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摘要#2目的3探讨 1J3I!上调热休克蛋白 ,9(4 对其抗 V̂ h作用的影响% 2方法3首先通过 XFIY5X’荧光报
告基因和 WG-.G<= R?;.在转录和蛋白水平上研究 1J3I!对 ,9(4 上调的时间’剂量依赖性% 其次&利用 XFI
Y5X’LT12*分别研究转染表达 ,9(4’X3*干扰 ,9(4 对 V̂ h复制的影响% 最后&通过 LT12*’XFIY5X研究
X3*干扰 ,9(4 后 1J3I!抗 V̂ h的作用% 2结果3发现 1J3I!对 ,9(4 的上调具有时间’剂量依赖性% 而
,9(4 的上调促进了 V̂ h的复制&消除 1J3I!对 ,9(4 的上调显著增强 1J3I!抗 V̂ h的效率% 2结论31J3I!
上调 ,9(4 对其抗乙肝病毒功能起负面影响&抑制 ,9(4 上调可增强 1J3I!的抗病毒效果%
关键词!1J3I!& ,9(4& V̂ h& 抗病毒效果& 复制
中图分类号!X#%!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0(!/0&#"0$I0$4%I0$

!!全世界大约 /0 亿人感染过乙肝病毒 ! V̂ h"&
至少 #]4 亿人为慢性乙肝感染 (&) % 1J3I!是第一种
批准治疗慢性乙肝感染的药物&相对于核苷类似物
药物&它拥有很多优势#如疗效时间&不易引发病毒
耐药性&少数患者 V̂ -*,可能转阴等 (/) % 临床上
1J3I!仍是治疗 V̂ h感染重要的一线药物% 1J3I!
能激活 E>d62F*F途径& 引 发 干 扰 素 激 活 基 因
!12b-"的表达&同时干扰素可活化细胞毒性 F细胞
!5FT-"和自然杀伤细胞的功能 (#) &具有直接抗病毒
功能% 此外&1J3I!能够阻止病毒颗粒的形成% 然
而&1J3I!的作用机制并没有完全解释清楚 ()) &约有
%0e慢性乙肝患者对 1J3I!治疗并不敏感 (") &加上
昂贵的治疗费用’明显的副作用&因此需要对制约

1J3I!抗病毒功能的因素进行深入研究&发现能预
测其疗效的生物标志物 (4) %

热休克蛋白 ,9(4 也称为 V2Y(0R&&bXY()&
LX9(( 或 FX*I&&作为内质网中最主要的蛋白之一&
是细胞质热休克蛋白 V2Y(0 的同源蛋白 (%) % 除了
作为分子伴侣辅助蛋白折叠 ($) &,9(4 在先天免疫和
适应性免疫中都发挥着重要作用% b9(4 可以结合
来自肿瘤’病毒’胞内寄生菌的抗原多肽&通过与细
胞表面受体 5‘(& 或清道夫受体 *结合进入抗原呈
递细胞后将结合的抗原肽交叉呈递给 PV55和
PV5"类分子&从而激活多肽特异性 5FT(() % 同
时作为 F;??样受体的重要分子伴侣&,9(4 在天然免
疫中也发挥着重要的作用 (&0) %
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我们和其他人的前期研究均发现 ,9(4 在乙肝
感染的肝组织中表达明显上调& ,9(4 的表达水平与
V̂ h感染的疾病进展紧密相关 (&& ’&/) % 基于以上结
果&本研究的目的是查明 ,9(4 是否影响 V̂ h复制&
以及 ,9(4 在 1J3I!治疗慢性乙肝感染中可能发挥
的作用%

!"材料和方法

!#!"材料
!#!#!"质粒’2;0-(’细胞株!9C‘3*#]&IJ?>,I,9(4
质粒#将人源 ,9(4 基因克隆到哺乳动物表达载体
9C‘3*#]&IJ?>,!由中国科学院微生物研究所叶昕教
授惠赠"% YbT#IL=8>=CG<IFX*&#将 ,9(4 启动子插
入 YbT#IL=8>=CG<载体&构建荧光报告载体% 含有
&]# V̂ h基因拷贝的表达载体 9V̂ h&]# 由本实验
室保 存 ()) % 化 学 合 成 的 ,9(4 干 扰 X3*!,9(4
-AX3*"购自广州市锐博生物科技有限公司&,9(4
-AX3*正义链和反义链如下#

!正义链""kIb5**bb*5*F5F5F*5***UFUFI
#k$!反义链" #kIUFUF5bii55ibi*b*b*ibiiiI
"k% 人肝癌细胞系 V+8I% 和人胚胎肾细胞株 /(#F
为本实验室保存细胞%
!#!#%"主要试剂和仪器!1J3I!!重组人源干扰素
!I/R"购自北京凯因生物技术有限公司% 小鼠抗人
,9(4 抗体购自 2>=.>5<+M公司$小鼠抗人 b*Y‘V
抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体购自
北京中杉金桥公司% L5T超敏发光液购自北京普利
莱基因技术有限公司% 胎牛血清及 ‘PLP培养基
购自 bARC;公司% 转染试剂 TA9;ZGC.>BA=G/000 和
;9.AIPLP’X3* 提 取 试 剂 F<AM;?’ ‘3>-G1购 自
1=_A.<;,G= 公司% 2â Xb<GG= Y<GBAK试剂’反转录试
剂盒购自 F>D>X>公司% 荧光定量 Y5X试剂盒购自
Y<;BG,>公司% V̂ -*,和 V̂ G*,LT12*检测试剂盒
购自上海科华生物工程股份有限公司% 血液组织细
胞基因组提取试剂盒购自天根生化科技有限公司%
引物由 1=_A.<;,G= 合成% 酶标仪为 1̂QIFLD公司产
品$X;.;<IbG=G7实时荧光定量 Y5X仪为 71*bL3
公司产品%
!#%"细胞培养和转染

V+8I% 和 /(#F 用 含 &00 i6BT 青 霉 素’
&00 %,6BT链霉素和 &0e胎牛血清的 ‘PLP培养

基在 #%m’"e 5Q/ 培养箱中培养% 转染前一天将
V+8I% 或 /(#F细胞铺到六孔板!美国 5;<A=,公司"%
待细胞汇合度至 "0e开始转染&移去培养基并用
;9.AIPLP洗 / 次&然后用 TA9;ZGC.>BA=G/000 按说明
转染 ,9(4 -AX3*’9C‘3*IJ?>,I,9(4 或含有 &]# 拷贝
‘型 V̂ h基因组的 9V̂ h质粒 (&#) % ) ’4 8 后将转
染用培养基换成培养用的完全培养基% 根据实验设
置在换液时加相应量 1J3I!% 之后细胞在相同培养
环境下继续培养 /) ’%/ 8% 并于特定时间点从每孔
收集 &00 %T培养基检测 V̂ -*,’V̂ G*,水平和病毒
‘3*拷贝数% 收细胞后&提取总 X3*和蛋白&
’$0m保存以便之后定量 XFIY5X或 WG-.G<= R?;.
检测%
!#."0-(提取和定量 0’HKQ0

按照说明书用 F<AM;?试剂提取处理细胞的总
X3*&并反转录% b*Y‘V 作内参进行定量 XFI
Y5X% 所用的 ,9(4 和 b*Y‘V的引物如下#,9(4
!Z;<[><U" "kI5*bFFFFbb*F5FFb5FbFbbI#k&,9(4
!<G_G<-G" "kIF*5*b5**5FbF5b55*55I#k&

b*Y‘V!Z;<[><U " "kIbbFb** bbF5bbFbFb
**5bI#k& b*Y‘V! <G_G<-G" "kI5F5b5F55Fbb**
b*FbbFbI#k% V̂ h 9,X3*和全 BX3*用的引物
如前述 (&)) %

实时定量荧光 Y5X使用 2â X,<GG= 9<GBAK试
剂按照说明书进行%
!#F"免疫印迹分析

用 Ŷ 2 清洗细胞 # 次&然后直接在六孔板内用
含蛋白酶抑制剂!德国 X;C8G公司"的裂解液!0]0"
B;?6TF<A-&9V%]4& 含 0]&" B;?6T3>5?& / BB;?6T
L‘F*&&e 3;=AUG.YI)0"裂解% 每个样品取等量蛋
白用 &0e 2‘2I聚丙烯酰胺凝胶电泳&转移蛋白到
Yh‘J膜!美国 PA??A9;<G公司"&一抗采用小鼠抗人
,9(4 抗体或小鼠抗人 b*Y‘V抗体&二抗选用辣根
过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体&按照说明书用
L5T超敏发光液显影检测%
!#G"UR2和 UR1检测

用 TA9;ZGC.>BA=G/000 按照说明书在细胞中转染
9V̂ h质粒&在不同时间点收取细胞上清液&通过夹
心 L?12*的方法检测 V̂ -和 V̂ G% 具体步骤如下#将
待测样品分别加入到抗IV̂ -或抗IV̂ G抗体包被的
反应板中&再加入辣根过氧化物酶标记的抗IV̂ -或
抗IV̂ G抗体&#%m避光孵育 #0 BA=&洗板 " 次&加入
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显色底物后&#%m避光孵育 &" BA=&最后加入终止液
终止反应&用酶标仪检测波长 )"0 =B的 <=值%
!#)"URZ,-(拷贝数检测

)$ 8 收取处理细胞的培养基上清&‘3>-G5处
理 / ’# 8 后用提基因组试剂盒按照说明书提取细
胞包装分泌的 V̂ h基因组% 用定量 XFIY5X检测
V̂ h‘3*拷贝数% 采用引物如下#V̂ K!Z;<[><U""kI
*5bF55FFFbFFF*5bF555bFI#k! =.&)&)I&)#" "&
V̂ K!<G_G<-G" "kI555**5F55F555*bF55FF**I#k
!=.&%))I&%/#"%
!#T"双荧光检测

用 TA9;ZGC.>BA=G/000 在 V+8% 细胞中共转染
9XTIFD!海肾质粒 "和 YbT#IL=8>=CG<IFX*& 质粒
后&用 &000 i6BT1J3I!或对照处理 /) 8% 将细胞
裂解后用 Y<;BG,>双荧光素酶报告基因检测试剂盒
按说明书进行检测分析% 通过荧光发光仪分别检测
萤火虫荧光素酶的活性和海肾荧光素酶活性&并以
海肾荧光素酶活性作为内参分析荧光素酶的活性%
!#/"数据分析

每个实验都重复 / ’# 次&每次设置 # 个重复%
结果以平均值 r标准差 ! 2‘"显示% 2.+UG=.#检验
进行组间比较% 9 z0]0" 认为是显著区别%

%"结果

%#!"LI-H!上调 86[) 的表达
通过 XFIY5X和 WG-.G<= R?;.在 BX3*和蛋白

水平检测不同浓度 1J3I!处理和处理后不同时间的
V+8I% 细胞中 ,9(4 表达情况% 1J3I!浓度在 "00
i6BT到 &000 i6BT时 ,9(4 转录水平稳定增加并
且在 &000 i6BT达到最高&随后降低% 和未处理的
细胞相比&1J3I!处理 &/ 8 后 ,9(4 转录增加了
$4e!图 &I*&3z0]0&"% 双荧光结果显示 1J3I!处
理后 /) 8 上调 ,9(4 启动子活性 &(e!图 &Î&3z
0]0&"% 1J3I!处理后 ,9(4 BX3*水平在 &/ 8 内逐
步提高并在 &/ 8 达到最高&然后直到 %/ 8 逐步降低
!图 &I5"% 通过 WG-.G<= R?;.检测观察到相似的结
果&对 WG-.G<= R?;.条带定量分析显示& 1J3I!处理
显著上调 ,9(4 蛋白水平!图 &I‘&3z0]0&"%
%#%"86[) 促进 URZ的复制

将 ,9(4 表达载体 9C‘3*#]&IJ?>,I,9(4 与 V̂ h
表达载体共转染 /(#F细胞 )$ 8 后 ,9(4 蛋白水平

显著增加!图 /I*"&与转染空载体的对照相比&转染
,9(4 表达载体使得 V̂ -*,和 V̂ G*,分别增加 $%e
和 %%e !图 /Î& 3z0]0&"&细胞上清中 V̂ h‘3*
拷贝数提高了 /4"e!图 /I5&3z0]0&"&同时 V̂ h
9,X3*增加了 &0(e&总 X3*增加了 &#4e !图 /I
‘&3z0]0&"% 以上结果表明过表达 ,9(4 明显促进
V̂ h的复制&,9(4 可能在转录水平促进 V̂ h的
复制%
%#."下调 86[) 抑制 URZ的复制

将 ,9(4 -AX3* 或 对 照 -AX3* ! B;Cd " 和
9V̂ h&]# 共转 V+8I% 细胞& ,9(4 蛋白水平在转染
后 )$ 8 降低了大约 "0e!图 #I*"% 与 B;Cd 相比&
,9(4 X3*A处理显著降低 V̂ -*,和 V̂ G*,水平!图
#Î"与病毒 ‘3*!图 #I5"水平&同时 V̂ h9,X3*
和总 X3*分别降低了 %(e和 "$e !图 #I‘&3z
0]0&"%
%#F"LI-H!抑制 URZ的复制

图 )I*显示&与未处理的细胞相比&在 V+8I% 细
胞中使用不同剂量 1J3I!处理 /)’ )$’ %/ 8 后
V̂ -*,’V̂ G*,均显著降低!3z0]0" 或 0]0&"&1J3I
!对 V̂ h的抑制呈剂量依赖性% 在 /(#F细胞中也
观察到类似的结果!图 )Î&3z0]0&"% 在 V+8I% 细
胞中使用 &000 i6BT的 1J3I!处理 )$ 8 后 V̂ h
‘3*水平降低了 ")e !图 )I5"&9,X3*和总 X3*
分别降低了 )#e和 /"e!图 )I‘"%

综上所述&由于 1J3I!在抑制 V̂ h复制的同时
上调 ,9(4 的转录与表达&而 ,9(4 的上调显著促进
V̂ h复制&因此可以推断 ,9(4 的上调对 1J3I!的
抗病毒功能起负面影响%
%#G"下调 86[) 可增强 LI-H!抗 URZ的活性

为了进一步查明 1J3I!引发的 ,9(4 上调在
1J3I!抗病毒中的作用&在使用 1J3I!处理的同时
应用 X3*A抑制 ,9(4 的表达上调% 如图 "I*和 "Î
所示&使用 &000 i6BT的 1J3I!和 "0 =B;?6T,9(4
-AX3*联合处理转染 V̂ h表达载体的 V+8I% 细胞&
比单独使用 1J3I!或 ,9(4 -AX3*更显著降低了
V̂ -*,’V̂ G*,的分泌和 V̂ h‘3*拷贝数 !3z
0]0" 或 0]0&"% 如图 "I5&X3*A显著抑制而 1J3I!
处理显著促进 ,9(4 的表达水平&,9(4 X3*A与 1J3I
!同时处理消除了 1J3I!对 ,9(4 的上调作用&可以
排除因 ,9(4 的抑制造成的抗病毒效应%

(4$
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图 !$LI-H!对 86[) 转录和表达的影响
JA,+<G&@F8GGZZGC.;Z1J3I!;= .<>=-C<A9.A;= >=U GK9<G--A;= ;Z,9(4@*# V+8I% CG??-[G<G.<G>.GU [A.8 A=UAC>.GU C;=CG=.<>.A;=-;Z1J3I!!0I/000

i6BT"@b9(4 BX3*?G_G?-[G<GUG.G<BA=GU RO<G>?I.ABGY5X>Z.G<&/ 8 ;Z.<G>.BG=.@̂ #<G?>.A_G,9(4 9<;B;.G<>C.A_A.OA= V+8I% CG??-.<>=-ZGC.GU

[A.8 YbT#IL8>=CG<IFX*&6YXTIFD+=UG<&000 i6BT1J3I!.<G>.BG=.Z;</) 8@5& ‘# V+8I% CG??-[G<G.<G>.GU [A.8 1J3I!!&000 i6BT"Z;<

A=UAC>.GU .ABG-@b9(4 BX3* !5" >=U 9<;.GA= !‘" ?G_G?-[G<G>=>?O-GU RO<G>?I.ABGY5X>=U ABB+=;R?;..A=,>.A=UAC>.GU .ABG9;A=.-&

<G-9GC.A_G?O@b*Y‘V[>-+-GU >-A=.G<=>?C;=.<;?@F8G<G-+?.-><G9<G-G=.GU >-BG>=-r2‘Z<;B.8<GGA=UG9G=UG=.GK9G<ABG=.-@! 9 z0]0"& !

!9 z0]0& C;B9><GU .;C;=.<;?@F8GGK9G<ABG=.-[G<G9G<Z;<BGU .[ACG& >=U -ABA?><<G-+?.-[G<G;R.>A=GU@

."讨论

干扰素作为治疗 V̂ h感染的一线药物其疗效
差异很大但机制并不清楚&最近的研究表明在 V̂ h
转基因鼠中当病毒滴度高时 1J3I!6$抑制病毒复
制&而当病毒滴度低时反而促进病毒复制 (&") &因此
需要对影响干扰素的抗病毒因素进行深入研究%
,9(4 在慢性乙肝患者中高表达&并且从慢性乙肝到
肝硬化再到肝癌的过程中随着疾病进展表达逐步增

加 (&/) &但是 ,9(4 发挥的生理作用如对病毒复制的
影响并不清楚% 本实验研究显示 1J3I!能够在转录
水平上调 ,9(4&并且促进 ,9(4 表达呈时间和剂量
依赖性&部分解释了 1J3I!在不同慢性乙肝患者中
抗 V̂ h能力的巨大差异% 本研究发现 1J3I!在转
录水平上调 ,9(4&这与文献报道一致 (&0) &在 ,9(4 启
动子区发现有干扰素及其下游调控元件作用位
点 (&4) % 鉴于其重要性&1J3I!上调 ,9(4 的具体途径
我们实验室正在研究%

0%$
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图 %$过表达 86[) 增强 URZ的复制
JA,+<G/@Q_G<IGK9<G--A;= ;Z,9(4 RO.<>=-ZGC.A;= G=8>=CG-V̂ h<G9?AC>.A;=@/(#FCG??-[G<GC;I.<>=-ZGC.GU [A.8 .8G,9(4 GK9<G--A;= _GC.;<

9C‘3*#]&IJ?>,I(4 ;<.8GGB9.O_GC.;<9C‘3*#]& !B;Cd " >=U V̂ h GK9<G--A;= _GC.;<9V̂ h&]#@F8GCG??-[G<G8><_G-.GU )$ 8 >Z.G<

.<>=-ZGC.A;=@*#[G-.G<= R?;..A=,[>-9G<Z;<BGU .;UG.GC.,9(4 9<;.GA= ?G_G?-@b*Y‘V[>-+-GU >-A=.G<=>?C;=.<;?@ #̂.8G.A.G<-;ZV̂ -*,>=U

V̂ G*,A= C+?.+<GBGUA+B[G<GBG>-+<GU ROLT12*@5#.8GV̂ h‘3*?G_G?-A= .8G-+9G<=>.>=.[G<GUG.G<BA=GU ROXFIY5X@‘#.8GV̂ h9,X3*

>=U .;.>?X3*?G_G?-A= .<>=-ZGC.GU CG??-[G<GUG.G<BA=GU ROXFIY5X@‘>.>><G9<G-G=.GU >-BG>=-r2‘Z<;B.8<GGA=UG9G=UG=.GK9G<ABG=.-@
!2z0]0"& !!2z0]0& C;B9><GU .;B;Cd@

图 .$通过 2;0-(下调 86[) 抑制 URZ复制
JA,+<G#@,9(4 d=;CdU;[= RO-AX3*-+99<G--G-V̂ h<G9?AC>.A;=@V+8I% CG??-[G<GC;I.<>=-ZGC.GU [A.8 "0 =B;?6T,9(4I.><,G.A=,-AX3*;<-C<>BR?GU

-AX3*>->B;Cd@5G??-[G<G8><_G-.GU >.%/ 8 9;-.I.<>=-ZGC.A;=@*# ,9(4 9<;.GA= ?G_G?-[G<GUG.G<BA=GU ROABB+=;R?;..A=,@b*Y‘V[>-+-GU >-

A=.G<=>?C;=.<;?@ #̂.8GV̂ -*,>=U V̂ G*,?G_G?-A= .8G-+9G<=>.>=.[G<GUG.GC.GU ROLT12*>./)& )$& %/ 8 >Z.G<.<G>.BG=.[A.8 ,9(4 -AX3*A=

9V̂ h&]# .<>=-ZGC.GU CG??-@5#.8GV̂ h‘3*C;9AG-[G<G>=>?OMGU RO<G>?I.ABGY5X)$ 8 >Z.G<.<>=-ZGC.A;=@‘#.8GV̂ h9,X3*>=U .;.>?X3*?G_G?-

[G<G>=>?OMGU RO<G>?I.ABGY5X)$ 8 >Z.G<.<>=-ZGC.A;=@‘>.>><G-8;[= >-BG>=-r 2‘Z<;B.8<GGA=UG9G=UG=.GK9G<ABG=.-@!2z0]0"& !!2z0]0&

C;B9><GU .;B;Cd@
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图 F$LI-H!抑制 URZ的复制
JA,+<G)@1J3I! -+99<G--G-V̂ h <G9?AC>.A;=@*# V+8I% CG??-.<>=-ZGC.GU [A.8 9V̂ h&]# [G<G.<G>.GU [A.8 1J3I! >.A=UAC>.GU

C;=CG=.<>.A;=-@F8G-GC<G.GU V̂ -*,6V̂ G*,?G_G?-A= .8GBGUA+B[G<GBG>-+<GU ROLT12*/)& )$& %/ 8 >Z.G<.<G>.BG=.@ #̂ /(#FCG??-

.<>=-ZGC.GU [A.8 9V̂ h&]# [G<G.<G>.GU [A.8 &000 i6BT1J3I!;<Ŷ 2 >-C;=.<;?@F8G?G_G?-;ZV̂ -*,6V̂ G*,A= .8G-+9G<=>.>=.[G<G

BG>-+<GU ROLT12*)$ 8 >Z.G<.<G>.BG=.@5&‘#.8GV̂ h‘3*C;9AG-A= .8G-+9G<=>.>=.!5" >=U 9,X3*>=U .;.>?X3*?G_G?-A=

9V̂ h&]#I.<>=-ZGC.GU V+8I% CG??-!‘" [G<GUG.G<BA=GU RO<G>?I.ABGY5X)$ 8 >Z.G<.<G>.BG=.[A.8 &000 i6BT1J3I!;<Ŷ 2 >-C;=.<;?@

‘>.>><G9<G-G=.GU >-BG>=-r2‘Z<;B.8<GGA=UG9G=UG=.GK9G<ABG=.-@!2z0]0"& !!2z0]0& C;B9><GU .;C;=.<;?@

!!我们发现 ,9(4 可以促进 V̂ h复制% 有文献显
示 V̂ h病毒大表面蛋白可以通过激活 ,9(4 启动子
间接激活 V̂ h2 区启动子 (&%) &而 ,9(4 可能参与调
解 V̂ h聚合酶的稳定性 (&$) % 关于 ,9(4 调节 V̂ h
复制的机制值得进一步研究%

通过 E>d62F*F和 3JI4̂ 通路上调干扰素活化
基因!12b-"的表达是干扰素抑制 V̂ h的主要途径
之一 ()& &() &多种 12b-参与抑制病毒复制&与这些研

究结果不同&本研究显示受干扰素上调的 ,9(4 促进
病毒复制&说明干扰素调节 V̂ h复制的双向性和复
杂性&这也就部分解释了干扰素治疗慢性乙肝感染
效果差异大的原因% 本研究提示 ,9(4 高表达可能
导致慢性乙肝患者对干扰素治疗不敏感&,9(4 的表
达水平可能作为预测 1J3I!抗病毒疗效的一个重要
生物学标志%

/%$
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图 G$下调 86[) 增强了 LI-H!在 U?5HT 细胞中抗 URZ的活性
JA,+<G"@1=8ARA.A;= ;Z1J3I!IA=U+CGU ,9(4 +9<G,+?>.A;= A=C<G>-GU .8G>=.AIV̂ h>C.A_A.O;Z1J3I!@V+8I% CG??-[G<GC;I.<>=-ZGC.GU

[A.8 -O=.8G-AMGU ,9(4I.><,G.A=,-AX3*;<-C<>BR?GU -AX3*>->B;Cd .;,G.8G<[A.8 9V̂ h&]#& >=U .8G= .<G>.GU [A.8 &000 i6BT

1J3I!@*# F8G-GC<G.A;= ;ZV̂ -*,6V̂ G*,A= .8G-+9G<=>.>=.[>->=>?O-GU ROLT12*>./)& )$& %/ 8 >Z.G<.<G>.BG=.;Z,9(4 -AX3*

>=U 1J3I!@̂ # V̂ h‘3*C;9AG-[G<GBG>-+<GU RO<G>?I.ABGY5X)$ 8 >Z.G<.<G>.BG=.[A.8 1J3I!@5# b9(4 9<;.GA= ?G_G?-[G<G

>=>?O-GU ROWG-.G<= R?;..A=,>.)$ 8 >Z.G<.<G>.BG=.[A.8 ,9(4 -AX3*>=U 1J3I!@‘>.>><G9<G-G=.GU >-BG>=-r2‘Z<;B.8<GG

A=UG9G=UG=.GK9G<ABG=.-@!2z0]0"& !!2z0]0& C;B9><GU .;B;Cd@
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