
�>���G �A�/�, �i�2�H�@�y�y�3�9�N�R�8�y

�?�i�i�T�b�,�f�f�i�2�H�X���`�+�?�B�p�2�b�@�Q�m�p�2�`�i�2�b�X�7�`�f�i�2�H�@�y�y�3�9�N�R�8�y

�a�m�#�K�B�i�i�2�/ �Q�M �j�y �C�m�H �k�y�R�j

�>���G �B�b �� �K�m�H�i�B�@�/�B�b�+�B�T�H�B�M���`�v �Q�T�2�M ���+�+�2�b�b
���`�+�?�B�p�2 �7�Q�` �i�?�2 �/�2�T�Q�b�B�i ���M�/ �/�B�b�b�2�K�B�M���i�B�Q�M �Q�7 �b�+�B�@
�2�M�i�B�}�+ �`�2�b�2���`�+�? �/�Q�+�m�K�2�M�i�b�- �r�?�2�i�?�2�` �i�?�2�v ���`�2 �T�m�#�@
�H�B�b�?�2�/ �Q�` �M�Q�i�X �h�?�2 �/�Q�+�m�K�2�M�i�b �K���v �+�Q�K�2 �7�`�Q�K
�i�2���+�?�B�M�; ���M�/ �`�2�b�2���`�+�? �B�M�b�i�B�i�m�i�B�Q�M�b �B�M �6�`���M�+�2 �Q�`
���#�`�Q���/�- �Q�` �7�`�Q�K �T�m�#�H�B�+ �Q�` �T�`�B�p���i�2 �`�2�b�2���`�+�? �+�2�M�i�2�`�b�X

�G�ö���`�+�?�B�p�2 �Q�m�p�2�`�i�2 �T�H�m�`�B�/�B�b�+�B�T�H�B�M���B�`�2�>���G�- �2�b�i
�/�2�b�i�B�M�û�2 ���m �/�û�T�¬�i �2�i �¨ �H�� �/�B�z�m�b�B�Q�M �/�2 �/�Q�+�m�K�2�M�i�b
�b�+�B�2�M�i�B�}�[�m�2�b �/�2 �M�B�p�2���m �`�2�+�?�2�`�+�?�2�- �T�m�#�H�B�û�b �Q�m �M�Q�M�-
�û�K���M���M�i �/�2�b �û�i���#�H�B�b�b�2�K�2�M�i�b �/�ö�2�M�b�2�B�;�M�2�K�2�M�i �2�i �/�2
�`�2�+�?�2�`�+�?�2 �7�`���M�Ï���B�b �Q�m �û�i�`���M�;�2�`�b�- �/�2�b �H���#�Q�`���i�Q�B�`�2�b
�T�m�#�H�B�+�b �Q�m �T�`�B�p�û�b�X

�J�û�+���M�B�b�K�2�b �/�ö���+�i�B�Q�M �/�2 �H�� �i�?�û�`���T�B�2 �+�2�H�H�m�H���B�`�2 �T���` �+�2�H�H�m�H�2�b
�b�Q�m�+�?�2�b �K�û�b�2�M�+�?�v�K���i�2�m�b�2�b ���T�`���b �B�M�7���`�+�i�m�b �+�û�`�û�#�`���H �+�?�2�x

�H�2 �`���i�X �.�û�p�2�H�Q�T�T�2�K�2�M�i �/�ö�m�M �K�û�/�B�+���K�2�M�i �/�2 �i�?�û�`���T�B�2
�B�M�M�Q�p���M�i�2

���M���[�+�F �J�Q�B�b���M

�h�Q �+�B�i�2 �i�?�B�b �p�2�`�b�B�Q�M�,

���M���[�+�F �J�Q�B�b���M�X �J�û�+���M�B�b�K�2�b �/�ö���+�i�B�Q�M �/�2 �H�� �i�?�û�`���T�B�2 �+�2�H�H�m�H���B�`�2 �T���` �+�2�H�H�m�H�2�b �b�Q�m�+�?�2�b �K�û�b�2�M�+�?�v�K���i�2�m�b�2�b
���T�`���b �B�M�7���`�+�i�m�b �+�û�`�û�#�`���H �+�?�2�x �H�2 �`���i�X �.�û�p�2�H�Q�T�T�2�K�2�M�i �/�ö�m�M �K�û�/�B�+���K�2�M�i �/�2 �i�?�û�`���T�B�2 �B�M�M�Q�p���M�i�2�X �J�û�/�2�+�B�M�2
�?�m�K���B�M�2 �2�i �T���i�?�Q�H�Q�;�B�2�X �l�M�B�p�2�`�b�B�i�û �/�2 �:�`�2�M�Q�#�H�2�- �k�y�R�k�X �6�`���M�Ï���B�b�X ���L�L�h �, �k�y�R�k�:�_�1�L�a�y�j�j���X ���i�2�H�@
�y�y�3�9�N�R�8�y��



�

������
���������	
�������������

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

�
�
�����	�������

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

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

��%#��� ���#&%#%��+$,%�!�-�$��&%�
��$�)$�����#.��#�$����

/��
��"#�(++#�#���'&����'!���#���'#�

���$�+!#�!��("���#�
�
�
"�#��������	�������
'����	���� �0�'��#�)$#�1231 �����	�����(��)���������������
��#�������!#�4
����
�*+�,��*	
����
�����
��&
������+-.�/01�*2!3����
� ��0���������

�$�5#��65��7&#%������������
�*+�,������
�������	��������������,4�
���1
�
�
� ������)��5������0���������

��#���$�,�#�8�����
50��*	
����
���5��������	���+�*10�3�� ��6)�	��/7�
	 �����

�$���!#$$ ���
����
�*+�,��*	
����
������8�	���+5�����+�/��9:;�����	<�	� �/7�
	�����

�$�	�$!%�(+�#����
���
���=������� ���� �	
����
����� *	
����
��� >������ 8���
 ��� +� -.�/01� *; 9��� ?��	������
/7�
	�����

�$��#$�$��'���
�������
�*+�,��*	
����
���>������8���
���+�*10�33�3��?��	������ /7�
	�����

��#�	����������9��
&0��*	
����
���>������8���
���+�-.�/01�*:@!��?��	����� �&
�������������#���

�$���!"!#$���������
15*+�,��*	
����
���>������8���
���+�-.�/01�*:@!��?��	� �����5�+�
�������������#���

���������	
 �����
 �������
 �
 ���������	
 ������
 ����� �
 ������
 �


���������	
 ��������
 �
 ���������	
 ��
 ������
 �
 ������ ��
 ���



1 

SOMMAIRE 
ABBREVIATIONS ……………………………..……………………………….……….…………….………4

INTRODUCTION ……………………………..…………………………………………...….……….………6

I. � ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL (AVC) ................ .............................................................. 6�

A.� DEFINITION ................................................................................................................................................ 6�

B.� DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES ................................................................................................................... 6�

C.� CONSEQUENCES DES AVC ......................................................................................................................... 7�

D.� MODELES EXPERIMENTAUX DES AVC ....................................................................................................... 8�

II. � PHYSIOPATHOLOGIE DE L'AVC .................................................................................................. 13�

A.� L'UNITE NEUROVASCULAIRE: UNE STRUCTURE CELLULAIRE EN RESEAU ................................................. 13�

B.� CINETIQUE DES EVENEMENTS ISCHEMIQUES ............................................................................................ 15�

III. � REMODELAGE VASCULAIRE ET ANGIOGENESE .............. ..................................................... 28�

A.� DEFINITIONS ............................................................................................................................................ 28�

B.� PRINCIPALES ETAPES DE L'ANGIOGENESE ................................................................................................ 29�

C.� PRINCIPAUX ACTEURS MOLECULAIRES DU MICROENVIRONNEMENT ........................................................ 30�

D.� ANGIOGENESE CEREBRALE ...................................................................................................................... 49�

E.� REMODELAGE VASCULAIRE POST-ISCHEMIQUE ....................................................................................... 56�

IV. � TRAITEMENT DES AVC ................................................................................................................... 62�

A.� TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES ACTUELS ........................................................................................ 62�

B.� TRAITEMENTS PRO-ANGIOGENIQUES ....................................................................................................... 64

V.� THERAPIE CELLULAIRE PAR CELLULES SOUCHES MESENCHYMA TEUSES ............... 74�

A.� CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES (CSM) .................................................................................. 74�

B.� EVOLUTION DU CADRE REGLEMENTAIRE DE LA THERAPIE CELLULAIRE .................................................. 81

PROBLEMATIQUE ……………………………..…………………………………………………………85 

OBJECTIFS……………………………..………………………….…………………………………………87 

CONTRIBUTION AUX TRAVAUX ……….………………………………………….………………….90

METHODOLOGIE GENERALE ……….………………………………………….……………………..92

I. � ANESTHESIE GENERALE................................................................................................................ 92�

II. � MODELE D’ISCHEMIE CEREBRALE FOCALE TRANSITOIRE .... ......................................... 92�

III. � METHODE DE CULTURE DES CSMh ............................................................................................ 95�

IV. � INJECTION DES CSMh ..................................................................................................................... 96�

A.� INJECTION INTRACEREBRALE (IC) ........................................................................................................... 96�

B.� INJECTION INTRAVEINEUSE (IV) .............................................................................................................. 96�



2 

V.� METHODOLOGIE IRM ..................................................................................................................... 97�

A.� AGENTS DE CONTRASTE UTILISES ............................................................................................................ 97�

B.� EXPERIMENTATIONS IRM ........................................................................................................................ 98�

C.� ANALYSE DES DONNEES IRM .................................................................................................................. 99�

VI. � TESTS COMPORTEMENTAUX ..................................................................................................... 101�

VII. � PRELEVEMENT DES CERVEAUX ............................................................................................... 102�

VIII. ��IMMUNOHISTOLOGIE .................................................................................................................. 102�

A.� COLORATION HEMATOXYLINE – ERYTHROSINE (HE) ........................................................................... 102�

B.� MARQUAGES IMMUNOHISTOCHIMIQUES ................................................................................................ 103�

IX. � AMPLIFICATION EN CHAINE PAR POLYMERASE (PCR) ...... .............................................. 104�

A.� EXTRACTION DES ARN TOTAUX ............................................................................................................ 104�

B.� TRANSCRIPTION INVERSE (RT) .............................................................................................................. 105�

C.� AMPLIFICATION ENZYMATIQUE DES ADNC PAR POLYMERASE QUANTITATIVE ..................................... 105

PARTIE I. EVALUATION DE DEUX METHODES D ' IMAGERIE IRM DANS LE MODELE 

D'oACM CHEZ LE RAT .......................................................................................................................... 107

I. � METHODE DE MARQUAGE MACROPHAGIQUE  IN VIVO  ................................................... 108�

A.� CONTEXTE DE L'ETUDE .......................................................................................................................... 108�

B.� OBJECTIFS ............................................................................................................................................. 108�

C.� MATERIELS ET METHODE ....................................................................................................................... 109�

D.� RESULTATS ............................................................................................................................................ 112

E.� DISCUSSION ......................................................................................................................................... 1125

II. � METHODE D'IMAGERIE DE L'OXYGENATION CEREBRALE ..... ....................................... 120�

A.� CONTEXTE DE L'ETUDE .......................................................................................................................... 120�

B.� OBJECTIFS ............................................................................................................................................. 123�

C.� QUELQUES DEFINITIONS ........................................................................................................................ 123�

D.� MATERIELS ET METHODE ....................................................................................................................... 125�

E.� RESULTATS ............................................................................................................................................ 129�

F.� DISCUSSION ........................................................................................................................................... 135�

PARTIE II. C ARACTERISATION MICROVASCULAIRE DU MODELE ANIMAL 

D'oACM .........................................................................................................................................................138 

I. � CONTEXTE DE L'ETUDE ............................................................................................................... 139�

II. � PRINCIPAUX RESULTATS ............................................................................................................ 139

III. � ARTICLE EN PREPARATION ......................................................................................................... 30

IV. � RESULTATS COMPLEMENTAIRES A CETTE ETUDE ........... ................................................ 167

116

141



3 

PARTIE III. E TUDE DE L 'EFFET MICROVASCULAIRE DES CSM h DANS LE MODELE 

oACM ............................................................................................................................................................. 169 

I. � ETUDE PILOTE APRES INJECTION INTRACEREBRALE DE CSMH  .................................. 170

A.   CONTEXTE DE L'ETUDE .......................................................................................................................... 170�

B.� PRINCIPAUX RESULTATS ........................................................................................................................ 170 

C.� ARTICLE PUBLIE .................................................................................................................................... 171�

II. � ETUDE APRES INJECTION INTRAVEINEUSE DE CSMH ....... ............................................... 180

A.   CONTEXTE DE L'ETUDE .......................................................................................................................... 180�

B.� PRINCIPAUX RESULTATS ........................................................................................................................ 180

C.� ARTICLE EN PREPARATION .................................................................................................................... 181�

III. ANALYSE COMPARATIVE DES DEUX ETUDES .......... ............................................................ 212

PARTIE IV. D EVELOPPEMENT D 'UN MEDICAMENT DE THERAPIE INNOVANTE 

POUR UN ESSAI CLINIQUE DE PHASE II ....................................................................................... 214

I. � CONTEXTE DES DEUX ETUDES .................................................................................................. 215

II. � ETUDE TOXICOLOGIQUE DE TUMORIGENICITE IN VIVO  ................................................ 216�

A.� OBJECTIFS ............................................................................................................................................. 216�

B.� MATERIELS ET METHODE ....................................................................................................................... 217�

C.� RESULTATS ............................................................................................................................................ 219�

III. � ANALYSE DE 10 PRODUCTIONS DE CSMh DE GRADE CLINIQUE  .................................... 225�

A.� RESUME DE L’ESSAI CLINIQUE ............................................................................................................... 225�

B.� SCHEMA RESUME DE L'ESSAI CLINIQUE .................................................................................................. 226�

C.� OBJECTIFS DE NOTRE ETUDE EN UNITE DE THERAPIE CELLULAIRE ......................................................... 226�

D.� MATERIELS ET METHODE ....................................................................................................................... 226�

E.� RESULTATS ............................................................................................................................................ 231�

F.� DISCUSSION ........................................................................................................................................... 236�

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES…………...……………………….……….…………….…….239

PRODUCTION SCIENTIFIQUE ………...……………………….……….…………….…………..…...245

REFERENCES………...……………………….……….…………….……….…………………..………...248



4 

ABREVIATIONS

ACI Artère carotide interne 
ACM Artère cérébrale moyenne 
ADC Apparent diffusion coefficient 
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Ang2 Angiopoiétine-2 
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BDNF Brain-derived neurotrophic factor 
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CAT Committe for Advanced Therapies 
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CSMh Cellules souches mésenchymateuses humaines 
CXCR-4 Chemokine receptor type IV 
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DSC Débit sanguin cérébral 
EGF Epithelial growth factor 
EMA European Medicines Agency 
eNOs Endothelial nitric oxide synthase 
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FGF Fibroblast growth factor 
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IFN�  Interféron �
iPS Cellule souche pluripotente induite 
KO Knock-out 
IRM Imagerie par résonance magnétique 
ITV Index de taille des vaisseaux 
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LAP Latency associated peptide 
LTBP Latent TGF�  binding protein 
MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1  
MEC Matrice extracellulaire 
MMPs Métalloprotéinases 
MTI Médicament de thérapie innovante 
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mNSS Modified neurological severity score  
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NMDA N-Methyl-D-aspartic acid 
NO Monoxyde d'azote 
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PDGF Platelet-derived growth factor 
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SDF-1 Stromal-derived factor-1 
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TGF� 1 Transforming growth factor � 1 
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TRA Test de retrait d'adhésif 
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INTRODUCTION

I. Accident vasculaire cérébral (AVC) 

A. Définition 
L’AVC (Bousser & Mas, 2009) est défini cliniquement comme un déficit neurologique 

soudain fixe ou transitoire. On regroupe sous le terme AVC, 4 pathologies neurovasculaires 

distinctes : 

- les AVC ischémiques peuvent être transitoires (accidents ischémiques transitoires) ou 

constitués (infarctus cérébraux) et représentent environ 80% des cas. Ils sont la conséquence 

d’une occlusion d’une artère à destinée encéphalique. Ce sous-type d’AVC, le plus fréquent, 

sera le sujet des travaux présentés ici. Dans le cas des accidents ischémiques transitoires, le 

flux sanguin est rétabli dans les 30 minutes et ne conduit à aucun déficit irréversible. 

- les AVC hémorragiques ou hématomes intraparenchymateux représentent environ 15% 

des cas et correspondent le plus souvent à une rupture d’une petite artère perforante au sein du 

parenchyme encéphalique. 

- les hémorragies sous-arachnoïdiennes (<5% des cas) correspondent majoritairement à 

la rupture d’un anévrisme artériel intracrânien au sein des méninges et non pas du 

parenchyme lui-même. Il s’agit d’une pathologie tout à fait distincte tant en terme de signes 

cliniques que de prise en charge thérapeutique. 

- les thromboses veineuses cérébrales, plus rares (<1%) sont liées à l’occlusion d’un 

sinus veineux ou d’une veine drainant l’encéphale. Elles peuvent rester isolées ou 

s’accompagner d’une lésion ischémique et/ou hémorragique. 

La distinction entre ces différents types d’AVC repose sur l’imagerie cérébrale (imagerie par 

résonance magnétique ou IRM ; tomodensitométrie ou TDM). 

B. Données épidémiologiques 
Bien que le sujet de cette thèse soit axé sur l’infarctus cérébral, l’ensemble des données 

épidémiologiques générales disponibles regroupe les différents sous-types d’AVC dans leur 

ensemble. L’AVC est une maladie fréquente et grave qui atteint 120 000 à 140 000 personnes 

en France chaque année (16 millions dans le monde en 2005). Les AVC sont la principale 

cause de handicap acquis de l’adulte, la seconde cause de mortalité en France, et la troisième 
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dans le monde, après les pathologies cardiovasculaires et les cancers. Les AVC représentent 

également la seconde cause de démence (Murray et al. 1997). 

Les taux annuels de mortalité par AVC varient entre 28 à 60 décès pour 100 000 habitants. 

Ces taux sont, avec comme dans les autres pays européens, plus bas chez les femmes (28 pour 

100 000) que chez les hommes (60 pour 100 000). Au niveau mondial, 10% des décès lui 

seront attribuable en 2030, faisant de l’AVC la première ou la seconde cause de mortalité 

(Mathers et al. 2006).  

1. Incidence / prévalence 
L’incidence annuelle des AVC est de 750 000 aux Etats-Unis et de 150 000 en France. Les 

estimations prévoient 4 millions de nouveaux cas d'ici 2030 dans le monde, soit une 

augmentation de la prévalence de 25% en 20 ans (Roger et al. 2012). 

2. Age de survenue 
L’âge moyen de survenue d’un premier AVC est de 68,6 ans pour les hommes et 72,9 ans 

pour les femmes (Appelros et al. 2009). L’incidence des AVC augmente exponentiellement 

avec l’âge, et de ce fait, l’AVC est souvent considéré comme une maladie affectant 

principalement le sujet âgé. Or, 25% des patients ont moins de 65 ans et sont en âge de 

travailler (38 000 patients sur les 140 000 par an en France). Les AVC touchent notamment 

près de 7000 personnes de 24 à 44 ans par an en France, et sont à l’origine de 400 décès. 

C. Conséquences des AVC 

1. Handicap 
Outre la mortalité importante, l’AVC est, aujourd’hui, la première cause de handicap acquis 

de l’adulte. La part des AVC parmi les causes de handicap restera très importante: en 2030, 

les AVC se placeraient à la 6ème place, évaluée en « Disability-Adjusted Life Year » (mesure 

du « poids » global d’une maladie : somme du nombre d’années de vie perdues et du nombre 

d’années vécues avec un handicap) (Mathers et al. 2006). 

Le handicap est lié aux déficits moteurs (paralysies) ou sensitifs, aux troubles du langage 

(aphasie) mais aussi aux troubles cognitifs, souvent sous-estimés. Environ 70% des patients 

survivants gardent des séquelles qui interfèrent de façon majeure avec leurs capacités 

fonctionnelles et cognitives (Hochstenbach et al., 1998 ; Sachdev et al., 2004 ; Hommel et al., 

2009). En outre, les AVC représentent une cause importante de dépression chez les malades et 

leur entourage.  
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2. Coût  

La charge financière représentée par les AVC est très importante pour le système de santé 

français (8,3 milliards d’euros par an). Au cours de la première année après un AVC, la 

période aiguë de la maladie représente globalement 40% du coût, la rééducation 29% et les 

soins ambulatoires 8%. Pour le coût global des AVC sur une durée plus longue, la variable 

« handicap » explique 42% du coût des AVC. Le développement de nouveaux traitements, 

autre que la thrombolyse, permettrait de réduire le handicap post-AVC et d'entraîner ainsi un 

bénéfice en terme de qualité de vie du patient mais également en terme de coût global de santé 

publique. 

D. Modèles expérimentaux des AVC 
Plusieurs modèles animaux sont utilisés pour les études sur l'AVC. Nous ne traiterons dans ce 

chapitre que des modèles animaux de l'AVC ischémique. La pertinence de ces différents 

modèles est fortement liée à l'anatomie cérébrovasculaire de l'espèce utilisée. Or il s'avère que 

les vascularisations cérébrales de l'homme et du rat sont relativement proches. C'est pourquoi 

le rongeur est l'animal le plus couramment utilisé pour modéliser la pathologie ischémique 

cérébrale.  

En revanche, il est important de noter que la proportion de substance blanche composant le 

cerveau humain (tissu du système nerveaux central composé des axones des neurones) est 

bien plus élevée que celle du cerveau de rat. Le primate et le cochon, possédant une plus 

grande proportion de substance blanche, sont donc plus adaptés à l'étude de drogues agissant 

uniquement sur la substance blanche (Fisher et al. 2009).  

1. Vascularisation cérébrale 

a. Vascularisation cérébrale chez l'homme 

Chez l'homme, toute la vascularisation cérébrale repose sur deux systèmes artériels (un 

antérieur et un postérieur) qui sont reliés entre eux par les artères communicantes postérieures 

et antérieures, formant ainsi le polygone de Willis (Figure 1) : 

- les deux artères carotides internes (ACI) en avant donnent d'abord naissance aux artères 

cérébrales antérieures (ACA) puis se prolongent en formant les artères cérébrales moyennes 

(ACM). Cette « continuité » ACI/ACM, explique la fréquence des infarctus dans le territoire 

cérébral moyen conséquence de la circulation logique d’un embol (artério-artériel ou 

d’origine cardiaque) vers ce territoire (Tatu et al. 1998). 
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- le système vertébrobasilaire (ou tronc basilaire) est constitué de deux artères vertébrales qui 

se rejoignent pour former l’artère basilaire d’où émergent les artères cérébrales postérieures 

(ACP). Ce système postérieur assure l’irrigation du tronc cérébral, du cervelet, du thalamus et 

du lobe occipital.  

En dehors du cercle artériel de Willis, il existe des anastomoses entre l’artère carotide externe 

et l’ACI via l’artère ophtalmique et entre les artères cérébrales antérieure, moyenne et 

postérieure via les artères cortico-pie-mériennes situées à la surface du cerveau (Figure 1). De 

nombreuses branches pénétrantes permettent également la vascularisation des territoires 

cérébraux profonds. 

Figure 1. Anatomie de la vascularisation artérielle cérébrale chez l'homme. D'après De Boorder et 
al. (de Boorder et al. 2006). 
   

b. Vascularisation cérébrale chez le rongeur 

Chez le rat, la vascularisation artérielle de l’encéphale est relativement similaire avec un 

cercle artériel de type polygone de Willis (Longa et al. 1989) (Figure 2). Contrairement à 

l’homme, les artères cérébrales antérieures se rejoignent pour former l’artère cérébrale 

antérieure azygos unique. Il n’existe donc pas d’artère communicante antérieure. Le diamètre 

de l’ACM est d’environ 0,24 mm chez le rat.  


















































































































































































































































































































































































































































































































































