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摘要! 热休克蛋白 =$"SMF9HS58P WR59MGO=$!10A=$#是细胞内主要的伴侣蛋白!在激素信号转

导%细胞分化%细胞增殖与凋亡%形态发生与进化%变态发育及应激防御等多重调节路径中发挥

关键作用$ 采用实时荧光定量*XDA3*技术检测了牙鲆两种 <53=$ 基因在仔鱼发育和在成

年组织中的表达变化$ 结果表明!<53=$

!

在成鱼骨骼肌%肠和胃中有较高的表达!而 <53=$

"

在成鱼脑%脾脏和肾脏中有较高的表达$ <53=$

!

E*+,水平在仔鱼变态期间迅速增加!至变

态高峰U期达到最高水平&相反!<53=$

"

转录在仔鱼整个变态期间变化不是特别明显$ 鉴于

甲状腺激素 "9SKR5GN S5RE5OM!X1#在牙鲆变态中的重要作用!还运用外源的 X1及硫脲

"9SG5LRMF!X)#处理牙鲆仔鱼来确定 X1对 <53=$ 基因转录的调节$ 与未处理组相比!

<53=$

!

转录在 X1处理 B N 和 #! N 的仔鱼中显著增加!而在 X)处理仔鱼中明显减少&但

<53=$

"

E*+,水平不受药物处理影响$ 从上述结果分析!牙鲆中 <53=$

!

的转录很可能被

甲状腺激素上调!而且其在牙鲆的变态发育中发挥了重要作用$

关键词! 牙鲆& 变态发育& 热休克蛋白 =$& 基因表达& 甲状腺激素& 硫脲& 荧光定量*XDA3*

中图分类号! [?B<& 0=#?&&&&&&&文献标识码',

&&热休克蛋白"SMF9HS58P WR59MGOH!10AH#是一

组具有重要生理功能+结构上高度保守的蛋白质!

在细胞受到热诱导+渗透压+重金属污染+组织创

伤及微生物感染时大量合成)# :"*

( 根据分子量大

小和同源程度可分为 10A#$$+10A=$+10A?$+

10A;$ 和低分子量10A等几个家族!其中 10A=$

是 细 胞 内 主 要 的 伴 侣 蛋 白 " 8SFWMR5OM

WR59MGOH#

)< :?*

!在大多数细胞中普遍存在!占细胞

总蛋白的 #d e%d

)B*

( 在脊椎动物中 10A=$ 主

要包括胞浆型的10A=$

&

和10A=$

'

!内质网型的

10A=$C"即 URW="#以及线粒体 10A=$ 同源物

X*,A

)= :#$*

!它们能特异地与多种细胞功能蛋白

如类固醇激素受体+蛋白激酶+逆转录蛋白+细胞

骨架蛋白等结合而改变这些蛋白的功能状

态)## :#!*

!由此广泛参与和调控激素信号转导+细

胞分化+细胞增殖与凋亡+形态发生与进化+免疫

反应以及应激防御等众多的细胞过程)#" :#;*

!是目

前研究机体生长发育和应激防御及免疫机制的热

点之一(

10A=$ 蛋白与多种生物的变态发育有关!在

海鞘中!如果抑制10A=$ 的作用可促进其变态期

间尾的退化)#?*

( 在果蝇中!10A=$ 与蜕皮激素受

体 "M8NKH9MR5GN RM8MW95R! 28*# 结合能诱发变

态)#B*

( 而在鱼类中!最新研究表明 <53=$ 基因

在塞内加尔鳎"5/91. ,1*1".91*,),#变态前后出现

了不同的基因表达)#=*

( 但是!有关 10A=$ 在牙

鲆变态中的作用!目前国内外很少有报道(

牙鲆 "3.(.9)-=6=',/9)4.-1+,# 隶属鲽形目

"A6MLR5OM89GT5REH#!是重要的海水经济鱼类( 在

它的早期生活史中有一个非常奇特的变态发育过

程!不仅右眼迁移至身体的左侧!变态前后其肌纤

维结构+食性+体位+生活方式等都发生了剧烈的



#$ 期 张俊玲!等$牙鲆变态中两种<53=$ 基因的不同表达及其与甲状腺激素的关系 &&

变化)%$*

!经过变态其两侧对称的仔鱼转变为不对

称的稚鱼( 牙鲆的这种变态发育主要由甲状腺激

素"9SKR5GN S5RE5OM!X1#调控!其作用主要通过

与其专一性类固醇激素受体 "9SKR5GN S5RE5OM

RM8MW95R!X*# 结合调节特定基因转录而实现

的)%#*

( 一些与牙鲆变态相关的基因也陆续被报

道!如碱性磷酸酶)%%*

+5/>=+?@%% 和 ?@%"

)%!*等!

但至今仍不能清楚阐述牙鲆变态的详细机制( 最

近!牙鲆两种 <53=$ 基因的分子序列已被克隆!

即胞浆型的 <53=$

!

"U/$##$%%;<%##和 <53=$

"

"U/$##$%%;<%!#( 但是有关 <53=$ 基因表达在

牙鲆中的组织分布+变态前后的发育变化及 X1

对其基因转录的影响未见报道( 鉴于 10A=$ 在

激素信号转导+细胞分化+细胞增殖与凋亡以及多

种生物变态发育中的重要作用!本研究采用实时

荧光定量*XDA3*"RMF6D9GEMA3*#技术检测了牙

鲆两种<53=$ 基因在仔鱼发育和在成年组织中

的表达!同时运用 X1及其合成抑制剂硫脲

"9SG5LRMF!X)#处理牙鲆仔鱼来确定X1对<53=$

基因转录的调节!为探讨 10A=$ 在牙鲆变态中的

作用!进一步阐述牙鲆变态的机理奠定基础(

#&材料与方法

$%$&实验鱼

实验所用的牙鲆成鱼"* j! 尾#购自上海市

铜川路水产品市场!解剖取其肝脏+心脏+脾脏+肾

脏+胃+肠+骨骼肌+脑和鳃组织!用 >2A3水冲洗

干净后在液氮中速冻!然后置于 :B$ \保存

备用(

所用牙鲆仔鱼取自中国水产科学研究院北戴

河中心实验站( 经人工授精的卵子在 #< e#; \

的过滤天然海水中孵化 ! N 后出膜( 孵化后 ! e

%$ N投喂经小球藻液培养的轮虫!从孵化后 #" N

开始增加投喂初孵卤虫无节幼体至实验结束( 整

个养殖期间水温保持在 #" e#; \!每天吸污换水

% 次!每次换 #@% 水量( 样品的采集分别在孵化

后 #? + %# + %" + %=+ !! 和 !; N 进行!对应于

YGOFEG

)%"*的>e/期$"## >期即变态前!仔鱼

眼睛还没有开始移动!两只眼睛左右完全对称'

"%# 2期眼睛刚刚开始移动!仔鱼开始变态'

"!# .期即变态早期!从左侧可以看见右侧的眼

睛!右眼上缘还没有到达头顶'""# U期即变态高

峰期!右眼上缘超过头顶'"<# 1期即变态后期!

右眼刚好位于头顶' ";# /期眼睛移动结束!仔鱼

完成变态!之后进入稚鱼期( 样品鱼先用 >2A3

水冲洗干净!在*+,H95RM中 " \放置 % N 以去除

内源的*+FHM!之后:%$ \保存备用(

为了研究两个 <53=$ 基因的表达是否依赖

X1的调控!分别采用 X1和 X)处理牙鲆仔鱼(

将孵化后 #< N的牙鲆仔鱼转移到 ! 个 !$$ -水体

的圆形槽中!其中 # 个作为对照组!% 个在孵化后

#? N时分别添加 $7# EQ@-的 X1和 !$ EQ@-的

X)!方法参照/OLG等)%<*

!吸污换水后及时补充药

物!使整个处理期间保持药物浓度不变( 样品的

采集分别在药物处理后 B 和 #! N 进行!方法

同上(

以上所有仔鱼的取样均分为 ! 个平行的样品

组!即 * j!(

$%"&主要药品和试剂

甲状腺激素"X1#+硫脲"X)#购自 0GQEF公

司!*+,H95RM样品保存液+大肠杆菌感受态细胞

>1<

&

+胶回收试剂盒和质粒小抽试剂盒购自天

根公司!X*/i56试剂购自 /O]G9R5QMO 公司!>+FHM

"

购自 [GFQMO 公司! ARGEM08RGW9

XY

#H909RFON

8>+, 0KO9SMHGHPG9! 0aC*

!

ARMEGb 2b 7.8

XY

!

WY>D#B 载体购自XF_F*F公司(

$%#&NAB提取和逆转录

所有样品组总 *+,的提取均采用 X*/i56

法!步骤按照试剂盒说明书的指导进行( 实验所

用器材及操作中严格防止 *+FHM的污染( 为了

除去少量的基因组 >+,!所有 *+,样品均用

>+FHM

"

处理 !$ EGO( *+,的浓度和纯度采用

紫外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测!(>

%;$@%B$

值均在 #7=$ e%7$<!*+,完整性良好( 所有

*+,样品各取 <$$ OQ!按照 ARGEM08RGW9

XY

#H9

09RFON 8>+,0KO9SMHGHPG9说明合成 8>+,第一

条链(

$%1&实时荧光定量4HN

定量引物采用 ARGEMR<7$ 设计!为了检测两

个 <53=$ 基因的扩增特异性!将 <53=$

!

和

<53=$

"

的普通 A3*产物纯化!连接到 WY>D#B

载体!转化+克隆后抽提质粒!然后以 <53=$

!

和

<53=$

"

质粒为模板!分别用 <53=$

!

和 <53=$

"

的引物进行A3*扩增!由此确认引物是否存在非

特异性退火(

使用G3K86MRA3*仪"CG5D*FN#进行 *XDA3*

)"#$
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反应( 首先以 #$ 倍梯度稀释的仔鱼 8>+,为模

板制作两个 <53=$ 目的基因和参照基因
"

A.-6)*

的标准曲线( A3*反应体系总体积为 %<

%

-!包

括 #$ OQ *+,逆转录得到的 8>+,!"$$ OE56@-

基因特异性的正反向引物 "表 # #! #%7<

%

-

0aC*

!

ARMEGb 2b 7.8

XY

( A3*反应采用两步

法!程序为 =< \预变性 " EGO'=< \ 变性 #$ H!

;$ \退火e延伸 !$ H!共 "$ 个循环!实时采集荧

光'<< \ !$ H上升到 =< \!共 B# 个循环获得熔

解曲线( 各基因的熔解曲线均只有一个特异性单

峰!标准曲线显示B值均大于 $7==B!相应的扩增

效率"2#高于 $7=<!而且目的基因和参照基因的

C值相差小于 $7#(

表 $&实时荧光定量4HN所用引物

2-3%$&405+(06(GF()8(67*00(-.I:5+(GF-):5:-:5E(4HN

基因

QMOM

引物序列

WRGEMRHMgLMO8M"<f

$

!f#

片段大小"VW#

HGiM

<53=$

!

.$,U3UXX3,U,,UX,UXUX #<B

<53=$

!

*$UXX3X,,,UUU,,XU,3X,

<53=$

"

.$X3UXU333,U,U3,XX,3 #;#

<53=$

"

*$,33,XX333,XUXX3,33

"

A.-6)* .$UU,,,X3UXU3UXU,3,XX,,U #<<

"

A.-6)* *$33X3XUU,3,,3UU,,33X3X

注$.7正向引物' *7反向引物(

+59MH$.7T5RIFRN WRGEMR' *7RM]MRHMWRGEMR7

&&采用上述条件进行所有实验样品的目的基因

定量!设 ! 次重复( 为了标准化A3*反应中加入

的样品 *+,或 8>+,量!采用相同反应体系和

条件!在不同的 A3*管中同时进行参照基因
"

A

.-6)*的A3*反应(

$%>&数据分析

两个 <53=$ 基因的相对 E*+,水平采用

%

:

((

39法)%;*计算!其数值用平均值 k标准误"EMFO

k02#表示!* j!( 统计分析时不同组织以肝脏中

的相对E*+,量为对照!不同发育阶段和药物处

理实验以孵化后 #? N仔鱼中的相对E*+,量为对

照!采用 (OMD̂ FK 方差分析!用 0,0软件中

>LO8FO-HYL69GW6M*FOQMXMH9比较两个<53=$ 基

因在不同组织+不同发育时期以及药物处理组和对

照组的相对表达!当3l$7$<时差异显著(

%&结果

"%$&引物的特异性

以<53=$

!

和 <53=$

"

质粒为模板!分别用

<53=$

!

和<53=$

"

引物对进行扩增"图 #D,和图

#DC#!表明引物无非特异性退火!能将两个基因

区分开( 图 #D3是来自牙鲆仔鱼和成鱼部分样品

*XDA3*产物的琼脂糖凝胶电泳图谱!结果显示

无引物二聚体和非特异性产物出现(

图 $&引物特异性的确认

,#以<53=$

!

质粒为模板的扩增图谱' C#以<53=$

"

质粒为模板的扩增图谱' 3#仔鱼和成鱼部分样品*XDA3*产物的电泳图谱(

#7YFRPMR' %7<53=$

!

基因' !7<53=$

"

基因(

C59%$&H*)750+-:5*)*7:;(6<(857585:D *7<05+(06

,#26M89R5WS5RMHGHWF99MRO FEW6GTGMN VK <53=$

!

W6FHEGN 9MEW6F9MH' C#26M89R5WS5RMHGHWF99MRO FEW6GTGMN VK <53=$

"

W6FHEGN 9MEW6F9MH'

3#26M89R5WS5RMHGHWF99MRO TR5E*XDA3*WR5NL89TR5E9SMWFR9HFEW6MH5T6FR]FMFON FNL69TGHS7#7YFRPMR' %7<53=$

!

QMOM' !7<53=$

"

QMOM7

"%"&012LM 基因在成鱼不同组织的表达水平

<53=$

!

和 <53=$

"

在成鱼不同组织的表达

水平如图 % 所示( <53=$

!

和<53=$

"

在检测的 =

种组织中均有表达!二者在肝脏和心脏中的表达

量最低!在鳃中均有较高的表达'而在其它组织中

的表达量有明显的不同( 其中<53=$

!

在成鱼骨

骼肌+肠和胃中有相对较高的表达!分别达到肝脏

的 #$%+##<+#$" 倍"3l$7$<#'而<53=$

"

在成鱼

脑+脾脏和肾脏中有相对较高的表达!分别是肝脏

的 !#?+%%$+#!? 倍"3l$7$<#(

!*#$



#$ 期 张俊玲!等$牙鲆变态中两种<53=$ 基因的不同表达及其与甲状腺激素的关系 &&

图 "&012LM 基因在成鱼不同组织的相对表达水平

#7肝脏' %7心脏' !7脑' "7肾脏' <7脾脏' ;7骨骼肌' ?7肠' B7胃' =7鳃' F!V!8!N!M!T字母相同者表示无显著差异!不同者表示差

异显著"3l$7$<#(

C59%"&N(.-:5E((O<0(665*).(E(.6*7012LM 9()(5)=577(0()::566F(6*7-=F.:756;

#76G]MR' %7SMFR9' !7VRFGO' "7PGNOMK' <7HW6MMO' ;7HPM6M9F6ELH86M' ?7GO9MH9GOM' B7H95EF8S' =7QG66H' G9SFHO5 HGQOGTG8FO9NGTTMRMO8MISMO

9SM6M99MR"F!V!8!N!M!T#GH9SMHFEM!FON GONG8F9MHHGQOGTG8FO9NGTTMRMO8MISMO 9SM6M99MRGHNGTTMRMO9"3l$7$<#7

"%#&012LM 基因表达在仔鱼发育不同阶段的

变化

图 ! 显示了 <53=$

!

和 <53=$

"

基因表达在

牙鲆变态前后的发育变化( <53=$

!

E*+,水平

在变态前的>期仔鱼中较低!在变态的 .期仔鱼

中其表达量逐渐增加!至变态高峰 U期仔鱼中

<53=$

!

E*+,水平达到最高值!是变态前仔鱼

中的 %7<" 倍"3l$7$<#!而在变态的1和/期仔

鱼中又恢复到较低的表达水平( 而 <53=$

"

E*+,水平在仔鱼变态的.和 U期也有所升高!

但变化不是特别显著(

图 #&012LM 基因表达在仔鱼不同阶段的发育变化

#!%!!!"!<!;分别表示孵化后#?!%#!%"!%=!!!!!; N!对应于仔鱼发

育的>e/期"YGOFEG

)%"*

#!

!

表示差异显著"3l$7$<#(

C59%#&@(E(.*<+():-.(O<0(665*)8;-)9(6*7012LM

9()(5).-0E-(-:=577(0():6:-9(6

#!%!!!"!<!; GONG8F9M#?!%#!%"!%=!!!!!; N FT9MRSF98SGOQ

RMHWM89G]M6K!85RRMHW5ONGOQ 95 6FR]F6NM]M65WEMO9H9FQMH>:/

"YGOFEG

)%"*

#!HGQOGTG8FO9NGTTMRMO8MGHGONG8F9MN VK FH9FR"

!

#7

"%1&甲状腺激素对012LM 基因转录的影响

通过添加外源的X1及其抑制剂 X)处理牙

鲆仔鱼!<53=$ 的相对表达水平如图 " 所示( 与

未处理的对照组比较!在添加 X1后 B 和 #! N 的

仔鱼中 <53=$

!

转录明显增加!而 X)处理 B 和

#! N 的仔鱼中其 E*+,水平显著降低 "3l

$7$<#'但是!<53=$

"

E*+,水平不受药物处理

影响( 结果表明 <53=$

!

的基因转录可能受 X1

的正向调控(

!&讨论

在较高等的真核生物中!尽管两种胞浆型的

<53=$ 基因具有较为相近的功能!但 <53=$

!

主

要与生长促进+细胞周期调控和应激诱导的细胞

自身保护过程密切联系'而 <53=$

"

则主要在早

期胚胎发育+精细胞成熟+细胞骨架稳定以及长期

细胞适应中发挥作用)%?*

( 在本研究中!两种

<53=$ 基因在所检测的牙鲆成鱼组织中均有转

录!但在不同组织中存在表达量上的显著差异

"图 %#( <53=$

!

在骨骼肌+肠和胃中比 <53=$

"

具有较高的表达水平!而 <53=$

"

在脑+脾脏和肾

脏中具有较高的表达水平( 这与塞内加尔鳎中

<53=$

"

在骨骼肌中表达量很低!而<53=$

!

在骨

骼肌和皮肤中表达量却很高)#=*较为一致( 同样

在斑马鱼 " 0.*)/ (1()/ # 中! <53=$

"

和两个

<53=$

!

"即<53=$

!

# 和<53=$

!

%#在组织分化中

也展现出不同的表达模式!<53=$

"

在表皮和中

枢神 经 系 统 优 先 表 达)%B*

! 而 <53=$

!

# 和

<53=$

!

% 在发育的体节+骨骼肌和心肌表现出重

叠的表达)%B*

(<53=$

!

#似乎在肌球蛋白折叠!促

$*#$
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图 1&012LM 基因在2P和2Q处理仔鱼中的表达变化

#!%分别表示药物处理后B和#! N!对应于孵化后 %"和%= N( F!V!8字母相同者表示无显著差异!不同者表示差

异显著"3l$7$<#(

C59%1&RO<0(665*)8;-)9(6*7012LM 9()(5).-0E-(-7:(02P-)=2Q:0(-:+():

#!% FRMGONG89MN B FON #! N FT9MRNRLQ 9RMF9EMO9!85RRMHW5ONGOQ 95 %" FON %= N FT9MRSF98SGOQ' G9SFHO5

HGQOGTG8FO9NGTTMRMO8MISMO 9SM6M99MR"F!V!8!N!M!T#GH9SMHFEM!FON GONG8F9MHHGQOGTG8FO9NGTTMRMO8MISMO 9SM

6M99MRGHNGTTMRMO9"3l$7$<#7

进肌原纤维形成中发挥重要作用)%=*

( 因此!

<53=$

!

和<53=$

"

可能具有不同的组织特异性!

发挥不同的生理功能( 除此之外!不同的细胞类

型+细胞条件+不同的刺激及刺激强度!也可使

<53=$ 产生不同的表达(

本研究发现!两种<53=$ 基因在牙鲆仔鱼不

同发育阶段表达不同( <53=$

!

E*+,水平在仔

鱼变态期间迅速增加!至变态高峰期达到最高水

平'而<53=$

"

的转录在仔鱼变态前后变化不是

特别明显( 在塞内加尔鳎中!<53=$

"

E*+,在

仔鱼变态前后没有大的变化!与本文结果相同'而

<53=$

!

E*+,水平在仔鱼变态期间却降低)#=*

!

差异原因可能与检测的技术方法+仔鱼养殖环境

条件不同以及不同种类的鱼有关( 在本实验中所

采用的各时期仔鱼均处于同样的饵料和环境条件

下!取材和检测方法也一致!可基本消除外在因素

的影响( 另外!在平鲷"5%.(+,,.($.#中!10A=$

在孵化后 # N仔鱼中即能检测到!在孵化后 %# e

!< N仔鱼中突然上升到较高的水平!而此期正是

仔鱼向稚鱼转变的关键时期)!$*

!与本文结果一

致( 很多文献表明牙鲆仔鱼变态期间肌质中的

X1水平突然升高)!# :!!*

'外源的 X1能诱发牙鲆

仔鱼变态!而其抑制剂 X)则使变态停滞)%<*

( 本

文中<53=$

!

基因表达在变态期间的升高与牙鲆

仔鱼体内X1水平的变化较为一致( 牙鲆仔鱼变

态期间 <53=$

!

E*+,水平的升高由内源性的

X1水平上升所导致!本研究运用外源的 X1及

X)处理牙鲆仔鱼的结果表明! X1促进了

<53=$

!

的转录! X)却抑制其基因转录'而

<53=$

"

E*+,水平不受药物处理的影响'这正

与本文上述实验结果相符( 因此!本研究认为是

<53=$

!

!而不是<53=$

"

!在牙鲆仔鱼变态发育中

可能发挥了重要作用!而且甲状腺激素水平的升

高导致了<53=$

!

基因表达的上升(

10A=$ 是鱼类应激反应系统中的关键成分!

在细胞受到如热休克+渗透压+环境污染等各种胁

迫时!其表达迅速上升)!*

!本研究结果则进一步

表明<53=$ 基因表达对甲状腺激素的变化也能

做出响应( 除 X1外! 在虹鳟 "D*-/(='*-=+,

@'E),,#中外源的皮质醇也能促进 <53=$ 基因表

达)!"*

( 作为分子伴侣!10A=$ 能与多种类固醇激

素受体包括糖皮质激素受体"U*#+雄激素受体

",*#+雌激素受体"2*#+盐皮质激素受体"Y*#

和孕激素受体"A*#!以及维甲酸受体"*,*#+蜕

皮激素受体"28*#相互作用)#!!!<*

( 但是 >F6EFO

等)!;*报道甲状腺激素受体"X*#并不与10A=$ 形

成复合物( 因此!甲状腺激素对 <53=$

!

的促进

可能是一种间接的或下游调控机制( 如果能进一

步 应 用 <53=$ 抑 制 剂 如 格 尔 德 霉 素

" QM6NFOFEK8GO! U,# 或新生霉素 " O5]5VG58GO!

+C#处理牙鲆仔鱼!有望能够详细阐述 <53=$ 基

因在牙鲆仔鱼变态中的作用机制(

感谢中国水产科学研究院资源与环境研究中

%*#$
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E5RWS565QG8F6M]56L9G5O!EM9FE5RWS5HGHFON H9RMHHNMTMOHM7)HGOQ RMF6D9GEMT6L5RMH8MO9gLFO9G9F9G]M*XDA3*

FWWR5F8S!MbWRMHHG5O WR5TG6MH5T<53=$ QMOMHIMRMMbFEGOMN NLRGOQ 6FR]F6NM]M65WEMO9FON GO FNL699GHHLMH

GO 'FWFOMHMT65LONMR!3.(.9)-=6=',/9)4.-1+,7/O FNL699GHHLMH!<53=$

!

IFHEFGO6K MbWRMHHMN IG9S SGQSMR

9RFOH8RGW96M]M6HGO HPM6M9F6ELH86M!GO9MH9GOMFON H95EF8S' VL9<53=$

"

MbSGVG9MN SGQSMRE*+,6M]M6HGO

VRFGO!HW6MMO FON PGNOMK7>LRGOQ EM9FE5RWS5HGH!<53=$

!

9RFOH8RGW9GO8RMFHMN NGH9GO896K IG9S 9SMSGQSMH9

E*+,6M]M6HF99SMEM9FE5RWS5HGH86GEFb' ISMRMFH<53=$

"

E*+,6M]M6HNGN O598SFOQM7>LM95 9SM

GEW5R9FO9R56M5T9SKR5GN S5RE5OM"X1#T5R9SMT65LONMREM9FE5RWS5HGH!9SM9RFOH8RGW9G5OF6RMQL6F9G5O 5T

<53=$ QMOMHVK X1 IFHM]F6LF9MN LHGOQ Mb5QMO5LHX1 FON 9SG5LRMF"X)# 9RMF9EMO9735EWFRMN IG9S

LO9RMF9MN 85O9R56!<53=$

!

9RFOH8RGW9GO8RMFHMN HGQOGTG8FO96K GO 6FR]FMHFEW6MN B FON #! NFKHFT9MRX1

9RMF9EMO9!FON X)D9RMF9MN 6FR]FMMbSGVG9MN 65IMR<53=$

!

E*+,6M]M6H7/O 85O9RFH9!9SM9RFOH8RGW96M]M6H5T

<53=$

"

NGN O59]FRK FT9MRX1FON X)9RMF9EMO97(]MRF66!9SMHMRMHL69HNME5OH9RF9M9SF9<53=$

!

9RFOH8RGW9G5O

GHLWDRMQL6F9MN VK 9SKR5GN S5RE5OMFON W6FKHFO GEW5R9FO9R56MNLRGOQ EM9FE5RWS5HGHGO 'FWFOMHMT65LONMR7

K(D J*0=6$ 3.(.9)-=6=',/9)4.-1+,' EM9FE5RWS5HGH' 10A=$' QMOMMbWRMHHG5O' 9SKR5GN S5RE5OM' 9SG5LRMF'

T6L5RMH8MO9gLFO9G9F9G]M*XDA3*

H*00(6<*)=5)9 -F:;*0$ 01/̀ SGDKG72DEFG6$iKHSGJHS5L7MNL78O

'*#$


