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摘!要!目的!探讨利多卡因对膀胱癌细胞 O"% 凋亡’迁移侵袭的影响及其机制" 方法!分别通过流式细胞术’O3(.1N6))实验
分析利多卡因%$J"?’"J?及 ? R4KR)&对O"%细胞凋亡’迁移和侵袭的影响#以正常培养的 O"% 细胞作为对照" 实时定量聚合
酶链反应分析G<C损伤检测点介质 $反义B<C%SG9$5CM&表达量" 分析过表达SG9$5CM对O"%细胞凋亡’迁移和侵袭的影
响#转染SG9$5CM过表达质粒%8QG<C5SG9$5CM&及其对照%8QG<C&’SG9$5CM 小干扰 B<C%1,5SG9$5CM&及其对照%1,5<9&
至O"%细胞#用含 ? R4KR)利多卡因的培养液孵育转染 1,5<9’1,5SG9$5CM 的 O"% 细胞 " 7#分别记为利多卡因 ? R4KR)k1,5<9
组’利多卡因 ? R4KR)k1,5SG9$5CM组" 结果!与对照组比较#"J?’? R4KR)的利多卡因干预后 O"% 细胞凋亡率’\(g蛋白表达
显著升高#\Q)5"蛋白表达量显著降低#迁移和侵袭细胞数显著减少#SG9$5CM表达量显著升高#上述差异均有统计学意义%!d
#J#?&" 与 8QG<C组比较#8QG<C5SG9$5CM组O"%细胞中SG9$5CM表达量显著升高#细胞凋亡率’\(g蛋白表达量显著升高#
迁移和侵袭细胞数’\Q)5"蛋白表达量显著降低#差异均有统计学意义%!d#J#?&" 与利多卡因 ? R4KR)k1,5<9组比较#利多卡
因 ? R4KR)k1,5SG9$5CM组O"%细胞中SG9$5CM表达量显著降低#细胞凋亡率’\(g蛋白表达量显著降低#迁移和侵袭细胞数’
\Q)5"蛋白表达量显著升高#差异均有统计学意义%!d#J#?&" 结论!利多卡因通过上调 SG9$5CM 表达从而抑制膀胱癌细胞
O"%迁移和侵袭#促进细胞凋亡"
关键词!利多卡因$ SG9$5CM$ 膀胱癌$ 细胞凋亡$ 迁移$ 侵袭
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!!膀胱癌是泌尿外科常见的恶性肿瘤之一% 经尿道切除和
膀胱内化疗联合治疗是非肌肉浸润性膀胱癌的重要治疗策
略&但大多数患者仍会复发&最终约 "#V的复发肿瘤侵袭局部
肌肉或转移($) % 膀胱癌的难治性与其浸润特性有关% 回顾性
研究结果显示&局部麻醉在预防肿瘤转移和复发中发挥了重
要作用(") % 利多卡因是临床常用的麻醉药&常用于治疗心律
失常和缓解急性或慢性疼痛% 近年来&多项研究结果指出&利
多卡因通过抑制癌细胞生长和转移*诱导细胞凋亡&在乳腺
癌*胃癌等人类恶性肿瘤中显示出抗肿瘤潜力(=5%) % 利多卡因
通过增加宫颈癌细胞中长链非编码B<C#).QB<C$S&T=表达
水平&调节宫颈癌细胞活力和凋亡&进而抑制宫颈癌细胞生
长(?) % 有文献报道&利多卡因以浓度依赖的方式抑制膀胱癌
细胞增殖&利多卡因和丝裂霉素 9的联合应用可以延长荷瘤
小鼠的生存期(D) % 然而&利多卡因对膀胱癌细胞凋亡*迁移前
侵袭的影响和机制仍未阐明% ).QB<CG<C损伤检测点介质 $

反义B<C#SG9$5CM$是近年来发现的膀胱癌抑癌).QB<C&研
究结果指出&恢复膀胱癌中 SG9$5CM 表达水平&可显著降低
膀胱癌细胞的迁移和侵袭能力(E) % 本研究通过分析利多卡因
对膀胱癌细胞O"%凋亡*迁移和侵袭以及对 SG9$5CM 表达的
影响&探讨其抗肿瘤作用是否与调控 SG9$5CM 表达有关&以
期为利多卡因在膀胱癌治疗中的应用提供理论依据%

GH材料
GIGH仪器

E?##型荧光定量 P9B仪#美国 C\I公司$’90+-Xb&f型
流式细胞仪#美国\&9USC<公司$%
GIJH药品与试剂

盐酸利多卡因注射液#山西晋新双鹤药业&批准文号为国
药准字]$$#"""A?&规格为 $# R)j#J" 4&批号为 "#$?$$#"$’
SG9$5CM过表达质粒#8QG<C5SG9$5CM$及其对照#8QG<C$*
SG9$5CM小干扰B<C#1,5SG9$5CM$及其对照#1,5<9$购自广
州锐博生物’膜联蛋白:5异硫氰酸荧光素#C..6g,. :5XIO9$K

碘化丙啶#PI$试剂盒购于北京全式金生物’O3(.1N6))小室和
基质胶购自美国康宁公司’兔源 \细胞淋巴瘤#\Q)5"$和 \Q)

相关g蛋白#\(g$*磷酸甘油醛脱氢酶#TCPG]$单克隆抗体
以及羊抗兔 I4T二抗购自上海赛信通公司’逆转录试剂盒*
MW\BT366. P9BS(1+63S,g购于北京天根生化公司%
GIKH实验细胞

膀胱癌细胞O"%购于美国CO99公司%

JH方法
JIGH细胞培养$转染和分组

O"%细胞在 =E s*9H" 体积分数为 ?V的湿润培养箱中用
含 $#V胎牛血清*$## [KR)青霉素和 $## $4KR)链霉素的杜

尔伯格伊戈尔培养基 #GS&S$培养% 采用含 $J"?*"J? 及
? R4KR)利多卡因(D)的培养液孵育 O"% 细胞 " 7&分别命名为
利多卡因 $J"? R4KR)组*利多卡因 "J? R4KR)组以及利多卡
因 ? R4KR)组&以正常培养的O"%细胞作为对照% 参照下述实
验方法检测细胞凋亡*迁移*侵袭以及 SG9$5CM 表达"为探讨
利多卡因是否通过调控 SG9$5CM 表达进而影响 O"% 细胞凋
亡*迁移和侵袭&采用脂质体转染试剂 b,8-26Q+(R,.6" ### 分
别转染 8QG<C*8QG<C5SG9$5CM*1,5<9及1,5SG9$5CM至对数
期O"% 细胞’转染 8QG<C* 8QG<C5SG9$5CM 细胞分别记为
8QG<C组*8QG<C5SG9$5CM 组’用含 ? R4KR)利多卡因的培
养液孵育转染1,5<9*1,5SG9$5CM的O"%细胞 " 7&分别记为利
多卡因 ? R4KR)k1,5<9组*利多卡因 ? R4KR)k1,5SG9$5CM组%
JIJH流式细胞术分析细胞凋亡

将各组细胞重悬于结合缓冲液 $## $)中&分别添加
C..6g,. :5XIO9$#$)*PI? $)&在室温#"? s$下于黑暗环境中
孵育 =# R,.后&补加结合缓冲液 %## $)% 采用流式细胞仪分
析细胞凋亡#C..6g,.5:染色阳性$情况%
JIKH1-%&(="77实验分析细胞迁移和侵袭

向 "%孔板下室中加入含 $#V胎牛血清的 GS&S培养基
?## $)&向未涂抹#迁移$或涂抹#侵袭$O3(.1N6))上腔室中加
入无血清培养基稀释的单细胞悬液 "## $)#细胞数约为 $l$#?

个$% 培养 "% 7后&以棉签去除O3(.1N6))上腔室膜表面细胞&
用 %V多聚甲醛固定下室膜表面细胞% 结晶紫染色后显微镜
下观察细胞过膜情况&以 ? 个随机视野的细胞数均值表示细
胞迁移或侵袭能力%
JILH免疫印迹法"D"(3"-&P7*3#分析<#75J和<%Y蛋白表达

BIPC裂解缓冲液裂解细胞% 离心去除细胞碎片&并用
\9C法分析蛋白浓度% 聚丙烯酰胺凝胶电泳将等量蛋白分
离&并用转膜装置将蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜上% 室温下&
按照 ?V脱脂牛奶孵育 $ 7&第一抗体#$j$ ###稀释$孵育 " 7&
第二抗体#$j" ### 稀释$孵育 $ 7 进行免疫印记% 电化学发
光法显色后&通过 q*(.+,+0H.6软件分析各条带灰度值&目的
蛋白表达水平以对应蛋白和内参TCPG]灰度值表示%
JIMH实时定量反转录聚合酶链反应"-"Q"-("3-%&(#-’,3’*&[
[:%&3’3%3’Q",*72)"-%("#$%’& -"%#3’*&( .15[?8.# 检 测
!F8G5@6表达量

OBI‘-)试剂分析细胞中总B<C% 逆转录试剂盒将 " $4的
B<C反转录为 QG<C&再用 MW\BT366. P9BS(1+63S,g进行
BO5ZP9B% SG9$5CM表达量采用 "F!!9O法计算% SG9$5CM 上
游引物 ?t5O999CTCOTOT99CCCTO9CT5=t& 下游引物 ?t5
CT9CC9999CTOOTO9COO 95=t’ TCPG] 上 游 引 物 ?t5
CCTTOTCCTTO9TTCTO9CC95=t&下游引物 ?t5TTTTO9COOT
COTT9CC9CCOC5=t%
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JIOH统计学方法
采用T3(87P(/ P3,1REJ#软件进行统计分析&计量资料以

均值i标准差##"i#$表示&采用独立样本 $检验分析两组间差
异&采用单向分析方差*\-.2633-.,检验分析多组间差异&!d
#J#?为差异有统计学意义%

KH结果
KIGH利多卡因对1JL凋亡的影响

与对照组比较&"J?*? R4KR)的利多卡因干预后O"%细胞
凋亡率*\(g蛋白表达显著升高&\Q)5"蛋白表达量显著降低&
差异均有统计学意义#!d#J#?$’不同剂量利多卡因组 O"% 细
胞凋亡率*\Q)5"和\(g蛋白表达量比较&差异均有统计学意义
#!d#J#?$&见表 $*图 $%

表 GH利多卡因诱导1JL凋亡及对蛋白表达的影响
1%PGH@,*,3*(’(*+1JL ’&0:#"0P2 7’0*#%’&"%&0’3(

"++"#3*&,-*3"’&"Y,-"((’*&
组别 凋亡率KV \(g \Q)5"

对照组 >JE=i#J=" #J$%i#J#$ #JD%i#J#?

利多卡因 $J"? R4KR)组 >JE?i#J%" #J$?i#J#$ #JD?i#J#?

利多卡因 "J? R4KR)组 $EJ$>i#JD>!@ #J=?i#J#"!@ #J%"i#J#=!@

利多卡因 ? R4KR)组 "?J=Di#JE%!@u #JD=i#J#%!@u #J"?i#J#"!@u

& ?A$J$$? ">EJEE= E#J"""
! #J### #J### #J###
!!注"与对照组相比&!!d#J#?’与利多卡因 $J"? R4KR)组相比&@!d#J#?’与利多卡因
"J? R4KR)组相比&u!d#J#?

<-+6" ’1;+76Q-.+3-)43-*8& !!d#J#?’ ’1;+76),/-Q(,.6$J"? R4KR)43-*8& @!d#J#?’ ’1;
+76),/-Q(,.6"J? R4KR)43-*8& u!d#J#?

图 GH利多卡因诱导1JL凋亡及对蛋白表达的影响
R’; GH@,*,3*(’(*+1JL ’&0:#"0P2 7’0*#%’&"%&0’3("++"#3*&,-*3"’&"Y,-"((’*&

KIJH利多卡因对1JL迁移侵袭的影响
与对照组比较&"J?*? R4KR)的利多卡因干预后 O"% 细胞

迁移和侵袭细胞数显著减少&差异均有统计学意义#!d#J#?$’
不同剂量利多卡因组O"%细胞迁移和侵袭细胞数比较&差异均
有统计学意义#!d#J#?$&见表 "*图 "%

表 JH1JL细胞迁移和侵袭细胞数"$!X"(个(#\K#
1%PJH4:)P"-*+1JL #"77)’;-%3’*&%&0’&Q%(’*&

"$!X"( #"77(( #\K#
组别 迁移细胞数 侵袭细胞数
对照组 $>AJ##i=JE% $"AJDEi"J%A
利多卡因 $J"? R4KR)组 $>>J==i=J%# $">J==i"J#?
利多卡因 "J? R4KR)组 $??J==i"J%A!@ $##J##i"J$D!@

利多卡因 ? R4KR)组 A$J==i"J#?!@u E=JDEi$JE#!@u

& E#"J>%A %E"J??#
! #J### #J###
!!注"与对照组相比&!!d#J#?’与利多卡因 $J"? R4KR)组相比&@!d#J#?’与利多卡因
"J? R4KR)组相比&u!d#J#?

<-+6" ’1;+76Q-.+3-)43-*8& !!d#J#?’ ’1;+76),/-Q(,.6$J"? R4KR)43-*8& @!d#J#?’ ’1;
+76),/-Q(,.6"J? R4KR)43-*8& u!d#J#?

KIKH利多卡因对1JL中!F8G5@6表达的影响

与对照组比较&"J?*? R4KR)的利多卡因干预后 O"% 细胞
中SG9$5CM表达量显著升高&差异有统计学意义#!d#J#?$’
不同剂量利多卡因组 O"% 细胞 SG9$5CM表达量比较&差异均

有统计学意义#!d#J#?$&见表 =%

表 KH利多卡因促进!F8G5@6的表达"$!X"(#\K#
1%PKH?-*)*3’*&*+"Y,-"((’*&*+!F8G5@6P2 7’0*#%’&"

"$!X"( #\K#
组别 SG9$5CM
对照组 #JAE i#J#%
利多卡因 $J"? R4KR)组 #JAD i#J#=
利多卡因 "J? R4KR)组 $J?= i#J#?!@

利多卡因 ? R4KR)组 "J%E i#J#>!@u
& ?=#JA#%
! #J###
!!注"与对照组相比&!!d#J#?’与利多卡因 $J"? R4KR)组相比&@!d#J#?’与利多卡因
"J? R4KR)组相比&u!d#J#?

<-+6" ’1;+76Q-.+3-)43-*8& !!d#J#?’ ’1;+76),/-Q(,.6$J"? R4KR)43-*8& @!d#J#?’ ’1;
+76),/-Q(,.6"J? R4KR)43-*8& u!d#J#?

KILH过表达!F8G5@6对1JL凋亡$迁移和侵袭的影响
与 8QG<C组比较&8QG<C5SG9$5CM组O"%细胞中SG9$5

CM表达量显著升高&细胞凋亡率*\(g蛋白表达量显著升高&
迁移和侵袭细胞数*\Q)5"蛋白表达量显著降低&差异均有统计
学意义#!d#J#?$&见表 %*图 =%
KIMH干扰!F8G5@6对利多卡因处理的 1JL 凋亡$迁移和侵
袭的影响

与利多卡因 ? R4KR)k1,5<9组比较&利多卡因 ? R4KR)k
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!!!!!

图 JH利多卡因抑制1JL迁移$侵袭图
R’; JHN&$’P’3*-(*+1JL )’;-%3’*&%&0’&Q%(’*&P2 7’0*#%’&"

表 LH过表达!F8G5@6诱导1JL凋亡$迁移和侵袭"$!X"(#\K#
1%PLH@,*,3*(’(( )’;-%3’*&%&0’&Q%(’*&*+1JL ’&0:#"0P2 *Q"-5"Y,-"((’*&*+!F8G5@6"$!X"( #\K#

组别 SG9$5CM 迁移细胞数K个 侵袭细胞数K个 凋亡率KV \(g \Q)5"
8QG<C组 #JA>i#J#% $A#J##i"J?D $=#J##i"J>= >JE"i#J%E #J$%i#J#$ #JD%i#J#D
8QG<C5SG9$5CM组 =J$Ei#J#>! EDJ==i"J#?! ?AJ##i$JD=! ">J%$i#JAE! #JEAi#J#?! #J$Ei#J#$!
$ %"J%#A D#J#=$ =EJD?? ="J=>? ""J#EA $=J=>=
! #J### #J### #J### #J### #J### #J###
!!注"与 8QG<C组相比&!!d#J#?

<-+6" ’1;+768QG<C43-*8& !!d#J#?

C;过表达SG9$5CM对O"%凋亡的影响’\;过表达SG9$5CM对O"%迁移的影响’9;过表达SG9$5CM对O"%侵袭的影响
C;6226Q+-2SG9$5CM -’636g83611,-. -. +76(8-8+-1,1-2O"%’\;6226Q+-2SG9$5CM -’636g83611,-. -. +76R,43(+,-. -2O"%’

9;6226Q+-2SG9$5CM -’636g83611,-. -. +76,.’(1,-. -2O"%

图 KH过表达!F8G5@6诱导1JL凋亡$迁移和侵袭及对凋亡蛋白表达的影响
R’; KH@,*,3*(’(( )’;-%3’*&%&0’&Q%(’*&*+1JL ’&0:#"0P2 *Q"-5"Y,-"((’*&*+!F8G5@6%&0’3("++"#3*&

"Y,-"((’*&*+%,*,3*3’#,-*3"’&
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1,5SG9$5CM组O"%细胞中SG9$5CM表达量显著降低&细胞凋
亡率*\(g蛋白表达量显著降低&迁移和侵袭细胞数*\Q)5" 蛋

白表达量显著升高&差异均有统计学意义#!d#J#?$&见表 ?*
图 %%

表 MH干扰!F8G5@6减弱利多卡因处理的1JL凋亡$迁移和侵袭的作用"$!X"(#\K#
1%PMH@33"&:%3’*&*+-*7"*+’&3"-+"-"&#"=’3$!F8G5@6*&)’;-%3’*&( ’&Q%(’*&%&0"Y,-"((’*&*+%,*,3*3’#,-*3"’&(*+

1JL #"77(’&0:#"0P2 7’0*#%’&""$!X"( #\K#
组别 SG9$5CM 迁移细胞数K个 侵袭细胞数K个 凋亡率KV \(g \Q)5"
b,/-Q(,.6? R4KR)k1,5<9组 "J%Ei#J#> A$J##i"J$D E=J==i$JE# "?J%"i#J># #JD=i#J#? #J"?i#J#"
b,/-Q(,.6? R4KR)k1,5SG9$5CM组 $J"$i#J#%! $D>J##i=J"E! $$?J==i"J%A! $=J#=i#J%D! #J"?i#J#"! #J?=i#J#%!
$ "%J%## =%J#=$ "%J$"> ""JA$E $"J""" $#J>%%
! #J### #J### #J### #J### #J### #J###
!!注"与b,/-Q(,.6? R4KR)k1,5<9组相比&!!d#J#?

<-+6" ’1;+76),/-Q(,.6? R4KR)k1,5<943-*8& !!d#J#?

C;干扰SG9$5CM减弱利多卡因处理对O"%凋亡的影响’\;干扰SG9$5CM减弱利多卡因处理对O"%迁移的影响’
9;干扰SG9$5CM减弱利多卡因处理对O"%侵袭的影响

C;,.+63263,.4N,+7 SG9$5CM (++6.*(+61+766226Q+-2),/-Q(,.6+36(+R6.+-. O"% (8-8+-1,1’\;,.+63263,.4N,+7 SG9$5CM (++6.*(+61+766226Q+-2
),/-Q(,.6+36(+R6.+-. O"% R,43(+,-.’9;,.+63263,.4N,+7 SG9$5CM (++6.*(+61+766226Q+-2),/-Q(,.6+36(+R6.+-. O"% ,.’(1,-.

图 LH干扰!F8G5@6减弱利多卡因处理的1JL凋亡$迁移和侵袭及凋亡蛋白表达的影响
R’; LH@33"&:%3’*&*+"++"#3*+’&3"-+"-"&#"=’3$!F8G5@6*&)’;-%3’*&( ’&Q%(’*&%&0"Y,-"((’*&*+

%,*,3*3’#,-*3"’&(*+1JL #"77(’&0:#"0P2 7’0*#%’&"

LH讨论
近年来&多项研究结果指出&利多卡因可抑制多种恶性肿

瘤细胞的恶性生物学行为&进而降低肿瘤切除术后肿瘤转移复
发的可能性(>5A) % 利多卡因可通过诱导细胞周期阻滞降低肺
癌细胞增殖能力($#) ’通过下调瞬时受体电位阳离子通道亚家
族:成员 D#OBP:D$表达抑制乳腺癌细胞迁移和侵袭($$) % 在
胃癌中&利多卡因对恶性肿瘤细胞增殖*迁移和侵袭的抑制作
用与上调R,B5$%?表达有关($") % 与上述抗肿瘤作用一致&本
研究结果显示&利多卡因#"J?*? R4KR)$可显著抑制膀胱癌细
胞O"%的迁移和侵袭能力&增加细胞凋亡率&并呈剂量依赖效

应% \(g和\Q)5"是线粒体调控途径中的重要基因&\(g是细
胞凋亡的启动子&当\(g表达过量时\(g同型二聚体大量形成
促进细胞凋亡% 研究结果指出&).QB<C通过下调\(g表达*上
调\Q)5"表达可抑制膀胱癌细胞凋亡($=) % 利多卡因通过增加
\(g蛋白*下调\Q)5"表达诱导肝癌细胞凋亡($%) % 与上述发现
一致&本研究中&利多卡因可显著下调 O"% 细胞中 \Q)5"表达*

上调\(g表达&表明利多卡因可能通过调控线粒体途径对O"%

细胞发挥促凋亡作用% 上述研究结果表明&利多卡因通过抑制
O"%细胞迁移和侵袭&增加细胞凋亡&在膀胱癌中具有抗肿瘤
作用%
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).QB<C是一类蛋白编码能力有限或缺失的B<C转录本&
其通过转录后调节或染色质修饰等多种途径调控基因表达在
肿瘤发生中发挥作用% SG9$是G<C损伤机制的关键组成部
分&参与细胞对 G<C损伤的早期反应以保护基因组完整性%
SG9$5CM是 SG9$ 的反义 ).QB<C&研究结果指出&胶质瘤组
织中SG9$5CM表达水平较正常脑组织显著下调&且胶质瘤细
胞中SG9$5CM也呈低表达&上调SG9$5CM表达可显著抑制胶
质瘤细胞增殖和周期进展($?) % 此外&SG9$5CM 过表达通过
SG9$依赖机制抑制人胃癌细胞的增殖和转移($D) % 本研究探
讨了SG9$5CM在膀胱癌中的作用&发现过表达SG9$5CM可显
著上调\(g表达&下调 \Q)5"&抑制 O"% 细胞迁移和侵袭&并促
进细胞凋亡% 既往研究结果显示&在宫颈癌(?) *肝癌($E) *肺
癌($>) *胃癌($A)以及视网膜内皮细胞瘤("#)中&利多卡因的抗肿
瘤作用多与调控 ).QB<C*R,B<C表达有关&但利多卡因是否
通过调控SG9$5CM表达而影响 O"% 细胞迁移*侵袭和凋亡并
未可知% 本研究中&经利多卡因#"J?*? R4KR)$处理后&O"%细
胞中SG9$5CM表达量以剂量依赖方式增加’而转染 1,5SG9$5
CM干扰SG9$5CM表达显著减弱利多卡因#? R4KR)$处理对
O"%细胞的抗迁移*抗侵袭和促凋亡作用&恢复 O"% 细胞迁移*
侵袭能力和凋亡水平&这说明上调 SG9$5CM表达是利多卡因
在膀胱癌中发挥抗肿瘤作用的重要机制% 然而&本研究仍存在
不足之处&是否存在其他).QB<C参与利多卡因对膀胱癌细胞
生物学行为的调控值得探讨’此外&SG9$5CM的下游靶R,B<C
需进一步确认%

综上所述&本研究证实了利多卡因可抑制膀胱癌细胞迁
移*迁移&诱导细胞凋亡&其机制与上调SG9$5CM表达有关&初
步揭示了利多卡因在膀胱癌中的抗肿瘤机制&为利多卡因在膀
胱癌治疗中的应用奠定了理论基础%

参考文献
($) :(. B7,L. \p&\*3463S&b-+(. W&6+();B6Q*336.Q6(./ 83-435

611,-. -2/,16(16,. .-.5R*1Q)65,.’(1,’6_)(//63Q(.Q63"23-R68,/65
R,-)-40+-+36(+R6.+1+3(+640( )̂;&*3[3-)&"##A&?D#=$"%=#5%%";

(") U,RB;&226Q+1-21*34630(./ (.61+76+,QQ7-,Q6-. ,RR*.-1*85
83611,-. (./ Q(.Q6336Q*336.Q6( )̂;̂ O3(.1)S6/&"#$>&$D#$$">;

(=) GvC4-1+,.-T& M(8-3,+-C&96QQ7,.(+-:&6+();b,/-Q(,.6,.7,_,+1
Q0+-1a6)6+()36R-/6)),.4(./ 7*R(. _36(1+Q(.Q63Q6))R,43(+,-.
( )̂;\3̂ C.(61+7&"#$>&$"$#%$"AD"5AD>;
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