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处理供体细胞对组蛋白乙酰化和

核重编程效果的影响
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要!克隆胚胎基因组的不完全重编程是克隆动物成功率低的主要原因%试验中以第
&

代牛胎儿成纤维细胞作

为供体核!以牛卵母细胞作为受体胞质进行体细胞核移植!用
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,#曲古抑菌素
-

"

./012)34540'-

!

.6-

#

分别处理供体细胞
7

'

#$

和
$82

!通过核移植检测克隆胚胎发育率!并应用激光共聚焦显微镜技术和流式细胞术检

测处理细胞和克隆囊胚组蛋白
9:;#<

乙酰化水平和细胞周期%结果显示$随着
.6-

处理时间的延长!供体细胞

组蛋白
9:;#<

乙酰化水平不断提高(以
"&'()*
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,#

.6-

处理供体细胞
#$2

的克隆胚的囊胚发育率显著高于未

处理组"
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#(供体细胞经
.6-

处理的克隆囊胚组蛋白
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乙酰化水平与未处理组相

比差异不显著"
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#(处理组和对照组细胞
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期和
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期比例间存在显著差异"

.

#

%=%&

#%结论$

.6-

对核

供体细胞的处理存在时间效应!
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.6-

处理
#$2

的牛胎儿成纤维细胞更易被卵母细胞重编程!显著提

高了克隆胚的体外发育能力!初步证实
.6-

是通过提高供体细胞组蛋白乙酰化水平来促进供体细胞重编程的%
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最新研究表明!克隆动物胚胎基因组的不完全

重编程可能是克隆动物成功率低的主要原因,

#!:
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核重编程是指核移植后哺乳动物卵母细胞擦除已分

化的体细胞的表观遗传!恢复为胚胎发育所必需的

胚胎化基因表达程序的过程,

8

-

%在停止供体细胞本

身的基因表达!恢复胚胎发育所需的基因表达模式

的过程中!除
KJ-

去甲基化和转录因子等外!由组

蛋白乙酰化所引起的染色质重塑也起着至关重要的

作用,

&

-

%乙酰化)去乙酰化是最早被发现的与基因

转录有关的组蛋白修饰方式!试验发现组蛋白乙酰

化程度和基因的转录活性呈正相关,

7

-

!组蛋白
9:

和
98

在转录活跃的基因处高度乙酰化!与此相反!

在沉默基因处是去乙酰化的,

"
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%组蛋白乙酰化)去

乙酰化是分别由组蛋白乙酰基转移酶"

9-.

#和组

蛋白去乙酰基酶"

9K-Y

#催化完成的%

9-.

与

9K-Y

二者之间的动态平衡控制着染色质的结构%

曲古抑菌素
-

"

4/012)34540'-
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.6-

#是一种去乙酰

化酶"

9K-Y

#抑制剂!其通过抑制去乙酰化酶

"

9K-Y3

#的活性来提高组蛋白的乙酰化程度%目

前有关
.6-

处理核供体细胞对克隆胚胎重编程影

响的研究较少%

;0320

L

5(0

等用
.6-

处理小鼠重

构胚其囊胚发育率提高
$
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L

24

等用

.6-

处理供体细胞使牛重构胚的囊胚率提高了

#%>

,

A
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.6-

是通过何种机制来促进供体细胞的

重编程目前还不清楚%本研究初步探讨了
.6-

处

理供体细胞对克隆胚的发育率的影响!并检测了

.6-

处理的细胞和克隆囊胚组蛋白
9:;#<

乙酰

化水平%为
.6-

应用于牛核移植技术提供理论

参考%

&

!

材料与方法

&D&

!

主要试剂

KRBR

培养液'

R#AA

培养液'

6]W

培养液'胎

牛血清"

WX6

#均购自
@OXY]

公司(

./012)34540'-

'

离子霉素"

O)')(

G

10'

#'细胞松弛素
X

"

YYX

#'透明

质酸酶'胰蛋白酶'矿物油均购自
60

L

(5

公司(抗乙

酰化组蛋白
9:;#<

抗体'偶联
WO.Y

的二抗均购自

-XY-R

公司%

&D!

!

牛胎儿成纤维细胞制备

将牛胎儿放入
"&>

酒精中灭菌!然后再放入含

8%%OP

&

(+

,#青霉素和
8%%OP

&

(+

,#链霉素的

X̂6

中洗
:

次%将牛胎儿去掉四肢和头尾后取其皮

肤并再次用
X̂6

清洗!皮肤组织块剪碎"

$

"

:((

$

#

后贴于组织培养瓶!加入含
#%> WX6

的
KRBR

培

养液!放入
:"=&_

'

&> Y]

$

饱和湿度的培养箱中!

每
:D

换液
#

次%当原代细胞长至汇合时!进行传

代培养!传代时尽量吸出培养液!用
K!95'[3

清洗

后!加入
#(+%=$&>

胰蛋白酶消化液!在显微镜下

观察细胞形态变化!当细胞变圆时立即加入含有血

清的培养液终止消化%本试验所用的为第
&

代传代

细胞%

&DE

!

牛卵母细胞的体外成熟

牛卵巢采自西安屠宰场!采集到的卵巢用外科

手术剪剔除卵巢表面的结缔组织及附着的输卵管

后!用
:%_

生理盐水洗
:

次%用一次性注射器从大

小为
$

"

7((

卵泡中吸取卵母细胞!选至少带有
:

层以上卵丘细胞且胞质均匀的卵丘卵母细胞复合物

"

Y]Y3

#放入直径
:%((

培养皿中成熟培养!培养

皿放入
:<=&_

'

&> Y]

$

饱和湿度的培养箱中成

熟培养
$%

"

$$2

%成熟培养液为
.YR#AA

加
#%>

胎牛血清"

WX6

#'

#%

#

L

&

(+
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'促卵泡激素"

W69

!

H̀4/H

U

25/(

!

Y5'5D5

#'

#%

#

L

&

(+

,#促黄体素"

+9

!

X0)'012H

!

Y5'5D5

#和
#

#

L
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$

!

雌二醇%

&D$

!

牛卵母细胞核移植

体外成熟
$%

"

$$2

的
Y]Y3

移入
%=#>

透明质

酸酶溶液中消化!用移液枪反复吹打去掉卵母细胞

表面的卵丘细胞!再用成熟液洗
:

次%将脱掉卵丘

细胞的卵母细胞置于体视显微镜下挑选有第一极体

的卵母细胞作为胞质受体%将挑选用于胞质受体的

卵母细胞放入含
%=&

#

L

&

(+

,#

9)H1234:::8

和

"=&

#

L

&

(+

,#细胞松弛素
X

的操作液微滴中!上覆

矿物油平衡
#&(0'

%在显微操作仪下!用内径
#&

"

$%

#

(

去核针去除第一极体及附近的胞质!在荧光

显微镜下观察去核效果!去核完全的用做受体胞质!

用注核针吸入供体细胞!然后将供体细胞注射到去

核卵母细胞的卵周隙内%采用针式电极在显微操作

仪上进行电融合!以
:&`

!

#%

#

3

!一次脉冲融合!

:%

(0'

后检测融合情况%

&DF

!

重构胚的激活及体外培养

融合后的重组胚在
9!R#AA

培养液中培养
$

"

:2

激活%在含
&

#

()*

&

+

,#离子霉素"

0)')(

G

10'

#

的激活液中作用
&(0'

!培养液洗
:

遍!然后在
$

(()*

&

+

,#

7!KR-̂

"

7!D0(H42

G

*5(0')

U

E/0'H

#的培

养液中孵育
82

%洗
:

次后转移到
:&((

培养皿中

的
6]W55

培养液"

6]Wa$>

必需氨基酸
a#>

非必需

氨基酸
a#(()*
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+

,#谷氨酰胺
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.6-

处理供体细胞对组蛋白乙酰化和核重编程效果的影响

滴中%将微滴放入
:<=&bY

'

&> Y]

$

饱和湿度的

培养箱中进行培养!隔
8<2

换液!

"$2

后加入
#%>

"

?

)

?

#

WX6

继续培养!换液时观察并记录胚胎发育

情况%

&DG

!

免疫荧光染色

参照文献,

#%!##

-对
.6-

不同处理时间的细胞

进行固定和免疫荧光染色%细胞放入
8>

多聚甲醛

中固定
82

!固定好的细胞用
X̂6

洗涤
:

次!每次
&

(0'

左右%然后将细胞放入
%=&> ./04)'c!#%%

中

透化
$%(0'

%之后在
:> X6-

的
X̂6

中封闭
:2

%

细胞与抗乙酰化组蛋白
9:;#<

的一抗"

-XY-R

!

#d8%%D0*E40)'

#孵育过夜!充分洗涤后!再与偶联

WO.Y

的二抗"

-XY-R

!

#d<%%

#孵育
:2

%再用
$%

#

L

&

(+

,#碘化丙锭"

U

/)

U

0D0E(0)D0DH

!

Ô

#复染
$%

(0'

以标记
KJ-

!以上都是在室温进行的%克隆囊

胚的免疫荧光染色步骤'方法'抗体浓度'孵育时间

与细胞免疫荧光染色相同%为了得到科学的数据!

在用激光共聚焦显微镜对细胞进行观察时选用的是

相同的
Y)'V)1)*

参数!激发波长为
8<<

"

WO.Y

#和

&7<'(

"

Ô

#%

&D%

!

细胞周期分析

%=$&>

的胰蛋白酶消化用于细胞周期分析的培

养细胞!

K!RBR

)

W!#$

重悬后移至
#=&(+

离心管

中!

K!̂X6

离心清洗
:

遍后!加入
K!̂X6

配制的

"&>

冰乙醇!

8_

固定
$2

或过夜!

K!̂X6

再离心清

洗
#

遍后!用
#(

L

&

(+

,#

eJ-

酶
:"_

消化
$%

"

:%(0'

!

K!̂X6

离心清洗
$

遍!

:%%

目尼龙网过滤!

%=$

"

%=:(+K!̂X6

重悬!

Ô

染色
&(0'

后流式细

胞仪测定细胞周期%

&DH

!

试验设计

以 国 内 外 的 研 究 为 基 础,

<!A

-

!选 择
"&

'()*

&

+

,#作为
.6-

处理供体细胞的浓度%设计

了以下试验$

%

不同时间的
.6-

处理对供体细胞组

蛋白
9:;#<

乙酰化水平的影响%分别用
.6-

处

理第
&

代牛成纤维细胞
%

'

7

'

#$

和
$82

!用激光共聚

焦显微镜分析经免疫组化染色的细胞组蛋白乙酰化

水平(

&

供体细胞经
.6-

处理不同时间对克隆胚的

体外发育能力的影响%分别用
.6-

处理供体细胞

%

'

7

'

#$

和
$82

!记录克隆胚的体外发育情况(

'

经

.6-

处 理 供 体 细 胞 对 克 隆 囊 胚 细 胞 组 蛋 白

9:;#<

乙酰化水平的影响%供体细胞经
.6-

处

理
#$2

作细胞周期分析和核移植!对所得的囊胚

进行免疫组化染色!用激光共聚焦显微镜分析细

胞组蛋白乙酰化水平!用未经
.6-

处理的供体细

胞所得克隆胚作为对照%

&D#

!

试验数据统计分析

所有试验组至少重复
:

次以上!所得的数据用

!

$ 进行显著性分析%除非特殊说明!否则
.

#

%=%&

时认为差异显著%本研究应用激光共聚焦显

微镜自带软件分析样品荧光强度!并生成相对定

量数据%

!

!

结
!

果

!D&

!

'()

不同处理时间对供体细胞组蛋白
IE@&H

乙酰化水平的影响

图
#

'图
$

可以看出!

.6-

处理
72

的细胞组蛋

白
9:;#<

的乙酰化荧光强度与对照组相比!差异

不显著"

.

$

%=%&

#!

.6-

处理
#$

和
$82

的细胞组

蛋白
9:;#<

的乙酰化荧光强度都显著高于对照组

"

.

#

%=%&

#%

-#

!

-$

!

-:

"

K#

!

K$

!

K:F.6-

分别处理
$8

'

#$

'

7

'

%2

细胞

"绿色染组蛋白(红色染细胞核#

-#

!

-$

!

-:!K#

!

K$

!

K:FK)')/1H**34/H54HDT042.6-$8

'

#$

'

7

'

%2

!

/H3

U

H140?H*

G

"

2034)'H3450'HDS*EH

(

KJ-3450'HD

/HD

#

图
&

!

'()

处理的供体细胞的激光扫描共聚焦显微镜图

#

!""J

$

<1

8

K&

!

L/5/0-,==3.0,4.,CB1.2'()-/5+/-4=91-0/3-/

7

,

7

1-.M0,

#

!""J

$

!

!D!

!

供体细胞经
'()

处理对克隆胚胎发育能力的

影响

表
#

可以看出!随
.6-

处理时间的延长!细胞

融合率逐渐降低(

.6-

处理供体细胞
$82

的重构

A%%#
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图
!

!

'()

处理供体细胞乙酰化相对定量荧光

<1

8

K!

!

L/5/0-,==30,=4.1;,=,;,=3/+4-,.

A

=

胚的各期发育率显著低于对照组"

.

#

%=%&

#(以

.6-

处理供体细胞
#$2

的重构胚的囊胚发育率显

著高于对照组"

.

#

%=%&

#(以
.6-

处理供体细胞
7

2

的重构胚的囊胚发育率与对照组差异不显著%结

果说明
.6-

处理供体细胞
#$2

可以提高重构胚的

囊胚发育率%

!DE

!

供体细胞经
'()

处理对克隆囊胚组蛋白

IE@&H

乙酰化水平的影响

图
:

'图
8

可以看出!

.6-

处理供体细胞
#$2

的克隆囊胚组蛋白
9:;#<

的乙酰化荧光强度与对

照组差异不显著"

.

$

%=%&

#%

表
&

!

核供体细胞经不同时间
'()

处理对克隆胚胎发育的影响

'4>=,&

!

L,;,=/

7

9,5./+,9>0

A

/3-=/5,C+0/9C/5/0-,==34+.,0.0,4.9,5.B1.2'()

时间)
2

.0(H

去核卵数

J)F)VH'E1*H54HD

))1

G

4H3

融合率)
>

WE3HDH(S/

G

)3

/54H

$!

细胞率)
>

$!1H**/54H

<!

细胞率)
>

<!1H**/54H

桑葚胚率)
>

R)/E*5/54H

囊胚率)
>

X*534)1

G

34/54H

% 7$# 7%F$

"

:"8

)

7$#

#

5

7&F$

"

$88

)

:"8

#

5

:8F"

"

#:%

)

:"8

#

5

$"F%

"

#%#

)

:"8

#

5

#&F"

"

&A

)

:"8

#

5

7 $&#

&AF:

"

#8A

)

$&#

#

5

7&F#

"

A"

)

#8A

#

5

:8F<

"

&$

)

#8A

#

5

$"F&

"

8#

)

#8A

#

5

#7F#

"

$8

)

#8A

#

5

#$ $7A &<F:

"

#&"

)

$7A

#

5

7<F"

"

#%<

)

#&"

#

5

8:FA

"

7A

)

#&"

#

S

:&F7

"

&7

)

#&"

#

S

$:F&

"

:"

)

#&"

#

S

$8 $8$ &$

"

#$7

)

$8$

#

S

8AF$

"

7$

)

#$7

#

S

$8F7

"

:#

)

#$7

#

1

#<F$

"

$:

)

#$7

#

1

<F"

"

##

)

#$7

#

1

同一栏内标相同字母表示组间差异不显著"

.

$

%=%&

#!不同字母表示差异显著"

.

#

%=%&

#

5̀*EH3T04242H35(H3E

U

H/31/0

U

40'30

L

'0V015'4*

G

D0VVH/.

$

%=%&

!

?5*EH3T04242HD0VVH/H'43E

U

H/31/0

U

4330

L

'0V015'4*

G

D0VVH/.

#

%=%&

-

#

!

-

$

!

-

:

F

处理组(

X

#

!

X

$

!

X

:

F

对照组"绿色染组蛋白(红

色染细胞核#

-

#

!

-

$

!

-

:

F.2H4/H54HD

L

/)E

U

3

(

X

#

!

X

$

!

X

:

F.2H1)'4/)*

L

/)E

U

3

"

2034)'H3450'HDS*EH

(

KJ-3450'HD/HD

#

图
E

!

克隆囊胚的激光扫描共聚焦显微镜图#

!""J

$

<1

8

KE

!

N'>=43./-

A

3.-/5+/-4=91-0/3-/

7

,

7

1-.M0,

#

!""J

$

图
$

!

'()

处理的克隆囊胚乙酰化相对定量荧光强度

<1

8

K$

!

N'>=43./-

A

3.0,=4.1;,=,;,=3/+4-,.

A

=IE@&H

!D$

!

'()

对供体细胞周期的影响

流式细胞仪测定了
.6-

处理
#$2

细胞和对照

组细胞的细胞周期"表
$

!图
&

#!结果显示!

.6-

处理

后的细胞!

@

%

)

@

#

期细胞所占的比例上升!

6

期和
@

$

)

R

期细胞所占的比例则相应降低%

@

%

)

@

#

期和
6

期

细胞比例在
$

组间差异达到了显著水平"

.

#

%F%&

#%

%#%#



!

"

期 张
!

东等$

.6-

处理供体细胞对组蛋白乙酰化和核重编程效果的影响

表
!

!

'()

处理的牛胎儿成纤维细胞的细胞周期

'4>=,!

!

?,==-

A

-=,O3.4

8

,C13.01>M.1/5/+C/5/0-,==34+.,0.0,4.,CB1.2'()

组别
@/)E

U

@

%

a@

#

6 @

$

aR

处理组
./H54(H'4 7#F#

5

:#FA

S

"F<

5

对照组
Y)'4/)* 8"F7

S

8AF"

5

$F"

5

同列不同上标表示两者差异显著"

.

#

%=%&

#!相同上标表示差异不显著"

.

$

%=%&

#

5̀*EH3T04242H35(H3E

U

H/31/0

U

40'30

L

'0V015'4*

G

D0VVH/.

$

%=%&

!

?5*EH3T04242HD0VVH/H'43E

U

H/31/0

U

4330

L

'0V015'4*

G

D0VVH/.

#

%=%&

!

0'42H35(H/)T

-F.6-

处理组(

XF

对照组

-F.2H4/H54HD

L

/)E

U

(

XF.2H1)'4/)*

L

/)E

U

图
F

!

'()

处理细胞的细胞周期

<1

8

KF

!

L/5/0-,==3.0,4.,CB1.2'()-,==-

A

-=,O3.4

8

,C13.01>M.1/5

7

1-.M0,

E

!

讨
!

论

以 国 内 外 的 研 究 为 基 础,

<

!

#$!#:

-

!用
"&

'()*

&

+

,#曲古抑菌素
-

"

./012)34540'-

!

.6-

#处

理供体细胞!随着
.6-

处理时间的延长!细胞组蛋

白乙酰化荧光强度逐渐增强!表明组蛋白乙酰化水

平不断增高!与
B'/0

L

24

等,

A

-的试验结果一致%

随
.6-

处理时间的延长!细胞融合率逐渐降

低!原因是
.6-

抑制了广泛存在于细胞胞质中的

9K-Y7

!使非组蛋白的乙酰化水平升高%

9K-Y7

的抑制将会导致微管蛋白的乙酰化升高!进一步导

致细胞膜流动性下降,

#8!#&

-

!进而影响细胞融合%经

.6-

处理供体细胞
#$2

克隆胚的囊胚发育率显著

高于对照组!说明了组蛋白乙酰化所引起的染色质

重塑有助于克隆胚的重编程%其原理是供体细胞核

疏松的染色质有利于重编程因子的进入!染色质组

蛋白高乙酰化的疏松状态类似于雄原核进入卵母细

胞内!鱼精蛋白被卵内源性组蛋白置换过程所形成

的疏松状态(经
.6-

处理
$82

的胎牛成纤维细胞

的死亡率很高!研究发现
.6-

通过以下途径使细胞

死亡$

9K-Y

可通过改变
U

$#

'

U

&:

等基因的乙酰化

程度来改变基因的表达,

#7

-

%研究发现核损伤是导

致核移植效率的下降的一个主要原因,

#"

-

%供体细

胞经
.6-

处理的克隆囊胚乙酰化水平与对照组差

异不显著!原因是供体细胞的乙酰化水平无论高

低在核移植后的一段时间内都会被擦除!重新建

立新的乙酰化模式%本研究证实了供体细胞的乙

酰化水平在核移植后的
72

内被完全擦除"数据未

发表#%

本研究所用
.6-

处理浓度与
;0320

L

5(0

等,

<

-

的试验浓度有别!与核质重组胚种属间的后成性修

饰的动力学变化状态的复杂多样性有关,

#<!#A

-

!小鼠

卵母细胞受精后的最初几个卵裂时期!母源
KJ-

胞嘧啶甲基化全部去除!胚泡期基因组重新发生甲

基化(而绵羊'猪'奶牛则在受精后只发生了有限的

去甲基化!而且在胚泡期并没有发现胚胎基因组范

围内的重新甲基化!而
KH5'

等观察到牛正常受精

获得的胚胎基因组新生甲基化开始于
<

"

#7

细胞

期,

#A

-

%

.6-

处理的克隆胚与对照组的基因表达差

异有待进一步研究%

##%#



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
8%

卷
!

参考文献!

,

#

-

!

+OB

!

XB6.]e.9

!

f-BJO6Y9e

!

H45*F.5/

L

H4HD

(E4540)')V42HKJ- (H42

G

*4/5'3VH/53H

L

H'H/H3E*43

0'H(S/

G

)'01*H425*04

G

,

f

-

F=&66

!

#AA$

!

7A

$

A#&!A#<F

,

$

-

!

NO+RP.O

!

XB-PfOB-JJ

!

KB6]P6- -̂

!

H45*F

6)(54011H**'E1*H5/4/5'3VH/

,

f

-

F4$#3'&

!

$%%$

!

8#A

$

&<:!&<7F

,

:

-

!

KJB- N

!

6-J.]6 W

!

6.]f;]̀ OY R

!

H45*F

Y)'3H/?540)')V(H42

G

*540)'/H

U

/)

L

/5((0'

L

0'(5(!

(5*05' DH?H*)

U

(H'4

$

5SH//5'4 /H

U

/)

L

/5((0'

L

0'

1*)'HDH(S/

G

)3

,

f

-

F.'+"4$#6!"$>-"(: - !

!

$%%#

!

A<

$

#:":8!#:":<F

,

8

-

!

X]O-JO R

!

@BJ.O+B +

!

@-RX+B6 `

!

H45*F

5̀/05S*H/H

U

/)

L

/5((0'

L

)V42H

U

*E/0

U

)4H'434H(1H**

(5/[H/]1480'()E3H1*)'H3

$

D0340'14DH?H*)

U

(H'45*

U

)4H'405*30'D0VVH/H'41E*4E/HH'?0/)'(H'43

,

f

-

F-#&?

=&662

!

$%%&

!

$:

"

<

#$

#%<A!##%8F

,

&

-

!

-++WeBM ` @

!

W-P+;JBee

!

ROe6;M -BF

-1H4

G

*540)'5'D(H42

G

*540)')V2034)'H35'D42H0/

U

)3!

30S*H/)*H0'42H/H

L

E*540)')VeJ-3

G

'42H303

,

f

-

F

.'+"4$#6!"$>-"(:-!

!

#A78

!

&#

$

"<7!"A8F

,

7

-

!

Y*-e;BKf

!

JBO+++^

!

.PeJBeXRF6H*H140?H

E3H)V9851H4

G

*540)'304H30'42H

G

H534651125/)(

G

1H3

1H/?0305H

,

f

-

F/(+",&?@

!

#AA:

!

$A8

$

&&"!&7#F

,

"

-

!

J6BJfY

!

.6BY

!

N]+WWB- F̂64/E14E/H5'D

VE'140)')V42H1)/H2034)'H J!4H/(0'0

$

()/H425'

(HH4342HH

G

H

,

f

-

F/(+",&?(2#'

9

!

#AA<

!

:"

$

#"7:"!

#"78#F

,

<

-

!

;O69O@-RO6

!

ROIP.-JOB

!

N-;-M-R-.

!

H4

5*F60

L

'0V015'40(

U

/)?H(H'4)V()E3H1*)'0'

L

4H12!

'0

Z

EHS

G

4/H54(H'4T0424/012)34540'-5V4H/3)(5401

'E1*H5/4/5'3VH/

,

f

-

F/(+",&?("$6$)> /(+

A

,

9

2("$6

B&2&$'",=+??3)("$#(+)2

!

$%%7

!

:8%

"

#

#$

#<:!#<AF

,

A

-

!

BJeO@9.X^

!

;PX].-Y

!

M-J@c

!

H45*FB

U

0!

L

H'H401125/514H/0340135'DDH?H*)

U

(H'4)VH(S/

G

)3

1*)'HDV/)(D)')/1H**34/H54HDS

G

./012)34540'-)/

&!5C5!$g!DH)\

G

1

G

40D0'H/H

U

/)DE140?H

,

f

-

F/(+6 B&C

A

'+>

!

$%%:

!

7A

$

<A7!A%#F

,

#%

-

!

XB-PfOB-J J

!

9-e.6-9]RB@

!
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