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 مقایسه فراوانی ویروس اپشتین بار در بافتهای سرطان مری 
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 تحقیقات بیماری های غیرواگیر کودکان امیرکلا، دانشگاه علوم پزشكي بابلمرکز -9

 بابل پزشكي علوم دانشگاه پژوهشكده سلامت، سرطان، تحقیقات مرکز-4

 بابل پزشكي علوم دانشگاهسلامت،  پژوهشكده گرمسیری، و عفوني های بیماری تحقیقات مرکز-1

 

 7/3/31 ، پذیرش:7/6/31 ، اصلاح:24/1/31دریافت: 

 
 خلاصه

. باشند مطرح ميبعنوان یكي از عوامل خطر این سرطان عفونت با ویروس های سرطان زا سرطان مری یكي از شایعترین سرطان های سیستم گوارش است که  :سابقه و هدف

برخي  .بدخیمي آنها شودبه  آلوده کرده و منجر یک ویروس سرطان زای انساني است که میتواند سلولهای اپیتلیال را(Epstein-Barr Virus; EBV)بار -ویروس اپشتین

ولي نتایج مطالعات مختلف  .اشاره دارند( (Esophageal squamous cell carcinoma= ESCC مری سنگفرشي کارسینوم بروز در EBVمطالعات به نقش 

 .دیدهای نرمال یا بدون ضایعه سرطاني بافت مری انجام گرنمونه و ESCCهای بیماران مبتلا به در نمونه EBV فراواني تعیین هدف با مطالعه این. متفاوت است

پس از  .مورد بررسي قرار گرفتندبافت پارافینه نرمال یا ضایعه غیرسرطاني  نمونه 76نمونه بافت پارافینه بیماران سرطان مری و  111 دراین مطالعه مقطعي، :هامواد و روش

با استفاده  EBVژنوم  حضور برای سنجش Real Time PCRبا روش  استخراج شده DNAی هاکلیه نمونه .استخراج گردید DNAپارفین زدایي از نمونه های بافتي، 

 مورد آزمایش قرار گرفتند. EBVاز پرایمرها و پروب اختصاصي 

تواند کنترل غیرسرطاني مری مثبت تشخیص داده شدند، که ميهای ( از نمونه%4/4مورد ) 9های سرطان مری و در ( از نمونه%11مورد ) 11در  EBV EBERژن  :هایافته

 .در سلولهای سرطاني و غیرسرطاني مری باشد EBVنشاندهنده حضور 

را در ابتلا به سرطان مری  EBVولي این یافته نمي تواند نقش نتایج مطالعه نشان داد که فراواني ویروس اپشتین بار در بافت های سرطان مری نشان داد.  گیری:نتیجه 

 .تایید یا رد کند

 .Real Time PCR مری، سنگفرشي ویروس اپشتین بار، کارسینوم :های کلیدیواژه

 

  مقدمه

 وسرطان مری یكي از شایعترین سرطانهای درگیر کننده سیستم گوارشي 

این نوع سرطان در ناحیه ای از  .ششمین سرطان کشنده انساني در دنیا مي باشد

جهان بنام کمربند آسیایي سرطان مری که از سواحل جنوبي دریای مازندران در 

سیگار . (1) برخوردار استایران تا چین شمالي امتداد دارد، از شیوع بسیار بالایي 

عوامل تغذیه ای و محیطي از فاکتورهای خطر  کشیدن، مصرف مشروبات الكلي،

در حال حاضر عوامل خطر دیگری را نیز . (2)شناخته شده برای سرطان مری هستند

برای ابتلا به سرطان مری پیشنهاد مي کنند که از آنها میتوان به عفونت با ویروس 

ویروس های سرطان زای انساني عامل مسبب تقریباً . (9)نمود های سرطان زا اشاره

ویروس  .(4)شونددرصد از موارد سرطان در سراسر دنیا محسوب مي 11تا  11

 یک گاما هرپس ویروس انساني ( Epstein-Barr Virus=EBV)بار -اپشتین

                                                 
 مي باشد.  دانشگاه علوم پزشكي بابل 344113 تحقیقاتي با شمارهطرح شناسي ارشد رابعه رحماني دانشجوی رشته زیست شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد بابل و بخشي از پایان نامه کار این مقاله حاصل 

 پوردکتر یوسف یحیي: مقاله مسئول*
  E-mail: uyahyapoor@yahoo.com         111-92216316 :تلفن .عفوني و گرمسیریبابل، جاده گنج افروز، دانشگاه علوم پزشكي بابل، مرکز تحقیقات بیماریهای  :آدرس

 

، همچنین بعنوان هرپس ویروس EBV. بوده و انسان تنها میزبان طبیعي آن است

 6شود که یكي از نامیده مي( Human Herpesvirus-4; HHV-4) 4انساني 

های اپیتلیال و سلول Bهای ویروس انساني است که تروپیسم به لنفوسیتهرپس

عفونت اولیه با . (1) اندآلوده EBVدرصد از بالغین در سراسر دنیا با  31تقریباً . دارد

مولاً در دوران کودکي رخ داده و افراد آلوده معمولاً در تمام عمر خود این ویروس مع

این ویروس به عنوان عامل اتیولوژیک . مانندبه صورت ناقل ویروس باقي مي

بوده و با ایجاد بدخیمي در ( Infectious Mononucleosis) مونونوکلئوز عفوني

آژانس بین المللي  1336در سال . و سلولهای اپیتلیال مرتبط است Bهای لنفوسیت

 International Agency for Research on)تحقیقات سرطان 

Cancer=IARC )در حال . زا بودن این ویروس را در انسان اعلام کردسرطان
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 و همكاران رابعه رحماني ؛...مقایسه فراواني ویروس اپشتین بار 

 

به عنوان عامل مسبب لنفوم بورکیت،  EBVحاضر مدارک محكمي در مورد نقش 

ایمني  ای مرتبط با سرکوب سیستمکارسینوم نازوفارنكس، بیماری هوچكین و لنفوم

ارتباط  در معده سرطانهمچنین با سرطانهای حلق، مری و  EBV. (7) وجود دارد

 شكم، نواحي های سرطان مانند لنفاوی و تلیاليسرطانهای بافت اپي. (6-3) است

احتمال بروز سرطان  .(11و11) ویروس ارتباط دارند این عفونت با نیز رحم و ریه

 باشدجهانمي مناطق سایر از بیشتر ایران شمال و آسیا چین، شمال شمال مری در

 سنگفرشي کارسینوم بروز در EBVسالهای اخیر برخي مطالعات به نقش  در. (2)

 اشاره دارند( Esophageal Squamous Cell Carcinoma= ESCC) مری

با سرطان مری در دسترس است که  EBVمطالعات محدودی از ارتباط . (12)

دهند و برخي و سرطان مری نشان نمي EBVبرخي از آنها نیز هیچ ارتباطي را بین 

با . (19-16) دهندرا در سرطان مری نشان مي %6/1-1/91حدود مطالعات میزاني 

ا هاینحال، هنوز ارتباط قطعي بین عفونت با این ویروس و ابتلا به این نوع بدخیمي

حفره )در مجرای گوارشي فوقاني  EBVبا توجه به اینكه ژنوم . نشده است اثبات

ا زیافت شده است، مواجهه پیوسته این مجرا با این ویروس سرطان( دهاني و مری

 . ممكن است در بروز بدخیمي نقش داشته باشد

تواند عامل بیش از ها نشان داد که مصرف فراوان الكل و تنباکو ميبررسي

. در صورتیكه در ایران به خصوص در (16)در این نواحي باشد  ESCCموارد 31%

ناحیه شمالي که بر روی کمربند سرطان مری هستند، مصرف این مواد پائین 

توان در این نواحي نمي ESCC. لذا، توجیه مناسبي جهت شیوع بالای (13)است

در  ESCCالای یافت. بنابراین، عوامل خطرزای دیگری را باید در رابطه با شیوع ب

تواند یكي از فاکتورهایي مي EBVاین نواحي متصور شد. عوامل ویروسي مانند 

باشد که شیوع بالای این نوع سرطان را در این نواحي توجیه مي نماید. مطالعات 

کرده  تلیال را آلودهتواند سلولهای اپيمختلف حاکي از این است که این ویروس مي

 .  (21و21)ا به سمت بدخیمي شودو سبب ترانسفورماسیون آنه

گستردگي در محدوده میزان شناسایي شده ممكن است مربوط به عوامل 

د نقش رسمختلفي باشد. فاکتورهایي نظیر نژاد و موقعیت جغرافیایي به نظر مي

مهمي داشته باشند. همچنین، بسته به حساسیت و اختصاصیت روش تشخیص مورد 

متفاوت باشد. برخي روشهای  EBVایي استفاده، ممكن است میزان شناس

برای  Nested PCRو  PCRتشخیصي مورد استفاده نظیر ساترن بلات، 

ویروسي بعنوان روشهایي با حساسیت و ویژگي بالا مورد توجه  DNAشناسایي 

 ESCCدر ایجاد  EBVاز این رو مطالعات بیشتر بر روی نقش  .(21)هستند

 جهاني اینكه استان مازندران بر روی کمربندبا توجه به . رسدضروری به نظر مي

 سرطان این به ابتلا پرخطر مناطق از مری قرار گرفته است و در واقع یكي سرطان

 نشده ارتباط در شمال کشور انجام این زیادی در شود و مطالعاتمي محسوب

های بیماران در نمونه EBV فراواني ویروس تعیین هدف با مطالعه این است،

اده استفبا های نرمال یا بدون ضایعه سرطاني بافت مری و نمونه ESCCه مبتلا ب

 .دیدانجام گر EBVبرای سنجش حضور ژنوم  Real Time PCR از روش

 

 

 هامواد و روش

نمونه بافت پارافینه بیماران سرطان مری  111این مطالعه مقطعي،  در: نمونه بیماران

بافت  نمونه 76سال و  96-31سني در محدوده زن(  41مرد و  13) SCCاز نوع 

پارافینه افرادی که آندوسكوپي شدند و از نظر تشخیص پاتولوژی بعنوان بافت نرمال 

مرد  42)سال  42-31در محدوده سني یا ضایعه غیرسرطاني تشخیص داده شدند 

، (EBV) بار-ویروس اپشتیننمونه ها از نظر. مورد بررسي قرار گرفتزن(،  27و 

مطالعه حاضر دارای مجوز اخلاقي از  .بررسي شدندحل سكونت سن، جنس و م

 مي باشد. Mubabol.REC.1394.79دانشگاه علوم پزشكي بابل با کد اخلاق 

های پارفینه، ابتدا عمل پارفین از نمونه DNAجهت استخراج : DNAاستخراج 

ات طالعالعمل مزدایي از نمونه ها  با استفاده از زایلن و اتانول مطلق مطابق با دستور 

 . (16)قبلي صورت گرفت

 High Pure PCR Template ازبافت توسط کیت DNAاستخراج 

Preparation  (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany ًو کاملا )

 DNAمطابق دستورالعمل شرکت سازنده کیت صورت گرفت. در نهایت کیفیت 

 ,Thermo Scientific, Wilmington)استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ 

USA) .ارزیابي شد 

برای سنجش  Real Time PCRآزمایش : Real Time PCRآزمایش 

 YTA Probe qPCRبا استفاده از مستر میكس  EBVحضور ژنوم ویروس 

MasterMix (Yekta Tajhiz)  و با استفاده از پرایمرها و پروب اختصاصي

و برنامه  (2جدول )( و براساس ترکیب اجزای بكار رفته 1)جدول  EBVویروس 

 Applied Biosystems 7300 Realتوسط دستگاه  (9جدول )ریزی شده پایه

Time PCR System انجام شد. 

به  EBVبرای دستیابي به ژنوم ویروس:  EBVنمونه کنترل مثبت برای ویروس

های مورد در نمونه EBVعنوان کنترل مثبت جهت انجام آزمایش شناسایي ژنوم 

را در  EBVکه بطور ذاتي  B-95-8با نام  Bنظر، رده سلولي لنفوبلاستوئیدی 

و کند از بانک سلولي انستیت( کشت سلولي ترشح ميSupernatantمایع رویي )

وسي از مایع رویي سلول ویر DNAپاستور ایران تهیه گردید. پس از استخراج 

استفاده  Real Time-PCRفوق، از آن به عنوان کنترل مثبت در آزمایش 

  گردید.

 

 EBVجهت سنجش وجود ژنوم ویروس Real Time PCR پرایمرها و پروب مورد استفاده در واکنش .1جدول

 

 (1'-9')توالي بازها  نام پرایمرها و پروب ژن مورد هدف

EBV EBER Gene 

EBER-F-Primer 5'- TGACGTAGTCTGTCTTGAGGAGATG -3' 

EBER-R-Primer 5'- CGTCTCCTCCCTAGCAAAACC -3' 

EBER-Probe FAM-TGCAAAACCTCAGGACCTACGCTGC-TAMRA 
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Comparing the Frequency of Epstein–Barr Virus …; R. Rahmani, et al 

آزمون  و SPSS 22 در این مطالعه داده ها توسط نرم افزار: آزمون های آماری

chi-square  11/1تجزیه و تحلیل شدند وp<  از نظر آماری معني دار در نظر

 گرفته شد.

 

جهت  Real Time PCRترکیب اجزاء به کار رفته در واکنش  .2جدول 

  EBVسنجش وجود ژنوم ویروس 

 حجم ترکیب

2X qPCR MasterMix  برای پروب µl1/12  

  µl 2/1 (111pmol/µl) مخلوط پرایمرها و پروب 

Passive Reference Dye I (50X) µl 9/1  

  µl7 آب عاری از نوکلئاز

DNA  نمونه µl1  

  µl21 حجم نهایي

 

جهت سنجش  Real Time PCRبرنامه مورد استفاده در دستگاه  .9جدول 

  EBVوجود ژنوم ویروس 

 تعداد سیكل زمان (C˚)دما  مراحل

Initial Denaturation 31 11 1 دقیقه 

Denaturation 

Annealing/ Extension 

31 

71 

 ثانیه 91

 ثانیه 71
41 

 
 یافته ها

سال و  6/77±6/11؛ ESCCدر این مطالعه میانگین سني بیماران مبتلا به 

. براساس نتایج کیفي بودسال  9/74±1/12میانگین سني بیماران غیرسرطاني 

مورد  11در  EBV EBER، ژن Real Time PCRحاصل از آزمایشات 

غیرسرطاني های کنترل ( از نمونه%4/4مورد ) 9های سرطاني و در ( از نمونه11%)

در مردان  EBV DNA(. میزان حضور 1 نمودارمری مثبت تشخیص داده شدند، )

(. %111و  %71هر دو گروه مورد و شاهد بیشتر از خانمها بوده است )به ترتیب 

سال از مورد  71-64درگروه سني  EBV DNAبیشترین فراواني نسبي حضور

روس در نمونه بیماران ساکن (. از طرفي میزان حضور ژنوم این وی%11مشاهده شد )

ارتباط معني داری بین حضور  .(4و1)جداول شهر بیشتر از روستا مشاهده گردید

EBV DNA  با متغیرهایي نظیر سن، جنس و محل سكونت در هر دو گروه

 .مشاهده نشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 جهت سنجش وجودReal Time -PCR از آزمایش  نتایج حاصل .1 نمودار

 و بافت غیرسرطاني مری ESCCدر نمونه های بالیني بافت  EBVژنوم 

 (B-95-8)به همراه کنترل مثبت )نمونه های مورد و شاهد(

  ESCCهای بافت در نمونه EBV DNAفراواني نسبي حضور  .4جدول 

 در استان مازندران

EBV DNA 

 متغیر

 مثبت

 (درصد)تعداد

 منفي

 (درصد)تعداد

 جمع

 (درصد)تعداد

     جنس

 13(13) 19(3/16) 7(71)  مرد

 41(41) 96(1/41) 4(41)  زن

    (سال)سن 

 21(21) 13(1/21)  1(11)  11کمتر از 

 11(11) 19(4/14) 2(21)  74تا  11

 42(42)  96(1/41) 1(11) 64تا  71

 29(29) 21(9/29) 2(21)  61بیشتر و مساوی 

    محل سكونت

 46(46) 41(7/41) 6(61)  شهر

 12(12)  43 (4/14)  9(91)  روستا

های بافت غیرسرطاني در نمونه EBV DNAفراواني نسبي حضور  .1جدول 

 انمری در استان مازندر

EBV DNA 

 متغیر
 مثبت

 (درصد)تعداد
 منفي

 (درصد)تعداد
 جمع

 (درصد)تعداد
    جنس

 42(6/71)  93(71)  9( 111)  مرد
 27(2/96)  27(41)  1( 1/1)  زن

      (سال)سن 
 13(3/26)  13(2/23) 1( 1/1)  11کمتر از 

 17(1/29)  11(1/29) 1( 9/99)  74تا  11
 17(1/29)  11(1/29) 1( 9/99)  64تا  71

 16(21)  17( 7/24) 1( 9/99)  61بیشتر و مساوی 
    محل سكونت
 96(4/14)  97( 4/11) 1( 9/99)  شهر
 91(7/41)  23( 7/44)  2( 6/77)  روستا

 

 حث و نتیجه گیریب

درصد  4/4و  ESCCهای درصد نمونه 11نتایج حاصل از این بررسي، در 

 Real Time PCRبا روش  EBV DNAهای بافت غیرسرطاني مری، نمونه

های سنگفرشي مری به عنوان شایعترین نوع سرطان سلول .کرد شناسایيرا 

بدخیمي مری محسوب شده و شیوع بالایي را در کشور های کمتر توسعه یافته از 

جمله استان های شمالي ایران دارد. در کشورهای غربي خطر سرطان سلول های 

نمونه  174و همكارانش با بررسي  Wuسنگفرشي مری به طور کلي پائین است. 

را  EBV EBERهای لول های سنگفرشي مری، میزان پروتئینجراحي سرطان س

شیمي( -)ایمونوهیستو IHCو  ISHهای با روش %1/7را در  LMP-1و  %6/7در 

موارد از  %9/6را در  EBVو همكاران، حضور  Jenkins. (14)شناسایي کردند

را در  EBVو همكاران،  Wang. (22)دکردننمونه بیماران در آمریكا گزارش 

 EBVو همكاران نیز  Awerkiew .(29)موارد در تایوان شناسایي کردند  91%

های سرطاني بیماران آلمان شناسایي نمونه( نمونه 29از  6از موارد ) %91را در 

نمونه سرطاني بیماران  26و همكاران با بررسي تنها  Sedaghat. (24)کردند

. همچنین (21)دادند( نشان %6/42مورد ) 12را در  EBVایراني، میزان حضور 

Haghshenas  ا روش بو همكارانشPCR  میزانEBV DNA  11را در% 
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. این در حالي (27)دهند که مشابه با نتایج مطالعه حاضر مي باشدموارد گزارش مي

است که در بررسي حاضر باتوجه به حجم نمونه بیشتر و مقایسه با نمونه غیرسرطاني 

( %6/42در برابر  %11) و همكاران  Sedaghatاین میزان بسیار کمتر از مطالعه

و همكارانش در نمونه  Haghshenasشابه میزان گزارش شده در مطالعه ولي م

شد، با این تفاوت که در بررسي حاضر از تعداد بابیماران مازندراني و گلستاني مي

نمونه بیش از دو برابر و نیم و نیز نمونه شاهد غیرسرطاني و همچنین از روش 

 . گردید تری استفادهمولكولي دقیق

Zhang و همكارانش، در ناحیه Shantou از استان Guangdong 

 و  HPV-1 ،HSV-1،CMVهای کشور چین، با بررسي حضور ویروس

EBV در نمونه بافت بیماران مبتلا به سرطان مری، با روشNested PCR ،

 DNAچین، در این ناحیه از کشور ESCC را در اتیولوژی  EBV میزان

گزارش کردند. همچنین، آنها  ESCC91%نمونه  61را در مخاط   EBV ویروس

توجهي بیشتر از بطور قابل ESCCهای را در مخاط نمونه EBV میزان حضور

( نشان دادند و بیشترین میزان آلودگي را در بیماران %4/6های مخاط نرمال )نمونه

 EBV DNA. اختلاف بین میزان (6)سال گزارش کردند 46-16با محدوده سني 

های سرطاني و غیرسرطاني مری در مطالعه ما نیز با نسبت کمتری مشابه در نمونه

و همكاران با مطالعه   Awerkiew بدست آمده است. در مطالعه Zhangمطالعه 

 نمونه 49نمونه آدنوکارسینوما از آلمان و  41و  ESCC نمونه 62بر روی 

ESCC از روسیه حضور EBV DNA را بوسیله PCR و ISH دنشان دادن .

-از نمونه %94در  Nested PCR را با روش EBV DNA آنها، میزان حضور

 های آدنوکارسینوما گزارش کردند و با استفاده ازاز نمونه %27و  ESCC های

Real-time PCR میزان یک کپي از ژنوم EBV  26-211111را در هر 

بر  In-Situ Hybridization روش سلول مشخص کردند. درصورتیكه با

در هسته سلولهای توموری  EBV هیچ کپي اختصاصي از EBER RNA روی

 ESCC نمونه 6در هسته  EBER هاینشان داده نشد. درصورتیكه، در نسخه

 .(26)مثبت بیان شدند EBV DNA نمونه 24از  AC و یک نمونه

، (26)و همكاران در ژاپن  Yanaiهمچنین، برخي گزارشات نظیر مطالعه 

Sunpaweravong  و  (17)و همكارانش در تایلندHong  (23)و همكارانش 

تحت ESCC های حاکي از منفي بودن تمامي نمونه PCRو  ISHبا روشهای 

در  EBERهای و یا نسخه EBV DNAباشد. در سایر مطالعات، مطالعه مي

 . (91-92)ده نشدیا در هیچ موردی مشاه %4-6موارد خیلي نادر، 

و سرطان مری بیشتر بر روی بافتهای  EBVبا توجه به اینكه ارتباط بین 

ه رسد که مطالعه برروی نمونه بافتهای تازبلوک پارافینه انجام شده است، به نظر مي

د میزان گردتر باشد. همچنین، پیشنهاد ميتواند در نشان دادن این ارتباط دقیقمي

 تایجن ی مهم این ویروس بر روی بافتهای تازه صورت پذیرد.هابیان برخي پروتئین

های کنترل غیرسرطاني در نمونه EBV DNA د، اگرچه شیوعااین مطالعه نشان د

های سرطان مری بوده ولي این موضوع نمي تواند بیانگر ارتباط علت پائینتر از نمونه

باشد. با توجه به اینكه میزان  ESCCو نقش آن در ابتلا به  EBV و معلولي بین

EBV DNA های شناسایي شده در مناطق مختلف دنیا و براساس روش

باشد، انجام مطالعات وسیعتر بر روی تشخیص آزمایشگاهي مختلف، متفاوت مي

جمعیت های نژادی مختلف و استفاده از روشهای تشخیصي استانداردتر برای روشن 

 .د بودشدن بیشتر این ارتباط مفید خواه

 

 
 تقدیر و تشكر

 بدینوسیله از معاونت محترم تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشكي بابل

کارشناس آزمایشگاه میكروب شناسي جهت حمایت مالي از این تحقیق و همكاری 

 .، تشكر و قدرداني مي گردددانشكده پزشكي، خانم آیناز خادمیان
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Esophageal cancer is one of the most common cancers of the digestive system 

and infection with cancer-causing viruses is considered as one of the risk factors for this type of cancer. Epstein-Barr 

virus (EBV) is a human carcinogenic virus that can infect epithelial cells and lead to their malignancy. Some studies 

indicate the role of EBV in Esophageal Squamous Cell Carcinoma (ESCC). However, studies reveal different results. 

This study aims to determine the frequency of EBV in samples obtained from patients with ESCC and normal samples 

or samples without esophageal cancer lesion.  

METHODS: In this cross-sectional study, 100 samples of paraffin-embedded tissue in patients with esophageal cancer 

and 68 samples of normal paraffin-embedded tissue or noncancerous lesion were examined. After deparaffinization of 

tissue samples, DNA was extracted. All the DNA samples extracted using Real Time PCR method were examined to 

assess the presence of EBV genome using EBV specific primers and probes. 

FINDINGS: EBV EBER gene was detected in 10 cases (10%) of esophageal cancer samples and in 3 (4.4%) of the non-

cancerous control samples, indicating the presence of EBV in cancerous and non-cancerous cells. 

CONCLUSION: Results of this study demonstrated the Frequency of Epstein–Barr virus in esophageal cancer tissue. 

However, these results cannot confirm or reject the role of EBV in occurrence of esophageal cancer.  

KEY WORDS: Epstein-Barr Virus, Esophageal Squamous Cell Carcinoma, Real time PCR. 
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