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恶性外周神经鞘瘤（AGXL<MGM\ ZV[LZSV[GX MV[bV ;SVG\S \QAT[，463)7）是一类具有高度恶性，发展迅

速，易转移复发且预后差的侵袭性软组织肉瘤，约

占所有软组织肉瘤的 0h*-%h，其中将近 0%h的

463)7 与 3i- 基因相关，3i- 的病人一生中有
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!"#!!$#的风险转变成 %&'()

*!+,-。另外，肿瘤抑制

因子（)&$. 和 /!0

1'2,3）的丧失和生长因子受体信号

（例如 4567 或 &8567）过度激活在神经纤维瘤的

恶性转化中也起着重要作用。因此，基于这种关联，

%&'() 最经典基因学研究大多集中在 '6! 基因的

缺失以及 )&$. 和 982':3;/!0 基因的缺失上 *$-。

然而最近的一些对 %&'() 病人的组织标本进行二

代测序的研究结果显示，在 %&'() 中 &79: 的组

成单元 (<=!: 和 488 的突变失活也属频发事件*$+

>-。&79: 可以调节组蛋白 ?. 的 :@ 位点上的酪氨酸

三甲基化，而 (<=!: 作为 &79: 复合体的重要组

分，可以通过稳定 &79: 复合体保证 ?.2:@AB. 在

表观遗传修饰过程中功能正常发挥。

971(&7;9CD> 是在细菌和古细菌中发现的一

种获得性免疫系统，通过 EF7'3 识别、9CD 蛋白裂

解来抵抗病毒和噬菌体的入侵，因其敲除效率高，

脱靶率低，敲除效果稳定的优点被用于替代传统的

)3G4' 技术和 =4' 技术，已成为一种主流的基因

编辑工具*!"+!!-。因此，为了进一步研究 (<=!: 基因

在 %&'() 中的作用，笔者使用慢病毒载体构建

(<=!: 过表达及 971(&7;9CD> 敲减的 %&'() 稳定

细胞株，为针对 (<=!: 在 %&'() 中的生物学功能、

作用机制和疾病诊断治疗的进一步研究提供了实

验基础。

! !"#$%

!H! !"#$%&' ()II+!, 细胞株由天津医

科大学肿瘤医院杨吉龙教授馈赠；:>.) 细胞和大肠

杆菌由本实验保存；胎牛血清、8%4% 培养基购自

美国 5JKEL 公司；慢病毒载体系统（5M,>:、5M.@!、

/?BN/BF!H"、/?BN/BF:H"），GBOPJ+93(>+/QFL 慢病毒购

自上海吉凯公司；质粒抽提试剂盒购自 &FLABRC 公

司 ；)S&!" 感 受 态 细 胞 购 自 5BOBETBA 公 司 ；

6CDPUQCOP 7) 2JP、(Q/BF7BCN&FB%JV &NQD 购自天根公

司；(<=!: 引物由北京索真公司合成；%)) 试剂盒

购自索莱宝公司。

!H: ()*+ %&'() 细胞系 ()II+!, 在含 !"#

的胎牛血清和 !#的双抗的 8%4% 完全培养基中培

养，.@"，@H$#9S

:

温箱中孵育。

!H. (<=!: ,-./012345

!H.H! (<=!: 目的基因 &97 扩增 (<=!: 基因

&97 扩增引物，正向引物：$#+355)9539)9)353

553)9995993993)559599)935335939559

55)5+.$，反向引物：$$+)99))5)35)993)3995

35)))))5))))))59)9)5))))5+.$，扩增产物为

: :0!K/。&97 体系反应条件：>I " $ AJO，>I " !" D，

$$ " !" D，@: " >" D，循环 ." 次，@: " I AJO。扩增

完成后，!H$#琼脂糖凝胶电泳测定结果。

!H.H: 过表达载体的构建 将 5M,>: 载体用

!"#?1;$%&1 酶切，&97 产物与载体进行交换，构建

重组质粒（设置一组不含 (<=!: 片段的质粒作为对

照组）。重组质粒转化入感受态细胞，将其涂布在含

有氨苄青霉素的平板上，在 .@ "培养箱中培养过

夜，之后进行菌落 &97 的鉴定，正义链：$$+

53)5))33)5335535353335+.$，反义链：$$+

99))3)35)99))3)93)95)9+.$。产物经 !H$#琼

脂糖凝胶电泳，选取阳性克隆进行转化，挑菌，质粒

抽提，进行测序鉴定。

!H, (<=!: 6712385

!H,H! DR7'3 靶位点的设计与合成 在 '9W1 中明

确 (<=!: 基因的 98( 外显子区域，使用麻省理工

学院的 971(&7 设计工具（TPP/;;EFJD/FHAJPHBXQ;）设计

. 对 (<=!: 基因的 DR7'3 序列，并在其两端加入

!'(!位点，序列见表 !。引物退火形成带有粘性末

端的双链，稀释 :"" 倍后使用。

!H,H: DR7'3 载体的构建 将 5M.@! 载体用 !'(!

酶切，与退火形成双链的 DR7'3 混合，配置酶切连

接反应体系进行连接，酶切体系：MBEPLF /NCDAJX

（!"" OR;"G）! "G，SNJRL 双链 8'3（"H"I> "ALN;G）

: "G，!"%WQYYBF )CORL : "G，8))（!" AALN;G）! "G，

3)& Z!" AALN;G[ ! "G，)@ 8'3 GJRCDB "H$ "G，!'(1

! "G，?
:

S !!H$ "G；将上述反应物置于 &97 仪，.@"

$ AJO，:! " $ AJO，!0 " ." AJO，共 0 个循环。将连

接产物转化至 )S&!" 感受态细胞中，接种到含 3A/

抗性的 GW 固体培养基上，.@ "培养箱中过夜。挑

菌，质粒抽提，进行测序鉴定。

!H$ 9:;<=>?@AB

!H$H! 慢病毒包装 将 5M载体质粒、/?BN/BF!H" 载

体质粒、/?BN/BF :H" 载体质粒按照一定比例（:" "R&

!$ "R&!" "R）加到 :H, AG 的 S/PJ+%4% 和 !"" "G

的 GJ/LYBEPCAJOB :"""中，共同转染 :>.)细胞，.@"、

$#9S

:

培养箱中培养。,I T 后收集 :>.) 细胞上清

液，超速离心去除上清，加入病毒保存液，充分溶解

名称

sgRNA-1正义链

sgRNA-1反义链

sgRNA-2正义链

sgRNA-2反义链

sgRNA-3正义链

sgRNA-3反义链

序列（$$+.$）

CACCGCGGCTTCGGGGGTTCGGCGG

AAACCCGCCGAACCCCCGAAGCCGC

CACCGAGAGTTCTGTGCAAAAATAT

AAACATATTTTTGCACAGAACTCTC

CACCGGGCGGGGGCTGCGGTGTTAC

AAACGTAACACCGCAGCCCCCGCCC

& ! "'()* #$%&'+,

()* ! " +),-# ./ #+01,/,1 #$%&' #0230410#

第 :$ 卷天津医科大学学报,."



后，高速离心，分装上清，!"#!保存。

$%&%' 慢病毒的滴度检测 测定前 '( )，接种 '*+,

细胞到 *- 孔板（("$.

( 个/孔）：在 01 管中加入

*. !2 的无血清培养基，取待测的病毒原液 $. !2

加入到 01 管中，倍比稀释到最后一管；弃去 '*+,

细胞培养基，加入 *. !2 稀释好的病毒溶液，+3 !

培养箱培养；'( ) 后加入完全培养基，*- ) 后观察

绿色荧光蛋白的表达情况。

$%- !"#$%&'()* 456+ ,-./01

217893456)*78

$:-%$ 感染预实验 ;,""<$( 细胞在病毒感染前一

天铺板，至细胞汇合度为 '.=#+.=；病毒于冰上融

化，依次将病毒稀释至滴度 $"$.

"

,>/?2，$"$.3

,>/

?2，$"$.-

,>/?2，吸弃培养液加入病毒及相应感染增

强液，混匀，继续培养，$' ) 后换回常规培养基，继续

培养；感染 3' ) 后，用荧光显微镜观察感染效率。

$:-:' 确定嘌呤霉素的最适剂量 将 ;,""<$( 细

胞接种于 (" 孔板中，(" ) 后加入 1789 进行筛选，

1789 浓度梯度设置为 .、.:&、$、'、(、- !@/?2；1789

处理 (" ) 后细胞全部死亡的最低药物浓度作为筛

选稳定株的药物浓度。

$:3 9:%&' ;,""<$(;<-=>;<?6@A

$:3:$ 过表达稳定株的构建 制备密度为 +#&"

$.

( 个/?2的 ;,""<$(细胞悬液，每孔 $.. !2接种到

*- 孔板中，+3!培养 '( )；病毒冰上融化，根据预实

验456值进行稀释；吸弃培养液加入病毒及相应感

染增强液，在 +3!、3:&=A5

'

温箱中培养，$' )后换回

常规培养基，继续培养；感染 3' ) 后，加入 ' !@/?2

的 1789筛选 (" )以上。之后降低 1789浓度到 $ !@/

?2，继续对细胞进行筛选和扩增，同时收集细胞行下

游 B,<C1AB检测。

$:3:' AB6;1B/ADE* 敲除稳定株的构建 制备密度

为 +#&"$#

( 个/?2 的细胞悬液，每孔 $## !2 接种到

*- 孔板中，+3 !培养 '( )；ADE* 病毒冰上融化，根

据预实验 456 值适当稀释；吸弃培养液加入病毒

及相应感染增强液，在 +3 !，3:&= A5

'

温箱中培

养，$' ) 后换回常规培养基，继续培养；感染 3' )

后，加入 ' !@/!2 的 F789?GHIJ 筛选至少 (" ) 以

上，得到 ;,""<$(<ADE* 细胞。将 ;,""<$(<ADE* 细

胞铺 - 孔板，用含 $ !@K?2 剂量的 1789 的完全培养

基培养至 +.=，按照预实验感染条件分别感染 + 个

E@BLM 的 2NJOI<E@BLM<PQ1 病毒，$' ) 后换回常

规培养液，感染 ("#3' ) 后，在荧光显微镜下观察

绿色荧光的表达情况。用含 $ !@K?2 的 1789 的完

全培养基扩大培养，继续传代、扩增进行鉴定。

$:" ;>R$' BCDEFG=>?6H>

$:":$ 荧光显微镜观察 用含 $ !@K?2 1789 筛选

两周后，用倒置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表

达效率，并拍照。

$:":' B,<C1AB 鉴定 用 ,B6S9T 提取 ;>R$' 过表

达组和敲减组总 BLM，反转录得到 HULM，进行 B,<

C1AB 检 测 ，;>R$' 引 物 序 列 为 ：;>R$' <Q：

MPMMMMAPMMM,AP,PMPPM,PP；;>R$'<B：PAMA

P,MPP,AAA,PMPMMM。1AB 反应体系为 V HULM

ON?FTDON ( !2，18I?N8 Q（'# !?9TK2）' !2，18I?N8 B

（'# !?9TK2）' !2，;WXB C1AB 4DEON8 4IY $# !2，

B9Y UGN #:#( !2，加水至 '# !2；1AB 反应条件：*"

! ' ?IJ，*" ! $# E，-" ! +# E，循环 (# 次，*& ! $&

E，-#! $ ?IJ，** ! $& E。每组实验独立重复 + 次。

$:* ;>R$' BCDEFGI;<JKLM(N

> 胰酶消化各组细胞，调整细胞浓度为 $"$#

(个K?2，

每孔'## !2 接种到 *- 孔板；分别在 '(、("、3' ) 后

弃上清，加入 *# !2 完全培养基和 $# !2 4,, 溶

液，孵箱内继续培养 ( )；弃上清，每孔加入 $$# !2

U4;5 溶液，避光震荡 $# ?IJ，(*# J? 处测吸光度，

绘制增长曲线。每组实验独立重复 + 次。

$:$# OPQRS 采用 ;1;;'#: # 处理数据，多组

间均数比较采用方差分析。!Z#:#& 有统计学意义。

! !"

':$ BCDTIUV(W>XY 过表达重组质

粒 ;>R$' 的 1AB 产物经琼脂糖凝胶电泳检测后得

到一个 ' '-$[F 的特异性条带，与预期大小一致，见

图 $。P\(*' 载体经 "#$]6K%&'6 酶切后与 ;>R$'

基因构建重组质粒，转化、涂板、挑菌后进行 1AB 鉴

定，经琼脂糖凝胶电泳分析，得到 (-*[F 的阳性转

化子，见图 '。酶切鉴定阳性的克隆经过测序，结果

与 LAX6 中的人 ;>R$' 基因（6U：'+&$'）进行比对，

序列一致，表明过表达重组载体构建成功。

4 ;>R$'

& ^[

+ ^[

' ^[

$_& ^[

$ ^[

3&. [F

&.. [F

'&. [F

$.. [F

' '-$ [F

# " #$%"!$%&'()#

&'( " )*+ ,-./'0'1,2'34 30 #$%"!
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!" #$%&!'(；)" #$%&!'* ；+ "#$%&!',

! ! "#$%&"#$%&'()*+,-./!

'() * ")$+, -./0-""(12 3-4510 /1"(5(3- 4612- 5072"8109725 "-:;-24!

(2) /-7< 97/

(- 阴性对照（../

*

0）；*- 阴性对照（空载自连对照组）；,- 阳性对照
（1!23/）；4- 567897，自上而下依次为 :、,、*、(" :、( 8; 及 <:=、:==、
*:=、(== ;>；:!(*- ?@A(* (!B 号转化子

! = 01$% >?$23456789:;<=!

'() = @A-25(8(475(12 18 0-419B(2725 3-4510 72A 7)701"- )-6 -6-4!

501/C10-"("

*"* +%C?2%D+6#E !"#$%&' 为了提高敲

除效率，设计并合成了 , 条 #$%&! 靶向序列，载体

1F,<(（@G'#$%&!'?F4='H1I2）!"#!酶切后，分

别与退火获得的 , 个目的片段 #$%&! 连接过夜，转

化 J02(= 感受态细胞、涂板、挑菌、质粒抽提、送测

序鉴定。测序结果表明插入的片段序列与设计合成

的靶向 ?@A(* 序列一致，见图 ,。

*", ()*+%,- 在倒置荧光显微镜下观察

加入不同稀释倍数病毒原液的 *E,J 细胞荧光表达

情况显示，荧光细胞的数目随病毒稀释倍数的增加

而逐渐减少，估算过表达慢病毒和 , 种 K9LMN'#$%&!

的病毒滴度分别为 :"(=

B

J@DOK、("(=E

J@DOK、

("(=

E

J@DOK 和 (":"(=

E

J@DOK，见图 4。

*"4 ./)01%23 50C 456789:%2

3;< 在不同浓度病毒感染 ?JBB'(4 细胞 <* P

后，用显微镜观察荧光表达丰度，感染效率 B=Q左

右，细胞生长良好的组所对应的 50C 值即可作为后

续感染实验的依据，确定 50CR(= 为 +%C?2%D+6#E

慢病毒的最佳感染条件，50CR(== 为过表达慢病毒

的最佳感染条件，见图 :。待 ?JBB'(4 细胞生长至

<=QSB=Q时加入不同浓度的 2T7U，筛选 4B P 以上，

当 2T7U 的浓度大于等于 * "$DOK 时，?JBB'(4 细胞

全部死亡，因而确定 2T7U 最适剂量为 * "$DOK，见

图 G。

*": ./)=1 ?JBB'(4 >?%@A 慢病毒转

染 ?JBB'(4 细胞 * 周后，用倒置荧光显微镜进行观

察，镜下均可见大量绿色荧光蛋白，并且荧光随着

细胞传代可持续表达（图 <）。

*"G B-C>?%9:4D- 构建好的 ?@A(*

过表达及敲减慢病毒分别感染 ?JBB'(4 细胞后，经

2T7U 筛选获得稳定细胞株，提取 %&! 进行%J'

( * , 4 : G < B E (= (( (*

4GE ;>

!" (=

'(

"K 病毒V )" ( "K 病毒V +" (= "K 病毒

! D >?@ABCDEFGHI =E!FJKDLMNOPQR"=GGS

'() H '6;10-"4-24- -./0-""(12" 18 =I!F 4-66" (28-45-AJ(5C 6-25(3(0;"-"

75 A(88-0-25 A(6;5(12" K"=GGL

!

)

!( !*

)(

)*

+(

+*
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!" 病毒滴度为 #!$%

&

'()*+（,-./$）0 1" 病毒滴度为 $!$2

3

'()*+

（,-./$2）0 45病毒滴度为 $!$2

6

'()*+（,-./$22）

! ! "#$%&'()*+,-'./01()23456!"##7

$%& ! '()*+,%-(. (/ 0%,1- %./234%(. 2//%3%2.35 +4 6%//2,2.4 3(.32."

4,+4%(.- %. 472 -+)2 %./234%(. 3(.6%4%(.- 8!"##9

!5 2 !7)*+015 258 !7)*+045 $ !7)*+0 95 : !7)*+0;5 < !7)*+0 =5 & !7)*+

! : -'./89:;<= ;< 7> =><<?@;?@ABC

$%& : '2AA -4+42 (/ =><<?@; +/42, ;< 7(1,- +4 6%//2,2.4 3(.32.4,+4%(.-

(/ *1,()53%.

>?4@ 检测。?'A>?4@ 结果显示过表达组B(C$:

*@D! 表达量明显较对照组高（!E%5%8），敲减组

B(C$: *@D! 表达量相比对照组明显减少（!E%5%8）。

由此说明，B(C$: 过表达和敲减的 B'66A$< 稳定细

胞株构建成功，见图 6。

!5 B(C$: 过表达慢病毒感染组0 15 +FGHIAJ7@D!# 慢病毒感染组0 45

+FGHIAJ7@D!: 慢病毒感染组0 95 +FGHIAJ7@D!K 慢病毒感染组

! B D01E) =><<?@;@A>FGH$IJKLMN6!"##7

$%& B =4+CA2 2D*,2--%(. (/ &,22. /A1(,2-32.4 *,(42%. +/42, 4,+.-/23"

4%(. (/ =><<?@; 32AA- E%47 A2.4%0%,1- 8!"##9

!5 B(C#: 过表达组；15B(C#: 敲减组

! < "H$OPQ% =FG@" )HIJ&RH$ST

$%& < H2A+4%02 2D*,2--%(. (/ =FG@" )HIJ %. (02,2D*,2--26 +.6

K.(3K6(E. &,(1*-

#58

#5%

%58

%5%

B(C#: 过表达组阴性对照组

*
@
D
!

相
对

含
量

阴性对照组 J7@D!# J7@D!: J7@D!K

<8%

K8%

:8%

#8%

!

1

!

1

4

! 1

4 9

; =

!# !:

1# 1:

4# 4:

9# 9:

*
@
D
!

相
对

含
量
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!"# $%&'!!"#$%&'()*$+()*+ $%&'!

过表达和敲减稳定株构建完成后，用 (++ 法测定

各组细胞增殖活性的改变。(++ 结果显示，过表达

组的细胞增殖活性与阴性对照组相比明显降低

（!,-"./），敲减组的细胞增殖活性与阴性对照组相

比明显升高（!,.0./）。表明 $%&1! 基因过表达抑制

()*$+ 细胞增殖。见图 2。

! !"

$%&1! 是多疏抑制复合物 !（)34!）必不可少

的组成部分，它可以通过调控组蛋白和 5*6 甲基

化修饰转录过程，借此以稳定 )34!，使 )34! 的功

能正常发挥71!8，除此之外，$%&1! 还可以影响组蛋白

三甲基化的活性，参与 995:9&;! 复合物的功能沉

默过程71<8。有研究表明 $%&1! 在胃癌、结肠癌、卵巢

癌、子宫内膜癌、乳腺癌、套淋巴细胞癌等肿瘤中表

达明显高于癌旁组织，并且，$%&1! 表达量的增加

提高了肿瘤细胞无限增殖、转移及侵袭的能力，影

响了患者的预后71=:1>8。$%&'! 在上述肿瘤中表达量

增加，促进了肿瘤的发展，然而其在血液系统肿瘤、

神经胶质瘤等肿瘤中的表达量明显低于癌旁组织，

这表明 $%&'! 表达量的减少也促进了肿瘤的发展，

同时具有抑癌的作用7'2:!-8，因而，$%&'! 在肿瘤的发

生发展过程中发挥了双向功能。

本研究组在对 '! 例 ()*$+ 全基因组进行深

度测序后发现，在 *?' 阴性的散发性 ()*$+ 中，

$%&'! 基因往往呈现缺失状态7<8，这提示我们 $%&'!

可能在散发性 ()*$+ 的发生发展过程中起到了关

键作用。6@ABCD 等结合了全外显子测序队列的分

析、+4E6 提供的公开数据，以及对该疾病的前几代

测序研究的回顾，分析计算出了 ()*$+ 特异性基

因突变率，分别为 *?'（/FGF=H>#"/I），$%&'!（F2J

1!<H/F01I），995（=-J1!<H<!0/I），+)/<（!2J#!H=-0<I），

45K*!6（/=J#!H#/0-I）7/:28，也证实在 ()*$+ 中大

多存在 $%&1! 基因的缺失。研究发现大多数

()*$+ 患者中存在 )34! 不同组分功能丧失性突

变，而 $%&1! 和 995 的缺失性突变又阻断了

;<K!#LC< 的甲基化进程，导致 ;<K!#LC< 缺失，

引起 )34! 染色质调节信号通路失活7!18。研究者在

1-IM!/I的肾癌、肺癌、胃癌和神经胶质瘤中发现

了 ;<K<FLC< 的缺失 7!!:!/8，而 ;<K<FLC< 的缺失与

细胞周期检查点相关基因存在协同致死效应，

N99' 抑制剂 6&5'##/ 对 ;<K<FLC< 缺失的细胞

更加敏感 7!F8，本课题组之前对 =< 例 ()*$+ 的组织

标本进行免疫组化染色，发现 ;<K!#LC< 在 F/0''I

的 ()*$+ 患者中均缺失7!#8，而 ;<K<FLC< 缺失可以

作 为 用 药 靶 点 也 为 由 )34! 组 分 突 变 所 致

;<K!#LC< 缺失的肿瘤提供了一个表观遗传学的治

疗策略。

本课题组所用的肿瘤细胞系属于神经细胞，而

神经细胞具有不可分裂的特性，使外源片段的导入

比较困难，慢病毒载体是由人类免疫缺陷病毒

（;OP:'）改造后产生，具有感染效率高、基因片段容

量大、持续稳定表达且可感染分裂和非分裂细胞的

特点，因此选用慢病毒载体作为基因操作的工具。

43O$)3J4QR2 是一项新兴的基因编辑技术，自问世

以来，已广泛应用于肿瘤领域的科学研究，而且有

研究表明，43O$)3J4QR2 即使不进行单克隆筛选，也

可永久显著敲低目的基因的表达水平7!>8。本实验通

过 慢 病 毒 包 装 系 统 制 备 了 $%&'! 过 表 达 和

43O$)3J4QR2 敲减慢病毒，分别转染 $+>>:'= 细胞

后，成功获得了能稳定表达绿色荧光蛋白的 $%&'!

过表达和敲减稳定细胞株，3+:S)43 的结果也证明

过表达组 $%&'! L3*6 表达量明显较对照组高

（! ,-0-/），敲减组 $%&'! L3*6 表达量相比对照组

明显减少（! ,-0-/）。(++ 结果显示，过表达组的细

胞增殖活性与阴性对照组相比明显降低（! ,-0-/），

敲减组的细胞增殖活性与阴性对照组相比明显升

60$%&'! 过表达组；T0$%&'! 敲减组

# " $%&'()*+,-./0123

#$% " &'(')*$+,($-+ -. /'00 1)-0$.'),($-+ ,/($2$(3 $+ -2')'41)'55$-+

,+6 7+-/7-8( %)-815

吸
光

度
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-
@
L
）

(++

-0=

-0<

-0!

-0'

-0-

-0/

-0=

-0<
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高（!!"#"$）。由此说明，%&'()基因过表达抑制*+,%-

细胞增殖。

综上所述，笔者通过本课题组和其他实验室的

研究数据确定了 %&'() 基因在 *+,%- 中处于缺

失状态，而 ./0/123/ 缺失可以作为治疗靶点也为

+45) 组分缺失突变所致的 ./0)623/ 缺失提供了

治疗策略，因此笔者构建了 %&'() 过表达和敲减的

*+,%- 稳定细胞株，初步探索 %&'() 基因表达状

态的变化所引起细胞增殖的改变，本课题组将进一

步在体内和体外实验中探索细胞侵袭迁移、周期等

功能的改变，以阐明 +45) 功能失活在 *+,%- 的发

病演进中的作用及其分子机制，并为 *+,%- 的治

疗提供了一个基于表观遗传学的治疗策略。
!"#$!

7(8 9:;<= > ?@ A;=3B * 9@ *C?;DEFB;< G@ 3H ;I# *;IJE<;<H K3BJKF3B;I

<3B:3 =F3;HF HD2LDB= J< <3DBLMJNBL2;HL=J= (7G8# G *3O ?3<3H@ )"")@

/PQ$RS /((

7)8 AB;OMLBO >@ 0J2 T# 5DBB3<H HB3;H23<H LKHJL<= MLB 2;IJE<;<H

K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HF HD2LB=7G8# 5DBB -B3;H UKHJL<= U<CLI@ )"($@

(1Q/RS /)V

7/8 W;<E G@ >D X# ?3<L2JC ;<O 2LI3CDI;B ;N3BB;HJL<= J< 2;IJE<;<H

K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HF ;<O HF3JB BLI3= J< K3B=L<;IJY3O H;BE3H

HF3B;KZ7G8# %DBE U<CLI@ )"(/@ ))Q/RS 3$/

7[8 \;I3<HJ< -@ ]3 53=<3 T@ 4;Z^5L_D;BO `@ 3H ;I# *;<;E323<H ;<O KBLE!

<L=J= LM 2;IJE<;<H K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HFS -F3 3aK3BJ3<C3 LM HF3

bB3<CF %;BCL2; ?BLDK Q?%b^?9-UR7G8# 9DB G 5;<C3B@ )"(1@ $1S66

7$8 ABLFI T %@ 0;F3< 9@ WLO3B % G@ 3H ;I# -F3 E3<L2JC I;<O=C;K3 LM

2;IJE<;<H K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HF HD2LB=S OJ:3B=3 OBJ:3B= LM 4;=

K;HFc;Z ;CHJ:;HJL<7G8# %CJ 43K@ )"(6@6Q(RS ([PP)

718 'F;<E *@ d;<E W@ GL<3= %@ 3H ;I# %L2;HJC 2DH;HJL<= LM %&'() J<

2;IJE<;<H K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HF HD2LB= 7G 8 # ,;H ?3<3H @)"([@

[1Q((RS((6"

768 ]33 d@ -3CeJ3 %@ dJ3=<3B -@ 3H ;I# +45) J= B3CDBB3<HIZ J<;CHJ:;H3O

HFBLDEF 99> LB %&'() IL== J< 2;IJE<;<H K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HF

HD2LB=7G8# ,;H ?3<3H@ )"([@ [1Q((RS ())6

7V8 %LFJ3B +@ ]D=C;< T@ ]ILZO T@ 3H ;I# 5L<MJB2;HJL< LM 2DH;HJL<

I;<O=C;K3 LM ,b( ^;==LCJ;H3O 2;IJE<;<H K3BJKF3B;I <3B:3 =F3;HF

HD2LB=7G8# ?3<3= 5FBL2L=L23= 5;<C3B@ )"(6@ $1Q$RS [)(

7P8 >3 4;3OH -@ A33BH 9@ +;=2;<H 9@ 3H ;I# +45) IL== ;2KIJMJ3= 4;=^

OBJ:3< HB;<=CBJKHJL< ;<O CL<M3B= =3<=JHJ:JHZ HL A4>[ ^N;=3O

HF3B;KJ3=7G8# ,;HDB3@ )"([@ $([Q6$)(RS )[6

7("8 GJ<3e *@ 5FZIJ<=eJ 0@ bL<M;B; `@ 3H ;I# T KBLEB;22;NI3 OD;I^4,T^

EDJO3O >,T 3<OL<DCI3;=3 J< ;O;KHJ:3 N;CH3BJ;I J22D<JHZ 7G8#

%CJ3<C3@ )"()@//6Q1"P1R：V(1

7((8 ?;=JD<;= ?@ A;BB;<ELD 4@ .LB:;HF +@ 3H ;I# 5;=P^CB4,T BJNL<DCI3L!

KBLH3J< CL2KI3a 23OJ;H3= =K3CJMJC >,T CI3;:;E3 MLB ;O;KHJ:3 J22D!
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9*AU G@ )""[@ )/Q)"RS["1(
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23HFZIHB;<=M3B;=3 ;CHJ:JHZ ;<O HF3 =JI3<CJ<E MD<CHJL< LM HF3 99>^

9'.) CL2KI3a7G8# *LI 53II@ )""[@($Q(RS$6

7([8 d;<E .@ ?3 %@ fJ;< ?@ 3H ;I# 43=HLB;HJL< LM `?b) J2KBJ<HJ<E NZ

KLIZCL2N B3KB3==J:3 CL2KI3a ) OLCeJ<E M;CHLB %&'() J< CLIL<

C;<C3B C3II=7G8# 9aK 53II 43=@ )"($@ //VQ)RS)([

7($8 XD X -@ -;L ' '@ %L<E f A@ 3H ;I# %&'() 4,T `<H3BM3B3<C3 `<FJNJH=

HF3 `<:;=JL< LM ?;=HBJC 5;BCJ<L2; 53II=7G8# .3K;HLE;=HBL3<H3BLILEZ@

)"([@1(Q(/1RS)[(1

7(18 +;<;ELKLDIL= `# TN=3<C3 LM HF3 GT'b(g%&'() CFJ23BJC HB;<=CBJKH

J< HF3 J22LBH;IJY3O <L< ^<3LKI;=HJC 3<OL23HBJ;I =HBL2;I C3II -

.9%5=7G8# U<CLI ]3HH@ )"("@(Q1RSP[6

7(68 ]J .@ 5;J f@ dD .@ 3H ;I# %DY() KBL2LH3= FD2;< 3KJHF3IJ;I L:;BJ;<

C;<C3B NZ =DKKB3==J<E ;KLKHL=J= :J; =JI3<CJ<E .407G8# *LI 5;<C3B

43=@ )"()@("Q((RS([1)

7(V8 `IJLKLDIL= >@ ]J<O;FI^TII3< *@ +LIZH;BCFLD 5@ 3H ;I# ]L== LM 2J4^

)"" J<FJNJHJL< LM =DY() I3;O= HL KLIZCL2N ^23OJ;H3O B3KB3==JL<

B3_DJB3O MLB HF3 MLB2;HJL< ;<O 2;J<H3<;<C3 LM C;<C3B =H32 C3II=7G8#

*LI 53II@ )"("@ /PQ$RS61(

7(P8 *;BHJ< >@ %;<CF3Y 9@ *;3=HB3 ]@ 3H ;I# >3B3EDI;H3O 3aKB3==JL< LM HF3
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