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Expression of Ubiquitin and Neural Cell Adhesion Molecule in the
Muscles of Spastic Cerebral Palsy Patients 
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Purpose: This study was performed to examine the histopathologic changes of muscles and the expression
patterns of ubiquitin and N-CAM (neural cell adhesion molecule) in accordance with cerebral palsy patient’s
spasticity.

Materials and Methods: We studied thirteen specimens from seven patients with spastic cerebral palsy, five
patients suspected to have neuromuscular diseases, and one normal person. We performed the routine histolog-
ic procedures, the reverse transcriptional polymerase chain reaction (RT-PCR), and immunostaining.

Results: There were no disease-specific abnormalities related with the degree of spasticity on histopatholog-
ic evaluation. However, in the cerebral palsy patients, the degree of spasticity seems to have positive correla-
tions with the expression of ubiquitin gene and negative correlations with the expression of N-CAM gene. On
the other hand, in the immunostaining procedures, the reactions to ubiquitin protein were all negative and reac-
tions to N-CAM protein were strongly positive only in two hereditary motor sensory neuropathy patients.

Conclusion: The results of our study seem to be caused by multiple mechanisms. If more studies about the
changes after the transcription of ubiquitin and N-CAM genes are performed, these results can be applied to the
research and treatment of cerebral palsy on molecular biologic aspects.
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서 론

뇌성마비 환자에서의 뇌 병변 자체는 진행되지

않고 더 이상의 활성적인 변화가 없으나 이로 인

한 상, 하지의 변형은 성장하면서 점점 진행되고

변화한다. 경직성이란 근육을 수동적으로 늘일 때

근육의 신전 반사가 항진됨으로써 근육의 긴장성

이 증가되는 것이며 이에 한 정확한 병태생리학

적인 기전은 밝혀져 있지 않다20). 또한 현재까지

의 경직성 뇌성마비에 관한 연구는 중추성 뇌병변

이라는 관점 때문에 신경학적 측면에서의 병리 현

상에 초점이 맞추어져 왔으며 이환된 근육 자체에

서의 조직병리학적, 생화학적 연구는 아직 미미한

실정으로 과거 연구 결과도 일관되지 않았다2,4,7-

12,15-19,22,24).

정형외과적으로 이들 환자에서의 근 경직은 매

우 중요한 임상적 의미를 지니는데, 특히 근육의

구축에 해 흔히 시행되는 근, 건연장술 시 근육

탄력성의 저하 등으로 인해 만족할만한 교정을 얻

지 못하는 경우도 많다. 본 연구에서는 뇌성마비

환자에서 경직도에 따른 근육에서의 조직병리학적

변화를 관찰하고, 최근 탈신경 표식자 및 근 위축

에 관련되어 있는 것으로 알려진 ubiquitin과

neural cell adhesion molecule (N-CAM)의

발현 변화를 관찰하고자 하 다.

상 및 방법

1. 연구 상

중증의 첨내반족 변형에 해 수술적 교정을 시

행받았던 환자 12명과 하지의 압궤손상으로 인해

슬관절 이하 절단술을 시행받은 정상 성인 환자 1

명을 상으로 하 다. 수술 전 사전 동의 후 장

무지 외전근에 한 근 생검을 실시하 는데 경직

성 사지 뇌성마비(spastic CP quadriplegia) 환

자 7명, 유전성 운동 및 감각 신경병증(heredi-

tary motor sensory neuropathy, type I) 환

자 3명, 원인 불명의 보행 이상 환자 1명, 피부근

염(dermatomyositis) 환자 1명이었다. 뇌성마비

환자에서의 근육의 경직도는 술 전 3명의 정형외

과 의사에 의해 측정되었는데 modified Ash-

worth’s scale (MAS)을 이용하여 1등급에서 4

등급까지로 나누었다. 모든 뇌성마비 환자에서 정

상보다 증가된 근 경직이 촉지되었으며, 3명의 환

자에서 1등급의 경직도를 보 고 나머지 4명에서
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Table 1. Summary of Patients

Pts. No. Sex/Age Diagnosis MAS* Pathology

Pts. 01 M/24 Normal control 0 Normal
Pts. 02 M/60 Dermatomyositis 4 Normal
Pts. 03 M/12 Hereditary motor sensory 4 Group atrophy consistent

neuropathy (type I) with neurogenic atrophy
Pts. 04 M/21 Unknown origin gait abnormality 4 Type I predominancy
Pts. 05 M/11 Hereditary motor sensory 4 Group atrophy consistent

neuropathy (type I) with neurogenic atrophy
0Pts. 6 M/11 Hereditary motor sensory 4 Group atrophy consistent

neuropathy (type I) with neurogenic atrophy
Pts. 07 F/70 Cerebral palsy 1 Normal
Pts. 08 F/80 Cerebral palsy 1 Normal
Pts. 09 F/80 Cerebral palsy 1 Normal
Pts. 10 F/20 Cerebral palsy 4 Normal
Pts. 11 F/11 Cerebral palsy 4 Normal
Pts. 12 M/50 Cerebral palsy 4 Normal
Pts. 13 F/40 Cerebral palsy 4 Type I predominancy

*: modified Ashworth’s score



는 4등급이었다. 남자가 7명, 여자가 6명이었고

나이는 4세에서 24세까지로 다양하 으며 평균

나이는 11.4세 다(Table 1). 

2. 조직학적 검사

통상적인 방법으로 haematoxylin and eosin

염색, 효소조직화학 염색(enzyme histochem-

istry) 및 Gomori trichrome 염색을 시행하 으

며, 면역조직화학 염색(immunohistochem-

istry)을 위해 3% hydrogen peroxide (H2O2)

로 조직내 내인성 peroxidase를 불활성시킨 후

blocking serum으로 실온에서 10분간 반응시켰

다. Anti-torpedo dystrophin 일차항체, ubiq-

uitin 일차항체(DAKO, Denmark), N-CAM

일차 항체(Santa cruz, California, USA)로

37�C에서 2시간 반응시켰다. Avidin-biotin

(Zymed Histo Plus kit, San Francisco, CA,

USA) 방법을 이용하여 면역조직화학 염색을 수

행하 으며 blocking serum에서 일차항체 단계

를 제외한 각 단계에서 PBS 용액으로 수세하

다. 3,3’-diaminobenzidine (DAB, Vector

laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA)

으로 발색하고 Mayer’s hematoxilin으로 조

염색을 수행한 후 70, 90, 100% 에틸알코올에서

탈수하고 봉입하여 광학현미경하에서 관찰하 다.

3. 유전자 발현

근육 조직의 RNA 분리는 Trizol� (Invitro-

gen, Carlsbad, Canada)를 이용한 acid

guanidium thiocyanate-phenol chloroform

extraction 방법으로 시행하 다. 추출된 RNA

1 μl에 DEPC water를 첨가하여 50배 희석시킨

후 Spectrophotometry (λ=260 nm)로 흡광도

를 측정하 다. 측정된 값으로 전체 RNA양을 측

정하 고, DEPC water를 첨가하여 농도가 0.5

μg/μl가 되도록 하 다.

AccuPower�-RT PreMix (Bioneer, Korea)

kit 20 μl에 정량된 total RNA 5 μg을 첨가하고

deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP,

Promega, USA) 1 μl를 최종적으로 첨가한 후

Thermo Hybrid PCR reactor (USA)를 이용

72�C에서 5분간 반응시켰다. AccuPower�-PCR

premix tube (Bioneer, Korea)에 제작된

cDNA 1 μl와 primer 10 pmole를 넣고, 전체

부피가 20 μl가 되도록 증류수를 첨가하 다. 각

유전자에 해 사용된 primer는 참고문헌과

Gene Bank를 이용하여 제작되었으며 염기서열

은 Table 2와 같다. Ubiquitin과 N-CAM의 경

우 94�C에서 1분 유지 후 94�C 5초, 54�C 5초

와 72�C 30초 조건으로 27 cycle을 시행하 고

72�C에서 2분간 안정시켰다. GAPDH의 경우

각각의 primer와 동일한 조건으로 수행하 다.

이후, 2% Agarose gel에 RT-PCR 결과로 얻어

진 cDNA 3 μl를 well에 넣고 100 volt에서 약

15분간 전기 동시켰다. DNA ladder를 함께 전

기 동하여 ubiquitin과 N-CAM의 경우 각각

120 bp, 140 bp에서 유전자 발현을 확인하 고

GAP DH의 경우 226 bp에서 유전자 발현을 확

인하 다. 확인된 두 유전자 발현을 ultraviolet

디지털 카메라로 촬 후 Image-pro� 프로그램

을 이용하여 GAPDH 유전자의 발현을 기준으로

상 적인 발현 정도를 측정하여 비교하 다.
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Table 2. Primer of ubiquitin, N-CAM and GAPDH

Ubiquitin
Forward 5’- GGG TGT CAG TAT CTT TAA CGG C- 3’
Reverse 5’- CAG ACG GGC AAA GAT ACA CA- 3’

N-CAM
Forward 5’- CGT AGA AAA CAT TGC ACA GA- 3’
Reverse 5’- CTA TGA ACA TGC ACG CAT AC- 3’

GAPDH
Forward 5’- GAA GGT GAA GGT CGG AGT- 3’
Reverse 5’- GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC- 3’



결 과

1. 조직병리학적 소견

뇌성마비 환자 7명 중 6명은 근육세포가 정상

크기의 다각형 모양으로 구성되어 있었고 핵은 근

섬유막하에 존재하며 효소조직화학 염색(ATPase

pH 9.4, pH 4.3, pH 4.6, NAPH-TR)에서

제 1형 근섬유와 제 2형 근섬유가 정상 비율로 구

성되어 있었다(Fig. 1A). 근 섬유형 군화(fiber

type grouping)나 근 섬유형 우세(fiber type

predominency), 특정 근섬유의 위축이나 비 가

없는 정상 조직 소견을 보 으며 1명에서만 제 1

형 근섬유 우세를 보 다(Fig. 1B). Dystrophin

면역 염색에서도 근 섬유막을 따라 정상적인 면역

활성도를 보 으며 utrophin 증가 반응도 없었

다. 또한 미토콘드리아 근 질환을 관찰할 수 있는

Gomori trichrome 염색에서는 ragged red

fiber나 nemaline 간체는 없었다. 유전성 운동

및 감각 신경병증 환자 3명에서는 신경원성 근 위

축에 합당한 소견인 소집합 위축(small grouped

atrophy)이 관찰되었다(Fig. 1C). 원인 미상의

보행 이상 환자에서는 제 1형 근 섬유형 우세 소

견이 관찰되었다. 

2. 조직화학적 소견

모든 환자들에서 ubiquitin 단백에 한 염색

은 음성반응을 보 다(Fig. 2A-C). 한편 N-

CAM 단백에 한 면역화학염색 소견 상 뇌성마

비 환자에서는 염색이 되지 않았으며 근 위축이

심했던 유전성 운동 및 감각 신경병증 환자 3명

모두에서 위축된 근섬유의 세포질에서 강한 N-

CAM 발현이 관찰되었다(Fig. 3A-C).

3. 유전자 발현

1) Ubiquitin 유전자 발현

생검한 근육의 일부를 이용하여 전체 RNA를

적출한 후 역전사 중합효소 연쇄반응을 시행한 결
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Fig. 1. Histopathological findings (×20). (A) Normal muscle cells were noted in patient 7, who was a cerebral palsy
patient (H-E staining). (B) Type I fiber was dominant in patient 13, a cerebral palsy patient (ATPase pH 9.4
staining). (C) Small grouped atrophy was noted in patient 6, a hereditary motor sensory neuropathy patient
(H-E staining). 

Fig. 2. The immunochemical staining of ubiquitin protein (×20). (A) Negative reaction was noted in patient 1, a con-
trol group. (B) This figure is a negative control of patient 7, and you can compare it with other stained figures.
(C) Negative reaction was noted in patient 13, a cerebral palsy patient.

A B C

A B C



과, 근 경직도가 낮았던(MAS 1등급) 뇌성마비

환자 7, 환자 8, 환자 9에서는 ubiquitin 유전자

발현이 다른 환자에 비해 낮았으나 경직도가 높았

던 4등급 뇌성마비 환자들에서는 ubiquitin 유전

자 발현이 다른 환자들에 비해 증가한 소견이 관

찰되었다(Fig. 4). 유전성 운동 및 감각 신경병

증 환자 3명 및 제 1형 근 섬유형 우세를 보인 원

인 불명의 보행 이상 환자에서는 조군과 비슷하

거나 높은 발현을 보 다.

2) N-CAM 유전자 발현

뇌성마비 환자에서는 환자 12를 제외하고 모두

발현되었다(Fig. 5). 또한 경직도가 낮았던 환자

들에서 경직도가 높았던 환자 10, 11, 12, 13보

다 상 적으로 강한 발현이 관찰되었으며 피부근

염 환자, 원인 미상의 보행 장애 환자 및 3명의

유전성 운동 및 감각 신경병증 환자에서는 모두

강하게 발현되었다.  

고 찰

일반적으로 정상 골격근은 잘 조화된 합성과 분

해 과정을 통해 항상 근육의 안정성과 항상성을

유지하고 있다. 정상적인 생체 반응으로써 금식을

하게 되면 근육 단백질의 분해가 일어나 아미노산

이 생성되며 간에서의 포도당신생(gluconeogen-

esis)에 쓰이게 된다. 이러한 외부 환경의 변화에

한 생체의 유익한 반응이 있는 반면 신경이 단
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Fig. 3. The immunochemical staining of N-CAM protein (×20). (A) Negative reaction was noted in patient 1, a con-
trol group. (B) This figure is a negative control of patient 13, and you can compare it with other stained fig-
ures. (C) Strong positive reaction was noted in patient 5, a hereditary motor sensory neuropathy patient.

Fig. 4. Ubiquitin gene expression. In the cerebral palsy patients, there seemed to be positive correlations between the
expression of ubiquitin gene and the degree of spasticity. 1: normal control, 2: dermatomyositis, 3: hereditary
motor sensory neuropathy, 4: unknown origin gait abnormality, 5, 6: hereditary motor sensory neuropathy, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13: cerebral palsy.

A B C



절되는 경우와 같은 병적인 환경에서는 생체의 정

상적인 조절 범위를 벗어나게 되어 근 단백 분해

가 가속화되고 단백질 합성보다 분해가 더 많아져

근 소모가 일어나게 된다13,14). 또한 근 소모가 지

속될 경우에는 비가역적 단계인 근 위축으로 진행

하게 된다.

경직성 뇌성마비 환자는 골격근의 비정상적인

긴장상태로 인한 근육 구축, 관절 변형 및 탈구

등 근, 골격계 이상으로 인해 정형외과적 수술이

적응되는 경우가 흔하다. 본 연구에서는 수술 전

신체 문진 및 수술 시에 근육 탄력성을 기준으로

하여 근육 경직도에 따라서 환자를 선택하여 근건

이전술 및 연장술시 근 생검을 시행하 다. 역전

사 중합효소 연쇄반응에서 ubiquitin 유전자 발

현은 경직도 1등급이었던 환자 3명에서 다른 환

자에 비해 낮은 유전자 발현을 보 고, 경직도 4

등급이었던 환자들에서는 높은 유전자 발현이 관

찰되었다. 따라서 근육의 경직도와 ubiquitin 유

전자 발현과의 상관관계를 유추해 볼 수 있다.

Castle4) 등은 경직성 뇌성마비 환자에 있어서 근

육의 조직학적 변화를 기술하면서 경직성 뇌성마

비 환자는 지속적인 긴장성 근육 활성화를 보이므

로 제 1형 근섬유의 비 가 보여야 하나 오히려

위축을 보 는데 그에 한 가설로 경직성의 관절

고정역할을 제시하 다. Booth2) 등도 경직성이

골격근에 미치는 향은 고정이나 탈신경, 건절제

술이 골격근에 미치는 향과 유사하다고 하 다.

Ubiquitin은 고정, 탈신경, 근 무부하(muscle

unloading)와 같은 불용성 상태(disuse condi-

tion)에서 활성화되는데 경직성이 이러한 불용성

상태를 유발했다고 할 수 있겠다. 또한 경직성 뇌

성마비에서 경직도가 심해질수록 근 병변성

(myopathic) 조직변화가 보이는데 이러한 질환

의 만성화가 근육의 구축을 심화시키면서 관절 고

정상태를 유발시켰다고 생각할 수 있다4). 경직도

가 1등급이었던 환자 7, 환자 8, 환자 9에서

조군보다 더 낮은 ubiquitin의 발현을 보 는데

이는 ubiquitin이 아닌 다른 경로를 통한 근 소

모가 더 활성화되었기 때문이라고 유추해 볼 수

있겠다.

한편, N-CAM 유전자 발현은 정상인과 뇌성마

비 환자 1명을 제외한 모든 환자들에서 발현이 증

가되었다. 특이할 만 한 것은 뇌성마비 환자에서

경직도가 낮았던 환자 군이 경직도가 높았던 환자

군에 비해 상 적으로 강한 발현을 보 다는 점이

다. N-CAM은 부분의 말초신경이나 중추신경

의 표면에 있는 막성 당단백으로써 태아 발생시에

관상근세포(myotube)의 표면에서 나타나지만 성
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Fig. 5. N-CAM gene expression. In the cerebral palsy patients, there seemed to be negative correlations between the
expression of N-CAM gene and the degree of spasticity. 1: normal control, 2: dermatomyositis, 3: hereditary
motor sensory neuropathy, 4: unknown origin gait abnormality, 5, 6: hereditary motor sensory neuropathy, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13: cerebral palsy.



장하면서 없어지게 되어 성인이 되면 완전히 사라

지게 된다5). 그러나 성인 근육에 탈신경화가 일어

나게 되면 다시 근육에 나타나게 되는데 여기서

N-CAM이 재신경지배에 중요한 역할을 한다5).

N-CAM은 근섬유 사이의 간질조직에서도 나타나

며 신경 종판이 있었던 자리에 집중적으로 분포함

으로써 재신경이 지배될 자리를 유도한다고 알려

져 있다5). 재신경지배가 완전히 끝나게 되면 N-

CAM도 사라지게 된다. N-CAM은 정상적인 근

육에는 없으며 다양한 신경근육성 질환에서 발현

이 증가 되는 것으로 알려져 있는데 표적 질환

은 척수성 근육 위축증(spinal muscular atro-

phy), 다발성 근염(polymyositis), 진행성 근이

양증(progressive muscular dystrophy) 등

이다23). 탈신경 및 재신경지배는 연속적이면서 서

로 중복되는 과정으로 볼 수 있는데 이런 과정에

서 N-CAM 유전자 발현이 가장 많이 나타나는

시점은 탈신경 과정과 재신경지배가 중복되는 기

간이고 재신경지배가 진행되면서 서서히 N-CAM

도 사라지게 된다. 뇌성마비 환자에서 N-CAM

발현 기전은 탈신경-재신경지배 시에 일어나는 기

전과 일치하지는 않지만 비정상적인 상부 신경계

통으로부터의 근세포 반응이라는 점에서 볼 때 경

직성이 심한 경우를 탈신경-재신경지배 과정에서

N-CAM 유전자가 발현되는 과정의 말기 과정으

로 볼 수 있으며, 여기서 뇌성마비 환자의 경직도

와 N-CAM 유전자 발현 강도의 역상관관계를 유

추해 볼 수 있겠다. 또한 과도한 지속적인 긴장성

자극에 한 근세포의 탈감작 및 탈진(exhaus-

tion)으로 경직도가 심한 경우에는 N-CAM 유전

자 발현이 감소했다고 유추할 수 있다. 한편, 면

역화학 염색에서 ubiquitin 단백은 모든 환자에

있어서 염색이 되지 않았으며 N-CAM 단백은 유

전성 운동 및 감각 신경병증 환자 3예에서만 염색

이 되었다. 이는 전사 후(post-translational)

단백질 합성과정에서의 장애라고 유추해 볼 수 있

으며 이에 한 추가적인 연구가 필요하리라 사료

된다. 또한 본 연구 자체가 환자를 상으로 한

생검이었기 때문에 충분한 근육을 얻을 수 없었고

면역 염색을 실시한 냉동 절편이 매우 적은 부위

이기 때문에 실험 오차가 있을 수 있다는 점을 고

려해 볼 수 있겠다. 따라서 추가적인 연구에서는

western blot을 이용한 실험 방법을 택하는 것이

더 정확한 연구 결과을 얻는 데 도움이 될 것으로

사료된다.

조직학적 변화는 경직성 뇌성마비 환자 7명 중

1명이 제 1형 근섬유 우세를 보 으며 다른 환자

에서는 정상 소견을 보 다. Castle4) 등의 보고

에서도 약 반수에서만 다양한 소견의 조직학적 변

화가 보인다고 했다. 제 1형 근섬유형 우세는 뇌

성마비 환자에서 흔히 보이는 조직학적 소견으로

써 긴장성 근섬유(tonic muscle)인 제 1형 근섬

유의 지속적인 활성에 의한 소견으로 볼 수 있다.

Seter21) 등은 동물 실험에서 지속적인 고주파 자

극(high frequency stimulation)에 의해서 제

2형 근섬유가 제 1형 근섬유로 변환 되는 것을 증

명하 다. 따라서 경직성 뇌성마비 환자에서도 경

직성으로 인한 지속적인 근육 활성화에 의해 유사

한 과정이 생겼다고 추측해 볼 수 있다. Ito9) 등

은 경직성 뇌성마비 환자들의 근육 생검에서 질병

특이적인 이상소견은 없었으나 근섬유형 분포에

있어서 변화를 관찰하 는데 이전 연구 결과와 유

사한 제 1형 근섬유형 우세와 제 2B형 근섬유형

결핍 양상을 확인하 다. 유전성 운동 및 감각 신

경병증 환자 3명에서는 신경원성 근 위축에 합당

한 소견인 소집합 위축(small grouped atro-

phy)을 보 다. 근육은 정상적으로 한 종류의 근

섬유형끼리 모여 있지 않고 서양바둑판 모양으로

서로 다른 근섬유형이 섞여 있으나 비정상적인 경

우에 한 종류의 근섬유형끼리 모여 있는 소견을

근섬유형 군화(fiber type grouping)라 부른다.

이 소견은 신경원성 근위축의 표적인 조직학적

소견으로 탈신경 후 나타나는 신경 재지배에 의한

이차적인 변화로 생각된다. Booth2) 등은 뇌성마

비 환자에서 경직도에 따른 조직학적 변화를 보고

하 는데 경직도가 높은 환자일수록 교원질의 양

이 많으며 근섬유의 원형화와 섬유간 간격의 증가

를 보인다고 하 다. 본 연구에서는 경직도에 따

른 특이적인 변화를 보인 예는 없었다.

이상에서 본 바와 같이 본 연구에서도 다양한

결과의 조직학적인 소견과 ubiquitin 및 N-

CAM 유전자 발현을 보 다. 이는 여러 가지 요

인들이 복합적으로 작용하여 뇌성마비 환자의 골

격근에 향을 미치기 때문이라고 유추할 수 있
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다. 가능한 변수로는 경직도, 보행가능 여부, 변

형된 관절 및 근육에 한 물리치료 기간 및 효율

성, 일상생활의 활동성 등이 있을 수 있으며 이에

한 추가적인 연구가 더 필요하다고 판단된다.

결 론

본 연구에서는 뇌성마비 환자의 경직도에 따른

조직병리학적 변화 및 ubiquitin과 N-CAM 유

전자 발현 양상을 관찰하고자 하 다. 경직이 심

한 환자에서 ubiquitin 유전자 발현은 증가하

고 N-CAM 유전자 발현은 감소하는 양상을 보

다. 이러한 소견은 향후 뇌성마비 환자에 있어서

분자생물학적 연구 및 치료에 적용이 될 수 있으

리라 사료된다.
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