
  

 251        مشتق از خون یکیولوژیب يها در داروهاپاتوژن يسازفعالریغ                

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2017 July;75(4):251-8 

  

  
  مقاله مروري: مشتق از خون یکیولوژیب يها در داروهاپاتوژن يسازفعالریغ

  

  

  

  1يشهناز نظر

  2یشهاب دیمج

  *2ینیحس يکامران موسو

  

دانشگاه آزاد  ست،یز طیمح یمهندس گروه -1

  .رانیتهران، ا ،يواحد تهران مرکز ،یاسلام

انتقال  قاتیمرکز تحق ،يوتکنولوژیب گروه -2

انتقال  یو پژوهش یآموزش یعال خون، موسسه

 .رانیتهران، ا لاد،یخون، جنب برج م

  

  

  

  

  

  
  

  

  

مرکز  ،يوتکنولوژیب گروهتهران،  :نویسنده مسئول*

و  یآموزش ی، موسسه عالانتقال خون قاتیتحق

  .انتقال خون یپژوهش

  021-  82052160 تلفن:

E-mail: mkmousavi@yahoo.com 

  

باشد. اینگونه داروها نقش اساســی واع داروهاي مهم بیولوژیکی، خون انسان میمهمترین منبع حیاتی جهت تهیه ان

اینگونــه داروهــا  سرچشمهکه این هباشند. اما با توجه بهاي خطرناك را دارا میدر پیشگیري و درمان بسیاري از بیماري

هاي اخیــر همــواره در ســال هاي منتقلــه از راه خــون وجــود دارد.باشد، همواره خطر آلودگی توسط ویروسخون می

و ایدز از طریق انتقال خون یک هشدار جدي بوده است و در حال حاضر این خطرات در  B ،Cاحتمال انتقال هپاتیت 

توانــد یــک خیلی از کشورهاي توسعه یافته به حداقل رسیده است، اگرچه هنوز براي کشــورهاي در حــال توســعه می

 Polymerase chainاب اهدا کننده و انجام آزمایشات لازم بر روي خون و انجام فرآیند دقیق انتخ با وجودچالش باشد. 

reaction (PCR) هــاي دارویــی ســازي فرآوردههاي عمــده در جهــت ایمنبر روي پلاسماي پولد شده که رشته فعالیت

 Hepatitis Bهایی مثل سازي و یا حذف ویروسباشد، باید اقدامات در جهت غیرفعالاز پلاسما می برگرفتهبیولوژیکی 

Virus (HBV) ،Hepatitis C Virus (HCV) و HIV هــاي سازي شــامل روشهاي ایمنچنین فعالیتصورت پذیرد. این

ــی اعتبارســنجی شــده مختلــف ویروس ــدزدای ــی و اســیدي، روش حلال/شــوینده، روش pHروش  مانن ــاي حرارت ه

امــروزه بــا  باشــد.ف ویروسی با کمــک نانوفیلتراســیون میو همچنین روش حذ UVپروپیولاکتون/-پاستوریزاسیون، بتا

زدایــی هــاي ویروسبر روي خون اهدایی و اعمــال روش مختلفغربالگري و انجام آزمایشات  همزمانتوجه به انجام 

از پلاسما حاصل گشته است. اما همــواره بــا  برگرفتهمناسب، سطح مناسبی از ایمنی در محصولات دارویی بیولوژیکی 

  هاي جدید مطالعه در این زمینه ادامه دارد.پاتوژن پیدایشبه احتمال توجه 

  .یروسیو يسازفعالریغ ،یکیولوژیدرمان ب ،یخون يهافرآورده قیتزر ،يمرور :لیديک لماتک

 
از خون نقش حیاتی در  برگرفتهامروزه داروهاي بیولوژیکی 

تولید اینگونه  1- 4.کنندها ایفا میدرمان بسیاري از بیماري پیشگیري و

در کشورهاي توسعه  هعمدطور بهعلت فنآوري پیشرفته آن هداروها ب

گیرد. همچنین یافته آن هم فقط در کشورهاي معدودي صورت می

در  هعمدطور بهها قیمت بودن این داروها، مصرف آنعلت گرانهب

اگرچه در کشورهاي در  پذیرد.کشورهاي با درآمد سرانه بالا انجام می

        ل توسعه تولید اینگونه داروها مشاهده نگردیده است ولیکن حا

  بیماران  تمامیبر درمان  وششـکی و ـل اخلاقئت مساـعلهران بـدر ای

  

نظر از هزینه آن، تولید اینگونه داروها مدنظر قرار گرفته است و صرف

انجام هاز پلاسما ب برگرفتهمطالعات زیادي در زمینه تهیه داروهاي 

داروهاي بیولوژیک مشتق از پلاسماي انسانی شامل  5-8.سیده استر

و پروترومبین  VIIIو فاکتور انعقادي  آلبومین، ایمونوگلوبولین

و در حال  گشته استمیکمپلکس در سازمان انتقال خون ایران تولید 

  دارند. یرا در دست بررس دیسطح تول شیو افزا تیفیحاضر ارتقاء ک

اینگونه داروها یکی حفظ خواص بیولوژیک  از نکات مهم تولید

ین یبر خلوص مناسب، خواص بیولوژیک پروت افزونباشد که دارو می

 

  258تا  251هاي ، صفحه4شماره  ،75دوره ، 1396 تیری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مروريمقاله 
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که این داروها از خون و اینهدیگر با توجه ب 9- 11.نیز باید حفظ گردد

، همواره خطر آلودگی ویروسی 12گردنددنبال آن از پلاسما تهیه میهب

مختلف باید اطمینان حاصل شود  وشربه  رواز ایننیز وجود دارد. 

که فرآورده دارویی نهایی داراي حداقل خطر آلودگی ویروسی 

بر غربالگري باید محصولات دارویی  افزون بنابراین 13.باشدمی

مطالعات  14- 17.زدایی نیز قرار گیرنداز پلاسما مورد ویروس برگرفته

زدایی حلال/شوینده، هاي ویروسدر زمینه روش مختلفی

پاستوریزاسیون و افزودن متیلن بلو بر روي داروهاي بیولوژیکی انجام 

  19و18.حفظ خواص بیولوژیکی داروها داشت گویايدادیم که 

بع خون انسان من از پلاسما: برگرفتهایمنی داروهاي بیولوژیک 

رود که شمار میهحیاتی بسیار مهمی جهت تهیه داروهاي بیولوژیک ب

تواند جهت ن یا پلاسماي انسانی میاین داروهاي مشتق از خو

کار هکنند بدید میههایی که زندگی را تپیشگیري و درمان بیماري

  20- 23.رود

سازي داروهاي مشتق از خون سه رشته فعالیت منظور ایمنبه

تواند صورت گیرد. این سه رشته فعالیت شامل: انتخاب اهدا می

ات دامي پولد شده و اقکننده، انجام آزمایشات بر روي خون و پلاسما

سازي و حذف ویروسی در خط تولید زدایی شامل غیر فعالویروس

 راحلمباشد. هر کدام از این از خون می برگرفتهداروهاي بیولوژیکی 

 Good manufacturing practice (GMP)راهنماهاي  بر اساسباید 

  24.صورت پذیرد

 یی تا میزانزداهاي مختلف ویروسچه امروزه با اعمال روشاگر

ون ز خا برگرفتههاي دارویی بیولوژیک بسیار بالایی ایمنی در فرآورده

شود که ایمنی زمانی حاصل می بیشترینتواند ایجاد گردد، ولیکن می

  صورت دقیق صورت پذیرد.ههر سه اقدام فوق ب

م ت لازفرآیند دقیق انتخاب اهدا کننده و انجام آزمایشا وجود با

 از سماي پولد شده، هنوز احتمال انتقال پاتوژنبر روي خون و پلا

شود و لازم است که طور کامل حذف نمیهطریق انتقال خون ب

زدایی نیز در جهت تکمیل دو اقدام صورت گرفته، هاي ویروسروش

  25.انجام شود

و ایدز از  B ،Cهاي اخیر همواره احتمال انتقال هپاتیت در سال

بوده است و در حال حاضر این  طریق انتقال خون یک هشدار جدي

خطرات در خیلی از کشورهاي توسعه یافته به حداقل رسیده است، 

تواند یک چالش ولیکن هنوز براي کشورهاي در حال توسعه می

مراحل  مانندسازي داروهاي مشتق از خون مراحل خالص 26- 29.باشد

ها تواند تا حدي باعث حذف پاتوژنترسیب و کروماتوگرافی می

زدایی موثر نیز در خط هاي ویروسولیکن لازم است که روش ،ددگر

  30.تولید اعمال گردد

هاي تولید داروهاي مشتق شده از پلاسما در ایران شامل فاکتور

هاي باشد و اعمال روشانعقادي، ایمونوگلوبولین و آلبومین می

 زدایی در پالایش پلاسما به منظور بالا بردن سطح ایمنیویروس

 به باشد. در دنیا همواره احتمال خطر آلودگیه محصولات میاینگون

HBV ،HCV  وHIV هاي خونی وجود در صورت استفاده از فرآورده

 1دارد، اگرچه این احتمال امروزه یه حداقل رسیده است. جدول 

هاي منتقله از راه انتقال خون را نشان مشخصات بعضی ویروس

  دهد.می

 رهاي پلاسمایی باید غیر فرآوردهمنظور ایمنی هر چه بیشتبه

فعالسازي ویروسی و همچنین حذف ویروسی صورت گیرد. میزان 

ها پولد نویروس بستگی به تعداد افراد اهدا کننده آلوده که پلاسماي آ

و  HAV ،HBV ،HCVشده است دارد. تخمین شیوع ویروسی 

Parvovirus B19  از تست  پیشدر جوامع اروپایی و آمریکایی

  آمده است. 2الگري در جدول غرب

شیوع  ،از تست غربالگري پیش نمونهدر این جدول براي 

این  B19باشد. براي پاروویروس می %2تا  1حدود  HCVبادي آنتی

ر باشد. بنابراین هتا یک در ده هزار می 7000شیوع حدود یک در 

راي دا پلاسماي پولد شده با بیش از ده هزار واحد اهدا، انتظار است

  باشد. B19و یا پاروویروس  HCVآلودگی ویروسی 

شود که با وجود باعث می (Window period)دوره زمانی پنجره 

غربالگري اهداکنندگان، مانند شده  گفتهسازي هاي ایمناعمال روش

زدایی بر روي خط تولید هاي مختلف ویروسهنوز اعمال روش

 3اهمیت باشد. جدول  داراياز پلاسما  برگرفتههاي دارویی فرآورده

را نشان  HBV ،HCV ،HIVهاي دوره پنجره تخمینی براي ویروس

اي است که در آن تیتر ویروسی دهد. در حقیقت دوره پنجره، دورهمی

بادي خود را در چرخه خون نشان که آنتیاز این پیشرود بالا می

یی ، امکان شناساNucleic acid testing (NAT)وري ابا معرفی فن دهد.

بهتر نوکلئیک اسید فراهم گردیده است، چون نوکلئیک اسید به خود 

 رواز اینگردد تا به جواب میزبان به عفونت. ویروس مربوط می

NAT  غربالگري  هب انتقاد اصلی که .رساندبه حداقل میدوره پنجره را  
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  هاي منتقله از راه انتقال خون مشخصات بعضی ویروس :1جدول 

 (nm) اندازه  ششپو  ژنوم  ویروس

  A ssRNA  no  28-30ویروس هپاتیت 

  B  dsDNA  Yes  40-45ویروس هپاتیت 

  C  ssRNA  Yes  40-45ویروس هپاتیت 

HIV  ssRNA  Yes  130-80  

Parvovirus B19 ssDNA  no  18-26  

  
  از غربالگري پیشکنندگان منقله از راه انتقال خون در اهداهاي شیوع بعضی ویروس: 2جدول 

 (GE/ml)تیتر ویروسی   وعشی  ویروس

  A 500,000/1  510-310ویروس هپاتیت 

  B  10,000/1  810-310ویروس هپاتیت 

  C  100/50-1/1  610-410ویروس هپاتیت 

Parvovirus B19 7000/1000-1/1  1210-310  

  
  HBV ،HCV ،HIVهاي دوره پنجره تخمینی براي ویروس :3جدول 

  NATوره پنجره با فنآوري د  NATدوره پنجره بدون فنآوري   ویروس

HBV 59  49  

HCV  82  9  

HIV  22  10  

  
هاي غربالگري تواند وارد باشد این است که در تمام روشمی

تر از یک سطح مشخص شناسایی عفونت ویروسی در پایین

هایی باشد. همچنین غربالگري محدود به ویروسپذیر نمیامکان

شود، پس ذاشته میها گهاي مربوطه براي آنشود که تستمی

تواند حاصل نماید که بار غربالگري همواره فقط این اطمینان را می

شود. شود و نه اینکه صفر میویروسی در میزان حداقل نگه داشته می

هاي صد در مورد ایمنی فرآورده در تواند اطمینان صدبنابراین نمی

 خونی را تضمین نماید. با توجه به این اوصاف، حذف یا غیر

ترین مراحل کاري در تولید سازي ویروسی از بحرانیفعال

 31- 33.باشدهاي دارویی مشتق از پلاسما میفرآورده

مالاریا و  مانندها ها و پارازیتباکتري عوامل عفونی دیگر:

میکرون  2/0هاي پلاسمایی با فیلتر ها زمانی که فرآوردهتریپانوزوم

  باشند.ر داراي خطر آلودگی نمیگیرند، دیگمورد فیلتراسیون قرار می

باید خیلی دقت  Creutzfeldt-Jakob disease (CJD)در مورد 

عمل آید زیرا تجربه بر روي مدل حیوانی نشان داده است عفونت هب

ها در سطح پایینی در خون قابل مشاهده است، اگرچه این آلودگی

  مشاهده شده است.

 ویروسی:سازي و حذف هاي غیرفعالاعتبارسنجی روش

هاي آن آلوده کننده فرآوردهدر پی هاي آلوده کننده خون و ویروس

باشند،  RNAو یا  DNAتوانند داراي ژنوم دارویی مشتق از پلاسما می
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اندازه  توانند داراي پوشش لیپیدي و یا بدون پوشش باشند.که می

پاروویروس تا متوسط  اندازه مانندتواند از کوچکترین ها میویروس

از آن باشد که  نشانروش اعمال شده باید  روباشد. از این HBV نندما

سازي ویروسی را بر روي طیف یا غیر فعال قادر است حذف و

ها اعمال نماید و مطالعات اعتبارسنجی بهتر است وسیعی از ویروس

ویروس صورت پذیرد تا نشان دهد قابلیت این را  سهحداقل بر روي 

 4ها تاثیرگذار باشد. جدول یروسدارد که بر روي انواع و

هاي محتمل در خون را به همراه ویروس مدل که جهت ویروس

دهد. البته کار رود را نشان میهتواند بمطالعه اعتبارسنجی می

شده در  آوردههاي تواند فقط منحصر به ویروسهاي مدل میویروس

  جدول نباشد.

هاي مدل ویروس تهیه تیتر بالا از ،لازمه مطالعه اعتبارسنجی

هاي تب زرد، ، ویروسCباشد. براي مثال براي ویروس هپاتیت می

Semliki Forest virus (SFV), Sindbis virus (SIN)  وBovine viral 

diarrhea virus (BVDV) ها توان نام برد که طیف این ویروسرا می

در باشد. می nm 50 تا 40 اندازهو  RNAداراي غشاء لیپیدي و ژنوم 

و  A ،B ،HIVهاي مدل براي هپاتیت همچنین ویروس 4جدول 

  آمده است. B19پاروویروس 

 واشد زدایی باید مدل بسیار دقیق بسنجی ویروسدر مطالعه اعتبار

فاع درجه حرارت، هم زدن، ارت مانندشرایط فیزیکی  ،از لحاظ کاري

ستون کروماتوگرافی، سرعت جریان، ترسیب و شرایط فیلتراسیون 

، pH مانندمشابه خط تولید باشد. همچنین شرایط شیمیایی  رستد

 ایطکننده باید مشابه شرقدرت یونی، رطوبت و غلظت مواد غیر فعال

  ها باشد.تولید فرآورده

از فراهم نمودن مدل براي اعتبارسنجی حذف یا  پس

سازي ویروسی، باید ویروس مدل با تیتر مناسب به فرآورده غیرفعال

از اعمال روش  پستواند ق از پلاسما اضافه گردد و میدارویی مشت

 مانندهاي مختلف فیزیکی: زدایی، قدرت اثر روشویروس

هاي پاستوریزاسیون، حرارت خشک، حرارت مرطوب و روش

تواند می غیره اسیدي، روش حلال/ شوینده و pH مانندشیمیایی: 

تیتر  بار دیگر زداییپس از اعمال ویروس 39-34.مورد بررسی قرار گیرد

 4شود. روشی موثر است که حداقل بتواند گیري میویروسی اندازه

log 1هایی که موجب کاهش ویروسی را موجب گردد و روش log 

شوند. عنوان روش موثر شناخته نمیهگردند بکاهش ویروسی می

همچنین در مطالعه اعتبارسنجی اگر روشی مورد بررسی قرار گرفت 

هاي داراي پوشش لیپیدي موثر است، باید ویروسکه فقط بر روي 

هاي بدون پوشش موثر است روش دیگري که نیز بر روي ویروس

ها را پوشش مورد ارزیابی قرار گیرد تا طیفی هر چه کاملتر از ویروس

  40.دهد

همواره برخی مراحل پالایش  هاي کاهش بار ویروسی:روش

ار بهش ی مشتق از پلاسما کاهاي دارویمنظور تولید فرآوردهپلاسما به

دنبال خواهد داشت. ولیکن چون این کاهش تیتر ویروسی را به

زدایی را باشد، این مراحل، ویروسمی log 4ویروسی کمتر از 

عنوان هتوان بها نمینمایند و از آنصورت ضعیف اعمال میهب

ا زدایی قوي یاد کرد. مراحلی که در پالایش پلاسمهاي ویروسروش

صورت ضعیف شود شامل: هتواند موجب کاهش بار ویروسی بیم

ز االایش با اتانول، استفاده مراحل ترسیب و سانتریفوژ کردن، پ

منظور اتیلن گلیکول، کاپریلیک اسید و آمونیوم سولفات (بهپلی

 وتی ین مورد نظر)، همچنین کروماتوگرافی ایمونوافینییترسیب پروت

ر دحل باشد. تمامی این مرااي میکرونی میهتبادل یونی و فیلتراسیون

تواند موجب کاهش بار ویروسی در حد ضعیف پالایش پلاسما می

  گردد.

زدایی موثر و قوي که هاي ویروسهمواره باید روش بنابراین

کار برده هشود، بمی log 4موجب کاهش تیتر ویروسی بیش از 

(که در  44- 50دههاي موثر شامل روش حلال/ شویناین روش 41- 43.شود

بوتیل فسفات و -ان-ینی در حضور حلال آلی تريیآن محلول پروت

شود)، یا سدیم کولیت، اینکوبه می 80یا تویین X 100شوینده تریتون 

C ساعت 10مدت ه(که محلول ب 51پاستوریزاسیون
حرارت داده  60 °

، 58اسیدي pH، 57، حرارت مرطوب52- 56شود)، حرارت خشکمی

  باشد.می 62- 66و نانوفیلتراسیون 59- 61ماوراء بنفش پرتوتون/ بتاپروپیولاک

هاي متفاوت در فراوانی موارد استفاده از فنآوري 5جدول 

از پلاسما شامل:  برگرفتههاي اصلی دارویی زدایی فرآوردهویروس

انعقادي و  IXانعقادي، فاکتور  VIIIآلبومین، ایمونوگلوبولین، فاکتور 

زدایی هاي ویروسدهد. در روشا نشان میپروترومبین کمپلکس ر

باشد و کمتر هدف ین ویروس مییحرارتی، هدف دناتوره کردن پروت

باشد. در روش حلال/شوینده، تاثیر بر روي نوکلئیک اسید ویروس می

 پرتوکه توسط نظر است. درحالی لیپیدي ویروس مورد ءتخریب غشا

  در  روناز ایگردد. می روس تجزیهـو پروپیولاکتون، نوکلئیک اسید وی
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  هاي مدل مربوطههاي محتمل در خون و ویروسویروس: 4جدول 

  هایی از ویروس مدلمثال  ویروس

  A Hepatitis A virus, Encephalomyocarditis virusویروس هپاتیت 

  B  Duck hepatitis B virus, Pseudorabies virusویروس هپاتیت 

  C  Bovine viral diarrhea virus, Sindbis virus, Semliki forest virus, Yellow fever virusویروس هپاتیت 

HIV  Human immunodeficiency virus  

  B19 Canine parvovirus, Porcine parvovirusپاروویروس 

  
  زداییهاي ویروسفراوانی استفاده از برخی روش :5جدول 

  فیلتراسون-نانو  پروپیولاکتون-بتا pH 4  حرارت خشک  حرارت مرطوب  پاستوریزاسیون  حلال/شوینده  داروي بیولوژیک

            زیاد    آلبومین

  کم  کم  زیاد      متوسط  متوسط  ایمونوگلوبولین

  کم      متوسط  کم  کم  زیاد VIII فاکتور

  متوسط      کم  کم  کم  زیاد IXفاکتور 

  کم  کم    کم  کم    کم  پروترومبین کمپلکس

  
هایی یی مشتق از پلاسما باید از روشهاي داروزدایی فرآوردهویروس

صورت توام استفاده نمود که مکمل یکدیگر باشند و اطمینان هب

هاي ینیهاي پروتژنخطر تشکیل نئوآنتی کمترینحاصل شود که 

ها در تواند موجب تشکیل مهارکنندهپلاسما وجود دارد که این می

به اجراي  با توجه بیماران دریافت کننده فرآورده دارویی شود.

بر  مختلفهاي دقیق انتخاب اهدا کننده خون و آزمایشات پروتکل

هاي معمول منتقله از هاي اهدایی جهت شناسایی ویروسروي خون

توان بر روي پلاسماي پولد شده، می PCRراه انتقال خون و انجام 

انتظار داشت که ماده اولیه تولید داروهاي بیولوژیکی مشتق از پلاسما 

توان به این نمی رواز اینب ایمنی نسبی برخوردار باشد. از ضری

زدایی در خط هاي مختلف ویروساقدامات بسنده کرد و باید از روش

هاي مختلف تولید اینگونه داروها نیز بهره جست. انتخاب روش

یعنی اگر از  ،زدایی باید مبتنی بر تکمیل نمودن یکدیگر باشدویروس

هاي با زدایی جهت ویروسناسب ویروسشی استفاده گردید که مرو

از روش  68و67روش حلال/ شوینده) مانندباشد (پوشش لیپیدي می

) 71و70یا نانوفیلتراسیون 69هاي حرارتیدیگري نیز استفاده شود (روش

هاي بدون پوشش باشد، تا ایمنی دارو از لحاظ که موثر بر ویروس

  72.آلودگی تا میزان بالایی افزایش یابد
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One of the main sources of a wide range of biological products as starting material 

is the human blood. These biological human plasma derived medicines play essential 

role in prevention and treatment of a variety of life threatening diseases. Mention to the 

starting material of these medicines which is blood or in another word human plasma, 

possibility of contamination by blood borne viruses cannot be omitted. 

In recent years possibility of contamination by blood borne viruses such as hepatitis B 

virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), and human immunodeficiency virus (HIV) is an 

important concern. Nowadays most of developed countries the risk is minimum, 

although in developing countries it is still a challenge. Despite measures for human 

plasma biological derived medicines safety, such as donor selection, testing of 

donations, and polymerase chain reaction (PCR) testing on pooled plasma, still more 

actions are needed to inactivate or remove viruses such as HBV, HCV and HIV. During 

the process of manufacturing of biological human plasma medicines, there is several 

production steps which may contribute to viral reduction. These steps consist of 

precipitation by centrifugation, ethanol, polyethylene glycol, octanoic acid, or 

ammonium sulphate, chromatographic methods such as immunoaffinity 

chromatography or ion exchange chromatography, adsorption by aluminum hydroxide, 

and separation by filtration. All these steps are considered to be weakly effective as 

viral reduction treatment, and more effective viral inactivation methods are needed to 

be implemented in line of production of human plasma derived biological medicinal 

products. These safety measures included virus inactivation by different techniques 

such as acidic pH, solvent/detergent method, pasteurization and heat treatment, beta-

propiolactone plus U/V and also virus removal by nanofiltration, which all these virus 

inactivation or virus removal methods before implementation in line of production of 

plasma derived biological medicines, should undergo for validation study.  

Nowadays by screening and testing of donations and implementation of different 

measures of virus inactivation or virus removal, a good level of safety of plasma 

derived biological medicines has been achieved. Due to the possibility of emerging new 

pathogens investigation in this subject should be continued.   
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