
JABFM
eISSN 2280-8000

J Appl Biomater Funct Mater 2017; 15(3): e215-e222

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�dŚŝƐ�ĂƌƟĐůĞ�ŝƐ�ƉƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ�ĂŶĚ�ůŝĐĞŶƐĞĚ�ƵŶĚĞƌ��ƌĞĂƟǀĞ��ŽŵŵŽŶƐ��ƩƌŝďƵƟŽŶͲEŽŶ�ŽŵŵĞƌĐŝĂůͲEŽ�ĞƌŝǀĂƟǀĞƐ�ϰ͘Ϭ� 
/ŶƚĞƌŶĂƟŽŶĂů�;����zͲE�ͲE��ϰ͘ϬͿ͘��ŶǇ�ĐŽŵŵĞƌĐŝĂů�ƵƐĞ�ŝƐ�ŶŽƚ�ƉĞƌŵŝƩĞĚ�ĂŶĚ�ŝƐ�ƐƵďũĞĐƚ�ƚŽ�WƵďůŝƐŚĞƌ Ɛ͛�ƉĞƌŵŝƐƐŝŽŶƐ͘�&Ƶůů�ŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶ�ŝƐ�ĂǀĂŝůĂďůĞ�Ăƚ�ǁǁǁ͘ǁŝĐŚƟŐ͘ĐŽŵ
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ŽĨ� ŝŶũƵƌĞĚ� ďŽŶĞ� ƟƐƐƵĞ� ǀŝĂ� ƐĞǀĞƌĂů� ĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐ͗� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�
ďŝŽŵĂƚĞƌŝĂůƐ�;ϭͲϰͿ͕�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�;ϱͲϵͿ�ĂŶĚ�ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƟŽŶ�ǁŝƚŚ�
ĞǆƚĞƌŶĂů� ƐƉĞĐŝĮĐ� ŐƌŽǁƚŚ� ĨĂĐƚŽƌƐ� ĂŶĚͬŽƌ� ďŝŽƉŚǇƐŝĐĂů� ƐƟŵƵůŝ�
;ϭϬͲϭϰͿ͘�DĂŶǇ� ƉƌĞĐůŝŶŝĐĂů� ĂŶĚ� ĐůŝŶŝĐĂů� ƐƚƵĚŝĞƐ� ǁĞƌĞ� ĨŽĐƵƐĞĚ�
ŽŶ�ƚŚĞ�ĞǀĂůƵĂƟŽŶ�ŽĨ�ƚŚĞ�ĞĸĐĂĐǇ�ŽĨ�ƚŚĞƐĞ�ĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐ͕�ĂůŽŶĞ�
Žƌ� ŝŶ� ĐŽŵďŝŶĂƟŽŶ͘� ^ĐĂīŽůĚƐ� ƉůĂǇ� Ă� ŬĞǇ� ƌŽůĞ� ŝŶ� ďŽŶĞ� ƟƐƐƵĞ�
ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ� ƉƌŽǀŝĚŝŶŐ� Ă� ϯͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂů� ĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ� ĂŶĚ� Ă�
ŚŝŐŚůǇ�ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĞĚ�ƉŽƌŽƵƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ�ĨŽƌ�ĐĞůů�ƐĞĞĚŝŶŐ͕�ƉƌŽͲ
ůŝĨĞƌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ŐƌŽǁƚŚ͕�ĂƐ�ǁĞůů�ĂƐ� ĨŽƌ�ĮůůŝŶŐ�ďŽŶĞ�ĚĞĨĞĐƚƐ�;ϭͿ͘�
�ƚ�ƚŚĞ�ƐĂŵĞ�ƟŵĞ͕�ƚŚĞǇ�ƉƌŽǀŝĚĞ�ŵĞĐŚĂŶŝĐĂů�ĐŽŵƉĞƚĞŶĐĞ�ĚƵƌͲ
ŝŶŐ� ďŽŶĞ� ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ͘� �ŝŽĐŽŵƉĂƟďŝůŝƚǇ͕ � ŽƐƚĞŽͲĐŽŶĚƵĐƟǀŝƚǇ�
ĂŶĚͬŽƌ� ŝŶĚƵĐƟǀŝƚǇ͕ �ĂŶĚ�ƐƵŝƚĂďůĞ�ďŝŽĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ�ƌĂƚĞ�ĂƌĞ�ƚŚĞ�
ƉƌŽƉĞƌƟĞƐ�ƌĞƋƵŝƌĞĚ�ĨŽƌ�Ă�ƐĐĂīŽůĚ�ƚŽ�ďĞ�ƐƵĐĐĞƐƐĨƵů�ŝŶ�ďŽŶĞ�ƟƐͲ
ƐƵĞ� ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͘� ^ĐĂīŽůĚƐ� ƐŚŽƵůĚ� ĂůƐŽ� ƐƵƉƉŽƌƚ� ĂƩĂĐŚŵĞŶƚ�
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ABSTRACT
WƵƌƉŽƐĞ͗��ŽŶĞ�ƟƐƐƵĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ�ŝƐ�ŚĞůƉĨƵů�ŝŶ�ĮŶĚŝŶŐ�ĂůƚĞƌŶĂƟǀĞƐ�ƚŽ�ŽǀĞƌĐŽŵĞ�ƐƵƌŐĞƌǇ�ůŝŵŝƚĂƟŽŶƐ͘��ŽŶĞ�ŐƌŽǁƚŚ�
ĂŶĚ�ƌĞƉĂŝƌ�ĂƌĞ�ƵŶĚĞƌ�ƚŚĞ�ĐŽŶƚƌŽů�ŽĨ�ďŝŽĐŚĞŵŝĐĂů�ĂŶĚ�ŵĞĐŚĂŶŝĐĂů�ƐŝŐŶĂůƐ͖�ƚŚĞƌĞĨŽƌĞ͕�ŝŶ�ƌĞĐĞŶƚ�ǇĞĂƌƐ�ƐĞǀĞƌĂů�ĂƉͲ
ƉƌŽĂĐŚĞƐ�ƚŽ�ŝŵƉƌŽǀĞ�ďŽŶĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ�ĞǀĂůƵĂƚĞĚ͘�KƐƚĞŽͲŝŶĚƵĐƟǀĞ�ďŝŽŵĂƚĞƌŝĂůƐ͕�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ͕�ƐƉĞĐŝĮĐ�
ŐƌŽǁƚŚ�ĨĂĐƚŽƌƐ�ĂŶĚ�ďŝŽƉŚǇƐŝĐĂů�ƐƟŵƵůŝ�ĂƌĞ�ĂŵŽŶŐ�ƚŚŽƐĞ͘�dŚĞ�Ăŝŵ�ŽĨ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶƚ�ƐƚƵĚǇ�ǁĂƐ�ƚŽ�ĞǀĂůƵĂƚĞ� ŝĨ� ůŽǁͲ 
ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�;>/Wh^Ϳ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ǁŽƵůĚ�ŝŵƉƌŽǀĞ�ƚŚĞ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ�ŽĨ�ĂŶ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇͲ
ďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ďǇ�ŚƵŵĂŶ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�;ŚD^�ƐͿ�ĂŶĚ�ƚŚĞŝƌ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͘�>/Wh^�
ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ǁĂƐ�ĂƉƉůŝĞĚ�ƚŽ�ŚD^�Ɛ�ĐƵůƚƵƌĞĚ�ŽŶ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ŝŶ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ŵĞĚŝƵŵ͕�ŵŝŵͲ
ŝĐŬŝŶŐ�ƚŚĞ�ŵŝĐƌŽĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ�ŽĨ�Ă�ďŽŶĞ�ĨƌĂĐƚƵƌĞ͘
DĞƚŚŽĚƐ͗�ŚD^�Ɛ�ǁĞƌĞ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ŝŶ�ĂŶ�ŽƐƚĞŽͲŝŶĚƵĐƟǀĞ�ŵĞĚŝƵŵ�ĂŶĚ�ĞǆƉŽƐĞĚ�
ƚŽ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĨŽƌ�ϮϬ�ŵŝŶͬĚĂǇ�ĨŽƌ�ĚŝīĞƌĞŶƚ�ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů�ƟŵĞƐ�;ϳ�ĚĂǇƐ͕�ϭϰ�ĚĂǇƐͿ͘�dŚĞ�ŝŶǀĞƐƟŐĂƟŽŶ�ǁĂƐ�ĨŽĐƵƐĞĚ�
ŽŶ�;ŝͿ�ƚŚĞ�ŝŵƉƌŽǀĞŵĞŶƚ�ŽĨ�ŚD^�Ɛ�ƚŽ�ĐŽůŽŶŝǌĞ�ƚŚĞ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ďǇ�>/Wh^͕�ŝŶ�ƚĞƌŵƐ�ŽĨ�ĐĞůů�
ǀŝĂďŝůŝƚǇ�ĂŶĚ�ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĂů�ĂŶĂůǇƐŝƐ͖�;ŝŝͿ�ƚŚĞ�ĂĐƟǀĂƟŽŶ�ŽĨ�MAPK/ERK͕�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�;ALPL, COL1A1, BGLAP, SPP1Ϳ�ĂŶĚ�
ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƟĐ�;VEGF͕�/>ϴͿ�ƉĂƚŚǁĂǇƐ͕�ƚŚƌŽƵŐŚ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĚ�ƉƌŽƚĞŝŶ�ƌĞůĞĂƐĞ�ĂŶĂůǇƐŝƐ͕�ĂŌĞƌ�>/Wh^�ƐƟŵƵůŝ͘
ZĞƐƵůƚƐ͗�>/Wh^�ĞǆƉŽƐƵƌĞ�ŝŵƉƌŽǀĞĚ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ŝŶĚƵĐĞĚ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ�ŽƐƚĞŽͲ
ŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�ŚD^�Ɛ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞ�ƐĐĂīŽůĚ͘
�ŽŶĐůƵƐŝŽŶƐ͗�dŚŝƐ�ǁŽƌŬ�ƐŚŽǁƐ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�ĐŽŵďŝŶĞĚ�ƵƐĞ�ŽĨ�ŶĞǁ�ďŝŽŵŝŵĞƟĐ�ŽƐƚĞŽͲŝŶĚƵĐƟǀĞ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ĂŶĚ�>/Wh^�
ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĐŽƵůĚ�ďĞ�Ă�ƵƐĞĨƵů�ƚŚĞƌĂƉĞƵƟĐ�ĂƉƉƌŽĂĐŚ�ŝŶ�ŽƌĚĞƌ�ƚŽ�ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞ�ďŽŶĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ�ƉĂƚŚǁĂǇƐ͘
<ĞǇǁŽƌĚƐ͗�,ƵŵĂŶ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ͕�>Žǁ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚƐ͕�KƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͕�DŐ,�ͬ
�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ
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ŽĨ� ŽƐƚĞŽƉƌŽŐĞŶŝƚŽƌ� ĐĞůůƐ� ĂŶĚ� ƚŚĞǇ� ĂƌĞ� ŽŌĞŶ� ĚĞƌŝǀĞĚ� ĨƌŽŵ�
ďŽŶĞ�ŵĂƌƌŽǁ�;ϳ͕�ϭϲͿ͕�ĂĚŝƉŽƐĞ�ƟƐƐƵĞ�;ϭϳͿ͕�ĂŶĚ�ŽƚŚĞƌ�ƟƐƐƵĞƐ�
ƐƵĐŚ� ĂƐ� ƉĞƌŝŽĚŽŶƚĂů� ƟƐƐƵĞ� ;ϭϴͿ͘� dŚĞ� ŚŝŐŚ� ƉƌŽůŝĨĞƌĂƟŽŶ� ƌĂƚĞ�
ĂŶĚ� ƚŚĞ�ŵƵůƟƉŽƚĞŶƚ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ƉŽƚĞŶƟĂů� ŽĨ� ƚŚĞƐĞ� ĐĞůůƐ�
ƋƵĂůŝĨǇ�ƚŚĞŵ�ĨŽƌ�ƚŚŝƐ�ƉƵƌƉŽƐĞ�;ϭϵͿ͘�,ŽǁĞǀĞƌ͕ �Ă�ŬĞǇ�ƌŽůĞ�ŝŶ�ƚŚĞ�
ĐŽŵŵŝƚŵĞŶƚ�ĂŶĚ�ŵŽĚƵůĂƟŽŶ�ŽĨ�D^��ĂĐƟǀŝƚǇ�ƚŽǁĂƌĚƐ�ďŽŶĞ�
ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ�ŝƐ�ƉůĂǇĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ƐƉĞĐŝĮĐ�ƐŽůƵďůĞ�ŵĞͲ
ĚŝĂƚŽƌƐ�ŝŶ�ƚŚĞ�ďŽŶĞ�ŵŝĐƌŽĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ͘�dŚĞƐĞ�ĂƌĞ�ŐƌŽǁƚŚ�ĨĂĐͲ
ƚŽƌƐ�ĂŶĚ�ĐǇƚŽŬŝŶĞƐ͕�Žƌ�ŝŶƐŽůƵďůĞ�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ�ŵĂƚƌŝǆ�ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕�
ĂĐƟŶŐ� ĂƐ� ƉĂƌĂĐƌŝŶĞ� ƌĞŐƵůĂƚŽƌƐ� ŽĨ� ƐƚĞŵͲĐĞůů� ĨƵŶĐƟŽŶ͕�ǁŚŽƐĞ�
ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƟŽŶ�ŝƐ�ŵĂŶĚĂƚŽƌǇ�ŝŶ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ�ĐƵůƚƵƌĞƐ�;ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�
ŵĞĚŝĂͿ�;ϮϬͲϮϮͿ͘

�ŵŽŶŐ� ďŝŽƉŚǇƐŝĐĂů� ƐƟŵƵůŝ͕� ŵĞĐŚĂŶŝĐĂů� ƐƟŵƵůŝ� ƐƵĐŚ� ĂƐ�
ŚŝŐŚͲ�Žƌ�ůŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚƐ�;,/&h�Žƌ�>/Wh^Ϳ�ĂŶĚ�ƉƵůƐĞĚ�
ĞůĞĐƚƌŽŵĂŐŶĞƟĐ� ĮĞůĚƐ� ;W�D&Ϳ� ǁĞƌĞ� ǁŝĚĞůǇ� ŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞĚ� ŝŶ�
ƚŚĞŝƌ�ĂďŝůŝƚǇ�ƚŽ�ŝŶĚƵĐĞ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�;ϮϯͲϯϬͿ͘�DŽƐƚ�
ŽĨ� ƚŚĞƐĞ� ƐƟŵƵůŝ� ĂĐƚ� ŽŶ� ĐĞůů� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ� ƚŚƌŽƵŐŚ� Ă� ŵĞĐŚĂŶŽ 
ͲƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ�ŵĞĐŚĂŶŝƐŵ͕�ĐŽŶǀĞƌƟŶŐ�ƚŚĞ�ƐƟŵƵůƵƐ�ŝŶƚŽ�ĐŚĞŵͲ
ŝĐĂů�ƐŝŐŶĂůƐ͘��ŽƚŚ�ƚǇƉĞƐ�ŽĨ�ďŝŽƉŚǇƐŝĐĂů�ƐƟŵƵůŝ�ĂĐƚ�in primis�Ăƚ�
ĐĞůů� ŵĞŵďƌĂŶĞ� ůĞǀĞů͕� ǁŚŝĐŚ� ƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐ� ƚŚĞ� ƐǇƐƚĞŵ� ĂďůĞ� ƚŽ�
ƚƌĂŶƐůĂƚĞ�ĂŶ�ĞǆƚĞƌŶĂů�ƐŝŐŶĂů� ŝŶƚŽ� ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ�ĐŚĂŶŐĞƐ�ďǇ�ĂĐͲ
ƟǀĂƟŶŐ� ƐĞǀĞƌĂů� ƐŝŐŶĂů� ƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ� ƉĂƚŚǁĂǇƐ͘� /Ŷ� ƉĂƌƟĐƵůĂƌ͕ �
W�D&�ŝŶĚƵĐĞƐ�ĂŶ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ�ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ��ĂϮн�ĨƌŽŵ�ƚŚĞ�ĞŶĚŽͲ
ƉůĂƐŵŝĐ�ƌĞƟĐƵůƵŵ�ǁŝƚŚ�ĐŽŶƐĞƋƵĞŶƚ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŝŶ�ĐĂůŵŽĚƵůŝŶ͕�Ă�
ƉƌŽƚĞŝŶ�ŬŶŽǁŶ�ĨŽƌ�ƐƟŵƵůĂƟŶŐ�ŶƵĐůĞŽƟĚĞƐ�ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕�ĐĞůů�ƉƌŽͲ
ůŝĨĞƌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ĨŽƌ� ŝŶĚƵĐŝŶŐ�ƚŚĞ�ƉƌŽĚƵĐƟŽŶ�ŽĨ�ŐƌŽǁƚŚ�ĨĂĐƚŽƌƐ�
;ϭϭͿ͘��ŚĂŶŐĞƐ�ŝŶ�ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ�ĐĂůĐŝƵŵ͕�ĨŽůůŽǁŝŶŐ�ƚŚĞ�ĂĐƟǀĂƟŽŶ�
ŽĨ� ŝŽŶƐ�ĐŚĂŶŶĞůƐ�ĂƌĞ�ĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚ�ĂŵŽŶŐ�ƚŚĞ�ĮƌƐƚ�ĐĞůůƵůĂƌ� ƌĞͲ
ƐƉŽŶƐĞƐ�ƚŽ�ŵĞĐŚĂŶŝĐĂů�ƐƟŵƵůŝ�;ϭϮͿ͘��ŽŶǀĞƌƐĞůǇ͕ �ŝƚ�ŝƐ�ŶŽƚ�ŬŶŽǁ�
ǁŚŝĐŚ�ŵĞĐŚĂŶŽƐĞŶƐŝƟǀĞ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ŵŽůĞĐƵůĞƐ�ƐƵĐŚ�ĂƐ�ŝŽŶŝĐ�
ĐŚĂŶŶĞůƐ͕�'�ƉƌŽƚĞŝŶƐ�ĐŽƵƉůĞĚ�ƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͕�ĂĚŚĞƐŝŽŶ�ŵŽůĞĐƵůĞƐ�
ĂŶĚ� ĐǇƚŽƐŬĞůĞƚŽŶ� ĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐ͕� ĂƌĞ� ƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇ� ĂĐƟǀĂƚĞĚ� ďǇ�
>/Wh^�;ϭϭ͕�ϯϭͿ͘

>/Wh^� ŚĂƐ� ƉƌŽǀĞŶ� ƚŽ� ďĞ� Ă� ĐůŝŶŝĐĂůůǇ� ĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚ͕� ǁŝĚĞůǇ�
ƵƐĞĚ�ĂŶĚ�&���ĂƉƉƌŽǀĞĚ�ƚŚĞƌĂƉǇ�ƚŽ�ĞŶŚĂŶĐĞ�ďŽŶĞ�ŐƌŽǁƚŚ�ĚƵƌͲ
ŝŶŐ�ŚĞĂůŝŶŐ�ŽĨ�ŶŽŶͲƵŶŝŽŶ�ĨƌĂĐƚƵƌĞƐ�ĂŶĚ�ŽƚŚĞƌ�ŽƐƐĞŽƵƐ�ĚĞĨĞĐƚƐ�
;ϯϮ͕� ϯϯͿ͘� sĂƌŝŽƵƐ� ƐƚƵĚŝĞƐ� ŚĂǀĞ� ĂůƐŽ� ƐŚŽǁŶ� ƚŚĂƚ� ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�
ĐĂŶ�ĐŽŶƚƌŽů�ƚŚĞ�ƌĂƚĞ�ŽĨ�ƐĐĂīŽůĚ�ĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ�;ϭϯ͕�ϯϰͲϯϲͿ͕� ŝŵͲ
ƉƌŽǀĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ŝŶƚĞŐƌĂƟŽŶ͕�ĂŶĚ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞǇ�ŵŽĚƵůĂƚĞ�ĚŝīĞƌĞŶƚ�
ƐƉĞĐŝĮĐ�ĐĞůůƵůĂƌ�ĂƐƉĞĐƚƐ�;ϭϰ͕�Ϯϵ͕�ϯϳͲϰϮͿ͘�ZĞĐĞŶƚůǇ͕ �ŽƵƌ�ŐƌŽƵƉ�
ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ�ƚŚĂƚ�>/Wh^�ǁŝƚŚ�ƐƉĂƟĂů�ĂǀĞƌĂŐĞĚ�ĂŶĚ�ƚĞŵƉŽƌĂů�
ĂǀĞƌĂŐĞĚ�;^�d�Ϳ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ŽĨ�ϯϬ�ŵtͬĐŵϮ�ŝƐ�ĂďůĞ�;ŝͿ�ƚŽ�ŵĂŝŶͲ
ƚĂŝŶ�ŚD^�Ɛ�ƐƚĞŵŶĞƐƐ�in vitro�ĨŽƌ�ƵƉ�ƚŽ�Ϯϴ�ĚĂǇƐ�ĂŶĚ�ƚŚĞƌĞĨŽƌĞ�
ŐƵĂƌĂŶƚĞĞ� ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�Ă� ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ� ƌĞƐĞƌǀŽŝƌ�ĂŶĚ� ;ŝŝͿ� ƚŽ�
ĞŶŚĂŶĐĞ� ĂŶĚ� ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞ� ƚŚĞ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ŽĨ� 
ŚD^�Ɛ͕�ƚŚĞƌĞďǇ�ŝŶĚƵĐŝŶŐ�ƚŚĞ�ƌĞůĞĂƐĞ�ŽĨ�Ă�ŵĂƐƚĞƌ�ƌĞŐƵůĂƚŽƌ�ŽĨ�
ƚŚĞ�ĂŶŐŝŽŐĞŶŝĐ�ƉƌŽĐĞƐƐ�;s�'&Ϳ�;ƵŶƉƵďůŝƐŚĞĚ�ĚĂƚĂͿ͘

^ƚĂƌƟŶŐ�ĨƌŽŵ�ƚŚĞ�ŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐ�ƚŚĂƚ�ĐŽŵďŝŶĞĚ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƚͲ
ŝŶŐ�ƐƟŵƵůŝ�ŵŝŐŚƚ�ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞ�ƚŚĞ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�
ŚD^�Ɛ͕�ƚŚĞ�Ăŝŵ�ŽĨ�ƚŚŝƐ�ƐƚƵĚǇ�ǁĂƐ�ƚŽ�ŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞ�ƚŚĞ�ƉŽƐƐŝďůĞ�
ĂĚũƵǀĂŶƚ�ĞīĞĐƚ�ŽĨ�>/Wh^�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶ�ĂŶ�
ŝŶŶŽǀĂƟǀĞ�ďŝŽŵŝŵĞƟĐ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂͲ
ƟŽŶ͕�ƉƌĞƉĂƌĞĚ�ǁŝƚŚ�ƚǇƉĞ�/�ĐŽůůĂŐĞŶ�ĂŶĚ�ĐŽͲƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�
ďŝŽĂĐƟǀĞ�ŵĂŐŶĞƐŝƵŵͲĚŽƉĞĚ�ŚǇĚƌŽǆǇĂƉĂƟƚĞ�;DŐͬ,�Ϳ�ĐƌǇƐƚĂůƐ�
;ϰ͕�ϰϯͿ͘�dŚĞ�ĂƩĞŶƟŽŶ�ǁĂƐ�ĨŽĐƵƐĞĚ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝĨͲ
ĨĞƌĞŶƟĂƟŶŐ�ĐĂƉĂďŝůŝƚǇ�ĂŶĚ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ͕�ƚŚƌŽƵŐŚ�ƚŚĞ�ĂŶĂůǇƐŝƐ�
ŽĨ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ƉĂƚŚǁĂǇƐ͕� D�W<ϭͬϲ� ƐŝŐŶĂůŝŶŐ� ƌĞůĂƚĞĚ� ƚŽ� ĐĞůů�
ƐƚƌĞƚĐŚ�ĂŶĚ�ĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶ͕�ĂŶĚ�/>Ͳϴ�ĂŶĚ�VEGF�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�ƌĞͲ
ƐƉŽŶƐĞ�ƚŽ�>/Wh^�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ͘

DĂƚĞƌŝĂůƐ�ĂŶĚ�ŵĞƚŚŽĚƐ

DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ

dŚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�;∅ с�ϲ�ŵŵ͕�Ś�с�ϱ�ŵŵͿ�ǁĂƐ�ŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞĚ�ďǇ�
&ŝŶͲ�ĞƌĂŵŝĐĂ�&ĂĞŶǌĂ�^Ɖ��;&ĂĞŶǌĂ�ʹ�ZĂǀĞŶŶĂ͕�/ƚĂůǇͿ͘���Ϭ͘Ϭϰ�D�
,ϯWKϰ� ƐŽůƵƟŽŶ� ǁĂƐ� ŵŝǆĞĚ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ĂƋƵĞŽƵƐ� ĂĐĞƟĐ� ďƵīĞƌ�
ƐŽůƵƟŽŶ� ŽĨ� ƚǇƉĞ� /� ĂƚĞůŽĐŽůůĂŐĞŶ� ;ϭ� ǁƚйͿ͕� ǁŚŝĐŚ� ǁĂƐ� ƚŚĞŶ�
ĚƌŽƉƉĞĚ�ŝŶƚŽ�Ă�ďĂƐŝĐ�ƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ��Ă;K,ͿϮ�Ϭ͘Ϭϰ�D͕�
DŐ�ůϮ�ϲ,ϮK�;Ϯ�п�ϭϬ

Ͳϯ�DͿ�ĂŶĚ�ƐŝŵƵůĂƚĞĚ�ďŽĚǇ�ŇƵŝĚ�;^�&Ϳ͕�ǇŝĞůĚͲ
ŝŶŐ�ƚŽ�Ă�ŵĂŐŶĞƐŝƵŵͲ,�ͬĐŽůůĂŐĞŶ�ŵĂƚĞƌŝĂů�ǁŝƚŚ�Ă�ƚŚĞŽƌĞƟĐĂů�
ƌĂƟŽ�ŽĨ�ϳϬͬϯϬй�ĂŶĚ�DŐͬ�Ă�ŵŽůĂƌ�ƌĂƟŽ�ŽĨ�ϱй�ŝŶ�ƚŚĞ�ĐƌǇƐƚĂů�
ůĂƫĐĞ�;ϰϰͲϰϲͿ͘�WƌĞĐŝƉŝƚĂƚĞ�ĮďĞƌƐ�ǁĞƌĞ�ŵĂƚƵƌĂƚĞĚ�ĨŽƌ�ϭ�ŚŽƵƌ͕ �
ƚŚĞŶ�ǁĂƐŚĞĚ�ǁŝƚŚ�ŚŝŐŚůǇ�ƉƵƌŝĮĞĚ�ǁĂƚĞƌ�ĂŶĚ�ŝŵŵĞĚŝĂƚĞůǇ�ƐƵďͲ
ŵŝƩĞĚ� ƚŽ� Ă� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ŽĨ� ĐƌŽƐƐͲůŝŶŬŝŶŐ�ďǇ� ϰϴ�ŚŽƵƌƐ͛� ŝŵŵĞƌͲ
ƐŝŽŶ�ŝŶ�EĂ,�KϯͬEĂϮ�Kϯ�ďƵīĞƌ�ƐŽůƵƟŽŶ�Ăƚ�Ɖ,�с�ϵ͘ϱ�ŽĨ�ϭ�ǁƚй� 
ϭ͕�ϰͲďƵƚĂŶĞĚŝŽů�ĚŝŐůǇĐŝĚǇů�ĞƚŚĞƌ�;���'�Ϳ�ĐƌŽƐƐͲůŝŶŬŝŶŐ�ĂŐĞŶƚ�Ăƚ�
ϯϳΣ��;ϰϰͿ͘��ŌĞƌ�ƚŚĞ�ĐƌŽƐƐͲůŝŶŬŝŶŐ�ƌĞĂĐƟŽŶ͕�ƚŚĞ�ŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞĚ�
ƐĐĂīŽůĚ�ƵŶĚĞƌǁĞŶƚ�Ă�ĨƌĞĞǌĞͲĚƌǇŝŶŐ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĐŽŶƐŝƐƟŶŐ�ŝŶƚŽ�
Ă�ĐŽŶƚƌŽůůĞĚ�ĨƌĞĞǌŝŶŐͬŚĞĂƟŶŐ�ƌĂŵƉ�;ĨƌŽŵ�ϮϱΣ��ƚŽ�ϯϱΣ�͕�ĨƌŽŵ�
ϯϱΣ��ƚŽ�ϮϬΣ�Ϳ�ĐĂƌƌŝĞĚ�ŽƵƚ�ŽǀĞƌ�Ϯϱ�ŚŽƵƌƐ�ƵŶĚĞƌ�ǀĂĐƵƵŵ�ĐŽŶĚŝͲ
ƟŽŶƐ�;Ϭ͘Ϯϵ�ŵďĂƌͿ͕�ƚŽ�ĐŽŶƐŽůŝĚĂƚĞ�ƚŚĞ�ϯ��ƐĐĂīŽůĚ�;DŐ,�ͬ�Žůů�
ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞͿ�;ϰϲͿ͘�&ŝŶĂůůǇ͕ �DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�
ƐĐĂīŽůĚƐ�ǁĞƌĞ�ƉĂĐŬĞĚ�ƐĞƉĂƌĂƚĞůǇ�ĂŶĚ�ƐƚĞƌŝůŝǌĞĚ�ǁŝƚŚ�ɶ�ƌĂĚŝĂͲ
ƟŽŶ�Ăƚ�Ϯϱ�Ŭ'Ǉ͘

Ethics statement

/Ŷ� ƚŚŝƐ� ƐƚƵĚǇ͕ � ǁĞ� ƵƐĞĚ� ŚƵŵĂŶ� ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů� ƐƚĞŵ� ĐĞůůƐ�
;ŚD^�Ɛ͕� >ŽŶǌĂ͕� tĂůŬĞƌƐǀŝůůĞ͕� D�� h^�Ϳ� ĂĐĐŽƌĚŝŶŐ� ƚŽ� >ŽŶǌĂ�
ůŝŵŝƚĞĚ�ƵƐĞ�ůŝĐĞŶƐĞ͘�^ƉĞĐŝĮĐĂůůǇ͕ �ŚD^�Ɛ�ǁĞƌĞ�ŶŽƚ�ƵƐĞĚ͗�ĂͿ� ŝŶ�
ŚƵŵĂŶƐ͖�ďͿ�ŝŶ�ĐŽŶũƵŶĐƟŽŶ�ǁŝƚŚ�ŚƵŵĂŶ�ĐůŝŶŝĐĂů�ƚƌŝĂůƐ͖�Žƌ�ĐͿ�ŝŶ�
ĂƐƐŽĐŝĂƟŽŶ�ǁŝƚŚ�ŚƵŵĂŶ�ĚŝĂŐŶŽƐƟĐƐ͘

Cell culture

,ƵŵĂŶ� D^�Ɛ� ǁĞƌĞ� ĐƵůƚƵƌĞĚ� ŝŶ� ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů� ƐƚĞŵ� ĐĞůů�
ŐƌŽǁƚŚ� ŵĞĚŝƵŵ� ;D^�'DΡ� �ƵůůĞƚ� <ŝƚ͕� >ŽŶǌĂ͕� tĂůŬĞƌƐǀŝůůĞ͕�
D��h^�Ϳ�ƚŽ�ĞǆƉĂŶĚ�ĐĞůůƐ�ǁŝƚŚŽƵƚ�ŝŶĚƵĐŝŶŐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͘�dŚĞ�
ĐƵůƚƵƌĞ�ŵĞĚŝƵŵ�ǁĂƐ� ĐŚĂŶŐĞĚ� ĞǀĞƌǇ� ϯ� ĚĂǇƐ͕� ĂŶĚ� ĐĞůůƐ�ǁĞƌĞ�
ƐƉůŝƚ�Ăƚ�ϴϬйͲϵϬй�ŽĨ�ĐŽŶŇƵĞŶĐĞ�ƵƐŝŶŐ�^ƚĞŵWƌŽ��ĐĐƵƚĂƐĞ�;'ŝďͲ
ĐŽ�ďǇ�>ŝĨĞ�dĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ͕�'ƌĂŶĚ�/ƐůĂŶĚƐ͕�Ez�h^�Ϳ͘�dŽ�ƉĞƌĨŽƌŵ�
ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͕� ŚD^�Ɛ�ǁĞƌĞ� ƚƌĞĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ� ŚD^��
ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů� ƐƚĞŵ� ĐĞůů� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ŵĞĚŝƵŵ�
;KDͿ�;ŚD^��KƐƚĞŽŐĞŶŝĐ��ŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ��ƵůůĞƚ�<ŝƚΡ͕�>ŽŶǌĂͿ͘

�ĞĨŽƌĞ� ĐĞůů� ƐĞĞĚŝŶŐ͕� DŐ,�ͬ�Žůů� ŚǇďƌŝĚ� ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ� ƐĐĂĨͲ
ĨŽůĚƐ�ǁĞƌĞ�ƉƌĞͲǁĞƩĞĚ�ŝŶ�KD�ĨŽƌ�ϰϬ�ŵŝŶƵƚĞƐ�ƚŽ�ƉƌŽŵŽƚĞ�ĐĞůů�
ĂĚŚĞƐŝŽŶ͕�ŚD^�Ɛ�ǁĞƌĞ�ƚŚĞŶ�ŐĞŶƚůǇ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶƚŽ�ƚŚĞŵ�;Ϯϱ͘ϬϬϬ�
ĐĞůůƐͬƐĐĂīŽůĚ�ŝŶ�ϱ�ђ>Ϳ�ĐĂƌĞĨƵůůǇ�ƌĞƉĞĂƟŶŐ�ĐĞůůƐ�ĚĞƉŽƐŝƟŽŶ�ĂŶĚ�
ƌĞĐŽǀĞƌǇ�;ĐĞůů�ĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚ�ƐĐĂīŽůĚͿ͘�dŚŝƐ�ƉƌŽĐĞĚƵƌĞ�ůĞƚ�ĐĞůů�ŝŶͲ
ĮůƚƌĂƚĞ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�ƉŽƌŽƵƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͕�ƉƌĞǀĞŶƟŶŐ�ĐĞůů�ĚŝƐƉĞƌƐŝŽŶ͘�
�ŌĞƌ�ϭ�ŚŽƵƌ͕ �ĞĂĐŚ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ǁĂƐ�
ĐĂƌĞĨƵůůǇ�ƉůĂĐĞĚ�ŝŶƚŽ�Ă�ŶĞǁ�ϭϮͲǁĞůů�ƉůĂƚĞ�;�ŽƐƚĂƌ͕ �Ez͕ �h^�Ϳ�ĂŶĚ�
ĐŽǀĞƌĞĚ�ǁŝƚŚ�KD͘

LIPUS treatment

dŚĞ� >/Wh^� ĞǆƉŽƐƵƌĞ� ĚĞǀŝĐĞ� ŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞĚ� ďǇ� /'��� ^Ɖ��
;�ĂƌƉŝͲDŽĚĞŶĂ͕� /ƚĂůǇͿ� ĐŽŶƐŝƐƚƐ� ŽĨ� ĂŶ� ĂƌƌĂǇ� ŽĨ� ϱ� ƚƌĂŶƐĚƵĐĞƌƐ� 
;∅ Ϯϱ� ŵŵͿ͕� ǁŚŝĐŚ� ĂƌĞ� ƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇ� ĚĞƐŝŐŶĞĚ� ĨŽƌ� ƵƐĞ� ŝŶ� Ă� 



Carina et al ĞϮϭϳ

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�WƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ

ŵƵůƟǁĞůů�ĐƵůƚƵƌĞ�ƉůĂƚĞ͘�>/Wh^�ƐŝŐŶĂů�ĐŽŶƐŝƐƚĞĚ�ŽĨ�ϮϬϬ�ʅƐ�ďƵƌƐƚ�
ŽĨ� ϭ͘ϱ� D,ǌ� ƐŝŶĞ� ǁĂǀĞƐ� ƌĞƉĞĂƟŶŐ� Ăƚ� ϭ� Ŭ,ǌ� ĂŶĚ� ĚĞůŝǀĞƌŝŶŐ� 
ϯϬ�ŵtͬĐŵϮ�^�d��ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ͘���ĐĂůŝďƌĂƚĞĚ�ĨŽƌĐĞ�ďĂůĂŶĐĞ�ŵĞĂͲ
ƐƵƌĞĚ�ƚŚĞ�ƉŽǁĞƌ�ŽĨ�ƚŚĞ�ĐŽůůŝŵĂƚĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ďĞĂŵ�ĞŵŝƩĞĚ�
ĨƌŽŵ� ƚŚĞ� ƚƌĂŶƐĚƵĐĞƌ͕ � ǁŚŝĐŚ� ǁĂƐ� ŝŶƐĞƌƚĞĚ� ŝŶ� ǁĂƚĞƌ� ƉĞƌƉĞŶͲ
ĚŝĐƵůĂƌůǇ�ƚŽ�ƚŚĞ�ŵĞĂƐƵƌŝŶŐ�ĐŽŶĞ�ĂŶĚ�ŝŶ�Ă�ĐŽŶĐĞŶƚƌŝĐ�ƉŽƐŝƟŽŶ�
ƌĞůĂƟǀĞ�ƚŽ�ƚŚĞ�ůĂƩĞƌ�;hůƚƌĂƐŽƵŶĚ�WŽǁĞƌ�DĞƚĞƌƐ�hWDͲ�dͲϭ�s͕�
KŚŵŝĐ� /ŶƐƚƌƵŵĞŶƚƐ͕� ^ƚ͘� �ŚĂƌůĞƐ� ʹ�D/͕�h^Ϳ͘� �Ǉ� ĐŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐ� Ă�
ƉƌŽďĞ�ǀĂůƵĞ�ŽĨ�ĞīĞĐƟǀĞ�ƌĂĚŝĂƟŶŐ�ĂƌĞĂ�ŽĨ�ĂďŽƵƚ�ϱ͘ϭ�ĐŵϮ͕�ƚŚĞ�
ŵĞĚŝĂƚĞĚ�ƉŽǁĞƌ�ǁĂƐ�ϯϯ͘ϳ�ŵtͬĐŵϮ͘�dŚĞ�ǁĂǀĞ�ĨŽƌŵ�ĂŶĚ�ĨƌĞͲ
ƋƵĞŶĐǇ�ǁĞƌĞ�ŵĞĂƐƵƌĞĚ�ƵƐŝŶŐ�ĂŶ�ŽƐĐŝůůŽƐĐŽƉĞ�;ϳϮϬ�͕�dĞŬƚƌŽŶŝǆ� 
/ŶĐ͕͘��ĞĂǀĞƌƚŽŶ�Ͳ�KZ͕�h^Ϳ͘

dǁĞŶƚǇͲĨŽƵƌ� ŚŽƵƌƐ� ďĞĨŽƌĞ� >/Wh^� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕� ŚD^�Ɛ� ĐĞůůƐ�
ǁĞƌĞ� ƐĞĞĚĞĚ� ŽŶƚŽ� ƚŚĞ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ƐĐĂīŽůĚƐ� ĂƐ� ĚĞƐĐƌŝďĞĚ�
ĂďŽǀĞ͘� �Ğůů� ĐƵůƚƵƌĞƐ� ǁĞƌĞ� ĚŝǀŝĚĞĚ� ŝŶ� ƚǁŽ� ŐƌŽƵƉƐ� ĨŽƌ� ĞĂĐŚ�
ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů� ƟŵĞ� ;ϳ� ĂŶĚ� ϭϰ� ĚĂǇƐͿ͗� >/Wh^ͲƚƌĞĂƚĞĚ� ĐƵůƚƵƌĞƐ�
;>/Wh^� ƐĐĂīŽůĚͿ� ĂŶĚ� ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ� ĐƵůƚƵƌĞƐ� ;hŶƚƌĞĂƚĞĚ� ^ĐĂĨͲ
ĨŽůĚͿ͘�dŚĞ�ĐƵůƚƵƌĞ�ƉůĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ�ƚŚĞŶ�ƉůĂĐĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�
ƚƌĂŶƐĚƵĐĞƌ�ĂƌƌĂǇ�ǁŝƚŚ�Ă�ƚŚŝŶ�ůĂǇĞƌ�ŽĨ�ƐƚĂŶĚĂƌĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ŐĞů�
ĂŶĚ�ĞǆƉŽƐĞĚ�ƚŽ�>/Wh^�ĨŽƌ�ϮϬ�ŵŝŶͬĚĂǇ�ĨŽƌ�ϱ�ĐŽŶƐĞĐƵƟǀĞ�ĚĂǇƐͬ
ǁĞĞŬ͘�dŚĞ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ�ǁĂƐ�ŚĂŶĚůĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƐĂŵĞ�
ǁĂǇ͕ �ďƵƚ� ƚŚĞ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ŐĞŶĞƌĂƚŽƌ�ǁĂƐ�ƐǁŝƚĐŚĞĚ�Žī͘��ƚ� ƚŚĞ�
ĞŶĚ�ŽĨ�>/Wh^�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ƟŵĞ�;ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶͿ͕�Ă�ĐƵůƚƵƌĞ�ƉůĂƚĞ�ĨŽƌ�
ĞĂĐŚ�ŐƌŽƵƉ�ǁĂƐ�ŵĂŝŶƚĂŝŶĞĚ�ĨŽƌ�ĨƵƌƚŚĞƌ�ϳ�ĚĂǇƐ�ŝŶ�ƚŚĞ�ŝŶĐƵďĂͲ
ƚŽƌ�Ăƚ�ƚŚĞ�ƐĂŵĞ�ĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕�ďƵƚ�ǁŝƚŚŽƵƚ�ďĞŝŶŐ�ĞǆƉŽƐĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�
>/Wh^�ĚĞǀŝĐĞ�;ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ�ĂƐ�͚ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶ�нϳ�ĚĂǇƐ�Žī͛Ϳ͘�/Ŷ�ĂĚĚŝͲ
ƟŽŶ͕�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ƐĐĂīŽůĚƐ�ǁŝƚŚŽƵƚ�ĐĞůůƐ�ǁĞƌĞ�ĐƵůƚƵƌĞĚ�Ăƚ�ƚŚĞ�
ƐĂŵĞ�ĐŽŶĚŝƟŽŶƐ�ĂŶĚ�ƵƐĞĚ�ĂƐ�ŶĞŐĂƟǀĞ�ĐŽŶƚƌŽůƐ͘

ĚƐ�E��ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶ�;WŝĐŽ'ƌĞĞŶ�ĂƐƐĂǇͿ

dŚĞ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶ� ŽĨ� ĚƐ�E�� ĐŽŶƚĞŶƚ�ǁĂƐ� ƋƵĂŶƟĮĞĚ� ďǇ�
ƵƐŝŶŐ� ŇƵŽƌŝŵĞƚƌŝĐ�YƵĂŶƚͲŝd� WŝĐŽ'ƌĞĞŶ� ĚƐ�E���ƐƐĂǇ� <ŝƚ� ;/ŶͲ
ǀŝƚƌŽŐĞŶΡ͕� >ŝĨĞ� dĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ� Ͳ� �ƵƌŽ�ůŽŶĞ� ^͘Ɖ͘�͕� WĞƌŽͲDŝůĂŶ͕�
/ƚĂůǇͿ͘��ŌĞƌ�ƐĐĂīŽůĚ�ǁĂƐŚŝŶŐ�ǁŝƚŚ�ƉŚŽƐƉŚĂƚĞͲďƵīĞƌĞĚ�ƐĂůŝŶĞ͕�
ϮϱϬ�ʅ>�ŽĨ� ůǇƐŝƐ� ƐŽůƵƟŽŶ�ǁĞƌĞ�ĂĚĚĞĚ� ƚŽ�ĞĂĐŚ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇͲ
ďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ĂŶĚ�ĐĞůů�ůǇƐŝƐ�ǁĂƐ�ƚŚĞŶ�ĐŽŵƉůĞƚĞĚ�ďǇ�
ϯ�ĨƌĞĞǌĞͲƚŚĂǁ�ĐǇĐůĞƐ͘��ŌĞƌ�ϱ�ŵŝŶƵƚĞƐ�ŽĨ�ŝŶĐƵďĂƟŽŶ�Ăƚ�ƌŽŽŵ�
ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ� ;ZdͿ� ĂŶĚ� ƉƌŽƚĞĐƚĞĚ� ĨƌŽŵ� ůŝŐŚƚ͕� ĚƐ�E�� ĐŽŶƚĞŶƚ�
ǁĂƐ�ĐĂůĐƵůĂƚĞĚ�ĨƌŽŵ�ƚŚĞ�ůǇƐĂƚĞƐ�ĂĚĚŝŶŐ�ϭϬϬ�ʅ>�ŽĨ�ŇƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�
ŶƵĐůĞŝĐ� ĂĐŝĚ� ƐƚĂŝŶ� ƚŽ� ĞĂĐŚ� ƐĐĂīŽůĚ� ;ϰϳͿ͘� &ůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ǁĂƐ�

ŵĞĂƐƵƌĞĚ� ƵƐŝŶŐ� Ă� 'ůŽDĂǆ�ŵƵůƟǁĞůů� ƉůĂƚĞ� ƌĞĂĚĞƌ� ;'ůŽDĂǆ͕�
WƌŽŵĞŐĂ��ŽƌƉŽƌĂƟŽŶ�DĂĚŝƐŽŶ͕�t/Ϳ͘

^ĐĂŶŶŝŶŐ�ĞůĞĐƚƌŽŶ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇ�;^�DͿ

�ŽƚŚ�>/Wh^�^ĐĂīŽůĚƐ�ĂŶĚ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚƐ�ǁĞƌĞ�ĮǆĞĚ�
ĨŽƌ�ϮϬ�ŵŝŶƵƚĞƐ�ŝŶ�Ϯ͘ϱй�ŐůƵƚĂƌĂůĚĞŚǇĚĞ�ŝŶ�Ϭ͘ϭ�ƐĂůŝŶĞ�ďƵīĞƌ�Ăƚ�
Ɖ,�ϳ͘Ϯ͕�Ăƚ�Zd�ƚŽ�ƉƌŽǀŝĚĞ�Ă�ƌĂƉŝĚ�ŝŶƚĞƌͲ�ĂŶĚ�ŝŶƚƌĂͲĐĞůůƵůĂƌ�ƉĞŶĞͲ
ƚƌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ĮǆĂƟŽŶ͕�ĨŽůůŽǁĞĚ�ďǇ�ƉŽƐƚͲĮǆĂƟŽŶ�ŝŶ�ƐĂůŝŶĞ�ďƵīĞƌ͕ �
ǁŝƚŚ�ϯ�ĐŚĂŶŐĞƐ�ĨŽƌ�ϭϬ�ŵŝŶƵƚĞƐ�Ăƚ�Zd͘ �dŚĞ�ĮǆĞĚ�ƐĐĂīŽůĚƐ�ǁĞƌĞ�
ƚĂŬĞŶ�ƚŚƌŽƵŐŚ�Ă�ƐĞƌŝĞƐ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ�ŽĨ�Ă�ĚƌǇͲ
ŝŶŐ�ĞƚŚĂŶŽů�ƐŽůƵƟŽŶ�;ϭϬй͕�ϮϬй͕�ϯϬй͕�ϱϬй͕�ϳϬй͕�ϵϬйͿ�ĞŶĚŝŶŐ�
ŝŶ�Ă�ϭϬϬй�ĚĞŚǇĚƌĂƟŶŐ� ůŝƋƵŝĚ�ŽĨ� ƚŚĞ�ŚŝŐŚĞƐƚ�ƉŽƐƐŝďůĞ�ƉƵƌŝƚǇ͘�
�ŌĞƌ� ŚĂǀŝŶŐ� ĐĂƌƌŝĞĚ� ŽƵƚ� Ă� ĐƌŝƟĐĂů� ƉŽŝŶƚ� ĚƌŝĞƌ� ;<ϴϱϬ� �ƌŝƟĐĂů�
WŽŝŶƚ��ƌŝĞƌ͕ �YƵŽƌƵŵ�dĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ�>d�͕��ƐŚĨŽƌĚ�h<�ʹ��ƐƐŝŶŐ�
^Ɖ�͕�DŽŶƚĞƌŽƚŽŶĚŽͲZŽŵĂ͕�/ƚĂůǇͿ͕�ƐĐĂīŽůĚƐ�ǁĞƌĞ�ŐŽůĚ�ĐŽĂƚĞĚ�
;�ϳϯϰϬ� DĂŶƵĂů� ^ƉƵƩĞƌ� �ŽĂƚĞƌ� �ƐƐŝŶŐ� ^Ɖ�Ϳ� ĂŶĚ� ƚŚĞŶ� ĂŶĂͲ
ůǇǌĞĚ�ƵƐŝŶŐ�Ă�ƐĐĂŶŶŝŶŐ�ĞůĞĐƚƌŽŶ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉĞ�;�sK�>^�Ͳ���/^^͕�
�ƐƐŝŶŐ� ^Ɖ�Ϳ͘� dŚĞ� ďĂĐŬƐĐĂƩĞƌĞĚ� ĞůĞĐƚƌŽŶ� ŽďƐĞƌǀĂƟŽŶƐ�ǁĞƌĞ� 
ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�Ăƚ�ϮϬ�Ŭs͘

ZĞǀĞƌƐĞ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚĂƐĞ�Ͳ�ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞ�ƉŽůǇŵĞƌĂƐĞ�ĐŚĂŝŶ� 
ƌĞĂĐƟŽŶ�;ZdͲƋW�ZͿ�ĂŶĂůǇƐŝƐ

dŽƚĂů�ZE��ǁĂƐ�ĞǆƚƌĂĐƚĞĚ� ĨƌŽŵ�ƚŚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ƵƐŝŶŐ�dƌŝǌŽů� ƌĞͲ
ĂŐĞŶƚ�;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶΡͿ͘��ĂĐŚ�Đ�E��ƐĂŵƉůĞ�ǁĂƐ�ƚĞƐƚĞĚ�ŝŶ�ĚƵƉůŝĐĂƚĞ͘�
YƵĂŶƟƚĂƟǀĞ�ZdͲW�Z�ĂŶĂůǇƐŝƐ�ǁĂƐ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ŝŶ�Ă�>ŝŐŚƚ�ǇĐůĞƌ�Ϯ͘Ϭ�
/ŶƐƚƌƵŵĞŶƚ� ;ZŽĐŚĞ��ŝĂŐŶŽƐƟĐƐ� ^Ɖ�͕�DŝůĂŶ͕� /ƚĂůǇͿ�ƵƐŝŶŐ�^z�ZΠ�
'ƌĞĞŶ�ZĞĂůͲdŝŵĞ�W�Z�DĂƐƚĞƌ�DŝǆĞƐ�;�ƉƉůŝĞĚ��ŝŽƐǇƐƚĞŵƐΡ͕�>ŝĨĞ�
dĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ� Ͳ� �ƵƌŽ�ůŽŶĞ� ^͘Ɖ͘�Ϳ͘� YƵĂŶƟdĞĐƚ� WƌŝŵĞƌƐ� ;YŝĂŐĞŶ�
^ƌů͕�DŝůĂŶ͕�/ƚĂůǇͿ�ĂŶĚ ĚĞƐŝŐŶĞĚ�ƉƌŝŵĞƌƐ�;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶΡͿ�ǁĞƌĞ�ƵƐĞĚ�
;dĂď͘�/Ϳ͘�'ĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĂůǇƐŝƐ�ǁĂƐ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ĞŵƉůŽǇŝŶŐ�ƚŚĞ�
ϮͲȴȴ�d�ŵĞƚŚŽĚ�ƵƐŝŶŐ�GAPDH ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂƐ�ƌĞĨĞƌĞŶĐĞ�ŐĞŶĞ�;ϰϴͿ͘�
ZĞƐƵůƚƐ�ǁĞƌĞ�ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�ĂƐ�ƌĞůĂƟǀĞ�ĨŽůĚ�ĐŚĂŶŐĞƐ�ĐĂůĐƵůĂƚĞĚ�ƵƐͲ
ŝŶŐ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ĚĂƚĂ�ĂƐ�ĐĂůŝďƌĂƚŽƌ�ĨŽƌ�ĞĂĐŚ�ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů�
ƟŵĞ�ƉŽŝŶƚ͘

ELISA assays

WƌŽƚĞŝŶ� ƌĞůĞĂƐĞ� ŝŶ� ƚŚĞ� ĐƵůƚƵƌĞ�ŵĞĚŝƵŵ� ĨŽƌ� ĂůŬĂůŝŶĞ� ƉŚŽƐͲ
ƉŚĂƚĂƐĞ�;�>WͿ͕�ĐŽůůĂŐĞŶ�ƚǇƉĞ� /�ĂůƉŚĂ�ϭ�;�K>ϭĂϭͿ͕�ŽƐƚĞŽƉŽŶƟŶ�

d��>��/�Ͳ��'ĞŶĞ�ƉƌŝŵĞƌƐ�ƐƉĞĐŝĮĐ�ĨŽƌ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�Žƌ�ŝŶǀŽůǀĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŶŐ�ƉƌŽĐĞƐƐ͘��ǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ǁĂƐ�ŶŽƌŵĂůŝǌĞĚ�ǀĞƌƐƵƐ�
'�W�,�ƌĞĨĞƌĞŶĐĞ�ŐĞŶĞ

'ĞŶĞ &ŽƌǁĂƌĚ�ƉƌŝŵĞƌ ZĞǀĞƌƐĞ�ƉƌŝŵĞƌ �ŶŶĞĂůŝŶŐ�ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ�;Σ�Ϳ

RUNX2 ,ƐͺZhEyͺůͺ^' 60

�>W> ,Ɛͺ�>Wͅ ϭͺ^' 60

�K>ϭ�ϭ ,Ɛͺ�K>ϭ�ϭͺůͺ^' 60

�'>�W ,Ɛͺ�'>�Wͅ ϭͺ^' 60

^WWϭ ,Ɛͺ^WWϭͺϭͺ^' 60

D�W<ϭ '�'�d����d��d�d�d�'d �d'�''d'�d'd'd�dd��� 60

D�W<ϲ '��d''����d�d'�d���dd ���'d��d���������d�� 60

s�'& ,Ɛͺs�'&�ͺϭͺ^' 60

'�W�, �d''''��''d'��''d�' '''d��dd'�d''������d�d� 65



�ŽŵďŝŶĞĚ�ĞīĞĐƚƐ�ŽĨ�>/Wh^�ĂŶĚ�ƐĐĂīŽůĚ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶĞϮϭϴ�

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�WƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ

;KWEͿ͕�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ĐĞůůƵůĂƌ�ĐŽŶƚĞŶƚ�ŽĨ�ŽƐƚĞŽĐĂůĐŝŶ�;K�Ϳ�ǁĞƌĞ�ĞǀĂůƵͲ
ĂƚĞĚ�ďǇ��ůŽƵĚͲ�ůŽŶĞ��>/^��Ŭŝƚ�;�ůŽƵĚͲ�ůŽŶĞ��ŽƌƉ͘�,ŽƵƐƚŽŶ͕�dy͕�
h^�Ϳ͕�ǁŚŝůĞ�ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶ�ϴ�;/>ϴͿ�;ŚƵŵĂŶ�/>ϴ��>/^��</d�<,�ϬϬϴϭͿ�
ǁĂƐ�ĞǀĂůƵĂƚĞĚ�ďǇ�/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶ��>/^��</d�ĂƐƐĂǇ�;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶ͕�dŚĞƌͲ
ŵŽ�^ĐŝĞŶƟĮĐ͕�/ƚĂůǇͿ͘�sĂůƵĞƐ�ǁĞƌĞ�ŶŽƌŵĂůŝǌĞĚ�ĨŽƌ�ŵĞĚŝƵŵ�ƉƌŽͲ
ƚĞŝŶ�ĐŽŶƚĞŶƚ�ĞǀĂůƵĂƚĞĚ�ďǇ��ƌĂĚĨŽƌĚ�ĂƐƐĂǇ͘

^ƚĂƟƐƟĐĂů�ĂŶĂůǇƐŝƐ

dŚĞ�ƌĞƐƵůƚƐ�ŽĨ�ĞĂĐŚ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ĂŶĂůǇƐŝƐ�ǁĂƐ�ŽďƚĂŝŶĞĚ�ďǇ�
ƚŚƌĞĞ� ŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚ� ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ� ŝŶ� ƌĞƉůŝĐĂƟŽŶ͘� ^ƚĂƟƐƟĐĂů�
ĂŶĂůǇƐŝƐ�ǁĂƐ� ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ� ƵƐŝŶŐ� ƚŚĞ� /�DΠ� ^W^^Π� ^ƚĂƟƐƟĐƐ� Ϯϯ�
ƐŽŌǁĂƌĞ͘�ZĞƐƵůƚƐ�ŽĨ�>/Wh^�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ�ǁĞƌĞ�ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�ĂƐ�
ŵĞĂŶ�ц�ƐƚĂŶĚĂƌĚ�ĚĞǀŝĂƟŽŶ�;^�Ϳ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�;ĨŽůĚ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�Ͳ� 
&K/Ϳ� ĐŽŵƉĂƌĞĚ� ƚŽ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ� ŐƌŽƵƉ�Ăƚ� ĞĂĐŚ�ĞǆƉĞƌŝͲ
ŵĞŶƚĂů�ƟŵĞ�ĂŶĚ�Ăƚ�Ă�ƐŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞ�ůĞǀĞů�ŽĨ�ƉфϬ͘Ϭϱ͘

�ŌĞƌ�ŚĂǀŝŶŐ�ǀĞƌŝĮĞĚ�ƚŚĞ�ŶŽƌŵĂů�ĚŝƐƚƌŝďƵƟŽŶ�;<ŽůŵŽŐŽƌŽǀͲ
^ŵŝƌŶŽǀ� ƚĞƐƚͿ� ĂŶĚ� ŚŽŵŽƐĐĞĚĂƐƟĐŝƚǇ� ;>ĞǀĞŶĞ� ƚĞƐƚͿ� ŽĨ� ƚŚĞ� 
ĚĂƚĂ͕� ŽŶĞͲǁĂǇ� �EKs�͕� ĨŽůůŽǁĞĚ� ďǇ� ĂĚũƵƐƚĞĚ� ^ŝĚĂŬ Ɛ͛� ŵƵůƟͲ
ƉůĞ�ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ƚĞƐƚ͕�ǁĂƐ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ƚŽ�ĂƐƐĞƐƐ�ƚŚĞ�ŝŶŇƵĞŶĐĞ� 
ŽĨ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĞǆƉŽƐƵƌĞ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶͲ
ƟĂƟŽŶ͘

ZĞƐƵůƚƐ

DŐͲ,�ͬĐŽůůĂŐĞŶ�ƉŽƌŽƵƐ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ

WŚǇƐŝĐĂůͲĐŚĞŵŝĐĂů� ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶ� ƌĞƐƵůƚƐ� ŽĨ� DŐ,�ͬ�Žůů�
ŚǇďƌŝĚ�ƐĐĂīŽůĚ�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�ƌĞƉŽƌƚĞĚ�;ϰϰͲϰϲͿ͘�^�D�
ĂŶĂůǇƐŝƐ�ƐŚŽǁĞĚ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�DŐͲ,�ͬĐŽůůĂŐĞŶ�ƉŽƌŽƵƐ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�
ƐĐĂīŽůĚ� ƉƌĞƐĞŶƚĞĚ� Ă� ŚŽŵŽŐĞŶŽƵƐ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ� ǁŝƚŚ� ƚƌŝĚŝŵĞŶͲ
ƐŝŽŶĂů�ŚŝŐŚ�ƉŽƌŽƐŝƚǇ�;ϴϯ͘ϴ�ц�ϱ͘ϯйͿ͕�Ă�ŚŝŐŚ�ĚĞŐƌĞĞ�ŽĨ�ƉŽƌĞ�ŝŶƚĞƌͲ
ĐŽŶŶĞĐƟǀŝƚǇ�;ŵĞĂŶ�ƐŝǌĞ�хϭϬϬ�ђŵͿ�ĂŶĚ�ĞǀŝĚĞŶƚ�ůĂƌŐĞ�ĐŚĂŶŶĞů�
ĂƌŽƵŶĚ�ϲϬϬ�ŵŝĐƌŽŶ�;ϰϰͲϰϲͿ͘���^�ƐĞŵŝƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞ�ĂŶĂůǇƐŝƐ�ŽĨ�
ƚŚĞ�ĞůĞŵĞŶƚƐ�ĐŽŶƚĂŝŶĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�
ƐĐĂīŽůĚ�ƐŚŽǁĞĚ�Ă�Ϭ͘ϯϮ�ц�Ϭ͘Ϭϰ�ǁƚй�ĨŽƌ�DŐ͕�ϮϬ͘ϯϭ�ц�Ϭ͘ϭϴ�ǁƚй�
ĨŽƌ��Ă�ĂŶĚ�ϭϬ͘Ϭϴ�ц�Ϭ͘ϭϯ�ǁƚй�ĨŽƌ�W�;ϰϲͿ͘�dŚĞ�ŵŝŶĞƌĂů�ĐŽŶƚĞŶƚ�
ĂŶĂůǇƐĞƐ�ŽĨ�ƚŚŝƐ�ƐĐĂīŽůĚ�ƐŚŽǁĞĚ�Ă�ƐƚƌŽŶŐ�ŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶ�ďĞƚǁĞĞŶ�
ƚŚĞ� ŽƌŐĂŶŝĐ� ĂŶĚ� ŝŶŽƌŐĂŶŝĐ� ;DŐͲ,��ϱϬ͘ϱ� ц� ϭ͘Ϭ�ǁƚйͿ� ĐŽŵƉŽͲ
ŶĞŶƚƐ͕� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ�ŵŝŶĞƌĂů� ƉŚĂƐĞ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůůǇ� ĐŽŶĮŶĞĚ� ďǇ� ƚŚĞ�
ŽƌŐĂŶŝĐ� ƚĞŵƉůĂƚĞ�ĂŶĚ� ĐŽůůĂŐĞŶ�ĞŶǌǇŵĂƟĐ�ĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ�ĐŽŵͲ
ƉůĞƚĞĚ�ŝŶ�ŵŽƌĞ�ƚŚĂŶ�ϱ�ŵŽŶƚŚƐ�;ϰϰ͕�ϰϱͿ͘�dƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ�ĞůĞĐƚƌŽŶ�
ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇ�ŚŝŐŚůŝŐŚƚĞĚ�ƚŚĞ�ĞŶƵĐůĞĂƟŽŶ�ŽĨ�,��ŽŶ�ĐŽůůĂŐĞŶ�ŽĨ�
DŐͲ,�ͬĐŽůůĂŐĞŶ�ƉŽƌŽƵƐ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�
ŽĨ�,��ĐƌǇƐƚĂůƐ�ŝŶƐŝĚĞ�ƚŚĞ�ĐŽůůĂŐĞŶ�ŵĂƚƌŝǆ�;ϰϲͿ͘�&ŝŶĂůůǇ͕ � ŝŶĚƵĐͲ
ƟǀĞůǇ� ĐŽƵƉůĞĚ� ƉůĂƐŵĂͲŽƉƟĐĂů� ĞŵŝƐƐŝŽŶ� ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ� ŚŝŐŚͲ
ůŝŐŚƚĞĚ�ƚŚĂƚ�ϰϬ�ц�ϭ�ǁͬǁй�DŐ�ŝŽŶƐ�ǁĞƌĞ�ƌĞůĞĂƐĞĚ�ǁŝƚŚŝŶ�ŽŶĞ�
ĚĂǇ� ĂŶĚ� ŶŽ� ƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ� ĚŝīĞƌĞŶĐĞƐ� ŝŶ�DŐ� ŝŽŶƐ� ƌĞůĞĂƐĞ�ǁĞƌĞ�
ĨŽƵŶĚ�ŽǀĞƌ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�;ϰϲͿ͘

Cell viability

dŽ� ĞǀĂůƵĂƚĞ� ŚD^�Ɛ� ǀŝĂďŝůŝƚǇ� ĂŶĚ� ĂŵŽƵŶƚ� ŽŶ�DŐ,�ͬ�Žůů�
ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ͕�ƚŚĞ�WŝĐŽ'ƌĞĞŶΠ�ĚƐ�E��ƋƵĂŶƟĮĐĂͲ
ƟŽŶ�ĂƐƐĂǇ�ǁĂƐ�ƵƐĞĚ�;&ŝŐ͘�ϭͿ͘�dŚĞ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĚŝĚ�ŶŽƚ�ĂůƚĞƌ�
ĚƐ�E��ĐŽŶƚĞŶƚ�ŽŶ�ĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ƐĐĂīŽůĚƐ�ĂŶĚ͕�ĂŌĞƌ�
ƚŚĞ�ĞŶĚ�ŽĨ� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ� ;ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶ�нϳ�ĚĂǇƐ�ŽīͿ͕�ĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ�
ŝŶ�ĚƐ�E��ĐŽŶƚĞŶƚ� ;ϭ͘ϳ�&K/Ϳ�ǁĂƐ� ĨŽƵŶĚ� ŝŶ�ƚŚĞ�>/Wh^�^ĐĂīŽůĚ�
ŐƌŽƵƉ�ĐŽŵƉĂƌĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ�;&�с�ϱϯ͘ϲϲ͕�
ƉфϬ͘ϬϬϬϱ͕�f�с�Ϭ͘ϱϱͿ͘

Ultrastructural analysis

^�D�ĂŶĂůǇƐŝƐ� ƐŚŽǁĞĚ� ƚŚĞ� ĐĂƉĂďŝůŝƚǇ�ŽĨ�ŚD^�Ɛ� ƚŽ� ĐŽůŽͲ
ŶŝǌĞ�ƚŚĞ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�;&ŝŐ͘�ϮͿ͘�hŶͲ
ƚƌĞĂƚĞĚ� ^ĐĂīŽůĚƐ� ƐŚŽǁĞĚ� ƚŚĞ� ƐĂŵĞ� ŚD^�Ɛ� ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ�
Ăƚ�ĞǀĞƌǇ�ƟŵĞ�ƉŽŝŶƚ�;&ŝŐƐ͘�Ϯ�͕�Ϯ�͕�Ϯ�Ϳ͕�ĐŽŶĮƌŵŝŶŐ�ƚŚĞ�ĚĂƚĂ�
ŽďƚĂŝŶĞĚ� ďǇ� ŚD^�Ɛ� ǀŝĂďŝůŝƚǇ� ĂŶĂůǇƐŝƐ͘� �ŽŶǀĞƌƐĞůǇ͕� ĂŶ� ŝŶͲ
ĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ�ŚD^�Ɛ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ� ŝŶ�>/Wh^�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ�ǁĂƐ�
ŵŽƌĞ�ĞǀŝĚĞŶƚ�ĂŌĞƌ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽĨ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕�ƌĞŵĂŝŶŝŶŐ�
ĐŽŶƐƚĂŶƚ�ĞǀĞŶ�ĂŌĞƌ�ƚŚĞ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ǁĂƐ�ƐǁŝƚĐŚĞĚ�Žī� 
;&ŝŐƐ͘�Ϯ�͕�Ϯ�͕�Ϯ&Ϳ͘

'ĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ

>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ� ŝŶĚƵĐĞĚ�Ă�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŵŽĚƵůĂƟŽŶ�
ŽĨ� ƐĞǀĞƌĂů� ŐĞŶĞƐ� ŝŶǀŽůǀĞĚ� ďŽƚŚ� ŝŶ� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂͲ
ƟŽŶ�;ALPL͕ COL1A1͕ BGLAP ĂŶĚ SPP1Ϳ͕�D�W<ͬ�Z<�ƉĂƚŚǁĂǇ�
;MAPK1� ĂŶĚ� MAPK6Ϳ� ĂŶĚ� ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ� ƉĂƚŚǁĂǇƐ� ;VEGFͿ�
;&ŝŐ͘�ϯͿ͘� /Ŷ�ƉĂƌƟĐƵůĂƌ͕ �>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ƉƌŽĚƵĐĞĚ͗� ;ŝͿ�ŶŽ�ƐŝŐͲ
ŶŝĮĐĂŶƚ�RUNX2�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŵŽĚƵůĂƟŽŶ͖�;ŝŝͿ�Ă�ĐŽŶƐƚĂŶƚ�
ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ�ALPL�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŌĞƌ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽĨ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�
;ϭϭ͘ϴ�&K/Ϳ͕�ǁŚŝĐŚ�ŐƌĞǁ�ĨƵƌƚŚĞƌ�Ăƚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶ�нϳ�ĚĂǇƐ�Žī�;ϮϮ͘Ϭ�
&K/Ϳ�ĐŽŵƉĂƌĞĚ�ƚŽ� ƚŚĞ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ� ;&�с�Ϯϵ͘ϳϳ͕�
ƉфϬ͘ϬϬϱ͕�f�с�Ϭ͘ϱϴͿ�ĂŶĚ�ŶŽ�ŵŽĚƵůĂƟŽŶ�ŽĨ�COL1A1�ĐŽŵƉĂƌĞĚ�
ƚŽ� ƚŚĞ� hŶƚƌĞĂƚĞĚ� ^ĐĂīŽůĚ� ŐƌŽƵƉ� ;&ŝŐ͘� ϯ�Ϳ͖� ;ŝŝŝͿ� ĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ�
of BGLAP�;&�с�ϲϱ͘ϲϱ͕�ƉфϬ͘ϬϬϬϱ͕�f�с�Ϭ͘ϱϳͿ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�Ăƚ�
ϭϰ�ĚĂǇƐ�;ϭ͘ϱϴ�&K/Ϳ� ;&ŝŐ͘�ϯ�Ϳ͖� ;ŝǀͿ�ĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ�MAPK1 ĂŶĚ�
MAPK6 ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ĐŽŵƉĂƌĞĚ� ƚŽ� ƚŚĞ� hŶƚƌĞĂƚĞĚ� ^ĐĂīŽůĚ�
ŐƌŽƵƉ͗�ŝŶ�ĚĞƚĂŝů͕�MAPK1�ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ�ĂŌĞƌ�ϳ�ĚĂǇƐ�ŽĨ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�
;ϱ͘ϲ� &K/Ϳ� ĂŶĚ� ƌĞŵĂŝŶĞĚ� ĐŽŶƐƚĂŶƚ� ŽǀĞƌ� ƟŵĞ� ;&� с� Ϭ͘ϮϮ͕� E^Ϳ͕�
ǁŚŝůĞ�MAPK6�ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ�Ăƚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�;ϰ͘ϵ�&K/͕�&�с�ϲ͘ϱϱ͕�ƉфϬ͘Ϭϱ͕�
f� с� Ϭ͘ϱϮͿ� ;&ŝŐ͘� ϯ�Ϳ͖� ĂŶĚ�ĮŶĂůůǇ� ;ǀͿ� ĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ� ŝŶ�VEGF� ;&� с�
ϲ͘Ϭϭ͕�ƉфϬ͘Ϭϱ͕�f�с�Ϭ͘ϱϰͿ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ�hŶͲ
ƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ͕�Ăƚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�;ϱ͘Ϭ�&K/Ϳ͕�ǁŚŝĐŚ�ƌĞŵĂŝŶĞĚ�
ĐŽŶƐƚĂŶƚ� ƵƉ� ƚŽ� ϭϰ� ĚĂǇƐ� ŽŶ� нϳ� ĚĂǇƐ� Žī� ŽĨ� >/Wh^� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�
;&ŝŐ͘�ϯ�Ϳ͘

&ŝŐ͘�ϭ�Ͳ��ŵŽƵŶƚ�ŽĨ�ĐĞůůƐ͘��E��ƋƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶ�ŽĨ�ŚD^�Ɛ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶƚŽ�
ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ƐĐĂīŽůĚ� ĂŶĚ� ƚƌĞĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� >/Wh^� ƐƟŵƵůĂƟŽŶ� ;>/Wh^�
^ĐĂīŽůĚͿ� Ăƚ� ĞĂĐŚ� ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů� ƟŵĞ� ƉŽŝŶƚ͕� ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ� ĂƐ� ĨŽůĚ� ŽĨ�
ŝŶĐƌĞĂƐĞ� ;&K/Ϳ�ŽĨ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ĚĂƚĂ� ;&K/�с�ϭͿ͘��ĂƚĂ�ĂƌĞ� ƌĞͲ
ƉŽƌƚĞĚ�ĂƐ�ŵĞĂŶц^��;Ŷ�с�ϯ͕�ƌĞƉůŝĐĂƚĞƐͿ͘��ĚũƵƐƚĞĚ�^ŝĚĂŬ͛Ɛ�ŵƵůƟƉůĞ�
ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ƚĞƐƚ͗�ΎΎΎ�ƉфϬ͘ϬϬϬϱ͘



Carina et al ĞϮϭϵ

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�WƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ

Protein release

>/Wh^� ƐƟŵƵůŝ�ĚŝĚ�ŶŽƚ� ŝŶĚƵĐĞ�ĂŶ��>W� ƌĞůĞĂƐĞ͕�ĂŶĚ�ǀĂůƵĞƐ�
ƐƚĂǇĞĚ�ďĞůŽǁ�ƚŚŽƐĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ�;&ŝŐ͘�ϰͿ͘�
�K>ϭĂϭ�ƌĞůĞĂƐĞ�ǁĂƐ�ƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇ�ŚŝŐŚĞƌ�Ăƚ�ϳ�ĚĂǇƐ͕�ĚĞĐƌĞĂƐŝŶŐ�
ďĞůŽǁ�ƚŚĞ�ǀĂůƵĞƐ�ŽĨ�ƚŚĞ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ŐƌŽƵƉ�ŽǀĞƌ�ƟŵĞ�
;&� с� ϲ͘Ϭϭ͕� ƉфϬ͘Ϭϱ͕� f� с� Ϭ͘ϱϰͿ͘� K�E� ĂŶĚ�KWE� ƉƌŽƚĞŝŶ� ƌĞůĞĂƐĞ�
ƐŚŽǁĞĚ�ĂŶ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŝŶ�ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ƚŽ�ƚŚĞ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�
ŐƌŽƵƉ�;K�E͗�&K/�хϱ�ĂŶĚ�KWE͗�&K/�хϯͿ͕�ǁŚŝĐŚ�ƌĞŵĂŝŶĞĚ�ĐŽŶͲ
ƐƚĂŶƚ�ŽǀĞƌ�ƟŵĞ�;&ŝŐ͘�ϰͿ͘�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĐĂƵƐĞĚ�ĂŶ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�
ŝŶ�/>ϴ�ƌĞůĞĂƐĞ�;ϯ͘ϱ�&K/Ϳ�Ăƚ�ϳ�ĚĂǇƐ�ŽĨ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĂŶĚ�Ăƚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�
ŽŶ�нϳ�ĚĂǇƐ�Žī�;&͗�ϭϰ͘ϵϴ͕�ƉфϬ͘ϬϬϱ͕�f�с�Ϭ͘ϴϴͿ͘

�ŝƐĐƵƐƐŝŽŶ

dŚĞ� ƉŚǇƐŝĐĂů� ĂŶĚ� ĐŚĞŵŝĐĂů� ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƟĐƐ� ŽĨ� Ă� ƐĐĂīŽůĚ͕�
ĂƐ�ǁĞůů�ĂƐ� ŝƚƐ�ŽƐƚĞŽŝŶƚĞŐƌĂƟŽŶ�ĐĂƉĂďŝůŝƚǇ͕ �ŚĂǀĞ�Ă� ĨƵŶĚĂŵĞŶͲ
ƚĂů� ƌŽůĞ� ŝŶ� ƚŚĞ� ŝŶŝƟĂů� ƐƚĂŐĞ�ŽĨ�ďŽŶĞ� ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ͘�EĞǀĞƌƚŚĞͲ
ůĞƐƐ͕�ŝƚ�ŝƐ�ŶĞĐĞƐƐĂƌǇ�ƚŽ�ŐƵĂƌĂŶƚĞĞ�ŚD^�Ɛ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�

ƐĐĂīŽůĚ͕�ƚŽ�ĐŽŵŵŝƚ�ŚD^�Ɛ�ƚŽǁĂƌĚƐ�ƚŚĞ�ŽƐƚĞŽďůĂƐƟĐ�ůŝŶĞĂŐĞ�
ĂŶĚ�ƚŽ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ŽƐƚĞŽŝŶƚĞŐƌĂƟŽŶ�ĐĂƉĂďŝůŝƚǇ� ƚŚƌŽƵŐŚ�
ǀĂƌŝŽƵƐ� ƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐ͕� ŝŶĐůƵĚŝŶŐ� ďŝŽƉŚǇƐŝĐĂů� ƐƟŵƵůŝ͘� dŚĞ� ƉƌĞƐͲ
ĞŶƚ�ƐƚƵĚǇ�ǁĂƐ�ĐĂƌƌŝĞĚ�ŽƵƚ�ďǇ�ƵƐŝŶŐ�ĂŶ�ŝŶŶŽǀĂƟǀĞ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�
ƐĐĂīŽůĚ�ʹ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ͕�ǁŚŽƐĞ�ƉŚǇƐŝĐĂů�ĂŶĚ�
ĐŚĞŵŝĐĂů� ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƟĐƐ͕�ĂƐ�ǁĞůů� ĂƐ� ŝƚƐ�ďŝŽĐŽŵƉĂƟďŝůŝƚǇ͕ �ŚĂĚ�
ĂůƌĞĂĚǇ�ďĞĞŶ�ŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞĚ�;ϰϰ͕�ϰϲͿ͘�/ƚƐ�ĮďĞƌ�ŽƌŝĞŶƚĂƟŽŶ͕�ƉŽƌĞ�
ƐŝǌĞ� ĂŶĚ� ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƟǀŝƚǇ͕ � ƚŽŐĞƚŚĞƌ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ǁĞƩĂďŝůŝƚǇ� ŽĨ�
ƐĐĂīŽůĚ�ƐƵƌĨĂĐĞƐ͕�ĐŽƵůĚ�ƌĞŐƵůĂƚĞ�ĐĞůůƵůĂƌ�ĂƩĂĐŚŵĞŶƚ�ĂŶĚ�ŝŶĮůͲ
ƚƌĂƟŽŶ�ŽĨ�ƚŚĞ�ŵĂƚƌŝǆ͕�ƚƵŶŝŶŐ�ƚŚĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ�ƉƌŽĐĞƐƐ͘�EĂƚƵͲ
ƌĂů�ƉŽůǇŵĞƌƐ͕�ƐƵĐŚ�ĂƐ�ĐŽůůĂŐĞŶ͕�ĂƌĞ�ŵĞĐŚĂŶŝĐĂůůǇ�ǁĞĂŬĞƌ͕ �ďƵƚ�
ŇĞǆŝďůĞ�ĂŶĚ�ƵƐƵĂůůǇ�ĐŽŶƚĂŝŶ�ƐƉĞĐŝĮĐ�ŵŽůĞĐƵůĂƌ�ĚŽŵĂŝŶƐ�ƚŚĂƚ�
ŝŶĚƵĐĞ�ĂŶĚ�ƐƵƉƉŽƌƚ�ĐĞůů�ďŝŽĂĐƟǀŝƚǇ�ĂŶĚ�ďŝŽĨƵŶĐƟŽŶĂůŝƚǇ͘

ZĞĐĞŶƚ� ƐƚƵĚŝĞƐ� ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ� ƚŚĂƚ� >/Wh^� ƐƟŵƵůŝ� ƚƌĂŶƐͲ
ŵŝƚ�ƐŝŐŶĂůƐ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�ĐĞůů�ǀŝĂ�ĂŶ�ŝŶƚĞŐƌŝŶ�ƚŚĂƚ�ĂĐƚƐ�ĂƐ�Ă�ŵĞĐŚĂͲ
ŶŽƌĞĐĞƉƚŽƌ� ŽŶ� ƚŚĞ� ĐĞůů�ŵĞŵďƌĂŶĞ� ;ϰϵͿ͘�KƚŚĞƌ� ƐƚƵĚŝĞƐ� ŚĂǀĞ�
ƉƌŽǀĞŶ� ƚŚĂƚ� >/Wh^� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĞǆĞƌƚƐ�Ă�ĚŝƌĞĐƚ�ĂŶĂďŽůŝĐ�ĞīĞĐƚ�
ŝŶ�ŽƐƚĞŽďůĂƐƚƐ͕�ƐƟŵƵůĂƟŶŐ�ŐƌŽǁƚŚ�ĨĂĐƚŽƌƐ�ƌĞůĞĂƐĞ͕��>W�ĂĐƟǀͲ
ŝƚǇ͕ �ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͕�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ�ŵĂƚƌŝǆ�ƉƌŽĚƵĐƟŽŶ�

&ŝŐ͘�Ϯ� Ͳ�hůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĂů�ĂŶĂůǇƐŝƐ͘�^�D�
ŝŵĂŐĞƐ�ŽĨ�ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ�;hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂĨͲ
ĨŽůĚ͗� �͕� �� ĂŶĚ� �Ϳ� ĂŶĚ� >/Wh^� ƚƌĞĂƚĞĚ� 
;>/Wh^� ƐĐĂīŽůĚ͗� �͕� �� ĂŶĚ� &Ϳ� ĞŶŐŝͲ
ŶĞĞƌĞĚ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ƐĐĂīŽůĚ� Ăƚ� ϳĚ� ;A 
ĂŶĚ�BͿ͕� ϭϰĚ� ;C� ĂŶĚ�DͿ͕� ĂŶĚ� ϭϰ� ĚĂǇƐ�
ŽŶ� нϳ� ĚĂǇƐ� Žī� ;E� ĂŶĚ� &Ϳ� ;ƐĐĂůĞ� ďĂƌ͗�
ϭϬ� ђŵͿ͘� dŚĞ� ĂƌƌŽǁƐ� ŝŶĚŝĐĂƚĞ� ŚD^�Ɛ�
ƐƉƌĞĂĚŝŶŐ�ŽŶƚŽ�ƚŚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ƐƵƌĨĂĐĞ͘



�ŽŵďŝŶĞĚ�ĞīĞĐƚƐ�ŽĨ�>/Wh^�ĂŶĚ�ƐĐĂīŽůĚ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶĞϮϮϬ�

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�WƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ

ĂŶĚ�ĂĐĐĞůĞƌĂƟŶŐ�ĐĂůĐŝƵŵ�ĚĞƉŽƐŝƟŽŶ�;ϱϬͿ͘�&Žƌ�ƚŚĞƐĞ�ƌĞĂƐŽŶƐ͕�
ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐͲƐƉĞĐŝĮĐ� ƉĂƚŚǁĂǇƐ� ŵŽĚƵůĂƟŽŶ� ;ALP͕ COL1A1, 
RUNX2͕ BGLAP, SPP1),�ĐĞůů�ĐǇĐůĞ�;MAPK1�ĂŶĚ MAPK6Ϳ͕�ĂŶŐŝŽͲ
ŐĞŶĞƟĐ�;/>ϴ�ĂŶĚ�VEGFͿ�ĂŶĚ�ŝŶŇĂŵŵĂƚŽƌǇ�;/>ϲͿ�ƐƉĞĐŝĮĐ�ĨĂĐƚŽƌƐ�
ǁĞƌĞ�ĐƵƌƌĞŶƚůǇ�ŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞĚ͘

dŚĞ� ƉƌĞƐĞŶƚ� ƌĞƐƵůƚƐ� ƐŚŽǁĞĚ� ƚŚĂƚ� >/Wh^� ƐƟŵƵůĂƟŽŶ� ŽĨ�
ŚD^�Ɛ� ĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚ� ƐĐĂīŽůĚ� ĐĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ� ĐĞůů� ƉƌŽůŝĨĞƌĂƟŽŶ�
ĂŶĚ� DŐ,�ͬ�Žůů� ŚǇďƌŝĚ� ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ� ƐĐĂīŽůĚ� ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ͕� ŝŶ�
ƉĂƌƟĐƵůĂƌ�Ăƚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶ�нϳ�ĚĂǇƐ�Žī�ŽĨ�ƐƟŵƵůŝ͘�dŚŝƐ� ŝƐ�ƉƌŽďͲ
ĂďůǇ�ĚƵĞ�ƚŽ�ƚŚĞ�MAPK�ƉĂƚŚǁĂǇ�ĂĐƟǀĂƟŽŶ͕�ĂƐ�ŚŝŐŚůŝŐŚƚĞĚ�ďǇ�
MAPK6�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�Ăƚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�ĂŶĚ�ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶ�
нϳ�ĚĂǇƐ�Žī͘�MAPKs�ĂƌĞ�ƐĞƌŝŶĞͬƚŚƌĞŽŶŝŶĞ�ŬŝŶĂƐĞƐ�ƚŚĂƚ�ƌĞŐƵůĂƚĞ�
ŝŵƉŽƌƚĂŶƚ�ĐĞůůƵůĂƌ�ƉƌŽĐĞƐƐĞƐ͕� ŝŶĐůƵĚŝŶŐ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĚ�
ĐĞůů�ƉƌŽůŝĨĞƌĂƟŽŶ͕� ƐƵƌǀŝǀĂů͕�ĚĞĂƚŚ�ĂŶĚ�ŵŽƟůŝƚǇ� ;ϱϭͿ͘�dŚĞ� ƌŽůĞ�

of MAPKs/ERKs ŝŶ�ĞĂƌůǇ�ƐƚĂŐĞ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�ŽƐƚĞŽďůĂƐƚƐ�ŝƐ�
ĐƵƌƌĞŶƚůǇ�ĚĞďĂƚĞĚ͕�ďƵƚ�ŵĂŶǇ�ƌĞƉŽƌƚƐ�ƐƵŐŐĞƐƚĞĚ�ƚŚĂƚ�D�W<Ɛ�
ĂĐƟǀĂƟŽŶ�ŝƐ�ŶĞĐĞƐƐĂƌǇ�ĨŽƌ�ƚŚĞ�ŵĂƚƵƌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ŵŝŶĞƌĂůŝǌĂƟŽŶ�
ŽĨ� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚƐ� ďǇ� ŝŶĚƵĐŝŶŐ� ŽƐƚĞŽĐĂůĐŝŶ� ƉƌŽĚƵĐƟŽŶ� ;ϱϮ͕� ϱϯͿ͘�
^ŽŵĞ� ƐƚƵĚŝĞƐ� ƐƵƉƉŽƌƚ� Ă� ƐƟŵƵůĂƚŽƌǇ� ƌŽůĞ� ŝŶ� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚ� ĚŝĨͲ
ĨĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͕�ǁŚŝůĞ�ŽƚŚĞƌƐ� ƐƵŐŐĞƐƚ� ƚŚĂƚ� ƚŚŝƐ�ƉĂƚŚǁĂǇ�ŚĂƐ�ĂŶ�
ŝŶŚŝďŝƚŽƌǇ�ƌŽůĞ�ŝŶƐƚĞĂĚ�;ϱϰͿ͘�dŚĞ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�ƉŽƐŝƟǀĞ�ƌĞŐƵůĂƟŽŶ�
ŽĨ�ŽƐƚĞŽďůĂƐƚ�ůĂƚĞ�ŵĂƌŬĞƌƐ͕�ƐƵĐŚ�ĂƐ�KWE�ĂŶĚ�K�E�ƌĞůĞĂƐĞ�ŝŶ�
Ă�ƟŵĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ŵĂŶŶĞƌ͕ �ƐƵŐŐĞƐƚĞĚ�ƚŚĂƚ�>/Wh^�ƐƟŵƵůŝ�ĂŶĚ�
DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ŵŝŐŚƚ�ŚĂǀĞ�Ă�ƐǇŶĞƌŐŝĐ�
ƌŽůĞ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ͕�ƉƌŽďĂďůǇ� ƚŚƌŽƵŐŚ�
MAPK�ƉĂƚŚǁĂǇ�;ϱϮ͕�ϱϯͿ͘�KŶ�ƚŚĞ�ĐŽŶƚƌĂƌǇ͕ �ƚŚĞ�ĂďƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�
ĞĂƌůǇ��>W�ŵĂƌŬĞƌ�ŵŽĚƵůĂƟŽŶ�ĂŌĞƌ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĚŝĚ�ŶŽƚ�
ŚŝŐŚůŝŐŚƚ�ƚŚĞ�ƐĂŵĞ�ƐǇŶĞƌŐŝĐ�ƌŽůĞ͕�ƐƵŐŐĞƐƟŶŐ�ƚŚĞ�ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�
ŽĨ�DŐ,�ͬ�Žůů�ŚǇďƌŝĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ĞĂƌůǇ�ƐƚĞƉ�ŽĨ�
ƚŚĞ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ƉƌŽĐĞƐƐ͕�ǁŚĞƌĞĂƐ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ƐĞĞŵƐ�
ƚŽ� ĂĐƚ�ŽŶ� ƚŚĞ� ůĂƚĞ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ƐƚĞƉ͘��'>�W͕ � ƐŚŽǁĞĚ�ŽŶůǇ�
Ă�ůŝƩůĞ�ĂŶĚ�ďŝŽůŽŐŝĐĂůůǇ�ŝŶƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ�ĚĞĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ�ZE��ĞǆƉƌĞƐͲ
ƐŝŽŶ͕�ƉƌŽďĂďůǇ�ĚƵĞ�ƚŽ�ŚŝŐŚ�ůĞǀĞůƐ�ŽĨ�ƉƌŽƚĞŝŶ͘

�ĂƚĂ�ŽŶ�VEGF�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞƌĞ�
ǁĂƐ� ĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ�VEGF� ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŝŶ� >/Wh^� ^ĐĂīŽůĚ�
ŐƌŽƵƉ� ĂŌĞƌ� ϭϰ� ĚĂǇƐ� ŽĨ� ƐƟŵƵůĂƟŽŶ͕� ǁŚŝĐŚ� ƌĞŵĂŝŶĞĚ� ĂŌĞƌ� 
ϳ�ĚĂǇƐ�ǁŝƚŚŽƵƚ� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘�D�W<�ƉĂƚŚǁĂǇ�ĂĐƟǀĂƟŽŶ�ƐĞĞŵƐ�
ƚŽ�ďĞ�ĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ�ďǇ�ŵĞĐŚĂŶŝĐĂů�ƐƚƌĞƐƐ�ŽŶ�ƚŚĞ�ĐĞůůƵůĂƌ�ƉůĂƐŵĂ�
ŵĞŵďƌĂŶĞ� ĂŶĚ� ĐǇƚŽƐŬĞůĞƚĂů� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ͘� ^ŝŵŝůĂƌůǇ͕ � ƚŚĞ� ďŝŽͲ
ƉŚǇƐŝĐĂů� ĞīĞĐƚƐ� ŽĨ� >/Wh^� ŝŶĚƵĐĞĚ� ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ� ƐŝŐŶĂů� ƚƌĂŶƐͲ
ĚƵĐƟŽŶƐ�ĂŶĚ�ŐĞŶĞ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶƐ�;ϱϱͿ͕�ůĞĂĚŝŶŐ�ƚŽ�VEGF�ŐĞŶĞ�
ŽǀĞƌ��ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�;ϱϲͿ͘�VEGF� ŝƐ�ŚŝŐŚůǇ�ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�ŝŶ�ŽƐƚĞŽďůĂƐͲ
ƟĐ�ƉƌĞĐƵƌƐŽƌ� ĐĞůůƐ� ĂŶĚ�ŬŶŽǁŶ� ƚŽ� ƐƟŵƵůĂƚĞ�ďŽŶĞ� ĨŽƌŵĂƟŽŶ͘�
/Ŷ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶƚ�ƐƚƵĚǇ͕ �>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ĐĂƵƐĞĚ�ĂŶ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŝŶ�
/>ϴ�ƌĞůĞĂƐĞ͘� /ƚ�ǁĂƐ�ƌĞƉŽƌƚĞĚ�ƚŚĂƚ͕�ĚƵƌŝŶŐ�ƚŚĞ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝĨͲ
ĨĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ƉƌŽĐĞƐƐ͕�ŚD^�Ɛ�ĂƌĞ�ĂďůĞ�ƚŽ�ƌĞůĞĂƐĞ�/>ϴ�ƚŽ�ƐƵƉƉŽƌƚ�
ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͕�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ�ƉƌŽĐĞƐƐĞƐ͘�/>ϴ�
ƐŝŐŶĂůŝŶŐ� ŝƐ�ĂůƐŽ�Ă�ŵĞĚŝĂƚŽƌ�ŽĨ� ƚŚĞ�ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ�ƉĂƚŚǁĂǇ� ŝŶ�
ƐǇŶĞƌŐǇ�ǁŝƚŚ�s�'&ͲĂ�;ϱϱ͕�ϱϳͲϱϵͿ͘�KŶ�ƚŚĞ�ŽƚŚĞƌ�ŚĂŶĚ͕�ƚŚĞ�ŵĂŝŶͲ
ƚĞŶĂŶĐĞ�ŽĨ�ďĂƐĂů�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ůĞǀĞůƐ�ŽĨ�/>ϲ�ďǇ�>/Wh^�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�
ŵŝŐŚƚ� ƐƵŐŐĞƐƚ�Ă�ĚĞĐƌĞĂƐĞ� ŝŶ�ďŽŶĞ� ƌĞƐŽƌƉƟŽŶ� ;ϲϬͿ͕�ǁŚĞƌĞĂƐ�
ƚŚĞ�ƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ�ŽĨ�/>ϴ�ŵŝŐŚƚ�ƐƵŐŐĞƐƚ�ƚŚĞ�ŚǇƉŽƚŚĞƟĐĂů�ĂĐƟǀĂͲ
ƟŽŶ�ŽĨ�ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ�ƉĂƚŚǁĂǇ�ĂŌĞƌ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�
ƐƟŵƵůŝ�;ϭϰ�ĚĂǇƐ�ŽŶ�нϳ�ĚĂǇƐ�ŽīͿ�ƵƐĞĨƵů�ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ� 

&ŝŐ͘�ϯ�Ͳ�'ĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĂůǇƐŝƐ͘�ZĞůĂƟǀĞ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ŽƐƚĞŽͲ
ďůĂƐƚ�ŵĂƌŬĞƌƐ� ;RUNX2͕�ALPL� ĂŶĚ�COL1A1Ϳ͕� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚ� ƚĂƌŐĞƚ� ŐĞŶĞƐ�
;BGLAP�ĂŶĚ�SPP1Ϳ�ĂŶĚ�ĐĞůů�ĐǇĐůĞ�ŐĞŶĞƐ�;MAPK1͕�MAPK6�ĂŶĚ�VEGFͿ�ŝŶ�
ŚD^�Ɛ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶƚŽ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ƐĐĂīŽůĚ�ĂŶĚ�ƚƌĞĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�>/Wh^�ƐƟŵͲ
ƵůĂƟŽŶ�;>/Wh^�^ĐĂīŽůĚͿ�Ăƚ�ĞĂĐŚ�ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů�ƟŵĞ�ƉŽŝŶƚ͕�ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�
ĂƐ�ĨŽůĚ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�;&K/Ϳ�ŽĨ�hŶƚƌĞĂƚĞĚ�^ĐĂīŽůĚ�ĚĂƚĂ�;&K/�с�ϭ͕�ĚŽƚ�ůŝŶĞͿ͘�
�ĂƚĂ�ĂƌĞ�ƌĞƉŽƌƚĞĚ�ĂƐ�ŵĞĂŶ�ц�^��;Ŷ�с�ϯ͕�ƌĞƉůŝĐĂƚĞƐͿ͘��ĚũƵƐƚĞĚ�^ŝĚĂŬ͛Ɛ�
ŵƵůƟƉůĞ�ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ƚĞƐƚ͗�Ύ�ƉфϬ͘Ϭϱ͖�ΎΎΎ�ƉфϬ͘ϬϬϬϱ͘

&ŝŐ͘�ϰ�Ͳ�WƌŽƚĞŝŶ�ƌĞůĞĂƐĞ͘��>W͕ ��K>ϭĂϭ͕�K�E͕�KWE͕�ĂŶĚ�/>ϴ�ƌĞůĞĂƐĞ�ďǇ�
ŚD^�Ɛ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶƚŽ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ƐĐĂīŽůĚ�ĂŶĚ�ƚƌĞĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�>/Wh^�ƐƟŵͲ
ƵůĂƟŽŶ�;>/Wh^�ƐĐĂīŽůĚͿ�Ăƚ�ĞĂĐŚ�ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů�ƟŵĞ�ƉŽŝŶƚ͕�ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�
ĂƐ�ĨŽůĚ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�;&K/Ϳ�ŽĨ�ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ�ƐĐĂīŽůĚ�ĚĂƚĂ�;&K/�с�ϭ͕�ĚŽƚ�ůŝŶĞͿ͘�
�ĂƚĂ�ĂƌĞ�ƌĞƉŽƌƚĞĚ�ĂƐ�ŵĞĂŶ�ц�^��;Ŷ�с�ϯ͕�ƌĞƉůŝĐĂƚĞƐͿ͘��ĚũƵƐƚĞĚ�^ŝĚĂŬ͛Ɛ�
ŵƵůƟƉůĞ�ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ƚĞƐƚ͗�Ύ�ƉфϬ͘Ϭϱ͖�ΎΎ�ƉфϬ͘ϬϬϱ͖�ΎΎΎ�ƉфϬ͘ϬϬϬϱ͘



Carina et al ĞϮϮϭ

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�WƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ

ĂƉƉƌŽĂĐŚ͘�&Žƌ�ƚŚĞƐĞ�ƌĞĂƐŽŶƐ͕�ƚŚĞ�ĐƵƌƌĞŶƚ�/>ϴ�ĂŶĚ�s�'&�ƌĞƐƵůƚƐ�
ƐƵƉƉŽƌƚ�ƚŚĞ�ŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐ�ƚŚĂƚ�>/Wh^�ŝƐ�ĂďůĞ�ƚŽ�ƐƟŵƵůĂƚĞ�ĂŶŐŝŽͲ
ŐĞŶĞƐŝƐ͘

/Ŷ� ĐŽŶĐůƵƐŝŽŶ͕� ƚŚĞ� ĐƵƌƌĞŶƚ� ƐƚƵĚǇ� ƐŚŽǁĞĚ� ƚŚĂƚ� ƚŚĞ�ŵĞͲ
ĐŚĂŶŝĐĂů� ƐƟŵƵůŝ�ďǇ�>/Wh^� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ� ŝŵƉƌŽǀĞĚ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ�
ĂŶĚ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�ŚD^�Ɛ�ƐĞĞĚĞĚ�ŽŶ�Ă�ŶĞǁ�ďŝŽŵŝŵĞƟĐ�
ƐĐĂīŽůĚ�ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ͘ �ĂƐĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞƐĞ�ƌĞƐƵůƚƐ͕�ǁĞ�
ƚŚŝŶŬ� ƚŚĂƚ� >/Wh^� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ� ŵŝŐŚƚ� ďĞ� ĂƉƉůŝĞĚ� ƚŽ� ŝŵƉƌŽǀĞ�
ƐĐĂīŽůĚ�ĐŽůŽŶŝǌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ŽƐƚĞŽŝŶƚĞŐƌĂƟŽŶ�ĂĐƟŶŐ�ĂƐ�ĂŶ�ĂĚũƵͲ
ǀĂŶƚ�ƚŚĞƌĂƉĞƵƟĐ�ĂƉƉƌŽĂĐŚ�ƵƐĞĨƵů�ƚŽ�ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞ�ďŽŶĞ�ƌĞŐĞŶͲ
ĞƌĂƟŽŶ�ƉĂƚŚǁĂǇƐ͘

�ŝƐĐůŽƐƵƌĞƐ
&ŝŶĂŶĐŝĂů�ƐƵƉƉŽƌƚ͗�EĂƟŽŶĂů�KƉĞƌĂƟŽŶĂů�WƌŽŐƌĂŵŵĞ�ĨŽƌ�ZĞƐĞĂƌĐŚ�
ĂŶĚ� �ŽŵƉĞƟƟǀĞŶĞƐƐ� ϮϬϬϳͲϮϬϭϯ� Ͳ� WKEϬϭͺϬϬϴϮϵ� ͞WŝĂƩĂĨŽƌŵĞ�
dĞĐŶŽůŽŐŝĐŚĞ�ƉĞƌ�ů͛/ŶŐĞŐŶĞƌŝĂ�dŝƐƐƵƚĂůĞ͖͟�KƉĞƌĂƟŽŶĂů�WƌŽŐƌĂŵŵĞ�
�Z�&�ϮϬϬϳͲϮϬϭϯ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƌĞŐŝŽŶ��ŵŝůŝĂͲZŽŵĂŐŶĂ͗��ĐƟǀŝƚǇ�ϭ͘ϭ�͞�ƌĞͲ
ĂƟŽŶ� ŽĨ� ƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ� ĐĞŶƚĞƌƐ� ĨŽƌ� /ŶĚƵƐƚƌŝĂů� ƌĞƐĞĂƌĐŚ� ĂŶĚ� ƚĞĐŚŶŽͲ
ůŽŐŝĐĂů�ƚƌĂŶƐĨĞƌ͕͟ �ĂŶĚ�ďǇ�ZŝǌǌŽůŝ�KƌƚŚŽƉĞĚŝĐ�/ŶƐƟƚƵƚĞ�;͞�ŝŶƋƵĞ�ƉĞƌ�
ŵŝůůĞ�ϮϬϭϮ͟Ϳ͘
�ŽŶŇŝĐƚ�ŽĨ�ŝŶƚĞƌĞƐƚ͗�EŽ�ďĞŶĞĮƚƐ�ŝŶ�ĂŶǇ�ĨŽƌŵ�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ�ƌĞĐĞŝǀĞĚ�Žƌ�
ǁŝůů�ďĞ�ƌĞĐĞŝǀĞĚ�ĨƌŽŵ�Ă�ĐŽŵŵĞƌĐŝĂů�ƉĂƌƚ�ƌĞůĂƚĞĚ�ĚŝƌĞĐƚůǇ�Žƌ�ŝŶĚŝƌĞĐƚůǇ�
ƚŽ�ƚŚĞ�ƐƵďũĞĐƚ�ŽĨ�ƚŚŝƐ�ĂƌƟĐůĞ͘

ZĞĨĞƌĞŶĐĞƐ
ϭ͘� DƵƌƉŚǇ��D͕�,ĂƵŐŚ�D'͕�K�ƌŝĞŶ�&:͘�dŚĞ�ĞīĞĐƚ�ŽĨ�ŵĞĂŶ�ƉŽƌĞ�

ƐŝǌĞ�ŽŶ�ĐĞůů�ĂƩĂĐŚŵĞŶƚ͕�ƉƌŽůŝĨĞƌĂƟŽŶ�ĂŶĚ�ŵŝŐƌĂƟŽŶ�ŝŶ�ĐŽůůĂŐĞŶͲ
ŐůǇĐŽƐĂŵŝŶŽŐůǇĐĂŶ�ƐĐĂīŽůĚƐ�ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ƟƐƐƵĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͘��ŝŽͲ
ŵĂƚĞƌŝĂůƐ͘�ϮϬϭϬ͖ϯϭ;ϯͿ͗ϰϲϭͲϰϲϲ͘

Ϯ͘� ,ƵƚŵĂĐŚĞƌ��t͘�^ĐĂīŽůĚƐ�ŝŶ�ƟƐƐƵĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ�ďŽŶĞ�ĂŶĚ�ĐĂƌƟͲ
ůĂŐĞ͘��ŝŽŵĂƚĞƌŝĂůƐ͘�ϮϬϬϬ͖Ϯϭ;ϮϰͿ͗ϮϱϮϵͲϮϱϰϯ͘

ϯ͘� DŝŶĂƌĚŝ� ^͕� �ŽƌƌĂĚĞƫ� �͕� dĂƌĂďĂůůŝ� &͕ � Ğƚ� Ăů͘� �ǀĂůƵĂƟŽŶ� ŽĨ� ƚŚĞ�
ŽƐƚĞŽŝŶĚƵĐƟǀĞ�ƉŽƚĞŶƟĂů� ŽĨ� Ă� ďŝŽͲŝŶƐƉŝƌĞĚ� ƐĐĂīŽůĚ�ŵŝŵŝĐŬŝŶŐ�
ƚŚĞ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ŶŝĐŚĞ� ĨŽƌ� ďŽŶĞ� ĂƵŐŵĞŶƚĂƟŽŶ͘� �ŝŽŵĂƚĞƌŝĂůƐ͘�
ϮϬϭϱ͖ϲϮ͗ϭϮϴͲϭϯϳ͘

ϰ͘� dĂŵƉŝĞƌŝ� �͕� ^ĂŶĚƌŝ� D͕� >ĂŶĚŝ� �͕� Ğƚ� Ăů͘� �ĞƐŝŐŶ� ŽĨ� ŐƌĂĚĞĚ� ďŝŽͲ
ŵŝŵĞƟĐ� ŽƐƚĞŽĐŚŽŶĚƌĂů� ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ� ƐĐĂīŽůĚƐ͘� �ŝŽŵĂƚĞƌŝĂůƐ͘�
ϮϬϬϴ͖Ϯϵ;ϮϲͿ͗ϯϱϯϵͲϯϱϰϲ͘

ϱ͘� �ŽůŶŽƚ� �͘� �Ğůů� ƐŽƵƌĐĞƐ� ĨŽƌ� ďŽŶĞ� ƟƐƐƵĞ� ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͗� ŝŶƐŝŐŚƚƐ�
ĨƌŽŵ�ďĂƐŝĐ�ƐĐŝĞŶĐĞ͘�dŝƐƐƵĞ��ŶŐ�WĂƌƚ���ZĞǀ͘ �ϮϬϭϭ͖ϭϳ;ϲͿ͗ϰϰϵͲϰϱϳ͘

ϲ͘� �ƌǀŝĚƐŽŶ�<͕��ďĚĂůůĂŚ��D͕��ƉƉůĞŐĂƚĞ�>�͕�Ğƚ�Ăů͘��ŽŶĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂͲ
ƟŽŶ�ĂŶĚ�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ͘�:��Ğůů�DŽů�DĞĚ͘�ϮϬϭϭ͖ϭϱ;ϰͿ͗ϳϭϴͲϳϰϲ͘

ϳ͘� �ŝĂŶĐŽ� W͕ �ZŝŵŝŶƵĐĐŝ�D͕�'ƌŽŶƚŚŽƐ�^͕�ZŽďĞǇ�W'͘��ŽŶĞ�ŵĂƌƌŽǁ�
ƐƚƌŽŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ͗�ŶĂƚƵƌĞ͕�ďŝŽůŽŐǇ͕ �ĂŶĚ�ƉŽƚĞŶƟĂů�ĂƉƉůŝĐĂƟŽŶƐ͘�
^ƚĞŵ��ĞůůƐ͘�ϮϬϬϭ͖ϭϵ;ϯͿ͗ϭϴϬͲϭϵϮ͘

ϴ͘� �ĂƉůĂŶ� �/͘� ZĞǀŝĞǁ͗� ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů� ƐƚĞŵ� ĐĞůůƐ͗� ĐĞůůͲďĂƐĞĚ� ƌĞͲ
ĐŽŶƐƚƌƵĐƟǀĞ� ƚŚĞƌĂƉǇ� ŝŶ� ŽƌƚŚŽƉĞĚŝĐƐ͘� dŝƐƐƵĞ� �ŶŐ͘� ϮϬϬϱ͖ϭϭ 
;ϳͲϴͿ͗ϭϭϵϴͲϭϮϭϭ͘

ϵ͘� �ƌŝŶǌĞŚ�d>͘�DĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ƌĞƉĂŝƌ͗�ƉƌĞĐůŝŶŝĐĂů�
ƐƚƵĚŝĞƐ�ĂŶĚ�ƉŽƚĞŶƟĂů�ŽƌƚŚŽƉĞĚŝĐ�ĂƉƉůŝĐĂƟŽŶƐ͘�&ŽŽƚ��ŶŬůĞ��ůŝŶ͘�
ϮϬϬϱ͖ϭϬ;ϰͿ͗ϲϱϭͲϲϲϱ͕�ǀŝŝŝ͘

ϭϬ͘� �ĂƌŽŶ�Z<͕��ŝŽŵďŽƌ��D͕�tĂŶŐ�^͕�^ŝŵŽŶ��͘��ůŝŶŝĐĂů�ďŝŽƉŚǇƐŝĐƐ͗�
ƚŚĞ�ƉƌŽŵŽƟŽŶ�ŽĨ� ƐŬĞůĞƚĂů� ƌĞƉĂŝƌ� ďǇ�ƉŚǇƐŝĐĂů� ĨŽƌĐĞƐ͘��ŶŶ�E�z�
�ĐĂĚ�^Đŝ͘�ϮϬϬϲ͖ϭϬϲϴ;ϭͿ͗ϱϭϯͲϱϯϭ͘

ϭϭ͘� >ŝ�:<͕�>ŝŶ�:�͕�>ŝƵ�,�͕�Ğƚ�Ăů͘��ŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ŽĨ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ĂŶĚ�ĞůĞĐͲ
ƚƌŽŵĂŐŶĞƟĐ� ĮĞůĚ� ĞīĞĐƚƐ� ŽŶ� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚ� ŐƌŽǁƚŚ͘� hůƚƌĂƐŽƵŶĚ�
DĞĚ��ŝŽů͘�ϮϬϬϲ͖ϯϮ;ϱͿ͗ϳϲϵͲϳϳϱ͘

ϭϮ͘� �ƌŝŐŚƚŽŶ� �d͕ �tĂŶŐ�t͕� ^ĞůĚĞƐ� Z͕� �ŚĂŶŐ� '͕� WŽůůĂĐŬ� ^Z͘� ^ŝŐŶĂů�
ƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ�ŝŶ�ĞůĞĐƚƌŝĐĂůůǇ�ƐƟŵƵůĂƚĞĚ�ďŽŶĞ�ĐĞůůƐ͘�:��ŽŶĞ�:ŽŝŶƚ�
^ƵƌŐ��ŵ͘�ϮϬϬϭ͖ϴϯͲ�;ϭϬͿ͗ϭϱϭϰͲϭϱϮϯ͘

ϭϯ͘� <ŝŵ�<͕�:ĞŽŶŐ��'͕�,ŽůůŝƐƚĞƌ�^:͘�EŽŶͲŝŶǀĂƐŝǀĞ�ŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐ�ŽĨ�ƟƐƐƵĞ�
ƐĐĂīŽůĚ�ĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ�ƵƐŝŶŐ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ĞůĂƐƟĐŝƚǇ�ŝŵĂŐŝŶŐ͘��ĐƚĂ�
�ŝŽŵĂƚĞƌ͘ �ϮϬϬϴ͖ϰ;ϰͿ͗ϳϴϯͲϳϵϬ͘

ϭϰ͘� �ůĂĞƐ� >͕�tŝůůŝĞ��͘�dŚĞ�ĞŶŚĂŶĐĞŵĞŶƚ�ŽĨ�ďŽŶĞ� ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ�ďǇ�
ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ͘�WƌŽŐ��ŝŽƉŚǇƐ�DŽů��ŝŽů͘�ϮϬϬϳ͖ϵϯ;ϭͲϯͿ͗ϯϴϰͲϯϵϴ͘

ϭϱ͘� �ŚĂŶŐ�y͕��ŚĂŶŐ�t͕�>ĞĞ� W͕ �Ğƚ�Ăů͘�WŽůǇŵĞƌͲĐĞƌĂŵŝĐ�ƐƉŝƌĂů�ƐƚƌƵĐͲ
ƚƵƌĞĚ�ƐĐĂīŽůĚƐ�ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ƟƐƐƵĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͗�ĞīĞĐƚ�ŽĨ�ŚǇĚƌŽǆǇͲ
ĂƉĂƟƚĞ� ĐŽŵƉŽƐŝƟŽŶ� ŽŶ� ŚƵŵĂŶ� ĨĞƚĂů� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚƐ͘� W>Ž^� KE�͘�
ϮϬϭϰ͖ϵ;ϭͿ͗Ğϴϱϴϳϭ͘

ϭϲ͘� �ŽŵŝŶŝĐŝ�D͕� >Ğ��ůĂŶĐ�<͕�DƵĞůůĞƌ� /͕� Ğƚ� Ăů͘�DŝŶŝŵĂů� ĐƌŝƚĞƌŝĂ� ĨŽƌ�
ĚĞĮŶŝŶŐ�ŵƵůƟƉŽƚĞŶƚ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚƌŽŵĂů�ĐĞůůƐ͘�dŚĞ�/ŶƚĞƌŶĂͲ
ƟŽŶĂů� ^ŽĐŝĞƚǇ� ĨŽƌ� �ĞůůƵůĂƌ� dŚĞƌĂƉǇ� ƉŽƐŝƟŽŶ� ƐƚĂƚĞŵĞŶƚ͘� �ǇƚŽͲ
ƚŚĞƌĂƉǇ͘�ϮϬϬϲ͖ϴ;ϰͿ͗ϯϭϱͲϯϭϳ͘

ϭϳ͘� WĞƚĞƌƐŽŶ��͕��ŚĂŶŐ�:͕�/ŐůĞƐŝĂƐ�Z͕�Ğƚ�Ăů͘�,ĞĂůŝŶŐ�ŽĨ�ĐƌŝƟĐĂůůǇ�ƐŝǌĞĚ�
ĨĞŵŽƌĂů�ĚĞĨĞĐƚƐ͕�ƵƐŝŶŐ�ŐĞŶĞƟĐĂůůǇ�ŵŽĚŝĮĞĚ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�
ĐĞůůƐ� ĨƌŽŵ� ŚƵŵĂŶ� ĂĚŝƉŽƐĞ� ƟƐƐƵĞ͘� dŝƐƐƵĞ� �ŶŐ͘� ϮϬϬϱ͖ϭϭ;ϭͲϮͿ͗�
ϭϮϬͲϭϮϵ͘

ϭϴ͘� ,ƵĂŶŐ�'d͕ �'ƌŽŶƚŚŽƐ�^͕�^Śŝ�^͘�DĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ĚĞƌŝǀĞĚ�
ĨƌŽŵ�ĚĞŶƚĂů� ƟƐƐƵĞƐ� ǀƐ͘� ƚŚŽƐĞ� ĨƌŽŵ�ŽƚŚĞƌ� ƐŽƵƌĐĞƐ͗� ƚŚĞŝƌ� ďŝŽůͲ
ŽŐǇ�ĂŶĚ�ƌŽůĞ�ŝŶ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟǀĞ�ŵĞĚŝĐŝŶĞ͘�:��ĞŶƚ�ZĞƐ͘�ϮϬϬϵ͖ϴϴ;ϵͿ͗ 
ϳϵϮͲϴϬϲ͘

ϭϵ͘� �ĞƚƐĐŚ�Z͕��ůůĞƐ� ^͕�,Ƶŵ� :͕� Ğƚ� Ăů͘�KƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�
ƵŵďŝůŝĐĂů�ĐŽƌĚ�ĂŶĚ�ĂĚŝƉŽƐĞ�ĚĞƌŝǀĞĚ�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ŽŶƚŽ�ŚŝŐŚůǇ�ƉŽͲ
ƌŽƵƐ� ϰϱ^ϱ� �ŝŽŐůĂƐƐΠͲďĂƐĞĚ� ƐĐĂīŽůĚƐ͘� :� �ŝŽŵĞĚ�DĂƚĞƌ� ZĞƐ� �͘�
ϮϬϭϱ͖ϭϬϯ;ϯͿ͗ϭϬϮϵͲϭϬϯϳ͘

ϮϬ͘� >Ž�<t͕�hůĞƌǇ���͕��ƐŚĞ�<D͕�>ĂƵƌĞŶĐŝŶ��d͘ �^ƚƵĚŝĞƐ�ŽĨ�ďŽŶĞ�ŵŽƌͲ
ƉŚŽŐĞŶĞƟĐ�ƉƌŽƚĞŝŶͲďĂƐĞĚ�ƐƵƌŐŝĐĂů�ƌĞƉĂŝƌ͘ ��Ěǀ��ƌƵŐ��Ğůŝǀ�ZĞǀ͘ �
ϮϬϭϮ͖ϲϰ;ϭϮͿ͗ϭϮϳϳͲϭϮϵϭ͘

Ϯϭ͘� 'ƌŝĸŶ�D&͕ � �ƵƚůĞƌ� W�͕� ^ĞŝĨĂůŝĂŶ� �D͕� <ĂůĂƐŬĂƌ� �D͘� �ŽŶƚƌŽů� ŽĨ�
ƐƚĞŵ� ĐĞůů� ĨĂƚĞ� ďǇ� ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ� ƚŚĞŝƌ� ŵŝĐƌŽ� ĂŶĚ� ŶĂŶŽĞŶǀŝƌŽŶͲ
ŵĞŶƚ͘�tŽƌůĚ�:�^ƚĞŵ��ĞůůƐ͘�ϮϬϭϱ͖ϳ;ϭͿ͗ϯϳͲϱϬ͘

ϮϮ͘� �Ƶŝ�Y͕��ŝŐŚĞ��^͕�/ƌǀŝŶĞ�:E�:ƌ͘ ��ŽŵďŝŶĞĚ�ĂŶŐŝŽŐĞŶŝĐ�ĂŶĚ�ŽƐƚĞŽͲ
ŐĞŶŝĐ� ĨĂĐƚŽƌ�ĚĞůŝǀĞƌǇ� ĨŽƌ�ďŽŶĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟǀĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͘��Ƶƌƌ�
WŚĂƌŵ��ĞƐ͘�ϮϬϭϯ͖ϭϵ;ϭϵͿ͗ϯϯϳϰͲϯϯϴϯ͘

Ϯϯ͘� KŶŐĂƌŽ��͕�WĞůůĂƟ��͕��ĂŐŚĞƌŝ�>͕�&ŽƌƟŶŝ��͕�^Ğƫ�^͕��Ğ�DĂƩĞŝ�D͘�
WƵůƐĞĚ�ĞůĞĐƚƌŽŵĂŐŶĞƟĐ�ĮĞůĚƐ�ƐƟŵƵůĂƚĞ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂͲ
ƟŽŶ�ŝŶ�ŚƵŵĂŶ�ďŽŶĞ�ŵĂƌƌŽǁ�ĂŶĚ�ĂĚŝƉŽƐĞ�ƟƐƐƵĞ�ĚĞƌŝǀĞĚ�ŵĞƐĞŶͲ
ĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ͘��ŝŽĞůĞĐƚƌŽŵĂŐŶĞƟĐƐ͘�ϮϬϭϰ͖ϯϱ;ϲͿ͗ϰϮϲͲϰϯϲ͘

Ϯϰ͘� >ƵŽ� &͕ � ,ŽƵ� d͕ � �ŚĂŶŐ� �͕� yŝĞ� �͕� tƵ� y͕� yƵ� :͘� �īĞĐƚƐ� ŽĨ� ƉƵůƐĞĚ�
ĞůĞĐƚƌŽŵĂŐŶĞƟĐ� ĮĞůĚ� ĨƌĞƋƵĞŶĐŝĞƐ� ŽŶ� ƚŚĞ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĚŝīĞƌͲ
ĞŶƟĂƟŽŶ� ŽĨ� ŚƵŵĂŶ� ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů� ƐƚĞŵ� ĐĞůůƐ͘� KƌƚŚŽƉĞĚŝĐƐ͘�
ϮϬϭϮ͖ϯϱ;ϰͿ͗ĞϱϮϲͲĞϱϯϭ͘

Ϯϱ͘� �ĞĐĐĂƌĞůůŝ�'͕��ůŽŝƐĞ�E͕�DĂŶƚĞůůŝ�D͕�Ğƚ�Ăů͘���ĐŽŵƉĂƌĂƟǀĞ�ĂŶĂůǇƐŝƐ�
ŽĨ�ƚŚĞ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ�ĞīĞĐƚƐ�ŽĨ�ƉƵůƐĞĚ�ĞůĞĐƚƌŽŵĂŐŶĞƟĐ�ĮĞůĚ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�
ŽŶ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ŽĨ� ƚǁŽ� ĚŝīĞƌĞŶƚ� ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�
ĐĞůů�ůŝŶĞĂŐĞƐ͘��ŝŽƌĞƐ�KƉĞŶ��ĐĐĞƐƐ͘�ϮϬϭϯ͖Ϯ;ϰͿ͗ϮϴϯͲϮϵϰ͘

Ϯϲ͘� tŝůƐŽŶ��'͕�DĂƌơŶͲ^ĂĂǀĞĚƌĂ�&D͕�WĂĚŝůůĂ�&͕ �Ğƚ�Ăů͘�WĂƩĞƌŶŝŶŐ�ĞǆͲ
ƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ� ƌĞŐĞŶĞƌĂƟǀĞ� ŐƌŽǁƚŚ� ĨĂĐƚŽƌƐ� ƵƐŝŶŐ� ŚŝŐŚ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�
ĨŽĐƵƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ͘�dŝƐƐƵĞ��ŶŐ�WĂƌƚ���DĞƚŚŽĚƐ͘�ϮϬϭϰ͖ϮϬ;ϭϬͿ͗ 
ϳϲϵͲϳϳϵ͘

Ϯϳ͘� hĚĚŝŶ�^D͕�YŝŶ�zy͘��ŶŚĂŶĐĞŵĞŶƚ�ŽĨ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�
ĂŶĚ�ƉƌŽůŝĨĞƌĂƟŽŶ�ŝŶ�ŚƵŵĂŶ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ďǇ�Ă�ŵŽĚŝͲ
ĮĞĚ�ůŽǁ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ƵŶĚĞƌ�ƐŝŵƵůĂƚĞĚ�ŵŝͲ
ĐƌŽŐƌĂǀŝƚǇ͘�W>Ž^�KE�͘�ϮϬϭϯ͖ϴ;ϵͿ͗Ğϳϯϵϭϰ͘

Ϯϴ͘� WƵƚƐ�Z͕��ůďĞƌƐ� :͕� <ĂĚŽǁͲZŽŵĂĐŬĞƌ��͕�'ĞŝƐƐůĞƌ� ^͕� ZĂƵŵ�<͘� /ŶͲ
ŇƵĞŶĐĞ�ŽĨ��ŽŶŽƌ��ŐĞ�ĂŶĚ�^ƟŵƵůĂƟŽŶ�/ŶƚĞŶƐŝƚǇ�ŽŶ�KƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�
�ŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�ZĂƚ�DĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�^ƚƌŽŵĂů��ĞůůƐ�ŝŶ�ZĞƐƉŽŶƐĞ�
ƚŽ�&ŽĐƵƐĞĚ�>ŽǁͲ/ŶƚĞŶƐŝƚǇ�WƵůƐĞĚ�hůƚƌĂƐŽƵŶĚ͘�hůƚƌĂƐŽƵŶĚ�DĞĚ�
�ŝŽů͘�ϮϬϭϲ͖ϰϮ;ϭϮͿ͗ϮϵϲϱͲϮϵϳϰ͘

Ϯϵ͘� tĂŶŐ� z͕ � WĞŶŐ�t͕� >ŝƵ� y͕� Ğƚ� Ăů͘� ^ƚƵĚǇ� ŽĨ� ďŝůŝŶĞĂŐĞ� ĚŝīĞƌĞŶƟĂͲ
ƟŽŶ�ŽĨ�ŚƵŵĂŶͲďŽŶĞͲŵĂƌƌŽǁͲĚĞƌŝǀĞĚ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�
ŝŶ� ŽǆŝĚŝǌĞĚ� ƐŽĚŝƵŵ� ĂůŐŝŶĂƚĞͬEͲƐƵĐĐŝŶǇů� ĐŚŝƚŽƐĂŶ� ŚǇĚƌŽŐĞůƐ�
ĂŶĚ�ƐǇŶĞƌŐŝƐƟĐ�ĞīĞĐƚƐ�ŽĨ�Z'��ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ�ĂŶĚ� ůŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�
ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ͘��ĐƚĂ��ŝŽŵĂƚĞƌ͘ �ϮϬϭϰ͖ϭϬ;ϲͿ͗ϮϱϭϴͲϮϱϮϴ͘

ϯϬ͘� <ƵƐƵǇĂŵĂ� :͕� �ĂŶĚŽǁ� <͕� ^ŚĂŵŽƚŽ� D͕� <ĂŬŝŵŽƚŽ� <͕� KŚŶŝƐŚŝ� d͕ �
DĂƚƐƵŐƵĐŚŝ� d͘ � >Žǁ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ƉƵůƐĞĚ� ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ� ;>/Wh^Ϳ� ŝŶŇƵͲ
ĞŶĐĞƐ�ƚŚĞ�ŵƵůƟůŝŶĞĂŐĞ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĂŶĚ�
ƉƌŽŐĞŶŝƚŽƌ�ĐĞůů�ůŝŶĞƐ�ƚŚƌŽƵŐŚ�ZK�<Ͳ�ŽƚͬdƉůϮͲD�<Ͳ�Z<�ƐŝŐŶĂůŝŶŐ�
ƉĂƚŚǁĂǇ͘ �:��ŝŽů��ŚĞŵ͘�ϮϬϭϰ͖Ϯϴϵ;ϭϱͿ͗ϭϬϯϯϬͲϭϬϯϰϰ͘



�ŽŵďŝŶĞĚ�ĞīĞĐƚƐ�ŽĨ�>/Wh^�ĂŶĚ�ƐĐĂīŽůĚ�ŽŶ�ŚD^�Ɛ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶĞϮϮϮ�

Ξ�ϮϬϭϳ�dŚĞ��ƵƚŚŽƌƐ͘�WƵďůŝƐŚĞĚ�ďǇ�tŝĐŚƟŐ�WƵďůŝƐŚŝŶŐ

ϯϭ͘� ^ĂƚŽ� D͕� EĂŐĂƚĂ� <͕� <ƵƌŽĚĂ� ^͕� Ğƚ� Ăů͘� >ŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ƉƵůƐĞĚ� ƵůͲ
ƚƌĂƐŽƵŶĚ� ĂĐƟǀĂƚĞƐ� ŝŶƚĞŐƌŝŶͲŵĞĚŝĂƚĞĚ� ŵĞĐŚĂŶŽƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ�
ƉĂƚŚǁĂǇ�ŝŶ�ƐǇŶŽǀŝĂů�ĐĞůůƐ͘��ŶŶ��ŝŽŵĞĚ��ŶŐ͘�ϮϬϭϰ͖ϰϮ;ϭϬͿ͗ϮϭϱϲͲ
Ϯϭϲϯ͘

ϯϮ͘� EŽůƚĞ�W�͕�ǀĂŶ�ĚĞƌ�<ƌĂŶƐ��͕�WĂƚŬĂ�W͕ �:ĂŶƐƐĞŶ�/D͕�ZǇĂďǇ�:W͕ ��ůďĞƌƐ�
',͘�>ŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ŽĨ�ŶŽŶͲ
ƵŶŝŽŶƐ͘�:�dƌĂƵŵĂ͘�ϮϬϬϭ͖ϱϭ;ϰͿ͗ϲϵϯͲϳϬϮ͕�ĚŝƐĐƵƐƐŝŽŶ�ϳϬϮͲϳϬϯ͘

ϯϯ͘� �ůͲDŽǁĂĮ� ,͕�DŽŚƐĞŶ�D͘� dŚĞ� ĞīĞĐƚ� ŽĨ� ůŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ƉƵůƐĞĚ�
ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ŽŶ�ĐĂůůƵƐ�ŵĂƚƵƌĂƟŽŶ�ŝŶ�ƟďŝĂů�ĚŝƐƚƌĂĐƟŽŶ�ŽƐƚĞŽŐĞŶͲ
ĞƐŝƐ͘�/Ŷƚ�KƌƚŚŽƉ͘�ϮϬϬϱ͖Ϯϵ;ϮͿ͗ϭϮϭͲϭϮϰ͘

ϯϰ͘� DĂƚŚĞƌ�D>͕� �ƌŽǁĞ� :�͕�DŽƌŐĂŶ� ^W͕ � Ğƚ� Ăů͘�hůƚƌĂƐŽŶŝĐ�ŵŽŶŝƚŽƌͲ
ŝŶŐ�ŽĨ�ĨŽĂŵĞĚ�ƉŽůǇŵĞƌŝĐ�ƟƐƐƵĞ�ƐĐĂīŽůĚ�ĨĂďƌŝĐĂƟŽŶ͘�:�DĂƚĞƌ�^Đŝ�
DĂƚĞƌ�DĞĚ͘�ϮϬϬϴ͖ϭϵ;ϵͿ͗ϯϬϳϭͲϯϬϴϬ͘

ϯϱ͘� WĂƌŬĞƌ� E'͕� DĂƚŚĞƌ� D>͕� DŽƌŐĂŶ� ^W͕ � WŽǀĞǇ� D:͘� >ŽŶŐŝƚƵĚŝŶĂů�
ĂĐŽƵƐƟĐ�ƉƌŽƉĞƌƟĞƐ�ŽĨ�ƉŽůǇ;ůĂĐƟĐ�ĂĐŝĚͿ� ĂŶĚ�ƉŽůǇ;ůĂĐƟĐͲĐŽͲŐůǇͲ
ĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚͿ͘��ŝŽŵĞĚ�DĂƚĞƌ͘ �ϮϬϭϬ͖ϱ;ϱͿ͗ϬϱϱϬϬϰ͘

ϯϲ͘� tŝŶƚĞƌƌŽƚŚ�&͕ �>ĞĞ�:͕�<ƵŽ�^͕�Ğƚ�Ăů͘��ĐŽƵƐƟĐ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇ�ĂŶĂůǇƐĞƐ�
ƚŽ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ� ŐŽŽĚ� ǀƐ͘� ĨĂŝůĞĚ� ƟƐƐƵĞ� ĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚ� ŽƌĂů�ŵƵĐŽƐĂ�
ƵŶĚĞƌ� ŶŽƌŵĂů� Žƌ� ƚŚĞƌŵĂůůǇ� ƐƚƌĞƐƐĞĚ� ĐƵůƚƵƌĞ� ĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘� �ŶŶ�
�ŝŽŵĞĚ��ŶŐ͘�ϮϬϭϭ͖ϯϵ;ϭͿ͗ϰϰͲϱϮ͘

ϯϳ͘� �Ƶŝ� :,͕�WĂƌŬ�^Z͕�WĂƌŬ�<͕��ŚŽŝ��,͕�DŝŶ��,͘�WƌĞĐŽŶĚŝƟŽŶŝŶŐ�ŽĨ�
ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ǁŝƚŚ�ůŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ĨŽƌ�ĐĂƌͲ
ƟůĂŐĞ�ĨŽƌŵĂƟŽŶ�ŝŶ�ǀŝǀŽ͘�dŝƐƐƵĞ��ŶŐ͘�ϮϬϬϳ͖ϭϯ;ϮͿ͗ϯϱϭͲϯϲϬ͘

ϯϴ͘� �ůͲ�ŝĂůǇ�d͕ �hůƵĚĂŐ�,͕�:ŽŵŚĂ�E͕��ĂĚǇůĂŬ�^&͘ �/Ŷ�ǀŝǀŽ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚͲ
ĂƐƐŝƐƚĞĚ�ƟƐƐƵĞͲĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚ�ŵĂŶĚŝďƵůĂƌ�ĐŽŶĚǇůĞ͗�Ă�ƉŝůŽƚ�ƐƚƵĚǇ�ŝŶ�
ƌĂďďŝƚƐ͘�dŝƐƐƵĞ��ŶŐ�WĂƌƚ���DĞƚŚŽĚƐ͘�ϮϬϭϬ͖ϭϲ;ϲͿ͗ϭϯϭϱͲϭϯϮϯ͘

ϯϵ͘� <ƌƵƐĞ���͕�DĂĐŬĂŶŽƐ�D�͕�K�ŽŶŶĞůůͲZŽĚǁĞůů���͕��ŽŶƚĂŐ��,͕�&ĞƌƌͲ
ĂƌĂ�<t͘�̂ ŚŽƌƚͲĚƵƌĂƟŽŶͲĨŽĐƵƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ŽĨ�,ƐƉϳϬ�
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�ǀŝǀŽ͘�WŚǇƐ�DĞĚ��ŝŽů͘�ϮϬϬϴ͖ϱϯ;ϭϯͿ͗ϯϲϰϭͲϯϲϲϬ͘

ϰϬ͘� >ŝŵ�<͕�<ŝŵ� :͕� ^ĞŽŶǁŽŽ�,͕�WĂƌŬ�^,͕��ŚŽƵŶŐ�W,͕��ŚƵŶŐ� :,͘� /Ŷ�
ǀŝƚƌŽ�ĞīĞĐƚƐ�ŽĨ�ůŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ŽŶ�
ƚŚĞ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŽĨ�ŚƵŵĂŶ�ĂůǀĞŽůĂƌ�ďŽŶĞͲĚĞƌŝǀĞĚ�
ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ĨŽƌ�ƚŽŽƚŚ�ƟƐƐƵĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͘��ŝŽŵĞĚ�
ZĞƐ�/Ŷƚ͘�ϮϬϭϯ͖ϮϬϭϯ͗ϮϲϵϳϮϰ͘

ϰϭ͘� zĂŶŐ�D,͕�>ŝŵ�<d͕ ��ŚŽƵŶŐ�W,͕��ŚŽ��^͕��ŚƵŶŐ�:,͘��ƉƉůŝĐĂƟŽŶ�ŽĨ�
ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ�ƐƟŵƵůĂƟŽŶ�ŝŶ�ďŽŶĞ�ƟƐƐƵĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐ͘� /Ŷƚ�:�^ƚĞŵ�
�ĞůůƐ͘�ϮϬϭϬ͖ϯ;ϮͿ͗ϳϰͲϳϵ͘

ϰϮ͘� zĂŶŐ�^t͕�<ƵŽ��>͕��ŚĂŶŐ�^:͕�Ğƚ�Ăů͘��ŽĞƐ�ůŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƉƵůƐĞĚ�ƵůͲ
ƚƌĂƐŽƵŶĚ� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ� ƌĞƉĂŝƌ�ĂƌƟĐƵůĂƌ� ĐĂƌƟůĂŐĞ� ŝŶũƵƌǇ͍��� ƌĂďďŝƚ�
ŵŽĚĞů�ƐƚƵĚǇ͘��D��DƵƐĐƵůŽƐŬĞůĞƚ��ŝƐŽƌĚ͘�ϮϬϭϰ͖ϭϱ;ϭͿ͗ϯϲ͘

ϰϯ͘� >ĂŶĚŝ��͕�>ŽŐƌŽƐĐŝŶŽ�'͕�WƌŽŝĞƫ�>͕�dĂŵƉŝĞƌŝ��͕�^ĂŶĚƌŝ�D͕�^ƉƌŝŽ�^͘�
�ŝŽŵŝŵĞƟĐ�DŐͲƐƵďƐƟƚƵƚĞĚ�ŚǇĚƌŽǆǇĂƉĂƟƚĞ͗�ĨƌŽŵ�ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ�ƚŽ�
ŝŶ�ǀŝǀŽ�ďĞŚĂǀŝŽƵƌ͘ �:�DĂƚĞƌ�^Đŝ�DĂƚĞƌ�DĞĚ͘�ϮϬϬϴ͖ϭϵ;ϭͿ͗ϮϯϵͲϮϰϳ͘

ϰϰ͘� EŝĐŽůĞƫ��͕�&ŝŽƌŝŶŝ�D͕�WĂŽůŝůůŽ� :͕��ŽůĐŝŶŝ�>͕�^ĂŶĚƌŝ�D͕�WƌĞƐƐĂƚŽ�
�͘��īĞĐƚƐ�ŽĨ�ĚŝīĞƌĞŶƚ�ĐƌŽƐƐůŝŶŬŝŶŐ�ĐŽŶĚŝƟŽŶƐ�ŽŶ�ƚŚĞ�ĐŚĞŵŝĐĂůͲ
ƉŚǇƐŝĐĂů�ƉƌŽƉĞƌƟĞƐ�ŽĨ�Ă�ŶŽǀĞů�ďŝŽͲŝŶƐƉŝƌĞĚ�ĐŽŵƉŽƐŝƚĞ�ƐĐĂīŽůĚ�
ƐƚĂďŝůŝƐĞĚ�ǁŝƚŚ�ϭ͕ϰͲďƵƚĂŶĞĚŝŽů�ĚŝŐůǇĐŝĚǇů�ĞƚŚĞƌ�;���'�Ϳ͘�:�DĂͲ
ƚĞƌ�^Đŝ�DĂƚĞƌ�DĞĚ͘�ϮϬϭϯ͖Ϯϰ;ϭͿ͗ϭϳͲϯϱ͘

ϰϱ͘� �ĂůĂďƌĞƐĞ�'͕�'ŝƵīƌŝĚĂ�Z͕�&Ăďďŝ��͕�Ğƚ�Ăů͘��ŽůůĂŐĞŶͲŚǇĚƌŽǆǇĂƉĂƟƚĞ�
ƐĐĂīŽůĚƐ�ŝŶĚƵĐĞ�ŚƵŵĂŶ�ĂĚŝƉŽƐĞ�ĚĞƌŝǀĞĚ�ƐƚĞŵ�ĐĞůůƐ�ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�
ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ͘�W>Ž^�KE�͘�ϮϬϭϲ͖ϭϭ;ϯͿ͗ĞϬϭϱϭϭϴϭ͘

ϰϲ͘� ^ĂƌƚŽƌŝ�D͕�WĂŐĂŶŝ�̂ ͕�&ĞƌƌĂƌŝ��͕�Ğƚ�Ăů͘���ŶĞǁ�ďŝͲůĂǇĞƌĞĚ�ƐĐĂīŽůĚ�ĨŽƌ�
ŽƐƚĞŽĐŚŽŶĚƌĂů�ƟƐƐƵĞ�ƌĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶ͗�/Ŷ�ǀŝƚƌŽ�ĂŶĚ�ŝŶ�ǀŝǀŽ�ƉƌĞĐůŝŶŝĐĂů�
ŝŶǀĞƐƟŐĂƟŽŶƐ͘�DĂƚĞƌ�^Đŝ��ŶŐ���DĂƚĞƌ��ŝŽů��ƉƉů͘�ϮϬϭϳ͖ϳϬ;Wƚ�ϭͿ͗ 
ϭϬϭͲϭϭϭ͘

ϰϳ͘� �ŚŶ�^:͕��ŽƐƚĂ� :͕��ŵĂŶƵĞů� :Z͘�WŝĐŽ'ƌĞĞŶ�ƋƵĂŶƟƚĂƟŽŶ�ŽĨ��E�͗�
ĞīĞĐƟǀĞ�ĞǀĂůƵĂƟŽŶ�ŽĨ�ƐĂŵƉůĞƐ�ƉƌĞͲ�Žƌ�ƉŽƐƚͲW�Z͘�EƵĐůĞŝĐ��ĐŝĚƐ�
ZĞƐ͘�ϭϵϵϲ͖Ϯϰ;ϭϯͿ͗ϮϲϮϯͲϮϲϮϱ͘

ϰϴ͘� >ŝǀĂŬ�<:͕� ^ĐŚŵŝƩŐĞŶ�d�͘��ŶĂůǇƐŝƐ�ŽĨ� ƌĞůĂƟǀĞ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�
ĚĂƚĂ�ƵƐŝŶŐ� ƌĞĂůͲƟŵĞ�ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞ�W�Z�ĂŶĚ� ƚŚĞ�Ϯ;Ͳ�ĞůƚĂ��ĞůƚĂ�
�;dͿͿ�DĞƚŚŽĚ͘�DĞƚŚŽĚƐ͘�ϮϬϬϭ͖Ϯϱ;ϰͿ͗ϰϬϮͲϰϬϴ͘

ϰϵ͘� dĂŬĞƵĐŚŝ�Z͕�ZǇŽ��͕�<ŽŵŝƚƐƵ�E͕�Ğƚ�Ăů͘�>ŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂͲ
ƐŽƵŶĚ�ĂĐƟǀĂƚĞƐ�ƚŚĞ�ƉŚŽƐƉŚĂƟĚǇůŝŶŽƐŝƚŽů�ϯ�ŬŝŶĂƐĞͬ�Ŭƚ�ƉĂƚŚǁĂǇ�
ĂŶĚ� ƐƟŵƵůĂƚĞƐ� ƚŚĞ� ŐƌŽǁƚŚ� ŽĨ� ĐŚŽŶĚƌŽĐǇƚĞƐ� ŝŶ� ƚŚƌĞĞͲĚŝŵĞŶͲ
ƐŝŽŶĂů�ĐƵůƚƵƌĞƐ͗�Ă�ďĂƐŝĐ�ƐĐŝĞŶĐĞ�ƐƚƵĚǇ͘��ƌƚŚƌŝƟƐ�ZĞƐ�dŚĞƌ͘ �ϮϬϬϴ͖�
ϭϬ;ϰͿ͗Zϳϳ͘

ϱϬ͘� >ĞƵŶŐ�<^͕��ŚĞƵŶŐ�t,͕��ŚĂŶŐ��͕�>ĞĞ�<D͕�>Ž�,<͘�>Žǁ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�
ƉƵůƐĞĚ� ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ� ƐƟŵƵůĂƚĞƐ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ� ĂĐƟǀŝƚǇ� ŽĨ� ŚƵŵĂŶ�
ƉĞƌŝŽƐƚĞĂů�ĐĞůůƐ͘��ůŝŶ�KƌƚŚŽƉ�ZĞůĂƚ�ZĞƐ͘�ϮϬϬϰ͖ϰϭϴ͗ϮϱϯͲϮϱϵ͘

ϱϭ͘� �ŚĂŶŐ�>͕�<ĂƌŝŶ�D͘�DĂŵŵĂůŝĂŶ�D�W�ŬŝŶĂƐĞ�ƐŝŐŶĂůůŝŶŐ�ĐĂƐĐĂĚĞƐ͘�
EĂƚƵƌĞ͘�ϮϬϬϭ͖ϰϭϬ;ϲϴϮϰͿ͗ϯϳͲϰϬ͘

ϱϮ͘� <ƵŽ�W>͕�,ƐƵ�z>͕��ŚĂŶŐ��,͕��ŚĂŶŐ�:<͘�KƐƚŚŽůĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚ�ĐĞůů�ĚŝĨͲ
ĨĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ƚŚƌŽƵŐŚ�ďŽŶĞ�ŵŽƌƉŚŽŐĞŶĞƟĐ�ƉƌŽƚĞŝŶͲϮͬƉϯϴ�ĂŶĚ�
ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ�ƐŝŐŶĂůͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ�ŬŝŶĂƐĞ�ϭͬϮ�ƉĂƚŚǁĂǇ�ŝŶ�ŚƵŵĂŶ�ŽƐͲ
ƚĞŽďůĂƐƚ�ĐĞůůƐ͘�:�WŚĂƌŵĂĐŽů��ǆƉ�dŚĞƌ͘ �ϮϬϬϱ͖ϯϭϰ;ϯͿ͗ϭϮϵϬͲϭϮϵϵ͘

ϱϯ͘� dĂŶŐ� E͕� ^ŽŶŐ� ty͕� >ƵŽ� :͕� Ğƚ� Ăů͘� �DWͲϵͲŝŶĚƵĐĞĚ� ŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐ�
ĚŝīĞƌĞŶƟĂƟŽŶ� ŽĨ� ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů� ƉƌŽŐĞŶŝƚŽƌƐ� ƌĞƋƵŝƌĞƐ� ĨƵŶĐͲ
ƟŽŶĂů�ĐĂŶŽŶŝĐĂů�tŶƚͬďĞƚĂͲĐĂƚĞŶŝŶ�ƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘� :��Ğůů�DŽů�DĞĚ͘�
ϮϬϬϵ͖ϭϯ;ϴďͿ;ϴ�Ϳ͗ϮϰϰϴͲϮϰϲϰ͘

ϱϰ͘� ^ĐŚŝŶĚĞůĞƌ� �͕� >ŝƩůĞ� �'͘� KƐƚĞŽĐůĂƐƚƐ� ďƵƚ� ŶŽƚ� ŽƐƚĞŽďůĂƐƚƐ� ĂƌĞ�
ĂīĞĐƚĞĚ�ďǇ�Ă�ĐĂůĐŝĮĞĚ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ƚƌĞĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ǌŽůĞĚƌŽŶŝĐ�ĂĐŝĚ� ŝŶ�
ǀŝƚƌŽ͘��ŝŽĐŚĞŵ��ŝŽƉŚǇƐ�ZĞƐ��ŽŵŵƵŶ͘�ϮϬϬϱ͖ϯϯϴ;ϮͿ͗ϳϭϬͲϳϭϲ͘

ϱϱ͘� <ŚĂŶ�z͕ �>ĂƵƌĞŶĐŝŶ��d͘ �&ƌĂĐƚƵƌĞ�ƌĞƉĂŝƌ�ǁŝƚŚ�ƵůƚƌĂƐŽƵŶĚ͗�ĐůŝŶŝĐĂů�ĂŶĚ�
ĐĞůůͲďĂƐĞĚ�ĞǀĂůƵĂƟŽŶ͘�:��ŽŶĞ�:ŽŝŶƚ�^ƵƌŐ��ŵ͘�ϮϬϬϴ͖ϵϬ;^ƵƉƉů�ϭͿ͗ 
ϭϯϴͲϭϰϰ͘

ϱϲ͘� ,ĂŶĂǁĂ�<͕� /ƚŽ� <͕��ŝǌĂǁĂ�<͕� Ğƚ� Ăů͘� >ŽǁͲŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ƉƵůƐĞĚ�ƵůƚƌĂͲ
ƐŽƵŶĚ� ŝŶĚƵĐĞƐ� ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ� ĂŶĚ� ĂŵĞůŝŽƌĂƚĞƐ� ůĞŌ� ǀĞŶƚƌŝĐƵůĂƌ�
ĚǇƐĨƵŶĐƟŽŶ�ŝŶ�Ă�ƉŽƌĐŝŶĞ�ŵŽĚĞů�ŽĨ�ĐŚƌŽŶŝĐ�ŵǇŽĐĂƌĚŝĂů�ŝƐĐŚĞŵŝĂ͘�
W>Ž^�KE�͘�ϮϬϭϰ͖ϵ;ϴͿ͗ĞϭϬϰϴϲϯ͘

ϱϳ͘� �Ğ�>ƵĐĂ��͕�>ĂŵƵƌĂ�>͕�'ĂůůŽ�D͕�DĂĸĂ�s͕ �EŽƌŵĂŶŶŽ�E͘�DĞƐĞŶͲ
ĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�ĐĞůůͲĚĞƌŝǀĞĚ�ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶͲϲ�ĂŶĚ�ǀĂƐĐƵůĂƌ�ĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů�
ŐƌŽǁƚŚ�ĨĂĐƚŽƌ�ƉƌŽŵŽƚĞ�ďƌĞĂƐƚ�ĐĂŶĐĞƌ�ĐĞůů�ŵŝŐƌĂƟŽŶ͘�:��Ğůů��ŝŽͲ
ĐŚĞŵ͘�ϮϬϭϮ͖ϭϭϯ;ϭϭͿ͗ϯϯϲϯͲϯϯϳϬ͘

ϱϴ͘� >ŝƵ��,͕�,ǁĂŶŐ�^D͘��ǇƚŽŬŝŶĞ�ŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐ�ŝŶ�ŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů�ƐƚĞŵ�
ĐĞůůƐ�ĨƌŽŵ�ĐŽƌĚ�ďůŽŽĚ͘��ǇƚŽŬŝŶĞ͘�ϮϬϬϱ͖ϯϮ;ϲͿ͗ϮϳϬͲϮϳϵ͘

ϱϵ͘� >ŝƵ�z͕ �KůƐĞŶ��Z͘��ŝƐƟŶĐƚ�s�'&�ĨƵŶĐƟŽŶƐ�ĚƵƌŝŶŐ�ďŽŶĞ�ĚĞǀĞůŽƉͲ
ŵĞŶƚ�ĂŶĚ�ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘��ƌĐŚ�/ŵŵƵŶŽů�dŚĞƌ��ǆƉ�;tĂƌƐǌͿ͘�ϮϬϭϰ͖�
ϲϮ;ϱͿ͗ϯϲϯͲϯϲϴ͘

ϲϬ͘� �ǆŵĂŶŶ�Z͕��ƂŚŵ��͕�<ƌƂŶŬĞ�'͕��ǁĞƌŝŶĂ�:͕�^ŵŽůĞŶ�:͕�^ĐŚĞƩ�'͘�
/ŶŚŝďŝƟŽŶ�ŽĨ� ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶͲϲ� ƌĞĐĞƉƚŽƌ� ĚŝƌĞĐƚůǇ� ďůŽĐŬƐ� ŽƐƚĞŽĐůĂƐƚ�
ĨŽƌŵĂƟŽŶ� ŝŶ� ǀŝƚƌŽ� ĂŶĚ� ŝŶ� ǀŝǀŽ͘� �ƌƚŚƌŝƟƐ� ZŚĞƵŵ͘� ϮϬϬϵ͖ϲϬ;ϵͿ͗ 
ϮϳϰϳͲϮϳϱϲ͘


