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"摘要#

!

目的
!

研究肝癌细胞
8#DbJ.$'/

"

8#D.$'/

$通过调控细胞周期蛋白
A'

"

SSbA'

$'波形蛋白对肝

癌细胞的影响%方法
!

利用
DK.>SD

对肝癌组织及癌旁组织"对照$'

0

种肝癌细胞系"

G7

4

]1

'

GGSS

'

G^G-

'

U=E.-0%1

$及正常肝细胞系
GE.--%1

"对照$的
8#D.$'/

的
8DbJ

表达进行检测#设计合成
8#D.$'/

的模拟物"

8#8#6+

$及抑制剂"

#,2#I#3"<

$%分别将空载体"对照$'

8#D.$'/

的模拟物及抑制剂转染至
G7

4

]1

细

胞!与相应对照相比!分析
8#D.$'/

对
SSbA'

'波形蛋白表达及肝癌细胞活力的影响%应用
SS\./

法'细胞创

伤愈合试验和
K<9,+Q7::

细胞迁移试验分别对转染空载体'

8#D.$'/8#8#6+

及
#,2#I#3"<

后的
G7

4

]1

肝癌细胞

增殖及迁移能力进行检测%

H7+37<,I:"3

检测上调或下调
8#D.$'/

后
8#D.$'/

相关靶蛋白
SSbA'

及波形蛋

白的表达%结果
!

与相应对照相比!

8#D.$'/

的表达水平在肝癌组织及肝癌细胞系中明显降低"

"

$

%&%$

$%当

8#D.$'/8#8#6+

转染肝癌细胞后!

G7

4

]1

细胞的活力降低!创伤愈合能力较弱!迁移能力明显降低"

"

$

%&%$

$!

经
H7+37<,I:"3

检测!波形蛋白和
SSbA'

的表达水平降低"

"

$

%&%$

$%转染
8#D.$'/#,2#I#3"<

后!

G7

4

]1

细

胞的增殖能力升高!肝癌细胞的创伤愈合能力和迁移能力提升"

"

$

%&%$

$!与此同时!波形蛋白 和
SSbA'

的表

达水平升高"

"

$

%&%$

$%结论
!

通过调节波形蛋白和
SSbA'

的表达!

8#D.$'/

在肝癌细胞的增殖活力'迁移能

力的变化机制中发挥重要的作用%
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8#DbJ

是一类短的#

$/

#

1;

核苷酸$非编码

DbJ

%可结合到靶基因并导致目标
8DbJ

降解或翻

译抑制使靶蛋白的表达水平降低'

$.1

(

)

8#D.$'/

在胆

囊癌'

'

(

*食道癌'

0

(等肿瘤中发挥抑瘤作用)肝癌细胞

中
8#D.$'/

被证实可直接靶向波形蛋白
8DbJ

上或

下调细胞周期蛋白
A'

#

SSbA'

$及波形蛋白'

;.)

(

%提示

其在肝癌发生和发展中可能起着重要作用%但
8#D.

$'/

如何影响肝癌细胞的迁移及入侵尚未明确)本试

验旨在研究
8#D.$'/

如何通过波形蛋白和
SSbA'

对

肝癌细胞的迁移及增殖发挥作用%现将研究结果报道

如下)

=

!

资料与方法

=&=

!

一般资料

=&=&=

!

研究材料
!

选取
11

例肝癌组织和癌旁组织

作为研究材料%包括
$$

例组织病理学确诊的肝癌组

织及
$$

例相应的癌旁组织)其中%男
-

例%女
;

例%

平均年龄
;-&'

岁)标本保存于
W/%k

待用)所有患

者术前未进行过放*化疗等抗肿瘤治疗%并签署知情

同意书)本研究已经通过了本院医学伦理委员会的

审批)肝癌细胞系
G7

4

]1

*

GGSS

*

G^G-

*

U=E.

-0%1

及正常肝细胞系
GE.--%1

均从美国菌种保藏中

心#

JKSS

$购买)

=&=&>

!

试验试剂及器材
!

研究中所使用的
8#D.$'/

DK.>SD

引物委托上海生工生物有限公司进行合成)

引物序列如下%

8#D.$'/

!上游引物
;l.JSJSKSSJ]SK.

]]]J]SK]]K]KKK]JJKSJ.'l

%下 游 引 物
;l.SK.

SJJSK]]K]KS]K]]J]KS]]SJJKKSJ]KK]J]S

]]SSK].'l

)靶向
8#D.$'/

的模拟物和抑制剂!委托广

州锐博生物公司进行设计并合成)序列如下%

8#D.$'/

模

拟物#

8#8#6+

$!

;l.J]SK]]K]KK]K]JJKSJ]]SS].

'l

&

8#D.$'/

抑制剂#

#,2#I#3"<

$!

;l.S]]SŜ ]Ĵ ŜJ.

SJJSJSSJ]Ŝ.'l

)

主要试剂!

@VUD><78#R=RK9

X

KF

&

购自大连

宝生物公司&

Db79+

O

>:P+F#6<"\#3

购自美国
fCJ.

]=b

公司&

@P

4

7<@6<#

4

3

'

(

试剂盒*脂质体
1%%%

购自

美国
C,L#3<"

M

7,

公司&二喹啉甲酸#

USJ

$蛋白定量试

剂盒购自美国
K27<8"Z#+27<@6#7,3#N#6

公司&聚偏二

氟乙烯#

>cAZ

$膜购自德国
F#::#

4

"<7

公司&抗
SS.

bA'

一抗*抗波形蛋白一抗及
M

"939,3#.<9II#3

免疫球

蛋白
]

#

C

M

]

$

.

辣根过氧化物酶#

GD>

$二抗购自美国

JI698

公司&

=SE

化学发光剂购自美国
K27<8"

Z#+27<@6#7,3#N#6

公司&

AP:I766"l+F"!#N#7!=9

M

:7

细

胞培养基*胎牛血清#

ZU@

$购自美国
]#I6"

公司)

=&>

!

方法

=&>&=

!

细胞培养及转染
!

正常肝细胞系
GE.--%1

及

肝癌细胞系
G7

4

]1

*

GGSS

*

G^G-

和
U=E.-0%1

均

采用
AF=F

培养基培养%在培养基中添加
$%_

ZU@

%

$%%^

"

8E

青霉素及
$%%

)

M

"

8E

链霉素%并将

细胞置于含
;_S?

1

%湿度为
(;_

的细胞培养箱于
'-

k

条件下培养)行转染操作前
102

%将细胞覆盖在不

含抗生素的
;%%

)

E

生长培养基上%从而使得细胞在

进行转染操作时达到
'%_

#

;%_

的融合&按照
E#

4

".

N76398#,7

KF

1%%%

的说明书所述步骤进行操作)分别

将空脂质体#作为对照$*模拟物及抑制剂转染至

G7

4

]1

肝癌细胞)

=&>&>

!

DK.>SD

!

试验应用
Db79+

O

>:P+F#6<"\#3

试剂盒对癌旁肝组织*肝癌组织及细胞的总
DbJ

进

行提取)应用
@P

4

7<@6<#

4

3

'

(

试剂盒将
DbJ

进行反

转录)反应条件!

);k;8#,

%

;%k$%8#,

%

/%k$%

8#,

)

$

)

E DbJ

酶%

'- k 1% 8#,

孵育后%去除

DbJ

)产物用于下一步
>SD

反应)采用
@VUD

><78#R=RK9

X

KF

&

试剂盒行
DK.>SD

检测
8#D.$'/

的表达)反应条件!

(;k;8#,

%

(;k;+

%

)%k)%

+

%

0k

保温%共进行
0%

个循环)采用
1

W

**

S3法分析各

基因
8#D.$'/

表达%反应设置
'

个无模板的阴性对

照%计算循环阈值#

S3

$%并以
)̂

为内参计算标准化

S3

值%即
*

S3BS3

8#D.$'/

WS3

)̂

)为了方便计算%

8#D.

$'/

的表达水平以
1

W

**

S3计算)

=&>&?

!

H7+37<,I:"3

!

采用
H7+37<,I:"3

的方法检

测波形蛋白 和
SSbA'

的表达)离心收集细胞%在细

胞中加入
DC>JIPNN7<

细胞裂解液%反复离心收集上

清液)利用牛血清清蛋白#

USJ

$试剂盒对所得上清

液中总蛋白水平进行测定)行
U@J

蛋白标准曲线构

建及样品蛋白浓度测定&通过十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺#

@A@.>J]=

$凝胶电泳分离蛋白后转移至硝酸

纤维素膜上%转膜及抗体孵育后%按照
=SE

化学发光

试剂盒说明书对
>cAZ

膜进行发光显色)

=&>&@

!

细胞增殖活性检测
!

向
()

孔反应板中注入

细胞悬浮液#每孔
$%%

)

E

$)将孔板置入潮湿环境中

#

'-k

%

;_S?

1

$进行预培养)孔板中各孔添加
$%

)

E

SS\./

溶液并孵育
$

#

02

)使用酶标仪测定各样品

的光密度值#

@2

值%

0;%,8

$)利用
=!̂

试剂盒对细

胞活力进行测定)种适当数量细胞%用
AF=F

完全

细胞培养基培养过夜%并用
AF=F

细胞培养液稀释

=!̂

溶液#

$`$%%%

$)按照试剂盒说明书测试并行

荧光显微镜观察)

=&>&D

!

细胞创伤愈合试验
!

将一定密度的细胞接种

至
10

孔细胞培养板并培养
102

直至达到
-%_

#

/%_

融合度%运用灭菌的
1%%

)

E

移液枪枪头在培养

基表面划痕)冲洗脱落细胞%孔板添加新鲜培养基并

培养细胞
0/2

)磷酸盐缓冲液#

>U@

$清洗细胞
1

次%

固定后显微镜观察不同视野的单层细胞%拍照后划痕

距离应用
C89

M

e

软件进行测量并计算均值及方差)

=&>&E

!

细胞迁移试验
!

将传代
1

#

'

次且
/%_

融合

的细胞在适宜的无血浆培养基中培养
$/

#

102

%使用

无菌
>U@

清洗细胞
1

次)进行离心操作并获得细胞

沉淀#

$;%%<

"

8#,

%

$%8#,

$)重悬细胞并进行细胞计

数%使得细胞数量为#

%&;

#

$&%

$

d$%

)

"

8E

)用钳子夹

-/($
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年
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取
K<9,+Q7::

小室%往
K<9,+Q7::

小室中添加
'%%8E

上述细胞悬浮液%下室中则加入
;%%8E

不含血浆的

培养基%

'-k

条件下在
;_S?

1

培养室培养
102

)用

移液枪从上室中剩余的细胞悬浮液吸出%将
K<9,.

+Q7::

小室移入含
0%%

)

E

细胞染色液的洁净孔板内%

室温培养
1%8#,

%多次漂洗
K<9,+Q7::

小室%用
$

根棉

签拭子将
K<9,+Q7::

小室里侧的非渗移性细胞层轻轻

擦除)将染色的
K<9,+Q7::

小室转入内含
1%%

)

E

提

取缓冲液的清洁孔板内%轻轻摇晃倾斜
K<9,+Q7::

小

室%重复
$%

次%尽量将染色的细胞从其底部取出%并

将
K<9,+Q7::

小室从孔板内移出)

$%%

)

E

细胞悬液

转入适于比色测定的
()

孔微量滴定板中%在显微镜

的明亮视野中对阳性细胞进行观察计数)

=&?

!

统计学处理
!

采用
@>@@$/&%

软件对数据进行

统计分析%计量资料用
MaE

表示%组间比较采用
D

检

验&计数资料用率表示%组间比较采用
!

1 检验%以
"

$

%&%;

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

8#D.$'/8DbJ

在肝癌组织及癌旁组织中的表

达
!

DK.>SD

检测肝癌组织及癌旁组织中
8#D.$'/

表达显示%与癌旁组织相比%

8#D.$'/

的
8DbJ

在肝

癌组织中的表达水平明显降低#

"

$

%&%$

$%见图
$

)

图
$

!!

肝癌组织及癌旁组织中
8#D.$'/8DbJ

的表达

>&>

!

8#D.$'/8DbJ

在正常肝细胞系及肝癌细胞系

中的表达
!

与正常肝细胞系
GE.--%1

相比%

8#D.$'/

的

8DbJ

表达水平在肝癌细胞系
G7

4

]1

*

G^G-

*

GGSS

及
U=E.-0%1

中均明显降低#

"

$

%&%$

$%见图
1

)

图
1

!!

正常肝细胞系及肝癌细胞系中的

8#D.$'/8DbJ

表达水平

图
'

!!

8#D.$'/8#8#6+

和
#,2#I#3"<

干扰后

8#D.$'/

的表达水平

图
0

!!

SS\./

法检测干扰
8#D.$'/

后的肝癌细胞活力

图
;

!!

干扰
8#D.$'/

后肝癌细胞迁移和创伤愈合

//($

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷
$1

期



>&?

!

8#D.$'/ 8#8#6+

及
#,2#I#3"<

对肝癌细胞系

8#D.$'/

的表达的影响
!

与对照相比%当转染
8#D.

$'/#,2#I#3"<

%

8#D.$'/

的表达显著降低#

"

$

%&%$

$&

转染
8#D.$'/8#8#6+

时
8#D.$'/

的表达显著升高

#

"

$

%&%$

$%见图
'

)

!!

J

!各组细胞创伤愈合能力比较&

U

!各组细胞迁移能力比较

图
)

!!

干扰
8#D.$'/

的肝癌细胞迁的柱状图

!!

J

!

H7+37<,I:"3

蛋白图&

U

!各组波形蛋白和
SSbA'

的蛋白表达

量柱状图

图
-

!!

H7+37<,I:"3

检测结果

>&@

!

SS\./

法检测干扰
8#D.$'/

的肝癌细胞活

力
!

当类似物转染
-12

后%相较于对照%

G7

4

]1

细胞

的增殖能力降低#

"

$

%&%$

$&当
8#D.$'/#,2#I#3"<

转

染
-12

后%

G7

4

]1

细胞的增殖能力升高#

"

$

%&%$

$%

见图
0

)

>&D

!

干扰
8#D.$'/

对肝癌细胞迁移的影响
!

当
8#D.

$'/8#8#6+

转染
G7

4

]1

细胞%相较于对照%

G7

4

]1

细胞

的创伤愈合能力较弱%迁移能力明显降低#

"

$

%&%$

$&

当
8#D.$'/#,2#I#3"<

转染
G7

4

]1

细胞%相较于对照%

G7

4

]1

细胞的创伤愈合能力增强%迁移能力明显升高

#

"

$

%&%$

$%见图
;

*

)

)

>&E

!

干扰
8#D.$'/

的
8#D.$'/

相关靶蛋白的表达水

平比较
!

H7+37<,I:"3

结果表明%当
8#D.$'/8#8#6+

转染
G7

4

]1

细胞%相较于对照%波形蛋白和
SSbA'

的表达水平降低#

"

$

%&%$

$&当
8#D.$'/#,2#I#3"<

转

染时%波形蛋白和
SSbA'

的表达水平升高#

"

$

%&%$

$%见图
-

)

?

!

讨
!!

论

!!

8#DbJ

是具有内源性*进化保守性%天然大量存

在且相对稳定的短链#约
11

个核苷酸$非编码
DbJ

分子%在多数生物学及病理学过程中的后转录阶段发

挥了基因调控的作用'

-

(

)研究表明%大约
'%_

的蛋白

质的编码基因受
8#DbJ

的调控%通过碱基互补原则

结合到目的
8DbJ

上或通过结合到
;l

端非翻译区

#

'l̂ KD

$的非互补位点上并进行进一步的调控%从而

在翻译水平上控制基因的表达'

-

(

)据统计%超过

0;%%%

个
8#DbJ

结合位点存在于人类的
'l̂ KD

%并

且超过
)%_

的人类蛋白质编码基因可能受多个
8#D.

bJ

调控'

/

(

)

8#DbJ

在细胞核中被
DbJ

聚合酶
&

或
+

转录成为长链的*加帽的聚腺苷酸前体%被称之

为初级微小
DbJ

#

4

<#.8#DbJ

$)核输出受体输出蛋

白
;

"

D9,]K>

将
8#DbJ

前体运输到细胞质中'

(

(

%然

后被
Db9+7

+

内切酶
A#67<

沿着转录活性相应的

DbJ

结合蛋白#

KDU>

$进行进一步加工%成为
11

个

核苷酸双链
DbJ

结构'

(

(

)这个
8#DbJ

复合体被解

离为成熟的单链形式%结合到
DbJ

诱导的沉默复合

体#

DC@S

$上%该复合体可引导与目的
8DbJ

的互补

'l̂ KD

端结合而发挥作用)

8#D.$'/

作为
8#DbJ

前体家族之一%可在多种

癌症中起抑瘤作用%比如喉癌'

$%

(

*口腔细胞癌'

$$

(

*结

肠癌'

$1

(

*非小细胞肺癌'

$'

(等)研究表明%在肝癌中

8#D.$'/

表达下调并作用于
SSbA'

%可诱导细胞周期

停滞'

;

(

%但其详细的生物学机制尚未被完全阐明%

8#D.$'/

影响肝细胞肝癌增殖*迁移和入侵机制仍需

要继续探索)本试验结果提示%与癌旁组织及正常肝

细胞系相比%

8#D.$'/

表达在肝癌中和肝癌细胞系中

明显降低)当
8#D.$'/ 8#8#6+

转染肝癌细胞后%

G7

4

]1

细胞的活力降低%创伤愈合能力较弱%迁移能

力明显降低%经
H7+37<,I:"3

检测%波形蛋白和
SS.

(/($

重庆医学
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年
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月第
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卷
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期



bA'

的表达水平降低)转染
8#D.$'/#,2#I#3"<

后%

G7

4

]1

细胞的增殖升高%肝癌细胞的创伤愈合能力和

迁移能力提升%与此同时%波形蛋白和
SSbA'

的表达

水平升高)本试验证实了通过调控
8#D.$'/

在

G7

4

]1

细胞中的表达可以调控肝癌细胞的增殖*迁移

能力及创伤愈合能力%并进一步调节
8#D.$'/

介导的

信号通路%即
8#D.$'/

通过调节其相关靶蛋白波形蛋

白和
SSbA'

的表达来达到调控肝癌细胞的增殖及迁

移能力的目的)

波形蛋白是细胞骨架的主要组成成分%甚至被视

为癌变过程中进行上皮间质转化细胞的标记)在波

形蛋白
8DbJ

序列中可鉴定出
'

段
8#D.$'/

的靶向

序列)有研究表明%应用荧光素酶报告基因试验证实

了
8#D.$'/

可直接靶向波形蛋白
8DbJ

上'

)

(

)细胞

周期受细胞周期素依赖性激酶#

SA\

$家族和其活性

分子#细胞周期素$的调控)细胞从
]

$

到
@

期的相变

最初受细胞周期素
A

家族成员#

SSbA$

%

SSbA1

和

SSbA'

$与
SA\0

"

SA\)

复合体和细胞周期素
=

家

族成员#

SSb=$

和
SSb=1

$与
SA\1

复合体的调控)

已有两项研究发现在鼻咽癌和
GSS

中
8#D.$'/

可分

别靶向
SSbA$

及
SSbA'

'

;

%

$0

(

%且发现在鼻咽癌和肝

癌中
8#D.$'/

的表达频繁下调%

SSbA$

和
SSbA'

的

表达与
8#D.$'/

的表达成反比%并在进一步的试验中

证实了
8#D.$'/

可直接特异靶向结合
SSbA'8D.

bJ

'

;

(

%以上研究均提示波形蛋白和
SSbA'

在肿瘤细

胞增殖中发挥重要的作用)本试验证实%通过调节

8#D.$'/

的表达%可调节波形蛋白和
SSbA'

的表达%

而波形蛋白与
SSbA'

在细胞增殖活性发挥重要的作

用%推测
8#D.$'/

通过波形蛋白及
SSbA'

进一步调

节肝癌的进展)本试验结果也证实了在调节
8#D.$'/

表达后%肝癌细胞的增殖活性*细胞迁移能力发生了

改变%该结果与推测一致%提示
8#D.$'/

通过其靶基

因波形蛋白和
SSbA'

%可调节
G7

4

]1

细胞的增殖活

力及迁移能力)也有类似的研究表明
AUG.J@$

经由

细胞内黏着斑激酶#

ZJ\

$"

@<6

"细胞外信号调节蛋白

激酶#

=D\

$途径靶向
8#D.$'/

促进肝癌的发生'

$;

(

)

8#D.$'/

同时也可在学习记忆*心肌保护及骨生长等

机制中发挥重要的作用'

$).$/

(

)

综上所述%本研究果证实了
8#D.$'/

是通过何种

靶基因来达到对肝癌细胞的增殖*迁移*入侵的影响%

结果提示
8#D.$'/

可能是一个多功能的调节子%在

GSS

发展中起主要作用)因此%

8#D.$'/

可能成为治

疗肝癌的靶基因位点%可抑制肝癌的侵袭)
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减少肺部功能性和炎性改变'

$0

(

)本研究发现%高氧暴

露可导致仔鼠肺组织中
DJS

降低%

H

"

A

值与胶原纤

维含量增加%而咖啡因干预后可明显抑制这些现象%

这充分说明高氧暴露可增加早产仔鼠肺部炎性反应

和肺组织纤维化%使肺发育受阻%咖啡因干预后炎性

反应和肺组织纤维化程度减轻)

FJ>\+

是信号转导途径中重要的中间体%包括

=D\

*

6.eP,

*

>'/

和
=D\;0

种不同级联反应%

=D\

作为其重要成员广泛参与细胞生长*增殖*分化*应激

反应和细胞凋亡)高氧刺激可以激活
=D\

%这种现象

通常归因于细胞活性氧#

D?@

$生成'

$;

(

)

EC

等'

$)

(利用

吉非替尼抑制
=D\

激酶磷酸化拮抗博莱霉素诱导的

肺纤维化%说明
=D\

信号通路激活可以使肺组织纤

维化)因此%能否抑制
=D\

信号通路的激活成为拮

抗高氧诱导肺损伤的关键因素)本实验通过免疫组

织化学和
H7+37<,I:"3

检测发现%高氧暴露后
4

.=D\

水平明显升高%咖啡因干预使
4

.=D\

水平降低%说明

高氧暴露使
=D\

信号通路激活%而咖啡因可以抑制

这一现象)综合病理切片*

DJS

*

H

"

A

值和胶原纤维

含量结果%本研究认为高氧暴露后%

=D\

信号通路被

激活%导致肺组织出现炎性反应%肺纤维化程度增加&

咖啡因干预后%通过降低
4

.=D\

水平%抑制
=D\

信

号通路激活%从而抑制肺组织纤维化来行使在早产仔

鼠高氧肺损伤时的保护作用)

本研究虽然明确了咖啡因可通过抑制
=D\

信号

通路的激活以起到在高氧肺损伤中的保护作用%但并

未探讨咖啡因是通过何种途径对
4

.=D\

水平产生影

响)在今后的工作中%本课题组将着重探讨咖啡因影

响
=D\

信号通路行使保护作用的具体机制%为临床

防治
U>A

提供更多理论依据)

参考文献

'

$

(

@Ĵ ]@KJA?A&?R

OM

7,9,!"R#!93#L7+3<7++#,I<",.

62"

4

P:8",9<

O

!

O

+

4

:9+#9

'

e

(

&e>7<#,93F7!

%

1%$%

%

'/

#

)

$!

;-$.;--&

'

1

(

>?DTC?bJK?J

%

@ZDC@? F F

%

FJTTJK=bKJJ

%

73

9:&=NN763+"N2

O4

7<"R#67R

4

"+P<7",+#

M

,9:3<9,+!P63#",

4

932Q9

O

+#,327:P,

M

'

e

(

&D7+

4

#<>2

O

+#":b7P<"I#":

%

1%$;

#

1%(

$!

$%).$$0&

'

'

(

eCJb]e@

%

EJb]VA

%

SG?̂ GS

%

739:&J63#L93#","N327

<7,#,.9,

M

#"37,+#,+

O

+378#,2

O4

7<"R#9.#,!P67!:P,

M

N#I<"+#+#,

,7",939:<93+

'

e

(

&b7",93":"

MO

%

1%$1

%

$%$

#

$

$!

0-.;0&

'

0

(

F=b?bDK

%

@GD=@KGJJ\

%

UJDDC?@D

%

739:&G

O

.

4

7<"R#9 !#+<P

4

3+ 7R3<967::P:9< +#

M

,9:.<7

M

P:937! 5#,9+7+

$

"

1.C,!P67!9,

M

#"

M

7,7+#+#,327!7L7:"

4

#,

M

:P,

M

+

'

e

(

&C,3e

F":@6#

%

1%$/

%

$(

#

;

$!

=$;1;&

'

;

(

SJDb=@=SSGC@

%

A=ZZ=DKS

%

>J]Jb?J

%

739:&bJA.

>G"R#!9+7.$

4

:9

O

+96<P6#9:<":7#,2

O4

7<"R#9.#,!P67!9.

6P37:P,

M

#,

*

P<

O

#,8#67

'

e

(

&J8eD7+

4

#<S<#3S9<7F7!

%

1%%(

%

$/%

#

$%

$!

(-1.(/$&

'

)

(

JDJbAJec

%

U=GJDDV \

%

cJE=bSCJ ]U

%

739:&

S9NN7#,7#8

4

963",,7",939:8"<I#!#3#7+

'

e

(

&eF937<,Z7.

39:b7",939:F7!

%

1%$%

%

1'@P

44

:'

!

@1%.1'&

'

-

(

\J@@CFT

%

]D==b?̂ ]G J

%

DJZZ=DKV]Z&=NN763

"N69NN7#,7",<7+

4

#<93"<

O

8P+6:7+3<7,

M

329,!:P,

M

NP,6.

3#",#,

4

<7893P<7:

O

I"<,

%

L7,3#:937!#,N9,3+

'

e

(

&=P<e>7!.

#93<

%

1%%(

%

$)/

#

$1

$!

$0($.$0(;&

'

/

(

E?AGJJ

%

@=@GCJF

%

FSFCEEJbAA

%

739:&J++"6#93#",

"N79<:

O

69NN7#,79!8#,#+3<93#",9,!,7",939:"P36"87+#,L7<

O

4

<737<8,7",937+

'

e

(

&eJFJ>7!#93<

%

1%$;

%

$)(

#

$

$!

''.'/&

'

(

(

?lD=CEEV F

%
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