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摘要! 将草鱼呼肠孤病毒#d3*4$外衣壳蛋白4?< 双基因#约 %7@ cP$及团头鲂 的
1

C肌动蛋

白启动子#约 %7": cN$经扩增并鉴定正确后!克隆至基因转移载体 N.FS_VFQ

WU

;OF6中!获得重

组质粒 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

!以此研究草鱼免疫实验及免疫效果" 重组质粒按 #%&!%&:%

#

L

分为 ! 组!同时设 !%

#

L 空载体组及对照组" 于免疫后第 #=&$#&$D&=@ 天通过 *WC?3*检测

4?< 的转录水平&间接凝集反应测定抗体水平及攻毒试验检测免疫保护效果" 结果显示!

N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

导入鱼体后!4?< 基因在
1

C肌动蛋白启动子的驱动下持续表达!至第

=@ 天仍能检测到目的基因的转录%各免疫组均有抗体产生!抗体效价在免疫后第 $# 天达到最

高!攻毒后 #%&!%&:%

#

L核酸疫苗免疫组死亡率分别为 %m&%m&"m!而空载体组和对照组分

别为 !%m和 #%%m!表明 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

作为核酸疫苗对草鱼病毒性出血病有较好的

免疫保护效果" 研究结果为草鱼呼肠孤病毒核酸疫苗的研发与生产应用奠定了基础"

关键词! 草鱼呼肠孤病毒% 4?<% 核酸疫苗%

1

C肌动蛋白启动子

中图分类号! Z<"!% 0@#<7=&&&&&&&文献标志码',

&&草鱼病毒性出血病 # `]E5^̂̀FL]RGS]FS]5a

L F̂SSQF̂N$"是草鱼的一种严重病毒性疾病"其病

原,,,草鱼呼肠孤病毒 # L F̂SSQF̂N ]̂58ĜOS"

d3*4$

)#*

"隶属呼肠弧病毒科#*]58ĜGRF]$"水生

呼肠弧病毒属#JI*'0;#F-0*+$"是该病毒属中毒力

最强的病毒株)$*

"主要侵染于草鱼肝脏(心脏(肌

肉(肾脏(脾(鳃(肠道等活的组织细胞内)!*

"草鱼

感染此病毒后死亡率极高"有时高达 D%m以上"

且尚未找到有效防治的药物"至今一直是草鱼养

殖发展中的%瓶颈&问题+

d3*4基因组由 ## 条分节段的双链 *+,

#R5OP6]S_̂FKR *+,"RS*+,$组成+ .,+d等)=*

通过序列分析和三维结构研究"表明成熟的

d3*4颗粒由 < 种衣壳蛋白#4?# Y4?<$组成"

其中4?" 和4?< 为病毒外衣壳组分"4?< 蛋白是

由d3*4第 #% 片段编码"基因编码框为 D!% PN"

对应的分子量为 != cO'蛋白酶裂解实验揭示4?<

在病毒感染及致病过程中起着不可替代的作

用)" 9:*

".,+d等)<*通过研究证明 4?< 蛋白具有

较好的抗原性"而后来的研究中也证实所制备

4?" 和4?< 抗体都能与抗原中和"且4?< 的抗体

中和活性是4?" 的 ! 倍"表明4?< 可能是d3*4

主要的抗原决定簇)D*

+ 12等)@*体外中和试验也

表明 4?< 多克隆抗体具有中和活性"使研制

d3*4亚单位疫苗成为可能'郝贵杰等)#%*证明构

建的含有4?< 重组质粒可成功转染到真核细胞

中"并可以在其中自行表达+

基因工程疫苗以其抗原性强(保护时间长(安

全性好(制备和运输方便等优点已引起行业内的

广泛关注)## 9#$*

+ 而免疫预防也是草鱼出血病最
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## 期 徐诗英"等!草鱼呼肠孤病毒4?< 基因核酸疫苗的构建及免疫效果 &&

有效的防治方法之一)#!*

+ 目前"有关草鱼出血病

基因工程疫苗的研究报道并不多+ 本研究将团头

鲂#G;D'(#90')' ')9(1";$%'('$的
1

C肌动蛋白启

动子控制的 4?< 基因克隆进杆状病毒转移载体

N.FS_VFQ

WU

;OF6中"并同时将另一拷贝的 4?< 基

因置于杆状病毒多角体蛋白#N56̀$启动子控制之

下"构建4?< 基因核酸疫苗表达载体"并初步开

展了核酸疫苗的免疫效果以及对草鱼出血病的免

疫保护作用的研究+ 期望为草鱼呼肠孤病毒核酸

疫苗的研发与生产应用提供新的技术方案+

#&材料与方法

!"!#实验材料

病毒毒株!细胞株和载体&&实验草鱼购自

扬州市邗江区长江系家鱼原种场"草鱼呼肠孤病

毒毒株为 d3*4D<! #原称草鱼出血病病毒

d314D<!$

)#=*

"由深圳市动植物检疫局惠赠"草

鱼肾细胞系3/A"为江苏省水生动物疫病预防控

制中心实验室保存"重组质粒 NU;C

1

CFQ_GK(NE

"#(-Wd# 为苏州大学医学部基础医学与生物科学

学院分子生物学实验室保存"N.FS_VFQ

WU

;OF6载

体为 /K8G_̂5L]K 公司产品" NU;#DCW载体为

WFcF̂F公司产品+

主要试剂&&Z/,FEN 4ĜF6*+,UGKGAG_

为 Z/,d2+公司产品"*+,?3*AG_#,U4$4]̂7

!7%(限制性内切酶(W

=

;+,连接酶(;+FS]

!

(

,LF̂5S]d]6;+,?O ĜaGQF_G5K AG_4]̂7$7% 等购自

WFAF*F公司"U#@@ 培养基#d/V3(V*-$购自

上海沪峰生物科技有限公司"绵羊红细胞(兔血清

购自上海源叶生物科技有限公司"其他常规试剂

为国产分析纯+

!"$#;SQ 基因的扩增"克隆与鉴定

4?< 的扩增&&d3*4*+,的抽提(反转录

参照试剂盒说明进行+ 根据d]KVFKc 中已公开的

4?<基因序列#登录号为,.=%!!@:$设计引物!?

#

!

"sCd,,WW3,Wd33,3WW3,3,Wd,WW33C!s# 下

划线示 N"# *

!

位点$ 和 ?

$

! "sC,,d3WW,,WC

3dd,Wdd3W33,3,WdC!s#K-/:

0

$+ 反应条件!

@= [预变性 " EGK"@= [变性 =% S'"" [退火 =" S'

<$ [延伸 # EGK'!" 个循环"<$ [延伸 D EGK+ 取

产物琼脂糖凝胶电泳鉴定+

产物的克隆和鉴定&&?3*扩增产物回收

纯化"N"# *

!

>K-/:

0

双酶切后与 NU;#DCW载

体连接"产物命名为 WC4?<"经转化 NE"#(-Wd#

培养后送至上海生工生物工程公司测序鉴定+

!"%#核酸疫苗的构建及免疫效果

1

C肌动蛋白启动子的扩增与克隆&&以

NU;C

1

CFQ_GK为模板进行
1

CFQ_GK基因的扩增"引物

序 列! ?

!

! "sCW3W333ddd3W3WW,3,dd,,,C

3dddW3C!s# !)'

!

$ 和 ?

=

! "sC3W,3W3d,dC

,WWdd,d3W3,,,dWd,ddC!s#W%#

!

$+ 反应条

件!@= [预变性 = EGK"@= [变性 # EGK'"" [退火

"% S'<$ [延伸 =% S'!"个循环"<$ [延伸 #% EGK"

回收?3*产物"!)'

!

>W%#

!

双酶切后"克隆进同样

酶切 N.FS_VFQ

WU

;OF6载体中"将重组载体命名为

N.FS_VFQC

1

CFQ_GK"并酶切鉴定+

4?<双基因的克隆&&4?<基因的扩增(克隆

与鉴定中 4?< 的 ?3*产物"经 N"#*

!

>K-/:

0

酶

切后"直接克隆进同样酶切的 N.FS_VFQC

1

CFQ_GK 中"

获得重组载体并命名为 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

"并酶切

鉴定+

以WC4?< 载体为模板"用所设计引物 ?

"

!"sC

W,W3W3d,d,Wd33,3WW3,3,Wd,WW33C! s

# W%#

!

$ 和 ?

:

! "sCd3WddW,33WW,,W3ddC

,Wdd3W33,3,WdC!s#=$/

!

$进行 ?3*扩增"反

应条件同4?W基因的扩增(克隆与鉴定"回收扩增

产物"W%#

!

>=$/

!

双酶切后克隆进同样酶切的

N.FS_VFQC

1

C4?<

#

"将其命名为 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C

4?<

$

#图 #$"并酶切鉴定+

图 !#重组质粒/I'+0Z',H

#

H;SQ

!

H;SQ

$

结构图

I.4"!#&6*+0-8,08-*13-*,19(.2'20/:'+9.7

/I'+0Z',H

#

H;SQ

!

H;SQ

$

&&重组质粒与实验鱼的处理&&于实验前两周"

选取规格在 #= Y$% QE"体质量 :% Y#$% L"健壮无

病的同一批次草鱼鱼种于 #@ Y$$ [水温中充氧饲

育+ 实验共分 " 个组!##$ 对照组#不处理$'#$$

')#$



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

&&& 水&产&学&报 !" 卷

注射重组质粒 #%

#

L>尾' #!$ 注射重组质粒

!%

#

L>尾'#=$ 注射重组质粒 :%

#

L>尾'#"$ 注射

空载体质粒 !%

#

L>尾+ 以上各处理组注射体积均

为 %7= E-"背鳍基部注射+

*WC?3*检测4?< 的转录&&于免疫接种后

第#=($#($D(=@天"每组取#尾草鱼尾静脉采血"提

取总*+,"加入 ;+FS]

!

"!< [ 消化 # `"煮沸 #%

EGK灭活"用引物?

"

>?

:

"按 !% [ #% EGK"=$ [ !%

EGK"@@ [ " EGK"" [ " EGK进行反转录"以反转录

产物为模板"@= [预变性" EGK后"按@= [变性=%

S":$ [退火 "% S"<$ [延伸 # EGK#" QIQ6]$'@= [

变性 =% S":: [退火 "% S"<$ [延伸 # EGK #!%

QIQ6]$"<$ [延伸 D EGK进行?3*扩增+

抗体水平的测定&&第 #=($#($D(=@ 天每组

取 ! 尾草鱼采血后"于灭菌离心管中"= [过夜"

$ %%% >̂EGK 离心 #% EGK"分离血清" 9$% [保存"

采用间接凝集反应检测抗体效价"致敏红细胞采用

绵羊红细胞经戊二醛一步法制备)#"*

+

病毒-;

"%

测定&&将培养第 < 天收集的病毒

液按 #%

9#

(#%

9$

(#%

9!

(#%

9=

(#%

9"稀释后"以 %7$

E->尾于胸鳍基部注射草鱼"每组 D 尾"用恒温加

热管使水温控制在#!# X#$ [范围内"充气增氧"

定时投喂饵料"观察其临床有无死亡和发病症状"

直至不再出现发病死亡现象+ 采用 *]]RCUO]KQ̀

两氏法测定毒株的-;

"%

)#:*

+

人工感染试验&&于疫苗注射后第 $#天"将病

毒液用含双抗的灭菌生理盐水稀释至-;

"%

的 #%

#7"

倍"经胸鳍基部分别注射已免疫的草鱼和普通草鱼"

每组感染 $% 尾"剂量均为 %7$ E-"分箱饲养"控温

#!# X#$ ["充气增氧"定时喂料"检查(记录发病情

况"最后根据统计结果计算死亡率和保护力+

免疫保护力#m$ e)#对照组死亡率 9免疫

组死亡率$>对照组死亡率* g#%%

$&结果

$"!#;SQ 基因的扩增"克隆与鉴定

经*WC?3*扩增得到约 %7@ cP的目的条带#图

$CF$"经回收"连接 NU;#DCW载体"双酶切与?3*鉴

定结果见图 $CP+ 测序结果显示"所克隆的片段为

D!% PN"与d]KVFKc参考序列的同源性为 @@m+

$"$#核酸疫苗的构建

以 NU;C

1

CFQ_GK 为模板"?3*扩增得到约

%7": cP片段"与 $ 个4?< 基因经双酶切后"依次

克隆进同样酶切 N.FS_VFQ

WU

;OF6载体中"得到重

组载体 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

+ 酶切和 ?3*鉴

定结果见图 !+

图 $#;SQ 基因SCJ扩增结果$'%&&H;SQ 的

酶切和SCJ鉴定$(%

F!#74?< 基因 ?3*产物' U7;-$%%% ;+,相对分子质量标

准+ P!U7;-$%%% ;+,相对分子质量标准' #7N"#*

!

>K-/:

0

双酶切WC4?<'$74?< 的?3*鉴定+

I.4"$#&6*'9/:.3.,'0.1213;SQ 4*2*(< SCJ&

@2V<9*7.4*+0.12'27SCJ'2':<+.+13&H;SQ

F!#7?3*N 5̂ROQ_G5K 5a4?< L]K]'U7;+,EF̂c]̂;-$%%%7P!

U7;+,EF̂c]̂;-$%%%' #7WC4?< RGL]S_]R JG_̀N"#*

!

>K-/:

0

'$7?3*FKF6ISGS5a4?<7

图 %#/I'+0Z',H

#

H;SQ

!

H;SQ

$

酶切和SCJ鉴定结果

#7!)'

!

>W%#

!

双酶切 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

' $7

#

V'"&-/ 的 ?3*

鉴定' !7W%#

!

>=$/

!

双酶切 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

' =74?<

#

的

?3*鉴定' "7N"#*

!

>K-/:

0

双酶切 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

' :7

4?<

$

的?3*鉴定'U7;-$%%% ;+,相对分子质量标准+

I.4"%#@2V<9*7.4*+0.12'27SCJ'2':<+.+13

/I'+0Z',H

#

H;SQ

!

H;SQ

$

#7N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

RGL]S_]R JG_̀!)'

!

>W%#

!

' $7?3*

FKF6ISGS5a

#

V'"&-/' !7N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

RGL]S_]R JG_̀W%#

!

>=$/

!

' =7?3*FKF6ISGS5a4?<

#

' "7N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

RGL]S_]R JG_̀N"#*

!

>K-/:

0

' :7?3*FKF6ISGS5a4?<

$

' U7

;+,EF̂c]̂;-$%%%7

#)#$
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## 期 徐诗英"等!草鱼呼肠孤病毒4?< 基因核酸疫苗的构建及免疫效果 &&

图 >#J&HSCJ检测核酸疫苗的转录

U7;-$%%% ;+,相对分子质量标准' # Y!7#% Y:%

#

L 疫苗

组' =7空载体组+

I.4">#)*0*,0.12130-'2+,-./0.12+13

)KAE',,.2*(< J&HSCJ

U7;+, EF̂c]̂ ;-$%%%' # 9!74FQQGK]#% 9:%

#

L' =7

N.FS_VFQ

WU

;OF67

$"%#J&HSCJ检测核酸疫苗的转录

N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

免疫草鱼后"经 *WC

?3*检测4?< 基因的表达"结果显示免疫组均可

扩增出 %7@ cP的特异性条带"说明4?< 基因已在

草鱼体内成功转录+ 图 = 为第 #= 天检测结果"此

后的第 =@ 天依然能检测到相应的 4?< 基因的

E*+,+

$">#抗体水平的测定

草鱼注射 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

后"按不同

免疫时间检测抗体水平"结果如表 # 所示"各免疫

组均有抗体产生"各组在 $# R 左右抗体效价达到

最高"之后有所下降+

$"O#死亡率和免疫保护力

采用*]]RCUO]KQ̀方法测得所培养的d3*4

的-;

"%

为 #%

9$7"

>%7$ E-"经稀释为 #%

9#后对免

疫 $# R的草鱼进行攻毒"结果显示"接种病毒 = Y

< R后"实验鱼均有死亡现象"死亡鱼肌肉(鳃盖(

肠道有轻度充血和出血"少部分鱼体腹腔出血"肝

胰脏发白"表现出明显的出血病症状+ 各组死亡

率和免疫保护力结果见表 $+ 各免疫组的死亡率

明显低于空载体组和阴性对照组"说明注射

N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

对d3*4的感染有较好的

保护作用+

表 !#草鱼免疫后抗体效价检测结果

&'("!#A20.(17< 0.0*-+1306*.9982.V*74-'++,'-/+

组别

L 5̂ON

时间>R _GE]

#= $# $D =@

#%

#

L #n= Y#nD #nD Y#n!$ #nD Y#n#: #nD Y#n#:

!%

#

L #n= Y#nD #n#: Y#n:= #n= Y#nD #n= Y#nD

:%

#

L #n= Y#n#: #nD Y#n!$ #n= Y#nD #nD Y#n#:

空载体 8]Q_5^ #n$ #n$ Y#n= #n$ #n$

对照 Q5K_̂56 i#n$ i#n$ i#n$ i#n$

表 $#实验鱼的死亡率和免疫保护力

&'("$#)*'06-'0*'27.99821/-10*,0.121306**X/*-.9*20':3.+6

组别

L 5̂ON

;+,注射量>

#

L

HOF6G_I 5a;+,

实验鱼数>尾

K575aaGS̀

死亡鱼数>尾

E5 _̂F6G_I

死亡率>m

R]F_̀ F̂_]

免疫保护力>m

GEEOK5N 5̂_]Q_G5K

# #% $% % % #%%

$ !% $% % % #%%

! :% $% # " @"

空载体 8]Q_5^ !% $% : !% <%

对照 Q5K_̂56 > $% $% #%% %

!&讨论

合适的载体是基因治疗能否达到预期目的的

关键+ 本 研 究 选 用 的 载 体 为 杆 状 病 毒 的

N.FS_VFQ

WU

;OF6供体质粒"它拥有相互间具有一

定竞争性的双启动子#N`启动子和 N#% 启动子$"

可同时大量表达两个目的基因"双表达的蛋白能

够保持各自独立的活性)#< 9#D*

+ 作为一种基因转

*)#$
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移载体"其包含一个重组元件 EGKGCWK< 左右臂

#WK<-和 WK<*$"可同时介导
1

CFQ_GKC4?<

#

和

N56̀C4?<

$

表达盒插入到 VEVFQEGR#即重组病毒

基因组$的靶位点上"完成重组病毒的构建+ 因

而"构建的 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

注射鱼体后"

4?<

#

可在
1

C肌动蛋白启动子的驱动下表达"起到

核酸疫苗作用"重组载体 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

又可通过 VFQC_5CVFQ系统获得重组 VEVFQEGR"

具有
1

CFQ_GKC4?<

#

表达元件"亦可起到核酸疫苗

的作用'同时VEVFQEGR感染的家蚕幼虫或蛹后"

在多角体蛋白启动子的驱动下可表达重组 4?<"

起蛋白疫苗的作用"从而有可能实现一载多用(多

重防治+

1

C肌动蛋白启动子是驱动目的基因在鱼体细

胞中表达的主要元件+ d}U2BC31/,**/等)#@*

比较了 3U4#3I_5E]LF58GIKS$与 $ 种鱼源启动

子,,,鲤
1

C肌 动 蛋 白 和 底
'

# A*/:*(*+

%;&;0#"(-&*+$乳酸脱氢酶
1

C肌动蛋白启动子驱动

荧光素酶基因的表达"结果显示"

1

C肌动蛋白启动

子驱动效果稍差"但差异并不显著+

1

C肌动蛋白

启动子具有与04=% 早期启动子相当的或更强的

启动转录活性)$%*

"在很多组织和细胞中都诱导到

外源基因较高水平的表达)$#*

"因而成为水产动物

核酸疫苗载体构建过程中安全而高效的替代元

件+ 本研究中"发现4?< 基因在团头鲂
1

C肌动蛋

白启动子控制下可成功转录"且在注射 =@ R 后仍

能通过*WC?3*检测到 4?< 的表达"表明重组载

体 N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

注射 =@ R后仍没有被降

解"在草鱼体内仍可发挥核酸疫苗的功能+

许多研究表明"核酸疫苗的免疫效果与接种

剂量和次数有一定的相关性"并且接种剂量随着

抗原基因种类的不同而变化+ 不同鱼种和不同大

小的个体"其最佳注射剂量不同"但其与个体体质

量无明显比例关系+ 中等大小鱼注射剂量一般为

# Y"%

#

L"也有报道 #% Y#%%

#

L的剂量即可得到

良好的免疫效果)$$*

"更低的剂量也有作用)$!*

"过

高的剂量则会导致外源基因表达水平的降低)$=*

+

本研究设计 #%(!%(:%

#

L ! 个剂量组"各组的抗

体效价测定基本在 $# R 时达到最高"随后下降"

符合抗体消长规律"!%

#

L 剂量组略高于其它两

组"提示 !%

#

L(%7= E-条件下可参考为生产中的

中剂量使用+ 从整体看"各组产生的抗体效价水

平并不理想"这可能与给药方法途径(注射体积(

免疫次数及是否使用佐剂等有关"这些都将直接

影响;+,疫苗外源基因的入核水平和表达水

平+ 从攻毒实验看"空载体组免疫保护率为

<%m"也对病毒产生一定的抗性"但在抗体效价测

定实验中并未有明显的凝集现象"表明极可能是

质粒;+,分子同时起到佐剂作用而加强免疫应

答效应"可能存在免疫激活序列"即以 3Nd为基

元的 : 碱基 ;+,序列对动物机体产生免疫激活

功能)$"*

"从而激活机体的非特异性免疫系统产生

免疫效应+ 回感实验表明"免疫各组草鱼的确能

够抵抗强毒的攻击"所研究的疫苗起到了很好的

保护作用"但实际生产中为达到更为理想的免疫

效果"可尝试在随后的一定时期内加强免疫 # Y$

次+ 同时"最佳的给药途径(注射剂量等都有待于

进一步研究探索+
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K]J L]K5L 5̂ON 5aFHOF̂]58ĜOS) '*7'5O K̂F65a
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5O_]̂QFNSGR RGSFSS]EP6I )'*7'5O K̂F65aVG565LGQF6

3̀]EGS_̂I"$%%<"$D$##:$!#$$#% 9#$$#@7

) : *&.,+dZ"02+d2A";/+dZZ73̀F̂FQ_]̂GlF_G5K

5aGKa]Q_G5OSNF̂_GQ6]S5aL F̂SSQF̂N ]̂58ĜOSPI
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R]SGLK"GK_̂FEOSQO6F̂GKj]Q_G5K FKR FK_GL]K ]bN ]̂SSG5K
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A(+0-',0! ;5OP6]d3*45O_]̂QFNSGR N 5̂_]GK 4?< L]K]S#%7@ cP$FKR

1

CFQ_GK N 5̂E5_]̂#%7": cP$ â5E

G;D'(#90')' ')9(1";$%'(' J]̂]FEN6GaG]R FKR Q65K]R GK_5 L]K]_̂FKSa]̂8]Q_5 N̂.FS_VFQ

WU

;OF6_5 5P_FGK

]̂Q5EPGKFK_N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

7/EEOK]]bN]̂GE]K_FKR GEEOK565LGQF6]aa]Q_J]̂]S_ORG]R7Ẁ]

]̂Q5EPGKFK_N6FSEGRSJ]̂]RG8GR]R GK_5 _̀̂]]L 5̂ONSPFS]R 5K R5S]S!#%"!%":%

#

L7!%

#

L N.FS_VFQ

WU

;OF6

L 5̂ON FKR Q5K_̂56L 5̂ON J]̂]R]SGLK]R GK FRRG_G5K7/EEOK]]aaGQFQI JFSR]_]̂EGK]R PI E]FKS5a

_̂FKSQ̂GN_G5KS5a4?<"FK_GP5RI R]_]Q_G5K PI GKRĜ]Q_FLL6O_GKF_G5K ]̂FQ_G5K FKR Q̀F66]KL]]bN]̂GE]K_5K _̀]

#=_̀"$#S_"$D_̀"FKR =@_̀ RFISFa_]̂ GEEOKGlF_G5K7Ẁ] ]̂SO6_SS̀5J]R _̀F_N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

JFS

_̂FKSa5 Ê]R GK_5 P5RI Q]66"4?< L]K]Q5O6R P]Q5K_̂566]R a5 ]̂bN ]̂SSG5K Q5KS_FK_6I PI

1

CFQ_GK N 5̂E5_]̂"FKR

_̂FKSQ̂GN_G5K 5a4?< JFSS_G66GK N 5̂Q]SS5K _̀]=@_̀RFI7,K_GP5RI JFSN 5̂ROQ]R FKR _̀]_G_]̂Ŝ]FQ̀]R _̀]Ĝ

N]Fc 5K _̀]$#_̀RFI Fa_]̂GEEOKGlF_G5K7Ẁ]E5 _̂F6G_I F̂_]SJ]̂]%m"%m FKR "m ]̂SN]Q_G8]6I GK #%

#

L"!%

#

L FKR :%

#

L 8FQQGK]GEEOKGlF_G5K L 5̂ONS"!%m GK N.FS_VFQ

WU

;OF6L 5̂ON"FKR #%%m GK Q5K_̂56L 5̂ON

Fa_]̂ d3*4 GKj]Q_G5K7,66 ]̂SO6_SSOLL]S_]R _̀F_N.FS_VFQC

1

C4?<

#

C4?<

$

`FR L55R GEEOK5CN 5̂_]Q_G8]
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