
循环 microRNA 在冠心病及其中医证候诊断中的作用

也摘要页 microRNA 是一类长度约为 22 个核苷酸的内源性非编码 RNA袁并能以特定的方式与靶基因结合袁从而抑制靶基因

的翻译或使其降解遥 microRNA 只有在受到致病因素 渊如环境因素冤 的影响以及病理状态下袁 其表达量才会发生改变袁因
此 microRNA 具有成为各种疾病的诊断生物标志物的可能遥 目前有大量研究表明 microRNA 参与冠心病发生发展袁但其作用机

制尚未完全阐明袁 本文从 microRNA 的特性尧microRNA 与冠心病尧microRNA 与中医证候等方面对近年来国内外的研究做一综

述遥
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expression level of microRNA will change only in the affected and pathological conditions, such as environmental factors.
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循环 microRNA 是一类在血浆中受到高度保护

的内源性非编码的小分子 RNA袁 具有较高的组织尧
疾病特异性及敏感性袁 并且 microRNA 在血浆中具

有惊人的稳定性袁 使得 microRNA 具有成为冠心病

诊疗的潜在生物标志物的可能[1]遥 目前血液生化检

查作为一种非侵入性尧低损伤性尧高依从性的检测手

段袁在临床上已广泛应用袁也是今后诊断疾病主要的

方式之一遥 因此从循环 microRNA 入手袁寻找冠心病

诊疗的新突破点袁 以提高冠心病的临床诊疗水平具

有非常重要的科学研究意义袁 与此同时这也是科研

工作者的又一巨大挑战遥 本文将从以下几个方面做

一综述遥
1 microRNA的来源尧生理特性及生物机制

microRNA 是长度约为 22 个核苷酸的非编码

RNA袁 其主要功能是通过阻碍特定基因在转录后水

平的翻译来调控基因的表达遥microRNA 基因常以单

拷贝尧多拷贝或基因簇等多种形式存在于基因组中,
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在基因组中有固定的基因座位袁绝大部分位于蛋白

基因的基因间隔区(intergenic region,IGR)袁其余在内

含子袁还有个别在编码区的互补链袁说明它们的转录

独立于其他的基因,具有本身的转录调控机制[2]遥
在细胞核中 DNA 经过 RNA 聚合酶域的作用转

录成为长度达数千个核苷酸的茎环结构袁 称为初

级 microRNA 分子(pri-microRNA)袁但随后初级 mi鄄
croRNA 经 Drosha 酶切割成为由 70 个核苷酸组成

的具有发卡结构的前体 microRNA渊pre-microRNA冤袁
绝大多数的 pre-microRNA 在 Ran-GTP 依赖的核

质/细胞质转运蛋白 Exportin 5 机制作用下转运到

细胞质中袁 被转运出细胞核的 pre-microRNA 又被

Dicer 酶切割成长度为 19~23 个核苷酸的双链 mi鄄
croRNA袁随后袁在解旋酶的作用下袁双螺旋解旋袁其
中一条结合到 RNA 诱导的基因沉默复合物 (RNA-
induced silencing complex袁RISC) 中袁 形成非对称

RISC 复合物(asymmetric RISC assembly)[3]遥 该复合物

能特异性识别靶基因 (mRNA)的 3爷非编码区(3爷UTRs)
上的相应靶点袁并通过互补配对方式与之结合袁在转

录后水平上对基因表达进行负调控导致 mRNA 的降

解或翻译抑制袁从而使得蛋白质翻译抑制袁进而抑制

蛋白质的合成遥 而另一条立即被降解[4]遥
早在 1993 年袁 就已经发现 microRNA 的存在袁

然而直到 2008 年科研人员才在人体的血液中发

现microRNA袁与此同时也发现循环microRNA具有惊

人的稳定性袁 它不会被内源的 RNA 聚合酶所降解[1]遥
更有科研人员将 microRNA 置于室温下 24 h尧 极端

酸碱环境以及反复冻融等恶劣条件下袁 循环 mi鄄
croRNA 依然能够稳定的存在袁 其含量并未受到影

响 [5]遥 目前研究认为 microRNA 之所以能避免被

RNA 聚合酶降解有以下两种可能院渊1冤循环 microR鄄
NAs 被一些微粒(包括微泡尧凋亡小体以及外泌体)
所包裹曰渊2冤 循环 microRNA 与 RNA 结合蛋白 (如
Argonaute 2袁nucleophosmin1)或载脂蛋白[高密度脂

蛋白渊HDL冤或低密度脂蛋白渊LDL冤]结合遥 由于受到

这两种方式的保护袁能够避免 microRNA 与 RNA 聚

合酶直接接触袁进而避免受其降解遥 microRNA 之所

以能在血液被检测到是因为 microRNA 能够通过被

微粒包裹而进入血液循环或者是作为一种信号传递

物质以及细胞受损后被释放至血液循环系统[6]遥
2 microRNA与冠心病研究进展

表观遗传学(epigenetics)是指基因 DNA 序列不

发生改变的情况下袁基因表达水平与功能发生改变袁
并且这种变化是可遗传的和可逆的袁microRNA 参与

的基因调控属于表观遗传学范畴遥 异常的表观遗传

修饰会使基因错误地表达袁 引起代谢紊乱和疾病的

发生[7]遥 近年来袁心血管疾病尧肿瘤尧域型糖尿病及代

谢综合征袁 被认为是受表观遗传学规律控制的人类

重要疾病[8]遥 目前在心血管疾病方面研究的热点主

要包括与心脏发育尧 动脉粥样硬化及外环境变化有

关的 DNA 甲基化尧非编码 RNA 调控尧组蛋白修饰等

表观遗传变化[9]遥 目前有大量研究表明 microRNA 在

许多疾病的发生过程中都发挥了重要作用袁 并且其

对心血管疾病发病机制的作用也正逐渐被阐明遥
2.1 microRNA 与冠心病的发生发展

目前研究认为冠心病的发生发展主要与内皮功

能障碍尧脂质代谢失常尧巨噬细胞炎性反应尧血小板

聚集尧血栓形成等机制密切相关[10]遥
血管内皮损伤引起以内皮依赖性血管舒张功

能下降袁血管通透性风险增加袁白细胞粘附尧凝血及

纤溶等功能改变为主要特征的血管内皮功能障碍袁
是冠心病发生发展的重要病理基础[11]遥 研究发现袁
在内皮细胞凋亡时释放的微泡渊凋亡小体冤中 miR-
126 高度表达袁并且能够对减少细胞趋化因子受体

CXCR4 信号抑制剂的丰度袁 从而增加其配体 12
[Chemokine ( C-X-C motif) ligand 12袁CXCL12]的
表达袁从而触发了一个愈合反应促使血管再生和组

织修复袁减少动脉斑块的形成[12]遥另有研究发现 miR-
126-5 p 能够抑制 Notch1 抑制剂 啄 样蛋白 1 同源

物进而调控内皮细胞的增殖尧防止动脉粥样硬化的

形成[13]遥 李玉媚等[14]研究发现 miR-21 反义寡核葺

酸(AS-miR-21)通过抑制血管内皮细胞增殖相关转

录因子 AP1 对内皮型一氧化氮合酶(eNOS)表达及

内皮细胞的增殖进行调控遥 实验结果显示袁miR-21
低表达时显著抑制人脐静脉内皮细胞渊HUVEC冤增
殖袁尤其是同时转染 AS-miR-21 和 AP1 的 HUVEC
受到抑制的效果极为明显 遥 另外 袁 如 miR -
150尧miR-143尧miR-145 及 miR-9 也参与了内皮细

胞的迁移尧增殖袁血管新生袁血管平滑肌细胞增殖及

血管平滑肌细胞分化[15-17]遥由此可见袁miRNA 能够通

过调节特定的受体袁进而对内皮细胞进行调节遥
脂质代谢紊乱袁 如胆固醇内稳态失调和脂肪酸

过氧化等袁可引起动脉粥样硬化(atherosclerosis As)遥
有研究表明袁microRNAs 参与调控脂质代谢及炎症

因子表达袁介导 As 的形成袁其在胆固醇代谢袁尤其
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是胆固醇逆向转运 (reverse cholesterol transport,
RCT)方面的重要作用[18]遥 miR-33 是脂质代谢调控的

主要元件袁它参与胆固醇的合成袁促进细胞内胆固醇

流出并形成 HDL袁 还参与了肝脏内 HDL 合成袁提
示 miR-33 对血浆 HDL 水平调控具有重要意义[19-20]遥
所有的细胞都能合成胆固醇袁但绝大多数的胆固醇

还是在肝脏内合成袁肝脏胆固醇的生物合成途径在

平衡总体胆固醇的作用也是非常独特的袁肝脏调控

胆固醇的摄取尧 外排以及酯化遥 目前研究发现 mi鄄
croRNA 可能是胆固醇调节网络的关键元件袁mi鄄
croRNA 可以通过直接调控胆固醇合成基因 渊mR鄄
NA冤的表达以此来调节胆固醇的合成或降解遥 多项

研究表明袁miR-122 参与错综复杂的脂质代谢过

程袁miR-122 在肝脏内大量存在可能超越了以往在

肝内发现的任何一种 microRNA袁通过过度表达或敲

除 miR-122袁 小鼠体内胆固醇合成出现了明显的变

化[21]遥另外袁miR-370, miR-125 a-Sp, miR-27, miR-
320 等袁也参与调控胆固醇尧甘油三脂尧脂肪酸代谢

及脂肪细胞分化[22-24]遥
2.2 microRNA 与冠心病的诊断

目前探索将 microRNA 作为生物标志物主要

集中在各型肿瘤尧心血管疾病尧域型糖尿病代谢综

合征等研究袁另外有研究表明 microRNA 有助于类

风湿性关节炎尧 药物性肝损伤等疾病病理状态的

诊断 [25-28]遥
而在冠心病方面袁 研究发现 miR-208 与 miR-

499 特异性作用于心肌组织中袁并且仅在急性心肌

梗死后异常表达袁 其升高的时间演变规律与 cTnI
相似袁而几乎不表达于充血性心衰和正常心脏组织

中 [29]遥 另外袁 在急性心肌梗死大鼠的坏死心肌

中 miR-1 显著升高袁而其靶基因 Cx43 蛋白的表达

降低 [30]曰Cheng 等 [31]通过人为造成急性心肌梗死小

鼠模型发现急性心梗小鼠血浆中 miR-1 水平的升

高与心梗面积及 CK-MB 水平的升高呈正相关遥
以上研究提示 miR-1尧miR-208 与 miR-499 可能作

为诊断急性心肌梗死渊AMI冤及评估 AMI 严重程度

新的生化标记物遥
Fichtlscherer 等[32]在研究中发现经 microRNA 芯

片筛选后有 46 个 microRNAs 在冠心病患者中下

调袁 而有 20 个 microRNAs 上调袁 进一步研究发

现袁miR-126 在冠心病患者中表达明显下降遥 另外袁
有研究者将冠心病患者分为稳定型心绞痛型和不稳

定型心绞痛型袁 对比发现稳定型心绞痛患者血浆

中 miR-126 表达水平显著上调 袁 这一发现提

示 miR-126 可能与冠心病心肌受损程度有关系袁其
血浆浓度与心肌受损程度可能成负相关[33]遥
2.3 microRNA 与冠心病的辨证分型

冠心病属于中医学野胸痹冶的范畴袁其中医证候

分型主要分为寒凝心脉尧气滞心胸尧痰浊闭阻尧瘀血

痹阻尧心气不足尧心阴亏损尧心阳不振 7 个证型 [34]遥
叶素问窑脉要精微论曳 云院野脉者噎噎血之府也噎噎涩

则心痛遥 冶强调胸痹心痛病位在心袁病机关键在于血

脉瘀阻遥 同时历代医籍中记载了大量的以活血化瘀

药为主组成的治疗胸痹心痛的有效方剂[35]遥 而一些

学者根据自己的临床经验不同又提出了不同的临床

分型袁 而这些研究都表明血瘀证为冠心病中医证候

分型中最常见的一种证候[36-37]遥
大量研究证明袁microRNA 与冠心病有着非常密

切的联系袁 并且 microRNA 有可能成为冠心病新的

诊断标志物及治疗的新靶点遥 但是袁目前 microRNA
用于冠心病中医证型的客观研究十分少见袁 冠心病

中医证候的客观研究主要在经皮冠脉造影术尧 心电

图尧血脂尧易感基因的多态性等方面进行遥
有研究通过对冠心病血瘀证尧冠心病非血瘀证尧

非冠心病血瘀证患者和正常健康者外周血 microR鄄
NA 差异显示获得差异条带反向 Northern 法阳性验

证克隆测序并进行生物信息学分析袁得到 28 条真实

差异基因片段序列袁其中 b13尧23b 从不同途径导致

或参与了脂代谢尧血液高黏高聚高凝状态的形成袁并
通过分泌炎性细胞因子调控细胞凋亡袁 参与了内皮

损伤和动脉硬化的形成[38]遥 另外袁鲍岩岩等[39]发现袁
经 microRNA 基因芯片筛选结果显示袁 冠心病血瘀

证大鼠的心脏组织中 16 个 microRNA 的表达有显

著性变化袁 其中 12 个上调袁4 个下调曰 并且发

现 miR-384-Sp 可与 PIK3CD 3'-UTR 区域结合袁并
通过下调其表达袁靶向调节 PIK3CD袁对心脏起到重

要的保护作用遥目前 miRNA 与冠心病中医证型相关

性的研究还很少袁如何将 miRNA 与中医证型相结合

也是我们需要继续深入思考与研究的课题遥
3 问题与展望

自从 microRNA 被发现以来袁 科研人员在心血

管疾病方面已做了大量研究袁 但是目前 microRNA
与中医心血管疾病证候之间的联系研究还十分少

见遥 目前已有许多学者从证候生物学基础研究中发

现院冠心病血瘀证的形成与体内凝血功能异常尧血管
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内皮损伤尧脂质代谢紊乱等病理生理过程相似袁这些

发现为进一步开展冠心病血瘀证本质的研究奠定了

一定的基础遥 但是袁目前观察到与冠心病血瘀证相

关联的指标袁并不能成为病证实质上的特征性或特

异性的指标袁而且重复验证常出现较大的偏差遥 表

观遗传学在阐明基因和环境相互作用, 并改变疾病

进程方面发挥了重要作用, 特别是应用于冠心病这

类复杂性疾病研究中, 主要包括与动脉粥样硬化及

环境变化有关的 DNA 甲基化尧非编码 RNA 调控尧组
蛋白修饰等表观遗传变化遥 目前大量研究表明 mi鄄
croRNA 在心血管尤其是冠心病发挥了重要作

用袁microRNA 与体内凝血功能异常袁血管内皮损伤袁
脂质代谢紊乱等病理生理过程存在密切联系袁mi鄄
croRNA 因其在人体内含量较少而其调控基因数量

多袁加上 microRNA 对于冠心病具有较高的组织尧疾
病特异性及敏感性遥 因此从 microRNA 入手找到与

冠心病中医证候相关的特异性 microRNA 并且构建

出与冠心病中医证候相关的 microRNA 调控网络具

有较高的科学研究意义遥 与此同时也不可避免的将

面临许多困难袁 比如院渊1冤 虽然目前有大量研究表

明 miRNA 具有成为冠心病诊断生物标志物的潜力袁
但各个研究之间的结果差异较大袁且研究样本量较

少袁缺乏大样本量的验证曰渊2冤miRNA 作用机制十分

复杂袁通常一个 miRNA 可能调控多个靶基因袁或者

多个 miRNA 调控同一个靶基因袁 加上目前尚有许

多 miRNA 的靶基因难以明确袁 因此要建立 miRNA
对于冠心病的调控网络还需要十分巨大的工作投

入曰渊3冤miRNA 在血浆中的含量较于组织内数量非

常少袁并且 miRNA 易受到 RNA 酶的降解袁因此提取

与检测难度较大遥
综上所述袁 大量研究表明 microRNA 与冠心病

及其中医证候具有显著的相关性遥 miRNA 属于表观

遗传学范畴袁只有受到致病因素渊如环境因素冤的影

响以及病理状态下袁 其表达量才会发生改变袁因
此 miRNA 具有成为各种疾病的诊断生物标志物的

可能遥目前循环 miRNA 在冠心病的研究中尚处于起

步阶段袁miRNA 对冠心病的影响机制也还在不断探

索中袁无论是诊断还是干预治疗的方面都需进一步

研究遥 而中医的证是对疾病过程中所处一定渊当前冤
阶段的病位尧病因尧病性以及病势等所作出的对疾病

本质的概括遥 证是对致病因素与机体反应性两方面

的综合袁是对疾病当前本质所作的结论遥 而在 miR鄄
NA 之前同属于表观遗传学的 DNA 甲基化与冠心

病关系的研究也被大量报道袁 因此今后的研究方向

可以从 miRNA 与 DNA 甲基化共同作用机制入手袁
建立表观遗传学调控网络袁 并通过建立表观遗传学

调控网络来探索中医病与证的本质袁 也将会给中医

证的研究注入新的血液遥

参考文献院
[1] Mitchell PS, Parkin RK, Kroh E M, et al. Circulat鄄

ing microRNAs as stable blood -based markers for can鄄
cer detection [J]. Proceedings of the National Academy of Sci鄄
ences, 2008,105(30):10 513-10 518.

[2] Li SC, Tang P, Lin WC. Intronic MicroRNA: Discoverry and
Biologic Implications[J]. DNA Cell Biol,2007,26(4):67-71.

[3] Salvatore De Rosa, Antonio Curcio, Ciro Indolfi. Emerging Role
of MicroRNAs in Cardiovascular Diseases [J]. Circ J, 2014, 78:
567-575.

[4] Bronze-Da-Rocha E. MicroRNAs expression profiles in cardiovas
cular diseases [J]. Biomed Research International, 2014, article
ID: 985408.

[5] Chen X, Ba Y, Ma L, et al. Characterization of microRNAs in
serum: a novel class of biomarkers for diagnosis of cancer and
other diseases[J]. Cell Res,2008,18(10):997-1 006.

[6] 张月娟,唐文岘,袁肇凯.冠心病相关循环 microRNA[J].激光生物学

报,2013,22(4):300-305.
[7] 陈 琳,吴悦陶.微小 RNA 前体区域基因多态性与冠心病易感性

和预后的关联研究 [J]. 西安交通大学学报窑医学版,2013,34(4):
495-499.

[8] Kao YH, Chen YC, Cheng CC, et al. Tumor necrosis factor-al鄄
pha decreases sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase expressions
via the promoter methylation in cardiomyocytes [J]. Crit Care
Med,2010,38(1):217-222.

[9] Movassagh M, Choy MK, Goddard M, et al. Differential
DNA methylation correlates with differential expression of angio鄄
genic factors in human heart failure [J]. PloS one, 2010, 5(1):
e8564.

[10] Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Inflammation in Atheroscle鄄
rosis[J]. JA (Jornal of h Amran ollg of ardology), 2009, (23):
2 129-2 138.

[11] Turchinovich A, Weiz L, Langheinz A, et al. Characterization
of extracellular circulating microRNA. [J]. Nucleic Acids Re鄄
search, 2011, 39(16)院7 223.

[12] Alma Z, Kiril B, Heidi N, et al. Delivery of microRNA-126
by apoptotic bodies induces CXCL12-dependent vascular pro鄄
tection[J]. Science Signaling, 2009, 2(100):ra81-ra81.

[13] Andreas Schober, Maliheh Nazari-Jahantigh, et al. MicroRNA-
126-5p promotes endothelial proliferation and limits atheroscler
osis by suppressing Dlk1 [J]. Nature Medicine, 2014 (20):368-
376.

[14] 李玉媚,王 辉,张文宇. miR-21 反义寡核苷酸对 eNOS 基因调

湖南中医药大学学报 圆园16 年第 36 卷88



!"#$

!"!""

!

!"#$%&#'()" *&#+'+,+'%&- #$%&'()*+ ,-.'/(0-+( *1 2%+'+ 3/*4)+&-

!"#$%&'( 2%+'+ #$%&'()%*+ *1 ,-%$')' .'/%0%$' 526789

./'+'&0- #$)(*/)': ,-.'/(0-+(; <*%/+': *1 2%+'+ 6+)4-/=)(> *1

7?)+-=- 8-$)&)+-

)*+,&'+-. /00'1%%( @"" A%-=?) B$C; 2'+.%; 7?'+D=?';

12$3$ 45"E"F6 ,-%$3

1%&%2324 ./'+%2#

!

GH6 I%>)

J6K L%'+D/*+D

563/"7'6 5/8'#"2#

!

72#K M-N) I2OKL <%+()'+ AHOP A)'*?-

2PKL <)+D GH6 L%*Q?-+D ROK I?)'+

203,&'43$4563178 26OKL 2%)>*+D

5##%6'3+" ./'+%2#( GHOP ,%'+1'+D SHK R%?%)

91%"&$%3:.1 203,&'( 2# 2%)-

2$;.3%6 203,&'( TOKL T-)

<'3$,3$;( A)'+D('+ J'U%/' J*&)': T-:1'/- 3/)+()+D 7PC; GV,

=&>1%,3? =3%,'3:@,&'8 12$3$ 72('32 89 :'(%8/%03; 3$/

<'=)>3>'( ?%)*(%@2*%8$

"

,8/' <8A 4BCD4

#

AB1'%1-% =3%,'3C@,&'8 ,-%$3 E$*'($3*%8$3; 788F G(3/%$H

,8(>8(3*%8$6 :!I! 78J KLL6 7'%M%$H6 ,-%$3

"

,8/' <8N OD"DB7.

$

D9" 3/8"2+'#'&0 (,#'&"#" )'6"&#" :%8 W@"!""E"!@"""""W

D1.8 "PK5CFFWXF@@Y Z FFWXFYW[

24>-3.8 J2'@38*0QR5BD!08Q

?((.\ZZ]UQQ=C?+&(&0C-$%C&+

!"#$%&''(

%"#

5LPL

$%#$

&

@^

'&

X

( ")&

EEW

($

B"!^

*

X

"

BS

+,-

%&'( ./0123

%)'( ./45678

*+,- &.9456788:';<=

. / ./0>?@ABC1DE8FG

@""

H

./45678ABIE

JK;L

W!"E"F

01%* MNO

PQR

2345 STU VWX YZ[

\ ] M^_ `ab

% * cde

6 % 7 fgh ijk

897+ lmn

:;7+ o p

<-=> qrstuvwxyz{|}~

?@AB ^��}���

!"C?@ .90:����%�H!

4BCD4

#

!"DEF �^��J�

!GC?@ 4^^�����)}~

4^��

KLL

��%�H!

OD"DB7.

#

HIJKLMN

W@"!""E"!@"""""W

O P

"PK5CFFWXF@@Y Z FFWXFYW[

OQRS

J2'@38*0QR5BD!08Q

T /

]UQQ=C?+&(&0C-$%C&+

;%,2&<) %= 1,&<& E$3B1'%3,F %= 563$1%1 G103?3$1

88$*-;+ >2@;%03*%8$T J)+&- 5LPL

U8;! @^

(

<8! X

(

B"!^

(

<8! EEW %$ 3;;

:2@;%)-'/ 8$ 8'> BS

UVWX!

HJJK !^[W_"["A

7K W@_!W[EZB

FY

�������������� ¡

O3 !

¢£¤¥¦

`<aC

§

¨©��ª«a

;E"!W;5!"9\Y""_Y"EC

`!Xa I?'+D R; G)% ,; A) 7; -( ':C J-&/-(-$ 8*+*&>()& 0)B_!X"

#+?'+&-= V'/D-(-$ #+$*(?-:)': 7-:: 8)D/'()*+ `<aC 8*:-&%:'/

7-::; E"!"; @Y5!9\!@@_!WWC

`!^a 2-/D-+/-)$-/ #; 2->$( J; V/VD%-/ M; -( ':C O(?-/*./*(-&()4-

&*00%+)&'()*+ b-(c--+ -+$*(?-:)': &-::= '+$ =0**(? 0%=&:-

&-::= (?/*%D? 0)BKO`<aC K'(%/- 7-:: d)*:*D>; E"!E; !W5@9\EWY_

EX^C

`![a I?%'+D L; T% A; <)'+D I; -( ':C V%0*%/_=-&/-(-$ 0)B_Y ./*W

0*(-= -+$*(?-:)': &-:: 0)D/'()*+ '+$ '+D)*D-+-=)= b> '&()4'()+D

(?- <OM_JVOV .'(?c'>`<aC #0b* <*%/+':; E"!E;@!5![9\@ X!@_

@ XE@C

`!Fa

fgh

C

¬®¯°�±²³´§¨

`8aC

��! C8,-u

;

E""Y

!

!_E^C

`!Ya B'>+-/ M<; R'N')/' J; O:b-/(* ,; -( ':C 8)B_@@ 7*+(/)b%(-= (*

(?- B-D%:'()*+ *1 7?*:-=(-/*: 2*0-*=('=)= `<aC J&)-+&-; E"!";

@EF5XYFX9\! X["_! X[@C

`E"a 2'+) KJ; eN*/':b' M; R)+Df)' G; -( ':C 8)&/*BKO_@@ '+$ (?-

JB#d3 ?*=( D-+-= &**.-/'(- (* &*+(/*: &?*:-=(-/*: ?*0-*=('=)=C

`<aC J&)-+&-; E"!"; @EF5XYFX9\! X^^_! X^YC

`E!a g)&U-/= M 7; B-0':-> O VC 8)&/*BKO= )+ '(?-/*=&:-/*=)= '+$

:).*./*(-)+ 0-('b*:)=0C `<aC 7%//-+( P.)+)*+ )+ #+$*&/)+*:*D>

,)'b-(-= h Pb-=)(>; E"!"; ![5E9\!X"_!XXC

`EEa ,)0)(/)*= H; M*+=('+()+*= J; R'-U* 2; -( ':C 8)&/*BKO_@["

&*+(/*:= (?- -f./-==)*+ *1 8)&/*BKO_!EE '+$ 7.(! '+$ '11-&(=

:).)$ 0-('b*:)=0 `<aC <*%/+': *1 G).)$ B-=-'/&?; E"!"; X!5^9\!

X!@C

`E@a 7?-+ V; 2%'+D I; T'+D G; -( ':C 8)&/*BKO_!EX'_X. .'/(:>

/-D%:'(-= (?- )+1:'00'(*/> /-=.*+=-; :).)$ %.('U-; '+$ PB3Y

-f./-==)*+ )+ *fG,G_=()0%:'(-$ 0*+*&>(-Z0'&/*.?'D-= `<aC 7'/W

$)*4'=&%:'/ B-=-'/&?; E""Y; F@5!9\!@!_!@YC

`EWa R%+ MJ; O R*%+D M; 2>%+ T** G; -( ':C 0)B_E[' )= ' +-DW

'()4- /-D%:'(*/ *1 '$).*&>(- $)11-/-+()'()*+ 4)' =%../-==)+D

33OBD'00' -f./-==)*+C `<aC d)*&?-0)&': h d)*.?>=)&': B-W

=-'/&? 7*00%+)&'()*+=; E"!"; @YE5@9\@E@_@EFC

`EXa 8%/'(' M; e%/% 8; R*=?)(*0) 2; -( ':C 7*0./-?-+=)4- 0)W

&/*BKO O+':>=)= H$-+()1)-= 0)B _EW '+$ 0)B _!EX' _X. '=

3:'=0' d)*0'/U-/= 1*/ B?-%0'(*)$ O/(?/)()=`<aC 3:*= P+-; E"!@;

F5[9\EYX_EYFC

`E^a R) I; R)+ <; B%)>)+D I; -( ':C 3:'=0' 8)&/*BKO_!EE '= '

d)*0'/U-/ 1*/ g)/':; O:&*?*: '+$ 7?-0)&': _B-:'(-$ 2-.'()&

,)=-'=-=`<aC 7:)+)&': 7?-0)=(/>; E"!"; X^5!E9\! F@"_! F@FC

`E[a J) 2; J%+ A; 7?-+ R; -( ':C 7)/&%:'()+D 0)&/*BKO_YE' '+$

0)&/*BKO_E! '= +*4-: 0)+)0'::> )+4'=)4- b)*0'/U-/= 1*/ ./)W

0'/> b/-'=( &'+&-/C`<aC <*%/+': *1 7'+&-/ B-=-'/&? h 7:)+)&':

P+&*:*D>; E"!@; !@Y5E9\EE@_EEYC

`EFa 3-=&'$*/ K; 3V/-Q_d'/b' 8; Hb'//' <8; -( ':C J-/%0 &)/&%:'(W

)+D 0)&/*BKO ./*1):)+D 1*/ )$-+()1)&'()*+ *1 .*(-+()': (>.- E

$)'b-(-= '+$ *b-=)(> b)*0'/U-/= `<aC 3:*J *+-; E"!@; F 5!"9\

-[[EX!C

`EYa O$'&?) V; K'U'+)=?) 8; P(=%U' R; -( ':C 3:'=0' 0)&/*BKO

WYY '= ' b)*0'/U-/ *1 '&%(- 0>*&'/$)': )+1'/&()*+ `<aC 7:)+

7?-0; E"!"; X^ 5[9\! !F@_! !FXC

`@"a J?'+ IA; G)+ SA; e% R2; -( ':C 6./-D%:'(-$ -f./-==)*+ *1

0)B_!Z0)B_E"^ )+ ' /'( 0*$-: *1 0>*&'/$)': )+1'/&()*+ `<aC

d)*&?-0 d)*.? B-= 7*00%+; E""Y;@F!5W9\XY[_^"!C

`@!a 7?-+D R; V'+ K; R'+D <; -( ':C O (/++-:'()*+': =(%$> *1 &)/W

&%:'()+D &-:: _1/-- 0)&/*BKO_! )+ '&%(- 0>*&'/$)': )+1'/&()*+

`<aC 7:)+ J&); E"!"; !!Y5E9\F[_YXC

`@Ea ,- B*=' J; e)&?(:=&?-/-/ J; G-?0'++ B; -( ':C V/'+=&*/*+'/>

&*+&-+(/'()*+ D/'$)-+(= *1 &)/&%:'()+D 0)&/*BKO=`<aC 7)/&%:'()*+;

E"!!; !EW5!F9\! Y@^_! YWWC

`@@a I?'+D S; M'+$)& H; M%(/>U 8 <C ,>=/-D%:'()*+ *1 '+D)*D-+-W

=)=_/-:'(-$ 0)&/*BKO= )+ -+$*(?-:)': ./*D-+)(*/ &-::= 1/*0 .'W

()-+(= c)(? &*/*+'/> '/(-/> $)=-'=-`<aC d)*&?-0)&': h d)*.?>=)W

&': B-=-'/&? 7*00%+)&'()*+=; E"!!; W"X5!9\WE_W^C

`@Wa

µ¶·

;

¸¹º

;

M»¼

;

½

C

¹©ª�¾¿ÀÁÂÃ

`<aC

4^56

Ä:

;E""Y;^5E9\X_[C

`@Xa

ÅÆÇ

C

45�C8

`8aC

��

\

4^456,-u(

E""@C

`@^a

o È(É Ê

C0)&/*BKO

´¹©ª45¿ËÀÁ

`<aC

4^4Ì

5ÍÎ«a(

E"!E;!!

"

E@

$

\! X^E_! X^XC

`@[a

Y Ï

C

¹©ª©ÐÑ45Ò¿ÓÔÕÖ×Ø

`<aC

4^uE5Ù

5

58ÚÛ

9;E"!E;!W5@E9\!YE_!Y@C

`@Fa

V Ü

;

ÝÞß

;

à á

C

¹©ª45¿Ëâã¢äå´æç

`<aC

4

Ì5ÍÎ©è��ª«a

;E""Y;[5X9\X[F_XF!C

`@Ya

éêê

C8)&/*BKO=

ë¹©ª�¾¿4¢ä¡¥¦ÀÁ

`,aC

�

�!4^45C8ì

;E"!@C

!!"#$ %&'"

í î(½ ïð

0)&/*BKO

ë¹©ª�ñ45¿Ëòó4¢£¤&

X

(


