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摘要%肝脏是结直肠癌转移最主要的靶器官(结直肠癌肝转移也是结直肠癌患者死亡的主要原因* 目前(结直肠癌

肝转移动物模型构建的方法主要包括原位种植模型(用于研究结直肠癌发生肝转移过程及其相关机制+异位种植

模型(用于评价各种治疗方案+异种种植模型(用于对患者个体化治疗方案的筛选+转基因动物模型用于准确地引

导患者进行靶向治疗*

关键词%结直肠癌+结直肠癌肝转移+动物模型
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!!结直肠癌 !56O6TS593O5325ST(AKA"是全球第三
大癌症和癌症死亡的第四大原因 , "- * 近年来我国

结直肠癌发病率和死亡率呈逐步上升趋势( 结直肠

恶性肿瘤在肿瘤发病率中占据第 B 位 , &- * 肝脏是
AKA最常见的远处转移部位(结直肠癌肝转移
!56O6TS593O5325STO1bST7S93*93*S*(AKIG"严重影响
AKA预后* 约 "Bhi&BhAKA病人在确诊时即合并
有肝转移(另有 "Bhi&Bh病人在行 AKA原发灶根
治术后发生肝转移(其中 $#hi%#h肝转移灶无法
获得根治性切除* 且只有 "Bhi&#hAKIG患者适
合手术切除(术后 B 年存活率仅为 &#hi(#h* 因
此选择合适的 AKIG动物模型(对研究 AKA发生发
展及肝转移的机制及正确评价各种治疗方案的疗
效(提供与临床应用相关的证据等有重要作用* 现
将 AKIG动物模型的构建方法综述如下*

/K原位种植模型

AKA的原位种植模型根据植入的位置分为原

位盲肠种植模型和原位直肠种植模型*
/N/K原位盲肠种植模型

原位盲肠种植模型包括癌细胞直接种植’直接

缝合原位植入’盲肠接种 HN医用胶粘贴法’盲肠造
疝原位接种法及结肠造口移植法等* Q66,-12 和
YU32Z, )-通过盲肠壁植入 AR_&? EI) 细胞建立原位
AKIG模型(来评估药物的抗癌功效(发现此种造模
方法具有高侵袭性和高转移性* R36等 , (-通过原位

盲肠植入 YAR_""? 细胞(建立原位盲肠种植模型(

研究胃肠安![AJ"和 B_氟尿嘧啶!B_E]"对肠癌和
肝转移的影响* 结果单独 [AJ治疗降低转移率
!B#hb*"##h(5l#C#B"* [AJoB_E]联合治疗最
有效(转移率 ! (#hb*"##h(5l#C#""* 表明 [AJ

与 B_E]联合治疗会显著抑制结肠肿瘤生长和肝转
移* 癌细胞直接种植盲肠(与临床 AKA血道和淋巴
播散过程相近+直接缝合比较方便(能够从整体上观
察 AKA成瘤及转移的情况(该模型是一种研究 AKA

发展及转移的可靠’有效的观察模型+盲肠接种 HN

医用胶粘贴(癌组织和肠壁的吻合度较直接缝合先
进(应用前景大+盲肠造疝接种法操作简单(成功
率高(受其他脏器及肿瘤细胞影响较小(此法较少
缝合到肠壁血管(避免肠坏死以及造成肠瘘等缺
点+结肠造口种植模型的实验动物生存周期较长(

观察时间充裕(但增加了感染的机会(容易影响实
验数据*
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/N5K原位直肠种植模型
原位直肠种植模型包括非手术经肛门直肠注射

法’肛门切开直肠注射法及肛门直肠癌组织块种植
模型* 非手术经肛直肠注射法%麻醉后使实验动物
直肠脱垂(在 OHq和 "##q显微镜下将 #C" 7I!&CBq
"#( 个;7I"的鼠源性肠癌细胞 AR&? 注入距肛门
pB 57!超出肛管近端 " i& 77"的远端直肠黏膜
内(进针深度为黏膜层下约 " 77(避免穿透肠壁*
肛门切开直肠黏膜层注射法%用两个金属夹夹紧小
鼠肛门部直肠的前壁(在金属夹之间剪开长 ? i’
77直肠壁(再将肿瘤细胞悬液注射到直肠黏膜层
内* 肛门直肠癌组织块法%主要步骤用缝针轻轻破
坏直肠壁(用 ?;# 吸收线缝针把肿块缝于该处*
[32Z等 , B-采用自制接种器将 #C" 7I细胞密度为 &
q"#’ 个;7I的结肠癌细胞 YAR""? 接种于 NJIN;5
裸鼠直肠上(成功建立原位移植性直肠动物模型(直
肠原位接种 "$ 只成瘤率为 "##h(未发现肝转移灶*
优点%种植操作简单(创伤较小(能更好地模拟结直
肠癌的临床生物学行为(比如肿瘤的局部生长’肿瘤
的浸润’癌细胞原位脱落穿过血管壁进入门静脉循
环血运转移等过程* 缺点%直肠壁较薄种植成功率
较低(不易操作(远处转移少(影响实验结果*

5K异位种植模型

异位种植模型按植入位置不同可以分为脾脏种
植’门静脉;肠系膜种植’肝脏种植及腹腔扩散种植*
5N/K脾脏种植模型

脾脏种植法是目前 AKIG模型公认的最佳模
式之一* 肿瘤细胞从脾内种植(植入的细胞能避开
大量免疫细胞攻击(通过血管浸润而发生肝转移*
因此(能较好模拟人体内 AKA切除后肝脏转移* 根
据是否切除脾脏分为脾脏保留法和脾脏切除法*
5N/N/!脾脏保留法%在显微外科镜下(于小鼠左侧
腋后线肋缘下纵行切开长约 #CBi" 57创口(进腹
后找到柳叶状脾脏并牵出腹腔外(用 " 7I注射器吸
取混悬好的单细胞液 #C&i#CB 7I!细胞数约为 "q
"#? i"q"#’ 个;7I"(从脾下极进针(缓慢注射 !约
&i) 712"入脾内(注射区可见脾被膜变白隆起* 缓
慢拔针后酒精棉球按压针眼(使瘤细胞得经脾静脉
进入肝脏(防止肿瘤外溢* 查无出血后依次间断缝
合肌肉’皮肤(关腹* EOS9S2 等 , ?-通过脾脏注射 YR
细胞株 YR&% 和 YAR""?(在裸鼠中建立实验性肝转

移* 注射后(YAR""? 和 YR&% 细胞在所有动物中产
生肝肿瘤* Û 等 , ’-为了观察 JKR" 对体内肿瘤生
长或肝转移的影响(成功构建了 NJIN;5小鼠 AR&?
细胞的脾移植肿瘤模型* 优点%操作简单(易于实
施(且保留了脾脏部分免疫功能即保存了宿主固有
的抗肿瘤免疫功能* 缺点%肝脏转移瘤形成的同时
发生脾脏肿瘤(转移灶常为散在癌结节(影响小鼠
的存活时间(且脾脏肿瘤通常在肝转移瘤前发生(
会影响实验的准确性(不适于验证周期较长的药
物实验*
5N/N5!脾脏切除法%脾脏注入肿瘤细胞后(约 B i
"# 712(待注射区苍白隆起消失后结扎脾血管及胃
短动静脉(切除脾脏(检查无出血后逐层关腹* EU
等 , $-和 G{TcUSe等 , %-将 AR_&? 细胞注入 NJIN;5小
鼠脾囊并切除脾脏(成功建立了 AKIG 模型*
H*8173等 , "#-建成了一组用荧光素酶和 9,R67396稳
定标记的 YAR""? 人 AKA细胞的单克隆衍生物(并
具有不同的生长特性* 脾脏注射及脾切除术后(大
部分克隆能够产生肝转移* 该模型提供定量可视化
肝脏中个体肿瘤克隆的发展的能力(并估计其生长
动力学和定殖效率* 优点%更好地模拟了 AKA根治
术后因血行转移而发生肝转移的过程(肝转移率高(
模型稳定(转移癌向各个肝叶呈弥漫性转移* 可以
满足各种检测方法的取材需要* 缺点%肿瘤分泌降
解酶降解细胞外基质(形成伪足(浸润血管后进入血
液等关键步骤不能模拟* 一定程度上令免疫系统受
损(术后动物死亡率高(操作较复杂(对实验者技术
要求较高* 主要应用于研究肿瘤形成和分析新的治
疗效果及宿主免疫机能与癌细胞的关系*
5N/N3!半脾模型%半脾模型为脾脏保留和脾脏全切
的改良造模方法* N31等 , ""-利用裸鼠脾脏特殊解剖
结构(建成 AKIG半脾模型* 用一次性钛夹夹闭脾
脏中央并切断(分成两个带血管蒂的半脾* 将 YR&%
细胞接种到近端半脾被膜下(而远端半脾埋入皮下
备治疗* 一共分 ? 组制模()# , 后观察肝转移评分’
淋巴结转移及血性腹水等情况* 结果 YR&% 细胞建
立的 AKIG半脾模型成瘤率为 "##h* 优点%既保
留了脾脏的部分免疫功能(又大大降低模型建立时
脾脏肿瘤的干扰率* 且此模型可以经静脉给药(更
加贴近于临床(可应用于 AKIG的生物学机制和预
防性肝转移治疗的实验设计及抗肿瘤药物的筛选*
缺点在于动物实验手术操作相对复杂(对试验者技
术要求极高*
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5N5K门静脉e肠系膜种植模型
门静脉;肠系膜种植模型是将结直肠癌细胞悬

液直接注射入门静脉;肠系膜静脉(随静脉回流至肝
脏后发生转移* 操作要点%取正中切口(使用小的盐
水纱条将肠管放至腹腔左侧(显露门静脉或者回结
肠静脉(将浓度为 "q"#B i"q"#’ 个;7I肿瘤悬液
#C" 7I经门静脉缓慢注入(用棉签压迫注射部位数
分钟(防止注射部位出血及癌细胞外渗(造成小鼠死
亡或腹腔种植* N65U. 等 , "&-通过小鼠门静脉注射
AGR_%) 细胞(成功构建门静脉小鼠肠癌肝转移动物
模型(肝转移率约 ’#hi$#h* 优点%肿瘤转移速度
较快(肝转移发生率较高(有效模拟肠癌术后肝转
移(适用于肿瘤药物的筛选* 缺点%不能模拟肿瘤转
移全过程(减少原发瘤最初侵袭周围组织及穿入血
管等步骤(且手术操作难度大(手术中死亡率高*
5N3K肝脏种植模型

肝脏种植模型是将 AKA细胞直接注射到肝脏
中(或者在肝脏表面做一小切口(将大小为 & 77)

左右的癌组织植入肝实质内* [819S等 , ")-用 &% 号
针头将密度为 Bq"#?个;7IAA_B)" 细胞悬液注射
入同基因 [JQ;K1a大鼠中肝叶的囊下(成功建立大
鼠 AKIG模型(发现 &( 8 内(所有植入细胞的大鼠
肝脏都生长肿瘤* 优点%肿瘤生长速度快(转移率
高* 操作简单(重复性好* 适用于药物效果的评价*
缺点%大部分在注射部位成瘤(周围很少有转移卫星
结节(不符合临床上 AKIG多发转移的特点* 且只
涉及 AKA转移的晚期过程(没有涉及 AKA原位生
长的演进过程(与人体内 AKA转移观察模拟度较
差(不适合 AKA通过血道及淋巴道为主要转移途径
的肿瘤模型制作*
5N2K腹腔扩散种植模型

腹腔扩散种植模型是将 AKA细胞通过微型注
射器直接注射入动物腹腔内(使其播散性生长(引起
腹水(解剖后观察肝脏转移或其他脏器转移* 若将
带瘤腹水移植到下一代动物(则构建腹水瘤动物模
型* G1+6*81等 , "(-通过将 71K_")%_B: 转染的 A356_&
细胞注射入小鼠腹腔(结果具有较高的肝脏腹膜转
移率(成功建立 AKA腹膜转移小鼠模型* 优点%操
作简单(肝脏转移率高* 转移周期短(短期内可复制
大量模型* 缺点%没有专一性器官转移(仅仅模拟晚
期肿瘤患者转移途径(对于淋巴转移及血行转移意
义不大* 该模型常用于癌症晚期腹腔广泛转移和
AKA术后腹腔种植播散的病理生理研究*

3K 源于患者原代肿瘤组织的异种移植
#[%F#-&F8H-G#X-HF+9(G.-&()G%TF& [’@b$
模型

!!DMR̂ 模型指在手术期间获得患者肿瘤组织直
接移植或组织经原代培养制成细胞悬液注射到免疫
缺陷小鼠来构建* 由于该模型能保留原发肿瘤生物
学特性(在抗肿瘤药物机制研究发挥了重要作
用 , "B- * 常用于 DMR̂ 模型小鼠类型是裸鼠( =A<M
小鼠(>HM;=A<M小鼠和 >=Q小鼠* 最新报道 N_
>=Q小鼠(综合了 >HM_=A<M_<I&TZ背景特征(具有
重度免疫缺陷表型(与 >HM;=A<M小鼠相比寿命更
长(平均长达 "CB 年+对人源细胞和组织几乎没有排
斥反应+少量细胞即可成瘤(依赖于细胞系或细胞类
型+无 N淋巴细胞泄漏(N_>=Q小鼠是目前国际公
认的免疫缺陷程度最高’最适合人源细胞或组织移
植的工具小鼠* NS99S2-6T98 等 , "?- 使用内窥镜(在
>HM;=A<M小鼠结肠黏膜下注射 YR_&% 细胞(注射
后 "& , 发现明显的肿瘤生长(且肝转移率 &$C?h(
腹腔转移率 "(C)h* \S等 , "’-用 RIK( *5T37POS或
RIK( *1K>J转染的 =[($# 细胞通过注射到裸鼠皮
下(成功建立裸鼠异种移植模型(肝转移率较低*
ISU51等 , "$-用患者肝转移切除术获得转移性 AKA
样品* 处理后并植入 & 只不同的 ( 至 ? 周龄雌性
>HM;=A<M小鼠中* 肿瘤形成后(传代并扩增 & 代(
直到产生 )& 只小鼠* 成功建立了患者来源的
AKIG小鼠肿瘤移植模型(认为 DMR̂ 模型可能为
预测癌症进展提供有效的临床前工具(可用于进一
步进行个性化治疗的基因组学和药理学研究* DT3OO
等 , "%-从手术室收到肠癌新鲜的标本(将小立方体
!约 ) 77)"从皮下异种移植入 >=Q小鼠(研究 AKA
转移性相关的肿瘤出芽和足底形成* 优点%更准确
地反映肿瘤生物学(细胞复合物和结构(包括基质细
胞(更好地反映了原始肿瘤的特征和遗传多样性(可
以反映每个患者的特征(有个性化药物的前景(并且
可用于预测对新疗法的反应* 为临床前药效的评估
以及生物标志物的鉴定提供了有效的研发资源* 已
被证明适用于研究转移和药物反应 , &#- * 因此(这些
模型是测试药物反应的最佳临床前模型(特别是难
治性癌症患者* 缺点%费用高(建模周期长(且移植
率和肝转移率较低* 患者组织中通常存在的坏死区
域使移植成功更具挑战性(缺乏在肿瘤发展和转移

0$$0
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过程中起重要作用的先天和适应性免疫系统*

2K遗传修饰小鼠模型

遗传修饰小鼠模型包括两类%转基因小鼠模型
和基因敲除小鼠模型* 转基因小鼠指通过实验导入
方法将外源目的基因导入小鼠早期胚胎细胞或受精
卵(使之与小鼠本身基因组结合(产生携带外源目的
基因小鼠品系(且可以通过生殖细胞将外源目的基
因传递给后代* 基因敲除又称基因打靶(指将外源
M>J与受体细胞染色体 M>J上的同源序列之间进
行重组(使之整合到预定位点(并代替原有基因(改
变细胞遗传性的方法* 遗传修饰小鼠模型通过基因
组表达的改变(提供对整个致癌进展和特定癌症相
关基因的研究机制(可替代 DMR̂ 模型(用于了解人
类癌症进展 , &"- * 然而(它们通常不能完全模拟人的
遗传复杂性肿瘤* K6:ST等 , &&- 通过 AK<=DK_A3*%
的编辑结肠上皮细胞中 J:5和 RT:B) 肿瘤抑制基因
并通过原位移植 J:5编辑的结肠组织诱导自体肿
瘤形成* J:5-;-+FT3*Q"&M;o+RT:B)-;-!JFD"小鼠
结肠组织和人类 AKA组织移植到远端结肠并转移
到肝脏* 证实建立的结肠腺瘤中癌基因的顺序激
活(并重现整个肿瘤进展和转移* HuK6UT.S等 , &)-使
用基因工程小鼠模型组织的细胞(原位移植快速构
建 AKA转移性小鼠模型* 在这个模型中(描述了
AKA从腺癌!? 周"到局部播散性疾病! "" i"& 周"
和自发转移!p&# 周"的基因型和时间依赖性进展*
因此(该模型提供了快速和灵活的手段用于遗传和
临床前研究* J9O3*1等 , &(-使用不同的转基因和基因
敲除小鼠模型分析了 ="##3( 在肠肿瘤起始和进展
中的体内作用* 发现在 J:5和 =73,( 突变小鼠中(
="##3( 的基因切除或过表达不影响肠道中的肿瘤
起始* 相反(J:5"?)$ >;o;FKJ=L"&Q小鼠中的 ="##3(
上皮基因过表达增加了肠肿瘤细胞向肝脏的传播(
与其在肿瘤转移中的作用一致* 优点%提供肿瘤发
生过程中特异性基因突变影响的信息(与可移植模
型相比(该模型更准确地表现肿瘤发展的自然过程
和肿瘤细胞与组织微环境之间的相互作用(用于评
估肿瘤发生的早期步骤(有望引导 AKIG患者进行
靶向治疗以延长其生命* 随着基因操作技术的不断
开发与改进 , &B- (遗传修饰小鼠模型在研究 AKA及
其转移发病机理和筛选预防或治疗药物中扮演着越
来越重要的角色* 缺点%价格昂贵(费力(肝转移率

较低(造模时间长(不利于评估药物疗效(特异性基
因的突变可导致胚胎致死性(严重的发育缺陷或发
生转移之前的不育*

本文仅概述了结直肠癌肝转移建模的常用方
法(这些动物模型为探究人结直肠癌肝转移的各种
特征提供了一定的方便(笔者认为理想的 AKIG模
型是具有可预测性和可重复性(能有效地代表人类
AKIG微环境(并且能用于验证患者新的治疗方案*
目前研究人类 AKIG动物模型比较常用且易操作
的是种植模型(具有一定研究前景的是 DMR̂ 模型
和遗传修饰小鼠模型*
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, ’ -! Û ‘ (̂ 1̂62Z[( XS2ZX( !"#$8VWWS596WJKR" 62 98S

:T6O1WST39162 32, 71ZT39162 6W76U*S56O62 53T512673AR&? 5SOO*

-* =-=&,‘-4G6OGS, KS:( &#"’(/O!)" %"&&&_"&&$4

, $ -!EU G(=62Z\([S2 X(!"#$8<26*196OYS/3:86*:839S32, <26*196O

<281P19A6O6TS593OA325STGS93*93*1*9698SI1bST12 NJIN;5G15S

,‘-4>U9T1S29*( &#"?(1!B" %V&$?4

, % -!G{TcUSe‘( GS23‘( YST232,Se_]2eUS93<( !"#$8H56/12 & 6T3O

*6OU9162 *O6-*,6-2 9U76TZT6-98 12 32 S/:ST17S293O76,SO6W

56O6TS593O5325ST7S93*93*1*9698SO1bST12 N3OP;5715S,‘-4H256O

KS:( &#"?(3O!)" %"&?B_"&’&4

,"#-!H*8173Q(=935. G V([1Z89732 = A(!"#$8J,b325S, J2173O

G6,SO6WA6O6TS593OGS93*93*1*12 I1bST%<73Z12ZRS5821cUS*32,

DT6:ST91S*6WGS93*93915AO62S*,‘-4‘L1*V/:( &#"?4,61% "#4

)’%";B(?B’

,""-!N31‘([32Z‘(X836 4̂>U,S715S8S71*:OSS2 7S986, 12 8S:3915

0%$0



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

7S93*93*S*6W56O62 5325ST76,SO,‘-4‘6UT23O6WM3O132 GS,153O

]21bST*19+( &#"B(3P!B" %((’_(B#

,"&-!N65U. M( [6OWWJ( FT3U*SD( !"#$8R8S3,3:939162 6W56O6TS593O

5325ST5SOO*-8S2 W6T712Z7S93*93*S*12 98SO1bST% S/:TS**162 6W

3**65139S, ZS2S*32, :398-3+*12 376U*S76,SO, ‘-4NGA

A325ST( &#"’(/P!"" %)(&4

,")-![819S= N(DT651**1M(A8S2 ‘(!"#$8A83T359ST1e39162 6WAA_B)"

3*3K39G6,SO6WA6O6TS593OI1bSTGS93*93*S*,‘-4DI6= H2S(

&#"?(//!B" %S#"BB))(4

,"(-!G1+6*81‘(R6,S2 =(\6*81,3F(!"#$8G1K_")%_B: 3*326bSO

*STU7P1673T.STW6TTS5UTTS25S32, 7S93*93*1*12 56O6TS593O5325ST

,‘-4=51KS:( &#"’(P%())%)4

,"B-!胡斌权(陈城明(张同弟(等4人体肿瘤 DM̂ 移植模型的优与

劣,‘-4&#"B(O!)&" %B%_?&

,"?-!NS99S2-6T98 M(Gw5.SG G( =58-SZ7322 F(!"#$8V2,6*56:+_

ZU1,S, 6T98696:1517:O32939162 6W56O6TS593O5325ST5SOO*TS*UO9*12

7S93*9391556O6TS593O5325ST12 715S,‘-4AO12 V/: GS93*93*1*(

&#"?( 33!?" %BB"_B?&4

,"’-!\SF([U \(=U2 \( !"#$8RIK( *1K>J1281P19*:T6O1WST39162 32,

12b3*162 12 56O6TS593O5325ST5SOO*P+,6-2TSZUO3912ZJAJR"

S/:TS**162,‘-4I1WS=51( &#"?(/OO%"))_")%4

,"$-!ISU51L(G3162SE(K696O6K(!"#$8IS23O1,671,S26T73O1eS*9U76T

bS**SO*12 56O6TS593O5325ST17:T6b12Z58S7698ST3:+3591b19+,‘-4‘

RT32*OGS,(&#"?(/2!"" %""%4

,"%-!DT3OOE(G3OS9e.1A(Yw82*G(!"#$8A6O6TS593O53T5126739U76UT

PU,,12Z32, :6,13W6T739162 12 98S/S26ZT3W9715T6S2b1T627S29

,‘-4DI6= H2S(&#"’(/5!"#" %S#"$?&’"4

,&#-!L32 G3T162 M G(M6732*.3] G(R177ST_N6**583Y(!"#$8

=9U,+12Z5325ST7S93*93*1*%V/1*912Z76,SO*(583OOS2ZS*32, WU9UTS

:ST*:S591bS*,‘-4AT19KSbH256OYS7396O( &#"?(0P%"#’_""’4

,&"-!H8 N\(Y62ZYF(ISS[ \(!"#$8J2173O76,SO*6W56O6TS593O

5325ST-198 O1bST7S93*93*1*,‘-4A325STIS99( &#"’(31P%""(_"&#4

,&&-!K6:ST‘(R377SO3R(AS912P3*>G(!"#$80* =-=&ZS267SS,1912Z

32, 6TZ3261, 9T32*:O32939162 76,SO*6W56O6TS593O5325ST32,

7S93*93*1*,‘-4>39N169S5826O( &#"’(3O!?" %B?%_B’?4

,&)-!HuK6UT.SFD(I61e6U V(I1b*819*Q(!"#$8RT32*:O32939162 6W

S2Z12SSTS, 6TZ3261,*S23POS*T3:1, ZS2ST39162 6W7S93*9391576U*S

76,SO*6W56O6TS593O5325ST,‘-4>39N169S5826O( &#"’(3O ! ?" %

B’’_B$&4

,&(-!J9O3*1\(>66T1K(G3T6O12 <(!"#$8R8ST6OS6W="##3( !G9*"" 12

J:5_32, =73,(_,T1bS2 9U76UT62*S932, :T6ZTS**162 ,‘-4VUT‘

A325ST(&#"?(41%""(_"&(4

,&B-!AO3T. AK(=93TTRF4G6U*S76,SO*W6T98S,1*56bST+6W56O6TS593O

5325ST,T1bSTZS2S*,‘-4[6TO, ‘Q3*9T6S29ST6O( &#"?( 55 ! &" %

$"B_$&&4

?-S-%GR"[G()G-SS#&<&#9%:D(H-:(T;#X-GD-F%SF%S#S(TE(:(G-RF%:E%&R-G

d<JHM3-S1"(&( I<\UW32Z"(&( I<=8S2Z232"(&( <̂JH\U2"(&( ‘<J>QI1*8U32Z"(&( FH>QQU17S1"( NHD12Z"(&()

!"8J+,&&$&32!(-+-*!( W#*AN,&4 <*-=!’.-"6( W#*AN,&4 &&B##"( :,-*#" !&8U-#*A.4 >!6?#)&’#"&’6&30*"!A’#"!( 9’#(-"-&*#$:,-*!.!#*( X!."!’*

2!(-+-*!3&’V!’-#"’-+.( W#*AN,&4 &&B##"( :,-*#" !)8E!/#’"C!*"&3V#."’&!*"!’&$&A6( U-#*A.4 J4)!-5!&/$!1.G&./-"#$( W#*AN,&4 &&B##"( :,-*#"

<JSFG%RF%I1bST1*98S7312 93TZS96W56O6TS593O5325ST7S93*93*1*( 56O6TS593O5325STO1bST7S93*93*1*1*3O*698S7312
53U*S6W,S398 12 :391S29*-198 56O6TS593O5325ST4J9:TS*S29( 98S7S986, 6W562*9TU5912ZO1bST7S93*93*1*76,SO6W
56O6TS593O5325ST7312O+125OU,S*12 *19U :O32912Z76,SO( -8158 1*U*S, 96*9U,+98S:T65S**6WO1bST7S93*93*1*32,
19*TSO39S, 7S58321*7 12 56O6TS593O5325ST+YS9ST6*1*:O32912Z76,SO(-8158 1*U*S, 96W1O9ST98S12,1b1,U3O1eS,
9TS397S29:T6ZT37*6W:391S29*+ RT32*ZS21532173O76,SO(-8158 1*U*S, 96355UT39SO+ZU1,S:391S29*-198 93TZS9S,
98ST3:+4
,-$ *(GHS%A6O6TS593O5325ST+ A6O6TS593O5325STO1bST7S93*93*1*+ 32173O76,SO

0#%0


