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Abstract 

Background: Schizophrenia is a common mentaly disorder with high heritability and 
variable phenotype that they are placed in bipolar nervous disease family. Different genes are 
associated with this disease that among of them, DAOA gene plays a significant role. DAOA 
gene is located in the long arm of chromosome 13 and produces a protein called D-amino acid 
oxidase which is N - metyle D– aspartate (NMDA) receptor activator in the brain. The aim of 
this study was to investigate the association between DAOA gene polymorphisms and the risk 
of schizophrenia in Iranian population. 

Materials and Methods: In this study, 100 patients with schizophrenia and 100 normal 
people as a control group were investigated. After genomic DNA extraction from blood 
samples, allele and genotype frequencies in patients and control group were determined by 
PCR-RFLP method. Data analysis was performed with Med Calc (ver 12) software.  

Results: Frequency of GG, GA, AA genotypes in patients group was 18%, 42%, 40% 
and in normal group was 14%, 45%, and 41%, respectively. Statistical analysis revealed that 
there is a significant relationship between DAOA gene polymorphism with schizophrenia 
disease in the people under the age of 40. 

Conclusion: According to the results of this study, the DAOA gene has significant 
association with schizophrenia in the Iranian population. 
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 در بیماران اسکیزوفرنی در ایران DAOAبررسی پلی مورفیسم ژن 

  
 3، رضا رنجبر*2، رسول زحمتکش رودسري1شادي حقیقت

  
 ایران، تنکابن ،دانشگاه آزاد اسلامیواحد تنکابن،  ،دانشکده علوم زیستی سی،گروه زیست شنا ،.کارشناسی ارشد1

  ایران ،تنکابن ،دانشگاه آزاد اسلامیواحد تنکابن،  ،دانشکده علوم زیستی گروه زیست شناسی، ،.استادیار2
  ایران ،تهران، )عجانشگاه علوم پزشکی بقیه ا...(د ،لکولیوبیولوژي م رکز تحقیقاتم ،.استاد3

 
 26/2/96تاریخ پذیرش:  9/12/95تاریخ دریافت: 

  

  چکیده
باشد که در خانواده  اسکیزوفرنی یک اختلال رایج روانی با وراثت پذیري بالا و فنوتیپ متغییر می :زمینه و هدف

ها، ژن  هاي متفاوتی با بروز بیماري فوق ارتباط دارند که از بین این ژن گیرد. ژن هاي دو قطبی عصبی قرار می بیماري
DAOA ژن داردتوجهی  نقش قابل .DAOA  قرار داشته و پروتئینی که به نام دي  13بر روي بازوي بلند کروموزوم

) در مغز NMDAاسپارتات( -Dمتیل -Nنماید که فعال کننده رسپتور  شود را تولید می نامیده می آمینو اسید اکسیداز
سک ابتلا به بیماري اسکیزوفرنی در با ری DAOAاین مطالعه، بررسی ارتباط پلی مورفیسم ژن از باشد. هدف  می

   جمعیت ایران است.
 DNAفرد سالم بررسی شدند. پس از استخراج  100بیمار داراي اسکیزوفرنی و  100 ،در این مطالعه :ها مواد و روش
 حلیلتتعیین شد.  PCR-RFLPها در بیماران و افراد کنترل به روش  ها و آلل هاي خون، فراوانی ژنوتیپ ژنومی از نمونه

  ) انجام گردید.12 نسخه(Med Calc ها با استفاده از نرم افزار  داده
، 41و در افراد سالم به ترتیب  درصد 18و  42، 40در بیماران به ترتیب  GG,TG,TTهاي  فراوانی ژنوتیپ :ها یافته

با بیماري اسکیزوفرنی  DAOAداري بین پلی مورفیسم ژن  آماري نشان داد که ارتباط معنا تحلیلبود.  درصد 14و  45
  سال وجود دارد. 40در افراد زیر 

  در جمعیت ایران با بیماري اسکیزوفرنی ارتباط معناداري دارد. DAOAبراساس نتایج این مطالعه، ژن  گیري: نتیجه
  DAOA، مینواسید اکسیدازآدي  ،اسکیزوفرنی ،NMDA :واژگان کلیدي

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

  ن، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن، دانشکده علوم زیستی، گروه زیست شناسیایران، تنکاب *نویسنده مسئول:
Email: rasoul130@yahoo.com 
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  مقدمه
اسکیزوفرنی یک بیماري روانی حاد است که 

گویی  هاي فکري و پاسخ یندآباعث تغییر در افکار، رفتار، فر
شود. این بیماري معمولا  عاطفی ضعیف در فرد بیمار می

آمیز،  هاي جنون به صورت توهم شنیداري، توهم خود را
م آن در ئتکلم و تفکر آشفته نشان داده و شروع علا

نی هاي روا یندآ. ژنتیک، محیط اولیه، فر)1(باشد نوجوانی می
  باشند.  و اجتماعی از عوامل موثر در بروز بیماري فوق می

که مسئول ایجاد ایمنی و  22Pبه نام  6اي از کروموزوم  ناحیه
کنترل روشن شدن ژن است، در ایجاد بیماري اسکیزوفرنی 

ترین ارتباط را با  هایی که قوي نقش مهمی دارد. از میان محل
ان به ناحیه مشکوکی تو ایجاد بیماري اسکیزوفرنی دارد، می

هاي دخیل  . از جمله ژن)2(اشاره نمود 22بر روي کروموزوم
هاي  توان به ژن در این بیماري، می

CHRNA,DAOA,DAO,AKT,COMT,NRG 
در موقعیت  DAOAها، ژن  اشاره کرد. در بین این ژن

13q33  اسیدامینه دارد و پروتئینی  153قرار داشته و حدود
اسید اکسیداز  آمینو -Dکند که باعث فعال شدن  را کد می

ه، این عمل باعث کاهش سطح گلیوترنس شود. در نتیج می
سرین شده که در واقع فعال کننده گیرنده -Dمیتر 

) NMDAاسپارتات(-Dمتیل -Nگلوتامات پروتئین نوع 
با  DAOAشود که  است. در بسیاري از مطالعات تصور می

D- اسید اکسیداز، آنزیم پراکسی زومی و ژن آن با  مینوآ
باشد. در مطالعات دیگر  بیماري اسکیزوفرنی در ارتباط می

نشان داده شده است که این زن، در استعداد ابتلا به بیماري 
  دو قطبی نیز نقش دارد.

در طی تحقیقی کشف شد که  13q22این ژن در منطقه 
در پی پیرایش   G72قبلا با اسکیزوفرنی در ارتباط بود.

هاي  ) به پروتئینAlternative splicingجایگزین(
 LG72بلندترین پروتئین  ).4 -2(شود می متفاوتی رونویسی
چنین تاکنون  هم ،باشد آمینه می اسید 153نام دارد و شامل 

پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي  DAOA ،45براي ژن، 

امکان دارد توسط ناحیه  DAOAگزارش شده است. بیان 
تنظیم  RNA DAOA-AS1کننده  طولانی غیر کد

نموده و یک  سرین را تنظیم G72, -Dگردد. پروتئین
 باشد می NMDAي  ناحیه ي قوي عصبی در انتقال دهنده

 ،5(که در پاتوفیزیولوژي بیماري اسکیزوفرنی دخیل است
 . در مطالعات اخیر بیماران مبتلا به اسکیزوفرنی حضور)6

ها در  در پلاسما آن G72مقدار قابل توجهی از پروتئین 
یده شده و این موضوع براي اولین بار مقایسه با افراد سالم د

دهد که بیان محیطی یک پروتئین ممکن است  نشان می
پتانسیل یک مارکر تشخیصی براي بیماري اسکیزوفرنی را 

هاي متعدد ژنوم نشان داده که  . بررسی)8 ،7(داشته باشد
 Mb 68تقریبا  DAOAدر ژن  13qبخشی از کروموزوم 

دهد که ممکن است  را پوشش می 13q34تا   13q12از
ه . ب)10 ،9(در استعداد ابتلا به اسکیزوفرنی نقش داشته باشد

هاي انجام شده نشان  هاي اخیر و آنالیز طور خاص در بررسی
داده شده که اسکیزوفرنی در ارتباط با تغییرات نوکلئوتیدي 

) که DAOAدر ژن دي آمینو اسید اکسیداز اکتیویتور(
همبستگی و  قرار دارد و داراي 13q34روي کروموزوم 

گر همبستگی بین  باشد. این یافته که بیان ارتباط با این ژن می
باشد،  و اسکیزوفرنی میDAOA هاي نزدیک لوکوس  الل

هاي اسکیزوفرنی  نشان دهنده پیشرفت بزرگی در بررسی
از این مطالعه، )12 ،11(بوده است . بنابراین هدف 

ارتباط پلی مورفیسم ژن  یماري  DAOAبررسی  با ب
  اسکیزوفرنی در جمعیت ایران است.

  
  ها مواد و روش

بیمار مبتلا به  100شاهدي،  -در این مطالعه مورد
فرد سالم به عنوان کنترل مورد بررسی  100اسکیزوفرنی و

قرار گرفتند. قبل از انجام آزمایش، از تمامی بیماران با 
هماهنگی پزشک مربوطه، رضایت آگاهانه گرفته شده بود و 

آوري  ید پزشک متخصص جمعأیتمامی نمونه ها پس از ت
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سال بود.  73تا  24شد. محدوده سنی افراد بیمار و سالم بین 
ون افراد پس از معاینه کامل تهیه شد و جهت ها از خ نمونه

ژنومی به آزمایشگاه ژنتیک منتقل و در  DNAاستخراج 
گراد نگهداري شد. استخراج  درجه سانتی -70فریزر 
DNA  ژنومی با استفاده از کیت استخراجDNA 

)GeneAll بر اساس دستور کار انجام گردید. کیفیت و (
از الکتروفورز و استخراج شده با استفاده  DNAکمیت 

اسپکتروفوتومتري(نانو دراپ) بررسی شد. جهت تعیین 
از روش  DAOAژن  T2588Gژنوتیپ پلی مورفیسم 

PCR-RFLP  استفاده گردید. در این روش از
 312براي تکثیر یک قطعه  1آغازگرهاي نام برده در جدول 

استفاده شد. حجم کلی  DAOAجفت بازي مربوط به ژن 
-15ژنومی  DNAو متشکل از  PCR ،25μlهر واکنش 

20ng ،2pmol ،0.4از هر پرایمرμM dNTP ،4Mm 

MgCl2 ،10mM Tris HCL،50Mm KCL ،0.5 

U Taq DNA polymerase   .بود  
 Bioي دستگاه ترموسایکلر(محصول شرکت  تنظیم برنامه

Rad براي تکثیر توالی پلی مورفیک جایگاه مورد نظر به (
  ترتیب زیر انجام گرفت: 

 5به مدت  950Cحله اول: واسرشت سازي اولیه با دماي مر
  دقیقه

بخش  3سیکل است و هر سیکل شامل  35مرحله دوم: شامل 
 30 مدت به  C°94دماي سازي با باشد: الف:واسرشت می

  ثانیه
  ثانیه 30به مدت  600cبا دماي  Annealingب:
  ثانیه 45به مدت  720cبا دماي  Extentionج:

 7به مدت  720cنهایی با دماي  Extentionمرحله سوم: 
  دقیقه.  

 rs947267جایگاه  PCRجهت هضم آنزیمی محصولات 
کره جنوبی) به  HaeIII  )Bioneerبا یک واحد آنزیم 

گراد انکوبه شد.  درجه سانتی 37ساعت در دماي  1مدت 
 درصد 2سپس محصول هضم آنزیمی بر روي ژل آگارز 

(فرمنتاز ساخت  safe stainآمیزي با  برده و بعد از رنگ
سازي باندها در دستگاه  مریکا) الکتروفورز شد و آشکارآ

Gel Doumentation  محصول شرکت)Bio Rad (
 10جهت بررسی ژنوتایپینگ  ).1صورت گرفت(شکل 

طور تصادفی انتخاب و دوباره تعیین ه ها ب از نمونه درصد
 Med Calcها با نرم افزار  ژنوتیپ شد. در پایان آنالیز داده

  انجام شد.   12ویرایش 
  

  
،  DAOAمربوط به ژن  312bpباند  3 ،2 ،1هاي  ، چاهکDA1,2اي پلیمراز با استفاده از پرایمرهاي  . محصول واکنش زنجیره1 شکل

  )درصد 1) (ژل M ,Cat No:DM2300,SMOBIO: 100bpباشد.(مارکر مربوط به نمونه کنترل منفی می 4چاهک 
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  ها یافته
 100نمونه بیمار و  100نمونه ( 200موع در مج

ها مرد بودند) در این مطالعه بررسی  نمونه سالم که همگی آن
ژنومی  DNAهاي خون افراد بیمار و سالم  و از تمامی نمونه

استخراج گردید. در مرحله پس از آن با استفاده از 
اي به  ، قطعهDAOAمربوط به ژن  DRو  DFپرایمرهاي 

 شکلو 1از ژن فوق تکثیر شد(جدول  جفت باز 312طول 
). در این تحقیق جهت بررسی پلی مورفیسم تک 1

در دو گروه بیماران و شاهد از  T2588Gنوکلئوتیدي 
استفاده گردید که نتایج آن در  PCR-RFLPروش 
 قطعه طول مورفیسم پلی آورده شده است. آنالیز 2جدول 

در ناحیه  DAOAبراي ژن  PCRبراساس  شده محدود
T2588G  نشان داده شده است. پلی مورفیسم  1در شکل

سه فرم مشاهده گردید. فراوانی  DAOAجایگاه فوق ژن 
) بدون پلی T,Wild type(آلل  TTژنوتیپ هموزیگوت 

، هتروزیگوت  312bpمورفیسم داراي یک قطعه به طول 
TG  داراي پلی مورفیسم در یکی از دو رشتهDNA  داراي

و  312bp,206bp,106bpسه باند با سایزهاي 
) واجد پلی مورفیسم G, Mutant(آلل  GGهموزیگوت 

داري دو باند با سایزهاي  DNAدر هر دو رشته 
206bp,106bp  2در الکتروفورز بر روي ژل آگارز 

  ).2 شکلمشاهده شد(درصد 
  
  

   PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در  .1جدول 
  SNP ID  پرایمر  الیگونوکلئوتید  دماي  رفرانس

2  59°C 5´GGGAAAAGGTATCAGGGAGAG 3´(21mer)  
5´ TTGCACACGAACCAAATCAG 3´ (20 mer )  

  DF   
(16)  DR  rs 947267  

  
  
  

  در افراد بیمار و سالم  DAOA. توزیع فراوانی ژنوتیپی و آللی ژن 2جدول 
  OR (CI95%) P  افراد سالم %  ر %افراد بیما  ژنوتیپ ها

T/T 40(40%) 41(41%)     

T/G 42(42%) 45(45%) 0.957(1.753-0.522) 0.09 

G/G 18 (18%) 14(14%) 1.318(3.002-0.579)   

          آلل ها

T 122(61%) 27(63.5%)1      

G 78(39%) 72 (36.5%)     
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، خطکـش مولکـولی   M. سـتون  HaeIIIهضم آنزیمی شده با آنزیم   PCRتمربوط به الکتروفورز محصولا درصد 2. ژل آگارز 2تصویر 

 106و  206، 312مربوط به قطعات  3و2هاي  ، ستونTTجفت بازي مربوط به ژنوتیپ  312یک قطعه  6 و 1هاي   جفت بازي. ستون 100
  . GGبازي مربوط به ژنوتیپ  106و  206قطعات  5 و 4هاي  و ستون TGجفت بازي براي ژنوتیپ 

  
 61در گروه بیمار به ترتیب  Gو  Tفراوانی آلل 

به  Gو  Tو در گروه کنترل فراوانی آلل  درصد 39و  درصد
هاي  بود. فراوانی ژنوتیپ درصد 5/26و  درصد 5/63ترتیب 

TT  وTG  وGG  42و  درصد 40در بیماران به ترتیب 
و  درصد 41و در افراد سالم به ترتیب  درصد 18و  درصد

فراوانی ژنوتیپی و  2بود. در جدول  درصد 14و  درصد 45
ژن  T2588Gدست آمده براي پلی مورفیسم ه آللی ب

DAOA ها در بیماري اسکیزوفرنی در دو  و میزان اثر آن
گروه بیمار و کنترل آورده شده است. با استفاده از نرم افزار 

SPSS )مقدارχ2 chi-square (  بود که  6/9معادل
دو گروه بیمار و کنترل از نظر میزان  داري بین تفاوت معنا

در افراد زیر  T2588Gدر موقعیت  DAOAهاي  ژنوتیپ
). آنالیز آماري نشان داد p=0.008سال وجود داشت( 40

 9/0به ترتیب افزایش  G/Gو  T/Gکه افراد حامل ژنوتیپ 
گونه  برابري در بروز بیماري اسکیزوفرنی دارند. همان 3/1 و

سال  40ن داده شده است افراد زیر نشا )3 جدول(که در 
داري با بیماري  ارتباط معنا G/Gو  T/Gداراي ژوتیپ 

براي ژنوتیپ ترکیبی  ORاسکیزوفرنی نشان دادند. بنابراین 
T/G و G/G)محاسبه شدOR , CI. P با توجه به ،(

p<0.05توان نتیجه گرفت که حضور آلل  ، میG  در
کیزوفرنی با بیماري اس DAOAژن  T2588Gجایگاه 

  باشد. داراي ازتباط می
  

  توزیع فراوانی ژنوتیپی افراد بیمار و سالم بر اساس گروه سنی .3جدول 

داري سطح معنی مجموع GGگج TT TG گروه گروه هاي سنی  

سال 40زیر  25)5/45( سالم   )5/45(25  )1/9(5 )100(55  Chi=9.6 
p =.008 9)5/37( بیمار  )25(6  )5/37(9 )100(24  

سال 40لاي با 16)6/35( سالم   )4/420  )20(9 )100(45  Chi=1.5 
p =.47 31)8/40( بیمار  )4/47(36  )8/11(9 )100(76  
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 بحث و نتیجه گیري
ي روانی است  اسکیزوفرنی یک اختلال پیچیده

باشد.  که تا حد زیادي تحت تأثیر اثرات ژنتیکی می
ع ترین نو اسکیزوفرنی یا جنون جوانی یکی از پیچیده

عنوان تحلیل ه اختلالات روانی است که در گذشته از آن ب
که  نمودند، تدریجی خصوصیات عقلی و شخصیت یاد می

 فرد در خود فرو رفته و گرفتار تخیلات و تصورات بیمار
 گونه و عجیبی شده بود. امروزه اصطلاح اسکیزوفرنی یا
 جنون زودرس، مجموعه اختلالاتی است که با آشفتگی در

اراده، عاطفه و فعالیت اجتماعی  تفکر، ادراك، گفتار،
  ).11گردد( مشخص می
دست ه هاي ب اساس نتایج این مطالعه، طبق آنالیز بر

 14 ،افراد نرمال درصد 41 ،آمده در جدول در گروه سالم
افراد هتروزیگوت  درصد 45افراد هموزیگوت و  درصد

 درصد 40باشند و در گروه بیمار  می rs947267داراي 
افراد  درصد 42افراد هموزیگوت و  درصد 18 ،فراد نرمالا

   باشند. می  rs947267هتروزیگوت داراي
هاي  SNPبراي  pهاي آماري نشان داد  بررسی

rs947267 از ژنDAOA  در جمعیت مورد
براي ژن  ایران به ترتیب  در افراد  DAOAبررسی در 

افراد بالاي  p=0.008سال  40زیر  سال  40و در 
p=0.47 باشد. می  

تایج ما و دیگر محققین در  در مجموع ن
این ژن نشان می ایجاد شده به  دهد جهش مورد  هاي 

نقش مهمی را در اسکیزوفرنی  Aبه  Cنفع تغییر 
این به  در مسیرهاي DAOA که ژن دارند و با توجه 
 ،ها در مغز نقش مهمی دارند رشد و تکاملی نورون

این واند نقش ت ها در این ژن می گونه جهش وجود 
اسکیزوفرنی داشته  ابتلا به  استعداد  افزایش  مهمی در 

این رو جهش از   rsهاي باشد. 

947267(A2588C),A>C  در ژنDAOA 
از مارکرهاي تشخیصی براي  می ند کاندید یکی  توا

  . )13(اسکیزوفرنی در جمعیت ایران باشد

ین پلی  2007در سال  باط ب ارت یو و همکارانش 
یسم یماري اسکیزوفرنی را با   DAOAهاي  مورف و ب

یماري مورد بررسی  الینی دخیل در ایجاد ب ب علائم 
ارتباط با  توجه و مهمی در  یج قابل  ند و نتا قرار دان

  ).20این مسئله یافتند(
ماشواري و همکارانش با  2008در سال 

یمار  376بررسی روي  ژن   SNPو مطالعه BPب
DAOA  این افراد بیان داشتند که  DAOAدر 

یماري تا به ب ابتلا   BPثیر مهمی روي استعداد 
این حال ممکن است  استعداد  DAOAندارد.با  در 

به اسکیزوفرنی در برخی خانواده هاي خاص  ابتلا 
   ).10مشارکت داشته باشد(

تعدد ژنوم نشان داده که بخشی  بررسی هاي م
از  68Mbتقریبا  DAOAدر ژن  13qاز کروموزوم 

13q12  13تاq34 دهدکه ممکن  را پوشش می
ابتلا به اسکیزوفرنی نقش داشته  است در استعداد 

هاي  هاي اخیر و آنالیز طور خاص در بررسیه باشد. ب
ارتباط  انجام شده نشان داده شده که اسکیزوفرنی در 

تغییرات نوکلئوتیدي در ژن دي  ا  اسید  مینوآب
) که روي کروموزوم DAOAاکسیداز اکتیویتور(

13q34 ارتباط  قرار دارد داراي همبستگی و 
یافته که بیان می اشد. این  ین  ب هاي  للآگر همبستگی ب

باشد رو اسکیزوفرنی می DAOAنزدیک لوکوس 
هاي  دهنده پیشرفت بزرگی در بررسی نشان

  . )10(اسکیزوفرنی بوده است
یماران مبتلا  یز بیان ژن نشان داد که در ب ال آن
از  یان بیش  به ب به اسکیزوفرنی گرایش 

بی  mRNADAOAحد در کورتکس خلفی جان
جلو مغز وجود دارد. در مطالعات اخیر نشان داده 

ین پلی ارتباط ب ها در ژن گیرنده  مورفیسم شده که 
) ممکن است به عنوان یک GRM3گلوتامات(

گویی علامت منفی در بهبود درمان با الانزاپین  پیش
به اسکیزوفرنی باشد(   . )10، 9در فرد مبتلا 
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ارتباط بین  یو و 2007در سال  همکارانش 
یماري اسکیزوفرنی را   DAOAهاي  مورفیسم پلی و ب

یماري مورد بررسی  الینی دخیل در ایجاد ب با علائم ب
ارتباط با  قابل توجه و مهمی در  تایج  قرار دادند و ن

  .)14(این مسئله یافتند
ماشواري و همکارانش با  2008در سال 

یمار  376بررسی روي  ژن   SNPو مطالعه BPب
DAOA  یان داشتند که افراد ب تاثیر  DAOAدر این 

یماري  به ب استعداد ابتلا  این  BPمهمی روي  ا  ندارد. ب
است  تلا به  DAOAحال ممکن  اب در استعداد 

هاي خاص مشارکت  اسکیزوفرنی در برخی خانواده
اش   .)12(دداشته ب

سینکاس و همکارانش در  2009در سال 
در جمعیت  CHRNA7پلی مورفیسم ژن  2بررسی 

ارتباط این ژن با آ- مریکاییآقفقازي و  به  فریقایی 
ین جمعیت ها دست یافتند   .)15(اسکیزوفرنی در ا

ها  بنابراین روشن شدن اساس مولکولی این جهش
در مبتلایان به اختلال اسکیزوفرنی براي تشخیص بهتر و 

در ایران تشخیص ژنتیکی این  مدیریت درمان ضروري است.
بیماري انجام نشده است، لذا این مطالعه براي اولین بار در 

، بر PCRایران با در نظر گرفتن اهمیت این مسئله با روش 
که ایران  این موتاسیون صورت گرفت و مورد دوم اینروي 

را  25از لحاظ شیوع این بیماري در رنکینگ جهانی رتبه 
هاي ژنتیکی بیش رباشد لذا نیاز بسیاري به چنین تست دارا می

گردد. بنابراین نتیجه این تحقیق و  از پیش احساس می
 تواند تر در این زمینه به ویژه در ایران می تحقیقات بیش

کمک شایانی در مدیریت شناسایی بیماري اسکیزوفرنی به 
روش ژنتیکی نماید. از این رو روش مناسبی جهت درمان 

  فراهم خواهد شد.
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