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 چکیده
 د،وشهاي صفراوي میو منجر به تجمع نمک هکلستاز نوعی بیماري کبدي است که در آن ترشح صفرا دچار اختلال شد :سابقه و هدف

هاي . این بیماري در بیان ژناستهاي مختلف بدن از جمله قلب، عروق و مغز گذاري روي اندامقادر به تاثیرو در صورت درمان نشدن 
هاي مزمنی از جمله اختلالات التهابی، عصبی و کورکومین در درمان بیماريدخیل در آپوپتوز و بیوژنز میتوکندریایی تاثیرگذار است. 

پتوزي ضد آپو اثرات بیماري کلستاز بر تغییرات بیان ژن، در این پژوهش ر و کارآمدي دارد.هاي نئوپلاستیک نقش درمانی موثبیماري
)BCL-XL .در ناحیه هیپوکمپ مغز موش صحرائی نر نژاد ویستار و همچنین تاثیر کورکومین بر بیان این ژن بررسی شد ( 
 BDLو کنترل تقسیم شدند. گروه اول، تحت جراحی  کورکومین -شم کورکومین، - BDL، BDL ها به چهار گروهموش :یسروش برر 

(بستن مجراي صفراوي) قرار گرفتند. گروه دوم، علاوه بر جراحی تحت تیمار با کورکومین واقع شدند. گروه سوم، فقط استرس جراحی 
 RNAآوري، ها جمعیپوکمپ موشهاي سالم بودند. در مرحله بعدي هشامل موش  را دریافت کرده و با دارو نیز تیمار شدند. گروه چهارم،

 . گیري شداندازه Real Time PCRتوسط تکنیک  سنتز و در نهایت میزان بیان ژن cDNAاستخراج، 
 BCL-XLمنجر به افزایش بیان ژن  نتایج حاصل از بررسی گروه مبتلا به کلستاز تیمار شده با کورکومین نشان دادند که دارو :هایافته

 . در هیپوکمپ موش صحرایی نر شد
تواند آپوپتوز القا شده توسط کلستاز را در منطقه هیپوکمپ موش صحرایی نر تغییر کورکومین می ها بیانگر این هستند کهداده :گیرينتیجه

 .دهد
 .آپوپتوز، هیپوکمپ، کورکومین ،BCL-XLکلستاز، واژگان کلیدي:
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سلول   نمک صفراوي در  ، که به دو )4(د شو هاي کبد میهاي 
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یا ناف کبد وجود دارد، که این انســداد  باعث افزایش فشــار  
شود صفرا شده و در نهایت نیز موجب کاهش جریان صفرا می

سمت      ،نوع دیگر .)5( ست که ق ستاز داخل خود کبد ا هاي کل
ــیت    کند. دلیل  ها را درگیر می ها و کانالیکول   مختلف هپاتوسـ

ایجاد این نوع کلســتاز مصــرف برخی داروها و دوران بارداري 
اي ه. در مطالعات بافتی مبتلایان به کلستاز، رنگدانه )5( است 

 هايشــود. یافتههاي کبدي مشــاهده میصــفراوي در ســلول
ــفراوي و     ب  ــیدهاي صـ الینی، حاکی از تجمع بیلی روبین، اسـ

باشــد که این هاي خارج کبدي میدر خون و بافتکلســترول 
ــت، خارش، و  هاي زرد  تجمعات باعث ایجاد لکه      در زیر پوسـ

ــاهاي مخاطی و مایعات بدن می ــوهمچنین زردي غش د. از ش
ستاز می  اي هتوان به ایجاد اختلال در فعالیتعوارض دیگر کل
ــاره   ــیب )6(د کرروزانه و خواب اشـ هاي کبدي انواع   . در آسـ

شـــود، مانند: آپوپتوز، هاي ســـلولی دیده میمختلفی از مرگ
زیس و اتوفاژي. به طور کلی هر دو نوع کلستاز  نکروز، نکروپتو

شود که این بالا  منجر به تجمع اسیدهاي صفراوي در کبد می  
هاي کبدي را به ســمت آپوپتوز و نکروز تواند ســلولرفتن می
یت    ماري     کند  هدا جاد بی به ای جام منجر  ــران هاي مزمن  و سـ

 . )7(کبدي شود 
)، عصاره ریزوم زردچوبه است، که در درمان CURکورکومین (

ماري  ــبی و      بی هابی، عصـ له اختلالات الت هاي مزمنی از جم
ــتیک نقش درمانی موثر و کارآمدي دارد بیماري هاي نئوپلاس

قارچی، ضد باکتریایی، ضد کورکومین داراي اثرات ضد  .)9, 8(
ضد    سی،  ضد ویرو سیدانی   و تکثیريالتهاب،  ست  آنتی اک و ا

ــوریازیس، همچنین در درمان بیماري   ، MSهایی از قبیل پسـ
ماري  یدز و آلرژي موثر     بی هاب روده، ا هاي قلبی و عروقی، الت
ست   . کورکومین همچنین، باعث کاهش اثرات )10-12,  8(ا

تحقیقات علمی  .)13(ود ش کلستاز و کاهش سیروز کبدي می  
ــان می ــیار پلیوتروپ با      نشـ دهد که کورکومین مولکولی بسـ

فاکتورهاي رونویســی متاثر از  .اهداف مولکولی متعدد اســت
شوند. با       ست فعال یا مهار  سته به هدف ممکن ا کورکومین ب
توجه به نقش موثر کرکومین در مســیر مرگ ســلولی آپوپتوز 

ــو، و تاثیر   ــتاز در بروز این نوع مرگ    از یک سـ بیماري کلسـ
هاي صحرائی نر مبتلا به کلستاز سلولی، در این پژوهش موش

ــد         یان ژن ضـ تا میزان ب ــدند  با داروي کورکومین تیمار شـ
شود.    BCL-XLآپوپتوزي  ژنی در موقعیت  BCL-XLبررسی 

شاي     (16q21.33) کروموزومی ست که مولکولی گذرنده از غ ا
  .میتوکندري است و خاصیت ضد آپوپتوزي نیز دارد

ماهی                بک  ــ به اسـ هت آن  با ــ لت شـ به ع مپ  یه هیپوک ناح
)Hippicampus      ــت. هیپوکمپ ــده اسـ )، این گونه نامیده شـ

ترین بخش کورتکس لوب گیجگاهی است که به سمت   داخلی
ــطح زیرین بطن  ــمت س ــپس به س طرفی هاي پایین مغز و س

تداد می  مپ (        ام کا ــکیلات هیپو بد. تشـ  Hippocampalیا

formation  بخشــی از لوب گیجگاهی را به خود اختصــاص (
سم   شامل  ،دهد که خود از چندین بخش به هم مرتبطمی ج

) و ســابیکولوم Dentate gurusاي (هیپوکامپ، شــکنج دندانه
)Subiculumn (   است. جسم هیپوکمپ و شکنج    تشکیل شده

ي بخشــی از آرکئوکورتکس اســت و ســابیکولوم بخش ادندانه
قالی کورتکس را در بر می  ــط بین    ،گیردانت حد وسـ یعنی 

ــی از    ــت. هیپوکمپ بخشـ آرکئوکورتکس و نئوکورتکس اسـ
 Memoryسیستم لیمبیک است که در مکانیسم بقا حافظه (    

retentionکند. هیپوکمپ از قاعده مغز جلویی و ) شــرکت می
ــپتوم، آوران کند که در اعمال ولینرژیک دریافت می هاي ک سـ

 .)15( حافظه و یادگیري نقش مهمی دارند
ضدآپوپتوزي     سی میزان بیان ژن  هدف از انجام این پروژه برر

BCL-XL    همچنین بررسی تاثیر داروي  در بیماري کلستاز و
مپ        هار این ژن در هیپوک یا م یان و  کورکومین بر میزان  ب

    .بودموش صحرایی نر 
 

 مواد و روشها
 بخش حیوانی
موش صــحرایی نر نژاد ویســتار به وزن   32 ،در این پژوهش

ــگاه تهران   240تا  220 ــکده فارماکولوژي دانش گرم  از دانش
 شدند: تقسیمزیر  گروه چهار به تهیه و

بودند.  غذا و آب رژیم داراي این گروه تنها: گروه کنترل. الف
ــنجش     عه این گروه سـ ندهاي   هدف از مطال   در آپوپتوز فرای

 بود. پایه حالت
ــم کورکومین:  در این گروه علاوه بر رژیم آب و -ب. گروه شـ

به همراه دریافت           ــی از جراحی  ناشـ ــترس  غذا ، تداخل اسـ
 . کورکومین مورد بررسی قرار گرفت

ــداد  ):BDL )bile duct ligation ج. گروه در این گروه انسـ
ــفراوي در موش ــد و حیوانات این گروه مجراي ص ها ایجاد ش

 هیچ دارویی را دریافت نکردند.
هاي این گروه علاوه بر انسداد کورکومین: موش-BDLد. گروه 

 کورکومین هم شدند.مجراي صفراوي، متحمل دریافت داروي 
ــفراوي   مراحل  ــداد مجراي ص جراحی جهت ایجاد انس
(BDL) 
 Intra peritoneal injection( ها با تزریق درون صفاقیحیوان

:IP( کتامین )Ketamine(  و زایلزین بیهوش  درصد10حیوانی
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شده        شت خوابانده  سپس حیوان به پ ستفاده از   شدند.  و با ا
ــی در ناحیه  ــدتیغ جراحی برش در مرحله  .زیر جناغ ایجاد ش

شد و در ناحیه فوقانی بر روي   بعد کبد به آرامی بیرون آورده 
قفســه ســینه حیوان قرار گرفت. ســپس مجراي صــفراوي    
مشــترك بالا آورده شــده و رگ خونی متصــل به آن نیز جدا 

ستریل غیر   شد  ستفاده از نخ بخیه ا جذبی، دو گره در دو . با ا
ستفاده    و نقطه از مجرا زده شد  حد فاصل بین این دو گره با ا

از قیچی برش زده شـــد تا از صـــحت قطع جریان صـــفراوي 
ها  به درون شــکم  . ســپس اندام)16(اطمینان حاصــل شــود 

گیري از نخ بخیه اســتریل،  . درانتها با بهرهندبازگردانده شــد 
 سطح شکمی  بخیه زده شد.

 تهیه محلول داروییطرز 
ــورت به کورکومین ــیگما تهیه و در صـ ــرکت سـ   پودر از شـ

DMSO  ــد ــه   . حــل شــ یی ب نهــا برده  دوز  ــده  کــار شــ
عادل   با  DMSO که در  بود کیلوگرم گرم در هرمیلی40م
سبت  صد 5 ن روزه  28ها در یک دوره زمانی موش .شد حل  در

با کورکومین       ــورت یک روز در میان) پس از جراحی  به صـ )
سی میزان  شدند و در نهایت مغز موش تیمار  ها به منظور برر

 استخراج شدند.  BCL-XLبیان ژن 
 بخش ژنتیکی 

 از بافت RNAاستخراج 
ستخراج   کیت ترایزول از  ،از بافت هیپوکمپ RNAبه منظور ا

ستخراج       طبق پروتکل  RNAشرکت سینا ژن خریداري شد. ا
سپس     شد و  ستفاده  هاي مورد نظر با نمونه ODکیت انجام  ا

ستگاه نانودراپ اندازي  ستخراج   RNAگیري و بعد از  د هاي ا
نگهداري  -80شده براي انجام مراحل بعدي پژوهش در فریزر 

 شدند.
هاي استخراج شده به روش    RNAبررسی کمی و کیفی  

 اسپکتروفتومتري
ــی میزان خلوص و غلظت  ــتخراج RNAجهت بررسـ هاي اسـ

ها به وســـیله دســـتگاه آن) OD )Optical Densityشـــده، 

آمریکا) در طول  Nanodrop BioTek Epochاسپکتروفتومتر (
 گیري شد.اندازه 230و  280، 260هاي موج

 هاي استخراج شدهRNAاز  cDNAسنتز    
ورودي به  RNAها، حجم RNAســازي غلظت براي یکســان

 Masterدر نظر گرفته شد. ساخت    cDNA 1500 ng/µlکیت 
ــنتز  ــنتز  cDNAبراي سـ نیز طبق  cDNAو دیگر مراحل سـ

 انجام گرفت. 1 پروتکل کیت جدول
 

ــاخت    . 1جدول   یاز براي سـ جهت    Masterمواد و حجم مورد ن
 cDNAسنتز 

 مواد )µlحجم (
1 Oligo d(T) 

2 10X Buffer M-MuLV 
5/0 RT (Reverse Transcriptase) (M-MuLV) 
5/0 Rnase Inhibitor 
2 10Mm dNTP Mix 
5 DEPC-treated water 

 
حی و      BLAST )Basic Local Alignment Searchطرا

Tool ( پرایمرهايReal Time PCR 
در مقایســـه با   BCL-XLمطالعه میزان بیان ژن هدف  این در

و  BCL-XL، ژن پرایمر شد.  گیرياندازه GAPDH ژن رفرنس
GAPDH ) ــتناد به رفرنس ) طراحی و  تمامی پرایمرها 9به اس
ــط  هاي       NCBI BLASTتوسـ نالیز ند. آ نالیز قرار گرفت مورد آ

دهنده عدم همولوژي پرایمرها با مناطق ژنومی انجام شده نشان
هاي دیگر و همچنین عدم ایجاد ساختار دوم در این  و رونوشت 

 ).2پرایمرها بود ( جدول
 Real Time PCRمراحل انجام 

cDNA  با  1/5ها را به نســبتDDW  تا به غلظت کردیم رقیق
ه تا بکردیم برسد. سپس پرایمرها را نیز رقیق     15ng/µlنهایی 

 برسند. pmol/µl 2/0 غلظت نهایی 
یت        کل موجود در ک عد طبق پروت له ب ،  Master Mixدر مرح

cDNA     و کردیم و پرایمرها را با یکدیگر مخلوطReal Time 

 
 پرایمرهاي ژن هاي مورد نظر .2جدول 

 طول پرایمر طول قطعه تکثیر شونده ’3‹―’5سکانس پرایمر  نام ژن
GAPDH F : AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG 

R : CATACTCAGCACCAGCATCACC 
121 F: 22 

R: 22 
BCL-XL F:GCTGGTGGTTGACTTTCTCTCC 

R:GGCTTCAGTCCTGTTCTCTTCG 
91 F:22 

R:22 
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PCR     انجام شد. لازم به ذکر است به منظور جلوگیري از اختلال
سانس    شر فلور شرکت     پلیت، در ن صوص  سب مخ   ABIها با برچ

ــکیل حباب در داخل چاهک         ــدند و از تشـ ــانده شـ ها نیز   پوشـ
 ABI Stepرا در دستگاه  Real Time PCRجلوگیري شد. پلیت 

One Plus Real Time PCR  جدول مه   3قرار داده و طبق  نا   بر
 .بندي مورد نظر در دستگاه تنظیم و واکنش شروع شدزمان

 
 Real Time PCRبرنامه دو مرحله اي  .3جدول 

 )گراددرجه سانتیدما ( زمان هر چرخه شماره چرخه
 95 دقیقه 15 1
 2-40 
 

 ثانیه 15
 ثانیه 60

95 
64 

 
استفاده شد، لازم     4 بنديجهت رسم منحنی ذوب از جدول زمان 

ــیب افزایش دما از   ــت ش ــانتی 60به ذکر اس   95 به گراددرجه س
 در نظر گرفته شد. گراددرجه سانتی 3/0برابر با گراد درجه سانتی

 
 برنامه رسم منحنی ذوب توسط دستگاه  .4جدول 

 زمان (ثانیه) گراد)(درجه سانتیدما 
95 15 
60 60 
95 15 

 
 و آنالیز آماري محاسبه میزان بیان ژن

 RESTهاي مختلف از نرم افزار براي محاسبه بیان ژن در گروه

KIAGENE 2009   ناداري ــخص کردن  میزان مع و براي مشـ
ــم t-TESTو آزمون SPSSنتایج از برنامه  ، و همچنین براي رس

 .کردیمنمودارها نیز از سیگماپلات استفاده 
 

 هایافته
 تایید صحت پرایمرها

تاییدي بر طول صحیح و تک باند بودن قطعات تکثیر  1 شکل
لازم به ذکر است به جهت اطمینان از . شده با پرایمرها است

در این بخش از کار از نمونه کنترل استفاده تکثیر ژن مورد نظر 
 .کردیم

 منحنی تکثیر   
و ژن رفرنس   BCL-XL تکثیر ژن اي از منحنینمونه 1نمودار 

)GAPDH دهد.دوبار تکرار نشان می) را با 
 منحنی استاندارد

 BCL-XLهاي هاي استاندارد براي ژنمنحنی 3و  2هاي نمودار
 هستند. GAPDHو 

 

 
 PAGE )Polyacrylamide gelنتیجه . 1شکل 

electrophoresis ( براي تکثیر ژن مورد نظر در نمونه کنترل
شده بر حسب با پرایمرها. اعداد نشان دهنده طول قطعات تکثیر 

 .هستند جفت باز
 

 
با دوبار  GAPDHو  BCL-XLهاي نمودار تکثیر ژن. 1نمودار 

 تکرار
 

 
    -316/3: شیب خط: BCL-XLمنحنی استاندارد ژن . 2نمودار 

 1بازده: 
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 منحنی ذوب
میزان نشر فلورسانس در دماي ذوب به طور ناگهانی تغییر کرده و 

دهنده دماي ذوب یک نشاندر نتیجه در این منحنی هر قله 
است که لازم به ذکر است با استفاده از منحنی ذوب  PCRمحصول 

و عدم تشکیل دایمر پرایمر پی برد،  PCRتوان به اختصاصیت می
و در صورتی که منحنی ذوب براي هر ژن منحصرا داراي یک قله 

 شود.باشد، اختصاصیت و عدم تشکیل دایمر پرایمر تائید می

 
    -339/3 =شیب خط GAPDH. منحنی استاندارد ژن 3نمودار 

 99/0بازده: 
 

هاي ذوب ژن اي بودن منحنیزیر تک قله 5و  4 نمودارهاي
BCL-XL   وGAPDH .را نشان می دهند 

 

 C˚83/04با نقطه ذوب  GAPDHمنحنی ذوب ژن  .4نمودار 

 
 نتایج بیان ژن و آنالیزهاي آماري

هاي در گروه  BCL-XL میزان  معناداري بیان ژن 5-8 جداول
 دهند.مختلف را نسبت به یکدیگر نشان می

 
 C˚79/91با نقطه ذوب  BCL-XLمنحنی ذوب ژن  .5نمودار 

 
نسبت به  BDL  در گروه BCL-XL میزان بیان ژن. 5جدول 

 گروه کنترل
 Pارزش  نسبت بیان ژن بین دو گروه نام ژن

BCL-XL 595/0 > 0.05 

 
کورکومین  - BDL  در گروه BCL-XL میزان بیان ژن. 6جدول 

 نسبت به گروه کنترل
 Pارزش  نسبت بیان ژن بین دو گروه نام ژن

BCL-XL 314/11 < 0.001 

 
کورکومین  - BDL  در گروه BCL-XL میزان بیان ژن .7جدول 

 BDLنسبت به گروه 

 Pارزش  نسبت بیان ژن بین دو گروه نام ژن
BCL-XL 364/3 < 0.05 

 
کورکومین  -شم   در گروه BCL-XL میزان بیان ژن .8جدول 

 نسبت به گروه کنترل

 Pارزش  نسبت بیان ژن بین دو گروه نام ژن
BCL-XL 000/1 > 0.05 

 
نسبت به گروه کنترل تفاوت معناداري  BDLدر مقایسه گروه 

 BDLدر مقایسه گروه  دیده نشد. BCL-XLدر میزان بیان ژن 
کورکومین نسبت به گروه کنترل تفاوت معناداري در میزان  -

 – BDLدر مقایسه گروه  شد.دیده  BCL-XLبیان ژن 
تفاوت معناداري در میزان بیان  BDLکورکومین نسبت به گروه

کورکومین  -در مقایسه گروه شم  دیده شد. BCL-XLژن 
-BCLر میزان بیان ژن نسبت به گروه کنترل تفاوت معناداري د

XL .دیده نشد 
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 نمودار مقایسه بیان ژن
هاي در گروه  BCL-XL بیان ژن میزان اي بینمقایسه 6 نمودار

 - BDLو همچنین بین دو گروه  به گروه کنترلنسبت  مختلف
  . است  BDLکورکومین و 

 

 
هاي مختلف در گروه BCL-XLمقایسه میزان بیان ژن  .6نمودار  
ترل: *   داري با گروه کنمعنی. یکدیگر و نسبت به گروه کنترلنسبت به 

 #: BDLمعناداري با گروه 
 
 

 بحث
 جمله از متعددي عوامل کبدي ناشـــی از حاد هاينارســـایی

سی،  هايهپاتیت سیب  ویرو سیک  هايآ شی  توک  و سموم  از نا
سکمی  داروها ست  هاو ای  برابر در بدن دفاعی سد  اولین . کبدا

سمی  ست   بیولوژیک مواد  سیب دیدن، نکروز    ا صورت آ که در 
 توکسیک  هايآسیب  در هاي کبدي را نیز به دنبال دارد.سلول 

 .)17(عهده دارند  بر اساسی نقشی اکسیداتیو هاياسترس کبد،
ــولات از زیـادي  تعـداد  اخیر هـاي دهـه  طی و  طبیعی محصـ

بات  حافظ  عنوان به  غذایی  ترکی بد  م ــی مورد ک قرار  بررسـ
شان  اخیر مطالعات .اندگرفته  غذایی فاکتورهاي که دندهمی ن

ــم براي بدن توانایی بردن بالا در را نقش مهمی  مواد زداییس

 نمایند.می ایفا داروها شیمیایی و

سط  که ايمطالعه در شخص   شد  انجام درا و چم تو  کهشد  م

ــح مهار باعث زردچوبه آلفا -تومور يدهنده نکروز فاکتور ترشـ
 و چونگ کانگ توسط که ايمطالعه در همچنین .)18(شود می

شخص  شد  انجام   1مهار اینترلوکین سبب  چوبهزرد کهشد   م
 .)19(شود می  بافتی) نکروز عوامل از یکی(

 ضـد  سـمیت،  ضـد  اکسـیدانی، نتیآ اثرات متعددي مقالات در

لازم به  است.  شده  کورکومین نیز گزارش سرطانی ضد  و التهاب
ــت که کورکومین به عنوان   ــیدانآنتی یک  ذکر اسـ قوي  اکسـ

گونه نظیر آزادي  هايرادیکال سازي خنثی و آوريجمع توانایی
 .)20( ددار را هاي فعال اکسیژن

شان داده    همانطور که پژوهش شته ن شده در گذ اند،  هاي انجام 
ــتاز باعث القاي آپوپتوز و افزایش بیان ژن       نیز می BAXکلسـ

تاثیر داروي       ــی  به منظور  بررسـ که  ــود، در این پژوهش  شـ
یان ژن   به این     BCL-XLکورکومین بر میزان ب جام شـــد،  ان

که کورکومین در گروه      یدیم  ــ جه رسـ کورکومین  - BDLنتی
ــودمی BCL-XLباعث افزایش بیان ژن      و در نتیجه القاي   شـ

 دهد.هاي بدن کاهش میآپوپتوز را در سلول
سه    سی و مقای شین     از  برر ست آمده و مطالعات پی نتایج به د

سبب ایجاد آپوپتوز و      می ستاز  سید که کل توان به این نتیجه ر
طور که از نتیجه  شود و همانمی BAXافزایش میزان بیان ژن 

ــد که داروي    ه این پژوهش نیز ب  ــان داده شـ ــت آمد نشـ دسـ
    BCL-XLکورکومین با توجه به هدفش باعث افزایش بیان ژن        

 . شودو در نتیجه کاهش آپوپتوز می

 
 تشکروقدردانی

ساتید گران  شمی و  از زحمات ا قدر جناب آقاي دکتر مهرداد ها
ــگزارم که با      ــپاس ــیار س ــحی بس جناب آقاي دکتر محمد ناص

 .کردندن مرا در انجام این پروژه یاري هاي ارزشمندشاراهنمایی
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