
第 !" 卷第 # 期 现代化工 $%&'()"

'()" 年 # 月 $*+,-. /0,123%45.+678-&

透明质酸酶的研究现状及展望
吴剑英!陈奕涵!

!上海昊海生物科技股份有限公司"上海 '()N)!#

摘要!随着分子生物学和蛋白质组学的发展"不同来源的透明质酸酶多样性逐渐被发现"已逐渐应用于医药和工具酶等多

个领域# 综述了透明质酸酶分类与来源'透明质酸酶抑制剂'应用领域和重组透明质酸酶的制备"并对其未来研究方向进行了

展望#
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99透明质酸酶%0&%46-*.2+%7,"I=%7,&是能降解胞

外黏多糖透明质酸% 0&%46-*.23%32+"I=&的一种糖

苷酶"不同来源的 I=%7,作用效果不尽相同"部分

I=%7,也可以在一定程度上降解软骨素和硫酸软

骨素())

#

I=是由,>乙酰氨基葡萄糖与 .>葡萄糖醛酸

为双糖单位等摩尔聚合而成的胞外黏多糖"其双糖

单位中的,>乙酰氨基葡萄糖与 .>葡萄糖醛酸以

"

>)"! 糖苷键相连"双糖单位之间则以
"

>)"" 糖苷

键进行聚合(')

# 基于 I=结构特性"I=%7,通过水

解I=链中
"

>)"! 糖苷键或者
"

>)"" 糖苷键得到小

分子I=或者寡糖"从而降低了 I=的黏滞性和润

滑性"以致于增强了细胞的通透性"减弱了宿主细胞

的物理防御屏障进而有利于细菌'毒素以及营养物

质的扩散(!)

"临床医学上 I=%7,还可以用于药物渗

透剂'麻醉辅助剂'手术后消肿剂等(")

#

近年来"随着I=已被广泛应用于医药'化妆品

和食品领域"I=%7,亦逐渐成为 I=相关领域研究

热点之一"然而I=%7,终究碍于组织来源不易以及

分离纯化困难等因素"过去一段时间并没有得到很

好的研究(#)

# 鉴于I=%7,国内外的研究现状"本文

中主要对其分类'性质'酶活测定以及应用领域进行

综述"以期为I=%7,的研究提供交流与借鉴#

67K3'/,的分类与来源

6967K3'/,的分类

分子遗传学理论表明"I=%7,可分为 ' 大家族!

原核生物透明质酸酶和真核生物透明质酸酶# 根据

I=%7,催化机理和底物特异性的不同其主要可以分

为以下 ! 类%图 )&#

图 )9透明质酸酶的分类
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%)&透明质酸>">聚糖水解酶%A/!V'V)V!#&!

主要来源于哺乳动物睾丸'动物毒液及溶酶体"为内

切>

"

>,>乙酰氨基葡萄糖苷酶"并伴有转糖苷酶活

性"通过作用于
"

>)"" 糖苷键可以将 I=降解为四

糖"同时也可以将软骨素和硫酸软骨素降解为四糖#

依据碳水化合物活性酶数据库%/=Bo&酶学分类标

准"哺乳动物I=%7,属于糖苷水解酶 #N 家族(N)

"它

对于内切I=的
"

>)"" 糖苷键具有随机性"同时伴

随着生成聚合度减少若干单位的全新 I=链"由于

裂解过程需要同时释放出多个四糖"哺乳动物

I=%7,尚具有转糖苷酶活性"从而可以更加及时地

转移裂解后的四糖"直到完全生成最终的四糖产物#

%'&透明质酸>!>聚糖水解酶%A/!V'V)V!N&!

主要来源于水蛭与十二指肠虫"属内切>

"

>葡萄糖

醛酸苷酶"通过作用
"

>)"! 糖苷键可以特异性降解

I=为四糖或者己糖"不能降解软骨素和硫酸软

骨素#

%!&透明质酸裂解酶%A/"V'V'V)&!微生物来

源的I=%7,分布于细菌'病原真菌以及噬菌体中"

既可降解I=也可作用于软骨素和硫酸软骨素"通

过
"

>)"" 糖苷键断裂和
"

>消去作用可以获得 ""#>

不饱和双糖# 细菌 I=%7,与哺乳动物 I=%7,由于

属于不同的 /=Bo家族"其降解 I=的过程大不相

同(O)

"它内切I=的
"

>)"" 糖苷键具有严格的顺序

性"每次内切作用仅仅释放出 ) 个单位双糖"并且伴

随着对侧链基团外切修饰作用"同时生成减少 ) 个

双糖单位的全新I=链"整个降解过程非常有序"直

到最终得到 ""#>不饱和双糖#

6987K3'/,的来源

I=%7,在自然界中的分布比较广泛"已被发现

存在于哺乳动物'无脊椎动物%甲壳类'水蛭和昆

虫&'病原真菌%念珠菌属'链霉菌属&以及细菌中#

对于哺乳动物I=%7,研究表明"不同种类哺乳动物

来源的I=%7,不同"同一哺乳动物不同组织部位来

源的I=%7,也不同# 蛇'黄蜂'蝎子'蜥蜴等动物毒

液以及水蛭中也含有 I=%7,"故在发起进攻时可以

加强其毒液在受害者局部组织间的渗透和扩散(P)

#

近年来"随着分子生物学技术的发展"已经在链球

菌'葡萄糖球菌'肠球菌'厌氧型杆菌以及链霉菌属

中发现I=%7,同源性氨基酸序列#

)V'V)9人类I=%7,

人类的基因组序列表明人的I=%7,具有 N 个成

员基因"其中Io=F>)'Io=F>' 和Io=F>! ! 段基

因紧密地定位于染色体 !K')V'"另外 ! 段基因

Io=F>"'Io=F>Z) 和 ZI>'( 紧密地定位于染色

体 OG!)V!"然而 N 个亚型基因的序列相似性高达

!!T U""T"形成的原因可能与古老的基因复制过

程有关(<)

# Io=F>) 主要分布于哺乳动物的血浆

和尿液中"肝脏'肾'脾以及心脏中也发现有表达"但

含量水平很低且分离纯化比较困难"

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

近年发展的基
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质凝胶分析系统使得从人血浆和尿液中分离纯化

Io=F>) 成为可能"已成功从人血浆中获得了一种

分子质量 #O Lb%的Io=F>)"而从人尿液中获得了

' 种 Io=F>)

()()

"分子质量分别为 "# Lb%和

#O Lb%"研究表明"' 种 Io=F>) 为一组同工酶"不

同的是低分子质量 Io=F>) 包含 ' 个不同的 ,端

序列# Io=F>' 除了在大脑中没有被发现其表达之

外"其他许多组织部位都发现其存在"Io=F>) 和

Io=F>' 在体内主要通过协同作用负责细胞内外

I=的分解代谢"发育早期对胞外I=的降解有利于

软骨组织细胞的分化# 由于现有的酶活检测方法表

明Io=F>! 没有生物活性"迄今为止对其催化性能

研究较少# 人 Io=F>" 是第一个被确认在脊柱动

物组织中发现的软骨素酶"主要存在于胎盘和骨骼

肌中"研究结果表明"其对 I=无生物活性# 人

Io=F>Z) 由于在进化过程出现中一段外显子缺

失"从而导致氨基酸翻译过程提前终止"使其成为一

段假基因"而鼠Io=F>Z) 基因序列表明"其没有发

生外显子的缺失突变"综合对比结果猜测鼠或者别

的动物可能具有活性Io=F>Z)# 研究表明"ZI>'(

是一种多功能膜蛋白"既具有降解 I=的作用又具

有提供 I=诱导信号受体的作用()))

"存在于人睾

丸'女性生殖道'胎盘组织和某些恶性肿瘤中"但是

人体不同部位来源的 ZI>'( 性质以及生物活性是

不完全相同的"形成这种差别的原因可能是不同部

位细胞生理条件不一样"影响了酶活性区域内氨基

酸的折叠和糖基化#

)V'V'9微生物I=%7,

许多微生物都能产生透明质酸酶"包括噬菌体"

但是噬菌体I=%7,分子质量比细菌 I=%7,要小"并

且在胞外环境下检测到其I=%7,生物活性很低()')

#

革兰氏阳性菌可以将胞内 I=%7,分泌至胞外环境

中"研究表明"所有具有分泌 I=%7,机制的革兰氏

阳性菌都具备感染动物的能力()!)

"这些菌类有链球

菌'葡萄球菌'消化链球菌属'丙酸菌属'链霉菌属'

梭状芽孢杆菌等# 革兰氏阴性菌也可以产生 I=%7,

但不分泌至胞外环境"故很少致病"这些菌类有气单

胞菌属'弧菌'梭菌属'变形杆菌属等#

)V'V!9其他来源I=%7,

睾丸 I=%7,和毒液 I=%7,作为一种,扩散因

子-已经在医学领域应用多年"可以促进皮下注射

的药物更好地扩散# 工业上制备睾丸 I=%7,主要

采用哺乳动物牛'羊睾丸作为组织来源"通过提取'

盐析'精制等步骤最终得到 I=%7,精品"研究表

明()))

"提取得到睾丸I=%7,主要来自于膜蛋白ZI>

'("属于透明质酸>">聚糖水解酶# 毒液 I=%7,通

过降解I=和胞外基质使得毒液可以较快地从受伤

部位扩散进入神经系统"通过氨基酸同源性对比分

析"结果表明大多数毒液 I=%7,与哺乳动物 ZI>'(

同源性达到 !NT

(P)

"但是碍于毒液 I=%7,的特殊

性"一直并没有得到很好的研究"随着分子生物学的

进步"相信毒液 I=%7,研究可以得到进一步的发

展# 水蛭 I=%7,主要来源于水蛭头部部位的提

取()")

"可以特异性降解 I=而不能降解其他多糖"

临床上水蛭I=%7,常常用于心血管疾病的治疗#

87K3'/,抑制剂的研究

I=%7,被确认在许多生理和病理过程中发挥着

关键的作用"如细胞胚胎发生'血管生成'炎症病情

恶化'伤口愈合'细菌致病'毒素或者毒液的扩散过

程"因此"识别并且研究透明质酸酶抑制剂具有实际

意义# I=%7,抑制剂主要来自蛋白质'糖胺多糖'植

物中提取的生物活性成分和有机合成的化合物# 来

自小鼠血清 I=%7,抑制剂是一个分子质量在

)'( Lb%的耐热糖蛋白()#)

"最佳抑制活性 KI为 N U

P"可以明显地抑制牛睾丸 I=%7,'蛇 I=%7,和蜂毒

I=%7,"抑制过程中表现出对镁离子的绝对依赖和

蛋白酶的敏感"但对链霉菌 I=%7,则无抑制效果#

肝素()N)是由葡糖醛酸>'>硫酸和 ,>磺基>.>葡糖

胺>N>硫酸通过
#

>)"" 糖苷键交替连接形成平均分

子质量为 )# Lb%的酸性黏多糖硫酸脂"抑制过程中

它不与I=%7,活性区域结合"是一种非竞争性抑制

剂"可以抑制睾丸I=%7,'毒液I=%7,而不能抑制水

蛭I=%7,和细菌 I=%7,"其中抑制睾丸 I=%7,效果

优于毒液I=%7,# 57*&%1%等()O)通过对 ') 种I=%7,

抑制剂进行研究"认为苯乙烯>">磺酸和I=硫化衍

生物为最有效的 I=%7,抑制剂"其中哺乳动物

Io=F>) 和蜂毒 I=%7,比睾丸 I=%7,更敏感"而链

霉菌I=%7,除了对聚苯乙烯磺酸敏感外对其他的

抑制剂都不敏感# d2-270等()P)认为壳聚糖可以抑制

毒液I=%7,和睾丸I=%7,对 I=的降解作用"壳聚

糖是一种带正电荷的聚葡萄糖胺%)>"&>'>氨基>5>

.葡萄糖衍生物"壳聚糖的 jI

k

!

与 I=分子中

/SS

>通过静电作用形成复合 I="从而保护 I=免

于被I=%7,降解"壳聚糖的抑制效率与其分子质量

有直接关系"抑制效果随着壳聚糖分子质量的增大

+<"+
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而增强"可以显著增强 I=制剂在体内的给药效果

和延长药效时间# SL*-6LJ6 等()<)认为对于肺炎链

球菌 I=%7,较好的抑制剂则是维生素 /"它通过与

I=%7,活性区域的 '# 个氨基酸残基结合而抑制

I=%7,的活性# 蝶豆植物叶提取物具有抗炎'局部

麻醉和抗糖尿病的作用"$%28&等('()研究表明"蝶豆

植物叶提取物中蒲公英赛醇可以抑制睾丸 I=%7,"

在抗肿瘤'抗氧化以及抗炎领域都可以发挥积极作

用$其他植物来源的 I=%7,抑制剂也有植物提取的

黄酮'罗望子种子提取的抗氧化剂成分'生物碱等生

物活性物质"如何从植物中进行 I=%7,抑制剂提取

和纯化则是天然来源 I=%7,抑制剂未来研究的方

向# 近年来已完成重组 I=%7,在大肠杆菌体内表

达"然而大肠杆菌在表达 I=%7,过程中容易形成包

涵体"=L08%-等('))研究认为盐酸胍和 !>精氨酸在

很低浓度下会完全抑制链球菌 I=%7,酶活"对重组

I=%7,包涵体复性工艺有较好的提示作用#

:7K3'/,的应用

I=%7,通过降解 I=可增加细胞膜的通透性'

降低细胞外环境的黏度"增强药物制剂在胞内扩散

作用等"参与体内多种机体生理代谢和生化反应"同

时还可以作为工具酶参与I=与硫酸软骨素等多糖

的降解#

临床研究表明"肿瘤细胞和肿瘤间质细胞都可

以分泌I="而肿瘤细胞还可以分泌 I=%7,用来对

正常细胞进行侵袭攻击"对膀胱癌和前列腺癌
&

期

和
)

期患者尿液检测得出 I=%7,含量高于正常人

! UO 倍"临床统计研究表明"I=%7,含量检测具有

较高的灵敏性和特异性"可以作为肿瘤标记物并为

早期癌症的诊断提供依据('')

# 睾丸I=%7,自 '( 世

纪已经用作为化疗患者使用药物的扩散辅助剂"在

基础临床研究阶段"I=%7,已被证明可以增强长春

碱在恶性黑色素瘤'膀胱癌'卡波西氏肉瘤和脑瘤治

疗中的药效('!)

# 采用腺病毒载体基因治疗神经系

统疾病是近年发展的新技术"m%.2730 等('")研究表

明"基因治疗的关键在于腺病毒载体能否成功转导

进入神经元细胞"而体内外研究发现腺病毒载体转

导进入神经元细胞效率很低"主要原因是细胞外基

质的主要成分I=在神经元细胞周围形成密集的神

经网"阻止外源物质物进入细胞"而 I=%7,作为安

全可靠的辅助剂已被证实对人体无副作用"它与腺

病毒载合之后可以极大程度地提高对神经元细胞的

转导率"使得基因治疗神经系统疾病更加有效# 将

眼内激光应用于玻璃体切割术是 '( 世纪 O( 年代初

发展起来的高水准现代显微眼科手术"在手术过程

中I=%7,常和麻醉剂一起并用"玻璃体黏液中的

I=通过与蛋白质结合形成蛋白多糖"在维持玻璃

体凝胶稳定性方面起着举足轻重的作用"通过

I=%7,对I=以及其他的酸性黏多糖基质的降解"

使得玻璃体从凝胶状态变为溶胶状态"多个较小的

液化腔也融合成一个较大的液化腔"增加了红细胞

和渗出吞噬细胞的扩散速度"进而增强了血红细胞

溶菌作用和吞噬作用"提高了眼内激光手术的效率

和安全性"减少了白内障'眼内炎'视网膜出血'撕裂

或脱落等手术并发症的发生('#)

# 另外"在整形美容

领域"I=%7,也常被用于面部注射 I=除皱后不良

反应的后处理('N)

#

;7重组K3'/,的制备

随着I=%7,在医药领域的应用逐渐被公众所

认可"'((" 年以来"美国 _b=相继批准了 ! 种透明

质酸酶制剂***牛型 I=%7,%=1K0%+%7,&'羊型

I=%7,%[28-%7,&和重组人 -I6ZI>'( %I&4,.,̀&上

市"市售价格以重组人 -I6ZI>'(%I&4,.,̀&最为昂

贵"适应症包括增进其他药剂的吸收和扩散'经皮泌

尿系统造影辅助和增进造影剂的再吸收"目前除

_b=标注外还可以用于透明质酸注射副反应的矫

正# 现阶段I=%7,制备方法有提取法'发酵法和基

因工程法#

;967提取法

主要采用哺乳动物睾丸'动物毒液和鱿鱼软骨

组织作为来源材料"而美国 _b=从 )<<P*'()) 年

收到 <P 例患者不良反应报告"主要原因在于动物源

性I=%7,交叉感染#

;987发酵法

发酵法目前已有采用缓症链球菌$://'N<# 作

为表达菌株('O)

"但是所采用的生产菌株是致病菌"

发酵过程中不可避免地形成内毒素和溶血素"现阶

段仅仅适应于基础研究或者用于 I=%7,工具酶

领域#

;9:7基因工程法

近年来基因工程的发展使得多种来源 I=%7,

得到了进一步研究"已在大肠杆菌'毕赤酵母'昆虫

细胞和植物细胞中完成重组 I=%7,的表达# X,--&

等('P)将重组肺炎链球菌 0&4基因在大肠杆菌胞内

+(#+
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表达"最终通过琼脂糖凝胶柱粗分离后得到 ON" (((

DR1?的I=%7,# d6*等('<)采用大肠杆菌表达重组

兽疫链球菌 0&4基因可以获得I=%7,"经过复性和纯

化最终可以得到 ! P(( DR1?的 I=%7,# 本研究组

也采用/型的马疫链球菌 0&4基因与温敏型表达载

体重组"然后在大肠杆菌胞内表达"经过复性和镍柱

纯化后获得高活性 I=%7,# o%.?等()')采用重组化

脓链球菌噬菌体 0&4基因在大肠杆菌胞内表达"采

用镍柱纯化得到粗酶酶活大致在 <V"N DR1?"远远

低于上述的研究结果# 形成这种差异原因可能是噬

菌体I=%7,对宿主细胞依赖性较强"在体外条件下

容易失活"而且噬菌体 I=%7,降解 I=机制与细菌

I=%7,也不同# 毕赤酵母对外源蛋白具有表达量高

并且活性高"又可以选择分泌型表达"是表达真核

I=%7,的较佳宿主" ],282.?,-等(!() 将蜜蜂毒液

I=%7,基因重组于毕赤酵母"纯化后得到的重组

I=%7,酶活效力和天然蜜蜂 I=%7,并无差异"借助

于基因重组技术"不同动物的毒液 I=%7,性质未来

将可以得到了进一步的阐述# I*@2.?,-等(!))分别将

人Io=F>) 基因在昆虫细胞和大肠杆菌进行表达"

结果表明"人Io=F>) 基因在大肠杆菌胞内形成了

大量的包涵体"体外复性纯化后酶活仅为 (V)

DR1?"而采用果蝇细胞作为宿主表达Io=F>) 活性

达到 PVN DR1?# W6.?等(!') 借助农杆菌将人

Io=F>)'Io=F>''Io=F>! 和 Io=F>" 基因分别

转入到烟草本塞姆氏细胞中进行表达"叶片组织中

提取得到的可溶蛋白经过镍柱纯化后其酶活分别为

N!V(O''#V#O''V!P'(V(P DR1?"而在大肠杆菌中表

达上述 " 段基因都无活性蛋白"I=%7,在植物细胞

中的表达成功为未来制备天然重组 I=%7,提供了

新渠道# 鉴于哺乳动物 I=%7,与细菌 I=%7,氨基

酸同源性差异较大"大肠杆菌更适宜于表达原核生

物I=%7,"而表达真核生物I=%7,容易形成包涵体"

由于大肠杆菌缺乏对真核蛋白的糖基化修饰功能"

即使体外包涵体成功复性后得到的重组哺乳动物

I=%7,仍活性较低$而毕赤酵母在表达真核生物目

的蛋白具有修饰功能"使其表达活性较高"并且毕赤

酵母还具有易于高密度发酵培养和培养成本低廉等

优点"是大规模制备重组人I=%7,的首选方法#

B7展望

随着 I=代谢机制和应用领域研究的深入"

I=%7,已逐渐成为国内外学者研究的重要课题"自

然界中广泛分布的特点决定其来源多样性"近年来"

借助分子生物学手段已经在多种来源的 I=%7,研

究方面取得一些进展"这将有助于推动 I=%7,在结

构'生化性质和应用 ! 个方面进行如下深入研究#

%)&结构方面!根据I=%7,基因保守序列分析"

克隆出更多来源的 I=%7,基因"结合结构生物学方

法可以对表达纯化后的 I=%7,进行立体结构研究"

并采用 l>射线衍射分析法获知 I=%7,活性位点

信息#

%'&生化性质!不同来源 I=%7,氨基酸序列差

异反映在I=%7,生化性质则差异很大"如体现在等

电点'底物特性'催化特性等方面# 近期发现产紫青

霉I=%7,基因以及氨基酸同源性序列分析表明"其

不属于现有国际酶学会关于I=%7,的分类(!!)

"与此

同时"注重I=%7,抑制剂与致病菌侵袭能力之间的

研究"如何更加完善地去阐述 I=%7,生化性质的多

样性则是未来其应用研究的基础#

%!&应用研究!I=%7,作为肿瘤理想标记物已

具有临床统计学数据支持"如何将 I=RI=%7,诊断

用于肿瘤前期特异性检测是医学界面临的新课题#

随着I=领域研究深入"寡聚I=有别于普通I=的

生物作用已引起人们的重视"借助基因重组技术完

成多种重组I=%7,制备以及将其应用于医用I=%7,

原料和酶解法制备寡糖I=则是未来产业化研究的

重点#

参考文献

()) A4̂\%@*-&j\"_%C%-&=A"F,,/Y"&A0HHI&%46-*.2+%7,7"%?-*6K

*@?4&3*72+%7,7!/6--,.8%.+ @686-,K,-7K,382E,7(W)H/%-M*0&+-%8,

Z*4&1,-7"'()("P)!)N# >)P)H

(') 陈奕涵"钱悦"候永泰"等H大肠杆菌 DbZ>葡萄糖脱氢酶基因

的克隆'表达及酶活性测定(W)H生物技术通报"'()!"'#'%O&!

)!N >)"!H

(!) =44,. /I"A8CJ24,-F\"$244,-$Y"&A0HH],3*1M2.%.8061%. 0&̂

%46-*.2+%7,̂,.%M4,+ 76M368%.,*67K,+2%8-23-,0&+-%82*.(W)HW*6-.%4

*@80,=1,-23%. =3%+,1&*@Z,+2%8-237"'((<")'"%#&!P#P >PNOH

(") X-*J. $X"W*.,7\ =HI&%46-*.23%32+!=6.2G6,8*K23%4E,0234,

@*-80,4*3%42C,+ +,42E,-&*@+-6?78*80,7L2.(W)HA6-*K,%. =3%+,̂

1&*@b,-1%8*4*?&%.+ [,.,-,*4*?&WA=b["'((#")<!!(P >!)PH

(#) d2-270 Y\"Y,1K%-%e6 YH:0,1%?23?46,0&%46-*.%. %.+ 287,-%7,-

0&%46-*.2+%7,!=M2*4*?23%4*E,-E2,J(W)HF2@,\32,.3,7"'((O"P(!

)<') >)<"!H

(N) I*@2.?,-A\"I*,3078,88,-W"S,884$"&A0HH57*,.C&1,̂7K,32@23

+2@@,-,.3,72. 80,+,?-%+%82*. *@0&%46-*.23%32+ M&1%11%42%.^

8&K,0&%46-*.2+%7,7(W)Hd4&3*3*.e"'((P"'#!)() >)(<H

(O) W,+-C,e%7$W"$,44*F["d-**8XFH$,30%.271*@0&%46-*.%. +,?̂

+)#+



现代化工 第 !" 卷第 # 期

-%+%82*. M&DAB&VA6U6UU/DV'&/J6';0&0&%46-*.%8,4&%7,(W)H:0,

W*6-.%4*@X2*4*?23%4/0,1278-&"'(('"!)%'OO&!'P'PO >'P'<OH

(P) W%3*12.2bFW"Z,-,2-%_b/"b*7\%.8*7Z"&A0HHI&%46-*.2+%7,

@-*180,E,.*1*@80,7*32%4J%7K K*4&M2%K%64278%% 0&1,.*K8,-%"

E,7K2+%,&!/4*.2.?"78-6386-%41*+,42.?"K6-2@23%82*."%.+ 2116.*̂

4*?23%4%.%4&727(W)H:*̀23*."'()!"N!O( >P(H

(<) /7*L%=X"_-*78d5"\8,-. ]H:0,72̀0&%46-*.2+%7,̂42L,?,.,72.

80,061%. %.+ 1*67,?,.*1,7(W)H$%8-2̀ X2*4*?&" '(()" '(!

"<< >#(PH

()() /7vL%:X"_-*78d5"m*.?:"&A0HHZ6-2@23%82*. %.+ 123-*7,G6,.^

32.?*@0&%46-*.2+%7,27*C&1,7@-*1061%. 6-2.,(W)H_AX\ F,8̂

8,-7")<<O"")O!!(O >!)(H

())) /0,--dj"o6+2. =5"SE,-78-,,8WmH:0,+6%4@6.382*.7*@dZ5̂
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