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摘 要!环状
<;=

!

40)4<;=

$是一类不同于线性
<;=2

"可形成共价闭锁环结构"在哺乳动物
体内具有巨大基因调控功能的非编码

<;=2

"其主要来源于外显子或内含子"经索尾插接或
套索内含子方式产生"具有数量巨大"进化保守%在细胞质中稳定性高等特点"具有

?04)'<!

;=

分子海绵%结合
<;=

相关蛋白形成
<;=!

蛋白质复合物和基因转录调控等作用&

.0)4<;=

可与肿瘤相关的
?0<;=

形成
40)4<;=!?0<;=

轴参与肿瘤相关信号通路的调控& 全文从
40)4<;=

的种类%成环机制%功能及其在肿瘤中的作用及最新进展等方面作一综述&

主题词!环状
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'非编码
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环状
<;=Q40)4(,+) <;=

"

40)4<;=R

是一类最近

发现的内源性的非编码
<;=

"

40)4<;=

与线性
<;=

不同"不包含
F"

帽状结构与
A"

腺苷酸尾"形成特殊

的共价闭合环状结构&

_2(

和
.'4+!K)+G'2

于
8\@\

年利用电子显微镜第一次观察到
<;=

可以环状的

形式存在于真核细胞的细胞质中 )

8

*

&

8\$>

年"

=)*!

Y1)5

等)

!

*在酵母线粒体中发现了
40)4<;=

&

8\\A

年"

.'4`(1)1,,1

等 )

A

*又在人体细胞中发现了
40)4<;=

&

.0)4<;=

表达水平低" 最初被认为是剪接体介导的

拼接错误产生的副产品或是逃逸内含子套索的中间

产物"因此"并未收到广泛的重视& 近来随着高通量

测序技术的发展%

.O<O

和多分裂映射算法的应用"

对
40)4<;=

的研究更加系统和全面"

40)4<;=

在肿

瘤的发生%发展过程中发挥着促癌或抑癌作用"参与

细胞增殖与凋亡调控% 肿瘤侵袭与转移等过程"

40)4<;=

有希望成为新型肿瘤标志物和肿瘤治疗的

靶点"深入研究
40)4<;=

对肿瘤的诊断%治疗及预后

具有重要意义&

8 .0)4<;=

概述

目前已知的
40)4<;=

分子根据其在基因组中的

来源及其构成序列的不同分为三类( 外显子来源的

环状
<;=Q 1X'*04 40)4<;=2

"简称
140)4<;=2R

%内含

子来源的环状
<;=

分子
Q 0*U)'*04 40)4<;=2

" 简称

40<;=2R

以及由外显子和内含子共同组成的环状

<;=

分子
Q 1X'*!0*U)'* 40)4<;=

"简称
]O40<;=2R

)

%

*

&
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外显子来源的环状
&'()*+,-+&'(./

研究发现! 绝大多数植物和哺乳动物中发现的

+,-+&'(.

均为外显子
+,-+&'(

"全基因组分析表明!

$01

的
+,-+&'(.

与蛋白编码区重叠"大多数
*+,-+&'(.

跨度少于
2

个外显子!由上百至上千个核苷酸组成!

长度平均在
2%345

" 部分研究发现细胞质内的
*+,-!

+&'(.

在细胞中具体很高的稳定性"

*+,-+&'(.

大

多数通过
&'(

索尾插接形成!即剪接供体间接到上

游的剪接受体位点!此时
+,-+&'(

首尾相连!缺乏游

离的
0"

和
2"

末端#

2

$

"

!"#

内含子来源的环状
&'(

分子
6+,&'(./

+,&'(.

仅来源于内含子!人类仅有
789!:

和植

物中很少一部分的
+,-+&'(

为
+,&'(.

"与
*+,-+&'(.

不同!

+,&'(.

有
0";2"

头尾连接域!在稳定性%亚细

胞定位% 丰度% 保存和功能方面也有不同的特征"

<,&'(

为核定位!比
*+,-+&'(.

保守序列少!在人类

细胞中很多
+,&'(.

都是独有的"此外!

+,&'(.

很少

被调控!其表达与其亲本信使
&'()=&'(.>

的表达

呈正相关性"

<,&'(.

与
&'(

聚合酶
!

复合物相关!

并能增加其亲本基因的表达!

+,&'(.

并非仅是剪接

的产物!它们也起着重要的作用#

?

!

3

$

"

!"$

外显子和内含子共同组成的环状
&'(

分子
6@!

A+,&'(./

研究发现!约
!B:

的
*+,-+&'(.

中保留内含子!

在外显子中保留内含子会使这一亚类
+,-+&'(

在保

留部分
*+,-+&'(.

和
+,&'(.

的特征的同时更独特"

与
*+,-+&'(.

相似!在长的侧翼内含子中
@A+,&'(.

有反义互补序列"与
+,&'(.

相似!

@A+,&'(.

主要存

在于细胞核!与
C# .4&'(

结合并通过与
&'(

聚合

酶
!

作用来促进其亲本基因的转录#

$

!

8

$

"

!"%

环状
&'(

!反向剪接"的发生模型

目前!环状
&'(

&反向剪接'的发生模型有四

种()

#

*套索剪接驱动的环化(一个外显子的
0"

剪接

供体与另一个外显子的
2"

剪接受体共价结合!然后

套索中的内含子被切除! 形成外显子环状
&'(

!它

的生成与外显子跳读有关#

#B

!

##

$

" )

!

*内含子配对驱动

的环化(

D-*!=&'(

经反向剪接产生环状
&'(

和外

显子
E

内含子
E

外显子中间体! 后者的内含子被切

除!形成线性
&'(

或被降解" 但这个模型也可能最

终产生外显子
E

内含子环状
&'(

" 侧翼内含子的重

复或非重复互补序列通过反向互补配对来促进环状

&'(

的生成#

7B

!

7!

$

" )

0

*单个内含子直接成环(套索内

含子通过剪接反应生成"

2"

剪接位点附近的
FC

富

集序列和分支点附近的
<

富集序列使得内含子逃

避去分支和降解" 分支点
0"

端下游尾巴被切除从而

成环#

%

$

" )

%

*

&'(

结合蛋白或反式原件驱动的环化(

&'(

结合
GHA

依靠内含子的
GHA

结合基序! 促进

环状
&'(

形成+

IJK

蛋白通过与侧翼内含子上的

IJK

结合位点相互作用促进
+,-+ILM

生成+

GHA

和

IJK

能够结合外显子两侧的
&'(

结合蛋白)

&'(!

L,4N,4O D-P5*,4

!

&JQ

*

R

位于内含子序列
>

结合模序!

通过
&JQ

之间的相互作用拉近外显子的距离!促进反

向剪接的形成#

70

$

+

&'(

编辑酶
(S(&

通过破坏侧翼内

含子的反向互补配对结构抑制环状
&'(

形成#

7%

$

"

! <,-+&'(

的功能

#"! =,&'(

分子海绵或竞争性内源
&'()+*&'(>

<S&7T.U+,&V!3

是已经发现能结合
=,&!3

发挥

其分子海绵作用的环状
&'(

! 是
=,&!3

微小
&'(

抑制剂!可以大量结合
=,&!3

!从而降低发挥功能的

=,&!3

的数量! 间接促进
=,&!3

靶基因的稳定性"

I*=+WTX

等#

72

$通过
+,-+&'(

测序在人和线虫中发现

了有大量
+,-+&'(

表达!

<S&7T.

在人和小鼠中是保

守的+通过生物信息学分析!在
<S&7T.

序列上找到

?0

个
=,&!3

结合位点! 在斑马鱼中
<S&7T.

表达与

敲除
=,&!3

的作用相似都会使中脑发育障碍! 这提

示
<S&7T.

通过
=,&'(

海绵吸附作用发挥着
=,&!

'(

拮抗剂的作用#

7?;7$

$

"

性别决定域
Y

起源于
V-Z

环状转录本! 最早发

现其在成熟鼠睾丸中高表达!

V-Z

环状
&'(

包含
7?

个
=,&!70$

结合位点! 荧光素酶报告基因检测确定

了
V-Z

发挥其对
=,&!70$

的海绵调控作用#

7?

$

"

生物信息学研究发现
+,-+&'(!<@&

)

[T.\+,-+\

BB!0%B%

* 也是一个
=,&'(

海绵! 此外还可以调控

IIQ70

等基因"在骨关节炎样本中检测到
+,-+&'(!

<@&

表达显著升高
!92

倍!网络分析
+,-+&'(!=,&!

'(!=&'(

交互作用 ! 发现
+,-+&'(!<@&

有
2

个

=,&'(.

结合位点
R=,&!?0?

!

=,&!??2

!

=,&!!73

!

=,&!

?%?

和
=,&!70?>

!且在结合
=,&!70?

的
0"C]&

区存在

+,-+&'(!<@&

和
IIQ70

基因表达的共同调控#

78

$

"

#"#

调控来源基因的表达

<,-+&'(

可与
&'(

结合蛋白相互结合!特别是

转录相关因子!包括
&'(

聚合酶
!

!转录因子等!将

037
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其募集到亲本基因! 进而影响亲本基因的表达"

</+*5

等研究发现在细胞核内有大量
40)4=;>2

富

集! 但是很少有
?0=;>

的靶位点!

40=;>

的敲减会

使其亲本基因表达降低#

!"

$

"环状
=;>

也可吸附蛋白

因子!如
.@=8+2

和
A)6

可与
?0=;>

效应因子
>)5!

'*+(B1

%

>C3

&的结合 #

!8

$

" 研究表明!环状
=;>

和线

性
=;>

的转录后加工之间存在竞争关系!从而影响

?=;>

的表达"

&14D

等#

!!

$研究发现在
EFGHI

基因产

生的转录本中!环状
=;>

的丰度远高于相应的线性

=;>

! 环状
=;>

可被视作
EFGHI

基因的一种可变

剪切形式! 环状
=;>

的大量产生会减少相应线性

=;>

的形成!从而影响
EFGHI

蛋白的表达"

!"#

蛋白质
$

肽翻译

一些
40)4=;>

有开放阅读架能够翻译成肽类"

G1))0?+*

等 #

!I

$于
8JJ$

年在大肠杆菌中发现一个环

状的
?=;>

包含一个绿色荧光蛋白可直接表达

CKG

"

>L'(E+0M+)

等#

!%

$研究发现一个类病毒相关的

40)4=;>

! 长度
!!N*B

! 编码一个
8OD@

的蛋白" 当

=;>2

包含内部核糖体进入位点或者原核核蛋白体结

合位点时!

40)4=;>2

可在体内和体外翻译成肽类#

!N

$

"

!%&

疾病生物标志物

环状
=;>

稳定性高! 容易进入体液 %全血!血

清!血浆!脑脊液!尿液等&!并且其表达模式具有组

织'时空和疾病特异性!使得环状
=;>

成为有潜力

的疾病生物标志物"

4>;=FP

作为
F;H%>N>=K

的反

义转录本! 其表达与
F;H%Q>=K

的转录和心血管硬

化疾病风险相关#

!R

$

"

C+'

等#

!O

$通过
40)4=;>

测序和

生物信息学分析!在
8R

种人类细胞系中鉴定出了近

8"

万种
40)4=;>

! 其中绝大部分是新发现的并表现

出很强的细胞特异性! 在不同类型的肿瘤中表达差

异很大!此外!相对于线性
=;>

!

40)4=;>

更加稳定!

40)4=;>

具有作为新型肿瘤标志物的潜力"

I .0)4=;>2

与肿瘤

#%' .0)4=;>2

与肝癌

E2+S40)4S"""8O%J

是第一个被发现可能成为肝

细胞癌标志物的
40)4=;>

! 利用
T=U!G.=

检测
$J

例配对肝细胞癌及其邻近正常组织中
E2+S40)4S

"""8O%J

的表达! 结果显示
E2+S40)4S"""8O%J

在肝

癌 组 织 中 表 达 显 著 下 调 " 在 肝 癌
E..!PVI

和

VE..!JWP

细 胞 系 中 敲 减
E2+S40)4SNNN8O%J

!

VVGJ

'

VVG8N

和
VVG8I

的
?=;>

表达显著升高!

提示
E2+S40)4SNNN8O%J

与肝细胞癌的侵袭与转移密

切相关#

!W

$

"

A/+*5

等#

!$

$对
I

例肝细胞癌与其邻近的

正常肝组织进行全球
40)4=;>

表达芯片检测! 发现

40)4=;>

表 达 有 差 异 ! 其 中
E2+S40)4SNNNNR!N

!

E2+S40)4SNNNRNWR

和
E2+S40)4SNNOO%%%

表达差异显

著! 对
ON

例配对肝癌及其正常肝组织进行
T=U!

G.=

检测验证!发现只有
E2+S40)4SNNNRNWR

在肝癌

及其配对正常组织中表达明显升高%

GXN:NN8

&!且与

肝癌组织大小相关! 有望成为肝癌诊断的标志物"

E2+S40)4SNNNRNWR

可 能 与
?0=!!IL!RY

!

?0=!JI!IY

!

?0=!R$8

!

?0=!!I+!RY

及其对应的
?=;>2

构成一个

E2+S40)4SNNNRNWR!

靶
?0=;>!

基因相互作用网" 此

外!

40=2!W

在肝癌及其配对正常肝组织中表达无差

异 ! 但是
40=A!W

与肝癌患者年龄
X%N

岁 '

>KG!

%NN*5Q!,

和肝细胞癌微血管侵犯密切相关" 同时发

生微血管侵犯的肝细胞癌组织中
40=A!W

的表达与

?0=!W

呈 负 相 关 ! 与
?0=!W

靶 基 因
GFIH.@

和

YWNAOH

表达呈正相关#

!J

$

"

#%! .0)4=;>2

与结直肠癌

目前研究发现有
E2+S40)4SNNNNNOJ

'

/2+S40)4S

NN8ROJ

'

E2+S40)4SNN8J$$

三种
40)4=;>

在结直肠

癌%

4',')14B+, 4+*41)

!

.=.

&中差异表达!且与结直肠

癌的发生发展密切相关! 其中
E2+S40)4SNNNNNOJ

和

E2+S40)4SNN8ROJ

在结直肠癌组织中的表达显著高

于配对正常组织!

E2+S40)4SNNNNNOJ

的表达与
.=.

患者年龄'肿瘤大小'淋巴结转移和
U;V

分期相关!

在
.=.

细胞中敲除
E2+S40)4SNNNNNOJ

明显抑制肿

瘤细胞的增殖' 迁移和侵袭! 并将细胞周期阻滞在

C

N

QC

8

期#

IN

$

"

E2+S40)4SNN8ROJ

作为
.=.

细胞增殖和

侵袭转移的正向调控者! 与
?0=!8%R

发生海绵吸附

进而上调
?0=!8%R

功能性靶基因
Z!KR

'

[>C%

和

KV;P!

!

E2+S40)4SNN8ROJ

与
?0=!8%R

呈负相关!

?0=!

8%R

与
Z!KR

'

[>C%

和
KV;P!

的表达呈负相关 #

I8

$

"

\+*5

等 #

I!

$ 发现在
I8

对配对结直肠癌组织中

E2+S40)4SNN8J$$

的表达下调! 且与肿瘤组织分化'

神经浸润显著相关!提示
E2+S40)4SNN8J$$

可能成为

结直肠癌诊断的标志物和治疗的新靶点"

#%# .0)4=;>2

与胃癌

P0

等 #

II

$利用
.0)4[+21

和
40)4!U)+0B

数据库筛选

出目标环状
=;> E2+S40)4SNN!NRJ

! 采用实时定量

G.=

法在
8N8

例胃癌组织及其配对正常胃黏膜!

IO

IW!
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例 配 对 的 手 术 前 后 血 浆 样 本 中 检 测

&'()*+,*)-"!"./

的 表 达 ! 结 果 显 示

&'()*+,*)--!-./

在胃癌组织中表达降低!且与远处

转移"

012

分期"性别和年龄相关#

&'()*+,*)--!-./

在术后血浆样本中的表达显著低于其手术前的表

达$

3+,*450#

是另一个新发现的可作为胃癌预后标

志物的环状
617

!

*+,*4508

在胃癌组织中显著高表

达归因于其染色体基因座的扩增!

*+,*4508

通过海

绵吸附
9+6!8!.

家族成员促进胃癌细胞增殖和侵

袭!

*+,*4508

是胃癌患者总生存期和无病生存期的

独立预后标志物%

:%

&

$

!"# 3+,*617'

与食管癌

;+(

等 %

:.

&研究发现
&'()*+,*)""<=/:%

在食管鳞

状细胞癌组织及细胞系中呈高表达!对
.8

例食管鳞

状 细 胞 癌 组 织 中
&'()*+,*)""<=/:%

的 表 达 进 行

>60!436

检测发现!

&'()*+,*)--<=/:%

在癌组织中

表达明显高于远癌正常组织! 且与肿瘤分化"

0

分

期"

012

分期相关$

&'()*+,*)--<=/:%

能够促进食

管鳞癌细胞系的增殖和侵袭能力! 荧光原位杂交结

果提示
&'()*+,*)--<=/:%

定位于细胞质中$ 对人食

管鳞癌细胞系
?@AB!8.-

和自身建立的抗放射性的

食管鳞癌细胞
?@AB!8.-

进行
*+,*617

微阵列表达

谱检测!发现了
:=.!

个
*+,*617

!在抗放射性的食

管鳞癌细胞
?@AB!8.-

中有
.=

个
*+,*617

表达显

著 上 调 !

8=

个
*+,*617

表 达 显 著 下 调 $

3+,*6!

17)--8-./

和
*+,*617)---8<=

是
*+,*617C9+*,D617

共表达作用网的交叉点%

:<

&

$

E+

等%

:=

&用
0(>2(F!G('HI

60!436

法分析了中国东部和南部
<$%

例食管鳞状

细胞癌及其非癌组织中
*+,!J03&

的表达!结果表明

与配对非癌组织相比!

*+,*!J03&

在食管鳞状细胞癌

组织中低表达$ 进一步分析
*+,!J03&

的功能发现!

9+6!=

"

9+6!8=

"

9+6!!8%

作为分子海绵会增加
J03&

的表达水平!

J03&

的高表达会加速磷酸化的
KLM!

泛素化降解!进一步抑制
NFOC!!*(OHF+F

信号通路$

!"$ 3+,*617'

与乳腺癌

1(+,

等 %

:$

&基于现有的生物信息学方法!创建了

一个名为
3+,*!AH>

的工作流程用来识别和报道
*+,!

*617'

的表达! 第一次采用该方法分析了由
03P7

提供的
$$.

例乳腺癌样本包括肿瘤组织和邻近正常

组织中
*+,*617

的表达情况! 结果显示在
03P7

中

雌激素受体阳性'

B6Q

(的正常组织
*+,*617'

的数

量较肿瘤组织中多! 这一现象也出现在基因组织表

达计划的样本中$ 乳腺癌中雌激素受体阳性'

B6Q

(

的正常组织表达的
*+,*617'

的数量与增殖基因的

复发增殖危险'

6R4!4

(呈负相关!提示
*+,*617

的

数量可能是乳腺癌细胞增殖的标志$ 如前所述!

3K68('

能够通过海绵吸附作用调控
9+6!=

靶基因

的表达!

9+6!=

可以直接作用一些与癌症相关信号

通路的相关蛋白!

S7?

是一个重要的细胞外基质信

号通路!细胞流动性!细胞中增殖和生存的调控者!

9+6!=

可直接调控
S7?

! 在转移性乳腺癌中
9+6!=

表达下调! 与肿瘤的上皮分化水平和抑制肿瘤转移

的进展密切相关!

9+6!=

高表达会抑制乳腺癌细胞

增殖" 克隆形成和侵袭转移能力并抑制其上皮间质

转化过程!提示
9+6!=CS7?

通路在乳腺癌的发生发

展过程中起到重要作用%

:/

&

$

!"% 3+,*617'

与卵巢癌

对
:

例
"3

期上皮卵巢癌患者的原发癌" 腹膜

转移和淋巴结转移癌进行
*+,*617

表达分析! 发现

在上皮性卵巢癌中有大量环状
617

亚型!这些环状

617

能够与一些起作用的
9+617

匹配$ 在肿瘤的

原发灶和转移灶中
*+,*617'

比
9617'

差异表达更

明显! 且在肿瘤相关信号通路中环状
617

和线性

617

表达存在相反的趋势$ 此外!

*+,*617'

的稳定

性使其比
9617

更适合作为高度多样化肿瘤转录

本的标志物%

%-

&

$

%

小结与展望

随着研究的不断深入!对
*+,*617'

的认识也逐

步增多$

*+,617

的高稳定性及其在组织中的表达特

异性! 使其有望成为一种人类肿瘤诊断的新型生物

标志物$ 基于
*+,*617

对基因转录和蛋白质翻译的

调控作用以及其对肿瘤相关
9+*,D617

的海绵吸附

作用!

*+,*617

为肿瘤的治疗提供了新的靶点$ 深入

研究
*+,*617

"

9+*,D617

与肿瘤之间的相互联系!

将会为肿瘤患者的诊断"治疗及预后带来新的希望!

这也是环状
617

领域面临的巨大挑战$

参考文献!
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&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':%

<!= >)*?1)5 >.

!

9+* 3@@1* A&

!

A)0B1,, C>

!

1D +,: E'@1

61+2D @0D'4/'*F)0+, G;>2 +)1 40)4(,+) <&=: .1,,

!

8H$I

!

8H

J!K

"

L8LML8H:

<L= .'4N(1)1,,1 .

!

O+24)1P Q

!

R!D(0* S

!

1D +,: O02"2T,040*5

601,F2 40)4(,+) G;> @',14(,12 <&=: U>EVQ &

!

#HHL

!

WX8Y

"

8ZZM8[I:

<%= \( E

!

]+*5 ^

!

C0 ^

!

1D +,: .0)4(,+) G;>

"

+ *1_ 2D+) '-

*'*4'F0*5 G;>2<&=: .+*41) C1DD

!

!I8Z

!

L[ZX!Y

"

8%8M8%$:

<Z= ./1* `

!

./1* .]

!

./(+*5 a&: Q0'51*1202

!

0F1*D0-04+D0'*

!

+*F -(*4D0'* '- 1b'*04 40)4(,+) G;>2<&=: c0,16 `*D1)F0240T

G1B G;>

!

!I8Z

!

[XZY

"

Z[LMZWH:

<[= C+2F+ V

!

d+)e1) G: .0)4(,+) G;>2

"

F0B1)20D6 '- -')@ +*F

-(*4D0'*<&=: G;>

!

!I8%

!

!IX8!Y

"

8$!HM8$%!:

<W= f/+*5 ]

!

f/+*5 ^3

!

./1* a

!

1D +,: .0)4(,+) 0*D)'*04 ,'*5

*'*4'F0*5 G;>2<&=:O', .1,,

!

!I#L

!

Z#X[Y

"

WH!M$I[:

<$= C0 f

!

R(+*5 .

!

Q+' .

!

1D +,: Vb'*"0*D)'* 40)4(,+) G;>2

)15(,+D1 D)+*24)0TD0'* 0* D/1 *(4,1(2 <&=: ;+D ED)(4D O',

Q0',

!

!I#Z

!

!!XLY

"

!Z[M![%:

<H= R(+*5 .

!

E/+* A: c/+D /+TT1*2 +D ') +-D1) D)+*24)0TD0'*

"

`*205/D2 0*D' 40)4G;> ?0'51*1202 +*F -(*4D0'* <&=: a)+*"

24)0TD0'*

!

!I#Z

!

[X%Y

"

[#M[%:

<#I= ./1* CC

!

]+*5 C: G15(,+D0'* '- 40)4G;> ?0'51*1202 <&=:

G;> Q0',

!

!I#Z

!

#!X%Y

"

L$#ML$$:

<##= >2/_+,"U,(22 G

!

O161) O

!

d+@(F()D0 ;G

!

1D +,: 40)4G;>

?0'51*1202 4'@T1D12 _0D/ T)1"@G;> 2T,040*5 <&=: O',

.1,,

!

!I#%

!

Z[X#Y

"

ZZM[[:

<#!= f/+*5 ^3

!

c+*5 RQ

!

f/+*5 ]

!

1D +,: .'@T,1@1*D+)6 21"

N(1*41"@1F0+D1F 1b'* 40)4(,+)0P+D0'* <&=: .1,,

!

!I#%

!

#ZH

X#Y

"

#L%M#%W:

<#L= d+*F+ >.

!

A)+@@+D0e+e02 `

!

O(*e G

!

1D +,: V@1)50*5

)',12 +*F 4'*D1bD '- 40)4(,+) G;>2 <&=:c0,16 `*D1)F0240T

G1B G;>

!

!I#[: <VT(? +/1+F '- T)0*D=

<#%= S+*01, .

!

C+51)5)1* &

!

#/@+* O

!

1D +,: G;> 1F0D0*5 '-

*'*"4'F0*5 G;> +*F 0D2 )',1 0* 51*1 )15(,+D0'* <&=:

Q0'4/0@01

!

!I#Z

!

##W

"

!!M!W:

<#Z= O1@4P+e E

!

&1*2 O

!

V,1-20*0'D0 >

!

1D +,: .0)4(,+) G;>2

+)1 + ,+)51 4,+22 '- +*0@+, G;>2 _0D/ )15(,+D')6 T'D1*46

<&=: ;+D()1

!

!I#L

!

%HZXW%%#Y

"

LLLMLL$:

<#[= R+*21* aQ

!

&1*21* a`

!

.,+(21* QR

!

1D +,: ;+D()+, G;>

40)4,12 -(4D0'* +2 1--0401*D @04)'G;> 2T'*512 <&=: ;+D()1

!

!I#L

!

%HZXW%%#Y

"

L$%ML$$:

<#W= g(@+) C

!

E/+@2(PP+@+

!

R+N(1 G

!

1D +,: .0)4(,+) G;>2

"

D/1 1@1)50*5 4,+22 '- *'*"4'F0*5 G;>2 +*F D/10) T'D1*"

D0+, )',12 0* /(@+* *1()'51*1)+D0B1 F021+212<&=: O', ;1("

)'?0',

!

!I#[:<VT(? +/1+F '- T)0*D=

<#$= .')D!2"C$T1P O

!

O0()+ d: V@1)50*5 -(*4D0'*2 '- 40)4(,+)

G;>2<&=: ]+,1 & Q0', O1F

!

!I#[

!

$HX%Y

"

Z!WMZLW:

<#H= C0( \

!

f/+*5 ^

!

R( ^

!

1D +,: .0)4(,+) G;> G1,+D1F D'

D/1 ./'*F)'46D1 V.O G15(,+D12 OOd#L VbT)1220'* ?6

U(*4D0'*0*5 +2 + O0G"#L[

#

ET'*51

$

0* R(@+* .+)D0,+51

S15)+F+D0'*<&=: E40 G1T

!

!I#[

!

[

"

!!ZW!:

<!I= S'*5 ]

!

R1 S

!

d1*5 f

!

1D +,: .0)4(,+) G;>2 0* 4+*41)

"

+*

1@1)50*5 e16 T,+61)<&=: & R1@+D', 3*4',

!

!I#W

!

#IX#Y

"

!:

<!#= g(,4/12e0 UG

!

./)02D'-- >d

!

O+)502 G

!

1D +,: .0)4(,+)

G;>2 +)1 @0G;> 2T'*512 +*F 4+* ?1 (21F +2 + *1_

4,+22 '- ?0'@+)e1)<&=: & Q0'D14/*',

!

!I#[

!

!L$

"

%!MZ#:

<!!= &14e cG

!

E'))1*D0*' &>

!

c+*5 g

!

1D +,: .0)4(,+) G;>2

+)1 +?(*F+*D

!

4'*21)B1F

!

+*F +22'40+D1F _0D/ >Ch )1T1+D2

<&=: G;>

!

!I#L

!

#HX!Y

"

#%#M#ZW:

<!L= d1))0@+* G

!

>)12 O &): .0)4(,+) @G;> 4+* F0)14D D)+*2,+"

D0'* '- 1bD)1@1,6 ,'*5 )1T1+D0*5" 21N(1*41 T)'D10*2 0* B0B'

<&=: G;>

!

#HH$

!

%XHY

"

#I%WM#IZ%:

<!%= >?'(R+0F+) OA

!

91*e+D+)+@+* E

!

A',2/+*0 >

!

1D +,: ;'B"

1, 4'F0*5

!

D)+*2,+D0'*

!

+*F 51*1 1bT)1220'* '- + )1T,04+D0*5

4'B+,1*D,6 4,'21F 40)4(,+) G;> '- !!I *D<&=: d)'4 ;+D, >"

4+F E40 hE>

!

!I#%

!

###X%IY

"

#%Z%!M#%Z%W:

<!Z= Q()F .V

!

&14e cG

!

C0( ]

!

1D +,: VbT)1220'* '- ,0*1+) +*F

*'B1, 40)4(,+) -')@2 '- +* `;g%i>GU"+22'40+D1F *'*"4'F"

0*5 G;> 4'))1,+D12 _0D/ +D/1)'24,1)'202 )02e <&=: dC'E

A1*1D

!

!I8I

!

[X8!Y

"

18II8!LL:

<![= A+' ]

!

c+*5 &

!

f/+' U: .`G`

"

+* 1--0401*D +*F (*?0+21F

+,5')0D/@ -') F1 *'B' 40)4(,+) G;> 0F1*D0-04+D0'* <&=:

A1*'@1 Q0',

!

!I8Z

!

8[

"

%:

<!W= \0* O

!

C0( A

!

R(' ^

!

1D +,: R2+j40)4jIII8[%H

"

> 40)4(,+)

G;> +*F T'D1*D0+, *'B1, ?0'@+)e1) -') /1T+D'41,,(,+) 4+)"

40*'@+<&=: .+*41) Q0'@+)e1)

!

!I8[

!

8[X8Y

"

8[8M8[H:

<!$= E/+*5 ^

!

C0 A

!

C0( R

!

1D +,: .'@T)1/1*20B1 .0)4(,+) G;>

d)'-0,0*5 G1B1+,2 a/+D /2+j40)4jIIIZIWZ

!

+ ;1_ .0)4(,+)

G;> Q0'@+)e1)

!

`2 `*B',B1F 0* R1T+D'41,,(,+) .)40*'@+

S1B1,'T@1*D<&=: O1F040*1 XQ+,D0@')1Y

!

!I8[

!

HZX!!Y

"

1L$88:

<!H= ^( C

!

f/+*5 O

!

f/1*5 ^

!

1D +,: a/1 40)4(,+) G;> 40GE"W

X.F)8+2Y +4D2 +2 + )02e -+4D') '- /1T+D04 @04)'B+24(,+) 0*"

B+20'* 0* /1T+D'41,,(,+) 4+)40*'@+ <&=: & .+*41) G12 .,0*

3*4',

!

!I8[:<VT(? +/1+F '- T)0*D=

<LI= A(' &;

!

C0 &

!

f/( .C

!

1D +,: .'@T)1/1*20B1 T)'-0,1 '- F0-"

-1)1*D0+,,6 1bT)1221F 40)4(,+) G;>2 )1B1+,2 D/+D

/2+j40)4jIIIII[H 02 (T)15(,+D1F +*F T)'@'D12 41,, T)'"

,0-1)+D0'*

!

@05)+D0'*

!

+*F 0*B+20'* 0* 4',')14D+, 4+*41) <&=:

3*4' a+)51D2 a/1)

!

!I8[

!

H

"

W%Z8MW%Z$:

<L8= ^01 R

!

G1* ^

!

^0* E

!

1D +,: V@1)50*5 )',12 '- 40)4G"
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