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"摘要#

!

目的
!

探索人体卵巢癌细胞微
3P4/#!06

"

G'3/#!06

#的表达及其在卵巢癌病变细胞增殖与凋亡

过程中的作用%方法
!

采用荧光定量
NO3

法检测卵巢癌患者卵巢癌组织和对应癌旁组织细胞中
G'3/#!06

的

表达水平&同时在体外进行细胞实验!向人源
57YU)

和
YUO43)

卵巢癌细胞株转染
G'3/#!06G'G'>-

!运用

噻唑兰"

L::

#法对转染
G'3/#!06G'G'>-

成功的两株人源卵巢癌细胞进行体外增殖活力的检测!同时通过流

式细胞仪检测细胞凋亡的发生情况%结果
!

荧光定量
NO3

检测结果表明!

G'3/#!06

在患者卵巢癌组织细胞中

的表达水平低于其对应癌旁组织!差异有统计学意义"

!

$

"("6

#&细胞体外转染
G'3/#!06G'G'>-

实验结果表

明!相较于对照组的细胞株!转染
G'3/#!06G'G'>-

的细胞株
57YU)

!其细胞增殖能力明显下降"

!

$

"("6

#$细

胞凋亡率明显升高"

!

$

"("6

#&同样!转染
G'3/#!06G'G'>-

的细胞株
YUO43)

其增殖能力也明显下降$细胞

凋亡率明显升高!与对照组比较!差异有统计学意义"

!

$

"("6

#%结论
!

在卵巢癌患者的癌细胞中!

G'3/#!06

的表达明显降低!其可能参与卵巢癌的发生$发展!并且与卵巢癌细胞的增殖和凋亡密切相关%

"关键词#

!

卵巢肿瘤&微
3P4/#!06

&细胞增殖&细胞凋亡
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3P4-

#

G'>?&3P4-

(

G'3P4-

$是一种小分子

非编码
3P4

(由
!"

"

!6

个核苷酸组成.

#

/

'

G'3P4-

最早于
#**)

年在真核生物中被发现(后续的研究表

明其能通过碱基互补配对与目的基因
G3P4

的
6d

端

或
)d

端相结合(介导目的基因
G3P4

的降解或者抑

制其与转录因子的结合而降低目的基因
G3P4

的翻

译过程(

G'3P4-

通过其基因调控的功能(广泛参与

真核生物细胞内多种生物过程(包括细胞信号的传

导+细胞增殖与分化+细胞周期的调控等(同时也与多

种肿瘤的发生+发展过程密切相关(因此对于
G'3/
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P4-

在生物体生长发育及癌症中的研究已成为生命

科学领域研究的重点.

!/6

/

'早期已有研究表明(

G'3/

P4/#!06

#

G'3/#!06

$在组织中的异常表达可能和多

种类型的肿瘤发生密切相关(如胰腺癌+肝癌等.

)/6

/

'

为探讨
G'3/#!06

的表达水平在卵巢癌发生+发展过

程中的作用(笔者利用荧光定量
NO3

的方法检测

G'3/#!06

在卵巢癌组织和癌旁组织中的表达(分析

其与癌症发生的关系%同时运用体外细胞培养实验(

观察
G'3/#!06

在 人 源 的 卵 巢 癌 细 胞 #

57YU)

+

YUO43)

$增殖和凋亡过程中的作用(为探讨其在卵

巢癌发生+发展过程中的分子机制提供实验依据'

!

!

材料与方法

!(!

!

材料

!(!(!

!

标本来源
!

选取
1"

例
!"#1

年
*

月至
!"#6

年

*

月来本院妇科就诊的卵巢癌患者组织切片标本(包

括卵巢癌组织切片及对应癌旁组织切片(癌组织是指

取自患者卵巢癌组织区域的细胞(癌旁组织是指在患

者卵巢癌组织周围未发生坏死或癌变的正常卵巢组

织细胞'本研究经本院伦理委员会审核批准(参与此

次研究的所有患者均签署知情同意书(且均在术前
)

个月未接受任何关于抗癌治疗的药物或其他相关性

治疗的手段'

!(!("

!

细胞株及试剂
!

两株人源的卵巢癌细胞株

#

57YU)

+

YUO43)

$购自中科院上海细胞库%

3NLR/

#+1"

细胞培养基#货号!

58)"0"*

$+

XL2L

培养基

#货号!

58)""))

$+胎牛血清#

TM5

(货号!

58)""01

$+

"(!6F

的胰酶消化液#货号
58)""1!

$及
#"i

磷酸盐

缓冲液#

NM5

(货号!

58)"!6+

$$均购自美国
8

A

>&H&.;

公司%

:=

a

L=.

.

L'>?&3P43;@;?-;:?=.->?'

K

C'&.

试

剂盒#货号!

1)++6*+

$+

:=

a

L=.

.

[.'@;?-=HNO3L=-/

C;?L'b

#货号!

1)!1"#0

$均购自美国
4MR

公司%

9'

K

&/

B;>C=G'.;

.

!""" :?=.-B;>C'&. 3;=

E

;.C

#货 号!

##++0"!$

$购自美国
R.@'C?&

E

;.

公司%膜联蛋白
U/

异

硫氰酸荧光素"碘化丙啶#

4..;b'.U/TR:O

"

NR

$细胞

凋亡检测试剂盒#货号!

66+61$

$购自美国
MX

公司%噻

唑蓝#

L::

(货号!

L!#!0

$购自美国
5'

E

G=

公司%

:3/

Rc&H

试剂 #货 号!

#66*+/"!+

$购 自 美 国
R.@'C?&

E

;.

公司'

!("

!

方法

!("(!

!

细胞培养及转染
!

#

#

$细胞复苏!首先取出冻

存的两株人源卵巢癌细胞#

57YU)

+

YUO43)

$(迅速

放置于
)$ g

水浴锅中融化(然后四度低速#

)""?

"

G'.

$离心
)G'.

(弃去上清液(加入
#G9

含有
#"F

TM5

的
3NLR/#+1"

培养液将细胞重悬(然后置于培

养皿中(放入含有
6F OY

!

的
)$g

培养箱进行培养(

当生长至合适的细胞密度#

$"F

"

0"F

$时(对其进行

传代培养'#

!

$细胞转染!其中
G'3/#!06G'G'>-

及

G'G'>->&.C?&H

均在生工生物进行合成#表
#

$(细胞转

染严格按照美国
R.@'C?&

E

;.

公司的
9'

K

&B;>C=G'.;

.

!""":?=.-B;>C'&.3;=

E

;.C

说明书进行操作'

!("("

!

卵巢癌细胞系全
3P4

的抽提
!

对转染
10<

后的卵巢癌细胞经
"(!6F

胰酶消化(收集消化后的细

胞悬液于
#6 G9

离心管中%进行
1 g

低速#

#"""

?

"

G'.

$离心
!G'.

(弃去上清液(置于冰上%加入
#G9

:?'c&H

裂解液(重悬并混匀细胞(置于冰上%向
:?'c&H

裂解液中加入
!""

#

9

氯仿(剧烈震荡细胞悬液(室温

放置
6

"

#"G'.

(然后采用四度(

#!"""?

"

G'.

离心
#6

G'.

%取离心之后的上层水相(于
3P=-;/B?;;

的
#(6

G9

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"G'.

%取出离心管(然后再四度(

#!"""?

"

G'.

离心
#6G'.

(得到
3P4

沉淀%采用
6""

#

9$6F

乙醇对
3P4

沉淀进行两次洗涤(然后风干%

加入
6"

#

93P=-;/B?;;

的水(室温溶解
3P4

%采用

P=.&X?&

K

对 总 抽 提 的
3P4

进 行 浓 度 测 定(置

于
S!"g

备用'

表
#

!!

G'3/#!06G'G'>-

与
G'G'>->&.C?&H

的序列信息

名称 序列

G'3/#!06G'G'>-

正义链!

6d/[O[VVVO44O444V[V4V4OO[/)d

反义链!

6d/V[O[O4O[[[V[[VOOO4V4[[/)d

G'G'>->&.C?&H

正义链!

6d/[[O[OOV44OV[V[O4OV[/)d

反义链!

6d/4OV[V4O4OV[[OVV4V44/)d

!("(#

!

3P4

的反转录及荧光定量
NO3

!

按照美国

4MR

公 司 的
:=

a

L=.

.

L'>?&3P4 3;@;?-; :?=./

->?'

K

C'&.

试剂盒操作说明书(对抽提的
3P4

进行体

外反转录实验(得到
O%.=

产物%反应条件为!

#+g

孵

育
)"G'.

(

1!g

孵育
)"G'.

(

06g

加热
6G'.

(

1g

保

存'以得到的
>XP4

为模版(进行荧光定量
NO3

(采

用
:=

a

L=.

.

[.'@;?-=HNO3L=-C;?L'b!"

#

9

反应

体系(在罗氏
9'

E

<CO

A

>H;?10"

仪器上操作(以
[+

作为

表达检测的内参(

)

O:

表示
G'3/#!06

的相对表达(

其中
)

O:`

'

O:

G'3/#!06

/O:

[+

'

%反应条件为!

*6g

预变

性
#"G'.

(

*6g#6-

(

+"g)"-

(

$"g)"-

进行
1"

个循环的扩增'

!("($

!

癌细胞增殖活力的
L::

检测
!

首先对消化

后的卵巢癌细胞进行血小板计数(然后将转染
G'3/

#!06G'G'>-

及
G'G'>->&.C?&H

的细胞接种到
*+

孔培

养板上(其中每孔接种约
6i#"

) 个细胞%在含
6FOY

!

的
)$g

培养箱进行一段时间的培养后#分别是
"

+

!1

+

10

+

$!<

$(加入
!"

#

96G

E

"

9L::

(放入培养箱继续

培养
1<

%取出
*+

孔培养板(将每孔中的液体吸出并

加入
#!"

#

9

二甲基亚砜进行溶解%混合均匀后(通过

酶标仪检测其在
6$".G

处的吸光值#

0

6$"

$(以反映细

胞增殖能力的强弱'

!("(F

!

癌细胞凋亡率的检测
!

将转染
G'3/#!06

G'G'>-

及
G'G'>->&.C?&H!1<

后的人源卵巢癌细胞

取出(更换其培养液为不含
TM5

的无血清培养液(并

将培养皿置于
)$g

(含低浓度
OY

!

#

#F OY

!

$的环境

中(将卵巢癌细胞继续培养至
10<

%然后通过
#""

#

9

"(!6F

胰酶对贴壁的细胞进行消化(收集细胞于
#(6

G9

离心管中(并在避光环境中依次加入
6

#

94./

.;b'.U

+

6

#

9NR

(充分混匀后(在避光环境中室温孵

61#!
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年
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1$

卷第
#+

期



育
!"G'.

(然后对细胞进行流式细胞仪分选检测'

!(#

!

统计学处理
!

采用
5N55!#("

统计软件分析数

据(计量资料以
RjI

表示(比较采用两独立样本
-

检

验或配对
-

检验(多组间比较则采用单因素的方差分

析(以
!

$

"("6

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"(!

!

卵巢癌组织中
G'3/#!06

的表达水平
!

以癌细

胞的
[+

作为内对照(对卵巢癌组织及对应癌旁组织

中
G'3/#!06

的相对表达水平进行定量分析发现(相

较于癌旁组织#

6(1#j#(!6

$(卵巢癌组织细胞中
G'3/

#!06

表达水平#

!($)j#("1

$较低(差异有统计学意义

#

-̀ #"(1!

(

!

$

"("6

$'

"("

!

转染
G'3/#!06G'G'>-

后人卵巢癌细胞的增殖

活性
!

根 据 转 染 人 源 卵 巢 癌 细 胞 系
57YU)

+

YUO43)

的情况不同(依次分为转染组#转染
G'3/

#!06G'G'>-

$+阴性对照组#转染
G'G'>>&.C?&H

$和空

白对照组#未转染任何
G'>?&3P4

$'在转染后的
1

个

时间段#

"

+

!1

+

10

+

$!<

$(每个时间点取
#6

份平行设置

的细胞样品进行观察(对细胞采用
L::

法检测其

0

6$"

值'结果表明(在
57YU)

细胞系中(转染组的

0

6$"

值在
!1<

之后明显低于阴性对照组与空白对照

组#

!

$

"("6

$(而空白对照组和阴性对照组在
1

个时

间点处的
0

6$"

值比较(差异无统计意义#

!

%

"("6

$(见

表
!

%在
YUO43)

细胞系中(转染组的细胞其
0

6$"

值

在
10<

之后明显低于阴性对照组与空白对照组#

!

$

"("6

$(而空白对照组和阴性对照组在
1

个时间点处

的
0

6$"

值比较(差异均无统计学意义#

!

%

"("6

$(见

表
)

'

表
!

!!

57YU)

细胞系在各个时间点处的
0

6$"

值

!!!

%

) #̀6

(

RjI

&

组别
"< !1< 10< $!<

转染组
"(66j"(## "(1)j"("1 "()#j"("0 "(!!j"(")

阴性对照组
"(6$j"(#1

"(6#j"("$

"

"(1$j"(##

"

"(1#j"("*

"

空白对照组
"(+#j"(##

"(6!j"(#!

"

"(1*j"(#1

"

"(1)j"("+

"

1 "(+"$ )(1*) #!(10" )#(*0"

!

%

"("6

$

"("6

$

"("6

$

"("6

!!

"

!

!

$

"("6

(与转染组比较

表
)

!!

YUO43)

细胞系在各个时间点处的
0

6$"

值变化

!!!

%

) #̀6

(

RjI

&

组别
"< !1< 10< $!<

转染组
"(+!j"(#1 "(6)j"("* "(1#j"("+ "(!*j"("$

阴性对照组
"(+#j"(#! "(60j"(#!

"(6!j"("6

"

"(11j"(#"

"

空白对照组
"(+)j"(## "(6*j"(#" "(6#j"("+

"

"(1!j"("+

"

1 "("+6 "(*61 ##(11" #"($+"

!

%

"("6

%

"("6

$

"("6

$

"("6

!!

"

!

!

$

"("6

(与转染组比较

图
#

!!

57YU)

细胞系流式分选结果

图
!

!!

YUO43)

细胞系流式分选结果

"(#

!

转染
G'3/#!06G'G'>-

后促进人卵巢癌细胞凋

亡
!

对转染
G'3/#!06G'G'>-10<

后的细胞进行流

式细胞分选发现#图
#

$(

57YU)

细胞系的凋亡率升

高(明显高于转染
G'G'>>&.C?&H

的阴性对照组(差异

有统计学意义#

!

$

"("6

$%而阴性对照组的细胞凋亡

率与空白对照组无明显差异#

!

%

"("6

$(见表
1

'在

+1#!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



YUO43)

细胞系中#图
!

$(转染
G'3/#!06G'G'>-10

<

后(细胞的凋亡率也升高(明显高于转染
G'G'>>&./

C?&H

的阴性对照组细胞(差异有统计学意义#

!

$

"("6

$(而阴性对照组的细胞凋亡率则与空白对照组

无明显差异#

!

%

"("6

$(见表
1

'

表
1

!!

细胞凋亡率的比较%

) #̀6

(

RjI

(

F

&

组别
57YU)

凋亡率
YUO43)

凋亡率

转染组
!#(#!j!(#$ #0(#+j#(0$

阴性对照组
##($$j!(#0

"

*(!#j#()!

"

空白对照组
#"()#j!("+

"

0(*0j#(0+

"

1 ##$($ #1#(0

!

$

"("6

$

"("6

!!

"

!

!

$

"("6

(与转染组比较

#

!

讨
!!

论

!!

卵巢癌在女性生殖系统中发病率较高(属于常见

恶性肿瘤(约占女性生殖系肿瘤的三分之一(其发病

十分隐匿(对患者的早期诊断造成了较大的困难(临

床上被诊断为卵巢癌的患者
$"F

以上已发生了盆腔

等多处组织的转移(导致其
6

年生存率低于
)"F

.

+

/

'

临床上关于卵巢癌的发病病因还不是十分清楚(其病

理也较为复杂(缺少有效的治疗手段(目前还未有明

确的临床指标可对卵巢癌的诊断及治疗提供参考.

$

/

'

因此(对卵巢癌发病机制的研究显得尤为关键'

G'3/

P4-

是一类存在于细胞内(长度约为
!!

个核苷酸的

非编码单链小分子
3P4

(自从
!"

世纪
*"

年代
922

等.

6

/在真核生物中发现了第一个
G'3P4

#

9'.1

$之

后(学者们对
G'3P4-

进行了一系列的后续研究(发

现
G'3P4-

通过碱基互补配对(与其靶基因结合(可

调控基因的表达(从而参与细胞的增殖和分化.

0

/

'在

对癌症细胞的研究中发现(

G'3P4-

在癌症的发生+

发展中起着十分重要的作用(其通过调控靶基因的表

达(参与细胞内信号通路的传导(参与细胞周期的调

控(介导细胞的凋亡过程等.

*

/

'有研究报道(通过利

用
G'3P4

芯片技术(分别检测人源卵巢癌细胞系及

正常卵巢上皮细胞中
G'3P4-

的表达谱发现(一共检

查到
#$)

个
G'3P4-

的表达(其中在两种细胞系中共

同表达的
G'3P4-

共
#+"

个(有
)6

个
G'3P4-

表达

差异有统计学意义#

!

$

"("6

$(其中表达下调的
G'3/

P4-

有
)#

个(表达上调的
G'3P4-

有
1

个(在这
1

个

下调的
G'3P4-

中(包含两个具有抑制肿瘤发展的

G'3P4-

(分别是
H;C/$%

与
G'3P4/#!$

(暗示着
G'3/

P4-

与卵巢癌的发生有一定的相关性.

#"

/

'有学者对

#"+

例卵巢癌患者进行分期(即早期组卵巢癌和晚期

组卵巢癌患者(采用基因芯片技术检测卵巢癌组织中

G'3P4-

的表达(发现两组存在
11

个
G'3P4-

基因

的表达差异(且在晚期卵巢癌患者中表达均下调(包

括具有肿瘤抑制功能的
G'3)1=

及
G'3#6=

等(表明

在卵 巢 癌 的 发 展 过 程 中
G'3P4-

起 着 重 要 的

作用.

##

/

'

本研究发现(

G'3/#!06

与卵巢癌的发生十分相

关(其在卵巢癌组织中的表达水平明显低于癌旁组

织%除此之外(细胞学实验证明(

G'3/#!06

的表达升

高(会致使癌细胞的增殖能力明显下降(同时导致癌

细胞的凋亡率明显升高(表明
G'3/#!06

与卵巢癌的

发生+发展过程密切相关(

G'3/#!06

可能作为卵巢癌

细胞中的抑癌因子(在癌细胞的凋亡过程中发挥功

能'分析其发挥功能的可能机制!有研究发现在胰腺

癌中
G'3/#!06

与相关蛋白结合(以
G'3P4

诱导沉默

复合体#

G'3R5O

$蛋白复合体的形式与靶基因
\4N#

的
G3P4

相结合(在转录水平抑制其翻译过程(从而

达到抑癌的作用.

#!

/

%另有研 究报道(

G'3/)1>

与

G'3)1I

通过调控靶基因
N6)

的转录(导致卵巢癌的

发生.

#)

/

%

G'3!#1

则通过负调控第
#"

号染色体缺失性

磷酸酶
/

张力蛋白同源物基因#

N:2P

$的表达(参与蛋

白激酶
M

#

47:

$通路(从而在卵巢癌的转移过程中起

作用.

#1

/

%

G'3/!#"

通过对靶基因组织缺氧诱导因子
/

#

&

#

8RT/#

&

$的调控(参与肿瘤转移时血管的生成.

#6

/

'

综上所述(

G'3P4-

通过调控不同的靶基因参与

卵巢癌的发生+发展过程'本文通过对
1"

例卵巢癌

患者的研究发现(

G'3/#!06

与卵巢癌的发生+卵巢癌

细胞的增殖及凋亡密切相关(表明其在卵巢癌发生+

发展中起着重要作用(但是至于该过程中的具体分子

机制(还有待进一步的探索'本研究为了解
G'3/#!06

与卵巢癌发生的关系奠定了一定的理论基础和实验

依据'
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较高(其中
LX4/LM/!)#

差异最为明显'为探究

5LO1

表达对乳腺癌细胞功能的影响(本研究选用

LX4/LM/!)#

细胞进行细胞功能实验'通过应用

-'3P4

干扰
5LO1

的表达后(观察到处理组细胞的增

殖速度+侵袭及迁移能力均较对照组明显降低'

在探究
5LO1

影响肿瘤细胞侵袭性的潜在机制

时(笔者预测可能与
NR)7

"

47:

信号通路相关'目

前许多研究表明(

NR)7

"

47:

信号通路在肿瘤细胞的

迁移+增殖+侵袭等方面有重要的作用'激活的
NR)7

使质膜上产生
)/

磷酸磷脂酰肌醇#

NRN)

$(

NRN)

与

47:

结合使其从细胞质转移到细胞膜上获得催化活

性(由磷脂酰肌醇依赖性蛋白激酶#

NX7

$+激活
47:

#磷酸化$(

K

/47:

从细胞膜脱落后进入细胞质或细胞

核(调控下游蛋白从而调控细胞生长+运动和凋亡

等.

##/#!

/

'在肝癌+胃癌和结直肠癌等许多肿瘤中均有

K

/47:

的过度表达.

#)/#6

/

'在本研究中(用特异性

5LO1-'3P4

转染
LX4/LM/!)#

细胞后(处理组的
K

/

NR)7

及
K

/47:

蛋白表达水平较对照组均明显减少'

因此笔者推测(下调
5LO1

表达后抑制乳腺癌细胞增

殖+迁移及侵袭可能与抑制了
NR)7

"

47:

信号通路的

激活相关'

综上所述(

5LO1

在乳腺癌组织及细胞中均呈高表

达(干扰
5LO1G3P4

的表达可抑制
LX4/LM/!)#

细胞

的增殖+迁移及侵袭能力(其机制可能与
NR)7

"

47:

信

号通路的激活相关'基于本次研究的结果(随着以后相

关实验的开展和研究(

5LO1

有望成为新的治疗靶点'

参考文献

.

#

/

5R2V2939

(

LR9923 7 X

(

W2L49 4(O=.>;?-C=C'-/

C'>-

(

!"#+

.

W

/

(O4O=.>;?WOH'.

(

!"#+

(

++

#

#

$!

$/)"(

.

!

/

T322L4P9

(

434VYP/49O4RX29

(

5:3[PPR7YU

4(5C?D..'̂&@

(

:<;>&.%;.-'.>&G

K

H;b

E

&@;?.-><?&G&/

-&G;>&.%;.-=C'&.=.%G'C&C'>C?=.-G'--'&.&B?XP4

.

W

/

(

WO;HHM'&H

(

!"""

(

#1*

#

1

$!

0##/0!1(

.

)

/

\[ 9

(

N2q4 O45:R99Y 9

(

LP4RLP28 5

(

;C=H(4

-D?@;

A

&B;--;.C'=H

E

;.;BD.>C'&.'.C<;

A

;=-C>;HH%'@'-'&.

>

A

>H;

.

W

/

(L&HM'&HO;HH

(

!""+

(

#$

#

##

$!

1$)+/1$1$(

.

1

/

8R34PY:(O&.%;.-'.-

!

D.'@;?-=H&?

E

=.'c;?-&B><?&G&-&G;-

J'C<%'@;?-;BD.>C'&.-

.

W

/

(V;.;-X;@

(

!"#!

(

!+

#

#6

$!

#+6*/#+$0(

.

6

/

T2PVZX

(

5YPV Q

(

9RO ]

(

;C=H(5C?D>CD?=HG='.C;/

.=.>;&B><?&G&-&G;-1'-=

K

?;%'>C&?&B-D?@'@=H=.%=

.&@;HC<;?=

K

;DC'>C=?

E

;C'.>&H&?;>C=H>=.>;?

.

W

/

(4-'=.N=>

WO=.>;?N?;@

(

!"#1

(

#6

#

!#

$!

*16*/*1+6(

.

+

/

_8Y[M

(

\[4P:

(

9R[ L

(

;C=H(Y@;?;b

K

?;--'&.&BC<;

-C?D>CD?=HG='.C;.=.>;&B><?&G&-&G;1

K

?&C;'.'-=--&>'/

=C;% J'C<CDG&?%;/%'BB;?;.C'=C'&.

(

=%@=.>;%-C=

E

;=.%

@=->DH=?'.@=-'&.&B

K

?'G=?

A

H'@;?>=.>;?

.

W

/

(Y.>&H3;

K

(

!"#!

(

!0

#

1

$!

#!+)/#!+0(

.

$

/

_8Y[ M

(

O82P 8

(

]2RX

(

;C=H(4 .&@;HG'3/!#*/

5LO1/W47!

"

5C=C)?;

E

DH=C&?

AK

=C<J=

A

'.<DG=.<;

K

=C&/

>;HHDH=?>=?>'.&G=

.

W

/

(W2b

K

OH'.O=.>;?3;-

(

!"#1

(

))

!

66(

.

0

/

WRP[58R:

(

58RM4\4L4\

(

7RPY58R:4R

(

;C=H(9&J

;b

K

?;--'&.H;@;H-&B G'>?&3P4/#!1/6

K

>&??;H=C;% J'C<

K

&&?

K

?&

E

.&-'-'.>&H&?;>C=H>=.>;?@'=C=?

E

;C'.

E

&B5LO1

.

W

/

(O=.>;?L;%

(

!"#1

(

)

#

+

$!

#611/#66!(

.

*

/

_84Y5V

(

2U4P5W3

(

7Y:843RU

(

;C=H(:<;H=.%/

->=

K

;&B

K

?&

E

.&-C'>&DCH';?

E

;.;-'.<'

E

</?'-̂

K

?&-C=C;

>=.>;?

.

W

/

(OH'.O=.>;?3;-

(

!"#+

(

!!

#

$

$!

#$$$/#$0+(

.

#"

/

WR4PV9

(

_8Y[W

(

_8YPVX

(

;C=H(Y@;?;b

K

?;--'&.&B

5LO1=>C'@=C;-:VTI;C=

"

5G=%-'

E

.=H'.

E

=.%

K

?&G&C;-

=

EE

?;--'@;

K

<;.&C

AK

;'.

E

H'&G=>;HH-

.

W

/

(Y.>&

E

;.;-'-

(

!"#$

(

+

#

)

$!

;)"#(

.

##

/

Z[2V

(

325:[OOR4XT

(

94PQ

(

;C=H(4̂C

"

N7M/G;/

%'=C;%

K

<&-

K

<&?

A

H=C'&.&B:J'-C#

K

?&G&C;-CDG&?G;C=-/

C=-'-@'= G;%'=C'.

E
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