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!摘要"

!

环状
X>'

$

(-1(03)1X>'

#

(-1(X>'

%是一类产生于
X>'

剪切过程的封闭环形
X>'

分子#主要由外显子和$或%

内含子构成#广泛存在于真核细胞内#具有稳定性'物种保守性以及细胞'组织特异性&环状
X>'

参与细胞内
X>'

调控网

络#与疾病的发生和发展密切相关#可能成为新型的生物标记物及治疗靶点&近年来#关于环状
X>'

产生'调控'生物学特性'

功能及其与疾病的关系等均取得了较大的研究进展&本文综述了真核细胞内源性环状
X>'

的研究进展及其与疾病的关联&
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非编码
X>'

$

2/2E(/*-2

N

X>'

#

2(X>'

%在细

胞各项生物过程中发挥着不可忽视的作用#被喻为

生命的.暗物质/&近年随着
X>'

测序技术和生物

信息学的发展#研究者发现了非编码
X>'

家族的

另一 重 要 成 员111环 状
X>'

$

(-1(03)1 X>'

#

(-1(X>'

%#同时其产生机制'生物学特性和功能不

断更新#相关临床研究相继开展#现已成为疾病研究

的热点之一)

#

*

&环状
X>'

的发现已近
Q"

年#早在

#F&$

年#人们发现类病毒由环形的
X>'

分子构

成)

!

*

(

#F&F

年#

U;0

和
K/()Ec1)*/;

)

%

*利用电镜在

U+S)

细胞中发现环状
X>'

占总
X>'

含量的

#d

$

!d

(

#FF#

年#

>-

N

1/

等)

Q

*在人体细胞中发现了

4LL

促癌基因存在外显子倒向连接现象#后证明这

种连接方式的产物是环状
X>'

)

D

*

&目前#环状

X>'

已由.剪切副产物/成为非编码
X>'

研究领

域的新星&本文对真核细胞内源性环状
X>'

的研

究进展及其与疾病的关联作一综述&

>

!

环状
:W5

的生成与特性

真核细胞内源性环状
X>'

是一类环形的基因

转录产物#无游离的
Dk

端或
%k

端#核酸分子间形成闭

合
%kEDk

磷酸二酯键$内含子套索
X>'

成环处碱基

以
!kEDk

磷酸二酯键结合%#构成单链环形结构&环

状
X>'

通常由
#

$

D

个外显子或
#

$

!

个内含子组

成#同时也可含有基因间区或非编码区成分)

$EB

*

&仅

由内含子构成的环状
X>'

称为内含子环状
X>'

$

(-1(03)1-271/2X>'

#

(-X>'

%#同时具有外显子与

内含子序列的环状
X>'

称为外显子
E

内含子环状

X>'

$

+G/2E-271/2(-1(X>';

#

MA(-X>';

%

)

F

*

&在计

算机辅助下#将转录本测序结果与已知基因组序列

+

"%%

+
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环状
X>'

研究进展及临床应用

相匹配#鉴别出反向剪切位点#便可预测环状
X>'

的存在)

#"

*

&

#<#

!

环状
X>'

的产生及调控机制
!

环状
X>'

的

产生机制和过程尚未彻底明确&现有研究显示#环

状
X>'

由前体
,X>'

$

H

1+E,X>'

%反向剪切而成

$图
#'

%

)

B

#

##E#!

*

&在
.+(b

等)

B

*提出的
X>'

成环模

型中#剪切供体$

;

H

3-(+*/2/1

%和剪切受体$

;

H

3-(+

)((+

H

7/1

%分别以外显子跳读$

+G/2E;b-

HH

-2

N

%和内含

子互补的方式缩小空间距离#反向剪切形成环状

X>'

&环状
X>'

形成受外显子侧翼序列$图
#R

%

或
X>'

结合蛋白$

X>'I-2*-2

NH

1/7+-2

#

XRc

#图

#K

%的调控)

F

#

##

#

#%E#$

*

&环状
X>'

侧翼内含子长度

明显高于全基因组平均值)

#&

*

#其
'30

元件$

'30

+3+,+27

%数量成倍增加#更易于形成互补结构&例

如
Q8HL2F#

基因第
!

外显子上游的
'305

_

!

元件

中#有
B&d

的碱基能与第
%

外显子下游的
'305]

元

件互补#提高第
!

'

%

外显子成环效率)

#B

*

&

X>'

结

合蛋白
T0)b-2

N

属于
5P'X

家族#能特异识别

>'K9''[

核心$

(/1+

%及
9''[

半位点$

L)34E

;-7+

%

)

#F

*

#牵拉结合点相互缩小空间距离#促进成环&

H:27L2D

基因第
#D

'

#$

外显子所形成的环状

X>'

$编号
L;)

0

(-1(

0

"""#QQD

%侧翼序列中存在丰富

的
9''[

半位点#将此类位点突变后#环状
X>'

生成显著减少&另外#

X>'

剪辑因子$

X>'E+*-7-2

N

4)(7/1

%

'?'X#

$

)*+2/;-2+*+),-2);+#

%能对环状

X>'

的形成起到负性调节作用&

'?'X#

可阻止

外显子侧翼序列互补结构的形成#从而抑制外显子

环化&实验证实#敲除
UM̂ !F%

细胞及人类成神经

细胞瘤细胞
5UE5[D[

中
2427

基因后#多种环状

X>'

表达量均有不同程度的提高)

!"

*

&环状
X>'

还受到
,-X>'

调控#

,-XE$&#

可通过碱基互补的

方式介导
'Z@!

蛋白对
(-X5E&

$

(-1(03)1X>'

;

H

/2

N

+4/1,-XE&

(由
K?X#

反义链产生的环状

X>'

#可吸附
,-XE&

%分子进行剪切)

!#

*

&

图
>

!

环状
:W5

形成模型

B$

'

>

!

9*./23*-1$01:W5%$*

'

/"/3$3

'

!

MG/2E;b-

HH

-2

N

/4

H

1+E,X>'

H

1/*0(+;3-2+)1,X>';)2*4/1,;(-1(3+;/47L+1+;7

(

R

!

A271/2;O-7L(/,

H

3+,+27)1

8

'S91+

H

+)7;4/1,(-1(3+;

7L1/0

N

LI);+E

H

)-1-2

N

(

K

!

X>'I-2*-2

NH

1/7+-2;I-2*-2

N

7/7L+7)1

N

+7;-7+;-27L+43)2b-2

N

-271/2;-2*0(+(-1(03)1-])7-/2<(-1(X>'

!

K-1(03)1X>'

(

(-X>'

!

K-1(03)1-271/2X>'

(

MA(-X>'

!

MG/2E-271/2(-1(X>'

(

+(-1(X>'

!

K-1(03)1+G/2X>'

#<!

!

环状
X>'

的生物学特性
!

随着研究的不断

深入#环状
X>'

的诸多特性引起了人们的注意#其

中受到公认及较为重要的包括以下
Q

点!

$

#

%环状
X>'

种类繁多#广泛'大量存在于真

核细胞&迄今#全球的学者已经在包括人'鼠'斑马

鱼'果蝇'线虫'酵母菌'水稻在内的动植物及真菌细

胞内预测出超过
#"

万种环状
X>'

)

$

#

B

#

!"

#

!!E!D

*

&对

小鼠的研究发现#有
!"d

的蛋白质编码基因能够产

生环状
X>'

)

!$

*

#并且部分基因可产生多种环状

X>'

亚型&

5)3],)2

等)

!%

*在真核细胞内检测到环

状
X>'

的含量$分子数量%占
H

/3

8

'

阳性
X>'

分

子的
#d

#且在其线性异构体中占
Dd

$

#"d

的比

例&

7.)(!

基因产生的环状
X>'

含量甚至达到其线

性
,X>'

表达量的
!"

倍)

!"

*

#这有力反驳了环状

+

#%%

+
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X>'

是剪切副产物的假说#标示着环状
X>'

可能在

真核细胞
X>'

分子中占有不可忽视的重要地位&

$

!

%环状
X>'

生物学性质稳定&环状
X>'

分

子的稳定性很大程度上来源于其环形结构导致的核

酸酶逃逸&

X>'

酶$

X>);+

%

X

是一种高效核酸外

切酶#能识别
X>'

分子游离
%k

端#并向
Dk

端水解靶

X>'

#可有效水解单链线性
X>'

分子)

!&

*

&由于环

状
X>'

首尾相接#缺乏游离的
%k

端#故不为
X>);+

X

识别并水解&此外#

X>);+

"

'多核苷酸磷酸化

酶'寡核糖核酸酶等常见核酸酶均不能有效水解环

状
X>'

)

!B

*

&细胞内阻断环状
X>'

的生成#其含量

在一定时间内无明显下降#是环状
X>'

稳定性较

高的另一证据)

B

*

&研究人员在人体唾液上清中检测

到超过
Q""

种环状
X>'

)

!F

*

#这些环状
X>'

的亲本

基因与炎症反应'细胞骨架形成'细胞运动'

P

细胞

极性形成以及整联蛋白介导的信号通路等相关&此

外#

S-

等)

%"

*在人体血清外泌体中发现了超过
#"""

种环状
X>'

&这些证据预示着环状
X>'

可能作为

良好的信息载体#在细胞内及细胞间具有信息传递

功能&

$

%

%环状
X>'

具有时空特异性&例如#

(-X5E&

在脑组织中表达较高#而在非神经组织中表达量则

较低)

%#

*

(

4JL8#

基因表达的环状
X>'

在乳腺癌细

胞系
6KJE&

中呈高表达#而在肺癌细胞系
'DQF

中

则几乎不表达)

!%

*

&在不同发育时期的线虫胚胎细

胞中#环状
X>'

种类及相对表达量均存在显著差

异)

!$

#

%#

*

&另外#通过荧光原位杂交技术可观察到环

状
X>'

的分布具有明显细胞质或细胞核聚集性#

例如
(-X5E&

主要存在于细胞质#而
(-1(MAJ%.

和

(-E)2b1*D!

则仅聚集于细胞核)

F

#

%#E%!

*

&时空特异性是

环状
X>'

具有特定功能的证据#也是将其运用于

开发临床疾病诊断标记物的基础&

$

Q

%环状
X>'

具有生物进化保守性&

.+(b

等)

B

*在人体成纤维细胞中发现
!#!#

种环状
X>'

能与小鼠基因组匹配#其中
QD&

个被匹配的小鼠基

因能产生相同的环状
X>'

&

Z0/

等)

%%

*发现能产生

环状
X>'

的小鼠基因所对应的人类同源基因有

$$d

的可能产生环状
X>'

(反之#对于不能产生环

状
X>'

的小鼠基因#其人类同源基因产生环状

X>'

的比例只有
#Fd

&尽管如此#环状
X>'

的保

守性到底是基因保守的必然结果#还是因具重要功

能而受到精确调控形成#尚需进一步研究证明&

?

!

环状
:W5

与其他分子的相互作用及功能

!<#

!

环状
X>'

与
,-X>'

的相互作用
!

环状

X>'

参与了复杂的
X>'EX>'

相互作用网络#在

基因转录后调控中发挥作用&部分环状
X>'

包含

若干
,-X>'

结合位点#具有
,-X>'

海绵功能

$

,-X>';

H

/2

N

+

%&来源于小鼠
[

染色体性别决定

区的环状
X>'

分子
(-1(51

8

#是第
#

个被发现能与

X>'

相互作用的环状
X>'

#序列分析推测该环状

X>'

能够与
#$

个
,-XE#%B

分子结合#抑制
,-XE

#%B

分子对其下游靶标的作用)

%Q

*

&另外#作为环状

X>'

的代表分子之一#小脑退行性相关蛋白基因

$

L47#

%反义链转录的环状
X>'

分子
K?X#);

"

(-X5E&

可高效吸附
,-XE&

#抑制其对目标基因

,X>'

的沉默)

%#

#

%DE%$

*

#同时也受
,-XE$&#

介导的

X>'

降解&通过生物信息学分析已发现上万种环

状
X>'

具有
,-X>'

吸附功能)

%&

*

#但仅有少数得

到了验证#因此#笼统地将环状
X>'

的功能概括为

X>'

海绵仍缺乏充足的证据&

!<!

!

环状
X>'

与蛋白质的相互作用
!

环状
X>'

可直接与蛋白质结合#也可通过
X>'

介导间接与

蛋白质发生关联#影响蛋白质功能&例如#

X>'

剪

切因子
6RS

可结合其亲本基因第
!

外显子#促进其

环化形成
(-1(6I3

(同时#

(-1(6I3

能与
6RS

结合#降

低
6RS

有效浓度#减少
(-1(6I3

生成)

%B

*

&内含子
E

外显子环状
X>'(-1(MAJ%.

与
9#X>'

结合#促进

9#

小核核糖核蛋白$

9#;2X>c

%复合体与
X>'

聚

合酶
"

结合#增强亲本基因转录)

F

*

&

(-1(EJ/G/%

与

激酶抑制蛋白$

H

!#

%及细胞分裂蛋白激酶
!

$

K?̂ !

%

形成复合体#抑制
K?̂ !

对细胞分裂的促进作用#阻

碍细胞周期进展)

%F

*

&

!<%

!

环状
X>'

的翻译功能
!

水稻黄斑驳病毒

;(X[6=

)

Q"

*以及人工合成的具有内部核糖体进入

位点$

-27+12)31-I/;/,++271

8

;-7+

#

AXM5

%的环形

X>'

分子在细胞内能够翻译成蛋白质)

Q#EQ%

*

&因此#

环形结构并非影响
X>'

编码的决定性因素&但

是#目前在真核细胞内尚无内源性环状
X>'

可直

接翻译出蛋白质的证据!$

#

%未检测到环状
X>'

与

核糖体结合)

B

*

($

!

%在
'DQF

细胞系内#蛋白质谱分

析未发现与环状
X>'

序列对应的蛋白质)

QQ

*

&

+

!%%

+
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孔德沛#等
<

环状
X>'

研究进展及临床应用

F

!

环状
:W5

相关临床研究进展

环状
X>'

与疾病的发生和发展有密切关

联)

%$

#

QD

*

#是一种充满前景的生物标记物甚至治疗靶

点)

Q$

*

#成 为 继
,-X>'

及 长 链 非 编 码
X>'

$

S2(X>'

%之后又一临床疾病研究热点&有学者预

测
(-X5E&

与
,-XE&

的相互作用可能影响到
,-XE&

靶基因$

R9=7

'

-68%L4

'

)EJ7

等%的表达#从而

与恶性胶质瘤'胃癌'肝癌等疾病的发生'发展相关

联)

QDEQF

*

&

S-

等)

D"

*发现食管癌组织中环状
APKU

$

(-1EAPKU

%的表达量显著低于正常组织#在人工构

建的荷瘤小鼠模型中#外源过表达
(-1EAPKU

可抑制

食管癌肿瘤细胞生长#证明环状
X>'

与肿瘤的发

生'发展具有直接关联#为更多将环状
X>'

投入临

床研究的学者树立了信心&

R)(L,)

8

1EU+

8

*)

等)

D#

*

通过对直肠癌组织转录组测序进行分析#发现环状

X>'

表达量在肿瘤组织及肿瘤细胞系中具有整体

下降的趋势#并且特定环状
X>'

与其线性异构体

的比值在结直肠癌与癌旁组织中具有显著差异#这

为探索肿瘤发病机制提供了新的思路&

除肿瘤外#环状
X>'

与衰老'炎症等生理'病

理现象的相关研究也不断兴起)

D!ED%

*

&对环状
X>'

在疾病中差异性表达的测定及其机制的研究或许能

够帮助临床研究者诊断疾病'评估疗效'分析病机及

开发新药物治疗靶点&

?0

等)

D!

*发现#

(-1(EJ/G/%

在

老年患者及小鼠的心肌细胞内表达较高#干扰
(-1(E

J/G/%

的表达可以抑制小鼠胚胎成纤维细胞的衰

老&随后#更深入的研究证明
(-1(EJ/G/%

与抗衰老

相关蛋白
A?E#

和
M!J#

及抗应激蛋白
J'̂

和

UAJ#)

结合#抑制蛋白抗衰老功能#导致心肌衰老&

此外#目前已有多项研究分别证明了如骨关节

炎)

D%

*

'大脑缺血再灌注损伤)

DQ

*

'动脉粥样硬化)

DD

*

'

子痫前期)

D$

*等非肿瘤性疾病的临床组织'血液样本

或疾病细胞模型中存在环状
X>'

的异常表达&环

状
X>'

凭借其特殊的生物学特性及功能#与肿瘤'

生物标记物'衰老等研究热点相结合)

#&

#

%"

#

D!

*

#参与到

生物与医学研究的各个环节#成为基础科研与临床

研究相互转化的桥梁&

H

!

展
!

望

环状
X>'

研究手段日趋成熟#目前
K-1(I);+

'

K-1(!P1)-7;

'

K-1(>+7

等数据库已收录了近
#"

万种

环状
X>'

测序结果#并能预测
(-1(X>'E,-X>'E

,X>'

相互作用#帮助研究者系统地研究环状

X>'

)

D&EDF

*

&同时#人工构建环状
X>'

或干扰环状

X>'

的方法不断涌现并趋于成熟#使人为调控细胞

内环状
X>'

的表达成为可能#有利于进一步探索

环状
X>'

的功能)

#D

#

%#

*

&分析环状
X>'

相关文献

的发表情况可知#环状
X>'

与疾病的相关研究正

由.提出假设/向.实践证明/转变#将环状
X>'

运

用于临床诊疗工作或成为转化医学与精准医疗的新

落脚点&相信随着研究技术的发展与普及#环状

X>'

将带给医学和科学界更多的惊喜与突破&
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)

#

*

!

夏世金#高
!

文#胡明冬#刘露梅#邰先桃
<

环状
X>'

的研究现状及展望)

.

"

K?

*

<

中华肺部疾病杂志$电子

版%#

!"#Q

#

&

!

$&"E$&%<

)

!

*

!

5)2

N

+1 U S

#

3̂/7] Z

#

X-+;2+1 ?

#

Z1/;; U .

#

3̂+-2;(L,-*7 ' ^< =-1/-*; )1+ ;-2

N

3+E;71)2*+*

(/:)3+273

8

(3/;+*(-1(03)1X>' ,/3+(03+;+G-;7-2

N

);

L-

N

L3

8

I);+E

H

)-1+*1/*E3-b+;710(701+;

)

.

*

<c1/(>)73

'()*5(-95'

#

#F&$

#

&%

!

%BD!E%BD$<

)

%

*

!

U;0 6 P

#

K/()Ec1)*/; 6<M3+(71/2 ,-(1/;(/

H

-(

+:-*+2(+4/17L+(-1(03)14/1,/4X>'-27L+(

8

7/

H

3);,

/4+0b)1

8

/7-((+33;

)

.

*

<>)701+

#

#F&F

#

!B"

!

%%FE%Q"<

)

Q

*

!

>-

N

1/.6

#

KL/^X

#

J+)1/2MX

#

+̂125M

#

X0

HH

+17

.6

#

@3-2+1.?

#

+7)3<5(1),I3+*+G/2;

)

.

*

<K+33

#

#FF#

#

$Q

!

$"&E$#%<

)

D

*

!

K/(

_

0+1+33+K

#

6);(1+]R

#

Uz70-2?

#

R)-33+03R<6-;E

;

H

3-(-2

N8

-+3*;(-1(03)1X>',/3+(03+;

)

.

*

<J'5MR.

#

#FF%

#

&

!

#DDE#$"<

)

$

*

!

5)3],)2.

#

Z)O)*K

#

)̀2

N

cS

#

S)()

8

/>

#

R1/O2c

@<K-1(03)1 X>';)1+7L+

H

1+*/,-2)2771)2;(1-

H

7

-;/4/1,41/,L02*1+*;/4L0,)2

N

+2+;-2*-:+1;+(+33

7

8H

+;

)

.

*

<cS/5@2+

#

!"#!

#

&

!

+%"&%%<

)

&

*

!

?)2)2 6

#

5(LO)17] 5

#

M*+3L+-7 5

#

5/1+b X<

P1)2;(1-

H

7/,+EO-*+*-;(/:+1

8

/4(-1(03)1 X>';-2

'1(L)+)

)

.

*

<>0(3+-('(-*;X+;

#

!"#!

#

Q"

!

%#%#E%#Q!<

)

B

*

!

.+(b` X

#

5/11+27-2/.'

#

)̀2

N

^

#

53+:-2 6 ^

#

R01*KM

#

S-0.

#

+7)3<K-1(03)1X>';)1+)I02*)27

#

(/2;+1:+*

#

)2*);;/(-)7+* O-7L 'S9 1+

H

+)7;

)

.

*

<

X>'

#

!"#%

#

#F

!

#Q#E#D&<

)

F

*

!

S-\

#

U0)2

N

K

#

R)/K

#

KL+2S

#

S-26

#

)̀2

N

Y

#

+7

)3<MG/2E-271/2(-1(03)1X>';1+

N

03)7+71)2;(1-

H

7-/2-2

7L+20(3+0;

)

.

*

<>)75710(76/3R-/3

#

!"#D

#

!!

!

!D$E

!$Q<

+

%%%

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月#第
%&

卷

)

#"

*

Z)/[

#

)̀2

N

.

#

\L)/J<KAXA

!

)2+44-(-+27)2*

02I-);+* )3

N

/1-7L, 4/1 DB ,1/1 (-1(03)1 X>'

-*+27-4-()7-/2

)

.

*

<Z+2/,+R-/3

#

!"#D

#

#$

!

Q<

)

##

*

R)11+775c

#

)̀2

N

cS

#

5)3],)2.<K-1(03)1X>'

I-/

N

+2+;-;()2

H

1/(++*7L1/0

N

L )2+G/2E(/27)-2-2

N

3)1-)7

H

1+(01;/1

)

.

*

<M3-4+

#

!"#D

#

Q

!

+"&DQ"<

)

#!

*

MII+;+2^^

#

^

C

+,;.

#

U)2;+2PR<K-1(03)1X>';

!

-*+27-4-()7-/2

#

I-/

N

+2+;-;)2*402(7-/2

)

.

*

<R-/(L-,

R-/

H

L

8

;'(7)

#

!"#$

#

#BDF

!

#$%E#$B<

)

#%

*

=-(+2;T

#

+̀;7L/4M<R-/

N

+2+;-;/4(-1(03)1X>';

)

.

*

<K+33

#

!"#Q

#

#DF

!

#%E#Q<

)

#Q

*

A:)2/:'

#

6+,(])b5

#

`

8

3+1M

#

P/17-J

#

c/1)7LU

P

#

@1+

C

0+3)6X

#

+7)3<'2)3

8

;-;/4-271/2;+

_

0+2(+;

1+:+)3;L)33,)1b;/4(-1(03)1X>'I-/

N

+2+;-;-2)2-,)3;

)

.

*

<K+33X+

H

#

!"#D

#

#"

!

#&"E#&&<

)

#D

*

K/225.

#

c-33,)2 ^ '

#

P/0I-).

#

K/22 = 6

#

5)3,)2-*-;6

#

cL-33-

H

;K'

#

+7)3<PL+X>'I-2*-2

N

H

1/7+-2

_

0)b-2

N

1+

N

03)7+;4/1,)7-/2/4(-1(X>';

)

.

*

<

K+33

#

!"#D

#

#$"

!

##!DE##%Q<

)

#$

*

\L)2

N

Y@

#

)̀2

N

UR

#

\L)2

N

[

#

S0Y

#

KL+2SS

#

[)2

N

S< K/,

H

3+,+27)1

8

;+

_

0+2(+E,+*-)7+* +G/2

(-1(03)1-])7-/2

)

.

*

<K+33

#

!"#Q

#

#DF

!

#%QE#Q&<

)

#&

*

+̀;7L/3,.@

#

6-01)c

#

@3;/25

#

5L+2b+15

#

./;+

H

L

R

#

5)24-3-

HH

/ c

#

+7)3<Z+2/,+EO-*+)2)3

8

;-;/4

*1/;/

H

L-3)(-1(03)1X>';1+:+)3;7L+-1;710(701)3)2*

;+

_

0+2(+

H

1/

H

+17-+; )2* )

N

+E*+

H

+2*+27 2+01)3

)((0,03)7-/2

)

.

*

<K+33X+

H

#

!"#Q

#

F

!

#F$$E#FB"<

)

#B

*

S-)2

N

?

#

-̀30;].M<5L/17-271/2-(1+

H

+)7;+

_

0+2(+;

4)(-3-7)7+(-1(03)1X>'

H

1/*0(7-/2

)

.

*

<Z+2+;?+:

#

!"#Q

#

!B

!

!!%%E!!Q&<

)

#F

*

Z)3)12+)0'

#

X-(L)1*5<P)1

N

+7X>',/7-4)2*7)1

N

+7

,X>';/47L+

_

0)b-2

N

5P'X

H

1/7+-2

)

.

*

<>)75710(7

6/3R-/3

#

!""D

#

#!

!

$F#E$FB<

)

!"

*

X

8
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