de la Tabla I siguiente inré
| dice los resultados obtenidod con los materizles des-— é
15 fcritos en el pérrafo precedente. Log datos mostrados E

ien las lineas 2-5 de la tabla se obtuvieron usando el |
i mismo procedimiento pero diferentes resines cambiado- !
. ras de iones y distintos volumenes, segun se indica.

: |
? i

20 * TABLA I

| Efocto del tipo de resina en el rendimiento

i
i
!
i
]
|

: Volumen Suero  Suerc de

; de de con control .

i Resina resina Caudal  trol anormgl; |

: normgl % elui- |

; Zeluido do TRI¥*
25 'EGIXS, malla de 1,2 ml 1,0 ml/min 43,4 30,0 0,691

T4 & 149 micras e

/30.4.72. . - 12 - %



| : 402130 -2 rypmg

| continuacidn de la Tebla I

f Efecto del tipo de resina en el rendimiento

; Volumen Suero de Suero de
5 : control control
g de norma gnormgl;
; elui~ % elui~
! ___Resina resing  Caudal do do . IBL*

: ’ . |
AG1X4, malla de |
' 74 & 149 micras 1,2 ml 1,0 ml/min 34,5 23,5 0,68

L AGIX2, malla de
10 (74 a 149 micras 1,2 ml 1,0 ml/min 36,0 24,4 0,68

| AG50WXS8, malla de
T4 a 149 micrag 2,0ml - - - - 40,0 23,4 0,59

| AG4OWX2, malla de
|74 2149 micras 2,0 ml - - - - 36,7 24,4 0,67

15 ' ®BI- Indica(de fijacidn de la tiroides
%Se caleuld que el valor del TBI para el suero anormal
Eera de 0,68 a partir de¢ resultados registrados gréficg
gmente usando el método discontinuo de la técnica anté-

'rior., Ias resinas AG son resinas cambiadoras de iones,

 .20 obtenibles comercialmente de los Laboratorios Bio-Rad,

* Richmond, California.

.Las resinas AGl son resinas cembiadoras de aniones fuer

, .
temente blasicas.
"Las resinas AG50W son resinas cambiadoras de cationes

25  fuertemente acidas.

30:4072' - 13 -
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E1l numero que sigue a la "X" indica el tant

por ciento en peso de reticulacion de la resina.

La presente solicitud, que corrssponde a la
presentada en Estados Unidos de America, el 6 de liayo !
de 1971, bajo el N2 126.316, se acoge a los benef1c10~
del Articulo 51 del vigente Estatuto scbre Propiedad

i

!

Industrial. !
I

REIVINDICACIONES i

Los puntos de invencion propia y nueva, que ;

t
se presentan para que sean objeto de esta solicitud d@

Patente de Invencion en Espafia, por VEINTE afios, son |

i Log siguientes: )

|
1
i
'

i

1.= Un método pars determinar la absoroion |

:

| 4 hormona tiroidea por un absorbentle de fijacidn com-

3petidor pare la misma, e partir de una mussira flﬁidai

i
!
t
!
Y
l

gue contiene hormone tiroidea fijada por protelnas fif
Jadores de la hormone tiroldea, que comprende: disponer
dicho absorbente en una columna, hacer fluir diche mues
tra fllida a traves de dicha columna, siendo sele001o—
nadas las dinensiones de dicha columna y el absorben~

te Para fijar competitivamente y retener aproximadamen

te 10~90 por ciento en peso de la hormona tiroidea f1~

Jada de dicha muestra fliide durante un solo paso & tr

.n..‘m e

- 14 -
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‘vés de la misme, y medir la cantidad de hormona tiroi-

~cionados para dar un tiempo de permanencia de la mues-

itra de no mis de aproximadamente diez minutos.

jasi como el volumen de dicha muestra fluida, son selec

dea retenida en dicha columna, con relacion a la cantl
dad presente en el efluente que sale de la misma.

2,~ Un método segin la reivindicacion 1, en
el que las dimensiones de dicha columna, el tipo de

absorbente, el volumen del mismo y su tamsfio de malla,

3.~ Un método segin la reivindicacion 1, en
el que dicho absorbente es una resina cambiadora de
iones.

\

4.~ Un metodo segin la reivindicacion 3, en

el que dicha'resina cambiadora de ilones es una resina .
cambiadora de aniones reticulade. §
5.~ Un metodo mejorado para evaluar la funré

cion tiroides poniendo en contacto susro sanguineo con

! un absorbente fijador competidor de la hormona tiroidea

!

! por medio de un mezclado y movimiento constante de di%

I . |
chog suero y absorbente en una digolucion tamponadora,

- hormone tiroidea Gel suero y Gicho absorbente propor—

f durante un periodo de tiempo relativamente prolongado}

en el que el anslisis de la fijacion competitiva de 1a

hormonge tiroidea entre las protefnas fijadoras de la

’
clona informacion para la estimacion de la concentra-

- 15 =~
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sar de modo relativamente rapido el suero sanguineo y

’
la disolucion temponadora a traves de une columme estg

i cionaria de dicho sbsorbente de fijacion competidor.

6l estado de la tiroides, que

_ . N
. wna muestra que contiene suero sanguineo con wna canti

6.~ Un metodo clfnico me jorado para evaluar

comprende: equilibrar

;
y
cidn de los puntos fijadores disponibles de la hormona!

!

. dad previamente seleccionada de hormona tircidees marca:

3

fda con material radiactivo, disponer una columna de ng

;sina cambiadora de lones adaptada para absorber aproxi

idea fijada 8l suero de dichslmuestra, hacer pasar dich;
' muestra a través de dicha columna en no mas de aproximé
' damente cinco minutos, medir la radigctividad de dicha
| columna y/o del efluente de la misma, y determinar el
;tanto por ciento de hormona tiroidea absorbida por di-

jcha columna y/o que queda en dicho efluente, & partir !

de dicha medide de radiactividad.

!

i , . ‘e |
! T.— Un metodo mejorado segﬁn la reivindica- ;
‘cion 6, en el que dicha hormona tiroidea marcada con

| material radiactivo es tri~yodotironina marcada con ma

;terial radiactivo.

30.4.72.

- 16 -

8.~ Un metodo mejorado segin la reivindica-

’madamente 10-90 por ciento en peso e la hormona tirqﬁ

[}

}

‘
i

s
1

i
!
1
!
1
'
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: ? - . 0y
‘cion 6, en el que dicha hormona tiroidea marcada con

t
I
i
k)

i
!
i
)
t
i
1
i
i

f

i « . . . .
;cion 6, en el que dicha resina cambiadora de iones es

i una resina cambiadora de aniones fuertemente basica.
. 4 » -
celon 10, en el que dicha resina cambiadora de aniones

2 contjene aproximadamente wn 8% de reticulacion.

; de iones esta adaptada para absorber aproximadamente
: 40-60 por ciento en peso de hormona tiroidea de uma

- muestra de suero de un paciente eutiroideo.

P . . . :
, cion 11, en el que dicha resina cambiadora de iones

i tamponador. “

material radiactivo es tiroxina marcada con material r

v

diactivo.
9.- Un método mejorado segun la reivindice-

cidn 6, en el que dicha muestra contiene un diluyente

10,~ Un metodo mejorado segun la reivindica-

11+~ Un método mejorado segin la reivindica-

12.~ Un metodo mejérado segun la reivindica~

. 4 ’ - -
cion 6, en el que dicha columna de resina cambiadora

, p g
13.~ Un metodo mejorado segun la reivindica—

i tiene un tamafio de malla de T4-149 micras de abertura,

!
¢ proporciona un volumen de lecho de aproximadamente 1,2

.ml. y un diametro de columna de aproximadamente 0,75 i

f centimetros, y el tiempo de permanencia de la muestra

- en la columa es de no mas de aproximadamente tres mi |

nutos.
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14.~ Un método mejorado segun la reivindicas |

cion 13, en el que dicha muestra contiene hasta aproxi

| madamente 1 ml. de suero sanguineo.

15.~ Un metodo mejorado segin la reivindica-

5 ; cion 14, en el que dicha muestra contiene aprOximadam%E
! te 0,5 ml. de suero sangu{neo. %
: 16.~ Un método para determinar la absorciénf
 de hormona tiroidea por un absorbente de fijacidn cog%
§ petidor para la misma.

10 ; Tal y como se ha desorito en la Memoria que

- antecede, y con los fines que se han especificado.

| Esta lemoria consta de dieciocho hojas escri

’ 2
. tas a maguina por una sola cara.
: )

; - § WA 1972 2

i Madrid, 1 i

; P.A. 5

i 4

. : i
!

; {

: i

b

30.4.72, - 18 -
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