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Abstract: 
 
Background: Apoptosis is an essential physiological process to maintain immune 
homeostasis. T-cell incorrect apoptosis appears to be involved in chronic inflammatory 
diseases such as inflammatory bowel disease (IBD). The aim of this study was to evaluate 
the Bcl2/BAX genes expression ratio in patients with IBD (Crohn’s disease and ulcerative 
colitis) compared to healthy persons.  
Materials and Methods: This case-control study was conducted on 49 patients with IBD 
and 20 healthy subjects. Blood samples were collected from the patients and healthy subjects 
after receiving complete information and obtaining consent. Then, white blood cells were 
isolated by the Salting Out technique. After RNA extraction and cDNA synthesis, the 
Bcl2/BAX expression level was quantitatively measured by the real-time PCR method in the 
patients and healthy subjects. 
Results: The results showed that the Bcl2/BAX genes expression ratio in peripheral blood T-
cells was not significantly different in patients with IBD compared to the healthy subjects 
(P=0.06).  
Conclusion: It seems that change is not evident in Bcl2/BAX genes expression ratio in 
peripheral blood T-cells in the patients with IBD. 
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  )IBD(بيماري التهابي روده  عنوان يك علامتبه Bcl2/BAX هايژن بيان نسبت بررسي
  

نيافريبا جوادي
1

، زينب خزائي كوهپر
2*

3 ، حميد اسدزاده عقدايي
  

 
  مقدمه

) owel BInflammatoryهاي التهابي رودهبيماري

isease) D  ياIBD  شامل بيماري مزمن كرون)Crohn’s 

iseaseD (شونده و كوليت زخم)olitisClcerative U (دباشمي 
، داشتن سابقه فاميلي با IBDيكي از فاكتورهاي خطر در بروز . ]1[

هاي التهابي در اثر پاسخ IBD. شيوع بالا در اوايل دوره جواني است
آن در افراد مستعد  هاي موجود درنادرست روده به ميكروبمداوم و 

كند كه ا پيشنهاد ميهنتايج آزمايش .]2[ شوداز نظر ژنتيكي ايجاد مي
هاي واسطه سلولههاي مخاطي نتيجه فعاليت ايمني نادرست بالتهاب

T هاي ژن. ]3[ است كه در افراد مستعد ژنتيكي رخ داده است
، IBD1 ،IBD2هاي ژني شامل لوكوسها، ول اين بيماريؤمس

IBD3، IBD4  وNOD2/CARD15 4[ باشدمي[ .  
  

مولكولي، دانشكده علوم  شناسي سلولي وگروه زيست دانشجوي كارشناسي ارشد، .1
  اسلامي، تنكابن، ايران تنكابن، دانشگاه آزاد زيستي، واحد

 مولكولي، دانشكده علوم زيستي، واحد شناسي سلولي واستاديار، گروه زيست .2
  اسلامي، تنكابن، ايران تنكابن، دانشگاه آزاد

 گوارش، دستگاه هايبيماري اپيدميولوژي و پايه علوم تحقيقات مركز استاديار، .3

 تهران، بهشتي، شهيد پزشكي علوم دانشگاه كبد، و گوارش هايبيماري پژوهشكده

  ايران
  :نشاني نويسنده مسؤول *

شناسي سلولي دانشكده علوم زيستي، گروه زيست واحد تنكابن، دانشگاه آزاد اسلامي
 مولكولي و

   01154274409 :دورنويس                                   01154271105 :تلفن
  khazaei@toniau.ac.ir  :پست الكترونيك

    7/12/1397 :تاريخ پذيرش نهايي                                 25/4/1397 :تاريخ دريافت

 Tهاي را در سلول CD2آپوپتوز از مسير  يمطالعات، كاهش القا
از سويي . دهندنسبت به افراد سالم نشان مي IBDدر افراد دچار 

P53 اي، باعث سيستم ايمني روده كننده منفيعنوان يك تنظيمبه
نشده اين و مهار تكثير كنترل Tهاي سلول شدن چرخه سلوليِندكُ

ي Tهاي سلول، اما در افراد دچار بيماري كرون. شودها ميسلول
ي داشته كه اين امر باعث افزايش ترچرخه سلولي سريع ،مخاطي

همچنين در  .شودها در مقايسه با افراد سالم ميتعداد اين سلول
 8كاسپاز  كنندهشونده افزايش بيان يك مهاردچار كوليت زخمافراد 

)Caspase8 (نام  بهFLIP دهد كه باعث مهار مرگ رخ مي
يك اختلال در نسبت  .شودهاي مرگ ميسلولي از طريق گيرنده

در بيماران كرون در پوپتوتيك آپوپتوتيك به آنتي آفاكتورهاي پرو
كه در افراد مبتلا  طوريهب. مشاهده شده استپوپتوز آمقاومت به 

 لامينا يTهاي در سلول BAXبه  Bcl2به بيماري كرون افزايش 
باعث افزايش مقاومت به مرگ ) lamina propria(پروپريا 

كه هيچ استعداد با توجه به اين .شده سلول شده استريزيبرنامه
پوپتوز آ مذكور دركننده ژنتيكي منجر به نقص در بيان عوامل تنظيم

 IBDها از اثرات ثانويه اين مكانيسم وجود احتمالاًشود، نمي
-پوپتوز در سلولآكننده ن انواع فاكتورهاي تنظيمدر ميا. ]3[ باشند

 از. كنندي ايفا مينقش مهمBcl2 هاي خانواده ، پروتئينTهاي 
توان به هم مي جمله اعضاي اين خانواده با اثرات ضدBcl2 )ضد 

ره نمود كه حساسيت يا شاا) پوپتوزآپرو(  BAXو ) پوپتوزآ
هاي مختلف و يا در در بافتبه مرگ سلولي  Tهاي مقاومت سلول

  :خلاصه
 Tهاي ناصحيح سلولآپوپتوز رسد نظر ميبه .آپوپتوز يك فرآيند فيزيولوژيك ضروري در حفظ هموستازي ايمني است :سابقه و هدف

هاي هدف از اين مطالعه ارزيابي نسبت بيان ژن. دخالت داشته باشد) IBD(همچون بيماري التهابي روده  ،هاي التهابي مزمندر بيماري
Bcl2  بهBAX  در مبتلايان بهIBD )نسبت به افراد سالم بود) شوندهبيماري كرون و كوليت زخم.  
خونگيري از بيماران  .گرفتند قرار بررسي مورد سالم فرد 20 وIBD  به مبتلا بيمار 49شاهدي،  -يمورد مطالعه اين در :هاروش مواد و
روش سالتينگ اوت هاي سفيد خون بهسپس سلول وو افراد سالم پس از دريافت كامل اطلاعات و كسب رضايت انجام  IBD مبتلا به

در  real-time PCRروش ي بهصورت كمهب BAXبه  Bcl2هاي بيان ژن، سطح cDNAو سنتز  RNAبعد از استخراج . دشجداسازي 
  .گيري شدافراد سالم و بيمار اندازه

 فرد 49خون محيطي در  Tهاي سلولدر  BAXبه  Bcl2هاي نشان داد كه نسبت بيان ژن real-time PCRدر اين مطالعه، آناليز  :نتايج
  ). =06/0P( داري نداشتفرد سالم  تفاوت معني 20در مقايسه با  IBDمبتلا به 
خون محيطي مشهود  Tهاي سلولدر  BAXبه  Bcl2هاي ، تغيير در  نسبت بيان ژنIBDمبتلا به  افرادرسد در نظر ميبه :گيرينتيجه
  .نباشد

  بيماري التهابي روده، BAX ،Bcl2آپوپتوز،  :واژگان كليدي
 153-157 ، صفحات98تير -، خرداد2پژوهشي فيض، دوره بيست و سوم، شماره –نامه علميدو ماه                                                             
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نسبت اعضاي در تغيير  هبهاي افراد سالم و بيمار مقايسه بين بافت
تغيير در نسبت چندين مطالعه در . ]5[ وابسته است Bcl2خانواده 

Bcl2  بهBAX  هاي در سلولدر سطح پروتئينيT ي لامينا
 دنسبت به افراد سالم مشاهده ش IBDپروپريا در افراد مبتلا به 

به  Bcl2 هايژن بيان هدف از اين مطالعه بررسي نسبت. ]5،6[
BAX هاي در سلولT ي خون محيطي افراد مبتلا بهIBD  در

  .مقايسه با افراد سالم در بيمارستان طالقاني تهران بود
  

  ها مواد و روش
  تهيه نمونه خون از افراد

شاهدي بود كه بر روي  - مطالعه حاضر از نوع موردي
فرد  مبتلا به بيماري التهابي روده بستري در بيمارستان  49

 قبل. عنوان كنترل صورت گرفتفرد سالم به 20طالقاني تهران و 
نامه آگاهانه كتبي از تهيه نمونه خون، از هر يك از افراد رضايت

گيري با مجوز كميته اخلاق مركز تحقيقات دريافت شد و نمونه
 هاي گوارش و كبد دانشگاه شهيد بهشتيبيماري

)IR.SBMU.RIGLD.REC.135.48/49 (افراد . انجام شد
هاي بيماريبيمار با توجه به معيارهاي متعارف تشخيص و ميزان 

التهابي روده بر اساس علائم باليني، آندوسكوپي، راديولوژي و 
از هر فرد در اين مطالعه . هاي هيستوپاتولوژيك انتخاب شدنديافته

شدن خون، براي جلوگيري از لختهسي خون محيطي گرفته و سي 2
  .دشاستفاده  EDTA انعقاد ضداز ماده 

  
 time PCR-realواكنش 

 سفيد هايسلول كردن جدا و قرمز هايسلول ليز منظوربه
 RNA جهت استخراج .استفاده شد salting out روش از خون

  YTA RNA Extractionكيت هاي سفيد خون، ازاز سلول
 غلظت RNA استخراج پس از واستفاده  )آزما، تهران تجهيز يكتا(
 cDNAسنتز  .تعيين شد بيوفوتومتر دستگاه وسيلهبه آن خلوص و

 )امريكا ،RevertAid RT )Thermo Scientific كيتبه كمك 
، Bcl2و  BAXهاي در ادامه تفاوت سطح بيان ژن. صورت گرفت

 YTA SYBR Greenبه كمك كيت  real-time PCRروش به

qPCR Master Mix2 )نسبت به ژن ) يكتا تجهيز آزما، تهران
واكنش در . مقايسه شد) B2M  )β2-microglobulinرفرنس
طبق برنامه زير )  مريكاا(  Applied Biosystems 7500دستگاه

-درجه سانتي 95يك مرحله واسرشت شدن ابتدايي در : انجام شد

مدت بهگراد درجه سانتي 95سيكل در  35و  ثانيه 30مدت به گراد
شرايط  ،در ادامه .ثانيه 34مدت بهگراد درجه سانتي 60 و ثانيه 5

- بهگراد درجه سانتي 95 تفكيك شامل تشكيل منحني مرحلهدمايي 

درجه  95ثانيه و  30 مدتبهگراد درجه سانتي 60ثانيه،  15مدت 
د استفاده در توالي پرايمرهاي مور. بودثانيه  15مدت بهگراد سانتي
بار ا حداقل سهههمه آزمايش. ذكر شده است 1 شماره جدول

   .دشآناليز  ΔΔCT-2تكرار و نتايج به كمك معادله 
  

  آناليز آماري
براي  one way ANOVAو  t-studentهاي از آزمون

انحراف ±صورت ميانگيننتايج به و .شد آناليز آماري نتايج استفاده
دار بودن سطح عنوان معيار معنيبه >05/0P. دش نشان دادهمعيار 

جهت آناليز  SPSSافزار از نرم و شده ها در نظر گرفتهاختلاف
       . شداستفاده  هاداده
 

  نتايج
 شاهدي بوده كه در - موردي نوع از شدهانجام مطالعه

 انجام كنترل عنوانبه سالم افراد از نمونه 20 و IBD بيمار 49
 از اعم ايراني غير افراد و انتخاب ايراني نژاد از افراد همه. گرفت
دو گروه مورد . دندش خارج مطالعه از نژادها ديگر و افغاني

شاخص توده بدني  و از نظر سن، جنس سالممطالعه بيمار و 
)BMI( شماره مورد بررسي قرار گرفتند كه نتايج آن در جدول 
 35ميانگين سن در بيماران،  مطابق اين جدول .شده است ذكر 2

در مورد  .باشدمي 498/25سال و ميانگين شاخص توده بدني 
 نفر )درصد IBD ،30 )2/61بيمار مبتلا به  49 توزيع جنسيتي از

ميانگين سن و  همچنين .بودند نفر مرد )درصد 8/38( 19زن و 
به  )افراد سالم( ميانگين شاخص توده بدني در گروه كنترل

نفر گروه كنترل  20در ضمن  .بود 236/25 سال و 32ترتيب 
 .نفر مرد بودند )درصد 50( 10 نفر زن و )درصد 50( 10شامل 

را از نظر  داريتفاوت معنيها آناليز آماري داده نتايج حاصل از
در بيماران نسبت به افراد سالم  BMIجنس و  هاي سن،شاخص

- به شده استخراج RNA خلوص و غلظت علاوههب .نشان نداد

 230 حدود RNA غلظت .تعيين شد بيوفوتومتر دستگاه وسيله
 كه بود 8/1- 2 بين 260 /280نسبت جذب و ليترميلي /ميكروگرم

آناليز نتايج  باسپس  .دادرا نشان مي RNA كيفيت مطلوب
هاي مورد ميزان بيان ژنميانگين  real-time PCR حاصل از

ميانگين ميزان بيان ژن  3 مطابق جدول شماره .دش تعيينمطالعه 
Bcl2  در بيمارانIBD )75/0( افراد كنترل  مقايسه با در)57/0( 

تفاوت  همچنين ،)<05/0P( را نشان ندادداري تفاوت معني
 نسبت به )IBD )59/0در بيماران  BAXميزان بيان ژن ميانگين 

از سوي ديگر . )<05/0P( دار نبودمعني) 67/0( افراد كنترل
 )IBD )2/1بيماران  در Bcl2/BAXهاي ميانگين نسبت بيان ژن
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  .)3 شماره جدول( =06/0Pدار نبود افزايش از لحاظ آماري معنياما اين  .افزايش يافته بود) 87/0(مقايسه با افراد كنترل  در
  

  real-time PCR  شده براي انجامپرايمرهاي استفاده - 1جدول شماره 
  
  
  
  

  

  
  مشخصات دموگرافي در جمعيت مورد مطالعه - 2جدول شماره 

  20n=(  P( سالم  )=49n( بيمار  متغير
BMI* 818/5±498/25  112/5±236/25  138/0  
 تعداد

  زن )درصد(
%)2/61(30  %)50(10  

256/0  
 تعداد  

  مرد )درصد(
%)8/38(19  %)50(10  

  2/0  32)±10(  35)±10(  سن
  شاخص توده بدني*

  
 Bcl2/BAX و BAX ، Bcl2 هاي ميزان بيان ژن - 3جدول شماره 

در مقايسه با افراد سالم  IBDدر افراد مبتلا به در سطح رونويسي 
  )انحراف معيار±ميانگين(، )كنترل(

  P افراد سالم IBDبيماران   ژن

BAX )15/0±(59/0  )31/0±(67/0  17/0  
Bcl2  )20/0±(75/0  )33/0±(57/0  09/0  

Bcl2/BAX  )2/0±(2/1  )4/0±(87/0  06/0  
  

  بحث
اپوپتوز يك فرآيند فيزيولوژيك مهم بوده كه با ايجاد 

ها، هموستازي بافتي و تكامل اندام شده، باعثريزيبرنامهمرگ 
تنظيم . ]9[ شودهاي ناهنجار و يا خطرناك از بدن ميحذف سلول

ها هاي مختلفي چون سرطاننادرست اپوپتوزيز باعث ايجاد بيماري
هاي نقص ايمني ، سندرم]11[ هاي نورودژنريتيو، ناهنجاري]10[
 IBDدر . ]13[ شودمي) IBD(روده  هاي التهابيو بيماري ]12[

از طرق مختلف از جمله  Tهاي تنظيم نادرست اپوپتوز در سلول
در اين . دهدخ مير Bcl2/BAX هايژنناصحيح بيان نسبت 

 IBDدر افراد مبتلا به  Bcl2/BAX هايژن مطالعه نسبت بيان
 هايژن بياناما اين افزايش  دشبيشتر از افراد سالم تعيين 

Bcl2/BAX 06/0دار نبود معني=P . در مطالعهIna  و همكاران بر
شونده و فرد مبتلا به كوليت زخم 47 فرد مبتلا به كرون، 41روي 

 درروش ايمنوهيستوشيمي به BAXبه  Bcl2فرد سالم نسبت  57
افزايش و در  ،افراد مبتلا به كرون لامينا پروپرياي يTهاي سلول

در اين . دار نشان دادمعني شكاه شوندهافراد مبتلا به كوليت زخم
ي لامينا پروپرياي Tهاي در سلول BAX دارمعني مطالعه كاهش

مشاهده   UCآن در مبتلايان به دار معنيو افزايش  CDمبتلايان به 
ي لامينا Tهاي در سلول Bcl2كه سطح پروتئين در حالي. شد

و  )دار بودنفاقد معني( افزايشي تا حدCD مبتلايان به  پروپرياي
  Itohدر مطالعه . ]6[ نشان داد دارمعني كاهش UCدر مبتلايان به 

مبتلا به كرون و هشت  فرد سالم، هفت فرد 10و همكاران بر روي 
- معني تغييرروش فلوسايتومتري به، شوندهفرد مبتلا به كوليت زخم

پروپرياي  لامينا يTهاي در سلول  BAXبه  Bcl2دار نسبت 
دار در اين مطالعه كاهش معني. شدنمشاهده  IBDافراد مبتلا به 

BAX  هاي سلولدرT مبتلايان به ي لامينا پروپريايCD  در
كه در حالي. مشاهده شد UCمقايسه با افراد سالم و مبتلايان به 

و  CDمبتلايان به  ي لامينا پروپريايTهاي سلول در Bcl2سطح 
UC و تفاوت معني مشابه با سطح اين پروتئين در افراد سالم بود-

 و BAXدر مطالعه حاضر كاهش بيان . ]5[ داري نشان نداد
 IBDدر سطح ترانسكريپت در افراد مبتلا به  Bcl2 بيان افزايش

شده از نظر نسبت به افراد كنترل مشاهده شد اما تفاوت مشاهده
و همكاران و  Ina طور كه در دو مطالعههمان. دار نبودآماري معني

Itoh و همكاران نيز در سطح بيان بعضي از فاكتورها عدم معني-

خاطر هتفاوت ديگر اين مطالعه ب براينا؛ بندداري آماري مشاهده ش
ها در سطح ترانسكريپت بود كه ممكن بررسي سطح بيان اين ژن

سلولي  دليل تنظيمات خاصهاست با ميزان بيان در سطح پروتئين ب
ها در همچنين در مطالعات قبلي ميزان بيان اين ژن. متفاوت باشد

در  ،بودي شده سسطح پروتئين در لامينا پروپرياي مبتلايان برر
كه در مطالعه حاضر در خون محيطي مقايسه صورت گرفت  حالي

در سطح  BAXبه  Bcl2در نسبت  دارو نشان داد كه تفاوت معني
. نسبت به افراد سالم وجود نداشت IBDمبتلايان به ترانسكريپت در 

 بادي مونوكلونال ضدبا تيمار آنتي ten Hoveدر مطالعه 
كاهش   Jurkatهاي سرطاني بر روي سلول infliximab سرطان
ها و وقوع اپوپتوز در اين سلول BAXبه  Bcl2 پروتئين بيان ميزان

تنظيم صحيح اپوپتوز در بدن براي حفظ سلامتي  .]14[ مشاهده شد

  نام ژن  پرايمر توالي  PCR  طول محصول رفرنس

]7[  114bp 5´TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG 3´ Bcl2 Forward 
5´ GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA 3´ Bcl2 Reverse 

]7[  99bp 5´CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT3´ BAX  Forward 
5´ CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC3´ BAX  Reverse 

]8[  86bp 5´TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT3´ B2M   Forward 
5´ TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT3´ B2M   Reverse 
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سطح  فرد ضرورت دارد و در مطالعات مختلف افزايش نسبت
مشاهده شده، در  IBDهاي در بيماري BAXبه  Bcl2 پروتئين
 پروپريا لامينا در Tهاي صحيح اپوپتوز در سلول يكه براي القاحالي

باعث  ،يافته، كاهش BAXبه  Bcl2لازم است نسبت  در افراد سالم
 Tهاي در سلولطور ميانگين هدر مطالعه حاضر ب. اپوپتوز شود يالقا

هر دو گروه بيماران ايراني مبتلا به كرون و مبتلا به خون محيطي 
داري هرچند معني ؛مشاهده شدشونده افزايش اين نسبت كوليت زخم
از  Tهاي كه سلولبا توجه به اين .دشييد نأآماري تهاي آن با روش

شوند ممكن است علت عدم مشاهده خون به لامينا پروپريا منتقل مي
در خون، بررسي در سطح  BAXبه  Bcl2 افزايش نسبت

. ترانسكريپت باشد و در سطح پروتئيني اين تغيير بيان مشاهده شود
قابل ذكر است از ترانسكريپت تا پروتئين چندين سطح تنظيم بيان 
ژن وجود دارد كه ممكن است در اين مورد باعث تفاوت در سطح 

ان از سوي ديگر در مطالعات قبلي نسبت تغيير بي. بيان ژن شده باشد
در  ؛در سطح پروتئيني در لامينا پروپريا بررسي شد فوق دو ژن
 بنابراين. دشكه در مطالعه حاضر در خون ميزان بيان مقايسه حالي

در خون محيطي و در لامينا پروپريا تفاوت  Tهاي ممكن است سلول
كه نتايج اين طوريهب ؛تنظيم از نظر اپوپتوز را متحمل شده باشند

 IBDيا هاي التهابي روده بيمارياز سوي ديگر . مطالعه نشان داد
اي در افراد هاي رودهدر اثر پاسخ نادرست ايمني به باكتري اًظاهر

مستعد به  IBDرسد افراد مبتلا به نظر ميدهد و بهمستعد رخ مي
بيان كه نسبت با توجه به اين .]15[ هاي خودايمني باشندبيماري
) در مطالعات پيشين(پروپريا  لامينا در BAXبه  Bcl2 هايپروتئين

هاي كه در بيماريافزايش بيان نشان داده، و با توجه به اين
هاي لنفوئيدي خودايمني، نقص در اپوپتوز و اختلال در مرگ سلول

 افراددر  IBDرسد وجود بيماري ، به نظر مي]6[شود مشاهده مي
خودايمني باشد و بتواند ليه از تظاهر اوعنوان يك مورد مطالعه به

هاي بعد زندگي اين افراد با تظاهرات ديگري قابل مشاهده در سال
هايي همراه بود كه كلي مطالعه حاضر با محدوديتطوربه .باشد
از جمله تعداد محدود  .ثر باشدتواند بر نتايج كسب شده مؤمي

   . گيري قوي به حساب آيدتواند عاملي براي منع نتيجهنمونه كه مي
  

  گيرينتيجه
 هايژنبيان  نسبت داري بيندر مطالعه حاضر ارتباط معني

Bcl2  بهBAX هاي در سطح ترانسكريپت در سلولT ي خون
 .افراد سالم مشاهده نشد اب در مقايسه IBDمحيطي افراد مبتلا به 

ي در موضع Tهاي اپوپتوز در سلول يرسد تنظيم القانظر ميبه
ي Tهاي سلول ابدر مقايسه  IBDلامينا پروپريا در افراد مبتلا به 

  .اي باشدداراي اهميت ويژهخون محيطي 
  

  تشكر و قدرداني
نامه دانشجوي كارشناسي اين مقاله تحقيقاتي حاصل پايان

كديجاني اميني آزاده  نويسندگان مقاله از خانم دكتر. باشدارشد مي
اندركاران اين بيمارستان طالقاني تهران كه دستو پرسنل محترم 

  .كمال تشكر و قدرداني را دارند ،پژوهش را ياري نمودند
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