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摘 要!%目的& 探讨
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在肝癌细胞中的表达" 及其对肝癌细胞增殖和转移的影
响' %方法& 采用荧光实时定量
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方法检测肝癌组织与癌旁组织中
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与细胞周期依赖蛋白激酶抑制因子
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$的表达水平#通过向肝癌细胞
P/=Q!

细胞系中转染
9.:!;!<)!<= 9.9.2

和
.(-.O.H%'

干扰内源
9.:!;!<)!<=

的表达" 同时检测其靶基因
,>?8!@

蛋白的表达变化# 采用
,,?!B

法检测各组肝癌细胞增殖能力的变化 " 以及划痕实验对
P/=Q!

细胞迁移能力进行评估' %结果& 在肝癌患者中"肝癌组织中
9.:!;!<)!<=

的表达水平
)

!7;#""7AR

*显著高于癌旁组织)

;7!B""7!;

*"差异有统计学意义)

ES"7"<

*#肝癌组织中
,>!

?8!@

的表达水平)

"7BR""7;<

*显著低于癌旁组织)

;7<#""7!B

*"两者比较差异有统计学意义
)

ES"7"<

*+ 在
A!

例肝癌患者肝癌组织中"

,>?8!@

表达水平与
9.:!;!<)!<=

表达呈显著负相
关!
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细胞体外转染实验结果发现"降低细胞内源
9.:!;!<)!<=

的表
达时"

,>?8!@

表达水平显著升高"细胞的增殖活性以及转移能力会被抑制#而上调细胞内
源

9.:!;!<)!<=

的表达时"

,>?8!@

表达水平显著下降" 细胞的增殖活性与转移能力显著提
高"相比于对照组差异有统计学意义!

ES"7"<

*' %结论&

9.:!;!<)!<=

在肝癌组织中高表达"其
可能靶向调控

,>?8!@

的表达抑制肝癌细胞的增殖活性与转移能力" 在肝癌的发生发展过
程中起着重要的生理功能'
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肝癌患者通常会出现肝区疼痛! 恶心呕吐等主

要临床表现"并往往伴随着较差的预后#

$%!

$

% 而随着

肝移植技术的逐渐成熟" 其已成为治疗晚期原发性

肝癌的有效手段" 但术后肿瘤的复发及转移是限制

肝癌肝移植发展的关键问题#

&

$

% 目前治疗肝移植术

后肿瘤复发的主要方法包括手术切除! 介入化疗栓

塞!射频消融等手段"但以上方式的疗效仍有待进一

步确认" 特别是对于肝功良好而存在远处转移的肝

癌患者"以上方案的临床效果均不理想#

'

$

% 因此提早

诊断! 及时治疗是降低肝癌死亡率以及改善肝癌患

者生活质量的关键% 微小
()*+,-()*./

是一种小的

非编码
()*

"长度
!01!!

个核苷酸"作为一种新的

基因表达调节物" 它能通过与目的
,()*

结合"从

而引起目的
,()*

的降解或抑制目的
,()*

的翻

译#

2

$

%

,-()*.

在体内参与多种生物过程的信号通路

调控"如细胞增殖!凋亡!应激及脂肪代谢"在肿瘤发

生发展中起重要作用#

#

$

%

,-(!$!23!24

在多种恶性肿

瘤组织中检测到表达上调"如宫颈癌!胰腺癌以及肺

癌等" 在癌症的发生发展以及预后过程中发挥重要

作用#

5%6

$

% 但是国内关于
,-(!7!23!24

在肝癌增殖与

转移中的作用研究鲜有报道% 本研究拟通过荧光定

量
89(

的方法检测肝癌组织中
,-(!7!23!24

表达

变化" 同时利用体外细胞学实验进一步探讨
,-(!

7!23!24

对肝癌侵袭与转移过程中影响" 现将结果

报道如下%

7

材料与方法

!"!

标本来源

收集
!"72

年
6

月至
!"7#

年
6

月我院肿瘤科就

诊的
&!

例患者的肝癌组织切片和癌旁组织切片&距

癌组织
&1':,

处'% 参与研究的患者均已签署知情

同意书"获得我院临床研究医学伦理委员会的审批%

入组标准(&

7

'手术前未进行放疗!化疗以及免疫治

疗)&

!

'原发性肝癌)&

&

'无其他恶性肿瘤或其他系统

性疾病% 排除标准(&

7

'服用抗肿瘤药物或进行放疗

等治疗的患者)&

!

'并发其他恶性肿瘤的患者% 肝癌

;<4=!

细胞株购自中国科学院上海细胞库%

!"#

细胞培养与转染

细胞复苏!取出冻存肝癌
;<4=!

细胞"迅速放

置于
&5"

水浴锅中融化"然后
'"

低速&

&00>?,-@

'离

心
&,-@

"弃上清"加入
7,A

含有
70BCDE

的
(8FG!$#'0

培养液将细胞重悬" 然后置于培养皿中" 放入含有

2B 9H

!

的
&5"

培养箱进行培养" 当生长至合适的

细胞密度&

50B1I0B

'时"对其进行传代培养%

细胞转染 ! 其中
,-(!$!23!24 ,-,-:

以及
-@!

J-K-LM>

均在生工生物进行合成" 细胞转染严格按照

G@N-L>MO<@

公司的
P-4MQ<:L3,-@<!!000 R>3@.Q<:L-M@

(<3O<@L

说明书进行操作"阴性对照组不进行转染操作%

!"$

癌细胞系全
()*

抽提

对转染
!'J

后的
;<4=!

细胞经
0S!2B

的胰酶

进行消化" 收集消化后的细胞悬液于
72,A

离心管

中)进行
'"

低速&

7""">?,-@

'离心
!,-@

"弃上清"置

于冰上)加入
7,A R>-TMA

裂解液"重悬并混匀细胞"置

于冰上)向
R>-TMA

裂解液中加入
!""!A

氯仿"剧烈震荡

细胞悬液"室温放置
217",-@

"然后采用
'"

"

7! """>?,-@

离心
72,-@

)取离心之后的上层水相"于
()3.<!Q><<

的
7S2,A

离心管中"加入等体积异丙醇"充分震荡混

匀后"于冰上放置
&"1'",-@

)取出离心管"然后再

'"

"

7! """>?,-@

离心
72,-@

"得到
()*

沉淀)采用

2""!A

"

52B

的酒精对
()*

沉淀进行两次洗涤"而后

风干)加入
2" !A ()3.<!Q><<

的水"室温溶解
()*

)

采用
)3@MU>M4

对总抽提的
()*

进行浓度测定"而

后置于
%!""

备用%

!"% ,-()*

的反转录与定量
89(

检测

按照
*DG

公司的
R3VF3@!F-:>M()* (<N<>.<

R>3@.:>-4L-M@ W-L

试剂盒操作说明书"对抽提的
()*

进行体外反转录实验" 得到
:U)*

产物) 反应条件

为 (

7#"

" 孵育
&0,-@

"

'!"

孵 育
&0,-@

"

I2"

加热

2,-@

"

'"

保存% 以得到的
:U)*

为模版"进行荧光定

量
89(

" 采用
R3VF3@!X@-N<>.3A 89( F3.L<> F-Y

!0!A

反应体系"在罗氏
P-OJL9Z:A<>'I0

仪器上操作"

以
X#

作为表达检测的内参"

"9R

表示
,-(!7!23!24

的相对表达"其中
"9R[\9R

,-(!7!23!24

%9RX#\

)反应条件

为(

62"

"预变性
70,-@

)

62" 72.

"

#0" &0.

"

50" &0.

进行
'0

个循环的扩增)以同样的方法检测
9U])!D

在
()*

水平的表达"

89(

扩增引物见
R3KA< 7

%

!"& 99]I

检测细胞增殖活力

采用
99]I

方法检测
;<4=!

细胞增殖能力"将

转染
!'J

后的
;<4=!

细胞分别以
2#70

& 细胞
?

孔接

种于
6#

孔板中"每孔中分别加入
70!A 99]I

溶液"

并于在
&5" 2B 9H

!

的培养箱中孵育" 当细胞生长

到
!'J

!

'IJ

和
5!J

时" 使用酶标读数仪检测细胞在

'20@,

处的吸光度值%

77&
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细胞划痕实验

取各转染组
U/:9!

细胞
A"

# 个接

种至
#

孔板中"置于
KH%

%

BV ,1

!

培养

箱过夜培养直至细胞密度达到
G"V

以

上&采用无菌枪头在培养皿中均匀的进

行划痕"然后采用
A&PEW

对细胞洗涤
K

次"加入培养基后显微镜下拍照"即为

"-

时细胞迁移情况&继续置于
KH%

%

BV

,1

!

培养箱进行培养"

!I-

后显微镜下

拍照" 记录两次拍照之间的划痕距离"

以反映各组肝癌细胞的迁移能力'

4=?

统计学处理

采用
WPWW !A7"

统计软件进行数据

分析" 其中计量资料采用均数
'

标准差

#

#"0

(表示"组间比较采用
<

检验"多组间

比较采用单因素方差分析& 计数资料采

用
!

! 检验)

PQ"7"B

为差异有统计学意义)

!

结 果

@=4 ?.;!A!B)!B:

与
,CD8!E

在肝癌

组织中的表达

以
S#

为内参"通过
R;TLP,;

检测

肝癌组织和癌旁组织切片中
?.;!A!B)!

B:

的相对表达量发现"癌旁组织中其相

对表达为
A7!F""7!A

" 而肝癌组织中其

相对表达量为
!7A#""7KH

" 显著高于癌

旁组织"差异有统计学意义#

PQ"7"B

(&

癌旁组织中
,CD8!E

的相对表达量为

A7B#""7!F

"肝癌组织中其相对表达量为

"7FH""7AB

"显著低于癌旁组织"差异有

统计学意义#

PQ"7"B

(#见
T)M*/ !

()进一

步 对
K!

例 肝 癌 患 者 癌 组 织 中
?.;!

A!B)!B:

与
,CD8!E

相对表达量进行分析发现 "

?.;!A!B)!B:

与
,CD8!E

的 表 达 呈 负 相 关 #

' XL

"7A#F

"

PQ"7"B

() 见
Y.3&'/ A

)

@=@

各组
U/:9!

细胞中
?.;!A!B)!B:

与
,CD8!E

表达比较

通过定量
P,;

检测各转染组细胞中
?.;!A!B)!

B:

的相对表达量发现" 在
?.;!A!B)!B: ?.?.2

组中

?.;!A!B)!B:

的表达显著升高"平均为
I7BH""7#I",T

"

而
?.;!A!B)!B: .(-.M.<%'

组中
?.;!A!B)!B:

的表达

显著降低"平均为
A7IF""7K!",T

"与阴性对照组比

较差异均有统计学意义#

YXA!7#!

"

PX"7""A

&

YXAK7KK

"

PX"7""A

() 见
T)M*/ K

)

@=& ?.;!A!B)!B:

对
U/:9!

细胞增殖活性的影响

转染
!I-

%

IF-

%

H!-

后检测各组细胞
1CIB"(?

吸光值发现"

?.;!A!B)!B: .(-.M.<%'

组的增殖率在转

染
!I-

后显著下降"与阴性对照组比较差异有统计学

意义#

<X!7FFH

"

PX"7"A#

("并且在
IF-

%

H!-

后增殖率均

低于阴性对照组" 差异有统计学意义 #

<XK7IIK

"

PX
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"$""#

!

% &'$"((

"

) &"$""!

#! 而
*+,!

-!./!.0 *+*+1

组的增殖率在转染
!'2

后显著升高" 与阴性对照组差异有统

计学意义 $

%&!$343

"

)&"$"-.

#" 且在

'52

%

(!2

后增殖率也高于阴性对照

组" 差异有统计学意义 $

%&'$!(-

"

)&

"$""!

!

%&4$"#(

"

)&"$"-

#& 见
6+789: !

&

!"# *+,!-!./!.0

对
;:0<!

细胞迁移

能力的影响

细 胞 划 痕 实 验 结 果 显 示 "

*+,!

-!./!.0 +=2+>+%?9

组
;:0<!

细胞迁移

距离平均为
#!$(".$(!*

"相比于阴性

对照组
;:0<!

细胞迁移平均距离为

3'$4"-"$5!*

"差异有统计学意义$

%&

#$445

"

)@"$".

#!而
*+,!-!./!.0 *+*+1

组
;:0<!

细 胞 迁 移 距 离 平 均 为

-.5$#"-.$#!*

"显著高于阴性对照组"

差异有统计学意义$

%&5$4"-

"

)@"$".

#&

见
6+789: 4

&

4

讨 论

目前普遍认为细胞的恶性增殖是癌症发生的必

要环节" 近年来对肝癌的研究发现"

*+,AB

通过其

对关键基因表达的调控"如
0.4

"在癌细胞的增殖%

迁移%侵袭以及凋亡过程中起着重要作用 '

-"C--

(

& 在

肝癌细胞中表达上调的
*+,AB

包括
*+,AB!-54

%

*+,AB!!-

%

*+,AB!!!-

等"在肝癌细胞中表达下调的

*+,AB

有
*+,AB!-!!

%

*+,AB!-'.

以及
*+,AB!!#/

等"其表达水平不尽相同"作用机制也是各有特色'

--C-!

(

&

D0:=1:

等 '

-4

(对肝癌患者的研究发现"

*+,!-!!

在正常肝组织中表达水平较高" 占全部
*+,ABE

表

达量的
("F

"而其表达的下调与癌症的发生发展密

切相关" 其在肝癌细胞中的下调会导致其靶基因如

肝细 胞 核 因 子
4B

$

2:0/%?1G%: =81H:/9 I/1%?9 4B

"

;A64B

#与肝细胞核因子
-B

$

2:0/%?1G%: =81H:/9 I/1!

%?9 -B

"

;A6-B

#的表达升高 "而
;A64B

与
;A6-B

均是肝细胞细胞周期重要的调控蛋白" 从而导致细

胞周期紊乱" 引发癌症的发生!

J+

等 '

-'

( 在体外对

;:0<!

与
;:04K

细胞的研究发现"当抑制细胞内源

*+,!!-

与
*+,!-54

的表达时"肝癌细胞的增殖能力

以及侵袭活力明显降低"而细胞凋亡率则显著升高!

进一步研究其靶基因发现"

*+,!!-

与
*+,!-54

作用

共同的靶基因细胞因子信号转导抑制物
#

$

E8009:E!

E?9 ?I 1G%?L+=: E+7=/H+=7 #

"

DMND#

# 与凋亡蛋白
4O(

$

1/E0/E: 4O(

#"通过上调
DMND#

的表达"抑制
1/E!

0/E:4O(

的表达"提高细胞的增殖与侵袭能力"抑制

细胞的凋亡" 从而促进肝癌的发生!

;8/=7

等 '

-.

(对

;:)<!

细胞系的研究发现" 当提高细胞内源
*+,!

-!!

的表达水平时" 细胞中
1/E0/E: 3O4

蛋白的表达

水平明显提高"同时细胞凋亡率显著提高!进一步对

*+,!-!!

靶基因进行分析发现" 其可能是通过抑制

内源
K1H!P

蛋白的表达实现对细胞凋亡的调控"表

明在肝癌细胞中
*+,!-!!

的表达上调" 可抑制内源

K1H!P

蛋白表达从而调控肝癌细胞的凋亡过程"在肝

癌的发生发展中起着重要作用!

</?

等 '

-#

(通过在细

胞学水平的研究也表明"

*+,!-'.

在细胞内的表达

上调可明显抑制肝癌细胞的增殖! 进一步的分析发

现" 其可能是通过负调控
NQJ.

蛋白的表达在肝癌

发生中起作用&此外还有研究发现"联合各患者多个

*+,ABE

的表达" 可对肝癌的发生发展进行诊断&

6?9=/9+

等 '

-(

( 报道称联合患者血清中的
*+,!343

%

*+,!.3.

%

*+,!.-3R

以及
*+,!'3'

的表达"可对肝硬

N?*0/9+E?= ?I %2: +=19:*:=% 9/%: >:!
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$%&'()* %+ ,-.(/0/ 1(2%*%345!"!"56%*7!#58%7!

化患者是否发生肝癌进行诊断!

9)(3

等"

:;

#研究表明

<.=!!""

家族或可作为肝癌患者血清中的标志物!

贾等 "

>

#在对胰腺癌细胞中对
<.=!:!?)!?@

的表达进

行研究发现$

<.=!:!?)!?@

在癌细胞中的表达水平显

著高于癌旁组织$ 而下调
<.=!:!?)!?@

在胰腺癌细

胞系
A)(2!:

中的表达$血细胞的生长增殖会明显被

抑制! 进一步通过流式细胞仪对细胞的凋亡情况进

行检测发现$ 下调胰腺癌细胞系
A)(2!:

内源
<.=!

:!?)!?@

表达$癌细胞的凋亡率显著提高$集聚能力

明显下降$ 表明
<.=!:!?)!?@

在胰腺癌的发生发展

中起着癌基因的作用%

本研究在肝癌细胞中对
<.=!:!?)!?@

及其靶基

因的表达研究发现$ 其在肝癌患者癌组织中表达明

显上调$相比于癌旁组织差异有统计学意义!而在肝

癌组织中
,BC8!D

的表达水平显著下降$相比于癌

旁组织差异有统计学意义!

A/)'0%(

相关性分析显

示$在
E!

例肝癌患者肝癌组织中$

,BC8!D

的表达水

平与
<.=!:!?)!?@

表达呈负相关&

'FG"7?:"

$

AH"7"?

'$

进一步证实了
<.=!:!?)!?@

对
,BC8!D

的靶向调控

作用% 有研究表明
,BC8!D

的表达增高$可导致多

种肿瘤细胞的迁移和侵袭能力减弱! 我们的研究表

明在肝癌细胞中
<.=!:!?)!?@

表达上调$ 通过靶向

调控
,BC8!D

的表达$ 抑制其在肿瘤细胞中的表

达$推测其可能与肿瘤的增殖和迁移能力$进而通过

,,C;

法以及细胞划痕实验对各组肝癌细胞的增殖

活力和迁移能力进行检测%

,,C;

检测不同组肝癌

细胞的增殖活力发现$在肝癌细胞中上调
<.=!:!?)!

?@

的表达$ 细胞的增殖活力以及迁移能力明显提

高$相比于阴性对照组$差异有统计学意义!而当下

调细胞内源
<.=!:!?)!?@

的表达$ 肝癌细胞的增殖

活力以及迁移能力明显被抑制$相比于阴性对照组$

差异有统计学意义! 表明
<.=!:!?)!?@

通过靶向调

控
,BC8!D

的表达$在肿瘤的增殖和迁移过程中发

挥重要作用%

综上所述$ 肝癌癌细胞中
<.=!:!?)!?@

表达明

显上调$而
,BC8!D

的表达被抑制!在肝癌细胞系

中的研究进一步证实$

<.=!:!?)!?@

通过靶向调控癌

细胞中
,BC8!D

的表达$促进肝癌细胞的增殖和迁

移$与肿瘤的发生发展密切相关%

参考文献!

I:J 9/. K=

$

A/(3 LD

$

M.)(3 NO

$

/P )*7 Q*%R)* /@.S/<.2 %+

-/@)P%2/**&*)' 2)'2.(%<) I$J7 ,-.() ,)(2/'

$

!":?

$

!TU;V

(

#!:G#E"7I

魏矿荣$彭侠彪$梁智恒$等
7

全球肝癌流行概
况
I$J7

中国肿瘤$

!":?

$

!TU;V

(

#!:G#E"7J

I!J ,%W)( X$

$

YP/Z/(0%( AX

$

Q%%*/4 [X

$

/P )*7 =/0&*P0 %+ )

@-)0/ ! 0P&S4 %+ +/('/P.(.S/ )(S '.P&\.<)R +%' @)P./(P0

W.P- .(S%*/(P D!2/** *4<@-%<) )(S <)(P*/ 2/** *4<@-%<)

I$J7 O)/<)P%*%34

$

!":]

$

:]#UTV

(

?;EG?>"7

IEJ 9/(3 M

$

O/ N

$

M. L

$

/P )*7 X<@/*%@0.( )PP/(&)P/0 *.@%@%*40)2!

2-)'.S/ .(S&2/S .(+*)<<)P%'4 '/0@%(0/ P-'%&3- P-/ .(-.R.!

P.%( %+ P-/ 8 !̂"D )(S $XC!_Y[X[E 0.3()*.(3 @)P-W)40 .( <.!

2'%3*.)I$J7 `(P `<<&(%@-)'<)2%*

$

!":]

$

TTU:"V

(

:a;7

ITJ A/(3 L

$

,-/( C

$

,-/( $

$

/P )*7 X+*)P%\.( D: )++/2P0 )@%@!

P%0.0 )(S /\@'/00.%( %+ D)\

$

D2*!!

$

)(S ,)0@)0/!E .( P-4!

<&0 )(S R&'0) %+ +)R'.2.&0 .( R'%.*/' 2-.2b/(0I$J7 c(Z.'%(

[%\.2%*

$

!":#

$

E:U>V

(

:::Ea::!"7

I?J ^)')d. [X

$

Y@.Pd/' $`

$

K%'%d%Z A

$

/P )*7 <.=8X0 .( -&<)(

2)(2/'I$J7 $ A)P-%*

$

!":?

$

!!EU!V

(

:"!a::?7

I#J D)/' ,

$

,*)&0 =

$

A*)00 ,

$

/P )*7 Q/(%</!W.S/ /@.3/(/P.2

'/3&*)P.%( %+ <.=8X0 .( 2)(2/'I$J7 ,)(2/' =/0

$

!":E

$

]E

U!V

(

T]EaT]]7

I]J [)'.e C

$

Q-.)0 C7 ,%*%'/2P)* 2)(2/' 2)'2.(%3/(/0.0

(

) '/Z./W

%+ </2-)(.0<0I$J7 ,)(2/' D.%* K/S

$

!":#

$

:EU:V

(

:!"a:E?"

I;J O%& [O

$

f.& gK

$

N-). NQ7 YP&S4 %( P-/ @'%*.+/')P.%(

$

)@%@P%0.0 )(S .(Z)0.%( %+ *&(3 2)(2/' 2/**0 R4 <.=!:!?)

I$J7 ,-.(/0/ $%&'()* %+ c(S/<.2 B.0/)0/ ,%(P'%*

$

!":#

$

E:

U:!V

(

:E;;a:E>>7I

侯太辉 $邱亚梅 $翟宗岗
"<.=!:!?)

对
肺癌细胞增殖)凋亡及侵袭能力的研究

I$J7

中国地方病
防治杂志$

!":#

$

E:U:!V

(

:E;;a:E>>7J

I>J $.) ,9

$

Y&( g

$

N-)(3 [[

$

/P )*7 c++/2P0 %+ <.2'%=8X!

:!?)!?@ %( @'%*.+/')P.%(

$

)@%@P%0.0 )(S 2/** 242*/ %+ @)(!

2'/)P.2 2)(2/' 2/**0 I$J7 $%&'()* %+ ,-.(/0/ X2)S/<4 %+

K/S.2)* Y2./(2/0

$

!":#

$

E;UTV

(

T:?aT!:7I

贾丛伟 $孙洋 $

张婷婷$等
7 <.=!:!?)!?@

对胰腺癌细胞增殖)凋亡和细
胞周期的影响

I$J7

中国医学科学院学报 $

!":#

$

E;UTV

(

T:?aT!:7J

I:"J N-)(3 ,g

$

N-)(3 ^,

$

K) $

$

/P )*7 K.2'%=8X )(S -/@)P%2/*!

*&*)' 2)'2.(%<)I$J7 D)0.2 K/S.2.(/ )(S ,*.(.2

$

!":#

$

E#U:"V

(

:T!>a:TE!7I

张春艳$张富春$马纪$等
7 <.2'%=8X

与肝癌
I$J7

基础医学与临床$

!":#

$

E#U:"V

(

:T!>a:TE!7J

I::J O%& $

$

,)% L[7 K.2'%=8X )(S S.)3(%0.0 )(S P'/)P</(P %+

-/@)P%2/**&*)' 2)'2.(%<)

(

(/W %@@%'P&(.P./0 )(S 2-)*!

*/(3/0 I$J7 ,-.(/0/ $%&'()* %+ 1(2%*%34 D.%P-/')@4

$

!":?

$

!!U:V

(

:a]7I

侯晋$曹雪涛
7 K.2'%=8X

与肝癌诊治(

新的机遇和挑战
I$J7

中国肿瘤生物治疗杂志$

!":?

$

!!

U:V

(

:a]7 J

I:!J C(.PP*/ Q

$

M./S3/(0 A

$

C%'%Zb.() B

$

/P )*7 =/W.'/S 8^"D

0.3()*.(3 )0 ) @%P/(P.)**4 )2P.%()R*/ +/)P&'/ %+ )2P.Z)P/S D!

2/**!*.b/ S.++&0/ *)'3/ D!2/** *4<@-%<) I$J7 O)/<)P%*%34

$

!":#

$

>]U#V

(

T>>a?:"7

I:EJ Y@/(2/ [

$

D'&2/ $

$

g.@ C9

$

/P )*7 K.2'%=8X0 .( ()0%@-)!

'4(3/)* 2)'2.(%<)I$J7 ,-.( ,*.( 1(2%*

$

!":#

$

? U!V

(

:]"

I:TJ M. ND

$

M. NN

$

M. M

$

/P )*7 K.=!!: )(S <.=!:;E 2)( 0.<&*!

P)(/%&0*4 P)'3/P Y1,Y# )(S <%S&*)P/ 3'%WP- )(S .(Z)0.%(

%+ -/@)P%2/**&*)' 2)'2.(%<) UO,,V 2/**0I$J7 c&' =/Z K/S

A-)'<)2%* Y2.

$

!":?

$

:>U:]V

(

E!";aE!:]7

I:?J O&)(3 O

$

N-& g

$

M. Y7 K.2'%=8X!:!! <.<.2 P')(0+/2P.%(

2%(P'.R&P/0 P% )@%@P%0.0 .( O/@Q! 2/**0I$J7 K%* K/S =/@

$

!":?

$

:!U?V

(

#>:;a#>!]7

I:#J Q)% ^

$

Y&( L

$

9)(3 M

$

/P )*7 B%W('/3&*)P.%( %+ <.2'%=!

8X!:T? 2)&0/S R4 -/@)P.P.0 R Z.'&0 \ @'%P/.( @'%<%P/0

/\@'/00.%( %+ ,hM? )(S 2%(P'.R&P/0 P% @)P-%3/(/0.0 %+

-/@)P.P.0 D Z.'&0!)00%2.)P/S -/@)P%2/**&*)' 2)'2.(%<) I$J7

,/** A-40.%* D.%2-/<

$

!":?

$

E]UTV

(

:?T]a:??>7

I:]J ^%'()'. ^

$

^/'')2.( K

$

['/'#$ B

$

/P )*7 ,.'2&*)P.(3 <.!

2'%=8X0

$

<.=!>E>

$

<.=!?>?

$

<.=!?:>S )(S <.=!T>T

$

.!

S/(P.+4 2.''-%P.2 @)P./(P0 W.P- O,,I$J7 AM%Y 1(/

$

!":?

$

:"

U:"V

(

/":T:TT;7

I:;J 9)(3 ,

$

M. B

$

N-)(3 Y

$

/P )*7 K.2'%%8X!:!?)!?@ .(S&2/0

<%&0/ 3')(&*%0) 2/** )@%@P%0.0 R4 P)'3/P.(3 0.3()* P')(0!

S&2/' )(S )2P.Z)P%' %+ P')(02'.@P.%( EI$J7 K/(%@)&0/

$

!":#

$

!EU:V

(

:""a:"]"

::#


