JP 6796486 B2 2020.12.9

(19) BFEHEF (P) i F A& #®HE2) (1) iserEs
1359567964865
(PG796486)
(45) #iTH HFI24E12A98 (2020.12.9) () BHFE SM24E11 8180 (2020.11.18)
G1) Int.Cl. Fl
C12N 5073 (2010.01) Cl2N 5/073
AB1K 35/54 (2015.01) ABL1K 35/54
AG 1P 15/08 (2006.01) AB81P 15/08
C12N 1700 {2008, 01) Cl12N 1/00 G

MRIFEO#E 15 (£ 18 A)

@) HEES FB2016-525468 (P2016-525468) ||(73) fFaF4EE 516008497
(86) (22) tHEEE FE265THIA (2014.7.9) TOTANL T—f Y HALLEF 4
(65) HRER 5% 2016-523563 (P2016-5235634) T4vs, A¥a—®LAFvyE
43 &RA ER28E8H 126 (2016. 8. 12) PAVAERE, AV T+ ASTH 92
(86) EREHEEE S PCT/US2014/046051 705, ¥¥&2 TH, f—AL T—F
(87) EIPRZPAES  W02015/008509 - 1830
(87) EREZBH SERR2741A 158 (2015. 1. 15) (74) (RI A 100114775

ETFRE TR0 TASH (2017.7.3) #E+ B R

FHES FAR2019-11151 (P2019-11151/J1) (|(74) {RIBA 100121511

FHFRA SFILEF8A 23 (2019.8.23) #E+ JH E
(L) BEIEERES 61/844,345 (74) fRIB A 100202751
(32) 5 H FR25ETAYHE (2013.7.9) #E+ HE AR
(33) EESEABEIRE - i R (AHERA THREA 100191088

HKE (US) #E+ =R BT

BARRIZA

64 [RAOE] ROBRETEL L UE

(G700 O
Dooo
00O
ogo
0Doo

Oo0oooooooooooooooogdg
Ooooooo o oooooogogoooo
OO0 Do ooogogoooooogdg
OO0 oDooooogooooooogdg
OO0 oooooooooooogdg

ugboooad

goooooOOooooDOoOOoOoooboon
goooocooobooooobooo

O0Oooooaog
O Ooooo
o5 o oo
O o oo
o5 o oo
o5 o oo
1 I Y
o5 o oo
O Ooooo
O Ooo0ooao
O O0Oogoao
O Ooooao
O Ooooo

O
O

I [y
O

gboboboooboooboobobooooboboboboooboobao

goooocoooooooooobooboooobooooboboboooobooo

oooooooooooooooooooooooooooooooooao

ubooooboobobooouobuoboboboooobooboboobooo
o0 g’ oobocoooooboooao
gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

20



e e e e ey A s [ |
oo oooooo0o0 oo oo o o0 oo oo o0 ooDoooQgog
e s e s e e ey e s [ [ |

OO0 oDOooDooo0o oo ooo o0 ooDoogQgoo

OO0 ooooooooooQgg
OO0 oooooooinomooQgogdg
OO0 OoDooogoggogogoioboogg

OoooooooooooooDooogogooao
Oooooooooooooooooogoogooao
OO0 OoDooo0oU0oooDooUogUUooDoogogooao
OoooooooooooooDooogogooao
Oooooooooooooooooogogogooao

Oooooooooood

Oo0ooogogogao
Ooo0oooQgogoao
OooOoo0ooood
OOoo0oooogdg
Oooooogodg
Oo0o0o0oooodg
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
OoOoo0oooogdg
OooOoo0ooood
OO0oo0oooogdg
OoOooooogdg
Oooo0oooodg
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
Ooo0oooogodg
OooOoo0oood
OOo0o0ooogdg
OoOooooogdg
OooOoo0oooodg
OOo0o0oooogdg
OoOoo0oooogdg
OooOoo0oooodg
OooOoo0ooood
OoO0oo0oooogdg
Oooooogdg
OooOoo0ooood
OOo0o0ooogdg
Oooooogodg
Oo0o0o0oooodg
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
OoOooooogdg
OooOoo0ooood

Oooooooooooao

O

Ooooooogogoo

O

OO oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo

O

O
O
O
O
O
O
O

O
O

O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo

o
oo

00
00
00
00
00
00
00

g

o

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O

(]
O
O
(]

O
O
O
O
O
O
O
O
O

(2)

gooon

ooooao

O
(]
O
O
O
O
O
O
O

O

JP

6796486 B2 2020.12.9

goo

goo

| O
O
O
O

god
goo
good

O
O
O

O
O
O
O

O
O

goo

oo O
goo
goo

ogoo

10

20

30

40

50



s e s [ Y Iy

ey ) R [ e Ry Iy

) e e A A A

e s s e e e e e A
Oooooooo0oooooo0o oo oDooo0D oD oDoDooo0o oo oDooooUoooDoDoooooooogodg
Oooooooo0ooooo oo oDoDooo0o oo oo ooo0ooooDoDoooooDoDoooooooodg

O Ooo0ooooaog
OOoooooao
O Ooo0oo0oooao
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOgogo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOgoo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O O0Oogoao
O 0OooOooo
O 0Ooo0ooo
O O oOgoogao
O Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOgogo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo

O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
OJ
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Oo0oooao
O Oooooao
OOoo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

]

O O0Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O O0Oo0Oooooao
O 0Ooo0ooooao
O OoOo0ooooaoo
O O0Oo0oo0oo0ooao
O O0Oo0ooooao

O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
OO oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O

B I R |

[ |

O OoOo0oo0oooao
O 0Oo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooaoo
O O0Oo0oo0oooaoo
O Ooo0ooooao
O OoOo0ooooao

€))

O

O 0Ooo0ooo
O Oogoao
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
I Y I Y
O 0Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoao
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOgoo
O Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo

B B i R

O
O O0Oo0ooooao

O OoOo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0Ooo0oo0oooao
O O0Oo0ooooao
O Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O OoOo0ooooaoo

O

O
O
O
O
O
O
O

OJ
O
O
OJ
O
O
O

O

O O

|

JP

6796486 B2 2020.12.9

g

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O
O
O
O
O
O
(]

O
OJ
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O

O0Oo0Oo0ooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0o0ooao

O
O
O
O

10

20

30

40

50



s e s [ Y Iy

ey ) R [ e Ry Iy

) e e A A A

e s e e e [ e s Y Iy

OoooooooooooooDoooo0DooDoooogoooodg

Oo0ooooooooooOgodg

OoOoo0ooogogogao
OoooooQgogao
OoooooOoogao
OO0 ooogo-gogao
OoooooQgogao
OoooooQgogoao
OooOoo0oooOoogoao
OoOoooogogogao
Oo0oooQgogoao

Oooooooo0ooooooooooogQgo-g
OoooooooooooooooooogoQgodg

O Ooooao
OoOoooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooog
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O o0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O oOoooo
O oOoooo
O o0Ooo0ooao
O 0Ooooaog
O oOoooo
O o0Ooo0ooo
O 0Oooogoao
O oOoooo
O o0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
OoOoooo
O o0Ooo0ooao

OoooocoooooooogoQgao

O
O
O
OJ

O
O
O
O

O Oooooodg
OOoo0oooodg
OOoooood
O 0O0o0oooodg

O
O
O
O

O 0Oooog
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooog
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O

O
O

O
O
O
O

O
O
(]
[
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O

OoOoo0oood
O0Oooooogd
OOoo0ooood
OoOoo0oood
Oo0Ooo0Ooood
OOoo0oooogod
OOoo0oood
OoOoo0oood
O0Ooo0oooogod
OOoooood
OOoo0oood
O0Ooo0oooogod
OOooooogod
OoOoo0oood
Oo0Ooo0ooood
O0Ooo0oooogod
OOoooood
OoOoo0oood
OO0Ooo0oooogod
OOooooogod
OOoooood
Oo0Ooo0Ooood
OOooooogod

4)

oogd

O
O
O
O
O
O

O

|

JP

6796486 B2 2020.12.9

O
O
O
O
O
O
O
O
O
(]

O O
O O
O O
OJ O
O O
O O
O O
O O
O O
O O

OOoooood
OoOoo0oood

10

20

30

40

50



s e s [ Y Iy

Oooooooo0ooooo o0 oo ooooooDoDooooooooogodg

OoOooooooOgoo oo oo ooogogoogood

Oooooooooooooooooao
OO0 0DoDoogogUooDoDoogogogoooaog
Oo0oooooooooogogooooaog
Ooooooooooooogooooo
Oooooooooooooooooao

O Oo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O OooOooao
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooo0gooo
O Ooooo
O Ooo0ooao
O OoO0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OooOooo

OOo0oooooooDoooo0oooDoDoo4ogooooogg

Ooooooooooo oo oDooooooooogdg

Ooooooooooooooooooooooogodg

O0Ooo0ooood
OOoooood
OoOoo0ooood
OO0Oo0ooood
OOoo0ooood
OoOoo0ooood
Oo0Ooo0ooood
OOoooood
OOoooood
OoOoo0ooood
O0Ooooood
OOoooood
OoOoo0ooood
Oo0Ooo0ooood
OOoo0ooood
OOoooood
Oo0Ooo0ooood
O0Ooo0ooood
OOoooood

O Ooogoo

O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

Oooooogooooaog

Oooooogogoao
Ooooooogogoao
Oooo0oooogoao
Ooooooggoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
OoOoo0oooogoao
Oooooogogoao
Ooooooogogogoao
Oooo0ooogoogoao
Oooooogogoao
Oooooogogogoao
Oooo0ooogoogoo
OoOoo0oooogoao
Oooooogogoao
Ooooooogogogoao
Oooo0ooogoao
Oooooogogoao
Oooooogogogoao
Oooo0ooogoogoao
Oo0oo0oooogogogao
Oooooogogogoao
Oooo0ooogoogoao
OoOoo0oooogoao
Oooooogogoao
Ooooooogogogoao
Oooo0oooogoao
Oo0ooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
OoOoo0oooogoao

O 0Ooooo

OooooooogogoQgooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooooggogooao
OoooooogogQgooao
Ooooooooogooao
Ooooooooogoooao
Oooooooggogooao
OooooooogogoQgooao
OooooooooQgooao
OO0 oooooggogooao
Ooooooogoggooao
OooooooooQgooao
OoooooooogooOooao
Oooooooggogooao
oo ooooogogoQgooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooooggogooao
OooooooogogQgooao
Ooooooooogooao
OO0 ooDoooggogoao
Oooooooggooao
OooooooogooQgooao
Ooooooooogoooao
Oooooooggogooao
Oooooooogogogooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooDoooggogoao
OoooooogogQgooao
Ooooooooogooao
Ooooooooogoooao
Oooooooggogooao
OoooooogooQgooao
OooooooooQgooao

O 0Ooo

O 0Oooo

O 0Oooo

O o0Ooo

O o0Ooo

O oOooo

O oOooo

O o0Ooo

O 0Oooo

O o0Oooo

O o0Ooo

)

O 0Ooo

O 0Oooo

O 0Oooo

O o0Oooo

O Oooo

O 0Oooo

O 0Ooo0oo0ooao
O O0Oo0oooao
O O0Oo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0oo0oao
O Oo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O O0Oo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O OooOoooao

O o0Ooo

O Oooo

O

O

O 0Oooo

O o0Oooo

JP

O o0Oooo

6796486 B2 2020.12.9

O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao

O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O o0Ooo
O o0Ooo
O oOooo
O 0Oooo
O o0Ooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O Ooooo
O Ooo0ooo

Ooooooogdg
OoooooooQgdg
OooooooOgodg

10

20

30

40

50



Ooooooo0ooooooooooggg

Oooooooooooooooooao
OO0 0DoDoogogUooDoDoogogogoooaog
Oo0oooooooooogogooooaog
Ooooooooooooogooooo
Oooooooooooooooooao

OO0 oDoDoogogoooooggg
oo oooooooooogogog
OoooooooooooQgog
OO0 ODoDoogoguooooogogg
OO0 oooooooooogoggg
oo oooooooooogoQgog
Ooooooooooooogaodg
OO0 oooogogooooogoggg
Oo0oooooooooogoQgog
OoooooooooooQgog
OO0 oDoDoogogooooogogg
Oo0oooooooooogoggg

O
O
O
O
O
O
O
O
O
(]
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

OooooooooooQgdg
Oo0ooooooooooQgdg
Oo0oooooooooggg
OoooooooooogogoQgdg
Oo0oooooooooQgdg
OoDoDooooooooggg
Ooooooooooogogogg
Oo0oooooooooQgg
OO0 oDooogooooogoogdg

~
[ep]
o/

O

OO0 ooooooggog

O O

OoooooooooogooQgg
Oo0ooooooooogdg
OoDoDooooooooggdg
Oooooooooooggg
Oo0ooooooooooQgdg
Oo0DoDoooooooogogg
Ooooooooooogoggg

(&
o

6796486 B2 2020.12.9

oo oooooogoQgg

O
Oo0ooooooooogdg

Oo0oDooooooooggg
OoooooooooogoQgg
OooooooooooQgdg

O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

10

20



gooao

W D 5% 2% 55

%53 (mM)
et YU A
HEE T MY U A

T a— 2R

WAFT MY oA
wAkH ) T A
Wik~ 7 %20 A
WAL A
NG 7y N

U oA

KEEARFET DY DA
EDTA

7T =

T ARG X

T ANT X B
TNH IR
TNEI(ETET T
=) - TN E I )
Ty

=2 IVe

VU

TNX =
VAF

L RAF
= e
oA

Vv

AF A=

T = VT =
Y

AL A=
MU RT
Fnrav

2R

HSA

BSA

Chapter 11 of Handbook of In Vitro
(2000) & v,

Trounson and D. Gardner,

HTF
0.3
21. 4
2.78

101.6
4.69
0.2
2.04
0.37

25.0

5
mg/mL

eds.

TAPMEFICERIND,

P

G1
0.32
10.5

0.5

85.16

5.5
1.0
1.8

0.5

25.0
0.01

ee e
ok ek

OO O
—t e ed O

0.1

[

2 g/L

G2
0.1
5.87
3.15

85. 16
5.5
1.0
1.8

0.5

25.0

ceooo
ok

DO bk N D W DN R O et ek e O

0.4
0.05

0.2

0.4

2 g/L

|

=

JP 6796486 B2 2020.12.9

KSOM
0.2
10
0.2

95
2.5
0.2
1.71
0.35

25.0
0.01

1

mg/mL
Fertilization, 2nd ed., A.
ZDOXEITERE L

10

20

30

40

50



(8) JP 6796486 B2 2020.12.9

oooo
Irvine Scienti fic HTFE#
HTF
152 mM
AR F U L 97.8
WAL Y b 4,69
Wik~ 7 32O LMK 0.20
YLV KEZEIV DL oo 0.37
Wb 5K 2.04
REEARET FY T 25.0
A = e S 2.7
LB T R A e 0.33
FLEET P U T L e 21. 4
A e (P 10 pg/ml
T /=l R e 5 mg/L
B RTERET L (a—F—F7av)

SSS%EFLaryFY—FHTF

RS . . . e e M
BAbLT FU O h 91. 44

AL U A 4.22
Bt~ 7 2y NERKY) 0.18
UL Y Db 0.33

LI LTI 1.84
SREBEAKZFEF FU DA 22.50
A= e I 2.50
EAECEEF FU DA 0.30
IR RY A e 19. 26

T )y R 4.5 mg/L
A e G0 9 pg/mL
ErMIET VT 2 5 mg/mL

72 = ) P 1 mg/mL

%2 HTF

ACAT . . o e e e e mM
AT RY DA 97.8
B Y T 4.69
Wik~ 7 2L LAY oo 0.20
UVBBZARKFEIVOALoooo. 0.37
Wb N 2.04
REBEAKZEF PU TN 4.0
HEPES i 21.0
A= e SR 2.78
EAEYEEFT RU DA 0.33
HEET P U A 21.4

o Bz A S e 10 pg/mL
T/ =l R e 5 mg/L

B TEHRE L (=¥ —F7Fa )
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0. 05
. 0.1
. 0.2
. 0.2
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P—1 (BHEEE)(Preimplantati
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T~ 7 %0 NEKY
WAL T MK
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ERMETALT I L L
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19. 26
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0.14 mg/L
4.50 mg/L

9 pg/mL
5 mg/mL
. 1 mg/mL

30

. 0.05
0.14 mg/L
4.50 mg/L

5 mg/mL 40

. 2 mg/mL
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Irvine Scientific Early Cleavage Me

(FE4R)

5% A mM

IV T =& 0.50
AL T MY O 102. 7
WALH Y O 2.50
Mg~ 7 LAY 0.20

WAL DK 1.70
REEAKZFT FU DA o 25.0
EAEVEET NI O A L e 0.33
SLEeF P U DA (DL) 20. 77
T T - FIE I 0.50
BT L 0.05
== -2y il N B 0 N 0.15 mg/L
EDTAZF MY D LEEKY (dehydrate) ................. 10 pM
T )=l R 4.8 mg/L

Irvine Scientific MultiBlast Media (FE)

B e e mM
AT P U DD e 101.5
BAETT U T I 2.5
ULEET U I e 0.35
WAL T DK 1.7
W~ 72 NEXY 0.2
REEAKEZET FU DL . 25.0
ELE IR T MY DA 0.2
A = N 3.0
TEUBEET P Y DA e .10
HEET R U T L (D/L) e 20

T T - T E D e 1.0
T TN i UUT TR UO RPN . 0.05
VA = U . 0.3
FTANTEY i USTUORURRRO . 0.05
T ARG EUEE . 0.05
AT A Y e 0.05
TR XU 0.05
T S 0.05

B R T D s 0.1

A T A T 0.2
T A D o e e 0.2

D D e 0.2
AF A T e 0.05
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Y 3
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by 47 A SM L 38 7 18.4
CSCM-C, ImM L-#Las 39 8 20.5
CSCM-C, 6mM 1-#.% 4 39 6 154
ks 2
7o byq7a. ImM LA 39 5 12.8
T ky A7 A, SmM LAl 39 2 5.1
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) W 2
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