
Наномашины
 

в
 

живой
 

клетке
 

Ольга
 

А. Донцова
 

кафедра
 

химии
 

природных
 

соединений
 Химический

 
факультет

 
МГУ



ДНК

РНК

БЕЛОК

  

Полинуклеотидная цепь ДНК.



Все
 

организмы
 состоят

 
из

 
клеток

 
у

 
бактерий

 
нет

 
ядра

 
и

 органелл



Структура
 

эукариотической
 

клетки



Ядро

Эндоплазматический
ретикулум

Внутренняя и внешняя
мембраны ядра

Ламина
Микротрубочки

Центросома

Ядрышко

Хроматин

Промежуточные
филаменты

Ядерная пора



Хромосомы

Двойная
спираль ДНК

Нуклеосомы

30 нм спираль
из нуклеосом

Участок
хромосомы в
растянутом

виде

Конденсированные
петли

Хромосома в
митозе

2 нм

11 нм

30 нм

300 нм

700 нм

1400 нм

Центромера

Теломера

Хроматида

46 хромосом, 1,8 м

3,3х10     bp9



Хромосомы Нуклеосомы содержат 
2xH2A    2xH2B

2xH3    2xH4
146 п.о. ДНК

H1



Роль
 

гистона
 

H1



30 nm фибрилла
содержит
1 цепь

 
ДНК

11 нм
 

фибрилла
 

может
 

образовывать
спираль



Гистоновый
 

код

ацетилирование

фосфорилированиеметилирование



О

Активный
 

эухроматин
расположен

 
в

 
петлях,

гетерохроматин
конденсирован
и

 
связан

 
с

 
ядерным

матриксом



...GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA - 3'

...CCCAATCCCAAT - 5'

Теломеры
 

–
 

ДНК-белковые
 

структуры
на

 
концах

 
хромосом, содержат

 
короткие

повторы
 

ДНК

Функции
 

теломер
Защита хромосом
от деградации и
слияния
Контроль
клеточного цикла
Фомирование
архитектуры ядра



Повреждения
 

в
 

ДНК

УФ
 

свет Ионизирующее
излучение

Продукты
метаболизма

Активные
соединения
из

 
внешней

среды

РЕПАРАЦИЯ

модификация
 

нуклеотидов,
разрывы

 

цепи



Синтез РНК

ДНК

РНК

РНК

ДНК

PO

O

O-
P

O

O-
OP

O

O-
O

OH OH

B3O
-O

B3'

PO

O

O-

O

OH

B1...O

O

OHOH3'

3'

5' 5'

B2O

B1'

B2'
PO

O

O-

O

OH

B1...O

O

OHO

B2O

O
B3

OHOH

O

O-
O P

B1'

B2'

B3'

-O P O P O-
O

O-

O

O-

  

Полинуклеотидная цепь ДНК.

Транскрипция
 

–
 

синтез
 

РНК
на

 
ДНК-матрице



РНК полимеразы

РНК-полимераза I

РНК-полимераза II

РНК-полимераза III

18S, 5.8S  и 28S рРНК

мРНК, некоторые мяРНК

5S рРНК, тРНК  , некоторые мяРНК



Деконденсация
 

хроматина

Белки
 

регуляторы,
гистон-ацетилазы



Ацетилирование гистонов: комплексSAGA 

АктиваторыTAF2

TAF7

TAF3

TAF11

TAF14

TBP

TAF5 TAF5

Tra1

TAF6 TAF6

TAF10 TAF10

TAF9 TAF9

GCN5

Spt3

Spt7

Spt8

Spt20

Ada1

Ada2

Ada3

TAF13

TAF1

TAF12 TAF12

H2B

H4

H3

TFIID    SAGA Нуклеосома

Ацетилирование гистонов

Связывание

Фосфорилирование
(инактивация)

ATPазы, действующие на  хроматин

SWI/SNF

SWI2
семейство

ISWI
семейство

Mi-2
семейство

Дрожжи

Человек

Дрозофила

hSWI/SNF

dSWI/SNF

RSC

RSF hCHRAC

CHRAC ACFNURF

NuRD
hASF/
WCRF

ISW1 ISW2

SWI2
ATPаза

Brg1

Brm

hBrm

hSNF2h

ISWI

hSNF2h

hSNF2h

hSNF2h

hSNF2h

STH1

SWI3

BAF
155

BAP155

BAF
170

BAP60

RSC8 RSC8

SWI1

BAF
250

BAP74

Art7 Art7Art9

BAF47

BAP47

BAF50

BAP111

Art9

Swp29

Swp73

BAF60a

BAP55

BAF60c

BAF60b

RSC6
RSC2RSC1

RSC13
RSC7

RSC5

RSC15
RSC4

RSC9RSC10

RSC14
RSC3Swp82

SNF11

ISW2

p140

p325

NURF301

hASF/
WCRF180

ACF1 ACF1

ACF1(170)

hASF/
WCRF180

SNF6
SNF5

Ini1

Snr1

ISWI

p74

p110 p105SFH1
SWI3

p55

p15

p38
p16

p14

p17

MBD3

MTA1 MTA2

HDAC1

HDAC2

RbAp46

RbAp48

Mi-2 ATPase
CHD3/4

Факторы, изменяющие
 

структуру
 

хроматина, 
образуют

 
сложные

 
наномашины



Инициация транскрипции генов рРНК

UCE CPE

SL1

RNA pol I

TBP
110kD
63kD
48kD

UBF UBF UBF

TTFI
105kD

TTFI
105kD

PAF53

17bp

Млекопитающие

TF-IA



Транскрипция генов рРНК в ядрышке



RNA pol II

TAF’s

TFIIS 38kD

12-14
субъединиц

12kD
19kD
35kD

CTD
Y T SS SP P

TBP
38kD

TFIIA TFIIB
35kD

TFIIF
TATA

RAP74
RAP30

B220 (Zn-binding,CTD)
B150 (Zn-binding)
2xB44
B32
B16
B12.6 (Zn-binding)
B12.5
ABC27
ABC23
ABC14.5
ABC10a (Zn-binding)
ABC10b (Zn-binding)

TFIIH

      63kD
      52kD
      44kD
      34kD

Cdk7 40kD
(киназа CTDSer5)

C 38kD
32kD

yclin H 

89kD (3’-5’ хеликаза)
80kD (5 )’-3’ хеликаза

TFIIE
34kD,
57kD

Инициация транскрипции 
РНК - полимеразой II



Элонгация транскрипции
РНК полимеразой II

RNA pol II TFIIS 38kD

B
18kD

B
18kD

VHLPTEFb

C
15kD

C
15kD

Элонгин A
110 kD

AAUAAA

Элонгин A
110 kD

TFIIF

SWI/SNF,
Факторы

кэпирования
сплайсинга,

полиаденилирования

Аналог
GreA/B

Супрессия
пауз

P
P

P
P
P

P
PP



РНК-полимеразы
 

с
 

факторами
 

–
 

сложные
 

наномашины



m7G кеп
пре-мРНК

интрон

экзон экзон экзон экзон экзон экзон

интрон интрон интрон интрон

мРНК

5'

5'

3'

3'

Кодирующая область

200 н.

AAAAAAAAAAUG Stop

N+

N N

NH

O

NH

Me

O

O OH

N1

2O

OH OH

OP

O
-O

O

P-O O

O

P-O O
O

Процессинг мРНК

полиаденилированиекепирование сплайсинг



Как узнать интрон?

Стадия I Стадия II

A A

5’SS 3’SS

R GUAUGU UACUA CAA UUUUUUUUNYAG

Дрожжи
5’SS 3’SS

BS

BS

YNYUR CUAGURAGUG YYYYYYYYCAG

Млекопитающие5’SS

5’SS

3’SS

3’SS

BS

BS
O AO

P
O

O O-

O
P

O

O O-
O

P

O
O
O-

экзон 1 интрон экзон 2

CC
U1

U2AF

A
U1 U2

B1

U1

U4
U6

U5

U2

B2
U1 U4

U6

U5

U2

экзон 1 экзон 2

C1U1 U4

U6

U5

U2

C2U1 U4

U6

U5

U2

I
U1 U4

U6

U5

U2

SR белки
(ASF/SF2)
Prp39p

UAP56
(Sub2p)
Prp5p

Cfl1p,Prp31p,
U5-100K
(Prp28p)

U5-100K(Prp28p),
U5-200K(Brr2p),
U5-220K(Prp8p)

Prp2p

Prp22p
Prp24p

Prp43p

Prp8p,Prp16p,
Prp17p,Prp18p,
Slu7

Схема работы сплайсосомы

U1 комплекс



Сплайсосома
 

–
 

сложная
 

динамическая
 

наномашина

Состав
 

и
 

конформация
сплайсосомы

 
меняется

в
 

процессе
 

сплайсинга



TAP
p15

Crm1

Trn2

CBC

CBC

eIF4e

RNP S1 RNP S1

RNP S1RNP S1

DEK DEK

REF REF

REF

Rev

HuR

ICP27

Y14

Y14

Y14

Y14

PABP2

PABP2

PABP1

Транспорт мРНК

 мРНК

 мРНК

 мРНК

 HIV

 HSV

c-fos мРНК

AAAAAAAA

AAAAAAAA

AAAAAAAA

m7Gppp

m7Gppp

m7Gppp

SRm160 SRm160

Активный
 

хроматин
располагается

 
вблизи

ядерной
 

поры



MOBILE PHASE

Ядерная
 

пора: транспорт
 

в
 

ядро
 

и
 

из
 

ядра



мРНК
 

содержит
 

Cap и
 

polyA, формирует
 

РНП

4Е PABPPABPPABP



мРНК
 

образует
 

кольцо

инициация

элонгация

повтор

рибосома



Генетический
 

код
 

-
триплетный

универсальный
вырожденный
старт

 
–

 
AUG

стор-UGA,UAA,UAG



тРНК
 

-
 

адаптор



аминоацил-тРНК
 

-
 

синтетазы



Биосинтез
 

белка
 

осуществляется
 

на
 

рибосоме



Elongation cycle

3’ 5’

  E

A  E

3’ 5’

 E

A  E

3’ 5’

 E

A  E3’ 5’

  E

A  E

EF-Tu
EF-Tu

EF-G

EF-G

3’ 5’

EF-Tu

 E

A  E
Accomodation

3’ 5’

EF-Tu

  E

A  E

GTPase

3’ 5’

EF-G

  E

A  E

GTPase

Цикл
 

трансляции



Пептид
 

переносится
 

с
 

пептидил-тРНК
на

 
аминоацил-тРНК

Пептидная
 

цепь

Пептидная
 

цепь





ЭР
сигнальный

 
пептид

на
 

N-конце

Цитоплазма
сигналы

 
транспорта

 
в

ядро, 
митохондрии,
пероксисомы

Судьба
 

белка
 

после
 

трансляции



Шапероны
 

помогают
 

сворачиванию
 

белков

Hsp70



белок
убиквитин

Деградация
 

белков

Протеасом



ЭР
сигнальный

 
пептид

на
 

N-конце

Цитоплазма
сигналы

 
транспорта

 
в

ядро, 
митохондрии,
пероксисомы

Судьба
 

синтезированного
 

белка
 

зависит
от

 
сигнала

 
в

 
его

 
последовательности



Сигнал
 

транспорта
 

в
 

ЭР
 

вызывает
 

остановку
 

трансляции
с участием SRP



ATP
ADP+P

Рибосома

BIP

Пептидаза

Сигнальный пептид

SRP взаимодействует
 

с
 

рецептором. 
Синтез

 
белка

 
продолжается

 
в

 
канал

 
транслокона

 
в

 
ЭР. 



Белки, которые выполняют свою функцию в ЭР или Гольджи
имеют специальные сигналы

KDEL

KDEL KDEL

KDEL

С-концевая последовательность KDEL
определяет ЭР локализацию белка

Люмен ЭР

Цис-гольджи

Белки, работающие
 

в
 

ЕР, имеют
 

специальные
 

сигналы



Эндоплазматический ретикулум

В клетках животных липиды синтезируются в
эндоплазматическом ретикулуме

' '' '
OO

O

OH

O

CDP-холин CMP

O
O

N+

O-
OO

P
O

O
O

''
OO

O

O-
-OO

P
O

O

'
O

-O

O-
-OO

P
O

HO OH

'

O

O-
-OO

P
O

O OH

Цитоплазма

Люмен ЭР



ЭР

Лизосома

Эндоцитоз

Постоянная
секреция

Регулируемая
секреция

Возврат
компонентов
мембраны

Поздняя
эндосома

Ранняя
эндосома

Аппарат
Гольджи

Секреторные
гранулы

Везикулярный транспорт клетки

1,2
7

8

4

59
11

3

Rab белки, отвечающие за транспорт
между мембранами

В
 

ЭР
 

начинается
 

процесс
 

созревания
 

белков
и

 
их

 
сортировка

 
для

 
последующего

 
везикулярного

транспорта



Гликозилирование белков

N-гликозилирование

GlcNAc

GlcNAc

ManMan

Man

ManMan

Man

NH
O

NH
O

X Ser 
    Thr

HN
O GlcNAc

GlcNAc

GlcNAc

ManMan

Man

Man

Fuc

ManGal

NANA

FucGlcNAc

GlcNAc GlcNAc

GlcNAc

GlcNAc

ManMan

Man

Gal Gal

GalNANA NANA

NANA



Слияние везикулы с мембраной и выбор правильной мишени

GTP
Rab

Молекулярные механизмы везикулярного транспорта

v-SNARE t-SNARE

NSFαβγSNAP

ATP
Токсин

ботулизма
ADP

Молекулярные механизмы везикулярного транспорта

Везикулярный транспорт между ЭР и Гольджи осуществляентся с
помощью коатомера

Sar1

Sar1

Sec23/24

Sec13/31

Sec12

GDP

GTP

Sar1
GTP

Sar1
GTP

COPII

Люмен эндоплазматического
ретикулума

Sec16

SNARE

Sec
16

Sec16Sec16



Эндоцитоз

Рецепторы на поверхности клетки,
 связавшие лиганд эндоцитируются 

Рецептор Рецептор
-лиганд

Клатрин

Hsc70

Адаптины

pH 6
Поздняя эндосома

В лизосому

Рецепторы, связавшие
 

лиганд, эндоцитируют



Эндоцитоз

Клатрин



Актиновые филаменты

Микротрубочки Промежуточные филаменты

Цитоскелет



Внутриклеточная локализация

Актиновые филаменты

Стресс-фибриллы             Микроворсинки



Движение миозина обеспечивается энергией гидролиза ATP

ATP
+

+

+

+

-
-

-

-

ADP+P
P

ADP

Структура мышцАктиновые филаменты

ADP
+-

ADP
ADP

ATPATP

Белки, связанные с микротрубочками

Моторные белки

Динеин Кинезин

Моторные
 

белки
 

осуществляют
 

транспорт
по

 
волокнам

 
цитоскелета



Митохондрия

Строение митохондрии

Внешняя
мембрана

Матрикс

Внутренняя
мембрана

Геном митохондрий



Энергия
 

переноса
 

пары
 

электронов
 

с
 

NADH на 1/2 O2 используется
для

 
перекачивания

 
протонов

 
из

 
матрикса

 
митохондрии

в
 

межмембранное
 

пространство

I I I I I I I V
H +

H + H +

NAD+NADH+H+
FAD2H+

FADH2 1/2 O2 +2H H2O+ 

Q

c

Матрикс



Синтез ATP

ab bc

αβ

F0

F1

c

?

ε δγ

ATP

3H+

3H+
ADP+P



Активация
 

рецептора
 

смерти

Cytochrome
 

c Apaf-1

caspase-9

Апоптоз

Bcl-XL

 

, Bcl-2Bak, Bax

Effector
 

caspases-3, 6, 7

Дисфункция
 митохондрий



Структура
 

эукариотической
 

клетки



G2

G1

S

M

Фазы
 

клеточного
 

цикла

Сигнал
 

фактора
роста

Критическая
 

точка

Критическая
 

точка



сигнал
фатора
роста

Неактивная

 

форма
активная

 

форма

транскрипция
неактивная

 

форма

транскрипция

фофорилирование

фофорилирование

Активация
транскрипции
генов

 

белков, 
необходимых

 

для
репликации

 

ДНК

белки

Репликация
ДНК

Клеточное
 

деление
 

стимулируется
 

факторами
 

роста



узнавание

лицензирование

активация

репликация

Прохождение
 

критической
 

точки
 

инициации
 

репликации



Свободный
 

3'-гидроксил

Включение
 

5'-
 трифосфата

Уходит
 

дифосфат

ДНК-полимеразе
 

необходима
 

затравка



лидирующая

 

цепь

запаздывающая
цепь

Репликативная
 

вилка



лидирующая

 

цепь запаздывающая
цепь

Реплисома
 

-
 

сложная
 

наномашина



Компоненты
 

реплисомы

ДНК-полимеразы

МСМ хеликаза



Компоненты
 

реплисомы

PCNA

RFC



Проблема
 

репликации
 

концов
 

линейной
 

ДНК

Leading strand

Lagging strand

Primer removal

Telomerase: 
G-strand synthesis

DNA polymerase:
C-strand synthesis

5'

GAP

5'

3'

5'

3'

5'

5'
3'

5'

3'

3'

5'
3'

5'
3'

DNA replication
machinery

запаздывающая
цепь

лидирующая

 

цепь

РНК-затравка

Удаление

 
затравки

Теломераза

 

синтезирует

 

G-цепь

ДНК-полимераза

 

синтезирует

 

С-цепь

Репликация

 

ДНК



Теломераза:

обратная
 

транскриптаза, 

теломеразная
 

РНК, 
содержит

 
матрицу

синтеза
 

теломер

Центромера

GGGTTAGGGTTAG
AUCCCAAUC

Теломеразная РНК

Теломеразная обратная
транскриптаза

AUCCCAAUC
GGGTTAGGGTTAG

+dGTP, dTTP, dATP2. Элонгация

3. Транслокация

AUCCCAAUC
GGGTTAG 3’

5’
3’

матричный участок
теломеразной РНК

Теломера

hTERT

ДНКhTR



Эмбриональные клеточные линии

Сенессенс
(предел

 
Хайфлика)

Кризис

Раковые клетки

Трансформированные hTERT клетки

Стволовые клетки

Число
 

клеточных
 

делений

Большинство соматических

клеток

Гибель
 

клеток

Нет

 

теломеразной
активности

Есть

 

теломеразная
активность

Есть
 теломеразная

активность

15 -

5-7  -

2-4 -

Длин

 

теломер

 

квр

Теломераза
 

активна
 

в
 

половых
 

и
 

стволовых
 

клетках
Теломераза

 
не

 
работает

 
в

 
соматических

 
клетках



40 50 60 70 80 90 100
Population doublings (PD)

Mean PD of 
hTERT+ clones

Mean PD of 
hTERT- clones

Активация
 

теломеразы
 

увеличивает
число

 
делений

 
клетки



G1 wt G2 G6

mTER+/+ mTER-/-

Мышь
 

с
 

выключенным
 

геном
 

одного
 

из
компонентов

 
теломеразы

 
становится

 
стерильной



Активация
 

теломеразы
 

имеет
противоположные

 
последствия

Высокий
 уровень

теломераз
 ы

Стимуляция

 

роста

Образование

 

опухолей

Стимуляция

 

роста

Высокая

 

смертность

 

от

 

рака

Защита

 

тканей

Повышение
продолжительности

 

жизни

Снижение

 

уровня

 

возрастных
заболеваний

Воздействие

 

теломеразы



Мутации
 

в
 

компонентах
 

теломеразы
 

человека
(hTERT, hTR) 

и
 

ассоциированных
 

белках
 

(Dyskerin, NPH2, NOP10) 
вызывают

 
ускоренное

 
старение



Повреждения
 

ДНК
 

вызывают
 

остановку
клеточного

 
цикла

Остановка
репликативной

 
вилки

на
 

повреждении

Апоптоз

ATM

ATR

Активация
 

р53
(фосфорилирование)

Двуцепочечный
 

разрыв

Остановка
цикла

Продолжение
 

цикла

Репарация



Р  А  К  –

заболевание генетического аппарата клетки,

при котором :
− клетка не зависит от внешних сигналов
− отключается программа апоптоза
− включается система поддержания длины теломер

В результате  клетка приобретает способность к
неограниченному независимому делению



Экспрессия
 

генов

NF1 GAP

MEK

MAPK

Jun

PI3K

PKB

FNK

Fos

MEKK

SEK

JNK

ATF-2

Raf

Elk

RIN1

NFκB

?

p120GAP

p190

Rac

SRF

?
? ?

AF6

?

RalGDS

Ral

RBP1

CDC 42

?

?

Деление
 

клетки

p

p Grb2 SOS

Ras

GDP

GTP

EGF рецептор
Ras Раковая

 
клетка

 
не

 
зависит

от
 

внешних
 

сигналов



Дисфункция
Митохондрий

Effector

 

caspases-3, 7

cIAP1, cIAP2
XIAP, survivin

Cyt
 

cOmi Smac Endo
 

G AIF

Апоптоз

Bax

Bak Bok

Bcl-Xs

Bcl-GL

Bad

Bid

Bik

Blk

Hrk

Bim

Bmf Nip3

Noxa
PUMA

Mcl-1

Bcl-XL
Bcl-B

A1

Boo

Bcl-2

Bcl-w

Раковая
 

клетка
 

подавляет
апоптоз



Раковая
 

клетка
 

включает
 

систему
 

поддержания
 

длины
теломер, необходимую

 
для

неограниченного
 

клеточного
 

деления

теломераза

Leading strand

Lagging strand

Primer removal

Telomerase: 
G-strand synthesis

DNA polymerase:
C-strand synthesis

5'

GAP

5'

3'

5'

3'

5'

5'
3'

5'

3'

3'

5'
3'

5'
3'

DNA replication
machinery
Начало
репликации

Лидирующая

 

цепь
Запаздывающая

 

цепь

Удаление

 

затравки

Теломераза:
Синтез

 

G-

 
цепи

ДНК-полимераза:
Синтез

 

С-цепи

hTERT

ДНКhTR



Выяснение
 

молекулярных
 

механизмов
онкологической

 
трансформации

 
дает

 возможность
 

создания
 

новой
 

направленной
 терапии

 
и

 
диагностики

Нанотехнологии
 

— инструмент
 

диагностики
 

и
 лечения



Спасибо
 

за
 

внимание!



Факторы

 

транскрипции
РНК-полимераза

Факторы

 

транскрипции

Факторы

 

транскрипции

РНК-полимераза

РНК-полимераза

Инициация
 

транскрипции. 
Образование

 
открытого

 
комплекса

РНК-полимераза



Киназа активна только
в комплексе с циклином!!

Клеточный
 

цикл
 

контролируется
циклин-зависимыми

 
киназами

митоз

Репликация
 

ДНК



митоз

Репликация
 

ДНК

Критические
 

точки
 

в
 

фазах
 

клеточного
 

цикла



Теломеразная 
РНК

связывание
      ДНК

Элонгация

Транслокация

Элонгация

Диссоциация

Цикл
 

работы
 

теломеразы


	�Наномашины в живой клетке����Ольга А. Донцова��кафедра химии природных соединений�Химический факультет МГУ���
	Slide Number 2
	  Все организмы �  состоят из клеток�� у бактерий нет ядра и� органелл
	Структура эукариотической клетки
	Slide Number 5
	Slide Number 6
	Slide Number 7
	Slide Number 8
	Slide Number 9
	Slide Number 10
	Slide Number 11
	Slide Number 12
	Slide Number 13
	Slide Number 14
	Slide Number 15
	Slide Number 16
	Slide Number 17
	Slide Number 18
	Slide Number 19
	Slide Number 20
	Slide Number 21
	Slide Number 22
	Slide Number 23
	Slide Number 24
	Slide Number 25
	Slide Number 26
	Slide Number 27
	Slide Number 28
	Slide Number 29
	Slide Number 30
	Slide Number 31
	Slide Number 32
	Slide Number 33
	Slide Number 34
	Slide Number 35
	Slide Number 36
	Slide Number 37
	Slide Number 38
	Slide Number 39
	Slide Number 40
	Slide Number 41
	Slide Number 42
	Slide Number 43
	Slide Number 44
	Slide Number 45
	Slide Number 46
	Slide Number 47
	Slide Number 48
	Slide Number 49
	Slide Number 50
	Slide Number 51
	Slide Number 52
	Slide Number 53
	Slide Number 54
	Slide Number 55
	Slide Number 56
	Структура эукариотической клетки
	Slide Number 58
	Slide Number 59
	Slide Number 60
	Slide Number 61
	Slide Number 62
	Slide Number 63
	ДНК-полимеразы
	RFC
	Slide Number 66
	Slide Number 67
	Slide Number 68
	Slide Number 69
	Slide Number 70
	Slide Number 71
	Slide Number 72
	Slide Number 73
	Slide Number 74
	Slide Number 75
	Slide Number 76
	Slide Number 77
	Slide Number 78
	Slide Number 79
	Slide Number 80
	Slide Number 81
	Slide Number 82
	Slide Number 83

