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1. Einleitung 1 

1. Einleitung 

 

1.1 Die weibliche Brust (Mamma) 

 

Als Mamma wird die Einheit des Stromas, also des Fett- und Bindegewebes, sowie des 

Drüsengewebes, bestehend aus der Brustdrüse mit dem Gangsystem, definiert. Die Brustdrüsen als 

sekundäre Geschlechtsmerkmale entwickeln sich aus der Milchleiste, wobei sich nur im Bereich des 

Thorax die paarige Anlage weiter ausbildet und bei beiden Geschlechtern Milchgänge entstehen. Bei 

allen weiteren Anlagen, die zwischen Axilla und Leistengegend entstanden sind, kommt es zur 

Rückbildung. Die Ausbildung des Drüsenapparates und die Zunahme des Stromas werden bei 

Mädchen durch Estrogene gefördert. Beim Mann entwickelt sich die Brust kaum weiter und verbleibt 

nach der Pubertät in diesem Zustand. Nach der Reifung besteht die weibliche Brustdrüse je nach 

Quelle aus 10-20 beziehungsweise 12-15 Drüsenläppchen, den Lobi glandulae mammariae. Diese 

werden durch einen Hauptausführungsgang und den Sinus lactifer mit der Papilla mammae 

(Brustwarze) verbunden [10, 94]. 

Die Lobi glandulae mammariae gliedern sich in die Ductuli lactiferi, die Milchgänge und die 

Terminalductuli, die in die Endstücke eines Lobulus führen (Abb. 1). Dies wird auch als Terminal-

ductus-Lobulus-Einheit (TDLE) bezeichnet und ist besonders erwähnenswert, da ein Großteil der 

epithelialen Mammakarzinome und benignen Tumore der Mamma dort ihren Ausgang nehmen [94]. 

 

 
Abb. 1: Aufbau der Mamma; Sagittalschnitt (Schema). A: Areola mammae (Warzenhof). P: Papilla mammae. 
Das Gangsystem ist schematisch für einen Lobus gezeigt. S: Sinus lactifer. D: Ductus lactifer (dunkelblau). 
TD: Terminalductus (hellblau). Lobulus (rot). Interlobuläres Bindegewebe (grün) [94]. 

 

Arteriell werden die Mammae durch die A. thoracica lateralis und - interna versorgt. Von Bedeutung 

sind zudem das netzförmige Lymphsystem und der Lymphabfluss, letzterer spielt in der Klinik eine 

große Rolle. Durch die komplexen Verzweigungen erhöht sich zudem die Wahrscheinlichkeit einer 

Metastasierung erheblich [10]. Die axillären Lymphknoten sind für einen Großteil des Lymph-

abflusses zuständig und werden anhand der Lage zum M. pectoralis minor in Level I-I� eingeteilt. 

Zudem ist der Sentinel-Lymphknoten als Wächterlymphknoten hervorzuheben, da er im Falle einer 

Metastasierung vor allem in Knochen (Becken, Wirbelsäule, Femur) als auch in Lunge und Leber als 

erster Lymphknoten betroffen ist und radioaktiv detektiert werden kann. So kann die Verbreitung des 

Tumors im Lymphabflussgebiet untersucht werden [71, 76]. 
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Abhängig vom Menstruationszyklus und den unterschiedlichen Konzentrationen der Hormone 

verändert sich das Mammaepithel histologisch. Zudem kommt es nach der Menopause durch die 

Hormonabnahme zur Altersinvolution. Das Bindegewebe und die Lobuli atrophieren, im Gegensatz 

dazu bleibt das Gangsystem erhalten, weshalb die Gefahr eines Mammakarzinoms, auch durch 

einzelne Lobuli, bestehen bleibt [94]. 

Außerdem sind Estrogen- und Progesteronrezeptoren (ER beziehungsweise PgR) im Epithel 

vorhanden, wodurch Estrogene das Wachstum des Epithels begünstigen und Estrogenquellen 

weiterhin durch das vermehrte Fettgewebe existent sind. Somit kann bei differenzierten Tumorzellen 

das Mammakarzinom mit Aromatase-Inhibitoren und Estrogen-Antagonisten therapiert werden [94]. 

 

 

1.2 Das Mammakarzinom der Frau 

 

1.2.1 Definition 

 

Häufig entstehen Mammakarzinome in der Terminalductus-Lobulus-Einheit. Dabei unterscheidet 

man nichtinvasive von invasiven Tumorformen. Letztere infiltrieren durch die Basalmembran das 

umliegende Gewebe, nichtinvasive Tumore wachsen dagegen in das Gangsystem bei intakter 

Basalmembran [80]. Darüber hinaus werden Karzinome histologisch beurteilt, wobei das invasive 

duktale Karzinom, ausgehend von den Milchgangepithelien, mit 65-80 % aller Mammakarzinome 

mit Abstand am häufigsten auftritt, gefolgt vom invasiven lobulären Karzinom mit 6-15 %, das von 

den Drüsenläppchen ausgeht. Des Weiteren sind unter anderen der tubuläre, medulläre, muzinöse und 

papilläre Karzinomtyp zu nennen [71]. Im Vergleich ist die Prognose beim tubulären Karzinom 

besonders günstig, manche Quellen zählen auch das gut differenzierte muzinöse sowie das invasive 

papilläre Karzinom dazu [88]. In Kombination mit dem histologischen Typ ist das Grading für die 

Prognoseeinschätzung von Bedeutung. Anhand von Tubulusbildung, Mitoserate und Kernpoly-

morphie wird zwischen gut, mäßig und schlecht differenziert (G1-3) unterschieden, wobei eine 

geringe Differenzierung auf eine sehr schlechte Prognose hinweist [71, 80]. 

 

Auch die anatomische Stadieneinteilung des Mammakarzinoms anhand der UICC- und TNM-

Klassifikation ist für die Therapieempfehlung und Prognose sehr wichtig. T bestimmt die Tumor-

größe, N den Lymphknotenbefall und M das Vorliegen von Metastasen. Die UICC-Klassifikation 

(Stadium 0 bis IV) beinhaltet verschiedene Einteilungen der TNM-Klassifikation. So wird zum 

Beispiel das Stadium IIIB als T4, N0-N2 und M0 bezeichnet [71]. 

 

Von enormer Bedeutung für die Therapie und die Prognose ist ferner die Charakterisierung des 

Rezeptorstatus mittels Immunhistochemie. Die Subtypen werden aufgrund unterschiedlicher 

Rezeptor- beziehungsweise Proteinexpression wie dem ER, PgR, Human Epidermal Growth Factor 

Receptor (HER2) [42, 67] und Kiel 67-Antigen (Ki67) definiert, wobei letzteres in Hinblick auf die 

Proliferationsrate eine wichtige Rolle spielt [42]. Unterschieden wird zwischen Luminal A und B, 

HER2-positiv und triple-negativ (TN) (Tab. 1) [42]. Die Unterscheidung zwischen rezeptorpositiv 

und -negativ erfolgt ab 1 % positiver Tumorzellen. Ab diesem Wert wird das Karzinom als HR-

gering-positiv und ab 10 % als HR-positiv betrachtet [43]. 
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Tab. 1: Klassifikation molekularer Subtypen des Mammakarzinoms. ER - Estrogenrezeptor, HER2 - Human 

Epidermal Growth Factor Receptor 2, PgR - Progesteronrezeptor. Originalquelle Coates, Winer et al. 2015 
[38], modifiziert nach Deutsche Gesellschaft für Haematologie und medizinische Onkologie e.V. 2016 [42] 

 
 

Mit über 70 % ist Luminal A der mit Abstand am häufigsten auftretende Subtyp. Der triple-negative 

Typ wird mit etwa 12 % bei mehr als jedem achten Mammakarzinom immunhistochemisch 

diagnostiziert. Fast genauso häufig ist das Luminal B-, HER2-positive Karzinom mit über 10 %. 

Dagegen hat der HER2-positive Subtyp einen Anteil von etwa 4,5 % [67]. 

Sind beide Hormonrezeptoren (HR) positiv, ist die Überlebenszeit länger und der Zeitpunkt eines 

möglichen Rezidivs später, wobei die Remissionsrate bei 70 % liegt. Die Prognose ist besser als bei 

rezeptornegativen Karzinomen, da in diesem Fall die Remissionsrate nur bei 15 % liegt. Bei einem 

positiven Estrogen- oder Progesteronrezeptorstatus wiederum liegt diese bei etwa 50 %, wobei der 

PgR-Status der wichtigere prognostische Faktor ist [76]. 

 

 

1.2.2 Epidemiologie 

 

Die häufigste oder zweithäufigste Todesursache der unter 70-jährigen in Industrienationen war 2015 

Krebs. Mit über 2,08 Millionen Neuerkrankungen 2018 und einem Anteil von 24,2 % stellen 

Mammakarzinome den weltweit größten Anteil aller bösartigen weiblichen Neuerkrankungen und 

auch die mit 15 % häufigste Krebstod-Ursache der Frau dar (Abb. 2) [25]. 

 

Berücksichtigt man den Human Development Index (HDI) als Wohlstandsindikator der Vereinten 

Nationen, fällt auf, dass Länder mit einem niedrigen oder mittleren Index eine deutlich niedrigere 

Inzidenz des Mammakarzinoms aufweisen. Bei geringem HDI lag 2018 die Inzidenz bei 31,3 von 

100.000 Frauen, bei einem hohen HDI bei 54,4 Neuerkrankungen von 100.000 weiblichen Personen 

[25]. 
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Abb. 2: Die häufigste weibliche Krebsneuerkrankung 2018 im weltweiten Vergleich; modifiziert nach Bray, 
Ferlay et al. 2018 [25]. 

 

Mit jährlich etwa 70.000 Erstdiagnosen und einem Anteil von 24-29 % an allen neu auftretenden 

Krebserkrankungen bei Frauen sind maligne Tumore der Mamma auch in Deutschland von großer 

Bedeutung [71, 129]. 2016 waren 7 von 10 Frauen bei Diagnosestellung über 55 Jahre alt, wobei das 

mittlere Erkrankungsalter bei 64 Jahren lag [129]. Die Wahrscheinlichkeit, im Leben an einem 

Mammakarzinom zu erkranken, liegt bei Frauen in Industrienationen bei 12 % [94, 129], das 

Sterberisiko bei 3,6 % [129]. Mit jährlich ca. 17.000 Todesfällen [71] und einer Sterberate von etwa 

23 Frauen je 100.000 Einwohnern in Deutschland ist die Mortalität in den letzten Jahren jedoch 

rückläufig [129]. 

 

 

1.2.3 Risikofaktoren 

 

Geschlecht 

Bei Männern ist das Mammakarzinom eine Seltenheit, 99,4 % der Erkrankten sind Frauen. Somit 

zählt das weibliche Geschlecht zu den Risikofaktoren eines Mammakarzinoms [76]. 

 

Lebensalter 

Ab dem 30. Lebensjahr steigt das Risiko eines Mammakarzinoms stark an und liegt bei 0,44 %. Für 

40-jährige Frauen ist das Risiko mit 1,45 % mehr als dreimal so hoch, für 50-jährige liegt es bei     

2,31 % und mit 3,84 % haben 70-jährige Frauen eine besonders hohe Wahrscheinlichkeit, an einem 

Mammakarzinom zu erkranken [18]. 

 

Ernährung 

Als weiterer Risikofaktor des Mammakarzinoms spielt die Ernährung eine große Rolle. So weist eine 

unausgewogene, ballaststoffarme, alkohol-, fleisch- und fettreiche Ernährung ein erhöhtes Risiko für 

das Auftreten eines Mammakarzinoms auf [40, 71, 76, 163]. Eine „mediterrane Diät“ mit 

Meerestieren, Oliven- und Sonnenblumenöl sowie Obst und Gemüse zeigt dagegen eine präventive 

Wirkung [31, 40]. Als Folge der vermehrten Aufnahme ungesunder Fette und wenig Bewegung kann 

ein solcher Lebensstil zu Adipositas führen, ein weiterer Risikofaktor des Brustkrebses [42, 163]. 
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Adipositas und körperliche Bewegung 

Auch bei einem Body-Mass-Index (BMI) ab 30 kg/m² (Adipositas) erhöht sich das Erkrankungsrisiko 

bei postmenopausalen Frauen [18, 42]. Bisher ungeklärt ist allerdings ein Zusammenhang bei 

prämenopausalen Frauen [18, 76]. Die steigende Inzidenz bei Adipositas ist auf den erhöhten 

Estradiolspiegel zurückzuführen, der durch die verstärkte Umwandlung von Testosteron im 

Fettgewebe entsteht, als auch auf die wachsende Aktivität des `insulin like growth factor 1´ (IGF1) 

[76]. IGF1 [76] und Estrogene steigern nachweislich das Wachstum von Mammakarzinomzellen [76, 

154]. Mit regelmäßiger und vermehrter Bewegung kann das Brustkrebsrisiko um bis zu 25 % 

vermindert werden, wobei Mammakarzinompatientinnen auch schon mit gemäßigter, regelmäßiger 

körperlicher Aktivität die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Rezidiven als auch die 

Sterblichkeit senken können [18]. 

 

Toxische Faktoren 

Schon ein regelmäßiger Alkoholkonsum von täglich 10 g [18] erhöht das Risiko eines 

Mammakarzinoms um 4 % [139] - 12 % [18]. Ein erhöhter Alkoholkonsum von mehr als 30 g täglich 

lässt das Risiko um das Zehnfache ansteigen. Etwa 5 % der Mammakarzinome in Nordeuropa und 

Nordamerika sind auf Alkoholkonsum zurückzuführen. Schon leichte Blutalkoholkonzentrationen 

(0,06 %) führen zu einer gesteigerten ER �- und Aromatase-Expression, wodurch vermehrt Estradiol 

gebildet und das Wachstum von Brustkrebszellen verstärkt wird [139]. Das Mammakarzinomrisiko 

des Rauchens wird in der aktuellen Literatur diskutiert [76, 129]. 

 

Vorbelastungen 

Thorakale Strahlenexposition, wie zum Beispiel Röntgen in einem Alter zwischen 10-20 Jahren, gilt 

ebenfalls als Risikofaktor [18, 42]. So führt eine Bestrahlung bei jungen Krebspatientinnen (vor dem    

21. Lebensjahr) zu einer 30 %-Zunahme einer Mammakarzinom-Erkrankung im Alter von 50 Jahren 

[106]. 

Zusätzliche Risikofaktoren sind einige gutartige Brusterkrankungen [71], kontralaterale maligne 

Mammaerkrankungen in der Vorgeschichte [42] und dichtes Brustdrüsengewebe [71, 129]. Gerade 

bei BRCA1/2-Mutationen ist das Risiko von Brustkrebs auf der kontralateralen Seite stark erhöht und 

liegt bei 25-45 % in 15 Jahren [43]. 

 

Hormonelle und reproduktive Risiken 

Eine lange reproduktive Phase mit früher Menarche [15, 39, 42, 53] und einem hohen Alter bei 

Eintritt der Menopause erhöhen das Erkrankungsrisiko [42, 53] durch den langanhaltenden erhöhten 

Estrogenspiegel [18, 39, 53, 84]. Ein späterer Beginn der Menarche senkt das relative Risiko um 5 % 

[84]. Ältere Erstgebärende als auch Nullipara zeigen ebenfalls ein erhöhtes Auftreten von 

Mammakarzinomen im Vergleich zu Frauen, die früh Kinder geboren haben [18, 42]. Das 

Erkrankungsrisiko sinkt im Vergleich zu nulliparen Frauen um 25 %, wenn das Alter der Mutter bei 

der ersten Geburt unter 30 Jahren liegt. Zudem senkt Stillen über 25 Monate das Risiko einer 

Mammakarzinom-Erkrankung um 33 % und jede zwölfmonatige Stillperiode um 4 %. Durch die 

Stillzeit wird eine Erniedrigung des Estrogenspiegels induzier [84]. 

Zudem spielt die langjährige Hormonersatztherapie, vor allem bei Estrogen-Gestagen-Einnahme, 

eine große Rolle als Risikofaktor [18, 53, 129]. Studien deuten darauf hin, dass orale Kontrazeptiva 

ein erhöhtes Risiko für Brustkrebs darstellen [4, 15, 84, 165] und ein Zusammenhang mit der Dauer 
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der Einnahme besteht [165], wobei nach über zehnjähriger Einnahme das Risiko um 14 % steigt [18]. 

Außerdem scheint es einen Zusammenhang zwischen der Einnahme vor dem 20. Lebensjahr, 

allerdings unabhängig von der Dauer, und einem erhöhten Mammakarzinom-Risiko zu geben [4]. 

Auch die Studie von Bardaweel et al. 2019 belegte keinen Zusammenhang zwischen der 

Einnahmedauer oraler Kontrazeptiva und dem Mammakarzinom-Erkrankungsrisiko [15]. Laamiri et 

al. wiesen in einer Studie 2015 schon ab einer sechsmonatigen Einnahme ein erhöhtes Risiko für 

Brustkrebs nach [84]. Eine Odds Ratio von 1,93 ermittelten Wahidin et al. 2018 bei einer 

Einnahmedauer oraler Kontrazeptiva bis zu sechs Jahren, bei über sechsjähriger Einnahme von 2,90 

[165]. 

 

Genetische und familiäre Disposition 

Etwa 5 % der Mammakarzinome sind erblich bedingt [42], wovon 25-30 % BRCA1- und BRCA2-

Genmutationen aufweisen [42]. Diese sind von besonderer Bedeutung, da sie mit durchschnittlich   

60 % [43] ein hohes lebenslanges Erkrankungsrisiko für Mammakarzinome darstellen [41–43, 99] 

und Trägerinnen 20 Jahre früher erkranken als Frauen ohne familiäre Disposition [43]. Auch 

Mutationen im PALB2-Gen erhöhen das Risiko eines Mammakarzinoms stark [42, 43]. Ein häufiges 

Auftreten von Mammakarzinomen sowie ein Erkrankungsalter unter 35 Jahren in der 

Familienanamnese ist auffällig und sollte genetisch untersucht werden [41–43]. 

Das Risiko, im Laufe des Lebens an einem Mammakarzinom zu erkranken, liegt bei Frauen mit 

BRCA1-Mutation bei 70 %, mit BRCA2-Mutation bei etwa 60 % [18] und in beiden Fällen bei etwa 

80-90 % bis zum 80. Lebensjahr [71]. Bei etwa 80 % der Trägerinnen wird histologisch ein invasives 

duktales Mammakarzinom diagnostiziert, zudem weisen insgesamt über 85-90 % der Patientinnen 

G2- (mäßig differenziert) und G3-Karzinome (schlecht differenziert) auf. Allerdings nimmt der 

Anteil der G1-Tumore (gut differenziert) ab einem Alter von 40-50 Jahren zu und der Anteil der G3-

Tumore vor allem bei der BRCA1-Mutation deutlich ab. Zudem werden bei dieser über 9 % als 

medulläre, und bei BRCA2-Mutationen etwa 8 % als invasive lobuläre Mammakarzinome 

klassifiziert [99]. 

Etwa 10 % der Trägerinnen beider Mutationen weisen eine HER2-Überexpression auf [99]. Bei 

BRCA1-Mutation wird zu circa 75 % ein HR-negatives Mammakarzinom diagnostiziert, dagegen 

sind es bei BRCA2-Mutation 25 % [42]. Somit ist die Wahrscheinlichkeit eines triple-negativen 

Karzinoms bei einer Mutation im BRCA1-Gen mit 70 % deutlich höher als bei einer BRCA2-

Genmutation mit etwa 15 % TN-Karzinomen [99]. Umgekehrt weisen 8,5 % beziehungsweise 2,7 % 

der TN-Mammakarzinome Mutationen des BRCA1- beziehungsweise BRCA2-Gens auf [43]. 

 

 

1.2.4 Klinik 

 

Häufig fällt das Mammakarzinom durch tastbare Knoten auf, die sich mit 50 % am häufigsten im 

oberen äußeren Quadranten der Brust befinden, selten innen unten (6 %) [18, 71]. Teilweise kommt 

es auch zu einer Mamillensekretion oder -blutung sowie Schmerzen der Mamma während der 

klinischen Untersuchung. Eine weitere Abklärung ist zudem bei Hauteinziehungen oder        

-veränderungen wie der Orangenhaut (peau d´orange), Einziehungen der Mamille oder bei 

Asymmetrie der Brust wichtig [42, 71]. Zudem kann es zu Lymphknotenvergrößerungen besonders 

in der Axilla und bei fortgeschrittenen Karzinomen zu Allgemeinsymptomen wie ungewolltem 
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Gewichtsverlust und Müdigkeit kommen. Fand bereits eine Metastasierung statt, können auch 

Husten, Knochenschmerzen und Ikterus auffallen [42]. Am häufigsten treten Fernmetastasen in 

Leber, Lunge und dem Skelettsystem (Becken, Wirbelsäule, Femur) auf [71, 76]. 

 

 

1.2.5 Therapie 

 

Grundsätzlich wird bei der Therapie des Mammakarzinoms zwischen Strahlentherapie, operativer 

und medikamentöser Therapie unterschieden. Bei letzterer wird zudem zwischen Chemo-, 

Antikörper- und Hormontherapie differenziert. Außerdem kann je nach Wunsch der Patientinnen 

auch ein komplementärer Therapieansatz verwendet werden. 

Die Therapie richtet sich nach dem molekularen Subtyp, der TNM-Klassifikation, dem HR-Status, 

dem HER2-Status und dem Grading des Primärtumors sowie dem Alter und dem Willen der 

Patientinnen und wird in Abhängigkeit dieser Faktoren interdisziplinär und individuell entschieden 

[71]. 

 

 

1.2.5.1 Medikamentöse Therapie 

 

Antikörpertherapie 

Für die Therapie des HER2-positiven Mammakarzinoms wird Trastuzumab, das mit Pertuzumab 

kombiniert werden kann, beide humanisierte Anti-HER2-AK, ein Jahr lang in Kombination mit 

Taxanen verabreicht [42, 71]. Während der Gabe von Trastuzumab sollten engmaschige Kontrollen 

bei kardial vorbelasteten Patientinnen aufgrund der kardialen Toxizität erfolgen [42, 71]. Cameron et 

al. belegten 2017 bei HER2-positiven Mammakarzinom-Patientinnen nach der abgeschlossenen 

individuellen Therapie und anschließender einjähriger Einnahme von Trastuzumab nach einem 

durchschnittlichen Beobachtungszeitraum von elf Jahren eine um etwa 24 % relative erhöhte 

rezidivfreie Überlebensrate. Zudem wiesen sie eine um 26 % relative verminderte Todesfallrate nach 

[29]. Nach Perez at al. 2011 reduziert sich die Rate nach etwa vierjährigem Beobachtungszeitraum 

um circa 39 % [115]. Zudem kann bei dem metastasierten Mammakarzinom die Therapie mittels 

Taxanen mit Bevacizumab, einem humanisierten monoklonalen AK, kombiniert werden [42]. Dieser 

Angiogeneseinhibitor wird mit Paclitaxel, Docetaxel oder Capecitabin kombiniert. Bevacizumab 

verhindert die Bildung neuer Gefäße und somit auch Metastasierungen, indem die Rezeptorbindung 

vom vascular endothelial growth factor (VEGF) blockiert und eine Aktivierung verhindert wird [71, 

80]. 

 

Chemotherapie 

Kriterien, die für eine adjuvante Chemotherapie sprechen sind HR-negative Tumore, ein positiver 

HER2-Status, mindestens vier befallene Lymphknoten, eine schlechte Differenzierung (G3), eine 

ausgedehnte Gefäßinfiltration und Brustkrebs vom Luminal-B-Typ [42]. Aktuelle Chemotherapien 

sind meist eine Kombination aus drei Zytostatika und bestehen häufig aus Anthrazyklinen und 

Taxanen [42]. Durch eine adjuvante Chemotherapie verringert sich bei Frauen unter 50 Jahren das 

Sterberisiko um 38 %, bei Frauen zwischen 50 und 69 Jahren um 20 % [71].  
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2012 wies eine Metaanalyse der Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG) durch 

die Hinzugabe von vier Zyklen Taxane zu einer Anthrazyklin-Chemotherapie eine Senkung der 10-

Jahres-Mortalität von Brustkrebs um bis zu 30 % relativ im Vergleich zur ausschließlichen 

Chemotherapie nach. Zusätzlich erzielte eine hochdosierte Anthrazyklin-Therapie eine ebenso starke 

Reduktion der Mortalität innerhalb der zehn folgenden Jahre. Zudem zeigte CAF (Polychemotherapie 

mit Cyclophosphamid, Adriamycin, 5-Fluorouracil) im Vergleich zu CMF (Cyclophosphamid, 

Methotrexat, 5-Fluorouracil) und 4AC (Adriamycin, Cyclophosphamid) eine stärkere Mortalitäts-

reduktion, wobei CMF und 4AC in ihrer Wirkung gleichwertig waren [45]. Durch die geringe 

Wirkung sollte das CMF-Schema nur bei Kontraindikation von Anthrazyklinen und Taxanen 

angewandt werden [71]. Bei einem triple-negativen Mammakarzinom wird eine platinhaltige, 

neoadjuvante Chemotherapie empfohlen. In der adjuvanten Chemotherapie werden dagegen 

vorwiegend Anthrazykline und Taxane verwendet. Auch bei Fernmetastasen werden diese als 

besonders effektive Einzelsubstanzen eingesetzt, wobei Taxane zusätzlich mit Bevacizumab 

kombiniert werden können [42]. 

 

Endokrine Therapie 

Die endokrine Therapie ist für HR-positive Mammakarzinome die Therapie der Wahl [71]. Da 

Estrogene in der Entstehung und Entwicklung des Mammakarzinoms eine große Rolle spielen    

(1.2.3 Risikofaktoren), ist die Reduktion des Hormons vor allem durch Hemmung der 

Ovarialfunktion und -wirkung in der Therapie von ER-positiven Karzinomen ( � 1 % ER-positive 

Karzinomzellen) von Bedeutung [42, 133]. Zudem wird in der Therapie des HR-positiven 

Brustkrebses zwischen prä- und postmenopausalen Patientinnen unterschieden. Die Therapie der 

Wahl in der Prämenopause ist die fünfjährige Gabe von Tamoxifen, je nach Stadium und 

Patientenvorgeschichte mit Ausschaltung der Ovarialfunktion (GnRH-Analoga, Ovarektomie, 

Radiomenolyse). In der Postmenopause werden fünf Jahre lang Aromatasehemmer oder Tamoxifen 

gegeben, alternativ besteht die Möglichkeit, diese nacheinander für jeweils zwei bis fünf Jahre zu 

verabreichen [42]. 

 

Tamoxifen 

Unter Punkt 3.1.2.3 wird Tamoxifen bei den Testsubstanzen beschrieben. 

 

Aromataseinhibitoren: Anastrozol, Letrozol, Exemestan 

Aromataseinhibitoren sind vor allem bei HR-positiven Karzinomen in der Peri- oder Postmenopause 

indiziert [71]. Die aktuelle Studienlage zeigt Vorteile der Aromataseinhibitoren-Therapie im 

Vergleich zu Tamoxifen auf [23, 71]. Bliss et al. konnten 2012 nach zwei- bis dreijähriger 

Tamoxifeneinnahme durch einen Therapiewechsel auf den Aromatasehemmer Exemestan eine 

Verbesserung des krankheitsfreien und des Gesamtüberlebens feststellen [23]. Jin et al. wiesen 2011 

nach etwa fünfjähriger Tamoxifenbehandlung HR-positiver Mammakarzinom-Patientinnen einen 

Vorteil von Letrozol im Vergleich zu einem Placebo nach einem im Mittel 64-monatigen Follow-up 

bezüglich des rezidivfreien und des Gesamtüberlebens nach [73]. 
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GnRH-Analoga: Goserelin, Leuprorelin, Triptorelin 

Gonadotropin-Releasing-Hormon-Analoga werden in Kombination mit Tamoxifen adjuvant, aber 

auch palliativ zur Therapie des prämenopausalen HR-positiven Mammakarzinoms eingesetzt [42, 

71]. GnRH-Analoga führen zur Unterdrückung der Sekretion der Gonadotropine FSH und LH, 

wodurch eine Ovarsupression induziert wird, die zur Reduktion des Plasmaestrogenspiegels führt 

[80]. Die Verabreichung erfolgt intramuskulär oder subkutan, wobei unerwünschte Arzneimittel-

wirkungen wie trockene Vaginalschleimhaut und Veränderungen der Libido sowie der Stimmung 

auftreten können [42]. 

 

 

1.2.5.2 Operative Therapie 

 

Im Bereich der operativen Therapie wird zwischen der brusterhaltenden Therapie (BET) und der 

Mastektomie, meist der modifizierten radikalen Mastektomie (MRM), unterschieden, wobei das 

Therapieziel stets eine R0-Resektion ist [42, 71]. Die BET mit adjuvanter Radiotherapie hat im 

Vergleich zur Mastektomie eine äquivalente Prognose [42, 80]. Die BET wird bei 60-70 % der 

Mammakarzinome, vor allem bei jungem Erkrankungsalter und bei einem günstigen Verhältnis von 

Tumor- und Brustvolumen angewadt, wobei eine adjuvante Bestrahlung obligat ist [71]. Indikationen 

für eine modifizierte radikale Mastektomie sind das Vorliegen von Kontraindikationen bei der 

brusterhaltenden Therapie oder der Nachbestrahlung, ein fehlender tumorfreier Resektionsrand nach 

Nachresektionen, ein inflammatorisches Mammakarzinom nach primärer Chemotherapie, aber auch 

die Entscheidung der Patientinnen für eine Mastektomie [42, 71]. 

Ergänzt werden können die Verfahren durch die Exzision des Wächterlymphknotens (SLNE), auch 

Sentinel-Lymphknoten, und durch die axilläre Lymphknotendissektion, wobei über zehn Lymph-

knoten im ersten und zweiten Level der Axilla entfernt werden [71]. Die SLNE hat im Vergleich zur 

Lymphknotendissektion den Vorteil einer geringeren Morbidität und ist zudem als Kontrolle 

äquivalent (bis über 95 % Detektionsrate) [71]. Die Axilladissektion wird nach der Detektion von 

mindestens drei positiven Sentinel-Lymphknoten, einem Tumorstadium über T2 oder bei fehlender 

Möglichkeit einer wirksamen, der Operation angeschlossenen medikamentösen Therapie 

durchgeführt [42]. 

 

Ovarektomie 

Eine weitere operative Möglichkeit ist die Ovarektomie zur Reduktion der Hormonproduktion. Love 

et al. belegten 2002 durch Ovarektomie bei operablen HR-positiven Karzinomen in der 

Prämenopause eine Erhöhung des fünfjährigen rezidivfreien Überlebens von 58 % auf 75 % und eine 

Verbesserung der Überlebensrate in diesem Zeitraum von 70 % auf 78 % [93]. 
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1.2.5.3 Strahlentherapie 

 

Die adjuvante Bestrahlung nach der operativen Therapie des Tumors ist ein wichtiger Bestandteil der 

Mammakarzinom-Therapie und bei brusterhaltender Therapie obligat, um die Rezidivrate zu senken 

[71]. Durch eine adjuvante Radiotherapie lässt sich das Auftreten von Rezidiven von 25-39 % (nur 

Operation) auf 7-14 % verringern [71, 80], außerdem sinkt die Wahrscheinlichkeit, innerhalb der 

folgenden 15 Jahre an Brustkrebs zu sterben, um 3,8 % [71]. Zusätzlich wiesen Nielsen et al. 2006 

nach, dass durch Radiotherapie das Auftreten von Fernmetastasen innerhalb von 18 Jahren nach 

Mastektomie von 64 % bei alleiniger Chemotherapie auf 53 % deutlich verringert wird [108]. 

Indikationen für eine adjuvante Bestrahlung nach einer Mastektomie sind mehr als drei befallene 

Lymphknoten der Axilla oder einer bis drei befallene Lymphknoten bei einem hohen Rückfallrisiko. 

Zudem gelten die Tumorstadien T3 und T4 als Indikation, keine Möglichkeit einer R0-Resektion 

sowie eine hohe Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs bei jungen Patientinnen [71]. 

 

 

1.2.6 Früherkennung und Prävention 

 

Die Auseinandersetzung mit den Risikofaktoren, gerade in der Lebensführung, ist ein wichtiger 

Faktor in der Prävention. Kalorienreiche Ernährung, Bewegungsmangel und somit auch stark 

erhöhtes Körpergewicht, übermäßiger und regelmäßiger Alkoholkonsum sowie Rauchen sollten 

vermieden werden [42, 71]. Eine Umstellung des Essverhaltens hin zu einer ausgewogenen, 

abwechslungsreichen Ernährung kann das Risiko einer Mammakarzinom-Erkrankung um bis zu      

40 % reduzieren [80]. Zudem ist das Mortalitätsrisiko übergewichtiger Patientinnen im Vergleich zu 

Frauen mit Idealgewicht bei der Diagnose um 35 % erhöht [163]. 

Bei hereditären Mammakarzinomen, zum Beispiel durch eine BRCA1/2-Mutation, ist die prophy-

laktische Mastektomie eine evidenzbasierte Maßnahme, die nachweislich das Risiko eines Karzinoms 

um 90 % reduziert [71]. Zudem kann die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines kontralateralen 

Karzinoms um bis zu 40 % gesenkt werden [71]. Allerdings ist eine Zunahme des Gesamtüberlebens 

nicht gesichert [43]. Auch die prophylaktische Gabe von GnRH-Analoga bei prämenopausalem 

Brustkrebs senkt das Risiko kontralateraler Mammakarzinome. So konnte eine um 50 % verringerte 

Wahrscheinlichkeit nach zweijähriger Gabe nachgewiesen werden [76]. 

Ab dem Alter von 30 Jahren ist eine gesetzliche Früherkennungsuntersuchung in Form einer 

Tastuntersuchung der Mammae und der Lymphabflussgebiete möglich [71, 129]. Vom 50. bis zum 

69. Lebensjahr wird alle zwei Jahre das Mammographie-Screening angeboten [129], das in diesem 

Altersbereich 90 % der Karzinome detektiert [76] und die Brustkrebssterblichkeit nachweislich um 

etwa 15-23 % senkt [42, 59]. Als Nachteile des Screenings sind überflüssige Untersuchungen und 

Überbehandlungen [42, 43, 59] bei Frauen, deren Mammakarzinom ohne Screening nicht auffällig 

gewesen wäre und deren Diagnose nicht zum Tode geführt hätte, zu nennen [43], sowie falsch-

positive Befunde [42, 43, 59]. Ist eine BRCA1/2-Mutation bekannt, sind Tastuntersuchungen und 

Mammographie schon früher und auch häufiger möglich. Zudem werden sowohl Ultraschall- als 

auch MRT-Untersuchungen angeboten [42]. 
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Chemoprävention 

Für eine medikamentöse Prävention des ER-positiven Mammakarzinoms mittels Tamoxifen sprechen 

ab einem Alter von 35 Jahren ein erhöhtes familiäres Risiko, aber auch Erkrankungen der Mamma in 

der Vorgeschichte [42, 71]. Bei einer Gabe über fünf Jahre [41] zeigt Tamoxifen, ein selektiver 

Estrogenrezeptormodulator (SERM), eine relative Risikoreduktion für das Auftreten eines HR-

positiven Mammakarzinoms von 38-49 % [41, 71]. Zudem können Neuerkrankungen bei Frauen mit 

erheblichen Risikofaktoren durch Chemoprävention mit Raloxifen (SERM) und Aromatase-

inhibitoren wie Exemestase und Anastrozole bei über fünfjähriger Einnahme ebenfalls um 50-65 % 

relativ [41] reduziert werden [42]. Allerdings nehmen aufgrund ungenügenden Wissens der 

Patientinnen, mangels Erfahrungen des medizinischen Personals bezüglich der Medikamente, ferner 

aufgrunf zu kurzer Beratungen und potenzieller Nebenwirkungen nur ca. 5 % der etwaigen 

Patientinnen in den USA die Möglichkeit einer Chemoprävention wahr [41]. Außerdem steigt das 

Risiko für das Auftreten von Endometriumkarzinomen und Thromboembolien [41, 76]. In 

Deutschland gibt es bisher für keines der oben aufgeführten Medikamente eine Zulassung zur 

Chemoprävention [76]. 

 

 

1.2.7 Komplementärer Therapieansatz 

 

Nach einer Krebsdiagnose entscheiden sich etwa 60 % der Patienten für die Einnahme von 

Komplementär- und Alternativmedizin (KAM) [26]. Mit etwa 70 % nimmt ein Großteil der 

Mammakarzinom-Patientinnen 1 Jahr nach Therapieabschluss KAM zusätzlich zur konventionellen 

Therapie wahr [98]. Strizich et al. zeigten 2015, dass circa 5 Jahren nach Diagnose etwa 24 % der 

Patientinnen mindestens 1 KAM einnehmen [153]. 73 % dieser Betroffenen begründen dies mit der 

Krebsdiagnose [98]. Buckner et al. belegten 2018 den Zusammenhang von Krebsdiagnose und 

Einnahme von KAM, wobei zum Beispiel grüner Tee nach der Diagnose statt von 4 % von 28 % der 

Krebspatientinnen und Curcuma statt von 3 % von 15 % der Erkrankten eingenommen wurde. So 

erhoffen sich Patienten mit der Einnahme, den Körper zu stärken, um bessere Chancen gegen den 

Krebs zu haben. Weitere häufige Gründe sind die Bewältigung von Schlafproblemen, Stress, 

psychischen und physischen Problemen sowie der Therapienebenwirkungen [26]. Interesse an der 

Einnahme wird durch jüngeres Alter bei der Diagnose, vor allem bei unter 50-jährigen Patientinnen 

[55], verstärkt [55, 98]. Auch der Erhalt einer Chemotherapie [153] und nicht-metastasierte 

Mammakarzinome begünstigen das Zuführen von KAM [55]. Vor allem pflanzliche Heilmittel wie 

grüner Tee, Ingwer [26] oder Ginseng [98] sowie vitamin- und mineralstoffhaltige Nahrungs-

ergänzungsmittel werden eingenommen [98, 153]. 

Zudem wird eine Ernährungsberatung empfohlen, mittels derer an einer fettarmen, 

ballaststoffhaltigen und abwechslungsreichen Ernährung mit viel Obst und Gemüse und wenig 

Alkohol und Nikotin gearbeitet wird [7, 80], durch die mögliches Übergewicht reduziert werden soll 

[7, 163]. Durch die Ernährungsumstellung können Therapienebenwirkungen verringert und so die 

Compliance als auch die Lebensqualität der Patienten wesentlich verbessert werden [80]. Eine 

Stärkung der kardiorespiratorischen Ausdauer, aber auch der Kraft und Leistungsfähigkeit, sowie 

eine Verbesserung der Therapienebenwirkungen, zum Beispiel des Fatigue-Syndroms, und nicht 

zuletzt des Selbstbewusstseins und der Lebensqualität werden durch regelmäßige und gezielte 

körperliche Betätigung erreicht [80, 163]. 
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Die Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie (AGO) beschreibt 2020 in ihren Leitlinien der 

komplementären Therapie der Kommission Mamma eine hohe Evidenz unter anderem von Curcumin 

gegen Therapienebenwirkungen wie auftretender Radiodermatitis und empfiehlt Akupunktur, 

insbesondere bei Übelkeit und Erbrechen durch die Chemotherapie, bei Krebsschmerzen und Fatigue 

[7]. Auch Mistellektine, die nachweislich die Lebensqualität von Krebspatientinnen verbessern, 

werden empfohlen [7, 80]. Einen hohen Evidenz- und Empfehlungsgrad haben vor allem 

achtsamkeitsbasierte Stressbewältigung (mindfulness-based stress reduction, MBSR), regelmäßiger 

Sport und Yoga, wodurch Depressionen, Fatigue und Schlafstörungen reduziert werden können und 

eine höhere Lebensqualität erreicht werden kann [7, 163]. 

 

 

1.2.8 Prognose 

 

Wichtige und etablierte prognostische Parameter des Mammakarzinoms sind das Alter, Tumoreigen-

schaften wie die Tumorgröße, das Staging (TNM-Status), die Charakterisierung des Rezeptorstatus 

(1.2.1 Definition), der histologische Tumortyp und das Grading. Zur Einschätzung des 

Gesamtüberlebens ist der Nodalstatus der wichtigste Prognosefaktor. Je mehr Lymphknoten befallen 

sind, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs [71, 76]. Zudem verringert sich das 

relative 5-Jahres-Überleben mit fortgeschrittenem UICC-Stadium deutlich. Im Stadium I der UICC 

Klassifikation beträgt die Wahrscheinlichkeit des fünfjährigen Überlebens 100 %, in den Stadien II 

und III 94 % beziehungsweise 73 % und im IV. Stadium 29 %. Allerdings wird bei Neuerkrankungen 

mit 41 % das UICC-Stadium I am häufigsten diagnostiziert, Stadium IV mit nur 7 % [129].  
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2. Zielsetzung 

 

Das Mammakarzinom ist mit über zwei Millionen Erstdiagnosen (2018) der am häufigsten 

diagnostizierte maligne Tumor und Ursache des häufigsten Krebstodes der Frau weltweit [25]. Etwa 

55-65 % der Mammakarzinompatientinnen nehmen KAM in Anspruch, unter anderem in Form einer 

Einnahme von Curcumin, einem Bestandteil des Curcumas [26]. 2020 beschrieb die AGO in ihren 

Leitlinien der Kommission Mamma eine hohe Evidenz des Curcumins gegen Nebenwirkungen der 

Krebstherapie (Radiodermatitis) [7]. Zudem konnte in zahlreichen Studien eine krebshemmende, 

antiproliferative und proapoptotische Wirkung des Curcumins [83, 150, 156] sowie eine Erhöhung 

der Bioverfügbarkeit desselben durch Piperin, einem Bestandteil des schwarzen Pfeffers, 

nachgewiesen werden [27]. Mit der vorliegenden Arbeit wird der antikanzerogene Einfluss von 

Curcuma und schwarzem Pfeffer, auch in Kombination in vitro auf die zwei Brustkrebszelllinien 

MCF-7 und MCF-12a überprüft. 

Die Ethanolextrakte Curcuma und schwarzer Pfeffer sowie die Kombination beider Substanzen im 

Verhältnis 1:1 wurden jeweils unverdünnt sowie in je fünf unterschiedlichen Verdünnungen an 

beiden HR-positiven Mammakarzinomzelllinien getestet. Mit jeweils dem BrdU-Zellproliferations-, 

CytoTox-Glo®-, CellTiter-Glo®- und dem Neutralrot-Test erfolgte die Überprüfung der Wirkung auf 

Zellwachstum und -viabilität beziehungsweise die Zytotoxizität. Die Stoffwechselaktivität konnte 

anhand der Messung der Glucose- und Laktatkonzentration und des pH-Werts bestimmt werden. 

Zudem wurden der Einfluss der jeweiligen Lösungsmittel, der drei Kontrollen Estradiol, Tamoxifen 

und Endoxifen, als auch die Wirkung von Inhaltsstoffen des Curcumas und des schwarzen Pfeffers 

und weiteren Extrakten auf die beiden Brustkrebszelllinien untersucht. 

 

Ziel war es, folgende Hypothesen zu überprüfen: 

 

- Curcuma, schwarzer Pfeffer und die Kombination aus beiden Extrakten (in 70 %-Ethanol gelöst) 

haben eine signifikante Wirkung auf die MCF-7- und MCF-12a-Mammakarzinomzelllinien. 

 

- Der Einfluss zeigt sich in einer Verringerung der Zellproliferation und -viabilität, sowie einer 

Verminderung des Zellmetabolismus. 

 

- Die Kombination beider Extrakte im Verhältnis 1:1 zeigt dabei die stärkste Wirkung auf die 

Zelllinien. 

 

- Es gibt keine Unterschiede in der Wirkung auf benigne oder maligne Brustkrebszellen. 

 

- Je höher die Konzentration der Extrakte ist, desto stärker ist der Einfluss auf die MCF-7- und  

MCF-12a-Zelllinien. 
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3. Materialien und Methoden 

 

3.1 Materialien 

 

3.1.1 Zelllinien 

 

Für die Testverfahren wurden MCF-7- und MCF-12a-Zellen verwendet, zur Kultivierung folgende 

Nährmedien und Zusätze: 

 

MCF-7 

Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) von CC-Pro (Deutschland) mit Phenolrot, 10 % 

FKS, 4,5 g/l Glucose, L-Glutamin, 2 ml/l Penicillin/Streptomycin (10 mg/ml), 5 ml/l Amphotericin B    

(250 µg/ml) 

 

MCF-12a 

DMEM/Ham´s F-12 (Verhältnis 1:1) von CC-Pro (Deutschland) mit 5 % Horse Serum, 2 ml/l 

Penicillin/Streptomycin (10 mg/ml), 5 ml/l Amphotericin B (250 µg/ml) 

 

 

3.1.1.1 MCF-7-Zellen 

 

 
Abb. 3: Lichtmikroskopische Aufnahme der MCF-7-Zelllinie. Exemplarische Markierung von Zellen mit 
Pfeilen, Vergrößerung: 20fach. 

 

Die Brustkrebszellen MCF-7 (Abb. 3) sind epithelialen Ursprungs aus Brustdrüsengewebe und 

wurden 1970 dem metastasierten Adenokarzinom einer 69-jährigen Frau entnommen [9, 147]. Die 

maligne Brustkrebszelllinie exprimiert ER [9, 111, 155] und PgR [155], wobei die Verdopplungszeit 

29 h beträgt [9]. Durch die Exprimierung der ER ist die MCF-7-Linie eine hormonsensitive 

Brustkrebszelllinie [147] und daher gut für Laboruntersuchungen geeignet. 
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Dafür wurden die Passagen 11, 14-19 und 21-24 verwendet. In der obigen lichtmikroskopischen 

Aufnahme ist die typische asymmetrische Morphologie und Anhäufung in Zellnestern gut nachvoll-

ziehbar. 

 

 

3.1.1.2 MCF-12a-Zellen 

 

 
Abb. 4: Lichtmikroskopische Aufnahme der MCF-12a-Zelllinie. Exemplarische Markierung von Zellen mit 
Pfeilen, Vergrößerung: 20fach. 

 

Die epithelialen benignen MCF-12a-Zellen (Abb. 4) entstammen der fibrozystischen Mastopathie 

einer 60-jährigen Frau [8]. Sie sind ER-positiv [48] und die Verdopplungszeit beträgt 19 h [8]. 

Verwendet wurden die Passagen 17-19 und 22-26. 

Die typische spindelförmige Morphologie ist auf der mikroskopischen Aufnahme gut zu erkennen. 

 

 

3.1.2 Testsubstanzen 

 

3.1.2.1 Curcuma (Curcuma longa) 

 

Curcuma, auch als Gelbwurz bezeichnet, stammt aus Südostasien und zählt zur Familie der 

Ingwergewächse (Zingiberaceae). Die Höhe der Pflanze kann bis zu 1 m betragen [12]. Das gelbe 

Pulver wird aus dem Rhizom (Wurzelstock) hergestellt [12, 27], das bis zu 2,5 m lang werden kann 

[128]. Es schmeckt scharf, ähnlich wie Ingwer, sowie herb [128]. Schon seit tausenden von Jahren 

wird Curcuma in der Ayurvedischen Heilkunst traditionell zur Förderung der Verdauung angewendet 

[12, 103]. Unter anderem durch Zunahme der Gallensekretion [27]. Als alltägliches Gewürz, gerade 

auch in Curry und Senf, ist Curcuma allgemein bekannt, darüber hinaus dient es als Färbemittel für 

Lebensmittel sowie Textilien und Kosmetikartikel [27, 79, 83, 103, 128]. Ursprünglich erfolgte der 

Anbau von Curcuma in Indonesien, Vietnam und Südchina, später auch in Südamerika und Indien 

[128]. Bestandteile des Curcumas sind mit 70 % größtenteils Kohlenhydrate, mit 2-7% ätherische Öle 

mit den Sesquiterpenen �- und ß-Tumeron, Curcumol und Zingiberen, sowie zu 3-5 % die 
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Curcuminoide Curcumin (anteilig 75-80 %), Demethoxycurcumin (DMC, anteilig 15-20 %) und 

Bisdemethoxycurcumin (BDMC, anteilig 3-6 %) (Abb. 5) [1, 27, 79, 128]. 

 

 

Abb. 5: Strukturformel von Curcumin (A), Demethoxycurcumin (B) und Bisdemethoxycurcumin (C) [1].  

 

Curcuma ist Gegenstand zahlreicher Studien. In vitro ließ sich die antioxidative Wirkung von 

Curcuminoiden und Tetrahydrocurcumin, einem Metaboliten des Curcumins, nachweisen [131, 156]. 

Zudem zeigt Tetrahydrocurcumin in vitro Antimutagenität [156], Curcuma sowohl in vitro als auch 

in vivo (in Tierversuchen) eine krebshemmende Wirkung durch Blockade der Proliferation und 

Zytotoxizität [79, 83, 150]. Zusätzlich wirkt Curcumin proapoptotisch, antiproliferativ [150], 

antiinflammatorisch [79, 175] sowie choleretisch [128] und bewirkt eine Erhöhung der Strahlen- [81, 

122] und Chemosensitivität von malignen Tumorzellen [82]. Allerdings weisen Curcuminoide durch 

schlechte Wasserlöslichkeit und eine niedrige Resorptionsrate im Magen-Darm-Trakt eine geringe 

Bioverfügbarkeit auf [1, 27, 79]. Um diese zu steigern, werden Curcuminoide in Kombination mit 

unterschiedlichen Stoffen getestet, so zum Beispiel mit Piperin, das im schwarzen Pfeffer enthalten 

ist [1, 27]. So zeigte eine Studie von Panahi et al. 2015 nach einer Curcuminoidgabe von 500 mg 

zweimal täglich über acht Wochen, wobei diese jeweils mit 5 mg Piperin zur Steigerung der 

Bioverfügbarkeit kombiniert wurden, eine erhöhte antiinflammatorische und antioxidative Wirkung 

im Vergleich zum Placebo [112]. 

Studien belegen eine Verminderung von Schmerzen bei diabetischer Neuropathie und Depressionen 

durch Curcumin beziehungsweise Curcuma [143, 172]. So beobachteten Xia et al. 2006, dass der 

Anstieg von Il-6 und TNF-� bei chronisch gestressten Ratten durch die Gabe von in Ethanol 

gelöstem Curcuma verhindert werden konnte [172].  

Allerdings gibt es in der Literatur Hinweise und Belege für Wechselwirkungen des Curcumas oder 

Curcumins mit den Cytochrom-P450-Isoenzymen wie zum Beispiel CYP3A4. So ist von 

Wechselwirkungen mit verschiedenen oralen Krebsmitteln wie Capecitabin und Enzalutamid 

berichtet worden [37]. Zudem belegten Prakash et al. 2010 eine antithrombotische Wirkung von 

Curcumaöl mit Hemmung von ADP, Kollagen und Thrombin [119]. Auch Jantan et al. zeigten 2007 

in vitro eine durch Curcumin (Curcuma aromatica) vermittelte Hemmung der Thrombozyten-

aggregation über Arachidonsäure, Kollagen und ADP [72]. 

 

Dagegen wiesen Panahi et al. 2014 durch eine tägliche Einnahme von 180 mg eines Curcuminoid-

Präparats über acht Wochen als adjuvante Therapie eine Verbesserung der Lebensqualität von Krebs-

patienten während der Chemotherapie nach. Zudem verringerten sich die Serenspiegel von      IL-6, 



3. Materialien und Methoden 17 

TNF-�, TGF-ß, hs-CRP, Substanz P, CGRP und MCP-1, was auf eine Unterdrückung von 

Entzündungen innerhalb dieser Patientengruppe hindeutete [114]. 2006 belegten Sharma et al. 

ebenfalls die antiinflammatorische Wirkung des Curcumins und eine Reduktion neuropathischer 

Schmerzen nach Chemotherapie durch Inhibition der Freisetzung von TNF-� und Stickstoffmonoxid 

(NO) [143]. 

 

 

3.1.2.2 Schwarzer Pfeffer (Piper nigrum) 

 

Der Pfeffer gehört zur Familie der Pfeffergewächse (Piperaceae) und ist eine immergrüne 

Kletterpflanze, die bis 10 m hoch wachsen kann. Durch verschiedene Reifegrade und Herstellungs-

techniken sind die Variationen schwarzer, roter, weißer und grüner Pfeffer bekannt, wobei aus 

grünem, unreif geerntetem Pfeffer nach Fermentation und Trocknung schwarzer Pfeffer entsteht, der 

als scharfes Gewürz verwendet wird. Als Herkunftsland wird die Westküste Indiens vermutet, zudem 

zählen viele weitere tropische Länder, wie zum Beispiel Indonesien, Brasilien, Thailand, Sri Lanka 

und Vietnam, zu den Anbauländern. Schwarzer Pfeffer enthält bis zu 3,9 % ätherische Öle, davon zu 

5-9 % das Hauptalkaloid Piperin (Abb. 6), das für die Schärfe des Pfeffers verantwortlich ist. Zu den 

Alkaloiden zählen unter anderem Piperettin (0,4-0,8 %) und Piperylin (0,2-0,3 %). Zudem enthält 

schwarzer Pfeffer zu ca. 50 % Stärke und Flavonoide wie Quercetin und Rhamnetin [128]. 

 

 
Abb. 6: Strukturformel von Piperin [128]. 

 

Mehrere Studien belegen eine Verbesserung der Bioverfügbarkeit von Curcuminoiden bei 

Kombination mit Piperin [1, 19, 27]. Allerdings wiesen Mir et al. 2018 bei zwei Krebspatientinnen 

eine deutliche Senkung des Spiegels von Everolimus (Afinitor®) unter die therapeutische Dosis nach 

der Gabe von Curcuma mit Piperin nach [104]. 

Piperin wie auch Curcuma weisen Wechselwirkungen mit Cytochrom-P450-Isoenzymen und damit 

Konzentrationsänderungen verschiedener Medikamente auf. So erhöhte sich in der Studie von 

Bedada et al. 2016 die maximale Plasmakonzentration von Diclofenac aufgrund der durch Piperin 

vermittelten CYP2C9-Hemmung [17]. Alhumayyd et al. belegten 2014 eine Steigerung der 

maximalen Plasmakonzentration von Domperidon durch Piperin. Hierbei führte die orale Gabe von 

20 mg Domperidon pro kg KG mit Piperin bei Ratten zu einer Steigerung der maximalen 

Plasmakonzentration. Diese erhöhte sich bei 30 mg Piperin oral pro kg KG von 0,8 ± 0,04 �g/ml auf 

1,13 ± 0,02 �g/ml (p < 0,05) und bei 60 mg Piperin oral pro kg KG auf 1,6 ± 0,03 �g/ml (p < 0,001) 

[2]. Bei der Gabe sowohl von Curcuma als auch von schwarzem Pfeffer ist somit auf die zusätzliche 

Medikation und mögliche Wechselwirkungen zu achten und dies bei Verabreichung zu bedenken. 
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3.1.2.3 Tamoxifen und Endoxifen 

 

Durch die antagonistische Wirkung an ER-positiven Brustkrebszellen wird Tamoxifen (Abb. 7a) in 

der adjuvanten Hormontherapie vor allem in der Prämenopause verwendet [18]. In der 

Postmenopause sind Aromatasehemmer wiederum Standard [71, 76, 80]. Bei prämenopausalen 

Frauen wird eine fünfjährige tägliche Gabe von 20 mg Tamoxifen empfohlen [76], da diese 

Therapiedauer mit dem selektiven SERM erwiesenermaßen deutlich effektiver ist als eine ein- bis 

zweijährige Behandlung [44]. Eine fünfjährige adjuvante Gabe von Tamoxifen senkt das 5-Jahres-

Rezidivrisiko bei ER-positiven Karzinomen um 11,5 %, das 15-Jahres-Rezidivrisiko um 13,4 %. 

Zudem ist die Mortalitätsrate nach fünf Jahren um 3,2 % und nach 15 Jahren um 7,9 % [76] 

beziehungsweise 9 % reduziert [71]. Vor allem in Kombination mit einer Chemotherapie sinkt die 

Mortalität deutlich [71]. Eine fünfjährige Tamoxifen-Einnahme von unter 50-jährigen Patientinnen 

mit ER-positivem Karzinom nach einer Chemotherapie mit Anthrazyklinen senkt die Sterberate in 

den folgenden 15 Jahren um fast 60 % [18, 44]. Allerdings muss die geringere Wirksamkeit bei 

simultaner Gabe beachtet werden [76]. 

 

                                                
Abb. 7a: Strukturformel von Tamoxifen [64].                             Abb. 7b: Strukturformel von Endoxifen [70]. 

 

Fisher et al. belegten 2005 in einer Studie mit 13.388 Frauen mit erhöhtem Mammakarzinom-Risiko 

nach fünfjähriger Tamoxifen-Therapie und einem Beobachtungszeitraum von sieben Jahren eine 

Inzidenz von 2,5 % gegenüber 4,3 % (Placebogabe) bei rezeptorpositiven invasiven Karzinomen. 

Demgegenüber hat Tamoxifen keinen Einfluss auf die Inzidenz von rezeptornegativen Tumoren [54]. 

Gleichzeitig erhöht Tamoxifen das Risiko für Endometriumkarzinome [18, 54], zudem treten 

sexuelle Funktionsstörungen, Hitzewallungen, vaginaler Ausfluss [76], tiefe Beinvenenthrombosen 

und thromboembolische Ereignisse wie zum Beispiel Apoplexe häufiger auf [54, 71, 76]. In 

Deutschland gibt es bisher keine Zulassung zur Chemoprävention [76]. 

 

Tamoxifen wird in der Leber durch CYP3A4 und CYP2D6 über N-Desmethyl-Tamoxifen oder       

4-Hydroxytamoxifen zu Endoxifen (Abb. 7b), dem aktiven Metaboliten, umgewandelt [76, 149]. Um 

die Wirkung des Tamoxifens unbeabsichtigt weder zu verringern noch zu verstärken, muss auf CYP-

Inhibitoren und CYP-Induktoren in der Medikation geachtet werden. CYP2D6 scheint durch 

Curcumin und Piperin inhibiert zu werden, vor allem bei ausgeprägtem CYP2D6-Metabolismus. Dies 

zeigten Hussaarts et al. 2019 an Probanden, die eine 7,7 % niedrigere Endoxifen AUC (0-24 h), also 

eine niedrigere Bioverfügbarkeit, nach der täglichen Einnahme von durchschnittlich 20 mg 

Tamoxifen und dreimal täglich 1200 mg Curcumin aufwiesen im Vergleich zu Probanden, die 

ausschließlich Tamoxifen zu sich nahmen. Die zusätzliche Gabe von 10 mg Piperin dreimal täglich 

führte zu einer Verringerung um 12,4 % der Endoxifen AUC. So konnte gezeigt werden, dass durch 

Curcumin- und Piperingabe deutlich weniger Tamoxifen zu Endoxifen metabolisiert wird. Dies 
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könnte dazu führen, dass die therapeutische Konzentration nicht erreicht wird. Auffallend war eine 

ebenfalls niedrigere Tamoxifen-Konzentration, die damit zu erklären wäre, dass Curcumin P-Glyko-

protein induziert und somit durch Ausschleusen der Stoffe aus den Zellen in den Darm weniger in die 

Blutbahn gelangt [70]. 

 

 

3.1.2.4 Estradiol 

 

Mit Estron und Estriol wird Estradiol (Abb. 8) zu den Estrogenen gezählt [66, 154], die wiederum zu 

den Steroidhormonen gehören. Die Freisetzung von Estradiol erfolgt über die Ausschüttung von 

Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) im Hypothalamus. Dadurch wird die Synthese von FSH 

und LH im Hypophysenvorderlappen aktiviert, letzteres wirkt auf die Entstehung des Gelbkörpers, 

FSH hingegen fördert die Follikelreifung. Im Ovar, hauptsächlich in den Theca-interna- und den 

Granulosazellen, aber auch in den Nebennieren, im Hoden und in der Plazenta erfolgt die 

Steroidbiosynthese. Aus Cholesterol entsteht über Testosteron Estradiol, katalysiert durch die 

Aromatase [66, 154]. Zudem erfolgt die Synthese aus Testosteron auch im Fettgewebe, infolgedessen 

zählt Adipositas wie bereits beschrieben zu den Risikofaktoren des Mammakarzinoms [76].  

 

 
Abb. 8: Strukturformel von Estradiol [64]. 

 

Estradiol induziert bei der Frau die Ausbildung der sekundären Geschlechtsmerkmale, reguliert den 

Zyklus und die Motilität der Gebärmutter. Zudem unterliegen die Kontrolle des Eitransports sowie 

das Wachstum der Uterusschleimhaut dem Estradiol. Außerdem spielt es in der Schwangerschaft eine 

große Rolle, erhöht allerdings nach mehrjähriger alleiniger Gabe, zum Beispiel als postmenopausale 

Hormontherapie, das Risiko eines Endometrium- und auch Ovarialkarzinoms [154]. In der Literatur 

ist zudem ein vermehrtes Auftreten von Mammakarzinomen unter Estradiol beschrieben [51, 53, 63]. 

Über die Bindung an ER � und ER � entfaltet das Estradiol seine Wirkung. Vor allem im Uterus, in 

den Mammae und der Vagina, aber auch im Hypothalamus, in den Knochen und der glatten 

Muskulatur ist ER � zu finden. ER � wird dagegen besonders im Ovar, im Herz, in der Lunge und in 

einigen Hirnregionen, aber auch in Thymus und Milz exprimiert. Ein Großteil des Transports des 

Estradiols erfolgt über das SHBG, das Sexualhormon-bindende Globulin. Nur 1 % des Estradiols 

liegt frei vor [154]. 

 

 

3.1.2.5 Folsäure 

 

Als wichtiger Bestandteil der Familie der B-Vitamine ist Folsäure (Abb. 9), auch Vitamin B 9 [56], 

hitzeempfindlich und wasserlöslich und findet sich vor allem in Vollkornprodukten, Milch sowie in 
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Obst mit orangenfarbenem Fruchtfleisch und Gemüse [56, 128, 137]. Ein Mangel in der 

Schwangerschaft sollte unter anderem durch Supplementierung unbedingt vermieden werden, da er 

zu Neuralohrfehlbildung (Spina bifida) [33, 46, 137], Herzanomalien und kognitiven 

Einschränkungen des Kindes führen kann [33, 137]. Schwangere haben durch ihren erhöhten, etwa 

verdoppelten täglichen Bedarf an Folsäure (circa 0,8 mg) ein besonders hohes Risiko für einen 

Folsäuremangel, da sich vermehrt Zellen teilen und Folsäure essenziell für die DNA-Synthese ist [66, 

137]. Ein weiteres Symptom des Mangels ist die megaloblastäre Anämie, da Folsäure für die Bildung 

von Erythrozyten von großer Bedeutung ist [43, 46, 137]. Auch viele andere biochemische Vorgänge 

sind abhängig von Folsäure, wie zum Beispiel die Purin- und Pyrimidin-Synthese sowie die 

Entstehung von Methionin aus Homocystein. Dadurch steigt der Homocystein-Anteil unter einem 

Folsäure-Mangel an und führt zu einer Risikosteigerung von kardiovaskulären und cerebrovaskulären 

Erkrankungen [24, 46, 100]. Zudem kann eine Minderversorgung zu DNA-Schäden unter anderem 

durch Strangbrüche, zu gehäuften Mutationsraten sowie zu fehlerhaften Reparaturmechanismen 

führen [14, 33]. Somit ist die Folge eines Mangels eine Risikosteigerung für die Entstehung 

veränderter Zellen, die wiederum zu Karzinomen führen können [14]. 

 

 
Abb. 9: Strukturformel von Folsäure [33]. 

 

Verschiedene Karzinome wie zum Beispiel das kolorektale Karzinom, aber auch Brust- und 

Prostatakrebs korrelieren mit einem Folsäuremangel [46]. 2018 wiesen Kim et al. eine signifikante   

(p = 0,006) protektive Wirkung von Folsäure vor möglichen Mammakarzinomen mit einer Mutation 

des BRCA1-Gens nach [78]. Insgesamt finden sich in der Literatur allerdings widersprüchliche 

Aussagen bezüglich der Folsäurewirkung auf verschiedene Karzinome [14]. So konnten Vollset et al. 

2013 eine Zusammenhang zwischen Folsäuremenge und Krebsentwicklung in den ersten fünf Jahren 

der Behandlung ausschließen [164]. Ebbing et al. wiesen 2009 einen Zusammenhang zwischen einer 

täglichen Folsäuregabe von 0,8 mg kombiniert mit Vitamin B12 (0,4 mg/d) und einen Anstieg der 

Krebsinzidenz und –mortalität nach [47]. Demgegenüber scheint eine erhöhte Folsäure-Einnahme mit 

einem verminderten Risiko für Ovarialkarzinome assoziiert zu sein. Auch die positive Wirkung auf 

Endometriumkarzinome ist in verchiedene Studien belegt [14, 159, 174]. 

 

 

3.1.2.6 Rhamnetin und Isorhamnetin 

 

Rhamnetin (Abb. 10a) sowie dessen Isomer Isorhamnetin (Abb. 10b) [34] gehören wie auch 

Quercetin zu den Flavonoiden. Beide werden mit Stärke und den ätherischen Ölen, welche die 

Alkaloide Piperin, Piperettin und Piperylin enthalten, zu den Inhaltsstoffen des schwarzen Pfeffers 

gezählt [50, 128]. Rhamnetin wird auch als 7-Methoxyquercetin bezeichnet und ist wie auch 
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Isorhamnetin (3�-Methylquercetin) ein Metabolit des Quercetins [68, 89, 140], wobei es eine höhere 

Bioverfügbarkeit und eine stärkere proapoptotische Wirkung im Vergleich zu Quercetin zeigt [89]. 

 

                                        

Abb. 10a: Strukturformel von Rhamnetin [85].                  Abb. 10b: Strukturformel von Isorhamnetin [171]. 

 

Rhamnetin als auch Isorhamnetin sind in den Früchten des Sanddorns (Hippophae rhamnoides) 

enthalten [58, 85], Rhamnetin darüber hinaus im Feld-Beifuß [89]. Isorhamnetin wurde zudem in 

Gemüse, Kräutern und in Früchten wie Goji-Beeren detektiert sowie in langjährigen Heilpflanzen 

wie Ginkgo biloba [68, 85], dessen Blätter zur Behandlung kardiovaskulärer und neurologischer 

Erkrankungen eingesetzt werden [50], wobei Flavonoiden die Hauptwirkung zugesprochen wird [50]. 

So konnten dem Isorhamnetin viele pharmakologische Eigenschaften, wie zum Beispiel eine 

antiinflammatorische, antikanzerogene, antioxidative sowie antibakterielle und –virale Wirkung, aber 

auch neurodegenerative Prävention nachgewiesen werden [58, 140]. 

Seo et al. zeigten 2016 in vitro eine Proliferationshemmung von Krebszellen durch Isorhamnetin 

[140]. Eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung auf MCF-7-Zellen, aber auch auf weitere 

Mammakarzinomzellen belegten Hu et al. 2015 [68]. Auch Shi et al. wiesen 2012 eine Hemmung der 

Proliferation durch Isorhamnetin bei einer ösophagealen Krebszelllinie nach einer 72 h-Behandlung 

nach [144]. 

Auch Rhamnetin wirkt antibakteriell und antiviral, antioxidativ, antiinflammatorisch sowie 

antikanzerogen [101]. So belegten Lan et al. 2016 eine antiproliferative Wirkung des Rhamnetins 

sowie einen poapoptotischen Effekt auf MCF-7-Zellen. Eine Konzentration von 25 µM Rhamnetin 

führte innerhalb einer Inkubation von 48 h bei 37 °C hoch-signifikant zu eine Senkung der 

Zellviabilität auf ca. 53 % und nach 72 h auf etwa 40 % [85]. 

 

 

3.1.3 Geräte, Materialien und Chemikalien 

 

Tab. 2: Geräte und Software 

Gerät / Software Hersteller (Land) 

Pipetten (Research) Eppendorf (Deutschland) 

Multipipette (Plus) Eppendorf (Deutschland) 

Batteriebetriebene Pipette (Pipetus) Hirschmann Laborgeräte (Deutschland) 

Mikrowelle (Discover SP) CEM GmbH (Deutschland) 

Schüttelinkubator (ZLE 164) Amersham (UK) 

Sicherheitswerkbank (Hera Safe) Klasse � Heraeus Holding GmbH (Deutschland) 

Vakuum-Konzentrator Zentrifuge (Concentrator 

5301) 
Eppendorf (Deutschland) 
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Zentrifuge (Universal 320R) Hettich (Deutschland) 

Zentrifuge (Biofuge pico) Heraeus Holding GmbH (Deutschland) 

Mikroskop (Axiostar Plus) Zeiss (Deutschland) 

Mikroskop (Axiovert 40 C) Zeiss (Deutschland) 

Brutschrank (Function Line; 37 °C, 

wasserdampfgesättigte Atmosphäre mit 5 % CO�) 
Heraeus Holding GmbH (Deutschland) 

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr Premium (Deutschland) 

Kühlschrank (4 °C) Liebherr Premium (Deutschland) 

Gefrierschrank (-80 °C) Heraeus Holding GmbH (Deutschland) 

Waage (Sartorius Basic) Sartorius AG (Deutschland) 

Waage (BP 210 S) Sartorius AG (Deutschland) 

Rollenmischer (RM 5) Hecht (Deutschland) 

pH-Glaselektrode Orion 3-Star Thermo Scientific (USA) 

Vortexer (Reax 2000) Heidolph (Deutschland) 

Vortexer (Vortex-Genie 1) Scientific Industries (USA) 

ELISA Microplate Reader (Model 680) Bio-Rad (USA) 

Multimode Reader (GloMax Discover) Promega (USA) 

Ultraschallbad (Emmi-H22) EMAG (Deutschland) 

HPLC-Apparatur Knauer (Deutschland) 

HPLC-Säule Knauer (Deutschland) 

HPLC-Injektionsspritze (100 µl) Knauer (Deutschland) 

HPLC-Software (ClarityChrom®) Knauer (Deutschland) 

Plattenrüttler (TPM-2) Sarstedt (Deutschland) 

Filter 0,2 �m minisart plus Sartorius (Deutschland) 

Filter 0,2 �m ��� (Deutschland) 

Excel 2010 Microsoft (USA) 

Citavi 6, Literaturverwaltung Swiss Academic Software (Schweiz) 

SPSS® Version 6.8 IBM (USA) 

Handmörser  

 

 

Tab. 3: Materialien 

Material Hersteller (Land) 

24-Well Zellkultur Testplatte, transparent TPP (Techno Plastic Products AG) 
(Schweiz) 

96-Well-Zellkultur-Testplatte, transparent Greiner bio-one (Deutschland) 

96-Well-Zellkultur-Testplatte, weiß, 

intransparent 
Promega (USA) 

Pipettenspitzen 0,5-5000 �l Eppendorf (Deutschland) 

Aufsätze Multipipette 25-200 �l Eppendorf (Deutschland) 

Bürker-Zählkammer (Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm²) Poly-Optik (Deutschland) 

50 ml Zentrifugenröhrchen Greiner bio-one (Deutschland) 

1,5 ml Zentrifugenröhrchen Greiner bio-one (Deutschland) 
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0,2 ml SoftTubes Biozym Scientific (Deutschland) 

Zellkulturflaschen (550 ml, 250 ml, 50 ml) Greiner bio-one (Deutschland) 

Serologische Pipette (10 ml, 25 ml) Greiner bio-one (Deutschland) 

Flächendesinfektionsmittel Bacillol AF Bode Chemie (Deutschland) 

Parafilm Bemis Company (USA) 

Magnetrührstäbchen, zylindrisch  

3 ml Kunststoffpipette  

Röhrchenständer   

 

 

Tab. 4: Chemikalien und Substanzen 

Chemikalie / Substanz Hersteller (Land) 

Curcuma, gemahlen (Weißblechdose) FUCHS Gewürze (Deutschland) 

Pfefferkörner, schwarz (MHD 03.2023) H·E·S, Hallesche Essig- und Senffabrik 
(Deutschland) 

Nährmedium für MCF-7-Zellen: 
Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM): 

mit Phenolrot, 10 % FKS, 4,5 g/l Glucose, L-

Glutamin, 2 ml/l Penicillin/Streptomycin          

(10 mg/ml), 5 ml/l Amphotericin B (250 µg/ml) 

CC-Pro (Deutschland) 

Nährsalzlösung Neutralrot-Test: 
Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM): 

mit 4,5 g/l Glucose, ohne Phenolrot, ohne            

L-Glutamin, ohne Zusätze 

CC-Pro (Deutschland) 

Nährmedium für MCF-12a-Zellen: 
DMEM/Ham´s F-12 (Verhältnis 1:1): mit 5 % 

Horse Serum, 2 ml/l Penicillin/Streptomycin     

(10 mg/ml), 5 ml/l Amphotericin B (250 µg/ml), 

ohne FKS 

CC-Pro (Deutschland) 

FKS (Fetales Kälberserum) CC-Pro (Deutschland) 

Horse Serum CC-Pro (Deutschland) 

HCl Carl Roth (Deutschland) 

Trypanblau (Trypan Blue Solution 0,4 %) 
(CAS-Nr.: 72-57-1) 

Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Trypsin-EDTA CC-Pro (Deutschland) 

Quercetin (CAS-Nr.: 117-39-5) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Tamoxifen citrate salt (CAS-Nr.: 54965-24-1) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Endoxifen Hydrochloride Hydrate Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Eugenol (CAS-Nr.: 97-53-0) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Demethoxycurcumin (CAS-Nr.: 22608-11-3) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Piperin (CAS-Nr.: 94-62-2) Carl Roth (Deutschland) 

Curcumin (CAS-Nr.: 458-37-7) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Kaffeesäure (CAS-Nr.: 331-39-5) Carl Roth (Deutschland) 

Rhamnetin (CAS-Nr.: 90-19-7) Carl Roth (Deutschland) 
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Daidzein (CAS-Nr.: 486-66-8) Carl Roth (Deutschland) 

Bisdemethoxycurcumin (CAS-Nr.: 33171-05-0) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Isorhamnetin-3-rutinosid (CAS-Nr.: 604-80-8) Carl Roth (Deutschland) 

ß-Estradiol (CAS-Nr.: 50-28-2) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

Folsäure (CAS-Nr.: 59-30-3) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

DMSO (CAS-Nr.: 67-68-5) Carl Roth (Deutschland) 

PBS Dulbecco Biochrom (Deutschland) 

Formafix 4 % Grimm MED Recycling GmbH 
(Deutschland) 

H�O� (Wasserstoffperoxid 35 %) Carl Roth (Deutschland) 

LinRed IHC (Substratkit für Peroxidase) Linaris (Deutschland) 

ImmPRESS Universal Polymer Kit Peroxidas 

(IHC) (Horse Anti-Mouse/Rabbit IgG, Normal 

Horse Serum (2,5 %)) 

Vector Laboratories (USA) 

70 %-Ethanol Carl Roth (Deutschland) 

99 %-Ethanol Carl Roth (Deutschland) 

ER � AK Biozol (Deutschland) 

ER � AK GeneTex (USA) 

PgR AK Biozol (Deutschland) 

Cerb AK Biozol (Deutschland) 

Cell Proliferation ELISA, BrdU Kit 

(colorimetric) 
Roche (Schweiz) 

Assay Buffer (CytoTox) Promega (Schweiz) 

In Vitro Toxicology Assay Kit (NTR) Sigma-Aldrich (Deutschland) 

CellTiter®-Glo Buffer Promega (USA) 

pH-Puffer Thermo Scientific (USA) 

 

 

3.2 Methoden 

 

3.2.1 Zellkultivierung 

 

Auftauen der Zellen 

Die eingefrorenen Zellen wurden nach der Kryokonservierung in flüssigem Stickstoff (-188 °C) 

aufgetaut und für die Kultivierung vorbereitet. Nach dem Erwärmen auf Raumtemperatur erfolgte mit 

10 ml des entsprechenden Mediums die Überführung in ein Zentrifugenröhrchen sowie das Vortexen. 

Nach 6 min Zentrifugierung bei 1200 U/min konnte der Überstand abpipettiert und das Pellet mit       

5 ml Nährmedium versetzt werden. Um die Zellen voneinander zu lösen, wurde das Zentrifugen-

röhrchen abermals gevortext und die Suspension in eine kleine sterile 50 ml-Zellkulturflasche 

überführt. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2 

im Brutschrank. 
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Mediumwechsel 

Die Wachstumskontrolle und Überprüfung der Zellmorphologie fand unter dem Lichtmikroskop statt. 

Dreimal wöchentlich wurde das verbrauchte Nährmedium an einer sterilen Werkbank mit einer 

Pipette abgezogen und die MCF-7-Zellkultur zusätzlich mit 10 ml PBS gespült. Im Anschluss 

erfolgte, je nach Zellkulturflasche, die Zugabe von 5, 15 oder 25 ml des neuen Mediums. 

Der regelmäßige Austausch des Mediums war besonders wichtig, da einige Stoffe von den Zelllinien 

metabolisiert werden oder sich bei hohen Temperaturen zersetzen, aber für die Zellviabilität und 

Proliferation von wesentlicher Bedeutung sind. Zudem konnte auf diese Weise zusätzlich die 

Reinigung von Stoffwechselendprodukten durchgeführt werden (Abb. 11) [10, 60]. 

 

 
Abb. 11: zyklische Veränderungen der Nährstoffe und Stoffwechselendprodukte nach Medium-

wechsel [60]. 

 

Passagieren 

Zeigte sich bei der lichtmikroskopischen Kontrolle eine Konfluenz von 70-90 %, wurde die Kultur 

steril passagiert und die Zellen in eine größere Kulturflasche umgesetzt. Zunächst erfolgte das 

Entfernen des Mediums aus der Kulturflasche und das Spülen des Bodens mit PBS. Je nach Größe 

der Zellkulturflasche wurde mit 0,3 ml, 0,7 ml oder 1,0 ml Trypsin-EDTA und 2,7 ml, 6,3 ml oder    

9,0 ml PBS eine Lösung in einem Mischungsverhältnis von 1:10 hergestellt, im Zentrifugenröhrchen 

gevortext, um eine homogene Phase zu erreichen, und in die Kulturflasche gegeben. Nach 3 min 

(MCF-7) beziehungsweise 12 min (MCF-12a) bei 37 °C im Brutschrank konnten die Zellen durch 

leichtes Klopfen vom Flaschenboden vollständig gelöst werden. Die Protease Trypsin bewirkt durch 

ihre proteolytische Eigenschaft die Spaltung der Peptidbindungen und somit das Lösen der Zell-

adhärenz, welches durch EDTA, ein Ca2+-/Mg-Chelator, verstärkt wird [21]. Mit ca. 4,5 ml, 11,5 ml 

oder 15,0 ml DMEM + 10 % FKS, abhängig von der Menge der hergestellten Trypsinlösung, konnte 

die Trypsinierung gestoppt werden. Die zügige Durchführung dieses Schrittes war wichtig, um eine 

Zellzerstörung durch die Trypsinlösung zu verhindern. Mithilfe einer Pipette erfolgte die 

Überführung der gesamten Lösung in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen. Nach kurzem Vortexen konnte 

sie 6 min bei 1200 U/min zentrifugiert und der Überstand entgegen dem Zellabsatz abdekantiert 

werden. Es folgte ein Aufschwemmen des erhaltenen Zellpellets je nach Kulturflaschengröße mit    

15-25 ml des jeweiligen zelllinienspezifischen frischen Mediums. Bei Testdurchführungen wurden 

stattdessen 10 ml des Mediums verwendet. Anschließend erfolgte ein erneutes Vortexen jeder Probe 

und das Überführen einer definierten Menge der Suspension, abhängig von der zuvor durchgeführten 

Zellzählung, in die entsprechend größere Flasche und die Kultivierung im Brutschrank bei 37 °C und 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2. 
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3.2.2 Herstellung der Ethanol- und Wasserextrakte 

 

Für die Ethanol- als auch für die Wasserextrakte diente das gemahlene Curcuma (Dose) der Firma 

Fuchs und der gemahlene schwarzer Pfeffer (Mühle) der Firma HES.  

In drei verschiedene Reagenzgläser wurde zum einen für Extrakt 1 2,0 g gemahlenes Curcuma, für 

Extrakt 2 2,0 g gemahlener schwarzer Pfeffer und für Extrakt 3 die Kombination beider im 

Verhältnis 1:1, also jeweils 1,0 g Curcuma und schwarzer Pfeffer, abgewogen und jeweils mit 20 ml 

70 %-Ethanol verrührt. Bei drei weiteren Reagenzgläsern mit entsprechend gleichen Inhalten erfolgte 

das Hinzufügen von je 20 ml Aqua dest. Der besseren Stofflöslichkeit diente im nächsten Schritt die 

Erhitzung der mit Ethanol versetzten Reagenzgläser aufgrund des niedrigen Siedepunkts von Ethanol 

bei 60 °C und 80 Watt für 20 min, der mit Wasser versetzten Reagenzgläser bei 80 °C und 100 Watt 

für 20 min in der Mikrowelle Discover SP von CEM GmbH. Die überstehende Flüssigkeit in den 

Reagenzgläsern ließ sich abpipettieren und 15 min bei 4030 U/min in der Zentrifuge Universal 320R 

von Hettich zur Trennung von festen Bestandteilen zentrifugieren. Anschließend erfolgte die 

Überführung der Flüssigkeit in 1,5 ml Eppendorf-Gefäße und das Zentrifugieren bei 13.000 U/min 

über 5 min in der Zentrifuge Biofuge pico von Heraeus Holding GmbH. Es folgte die Filtrierung der 

überstehenden Flüssigkeit mit einem 0,2 �m-Filter von SYR beziehungsweise Sartorius und eine 

Einengung mit dem Concentrator 5301 von Eppendorf bei 45 °C auf jeweils 2,0 ml pro Eppendorf-

Tube. 

Da sich das Curcuma in den Wasserextrakten schlecht löste, erfolgten alle folgenden Versuche mit 

den Ethanolextrakten. 

 

Zur Testung der Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen fand die Verdünnung der 

Ethanolextrakte auf folgende Konzentrationen statt (Tab. 5): 

 

Tab. 5: Verdünnungsreihe der Extrakte 

Verdünnungsstufe Konzentration Extraktlösung 70 %-Ethanol 

      unverdünnt ���� % ����������� �� ����������� �� 

1:1 	� % 	���� 	���� 

1:5 
� % 
���� ����� 

1:10 �� % ����� ����� 

1:20 	 % 	��� �	��� 

1:33 
 % 
��� ����� 

 

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C im Gefrierschrank. Vor jeder Testung wurden die Extrakte 

aufgetaut und durch Vortexen durchmischt. 
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3.2.3 Herstellung der Kontrollen und Referenzen 

 

Kontrollsubstanzherstellung 

5,6 mg Tamoxifen, 3,1 mg Endoxifen und 2,7 mg Estradiol dienten als Kontrollsubstanzen und 

wurden dazu in 1,0 ml, Endoxifen in 500 �l, 99 %-Ethanol gelöst. Um dies zu fördern, erfolgte 

abwechselnd ein Schwenken der Eppendorf-Reaktionsgefäße unter warmem Wasser und ein 

Durchmischen mit dem Vortex-Genie 1 von Scientific Industries. Zudem wurde Estradiol für die 

Versuche mit 99 %-Ethanol auf 1 x 10�� mol/l verdünnt. 

Jeweils 500 �l 70 %- und 99 %-Ethanol sowie DMSO als auch 99 %-Ethanol mit DMSO (im 

Verhältnis 1:1) wurden in je ein Eppendorf-Tube pipettiert. 

 

Referenzenherstellung 

 

Tab. 6: Konzentrationen der für die biochemischen Tests verwendeten Referenzen 

Referenzen Konzentration 

Curcumin ��� mg/ml 

Folsäure ��� mg/ml 

Rhamnetin 
Isorhamnetin 

��� mg/ml 
2,8 mg/ml 

Demethoxycurcumin ���� mg/ml 

Bisdemethoxycurcumin ��	� mg/ml 

 

Es erfolgte die Lösung von 0,9 mg Kaffeesäure und 1,0 mg Curcumin in 1,0 ml 99 %-Ethanol und 

von 1,27 mg Daidzin und 1,5 mg Quercetin in jeweils 1,0 ml 99 %-Ethanol und DMSO im Verhältnis       

1:1. 5 �l Eugenol wurden zu 495 �l 99 %-Ethanol und 1,0 mg Folsäure zu 1,0 ml 99 %-Ethanol 

hinzugefügt. Um die Löslichkeit der Folsäure zu verbessern, erfolgte an mehreren Tagen abwech-

selnd der Einsatz im Ultraschallbad und das Vortexen des Eppendorf-Gefäßes. 8,0 mg Rhamnetin 

und 1,4 mg Isorhamnetin-3-rutinosid ließen sich in 500 �l DMSO lösen. 1,69 mg DMC und 1,54 mg 

BDMC wurden in 1000 �l 99 %-Ethanol und DMSO im Verhältnis 1:1 hinzugefügt (Tab. 6). 

Mit Ausnahme der Folsäure, die im Kühlschrank aufbewahrt wurde, erfolgte die Lagerung aller 

Referenzen und Kontrollen im Gefrierschrank bei -80 °C. 

 

 

3.2.4 Bestimmung der Lebendzellzahl 

 

Um die Lebendzellzahl vor jeder Versuchsreihe zu bestimmen und somit eine Reproduzierbarkeit zu 

ermöglichen, erfolgte die Zellzählung mithilfe einer Bürker-Zählkammer (Abb. 12). Deren zwei 

Zählnetze beinhalten je neun Großquadrate von 1 mm Seitenlänge und 1 mm2 Flächeninhalt. Jedes 

Großquadrat ist wiederum in je 4 x 4 Zählquadrate mit 0,2 mm Kantenlänge und 0,04 mm2 

Flächeninhalt unterteilt. Die Kammertiefe beträgt 0,1 mm [118]. 

360 �l des jeweiligen Mediums und 20 �l Zellsuspension ließen sich in ein 1,5 ml Zentrifugen-

röhrchen pipettieren und anschließend vortexen. Da Trypanblau durch geschädigte Zellmembranen 

dringt und entsprechende Zellen blau färbt [136], erfolgte zur Darstellung der avitalen Zellen die 
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Zugabe von 20 �l des Farbstoffs und ein weiteres Vortexen, sodass ein Mischungsverhältnis der 

Zellen von 1:20 entstand. 20 �l der Lösung, 10 �l je Zählnetz, wurden luftblasenfrei in eine Bürker-

Zählkammer überführt. Durch seine Größe dringt Trypanblau (M = 960,8 g/mol) nicht in vitale 

Zellen ein, sodass diese leuchtend hell unter dem Lichtmikroskop erscheinen und ausgezählt werden 

können [136]. 

 

 
Abb. 12: Zählnetz einer Bürker-Zählkammer unter mikroskopischer Sicht [30]. 

 

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte anhand der folgenden Formel: 

 

Z x 10 x 10� = vitale Zellen / ml 

 

Z = gezählte Zellen aus zwei unterschiedlichen Großquadraten je Zählkammer 

10 = Verdünnungsfaktor von 10 

10� = Kammerfaktor 

 

 

Um die Zellzahl pro ml zu errechnen, werden die Kammermaße (Kammertiefe 0,1 mm x Fläche       

1 mm2 = 0,1 mm3 = 0,1 µl) mit dem Kammerfaktor (10�) multipliziert (0,1 µl x 10� = 1 ml). 

Die entsprechende Zellkonzentration des jeweiligen durchzuführenden Tests konnte anschließend 

durch Zugabe des zelllinienspezifischen Nährmediums erreicht werden. 

 

 

3.2.5 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

Mithilfe der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC), einem analytischen Trennverfahren, 

erfolgte die Untersuchung der Ethanolextrakte und die graphische Darstellung der Menge der 

Inhaltsstoffe. 
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Trennsäule der HPLC mit stationärer und mobiler Phase [56]. 

 

Im Vergleich zu der klassischen Säulenflüssigchromatographie bietet die HPLC eine Verbesserung 

der Technik und der Materialien. So ist die Apparatur mit Hochdruckpumpen, besonderen 

Säulenfülltechniken sowie einer Säule aus Stahl oder stabilem Glas mit einer Säulendimension im 

cm- bis mm-Bereich ausgestattet. Dadurch können Probemengen im pg- bis µg-Bereich untersucht 

und kleinste Moleküle (3-10 µm) in einigen Sekunden bis Minuten detektiert werden. Das Prinzip 

beruht auf Wechselwirkungen zwischen den Substanzen und den zwei Hilfsphasen der Trennsäule 

(Abb. 13). Unterschieden wird bei der Umkehrphasenchromatographie die mobile Phase, zum 

Beispiel aus den beiden polaren Flüssigkeiten Aqua dest. und DMSO, und die stationäre Phase, die 

aus einer hydrophoben Kohlenstoffsäule (C 18) bestehen kann [56]. 

Abbildung 14 zeigt den Aufbau der HPLC-Apparatur schematisch. Durch die Hochdruckpumpe wird 

die mobile Phase mit einem Säulenvordruck von ca. 2-20 MPa in den Injektor befördert. 

Anschließend werden bis zu 20 �l der zu analysierenden Substanz in Richtung Vorsäule gepumpt. 

Um Schäden an der Trennsäule zu verhindern, hält die Vorsäule Verunreinigungen zurück. Mit einer 

Fließgeschwindigkeit von ca. 0,3 – 2,0 ml/min gelangen die Substanzen zur Trennsäule. Daraufhin 

verlassen die Analyten die Säule, abhängig vom jeweiligen Bindungsverhalten zu den Phasen zu 

unterschiedlichen Zeiten. Erfolgt eine starke Anziehung zur mobilen Phase, zum Beispiel bei 

hydrophilen Stoffen, so verlässt die Substanz die Säule früher als nach Bindung an die stationäre 

Phase bei unpolaren Substanzen. Über Detektoren wird dies anschließend registriert und per 

Computer ein Chromatogramm erstellt. Die Signalstärke in Form von verschieden hohen Peaks, 

abhängig zur Konzentration, wird dabei in Abhängigkeit von der Retentionszeit dargestellt. Jede 

Substanz hat im Chromatogramm einen charakteristischen Zeitpunkt und kann somit identifiziert 

werden. Die Elutionsflüssigkeit wird letztendlich in einen Fraktionssammler geleitet [56]. 
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Abb. 14: Aufbau der HPLC-Apparatur [56]. 

 

Substanzen mit ähnlichem Bindungsverhalten erfasst der Detektor fast zeitgleich. Diese können 

daher auf dem Chromatogramm kaum unterschieden werden. Um dies zu vermeiden, werden sowohl 

Aqua dest. als auch DMSO als mobile Phase verwendet, womit ein Elutionsgradient eingestellt wird. 

Zunächst wird Aqua dest. eingesetzt und nach einigen Minuten das hochwirksame Lösungsmittel 

DMSO hinzugefügt. Es übernimmt im Verlauf vollständig die mobile Phase. So können stark 

bindende Moleküle gelöst und im Anschluss kann die Retentionszeit bestimmt werden. Zur 

Vermeidung von Schäden an der Trennsäule wurde auf Anraten der Firma Knauer 10 %-Methanol 

dem Aqua dest. und 10 %-Aqua dest. dem DMSO hinzugfügt [96]. 

 

 

Prozedere: 

 

1. Hochfahren des Computers und der HPLC-Apparatur 

2. Starten des Steuerungsprogramms ClarityChrom® (Knauer) 

3. Ablaufhahn nach unten stellen, Behälter für Abfälle darunter schieben 

4. Betätigung der „Purge“-Funktion zum Durchspülen der Pumpe 

5. vor dem Start eines Messtages: Erhebung des Leerwerts zur späteren Berechnung der gewonnen 

    Daten über ClarityChrom® 

6. mehrmaliges Spülen der Probenspritze mit 99 %-Ethanol 

7. Abgabe von 20 µl des Extraktes mithilfe der Injektionsspritze in die Injektionsschleife 

8. Beginn der Messung über die Punkte `Analysis´ � `Run Single´ 
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9. Drehen des Hebels zur Aufnahme des Extraktes in die HPLC-Säule nach 3 min auf `Inject´ 

10. Zurückstellen des Hebels auf `Load´ nach weiteren 2 min 

11. Beenden der Messung nach 40 min unter `Analysis´ � `Stop´ 

12. Speicherung der Ergebnisse als PDF- und PRM-Datei 

13. Beenden von ClarityChrom® und Herunterfahren der HPLC-Apparatur und des Computers 

 

 

3.2.6 Immunhistochemie (IHC) 

 

Um die ER � und � als auch die PgR der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MCF-12a 

nachzuweisen, erfolgte die Durchführung einer immunhistochemischen Untersuchung. Dafür wurde 

das ImmPRESS Universal Kit von Vector Laboratories, USA, und LinRed von Linaris, Deutschland, 

verwendet. Das Ergebnis dieses Tests ist von großer Bedeutung für die Prognose und die Therapie 

des Mammakarzinoms (1.2.1 Definition). Dabei wird das Zielantigen, hier der Rezeptor, von dem 

primären AK gebunden. Der sekundäre AK, an den das Meerrettich-Peroxidase-Mikropolymer 

angeheftet ist, konjugiert an den Primärantikörper-Antigen-Komplex (Abb. 15) [161, 162]. 

 

 
Abb. 15: Prinzip der Immunhistochemie. Indirekte Methode: Bindung des sekundären Antikörpers 
(Peroxidase-konjugiert) an den Primärantikörper-Antigen-Komplex [105]. 

 

Durch diese Kopplung kommt es zur Aktivierung der Peroxidase. Durch die Zugabe des LinRed wird 

das Vorliegen der entsprechenden Rezeptoren nachgewiesen und durch eine Rotfärbung sichtbar 

gemacht [161, 162]. 

 

 

Prozedere: 

 

Tag 1: 

- Zellzählung 

- Verdünnung der Zellsuspension auf 300.000 Zellen / ml mit entsprechendem Nährmedium 

- Aussaat von 300 �l / Well auf einer 24 Well-Platte 

- Schüttelinkubator für 30 s 



3. Materialien und Methoden 32 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- bei ausreichend Wachstum und zelltypischer Morphologie Tag 2 

 

Tag 2: 

- Dekantieren des Mediums und dreimaliges Spülen der Wells mit jeweils mindestens 300 �l / 

Well mit PBS - der Boden der Wells muss bedeckt sein 

- Fixierung mit 300 �l Formafix 4 % / Well für 30 min bei RT 

- erneutes dreimaliges Spülen mit PBS 

- Verdünnung von 15 �l 35 %-H�O� mit 1485 �l Leitungswasser  

- Inkubation für 30 min mit 300 �l 0,3 %-H�O� / Well 

- Zweimaliges Waschen mit PBS, jeweils 5 min einwirken lassen und zwischendurch leicht 

schwenken 

- Hinzugabe von 4 Tropfen (200 �l) Pferdeserum / Well (Normal Horse Serum, 2,5 % von 

Vector Laboratories), Inkubation für 20 min bei RT 

- Verdünnung der AK laut Beipackzettel mit PBS (ER �-AK: 1:40, ER �- und PgR-AK: 1:200) 

- Abpipettieren des Horse Serums, außer bei der Negativkontrolle 

- Pipettieren von je 100 �l des Primärantikörpers in das jeweilige Well 

- Inkubation für 24 h im Kühlschrank bei 4 °C 

 

Tag 3: 

- Dekantieren der AK 

- dreimaliges Spülen mit PBS 

- Zugabe von 4 Tropfen Sekundärantikörper / Well (ImmPRESS - HRP Universal Polymer 

Reagenz; Horse Anti-Mouse / Rabbit IgG von Vector Laboratories) 

- Inkubation für 30 min bei RT 

- erneutes dreimaliges Spülen mit jeweils 300 �l PBS 

- Hinzugabe von 200 �l LinRed-Substrat / Well 

- Inkubation für 10-30 min bei RT in Dunkelheit bis zur intensiven Farbreaktion 

- Dekantieren der Sekundärantikörper 

- Abstoppen der Farbreaktion mit 300 �l H�O / Well 

- Betrachtung durch das Mikroskop und Dokumentation in Form von Fotos 

 

 

3.2.7 Testverfahren 

 

3.2.7.1 BrdU-Zellproliferationstest 

 

Durch den kolorimetrischen BrdU-Immunoassay erfolgt die quantitative Beurteilung der Zell-

proliferation, beruhend auf der Syntheserate der DNA mittels Messung der Menge des 

Bromodesoxyuridins (BrdU) in derselben. 
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Das Pyrimidinanalogon BrdU wird während der Proliferation anstelle der Base Thymidin in die sich 

replizierende DNA eingebaut (Abb. 16). Um die Bindung des anti-BrdU-POD-AKs an BrdU und 

dessen Detektion zu ermöglichen, erfolgt eine Fixierung der Zellen und eine Denaturierung der DNA 

mittels FixDenat. Die an den AK gebundene Peroxidase löst mit der hinzugefügten Substratlösung 

(Tetramethylbenzidin) einen blauen Farbumschlag aus. Die Farbreaktion und somit das 

Absorptionsvermögen lässt sich durch den ELISA Microplate Reader bei einer Wellenlänge von    

450 nm messen und korreliert mit der Menge der proliferierenden Zellen [130]. 

Verwendet wurde das Cell Proliferation ELISA, BRdU Kit (colorimetric) der Firma Roche. 

 

 
Abb. 16: Chemische Struktur von Thymidin (links) und dem Analogon Bromodesoxyuridin [22]. 

 

Die üblichen Kontrollen wurden unter anderem mit Tamoxifen und Estradiol durchgeführt, sowie 

vier Wells als Background-Kontrolle mit jeweils 100 �l / Well Medium und Zellen, ohne BrdU-

Reagenz-Zugabe. Dies diente als Kontrolle, ob eine unspezifische Bindung des anti-BrdU-POD-AKs 

an die Zellen bei Abwesenheit des BrdUs erfolgte [130]. 

 

 

Prozedere: 

 

Tag 1: 

- Zellzählung 

- Verdünnung der Zellsuspension mit entsprechendem Nährmedium (MCF-7 auf                     

300.000 Zellen / ml und MCF-12a auf 200.000 Zellen / ml) 

- Aussaat von 100 �l / Well auf 96 Well-Platten nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- bei ausreichend Wachstum und zelltypischer Morphologie Tag 2 

Tag 2: 

- Auftauen und Vortexen der Extrakte, Referenzen und Kontrollen 

- Zugabe von 1 �l / Well nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 
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Tag 3: 

- Zugabe von 10 �l BrdU Reagenz (mit Medium 1:100 verdünnt) / Well, außer Background 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 3 h (MCF-7) beziehungsweise 4 h (MCF-12a) im Brutschrank bei 37 °C und 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5,0 % CO� 

- Abklopfen des Mediums 

- Zugabe von 200 �l FixDenat / Well, Inkubation für 30 min bei RT  

- Abklopfen 

- Zugabe von 100 �l Anti-BrdU-POD (mit Antibody dilution solution im Verhältnis 1:100) / 

Well, Inkubation für 60 min bei RT 

- Abklopfen 

- Dreimaliges Waschen mit 200 �l Waschlösung (mit Aqua Dest 1:10 verdünnt) / Well 

- Abklopfen nach jeder Waschung 

- Hinzugabe von 100 �l Substratlösung (Tetramethylbenzidin) / Well 

- 5-15 min Inkubation bei RT bis zur gleichmäßigen Blaufärbung 

- Stoppen der Reaktion mit 25 �l H�SO� / Well (Gelbfärbung) 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Messung mittels ELISA bei 450 nm Wellenlänge und 620 nm Referenzlänge 

 

 

3.2.7.2 CytoTox-Glo®-Test 

 

Mithilfe des Zytotoxizitäts-Tests CytoTox-Glo®, einem Lumineszenz-Test, erfolgt die Detektion der 

Menge toter Zellen. Durch das luminogene AFF-Glo™ Substrat (alanyl-alanyl-phenylalanyl-

aminoluciferin) wird die Aktivität einer Protease, freigegeben von toten Zellen, ermittelt. Dies ist nur 

bei beschädigter Zellmembran möglich, sodass die Menge lebender Zellen nicht gemessen werden 

kann. Das lumineszierende Signal erfolgt wie bei dem CellTiter-Glo®-Test durch eine temperatur-

stabile Luziferase (Aminoluziferin) [121]. 

 

 

Prozedere: 

 

Tag 1: 

- Zellzählung 

- Verdünnung der Zellsuspension mit entsprechendem Nährmedium (MCF-7 auf             

300.000 Zellen / ml und MCF-12a auf 200.000 Zellen / ml) 

- Aussaat von 100 �l / Well auf 96 Well-Platten nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- bei ausreichend Wachstum und zelltypischer Morphologie Tag 2 
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Tag 2: 

- Auftauen und Vortexen der Extrakte, Referenzen und Kontrollen 

- Zugabe von 1 �l / Well nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

 

Tag 3: 

- Hinzugabe von 50 �l CytoTox Reagenz 1 / Well 

- Plattenrüttler für 2 min bei 500 U/min 

- Inkubation für 15 min bei RT 

- Umpipettieren der Well-Platten auf Well-Platten für die Auswertung 

- Messung am Multimode Reader GloMax Discover von Promega, Programm: CytoTox-Glo® 

- Pipettieren zurück auf die Originalplatten 

- Hinzugabe von 50 �l CytoTox Reagenz 2 / Well 

- Plattenrüttler für 2 min bei 500 U/min 

- Inkubation für 15 min bei RT 

- Umpipettieren der Well-Platten auf neue Well-Platten für die Auswertung 

- erneute Messung am Multimode Reader GloMax Discover 

 

 

3.2.7.3 CellTiter-Glo®-Test (ATP-Lumineszenztest) 

 

Der CellTiter-Glo® Lumineszenz-Test detektiert das vorhandene ATP, das direkt proportional 

metabolisch aktive Zellen anzeigt. So wird die Anzahl lebensfähiger Zellen ermittelt. Das Reagenz 

führt eine Zelllyse herbei und infolge lumineszierender Signale durch eine temperaturstabile 

Luziferase wird die Menge des freigewordenen ATPs angezeigt (Abb. 17) [120]. 

 

 

 

 
Abb. 17: Reaktionsschema des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Tests: Über eine Oxygenierung von Luciferin 
entsteht Oxyluciferin. Die Reaktion wird durch die Luciferase katalysiert und findet mit Beteiligung von 
Magnesium, Sauerstoff und ATP statt [120]. 
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Prozedere: 

 

Tag 1: 

- Zellzählung 

- Verdünnung der Zellsuspension mit entsprechendem Nährmedium (MCF-7 auf             

600.000 Zellen / ml und MCF-12a auf 400.000 Zellen / ml) 

- Aussaat von 50 �l / Well auf 96 Well-Platten nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- bei ausreichend Wachstum und zelltypischer Morphologie Tag 2 

 

Tag 2: 

- Auftauen und Vortexen der Extrakte, Referenzen und Kontrollen 

- Zugabe von 0,5 �l / Well nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

 

Tag 3: 

- Hinzugabe von 50 �l CytoTox Reagenz / Well 

- Plattenrüttler für 2 min bei 500 U/min 

- Inkubation für 28 min bei RT 

- Umpipettieren auf intransparente, weiße Well-Platten für die Auswertung 

- Messung am Multimode Reader GloMax Discover von Promega, Programm: CellTiter-Glo® 

 

 

3.2.7.4 Neutralrot-Test (NRU-Test) 

 

Durch die aktive Aufnahme des Neutralrot-Farbstoffes und die Speicherung in Lysosomen können 

vitale Zellen detektiert werden (Abb. 18). Somit bildet der Test das Ausmaß der Zellviabilität und 

somit auch der Zytotoxizität ab [146]. Tote Zellen nehmen weder Neutralrot auf noch speichern sie 

es, da sie keine funktionsfähigen Lysosomen besitzen [60]. Das anschließende Waschen beseitigt 

nicht aufgenommenen Farbstoff. Ein angesäuertes Ethanolgemisch löst den Farbstoff aus den Zellen, 

der in der ELISA-Messung detektiert wird [96, 146]. 
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Abb. 18: Lichtmikroskopische Aufnahme der MCF-7-Zellen während des NRU-Tests mit Kristallbildung. 

Vergrößerung: 20fach. 

 

 

Prozedere: 

 

Tag 1: 

- Zellzählung 

- Verdünnung der Zellsuspension mit entsprechendem Nährmedium (MCF-7 auf             

600.000 Zellen / ml und MCF-12a auf 400.000 Zellen / ml) 

- Aussaat von 100 �l / Well auf 96 Well-Platten nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- bei ausreichend Wachstum und zelltypischer Morphologie Tag 2 

 

Tag 2: 

- Auftauen und Vortexen der Extrakte, Referenzen und Kontrollen 

- Zugabe von 1 �l / Well nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

 

Tag 3: 

- Abmessen von 15 ml Medium (DMEM ohne Zusätze) 

- Messung des pH-Werts und Absenkung auf 7,2 durch Zugabe von HCl 

- Hinzugabe von 450 �l Neutral Red Solution (3 %-Verdünnung) 

- Abziehen des Mediums der Well-Platten 

- Verteilung von 3 % NRU-Reagenz mit 100 �l / Well auf die Platten 
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- Inkubation für 60 min im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- Überprüfung im Abstand von 20 min im Mikroskop zwecks Kristallbildung (Abb. 18), bei 

Vorhandensein von Kristallen weiter mit nächstem Schritt 

- erneutes Abziehen des Mediums der Well-Platten 

- Spülen mit 200 �l PBS / Well 

- Absaugen des PBS 

- Verteilung von 100 �l Neutral Red Assay Solubilization Solution / Well 

- Schüttelinkubator für 15 min 

- Auswertung mit ELISA Microplate Reader von Bio-Rad bei 570 nm; Referenz 655 nm 

 

 

3.2.7.5 Bestimmung von Glucose- und Laktatkonzentration sowie pH-Wert 

 

Zur Energiegewinnung unter Sauerstoffmangel findet statt der oxidativen Phosphorylierung in den 

Zellen die anaerobe Glykolyse statt, bei der Glucose über Pyruvat zu Laktat anstatt zu Acetyl-CoA 

für den Citratzyklus umgewandelt wird. Bei Krebszellen kommt es meist trotz ausreichenden 

Sauerstoffs nach der Glykolyse zum Abspalten von Laktat. Dies wird als aerobe Glykolyse, auch 

Warburg-Effekt, bezeichnet und findet oft zusätzlich zur oxidativen Phosphorylierung statt. Vor 

allem aggressive Karzinomzellen weisen einen erhöhten Glucosebedarf auf der zu einer gesteigerten 

Energiegewinnung führt [87]. Infolgedessen ist im verwendeten Nährmedium (DMEM) die 

Glucosekonzentration mit 4,5 g/l im Vergleich zur physiologischen Menge (1 g/l) erhöht [60, 62]. 

Somit kann durch die extrazelluläre Glucosekonzentration (Verbrauchsmessung) eine Aussage über 

den Metabolismus der Zellen getroffen werden: Je höher die Glucoseaufnahme und somit der Ver-

brauch ist, desto größer ist der extrazelluläre Konzentrationsabfall. Dies lässt auf eine ausgeprägte 

Stoffwechselaktivität schließen [60].  

Wird viel Glucose verstoffwechselt und dadurch Laktat als Stoffwechselendprodukt produziert, 

äußert sich dies in einem niedrigen pH-Wert. In diesem Fall kann dies für eine schnelle Proliferation 

der Zellen sprechen [60]. Aus diesem Grund erfolgte zusätzlich die Bestimmung des pH-Werts mit 

der pH-Glaselektrode Orion 3-Star von Thermo Scientific. Nach einer Kalibrierung mit den 

standardisierten Pufferlösungen konnte für jede Zelllinie die pH-Wert-Messung durchgeführt werden. 

Nach jeder Substanz wurde die pH-Sonde mit destilliertem Wasser gereinigt. Zusätzlich gibt ein 

typisches Purpurrot des Indikators Phenolrot im Nährmedium (DMEM) Hinweise auf einen 

physiologischen pH-Wert von 7,4. Wird das Medium mit > 7,6 alkalischer zeigt sich eine violette 

und bei einem niedrigen pH-Wert unter 7,2 eine orangene bis gelbe Farbe [60]. 

 

 

Prozedere: 

 

Tag 1: 

- Zellzählung 

- Verdünnung der Zellsuspension auf 300.000 Zellen / ml mit entsprechendem Nährmedium 

- Aussaat von 100 �l / Well auf 96 Well-Platten nach Plan 
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- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

- bei ausreichend Wachstum und zelltypischer Morphologie Tag 2 

 

Tag 2: 

- Auftauen und Vortexen der Extrakte, Referenzen und Kontrollen 

- Zugabe von 1 �l / Well nach Plan 

- Schüttelinkubator für 30 s 

- Inkubation für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 

5,0 % CO� 

 

Tag 3: 

- Abpippetieren des Mediumüberstands 

- Zugabe in Zentrifugenröhrchen (1,5 ml) 

- Laboranalytische Untersuchung der Glucose- und Laktatkonzentration 

 

 

3.2.8 Statistische Auswertung 

 

Die statistische Analyse erfolgte mit Microsoft Excel (2010) und IBM SPSS® (Version 6.8). 

Jeder Test (BrdU-, CytoTox-Glo®-, CellTiter-Glo®- und NRU-Test) wurde insgesamt drei- bis 

viermal wiederholt und jeweils eine Drei- oder Vierfachbestimmung durchgeführt, um präzisere 

Ergebnisse zu erhalten. Mit Microsoft Excel konnte der Mittelwert berechnet und die Standard-

abweichung (SD) erstellt werden. Der Mittelwert des reinen Nährmediums ließ sich vom jeweiligen 

Mittelwert der Substanzen subtrahieren und das Verhältnis zur Negativkontrolle (NK), der Zell-

suspension, berechnen. Zur Darstellung der Testergebnisse musste der Mittelwert der NK auf 100 % 

festgelegt werden. 

Zur Testung der Signifikanz der Substanzen im Vergleich zur NK erfolgte mit IBM SPSS Statistics 

eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und ein Post-Hoc-Test. Zudem konnte die 

Normalverteilung überprüft werden. Das Signifikanzniveau wurde als p 	 0,05 ( 
 ) definiert und 

signifikante Ergebnisse mit p < 0,001: ** und p = 0,001 - 0,05: * dargestellt. 



4. Ergebnisse 40 

4. Ergebnisse 

 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der HPLC und der Immunhistochemie sowie der Testverfahren 

BrdU-Zellproliferationstest, CytoTox-Glo®-, CellTiter-Glo®-, NRU-Test und der Stoffwechselunter-

suchungen vorgestellt. Die Wirkung der drei Extrakte Curcuma, schwarzer Pfeffer und die Mischung 

aus beiden Substanzen, alle gelöst in 70 %-Ethanol, auf die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und 

MCF-12a wird in den Konzentrationen 100 %, 50 %, 20 %, 10 %, 5 % und 3 % verglichen (Tab. 5: 

Verdünnungsreihe der Extrakte). Als Kontrollstoffe dienen Endoxifen, Tamoxifen und Estradiol. 

Zudem wird der Einfluss der Referenzen Curcumin, Folsäure, DMC und BDMC, Rhamnetin und 

Isorhamnetin sowie der Alkohole 70 %- und 99 %-Ethanol, DMSO und 99 %-Ethanol / DMSO auf 

die beiden Zelllinien untersucht. 

 

Es erfolgte eine 3x3-fache-Bestimmung bei den CytoTox-Glo®- und den CellTiter-Glo®-Tests sowie 

eine 4x4-fache-Bestimmung bei den BrdU-Zellproliferationstests und den NRU-Tests. Die Stoff-

wechseluntersuchungen wurden aufgrund der Kostspieligkeit bei jeder Zelllinie nur einmal 

durchgeführt. Für die Immunhistochemie und die Stoffwechseluntersuchungen betrug die Zellzahl 

300.000 Zellen / ml. Die Durchführung der BrdU-Zellproliferationstests und der CytoTox-Tests 

erfolgte mit 300.000 Zellen / ml (MCF-7) beziehungsweise 200.000 Zellen / ml (MCF-12a), bei den 

CellTiter-Glo®- und den NRU-Tests wurde jeweils die doppelte Menge an Zellen pro ml verwendet. 

Aus den drei beziehungsweise vier Durchführungen der verschiedenen Tests wurde der Durch-

schnittswert ermittelt. 

 

 

4.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

Die folgenden Abbildungen (Abb. 19-30) zeigen die Ergebnisse der HPLC-Analyse, wobei die 

Absorbanz (AU) in Abhängigkeit der Zeit in min dargestellt ist. Jede Messung wurde zweimal 

durchgeführt, um Abweichungen zu erkennen und möglichst genaue Ergebnisse zu erhalten. Die 

Chromatogramme der Extrakte wurden mit jeweils zwei oder drei Graphen der Referenzen 

übereinandergelegt, um mit übereinstimmenden Peaks zu erkennen, welche Stoffe in den Extrakten 

enthalten sind. 

 

 

Curcuma in 70 %-Ethanol gelöst 

 

Im Curcuma-Extrakt 1 konnten BDMC, Kaffeesäure und Rhamnetin nachgewiesen werden. Die 

Retentionszeit beträgt bei BDMC 29,8 min, bei Kaffeesäure 28,2 min und bei Rhamnetin 29,9 min 

(Abb. 19-22). 



4. Er g e b ni ss e 4 1 

 
A b b . 1 9: Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 1, 

bl a u), Is or h a m n eti n ( gr ü n), D ai d zi n ( or a n g e), C ur c u mi n (r ot). 

 
A b b. 2 0:  Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 1, 

gr ü n), F ols ä ur e (r ot), E u g e n ol ( or a n g e), B D M C ( bl a u). 
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4. Er g e b ni ss e 4 2 

 
A b b. 2 1:  Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 1, 

bl a u), K aff e es ä ur e ( or a n g e), D M C (r ot). 

  
A b b . 2 2: Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 1, 

bl a u), Q u er c eti n (r ot), R h a m n eti n ( or a n g e). 
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4. Er g e b ni ss e 4 3 

S c h w ar z er Pf eff er i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst 

 

I m Pf eff er- E xtr a kt 2 k o n nt e n K aff e es ä ur e, R h a m n eti n u n d F ols ä ur e n a c h g e wi es e n w er d e n. Di e 

R et e nti o ns z eit b etr ä gt b ei K aff e es ä ur e 3, 2 mi n, b ei R h a m n eti n 2 9 mi n u n d b ei F ols ä ur e 3 mi n ( A b b. 

2 3- 2 6). 

 

 

 
A b b. 2 3:  Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: s c h w ar z er Pf eff er i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst 

( E xtr a kt 2, bl a u), Is or h a m n eti n ( gr ü n), D ai d zi n ( or a n g e), C ur c u mi n (r ot). 
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4. Er g e b ni ss e 4 4 

 
A b b . 2 4: Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: s c h w ar z er Pf eff er i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst 

( E xtr a kt 2, gr ü n), F ols ä ur e (r ot), E u g e n ol ( or a n g e), B D M C ( bl a u). 

 
A b b. 2 5:  Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: s c h w ar z er Pf eff er i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst 

( E xtr a kt 2, bl a u), K aff e es ä ur e ( or a n g e), D M C (r ot). 
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A b b . 2 6: Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: s c h w ar z er Pf eff er i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst 

( E xtr a kt 2, bl a u), Q u er c eti n (r ot), R h a m n eti n ( or a n g e). 
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4. Er g e b ni ss e 4 6 

C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er ( 1: 1) i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst 

 

I m E xtr a kt 3 a us C ur c u m a u n d s c h w ar z e m Pf eff er k o n nt e n R h a m n eti n, D M C u n d Is or h a m n eti n 

n a c h g e wi es e n w er d e n. Di e R et e nti o ns z eit b etr ä gt b ei R h a m n eti n 2 9 mi n, b ei D M C 2 9, 7 mi n u n d b ei 

Is or h a m n eti n 2 6, 5 mi n ( A b b. 2 7- 3 0). 

 

 

 
A b b. 2 7:  Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er ( 1: 1) i n        

7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 3, bl a u), Is or h a m n eti n ( gr ü n), D ai d zi n ( or a n g e), C ur c u m i n (r ot). 
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A b b . 2 8: Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er ( 1: 1) i n        

7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 3, gr ü n), F ols ä ur e (r ot), E u g e n ol ( or a n g e), B D M C ( bl a u). 

 
A b b. 2 9:  Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er ( 1: 1) i n        

7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 3, bl a u), K aff e es ä ur e ( or a n g e), D M C (r ot). 
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4. Er g e b ni ss e 4 8 

 
A b b . 3 0: Er g e b ni ss e d er H P L C i n A bs or b a n z [ A U] / Z eit i n mi n: C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er ( 1: 1) i n        

7 0 %- Et h a n ol g el öst ( E xtr a kt 3, bl a u), Q u er c eti n (r ot), R h a m n eti n ( or a n g e). 
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4. Er g e b ni ss e 4 9 

4. 2 I m m u n hist o c h e mi e (I H C) 

 

Di e  D ur c hf ü hr u n g d er I m m u n hist o c h e mi e erf ol gt e z u m N a c h w eis d er E R  u n d , als a u c h d es P g R. 

U nt ers u c ht w ur d e d er H R- St at us d er M a m m a k ar zi n o m z ellli ni e n M C F- 7 u n d M C F- 1 2 a. Wir d d er 

j e w eili g e R e z e pt ort y p d ur c h ei n e A nti g e n- A nti k ör p er- R e a kti o n d et e kti ert, k o m mt es z u m r ötli c h e n 

F ar b u ms c hl a g [ 1 6 1, 1 6 2]. D a di e N e g ati v k o ntr oll e k ei n e A K e nt h ält, z ei gt si c h k ei n e F ar br e a kti o n, 

w o d ur c h V erf äls c h u n g e n d er Er g e b niss e u n w a hrs c h ei nli c h si n d u n d di e N a c h w eis e b e kr äfti gt 

w er d e n. 

 

 

M C F- 7 

 

D ur c h di e R otf är b u n g k o n nt e n i n d er i m m u n hist o c h e mis c h e n U nt ers u c h u n g d er Z ellli ni e M C F- 7 E R 

 u n d E R  s o wi e d er P g R n a c h g e wi es e n w er d e n ( A b b. 3 1).  

 

  

  
A b b. 3 1:  Li c ht mi kr os k o pi s c h e A uf n a h m e d er Z ellli ni e M C F- 7 n a c h i m m u n hi st o c h e mi s c h er R e a kti o n; 

R otf är b u n g = E x pri mi er u n g v o n E R ❝  u n d E R ❞ , s o wi e P g R u n d N K o h n e F ar br e a kti o n; e x e m pl ari s c h e 

M ar ki er u n g v o n Z ell e n mit Pf eil e n, V er gr ö ß er u n g: 2 0f a c h. 

 

M C F- 1 2 a 

 

Di e  I m m u n hist o c h e mi e d er M a m m a k ar zi n o m z ellli ni e M C F- 1 2 a wi es wi e di e Z ellli ni e M C F- 7 d ur c h 

ei n e r ot e F är b u n g d es Z yt o pl as m as d er Z ell e n E R  u n d E R  s o wi e P g R n a c h ( A b b. 3 2).  

 

 

E R ❡ E R ❢

P g R N K
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A b b . 3 2: Li c ht mi kr os k o pis c h e A uf n a h m e d er Z ellli ni e M C F- 1 2 a n a c h i m m u n hi st o c h e mi s c h er R e a kti o n; 

R otf är b u n g = E x pri mi er u n g v o n E R ❝  u n d E R ❞ , s o wi e P g R; N K o h n e F ar br e a kti o n; e x e m pl ari s c h e 

M ar ki er u n g v o n Z ell e n mit Pf eil e n, V er gr ö ß er u n g: 2 0f a c h. 

 

 

4. 3 B r d U- Z ell p r olif e r ati o nst est 

 

U m d e n Ei nfl uss v ers c hi e d e n er S u bst a n z e n a uf di e Z ell pr olif er ati o n d er Z ellli ni e n M C F- 7 u n d      

M C F- 1 2 a z u b esti m m e n, w ur d e d er Br d U- T e st d er Fir m a R o c h e d ur c h g ef ü hrt. W ä hr e n d d er 

Z ellt eil u n g erf ol gt e d er Ei n b a u d es P yri mi di n a n al o g o ns Br d U st att d er B as e T h y mi di n i n di e D N A. 

N a c h i n dir e kt er A nti k ör p er bi n d u n g k o n nt e d ur c h di e M ess u n g d es A bs or pti o ns v er m ö g e ns d ur c h 

E LI S A n a c h ei n er I n k u b ati o n v o n 2 4 h di e Z ell pr olif er ati o n b esti m mt w er d e n [ 1 3 0]. 

I m F ol g e n d e n w er d e n di e Er g e b niss e d es Br d U- Pr olif er ati o nst ests d er Z ellli ni e n M C F- 7 u n d      

M C F- 1 2 a b es c hri e b e n ( A b b. 3 3- 3 6). 

 

 

M C F- 7 

 

C ur c u mi n, D M C u n d B D M C ü bt e n ei n e n h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) a nti pr olif er ati v e n Ei nfl uss 

a uf di e M C F- 7- Z ell e n a us. S o r e d u zi ert e C ur c u mi n di e Pr olif er ati o n a uf 6 5, 3 % ( S D = 1 3 %) u n d 

B D M C a uf 6 1, 7 % ( S D = 1 4, 3 %) i m V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 

1 0 0 %). Di e st är kst e W a c hst u ms h e m m u n g erf ol gt e d ur c h D M C mit 2 2, 7 % d es V er gl ei c hs w ert s     

( S D = 5, 8 %). F ols ä ur e u n d Is or h a m n eti n s o wi e 7 0 %- u n d 9 9 %- Et h a n ol h e m mt e n g eri n gf ü gi g u n d 

mit A us n a h m e v o n 9 9 %- Et h a n ol ni c ht-si g nifi k a nt di e Pr olif er ati o n. 9 9 %- Et h a n ol mit D M S O u n d 

D M S O all ei n ü bt e n mit 5 8, 3 % u n d 3 7, 4 % ei n e h o c h-si g nifi k a nt e a nti pr olif er ati v e Wir k u n g        

( p < 0, 0 0 1) a uf di e M C F- 7- Z ell e n a us, R h a m n eti n f ör d ert e h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) di e 

Pr olif er ati o n. Di e K o ntr oll e n T a m o xif e n u n d E n d o xif e n z ei gt e n er w art u n gs g e m ä ß ei n e h o c h-

si g nifi k a nt e H e m m u n g ( p < 0, 0 0 1) d er M C F- 7- Z ell pr olif er ati o n a uf 0, 3 % u n d 5, 6 %, Estr a di ol ei n e 

St ei g er u n g d er Pr olif er ati o n a uf 1 1 1 % i m V er h ält nis z u u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( A b b. 3 3). 
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E R ❢

P g R N K
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A b b . 3 3: Br d U- Pr olif er ati o nst est M C F- 7. Z ell pr olif er ati o n [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf 

di e Pr olif er ati o n d er M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt 

i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d        

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

Di e  u n v er d ü n nt e n Pf eff er- b e zi e h u n gs w eis e C ur c u m a s a mt Pf eff er- E xtr a kt e 2 u n d 3 r e d u zi ert e n 

h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) di e Pr olif er ati o n d er Z ell e n a uf 2 4, 5 % ( S D = 4, 3 %) u n d 4 4, 5 %        

( S D = 5, 1 %) i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert. B ei A b n a h m e d er K o n z e ntr ati o n d er E xtr a kt e w ar 

ei n e A b n a h m e d es a nti pr olif er ati v e n Ei nfl uss es z u er k e n n e n, w o b ei di e 5 0 %- V er d ü n n u n g d e s 

Pf eff er- E xtr a kt es 2 e b e nf alls n o c h ei n e h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g d er Z ell pr olif er ati o n 

a uf wi es ( 5 6, 8 %). D a s C ur c u m a- E xtr a kt 1 z ei gt e k ei n e a nti pr olif er ati v e Wir k u n g, e b e ns o 

V er d ü n n u n g e n  2 0 % b ei E xtr a kt 2 u n d  5 0 % b ei E xtr a kt 3 ( A b b. 3 4). 
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A b b . 3 4: Br d U- Pr olif er ati o nst est M C F- 7. Z ell pr olif er ati o n [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e Pr olif er ati o n 

d er M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a         

[ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C urc u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s    

0, 0 5 g/ ml] all e i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e 

Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

M C F- 1 2 a 

 

I n d e n V or d er gr u n d tr at di e h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) R e d u kti o n d er Pr olif er ati o n d ur c h 

C ur c u mi n, D M C u n d B D M C i m V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n =    

1 0 0 %). C ur c u mi n z ei gt e mit 5 2, 5 % ( S D = 1 4, 5 %), B D M C mit 5 3, 4 % ( S D = 1 4 %) ei n e n 

a nti pr olif er ati v e n Ei nfl us s a uf di e M C F- 1 2 a- Z ell e n. D M C h e m mt e mit 2 6, 2 % ( S D = 1 0, 2 %) d as 

W a c hst u m a m st är kst e n i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert. F ols ä ur e u n d Is or h a m n eti n wi es e n k ei n e 

R e d u kti o n a uf. All er di n gs z ei gt e n R h a m n eti n s o wi e 7 0 %- u n d 9 9 %- Et h a n ol ei n e g eri n g e 

a nti pr olif er ati v e Wir k u n g, R h a m n eti n s o g ar si g nifi k a nt ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5). 9 9 %- Et h a n ol mit D M S O 

u n d D M S O all ei n ü bt e n mit 6 1, 3 % b e zi e h u n gs w eis e 6 3, 9 % ei n e h o c h-si g nifi k a nt e H e m m u n g d e s 

W a c hst u ms ( p < 0, 0 0 1) d er M C F- 1 2 a- Z ell e n a us. Di e K o ntr oll e n T a m o xif e n u n d E n d o xif e n z ei gt e n 

mit 1 3, 4 % u n d 1 9 % er w art u n gs g e m ä ß ei n e h o c h-si g nifi k a nt e h e m m e n d e Wir k u n g a uf di e 

Pr olif er ati o n ( p < 0, 0 0 1) d er Z ell e n, Estr a di ol b e wir kt e ei n e St ei g er u n g d er Pr olif er ati o n a uf 1 1 2, 7 % 

i m V er h ält nis z u u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( A b b. 3 5). 
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C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  

s ch w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
 

E xt r a kt 3:  

C ur c u m a/s c h w ar z er 

Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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A b b . 3 5: Br d U- Pr olif er ati o nst est M C F- 1 2 a. Z ell pr olif er ati o n [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf 

di e Pr olif er ati o n d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält nis z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt 

i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d        

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

I m V er gl ei c h z u m Br d U- T est d er M C F- 7- Z ellli ni e wi es e n di e dr ei E xtr a kt e k ei n e si g nifi k a nt e 

W a c hst u msr e d u kti o n d er M C F- 1 2 a- Z ell e n a uf. Ei n e A us n a h m e hi er b ei w ar d as u n v er d ü n nt e      

E xtr a kt 3 a us C ur c u m a u n d s c h w ar z e m Pf eff er mit ei n er si g nifi k a nt e n ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) a nti pr o-

lif er ati v e n Wir k u n g v o n 7 7, 9 % ( S D = 1 1, 6 %). All e w eit er e n V er d ü n n u n g e n d er E xtr a kt e z ei gt e n 

ei n e ni c ht-si g nifi k a nt e R e d u kti o n d es W a c hst u ms v o n bis z u 8 9 % o d er g ar k ei n e Wir k u n g ( A b b. 3 6). 
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A b b . 3 6: Br d U- Pr olif er ati o nst est M C F- 1 2 a. Z ell pr olif er ati o n [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e 

Pr olif er ati o n d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält nis z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %);        

E xtr a kt 1 = C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ m l], E xtr a kt 3 = C ur c u m a u n d s c h w ar z er 

Pf eff er [j e w eils 0, 0 5 g/ ml] all e i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; 

si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

4. 4 C yt o T o x- Gl o ® - T est 

 

Z ur D arst ell u n g d er Z ell vi a bilit ät d er Z ellli ni e n M C F- 7 u n d M C F- 1 2 a erf ol gt e di e D ur c hf ü hr u n g d es 

Z yt ot o xi zit äts- T est C yt o T o x- Gl o ®  v o n Pr o m e g a, ei n e m L u mi n es z e n z- T est. D a b ei k o n nt e di e M e n g e 

t ot er Z ell e n n a c h Z u g a b e d er v ers c hi e d e n e n S u bst a n z e n d et e kti ert w er d e n, i n d e m di e A kti vit ät d er 

fr ei g e g e b e n e n Pr ot e as e g e m ess e n u n d di e Z ell vi a bilit ät b er e c h n et w ur d e [ 1 2 1]. 

I m F ol g e n d e n w er d e n di e Er g e b niss e d es C yt o T o x- Gl o ® - T ests d er Z ellli ni e n M C F- 7 u n d M C F- 1 2 a 

d ar g est ellt ( A b b. 3 7- 4 0). 

 

 

M C F- 7 

 

R h a m n eti n z ei gt e mit 6 7 % i m V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n =      

1 0 0 %) ei n e h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät ( S D = 1 8, 6 %). B D M C u n d 

Is or h a m n eti n s o wi e di e Al k o h ol e wi es e n ei n e l ei c ht e, ni c ht-si g nifi k a nt e R e d u kti o n bis a uf 8 0 % i m 

V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %) a uf. F ols ä ur e, C ur c u mi n u n d 

D M C f ü hrt e n z u ei n er St ei g er u n g d er Z ell vi a bilit ät, F ols ä ur e h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1). Ei n e n 

st ar k e n, h o c h-si g nifi k a nt e n Ei nfl uss ( p < 0, 0 0 1) a uf di e L e b e nsf ä hi g k eit h att e n T a m o xif e n u n d 
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 E xt r a kt 1:  

C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  

s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
 

E xt r a kt 3:  

C ur c u m a/s c h w ar z er 

Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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E n d o xif e n mit 2, 8 % ( S D = 1, 2 %) u n d 0, 8 % ( S D = 0, 7 %). U nt er Estr a di ol wir k u n g st ei g ert e si c h 

di e Z ell vi a bilit ät mit 1 2 1, 6 % ( S D = 1 4, 1 %) si g nifi k a nt ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) i m V er h ält nis z u m 

V er gl ei c hs w ert ( A b b. 3 7). 

 

A b b. 3 7:  C yt o T o x- Gl o® - T est M C F- 7. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf di e 

Z ell vi a bilit ät d er M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt i st 

d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d        

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt.  

 

E xtr a kt 3 mit C ur c u m a u n d s c h w ar z e m Pf eff er z ei gt e d e n st är kst e n h e m m e n d e n Ei nfl uss a uf di e 

M C F- 7- Z ellli ni e, a b h ä n gi g v o n d er K o n z e ntr ati o n. S o wi es d as u n v er d ü n nt e E xtr a kt mit 1 5, 4 %      

( S D = 6, 9 %) i m V er gl ei c h z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %) ei n e st ar k e, 

h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) R e d u kti o n d er Z ell vi a bilit ät a uf. A u c h di e 5 0 %-, 2 0 %- u n d 1 0 %-

V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es ü bt e n i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert ei n e n h o c h-si g nifi k a nt e n        

( p < 0, 0 0 1) h e m m e n d e n Eff e kt a us. S o w ur d e d as W a c hst u m d er M C F- 7- Z ell e n a u f 2 5, 9 %        

( S D = 7, 8 %), 5 1, 5 % ( S D = 1 6, 8 %) u n d 6 7, 9 % ( S D = 1 3, 1 %) r e d u zi ert. Di e 5 %- u n d 3 %-

V er d ü n n u n g e n s or gt e n mit 7 1, 9 % u n d 7 2, 5 % f ür ei n e l ei c ht e, si g nifi k a nt e ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) 

R e d u kti o n d er L e b e nsf ä hi g k eit d er Z ell e n. 

E xtr a kt 2 mit s c h w ar z e m Pf eff er z ei gt e b ei ei n er 5 0 %- V er d ü n n u n g ei n e si g nifi k a nt e        

( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf 7 7, 1 % ( S D = 1 5, 7 %). U n v er d ü n nt r e d u zi ert e d as 

E xtr a kt h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) a uf 6 5, 4 % ( S D = 7, 9 %). Di e st är k er v er d ü n nt e n E xtr a kt e d e s 

s c h w ar z e n Pf eff ers s or gt e n f ür ei n e l ei c ht e, ni c ht- si g nifi k a nt e H e m m u n g a uf bis z u 8 3, 1 %. E xtr a kt 1 

mit C ur c u m a r e d u zi ert e di e Z ell vi a bilit ät n ur ni c ht-si g nifi k a nt l ei c ht o d er g ar ni c ht ( A b b. 3 8). 
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4. Er g e b ni ss e 5 6 

 
A b b . 3 8: C yt o T o x- Gl o® - T est M C F- 7. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e Z ell vi a bilit ät d er 

M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält nis z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml], 

E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s 0, 0 5 g/ ml] all e 

i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e 

w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

M C F- 1 2 a 

 

Ei n e  st ar k e u n d z u d e m h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf 7 1, 2 % wi es 

C ur c u mi n ( S D = 4, 5 %) a uf. R h a m n eti n, D M C u n d B D M C z ei gt e n mit 8 5, 7 %, 9 5, 1 % u n d 8 4, 8 % 

d a g e g e n n ur ei n e l ei c ht e h e m m e n d e Wir k u n g i m V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m 

u n d Z ell e n = 1 0 0 %). F ols ä ur e ü bt e k ei n e R e d u kti o n d er L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 1 2 a- Z ell e n a us, 

Is or h a m n eti n st ei g ert e di es e s o g ar h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1). Di e Al k o h ol e 7 0 %- u n d 9 9 %-

Et h a n ol wi es e n k ei n e n si g nifi k a nt e n Ei nfl uss a uf. D a g e g e n f ü hrt e n 9 9 %- Et h a n ol mit D M S O u n d 

D M S O all ei n z u ei n er H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf 7 8, 9 % (si g nifi k a nt; p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) u n d    

5 7, 3 % ( h o c h-si g nifi k a nt; p < 0, 0 0 1) b ei ei n er S D v o n 1 8, 6 % b e zi e h u n gs w eis e 1 4, 9 %. St ar k h o c h-

si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) wir kt e n T a m o xif e n u n d E n d o xif e n, i n d e m si e di e Z ell vi a bilit ät a uf 0, 7 % ( S D 

= 1 %) b e zi e h u n gs w eis e 1, 1 % ( S D = 1, 2 %) r e d u zi ert e n. U nt er Estr a di ol wir k u n g k o n nt e di e 

L e b e nsf ä hi g k eit d er Z ell e n l ei c ht ni c ht-si g nifi k a nt a uf 9 1, 8 % ( S D = 9, 8 %) g es e n kt w er d e n        

( A b b. 3 9). 
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A b b . 3 9: C yt o T o x- Gl o® - T est M C F- 1 2 a. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf di e 

Z ell vi a bilit ät d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt ist 

d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d         

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

A u c h i m C yt o T o x- Gl o® - T est d er Z ellli ni e M C F- 1 2 a wi es E xtr a kt 1 mit C ur c u m a k ei n e o d er ei n e 

g eri n g e, ni c ht-si g nifi k a nt e H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf. D a g e g e n z ei gt e n d as u n v er d ü n nt e E xtr a kt 

2 u n d di e 5 0 %- V er d ü n n u n g d ess el b e n mit 9, 2 % ( S D = 7, 3 %) u n d 4 7, 2 % ( S D = 6, 3 %) ei n e st ar k e, 

h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) Wir k u n g i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert. W eit er e V er d ü n n u n g e n 

d es E xtr a kt es 2 s o wi e di e 5 %- u n d 3 %- V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es 3 a us C ur c u m a u n d s c h w ar z e m 

Pf eff er r e d u zi ert e n di e L e b e nsf ä hi g k eit g eri n g bis g ar ni c ht u n d o h n e Si g nifi k a n z. Ei n e st ar k e 

H e m m u n g ü bt e n d as u n v er d ü n nt e E xtr a kt s o wi e di e 5 0 %-, 2 0 %- u n d 1 0 %- V er d ü n n u n g e n d es 

E xtr a kt es 3 a us. Di e R e d u kti o n d er Z ell vi a bilit ät erf ol gt e h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) a uf 5 4 %       

( 1 0 %- V er d ü n n u n g) bis z u 1 1, 4 % ( u n v er d ü n nt). Di e S D b etr u g i m u n v er d ü n nt e n E xtr a kt 3 d e r 

Mis c h u n g 2 %, bis z u 7 % b ei d e n 5 0 %- bis 1 0 %- V er d ü n n u n g e n ( A b b. 4 0). 
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A b b . 4 0: C yt o T o x- Gl o® - T est M C F- 1 2 a. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e Z ell vi a bilit ät d er 

M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a         

[ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C urc u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s      

0, 0 5 g/ ml] all e i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e 

Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

4. 5 C ell Tit e r- Gl o ® - T e st ( A T P- L u mi n es z e n zt est) 

 

Z ur B esti m m u n g d er Z ell vi a bilit ät u nt er Ei nfl uss d er v ers c hi e d e n e n S u bst a n z e n w ur d e d er C ell Tit er-

Gl o ® - T est v o n Pr o m e g a d ur c h g ef ü hrt. D er L u mi n es z e n z- T est d et e kti ert d as n a c h Z elll ys e 

fr ei g e w or d e n e A T P, w o d ur c h m et a b olis c h a kti v e Z ell e n d ar g est ellt w er d e n u n d di e Z elll e b e ns-

f ä hi g k eit er mitt elt wir d [ 1 2 0]. 

I m F ol g e n d e n w er d e n di e Er g e b niss e d es C ell Tit er- Gl o ® - T ests d er Z ellli ni e n M C F- 7 u n d M C F- 1 2 a 

b es c hri e b e n ( A b b. 4 1- 4 4). 

 

 

M C F- 7 

 

Mit  ei n er h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) R e d u kti o n d er Z ell vi a bilit ät a uf 4 5, 6 % ( S D = 1 0, 5 %) 

b e zi e h u n gs w eis e 6 6, 2 % ( S D = 1 3, 7 %) wi es e n B D M C u n d R h a m n eti n mit A us n a h m e v o n 

T a m o xif e n u n d E n d o xif e n d e n st är kst e n Ei nfl u ss a uf di e M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält nis z u d e n 

u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %) a uf ( A b b. 4 1). F ols ä ur e, C ur c u mi n, Estr a di ol 

s o wi e di e Al k o h ol e D M S O, 7 0 %- Et h a n ol s o wi e 9 9 %- Et h a n ol mit D M S O z ei gt e n ei n e g eri n g e, 

ni c ht-si g nifi k a nt e H e m m u n g. Is or h a m n eti n, D M C u n d 9 9 %- Et h a n ol f ü hrt e n z u ei n er l ei c ht e n, ni c ht-
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si g nifi k a nt e n Z u n a h m e d er Z ell vi a bilit ät i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert. T a m o xif e n u n d 

E n d o xif e n r e d u zi ert e n h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) di e L e b e nsf ä hi g k eit d er Z ell e n a uf 0, 0 5 %         

( S D = 0, 0 6 %) u n d 0, 1 6 % ( S D = 0, 3 4 %). 

 

 
A b b . 4 1: C ell Tit er- Gl o® - T est M C F- 7. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf di e 

L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt ist 

d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d         

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

D as  u n v er d ü n nt e E xtr a kt 1 mit C ur c u m a z ei gt e ei n e h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g d er 

Z ell vi a bilit ät a uf 6 8, 2 % ( S D = 1 3 %). All e w eit er e n V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es f ü hrt e n z u ei n er 

l ei c ht e n, ni c ht-si g nifi k a nt e n R e d u kti o n bis a uf 8 4, 2 %. Mit 5 7 % ( S D = 9, 3 %) u n d 7 1, 5 %        

( S D = 6, 7 %) wi es E xtr a kt 2 mit s c h w ar z e m Pf eff er u n v er d ü n nt u n d b ei 5 0 %-V er d ü n n u n g ei n e n 

h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) h e m m e n d e n Ei nfl uss a uf di e L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 7- Z ellli ni e 

a uf. Di e 2 0 %- V er d ü n n u n g r e d u zi ert e di e Z ell vi a bilit ät si g nifi k a nt ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) a uf 8 2, 4 %      

( S D = 8 %). Di e 1 0 %-, 5 %- u n d 3 %- V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es 2 mit s c h w ar z e m Pf eff er als a u c h 

di e 1 0 %- u n d 5 %- V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es 3 a us C ur c u m a u n d s c h w ar z e m Pf eff er f ü hrt e n z u 

ei n er l ei c ht e n, ni c ht-si g nifi k a nt e n H e m m u n g. Mit h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) R e d u kti o n e n d er 

L e b e nsf ä hi g k eit a uf 5 1, 6 % ( S D = 9, 7 %) u n d 7 1, 4 % ( S D = 1 2, 6 %) z ei gt e n s o w o hl d as u n v er d ü n nt e 

E xtr a kt als a u c h di e 5 0 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 3 ei n e st ar k e Wir k u n g i m V er h ält nis z u d e n 

u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %). Di e 2 0 %- V er d ü n n u n g d es G e mis c hs 

r e d u zi ert e di e Z ell vi a bilit ät e b e nf alls h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) a uf 7 5, 1 % ( S D = 1 3 %). B ei ei n er 

S D v o n 1 5, 5 % s e n kt e di e 3 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 3 a uf 7 6, 8 % si g nifi k a nt ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) 

di e L e b e nsf ä hi g k eit ( A b b. 4 2). 
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A b b . 4 2: C ell Tit er- Gl o® - T est M C F- 7. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e L e b e nsf ä hi g k eit 

d er M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a         

[ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C urc u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s         

0, 0 5 g/ ml] all e i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w e rt mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e 

Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

M C F- 1 2 a 

 

Z u e i n er h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät f ü hrt e n R h a m n eti n, F ols ä ur e, 

C ur c u mi n u n d D M S O i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert. B ei ei n er S D v o n 0, 3 % s e n kt e R h a m n eti n 

di e L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 1 2 a- Z ell e n a uf 0, 6 3 % s e hr st ar k. C ur c u mi n z ei gt e ei n e R e d u kti o n a uf 

3 0, 2 % ( S D = 1 2, 4 %), F ols ä ur e a uf 7 0, 4 % ( S D = 8, 8 %) u n d D M S O a uf 4 9, 7 % ( S D = 1 5, 2 %). 

D M C r e d u zi ert e di e Z ell vi a bilit ät si g nifi k a nt ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) b ei ei n er S D v o n 1 7 % a uf 7 5 %. Z u 

ei n er l ei c ht e n, ni c ht-si g nifi k a nt e n H e m m u n g f ü hrt e n B D M C ( S D = 1 2, 4 %) u n d 9 9 %- Et h a n ol mit 

D M S O ( S D = 1 8, 9 %). Is or h a m n eti n s o wi e di e Al k o h ol e 7 0 %- u n d 9 9 %- Et h a n ol z ei gt e n k ei n e 

R e d u kti o n d er L e b e nsf ä hi g k eit. D a g e g e n ü bt e n T a m o xif e n u n d E n d o xif e n ei n e n st ar k e n, h o c h-

si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) h e m m e n d e n Ei nfl uss a uf 0, 1 % ( S D = 0, 0 7 %) b e zi e h u n gs w eis e 0, 0 6 %         

( S D = 0, 0 6 %) a us. Estr a di ol f ü hrt e b ei ei n er S D v o n 9 % z u ei n er ni c ht-si g nifi k a nt e n R e d u kti o n d er 

Z ell vi a bilit ät a uf 9 0, 7 % ( A b b. 4 3) 
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4. Er g e b ni ss e 6 1 

 
A b b . 4 3: C ell Tit er- Gl o® - T est M C F- 1 2 a. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf di e 

L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt 

i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d        

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

All e dr ei u n v er d ü n nt e n E xtr a kt e h e m mt e n di e Z ell vi a bilit ät st ar k h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1). 

E xtr a kt 1 a us C ur c u m a s e n kt e u n v er d ü n nt di e L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e a uf 1 9, 8 % 

( S D = 5, 7 %). E xtr a kt 2 a us s c h w ar z e m Pf eff er f ü hrt e z u ei n er R e d u kti o n a uf 1 0, 7 % ( S D = 1, 7 %). 

E xtr a kt 3 a us b ei d e n St off e n r e d u zi ert e di e Z ell vi a bilit ät a uf 8, 9 % ( S D = 1, 1 %) i m V er h ält nis z u 

d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %). Di e 5 0 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 3 

z ei gt e ei n e h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g a uf 1 4, 9 % ( S D = 3, 1 %). All e w eit er e n 

V er d ü n n u n g e n f ü hrt e n z u ei n er l ei c ht e n R e d u kti o n d er L e b e nsf ä hi g k eit, w o b ei di e 1 0 %- V er d ü n n u n g 

a us C ur c u m a u n d di e 2 0 %- V er d ü n n u n g a us C ur c u m a u n d s c h w ar z e m Pf eff er si g nifi k a nt r e d u zi ert e n 

( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5). Ei n e A us n a h m e wi es di e 3 %- V er d ü n n u n g a us s c h w ar z e m Pf eff er a uf, di e ei n e 

l ei c ht e Z u n a h m e d er Z ell vi a bilit ät z ei gt e ( A b b. 4 4). 
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4. Er g e b ni ss e 6 2 

 
A b b . 4 4: C ell Tit er- Gl o® - T est M C F- 1 2 a. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e L e b e nsf ä hi g k eit 

d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält nis z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a      

[ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s     

0, 0 5 g/ ml] all e i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e 

Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

4. 6 N e ut r al r ot- T est ( N R U- T est) 

 

Di e D ur c hf ü hr u n g d es N R U- T ests v o n Si g m a- Al dri c h erf ol gt e z ur D arst ell u n g d er Z ell vi a bilit ät u nt er 

d e m Ei nfl uss d er v ers c hi e d e n e n S u bst a n z e n, d a n ur vit al e Z ell e n d e n N e utr alr ot- F ar bst off a kti v 

a uf n e h m e n u n d i n L ys os o m e n s p ei c h er n k ö n n e n. N a c h d e m L ös e n d es F ar bst off es a us d e n vit al e n 

Z ell e n wir d di e fr ei g e w or d e n e M e n g e d ur c h d e n N R U- T est d et e kti ert [ 9 6, 1 4 6]. 

I m F ol g e n d e n w er d e n di e Er g e b niss e d es N R U- T ests d er Z ellli ni e n M C F- 7 u n d M C F- 1 2 a 

b es c hri e b e n ( A b b. 4 5- 4 8). 

 

 

M C F- 7 

 

D e n st är kst e n h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) Ei nfl uss a uf di e Z ell vi a bilit ät i m V er h ält nis z u d e n 

u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %) ü bt e n mit A us n a h m e v o n T a m o xif e n u n d 

E n d o xif e n D M C, B D M C, R h a m n eti n u n d C ur c u mi n a us. D M C u n d B D M C s e n kt e n di e Z ell vi a bilit ät 

a uf 1, 7 % ( S D = 0, 8 %). R h a m n eti n wi es b ei ei n er S D v o n 0, 4 % ei n e R e d u kti o n d er L e b e nsf ä hi g k eit 

a uf 1, 6 % a uf. Mit 1, 4 % z ei gt e C ur c u mi n e b e nf alls ei n e st ar k h e m m e n d e Wir k u n g ( S D = 0, 2 %). 

Is or h a m n eti n f ü hrt e z u ei n er l ei c ht e n, ni c ht-si g nifi k a nt e n R e d u kti o n d er Z ell vi a bilit ät a uf 9 7 %, 
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C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  

s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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C ur c u m a/s c h w ar z er 

Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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F ols ä ur e st ei g ert e di es e ni c ht-si g nifi k a nt a uf 1 3 0, 3 %. Di e Al k o h ol e 7 0 %- u n d 9 9 %- Et h a n ol, 9 9 %-

Et h a n ol mit D M S O u n d D M S O all ei n ü bt e n mit 8 3, 6 %, 7 1, 9 %, 7 3, 2 % u n d 8 1, 3 % ei n e ni c ht-

si g nifi k a nt e h e m m e n d e Wir k u n g a us. T a m o xif e n u n d E n d o xif e n r e d u zi ert e n b ei d e st ar k h o c h-

si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) di e Z ell vi a bilit ät a uf 1 % ( S D = 0, 5 %). E str a di ol z ei gt e ei n e ni c ht-

si g nifi k a nt e Z u n a h m e d er L e b e nsf ä hi g k eit a uf 1 2 1, 4 % ( A b b. 4 5). 

 

 
A b b. 4 5:  N e utr alr ot- T est M C F- 7. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf di e 

Z ell vi a bilit ät d er M C F- 7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt i st 

d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d        

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

I m N R U- T est ü bt e n di e u n v er d ü n nt e n E xtr a kt e 2 u n d 3 a us s c h w ar z e m Pf eff er b e zi e h u n gs w eis e a u s 

C ur c u m a mit s c h w ar z e m Pf eff er mit 3, 3 % ( S D = 2, 8 %) u n d 1 3, 6 % ( S D = 8, 5 %) di e st är kst e h o c h-

si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät d er M C F- 7- Z ell e n a us ( A b b. 4 6). A u c h di e       

5 0 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 2 z ei gt e ei n e st ar k e, h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1)  R e d u kti o n a uf 

3 8, 8 % ( S D = 8, 8 %) i m V er h ält nis z u m V er gl ei c hs w ert. D as u n v er d ü n nt e E xtr a kt 1 a us C ur c u m a 

s o wi e d ess e n 5 0 %- V er d ü n n u n g wi es e n mit 6 7, 2 % ( S D = 2 6, 8 %) u n d 8 6, 8 % ( S D = 1 0, 6 %) ei n e 

ni c ht-si g nifi k a nt e h e m m e n d e Wir k u n g a uf. Di e st är k er v er d ü n nt e n E xtr a kt e 1 ü bt e n k ei n e n o d er 

ei n e n l ei c ht e n, ni c ht-si g nifi k a nt e n Ei nfl uss a uf di e L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F- 7- Z ell e n a us. Mit       

6 7, 8 % ( S D = 1 8, 6 %) f ü hrt e di e 2 0 %- V er d ü n n u n g mit s c h w ar z e m Pf eff er z u ei n e r ni c ht-

si g nifi k a nt e n r e d u zi er e n d e n Wir k u n g. A u c h di e 5 0 %- V er d ü n n u n g d er Mis c h u n g a us s c h w ar z e m 

Pf eff er u n d C ur c u m a z ei gt e ei n e H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf 6 8, 3 % ( S D = 1 0, 5 %) o h n e 

Si g nifi k a n z. St är k er e V er d ü n n u n g e n d er E xtr a kt e 2 u n d 3 r e d u zi ert e n di e L e b e nsf ä hi g k eit d er M C F-

7- Z ell e n ni c ht o d er l ei c ht u n d d a b ei ni c ht-si g nifi k a nt. Di e 5 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 2 f ü hrt e 
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s o g ar z u ei n er si g nifi k a nt e n ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) St ei g er u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf 1 3 9, 1 %        

( S D = 1 9, 5 %). 

 

 
A b b . 4 6: N e utr alr ot- T est M C F- 7. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e Z ell vi a bilit ät d er M C F-

7- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml], 

E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C ur c u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s 0, 0 5 g/ ml] all e 

i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e 

w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

M C F- 1 2 a 

 

Mit  j e w eils 1, 8 % ( S D = 1, 6 % b e zi e h u n gs w eis e 1, 5 %), z ei gt e n D M C u n d B D M C n e b e n T a m o xif e n 

u n d E n d o xif e n d e n st är kst e n h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) h e m m e n d e n Ei nfl uss a uf di e 

Z ell vi a bilit ät i m V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %). R h a m n eti n 

u n d C ur c u mi n als a u c h D M S O f ü hrt e n e b e nf alls z u ei n er h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) R e d u kti o n 

a uf 7 3, 4 % ( S D = 1 0 %) u n d 4 4, 7 % ( S D = 1 1 %) b e zi e h u n gs w eis e 7 2, 1 % ( S D 1 0, 6 %). F ols ä ur e 

st ei g ert e h o c h-si g nifi k a nt ( p < 0, 0 0 1) di e L e b e nsf ä hi g k eit a uf 1 2 7, 5 %. Ei n e l ei c ht e S e n k u n g wi e s 

Is or h a m n eti n mit 9 9 % a uf. A u c h di e Al k o h ol e 7 0 %- u n d 9 9 %- Et h a n ol als a u c h 9 9 %- Et h a n ol mit 

D M S O z ei gt e n mit 8 1, 9 %, 8 1, 1 % u n d 8 3, 1 % ei n e l ei c ht e, ni c ht-si g nifi k a nt e H e m m u n g. Estr a di ol 

f ü hrt e z u ei n er h o c h-si g nifi k a nt e n ( p < 0, 0 0 1) St ei g er u n g a uf 1 2 7, 1 % ( S D = 1 0, 8 %). Ei n e st ar k e, 

h o c h-si g nifi k a nt e ( p < 0, 0 0 1) R e d u kti o n d er Z ell vi a bilit ät wi es e n T a m o xif e n mit 0, 9 % ( S D = 0, 4 %) 

u n d E n d o xif e n mit 0, 8 % ( S D = 0, 2 %) a uf ( A b b. 4 7). 
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C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  
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C ur c u m a/s c h w ar z er 
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A b b . 4 7: N e utr alr ot- T est M C F- 1 2 a. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er R ef er e n z e n u n d K o ntr oll e n a uf di e 

Z ell vi a bilit ät d er M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); d ar g est ellt ist 

d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d        

p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

E xtr a kt 1 a us C ur c u m a z ei gt e i m N R U- T est a uf M C F- 1 2 a- Z ell e n k ei n e o d er n ur ei n e l ei c ht e, ni c ht-

si g nifi k a nt e H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf bis z u 8 3 %, w o b ei d as u n v er d ü n nt e E xtr a kt di e st är kst e 

Wir k u n g a uf wi es ( S D = 6, 9 %). E xtr a kt 2 a us s c h w ar z e m Pf eff er u n d E xtr a kt 3 a us C ur c u m a u n d 

s c h w ar z e m Pf eff er f ü hrt e n u n v er d ü n nt mit 1, 7 % ( S D = 1, 8 %) u n d 1, 4 % ( S D = 0, 5 %) i m 

V er h ält nis z u d e n u n b e h a n d elt e n Z ell e n ( M e di u m u n d Z ell e n = 1 0 0 %) z u ei n er st ar k e n R e d u kti o n 

d er L e b e nsf ä hi g k eit ( A b b. 4 8). St är k er e V er d ü n n u n g e n b ei d er E xtr a kt e wi es e n n ur l ei c ht e Ei nfl üss e 

o h n e Si g nifi k a n z a uf. Ei n e A us n a h m e z ei gt e di e 3 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 3 mit ei n er 

si g nifi k a nt e n ( p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5) H e m m u n g d er Z ell vi a bilit ät a uf 7 8 % ( S D = 1 2, 7 %). 
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A b b . 4 8: N e utr alr ot- T est M C F- 1 2 a. Z ell vi a bilit ät [ %]. Ei nfl uss d er dr ei E xtr a kt e a uf di e Z ell vi a bilit ät d er 

M C F- 1 2 a- Z ellli ni e i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %); E xtr a kt 1 = C ur c u m a         

[ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 2 = s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml], E xtr a kt 3 = C urc u m a u n d s c h w ar z er Pf eff er [j e w eil s      

0, 0 5 g/ ml] all e i n 7 0 %- Et h a n ol g el öst. D ar g est ellt i st d er Mitt el w ert mit St a n d ar d a b w ei c h u n g; si g nifi k a nt e 

Er g e b ni ss e w er d e n mit p < 0, 0 0 1: * * u n d p = 0, 0 0 1 - 0, 0 5: * d ar g est ellt. 

 

 

4. 7 Z ell m et a b olis m us 

 

B ei Z yt ot o xi zit ät d er E xtr a kt e u n d R ef er e n z e n w ur d e d ur c h di e v er m ut et e g es e n kt e 

St off w e c hs el a kti vit ät u n d di e v er mi n d ert e Gl y k ol ys e ei n e er h ö ht e Gl u c os e k o n z e ntr ati o n i m 

Ü b erst a n d er w art et. Z u d e m k o n nt e mit ei n e m er h ö ht e n p H- W ert g er e c h n et w er d e n, d a d er W ar b ur g-

Eff e kt ( a er o b e Gl y k ol ys e) b ei a vit al e n Z ell e n ni c ht st attfi n d e n k a n n u n d s o mit w e ni g er L a kt at u n d 

ei n s a ur es Mili e u e ntst e ht. 

 

 

4. 7. 1 Gl u c os e k o n z e nt r ati o n u n d p H- W e rt 

 

Z ur Pr üf u n g d er St off w e c hs ell a g e u n d s o mit d er Z ell vit alit ät d er M C F- 7- u n d M C F- 1 2 a- Z ellli ni e n 

u nt er d e m Ei nfl uss d er K o ntr oll e n u n d E xtr a kt e w ur d e d er p H- W ert u n d di e e xtr a z ell ul är e 

Gl u c os e k o n z e ntr ati o n n a c h 2 4 h I n k u b ati o n g e m ess e n. D ur c h di e ei n m ali g e D ur c hf ü hr u n g k o n nt e 

k ei n e Si g nifi k a n z u n d S D b esti m mt w er d e n. 
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N e ut r al r ot- Test
E xt r a kt e a uf M C F- 1 2 a

 M e di u m + Z ell e n 
 

 E xt r a kt 1:  

C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  

s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
 

E xt r a kt 3:  

C ur c u m a/s c h w ar z er 

Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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M C F- 7 

 

Di e  e xtr a z ell ul är e Gl u c o s e m ess u n g d er M C F- 7- Z ellli ni e b ei M e di u m u n d Z ell e n er g a b 2 4, 2 m m ol/l. 

Estr a di ol f ü hrt e z u ei n er l ei c ht e n St ei g er u n g a uf 2 5, 1 m m ol/l. Di e Gl u c os e k o n z e ntr ati o n e n b ei 

T a m o xif e n u n d E n d o xif e n, di e i n d e n bis h eri g e n T ests st ar k e z yt ot o xis c h e Wir k u n g z ei gt e n, w ar e n 

mit 2 6, 3 m m ol/l u n d 2 7, 2 m m ol/l er h ö ht. A u c h di e 1 0 %- V er d ü n n u n g ( 2 6, 6 m m ol/l) u n d di e 5 %-

V er d ü n n u n g ( 2 6, 4 m m ol/l) d es E xtr a kt es 2 mit s c h w ar z e m Pf eff er wi es e n ei n e st ar k er h ö ht e 

Gl u c os e k o n z e ntr ati o n a uf. D as u n v er d ü n nt e E xtr a kt 1 a us C ur c u m a ( 2 4, 6 m m ol/l), di e 2 0 %- u n d di e 

3 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 2 ( b ei d e 2 4, 5 m m ol/l), s o wi e d as u n v er d ü n nt e E xtr a kt 3 a us C ur c u m a 

u n d s c h w ar z e m Pf eff er ( 2 4, 7 m m ol/l) z ei gt e n l ei c ht e St ei g er u n g e n. Di e 5 0 %- ( 2 4, 3 m m ol/l), 1 0 %- 

( 2 4, 6 m m ol/l), 5 %- ( 2 5, 1 m m ol/l) u n d 3 %- ( 2 5, 2 m m ol/l) V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es 3 f ü hrt e n 

e b e nf alls z u K o n z e ntr ati o ns er h ö h u n g e n ( A b b. 4 9). 

 

D er p H- W ert w ar k o nst a nt i m b asis c h e n B er ei c h z wis c h e n 8, 4 1 u n d 8, 6 4. Er k orr eli ert e z u m T eil mit 

d er Gl u c os e k o n z e ntr ati o n. Di es e w ar b ei d er 5 0 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 1 v er mi n d ert, d er p H-

W ert s a n k a uf 8, 5. I m G e g e ns at z d a z u sti e g er a uf 8, 6 b ei d er 1 0 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 2 mit 

s c h w ar z e m Pf eff er u n d a u c h b ei d er 5 %- u n d 3 %- V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 3 ( p H = 8, 5 4 u n d 

8, 5 7), p ar all el z u d er Gl u c os e k o n z e ntr ati o n ( A b b. 4 9). A uff älli g w ar a u c h ei n ä h nli c h er, l ei c ht 

er h ö ht er p H- W ert d er dr ei u n v er d ü n nt e n E xtr a kt e ( p H = 8, 5 3- 8, 5 5) i m V er gl ei c h z u T a m o xif e n    

( p H- W ert 8, 5 1). 

 

 
A b b. 4 9:  Ei nfl uss d er K o ntr oll e n u n d E xtr a kt e a uf di e e xtr a z ell ul är e Gl u c os e k o n z e ntr ati o n u n d d e n p H- W ert 

(r ot e Li ni e) i m V er h ält nis z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %) n a c h 2 4 h; M C F- 7- Z ell e n. 
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Gl u c o s e u n d p H- We rt M C F- 7
 

 E xt r a kt 1:  

C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  

s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
 

E xt r a kt 3:  

C ur c u m a/s c h w ar z er 

Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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M C F - 1 2 a 

 

M e di u m u n d Z ell e n wi es e n ei n e K o n z e ntr ati o n v o n 1 7, 5 m m ol/l a uf. T a m o xif e n u n d E n d o xif e n 

f ü hrt e n mit 1 8, 9 m m ol/l b e zi e h u n gs w eis e 2 1, 1 m m ol/l z u ei n er Er h ö h u n g. E b e nf alls ei n e St ei g er u n g 

d er e xtr a z ell ul är e n Gl u c os e k o n z e ntr ati o n z ei gt e d as u n v er d ü n nt e E xtr a kt 1 a us C ur c u m a         

( 1 9, 6 m m ol/l) s o wi e di e 2 0 %- ( 1 8, 1 m m ol/l) u n d 1 0 %- ( 2 0, 2 m m ol/l) V er d ü n n u n g d es E xtr a kt es 2 

a us s c h w ar z e m Pf eff er ( A b b. 5 0). 

 

Di e p H- W ert e d es z ellfr ei e n Ü b erst a n ds b ei d e n M C F- 1 2 a- Z ell e n l a g e n e b e nf alls i m b asis c h e n 

B er ei c h z wis c h e n 7, 9 5 u n d 8, 2 9 u n d ü b er d e m p H- W ert d er K o ntr oll e a us M e di u m u n d Z ell e n        

( p H = 7, 9 5). B ei E n d o xif e n u n d d e m u n v er d ü n nt e n E xtr a kt 1, a b er a u c h b ei d e m u n v er d ü n nt e n 

E xtr a kt 2 sti e g d er p H- W ert a uf 8, 1 6 a n. Ei n A nsti e g w ar f er n er b ei d e n 1 0 %-, 5 %- u n d 3 %-

V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es 2 ( p H = 8, 2 6 b e zi e h u n gs w eis e 8, 2 5) u n d d er 3 %- V er d ü n n u n g d es 

E xtr a kt es 3 ( p H = 8, 2 9) z u b e o b a c ht e n ( A b b. 5 0). Z u d e m z ei gt e si c h ei n ä h nli c h er p H- W ert d er dr ei 

u n v er d ü n nt e n E xtr a kt e ( p H = 8, 1 6 b e zi e h u n gs w eis e 8, 1 1 b ei E xtr a kt 3) i m V er gl ei c h z u E n d o xif e n 

( p H- W ert 8, 1 6). 

 

 
A b b. 5 0:  Ei nfl uss d er K o ntr oll e n u n d E xtr a kt e a uf di e e xtr a z ell ul är e Gl u c os e k o n z e ntr ati o n u n d d e n p H- W ert 

i m V er h ält ni s z u M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %) n a c h 2 4 h; M C F- 1 2 a- Z ell e n. 
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Gl u c o s e u n d p H- We rt M C F- 1 2 a
 

 E xt r a kt 1:  

C ur c u m a [ 0, 1 g/ ml] 
 

 E xt r a kt 2:  

s c h w ar z er Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
 

E xt r a kt 3:  

C ur c u m a/s c h w ar z er 

Pf eff er [ 0, 1 g/ ml] 
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4. 7. 2 L a kt at k o n z e nt r ati o n 

 

Z ur Pr üf u n g d er St off w e c hs ell a g e u n d s o mit d er Z ell vit alit ät d er M C F- 7- u n d M C F- 1 2 a- Z ellli ni e n 

u nt er d e m Ei nfl uss d er K o ntr oll e n u n d E xtr a kt e w ur d e di e e xtr a z ell ul är e L a kt at k o n z e ntr ati o n n a c h    

2 4 h I n k u b ati o n g e m ess e n. D ur c h di e ei n m ali g e D ur c hf ü hr u n g k o n nt e k ei n e Si g nifi k a n z u n d S D 

b esti m mt w er d e n. 

 

 

M C F- 7 

 

Di e  M ess u n g d er L a kt at k o n z e ntr ati o n wi es W ert e z wis c h e n 2, 8 u n d 5 m m ol/l a uf, mit 4, 8 m m ol/l b ei 

M e di u m u n d Z ell e n, w o b ei di e ni e dri gst e n W ert e b ei T a m o xif e n u n d E n d o xif e n ( b ei d e 2, 8 m m ol/l) 

l a g e n. A u c h b ei d e n u n v er d ü n nt e n E xtr a kt e n 2 a us s c h w ar z e m Pf eff er u n d 3 a us C ur c u m a u n d 

s c h w ar z e m Pf eff er z ei gt e n si c h mit 3, 5 m m ol/l u n d 3, 8 m m ol/l ni e dri g e L a kt at w ert e. All e w eit er e n 

V er d ü n n u n g e n b e w e gt e n si c h z wis c h e n 4 u n d 5 m m ol/l, Estr a di ol wi es ei n e K o n z e ntr ati o n v o n       

4, 7 m m ol/l a uf ( A b b. 5 1). 

 

 
A b b . 5 1: Ei nfl uss d er K o ntr oll e n u n d E xtr a kt e a uf di e e xtr a z ell ul är e L a kt at k o n z e ntr ati o n i m V er h ält ni s z u 

M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %) n a c h 2 4 h; M C F- 7- Z ell e n. 
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L a kt at M C F- 7
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M C F- 1 2 a 

 

Di e  e xtr a z ell ul är e L a kt at k o n z e ntr ati o n b ei M e di u m u n d Z ell e n b etr u g 3, 9 m m ol/l. 

A u c h b ei m e xtr a z ell ul är e n Ü b erst a n d d er M C F- 1 2 a- Z ell e n k o n nt e n di e ni e dri gst e n L a kt at k o n z e n-

tr ati o n e n T a m o xif e n u n d E n d o xif e n z u g es c hri e b e n w er d e n ( 2, 1 u n d 2, 4 m m ol/l). Estr a di ol z ei gt e ei n e 

K o n z e ntr ati o n v o n 3, 5 m m ol/l. W eit er e ni e dri g e W ert e w ar e n b ei m u n v er d ü n nt e n E xtr a kt 1 a us 

C ur c u m a ( 3, 6 m m ol/l) u n d b ei all e n V er d ü n n u n g e n d es E xtr a kt es 3 a us C ur c u m a u n d s c h w ar z e m 

Pf eff er ( z wis c h e n 3, 1 u n d 3, 8 m m ol/l) z u er k e n n e n ( A b b. 5 2). 

 

 
A b b. 5 2:  Ei nfl uss d er K o ntr oll e n u n d E xtr a kt e a uf di e e xtr a z ell ul är e L a kt at k o n z e ntr ati o n i m V er h ält ni s z u 

M e di u m u n d Z ell e n ( M + Z ell e n = 1 0 0 %) n a c h 2 4 h; M C F- 1 2 a- Z ell e n. 
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5. Diskussion 

 

Nach dem Bronchialkarzinom ist weiblicher Brustkrebs mit 11,6 % weltweit die zweithäufigste und 

bei Frauen die häufigste diagnostizierte Krebserkrankung noch vor dem Bronchial- und kolorektalen 

Karzinom (2018) [25]. In den jeweiligen Ländern unterscheidet sich die Anzahl der Krebsdiagnosen 

und Organmanifestationen je nach Ernährung, Wohlstand, Alter der Bevölkerung und genetischer 

Faktoren [18, 25, 71, 76, 139]. Seit vielen Jahren rücken Gewürze, allen voran Curcuma, zur 

Therapie des Mammakarzinoms zunehmend in den Fokus der Forschung. Mit 75-80 % ist das 

Curcumin der Hauptbestandteil der Curcuminoide, die zu 3-5 % in dem Ingwergewächs aus Südasien 

enthalten sind [27, 128]. In der Krebstherapie ist Curcumin Bestandteil zahlreicher Studien, da es 

proapoptotisch und antiproliferativ und somit zytotoxisch auf Krebszellen wirkt [150]. Die Zugabe 

von Pfeffer, beziehungsweise von Piperin als einem seiner Hauptbestandteile, scheint die 

Bioverfügbarkeit zu verbessern [27]. 

 

Somit war das Ziel dieser Arbeit die Überprüfung der Hypothese, dass Curcuma-Extrakte in 

Kombination mit schwarzem Pfeffer-Extrakten, eine signifikante Wirkung auf die MCF-7- und 

MCF-12a-Zelllinien hinsichtlich einer Verringerung der Zellproliferation, der Zellviabilität und des 

Zellmetabolismus ausüben. Zudem erfolgte die Kontrolle beider Extrakte einzeln, um Wechsel-

wirkungen und den individuellen Effekt beider Komponenten erkennen und beurteilen zu können. 

Zusätzlich sollten der Einfluss auf maligne und benigne Brustkrebszellen, aber auch die 

Wirkintensitäten unterschiedlicher Curcuma- und Pfeffer-Konzentrationen in Extrakt-Verdünnungen 

bis zu 3 % verglichen werden. Letztendlich galt es, mehr Erkenntnisse in der Mammakarzinom-

Therapie mit Curcuma und schwarzem Pfeffer zu sammeln und das Forschungswissen zu erweitern. 

Zur Untersuchung der Wirkung in vitro auf die maligne MCF-7- und die benigne MCF-12a-Zelllinie, 

beide ER- und PgR-positiv, dienten drei Extrakte aus Curcuma, schwarzem Pfeffer und beiden 

Stoffen kombiniert (1:1) jeweils in 70 %-Ethanol gelöst. In verschiedenen Verfahren wurde deren 

Einfluss auf die Proliferation und Viabilität und somit auf die Zytotoxizität getestet, ebenso auf die 

unterschiedlichen Stoffwechselparameter. Zur Analyse der in vitro-Extraktwirkung auf die 

Mammakarzinomzellen erfolgten mindestens drei Durchführungen je Extrakt und Zelllinie der 

allgemein üblichen Assays BrdU-Proliferationstest, CytoTox-Glo®-, CellTiter-Glo®- und NRU-Test. 

Die mehrmalige Untersuchung erfolgte, um zufällige und fehlerhafte Ergebnisse zu erkennen. 

Um Wirkungen der Alkohole auszuschließen, wurden diese ohne Referenzen und Extrakte einzeln 

untersucht. Zur Kontrolle kamen Tamoxifen, Endoxifen und Estradiol zum Einsatz, zudem erfolgte 

die Verwendung von Referenzsubstanzen zum Vergleich mit den Extrakten. 

Außerdem diente zur Untersuchung der Stoffwechsellage eine einmalige Glucose-, pH-Wert- und 

Laktat-Messung, um den Glucoseverbrauch der Zellen und die Laktatproduktion zu detektieren und 

Schwankungen des pH-Werts anzuzeigen. 
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5.1 Material und Methoden 

 

Um den Einfluss von Curcuma und schwarzem Pfeffer auf die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 

und MCF-12a zu untersuchen, erfolgte die Herstellung der Ethanol-Extrakte aus Curcuma, 

schwarzem Pfeffer und der Kombination aus beiden Substanzen. Die schlechte Wasserlöslichkeit und 

die dadurch verminderte Analysierbarkeit sowie reduzierte Wirkung des Curcumas bedingte in 

Absprache mit Frau Priv.-Doz. Dr. rer. nat. habil. Richter und Herrn Prof. Jeschke den Verzicht auf 

die Verwendung der Wasserextrakte und die Konzentration auf die in 70 %-Ethanol gelösten 

Substanzen. Dies erfolgte auch im Hinblick auf die aktuelle Literatur, in der eine gesteigerte 

antioxidative Wirkung des Curcumas in Abhängigkeit zur Ethanolkonzentation beschrieben wird 

[97]. 

Die häufige Verwendung von Curcuma-Ethanolextrakten in in vivo- und in vitro-Studien und die 

aussagekräftigen Ergebnisse [3, 117, 127] bestätigen die Entscheidung zur alleinigen Analyse und 

Verwendung der ethanolbasierten Extrakte.  

Zusätzlich wurden die Ethanolextrakte jeweils in fünf verschiedenen Verdünnungen hergestellt. Dies 

diente der Erkennung von dosisabhängigen Ergebnissen. Die unterschiedlichen Bestandteile der 

Extrakte konnten mithilfe der HPLC, einem effizienten und etablierten analytischen Trennverfahren, 

nachgewiesen werden [49, 50, 56, 79, 89, 97, 141, 151, 157, 170]. Dieses und gleichwertige 

Trennverfahren sind zur spezifischen Untersuchung des Curcumas und des schwarzen Pfeffers in 

einschlägiger Literatur häufig beschrieben und werden zur Analyse des Curcumas in über zwei 

Drittel der Verfahren regelmäßig angewendet [79, 97, 141, 151, 157]. Auch die Detektion der 

Flavonoide Quercetin und Rhamnetin mithilfe der HPLC hat sich als zuverlässiges Verfahren 

etabliert [49, 89]. 

Die Charakterisierung des HR-Status erfolgte standardmäßig lichtmikroskopisch über die 

Immunhistochemie, die ein sicheres und erprobtes Verfahren zur Messung von PgR- und ER-

Rezeptoren darstellt und somit in vielen Studien, vor allem zur Erforschung des Mammakarzinoms, 

Anwendung findet [16, 43, 52, 65]. 

Durch regelmäßige Durchführung der Assays BrdU-Proliferationstest, CytoTox-Glo®-, CellTiter-

Glo®- und NRU-Test zur Messung von Zellviabilität, -proliferation und Zytotoxizität in vorherigen 

Dissertationen des Forschungslabors der Universitätsfrauenklinik Rostock etablierten sich die Tests als 

geeignete und sichere Verfahren zur Untersuchung verschiedener Substanzen auf Krebszelllinien, 

insbesondere auch auf Mammakarzinomzellen. 

Die Extraktherstellung erfolgte mit Curcumapulver und gemahlenem schwarzem Pfeffer aus lokalen 

Supermärkten großer Unternehmen des Lebensmitteleinzelhandels, wodurch deutschlandweit ein 

müheloser Kauf der verwendeten Extrakte möglich ist. 

Zur Untersuchung von malignen als auch benignen Zellen diente die Behandlung der beiden 

etablierten und disponiblen ER-positiven Brustkrebszelllinien MCF-7 und MCF-12a. Die Wirkung 

verschiedener Substanzen auf beide Zelllinien wird häufig in in vitro-Studien zum Thema 

Mammakarzinom untersucht [125, 126, 142, 152, 158]. 
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5.2 Ergebnisse 

 

5.2.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

Vor allem zur Isolation der Curcuminoide Curcumin, DMC und BDMC gilt die HPLC als 

Standardverfahren [6, 79, 141, 157, 170]. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte HPLC-

Analyse des Curcumas wies BDMC, Kaffeesäure und Rhamnetin nach. Anhand der aktuellen 

Literatur war dahingegen vor allem die Detektion von Curcumin zu erwarten [97]. Bei Kaffeesäure 

sowie Quercetin hätten keine Übereinstimmungen der Peaks im Chromatogramm zu sehen sein 

sollen [97], letzteres ergab auch die vorliegende Untersuchung. Demgegenüber werden in der 

Literatur allerdings auch von Kaffeesäure-Nachweisen in Curcuma berichtet [49]. Im 

Chromatogramm des schwarzen Pfeffers zeigten sich Übereinstimmungen der Peaks mit Folsäure, 

Kaffeesäure und Rhamnetin. In der aktuellen Literatur sind zu dem Thema wenige Erkenntnisse zu 

finden. So wiesen 2006 Phillips et al. in der Flüssigkeitschromatographie Folsäure in rotem und 

grünen Pfeffer nach [116]. Durch die Ergebnisse der beiden Einzelextrakte waren in der Mischung 

beider Extrakte deutliche Nachweise der überschneidenden Bestandteile Kaffeesäure und Rhamnetin 

sowie Folsäure und BDMC erwartet worden. Die Mischung beider Ethanolextrakte wies zwar 

Rhamnetin nach, zeigte aber auch Überschneidungen mit den Peaks der Inhaltsstoffe DMC und 

Isorhamnetin. Dagegen erfolgte kein Nachweis der anderen in den Extrakten 1 und 2 detektierten 

Bestandteile. 

 

 

5.2.2 Immunhistochemie 

Da deren Ergebnis eine entscheidende Rolle spielt [71], wurde die etablierte immunhistochemische 

Überprüfung des PgR und der ER � und � der Zelllinien MCF-7 und MCF-12a durchgeführt. Es 

konnte ein eindeutig positiver HR-Status nachgewiesen werden, wodurch die aktuelle Literatur und 

die Herstellerangaben bestätigt wurden [8, 9, 48, 111, 155]. In diesen wird ein Karzinom mit 

mindestens zehn Prozent positiver Tumorzellkerne als PgR- oder ER-positiv bezeichnet wird [43]. 

Wie oben beschrieben (1.2.1. und 1.2.8), ist das Ergebnis essenziell für die Prognose. 

 

 

5.2.3 Einfluss der Extrakte und Referenzen auf Zellproliferation, -viabilität und -stoffwechsel 

 

5.2.3.1 Einfluss der Extrakte und Referenzen auf die Zellproliferation 

 

Innerhalb der Referenzen wiesen Curcumin, DMC und BDMC bezüglich beider Zelllinien eine 

starke, hoch-signifikante Zellproliferationshemmung (p < 0,001) auf. Auch in der Literatur ist ein 

antiproliferativer Effekt des BDMCs auf Krebszellen beschrieben. So zeigten Li et al. 2013 unter 

BDMC eine Proliferationshemmung der MCF-7-Zellen und eine Aktivierung des Tumorsupressor-

gens p53 [90]. Auch Qiu et al. wiesen 2020 eine Inhibition der Zellproliferation eines hepato-

zellulären Karzinoms durch BDMC nach [124]. Die Proliferationshemmung durch DMC wird 

ebenfalls in der Literatur bestätigt. So beschrieben Ni et al. 2012 einen Zellzyklus-Arrest [107] und 

eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung auf Prostatakrebszellen durch DMC, wie auch 
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Hung et al. 2012 [69, 107], wobei letztere auch auf die zytotoxische Wirkung des Curcumins und des 

BDMCs hinwiesen [69]. 

 

In einigen Studien konnte ein antiproliferativer Effekt des Hauptwirkstoffs des Curcumas, des 

Curcumins, nachgewiesen werden. So belegten Ramachandran et al. 1999 in vitro bei MCF-7-

Mammakarzinomzellen eine Arretierung der G2-Phase nach Curcumingabe und somit eine 

Hemmung der Proliferation [126]. Auch Mehta et al. wiesen 1997 auf die antiproliferative Wirkung 

des Curcumins durch die Hemmung der ODC hin [11, 102]. Zudem induziert Curcumin in vitro eine 

Hemmung des vascular endothelial growth factor (VEGF) und des basic fibroblast growth factor     

(b-FGF) sowie eine antiproliferative Wirkung auf ER-positive MCF-7-Zellen, wie 2002 von Shao et 

al. dargestellt wurde [142]. Auch bei ER-negativen Mammakarzinomzellen in vitro konnte in der 

Studie von Bimonte et al. 2015 eine Proliferationshemmung und eine Steigerung der Apoptose durch 

Curcumin aufgezeigt werden. Die Studie bestätigte zudem eine Verminderung des Tumorvolumens 

und der Angiogenese innerhalb von sechs Wochen nach Curcumingabe in vivo [20]. Ein idealer 

Angriffspunkt scheint auch die Telomerase zu sein, die in den meisten Krebsarten aktiv ist, dagegen 

in somatischen Zellen kaum oder keine Aktivität zeigt. So veröffentlichten Kim et al. 1994, dass alle 

94 untersuchten Tumorzelllinien Telomeraseaktivität aufwiesen im Gegensatz zu den somatischen 

Zellen, die keine Aktivität zeigten [77]. 2002 untersuchten Ramachandran et al. die Telomerase-

aktivität der MCF-7-Zelllinie nach Curcumingabe. Mit steigender Curcuminkonzentration bis zu 100 

�M nahm die Telomeraseaktivität im Vergleich zu unbehandelten Zellen um bis zu 93,4 % ab [125]. 

 

Die gemeinsame Testung von Curcumin, DMC und BDMC erfolgte in der Studie von Wei et al. 

2021, die belegte, dass die drei Curcuminoide nicht nur konzentrationsabhängig, sondern auch in 

Kombination einen synergistischen Effekt in Hinblick auf die zytotoxische Wirkung auf 

Prostatakarzinomzellen in vitro aufwiesen mit einem deutlich intensiveren Effekt als separat 

eingesetzt oder in Zweierkombinationen. Ein Extrakt aus getrocknetem gemahlenem Curcuma in 

Methanol wirkte dabei nach Behandlung in einem Ultraschallbad und Zentrifugation am stärksten 

proliferationshemmend [168]. 

 

Allerdings weisen Curcuminoide oral eine sehr niedrige Bioverfügbarkeit auf, die auf die schlechte 

Wasserlöslichkeit und die daraus resultierende geringe Aufnahme im Magen-Darm-Trakt sowie die 

schnelle Metabolisierung zurückzuführen ist [27, 134, 141]. Cheng et al. untersuchten 2001 über drei 

Monate 25 Patienten mit Präkanzerosen oder Karzinomen, die oral Curcumin einnahmen, wobei sich 

die Anfangsdosis von 0,5 g/d stufenweise auf bis zu 8 g/d erhöhte. Trotz der hochdosierten 

Curcumingabe war die Bioverfügbarkeit mit Serumkonzentrationen von 0.51 ± 0.11 �M (4 g) und 

1.77 ± 1.87 �M (8 g) sehr gering. Der Höchstwert wurde nach 1-2 h erreicht, in den folgenden 12 h 

nahm die Konzentration ab. Im Urin konnte kein Curcumin detektiert und bis einschließlich 8 g/d 

über mehrere Wochen keine Toxizität nachgewiesen werden [36]. Lao et al. untersuchten 2006 die 

einmalige Einnahme oraler Curcuminoid-Dosen zwischen 0,5 g und 12 g, wobei erst ab einer Gabe 

von 10 g und 12 g ein Serumnachweis detektiert und bei allen Konzentrationen leichte Neben-

wirkungen nachgewiesen wurden [86]. 

 

Um die Resorption zu erhöhen, wird an vielen Verfahren geforscht, unter anderem an der 

Kombination von Curcumin mit Piperin, einem Hauptbestandteil des schwarzen Pfeffers. Piperin 
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hemmt kompetitiv die Metabolisierung des Curcumins, wodurch der Abbau verlangsamt und die 

Aufnahme gesteigert wird [27]. Um die Wirkung zu untersuchen, erfolgten in der vorliegenden 

Studie verschiedene Testungen eines in Ethanol gelösten Extraktes aus Curcuma und schwarzem 

Pfeffer im Verhältnis 1:1, sowohl unverdünnt als auch zu je 50 %, 20 %, 10 %, 5% und 3 % 

verdünnt. Beide Stoffe wurden zudem separat untersucht, um den individuellen Effekt der 

Komponenten zu erkennen. Das unverdünnte Extrakt aus schwarzem Pfeffer zeigte eine deutliche, 

hoch-signifikante Hemmung der Zellproliferation, allerdings nur bei der malignen MCF-7-Zelllinie. 

Schmidt et al. belegten 2020 eine konzentrations- und zeitabhängige zytotoxische Wirkung auf MCF-

7-Zellen durch Piperin mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC��) von 94.5 µM in 24 h, 

im Vergleich zu 38.3 µM in 48 h [135]. 

 

Die unverdünnte Mischung des Extraktes aus Curcuma und schwarzem Pfeffer zeigte in der 

vorliegenden Studie eine starke, hoch-signifikante antiproliferative Wirkung (p < 0,001) auf beide 

Zelllinien. Bisherige Studien wiesen eine bessere Aufnahme und dadurch eine höhere Biover 

fügbarkeit des Curcumas beziehungsweise des Curcumins durch die Kombination mit schwarzem 

Pfeffer nach. So konnten Shoba et al. 1997 bei Ratten nach oraler Gabe von 2 g Curcumin pro kg 

Körpergewicht (KG) über einen Zeitraum von 4 h nur eine leichte Konzentration im Serum messen. 

Mit zusätzlich 20 mg Piperin pro kg KG erfolgte eine Erhöhung des Serumspiegels 1 h nach 

Verabreichung von 1.00 ± 0.26 �g/ml auf 1.55 ± 0.21 �g/ml. Auch bei den Probanden führte die 

alleinige Gabe von 2 g Curcuminkapseln zu keinem bis kaum einem Nachweis im Serum. Nach einer 

zusätzlichen Piperineinnahme von 20 mg erhöhte sich der Serumspiegel von 0.006 ± 0.005 �g/ml auf 

bis zu 0.18 ± 0.16 �g/ml in den folgenden 45 min. Die relative Bioverfügbarkeit des Curcumins 

verbesserte sich durch Piperingabe auf 154 % bei Ratten beziehungsweise 2000 % bei Menschen 

[61]. Weitere Methoden, unter anderem zur Verbesserung der Löslichkeit, sind die Formulierung mit 

Tensiden oder Emulgatoren sowie die Feinstmahlung des Curcumas und die Verabreichung in 

Curcumaöl [27]. Schiborr et al. maßen 2014 nach Aufnahme von 500 mg mikronisierten 

Curcuminoiden (410 mg Curcumin, 80 mg DMC und 10 mg BDMC) höhere Plasmaspiegel des 

Curcumins von durchschnittlich 41,6 nmol/l, des DMCs von 34,5 nmol/l und des BDMCs von        

5,1 nmol/l im Vergleich zum Pulver, bei dem die Plasmaspiegel 7,1 nmol/l, 1,5 nmol/l 

beziehungsweise 0,5 nmol/l betrugen [134]. 

 

 

5.2.3.2 Einfluss der Extrakte und Referenzen auf die Zellviabilität 

 

In den Viabilitätstestungen dieser Arbeit zeigten Rhamnetin, DMC, BDMC und Curcumin innerhalb 

der Referenzen eine starke, hoch-signifikante Hemmung (p < 0,001) der Lebensfähigkeit der MCF-7- 

und MCF-12a-Zellen. Letzteres bestätigt das Studienergebnis einer konzentrations- und zeitab-

hängigen Reduktion der Zellviabilität durch Curcumin von Schmidt et al. 2020. So betrug die IC�� 
innerhalb von 24 h 24,5 µM Curcumin und bei einer Behandlung von 48 h 11.4 µM [135]. 

Ramachandran et al. zeigten 2002 eine konzentrationsabhängige Zytotoxizität des Curcumins mit 

92,9 % apoptotischen MCF-7-Zellen nach einer Behandlung mit 100 �M Curcumin. Die IC�� betrug 

26,0 ± 1,41 �M [125]. 

Vorangegangene Studien belegen zudem eine Wirkung des DMCs, des Rhamnetins und des BDMCs 

auf die Lebensfähigkeit der Zellen. So bestätigten Ni et al. 2012 unter 20 bis 160 µM DMC eine 
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konzentrations- und zum Teil zeitabhängige Hemmung der Zellviabilität von Prostatakarzinomzellen 

sowie eine proapoptotische Wirkung und einen G2/M-Phasen-Arrest [107]. Lan et al. wiesen 2018 

einen proapoptotischen Effekt des Rhamnetins sowie eine Verringerung der Lebensfähigkeit von 

MCF-7-Zellen nach. Mit einer Konzentration von 25 µM Rhamnetin sank diese innerhalb einer 

Inkubation von 48 h bei 37 °C hoch-signifikant auf ca. 53 % und nach 72 h auf etwa 40 % [85]. Auch 

Lee et al. demonstrierten 2011 eine Induktion der Apoptose durch Rhamnetin auf Brustkrebszellen 

[89]. Die hemmende Wirkung des BDMCs auf die Viabilität der Zellen eines hepatozellulären 

Karzinoms belegten Qiu et al. 2020 und wiesen eine IC�� nach 48 h von 59,13 µM nach [124]. Diesen 

Effekt zeigten Xu et al. 2015 bei Zellen des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, wobei die 

Lebensfähigkeit der Zellen mit steigender Konzentration und längerer Behandlung des BDMCs 

abnahm. So führte eine Inkubation zweier Zellreihen über 24 h mit 34.4 �mol/l beziehungsweise  

35,7 �mol/l zu einer Halbierung der Zellviabilität. Erfolgte eine Erhöhung der Behandlungsdauer auf 

72 h und der Konzentration auf 80 �mol/l, sank die Zellviabilität auf etwa 5 % [173]. Wei et al. 

bestätigten 2021 in vitro durch die Kombination von Curcumin, DMC und BDMC eine stärkere, 

synergistische Hemmung der Zellviabilität von Prostatakarzinomzellen als bei alleiniger Gabe der 

Stoffe oder in Doppelkombinationen [168]. 

 

Des Weiteren belegen die in dieser Arbeit vorliegenden Untersuchungen eine sehr starke, hoch-

signifikante Reduktion der Zellviabilität (p < 0,001) unter Einfluss des unverdünnten Extraktes 3 aus 

Curcuma und schwarzem Pfeffer sowie des unverdünnten Extraktes 2 aus schwarzem Pfeffer. Auch 

die 50 %-, 20 %- und 10 %-Verdünnungen des Extraktes 3 reduzierten in einigen Assays die 

Zellviabilität. Die zytotoxische Wirkung des Piperins auf MCF-7-Zellen ist bereits oben beschrieben 

(5.2.1.1). Die gesteigerte Wirkung des Curcumins durch die zusätzliche Gabe von Piperin bestätigt 

die aktuelle Literatur (5.2.1.1). So wiesen Bhutani et al. 2008 durch die Kombination der intra-

peritonealen Gabe von 20 mg/kg/KG Curcumin mit 2,5 mg/kg/KG Piperin an Ratten eine Wirkungs-

verstärkung neurologischer Effekte des Curcumins im Vergleich zur alleinigen Gabe von 40 

mg/kg/KG Curcumin nach [19]. Auch die Erhöhung der Bioverfügbarkeit des Curcumins durch 

Piperin ist Gegenstand einiger Studien [1, 19, 61]. Anand et al. zeigten 2007 in einer allerdings nur 

sehr wenige Probanden umfassenden Studie in vivo eine Steigerung der Bioverfügbarkeit des 

Curcumins nach einer kombinierten Gabe von 2 g Curcumin und 5 mg Piperin. Dabei erhöhte sich 

die Konzentration des Curcumins in Kombination mit Piperin im Vergleich zur alleinigen 

Curcumingabe nach 30 min von etwa 1 ng/ml auf 3 ng/ml und nach 60 min von ca. 2,2 ng/ml auf      

7 ng/ml [5]. Die Wirkung der Curcuminoide bei zusätzlicher Piperineinnahme untersuchten Panahi et 

al. 2014 bei Patienten mit Osteoarthritis im Knie. Nach sechswöchiger Einnahme von 1500 mg 

Curcuminoiden, aufgeteilt in drei tägliche Dosen und angereichert mit jeweils fast 5 mg Piperin, 

verbesserten sich sowohl vorhandene Schmerzen als auch die Motorik im Vergleich zur Placebo-

kontrolle [113]. 

Die gesteigerte Wirkung der Bioverfügbarkeit des Curcumins beziehungsweise der Curcuminoide 

durch Piperin wird auf dessen Hemmung der intestinalen und hepatischen Glucuronidierung durch 

Reduktion der Aktivität der UDP-Glucuronyltransferase und somit eine langsamere Elimination 

zurückgeführt [61, 148].  
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5.2.3.3 Folsäure 

 

Als weitere Referenz diente Folsäure, ein hitzeempfindliches Vitamin, das in tierischen Produkten, 

aber auch in Gemüse, Früchten mit orangenfarbenem Fruchtfleisch, zum Beispiel Pfirsichen, und 

Vollkornprodukten enthalten ist [128, 137]. Der tägliche Bedarf an Folsäure beträgt etwa 0,4 mg, bei 

schwangeren Frauen steigt er auf das Doppelte an, da sich eine größere Menge an Zellen teilt und 

Folsäure essenziell für die DNA-Synthese und die Bildung der Erythrozyten ist. Folsäuremangel 

kann zu einer Anämie und in der Schwangerschaft zu einem Neuralrohrdefekt des Kindes führen [66, 

137]. So ist Folsäure ein wichtiger Bestandteil der Nukleotid-Biosynthese, gerade sich stark teilende 

Zellen benötigen das Vitamin. Bis zu 10 mg Folsäure können gespeichert werden, größtenteils in der 

Leber [66]. Gibson et al. belegten 2011 mit einem durchschnittlichen Follow-up von neun Jahren ein 

vermindertes Risiko einer kolorektalen Karzinom-Erkrankung durch Folsäure-Einnahme, wobei als 

Kritikpunkt der kurze Beobachtungszeitraum genannt wird [57]. 

In den hier vorliegenden Assays zeigte Folsäure allerdings nicht die erwartete antiproliferative 

Wirkung und Hemmung der Zellviabilität mit Ausnahme der Zellviabilitätsmessung der MCF-12a-

Zelllinie im CellTiter-Glo®-Test. Im Gegensatz zu oben genannten Quellen kamen Qin et al. 2013 zu 

dem Ergebnis, dass Folsäure zu keiner signifikanten Inzidenzsenkung verschiedener Krebsarten wie 

Brust-, Lungen- oder Prostatakrebs beiträgt [123]. Kim et al. belegten 2018 eine signifikante        

(p = 0,006) protektive Wirkung von Folsäure auf BRCA1-induzierte Mammakarzinome [78]. Die 

Einnahme von Folsäure scheint laut Araghi et al. (2019) die Wahrscheinlichkeit einer kolorektalen 

Karzinom-Erkrankung sogar zu erhöhen. Allerdings erfolgte die Gabe in Kombination mit dem 

Vitamin B12, sodass die jeweiligen Effekte und etwaige Wechselwirkungen untersucht werden 

sollten [109]. Auch Charles et al. wiesen 2004 bei Schwangeren, die ein Jahr lang täglich 5 mg 

Folsäure einnahmen, später eine Steigerung der Mortalitätsrate infolge eines Mammakarzinoms nach 

[35]. Ebbing et al. belegten 2009 einen krebsfördernden Effekt einer täglichen Folsäuregabe von     

0,8 mg kombiniert mit Vitamin B12 (0,4 mg/d). So stieg die Krebsinzidenz und -mortalität bei 

Patienten mit ischämischen Herzerkrankungen in Norwegen, einem Land, in dem Folsäure in der 

Nahrung nicht angereichert wird. Allerdings benennen die Autoren einige Kritikpunkte, unter 

anderem, dass Folsäure abermals stets mit Vitamin B12 kombiniert und nie alleine verabreicht wurde 

[47]. 

 

 

5.2.3.4 Isorhamnetin 

 

Die Referenz Isorhamnetin zählt zu den Flavonoiden und ist ein direkter Metabolit des Quercetins. 

Sie ist in Früchten und Pflanzen, besonders in Heilkräutern, enthalten [145, 171]. In der Literatur sind 

Quercetin und dessen Metabolite wie zum Beispiel Isorhamnetin Gegenstand der Krebsforschung 

[171]. Shi et al. belegten 2012 eine Hemmung der Proliferation einer ösophagealen Krebszelllinie 

nach einer 72 h-Behandlung mit Isorhamnetin [144]. Der Effekt auf Brustkrebs wurde ebenfalls 

untersucht: Hu et al. wiesen 2015 eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung auf MCF-7-

Zellen und weitere Mammakarzinomzellen durch Isorhamnetin nach [68]. Auch Wu et al. zeigten 

2018 eine Reduktion der Zellviabilität und einen zytotoxischen Effekt durch Quercetin und 

Isorhamnetin, wobei Quercetin im Vergleich zu seinem Metaboliten eine stärkere Wirkung auf die 

MCF-7-Zellen erkennen ließ. Die konzentrationsabhängige Hemmung der Viabilität wurde mit einer 
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Menge von maximal 100 �M über einen Zeitraum von 48 h untersucht, wodurch diese bei Quercetin 

auf bis zu 33,1 % und bei Isorhamnetin auf bis zu 34,2 % sank [171]. Die in der vorliegenden Arbeit 

durchgeführten Tests zeigten allerdings entgegen der Erwartung keinen signifikanten Einfluss von 

Isorhamnetin auf die Proliferation und Viabilität der behandelten Zelllinien. 

 

 

5.2.4 Einfluss der Extrakte auf den Zellstoffwechsel 

 

Die Messungen der Glucosekonzentration als auch des pH-Werts und der Laktatkonzentration im 

Medium geben Hinweise zum Verbrauch der Zellen während der Glykolyse, des Umbaus der 

Glucose zu Pyruvat, aus dem die Reduktion zu Laktat folgen kann, und somit zum Zellmetabolismus. 

Dadurch ließ sich der Einfluss der verschiedenen Extrakte und Kontrollen auf die Vitalität der MCF-

7- und MCF-12a-Zellen darstellen. 

Jede humane Zelle kann mittels Glykolyse, bei der der Abbau von Glucose zu Pyruvat stattfindet, 

Energie in Form von ATP oder indirekt über NADH/H+ gewinnen. Zudem werden Stoffe für 

Biosynthesen, wie zum Beispiel der Fettsäuren oder des Cholesterins, gebildet. Bei fehlendem 

Sauerstoff erfolgt über die Laktat-Dehydrogenase der Umbau von Pyruvat zu Laktat, bezeichnet auch 

als anaerobe Glykolyse. Dagegen verläuft bei ausreichendem Sauerstoffgehalt in den meisten Zellen 

der Abbau von Pyruvat zu Acetyl-CoA über die Pyruvat-Dehydrogenase. Über den Citratzyklus und 

die Atmungskette entsteht im Folgenden Energie in Form von ATP, aber auch CO2 und H2O [66]. 

Warburg et al. beobachteten in den 1920er Jahren einen erhöhten Glucosebedarf von Tumorzellen 

und trotz ausreichender Sauerstoffversorgung und Mitochondrienvorkommens die Umwandlung von 

Glucose zu Laktat. Diese Entdeckung wird als Warburg-Effekt bezeichnet [166, 167]. 

 

 

5.2.4.1 Einfluss der Extrakte auf den Glucoseverbrauch der Zellen 

 

Durch die Proliferationshemmung und die verringerte Zellviabilität war eine konzentrationsab-

hängige Abnahme des Verbrauchs und somit eine Zunahme der extrazellulären Glucosekonzentration 

mit dem höchsten Anstieg bei Extrakt 3 aus Curcuma und schwarzem Pfeffer zu erwarten. 

Eine Zunahme der Glucosekonzentration im Medium des unverdünnten Extraktes 1 aus Curcuma als 

auch in den Medien einiger verdünnter Extrakte aus schwarzem Pfeffer ließ sich bei beiden Zelllinien 

beobachten. Das Extrakt 3 aus Curcuma und schwarzem Pfeffer wies in verschiedenen Verdün-

nungen eine erhöhte Glucosemenge bei den MCF-7-Zellen auf. Allerdings waren Unterschiede in der 

extrazellulären Glucosekonzentration bei allen Extrakten im Vergleich zu den unbehandelten 

Zelllinien meist nur minimal und konzentrationsunabhängig. Wei et al. wiesen 2021 durch 

verschiedene Kombinationen von Curcumin, DMC und BDMC eine Hemmung der Glykolyse durch 

Herabregulation der Enzyme von Prostatakarzinomzellen in vitro nach. Die stärkste Wirkung zeigten 

alle drei Curcuminoide kombiniert [168]. Vaughan et al. belegten 2013 durch Curcumin eine 

Hemmung des durch TNF-� hervorgerufenen vermehrten Warburg-Effekts in MCF-7-Zellen und als 

Folge dieser eine verminderte Verstoffwechselung zu Laktat [160]. Wie erwartet erfolgte in den 

Messungen dieser Arbeit zudem ein Anstieg der Laktatkonzentration im Nährmedium unter 

Tamoxifen und Endoxifen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. 2005 belegten Kallio et al. den 
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Eintritt des Zelltodes bei MCF-7-Zellen nach Behandlung mit 5 - 7 µM Tamoxifen schon nach 

weniger als 60 min [75]. 

 

 

5.2.4.2 Einfluss der Extrakte auf den pH-Wert der Zellen 

 

Infolge des Warburg-Effekts wird in den Tumorzellen trotz ausreichender Sauerstoffversorgung über 

die Glykolyse Glucose zu Laktat umgebaut [166, 167]. Die extrazelluläre Umgebung wird saurer, 

wodurch der pH-Wert sinkt. Somit ist dieser ebenfalls ein Prädiktor für den Zellmetabolismus. 

Durch die Hemmung von Zellviabilität und Proliferation der MCF-7- und MCF-12a-Zelllinien 

infolge einer Extraktzugabe müssten sich durch die verminderte Glykolyse höhere pH-Werte im 

Vergleich zu den unbehandelten Zellen einstellen. Die pH-Wert-Messung zeigte bei der MCF-7-

Zelllinie keine eindeutigen konzentrationsabhängigen Veränderungen durch die Extraktzugabe. Bei 

den MCF-12a-Zellen sank der pH-Wert nach der Behandlung mit den Extrakten, allerdings unab-

hängig von deren Konzentration oder stofflichen Zusammensetzung. Ein Vergleich der Ergebnisse 

mit aktueller Literatur und eine Diskussion dieser ist aufgrund mangelnder Studien zu pH-Wert-

Messungen nach Gabe von Curcuma und schwarzem Pfeffer aktuell nicht möglich. 

 

 

5.2.4.3 Einfluss der Extrakte auf die Laktatproduktion der Zellen 

 

Die Laktatmessung ermöglicht Rückschlüsse auf die anaerobe Glykolyse und das dadurch entste-

hende Laktat [166, 167]. Somit gibt diese Untersuchung Hinweise auf die metabolische Aktivität der 

Zellen. 

Die oben genannten Tests wiesen einen antiproliferativen Einfluss eines Teils der Extrakte und eine 

Hemmung der Zellviabilität der Zelllinien MCF-7 und MCF-12a nach, wodurch die Laktatkon-

zentration durch die verminderte Glucoseverwertung hätte sinken müssen. Am ehesten wurde dies 

bei Extrakt 3 aus Curcuma und schwarzem Pfeffer nach Zugabe auf die MCF-7-Zellen deutlich, 

wodurch die Laktatkonzentration sank und bei allen Verdünnungen unter dem Kontrollwert blieb. 

 

 

5.2.5 Die Kontrollen Tamoxifen, Endoxifen und Estradiol 

 

5.2.5.1 Die SERMs Tamoxifen und Endoxifen 

 

Die Behandlungen der MCF-7- und MCF-12a-Zelllinien mit Tamoxifen und Endoxifen erfolgten als 

Kontrolle in Erwartung einer starken, signifikanten Hemmung der Zellproliferation und -viabilität. 

Der SERM Tamoxifen wird in der adjuvanten Hormontherapie, vor allem in der Prämenopause, 

verwendet und wirkt antagonistisch an ER-positiven Mammakarzinomzellen [18]. Die Tamoxifen-

gabe erfolgt meist mit 20 mg/d fünf Jahre lang. In der Leber wird Tamoxifen vor allem durch 

CYP2D6 zu Endoxifen und 4-Hydroxytamoxifen, den aktiven Metaboliten, verstoffwechselt [76, 

149]. Allerdings ist die Endoxifen-Plasmakonzentration bei Mammakarzinom-Patientinnen, mit einer 

Tamoxifeneinnahme von 20 mg täglich, mehr als sechsmal so hoch wie die des 4-Hydroxytam-
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oxifens [91]. Beide Metaboliten zeigen eine viel höhere Affinität zu den ER als Tamoxifen.        

4-Hydroxytamoxifen weist etwa 35 % und Endoxifen ca. 25 % der Rezeptoraffinität von Estradiol 

auf [74, 91]. Da Tamoxifen über mehrere CYP-Enzyme verstoffwechselt wird, kann eine geringere 

Enzymaktivität möglicherweise zu einer verminderten Wirksamkeit des Medikaments führen. Grund 

hierfür können genetische Polymorphismen der CYP-Enzyme, vor allem des CYP2D6, aber auch 

einige Stoffe, wie zum Beispiel bestimmte Antidepressiva, sein [132, 149]. 

Bei den beiden Zelllinien MCF-7 und MCF-12a ließ sich durch beide SERMs eine starke, hoch-

signifikante Proliferationshemmung und eine Reduktion der Viabilität nachweisen, wobei deren 

Wirkung deutlich stärker war als die der Curcuma- und Pfeffer-Extrakte. Der verminderte Stoff-

wechsel konnte durch den geringeren Glucoseverbrauch und die niedrige extrazelluläre Laktat-

konzentration im Vergleich zu unbehandelten Zellen belegt werden. Dies bestätigt sich in der 

Literatur durch ebensolche Studienergebnisse einer zytotoxischen, proapoptotischen und 

antiproliferativen Wirkung [75, 76]. Hussaarts et al. belegten 2019 nach der täglichen Einnahme von 

durchschnittlich 20 mg Tamoxifen und dreimal täglich 1200 mg Curcumin eine Verringerung des 

Tamoxifenmetabolismus zu Endoxifen, die durch die zusätzliche Gabe von dreimal täglich 10 mg 

Piperin verstärkt wurde. Somit kann die Kombination der Stoffe zu einem Nichterreichen der 

therapeutischen Breite führen [70]. Dagegen zeigten Hajigholami et al. 2016 durch eine Kombination 

von Tamoxifen mit Curcumin eine Steigerung der Proliferationshemmung und proapoptotischen 

Wirkung auf MCF-7-Zellen, die zum Teil auch tamoxifenresistent waren, im Vergleich zu der 

alleinigen Behandlung mit Tamoxifen [62]. 

 

 

5.2.5.2 Estradiol 

 

Als weitere Kontrolle diente das zu den Estrogenen zählende Estradiol, das durch die GnRH-

Freisetzung im Hypothalamus hauptsächlich im Ovar ausgeschüttet wird und mit Estron zu den 

biologisch aktivsten Formen der Estrogene gezählt wird. Es kontrolliert unter anderem die 

Ausbildung der sekundären Geschlechtsmerkmale, zeigt aber auch sexualunspezifische Effekte, zum 

Beispiel auf den Wasser- und Elektrolythaushalt sowie das Knochenwachstum [66]. Täglich 

sezerniert eine nicht-schwangere Frau je nach Zyklusphase ca. 25-100 �g Estrogene. Postmenopausal 

sinkt die Menge auf 5-10 �g/d. In den letzten Wochen einer Schwangerschaft steigt die 

Konzentration auf etwa 30 mg/d an [154]. Die Verwendung des Estradiols als Kontrolle erfolgte 

aufgrund der belegten Erhöhung des Brustkrebsrisikos [32, 39, 51, 53, 63] in der Erwartung einer 

proliferationssteigernden Wirkung auf ER-positive Brustkrebszellen. In den meisten der hier 

vorliegenden Assays erfolgte eine Steigerung der Proliferation und Viabilität der MCF-7- und MCF-

12a-Zelllinien durch Estradiol. Allerdings zeigten einige wenige Tests auch keine der erwarteten 

Wirkungen. Liu et al. belegten 2002, dass dies durch einen ER ß-induzierten inhibitorischen Effekt 

auf das ER �-vermittelte Zellwachstum hervorgerufen werden kann [92]. Ein weiterer Grund kann 

die in der vorliegenden Untersuchung verwendete Estradiolkonzentration sein. So führte in Studien 

eine erhöhte Konzentration zu einer antiproliferativen Wirkung auf MCF-7-Zellen [138, 169]. In 

vorliegender Arbeit deuteten die Stoffwechselparameter eher einen geringen antiproliferativen Effekt 

des Estradiols an. Bei beiden Zelllinien stieg die extrazelluläre Glucosekonzentration im Vergleich zu 

den unbehandelten Zellen leicht an oder veränderte sich nicht. Die Laktatkonzentration sowie der 
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pH-Wert nahmen ab, letzterer stieg zudem bei den MCF-12a-Zellen minimal an, was die oben 

erwähnten Gründe nahelegt. 

 

5.3 Methodenkritik 

 

Die verwendeten malignen MCF-7- und benignen MCF-12a-Zellen sind durch ihre Disponibilität und 

Kultivierbarkeit häufig Grundlage von in vitro-Studien [125, 126, 142, 152, 158]. Allerdings können 

gerade bei regelmäßig verwendeten Zelllinien wie der weltweit am häufigsten zu Forschungszwecken 

genutzten Brustkrebszelllinie MCF-7 vor allem nach jahrelanger Lagerung Mutationen im Phänotyp 

und in der genetischen Ausstattung auftreten, die bisweilen zu Divergenzen führen [28]. So wurden 

Veränderungen in der Wachstumsrate, der Hormonrezeptorexpression [28, 110] und des Karyotyps 

[13, 28] bei MCF-7-Zellen aus verschiedenen Laboren nachgewiesen [28, 110]. Um diese Risiken 

möglichst gering zu halten, kamen für die vorliegenden Untersuchungen ausschließlich 

Mammakarzinomzellen bis zur 30. Passage zur Verwendung. Außerdem ist der Entnahmeort von 

Bedeutung, da Zellen für Laboruntersuchungen zum Teil nicht dem Primärtumor, sondern 

Metastasen angehören und sich so zwar schneller teilen, durch ihre Eigenschaften allerdings weniger 

klinisch relevant sind [28]. Zudem hätte die Anzahl der Assaydurchführungen erhöht werden können, 

um die Standadabweichung zu minimieren, was zu präziseren und aussagekräftigeren Ergebnissen 

führen würde. 

Außerdem ist zu beachten, dass je nach Zubereitung die Bioverfügbarkeit des Curcumas in vivo sehr 

unterschiedlich ist [134]. Um die Wirkung des Curcumas zu verstärken, hätten unterschiedliche 

Zubereitungsformen verwendet werden können. 

Da es Hinweise gibt, dass auch Piperin auf die Viabilität der MCF-7-Zellen wirkt, hätte die Substanz 

ebenfalls als Referenz untersucht werden können [135]. Weitere unterschiedliche Dosierungen des 

Curcumas und des schwarzen Pfeffers hätten zu mehr vergleichbaren Daten geführt und zu weiteren 

Ergebnissen in Hinblick auf die dosisabhängige Wirkung der drei Extrakte. 

Auch die Zellzählung in der Bürker-Zählkammer bietet mögliches Fehlerpotenzial. So kann eine 

unzureichende homogene Durchmischung der Zellsuspension zu fehlerhaften Werten führen [60], die 

wiederum durch unterschiedlich ausgesäte Zellzahlen die anschließenden Tests beeinflussen und zu 

Messungenauigkeiten führen können. Durch mehrmaliges Vortexen und Durchmischen während des 

Pipettierens wurde versucht, diese Fehlerwahrscheinlichkeit zu minimieren. Auch im folgenden 

Schritt der Zellaussaat könnte trotz mehrmaligen Vortexens und Vermischens mit der Pipette eine 

inhomogene Verteilung der Zellen auf der 96-Well-Platte erfolgt sein. Des Weiteren kann eine 

Preinkubation von 60 min bei Raumtemperatur vor der eigentlichen Inkubation bei 37 °C und 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2 im Brutschrank den Edge Effect und somit 

Variationen in Zelladhärenz und -wachstum vor allem in äußeren Wells vermeiden [95]. Zu 

Bedenken ist dabei auch die Verteilung der Extrakte und Kontrollen auf der Zellkultur-Testplatte, die 

ebenfalls beeinflusst werden könnte. Nach Schmidt et al. 2020 zeigt eine 48 h-Inkubation eine 

stärkere Hemmung der Viabilität als 24 h [135], wonach es sinnvoll wäre, die Inkubationszeit zu 

verlängern. 

Zuletzt erfolgte in einigen Arbeiten keine klare und terminologisch korrekte Definition der 

unterschiedlichen Bezeichnungen. So wurde unter dem Begriff `Curcumin´ in der Literatur oft die 

Gesamtheit der Curcuminoide oder Curcuma als Ganzes verstanden [27, 86], was die Interpretation 

der bisherigen Studienlage erschwert. 
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6. Zusammenfassung 

 

Das Mammakarzinom ist die häufigste bösartige Neuerkrankung bei Frauen und hat den größten 

Anteil an weiblichen Krebstodesursachen. Viele Krebspatienten entscheiden sich für die Einnahme 

komplementärer oder alternativer Medizin zur Reduzierung von Therapienebenwirkungen, aber auch 

zur Stressbewältigung und zur Stärkung des Körpers gegen den Krebs. Zudem erfolgte in aktuellen 

Studien der Nachweis einer antiproliferativen, antiinflammatorischen und zytotoxischen Wirkung 

sowie einer Erhöhung der Strahlen- und Chemosensitivität von malignen Tumorzellen durch 

Curcuma beziehungsweise durch die Curcuminoide, allen voran das Curcumin. Zur Steigerung von 

dessen Bioverfügbarkeit wurde Piperin untersucht und ein positiver Effekt festgestellt. 

Diese Arbeit untersucht die Kombination aus Curcuma und schwarzem Pfeffer als auch die 

Substanzen einzeln hinsichtlich ihrer Wirkung auf die maligne MCF-7- und die benigne MCF-12a-

Zelllinie. Durch die Immunhistochemie erfolgte eine Charakterisierung der Rezeptoren, wobei beide 

den ER � und � sowie den PgR aufwiesen. Mithilfe der Assays BrdU-Zellproliferationstest, 

CytoTox-Glo®-Test, CellTiter-Glo®-Test, NRU-Test sowie der Bestimmung von Glucose-, 

Laktatkonzentration und pH-Wert konnten die jeweiligen Wirkungen der Extrakte und Referenzen 

auf die Zellproliferation, die Zellviabilität und den Stoffwechsel in vitro untersucht werden. Zudem 

erfolgte ein Vergleich untereinander, als auch mit den Kontrollen Estradiol und den SERMs 

Tamoxifen und Endoxifen. Curcumin, DMC und BDMC sowie das unverdünnte Extrakt 3 aus 

Curcuma und schwarzem Pfeffer, aber zum Teil auch das unverdünnte Extrakt 2 aus schwarzem 

Pfeffer zeigten einen hoch-signifikanten antiproliferativen Effekt und eine hoch-signifikante 

Reduktion der Zellviabilität. Zum Teil wies Rhamnetin letzteres ebenfalls auf. Die 

Stoffwechselergebnisse wiesen nur minimale, uneindeutige und größtenteils konzentrationsunab-

hängige Unterschiede auf. Im Vergleich zu den Kontrollen Tamoxifen und Endoxifen war die 

Hemmung der Proliferation und die zytotoxische Wirkung schwächer ausgeprägt. 

Die vorliegende Arbeit belegt somit eine antikanzerogene, vielversprechend hoch-signifikante 

Wirkung der Kombination aus Curcuma und schwarzem Pfeffer, als auch von Curcumin, DMC und 

BDMC auf benigne und maligne Mammakarzinomzellen und bestätigt somit zum Teil die aktuelle 

Literatur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. Ausblick 83 

7. Ausblick 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen wie auch zahlreiche weitere Studien den antikanzerogenen 

Effekt des Curcumas, speziell des Curcumins, des DMCs und des BDMCs, und legen eine erhöhte 

Bioverfügbarkeit durch schwarzen Pfeffer nahe, wodurch eine verstärkte Wirkung auf die 

Mammakarzinomzellen erreicht werden kann. Eine potenziell verstärkte Hemmung der Zellviabilität 

und -proliferation durch Kombination der drei Curcuminoide mit schwarzem Pfeffer sollte exploriert 

werden [168]. 

Durch verschiedene Methoden, unter anderem zur Verbesserung der Löslichkeit, ist in der bisherigen 

Forschung eine Erhöhung der Curcuma-Bioverfügbarkeit erzielt worden [27, 134]. Zum Erreichen 

einer stärkeren Wirkung sollte zusätzlich die Kombination mit schwarzem Pfeffer eruiert werden. 

Eine weitere Möglichkeit wäre die kombinierte Gabe mit Tamoxifen, die nicht nur eine Steigerung 

der Zytotoxizität, sondern auch eine Dosisreduktion des SERMs vermuten lässt. Allerdings weist die 

aktuelle Literatur auf Wechselwirkungen zwischen Curcuma beziehungsweise Curcumin, Piperin und 

Medikamenten, unter anderem Tamoxifen, hin. So wiesen Hussaarts et al. 2019 eine Verringerung 

des Tamoxifenmetabolismus und ein Nichterreichen der therapeutischen Breite nach [70]. Curcumin 

selbst scheint bis einschließlich 8 g keine toxischen Effekte auf Erwachsene aufzuweisen, sowohl bei 

einmaliger als auch bei täglicher Einnahme über mehrere Wochen [36, 86], eine langfristige Wirkung 

sollte aber untersucht werden. Beide Stoffe weisen allerdings Wechselwirkungen mit Cytochrom-

P450-Isoenzymen auf, wodurch die Konzentration verschiedener oraler Krebsmittel, 

Immunsuppressiva, Analgetika und Antiemetika beeinflusst wird [2, 17, 37, 104]. 

In weiteren in vitro-Studien wären die Wechselwirkungen, gerade in Hinblick auf Chemothera-

peutika, zu analysieren, besonders nach einer intravenösen Applikation von Curcumin und Piperin. 

Durch Umgehung des First-Pass-Effekts der Leber und einer dadurch zu erwartenden erhöhten 

Bioverfügbarkeit ist diese Form der Verabreichung ebenfalls interessant zu erörtern. In vivo-

Forschungen zur Plasmakonzentration nach langfristiger Gabe der Substanzen und vor allem deren 

antikanzerogene Wirkungen sollten in Zukunft durchgeführt werden, da die vorliegenden Ergebnisse 

dieser Arbeit vor dem Hintergrund der in vitro-Testung berücksichtigt werden müssen. 
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8. Thesen zur Promotionsschrift 

 

 

Thema: 

Die kumulativen Proliferationswirkungen hormonaktiver Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MCF-

12a) unter Einwirkung eines Pflanzenextraktes aus Curcuma und schwarzem Pfeffer 

 

 

- Das Mammakarzinom zählt zu den häufigsten bösartigen Neuerkrankungen der Frau und ist zudem 

Ursache des häufigsten Krebstodes, bei insgesamt abnehmender Mortalität. 

 

- Zahlreiche verschiedene Faktoren führen zum Auftreten eines Mammakarzinoms. 

 

- Eine unausgewogene, fett- und fleischreiche Ernährung sowie Adipositas zählen unter anderem zu 

den Risikofaktoren eines Mammakarzinoms. 

 

- Krebszellen weisen einen veränderten Stoffwechsel auf. So findet trotz ausreichender 

Sauerstoffzufuhr die anaerobe Glykolyse mit Laktatproduktion statt, wobei die Karzinomzellen einen 

erhöhten Glucosebedarf aufweisen. 

 

- Mammakarzinome werden molekular und histologisch in Subtypen unterteilt. 

 

- Die maligne MCF-7- und die benigne MCF-12a-Zelllinie weisen in der Immunhistochemie die 

ER � und � sowie den PgR auf. 

 

- Durch diesen Rezeptorstatus sind die Zellen hormonsensibel und können mit Tamoxifen behandelt 

werden. 

 

- In der Literatur wird in vitro ein antiproliferativer, zytotoxischer Effekt des Curcumins 

nachgewiesen. 

 

- Die Therapie mit Curcuma ist durch die verringerte Bioverfügbarkeit erschwert. 

 

- Studien belegen eine Steigerung der Bioverfügbarkeit der Curcuminoide durch schwarzen Pfeffer 

beziehungsweise Piperin. 

 

- Zur Untersuchung der Zellproliferation und -viabilität unter Einfluss von Curcuma und schwarzem 

Pfeffer dienen die Assays BrdU-Zellproliferationstest, CytoTox-Glo®-Test, CellTiter-Glo®-Test und 

NRU-Test, sowie die Bestimmung von Glucose-, Laktatkonzentration und pH-Wert. 
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- Curcuma und schwarzer Pfeffer führen in Kombination in vitro zu einer Hemmung der 

Zellviabilität und zeigen eine antiproliferative Wirkung auf die MCF-7- und MCF-12a-

Mammakarzinomzellen. 

 

- Die Wirkung des Curcumas und des schwarzen Pfeffers ist unabhängig von der Dignität, wodurch 

die Einsatzmöglichkeiten erweitert sind. 

 

- Die Kombination aus Curcuma und schwarzem Pfeffer weist einen stärkeren Effekt auf die 

Mammakarzinomzellen auf als die einzelnen Stoffe. 

 

- Die Kontrollen Endoxifen und Tamoxifen zeigen hoch-signifikant eine stärkere Wirkung in der 

Hemmung der Proliferation, der Zellviabilität und des Metabolismus als die Curcuma- und Pfeffer-

Extrakte. 

 

- Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen die Effekte der Extrakte auf die beiden Mammakarzinomzellen 

in vitro nach, lassen allerdings keine ausreichenden Rückschlüsse zur Wirkung in vivo zu. 

 

- Weitere Studien zur Beurteilung des Synergismus der drei Curcuminoide DMC, BDMC und 

Curcumin mit Piperin sind für die Untersuchung des antitumoralen Effekts von Interesse. 

 

- Zur Reduzierung der Chemotherapienebenwirkungen wäre die Untersuchung einer Kombination 

des Curcumas und des schwarzen Pfeffers mit Tamoxifen von Bedeutung. 
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9. Lit e r at u r v e r z ei c h nis 

 
➊ ➋ ➌ ➍ ➎ ➏ ➐ ➑ ➒ ➓ ➔ → ➣ ➑ ↔ ↕ ➙ → ➣ ↕ ➒ ➍ ➔ ➛ ➜ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ➓ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➐ ➢ ➤ ↕ ➥ ➡ ➦ ➤ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➙ ➦ ➧ ➤ ➢ ➠ ➏ ➐ ➠ ↕ ➥ ↕ ➣ ➍ ➙ ➨ ➎ ➐ ↕ ➏ ➐ ➠ ➩ ➫ ➑ ↕ ➫ ➐ → ➫ ➐ ➭ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ➠

➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ➯ ➲ ➳ ➵ ➸ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➶ ➲ ➹ ➘ ➝ ➴ ➒ ➟ ➒ ➷ ➋ ➬ ➮ ➷ ➝ ➷ ➔

➊ ➝ ➌ ➍ ➙ ➎ ➢ ➏ → ➱ ➱ ➑ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➒ ❒ ➢ ❮ ➎ → ➠ ↕ ➒ ❰ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ ➙ ➏ ➦ ➤ ➠ ➐ ➧ ↕ ➒ ➍ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➦ ➧ ➡ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➒ → ➏ → ➦ ➠ ➥ ➦ ➏ ➡ ➦ ➣ ➐ ➣ ➤ ➦ ➧ ➙ → ➥ ❮

➡ ➐ ➡ ➡ ➐ ➠ ➒ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐ ➡ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ❮ ↕ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➫ ➦ ➧ ➑ ➦ ➏ ➡ ➐ ➠ ↕ ➑ ➦ ➣ ➐ ↕ ➣ ➠ → ➤ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➲ ➳ ➵ ➚ ➺ ➺ ➵ ➽ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➔

➊ ➌ ➍ ➙ ➛ ➐ ➣ ➦ ➦ ↕ ➒ ➔ ❰ ➔ ➒ ➍ ➙ ➛ ➓ ➎ ➢ ❮ → ↕ ➠ ➒ ➍ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ ➙ → ➏ ➒ ✃ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ → ➫ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ ➙ ➛ ✃ ➦ ➎ ↕ ➨ ➐ → ➒ ➍ ➔ ✃ ➔ ➒ ➍ ➙ ❮ ➎ → ➠ ➧ ➱ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➙ ➛

❐ ➢ → ➱ ➐ ➎ ➒ ❐ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➦ ➧ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➙ ➦ ➣ → ➦ ➣ ➝ ➛ → ➣ ➑ ➍ ➟ ➛ ➏ ➐ ➑ ↕ → ➤ ➐ ➑ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➫ ➏ ➦ ➧

➑ ➐ ➤ ➠ ➦ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➠ ➡ ➎ → ➣ ↕ ➣ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➙ ↕ ➐ ➠ ➏ ↕ ➥ ➠ ➦ ➫ ➦ ➏ ➐ ➫ → ➣ ➑ ➎ ➐ → ➙ ➤ ➎ ➱ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➫ ➢ ➐ ➥ ➤ ➫ ➔ ➼ ➺ ➾ ➻ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➼

➻ ➸ ➽ ➺ ➚ ➽ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➻ ➸ ➪ ➚ ➟ ➞ ➒ ➋ ➒ ➋ ➮ ➔

➊ ➟ ➌ ➍ ➙ ➫ → ➏ ➏ → ➠ ➠ → ↕ ➐ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ✃ ➢ → ➠ → ❮ ➒ ➍ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ ➙ ➣ ➢ → ↕ ➏ ↕ ➒ ➍ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➏ → ➙ ➒ ➍ ➔ ✃ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ➍ ➫ ➫ ➦ ➥ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➠ → ➙

➦ ➣ ➤ ➠ → ➥ ➐ ➡ ➤ ↕ ➐ ➫ ➢ ➫ ➐ ↕ ➤ ➎ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ → ➣ ➑ ➜ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ ➐ ➐ ➥ ➐ ➡ ➤ ➦ ➠ ❐ ➤ → ➤ ➢ ➫ ↕ ➣ ❰ ➠ → ↕ ➦ ➏ ➐ ➣ ➔ ➾ ➻ ➪ ➪ ➻ ➚ ➚

➽ ➪ ➻ ➻ ➪ ➴ ➒ ❒ ➒ ➋ ➝ ➟ ➟ ➮ ➋ ➝ ➷ ➞ ➔

➊ ➷ ➌ ➍ ➣ → ➣ ➑ ➒ ➔ ➒ ➢ ➣ ➣ ➢ ➏ → ❮ ❮ → ➠ → ➒ ➍ ➔ ❒ ➔ ➒ ➐ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ → ➠ → ➙ ➒ ❒ ➔ ❒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➬ ➔ ❒ ↕ ➦ → → ↕ ➙ → ↕ ➙ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➭

➡ ➠ ➦ ➙ ➐ ➏ ➫ → ➣ ➑ ➡ ➠ ➦ ➏ ↕ ➫ ➐ ➫ ➔ ➺ ➻ ➪ ➽ ➼ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➻ ➸ ➪ ➚ ➟ ➒ ➒ ➴ ➞ ➬ ➮ ➴ ➋ ➴ ➔

➊ ➌ ➍ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➏ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ➢ ➣ ➒ ➔ ➓ ➔ ➓ ➔ ➒ ↕ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➠ ↕ ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ➜ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➑ ➧ ➦ ➠ ➫ ↕ ➏ ➢ ➙ ➤ → ➣ ➐ ➦ ➢ ➫

➢ → ➣ ➤ ↕ ➤ → ➤ ↕ ➐ ➑ ➐ ➤ ➐ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➢ ➐ ➠ ➥ ➐ ➤ ↕ ➣ → ➣ ➑ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ↕ ➣ ➤ ➠ → ➑ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ➥ ➎ ↕ ➣ ➐ ➫ ➐ ➏ ➐ ➑ ↕ ➥ ↕ ➣ ➐ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺

➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➾ ➪ ➸ ➼ ➻ ➋ ➬ ➒ ➟ ➒ ➮ ➟ ➔

➊ ➬ ➌ ➍ ➠ ➐ ↕ ➤ ➫ ➐ ➏ ➐ ↕ ➣ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ↔ ➱ ➣ ❮ ➦ ➙ ➦ ↕ ➫ ➥ ➎ ➐ ➣ ❮ ➦ ➙ ➦ ↕ ➐ ➍ ↔ ↕ ➣ ➑ ➐ ➠ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➐ ➣ ↔ ➐ ➫ ➐ ➙ ➙ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ➧ ➠ ↔ ➱ ➣ ❮ ➦ ➙ ➦ ↕ ➐

➢ ➣ ➑ ↔ ➐ ➢ ➠ ➤ ➫ ➎ ↕ ➙ ➧ ➐ ↔ ↔ ↔ ➐ ➔ ➔ ➢ ➣ ➑ ➑ ➐ ➠ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➐ ➣ ➠ ➐ ➫ ➐ ➫ ➐ ➙ ➙ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ↔ ➐ ➔ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ➐ ↕ ➤ ➙ ↕ ➣ ↕ ➐ ➣

➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ ➠ ➐ ➓ ➎ ➐ ➠ → ➡ ↕ ➐ ➑ ➐ ➫ ✃ → ➏ ➏ → ❮ → ➠ ➨ ↕ ➣ ➦ ➏ ➫ ➐ ➠ ➫ ↕ ➦ ➣ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ➋ ➔

➊ ➴ ➌ ➍ ➓ ➛ ➋ ➞ ➬ ➴ ➝ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➙ ➥ ➫ ➤ → ➣ ➑ → ➠ ➑ ➫ ➛ → ➤ ➥ ➥ ➔ ➦ ➠ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ➫ → ➙ ➙ ➛

➋ ➞ ➬ ➴ ➝ ➔ → ➫ ➡ ▼ ➐ ➣ ➐ ➠ → ➙ ↕ ➣ ➧ ➦ ➠ ➏ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ➍ ➠ ➢ ➧ ➞ ➟ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➌ ➍ ➓ ➜ ➓ ❒ ➛ ➝ ➝ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➙ ➥ ➫ ➤ → ➣ ➑ → ➠ ➑ ➫ ➛ → ➤ ➥ ➥ ➔ ➦ ➠ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ➫ → ➙ ➙ ➜ ➓ ❒ ➛

➝ ➝ ➔ → ➫ ➡ ➯ ➐ ➦ ◆ ➥ ➦ ➢ ➣ ➤ ➠ ➱ ❖ ➑ ➐ ▼ ➐ ➣ ➐ ➠ → ➙ ↕ ➣ ➧ ➦ ➠ ➏ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➞ ➟ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➞ ➌ ➍ ➢ ➏ ➙ ➙ ➐ ➠ → ➣ ➑ ↔ ➐ ➠ ➎ → ➠ ➑ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ➹ ➳ ➻ ➻ ➶ ✦ ➽ ➻ ➘ ➻ ➳ ➻ ✧ ➽ ➸ ➺ ➻ ➔ ➢ → ➙ ➐ ➐ ↕ ➎ ➐ ➔ ➓ ➎ ↕ ➐ ➏ ➐ ➒ ❐ ➤ ➢ ➤ ➤ → ➠ ➤ ➒ ➐

➦ ➠ ❮ ➔

➊ ➋ ➋ ➌ ❒ ➔ ❒ ➔ ➍ → ➠ → ➙ ➒ ❰ ➔ ➔ ❒ ➎ → ➤ ➤ ➒ ➜ ➔ ❰ ➥ ➎ ↕ ❮ → → ➒ ➔ ❐ ➔ ➍ ➎ ➣ ➒ ↔ ➔ ❐ ➐ ➤ ➎ ↕ ➒ ❐ ➔ ➔ ❐ → ➣ ➑ ➢ ➠ ➒ ➔ ❐ ➢ ➣ ➑ → ➠ → ➏ ➒ ➔ ❐ ➐ ➐ ➠ → ➏ ➒ ❐ ➔

❐ ➎ ↕ ➫ ➎ ➦ ➑ ↕ → ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ★ ➼ ➪ ✩ ➺ ➺ ➪ ➽ ➽ ➻ ➪ ➽ ➾ ➼ ➺ ➾ ➻ ➼ ➸ ➻ ➚ ➔ ➶ ➲ ✪ ✫ ✪ ➘ ➽ ✬ ➼ ➽ ✭ ✮ ✪ ✫ ✪ ✯ ➽ ✭ ✮ ✪

✬ ➽ ➼ ➽ ➽ ✰ ➚ ✪ ✱ ✭ ➹ ➼ ➻ ➼ ➪ ➸ ➳ ➻ ✲ ➻ ➚ ★ ➼ ➪ ➽ ✭ ★ ➘ ★ ➲ ➼ ➻ ➚ ➚ ✭ ✫ ✳ ✭ ➾ ➾ ✪ ✴ ✵ ✶ ✧ ✷ ✸ ✹ ✪

➊ ➋ ➝ ➌ ❒ → ➥ ➎ ➏ → ➣ ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➐ ➢ ➠ ➦ ➡ ➠ ➦ ➤ ➐ ❮ ➤ ↕ ➐ ↕ ➐ ➣ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ➐ ➣ ➦ ➣ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➭ ➎ → ➠ ➏ → ❮ ➦ ➙ ➦ ↕ ➫ ➥ ➎ ➐ ❐ ➤ ➢ ➑ ↕ ➐ ➣ ➨ ➐ ↕ ➐ ➣

↕ ➠ ❮ ➫ → ➏ ❮ ➐ ↕ ➤ ➔ ➪ ➳ ✺ ➻ ✻ ✼ ✲ ➽ ✻ ➳ ➻ ➸ ➚ ➻ ➝ ➴ ➒ ➷ ➒ ➝ ➷ ➮ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➌ ❒ → ➎ ↕ → ➒ ➜ ➔ ➒ ➍ ➫ ➎ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➔ ➒ → ❮ ➐ ➙ ➙ ➒ ➔ ➒ ↕ ➣ ➑ ➒ ✃ ➔ ➒ ✃ ➦ ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➓ ➔ ➒ ➠ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↔ ➠ ➐ ➐ ➣ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➝ ➔

→ ➠ ➱ ➦ ➤ ➱ ➡ ↕ ➥ → ➠ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➐ ➤ ➐ ➐ ➣ ↕ ➣ ➑ ➐ ➡ ➐ ➣ ➑ ➐ ➣ ➤ ➙ ➱ ➥ ➢ ➙ ➤ ➢ ➠ ➐ ➑ ➫ ➤ ➠ → ↕ ➣ ➫ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ✃ ➛ ➬ ↕ ➑ ➐ ➣ ➤ ↕ ➧ ↕ ➐ ➑ ➱

➏ ➢ ➙ ➤ ↕ ➥ ➦ ➙ ➦ ➢ ➠ ➧ ➙ ➢ ➦ ➠ ➐ ➫ ➥ ➐ ➣ ➥ ➐ ↕ ➣ ➫ ↕ ➤ ➢ ➎ ➱ ➠ ↕ ➑ ↕ ➨ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➞ ➒ ➒ ➟ ➴ ➮ ➟ ➟ ➔

➊ ➋ ➟ ➌ ❒ → ➎ ➏ → ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➎ ↕ ➏ ↕ ↔ → ➙ ➦ ➢ → ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➎ ➐ ➑ ➡ ➦ ➦ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➏ ↕ ➙ ↕ → ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ✃ → ➎ ➏ ➦ ➦ ➑ ↕ ➒ ❐ ➔ ➒ ❒ → ➎ → ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ → ➎ ➐ ➠ ↕ → ➣ ➒

➓ ➔ ➒ → ➠ ➐ ➨ → ➑ ➐ ✃ ➐ ➎ ➠ ↕ ➨ ↕ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➫ ➐ ➏ ↕ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ➓ ➎ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ➦ ➙ ↕ ➥ ➍ ➥ ↕ ➑ ❐ ➢ ➡ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➣ ➐ ➥ ➢ ➠ ➠ ➐ ➣ ➥ ➐

→ ➣ ➑ ✃ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➥ ❐ ➤ → ➤ ➢ ➫ ↕ ➣ ➣ ➑ ➦ ➏ ➐ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➜ ➱ ➡ ➐ ➠ ➡ ➙ → ➫ ↕ → ➭ ➍ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➨ ➐ ➑ ➒ ➦ ➢ ➙ ➐ ➛ ❒ ➙ ↕ ➣ ➑ ➒ ➙ → ➥ ➐ ➦ ➛ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ➙ ➐ ➑

➓ ➠ ↕ → ➙ ➔ ➼ ➪ ➳ ✬ ➻ ➚ ➺ ✽ ➼ ➽ ➽ ➻ ➪ ➻ ➝ ➋ ➒ ➋ ➞ ➒ ➟ ➷ ➝ ➮ ➟ ➷ ➔

➊ ➋ ➷ ➌ ❒ → ➠ ➑ → ➐ ➐ ➙ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➍ ❮ ➦ ➢ ➠ ➒ ➍ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ ➙ ➛ ✃ ➢ ➎ → ↕ ➫ ➫ ➐ ➣ ➒ ❐ ➔ ➒ ➍ ➙ ❐ → ➙ → ➏ → ➤ ➒ ➜ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➏ ➏ → ➠ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➠ → ➙

➥ ➦ ➣ ➤ ➠ → ➥ ➐ ➡ ➤ ↕ ➐ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ➑ ➦ ➐ ➣ ➐ ➧ ↕ ➤ ➫ ➦ ➢ ➤ ➐ ↕ ➎ ➤ ➎ ➐ ➠ ↕ ➫ ❮ ➫ ➯ ➍ ➥ → ➫ ➐ ➛ ➥ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➧ ➠ ➦ ➏ ➦ ➠ ➑ → ➣ ➔

✯ ★ ✺ ➺ ➻ ✾ ➚ ➳ ➻ ➽ ➸ ➳ ➋ ➒ ➋ ➒ ➬ ➝ ➔
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➊ ➋ ➌ ❒ → ➠ ➤ ➙ ➐ ➤ ➤ ➒ ➔ ✃ ➔ ❐ ➔ ➒ ❐ ➠ ➦ ↕ ➒ ➔ ➔ ➒ ➓ ➠ ➐ ➢ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➍ ➎ ➏ ➐ ➑ ➒ ❰ ➔ ➒ ↕ ➡ ➐ ➠ ➒ ➓ ➔ ➒ ❐ → ➙ ➢ ➣ → ➒ ➔ ➒ ❒ ➠ → ➥ ➎ ➤ ➐ ➙ ➒ ➔ ➔ ➒

↕ ➠ ➠ ↕ ➐ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ➣ → ➐ ➙ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ → ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ❰ ➣ ➑ ➐ → ➣ ➑ ➡ ➠ ➐ ➑ ↕ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➐ ➣ ➐ ➧ ↕ ➤ ➧ ➠ ➦ ➏

➐ ➤ ➐ ➣ ➑ ➐ ➑ ➐ ➣ ➑ ➦ ➥ ➠ ↕ ➣ ➐ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ↕ ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ➤ ➠ ➐ → ➤ ➐ ➑ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➍ ➑ ➢ → ➣ ➤ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➛ ➓ ➦ ➧ ➧ ➐ ➠

✃ ➦ ➠ ➐ ➯ → ➓ ➓ ➦ ➏ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➔ ➽ ➚ ➺ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➺ ➾ ➻ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ➼ ➻ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵

➞ ➒ ➋ ➋ ➒ ➋ ➬ ➬ ➮ ➋ ➬ ➴ ➔

➊ ➋ ➬ ➌ ❒ ➐ ➑ → ➑ → ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ❒ ➦ → ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➤ → ❮ ➦ ➣ ➑ → ➒ ➜ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ❐ ➤ ➢ ➑ ➱ ➦ ➣ ↕ ➣ ➧ ➙ ➢ ➐ ➣ ➥ ➐ ➦ ➧ ➡ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➤ ➠ ➐ → ➤ ➏ ➐ ➣ ➤ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐

➡ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ❮ ↕ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➫ ➦ ➧ ➑ ↕ ➥ ➙ ➦ ➧ ➐ ➣ → ➥ ↕ ➣ ➎ ➐ → ➙ ➤ ➎ ➱ ➦ ➙ ➢ ➣ ➤ ➐ ➐ ➠ ➫ ➔ ✿ ➻ ➺ ➺ ➸ ➪ ➽ ➟ ➬ ➒ ➝ ➒ ➋ ➝ ➬ ➮ ➋ ➝ ➔

➊ ➋ ➴ ➌ ❒ ➐ ➠ ➐ ❮ ➒ ➔ ❐ ➔ → ➣ ➑ ➜ → ➥ ❮ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ➑ ➫ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ✯ ➻ ➼ ➻ ❀ ❁ ➽ ➪ ➻ ➼ ✾ ➚ ➵ ➻ ➪ ➺ ➺ ➪ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➔ ➦ ➙ ➤ ➐ ➠ ➫ ➙ ➢ ➐ ➠ ➒

➎ ↕ ➙ → ➑ ➐ ➙ ➡ ➎ ↕ → ➔

➊ ➋ ➌ ❒ ➎ ➢ ➤ → ➣ ↕ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ❒ ↕ ➫ ➎ ➣ ➦ ↕ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➢ ➙ ❮ → ➠ ➣ ↕ ➒ ❐ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➍ ➣ ➤ ↕ ➛ ➑ ➐ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ → ➣ ➤ ➙ ↕ ❮ ➐ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ → ➣ ➑ ↕ ➤ ➫

➥ ➦ ➏ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➤ ➎ ➡ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ↕ ➣ ➢ ➣ ➡ ➠ ➐ ➑ ↕ ➥ ➤ → ➙ ➐ ➥ ➎ ➠ ➦ ➣ ↕ ➥ ➫ ➤ ➠ ➐ ➫ ➫ ➛ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➑ ➐ ➎ → ↕ ➦ ➠ → ➙ ➒ ↕ ➦ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ → ➣ ➑

➣ ➐ ➢ ➠ ➦ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ ➥ ➎ → ➣ ➐ ➫ ➔ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ✯ ➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➽ ✯ ➻ ➳ ➽ ✬ ➺ ➼ ➝ ➒ ➋ ➒ ➮ ➟ ➔

➊ ➝ ➞ ➌ ❒ ↕ ➏ ➦ ➣ ➤ ➐ ➒ ❐ ➔ ➒ ❒ → ➠ ↕ ➐ ➠ ↕ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➙ ➏ → ➒ ↔ ➔ ➒ ➐ → ➒ ➔ ➒ ➢ ➥ ↕ → ➣ ➦ ➒ ➍ ➔ ➒ ➩ ➍ ↕ ➢ ➤ ➦ ➒ ✃ ➔ ➒ ➍ ➠ ➠ → ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❰ ➨ ➨ ➦ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔

↕ ➫ ➫ ➐ ➥ ➤ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➠ ➦ ➙ ➐ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ↕ ➣ ➤ ➢ ➏ ➦ ➢ ➠ ➠ ➦ ➤ ➎ → ➣ ➑ → ➣ ↕ ➦ ➐ ➣ ➐ ➫ ↕ ➫ ↕ ➣ ➏ ➦ ➢ ➫ ➐ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➦ ➧ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ✯ ➺ ➻ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➝ ➞ ➋ ➷ ➒ ➴ ➬ ➴ ➋ ➟ ➔

➊ ➝ ➋ ➌ ❒ ↕ ➦ ➥ ➦ ➏ ➡ → ➠ ➐ ➭ ➓ ➠ ➱ ➡ ➫ ↕ ➣ ➛ ➓ ➍ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ↕ ➦ ➥ ➦ ➏ ➡ → ➠ ➐ ➔ ➥ ➦ ➏ ➝ ➛ ➓ ➠ ➱ ➡ ➫ ↕ ➣ ➛ ➓ ➍ ➔ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➞ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➝ ➝ ➌ ❒ ↕ ➦ ➛ → ➑ → ➦ ➠ → ➤ ➦ ➠ ↕ ➐ ➫ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔ ✯ ➼ ❂ ➶ ➘ ➻ ✧ ✦ ➚ ➪ ➺ ✬ ➻ ➼ ➸ ➳ ➻ ❃ ➽ ❄ ➽ ✬ ➺ ➼ ➸ ➻ ➺ ➼ ★ ➻ ➲ ➼ ➺ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➵ ➚ ➚ ➔

➳ ➸ ➸ ➾ ➚ ➶ ❅ ❅ ✺ ✺ ✺ ✪ ➺ ✧ ➼ ➽ ✧ ➽ ➸ ➺ ➻ ➚ ✪ ➪ ➺ ❅ ➼ ✧ ➼ ➺ ➺ ➻ ➺ ❆ ➵ ➼ ➻ ✪ ➳ ➸ ❇ ➼ ➶ ✴ ❈ ✪ ❉ ✷ ✪ ✴ ❉ ✴ ❊ ➔

➊ ➝ ➌ ❒ ➙ ↕ ➫ ➫ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ↕ ➙ ➢ ➠ ➣ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ➦ ➙ ➐ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➦ ➠ ➐ ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ ➦ → ➤ ➐ ➫ ➒ ➍ ➔ ❐ ➔ ➒ ➦ ➣ ➐ ➫ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ → ➫ ➫ ➐ ➏ ➒ ➔ ➒ ➐ ➙ ➦ ➨ ↕ ➐ ➠ ➒ ➓ ➔ ➒

➍ ➣ ➑ ➐ ➠ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➠ ↕ ➑ → ➐ ➣ ➫ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➐ ➙ ➑ ➐ ➒ ➔ ➔ ➜ ➔ ➒ ➣ ➣ ↕ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ ➦ ➠ ➑ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ➐ ↕ ➫ ➐ ➒ ➔ ➒ ↕ ➫ → ➠ ➒ ➔ ➒

✃ ➐ ➣ ➫ ➥ ➎ ↕ ❮ ➒ ➓ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➦ ➏ ➐ ➫ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ↕ ➫ ➐ → ➫ ➐ ➛ ➠ ➐ ➙ → ➤ ➐ ➑ ➦ ➢ ➤ ➥ ➦ ➏ ➐ ➫ ↕ ➤ ➎ ➙ ➦ ➣ ➛ ➤ ➐ ➠ ➏ ➧ ➦ ➙ ➙ ➦ ➛ ➢ ➡ ➭ → ➣

➢ ➡ ➑ → ➤ ➐ ➑ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ↕ ➣ ➤ ➐ ➠ ➠ ➦ ➢ ➡ ➐ ➐ ➏ ➐ ➫ ➤ → ➣ ➐ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➪ ➽ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺

➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➞ ➒ ➬ ➒ ➬ ➞ ➮ ➬ ➋ ➬ ➔

➊ ➝ ➟ ➌ ❒ ➙ ➦ ➏ ➒ ➜ ➔ ➔ → ➣ ➑ ❐ ➏ ➢ ➙ ➑ ➐ ➠ ➫ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ➐ ➠ ↕ ➐ ➦ ➧ ➎ ➦ ➏ ➦ ➥ ➱ ➫ ➤ ➐ ↕ ➣ ➐ → ➣ ➑ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➫ ➏ ➔ ↕ ➤ ➎ ➫ ➡ ➐ ➥ ↕ → ➙

➠ ➐ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➥ ➐ ➫ ➤ ➦ ➥ → ➠ ➑ ↕ ➦ → ➫ ➥ ➢ ➙ → ➠ ➑ ↕ ➫ ➐ → ➫ ➐ → ➣ ➑ ➣ ➐ ➢ ➠ → ➙ ➤ ➢ ➐ ➑ ➐ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ✽ ➳ ➻ ➼ ➸ ➻ ➻ ➸ ➽ ➺ ➪ ✦ ➚ ➻ ➽ ➚ ➻

➟ ➒ ➋ ➒ ➬ ➷ ➮ ➴ ➋ ➔

➊ ➝ ➷ ➌ ❒ ➠ → ➱ ➒ ➔ ➒ ➐ ➠ ➙ → ➱ ➒ ➔ ➒ ❐ ➦ ➐ ➠ ➦ ➏ → ➤ → ➠ → ➏ ➒ ❰ ➔ ➒ ❐ ↕ ➐ ➐ ➙ ➒ ➔ ➔ ➒ ➓ ➦ ➠ ➠ ➐ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➏ → ➙ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ↔ ➙ ➦ → ➙ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠

➫ ➤ → ➤ ↕ ➫ ➤ ↕ ➥ ➫ ➝ ➞ ➋ ➴ ➭ ↔ ❒ ➍ ➐ ➫ ➤ ↕ ➏ → ➤ ➐ ➫ ➦ ➧ ↕ ➣ ➥ ↕ ➑ ➐ ➣ ➥ ➐ → ➣ ➑ ➏ ➦ ➠ ➤ → ➙ ↕ ➤ ➱ ➦ ➠ ➙ ➑ ↕ ➑ ➐ ➧ ➦ ➠ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➫ ↕ ➣ ➋ ➴ ➷

➥ ➦ ➢ ➣ ➤ ➠ ↕ ➐ ➫ ➔ ★ ➶ ➽ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➺ ➼ ➽ ➺ ➼ ➪ ➪ ➽ ➚ ➴ ➒ ➒ ➟ ➮ ➟ ➝ ➟ ➔

➊ ➝ ➌ ❒ ➢ ➥ ❮ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➧ ➠ ➐ ➣ ↕ ➐ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ◗ ➣ ➦ ➏ ➏ ◗ ➐ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➫ ➐ ➙ ➙ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➤ ➒ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➠ ➱

→ ➣ ➑ → ➙ ➤ ➐ ➠ ➣ → ➤ ↕ ➐ ➏ ➐ ➑ ↕ ➥ ↕ ➣ ➐ ➢ ➫ ➐ ↕ ➣ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ➐ ➧ ➦ ➠ ➐ → ➣ ➑ → ➧ ➤ ➐ ➠ → ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➑ ↕ → ➣ ➦ ➫ ↕ ➫ ➔ ★ ➼ ➼ ➻ ➸ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵

✰ ➹ ➺ ➼ ➺ ➸ ➺ ✭ ➸ ✪ ✱ ➝ ➷ ➒ ➟ ➒ ➐ ➝ ➬ ➷ ➛ ➐ ➝ ➴ ➋ ➔

➊ ➝ ➬ ➌ ❒ ➢ ➣ ➑ ➐ ➫ → ➏ ➤ ➧ ➠ ➐ ➠ ➠ → ➢ ➥ ➎ ➐ ➠ ➫ ➥ ➎ ➢ ➤ ➨ ➢ ➣ ➑ ➐ ➐ ➣ ➫ ➏ ↕ ➤ ➤ ➐ ➙ ➫ ↕ ➥ ➎ ➐ ➠ ➎ ➐ ↕ ➤ ➫ ➦ ↕ ➐ ❒ ➢ ➣ ➑ ➐ ➫ ↕ ➣ ➫ ➤ ↕ ➤ ➢ ➤ ➧ ➠ ➍ ➠ ➨ ➣ ➐ ↕ ➏ ↕ ➤ ➤ ➐ ➙

➢ ➣ ➑ ✃ ➐ ➑ ↕ ➨ ↕ ➣ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ❮ ➤ ➐ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ↔ ➐ ➏ ➐ ↕ ➣ ➫ → ➏ ➐ ➡ ➐ ➠ ➤ ➐ ➣ ❮ ➦ ➏ ➏ ↕ ➫ ↕ ➦ ➣ ➨ ➢ ➠ ↕ ➣ ➫ ➤ ➢ ➧ ➢ ➣ ➦ ➣ ❐ ➤ ➦ ➧ ➧ ➐ ➣ ➭

❐ ➤ ➐ ➙ ➙ ➢ ➣ ➣ → ➎ ➏ ➐ ➨ ➢ ➠ ↕ ➣ ➫ ➤ ➢ ➧ ➢ ➣ ➦ ➣ ➠ ➦ ➑ ➢ ❮ ➤ ➐ ➣ ➒ ➑ ↕ ➐ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➏ ↕ ➤ ➐ ➠ ➐ ➫ ➫ ➐ ➠ ➤ ➐ ➠ ❒ ↕ ➦ ➐ ➠ ➧ → ➠ ❮ ➐ ↕ ➤

➐ ➣ ➤ ➎ → ➙ ➤ ➐ ➣ ➐ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔

➊ ➝ ➴ ➌ ❒ ➢ ➠ ➑ → ➙ ➙ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➜ → ➣ ➱ ➒ ➍ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➫ ➑ ➦ ➣ ➒ ✃ ➔ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➡ ➐ ↕ ➠ ➫ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➫ ➭ ➧ ➠ ↕ ➐ ➣ ➑ ➦ ➠

➧ ➦ ➐ ➯ ✯ ➼ ➻ ➽ ➚ ➸ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➶ ✯ ★ ➘ ➷ ➒ ➝ ➒ ➴ ➮ ➷ ➔

➊ ➝ ➌ → ➏ ➐ ➠ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ↕ ➥ ➥ → ➠ ➤ ➛ ↔ ➐ ➎ → ➠ ➤ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ↔ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ➠ ➦ ➥ ➤ ➐ ➠ ➒ ✃ ➔ ➒ ↔ ➦ ➙ ➑ ➎ ↕ ➠ ➫ ➥ ➎ ➒ ➍ ➔ ➒ ➍ ➨ → ➏ ➢ → ➒ ➔ ➑ ➐ ➒ → ➫ ➤ ➠ ➦ ➒

↔ ➔ ➒ ❘ ➣ ➤ ➥ ➎ ➒ ✃ ➔ ➒ ❐ ➏ ↕ ➤ ➎ ➒ ❰ ➔ ➒ ↔ ↕ → ➣ ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ ❒ → ➫ ➐ ➙ → ➒ ➔ ➒ ➍ ➙ ➛ ❐ → ❮ → ➧ ➧ ➒ ➔ ➒ → ➢ ➐ ➠ ➒ ❐ ➔ ➒ ✃ ➥ → ➑ ➑ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ➐ ➱ ➙ → ➣ ➑ ➛ ➦ ➣ ➐ ➫ ➒ ❒ ➔ ➒

❒ ➐ ➙ ➙ ➒ ➔ ➒ ➦ ➫ ➐ ➤ ➤ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➥ ❮ ↕ ➫ ➥ ➎ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ➋ ➋ ➱ ➐ → ➠ ➫ ➩ ➧ ➦ ➙ ➙ ➦ ➛ ➢ ➡ ➦ ➧ ➤ ➠ → ➫ ➤ ➢ ➨ ➢ ➏ → → ➧ ➤ ➐ ➠ → ➑ ➢ → ➣ ➤

➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ↕ ➣ ➜ ➝ ➛ ➡ ➦ ➫ ↕ ➤ ↕ ➐ ➐ → ➠ ➙ ➱ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ➧ ↕ ➣ → ➙ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ➜ ➥ ➐ ➡ ➤ ↕ ➣ ➍ ➑ ➢ → ➣ ➤ ➜ ➍

➤ ➠ ↕ → ➙ ➔ ➹ ➳ ➻ ❃ ➽ ➪ ➻ ➸ ➴ ➒ ➋ ➞ ➞ ➬ ➷ ➒ ➋ ➋ ➷ ➮ ➋ ➝ ➞ ➷ ➔

➊ ➞ ➌ → ➠ ➙ ➦ ➤ ➎ ➭ ➎ ➙ ❮ → ➏ ➏ ➐ ➠ ❒ ➠ ❮ ➐ ➠ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➥ → ➠ ➙ ➠ ➦ ➤ ➎ ➔ ➥ ➦ ➏ ➑ ➐ ➑ ➐ ➨ → ➐ ➎ ➙ ❮ → ➏ ➏ ➐ ➠ ➣ ➨ → ➐ ➎ ➙ ❮ → ➏ ➏ ➐ ➠ ➛

➢ ➐ ➠ ❮ ➐ ➠ ➛ ➙ ↕ ➣ ↕ ➐ ➣ ➛ ➑ ➢ ➣ ❮ ➐ ➙ ➡ ➤ ➬ ➞ ➔ ➋ ➔ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➞ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔
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➊ ➋ ➌ → ➫ ➤ ➐ ➙ ➙ ❙ ➒ ➍ ➔ ➒ ❒ ➦ ➙ ➑ ➦ ➒ ➔ ➒ ◗ ➠ ➐ ➨ ➛ ↔ ❙ ➏ ➐ ➨ ➒ ❒ ➔ ➒ ➦ ➡ ➐ ➒ ➔ ➒ ➍ ➙ ➤ ➨ ↕ → ➠ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ✃ → ➠ ➤ ❚ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➫ ➤ → ❯ ➦ ➛ ↕ ➣ ➱ → ➙ ➫ ➒ ↔ ➔ ➒

↔ ➢ ➐ → ➠ → ➒ ✃ ➔ ➒ ↕ ➐ ➠ ➫ ➫ ➐ ➣ ➛ ❐ ➦ ➤ ➦ ➫ ➒ ➓ ➔ ➒ ➓ → ➠ ➑ ❙ ➣ ➒ ➍ ➔ ➒ ✃ ➦ ➠ ➐ ➣ ➦ ➒ ➔ ➒ ➢ ↕ ➛ ↕ ➐ ➫ ➒ ✃ ➔ ➒ ➙ ➦ ➠ ➐ ➣ ➫ ➛ ❰ ➦ ➠ ➠ → ➒ ➔ ➒ ➍ ➙ ➢ → ➥ ↕ ➙ ➒ ➔ ➒

↔ ❙ ➏ ➐ ➨ ➛ ➍ ➥ ➐ ➦ ➒ ❰ ➔ ➒ → ➫ ➤ ↕ ➙ ➙ → ➒ ➔ ➒ ↔ ➠ ❱ ➥ ↕ → ➛ → ➐ ➑ ❲ ➣ ➒ ➔ ➒ ❲ ↕ ➙ → ➛ ❒ → ➤ ↕ ➫ ➤ → ➒ ➔ ➒ ➦ ➐ ↕ ➣ → ➫ ➒ ✃ ➔ ➒ ➍ ➠ → ➦ ➣ ◗ ➫ ➒ ➔ ➒

➍ ➏ ↕ → ➣ ➦ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➙ ➙ ❲ ➣ ➒ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ➍ ➑ ➎ ➐ ➠ ➐ ➣ ➥ ➐ ➤ ➦ ➤ ➎ ➐ ➐ ➫ ➤ ➐ ➠ ➣ ➒ ➠ ➢ ➑ ➐ ➣ ➤ → ➣ ➑ ✃ ➐ ➑ ↕ ➤ ➐ ➠ ➠ → ➣ ➐ → ➣ ➑ ↕ ➐ ➤ → ➠ ➱

➡ → ➤ ➤ ➐ ➠ ➣ ➫ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➠ ↕ ➫ ❮ ➭ ✃ ➛ ❐ ➡ → ↕ ➣ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➔ ➽ ➸ ➼ ➸ ➽ ➚ ➋ ➞ ➒ ➴ ➮ ➋ ➷ ➔

➊ ➝ ➌ → ➢ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ➢ ➥ → ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ ➢ ➙ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ ❐ ➤ ➦ ➣ ➐ ➒ ➔ ➒ ❒ ➠ ➦ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➢ ➏ ➏ ↕ ➣ ➫ ➒ ❐ ➔ ➔ ➋ ➔ ➙ ➐ → ➤ ➐ ➑

➫ ➐ ➠ ➢ ➏ ➐ ➫ ➤ ➠ → ➑ ↕ ➦ ➙ → ➣ ➑ ➤ ➐ ➫ ➤ ➦ ➫ ➤ ➐ ➠ ➦ ➣ ➐ ➥ ➦ ➣ ➥ ➐ ➣ ➤ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➫ → ➠ ➐ → ➫ ➫ ➦ ➥ ↕ → ➤ ➐ ➑ ↕ ➤ ➎ → ➎ ↕ ➎ ➠ ↕ ➫ ❮ ➧ ➦ ➠ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔

❐ ➤ ➢ ➑ ➱ ➦ ➧ ➫ ➤ ➐ ➦ ➡ ➦ ➠ ➦ ➤ ↕ ➥ ➠ → ➥ ➤ ➢ ➠ ➐ ➫ ➐ ➫ ➐ → ➠ ➥ ➎ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ➔ ➽ ➚ ➺ ➸ ➻ ➼ ➽ ➻ ➪ ➻ ➋ ➞ ➒ ➟ ➤ ➋ ➒ ➝ ➬ ➞ ➮ ➝ ➬ ➬ ➔

➊ ➌ → ➱ ➏ → ➣ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ ➦ ➏ ➡ → ➣ ➱ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ❰ ➣ ➧ ➦ ➠ ➏ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➙ ↕ ➥ ➍ ➥ ↕ ➑ ➔

➊ ➟ ➌ → ➱ ➏ → ➣ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ ➦ ➏ ➡ → ➣ ➱ ➭ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➥ → ➱ ➏ → ➣ ➥ ➎ ➐ ➏ ➔ ➥ ➦ ➏ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ➝ ➞ ➞ ➝ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➔

➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➝ ➬ ➔ ➞ ➬ ➔ ➝ ➞ ➝ ➝ ➔

➊ ➷ ➌ ➎ → ➠ ➙ ➐ ➫ ➒ ➔ ➒ ➐ ➫ ➫ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ → ➏ ➡ ➐ ➙ ➙ ➒ ➔ ➒ ❐ ➏ ↕ ➤ ➎ ➒ ↔ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ → ➙ ➙ ➒ ✃ ➔ ➜ ➔ ➝  ➞ ➞ ➟ ➔ ➓ → ❮ ↕ ➣ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐ ↕ ➣ ➡ ➠ ➐ ➣ → ➣ ➥ ➱ → ➣ ➑

➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ ➏ → ➤ ➐ ➠ ➣ → ➙ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ✯ ➼ ➸ ➚ ➳ ➻ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➦ ➙ ➢ ➏ ➐ ➝ ➔

➊ ➌ ➎ ➐ ➣ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ➜ ➫ ➢ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ ↕ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➫ ➢ ➒ ✃ ➔ ✃ ➔ ➒ ➜ ➦ ➒ ➔ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➣ ➒ ➓ ➔ ❐ ➔ ➒ ➦ ➒ ➔ ➔ ➒ ↕ ➣ ➒ ➔ ➓ ➔ ➒ ↕ ➣ ➒ ❒ ➔ ➔ ➒ ✃ ↕ ➣ ➛

❐ ➎ ↕ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➢ ➒ ➜ ➔ ❐ ➔ ➒ ➐ ➐ ➒ ❐ ➔ ➜ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ↔ ➔ ❐ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➓ ➔ ✃ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ↕ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ➢ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➒ ✃ ➔ ➜ ➔ ➒

→ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➓ ➫ → ↕ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ ➫ ↕ ➐ ➎ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➋ ➔ ➎ → ➫ ➐ ❰ ➥ ➙ ↕ ➣ ↕ ➥ → ➙ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➒ → ➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➡ ➠ ➐ ➐ ➣ ➤ ↕ ➐

→ ➐ ➣ ➤ ➒ ↕ ➣ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ↕ ➤ ➎ ➎ ↕ ➎ ➛ ➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➠ ➡ ➠ ➐ ➛ ➏ → ➙ ↕ ➣ → ➣ ➤ ➙ ➐ ➫ ↕ ➦ ➣ ➫ ➔ ➸ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➝ ➋ ➒ ➟ ❒ ➒ ➝ ➴ ➷ ➮ ➝ ➞ ➞ ➔

➊ ➬ ➌ ➙ → ↕ ➠ ➐ ➤ ➒ ➍ ➔ ➛ ➔ ➒ ❒ ➦ ↕ ➤ ➐ ➢ ➛ ➢ ➠ → ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ➢ ➠ ➤ ↕ ➤ ➒ ➔ ➒ ➐ → ➣ ➣ ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ↔ ◗ ➠ → ➠ ➑ ➒ ❒ ➔ ➒ ➐ ➠ ↕ ➥ ➎ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➏ → ➤ ➒ ❐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔

❰ ➣ ➤ ➐ ➠ → ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➐ ➤ ➐ ➐ ➣ ➡ ➎ ➱ ➤ ➦ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ → ➣ ➑ ➦ ➠ → ➙ → ➣ ➤ ↕ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ → ➐ ➣ ➤ ➫ ➭ ➡ ➠ ➦ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ → ➣ ➑ ➙ ↕ ➤ ➐ ➠ → ➤ ➢ ➠ ➐ ➠ ➐ ↕ ➐ ➔

➻ ➪ ➽ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ✰ ✫ ➺ ➼ ➸ ➳ ✺ ➺ ➺ ✭ ❃ ➺ ➺ ✭ ➽ ✱ ➒ ➷ ➒ ➟ ➷ ➔

➊ ➴ ➌ ➦ → ➤ ➐ ➫ ➒ ➍ ➔ ❐ ➔ ➒ ↕ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ↔ ➦ ➙ ➑ ➎ ↕ ➠ ➫ ➥ ➎ ➒ ➍ ➔ ➒ ↔ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ↔ ➣ → ➣ ➤ ➒ ✃ ➔ ➒ ↕ ➥ ➥ → ➠ ➤ ➛ ↔ ➐ ➎ → ➠ ➤ ➒ ✃ ➔ ➒ ➓ ➎ ➠ ➙ ↕ ➏ → ➣ ➣ ➒ ❒ ➔ ➒

→ ➣ ➑ ❐ ➐ ➣ ➣ ➒ ➜ ➔ ➛ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➓ → ↕ ➙ ➦ ➠ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ↕ ➐ ➫ ➛ ➛ ↕ ➏ ➡ ➠ ➦ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➏ → ➣ → ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ ➦ ➧ ➐ → ➠ ➙ ➱ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ❐ ➤ ↔ → ➙ ➙ ➐ ➣

❰ ➣ ➤ ➐ ➠ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ➡ ➐ ➠ ➤ ➦ ➣ ➫ ➐ ➣ ➫ ➢ ➫ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐ ➠ ↕ ➏ → ➠ ➱ ➓ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ➦ ➧ → ➠ ➙ ➱ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➽ ➚ ➺

➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➺ ➾ ➻ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ➼ ➻ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➒ ➴ ➒ ➋ ➷ ➮ ➋ ➷ ➟ ➔

➊ ➌ ➦ ➙ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ↕ ➐ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ➦ ➣ ➜ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ → ➙ → ➥ ➤ ➦ ➠ ➫ ↕ ➣ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ✃ ➐ ➣ → ➠ ➥ ➎ ➐ ➒ ➏ ➐ ➣ ➦ ➡ → ➢ ➫ ➐ ➒ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➠ ↕ ➫ ❮ ➭ ↕ ➣ ➑ ↕ ↕ ➑ ➢ → ➙ ➡ → ➠ ➤ ↕ ➥ ↕ ➡ → ➣ ➤ ➏ ➐ ➤ → ➛ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➒ ↕ ➣ ➥ ➙ ➢ ➑ ↕ ➣ ➋ ➋ ➴ ➟ ➦ ➏ ➐ ➣ ↕ ➤ ➎ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➧ ➠ ➦ ➏

➋ ➋ ➬ ➐ ➡ ↕ ➑ ➐ ➏ ↕ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➙ ➫ ➤ ➢ ➑ ↕ ➐ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ❃ ➽ ➪ ➻ ➸ ➪ ➺ ➺ ➵ ➋ ➒ ➋ ➋ ➒ ➋ ➋ ➟ ➋ ➮ ➋ ➋ ➷ ➋ ➔

➊ ➟ ➞ ➌ ➦ ➤ ➤ ➐ ➤ ➒ ➔ ➒ ➓ ➦ ➢ ↕ ➐ ➠ ➒ ✃ ➔ ➒ ➦ ➢ ➠ ➣ ↕ ➐ ➠ ➒ ➍ ➔ ➒ ➓ ➦ ➢ ↕ ➙ ➙ → ➢ ➑ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➧ → ➱ ➒ ➔ ➒ ➙ → ➐ ➙ ➛ ➎ → ➡ ➐ ➙ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❒ ➦ ➢ ➤ ➠ ➦ ➣ ➛ ➢ → ➢ ➙ ➤ ➒

✃ ➔ ➛ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➦ ➫ ➤ ➏ ➐ ➣ ➦ ➡ → ➢ ➫ → ➙ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➠ ↕ ➫ ❮ → ➣ ➑ ➑ ↕ ➐ ➤ → ➠ ➱ ➡ → ➤ ➤ ➐ ➠ ➣ ➫ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➛ ❰ ➡ ➠ ➦ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐

➥ ➦ ➎ ➦ ➠ ➤ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➔ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➻ ➾ ➻ ➺ ➺ ➵ ➋ ➬ ➞ ➒ ➋ ➞ ➒ ➋ ➝ ➷ ➬ ➮ ➋ ➝ ➬ ➔

➊ ➟ ➋ ➌ ➠ ➐ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➍ ➑ ➑ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➣ → ➠ ➠ ↕ ➐ ➠ ➫ ➤ ➦ ➢ ➡ ➤ → ❮ ➐ ➦ ➧ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➡ ➠ ➐ ➐ ➣ ➤ ↕ ➦ ➣ ➧ ➦ ➠ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ → ➣ ➑

➡ ➠ ➦ ↕ ➑ ➐ ➠ ➫ ➔ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➻ ➪ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➺ ✪ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➪ ➽

➪ ➺ ➺ ➵ ✪ ➽ ➻ ➻ ➸ ➒ ➐ ➷ ➞ ➛ ➴ ➔

➊ ➟ ➝ ➌ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➐ ↔ ➐ ➫ ➐ ➙ ➙ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ➧ ➠ ➜ ➏ → ➤ ➦ ➙ ➦ ↕ ➐ ➢ ➣ ➑ ➏ ➐ ➑ ↕ ➨ ↕ ➣ ↕ ➫ ➥ ➎ ➐ ➣ ❮ ➦ ➙ ➦ ↕ ➐ ➐ ➔ ➔ ✃ → ➏ ➏ → ❮ → ➠ ➨ ↕ ➣ ➦ ➏ ➑ ➐ ➠ ➠ → ➢ ➛

➐ ↕ ➤ ➙ ↕ ➣ ↕ ➐ ➔ ❐ ➤ → ➣ ➑ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ❰ ➣ ➺ ➾ ➻ ➽ ❃ ➻ ➸ ➻ ✪ ✦ ✽ ❋ ➋ ➞ ➔ ➋ ➞ ➋ ❒ ➬ ➴ ➛ ➛ ➟ ➬ ➛ ➝ ➋ ➋ ➋ ➛ ➬ ➔ ➞ ➞ ➞ ➞ ➝ ➛ ➔

➊ ➟ ➌ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➐ ➠ ➐ ➫ ➐ ➫ ➐ ➙ ➙ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ➒ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➐ ➠ ➐ ➫ ➎ ↕ ➙ ➧ ➐ ➒ ➍ ✃ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➚ ✻ ➾ ● ➼ ➻ ✷ ✧ ❃ ➻ ➸ ➻ ❍ ➼ ➻

❄ ➼ ❍ ➳ ➻ ➼ ➻ ✭ ✦ ➽ ➺ ➚ ➸ ✭ ➹ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➻ ✫ ➽ ➪ ➳ ➚ ➺ ➼ ➻ ➻ ➚ ➽ ➽ ➽ ➼ ✻ ➺ ➚ ✰ ❃ ➽ ✬ ➻ ➼ ➚ ➺ ■ ✪ ✷ ✱ ➔

➊ ➟ ➟ ➌ → ➠ ➙ ➱ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➓ ➠ ↕ → ➙ ↕ ➫ ➤ ➫ ➩ ➦ ➙ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ↕ ➐ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ❒ ➓ ↔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➷ ➔ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ → ➣ ➑

➎ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ → ➙ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ➧ ➦ ➠ ➐ → ➠ ➙ ➱ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➦ ➣ ➠ ➐ ➥ ➢ ➠ ➠ ➐ ➣ ➥ ➐ → ➣ ➑ ➋ ➷ ➛ ➱ ➐ → ➠ ➫ ➢ ➠ ↕ → ➙ ➭ → ➣ ➦ ➐ ➠ ↕ ➐ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐

➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➫ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ❃ ➽ ➪ ➻ ➸ ➷ ➒ ➟ ➬ ➝ ➒ ➋ ➴ ➬ ➮ ➋ ➬ ➋ ➬ ➔

➊ ➟ ➷ ➌ → ➠ ➙ ➱ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➓ ➠ ↕ → ➙ ↕ ➫ ➤ ➫ ➩ ➦ ➙ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ↕ ➐ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ❒ ➓ ↔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➦ ➏ ➡ → ➠ ↕ ➫ ➦ ➣ ➫ ➐ ➤ ➐ ➐ ➣ ➑ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤

➡ ➦ ➙ ➱ ➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ➠ ➐ ↕ ➏ ➐ ➣ ➫ ➧ ➦ ➠ ➐ → ➠ ➙ ➱ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ➏ ➐ ➤ → ➛ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ➐ ➫ ➦ ➧ ➙ ➦ ➣ ➛ ➤ ➐ ➠ ➏ ➦ ➢ ➤ ➥ ➦ ➏ ➐ → ➏ ➦ ➣ ➋ ➞ ➞

➞ ➞ ➞ ➦ ➏ ➐ ➣ ↕ ➣ ➋ ➝ ➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➫ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ❃ ➽ ➪ ➻ ➸ ➬ ➒ ➴ ➋ ➟ ➒ ➟ ➝ ➮ ➟ ➟ ➟ ➔

➊ ➟ ➌ → ➠ → ➒ ❐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ➢ ➤ ➠ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ➠ ➦ ➙ ➐ ➦ ➧ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐ ➔ ★ ➺ ➻ ➸ ➽ ➽ ➺ ➽ ➻ ➚ ➷ ➬ ➒ ➷ ➒ ➋ ➴ ➮ ➋ ➟ ➋ ➔
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➊ ➟ ➬ ➌ ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ❒ ➣ → → ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ ➱ ❳ ➠ ➑ ➒ ➔ ➒ ➍ ➠ ➣ ➐ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ❘ ➐ ➙ → ➣ ➑ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➦ ➠ ➑ ➠ ➐ ➎ → ➢ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➫ ➏ ➢ ➫ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒

➙ ➫ ➤ → ➑ ➒ ❰ ➔ ➒ ➐ ➧ ➫ ➢ ➏ ➒ ➜ ➔ ➒ ↕ ➙ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➓ ➐ ➠ ➑ → ➙ ➒ ➍ ➔ ➒ ✃ ➐ ➱ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➙ ➙ ➫ ➐ ➤ ➒ ❐ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➣ ➥ ↕ ➑ ➐ ➣ ➥ ➐

→ ➣ ➑ ➏ ➦ ➠ ➤ → ➙ ↕ ➤ ➱ → ➧ ➤ ➐ ➠ ➤ ➠ ➐ → ➤ ➏ ➐ ➣ ➤ ↕ ➤ ➎ ➧ ➦ ➙ ↕ ➥ → ➥ ↕ ➑ → ➣ ➑ ↕ ➤ → ➏ ↕ ➣ ❒ ➋ ➝ ➔ ➞ ➝ ➒ ➋ ➒ ➝ ➋ ➋ ➮ ➝ ➋ ➝ ➔

➊ ➟ ➴ ➌ ↕ ➫ ➐ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ → ➣ ➑ ❒ ➠ ➦ ➣ ➒ ➜ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➞ ➝ ➔ ❐ ➐ ➙ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐ ➐ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ ➠ ➐ ➥ ➐ ➡ ➤ ➦ ➠ ➏ ➦ ➑ ➢ ➙ → ➤ ➦ ➠ ➫ ➑ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➙ ➙ ➱ ➠ ➐ ➢ ➙ → ➤ ➐

➡ ➎ ➦ ➫ ➡ ➎ ➦ ➙ ↕ ➡ → ➫ ➐ ➥ → ➤ → ➙ ➱ ➤ ↕ ➥ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ↕ ➣ ➛ ➣ ➐ → ➤ ↕ ➐ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ➺ ➻ ➪ ➽ ➼ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➒ ➟ ➒

➋ ➋ ➮ ➝ ➞ ➔

➊ ➟ ➌ ➙ → ➣ ➫ → ➠ ➱ ➒ ➜ ➔ ➔ ➒ ❐ ➨ ➦ ➡ → ➒ ➍ ➔ ➒ ➢ ↕ ➥ → ➒ ➔ ➒ ❮ ↕ ➐ ➠ ➤ ➒ ➜ ➔ ➒ ➍ ➙ ↕ ➒ ➜ ➔ ✃ ➔ ➒ ➙ ➫ ➎ ↕ ❮ ➎ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➒ ➍ ➑ ➐ ➙ ➛ ❐ → ➙ → ➏ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➙ ➛ ➫ → ↕ ➒

✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➙ ➛ ➍ ➣ ➫ → ➠ ➱ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ❒ ↕ ➦ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ↕ ➐ ➫ ➦ ➧ ➓ ➠ → ➑ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ✃ ➐ ➑ ↕ ➥ ↕ ➣ → ➙ ➙ → ➣ ➤ ➫ ↕ ➣ ➍ ➙ ➐ → ➣ ➑ ➠ ↕ → ➔ ✬ ➻ ➪ ➻ ✧

➽ ➚ ➻ ➪ ➺ ➾ ➻ ➻ ➸ ➽ ➼ ➵ ➽ ➽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ✬ ➻ ➻ ➪ ➻ ➶ ➻ ★ ➝ ➞ ➋ ➴ ➒ ➋ ➟ ➷ ➬ ➔

➊ ➷ ➞ ➌ ➙ ➙ ➣ → ↕ ➣ ➛ ➦ ➤ → ➫ ➨ ➐ ❮ ➒ ✃ ➔ → ➣ ➑ ❙ ➠ ❮ → ➒ ↔ ➔ ➋ ➔ ➜ ↕ ➎ ➛ ➡ ➐ ➠ ➧ ➦ ➠ ➏ → ➣ ➥ ➐ ➙ ↕ ➢ ↕ ➑ ➥ ➎ ➠ ➦ ➏ → ➤ ➦ ➠ → ➡ ➎ ➱ → ➣ ➑ ➤ ➎ ↕ ➣ ➛ ➙ → ➱ ➐ ➠

➥ ➎ ➠ ➦ ➏ → ➤ ➦ ➠ → ➡ ➎ ➱ ➦ ➧ ➡ ➎ ➐ ➣ ➦ ➙ ↕ ➥ → ➥ ↕ ➑ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ↕ ➣ ❮ ➦ ↕ ➙ ➦ → ➙ ➔ ➙ ➐ → ➐ ➫ ➥ ➦ ➙ ➙ ➐ ➥ ➤ ➐ ➑ ↕ ➤ ➎ ↕ ➣ ➐ ➐ ➤ → ➤ ↕ ➐ ➡ ➐ ➠ ↕ ➦ ➑ ➔

➺ ➼ ➽ ➺ ❃ ❏ ★ ➳ ➼ ➺ ➽ ➸ ➺ ➼ ➽ ➾ ➳ ➵ ❀ ➘ ➻ ➽ ➸ ➻ ➹ ➻ ➪ ➳ ➺ ➺ ➻ ➚ ➝ ➝ ➒ ➋ ➞ ➒ ➋ ➟ ➷ ➬ ➮ ➋ ➟ ➬ ➋ ➔

➊ ➷ ➋ ➌ ➣ ➑ ➦ ➐ ➣ ➦ ➢ ➫ ➜ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ ➐ ➫ → ➣ ➑ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➦ ➙ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ↕ ➐ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ❐ ➐ ➎ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ ➐ ➫ → ➣ ➑ ➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➣ ➡ ➠ ➐ ➏ ➐ ➣ ➦ ➡ → ➢ ➫ → ➙ ➦ ➏ ➐ ➣ ➭ → ➥ ➦ ➙ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ↕ ➐ ➠ ➐ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➦ ➧ ↕ ➣ ➑ ↕ ↕ ➑ ➢ → ➙ ➡ → ➠ ➤ ↕ ➥ ↕ ➡ → ➣ ➤ ➑ → ➤ → ➧ ➠ ➦ ➏ ➫ ➐ ➐ ➣

➡ ➠ ➦ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐ ➫ ➤ ➢ ➑ ↕ ➐ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ❃ ➽ ➪ ➻ ➸ ➪ ➺ ➺ ➵ ➋ ➟ ➒ ➋ ➞ ➒ ➋ ➞ ➞ ➮ ➋ ➞ ➋ ➔

➊ ➷ ➝ ➌ ➠ ↕ ❨ ➒ ❰ ➔ ➒ ➐ ➤ ➐ ❮ ➠ ↕ ❨ ➒ ➍ ➔ ➒ ➠ ↕ ➫ ➤ ➐ ❮ ➒ ➔ ➒ ➦ ➡ ➠ ↕ ❩ ↕ ❨ ➒ ❰ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❒ → ↕ ❨ ➒ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➣ ➱ ➦ ➢ ➣ ➦ ➏ ➐ ➣ ➭

→ ➤ ➎ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➣ ➑ ↕ ➏ ➏ ➢ ➣ ➦ ➎ ↕ ➫ ➤ ➦ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ ➧ ➐ → ➤ ➢ ➠ ➐ ➫ ➔ ➪ ➸ ➽ ➪ ➪ ➽ ★ ➼ ➺ ➽ ➸ ➪ ➽ ➷ ➬ ➒ ➒ ➟ ➬ ➮ ➷ ➞ ➝ ➔

➊ ➷ ➌ ➐ ➠ ➣ → ➣ ➑ ➐ ➨ ➒ ❐ ➔ ➔ → ➣ ➑ ➢ ➫ ➫ ➦ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➞ ➔ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ → ➣ ➑ ➐ ➣ ➦ ➐ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ ➫ ↕ ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➹ ➺ ❆ ➪ ➺ ➺ ➪

➾ ➽ ➸ ➳ ➺ ➺ ➵ ➴ ➒ ➋ ➒ ➋ ➋ ➞ ➮ ➋ ➝ ➝ ➔

➊ ➷ ➟ ➌ ↕ ➫ ➎ ➐ ➠ ➒ ❒ ➔ ➒ ➦ ➫ ➤ → ➣ ➤ ↕ ➣ ➦ ➒ ➔ ➔ ➒ ↕ ➥ ❮ ➐ ➠ ➎ → ➏ ➒ ➔ ➔ ➒ ➐ ➥ ➥ ➎ ↕ ➣ ↕ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ➠ ➦ ➣ ↕ ➣ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➦ ↕ ➑ ➦ ➢ ➒ ➍ ➔ ➒ ❒ ➐ ➐ ➠ ➫ ➒ ➓ ➔ ❒ ➔ ➒

→ → ➣ → ➎ ➒ ✃ ➔ ➓ ➔ ➒ ➍ ➤ ❮ ↕ ➣ ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ → ➠ ➦ ➙ ➐ ➫ ➐ ➒ ➔ ↔ ➔ ➒ ➢ ➣ ➦ ↕ ➥ ➨ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➏ ➐ ➫ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➦ ➠ ➑ ➒ ➔ ↔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➙ ➏ → ➠ ❮ ➒

➔ ➝ ➞ ➞ ➷ ➔ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➧ ➦ ➠ ➤ ➎ ➐ ➡ ➠ ➐ ➐ ➣ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ➥ ➢ ➠ ➠ ➐ ➣ ➤ ➫ ➤ → ➤ ➢ ➫ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ❐ ➢ ➠ ↕ ➥ → ➙

➍ ➑ ➢ → ➣ ➤ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➑ ❒ ➦ ➐ ➙ ➠ ➦ ➐ ➥ ➤ ➛ ➋ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ✫ ➽ ➸ ➺ ➽ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ✽ ➚ ➸ ➸ ➸ ➻ ➬ ➒ ➝ ➝ ➒ ➋ ➷ ➝ ➮

➋ ➝ ➔

➊ ➷ ➷ ➌ ➠ ➐ ➏ ➑ ➒ ➔ ➒ ➜ → ➥ ❮ ➒ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ➣ ➐ ➐ ➐ ↕ ➫ ➫ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➢ ➥ ➎ ➒ ↔ ➔ ➒ → ➙ ➙ ↕ ➐ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ❒ ➠ ➢ ➥ ❮ ➐ ➠ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➓ → ➠ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➍ ➔ ➒ ➜ → ➠ ➤ ❮ ➦ ➡ ➧ ➒

➍ ➔ ➒ ➐ ➠ ❮ → ➏ ➡ ➒ ➔ ➒ ➓ ➐ ➫ ➥ ➎ ➒ ➜ ➔ ➒ ➐ ➎ ➏ ➒ ➓ ➔ ➒ ➜ → ➑ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ ➧ ➤ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ➢ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ✃ ➙ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ➤ ➤ ➙ ➒ ➔ ➒

❒ ➐ ➙ ➙ ➐ ↕ ➙ ➙ ➐ ➒ ➔ ➒ ❐ ➦ ➎ ➣ ➒ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ➢ ➐ ➤ ➨ ➒ ➔ ➒ ❒ ➐ ➥ ❮ ➏ → ➣ ➣ ➒ ✃ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➫ ➥ ➎ ↕ ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➙ ➙ ↕ ➐ ➣ ➐ ➠ ➒ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ❘ ➫ ➐ ➦ ➧

➥ ➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➠ ➱ → ➣ ➑ ↕ ➣ ➤ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➐ ➏ ➐ ➑ ↕ ➥ ↕ ➣ ➐ → ➏ ➦ ➣ ↔ ➐ ➠ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ➭ ➡ ➠ ➐ ➑ ↕ ➥ ➤ ➦ ➠ ➫ → ➣ ➑

↕ ➏ ➡ ➙ ↕ ➥ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➫ ➧ ➦ ➠ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➥ → ➠ ➐ ↕ ➤ ➎ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➍ ↔ ➍ ➓ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➣ ➐ ➤ ➦ ➠ ❮ ➔ ➼ ➪ ➳ ✬ ➻ ➚ ➺ ➵ ➻ ➪ ➺ ➺ ➵ ➽

➺ ➚ ➸ ➻ ➸ ➼ ➪ ➚ ➝ ➷ ➒ ➷ ➒ ➋ ➝ ➮ ➋ ➝ ➟ ➷ ➔

➊ ➷ ➌ ↔ ➐ ➱ ➒ ✃ ➔ ➜ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ✽ ➚ ➸ ➼ ➻ ➸ ➻ ➻ ➽ ➵ ➸ ✯ ➺ ➽ ➽ ➵ ➸ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➒

➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➔

➊ ➷ ➬ ➌ ↔ ↕ ➫ ➦ ➣ ➒ ➓ ➔ ✃ ➔ ➒ ➐ ↕ ➣ ➫ ➤ ➐ ↕ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➧ ➐ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➜ ➦ ➙ ➙ ➐ ➣ ➐ ➥ ❮ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ❐ ➢ → ➠ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ → ➤ ➨ ❮ ↕ ➣ ➒ ➍ ➔ ➒ ✃ → ➱ ➣ ➐ ➒ ❐ ➔ ➓ ➔ ➒

→ ➣ ➑ ❐ ➤ ➦ ➙ ➨ ➐ ➣ ➐ ➠ ➛ ❐ ➦ ➙ ➦ ➏ ➦ ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ➠ ➐ ➛ → ➣ ➑ ➡ ➦ ➫ ➤ ➧ ➦ ➠ ➤ ↕ ➧ ↕ ➥ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➣ ➤ → ❮ ➐ ➦ ➧ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐ → ➣ ➑ ➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ ➥ ➦ ➙ ➦ ➠ ➐ ➥ ➤ → ➙

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➣ → ➙ → ➠ ➐ ➡ ➠ ➦ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐ ➥ ➦ ➎ ➦ ➠ ➤ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ❘ ➣ ↕ ➤ ➐ ➑ ❐ ➤ → ➤ ➐ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➪ ➽

➸ ➼ ➸ ➺ ➟ ➒ ➟ ➒ ➋ ➞ ➷ ➮ ➋ ➞ ➝ ➔

➊ ➷ ➴ ➌ ↔ ➦ ➣ ➒ ↔ ➔ ➒ ↔ ➢ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ → ➎ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➛ ➔ ➒ ➎ ➦ ➢ ➒ ❐ ➔ ➒ ➢ → ➣ ➒ ❬ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➎ → ➣ ➒ ➜ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔

❰ ➫ ➦ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➭ ➍ ➠ ➐ ↕ ➐ ➦ ➧ ➡ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➙ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➔ ✯ ➺ ➻ ➪ ➻ ❀ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵ ❋ ✯ ➺ ➻ ➻ ➪ ➻ ❀

➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➻ ➋ ➝ ➴ ➒ ➋ ➋ ➞ ➞ ➋ ➔

➊ ➷ ➌ ↔ ➤ ➨ ➫ ➥ ➎ ➐ ➒ ➔ ➔ → ➣ ➑ ➠ ➐ ➣ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ❐ ➥ ➠ ➐ ➐ ➣ ↕ ➣ ➧ ➦ ➠ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➤ ➎ ➏ → ➏ ➏ ➦ ➠ → ➡ ➎ ➱ ➔ ➹ ➳ ➻

★ ➺ ➪ ➳ ➼ ➽ ➻ ✦ ➽ ➸ ➽ ➽ ➚ ➻ ➺ ➵ ➚ ➸ ➻ ➽ ➸ ➪ ➘ ➻ ✬ ➻ ✺ ➚ ➝ ➞ ➋ ➒ ➒ ➞ ➞ ➋ ➴ ➬ ➬ ➔

➊ ➞ ➌ ↔ ➫ ➤ ➠ → ➢ ➣ ➤ ➎ → ➙ ➐ ➠ ➒ ↔ ➔ → ➣ ➑ ↕ ➣ ➑ ➙ ➒ ➓ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ✼ ➻ ✧ ✲ ➻ ✺ ➻ ➻ ➸ ➼ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➒

➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➔

➊ ➋ ➌ ↔ ➢ ↕ ➑ ➦ ❐ ➎ ➦ → ➒ → ↕ ➑ ➦ ➱ ➐ ➤ → ➙ ➔ ❰ ➣ ➧ ➙ ➢ ➐ ➣ ➥ ➐ ➦ ➧ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ❮ ↕ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➫ ➦ ➧ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ↕ ➣ ➍ ➣ ↕ ➏ → ➙ ➫

➢ ➣ ➑ ➜ ➢ ➏ → ➦ ➙ ➢ ➣ ➤ ➐ ➐ ➠ ➫ ➔ ➲ ➽ ➸ ➽ ➻ ➪ ➽ ✸ ■ ➋ ➴ ➔
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➊ ➝ ➌ ➜ → ↕ ➎ ➦ ➙ → ➏ ↕ ➒ ❐ ➔ ➒ ➐ ↕ ➫ ↕ ✃ → ➙ ➐ ❮ ➫ ➎ → ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ ❒ ➦ ➑ → ➎ → → ➑ ↕ ➒ ➔ ➒ → → ➧ ↕ ➒ ➔ ➒ ❐ ➎ ↕ ➠ ➨ → ➑ ➒ ➜ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ → ➑ ➐ ➎ ↕ ➨ → ➑ ➐ ➎ ➒ ✃ ➔

➝ ➞ ➋ ➴ ➔ → ➣ ➦ → ➥ ❮ → ➐ ➑ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ → ➣ ➑ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ❭ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐ ➦ ➠ ➏ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ → → ↕ ➣ ➫ ➤ ❐ ➐ ➣ ➫ ↕ ➤ ↕ ➐ → ➣ ➑ ➐ ➫ ↕ ➫ ➤ → ➣ ➤

✃ ➛ ➬ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ✽ ➼ ➽ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➻ ➸ ➪ ➽ ➘ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➶ ✽ ➲ ➘ ➋ ➬ ➒ ➋ ➒ ➋ ➮ ➋ ➞ ➔

➊ ➌ ➜ → ➣ ❮ ↕ ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ↕ ➙ ➙ ➐ ➤ ➤ ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ → ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➦ ➙ ➑ ↕ ➤ ➨ ➒ ↔ ➔ ➍ ➔ ➒ ➜ ➢ ➣ ➤ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ❐ ➡ ↕ ➐ ➐ ➙ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ → ➠ ↕ ➐ ➠ ↕ ➒ ➔ ➔ ➒

→ ➣ ➑ ❐ ➡ ➐ ↕ ➨ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➋ ➴ ➔ ➙ → ➫ ➏ → ➫ ➐ ➫ ➤ ➐ ➠ ➦ ↕ ➑ ➎ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ ➐ ➙ ➐ ➐ ➙ ➫ → ➣ ➑ ➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➣ ➡ ➦ ➫ ➤ ➏ ➐ ➣ ➦ ➡ → ➢ ➫ → ➙

➦ ➏ ➐ ➣ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ✫ ➽ ➸ ➺ ➽ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ✽ ➚ ➸ ➸ ➸ ➻ ➞ ➒ ➋ ➬ ➒ ➋ ➝ ➝ ➮ ➋ ➝ ➔

➊ ➟ ➌ ➜ ➐ ➙ ➧ ➐ ➠ ↕ ➥ ➎ ➒ ➔ ↔ ➔ ➒ ➍ ➣ ➑ ➠ → ➑ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ ➦ → ➙ → ➣ ➑ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➝ ➞ ➞ ➴ ➔ ➎ ➱ ➤ ➦ ➐ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ ➫ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ →

➥ ➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➫ ➤ ➦ ➠ ➱ ➔ ✽ ➽ ➺ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➋ ➒ ➷ ➒ ➝ ➋ ➮ ➝ ➝ ➔

➊ ➷ ➌ ➜ ➦ ➙ ➏ ➒ ➔ ➒ ➢ ➒ ➔ ➔ ➛ ➔ ➒ ➦ ➎ → ➣ ➫ ➫ ➦ ➣ ➒ ➍ ➔ ➒ ➙ ➦ ➣ ➐ ➠ ➒ ➍ ➔ ➒ ➜ → ➙ ➙ ➒ ➔ ➒ ↕ ➣ ➑ ➫ ➤ ➠ ❪ ➏ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➨ ➐ ➣ ➐ ➒ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔

➦ ➣ ➥ ➦ ➠ ➑ → ➣ ➥ ➐ ➦ ➧ ❰ ➏ ➏ ➢ ➣ ➦ ➎ ↕ ➫ ➤ ➦ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ➫ ➤ ➠ ➱ ➛ ❒ → ➫ ➐ ➑ → ➣ ➑ ↔ ➐ ➣ ➐ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➦ ➣ ➛ ❒ → ➫ ➐ ➑ ❐ ➢ ➤ ➱ ➡ ↕ ➣ ↕ ➣ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔

✫ ★ ✽ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➚ ➾ ➻ ➪ ➸ ➼ ➷ ➒ ➋ ➔

➊ ➌ ➜ ➦ ➠ ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ ➙ → ➐ ➫ ➥ ➎ ❮ ➐ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➤ ➎ ➒ ❰ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ✯ ➺ ➪ ➳ ➻ ➻ ➻ ➚ ➻ ➚ ➪ ➳ ➻ ➔ ✦ ➽ ➚ ❃ ➻ ➳ ➼ ➪ ➳ ❍ ➼ ➽ ➚

➻ ✻ ➚ ➸ ➔ ↔ ➐ ➦ ➠ ➓ ➎ ↕ ➐ ➏ ➐ ➐ ➠ ➙ → ➒ ❐ ➤ ➢ ➤ ➤ → ➠ ➤ ➒ ➐ ➦ ➠ ❮ ➔

➊ ➬ ➌ ➜ ➦ ➙ → ➑ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ➍ ➙ ➤ ➐ ❮ ➠ ➢ ➫ ➐ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ↕ ➒ ➔ ❰ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➙ → ➠ ❮ ➐ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ↕ ➐ ➫ ➒ ➔ ➍ ➔ ↔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➠ ➦ ➣ ↕ ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔

❘ ❐ ↕ ➣ ➥ ↕ ➑ ➐ ➣ ➥ ➐ ➦ ➧ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➫ ➢ ➤ ➱ ➡ ➐ ➫ ➑ ➐ ➧ ↕ ➣ ➐ ➑ ➱ ➦ ↕ ➣ ➤ ➎ ➦ ➠ ➏ ➦ ➣ ➐ ➠ ➐ ➥ ➐ ➡ ➤ ➦ ➠ → ➣ ➑ ➜ ➝ ➫ ➤ → ➤ ➢ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺

➸ ➳ ➻ ✫ ➽ ➸ ➺ ➽ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ✽ ➚ ➸ ➸ ➸ ➻ ➋ ➞ ➒ ➷ ➔

➊ ➴ ➌ ➜ ❘ ➒ ❐ ➔ ➒ ➜ ❘ ➍ ↔ ➒ ➔ ➒ ✃ ↔ ➒ ➔ ➒ ❐ ➢ ➣ ➒ ➜ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❬ ❘ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ❰ ➫ ➦ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ↕ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➫ ➥ ➐ ➙ ➙

➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➫ → ➡ ➦ ➡ ➤ ➦ ➫ ↕ ➫ ↕ ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ → ➍ ❮ ➤ → ➣ ➑ ➏ ↕ ➤ ➦ ➐ ➣ ✁ → ➥ ➤ ↕ → ➤ ➐ ➑ ➡ ➠ ➦ ➤ ➐ ↕ ➣ ❮ ↕ ➣ → ➫ ➐

❮ ↕ ➣ → ➫ ➐ ➫ ↕ ➣ → ➙ ↕ ➣ ➡ → ➤ ➎ → ➱ ➫ ➔ ➺ ➻ ➪ ➽ ➼ ➻ ➪ ➻ ➘ ➻ ➾ ➺ ➼ ➸ ➚ ➋ ➝ ➒ ➷ ➒ ➬ ➟ ➷ ➮ ➬ ➷ ➋ ➔

➊ ➌ ➜ ➢ ➣ ➒ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ❐ ➢ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒ ↕ ➣ ➒ ➜ ➔ ➛ ➔ ➒ ↕ ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ↕ ➢ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ➜ ➦ ➒ ➔ ➛ ➓ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➱ ➒ ➓ ➔ ➛ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔

➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➏ ➦ ➑ ➢ ➙ → ➤ ➐ ➫ ➡ ➠ ➦ ➫ ➤ → ➤ ➐ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ → ➍ ✃ ➛ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➑ ➑ ➦ ➣ ➛ ➠ ➐ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣

➦ ➧ ➜ ❐ ➬ ➞ → ➣ ➑ ↔ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➽ ➼ ➪ ➸ ➼ ➽ ➽ ➺ ➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➞ ➒ ➟ ➒ ➴ ➟ ➝ ➬ ➮ ➴ ➟ ➟ ➔

➊ ➬ ➞ ➌ ➜ ➢ ➫ ➫ → → ➠ ➤ ➫ ➒ ➔ ↔ ➔ ➍ ➔ ✃ ➔ ➒ ➜ ➢ ➠ ❮ ➏ → ➣ ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ ➦ ➏ ➐ ➣ ➛ ➑ ➐ ➜ ➦ ➦ ➡ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➜ → ➠ ➤ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ❒ ➐ ➠ ➎ ➢ ↕ ➫ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➍ ➙ ➡ ➎ ➐ ➣ ➒

➔ ➔ ➒ ❐ ➡ ↕ ➐ ➠ ↕ ➣ ➫ ➒ ➔ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➦ ➫ ➫ ➢ ➏ ➛ ❐ ➥ ➎ ➦ ➠ ➣ → ➐ ➙ ➒ ❫ ➔ ➔ ➒ → ➫ ➤ ↕ ➣ ➑ ➐ ➠ ➒ ✃ ➔ ❒ ➔ ➒ → ➣ ❐ ➥ ➎ → ↕ ❮ ➒ ➔ ➜ ➔ ➔ ➒ → ➣

↔ ➐ ➙ ➑ ➐ ➠ ➒ ➓ ➔ ➒ → ➐ ➠ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➐ ➐ ➢ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ✃ → ➤ ➎ ↕ ➫ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➜ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ❰ ➏ ➡ → ➥ ➤ ➦ ➧ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ↕ ➤ ➎ ➦ ➠

↕ ➤ ➎ ➦ ➢ ➤ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ❮ ↕ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➫ ➦ ➧ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➚ ➋ ➋ ➒ ➔

➊ ➬ ➋ ➌ → ➣ ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➥ ❮ ➒ ❒ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ➦ ➙ ➨ ➒ ➔ ➒ ➜ → ➣ ➥ ❮ ➐ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➎ ➏ ➒ ➓ ➔ ➒ ➑ ➫ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ❄ ➽ ➪ ➳ ➽ ➼ ✻ ➸ ✺ ➚ ➚ ➻ ✲ ➵ ● ➺ ➺ ➻ ➔

↔ ➐ ➠ ➏ → ➣ ✃ ➐ ➑ ↕ ➥ → ➙ ➦ ➙ ➙ ➐ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➬ ➞ ➔ ➙ ➫ ➐ ↕ ➐ ➠ ↔ ➏ ➜ ➒ ✃ ➣ ➥ ➎ ➐ ➣ ➒ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➙ → ➣ ➑ ➔

➊ ➬ ➝ ➌ → ➣ ➤ → ➣ ➒ ❰ ➔ ➒ → ➐ ➎ ➒ ❐ ➔ ✃ ➔ ➒ ❐ ↕ ➠ → ➤ ➒ ➜ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➏ ↕ ➙ ➒ ❐ ➔ ➒ ✃ ➦ ➎ ➑ → ➫ ↕ ➣ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ → ➙ ↕ ➙ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➏ → ➙ ➒ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➞ ➴ ➔

❰ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➦ ➠ ➱ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➦ ➧ ➥ ➦ ➏ ➡ ➦ ➢ ➣ ➑ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ↕ ➣ ↕ ➐ ➠ → ➥ ➐ → ➐ ➫ ➡ ➐ ➥ ↕ ➐ ➫ ➦ ➣ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➡ ➙ → ➤ ➐ ➙ ➐ ➤ → ➠ ➐ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔

➲ ➳ ➵ ➸ ➺ ➻ ➪ ➻ ➶ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➾ ➳ ➵ ➸ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵ ➽ ➾ ➳ ➵ ➸ ➺ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➋ ➷ ➒ ➟ ➒ ➞ ➮ ➞ ➔

➊ ➬ ➌ ↕ ➣ ➒ ➜ ➔ ➒ ➓ ➢ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➦ ➒ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➡ ➎ ➐ ➠ ➑ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↔ ➦ ➫ ➫ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➦ ➣ ➐ ➠ ➛ ➤ ➐ ➠ ➏ ➦ ➢ ➤ ➥ ➦ ➏ ➐ ➫ ➦ ➧ ➙ ➐ ➤ ➠ ➦ ➨ ➦ ➙ ➐ ➐ ➠ ➫ ➢ ➫

➡ ➙ → ➥ ➐ ➦ → ➧ ➤ ➐ ➠ ➷ ➱ ➐ → ➠ ➫ ➦ ➧ ➤ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ❰ ➓ ↔ ✃ ➍ ➔ ➋ ➬ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➭ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ➐ ➫ → ➑ ➢ ➫ ➤ ↕ ➣ ➧ ➦ ➠ ➤ ➠ ➐ → ➤ ➏ ➐ ➣ ➤

➥ ➠ ➦ ➫ ➫ ➦ ➐ ➠ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➪ ➽ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➞ ➒

➬ ➒ ➬ ➋ ➴ ➮ ➬ ➝ ➋ ➔

➊ ➬ ➟ ➌ ➦ ➎ ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ➢ ➦ ➒ ➜ ➔ ➒ ➐ ➐ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒ ➓ ➠ ➐ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➐ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➐ → ➤ ➎ ➐ ➠ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➐ ➫ ➤ → ➒ ➔ ➒ ➙ ➦ ➥ ❮ ➎ → ➠ ➤ ➒ ➔

➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ❮ → → ➠ ➒ ➓ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➟ ➔ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➙ ➎ → ➠ → ➥ ➤ ➐ ➠ ↕ ➨ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➟ ➛ ➎ ➱ ➑ ➠ ➦ ➱ ➛ ➛ ➑ ➐ ➫ ➏ ➐ ➤ ➎ ➱ ➙ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➒ →

➦ ➐ ➙ ➍ ➥ ➤ ↕ ➐ ✃ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➤ ➐ ➦ ➧ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➔

➊ ➬ ➷ ➌ → ➙ ➙ ↕ ➦ ➒ ➍ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➎ ➙ ➙ ➢ ➣ ➑ ➒ ➔ ➒ ➜ ➐ ↕ ➫ ❮ → ➣ ➐ ➣ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ ➠ ❮ ❪ ➣ ➐ ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➷ ➔ ➦ ➙ ➐ ➦ ➧ ➏ ↕ ➤ ➦ ➥ ➎ ➦ ➣ ➑ ➠ ↕ → ↕ ➣

➤ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➛ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➑ ➠ → ➡ ↕ ➑ ➑ ➐ → ➤ ➎ ➦ ➧ ✃ ➛ ➬ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ➾ ➺ ➾ ➸ ➺ ➚ ➚ ➶ ➽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺

➾ ➼ ➺ ➼ ➽ ➻ ➪ ➻ ➻ ➽ ➸ ➳ ➋ ➞ ➒ ➒ ➋ ➷ ➮ ➋ ➟ ➋ ➞ ➔

➊ ➬ ➌ → ➢ ➧ ➏ → ➣ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ➦ ➫ ➤ → ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➥ ➎ → ➠ ➙ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ✦ ➻ ✲ ➵ ● ➺ ➺ ➻ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➒

➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➔

➊ ➬ ➬ ➌ ↕ ➏ ➒ ➔ ➔ ➒ ↕ → ➤ ➱ ➫ ➨ ➐ ❮ ➒ ✃ ➔ ➍ ➔ ➒ ➠ ➦ ➫ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ → ➠ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➐ ➫ ➤ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ➜ ➦ ➒ ➔ ➔ ➒ ➦ ↕ ➐ ➙ ➙ ➦ ➒ ↔ ➔ ✃ ➔ ➒ ➠ ↕ ➎ ➤ ➒

➔ ➔ ➒ ➐ ↕ ➣ ➠ ↕ ➥ ➎ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➎ → ➱ ➒ ➔ ➔ ➋ ➟ ➔ ❐ ➡ ➐ ➥ ↕ ➧ ↕ ➥ → ➫ ➫ ➦ ➥ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➤ ➐ ➙ ➦ ➏ ➐ ➠ → ➫ ➐ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ↕ ➤ ➎

↕ ➏ ➏ ➦ ➠ ➤ → ➙ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ → ➣ ➑ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➪ ➻ ➪ ➻ ✰ ✫ ➻ ✺ ✳ ➺ ➼ ✭ ✫ ✪ ✳ ✪ ✱ ➝ ➒ ➷ ➋ ➒ ➝ ➞ ➋ ➋ ➮ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔
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➊ ➬ ➴ ➌ ↕ ➏ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➔ ❬ ➔ ➔ ➒ ➐ ➏ ➫ ❮ ➱ ➒ ➔ ➒ ➍ ➠ ➏ ➐ ➙ ➒ ❐ ➔ ➒ ↕ ➏ ➒ ➔ ➛ ❰ ➔ ➒ → ➠ ➦ ➑ ➒ ❐ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➤ ➫ ➦ ➡ ➦ ➢ ➙ ➦ ➫ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➦ ➙ ↕ ➥

→ ➥ ↕ ➑ ➫ ➢ ➡ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ ➢ ➫ ➐ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➠ ↕ ➫ ❮ ↕ ➣ ❒ ➍ ➋ → ➣ ➑ ❒ ➍ ➝ ➏ ➢ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➥ → ➠ ➠ ↕ ➐ ➠ ➫ ➭ → ➥ → ➫ ➐ ➛ ➥ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙

➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➔ ✯ ➼ ➻ ➽ ➚ ➸ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➹ ➼ ➻ ➽ ➸ ➋ ➬ ➟ ➒ ➒ ➬ ➟ ➋ ➮ ➬ ➟ ➴ ➔

➊ ➬ ➌ ➦ ➤ ➎ → ➒ ➔ ➔ → ➣ ➑ ➢ ➤ ➎ ➠ ↕ → ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➭ ❒ ↕ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➙ ➒ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➐ ➢ ➤ ↕ ➥ → ➙ ➒ ➢ ➤ ➠ → ➥ ➐ ➢ ➤ ↕ ➥ → ➙ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➣ → ➙ ➱ ➤ ↕ ➥ → ➙

➍ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ➫ ➔ ➺ ➻ ➪ ➻ ➚ ➝ ➟ ➒ ➋ ➔

➊ ➴ ➞ ➌ ➠ ➐ ↕ ➐ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ✃ ❪ ↕ ➢ ➫ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➎ ➣ ➒ ➓ ➔ ➝ ➞ ➋ ➞ ➔ ➽ ➽ ➽ ➼ ✻ ➺ ✽ ➸ ➻ ➼ ➚ ✻ ➾ ● ➼ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ➛ ➦ ➦ ❮

➦ ➙ ➙ ➐ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ➛ ➐ ➠ ➙ → ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➒ ➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➔

➊ ➴ ➋ ➌ ➢ ➣ ➣ ➢ ➏ → ❮ ❮ → ➠ → ➒ ➍ ➔ ❒ ➔ ➒ ↕ → → ➠ → ➑ → ➣ ➐ ➒ ➔ ➒ ↔ ➢ ➎ → ➒ ❐ ➔ ➒ ➐ ➦ ➠ ➢ ❮ ➎ ❮ → ➠ ➒ ➍ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➣ ➤ ➢ ➒ ❐ ➔ ➒ ➍ → ➠ → ➙ ➒ ❒ ➔ ❒ ➔ ➒ → ➣ ➑

➠ ↕ ➫ ➎ ➣ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➝ ➞ ➞ ➴ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➫ ➐ ➣ ➫ ↕ ➤ ↕ ➨ ➐ ➫ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➥ ➦ ➙ ➦ ➠ ➐ ➥ ➤ → ➙ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➐ ➣ ➦ ➠ → ➧ ➤ ➫ ↕ ➣ ➣ ➢ ➑ ➐ ➏ ↕ ➥ ➐ ➤ ➦ → ➏ ➏ → ➛

➠ → ➑ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➱ ➤ → ➠ ➐ ➤ ↕ ➣ ➣ ➢ ➥ ➙ ➐ → ➠ ➧ → ➥ ➤ ➦ ➠ ➛ ❮ → ➡ ➡ → ❒ ➛ ➠ ➐ ➢ ➙ → ➤ ➐ ➑ ➐ ➣ ➐ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ➫ ➔ ★ ➪ ➽ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➶ ➽

➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➚ ➚ ➺ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➼ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➋ ➟ ➒ ➬ ➒ ➝ ➋ ➝ ➴ ➮ ➝ ➋ ➔

➊ ➴ ➝ ➌ ➢ ➣ ➣ ➢ ➏ → ❮ ❮ → ➠ → ➒ ➍ ➔ ❒ ➔ ➒ ↔ ➢ ➎ → ➒ ❐ ➔ ➒ ➠ ↕ ➫ ➎ ➣ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➒ ↕ → → ➠ → ➑ → ➣ ➐ ➒ ➔ ➒ ↔ ➐ ➙ ➦ → ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ → ➠ → ➙ ➒ ❒ ➔ ❒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➬ ➔

➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➡ ➦ ➤ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➤ ➐ ➫ → ➣ ➤ ↕ ➤ ➢ ➏ ➦ ➠ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧ ➐ ➏ ➥ ↕ ➤ → ↕ ➣ ➐ ↕ ➣ → ➣ ➦ ➠ ➤ ➎ ➦ ➤ ➦ ➡ ↕ ➥ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➦ ➧ ➡ → ➣ ➥ ➠ ➐ → ➤ ↕ ➥ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠

➤ ➎ ➠ ➦ ➢ ➎ ➫ ➢ ➡ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➒ → ➣ ↕ ➦ ➐ ➣ ➐ ➫ ↕ ➫ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➣ ➢ ➥ ➙ ➐ → ➠ ➧ → ➥ ➤ ➦ ➠ ➛ ❮ → ➡ ➡ → ❒ ➛ ➠ ➐ ➢ ➙ → ➤ ➐ ➑

➐ ➣ ➐ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ➫ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➬ ➒ ➴ ➒ ➴ ➷ ➮ ➴ ➋ ➔

➊ ➴ ➌ ➢ ➤ ➤ → ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ ➎ → ➣ ➢ ➏ → ➤ ➎ ➱ ➒ ➔ ➒ ↕ ➠ ➏ → ➙ → ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↔ ➐ ➦ ➠ ➐ ➒ ✃ ➔ ➔ ➋ ➴ ➷ ➔ ➦ ➤ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➙ → ➣ ➤ ↕ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧

➤ ➢ ➠ ➏ ➐ ➠ ↕ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➙ ➦ ➣ → ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➸ ➸ ➻ ➼ ➚ ➝ ➒ ➝ ➒ ➋ ➬ ➮ ➝ ➞ ➝ ➔

➊ ➴ ➟ ➌ → → ➏ ↕ ➠ ↕ ➒ ➔ ➔ ➒ ❒ ➦ ➢ → ➱ → ➑ ➒ ➍ ➔ ➒ ➜ → ➫ ➫ → ➣ ➐ ➒ ➔ ➒ ➍ ➎ ↕ ➑ ➒ ❐ ➔ ➒ ✃ ➠ → ➐ ➤ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➏ ↕ ➣ → ➒ ❒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ↕ ➫ ❮ → ➥ ➤ ➦ ➠ ➫ ➧ ➦ ➠

❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➦ ➧ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤ ➍ ➐ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ➫ ➭ ✃ ➦ ➠ ➦ ➥ ➥ → ➣ → ➤ → ➯ ✲ ➞ ➷ ➒ ➞ ➝ ➒ ➬ ➮ ➴ ➬ ➔

➊ ➴ ➷ ➌ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ❒ ➔ ➒ ➢ ➐ ➒ ➔ ➒ ↕ → ➣ ➒ ➔ ➒ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➓ → ➣ ➒ ➜ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣

↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➫ → ➡ ➦ ➡ ➤ ➦ ➫ ↕ ➫ ↕ ➣ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ↕ → ➤ ➎ ➐ ➏ ↕ ➛ ➟ → ➦ ➤ ➥ ➎ ➛ ➋ ➫ ↕ ➣ → ➙ ↕ ➣ ➡ → ➤ ➎ → ➱ ➔ ➪ ➺ ➺ ➵

➻ ➸ ➸ ➻ ➼ ➚ ➋ ➬ ➒ ➋ ➒ ➬ ➮ ➴ ➝ ➔

➊ ➴ ➌ → ➦ ➒ ➔ ➔ ➒ ➢ ➧ ➧ ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➓ ➔ ➒ ➦ ➠ ➏ ➦ ➙ ➙ ➐ ➒ ➔ ➒ ➜ ➐ → ➤ ➎ ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ ➢ ➠ ➠ → ➱ ➒ ❐ ➔ ❰ ➔ ➒ ❒ → ↕ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ❒ ➦ ➫ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ➠ ➦ ➐ ➙ ➙ ➒ ➔ ➒

➦ ➥ ❮ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❒ ➠ ➐ ➣ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➦ ➫ ➐ ➐ ➫ ➥ → ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ → ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➧ ➦ ➠ ➏ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ✯ ★ ★ ➺ ➾ ➻ ➻ ➸

➸ ➻ ➼ ➻ ➒ ➋ ➒ ➋ ➞ ➔

➊ ➴ ➬ ➌ ➐ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ➹ ➳ ➻ ❁ ➻ ➸ ➻ ➼ ➺ ➻ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➸ ➽ ➺ ➚ ➋ ➞ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ❰ ➣ ➤ ➐ ➠ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ➢ ➙ ↕ ➫ ➎ ↕ ➣ ➒ ➎ → ➏ ➔

➊ ➴ ➴ ➌ ➐ ➐ → ➢ ➒ ➍ ➔ ➒ ➠ ↕ ➐ ➫ ➏ → ➣ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ❒ ➢ ➠ → ➣ ➑ ➤ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ↕ ➣ ➣ ➒ ➜ ➔ ➛ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ❰ ➣ → ➫ ↕ ➐ ✃ → ➏ ➏ → ❮ → ➠ ➨ ↕ ➣ ➦ ➏ ➐ ➭ ↕ ➐ → ❮ ➤ ➢ ➐ ➙ ➙ ➐

➜ ➛ ➙ → ➫ ➫ ↕ ➧ ↕ ❮ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ✦ ➻ ➼ ➲ ➽ ➸ ➳ ➺ ➺ ➻ ➷ ➒ ➋ ➒ ➬ ➮ ➋ ➬ ➔

➊ ➴ ➌ ➐ ➐ ➒ ❐ ➔ ➒ ❐ ➎ ↕ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➐ ➐ ➒ ➔ ➒ → ➠ ❮ ➒ ➔ ➒ ↕ ➏ ➒ ❒ ➔ ↔ ➔ ➒ ➍ ➎ ➣ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒ ➎ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ➐ ➐ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➏ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔

➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ → ➫ ➐ ➑ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➙ ➑ ➐ ➫ ↕ ➣ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ➡ ➦ ➡ ➙ → ➠ ➛ ➏ ➐ ➤ ➎ ➱ ➙ ➤ ➠ → ➣ ➫ ➧ ➐ ➠ → ➫ ➐ ➐ ➣ ➨ ➱ ➏ ➐ → ➣ ➑ ↕ ➤ ➫

↕ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➙ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ↕ ➐ ➫ ➔ ✯ ➺ ➺ ➼ ➽ ➪ ❀ ➻ ➪ ➽ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➻ ➸ ➸ ➻ ➼ ➚ ➝ ➋ ➒ ➋ ➒ ➴ ➮ ➴ ➬ ➞ ➔

➊ ➞ ➌ ↕ ➒ ➔ ➛ ❒ ➔ ➒ ↔ → ➦ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ➎ ➦ ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ➜ ➦ ↕ ➒ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ✃ ↕ ➣ ➛ ➢ ➐ ➣ ➐ ➐ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➓ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔

❒ ↕ ➫ ➑ ➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➫ ➢ ➡ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ➐ ➫ ✃ ➛ ➬ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➱ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ↕ ➣ ❐ → ➥ ➥ ➢ ➏ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑

➏ ➦ ➑ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➣ ➫ ➐ ➣ ➐ ➫ ➥ ➐ ➣ ➥ ➐ ➛ ➠ ➐ ➙ → ➤ ➐ ➑ ➡ → ➤ ➎ → ➱ ➫ ➔ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➪ ➽ ➘ ➻ ➾ ➺ ➼ ➸ ➚ ➷ ➒ ➒ ➬ ➞ ➞ ➮ ➬ ➞ ➔

➊ ➋ ➌ ↕ ➏ ➒ ➔ ➔ ➒ ➐ ➫ ➤ → ➒ ➔ ➒ ➙ ➦ ➥ ❮ ➎ → ➠ ➤ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ❮ → → ➠ ➒ ➓ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➷ ➔ ➣ ➑ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➟ ➛ ➎ ➱ ➑ ➠ ➦ ➱ ➛ ➛ ➑ ➐ ➫ ➏ ➐ ➤ ➎ ➱ ➙ ➛

➤ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➎ → ➫ → ➣ ➤ ↕ ➛ ➐ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ ↕ ➥ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ↕ ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ↕ ➤ ➎ ➡ ➦ ➤ ➐ ➣ ➥ ➱ ➫ ↕ ➏ ↕ ➙ → ➠ ➤ ➦ ➟ ➛ ➎ ➱ ➑ ➠ ➦ ➱ ➛

➤ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➪ ➳ ➻ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵ ➽ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➷ ➷ ➒ ➷ ➒ ➟ ➬ ➋ ➮ ➟ ➬ ➴ ➔

➊ ➝ ➌ ↕ ➢ ➒ ✃ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ➍ ➙ → ➣ ➐ ➫ ➐ ➒ ➔ ➒ ➍ ➣ ➑ ➐ ➠ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➜ ↕ ➙ ➤ ➱ ➒ ➔ ➒ ➐ ➒ ➔ ➒ ❘ ➎ ➤ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➠ ↕ ➥ ➐ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ ➐ ➫ ➤ ➐ ➙ ➙ ➒ ➔ ↔ ➔ ➒ → ➣ ➑

➢ ➫ ➎ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➝ ➔ ➡ ➡ ➦ ➫ ↕ ➣ → ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➐ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ ➠ ➐ ➥ ➐ ➡ ➤ ➦ ➠ ➫ → ➙ ➡ ➎ → → ➣ ➑ ➐ ➤ → ➦ ➣ ➥ ➱ ➥ ➙ ↕ ➣ ➋ ➐ ➣ ➐

➐ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➦ ➣ ➔ ➹ ➳ ➻ ➺ ➼ ➽ ➺ ➺ ➺ ➪ ➽ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➝ ➬ ➬ ➒ ➝ ➬ ➒ ➝ ➟ ➷ ➮ ➝ ➟ ➞ ➔

➊ ➌ ➦ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ ➢ ➥ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➍ ➙ ➙ ➠ ➐ ➑ ➒ ➔ ➔ ➒ ❒ ↕ ➣ ➎ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ↕ ➣ ➎ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➓ ➎ ➢ → ➣ ➒ ➓ ➔ ➒ ✃ ➦ ➎ ➫ ↕ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➐

➦ → ➣ ➎ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➜ ➔ ❬ ➔ ➒ ➓ ➠ → ➣ ➒ ➓ ➔ ➔ ➒ ❫ ➢ ➱ ➒ ➓ ➔ ➓ ➔ ➒ → ➣ ➓ ➎ ➢ ➱ ➒ ➔ ➒ ➓ ➎ ◗ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➢ ➒ ➓ ➔ ➓ ➔ ➒ ➓ ➢ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➢ ➦ ➣ ➒ ➔

➓ ➔ ➒ ➐ ❫ ➢ → ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ➜ ↕ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➐ ➓ ➎ ➢ ➦ ➣ ➒ ❐ ➎ ➐ ➣ ➒ ➓ ➔ ➛ ➔ ➒ ❬ ↕ ➣ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ❫ ➔ ➒ ➜ → ↕ ➎ ➢ ➠ ➫ ➤ ➒ ➓ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒

➜ ↕ ➙ ➙ ➣ ➐ ➠ ➒ ❒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ✃ ➐ ➤ ➫ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➝ ➔ ➦ ➡ ➎ ➦ ➠ ➐ ➥ ➤ ➦ ➏ ➱ → ➣ ➑ ➤ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ → ➑ ➢ → ➣ ➤ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ↕ ➣

➡ ➠ ➐ ➏ ➐ ➣ ➦ ➡ → ➢ ➫ → ➙ ↕ ➐ ➤ ➣ → ➏ ➐ ➫ ➐ → ➣ ➑ ➎ ↕ ➣ ➐ ➫ ➐ ➦ ➏ ➐ ➣ ↕ ➤ ➎ ➦ ➡ ➐ ➠ → ➙ ➐ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➪ ➽

➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➞ ➒ ➋ ➞ ➒ ➝ ➷ ➷ ➮ ➝ ➷ ➔
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➊ ➟ ➌ ➙ ➙ ➏ → ➣ ➣ ➛ → ➢ ➥ ➎ ➒ ➔ → ➣ ➑ ➍ ➫ → ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➹ ➽ ➚ ➪ ➳ ➻ ➻ ➳ ➼ ➪ ➳ ❁ ➚ ➸ ➺ ➺ ➻ ➔ ➓ ➎ ↕ ➐ ➏ ➐ ➒ ❐ ➤ ➢ ➤ ➤ → ➠ ➤ ➔

➊ ➷ ➌ ➢ ➣ ➑ ➎ ➦ ➙ ➤ ➒ ❒ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➢ ➑ ➑ ➐ ➠ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➙ ↕ → ➠ ➦ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➍ ➫ ↕ ➏ ➡ ➙ ➐ ➤ ➐ ➥ ➎ ➣ ↕ ➢ ➐ ➧ ➦ ➠ ➠ ➐ ➑ ➢ ➥ ↕ ➣ ➐ ➑ ➐ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ↕ ➣

➥ ➐ ➙ ➙ ➛ → ➫ ➐ ➑ → ➫ ➫ → ➱ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➺ ➺ ➻ ➪ ➽ ➼ ➚ ➪ ➼ ➻ ➻ ➴ ➒ ➷ ➒ ➷ ➮ ➷ ➬ ➞ ➔

➊ ➌ ✃ → ➠ → ➎ ➠ ➐ ➣ ➫ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ✦ ➻ ❑ ➼ ✬ ➺ ➼ ❍ ➻ ➹ ➻ ➻ ➽ ➸ ➪ ➳ ➽ ➸ ➻ ➻ ✭ ➚ ➺ ✺ ➻ ➳ ➼ ➻ ➼ ✯ ➻ ➚ ➸ ➽ ➸ ➻ ➻

➾ ➽ ➺ ➪ ➽ ➸ ➻ ➪ ➳ ➽ ➽ ➸ ▲ ➻ ➼ ➪ ➻ ➸ ➽ ★ ❄ ✧ ✶ ✧ ✦ ✧ ✯ ✧ ✴ ✷ ❊ ✧ ✯ ➼ ➚ ➸ ➽ ➼ ✻ ➺ ✻ ➻ ➻ ➔

✽ ➽ ➼ ➽ ➚ ➚ ➻ ➼ ➸ ➽ ➸ ➺ ✻ ➼ ➼ ➽ ➻ ➚ ➽ ➽ ➻ ➚ ➪ ➳ ➻ ✲ ➼ ➽ ➻ ➚ ✦ ➺ ➸ ➺ ➼ ➻ ➼ ➻ ✻ ✰ ✦ ➼ ✪ ➻ ✪ ✱ ➔

❘ ➣ ↕ ➐ ➠ ➫ ↕ ➤ ➤ ➫ ➧ ➠ → ➢ ➐ ➣ ❮ ➙ ↕ ➣ ↕ ❮ ➦ ➫ ➤ ➦ ➥ ❮ ➔ ❰ ❖ ➋ ➞ ➔ ➋ ➴ ➟ ➷ ❐ ◆ ❰ ➞ ➞ ➞ ➞ ➝ ➋ ➝ ➔

➊ ➬ ➌ ✃ → ➠ ↕ ➣ ❴ ➒ ➔ ➒ ➙ → ➠ ➢ ➒ ➔ ➓ ➔ ➒ ❰ ➙ ↕ ➐ ➒ ✃ ➔ ➒ ↔ ➠ ❴ ➑ ↕ ➣ → ➠ ➢ ➒ ➔ ➒ ↔ ➢ ❵ ➢ ➒ ➔ ➒ ➦ ↕ ➥ ➢ ➒ ❐ ➔ ➒ ↕ ➣ ↕ ➫ ➥ ➎ ↕ ➦ ➤ ➢ ➒ ➍ ➔ ➒ ❐ ➡ → ➣ ➑ ↕ ➑ ➦ ➫ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒

→ ➣ ➑ ➓ ➫ → ➤ ➫ → ❮ ↕ ➫ ➒ ➍ ➔ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➍ ➫ ➫ ➐ ➫ ➫ ➏ ➐ ➣ ➤ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ➡ ➦ ➤ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➙ ➎ ➐ → ➙ ➤ ➎ ➐ ➣ ➐ ➧ ↕ ➤ ➫ ➦ ➧ ➥ ➐ ➠ ➤ → ↕ ➣ ➤ ➦ ➤ → ➙ ➐ ➤ ➠ → ➥ ➤ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏

↕ ➤ ↕ ➫ ↕ ➣ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➒ ➍ ➐ ➫ ➥ ➢ ➙ ➢ ➫ ➎ ➱ ➡ ➡ ➦ ➥ → ➫ ➤ → ➣ ➢ ➏ → ➣ ➑ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➙ ➦ ➣ → ➔ ❆ ➾ ➻ ➼ ➻ ➸ ➽ ➽ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➻ ➸ ➪ ➻ ➪ ➻ ➋ ➞ ➒

➷ ➒ ➋ ➴ ➋ ➮ ➋ ➴ ➴ ➔

➊ ➴ ➌ ✃ → ➤ ➤ ➎ ➐ ➫ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ❐ ➐ ➙ ➙ ➐ ➠ ➠ ➐ ➣ ➒ ❐ ➔ ➍ ➔ ➒ ➜ ➢ ➦ ➒ ➔ ➒ ↕ ➫ ➤ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➙ ➐ ➏ ↕ ➣ ➒ ↔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➬ ➔ ➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➠ ➱ → ➣ ➑

→ ➙ ➤ ➐ ➠ ➣ → ➤ ↕ ➐ ➏ ➐ ➑ ↕ ➥ ↕ ➣ ➐ ➢ ➫ ➐ → ➏ ➦ ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➫ ➢ ➠ ↕ ➦ ➠ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ✬ ➻ ➽ ➪ ➺ ➾ ➻ ➻ ➸ ➽ ➼ ➵

➻ ➪ ➻ ✰ ✫ ➻ ✺ ✳ ➺ ➼ ✭ ✫ ✪ ✳ ✪ ✱ ➋ ➒ ➷ ➒ ➷ ➷ ➷ ➮ ➷ ➝ ➔

➊ ➌ ✃ → → ➑ ➑ → ➤ ➒ ➔ ➒ ❒ → ➠ ➠ ➦ ➑ → ➙ ➐ ➒ ➔ ➒ ➍ ➣ ➑ ➠ ➢ ➙ ↕ ➫ ➒ ❰ ➔ ➔ ➒ ➦ ➏ ➥ ➎ ➐ ❮ ➒ ❐ ➔ ✃ ➔ ➒ ➥ ➥ ➙ ➐ ➫ ➒ ➔ ➒ ➐ → ➣ ➙ ↕ ➣ ➣ → ➒ ➜ ➔ ➒ → ➏ ➢ ➫ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒

❐ ➡ ➢ ➠ ➑ ➙ ➐ ➒ ➍ ➔ ➒ ➦ ➫ ➦ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➠ ➏ → ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ✃ ➢ ➙ ➙ ↕ → ➣ ➒ ➍ ➔ ✃ ➔ ➒ ➦ ➢ ➥ ➎ ➒ ➔ ➔ ➒ ➣ ➐ ➙ ➒ ➔ ➒ ✃ ➥ ↔ ➢ ➧ ➧ ➦ ➒ ➔ ➒ ➜ ➐ → ➙ ➐ ➱ ➒ ❐ ➔ ➒

❐ ↕ ➣ ↕ ➙ ➣ ↕ ❮ ➦ → ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ❐ ➦ ➢ ➤ ➎ ➐ ➱ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ➓ ➐ ➠ ➠ ➱ ➒ ✃ ➔ ❒ ➔ ➒ ↔ ➦ ➙ ➑ → ➠ ➒ ➔ ➒ ➩ ✃ → ➙ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ➒ ➦ ➎ ➣ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ → ➣ → ↕ ➥ ↕ ➢ ➫ ➒ ➔ ➒

➓ ↕ ➎ ➦ ➏ ↕ ➠ ➦ → ➒ ➔ ➒ ➜ → ➣ ➫ ➐ ➣ ➒ ➓ ➔ ➔ ➔ ➒ ↕ ➐ ➙ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➫ ➦ ➠ ↕ ➦ ➒ ➍ ➔ ➒ ❐ ➤ → ➠ ➦ ➡ ➦ ➢ ➙ ➦ ➢ ➒ ➍ ➔ ➒ ❒ ➐ ➣ ❚ ➤ ➐ ➨ ➒ ➔ ➒ ✃ → ➣ ➦ ➢ ❮ ↕ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➒

➐ ↕ ➫ ➫ ➐ ➙ ➒ ❒ ➔ ➒ ❒ → ➠ ↕ ➙ ➐ ➒ ✃ ➔ ➒ ➦ ➙ ➦ ➠ ↕ ➦ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➫ ↕ ➣ ↕ ➒ ❒ ➔ ➒ ➦ ➙ ➥ ➐ ➤ ➤ ↕ ➒ ➔ ➒ ➢ ➤ ↕ ➣ → ➣ ➦ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ➤ ➤ ↕ ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➑ ↕ ➥ ➐ ➒ ➔ ➒ ➜ → ➏ → ➣ ➣ ➒

❘ ➔ ➒ → ➫ ➎ ↕ ➑ ➒ ✃ ➔ ❘ ➔ ➒ ➜ ➦ ➐ ➠ ➦ ➠ ➫ ➤ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➠ ↕ ➐ ➐ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➠ ➢ ↕ ➤ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➐ ➦ ➥ ❮ ➒ ❐ ➔ ➒ ➠ ➦ ➫ ➤ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➫ ➒ ➔ ↔ ➔ ➒

❒ ➠ ➐ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➙ ❮ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ➦ ➐ ➠ ➫ ➒ ✃ ➔ ➓ ➔ ➒ ❐ ↕ ➑ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➦ ➢ ➎ ➤ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ➐ → ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ↔ ➦ ➑ ↕ ➣ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ➏ ➢ ➤ ➨ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔

➔ ➒ → ➡ ➡ ➐ ➣ ➫ ➥ ➎ ➏ ↕ ➑ ➤ ➒ ❒ ➔ ➒ ✃ ➐ ↕ ➣ ➑ ➙ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➫ ➤ ➒ ➔ ➒ ➍ ➠ ➣ ➦ ➙ ➑ ➒ ➔ ➒ ↕ ➐ ➑ ➐ ➠ → ➥ ➎ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ❐ ➢ ➤ ➤ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ➐ ↕ ➫ ➫ ➙ ➐ ➠ ➒ ➜ ➔ ➒

↔ → ➑ ➨ ↕ ➥ ❮ ↕ ➒ ➔ ➒ ➠ ➐ ↕ ➫ ➙ ➐ ➠ ➛ ➍ ➑ → ➏ ➫ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➠ ➦ ➣ ➛ ✃ → ➤ ➐ ➐ → ➒ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ❪ ➣ ➢ ➥ ➎ ➣ ➐ ➠ ➒ ❰ ➔ ➒ ↔ ➐ ➐ ➣ ➫ ➙ ➐ ➐ ➣ ➒ ➜ ➔ ➒ ❐ ➤ ➦ ➡ ➡ → ➛

➱ ➦ ➣ ➣ ➐ ➤ ➒ ➔ ➒ ❒ ➐ ➙ ➦ ➤ ➤ ↕ ➒ ✃ ➔ ➒ ❒ → ➠ ➎ ➦ ➢ ➒ ➔ ➒ ❰ ➫ → → ➥ ➫ ➒ ➔ ➒ ➐ ➫ ➎ ❮ ↕ ➣ ➒ ❒ ➔ ➔ ➒ → ➙ ➑ ➐ ➫ ➒ ➓ ➔ ➒ → ➜ ➦ ➱ → ➒ ✃ ➔ ➑ ➐ ➒ → ❯ → ➑ → ➫ ➒ ➔ ➒

➜ ➐ ↕ ❮ ❮ ↕ ➣ ➐ ➣ ➒ ➓ ➔ ➒ ➜ ➐ ↕ ❮ ❮ ↕ ➙ ➒ ➔ ➒ ➍ ↕ ➤ ➤ ➦ ➏ ❮ ↕ ➒ ➔ ➒ ❒ ➙ → ➣ ➥ ➦ ➒ ❰ ➔ ➒ → ➨ → ➠ ➦ ➒ ➔ ➒ ❒ ➠ ➢ ➣ ➐ ➤ ➒ ➔ ➒ ➍ ➣ → ➠ ➫ ➫ ➦ ➣ ➒ ❒ ➔ ➍ ➔ ➒ ➍ ➠ → ➫ ➦ ➣ ➒ ➍ ➔ ➒

❒ → ➠ ❮ → ➠ ➑ ➦ ➤ ➤ ↕ ➠ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➢ ➏ ➦ ➣ ➤ ➒ ✃ ➔ ➒ ❐ ↕ ➏ → ➠ ➑ ➒ ➔ ➒ ✃ ➦ ➣ ➤ → ➣ → ➒ ✃ ➔ ➒ ➍ → ➤ → ➒ ❐ ➔ ➒ ➩ ➍ ➣ ➑ ➠ ➐ → ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ➦ ➒ ❐ ➔ ➒

➐ ➐ ➥ ❮ ➒ ➓ ➔ ➔ ➒ ➢ ↕ ➣ ➫ ➤ ➐ ↕ ➣ ➒ ➔ ➒ ➓ ➢ ➣ ➒ ➔ ➒ ↔ → ➠ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➒ ❬ ➔ ➒ ➠ ➐ ➑ ➐ ➠ ↕ ➥ ❮ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ❮ ➠ → ➤ ➨ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ↕ ➣ ➑ ➦ ➠ ➒

➔ ✃ ➔ ➒ ❐ ➨ → ➦ ➒ ➔ ➒ ➧ ➧ ↕ ➤ ➒ ➔ ➒ ❐ → ❮ ➠ ➒ ➔ ➒ ↔ → ➢ ➑ ➐ ➤ ➒ ✃ ➔ ✃ ➔ ➒ ❐ ↕ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ➓ ➐ → ➒ ✃ ➔ ➛ ➔ ➒ → ➡ ➡ → ➡ ➦ ➠ ➤ ➒ ➔ ➒ ✃ → ↕ ➒ ➔ ➔ ➒

↔ ➠ ➐ ➐ ➣ ➐ ➒ ✃ ➔ ➜ ➔ ➒ ❐ ➦ ❮ ➦ ➙ ➐ ➣ ❮ ➦ ➒ ➍ ➔ ➒ ❰ ➏ ➱ → ➣ ↕ ➤ ➦ ➒ ➔ ➒ ➓ ➦ ➙ → ➣ ➑ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ❐ ➐ ➣ ➤ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ❐ ➐ ➐ ➤ ➒ ➔ ➒ ➓ ➎ ➦ ➏ → ➫ ➫ ➐ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ↔ ➐ ➠ ➑ ➐ ➫ ➒

➍ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ➠ ➢ ➫ ➐ ➒ ➓ ➔ ➒ → ➙ ↕ ➦ ➒ ✃ ➔ ➒ ➍ ➠ ➐ ➤ ↕ ➣ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➤ → ➙ → ➒ ➔ ➒ → ➥ ➎ ➐ ➣ ➧ ➐ ➙ ➑ ➒ ➍ ➔ ➦ ➣ ➒ ➜ ➐ ➣ ➠ ↕ ❮ ➫ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ❐ ➤ ➐ ➐ ➙ ➐ ➒ ➔ ➒

➐ ➢ ➎ → ➢ ➫ ➐ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➢ ➫ ➫ → ➢ ➏ ➒ ➔ ➒ ❒ ➐ → ➤ ➤ ↕ ➐ ➒ ✃ ➔ ➒ ➑ ➢ ➣ ➫ ↕ ➒ ➔ ➒ ❐ ➢ ➥ ➎ ➐ ➫ ➤ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ↔ → ➱ ➤ ➎ ➐ ➠ ➒ ❐ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➤ ➎ → ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒

↔ ➠ ➦ ➫ ➫ ➒ ➔ ➒ → ➙ ➫ ➎ ➒ ➔ ➒ → ➠ ➙ → ➣ ➒ ❒ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➐ ↕ ➛ ➓ ➠ ➐ ➣ ➥ ➎ ➒ ↔ ➔ ➒ → ➫ ➤ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➣ ➤ ➦ ➣ ↕ ➦ ➢ ➒ ➍ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ → ➤ ➎ ➦ ➙ ➦ ➱

➦ ➧ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➑ ➦ → ➠ ↕ → ➣ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➫ → ➏ ➦ ➣ ❒ ➍ ➋ → ➣ ➑ ❒ ➍ ➝ ➏ ➢ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➥ → ➠ ➠ ↕ ➐ ➠ ➫ ➭ ➠ ➐ ➫ ➢ ➙ ➤ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ➤ ➎ ➐ ➦ ➣ ➫ ➦ ➠ ➤ ↕ ➢ ➏

➦ ➧ ❰ ➣ ➐ ➫ ➤ ↕ → ➤ ➦ ➠ ➫ ➦ ➧ ✃ ➦ ➑ ↕ ➧ ↕ ➐ ➠ ➫ ➦ ➧ ❒ ➍ ➋ ➝ ❰ ✃ ❒ ➍ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➾ ➻ ➺ ➺ ➵ ✭ ➺ ➽ ➼ ➻ ➼ ➚ ❀ ➾ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ➺ ➶ ➽

➾ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➚ ➚ ➺ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➼ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ✭ ➪ ➺ ➚ ➾ ➺ ➚ ➺ ➼ ➻ ➵ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺

➲ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ✬ ➻ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➋ ➒ ➋ ➒ ➋ ➟ ➮ ➋ ➟ ➬ ➔

➊ ➋ ➞ ➞ ➌ ✃ ➥ ➢ ➙ ➙ ➱ ➒ ➔ ❐ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ ➡ → ➤ ➎ ➦ ➙ ➦ ➱ ➦ ➧ ➎ ➦ ➏ ➦ ➥ ➱ ➫ ➤ ➐ ↕ ➣ ➐ ➔ ❰ ➔ ➥ ↕ ➤ ➦ ➤ ➦ ↕ ➥ ↕ ➤ ➱ ➒ ➦ ↕ ➑ → ➤ ↕ ➐ ➫ ➤ ➠ ➐ ➫ ➫ ➒

➐ ➣ ➑ ➦ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙ ➑ ➱ ➫ ➧ ➢ ➣ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➣ ➧ ➙ → ➏ ➏ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ➽ ➚ ➺ ➪ ➪ ➽ ➽ ➽ ➺ ➼ ➽ ➸ ➺ ➼ ➵ ➚ ➪ ➻ ➪ ➻ ➒ ➒ ➝ ➋ ➮ ➝ ➝ ➔

➊ ➋ ➞ ➋ ➌ ✃ ➐ ➑ ➐ ↕ ➠ ➦ ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ ↕ ➏ → ➒ ➔ ➓ ➔ ↔ ➔ ➒ ❐ ↕ ➙ → ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ ➐ ➑ ➐ ↕ ➠ ➦ ➫ ➒ ✃ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➣ ➎ ➐ ↕ ➠ ➦ ➒ ➔ ❒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➭ →

➠ ➐ ↕ ➐ ➦ ➧ ↕ ➤ ➫ ➡ ➎ → ➠ ➏ → ➥ ➦ ➙ ➦ ➱ → ➣ ➑ ➤ ➦ ↕ ➥ ↕ ➤ ➱ ➔ ➹ ➳ ➻ ➺ ➼ ➽ ➺ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➵ ➽ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➬ ➟ ➒ ➒ ➬ ➮ ➬ ➔

➊ ➋ ➞ ➝ ➌ ✃ ➐ ➎ ➤ → ➒ ➔ ➒ → ➣ ➤ → ➨ ↕ ➫ ➒ ➔ ➒ ✃ ➥ ❫ ➢ ➐ ➐ ➣ ➒ ➓ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ → ➠ → ➙ ➒ ❒ ➔ ❒ ➔ ➋ ➬ ➔ ➍ ➣ ➤ ↕ ➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➐ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣

➑ ↕ ➧ ➐ ➠ ➢ ➙ ➦ ➱ ➙ ➏ ➐ ➤ ➎ → ➣ ➐ → → ↕ ➣ ➫ ➤ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➤ ➢ ➏ ➦ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➫ ➔ ➸ ✧ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➼ ➚ ➴ ➒ ➷ ➒ ➟ ➬ ➞ ➮ ➟ ➴ ➋ ➔

➊ ➋ ➞ ➌ ✃ ➐ ➏ ➦ ➠ ↕ → ➙ ❐ ➙ ➦ → ➣ ➐ ➤ ➤ ➐ ➠ ↕ ➣ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤ ➐ ➠ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔ ➺ ➸ ❁ ➻ ➼ ➚ ✭ ✯ ➺ ➸ ➽ ➪ ➽ ➚ ❀ ➸ ➳ ➻ ➼ ➲ ➼ ➺ ➪ ➸ ➚ ➶ ➹ ➻ ➼ ➪ ➔

➳ ➸ ➸ ➾ ➚ ➶ ❅ ❅ ✺ ✺ ✺ ✪ ➚ ➪ ➪ ✪ ➺ ➼ ❅ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ✧ ➪ ➽ ➼ ➻ ❅ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ✬ ➻ ✧ ➻ ➪ ➻ ❅ ➳ ➻ ➼ ➚ ❅ ➸ ➼ ➻ ➼ ➪ ❇ ➼ ➶ ❊ ❈ ✪ ❉ ■ ✪ ✴ ❉ ✴ ❊ ➔
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➊ ➋ ➞ ➟ ➌ ✃ ↕ ➠ ➒ ➔ ➒ ➦ ➡ ➐ ➠ ➤ ➒ ❐ ➔ ➒ ➎ → ➏ ➫ ➐ ➑ ➑ ↕ ➣ ➐ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➥ ↕ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➑ ↕ ➐ ➤ → ➠ ➱ ➫ ➢ ➡ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ ➫ → ➣ ➑

➐ ➐ ➠ ➦ ➙ ↕ ➏ ➢ ➫ ➛ → ➫ ➐ ➑ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➤ ➠ ➐ → ➤ ➏ ➐ ➣ ➤ ➔ ➽ ➚ ➺ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➺ ➾ ➻ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ➼

➻ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➒ ➋ ➒ ➝ ➴ ➬ ➮ ➝ ➴ ➴ ➔

➊ ➋ ➞ ➷ ➌ ✃ ➦ ➠ ➡ ➎ ↕ ➫ ➤ ➦ ➭ → ➦ ➠ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ❮ → ➙ ↕ ➐ ➣ ❛ ➜ ↕ ➫ ➤ ➦ ➙ ➦ ↕ ➐ ➫ ➐ ➠ ↕ ➥ ➐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ✽ ➳ ➚ ➸ ➺ ➪ ➳ ➻ ➻ ➶ ➽ ➪ ➳ ➽ ➼ ➻ ➼ ➻ ➸

★ ➳ ➼ ➺ ➺ ➻ ➻ ❄ ➺ ➼ ➺ ➪ ➳ ➼ ➺ ➻ ➔ ➳ ➸ ➸ ➾ ➚ ➶ ❅ ❅ ✺ ✺ ✺ ✪ ➺ ➼ ➾ ➳ ➚ ➸ ➺ ✪ ➻ ❅ ➚ ➻ ➼ ✬ ➪ ➻ ❅ ➳ ➚ ➸ ➺ ➪ ➳ ➻ ➻ ❅ ❇ ➼ ➶

✴ ❈ ✪ ❉ ✷ ✪ ✴ ❉ ✴ ❊ ➔

➊ ➋ ➞ ➌ ✃ ➦ ➫ ❮ ➦ ↕ ➤ ➨ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ➎ ➦ ➢ ➒ ➔ ➔ ➒ ➦ ➙ ➑ ➐ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ❒ ➐ ➠ ➣ ➫ ➤ ➐ ↕ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ → ➙ ➎ ➦ ➤ ➠ → ➒ ➔ ➒ ➦ ➐ ➤ ➫ ❮ ➱ ➠ ↕ ➐ ➑ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➒ ✃ ➢ ➑ ↕ ➒

➔ ➔ ➒ ➐ ↕ ➫ ➐ ➣ ➠ ↕ ➣ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ❐ ➤ ➦ → ➙ ➙ ➒ ✃ ➔ ➒ ➜ → ➏ ➏ ➦ ➣ ➑ ➒ ❐ ➔ ➒ ❐ ➏ ↕ ➤ ➎ ➒ ❐ ➔ ➍ ➔ ➒ ➜ ➐ ➣ ➑ ➐ ➠ ➫ ➦ ➣ ➒ ➓ ➔ ➔ ➒ ❒ ➦ ↕ ➥ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➢ ➑ ➫ ➦ ➣ ➒

✃ ➔ ✃ ➔ ➒ ↕ ➙ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ❒ ➎ → ➤ ↕ → ➒ ❐ ➔ ➒ ➐ ➣ ➣ ➐ ➱ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➐ ➙ ↕ → ➒ ➔ ➔ ➒ ❒ ➐ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➦ ↕ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➧ ➧ ↕ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔

➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ → ➧ ➤ ➐ ➠ ➥ ➎ ➐ ➫ ➤ ➠ → ➑ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ➧ ➦ ➠ ➥ ➎ ↕ ➙ ➑ ➎ ➦ ➦ ➑ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➪ ➽ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶

➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➒ ➝ ➋ ➒ ➝ ➝ ➋ ➬ ➮ ➝ ➝ ➝ ➔

➊ ➋ ➞ ➬ ➌ ↕ ➒ ❬ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➍ ➔ ➒ ➎ → ➦ ➒ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ↕ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➫ ➥ ➐ ➙ ➙ ➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➒

➏ ↕ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ↕ ➣ → ➫ ↕ ➦ ➣ ↕ ➣ ➡ ➠ ➦ ➫ ➤ → ➤ ➐ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ➪ ➺ ➺ ➵ ➼ ➻ ➾ ➺ ➼ ➸ ➚ ➝ ➴ ➒ ➋ ➒ ➴ ➷ ➮ ➞ ➔

➊ ➋ ➞ ➴ ➌ ↕ ➐ ➙ ➫ ➐ ➣ ➒ ➜ ➔ ✃ ➔ ➒ ➐ ➠ → → ➠ ➑ ➒ ✃ ➔ ➒ ↔ ➠ → ➢ ➒ ➔ ➒ ➐ ➣ ➫ ➐ ➣ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➠ → → ➠ ➑ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ❐ ➤ ➢ ➑ ➱ ➦ ➧ ➧ → ↕ ➙ ➢ ➠ ➐ ➡ → ➤ ➤ ➐ ➠ ➣

→ ➏ ➦ ➣ ➎ ↕ ➎ ➛ ➠ ↕ ➫ ❮ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ↕ ➤ ➎ ➦ ➠ ↕ ➤ ➎ ➦ ➢ ➤ ➡ ➦ ➫ ➤ ➏ → ➫ ➤ ➐ ➥ ➤ ➦ ➏ ➱ ➠ → ➑ ↕ ➦ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ↕ ➣ → ➑ ➑ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ ➤ ➦

→ ➑ ➢ → ➣ ➤ ➫ ➱ ➫ ➤ ➐ ➏ ↕ ➥ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ➭ ➙ ➦ ➣ ➛ ➤ ➐ ➠ ➏ ➠ ➐ ➫ ➢ ➙ ➤ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ➤ ➎ ➐ → ➣ ↕ ➫ ➎ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➦ ➦ ➡ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➐ ↔ ➠ ➦ ➢ ➡ ❒ ↔

➴ ➝ → ➣ ➑ ➥ ➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➨ ➐ ➑ ➫ ➤ ➢ ➑ ↕ ➐ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➪ ➽ ➺ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺

★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➟ ➒ ➋ ➷ ➒ ➝ ➝ ➴ ➮ ➝ ➝ ➬ ➷ ➔

➊ ➋ ➞ ➌ ➙ ↕ → ↕ ➍ ➠ → ➎ ↕ ➒ ❐ ➔ ➒ ↕ ➐ ➧ ➤ ➐ ➛ ➑ ➐ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ↕ ❮ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ❐ → ➠ ➤ ➒ ➔ ✃ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ → → ➠ ➎ ➦ ➐ ➣ ➒ ➜ ➔ ➔ ➒ → ➣ ❐ ➥ ➎ ➦ ➦ ➠ ➒

➔ ✃ ➔ ➒ ↔ ➠ ➦ ➦ ➤ ➒ ➔ ➔ ➔ ↔ ➔ ✃ ➔ ➑ ➐ ➒ ➐ ➏ ➏ ➐ ➣ ➫ ➒ ➔ ➒ ❐ ➤ ➠ ↕ ➥ ❮ ➐ ➠ ➒ ❒ ➔ ➜ ➔ ➒ ❘ ↕ ➤ ➤ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➑ ➐ ➣ ➒ ➍ ➔ ↔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➑ ➐ ➠ ➐ ➙ ➑ ➐ ➒ ➔

➝ ➞ ➋ ➔ ➦ ➙ ↕ ➥ ➍ ➥ ↕ ➑ → ➣ ➑ ↕ ➤ → ➏ ↕ ➣ ❒ ➋ ➝ ❐ ➢ ➡ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ➤ ➎ ➐ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ➦ ➣ ➛ ➤ ➐ ➠ ➏ ➦ ➙ ➙ ➦ ➛ ➢ ➡ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐

❒ ↕ ➤ → ➏ ↕ ➣ ➫ ➧ ➦ ➠ ➤ ➎ ➐ ➠ ➐ ➐ ➣ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➫ ➤ ➐ ➦ ➡ ➦ ➠ ➦ ➤ ↕ ➥ ➠ → ➥ ➤ ➢ ➠ ➐ ➫ ❒ ➛ ➓ ➠ ↕ → ➙ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➾ ➻ ➺ ➺ ➵ ✭

➺ ➽ ➼ ➻ ➼ ➚ ❀ ➾ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ➺ ➶ ➽ ➾ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➚ ➚ ➺ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➼ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ✭ ➪ ➺ ➚ ➾ ➺ ➚ ➺ ➼ ➻

➵ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ➲ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ✬ ➻ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➴ ➒ ➝ ➒ ➝ ➬ ➷ ➮ ➝ ➴ ➝ ➔

➊ ➋ ➋ ➞ ➌ ➫ ➦ ➠ ➣ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➦ ➫ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➓ ➠ ➐ ➣ ➤ ➒ ➔ ✃ ➔ ➋ ➴ ➬ ➔ ❒ ↕ ➦ ➙ ➦ ↕ ➥ → ➙ ➑ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➥ ➐ ➫ → ➏ ➦ ➣ ✃ ➛ ➬ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ➑ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ➦ ➠ ↕ ➐ ➫ ➔ ✯ ➼ ➻ ➽ ➚ ➸ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➹ ➼ ➻ ➽ ➸ ➒ ➝ ➒ ➋ ➋ ➋ ➮ ➋ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➋ ➋ ➌ → ↕ ➣ ➐ ➒ ➓ ➔ ✃ ➔ ➒ ❐ ➦ ➢ ➙ ➐ ➒ ➜ ➔ ➔ ➒ → ➢ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➋ ➝ ➔ ➎ → ➠ → ➥ ➤ ➐ ➠ ↕ ➨ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➐ ➡ ↕ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙

➡ ➎ ➐ ➣ ➦ ➤ ➱ ➡ ➐ ➫ ↕ ➣ ➏ ➦ ➠ ➤ → ➙ → ➣ ➑ ↕ ➏ ➏ ➦ ➠ ➤ → ➙ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➷ ➞ ➒ ➒ ➟ ➮ ➟ ➬ ➔

➊ ➋ ➋ ➝ ➌ → ➣ → ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ ➜ ➦ ➫ ➫ ➐ ↕ ➣ ↕ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➒ ➎ → ➙ ↕ ➙ ↕ ➒ ➔ ➒ → ↕ ➏ ↕ ➒ ➔ ➒ ✃ → ➐ ➐ ➑ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ → ➎ ➐  ❮ → ➠ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➍ ➣ ➤ ↕ ➦ ↕ ➑ → ➣ ➤ → ➣ ➑

→ ➣ ➤ ↕ ➛ ↕ ➣ ➧ ➙ → ➏ ➏ → ➤ ➦ ➠ ➱ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➛ ➡ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➥ ➦ ➏ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➣ ➫ ➢ ➐ ➥ ➤ ➫ ↕ ➤ ➎ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➥ ➫ ➱ ➣ ➑ ➠ ➦ ➏ ➐ ➭

➍ ➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➨ ➐ ➑ ➥ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ➙ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ → ➣ ➑ → ➣ ➢ ➡ ➑ → ➤ ➐ ➑ ➏ ➐ ➤ → ➛ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➔ ★ ➪ ➽ ➸ ➼ ➸ ➺ ✰ ➼ ➳ ✭ ➪ ➺ ➸ ➽ ✱

➟ ➒ ➒ ➋ ➋ ➞ ➋ ➮ ➋ ➋ ➞ ➴ ➔

➊ ➋ ➋ ➌ → ➣ → ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➎ ↕ ➏ ➣ ↕ → ➒ ➍ ➔ ➛ ➔ ➒ ❐ ➎ → ➠ → ➧ ↕ ➒ ✃ ➔ ➒ ➍ ➙ ↕ ➫ ➎ ↕ ➠ ↕ ➒ ↔ ➔ ➒ ❐ → ➢ ➠ ↕ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ → ➎ ➐ ❮ → ➠ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑

➤ ➠ ➐ → ➤ ➏ ➐ ➣ ➤ ➧ ➦ ➠ ❮ ➣ ➐ ➐ ➦ ➫ ➤ ➐ ➦ → ➠ ➤ ➎ ➠ ↕ ➤ ↕ ➫ ➭ → ➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➨ ➐ ➑ ➑ ➦ ➢ ➙ ➐ ➛ ➙ ↕ ➣ ➑ ➡ ➙ → ➥ ➐ ➦ ➛ ➥ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ➙ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➔ ➲ ➳ ➵ ➸ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵

➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➶ ➲ ➹ ➘ ➝ ➴ ➒ ➋ ➋ ➒ ➋ ➝ ➷ ➮ ➋ ➋ ➔

➊ ➋ ➋ ➟ ➌ → ➣ → ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ ❐ → → ➑ → ➤ ➒ ➍ ➔ ➒ ❒ ➐ ↕ ➠ → ➎ ➑ → ➠ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ → ➎ ➐ ❮ → ➠ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ➍ ➑ ➢ → ➣ ➤ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ↕ ➤ ➎ ↕ ➦ → → ↕ ➙ → ↕ ➙ ↕ ➤ ➱ ➛

➦ ➦ ➫ ➤ ➐ ➑ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ➫ ➢ ➡ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ➐ ➫ ➫ ➱ ➫ ➤ ➐ ➏ ↕ ➥ ↕ ➣ ➧ ➙ → ➏ ➏ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ↕ ➏ ➡ ➠ ➦ ➐ ➫ ➢ → ➙ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧ ➙ ↕ ➧ ➐ ↕ ➣ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ↕ ➤ ➎

➫ ➦ ➙ ↕ ➑ ➤ ➢ ➏ ➦ ➠ ➫ ➭ → ➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➨ ➐ ➑ ➑ ➦ ➢ ➙ ➐ ➛ ➙ ↕ ➣ ➑ ➡ ➙ → ➥ ➐ ➦ ➛ ➥ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ➙ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➔ ➲ ➳ ➵ ➸ ➺ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➶ ➲ ➹ ➘ ➝ ➴ ➒ ➋ ➞ ➒

➋ ➟ ➋ ➮ ➋ ➟ ➬ ➔

➊ ➋ ➋ ➷ ➌ ➐ ➠ ➐ ➨ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ➦ ➏ ➦ ➣ ➑ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ ❐ ➢ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ➐ ➦ ➣ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒ → ↕ ➑ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ ↔ ➐ ➱ ➐ ➠ ➒ ➔ ➔ ➒ ✃ → ➠ ➤ ↕ ➣ ➦ ➒ ❐ ➔ ➒

✃ → ➏ ➦ ➢ ➣ → ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➢ ➧ ➏ → ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➙ ➏ → ➠ ❮ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ➦ ➢ ➠ ➛ ➱ ➐ → ➠ ➧ ➦ ➙ ➙ ➦ ➛ ➢ ➡ ➦ ➧ ➤ ➠ → ➫ ➤ ➢ ➨ ➢ ➏ → ➡ ➙ ➢ ➫

→ ➑ ➢ → ➣ ➤ ➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➤ ➎ ➐ ➠ → ➡ ➱ ➧ ➦ ➠ ➦ ➡ ➐ ➠ → ➙ ➐ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➐ ➡ ↕ ➑ ➐ ➠ ➏ → ➙ ➠ ➦ ➤ ➎ ➧ → ➥ ➤ ➦ ➠ ➠ ➐ ➥ ➐ ➡ ➤ ➦ ➠ ➝ ➛ ➡ ➦ ➫ ↕ ➤ ↕ ➐ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ➦ ↕ ➣ ➤ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➦ ➧ ➑ → ➤ → ➧ ➠ ➦ ➏ ➓ ↔ ➴ ➋ → ➣ ➑ ❐ ➍ ❒ ❒ ➛ ➋ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ★ ➪ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➒ ➝ ➷ ➒

➮ ➬ ➔
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➊ ➋ ➋ ➌ ➎ ↕ ➙ ➙ ↕ ➡ ➫ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➢ ↕ ➦ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ➍ ➫ ➎ ➠ → ➧ ➛ ➎ ➦ ➠ → ➫ ➫ → ➣ ↕ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ → ➱ ➤ ➦ ↕ ➤ ➨ ➒ ➔ ❒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➥ ➐ ↕ ➣ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐

➥ ➦ ➣ ➤ ➐ ➣ ➤ ➦ ➧ ➠ ➐ ➐ ➣ → ➣ ➑ ➠ ➐ ➑ ➫ ➐ ➐ ➤ ➡ ➐ ➡ ➡ ➐ ➠ ➫ → ➡ ➫ ↕ ➥ ➢ ➏ → ➣ ➣ ➢ ➢ ➏ ➑ ➐ ➤ ➐ ➠ ➏ ↕ ➣ ➐ ➑ ➱ ➙ ↕ ➢ ↕ ➑ ➥ ➎ ➠ ➦ ➏ → ➤ ➦ ➠ → ➡ ➎ ➱ ➛

➏ → ➫ ➫ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ➠ ➦ ➏ ➐ ➤ ➠ ➱ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➽ ➼ ➪ ➸ ➼ ➽ ➽ ➺ ➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➷ ➟ ➒ ➝ ➒ ➴ ➮ ➋ ➞ ➞ ➞ ➝ ➔

➊ ➋ ➋ ➬ ➌ ↕ ➤ → ➫ → → ➤ ➒ ❒ ➔ ➒ ➎ ➦ ➦ ➥ ➎ ➦ ➤ ➐ ➒ ➔ ➒ ➓ ➢ ➐ ➤ ➢ ➣ ➒ ❒ ➔ ➒ ➓ ↕ ➡ ➡ → → ➣ ❮ ➦ ➫ ➦ ➙ ➒ ➔ ➒ → ➣ → ➣ → ➡ ➦ ➤ ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ ↕ ➤ ➡ → ❮ ➑ ↕ ➒ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑

↕ ➱ ➦ ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➐ ➡ ➐ ➙ ➙ ➐ ➣ ➥ ➱ ➦ ➧ → ➠ ➦ ➏ → ➤ ↕ ➥ ➤ ➢ ➠ ➏ ➐ ➠ ↕ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → → ➠ ➦ ➏ → ➤ ↕ ➥ → ➢ ➣ ➑ ➐ ➠ ➙ → ➦ ➠ → ➤ ➦ ➠ ➱ → ➣ ➑ ➧ ↕ ➐ ➙ ➑

➥ ➦ ➣ ➑ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ✬ ➻ ➪ ➸ ➺ ➼ ➻ ➪ ➺ ➺ ➵ ➶ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➳ ➻ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ➼ ➻ ➪ ➸ ➺ ➼ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➴ ➒ ➝ ➒ ➝ ➟ ➮ ➝ ➟ ➞ ➔

➊ ➋ ➋ ➴ ➌ ➦ ➙ ➱ ➛ ➡ ➤ ↕ ❮ ↔ ➏ ➜ → ➢ ➫ ➓ ➎ ➠ ↕ ➣ ➐ ➣ ➔ ✼ ➻ ➻ ✻ ● ➳ ➽ ➻ ➼ ❇ ✼ ● ➳ ➻ ➸ ✻ ➚ ➵ ➚ ➸ ➻ ➻ ❇ ✯ ❍ ➼ ➻ ➼ ➔

➳ ➸ ➸ ➾ ➶ ❅ ❅ ✺ ✺ ✺ ✪ ➾ ➺ ➵ ➺ ➾ ➸ ✪ ➻ ❅ ✻ ➻ ➻ ✻ ➽ ➻ ➳ ➽ ➻ ➼ ❅ ❇ ➼ ➶ ❉ ✵ ✪ ❊ ❊ ✪ ✴ ❉ ✴ ❊ ➔

➊ ➋ ➋ ➌ ➠ → ❮ → ➫ ➎ ➒ ➔ ➒ ✃ ↕ ➫ ➠ → ➒ ➍ ➔ ➒ ❐ ➢ ➠ ↕ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ❒ ➎ → ➤ ➤ → ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➙ ➒ ➔ ➒ → ➒ ➔ ➒ ❒ → ➠ ➤ ➎ → ➙ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ ❮ ➫ ➎ ↕ ➤ ➒

✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ➍ ➣ ➤ ↕ ➛ ➡ ➙ → ➤ ➐ ➙ ➐ ➤ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➦ ↕ ➙ ↕ ➣ ➐ ➡ ➐ ➠ ↕ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➙ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➫ ➦ ➧ ➏ ➱ ➦ ➥ → ➠ ➑ ↕ → ➙ ↕ ➫ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ → ➛

➠ ➐ ➡ ➐ ➠ ➧ ➢ ➫ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ➤ ➎ ➠ ➦ ➏ ➦ ➫ ↕ ➫ ➔ ➹ ➳ ➼ ➺ ➺ ➚ ➚ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➋ ➝ ➬ ➒ ➝ ➒ ➋ ➋ ➋ ➮ ➋ ➋ ➴ ➔

➊ ➋ ➝ ➞ ➌ ➠ ➦ ➏ ➐ → ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➓ ➐ ➥ ➎ ➣ ↕ ➥ → ➙ ❒ ➢ ➙ ➙ ➐ ➤ ↕ ➣ ➭ ➐ ➙ ➙ ➓ ↕ ➤ ➐ ➠ ➛ ↔ ➙ ➦ ➢ ➏ ↕ ➣ ➐ ➫ ➥ ➐ ➣ ➤ ➐ ➙ ➙ ↕ → ↕ ➙ ↕ ➤ ➱ ➍ ➫ ➫ → ➱ ➔

➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➡ ➠ ➦ ➏ ➐ → ➔ ➥ ➦ ➏ ➛ ➏ ➐ ➑ ↕ → ➧ ↕ ➙ ➐ ➫ ➠ ➐ ➫ ➦ ➢ ➠ ➥ ➐ ➫ ➡ ➠ ➦ ➤ ➦ ➥ ➦ ➙ ➫ ➤ ➐ ➥ ➎ ➣ ↕ ➥ → ➙ ➛ ➢ ➙ ➙ ➐ ➤ ↕ ➣ ➫ ➞ ➥ ➐ ➙ ➙ ➤ ↕ ➤ ➐ ➠ ➛ ➙ ➦ ➛

➙ ➢ ➏ ↕ ➣ ➐ ➫ ➥ ➐ ➣ ➤ ➛ ➥ ➐ ➙ ➙ ➛ ↕ → ↕ ➙ ↕ ➤ ➱ ➛ → ➫ ➫ → ➱ ➛ ➡ ➠ ➦ ➤ ➦ ➥ ➦ ➙ ➔ ➡ ➑ ➧ ❭ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➋ ➝ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➝ ➋ ➌ ➠ ➦ ➏ ➐ → ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ➓ ➐ ➥ ➎ ➣ ↕ ➥ → ➙ ❒ ➢ ➙ ➙ ➐ ➤ ↕ ➣ ➭ ➱ ➤ ➦ ➓ ➦ ➛ ↔ ➙ ➦ ➱ ➤ ➦ ➤ ➦ ↕ ➥ ↕ ➤ ➱ ➍ ➫ ➫ → ➱ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➡ ➠ ➦ ➏ ➐ → ➔ ➥ ➦ ➏ ➛

➏ ➐ ➑ ↕ → ➧ ↕ ➙ ➐ ➫ ➠ ➐ ➫ ➦ ➢ ➠ ➥ ➐ ➫ ➡ ➠ ➦ ➤ ➦ ➥ ➦ ➙ ➫ ➤ ➐ ➥ ➎ ➣ ↕ ➥ → ➙ ➛ ➢ ➙ ➙ ➐ ➤ ↕ ➣ ➫ ➋ ➞ ➋ ➥ ➱ ➤ ➦ ➤ ➦ ➛ ➙ ➦ ➛ ➥ ➱ ➤ ➦ ➤ ➦ ↕ ➥ ↕ ➤ ➱ ➛ → ➫ ➫ → ➱ ➛

➡ ➠ ➦ ➤ ➦ ➥ ➦ ➙ ➔ ➡ ➑ ➧ ➯ ➙ → ❖ ➐ ➣ ❭ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➝ ➷ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➝ ➝ ➌ ❫ ↕ → ➦ ➒ ❫ ➔ ➒ ↕ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➒ ↔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ↕ ➏ ➡ ➠ ➦ ➐ ➫ ➤ ➎ ➐ → ➣ ➤ ↕ ➤ ➢ ➏ ➦ ➠ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➦ ➧ ❬ ➛ ➠ → ➱ ↕ ➠ ➠ → ➑ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➱

➙ ➦ ➥ ❮ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➛ ❜ ❒ ➡ → ➤ ➎ → ➱ ➭ → ➣ ↕ ➣ ➛ ↕ ➤ ➠ ➦ ➫ ➤ ➢ ➑ ➱ ➦ ➧ ➙ ➱ ➏ ➡ ➎ ➦ ➏ → ➔ ➸ ✧ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➼ ➚ ➝ ➒ ➒ ➷ ➬ ➮ ➞ ➷ ➔

➊ ➋ ➝ ➌ ❫ ↕ ➣ ➒ ❬ ➔ ➒ ➢ ↕ ➒ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ❐ ➢ ➣ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➔ ➒ ↕ ➒ ➔ ➒ ❬ ➢ ➒ ❬ ➔ ➒ → ➣ ➒ ❒ ➔ ➒ ❬ ➢ ➒ ❬ ➔ ➒ ➜ ➢ ➦ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➒ ❬ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔

➦ ➙ ↕ ➥ → ➥ ↕ ➑ ➫ ➢ ➡ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➠ ↕ ➫ ❮ ➭ → ➏ ➐ ➤ → ➛ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➦ ➧ ➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➨ ➐ ➑ ➥ ➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ➙ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➫ ➔

✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➋ ➒ ➷ ➒ ➋ ➞ ➮ ➋ ➞ ➟ ➋ ➔

➊ ➋ ➝ ➟ ➌ ❫ ↕ ➢ ➒ ➔ ➒ ↕ ➢ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➒ ↔ → ➦ ➒ ❐ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ ➢ → ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ❒ ↕ ➫ ➑ ➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ❰ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➫

➜ ➐ ➡ → ➤ ➦ ➥ ➐ ➙ ➙ ➢ ➙ → ➠ → ➠ ➥ ↕ ➣ ➦ ➏ → ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➓ ➎ ➠ ➦ ➢ ➎ ➍ ❮ ➤ ❰ ➣ → ➥ ➤ ↕ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ → ➛ ✃ ➐ ➑ ↕ → ➤ ➐ ➑ ➐ ➢ ↕ ➢ ↕ ➤ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔

✦ ➼ ➻ ➚ ✭ ➻ ✬ ➻ ➺ ➾ ➻ ➸ ➽ ➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➵ ➋ ➟ ➒ ➮ ➋ ➞ ➞ ➋ ➔

➊ ➋ ➝ ➷ ➌ → ➏ → ➥ ➎ → ➣ ➑ ➠ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➦ ➣ ➫ ➐ ➥ → ➒ ➜ ➔ ❒ ➔ ➒ ➎ → → ➙ → ➒ ➔ ➒ ➫ ➥ → ➙ ➦ ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ✃ ➐ ➙ ➣ ↕ ➥ ❮ ➒ ❐ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➝ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ↕ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➫

➤ ➐ ➙ ➦ ➏ ➐ ➠ → ➫ ➐ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ➤ ➎ ➠ ➦ ➢ ➎ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➤ ➐ ➙ ➦ ➏ ➐ ➠ → ➫ ➐ ➠ ➐ ➐ ➠ ➫ ➐ ➤ ➠ → ➣ ➫ ➥ ➠ ↕ ➤ ➡ → ➫ ➐ ↕ ➣ ✃ ➛ ➬ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➔

★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➸ ➸ ➻ ➼ ➚ ➋ ➴ ➟ ➒ ➋ ➒ ➋ ➮ ➔

➊ ➋ ➝ ➌ → ➏ → ➥ ➎ → ➣ ➑ ➠ → ➣ ➒ ➔ → ➣ ➑ ➦ ➢ ➒ ➔ ➋ ➔ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➙ ➫ ➐ ➣ ➫ ↕ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➏ → ➏ ➏ → ➠ ➱ ➐ ➡ ↕ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➠ ➥ ↕ ➣ ➦ ➏ → ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➫ ➤ ➦ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➔ ✯ ➼ ➻ ➽ ➚ ➸ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➹ ➼ ➻ ➽ ➸ ➷ ➟ ➒ ➒ ➝ ➮ ➝ ➬ ➴ ➔

➊ ➋ ➝ ➬ ➌ → ➦ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➏ → ➣ → ➣ ➐ ➱ ➢ ➙ ➢ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ➠ ↕ ➫ ❮ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➥ ➎ ➢ ➠ ➐ ➠ ➫ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➍ ➦ ➏ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➓ → ➏ → ➠ ↕ ➣ ➑ ➢ ➫

↕ ➣ ➑ ↕ ➥ → ➫ ➐ ➐ ➑ ➫ → ➣ ➑ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➙ ➦ ➣ → ➎ ↕ ➨ ➦ ➏ ➐ ➤ ➠ → ➥ ➤ ➫ ❰ ➏ ➡ ➠ ➦ ➐ ➫ ➣ ➐ ➐ ➦ ↕ ➣ ➤ ➢ ➣ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ → ➣ ➑ ➍ ➙ ➙ ➐ ↕ → ➤ ➐ ➫ → ↕ ➣ ↕ ➣

➦ ➣ ➛ ➍ ➠ ➤ ➎ ➠ ↕ ➤ ↕ ➥ ➍ ➑ ➢ ➙ ➤ ➫ ➦ ➙ ➙ ➦ ↕ ➣ ➎ ➱ ➫ ↕ ➥ → ➙ ➍ ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➻ ➪ ➽ ➪ ➻ ➪ ➻ ➚ ➋ ➒ ➒ ➴ ➟ ➷ ➮

➴ ➷ ➔

➊ ➋ ➝ ➴ ➌ ↕ ➏ → ➥ ➎ ➒ ↔ ➔ ➒ → ➢ ➠ ➫ ❮ ➱ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➠ ➐ ➠ ➫ ➑ ➦ ➙ ➐ ➠ ➒ ➜ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ❃ ➻ ➻ ➚ ➸ ➸ ➻ ✧ ❑ ➽ ➼ ➻ ➻ ❍ ➼ ➚ ➸ ➻ ➻ ➼ ➔

❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ➛ ➐ ➎ ➠ ➢ ➥ ➎ ➔ ❐ ➡ ➠ ↕ ➣ ➐ ➠ ❐ ➡ ➐ ❮ ➤ ➠ ➢ ➏ ➒ ❒ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➔

➊ ➋ ➝ ➌ ➦ ➐ ➠ ➤ ➦ ➥ ➎ ➛ ❰ ➣ ➫ ➤ ↕ ➤ ➢ ➤ ➢ ➣ ➑ ↔ ➐ ➫ ➐ ➙ ➙ ➫ ➥ ➎ → ➧ ➤ ➑ ➐ ➠ ➐ ➡ ↕ ➑ ➐ ➏ ↕ ➦ ➙ ➦ ↕ ➫ ➥ ➎ ➐ ➣ ➠ ➐ ➫ ➠ ➐ ↕ ➫ ➤ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➙ → ➣ ➑ ➐ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔

➠ ➐ ➫ ↕ ➣ ➐ ➢ ➤ ➫ ➥ ➎ ➙ → ➣ ➑ ➧ ➠ ➝ ➞ ➋ ➷ ➝ ➞ ➋ ➒ ➋ ➝ ➔ ➍ ➢ ➫ → ➐ ➔

➊ ➋ ➞ ➌ ➦ ➥ ➎ ➐ ↕ → ➣ ➦ ➫ ➤ ↕ ➥ ➫ ↔ ➏ ➜ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ★ ➻ ➲ ➼ ➺ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ❃ ✽ ✭ ✯ ➼ ❂ ✰ ➪ ➺ ➺ ➼ ➻ ➸ ➼ ➪ ✱ ✪ ➐ ➠ ➫ ↕ ➦ ➣ ➍ ➢ ➢ ➫ ➤ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔

➊ ➋ ➋ ➌ ➢ ➱ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ➢ ➤ ➤ → ➣ ➒ ↔ ➔ ➒ ↕ ➣ ➐ ➫ ➎ ❒ → ➢ ➒ ➔ ➒ → → ➫ ➐ ❮ ➎ → ➠ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➢ ➤ ➤ → ➣ ➒ ➔ ➋ ➷ ➔ ➍ ➣ ➤ ↕ ➛ ➤ ➢ ➏ ➦ ➢ ➠ → ➣ ➑

→ ➣ ➤ ↕ ➦ ↕ ➑ → ➣ ➤ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧ ➣ → ➤ ➢ ➠ → ➙ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➸ ➸ ➻ ➼ ➚ ➟ ➒ ➋ ➒ ➬ ➮ ➴ ➔

➊ ➋ ➝ ➌ ❐ → ➙ → ➑ ➦ ➠ ➐ ➫ ➒ ➔ ➒ ✃ ➠ ➑ ➤ ➐ ➠ ➒ ➓ ➔ ➒ ➥ ➥ ➙ ➐ ➫ ➒ ➔ ➒ ➎ ➦ → ➱ ➒ ❒ ➔ ➒ ➎ ➐ ↕ ➒ ➔ ➔ ➒ ↕ ➣ ➤ ➐ ➠ ➒ ❐ ➔ ➒ ↔ → ➣ ➥ ➎ ➐ ➒ ❒ ➔ ➒ ➥ ➥ ➙ ➐ ➫ ➒ ❒ ➔ ➒

↔ ➐ ➠ ➤ ➱ ➒ ❐ ➔ ➒ ➓ ➧ → ➱ ➙ ↕ ➒ ➍ ➔ ➒ ↕ ➏ ➒ ➔ ❐ ➔ ➔ ➒ → ➡ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ➒ ➔ ➔ ➜ ➔ ➒ ➦ ➣ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ➐ ➣ ➤ ➒ ➔ ➒ ➜ → → ➙ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ → ➐ ➧ ➧ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒

➔ ➒ ↕ ➥ ➎ ➐ ➙ → ➢ ➏ ➒ ✃ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ ➠ ➦ ➤ ➎ ➒ ➔ ➒ ❐ ➥ ➎ → ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❒ ➠ → ➢ ➥ ➎ ➒ ➜ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➫ ➏ ➡ ➠ ➐ ➑ ↕ ➥ ➤ ➫

➑ ➠ ➢ ➥ ➦ ➣ ➥ ➐ ➣ ➤ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➫ → ➣ ➑ ➦ ➢ ➤ ➥ ➦ ➏ ➐ ↕ ➣ ➡ ➠ ➐ ➏ ➐ ➣ ➦ ➡ → ➢ ➫ → ➙ ➡ → ➤ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ↕ ➤ ➎ ➐ → ➠ ➙ ➱ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➹ ➳ ➻

➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➻ ➺ ➪ ➚ ➺ ➼ ➽ ➋ ➷ ➒ ➋ ➒ ➴ ➟ ➮ ➟ ➔
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➊ ➋ ➌ ❐ → ➏ → → ➤ ➒ ➜ ➔ → ➣ ➑ ➢ ➠ ➨ ➐ ➠ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➫ ➤ ➠ ➦ ➐ ➣ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➫ ➏ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➸ ➸ ➻ ➼ ➚ ➷ ➒ ➝ ➤ ➍ ➒

➝ ➋ ➮ ➝ ➟ ➔

➊ ➋ ➟ ➌ ❐ ➥ ➎ ↕ ➦ ➠ ➠ ➒ ➔ ➒ ➦ ➥ ➎ ➐ ➠ ➒ ➍ ➔ ➒ ❒ ➐ ➎ ➣ → ➏ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➫ ➐ ❮ ➒ ➔ ➒ ➓ ➦ ➐ ➙ ➫ ➤ ➐ ➑ ➐ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➠ → ➣ ❮ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➟ ➔ ➓ ➎ ➐ ➦ ➠ → ➙

↕ ➦ → → ↕ ➙ → ↕ ➙ ↕ ➤ ➱ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➧ ➠ ➦ ➏ ➏ ↕ ➥ ➠ ➦ ➣ ↕ ➨ ➐ ➑ ➡ ➦ ➑ ➐ ➠ → ➣ ➑ ➙ ↕ ➢ ↕ ➑ ➏ ↕ ➥ ➐ ➙ ➙ ➐ ➫ ↕ ➫ ➫ ↕ ➣  ↕ ➧ ↕ ➥ → ➣ ➤ ➙ ➱ ↕ ➣ ➥ ➠ ➐ → ➫ ➐ ➑ ↕ ➣

➎ ➐ → ➙ ➤ ➎ ➱ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➫ → ➣ ➑ ➑ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➫ ➐ ➤ ➐ ➐ ➣ ➫ ➐ ➐ ➫ ➔ ➺ ➻ ➪ ➽ ➼ ➸ ➼ ➸ ➺ ❀ ➺ ➺ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➷ ➴ ➒ ➒ ➷ ➋ ➮ ➷ ➝ ➬ ➔

➊ ➋ ➷ ➌ ❐ ➥ ➎ ➏ ↕ ➑ ➤ ➒ ❒ ➔ ➒ ➐ ➠ ➠ ➐ ↕ ➠ → ➒ ➔ ➒ ➍ ➙ ➐ ➫ → ➫ ➫ ➦ ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ ❐ ↕ ➙ → ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ → ➙ ➎ ➦ ➒ ➔ ➝ ➞ ➝ ➞ ➔ ➐ ➫ ➐ ➠ → ➤ ➠ ➦ ➙ ➒ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ → ➣ ➑

↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➍ ➙ ➤ ➐ ➠ ➜ ➢ ➏ → ➣ ↔ ➙ ➱ ➦ → ➙ → ➫ ➐ ➋ ↕ ➣ ✃ ➛ ➬ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➺ ➻ ➪ ➽ ➼

➚ ➪ ➻ ➪ ➻ ➚ ➝ ➋ ➒ ➋ ➷ ➔

➊ ➋ ➌ ❐ ➥ ➎ ➏ ↕ ➤ ➨ ➒ ❐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ✦ ➻ ➼ ❆ ➾ ➻ ➼ ➻ ➸ ➽ ➸ ➺ ➼ ➶ ✼ ➻ ➸ ➼ ➔ ➐ ➠ ➡ ➐ ➠ ↕ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➤ ➦ ➠ ➔ ❐ ➡ ➐ ❮ ➤ ➠ ➢ ➏ ➍ ❮ → ➑ ➔ ➐ ➠ ➙ ➔ ➒

➜ ➐ ↕ ➑ ➐ ➙ ➐ ➠ ➔

➊ ➋ ➬ ➌ ❐ ➥ ➎ ➐ ➙ ➐ ➠ ➒ ➔ ❐ ➔ → ➣ ➑ ➢ ➥ ↕ ➢ ➫ ➒ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔ ✦ ➻ ➼ ➻ ➚ ➪ ➳ ✧ ➽ ➸ ➺ ➻ ➲ ➳ ➵ ➚ ➺ ➺ ➻ ➔ ↔ ➐ ➦ ➠ ➓ ➎ ↕ ➐ ➏ ➐ ➐ ➠ ➙ → ➒

❐ ➤ ➢ ➤ ➤ → ➠ ➤ ➒ ➐ ➦ ➠ ❮ ➔

➊ ➋ ➴ ➌ ❐ ➐ ➐ ➐ ➠ ➒ ➜ ➔ ➒ ➜ ➢ ➦ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➙ ➙ ↕ ➐ ➣ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ✃ ➢ ➐ ➥ ❮ ➒ ➍ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➟ ➔ ❰ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙

➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➤ ➎ ➐ ➫ ➤ ➠ → ➑ ↕ ➦ ➙ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➤ ➐ ➫ ↕ ➫ → ➫ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ↕ ➐ → ➫ ↕ ➤ ➎ ➤ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➔ ❁ ➺ ➼ ➺ ➻ ➽ ➻ ➸ ➽ ➺ ➪

➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ❋ ❁ ➺ ➼ ➺ ✧ ➸ ➺ ✺ ➻ ➪ ➳ ➚ ➻ ➺ ➼ ➚ ➪ ➳ ❋ ❁ ➺ ➼ ➺ ➻ ➚ ➻ ➸ ➻ ➸ ➽ ➺ ➚ ➻ ➒ ➷ ➒ ➝ ➬ ➬ ➮ ➝ ➴ ➞ ➔

➊ ➋ ➌ ❐ ➐ ↕ ➤ ➨ ➒ ➜ ➔ ➔ ➒ ➐ ➙ ➢ ➥ ➥ ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ ❒ → ➣ → ➠ ➑ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➐ ➥ ➥ ➎ ↕ → ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➡ ↕ ➑ ➐ ➏ ↕ ➦ ➙ ➦ ➱ → ➣ ➑ ➡ → ➤ ➎ ➦ ➡ ➎ ➱ ➫ ↕ ➦ ➙ ➦ ➱ ➦ ➧

→ ➙ ➥ ➦ ➎ ➦ ➙ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ❘ ➡ ➑ → ➤ ➐ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➪ ➺ ➳ ➺ ➽ ➽ ➪ ➺ ➳ ➺ ➚ ✰ ❆ ➺ ➼ ✭ ❆ ➺ ➼ ➚ ➳ ➼ ➻ ✱ ➟ ➬ ➒ ➒ ➝ ➞ ➟ ➮ ➝ ➋ ➝ ➔

➊ ➋ ➟ ➞ ➌ ❐ ➐ ➦ ➒ ❐ ➔ ➒ ❐ ➐ ➦ ➒ ➔ ➒ ↕ ➒ ❐ ➔ ➜ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➎ ↕ ➣ ➒ ❐ ➔ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ❰ ➫ ➦ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ❰ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➫ ➐ → ➥ ➤ ↕ ➐ ➱ ➐ ➣ ❐ ➡ ➐ ➥ ↕ ➐ ➫ ➛

➐ ➡ ➐ ➣ ➑ ➐ ➣ ➤ ➜ ➱ ➡ ➦ ↕ → ❰ ➣ ➑ ➢ ➥ ↕ ➙ ➐ → ➥ ➤ ➦ ➠ ➜ ❰ ➛ ➋ ❝ ➍ ➥ ➥ ➢ ➏ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ✯ ➺ ➺ ➪ ➽ ❀ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➻ ➸ ➪ ➽ ✯ ➻ ➸ ➒

➋ ➋ ➒ ➋ ➴ ➞ ➮ ➋ ➴ ➴ ➔

➊ ➋ ➟ ➋ ➌ ❐ ➐ ➤ ➱ → ➣ ↕ ➣ ➫ ↕ ➎ ➒ ➔ ➒ ❐ → ➣ ➤ ➦ ➫ ➦ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ➜ → ➠ ➤ ↕ ➣ ↕ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ ✃ ➢ ➠ ➤ ↕ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ ➜ ↕ ➣ ➠ ↕ ➥ ➎ ➫ ➒ ➔ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➤ ➠ → ➏ ➢ ➠ ➤ ↕ ➒ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

❰ ➫ ➦ ➥ ➠ → ➤ ↕ ➥ ➎ ↕ ➎ ➛ ➡ ➐ ➠ ➧ ➦ ➠ ➏ → ➣ ➥ ➐ ➙ ↕ ➢ ↕ ➑ ➥ ➎ ➠ ➦ ➏ → ➤ ➦ ➠ → ➡ ➎ ➱ ➜ ➧ ➦ ➠ ➫ ↕ ➏ ➢ ➙ ➤ → ➣ ➐ ➦ ➢ ➫ ➢ → ➣ ➤ ↕ ➧ ↕ ➥ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣

→ ➣ ➑ ➡ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ↕ ➣ → ➏ ↕ ➥ ➠ ➦ ➡ → ➠ ➤ ↕ ➥ ➙ ➐ ➧ ➦ ➠ ➏ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➥ ➦ ➣ ➤ → ↕ ➣ ↕ ➣ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➙ ➦ ➣ → → ➣ ➑ ↕ ➡ ➐ ➠ ➣ ↕ ➠ ➢ ➏ ➔ ❁ ➻ ➵ ➺ ➬ ➒ ➒

➐ ➞ ➷ ➟ ➋ ➔

➊ ➋ ➟ ➝ ➌ ❐ ➎ → ➦ ➒ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ❐ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ↕ ➢ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒ ❐ → ➠ ➤ ↕ ➡ ➡ ➦ ➢ ➠ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ↔ ➦ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➐ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➢ ➱ ➐ ➣ ➒ ✃ ➔ ➝ ➞ ➞ ➝ ➔

➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➐ ➐ ➠ ➤ ➫ ➏ ➢ ➙ ➤ ↕ ➡ ➙ ➐ ➫ ➢ ➡ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➐ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➣ ➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➠ ➥ ↕ ➣ ➦ ➏ → ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺

➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➴ ➒ ➝ ➒ ➝ ➟ ➮ ➝ ➟ ➞ ➔

➊ ➋ ➟ ➌ ❐ ➎ → ➠ ➏ → ➒ ❐ ➔ ➒ ➢ ➙ ❮ → ➠ ➣ ↕ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➍ ➠ ➐ → ➙ → ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➎ ➦ ➡ ➠ → ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ → ➤ ➤ ➐ ➣ ➢ → ➤ ➐ ➫ ➤ ➎ ➐ ➠ ➏ → ➙

➎ ➱ ➡ ➐ ➠ → ➙ ➐ ➫ ↕ → ↕ ➣ → ➑ ↕ → ➐ ➤ ↕ ➥ ➏ ➦ ➢ ➫ ➐ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➦ ➧ ➣ ➐ ➢ ➠ ➦ ➡ → ➤ ➎ ↕ ➥ ➡ → ↕ ➣ ➔ ➼ ➺ ➾ ➻ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➷ ➒ ➒

➝ ➷ ➮ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➟ ➟ ➌ ❐ ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➒ → ↕ ➒ ➔ ➒ ↕ ➢ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➝ ➔ ➐ ➙ ➙ ➢ ➙ → ➠ ➫ ➤ ➠ ➐ ➫ ➫ ➠ ➐ ➫ ➡ ➦ ➣ ➫ ➐ ↕ ➣ ➥ → ➛ ➋ ➞ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ↕ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ➫

→ ➡ ➦ ➡ ➤ ➦ ➫ ↕ ➫ ➑ ➢ ➠ ↕ ➣ ➐ → ➠ ➙ ➱ ➐ ➡ ➦ ➫ ➢ ➠ ➐ ➤ ➦ ↕ ➫ ➦ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➔ ✫ ➻ ➺ ➾ ➽ ➚ ➽ ➷ ➒ ➟ ➒ ➋ ➮ ➔

➊ ➋ ➟ ➷ ➌ ❐ ↕ ➏ → ➛ ➍ ➙ ➑ ➠ ↕ ➥ ➎ ➔ ✽ ➚ ➺ ➼ ➳ ➽ ➻ ➸ ❇ ➔ ➳ ➸ ➸ ➾ ➚ ➶ ❅ ❅ ✺ ✺ ✺ ✪ ➚ ➽ ➽ ➼ ➪ ➳ ✪ ➪ ➺ ❅ ✦ ❅ ➻ ❅ ➾ ➼ ➺ ➪ ➸ ❅ ✽ ✲ ❅ ❊ ✶ ✶ ✵ ■ ❇ ➼ ➶

✷ ❉ ✪ ❊ ❊ ✪ ✴ ❉ ✴ ❊ ➔

➊ ➋ ➟ ➌ ❐ ↕ ➏ → ➛ ➍ ➙ ➑ ➠ ↕ ➥ ➎ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ↕ ➣ ➧ ➦ ➠ ➏ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➔ ❰ ➣ ↕ ➤ ➠ ➦ ➓ ➦ ↕ ➥ ➦ ➙ ➦ ➱ ➍ ➫ ➫ → ➱ ↕ ➤ ➒ ➐ ➢ ➤ ➠ → ➙ ➐ ➑ → ➫ ➐ ➑ ➔

➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➔ ➫ ↕ ➏ → → ➙ ➑ ➠ ↕ ➥ ➎ ➔ ➥ ➦ ➏ ➥ ➦ ➣ ➤ ➐ ➣ ➤ ➑ → ➏ ➫ ↕ ➏ → ➛ → ➙ ➑ ➠ ↕ ➥ ➎ ➑ ➦ ➥ ➫ ❐ ↕ ➏ → ❒ ➢ ➙ ➙ ➐ ➤ ↕ ➣ ➤ ➦ ➟ ➢ ➙ ➔ ➡ ➑ ➧ ❭ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭

➋ ➝ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➟ ➬ ➌ ❐ ↕ ➏ ➫ ➤ ➐ ↕ ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ ➢ ➠ ➦ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➠ ❮ ➐ ➠ ➒ ➍ ➔ ➒ ➐ ➙ ➑ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❒ ➐ ➥ ❮ ➏ → ➣ ➒ ❒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➍ ➡ ➦ ➡ ➤ ➦ ➫ ↕ ➫ ➒ ➥ ➎ ➐ ➏ ➦ ➠ ➐ ➫ ↕ ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➒

→ ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➭ ↕ ➣ ➫ ↕ ➎ ➤ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ➤ ➎ ➐ ✃ ➛ ➬ ➥ ➐ ➙ ➙ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➫ ➱ ➫ ➤ ➐ ➏ ➔ ❆ ➾ ➻ ➼ ➻ ➸ ➽ ➺ ➺ ➵ ➽ ➻ ➪ ➻

✰ ➽ ➵ ✺ ➺ ➺ ✭ ✫ ✪ ✪ ✱ ➝ ➝ ➴ ➒ ➒ ➷ ➮ ➋ ➞ ➞ ➔

➊ ➋ ➟ ➴ ➌ ❐ ↕ ➣ ➎ ➒ ➔ ➒ ➢ ➐ ➱ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➤ → ➙ ➒ ➔ ➔ ➋ ➴ ➔ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➛ ➏ ➐ ➑ ↕ → ➤ ➐ ➑ ↕ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➙ ➢ ➥ ➢ ➠ ➦ ➣ ↕ ➑ → ➤ ↕ ➦ ➣ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ ↕ ➣

↕ ➫ ➦ ➙ → ➤ ➐ ➑ ➐ ➡ ↕ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ➢ ↕ ➣ ➐ → ➛ ➡ ↕ ➫ ➏ → ➙ ➙ ↕ ➣ ➤ ➐ ➫ ➤ ↕ ➣ ➐ ➭ ➐ ↕ ➑ ➐ ➣ ➥ ➐ ➤ ➎ → ➤ ➡ ↕ ➡ ➐ ➠ ↕ ➣ ➐ ➙ ➦ ➐ ➠ ➫ ➤ ➎ ➐

➐ ➣ ➑ ➦ ➐ ➣ ➐ ➦ ➢ ➫ ❘ ➛ ➙ ➢ ➥ ➢ ➠ ➦ ➣ ↕ ➥ → ➥ ↕ ➑ ➥ ➦ ➣ ➤ ➐ ➣ ➤ ➔ ➹ ➳ ➻ ➺ ➼ ➽ ➺ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➽ ➻ ❆ ➾ ➻ ➼ ➻ ➸ ➽

➸ ➳ ➻ ➼ ➽ ➾ ➻ ➸ ➪ ➚ ➝ ➒ ➝ ➒ ➟ ➴ ➴ ➮ ➟ ➔

➊ ➋ ➟ ➌ ❐ ↕ ➣ ➎ ➒ ✃ ➔ ❐ ➔ ➒ ➠ → ➣ ➥ ↕ ➫ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ✃ ↕ ➥ ➎ → ➐ ➙ ➒ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ➓ → ➏ ➦ ↕ ➧ ➐ ➣ ➒ ➥ ➱ ➤ ➦ ➥ ➎ ➠ ➦ ➏ ➐ ➟ ➷ ➞ ➐ ➣ ➐ ➫ → ➣ ➑ ➠ ➐ → ➫ ➤

➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➙ ↕ ➣ ↕ ➥ → ➙ ➦ ➢ ➤ ➥ ➦ ➏ ➐ ➫ ➔ ✯ ➼ ➻ ➽ ➚ ➸ ✰ ➼ ➳ ✭ ➪ ➺ ➸ ➽ ✱ ➝ ➞ ➒ ➝ ➒ ➋ ➋ ➋ ➮ ➋ ➋ ➴ ➔
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➊ ➋ ➷ ➞ ➌ ❐ ↕ → ❮ ➒ ➔ ➔ ➒ ❐ ➎ ↕ ➫ ➎ ➦ ➑ ↕ → ➒ ❐ ➔ ➒ ➍ → ➠ → ➙ ➒ ❒ ➔ ❒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➢ ➠ ➨ ➠ ➦ ➥ ❮ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➷ ➔ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➛ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➑ → ➣ ➤ ↕ ➡ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➐

→ ➣ ➑ ➡ ➠ ➦ → ➡ ➦ ➡ ➤ ➦ ➤ ↕ ➥ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ↕ ➣ ➏ ➐ ➙ → ➣ ➦ ➏ → ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ → ➠ ➐ → ➫ ➫ ➦ ➥ ↕ → ➤ ➐ ➑ ↕ ➤ ➎ ➫ ➢ ➡ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ❰ ❮ → ➡ ➡ → ❒ ❮ ↕ ➣ → ➫ ➐ → ➣ ➑

➣ ➢ ➥ ➙ ➐ → ➠ ➧ → ➥ ➤ ➦ ➠ ❮ → ➡ ➡ → ❒ → ➥ ➤ ↕ ↕ ➤ ➱ → ➣ ➑ → ➠ ➐ ↕ ➣ ➑ ➐ ➡ ➐ ➣ ➑ ➐ ➣ ➤ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ❒ ➛ → ➧ ➏ ↕ ➤ ➦ ➐ ➣ ➛ → ➥ ➤ ↕ → ➤ ➐ ➑ ➐ ➤ ➠ → ➥ ➐ ➙ ➙ ➢ ➙ → ➠

➫ ↕ ➣ → ➙ ➛ ➠ ➐ ➢ ➙ → ➤ ➐ ➑ ➡ ➠ ➦ ➤ ➐ ↕ ➣ ❮ ↕ ➣ → ➫ ➐ ➡ → ➤ ➎ → ➱ → ➣ ➑ ➤ ➎ ➐ ➍ ❮ ➤ ➡ → ➤ ➎ → ➱ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➋ ➞ ➟ ➒ ➟ ➒ ➴ ➬ ➮ ➴ ➞ ➔

➊ ➋ ➷ ➋ ➌ ❐ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ❫ ↕ → ➦ ➒ ❬ ➔ ➒ ↕ → ➣ ➒ ➔ ➒ ↕ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ ❬ ➢ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ ↔ ➢ ➦ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➒ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔

➧ ➧ ↕ ➥ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ➐ ➡ → ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➒ ➑ ➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➫ ➑ ➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➧ ➠ ➦ ➏ ➤ ➢ ➠ ➏ ➐ ➠ ↕ ➥

➢ ➫ ↕ ➣ ➫ ➢ ➡ ➐ ➠ ➥ ➠ ↕ ➤ ↕ ➥ → ➙ ➧ ➙ ➢ ↕ ➑ ➥ ➎ ➠ ➦ ➏ → ➤ ➦ ➠ → ➡ ➎ ➱ ➭ ➠ ➦ ➏ → ➣ → ➙ ➱ ➤ ↕ ➥ → ➙ ➤ ➦ ➡ ➠ ➐ ➡ → ➠ → ➤ ↕ ➐ ➫ ➥ → ➙ ➐ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➚ ➻ ➾ ➽ ➼ ➽ ➸ ➺

➚ ➪ ➻ ➪ ➻ ➴ ➒ ➋ ➒ ➟ ➷ ➞ ➮ ➟ ➷ ➔

➊ ➋ ➷ ➝ ➌ ❐ ➤ → ➣ ➑ ➐ ➠ ➒ ❬ ➔ ❬ ➔ ➒ ❐ ➤ → ➣ ➑ ➐ ➠ ➒ ❒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➢ ➐ ➠ ➤ ➒ ➍ ➔ ✃ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ❰ ➣ ↕ ➤ ➠ ➦ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ → ➣ ↕ ➣ ➫ ↕ ➙ ↕ ➥ ➦ ➛ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➙ ➐ ➑ ➋ ➬ ❞ ➛

➐ ➫ ➤ ➠ → ➑ ↕ ➦ ➙ ➑ ➐ ➠ ↕ → ➤ ↕ ➐ ↕ ➣ ➥ ➦ ➏ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➤ ➎ ➑ ↕ ➥ ➎ ➙ ➦ ➠ ➦ → ➥ ➐ ➤ ↕ ➥ → ➥ ↕ ➑ ➦ ➣ ✃ ➛ ➬ → ➣ ➑ ✃ ➛ ➋ ➝ ➍ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ★ ➻

➲ ➼ ➺ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➟ ➟ ➒ ➒ ➷ ➬ ➮ ➷ ➴ ➋ ➔

➊ ➋ ➷ ➌ ❐ ➤ ➠ ↕ ➨ ↕ ➥ ➎ ➒ ↔ ➔ ➒ ↔ → ➏ ➏ ➦ ➣ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ → ➥ ➦ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ❐ ➔ ➒ → ➙ ➙ ➒ ✃ ➔ ➒ ➍ ➠ → ➎ → ➏ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ ➠ → ➑ ➫ ➎ → ➒ ➔ ➓ ➔ ➒ ➓ ➐ ➠ ➠ ➱ ➒ ✃ ➔ ❒ ➔ ➒

➓ ➐ ↕ ➤ ➐ ➙ → ➢ ➏ ➒ ❐ ➔ ➒ ➐ ➢ ➢ ➤ ➒ ➍ ➔ ❰ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↔ ➠ ➐ ➐ ➣ ➙ ➐ ➐ ➒ ➜ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ → ➤ ➐ ➣ ➤ ➥ ➙ → ➫ ➫ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➫ ➢ ➐ ➫ ➤ ➫ ➧ ➦ ➢ ➠ ➑ ↕ ➫ ➤ ↕ ➣ ➥ ➤ ➥ ➙ → ➫ ➫ ➐ ➫

➦ ➧ ➥ ➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➠ ➱ ➏ ➐ ➑ ↕ ➥ ↕ ➣ ➐ ➢ ➫ ➐ ➠ ➫ → ➏ ➦ ➣ ➦ ➏ ➐ ➣ ↕ ➤ ➎ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ✯ ★ ➪ ➺ ➾ ➻ ➻ ➸ ➽ ➼ ➵ ➽

➽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ✬ ➻ ➻ ➪ ➻ ➋ ➷ ➒ ➟ ➋ ➋ ➔

➊ ➋ ➷ ➟ ➌ ❐ ➤ ➢ ➑ ↕ ➦ ➒ ↔ ➔ ❛ ➔ ➓ ➔ ➒ ➍ ❮ ➤ ➦ ➠ ↕ ➐ ➫ ➒ ➔ ➒ ❪ ➠ ➫ ➤ ➐ ➠ ➏ → ➣ ➣ ➒ ❘ ➔ ➒ ➜ ➦ ➧ ➏ → ➣ ➣ ➒ ➔ ❒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➤ → ➠ ❮ ➐ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ➻ ➻ ➻

➾ ➻ ✻ ➻ ➻ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➺ ➺ ➻ ➹ ➺ ❆ ➺ ➺ ➻ ➔ ✯ ➻ ➼ ❍ ➻ ➸ ➺ ❑ ✪ ❄ ➺ ➼ ➸ ➳ ✭ ✦ ✪ ❁ ➻ ➚ ➪ ➳ ➻ ➼ ✭ ❑ ✪ ➘ ➻ ➔ ❘ ➠ → ➣ ❛

↕ ➫ ➥ ➎ ➐ ➠ ➐ ➠ ➙ → ↔ ➏ ➜ ❛ ➦ ➔ ↔ ➒ ➎ ↕ ➙ → ➑ ➐ ➙ ➡ ➎ ↕ → ➔

➊ ➋ ➷ ➷ ➌ ❐ ➢ ↕ ❮ ➒ ➔ ➒ ➐ ➐ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ❒ → ➤ ➐ ➠ ➒ ➔ ➒ ❐ ➤ ➠ ➨ ➐ ➡ ➐ ❮ ➒ ➓ ➔ ➒ ➦ ➫ ➤ ➐ ➙ ➙ ➦ ➒ ➔ ➒ ➠ ➦ ➙ ➐ ➱ ➒ ➔ ➒ ❬ ↕ ➣ ➒ ➔ ➒ ➜ ➢ ➣ ➒ ✃ ➔ ➛ ➔ ➒ ❒ ➦ ➣ ➧ ↕ ➙ ↕ ➦ ➒ ➓ ➔ ➒

➜ ↕ ➥ ❮ ➫ ➒ ➔ ↔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➓ → ➣ ➒ ➔ ➝ ➞ ➋ ➞ ➔ ➓ ➎ ➐ ➡ ➠ ➐ ➫ ➫ ↕ ➦ ➣ → ➤ ➤ ➐ ➠ ➣ ➫ ➦ ➧ ➒ ➒ ➜ ➝ ➒ ➷ ➒ ↔ ➒ ↕ ➛ ➬ → ➣ ➑ ➍ ➱

❰ ➏ ➏ ➢ ➣ ➦ ➎ ↕ ➫ ➤ ➦ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ➥ → ➙ ➍ ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ↕ ➣ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➐ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➫ ➔ ✯ ➼ ➻ ➽ ➚ ➸ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➶ ➽ ➚ ➪ ➽ ➪ ➪ ➽ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➟ ➒

➷ ➮ ➟ ➋ ➔

➊ ➋ ➷ ➌ ❐ ➢ ↕ ➱ → ➏ → ➒ ➔ ➒ → → ❮ ↕ ➫ ➎ ↕ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➫ → → ➒ ➓ ➔ ➋ ➔ ❰ ➣ ➦ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ ➦ ➧ ➤ ➎ ➐ ❞ ➛ ➑ ↕ ❮ ➐ ➤ ➦ ➣ ➐ ➏ ➦ ↕ ➐ ➤ ➱ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐

→ ➣ ➤ ↕ ➦ ↕ ➑ → ➤ ↕ ➐ ✃ ➐ ➥ ➎ → ➣ ↕ ➫ ➏ ➦ ➧ ➓ ➐ ➤ ➠ → ➎ ➱ ➑ ➠ ➦ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➔ ✯ ➺ ➪ ➳ ➻ ➪ ➽ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➷ ➝ ➒ ➟ ➒ ➷ ➋ ➮ ➷ ➝ ➷ ➔

➊ ➋ ➷ ➬ ➌ ➓ → ➣ → ❮ → ➒ ➔ ➒ ➢ → ➒ ➔ ➒ ❐ → ➫ → ❮ ↕ ➒ ➓ ➔ ➒ ➜ ↕ → ➤ → ➫ ➎ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➏ → ➤ ➫ ➢ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➴ ➔ ❫ ➢ → ➣ ➤ ↕ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ↕ ➣

➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➠ ➎ ↕ ➨ ➦ ➏ ➐ ➱ ➣ ➐ → ➠ ➛ ↕ ➣ ➧ ➠ → ➠ ➐ ➑ ➫ ➡ ➐ ➥ ➤ ➠ ➦ ➫ ➥ ➦ ➡ ↕ ➥ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ↕ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➽ ➼ ➪ ➸ ➼ ➽ ➽ ➺ ➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵

➷ ➒ ➋ ➒ ➴ ➬ ➴ ➬ ➮ ➴ ➬ ➝ ➔

➊ ➋ ➷ ➴ ➌ ➓ ➫ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ❐ ➥ ➦ ➤ ➤ ➛ → ➏ ➫ → ➱ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ → ➣ ➑ ✃ ➦ ➠ ➠ ↕ ➫ ➒ ✃ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➟ ➔ ↕ ➐ ➤ → ➠ ➱ ➦ ➠ → ➣ ↕ ➥ ↕ ➫ ➦ ➤ ➎ ↕ ➦ ➥ ➱ → ➣ → ➤ ➐ ➫ → ➠ ➐ ➥ ➱ ➤ ➦ ➤ ➦ ↕ ➥ ↕ ➣

➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ✃ ➛ ➬ → ➣ ➑ ➏ → ➏ ➏ → ➠ ➱ ➐ ➡ ↕ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙ ✃ ➛ ➋ ➝ ➍ ➥ ➐ ➙ ➙ ➙ ↕ ➣ ➐ ➫ ➔ ❆ ➾ ➻ ➼ ➻ ➸ ➽ ➺ ➺ ➵ ➽

➻ ➪ ➻ ✰ ➽ ➵ ✺ ➺ ➺ ✭ ✫ ✪ ✪ ✱ ➝ ➝ ➒ ➴ ➒ ➴ ➷ ➮ ➴ ➟ ➝ ➔

➊ ➋ ➷ ➌ ➓ ➦ ➠ ➦ ➐ ➠ ➒ ❐ ➔ ❐ ➔ ➒ ➜ ➐ ➥ ➎ ➤ ➒ ➔ ➔ ➒ ↔ ↕ ➦ → ➣ ➣ ➢ ➥ ➥ ↕ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➜ → ➣ ❮ ↕ ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ❐ ➔ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ❰ ➣ ➤ → ❮ ➐ ➦ ➧ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐ → ➣ ➑ ➠ ➐ ➙ → ➤ ➐ ➑

➣ ➢ ➤ ➠ ↕ ➐ ➣ ➤ ➫ ↕ ➣ ➠ ➐ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➤ ➦ ➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ ➐ ➡ ↕ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙ ➦ → ➠ ↕ → ➣ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➔ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➻ ➾ ➻ ➺ ➺ ➵ ➋ ➒ ➋ ➝ ➒

➋ ➋ ➞ ➋ ➮ ➋ ➋ ➋ ➋ ➔

➊ ➋ ➞ ➌ → ➢ ➎ → ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ↔ → ➠ ➥ ↕ → ➛ ❐ ➏ ↕ ➤ ➎ ➒ ➔ ➒ ➦ ➠ ➫ ➐ ➱ ➒ ➔ ➒ ↔ ➠ ↕ ➧ ➧ ↕ ➤ ➎ ➒ ➔ ➔ ➒ ❒ ↕ ➫ ➦ ➧ ➧ ↕ ➒ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➓ ➠ ➢ ↕ ➙ ➙ ➦ ➒ ➔ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➔ ➓ ➢ ➏ ➦ ➠

➣ ➐ ➥ ➠ ➦ ➫ ↕ ➫ ➧ → ➥ ➤ ➦ ➠ → ➙ ➡ ➎ → ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➫ → ➠ ➢ ➠ ➛ ➙ ↕ ❮ ➐ ➏ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➫ ➏ → ➣ ➑ ↕ ➫ ➠ ➐ ➐ ➠ ➫ ➐ ➑ ➱ → ➣ ➤ ↕ ➛ ↕ ➣ ➧ ➙ → ➏ ➏ → ➤ ➦ ➠ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣

↕ ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➐ ➡ ↕ ➤ ➎ ➐ ➙ ↕ → ➙ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ✽ ➸ ➻ ➼ ➽ ➸ ➺ ➽ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➋ ➒ ➋ ➞ ➒ ➝ ➷ ➞ ➟ ➮ ➝ ➷ ➋ ➞ ➔

➊ ➋ ➋ ➌ ➐ ➥ ➤ ➦ ➠ → ➦ ➠ → ➤ ➦ ➠ ↕ ➐ ➫ ➔ ➝ ➞ ➞ ➷ ➔ ❰ ❐ ➤ ➎ ➠ ➦ ➢ ➎ ➥ ➦ ➙ ➦ ➠ ➔ ➛ ➍ ↔ ➢ ↕ ➑ ➐ ➤ ➦ ✃ ➢ ➙ ➤ ↕ ➡ ➙ ➐ ➍ ➣ ➤ ↕ ➐ ➣ → ➐ ➙ ↕ ➣ ➔

➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➐ ➥ ➤ ➦ ➠ ➙ → ➫ ➔ ➥ ➦ ➏ ➠ ➐ ➫ ➦ ➢ ➠ ➥ ➐ ➫ ➠ ➦ ➥ ➎ ➢ ➠ ➐ ➫ ❭ ➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➋ ➝ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➝ ➌ ➐ ➥ ➤ ➦ ➠ → ➦ ➠ → ➤ ➦ ➠ ↕ ➐ ➫ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ❰ ➏ ➏ ➢ ➣ ➎ ↕ ➫ ➤ ➦ ➥ ➎ ➐ ➏ ↕ ➫ ➤ ➠ ➱ ↔ ➢ ↕ ➑ ➐ ➔ ➎ ➤ ➤ ➡ ➫ ➭ ➐ ➥ ➤ ➦ ➠ ➙ → ➫ ➔ ➥ ➦ ➏ ➠ ➐ ➫ ➦ ➢ ➠ ➥ ➐ ➫ ➠ ➦ ➥ ➎ ➢ ➠ ➐ ➫ ❭

➍ ➠ ➢ ➧ ➭ ➋ ➝ ➔ ➞ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔

➊ ➋ ➌ ➦ ↕ ❡ ➒ ➔ ➒ ➦ ➦ ➫ ➒ ↔ ➔ ➒ ➎ ➦ ↕ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ → ➣ ➐ ➒ ❐ ➔ ➒ ➏ ➏ ➐ ➙ ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➢ ➙ ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➬ ➔ ➐ ➐ ➣ ➫ ➫ ➤ ↕ ➙ ➧ → ❮ ➤ ➦ ➠ ➐ ➣ ➢ ➣ ➑

➦ ➏ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ ➠ ➏ ➐ ➑ ↕ ➨ ↕ ➣ ➐ ↕ ➏ ✃ → ➏ ➏ → ❮ → ➠ ➨ ↕ ➣ ➦ ➏ ➔ ✲ ➵ ● ➺ ➺ ➻ ➷ ➞ ➒ ➬ ➒ ➷ ➝ ➷ ➮ ➷ ➝ ➔
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➊ ➋ ➟ ➌ ➦ ➙ ➙ ➫ ➐ ➤ ➒ ❐ ➔ ➔ ➒ ➙ → ➠ ❮ ➐ ➒ ➔ ➒ ➐ ↕ ➣ ➤ ➦ ➣ ➒ ❐ ➔ ➒ ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ➜ → ➙ ➫ ➐ ➱ ➒ ➔ ➒ ➦ ➣ ➣ ➒ ➔ ➒ ➍ ➠ ➏ ↕ ➤ → ➐ ➒ ➔ ➒ ✃ → ➣ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➔ ➒

➜ → ➣ ❮ ➐ ➱ ➒ ↔ ➔ ➔ ➒ ❐ ➡ ➐ ➣ ➥ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ ↔ → ➙ → ➣ ➒ ➔ ➒ ❒ ➣ → → ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ → ➏ ↕ ➫ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ ↔ → ➨ ↕ → ➣ ➦ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ↔ ➢ → ➠ ↕ ➣ ➦ ➒ ➔ ➒ ❒ → ➠ ➦ ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒

➦ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➍ ➔ ➒ ↔ ↕ ➦ → ➣ ➣ ➢ ➥ ➥ ↕ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➐ ↕ ➐ ➠ ➒ ✃ ➔ ➑ ➐ ➣ ➒ ❘ ➐ ➙ → ➣ ➑ ➒ ➔ ✃ ➔ ➒ ❒ ➐ ➣ ➣ ➐ ➤ ➤ ➒ ➔ ➒ ➦ ➙ ➙ ↕ ➣ ➫ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➤ ➦ ➒ ➔

➝ ➞ ➋ ➔ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ➧ ➦ ➙ ↕ ➥ → ➥ ↕ ➑ ➫ ➢ ➡ ➡ ➙ ➐ ➏ ➐ ➣ ➤ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➣ ➦ ➐ ➠ → ➙ ➙ → ➣ ➑ ➫ ↕ ➤ ➐ ➛ ➫ ➡ ➐ ➥ ↕ ➧ ↕ ➥ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➣ ➥ ↕ ➑ ➐ ➣ ➥ ➐ ➑ ➢ ➠ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐

➠ → ➣ ➑ ➦ ➏ ↕ ➫ ➐ ➑ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➫ ➭ ➏ ➐ ➤ → ➛ → ➣ → ➙ ➱ ➫ ➐ ➫ ➦ ➧ ➑ → ➤ → ➦ ➣ ➷ ➞ ➞ ➞ ➞ ↕ ➣ ➑ ↕ ↕ ➑ ➢ → ➙ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ❃ ➽ ➪ ➻ ➸ ➴ ➋ ➒ ➴ ➬ ➋ ➒ ➋ ➞ ➝ ➮ ➋ ➞ ➔

➊ ➋ ➷ ➌ → ➎ ↕ ➑ ↕ ➣ ➒ ✃ ➔ ➒ ➢ ↕ ➤ → ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➍ ➑ ↕ ➫ → ➫ ➏ ↕ ➤ → ➒ ➍ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ➠ → ➙ ➦ ➣ ➤ ➠ → ➥ ➐ ➡ ➤ ↕ ➐ → ➣ ➑ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ → ➣ ➥ ➐ ➠ ↕ ➫ ❮ ➫ ➭ → → ➫ ➐

➦ ➣ ➤ ➠ ➦ ➙ ❐ ➤ ➢ ➑ ➱ ↕ ➣ ❐ ↕ ➐ ➧ ➐ ➠ ➠ → ➙ ➜ ➦ ➫ ➡ ↕ ➤ → ➙ ➫ ↕ ➣ ❰ ➣ ➑ ➦ ➣ ➐ ➫ ↕ → ➔ ➚ ➽ ➲ ➽ ➪ ➪ ➺ ➼ ➽ ➺ ➪ ➽ ➪ ➻ ➼ ➾ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ➺ ➶ ➲ ★ ➲

➋ ➒ ➴ ➒ ➝ ➋ ➮ ➝ ➝ ➞ ➔

➊ ➋ ➌ → ➠ ➢ ➠ ➒ ➔ ➋ ➝ ➟ ➔ ➓ ➎ ➐ ✃ ➐ ➤ → ➦ ➙ ↕ ➫ ➏ ➧ → ➠ ➥ ↕ ➣ ➦ ➏ → ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ➹ ➳ ➻ ➺ ➼ ➽ ➺ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➔

➊ ➋ ➬ ➌ → ➠ ➢ ➠ ➒ ➔ ➒ ↕ ➣ ➑ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ ➐ ➙ ➐ ↕ ➣ ➒ ➔ ➋ ➝ ➔ ❢ ➐ ➠ ➑ ➐ ➣ ❐ ➤ ➦ ➧ ➧ ➐ ➥ ➎ ➫ ➐ ➙ ➦ ➣ ➓ ➢ ➏ ➦ ➠ ➐ ➣ ↕ ➏ ❪ ➠ ➡ ➐ ➠ ➔ ✮ ➚ ➪ ➳ ➻

❑ ➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➪ ➳ ➼ ➸ ➷ ➔ → ➎ ➠ → ➣ ➠ ➔ ➋ ➔

➊ ➋ ➴ ➌ ➐ ↕ ➒ ✃ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ➎ → ➦ ➒ ❐ ➔ ➛ ➔ ➒ ➦ ➣ ➒ ❬ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➢ ➒ ➔ ➒ ❐ ➦ ➣ ➒ ↔ ➔ ➛ ❫ ➔ ➒ ↔ → ➦ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ➜ ➢ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒

❬ ↕ ➐ ➒ ➓ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➎ ➦ ➢ ➒ ➔ ➛ ➔ ➝ ➞ ➝ ➋ ➔ ➍ ➥ ➦ ➏ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➣ ➑ ➐ → ➣ ➑ ➙ ➱ ➥ ➦ ➡ ➠ ➦ ➤ ➐ ➦ ➏ ↕ ➥ ➫ ➛ → ➫ ➐ ➑ → ➡ ➡ ➠ ➦ → ➥ ➎ ➠ ➐ ➐ → ➙ ➐ ➑

➫ ➱ ➣ ➐ ➠ ↕ ➫ ➤ ↕ ➥ → ➣ ➤ ↕ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➐ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ➦ ➧ ➤ ➢ ➠ ➏ ➐ ➠ ↕ ➥ → → ↕ ➣ ➫ ➤ ➡ ➠ ➦ ➫ ➤ → ➤ ➐ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➥ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺

➻ ➸ ➳ ➺ ➾ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➺ ➺ ➵ ➝ ➬ ➒ ➋ ➋ ➟ ➬ ➔

➊ ➋ ➌ ➐ ↕ ➥ ➎ ➫ ➐ ➙ → ➢ ➏ ➒ ➔ ➔ ➒ ➜ ➐ ➙ ➙ ➏ → ➣ ➒ ❐ ➔ ➒ ↕ ➠ ➦ ➒ ➍ ➔ ➔ ➒ ➦ ➐ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ↕ ➤ ➤ ➙ ➐ ➒ ➔ ❒ ➔ ➋ ➬ ➴ ➔ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ❮ ↕ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➫ ➦ ➧ →

➎ ➢ ➏ → ➣ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➙ ↕ ➣ ➐ ↕ ➣ ↕ ➤ ➠ ➦ ➧ ➦ ➙ ➙ ➦ ↕ ➣ ➤ ➠ ➐ → ➤ ➏ ➐ ➣ ➤ ↕ ➤ ➎ ➋ ➬ ➐ ➤ → ➛ ➐ ➫ ➤ ➠ → ➑ ↕ ➦ ➙ → ➣ ➑ ➋ ➛ ➐ ➤ → ➛ ➛

→ ➠ → ↕ ➣ ➦ ➧ ➢ ➠ → ➣ ➦ ➫ ➱ ➙ ➥ ➱ ➤ ➦ ➫ ↕ ➣ ➐ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➼ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ➴ ➒ ➴ ➒ ➝ ➮ ➝ ➟ ➝ ➔

➊ ➋ ➬ ➞ ➌ ↕ ➥ ➎ ↕ ➤ ➣ ↕ ➤ ➎ → ➑ ➒ ➔ ➒ ➦ ➣ → ➠ ➦ ➦ ➣ ➣ → ➏ ➫ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➢ ➏ ➏ → ➣ ➢ ➠ → ➒ ❐ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➫ ↕ ➤ ➤ ➎ ↕ ➫ → ❮ ➒ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➍ ➫ ↕ ➏ ➡ ➙ ➐

↕ ➫ ➦ ➥ ➠ → ➤ ↕ ➥ ➜ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➑ ➧ ➦ ➠ ➤ ➎ ➐ ➫ ↕ ➏ ➢ ➙ ➤ → ➣ ➐ ➦ ➢ ➫ ➑ ➐ ➤ ➐ ➠ ➏ ↕ ➣ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➦ ↕ ➑ ➫ ↕ ➣ ➥ ➦ ➏ ➏ ➐ ➠ ➥ ↕ → ➙ ➤ ➢ ➠ ➏ ➐ ➠ ↕ ➥

➐ ➤ ➠ → ➥ ➤ ➫ ➔ ➲ ➳ ➵ ➸ ➺ ➪ ➳ ➻ ➪ ➽ ➽ ➽ ➵ ➚ ➚ ➶ ➲ ★ ➝ ➞ ➒ ➟ ➒ ➋ ➟ ➮ ➋ ➔

➊ ➋ ➬ ➋ ➌ ➢ ➒ ❫ ➔ ➒ ➠ ➦ ➦ ➣ ➒ ➔ ➍ ➔ ➒ ❐ ➎ → ➦ ➒ ➜ ➔ ➒ ➐ ➐ ➑ ➫ ➒ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➑ → ➣ ➒ ❬ ➔ ➝ ➞ ➋ ➴ ➔ ↕ ➧ ➧ ➐ ➠ ➐ ➣ ➤ ↕ → ➙ ➧ ➧ ➐ ➥ ➤ ➫ ➦ ➧ ❫ ➢ ➐ ➠ ➥ ➐ ➤ ↕ ➣ → ➣ ➑

➓ ➦ ➦ ➧ ❰ ➤ ➫ ➐ ➠ ↕ → ➤ ↕ ➐ ➫ ➒ ❰ ➫ ➦ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ → ➣ ➑ ❰ ➫ ➦ ➠ ➎ → ➏ ➣ ➐ ➤ ↕ ➣ ➛ ➛ ➙ ➢ ➥ ➢ ➠ ➦ ➣ ↕ ➑ ➐ ➒ ↕ ➣ ❰ ➣ ➎ ↕ ↕ ➤ ↕ ➣ ➤ ➎ ➐ ➠ ➦ ➙ ↕ ➧ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧

➜ ➢ ➏ → ➣ ❒ ➠ ➐ → ➫ ➤ ➛ → ➣ ➥ ➐ ➠ ✃ ➛ ➬ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ➺ ➼ ➽ ➺ ➽ ➼ ➪ ➸ ➼ ➽ ➽ ➺ ➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➒ ➝ ➬ ➒ ➬ ➋ ➴ ➋ ➮ ➬ ➋ ➴ ➔

➊ ➋ ➬ ➝ ➌ ❬ ↕ → ➒ ❬ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➎ → ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ↔ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➦ ➣ ➒ ➔ ➛ ➔ ➝ ➞ ➞ ➔ ➤ ➎ → ➣ ➦ ➙ ↕ ➥ ➐ ➤ ➠ → ➥ ➤ ➫ ➧ ➠ ➦ ➏ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ → ➙ ➦ ➣ →

→ ➤ ➤ ➐ ➣ ➢ → ➤ ➐ ➫ ➐ ➎ → ↕ ➦ ➠ → ➙ ➒ ↕ ➏ ➏ ➢ ➣ ➐ ➒ → ➣ ➑ ➣ ➐ ➢ ➠ ➦ ➐ ➣ ➑ ➦ ➥ ➠ ↕ ➣ ➐ → ➙ ➤ ➐ ➠ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➫ ↕ ➣ → ➠ → ➤ ➥ ➎ ➠ ➦ ➣ ↕ ➥ ➏ ↕ ➙ ➑ ➫ ➤ ➠ ➐ ➫ ➫ ➏ ➦ ➑ ➐ ➙ ➔

✯ ➺ ➺ ➪ ➽ ❀ ➲ ➳ ➽ ➼ ➽ ➪ ➻ ➸ ➪ ➽ ✯ ➻ ➸ ➝ ➒ ➷ ➒ ➴ ➮ ➟ ➟ ➔

➊ ➋ ➬ ➌ ❬ ➢ ➒ ➔ ➜ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➜ ➔ ➔ ➒ ➎ ➦ ➢ ➒ ❬ ➔ ➔ ➒ → ➣ ➒ ➜ ➔ ➔ ➒ ↔ ➦ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➓ → ➣ ➒ ➔ ➔ ➝ ➞ ➋ ➷ ➔ ➍ ➢ ➤ ➦ ➡ ➎ → ➱ ➍ ➥ ➥ ➦ ➏ ➡ → ➣ ↕ ➐ ➑

↕ ➤ ➎ ❒ ↕ ➫ ➑ ➐ ➏ ➐ ➤ ➎ ➦ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➛ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➑ ➍ ➡ ➦ ➡ ➤ ➦ ➫ ↕ ➫ ↕ ➣ ➦ ➣ ➛ ➫ ➏ → ➙ ➙ ➐ ➙ ➙ ➢ ➣ → ➣ ➥ ➐ ➠ ➐ ➙ ➙ ➫ ➔ ✯ ➺ ➻ ➪ ➽ ➽

➻ ✬ ➼ ➺ ➻ ➸ ➽ ➚ ➪ ➻ ➪ ➻ ➚ ➶ ✯ ➝ ➴ ➒ ➝ ➒ ➋ ➞ ➷ ➮ ➋ ➋ ➷ ➔

➊ ➋ ➬ ➟ ➌ ❬ ➢ ➒ ➔ ➛ ➜ ➔ ➒ ❐ ➎ ➠ ➢ ➫ ➦ ➙ ➐ ➒ ✃ ➔ ➔ ➒ ❬ ↕ → ➣ ➒ ➔ ➛ ❒ ➔ ➒ → ↕ ➒ ❫ ➔ ➒ ➎ → ➦ ➒ ↔ ➔ ➒ ➢ → ➣ ➒ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ ➎ ➐ ➣ ➒ ➔ ➒ → ➣ ➑ ❐ ➎ ➢ ➒ ❬ ➔ ➔

➝ ➞ ➞ ➬ ➔ ↕ ➐ ➤ → ➠ ➱ ➧ ➦ ➙ → ➤ ➐ ↕ ➣ ➤ → ❮ ➐ ➒ ✃ ➓ ➜ ➐ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➡ ➦ ➙ ➱ ➏ ➦ ➠ ➡ ➎ ↕ ➫ ➏ ➫ ➒ → ➣ ➑ ➤ ➎ ➐ ➠ ↕ ➫ ❮ ➦ ➧ ➐ ➣ ➑ ➦ ➏ ➐ ➤ ➠ ↕ → ➙ ➥ → ➣ ➥ ➐ ➠ → ➏ ➦ ➣

➎ ↕ ➣ ➐ ➫ ➐ ➦ ➏ ➐ ➣ ➔ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➻ ➾ ➻ ➺ ➺ ➵ ✭ ➺ ➽ ➼ ➻ ➼ ➚ ❀ ➾ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ➺ ➶ ➽ ➾ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽

➚ ➚ ➺ ➪ ➽ ➸ ➺ ➺ ➼ ★ ➽ ➪ ➻ ➼ ➘ ➻ ➚ ➻ ➽ ➼ ➪ ➳ ✭ ➪ ➺ ➚ ➾ ➺ ➚ ➺ ➼ ➻ ➵ ➸ ➳ ➻ ➻ ➼ ➪ ➽ ➺ ➪ ➻ ➸ ➵ ➺ ➲ ➼ ➻ ✬ ➻ ➸ ✬ ➻ ➪ ➺ ➺ ➵ ➋ ➒ ➝ ➒

➝ ➴ ➋ ➮ ➝ ➴ ➬ ➔

➊ ➋ ➬ ➷ ➌ ➢ ➣ ➒ ➔ ➛ ✃ ➔ ➒ ↕ → ➙ → ➙ ➒ ❰ ➔ ➒ → ➣ ➑ ➐ → ➠ → ➒ ❐ ➔ ➝ ➞ ➋ ➋ ➔ ➡ ↕ ➐ ➣ ➐ ➤ ↕ ➥ ➠ ➐ ➢ ➙ → ➤ ↕ ➦ ➣ ➦ ➧ ➎ ↕ ➎ ➙ ➢ ➥ ➦ ➫ ➐ ➛ ↕ ➣ ➑ ➢ ➥ ➐ ➑

➡ ➠ ➦ ↕ ➣ ➧ ➙ → ➏ ➏ → ➤ ➦ ➠ ➱ ➥ ➱ ➤ ➦ ❮ ↕ ➣ ➐ ➡ ➠ ➦ ➑ ➢ ➥ ➤ ↕ ➦ ➣ ↕ ➣ ➏ ➦ ➣ ➦ ➥ ➱ ➤ ➐ ➫ ➱ ➥ ➢ ➠ ➥ ➢ ➏ ↕ ➣ ➔ ➹ ➳ ➻ ➺ ➼ ➽ ➺ ➸ ➼ ➸ ➺ ➽

➺ ➪ ➳ ➻ ➚ ➸ ➼ ➵ ➝ ➝ ➒ ➷ ➒ ➟ ➷ ➞ ➮ ➟ ➷ ➴ ➔
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