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Souhrn

Pleomorfni adenom (PA) je nej¢astéjs§im nadorem slinnych zlaz. PiestoZe jde o nador benigni, jeho klinicky prua-
béh je éasto komplikovan recidivami. Velmi rozdilné udavané procento jejich vyskytu se tradi¢né odvozuje od roz-
sahu chirurgického vykonu (45 % po enukleacich vs. <5 % po parotidektomiich), zanechavajiciho ve vétsi ¢i men-
§1 mi¥e nddorova rezidua. Doposud vSak neni zcela jasné, do jaké miry se vedle p#i¢in ¢isté technického charakteru
na vzniku recidiv podileji biologické vlastnosti nadoru samotného. Tim je evokovana i otdzka moznosti stanoveni
histopatologickych kritérii, umoznujicich predikei rizika vzniku recidivy PA.

7 Registru nadora slinnych #laz Siklova patologicko-anatomického tistavu, obsahujiciho celkem 2061 nadort,
bylo vybrano 670 pleomorfnich adenomu. Ve 105 ptripadech tumor recidivoval. V retrospektivni studii, zamétrené
na vztah mezi proliferacni aktivitou v primarnim nadoru a vznikem recidivy, jsme porovnali primarni recidivuji-
ci (50 ptripada) a nerecidivujici PA (50 piipadti) s ohledem na bunéénou proliferaci v epitelidlni a myxoidni kom-
ponenté a na procentualni zastoupeni obou uvedenych slozek.

Proliferaéni index MIB1 v epitelialni komponenté primarnich recidivujicich a nerecidivujicich PA ¢inil 0,1-10,6
(prameér 3,1), resp. 0,1-3,0 (pramér 0,8), rozdil je statisticky vyznamny na 5% hladiné. Proliferaéni index v myxo-
idni komponenté recidivujicich PA byl 0,0—4,0 (prumér 1,2) a nerecidivujicich 0,0-0,5 (prumér 0,2), rozdil je sta-
tisticky vyznamny na 5% hladiné.

Procentuélni zastoupeni epitelidlni komponenty se nelisi u recidivujicich a nerecidivujicich PA (44 vs. 42 %),
ale je statisticky vyznamné nizsi u recidiv (pramér 26 %) na 1% hladiné vyznamnosti. Zjisténé vysledky ukazuji,
ze vedle charakteru chirurgického vykonu o moznosti vznik recidiv PA rozhoduje rovnéz histologicky charakter
a uroven proliferaéni aktivity ponechanych nadorovych rezidui primarniho tumoru. Jeji stanoveni pomoci MIB 1
protilatky slouzi jako pomocné kritérium pro zhodnoceni mozného rizika recidivy tohoto tumoru piredevsim tam,
kde histologicky nalez nevylucuje netiplné odstranéni nadoru.

Kliéova slova: nador slinnych zlaz — pleomorfni adenom — recidiva — bunééna proliferace — prognéza — MIB1
index

Skalova A., Walter J., Starek 1., Michal M.:
Proliferation Activity in Pleomorphic Adenoma: Possible Prediction of Relapses

Summary: Pleomorphic adenoma (PA) is the commonest tumor of salivary glands. The tumor is benign, but
the rate of tumor recurrences has been estimated up to 45% after simple enucleation and up to 5% after partial
parotidectomy. There are no reliable histological criteria in PA indicating an increased risk of recurrence.

We decided to evaluate the significance of cell proliferation in primary PA for development of recurrence. Cell
proliferation was studied by means of immunohistochemistry using monoclonal antibody MIB1 directed against
cell cycle related antigen Ki-67. Salivary gland tumor registry yielded 670 PAs, and among these, 105 cases recur-
red. In a retrospective study we compared cell proliferation in myxoid and epithelial components of 50 cases of
PAs with subsequent recurrence and of 50 cases of non-recurring PAs.

MIB1 proliferative indices in epithelial component of recurring PAs ranged between 0.1-10.6 (median 3.1) and
of non-recurring PAs ranged between 0.1-3.0 (median 0.8). The MIB1 indices in myxoid component of recurring
PAs were 0.0-4.0 (median 1.2) compared to those of non-recurring PAs 0.0-0.5 (median 0.2). The results were
statistically significant (on the level of 5%). There was no statistical difference in proportion of epithelial and
myxoid components of recurrent and non-recurrent PAs. However, much lower proportion of epithelial compo-
nent was seen in recurrences (median 26%) than in primary PA (median 44 %). Proliferative activity as asses-
sed by means of immunohistochemistry with MIB1 antibody in primary PA may help in predicting the risk of
recurrences.
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UVOD

Pleomorfni adenom (PA) predstavuje nejéastéj-
§i nador slinnych zlaz [1] a jeho histopatologické
i klinické charakteristiky jej fadi jednoznaéné do
skupiny benignich 1ézi. Az v 6,2 % pripadta vSak
muze dojit ke zvratu v karcinom [2], vyznacujici
se agresivnim lokalnim rastem, metastazovanim
predevs§im do regionalnich uzlin (ve 25 %) a do
plic (ve 20 %); pétileté piezivani pak ¢ini méné
neZz 25 % [2]. Histologicka kritéria kancerizace
pleomorfniho adenomu byla dostateéné popsana
[3]. Jen méalo pozornosti se vSak dosud v literatu-
fe dostalo tém patomorfologickym rystum tohoto
tumoru, které jeho maligni transformaci signali-
zuji [4]. Dochéazi k ni vétsinou az u opakovanych
recidiv, u primarnich lezi je vzacngjsi [5]. Riziko
molekularné-geneticky podminéného zvrhnuti
pleomorfniho adenomu je piitom ¢asovou funkeci
[5, 6].

Vedle vyse uvedeného biologického rizika ohro-
Zuje recidivujici pleomorfni adenom svého nosite-
le i vyznamnymi peropera¢nimi komplikacemi.
Uplné chirurgické odstranéni vétsinou multino-
dularnich, v jizevnatych tkanich uloZenych reci-
div, je po technické strance velmi obtizné. V paro-
tické lokalizaci s sebou prinasi znaéné nebezpedi
iatrogenniho poskozeni licniho nervu, kterému se
nelze vzdy vyhnout ani pti pouziti mikrochirur-
gickych technik [7-8].

Vliv chirurgického piistupu na vznik recidiv
PA byl intenzivné studovan v literatute [5, 9-15].
I kdyZz uvedené prace jednoznacéné potvrzuji
neprimou imérnost mezi jejich incidenci a rozsa-
hem odstranéné okolni zlazy, ztstava otazkou,
zda ponechani nadorovych rezidui je jedinou pii-
¢inou recidivy tumoru. Vétsina parotickych pleo-
morfnich adenomu naléha totiz tésné na jednu éi
vice vétvi licniho nervu a v tomto misté Zadna
z konzervativnich (s vyjimkou totalnich) paroti-
dektomii nespliiuje pozadavek uplného odstrané-
ni lemu okolniho parenchymu jako bezpeénostni
z6ny, obsahujici potencialni nadorova rezidua.
U téchto vykonu bychom tak mohli oéekavat
obdobny vyskyt recidiv jako u enuklaci, jejich
skute¢na incidence je vSak daleko mens$i (45 %
vs. <5 %) [5]. Lze se tedy domnivat, Ze vznik reci-
div vedle opera¢niho vykonu samotného determi-
nuji i biologické vlastnosti pleomorfniho adeno-
mu.

Ve snaze najit v primarnim pleomorfnim ade-
nomu histomorfologicka kritéria, spojena s vys-
§im rizikem recidivy, byly studovany jeho rozlic-

né parametry, napi. nekréza, hyalinizace stro-
matu, loziskova hypercelularita, jaderna poly-
morfie [4], podil myxoidni vs. solidni komponenty
[16] a proliferac¢ni aktivita [17]. Jejich vyznam
pro vznik recidivy PA se vSak ukazal jako nejed-
noznacny.

Kinetika bunééné proliferace patti k nejdalezi-
t&j8§im prognostickym indikatortm biologického
chovani rady nadoru, véetné nadort slinnych
zlaz [18-20]. K jejimu studiu lze pouzit razné
metody [21]. Jako nejvyhodnéjsi se jevi imunohis-
tochemicka metoda stanoveni antigenu vazanych
na bunéény cyklus, predev§im pak antigenu Ki-
67 [22].

Na zakladé studia literatury a vlastnich zku-
Senosti jsme se rozhodli pro méreni proliferac¢ni
aktivity v epitelidlni a myxoidni komponenté
v primarnim pleomorfnim adenomu pomoci
monoklonalni protilatky MIB1 [22]. Dale jsme
zjistovali procentualni zastoupeni epitelialni
a mesenchymalni komponenty ve zkoumanych
nadorech.

MATERIAL A METODIKA

V Registru nadora slinnych zlaz, ktery je
veden v Siklové patologicko-anatomickém tusta-
vu, bylo v letech 1960-2004 diagnostikovano cel-
kem 2061 tumoru velkych i malych slinnych zlaz.
Z toho v 670 piipadech $lo o benigni pleomorfni
adenoma (PA). Z nich 105 (16 %) po chirurgickém
odstranéni recidivovalo, ostatnich 565 (84 %) bylo
vyléceno bez nasledné recidivy.

Do nas$i randomizované retrospektivni studie
jsme zahrnuli 100 primarnich benignich PA,
z nichz 50 zustalo bez recidivy a dalsich 50 reci-
divovalo: sledovaci interval ¢inil v obou skupi-
nach 1-28, resp. 10 a vice let. Ve skupiné recidi-
vujicich PA se u 31 pacientt objevila jedna recidi-
va, u 10 pacienttr doslo ke dvéma a u 9 nemoc-
nych ke tiem a vice recidivam.

U vsech vyse uvedenych 160 pleomorfnich ade-
nomu (tj. 50 primarnich nerecidivujicich, 50 pri-
marnich recidivujicich a celkem 60 recidiv) jsme
vyS$etrili podil bunééné, vs. mezenchymalni kom-
ponenty, jakoz i prolifera¢ni aktivitu obou uvede-
nych sloZzek imunohistochemicky pomoci detekce
Ki-67 antigenu. K jeho prukazu v nadorové tkani,
zpracované rutinni parafinovou technikou, byla
pouzita monoklonalni protilatka MIB1 [22],
ktera vyzaduje mikrovlnnou radiaci k obnoveni
antigenity tkané po formalinové fixaci [23]. Tato
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protilatka reaguje s jadernym proteinovym anti-
genem Ki-67, exprimujicim se v bunikach (mimo
latentni GO) ve vSech aktivnich fazich bunééného
cyklu [22].

Mitoticka a prolifera¢ni aktivita v pleomorf-
nich adenomech je nerovnomérné rozloZena,
rustova zéna se nejc¢astéji nachazi v perifernich
¢astech nadoru. Pro hodnoceni nadorového rustu
v bunééné i myxoidni komponenté vsSech 160
vySetfenych nadord jsme proto zvolili tzv. maxi-
malni MIB1 index, ktery odpovida procentu
nadorovych MIB1- pozitivnich bunék v nejrychle-
ji proliferujici (rastové) zoné nadoru.

Histologické fezy barvené imunohistochemic-
kou reakci s MIB1 protilatkou jsme pozorovali
v optickém mikroskopu s miizZkou vestavénou
v okularu, ktera umozniuje semikvantitativni
hodnoceni. V kazdém MIB1 zbarveném prepara-
tu jsme prohlizeli alesponn 1000 nadorovych
bunék v nahodné zvolenych zornych polich. Pozi-
tivni je pouze jaderna imunoreakce. Vysledky

Obr. 1. Histologicka struktura typického pleo-
morfniho adenomu, ktery sestava z myxoidni
a epitelialni komponenty.

Obr. 2. Recidiva pleomorfniho adenomu je multi-
nodularni a prevazuje v ni myxoidni komponen-
ta nadoru.

-

jsme vyjadiili jako MIB1 index, ktery odpovida
procentu pozitivnich jader nadorovych bunék.
Dale jsme ve zvoleném zorném poli hodnotili
maximalni MIB 1 expresi, ktera poukazovala na
aktivitu rastovych zén nadoru.

Prognosticky vyznam proménnych byl hodno-
cen pomoci Wilcoxonova neparového testu
a metody logistické regrese.

VYSLEDKY

Pro retrospektivni studii bylo z Registru nado-
ra slinnych zlaz nahodné vybrano 50 piipada
pleomorfnich adenomu, které byly vylééeny
odstranénim primarniho nadoru a ve sledovaném
obdobi 44 let (v letech 1960—2004) nerecidivovaly
(obr. 1). Druhou skupinu tvoiilo 50 nahodné
vybranych pripada pleomorfnich adenomu, které
po 1écbé zrecidivovaly za 1 az 28 let po odstrané-
ni primarniho nadoru (obr. 2). U 31 pacientu

Obr. 3. Pleomorfni adenom submandibularni
zlazy obklopeny silnym vazivovym pouzdrem.

Obr. 4. Lateralni okraj typického pleomorfniho
adenomu parotis tvori satelitni nadorovy uzlik
a vazivové pouzdro chybi.
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Tab. 1. Hodnoty maximalniho MIB1 indexu v bunééné a myxoidni komponenté recidivujich a nere-

cidivujich PA

BUNECNA KOMPONENTA
rozmezi hodnot/prumér
MIB1 INDEXU (%)

MYXOIDNI KOMPONENTA
rozmezi hodnot/pramér
MIB1 INDEXU (%)

Recidivujici PA 0,1-10,6/3,1 0,0-4,0/1,2
Nerecidivujici PA 0,1-3,0/0,8 0,0-0,5/0,2
Statisticka vyznamnost 5% 5%

PA — pleomorfni adenom

Maximalni MIB1 index — % MIB1 pozitivnich nadorovych bunék v nejrychleji proliferujici (riistové) zoné nadoru

Tab. 2. Porovnani maximalniho MIB-1 indexu v primarnim recidivujicim pleomorfnim adenomu

a v jeho recidivach

POCET Max. MIB1 v epitelialni Max. MIB1 v myxoidni
PRIPADU komponenté: komponenté:
rozmezi hodnot/prumér rozmezi hodnot/pramér
Primarni recidivujici PA 50 0,1-10,6/3,1 0,0-4,0/1,2
1. recidiva 50 0,1-15,3/4,1 0,0-7,9/1,9
2. recidiva 10 0,5-7,3/4,5 0,1-7,3/3,9

PA — pleomorfni adenom

Maximalni MIB1 index — % MIBI pozitivnich nadorovych bunék v nejrychleji proliferujici (riistové) zoné nadoru

3. a dalsi recidivy (celkem 9 pripadit) nebyly hodnoceny

Tab. 3. Podil buné¢né a myxoidni komponenty v nerecidivujim PA, primarnim recidivujicim PA

a v jeho recidivach

POCET PODIL EPITELIALNI VEK
PRIPADU KOMPONENTY
rozmezi hodnot/pramér rozmezi hodnot/
prumér (roky)

Primarni nerecidivujici PA 50 15-70/42 17-71/44
Primarni recidivujici PA 50 10-90/44 20-77/39

1. recidiva 50 5-50/26 30-75/46,6

2. recidiva 10 5-25/17 42-76/50,2
Statisticka vyznamnost 1%

PA — pleomorfni adenom
3. a dalsi recidivy (celkem 9 pripadit) nebyly hodnoceny

Podil epitelialni a myxoidni komponenty v nadoru hodnocen semikvantitativné a vyjadren v %

doslo k jedné recidivé, u 10 pacientt se vyskytly
dvé recidivy a u 9 pacientta se objevily tii nebo
vice recidiv. Prvni recidiva se objevila prumérné
za 7,6 let po terapii primarniho PA. Ve tiech pii-
padech recidivujictho PA s vétsim poc¢tem recidiv
doslo ke zvratu v karcinom. Primérny vék paci-
entd v dobé diagnézy primarniho tumoru byl 44
let u nerecidivujicich a 41 let u recidivujicich PA.

U primarnich pleomorfnich adenomu obou sle-
dovanych skupin, tj. primarnich nerecidivujicich
a primarnich PA s naslednou recidivou, byla hod-
nocena maximalni prolifera¢ni aktivita oddélené
v bunééné a myxoidni komponenté. Mitoticka
a prolifera¢ni aktivita v pleomorfnich adenomech
je nerovnomérné rozloZena s rastovou zonou nej-
¢astgji patrnou v perifernich ¢astech nadoru. Pro
hodnoceni nadorového rustu jsme zvolili tzv.
maximalni MIB1 index, ktery odpovida procentu
nadorovych MIB1- pozitivnich bunék v nejrychle-
ji proliferujici (rustové) zoné nadoru.

Maximalni MIB1 index v epitelialni kompo-

nenté u primarnich PA, které pozdéji recidivova-
ly, byl 0,1-10,6 (pramér 3,1), zatimco u nerecidi-
vujicich PA se pohyboval v rozmezi hodnot
0,1-3,0 (pramér 0,8). Rozdil je statisticky
vyznamny na 5% hladiné. Maximalni MIB1
index v myxoidni komponenté u primarnich PA,
které pozdéji recidivovaly, byl 0,0—4,0 (prumér
1,2) a nerecidivujicich 0,0-0,5 (pramér 0,2), roz-
dil je statisticky vyznamny na 5% hladiné.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 1. Rozdily
v maximalnim MIB1 indexu v epitelidlni a myxo-
idni komponenté primarniho recidivujiciho PA
a v naslednych recidivich nebyly statisticky
vyznamné (tab. 2).

Podil epiteliani a myxoidni komponenty byl
sledovan u skupiny 50 primarnich nerecidivuji-
cich, v 50 piipadech recidivujicich pleomorfnich
adenomu a celkem v 60 pripadech recidiv PA.
Procentualni zastoupeni solidni epitelialni kom-
ponenty se nelisi statisticky vyznamné u primar-
nich recidivujicich a nerecidivujicich PA (44 %,
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respektive 42 %). Podil epitelidlni komponenty je
v8ak statisticky vyznamné niz§i u recidiv PA
(pramér 26 % u prvni a 17 % u druhé a dalsich
recidiv) nez u primarnich nadord na 1% hladiné
vyznamnosti (tab. 3).

DISKUSE

Pleomorfni adenom slinnych zlaz (PA), jejz
nékteré star$i nazory opattrovaly Stitkem semi-
malignity, dnes opravnéné radime mezi zcela
benigni afekce. Jeho mementem vSak zustava
riziko recidiv a maligniho zvratu. Chirurgické
TeSeni recidiv PA je pti jejich typické multinodu-
larité a jizevnatému terénu velmi obtizné a vede
casto k zavaznym chirurgickym komplikacim.
Odstranéni v8ech Siroce rozesetych, ¢asto mikro-
skopickych nadorovych uzlt multinodularni reci-
divy pleomorfniho adenomu, je mnohdy iluzorni.
I kdyz na vétSiné pracovist nastal odklon od
enukleaci pleomorfniho adenomu k rozsahlejsim
vykonum, presto musime se vznikem recidiv, byt
v daleko mens§i mife, i nadale poéitat. Stanoveni
rizika eventualni recidivy pleomorfniho adenomu
je tedy dulezité, a to jak z pohledu patologa, tak
i klinika.

Pro nadory hlavy a krku obecné, a zvlasté pak
pro salivarni tumory, existuje jen méalo prognos-
ticky spolehlivych histologickych kritérii. U PA
Ize na mozny vznik recidivy usuzovat na zakladé
yklasickych® znaku, kterymi je tplnost a sila jeho
nepravého pouzdra (obr. 3), jakoz i existence
nadorovych pseudopodii, pronikajicich transkap-
sularné az do okolni zlazy (obr. 4). Tyto prstovité
vybézky, vétsinou ponechané pii pouhé enuklaci
nadoru [5, 9], jsou vedle intraoperaéni ruptury
pseupouzdra [24, 25] pi#i¢inou recidiv. Podle
jinych studii je predisponujicim faktorem pieva-
ha myxoidni komponenty v primarnim PA
a mlady vék pacienta [26].

Podle nasich vysledka neni statisticky proka-
zatelného rozdilu v poméru bunééné a myxoidni
komponenty v obou skupinadch primarnich, t;j.
recidivujicich a nerecidivujicich 1ézi; u recidiv
v8ak vyznamné prevazovala slozZka myxoidni nad
epitelialni. Tyto nalezy ukazuji na vétsi odolnost
nadorovych myoepitelii, jejichZ peroperaéné
ponechana rezidua lépe prezivaji ve zjizveném
terénu, nezli bunky epitelidlni. Uréitou analogii
Ize vidét v norméalnich chondrocytech, proptjéuji-
cich velkou Zivotnost chrupavce, jez je diky tomu
idealnim autotransplantatem. Lze se tak domni-
vat, Zze nadorové myoepitelie, produkujici mezen-
chymalni matrix nadoru, jsou hlavnim elemen-
tem, odpovédnym za vznik recidivy. Takovato
interpretace je slucditelna s nalezy Goudota
a spol. [16], kteii stejné jako my zjistili vyssi
ucast myxoidni slozky v souboru 48 recidivujicich

-

PA (z celkem 570 priméarnich), v porovnani s kon-
trolni skupinou nerecidivujicich PA, a zaroven je
plauzibilnim vysvétlenim vysoké, u benignich
salivarnich nadoru unikatni, implantibility pleo-
morfniho adenomu. UvaZovanou roli nadorové
myoepitelie, jakoZto rozhodujici bunky pro vznik
recidivy pleomorfniho adenomu [16], podporuje
i rozdilna prolifera¢ni aktivita obou jeho slozek.
Stejné jako Bankamp a spol. [17] jsme prokazali
vy$§§i uroven proliferaéni aktivity u bunék epite-
lidlni nezli myxoidni komponenty, bez zavislosti
na tom, zda tumor recidivoval ¢i nikoliv. Priorit-
ni je pak naSe pozorovani statisticky vyznamné
niz§i proliferaéni aktivity v epitelialni i myxoidni
komponenté primarnich nerecidivujicich pleo-
morfnich adenomt v porovnani s témi nadory,
které pozdéji vytvorily recidivy.

Ze zjisténého poméru epitelialni a mesenchy-
malni slozky pleomorfniho adenomu a z trovné
jejich proliferaéni aktivity v obou primarnich, tj.
recidivujicich a nerecidivujicich formach
a naslednych recidivach, se muzeme domnivat, Ze
recidivy pleomorfnich adenomu vychazeji z nado-
rovych rezidui s vys$si bunéénou kinetikou. Jak
jsme ukazali, MIB1 index v nékterych epitelial-
nich oblastech presahoval 10 %, tedy hodnoty,
které vidame u nepiiznivé probihajicich salivar-
nich karcinomu. Rezidua s nizsi prolifera¢ni akti-
vitou zustavaji pravdépodobné Kklinicky néma.
V operovaném, vétSinou jizevnaté zmeénéném
terénu pak perzistuji prevazné odolnéjsi bunky
myoepitelialni s minimalni prolifera¢ni aktivitou
ve formé mikroskopickych uzlika. Ty rostou
velmi pomalu a starsi pacient se klinické mani-
festace recidivy ani nemusi dozit. Lze se tak
domnivat, Ze a¢ druh chirurgické 1écby je zavaz-
nym faktorem pro recidivu pleomorfniho adeno-
mu, o jejim vzniku rozhoduje pravdépodobné
i charakter (epitelialni vs. myxoidni) a proliferac-
ni aktivita ponechanych nadorovych rezidui. Jeji
hodnoceni pomoci MIB1 indexu je mozné jen na
jiZ odstranéném specimen, takZe tato metoda
nemuze rozhodnout o rozsahu operac¢niho vyko-
nu. Vysoka uroven prolifera¢ni aktivity v primar-
nich tumorech vsak je duvodem k peclivé dispen-
zarizaci nemocnych, zejména tam, kde histopato-
logické vySetieni nevylucuje ponechana nadorova
rezidua. K dalsimu osvétleni ucasti biologickych
vlastnosti pleomorfniho adenomu na recidivach
by zfejmé prispéla studie, zaméfena na apoptézu
nadorovych bunék tohoto tumoru, o niz vSak
v soucasnosti neni nic znamo.

Podékovani: Vysledky byly zpracovdny statis-
tickou analyzou, za jejiz provedeni dékujeme
panu RNDr. Frantisku Sefrnovi z Fakultni
nemocnice v Plzni.

Za pomoc pri mikrofotodokumentaci autori
dékuji prim. MUDr. Petrovi Mukensnablouvi.
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