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 كه هستي مان بخشيد و به طريق علم و دانشسپاس بيكران پروردگار يكتا را 

رهنمونمان شد و به همنشيني رهروان علم و دانش مفتخرمان نمود و خوشه چيني از 

. علم و معرفت را روزيمان ساخت

 

 : تقديم به

 ) عج(العظم ..و حضرت بقيه ا) س(پيشگاه مقدس حضرت فاطمه زهرا 

 

 : به ياد 

 ، بنيانگذار پژوهشگاه رويان  آشتيانياستاد فرزانه، دكتر سعيد كاظمي 

 

 : از پدرو مادرم و سپاسبا تشكر

زندگي اميد موفقيت را در من زنده نگاه  كه با صبر و پشتيباني هميشگي خود در تمامي دوران

در راه كسب علم و  و دعاي خيرشان بدرقه ي راهم بود .و دانشم بودندهمواره مشوق راهم  .داشتند

خواسته اميدوارم بتوانم اداي دين كنم و به ، معرفت براي من آنچه در توان داشتند انجام دادند 

. آنان جامه عمل بپوشانم 



:تقدير و تشكر  

سحر كياني كه سپاس و تشكر از اساتيد بزرگوارم،سركار خانم دكتر مهناز آذرنيا و سركار خانم دكتر 
.  پايان نامه از رهنمودهاي علمي ايشان بهرمند شدمدر طول مدت انجام اين 

بخاطر رهنمودهاي علمي و اخلاقي ايشان  بهاروند،جناب آقاي دكترحسين  گرامي اد  مشاورتاز اس
. بسيار سپاسگزارم 

كه زحمت داوري اين پايان نامه را به عهده گرفته  جناب آقاي دكتر محمد نبيوني محترم از استاد
 .سپاسگزارم ،اند

كه مرا در اين تحقيق  صميمانه ياري . دكتر پروانه افشاريان خانم  سركار م،ز دوست و همكار عزيزا
 .رساندند كمال تشكر و قدرداني را دارم

 ،سركار خانم شيوا نعمتي ،از همكاران محترم گروه عصب، بويژه سركار خانم دكتر مهناز بيات 
  .تشكر را دارم كمال  جناب آقاي علي پويا و جناب آقاي ملوندي

بخش  پروتئوميكس و بافت شناسي، محترم آزمايشگاه هاي الكتروفيزيولوژي، تمايز، از كارشناسان
ستاري جناب آقاي دكتر نكوكار و آقايان ، خيمه و بويژه  حيوانات آزمايشگاهي پژوهشگاه رويان ،

 .بسيار سپاسگزارم در انجام بسياري از امور ياريگرم بودند كه

ان محترم معاونت پژوهشي ، سركار خانم دكتر كوه كن و بويژه سركارخانم هانيه سروش از همكار
 . نهايت قدرشناسي و سپاس را دارمكه در پيشبرد اين طرح از هيچ تلاشي فروگذار نكردند 

 

 

 

 



 

 : چكيده

سلول هاي بنيادي بعنوان يك درمان بالقوه براي ضايعات نخاعي بوده و انواع متعددي از  :مقدمه

سلول هاي پرتوان القائي با . سلول هاي بنيادي در مدل هاي حيواني و انساني  ارزيابي شده اند
فراهم كردن امكان پيوند سلول از رده سلولي خود بيماربعنوان يك منشا سلولي جالب توجه  براي 

دراين مطالعه، پتانسيل پيوند دو نوع سلول پيش . لول درماني در طب ترميمي مطرح مي باشدس
و پيش ساز اوليگودندروسيت مشتق شده از سلول هاي پرتوان القائي انساني ، در بهبود  يساز عصب

پاسخ حسي و حركتي با پيوند هريك از اين سلول ها به تنهائي در يك ضايعه نخاعي شديد بررسي 
 . شد

و پيش ساز اوليگودندروسيت از سلول هاي پرتوان  پيش ساز عصبيدو نوع سلول : روش انجام كار
سلول هاي پيش ساز اوليگودندروسيت ماركرهاي ويژه پيش سازي مانند . القائي انسان توليد شدند

PDGFRα, NG2, A2B5, O4  ويژه گيهاي مولكولي  پيش ساز عصبيسلول هاي . را بيان كردند
شش گروه مطالعه شامل گروههاي كنترل . را بيان كردند Sox1و  Nestinمانند  ساز عصبيپيش 

، دريافت كننده پيش ساز ) بعنوان گروههاي شم(  PBSجراحي ،دريافت كننده  فيبروبلاست و 
. طراحي شدند پيش ساز عصبيو پيش ساز اوليگودندروسيت و  پيش ساز عصبياوليگودندروسيت ، 

در موش صحرائي  contusionز پس از ايجاد يك ضايعه نخاعي شديد با مدل سلول ها هفت رو
و ) پلنتار( تست هاي رفتاري حسي . شدت ضايعه توسط بافت شناسي تائيد شد. پيوند شدند

هفته پس از  5مطالعات ايمونوهيستوفلوروسنت . هفته بررسي شدند 5بمدت  (BBB )حركتي 
 . طراف محل ضايعه انجام شدپيوند جهت ارزيابي بقا سلول ها در ا

تست هاي رفتاري در طي پنج هفته حاكي از عدم بهبودي معني دار آماري در پاسخ  :يافته ها

در ( اما ،يك بهبود معني دار در رفتارحركتي . حسي و حركتي در بين گروههاي مورد مطالعه بود
افت كننده  هر دو سلول ودري پيش ساز عصبيدر دو گروه دريافت كننده  )  مطالعه درون گروهي

 .  در همه هفته ها وجود داشت



پيش ساز با در نظر گرفتن جوانب مختلف، بنظر ميرسد كه پيوند دو نوع سلول : نتيجه گيري

و اوليگودندروسيت  توانسته است يك نقش حفاظتي براي نخاع آسيب ديده فراهم نمايدكه  عصبي
هفته پس از پيوند  5كه سبب بهبود حركتي در طي اما نتوانسته است . شود منجر به حفظ نورونها

و اوليگودندروسيت توانستند براي مدت  پيش ساز عصبيما همچنين دريافتيم كه سلول هاي . شود
ما چنين فرض كرديم كه بهبود بيشتر در رفتار حسي و . زمان طولاني در محل ضايعه زنده بمانند

دت زمان بيشتر و پيوند تعداد بيشتر سلول در حركتي ممكن است مستلزم ارزيابي حيوان براي م
 .      جاهاي بيشتر در اطراف محل ضايعه نياز داشته باشد

سلول پيش ساز عصبي ، سلول پيش ضايعه نخاعي ، سلول پرتوان القائي انساني ،   :كلمات كليدي

 ساز اوليگودندروسيت ، پيوند دو نوع سلول  
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Abstract:  

Introduction: Stem cell therapy is a potential treatment for spinal cord 
injury (SCI), and a variety of different stem cell types have been 
evaluated in animal models and humans with SCI. Induced pluripotent 
stem cells (iPSCs) with the possibility of patient-specific cell lineage 
transplantation represent an attractive source for cell therapy in 
regenerative medicine. In this study we investigated co-transplantation of 
induced pluripotent derived neural precursor /oligodendrocyte progenitor  
cells (iPSCs- NPCs/OPCs)  potential for sensory response  and functional 
recovery compared to each single cell therapy.  

Material and Methods: Two cell populations of neural precursor and 
oligodendrocyte progenitor cells were generated from hiPSC. The iPSCs 
/OPCs derived cells expressed PDGFRα, NG2, A2B5, O4 specific 
markers and iPSCs-NPC were highly expressed molecular features of 
NPC such as Nestin and Sox1. Six study groups, were assigned, and the 
cells were transplanted into severe injured spinal cord rats seven days 
following contusion injury. The severity of model was confirmed by 
histological assessments. The behavioral tests (Plantar and BBB score) 
were examined for sensory response and locomotor function for 5 weeks 
after SCI. Immunohistofluorscence evaluation five weeks after 
transplantation performed to detect survival of transplanted cells in 
epicenter of injury site.  

Result: Behavioral tests (Plantar and BBB) during 5 weeks following 
transplantation showed non-significant improvement in functional 
recovery and sensory responses between study groups. But we saw a 
statistically significant improvement of functional recovery in NPC and 
NPC/OPC groups in all weeks.  
Conclusion: : Taken together, it seems that iPSC-NPC/OPC 
transplantation can provide protection to the injured spinal cord and lead 
to rescue of neurons, but could not promote functional recovery after 5 
weeks of SCI. We also found that the iPSCs-NPC/OPCs could survive 
well over long periods of time. We hypothesized that greater 



improvement in functional recovery may be required to more time 
evaluation with transplantation of the greater number of cells into 
multiple locations in severe injury model.  
 
Key Words: Spinal cord injury, human induced pluripotent stem cells, 
neural precursor cell, oligodendrocyte progenitor cell, co-transplantation 
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 مقدمه اي بر ضايعات نخاعي .1

 آناتومي نخاع  .1-1
. هستند دستگاه عصبي مركزياجزاي تشكيل دهنده  نورون هاو مغز طناب نخاعي به همراه     

النخاع  از قسمت پائيني بصل گرفته ونخاع به صورت طناب سفيد رنگي درون ستون مهره ها قرار
. در بين مهره اول و دوم كمري پايان مي يابد اولين مهره گردني آغاز ودر سطح 

تشكيل شده  دنبالچه اي -5 خاجي -4 كمري -3 سينه اي -2 گردني-1ناحيه نخاع از پنج 
هشت زوج  :زوج عصب نخاعي از ستون مهره ها خارج مي شود كه عبارتند از 31در مجموع .است

  .يك زوج دنبالچه ايو پنج زوج خاجي ، زوج كمري پنج، زوج سينه اي  ، دوازدهگردني 
ماده خاكستري . پايين ترين بخش تنه نخاع مخروطي شكل است و مخروط انتهايي ناميده مي شود

 . و در مركز نخاع قرار گرفته است Hطناب نخاعي به شكل 
هريك . طناب نخاعي هدايت و تعديل پيام هاي عصبي را بين مغز و اندام ها و بالعكس بر عهده دارد

از اين نواحي پنجگانه عملكرد نواحي خاصي از بدن را توسط اعصاب نخاعي كه از آن ناحيه خارج 
 . مي شود كنترل مي كنند 

اطلاعات حسي از پوست ،  آكسوني ميلينه در مسير هاي بالارو ، مسئول هدايت تدستجا    
حركتي ، پيام هاي مربوط به كنترل  مسيرهاي پائين رو. عضلات ، مفاصل و ارگانها به مغزهستند

مسيرهاي پائين رو حسي . ارادي حركات و رفلكس هاي مربوط به پاها و تنه را انتقال مي دهند
 ، مثانه و اعمال جنسي وظيفه تعديل خروجي سيستم هاي اتونوميك كنترل كننده هموستاز ، روده

  ). 4(را بر عهده دارند

 الگوي مركزيژنراتور سيستم  . 1-2

0Fراه رفتن در انسان تا حد زيادي توسط كنترل مناطق بالاي نخاعي

اما در حيواناتي . كنترل مي شود1
پا راه مي روند فعاليت حركتي قدم برداشتن و راه رفتن كاملا بر عكس بوده و راه  ركه بر روي چها

1Fمركزيالگوي مولدرفتن غالبا توسط مدارهاي رفلكسي مخصوص كنترل مي شود كه تحت عنوان 

2 
 مشخص شد كه تغييرات ريتميك حركتي دراندام حركتي  1911دراوايل سال .  نام دارد

                                                           
 

1- Supraspinal 
2- Central pattern generator 

http://www.020.ir/index.php?option=com_content&view=article&catid=75&id=1044%3A2009-08-31-19-46-51&Itemid=37
http://www.020.ir/index.php?option=com_content&view=article&id=509:2008-10-23-14-37-16&catid=75&Itemid=37
http://www.020.ir/index.php?option=com_content&view=article&id=1043:2009-08-31-19-26-53&catid=75&Itemid=37
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واژه ژنراتور الگوي مركزي . اليت محيطي يا مركزي درنخاع توليد شودعقبي مي تواند بدون هيچ فع
واژه اي است كه براي توصيف شبكه نوروني داخلي كه كنترل فعاليتهاي ريتميك مانند راه رفتن ، 

اين سيستم يك خروجي قابل اندازه گيري و . شنا كردن و تنفس را بر عهده دارد بكار مي رود
 .رفتار واقعي را دارا مي باشديك مربوط به ه مزاياي فعاليت شبكه مداوم را توليد مي كند ك

در مهره داران ابتدائي ، مان لمپري وبچه قورباغه پيشرفت قابل توجه در جداسازي مداراهاي نوروني 
واحد ابتدائي در زنراتور . انجام گرفته است كه حركت در زمينه اين مدارها صورت مي گرفته است

اينترنورون هاي تحريكي كه تحريك نورون هاي حركتي را : و نوع اينترنورون الگوي مركزي از د
اين حالت به اين . كند مي تضمينفراهم مي سازد و اينترنورون هاي مهاري كه تغيير سگمنتال را 

 . شكل است كه وقتي يك طرف طناب نخاعي فعال است طرف ديگر غير فعال است
CPG - راست پا ها و فعاليت متناوب عضلات جمع كننده و باز كننده در پستانداران تغييرات چپ

گرچه انواع رفتار هاي حركتي در پستانداران ، بعنوان مثال ، . همان طرف از بدن را كنترل مي كند
يافته ها در لمپري يك مدل مناسب  .اي دارد پيچيده CPGراه رفتن ، رقص و دويدن نياز به 

نخاعي ، ريتم حركتي دقيقي را در پاها  CPG .مناسب را تشكيل مي دهند CPGئ يك  اجزااز
ايجاد مي كند كه با تغييرات عضلات جمع كننده و بازكننده يك پا كه در مرحله تضاد با پايديگر 

كه از مركز فرمان  اين مولد بطور طبيعي ، با سيگنال ها ي پائين رونده. است مشخص مي شود
         .  ر ساقه مغز صادر مي شوند روشن مي شودحركتي د
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 ضايعات نخاعي اتيولوژي .1-3
 

2Fنخاعي  اتضايع    

1 (SCI)  علل مانند تروما ، تومور ، ايسكمي ، اختلالات بسياري مي تواند در اثر
علل شايع آسيب نخاعي شامل  .ژنتيكي ، بيماري ها و آماس مغز استخوان به وجود بيايد

تصادف رانندگي ، صدمات ناشي از گلوله ، سقوط از بلندي و ارتفاع ، صدمات ناشي از ورزش ، (تروما
هر يك . )5(د مي باش) غيرهو  4ي، آتاكس 3، اسپينابيفيدا 2فلج اطفال يا پوليوميليت(يا بيماري) غيره

الگوهاي متفاوتي از فلج و از اين علل الگوي متفاوتي از آسيب عصبي ايجاد خواهند نمود و منجر به 
. آسيب عملكرد حسي مي شوند

علاوه بر ناتواني جسمي ، روحي و ، با اتيولوژي تروماتيك يا غير تروماتيك ضايعات نخاعي    
خانواده و به  "افراد مبتلا و نهايتا اقتصادي اختلالات وسيع در عملكرد فرد، برشرايط اجتماعي-

افرادمبتلا به آسيب هاي نخاعي درمعرض . رات عميقي مي گذارندميزان وسيع تر بر جامعه نيز تاثي
مانند عوارض قلبي و عروقي ، ترومبوز عروق عمقي ( روحي ، جسمي  خطرات فزاينده عوارض ثانويه

و كاهش كيفيت زندگي ) ، زخم هاي فشاري ، عدم رفلكس هاي اتونوميك و درد هاي نوروپاتيك 
رهاي جهان ساليانه مقادير هنگفتي از بودجه هاي درماني صرف مي باشند ، لذا در بسياري از كشو

معمولا بدنبال صدمات   ).6،5( ن بيماران ميگردد اصلاح اين عوارض و بهبود سطح زندگي دراي
) شكستگي يا بدون باثانويه به تصادفات اتومبيل يا افتادن از ارتفاع ( تروماتيك به ستون فقرات

از اختلالات حسي ، حركتي و اتونوميك طيف وسيعي با  ضايعه مكانيسم و، محل به شدت بسته
روبرو هستيم كه  ناشي از آسيب ها ي موضعي به نخاع و يا قطع فيبرهاي بالارو و پائين رو در نخاع 

خفيفند كه بهبودي تقريبا كامل خواهند يافت و بعضي بحدي  ضايعات بحدي برخي از). 4(است 
آسيب هاي وارده به نورون هاي . پيشرفتي نخواهند داشت هيچگونه شديدند كه بهبود علائم

در مقابل ضايعات نواحي . حركتي بالاتر منجر به هيپررفلكسي، هايپرتوني و ضعف عضلاني ميگردد
 )5-7(ي و آتروفي عضلاني منجر ميگردندپائين تر به هيپوتوني، هيپورفلكس

                                                           
1-Spinal cord injury 
2- Poliomyelitis 
3- Spinal bifida 
4- Ataxia 
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 اپيدميولوژي ضايعات نخاعي .1-4

امروزه آسيب هاي نخاعي يكي از علل مهم مرگ و مير بويژه در وزيك ، از ديدگاه اپيدميول    
مورد در هر ميليون   15-40كودكان و جوانان محسوب  شده وميزان شيوع آن در جهان ، ساليانه  

  ).5،2،1(است نفر 
3Fمنجر به فشار آسيب هاي نخاعي ناشي از ضربه    

ز ا ).5(دندرطناب نخاعي مي گرد 2و له شدگي  1
ميزان . بوقوع مي پيوندد هاي گردنيه موارد ضايعه در ناحيه مهر % 55نظر شيوع محل آسيب ، 

سينه اي مهره بين  آخرين % 15در سطح مهره هاي سينه اي ، % 15آسيب در نواحي ديگر شامل 
بسته به سن بيمار ، شدت ضايعه و محل ). 5( مي باشد در ناحيه% 15و اولين مهر ه كمري و 

در آسيب هاي وارده به نخاع . آسيب ، طول عمر و هزينه هاي درماني بيمار متفاوت مي باشد
 10-15و عمر مفيد پيش بيني شده % 10گردني ، ميزان مرگ و مير در سال اول پس از آسيب 

 ). 5(سال است

 )ريف انجمن ضايعات نخاعي آمريكابر اساس تع(رده بندي ضايعات نخاعي  . 5 -1
در آسيب كامل هيچ گونه عملكرد  .نخاعي ميتواند به دو گونه كامل ويا ناقص ايجاد شود عهيضا    

هر دو طرف بدن به يك اندازه تحت تاثير قرار مي . حسي و حركتي در زير سطح ضايعه وجود ندارد
هاي طولي صدمات عروقي شديد ، كشش  آسيب كامل بيشتر در ارتباط با قطع عرضي نخاع ،. گيرد

در ضايعات كامل به دليل قطع ارتباط . )7،6،4(طناب نخاعي و يا فشارهاي شديد به نخاع است
فرد مختل شده و در اين موارد پيش آگهي جهت  كنترل حركتي، ادراك حسي و  مغزنخاع با 

شواهد اخير نشان مي دهند كه عملكرد حركتي در . حركتي ضعيف است -برگشت عملكرد حسي
.  )8(درصد افراد گرفتار ضايعات كامل نخاعي بازگردانده مي شود 3كمتر از 

در . طور كامل قطع نشودممكن است نخاع به  يك آسيب نخاعي كامل ه دركبايد توجه داشت     
كه كنند اي ايجاد ميهاي داخل نخاعي مدتي پس از آسيب اوليه حفره  بسياري از موارد ، خونريزي

. فراهم نمي سازند به سمت بالا و پايين را هاعليرغم عدم پارگي كامل نخاع امكان انتقال سيگنال 
. زير سطح اوليه ضايعه وجود دارد عملكردهاي حسي يا حركتي در اين حالت

                                                           
1- Compression 
2- Contusion 

http://fa.wikipedia.org/wiki/Ù�ØºØ²
http://fa.wikipedia.org/wiki/Ú©Ù�ØªØ±Ù�_ØØ±Ú©ØªÛ�
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. ها از مغز را دارد امدر يك آسيب نخاعي ناقص ، نخاع قابليت فرستادن و دريافت برخي پي    
شوند قادر خواهند بود تا برخي اعمال حسي و  هاي ناقص مبتلا مياشخاصي كه به آسيب  ،بنابراين

دليل است كه قسمتي از نخاع  بدينامر اين . حركتي را در پايين ناحيه آسيب ديده حفظ كنند
 ).7،6(ص قسمتي عملكرد خود را حفظ نمايدقسالم باقي مانده ودر نتيجه ميتواند به صورت نا

يك سيستم رده بندي استاندارد  4F1 ( ASIA) ، انجمن ضايعات نخاعي آمريكا 1982در سال     
 : بين المللي تحت عنوان

 (International Standards for Neurological and Functional Classification of Spinal 
Cord Injury) 

پاسخ هاي نورولوژيكي آزمايش شده در هر درماتوم و كشش ده عضله ي كليدي در هر را بر اساس 
، خمش ) C7( ، كشش آرنج) C6( ، كشش مچ) C5( ، خمش آرنج) C4( طرف بدن مانند شانه

آسيب طناب نخاعي ضربه اي يا تروماتيك  بر اين اساس. )9( تعريف و مشخص نمود) L2( خاصره
: به پنج رده طبقه بندي گرديد

ضايعه نخاعي كامل را نشان مي دهد كه در آن هيچ عملكرد حسي يا حركتي در  : Aدرجه -
. وجود ندارد S4-S5) ساكرال(سگمنت هاي خاجي

د حسي وجود داشته اما عملكرد ضايعه ناقص نخاعي را نشان مي دهد كه در آن عملكر:  Bدرجه  -
اين درجه . مي باشد S4-S5حركتي در زير سطح ضايعه وجود ندارد و شامل سگمنت هاي خاجي 

يك مرحله ي گذرا بوده و چنانچه فرد هر گونه عملكرد حركتي خود را در سطوح پايين تر از ضايعه 
. مي شود تبديل Dيا  Cبدست آورد ، درجه ي آسيب فرد به ضايعه ناقص حركتي 

ضايعه ي ناقص نخاعي را نشان داده كه در آن عملكرد و قدرت حركتي در زير سطح :  Cدرجه -
 3ضايعه وجود داشته و بيش از نيمي از عضلات كليدي زير سطح ضايعه درجه ي عضله كمتر از 

 .فايده استدارند ، كه نشان از حركت فعال مي باشد اما قدرت حركتي قابليت انجام كار ندارد و بي 

درصد عضلات زير سطح آسيب برخلاف نيروي گراني عمل نمي كنند يعني آنها به قدر كافي 50
 .آنها به شيوه درستي استفاده كرد قوي نيستند تا بتوان از

سطح  ضايعه ي ناقص نخاعي را نشان مي دهد كه در آن عملكرد و قدرت حركتي در زير :Dدرجه -
 يا بيشتر 3ي از عضلات كليدي زير سطح ضايعه درجه عضله ضايعه وجود داته و حداقل نيم

                                                           
1-  American Spinal Cord Injury Association   
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درصد عضلات زير سطح  50. اما از حد طبيعي كمتر است. قدرت حركتي ، قابليت كار را دارد. دارند
 .آسيب در خلاف گراني عمل مي كنند

. .عملكرد حركتي و حسي نرمال را نشان مي دهد و عملكرد اسفنكترها طبيعي است:  Eدرجه -
 مهره همانطور كه در اين طبقه بندي مشاهده مي شود درشديدترين حالت كه آسيب وارده درسطح

5Fمنجر به فلج در دو دست و دو پا  ايجاد مي شود  (C1-C7 )هاي گردني 

در اين  . ي گردد1
نمي تواند از دست وبازوهايش نيز همچون , صورت فرد علاوه بر اينكه قادر به حركت پا نمي باشد

استفاده كند ودر واقع هرچه محل ضايعه نخاعي به مغز نزديك تر باشد سطح بيشتري از گذشته 
در اينجا . ضايعه نخاعي ديده ميشود وبخش گسترده تري از ارگانها از عملكرد طبيعي خارج ميشوند

حيات فرد در , لازم به ذكر است كه درصورت وقوع ضايعه در ناحيه مهره اول تا چهارم گردني 
  .ر جدي قرار مي گيرد وبراي ادامه زندگي بايد تحت مراقبت هاي ويژه تنفسي باشدمعرض خط

باعث فلج در اندامهاي ، چنانچه ضايعه درسطح مهره هاي سينه اي وپايين تر از آن اتفاق افتد    
6Fتحتاني

اين نوع از ضايعه نخاعي ميتواند . فردقادر به حركت پاها نمي باشد هميشود كه درنتيج 2
د عمل عضلات سينه اي وشكمي گرد,اعمال جنسي , مثانه ,باعث اختلالاتي نيز در عملكرد روده 

)7 ،6.( 
 

 
 
 
 

                                                           
1- Quadraplegia 
  
2-Paraplegia  



8 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 


