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 Cortex entorhinal Hippocampe Cortex cérébral 

 Li-NaCl Li-pilo Li-NaCl Li-pilo Li-NaCl Li-pilo 

Glu 5,41 ±0,44 5,07 ±1,08 5,00 ±0,29 5,29 ±0,96 5,76 ±0,47 5,01 ±1,22 

Succ 0,07 ±0,02 0,07 ±0,02 0,07 ±0,01 0,08 ±0,03 0,08 ±0,02 0,08 ±0,02 

NAA 4,15 ±0,75 3,87 ±0,80 3,61 ±0,23 2,87 ±0,81*

*

3,97 ±0,59 3,06 ±0,88*

Asc 0,21 ±0,13 0,27 ±0,12 0,21 ±0,04 0,34 ±0,15*

*

0,30 ±0,15 0,27 ±0,13 

GPCho 0,28 ±0,16 0,29 ±0,08 0,27 ±0,12 0,36 ±0,09 0,24 ±0,12 0,36 ±0,07 

Lac 3,95 ±1,38 4,38 ±1,05 3,99 ±0,69 4,04 ±0,95 4,44 ±1,51 4,56 ±1,04 

GABA 1,81 ±0,48 2,09 ±0,56 2,18 ±0,76 2,20 ±0,64 2,35 ±1,13 2,14 ±0,82 

Cr 2,84 ±0,77 3,00 ±0,61 2,79 ±0,27 3.12 ±0,66* 2,97 ±0,72 3,16 ±0,46 

Ala 0,30 ±0,06 0,32 ±0,08 0,32 ±0,07 0,33 ±0,08 0,37 ±0,08 0,36 ±0,11 

Gln 2,37 ±0,33 1,99 ±0,28 2,00 ±0,14 1,67 ±0,37 2,14 ±0,30 2,03 ±0,60 

Val 0,02 ±0,01 0,01 ±0,01* 0,02 ±0,01 0,02 ±0,01 0,02 ±0,01 0,02 ±0,01 

Asp 1,96 ±0,23 1,74 ±0,20 1,78 ±0,17 1,70 ±0,31 1,94 ±1,31 0,77 ±0,67*

Cho 0,79 ±0,23 0,86 ±0,21 0,86 ±0,20 0,90 ±0,27 0,68 ±0,26 0,88 ±0,37 

Tau 3,09 ±0,42 3,45 ±1,00 3,33 ±0,56 4,00 ±0,75* 3,90 ±0,76 4,10 ±1,07 

PCho 0,36 ±0,13 0,32 ±0,09 0,42 ±0,11 0,49 ±0,11 0,37 ±0,23 0,46 ±0,20 

Ace 0,32 ±0,10 0,34 ±0,10 0,40 ±0,15 0,37 ±0,10 0,39 ±0,15 0,33 ±0,10 

mIns 4,11 ±0,85 4,35 ±0,92 4,17 ±0,80 4,39 ±0,99 4,06 ±1,04 4,48 ±1,18 

Gly 1,38 ±0,41 1,50 ±0,35 1,36 ±0,36 1,43 ±0,39 1,68 ±0,42 1,52 ±0,52 

Lys 0,54 ±0,13 0,57 ±0,14 0,59 ±0,12 0,60 ±0,18 0,69 ±0,19 0,63 ±0,26 
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 Thalamus Tronc cérébral  

 Li-NaCl Li-pilo Li-NaCl Li-pilo 

Glu 4,89 ±0,71 4,95 ±0,95 4,17 ±0,93 4,83 ±1,01* 

Succ 0,06 ±0,02 0,07 ±0,03 0,05 ±0,02 0,07 ±0,02 

NAA 3,73 ±0,69 4,22 ±0,92 4,25 ±0,92 3,81 ±0,71* 

Asc 0,16 ±0,10 0,19 ±0,11 0,24 ±0,22 0,17 ±0,06 

GPCho 0,27 ±0,10 0,23 ±0,08 0,21 ±0,08 0,23 ±0,03 

Lac 3,77 ±0,99 3,96 ±1,25 4,37 ±3,11 4,38 ±0,77 

GABA 1,99 ±0,61 2,06 ±0,91 1,20 ±0,51 1,70 ±0,58* 

Cr 2,61 ±0,50 2,71 ±0,57 3,66 ±1,44 2,88 ±0,44* 

Naa 4,32 ±0,62 3,88 ±0,88 2,86 ±0,83 2,44 ±0,76 

Ala 0,26 ±0,08 0,39 ±0,35 0,29 ±0,11 0,53 ±0,06* 

Gln 1,91 ±0,21 1,92 ±0,28 1,90 ±0,32 1,97 ±0,20 

Val 0,02 ±0,01 0,05 ±0,09 0,02 ±0,01 0,03 ±0,01 

Asp 1,85 ±0,31 1,98 ±0,82 1,75 ±0,40 1,98 ±0,27 

Cho 0,70 ±0,20 0,81 ±0,34 0,65 ±0,26 0,80 ±0,23 

Tau 3,55 ±0,54 3,99 ±0,89 3,94 ±1,75 3,49 ±0,89 

PCho 0,33 ±0,09 0,30 ±0,12 0,26 ±0,07 0,29 ±0,08 

Ace 0,36 ±0,12 0,51 ±0,51 0,24 ±0,10 0,35 ±0,07* 

mIns 3,83 ±1,12 4,30 ±1,76* 3,56 ±1,57 3,90 ±0,91 

Gly 1,27 ±0,38 1,71 ±1,34 1,42 ±0,57 2,10 ±0,50* 

Lys 0,57 ±0,17 0,74 ±0,57 0,58 ±0,20 0,81 ±0,20* 

�

������,���.� +�6	
�
��������� ��������
���������6��
�������� 6������	
������
@
'�'�����	��� �*
�������

���	���-(�"�
+�����(�"	���.����%������������*
$����������������
���-�*
�
6�&�������������
�.��(��������
���

����$��������6�3������ -����6���6�
"@

��������.�^� ����
��"�3	���\�����%%������������%��
�����8�	�|�L�LG������� ���

���	��(�"�
+�����(�"	����-4����������
��"[*����3.�R�\\�����%%������������%��
�����8�	�|�L�L@�������������	��(�"

�
+�����(�"	����-4����������
��"[*����3.��

�

�

�

�

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@@�

�

� �

� �

B�!,����?.���	������
�������
	*�$��������������
����������6���6�
"@

�-���
6
��&��"
���3�
�	
��
���-���.&�

)�1�&�
�	
��
��.�6�������	
������
@
'�'�����	����*
����������	�������
���-(�"�
+������������(�"	����

�����
��.���� %����������� �
� ��������������
������4��� �����,������*��
��R�'�+���*�		��
6	��R� +40��� �����,�

������
��R� 4'���� �*
�
6��R�4�5��� ������������
��� (��� �
����� ��	���������� ����6�3����������6���6�
"@

&� ����

�
�������������������
��"�3	����

(�����������
�������
		��������
��� ���� �
���
,�@@����@F�������	�������8������
������
��� �
�

�
66�� ��� ������� �
		������� 	
�� ���
� ��� 
��� -FLLI.� ��� 6������� ��� ���� ���	����� ������
���� ���

�*
�
6��8���
��������
����*��$������@'�'���������%
<��������
��&���������
���������
�����$���

��6���� ���
��%����6��
�������� �	����������������%%�������� �����%��
�����������������
����������� ����

���	���(�"�
+�����(�"	����
����
�������6�������6��
����������
��������	������	������������

���	������� �	������������
����������������
�������
��� ������	��(�"	����
��������	
�� �����
�����

����
��"�3	��
���������
,���������
�������
		�������	���������	��-��
��"�3	�������
��6����	���

������ �
��� ��� ���	�� ��"	���� ��6	
��� 
� ���	�� (�"�
+�.�� +������
��� ��� �����,� �����*��
�� ����� �
�

��������
����� ��� �
����� ��6���� �����%��
����6���� ��%%������� ������ ���� ��,� ���	���� ����

��*�		��
6	�&���������������
�6���
����������%��
�����������������
���������
�����
��&��
��������

���
�����
�����$������6������������%��
���������"
���3�
�	
��
����
���������	��(�"	�����������
�

�������,�������
�&� ����"
���3�
�	
��
��������
�	
��
�����6�����������%��
����6������6�������
������

�*
�
6��
������%%������������%��
�������
�������������	���
���6��
����������%��&�
�����
���

������ ������
�� �� ��
��� ��6���� ��� ��%%�������� �����%��
������ ���� ���� ����������� ��6������� �� �"


���3�
�	
��
����������
����
����&�
�6���
����������
6
��&������
�
����&���)�1�&������
���
��&����



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@F�

�

�
���3������������
��3������
���������	��(�"	������6	
���
����	��(�"�
+���(
�%�����FI���	������������

��������
�������	���%�$�6����	���������
6
��&�������&���
�	
��
���������)�1���

�

F�A�F���
�3���������������
@
'����������
�
�3���������6��
����	
���
�6��*������������������


,�6���������
�����	
�������-�(�"��.�

�

�

B�!,����3.����
�*������	������
���������6��7�����(�"���8�	
����������	�������	���������������-L&G�8�J&M�		6.�

���� ���	����� ������
���� 
�
�3����� 	
�� ����
@
'� '����� 	��� ���� ��,� ���	�� ��� �
��� �������R� ���	��� (�"�
+��

-�
����� 	����.� ��� (�"	���� -�
����� �����.� 	��� ��� �����,� �����*��
�&� ��*�		��
6	�� ��� ��� �����,� ������
��� ������ ����

��,� 	��6�7���� ��6	��
����� ���� 6��7���� ����� ��	����������� �� ��������� ��	������
����� ��� �
� ��	
�������� ����

�
��
�����0�����*
�������6��7����������������,�	��6�7������6	��
������+*
$��	�������	������������
��
����

����������	�������
�$����(�����,�	����������������$���������
�3������������*
����������	���-(�"�
+�����(�"

	���.���

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@A�

�

�

(��� %������ FK� ��� AL� ��	���������� ���� �����
��� ���� %��6�� ��� �
���� ��� 	������ ���� ��������

>�	�������?�8� �
�����������
�
�3���������6��
����	
�� �
�6��*��������6���������
�����	
������� -�(�"

��.�	����*
$����������������
������%�������������	��(�"�
+�����(�"	�����+���
�
�3����������
�����

�����������
,�@'���������������6	������������L&G����J&M�		6�
����������������
��������L&LF		6��(���

%������ ��� �
�*�� ���������� �
� ���	������� ���� ��*
��������� ��� �*
��� ���� ���	��� ������ ���� ��,�

	��6�7���� ��6	��
����� ��� �*
$�� 6��7���� (��� %������ ��� ������� ��	���������� �
� ���	������� ����

�
��
�������������	
�����������
����������	�������������������,����	�������*
����������

�

B�!,�����.����
�*������	������
���������6��7�����(�"���8�	
����������	�������	���������������-L&G�8�J&M�		6.�

���� ���	����� ������
���� 
�
�3����� 	
�� ����
@
'� '����� 	��� ���� ��,� ���	�� ��� �
��� �������R� ���	��� (�"�
+��

-�
����� 	����.� ��� (�"	���� -�
����� �����.� 	��� ��� �*
�
6�� ��� ��� ������ ������
��� ������ ���� ��,� 	��6�7����

��6	��
����� ���� 6��7���� ����� ��	����������� �� ��������� ��	������
����� ��� �
� ��	
�������� ���� �
��
����� 0� ���

�*
��� ���� 6��7���� ������ ���� ��,� 	��6�7���� ��6	��
������ +*
$�� 	����� ��	�������� ��� �
��
���� ����� ����

�	�������
�$����(�����,�	����������������$���������
�3������������*
����������	���-(�"�
+�����(�"	���.��

�

�

(�� �
���
� @A� ��"������� ���6�� ���� �����
��� ��
�����$��� ��������� 	��� �*
��� ���� 6��7����

��	����������������%������FK����AL��

�

�

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@J�

�

�

�

���
��������������6��
�����

�������� �g0� �g2� Og� ���	��(�"�
+�� )��	��(�"	����

Og��6�
��%�

6
,�66�-�������

��6	��
����.�

+����,������*��
�� L&JI� L&NIG� L&G@@� ���&�)�&���	&�)��� /
�&�6 ��&�)�1�� L&GKF�-A.�

'�		��
6	�� L&GIA� L&NFA� L&JKK� ���&���	&�&�)��� 4
&�+*�&�)�+*�&�

��*��

L&JKK�-F.�

+����,�������
�� L&ANF� L&I@L� L&J@F� ���&���	� +*�&�)�+*�&���*�&�

+�&�6 ���

L&J@F�-F.�

4*
�
6�� L&JF@� L&NMK� L&LKM� � �

4�����������
��

�����
����������

L&JFK� L&NK@� L&AFF� ���&�+�� ��
&�)�&����&�)�1�&�

���&�)�3&�(3��

L&AFF�-F.�

�

������,���.������
�����
�����$�������6��7�����(�"������%����
���	����*
$����������������
��� ����$���

������,����	������ �
��� (�"�
+����� (�"	����� (��� �
������g0&��g2����Og� ��������� ����������� %�
���������6��7���

��6	����������L����@������	�������������	������6���� ���	������
�������
��
����0�-����6��
�������.��,	��$��

	
�� ���6��7��&� ���	������
�������
��
����2�-���	������
��.��,	��$��	
�� ���6��7������ �������������
���
�����

����� ��� 	������
��� ��� �
��
���� ���
��� ������� 	
�� ���� ��,� 	��6�7���� ��6	��
����� �� 6��7���� Og� �6�
��%�

��	�����������������6
,�66�������������Og�	
����
9��������6	��
������

�

+������
��� ���� ���	����� ������ �� �����,� �����*��
�� ��� 6��7��� �(�"��� ��������� ��� %
<���

�
���%
��
���� ��� 	���������� -Og� z� L&G.� ���� ��,� ���	���� (���6��
�������� ������6��
���� ��� %
���� ��

���	��(�"�
+������� ����"
���3�
�	
��
��&� ������
6
��&� ��
�	
��
������ �
����
6�����(���6��
��������

������6��
�������B��������	��(�"	������������63����������������)�1������	�����������$��	������

NG_���� �
� �
��
���� ��������� ���	�����
��6
,� -�g2.�	���=�����,	��$���	
�� ������,�	��6�7����

��6	��
����� ������
��� ��� 6��7��&� ��� �����
�� ���7��� ��� ����
���� ���������� �� 6��7���� 5��

��������$��6
�������
������������%%���������
�����$�6���������%��
��������������
���6	
�
�������,�

8� ��,� ���� ��������
������ ��� 6��
�������&� ��� ���� ��
�6����� 	�������� ��� ������6����� ���� 	��%����

6��
����$��� ��%%������� 	��� ���� ��,� ���	���� +��� ��%%�������� ���������� �
� ��%%������� ���

6��*�����������
�����$���(�
		���*��6����
�������������6	������������6����������������
���������

���������
��
�����
���������
%��������������������	��%����6��
����$�����%%��������(�
�
�3�����,�8�

��,�	
�������������6�3����������
		��$���	����*
$��6��
����������%
<�����������

�+������
����
���������*�		��
6	�$�&����������
������������
������������7��	���*���	��$���
�

�
�������Og�������7��	���*�����L&G�-L&JKK��,
���6���.���� �����
��
������,	��$������������	������

GL_�	��� ���� �
��
�����0� -���� �	������.����	�7�����NG_�	��� �����
��
�����2� -NF_.�� (���6��
��������

������6��
����	��������������������%
���������	��(�"�
+�������������$���
�6��7���	���������

�,��	���	���������
6
����+�,�	��B�����%
���������	��(�"	����������
��
������
�	*��	*��*�����&�

����
���3����	*��	*��*�������



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@G�

�

�(���	
�
67�������
�����$��� �������� ��
�
�3���������6��
�����%%��������� �������	�����������
����

6�������� ���� �����
��� 	���*��� 6
��� ���� ��� 6=6�� ��%�������� ��� �%%��� ��� �
� �
��� ���� ��,�

	��6�7������6	��
����&����6��7�������������6	���$�����AN_�����
��
��
����0&����������
�����������

���
��*���
���%
��
����	����
��
��
����������	��2�-I@_.��(�����6���������
��
�����������,��3	���

����
��
������������,	��$���$�8�*
�������J@_����$��������%������8�GL_������
�������
	
�����

���������6��
�����������,����	��������
���%
��
������"
���3�
�	
��
������
�	
��
��������
��������
��

���	�� (�"�
+�� 
����� $�� ���� �*������� ��� �
� ���
����� ����� 
��������� 
� ���	�� (�"	����� (��� 
�
�3����

�%%������� ��� ���� 
�$��������� ���� @'� '����� ��� ���	����� ������ �� �*
�
6�� ��� ��6������ 	
��

	��6�����������������������%
<����
���%
��
����������,����	���-Og�c�L&LKM.���������$�����
���

6��
���������������	������
�������
���
�@A�	������6��7�������%
<�����	��	���	��%��6
����6
���

���� �
���%
��
���� -Og� c� L&AFF.� ��� 6��7��� �(�"��� ����
��� ��� �������� ��� ���������� ������������ ���

	��%���6��
����$��	����������	�������������������������
�����7�������
�
������
��������������,�

���	������	������6�������"8"�������"
���3�
�	
��
�����������
�
�������

�

F�A�A� �����
��� ���� 
�$��������� ���� @��
@A

+� '����� 	��� ��
�
�3��� ��%%����������� ����

6��
�����6������
,���������
,�

�

(
�%�����A@���	�����������	����������@A+�'������3	�$����������	������������,������*��
��G�

6���� 
	�7�� ����������� ���� ��
�� ��� 6
�� �	���	��$�� ��� ��
�6������
����� �����6��
���� ��� �����
���

6
�$��� 
� �
������ @A� @G� 6������ 
�
��� ��� �
���%���� -Y@"@A+Z������� ��� ��� Y@&F"@A+Z
���
��.��

(�
���������������
�����	����
����
������%%������8�	
����������
����������%�������-�
�����!"1���
�����


��&�FLLJ.��������	�������F��
�$������A����	������

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@M�

�

�

B�!,��� ��.� �	������ @�� ����
@A

+� '����� ����� ���	���� ��� �����,� �����*��
�� ���� �
�� �	�
��"�
S��3� G� 6����


	�7�� ����������� ���� ��
�� ��� 6
�� �	���	��$�� 8� ��
���� ��� ���*�6� ��� ��� 	����
	������ \��� ����
,� 
�������� 
,�


��������
�����
���
�
�����R���	���
	�
��
���R�)�1����
�����]"
6�����3��$��R�)�������
6
���R�)��������
6����R�

4
����
������+0���	�������������
��6������
������@A��

�

�

(��� %������ AF� ��� AA� 	���������� ���� ��������
������ ��� �*
��� ���� �����	�67���� �������=�� 	���

�*
$�� �������� ������
���� 5�� � �������� 	�� ��� ��%%�������� �����%��
������ 	��� ���� �����	�67����

6
�$������	��������A��,��	���	��� ��
�	
�
���
�����
��������,������ �*
�
6�� -%�����AF.�����

	��������J� ������
6
������ �
����
6����
		
�
���������66�������%��
����6������6�����
��������

�����,������*��
��-%�����AA.��

�

�

�

�

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@N�

�

� �

� �

�� �

������������������������������������ �

B�!,�����.�+�6	
�
�����������������
���������6��
��������6�������	
������
@A

+�'��������6
�$������

	�������� A� ������ ��� ���	�� (�"�
+�� ��� (�"	���� ��� ����� 
�����
���� -�
�.� ����� 8� �
� 6��
�����
����� ��� ��,�

�����
�����
�6���������Y@"
@A

+Z�������������Y@&F"
@A

+Z
���
����\�����%%���������
�����$�6���������%��
�����8�	�

|�L&LG�-�����������
��"[*��*��3.��������������
�����
�������4��������,������*��
��R�'�+���*�		��
6	��R�+40���

�����,�������
��R�4'�����*
�
6��R�4�5���������������
���(����
�������	��������������6�3����������6���6�
"

@
&������
�������������������
��"�3	����



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@I�

�

�

�

� �

� �

����������������������������������� �

B�!,�����.�+�6	
�
�����������������
������6�������	
������
@A

+�'��������6��
�����������6
�$������

	��������F����J�������������	��(�"�
+�����(�"	������������
�����
����-�
.������8��
�6��
�����
����������,�

�����
�����
�6���������Y@"
@A

+Z�������������Y@&F"
@A

+Z
���
����\�����%%���������
�����$�6���������%��
�����8�	�

|�L&LG�-�����������
��"[*��*��3.��������������
�����
�������4��������,������*��
��R�'�+���*�		��
6	��R�+40���

�����,�������
��R�4'�����*
�
6��R�4�5���������������
���(����
�������	��������������6�3����������6���6�
"

@
&������
�������������������
��"�3	����

�

�

�

�

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@@K�

�

�

F�J�����������

�

F�J�@� ��$�����������
@
'�@������'��������
�
�3����6����
������

�

(��	��6������9����%���������
�
�����
�������
���� ���6��
����6��������
�������
��� ��"	����
	�7��G�

6���� ��� ������� ����������� �	���
������ 5�� �������� $�� ��� �"
���3�
�	
��
��� ���� �����%��
����6����

��6���� �
��� ��*�		��
6	�&� ��� �����,� ������
�� ��� ��� ������ ������
�� �
��� ��� ���	�� ��"	����� +�����

��6������� ���� ��
��6����������
���� �
��� ���� ��,� 
����� ��������� ������
���� ��������6
��� ���

%
<��� ���� �����%��
������ (
� ��6������� ��� ���� 
� ����� ��� ��*�		��
6	�� ���� ��� ����� ������� 
���� ����

	�����������
����
�����������������������
�����$����������6��������
�����������,�������
�����
���

�
�
��
��� ����� 8� ���� �3�%���������6����� ����6��
����$��� 6����*�����
,� -/���*
���� ��� 
��&�

FLLA.�� (�� ���
6
��� ���� 
�6����� ��� %
<��� �����%��
����� �
��� ��� ���	�� ��"	���� 
� ����� �� �����,�

������
�� �
��� ��� 6=6�� ��6	�� ��
�	
��
��� ���� ��6���� ��� %
<��� �����%��
������  �� ��
���� �8� ���� ��,�

��������%%�������������%��
������
������������������������������������*�		��
6	����������������


�6���
���������
��
����&�����
����
��������������
�����
����+������
�����������,������*��
��������

6��
������� ��� ��������� ������ ���� ��,� ���	��&� �
� �
����� ��6����� �
��� ��� ���	�� (�"	����� ��%���

�������
��� ��� ������ ������
�� ��� �������� ��� ��6������� ��%%�������� �����%��
������ 
���� ���


�6���
�����������
6
��&����)�1�&���
�
����&���
���
��&������3������������3�������������6�������

��� �"
���3��
	
��
��� ��� ��� ���
������ (��� ��6	
�
������ ��,� 8� ��,� ���� ��������
������ ���

6��
�������� 6�������� �� ��6���� ���
����6���� ���������� ��� ��%%�������� �����%��
������ ������ ����

���	��� ��"	���� ��� ��"�
+��� +�� 	��6���� �����
�� 
		
�
`�� �
��� �� 	��6���� ��6	�� 
���!� ��	���
���

��6	��"��������6�������
����6�������������6��
���������������-@K�
����
�.����������6�������

������ %
��
��� ��
�� ��� 	�����
������ ����	
�*�����$��� �
��� ��� 6��7��� ���*�6"	����
�	����� +��

	��6���� �����
��	���=���� �����	����������,� %
<����� (
�	��6�7��� ���7���$�� ���6��7��� ���*�6"

	����
�	����	������������	�����
�����������������
���������6��
�����������
����6�����������������(
�

�������� 	���
��� =���� $�� ���� 6��
���6��� ��*�6����
���� ������
��� ���
����� 8� ��H���� 
%��� ���

��������� ��� 	��6
������ ���� �������� ��� ��������
������� ���� �����
��� 	������ ��
��6���� =����

��6	
����8���,�������������������������
������������6��7�����"	�����;�����
�����
��&�-FL@F.�6��������

��� 
�6���
����� 	����������� ��� 63���������� 
� ����� ��� ��*�		��
6	�� 	���
��� ���� N� 9���� 
3
���

����� ����
�� ���6
��� ���� 
�������
��6���� ����������� 
�6���
����� �����%��
����� ���63����������

�
�������*
�
6�����������������
�������������������������
�6���
�������
������������6
���



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@FL�

�

�����"�����
�������6����	���*������
������%��
�������-����������o�8�����
��"�3	���6	���
����
������

���	����"	���.���/
������'������
���-FL@@.��
		�������������6������������"
���3�
�	
��
��&����)�1��

���������
6
���
�����������*�		��
6	��I���6
�����
	�7������
�����6
���������
�����	
����	������

���������
����,��	���	������������

� ����	��&� ���� �����
���	������=���� ��6	
���� 8��������� ���
����6���� ��6��
�������������

���	��� ����� ��� 
��� -FLLG.� ���� ��6	
��� ���� ��������
������ ��� K� 6��
�������� -������&� ���
6���&�


�
����&����*
����&������
��&����
����&�	*��	*����
����&��4�P���&����.��*�!������
�����"	����
	�7��

KL� 9���� ��� ������� ����������� �	���
������ +����� ����� 
�
��� ������� 8� ���� ��
	��� 	��
�
�����

���,��
������ ���� 6��
�������� 	
�� 	�������� �*�6�$��� ��� ���� ��������
������ ��
����� 6������� 	
��

�*��6
����
	*��� ��$���� *
��� 	��%��6
���� �� ���� ��$����� (��� �
66��� ��� ��������
�����

�
		�������	���������%%�������6��
������������������	����������
�����������
����6
9����
����

������������(
���6�����������"
���3�
�	
��
�����
�����
��6��������������
�����*�		��
6	��������

�����,�������
���(�����
6
�����
��������%��
����6������6�����
��� ��*�		��
6	�&������
��$������

��
�����	
�����������(�
�	
��
�����
��������%��
����6������6����
�����������*�		��
6	�&��������,�

������
���������������&�����
���������������������
��
�������������,�������
������������	�������


���������������������������	���
�����-@GL�9����������KL.������6����	
����
���$�6����6���%����

��� 	��%��� 6��
����$�� ���� ��������� ������
���� ��������� (��� 
��6
����� ��� ��������
����� ���


�	
��
����������"
���3�
�	
��
��������
		
�����������
�����������������,���������

(�
�
��
��� ���� 
�
�3���� 6��
����6�$��� ��� ��� ���� 6��*����� ��
�����$��� 
��������� ��������

	�������� ��
�
�3��� 6����
����� ���� �������� �%%�
��� 
����� ��� 
���� ����� �������	���
����� ���
���

��6	��� ���� 	��� ���� ���� 6��
������� ��� %
<��� ������� 6
��� ��� �
� �
��
���� ��� ������6���� ����

��������
������ 
� ����� ��� ����*
��������� �� ������ ����
���
���&� ��� ��
���� ��� �
� 	��6�7�������� 
3
���

�
�
����������6��7���6�������(4�8� ��
���������������
		���*����
�����
��� -FLLN.�����
		��$�� �
�

���*��$������'�����8����������6��7������(4��
���������
�6������
��������
�����
�����C
n��$���

4���%��������
�����������
		��$��
����6��*������
�
�3���6����
������)��������
���-FLLN.�����

��
����� ��� 
�
�3��� 	�����6�$�� 
		��$��� 8� ��*�		��
6	�� ��� �
��� ��"	����� (��� �����
��� $�� ����

�
		������� ����$���� $�� ���� 
�
�3���� ��� �3	��� �(�"��� 	��6������� ��� ���������� ���� 	��%����

6��
����$��� ��
���6���� ��%%������� �������
��� ��� �����,� �����*��
�� ��� ��*�		��
6	��� +�����

������������ ��6���� 	��� ��%%������ 
� ����
� �� �����,� ������
�� ��� �� ������ ������
��� (��� �����
���

���������
�����
����*
�
6�����	��6�������	
����������������%
<�������$��������� ����
����

�����,������*��
������ ��������
���8���������1����$�������6��
�������
		
�
����������%��
����6����

��%%������������������,����	���8��
�����������������6�3����������
��"[*����3&���
�
�3����(�"���


� ������� ����6�������� �����
������	����������������	��%����6��
����$���	
�6�� ������ ���� ���������



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@F@�

�

�������� �����
��� 
����� ��� ������� ��%%������� ������ ���� ��,� ���	��� �� 	����� ��� ��� ��� ����

6��
����6���������
������������6��7��&�����6��
��������������6��
�������%
���������	��(�"�
+��

���������"
���3�
�	
��
��&��
����
6���&���
�	
��
���������
6
���
�����$���
��
����&����63�������������

���)�1��������6��������
�
��
���������	����"	�����5�����������%����$������6��
����������
�����8��
�

��6��������
������%��
�������
	�7����
�
�3�����
�����$������	
�
6����$������6�3������	
�����	�����

��
��������������6��������6��7����	��������������������$������"
���3�
�	
�
���������
���6����
�������


� ���	�� ��"�
+�� ��� ��� �
��� ������ ���� ��������� ������
���� ��������� ������ �
� ��6������� ��� �"


���3�
�	
��
���
		
�
`����66�������
��
���6��
����$����6��7������*�6�	����
�	�������������
��

��7�� 	���*�� 
� ���� �������� 	��� ��
�	
��
��� �,��	��� 
� ����� �� ������ ������
��� (��� �
������ 	���

���$������ ���� ��,� 6��
�������� ��
		
�
������� 	
�� �����%��
��%�� ����� ��� ��
�
�3��� ���� 6�3������

	���
�����=�����,	��$����	
�� �����%%��
���������%%����%�&� ���6	���
����������
���"�3	���
� ��������

����*
�����������������o������	���������������
��
������
���������8���
�����6��
�������������������	
��

��
�
�3�������6�3�����������������
������������6������������%��
��������
��������+���
���
��6����

���� ��������� 	
�� (��� ��� 
��� -FL@F.� 
� ����� ����� ����� ���������
��� ��
������ ��� AL� �
��� ��"	����

	������
��� ���� ������� ����������� �	���
������ +����� ��6������� 
� ���� ��������� ��� ����� �7�� �
�

	*
��� 
��r&� 	���
��� �
� 	*
��� ����������� ��� 
� ����� ��� �
� 	*
��� �*����$��� ����� �
��
�����

�����%��
�����	
���
		����
,�
��6
,���6�������
�������������	�������
		����+*��+��������8�
����

���� ������ 	��������� /
�� ��9����� ��� 
��� -FLLJ.� 
�
��� ��98� �
		����� ��� ��6������� ��� ���� �
��� ����

*�����$�����
���������
�����6
�&��
��*��������
�����
��6������6������������
��
������
�6���
�����


�����������*�		��
6	�������
����������
������������
�������6��7����	���������
		
�
`���
������

%
���$������6��
��������������6��
�������%
���������	����"	������6������	���*������7��������������

63����������
		
�
`��������6��
���	�����������,������*��
�������������,�������
�������
�����"	����
�����

$�������������������*������������
��������8���*�		��
6	�����
������,�������
��������6=6�����	���

(��63������������6����
�6������
�����*�		��
6	����������$�����	
�������
�����������(4�-'
66���

���
��&�FLLI�R�����������
��&�FLLA�R�[���
������
��&�FLLA.��+�����
�6���
���������	
��
����������������

8� ���,	������������6
�$������
�&� �
�	��������);���-)��
��;������
�3����������������R�'
66������
��&�

FLLI.����������
�����������7��������63������������66����6
�$������
��-;�����
�����
��&�FL@F�R�

��**6
������
��&�FLLA���������
��&�@KKM�.��+������
��� �
��*���������������������	*��	*��*���������

��3����	*��	*��*�����&����
�6���
���������*������
���������������
��� ��*�		��
6	������
��� ��"

	���� -;�����
����� 
��&� FL@F�R�/
����9�������� 
��&� FLLJ.�6
��� �����������	��� ����66����	
�� (������ 
���

-FL@F.�����������������*�!���*�66�����7��������
��6
���������������
���������*������
������

���������������6	���6���
����-����������
��&�FL@@�R���6���������
��&�FLLF�R���������
��&�@KKN�R�(����


��&� @KKNR� '��*��������� ��� 
��&� @KKG.�� (� ��� 
��� -@KKN.� ���7����� 6=6�� $�� ������ ��6������� ����

��������� 8� �
� %�,
����� ��� @I;"%��������,3�������� �
��� ������6���� ���� 6��7���� �		������� ���



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@FF�

�

��6�������������������
�������
�����1����$�������
�6���
���������������%��
����������
��*���������

��63���������������������
������
�����*�		��
6	�&�����6���%��
�����������������
����������6������

	
��=����������6��
����������� ��� ���	�� ��"	���� ��� ������	�� ��"�
+��� (
�$������� �������
��� 8� �
�����

	��$��� ���� 
�6���
������ ��� ��������
������ ��� 63���������� ��� �*������� �
��� ��� ���	�� ��"	����


		
�
������� �
�
��
��� ������6��
���� 
� ����� ���� �����,� �����*��
�� ��� ������
�� 	��B�� $��

��*�		��
6	��6������
���������������
��������6	��6���
�������
���������6�����������
�
������
�����

6��
����6�$�� �� 6��7��� ���(4� ��"	���� ���7��� ��� ��%%������
����� ��
���� �� 6��
����6�� ����

���	�����"�
+�������"	����
�����������*�		��
6	������������,������*��
����

�

F�J�F� ��$����������@A+�@������'������

 �� ��
���� ���� ��� �
� 	��6�7��� ����� ����
��� ��� �
�
��������� ��6��
��6���� ���� 6��
�����6���

�����
,� ��� 
�����3�
����� 	
�� �
� ���*��$�� ���� @A+� '����� 8� ��
���� ��� �����
��� 6
�$��� 
�

�
������@A�-Y@"@A+Z�������������Y@&F"@A+Z
���
��.�� ����
����
����
�����	��6������6	���������������

%
��
���������6	���������%
�������6�������	����
�������������6������6	
�
���������	�����������

6��*�������$�� -����
������ 
��&� FL@@�R�/���
������� 
��&� FLLK�R� ���
���� 
��&� FLLI.�������������������

����%����$�� �
� ��	������������� ��
�
��� 	������������������ ���	��
3
��������� ��6��
��6����

����6��
�����6����
��� ���6��7��� ���*�6"	����
�	�������(4�����	��������	������� ��$���� -��������


��&� FLLG.� 
	�7�� KL� 9���� ��� ������� ����������� �	���
������ ���� �����
��� ���7����� $�
����


��6
������6��
�����6��
�����3�
������
�	�=����������%�����
���
�������������������������8�

	
������������
���	���%�$��8�������������������
�������Y@&F"@A+Z
���
����+��	��6���������
�����%��6��

���������
����
		������	
����������
���-FLLG.���� ����$��$�
����6���%��
�����8� ��������6��������

������
����
	�7��G�6��������������������������	���
������(���������'��������
���-FL@L.�����$�����

�6	���
���� 
�6���
����� ��� �
� �
	�
����� ��� Y@J+Z
���
��� -����� 
���
�����
	*�$�.� �
��� ���� F�

*����� ������� ����
�����6
�������� ���� 
��6
�����6��
����$��� 
�����3�
����� ������	
�� ��� �����
��

��
�
����������$�8��
�	*
���
��s����+������
������6��
�����6�������
����������
		�������	
��

��� 6���%��
����� �����%��
����� ��� YA"@A+Z
�
������ +��� �����	�67��� ������� �� YA"@A+Z	3��
��� $�� ����

��
��%��6�� ����� ��� YA"@A+Z�
��
��� 	
�� �
� �
��
��� ���*3������
��� ����� ��� YA"@A+Z
�
����� ��
� ��
�
�����


6�����
��%��
����
�������3�������������6����*�����������������
���-FLLG.��
		������������6�������

�����%��
����� ��� YA"@A+Z
�
����� 
� ����� ��� ������6���� ���� ��������� ������
���� ��������� �
��� �
�

6����� �Q� NL_� �� YA"@A+Z	3��
��� ��������� �� 6��
�����6�� �� Y@"@A+Z������� 
� ����� ����

6����*�������������
����-'
��������O&�FLLL.&���������
�������8� ����$������	������
�������� �
�

	��6�7��� ��
	�� ��������
����� �� YA"@A+Z	3��
��� �
��� ��� �3���� ���� 
������ ����
���,3��$���� ������



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@FA�

�

�����
�� 
		
�
`�� ��	���
��� ��*������ �
��� �
�6����� �Q� ��
�
��������� �3��*�������6
9����
���6����

�
�������
�����3����-[������

������
��&�@KKA�R������S
������
��&�@KKA.�
���������$����������
�����

	
�������
������6���%��
�����6��
����$��6
9�����+�������
��	���	
��
�������=�����,	��$��	
�����

%
���$������	�����������
�����
������6��7������*�6"	����
�	������������	
��%����6��������������8�

��*3	�6��
�����6�� ��������
�� -���� ��� 
��&� FLL@.�� ����� 
��6
���� ��� ��������
����� ��� YJ"

@A+Z���
6
��� ��
� 	� =���� ��������� 
������� $�� �
��� ��� �����,� �����*��
��� ����� ��� 
��� -FLLG.�

�
		������� ��� ��6������� ��� ��� ������
��6������ �
��� ��*�		��
6	�&� ��� �����,� ������
�� ��� ���

����������������������������������*�!�����	
��������
		���������
�6���
�����������
6
���-�����%%�

��� 
��&� FLLF
.�� (�� ���
6
��� ���� 	�����	
��6���� �3��*������ ��� ����C�� �
��� ���� ��������

���
6
�����$���-5���������
�������6"�
�*����&�@KIG.�	����������
	�7����	��
���
������,���
�����

�����%������
	���6
9����
���6����	
�� ���� ��
��	��������,	��6������ ����6�6��
��������
�����3����

-�
������ ��� 
��&� FLL@.�� �
�� �
� ����� ��� ���
6
��� ���� ��
��%��6�� ��� ���
6���� ��
� �
� ���
6����

�3��*��
��������
��%����8�����
�
,���������� ����
�������3�������
6
������
6�����+������
���

�
� YJ"@A+Z���
6���&� ��� ��6������� ��� ��������
����� 
� 	� =���� ��������� �
��� ������6���� ����

��������� ������
���� �������� �
��� ��� ���	�� ��"	���� ����%���� ������ ��6������� ��
��� ��$�6����

�����%��
����� 
� ����� �� �����,� �����*��
��� +�� �����
�� 	���
��� �������� ��� 
��6
���� ���

��
��%��6
����� �� ���
6
��� ��� ���
6���� 
� ����� ���� 
�����3����� (
� ���
6���� �3��*��
��� ����

����������� ��66�� ����!36�� ���� ��� �
� ����
����� �� �3���� ���
6
������
6���&� ���� ��*��������

	����$
���������������	���	��$���-�*
S����
��&�@KKK.��������6����������,	�������������������!36��


� 	
�� 
������� ���� �
		������ �*�!� ���� 	
������� 
�������� ���(4� -���� ��� 
��&� FLLJ.�� ���� 	��� ���

��6�������������6��
�������
���
��6���������
		��������������������� -/
������'������
��&�FL@@.��

+��� �����
��� 
� ����� �� �����,� �����*��
�� ��6	�7����� 
����� ��������
����� ����� ��6������� ���

��������
��������63�������������������
������������������������
�������6��7�����(�"����������

�$�	��
��
		�����	
��
�������$������6���%��
������
�����3�
������
������6��7������*�6"	����
�	����

������������
�
��
����
��
�����������������-*3	�����	*��.��
���6���%��
��������������6����-���*����


��&�FLLF�.��)
�!�����
���������-FLLF.��
		�������$��������
�6�����������
�����6���8�����
�����6
��

�	���	��$�� ������ 	
�� ��� ���*�6� ��� �
� 	����
�	���� 	������
��� ���� 
��6
����� 6��	*�����$��� ����

��������
�����3�
������+������6�����	���
��������������6	��������
���������
��6
����6��
����$��


�������������
����������������������
����������6���%��
�����������������
������������
6����������

���
6
��������%%��&��������6�����$
����
��%��	���
�����=���������6��
������6	��"��������
�%
�����

����������������
�6��*������
��
������&�������6��������������	�������������$�6�����
		���������

��������
������ ���� �����	�67���� 6���6
�$��� 	
�� �����
����� ��� ��$������ $�� ����� $
��%��� ���

>���6	��� $
��
�?�� +��� ��$������ �%%����� �
� 	����������� ��� ��������� ������6���� ���� 6��
��������

6���6
�$��� ����%���� ��66�� ����$�� ��� �
� %����� FL&� ��� ��6���,� 6��
�������� �����6����



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@FJ�

�

6
�$��� ����� �3��*�������8�	
����� �� �3�������� 
������ ����
���,3��$��������������6���� 
� ���������


�����3�����  �� ���
��� 
����� �����	���
���� �������
���� ��� 
�
�3��� ��6	�7��� ��� ������6���� ����

�����	�67���� ����� �� �3���� ���� 
������ ����
���,3��$��� 	
�� �������6���
���� ��� ��$������ ������

$
��
��+��� ��$�����&� ����� �
� ������������ ���� �������	��� %
�����$�� ����6��*����� ��6	���$
��
&�

�6	������ ��
����� ������� 8� ��� ����
,� ������		�6����� 6��*�������$��� ����� $�� �������
�����

����� ��3������&� ��� 
�6���
����� �� �*
6	� 6
�����$�� �� ������� ��� 
�6���
����� ����

$
������� ��� �����
��� 
�6���������� ��� ������� �,	��������� 
		
�
������� �����	���
����� 8� ���

6����������6	��*�����������%�,�6��
����$���
����������
�����3��������������������+������
���

���)�1�&�����������������6���������YF"@A+Z)�1�������YJ"@A+Z)�1���
���������������������*�!�

�����
�����"	����6
������%
<������������%��
������+�����������
������
��
������������������������/
������

'������
���-FL@@.��

�

��������,��������������#��������,���������<<���,"�����#��;� ��������C����;"������;�@,���

�,�;�� ����/���� �����,;7#������#���.�
��� �"�,������ �,!! �����@,�� ���;"������;������ ����� ��7#����

�##������ ��<<"����� ��� ���,�� ���� ����� ��7
�+�� #�,�� �,�;����� ������ ���,��,���� �"�"������� �#� �� ,���

#"���������5�;���������������"�,���������#�����"��.�)������������;������;"������@,��������;������

#��� ��� ��;����� A� �/��##���;#�� ��� #������� �,�� #�,���,��� ;"���������.� ���� ��;��,����� ���

�����������������
7��"�C���#���������;�����C��";���@,����������;�>����"��������,��,����"�,��"��G�

�/�,����� ��������������� ��� ;"���������� ��;;�� ���� �"���"�� ���� ��������� ��� ��� ;C����������

�##���������� "!���;���� � #���,��"�.� ���� �"�,������ ��� �/����C��� ���� ;"�������;��� ��,����,=� ���

������C������� A� �/����� ��� �,�������� ;��@,"�� �,� �������� ��� �,!! ����� @,�� ���� ���;������ �����

#�����#���;���� ���<��"��� �,=� ��,�����.� +�#������� ��� �C#�� �/�������!������ ��@,����� ����

�;"�����������;"�������!�@,����<�������"<�������;����������������"�,����.�

�

�

�

�

�

�

�



"O0"$�"&�"�#�E�������)����������)�������*���
���$%&�'$%!(��	
�
'����

�=
���������C��������-
�����
�����+" ��

�

@FG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�92�	�
+����:��

+�����"���������;"������;�@,��#���$
�����$)��
��������,��"#���#��! �����,;��������,������������,�!���

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@FM�

�

�.� �=#"���������:�+�����"���������;"������;�@,��#���$
��$)��
0��1����������,��"#���#��! �����,;��������,������������,�!�����

�

�.����>����<��

(���9����%�����������,	�������������
��
�
������
�����6��
����6�$������������������
,������

����
��*�������������	���	������������*��������MF�	
���������%%�
������(4���+�����9����%���6	�����

���
�
�3���$
����
�����������������
���������6��
��������
�������8����
�
�3���6����
����� �����

��������������
�����������7��������	
�*�����$�����������$����

�

�.�� �$��"��������;"�������

�

A�F�@� +
�
��������$�������	
�������

��� ���
�� ��� MF� 	
������� ��
����� �����*������
��6���� 	��� ��� ���� ���� ���� ������ �
���

�������
	�7���
�����
����������������6�������
�����+��$
������	��	
����������������������	���

��
�
�3��� ���� ��������� 4��� ���� 	
������� ���� ���� �� ���
�� 	���*������
�� �,�����%� ������ ����

����66
��
������ ��� ������ -��
�
����� �����$�&� ����	�3�*�����$�&�

����������������	*
����
	*��&� �6
������ - ��� ^� 4��� 
� @I;"%��������,3������.�� �
��� �
� $
��"

���
����� ���� �
�� ��� 
		���*�� 	
�� ���������� ��6	��
��� ��� ����� ��6	������ 	
�� ���


63��
��*�		��
6	����6���
������%%�������(��������������6�������
���������������������$�������

	
���������
�����	
���������
�6
��7������
�������	���	������3	������$���
�������������
��6
������������

8� �� ���-�c@A.&��	���	����
���������������� ��*�		��
6	���
���
����
��6
������������8� �� ���-�cAJ.&�

�	���	����
��������8�����6����3��6��3�	�
��$�������	��*���
���-4���R��c@L.&��	���	����
�������

8����
���������6��-�cN.��(���
���
�@J����6�������
�
��������$�������	
��������������

�

�

������,� �4.� +
�
��������$��� ���� 	
������� �	���	��$��� 	*
�6
��������
���� ������ �
��� ������

������ +1E��� �
��
6
!�	����R� +(5��� ����
!
6�R� (�/��� �������
���
6�R� (4)��� �
6���������R� 50+���

�,�
��
6
!�	����R��+���	�������������
������� ���
	�7����9�����������
������6�R��'���������������

��*�		��
6	��R�45������	��
6
���R�/�(����
�	��
����������6�R�/)1������
�
������



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@FN�

�

��=�� )!��

)!���,�

�"�,�����

�/"#���#����

�,�"��

����;"�����

�/"#���#���� ������;����

)��"�"�����

���

����,�������

B�"@,������

����;"���

�����������

0I;���1�
	$� 
�,��#������!���

��*�A�

�������

+�����<.���!���

��������

;� AG�

LA
�

@@� FL� +1E&��'1� 5�� �� �'��� �'� �� ��

�� AJ� M� FI� (�/&�/�(&�+(E� 5�� �� �'�)� �'� �� ��

;� K� N� J� (�/&�'1� 5�� F� �'�)� �'� ���6
��  ��

�� K� I� A@� +1E&��'1� 5�� ML� �'��� �'� ���6
��  ��

�� GI� F� GM� +1E&�(�/� ���� @F� �'�)� �'�� +������  ��

�� JG� K� AM� +(5&�+1E&�(�/� 5�� I� �'�)� �'� v�  ��

;� FM� N� @K� (4)&�+1E&��)1&�

E���

5�� JG� �'�)� �'�� ���6
��  ��

�� GM� JI� I� (�/&�(4)� ���� @L� �'��� �'� ���6
��  ��

�� JA� @F� AL� +1E&�45�&�(4)� 5�� J� �'�)� �'�� ���6
��  ��

;� FM� G� F@� +1E� 5�� IL� �'��� �'�� ���6
��  ��

�� AI� K� FI� +1E&�(�/� 5�� A� �'�)� �'�� ���6
��  ��

�� @K� @L� K� (�/&�(4)� ���� @� �'�)� �'�� ���6
�� v�

�� @G� F� @J� 45�&��4)� 5�� F� �'��� �'�� v�  1�

�� AG� @I� @N� (�/&�50+� 5�� @� �'��� �'�� v�  ��

�� AM� @N� @K� 45�&�(�/� 5�� A� �'�)� �'�� ���6
��  ��

�� JI� M� JF� +1E&��'1&�45�� 5�� L�8�@� �'�)� �'�� ��������

���!����

 ��

�� AK� G� AJ� 50+&�45�� 5�� L�8�@� �'�)� �'�� ��������

���!����

 ��

�� AJ� M� FI� (�/&�/�(&�+(E� 5�� �� �'�)� �'� �� ��

�� AI� K� F@� +1E&�(�/� 5�� @M� �'��� �'�� ��������

���!����

 ��

�� AF� @L� F@� 50+� ���� FL� �'�)� �'�� ��������

���!����

  �

�� AG� @M� @I� +1E&�(�/� 5�� 	������@L� �'�)�P�

��������	����

�'�� v�  ��

�� JL� FF� @I� (4)&�(�/� 5�� G�8�@L�� �'��� �'�� ���6
�� v�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@FI�

�

��=�� )!��

)!���,�

�"�,�����

�/"#���#����

�,�"��

����;"�����

�/"#���#���� ������;����

)��"�"�����

���

����,�������

B�"@,������

����;"���

�����������

0I;���1�
	$� 
�,��#������!���

��*�A�

�������

+�����<.���!���

��������

;� K� N� J� (�/&�'1� 5�� F� �'�)� �'� ���6
��  ��

�� A@� @L� F@� +1E&�(�/� ���� v� �'�)� �'�� ���6
��  ��

;� @J� J� @F� 45�&�(�/� 5�� A� �'�)� �'�� ���6
�� ��

�� JJ� @� JA� +1E&�(�/� 5�� AL�� �'�)�P�

��������	����

�'�� ���6
�� ��

;� AN� @F� FG� (4)&�(�/� 5�� I� �'�)� �'�� ���6
�� ��

�� JA� FG� @I� (4)&�(�/� ���� GL�8�@LL� *3	������
��

'�+�

�'�� ���6
�� ��

�� K� I� A@� +1E&��'1� 5�� ML� �'��� �'� ���6
��  ��

�� AI� F� AM� +1E&�+(5� ���� @F� �'�)�P�

��������	����

�'�� ���6
�� ��

;� AL� M� FJ� 45�&�+1E� 5�� @G� �'��� �'�� ���6
�� ��

�� GI� F� GM� +1E&�(�/� ���� @F� �'�)� �'�� v�  ��

;� J@� A� AI� +1E&�45�� 5�� @L� �'�)�P�

��������	����

�'�� ���6
�� ��

�� JF� @F� AL� +1E&�(�/� 5�� J� �'��� �'�� ���6
�� ��

�� JG� K� AM� +(5&�+1E&�(�/� 5�� I� ���6
�� ���6
�� v�  ��

;� @N� M� @@� (�/&�45�� 5�� @L� ���6
��


���	*3�

���6
�� ��������

���!����

 ��

;� @M� @L� M� (�/&�50+� 5�� A� �'�)� ���6
��� ���6
�� ��

�� AF� @I� @G� (4)&�(�/&�/�(� ���� J� v� ���6
�� +������  ��

�� FM� @N� I� (�/&�(4)� ���� A� ���6
�� ���6
��� ���6
��  ��

;� AL� FI� F� 45�&�(4)� 5�� I� ���6
�� ���6
�� ���6
��  ��

;� @I� @L� @N� +(5&��'1&�(4)� ���� @G� ���6
�� ���6
�� v� ��

�� @I� M� @@� /�(&�(4)� ���� v� ���6
��


��6
����

���6
�� ���6
�� ��

;�� GN� AN� FL� (4)� ���� @FL� ���6
�� �5�6
�� ��������

���!����

��

�� JA� FL� FA� 50+&�(�/� ���� @L� ���6
�� ���6
�� ���6
�� ��



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@FK�

�

��=�� )!��

)!���,�

�"�,�����

�/"#���#����

�,�"��

����;"�����

�/"#���#���� ������;����

)��"�"�����

���

����,�������

B�"@,������

����;"���

�����������

0I;���1�
	$� 
�,��#������!���

��*�A�

�������

+�����<.���!���

��������

�� AF� @I� @G� (4)&�(�/&�/�(� ���� J� ���6
�� ���6
�� +������  ��

�� AK� F@� @I� 50+&�/)1&�

E���

���� G� ���6
�� ����6
�� ��������

���!����

��

�� GJ� AA� @G� 50+� ���� A� ���6
�� ���6
�� ���6
�� ��

;�� FG� @F� @A� 50+&�(�/� ���� F� �+� 4���4A&�4J� ���6
��  ��

�� JG� FF� FA� (�/&/�(&(4)� ���� J� �4��� 4����4F� ���6
��  ��

�� AL� @I� @F� 45�&�(4)� @I� F� 4���� 4���4@&�4F� ���6
��  ��

�� FF� @G� N� 45�&�

50+&��)1�

���� @F� 4��� 4���4J� ��������

���!����

 1�

�� GF� @G� AN� +1E&��)1&�+(5� ���� @F� 4��� 4���4@� ��������

���!����

 ��

;�� @I� @L� N� (�/&�(4)&�45�� ���� �	�8�AL�

-GLv.�

'�+�

*3	������
��

4��A� +������  1�

;�� FM� F@� G� (4)� ���� I� 4��� 4���4A� ���6
�� ��

;�� FL� @A� N� v� v� AL� v� 4��J� ���6
�� ��

�� GK� FG� AJ� (4)&�(�/� 5�� M� *3	������
�� 4��� ���6
�� ��

;�� FG� @F� @A� 50+&�(�/� ���� F� �+�4A� 4���4A&�4J�� ���6
��  ��

�� FF� F� FL� 45�&�50+� 5�� M� ���6
����

4�6	���

)
���������6��

��6	�����
�
��

v�  ��

;�� M� J� F� (�/&�50+� ���� @F� (������

��6	����

)
���������6��

��6	�����
�
��

��������

���!����

v�

;�� K� I� @� �� �� �� �+� )
���������6�� ���6
�� ��

;�� @J� M� �� �� �� �� �+� )
���������6�� ���6
�� ��

;�� FN� F� FG� 45�� ���� AL� (������

����������

)
���������6�� +������ ��

;�� K� @� I� 50+&�45�� ���� J� C3����

��6	��
��

)
���������6�� ���6
�� ��

;�� @F� A� �� �� �� �� (������� )
���������6��

��6	��
��

���6
�� ��

�� @J� @J� @� �� �� �� (������

*3	������
��

)
���������6��

��6	��
��

���6
�� ��

�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AL�

�

A�F�F� ����7��6�������	��	
�
�����������*
����������������$���

�4�������	
����������������	���������
����*����������
����(��,��7���������%
������	���������������

����	�����6	��
�����,�������������������������6������6	��
����������������*��$������������6���

��6	��
��� ��� ����� �����������6���� ��� ���������� �� 	B��� ��6	��
�� -�������� J� �6� ��� M� �6.� ������

�����
63��
��*�		��
6	����6��������������6����
����
�	�	
�������6	�����A�8�J��6A�-[��������

���
��&�FL@A.��(
�������
��������%
��
����66���
��6����
	�7���
�����������	
���66��������
�����
!����

��$�����(��������������������	�����
�
�3������������������
������������,���6	��
��-4@�8�4J.&��3���

	
�
*�		��
6	�$�&�
63��
������*�		��
6	������������&�����	�7�����	��
����������������������
�

�������� ��
�
��6��� 	
�*�����$��� �	�7�� ������ 
�
�3��� ����	
�*�����$�&� ���� ������� ��� 6
��������

�	��
���������
�����	��	
�������	�
�����
���������������	���
�
�3�������@'�'������(
�	�����������

	��	
�
��������
�����������������	������,	��������@�-	
�
��
	*��@�@��������*
	����.���

�

A�F�A� ��$�������������	��������
@
'�@������'�����

�

(
� 6��*��������� ���� ������ �������� �
��� ���,	�������� @� -	
�
��
	*�� @�F�A� ��� �
� 	
�����

�,	���6���
��.��

�

A�F�J� 4�
���6�������������������
�
�3������
�����$���

�

(
� 6��*��������� ���� ������ �������� �
��� ���,	�������� @� -	
�
��
	*�� @�F�J� ��� �
� 	
�����

�,	���6���
��.��,��	�����
		���
����������
�
�3���������6��
����	
�������������
,�6���������
�����

	
������-�(�"��.�����������	�
��������
�
�3�������3	���+���(���6
���������
�
�3���������������$�����

�

�

�

�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@A@�

�

�.��"�,������

�

A�A�@� O
���%��
���������6��
���������

�

(��������
�������$
���%��
������6�3������	����*
$��6��
�������
�����������*�		��
6	�������

�
		�������
�������
���
�@G�-����6���6�"@.���
���
		����8���*�		��
6	���
�����������&�������������

�����6������������%��
����������
���
��&������
�
����&���)�1�&�����
��
����&����"
���3�
�	
��
������

����
��
�����
�����������*�		��
6	����������$����

$"���������
'�+��
���

���������-�c@A.�

'�+�
����

���������

-�cAJ.�

'�+�4���

-�c@L.�

'�+�

�
���������6��

-�cI.�

)������� L&FL�^L&LG� L&@N�^L&LG\� L&F@�^L&LN� L&FL�^L&LG�

)������� L&GF�^L&@F� L&AK�^L&@F\� L&GG�^L&FM{� L&JN�^L&@F�

)�������#����@,�� L&NF^�L&FJ� L&MA�^L&FL� L&NN�^L&FK� L&ML�^L&@I�

)��������� L&JI�^L&@M� L&JL�^L&@M� L&JJ�^L&@K� L&ML�^L&FN�

+������� L&A@�^L&@A� L&FG�^L&LM� L&AA�^L&@F� L&FI�^L&LI�

+�������� J&@I�^L&NG� A&II�^L&KF� J&@F�^L&KL� J&F@�^@&LJ�

*)%)� @&ML�^L&GL� @&FI�^L&AK\� @&AL�^L&G@� @&@I�^L&FG�

*�,����� L&FF�^L&AK� L&F@�^L&AJ� L&FG�^L&JL� L&FK�^L&J@�

*�,�������� L&IG�^L&AA� L&NI�^L&FN� L&NM�^L&FJ� L&II�^L&F@�

*�,��;���� @&GA�^L&AM� @&GJ�^L&JG� @&MN�^L&GI� @&KK�^L&NL\�

*�,��;���� J&AK�^L&LI� J&LK�^@&L@� J&FN�^@&@L� A&N@�^L&KK�

*�C����#���#���������� L&II�^L&F@� L&IG�^L&@K� L&KJ�^L&AA� L&N@�^L&FM�

*�C����� @&IM�^L&GG� @&GG�^L&GM� @&NL�^L&A@� @&MG�^L&JJ�

�������� K&JL�^@&KL� I&AJ�^@&IA� I&KJ�^F&JK� I&MF�^F&NN�

;C�7��������� M&K@�@&IN� N&LN�^F&FK� N&FL�F&G@� I&AF�^A&NF\�


))� A&NJ�^L&KG� A&FF�^@&L@� A&MF�@&F@� A&LM�^L&KG�

2���#���������� L&GJ�L&@@� L&GF�^L&@@� L&GM�L&@J� L&JF�^L&LI�

2���#����������� L&@K�^L&@@� L&@I�^L&LI� L&F@�L&MM� L&@N�^L&LN�

�,�������� L&@F�^L&L@� L&@@�^L&LA� L&@J�L&LA� L&@A�^L&LJ\�

��,����� @&GF�^L&AK� @&@J�^L&AA\� @&FM�L&FN� @&AF�^L&J@�

������+������� @&IA�^L&AF� @&N@�^L&AL� @&KA�L&JK� @&JN�^L&A@�

'������ L&LM�^L&LA� L&LA�^L&LA\� L&LM�L&LJ� L&LM�^L&LF�

������,��5.�+�������
�����6�3���������6��
������������6���6�"@��
�����*�		��
6	�����%�������������	��

���	
��������\�����%%���������
�����$�6���������%��
�����
���� ������	���
������������8�	�|�L&LG��4������6���

�3��6��3�	�
��$�������	��*���
����



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AF�

�

�

(��,	����
����������������������$����
��� �
� %��6�
�������*3	��*7�����������"6��
����$���

������
��� ���� 6������ $
����
������ ���� ��������
������ ��� 6��
�������� �������=�� ������ 	
�� 	��6���

���������� ���� �����
��� ��
�����$�6���� �����%��
��%��� �� ������ ���,�6	��&� �
� ����� ��� �
� 6
�
����

�	���	��$�������6����	
��=�������������8��
���������
���������"
���3�
�	
��
�����������
6
���� ��

����������6=6������
�%��$����������������	���������,�6��
���������

�

A�A�F� ��
�3��� ���� ��������
@
'� ������ ��� 
�
�3��� ������6��
���� 	
�� �
� 6��*���� ���

�����������
,�6���������
�����	
�������-�(�"��.�

�

�

A�A�F�@����
�3���	
����������

(
�%�����AJ���	�������������
�������	����������������
�
�3����(�"���	
����������	�����������

	
������� ���%������ (��� �����
��� ��
�����$������ �*
$��6��7��� ����� ��	�������
��� ��� �
���
�@M��

(������=���������	��6�7����
�
�3���� ����$����$�� ���6��
����6������*
$������������6����=����

������%�
���� ��6	
�
����6���� 8� ��� 
����� +*
$�� 6��7��� ��
������� 	
�� ��� ����� ��� 	��������������

�
���%
��
���� Og� c� L&G� ����%���� ��6	��� ���� �� %
��� $�� ���� ���� ��*
��������� ���� ���� 6��
�����

����	���
66���� ��� �
� 	
�*������� �	���	��$�� ���� �����
��� 
		
�
������� 	��B�� �
���%
��
���� -Og�z�

L&J.�� ���� ��� 6��
����6�� ���� �� �3��� 	
�
*�		��
6	�$�� ��6���� =���� 	�� ��%%������ ��� ����� ���

��*�		��
6	��-Og�|�L&F.�������6��7������	���=����������������66���
���%
��
����+��	��6���������
��

������	
���������6������� �����
���� �
�	�����6
��$���	���	��$����	���
������ �3	����������
����
�

������� 9
6
��� ���� �
		����� �
��� �
� ������
����� (���������6���� ��� ��� �����
�� ���
��� $����

�6	�������6������6�$��	���
���=�����	���%�$��8��*
$����������������
����

�

�

�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AA�

�

-10

0

10

-20 -10 0 10

Class 1
Class 2

-0,1

0,0

0,1

-0,10 -0,05 -0,00 0,05 0,10

X
Y

"4.5"4.5

"4.5
"4.5"4.5"4.4"4.4

"4.4
"4.4"4.4"4.4"4.4"4.4

"4.4

"4.4
"4.3

"4.3"4.3"4.3

"4.3"4.3

"4.3
"4.3"4.3
"4.3

"4.2 "4.2
"4.2

"4.2
"4.2

"4.2

"4.2"4.2"4.2
"4.2"4.1

"4.1

"4.1
"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1
"4.1

"4.1

"4.0
"4.0

"4.0
"4.0"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"3.9
"3.9

"3.9

"3.9

pcre

"3.9

"3.9
"3.9

"3.9"3.9

"3.8
"3.8

"3.8"3.8

"3.8

"3.8
"3.8

"3.8
"3.8

"3.8

"3.7
"3.7

"3.7

"3.7

"3.7
"3.7

"3.6"3.6
"3.6

"3.6
"3.5"3.5 "3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

mi

"3.4

"3.4

tau

"3.3

"3.3
"3.3

"3.3
"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2
"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2
"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1

"3.1 "3.1"3.1"3.1

"3.1
"3.0"3.0

"3.0

"3.0
"3.0

"3.0
"3.0

"3.0

"3.0
"3.0

"2.9
"2.9

"2.9

"2.9
"2.9

"2.9

"2.9
"2.9

"2.9"2.9
"2.8

"2.8

"2.8

"2.8"2.8
"2.8

"2.8
"2.8

"2.8

"2.8

"2.7

"2.7

"2.7"2.7

"2.7

"2.7

"2.7 "2.7"2.7
"2.7

"2.6

"2.6
asp

"2.6"2.6
"2.6

"2.6
"2.6"2.6"2.6"2.5

"2.5

"2.5

"2.5
"2.5"2.5

"2.5

"2.5

"2.5

"2.5"2.4

"2.4

"2.4

"2.4

"2.4"2.4
"2.4"2.4

"2.4

"2.4

"2.3

"2.3

"2.3
"2.3

"2.3
"2.3

"2.3
"2.3"2.3

"2.3

"2.2
"2.2

"2.2"2.2

"2.2"2.2

"2.2
"2.2"2.2

"2.2

"2.1

"2.1"2.1

"2.1

"2.1
"2.1

"2.1"2.1

"2.1

"2.1
"2.0"2.0

"2.0
"2.0

glx
"2.0"2.0"2.0

naa

"2.0
"1.9

"1.9"1.9
"1.9"1.9
"1.9

"1.9

ace
"1.9

"1.9"1.8"1.8

gab
gaba

"1.8

"1.8"1.8"1.8
"1.8

"1.8
"1.7

"1.7
"1.7 "1.7

"1.7

"1.7

"1.7"1.7
"1.7"1.7

"1.6"1.6"1.6
"1.6

"1.6

"1.6

"1.6
"1.6"1.6
"1.6

"1.5
"1.5"1.5

"1.5

"1.5
"1.5"1.5"1.5

"1.5

"1.5

"1.4
"1.4

ala

"1.4"1.4

"1.4"1.4"1.4
"1.4
"1.4"1.3"1.3

"1.3
"1.3

"1.3

"1.3

"1.3
"1.3

LAC

VAL
VAL""1.0

"1.0
"1.0
"1.0

"0.9"0.9"0.9
"0.9"0.9"0.9

"0.9

"0.9

"0.9
"0.9"0.8"0.8"0.8

"0.8"0.8
"0.8

"0.8
"0.8
"0.8

"0.8
"0.7"0.7"0.7"0.7"0.7
"0.7"0.7

"0.7
"0.7"0.7

"0.6

"0.6

"0.6

"0.6

$M11

$M11

�

-20

0

20

-20 -10 0 10

Class 1
Class 3

-0,10

0,00

0,10

-0,10 -0,05 -0,00 0,05 0,10

X
Y

"4.5

"4.5

"4.5

"4.5

"4.5

"4.4
"4.4"4.4"4.4"4.4"4.4"4.4

"4.4

"4.4

"4.4
"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3"4.3

"4.3

"4.3

"4.2
"4.2

"4.2

"4.2"4.2"4.2
"4.2
"4.2"4.2

"4.2

"4.1"4.1

"4.1

"4.1"4.1

"4.1
"4.1

"4.1
"4.1

"4.1

"4.0

"4.0
"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"3.9

"3.9

"3.9
"3.9

pcre

"3.9

"3.9"3.9"3.9
"3.9

"3.8

"3.8
"3.8

"3.8

"3.8

"3.8
"3.8

"3.8

"3.8"3.8

"3.7

"3.7
"3.7

"3.7

"3.7

"3.7

"3.6
"3.6

"3.6

"3.6

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5
"3.5

"3.5

mi

"3.4"3.4
tau

"3.3

"3.3"3.3
"3.3

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2
"3.1

"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1"3.1

"3.1

"3.1

"3.0

"3.0

"3.0
"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0 "3.0

"3.0

"2.9"2.9
"2.9

"2.9
"2.9"2.9

"2.9"2.9
"2.9

"2.9
"2.8

"2.8

"2.8

"2.8"2.8
"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.7

"2.7

"2.7
"2.7

"2.7

"2.7
"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.6

"2.6

asp

"2.6

"2.6

"2.6"2.6

"2.6

"2.6

"2.6

"2.5

"2.5

"2.5
"2.5"2.5"2.5

"2.5

"2.5"2.5

"2.5
"2.4

"2.4

"2.4

"2.4"2.4"2.4"2.4"2.4

"2.4

"2.4

"2.3

"2.3"2.3 "2.3
"2.3

"2.3"2.3
"2.3

"2.3

"2.3
"2.2"2.2

"2.2

"2.2

"2.2

"2.2

"2.2

"2.2

"2.2
"2.2

"2.1

"2.1
"2.1

"2.1

"2.1"2.1

"2.1"2.1

"2.1

"2.1
"2.0

"2.0

"2.0

"2.0glx

"2.0

"2.0

"2.0

naa"2.0

"1.9

"1.9

"1.9

"1.9

"1.9"1.9

"1.9

ace

"1.9

"1.9
"1.8 "1.8gabgaba"1.8

"1.8

"1.8"1.8
"1.8

"1.8
"1.7

"1.7
"1.7

"1.7

"1.7

"1.7"1.7"1.7"1.7

"1.7

"1.6

"1.6
"1.6"1.6

"1.6

"1.6

"1.6

"1.6
"1.6"1.6

"1.5
"1.5"1.5

"1.5"1.5"1.5

"1.5

"1.5

"1.5

"1.5

"1.4

"1.4ala
"1.4

"1.4 "1.4

"1.4"1.4"1.4"1.4
"1.3

"1.3

"1.3
"1.3

"1.3

"1.3
"1.3"1.3

LAC

VALVAL""1.0

"1.0

"1.0

"1.0

"0.9
"0.9

"0.9
"0.9

"0.9"0.9
"0.9

"0.9"0.9
"0.9"0.8
"0.8"0.8"0.8"0.8
"0.8"0.8
"0.8

"0.8"0.8
"0.7

"0.7"0.7"0.7"0.7
"0.7

"0.7

"0.7
"0.7
"0.7

"0.6
"0.6

"0.6

"0.6

$M13

$M13

�

-10

0

10

20

-10 -5 0 5 10

Class 2
Class 3

-0,2

-0,1

-0,0

0,1

-0,1 0,0 0,1

X
Y

"4.5"4.5"4.5

"4.5
"4.5

"4.4"4.4
"4.4

"4.4"4.4"4.4"4.4
"4.4

"4.4

"4.4"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3
"4.3

"4.3

"4.3

"4.2
"4.2"4.2

"4.2"4.2
"4.2

"4.2

"4.2
"4.2

"4.2
"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.0"4.0
"4.0

"4.0"4.0"4.0"4.0

"4.0
"4.0

"4.0

"3.9"3.9

"3.9

"3.9
pcre

"3.9
"3.9

"3.9

"3.9

"3.9
"3.8

"3.8"3.8
"3.8

"3.8

"3.8
"3.8

"3.8"3.8
"3.8

"3.7
"3.7"3.7

"3.7

"3.7

"3.7

"3.6
"3.6 "3.6

"3.6
"3.5

"3.5
"3.5

"3.5
"3.5 "3.5 "3.5

mi

"3.4
"3.4 tau

"3.3

"3.3"3.3

"3.3

"3.2
"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0
"2.9"2.9 "2.9

"2.9"2.9"2.9"2.9"2.9

"2.9

"2.9"2.8"2.8
"2.8
"2.8"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.7
"2.7

"2.7"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.6

"2.6
asp

"2.6

"2.6

"2.6
"2.6

"2.6"2.6

"2.6

"2.5
"2.5

"2.5

"2.5
"2.5"2.5"2.5

"2.5 "2.5
"2.5"2.4

"2.4
"2.4

"2.4

"2.4"2.4
"2.4"2.4

"2.4

"2.4

"2.3"2.3

"2.3
"2.3"2.3

"2.3
"2.3

"2.3

"2.3"2.3
"2.2"2.2

"2.2

"2.2"2.2

"2.2

"2.2
"2.2

"2.2

"2.2 "2.1

"2.1"2.1

"2.1"2.1

"2.1
"2.1
"2.1

"2.1

"2.1"2.0
"2.0

"2.0
"2.0

glx

"2.0
"2.0

"2.0

naa
"2.0

"1.9

"1.9"1.9
"1.9

"1.9
"1.9"1.9

ace

"1.9

"1.9
"1.8
"1.8

gabgaba
"1.8

"1.8

"1.8
"1.8

"1.8

"1.8"1.7
"1.7"1.7"1.7

"1.7

"1.7
"1.7

"1.7

"1.7

"1.7"1.6

"1.6
"1.6"1.6

"1.6

"1.6

"1.6

"1.6
"1.6

"1.6
"1.5"1.5

"1.5

"1.5"1.5"1.5
"1.5"1.5

"1.5

"1.5

"1.4

"1.4
ala"1.4

"1.4

"1.4
"1.4

"1.4"1.4
"1.4

"1.3
"1.3

"1.3"1.3 "1.3

"1.3

"1.3
"1.3

LAC

VAL
VAL""1.0

"1.0
"1.0"1.0"0.9

"0.9

"0.9

"0.9"0.9"0.9
"0.9

"0.9

"0.9"0.9

"0.8
"0.8

"0.8"0.8"0.8

"0.8

"0.8"0.8

"0.8"0.8
"0.7"0.7"0.7"0.7

"0.7"0.7"0.7"0.7
"0.7

"0.7
"0.6

"0.6
"0.6

"0.6

$M12

$M12

�

-20

0

20

-10 -5 0 5 10

Class 2
Class 5

-0,1

0,0

0,1

-0,1 0,0 0,1

X
Y

"4.5"4.5

"4.5

"4.5

"4.5

"4.4"4.4
"4.4"4.4"4.4

"4.4
"4.4"4.4

"4.4
"4.4

"4.3
"4.3"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3"4.3"4.3

"4.2"4.2
"4.2"4.2

"4.2

"4.2"4.2

"4.2

"4.2"4.2
"4.1

"4.1
"4.1

"4.1
"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.0
"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0
"4.0

"4.0

"4.0

"3.9

"3.9

"3.9

"3.9

pcre

"3.9

"3.9
"3.9
"3.9

"3.9

"3.8

"3.8

"3.8

"3.8 "3.8

"3.8

"3.8"3.8
"3.8

"3.8
"3.7

"3.7"3.7

"3.7"3.7
"3.7

"3.6

"3.6"3.6
"3.6

"3.5"3.5 "3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

mi

"3.4

"3.4

tau

"3.3

"3.3
"3.3

"3.3

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2"3.2

"3.2

"3.2"3.2

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0"2.9"2.9

"2.9
"2.9

"2.9
"2.9

"2.9

"2.9
"2.9
"2.9

"2.8"2.8
"2.8"2.8"2.8

"2.8

"2.8
"2.8

"2.8

"2.8 "2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.6

"2.6

asp
"2.6

"2.6

"2.6
"2.6

"2.6
"2.6

"2.6

"2.5

"2.5

"2.5
"2.5

"2.5 "2.5

"2.5

"2.5

"2.5

"2.5

"2.4

"2.4

"2.4

"2.4

"2.4
"2.4

"2.4
"2.4 "2.4

"2.4

"2.3

"2.3

"2.3

"2.3

"2.3
"2.3"2.3

"2.3

"2.3 "2.3
"2.2

"2.2"2.2
"2.2

"2.2"2.2
"2.2"2.2"2.2

"2.2

"2.1"2.1"2.1

"2.1
"2.1

"2.1"2.1
"2.1

"2.1

"2.1"2.0
"2.0 "2.0"2.0

glx "2.0

"2.0
"2.0

naa"2.0

"1.9"1.9"1.9"1.9"1.9

"1.9

"1.9

ace

"1.9

"1.9
"1.8"1.8

gabgaba
"1.8

"1.8"1.8"1.8

"1.8

"1.8
"1.7

"1.7
"1.7

"1.7"1.7

"1.7
"1.7

"1.7

"1.7

"1.7

"1.6

"1.6"1.6
"1.6"1.6

"1.6

"1.6

"1.6

"1.6
"1.6

"1.5
"1.5

"1.5

"1.5
"1.5

"1.5
"1.5

"1.5
"1.5

"1.5
"1.4

"1.4ala
"1.4

"1.4

"1.4

"1.4

"1.4
"1.4

"1.4"1.3"1.3"1.3

"1.3

"1.3
"1.3

"1.3"1.3 LAC

VAL

VAL"

"1.0"1.0

"1.0"1.0

"0.9

"0.9

"0.9

"0.9
"0.9

"0.9
"0.9

"0.9

"0.9"0.9"0.8
"0.8

"0.8
"0.8

"0.8

"0.8

"0.8
"0.8

"0.8
"0.8

"0.7

"0.7

"0.7"0.7
"0.7"0.7"0.7

"0.7"0.7"0.7"0.6"0.6
"0.6

"0.6

$M14

$M14

�

B�!,����4.����
�*������	������
���������6��7�����(�"���8�	
����������	�������	���������������-L&G�8�J&M�		6.�

�������	�����������
�������������	
��������	���	��$���
�
�3�����	
������
@
'�'��������%���������������������

������
���� 
�
�3������ ������ ���� ��,� 	��6�7���� ��6	��
����� ���� 6��7���� ����� ��	����������� �� ���������

��	������
���������
���	
�������������
��
�����0�����*
�������6��7����������������,�	��6�7������6	��
������

+*
$��	�������	������������
��
��������������	�������
�$����(�����,�	����������������$���������
�3��������

����*
����������	���-(�"�
+�����(�"	���.���

' ��5+����� +5�4�0�

��2)��(�� +5�4�0�

��2)��(�� ' ��5+�����

)2����

����' ��5+��� O���
' ��5+�����



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AJ�

�

�

)���C��� P9� P&� -P� $"����������������;��������

Og��6�
��%�

6
,�66�-�������

��6	��
����.�

+����,���6	��
�����

*�		��
6	��
L&FGM� L&MAG� L&JIG�

+����,���6	��
���)�&�)��&���	&�����

'�		��
6	���4
&�6 ���

L&GMK�-J.�

'�		��
6	�����

�63��
���
L&FFA� L&MLA� L&JAM�

'�		��
6	�����+*��)�+'�&�)��&�4
&�

��	&��+��
�&�����

�63��
�����)�&�)�1��

L&GA@�-A.�

�63��
�����������,� L�AIM� L�GG� L�JGJ�

+����,�����	&����&�)�&�)�1��

�63��
�����6 ��&����&�+��
��

L&JGJ�-F.�

'�		��
6	������3���

	
�
*�		��
6	�$��
L&AJF� L&J@G� L&@GN�

'�		��
6	����4
&��+*��)�+*�&�

)��*
&�6 ��&�)�1��

�
�
*�		��
6	������	&�)�&�)��&�����

L&@GN�-F.�

������,� �6.� �����
��� ��
�����$��� ���� 6��7���� �(�"��� ���%����
��� 8� �*
$�� %���� ��,� �3	��� ��� ���������

������
�������������������6��������	
��������	���	��$����������(����
������g0&��g2����Og���������������������

%�
������� �� 6��7��� ��6	���� ������ L� ��� @� ��	���������� ���	������6���� ��� 	������
��� ��� �
��
���� 0� -����

6��
�������.��,	��$��	
�����6��7��&����	������
�������
��
����2�-���	������
��.��,	��$��	
�����6��7������

�������������
���
�������������	������
�������
��
����0��������	
��������,�	��6�7������6	��
�������6��7����

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AG�

�

A�A�F�F���
�3����������*�		��
6	�$��

�

�

-10

0

10

-10 0 10

Class 1
Class 2

�

�����������

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

R2
Q2

-0,2

-0,1

-0,0

0,1

-0,15 -0,10 -0,05 -0,00 0,05 0,10

X
Y

"4.5
"4.5

"4.5

"4.5

"4.5"4.4
"4.4"4.4 "4.4"4.4"4.4"4.4

"4.4

"4.4

"4.4
"4.3
"4.3"4.3

"4.3

"4.3

"4.3
"4.3

"4.3
"4.3"4.3

"4.2

"4.2
"4.2

"4.2

"4.2"4.2"4.2
"4.2

"4.2
"4.2 "4.1

"4.1

"4.1
"4.1 "4.1

"4.1
"4.1

"4.1"4.1

"4.1

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0
"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"3.9
"3.9"3.9

"3.9
"3.9

"3.9"3.9

"3.9 "3.9

"3.9

"3.8"3.8

"3.8
"3.8

"3.8
"3.8

"3.8"3.8

"3.8

"3.8
"3.7"3.7

"3.7"3.7"3.7"3.7
"3.6

"3.6

"3.6

"3.6

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5

"3.4"3.4

"3.4

"3.3 "3.3

"3.3
"3.3

"3.2

"3.2

"3.2"3.2
"3.2

"3.2"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1
"3.1

"3.1
"3.0 "3.0

"3.0
"3.0 "3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"2.9
"2.9

"2.9 "2.9
"2.9

"2.9

"2.9"2.9"2.9
"2.9

"2.8
"2.8

"2.8
"2.8

"2.8
"2.8

"2.8
"2.8

"2.8

"2.8

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.6
"2.6

"2.6

"2.6

"2.6

"2.6
"2.6

"2.6
"2.6 "2.6 "2.5

"2.5
"2.5

"2.5
"2.5

"2.5"2.5
"2.5

"2.5 "2.5
"2.4

"2.4

"2.4

"2.4 "2.4"2.4

"2.4"2.4

"2.4

"2.4 "2.3 "2.3

"2.3
"2.3"2.3"2.3

"2.3"2.3

"2.3"2.3

"2.2"2.2
"2.2"2.2

"2.2
"2.2"2.2

"2.2

"2.2

"2.2 "2.1 "2.1"2.1

"2.1
"2.1"2.1

"2.1
"2.1"2.1

"2.1"2.0"2.0"2.0
"2.0

"2.0

"2.0

"2.0

"2.0

"2.0

"2.0
"1.9

"1.9
"1.9"1.9

"1.9

"1.9

"1.9

"1.9

"1.9
"1.9"1.8"1.8

"1.8
"1.8
"1.8

"1.8
"1.8

"1.8"1.8 "1.8

"1.7
"1.7"1.7

"1.7
"1.7

"1.7"1.7

"1.7
"1.7

"1.7
"1.6

"1.6

"1.6

"1.6"1.6"1.6
"1.6"1.6

"1.6
"1.6

"1.5

"1.5"1.5
"1.5 "1.5

"1.5

"1.5 "1.5
"1.5

"1.5

"1.4

"1.4

"1.4"1.4

"1.4

"1.4

"1.4
"1.4"1.4"1.4"1.3"1.3

"1.3

"1.3

"1.3
"1.3

"1.3

"1.3

"1.3

"1.0

"1.0

"1.0
"1.0

"1.0"1.0

$M2.

$M2.

�

�

�

-20

-10

0

10

-20 -10 0 10

Class 1
Class 2

�

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

R2
Q2

������

-0,1

0,0

0,1

-0,10 -0,05 -0,00 0,05 0,10

X
Y

"4.5
"4.5

"4.5"4.5

"4.5
"4.4"4.4"4.4"4.4"4.4

"4.4"4.4"4.4

"4.4

"4.4

"4.3
"4.3"4.3 "4.3

"4.3
"4.3

"4.3

"4.3"4.3

"4.3

"4.2

"4.2
"4.2

"4.2"4.2
"4.2"4.2

"4.2
"4.2

"4.2

"4.1

"4.1"4.1
"4.1 "4.1

"4.1

"4.1"4.1

"4.1

"4.1
"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"4.0
"4.0

"4.0

"4.0

"4.0

"3.9

"3.9"3.9
"3.9

"3.9

"3.9

"3.9

"3.9

"3.9"3.9

"3.8

"3.8
"3.8"3.8

"3.8

"3.8"3.8

"3.8

"3.8
"3.8

"3.7

"3.7

"3.7"3.7
"3.7

"3.7
"3.6

"3.6

"3.6

"3.6

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5"3.5

"3.5
"3.5"3.5

"3.4"3.4

"3.4

"3.3

"3.3

"3.3
"3.3

"3.2

"3.2
"3.2

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2
"3.2

"3.2

"3.2

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1"3.1

"3.1
"3.1

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0

"3.0"3.0

"3.0

"3.0
"3.0

"3.0

"2.9
"2.9

"2.9

"2.9"2.9
"2.9

"2.9"2.9"2.9"2.9
"2.8

"2.8

"2.8"2.8

"2.8"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.8

"2.7"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7
"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.6
"2.6

"2.6
"2.6

"2.6

"2.6"2.6
"2.6

"2.6

"2.6

"2.5
"2.5

"2.5
"2.5"2.5

"2.5

"2.5"2.5"2.5

"2.5
"2.4

"2.4

"2.4

"2.4
"2.4"2.4

"2.4
"2.4

"2.4

"2.4

"2.3

"2.3
"2.3

"2.3

"2.3
"2.3

"2.3
"2.3

"2.3
"2.3

"2.2"2.2

"2.2

"2.2

"2.2

"2.2"2.2

"2.2
"2.2

"2.2
"2.1

"2.1
"2.1

"2.1

"2.1"2.1"2.1
"2.1"2.1"2.1"2.0"2.0

"2.0
"2.0

"2.0
"2.0

"2.0

"2.0

"2.0

"2.0
"1.9"1.9

"1.9
"1.9

"1.9

"1.9

"1.9
"1.9

"1.9

"1.9
"1.8

"1.8

"1.8

"1.8

"1.8"1.8"1.8
"1.8

"1.8
"1.8

"1.7 "1.7"1.7

"1.7

"1.7

"1.7
"1.7
"1.7
"1.7

"1.7

"1.6

"1.6"1.6
"1.6

"1.6

"1.6"1.6
"1.6
"1.6

"1.6
"1.5

"1.5"1.5"1.5
"1.5"1.5

"1.5

"1.5
"1.5

"1.5"1.4

"1.4"1.4
"1.4 "1.4

"1.4

"1.4

"1.4
"1.4"1.4

"1.3
"1.3

"1.3 "1.3"1.3

"1.3

"1.3

"1.3

"1.3

"1.0
"1.0

"1.0

"1.0

"1.0
"1.0

$M5.

$M5.

�

�

)���
'���
)�#�

*)%)�

��,�

)���

;	���
2+��

��##���;#��
��������"�����

��##���;#��
��������"�����

P9�M��G�8����P&�M��G68����-P�M��G55��

��##���;#�������
���"�����N��
��

��##���;#��
��������"�����

)���
��,�

*)%)�

)�#��
)���

;	���
2+��

P9�M��G�55���P&�M��G6�����-P�M��G4���

)�

%



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AM�

�

�

-��

�

��

-�� � ��

Class �
Class �

-��

-��

�

��

��

-�� � ��

Class �
Class �

'�		��
6	��

�
�����������

'�		��
6	��

��4

R²X=0,324 R²Y=0,534 Q²=0,096 R²X=0,448 R²Y=0,781 Q²=0,465
�

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

R2
Q2

��

-0,2

-0,1

-0,0

0,1

0,2

-0,15 -0,10 -0,05 -0,00 0,05 0,10

X
Y

"4.5
"4.5

"4.5

"4.5"4.5
"4.4"4.4

"4.4
"4.4"4.4"4.4"4.4"4.4

"4.4

"4.4
"4.3

"4.3

"4.3

"4.3

"4.3"4.3

"4.3 "4.3
"4.3

"4.3
"4.2"4.2

"4.2"4.2"4.2

"4.2
"4.2

"4.2"4.2"4.2"4.1"4.1

"4.1"4.1
"4.1

"4.1
"4.1

"4.1

"4.1

"4.1

"4.0

"4.0

"4.0
"4.0 "4.0

"4.0

"4.0

"4.0"4.0
"4.0

"3.9

"3.9

"3.9

"3.9

pcre

"3.9

"3.9 "3.9"3.9
"3.9"3.8

"3.8"3.8

"3.8

"3.8
"3.8"3.8

"3.8"3.8

"3.8

"3.7
"3.7"3.7

"3.7

"3.7

"3.7

"3.6
"3.6 "3.6

"3.6

"3.5

"3.5

"3.5

"3.5"3.5
"3.5

"3.5

mi

"3.4
"3.4

tau

"3.3

"3.3

"3.3

"3.3

"3.2

"3.2

"3.2

"3.2
"3.2

"3.2

"3.2 "3.2

"3.2
"3.2 "3.1

"3.1"3.1

"3.1

"3.1
"3.1

"3.1

"3.1

"3.1

"3.1
"3.0

"3.0

"3.0

"3.0
"3.0"3.0

"3.0
"3.0
"3.0

"3.0

"2.9
"2.9

"2.9

"2.9
"2.9

"2.9

"2.9
"2.9"2.9

"2.9

"2.8

"2.8

"2.8
"2.8

"2.8

"2.8

"2.8
"2.8

"2.8
"2.8"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7

"2.7"2.7

"2.7"2.7

"2.6

"2.6

asp "2.6

"2.6

"2.6
"2.6

"2.6

"2.6

"2.6

"2.5

"2.5

"2.5

"2.5

"2.5
"2.5

"2.5

"2.5

"2.5

"2.5"2.4

"2.4

"2.4

"2.4

"2.4"2.4

"2.4
"2.4

"2.4

"2.4

"2.3

"2.3
"2.3

"2.3"2.3

"2.3

"2.3

"2.3

"2.3
"2.3

"2.2"2.2

"2.2

"2.2"2.2

"2.2"2.2
"2.2

"2.2"2.2

"2.1

"2.1

"2.1

"2.1

"2.1

"2.1"2.1"2.1 "2.1

"2.1

"2.0

"2.0

"2.0
"2.0

glx

"2.0

"2.0

"2.0

naa

"2.0 "1.9

"1.9
"1.9

"1.9

"1.9"1.9"1.9

ace

"1.9

"1.9 "1.8"1.8

gab

gaba

"1.8"1.8

"1.8"1.8

"1.8
"1.8

"1.7

"1.7

"1.7"1.7

"1.7

"1.7
"1.7

"1.7
"1.7

"1.7

"1.6

"1.6

"1.6
"1.6

"1.6

"1.6

"1.6

"1.6

"1.6

"1.6
"1.5

"1.5

"1.5
"1.5"1.5
"1.5

"1.5
"1.5

"1.5

"1.5

"1.4 "1.4

ala
"1.4

"1.4

"1.4

"1.4

"1.4

"1.4"1.4
"1.3

"1.3"1.3
"1.3

"1.3

"1.3

"1.3
"1.3

LAC

VAL
VAL""1.0"1.0"1.0

"1.0

"0.9

"0.9
"0.9

"0.9

"0.9

"0.9

"0.9"0.9"0.9"0.9"0.8"0.8"0.8

"0.8

"0.8
"0.8

"0.8
"0.8"0.8

"0.8
"0.7

"0.7

"0.7
"0.7"0.7"0.7"0.7

"0.7

"0.7
"0.7

"0.6

"0.6
"0.6

"0.6

$M21

$M21

�

B�!,����5.���	�����
���������6��7�����(�"���8�	
����������	�������	���������������-L&G�8�J&M�		6.��������	�����

��*�		��
6	��� ������ ��� 	
������� �	���	��$��� 
�
�3����� 	
�� ����
@
'� '����� ��� %�������� ��� �����

�
�
��������$��� *��������$����� *�		��
6	�� �
��� ��������&� *�		��
6	�� 
���� ��������� ��� *�		��
6	�� �
���

��������� ���� ��� 	
������� 
�������� ��� �6��� �3��6����	�
��$�� �����	��*���
��� -4��.� �,��
6���
���� ����

�*
$�� 6��7����� ��	������
����� ���� ��,� 	��6�7���� ��6	��
����� ������ ��� ��	������
����� ��� �3	�� >���
�����

	����?&�
���6	
������������	������
�������� �
��
���
���������*
$��6��7�����������,�����������������������

�����8��
�	��6�
�����������*
���������������������
���%��
�����-KKK�	��6�
�����.�����������	������
���������
�

��	
�
������� ���� �
��
����� 0� �*
$�� 	����� ��	�������� ��� �
��
���� ����� ���� �	������� 
�$��&� ���� ��,� 	������

����������$���������
�3������������*
����������	���->���
�����	����?�����
��8�������.������'�		��
6	���
���

��������� ���*�		��
6	��
���� ���������� 1���'�		��
6	��� �
��� ���������P���4����*�		��
6	��
���� ���������� +���

'�		��
6	���
�����������������4���

�

�

5�� �����
��� $�� ��
�
�3��� �(�"��� ���� ��� 6����� ��� ��	
���� ���� 	��%���� 6��
����$��� ����

*�		��
6	��� ���������� ���� *�		��
6	��� ���� ����������� +����� ������������ 	����� ��� I� 6��
��������

-%�����AG&��
���
�@N.��5���������������$��������
6
�������
����
6���������6������	
������������

8�����������������,����	����(��)�1��������63������������6������=����������6��
�������	������6����

	��� ���� *�		��
6	��� �
��� ��������� ��� 
���� ���������� (�
9��� ���� ��*
��������� ��*�		��
6	��� ����

���������� ����� ��� 	
������� 
�������� ��� �6��� �3��6��3�	�
��$�� �����	��*���
��� -4��.�

�,��
6���
��� ����
`��� ��� ���7��� ��6������� �� ������ ��� ������6��
����� 6
��� ��� 6���%��� 	
��

���������������6��
��������������6��
�����+�������
������ �
		������� %
�����������
����� %
�����������

���%%����%�>�*�		��
6	���
������������?��4���%���� �
���6	
�
���������������	��%���6��
����$������

*�		��
6	��� �
��� ��������� ���� 	
������� ��� 	������
��� 
���� 
��6
���� �,��
6���
��� ���  ��� 
,�

*�		��
6	����
����������������	
�������
�����������4����,��
6���
������7���������%%���������������

+�

*���
)�#�

))�

*)%)�
)���
����
+��



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AN�

�

6����� �������� 6
��� ���
����6���� �
���%
��
������ (
� %����� �� �
�� ��� �
� %����� AG&� �
		����� ��,�

6��7��������������	�����������6	
�
������5�������
���$�
	�7�����	��6�7���
�
�3������������
���

��6������ ���� �
���%
��
���� 
���� ��� �
���� Og� |� L&@�� (
� ��	������
����� ��
	*�$�� ���� ��%%�������

��*
��������� 6������ ����%���� ��
���6���� ��� 6
�
���� ��
���%��
����� ��� ��,� ��*
��������&� 	��B��

��������� ����� ��� ���	�� *�		��
6	�� �
��� ��������� 
����� $����� ����� ���$����� 4���� ���� ��������


�
�3��� �%%������ �
��� ���� ��,� ��*
��������� 
������ 8� ��� ������������ �
���%
��
���� ���� 	��%����

6��
����$���������,����	���-Og�c�L&JMG.��(
�$������������6
�
���������	���
���������6
������

���� 
��6
����� 6��	*�����$��� ���������� ��� 	���� 
� 6=6�� ������ $�� ������ ��� ��
�
�3���

����	
�*�����$��� 5�� ��6
�$�� $�� 	��� ������ �������� 
�
�3��� ��
����� 6��
�������� ��6������

���������� ���� ��,� ���	��� 	
�� �
		���� 8� ��
�
�3���	������������ �
� ���
6���&� ��
�	
��
������ ��� �"


���3���	
��
������%
���������	��4���R����)�1�&���
�����
��&�����
��
�������
����
��������%
������

���	�� �
��� ���������� +�� �����
�� ����� $�� ��%%������ 8� �����	������ ���� ��	���
��� �����	���
���� 8� �
�

��6	��*����������������������	
�� �
		����8� �
� ������
�����,���
�����
��� �
�6������Q� �
�	�	
���

������������� ��������� ���	��� �������6��
���� ������,����	����
��� ���� 
�
�3��� ��
�����$���

��%��� ��� �������� $�� ���� 	��%���� 6��
����$��� ���� *�		��
6	��� 
���� ��������� ��6	
���� 
,�

*�		��
6	���4��������6������	
��=�����������
�����	
��������
�
�3�����
�����$���

�

A�A�F�A����
�3����������,���6	��
��

�(
�%�����AM����6����
�
�3���6����
������(�"�����
������������
����
�����$��8��
���6��������
�

�
������� -Og� c� L&JFK.� ��� �������� ��� ����
���� 8� ���������� ���� �����,� ��6	��
,� ��� %�������� ���

��*���������������*�		��
6	��-
��������
�����������.�����	��� ����6����$�����6��7���6�������
����

��,� ���	��� ����� ���������� 
� ����� �� ���	�� �����,� ��6	��
�� �
��� ���������� ���� ��
�����

6
�*�����6���� 	
�� 	� ������%���� ��� %
����� 	��
��� ������� ��6	��� ��� ������ ������������ -a��&�

%��$���������������&����
����������6	���"������
�
��6�	
�*�����$��.����
�6����� �
�������������

�����,� ��6	��
�� 
���� ��������� ��� ��*�		��
6	�� ��� �����,� ��6	��
�� �
��� ��������� ��� ��*�		��
6	��

���7��� $�� ��� )�1�� 
		
�
`�� ������6��
��� ��� %
���� �� 	��6���� ���	��� (
� ���
6���&� �
�

	*��	*��*�����&� �
� ��3����	*��	*��*�����&� ��
�	
��
��&� ��� ���*
����� ��� �
� �*������ ��6������

�
�
��
���
��������
������,���6	��
���
�����������������*�		��
6	���



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AI�

�

�

B�!,��� �6.� �� �
�*���� ��	������
����� ���� 6��7���� �(�"��� 8� 	
����� ���� �	������� �������� -L&G� 8� J&M� 		6.� ����

���	����� ��� �����,� ��6	��
�� ��� 	
������� �	���	��$��� 
�
�3����� 	
�� ����
@
'� '����� ��� %�������� �� ��
���

*��������$����� ��*�		��
6	��-
��������
�����������.���������������	������
�������� �
���	
�������������
��
�����0�

����*
�������6��7����������������,�	��6�7������6	��
������+*
$��	�������	������������
��
�������������

�	�������
�$����(�����,�	����������������$���������
�3������������*
����������	����(���
���
����6������

�
�
��������$�����
�����$�����6��7����������6��
��������������6��
�����

�

�.4�����,������

�����
		����������� ����	��6�7����
�
�3����6����
������
		��$����8����������6��
����6�����

�������	���	���7����*6
����	
���	��������	�������@'�'������(��	��6���������
��6
9������������

�����������������%��
����������,��6	��������6��
����6�$��������������������*�		��
6	�����������

��� *�		��
6	�� ���� ���������� �
�6�� ���� 6��
�������� ������6��
���� ������%���&� ��� 63���������� ��� �
�

	*��	*����
�����
		
�
���
��������%
���������*�		��
6	������������
�����$���
��
����&���
�
����&����

)�1�&��
��
����&���
���
��������
�	
��
���
		
�
����������%
���������*�		��
6	����������������(����

���������
�
�3���$
����
�������,�8���,�������������
���������6��
������������*
����������	��&�

����� ���)�1�&� �
��
����&� ��
���
��&� �
��
�������� ��
�
�������6��
�������
�����$�6���������%��
��%���(��

�������6���� 	
������ ��� ���� �����
��� �������� �
� ��%%������� ��� 6��*��������� ��
�����$�� �6	��3����

(�
		���*�� ��
�����$�� ��� ��6	
�
����� ���� 6�3������ 
3
��� 	��� ��6
��*�� ��������� �*
��� ����

6��
����������8���
�����$����
�
�3����(�"�����������6	������������6���������
��
�����
���������8�

������6������������
,�6������� ��%
��������$���
����
�������������������	��������	���	�������8�

���9��������������
		3����$��������
�
�3������6�3��������������������
�����-����������������

��� ������ ��� 	
������� 
�������� ���(4.�� �� ������ ���,�6	��� �
� ��������
����� ��� 63���������� �
���

��*�		��
6	�����������
������
		���������6
��7����������
�����[���6
������
���-@KKI.������
		�����

�������� ��������$��������,��3����������������
�����6�����*�!�����	
�������
�����������(4�
�������

�
��� ���������� �������� ��� 
��� -@KKA.� �
		����� $�� ��� 63���������� ���� 
�6����� 
� ����� �� �����,�



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@AK�

�

������
�� ���� 	
������� 
�������� ���(4� ����	���
66���� ��� ��*���������� ��� ��*�		��
6	��� �
��3� ��� 
���

-@KKK.���������������������
		�������
����6���%��
������
��� �����
��������������� ��*�		��
6	��

6
���������%%����%�����������-|@L.���
����
�6������Q�����
������������������6��
���������66��

������6��
��� 
� ����� ���� �����,� ��6	��
,� ��� 	
������� 
3
��� ��� ��������� ��� ��*�		��
6	�� ��� ���

��*�		��
6	�� ��������� ��"6=6�&� $���� ���� �3��*������ 	
�� ���� 
�����3���&� $�� ���� 
��6
�����

*��������$��� ��� �������	*3�������$��� ��� ��� �3	�� �����
���� ���� ���� �
		������� ���� ����6���� 
�

����������*�		��
6	��6
�����
��6�����
�������
�����������
�������	
��������	���	��$���-	��������

�����*t�������
��&�FL@F�R�[��*������������
��&�FLLI.&� ������6�������������������	�
���������%
����

�����
��6
����6��
����$����������
���������%%�������+*�!���
��6
�����
������
		�����$������������

:5� 	��� ��� �7��� �� ��
��	������ �� 63���������� 	�������� ��� *3	�������������� 8� �
� 	����
�	����

������
���8�������
������6
���	���	��$����
	������
�����
���6����	��
�
����	
��������*�6�-1��6
C���

��� 
1�����C3&� FLLN.�� �
		������ $�� �
��� ������ ����� �� 6��7��� ���(4� ��"	���&� ��� 63����������


		
�
���
��� ��66�� ������6��
��� �
��� ���� �����,� �����*��
�� ��� ������
,�� �
��� �
� 6����� �Q� ���

63���������� ������� ��� �
� %
6����� ���� ��������� 	3��	*��	*
���� �6	��$��� �
��� ��� ��6���,�

6��
���6��� �����
����� ��� 	��� 	
������7��6���� �
��� �
� ����
����� ��� �
� 	��������� ���4�&� ����

��66�� �
� 	*��	*����
����� -������6��
���� ��� %
���� ��� ��*�		��
6	�� ��������.&� �� 
�����

����6��
����$������
�	
�*��������	���	��$��������	����������

��� 
���� �����
�� �6	���
��� ���� ��
������� ��� ��%%������� �����%��
����� ��� ��������
����� ��� �"


���3�
�	
��
��� �
��� ���� *�		��
6	��� 
���� ��� �
��� ���������� +�� 6��
������� ��� ��������� 	
�� 	
��


�������8�������6�����������,����	�����������������
�
�3����(�"����(�������
������������6�������

�������
�����������*�		��
6	�����	
��������	���	��$���
������
		������	����
�	��6�7���%����	
��

�
��)���������
���-@KNF.��+�������6�������
������
		�������
����
�6
9�����������������������������

����� $���� ����� �������� �
���� %����6���� ������ ������
����� ����$
��� ���
66���� $�� �
�

��������
����� ��� ���� 	������
��� ��� %������ �
��
������ ������������������ -������� ��� 
��&� FL@@�R� �%�

�
���
�M&��*
	�����@�	
�
��
	*��M�A�A.���
��
������&� ���
�����6������$��������������
�������������

�����	����6	���
������
����
�	
�����
��������������*�		��
6	��8��
�%�����*�!������9���������B�������

�*�!�����	
��������	���	��$���-��6���������
��&�FLLF�R�/��6
�*������
��&�FLLL.��������������
����6����

������������������������ ����$��$�������%�������������*�!� ����	
��������	���	��$���������	
�����

�
		����
��������	�����������
��������������%�����8��
����"�������+�A������*�		��
6	��-/���*
����

��� 
��&� FLLI.�� ���� ���� �
������ 6��*�������$��� ��� 	�
��$��� ���� ��
����� 	
�� ���� ��� 6�����

���%%������ ����6���������������� ��� �
� ������� *�		��
6	�$�� ���� 	
������� �	���	��$��� 	��������
���

��
�
��
��� ��� ��6���� ����*
�������� 
�
�3���� 	
�� ���� @'� '������ +��� ���6����� 	���
����� =���� 8�

������������6
�$����������%��
�������������������
����



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@JL�

�

+������
��� ��� )�1�&� ����6���
���� ��*������� �����
�� �
��� �
� 	
�*������� �	���	��$�&� ����

�����������
���6������������%��
������
�����*�		��
6	������������ ��
		
�
���
���	
��
���������66��

��6��
�������������6��
���������*�		��
6	����������������������������+�� �����
��
�
�����98���
���

��������	
���
��)���������
���-@KNF.��*�!�����	
��������	���	��$�����
���������������������������

�����%%� ��� 
��� -FLLF
.� %
��
��� 	
��� ����� 
������� ��� ��%%������� ������ *�		��
6	�� ��������� ���

*�		��
6	�����6
���������������������� ���������������������6��
������������������6����	���

���� �
������ ���*��$��� ��� ���������� �	����
��� -��� ����
�� 
������� 
� )�1�� ��
��� �� 6���	���.��

4���%���� ��6������ ��� 
��� -FLLK.� ����$���� $�� ��� �
		���� )�1��+�� ������ 	
�� �����%��
����6����

��%%������
�����������*�		��
6	����������������6	
�
����������9������6������+��6=6��6��
�������

������ 
����� ������6��
��� ��� %
���� �� �����,� ������
�� ��� 	
������� 
�������� ��� ��������� ���

��*�		��
6	���+��� �����
��� ���7�����������$�������)�1�����$��������*�		��
6	�� ������������

�����,�������
����

����������$�������� ��
�
��� ��6	������� ����
�����6������� ��6��
�����������������6������������

6��*�������$���4�����
���������	
��������	���	��$�����
���������������
���6����
����	���	��$��


� 6�6���� ��� ��������������� �*������
���� (�� �3	�� ��� ��
���6���� 	���
��� =���� 	���� ��� ��6	��� 	
��

������������������	����	���%�$������	
�����������%����
������6�������%%����%����������������	��,�

����� ���7��� 
�6���
����� ���%%����%� ��� ������ 
		���*�� 	���
��� =���� �����
���� �
��� ��� ���	��

���������� 4���%���� ������� ����� $�� ���� 	
������� ������ ��%%�
����� ���� ����� �	���	����

	*
�6
��������
���� ���� �$�������� 	
�� ��
���6���� 6����
6����,�� ��� �����$����� ����

����$��������6��
����$���	���������������8�����������������
�6
��%���
����������������	���	��$������

���
����� 	
�� ���������� ��
�6����� �� �6	
��� ��� ���� ��������
������ ���� ��%%������� 6��
�������� ���

������
��6����������	���=������
��������
������
���6��*�������$���6	���
����������6	�����������

���%%���������� ��6	
�
������ ������� ������ ������
,���*�		��
6	�$��� �
����� (�a��� �
��
��������

	
�������	�����
��6����=������%
��������%���
���	����������	���
�������������������������	��&�

��� ��6������� ����*��������$�� %
��� ��%
�� 8� ������ ������ (������ ��� ���,	�������� ��� 	���������

�����������66��	����������
����
�	
�*��������	���	��$��������$��������
��	������������
6
��&�

�����
�
,�����3	��
$
	��������:��J�@&�������!36������3��������
����������
���,3��$���-���
6����

�3��*��
��� ���
66���.&� ���� ��!36��� 6����*�����
���� ��� �
� �*
`��� ���	��
������ -
�����
���

���
66���.� ���������
����� 8� ��� 6�������� ��6	��*������� ��� ���� �����
���� (�����6���� ��� ����


�
�3�������������
���������6
��������������$������	
�����������������	����������%��&� ����%��6
�����

��������������3	
�������	
����������
����
�������������
		����6
9�����

��������,����G���,��������#�,�� ���#��;� ���<�������$
�����$)����"����� ���;"������;�����

����,�� "#���#��! ���� ���,�� ��� #�������� ��������� �/���� �,�� #�,�� ��� ���� "�����������.�
����� ����C���

;"������;�@,����#��;����/"�������,�����������������������##���;#�����"���"������##���;#������



=��"O0"$�"&�"�=�E�������)����������)�������*���
���$%&�
�
'�'$%!(������������)
��
���C������������

@J@�

�

���"���".�2��;������;"����������������;�������������,=�!��,#������;C�����������##���O���/������!��

������"� �,� #��;���� !��,#�� ��� ��� *)%)� �,� ������.� ��� *)%)� ��;���� #��� �����,��� ������;����� ����

�����=���;#���,=����������,=�!��,#��.������������� �����C#��� �����������7;"������@,�������"���

�,�� ��� ����� ���� ����"��� �/���;� ��� ���� #�������� �,� �C#�� <�"@,����� ���� ������G� �,�"�� ��� ���

;������G� ���"�"����� ��� ����,������� <"������� �/���� #��� #��;��� ��� ������!,��� ���� #��<����

;"������@,������������.�+�����������������"���������Q���� �"�����#�"�"��A� ��� �,;� ����������"���

��;#�";�������������C#�����,���������!�@,���,�!"�"��@,�.�

�

�



D��:�����������)�)�������
��
��������

@JF�

�

�

4.�����,������!"�"��������#���#��������

�

4�����
�������������
�
����������
�
���������6��*��������%�,
�������6��
�����6��������
������


		
�� ��66�� �� 	����� 6��*�������$�� �����
�� 	��� �
� ����� ��� ���� ��
�
,�� ������ 	���������

�,	���6���
���*�!���
��6
������
�	��6�������
����������6��*�������������������	�7�����	��
�������

*6
������(
��
�����������6��
���������������	
���
�������
���������
�
,�
�	�=������
����8���,�

����
,��4�����
�����
�6�6������	���7��6��������������������
,�-%�,
����� ��������8� ��
�������

6���������� 	������ ��� ������
����� �66���
��� �
��� ��
!���� ��$���.�� ���� ��%%�������� �����%��
������

�����
		
����	���@@�6��
���������������%%�������������������
��������6	���������������������$�

%�����
��
�����������	��������������������-���
66�����	�������
��
�������
�	*��	*����
����.��+���

������%��
��������������	��6������6��,�
��������������	���
���������
�
�3��������'�������
�������

��� ���� ������ ������
,� ���� 	
������� 
�������� ���(4�� �6������ �
� ���������� ����� *3	��*7���

	*3���	
�*�����$������
����(4�����
��
������6���%��
�����������������
��������6��
���������
������

	���
�=�����������(�������������
�
���������6���%��
������������������������
����������
�$���������

����� ����6����$������6���%��
����������*�6�$������������	���
�����
�$�������������	������������

��
�
,�����6������$��	����������������
����6�����������-��%�������8���*���.�����6���%��
������

�����������
���������6��
�������������6������� -A�6��
�����������@M.��4���%����	�������������

��
�$��������� 	��� ������� �
� 6��*���� ��� %�,
����� 	
�� 6���������� 	������ �%%��� ��� ��
������� ���

����
,�����������������@G�*����������
��� ��
����������6���%��
����������*�6�$���
���������

����*
��������� ����
�����8�����
�
��
���6��*�������$������	<�����
�6�6��������������������
�
,��

+��������������&����%��6�����	���	
�����
���������-�
���
����
���FL@F.&� 9���%���8��������������

6����������%��,������������������3���6
��$��8�������
��
�����	
��6����������	������	��������

���	���� 
�
�3���� 	
�� '����� ��� 	��� ���$������ ���� ������ ��
�$��������� �6	���
����� �����

������
�����-�3	�$�6�������$��$���*�������
�$��������F�&�
�$��������@A+�	
���,�6	��.���
������

������������		�6�����������	�����%�������
,����	�����������8���
�������+�������6
��*������������
�

�����%����������6���,�	
�
67�����
�
	����
,����	������� �
�	���
����-���[
��.&� �
�%��$�����-���

)'!.&� ���%%��
����� �� 6
�������� 	��� ���6������� ���� 6���������� -��� �������� ��� �
� �������.�� �
��


������&� ��� �,����� ���� ���	�����%�� 	��� ��� ��
���6���� ��� �6���� 	
�� 6���������� 	�������  �� ��
����

��
��
�����6���"���
����������
��� �
��*
���� -���������� ��
��������.����������	
�� ����6����������	���

���������
����������������������
�����,��+������	�����%���������98�����������������$���� �����
��������

���	������
�
�3���������6	
���&�	
������'����&�������*
����������������$���*6
��������������



D��:�����������)�)�������
��
��������

@JA�

�


��
�����	
��6����������	������8���,����	������������������������
��
�������������������
�����

�66���
����
�����
!������$������

�� 	��	��� ��� �
� �
�
������
����� 6��
����6�$�� ���� ������ ������
,� �
��� ��� 6��7��� ���*�6"

	����
�	��������	��6������������6�������7���$�����������
������������8�	
����������	�������@'����

@A+� ��� 	���������� 	
�� ��� ��%%�������� 6
9����� 	
�� �
		���� 
,� ��
�
,� ��
������ ��� ���� ��$����

-������ ��� 
��&� FLLG�R� �
��� 
�
�3��� 6����
����.�� +�� �����
�� ���� �6	���
����  �� ����$�� $�� �
� ����

'�����8�*
��������������������6��������%��������������������6	
�
����8��
�������$��������

��� ��
%%�
��*���
��� ���� ��
	��� ���,��
������ ���� 6��
��������� +�� ��
�
��� ���%��6�� ���� �����
���

��6��
����� �
		������ 	
�� ���
� ��� 
��� -FLLI.� ��� ���� ��6	
�
������ ���� '����� ��� ���� ��$����� �
��


������&�����
�
�3����6����
����������3	����(�"�������	��6�����������%��������	��%����6��
����$���

����������	���
�6�������,����������������
����
�������������	���	��$��8��
�������*�		��
6	��������

�����,������*��
�������������,����������������&���6���������%��
����6�����
���������	��(�"	���&�


���������������66����6��
�������������6��
�������������
���������$����������
����
���6�������

��� ���� �
��� ���� ��,� ��������� ���� ���� �
		������ 	
�� ������ ��� 
��� -FLLG.�� ������ ���� �����
���

���%��������
�	���������������
�
�3���6����
���������
�����,�6	���8�	��	��������
�	
��
�����������

�������=�������
�
�3���6����
������������6���������
�	
��
���
������
		������	
����������
���-FLLG.�

�
��� ��*�		��
6	�������
���(�"	���������������������� ���7�����6����������������%��
������
������

6=6�����	���+�	���
��� ��
�
�3����(�"��� ����$��$�� ��
�	
��
���������6��
�������������6��
���

����� ��� �
� ��6	
�
����� ��� ������ �������� ������ ���� ��,� ���	���� ������ �� %
��� ���� ��6����

��*
��������� ���
����6���� %
����� ��� ��� �
��
������ �������*
��������� �6	���
����&� ��� ��6���� $�� �
�

��6���
����������
�
�3�������3	�����������	����8����
�
�3�������3	��6����
�����	
�����	��8����

6�������� �
�
������
����� 6��
����$�� �� 6��7���� �������� 
����� �,�6	���� ��� ��� �3	�� ���� ����

��������� �
��� ���� ��
�
,� -
�	
��
��� �
��� ��� �����,&� ���
6���� �
��� ��*�		��
6	�&� )�1�� ���

63���������� �
��� ��� �����,� �����*��
�.�� ������ ��� ��6���� ��������
��� ��� 6������ 8� 	��%��� ��� �3	��

��
		���*�� 	��� ���� �,	��������� ��6	��6���
������ �������� 	������ 	������ =���� �,	�������� 	
��

�,�6	��� ��������� ��� 6��
����6�� ��� �*
���� ���� ��������� ������
���� 8� ���� ����������6�����

����
������
,� �� ������� ��
���� ���%%��� ����� �*��
	���$�� 
����	���	��$�� ��� ��� 6��
����6��

�������� 	
�� ���� '������ �
�� 
������� ��
���� ��� 6��
����6�� ��� �
��� ���*�6"	����
�	���� 8�

��%%��������a����������������������
�����6
��	��6����
�����
��6�������6����������6	��*����������

�
��3�
6�$��6��
����$����6��7������%�������������8��� ���	�������
�
�������6��
����6�����

��������� ������
���� 	������
��� ���� *3	������
,� 
� ����� ��� �
� 6���� ��� 	�
��� ��� �
� �����������

�	���	��$�� ���������
��� ��
��6���� 8� ��� 6�������� ��6	��*������� 6��
����$�� �� �������

��6	��������6�������	�
������������������������	���	��$����



D��:�����������)�)�������
��
��������

@JJ�

�

(
� ���%����
����� ���� �������� 6��
����6�$��� ������ �� 6��7��� ���*�6"	����
�	���� 8� �������

������ ���� ������ ������
,� ���� 	
������� 
�������� ���(4� ���� 	��� �����
��� 	��� ���� �
������

�����������6���� 6��*�������$���� �
��� ��� �
�� ��� ������ �,	�������� �*�!� ��
��6
�� ���� 
����� 	�

��6	
�����������6��������������������
,��
����8�����������������
,�����
���(�"	����
�����$��	���

��*�66������
����������������6���� ��6	
������� ���������	
������� �(4��������,� ��� �
��
������

����7���� *����	
�*�����$���� (��� 
�
�3���� ��
�����$��� ��6������ 6����� �������� �
��� ��
�
�3��� ����

������ ���� 	
������� ��6	
�
����6���� 
,� �����
��� ��������� �
��� ��� 6��7��� (�"	����� 4���%���� ����

�������� ������ ���� 	
������� 6�������� ���� �����
��� �6	���
����� (�� )�1�� ���� �� 6��
�������

�����%��
����6������6�������������6��
����
�����*�		��
6	������	
�������
�������������������&� ������

�������6=6����� �
� �
������ (��63���������� ���� 
�6����&� ��� ��
���� ����6��
�������������6��
������

%
���������*�		��
6	���������������
���������
���6	���
�������$�����)�1����6����=����
�6�����

���������6��
����
��� ��� �����,�����	
��������(4�
���������������6	
����
,�	
��������
��� ����������

+�	���
��� ���� *3	��*7���� �������"6��
����$��� ��� ����� 6�������� ��%��������� +�� �����
�� 	���

=�����,	��$�������%%��������6
��7�����(���6��7����$������
������������������$�6���� ��������

���� �������� �����$��� $
���
������ -����� ��� �
� 6
�
���&� %��$����� ���� ������&� 
���������� ���

����������.�������
�%�
�������������	
�����������
��
��������������	��������$���
���
���%��
������	�����

����
��
��������
�
�3���*����	
�*�����$�����������6
������6��	*�����$�������������������������7����

�		��6���
���������6	��������
,
������
�����*�		��
6	�&���
�
�����	����������
�6��	*���������

	���� ��6	��
�� -����� �������.&� ��6	�
��� �����
���� �
��� ��&� ������� ��� ��������� ��� 6
�$����

*��������$��������������������$��	�������=��������������
,�*3	��*7��������������

��%��� ����9�� ���� �������� ������ ��� �
� ��������� ���� �3��76��� ��� ��� ������� 8� ���� ��
�����$���

��6	��,����  �� ���
��� =���� ��������
��� ��� ���������� ���� 6��7���� 
�����
��� ���� ����7���� ���

	�����
������ 
,� ��%%�������� �������� ������ ���� 	
�������� ��� �%%��� ���� ��
����� 	� %��6��� ���

���	��� *�6��7���� ��� 	
������� ���� 	����� ��� ��� ��� ���� a��&� ��� �
� ����� ��� �
� 6
�
���&� ����

%��$������ ���� ���������������� �� ������ ��
�������� *�		��
6	�$��� +��� 	�����
������ 	���
�����

=���� �� 6�3��� ��� ��������� ������ *�������������� ������ ��� ��
�
��� ��� �*7��� 
� 
������ ��� 6
��7���

��
���
���������� �
� 	
�*������� �	���	��$�� ���� ��
����� ��� �
� ��������� ���� �3��76��� 8� ��
���� �����

6��*���������
������
�
�3��������������������$����+���"��������������������6����	�
���8�������
�

������	��%� ��6	��� ���� ��� ��
������� ��� �������� ��6	
�
����� 	��� ������ 	
�*������� �
��� �
�

������
����� (
� �
�����
����� ��� ��� ��
�
��� ��� ���6��� ��� ��6	��*������� 	*3���	
�*�����$�� ���

���	���	������6	��
���	*
�6
��������
��������
��������������6�������
�
�3������������	������
�����


�
	������ +�� �������� 	����� ������ ��� ����� ��� ��
���
����� ��� �������� ��
		���*�� ��
���
����������


		��$��� 8� �
� 6�������� �6	��
��� �
� 6������
����� ��� ���������� ��6	��6���
������� 6����
��&�

�*������
��&��
�
�3��$�������
�����$�����



�

@JG�

�

�

�

�

�

�

�B��
+���
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



�

@JM�

�

�B��
+���

�

�
��3&� #�R� ���%�����&� '�R� �
�&� 4�+�R� �����S
��&� ��R� 5��������
&� ��R� #�&� ��R� 
��� [*���&� (���� �������

6
������� �����
���� �	��������	3� �%� ��
��� ���	����� %��6� 	
������� S��*� ����
��
���� �	���	�3��

�	���	�3����&�AG-A.�F@@"N&�@KKK��

��
�S
�&� ��&� 
��� ����*
S&� ��;�� ������� ��� �	��������	3"������
���� 6
9��� ������
��6������� �%� �*��

��
����������3�
���	��������������
��
		���
��������#����6�#������
����&�AA-J.�GKG"MLF&�FL@F��

�������&���R�[����&���R�/��	�����&���R�
�����
��C&����+�6	��*�������
�
�3�����%���66����
��S����S��
�C�

�,��
���� �3� ��S� ���*�����3� 	�
�%��6�� ��6������ ��� �%� 6��
����6���&� *��*"	��%��6
���� ��$���

�*��6
����
	*3"�����"	*
��� �,��
�����"����
�� 6
������� �����
���� �	��������	3� 
��� *��*"

�����������
���
����
��������
��
3��#�+*��6
������&�@FMF�@AL"N&�FL@F��

�C�C
&� ��R� 1
�
����&� (�R� 
��� 4����S�����&� ��� +�������
����� ��
���6���� �3� ������� ���� ������ �*��

���4 +����*������
��+*�6&�N@-@A.�FGGJ"N&�@KKK��

��� ES����&� ��R� �����&� )�#�R� (�
�*&� #���R� 1�����&� ��#�R� ���������&� +�R� [
����&� ��)�R� 
��� �
�C�����&� #����

���	����� ��� ���� ���
�6���� ��� ��S�3� ��
������� �	���	�3�� 
� 	����� ���3� �%� -@.'� ���"� 
��� ��"

�
����6��
����6���
�
�3������	���	�3����&�II-F"A.�@IK"KG&�FL@L��

��*���&�)�;���,�������
63��
�
�
����
�
��%�����
����������2���
�����&�KIG�@IG"FLG&�FLLA��

���
�*C����*&� ��;�R� 2��6
!��"'
�C�&� ��R� /
�� �����&� ��R� ���*��C&� 1�R� ��*�
66&� #�R� 
��� 1�6�C�&�  ��

+����
�� 	
�*����3� �%� 
63��
�
� ������� ��� *6
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� ���
� ����	
�*��&�

@LM-F.�KK"@LM&�FLLA��

���
��!&� )�R� ���!"����
��&� #���R� �
�������&� #�R� ����
&� #�R� 1�����!&� ��R� 
��� ��
!"����&� #�� (��*�6�

	�������� ������� ������� 
�
����� ���
"
63����"������� �����������
������ ;�1�� (���&�

JGA-A.�FML"J�&�@KKK��

�����S���R���S�����������4*���
���S�����%�����
��6
������������
�����	����
��3�6�����
�����
�����

������������������*3��������NF�KGK&�@KGI��

��������&� #�;�R� '
���&� [���R� 
��� �����
�C&� (���� ��6������� �%� ���!���� 
��� ���
	��� ��� 	
������� S��*�

�	���	�3���	���	��
&�FL-M.�NFK"AN&�@KNK��

����
&� ;�R� +�����&� ;�R� �����6
��&� ;�R� ���
&� ;�R� /����6��&� #�)�R� #����")��6
�&� ��R� �����&� ��R�

������&� ��(�R� 
��� 5������&� ��� ����
�� 
���	*3� 
��� ����6�� 
%���� 
63��
��*�		��
6	����63� ���

��6	��
���������6��
������������&�JL-A.�JJM"GL&�@KKM��

���"[
���*�����&� ��R� �
�
�
�
&� ��R� +!��*&� 4�R� 
��� 1
6�
�����&� +�� 5���6�� 	���������� %��� �����
��

���
�6�����%���6	��
��������	���	�3�S��*�*�		��
6	
��������������	���	��
&�JK-I.�@ALI"@M&�FLLI��

��&� [���R� 1
��*����&� ��R� �����&� ����� 4S�"��6������
�� �	��������	3�� 
		���
����� ��� ����
�� 6
�������

�����
����#��+*�6���*3���MJ&�@N&�@KNM��

�����&����)�1�"6���
�����3��*������	������
���
��� ���!��������
�������	���	��
&�AN-@@.�@LAG"JF�&�

@KKM��

1
�����6��&�;�R�+*
���&���R�
���[�������&�;���	���	���������3��%���
������������ ���*6
����6	��
��

������	���	�3��
�$
���%�������3�%��6�����
������
����)��1�
��&�@A@-���N.�@I@I"AL&�FLLI��

1
�����6��&�;�R�:*
���&���R�[�������&�;�R�����*��6��&���R������&�#�R��
�9��
&�#���R�)3�&���R�
���+*
���&�

��������*��
�������,� �������6���� ���*6
��6���
�� ��6	��
�� ������	���	�3��
���������	*3���������


������6���������3���	���	��
&�JM-G.�MNN"IN&�FLLG��

1
���&� 4���R� ���
��S
��&� ��R� :���
�&� #�R� �
��3&� )���R� ����&� ����R� 
��� +�
�C&� #�1��  �*�������� �%� �"


���3�
�	
��
���	�����������6	���
������%���@'���������������������������	���&�N-I.�@AKN"JLL&�

@KKM��

1
,&���R�
����
���&���)��@KIG��#���
�����������MG&�@KIG��

1�*
�&�:�(�R�����'���
����&�#���R�����6�C�&�����R�5����&�4�R��*�6
�&���)�R������%%&�5���R�
�������*
��&�

#�[��'��*"����������@'�����
��6
������������
�������3��%�������
��*3	�,�
� ���������������
���

��
�����������&�IL-@M.�JKJG"I&�@KIA��

1����6
��&� ����&� 
��� 1��,&� )�� ���� ������� �%� ��
��� @A+"������� 	�
C�� 
��� 6��
�����6�� 	�������

��
�����
��������� 6
����&�@G-I.�KKN"@LLA&�@KKN��



�

@JN�

�

1��6
C��&���'�&�
���1�����C3&�2��(��*�6"	����
�	�������!����
��
�6�����%������*�6�
���������6
��
��

��������1����*
�����&�A@-M.�IJA"K&�FLLN��

1��"���&�2�&�
���'��6��&�)�(��4*��6���	���%
������%��
66
"
6�����3����
�����3�%�����������	���	�3��

+���5	��������&�@I-F.�@J@"G&�FLLG��

1��*
6�����&�(
�6��
����6�$��	
���
��	��������	�������'������
�������
�����������
�
���������
�

$
����� �� ���%%��� 	��� �
� ��
��	�
��
����� 	�6��
����� 4*7��� ��� ������
�&� ����������� ���

���
�������FL@@��

1���&���4�R�1��C����&���;�R�1�����&���#�R�1�**
����&�#�R�+����&�#�'�R��
���6���1�
�&�[�R������&�#�R�;����*&�

#�R� )�
���&� 4���R� �
�*���&� )�[�R� ���*�&� ��(�R� ������&� ��R� �����&� ��R� 
��� ��*�%%��&�  ���� ��������

���6������3� 
��� �����	��� %��� ���
��!
����� �%� ���!���� 
��� �	���	������ ��	���� �%� �*��  (���

+�66����������+�
���%��
�����
���4��6������3&�FLLG"FLLK���	���	��
&�G@-J.�MNM"IG&�FL@L��

1���
�����&�����
������������
�����6
������������
��
�����	���	�3��%�������������
���6
���
�
�3�����

���������&�KN�FNA"I&�FLLM��

1���
�����&� ��R� 4
��*&� ��R� +�����&� ;�R� (�&� (���R� 
��� ������&� ��(�� ������� 6
������� �����
����

�	��������	��� �6
����� ��������	����������������
���
6
��� ���*6
�� ��6	��
�� ������	���	�3��

�����1�
������&�@AG�FKN"ALJ&�FLLF��

1���
�����&���R�1���
�����&���R������6
��&�;�R����
&�;�R�;������&�[�R�
���������&���+�������*��
��

�����,������6	��
��������	���	�3��
�$
����
������� ����3���������3&�GF-K.�@INL"M&�@KKK��

1���
�����&� ��R� :��
3&� ��R� �����6
��&� ;�R� �����&� ��R� 
��� 1���
�����&� ��� ��
�3���� �%� �*
	�� 
���

	����������� �%� �*�� *�		��
6	
�� %��6
������ 
�� �� � ���3� ��� 	
������� S��*� 	
���
�� �	���	�3� 
���

*�
��*3�����������1�
��&�@FI-���@L.�FJJF"GF&�FLLG��

1����
6&� ��'�R� �
��
�&� ����R� E*
��&� ��R� �����&� +���R� 
��� [����
6���&� #���� 4*�� 6������� �*
�
6���


����
������
���
�	������
������������6�����	���	�3���	���	��
&�JF-I.�KMN"NI&�FLL@��

1����&�)�R�)��9&���R�#�3�,&�;�R�+��%���")��3&���R�������&���R�(
������&�/�R�+�!!���&���#�R�+*
���&���R�

�
�9��
&� #���R� 1
�����6��&� ;�R� 
��� )3�&� ��� �����
���� �
�
�� %�� � %������
�� �����������3� ���

�	���	�������� ���S��C�� 
��� �����
�
���
�� ��6	���
���3� 6��*
���6��� '6� 1�
��� �
		&�

AL-G.�@GIL"K@&�FLLK��

1���&� +�)�R� �

��&� ��(�R� ��*�
66&� #�R� 1��C��&� ��R� ���
�*&� '�R� 
��� �����&� +���� 4������ ��� 	�������
��

��
�
�����
��������
�����
�6�����%��	���	�3�
�������������%��6�@KII"FLLK��#���������������

��3�*�
��3&�IJ-@.�GJ"M@&�FL@A��

1�9�&�)���R�����
���&���R�
���#�	�&������)�3�������3��*
���C��
��"A���
�%
�����
������
���	�����"�
���

*�
���*��C"�������
	�	�������������������3����*�6��#�1����+*�6&�FNG-@@.�NGIA"KL�&�FLLL��

1�����&���:�&�
��������*
���&�+��;������
���*
����� ���
�������
�������� ����	���	�3��)��
&�GJ-G.�AGI"MI&�

FLLM��

1��C�6�3��&� +�R� (���6
��&� ��R� [
����&� +�R� ���
�&� ��R� 
��� :�	C
&� #�� ���
����6�� 
�
�3����� �*��

	������
�� �%� ��� ����� �
������� S��*� ��
���� �����	��� %��� 6��
������� 	��%������� 4������ 1�����*���&�

FA-@.�FI"AA&�FLLG��

1�
��&� ;�R� �
�����
�&� (�R� (�
�C��
�&�  �R� +
�
����&� +�R� ������3
&� ����R� 
��� 4*�6&� ���  �������
����� �%�

S����	��
�� ���������
�� 	
�*����3� 
�����
���� S��*� *�		��
6	
�� ���������� ��� �	���	�3�� 
�

	���6����6����3���	���	��
&�GF-@.�@L"F@&�FL@@��

1�
���&�'�R� +����
&� ��R�����
&�+�R�/�
&� ��R� ;������&� +�R�/���X*&���R� �6���&���R�)�����&���R� ��
�
�&�

��;�R� ��
����&� #�R� �����&� ��R� �
�
�"����
�
��&� (�R� 
��� ������&� +���� @'"���"�
���� 6��
����6���

	��%�������%�+�;�����
��3�
63����	*����
���
��������������(���5��&�G-@L.��@AFFA&�FL@L��

1�6�C�&�  �R� +����&� #�'�R� 
����	��
%���&���� 4*�� ������
����
�� ��������� ��
���%��
����� %���*�		��
6	
��

�����������
���6	���
������	���S
����
���
���	����������(
����������&�@F-K.�IJJ"M&�FL@A��

1�6�C�&� �R�(��
�*&���R�[��%&�'�:�R�
���[�������&�5�������������%���������	6���
��	�������������������

�	���	�3"
�����
�������������
���6�����������������4��*&�JM-@.�GA"I&�@KKK��

1�6�C�&�  �R� �
��&� ��R� +��6
��&�'�R� ��*�
66&� #�R� 1��C��&���R� �����&� +�R������**�6C�&���R������C�&�

'�#�R�(�*6
��&�4�R��������6����&���R���*��S�&�+�R�E������&�#�R�/��C&�1�R���6����C&�#�R����%
�&�'�R�
���

'������
���&� ��� �� ��S� �������"	
�*������
�� ��
���%��
����� �3���6� %��� 6���
�� ��6	��
�� �����������

���
�����	
�*��&�@@A-A.�FAG"JJ&�FLLN��



�

@JI�

�

1�6�C�&� �&�
����	��
%���&����+
���6
�������
�����	
�*������
���*
����������*6
���	���	������1�
���

�
�*��&�FF-A.�AJN"K&�FL@F��

1�6�C�&�  �R� 4*�6&� ��R� ������
&� ��R� ��6������&� ����R� 1
�����6��&� ;�R� 1���
�����&� ��R� 1���
�����&� ��R�

1���&�+�)�R�+�����&�;�R�+��
�&���R�+����&�#�'�R�#
�$��&�4���R�:
*
��&���R��
�*���&�)�[�R���3
�
&�'�R�

���*�&���(�R�5!&�1�R�5!C
�
&�+�R������
&���R�������3
&���R�[����&���R�
����	��
%���&���� �����
����
��

�����������
���%��
������%�*�		��
6	
������������ ��� ��6	��
�� ������	���	�3��
�4
�C�;�������	����

%��6��*�� (���+�66������������
�����������*������	���	��
&�GJ-N.�@A@G"FK&�FL@A��

1�6�C�&� �R�4*�6&���R�������
&���R���6������&�����R�/������&�'�/�R��
�6���&���R�#
�$��&�4���R���
�!���&�

)�R�1
�C����*&���#�R�1
��
���
&�)�R�1��C��&���R�+�	��
&�+�R�+�����&�;�R�+���6��&���R�+����&���R�+����&�

#�'�R����
�
���&�5�R����
&�;�R����
�&�#�R�)������&���R�:
*
��&���R��
�*���&�)�R��
96&� �R�5!C
�
&�

+�R��
3�
�&�+�R���	���
&���R���	��&�����R��
�
6��&���R���*�!�"1��*
��&���R�4
���&�(�R�/�!!
��&���R�


��� �	��
%���&� ��� 4*�� �������	
�*������� �	����6� �%� %��
�� ������
�� �3�	�
��
��� 
� ���������

��
���%��
����� 	��	����� �3� 
�� 
�� *��� 4
�C� ;����� �%� �*��  (��� ��
�������� ���*���� +�66��������

�	���	��
&�GF-@.�@GI"NJ&�FL@@��

1�6�C�&�  �&� 
��� [�������&� 5���� )
���������6
��� 
�� ���������� �6��� �����3� 
�����
���� S��*� %��
��

�	���	������#�����	
�*����,	������&�M@-N.�GNG"IJ&�FLLF��

1����*
���&�)�R�����&���)��+*�6���*3���(�����MK&�@KIL��

1����*
&�(�R���S
���&�#�+�R�:���6
�&���(�R�����
�&�����R�;�����C����&�#�R�������&�+�R��6�����&�E�R��������&�

����R� ��C���&� ����R� 
��� '
�%���&� #�#�� �,��
*�		��
6	
�� ��
3� 6
����� ����� 
��� *�		��
6	
��

��
%%�����
��������	
�������S��*���6	��
��������	���	�3���	���	��
&�G@-J.�G@K"FI&�FL@L
��

1����*
&� (�R� ��6&� #�#�R� ��S
���&� #�+�R� ����
�&� ����R� '��C�&� +�R� (�!
�&� +�R� �6�����&� E�R� �������&� ����R�

������&�+�R�
�����C���&������'�S���66��������
���
���	*3����	
�������S��*�6���
����6	��
�������

�	���	�3v��	���	��
&�G@-K.�@NNJ"K&�FL@L���

1����*
&�(�R�:��
3
�*�&���R�������&�+�R�+�����&�;�R�
���(�&�(��������
����6	��
�������
���	*3����	
�������

S��*���%�
����3���6	��
��������	���	�3��#�����������������3�*�
��3&�NJ-@F.�@MFN"AL&�FLLA��

1����*
&� (�R� ����
��&� 4�R� �
��!&� )���R� #���	*&� #���R� �	
6	��
��&� ��/�R� ��S
���&� #�+�R� 
��� 4
���*&� ���

����
����6	��
�� ������	���	�3� ���
�����
����S��*������
��%����� �����
���	
�
��,��
�� �����
��� ���

������
�������������3��%���6��������������#�����������������3�*�
��3&�IA-K.�KLA"K&�FL@F��

1����*
&�(�R�������&�+�R�'
�%���&�#�#�R���C���&���R��		��!�����&���R�+�����&�;�R�
���(�&�(������366�����
��

�,��
"*�		��
6	
�� ���3� 6
����� ����� ���
���� ��� *�		��
6	
�� 
���	*3� ��� 	
������� S��*� 6���
��

��6	��
��������	���	�3��#�����������������3�*�
��3&�NI-A.�FIM"KJ&�FLLN��

1����6��3&� ����� ������
����� ���3��%� *��*"�����3� 	*��	*
���6��
�����6� ��� *6
�� *�
��� �3� ��	�*"

���������A@�������	��������	3���������&�FFK-JN@G.�NMK"NF&�@KIG��

1�
���&�+�R������&���R�
���(���*��&�[���	���	�3���������3��,�������
63��
�
"C������������
�����
�C��%�

���
��
�����
��������S����������	6�����%��	���
��������!����
��������
���
6
�����	���	�3�

���&�MF-F"A.�@AG"GM&�FLLJ��

1����6
������&�/�������[��+
����"@A������	��������	3��/+'�[���*��6&�@KIK��

1�
!���&���R��
����C&���R�;�9��C��
&���R���C�&���R�:�
&���R�:�	
&���R�
�����C���&� ��+�����
��������3��%�

�	��6�!�����,��"�
����6��	*�6���3�
���-@.'��������	
�������S��*�6���
����6	��
��������	���	�3�


���*�		��
6	
�������������'6�1�
����
		&�AL-J.�@FFM"AG&�FLLK��

1����*��&� ����R� ;�����&� (�R� '		���!&� '�#�R� )��S
��&� 4�R� :��*��&� ��R� :�
6��&� )�R� 
��� #�C���&� '��

�����
���������%������
�������������3��%��*��
63��
�
�������
���
��6���
����6	��
��������	���	�3��

#������&�FGK-@F.�FGJM"GJ&�FL@F��

1��S�&�;�;�R�+
6	����&� ���R�:�*��&���[�R�
����
��������&���+��'6
����3�*���3���6��
�����6��������

�3�@'��	�����*�������;�1��(���&�IF-@.�@F"M&�@KNN��

1������ +�#�� 4�6	��
�� ����� �	���	�3R� �	���	�3&� 4�6	��
�� (���R� 4�6	��
�� (���R� �
�*�	*3������3R�

�����3R�	
�*����3��5,%�������������3��������@KII��

1�S���&� ����&� 
��� �6
�
�&� ��)�� �����*��
�� 
��� 	����*��
�� ��������� �%� �*�� �
��� ����������������3� 
���

������������S��*��*�������*��
�������,��#�+�6	������&�AK@-A.�FKA"AF@�&�@KKI��

+
6	��&�����R�+��6
��&�'�R�����(�*�&���R����*�6
��&���R�1��C��&���#�R���*�
66&�#�R�
������
�*&�'��

��6	���
�����6	��,��3��6��3�	�
����������	��*���
���6����-��4.��
��
�����������
��	��%���&��� &�


���*����	
�*����3�������
������3&�G@-N.�JAA"JA&�FLLK��



�

@JK�

�

+
6	��&� 1���R� 2
��
&� +�(�R� +
�����
��&� )�R� 1��������&� ��R� (�&� (���R� 
��� +�����&� ;�� ������� ���� 6
3�

	��������������	��������	
�������S��*�4(����	���	��
&�G@-G.�NIA"I&�FL@L��

+
	�!!
��&� ����R� /��6
�*��&� ��R� (
,��&� :���R� ����&� )���R� ���6
�&� ��R� ��S��3&� '�R� �
����&� )�1�R�

�
����3&�����R����
�&�����R�
���[�����&���[��4�6	��
��������	���	�3��$
���
�������
������%�@'�

����	��������	����6
����%���	�������
����
�
�������
������3&�F@I-@.�@JJ"G@&�FLL@��

+
�����&�)���R� #
�C&�+���&� #��R��
����&� #���R��*
�����*&�;�[�R�'����*���&�:���R���3��&�;�1�R��
��*&�[���R�


���5X1����&���+���
������� �����
���� �6
����"�
���� ���6�� ������� ��� ��6	��
�� ������	���	�3��

	
�*������
��������
����������������&�AL-@.�A@"M&�@KK@��

+
�
�*����&������4*��	����
�	����6������%��	���	�3�� �
��#����������&�@M-@"F.�AA"N�&�@KKG��

+
�
�*����&� ����R� ����
&� ��;�R� 4��C�&� [���R� +
����
!!�";��*�&� (���R� 1���������&� E���R� 
��� 4��C�&� (�� 4*��

����	�������3��%��
������	����
�	���"����������!�������
��"��	��������1�
������&�JMG-@"F.�JA"GI�&�

@KIN��

+
��&� �R�:
��%%&�[���R�+
��
�
3&�����R�#
���&���R�)�������
&���R��*��S��&�����R�:�3��
�&�#�'�R��	�����&�

����R� 
��� ���"�

�&� [���� �,��
�����
�� 6��
�������� ��� �*�� �����,� 
��� *�		��
6	�� �%� �	���	����

	
�����������������&�GN-F.�FFM"AG&�FLLG��

+�����&� ;�R� �����6
��&� ;�R� ���
&� ;�R� 
��� ������&� ��(�� ������� 6
������� �����
���� �	��������	���

�6
���� 
��� �� � ���6������ ������� %��� �
���
��!
����� �%� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� �
��� ������

 6
����&�@A-I.�@@IN"K@&�@KKG��

+�����&�;�R������6
��&�;�R����
&�;�R��
��*�S�&�����R�
���������&���(�����6
��!
������%������
��

6��
������ �3�%������� 
%���� �����3� %��� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� ��������� %��6� 	������ ���

�	��������	����6
�������������3&�JK-M.�@GFG"AA&�@KKN��

+�����&�;�R������6
��&�;�R�)����&���R���
��&���R�#����")��6
�&���R�[
����&�+�R����
����&���R�5������&�

��R� ������&� 4�R� (�	��"+�����&�  �R� 
��� ��� 
��� �� � ���6������ 6�
���6���� �%� 
63��
�
� 
���

*�		��
6	�������6	��
��������	���	�3���������3&�JA-J.�N@K"FG&�@KKA��

+�����&�;�R������6
��&�;�R�����&���+�R�
���������&���(��(
���
��!
������%���6	��
��������	���	�3��
����

��� ������
�� 6��
������ 
����6
������� ��� 	������ 6
������� �����
���� �	��������	��� �6
����� ����

�����&�AG-F.�F@@"M&�@KKJ��

+�����&� ;�R� +
�
6
���&� E�R� �����6
��&� ;�R� ���
&� ;�R� 
��� ������&���(�� ������� 6
������� �����
����

�	��������	��� �6
����� 
��� 6
������� �����
���� �6
����� ���6���3� ��� �*�� �
���
��!
����� �%�

��6	��
��������	���	�3��
���������%�@LL�	
�����������������&�JF-G.�NAN"JM&�@KKN��

+*
�
����&� ��R� :
*
��&� ��R� �������&� (�R� 4
���&� (�R� )�
��&� ��R� '�%%6
��&� ��R� 
��� 1��
���&� ��(�� 4*��

��6	���	��
�������,�	�
3��
�	����
������������6	��
����������!�����1�
��&�@FI-���I.�@I@I"A@&�FLLG��

+*
���C
";�
�
�!�C&� ��&� 
��� +*
��&� ����� (��*�6� 
����
���� �*�� ��������*�������� C��
��� �C�"@� 
���

�		������� ���
6
��"������� ��*���������%� �C�"@� 
������3� ��� �������� ����� �
��� ��
�� ���� �� �� �&�

KM-@G.�INJG"GL�&�@KKK��

+*
	6
�&� ��R� 5��%����&� ��R� ���C������
&� ��R� 
��� ��*������&� 1�� ���� �%� ���� 
��� ��$��� ��3��
������

	*��	*���	�����	�������
���*��X6
����
����X��;�1��(���&�FG-F.�FM@"FMJ&�@KNF��

+*
���,&� ;�� Y�
�%��6
����� �%� ������
�� ������	6����� S*��*� ���
���3� ��� ����vZ�� �����*������&�

GJ-A.�FNF"I@&�FLLI��

+*
���,&� ;�R� ��6
*&� ;�R� 1��������&� /�R� (
����&� ��R� ���
,&� 1�R� 4�
C&� 1�R� �
�
%&� ;�R� 
��� ��,&� ;�0��

���
������ �*
����� 
��� �������"������
�� 	
������� ��� 6����"��6	��
�� ����� �	���	�3�� 
� ������
�����

���3��1�
��&�@FN-���@.�@MJ"NJ&�FLLJ��

+*��&� #�'�R� �
6���&� ��1�R� :����
��3&� ��4�R� 5X+�����&� ��1�R� ��+
�����&� ��(�R� +��3&� ��)�R� 
��� ������&� ���

[
���� �		�������� S��*��� ����
�� ����� ��� '�"���� @'� ���� �%� ������ 
��� �������� #� �
��� �����&�

@N@-@.�@JA"GL&�FLLJ��

+*��&� ��R� ��
�&� )� �R� (�"���C"4*
�&� #�R� #�
��&� (�R� (
6&� '�2�R� +*��&� ��R� ����
6�&� ��R� :
��!�S�C�&� :�#�R�

'
��*
�
�&� ��R� ��S�3&� ;���R� +*���&� 2�R� +�
�C&� ��#�R�  6&� '�R� '
������&� (�R� 1
�
���
6
��
�&� ��R�

5X'
��
�*
��&� ��R� ����3&� #�4�R� '�����6�3��&� ��R� '
�
C����*&� ��R� �*
���&� ��R� ��C���*��&� )�R�

(
�����&� ��R� 1��������&� :�R� 1�3��&� ����R� :
��S�C�&� ��R� )�����&� ;�R� ��C�&� ��R� )
���
&� ��R� [*���"

+
������&���R�)
��
���&���R�1�
���&�����R�)��������&���(�R���3���&���R�:����&�4���R����6
�&���1�R�1���&�

��#�R���*��3&� ����R�)�������&���R��
��
&�:�+�R�4
��&�'�R� 
�����3���&����������
���6����	��%������

����
����3�
6���6�����
��
���6����
��	*����3	����+���&�@JI-M.�@FKA"ALN&�FL@F��



�

@GL�

�

+*&�[�#�R�'��*��������&�'���R�:!����C3&��� �R���6��&�4�R��
���&�)�;�R�
������
���*&�)����(
���
��!
�����

�%� *6
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3� �3� A@�� ���� �	��������	��� �6
����� 
�� J�@� 4�� �������3&�

G@-F.�JNF"K&�@KKI��

+*&� [�#�R� '��*��������&� '���R� :!����C3&� ��#�R� /
�*
�&� #�4�R� 4S���&� ��1�R� ;
�*�&� ����R� )����
6&� ;�)�R�

'��&�#�[�R�
������
���*&�)���� ���*������
�����
��	'���%%������%��6����6
������*���	���	����%�����%�

	
�������S��*���6	��
��������	���	�3v���A@���������3���������3&�JN-A.�NGM"ML&�@KKM��

+��6
��&�'�R� :�
�&� 4�R� ;
�C����3&� ��R� 1�6�C�&�  �R�'��6��
�����&� +�R� ����5���!��&� #�R����
�*&�'�R� 
���

��*�
66&�#��(�����
��6���
����6	��
��������	���	�3�
�����6�����������������	����������%
������
���

����6���#�����������������3�*�
��3&�NG-@@.�@GIK"KM&�FLLJ��

+��6
��&�'�R���*�
66&�#�R�:�
�&�4�R�'��6��
�����&�+�R�5������&�1�R�;�66���&���R�'
�&���R�
��������&�

+���������������%
������
�������6��
%������%%�������3	����%�����������%�����6	��
��������	���	�3��#�

�������&�KN-G.�@@A@"J@&�FLLF��

+�*��")
���&�����R��
�&� #�[�R�:�6&� #�'�R� �	�����&�����R�
���'��*��������&�'�'������
�� ��6	��
�� �����

�	���	�3�� 
� 	������ 6
������� �����
���� �	��������	3� ���3� 
��� 
� *����	
�*������
�� 
�
�3����� #�

�������&�@L@-J.�M@A"FL&�FLLJ��

+������3&� ��R� #
�C���&� )���R� ���
�&� #���R� :���&� ����R� 
��� )
��
�&� ��)�� �
������� �����
����

�	��������	3������6	��
��������	���	�3���������3&�JJ-I.�@J@@"N&�@KKJ��

+����
&� )�R� ��!!����&� ;�R� )����
��&� ��R� 
��� 4�%%���&� )�� �*
�6
��"6��
����6����� 
�� �6������� }�6���}�

����� %��� �*�� 	�����
��!
����� �%� 
����
����� ���
�6����� 
��� ������%��
����� �%� ��S� �
�
����

�*��
	������
�������#�+�����*3����&�FFN-N.�FIFN"A@&�FL@F��

+���	��&���R����
&�/�R�+����&���R�������&���+�R����1��C&�;�R�5C
��&�'�R�1
��3"��������&���R�1��C
���&�

#�R� 
��� (�����"�
����&� ���  ����
���� �6���� �%� ���
�� 	����������� ��� *6
�� ��6	��
�� �����

�	���	�3��������������&�@K-A.�JAM"GL�&�FLLG��

+����&�#�'�R�+������3&���R�#
�C���&�)���R�#�*����&�+�(�R��������&�1�)�R�
���)
��
�&���)���������6
�������

�����
�����	��������	3�����*�������S��*���6	��
��������	���	�3�����������&�AK-@.�@LN"@A&�@KKM��

�
�����&���+��)��
6
���	�
C����������������&�MG-@.�@"@LG&�FLL@��

�
6
�"�	���&� +�&� 
��� /
����&� ��� Y�3��6��3�	�
����� �����	��*���
�� �6���Z�� ���� ������ -�
���.&�

@GK-M"N����@.�MFF"AM&�FLLA��

�
���
&� ��R� +
�����
&� ����R� �6
���
&� ���R� ���&� +�� ����6�!
����� �%� �	����
�� 	
������ �*
����� ������

'����� �,	���6����� 
�� AN� �������� ������� �3� 	����� %������ 6����S
��� ���
��
������ ��)��&�

FG-G.�JL@"@L&�FL@F��

�
����&� :�)�R� '��6
��&� 1���R� ��*
�&� ;�+�&� #��R� ;���3&� :�4�R� 1�*&� ��#�R� 
��� [3���&� ����� ���
�����*�	� �%�

*�		��
6	
�����������������
�����
���
����%��������%��	���	�3&�
����*���*����%����������!�������

��6	��
���������63�	
���������	���	�3����&�FJ-F.�@@K"FM&�@KKM��

�
S��&� ��&� 
��� 4*�6&� ��� O
����
����� ����	
�*����3� �%� �*�� �����*��
�� �����,� ������� ��� 	
�������

S��*�*�		��
6	
������������
�����6	��
��������	���	�3���	���	��
&�JM-@.�FA"AL&�FLLG��

��� )�

%&� ����R� +*�S�*�3&� )���R� 1��S�&� ��1�R� ���*6
�&� ��(�R� 
��� 1�*
�&� :�(��  �� ���� A�� 6
�������

�����
����6��
�������6
������%�6����S
��"���
��
�������������
����
���S������%���6��
����6����

����
��*��#������*�6&�@LK-F.�JKJ"GL@&�FLLK��

��� (
�������&� ��+�R� 1�����&� ��(�R� :�6&� #�'�R� [����
6���&� ��R� �*���	�&� ��;�R� 
��� �	�����&� �����

�����*�6��
�� ��6����������%� �*��*�		��
6	�� ���*6
�� ��6	��
�� ������	���	�3���	���	�3�����

�		�&�K�FLG"@K&�@KKF��

��� (
�������&� ��+�R� :�6&� #�'�R� [����
6���&� ��R� �	�����&� ����R� E
����&� '���R� ���&� 4�R� 
��� �	�����&� ����� ��

������	�������
�
�3�����%�*�		��
6	
��	
�*����3� ���*6
����6	��
�� ������	���	�3����������� %���

������������	
���������
�����������	���	��
&�JJ-G.�MNN"IN&�FLLA��

���(
�������&���+�R�(��&�4���R�
����	�����&������'����	
�*����3��%�'6
���	���	�3�� �����������#(&�������

�&����
S�C����&�5������[&�����
��"�����
��/&��������&�FL@@�

�����#
�	��X�� 1
���� ���*
���6�� �%� �*�� �	���	����� Y �������Z�� J�*� ��������� 1��*���
� -��.�� �
����
��

+������%���1�����*�����3� �%��6
�����-��.R�FL@F��&�FL@F��

���4���&� #�R�1���&�)���R���
���C&� #�(�R������3&���[�R�'
�C����&�[�;�R��
����&� #�[�R�
������
�&� #����4*��

����"���6�����6���%�
�����	���	�3������3&�	
��������%����!�����6������&�
������
	����
���*����

���3��(
����&�ANI-KILL.�@AII"KG&�FL@@��



�

@G@�

�

����
��&� 4�+�R� /���
���&�  ���R� �����"+*
�$��&� (�R� 
��� +���
�&� ��� �������
�� 6��
������

��6	
��6���
����������3������	������%������3�����*��������������6����
������������3�6
�������

�����
�����6
�����
����	��������	3�6��*�����#�+�����1�����;��S����
�&�A@-@F.�FFGN"MM&�FL@@��

�����&� #�R� ���
3��&� :�R� ������&� ��R� ����
����*&� ;���R� ��*���&� ��R� 
��� �
6��&�  �#�� ����
%
��� ��� �����

6����S
��� ���
��
����� %��� ��*
����� 6��
������ ��
�����3� �%� ��
��� ���	�3� �
6	���� ������ '�����

����
�
�3�����#������������*���&�FL@-@.�IK"KN&�FL@@��

�����&� #�R� ��*������&� '�R� �����&� ��R� 
��� ��*���&� ��� �� G"6���*� 	������ �%� �	���	�3� �6	
���� �	
��
��

6�6��3&� �����
���� 
�,���3&� ��� �	
���� ��9���� ������������ ��� �*�� ���*�6"	����
�	���� 6����� ���


�����
�����	���	��
&�JM-J.�JKK"GLI&�FLLG��

���*�&�1�R��
96&� �R���*
6��&���R�[3����&���R�1
��&�4�R�2���&�E�R�'�����&���R�1���
6
�&�[�R�(����&�'�5�R�


��� �������&� ��� ;���"
����
���� ���������� �������3�� ������
������ �%� *�		��
6	
�� ����� ����������

S��*�����
��
����6
���������������3&�GN-M.�@LFK"AF&�FLL@��

����C��&���4�R����%
�&�'�R��
��&���R���
���
��&���R����%%���&�4�R������*���&�4�R����*���&�)�R�)
���
���&�

5�R�����%���&���R�
���'
66��&�4��-@.'"����	��%��������� �	�������"��������� ����
�����	
�������

S��*���6	��
��������	���	�3�����!��&�@N-M.�JKL"N&�FLLI��

���&� +�R� 1�3��&� ��R� �
����
,&� +�R� 
��� ��*���&� ��� ������������ 6��
������ �*
����� �����3���� �*��

�*�����������
��!
������%���
������������������*���������	*
����%��*�����*�6"	����
�	����6������%�

�	���	�3�����*���66
����
���
�����
����,	������&�@MF-@.�@JM"GN�&�FLLL
��

���&�+�R� 1�3��&� ��R��
����
,&�+�R� 
�����*���&�������
�����*�	����S���������
�� ����� 
��� ��������
��

�������6��
�����6��������*���*������	*
����%��*�����*�6"	����
�	����6������%��	���	�3�����*��

�66
����
���
�����
����,	������&�@MN-F.�FFN"J@�&�FLL@��

���&� +�R� �
����
,&� +�R� 
��� ��*���&� ��� �� 6��
������ 
��� ����	
�*������
�� 
		��
�*� ��� �*��

������
�������%�	�
������*
������*
������� ��� �*�� �66
����
���
���� �
����
��������� ���*�6"

	����
�	���"��������	���	������������	���	��
&�J@��		��M��AM"JA&�FLLL���

��&� +�5�R� 4�
��������&� ��'�R� [����&� 5���R� �����&� ��R� [
����&� ��R� [�����&� '�)�R� 
��� 1�������&� ���

O
����
����� @'� ���� ��� �*�� ��
�
����� �%� 6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3� ��� ������ �
��� ������

 6
����&�@M-I.�KMK"NK&�@KKI��

���
�&�#��4*�����������
����%������6
�����%����	���	�3��+���5	��������&�FF-F.�@NK"IJ&�FLLK��

�����&���#�&�
����	�����&�������,��
�����
��*�		��
6	
�����
6
���
����	���
��������!��� ��� �*��

���������*6
����
����(
����&�AJ@-IIM@.�@MLN"@L&�@KKA��

���*���
6&� '�R� ��*����
6&� )�R� 2���&� 1�R� 
��� 1���3&� ��� ;������
�� ���
��!
����� �%� �*��

*�		��
6	
��6�6��3��3���6��������
�����
�����������&�KA-FJ.�@AGLL"N�&�@KKM��

���&� 4�R� 4*�6
�&���#�R� �	�����&�����R������"��
�&� ��R� (
�&� #�+�R��
��*
�C
�&�)�/�R� :�6&� #�'�R��
�����&�

��+�R� 5�������&� 5���R� 
��� ��� (
�������&� ��+�� (���� �%� ���
6���� �3��*��
��� ��� �*�� *6
��

�	���	�������� *�		��
6	��� 	�������� 6��*
���6� %��� �
����� �,��
�����
�� ���
6
��� ��� 6���
��

��6	��
��������	���	�3��(
����&�AMA-KJLF.�FI"AN&�FLLJ��

���&�4�R�[����
6���&���R� (��&�4���R������%%&�5���R� 
������(
�������&���+��)��
6
���
���
�����3���""C�3�

	�
3�������*6
��6���
����6	��
��������	���	�3v��	���	��
&�JK��		��F�JF"GF&�FLLI��

�C���
��&�:���R���,��&���(�R��
���&���R�
���;�����&�+������������������
,
�������6�������*��	���	*��
��

�������%��
�����	
���������*3������1���&�FF-G.�KFG"A@&�@KNN��

��� '
��&� ��R� 1
�����&� )�R� 
��� �
����&� )�� �%%����� �%� �
�	��
��� ��� ���
6
��� 6��
�����6� ��� �
�� ��
���

��������
�-@A.+��������3���	���	�3����&�KK-@"F.�KJ"@LL&�FL@F��

����&�)���R�(
,��&�:���R�:��S����&���+�R��
����&�)�1�R���*%%&���R�;���&�)�R�
���[�����&���[��4�6	��
��

����� �	���	�3�� ���
���
�� *�		��
6	
�� 6��
������� �*
����� ����
���� 
�� 	������ ��� �	��������	���

�6
�������
������3&�FLF-A.�ILK"@N&�@KKN��

�����&�#�&�#���+�
���%��
������%��	���	����������������	���	��
&�JF-A.�A@M&�FLL@��

���� )�� �		���
����� ��� �
� ���� '����� ��� �
�����������R� ���7���� 6��
����$��� ��� ��
���%��
����� ����

�6�����4*7������������
�&������������(�����
����&����
�����&�FLLI��

;
�&� 4�[�R� '��
�*�&� ����R� (
��&� ����R� 
��� #
����!C3&� 5�� +�6������ ��� �%� @'"���� 
��� )+"��� %���

6��
������� 6���������� 
��� ��� ����� @'"���� 
�����6������ 1���*�6� 1��	*3�� ���
&� IIF-F.�@GJ"MN&�

@KIM��



�

@GF�

�

;���
*&���R�+
����&�/�R�/���&���R�+��%���")��3&���R���
�
��
&���R����3"(
����&���R�;��
����
"1�
����&���R�

+�!!���&���#�R�
���)��
��&�����	���	����������
���������������*���������*��
����"�
����%���6������

��%%����� �6
����� 
��� 	������ ��� �	��������	3� ��� �*�� 	�������
�� ��%%������
�� ��
�������� +*�����

������3��&�FI-F.�FNA"IF&�FL@F��

;���
����&� ��#�R� ���&� +�R� 1�3��&� ��R� �
����
,&� +�R� 
��� ��*���&� ��� +�����
����� ���S����

*3	��6��
�����6� 
��� �����
�� �
6
��� ������ ��
��� �	���	����� ������� �3� ���*�6� 
���

	����
�	��������66
����
���
�����
����#�+�����1�����;��S����
�&�@K-F.�@KG"FLK�&�@KKK��

;��*��&�����R� �
���6���1�
�&�[�R�1�6�&�[�R� �����&�+�R�)�����&���R� (��&���R� 
��������&� #�&� #����	���	����

���!���� 
��� �	���	�3�� ��%��������� 	��	����� �3� �*��  �����
����
�� (�
��� ��
����� �	���	�3� - (��.�


����*�� �����
����
��1��
�%����	���	�3�- 1�.���	���	��
&�JM-J.�JNL"F&�FLLG��

;���������
&� #�&� 
��� :�!&� [���� �����*�����
�� �3�%������� ��� �	���	�3�� �����*�������&� @F-@.�AG"JL&�

FL@F��

;���
�&� :���R� 4�����&�  �R� )�����&� ����R� )�
��
C���6��&� ��R� �6��*&� #���R� 
��� :
	�
�
C�&� ��E�� 4�6	��
��

	���� 	������ 	���	��
����� 6
������� �����
���� �	��������	3� ��� 	
������� ���������� �����3� %���

6���
����6	��
���������������������;���&�AF-A.��A&�FL@F��

;����*&�#���R�[����
6���&�����R�4*
�
��&�/���R��
���3&�4���R��
�����&���'�R��	�����&�����R�
����	�����&�

����� +*
�
����������� �%� 6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3��  �� ������� �%� *�����3� 
��� 	*3���
��

�,
6��
���������������&�AJ-M.�NNJ"IL�&�@KKA��

;9�C
S
&� ��)�R� �*��6��&� ����R� 
��� +
�&� 1�� (��*�6"	����
�	���"������� ��
��� �	���	����� 	�������

��������� ������� S��*� ������������6
�� ���� %�
�6���
����� ��� 
���� �
���� ��� #� �������&�

@@-G.�@MLG"@J�&�@KKK��

)
��
�&���)�R� �

��&���1�R�+����&�#�'�R�+������3&���R�#
�C���&�)���R�:���&�����R��������&�1�)�R�
���/
��*
"

:*
��6&� ;�� (
���
��!
����� �%� ��
��� %������� ��� �*���*���� ����
���� �3� 6
������� �����
����

�	��������	3���������3&�JM-J.�KNJ"N&�@KKM��

)
������&���R�������&�)�R�������&�/�R�/���
��&�;�R����
��&�)�R������&�;�R��X ������&�(�R�������&���R��
!!�����&�

)�R�)���
�����&�����R��
�����&���R�E��
&� �R��
����	�����&���R�
����	��
%���&����1����������	
�������

S��*���6	��
��������	���	�3��������
�&�*��*"%������6
�����
������
������
�����3��1�
��&�FL@F��

)
���S
3&�����&��
����
������	��������%���$�����#��
������&�JK-@.�@MI"@N@&�@KIF��

)
�!����&� +�(�&� 
��� �����&� (���� +*
�
�����!
����� �%� ��
������ 
�����3���� ��� �*�� �*������ 	*
��� �%� �*��

	����
�	����6������%��	���	�3���	���	��
&�JA��		��G�@LN"K&�FLLF��

)�����&� #�[�R� +*
��&� ��)�R� ��C��3&� ��+�R� ����
��
�&�����R� ��)�����&� #���R� 
��� 2�C��&� ����� ����6����6�

����
����� ��� �,��
�����
�� ���
6
��� ��� �*�� �
�� *�		��
6	�� S*��� ��
��� ��6	��
���� ���

6
���
�����
��	*3��������
�����������6	���
������%����*������%�*6
����
���
��	�3���������1�
���

���&�IA@-@"F.�@LJ"@F&�@KKK��

)�*�������&���R�5X�����*�&��� �R�1
���
&�����R�)���6
��&���R�'����&�����R�:��
��&�'�R�:�*��
�*��&�5�R�

��S����&� '�R� ��*������&� ��R� 4�����
6&� ��R� 
��� )
���&� ��+�� /��
��!
����� �%� �6���� �
�
� %���

�3���6��������3���
�����*���&�N-A��		�.��GM"MI&�FL@L��

)��6
��&�  ���R� �����&� ��R� 
��� 5������&� ��� ���	��
����� %��� ��������� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� #�

�������&�I@-@.�A@"M&�@KKJ��

)����
6&� ;�R� ;
�*�&� ��R� �
����&� ��R� 1�S����&� ��R� 1����&� ��R� 4*�6
�&� #�R� ���
S��!&� ��R� 
��� :!����C3&� ���

������������
����%��� "������%����6���
����6	��
������������%��������
������6�������6	��
�������

�	���	�3��
��������"��"���
��
�
�3������	���	��
&�J@-I.�KMA"M&�FLLL��

)�C&� 1�R� #
���&� )�R� '
3���&� ��R� [
*�&� ��R� 
��� �3��&� ��� 4*�� ��
�
����� �%� ;�)"��4� �6
����� %���

�	���	�������� %���� ���
��!
����� ��� 	
������� S��*� �� � 	�������� 
��� �� � ���
����� ��6	��
�� �����

�	���	�3�������
������3&�GG-G.�GJ@"GL&�FL@A��

)���6
�����'������������
����&�
�����������	��6�����
���������
	�7�D(�
��
������*�6�$��R��
���

�TFNA&�FLLJ��

)����C�&���2�&�
�����	*3&���#������6	������(+"������	��������%�����
���	����
�����
�
�3���������

��
��� %�,
����� S��*� *�
�"%������ 6����S
��� ���
��
����� 
��� ��$��"��$��� �,��
������� #� (�	��� ���&�

JK-J.�IKA"KLF&�FLLI��

)���
���&�����
C�����������%��*��6��
����6���������������
�3���6	�
��������������*��S����S��*�

�*���������#��,	�1��&�GM-J@L.�FJG"GJ&�FLLG��



�

@GA�

�

)���
���&���R�/
��3
�
�*
�&���R����&�[�1�R�'
����
�&�)�)�R�
���:���&���1�����
����6�����3��6������


�$������
���������
����������
��6��
��������
�
��4������1�����*���&�FF-G.�FJG"GF&�FLLJ��

)�
������!&� ��R� :���&� 5�R� �	��C6
��&� ��#�R� )��9�&� ��R� �
����C&� '�R� '
��&� /�R� �
��6���")
��
�*��&� ��R�

��*����*��&���R�E�����&�:�R�
����
	�&�'�+�� �������
�"��C�����S��C�
������3�
�������	�����,	�����������

�*���	���	����*6
���
���
��
63��
�
��1�
��&�@AJ-���@L.�FKFK"JN&�FL@@��

)������&���R�������3&���#�R�1��S
��&�����R��
���&�)�;�R����*6
�&���(�R��*�6
�&�)� �R�����*
��&�#�[�R�


����*�6
�&���)�� (��
��!���@A+����� �	��������	3� ��� �*��*6
����
����%� 
6����
���� �
�������

%��6��"Y@"@A+Z��������#������*�6&�MA-J.�@ANN"IG&�@KKJ��

)������&� ��R� [������%&� ����R� �
9
�
3
�
�&� /�R� 4��	���
&� ��R� ���C��&� '�R� 4�S��&� +�(�R� )
�S���&� ��R�

�3����&���(�R�
���������&�:�������������6	����6����������������@'������	����
�S��*������
����

6
�������%������������*��#��
��������&�@AG-@.�FML"J&�@KKI��

)���S
��&�����R�;
���S&�4�R�/
�*
�&���R������3&�+���R�
������3&� #����6
������� �����
�������3��%�

��6	���
�����
��3��*���*���������������#�����������������3�*�
��3&�N@-G.�MAI"JF&�FLL@��

)3�&���R�(��;�&�2�R�+��%���")��3&���R��
�9��
&�#���R�1
�����6��&�;�R������&�#�R��
3�
�&�+���R�+*
���&�

��R�
���+�!!���&���#�����
������
����������	*3��������
��
����
������������3	����%���6	��
�������

�	���	�3�� 
� ��6������ 	������ 6
������� �����
���� �	��������	��� �6
����� 
��� ��	�*� �����������

���3���	���	��
&�JA-@L.�@@KN"FLK&�FLLF��

'
����&� ��R� O&� '�R� '
�
�����*&� 5�R� ����
��&� )�R� 
��� �����S
��&� ���  �� ����� �%%����� �%� 
��������� �@�

����	����
�������
���
��
���������������
��
���
�����3���������6���
�3�6��
�����6��������S��*�

�,������@A+������	��������	3��#������*�6&�NJ-@.�AFN"AA&�FLLL��

'
9�C&� ��R� ��!�����
&� ��R� 
��� :�6
��C&� /�� @'� ��� �	��������	3� ��� 	
������� S��*� 6���
�� ��6	��
��

�	���	�3���
�6
&�N-F.�KG"@@J&�@KKI��

'
9�C&���R���!�����
&���R�
���:���C&����-@.'�����	��������	3�����	���	�3�����#��
����&�MN-F.�FGI"MN&�

FLLI��

'
9�C&���R�:���C&���R���!�����
&���R��
����&���R�E
6����C&�#�R�:3���&���R�4�6
��C&���R�:��9���
&�'�R�
���

:�6
��C&�/��@'�����	��������	3����*����	
�*������
�������	���%�6���
����6	��
��������	���	�3��

����
����&�@K-F.�JLL"I&�FLLK��

'
66��&� 4�R� '������
���&� ��R� ��
���
��&� ��R� ����C��&� ��R� �����*���&� 4�R� :������&� ;�R� :
�	��&� 1�R�

��6�����C&� #�R� )
���
���&� 5�R� ��6�C3&� +�R� 1�6�C�&�  �R� ����%���&� ��R� 
��� ���%
�&� '�� ���"���
�����

�����������%�*�		��
6	
�������������������
��������S����6��
�������
����
����������������3�-@.'"

����
�������	
�*����3������1��6��&�F@-M.�GJG"GF&�FLLI��

'
�����C&�+�+�R� ���*6
�&���(�R�����*
��&� #�[�R� #�&� 4�R� 
����*�6
�&���)�� �	
��
��3� ���
��!���@'�����

�	����
��%�6��
������������*��*6
����
����������
�����
�����������&�IG-M.�@IF@"G&�@KII��

'
�&�#�R�E�&�0�R�[�����&�����R��
����&�����R���&�2�R�����&���+�R�
������
�����&�4��������6	
�
��������3�

�%� %�
���� �,��
������ 
��� ������ ������ ��	
�
����� �%� ����	������� ��6	������ 
�
�3���� - +�.� ���

�*���*������
����6���@'�6
������������
�����	����
������1��6��&�FF-I.�ILK"@I&�FLLK��

'
����&�4�R�1�����*������&�+�R�
���;�3�6
�&�(���������������������S��*� ��������6�,�����������
���

��������
�����
����
���
���,��
�������#��
��������&�F@@-@.�KM"@LL&�FL@@��

'
�*�6���&���R�;9�6
C�&�:�R�#����&�����R�+*����&�(�R�
���+*
��&������(��*�6"���������*���������%�����

�3������� C��
��� ��� �
�� ������
�� ������
�� �������� 
� ����� ��� ����	���������� 
�
����� �"6��*3�"�"


�	
��
�������	���"6���
�����,������,����3��;�1��(���&�GAI-@"A.�@JG"I�&�FLLA��

'
���&�[������
����	���	�������	���6����������������
��������������3&�JL-G��		��F.�K"@A&�@KKL��

'��6�&�)�R�+�6
�&�+�R�:3
�
&���R� 
����
���&�  ��  ����
���� �*
�
6�� ��������%����
6
���
������
6����

-)�,.����	
�������S��*�����	
�*��������
�������	���	�3��#�����������������3�*�
��3&�NN-J.�JIK"KJ&�

FLLM��

'��6��
�����&�+�&� 
��������&�+����+��������������$�������%� �S�"�*�����
�������� ��6	��
�� �������63�

�������
��6�6��3����@JJ�	
��������
��*���"6���*�%����S"	����3���	���	��
&�AN-F.�@N@"IL&�@KKM��

'��6��
�����&� +�&� 
��� :��*��&� ��� ��6��3� 
��� �	���	�3�� �*
�
����������&� �����&� 
��� ��%������ �%�

�����
��������3��+���5	��������&�@J-F.�F@@"M&�FLL@��

'��6��
�����&�+�R����!���&� �R�
���1���&�+�)��4*�����������������$������%��������������������
���������

��� �	���	�3� �����3""������� %��6��� "� 
���*����	
�*����3"���
�����	
�������S��*� ��6	��
�� �����

�	���	�3���	���	��
&�GF-I.�@JLF"I&�FL@@
��



�

@GJ�

�

'��6��
�����&� +�R� ����C�&� ��R� :

���&� ��R� �����&� +���R� 
��� ��*�
66&� #�� '�		��
6	
�� ���������� �����*�


���6�6��3�����6����������������	���	�3������3��#�����������������3�*�
��3&�IF-@F.�@ANG"

I@&�FL@@���

'�6�&� ��R� �
�6���&� ��R� �
������&� ��R� �
������&� ��1�R� +���
� �
� +���
&� #�R� �!
6�9
&� ��R� ������!&� ��R�

/����C�&�/�R�1���9&�(�R�
�������&���(�����@I"3�
��%����S"	��%����!�������6��
%���������3�%���

��6	��
�� ����� �	���	�3� 
��� *�		��
6	
�� ����������� #� ������ �������� ��3�*�
��3&� IJ-N.�ILL"G&�

FL@A��

'��6
��&�1���R�[3���&�����R���6��&�)�R�1���3&�����&�A��R�
�����*
�&�;�+�&�#����
�*������
����
����%��*��

6���
�� ��6	��
�� ����� 	�������� 6�6��3� ����6�� %��6� ��%�� 
�������� ��6	��
�� �������63��

���������3&�A@-J.�MGF"MR�����������MGM"N&�@KKF��

'��*��������&�'�R�:!����C3&���R��
�&� #�R��
���&�)�R����
S��!&���R�'
����&�+�R�;
�*�&���R�/
�*
�&�4�R�


��� ��*���&� )�� ������� ����
�� 6
������� �����
���� �	��������	��� �6
����� �%� *6
�� ��6	��
��

������	���	�3�
��J�@�4�����������&�AI-A.�AKM"JLJ&�@KKG��

'��*��������&�'���R�:!����C3&��� �R�/����&�:�R�������C3&�5�R��
��
&���R�(��
��&���R�/
�$�!&�1�R�'
�&���R�

�	�����&�����R�
����
�&�#�[������������
�����S��C��%��3�%������� ���4(��6�
������3�6
�������

�����
�����	��������	3���������3&�MK-FJ.�FFGM"MG&�FLLN��

'�&� ����R� +���
���&� ��R� )����
6&� ;�R� ;
�*�&� ��R� 1����&� ��R� ���
S��!&� ��R� 
��� :!����C3&� �� �� �63��
�
�


���	*3� 
��� ���!��� ����6�� 
%���� ��6	��
�� ����� �	���	�3� �����3�� �������3&� G@-G.�@GLF"J&�

@KKI��

'���3S���&�:�R�1�����&�����R�
���)���
���&�������
����6���������������*���������
���%������������

������6���&�M-@N.�JN@M"FA&�FLLM��

'���*
�&�����R�5���3&�#�[�R�
����*��6
�&�[�����3���6����*����������
���������������!����
�����
���

�
6
���������*�6"���
�����
�����������&�FFL-JGKJ.�AFA"G�&�@KIA��

'����&���R�:��
��&���R���6��
C�&���R�:��&�:�R�)��&���R�
��� ���&�5����6
�C
���������
������@J+"
���
���

	�
C�� ��� 
�� �	���	�3� 6����� �
�� ��
��� ������� �3� ���*�6"	����
�	����� 1�
��� ���&� @A@@�@GI"MG&�

FL@L��

'����&� +���R���3
�*���&� #���R� �S
��!&�1���R�[
��*&�)�5�R����*&� #���R� 
�������
��"�����
&���/����������

	
������� �%� �3���	*��� �66����
������3� ������� 6���3� %����� �����
��!
����� ��� *6
��

*�		��
6	
���	���	�3��#��������&�@L-@.�FMN"IF�&�@KKL��

'��&� #�[�R���9�&� #�'�R��
����&�)�1�R��
����3&�����R� 4���
&� #���R�)����
�&���;�R� 
���[�����&���[��

����
���� �
��
��� 
��� 
�C
������ ��� �*������ *6
�� ��
��� ��%
������� ��������� �3� @'� 
��� A@�� ���

�	��������	����6
������#�+�����1�����;��S����
�&�@F-G.�NAJ"JJ&�@KKF��

'��&� #�[�R� :!����C3&� �� �R� )����
6&� ;�)�R� ���
S��!&� ��1�R� ;�
�*�&� ����R� 
��� '��*��������&� '����

���6
��!
������%������
�
���
��6��
������%�������%����S������6	��
���������63���6�����
�����3�

@'�6
������������
�����	��������	����6
���������������&�JL-F.�FAM"K&�@KKM��

'��&�#�[�R�(
,��&�:���R��
����&�)�1�R��
����3&�����R�
���[�����&���[����������������
��!���*6
��

��6	��
��������	���	�3��3���������	������6
������������
�����	��������	����6
���������������&�

AJ-M.�NII"KJ&�@KKA��

#
����&����Y�	���6�����3��%����"������
����	���	����Z������������-�
���.&�@ML��	������@�G�FF"AL&�FLLJ��

#
��!C3&� #�R� #
��!C3&�  �R� ��*�!&� ��R�'�		�&���R�1�*��&� ;�R��
���C&�'�[�R� 
��������&���� 4�6	��
�� �����

�	���	�3� S��*� *�		��
6	
�� ����������� 	���������� %��� ����"���6� �����
�� ����6��� 1�
��&� @FI-���

F.�AKG"JLJ&�FLLG��

#�&� )�#�R� E*
��&� E�R� E*
��&� '�R� [
��&� #�R� (�&� ��O�R� E
��&� 2�;�R� (�
�&� [�R� 
��� (&� )�� ����	���� �
�
��

�����������3����6���
����6	��
��������	���	�3���(���5��&�I-G.��MA@IA&�FL@A��

#�C���&�'�R������&���R�������&���R���*����&���R����C�&�+�R�'
��&�2�R������6��!&�'�R�����!&���#�R�
���[����&�

5�[�� 1��
���
�� ���������� �%� *�		��
6	
�� ���6�&� ������� 6��
�����6&� 
��� S
�
� *�6��	*�����

6�6��3� 	��%��6
���� 
��� ���
���� ��� �*�� ��
����� �%� 6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� #� �����&�

FJM-@L.�KFM"AA�&�@KKK��

#���
&� ��)�R� /���
���&� ��R� +
��
�&� ����R� #�6���!&� ��R� ��� �����
&� ��)�R� ����
���&� +�R� �
��
�&� ��R� 
���

+
6���&���� 6	���
������%��3����"��	�������C��
���G�����*������	����������	��	��������%����*�6��

�����������&�@AJ-A.�@LL@"@@&�FLLG��



�

@GG�

�

#*
�!&� +�R� �
�3&� ;�R� [
����&� +�R� �
� ����
&� ����R��!�C&� 5�R� +*�
��&� ��+�R� �*
*&� #�R� 
��� +*�
��&� '�4��

)������ 
��� Y@@+Z%�6
!����� 	�������� �6������� ��6���
	*3� 
����6
������� �%� �*
�
6��� ������ ���

��6	��
��������	���	�3���������3&�GA-K.�FLAN"JG&�@KKK��

#��&�����R�'
���&���#�R�2��&�����R���S�
��&�(���R������	����&�'�R�(�����&�����R��������&�[�(�R�
���1���C�&�

[������,���%%������������"
���3�
�	
��
���������
�����%������
����������������
��@'"�������3��%�

���6
��*6
����
���������6
��&�FM-A.�KMG"NF&�FLLG��

#��&� ����R� 2��&� ����R� +*����&� ��#�R� �������&� [�(�&� #��R� [����&� ��+�R� '
��&� 1�(�R� 
��� 1���C�&� [����

1���*�6��
�� 6
�C���� �%� ����������� 
� 	������ ��� �	��������	3� ���3� �%� ���6
�� *6
�� ��
����

������	���&�@L-@M.�AAFN"A@&�@KKK��

:
*
��&���&�
���1
�����6��&�;��4�6	��
��������	���	�3�
���*�		��
6	
���������������������%��6���	�*�

��)��������������	���	��
&�G@��		��@�GK"MF&�FL@L��

:
���
����&� ��R� �
�6��	��
&� 4�R� �
��
���&� :�R� /
����&� ��R� ���CC����&� ��&� ���R� 
��� ���C
���&� ��� �� �

���6���3� 
��� 4F� ���
,�6���3� �%� �*�� 
63��
�
� ��� ��S�3� ��
������� 
��� �*������ ��6	��
�� �����

�	���	�3���	���	�3����&�FI-@.�AK"GL&�@KKN��

:
��6���&�:�R� 4
C9�&� ��R� :
S
�
C�&� #�R� 
���:
S
�&�  �� +*
�
����������� 
��� ���
�6���� �%� ��6	��
�� �����

�	���	�3� S��*� 
� *�����3� �%� ��6	���
���� %������� ����������� #� ������ �������� ��3�*�
��3&�

MJ-F.�FJG"I&�@KKI��

:
����&�����R�:
3�
���
&�2�R���4�����"�������&� (�R��������&� ;�R� �6��*&���+�R�1�����&���R�������"(���&�

��#�R� 
��� ����
�����&� ��� 4
������� 
�������� ��6	��
�� �������63�� ���
����� ���S���� �,����� �%�

�����������%�6���
�����������
���	��������
�����!�������6������*������&�GF-F.�@NA"I&�@KKG��

:
		����&� ����&� 
��� [����
6�&� ����� �������������� ���������� �%� ���
6
��� �3� @'� ����
�� 6
�������

�����
���� �	��������	3� ��� ������
�� ��
��� ������� %��6� �*�� ����
� 	���� ��������� %��� �*
����� ���

������
�����3��������������
��,�����������#������*�6&�GN-J.�@@AM"JJ&�@KK@��

:
		����&�����R�[����
6�&�����R�1�!
&���(�R�
����
��1�����&�����		���
�������%�6
������� �����
����

�	��������	3�
�����%%����"S���*���� �6
�������� �*�����3��%���
�������*�6����3�
���	
�*����3��

4�������������&�@M-A.�II"KG&�@KKA��

:���&���1�����
����6����
����3���6��������3��6
C�����������%��*����	��+���5	������������&�N-A.�FKM"

ALN&�FLLJ��

:���&���1�R�1��S�&���R��
��3&�'���R����&�[�1�R��	
���&� �R�
���5�����&���)�����
������%���	��������
���

�3���6��������3���*��6���6�����*��6���
�����
���������������&�A-N.�GGN"MG&�FLLG��

:�����&�����&�
����������&����/�,��"�
����6��	*�6���3��%���6	��
��������	���	�3��
��������������
���

�����S��%��*�������
������	���	��
&�JK-G.�NJ@"GN&�FLLI��

:��&� '�+�R� 1��C�����&� 5�R� )��%%��&� #�(�R� ���*���&� +�R� ���C
&� ��R� (�����&� #�+�R� 
��� ���*�����&� #�:��

+�3������� 	����� @A+� ���� �	��������	3� �%� ����� %��� 6��
����6��� �������� ��
�� +*�6&�

NJ-@N.�JGII"KA&�FLLF��

:���&���R�1�����&�����R��	�����&�����R�
����	�����&������4�	���
	*����������������%����!���������
���

*�		��
6	
�� 
���	*3�� ���
�����*�	� ���S���� �� � 
��� ��	�*� ��)�� �����������	*
����� +����

����	*3����&�@LA-M.�MKF"N&�@KKN
��

:���&���R��	�����&�����R���+
��*3&�)�R�
����	�����&��������%
���
�����	�*���)�%�����������	
�������S��*�

*�		��
6	
��
���	*3���������3&�JI-G.�@AMA"N&�@KKN���

:��
3
�*�&���R�(�	��"+�����&�  �R�)�������&�+���R����
&���+�R�)�������&�����R�
���+�����&�;�����!���

����6�� 
��� *�		��
6	
�� 
���	*3� ��� %
6���
�� 6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� �������3&�

GM-F.�@MM"NF&�FLL@��

:��C&�;�R�'���*��&�#�R�'���S��&���R�#
�C�S�C�&�/�R�4�	��&���R�5*����&���R�'����&� �R�1�����
��&�#�R�������&�

5�R� ��*�
��6
��&� ��R� E���C&� [�R� 
��� #
�C�S�C�&� #�� �� 	�������� ��S� ��
�������� ���6
�C��� ��� �
��3�

��
��������%���!*��6��X������
����+�����!*��6������&�M-M.�G@K"FJ&�FLLK��

:���
�C&�����&�
����
C��&����+�����
������%������������� ��� �*��*�		��
6	���%� �*��
����6
�
$��

6��C�3��������
�����
�����������&�KM-@L.�GNMI"NA�&�@KKK��

:�
&� ��R� 43���C��
&�  �R� +*�
����
&� #�R� ��
�
&� 1�R� �
!��C��
&� ��R� '�6!
&� #�R� 1�
!���&� ��R� ���
C&� E�R�

'��6
���
&���R�
�����C���&� ��}�� "���
�������4"	�������}���6	��
�� ������	���	�3�� ���
�������)�

%�������&�*����	
�*����3&�
���	����	��
���������6�����	���	�3�1�*
�&�FF-A.�GAN"J@&�FL@@��



�

@GM�

�

:���&� ����R� E��C
&� )�R� �����&� +���R� 
��� :�!&� [���� �����*�����
�� �������6���� ��� ��6	��
�� �����

�	���	�3���,	������&�F@I-F.�AFM"AF&�FLLK��

:��6
��&������[*
�X��S�����S��*��*��
63��
�
������6	��
��������	���	�3v�1�
��&�@AJ-���@L.�FILL"@&�

FL@@��

:�&�(���R�(���&�(�[�R�[
*&�2�[�R�
���(�
�&�4�4���	���6�����������3��%��	���	�3����3��������
	���
��

6�����	���	��
&�JL-@L.�@AIJ"N&�@KKK��

:��*��� �����
�������� 	���	��
������ ��� ��
���6���� �*������
�� ���� �	���	����;��6� ���� �����&�

I-JJ.�IAMUIJA&�FLLI��

:!����C3&� ��R� '��*��������&� '�R� '�&� ��R� �
�&� #�R� �
����&� ��R� )����
6&� ;�R� '��&� #�R� 
��� ;
�*�&� ���

4�	��
6
��������
����������
��)�1�����*�
��*3�*6
�����������3&�G@-F.�MFN"K&�@KKI��

:!����C3&���R�'��*��������&�'�R��
�&�#�R�'��&�#�R��
�6��&�+�R�)����
6&�;�R�;
�*�&���R�
������
S��!&����

��������	��������	����6
�����
��J�@�����
����	
�������S��*�6
�%��6
�������%�������
��������	6����


����	���	�3���������3&�JI-J.�@L@I"FJ&�@KKN��

:!����C3&���R�'��&�#�[�R�'��*��������&�'�R�1����S���*&���R�1����&���R�;
�*�&���R�
���)����
6&�;�����
�����

�����3� �%� @'� �	��������	��� �6
����� 
��� *�		��
6	
�� ���6���3� ��� �*�� �
���
��!
����� �%� 6���
��

��6	��
��������	���	�3���������3&�G@-@.�MM"N@&�@KKI
��

:!����C3&���R��
�6��&�+�R�'��&�#�R��
����&���R��
S���&���R����
S��!&���R�;
�*�&���R�
���:��S����&����

�
������������
�����	��������	����6
����������6	��
��������	���	�3�������
���3�%���������������

����v����*������&�GI-@F.�FLJI"GA&�FLL@���

:!����C3&� �� �&� 
��� 1
�C����*&� ��#�� �
�%��6
������ �%� ������
�� ������	6���� 
��� �	���	�3�� 1�
��� ���&�

FA-@.�F"@@&�FLL@
��

:S
�&���&�
���1�����&���#���
��3�������%��
������%���%�
����3��	���	�3���������#����&�AJF-G.�A@J"K&�FLLL��

(���,&�#�����6�����
��6�6��3��3���6������*����
����1�*
��1�
������&�GI-@"F.�MK"NK�&�@KKA��

(��&�����R��
�C&�)�2�R�  6&�:�+�R�:�6&���4�R�[��&�+�[�R�+*��&�#�'�R�:�6&�:���R�:�6&�#���R��*��&�2���R�:�6&�

2� �R� 
��� :
��&� #�:�� +*
����� ��� ������� 6��
�����6� 
��� 6��
�������� ������ �*�� �	���	��������

	�����������*�����*�6"	����
�	����6������%��	���	�3���	���	��
&�GA-G.�IML"K&�FL@F��

(��&� #�[�R� ������&� ��+�R� ���
&� ;�R� ��
��&� ��R� 
��� �����6
��&� ;�� ���	*�6���3� ��� ��6	��
�� �����

�	���	�3���
��������� 6
����&�@A-I.�@LNA"IL&�@KKG��

(��&� ��)�R� +*�&� #�2�R� (��&� :�'�R� +*��&� 1�#�R� :�6&� ��:�R� 
��� :�6&� +�2�� �:"IL@� 
�6����� 	����
�	���"

������� ���������
	*��� ���!��� ��� 	�������� 
�
����� ��
��� �
6
��� ��� �
���� �����

����	�3�*�	*
�6
����1������3�*�
��3&�F@-F.�AA@"JJ�&�@KKN��

(�6��&� 4�&� 
��� +
�
�*����&� ����� �		�������� �%� 	����
�	���"������� ��
��� �	���	����� 
��� �*�� �
���

������	6�����%��	���	�3�����
�����,	�1�
������&�@LF-A.�JFA"I&�@KKG��

(���3&�+�R����*&�+�R�:�����&���R��
6��&� �#�R�
�����*���&���� ���*�����*�6"	����
�	����6������%��	���	�3&�

��
��� ��������
������� ���C��� ����*
����� ��������"��
����
������	��6�
�����3��
��
���
�����
	*���

���3����
����
���������	�����
�����,	������&�@IF-F.�AM@"NF�&�FLLA��

(�&�(���R�+�����&�;�R������6
��&�;�R����
&�;�R�
���������&���(���	
��
���,������%������
��6��
������

�3�%�������6�
������3�	��������� �	��������	��� �6
����� ���	
�������S��*� ���
��!
����"���
����

�	���	�3���	���	��
&�J@-M.�MMM"NJ&�FLLL��

(�&� (���R� +�����&� ;�R� 1
����&� ��+�R� �����6
��&� ;�R� ���
&� ;�R� 
��� ������&� ��(�� �����
�� 6��
������

�3�%����������	
�������S��*�������
��������	6���
��6
�%��6
�������
�	������6
������������
����

�	��������	����6
��������3���������3&�GL-A.�NGG"K&�@KKI��

(��&� ��R� 4
��&� ��(�R� 
��� 2
���&� #���&� A���� (
���"��
��� 	������� ������%��
����� ����� 6
��� �	�����6���3��

1���*�6�1��	*3�����
&�@MJM-@"F.�@"@L&�FLLA��

(�����&� #�+�R� '��6��&� ��R� 
��� ���*�����&� #�:�� ��� S*
�X�� �*�� ��
�� S��*� 6��
����6���v� ��
�� +*�6&�

NG-@N.�AIJ�"AK@�&�FLLA��

(����3&���&�
���1��S�&� ������
�3�����%��*���,��
�����
��6
���,�	��������+@���������
������������������*��

�
�����*�6"	����
�	�������!���6������1�
������&�@@MA�@"K&�FLLN��

(���&�#���� �����%3�����
������%���	�����������	���	�3�������3���6��������3����������(���&�JKN-A.�FLG"

@F&�FL@@��

(����&� )���&� 
��� ����
C&� ����� �		���
����� �%� 6����S
��� %�,
����� ���*��$��� ��� 	
�*����3� ���

��������������������
������S��#������������*���&�GG-F.�@NA"IF&�@KKJ��



�

@GN�

�

(���*��&�[�����6
��6�������%�����
��
�����	���	�3���������������&�GA-F.�FAK"GI&�@KKN��

(�	&� ;�R� [�����&� '�)�R� 2���C
S
&� 2�R� ��!!�&� ��R� 
��� ;�����*3&� #���� ���������� 
����
������ ��� )�1���

����	�������3	������*6
����6	��
��������	���	�3��#��������&�FL-@J.�GJL@"@K�&�FLLL��

(�S�&� ��#��;����������������
3���%����
��������������*3���
�������S�(������&�F&�FIGUFIN&�@KGK��

(&���R��
�����%%&�+�R�����&���R�(
�
�&���R���*
�&���R� �*�C
S
&�4�R�:
!6
�
&�:�R���������&���R��*
S
�&�

/�R� '36
�&� ����R� 
��� ���������&� ��� 4�6	��
�� ����� �	���	�3�� ������
����� �%� 	������ 6
�������

�����
�����	��������	3�
���@I;"%�������,3�������	���������6���������6���
	*3���
���������

���&�AN-@.�@I"FA&�@KKN��

(���[�&���
C
6���&�����!������;&��
������
�#/������6	
�������%�6��*�����%���
���%�,
������  ���

�
������
� #/&� '
SC���� ��&� [����*� ;�&� (��� [�&� ��������� +�����
�� ���
�����6� 
��� ���
��

;��������	��@LUK&���S�2��C&�[����
6��~�[��C���&�@KIL��

(��&� [���R� �
������
&� #�/�R� 
��� /���*&� ��(�� +3����� 
��������� 6��	*��	*
��&� 6��
�������&� 
���

	*��	*��3�
��� ��� ���
�� ������� 
� ��6	
������ 
� 6��*���� �%� %�,
������ �������&� @I@-JLKM.�FIL"F&�

@KNA��

�
��6�������������6	����� ��������������6�����������	��������	3��#�*��[���3�~�����&���S"2��C&�

@KKI��

�
���������&� ��#�R� ��������&� (�R� ���*6
�&� ��(�R� 
��� �*�6
�&� ��)�� �����3� ��� ��6
���� �������&�

FIA-GJL@.�JKM"N&�@KKK��

�
����!C3&�E�R�[������&�(�R�1��*��3�&�E�R�'
�
�!&���R�/
9�
&�#�R�+!��9
C&���R�
���;����&�4�;��+*
���������*��

������������
��������������3��%�����������������*���	���	����*6
������
����3���������������&�

KM-@.�N"FG&�FLLL��

�
�6����&�:�&�
���4*�6&����'�		��
6	
�����������""��������
����6
�������	���	��
&�GA��		��J�@K"AA&�

FL@F��

�
��������&� #�'�&� 
��� +��������&� #���� �	���	�3� 
��� �*�� ��6	��
�� ������� �� ������
�&�

�����������	*
����
	*��� 
��� ����	
�*������
�� ���3� �%� �*�� ��
��� ��� �	���	�3&� S��*� 	
�����
��

��%�����������*����6	��
���������1�
��&�IK-A.�JKK"GAL�&�@KMM��

�
�����
�&���)���3���6��������3� �6	
������
����	���	����������������3���	���	�3����&�KI-F"A.�@LJ"

@G&�FL@F��

�
���*�&�����R�������
&�;�+�R����1���&�/���R�/
��&�����R�
���/�
�
&�)�����%%������%����*�6&�
��������


�����
����S��*�	����
�	���&����6��
������
�����	
6������������	�����
������	*��	*�����������

6��
�����6�����
��*�		��
6	��
�������
�6�������*�6� ��&�AA-J.�FKK"ALM&�@KKI��

�
���"/
�����
&� �R�+*�&���:�R��
C*�9
&���R�'
�
�	

&�:�#�R�:
	�&���R��
�*�6�&�4�R�#���
�&���R�/�6�����3&�

/�R�)���&�(�1�R��
��
���&�#�R���&�0�R����C�3&�1�R�+*��&�+�R�4
C
*
�*�&���R�4��
�&�5�R��
��
�&�#���R�

�����
������&� ��#�R� �
*��&� ����R� �
���3&� +���R� 
��� 1
�*��&� ����� )������ 6��
�����6� ��
� �*��

	�������	*��	*
���	
�*S
3&���3���3����
���:������3�������
�����*���	���6����6������%�*6
��

��
����6���������1��6��&�FG-@L.�@@NN"IM&�FL@F��

�
�����!"1���
�&� ��+�R� �
���"1��6
��&� (�R� ��$��&� #�R� ������&� ��R� ;�����&� ��R� (�
���&� #�(�R� ������&� ��R�

����6
�&�5�R�
���+���
&�1��@'�
���@A+�'�"�����	��������	3��%����
������	�3��
6	�����,������
���

��������@'��������3��%�*6
��*��*���
�������6
�������1��6��&�@N-J.�@K@"FLG&�FLLJ��

�
�*���&� )�[�R� �������&� ����R� +
*
�&� (���R� 
��� (����&� #���� '�		��
6	
�� ������ �
6
��� ��� *6
��

�	���	�3����3��X��*3	��*���������������������1�
������&�@AG�FAN"G@&�FLLF��

�
�*���&�)�[�R�1
��&�4�(�R�(����&�#���R���������&�:�R�2��6
�&�:���R�
���:*�6
�&������4*��	
�*�������


��� 	����������� %�
����� �%� �*������ *6
�� *�		��
6	
�� �	���	�3�� �	���	�3� ���&� FM-@.�@G@"M@�&�

@KKM��

�
�*���&�)�[�R�1
��&�4�(�R������3�*&�����R�1�
���&�+���R�
�����������&�#�:��)�
���������6�����������%���

1��;&��);&�
����4"A�������
���S��*������������������	�
��
��
��6���3�%������	�����������*��

�*�����
��3��
6
����
����	���	����*6
��*�		��
6	�������+*�6�����	
�*��&�AL-@"F.�GA"NM&�

@KKN��

�
�*���&� )�[�R� 1
��&� 4�(�R� /��C��3&� 1�)�R� �������!&� ��R� 
��� ��������&� #�:�� 4*�� ������
�"	
�*�������

6��*
���6���%�*�		��
6	
�������������
��������
������6��������6	��
��������	���	�3��1�
��&�

@@I-���@.�@LG"@I�&�@KKG��



�

@GI�

�

�
�*���&�)�[�R������!
&���R�(�!
�
&���R���������&� #�:�R���*���&�2�R��
�����&���+�R�������&���R�(����&�

#���R�+*�6����&�(�R�1���&�����R��
C
6���&���+�R������
��&�#���R�;����&� �R���
���C&�[�#�R�59�6
��&�)���R�


��� �������&� ����� '�		��
6	
�� )�1�� 
��� ���
6
��� ��
��	������ �66����
������3� ��� 	
�������

S��*���6	��
��������	���	�3���������3&�GF-A.�JGA"NF�&�@KKK��

�
3
�
��&�2�R�[
�
�
��&���R�
���:
��C�&�2������
����6	��
��������	���	�3��������
��%�
�����
������!���

6��*
���6���	���	��
&�AN��		��A�GN"ML&�@KKM��

�� ����*&� ����R� [�����&� ��#�R� 
��� 1��C����&� ��;�� ���!��� ����6�� 
%���� ��6	��
�� �������63�� �������

����
��*�	�
������
���%����������	���	��
&�JF-@L.�@FII"ALN&�FLL@��

��:*
��&� )���&� F��R� ��*���%���"�������&� #�R� 1���&� ����R� '
����&� ����R� 
��� 59�6
��&� )����

 ���
�	��
�����*�		��
6	
������������������
	*3����	��������*���,������%�*�		��
6	
������������

�����6	��
��������	���	�3������3��#��������&�KA-@.�JJ"GF&�FLLL��

��(�
�&� ����R� 1�!
&� ��(�R� [
��&� (�(�R� ��6�����&� ��#�R� 1
�C��&� )�#�R� 
��� [����
6�&� �����  �� ����� )�1�P�

6�
���6����
��@�G4������
������"���
��!���������$
��6�%��������
������������&�JI-F.�FAA"

J@&�FLLF��

�����
� ����&� ��
6� ����&� ��
����*
� [�1��  �
����
����� �%� ��
��� ������ �3� 6����S
��� ���
��
������  ��

�
�����
� #�/�&� '
SC���� ����&� (��� ��[�&� [���*� ;���� +�����
�� 6��
�����6� 
��� ���
�� %��������

[����
6��~�[��C���&�1
���6���&�@KIL��

�����&�(���R�+
�
�*����&�����R�4
�&�����R�:	%��&�[���R���������&�#�:�R�1
��&�4�(�R�
���;���*&������+������

6��*
���6�� �%� ���!���� ��� �*�� 	����
�	���� 6����� �%� �*������ �	���	�3�� ����� ����� 
��� 6���3� %�����

�	���������	���	��
&�AJ-M.�KIG"KG�&�@KKA��

����&�4���R���*���&���R�
��������S
��&�������
�����6�������6
�����
�����3��������*�����
��3��	���	����

�
���� 
� -@A.+� ���� ���3� �%� �����
�"���
�� �����
������� ��� 
� 6����� �%� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� #�

+�����1�����;��S����
�&�FG-@L.�@FGJ"MJ&�FLLG��

����&� 4���R� ��*���&� ��R� 
��� �����S
��&� ��� �����
�"���
�� �����
������� ��� �
��� %��� 
� C��������� ������

�����*�6� ��&�JI-M"N.�JKI"GLN&�FLLM��

����&�4���R������S
��&���R�1
��*��6&� ���R�
�����*���&����������3����6
3�	�
3�
����������*���������3��%�


��������	���	�3��
���6	
���������S�����66
����)���������3����,	�����������!����
���
������

������������&�FI-F.�FFN"AG&�FLLN��

����&�4���R������S
��&���R�4����&���R�
�����*���&����+�����
�����
6
���6��
�����6������*
��������
�

��������6������%�
��������	���	�3��#�+�����1�����;��S����
�&�FM-@F.�@JKM"GLM&�FLLM��

������&���R�1
�*��
����&� #�R����
3&� ����R��
�C��
&� (�R� 
������*C��&�����%%������%� 
�	��
�����������

������,��� �������� �%� �*�� 
63��
�
� ��� �6�����
�� ���	������ ��� 6��C�3��� ��� #� �������&�

@@-@F.�JJLA"@I�&�@KKK��

���������&�����R�1�
���3&�����R�+�����&���+�R�������&���)�R�
�������&���)��4*���%%�����%��
6	���%���!����

���	������6
���"
������	������������	����
��%���������
����������
������������&�JL-@.�@MM"K&�

@KKI��

������&� (���R� ��(
�*�
�&� ����R� 1�S��&� ����R� '����&� (���R� 
��� ���!&� ��)�� �63��
�
�� �����������

	���	��
����� �����
����� 
�������6��
%���� ��6	��
�� �������63�� #�����������������3�*�
��3&�

GN-K.�@LKK"@LG&�@KKJ��

������&�1����3�*������
����%�����	��������3� ��6	��
�� ������,������������������������������������

���&�AM�FJJ"GN&�@KGI��

������
"5��&� 4�R�  C��
&� ��R�  ���*�&� ��R� 4
C
3
&� ��R� �
��6���&� ��R� '
�
C
S
&� 4�R� �
S
6���&� ��R�

��C��&� ��R� ;C3
6
&� '�R� 
��� 4
C
*
�*�&� ��� �63��
�
�� ���
���6���� ��� 	
������� S��*� ��6	��
��

������	���	�3��#�����������������3�*�
��3&�IF-M.�MGF"N&�FL@@��

��%%���&� #���&� 
��� �
6�������&� ����� ��%%������
�� ������������ �%� �"
���3�
�	
��3����
6
��� 
��� �"


���3�
�	
��
����66����
��������������
��%�����
����#������3���&�FJ-M.�JLK"AA&�@KKG��

���
�*
�&� ��4�&� 
��� +��6
�&� +�[�� ������������ �%� �"6��*3�"�"
�	
��
��"���������� ("YA'Z���
6
��"

������������������
����
����#��������&�G-@@.�FKLK"@K�&�@KIG��

���
&� ��R� �
���&� )�R� ������&� #�+�R� �����&� )�R� +������&� ;�R� �����&� ����R� 
��� +���
&� ��� ��%%������

��	�������� �%� ���*�6� 
��� �
�	��
��� ��� � A:��:1� 	
�*S
3� (��*�6� ����C�� �*�� �:1� 
��� )�:A�

��	*��	*��3�
����� ������� �3� ���
6���� �*���*� 	������� 	*��	*
�
��"F��� 1�	��
�� ������&�

J-A.�@KG"FLL�&�FLLF��



�

@GK�

�

���
�&���;�R�(�6��,&�(�R�:���*��&�����R�;��*&�����R�
����*�����&�������,��
*�		��
6	
����6	��
�������


���	*3������6	��
��������	���	�3�
���6���
����6	��
�������������1�
��&�@FJ-���@.�@MN"NG&�FLL@��

����
����*�;����(
�6��
����6�$��	
���	��������	�������'�����
		��$�������
������������4*7���

���������
�&������������������
�����&�FL@F��

������&� ��)�R� ����&� ��R� 1
�
C��&� #�R� ��
����&�+�R� +*����&�  �R� ;���
3&���R� )
���
&� ��R�[�����&���[�R� 
���

(
,��&� :���� [����	��
�� �,��
*�		��
6	
�� ����-+�P+*�.� 
����6
������� ��� 4(��S��*� 
��� S��*���

6���
����6	��
�������������#������&�FGI-J.�MLA"@F&�FL@@��

������&� ��)�R� (
,��&� :���R� �*3&� #�R� (�	�!&� ��+�R� ;�����C��&� ��(�R� 
��� [�����&� ��[�� �	��������	���

6��
������ 
����6
������� ��� 64(�� S��*� 
��� S��*��� �� � ��������� %��� 6���
�� ��6	��
�� ����������

�����*�		��
6	
���*���"4����� ���	���	��
&�JJ-N.�KNN"IL&�FLLA��

�����&� +�#�R� 1
�C��
*�&� ��R� )�����C�&�  �R� 
��� (���*��&� [�� �����
�	���� ���� ���*�6"	����
�	���� %���

��������� �%� ��
��� �	���	����� ��� 6����� ������	6���� �%� �	���
����� ���!���&� ��*
����
��


����
������
��������
���
6
�������#��*
�6
���&�M@K-@"A.�@G"FJ&�FLLK��

��
��&�+�R�'�%%6
��&���R�;�
������&���R�:
*
��&���R�4
���&�(�R�(������&�)�R�
���1��
���&���(��������"

�����������	*
����
	*3�6��*������3��
��
��
���� 
��� ��6��������
������� ��
����		�&� @GF�GM"

MN&�����������MI"K&�@KKJ��

�
6��&�  �#�R�1���&�����R�����
�&�;�R���3��&�/�'�R��������&�#�;�R�'����*&���R�
����
����
,&�+��+�6������

6�
���6����� �%� *�		��
6	
�� �"
���3�"
�	
��
��� 
��� 4F� ���
,
����� ��6�� ��� �*�� ��
�
����� �%�

6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� ������
����� S��*� ������
�� �������3� 
��� 6�6��3� 	��%��6
������

�	���	��
&�JL-@L.�@JFJ"AF&�@KKK��

�
��6�&� #�R� 1���
�����&� ��R� �����6
��&� ;�R� 
��� 1���
�����&� ��� �� � ���6���3� �%� �*�� �*
�
6�� ���

��6	��
�&��,��
��6	��
�&�
�������	
�*��������
��!����	���	�3���������3&�ML-I.�@FKM"ALL&�FLLA��

��*���&� ��&� 
��� +����&� #���� +����
�� 	
�*S
3�� �%� �����3� 6��
�����6� ��� �*�� ��
���� ��� ������� ���� �3�

����������
�����3���v�)��
&�GG-@F.�@FAI"GL&�FLLN��

��*���&� ��R� [��������	"���*��6
��&� ��R� 
��� (
6&� +���� ���������� 	�
C�� �%� Y@J+ZF"���,3������� �3�

������� 
��� 
�����3����� *��*"���������� 6����
���
�����
	*��� �6
����� �3� �����
�� @J+"

��
9������
	*3���6������S��*��66��*�����*�6����3��#�+�����1�����;��S����
�&�FJ-K.�@LLJ"@J&�

FLLJ��

��������&���R�/
���
����*��&�[�R�1
���&�:�R�/
��(
���&�:�R��
�6���&���R�/
��1������&�'�R�
����	���&����

+�����
������ �%� ��������
�� ;�)"��4� 6��
�����6� 
��� ���
�� ���+4� 	��%����� �*
����� ��� *6
��

��6	��
��������	���	�3�S��*�*�		��
6	
������������������6
��&�AF-F.�MIJ"KG&�FLLM��

������&� ��4�R� ��*6���&� ;���R� (��&� 2�R� �����&� ��(�R� #��*
&� )���R� �
���&� ��R� 4*�6
���&� ��+�R� �������&� #�'�R�

�6��*&�+���R��
��
��!&�:���R�������&�#���R�����&�(�[�R�)�
����&���R�)����&���+�R�[���
��&�#�(�R�/
��

����C&� (�#�R� 
��� :�3����&� ��#�� '�		��
6	
�� ���������� ��� 
��
����� 
���� ������
�� 
��� 	
�*������
��

%�
������1�
��&�@AJ-���G.�@GLM"@I&�FL@@��

���*�����&�#�:�R�+������3&�#�R�(�����&�#�+�R�
���'��6��&�������
����6�����
�	�
�%��6�%������3��������

��,����3�
��������%���������
����������������&�@-F.�@GA"M@&�FLLF��

���*�����&�#�:�R�(�����&�#�+�R�
���'��6��&����X���
����6���X��������
�������*��6��
���������	�������%�

��������3���6�����	
�*�	*3��������
�����6�����
�6����
��
�����
������
��
�
�3�����%���������
������

�	��������	����
�
��0���������
&�FK-@@.�@@I@"K&�@KKK��

��
�*�
�&���&�
���1�����
�%�&� ���	���	�3������3��
�������
�������S���	���	�3�1�*
�&�@G-@.�MM"NF&�FLLK��

������3&� ��#�&� #��� 5������S""�*�� ����� �%� ���� �	��������	3� ��� �	���	�3�� �
��� ������  6
����&�

@A-I.�@@N@"A&�@KKG��

5C��6
&���/�R�1����&�#���R�
���)����&��������
�������,������%���������������	���	�3����6������������
����

�������������	���	�3�1�*
�&�FL-F.�FAA"JL&�FL@@��

5�����&� ��)�R� [�����&� ��:�R� :���&� ��1�R� 
��� 1
�
�!&� ;�� �3���6
���� %������
�� 
�
�3���� �%� �*�� 3�
���

����6���4������1�����*���&�@M-K.�ANA"I&�@KKI��

5	��
�&�:���R�1���&�1���R�)��%%��*�&�#���R�
���'�S�&�;�������
�����6�����%��*���%%������%��
6	������*
�6�
�


����	���������6������*��6��
������	��%�����%���
����6������	�3��	���6����
�������6������3�

*��*"����������6
����
������	�������-@.'����������1��6��&�F@-@L.�@@AI"JN&�FLLI��

5X�*�
&� ��� ;���� 6�������� �*
	��� �3� 
�� ����������	���
�3� ��S� ������3�� (
����&� ANK-KIFG.�@GJJ"GL&�

FL@F��



�

@ML�

�

5�������&�5���&�
�������6"�
�*����&�#����%%�����������
�����
��!
������%�
�	
��
��"��C��
������
6
��"

��C�� �66����
���������� ��� �*�� *�		��
6	�� �%� �
�&� ����
"	��� 
��� �����
����� �
����� -�
	���

	
	��.&�S��*� 
��������� �*���������������%� �
66
"
6�����3�
���������������&� @M-A.�GIK"MLM&�

@KIG��

5!
C�&� ��&� 
��� +*
��&� ����� (��*�6� �����
���� ��
�����	����� %
����� �������� ��� ��"@� 
��� �3����� ���"

���	����������6���������������������
����
����
����#������*�6&�MK-M.�FAAM"JJ�&�@KKN��

�
������&� ��R� �
�6���&� ��R� �
������&� ��R� �
� +���
&� #�+�R� ������!&� ��R� �
�����!&� #�/�R� +
��
������&� ����R�

'��%��&� #���R� �
		&� ��R� 
��� 1
����
"+����*�&� (�� �����
�� 
�
�3���� �%� �*�� �����
�� ����6�� �%�

��6	��
��������	���	�3�������*�		��
6	
��������������	���	��
&�JG-@@.�@AIA"K@&�FLLJ��

�
������&� ��R� �
�6���&� ��R� ������!&� ��R� �
������&� ��R� �!
6�9
&� ��R� �
� +���
&� #�+�R� �
� ����
� ;��*�&� '�;�R�

�
�����!&� #�/�R�
���'��%%��&� #���� ���!���
���6�6��3�����6�� %����S���� ��6	��
�� ����������3��

���������� ��6	
���� S��*� ������������� 
		��
�*��� %��� *�		��
6	
�� ����������� #� �������&�

@LJ-@.�NL"I&�FLLM��

�
�&�#�[�R�:�6&�#�'�R�+�*��")
���&���R��
�&�+�R��	�����&�����R�
���'��*��������&�'����������
������������

�3�%����������*�		��
6	
���	���	�3�����
���������
��&�@@@-J.�F@I"FJ&�FLLG��

�
�&�#�[�R��	�����&�����R�:!����C3&���R���C��S&���1�R�'��*��������&�'�R�
����	�����&���������
������

���S��C������	���	�3��3�����	��������	����6
���������
���������
��&�FL@F��

�
�&� #�[�R� [����
6���&� ��R� +
��&�  �R� '��*��������&� '���R� E
����&� '�R� �����%%&� 5���R� 
��� �	�����&� �����

����6��
�����6����*6
���	���	�3���	���	��
&�JK��		��A�A@"J@&�FLLI��

�
�&�#�[�R�E
����&�'���R��	�����&�����R�'��*��������&�'���R�
����	�����&������ ���
��
��
����)�	�S���
���

6��
�����6����*6
���	���	�3���	���	�3����&�IN-@.�@I"FJ&�FLLK��

�
����&�#����4*��������%����!��"�����������������������	���	����������
�����
�����	
�����	���	�3����&�

GL-@"F.�@NK"IK�&�FLLF��

�
����&� #���R�2&�4�[�R� (����S��!&���4�R�)���*S���&���'�R� ��������&�����R�
���(�S�������&���'������
���

��
���� ����� ������������ ��� �����
���� �3� ���!���� 
��� ����������� ��� 
����
��� ���S��C�

�����
��!
���������*��
�����
��*�		��
6	���#��������&�@N-@L.�ANFN"AI�&�@KKN��

�
�C&�2���R�����&�����R�:���&���[�R�)
��
�*��&�1�1�R��6��*&�#���R�
���2
�*6
�&�;��4*�������%��
�����%����
��

��	�*� ��)� 	
������� ��� 	
������� S��*� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� �����������	*
����� +����

����	*3����&�KK-G.�J@F"G&�@KKM��

�
���&���������*�����
���3�%�������
����,��
��������������
���
��������$������%��	���	�������!�����

;�����
����1�������&�AN-@F.�@KG@"MF&�FLLJ��

�
���&� 4�1�&� 
��� +�
�C&� #�1�� �3��*����� �%� �"
���3�"("
�	
��
��� �3� �
�� ��
��� 6����*�����
� 
��� ����

�������6�������6����*�����
���3���������
�������
��	�����1���*�6�#&�@IJ-A.�GAK"JM&�@KNK��

�������&� #�&� 
��� ��*���
��&� )�� @'� 6
������� �����
���� �	��������	3� �%� �,��
���� �%� *6
�� �	���	����

��������,�
���*�		��
6	����������3&�JA-A����@.�GIK"KJ&�@KKA��

������
� ��� /
���������&� ��R� ;���
����&� ��R� 
��� ��*���&� ��� (��
�� ������
�� ������ %��S� ������ ���*�6"

	����
�	���� ���!���� ��� �*�� ������	���� 
��� 
���� �
��� ����� �%� ��	����� ���S���� ������ %��S� 
���

6��
�����6�����*�����������%������
���
6
����#�+�����1�����;��S����
�&�FF-F.�@KM"FLG&�FLLF��

����3&� 4�(�R� 1���3&� :�R� '
����&� ��R� ��
6���&� ��R� 
��� ��C&� +�� ������
�� ������������ �%� 
6���� 
����� ���

*6
����
������
�����
��
��	�3��#������*�6&�@I-A.�G@A"K&�@KN@
��

����3&� 4�(�&� 
��� '
����&� ��� �6���� 
���� 
����6
������� ��� �	���	�������� %����� �������3&� A@-N.�INF"M&�

@KI@
��

����3&� 4�(�R� '
����&� ��R� 1���3&� :�R� ��C&�+�R� 
��� (��C&� ��� ;����
6���� 
����� 
��� ���
���� ��6	����� ���

���	������%�*6
����
����#������*�6&�@I-A.�GF@"I&�@KN@���

����3&�4�(�R�'
����&���R�
���)
��*
6&����������6����6��*
������%�
6������6	��������*6
��
����
��

��
����#������*�6&�AM-F.�JLM"@L&�@KI@���

����3&� 4�(�R� '
����&� ��R� :�����3&� #�R� [
�
&� #���R� 
��� 4*�6	���&� )�1�� �6���� 
����� ��� *6
��

�	���	��������%��������*������&�AF-@@.�NGF"J&�@KNG��

���������&� ����R� 1��
&� 2���R� :���
C��&� ��R� �������3&� 5�R� 
��� ;
����&� '�� 1�*
������ �%� �
��� S��*�

��������&� 6���%��
�� ��
��� �
6
��� ������� �3� ���!���� %����S���� ������� 	���	*��
�� ��9�������� �%�

���*�6�
���	����
�	������*3�����1�*
�&�GA-G.�IJK"MM�&�@KKA��



�

@M@�

�

���������&�����R��
C
���&�:�R�
���1�
���3&�#�+��+*
�
������������%� ��6�������!�������C����3�	���	*��
��

��9���������%����*�6�
���	����
�	������*3�����1�*
�&�JJ-@.�FN"AN&�@KII��

�����%%&�5���R����
���&� (���R� :�6&� #�'�R�
����	�����&�������"
���3�"
�	
��
��&� ���
�� ���
����&� 
���63�"

�������������*���	���	��������*6
��*�		��
6	����������3&�ML-@L.�@MJM"G@&�FLLA��

�����%%&�5���R����
���&�(���R����*6
�&���(�R�:�6&�#�'�R�
����	�����&�����������
��
������
��6��
�������

���������%��*���	���	��������*6
��*�		��
6	������������&�GF-G.�MAG"JF&�FLLF
��

�����%%&�5���R����
���&�(���R����*6
�&���(�R�:�6&�#�'�R�
����	�����&������)��
6
��"���
6�����3���������

�*���	���	����*6
��*�		��
6	����	���	��
&�JA-N.�NLA"@L&�FLLF���

�����%%&� 5���R� ����
�&� (���R� 
��� �	�����&� ����� �36������� ���S���� ��� ����� 
��� ��� ������ ����

�	��������	3�� �*�� ���
����&� �"
���3�
�	
��
��&� ���
6
��&� 
��� )�1�� �������� �%� �*�� �	���	����

*6
����
�����
��������� 6
����&�@A-I.�@@KN"F@@&�@KKG��

�����%%&�5���&�
������*6
�&���(����
������*6
����
���)�1������������%%������%�)�1�"��
��
6��
���

��*��������S��*����
�
������������������&�@M-@.�KN"@F@&�@KKI��

�����%%&� 5���R� �	�����&� ����R� �����&� #���R� 
��� ����*
��&� #�[�� '��*"%����� 	������ 6
������� �����
����

�	��������	3� �%� *6
�� ������6� ���
����� ������ �����3� %��� �	���	�3�� �������3&� AK-K.�@@KN"

FLF&�@KIK��

�*��	�&� ����� '6
���6������ 
��� 6�6��3�� �����
������� �%� �*�� 
63��
�
� 
���*�		��
6	
�� ��6	��,��

+���5	�����������&�@J-F.�@KI"FLF�&�FLLJ��

���C
���&� ��&� 
��� ���
&� 4����  �� �	���	�3� 
� 	����������� ��������v� ����	����� %��� ��S� �*��
	�����


		��
�*��������6	��
�"������	���	�3��(
����������&�@-A.�@NA"I@&�FLLF��

���������R�����
���*�;���R� 6	���
�����R1��
*6�������&�������#�R�1�����$�#���R��
6��� �#�R����
3���:��

��	����������
6	���	��	
�
�����
����	����6�
�$�����������*��$���%���6��
������	��%�������%�

*6
����������3�@'�'���������� �����*�������������6��
����6������,	���6���
�����
�������


������*��$���%���6��
����6��������
��*�-����(�!���.��+
6����������������3������&�FL@F��

����
&�;�R�)���
&�+�R��������&�;�R����
&�;�R�
���)��6
�&�#���
��������%�
�������%������
�������������3�

���6���
����6	��
��������	���	�3���	���	��
&�GA-M.�@L@A"FA&�FL@F��

��
�
C
�
�&� ��R� �S
����&� #���R� �3
�&� ����R� '%%
C��&� ��#�R� '
��&� #�4�R� )��%%��&� #�(�R� [
3�
��&� ��R�

;���6
�&�4�R���������&�;�R�(����3&�:���R�:
�	&�����R�'�����&���R�4C
�*��&���R���66
�C&���(�R�2��C��&�

��'�R� [������&� ��#�R� 4����3&� ��;�R� 
��� 1
*�&� ��� �����*�����
�� �3�%������� ��� ��*�!�	*����
��

��������� %��� ��6	��6����� ��
��� 6��
�����6� 
��� �,��
����� �������� ���� ��3�*�
��3&� K-N.�MIJ"KN&�

MJA&�FLLJ��

�������*��&���[������6
������%�6��
���������������
������%��6����
��!�����������	�����������	����
��

�
������������&�AL-M.�MNF"K&�@KKA��

�������*��&���[�����6
����$
����
������%����
��!�����������@'��	����
�S��*�(+�����������1��6��&�

@J-J.�FML"J&�FLL@��

��3�*�����&���R�'
&�����R�����&�#�R�)�&���+�R��
��
�&���R�1�
��
&���R��������C��&� �R�:���*�
6��*3&���R�

������&���R�)
�
6&�1�R�2���&���R�0�
&� #�R�:��,&�+�R�����&���R�'
��&���R�'���
����&�E�R���������&�

4�(�R� �6��*&� ����R� 1
6%���*&� ;�R� )������&� ��R� ���
��&� 1�R� ��S6
�&� #�[�R� )���%�����&� 4�R� 
���

[��*
��&������4*��*6
�����6�6��
����6����(���5��&�M-F.��@MKGN&�FL@@��

����&� ����R� �
C
3
6
&� 2�R� �
���
&� ;�R� ��*�C
�
&� 4�R� :��
3
�*�&� ��R� �
���
�
&� ��R� 
��� ;C�
C�&� ���

+������6��
����6�������
����
��
		���
�������#�1������1�����&�@@G-M.�GNK"IK&�FL@A��

���&� ����&� 
��� �����&� �����  �� ����� 6
������� �����
���� �	��������	3� �%� )�1��� 
� 6��*��������
��

�����S������������
����������	�������&�ML�FK"J@&�FL@F��

O�����%%�1��)���������%���!����
6	�����%��
����
���� ���
�����
�#�/�&�'
SC��������&�(�����[�&�[���*�

;����+�����
��6��
�����6�
������
��%��������[����
6��~�[��C���&�1
���6���&�@KIL��

�
����� ��#�� ����%��
����� �%� ���!��� 
������3� �3� ��������
�� ���6�
������   �� ������ ���!����

�����������	*
����
	*3�
���������
������	*3������3�AF�-A.R�FI@"KJ��@KNF��

�
��
";��*�&�����R�(������&���)�R�
�����*
�
�&����;������
��
�����������%��*��
63��
�
��
���������S��#�

��3�*�
��3��������&�FG-@.�@J"FA&�FLLL��

�
��*����������;�����%���!����%���	������
������%������6���
�3�6��
������������
���� ���
�����
�#�/�&�

'
SC��������&�(�����[�&�[���*�;����+�����
��6��
�����6�
������
��%��������[����
6��~�[��C���&�

1
���6���&�@KIL��



�

@MF�

�

��*6
�&���R�0&�2�R����&�[�1�R��
3&���#�R�[�����*�%%&�'�/�R�)���
���&���R�
���1
3
�&�����	3����X��

����
��� 6��
������� 
�
�3���� ����
��� 
����
������ %����S���� �����
�� �*���"���6� %������
��� ���������

����1���3��&�I-K.�FFNJ"II&�FL@F��

���
&�5�R�����&�4���R�
��������S
��&����O
���%��
������%�
6�����
���-@A.+����������%�6��
�����������

��
��� �����������*��*"� ����������6
����
������	������� -@A.+������	��������	3������1��6��&�

FF-A.�FMM"N@&�FLLK��

���������&���)�����
����6���������,������3��
������S��4�,��������&�IG-F.�ILK"FF&�FLLG��

���*&�+�R�(���3&�+�R���*���&���R�
����
6��&� �#���
������������
�����6
���������*�����3��%��*�����*�6"

	����
�	����6������%���6	��
��������	���	�3����
�����
�����	���	��
&�JA-J.�AFG"AG�&�FLLF
��

���*&�+�R�(���3&�+�R���*���&���R�
����
6��&� �#��������������
����%�������
����9�3�%����*��������	6�����%�

��6	��
��������	���	�3����F@"�
3"�����
����
���� �
		��
�*�������*�����*�6"	����
�	����6������

�	���	��
&�JA-@L.�@@FK"AM&�FLLF���

����&�1���&�
���1�6�&������S�
�	������%���
���	*3������3������1��6��&�K-N.�FNK"KM&�@KKM��

���*6
�&� ��(�R� ��� ;�3���&� '���R� ��� )�

%&� ����R� �
���&� )�;�R� 
��� 1�*
�&� :�(�� @A+� ���� ������� �%�

���������������
���������
��6�������3���������*6
��������1��6��&�FJ-I.�KJA"GN&�FL@@��

�3����&� ��R� �*���		��&� 1�R� +������&� (�R� ;��6���&� #�+�R� (�� 1
��&� ��R� 
��� �
�����&� ;�� ;������
��

�����6
��������
���3������6	��
��������	���	�3��
���6	
�
��������3��%�@I;�)"��4�
���KK64�"

'���5"���+4�����������&�A@-M.�MGL"M&�@KKF��

�
�6��	��
&� 4�R� :
���
����&� ��R� �
��
���&� :�R� 
��� ���C
���&� ��� O
����
����� �� � ���6���3� �%� �*��

�����*��
�������,������6	��
��������	���	�3�����!��&�K-A.�FLI"@G&�FLLL��

�
�6��	��
&�4�R�:
���
����&���R��
��
���&�:�R�
������C
���&����'�		��
6	
��
���
63��
������
6
������

	
���
���	���	�3��
������"�������
���� ����3��%�FJ@�	
���������	���	�3����&�JM-@.�MK"IF&�FLL@��

��*�
&�+�R�����
&�����R���	
&�)���R�)*����&�����R�+
	�
&�����R�
���(	���&� �)���
������������
����

�	��������	3""
� ���"���
����� 6��*��� ��� ��
�
����� %��
�� 
��� ��%%��� �����
�� ������� �3���6�

����
����#�����(�%�&�G-J.�JFA"N&�FL@F��

��*������&� 1�&� ���C������
&� ��&� ~� ������
&� '�� @KNG�� ��545�"��)��4 +"���5���+�� ���+4��� 5;�

'�4��5)���5����2�4����-���( +�4 5���5;���) +"��)(���54�4 5�.���
������������
�������

�*�6����3� 
��� ������3�� �
���� ��� �������� 
�� �*�� �6	7���  �����
����
�� �66��� ��*���� ���

�
������������
�������+*�6����3�
���1�����3&�1
�C�����9�&�2����
��
&�#���@KN@&�@FN&�@KNG��

��*�����&���R�[������

��&���R������S
��&���R���������&���1�R�2&���+�R�
���'���!&�(������
���3������

�%�
�����3����%��������
������3��*�����
���*�6����
�����%����
6
���
���)�1��������1�
������&�

KJ�@KK"F@@&�@KKF��

��*�
66&�#��4�6	��
�� ������	���	�3������3�
����*��$����%����	��6
���,������%������������
������S��

�	���	��
&�JK-I.�@FKM"ALN&�FLLI��

��*�
66&�#�R������&���R�[
����&�#�R������&�+���R�
�������(�*�&�������!�������6�&�%������
������6�&�


���$
���3��%���%��
%����*�6��	*������63����
���������
������*���-[���.&�@GJ-K.�@MLA"@F&�FL@F��

��**6
��&� ����R� �������&� ��R� �C
�����3&� ��R� 1���
�����&� #�R� :�����&� ����R� �
6��&� ��R� �
6��&� ��R� 
���

1���C��&� 4�� ���
������ �*
����� ��� �*�� �������3� �%� ��
��� ����������� 
� 	������ 6
������� �����
����

�	��������	3�
���*�������3����3��#�������
6
&�FL-I.�NFG"JA&�FLLA��

������&� [�R� (�&� (���R� �����&� ��1�R� +�����&� ;�R� )��6
�&� #�R� 5������&� ��R� �����6
��&� ;�R� ���
&� ;�R� 
���

������&� ��(�� 4�6�� ������ �%� 	����	��
����� �������3� �%� �"
���3�"
�	
��
��� ��� ��6	��
�� �����

�	���	�3���	���	��
&�JF-F.�@KL"N&�FLL@��

�*
�	����&�����&�
���1��S�&�(�(�������%�6����S
��� ���
��
��������	�������	���6����6��
���*��
6����

6��
�����6�� ��������� %��� ������ ����	����� 
���%
��� ��� 
� ��������� ������� �%� �
�� ��
���� 1�
��� ���&�

@JL-@.�@N@"M&�@KNI��

�*
S&� +���R� 1
���&� #���R� �
�$
�����&� 1���R� 
��� +��3&� :�� ���*������� ��%�,�6���� �*�S�� �,������,���


�����������
��������
����������+
��#��*3������*
�6
���&�NN-@@.�IN@"N&�@KKK��

�*��&�#�R���������&�:�;�R�1�*
�&�:�(�R�1��S�&���R���,��&�4�[�R��
���&�)�;�R������%%&�5���R��*�6
�&�)� �R�

�*�6
�&���)�R�
������*6
�&���(�������6��
������%��*���
����%��*�����
6
������
6�����3�������

�*��*6
����
����3���������@A+������������
�����
�����������&�KM-@J.�IFAG"JL&�@KKK��



�

@MA�

�

�*��S��&���R������
����&�2�R�O����3&�;�R�5������&���R�/����6��&�#�R�(���
��&���R�;������&�[�R������6
��&�

��R�)��6
�&�#�R������6
��&�;�R�
������
����,���
���3�
6����
�����
�������
�������*6
���	���	����

������
�������,���������3&�AI-M.�KFL"A&�@KII��

��6�����&���#�R���(�
�&�����R�1
�C��&�)�#�R�
������
�&�#�������������������
���%����
�������6��
�������


����6
��������������	
�*��������
��!����	���	�3���������3&�M@-N.�IKN"KLF&�FLLA��

��6�����&� ��#�R� ��(�
�&� ����R� 1
�C��&� )�#�R� 
��� ���
�&� #���� ������� ��� �	��������	3� �%� 6��
�������

��������
������ ��� ��6	��
�� ����� �	���	�3� 
��� �%%���� �%� ��6	��
�� ����� ����������� �	���	�3� ���&�

IA-F"A.�@MI"NM&�FLLK��

��6�����&� ��#�R� [���6
��&� ;�)�R� ��(�
�&� ����R� 1
������&� ����R� 1
�C��&� )�#�R� 
��� ���
�&� #���� �� �*���"

��*�"��6�� 	������ 6
������� �����
���� �	��������	��� �6
����� ���3� �%� ��6	��
�� ����� �	���	�3��

�	���	��
&�JA-K.�@LF@"A@&�FLLF��

�����S
��&���R�[������

��&���R�'
����&�1�R������&�4�1�R�����
��&�)�R�;���6&�;�R�'���!&�(�R���*�����&�

��R�
�����������&���1�������	��������	�����������%�@A+�
���
���
���@A+��������6��
�����6����

���������
�� 
�����3����� ��������� %��� 6����*�����
�� *�����������3�� ���� �������&� @G-A"G.�AG@"I&�

@KKA��

�	
����
&�;�R�+�����&�;�R�
���)��6
�&�#�����
���������S������)����!���6��	*����3&������*�6��	*�����

�	��
�&�
���6���
����6	��
��
���	*3��������6	��
���	���	�3���	���	��
&�AI-@F.�@ALL"@J&�@KKN��

�	�����&�����R��	�����&�����R��
�����&���'�R�[����
6���&�����R�
���������3&�����������������*��	���������

6���
�� ��6	��
�� ����� ��������� ��� �*�� �����
�� ���
�6���� �%� ��6	��
�� ����� �	���	�3��

���������3&�@G-G.�MMN"N@&�@KIJ��

�	�����&�����&�
����	�����&�����������*��
�"*�		��
6	
�������
����������6���
����6	��
��������	���	�3��

�	���	��
&�AG-J.�NF@"N&�@KKJ��

�	�����&� ����R� 4*������&� [�'�R� 
��� 1��C����&� ��;�� +�����
�� 
		���
������� �� &� ���+4&� 
��� ��4�� �
���

������ 6
����&�@A-I.�@@@K"FJ&�@KKG��

�$���&� (���R� ��
�C&� +���R� 
��� +�
�C&� ����� 4*�� 6���
�� ��6	��
�� ������ ���� ���� �������&� FN�FNK"ALM&�

FLLJ��

����
��
�
&���R�:
�*�S
3
&�2�R�+*��&�0�R�)�����&�#���R��
S���C3&���R�
���/���*&���(�������S
������
��
�����

�����
�����4�&� �����
���� %���� Y��-F.-P.Z&� 
���
������ �������� ����
�����
�� ��
������� ��� �
����
���� #�

�����*�6&�@FA-G.�MMI"NG&�FL@F��

���%
�&�'�&�
����
��&���������������������������������� ����	���	�3��
�� �����
������%���������	�
������3��

�����1�
������&�@AG�JLK"@N&�FLLF��

�����*
���&� +�R� ���%���&� )�R� 
��� 1�����&� ��� ������3��� �3�%������� ��� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� :P�

�*
������
����
	�9���������	������)��
&�ML-I.�@@KF"FLF&�FL@F��

�*3&�#�R�(
,��&�:���R�+
	�!!
��&�����R�/��6
�*��&���R��
����&�)�1�R�1
��
��&�����R�
���[�����&���[��

@'���� �	�������������
������6������� "���
�������6	��
��������	���	�3���������3&�GI-G.�IF@"

A&�FLLF��

�!C�&�[���&� 
����6
�
�&���)�� 4�	���
	*������
��!
������%� �*�� ����	���
�� ���������������S���� �*��

6��C�3������*��
�� �����,�
��� �*��	����*��
�� 
���	
�
*�		��
6	
�� ���������� #��������&�@J-A����

F.�@IGM"NN�&�@KKJ��

4
��������&� 4�R� ����3&� ��[�R� '
�
�&� ��R� ��� #��*�&� ��R� ��� '��
�&� O�R� �����&� ��R� +���
�"+������&� ��R� 
���

5������&� ��� ��6��3� ����6�� 
%���� ��6	��
�� ����� �	���	�3� �����3��

�������
63��
��*�		��
6	����63� ������ ���������� 
63��
��*�		��
6	����63�� #� �������&�

@@A-M.�@@MJ"NG&�FL@L��

4
��������&� 4�&� 
��� 5������&� ��� +��������� �*
����� 
%���� ���
���
�� �������"
63��
��*�		��
6	����63�

���
���
�� ���������"
63��
��*�		��
6	����63� 6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� 4�C� �������&�

@N-F.�K@"K&�FLLN��

4
��������&�4�R�5������&���R������&���R������6
��&�;�R�
������
&�;��(���"���6����!�������6��
%����

6���
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3� �����3�� ������
�
63��
��*�		��
6	����63� ������ ����������


63��
��*�		��
6	����63��#��������&�@LI-A.�G@N"FJ&�FLLI��

4*������&� [�'�R� :����3&� :�R� 4��!�C&� ��4�R� 
��� )
���
��&� [���� �	���	�3� ��
����&� %������� ���!���&� 
���

������
���������6��
�����6���	���	��
&�JG-A.�FNM"K&�FLLJ��



�

@MJ�

�

4*�6&���R�(�
�C��
�&� �R��
�����
�&�(�R�(�&�#�R�+
�
����&�+�1�R�
���������3
&������/
��
�����3��%�����������


����� �*�� ���������
�� *�		��
6	
�� 
,��� ��� �	���	�3�� 
� 	����6����6� ���3�� �	���	�3� ���&� @LF-@"

F.�JG"GK&�FL@F��

4*�6&���R�������3
&�����R�1��C���&���R��
�����
�&�(�R�(��&�[���R�'
�C����&�[�R�����*���&� 4���R�+�
��&� #�R�

���
�&� #�R� 
��� ��
�
�����&� ;�� +3��
��*������
�� 
����6
������� ��� *�		��
6	
�� ����������� #�

����	
�*����,	������&�M@-M.�G@L"K�&�FLLF��

4*�6&���R�4�6
&���R���&���R��
�����
�&�(�R�'
�9��
������&�)�R��
���
�&�1�R���
�&���R������3&���R�������3
&�

����R�
���1�
�����&����5���*������
��������3��6��3�	�
����������	��*���
���6�����
��
����

�	���	�3� ������� S��*� �66��*�����*�6��
�&� 6�����
�� �������&� 
��� ������
�� ������
������ 
��� 
�

�����S��%��*�������
�����#�����	
�*����,	������&�NL-@L.�IGK"NI&�FL@@��

4�66��6
�&�[�&�
���[�������C&�1�'��1�
���6������
�3�����%�)�1��
������
6
����S*
���������������%3v�

�3�
	��&�FN-A.�FJF"M@&�@KKN��

4�3��&�#�R�'��6��&���R�
���(�������&�4��+*�6�6����������6��
����6�����#�������6�����&�M-F.�JMK"NK&�

FLLN��

4�
�&� ��'�R� �
����&� '���R� ����*3���C&� 2�R� ;���&� )�#�R� ��*�%%��&�  ���R� #
�C���&� )���R� 
��� 1��C����&� ��;��

�������3� �%� *�		��
6	
�� ����������� ��������� %��� 
� 	�����	������ %
6���
�� 6��	*������� 
��6
�3��

�������3&�I@-F.�@JJ"K&�FL@A��

4��C�&� (�R�  C���6���&� +�R� 4��C�&� [���R� 1���������&� E���R� 
��� +
�
�*����&� ����� �����S�� �*����������

6��*
���6�� 
��� �	���	����������� 4*�� ���!���� ������� �3� 	����
�	����� 
� ������ �,	���6���
��

6������%�����
��
�����	���	�3���3�
	��&�A-F.�@GJ"N@&�@KIK��

4��C�&�[���R�+
�
�*����&�����R���*S
�!&���R�+!�!S
�&���#�R�:������C&�E�R�
���4��C�&�(��(�6�������!����

	������� �3� 	����
�	���� ��� �
���� ��*
����
�&� �����������	*
����
	*��� 
��� ����	
�*������
��

���3��1�*
��1�
������&�K-A.�A@G"AG�&�@KIA��

4�
���&�#�&�
������C
���&����������!�����
��������
���
6
�������
��
63��
�
�C�������v��	���	�3�

���&�AK-F.�@N@"M&�FLLL��

����9
C&� #�R� [����
6�&� ����R� )
��
�&� ��)�R� 
��� �����&� ��� �	���%��� �,	�������� �%� �"
���3�
�	
��
��� ���

������&�������������3��"�3	�"F�
�����3���	����������&�
����66
����������������3��������������#�

�����*�6&�GK-@.�GG"M@&�@KKF��

/
������&���R�)
���
"���
��&�#�#�R�
���+�����&����(��*�6���*
������3�
	������
��6��������������
�
���
��

*�		��
6	��������������&�NI-F.�AIG"K@�&�@KKN��

�
�� ���� '��&�[���R� �
�� ��9����&� ��R� 1��&�  �[�R� ��� )�

%&� ����R� 1�*
�&� :�(�R� �
�����S��*�!��&� 5�R� ���

)�

�&� ����R� 
��� 1�
�&� :����  �� ����� ���� 
��� *�����*�6����3� �%� ��
��� �	���	����"�������

*�		��
6	
��	
�*����3����
�9�������6������%���6	��
��������	���	�3������1��6��&�FM-F.�@AF"JL&�

FL@A��

�
�� ��9����&� ��R� ��������6&� ��)�R� [&� 5�R� ��� )�

�&� ����R� �
�� ���S��*�!��&� 5�R� �����
3&� :�R� 
���

1�
�&�:���� �������@'�6
������������
�����	��������	3&�4F"S���*����
�����%%����"S���*������ �

���������*�6"	����
�	���"���������
����	���	���������*���
���1�
������&�@LAL-@.�@@"I&�FLLJ��

/
��)�����&�����R��*��S��&���(�R�
����
�6����&�4���6����
�������������%��	���	��������*6
����
����

%��
���������������������������1�
������&�JL-F.�AIG"KA&�@KNF��

/
���
����*��&�[�R�:���&�����R����
�&�#���R�
���+������3&����4*��
63��
�
�
�����6	��
���������6	���

	
���
�����!�����
�	���	�������
���$
����
������� ����3���	���	��
&�JF-N.�IGN"MF&�FLL@��

/
���
����*��&�[�R������!&�4�R����
�&�#���R�:���&�����R�
���+������3&����O
����
���������	
�*����3�


���$
����
�����6
������������
�����6
������%��*��*�		��
6	�������6	��
��������	���	�3������

�����&�JF-G.�NGM"MM&�@KKN��

�
�� E�9�&� ��+�&� 
��� ���*6
�&� ��� ���� ������� �%� ��
��� @A+"������� 	�
C�� 
��� 6��
�����6�� 	�������

��
�����
��������� 6
����&�@A-I.�@F@A"F@&�@KKG��

/���*���(��;���!�"1��S�����%�1�
���
����*�������	���
������%��*��6�
������%�����
���6��
���������������

 ���
�����
�#�/�&�'
SC��������&�(�����[�&�[���*�;����+�����
��6��
�����6�
������
��%��������

[����
6��~�[��C���&�1
���6���&�@KIL��

/��6
�*��&���R�����&�)�R�(
,��&�:���R�:��S����&���+�R��
����&�)�1�R�
���[�����&���[��'�		��
6	
���"


���3�
�	
��
���������������
���	���	�3�
���6���
����6	��
��������	���	�3�����������&�JF-F.�@KJ"

K&�@KKN��



�

@MG�

�

/��6
�*��&���R�����&�)�R� (
,��&�:���R�[
�C��&� #���R�:��S����&���+�R�1
��
��&�����R��
����&�)�1�R�
���

[�����&� ��[�� 4�6	��
�� �������63� %��� �	���	�3�� �������3� �%� �*�� �����
�
���
�� *�		��
6	��

6�
������3�-@.'�������������3&�GK-J.�MAA"M&�FLLF��

/��6
�*��&���R�(
,��&�:���R��
����&�)�1�R�
���[�����&���[��'�		��
6	
������������
�����	���������

�"
���3�
�	
��
�����%%�����������	
�������S��*��	���	�3�
�������������9�����
���*�S��S��*�	������

����	��������	����6
�������
������3&�F@J-F.�JLA"@L&�FLLL��

/���*
���&� ��R��������&�'�)�R�����C
"/���*
���&�)�R� :���&�����R�[���6��&� #�R� :
%6
��&� #�R� ��*��%���&�

����R�;������*&���R�[���C��&�[�R�(���%���!&���R���*�
66&�#�R������&�+���R�'���!�&�'�#�R�
���:�!&�[����

��%����"�	���%��� ����� �%� *�		��
6	
�� �"
���3�� 
�	
��
��� ��� ��6	��
�� ����� �	���	�3�� �	���	��
&�

JK-@.�JL"GL&�FLLI��

/���*
���&���R�/���5���!��&� #�'�R�:���&���;�R���*���%���&���R����!��&�+�R�1����
�C&�'�#�R�:�
�&�4�R������&�

+���R�
���:�!&�[����+�����
������%�*�		��
6	
����������,��
������
	
���3�
�����������
��;�)"��4�

�����6	��
��������	���	�3���	���	��
&�JJ-F.�@KA"K&�FLLA��

/���
�"1�
�&���)�&�
���1�*��6&����+������3�����"�
�������*��	��6������$���*������������%���
���
���

����
�����
��6��
�������
�
�3�����%�6������
�����������
��1���*�6&�ANL-@.�IN"KN&�FLLN��

/�����&� ��1�R� +
���&� ��R� '��C�&� ��#�R� ���6���&� ����R� :��	
����C&� +�R� :
3�&� ��'�R� 
��� 5X1����&� 4�#�� 4*��

�,������%������������%�;�)"��4�*3	�6��
�����6����
�����������6���%���6	��
���������63��1�
��&�

@AL-���F.�GJI"ML&�FLLN��

/���
���&�  ���R� ��
��
����C
&� #�R� �
��*�!"+
���&� )�#�R� ��������&� 4�1�R� ���*�&� /�R� �����"+*
�$��&� (�R�

�
�C�����&�#���R�1���6&�����R�1���&�#���R�
���+���
�&����+�����
��
����
������3�%
��������������
��
���


��6�
���������*��*3	��*
�
6����
������������&�MF-F.�FNK"IA&�FLLK��

/������
&���&�
������������&�#��������3���&�%��6���
������������66���
��������6�������*������������

�����������
�������������&�M-I.�MFM"JL&�FLLG��

����(�*�&���R�(�!&���R�:�
�&�4�R���*�
66&�#�R������&�+���R�
���+��6
��&�'��+�����
������%�*�
��*"���
����

$
���3��%� ��%�� 
%���� �����3� %���6���
�� ��6	��
�� ������	���	�3�S��*� �S�� ���!�������6�� ��
�����

�	���	�3�1�*
�&�K-@.�NA"IF&�FLLM��

[
���
6&���&�
����
���&���������*�����
&��,��
�����������&�
�����6	��
��������	���	�3���	���	�3����&�

II-@.�FA"JG&�FL@L��

[
����
&���R���*������&�4�R�
���������":������&�[��(
��
������������6
����
����6�����	������
���
�����%�


�6��
��������
���%��
��������������
���������3��+�������+*�6&�@@-@M.�F@KG"FLJ&�FLLJ��

[
��&�2�R�[
��&�2�R�(�&���R�0&���R�)&�4�R��
&�4�R�
���)&����-@.'����"�
����6��
����6�����,	�������

���6
�C��������
����������	��
��%����
%����������
�����*�6�
���	��%����������1���3��&�K-A.�JA@"K&�

FL@A��

[
������&�/�+�R�+���S���&���#�R�+��	
"���9
C&���R�2
�&� #�0�R�)����3&�����R�[��C���&�����R����
�&���[�R�

'
����&� ��R� [����
6�&� :�(�R� 
��� '6	*��3"�6��*&�  �� ��������� S��*� ����"	������ 6
		���� �%� �*��

������������3��	�
�6
������
��6���������	*������&�@M-N.�@LKL"J&�@KKG��

[���
��&� ����R� 1�����6
��&� ����R� ����*
��&� #�[�R� �3���������&� ��R� 
��� #
�C���&� )���� �3����������


����6
������������6	��
��������	���	�3���	���	��
&�JJ-M.�I@G"F@&�FLLA��

[�������&�����R�'����*&���R�[�����S�C�&� �R��
�
����&�+�R�5%��&� �R�E������&�#�R�1����&���R���*���3&�#�R���

�C&�

����R� /
�����&� ����R� ��*�!�"1��*
��&� ��R� :�*���&� ��R� 
��� �����*�%%&� 1�#�� ����������


63��
��*�		��
6	����63� ������ ��
��
��� ��6	��
�� �������63� ��� 	
������� S��*� 6���
��

��6	��
��������	���	�3�
������
���
��*�		��
6	
��������������	���	�3����&�@LJ-@"F.�KJ"@LJ&�FL@A��

[�������&���R�����
&�;�R�O����3&�(�;�R�
���5������&��������6��������%��,��
*�		��
6	
��������������

�*�� �����
����� �%� 6���
�� ��6	��
�� ���!����� ��������� %��6� *6
�� ��	�*� ���������� ������������

�	���	��
&�JA-N.�N@M"FM&�FLLF��

[������

��&���R�/
�6���&�4�R�����&�(�R������S
��&���R�'���!&�(�R�
�����*�����&�����	�
C�&� ����
��&�


��� 6��
�����6� �%� 
�
����� ��� ������� 
��� 
�����3���� ��� 	��6
�3� �������� #� �������� ���&�

AG-G.�GJL"G&�@KKA��

[��*��������&�#�R�����
��&�)�R�
�������������&����������3��������*���	���	������
���������&�GI-F.�@MI"

NI&�FLLI��

[����&� ��R� 1�6�&� [�4�R� )�����&� #���R� 
��� ���
�!�S&� ��� �� �
���6�!��&� ����������� ���
�� �%� �����3� %���

��6	��
�"������	���	�3���������#����&�AJG-G.�A@@"I&�FLL@��



�

@MM�

�

[�����&� '�)��  (��� +�66������� ��	����� ����
�� ��6	��
�� ����� �	���	�3� S��*� *�		��
6	
�� �����������

�	���	��
&�JG-M.�MKG"N@J&�FLLJ��

[���6
��&� 5�R� [�������&� ��R� �
3&� 4�R� [���6
��&� ;�)�R� 
��� ��*�6
��"����&� 1�� 4*�� ����� �%� @'�

6
������� �����
���� �	��������	3� ��� 	��"�	��
����� ��
�
����� %��� �	���	�3� �����3�� �� 6��
"


�
�3������	���	�3����&�N@-F"A.�@JK"GI&�FLLM��

[��*
��&� ����� '6
�� ���
����6���
�
�
���� ��6	������� �*�� X*6
�� 	
���� ����X�� �*
�6
������6���&�

I-N.�MIA"M&�FLLN��

[��*
��&�����R�#�S����&�4�R�)�&���+�R�[�����&���R�:��,&�+�R�(�&�2�R��9�6��&�2�R��
��
�&���R��!�
�&�;�R�

����&���R�1�
��
&���R��������C��&� �R������&���R�0�
&�#�R�(�&���R�2
���&�;�R�19����
*�&�4�R�����!"�������&�

��R� ������&� ��R� �����&� ;�R� ����&� /�R� )������&� ��R� 
��� ��
�����&� ��� '��1� A�L""4*�� '6
��

���
����6���
�
�
������FL@A������������������&�J@-�
�
�
�������.��IL@"N&�FL@A��

[�����&� ����R� [��������&� ;�)�R� �
���&� ����R� 
��� /
�� '
�%���&� 4�� ��
��6��
�� ���
��!
����� �%� �*��

	
�
*�		��
6	
�"*�		��
6	
�����S��C��������2���
�����&�K@@�@"FJ�&�FLLL��

[���6
��&�;�)�R���(�
�&�����R�1
������&�����R��
�C��&�)�#�R�1
�C��&�)�#�R� 
������
�&� #���� �*������*��

��6��������"��,���@'�6
������� �����
�����	��������	3� ���6
������� �����
���� �6
����"���
�����

��6	��
�� ������	���	�3����%%����������*�6��
��	��%������6	
����S��*�*�		��
6	
�����������������

�����&�JG-A.�AMK"NM&�@KKK��

[���&����+*�6�6������&�S*3&�S*
��
���S*���������,�v�#��*
�6�1��6�����
�&�K-I.�GIK"KM&�@KK@��

[���&� ��R� '�������&� ��R� 
��� ���&� [�#�&� A���� +�6	���� 6��*���� %��� �*�� 
�����6�����%� ��,����3�� ���
�

�*
�6
����4�,�����-+�	��*.&�GF��		��F�@GI"IK&�@KIA��

[3���&� ����R� '��6
��&� 1���R� 
��� ���*�3&� ��4�� ������� �%� ���	��
����� %��� %
����� �	���	�3� �����3�� #�

�������&�N@-M.�I@G"K&�@KIK��

[3���&� ����R� '��6
��&� 1���R� 
��� ��6��&� )�� �,����� �%� 6���
�� ��6	��
�� ���������� ��� ����6�� %��6�


�������� ��6	��
�� �������63�� 
� �
���6�!��� 	���	������� ���3�� ���������3&� AN-G.�KIF"KLR�

����������KKL"@&�@KKG��

2
��&�2�R�+*��&�(�R�)
�&�'�R�E���&���R�2�&�2�R�(�&���R�(��&�'�R�����&�;�R�
���2�&�+��'��*"����������6
���"


����� �	������� -@A.+� �	��������	3� �%� ��
��� ������ 
�� �
��
�� 
���
����� �
��� ������ +*�6&�

JJ-A.�FMA"I&�FLLM��

2
�
����&���)�R�[�����&�'�)�R�/
�
�
���&���R������66��&�:�R�
������*&���������3�
�����������%�����������


63��
�
"*�		��
6	����63��������*������	
�������S��*����������
����6�����	���	�3����������

+�������6&�J-F.�FJA"M@&�@KKA��

2��6
!��"'
�C�&�����R�[��%&�'�:�R���*�
66&�#�R������&�+���R�[�������&�5���R�
���1�6�C�&� ����������
��

	
�*����3� �%� �*�� 
63��
�
� ��6	��,� 
��� �����*��
�� ������� ��� �����
�� �	���6���� %��6� 	
�������

S��*�	*
�6
��������
�����6	��
��������	���	�3��#�����	
�*����,	������&�GK-@L.�KLN"FL&�FLLL��

[��������'������������
��*�������������	���	�������������������
��� ���	��	�����/���@K�F&�FLLN��

E
��S&� +�R� ���!��&� 4���R� 
��� +*�&� '�+�� �������
������ *�		��
6	
�� ���������� ��� �*�� ������3��

�	���6�����3&� �*
�
�����!
����&� 
��� ��
�������� ������� +��� ������ �������� ��	&� I-G.�AMA"NL&�

FLLI��

�

�

�

�

�

�



���������

�

��	
�����������

�

��������	
������������������������������  �����!��"�������!��#������������$�%��

��&�����%�'� �����(�(��$�)%�*�(���%%���������'�%���!��)���$�������)� ����������'�

�%���� ���+ ��  �$+�� � ��%��#� ,-��.� ��-� ����� � �� &� ���%� )�� ���!�� ��

/0�1�2345657��/0����

�

�



Journal of Neuroscience Methods 201 (2011) 89– 97

Contents lists available at ScienceDirect

Journal  of  Neuroscience  Methods

jou rna l h  om epa ge: www.elsev ier .com/ locate / jneumeth

Ultra  fast  in  vivo  microwave  irradiation  for  enhanced  metabolic  stability  of  brain
biopsy  samples  during  HRMAS  NMR  analysis

J. Detour a,b,∗,  K.  Elbayed c, M. Piotto c,d,  F.M. Moussallieh a,c,  A. Nehlig e,  I.J.  Namer a,b

a Hôpitaux Universitaires de Strasbourg, Biophysics and Nuclear Medicine Department, Hôpital de Hautepierre, 1 avenue Molière, 67098 Strasbourg Cedex, France
b LINC, University of  Strasbourg/CNRS FRE 3289, Faculty of Medicine, Institut de Physique Biologique, 4 rue Kirschleger, 67085 Strasbourg Cedex, France
c Institut de Chimie, University of  Strasbourg/CNRS UMR  7177, 4 rue Blaise Pascal, 67000 Strasbourg Cedex, France
d Bruker BioSpin, 34 rue de l’industrie, 67166 Wissembourg, France
e INSERM U666, University of Strasbourg; Faculty of Medicine, 11 rue Humann, 67085 Strasbourg Cedex, France

a  r  t  i  c l  e  i  n  f  o

Article history:

Received 29 April 2011

Received in revised form 11 July 2011

Accepted 14 July 2011

Keywords:

HRMAS

NMR

Microwaves

Metabolites

Brain

Tissue fixation

a b s t  r  a c  t

High  resolution  magicangle spinning  (HRMAS)  NMR spectroscopy is  a well established  technique  for ex

vivo metabolite  investigations  but  experimental  factors  such  as ischemic delay or  mechanical stress due

to  continuous  spinning  deserve  further investigations. Cortical  brain samples from rats  that  underwent

ultrafast  in  vivo microwave  irradiation  (MWp group)  were  compared to similar  samples that  under

went standard  nitrogen  freezing  with  and without  exposure to domestic  microwaves  (FN  and FN  + MWd

groups).  One  dimensional 1H  HRMAS  NMR  spectra  were  acquired  and  16 metabolites  of interest  were

quantified.  Within each group  3 samples underwent  long  lasting  acquisition  (up  to 15  h). Statistically

significant  differences  in metabolite  concentrations  were  observed  between groups for metabolites

associated  to post  mortem biochemical  changes and/or  anaerobic glycolysis  including  several  neurotrans

mitters.  Spectral  assessment  over time  showed a drastic reduction  of biochemical  variations in both MW

groups. Only 2/16  metabolites  exhibited  significant  signal  variations after  15 h  of continuous  spinning

and  acquisition in the  MWp  group. This number increased  to  10 in the  FN  group. We confirmed limited

anaerobic  metabolism and post  mortem  degradation  after  ultra  fast in  vivo  MW irradiation.  Furthermore,

spectra  obtained  after MWp and MWd  irradiation  exhibited an  extremely  stable  spectral  pattern over

extended periods of continuous  acquisition.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

High resolution magicangle spinning (HRMAS) NMR  spec

troscopy is able to provide metabolic information on  biological

systems using physically heterogeneous biopsy samples. In the

neurometabolic field HRMAS NMR  is a well established technique

for ex vivo metabolite identification and quantification. Nonethe

less, to achieve optimal experimental conditions, methodological

issues such as sample collection, fixation methods, insert prepara

tion or tissue alteration during an extended period of continuous

spectral acquisition deserve further studies.

Investigations of  cerebral metabolism require proper fixation

procedures. Efficient freezing techniques have been described such

as freezeblowing (Veech et al., 1973)  or funnelfreezing (Pontén

et al., 1973). At the moment, the vast majority of  laboratories uses

instant freezing in liquid nitrogen to inactivate the metabolism

∗ Corresponding author at: Hôpitaux Universitaires de Strasbourg, Service de Bio

physique et Médecine Nucléaire, Hôpital de Hautepierre, 1 avenue Molière, 67098

Strasbourg Cedex, France. Tel.: +33 03 88 12 78 25; fax: +33 03 88 12 78 10.

Email address: Julien.DETOUR@chrustrasbourg.fr (J.  Detour).

of resected tissue prior to HRMAS acquisition while only a few

teams use pulsed microwaves (Risa et al., 2009; Violante et al.,

2009). Unfortunately nitrogen freezing does not completely avoid

the initiation of ischemic metabolism. A short delay is required

to insure freezing within the core of  the sample. This delay

is relatively long for whole brain fixation as usually performed

for neurometabolic animal studies (decapitation immediately fol

lowed by snap freezing in liquid nitrogen). The kinetics of ischemic

metabolism initiation after resection are known to be tissue depen

dent and represent a  critical issue regarding brain metabolism (Lust

et al., 1980; Waters et al., 2000). The brain has a high metabolic

rate that requires a continuous supply of glucose and oxygen.

Any interruption in the supply of nutriments results in rapid

changes of brain metabolites. Rapid post mortem changes have

been described in levels of  neurotransmitters, cyclic nucleotides,

amino acids and intermediary metabolites (Sharpless and Brown,

1978). Using HRMAS NMR, Opstad et al. (2008) recently reported

biochemical changes occurring after various delays of ischemia

compared to cerebral funnelfreezing. As expected, these authors

observed variations in labile metabolite concentrations associated

with anaerobic glycolysis such as alanine or lactate. The use of

microwave (MW)  irradiation to rapidly inactivate brain enzymes

01650270/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.jneumeth.2011.07.014
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was already reported in the 1970s (Stavinoha et  al., 1973). Ultra

fast in vivo microwave fixation preserves cellular structures with

minimal alteration of  cellular biochemistry (Ainley and Ironside,

1994). Nowadays microwave devices deliver pulsed microwaves

(typically 5–10 kW)  that are  able to transiently elevate brain tem

perature to 80–90 ◦C during less than to 2 s. This leads to a

permanent inactivation of  enzymes, thereby minimizing enzyme

dependent postmortem metabolic changes. This technique is now

regarded as a reference method for brain metabolism inactivation

by several groups in the NMR  neurometabolic field (Risa et al.,

2009; Violante et al., 2009; De Graaf et  al.,  2009). Although such

issues have been extensively studied in the 1970s, they remain

understudied by HRMAS NMR.

Another critical methodological issue regarding HRMAS NMR

experiments deals with acquisition conditions. Schematically

in situ biochemical variations during HRMAS NMR  acquisition

are dependent on tissue sample, temperature, spinning rate and

experimental duration (Waters et al.,  2000; Burns et  al., 2005;

Taylor et al., 2003; Wu et al., 2003). Opstad et al. (2008) sug

gested that extended spinning periods during acquisition might

be the major driving factor for in situ biochemical variations.

According to this team, tissue ischemia during biopsy excision

and delay in snapfreezing may  have less significant effects on

metabolite profile than prolonged spinning times. The authors

evoked an element of mechanical damage that may  explain some

of these biochemical changes. In particular, total creatine increased

in an asymptotic exponential manner that suggested the release

of previously NMRinvisible bound creatine due to mechanical

stress. Prolonged spinning times are required for twodimensional

HRMAS NMR  acquisition. Extended periods of spinning are  also

required when performing ex vivo 13C HRMAS NMR spectroscopy

after infusion of 13C  labeled substrates. Hence for HRMAS NMR,

the question remains on  how biochemical changes induced by

extended periods of mechanical stress upon biopsy samples could

be limited by the use of appropriate fixation methods.

The first objective of the present study was to compare 1H NMR

spectra obtained on cerebral biopsies using nitrogen freezing and

ultra fast in vivo MW  fixation to confirm the advantages of  the latter

technique for HRMAS NMR  analysis. Such an experiment may  also

contribute to identify metabolite artifacts induced by the ischemic

delay when freezing in liquid nitrogen is used. The second objec

tive was to assess the NMR  signal stability over an extended period

of continuous HRMAS acquisition (up to 15 h) for biopsy samples

obtained with these two fixation techniques. We finally added a

group of animals that underwent immediate nitrogen freezing fol

lowed by microwave irradiation in a domestic microwave oven to

confirm the effect of previous samples heating upon NMR  signal

stability during long HRMAS NMR  acquisition.

2. Methods

2.1. Tissue collection and sample preparation

Twenty adults male Wistar rats were selected for the study

(weight ∼250–300 g).  The animals were maintained at room tem

perature (22 ◦C) under a 12h/12h normal light/dark cycle (light

on at 7:00 a.m.) with food and water ad libitum.  All animal exper

imentations were performed in accordance with the rules of the

European Community Council Directive of  November 24, 1986

(86/609/EEC) and the French Department of Agriculture (License N◦

67/97, AN). Six rats were subjected to ultra fast in vivo microwave

fixation (MWp  group) using a dedicated device with focused

head beam (4 kW,  2.45 GHz, 1.8 s,  Püschner Gmbh, Schwanewede,

Germany). The delivery of high output and pulsed microwaves kills

the animal instantaneously (MWp  group). Fourteen rats under

went instant neck dislocation, followed by decapitation and the

heads were immediately snap frozen in  liquid nitrogen. No surgical

procedure or anesthetic medications were applied before sacri

fice. Then, the brains were taken out of  the skull, put on ice and

regions of interest (ROIs) were punched out in order to prepare

inserts. In seven of these 14 rats, ROIs were punched out without

any additional treatment (FN group) while the other seven rat brain

samples, were placed into a domestic microwave oven during 20 s

with an energy output of  850 W (Whirlpool, Benton Harbour, USA;

FN + MWd  group).

For  each animal, two  biopsy samples from the frontal cortex

were introduced into a 30 mL  KelF insert (weight 15–20 mg). To

provide a lock frequency, 10  mL of  D2O were added to the insert.

The insert insures that the entire biopsy is detected by the radio

frequency coil of the probe and that no leaks occur during the

HRMAS analysis. The inserts containing the biopsy were then stored

at −80 ◦C. Shortly before the HRMAS analysis, the insert was placed

into a standard 4 mm  ZrO2 rotor and closed with a  cap. The ensem

ble was then inserted into a HRMAS probe. The rotor preparation

followed the procedure reported by our research group (Piotto

et al., 2008). A total number of 14 inserts were obtained for the

FN group, 14 for the FN + MWd  group and 9 for the MWp group.

HRMAS 1H NMR  spectra were acquired for these samples. Among

each group 3 samples underwent a NMR signal stability assay over

time.

2.2. Data acquisition

HRMAS spectra were recorded on a Bruker Avance III 500

spectrometer operating at a proton frequency of 500.13 MHz. The

spectrometer is equipped with a 4 mm double resonance (1H, 13C)

gradient HRMAS probe. A Bruker Cooling Unit is used to regulate

the temperature at 4 ◦C by cooling down the bearing air flowing into

the probe. All NMR  experiments were conducted on samples spin

ning at 3502 Hz to keep the rotation sidebands out  of the spectral

region of interest.

For each biopsy sample, a  onedimensional proton spec

trum using a CarrPurcellMeiboomGill (CPMG) pulse sequence

was acquired as previously reported (Piotto et  al., 2008). The

interpulse delay between the 180◦ pulses of  the CPMG pulse

train was synchronized with the sample and set to 285 ms

(1/ω = 1/3502 = 285 ms) to eliminate signal losses due to B1 inho

mogeneities (Elbayed et al., 2005; Piotto et al., 2001). The number

of loops was set to 328 giving the CPMG pulse train a total length

of 93 ms.  Parameters for the CPMG experiment were: sweep width

14.2 ppm, number of  points 32 k, relaxation delay 2 s and acqui

sition time 2.3 s. A total of 128 FID were acquired resulting in an

acquisition time of 10 min. All spectra were recorded in such a

manner that only a zero phase order correction was necessary to

properly phase the spectrum. The FID was  multiplied by an expo

nential weighing function corresponding to a line broadening of

0.3 Hz prior to Fourier transformation. All spectra were processed

using automated baseline correction routines. Spectra were refer

enced by setting the lactate doublet chemical shift to 1.33 ppm.

Signal stability assay over time within each sample used the above

described parameter according to the following sequence of acqui

sition: 1D acquisition every 10 min  during the first 2 h and then at

4, 6, 12 and 15 h (16 acquisitions per sample, total of  96 spectra).

2.3. Metabolite quantification

Quantification was  performed for 16 metabolites using an

external reference standard of lactate. Spectra were normalized

according to sample weight. Peaks of interest were automatically

defined by an  in house program using MATLAB 7.0 (Mathworks,

Natik, United States). Peak integration was then compared to the
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one obtained with the lactate reference and were corrected accord

ing to the number of protons. Results were expressed in  nmol mg−1

of tissue. Chemical shifts for regions of interest were adapted

from the work reported by MartinezBisbal et  al. (2004).  For each

metabolite, the region of  interest and proton number (according

to the chemical function) were defined as follows: acetate (Ac;

[1.918; 1.927], CH3), alanine (Ala; [1.459; 1.497], bCH3), aspartate

(Asp; [2.760; 2.85], bCH2), choline (Cho; [3.193; 3,207], N(CH3)3),

creatine (Cr; [3.921; 3.941], CH2), gaminobutyric acid (GABA;

[2.268; 2.319], CH2), glutamine (Gln; [2.418; 2.465], gCH2), glu

tamate (Glu; [2.037; 2.080], bCH2), glycine (Gly; [3.553; 3.568],

aCH), lactate (Lac; [1.305; 1.350], CH3), myoinositol (mIns; [3.517;

3.552], C1H, C3H), Nacetylaspartate (NAA; [2.006; 2.029], CH3),

phosphocholine (PCho; [3.213; 3.228], N(CH3)3), phosphocreatine

(PCr; [3.945; 3.958], CH2), taurine (Tau; [3.401; 3.447], CH2SO3),

valine (Val; [1.025; 1.061], gCH3).

2.4. Data analysis

For intergroup analysis, concentrations in nmol mg−1 of tissue

were compared using an  ANOVA across groups followed by Fischer

posthoc tests as appropriate. For intragroup analysis, values were

analyzed using a nonparametric test because the number of sam

ples (3 in each group) was low and the variances were not equal.

Thus, a Friedmann test was used for within groups’ comparisons,

followed by a post hoc modified Mann–Whitney Utest.

Two types of principal component analyses (PCA) were also per

formed. Such analysis was already detailed by our research group

(Piotto et al., 2008). For  the first PCA, spectral region between

4.7 and 0.5 ppm of  each 1D CMPG NMR  spectrum was automati

cally binned into regions of 0.01 ppm using the AMIX 3.8 software

(Bruker GmBH, Germany). Each 0.01 ppm region was computed

and normalized according to the total integral of  the spectrum.

This process generated a Xmatrix containing the chemical shifts

as columns (421X variables) and each tissue sample as rows. This X

matrix was analyzed using PCA. The robustness of  the PCA model

was assessed using R2X (the fraction of  the sum of squares of all

the Xs explained by the component) and the goodness of fit evalu

ated by Q2 (the fraction of the total variation of  the Xs  that can be

predicted by a component as estimated by crossvalidation). Q2 is

computed as (1 − PRESS/SS) where PRESS is the predicted squared

sum of error and represents the squared differences between

observed and predicted values and SS is the residual sum of  squares.

Since the number of samples is relatively small regarding the num

ber of variables from binned spectra, an extensive crossvalidation

of the analysis is mandatory to avoid overfitting of the data. The

maximum theoretical value for Q2 is equal to 1 for a perfect pre

diction. A Q2 value superior to 0.5 is generally considered as a

good predictor. Actually parameters are estimated on  one part of

the matrix and the goodness of the parameters tested in terms of

their success in the prediction of another part of the matrix. Data

sets were analyzed within the software package SIMCA P  (Umet

rics AB, Umea, Sweden). A second PCA was performed the same

way excepted that instead of integrating region between 4.7 and

0.5 ppm, only the 16 metabolites regions of interest were retained

(regions are mentioned in Section 2.3).

3. Results

3.1. Metabolomics at the time of specimen collection (t = 10 min)

Fig. 1  reports examples of NMR  spectra after different acquisi

tion times (one sample for each group after 10 min, 1 h, 4 h and

15 h  of continuous acquisition, respectively). A qualitative com

parison of spectral profiles between nitrogen frozen samples (FN

group) and pulsed microwave irradiated animals (MWp  group)

shows significant differences after 10 min of continuous acqui

sition. Quantitative values after the same acquisition time are

summarized in Table 1. One striking result was  the difference in

Lac levels. Lac was largely reduced in the MWp group compared to

the FN group. In the same way, PCr levels were reduced by 82% in the

FN group. Concentration of these two metabolites in the FN + MWd

group was not significantly different compare to the FN group. After

a 10 min  acquisition period, significant differences were observed

for Ala, Asp, Cho, GABA, Gln, Glu, Lac, mIns, NAA, PChol, PCr between

the FN and MWp  groups. No significant variations were observed

for Ac, Cr, Gly, Tau, Val. A principal component analysis (PCA) per

formed on spectra acquired after 10 min  is reported in the scatter

plot of Fig. 2. This figure illustrates the first two  components based

on the whole NMR  spectra (0.5–4.7 ppm; left panel) or on  specific

regions corresponding to the 16  metabolites studied (right panel).

Fig. 2A and B  represents a  PCA analysis that included all groups,

Fig. 2C–H represents a group by group analysis. For  each model only

the first two  components were included. R2X and Q2 values were:

R2X =  0.504, Q2 = 0.427 for Fig. 2A; R2X = 0.584, Q2 = 0.404 for Fig. 2B;

R2X =  0.83, Q2 = 0.80 for Fig. 2C; R2X = 0.89, Q2 = 0.80 for Fig. 2D;

R2X =  0.524, Q2 = 0.375 for Fig. 2E; R2X =  0.513, Q2 = 0.354 for Fig. 2F;

R2X =  0.440, Q2 = 0.237 for Fig. 2G; R2X =  0.458, Q2 = 0.217 for Fig. 2H.

Results reported for Fig. 2C and D showed that these models were

able to convincingly separate the FN from the MWp group (Q2 > 0.5).

For the other models, the first two  components were barely able to

separate groups but not as significantly as for Fig. 2C and D since

Q2 values were never superior to 0.5.

3.2. Signal stability over time

As depicted in Fig. 1, spectra from the MWp  group were rel

atively constant throughout the acquisition period compared to

those of the FN group even after several hours of continuous spin

ning (the same was  observed to a lesser extend for the FN + Mwd

group). For example, signals associated to Ac and NAA were much

more stable in the MWp group than in the FN group after 4 h of

continuous spinning. Visually, several metabolite signals seemed

to increase or decrease more largely over time in  the FN group,

whereas a more stable pattern was  observed in the MWp and

FN + MWd  groups (i.e. Ac, Ala, NAA, Gly, mIns, PCho).

Metabolite concentration changes over time during continuous

HRMAS experiments (up to 15 h of spinning) are represented in

Fig. 3.  In the FN group, almost every metabolite signal tended to

increase during acquisition, whereas most metabolite concentra

tion tended to remain stable over time in the MWp  and FN + MWd

groups. Only PCr in the MWp  group and NAA in the FN group tended

to decrease. In the FN + MWd  group most metabolite concentrations

exhibited a pattern similar to that obtained in the MWp group (Ac,

Ala, Asp, Cho, GABA, Gly, PCho, PCr, Tau and Val) although some

metabolites increased over time (Cr, Gln, Glu, Lac). In addition, in

the FN +  MWd  group, Cr, Gln, and Lac concentrations followed a

pattern quite similar to that of the FN group (Fig. 3).

To assess NMR  signal stability over time, we  performed intra

groups comparisons. Table 2 reports the statistically significant

changes within each group after 1 h, 4 h and 15 h compared to the

first acquisition. The number of statistically significant changes in

metabolite concentration in the FN group increased over time: 3

metabolites after 1 h (GABA, Gln, Gly), 5 after 4 h (Ala, mIns), most

metabolites after 15 h (except Cho, Glu, NAA, PCr and Tau). In the

MWp group, only the signal of Cr and PCr changed significantly

after 1 h and 4 h,  respectively. Only those two metabolites exhib

ited statistically significant signal changes after 15 h of continuous

spinning in the MWp group. The number of  significant metabolite

concentrations changes in the FN + MWd  group went from 2 after

1 h (Gln, Lac) to 4 after 4 h (+Cr, Glu) and 6 after 15 h (+mIns, NAA).
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Fig. 1. Stability pattern of HRMAS 1H NMR spectra over time after simple nitrogen freezing (A, FN group), after ultra fast MW  irradiation (B,  MWp  group) and after nitrogen

freezing  and domestic MW  irradiation (C, FN + MWd  group). For each group represented spectra were acquired after 10 min, 1 h, 4 h and 15 h of continuous spinning.

Abbreviations:  Ac, acetate; Ala, alanine; Asp, aspartate; Cho, choline; Cr, creatine; GABA, gaminobutyric acid; Gln, glutamine; Glu, glutamate; Glx: glutamate +  glutamine;

Gly,  glycine; Lac, lactate; mIns, myoinositol; NAA, Nacetylaspartate; PCho, phosphorylcholine; PCr, phosphocreatine; Tau, taurine; Val, valine.

The scatter plot from the PCA analysis is represented in Fig. 4.

This analysis was performed on all spectra acquired over time

for each group. The left panel is based on whole NMR  spectra

(0.5–4.7 ppm) while the right panel is based on specific spectral

regions from the 16 metabolites studied. In both cases, the first

two components of the PCA were able to separate convincingly the

groups over time using an unsupervised multivariate data analysis.

For each model, the PCA analysis was characterized by the following

parameters: (Fig. 4A) R2X = 0.769, Q2 = 0.758; (Fig. 4B) R2X = 0.693,

Q2 = 0.640; (Fig. 4C) R2X = 0.741, Q2 = 0.730; (Fig. 4D) R2X = 0.654,

Q2 = 0.627; (Fig. 4E) R2X = 0.617, Q2 = 0.600; (Fig. 4F) R2X = 0.570,

Q2 =  0.528. PCA was able not only to convincingly separate biopsy

samples according to their fixation method but also to represent the

large dispersion of the signals acquired over time for a single biopsy

in the FN group compared to the relatively narrow dispersion for

biopsies from both MW groups.

4. Discussion

Our study assesses the efficiency of  ultra fast in vivo MW  irra

diation on samples prepared for HRMAS NMR analysis. We report

two major advantages of such procedure: (i)  limitation of ischemic

metabolism initiation; (ii) long term fixation properties of  in vivo

MW on rat brain samples even in relatively stringent conditions of

spinning.

The first striking result comes from metabolite signals associ

ated to ischemia or post mortem degradation. The concentration of

some labile metabolites was  much lower in the MWp group than

in the FN group. This was  the case of  Ala, Lac and PCr that have

been associated with the initiation of post mortem metabolism

mainly due to anaerobic glycolysis. The low level of  PCr in the FN

group may  confirm the breakdown of  this compound during the

early phase of ischemia to maintain ATP at a constant level (Lust

et al., 1980). Almost no Lac could be found in  the samples from the

MWp group compared to the FN group. Likewise, GABA remained

stable in the MWp group over time while it increased in the FN

group. This is in  accordance with previous data showing that GABA

increases in a few minutes after rodent decapitation as a  result of

the activity of the glutamic acid decarboxylase pathway (Geddes

et al., 1999). Moreover, the increase of  GABA has been reported in

autoptic brain tissues compared to fresh human biopsy samples

(Knörle et  al., 1997). This first comparison highlights the advantage
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Table 1

Intergroups comparisons of metabolites concentrations at the time of tissue collection (after 10 min  of acquisition).

Metabolite Concentration (nmol mg−1 tissue) (±SD)

FN group (n  = 13) MWp  group (n  = 9) FN +  MWd  group (n = 8) MWp  vs FN +  MWd  value

Acetate 0.24  ±  0.06 0.39 ± 0.31 0.16 ± 0.01 0.027

Alanine  0.47  ±  0.05 0.80 ± 0.27** 0.68 ± 0.03# NS

Aspartic acid 1.58 ±  0.53 2.41 ± 0.37** 2.22 ± 0.12## NS

Choline 0.57 ±  0.18 0.30 ± 0.10** 0.31 ± 0.01## NS

Creatine 4.16 ±  0.56 3.93 ± 1.01 5.08 ± 0.38# 0.005

GABA  2.63 ±  0.41 3.15 ± 0.63* 3.63 ± 0.07## .  0.0036

Glutamine 2.38 ±  0.30 3.31 ± 0.68** 4.57 ± 0.27## <0.001

Glutamate 7.21 ±  1.16 9.65 ± 1.04** 9.74 ± 0.36## NS

Glycine 1.89 ±  0.34 1.81 ± 0.94 1.37 ± 0.09 NS

Lactate 4.85 ±  0.48 1.90 ± 0.64** 5.06 ± 0.22 <0.001

myoInositol 5.21 ±  0.49 4.14 ± 0.54** 4.51 ± 0.17# NS

NAA  4.77 ±  0.52 5.42 ± 0.62* 5.74 ± 0.27## NS

Phosphocholine 0.68 ±  0.10 0.93 ± 0.25* 1.14 ± 0.02## 0.009

Phosphocreatine 0.25  ±  0.06 1.18 ± 0.63** 0.15 ± 0.02 <0.001

Taurine 5.02  ±  1.03 4.27 ± 0.66 4.63 ± 0.26 NS

Valine 0.008 ±  0.07 0.094 ± 0.11 0.06 ± 0.01## <0.001

Metabolite concentration (nmol mg−1 of tissue) measured by HRMAS 1H NMR spectroscopy in cortical biopsy samples from Wistar rats after nitrogen freezing (FN  group),

after  prior ultra fast in vivo MW  irradiation (MW  group) and  after nitrogen freezing and exposure to domestic microwaves (FN +  MWd). Results are presented as means ± SD.
* Statistical significance difference between the  FN group and the MWp  group at p < 0.05 (post hoc Fischer test).

** Statistical significance difference between the  FN group and the MWp  group at p < 0.001 (post hoc Fischer test).
# Statistical significance difference between the  FN group and the FN +  MWd  group at p <  0.05 (post hoc Fischer test).

## Statistical significance difference between the  FN group and the FN +  MWd  group at p <  0.001 (post hoc Fischer test).

The right column reports p value of the statistical results between the MWp  and the  FN +  MWd  group (post hoc Fischer test).

of ultra fast MW irradiation over simple nitrogen freezing mainly

by avoiding anaerobic metabolism initiation and subsequent post

mortem degradation as a result of  irreversible enzyme inactiva

tion (Medina et al.,  1980). Our results are coherent with those of

the recent report by De Graaf et al. (2009) who  used in situ 3D

MRI  to investigate the effect of focused beam MW irradiation on

post mortem modifications. This group demonstrated that MW

irradiated rat brains possess the structural integrity and temporal

stability allowing acquisition of highresolution in situ MR  spectra

and images that reflect the in vivo condition. This has previously

been suggested by histopathological studies (Login and Dvorak,

1994). Moreover, we found lower concentrations for some neu

rotransmitters (Asp, GABA and Glu) in  the FN compared to the

other groups. The cerebral metabolite concentrations assessed in

this study by 1H  HRMAS NMR  after ultra fast MW irradiation are

within the range of  a  comparable study recently published (Risa

et al., 2009). Thus, the fixation properties of  pulsed high energy MW

might be extremely valuable in sample preparation before HRMAS

analysis. The absolute concentrations might be influenced by the

amount of  D2O added which may  affect metabolite extraction from

the tissue sample to the water. However, the quantity of D2O added

to the samples was  similar in all study conditions. Nonetheless our

data confirm that, by using the technique of enzyme inactivation

by pulsed MW irradiation, a far more accurate determination of

endogenous cerebral metabolites should be achievable.

On the other hand, it  has been suggested that temperature eleva

tion during a  few seconds may  induce biomolecules trapping. In the

case of HRMAS NMR  analysis, metabolites trapped to adjacent pro

teins may modify the proportion between NMR  visible and invisible

parts of  a given metabolite. This might explain why Cho, Lac, mIns

were significantly reduced in the MWp  compared to the FN group.

However, this does not happen with brain prostanoids which, how

ever, have a higher molecular weight (Golovko and Murphy, 2008).

Additional investigations using for example labeled metabolites

might be necessary.

Regarding the FN + MWd  group, metabolite concentrations can

be affected by both freezing and longerlasting microwave irradi

ation and hence heating of the sample. They are more widespread

Table 2

Summary of significant statistical changes in  metabolite concentration over time in  cortical biopsy samples from Wistar rats after nitrogen freezing without (FN  group),

after  ultra fast MW  irradiation (MWp  group) and after domestic MW  irradiation (FN + MWd  group). Intragroup comparison using nonparametric test for paired sample, see

Section 2.

Metabolite Nitrogen freezing (FN group, n = 3) Pulsed Microwaves (MWp  group, n =  3) Domestic Microwaves (FN + MWd  group, n  =  3)

10 min  vs  1 h 10 min  vs 4 h 10  min vs 15 h  10 min  vs  1 h 10 min  vs  4 h 10  min vs 15 h 10 min  vs  1 h  10 min  vs  4 h 10 min  vs  15 h

Acetate – – <0.05+ – – – – – –

Alanine – <0.05+ <0.005+ – – – – – –

Aspartic Acid – – <0.05+ – – – – – –

Choline – – – – – – – – –

Creatine – – <0.05+ <0.05+ <0.05+ <0.05+ – <0.05+ <0.05+

GABA  <0.05+ <0.05+ <0.05+ – – – – – –

Glutamine <0.05+ <0.05+ <0.05+ – – – <0.05+ <0.005+ <0.005+

Glutamate – – – – – – – <0.05+ <0.005+

Glycine <0.05+ <0.05+ <0.01+ – – – – – –

Lactate – – <0.05+ – – – <0.05+ <0.05+ <0.05+

myoInositol – <0.05+ <0.05+ – – – – – <0.05+

NAA  – – – – – – – – <0.005+

Phosphocholine – – <0.05+ – – – – – –

Phosphocreatine – – – – <0.05– <0.05–  – – –

Taurine – – – – – – – – –

Valine – – <0.05+ – – – – – –
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Fig. 2. PCA model based on whole 1H HRMAS NMR  spectra (left panel; A, C, E, G) or spectral regions from 16 metabolites (right panel; B, D, F,  H) after the  first acquisition

(t  = 10 min) of cortical cerebral samples from Wistar rats  after ultra fast in vivo MW irradiation (MWp group, open squares), after nitrogen freezing (FN group, black squares)

and  after nitrogen freezing and domestic MW irradiation (FN +  MWd  group, purplesquares). For each model R2X  and Q2 values are reported in  Section 3.

and close to FN or MWp  values, depending on  the metabolite. To

our best knowledge, this is the first HRMAS NMR  study using com

bined nitrogen freezing and domestic microwave technology which

needs further investigation.

Another great advantage of MW irradiated brain samples for

HRMAS NMR  analysis stems from their extreme spectral stability

over time under longlasting continuous spinning conditions. MW

irradiated samples exhibited a marked stable metabolomic pattern

even after numerous hours of  continuous acquisition. Such results

were observed when applying ultra fast and pulsed MW  on living

rodent (MWp  group) but it  was  also achieved, to a lesser extent

though, using domestic MW after nitrogen freezing (FN + MWd

group). We showed that only 2 out of the 16 studied metabolites

exhibited a significant signal change after a 15 h period of continu

ous acquisition in the MWp group, whereas this number raised up

to 11 in the FN group. The combined use of  nitrogen freezing and

domestic microwave (FN + MWd)  also showed signal stabilization

over time and led to intermediate data, with 4 metabolites exhibit
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Fig. 3. Comparison of relative metabolite concentration changes over time during continous HRMAS experiments after ultra fast  in vivo MW  irradiation (MWp  group, squares,

n  =  3), after nitrogen freezing (FN group, diamonds, n  =  3) and after nitrogen freezing and domestic MW irradiation (FN + MWd  group, triangles, n =  3). Spectra were acquired

every  10 min  during the first 2 h and at 4, 6,  12 and  15 h. The vertical axis represents metabolite concentration in nmol mg−1 of  tissue. Standard deviation are represented in

each  group. The horizontal axis represents time (h).
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Fig. 4. PCA model based on whole 1H HRMAS NMR  spectra (left panel; A, C,  E)  or on specific spectral regions of 16 metabolites (right panel; B, D, F) from 13 consecutive

acquisitions (9 during the first 2 h  and then at 4,  6, 12 and  15 h) of cortical cerebral samples from Wistar rats after ultrafast in vivo MW  irradiation (MWp group), after

immediate nitrogen freezing (FN group) and after nitrogen freezing followed by domestic MW  irradiation (FN + MWd  group). Each color represents the 13 consecutive

acquired spectra from one cerebral biopsy (3 times, 13 spectra per group).

ing signal changes after 4 h of continuous spinning. This number

rose to 6  after 15 h.
The mechanism by which MW irradiations make biological sam

ples so stable under continuous spinning has not yet been clarified.

In situ biochemical variations observed during HRMAS acquisition

may  be due to several factors. One factor might be a progres

sive degradation of the sample. Since these samples are usually

not fixed before HRMAS analysis, several enzymes might have a

residual activity during acquisition even at 4 ◦C. Another factor

concerns mechanical stress induced by  continuous spinning. Dele

terious effects of high spinning rate (5 kHz) on  cerebral samples

have already been suggested for relatively long periods of acqui

sition (Opstad et al., 2008). This mechanical stress may  lead to

biochemical changes and/or spectral variations during the experi

ment. Such effects might be related to the concept of NMRvisible

and invisible metabolites. Cases of NMRinvisible metabolites

have been reported for Cr, Lac (De Graaf et  al., 1999) and Glu

(Kauppinen and Williams, 1991). This phenomenon is thought to

rely, at least partly, on  environment, ability to bind to adjacent pro

teins and magnetic transfer properties of metabolites (De Graaf

et al., 1999; Middleton et  al.,  1998). It is known that pulsed MW

irradiation elevates the temperature of  the sample (near 80 ◦C) dur

ing a very short period (less than 2 s)  and denaturates proteins

in an irreversible manner. In turn, samples lose water and their

mechanical properties are modified. As a consequence biological

samples may  be more “resistant” towards continuous spinning,

and less prone to biochemical variations. This might also be true

for domestic microwave although irradiation is not focused, pro

vides less power and is 10fold longer. Nonetheless NMR  signal

stabilization could also be observed in the FN + MWd group. A

typical illustration is the variation of the PCho level. PCho is sug

gested to be a marker of cellular damage (Opstad et al., 2008).

In the present study, PCho concentration remained stable over

time in both MW groups even after 15 h while it  increased signif

icantly and progressively over time in the FN group. This change

could reflect spinning induced mechanical cell damage and/or

biochemical variations, as suggested previously (Opstad et  al.,

2008).
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Hence pulsed high energy MW  may limit cellular damage

induced by spinning that in turn modifies the proportions of

visible and invisible metabolites. mIns has been shown to remain

stable for over 24 h postmortem in bovine brain homogenates

(Michaelis et al., 1996)  and rabbit brain (Petroff et  al., 1988). Here,

the concentration of the latter metabolite only increased in the FN

group, most likely as a result of lack of tissue fixation and prolonged

spinning. Another example is Gln that was reported to be stable

in biopsied human brain tissue when maintained at 35 ◦C  over a

4 h period (Knörle et al., 1997; Perry et  al., 1981). In this study, in

the first 4  h Gln increased in the FN group and remained stable in

the MWp  group. NAA decreased in the FN group and was stable in

the MWp  group. On the other hand, concentration of Gly has been

shown to be superior in autoptic brain tissue compared to fresh

cerebral biopsies samples (Knörle et al.,  1997). Here, Gly concen

tration increased only over time in the FN group while it remained

stable in the MWp  and FN + MWd  groups. Thus, the increase of

Gly in the FN group seems to be rather linked to sample spinning.

Hence the use of prior MW fixation might be helpful to disentangle

NMR signal variations associated to sample degradation from those

associated to visible and invisible metabolites (mainly metabolites

closely tied to macromolecules). To this end, the influence of  dif

ferent spinning rates and durations has to be further investigated.

Thus, our results are in agreement with the proposal formulated by

Opstad et al. (2008) who considered that ischemia seemed to have

less effect on metabolite profile than prolonged spinning time. The

present data tend to indicate that such deleterious effects might

be drastically reduced by prior ultra fast MW fixation.
In conclusion, we showed here that the use of HRMAS 1H

NMR combined to ultra fast in vivo MW irradiation of  the rodent

brain compared to the more widely used instant nitrogen freez

ing procedure allowed, as  expected, a much better preservation of

several metabolites essentially linked to post mortem degradation

and anaerobic metabolism as well as less labile metabolites such

as neurotransmitters. Our report indicates that MW irradiation

will undoubtedly increase the reliability of metabolite assignment

and quantification by powerful NMR  signal stabilization (without

adding NMR  signals from other chemical fixation methods). Thus

the buildup of dedicated MW  ovens for ex vivo fixation should be

considered giving specific attention to energy output, irradiation

time, temperature elevation, sample volume, magnetron warmup

(Login et al., 1998). Finally, snap freezing remains a  reliable fixation

technique for HRMAS NMR  analysis, mainly for short acquisition

times.
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Spectrum Acquisition Techniques for

Metabolic Profiling of Human Tissues by

Proton High-Resolution Magic Angle

Spinning Nuclear Magnetic Resonance
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Jean-Pierre Bellocq, Izzie J. Namer, and Karim Elbayed

High-resolution magic angle spinning (HR-MAS) is a nuclear magnetic resonance

(NMR) technique (1–3) that enables the characterization of metabolic phenotypes

of intact cells, tissues, and organs under normal and pathological conditions. As with

NMR in general, HR-MAS can be applied to a variety of NMR-active nuclei. How-

ever, this chapter is exclusively concerned with the proton-based (1H) variant, which

is the most commonly used HR-MAS method. Therefore, in the remainder of this

chapter, “NMR” and “HR-MAS” are synonymous with “1H NMR” and “1H HR-

MAS.” A brief introduction of NMR basics and an example of 31P HR-MAS NMR

spectroscopy are presented in Chapter 22. HR-MAS can be used to assess cellular

metabolic networks that are directly related to specific genetic information and to

the regulation of specific gene transcripts. The basic principle of HR-MAS is to spin

samples at a 54.7-degree angle (“magic angle”) with respect to the main magnetic

field, B0, to remove most of the line broadening created by magnetic susceptibil-

ity gradients in heterogeneous systems such as biopsy specimens (3–8). Magic-angle

spinning results in a dramatic sharpening of the NMR signals of the metabolites

contained in a biopsy sample. The first applications of HR-MAS to biological tissues

were published in 1996 by Cheng et al. (9). In this seminal publication, data obtained

on malignant lymph nodes and on tissue samples from different brain regions in a

case of Pick’s disease were presented. Since then, the technique has been applied to

study various pathologies in brain (10–15), breast (16–21), prostate (22–25), kidney

(26–28), cervix (29,30), esophagus (31), and colon (32–34). Several reviews describ-

ing HR-MAS studies of different human malignancies have appeared in the litera-

ture more recently (35–37). However, most of the studies reported until now have

been performed on a small number of biopsy samples and only in academic research

laboratories as opposed to a hospital environment. Certain procedures used in these

studies can differ substantially from laboratory to laboratory, making it difficult to

compare results. There is a need for establishing a well-defined protocol covering all

aspects of a large-scale metabolic study of biopsy samples. The same fundamental
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problem had to be solved previously for metabolic studies of urine, plasma, serum,

and tissue extracts, and standard protocols eventually were adopted for some of

these analyses (38,39) (biofluid NMR methods are described in Chapters 11 through

17). Regarding the study of human biopsy specimens, the situation has been more

confusing than for biofluids because only one article by Beckonert et al. (40). has

detailed a protocol for the study of biopsy samples by HR-MAS. This article is

extremely valuable and describes the essential steps that have to be followed for

a successful study. However, the authors’ protocol was not embedded in the context

of a medical environment where tissue samples have to be analyzed within the reg-

ular flow of routine analysis taking place daily in a hospital. Notwithstanding, the

HR-MAS NMR spectroscopic protocols employed by groups working on human

samples have begun to converge in recent years, and the rough contours of a con-

sensus are emerging.

This chapter is a first attempt to standardize formally the protocols being used

in this field and is part of the CARMeN (Cancer Résonance Magnétique Nucléaire)

project carried out at the Strasbourg University Hospitals. This chapter describes

the current stage of the development of a general protocol for HR-MAS NMR spec-

troscopy of human biopsy specimens, optimized for use in a hospital environment.

This work is based on the results of more than 5 years of practical progress toward

establishing a common, clinically relevant approach. The techniques described in

the sections of this chapter are widely used today in laboratories analyzing human

biopsy samples by HR-MAS NMR spectroscopy, but alternative approaches are

also pointed out. The different steps involved in these experimental protocols are

explained in detail, and the underlying rationales are presented, followed by some

practical application examples in Sections 7 and 8. Reliable metabolic profiling of

human biopsy samples can be achieved only if numerous conditions are met in

the protocol used for analysis. To illustrate the subject of this study, we present in

Figure 23.1 a representative HR-MAS one-dimensional (1D) CPMG (41). 1H NMR

spectrum obtained from an oligodendroglioma biopsy sample, which is a grade II/III

brain tumor (42). Many metabolites are easily identified in this spectrum, such as

creatine (Cr) and choline (Cho). Characteristic brain metabolites such as N-acetyl

aspartate (NAA) and γ -aminobutyric acid (GABA) are also visible.

1. Sample Collection and Storage

Proper sample collection is one of the most critical aspects of successful HR-MAS

analysis of human biopsy specimens. In contrast to metabolic studies performed on

body fluids – notably urine, plasma, serum, and semen – where sample collection is

relatively straightforward, taking a tissue sample from a patient is an invasive pro-

cess. HR-MAS studies of human tissue, in contrast to studies performed on animal

models, need to be carefully integrated into a standard medical procedure. Typ-

ically, tissue samples are collected by a surgeon during an operation either as a

small biopsy specimen or as a large part of an organ during an exeresis (ablation

of the organ). In the first case, the amount of tissue sample is small (a few mil-

ligrams), whereas in the second case, entire organs can be removed. In a medical

setup, these tissue samples are used primarily for histopathological analysis and for

biomolecular analysis. Histopathological analysis consists of studying the detailed
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Figure 23.1. 1D 1H HR-MAS CPMG spectrum of a human oligodendroglioma biopsy sample
at 500 MHz. Characteristic metabolites are annotated. Experimental conditions: temperature
277 K, spinning speed 3.5 kHz, weight of biopsy specimen 15 mg, experiment time 10 min-
utes. All spectra presented in this chapter were acquired on an 11.7 T AVANCE III system
(spectrometer hardware and software from Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany).

morphological features of a tissue under a microscope using appropriate staining

agents and is currently the gold standard used to evaluate tissue characteristics, pro-

viding information pertaining to the nature of the tissue (e.g., the grade of a tumor).

Histopathological diagnosis plays a fundamental role in defining a patient’s progno-

sis and treatment and management. After surgical resection, the tissue specimens

are immediately sent to the histopathology department for sampling and diagnos-

tic purposes. At this point, a histopathologist selects the samples that are needed

for histopathological diagnosis, routine biomolecular analysis, and immunochemi-

cal (IHC) and in situ hybridization (ISH) analysis with a morphological background.

Samples selected for metabolic studies and future biomolecular analysis are snap-

frozen and stored in a −80◦C deep freezer located in the biobank of the hospital. All

relevant data regarding the sample and the patient are also carefully documented for

future use. At the present time, the most practical way of conducting an HR-MAS

analysis of human tissue samples is to use samples available from the biobank of a

hospital. In cases where the delay between sample collection and sample freezing

needs to be kept very short (smaller than 5 minutes) to obtain relevant metabolic

information (i.e., brain tissues), snap-freezing may be performed immediately in the

operating room. For animal studies, working with tissue samples is less problem-

atic because animals can be sacrificed and samples can be collected immediately.

These considerations demonstrate that quality and reproducibility of human biopsy
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samples depend significantly on the surgeon and on the nature of the surgical oper-

ation. One of the main parameters to control is the duration of ischemia (i.e., the

amount of time during which tissue is left without blood perfusion). This time is

critical because both the nature and the quantity of the metabolites detected by

HR-MAS are strongly affected by the duration of ischemia. One effect of ischemia

is that the amount of lactate increases significantly as a result of anaerobic glycol-

ysis induced by hypoxia. Most tissue samples analyzed by HR-MAS show a large

lactate peak. The duration of ischemia is also important for tissues used in certain

histopathological analyses. However, ischemia has less influence on cellular struc-

tures than it has on metabolic profiles. To determine the total duration of tissue

ischemia, two different phases of the surgical operation process need to be exam-

ined. The first phase is the removal of the tissue. To prevent excessive bleeding of

the patient, the surgeon first clamps the veins and the arteries surrounding the tis-

sue to be excised. This is a required step for many organs (e.g., colon, lung, ovary,

kidney) but not for the brain. The associated duration of ischemia depends on the

surgeon, the organ operated, and the complexity of the operation. The second phase

during which ischemia occurs is after tissue removal. In routine surgery, removed

tissue is often left standing in a recipient on the operating table at room tempera-

ture before storage in nitrogen. Although the duration of the first phase is strictly

defined by the surgical process, the second ischemic delay can be reduced dramat-

ically without adverse effects on the patient’s health. While the sample is exposed

to room temperature, enzymatic and chemical reactions are active and lead to bio-

chemical degradation processes. Sample degradation is more rapid in some organs

than in others. In particular, some metabolites of brain tissue are known to degrade

at a faster rate than in many other tissues. For example, in brain specimens, N-

acetyl aspartate (NAA) is rapidly transformed to acetate and aspartate at room

temperature (43,44).

An example of a degradation study of a healthy lung biopsy specimen at 24◦C is

shown in Figure 23.2. The purpose of this experiment was to simulate the combined

effects of 1) the second ischemic delay, and 2) the duration of sample rotation dur-

ing HR-MAS on the metabolic profile of the lung. The first spectrum was recorded

at 4◦C with a fresh sample at t = 0. Between each successive experiment, the sample

was taken out of the magnet and left standing at room temperature. These spectra

show that the metabolic profile of the biopsy sample changed over time. In partic-

ular, the signal intensities for glucose (4.65 ppm), phosphorylcholine (3.22 ppm),

choline (3.20 ppm), acetate (1.90 ppm), and alanine (1.48 ppm) increased signifi-

cantly, whereas ascorbic acid (4.53 ppm) decreased. The fact that the apparent con-

centrations of most metabolites increase with natural sample degradation and with

repeated cycles of sample spinning has been noted by several authors (45). This

effect is most likely due to progressive degradation of tissue structure. In intact tis-

sue, macromolecules such as enzymes and other relatively immobile and semisolid

structures bind a certain amount of small molecules, notably polar metabolites.

Because these molecules are much less mobile in a bound state than they are in solu-

tion (tissue water), they generate only very broad NMR signals that are virtually

undetectable by common NMR methods, as are the macromolecule signals them-

selves. These signals at most may deform the spectrum baseline but do not permit

detailed analysis. As tissue structure decomposes, these macromolecules and other
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1.01.52.02.53.03.54.04.5 ppm

t = 1.5h

t = 0h 

t = 3h 

t = 6h 

t = 8h 

Figure 23.2. Degradation study of a control lung biopsy specimen performed at 24◦C to sim-
ulate the second time of ischemia. Spectra were recorded at time 0, 1.5, 3, 6, and 8 hours.
Between each experiment, the sample was taken out of the NMR instrument and kept at
room temperature.

structures with reduced molecular mobility release bound metabolites into intracel-

lular and extracellular water. Once dissolved, these metabolites are highly mobile

and become NMR-visible, increasing the intensities of the metabolite peaks in ques-

tion. Consequently, the further tissue degradation progresses, the more metabolite

signals increase until no more molecules are released into solution.

To guarantee tissue sample integrity as much as possible and to reduce the

duration of ischemia to a minimum, we have established the following protocol

(Figure 23.3). For each type of surgery, a reference person present during the
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Sample 
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Surgical operation: 
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sample in liquid N2 

Histopathology 
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Rest of the sample: 

Storage -80°C  

(Tumor bank) 

Histopathological  

 Analysis/Diagnosis 

Biomolecular samples 

Storage -80°C  

(Tumor bank) 

HRMAS samples  

(+ Mirror piece) 

Storage -80°C 

(Tumor bank) 

Figure 23.3. Optimized procedure for the collection of human tissues in a hospital.

surgical operation collects the surgical specimen and transfers it rapidly to the

histopathology department where a pathologist subdivides it to generate individual

specimens for

1) routine histopathological analysis which may be complemented with additional

analyses, e.g., biomolecular analysis and/or ISH performed on tissues fixed with

formol and embedded in paraffin;

2) biomolecular analysis based on frozen samples;

3) HR-MAS analysis;

4) research purposes.
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For the HR-MAS study, two individual specimens are collected: one for the

metabolic analysis itself and the other (the mirror sample) for a matched histolog-

ical analysis. After this selection, the two samples for the HR-MAS study and the

research samples are stored in a −80◦C deep freezer. With this procedure, the tissue

sample is continuously kept at low temperature after excision in the operating room

. This procedure guarantees a high degree of sample integrity, which is essential not

only for HR-MAS metabolic analysis but also for biomolecular analysis. At −80◦C,

samples can be stored for several years with minimum alteration (46). A variant of

the above-described procedure consists of selecting the final, individual specimens

directly in the operating room, snap-freezing them in liquid nitrogen, and keeping

them at −80◦C until analysis.

Because it is known that repeated cycles of sample freezing and thawing alter

the structure of tissues (47−49), it is recommended to minimize the number of

cycles (typically one or two) before HR-MAS analysis. The most common sources

of contamination giving rise to signals detectable by NMR in tissue samples are 1)

ethanol (peaks at 1.18 ppm and 3.65 ppm), which is used for sterilization of surgical

instruments, and 2) optimum cutting temperature (OCT) cryoprotective embedding

medium that contains soluble glycols and resins. OCT medium might be detectable

in samples that were previously used, at least in part, for a histopathological study.

The OCT signal is easily identified in 1D 1H spectra because it gives rise to a large

singlet at 3.70 ppm. Samples containing a large amount of either of these two com-

pounds should be discarded from the analysis. When present in small quantities,

their signals can be simply removed from the spectrum by digital processing.

The tissue sample collection procedures presented here describe the process as

performed at the Strasbourg University Hospitals ; as of this date, corresponding

procedures from other clinical environments have not been described in the pub-

lished literature. However, sample storage is very similar across laboratories active

in this field (40,50).

2. Sample Preparation

To eliminate the risk of sample cross-contamination and cleaning issues, biopsy sam-

ples are now routinely prepared in disposable inserts. These inserts are made of

polychlorotrifluoroethylene (PCTFE), marketed as KelF (Daikin Industries, Osaka,

Japan), and have an active volume of about 30 µL. This volume is sufficient to

accommodate 15 to 20 mg of tissue and 10 µL D2O. There is no need to use a buffer

for biopsy studies because the physiological salts naturally present in biological tis-

sues already provide sufficient buffering capacity. To prevent as much as possible

sample degradation during the preparation procedure, samples should be prepared

in the frozen state inside a cryostat regulated at −20◦C (Figure 23.4). This type

of equipment is routinely used in histopathology departments for the preparation

of histological sections. The amount of specimen used for each sample (∼15 mg)

and the time required for preparation should be kept as constant as possible for

all samples involved in a particular study, which is greatly facilitated by the use of

biopsy punches. Because it is important to know the exact amount of tissue used

in each analysis, the insert should be weighed before and after filling. Once the

specimen is introduced and weighed, D2O is added for the purpose of locking the
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 23.4. Biopsy sample preparation for HR-MAS studies: (a) Cryostat at −20◦C. (b)
Biopsy punch used to take the biopsy specimen. (c) Introduction of the biopsy specimen
and D2O into the insert. (d) Final insert closed with a transparent conical plug.

spectrometer during the NMR experiment. After the insert has been closed with

a plug, it is stored back in the −80◦C freezer. At the time of analysis, the insert is

placed in a standard 4-mm ZrO2 rotor of the type classically used for solid-state

NMR studies (3). To obtain reproducible sample preparation, this task should be

entrusted to a meticulous person who performs this preparation on a routine basis.

The entire sample preparation process takes only 2 to 3 minutes for a trained per-

son, minimizing sample degradation. At a later stage of development, automatic

sample preparation procedures should be considered. Advantages of a disposable

insert are that the tissue sample can be stored back in the −80◦C freezer after HR-

MAS analysis without the need for removing it from its recipient and that the rotor

itself can be immediately reused for subsequent analyses. The biopsy specimen is

available for histopathological analysis if needed. This is an important point because

HR-MAS and histopathological analysis both can be performed on the same sam-

ple in cases where it is uncertain whether the mirror sample represents the same

type of tissue that has been used for obtaining the metabolic data. At the present

stage of development, histology on the very samples that have been used in HR-

MAS experiments is not performed on a routine basis because cutting the insert to

generate 5-µm slices suitable for histopathological analysis takes an extra amount

of time. For this reason, the use of mirror samples cannot entirely be replaced by

post-HR-MAS histology at this time.
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In addition to our laboratory, these sample preparation techniques have been

implemented by numerous groups working in this field (40,50). However, slight

variations can be found. Some authors, instead of adding pure D2O to the biopsy

sample, prefer a solution of phosphate-buffered saline (PBS) in D2O (16). The

advantage of this approach is twofold: 1) The liquid being in direct contact with

tissue material is isoosmotic; this may be beneficial to tissue integrity by minimizing

osmotic pressure. In this way, metabolite leakage from the tissue may be prevented

or at least reduced. 2) The buffering capacity of the liquid surrounding the tissue

is increased, facilitating the maintenance of constant, tissue-like pH. However, the

overall salt content of the sample is increased with PBS/D2O versus D2O alone. This

may result in a reduction of the sensitivity of the NMR experiment.

3. Data Acquisition

Before running an HR-MAS analysis of biopsy samples, one should ensure that

the spectrometer is operational and meets certain specifications. First, the temper-

ature existing inside the rotor should be calibrated precisely for the spinning speed

to be used subsequently for tissue HR-MAS because samples are being heated

owing to rotation (51). A calibration sample consisting of 100% MeOH or 99.8%

MeOD/0.2% MeOH 52. allows high-precision temperature calibration. Because

sample degradation is always of prime concern, low temperatures are mandatory,

and a value of 4◦C is typically chosen. This temperature ensures that tissue samples

are not frozen during HR-MAS analysis.

The spinning speed is usually chosen to be as low as possible to prevent sample

degradation secondary to the centrifugal forces induced by rotation. At 500-MHz

measurement frequency (11.7T magnetic field), a spinning speed of 3,500 Hz (cor-

responding to 7 ppm) is adequate. This value is sufficiently high to prevent spinning

side bands associated with the rotation to fall in the crucial 4.7- to 0.5-ppm region.

For different magnetic fields or when using a wider chemical shift range for metabo-

lite analysis, the spinning speed should be adjusted as needed. Although higher spin-

ning speeds can be technically achieved, it is advisable to limit these to the minimum

required because the risk of tissue alteration significantly increases with spinning

speed. This effect not only may adversely influence the reproducibility of HR-MAS

spectra, but also has detrimental consequences for tissue histology on samples that

have undergone HR-MAS spectroscopy.

To obtain spectra with the required quality, the magic-angle setting (54.7

degrees) should be set precisely because it has a direct influence on the line shape

of the samples (51). The standard procedure is to use a KBr sample and acquire
79Br spectra. The intensity of the spinning side bands in the 79Br spectrum is maxi-

mized by adjusting interactively the position of the stator. Once the magic angle is

set, the quality of the shims should be checked by using a test sample containing 1%

CHCl3 in acetone-D6. It is important to position the probe in the magnet in such

a manner that the stator containing the radiofrequency coil is aligned either along

the X or the Y axis of the shim system of the spectrometer. This procedure allows

one to decrease the number of active shims and facilitates the shimming procedure.

More information concerning the exact spinning angle adjustment procedure can

be found elsewhere (51). Typical full width at half height (FWHH) values on the
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Table 23.1. Standard acquisition and processing parameters for a

one-dimensional CPMG experiment used at a field strength of 500 MHz

for a standard biopsy sample of 15 mg (pulse program, cpmgpr1d, and

acquisition mode, baseopt)

1-D CPMG

Acquisition Parameters

Temperature 4◦C

Rotation speed 3,500 Hz

Relaxation delay 2 sec

Acquisition time 2.34 sec

90◦ pulse width About 8 µsec

Receiver gain 128

Sweep width 14 ppm

Number of scans 128

Dummy scans 4

Number of points (real + imaginary) 32k

Length of CPMG 93 msec

Interpulse CPMG delay 286 µsec

Field strength used for water presaturation 50 Hz

Experiment time 10 min

Processing Parameters

Number of points (complex) 64k

Exponential broadening 0.3 Hz

Baseline correction Linear

Note. The parameters used for the acquisition of a simple “90◦ pulse-acquire”

experiment (pulse program, zgpr) are identical except for the absence of CPMG-

specific parameters (names of pulse programs and acquisition modes are given

in italics as used in Bruker instruments; similar software is available for spec-

trometers from other manufacturers).

CHCl3 line at 7.24 ppm should be less than 1 Hz. Once acceptable values have been

obtained on the CHCl3 test sample, biopsy specimens can be analyzed. If the probe

is positioned along the Y axis of the shim system, only a small set of shims (Z, Y, YZ,

X2–Y2) (51) has to be adjusted for each individual biopsy sample, by optimizing the

FWHH of either the lactate resonance at 1.33 ppm or the alanine resonance at 1.48

ppm. The FWHH of each doublet peak should be inferior to about 1.5 Hz. At the

present time, gradient-based methods (53–55) are not yet available for automatic

shimming of samples spinning at the magic angle; however these methods are under

development and should become available in the near future.

For metabolic analysis of tissue samples, 1D 1H NMR data are typically

recorded using either a CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) (41) sequence or an

experiment employing a simple 90-degree pulse, both with water presaturation.

A solvent signal suppression sequence frequently used in the field of biofluid

metabolomics is 1D 1H NOESY with presaturation, which also efficiently minimizes

broad signals of exchangeable protons (typically urea contained in urine). However,

the advantage of 1H 1D CPMG over 1D 1H NOESY is that the CPMG sequence

reduces the broad signals originating from proteins and lipids contained in biopsy

specimens. Without attenuation, lipid signals might easily dominate the tissue spec-

trum, obscuring metabolite signals of interest. Acquisition parameters of a typical
1H 1D CPMG biopsy tissue experiment are presented in Table 23.1. The interpulse
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delay between the 180-degree pulses of the CPMG pulse train is synchronized with

sample rotation (ωr), and is set to 286 µsec (1/ωr = 1/3,500 = 286 µsec) to eliminate

signal losses owing to B1 field inhomogeneity (56,57). The number of loops (i.e.,

180-degree pulses) is typically set to 328, yielding a total CPMG pulse train length

of 93 msec. This value is adequate to reduce the intensity of lipid signals to the

level of the metabolites in most organs (i.e., brain, colon, kidney, and ovary). For

samples originating from organs containing large amounts of lipids, such as breast,

the length of the CPMG pulse train should be increased to 200 to 250 msec (58).

Metabolite signal intensities are reduced owing to the presence of the CPMG

sequence preceding data acquisition, and this attenuation depends on the length

of the CPMG pulse train (i.e., effective echo delay [TE]). However, the signal atten-

uation secondary to a given echo delay decreases with increasing transverse relax-

ation time (T2) of the observed protons, where T2 = 1/(LW*π), with LW being the

intrinsic linewidth of the corresponding peak.

With our current protocol, the lines generated by virtually all metabolite

molecules are relatively narrow (1 to 1.5 Hz), which indicates that the lower limit

for T2 is approximately 210 msec. The “true” T2 values should be significantly

higher because factors such as residual magnetic field inhomogeneity effects also

contribute to the measured linewidth, FWHH. Therefore, no dramatic signal atten-

uation is to be expected for the metabolites in question when a relatively short

CPMG pulse train is employed (e.g., the pulse train length of 93 msec mentioned

previously). Because all metabolite resonances exhibit roughly similar linewidths,

the signal attenuation secondary to the CPMG pulse train is similar for all metabo-

lites (provided that the actually observed linewidths are not strongly influenced by

residual magnetic field inhomogeneities). It is also implied that the relative metabo-

lite concentrations would not be substantially affected by the length of the CPMG

pulse train (i.e., pulse train effects would be within the narrow limits indicated by

linewidth variations). The same argument holds for the determination of absolute

concentrations provided that the spectrum of the metabolite in the reference solu-

tion is recorded under the same CPMG conditions that are applied to the tissue

samples.

The data acquisition time for each FID is set to 2.34 seconds to provide ade-

quate resolution, and the recycling delay is set to 2 seconds to obtain pseudoquanti-

tative spectra within an acceptable measurement time. Significantly longer recycling

delays would be needed to avoid any signal saturation secondary to incomplete lon-

gitudinal relaxation of the protons of many metabolites (TR ≥5*T1, where T1 is

the longitudinal relaxation time of the protons in question, and TR is the repetition

time for each scan – the sum of the data acquisition time and the recycling delay).

However, such delays would result in prohibitively long spectrum acquisition times.

Saturation effects must be considered for exact determinations of absolute metabo-

lite quantities based on this protocol.

Typically, 128 scans are acquired, resulting in a total measurement time of

10 minutes. These conditions provide an adequate signal-to-noise ratio and fast

turnover and minimize tissue degradation effects; the latter become particularly sig-

nificant when the overall sample spinning time exceeds 30 minutes. To automate the

acquisition process as much as possible and to avoid unnecessary adjustments, the

receiver gain of the spectrometer is kept at a constant value (Table 23.1). The only



Trim: 7in × 10in Top: 0.375in Gutter: 0.875in
CUUS1713-23 cuus1713/Lutz ISBN: 978 0 521 76590 9 August 8, 2012 3:38

4. Data Processing 507

parameter individually adjusted for each sample is the 90-degree pulse width. This

parameter varies slightly among samples and can affect absolute quantification of

metabolites. Further details concerning quantification are mentioned in Section 5

on data analysis and signal assignment.

In essence, the data acquisition protocol is common to virtually all laboratories

analyzing human biopsy samples (40,50). Nonetheless, minor variations in experi-

mental parameters have been reported. For example, although it is now accepted

that low temperatures should be used for the acquisition of biopsy sample spectra,

temperature values ranging from 1◦C to 4◦C have been published. The length of the

CPMG pulse train varies between 50 msec and 250 msec, depending on the project

described. This variation can be explained by the fact that this parameter is organ-

dependent, and its optimal value depends on the amount of lipid present in the

tissue. The exact values used for TR, the data acquisition time, and the interpulse

delay of the CPMG pulse train also may differ slightly from the values presented in

the protocol described.

4. Data Processing

All 1D 1H CPMG spectra should be recorded in such a manner that only zero-

phase order correction is necessary to phase the spectrum properly (Table 23.1).

The first-order phase correction is close to zero for all spectra. This procedure gen-

erates spectra with fairly flat baselines and offsets close to zero. The FID is multi-

plied by an exponential weighting function corresponding to a line broadening of

0.3 Hz before Fourier transformation (Table 23.1). At the present time, spectra are

processed using an automatic baseline correction routine employing a simple linear

correction to obtain a baseline level that is exactly at 0. 1H spectra are referenced

by setting the lactate doublet chemical shift to 1.33 ppm. TSP is an unreliable refer-

ence for chemical shift referencing because it can bind to various proteins or mem-

branes in the sample, making its chemical shift sample dependent. In the event of

the presence of contaminants such as OCT or ethanol at low concentrations, digi-

tal processing of the spectra can be used to set the intensity of the corresponding

spectral regions to zero.

Although most laboratories use data processing methods very similar to those

presented in this chapter (40,50), the reference compound, lactate, is replaced in

some protocols with a different metabolite, such as alanine (1.48 ppm) or glucose

(5.23 ppm) (59).

5. Data Analysis and Signal Assignment

Specific experiments used for the assignment of metabolites present in biopsy sam-

ples are primarily 1H/13C HSQC, and DIPSI2 sequences. Measurement times for

each these experiments are typically 8 and 15 hours, respectively. Because the dura-

tion of these experiments is long, they are acquired on only a few samples that

are representative of each class of tissues and exclusively for the purpose of sig-

nal assignment. Significant tissue degradation occurs during this long measurement

time; therefore, 1H CPMG experiments have to be completed before these signal

assignment experiments. Further assignment methods are described in Chapter 24.
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In addition, assignment of spectral resonances can be facilitated by using pub-

lished literature values or specific databases (e.g., Human Metabolome Database

(60) or Bruker Metabolic Database). For most biopsy samples, 35 to 45 metabo-

lites are detected. Greater than 90% of the metabolites detected by 1H HR-MAS

NMR are common to all organs. Specific metabolites are more abundant in the brain

(NAA, GABA), the adrenal gland (epinephrine) (28), or the prostate (citrate) (22).

Quantification of metabolites in each sample is of paramount importance because

metabolic profiling potentially reveals characteristic values for sets of metabolites

for many healthy and cancerous tissues. With current technology, it is possible to

detect by HR-MAS NMR approximately 35 to 45 metabolites in about 15 mg of tis-

sue within an experimental time of about 10 minutes. This corresponds to a detec-

tion threshold of about 0.1 mmol metabolite per kg tissue. Because magnetic reso-

nance is an intrinsically quantitative technique, it is possible to obtain exact absolute

metabolite levels for each sample, provided that signal saturation effects are taken

into consideration or are avoided altogether. The influence of acquisition parame-

ters on signal intensities is discussed in Section 3 on data acquisition. The quanti-

tation technique suggested in this protocol includes calibration by separately mea-

suring the signal intensity of a reference solution containing a known amount of a

metabolite, typically lactate, under exactly the same conditions used for the mea-

surement of biopsy samples. We have found that the T1 values measured in these

reference solutions were similar to the corresponding values in tissue samples (data

not published). In cases where precise absolute quantitation is needed, correction

for saturation has to be included as mentioned in Section 3. The fact that CPMG

linewidths are also similar in reference solutions and in tissue indicates that any sig-

nal attenuation owing to the CPMG pulse train (effective TE) should be similar in

both sample types. The recommended quantitation method with the aid of reference

solutions provides a good approximation at this stage of development. In addition,

a technique using an electronic reference signal for quantitation (Eretic [“electronic

reference to access in vivo concentrations”] (61)) associated with a method based on

pulse length measurements (PULCON [“pulse length based concentration”] (62))

is particularly powerful (63). The current state-of-the-art Eretic method is a digital

version that does not require any additional hardware but only a dedicated program

that digitally adds a synthetic reference signal to the NMR spectrum.

At the present time, only peaks that are well resolved in 1D CPMG spectra

can be routinely quantified. However, using more sophisticated methods such as

LCModel (LCModel Inc., Oakville, Canada) (64) or jMRUI (University of Lyon,

Lyon, France) (65), it will eventually be possible to quantify larger sets of metabo-

lites. These advanced techniques have the added advantage of taking into account

the entire spectra of all metabolites in the quantitation process, which significantly

reduces the probability of overestimating certain metabolite levels owing to “invis-

ible” peaks that may lie under the resonances to be quantitated. This is a common

problem in all biological 1D proton spectra. In addition, this software allows one

to include model spectra of macromolecules and lipids. These compounds generate

very broad resonances that effectively “deform” the baseline, even though CPMG

protocols reduce their appearance. Current routine baseline correction methods

neglect these effects, which may result in further overestimation of certain metabo-

lite levels. Methods such as LCModel or jMRUI will be recommended for use in
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clinical routine protocols once they are able to process large quantities of spectra

rapidly and automatically. By and large, the data analysis and signal assignment

techniques described in this chapter have found numerous applications in the field

of biopsy sample HR-MAS NMR spectroscopy (40,50).

6. Statistical Analysis

In most cases, the spectral region between 4.7 ppm and 0.5 ppm of each 1D 1H

CPMG NMR spectrum is automatically subdivided into regions of 0.01 or 0.001

ppm width for automated statistical evaluation. This process is also known as “bin-

ning” or “bucketing.” If necessary, the region between 10 ppm and 5.2 ppm can also

be used for the analysis. However, the region containing the residual water signal

at approximately 5 ppm is systematically excluded. A large variety of manufactur-

ers provide software platforms that can be used for binning; these platforms can

be programmed by users or are programmed by the manufacturer to perform this

task. Examples shown in this chapter are based on AMIX software (Bruker Biospin,

Rheinstetten, Germany).

The widths of the bucketing regions can be adjusted to minimize effects of peak

shifts owing to variations in pH or salt content. The choice between 0.01 ppm or

0.001 ppm bucketing depends on how well corresponding peaks in the spectra to

be compared are aligned. The quality of peak alignment can be assessed easily by

inspecting the stacked plots of the spectra to be included in a specific statistical eval-

uation. The peak integral within each individual bucket region is computed with the

aid of AMIX or with a MatLab-based program and normalized with respect to the

total integral of the entire spectral region included (typically 4.7 to 0.5 ppm). This

procedure allows normalizing all metabolite signals of a given spectrum to tissue

sample weight. If necessary, signals originating from contaminants or lipids can also

be removed at this stage by excluding the corresponding spectral regions from the

bucketing and normalization processes. The bucketing process generates an X data

matrix with a number of columns corresponding to the number of buckets and a

number of rows corresponding to the total number of samples used.

Data sets are imported into a statistics program for analysis (e.g., SIMCA P

11.0 software from Umetrics AB, Umeå, Sweden). First, data are preprocessed to

give equal weight to metabolites present at high and low concentrations. Then, data

are first analyzed using principal component analysis (PCA) (66,67). This unsuper-

vised multivariate data reduction routine serves to evaluate the quality of the data

quickly and to identify possible outliers. In the typical case of a two-group study,

the two groups first should be subjected to independent PCA analyses. Outliers in

each group might be due to incorrect spectral referencing, poor data quality (e.g.,

because of suboptimal shims, phase errors), or occasionally the presence of con-

taminating signals (e.g., chemical impurities, electronic “parasites”) that were not

removed at an earlier stage of spectrum processing This procedure is very useful

for identifying samples that are contaminated with ethanol or fixing agents. Spec-

tra from these contaminations usually appear unmistakably in the score plot of the

first two principal components. The spectra of these outliers should be inspected

visually and either corrected or removed from the analysis. After PCA analysis, a

supervised partial least square discriminant analysis (PLS-DA) (67–69) is usually
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employed to build a statistical model that optimizes the separation between the two

groups. The number of components of the PLS-DA model is determined by cross-

validation. The class membership of each sample is iteratively predicted, using the

results to generate a goodness of fit measure, Q2, for the overall model. The max-

imum theoretical value for Q2 is equal to 1 for perfect prediction. However, a Q2

value superior to 0.5 is generally considered to be a decent predictor. Because in

practice PLS-DA models are often built using a relatively small number of samples

compared with the number of variables, an extensive cross-validation of the model

is mandatory to avoid overfitting of the data (70).

The combination of PCA and PLS-DA has become the universally used stan-

dard approach to this type of analysis (40,50). However, more sophisticated statis-

tical methods such as hierarchical cluster analysis, K–nearest neighbor analysis, or

neural networks are also in use (71). Further details of statistical methods can be

found in Chapters 4 through 10.

7. Sample Reproducibility in High-Resolution Magic Angle Spinning

When studying cohorts of humans by tissue HR-MAS, it is essential to ensure a high

level of reproducibility for all samples belonging to a specific group, for all groups.

This includes separate validation for control (healthy) and diseased tissues because

the two might behave slightly differently with respect to reproducibility. While set-

ting up a statistical model, detailed histopathological results should be available for

all samples to ascertain the exact characteristics of the tissue type in question. The

contribution of histopathologists is crucial at all stages of the study. In this sec-

tion, we present two examples of reproducibility studies based on different human

tissues.

7.1. Epilepsy

Thirty-seven 1D 1H CPMG spectra of healthy human cerebral cortex were obtained

from patients with epilepsy who had undergone surgical removal of the hippocam-

pus (Figure 23.5). This set of spectra shows convincingly that the protocol described

in this chapter can be used to obtain highly reproducible brain tissue spectra.

Because no normalization with respect to sample weight was applied for the display

of these spectra, the globally constant signal intensities across all spectra indicate

that the weight of biopsy specimens was rather constant. Sample contamination by

ethanol is visible in some spectra (peaks at 1.18 ppm and 3.65 ppm). Because these

contaminations were not very large, the corresponding spectral regions were sim-

ply set to zero in all the spectra for statistical evaluation. The corresponding PCA

analysis is shown in Figure 23.6. Only the first two principal components of the PCA

model are shown because they account for the largest variability in the sample. In

this example, the first and the second component (PC1 and PC2) account for 18%

and 14% of the variability. Most of the spectra fell within the Hotelling T2 ellipse

shown, with a confidence level of 95%. Only two data points fell outside the T2

ellipse. The corresponding outlier spectra showed slightly abnormal intensities at

2.19 ppm and 3.5 ppm, which probably explain the nontypical behavior of the two

points in the PCA plot.
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Figure 23.5. Stacked plot of 1D 1H HR-MAS CPMG spectra of healthy human cortex biopsy
specimens originating from 37 different patients.

7.2. Normal Kidney Tissue and Renal Cell Carcinoma

1D 1H CPMG spectra of healthy kidney and renal cell carcinoma biopsy samples

were acquired, originating from 20 different patients. Clear or conventional renal

cell carcinomas represent 75% to 80% of renal cell carcinomas, the latter account-

ing for about 90% of adult renal tumors (72–74). From each patient, one healthy
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Figure 23.6. PCA analysis of the spectra shown in Figure 23.5 corresponding to 37 healthy
human cortex biopsy specimens (spectral region corresponding to the ethanol resonances set
to zero).

and one cancerous biopsy specimen were taken. The data presented in Figure 23.7

show the reproducibility of these spectra across the patient cohort (ethanol contam-

ination is observable for several samples). Visual inspection of these spectra imme-

diately reveals the existence of differences in metabolic signatures between control

and clear renal cell carcinoma tissues. The cancerous samples are clearly character-

ized by a conspicuously intense lipid peak at 0.9 ppm. Table 23.2 presents detailed

assignments of metabolites detected in healthy kidney tissue.

To ascertain further the reproducibility of the method, the average concentra-

tion of selected metabolites was evaluated for the 20 healthy human kidney sam-

ples presented in Figure 23.7. Metabolite concentrations were obtained from each

spectrum by simply integrating the areas under individual peaks representing the

resonances of the metabolites being analyzed. Only metabolites presenting at least

one resonance with sufficient spectral resolution were selected for this analysis. A

more robust but also more time-consuming protocol using the software LCModel

(64) or jMRUI (65) would lead to more reliable results (see Section 5 on data anal-

ysis and signal assignment). Nevertheless, the results presented in Table 23.3 show

very reasonable standard deviations for the metabolite concentrations evaluated.

The corresponding PCA analysis of these two sets of spectra, based on 0.01

ppm bucketing, is shown in Figure 23.8. Only the first two principal components of

the PCA model are shown because they account for the largest variability in the

sample. For the cancerous tissue samples (Figure 23.8(a)), PC1 and PC2 account

for 19% and 9% of the variability. This data set is unusually large and contains 139
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1.01.52.02.53.03.54.04.5 ppm

Figure 23.7. Stacked plot of 1D HR-MAS CPMG spectra of control kidney biopsy samples
(blue) and clear renal cell carcinoma tissue (red).

spectra. As in the previous example (Section 7.1 on epilepsy), most of these spectra

fell within the Hotelling T2 ellipse. Only four data points fell slightly outside the T2

ellipse. For the corresponding control tissues (Figure 23.8(b)), PC1 and PC2 account

for 19% and 14% of the variability (119 spectra; 9 outside the T2 ellipse).
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Table 23.2. 1H and 13C resonance assignment of metabolites present in healthy human kidney

biopsy specimens

Metabolites Group 1H Chemical shift (ppm) 13C Chemical shift (ppm)

Acetate CH3 1.92 25.97

Alanine βCH3 1.48 18.81

αCH 3.78 53.22

Arginine αCH2 1.70 26.75

αCH2 1.92 30.15

δCH2 3.21 43.27

Ascorbate CH2(OH) 4.02 72.12

C4H 4.52 81.25

Asparagine CH 4.00 54.15

CH2 2.94 37.43

CH2 2.84 37.35

Aspartate CH2 2.70 39.17

CH2 2.80 39.17

CH2 3.90 54.93

Choline N-(CH3) 3.21 56.75

CH2 3.52 69.96

CH2 4.06 58.27

Creatine CH3 3.03 39.64

CH2 3.93 56.36

Ethanolamine CH2 3.80 60.57

CH2 3.13 44.18

Fatty acids (a) CH2 1.29 34.53

CH2 1.31 25.36

Fatty acids (b) CH2 2.03 27.35

CH2 2.80 28.16

CH 5.33 130.51

CH 5.33 132.2

Fatty acids CH3 0.90 16.96

CH2-CO 2.25 36.43

Fatty acids (a) (b) (n) CH2 1.29 32.4

Fatty acids (c) CH2 1.60 27.3

GABA CH2 2.30 –

α-Glucose C4H 3.43 72.58

C1H 5.23 94.44

CH 3.84 59.12

β-Glucose C3H, C5H 3.47 78.44

C6H 3.75 63.44

C6H 3.89 63.44

C1H 4.65 98.7

Glutamate CH2 2.05 29.74

CH2 2.34 35.95

CH 3.76 57.2

Glutamine CH2 2.14 29.52

CH2 2.44 33.48

CH2 3.77 57.38

Glycerol 1,3CH2OH 3.56 65.09

1,3CH2OH 3.65 65.09

CHOH 3.78 74.85

Glycerophosphocholine N-(CH3)3 3.23 56.75

αCH2 4.32 62.19

βCH2 3.69 68.5

(continued)



Trim: 7in × 10in Top: 0.375in Gutter: 0.875in
CUUS1713-23 cuus1713/Lutz ISBN: 978 0 521 76590 9 August 8, 2012 3:38

7. Sample Reproducibility in High-Resolution Magic Angle Spinning 515

Table 23.2 (continued)

Metabolites Group 1H Chemical shift (ppm) 13C Chemical shift (ppm)

Glycine CH2 3.56 44.09

Isoleucine CH3 0.94 13.79

CH3 1.01 17.29

CH2 1.51 27.30

CH 3.65 62.34

Lactate CH3 1.33 22.7

CH 4.12 71.11

Leucine CH3 0.95 23.43

CH3 0.91 24.52

CH 1.70 26.78

CH2 1.70 42.37

CH 3.73 56.06

Lysine CH2 1.43 24.21

CH2 1.71 29.10

CH2 1.89 32.56

Methionine CH3 2.12 16.61

CH2 2.18 32.72

CH2 2.64 31.50

CHNH2 3.85 56.84

Myo-inositol C5H 3.27 77.00

C1H, C3H 3.54 73.84

C4H, C6H 3.61 75.06

C2H 4.06 74.85

Phenylalanine CH2,6 7.30 131.81

C4 7.37 131.49

Phosphocholine N(CH3)3 3.22 56.52

CH2 3.60 68.98

CH2 4.16 60.60

Phosphoethanolamine CH2 3.98 63.05

CHNH2 3.22 43.35

Proline CH2 3.32 48.83

CH2 3.41 48.83

CH 4.10 64.39

Scyllo-inositol All HS 3.35 76.32

Serine CH 3.84 59.12

CH 3.97 62.88

Taurine CH2-NH3 3.26 50.13

CH2-SO3 3.42 38.06

Threonine CH 3.60 63.04

CH 4.24 68.67

CH3 1.32 22.30

Tyrosine CH 3.92 58.72

CH3,5 6.87 118.50

CH2,6 7.16 133.37

Valine CH3 0.98 19.16

CH3 1.04 20.65

CH 2.30 31.94

Note. The nomenclature used for fatty acids is defined by Martı́nez-Bisbal et al. (15).
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Table 23.3. Average concentrations and standard deviations of selected

metabolites present in healthy human kidney biopsy specimens

Metabolites

Average concentration

(mmol*kg−1) Standard deviation

Acetate 0.46 0.12

Alanine 1.69 0.31

Ascorbate 0.20 0.06

Asparagine 6.08 0.95

Aspartate 0.71 0.18

Choline 0.70 0.14

Ethanolamine 0.67 0.15

Glutamate 2.43 0.53

Glutamine 0.46 0.10

Glycine 3.50 0.52

Lactate 7.15 1.83

Lysine 1.10 0.16

Myo-inositol 3.94 1.21

Scyllo-inositol 2.62 1.14

Taurine 2.71 0.35

Valine 0.21 0.04

8. Metabolic Tissue Profiling by High-Resolution Magic Angle Spinning

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

The purpose of clinical metabolic tissue profiling is to gain information on the

metabolic pathways active in different tissues and for different pathologies and to

establish correlations between the patients’ metabolic data and their clinical evolu-

tion. This is particularly important for pathologies and patients where a discrepancy

exists between histopathological diagnosis and clinical evolution. Some promising

results for human brain tumors have appeared more recently in the literature (14).

These results show that for some intermediate oligodendroglioma and glioblastoma

cases, metabolic results are better correlated with the evolution of the patient than

the corresponding histopathological data. These results are preliminary and need

to be confirmed by complementary studies; however, they already open very inter-

esting perspectives. As a first step, being able to differentiate healthy tissue from

apparently healthy tissue infiltrated by cancer cells is an important issue; this is not

only interesting from a biological point of view but also for possible applications

such as real-time metabolic analysis of tissues in the context of a surgical operation

(83). This type of application, if validated clinically, could be of great importance in

the case of brain surgery because it would allow the surgeon to delineate exactly the

tumorous part of the tissue. Figures 23.8 and 23.9 illustrate the potential of future

applications of the procedures described in this chapter to tissue metabolic profil-

ing. Simple PLS-DA analysis of the kidney data (Figure 23.8) proves that distinction

between healthy and cancerous kidney tissues can be readily achieved. The PLS-

DA score plot of the two principal components shows clear separation between

the two sets of data (Figure 23.9). Numerous results published in the literature

prove that this methodology can be successfully applied to several different organs.

Particularly promising results have been obtained for prostate (22,75,76), breast
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Figure 23.8. Principal component analysis of control (a) and clear cell adenocarcinoma (b)
kidney tissue, based on 1D HR-MAS CPMG spectra (see also Figure 23.7).
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Figure 23.9. PLS-DA analysis of control kidneys (black triangles) and clear renal cell carci-
noma kidney biopsy specimens (black boxes) (see also Figures 23.7 and 23.8).

(16,58,77), brain (13,15,78), kidney (26,27), colon (32,34,79,80), and cervical cancers

(30,81,82).

9. Conclusion

Standardization of protocols for reliable tissue metabolic profiling of human biopsy

samples can be achieved in such a way to be compatible with the constraints of a

hospital environment. For this purpose, numerous precautions must be taken dur-

ing the whole chain of events between sample collection and statistical data anal-

ysis. Because this type of tissue analysis involves human samples, the participation

of physicians and other medical personnel is crucial to the success of the proce-

dure. The modifications of standard medical protocols that are required for robust

metabolic profiling by HR-MAS are minor and should be easily implemented in

many hospitals. One of the future axes of development will be the full automation

of the HR-MAS measurement process. This development not only will save time

and manpower but also will ensure better reproducibility of HR-MAS data. Full

automation will also allow hospital laboratory personnel to perform these analyses

independently. The development of refrigerated HR-MAS sample changers greatly

facilitates this task. This also applies to future developments regarding automatic

tuning and matching of the HR-MAS probe and automatic gradient shimming of the

sample (53,55). At a later stage, dedicated robots could be envisaged to automate



Trim: 7in × 10in Top: 0.375in Gutter: 0.875in
CUUS1713-23 cuus1713/Lutz ISBN: 978 0 521 76590 9 August 8, 2012 3:38

Acknowledgments 519

the sample preparation process. Finally, when reliable statistical models representa-

tive of different tumor types and organs have been developed, these should become

an integral part of medical HR-MAS spectrometers, making it possible to evaluate

specific biopsy specimens in a fully automatic mode.
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