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44$摘要%4视网膜退行性疾病是各年龄段人群致盲的常见原因& 细胞移植是目前研究视网膜退行性疾病

治疗的主要策略& 近年来#多项视网膜色素上皮'56%(细胞移植的临床试验在全球范围内展开#极大地改善

了视网膜变性患者的视功能& 然而对于晚期患者#光感受器细胞已发生不可逆性损失#因此光感受器细胞移

植成为治疗晚期视网膜退行性病变的关键& 如何获得具有功能的人源性光感受器细胞成为目前研究的热门

话题和技术瓶颈& 本文介绍 56%替代治疗的临床试验现状以及光感受器细胞替代治疗的研究进展#重点梳

理人源性光感受器细胞的干细胞分化技术及研究现状#并对干细胞移植治疗视网膜退行性疾病目前存在的

问题及未来发展方向进行探讨&

$关键词%4视网膜退行性疾病) 干细胞) 光感受器细胞) 视网膜色素上皮细胞) 细胞移植治疗
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44视网膜退行性疾病是由于先天性或后天性眼病引
起光感受器细胞功能异常#进而逐渐导致不可逆性视
功能障碍的一类疾病#主要包括年龄相关性黄斑变性
''HEDIE)'FEG &'2*)'IGEHECEI'F(3C#:Y=(*视网膜色素
上皮变性 'IEF(C(F(BN(H&ECF3B'#56(及 UF'IH'IGF病等&
尽管这些疾病病因及临床表现不同#但最终结局均呈
现出光感受器细胞的功能和结构损害& :Y=主要发

生于 0# 岁以上老年人#主要分为非新生血管性 :Y=
和新生血管性 :Y=! 种类型#UF'IH'IGF病和 56多发
生于青壮年& 目前认为视网膜色素上皮 ' IEF(C'
N(H&ECF')EN(F,E)(*&#56%(的损伤及功能障碍是 :Y=
的主要发病原因之一#发病早期即可在 56%与 ZI*2,
膜之间出现玻璃膜疣#即 =I*BEC& 随着疾病的进展#
56%损伤破坏视网膜的免疫屏障功能且影响脉络膜
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对视网膜的血液灌注#造成缺氧#血管内皮生长因子
'J'B2*)'IECG3F,E)(')HI3QF, K'2F3I#]%̂ 9(生成增加#这
些过 程 共 同 促 进 了 脉 络 膜 新 生 血 管 ' 2,3I3(G')
CE3J'B2*)'I(_'F(3C#MV](生成& 新生血管性 :Y=引起
视力快速下降#非新生血管性 :Y=造成的视力损伤
则是逐渐发生的#最终导致地图样萎缩 'HE3HI'N,(2
'FI3N,O# :̂(& 造成 :̂的原因依然是 56%的功能障
碍#但其具体机制仍未完全阐明#目前认为氧化损伤*
慢性炎症 以 及 脂 质 沉 积 为 其 主 要 致 病 原 因

+ ", &
UF'IH'IGF病和 56的发病年龄与 :Y=相比较年轻#有
明确的遗传倾向#其中 UF'IH'IGF病主要与 7LD7H 基因
的突变有关& 56的遗传方式包括常染色体显性遗传*
常染色体隐性遗传以及伴 `染色体隐性遗传#约 .-
个基因与 56的发生有关 + !, & 目前视网膜退行性疾病
尚无有效的治疗措施#多种治疗方式仍处于探索阶段#
例如基因疗法*细胞疗法及药物的研发& 治疗视网膜
退行性疾病的药物以神经营养和抗炎作用为主#或者
通过抗 ]%̂ 9治疗视网膜退行性疾病导致的 MV]&
对于 UF'IH'IGF病而言#基因疗法未尝不是一个好的治
疗方式& 56是单基因突变性疾病#符合基因治疗的适
应证#但是对于大多数视网膜退行性疾病而言#基因治
疗的局限性还很大& 另外#药物及基因治疗无法恢复已
受损的 56%及光感受器细胞#因此细胞替代治疗已成
为治疗视网膜变性疾病治疗研究的主要策略之一#其中
56%细胞移植相关的临床试验已在全球范围内展开&

;8<=>细胞替代治疗的临床试验现状

目前#56%移植的细胞来源包括自体 56%*虹膜
色素上皮细胞*胎儿 56%以及多种干细胞诱导分化的
56%#其中就采用人胚胎干细胞 ' ,*&'C E&LIO3C(2
BFE&2E))#,%UM(和体细胞诱导的多能干细胞'(CG*2EG
N)*I(N3FECFBFE&2E))#(6UM(来源的 56%均展开了多项
临床研究

+ !, & 在美国加利福尼亚大学洛杉矶分校进
行的首例 ,%UM来源的 56%悬液移植临床试验中#
:Y=患者视力均得到改善#视网膜色素增加#经长期
随访未发现免疫排斥和成瘤性等安全问题#但是关于
,%UM来源的 56%移植的伦理道德问题及免疫抑制剂
的长期使用和治疗效果之间的利弊权衡都需要进一步

探讨
+ <a., & 日本 5?W%V实验室开展的首例 (6UM来源

的 56%细胞移植研究的临床效果显著#但由于存在潜
在的致癌性等安全因素试验终止

+ -, & 胎儿 56%细胞
主要来源于流产胎儿的眼球#其优点是取材相对容易#
培养过程中不涉及基因重组和基因编辑手段#成瘤性
远低于由 ,%UM和 (6UM分化的 56%细胞& 近年来我

们研究团队在胎儿 56%细胞的体外大量扩增*无动物
源性成分的培养系统*移植细胞质量标准控制* Ŷ6
生产等方面取得了显著进步#胎儿 56%细胞移植治疗
干性 :Y=的临床研究于 !#"- 年 0 月通过江苏省人民
医院伦理委员会批准#!#"0 年 ; 月完成了 0 例胎儿
56%移植的临床试验#患者视功能改善显著#目前处
于临床随访过程中&

然而#晚期视网膜退行性疾病常伴随着光感受器
细胞的不可逆性损伤#单纯的 56%移植对于此阶段的
视功能改善程度非常有限& 因此#光感受器细胞替代
治疗研究仍是晚期视网膜退行性疾病的关键&

?8光感受器细胞替代治疗

在过去的 <# 年中#感光细胞移植替代疗法对视网
膜退行性疾病动物模型治疗的有效性已得到证实#早
期的感光细胞移植替代研究主要是小鼠体内来源的感

光细胞移植#治疗方法包括新生鼠视网膜全层细胞*感
光细胞层以及感光细胞悬液移植至视网膜下腔中#可
见移植的感光细胞有新生的外节段以及与内核层中细

胞形成的突触连接
+ 0, & 此外#将不同发育阶段的视杆

细胞移植入正常及疾病小鼠模型后#发现出生后 . b
0 G 来源的视杆前体细胞具有最强的整合能力#而采用
出生之前的视网膜祖细胞移植则发现其在体内的分化

方向是无法控制的#表明不同发育阶段的光感受器细
胞具有不同的移植状态#为优化移植细胞来源提供了
理论支持

+ 7a;, &
动物实验证明了感光细胞移植的可能性#但如何

获得具有功能的人源性光感受器细胞则成为目前光感

受器细胞移植研究的技术瓶颈& 人光感受器细胞通常
来源于妊娠后 ! b< 个月的胎儿#与胎儿 56%组织不
同的是#胎儿光感受器细胞无法进行体外扩增#存在细
胞来源不足的问题& 因此#干细胞体外分化技术产生
的细胞资源为人感光细胞的移植试验创造了条件&
?1;4人光感受器细胞的干细胞分化技术

随着干细胞研究的逐渐深入#实验室研究已能够
在体外从干细胞中逐步分化出胚胎神经组织*眼区视
网膜祖细胞#最终分化出多种类型的视网膜细胞& 在
最初的分化系统中#通过在由 ,%UM形成的拟胚体中
添加 cCF@ZY6通路抑制剂#多数细胞可向神经视网
膜方向进行分化#然后通过添加 V3F2, 通路抑制剂以
进一步分化为感光细胞

+ $a"#, & 然而#这些感光细胞不
表达成熟感光细胞标志物#如 3NB(CB等& 因此#在后续
的改良实验中通过补充对早期感光细胞发育有促进作

用的视黄酸和牛磺酸#使得表达 3NB(CB的感光细胞数
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明显增加& 但是如此分化和培养的感光细胞仍缺少分
化能力和成熟细胞的特性#尤其是无法形成感光细胞
外节这一重要结构

+ "", & 其次#分化的视锥细胞和视杆
细胞的数量及比例与体内细胞仍有很大不同& !#""
年#U'B'(和 ='J(G '̂&&课题组相继提出了体外 <=视
网膜分化的方法#主要在体外自发形成视杯结构和符
合发育过程的*具有生理结构及功能的 7 类视网膜细
胞#观察到感光细胞能够发育成熟并形成视细胞的外
节#证实小部分感光细胞存在光反应#此后的改良研究
还发现体外分化的感光细胞有纤毛结构以及早期形成

的外节结构
+ "!a"<, & 这一开创性研究为视网膜退行性

疾病的光感受器细胞移植提供了细胞供体来源&
?1?4<=视网膜来源的光感受器细胞移植研究及瓶颈

<=视网膜来源的光感受器细胞移植方法主要包
括感光细胞悬液移植和片层移植#首例实验利用
::]!@$15,3N1̂ 96转染小鼠 <=视网膜#采用流式细
胞技术分选出不同发育阶段的小鼠视杆细胞#将细胞
悬液移植入 M%(-A 基因敲除的成年小鼠视网膜下腔&
研究发现#分化第 !0 天的小鼠 <=视网膜视杆细胞宿
主整合效率最佳#其发育阶段与小鼠出生后 .b0 G 基
本吻合

+ "., & 另有研究将 VI)1̂ 96小鼠 %UM和 M5̀ 1
9̂6,%UM来源的 <=视网膜分割成片层分别移植至
小鼠和灵长类视网膜退行性变模型中#发现外核层伴
有较少的内核层与宿主内核层产生连接与整合#且表
达有成熟的感光细胞标志物并可见成熟的外节结构#
证实 <=视网膜可以提供成熟且具有整合能力的感光
细胞

+ "-a"0, & 但是#最近的多项研究对这些整合现象提
出了质疑#他们发现带有报告基因#如 M5N基因的供
体细胞并非整合进了受体视网膜#而是仅与受体视网
膜细胞发生了物质交换#导致受体细胞也带有同样的
荧光蛋白

+ "7a";, & 因此#前期研究的移植替代效果需要
重新评估& 另外#依赖于病毒转染或报告基因细胞系
的光感受器细胞分选与富集技术虽然具有较高的特异

性#但外源基因的转入限制了其临床应用& 因此#探寻
运用表面标志物的细胞分选策略是光感受器细胞移植

研究实现临床转化的关键& 目前已知的光感受器细胞
表面标志物有 M=7< 和 M="<<#但仅能标记成熟的视
杆细胞

+ "$, & 为了分选出具有较高整合效率的幼稚视
杆细胞#一项研究将多种表面标记物'M=7<d@M="<<d@
M=!.d@M=.7a@M="-a(进行组合#从而从小鼠 <=视网
膜中进行分选

+ !#, & 然而#这种表面标志物组合并不适
合在人源光感受器细胞研究的应用& 此后该课题组将
M=.7 和 M="- 替换为 M=!$ 和 UU%:D"#以获得人源视
杆细胞#但产出的细胞总量很低#远不能满足临床应用

的要求
+ !", &

视网膜光感受器细胞中视杆细胞数量占绝大多

数#远超视锥细胞#但黄斑区域视锥细胞占绝大多数&
在视网膜退行性疾病中#黄斑区视锥细胞的缺失直接
影响视功能& 另外#一些特殊视网膜退行性疾病类型#
如视锥细胞营养不良#视锥细胞呈特异性丧失& 因此#
视锥细胞移植是光感受器替代治疗研究的热点& 基于
胚胎早期光感受器前体细胞大多向视锥细胞分化的理

论#有研究将胚胎早期 MI\表达阳性的光感受器前体
细胞注射至小鼠视网膜#但发现大部分移植细胞最终
在宿主视网膜分化为视杆细胞

+ !!, & 近期一项研究对
第 "!b". 周的人 <=视网膜进行 U,R"#1T@YD3NB(C1
9̂6病毒转染#分选出 T@YD3NB(C 阳性的视锥细胞并
移植至 7"+2A 基因敲除小鼠#移植后发现供体细胞存
活#然而其移植物的整合及视功能恢复情况仍有待进
一步评估

+ !<, & 由于 T@YD3NB(C 标记的是成熟的视锥
细胞#如何获得幼稚视锥细胞以优化移植效果成为视
锥细胞移植亟需解决的问题之一& 与体内发育情况类
似#<=视网膜来源的视锥细胞仅占所有光感受器细胞
的 !e!f#如何获得临床运用级别的大量纯化视锥细
胞以治疗视锥细胞特异性缺失的视网膜变性疾病也是

下一阶段干细胞替代治疗的巨大挑战&

@8视网膜变性疾病干细胞治疗的应对策略与展望

@1;4改善移植微环境
视网膜-免疫豁免.的生理状态使得其成为细胞

移植的良好受体#然而#视网膜退行性疾病状态下生理
屏障的破坏以及伴随的免疫炎性因子浸润加剧了移植

免疫反应& 免疫反应是降低移植细胞整合效率及存活
效率的潜在原因& g,* 等 + !.,

将人胚胎干细胞来源的

光感受器细胞移植至 O!@,!敲除'S细胞缺陷(的视网
膜退行性病变小鼠视网膜下腔#发现移植细胞极大程
度地与宿主细胞发生了整合#可稳定存活并产生视功
能信号& 除了细胞免疫外#体液免疫也参与光感受器
细胞的移植排斥反应& 研究发现#处理中脑星形胶质
细胞神经营养因子 ' &EBEC2EN,')(2'BFI32OFEDGEI(JEG
CE*I3FI3N,(2K'2F3I#Y:V9(后的光感受器细胞供体在
受体视网膜中存活率显著提高

+ !-, & 因此#如何改善移
植免疫微环境为优化光感受器细胞移植效果提供了新

的思路#然而目前有效的临床策略仍限于免疫抑制剂
的应用#使用免疫抑制剂的种类和时间是未来相关临
床研究中需要不断探索的问题&

另一值得关注的问题是#人源供体细胞在小鼠视
网膜中产生的视功能信号较小鼠供体细胞明显降低#
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提示不同种属间的抗原特异性对光感受器细胞移植效

果也有影响& 不同的人多能干细胞来源的供体细胞由
于人白细胞表面抗原' ,*&'C )E*P32OFE'CF(HEC#RT:(
的不同存在潜在的移植排斥现象

+ !0, & 因此#不同个体
的特异 (6UM移植可降低 RT:相关的移植免疫反应&
@1?4光感受器细胞的生物膜片移植

目前关于光感受器细胞移植的研究发现#视网膜
片层移植较细胞悬液移植细胞存活率及整合效率较

高& 视网膜片层在受体视网膜下腔中形成-菊花样.
结构#虽然与受体产生突触连接以及部分视功能恢复#
但是由于其结构的特殊性'供体内核层被供体外核层
所包围(#使得供体内核层无法与受体双极细胞产生
突触连接#并且造成了受体 56%的局部脱离 + "-, & 综
上所述#目前的片层移植主要存在以下 ! 个方面的问
题"'"(视网膜片层中存在其他类型的细胞#阻碍了供
体光感受器细胞与受体环境的生理性整合)'!(视网
膜片层移植入视网膜下腔后极性丧失& 为了解决上述
问题#构建具有极性的光感受器细胞片层结构成为主
要的研究思路& 具有功能与极性的光感受器细胞依赖
于与 56%的密切接触#而目前 56%的片层移植研究
依赖于生物材料支架的运用#因此针对生物材料支持
的光感受器细胞@56%复合体片层移植研究具有较好
的前景& 除了生物材料的选择问题外#<=打印技术的
兴起为精准制备个性化微观结构的材料提供了可能&
最近的研究显示#<=打印可制作出一种酒杯状微孔支
架#以捕获并移植光感受器细胞#此支架成功制备了具
有极性的光感受器细胞片层#为细胞片层移植奠定了
基础

+ !7, &
@1@4视锥细胞定向分化策略研究

视锥细胞来源不足严重限制了视网膜细胞移植的

临床应用#如何提高视锥细胞的分化效率以获得临床
运用级别的供体细胞成为视网膜退行性疾病替代治疗

的巨大挑战& 在视网膜发育中#视锥细胞与视杆细胞
来源于同一种视网膜祖细胞#但在分化过程中表现出
鲜明的时空差异#视锥细胞首先发生于视网膜发育早
期#胚胎晚期其发育达到高峰)视杆细胞发生略迟于视
锥细胞#但在出生后数量迅速增加并远超视锥细
胞

+ !;, & 然而#视锥细胞和视杆细胞命运选择的时间特
异性分子调节机制在很大程度上尚不清楚#限制了干
细胞定向分化为视锥细胞或视杆细胞选择策略的制

定#其原因为"'"(对靶基因敲除或过表达的经典研究
方法显示的是干扰基因后的累积效果#无法反映基因
在特定时空的动态调控作用)'!(视网膜发育中细胞
的高度异质性限制了传统转录组测序对于特定研究对

象信息的捕获& 近年来兴起的单细胞转录谱测序技术
提供了一种全新的谱系分析思路#即对单细胞水平基因
转录谱的差异分析拟合出 " 条或多条连续的谱系分化
进程#以揭示细胞命运选择中循序渐进的分子变化和发
现命运决定的关键分子和信号通路#此项技术在光感受
器细胞发育的研究中将为视杆@视锥细胞定向富集*定
向分化的策略制定提供坚实的理论依据

+!$a<#, &

A8密切关注和客观评估相关最新研究进展

众多动物实验及临床试验均证实干细胞诱导分化

的 56%及光感受器细胞对视网膜退行性疾病具有巨
大潜在的治疗价值#但是将干细胞替代疗法真正用于
临床仍有非常大的距离#干细胞移植研究的多项环节
仍有较大的优化空间& 如何获取用于移植的供体细
胞#促进移植细胞与宿主视网膜的结构整合#建立细胞
间的突触连接#实现视觉功能的恢复仍然是目前相关
领域的研究热点和技术难点& 在未来的研究中#多种
交叉学科#包括生物发育学*生物工程学及临床医学的
通力合作对于这些问题的解答及再生医学研究的发展

将发挥更大的推动作用#从而为干细胞移植治疗视网
膜退行性疾病的临床转化提供技术保障&
利益冲突4作者声明不存在任何利益冲突

参考文献

+", U,'Q6̀ #UF()EBS#=3*H)'BM#EF')1>\(G'F(JEBFIEBB#(CC'FE(&&*C(FO#
'CG 'HEDIE)'FEG &'2*)'IGEHECEI'F(3C+[,1:?YU Y3)U2(#!#"0#<' !( h
"$0a!!"1=>?""#1<$<.@&3)B2(1!#"01!1"$01

+!, 张珂凡#曲秀霞#范国平1干细胞治疗视网膜退行性疾病+[,1中华
实验眼科杂志#!#";#<0'""( h;7"a;771=>?""#1<70#@2&'1A1(BBC1
!#$-D#"0#1!#";1""1#""1
g,'CHW9#i* `̀ #9'C 6̂15EBE'I2, NI3HIEBB3KBFE& 2E))B(C F,E
FIE'F&ECF3KIEF(C')GEHECEI'F(JEG(BE'BEB+[,1M,(C [%\N >N,F,')&3)#
!#";#<0 ' "" ( h;7" a;771=>?" "#1<70#@2&'1A1(BBC1!#$-D#"0#1
!#";1""1#""1

+<, U2,Q'IF_U=#R*LB2,&'C [6#RE()QE))̂ #EF')1%&LIO3C(2BFE& 2E))
FI(')BK3I&'2*)'IGEHECEI'F(3C"'NIE)(&(C'IOIEN3IF+[,1T'C2EF#!#"!#
<7$'$;"7( h7"<a7!#1=>?""#1"#"0@U#".#D07<0'"!(0##!;D!1

+., U2,Q'IF_U=#5EH())3M=#T'&ZT#EF')1R*&'C E&LIO3C(2BFE&2E))D
GEI(JEG IEF(C')N(H&ECFEN(F,E)(*&(C N'F(ECFBQ(F, 'HEDIE)'FEG &'2*)'I
GEHECEI'F(3C 'CG UF'IH'IGFjB&'2*)'IGOBFI3N,O"K3))3QD*N 3KFQ33NECD
)'LE)N,'BE"@! BF*G(EB+[,1T'C2EF# !#"-# <;- ' $$07 ( h-#$ a-"01
=>?""#1"#"0@U#".#D07<0'".(0"<70D<1

+-, Y'CG'(Y#W*I(&3F38#S'P','B,(Y1:*F3)3H3*B(CG*2EG BFE&D2E))D
GEI(JEG IEF(C')2E))BK3I&'2*)'IGEHECEI'F(3C+[,1V%CH)[YEG#!#"7#
<77';( h7$!a7$<1=>?""#1"#-0@V%[Y3'"0#;<0;1

+0, U'CF3BD9EIIE(I'S9#Z3IB2, >#:GEIY15EL*()G(CHF,E&(BB(CHN'IFD'
IEJ(EQ3C N,3F3IE2ENF3IFI'CBN)'CF'F(3C +[@>T,19I3CFUOBFVE*I3B2(#
!#"0#"# h"#-+!#"$a#-a!#,1,FFNB"@@QQQ1C2L(1C)&1C(,1H3J@N&2@
'IF(2)EB@6YM-!".07!@1=>?""#1<<;$@KCBOB1!#"01##"#-1

+7, Y'2T'IEC 5%# 6E'IB3C 5:# Y'2VE():# EF')15EF(C')IEN'(ILO
FI'CBN)'CF'F(3C 3K N,3F3IE2ENF3I NIE2*IB3IB+ [,1V'F*IE# !##0#
...'7""0( h!#<a!#71=>?""#1"#<;@C'F*IE#-"0"1

+;, Z'IFB2, k#>I(O'P,E)c#WECC'69#EF')15EF(C')2E))B(CFEHI'FE(CF3F,E
3*FEIC*2)E'I)'OEI'CG G(KKEIECF('FE(CF3&'F*IEN,3F3IE2ENF3IB'KFEI

!!-;! 中华实验眼科杂志 !#"$ 年 "" 月第 <7 卷第 "" 期4M,(C [%\N >N,F,')&3)#V3JE&LEI!#"$#]3)1<7#V31""

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



B*LIEF(C')FI'CBN)'CF'F(3C (CF3'G*)F&(2E+ [,1%\N %OE5EB# !##;#
;0'.( h0$"a7##1=>?""#1"#"0@A1E\EI1!##;1#"1#";1

+$, ?PEG'R# >B'P'G'9# c'F'C'LEW# EF')1̂ ECEI'F(3C 3K5\d@6'\0d

CE*I')IEF(C')NIE2*IB3IBKI3&E&LIO3C(2BFE&2E))B+[,16I32V'F):2'G
U2(k U :# !##-# "#! ' <! ( h""<<" a""<<01=>?" "#1"#7<@NC'B1
#-###"#"#!1

+"#,T'&L'=:#W'I)Y>#c'IEMZ#EF')1%KK(2(ECFHECEI'F(3C 3KIEF(C')
NI3HEC(F3I2E))BKI3&,*&'C E&LIO3C(2BFE&2E))B+[,16I32V'F):2'G
U2(kU :# !##0# "#< ' <. ( h"!70$ a"!77.1=>?" "#1"#7<@NC'B1
#0#"$$#"#<1

+"",>B'P'G'9#?PEG'R#Y'CG'(Y#EF')1S3Q'IG F,EHECEI'F(3C 3KI3G 'CG
23CEN,3F3IE2ENF3IBKI3& &3*BE#&3CPEO'CG ,*&'C E&LIO3C(2BFE&
2E))B+[,1V'FZ(3FE2,C3)# !##;# !0 ' ! ( h!"- a!!.1=>?" "#1"#<;@
CLF"<;.1

+"!,%(I'P* Y# S'P'F'V# ?B,(L'B,(R# EF')1UE)KD3IH'C(_(CH3NF(2D2*N
&3IN,3HECEB(B(C F,IEEDG(&ECB(3C')2*)F*IE+ [,1V'F*IE# !#""#
.7!'7<."( h-"a-01=>?""#1"#<;@C'F*IE#$$."1

+"<,YEOEI[U# U,E'IEI5T# M'N3QBP(%%# EF')1Y3GE)(CHE'I)OIEF(C')
GEJE)3N&ECFQ(F, ,*&'C E&LIO3C(2'CG (CG*2EG N)*I(N3FECFBFE&2E))B
+[,16I32V'F):2'G U2(kU :#!##$#"#0' <$( h"00$;a"07#<1=>?"
"#1"#7<@NC'B1#$#-!.-"#01

+"., 3̂C_')E_DM3IGEI3:# cEBF%T# 6E'IB3C 5:# EF')16,3F3IE2ENF3I
NIE2*IB3IBGEI(JEG KI3&F,IEEDG(&ECB(3C')E&LIO3C(2BFE&2E))2*)F*IEB
(CFEHI'FE'CG &'F*IEQ(F,(C 'G*)FGEHECEI'FEIEF(C'+[,1V'FZ(3FE2,C3)#
!#"<#<"';( h7."a7.71=>?""#1"#<;@CLF1!0.<1

+"-, U,(I'(R# Y'CG'(Y# Y'FB*B,(F'W# EF')1SI'CBN)'CF'F(3C 3K,*&'C
E&LIO3C(2BFE& 2E))DGEI(JEG IEF(C')F(BB*E(C FQ3NI(&'FE&3GE)B3K
IEF(C')GEHECEI'F(3C+[@>T,16I32V'F):2'G U2(kU :#!#"0#""<'"( h
%;"a$# + !#"$ a#- a#0 ,1,FFNB"@@QQQ1C2L(1C)&1C(,1H3J@N&2@
'IF(2)EB@6YM.7"";-.@1=>?""#1"#7<@NC'B1"-"!-$#""<1

+"0,Y'CG'(Y#9*A((Y#R'B,(H*2,(S#EF')1(6UMDGEI(JEG IEF(C'FI'CBN)'CFB
(&NI3JEJ(B(3C (C IG" ECGDBF'HEIEF(C')DGEHECEI'F(3C &(2E+[,1UFE&
ME))5EN3IFB#!#"7#;' "( h0$a;<1=>?""#1"#"0@A1BFE&2I1!#"01"!1
##;1

+"7,6E'IB3C 5:# 3̂C_')E_DM3IGEI3:# cEBF%T# EF')1=3C3I'CG ,3BF
N,3F3IE2ENF3IBECH'HE(C &'FEI(')FI'CBKEIK3))3Q(CHFI'CBN)'CF'F(3C 3K
N3BFD&(F3F(2N,3F3IE2ENF3INIE2*IB3IB+[@>T,1V'FM3&&*C# !#"0# 7 h
"<#!$ + !#"$ a#- a"" ,1,FFNB"@@QQQ1C2L(1C)&1C(,1H3J@N&2@
'IF(2)EB@6YM-#-$.0;@1=>?""#1"#<;@C23&&B"<#!$1

+";, U(CH, YU# Z')&EI[# Z'IC'IG :5# EF')1SI'CBN)'CFEG N,3F3IE2ENF3I
NIE2*IB3IBFI'CBKEINI3FE(CBF3,3BFN,3F3IE2ENF3IBLO'&E2,'C(B& 3K
2OF3N)'B&(2K*B(3C+[@>T,1V'FM3&&*C#!#"0#7 h"<-<7+ !#"$a#0a
#",1,FFNB"@@QQQ1C2L(1C)&1C(,1H3J@N&2@'IF(2)EB@6YM-"."<7.@1
=>?""#1"#<;@C23&&B"<-<71

+"$,W3B3R#Y(C'&(M#S'L'F'8#EF')1M=7<#'C3JE)2E))B*IK'2E'CF(HEC
F,'F2,'I'2FEI(_EBIEF(C')N,3F3IE2ENF3INIE2*IB3I2E))B+ [,1?CJEBF
>N,F,')&3)](BU2(#!##$#-#' ""( h-.""a-.";1=>?""#1""07@(3JB1
#;D<!.01

+!#,T'P3QBP([# 3̂C_')E_DM3IGEI3:# cEBF%T# EF')1SI'CBN)'CF'F(3C 3K
N,3F3IE2ENF3INIE2*IB3IB(B3)'FEG J(''2E))B*IK'2EL(3&'IPEIN'CE)KI3&
E&LIO3C(2BFE&2E))DGEI(JEG BE)KDK3I&(CHIEF(C'+[,1UFE&ME))B#!#"-#
<<';( h!.0$a!.;!1=>?""#1"##!@BFE&1!#-"1

+!",T'P3QBP([# cE)LO %# Z*G(CHEI =# EF')1?B3)'F(3C 3K ,*&'C
N,3F3IE2ENF3INIE2*IB3IBJ(''2E))B*IK'2E&'IPEIN'CE)KI3&BFE&2E))D
GEI(JEG IEF(C')3IH'C3(GB'CG KEF')IEF(C'E+[,1UFE&ME))B#!#";#<0'-( h
7#$a7!!1=>?""#1"##!@BFE&1!77-1

+!!,T'P3QBP([#Z'I3C Y#Z'(CLI(GHE[#EF')1M3CE'CG I3G N,3F3IE2ENF3I
FI'CBN)'CF'F(3C (C &3GE)B3KF,E2,()G,33G IEF(C3N'F,OTELEI23CHEC(F')
'&'*I3B(B*B(CHK)3QDB3IFEG MI\DN3B(F(JEG3C3I2E))B+ [,1R*& Y3)
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