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VWXYZk\\\\\\\\\\ZV]̂ _̀]]̂abcdecVdb_d]e]f]fXà èc_f̀gZhb_f̂ij̀cVc_̂]Zaicg]V]f\kl\
VWXYZo\\\\\\\\\\ZV]̂ _̀]]̂abcdecVdb_d]e]f]fXà èc_f̀gZhb_f̂ij̀cVc_̂]Zaicg]V]f\kl\
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QRS�YR̂SSca[gSVZ[UV_T�ZŶifYîS�U\�d_e�z_Z�aSYŜg[VSa�̀UYR�[V�YRS�b̂SZSVfS�_Va�[V�YRS�_̀ZSVfS�U\�

d_
|P�QRS�d_
|c̀UiVa�\Ûg�U\�d_e�z_Z�\[̂ZYTh�f̂hZY_TT[�Sa�_Va�_V_Th�Sa���_̀iq�k�os�P�QRS�b̂UYS[V�
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YqYZXg_cilbm]ĥa\ijcbkl__ihf̀ckc_l̀ _̀k\ajgdd]eh]̀ d̂fĵ k̀idafhkeĉX
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R<ŜSV
���
����
�
������
����%
�
��
����


#��
�"
�#��������
�����
�������
-�����
��
��#����$
��%
����
 ��"��
��
�����������
�"
����


#��������
�%
��#�������
!���
�
�����
���h
/�-�
@����
iUU�
��
Tij�#��O�����
Q̂]�
�����
���




����������

	

�

�

������������������������������
	
�������������� ��!��"�#���$%&'��(#)���*���+,�+-��������.����

������������/�0���#���������

&�1�2�3���������������������������*�0������������.���*��*�*�����������4�

�3����)�����.0�����������)�����������)���.�0�����.�1�+�����������0������5�������������������.3�'

���0�������0��*#��*���3���������*����������3��4��������*�)��#���*���������.3����0������

.�)����!�������0������5���������0���'������������.�*���������1�

6������4�'�53��*�

7�����00������4����.0��5�*�35�/���������������
	
��4����#������#��5��*������*�/88���0��#*�'

���0������)#�����������������)������ ��3�*�0�����+-91�/�����#��5��������.�������:#��4����.0��5�*�

����*�����������.�;<�=;=>���������������3��4�����+��*��#��)�����/������*��������	999�1� ���'

�������00�������;?�?�6�@�����5�0�����.�*�#��)�������+�0�����������3�����4���#��*�35��������������

�	99A�1�

��+'������5�0#�������������.3��*�4����.�����0�����.���5�

�������#������#��*���+'������5�0#�����������������#���!���������.3��*�4����.�����0�����.���5�

���5�������������+'3�#*�0������B�C��))D�*���������

$��������)���*�.�#���3������+'3�*�)�0��'

������4��������E3������������

A�����#��*�����+����)�����������3�������4��F�������53���1�7�����.��

������)5�#��*�;<��G�<������������4�*������#������#��*�������������.��0�����*������+'3�*�)�0�������

�7��H���*� "I	'��F��������3����1�

7��������������:#�����������*����)�����3��0�����.�*���������0��������������������������5�����.'

3��*��*�0�������*1�7�������0�����#����5��.0����������0�����*����0����������������5������#3(����*����

������)����������������0�0��*����*���.���.���0���0���5��������.���5��������)�5���5��������������'

�������4����.�.3����1�J����������������*���*�����������.����*�4�������.�����#���3�������**������#��

:#�����1�

 �0�����.������5�������0�����*������+'3�*�)�0�������4���0����3������F�����������)���!0����������

����-/�K���3������5�������0#�������������0�����*�����#3��.0���.�����*���������3�������4��������

LM5/���3������5�����������:#�*�����.���)��0�5�'�.�����0�����.���5����5���1�7���������3�������0����'

�#��5�����4�*�3#��*�)����� 7N�@-�8��M���3���������)���������.0������������4��������0�����.��



����������

	
	�

�

�������������������������������������������������������� �����������!�����"��#������������������������

������!���������������������������������������������������������������!����$������������%
	
"&�

'����(�)*����������������������������#��������������������������������!�����������������������

���������+�����������+��������!��������������+��������,��)�����������-������������.�����������#��)�

�����#������������������"&�/��������������������������#��������������������-���-�������������������*

���+���������#*�����������*���������������������#��������(�)���������������������������������������

����������������&�'�����������������0�������������!���������#����������������-�������������������������

�����������������������������������������������������������������-����������������������������������

����#����������������!������������������������������!�����������1���&�

/��!��������-��������#�� ��������#��������������������������������-�������#������������������*

�����(�)���������&�2�������#���������������!�����������-����#��������������#����!���������������������

��������&�3����������1�����������1����#������*��������������������������*��#���4������/�������

.����������5������"����������!����������������67�86��9�(�)*������-���������������#���������������!��

���:./*��������(�)�!������"&�;��������������������������1��������!���#���������+��������������5��������

���#�������-���������������������<�����������������������������������������<���=������������	>>?"&�

$�������#�� ��#�������������!������������������������������������������������#���������!�������������

��������������#���������������������1���������������������&�3����������#������������������1���������!��

�6@�@�������-����������������-�����������������(�)�����������������-���#�����������������������������*

��������������(�)*�������������(�����������%

A���������+�����"���������#���������������������!�����

B97��C6D��(�)*����������E������������	>FG"&�:�#�!�������������������������!��������#��� ��������������

��������������������������������-�����4H4*/;EI��������������1������+����������������������������*

�������J�������������	>>>"&�'������������#�������0�����������������������������������-��������������

��!����������������������������������!���������!��������������������������������������#�������������-�

�����������������������-���������������������&�2�����������������0��������+�������������������������

�!�����������������������!�������������������#��������!�����������������(�)*���������������-������

������������������������������������!����������=;HK%&�

2��#������#��+�����������+������������������������������#������������-�������#�(�)�����������&�

)����������������������������������������������!��������������������#�������-�!����������.��������������&�



����������

	
��

�

������������������������������������������� ����� ���������� ��� ����������������!�������!�����

����� ���

"#$%#&&'(')*�+,-'&'.#)'/(�

012�"#$%#&&'(')*�+,-'&'.#)'/(3�42-2�+2-&/-526�7*�8#('29�:#9;'�3)#-)'(<�&-/5�=-#7'6/+3'3�3)-/5#�

#(6�5257-#(2�&-#.)'/(3�#(6�&-/5�#�&-#.)'/(�/&�3+'(#.1�2(;29/+2>3)-/5#?�012�3+'(#.1�3#5+92�4#3�,326�

'(�/-62-�)/�3)#-)�&-/5�5/-2�+-/)2'(�5#)2-'#9@�6,2�)/�)12�6'&&'.,9)*�'(�/7)#'('(<�9#-<2�#5/,()3�/&�1'<19*�

+,-2�2(;29/+2�&-#.)'/(3�&-/5�=-#7'6/+3'3�.19/-/+9#3)3?�01232�.19/-/+9#3)�3,7&-#.)'/(3�42-2�/7)#'(26�#3�

'99,3)-#)26�'(�8299A=<9'/�2)�#9?@��
	B?�=99�&-#.)'/(3�42-2�'(.,7#)26�4')1�#�"#$�-23'(�&/-�)4/�1/,-3�'(�)12�

+-232(.2�/&�"#"9�
�'(�2C.233�D��5$E?�012�-23'(�4#3�)12(�4#3126�)1-22�)'523�4')1�)12�3#52�"#"9��./(%

)#'('(<�7,&&2-�#(6�)12�+-/)2'(3�)1#)�3)#*26�7/,(6�)/�)12�-23'(�42-2�)12(�29,)26�7*�)12�#66')'/(�/&���5$�

FG0=%./()#'('(<�7,&&2-?�H#31�#(6�29,)'/(�3#5+923�42-2�./992.)26�#(6�#(#9*I26�/(�:8:%J=GF�<293�

./9/-26�7*�3'9;2-�3)#'('(<?�

"#$%#&&'(')*�+,-'&'.#)'/(�3)2+3�42-2�+2-&/-526�'(�)12�+-232(.2�/&�3#9)�D	K
�5$�L#"9E�#(6�
@	�M�

D;>;E�L/('62)�JN
�D#�(/('/('.@�(/(%62(#),-'(<�62)2-<2()E@�'(�/-62-�)/�5'('5'I2�#%3+2.'&'.�7'(6'(<�/-�

./()#5'(#()3�4')1�9/4�#&&'(')*�&/-�)12�-23'(?�

:#5+923�42-2�+-2+#-26�&/-�5#33�3+2.)-/52)-*�#(#9*3'3�7*�9/#6'(<�)12�29,)26�&-#.)'/(3�/(�#�:8:%

J=GF�#(6�3)/++'(<�)12�5'<-#)'/(�412(�)12�+-/)2'(3�42-2�./(.2()-#)26�72)422(�)12�3)#.O'(<�#(6�)12�

32+#-#)'(<�<293?�P#(63�42-2�5#(,#99*�2C.'326�#(6�32()�)/�5#33�3+2.)-/52)-*?�

Q"%$#33�3+2.)-/52)-*�#(#9*3'3�

012�5#33�3+2.)-/52)-*�#(#9*3'3�+2-&/-526�7*�)12�F8*J�9#7/-#)/-*�4#3�+-2.2626�7*�#�)-*+3'.�6'<23%

)'/(�/&�)12�+-/)2'(�3#5+923?�012(@�+2+)'623�42-2�3,7R2.)26�)/�9'S,'6�.1-/5#)/<-#+1*�32+#-#)'/(�./,+926�

4')1�5#33�3+2.)-/52)-*?�"/992.)26�6#)#�42-2�+-/.23326�#,)/5#)'.#99*�#(6�+-/)2'(�'62()')*�4#3�62)2-%

5'(26�7*�./5+#-'3/(�)/�)12�=GT�+-/)2'(�6#)#7#32?�U/-�3+'(#.1�3#5+923@�)12�:4'33J-/)@�0-F$PQ�#(6�

0=TV�6#)#7#323�42-2�'()2--/<#)26�'(�/-62-�)/�'62()'&*�)12�=-#7'6/+3'3�1/5/9/<�/&�)12�-2)-'2;26�+2+%

)'623?�:/52�+2+)'623�42-2�5#(,#99*�.12.O26�'(�/-62-�)/�./(&'-5�)12�3/&)4#-2�+-26'.)'/(3?�

01'3�#++-/#.1�#99/426�)12�'62()'&'.#)'/(�/&��	
�+-/)2'(3?� �



�

��������

�	
�����������������������������

�������������� !"#$%�&%���'!�&%&!��(�%&���%)%�&�$*��!((

�+!$%&�,(%(�(�+��!-��./�%�������+!$%&�,(%(���*0!1�%&(�!�&��/�%��(,%�!'��)+!'�%��(�2(�+��!�!�&���3

0�,�-�4�56�76�89�

4�56�76��:�������5�;�����������5������<�����=��>�������������������������=?�;����������;��?�@�;�������@@�

�����������������=	@����������=A���������B�C

�(�%00D(�+!��&�%��4�56�76�-�������(��,!+���)�,D�!�%3�� !"

)+!'�%��(��)��+!$%&�,(%(�2'���!%�%���$������*0!1�%&(�!�&���3�0�,��,+���%�(89�E�%(��%���!$D�&!�'���)�

,+���%�(�F%���+�(,�'���������(�+��!�)+!'�%���!�&�����(,%�!'��(!�,0��%(��!%�0*�&D��������

,+���%��'��,0�G�(�2HIJI�����,����(*�����%'�'��,0�G�(�!�&������EK!(�8�F�+��+�'�3�+�&�%�����%+�%���

+%�*-�!�+%(1���!��F!(�,+�3%�D(0*�+�,�+��&�%��0%��+!�D+��2L�&&*����!0-����.�!�&�����89�E���0�F��D�$�+��)�

%&���%)%�&�,+���%���)�����(,%�!'��(!�

F%���'�+�!%��*�F�%'��F!(������+!$%&�,(%(�����0��D���)��!'��(,%�!'��,�,�%&�-�(%�'��!�,+���%��&!�!�$!�1�

F!(�����!3!%0!$0��)�+�(,%�!'�9�

M��%(�����F�+��*���!��NO��)�����,+���%�(�&���'��&�F�+���

P�����)������'!��$��+�!(��!$0*�'��(%&�+�&�!(�'���!�%�!��(�F%���,!+�%'D0!+��%��� !"�!))%�%�*�2(���

$�0�F8-�F�%0������+(�0%1�0*�+�,+�(����0�F

�����������������������������������@����������������B�C	=�����5������������������@���

$%�&%���'!�&%&!��(�%&���%)%�&�$*��!((#(,�'�+����+*-�QN�F�+��&���'��&�%��

�+!$%&�,(%(�(�+��!-��./�%�������+!$%&�,(%(���*0!1�%&(�!�&��/�%��(,%�!'��)+!'�%��(�2(�+��!�!�&���3

�

:�������5�;�����������5������<�����=��>�������������������������=?�;����������;��?�@�;�������@@�

@����������=A���������B�C	�@@����?����;���5���?�R���;�S���?��T�����������<�����U6

�����(��,!+���)�,D�!�%3�� !"#,!+���+(�F�+��&���'��&�%���������$+!���

)+!'�%��(��)��+!$%&�,(%(�2'���!%�%���$������*0!1�%&(�!�&���3�0�,��,+���%�(89�E�%(��%���!$D�&!�'���)�

,+���%�(�F%���+�(,�'���������(�+��!�)+!'�%���!�&�����(,%�!'��(!�,0��%(��!%�0*�&D��������

����,����(*�����%'�'��,0�G�(�!�&������EK!(�8�F�+��+�'�3�+�&�%�����%+�%���

+%�*-�!�+%(1���!��F!(�,+�3%�D(0*�+�,�+��&�%��0%��+!�D+��2L�&&*����!0-����.�!�&�����89�E���0�F��D�$�+��)�

%&���%)%�&�,+���%���)�����(,%�!'��(!�,0��%(�&D���������)!'����!��%��F!(�����!0F!*(�,�((%$0�����%&���%)*�

F%���'�+�!%��*�F�%'��F!(������+!$%&�,(%(�����0��D���)��!'��(,%�!'��,�,�%&�-�(%�'��!�,+���%��&!�!�$!�1�

M��%(�����F�+��*���!��NO��)�����,+���%�(�&���'��&�F�+������,+�(����%�������EV WXYLY�&!�!$!(�9�

P�����)������'!��$��+�!(��!$0*�'��(%&�+�&�!(�'���!�%�!��(�F%���,!+�%'D0!+��%��� !"�!))%�%�*�2(���

$�0�F8-�F�%0������+(�0%1�0*�+�,+�(����0�F#!$D�&!���'�0�+�,0!(��,+���%�(�����,+�3%�D(0*�&���'��&���!��

Z[\]̂J_̀à
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ŴSUZRQU�V�̀ZYVYQU�WQRS̀ h\TVTY�oQWP\ST�Sk�Y]Q�RQlmnb�̂WSYQ\T�[]QWQ�STQ�]XUWŜ]Sh\R�VTU�Y[S�
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'!��"��(��&�)%�������)���(�������*�����#������#�$�����!�"����!�������#������$���������+,-��$��.

*����������!����!��+,-�#����������/�����������$���0�������!��$!����#������1��	������!���%�!�����������.

#������2�)��$��*������"������#����&����"���3���#���$!��2!������$�33�/���������$���'!���$��*����/��&.

&�$����&�+,-�&����$��������2!��������$�����"����*������"��

1���!��&����"��/����������*������%�!������������������������&���!���%3$���%������$���0�������&��!�����.
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������������4	�
5���3���*����!�������$!����#�������&��#���$!����*����+,�(������"���&�%���3��!����

�!��$���#�������������!��$!����#������%3&��$������4���������'!���������!�"����!���������!���$��*�����&�

�!��$���#�����$�&��$������&��!��#������������!��$����.&�����"��!�$�����%��������2�56��"!�����!����������

+,-��$��*����"�������2�).$�����������7�����4�������������	�
8����!�������������"����&&������+,-�

�$��*����������!��$!����#����9�������$���0�������!���%������*���#�����3������&%������#����������

2�):2�56����������!����2�).����#����������$���0�������!����������

1��$��������"��!�"!����3���*�������#���$!��;�������������4	�
5���3���*����!�������#������$!����#�����

+,-����&�������2�56:2�)���#��������'!����������#�������!��������!��$!����#�����&��$��������

$�����%������/!��3��#��������

'!��"��(��&�,����������)���<�4	�
8�����������"����3���*��/�2�):2�56���#�������+,�(�������$.

��*��������!���%��������$!�����������3������&�$�����

'!�������$��#��$��������!��2�).��#�������+,-���$���0��������/!��3�����#�����%������!����&&������

#����������#���������%���%�������������&&������"�����&���������/�������������/�#�����$�����%3$��#���.

�������

��!�%/!���������3���*������#�������2�):2�56���#�������+,�(�������$��*����"��������������3.

���*������������!���������(��/�����1��	�
=��!��#�������!���3����&�%��������!%������%���#!��������!����

�/�������%������3��2�56�����$�����%����4>���������	�
=���?�"�*������$��#�����$!���$����0�������&�
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4�5�" ��� 1������#� �����������!��� ��!��;��������"2� #1������������"�1 � #1���+�
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�����;�11�!��#� ��"������������� �" �#1�����������	
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�����1�-./K�#  1+�



������������	�
�������������

����

�

��������������������������� �����������!����" ��"�� �"#"���$%����"&�������&�!�������%�'� �$��'� �"�(

��������!�%�"���&"'���" ����'�"� �)�* ����+�,-�+�.�/��� ��01�(�"2����������!����" ������������ ����$���

���$" �����3�4��"����"&���##" "�%���� ��������" �#������'� '��� "�����!%�� ����5��"5��������� �����

3�4(�##" "�%�'���5���&��!�%)�,�� 2���������$" �" &������+����'����������������������5��"5�������

$" �" &��$���6���" ������6����%�����%�"��� �!�'"#"'�� ����2���!��'�����3�4�'� '� ����"� �����������#���

#��5�����!�%�"���&"'����� &�)�,�����������'����$���!!�"�����������������������&����"�� �"#"���� �� ���%���

6��"�����)�����5������5� ������� �����"��$���#���� ����$���!����" �)�,����#���+�#������������&���+�����

�����#�!�!�"����'�����!� �" &��������5����!��$�$���3�4($" �" &��"����'�����$������%�����$��" �!��(

�"5" ��%�" #��5��"� �� ����"��3�4��##" "�%)�
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��"��8����"� �$%����"&�������&�!����!!���'��� ��$%������"��'����'��"9��"� ��#���5��34.����&&����"���

:7;)���������������� �����!!��������!���� '���#�34.��" ���"��'����'�5!���5� �+��6� �"#����"���/"��� '��

'�  ���$���/'�����)�4� %�!����"6��!����"�"���34.����"��� �������$����'��"9���$�#����'�5" &������'� (

'���"� )�

� �



������������	�
�������������

����

�

�������������

��	��������	 !"�	#�����	���	��
��������$������%�������	������&�	�%��%���'(���&���'��	�)���	��	�)�	�
�

$�	����	������		'����*�+����	���)��%������	�������������'�����'���,�(��	�����&��%�����������&��%��	����	���

	�
��%����	���
��	�
�(��	�����&��%��%��%���'(���&��	#��	�
��#-���%	���	��(�����	��.�
��������	���������'/

�	�'����*��

0���'������1	2��&����3��������	 !�����	������	�%1	2�����%���%�'�
�����*�4%�����	���2�1	��	�����
����/

�	����'�������%��&���
��&�'��	(����'�����
����&2�3�2�	����������.2'���	�%1	2��	�
�3�2�����������������'��	(�����

&��,��*�4%�����1�3��&��	 !�����	�������	�
�
2�	'����'��%��(��'�
���
�	�
����
��
����	���'��	�1	2�	�
�%���/

&���2�%�����(�	��������������������������������&��%���,���'���	��1�3)�	��
����(2�5����	�������	��67889:�&��

�	 !�&��,������	��'	��'����%��
�	*�;�1���)����(�����&��)�'�
����%	������(��&�
�1��%�	������&�$�	����	�����
	�	)�

&���,	'�����%����	��	��	�
���'��	���,���������&��	 !�&��,��)��%���������	������&��	 !�(��
����������������%��

�������'�	�'����)��%���	 !�	&&����2��&��	�%��&��%�')��%��	(��
	����	�
�	&&����2��&��%����	�����	�
������*�

#	�2��&��%����$�	����	�����
	�	�	������������	�	��	(�������%������	����	�
�1���������2���'	���	��2��������/

�	��
*�4%��&��)���'��	�������&��	#/(��
��������	�����	�����������(���	�
�1������2�	��2���'���
�6��/

���%����	�
�5��''�)� << )�=���������	�)� <<>:*�

?������������)��'�������3��1��
���	(�����	 !�����	�����	�
������	��
��������%���%��	#��	�
���	��
�

�	 !���������'�������1����������&�	�	�2���*�+����2)�'��%�'���
	�	�	�����
�
�����%��(��
�����		'������&�

�	#�)��#-��	�
��%���
����(������	�
��������	����*�4%����
	�	�	��
�&&����������(�	��)�(��	�����&��%��%��%�

��'(���&��%�����������)��%�����'��	��2�	�
��%����	�3��&�	������2)�������'��%��(�����&������&����������'����'�
/

���)��*�*����������	���	���'������	�����	���������
������)�����	���'������	������&�1��	#�	�
��#-�*�4%��


����������&��	#��	������%���
�(�����
����
�(2��%����'(��	������&�����	�����%��$����	�
�������������
�/

����������
�������'����%��
����������&�	��&	���*�@	�����	�
����	��������%��$�������%�	��&�����������	�������2�

'�	���'��������
����(���'���2�
�����	����	����%���	#"�	����	&&��������	�
��%����	 !�
����
���2*�0��	����/

��
)���'���'���	2�����)��%����
	�	��	��(�����
������'��	����%���	#/(��
�������	�1�
�������	������&��	�����

	���%2��������	���������	������	�
���������������
�&&������	 !�����	����*�4%���������������&�'�
��������'/

�	��������	��	�)���'��	��	�
�(���%�'��	��$�	����	�����
	�	�	�
���'��	������1���
�&	�����	����%�����
2��&��	 !�

����	�����	�
�1����%�������������&��%���,���'���	��1�3*�+���2/�1��2�	��	&����%��
������2��&��	�'�
����)�

1��	��������	���%��
��������&�������
���	�
���*�



��������

���	

	


������

�

������������	��	��������	��� !��"��#	$���	��	�%�	$�&�����	��	'()*�+	,����	��"	$������"	��������	

���	 ��-���-$	 %�-�	 ����$��#���"	 �$��#	 �%�	 ���.�"����	 ,�-#��	 "���!�$�	

/%���011������.2�%�-�$2���-����2��1��"!1��"!1$�&�����2%�.�32	4�-	���%	�-�����	$�&�����+	�%�	��.!�-$	

!���5	/�-�.	6	��	73	��"�����	�%�	�-�!�!����8	�%��	�%�8	�-�	��-�	��	�	��� !��"��#	$���2	4�-	���-8	�-�����+	

�%�	.�$�	��9��8	�-�"����"	��� !��"��#	$���$	�-�	$&��-�"2	,%�	-�#���$	��	'()*�	��"	,����	�%��	5�-�	

�-�����$�8	�"�������"	�$	����$$�-8	��-	��� !��"��#	�-�	��	���92	

:
;<=�

>>>>?@ABCDBDEDFG@EHAIJCIEKL@MHIIJCJBIH@MCIINMJCHE@BMBJBJJONG@EBPJJCJBGH@JKQCIRKBIE@NCMCNIQKGP@

>>>>>@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSS?TU@VVVVVVVVVV@VVVVVVVUT?@SSSSSSSSSS@

@

>>>V?@IJNLIOCEWH@MEGEMNHKRG@RKXDJHBJIK@RJCFMKCARL@CDOEGLMRDJ@GEXNBIERRP@ECCRNPHGIG@CMDHCICCOP@

>>>>>@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSS?TTUVY@Z[[[[[[[[[@

@

>>?V?@MJPRHCIMJI@IIAOIBOCNN@GMGKRRICEE@CKGBJMRAPJ@DDRICFHKCR@OXCLENNRJI@MHGWJPCQPC@POGDXNKMBE@

>>>>>@[[[[ZYYVUT@?SSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSS?TU@VYZZZZZZZZ@ZZZZZZZYVU@

@

>>TS?@JINOXEDQLC@BKOWNEHXII@OLPRNHNIXR@IRHKBWJMMQ@GLQRMCPWCH@ROMBPLHGNC@JKRHGPNLBX@QLKCNNKHIC@

>>>>>@T?SSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSS?TTTT@TTTTTTTTTT@TTTTT?SSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@

@

>>\S?@MPHLGGQHEH@NGJAKEPKRQ@GRCBKIHGIN@IIPJEHXGFI@PRMGWJLIKA@GIJWPQXALJ@EHLPRHEGIR@RIPJJRGIRL@

>>>>>@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSS?????@??????????@?????SSSSS@SSSSSSSSSS@SS?TTTTTTT@

@

>>US?@PCMIOKGGIM@PMGENRQLNP@GIRHORGNIJ@IKIIQIPRIM@JBRMNLIKIR@BOAGINECPI@QGEEMOHBIJ@PRAIPBCPIP@

>>>>>@TTTTTTTTTT@TT?SSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSS???@??????????@

@

>>UV?@IHKEKMXCLO@EIPHCMLGEL@EQBIXLMGLO@MOQHGNPNIH@JJCKRLMOIO@MLCCELIIQI@CNBMOMPBIO@MOGFKINOLO@

>>>>>@???????SSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@

@

>>VV?@PIHINOJMOM@BIKKEHKGEE@INOCIJKGMI@FIGJRIQLQJ@OOIMIIINII@NNRKMKHRMO@ADKIKLMGGJ@GQIJPPKRAB@

>>>>>@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@S?TUVYYYZZ@ZZZZZZZZZZ@

@

>>]S?@CGJLNMGIDL@JRPGLRIICK@BLFEILQQQA@CCWPLLEPLG@CCCPPCMQRC@ARRKPRKKIB@CXFQROAOGC@GRERGFNGBK@

>>>>>@ZYVUT???SS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@

@

>>YS?@JHEMBMBGQL@BXHQNLINCF@RJGNBGKDCM@MNMGHCFKIO@CBPMKGEEGG@IBOCMICMBC@LIFEBRNBJQ@NCPJGHFMOO@

>>>>>@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@

@

>>ZS?@LCNMGXHLCJ@AJCJDRHXJP@MPKAEMPGBN@GCORHGGNJM@IOEXCIPHRD@XRFNJCHLPG@QMNMGHGKLE@LMILKXILKK@

>>>>>@SSS???????@??????????@???SSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@

@

>>ZV?@MMIAGFEOGE@DACBLEHDEF@ICIBJEGHCE@NIKPCRCPHE@NNKJIOKWGI@BNMPJJQQCI@JMNIGJHXAI@QFECELGOPI@

>>>>>@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSSSSS@SSSSSSS?TT@TTTTTTTTTT@TTTTTTT?SS@SSSSSSSSSS@

>>[V?@NQLMNWBJIC@HJDCOWORJC@NQPKC@

>>>>>@SSSSS?????@??????????@?????@



��������

���	

	


����

������������������������������������� ���!��������!������� �� �����������"�����������!��#�$���

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

���&��� ���� � ����#���������'���� $ "�  !""��!���($�� ���"!�� #���"� ����  ��   �������������

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

���&������!�" ���������'$��������!"�����'�����'�#��� ("� ��"�� ��# ������"!��"� �$���!��" ��'�

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

��)%���"$' ����������'! ����$#�����('��� "$#��������'�#��"!���$ $ ������ ����������� ���#�����

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

��*%�����

������%%�

	

+,-./�01�

������� ! �#�#!����� �#�$�#����'�������$ $����'���������"����"'�� ' ���������������!��#��!��#�

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

���2������'$$������������������ ��  ���!$����� ����!� �������� ! "������� (#$' '"#��($�� $����

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

���3���!�$�"���(������ (� �����"���$"������  �#����  �  ��� �����'""� ����'�$����'�$��  �#$'��

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�

�

��)&��#  $��#�$����!�" �������#���$��(�!�(������!���� �������$������ ���� �!�  ����������'��'�

������%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%�)))*453�6666666666�6635554*)��

�

��**����� ���� ������"����!� �# ����# ��� �#�!"$�����$ �''$ �#������$!���$" �$�  $��$������ ��

������%%����������������������%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%%%�%%%%%%%%���

�

��4����! ��!��!�����'�  �� ��������� ��������"����!�!�#�� � �$�����������'���  � �����#"�� �

�������������������������%%�%%%%%%�)*4�5362222222�2222226354�4*)�������������������%%%%%%%%�

�

	

	

	

	

	

	



��������

���	

	


���

������������������������������� �����!�� !��"������ � ���������������!����"����� !���!���"�!��

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

���$���������"!��%��"�&&!�&�!�"��������!����&��!����&�����%���� &���������� �&�" ��"�!�!����'�

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

���(��������"������ ""�!�������%�� ����& ���!���&����� ��� �� ��������������"�������"�������!�

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��)*���&�&���&�"�& &�& ����� �!""��' �� �����"�� ����& �������""���� �&��������"�����"��������

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

��++�� �!� �!������� �� � '����!�������"!�� �&�"��� �� �!!����"���&&!����&� ��!��&����%��&&���

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��,���������"�� ���!�����% ��!���& ����"& ���!�%��!������"�����&������������&�'&���� ���������

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

��,$������������������&&����� ��!���� � �!�� �%������ "�&�����%�%�����'��!�'&�"�'���!�'%���'��

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��*(����� �!!����������' !�����' '�������!�����������"""!!�����% "������������"��%���&��"� �&�

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##$$$$$$$$�$$########�

�

��-*���!��"����&�����'"�����! &� ���&"��!�%&�!��%���&���'�� �&���!��&�����"%%������!"'"&��&� �

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��(+��%% �����&&��!"����!�%����"''������"��"�""��� �� ����!��� ��& �&���������� ��������� ����

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��.������������&�����'� &����!"������%���� �!���������"�������"�!&������!������"�"��������� ��

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��.$����'"��"�"�� ��!�!�

������##########�######�

	

	

	

	



��������

���	

	


��

��������������������������������������������������������������� �!"� �����������!���������!���

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

���$����������� ��"������%���� ��� �������� %��&��!�� ���%���!&��%�%�&�����&����" �   "�����%�

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

���'��!�!��&�����%������! ��&����%"����%��� �%���������!������!���"%�%�����% �������������%"��

������###����������������������#######�����������������������##########�##########�##########�

�

��()���"����� �"���������"��!%�����" �� � %����"���������"����!��!������%�����"�"�����!&��� &�

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��**���"��%%!�%!�"�����%��������%�� �"����������!��!���������%��� �!�����!������"��"% ���" ���

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

��+����������!%"������������ ����� ��%���"����%��������������%�"%�! ����������%��������" �����

������##########�##########�##########�########�(�*+),'-$$$$�$$$$$$$$-'�,)+*(�####�##########�

�

��+$��!"���������!����������%��� ���������! ��

������##########�####����������������������##�

	

./0123

��������%���������!��%%%��%���������������!������������!�� &��"��%�"�����������"���� ��%������

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

���$��%�%��!���%� ����������%%%%���������������������%�����������%���������!��%���� %�%���!"��

������##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�##########�

�

���'�������%%�%�����������!��������%���!"������%�� ��� ������%�������%���� ������!�%"�������!�

������##########�######****�**********�******####�##########�##########�##########�##########�

�

��()�����!%��" "���%�!��&�������"�������������"�����!�����!�����%�����"� ���������� �&���" %��

������##########�#####*,$$$�$$$$$$$$$$�$$$$$,*###�##########�##########�##########�##########�

�

��**����%�""����

������#########�



���������

���	

	


�������

���������	��	���	�����	��� ��!�	"���	��#�	��	����$	�����	��	� %#$&����	#�'	($�%#$&����)		

�*+���������	��	�����	"���	�������	,�-.�//�00)12	�314��5�56	#�'	�����	��	78�9:;<��9	

,�=.55��>/>>16	#�'	?8�@AB<	,�-.5C�00�)�6)	3��	D#=*E��'���	(�(��'�	��	�����	��	�� #$�')	

3���	#��������	���"�	���	($����!�	��	#	!����$F�'	D*��$���#�	!#�#�&��!	'��#��	#�'	���	($����!�	

��	#	����	#''�����#�	�*��$���#�	��� ��!�	��	�����)	

GHIJKLMNIOOOOPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPO

QRSTUOOOOOOOOSVWVSXYRZTX[S\XQV]̂_W]Z]WS_R̀ Z̀Rab[_c[XR̀[VGWRVd̀\VbQ]Z\Ẁb[O
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KbcdNNeNm�eneOg	cDX	opqẐ]ja[\�ll̀�k̀[��Z	KbcdNN�rssnneOg	L5X	t�l̀ua��ll̀�j]�ll��v]\wwaa	
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la protéine GFP. À présent, aucune de ces analyses n’a permis d’observer des CaMs ou CMLs 

dans le chloroplaste. 

 

Chapitre 6 

Enfin, nous sommes revenus à l’analyse de la NADK2, notre contrôle positif d’interaction 

avec la CaM pendant toutes les expériences précédentes. En effet, par une relecture approfon-

die de la littérature, nous avons constaté que la réalité de cette interaction et son éventuelle 

fonction physiologique sont encore très contradictoires. Si une activité NADK CaM-

dépendante peut être observée dans des extraits cellulaires, la preuve que l’enzyme respon-

sable est la NADK2 n’a toujours pas été donnée, car la NADK2 recombinante n’est pas CaM-

sensible. En outre, son affinité pour la CaM mesurée par anisotropie de fluorescence n’atteint 

pas les valeurs très élevées attendues sur la base du facteur d’activation précédemment me-

suré. Nous avons donc commencé à mettre en place une procédure de purification de la forme 

CaM-dépendante à partir d’extraits végétaux. Des analyses complémentaires seront donc né-

cessaires avant de pouvoir répondre à cette question biologique du contrôle de la NADK2 par 

la CaM. En parallèle, nous avons analysé les plantes mutantes nadk2 et observé un fort impact 

de l’absence de cette protéine sur la photosynthèse et le développement de la plante. 

CONCLUSIONS 

De très nombreuses analyses à grande échelle sur les cibles de la CaM ont été conduites sur 

différents organismes au cours des dix dernières années. Toutefois, comme le montre les di-

vergences que nous avons observées selon les techniques utilisées (overlay, colonne 

d’affinité, anisotropie de fluorescence) la confirmation des interactions requière des analyses 

quantitatives qui permettent de supporter et investiguer leur réalité physiologique. 

Le présent travail de thèse a permis de mettre en place différents systèmes de mesure des 

interactions protéine-protéine par anisotropie de fluorescence qui se sont révélé très souples et 

utiles pour répondre à ces questions. Ils nous ont permis notamment d’aller plus loin dans la 

caractérisation du rôle de la CaM dans la modulation de la protéine ceQORH et de remettre en 

question les données de la littérature concernant Tic32 et NADK2. 
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Résumé en Français 

La calmoduline (CaM) est une protéine modulatrice de la réponse cellulaire chez les eucaryotes com-
posée de quatre domaines de liaison au calcium (Ca2+) et d’une hélice centrale flexible. Elle peut inter-
agir avec d’autres protéines en présence de Ca2+, entraînant l’activation et l’inhibition d’enzymes, 
l’ouverture de canaux membranaires et modulant le trafic intracellulaire. 

L’identification de protéines partenaire de la CaM requière la mise au point de techniques permettant 
de mesurer les paramètres de la liaison pour un grand nombre de protéines dans des conditions vari-
ables mimant l’environnement cellulaire (par exemple en présence de ligands ou d’autres protéines). 

Le premier objectif de cette thèse a été de développer une technique de mesure des interactions CaM-
partenaire reposant sur des mesures d’anisotropie de fluorescence. Les tests ont été ensuite utilisés 
pour caractériser de manière quantitative l’interaction préalablement mise en évidence de deux proté-
ines chloroplastiques (NADK2 et Tic32) avec la CaM. Afin d’identifier d’autres cibles chloroplastiques 
de la CaM nous avons alors effectué une analyse à haut-débit en couplant une purification par affinité 
à des analyses protéomiques. La validation des interactions a été réalisée grâce à l’utilisation de méth-
odes biochimiques complémentaires. Nous avons ensuite focalisé notre attention sur la protéine 
ceQORH dont la très forte affinité pour la CaM a pu être confirmée. Nos résultats fournissent par ail-
leurs de nouveaux éléments pour la compréhension des effets de ces interactions. 

Afin de vérifier la présence de CaM ou de CaM-like dans le chloroplaste nous avons utilisé une ap-
proche biochimique et protéomique. Nous avons d’autre part étudié la localisation de CMLs poten-
tiellement chloroplastiques fusionnées à la GFP dans des protoplastes d’Arabidopsis. A ce jour ces deux 
approches ne nous ont pas permis d’identifier ce type de protéines dans les chloroplastes. 

 

Abstract in English  

Calmodulin (CaM) is an important modulator of cell responses of eukaryotes. This protein is com-
posed of four calcium (Ca2+)-binding sites and a flexible central helix. CaM can interact with other 
proteins in a Ca2+-dependent way. This leads to a wide variety of effects, such as activation/inhibition 
of enzymes, opening of membrane channels and regulation of protein trafficking. 

The identification of high-affinity CaM targets requires techniques allowing the study of the CaM-
binding parameters ofa large number of proteins, and in several conditions mimicking the cell envi-
ronment (e.g. presence of ligands or other proteins). 

The first objective of this PhD thesis was to develop flexible and quantitative assays of CaM-partners 
interactions based on measurements of fluorescence anisotropy. These tests were used to perform a 
quantitative characterization of the interaction between CaM and two previously identified targets 
located in Arabidopsis chloroplast (NADK2 and Tic32). We then performed a high-throughput analy-
sis (CaM-affinity chromatography coupled with mass spectrometry) in order to detect new potential 
plastidial CaM targets. We validated our approach with several biochemical approaches. We finally 
focused our attention on the ceQORH protein, whose high CaM affinity was confirmed by several 
approaches. Our results confirm the Ca2+ dependent CaM affinity of NADK2, Tic32 and ceQORH and 
provide new elements for understanding the effects of these interactions. 

In addition, in order to verify the presence of CaMs or CaM-like proteins in the chloroplast, we used a 
biochemical and proteomic approach. We also studied the intracellular localization of some putative 
plastidial CMLs tagged with GFP in Arabidopsis protoplasts. For the moment, these approaches did 

not allow identifying such proteins in the chloroplast. 


