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$$(摘要)$背景$目前抗 A#BC药物的应用已广泛用于眼部新生血管性疾病发病的治疗'但有部分患者
的疗效并不理想'因此研究 A#BC的上游基因缺氧诱导因子@%"!"#$%$及其限速酶脯氨酸羟化酶""D6-$在新
生血管形成中的作用具有重要的临床意义*$目的$探讨外源性 "D6-在 D8C@% 激活通路中的负性调节作
用*$方法$用 DE,*细胞提取 !FG'采用逆转录 "H!法从 56FG克隆 "D6% #"D6=和 "D6( '通过限制性内切
酶构建 1CIGB@"D6% #1CIGB@"D6=和 1CIGB@"D6(质粒并通过基因测序进行鉴定* 分别将人 !"#细胞株
"G!"#@%>$在体积分数 =%J 7="常氧组$#%J 7="低氧组$和缺氧模拟剂"H0H,= '缺氧组$条件下进行培养'将
1CIGB@"D6% #1CIGB@"D6=和 1CIGB@"D6(质粒分别转染至培养的 G!"#@%> 细胞中'1CIGB@HKA= 转染作为
空白对照* 采用 LE-MEN3 O,0M法测定和比较转染细胞在不同氧环境培养下 "D6% #"D6=和 "D6(蛋白的表达强

度%采用双荧光素酶报告系统评估各组细胞中 D8C@% 的转录活性*$结果$LE-MEN3 O,0M法检测显示常氧组#

低氧组和缺氧组 G!"#@%> 细胞中均有 "D6% #"D6=和 "D6(蛋白的表达'各组细胞中 "D6=的表达条带均强于

"D6%和 "D6(蛋白'差异均有统计学意义"&P&Q&?$* 1CIGB@HKR转染后常氧组细胞中内源性 D8C@% 活性反
应低'低氧组和缺氧组细胞中 D8C@% 的转录活性明显升高'与空白对照组相比'1CIGB@"D6% #1CIGB@"D6= #
1CIGB@"D6(转染后常氧组细胞中内源性 D8C@% 活性反应无明显变化"#S&Q'T'&U&Q&?$'而低氧及缺氧组细
胞中 D8C@% 活性明显下降'与空白对照组比较差异均有统计学意义"#S='Q(&'%%=Q:9'均 &P&Q&?$* 相同培
养条件下'1CIGB@"D6=转染后细胞中 D8C@% 活性明显低于 1CIGB@"D6%和 1CIGB@"D6(转染细胞'差异均有
统计学意义"均 &P&Q&?$*$结论$"D6-对人 !"#细胞中 D8C@% 的激活通路有明显的负向调节作用'其对低
氧细胞和缺氧细胞中 D8C@% 转录活性的抑制作用明显强于常氧细胞'其中 "D6=抑制 D8C调节通路的作用明
显强于 "D6%和 "D6( *$
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\ENEVEME5MEV *3V 50)1*NEV *)03XV+ZZENE3MXN0W1-OYW-+3XLE-MEN3 O,0M*--*Y4_.EMN*3-5N+1M+03*,*5M+[+MY0ZD8C@%
+3 M.E5E,,-\*-E[*,W*MEV \+M. VW*,,W5+ZEN*-ENE10NMEN*--*Y4$:"/)*%/$LE-MEN3 O,0M*--*Y-.0\EV M.*M"D6% '
"D6= *3V "D6( *,,\ENEE/1NE--EV +3 G!"#@%> 5E,,-+3 M.E30N)0/+*XN0W1'.Y10/+*XN0W1 *3V *30/+*XN0W14_.E
E/1NE--+03 \*--MN03X+3 "D6= 1N0ME+3 *3V \*-\E*a +3 "D6( 1N0ME+3'*-M*M+-M+5*,,Y-+X3+Z+5*3MV+ZZENE35E\*-Z0W3V
OEM\EE3 "D6= 1N0ME+3 E/1NE--+03 *3V "D6% 0N"D6( E/1NE--+03-"*,,*M&P&Q&?$4#3V0XE30W-D8C@% *5M+[+MY\*-
E,E[*MEV +3 1CIGB@HKRMN*3-ZE5MEV 5E,,-+3 M.E.Y10/+*XN0W1 *3V *30/+*XN0W1 M.*3 M.*M+3 M.E30N)0/+*XN0W14
H0)1*NEV \+M. 1CIGB@HKRMN*3-ZE5MEV 5E,,-'300O[+0W-5.*3XE\*--EE3 +3 M.EE3V0XE30W-D8C@% *5M+[+MY+3 M.E
30N)0/+*XN0W1'.0\E[EN'D8C@% *5M+[+MY\*-VE5,+3EV +3 M.E.Y10/+*XN0W1 *3V *30/+*XN0W1 *ZMEN1CIGB@"D6% '
1CIGB@"D6= 0N1CIGB@"D6( MN*3-ZE5M+034c3VENM.E-*)E0/YXE3 E3[+N03)E3M'D8C@% *5M+[+MY\*-,0\EN+3 M.E
1CIGB@"D6= MN*3-ZE5MEV 5E,,-M.*3 M.*M+3 M.E1CIGB@"D6% 0N1CIGB@"D6( MN*3-ZE5MEV 5E,,-"O0M. *M&P&Q&?$4$
D+,7*)/&+,/$"D6-1,*Y*3EX*M+[ENEXW,*M+03 M0D8C@% *5M+[*M+3X1*M.\*Y+3 .W)*3 !"#5E,,-'E-1E5+*,,Y+3 .Y10/+*
*3V *30/+*5E,,-4G)03X"D6-1N0ME+3-'"D6= 1NE-E3M-M.E-MN03XE-M+3.+O+M+03 03 D8C@% *5M+[*M+3X1*M.\*Y4$

"E"1 9+(5/#> HE,,.Y10/+*% A*-5W,*NE3V0M.E,+*,XN0\M. Z*5M0N-% BE3EE/1NE--+03 NEXW,*M+03% DY10/+*@
+3VW5+O,EZ*5M0N@%% "N050,,*XE3@1N0,+3EV+0/YXE3*-E;)EM*O0,+-)% DW)*3-% _N*3-5N+1M+03 Z*5M0N-% #1+M.E,+*,5E,,-'
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$$脉络膜新生血管膜#增生性 6!等眼部新生血管
性疾病严重危害视力'其原发病因虽然不同'但 A#BC
在新生血管的形成过程中均发挥关键作用'因此抗
A#BC药物在眼部新生血管性病变的治疗中广泛使
用* 眼科临床工作中发现'部分新生血管性疾病患者
采用抗 A#BC疗法效果并不理想'故 A#BC的上游基
因'缺氧诱导因子@%" .Y10/+*@+3VW5+O,EZ*5M0N@%'!"#$%$
的作用也逐渐受到关注* 研究表明'在缺氧情况下'
D8C@% 在细胞内可促进 PKQ#+%d=, #促红细胞生成素
"ENYM.N010+EM+3'K&;$和葡萄糖载体蛋白@% "Q<*8$%$等
多个靶基因的表达

+(, * 脯氨酸羟化酶 " 1N0,Y,@'@
.YVN0/Y,*-EV0)*+3'"D6$是调节 D8C@% 活性的限速
酶'目前发现 "D6-有 ( 种异构体'即 "D6%#"D6=和

"D6('其在不同组织不同细胞中的表达均不同'且位
于特定细胞的特定位置'决定了这些组织对 D8C@% 的
反应活性也有很大差异

+(d', * !"#细胞在体外低氧条
件下"D6=和 "D6(蛋白表达持续增高'而 "D6%表达保

持不变
+?, * 在氧诱导视网膜病变 " 0/YXE3 +3VW5EV

NEM+301*M.Y'78!$鼠模型中通过抑制 "D6%可抑制常氧

下 D8C@%!降解'进一步阻止常氧下诱导的血管的闭
锁

+:, * 目前这 ( 种异构体在人 !"#细胞中对 D8C@%
的调节作用鲜有报道'而这些作用可能与脉络膜和
!FA形成有关* 本研究中观察体外培养的人 !"#
细胞在不同状态下 "D6-对 D8C@% 激活通道的调节
作用*

G>材料与方法

G4G>材料
G4G4G>细胞株>人 !"#细胞株"G!"#@%>$购自美国

G_HH公司*
G4G4H>主要试剂及仪器>6K#K培养基#脂质体转染
I+10ZE5M*)+3E" I_R ",W-_K试剂 "美国 83[+MN0XE3 公
司$%逆转录 "H!扩增试剂盒#6FG)*NaENA"上海莱
枫生物科技有限公司$%限制性内切酶 GZ,888;e138#
#50!8;])*,#"[W88;f*)D8#])*8;fX,88#_' 6FG连接酶
"加拿大CEN)E3M*-公司$%1CIGB@HKA"美国e*V*a 公
司$%鼠抗 CIGB抗体"G>':>$ "美国 ]+X)*公司$%鼠
抗 !@*5M+3 抗体"*O?'9=($"美国 GO5*)公司$%羊抗鼠
二抗"*O%T::>?$##HI显色剂"美国 G)EN-.*)公司$%
双荧光素酶检测试剂盒#"BI'Q=: 质粒"美国 "N0)EX*
公司$* "H!仪"美国 f+0@!*V 公司$%He'& 倒置相差
显微镜 "日本 7,Y)1W-公司 $%细胞培养箱 "美国
_.EN)0公司$%高速低温离心机"德国 DEN*W-公司$%

乏氧培养箱 "英国 !-f+0ME5. 公司 $%83Z+3+ME" K=&&
"!7光栅型多功能微孔板检测仪"瑞士 _E5*3 公司$*
G4H>方法
G4H4G>质粒载体的构建及细胞转染>通过 DE,*细胞
提取 !FG'采用逆转录 "H!法从 56FG克隆 "D6%#
"D6(和 "D6='通过限制性内切酶 GZ,888;e138##50!8;
])*,及 _' 6FG连接酶到 1CIGB@HKA=' 构建成
1CIGB@"D6%#1CIGB@"D6= 和 1CIGB@"D6(* "H!产
物均通过基因测序进行验证*
G4H4H>细胞培养和转染>G!"#@%> 细胞在含体积分
数 %&J小牛血清的 6K#K培养液中进行培养'并加入
?& c;),"商品单位$青霉素* 用质量分数 =?J胰蛋白
酶消化'置于 (9 g#体积分数 ?JH7=的培养箱中培养

并传代'选取对数生长期细胞进行验证* 将 G!"#@%>
细胞系接种于 =' 孔细胞培养板中'细胞贴壁生长约

!?(=!中华实验眼科杂志 =&%: 年 ( 月第 (' 卷第 ( 期$H.+3 b#/1 71.M.*,)0,'K*N5. =&%:'A0,4(''F04(

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



=' . 且达到 T&J以上融合时更换为 71M+@K#K无血清
培养液'分别将 1CIGB@"D6%# 1CIGB@"D6=# 1CIGB@
"D6(#空白对照 1CIGB@HKA各 =Q?& #X与 =Q?,#,
",W-加入 %?&Q&& #,71M+@K#K培养液混合* 另取 %Q? ),
#"管加入 71M+@K#K培养液与 IR_试剂混合在室温
下孵育 ? )+3'然后进行充分混合'室温下静置 (& )+3*
在培养板每孔培养液中加入 (&& #,质粒;脂质体混合
液对细胞进行转染* 将转染后的各组细胞分为 ( 个
组'低氧组细胞置于含体积分数 %J 7=的培养箱中进

行培养'缺氧组细胞在培养液中添加 =&& #)0,H0H,='
常氧组细胞置于含 =%J 7=的培养箱中继续培养 =' .*
G4H4I>LE-MEN3 O,0M法检测细胞中 "D6-蛋白的表达
$细胞培养结束后迅速取出'弃培养液* 用预冷的
"f] 冲洗'迅速收集细胞置于冰上'加入细胞裂解液提
取总蛋白'采用 fN*VZ0NV 法测定蛋白的表达* LE-MEN3
O,0M法分离蛋白'转至 "A6C膜'依次加入一抗 " % h
= &&&$#二抗"% h?&&$'曝光显像获得蛋白条带图像*
!@*5M+3 作为内参'采用 8)*XEb%4' 软件采集计算蛋白
条带的灰度值'并比较 "D6%#"D6=和 "D6=蛋白的表

达情况*
G4H43>双荧光素报告基因活性测定评估 D8C@% 的转
录活性$含 (? O1"?-@HHGHGB_BHG_GHB_BBBH_HH
GGHGBB_HH_H__@( -$ 的 低 氧 反 应 元 件 " .Y10/+*@
NE-103-+[EE,E)E3M'D!#$来源于人 A#BC增强子': 倍
D!#由 6FG连接酶连接' 并在 1BI'Q=: 质粒的
D+3V888位点插入制备成 : 倍 D!#@IW5'并经 6FG测
序检验* 取对数生长期的 G!"#@%> 细胞在培养箱中
继续培养 =' .'待细胞达到 T&J以上融合时更换为
71M+@K#K无血清培养基'在 %Q? ),#"管中分别配置
重组质粒 ?& #X1CIGB@"D6%混合液#1CIGB@"D6=混

合液与 1CIGB@"D6('并分别添加载体 : 倍 D!#@IW5#
内参质粒 1HKR'进行瞬时转染* 转染细胞亚分组同
%4=4=* 细胞培养 =' . 后按说明书行双荧光素酶活性
检测* 将细胞裂解液加入到黑色不透光 >: 孔板并置
于多功能酶标仪中'测量萤火虫荧光素发光值%加入
%&& ),]M01iB,0!E*XE3M'测得的海肾荧光素发光值'
并以 = 个发光值的比值作为衡量 D!#启动子活性的
依据'1CIGB@HKR作为空白对照校正转染细胞的质粒
总量从而消除由于细胞数目及转染效率等不同所带来

的组间差异*
G4I>统计学方法

采用 ]G] >Q= 统计学软件进行统计分析* 本研究
中测量指标的数据资料符合正态分布'以 Lj@表示*
G!"#@%> 细胞中 "D6%#"D6= 和 "D6( 蛋白表达以及

不同氧环境下细胞中 D8C@% 转录活性的比较采用单因
素方差分析'各组间两两比较采用 I]6@8检验* &P
&Q&? 为差异有统计学意义*

H>结果

H4G>培养细胞的形态学表现
转染的第 ( 代 G!"#@%> 细胞处于对数生长期'呈

集落样生长'可见清晰#透明的圆形细胞核'细胞覆盖
率约为 T&J'细胞内黑色素颗粒较培养初期减少
"图 %$*

图 G>第 I 代人 :;<细胞显微镜下表现
>

H4H>各组细胞中"D6%#"D6= 和"D6( 蛋白的表达比较

常氧组#低氧组和缺氧组细胞中 "D6%#"D6= 和

"D6( 蛋白条带均清晰'其中常氧组#低氧组和缺氧组
细胞中 "D6= 的表达条带最强* 常氧组#低氧组和缺
氧组细胞中 "D6%#"D6= 和 "D6( 相对表达量的总体

比较差异均有统计学意义"#S??Q&&#?TQ&&#T?Q&&'均
&P&Q&%$'其中 "D6% 和 "D6( 相对表达量的差异均明

显低于 "D6='差异均有统计学意义"均 &P&Q&?$ "图
='表 %$*

α�FLAG

α�actin

PHD1

123
PHD2

123
PHD3

123
CMX
123

图 H>3"/%"(,8*+%法检测
各 组 =:;<2GK 细 胞 中

;LMG #;LMH 和 ;LMI 蛋白

的表达$"D6= 在常氧组#

低氧组及缺氧组细胞中表

达条带强于 "D6% 和 "D6(

HKR&空白对照%%&常氧组%
=&低氧组%(&缺氧组$"D6&脯氨酸羟化酶
$

表 G>各组 =:;<2GK 细胞中 ;LMG #;LMH 和

;LMI 蛋白表达灰度值比较"!N"$

蛋白类型 样本量 常氧组 低氧组 缺氧组

"D6% ( &Q>(j&Q%(* &Q>=j&Q%?* %Q%?j&Q%>*

"D6= ( %QT=j&Q=? =Q&&j&Q%= =Q'>j&Q%?
"D6( ( &Q(%j&Q%=* &Q:Tj&Q=&* &Q9?j&Q%9*

# ??Q&& ?TQ&& T?Q&&
& P&Q&% P&Q&% P&Q&%

$注&与各自的 "D6= 表达值比较'*&P&Q&?"单因素方差分析'I]6@8检

验$$"D6&脯氨酸羟化酶

!:(=! 中华实验眼科杂志 =&%: 年 ( 月第 (' 卷第 ( 期$H.+3 b#/1 71.M.*,)0,'K*N5. =&%:'A0,4(''F04(

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



H4H>各目的质粒载体的基因序列验证
1CIGB@"D6%#1CIGB@"D6=#1CIGB@"D6( 及 : 倍

D!#@IW5的测序序列与设计片段一致*
H4I>各质粒载体的基因活性

空白对照的 1CIGB@HKR转染 G!"#@%> 细胞后'
常氧组细胞中内源性 D8C@% 活性反应低'低氧组和缺
氧组细胞中 D8C@% 的转录活性明显升高'而 1CIGB@
"D6%#1CIGB@"D6=#1CIGB@"D6( 转染 G!"#@%> 细胞
后'常氧组细胞中内源性 D8C@% 活性反应与 1CIGB@
HKR转染后接近'差异无统计学意义 "#S&Q'T'&U
&Q&?$%1CIGB@"D6%#1CIGB@"D6=#1CIGB@"D6( 转染

后低氧组及缺氧组细胞中 D8C@% 活性与空白对照组相
比明显下降'差异均有统计学意义"#S='Q(&#%%=Q:T'

均 &P&Q&?$* "D6= 的抑制作用与 "D6% 及 "D6( 比

较'差异均有统计学意义"均 &P&Q&?$'低氧组和缺氧
组 "D6% 与 "D6( 的抑制作用比较差异均无统计学意

义"&S&Q(?#&Q%9$"表 =$*

表 H>不同氧环境下 =:;<2GK 中 LOF2G 的转录活性比较"!N"$

转染蛋白 样本量 常氧组 低氧组 缺氧组

1CIGB@HKR转染 : %Q&&&j&Q&&& %Q9?=j&Q'>'* %QT&?j&Q>&>*

1CIGB@"D6% 转染 : %Q&%%j&Q%?( %Q&%%j&Q%?(* %Q%='j&Q%9(*

1CIGB@"D6= 转染 : %Q%='j&Q%9( &Q?='j&Q&'% &Q:%9j&Q&?9
1CIGB@"D6( 转染 : %Q&&>j&Q%(% &QT'=j&Q%?&* %Q%='j&Q&>'*

# &Q'T ='Q(& %%=Q:T
& U&Q&? P&Q&% P&Q&%

$注&与各自的 1CIGB@"D6= 转染比较'*&P&Q&? "单因素方差分析'

I]6@8检验$$D8C&缺氧诱导因子%HKR&空白对照%"D6&脯氨酸羟化酶

I>讨论

大量研究表明'视网膜在缺氧条件下能够导致病
理性 A#BC的高表达'在缺氧条件下 !"#细胞来主要
通过稳定 D8C@%!蛋白质分泌大量 A#CB+9d%&, * 在正
常氧分压条件下及有 CE=k#!@酮戊二酸存在的环境下'
"D6-可催化 D8C@%!的 F端氧依赖降解结构域
"0/YXE3@VE1E3VE3MVEXN*V*M+03 V0)*+3'766$中 = 个关
键氨基酸残基"N0'&= 和 "N0?:' 发生羟基化反应'羟基
化修饰后的 D8C@%!迅速与 1ADI蛋白结合并经泛素
蛋白酶途径迅速被降解

+T, '这一反应的直接结果是导
致 D8C@%!的半衰期仅为 ? )+3'是细胞在常氧下适应
性调节的快速动态途径*

由于视网膜组织中 !"#细胞是分泌血管生长因
子的重要来源'因此本研究中选用 G!"#@%> 细胞进行
体外培养* 缺氧条件是在细胞培养箱中通过改变氧气
的体积分数"%J 7= $或培养液中加入 %&& l=&& #)0,

H0H,=
+>, * 缺氧状态下'"D6-催化 D8C@% 羟基化的反

应受阻'细胞质内 D8C@%!集聚并转入细胞核'进而与
D8C@%$结合'形成 D8C@% 异二聚体'D8C@%!的 H@_G6
结构域与 D!#结合'诱导 A#BC的表达及新生血管形
成

+%&d%%, '因此'"D6-被认为是转录因子 D8C@% 低氧诱
导功能的开关* 与其他 CE=k

及 !@酮戊二酸依赖的双
加氧酶超家族成员一样'"D6-的作用需要氧分子作
为底物'以执行氧分压感知功能* 同时' "D6-对
D8C@%!的羟基化作用还需要 CE=k

和维生素 H作为辅
助因子'由于 D8C@%!的 766结构域脯氨酸羟化位点
上的 CE=k

结合位点能够被含 CE=k
螯合剂或 H0=k

结合'
从而封闭与 "D6-结合的位点'致使 D8C@%!稳定存
在'因此铁螯合剂 H0H,= 可以模拟低氧反应'上调细胞
内D8C@%!的表达'这也是 H0H,= 处理后人 !"#细胞较
空白对照组 D8C@% 活性增强的原因* 本研究中采用
LE-MEN3 O,0M法检测证实 1CIGB@"D6-能够成功转染
至人!"#细胞内并能够表达外源性 "D6-蛋白质'同时
"D6= 在人!"#细胞中的表达明显强于"D6% 和"D6(*

荧光素酶报告基因检测试剂盒以荧光素为底物来

检测萤火虫荧光素酶* 萤火虫荧光素酶在催化荧光素
发生氧化的过程中发出生物荧光'用荧光测定仪可测
定释放的生物荧光'当底物达到一定量时'测得的发光
量总值与样品的荧光素酶活性成正比'因此可通过测
量荧光素酶报告基因的生物荧光间接反映 D8C@%!与
D!#的结合情况* 本研究中将与 D8C@%!相结合的
!IK基因片段通过 : 倍 D!#插入在萤火虫荧光素酶
上游启动子构成 : 倍 D!#@IW5'以放大 D8C@%!的反应
效果'便于观察研究* 作为空白对照的 1CIGB@HKR
可反映人 !"#细胞在常氧#低氧及缺氧条件下内源性
D8C@%!的转录活性'在低氧及缺氧条件下 D8C@%!转
录活性明显高于常氧组* 本研究表明'常氧情况下转
染 1CIGB@"D6%#1CIGB@"D6= 和 1CIGB@"D6( 后细胞

中的 D8C@%!活性接近空白对照的 1CIGB@HKR转染
组'说明在常氧状态下 D8C@%!的活性很低'在转染外
源性 "D6%#"D6= 和 "D6( 后对 D8C@%!负性调节的作
用依然有限%而在低氧及缺氧状态下'空白对照
1CIGB@HKR转染组的D8C@%!的活性明显增强* 在低
氧及缺氧下'1CIGB@"D6%#1CIGB@"D6= 和 1CIGB@"D6(

D8C@%!的活性受到明显抑制'与空白对照组相比差异
均有统计学意义'且 "D6= 的抑制作用较其他两者更

显著'而 "D6% 与 "D6( 之间的抑制作用比较'差异无
统计学意义*

综上所述'在人 !"#细胞中外源性 "D6= 在低氧

及缺氧状态下对 D8C@% 的激活通路有明确的负性调节

!9(=!中华实验眼科杂志 =&%: 年 ( 月第 (' 卷第 ( 期$H.+3 b#/1 71.M.*,)0,'K*N5. =&%:'A0,4(''F04(

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



作用'提示我们 "D6= 蛋白可能通过抑制 D8C@% 的活
性'抑制 A#BC的表达'从而为眼部新生血管性疾病的
治疗提供新的思路* 此外'本研究也提示我们应对其
他 D8C激活通路上的负性蛋白进行深入研究*

参考文献

+%, C0N-YM.EbG'b+*3XfD'8YENFA'EM*,4G5M+[*M+03 0Z[*-5W,*NE3V0M.E,+*,
XN0\M. Z*5M0NXE3EMN*3-5N+1M+03 OY.Y10/+*@+3VW5+O,EZ*5M0N% +b,4K0,
HE,,f+0,'%>>:'%:">$ h':&'d':%(4

+=, IW m'K*VW H'K*-MEN-b'EM*,46E[E,01)E3M0Z*30[E,*3M+@D8C@%!
-5NEE3+3X-Y-ME)50W1,EV \+M. O+05.E)+5*,*3V O+0,0X+5*,[*,+V*M+03 Z0N
N*1+V,Y-E,E5M+3X10ME3M*3M+@5*35EN50)10W3V-+b,4bH*35EN'=&%''
?":$ h'%9d'='4678&%&49%?& ;<5*4>=&?4

+(, HEN[EN*GK' G10-M0,0[*F' IW3*@HNE-10C' EM*,4G3 *,MEN3*M+[E,Y
-1,+5EV MN*3-5N+1M0ZM.E"D6( XE3ENEM*+3-1N0,Y,.YVN0/Y,*-E*5M+[+MY+b,4
H*35ENIEMM'=&&:'=(( "%$ h%(%d%(T4678&%&4%&%: ;<45*3,EM4=&&?4
&(4&&'4

+', ]ME+3.0ZZG' "+E3Ma*Ce' Kn5aE,]' EM*,4HE,,W,*N0/YXE3 -E3-+3X&
8)10NM+3-*3V E/10NM+3-*NE)EV+*M0N-0Z+3MN*5E,,W,*N,05*,+-*M+03 0Z
1N0,Y,@'@.YVN0/Y,*-E-"D6% *3V "D6= + b,4f+05.E) f+01.Y-!E-
H0))W3'=&&>'(T9"'$ h9&?d9%%4678&%&4%&%:;<4OON54=&&>4&94&>&4

+?, C0N00X.+*3 C' !*̂*[+!'_+))-I4DY10/+*@+3VW5+O,EZ*5M0NE/1NE--+03
+3 .W)*3 !"#5E,,-+b,4fNb71.M.*,)0,'=&&9'>%"%&$ h%'&:d%'%&4
678&%&4%%(: ;O<04=&&94%=(%=?4

+:, DW*3XD'[*3 VEAE+NE]'6*,*,K'EM*,4!EVW5EV NEM+*3,3E0[*-5W,*N+̂*M+03'
[*-5W,*N1EN)E*O+,+MY' *3V *101M0-+-+3 +-5.E)+5NEM+301*M.Y+3 M.E
*O-E35E0Z1N0,Y,.YVN0/Y,*-E@% VWEM0M.E1NE[E3M+03 0Z.Y1EN0/+*@
+3VW5EV [*-5W,*N0O,+MEN*M+03+b,483[E-M71.M.*,)0,A+-]5+'=&%%'?="%&$ h
9?:?@9?9(4678&%&4%%:9;+0[-4%%@T&&=4

+9, "0WN3*N*-Hb'K+,,ENbL'BN*X0WV*-#]'EM*,4]Y-ME)+5.Y1EN0/+*VE5NE*-E-
[*-5W,*NE3V0M.E,+*,XN0\M. Z*5M0NXE3EE/1NE--+03 +3 +-5.E)+51N+)*ME
NEM+3*+b,4GN5. 71.M.*,)0,'%>>9'%%? "%=$ h%??(d%??T4678&%&4%&&%;
*N5.01.M4%>>94&%%&&%:&9=(&&>4

+T, fNW+5a !e'K5e3+X.M]I4G503-EN[EV Z*)+,Y0Z1N0,Y,@'@.YVN0/Y,*-E-M.*M
)0V+ZYD8C+b,4]5+E35E'=&&%'=>' "??'?$ h%((9d%('&4678&%&4%%=:;
-5+E35E4%&::(9(4
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