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����� ��	
� � ���� ��� �� ����� ��� � ���� ���� ���� ���� ��  !���"� #�

��$ ����% �&�'�(.*�� ���� ��� �� ����� �+�&,   -��./� :  

�&�12  

  3��4��"��� �� �5+ ��$ ���� ���� �����LC-MS  -1� 6�!���"� ��7�����.���� 8!�2 89� ����� � ���

��� �� �:$ &;"��	
� ���7�<���( �.�� =�> �� .*�� -	�����&�?�!�4�@ A�  �� ��%�� *	B � ��$ ����%

/��� C��D� �&�&( �-��� E� �� ��� -� ����� -"��� F�/� 7�����/� A&/"�� �&G "$�/G//  A��%� 7�� �� .&

6�/1������ ���-� ���4"�� H��;� ��:�   ���� ����&��GI 5+ �� �J�� =K,���� �� �� �L� �� ��	
�

"@�.����� .&�� �&G ���4"�� #�� � ���M( N�	9� ���-"���) -1�3�!��� ���� ���/B �(  ���/B � �&, ��

���� � #�$ ��� ��*L	Q �� �&G R9S� ��� ���&, *�!���"� N�	9� 6� ��1G� ���(1-5µg/mL)  ���4"��

�&G���� �� 8�( .&���� -1�!���"� ��	
LC-ESI-qToF-MS -"��&�T�;� �� �� ���� A ��� ����� ���

U��9"�� 	�% �� V	"9� ���� HM, ��) -!� ��� A���"���"��H���"�  ��( �� HM, ��&� ��� A(H�����/H���"� �

 �SQ � HM, U��9"�� �� -5� �� &��5�� ��� 6� �SPE- �+ ��&�?�!�4�@ Y��"�� ��Q =K, �� .&/"@�Z ��

 ��	
� � ������������ ���� �� ������� ���@�[ \��� �� ���� �������� C�5� �� 7��;� ���� *� ��

�3�&��) (���� ��#�$ ���� #�$ ���� ����� A���� �(�&G ]�	^�) �&G 6S$ ���  ��1G� -1�!���"� C����^� �

���� �+�&, A��� *B�� .��� -��KQ Y�3� *!�$� 6� H�5�� � A-;+�� -Z&�� ��� ��1� ���� A"@���K( �� 

�� ��$ �&G  _� �� .*�� �&G "@�Z �L� �� 7�/'�� `��� \���� �� -1�!���"� C�;!�:� ���� ��%� *�	��+ �

&G R9S� ��&�?�!�4�@ -��9"�� =K, � 7�<���( �&��� 7�� �� HM, a�
! ��    ��5J� ��Q *�!���"� 8G�(

A�&�� &�!�� *�	��+ �� U��9"�� A�&�?�! *B�� �+�&, A�&G �� ��$ �� ���Z��� �  ���� �� /��� C��D� ��� 

��"
�� "���� E�$ U��9"�� ��1	�B ���� �	B 7���_��/� A&�?�!�4�@ ��� ��Z =K, � .*�� ��� 7���

��� -	b� *�����Z ���� *�!���"� -��BM>� 8G�( -!��;� HM, �� U��9"��  ��� Y  -!�1!�� ��� �� ���

�?�!� �& �� ���� ����� �4c� .��� ���� ���� ����� ���� #�� E�9"�� H��;� ��:� ���"���"�� �� U��9"�� �

 HM, �� U��9"�� 	,�� 6� ��&� �� ���4"�� A7�����/� I��� ���M( � #�� ���� ����� ���� �D�� ��� �+�&,
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�������� � %�� �� .��G "@�Z �L� �� &��� ��� A�d�, ���   ���&� ��%� ���"B� 7�� ���� -	�!� e� ���  �&@

 C�BM>� ����� *�&� ��L/� � *$���( ���� f�� &, �� 8�� *��+ 6� �&�?�! C�5� �� ��� �� C�BM>�

*�!���"� ���� �� �"S�� �&�?�! ��Q ���LMW  .*��  

  

����� ��	
� � ������� ������ ���� ����� ���  

� �� 1/�� ������� AY��G ����� ��� �d�@ � � ������ VS  8!�2 �� *��@� &/��� ��
� �3�!�/1� ���

6���!���"�*�!���"� �� (���.� *S.��) g��% -���� 6� h��� ���� �� 7���( -!�1!�� ��� �� ���(LMW) 

� -@��Z������  ��� 6�/1� .&/"�� #�f 7�;� L
! 6� �� -"��� � -!�	� Y"��� �� �d�, / g��

 (-��% -�/� V�>) -��% ��"���"1?��(LC-MS)  ��&;� 7��"Z��� 8����� ���� ��� 7�����&��( ���/B �

*�!���"����� �� ���&G &���� -"��� ���   -��./� *�� 7�./� 8!�2 6� ���� -��J% AH�, 7�� �� I&��

��� ����� .&G�� ���� ���� ��	
� � ���� �� �5+ ���� �������� ��/� -@��Z������  �����&% �� �5+ ���� �

���� � �:$ &;"�� -	�	
� 	,�� 6�i�����   -��./� �j�� � A*�� ������% &/��� �&�'�( -"��� ��� ���

 ����% ���� ���� ����� ���� _��/� -��J% 6�/1� e�� A�d�, H�, �� A��"��� .&G�� "G�� ��%� ��$

S.�� ���� "@� ��1� ��$ .���&� ��%� 6���!���"� ���.� * ���� ���� ���� ����� �+�&, 7�<���( ���� 7�� ��

 Y"��� *�M� ]4, ���� A��	
� � ���� �� �5+LC-MS A*�� ( i����� ) /��� C��D� &�&G 8��  �  �

 -!� HM, �� ���� ����� k��> �� H��;� ��:�C���, �� ���4"�� �� ) A7�<���( ���� 7�� �� A  �� �� A ( &��� ��

 ���� ����� ��� 6�/1� A7�� ��%� �� .*�� �&�� *�&� ���� ����� �4c� &/��� �SQ ��( �� ��� 6�/1� k��>

-� #����   -!��;� ����-�� E��, � &��G7�<���( �� ��MB A  &���� ( ��� ���� ) �3�&�� �.�� C�5� �� A��
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���� ����	b� 8!�2 6� -"��� ������ �� - -"��� -	�	
� ���LC-ESI-MS  A�� �� ��f�� .&/"��

��Z��1�	Z�4�@����	Z �&�B ��:� ) �&�?�!�4�@ ��� �� *�� 71�� ( ���M( �� -	b� ���&�?!�4�@ A ��

 *�!���"� 8G�(LMW  -"��� F�/� 7�����/� A&//  ���� �:! -5:+ C�5� �� ���� �j�� � A ���K( ���1� �

  ��J/(� �J�� A l�
"� ��@ _��/� ������Z E��Q �� .&//) -	�	
� ��"� � -� g��� (��"� _��9� g���� -

����% �� ��"� �� �&/  � � &/���*�!���"� �� ����� A �&;� -	�	
� ���$ -���&� 8���@� ) �.�� ��� ��( m

/��� C��D� ��!� AHM"$�c9S� ���^� A-� ���� (�����&% ����@ .&��G E� �� *	B � 7�/'�� ��&�?�!�4

�&�&( 8���@� � -��� �� �j�� � ) �&/��G 6�  ��� ��Z #�% *+� �� E�	:��� �D� ���� A��ES+ ���� A (

*�!���"� �� ���;� ���LMW  � �.��HM"$� �����^"� h��� ���� _	Q� A �J�� %�� ���+ *��/% � %�� �� A

��� � N���� F�/� -", �� ���@�&G "$�/G ��$ �� � .&������% �� �J�� =K, AC�L,M� 7�� YQ� -	B ���

-� 6�!���"� ��	
� � ���� �� �5+ -��$.*�� �&S� -���� �� ��/� =&�  

��� � � l�"S� C��D� -���� �d�, ;!�:� -	b� =&� �� A#�� � ���M( U��9"�� ����&�&% ���J/S�( ���

 6� �����  k��>qToF-MS �( �� C��D� .*�� 6���!���"� ����% ���� ��( �� -!��;� HM, � ����� ���

 �� ��&�?�!�4�@ =K, �� -���� 7�<���( HM, _� �� � A�SQ ��( �� HM, ��&� 6�/1� 6� A7�<���( ����

���"� ;!�:� �� E�2��2 �� AU��9"�� ���K( ���1� � A/��� C��D� ���  �+�&, AU��9"�� -����  a�
! Y��!

5/% .&�&G -������ �K^� �L� �� �&G �� ��$ �� ���Z��� � -Z&�'�( A��� *B�� &/��� A�.�� -	�B ���

���� ��	
� � ���� .&�&G "@�Z����� ���G ��"����G ��� �"� ) ��	
� � ���� A��"�� -	$�� ��� ���

�� V��;� � A��� �$�� �� #�� %�� ( a�
! �� �&//  6�  ���"$ �������� �� m5��� -��KQ Y�3� C�5��
�

-� �� ������ .&G��  

-���� 89�  

��.!� 6� � ���� ���� ����� �� -!��%� -���� 6� ( ��  &��� )  ��	
� � ���� ���� "@� ��1� -���!���"�

����� �1G ) *�� �&G ���� ��S� ( -	��1� ) ��5�"S( C�BM>� �� ��S-1.(  
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 �1G1����, S�� . �&G 6S$ ����� �� #�$ ��� ���� =M"$� *�@�[ �&//  i1;/� -(1µg/mL) 

���� ���� ����� � %�� �� ���M(  ��"��) -��&"��pvalue = 0.001  ��� *!�, A�����( G�$ 	b�@ I

 *�� �� n�� \���� � %�� �� A���� 6� �� -��% V�> 6� C&G �&/�� ��S� -.�� H�	� �� . (-4/�

.o2 V�����"� � A&/"�� -��% V�> ������ �� S�� .&/"�� ���M( (���+) 6S$ � (����) #�$ ���

 g��� k��> �� �&G h��� -����,singHeatMap  Y"���.!� ��MAIT .*�� �&�� *�&�  

HM,=�;� � ��.�� HM, �� Y"��� 6� �� �&G �J� R!�$ ����� E� �� ���4"�� �� -�� ���Millipore 

Milli-Q   -������ZA10  )Millipore, Bedford, MA, USA .&�&G ����� (HPLC  AH���"� ��( ��o -

) 6��4�@ &���85% -�����G * �G �� 6���@ &��� � A(Scharlau  )Barcelona, Spain  ( A&G ���&��$

 �LC-MS  ���"���"�� ��( ��0.1%  �� 6���@ &���Fluka  -�����G ���� .&G ���&��$ ����� ��:� ���

 :&�&G �J�D-L- A7�"���� L- A7��f� ��/@L- A&��� 6�!�Z A&��� 6�!�  -� � �� �/ �1�	Z A��@�"?���

) A6��/���� &���-(--(���"�� A&��	  7�!�  ��"�� A6�"�!�( &��� A7���!���� A7���! A7�1�� -L- 7�"���� 

 A&��	 ��&��1-O -��"�!�(-sn -����	Z-3- A7�!� �4�@1-O -��h��"��-sn -3-  A7�!� �4�@α - -� ��&��
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 ) &��� 6������Sigma-Aldrich, St Louis, MO A(4--� ��&��  ) &��� 6���(PhytoLab GmbH 

& Co. KG )7��/���� � A(Extrasynthes, Genay, France .(  

 *�!���"� N�	9�16 .-�� -h�%  *�!���"� ���&��"�� N�	9� 6�16 ���� C�5� �� �� -h�% ����� -1�3�!��� >

 &��� �� �"�� 6� A �j��Z 7���	Z ���� �� A-!� &��� � A7�"����  �� A/��� &��� � ���G   A&�&G

 -	��1� C�BM>� �� C��h�% ) &�h���M@ _� �� �� � 7�!�  ��&���4�@���! �� AE�2 &��� 6� A7�!�  � 6�"��

-4�  H�"/  ���� ���&��"�� N�	9� .( *�� �&�� ���� C&G A���&J.� ���� A#�% *+� �� C��L� ���� A��

H�/.�� "�%�� ���� ���� ���� ����� ��� �� -������ -������ ���� � A ������ *����, �� -��J� -Z&��� � A��

���� ���� �� C�@M"$� ���  6S$ V	"9� ��:� A�&S� 6S$ A ( -� ��� ���� ) �&G 6S$ -"��� ���

���4"�� �&G  .*�� �&G  

.-"��� ��� ���� ����Z&// �&�� ���@� ���M( � #�� ���Y�3� *!�$� �� 8����� �� �� Y!�� ��  ��Q� �� -/;� A

 )T0 �J"�� �� � ((T1)  =�c� ;!�:� 6� � �h� �  ��, =�c� ;!�:� 6� _���� �4  ���+ E��G �� "4�

% � ;!�:� q�> ���� �� ���  C��h�% .&�&�� *�&� A���� �� �� �� .*�� �&G ���� q�G M5+ ���� ���� g�

���� ���� �� �� ����� ��	
� � ���� �� -"��� ���K( ���^� �� ���Z�	% ���� �&G N�	9� -"��� ���

��� �� ����� ������ .&/"@� ��1� ���� ���� ����� ���-80  ���$r ��	
� � ���� ���� �� ���Z -"��� %��

� � &�&G.&�&G �����( *� ��&G ���� q�G &;� ��   ��:���  

.���� ���� ����� ���� ���� ����� ���� A���� �� �� �� .&�&G #���� ��Z�&% ��:� ���M( � #�� ���

 .��� -@��c� C��c� ���� ���� ����� A ���� �J� �� _c;� �� ���Z�	% ������ A��	
� � ���� ��� ��

� ���� �� ����� ��T0  �T1  *�!���"� N�	9� �� ����/"� � &�&G E�r s� ��� �&G ( N�	9� ) ���� g�%

16  ) -��J� *L	Q �� �� A -h�%1  �5µg/mL( E� �� �� AMilli-Q  #��� �� *+� ��" �@ ]4, ���� A ( #�$ )

���� .( &�&G 6S$ ) &�&G ]�	^� �� i?� ����� ������ ��(1mL)  �� ����� A20µL  ��o - &���

*�!���"� *@����� ���  �t �&, � �f���  ��Q -!�1!�� 7�� CM��;� 7"�1G ���� A 6��4�@ ��:�   ���

�&G �c"� 7�<���( � Y1
����� .&�&G @�d� &�� ���� ��1  ���� A&�&G i1��� ��+�10  ���� �� ��+�4 
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��� T�;� �� i?� � A&/"@�Z ���+ 7 �� ���Z -"��� %�� ��� �� A f�� -���	�B ���� �� *�!���"� U��9"��

 .&/"@�Z ���+ A -/@ ������1� �J� ���� A9�� �  

���� U��9"������ . ���� ��2 ��� � ��+�) ���"���"�� Y�, ����� � �� _� ���A) H���"� A( ���B �� A(

 *5�� � H����� � H���"� �� _� �� 6�50:50  ��� )C&�&G i1��� (  � ��4  ���� ���Z -"��� %��10 

� ����� ���� ��+�&�&G ���� .� 7�<���( �"S�� ���N�	9� . �� i?� ��10000g  ��4 ���Z -"��� %�� A

 ����10 .&�&G ���� g�% -��� C�;��� � A&�&G 3��4��"��� A��+�  

.������"	�@��"!��  ��� ��D �, �� ���� ���� k�+� k��> �� 7�<���( =K, A E� �� ������ � YMilli-Q 

 �� ������"	�@��"!�� �� H�5�� � A&G #����9100g  ��4  ���� ���Z -"��� %��1  �4c� k��> �� A*B��

HMT  ����[ -!�1!�� ��� &, 6� �� �&�!�� �9	"9� ��!�	� �SQ 6� �� ��%�� ���&,��5000Da  �� A

 .&G #���� ��$��  ��;!� ��"�� k5>  

 U��9"�� �� � HM,SPE - .&�?�!�4�@ =K, �� � ��"�  � A�&��� HM, �� U��9"�� k��> �� ���� ���� �����

 ) ��&�?�!�4�@�1�	Z &��% ��@ �� U��9"�� �� H�5��SPE ��� ) (E C�
4b �� ���4"�� �� A (96 ��4, ��

Ostro '��� �� C�
4b ) ��S@ ���Ostro  AWaters 
4b 6� .&G #���� (Ostro � 
4b 6� ��� �

 �&//  ���� g�%96 ��4, *��D uM$ � �&G �c"� � A v/� ��S@ 6� �� �&//  ����� &/2 ��."�� 6� �� ��

���� .&G �� H�5�� � A&�&G ���� H��"�� *?�( 6� �� �� ��4, �$�� � �� 6���@ &���1%  ) ���"���"�� ��

3:1  �� 7�<���( ���� ����� ���� ( ���� / HM, HM
�� 8���@� ���� *B�� � i?� N�	9� .&G ����@� ��4,

 �� � =&G N�	9� ���M( 7�<���( E��� �� ���M( C�5� ��4  ���� ���Z -"��� %��10  ����� ���� ��+�

 uM$ .&G ���� .� 7�<���( �"S�� E���(15in.(~381mm)Hg)  
4b ���� i?�Ostro  ����10 

�."�� 6� k��> �� A ��+�l�� ����� wB��    A*@� ��1� uM$ �&//  ����� &/2 � �� �� '��� ���c, ���

-� �&G ��� ���� 4
b 
4b �� � �&G �4c� ���M( �&�?�!�4�@ ��Q C�5� �� ���G E��� HM, I��G

 �&//  ���� g�%96  ���� g�% �� ��4,"�� �� &;� ���� ��� /��� � -%��$ ���&��"�� e�� .&���Z U��9

.&S� ����@�  



7 

 

HM, �� �� ��4 ��� �� � A&�&G ���� .� �J�� �� ���4"�� �� �5+ ���Z -"��� %�� ��� x��� 6� �� ��

 U��9"�� ���� �� 1/�� T�@ �� A&�&G #����4  ) U��9"�� ����  �"5�� ���� � ���Z -"��� %��10  ( ��+�

��Z�	% -"��� ��� ���� _��9� ��  *�� 71��*�!���"� E��� �:$ � �&G �-� 8��  �� .&���50µL 

 
4b U��9"�� �� �% � A&�&G ���4"�� ���� ����� ������96  �� ��4,Ostro  ���� Y�, �+�&,   A

100µL  ��� i����� #�� � ���M(   7�� T�@ �� .��� ���� ����100%  -!� HM, &b�� �t �&, A&/"�� -��

���� ����9"�� ��� A �  �� A&G "@�Z �L� �� -%75%  ) ������"	�@��"!�� ���� �% � A���100%  ��MB .( -��

�� ��95� � �������!�?�! A7�� ��-� �L/� ��2 A&G ��� ��� ���  6S$ �� R+�� HM
�� �:$ �>�9�    &��

���� � -���
� 	,�� 6� A ���� ������ ���� ��� -> �� 6S$ ��� �&��� -+����  ����� ������ A7�����/� .*��

 ���� ��� ���cB �� ��(120µL)  *5�� �1:1  E� ��Milli-Q  k���� 
4b ��HPLC  � ���� �� �5+ A

.&�&G k�+� V�;d -@��Z������  � ��"� �� g��� �:$ A7�����/� � A -!� &b�� 8��  ��L/� � A��	
�  

 *�4�  H�"/ (QC) �/'�� ��� q�G � �� ���� :&G #���� ��	
� � ���� �� �5+ 7QC1  E� ��� ���� A

Milli-Q  IQC2  *�!���"� N�	9� A16  ) -�� -h�%5µg/mL  � I ( ���&��"�� -��J� *L	QQC3  E�9"�� A

 � ���� -!��� �� ����� A"�� �� �� V!�9� ��� *�;d� �� �&G k���� ������ -"��� ��� ���� -@��c�

 .��	
�  

����� *�&� ���� ���LC-ESI-ToF-MS  . Y"��� ��� �� g��� -@��Z������ HPLC Agilent   ��

 ���1200RR  ��"� 6� �� ���4"�� ��Phenomenex RP 18 Luna  )50mm×2.0mm, 5µm �� (

40  C�S����� .&G #���� ���Z -"��� %��MS  ����( ���� &��5�� ( �(�����  ) -5:+ ��J2 6� ��� ��(q-

ToF) QSTAR Elite   / -"��� ��� Y"��� ���� "@� ��1� )MDS Sciex g5/� 6� �� �&G ��J�� (

 ��?��TurboIon *�;d� 6� �� �&//  ��B 71�� ���&
� 6� �� *5t� � -4/� ���������� ���70m/z  ��

700m/z  #���� m���G .&G #����LC-MS � ���� �&G /�J� ����� #�!���"� ���.� *S.�� ���� �5+ �� i����

 �� -!� &b�� �>�$ � .(*�� �&G h��� -	��1� C�BM>� �� C��h�% ) *�� �&G ����� V	"9� -"��� ���

 8��  C�4��
� �� C�5� �� ��S"�G ����� �� 6�( �1G ]4, ��L/� � k���� Y�, A-%��9"�� ��� ����
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 ����( ���� .*@��(ToF) ��� ) 7�!� ���� &��� �� �� ��m/z 79.9568   �m/z 514.2844(   )

1pmol/µL��� ) 7��?�� � ( �� ��m/z 195.1651  �m/z 609.2812 ) (1pmol/µL ����  _���� �(

 ���� �� �+�&, �� A��	
� � ���� �� �5+ .&G ��5�!�  *5t� � -4/� ������5�!� QC2  ���Z��� -���� ����

 C�5D � Y"���RT Y�, � AH�/.�� C&G A ���&��"��+� ���N�	9� .&�&G ��	
� � ���� -��% k� ���

 7�/'�� HM, � ���� -> �� -��% -Zj�� "���� HM, �� -��� U��$ *��! ��2 A&�&G k���� -��J/� �

���� ��	
������ ��� A�� �� &;� .��� �&S� "@�Z �L� �� ��5 – 10  �� Y"��� ��J� ���� -"��� ����

#�� �� ���M( ) ���� N�	9�  ������ ���� -@��c� q�> 6� A-!��",� _c;� �� ���Z�	% ���� .&�&G k���� (

 ) &G ���4"�� -!��� YL/� ���%� ����~ 10 ���� YL/� ��	
� � ���� k��> �� A ( 5��� �� �� k���� ���

QC  ���G30%  .&�&G �&% ����%� �  �� A -"��� N�	9� ��340  ) &�� *�&� -!��"� k����170 × 2 

 -	�	
� ���@� #�� m��� Y"��� .( ���������� Cf�,2.0   "@� ��1� -"��� ��� Y"��� m���   &G H�"/ 

*�� �&G d�B )Foster City, CA, USA.(  

���� ��&5� � �����( �1G ) *�� �&G ���� ��S� -	��1� C�BM>� ��   ��:���� . ��S-1���@ A(���� �� ���

G � #��Z������  #�$*��@ _���� � -	b� -	�	
� ( *��@ ) �1 ���(*.wiff) 6�( �� ��(*.peaks)  �

mzXML (*.mzXML)  ���@� #�� �� *��@ &G �b�, ��/��>� �� A&�&G ��&5�MarkerView 1.2.1  )

Applied Biosystems, MDS Sciex, Toronto, Ontario, Cannada ��( �� ��� "�� �� � (R 

� #�� .*�� ��Z��� ���@MarkerView  �� ��( ��� "�� �R  ����� ���� ��1� ��L/� � A����� ��:� i?�

���� �����( ���� ��1� /7��.��% 6�( ��� /��Z .&�&G ���4"�� ��"����G �"S�� ��	
� � ���� � ��

  �� -"@����MarkerView  :&�&G Y�L/� 7�/21.5 A-4�> 6�( T�B �+�&, I1ppm 6�( T�B �+�&, A 

 A ���&J.� ����3  AHM"$� ��"�� � I���D5/��Z . ��
� ���+ ���&J.� ���� :&�&G Y�L/� 7�/2 6�( ���� ���

 A0.07  A ��
� ���+ #�% I��+�0.02Da  A C&G ��"�� I5���� B���� .H&� �� �5+ �� � -���L� ����� ���

 ) -���L� ��QPCA APCA-DA ) &��� ��1� (MarkerView software version1.2.1 �1G � (

 � %�� �� ��^"� ) ����( U�&� � -�"���.!�1 ��( �&/� "�� .&�� ��( &G ����� ��R ��  "$�/G ��$
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 ���/B � �&GMAIT  *�!���"� �� ��$ -����/G )Toolkit  ���� ��1� ���� ( �(��� #�� � �&G *5D F��"$� A

��4"�� �f�&� q�> 6� � A��;�� 8��  A���4� � 6�( R�9S� ���G -��!���"� ��  &��� #��� �5���� � &G �

 -> �� ��  &��� �� "@� ��1� C����L/� .*�� �&G �� ��$ YJ� V�> -����/G � 7"@�� �� A-��% V�> *$��

 ;���MAIT ���� �����( ���� /�J� C��b �i����� �� �b�, -��!���"� ��� � A-"��� ��� *�&� �j��

 A��L"�� ���� y������ ��� 6�( -���� k��> �� �J�� -."���G � A&�� �&G ����� �� 8����� ���G *
� �&��

��� � A-@�d� C�5� ��*�!���"� �� �&G ����� ������� �� �&G 6S$ ���&��"�� ��� V�> �� -"��� �   ��

 &�� "@�Z ���+ g��� A6�( R�9S� ���� .&�&G &����R XCMS  ��  &��� m���MAIT  �� ���4"�� ��

B���� ��"�� ���� �% � AT�@ 8�( ���S/N )snThres=3 &��� ��/J( �&/� ���Z A((bwGroup=3)  A

 #�% ( *��9d ) T�B �&/� ���Z �(mzWidGrou=0.05)  g��� Ai?� .*�� "@� ��1�R CAMRA 

-Zj�� ( G�$ ) "�� ����y������ A-!�1!�� ��� ���G ) ���1� *�!���"� �� �b�, V	"9� -��% ��� ���C 

��� ���� �� .*�� "@� ��1� V�> �� ( g5/� �� C�;:+ � A-@�d� C�5� �� A m��� ���JS�( ��;�� 8��  ���

 ��  &���MAIT ��� ����� �������� ����� C�&+ ��5J� � ������ ���Z ��" �@ A�&�� *�&� ��� -4/� ��Q i�

-Zj�� �����^"�   ���� B���� 6� �� ��2 A *@� ��1�-� �� �� -��% ��� i����� _� �� 6� � &G��

����-� ���^� V�> ��;�� a�
! �� "@�� 8��  ��� &/2 � ���^"� 6� ��	
� � ���� T�;� �� i( A&���

.&/"@�Z ���+ ( %�� ���+ ) YJ� V�> -����/G ���� ���^"�  

����"����G ��	
� � �� .  �� ��( ��� "�� ����� ���@� #�� �� ���4"��R  #�� .&G _� �� ��� ����� ����

 ���@�MarkerView ���� *�4�  7��z� -������ ���� ��U��9"�� �  � "���� C��D� A  � ���� 7�!�� �� � A

6�/1� k@�� �� ����� ��	
� ���� ���� ����� ���G ���4"�� -���L� ��Q ��	
� � ���� .&(PCA)  �

 ���^"� &/2 -���L�(PCA-DA)  .&�&G #���� U��9"�� �  � "���� C��D� -������ ���� *�� ���t  8���

\M  7�� ���^"� 6� ����� �� ��� �� *�@�[ -������ ���� -%��9"�� ��� �� ���� �� � �� ���� ���

���� 7�� �����) #�$ -"��� ���  ) �&G 6S$ V	"9� ��:� � �&G 6S$ A ( �&S� 6S$p<0.05 ���4"�� (

*�!���"� R�9S� .&�&G �3�&�� ���f��;�   ����% �� ��� -����  ����� ���� &���� ��z, ��$ ���
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���� ��� �� U��9"�� �� ��( ��� "�� .&�&G -���� #�$ ���R ����� ���� � -����� ���� \M  ���

 5��� #��(XCMS, metaXCMS( *�!���"� -����/G � A���� �&/� �5> g>��"� -������ A � f�� YJ� ���

 Y�3� *!�$� �� 7���( #�$ ) �K^� Y��!���"� ;!�:� �� �� AC�5��
� 6�  � �&G Y�L/�T0 ���� ����� �� -

 ���T1 ����"�� ������ .&�&G ���4"�� (PCA  A5;% ������ A-����, S��-Zj�� � �� �� �� ������ ���

.&���� &�4� v��"� Y���  

.w
� � v��"�  

���� *�4�  7��z������� *@���� ��@ ����� �� -@��Z������  Y"��� C�5D . k��> �� �&"�� ��PCA  B����

���� ��� ���� ) &�&G 8����� -��J% ���QC "�� -��G�?�� m��� � ( -"��� ���Q �� I&�&G &���� �� E

 ��1G� H��"��(QC1, QC2) G�$ ���� ��\M  ���� �� {d�� -��z@ �����&% I -."$�� �� ���� ���

 ) ���� -@��c� � YL/� k���� � %�� ��&� AV	"9�PC1  ����� ��PC2 q�> �1G �� ����"�� ���S-2  ��

���� -��� *�;+�� � I( -	��1� C�BM>� ���QC3 �� �&G k���� ������ ) "�� ( ������ �� �[�/"�   ���

-� ���$ &�� �&G k���� �&"�� *�!���"� C�5� �� �� C��L� k��> �� ����%� ������ �� -	�	
� F�/� .&���

���� ���&��"�� ���QC2 ���� B���� �� ����� �&G k���� ���&
� �&/��G�( A ���  ���RT  ��0.27  ��+�

�&��"�� ��S"�G �� ����� ) :��D-L-  �� ( 7�"���� 7.30  ( &��� 6�"��!�( :���&��"�� ��S"�G �� &;� ) ��+�

*�!���"� ���%� � ��%� ���K( ���1� *�	��+ .&G -������ ���RT #�% � ����� *��@�� ��:� k�+� ���

-��!���"� ��	
� � ���� �1���( ���� ���J/S�( *�4�  ������;� *@�� ��"�Z � 8/ �� ���� ) 7�� ��

"�� �$�� � �� "�� �� 8�� � ��0.02 -� ���^� ��+� �� 8�� *�� � -��% *+� =��
�� A&���5mDa 

-� ���^� 6�( -,��� ) ��� 89� *��d� H�/.�� C&G F�/� � A( &���CV<20%*�!���"� ���� �% � A ( ���

 ��&% ) ( &��� 6�"��!�( ) ���������� ���� Y  ����� s��( ��S-1 ) *�1G e�� .(&�/�5� -	��1� C�BM>� ��

 -�����% ) C����^� A*����, �� 8��  6� �&/�� ��S� -��."�� ( R��RT  -��% *+� �� C����^� �� A

���� A7�����/� .&S� �&��S� Y"��� ���1	�B m���G  ���� ��&��( � -��$ ������ ��HPLC-q-ToF-MS  �

���� ��/��>� *�	��+ ���� ���� �� .&���� ��/��>� �&;� ����� ��	
� �  
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-	  U��9"�� ��( �� C��D����� G�$ . C����"�� ������ ��z@ �� -"��� ���PCA  )PC1  ����� ��PC2 (

-� �L� ����� F�� � �� &G�� �&G ���4"�� ���� ����� ��� � "���� �"S��   &�� A6S$ A6S$ ��Q ) ��

;!�:� ��&"��$�&� �� i( A-� &���� -��J� #�!���"� ���@��( R�9S� ��� �� ���� U��9"�� ��D��   A( � ) ��G

 �1GS-2 .(&�/�5� -	��1� C�BM>� ��  

 ��� �� �&"�� U��9"�� m���G C��D�RT  -1�( -,��� �16 ���� �� �&G 6S$ ���&��"�� *�!���"� -"��� ���

 A ( ��� C��D� @�d� � -"��� N�	9� C��D�  ) ) &�&G -������ ( ��� C��D� �J/� ) -�� ��� ���� �� ����� ��

 H�&%S-2  .(&�/�5� -	��1� C�BM>� ��  

���� ���� ��S� ��"@� 6� AH��;� ��:����� �� ����� �� A #�� � ���M( ��� &/2�� A&G �&��S� A-�� ���

*�!���"� �� ���� ��"Z��� /��� C��D� �� "���� ���M(� ���;�� &d ���� �� ���4"�� .��� -S����� ��EDTA 

-� ���� i����� �� 7�� �&G �&��S� =M"$� �� 8�� 6� f��",� ��$ �  �� ���M( �����&% -> �� A&/ 

 ��2EDTA *�!���"� 6�( s��( �� &�&G �D� �>�9� ��	
� � ���� k��> �� ��LC-ESI-MS  :��� � A

 �D� � /��� C��D� 6��
�-� ��S� U��9"�� ��  .&��  

 
4b ���� 7@ k��> �� ���� ���� ����� A-"��� i����� �� �� ����96 ��4, ��(E) ��Z =K, ���

H�"��!�( ) &�?�!�4�@���!-sn -����	Z-3 -H��"�� � 7�!� �4�@-sn -����	Z -3 -   ��:���� A( 7�!� �4�@

-� ��L"�� 8���@� 6� 7�/'�� -!� A&�&G 7��;� ��� �� 8�� ) H�/.�� C&G �� &�&G30  -,��� �� ��f�� �����

��� �� ����� �� A�&��� -+�� �&G 6S$ C�5� �� �t � ���� ( 6�( ���) �.�� ��� CV<20% .&G R9S� (

��� ���� ��8����� -!��;� HM, �� U��9"�� ���  ���"���"�� �� 7�<���( ���� ����� A�&G(A)  H��;� ��:�

#�� E�9"��  HM, ��&� ������"	�@��"!��   -!�, �� A��� ���� ���� ����� ����(D)  �+�&, �� -G��

*�!���"� �"�  U��9"�� ���� �j�� � A #�� � ���M( ���� ����� ���� -S9��D� ��1!� ����� 6� ���G ���

&�?�!�4�@���! ) -5:+ ��Q 7�� ��&��*�!���"� �� ( E�2 ���&��� A���"5�� ���  A��&�h���M@ ) *��� -��2

.��  ����� (7�!�  ���&��� "@�� 7��-� ��J/S�( �� �� �5+ S��� -	5+ HM, �� U��9"�� 	,��   &/ 
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 �t �&, ���� � =�[ ������ � -5:+ �"�  C�5� �� �&�5�2 �� ���Z�	% ��L/� � A ( ������"	�@ ) �4c�

�����"( � HM
�� #�f ���  �4c� ���.*��  

  

 �1G2 #��Z��� .��S� �� ����:� ��&"�� �� �� ���� 7�� �� � �� ����� v/( ���� �� -��G�?�� �&/�� � ;!

) -��KQ Y�3� *!�$� �� &;� ���M(T0  ����� ��T1 ��L/� � A���� ���� ����� ��� �� �� �&�� *�&� (

-Zj�� R�9S� 7��;� �J/� Y�3� � "���� YJ� -��% ������ �� &;� �&G � �c
/� ���� ���� ����� ���

���� �� ��@��� ���� �� �&G "G�KZ l��"G� � ��� -4/� -��� *!�, �� AV	"9� -%��9"�� ���(A)  �

 *5t�(B)  :�&G R9S� ��"�� .p=0.05  ����$�� C����^� A= 1.5  #�% ��
� /��� A= 0.02 /��� A

 ��
�RT = 9 .���D  

������&G ]�	^�) �&G 6S$ ����� �� #�$ ��(��� -����  . *�@�[ ���� i?� ���� U��9"�� ���

���� ���� �� ��1G� YJ� C�@M"$����� � #�$ -"��� ���*L	Q �� �&G 6S$ ��� N�	9� V	"9� ���

 ) ���&��"�� _� ��1  �5µg/mL�� A -��% H�/.�� C&G �� ���^� 7���f�� *@���� ���� � A ( *�� k��> ���

t  H�&% ) &G -������ -"4%S-3  -G�� e�� .(&�/�5� -	��1� C�BM>� �� \���� �� C����^� ����� � ���+

1ppm *�!���"� �� R�9S� ����/�J� ���� ���� ����� ��� e�� � A*��� =&� ��� &��� ���� ��

7�!�  ��&���4�@���! �� � 6�"��!�(� ���� ��� *L	Q �� A�� .��5� ��K( V��;� �&G 8����� �&G 6S$ ��

"@�� 7��-� ��J/S�( ��-5:+��Q 7�� 2�Z� A  &/ \M  7������� �� C�5� �� ������ �� &;� �� ���

�����@ HM, U��9"����� ) &���� �� ���A AB  A  �CHM, k��> �� -�  ��:� �J�� A ( f��;�   -!� ���

��� ���� ����� ����-�� U��9"�� A &�� �&G ���4"�� -��!���"� C�;!�:� �� �-� &���� 7��   A&��G   &/ 
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*�!���"� -������ #�./� N��",� &��� A����� �� .��G 7��z� ����� ���!�� -��!���"� ���� ������ ���� �� ��

 � HM, U��9"�� _� ��SPE  ��� ) ��&�?�!�4�@ =K, �� m5���E_��/� (� 7��� ���� ���� ����� ��

*�!���"� *��t � ���� V��[ -�  C����^� R�9S� ���� �j�� � A�&G C��L� �&��� -+�� ��� �� C�5� ��

��"�� A���"���"�� ) f�� *�5:+ - L- ) -5:+ � ( 7���! ( ���� ) A7�"���� L- H�&% ) ��� ( 7��f� ��/@S-3 

�, S�� ����c� .( &�/�5� -	��1� C�BM>� ��-� &���� -���\M  ��   &/ ���� ����� �� #�$ ) ���� ���-

�1G �� �&G ���� H�t� ) ( �&G 6S$ ���1  YJ� ����� ��"�� 6� �� = ( &�/�5�(P<0.001)  -"��� �

) .( �&/� "�� ) &G �&/� G�$ -(- A7�/�/���� A7�1��  -(�4-��"�� � A&��� 6���?�� -� ��&��-L - 

��� �� 7�"���� *�!���"� �YJ� ���&��"�� ���.&���� �����&% \M  H�<�� ��  

������� ���� �� #�$ ���U��9"�� V	"9� ������� . A"@�Z ���+ ��&�?�!�4�@ =K, T�;� �� #�$ ���

H�/.�� -J%�� ���+ ��:� A/��� ���&��� ���G   A&�&G �&��S� _� �� 7�&/2 ���� C&G 7���f�� �� ���

�"���� -� Z�j��  7���	Z ���� � A-!� ���&��� A7 .&/G�� �� &;� �J/� l�"S� ���&�?�!�4�@ (���! )

��� ) 6��M  HM, U��9"�� ���A AB  � AC ���1� ���� �� f�� F�/� �� &/2�� A&�&G ���� R�9S� ( ���

�1G ) -1�/1� ���S-3  �S-4 .(&�/�5� -	��1� C�BM>� ��  

�����&"�� �� ������� ����� �� ;!�:� �Y�3� *!�$� �� &;� ������ *��J� �� �� . �� ���� ���� ����� ���

 -G�� 7�� ����� v/( .Y���  ����� Y�3� 6� *!�$� H�5�� � ��1G� -��!���"� C����^� ���� -������ � %��

���� 7�� ��"�� *�� ) Y�3� 6� *!�$� �� &;� � ;!�:� ��&"�� �� ��t  7�� -"4%T0  �T1 *�&� �&"�� (

i����� ��"�� ��:� v��"� .&������ �������� �� �&�� *�&� �� ��	
� � ���� *
� i?�  -G�� 7�� ���

-Zj�� R�9S� ��L/� �   A&/"@�Z ���+ ( �"� ) #�� 5���-��% ���  &;� �J/� �&G 7��;� Y�3� � "���� YJ�

��� �� ���� ���� ����� ������ ���� �� �J�� �� ��@ � �c
/� "G�KZ l��"G� � V	"9� U��9"�� ���

#��Z���  .&�&G �1G �� �� ���2 -%��$ ) -1�@��Z ���metaXCMS����� ��	
� � ���� ( � �$�� ��

-� ��S� -G�� 7�� �1G ) &��S-5 -%��$ �&/�� ��S�   -	��1� C�BM>� ������ ��	
� � ���� ���� �� 

��� �� k��> �� CM$�&� H�5�� � ����� ���M( � #�� #�!���"� �� YJ� C����^� .( &�/�5� *�� -��� ���
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 &�&G ��1G� ���� U��9"��(P<0.05) *�!���"� 2�Z� A "G�KZ l��"G� � �J�� ���� �� Y  *���� �� ���

c� H�5�� � ���M( �� -S����� ��:� ��� ��� �� *��! 6� .&�&G C�BM>� ��   ��:���� �h� �  ��, =�

 H�&% ) &�&G -����/G *�� �&G h��� -	��1�S-4 / 8���@� ) ���^� F�� � A *���� {:� A_� �� �� ���� .(

��� k��> �� �&�� *�&� ( 8��  ��� ���� H�� E�9"�� 6� � A&�&G h��� ���� ���� ����� V	"9� ���

H��;� .&G ��J/S�( ���� �������h� �  =�c� ���� ��� 7�� ��� �� ���� �� -/;� A ���� ���� ����� ���

7����  ( -(� ) � ( 7������<� � 7�<@�  ) 7���( ���&�h�!�1!�-O- ��@ *�!���"� 6� A&����� �	ZII H�/@ -	( -

7��M@ ) �h� �  ���-3-7�"����  ���� YJ� 8��  6� .&/"G�KZ l��"G� � ( ��|�� ���M( ��� ��&� 7�/'�

���� .&G �&��S� ���� ���� ����� ��� � %�� �� *��  7��;� ;!�:� 6� �� ��$� v��"� �� k��:� �� ���

7�"����  ���� *L	Q � ��J+ =�c� 7�� ��+ -4/� N�5��� 6�   A&���� =&� #�!���"� � `��� \���� �� ��

-� ��J/S�( 7��   A&G �&��S� ���M(C�5� ��   &/   �&G "G�KZ l��"G� � ��J+ � �h� �  �� �� k��> ��

7�!�1!� AH�t� ���� ) �� �"� ��	
� � ���� .&/G�� ���M( C��D� 7�� H�<�� *�� 71�� (7����� A7���( ���

���   &���  ��1G� v��"� ���"���"�� ��( �� U��9"�� ���(A,E) -� ���� ���� �� C�BM>� 7��"S�� A&/��

��  ��� 7��"J� �� �� �� ���/B � �J-� &���� �� ;!�:� �� -��9"�� ��� U��9"�� _� �� A}�$ ��> � .&/ 

 � �&��� ���"���"��SPE  C�5� �� �� C����^� 7��;� ���� -��9"�� ��� 7�!�� ��&�?�!�4�@ =K, �� m5���

 ��@ &/��� A �K^� #�!���"� C�;!�:� �� "@�Z ���+ =&� -!��;�II *�!���"� �E��1�� �� k"S� ��� �/@ �� ���

Z�j��  � ����4b ���&��� � A�h� �  �� -;��� ���&
�   A�J�� 7���	Z ���RT  �m/z -� 8G�( .&/��

 �1G3 YJ� �� H�t� 6�*�!���"� 7��� *!�, ) �h� �  ��, =�c� �� m5��� ���ESI+  m���   -��./� A(

 ���E S� A &���� �&G �����&�� �� ) &/�P<0.0001  . ( �����( G�$ 	b�@ A 7����  ( -(� ) ��/  ��-

O-  *!�, �� C�4!�� �� k"S� � A&���� �	ZESI- 7����  ( -(� ) A -/;� A-O- �� � C�4!��O- ��"�- -(�)

 7���� (–O-  A *�� �&G R�9S� �5+ �� -"��� C�5� �� �� �� ��z, � =�c� �� ���� ������ AC�4!��

 -�f�> � m��"� =�c� �� ��� 6� � �h� �  =�c� 7�� ��+ -4/� N�5��� 6� A7�� �� ��MB .&�&G -����/G

 ����� �>�$ � A*�� �"S�� %�� � ����   A&G "�%�� ���� ���� ����� ��� 7�� k��> �� }�$ ��:� v���
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��S�� ��� 5/% ��� �� 7�"����  ���� / 7�"���  ��&5� � ���^� ��C��&�����  Y��!���"� �  ���G A&�?�! �

H�	� k��> �� 7�!���� {G�� Y�L/� .7�!���� � -"@�� -���, 7��;� � \��1��( �"� ���  

  

 �1G3��S� -����, S�� .H�t� �&/��*�!���"� �� ��� � ���M( �� �&G Y�L/� -4/� � *5t� YJ� ��:� ��

 ) �h� �  ��, =�c� H�5��P<0.0001b�@ IV��� .( *5t� -��� *!�, I �����( ���KZ G�$ 	 V�> ��

��"� � A&/"�� -��%���� �� �h� �  =�c� �� �5+ ���M( ���(T0)  �2  �h� �  =�c� �� &;� *B��(T1) 

5��
� �� m5��� ��"$�� -����/G �� H�t� 6� .&/"��  � -����, S�� Y��� .( 7�<@�  ) YJ� -��% V�> ��

5;% ������ g���� ���4"�� �� �b�, �&�� *�&� _���� � ��singHeatMap  �drawBoxplot  Y"���.!� ��

MAIT .  

 �� m5��� _��/� U��9"�� ��1	�B ���� -!��",� ���� �t � ���� �� i����� C��D� ���� �+�&,SPE  =K,

��Z7���( C&G 6� .��� �&�?�!�4�@ ���6�( �� �� � m5��� ���EDTA ) � �_��� m/z293.0978  �

m/z 315.0802   � N����EDTA  *5t� ���������� *!�, �� A Y�&� -@�d� _� �� � �� �� 7�/'�� (

���� ��D�� *
� ���M( ���SPE ��� �� ����� �� A ���;�� &d ����� CM��;� *	B � f��",� A�.�� ���

 
4b 7 �� ��@ �� ��$Ostro  ��96 ) &G �&��S� ��4, ���� l�� �� A7�� �� ��MB .( *�� �&S� ���� ��S� ��

��Z =K, A���M( / #�� �� ���� �� m5��� F�/� -", �� A��@ A*��/% *���� � *�� 71�� �&�?�!�4�@ ���
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-� 6�  HM"$� �����^"� �� ���  �L� =�b-� ���%� �� � � &/  -��!���"� C����^� ����1G� ��:� &��

$ ��   V��[*�;d� H�5�� � ��.Y�/  �&��S� -��KQ ���� =�c� &/��� -;+�� -Z&�� ���  

��Z =K, ��$ ����% ���.� *S.�� �� �5+ ��/  �� ���� ���� ����� �,��� ���G �Z�� �&�?�!�4�@ ���

LC-MS *��� Y���  ���4"�� -1�!���"�H�1!�� 7�� 1/�� �>�$ � H��",� A ���LMW  �� -S9� �;+��

�"� �� .��  &���$ ���� C�BM>� ���� *�� �� ������ -��Z� 6� �J�� -��9"�� =K, � *�� #�� � ���M( #�!��

*�!���"� �� q�:� ���Z ���&�� ���� �j�� � 7��   *�� �&G "$�/G 7�/'�� 7�� A��%� 7�� ��%�� ���

� ��K( ��1�� 6� -	�	
� {:� 6� �� A������ ��:� -"��� ���� 6� ���j���"�� 7�����/� A*�� ��	
� ���

 -"��� ��� ���� �� *�!���"� 8G�( 8���@� � #�!���"� -Z&�'�( ���� ��1� �� ����� H��;� ��:� ��Z&/2

-� ��1� .&���  

*�!���"� �� ���� 6� R�9S� � U��9"�� ��� 6� AH�, 7�� �� #�$ �5+ ��   -"��� ��� ���� �� ��

�&G "$�/G� � A&��U��9"�	,�� 6� ����f �&// �&% �� ���� �&G "@�Z �L� �� ��@��&�� � ��@�?�! ���

��� -��./� A����/� 7�� �� .*�� �&G ��J/S�( ���� /�J� ������ ��J� ���� A 7�/'�� ���� -	�	
� ���  

-� �L� �� �� 7 �� � ��J[ H�, �� "G� 6�   Y���Z- 6����6���?�! ) ��( ��  F�/� �� 	���� ���� ��/ �

-� �&�?�!{:� -����� ��	
� � ���� � ���  ��:� � &�� - Y"������ � ��&�?�! �� �� �� ���;� ���

*�� �&G ���� }�c"$� -"��� ���� 6� �� ��%�� �&//    ���&� ��%� ���"B� 7�� ���� -	�!� e�� A

�� *��+ �&�?�! C�5� �� ��� C�BM>� ��� �&@ C�BM>� ����� *�&� ��L/� � *$���( ���� -�f�� ���

*�!���"� ���� �� �"S�� �&�?�! ��Q ���LMW .*��   

���Z ��"�  

��� C��D� ����� ���� -��!���"� ���  &��� 6� �� A�d�, ;!�:� �� ���� �&G ��J/S�( ���$� � -!��;� ���

�&% ) bM$ ��:� .Y���� ��1� ��$ ����% U��9"�� H1 ���� _��/� -��J% 6�/1� e�� 2�Z� A ( R�9S�

*�!���"� F���� �� /�J� ���LMW  � HM, U��9"�� _� �� A*��� ��%��SPE  =K, �� m5���

 ���� ��&�?�!�4�@(a) *�!���"� �t � s��( H�/.�� ��5J� ���LMW ����% �� �&�?�! ��Q �� A ��$ ���
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�� ����� ��� 6�/1� �.�� �� �������Z 8��  k��> �� f��",� A�&G 8����� �.�� ���� �� �$�&� ���

�&�&( ���� �+�&, � /��� I-��� E� �� ���(b) *�!���"� �� \M  6� =K, ��:�   ( ��&�?�!�4�@ ) ��

-�� U��9"�� -� HM, k��> �� &��G#�!���"� �� l�"S� ��:�   -!� ����&G ���4"�� �� *�� 71�� A &��

-� h��� ��$ �� ���� �� m5��� F�/� -", �� AR9G A*��/% *���� �� �b�, HM"$� �����^"� �� � A&��G

 -/ �� ��$ 6� �� =&� C�5� �� ����"  6����"  6����&?�! ) I&/"�� ( ��(c)  ���� Y�M� � g��� ��� 6�

-� ������ ��:� ���� 7�&/2 ���� ����� ���%�   *��7�����/� A&�� �&//  H�"/  �� � 6����� g��� ���

��Z �.�� � ��&�?�!�4�@ F�/� ������ C�BM>� ���� *�� �� A�;:+ .��  ��1G� �� &/"�� ����� ���+ �� ��$-

 �&�?�! ���LMW ����% ���j�� � A-���� &/����� ��$ ��� *�� ���� ������ ��J� ����� ��  ��%� 6� �

 �3�!�/1� �� �"S��Ostro � H�5�� � &�?�!�4�@ *@����� ���EPS  .��G -,��> &���  

  

H�&%1���� ���� ����� ��� 6�/1� �� -	  -������ .  
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