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Χαχο−2 细胞系及其在药物吸收!代谢中的应用

胡晓渝 姚彤炜3  曾 苏k杭州 vtsssy 浙江大学药学院l

  由于小肠的生理结构适用于药物吸收o所以口服给药是

最广泛!最方便的给药途径之一o因此研究药物在肠道的吸

收与代谢就显得十分必要∀目前用于药物吸收的实验方法主

要有}在体肠回流法o肠襻法o分离肠粘膜法!外翻囊法等≈t ∀

由于这些方法存在采用动脉组织及其它一些局限性o近年来

人们尝试使用人肠细胞培养系统来研究药物在肠道的吸收

和代谢o以快速筛选口服药物∀ ≤ ¤¦²2u细胞模型被认为是目

前最好的体外吸收模型o可用于快速评估新药的细胞渗透

性!阐明药物转运的途径!评价提高膜通透性的方法!确定被

动扩散的药物最合适的理化性质和评估新药的潜在毒性作

用等o成为药物吸收研究的必备手段∀本文就 ≤ ¤¦²2u细胞及

其应用作一简要介绍∀

1  Χαχο−2 细胞系

≤ ¤¦²2uk·«̈ «∏°¤± ¦²̄ ²± ¦¤µ¦¬±²°¤ ¦̈¯̄ ¬̄± l̈是一种人

类结肠癌细胞∀ 由 ƒ²ª«等人在 t|zz年分离出的 ≤ ¤¦²2u具

有一种极有意义的特征}在培养过程中o一旦细胞达到单层

厚度便自发地进行分化o并在 us天内完成这种分化∀分化了

的 ≤ ¤¦²2u细胞单层不仅在形态学上类似小肠吸收细胞o即

在其肠腔侧形成一个界定明确的刷状边缘且具有紧密的细

胞连接o而且还表达了典型的小肠微绒毛水解酶和营养物质

转运体∀研究表明在 ≤ ¤¦²2u细胞系中可观察到}大肠杆菌热

稳定肠毒素受体o胰岛素!儿茶酚胺!转铁k球l蛋白及前列腺

素受体o果糖和葡萄糖特定转运体o二肽特定转运体o牛磺酸

特定转运体o已糖的各种转运体和维生素 �tu的各种转运体∀

≤ ¤¦²2u细胞系同样表达了异麦芽糖的 Β2呋喃果糖甙酶o乳糖

酶o二肽) 肽酶2¯ o氨基肽酶 �o碱性磷酸酯酶o肽链内切酶2

uw2ttoΧ2谷氨转肽酶o¬ 相代谢酶和­ 相代谢酶o°2葡萄糖蛋

白和多药耐药蛋白等≈u ∀

≤ ¤¦²2u细胞的培养}将 ≤ ¤¦²2u细胞种植于直径为 v¦°

的 ≥±¤³º ¨̄¯
× �上k一种碳酸聚酯多孔膜lo≥±¤³º ¨̄¯放置在六

孔组合培养皿中∀种植密度每个 ¶±¤³º ¨̄¯上 tsx个细胞∀培

养液为含有小牛血清!非必须氨基酸!抗生素的 ⁄� ∞� 溶

液∀细胞在 vzε 的 ≤ � u培养箱中培养∀种植后第一周o每天

更换一次培养液o一周后每两天更换一次培养液∀ 待 us∗ ux

天时o细胞形成具有生物屏障性质的融合层o即可用于实验∀

影响培养细胞的转运和代谢性质的因素}≠ 细胞培养条

件 ¤q细胞种植的密度 ¥q细胞是否达到融合 ¦q细胞分化的阶

段 §q重要营养物质或生长因子的存在或缺失∀� 转运介质组

成 ¤q溶液的浓度!温度!°� 值 ¥q某种代谢来源的能量或离

子的存在或缺失 ¦q可能与溶质结合的蛋白的存在或缺失 §q

竞争性溶质的存在或缺失∀≈ 溶质加在细胞单层的绒毛面一

侧还是加在基底面一侧∀

2  药物吸收实验

2q1  方法}用 «¤±®¶平衡盐溶液k� �≥≥l将培养好的细胞洗

涤 u∗ v次∀ 最后一次洗涤后测定跨上皮电阻值以监控细胞

质量∀然后在细胞层的基底面一侧k¥¤¶²̄ ¤·̈µ¤̄ ¶¬§̈ o��l换上

� �≥≥o在绒毛面一侧k¤³¬¦¤̄ ¶¬§̈ o� °l换上含有待测药物的

� �≥≥k见插图 tlo或相反操作o在 vzε 恒温摇床中释药o模

拟体内吸收情况o间隔一定时间取样或在一定时间后撤去药

物并破碎细胞o以液体闪烁计数法或高效液相色谱法测定两

侧药物含量及细胞中的药物含量∀

图 1
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2q2  参数计算}表观渗透系数k°¤³³l计算公式为}

°¤³³k¦°Ù¶l�
∃ ±

∃·ys� ≤ ²

其中 ∃ ± Ù∃·为渗透速率kΛªÙ°¬±lo≤ ²为供药室中被测药物

的初始浓度kΛªÙ° l̄o� 为细胞单层的表面积k¦°
ul≈v ∀ 动力

学参数计算公式为}

°�
°¦

tn k≤Ù�°l
n °°

其中 °¦为载体介导透过系数!�° 为米氏常数o∂ °¤¬为最

大转运速率o°° 为被动扩散透过系数≈w ∀ °¤³³用于研究药物

的跨膜机制k被动扩散或主动转运lo�° 用于表征主动转运

中药物对所参与载体的亲和能力∀

2q3  转运机制的研究}若在整个浓度范围内k于漏槽条件

下l测得的 °¤³³值保持恒定o则被动扩散为主要转运机制∀°¤³³

值可由 ��ψ � ° 方向测得k°¤³³tlo也可由 � °ψ ��方向测得

k°¤³³ulo若 °¤³³t与 °¤³³u相同也可确定被动扩散为主要转运

机制o若 °¤³³tÙ°¤³³u� tqx则提示可能存在主动转运机制}°2

糖蛋白k°2ª̄ ¼¦²³µ²·̈¬±o°2ª³l和多药耐药蛋白k° ∏̄·¬2§µ∏ª

µ̈¶¬¶·¤±¦̈ ³µ²·̈¬±o� � °l是 ≤ ¤¦²2u细胞中两种主要的转运

蛋白∀两者均为能量k� × °l依赖性膜蛋白o发挥外排泵作用o

能将细胞内的化合物逆浓度梯度运至细胞外∀目前的研究认

为o°2ª³为人多药耐药基因k� ⁄� l编码的分子量为 tzs�⁄¤

的膜蛋白o存在于细胞层的绒毛面一侧o若某一药物的转运

有 °2ª³参与o则 � °ψ ��的转运速率减慢o而 ��ψ � ° 转运

速率加快o当加入维拉帕米或环孢菌素 � 或地高辛≈xoy 等 °2

ª³抑制剂后o可使 � °ψ ��的 °¤³³值增大o而 ��ψ � ° 的

°¤³³值减小∀ � � ° 为 � � ° 基因编码的分子量为 t|s�⁄¤的

膜蛋白o存在于细胞层的两侧o若某一药物的转运有 � � ° 参

与o则加入 � �2xzt≈y 或 �× ≤ w
≈z 等 � � ° 抑制剂后o可使 � °

ψ ��的 °¤³³值发生改变k见插图 ul∀

图 2

3  Χαχο−2 细胞在药物转运吸收研究中的应用

3q1  研究黄酮类物质的转运

有学者≈{ 研究了槲皮素!槲皮素 wχ2葡萄糖苷!槲皮素 vo

wχ2二葡萄糖苷在 ≤ ¤¦²2u细胞模型中的转运情况∀槲皮素 � °

ψ ��的 °¤³³值为 xq{? tqt≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p to是拟细胞转运

标示物甘露醇 °¤³³值的 ts倍o而跨细胞转运标示物普萘洛尔

°¤³³值是槲皮素的 x倍∀而槲皮素 ��ψ � ° 的 °¤³³值为 � °ψ

��的 u倍∀槲皮素 wχ2葡萄糖苷 � °ψ ��无吸收o而 ��ψ � °

的 °¤³³值为 tqy? squ≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p t∀ 槲皮素 vowχ2二葡萄

糖苷 � °ψ ��呈现低吸收k°¤³³值为 sqs|? sqsv≅ tsp y
¦° #

¶̈¦
p tlo而 ��ψ � ° 的转运是该值的 w倍∀上述结果提示槲皮

素在人小肠可被迅速吸收o槲皮素葡萄糖苷并非由位于基底

面的己糖转运体所主动转运∀ 有人≈| 应用 ≤ ¤¦²2u模型研究

了染料木黄酮及其 z2葡萄糖苷的转运∀染料木黄酮 � °ψ ��

的 °¤³³值为 usqs? sq{≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p to相反地o染料木黄酮

的主要食物来源o染料木苷k染料木黄酮2z2葡萄糖苷l� °ψ

��无吸收o而其 ��ψ � ° 的 °¤³³值为 tqu{? sqt≅ tsp y
¦° #

¶̈¦
p to是甘露醇的 y倍∀ 使用抑制剂 � �p xzt后o染料木苷

的 ��ψ � ° 的 °¤³³值由 tqw{? sqsz≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p t降至

sqt|? sqsu≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p to提示 � � °u可能参与染料木

苷的转运∀ 柯因也是一种存在于日常饮食中的天然产物o它

是药物代谢酶的一种强有力的抑制剂∀有学者≈ts 研究了柯因

在 ≤ ¤¦²2u模型中的转运o柯因 � °ψ ��的 °¤³³值在最初的 t

小时为 yq|? tqy≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p to是甘露醇的 ts倍~而其

��ψ � ° 的 °¤³³值为 twqt? tqy≅ tsp y
¦° # ¶̈¦

p to是 � °ψ

��的 °¤³³值的 u倍∀ 转运实验经过 t小时后o其 °¤³³值迅速

下降o这与两种代谢物一葡萄糖醛酸结合物k� tl!磺基结合

物k� ul的出现有关∀ 在 � ° 侧加入转运抑制剂 � �2xzt后o

� t!� u 的转运分别降低 zth 和 ush o这提示可能有 � � °u

的参与∀ 上述结果表明柯因具有良好的跨膜转运性质o但其

肠道吸收可能会受到其葡萄糖醛酸结合物和磺基结合物的

严重限制o而该两种代谢物可由 � � °u排出∀

3q2 研究新型抗肿瘤药物的吸收

近年来倍受人们关注的抗肿瘤药紫杉醇的前期临床研

究显示o其口服给药后不被吸收o这种低口服生物利用度是

由低吸收还是广泛的前系统肝脏代谢引起的尚不清楚∀ 有

人≈tt 使用 ≤ ¤¦²2u细胞模型研究了紫杉醇的跨上皮转运o认

为该药的跨上皮的快速的被动扩散可部分地被一个外排作

用所中和o该外排作用可能为 °2ª³所介导∀但由肠腔侧至肠

壁侧相对较高的表观渗透系数来看o该药在肠道仍有可能被

有效地吸收∀ 国内学者≈tu 研究了新型抗癌药 � �vvz在该模

型上的吸收o发现其跨细胞转运显示强烈的有向性o��ψ � °

大于 � °ψ ��ts倍以上o°2糖蛋白的专属抑制剂维拉帕米

可以消除这种有向性∀说明 � �vvz在 ≤ ¤¦²2u模型中的跨细

胞转运o受到 °2糖蛋白强烈的外排作用∀该学者≈tv 又研究了

x2氟尿嘧啶在 ≤ ¤¦²2u细胞模型上转运特性o比较了 x2氟尿

嘧啶在不同 ³� 条件下的吸收情况o考察了 x2氟尿嘧啶吸收

与浓度的关系∀结果显示}吸收在 ³� y的介质中为佳o吸收的

初速随浓度的增加趋于一个饱和值o吸收可被氰化钠!双嘧

达莫等代谢抑制剂抑制o也被同类结构的化合物尿嘧啶!胸

腺嘧啶等抑制∀ 因此认为 x2氟尿嘧啶在 ≤ ¤¦²2u细胞模型中

的吸收为尿嘧啶载体所转运∀

4  Χαχο−2 细胞在药物代谢研究中的应用

4q1 ¬ 相代谢方面的研究}

一些学者≈twotx 的研究发现在塑料盘上培养数周的 ≤ ¤¦²2

u细胞可将 z2乙氧基异吩恶唑代谢为其 s2去乙基衍生物o并

由以下事实确认该酶应为 ≤ ≠ ° �̄ }̄tq可被多环烃类特异性

地诱导 uq可被 ≤ ≠ ° �̄ ¯的抑制剂特异性地抑制 vqz2乙氧基

异吩恶唑的 s2去乙基酶的活性和 ≤ ≠ ° �̄ ¯蛋白的存在及

#|{#中国现代应用药学杂志 ussu年 w月第 t|卷第 u期               ≤«¬± �� � °oussu � ³µ¬̄o∂ ²̄ qt| �²qu



≤ ≠ ° �̄ °̄ � �� 的累积之间存在密切相关∀�¤° ³̈ ±
≈ty 等人的

研究表明 ≤ ¤¦²2u 细胞系在 ° � �� 和蛋白质水平表达

≤ ≠ ° �̄ ō≤ ≠ °u∞t和 ≤ ≠ °v� 蛋白也在 ≤ ¤¦²2u中被检测到∀

同时还发现 ≤ ¤¦²2u 细胞催化前致癌物二甲基2苯并蒽

k⁄� �� l生成四种代谢产物o催化免疫抑制剂 ·¤¦µ²̄ ¬°∏¶生

成三种代谢产物o后者可被人肝微粒体的 ≤ ≠ °v� w催化代谢

生成 |种产物∀

4q2  ­ 相代谢方面的研究

° ·̈̈µ¶和 � ²̈ ²̄©¶
≈tz 评估了在融合与分化的各种条件下

谷胱甘肽2≥2转移酶在 ≤ ¤¦²2u细胞上的表达∀他们指出o在指

数生长期o细胞主要表达 Π) 异构体o其浓度在生长的稳定期

缓慢而持续的降低∀Π) 异构体的这种降低与 Α) 异构体的出

现和持续增加有关∀≥ µ̈ª̈ ±·2∞±ª̈ ¯̈ ±
≈tx 等人报道无论在细胞

绒毛面还是在基底面加入氯二硝基苯o其谷胱甘肽结合物形

成后o主要在细胞绒毛面排出∀在另外一个研究≈t{ 中o多巴胺

和对) 硝基苯酚的磺基结合物均被发现o而 ³2硝基苯酚与 t2

萘酚的葡醛化反应均未观察到∀≤ ¤µ²等人≈t| 支持上述观点o

认为与 ≤ ¤¦²2uÙ× ≤ 2z克隆相比较o≤ ¤¦²2u细胞几乎观察不到

t2萘酚的葡醛化反应∀

综上所述o≤ ¤¦²2u细胞模型是一种在体外研究药物分子

穿越特定的生物屏障进行转运的新的工具∀由于其具有体内

肠上皮的许多形态和功能上的性质o它为研究药物的转运机

制!预测药物的小肠吸收情况以及药物在肠道的代谢提供了

广阔前景∀
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3 ≤µ²º¨� o �̈ °¤¬µ̈ � q �± √¬·µ² ¤±§¬± ¶¬·∏¤¥¶²µ³·¬²± ²©≥⁄�2

� � ⁄ ∏¶¬±ª ¤ «∏°¤± ¬±·̈¶·¬±¤̄ ¦̈ ¯̄ ¬̄± k̈≤ ¤¦²2ul ¤±§ ¤ ¶¬±ª̄¨

³¤¶¶ ³̈ µ©∏¶¬²± °²§̈ ¯¬± µ¤·¶} ¦²°³¤µ¬¶²± º¬·« µ¤³¤°¼¦¬±≈� q

°«¤µ° � ¶̈o t||{o tx kttl}tyyy2tyzu

4 ≠ ¤±ª ≤ ≠ o ⁄¤±·½¬ª� � o °¬§ª̈ ²± ≤ q �±·̈¶·¬±¤̄ ³̈ ³·¬§̈ ·µ¤±¶³²µ·

¶¼¶·̈°¶¤±§²µ¤̄ §µ∏ª¤√¤¬̄¤¥¬̄¬·¼≈� q °«¤µ° � ¶̈o t|||o tyk|l

}tvvt

5 � ±±¤̈ µ·°o �¨̄§̈ µ�∂ o �¤̈ ¶̈±¶� ·̈¤̄q ≤¤µµ¬̈µ° ¦̈«¤±¬¶°

¬±√²̄ √ §̈ ¬± ·«̈ ·µ¤±¶̈³¬·«̈ ¬̄¤̄ ·µ¤±¶³²µ·²©¥¬¶k°� � l2°� ∞�

¤±§¬·¶° ·̈¤¥²̄ ¬·̈¶¤¦µ²¶¶≤¤¦²2u °²±²̄ ¤¼ µ̈¶≈� q °«¤µ° � ¶̈o

t||{o txk{l}tty{

6 • ¤̄ªµ̈± � � o �¤µ±¤®¼ ��o �¬±§̈ ±°¤¼ µ̈�∞o ·̈¤̄q ∞©©̄∏¬ ²©

⁄¬̈·¤µ¼ ©̄¤√²±²¬§ ∏́̈ µ¦̈·¬± wχ2Β2ª̄∏¦²¶¬§̈ ¤¦µ²¶¶ «∏°¤±

¬±·̈¶·¬±¤̄ ≤ ¤¦²2u ¦̈ ¯̄ ° ²±²̄ ¤¼ µ̈¶ ¥¼ ¤³¬¦¤̄ ° ∏̄·¬§µ∏ª

µ̈¶¬¶·¤±¦̈2¤¶¶²¦¬¤·̈§ ³µ²·̈¬±2ut ≈� q � °«¤µ°¦²̄ ∞¬³ × «̈ µo

ussso u|wkvl}{vs

7 � ¤®«̈ ¼ ∂ ⁄o �∏² � o �²µµ¬¶⁄� o ·̈¤̄q ≤ «¤µ¤¦·̈µ¬½¤·¬²± ²©·«̈

µ̈ª¬²±¤̄ ¬±·̈¶·¬±¤̄ ®¬± ·̈¬¦¶ ²© §µ∏ª ©̈©̄∏¬ ¬± µ¤·¤±§ «∏°¤±

¬±·̈¶·¬±¨ ¤±§ ¬± ≤¤¦²2u ¦̈ ¯̄¶≈� q °«¤µ° � ¶̈o t||{o txk{l}

ttys

8 • ¤̄ªµ̈± � � o • ¤̄ ¯̈ � �o • ¤̄ ¯̈ × q × µ¤±¶³²µ·²© ∏́̈ µ¦̈·¬± ¤±§

¬·¶ ª̄∏¦²¶¬§̈ ¶ ¤¦µ²¶¶ «∏°¤± ¬±·̈¶·¬±¤̄ ³̈¬·«̈ ¬̄¤¬≤¤¦²2u ¦̈ ¯̄¶

≈� q�¬²¦«̈ ° °«¤µ°¦²̄ o t||{o xx}tzut

9 • ¤̄ ¯̈ � �o ƒµ̈±¦« ��o • ¤̄ªµ̈± � � ·̈¤̄q × µ¤±¶³²µ·²©

ª̈ ±¬¶·̈¬±2z2ª̄∏¦²¶¬§̈ ¥¼ «∏°¤± ¬±·̈¶·¬±¤̄ ≤ ¤·²2u ¦̈ ¯̄¶}

³²·̈±·¬¤̄ µ²̄ ¨ ©²µ � � °u ≈ � q � ¶̈̈ ¤µ¦« ≤²°°∏±¬¦¤·¬²±¶ ¬±

� ²̄ ¦̈∏̄¤µ°¤·«²̄ ²ª¼ ¤±§°«¤µ°¤¦²̄ ²ª¼q t|||otsvktl}wx

10 • ¤̄ ¯̈ � �o �¤̄¬­¤·²√¬¦ � o • ¤̄ ¯̈ × q × µ¤±¶³²µ· ²© ·«̈

©̄¤√²±²¬§¦«µ¼¶¬± ¤±§¬·¶¦²±­∏ª¤·̈§° ·̈¤¥²̄ ¬·̈¶¥¼ ·«̈ «∏°¤±

¬±·̈¶·¬±¤̄ ¦̈¯̄ ¬̄±¨ ≤¤¦²2u≈� q �¬²¦«̈ ° °«¤µ°¤¦²̄ o t|||ox{}

wvt

11 • ¤̄ ¯̈ � �o • ¤̄ ¯̈ × q × ¤¬²̄ ·µ¤±¶³²µ·¥¼ «∏°¤± ¬±·̈¶·¬±¤̄

³̈¬·«̈ ¬̄¤̄ ≤ ¤¦²2u ¦̈¯̄¶≈�  q ⁄µ∏ª � ·̈¤¥⁄¬¶³²o t||zo uykwl}

vwv

12 陈纪岳o李宜琪o胡明q新抗癌活性物 � �vvz在 ≤ ¤¦²2u细胞模

型中经 °2蛋白介导的跨细胞转运≈� q 中国临床药学杂志o

ussso | kvl }ty{

13 陈纪岳o徐子酋o李宜琪qx2氟尿嘧啶在 ≤ ¤¦²2u细胞模型中的

吸收特性≈� q药学学报o t||{o vv kvl}uuu

14 � ²¶̈±¥̈ µª ⁄• o �̈ ©© × q � ª̈∏̄¤·¬²± ²© ¦¼·²¦«µ²°¨ °wxs ¬±

¦∏̄·∏µ̈§«∏°¤± ¦²̄ ²±¬¦¦̈¯̄¶≈� q� µ¦« �¬²¦«̈ ° �¬²³«¼¶o t||vo

vss}t{y

15 ≥ µ̈ª̈ ±·2∞±ª̈ ¯̈ ± × o ⁄¨̄¬¶·µ¬̈ ∂ o ≥¦«± ¬̈§̈ µq °«¤¶̈ ¬ ¤±§­

¥¬²·µ¤±¶©²µ°¤·¬²±¶ ¬± ¬̄√¬±ª ≤¤¦²2u ¦̈ ¯̄¶ ¦∏̄·¬√¤·̈§ ∏±§̈ µ

¶̈µ∏° 2©µ̈¨ ¦²±§¬·¬²±¶~ ¶̈ ¯̈ ¦·¬√¨ ¤³¬¦¤̄ ¬̈¦µ̈·¬²± ²© µ¤¦·¬²±

³µ²§∏¦·¶≈� q�¬²¦«̈ ° °«¤µ°¤¦²̄ o t||vo wy}tv|v

16 �¤° ³̈ ± � o �¤§̈ µ� o � ¶̈·°¤±± × ·̈¤̄q ≤¤·¤̄¼·¬¦¤¦·¬√¬·¬̈¶o

³µ²·̈¬±2¤±§° � �� 2 ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©¦¼·²¦«µ²°¨°wxs ¬¶²̈ ±½¼° ¶̈

¬± ¬±·̈¶·¬±¤̄ ¦̈¯̄ ¬̄± ¶̈≈� q÷ ±̈²¥¬²·¬¦¤o t||{o u{kxl}wu|

17 ° ·̈̈µ¶ • � o � ²̈ ²̄©¶ � � q × ¬° 2̈§̈ ³̈ ±§̈ ±· ¤¦·¬√¬·¼ ¤±§

¬̈³µ̈¶¶¬²± ²© ª̄∏·¤·«¬²±¨ ¬± ·«̈ ≥2·µ¤±¶©̈ µ¤¶̈¶¬± ·«̈ «∏°¤±

¦²̄ ²± ¤§̈ ±²¦¤µ¦¬±²°¤ ¦̈¯̄ ¬̄±¨ ≤¤¦²2u≈� q �¬²¦«̈ ° �o t|{|o

uyw}ytv

18 �¤µ¤±¦½¼®2�∏½°¤ � o �¤µµ̈± �� o � ¬§¤̄ª² � ·̈¤̄q ≥∏¥¶·µ¤·̈

¶³̈ ¦¬©¬¦¬·¼ ¤±§¶²°¨³µ²³̈ µ·¬̈¶²©³«̈ ±²̄ ¶∏̄©²·µ¤±¶©̈ µ¤¶̈ ©µ²°

«∏°¤± ¬±·̈¶·¬±¤̄ ≤¤¦²2u ¦̈¯̄¶≈� q �¬©̈ ≥¦¬o t||to w|}tt|z

19 ≤¤µ² �o �²∏̄ ±̈¦÷ o � ²∏¶¶̈·� ·̈¤̄q ≤«¤µ¤¦·̈µ¬¶¤·¬²± ²© ¤

± º̈ ¼̄ ¬¶²̄ ¤·̈§ ≤¤¦²2u ¦̄²±¨k× ≤ 2zlo¤¶¤ °²§̈ ¯ ²© ·µ¤±¶³²µ·

³µ²¦̈¶¶̈¶ ¤±§ ¥¬²·µ¤±¶©²µ°¤·¬²± ²© §µ∏ª¶≈� q �±·� °«¤µ°o

t||xo tty}twz
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