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摘&要&以离子液体 $9丁基9:9甲基咪唑氯盐#’f.1.((E$为反应介质和催化剂!采用羰基二咪唑为偶联试

剂!均相合成了壳聚糖N聚乙烯亚胺接枝共聚物#(29=9*/1$5采用红外光谱%核磁共振氢谱等分析手段对接枝

共聚物进行了表征!证实了聚乙烯亚胺在壳聚糖分子链上发生了接枝共聚!接枝率达到 %"_5采用复凝聚的

方法制备了 (29=9*/1N?3’纳米复合物!并利用动态光散射%透射电镜%凝胶电泳等技术对 (29=9*/1N?3’复

合物的物理化学性质进行了表征5以人宫颈癌 @RM9" 细胞为宿主细胞%Mh,: 荧光蛋白为报告基因!考察了 (29

=9*/1N?3’复合物的体外转染性能5研究发现 (29=9*/1介导的荧光素酶质粒的表达较壳聚糖介导的荧光素

酶的表达提高了大约 $=# 倍5.))毒性实验表明!(29=9*/1N?3’复合物在实验浓度范围内细胞毒性比较低5

关键词&非病毒基因载体! 壳聚糖! 离子液体! 聚乙烯亚胺! 接枝聚合物

&&基因治疗通过将外源基因导入到靶细胞核内
以修复导致疾病的缺陷基因或者抑制导致疾病的
有害基因!从而使机体恢复正常功能!达到治疗疾
病的目的 ’$!"(5基因治疗技术为常规医疗手段难
以治愈的疾病提供了新的治疗方法5基因治疗的
关键在于开发安全%高效的基因递送载体5基因递
送载体分为病毒和非病毒载体两类 ’:(5非病毒载
体由于具有安全性好%免疫原性低%毒性低%携带
基因能力强%易于批量生产及费用低等优点受到
越来越多的关注5天然阳离子碱性多糖壳聚糖!是
天然多糖甲壳素#IGDSDK$完全或者部分脱乙酰化
的产物!由 &#$!%$糖苷键连接 ?9氨基葡萄糖和
89乙酰9?9氨基葡萄糖两个基本结构单元组成!具
有良好的生物降解性%生物相容性%低生物毒性等
优点!正成为非病毒基因载体的热门研究内容之
一 ’% P!(5在低 M@条件下!壳聚糖伯胺基团发生质
子化带正电荷!与带负电荷的 ?3’形成聚电解质
纳米复合物!从而通过空间位阻效应!有效地保护
?3’免受 ?3’酶的降解5它还可某些肿瘤表面
的多糖受体结合!增加该类基因载体的肿瘤靶向
性5$88< 年!.6BMRT等首先使用壳聚糖作为载体
将基因释放到细胞中 ’8(5但壳聚糖存在转染效率
低的重大缺陷5研究表明!壳聚糖虽然能够打开细

胞间紧密连接!使亲水性成分转运入细胞 ’$#( !但
进入内涵体之后却很难从内涵体中释放出来!使
基因难以进入细胞核进行表达5另外!?3’与载
体的分离较其他载体慢也是其转染效率低的原因
之一 ’;(5

聚乙烯亚胺#*/1$的结构骨架中每 : 个原子
中含 $ 个氨基!有较强的 ?3’结合能力和细胞吸
附能力!结合核酸之后!每 " P: 个氨基中即有 $
个可以被质子化!当溶酶体内的 M@下降时!*/1
能够大量捕获质子!并引起 (E[内流!导致溶酶体
渗透性肿胀破裂!从而将 ?3’释放到细胞质5这
种海 绵 效 应 能 使 ?3’ 快 速 逃 脱 内 涵 体
#RKF4J4BR$免受核酸酶降解5但 */1作为基因递
送载体表现出较高的细胞毒性 ’$$(5

对壳聚糖进行 */1接枝!利用 */1的质子海
绵效应克服壳聚糖N?3’复合物进入内涵体之后
难以逃逸的缺陷!从而达到提高壳聚糖的基因转
染效率的目的 ’$"!$:(5但壳聚糖的高结晶性和难溶
性使得许多对其改性修饰的化学反应只能在多相
介质中进行!加之壳聚糖分子内和分子间的氢键
作用!导致多相反应只能在其表面上进行!产率
低!副产物多5最近随着壳聚糖溶解体系的深入研
究!均相衍生化和均相接枝化的研究方法不断出
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现 ’$%(5均相法不仅能够克服非均相法存在的缺
点!而且在制备结构新颖的壳聚糖衍生物及有效
控制产物取代度等方面具有显著的优点5离子液
体作为均相法反应介质己成为绿色化学领域的研
究热点!逐步成为实现壳聚糖等难溶聚合物均相
反应最有效的介质 ’$<(5另外!离子液体除了作为
新型绿色溶剂!还可作为胺羰基化的催化剂 ’$=(5

本研究以离子液体’f.1.((E为反应介质和
催化剂!采用羰基二咪唑为偶合试剂!对壳聚糖进
行 */1均相共价接枝!利用 */1质子海绵效应来提
高壳聚糖基载体的转染效率!使壳聚糖基载体成为
高效低毒的具有极大应用潜力的新型基因载体5

!"实验部分
!#!"主要原料

壳聚糖#(2!HLe%####!脱乙酰度 !<_$!济
南海得贝海洋生物工程有限公司!使用前于
!# ]%真空充分干燥5’f.1.((E!按照文献’$;(
制备!使用前 $## ]真空干燥至完全无水5羰基二

咪唑#(?1$!分析纯!北京偶联试剂有限公司5聚
乙烯亚胺# Y9*/1! HL e=## P$!##$!纯度 88_!
阿拉丁试剂有限公司5聚乙烯亚胺# Y9*/1! HL e
"<###$!纯度 88_! 2D7BC试剂有限公司5质粒
MhW*93" 和 Mh,:! *T4BR7C公司5质粒提取纯化
试剂盒!fD4fCJDI1KI公司5细胞培养基 ?./.!
1K‘DST47RK 公司5荧光素酶检测试剂盒!*T4BR7C公
司5人宫颈癌细胞株 @RM9"!上海细胞库5其余试
剂均为分析纯5
!#5"CD(!(E@R在$PJRJ%C&中的均相合成

在反应器中加入 "# 7’f.1.((E!置入 !# ]
油浴中加热熔化5加入 #Z< 7壳聚糖!在氮气气氛
下搅拌!通过偏光显微镜观察!搅拌至壳聚糖完全
溶解5称取适量的 (?1!加入壳聚糖的’f.1.((E
溶液中!!# ]下搅拌反应 % G5再加入适量的 */1!
!# ]反应 " G5转移至透析袋中 #截留分子量
.̂ (+e!### P$%###$!去离子水透析 : 天!冷冻
干燥!得到 (29=9*/1##Z;$ 7$5其合成路线如示
意图 $ 所示5

2IGRBR$&2IGRBR4UG4B47RKR46JJVKSGRJDJ4U(29=9*/1

!#7"CD(!(E@R的表征
将 (2%(29=9*/1分别经 QfT压片后在岛津

109"$ 傅里叶红外光谱仪上进行傅里叶变换红外
光谱测试5

核磁共振氢谱测试是将一定量的 (2%(29=9
*/1分别溶解在 (?:(++?N?"+溶剂中!在 aCTDCK

.RTI6TVME6J%## 核磁共振谱仪上记录$@93.0谱5

接枝率按公式#$$计算&

[J
Z$ LZ#

Z#

\$##] #$$

式中 [为接枝率"Z#为壳聚糖初始质量"Z$ 为接
枝共聚物质量5
!#;"CD(!(E@R=NBG复合物的制备及表征

用复凝聚的方法制备 (29=9*/1N?3’纳米复
合物5将 (29=9*/1溶解于 M@为 <Z< 的 *f2 缓冲
液中#浓度 $ B7NB,$!过滤灭菌后置于 % ]冰箱
保存5根据所要制备纳米复合物的氮磷比 #质量

比$的不同!取不同量的 (29=9*/1溶液与 ?3’溶
液##Z< B7NB,$在涡轮振动条件下快速混合!然
后在室温下孵育 :# BDK!备用5

采用凝胶电泳对 (29=9*/1对 ?3’的延滞性
能进行评价5"# !,不同电荷比的 (2N?3’复合
物和 (29=9*/1N?3’复合物在 ?--9(" 型电泳仪
上观测电泳条带!琼脂糖凝胶浓度 #Z!_!电泳缓
冲液为 $ b)/’!电压为 8# a!时间为 %# BDK5

采用透射电镜对 (29=9*/1N?3’复合物的形
貌进行表征5新鲜制备的 (29=9*/1N?3’和 (2N
?3’复合物滴载于铜网上!自然风干 $# BDK 后!
采用 "_的醋酸双氧铀负染 " BDK!在 i/.9$"##

透射电镜 #日本电子公司$下观察!加速电压为
$## ga5

采用动态光散射#?,2$对 (29=9*/1N?3’和
(2N?3’复合物的 XRSC电位进行表征&在室温和
8#s固定角条件下!运用动态光散射仪来检测 (2N

#8#$
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?3’和 (29=9*/1N?3’复合物的 XRSC电位5为确
保重现性!每个样品重复检测 : 次5
!#>"细胞转染效果评价和 JFF毒性评价

(2N?3’和 (29=9*/1N?3’复 合 物 # $ !7
?3’N孔$体外细胞转染效率采用 Mh,: 蛋白为报
告基因!在 @RM9" 细胞中进行评价5以 < b$#% 细
胞N孔的密度将 @RM9" 细胞接种到 "% 孔板中!在
:; ]!<_ (+" 条件下孵育 $! P"% G 后至细胞融
合度达到 !#_5转染前 " G!将完全培养基吸去!
用 *f2 洗涤两次!加入 %## !,无血清培养基和
不同 3N*比 #质量比$的 (29=9*/1N?3’复合物
#每孔含 $ !7?3’$孵育 < G 后!将无血清培养基
换成完全培养基5%! G 后!按照试剂盒所提供的
说明书在 fD4)Rg 2VKRT7V" 多功能酶标仪上检测
光子的强度5用 f(’检测出总蛋白的浓度!从而
将结果统一标准化成 0,lNB7蛋白#每毫克蛋白
所对应的相对光子数$ ’$!(5

复合物的毒性采用 .))法进行评价5以 $ b
$#%细胞N孔的密度将 @RM9" 细胞接种到 8= 孔板
中!在 :; ]!<_(+" 条件下孵育 "% G 后分别加
入 "# !,不同 3N*比 #质量比 $ 的 (29=9*/1N
?3’!*/19$Z!N?3’!*/19"<N?3’复合物5培养
"% G 后!每孔加入 .))溶液 #< B7NB,$ "# !,!
:; ]继续孵育 % G!终止培养5小心吸取孔内培养
上清液后!每孔加入 $<# !,?.2+!在 :; ]继续
孵育 :# BDK5选择 <;# KB波长!在 2l3012/酶标
仪上测定各孔吸光值!检测前自动混匀 =## J5细
胞活性的表达结果为&

细胞存活率#_$ e
D<;##JCBMER$ND<;##I4KST4E$ b$##

其中 D<;# #JCBMER$为聚合物及其复合物加入的孔
的吸光值!D<;##I4KST4E$为只含培养基的孔的吸光
值5

5"结果和讨论
5#!"接枝率计算

壳聚糖原料质量为 #Z< 7!*/1接枝的接枝壳
聚糖质量为 #Z;$ 7!根据公式#$$计算得到接枝
率为 %"_5说明以离子液体’f.1.((E为反应介
质!可以在无水条件下!采用 (?1为偶联试剂!使
*/1有效的与壳聚糖反应!得到 */1共价接枝壳
聚糖!且达到 %"_的接枝率5不同于原料壳聚糖
只能溶于 #Z<_醋酸溶液!接枝产物在生理 M@条
件下可以完全水溶!%"_的 */1接枝率有效提高

了原料壳聚糖的水溶性5
5#5"CD(!(E@R的 AFR?和!S(BJ?分析

图 $ 给出了 (29=9*/1和 (2 的$@93.0谱
图5(29=9*/1在 ’e:Z" P"Z< 范围内出现新的质
子峰!对应 */1的质子峰!考虑到所用 */1的 HL

为 =## P$!##!而透析袋的 .̂ (+范围为 !### P
$%###!没有成功共价接枝到壳聚糖骨架的 */1经
透析被分离!因此图 $ 中所给出的 */1质子峰来
源于与壳聚糖共价接枝的 */1的质子峰5由此可
以得出结论!小分子 */1已经成功共价接枝到壳
聚糖上5进一步分析峰面积!可以得出平均 "< 个
?9氨基葡萄糖结构单位上接有一个 */1分子5与
"Z$ 节中计算得到的 %"_的 */1接枝率吻合5

(29=9*/1和 (2 的 W)10谱图如图 " 所示5
::!# IB[$对应于壳聚糖 +― @%3― @的伸缩
振动峰!"!=# IB[$附近为 (― @的伸缩振动峰5
$=<# IB[$对应于酰胺键中( +的伸缩振动峰5
$#:# IB[$和 $#;# IB[$对应于醇羟基的 (― +
伸缩振动吸收峰!而在 $$%# IB[$附近为吡喃环
中醚键伸缩振动引起的肩峰5与 (2 相比!(29=9
*/1在 "!=#!$=<# 和 $$## IB[$附近的红外吸收
峰强度有明显增加!分别归属于 (29=9*/1中 */1
部分 (― @伸缩振动%3@(+3@中( +伸缩振
动%和 (― 3伸缩振动的贡献5W)10谱图分析表
明!*/1与 (2 发生了共价接枝!与$@93.0测试
结果一致5

WD75$&$@93.0JMRISTC4U(2 CKF (29=9*/1

5#7"凝胶电泳实验结果分析
图 :#C$%:#Y$分别给出了 (2N?3’和 (29=9

*/1N?3’复合物的凝胶阻滞电泳分析结果5图 :
#C$中随着复合物中 (2 质量比的增加!?3’被包
裹得越来越多!(2N?3’复合物 3N*比值从 $ 增
加到 = 时!?3’游离条带逐渐减少!3N*e! 时!

$8#$
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WD75"&W)10JMRISTC4U(2 CKF (29=9*/1

?3’游离条带完全消失!说明溶液中没有游离的
?3’!此时 ?3’被 (2 完全延滞5图 :#Y$中 (29=9
*/1N?3’复合物在 3N*e% 时 ?3’游离条带几
乎消失!说明此时溶液中剩余 ?3’已经很少!由
此可知!在 3N*e% 时!(29=9*/1即可完全压缩
?3’5通过对两图的对比分析可以得出&与 (2 相
比!(29=9*/1可以在更低的 3N*比完全延滞
?3’!说明(29=9*/1具有比(2更好的压缩?3’

的能力5*/1本身携带有大量的氨基!在弱酸条件
下!氨基质子化带正电!?3’带负电!两者依靠静
电吸附作用结合在一起"同时!因为 (2 对?3’具
有延滞作用!两者共同作用!因此 (29=9*/1表现
出比 (2 更好的压缩 ?3’的能力5

图 :#I$给出了 ?3’在 *f2# M@e<Z<$溶液
中的凝胶电泳谱图!从图可以看出!在测定范围内
改变 *f2 溶液与 ?3’溶液的体积比#固定 ?3’
溶液体积$!对 ?3’的延滞几乎没有任何影响!
说明测定范围内 *f2 的酸性对 ?3’的延滞没有
影响!因此可以得出结论!图 :#C$%:# Y$中 ?3’
的延滞归功于 (29=9*/1和 (2!而与所用溶剂无
关5图 :#I$中 ?3’出现两条清晰的分离条带!同
时也说明了所用质粒 ?3’在实验条件下的 M@
范围内稳定!没有发生断裂!在电泳前端的样品斑
点是具有超螺旋构型的质粒 ?3’!在电泳中游动
最快!在电泳后方的另一个样品斑点是具有松弛
构型的质粒 ?3’!在电泳中游动较慢5从样品斑
点的大小可以进一步判断所用质粒 ?3’在测定
条件下以超螺旋结构 ?3’构型为主5

WD75:&hRETRSCTFCSD4K CJJCVJ4U(2N?3’#C$ CKF (29=9*/1N?3’# Y$ KCK4MCTSDIERJ! CKF *f2 RUURIS

4K ?3’+JTRSCTFCSD4K #I$

,CKR#& BCTgRT" $& 3N*e$" "& 3N*e"" :& 3N*e%" %& 3N*e=" <& "& 3N*e!" =& 3N*e$#

5#;"形貌#粒径和 2%01 电位分析
图 % 给出了 (2N?3’和 (29=9*/1N?3’复合

物的透射电镜照片5(2N?3’和 (29=9*/1N?3’

复合物均呈现出不规则球形或者椭球形的形貌5

与 (2N?3’复合物对比!(29=9*/1N?3’复合物
的尺寸稍小!这是因为 */1含有大量的氨基!与
(2 接枝之后!两者共同作用!比 (2 自身压缩
?3’的能力强!更能有效压缩 ?3’!因而与 ?3’

形成的复合物的粒径更小5图 < 给出了动态光散
射#?,2$测得的 (2N?3’和 (29=9*/1N?3’复合
物的水化粒径!两者的水化粒径均比透射电镜测
得的粒径大!分别为 "$$ KB和 $=! KB!但 (29=9
*/1N?3’复合物的水化粒径小于 (2N?3’复合
物!这一结果仍然与透射电镜测试结果一致5因为

(29=9*/1N?3’复合物表面正电荷多!因此其 XRSC

电位比 (2N?3’复合物高5图 = 给出的 XRSC电位
测试结果表明!(29=9*/1N?3’复合物的XCSC电位
比 (2N?3’复合物的 XCSC电位高出 ""Z$ Ba5(29
=9*/1N?3’复合物 XRSC电位为 "!Z; Ba!从这一
数值可以推测 (29=9*/1与 ?3’可以形成比较稳
定的复合物5从上述实验结果分析!可以得出结
论&(29=9*/1与 ?3’可以形成大小为 $## P"##
KB%比较稳定的带正电的纳米复合物!具备适合
作为有效基因递送粒子的物理化学性质5
5#>"转染效果评价

在 @RM9" 细胞中!以 Mh,: 为报告基因!评价
(29=9*/1作为非病毒基因载体的体外转染效果!

结果见图 ; 所示5*/19"<### 是研究阳离子聚合物

"8#$



! 期 陈会英等&壳聚糖在离子液体中均相接枝聚乙烯亚胺及其基因转运

WD75%&)/.DBC7RJ4U(2N?3’#C$ CKF (29=9*/1N

?3’# Y$ KCK4MCTSDIERJ#3N*e=$

WD75<&*CTSDIERJDXRJ4U(2N?3’CKF (29=9*/1N?3’#3N*e=$

非病毒基因载体转染效率评价的金标准!本研究
以 */19"<### 作为正对照5从图 ; 中可以看出!未
进行 */1接枝的 (2 的转染效率在 3N*e% 时达
到最高!但均比 */19"<### 和 */19$!## 低!比 */19
"<### 低约 %% 倍5而进行 */1共价接枝的 (29=9
*/1在相同条件下的转染效率则得到大幅度的提

高!在 3N*e= 时转染效率最好!比 */19$!## 高
8# 倍!比 */19"<### 高出 :; 倍!比 (2 则高出 $=#
倍5该转染结果表明!在离子液体’f.1.((E中均
相合成的 (29=9*/1有望成为具有应用潜力的壳
聚糖基非病毒基因载体5

WD75=&>RSCM4SRKSDCEJ4U(2N?3’CKF (29=9*/1N?3’

#3N*e=$

WD75;&)TCKJURISD4K RUUDIDRKIV4U(29=9*/1N?3’CKF (2N?3’

CS‘CTD46J3N*TCSD4J4K @RM9" IREEJ# Mh,: CJTRM4TS7RKR$

5#Q"JFF毒性分析
图 ! 给出了 (29=9*/1在 @RM9" 细胞上的

.))细胞毒性评价结果5从图 ! 的结果可以看

:8#$
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出!*/19$!## 在 3N*e% 时的细胞存活率仅为
<#_左右!达到了半数致死量"而 */19"<### 的细
胞毒性更大!3N*e% 时的细胞存活率仅为 "#_!
致死量达到 !#_5而 (29=9*/1在所考察的 3N*
范围内!细胞存活率均比 */19$!## 和 */19"<###
显著提高!达到 ;#_ P!#_"毒性比 */19"<### 低
%倍 !比*/19$!##低$Z=倍5说明(29=9*/1的生

WD75!&(VS4S4\DIDSV4U(29=9*/1N?3’I4BMER\RJCS‘CTD46J

3N*TCSD4J4K @RM9" IREEEDKR

物安全性远远高于 */1类阳离子聚合物5该 .))
细胞毒性评价结果进一步说明!’f.1.((E中合
成的 (29=9*/1是一种高效低毒的壳聚糖基非病
毒基因载体!具有很好的应用潜力5

7"结论

本研究采用离子液体’f.1.((E为均相反应
介质!采用 (?1作为偶合试剂!以 */1对壳聚糖进
行共价接枝改性!制备了 (29=9*/1壳聚糖基非病
毒基因载体5通过 10%$@93.0证实了接枝共聚物
的生成!接枝率达到 %"_5)/.和 ?,2 等表征结
果表明!(29=9*/1可以通过静电作用与 ?3’复
合!形成具有稳定表面正电荷和纳米尺寸大小的
球形或椭球形5Mh,: 荧光蛋白转染实验表明!(29
=9*/1在 @RM9" 细胞中的转染效率比 */19"<###
高出 :; 倍!比 (2 高出 $=# 倍5而且!(29=9*/1的
细胞毒性在实验范围内均比较低!比 */19"<###
低约 % 倍5离子液体均相合成的 (29=9*/1有望成
为高效低毒的壳聚糖基非病毒基因载体5
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$"&iDCK7@,!QDB-Q!’T4SR0!3CG î !(G4.@5(G4D-i!’gCDgR)!(G4(25i(4KST4E0RERCJR!"##;!$$;#"$ &";: P"!#

$:&iDCK7@,!QDB)@!QDB-Q!*CTg 1-!(G4.@!(G4(25fD4BRF .CSRT!"##!!:#"$ &$ P;

$%&@CK cDC4ODK#韩小进$ !(GRK7(G6KX6#程春祖$ !>G6 kDK7J4K7#朱庆松$ !^6 (GCK7IGRK7#武长城$5i(GRB1KF#化工学报$ !"#$#!$=$

#$$$ &:#"# P:#"%

$<&>G6 kDK7J4K7#朱庆松$ !@CK cDC4ODK#韩小进$ !(GRK7(G6KX6#程春祖$ !^6 (GCK7IGRK7#武长城$5’ISC*4EVBRTDIC2DKDIC#高分子学

报$ !"#$$!#$#$ &$$;: P$$;8

$=&2DBC),!h642!2GDW!?RK7-k5)RSTCGRFT4K ,RSS!"##"!%:#%<$ &!$%< P!$%;

$;&,D6 -CKBRD#刘艳梅$ !-DK7.DK7#应敏$ !-CK7>GDODR#杨志杰$ !,R>GCK77C4#乐长高$5(GDK i+T7(GRB#有机化学$ !"##=!#"=$8&$"!=

P$"8#

$!&.C4@k!04VQ!)T46K7a,!iCKRJQ’!,DK Q-!^CK7-!’676JSi)!,R4K7Q^5i(4KST4E0RERCJR!"##$!;##:$ &:88 P%"$

%8#$



! 期 陈会英等&壳聚糖在离子液体中均相接枝聚乙烯亚胺及其基因转运

S383,%+%3I$X.1’03’C:*03$1+L*0:E3&/%0:/&%+*8*+%*+R3+M*TI*)
1+)R0$G44&*-10*3+*+X%+%N%&*6%./

@6D9VDK7(GRK$! "! 2G69YDC4>GCK7"! ! cDC49O6K *RK7$! 2GC49G6D(6D"!
-D9KCK >GC4"! (G6CK9BDK >GCK7"! -DK7@CK"

# $ @#%#+P+6>%’0-%#0-601O4/+23+.4$%75! O%$C7#60123+.4$%7! N/:4-0/.+/#%7%/A

;4070=4$%7@$4+/$+%/A "+$3/070=6! *%74%/ 9/4:+-54#601"+$3/070=6! *%74%/&$$=#"%$

# "P+6>%’0-%#0-601;40#+$3/070=6%/A ;40-+50C-$+59#474R%#40/!"3+@#%#+N#3/4$D11%4-520..45540/!H4/45#-601NAC$%#40/!

2077+=+01>41+@$4+/$+! *%74%/ 8%#40/%74#4+59/4:+-54#6! *%74%/&$$==##$

G9$0.1-0&fV6JDK7D4KDIEDn6DF $9Y6SVE9:9BRSGVEDBDFCX4ED6BIGE4TDFR#’f.1.((E$ CJTRCISD4K J4E‘RKSCKF
ICSCEVJS!CKF $! $9ICTY4KVEFDDBDFCX4ERCJCI46MEDK7TRC7RKS! IGDS4JCK 7TCUSRF LDSG E4L B4ERI6ECTLRD7GS
M4EVRSGVERKDBDKR#(29=9*/1$ LCJJVKSGRJDXRF DK CK4K9Cn6R46JG4B47RKR46JJ4E6SD4K5$@93.0CKF W)10
R\MRTDBRKSJIGCTCISRTDXRF SGRI4BM4JDSD4K 4UI4M4EVBRT(29=9*/1CKF I4KUDTBRF SGCSSGRIGDS4JCK IGCDKJLRTR
J6IIRJJU6EEV7TCSRF LDSG M4EVRSGVERKDBDKRCSCTCSD44U%"_5fV6JDK7CI4C76ECSD4K BRSG4F!(29=9*/1N?3’
I4BMER\KCK4MCTSDIERJLRTR4YSCDKRF!CKF SGRDTMGVJDI4IGRBDICEMT4MRTSDRJLRTRIGCTCISRTDXRF LDSG STCKJBDJJD4K
RERIST4K BDIT4JI4MV#)/.$! FVKCBDIED7GSJICSSRTDK7#?,2$ CKF ’7CT4JR7RERERIST4MG4TRJDJCJJCV5)GR
STCKJURISD4K RUUDIDRKIV4U(29=9*/1LCJR‘CE6CSRF DK @RM9" IREEEDKRJLDSG Mh,: CJTRM4TSDK77RKRJ5)GR7RKR
R\MTRJJDK7BRFDCSRF YV(29=9*/1LCJ$=# SDBRJGD7GRTSGCK SGCSYV(25.))CJJCVJTRJ6ESJJG4LRF SGCS(29=9
*/1GCF E4LIVS4S4\DIDSVDK SGRTCK7R4USGRR\MRTDBRKSCEF4JR5)GRTRJ6ESJDKFDICSRSGCS(29=9*/1JVKSGRJDXRF
DK D4K EDn6DF ’f.1.((EGCJC‘RTV744F M4SRKSDCECJRUUDIDRKSCKF JCURK4K9‘DTCE7RKR‘RIS4TJ5
K%/L3.)$&34K9‘DTCE7RKR‘RIS4T! (GDS4JCK! 14KDIEDn6DF! */1! hTCUSI4M4EVBRT

! (4TTRJM4KFDK7C6SG4T&2G69YDC4>GCK7!/9BCDE&XJYHFEK65RF65IK

<8#$


