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要"乳腺癌的复发和转移使其临床治疗难以取得令人满意的效果!肿瘤干细胞"

K=K/

$理论的提出为研

究%治疗乳腺癌提供了新的思路&乳腺癌干细胞"

ZK=K/

$具有多向分化%自我更新和耐药性等特征!在乳腺癌

的发生%发展以及耐药%转移%复发等过程中起着重要的作用!是治疗乳腺癌的新靶点&寻找灵敏度高%特异度

强的
K=K/

标志物对鉴别%分离乳腺癌干细胞有重要的意义&该文综述了乳腺癌中比较公认的
K=K/

标志物

K.33

(

K.)3

%

<V.̀ (

及潜在的肿瘤干细胞标志物
K.(##

%

%.)

%

K.37G

%

<10['(

的研究进展&
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乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤&临床上主要

采用手术)常规放射治疗和化学疗法来治疗乳腺癌#

但是居高不下的复发率和转移率使乳腺癌的治疗往

往难以取得令人满意的效果&肿瘤干细胞'

K=K/

(理

论认为
K=K/

是癌症的根源#肿瘤生长是由隐藏在癌

细胞中的少量
K=K/

所驱动#具有多向分化)自我更

新)耐药等基本特征$

(

%

&这一理论解释了临床上首次

放化疗成功后#肿瘤常常出现复发)肿瘤休眠和转移

的现象&深入研究乳腺癌干细胞'

ZK=K/

(相关的生

物标志物#才能正确识别)分离)鉴定
ZK=K/

#为深入

研究和建立更有效的乳腺癌治疗方法提供新的思路

和依据&

D

"

K=K/

生物学特性及分离鉴定技术

D*D

"

K=K/

及生物学特性
"

干细胞是具有自我更新

能力和多分化潜能的一类细胞&干细胞处于细胞等

级的顶端#通常处于静止状态#很少分裂&分裂时#干

细胞以不对称分裂的方式进行#产生一个分裂活跃的

子细胞和一个新的静止的干细胞&因此#干细胞具有

自我更新的独特能力#并且寿命较长&

K=K/

具有干

细胞的一般特征#能进行自我更新#多处于静止状态#

具有类似的分化潜能#具有相似的表面抗原&

相对于普通肿瘤细胞#

K=K/

具有以下几个特征&

首先#

K=K/

只占肿瘤体积的极少部分#而它却是促进

肿瘤长期生长的源头#大部分的肿瘤体积是由非肿瘤

干细胞构成的#这些非肿瘤干细胞只能短暂增殖#不

能促进肿瘤体积的长期增长&其次#极少数量的

K=K/

就能在异体移植实验中形成肿瘤#而同样数量

的普通肿瘤细胞却不能形成肿瘤&最后#

K=K/

对常

规的化疗和放射治疗具有抗性#常规放化疗优先杀死

普通肿瘤细胞#这也是多种肿瘤疾病治疗后复发的

原因&

D*E

"

K=K/

的鉴定与分离
"

目前#

ZK=K/

的鉴定只能

从功能学的角度进行分析&体外通过观察
K=K/

是否

具有自我更新和增殖能力)能否无血清培养成球)是

否具有多项分化的潜能来评价其是否属于干细胞*体

内通过在免疫缺陷的小鼠体内接种低数量级的
ZK;

=K/

进行异种移植实验以分析其体外克隆形成潜力和

体内致瘤性&后者是评估
ZK=K/

活动性#鉴定
ZK;

=K/

的黄金标准&

现在#最有效的识别和富集
ZK=K/

的技术主要

包括侧群'

=X

(染料排除法)乙醛脱氢酶'

<V.̀

(活性

鉴定)无血清培养成球法)

Xd`

染色法以及细胞表面

标志物分选法&

D*E*D

"

=X

染料排除法
"

=X

染料排除原理是干细胞

内
<0X

结合转运蛋白'如
<ZK%)

)

ZK'X(

(的表达增

加#使其具有排出亲脂性染料'如
'PDEB>9:C

)

D̀;

CFP/A

(的能力&利用
K=K/

对荧光亲脂性染料拒染或

淡染这一特性#通过具有紫外或近紫外激光激发装置

的流式细胞仪就可以将这部分干细胞检测或分选出

来&据报道#在骨髓)正常的实体组织)肿瘤和各种癌

细胞系中已经发现了
=X

细胞$

)

%

*而在人和小鼠的乳

腺上皮细胞中#

=X

细胞被证实含有干细胞样群体$

#

%

&

应用
=X

染料排除法在不同类型的人乳腺癌细胞中均

发现了
=X

细胞的存在#并且这些拒染或淡染的
=X

细

胞具有更强的致瘤性$

3;"

%

&

D*E*E

"

<V.̀

活性鉴定
"

ZK=K/

还能通过
<@ECG@?;

DI

分析将其从乳腺癌细胞中分离出来&

<V.̀

是一

种醛脱氢酶#它通过维甲酸代谢在干细胞分化中发挥
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重要作用$

,

%

&市售
<@ECG@?DI

试剂盒使用含荧光标记

的底物#能在
<V.̀

存在的条件下发生酶促反应&

表达高
<V.̀

活性的细胞具有较亮的荧光#可以使

用流式细胞荧光分选技术'

&<K=

(将其从混合的细胞

群中分离出来&

<@ECG@?DI

分析已被用于许多不同癌

症的鼠和人类干"祖细胞群&现在已经在包括乳腺

癌$

6

%在内多种癌症中发现了具有干性的
<V.̀

阳性

细胞群体&

D*E*F

"

无血清培养成球法
"

使用
Z)6

)氢化可的松)

胰岛素)成纤维细胞生长因子'

&%&

(和表皮生长因子

'

$%&

(等营养物质代替血清#在低吸附培养皿中培养

K=K/

形成干细胞球$

4

%

&由于在此环境下分化的细胞

难以存活#因此可以达到提高干细胞比例的目的&当

给予血清和细胞外基质如胶原蛋白时#从肿瘤球中分

离的细胞会表现出多谱系分化潜能&

D*E*G

"

X̀ d

染色法
"

X̀ d

染色是一种依据细胞膜

标记保留检测对
K=K/

进行体外研究
K=K/

的方法&

该方法使用的
Xd`

荧光染料能与细胞膜的脂质双层

不可逆结合#并且会随细胞分裂而均匀分配到子细胞

中$

7

%

&所以#染料的荧光强度会随着每一次的细胞周

期而呈指数级下降$

(+

%

&

K=K/

常常通过不对称分裂进

行自我更新#形成新的干细胞和子细胞&在不对称细

胞分裂后#干细胞进入静止状态#而子细胞经历快速

增殖和分化&因此#干细胞保留了
Xd`

染料#可以通

过流式细胞术鉴定和分离&将乳腺癌细胞用
Xd`

染

色#进行无血清培养#成球后消化并分选为
Xd`

高)

低或负细胞群&检测这几个细胞群的致瘤能力#只有

Xd`

高的细胞群被发现富集干细胞活性#具有致瘤

性$

((

%

&由于
X̀ d

染色法是依据干性将
K=K/

与普通

肿瘤分离出来*因此#该方法与其他干细胞表征分析

相结合以验证干细胞表型时最为有用&

D*E*J

"

表面标志物分选法
"

利用流式细胞仪或免疫

磁珠法对结合特异抗体的干细胞表面标志物进行分

选&经荧光抗体标记的细胞在合适的激发光下发出

荧光后#经流式细胞仪分选&免疫磁珠法的原理则是

利用细胞表面抗原能与连接有磁珠的特异性单抗相

结合的原理&在外加磁场的作用下#与抗体相结合的

细胞被吸附而滞留磁场#从而使细胞得以分离&该方

法需要寻找合适的表面标志物#在分化的肿瘤细胞上

不表达或者低表达的特异性
K=K/

标志物&

E

"

ZK=K/

标志物

""

)++#

年有研究者首次从人乳腺癌细胞中分离出

具有
K.33

b

K.)3

h

"

@DH表型的细胞并进行异种移植实

验形成乳腺肿瘤#证明
K.33

b

K.)3

h

"

@DH表型的细胞

具有
ZK=K/

表型$

()

%

&自此#人们对乳腺癌组织和人

乳腺癌细胞系中的
ZK=K/

标志物进行了广泛的

研究&

E*D

"

K.33

b

"

K.)3

h

K.33

为分布极为广泛的细胞

表面跨膜糖蛋白#在细胞分裂)迁移)黏附和信号传导

中具有多种功能&

K.33

通过与透明质酸结合介导细

胞
;

细胞和细胞
;

细胞外基质的相互作用$

(#

%

#主要参与

异质性黏附*而
K.)3

是参与负调节趋化因子受体

K[K'3

活性的小糖蛋白#可以介导乳腺癌转移&

)++#

年#

<V̀ <]]

等$

()

%首先分离出人
ZK=K/

#这

为实体肿瘤内存在
K=K/

提供了最直接的证据&研究

者使用流式细胞术将来自乳腺癌患者的癌细胞#根据

3

种细胞表面标志物分选为每个标志物表达或不表达

的细胞群&

3

种细胞标志物是黏附分子
K.33

)

K.)3

)

乳腺癌或卵巢癌特异性标记
Z#4*(

和上皮特异性抗

原'

$=<

(&然后将不同的细胞亚群注射到非肥胖性

糖尿病"严重联合免疫缺陷'

1U.

"

=KS.

(小鼠的乳腺

脂肪垫&结果显示#仅仅
(+++

个
K.33

b

K.)3

h

"

@DH细

胞就能形成肿瘤#而其他细胞亚群即使数量达到
)

万

也未能形成肿瘤&这说明
K.33

b

K.)3

h

"

@DH细胞的成

瘤能力是未分类细胞的
(+

$

"+

倍&而且进一步实验

发现#在继发性肿瘤中
K.33

b

K.)3

h

"

@DH细胞保持了

致瘤性#并产生了其他表型的肿瘤细胞&这表明

K.33

b

K.)3

h

"

@DH致瘤的癌细胞发生了类似于正常干

细胞的自我更新和分化过程&目前#

K.33

b

"

K.)3

h

表型已经被广泛应用于
ZK=K/

的识别$

(3;("

%

&

E*E

"

<V.̀

"

<V.̀

是醛脱氢酶家族成员之一#在

哺乳动物的发育过程及体内稳态维持中起着重要作

用#被广泛用作各种癌症的标志物&

<V.̀

可能通过

将视黄醇氧化为视黄酸#在干细胞的早期分化中起作

用$

(,

%

&

<V.̀

在干细胞中表达增高#在干细胞的,干

性-维持和分化中起着重要作用#同时可以保护干细

胞免受内源性毒物和外源性药物的伤害&随着
K=K/

研究的兴起#发现
<V.̀

在
K=K/

中高表达#与
K=K/

的放化疗抵抗相关&在多发性骨髓瘤$

(6

%和急性白血

病$

(4

%的
K=K/

中发现
<V.̀

活性增高&

<V.̀ (

作

为
ZK=K/

标志物在
)++6

年被
%S1$=0S$'

等$

6

%研究

者首次提出#他们使用一种叫做
<V.$&VYU'

的试

剂来检测细胞中的
<V.̀

活性#

<V.̀

活性高的细

胞会发出荧光并能被检测到#接着用流式细胞术将细

胞分选为
<V.$&VYU'

阳性细胞和阴性细胞&研究

者发现从正常乳腺上皮组织中分离的
<V.̀

活性的

细胞具有乳腺干细胞的表型和功能特征&从人乳腺

肿瘤分离的
<V.$&VYU'

阳性细胞含有
K=K/

的特

征#

"++

个
<V.$&VYU'

阳性细胞就能形成一个肿

瘤*

"++++

个
<V.$&VYU'

阴性细胞也不能形成肿

瘤&分析
"66

例乳腺癌患者组织中
<V.̀ (

的表达

情况#发现这种标志物的表达是临床预后不良的有力

预测指标&上述研究结果提示
<V.̀ (

可以作为
ZK;

=K/

的标志物&当
<V.̀ (

b 与
K.33

b

"

K.)3

h

"

@DH表

型共有时#

<V.$&VYU'

阳性细胞的成瘤能力增加#

仅仅
)+

个这样的细胞就足以在动物中产生肿瘤&功

+
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能性研究表明#

<V.̀ (

b 细胞比
K.33

b

"

K.)3

h

"低

细胞具有更强的克隆形成能力)体外成瘤和化疗耐药

性$

(7

%

&随后#更多的研究也证实了
<V.̀ (

$

)+

%

#包括

<V.̀ (<(

$

)(

%

)

<V.̀ (<#

$

))

%等可以作为有效的
ZK;

=K/

标志物&

E*F

"

K.(##

'

XID>9:9:;(

(

"

K.(##

是一种跨膜糖蛋

白#具有
"

个跨膜区&最初
K.(##

是作为造血干细胞

的标志#后来在正常的非淋巴造血组织中也检测到

K.(##>'1<

#并且发现了其与干细胞迁移和不对称

分裂相关$

)#

%

&目前
K.(##

已经被检测到在非小细胞

肺癌)脑癌)结肠癌及胶质母细胞瘤等多种实体瘤中

过表达$

)3

%

&

VSY

等$

)"

%认为
K.(##

表达可能有助于

更准确地预测乳腺癌的侵袭能力并确定最合适的治

疗方案&在
ZIFB(

相关的乳腺癌细胞系中#使用

K.(##

b作为标志物分选的细胞具有
K=K/

特征#这些

细胞能形成更多的克隆#增殖速度更快和体外成瘤更

大$

),

%

&此外#在三阴性乳腺癌中#

K.(##

也可以用于

体外鉴定
K=K/

$

)6

%和体内研究
K=K/

$

)4

%

&

[S<U

等$

)7

%

研究者报道了在
)"

例炎性乳腺癌中有
))

例检测到

K.(##

的表达&

E*G

"

神经节苷脂
%.)

"

%.)

是一种鞘糖脂#神经节

苷脂是在所有脊椎动物细胞上表达的带有唾液酸的

鞘糖脂&它们通过神经酰胺脂质锚定在质膜上#其不

同的聚糖延伸到细胞外空间&其中神经节苷脂
%.)

和
%.#

在包括黑色素瘤)神经胶质瘤)神经母细胞瘤

等神经外胚层来源的人肿瘤中高度表达#而在正常组

织中低表达或表达&

%.)

和
%.#

分别由它们的前体

%.#

和
%2#

分别通过
%.)

合成酶'

%.)=

(和
%.#

合成酶'

%.#=

(产生&

)+()

年#

Z<00YV<

等$

#+

%研究

者提出将神经节苷脂
%.)

作为一种新的特异性的细

胞表面标志物来研究
ZK=K/

#并提出将
%.#=

作为

ZK=K/

的潜在治疗靶标#可能改善乳腺癌患者的存活

率&研究者根据
%.)

将乳腺癌细胞分为
%.)

b 和

%.)

h两个亚群#体外成瘤实验发现移植
(++

)

(+

个

%.)

b细胞亚群后产生的肿瘤数目分别为移植
%.)

h

细胞亚群的
)

)

(+

倍#并且
%.)

b 细胞表现出与

K.33

b

K.)3

h细胞群体类似的干细胞特性&采用针

对
%.#=

的小分子抑制剂抑制
%.)

的产生#导致总

%.)

b细胞数量下降以及
K=K/

相关性显著降低&而

=<'d<'

等$

#(

%使用
/P'1<

或雷公藤内酯醇抑制

%.#=

#结果显示可以抑制乳腺癌细胞系上皮
;

间质转

化'包括
=:B9@

)

0H9/A

和
0%&;

,

(

等(&众所周知#上

皮
;

间质转化可以使癌细胞获得干细胞特性和转移潜

能&这些研究说明了
%.)

和
%.#=

可以鉴定乳腺癌

中的
K=K/

#可能是潜在的
K=K/

标志物&

E*J

"

炭疽毒素受体
(

'

<10['(

(

"

<10['(

是一种

跨膜蛋白#与脂蛋白受体相关蛋白
,

'

V'X,

(相互作用

来调节
c:A

信号通路#与血管内皮生长因子受体
)

'

$̂%&')

(相互作用来调节
$̂%&

的表达&此外#

<10['(

选择性地在肿瘤血管中表达#并促进肿瘤

血管生成&

K̀ $1

等$

#)

%研究者发现在乳腺癌中#

<10['(

通过其配体
K"<

'一种胶原蛋白
Ŝ

+

#

的

片段(调节
V'X,

和
c:A

靶基因#并促进干细胞样表

型#是 一 种 正 常 干 细 胞 和
ZK=K/

富 集 的 标 记&

<10['(

主要在基底样细胞系和少量管腔细胞系中

表达#并对
$'

+

阴性"基底乳腺癌具有预后影响&

E*O

"

K.37G

'

+

,

整联蛋白(

"

最近的一项研究显示#

2$W$'

等$

##

%从雌激素受体'

$'

(

+

阴性乳腺癌患者

的肿瘤中分离出
K.33

b

K.)3

h和
K.33

b

K.)3

b细胞

群在小鼠异种移植模型中具有致瘤性#且
K.33

b

K.37G

P9

O

P

K.(##

"

)

P9

O

P亚型的细胞群能增强体内致瘤

性#具有自我更新能力和异质性&

K.37G

与
K.)7

'

,

(

整联蛋白(或
K.(+3

'

,

3

整联蛋白(和结合层粘连蛋

白#促进上皮细胞附着到细胞外基质&除了这种机械

作用之外#

K.37G

与受体酪氨酸激酶协同作用#在细

胞和细胞外基质之间双向沟通&在正常小鼠$

#3

%和

人$

#"

%乳腺中#只有
K.37G

阳性细胞具有体内再生能

力&在乳腺癌中#

K.37G

表达升高与生存率下降有

关$

#,

%

#其配体
K.(+3

的降低会抑制体内致瘤性$

#6

%

&

在小鼠和人乳腺组织中#使用细胞表面标志物
K.37G

'

+

,

整联蛋白(和
K.)7

'

,

(

整合蛋白(或
K.)3

'热稳

定抗原(或
$

!

K<2

'上皮特异性抗原(能富集乳腺干

细胞&因此#

K.37G

b与
K.33

b

K.)3

h

"

@DH联用#可能可

以更好地识别并富集不同乳腺癌亚型的
ZK=K/

&

E*S

"

其他标志物
"

除了上述这些标志物外#

K.)7

)

K.,(

)蛋白
K

受体'

X'UK'

(

$

#4

%

)干细胞抗原
;(

'

=FB;

(

(

$

#7

%

)上皮细胞黏蛋白
2YK(

$

3+

%

)

0P

N

(

$

3(

%

)波形蛋

白)骨连蛋白)细胞角蛋白
(4

'

Kd(4

()转录因子
%<;

0<#

$

3)

%

)

K.)3

P9

O

P

"

K.37G

P9

O

P

"

.1$'

P9

O

P

)

K.)3

P9

O

P

"

K.37G

P9

O

P

"

.VV(

P9

O

P

)

K.37G

b

.VV(

P9

O

P

"

.1$'

P9

O

P等表

面标记$

3#

%的细胞群体也在乳腺癌研究中表现出了一

定的干性和致瘤能力#可作为潜在的
ZK=K/

标志物

深入研究&

F

"

小
""

结

""

自
(773

年在白血病中鉴定出
K=K/

后$

33

%

#许多

实体肿瘤'如乳腺癌)结直肠癌$

3"

%

)头部肿瘤$

3,

%

(中也

陆陆续续报道了
K=K/

的存在&近几年#在体内实验

中#通过谱系追踪和细胞消融实验也进一步证实了

K=K/

的存在$

36;34

%

&这一理论和发现为这些癌症的创

新治疗提供了一个新的思路!肿瘤治疗不仅要缩小肿

瘤体积#更要消灭
K=K/

#即这部分维持肿瘤长期生长

的细胞群&如何正确识别这部分维持肿瘤长期生长

的细胞群#

K=K/

的识别和鉴定是其研究的关键之一&

通过对细胞表面标志物的研究#可以将
K=K/

与普通

肿瘤细胞区别开来#为动物模型的研究打下基础#同

时也为乳腺癌的预防)靶向疗法和个体化疗法提供有
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效的前进方向&在运用表面标志物对
ZK=K/

进行分

选时#其异质性也是人们研究的热点&用不同的表面

标志物进行分选结果并不一致&研究者采用
K.33

b

"

K.)3

h与
K.(##

这两个不同的表面标志物对鼠乳腺

癌细胞进行分选#发现这两个亚群之间没有重叠#但

两者都具有干细胞特性$

)6

%

&而
%S1$=0S$'

等$

6

%联

合使用
K.33

b

"

K.)3

h与
<V.̀

两种标志进行共同

筛选#发现
K.33

b

"

K.)3

h

"

<V.̀

b的
ZK=K/

具有更

强的致瘤性#

K.33

b

"

K.)3

h

"

<V.̀ ;

的细胞却失去

了致瘤性&这不仅说明了
<V.̀

作为
ZK=K/

标志物

的重要性#也说明了两种标志物分选的异质性&

K=K/

标志物中不同的表面标志物)分选方法及在不同类型

的乳腺癌细胞中的异质性#提示寻找通用的单一
ZK;

=K/

标志物具有较大的难度*而将不同的
ZK=K/

标志

物联合应用或者针对不同的乳腺癌的亚型并确定其

相应的
K=K/

亚型可能将为乳腺癌靶向治疗提供更为

准确的信息&
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è <UX

#

VYW

#

]S<1%[

#

CAB@*K@9:9FD

!

BAPD@D

O

9FB@/9

O

;

:9G9FB:FCB:E

!

ID

O

:D/A9FRB@?CDGK.(##CL

!

IC//9D:9:AI9;

!

@C;:C

O

BA9RCMICB/AFBIF9:D>B

$

]

%

*KB:FCI=F9

#

)+((

#

(+)

'

"

(!

((+6;((((*

$

)7

%

[S<UW

#

W$W

#

W$<'=V$Wd

#

CAB@*0PC@

N

>

!

PDRB/F?;

@BIC>MD@?/DG9:G@B>>BADI

N

MICB/AFB:FCICL

!

IC//C/B

/AC>FC@@;@9JC

!

PC:DA

N!

C

$

]

%

*<>]XBAPD@

#

)++4

#

(6#

'

)

(!

",(;"63*

$

#+

%

Z<00YV<^V

#

=̀ SW

#

$̂ <1=d c

#

CAB@*%B:

O

@9D/9EC

%.)9EC:A9G9C/MICB/AFB:FCI/AC>FC@@/B:E

!

ID>DAC/A?;

>DI9

O

C:C/9/

$

]

%

*]DGK@9:S:RC/A

#

)+()

#

())

'

,

(!

)+,,*

$

#(

%

=<'d<'0'

#

Z<00YV< ^V

#

c$'.$1=]

#

CAB@*

%.#/

N

:APB/CIC

O

?@BAC/C

!

9APC@9B@;>C/C:FP

N

>B@AIB:/9A9D:

B:E>CAB/AB/9/9:MICB/AFB:FCI

$

]

%

*U:FD

O

C:C

#

)+("

#

#3

'

)#

(!

)7"4;)7,6*

$

#)

%

K̀ $1.

#

Z̀ <0;1<d=̀ <0'SX

#

%U=c<2SK

#

CAB@*

<10['(

#

B/AC>FC@@C:I9FPCEG?:FA9D:B@M9D>BIJCI

#

FD:;

:CFA/FD@@B

O

C:/9

O

:B@9:

O

ADFB:FCI/AC>;@9JCFC@@/B:E>C;

AB/AB/9/9:MICB/AFB:FCI

$

]

%

*KB:FCI'C/

#

)+(#

#

6#

'

(4

(!

"4)(;"4##*

$

##

%

2$W$' 2]

#

&V$2S1%]2

#

VS1 <&

#

CAB@*K.33

!

D/

K.37GP9K.(##

"

)P9ECG9:C/LC:D

O

IBGA;9:9A9BA9:

O

FC@@/9:

C/AID

O

C:ICFC

!

ADI;:C

O

BA9RCMICB/AFB:FCI

$

]

%

*KB:FCI'C/

#

)+(+

#

6+

'

((

(!

3,)3;3,##*

$

#3

%

=0S1%V]

#

$S'$c X

#

'SKd$0=U1S

#

CAB@*X?I9G9FBA9D:

B:E?:9

T

?C

!

ID

!

CIA9C/DG>B>>BI

N

C

!

9APC@9B@/AC>FC@@/

$

]

%

*1BA?IC

#

)++,

#

3#7

'

6+67

(!

77#*

$

#"

%

VS2 $

#

<̂SVV<10 &

#

.Sc

#

CAB@*<MCIIB:A@?>9:B@

!

ID

O

C:9ADI/B/APCFB:E9EBACABI

O

CA

!

D

!

?@BA9D:GDIMB/B@

A?>DIECRC@D

!

>C:A9:Z'K<(>?ABA9D:FBII9CI/

$

]

%

*1BA

2CE

#

)++7

#

("

'

4

(!

7+6;7(#*

$

#,

%

&'S$.'SK̀ =d

#

'YSeX

#

&'<1d$&

#

CAB@*̀9

O

PCL;

!

IC//9D:@CRC@DG

+

,9:AC

O

I9:9:P?>B:MICB/AFBIF9:D>B9/

FDIIC@BACEH9APICE?FCE/?IR9RB@

$

]

%

*KB:FCI'C/

#

(77"

#

""

'

3

(!

7+(*

$

#6

%

VSX=KU2Z$<

#

=S2X=U1 d]

#

VWV$='

#

CAB@*0PC

B@

!

PB,MCAB39:AC

O

I9: >B9:AB9:/APC/?IR9RB@DGP?>B:

MICB/AFBIF9:D>BFC@@/9:R9RD

$

]

%

*KB:FCI'C/

#

)++"

#

,"

'

)#

(!

(+76+;(+76,*

$

#4

%

c<1%.

#

K<SK

#

.U1%[

#

CAB@*SEC:A9G9FBA9D:DG>?@A9;

!

DAC:A>B>>BI

N

/AC>FC@@/M

N!

IDAC9:KICFC

!

ADICL

!

IC/;

/9D:

$

]

%

*1BA?IC

#

)+("

#

"(6

'

6"#)

(!

4(*

$

#7

%

%'<1%$K

#

V<1e<'.U=

#

K<̂ <VVU&

#

CAB@*=K<;(

9EC:A9G9C/APCA?>DI;9:9A9BA9:

O

FC@@/9:>B>>BI

N

A?>DI/DG

Z<VZ;:C?AAIB:/

O

C:9F>9FC

$

]

%

*1CD

!

@B/9B

#

)++4

#

(+

'

()

(!

(3##;(33#*

$

3+

%

$1%$V2<11d

#

=̀ $1`

#

&S11U]*2K&6/9EC

!

D

!

;

?@BA9D:FC@@/H9APFPBIBFACI9/A9F/DGFB:FCI/AC>

"

!

ID

O

C:9;

ADIFC@@/CL

!

IC//APCA?>DIB:A9

O

C: 2YK(

$

]

%

*KB:FCI

'C/

#

)++4

#

,4

'

6

(!

)3(7*

$

3(

%

K̀ U'c

#

c<1%[

#

.S$̀ 12

#

CAB@*S/D@BA9D:B:E>D;

@CF?@BIFPBIBFACI9QBA9D:DGFB:FCI/AC>FC@@/9: 220̂ ;

c:A;(>?I9:CMICB/AA?>DI/

$

]

%

*=AC>KC@@/

#

)++4

#

),

'

)

(!

#,3;#6(*

$

3)

%

X<'d=W

#

V$$`$

#

VS`

#

CAB@*̀CACID

O

C:C9A

N

GDI/AC>

FC@@;IC@BACE>BIJCI/BFFDIE9:

O

ADA?>DI/?MA

N!

CB:EP9/;

AD@D

O

9F/AB

O

C9:MICB/AFB:FCI

$

]

%

*K@9:KB:FCI'C/

#

)+(+

#

(,

'

#

(!

46,*

$

3#

%

X$K$=

#

0U=U1S.

#

KU1&<VU1S$'S=

#

CAB@*Z9D@D

O

9;

FB@B:E>D@CF?@BIPCACID

O

C:C9A

N

DGMICB/AFB:FCI/FDIIC;

@BAC/H9APAPC9IFB:FCI/AC>FC@@FD:AC:A

$

]

%

*KC@@

#

)+(+

#

(3+

'

(

(!

,);6#*

$

33

%

V<XS.U00

#

=S'<'.K

#
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