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""%摘要&"基于多能干细胞定向诱导分化视网膜类器官*hV+技术可以高度模拟人类视网膜的发育过程#

帮助深入理解视网膜的发育机制#并为视网膜疾病提供新的治疗方法' 目前#hV广泛应用于视网膜疾病的

机制和治疗研究#尤其在视网膜色素变性*hD+中取得了较为突出的进展' 本文总结了利用人多功能干细胞

制备 hV的方法#阐述了 hVYhD疾病模型在 ![!T1+,[!̂ [,J[K+,[!/,N&!̂ /,9[/G1,F#,/S,!<GXK和
2[92+ 等不同突变基因中的机制与治疗应用#概括其在药物筛选,药物毒性试验,基因疗法和细胞疗法方面

的研究进展#讨论了 hV的研究及应用挑战'
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""视网膜位于眼球壁内层#由色素上皮层和神经层组成' 神

经层主要包含视杆细胞和视锥细胞 # 种感光细胞以及双极细

胞,神经节细胞,水平细胞和无长突细胞 % 种神经元' 进化级

别较低的脊椎动物#如两栖动物和斑马鱼等#具有强大的视网

膜再生能力#而哺乳动物的视网膜几乎无法再生 -!. ' 人类视网

膜一旦受损或发生病变#难以自我修复或者再生' 目前#视网

膜疾病#如年龄相关性黄斑变性,视网膜色素变性 * B̀C,0,C,.

:,1*B0C7.+#hD+,视网膜母细胞瘤等#是导致视力受损和盲的重

要原因' 由于缺乏相应的模型#视网膜疾病的治疗是现代医学

面临的重大难题'

类器官是一类由干细胞和肿瘤组织细胞等#在体外进行培

养#形成与来源器官组织基因,结构和功能相似的细胞培养

物
-#. ' 由多能干细胞 *,0ac6Ba :-c ,̀:7CB0C.CB*6B--.#,D=P.+定

向分化来源的视网膜类器官 * B̀C,0+-7̀1+07,a#hV+具备无限来
源的优势且几乎没有伦理问题#可以为视网膜发育机制研究和
疾病研究提供良好的体外模型

-$. ' hV几乎包含所有主要的视

网膜特异性细胞类型#能够表现视网膜的主要形态和功能 -%. '

本文总结了 hV的分化方案#以及其作为 hD疾病模型的研究
及应用进展'

A:基于人 (N9!'的 >;模型分化方案

目前#模拟机体视网膜发育过程的 hV定向分化主要有 $ 个
阶段"分化早期*"$' a+,中期*$'G!#' a+和晚期*!!#' a+'

其中分化早期以神经外胚层,内神经节层和部分内丛状层的分
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表 A:不同基因引发的 >;F>N模型特点

遗传方式 基因 hV特点 分化方案

常染色体

显性遗传

![!T1+ 视网膜色素上皮细胞具有结构异常和功能缺陷$视杆和视
锥细胞持续凋亡#纤毛有数量和长度缺陷#存在应激液泡

$J悬浮 -!;. ,#J贴壁 -#'.

9[/G1 分化早期含有活跃增殖的极化神经上皮细胞#且在分化
!&G!4 周后即显示出 =i视蛋白的强阳性标记

$J悬浮 -$4.

[,? 视网膜细胞中视杆细胞显示出典型的内质网应激特征 #J贴壁 -4'.

o连锁遗传 [!̂ [ 纤毛变短$光感受器在形态,定位,转录谱和电生理方面存
在显著缺陷

"$J悬浮 -##H#$.

[!/ 分化第 !&' 天视杆细胞凋亡#第 !2' 天类器官外核层变薄 #J贴壁 -#;.

常染色体

隐性遗传

J[K+ 外界膜上的感光细胞错位#视网膜外界膜受损 #J贴壁 -#&. ,$J悬浮 -#4.

N&!̂ / 光感受器外段缺乏#光感受器间基质的稳定性受到破坏 #J贴壁 -$!.

F#,/S 细胞凋亡增加#视网膜色素上皮发育不良和表型表达异常#
基底膜变性$视网膜神经上皮和光感受器发育缺陷

"#J贴壁 -$2H$;.

!<GXK 有明显的视杆细胞迁移能力缺陷$T蛋白偶联受体信号传导
通路和钙离子结合相关基因富集$6TUD水平增加$感光细
胞纤毛减少

$J悬浮 -%!.

2[92+ 自噬缺陷#扰乱蛋白质平衡影响感光细胞活力 $J悬浮 -%$.

"注"hV"视网膜类器官$hD"视网膜色素变性

化为主#包括 D>o4 阳性的视网膜神经祖细胞#=]PT阳性的神

经节细胞和少量 PS>̂ 阳性的无长突细胞$中期表现为光感起

受器和双极细胞的分化#主要包括 P+h阳性的无长突细胞和视

网膜神经节细胞,VP̂ ! 阳性的水平祖细胞,V̂ o# 阳性的光感

受器祖细胞以及 Pho阳性和 hP\h]阳性的感光细胞$晚期是

外丛状层和外核层的成熟以及外界膜的形成#包括 UK?Y7:.,0

阳性,Pho阳性和 >hh$ 阳性的视锥细胞#]h#)$ 阳性和 ]h?

阳性的视杆细胞#以及 Ph>?AD

阳性的 Uv--B̀胶质细胞 -&. '

hV的分化方案主要有 $J

悬浮和 #J贴壁法#两者的主要

区 别 在 于 拟 胚 体 * B*d [̀7,a

d7a[#)A+阶段' $J方案从 )A

阶段开始#到视囊泡,视杯以及

最终成熟的感光细胞均悬浮培

养' #'!! 年#),̀+ec 等利用解

离的胚胎干细胞自发形成半球

形的视囊泡#然后在 ;G!' a 内

逐渐分化出视杯#最终在长期

的培养中获得完整的视网膜组

织
-4H(. ' #'!# 年#该课题组利

用类似的方法#成功地从人类

胚胎干细胞分化出视杯
-2. ' 而

#J方案则不经过 )A阶段#诱

导 ,D=P.直接贴壁分化为视网

膜神经祖细胞#产生视囊泡#随

后在第 !(G#& a 分化出视杯结

构$然后机械分离这些神经视

网膜结构#进行悬浮培养#最终

可以分化出所有主要的视网膜

细胞类型' k/701等 -;.
也利用此法成功模拟了视网膜发育的主

要步骤#形成了完全层叠的 $J视网膜组织'

然而#体外方案诱导 hV与在体视网膜组织仍有一定的差

别#如与视网膜色素上皮细胞的相互作用以及血管系统的营养

供应等' 器官芯片技术可以在 hV中起到模拟血H视网膜屏障

的作用#生成复杂的多层组织模型 -!'. ' NB.CB等 -!!.
提出了一种

新型微流控装置000细胞通过微槽网格高度连通排列在平行

的隔室中#有助于多个组织之间的信号传导#以及 hV与其他

类型细胞的相互接触'

C:>;F>N疾病模型的建立

研究人员利用 hV研究视网膜疾病的病理过程和治疗方

法#例如 hD,视网膜母细胞瘤,青光眼和 ?BdB̀先天性黑朦 -!#. '

hD是一种遗传性视网膜变性疾病#患病率为 !K% '''-!$. ' hD

是由一系列的基因突变或缺失导致的视网膜光感受器细胞逐渐

退化#临床表现通常包括早期夜盲#伴有进行性视野缺损,眼底

色素沉着和视网膜电流图异常等' 目前已知超过 (' 个基因可

引起非综合征性 hD-!%. ' hD表现出复杂的遗传特性#包括常染

色体显性遗传*!&<G#&<+,常染色体隐性遗传*$&<G&'<+和
o连锁遗传*(<G!&<+ -!&. ' 基因检测方法#如 =+01B̀测序,高

通量测序和单分子测序#可以对 hD的突变基因及其位点进行

精准诊断' 与其他动物模型相比#患者 ,D=P.来源的 hV模型

更能概括 hD的特征#是研究发病机制和药物开发的理想方

法
-!4. ' 下面主要介绍以 hV为模型#研究不同基因突变引发

hD的研究*表 !+'

*!+DhDO$!*前 *h]>加工因子 $!+"DhDO$! 突变是引

起常染色体显性 hD的主要因素之一#其在常染色体显性 hD

中的患病率为 !<G2<-!(H!2. ' Ac.e,0 等 -!;.
将 % 例 DhDO$! 的

hD患者的 ,D=P.定向分化为 hV#发现该 hV具有退行性病变

特征#包括感光细胞凋亡增加和存在应激液泡$此外#hD患者

hV的感光细胞纤毛数量减少且长度缩短' h7a ,̀1cB.等 -#'.
发

现 # 例 DhDO$! 低水平表达 hD患者来源的视网膜色素上皮细

胞具有结构异常和功能缺陷#在同样来源的 hV中表现为视杆

和视锥细胞持续凋亡' * #+hDTh*视网膜色素变性 T̂ D酶调

节剂+"[!̂ [是遗传性 hD最普遍的致病基因之一#超过 ('<

的 o连锁 hD患者携带 hDTh突变 -#!. ' JB01等 -##.
发现 $ 例患

者的视网膜色素上皮细胞和 hV感光细胞存在纤毛变短的异

常特征#光感受器在形态,定位,转录谱和电生理活性方面存在

显著缺陷' 随后#?,等 -#$.
也成功地利用 hD患者来源的 ,D=P.

建立了 $J hV#同样发现其纤毛缩短及光感受器 缺 陷'

*$+PhA!*P̀c*d.同系物 !+"由 J[K+ 基因突变引起的 hD占

常染色体隐性 hD的 #F(<-#%. ' Rc,00 等 -#&.
发现 $ 例 PhA! 突

变 hD患者来源的 ,D=P.分化为 hV时#外界膜上的细胞分布发
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生错位#证明视网膜外界膜受损' U770 等 -#4.
用患者真皮成纤

维细胞构建 # 株携带 PhA! 复合杂合突变的 ,D=P.#这 # 株细胞

均显示正常核型#有分化为三胚层和 hV的能力' 此外#

A770 等 -#(.
利用单细胞 h]>测序技术#揭示了 PhA! 患者来源

的 hV视杆细胞中存在异常的内体途径以及细胞黏附和受体

结合相关的差异' *%+hD#*视网膜色素变性 # 同源物+"[!/

基因突变约占所有 o连锁 hD病例的 !&<-#2. ' ?+0B等 -#;.
发

现#[!/ 基因敲除和 hD# 患者来源的 hV在第 !&' a 出现视杆

细胞凋亡#在第 !2' a 外核层变薄' *&+WUDT#*光感受器间基

质蛋白聚糖 #+"WUDT# 突变可引起严重的早发性 hD伴黄斑

受累#属于常染色体隐性 hD-$'. ' U+[B̀-等 -$!.
通过患者来源及

基因编辑的 hV发现#由于 WUDT# 无法表达或其转录后修饰功

能异常#导致其缺乏光感受器外段#进而破坏光感受器间基质

的稳定性' *4+]h#)$*核受体亚家族 # 组 )成员 $+"]h#)$

是一种光感受器特异性转录因子#也是视杆细胞发育和维持的

关键因素
-$#H$$. ' ]h#)$ 的 J]>结合域中有一种被称为 T&4h

的特定变异#T&4h等位基因突变导致常染色体显性 hD#在美

国占常染色体显性遗传 hD病例总数的 !<G#<#在欧洲占

$F&<-$%H$&. ' i,-B[等 - $4.
研究发现#9[/G1 基因突变患者 hV

的分化早期含有活跃增殖的极化神经上皮细胞#且在分化

!&G!4 周后即显示出 =i 视蛋白的强阳性标记' * (+g=S#>

*尤塞综合征'>型 +"F#,/S基因突变是常染色体隐性非

综合 征 性 hD的 主 要 原 因# 占 病 例 的 !#< G#&<-$(. '

Tc7等 -$2.
发现 F#,/S基因突变 hD患者来源 hV发育异常#表

现为细胞凋亡增加#视网膜色素上皮细胞发育不良,基底膜变

性#以及视网膜神经上皮和光感受器发育缺陷' =c 等 -$;.
证明

hD患者来源 hV和视网膜色素上皮细胞的凋亡增加与细胞外

基质组分缺乏相关' *2+DJ)4A*磷酸二酯酶 4A+"DJ)4A突

变可以导致常染色体隐性 hD#占常染色体隐性 hD的 %<G

4<-%'. ' T+7等 -%!.
利用携带 DJ)4A突变的迟发性 hD患者的

,D=P.分化成 hV#发现与对照组相比#在分化第 !2' 天之前#患

者 hV表现相对正常$然而#分化 #$' 天之后#患者 hV出现明

显的视杆细胞迁移能力缺陷$此外#通过转录组学结果发现#患

者 hV中 T蛋白偶联受体活性相关基因,T蛋白偶联受体信号

传导通路和钙离子结合相关基因富集$另外#患者 hV中 6TUD

水平增加#可能导致突触连接的形成受损#并且患者 hV中感

光细胞纤毛减少' * ;+ ĥ]̂ ! * ĥ]>核苷酸转移酶 !+ "

2[92+ 基因中的亚态性突变可以引起 hD伴铁粒幼细胞贫

血
-%#. ' =/+̀*+等 -%$.

构建了 2[92+ 基因突变 hD患者 ,D=P.来

源的 hV#发现患者特异性 ,D=P.中 ĥ]̂ ! 总量升高#?P$Y'异

常积累导致氧化应激水平升高#同时患者 ,D=P.及其来源的

hV表现出自噬缺陷#扰乱蛋白质平衡并影响感光细胞活力'

G:基于 >;F>N疾病模型的应用研究

G5A"药物筛选

逐渐成熟的 hVYhD疾病模型可用于药物筛选和药物评

估
-%%. ' 研究者发现#应用 hV模型#采用翻译通读诱导类药物

D̂P!#%#能够恢复 hD# 突变中 @,b( 和 T-,$ 的纤毛定位#对治疗

hD具有临床意义 -%&. ' WC7等 -%4.
利用化学诱导的光感受器变性

hV评估 $Y生育酚*维生素 )+等在感光细胞中的作用#结果显

示较高剂量的维生素 )具有更好的保护作用#相比之下#叶黄

素,虾 青 素 和 花 青 素 分 别 在 'F% !*7-K?, 'F# !*7-K?和

#' !*7-K?下显示出最大的保护作用' 这表明 hV在药物的检

测和筛选上具有一定意义'

G5C"药物毒性试验

hV也可用于药物毒性试验' S+--+*等 -%(.
探究了不同浓

度莫西沙星对 hV的影响#以确定其对视网膜毒性的机制#发

现!$'' !1K*-的莫西沙星对基因表达的影响最大#主要的靶

细胞是 hV光感受器和无长突细胞' 另有研究还测试了酮咯

酸,地高辛,硫利达嗪,西地那非,乙醇和甲醇对 hV的毒性#为

hV在毒理学研究中的应用提供了强有力的实验证据 -%2. '

G5G"基因疗法

基因疗法可以逆转 hD患者来源 hV的病理变化#为未来

治疗策略提供了方向
-%;. ' ![!T1+ 基因突变 hD可以通过腺相

关病毒介导的基因增强来治疗
-#'. ' hDTh突变可以通过

PhW=DhYP+.; 基 因 编 辑 校 正 [!̂ [基 因 -##H#$. ' 此 外# iB.C

等
-&'.
在 hDThYhD模型中利用抗氧化剂和 A=>结合脂肪酸的

使用#促进杆状和视锥光感受器的外段形成#并在腺相关病毒

介导的基因增强后得到改善' [!/ 基因病变可以通过腺相关

病毒介导的 [!/ 基因编辑来治疗 -#;. ' J,+e+C7c 等 -&!.
首次证明

T&4h突变患者来源的 ,D=P.及 ĤX[基因敲除的 ,D=P.可以分

化出正常表达 ]h#)$ 的 hV#且主要的感光细胞发育正常#

T&4h等位基因的特异性敲除可能是 ]h#)$ 相关常染色体显

性 hD的治疗方法' PhA! 突变患者来源的 hV在腺相关病毒

介导的基因增强疗法下或 PhW=DhKP+.#%2' 介导的同源定向修

复可恢复视网膜的组织学和转录表型
-#(#&#. '

G5H"细胞疗法

视网膜细胞移植是治疗 hD的重要研究方向' hV能够产

生大量的光感受器#这些光感受器可以进一步用于视网膜疾病

的细胞疗法
-&$. ' T70_+-B_YP7̀aB̀7等 -&%.

成功将从 hV分离出的

视锥细胞移植到成年小鼠视网膜内#表明光感受器移植具有治

疗视网膜变性的潜力' 移植细胞能与宿主双极细胞形成突触

并产生光反应#这些细胞在大鼠中至少存活了 & 个月#在猴子

中存活时间超过 # 年#证明了这种治疗方法的长期潜力 -&&. '

此外#从培养的类器官中分离出的 hV细胞片也可以移植到视

网膜的病变层中#并在动物模型中证实可以改善视网膜的光反

应性
-&4. ' 这种方案保留了视网膜的原始结构#克服了悬浮单

散细胞移植的缺点'

H:总结及展望

hV技术具有巨大的潜力#在视网膜发育及相关疾病研究

领域发挥重要作用' 然而#hV技术仍存在一些不可忽视的问

题' 首先#由 ,D=P.分化成 hV需要昂贵的成本和漫长的时间'

未来可通过提高类器官的生产效率和可重复性来改善' P78+0

等
-&(.
通过微孔阵列培养#成功在 4 孔板的单孔 ,D=P.生成

$ ''' 多个 hV' 其次#目前的 hV缺乏与非眼组织的复杂组

!&(%!中华实验眼科杂志 #'#% 年 & 月第 %# 卷第 & 期"P/,0 Q)Z: V:/C/+-*7-#U+[#'#%#\7-5%##]75&
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织#导致与邻近组织的相互作用' 共培养体系有望改善类器官

的发育和成熟问题#例如类器官的血管化 -&2. ' 另外#诱导方案

的差别以及不同批次 hV大小,发育阶段和不同细胞的比例等

差异#也是 hV研究的一大难题' 近期#P+:78.e,等 -&.
开发了

hV的分期诱导系统#可以降低 hV培养中的异质性#有效提高
hV在 发 育 研 究, 疾 病 建 模 和 移 植 的 可 重 复 性' 此 外#

DB̀B:B-e,0+等 -&;.
发现#在利用小鼠 )=P诱导分化 hV时#设置

初始细胞数量为 !' ''' 个K球时#产生的细胞球直径为 $2' G

&&' !*#可以显著降低不同批次之间 hV的异质性程度'

hV技术在探究 hD等疾病的致病机制和干预治疗等方面

发挥了重要作用' 建立的 hVYhD疾病模型可用于药物筛选,

药物毒性试验,基因治疗和细胞治疗等' 随着 hV技术的逐渐

完善#未来 hV有望实现对不可逆视网膜疾病的诊断和治疗#

为视网膜变性患者带来光明未来'
利益冲突"所有作者均声明不存在利益冲突

参考文献

-!. @+̀-UV#hB/ >̂5hB1B0B̀+C,9B*Ba,6,0Bb7̀ B̀C,0+-a,.B+.B."+6C,9+C,01
B0a71B07c.̀B:+,̀*B6/+0,.*.-Q. 5̂ B̀0a.U7-UBa# #'!'# !4 * %+ n
!;$H#'#5JVW"!'5!'!4KX5*7-*Ba5#'!'5'#5''$5

-#. h7..,T# U+0b̀,0 ># ?cC7-bUD5D̀71̀B..+0a :7CB0C,+-,0 7̀1+07,a
B̀.B+̀6/-Q.5]+ChB9TB0BC##'!2#!;*!!+ n4(!H42(5JVW"!'5!'$2K
.%!&(4Y'!2Y''&!Y;5

-$. k/+01o#i+01i#Q,0 kA5hBC,0+-7̀1+07,a.+.*7aB-.b7̀aB9B-7:*B0C
+0a a,.B+.B.-QKV?.5PB--hB1B0##'#!#!'* !+ n$$- #'#$H'2H'#.5
/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK$%(!;(%$5JVW" !'5!!24K
.!$4!;Y'#!Y''';(Y!5

-%. >b+0+.[B9+ #̂P7̀̀+-Y=B̀̀+07QP#T+̀+0C7>#BC+-5>-77e ,0C7 B̀C,0+-
7̀1+07,a."*BC/7a.# +0+-[C,6+-CB6/0,fcB.# +0a +::-,6+C,70.- Q.5PB--
U7-?,bB=6,##'#!#(2*!;H#'+ n4&'&H4&$#5JVW"!'5!''(K.'''!2Y
'#!Y'$;!(Y%5

-&. P+:78.e,))#=+*,*,@#U+[B̀-=Q#BC+-5hB: 7̀ac6,d,-,C[+0a .C+1,017b
$J/c*+0 B̀C,0+-7̀1+07,a.+6̀7..*c-C,:-B:-c ,̀:7CB0C.CB*6B---,0B.
-QKV?.5JB9B-7:*B0C##'!;#!%4 * !+ naB9!(!424 - #'#$H'2H'#.5
/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK$'&4(;$!5JVW" !'5!#%#K
aB95!(!4245

-4. ),̀+ec U#=+.+,N5U7c.BB*d [̀70,6.CB*6B--6c-Cc B̀b7̀1B0B̀+C,70 7b
C/ B̀BYa,*B0.,70+-̀BC,0+-+0a 67̀C,6+-C,..cB.- Q.5]+CD̀7C76# #'!!#
(*!+ n4;H(;5JVW"!'5!'$2K0: 7̀C5#'!!5%#;5

-(. ),̀+ec U# +̂e+C+]# W./,d+./,S# BC+-5=B-bY7̀1+0,_,017:C,6Y6c:
*7̀:/71B0B.,.,0 C/ B̀BYa,*B0.,70+-6c-Cc B̀- Q.5]+Cc B̀# #'!!#
%(#*($%!+ n&!H&45JVW"!'5!'$2K0+Cc B̀';;%!5

-2. ]+e+07 #̂>0a7=# +̂e+C+]#BC+-5=B-bYb7̀*+C,70 7b7:C,66c:.+0a
.C7̀+d-B.C̀+C,b,Ba 0Bc +̀-̀BC,0+b̀7*/c*+0 )=P.-Q.5PB--=CB*PB--#
#'!##!'*4+ n((!H(2&5JVW"!'5!'!4KX5.CB*5#'!#5'&5'';5

-;. k/701o#TcC,B̀̀B_P#ocB #̂BC+-5TB0B̀+C,70 7bC/ B̀BYa,*B0.,70+-
B̀C,0+-C,..cB8,C/ bc06C,70+-:/7C7̀B6B:C7̀.b̀7*/c*+0 ,D=P.-QKV?.5
]+CP7**c0##'!%#& n%'%(- #'#$H'2H'#.5/CC:"KK888506d,50-*5
0,/5179K:cd*BaK#%;!&!4!5JVW"!'5!'$2K067**.&'%(5

-!'.>6/dB̀1B̀ @# D̀7d.CP# S+aB̀.:B6e Q# BC+-5UB̀1,017̀1+07,a +0a
7̀1+0Y70Y+Y6/,: CB6/07-71[ C7 1B0B̀+CB 67*:-BZ *c-C,Y-+[B̀ C,..cB
*7aB-.,0 +/c*+0 B̀C,0+Y70Y+Y6/,: :-+Cb7̀*-QKV?.5)-,bB##'!;#2 n
B%4!22- #'#$ H'2 H'# .5/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK
$!%&!!%;5JVW"!'5(&&%KB?,bB5%4!225

-!!.NB.CBQ# T+̀6s+Yh+*s̀B_ U# W--+ o# BC+-5> 67*:+̀C*B0C+-,_Ba
*,6̀7b-c,a,66/,: 8,C/ 6̀,..6̀7..*,6̀71̀779B.+0a B-B6C̀7:/[.,7-71,6+-
B-B6C̀7aB.b7̀*7aB-,01C/Bd-77aỲBC,0+-d+̀̀,B̀-Q.5?+d P/,:##'!(#
!2*!+ n;&H!'&5JVW"!'5!'$;K6(-6''(;&15

-!#.k/+01k#oc k#Nc+0 O#BC+-5hBC,0+-7̀1+07,a CB6/07-71["8/B̀B+̀B8B
078/ -Q.5W0CQU7-=6,# #'#!# ## * !; + n!'#%% - #'#$ H'2 H'# .5
/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK$%4$2&2#5JVW" !'5$$;'K

,X*.##!;!'#%%5
-!$.D+170 h>5hBC,0,C,.:,1*B0C7.+-Q.5=c 9̀V:/C/+-*7-#!;22#$$ * $+ n

!$(H!((5JVW"!'5!'!4K''$;Y4#&(*22+;''2&Y;5
-!%. .̂+01=S# =/+̀*+ 5̂>cC7.7*+-a7*,0+0C̀BC,0,C,.:,1*B0C7.+- Q.5

>a9)Z: UBa A,7-##'!2#!'2& n4;H((5JVW"!'5!''(K;(2Y$Y$!;Y
;&'%4Y%t!&5

-!&.>[c.7P#U,--+0 QU5hBC,0,C,.:,1*B0C7.++0a +--,Ba 670a,C,70.C7a+["+
:+̀+a,1*7bC̀+0.-+C,70+-̀B.B+̀6/-QKV?.5TB07*BUBa##'!'##* &+ n
$%- #'#$ H'2 H'# .5/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK#'&!
;'$$5JVW"!'5!!24K1*!&&5

-!4.U+P#Q,0 @#Q,0 kA5TB0B̀+C,70 7b/c*+0 :+C,B0C,D=PYaB̀,9Ba B̀C,0+-
7̀1+07,a.C7*7aB-̀BC,0,C,.:,1*B0C7.+-QKV?.5Q\,.)Z:##'## n!2%
-#'#$H'2H'#.5/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK$&(244!!5
JVW"!'5$(;!K4%'%&5

-!(.>ca7W#AcX+e78.e+@#U7/+0aY=+wa =#BC+-5D̀B9+-B06B+0a 079B-C[7b
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*cC+C,70.-QKV?.5Ò70CA,7B01A,7CB6/07-##'###!' n;$;((%- #'#$H
'2H'#.5/CC:"KK888506d,50-*50,/5179K:cd*BaK$4!2&%%!5JVW"
!'5$$2;Kbd,7B5#'##5;$;((%5

-%'.J+06,1B̀U#A-+0B[Q#T+7NR#BC+-5UcC+C,70.,0 C/BDJ)4A1B0B,0
+cC7.7*+-̀B6B..,9BB̀C,0,C,.:,1*B0C7.+-Q.5TB07*,6.#!;;&#$'* !+ n
!H(5JVW"!'5!''4K1B075!;;&5'''!5

-%!.T+7U?# ?B,o?# S+0 O# BC+-5D+C,B0CY.:B6,b,6 B̀C,0+-7̀1+07,a.
B̀6+:,Cc-+CBa,.B+.BbB+Cc B̀.7b-+CBY70.BC̀BC,0,C,.:,1*B0C7.+-QKV?.5
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