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Chronic kidney disease

Background:
undergo a phenotypic transformation into osteoblast-like cells, is one of the emergent risk 
factors for the accelerated atherosclerosis process characteristic of chronic kidney disease 

Methods: The expression of different 
smooth muscle cell or osteogenesis markers in response to high concentrations of phosphate 

western blotting in rat VSMCs. Osteocalcin secretion was measured by radioimmunoassay. 

Results:

Conclusions:
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�������� �����ϐ������� ȋ��Ȍ �� ��� ���������� �� ������� ��������� �������� �� �������������� ������� ȏͳȐǤ �� ��� ����ǡ �� ��� ���������� � ������� ��� ������������ ������� ȏʹȐǤ �������ǡ ������ �������� ��� �� ��� ����������� �� � ��������������� ������� ������� �������� ���� ��������� ���� ���������ǡ ����� �������� �� ��������� �������� �� ��� ����� �� �� ��� ��� �������� ������������ ȏ͵ȐǤ �� �� ��������� ���������� �� � ������� ������� �� ���� �� ���� ����������� �� ����� ��������� ������� �������� �� �������� �� ����������ǡ ��ϐ��������� ��� ������������� ������� ��������� ��������ǡ �� �� ���� ���� ��������ǡ ��������������Ǥ ��� ������ �� � ��������� �� �������� ��������� ��� ���������� �� �������������� ������������ ������� �� ������������ǡ ������ ��������ǡ ������� ����������� ��� ����� �������������� �������� ȏʹȐǤ ��� ������������ �� �� �� ������� ��� �������� � ������� �� ����� �������� ������ ������ ����� ȋ�����Ȍ ������� ��������� ��� ��� ����������� ���� ����������Ǧ���� �����ǡ ���������  ������ �������� ���� ��� �������� �� ����������� ������� ��� ���������ǡ ��������� �������������� ȏͶȐǤ ��������� �� �� ��������� ��������� �� �� ��� ���� ����� ��������� ������ ��� �� ��������� ���� ������ ��� �������������� ��������� �� ��� �������� ȏͷǡ ͸ȐǤ ���� ������ �� ������������� ��������� ���� ���� ������ �� ��������� ���� �������� �������� ������ �����ϐ������� ���� �� ���� ��������� ��� ���������� ���������������Ǥ ������ ����� ���������� ���������� ���� ����������Ǧ���� �����ǡ ����� ����� �� ������� ������ ������ ������� ���� �� ������ ������ ����� ����� ȋȽǦ���Ȍ ��� ��ʹʹ ��� ������� ������� ����Ǧ������� ����� ���� �� ����ʹȀ����ͳǡ �������� �����������ǡ ����������� ��� ����������� ȏ͹ǡ ͺȐǤ ��� ������ ��������� �� ��������� ���� ����� �� �������� �� ����� ����� �� ������Ǧ��������� ��������� ������������ǡ �� ����� ��� ���� ��� ������������ ���ͳ ��� ���ʹ ��� ������������ ��������� ��� ��� ��� ����������� ��������� ������������ �� ������ǡ ��� ���ͳ �� �������� ��� ��� ���������� ��������������� �� ����� ȏͻǡ ͳͲȐǤ �� �������� ���� ������� ������ ������� ȋ���Ȍǡ ������������ ��� ����Ǧ����������� �����ϐ������� �� ��� �������� ������ �� ���������� ���� �������������� ������� ��� ��������� ��������� ȏͳͳǦͳ͵ȐǤ ���������� ��� ���������� ����������� �� ��� �������������� ������ ���� �� ����������� �����������ǡ �������� ���������� ��� �� ���������� �� ��� ���� �� �������������� ������� �� ��� �������� ȏͳͶȐǡ ��� �������� ���������� �������� ������� ����Ǧ���������� �������� ���� �� �����������ǡ ����������� ��� ���� ������������� �������� ȋ����Ȍ ���� ��� ��������� �� �����ϐ��� �������� ������� ȏͳͷǡ ͳ͸ȐǤ��� ���������ǡ ����� ����� � �������� ���� �� ��� ���������� �� ����������� ����������� �����ǡ �� ��������� ������ �� ȏͳ͹ȐǤ ��� �������� ���� �� � ���������� ������� ������ �� �������� �� ��� �������� ȋ	��Ȍ ������ ��� ����������� �������� ������� ͷȀ͸ �������� ȋ���ͷȀ͸ȌǤ �� ��� ��������� ��� �������ǡ ��� ������������ �� � ����������� ������� ���� ������� ȾǦ������� ��� ����������� ����������� ������� �� ��� ������������� �� ȾǦ������� �� ��� ������� �� �������� ��� ���������� �� ������ ����� ȏͳͺȐǤ ��� ���������� �� ȾǦ������� ��������� ��������� ��� ������������� ��� ��������������� �� ����������� ȏͳͻǡ ʹͲȐǤ ��� ��������� �������� ������������ ������� ��� ����������� �� ����ʹ ���������� ȏʹͳȐǤ ���� ��� ��� ������� ���� ���� ���������� �� ��� ���������� �� ��� ������������ �������������������� �� �����ǡ ��� � ���Ǧ���ȀȾǦ������� ���� ��� ���� ���������� �� ��� ���������� ���������� �� �� ȏʹʹǦʹͶȐǤ�� ��� ������� �����ǡ �� �������� ��� ���� ������� �� �� ��� ��� ��� ���������� �� ����ǡ ��� �������� ��� ���������� ����������Ǥ ��� ������� �������� ���� ���Ǧʹ �������� ��� ���������� ��������������� �� ����� ��� � ��������� ��������� ��� ���ȀȾǦ������� ��������� �������ǡ ���������� � ��������� ��������� �� �� �� ��� ��� ��������� ����� ����������� ������� ��� ��� ��������� �� �������� ���� ������ ��������Ǥ
Patients������Ǧ��� ��� �������� ��������� Ͷ͸ ��� ��� Ͷͷ ����� ���� ʹͷȂͺͳ ����� ȋ���� ���ǡ ͷͺǤͳͻ ά ͳ͹Ǥ͵ͷ �����Ȍ ���� ��������� ���� ��� ���������� ���������� �� �������� ���������� �������� ������� 
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������ ʹͲͳ͵ ��� 	������� ʹͲͳͶǤ ��� ������� ��������� ��� ���������� �� ����� ͳǤ ������Ǧϐ��� ������� �������� ���� ������ ����� �������� ���� �������� �� ��� ������� �����Ǥ ��� ������� ����� ��� �������� �� ��� ����� ��������������� ������ ����� ��� ������� �������� ������� ��� �������� ���� ��� ������������Ǥ 
Samples and analysis

 ������ ����� ���������

����� ������� ���� ��������� �� ����� ��������� ����� ���� �������� ��� ������� ������������ǡ ����������� �� ͳǡͲͲͲ� ��� ͳͲ ��� ��� ����� ��� ������ �� Ǧ͹Ͳ�� ����� ����������Ǥ ��� ������� ���� �������� ��������������Ǥ ����� ���Ǧʹ ������ ���� �������� ����� � ������������ ��������� ����� ��� ȋ�Ƭ� ������ǡ �����������ǡ ��ǡ ���Ȍ ��������� �� ��� ������������ǯ� ������������Ǥ
VSMCs culture and treatments ������ ������������ ���������� ���� �������� �� ��� ������ ���� ��� ��� ��������� �� �������� ���������� ��������Ǥ ����� ���� �������� ���� ��� �������� ����� �� ���� �������Ǧ������ ȋ��Ȍ ���� ȋ�αͷǡ ͺȂͳͲ �����Ȍ ����� ��� �������� ���������ǡ ��� �������� �� �ͳͻͻ ȋ
����ǡ ��ǡ ���Ȍ ���� ͳͲΨ ����� ������ ����� ȋ	��Ȍ ȋ
����Ȍ ��� ͳΨ ����������Ȁ������������ �� ͵͹�� �� ͷΨ ��ʹǤ ������������������ �������� ���� ȽǦ��� �������� ȋȽǦ���Ǣ ��������ǡ ����������ǡ �������Ȍ ������ ���� ���� ���� ͻͲΨ �� ��� ����� �� ������� ���� �����Ǥ ������� ����� ���� ������ ���� ͳʹǦ���� ������ ȋͳέͳͲ͸Ȁ��Ȍ ��� ����� �� ���ϐ������Ǥ ����� ���� ������������ �� ����� ����������� ��� ʹͶ � ������ ��� �������� �� ����� ��������� ȋ���ʹ��Ͷ ��� ���� �� ���������� ����� ���������Ȍ �� ���Ǧʹ �� ����� �����Ǧ���� ������Ǥ ����� ���� ������� ���� ��������� ��������� �������������� ȋͲǡ ͳǤͷǡ ʹǤͷ �� ͵Ǥͷ ��Ȍ ��� ͵ ���� �� ��������� ���Ǧʹ ������ �� ��� ��������� ����� �� ������� ������� ����������ǡ ��� ���� ͷͲ ��Ȁ�� ���Ǧʹ ȏʹͷȐ �� ʹ Ǥͷ �� ��������� ��� ͵  ����ǡ �� ���������� ���� � ���Ǧʹ �������������� �������� ȋʹ Ɋ�Ȁ��ǡ �Ƭ� �������ǡ �����������ǡ ����Ǥǡ ���Ȍ ��� ͵Ͳ ���Ǥ
Western blot analysis ������� ������� ���� �������� ���� ����� ����� � ����� ������ ȋͳͲ ����Ȁ� �����ǡ ͳͲ ����Ȁ� ���ǡ ͲǤͳ ����Ȁ� ����ǡ ͲǤͳ ����Ȁ� �
��ǡ ͳ ����Ȁ� ��������������ǡ ͲǤͷ ����Ȁ� ���	ǡ ͹Ͳ ��Ȁ�� �������� ��������� �������� ��� ͲǤ͸Ψ ������ ��Ǧ͸͵Ͳǡ �� ͹ǤͻȌǤ ������� ������������� ��� ���������� ����� ��� ��� ������� ����� ��� ȋ��������ǡ 
������ǡ �����ȌǤ �������� ���� ��������� �� ͺȂͳͲΨ ���Ǧ�������������� ���� ȋ����������ǡ ��������ǡ ��Ȍ ��� ����������� �� �������������� ��������� ȋ����������ȌǤ ��������� ���� ������� ���� ͷΨ ������ ����� ���� �� ��� ��� ͳ � �� ���� ����������� �������� �� ���������� �� ������� �������� ��� ʹ � �� ���� �����������Ǥ ������� ���������� ��� ��������� ���� �� �������ǣ ����Ǧ���Ǧʹ ȋͳȀͷͲͲȌǡ ����Ǧ�� ʹʹȽ ȋͳȀʹͲͲȌǡ ����ǦȽǦ��� ȋͳȀʹͲͲȌǡ ����ǦȾǦ������� ȋͳȀͷͲͲȌǡ ����Ǧ���ʹ ȋͳȀʹͲͲȌǡ ����Ǧ����ʹ ȋͳȀʹͲͲȌǡ ����Ǧ���ͳ ȋͳȀͷͲͲȌǡ ����Ǧ
���� ȋͳȀͳͲͲͲȌǤ ��� ���������� ���� ��������� ���� �����Ǥ ��������� ���������� ���� ���� ���������� ����Ǧ������ ��
 Ǧ �Ƭ� Ǧ ���Ǧ�������� ȋ���Ȍ �� ͳȀʹͲͲͲ ��������Ǥ ����� ���� ��������� �� ���������������� ϐ��� ����� ��� ��� ���� ������� �������� ��������� ������ ȋ�������� �����������ǡ ������ ��������ǡ �������ȌǤ ������������� ������ ���� ���������� ����� � ��� ����� �������� ������ ȋ���Ǧ���ǡ ��������ǡ ��ȌǤ
Calcium deposition 	�� ���������� �� ������� ����������ǡ ����� ���� ϐ���� �������ϐ��� �� ��� ȋͲǤ͸ ���Ȁ�Ȍ ��� ʹͶ �Ǥ ��� ������� ������� ��� ���������� �� ��������� ��� ������������� �� ������� �� ��� ��� ����������� �� ������ ���������� ������������ ��� ���������� �� ��� ������� ������� �� ����� �������� ����� ��� ��� ������� ����� ��� ����� �������������� �� ͲǤͳ � ����ȀͲǤͳΨ ������ ������� �������Ǥ
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay ��������� ��� �������� ����� ��� ����� ���� ��������� ��������� ��� ȋ��������ȌǤ ����� ���� �������� �� ͸Ǧ���� ������ ��� ������� �� ���������ǡ ϐ���� ���� ͶΨ ���������������� �� ���ǡ ������ ����� ���� ���ǡ ��� ������������� ����� ͲǤͳΨ ������ �ǦͳͲͲǤ ����� ���� ���� ��������� �� ����� �������� ��� ͳ � �� ͵͹ι�Ǥ 	���Ǧ������� �����Ǧ�������� ����� ���� ������ �� ϐ���������� ���������� �� ����������� �� Ͷͺͺ �� ���������� ��� ͷ͵Ͳ �� ��������Ǥ ������ ���� ������� �� ����Ǥ
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�� �������� �� �����Ǧ���������� �������ǡ ��� ����� �� ����� ��������� ��� ��� ���� �� ��������� ��������� ���� �������� ��������� �� ��� ��� ȾǦ������� ���������� �������� �������� ���� 
�������Ǥ ��� ��������� ���������� ��������� ���� �� �������ǣ ȾǦ������� �����ͳǡ ͷԢǦ����
��������

�����
Ǧ͵ԢǢ  Ⱦ Ǧ������� �����ʹǡ ͷԢǦ

�
��
��������
��
�Ǧ͵ԢǢ  ��������� �����ǡ ͷԢǦ������
���
�
����
�Ǧ͵ԢǤ ���� ����� �������� ��� �������� ���� ��� ������ ���������� ������ ȋ�����Ȍ �� ��� ����Ȁ���� ����Ǥ ������ǦȾǦ������� �����ͳǡ ������ǦȾǦ������� �����ʹ ��� ������Ǧ ��������� ����� ���� ��Ǧ����������� ���� ��� ��������� 

 ������� ���� �� ���� ���� ��Ǧ��� ��������

������ �����ʹ ��� ��� �������� ������ ���ʹǤ
 ���� ʹͻ͵� ����� ����� ��������������� ʹͲͲͲ ��� ʹͶ � ����� ������������ǡ ����� ���������� ����� ���� ��������� ���� ����������� ʹͻ͵� �����Ǥ ����� ���� ��������� ���� ���������� ������Ǥ ����� ����� ����������ǡ 
	�Ǧ�������� ����� ���� ������ �� ϐ��� ���������Ǥ ��� ���������� �� Ⱦ Ǧ������� �� 
	�Ǧ�������� ����� ��� ���������� �� ������������ ����Ǧ���� ��� ȋ���Ǧ���Ȍ ��� ������� ��������Ǥ ��� ����� ������ ������ �� ������Ǧ��������� �����  ������ �� �������� �������Ǥ
����� ��� ��� �������� ���� ����� ����� ��� ������ ������� ȋ����������Ȍǡ ��� ���� ��������� ��� ��������� ����� ��� 	����Ǧ������ ���� ��������� ��� ȋ����������ȌǤ ������������ ��� ��� ��������� ����� � ����������� ȋ�����Ȍ ��� ��� 	�������� ��� ������ ���� ���� ����� � ��� ȋ�����ȌǤ ��� ���������� �� ������ ����� ��� ���������� �� ���� �� 
����Ǥ ������� ���� ��� ���� ���� ��Ǧ��� ��� ����� �� ����� ʹǤ ��� ���������� ���� �� �������ǣ ͻͷι� ��� ͳͷ �ǡ ͷ͹ι� ��� ͵Ͳ �ǡ ��� ͹ʹι� ��� ͳ ���Ǥ 
Measurements of osteocalcin secretion ������ ����� �� ����� ����������� ���� ��������� ����� �� ȾǦ������� �����ͳ ���� ������� �� ��������� ��� ͹ ����Ǥ ����������� ��������� ���� ��� ������� ������ ��� �������� ����� � ���������������� ��� ȋ�������� ����Ǥǡ ����������ǡ ��ǡ ���Ȍ ��������� �� ��� ������������ǯ� ������������Ǥ ������� ���������� ��� ���������� �� ����� �������� ������� ����� ��� ��� ������� ����� ���Ǥ 
����� ������� �� ��������� ���� ������ ��� ������� ������� ���� �������� ����� � ����� ������ ȋͳͲ �� ����Ǧ���ǡ �� ͹Ǥͷǡ ͲǤͳΨ ������ �ǦͳͲͲȌǤ �������� ����������� ȋ���Ȍ �������� ��� ���������� ����� �Ǧ����� ������ ��������� ȋ�����Ǧ�������Ȍ �� � ���������Ǥ ��� ������������� �� ��� ��������� �� ��� ������ � ������ ������� ������� ���� ��� �������� �� ��������� ���������� �� ͶͲͷ ��Ǥ 
����� ������� �� ��������� ��� ͳͶ ���� ���� ������ǡ ϐ���� ���� ͶΨ ���������������� �� ��� ��� ͳͷ ���ǡ ������� ���� ʹΨ �������� ��� � ����� �������� ȋ����� ��������ǡ 
����Ȍ ��� ͵Ͳ ��� �� ���� �����������ǡ ������ ����� ����� ��� ������ ����� ʹͲͲέ ������ ϐ���� ����������Ǥ
Statistical analysis���� ��� �������������� �� �� ����� ͵ ����������� �����������Ǥ ��� ������� ��� ��������� �� ���� ά ��Ǥ ��� �����ϐ������ �� ����������� ��� ��������� �� ����� �������� �� �������ǯ� ��� �������Ǧ����� �������� ���������� �����Ǥ ��� ����������� �������� ���� ��������� ����� ���� �������� ȋ������� ͳ͹ǤͲǡ ���� ���Ǥǡ �������ǡ ��ȌǤ �δͲǤͲͷ ��� ���������� ������������� �����ϐ�����Ǥ
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��� ����������� ������� ��� ��� �� ��� �������� �� ��������� ��� ������ �� ���Ǧʹ �� ͻͳ �������� ���� ��� ��� ͵ͷ ������� ��������Ǥ ��� ���� ����� ���Ǧʹ ������������� ��� �����ϐ������� ������ �� ��� �������� ���� �� ��� �������� ȋͺ͸ǤͶͻ ά ͷǤ͹Ͳ ��Ǥ ͵ ͷǤ͹ʹ ά ʹ Ǥͷͳ ��Ȁ��Ȍ ȋ�δͲǤͲͳȌǤ ��� ��������������� �� ��� �������� �������� �� ��� �������� ��� ����� �� ����� ͳǤ
��� ������ �� ���� ��������� �� ��� ���������� �� ���Ǧʹ ��� �������� �� ��� ����� ������� �� ���������� �������������� �� ���������Ǥ ������� ���� �������� ������ � �����ϐ����� �������� �� ��� ���������� �� ���Ǧʹ �� �������� �� ���� ��������� �������������� ȋʹǤͷ ��� ͵Ǥͷ ��Ȍǡ ���� ��� ��������� ������ �������� ���� ʹǤͷ �� ��������� ��� ͵ ���� ȋ	��Ǥ ͳ�ȌǤ ���������� �� ������� ���������� �� �������� �� ��������� ��������� �������������� ������ � �����ϐ����� ����Ǧ��������� �������� �� ������� ���������� �� ����� ����� ͵ ���� �� ��������� ���� ʹǤͷ ��� ͵Ǥͷ �� ���������ǡ ������� �� ������� ���� �������� �� ����� ������� ���� ͳǤͷ �� ��������� ȋ	��Ǥ ͳ�ȌǤ ���������ǡ � ��������� ������������� �� ʹǤͷ �� ��� ͵ ���� �� �������� ���� ��� ���������� �������� ��� ������� ����������� ��������� ��� ������ �� ���� ��������� �� ���� ���������������Ǥ
��� ������ �� ���� ��������� ��� ���Ǧʹ �� ��� ��������������� �� ����� ��� �������� �� ����� ������� ���� ʹǤͷ �� ���������ǡ ���Ǧʹ ȋͷͲ ��Ȁ��Ȍ �� � ���Ǧʹ ������������ �������� ȋʹ ρ�Ȁ��Ȍ ��� ͵ ����Ǥ ������� ���� �������� ������ ���� ��������� ��� ���Ǧʹ �����ϐ������� ��������� ��� ������ �� ��� ������ ������ ���� ������� �� ʹʹȽ ��� ȽǦ��� ��� �����ϐ������� ��������� ��� ������ �� ��� ������������ ������� ���ʹǡ ����ʹǡ ���ͳ ��� ȾǦ�������ǡ ��� ����� ������� ���� �������� �� ��Ǧ��������� ���� ����Ǧ���Ǧʹ ȋ	��Ǥ ʹ� ��� �ȌǤ ��� ������� �� 

 ���� ��������� �������� ���Ǧʹ ������Ǧ���� ��� ������� ���������� �� �������� ������ ������ �����Ǥ ȋ�Ȍ ��� �������� ������ ������ ����� ȋ�����Ȍ ���� ������� ���� ��������� ��������� �������������� ��� ͵ ����Ǥ ���Ǧʹ ������� ������Ǧ���� ��� ���������� �� ������� �������� ��� ���Ǧ������� �� ��� ������ �� 
����Ǥ ȗȗ�δͲǤͲͳ �����Ǧ��� �� ��� ������� ����� ȋͲ ��ȌǤ ȋ�Ȍ ��� ����� ���� ������� ���� ��������� ��������� ���������Ǧ����� ��� ͳǡ ͵ǡ ͷǡ ͹ �� ͻ ���� ��� ������� ���������� ��� ��������Ǥ ȗ�δͲǤͲͷǡ ȗȗ�δͲǤͲͳ �������� �� ��� ͳǤͷ �� ��Ͷ͵Ǧ ��������� �����Ǥ

http://dx.doi.org/10.1159%2F000366400


Cell Physiol Biochem 2014;34:2049-2060
DOI: 10.1159/000366400
Published online: November 28, 2014

© 2014 S. Karger AG, Basel
www.karger.com/cpb 2054

Cellular Physiology 

and Biochemistry

Cellular Physiology 

and Biochemistry

��������� ��� ���Ǧʹ �� ��������� ���� �������� ����� ��� ����� ����� ��� ϐ���������� �������Ǥ 	����� ʹ� ����� �������������� ������ �� ����� �������� �� ��� ��������� ������Ǥ ������������ �������� �� ����� �������� ����� ������ ���� ��������� ��� ���Ǧʹ ������ � �����ϐ����� �������� �� ��� ���������� �� ��������� ����� ���� ������������� ʹΨ �� ��� ��������� �������� �� ������������� ʹͷΨ ��� ʹ͵Ψǡ ������������ ȋ�δͲǤͲͳȌ ��� ��Ǧ��������� ���� ����Ǧ���Ǧʹ �������� �����ϐ������� �������� ���� ������ ȋ�δͲǤͲͷȌǤ
�� ������� ��� �������� ����������� �� ��� ���ȀȾǦ������� ��������� ������� �� ��������� ��� ������ �� ���Ǧʹǡ ȾǦ������� ���������� ��� ������� ���� �� ��������� ����� ���� ���������� ������� �������� ������ ��������� ȾǦ������� ��� Ͷͺ �Ǥ  ���� �����ͳ ��� �����ʹ �����ϐ������� ������������� ��� ���� ȋ	��Ǥ ͵ �Ȍ ��� ������� ȋ	��Ǥ ͵ �Ȍ ����������� �� ȾǦ������� �������� �� ��� ����� ������ �� ��������� ����� ����������� �������� ȋ�δͲǤͲͳȌǤ ������ϐ������� �� ȾǦ������� ������ �� ������������ ��� ������������� �� ��� ������ �� 
���� 

 ���� ��������� ��� ���Ǧʹ ������� �����ϐ������� �� �������� ������ ������ �����Ǥ ����� ���� ����Ǧ��� �� ��������� ��� ͵ ����Ǥ ��� ������� ������ �� ȋ�Ȍ �� ʹʹȽǡ ȽǦ��� ��� ȋ�Ȍ ȾǦ�������ǡ ���ʹǡ ����ʹǡ ��� ���ͳ ���� ���������� �� ������� �������� ��� ���������� �� ��� ������ �� 
����Ǥ ȗ�δͲǤͲͷǡ ȗȗ�δͲǤͲͳ �������� �� ��� ������� �����ǡ ͓�δͲǤͲͷǤ ȋ�Ȍ ���������� �� ��������� �� ����� �� ����� ����� ��� ������ϐ�����Ǧ������ ��������Ǥ �������������� ������ ��� ����� ȋ�����ϐ�������ǡ ʹͲͲέȌǤ ������ ��� ������� ���� ȋ����Ȍ ��� �����Ǧ�������� ����� ��� ������� �����Ǥ ��� ����������� �� ��������� ������ ���� ���������� �� ����������� ��� ������ �� ����Ǧ������� ������ ���� ���� ���� �������� ��� ����� ��������Ǥ ȗ�δͲǤͲͷǡ ȗȗ�δͲǤͲͳ �������� �� ��� ������� �����ǡ ͓�δͲǤͲͷǤ
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������ �� ������������� ͶǦ���� �������� �� ȾǦ������� ������� ����� �������� �� ���� �� ��� ����� ������ ��  ��������� ����� ����������� �������� ȋ�δͲǤͲͳȌ ȋ	��Ǥ ͵�ȌǤ
�� ������� ������� ��� ����������� �� ��� ���ȀȾǦ������� ������� �� ��� ��������������� �� �����ǡ ��������� ��� ��� ���������� �� ��������� ������� ���� �������� �� ����� ������� �� ��� ���� ����� ������� ȾǦ������� ��� ���������� ���� ���� �������������� �� ��������� �� ���Ǧʹ ��� ͵ �� ͹ ����Ǥ ���� ��������� ��� ���Ǧʹ �����ϐ������� ��������� ��� ���������� �� ��������� ����� �� ������������� ͳʹǦ���� �� ����� ������ �� ��������� ����� ����������� �������� ȋ�δͲǤͲͳȌǡ ������� ��������� �� ȾǦ������� �����ϐ������� ������ ���� ������ ȋ�δͲǤͲͷȌ ȋ	��Ǥ Ͷ�ȌǤ ���Ǧ��� �������� ������ ����  ��������� �� ȾǦ������� �����ϐ������� �������� ��� �������������� ��  ��� ���� ���������� �� �� ʹʹȽ  ��� ��� ������������ �� �����������ǡ ���ʹǡ ����ʹ ��� ���ͳ ������ �� ���� ��������� ��� ���ǦʹǤ �� ��� ���� �� �����������ǡ ���ʹǡ ����ʹ ��� ���ͳǡ ȾǦ������� ��������� �������� ���� ���������� �� � ����� ���������� �� ���� �� ��� ��������� �������� ȋ�δͲǤͲͷȌ ȋ	��Ǥ Ͷ�ȌǤ ������� ������� ���� �������� �� ��� ������� ����� �� ������� �������� ��� ���������������� ȋ	�� Ͷ�ǡ � ��� �ȌǤ
�� ������� ������� ��� ���� �� ��� ���ȀȾǦ������� ������� �� ��� ������������ ��������������� �� �����ǡ ��� �������� ��� ������� ���������� ���� �������� �� ����� ������� ���� �� ������� ����� ������� ȾǦ�������Ǥ ��������� ��� ���Ǧʹ ��������� ��� ͳͶ ���� 

 ������� �� ȾǦ������� ���������Ǥ 	�� ȾǦ��Ǧ����� ���������ǡ ����� ���� �������� ���� ���Ǧ������� ������� �������� ������ ��������� ȾǦ��Ǧ����� ȋ�����ͳ �� �����ʹȌ ��� Ͷͺ �Ǥ ����� ������ ȋ������Ȍ �� ��������� ����� �� ������  ������ �� �������� ��������Ǥ ȋ�Ȍ ȾǦ������� ���� ��� ��Ǧ������ �� ���Ǧ��� ��� ���������� �� 
���� ��Ǧ��������Ǥ ���� ��� ��������� �� ����Ǧ������ ������Ǧ�� �� ��� ����� ������ �����Ǥ ȋ�Ȍ ȾǦ������� ������� ���������� ��� ���������� �� ������� �������� ���� 
���� �� ��� ������� �������Ǥ ȋ�Ȍ ������ϐ�Ǧ������ �� ȾǦ������� ������� ������ ��� ��������� �� ������������ ��� ���������� �� ��� ����� �� 
����Ǥ ȗ�δͲǤͲͷǡ ȗȗ�δͲǤͲͳ �������� �� ��� ������ �����Ǥ
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�����ϐ������� ȋ�δͲǤͲͳȌ ��������� ��� �������� ȋ	��Ǥ ͷ�Ȍ ��� ������� ���������� ȋ	��Ǥ ͷ�Ȍ �� ����� ������ �� ��������� ����� �������� �����ǡ ������� ��������� �� ȾǦ������� �����ϐ������� �������� ����� ������� ȋ�δͲǤͲͷȌǤ �������� ��� �������� �� ����� ������� �� ��������� ����� ������ � �����ϐ����� �������� �� ��� ������ �� ���������� ������� ����� �� ����� ������ ��� ��������� ����� ����������� ����� �� �������� �� ��������� ��� ���Ǧʹǡ ������� ���� ������ ��� �����ϐ������� ���������� �� ����� �������� ���� ����� ������� ȾǦ������� ȋ	��Ǥ ͷ�ȌǤ ����� ��������ǡ ����� ������� �������� ���� ���Ǧʹ ������� �� ��� � ��������� ��������� ��� ���ȀȾǦ������� �������Ǥ

 ������� �� ȾǦ������� ��������� �� ���� ��������� ��� ���Ǧʹ ������� �������� ������ ������ ���� ��������� ��� �����ϐ�������Ǥ ȋ�Ȍ ������ ����� �� ����� ����������� ���� ��������� ����� �� ȾǦ������� �����ͳ ���� ������� ���� ����Ǧ��������� ȋʹǤͷ ��Ȍ �� ���Ǧʹ ȋͷͲ ��Ȁ��Ȍ ��� ͵ ���� ��� ��������� �� ��� ����� �����Ǥ ��� ���������� �� ��������� ������ ��� ����������Ǥ ����� ������� ��� ��������� ������ �� ������ ��������Ǥ ȗ�δͲǤͲͷǡ ȗȗ�δͲǤͲͳ �������� �� ��� ������ �������ǡ ͓�δͲǤͲͷǤ ȋ�Ȃ�Ȍ ����� ���� ������� �� ��������� �� ȋ�Ȍ ��� ͹ ����Ǥ ȋ�Ȍ ���� ������ �� �� ʹʹȽǡ �����������ǡ ���ʹǡ ����ʹ ��� ���ͳ ���� �������� �� � ��Ǧ��� ��� ���������� �� 
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