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&移植后对损伤脊髓的修复作用'方

法
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只大鼠采用改良
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重物打击法制备脊髓损伤模型!将其随机均分为
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腺病毒表达载体"
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组"接受未感染
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的
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移植&%
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组"单纯
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组"单纯脊髓损伤&'

免疫荧光组织化学检测脊髓损伤局部
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的表达!流式细胞仪检测损伤脊髓局部细胞凋亡情况!
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&神经行为学评分法评价受伤大鼠神经功能恢复情况'结果
!
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组大鼠损伤脊髓局部
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表达高于
!

组和
"

组$与
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组比较!

2

组脊髓损伤部位的细胞凋亡率最低!神经功能恢复最好'结论
!
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与
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./0

移植可协同促进损伤脊髓功能的恢复'
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&后的功能恢复是医学研究的

难点之一#其修复的主要策略包括减少脊髓损伤后的继发性损

伤#采用组织或细胞移植促进中枢神经系统的可塑性变化以及

应用刺激神经生长的因子和$或&阻断抑制轴突生长的物质以

促进受损轴突的再生等'

%7&

(

)脑源性神经营养因子$

E<8;57,47

<;64,54H<9:<9

F

=;>G8>:9<

#

!"#$

&是研究最为广泛的神经营养

素之一#在神经系统中的作用广泛而强大)大量的实验证实#

!"#$

可以保护脊髓运动神经元#并可促进红核脊髓束和皮质

脊髓束轴突再生或出芽'

*7(

(

)而干细胞移植被认为是修复脊髓

功能损伤最有前景的方法之一#本课题前期实验发现真皮多能

干细胞$

,4<?83?H3:;

F

9:45:0:4?>433

#

,-./0

&可在体外被诱导

为神经元和胶质细胞'

P71

(

#其他学者也证实
,-./0

移植后可促

进脊髓损伤后的功能恢复'

+

(

)为了同时发挥
,-./0

和
!"#$

的修复效果#本研究观察了
!"#$

腺病毒表达载体$

8,4596;7

<H064>:9<9G!"#$

#

2,67!"#$

&感染的
,-./0

移植后对脊髓

损伤的修复效果#报道如下)

B

!

材料与方法

B'B

!

动物和主要试剂
!

Q;0:8<

大鼠购自第三军医大学大坪医

院动物所)

2,67!"#$

由本实验室张正丰博士构建并馈赠)

兔抗鼠
!"#$

多克隆抗体和异硫氰酸荧光素$

G3H9<40>4;54;097

:=;9>
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#
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&结合的第二抗体购自
.;

@

?8723,<;>=

公司)

免疫组化试剂盒购自
!90:4<

公司)细胞培养用培养瓶*培养

基及血清等购自
R

I

>3954

公司)

B'C

!

,-./0

的分离培养与转染
!

参照本研究所建立的早期

贴壁法进行
,-./0

的分离培养和鉴定'

A

(

)方法简述如下!新

生
%,Q;0:8<

大鼠#引颈处死#乙醇消毒#剪取皮肤置于
)'&PS

胰酶消化过夜%次日#用磷酸缓冲液$
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F

=8:47EHGG4<4,087
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#

T!.

&清洗#去除表皮和皮下组织#将真皮组织剪成细胞碎

片并吹打成细胞悬液#过滤并接种于培养瓶中%

B=

后#弃培养

液和悬浮细胞#继续培养早期贴壁细胞%反复传代至有集落样

细胞群体产生#按常规方法接种和选取细胞克隆#传代备用%

,-./0

移植前
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向其培养基中加入
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第
*

代
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病毒原液$病毒滴度约为
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后收集
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#制成浓度为
%V%)
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"
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的细胞悬液#备用)
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建模*细胞移植与分组
!

成年
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大鼠
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只采用改
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重物打击法制作脊髓损伤模型'
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#方法简述如下!将

麻醉后的大鼠俯卧位固定#显露
D%)

节段脊髓#用质量
&)

@

*

打击头直径
&'P??

的打击器自
&'P>?

高处自由落下#造成

D%)

节段脊髓打击伤)受伤大鼠随机分为
2

*

!

*

/

*

"

四组!

2

组接受
2,67!"#$

感染的
,-./0

移植$

#[%+

&#将
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!

U

感

染
2,67!"#$

的
,-./0

悬液缓慢用微量注射器注入损伤脊

髓处#注射完毕留针
P?;5

以防细胞渗漏)

!

组接受未感染

2,67!"#$

的
,-./0

移植$

#[%+

&)

/

组接受单纯
2,67!"7

#$

注射$

#[%+

&)

"

组为单纯脊髓损伤$

#[%+

&)其中#

!

*

/

组的注射方式*部位*细胞密度及液体用量与
2

组相同)为防

止膀胱感染#术后人工挤压膀胱排尿#

&

次"天)
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!

免疫荧光组织化学检测
!

细胞移植后
*,

和
1,

#每组取

B

只大鼠引颈处死后取材#

APS

乙醇固定#常规制备
P

!

?

厚的

脊髓石蜡切片#

T!.

漂洗
*

次#血清封闭后加兔抗鼠
!"#$

多

克隆抗体#

(\

孵育过夜)

T!.

漂洗
*

次后加荧光第二抗体#

室温孵育
%=

)荧光显微镜观察)

B'F

!

损伤脊髓局部凋亡细胞检测
!

取伤后
*,

大鼠脊髓#每

组
B

只#常规消化*离心#冷
T!.

洗细胞
&

次#加入预冷
1)S

乙

醇#

(\

固定过夜)离心收集细胞#以
%?U

的
T!.

洗涤细胞
%

次#加入
P))

!

U

含
P)

!

@

"

?U

溴化乙锭*

%))

!

@
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?U]#2

酶

2

*

)'&S D<;:95 7̂%))

的
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#采用流式细胞仪检测凋亡细胞

的百分比)
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行为学检测
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采用
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&神经行为学评分法评定大鼠

的功能恢复情况'

%%7%&

(

#功能评价完毕#取材进行上述
%'(

步骤

的免疫组织化学检测)

B'H

!

统计学处理
!

采用
.T..%%')

统计软件进行统计分析#

计量资料用
M_1

表示#

=

检验进行组间分析#以
K

#

)')P

为差

异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C'B

!

脊髓损伤后大鼠脊髓中
!"#$

的表达
!

!"#$

阳性细胞

呈绿色荧光)

2

组大鼠损伤的脊髓中有大量较强的绿色荧光#

为
!"#$

阳性细胞#大部分呈长梭状#少数为神经元样细胞

$封
&

图
%2

&#提示大部分
!"#$

阳性细胞为
,-./0

#其余可

能为少数
,-./0

坏死崩解后释放病毒感染脊髓损伤局部的神

经元或脊髓损伤引起局部反应而出现神经元
!"#$

的阳性表

达)

/

组大鼠局部可见大量
!"#$

阳性细胞#多为神经元形状

$封
&

图
%/

&#提示
2,67!"#$

局部注射可有效地感染脊髓损

伤局部的神经细胞)

!

组和
"

组脊髓损伤局部
!"#$

阳性细

胞数量明显稀少$封
&

图
%!

*

"

&)伤后
1,

#

2

组和
/

组大鼠

脊髓损伤局部
!"#$

阳性细胞数量无明显减少#

!

组和
"

组

阳性细胞数量也无明显变化)

!!

"

!

K

#

)')P

#与
2

组比较%

"

!

K

#

)')P

#与
!

*

/

组比较%

#

!

K

$

)')P

#与
!

组比较)

图
&

!!

脊髓损伤
1,

大鼠的
!!!

神经行为学评分

C'C

!

脊髓损伤后大鼠脊髓中细胞的凋亡
!

脊髓损伤急性期

$

%

$

*,

&为局部细胞凋亡的高峰期#因此#本研究观察脊髓损

伤
*,

时细胞的凋亡情况)结果显示
2

组大鼠脊髓损伤局部

细胞的凋亡率为$

('1_)'(

&

S

#略低于
/

组$

('A_)'*

&

S

#差

异无统计学意义$

K

$

)')P

&#但其明显低于
!

组'$

B'&_

)'(

&

S

($

K

#

)')P

&和
"

组'$

B'1_)'P

&

S

($

K

#

)')P

&)

C'D

!

!!!

神经行为学评分法对大鼠神经功能的评价
!

伤后

1,2

组大鼠神经功能恢复最好#明显优于其他各组$

K

#

)')P

&%

!

组和
/

组大鼠功能恢复相当#差异无统计学意义

$

K

$

)')P

&#但二者均高于
"

组$

K

#

)')P

&)见图
&

)

D

!

讨
!!

论

干细胞移植被认为是修复脊髓损伤最有前景的方法之一)

相对于神经干细胞和胚胎干细胞#皮肤来源的干细胞移植具有

取材方便*来源丰富*可进行自体移植等诸多优点)目前#已经

从真皮中分离到包括
,-./0

*皮肤源性前体细胞等多种干细

胞#均可在适当的条件下被诱导为神经元或胶质细胞#移植后

可促进损伤的脊髓神经功能恢复'

+

#

%*7%(

(

)本研究的前期实验

显示#

,-./0

在体外可被诱导为神经元和胶质细胞#提示
,-7

./0

可作为修复脊髓损伤的合适选择)

使用神经营养素是修复脊髓损伤的另一策略)

!"#$

是

目前被证实的作用最强的神经营养因子#可促进神经元的存活

以及受损红核脊髓束和皮质脊髓束轴突的再生或出芽'

*7(

(

#在

脊髓损伤的修复中具有重要作用)为了同时发挥
!"#$

和

,-./0

的作用#本研究采用腺病毒感染的方法用
!"#$

基因

修饰
,-./0

#然后将其移植到脊髓损伤局部#结果表明较单纯

,-./0

移植和单纯
!"#$

基因修饰#接受
2,67!"#$

感染的

,-./0

移植能更好地促进神经功能的恢复)

本研究初步探讨了
!"#$

基因修饰
,-./0

的移植对脊

髓损伤的修复作用)结果表明
!"#$

基因修饰可减少脊髓损

伤局部细胞的凋亡#对脊髓损伤后的二次损伤具有一定的预防

作用)而
,-./0

的作用可能不是通过减少局部细胞的凋亡来

实现#因为单纯
,-./0

移植组脊髓损伤局部细胞的凋亡率高

于单纯
!"#$

修饰组#但两组大鼠的神经功能恢复并无显著

差异#提示
,-./0

对损伤脊髓功能恢复的促进还可能存在其

他机制#如
,-./0

在脊髓损伤局部分化为神经元和胶质细胞

而参与损伤修复)

!"#$

基因修饰
,-./0

移植还可能通过保

护大脑皮层的投射神经元$如皮质脊髓束&#使其免于细胞凋亡

以及促进损伤轴突的再生'

%P

(

#从而达到修复损伤的目的)这

些可能机制还需进一步深入探讨)

参考文献"

'

%

( 刘涛#付碧琼#姚志慧#等
'

细胞移植治疗脊髓损伤的研究

进展'

`

(

'

重庆医学#

&)%)

#

*A

$

%

&!

%)A7%%%'

'

&

( 王晓红#邵彬#王琴#等
'

高压氧治疗对脊髓损伤后大鼠神

经细胞凋亡及行为学评分的影响'

`

(

'

重庆医学#

&)%)

#

*A

$

+

&!

A*P7A*B'

'

*

(

R;4E4<:aQ

#

Y=9,8<8=?;Y

#

->a<8J`

#

4:83'!<8;57,47

<;64,54H<9:<9

F

=;>G8>:9<8

FF

3;4,:9:=4?9:9<>9<:4N

F

<97

?9:400

F

<9H:;5

@

9G>9<:;>90

F

;583G;E4<0EH:59:<4

@

454<87

:;95;5:98

F

4<;

F

=4<8354<64:<850

F

385:

'

`

(

'̀ #4H<90>;

]40

#

&))&

#

BA

$

&

&!

%B)7%B+'

'

(

(

;̀5b

#

$;0>=4<M

#

D40034<2

#

4:83'D<850

F

385:09GG;E<97

E380:0

@

454:;>833

I

?9,;G;4,:94N

F

<400!"#$

F

<9?9:48N7

9583<4

@

454<8:;95G<9? 0H

F

<80

F

;58354H<950G9339J;5

@

>=<95;>0

F

;583>9<,;5

C

H<

I

'

`

(

'ON

F

#4H<93

#

&))&

#

%11

$

%

&!

&BP7&1P'

!!!!!!!!!!!!

$下转第
&A%1

页&

(%A&

重庆医学
&)%%

年
%)

月第
()

卷第
&A

期



;5G38??8:9<

I

<40

F

95048G:4<:<8H?8:;>E<8;5;5

C

H<

I

!

M?

F

3;7

>8:;950G9<>433H38<:=4<8

FI

'

`

(

'.H<

@

4<

I

#

&))+

#

%((

$

P

&!

+)*7+%*'

'

(

(

;̀5 Q

#

Q85

@

R

#

b85 Q

#

4:83'";0<H

F

:;959G#<G&457

=85>40H

F

<4

@

H38:;959G5H>348<G8>:9<7L8

FF

8!8>:;6;:

I

#

F

<9;5G38??8:9<

I

>

I

:9L;540

#

85, ;5:4<>433H38< 8,=40;95

?934>H347%;5:=4E<8;58G:4<:<8H?8:;>E<8;5;5

C

H<

I

'

`

(

'

-4,;8:9<0M5G38??

#

&))+

#

&))+

!

1&P%1('

'

P

(

!<;8009H3;0a

#

T8

F

8009:;<;9HM

#

-86<;L;9H-

#

4:83'U95

@

;7

:H,;583>9H<0485,>3;5;>830;

@

5;G;>85>49GDa$7E4:8%

#

0U7

85,0O7.434>:;5085,0M/2-7%346430,H<;5

@

0464<48>H:4

0:<400;5>=;3,<45

'

`

(

'/3;5!;9>=4?

#

&))1

#

()

$

P

"

B

&!

&AA7

*)('

'

B

(

Q95

@

"

#

T<8?4

I

8]

#

"9<96;5;7Z;0Y'2,=40;9585,?;7

@

<8:;959G

F

93

I

?9<

F

=95H>348<34HL9>

I

:408><900=H?85

E<8;5?;><964004345,9:=43;83>43308<4,;GG4<45:;833

I

<4

@

H7

38:4,E

I

45,9:=43;83>4338,=40;95?934>H34085,?9,H38:4

?95938

I

4<

F

4<?48E;3;:

I

'

`

(

'̀ #4H<9;??H593

#

&))1

#

%+(

$

%

"

&

&!

%*B7%(+'

'

1

(

a95

@

b

#

;̂a

#

Q85.

#

4:83'OGG4>:09G8

@

;5

@

95>9?

F

347

?45:8>:;68:;9585,54H:<9

F

=;3;5G;3:<8:;958G:4<;5:<8>4<47

E<83=4?9<<=8

@

4

'

`

(

'2>:8#4H<9>=;<

$

.H

FF

3

&#

&))+

#

%)P

!

B171)'

'

+

(

2?E<90;5;2

#

U9H;5a

#

/<9>;#

#

4:83'/=8<8>:4<;d8:;959G

8<8:?9,43:90:H,

I

8>H:454H<9;5G38??8:;9595=;07

:9

F

8:=939

@

;>83

#

E;9>=4?;>8385,GH5>:;95839H:>9?40

'

`

(

'̀

#4H<90>;-4:=9,0

#

&))P

#

%((

$

&

&!

%+*7%A%'

'

A

(

Y4E;<"O

#

9̀d04GU

#

T85Q

#

4:83'-

I

439

F

4<9N;,804,438

I

0

54H:<9

F

=;38

F

9

F

:90;0:=<9H

@

=/"%%E

"

/"%+;5:4

@

<;5085,

F

<9395

@

0;5G38??8:;95

'

`

(

'/;<>]40

#

&))+

#

%)*

$

(

&!

*P&7

*PA'

'

%)

(

!<4>LJ93,:-c

#

/=45 Q̀

#

.:85

@

45E4<

@

U

#

4:83'D<8>L;5

@

:=4;5G38??8:9<

I

<40

F

9504;50:<9L4;56;69E

I

0450;5

@

:=445d

I

?4 ?

I

439

F

4<9N;,804

'

`

(

'T<9> #8:3 2>8, .>;

W.2

#

&))+

#

%)P

$

(1

&!

%+P+(7%+P+A'

'

%%

(

]9

I

9#/

#

Q8=3$

#

.:H:d?855 -̀'Y;54:;>09G

F

93

I

?9<7

F

=95H>348<54H:<9

F

=;3;5G;3:<8:;958G:4<8:<8H?8:;>E<8;5

;5

C

H<

I

;5<8:

'

`

(

'#4H<9<4

F

9<:

#

%AAA

#

%)

$

B

&!

%*B*7%*B1'

'

%&

(

$H<H;>=;b

#

#9:9D

#

U;̀ b

#

4:83'-H3:;

F

34?9,409G8>:;95

9G:8><93;?H0

$

$YP)B

&

G9<54H<9

F

9<:4>:;648>:;9595;07

>=4?;>,8?8

@

48G:4<:<850;45:G9>83>4<4E<83;0>=4?;8;5

<8:0

'

`

(

'!<8;5]40

#

&))(

#

%)%(

$

%

"

&

&!

%&)7%*)'

'

%*

(

/38H045$

#

U9<85:D

#

U4Jh52

#

4:83'D3

I

?

F

=9>

I

:4:<8G7

G;>L;5

@

!

859643:8<

@

4:G9<54H<9

F

<9:4>:;95;5:<8H?8:;>

E<8;5;5

C

H<

I

'

`

(

'̀ #4H<9:<8H?8

#

&))1

#

&(

$

+

&!

%&AP7%*)1'

'

%(

(

D;:968O

#

c0:<9J0L;]T

#

Y46;3/a

#

4:83']4,H>4,E<8;5

;5

C

H<

I

;5/"%+7,4G;>;45:?;>48G:4<4N

F

4<;?45:83;5:<8>47

<4E<83=4?9<<=8

@

4

'

`

(

'̀ #4H<90>;]40

#

&))+

#

+B

$

%(

&!

*&()7*&(P'

'

%P

(

;̀85

@

#

#

/=9

FF

-

#

/=8=J838.'#4H:<9

F

=;3;5=;E;:9<

I

G8>7

:9<:<48:?45:9GG9>83>4<4E<83;0>=4?;8;5:=4<8:

'

`

(

'

!<8;5]40

#

%AA+

#

1++

$

%

"

&

&!

&P7*('

'

%B

(

$34?;5

@

/̀

#

#9<45E4<

@

-"

#

]8?08

I

"2

#

4:83'D=4>433H7

38<;5G38??8:9<

I

<40

F

9504;5=H?850

F

;583>9<,08G:4<;57

C

H<

I

'

`

(

'!<8;5

#

&))B

#

%&A

$

T:%&

&!

*&(A7*&BA'

$收稿日期!

&)%%7)(7&&

!

修回日期!

&)%%7)B7)(

&

$上接第
&A%(

页&

'

P

(

-8<:;54d-

#

!<4dH5 -̀

#

!955;4<U

#

4:83'254J<8:;5

@

0>834G9<9

F

457G;43,4683H8:;959GE4=86;9<83<4>964<

I

8G:4<

>4<6;>830

F

;583>9<,;5

C

H<

I

;5<8:0

'

`

(

'̀ #4H<9:<8H?8

#

&))A

#

&B

$

1

&!

%)(*7%)P*'

'

B

(

->-8=95..

#

23E4<?855.

#

]9954

I

aO

#

4:83'OGG4>:9G

>

I

>390

F

9<;5295GH5>:;9583<4>964<

I

;5:=40

F

;583>9<,

G9339J;5

@

>95:H0;95;5

C

H<

I

'

`

(

'̀ 258:

#

&))A

#

&%P

$

*

&!

&B17

&1A'

'

1

(

.=;/

#

/=45

@

D'OGG4>:09G8>H:4J9H5,456;<95?45:95

54958:83<8:,4<?83?H3:;

F

9:45:>4330

'

`

(

'/4330D;00H40

c<

@

850

#

&))*

#

%1P

$

(

&!

%117%+P'

'

+

(

a9<;92

#

D9<<45:4b

#

-8,80>=;U

#

4:83'$8:49G8H:9397

@

9H0,4<?830:4?>4330:<850

F

385:4,;5:9:=40

F

;583>9<,

8G:4<:<8H?8:;>;5

C

H<

I

$

D./M

&'

`

(

'#4H<90>;45>4

#

&))(

#

%&P

$

%

&!

%1A7%+A'

'

A

(

Z95

@

ZQ

#

/=45

@

D-

#

.HbT

#

4:83']4><H;:?45:9G:<8507

F

385:4,,4<?83?H3:;

F

9:45:0:4?>4330:90;:409G;5

C

H<

I

;5

<8:0J;:=>9?E;54,<8,;8:;9585,J9H5,;5

C

H<

I

E

I

;5:4<8>7

:;959G."$7%85,/̂ /](

'

`

(

']8,;8:]40

#

&))+

#

%1)

$

(

&!

(((7(P)'

'

%)

(

->-8=95..

#

23E4<?855.

#

]9954

I

aO

#

4:83'O5

@

<8G:7

?45:

#

?;

@

<8:;9585,,;GG4<45:;8:;959G54H<830:4?>4330;5

:=4<8:0

F

;583>9<,G9339J;5

@

>95:H0;95;5

C

H<

I

'

`

(

'/

I

:97

:=4<8

FI

#

&)%)

#

%&

$

*

&!

*%*7*&P'

'

%%

(

.J8<:dY]

#

.>=4GG##

#

]9E4<:0Y#

#

4:83'ON8>4<E8:;95

9G0

F

;583>9<,;5

C

H<

I

,H4:90:8:;>>9?

F

<400;959>>H<<;5

@

48<3

I

8G:4<9504:

'

`

(

'̀#4H<90H<

@

.

F

;54

#

&))A

#

%%

$

P

&!

P1)7

P1('

'

%&

(

.85,<9J7$4;5E4<

@

R]

#

Mdd;̀

#

.=H?0L

I

.̀

#

4:83'$9<>4,

4N4<>;04808<4=8E;3;:8:;950:<8:4

@I

8G:4<H5;38:4<83>4<6;7

>830

F

;583>9<,>95:H0;95;5

C

H<

I

'

`

(

'̀#4H<9:<8H?8

#

&))A

#

&B

$

P

&!

1&%71*%'

'

%*

(

!;4<580L;4̀

#

.

F

8<3;5

@

.̀

#

U;H̀

#

4:83'.L;57,4<;64,

F

<4>H<7

09<0

@

454<8:4?

I

43;58:;5

@

.>=J855>4330:=8:

F

<9?9:4<47

?

I

43;58:;9585,GH5>:;9583<4>964<

I

8G:4<>95:H0;950

F

;583

>9<,;5

C

H<

I

'

`

(

'̀ #4H<90>;

#

&))1

#

&1

$

*B

&!

AP(P7APPA'

'

%(

(

->Y45d;4M2

#

!;4<580L;4`

#

D9?8 à
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