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Одним из наиболее распространенных и эффек-

тивных методов молекулярной диагностики заболе-

ваний является иммуногистохимия. Однако прогно-

стическая ценность метода – во многом ограничена 

вследствие инвазивности доступа для получения ис-

следуемого материала. Поэтому актуальной задачей 

современной молекулярной медицины остается по-

иск клеточных и тканевых объектов исследования, 

получить которые возможно неинвазивным путем. В 

последние годы внимание исследователей в качестве 

материала для неинвазивной диагностики привлека-

ет буккальный эпителий (БЭ). 

Взятие материала с внутренней поверхности щеки 

– неинвазивная процедура, кроме того, данный объ-

ект исследования обладает большой информативно-

стью (возможность изучения экспрессии сигнальных 

молекул, оценки электрокинетических характеристик 

клеток и т.п.) и может быть применим для прижизнен-

ной диагностики социально значимых заболеваний. 

БЭ можно рассматривать как пограничную зону 

между внешней и внутренней средой организма. Та-

ким образом, изменения функциональной активности 

клеток БЭ (процессы клеточного обновления и диф-

ференцировки, экспрессия различных сигнальных 
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молекул) во многом отражают состояние локального 

и системного гомеостаза организма или его наруше-

ния при патологических состояниях. Следовательно, 

БЭ, доступный для прижизненного гистологического 

исследования, может служить источником важной 

диагностической и прогностической информации о 

состоянии здоровья, стрессовых воздействиях, влия-

нии факторов внешней среды, соматической патоло-

гии и биологического возраста человека [10, 12].

ПРИМЕНЕНИЕ БЭ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ 
И СОСТОЯНИЯ ЛОКАЛЬНОГО ИММУНИТЕТА
Установлено, что БЭ принимает участие в им-

мунном ответе и межклеточных взаимодействиях, 

секретируя ряд сигнальных молекул – цитокинов, хе-

мокинов, ростовых и гемопоэтических факторов, эй-

козаноидов, оксида азота, эндотелинов, пептидных 

медиаторов, молекул главного комплекса гистосов-

местимости (HLA) [5, 17, 23, 25, 34–36]. Секретируе-

мые БЭ сигнальные молекулы регулируют активность 

иммунных клеток, что, в свою очередь, определяет 

развитие острых и хронических воспалительных ре-

акций слизистых оболочек. 

БЭ секретируют ряд цитокинов и хемокинов: 

интерлейкинов (ИЛ)-6, 8, 18, гранулоцитарно-

макрофагальный колониестимулирующий фактор 

(GM-CSF), γ-интерферон (ИФНγ), простагландин Е2 

(ПГ Е2) и лейкотриены (ЛТ). На мембране БЭ верифи-

цированы антигенпрезентирующие (HLA-1, HLA-2), 

коадгезивные (CD54) и костимулирующие (CD40) мо-

лекулы [20–22, 26, 27, 29, 30]. Уровень их экспрессии 

БЭ зависит от функционального состояния клеток и 

изменяется под влиянием различных воздействий. При 

культивировании БЭ с E. coli наблюдались усиление 

секреции ПГ Е2 и повышение уровня внутриклеточно-

го кальция [24]. Вероятно, этот процесс коррелирует с 

синтезом антимикробных пептидов (дифенсинов). На-

личие в БЭ катионных пептидов со свойствами дифен-

синов показано методом иммуногистохимии [5]. Таким 

образом, иммуногистохимический анализ экспрессии 

ПГ Е2 в клетках БЭ может служить диагностическим 

признаком бактериальных инфекций. 

Иммунологическая функция БЭ регулируется ин-

терферонами. Установлено, что под действием ИФН  

усиливается секреция БЭ ИЛ8 и GM-CSF [30]. Кроме 

того, в БЭ ИФНα и ИФНβ индуцируют экспрессию 

гена ISG-15, активирующего образование ИФНγ, про-

лиферацию и цитотоксичность NK-клеток. В иссле-

дованиях на клетках буккальной карциномы отмечено 

потенцирующее действие ИФНγ на экспрессию моле-

кул HLA, CD40 и CD54 [2,22]. В БЭ, зараженном C. 

Albicans, секреция ИФНγ коррелировала с появлением 

активной формы ИЛ18 – индуктора ИФНγ. мРНК и 

белок-предшественник ИЛ18 конститутивно экспрес-

сируются оральными эпителиоцитами, но активная 

форма образуется лишь при их стимуляции [31].

При воспалительных заболеваниях ротовой поло-

сти (пародонтит, гингивит) наблюдались изменение 

степени дифференцировки БЭ и снижение количе-

ства сиаловой кислоты в мембранах клеток [13,19]. 

Установлено, что апоптоз и изменения ядерной 

структуры БЭ коррелируют с аналогичными показа-

телями в эпиптелиальных клетках бронхов у детей, 

страдающих атопической бронхиальной астмой [11]. 

У пациентов был повышен уровень цитогенетических 

нарушений в клетках БЭ (доля клеток с микроядра-

ми, протрузиями и апоптозом) по сравнению с тако-

вым у здоровых детей. Более выраженные изменения 

отмечались в период обострения и при тяжелом те-

чении заболевания [1]. При этом изменения БЭ со-

ответствуют картине, выявленной в бронхиальном 

эпителии, что свидетельствует об однонаправленных 

изменениях в этих клеточных популяциях в организ-

ме при развитии данной патологии. 

Известно, что астма как хроническая иммунная 

патология легких cвязана со снижением количества 

TCR-рецепторов на поверхности Т-клеток. При ис-

следовании БЭ, полученного от 95 детей, больных 

астмой, и 455 здоровых доноров, было установлено, 

что количество α- и β-TCR-рецепторов у здоровых 

и больных детей не различалось, однако при брон-

хиальной астме наблюдалось достоверное снижение 

γ-TCR-рецепторов [33]. В дальнейшем авторы ис-

следования планируют установить, можно ли расце-

нивать снижение численности γ-TCR-рецепторов в 

пробах БЭ как признак, обусловливающий предрас-

положенность организма к развитию аллергических 

реакций, или этот процесс является следствием разви-

тия бронхиальной астмы и может служить маркером 

течения данного хронического заболевания. Пред-

ставляется вероятным, что изменение численности 

γ-TCR-рецепторов в БЭ отражает функциональное 

состояние Т-клеточного звена иммунной системы.

ПРИМЕНЕНИЕ БЭ 
ДЛЯ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКИ 
ЯЗВЕННОГО КОЛИТА И БОЛЕЗНИ КРОНА
 БЭ является первым барьером на пути бактерий, 

являющихся этиологическим и патогенетическим 

фактором заболеваний желудочно-кишечного трак-

та, в частности, болезни Крона. Болезнь Крона пред-

ставляет собой хроническое неспецифическое грану-

лематозное воспаление, которое может поражать все 

отделы желудочно-кишечного тракта (от полости рта 

до прямой кишки) с преимущественным поражением 

терминального отдела подвздошной кишки (илеоко-

лит) в 50% случаев. Болезнь Крона и язвенный колит 

имеют много общих патофизиологических и эпиде-

миологических характеристик, поэтому часто требу-

ется дифференциальная диагностика.

В исследовании БЭ, полученного от 14 детей и 17 

взрослых пациентов с болезнью Крона и 17 детей с 

язвенным колитом, а также 40 здоровых людей (груп-
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па сравнения), выявлено различие уровня хемокинов 

между группами. Установлено, что у детей с болезнью 

Крона в БЭ повышен уровень экспрессии транкрип-

ционных факторов CXCL8, CXCL9 и CXCL10, тогда 

как в других группах таких различий по сравнению с 

контролем не наблюдалось [18]. При стимуляции in 

vitro БЭ зимозаном отмечено повышение экспрессии 

маркера CXCL8 у детей с язвенным колитом и болез-

нью Крона [18]. Таким образом, иммуногистохими-

ческая оценка экспрессии хемокинов CXCL8, CXCL9 

и CXCL10 в БЭ может использоваться в дифферен-

циальной диагностике воспалительных процессов 

кишечника у детей. 

ПРИМЕНЕНИЕ БЭ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Иммуногистохимическое исследование экспрес-

сии сигнальных молекул в БЭ может быть полезно 

при оценке как диспластических процессов и карци-

номы, так и опухолей других локализаций.

Карцинома БЭ является быстропролиферирую-

щей и метастазирующей опухолью, поддающейся 

успешному лечению только при условии диагности-

ки на ранних этапах развития заболевания. В связи 

с этим поиск маркеров для дифференциальной диа-

гностики диспластических и раковых трансформа-

ций БЭ является актуальной проблемой современной 

молекулярной медицины.

При сравнительном исследовании неизмененно-

го, диспластического БЭ и карциномы установлено 

изменение экспрессии Е-кадерина (E-cadherin) и 

катепсина-Д (cathepsin-D) [37]. Е-кадерин является 

трансмембранным гликопротеином, регулирующим 

клеточную дифференцировку, он выполняет роль ре-

цептора в Ca-зависимой межклеточной адгезии, уча-

ствует в поддержании нормальной формы клетки и 

онкосупрессии. Мутации в гене CDH1, кодирующем 

Е-кадерин, приводят к ремоделированию цитоскеле-

та, увеличению инвазивной способности клеток и их 

малигнизации. 

Катепсин-Д – протоонкоген и один из наиболее 

распространенных маркеров в онкологических ис-

следованиях. Показано, что при гиперплазии БЭ экс-

прессия Е-кадерина снижается по сравнению с тако-

вой в неизмененных клетках. В образцах карциномы 

БЭ Е-кадерин слабо экспрессируется только в ба-

зальной части клеток, причем в некоторых образцах 

его экспрессия отсутствует. В диспластическом БЭ и 

при карциноме экспрессия катепсина-Д возрастает, 

причем максимальна она в цитоплазме клетки. 

Таким образом, соотношение экспрессии сиг-

нальных молекул Е-кадерина и катепсина-Д может 

являться дифференциальным диагностическим при-

знаком онкологических и диспластических процес-

сов в слизистой оболочке полости рта. 

В другом исследовании в качестве молекулярных 

маркеров дисплазии и карциномы эпителия полости 

рта авторы рассматривали 3 маркера: проапоптоти-

ческий белок р53, опухолевый супрессор p16INK4a 

и каталитическую субъединицу теломеразы hTERT 

[15]. Установлено, что при дисплазии БЭ и процессах, 

предшествующих малигнизации, белок р53 экспрес-

сируется в 80–90% случаев, тогда как при карциноме 

БЭ он был верифицирован лишь в 63% образцов. Экс-

прессия маркеров p16INK4a и hTERT не отличалась 

во всех исследуемых образцах БЭ. Следовательно, 

еще одним маркером дифференциальной диагности-

ки онкологических процессов в полости рта может 

служить белок р53. 

Кроме того, установлено, что иммуногистохи-

мическое исследование БЭ с антителами к маркеру 

S100A7 позволяет прогнозировать динамику роста но-

вообразований шеи и головы [32]. Белок S100A7 явля-

ется низкомолекулярным Ca-связывающим ядерным 

протеином, который практически не встречается в 

здоровых тканях и активно синтезируется при псори-

азе и раке молочной железы. Гиперэкспрессия белка 

S100A7 выявлена при гиперпластических процессах 

в БЭ (по сравнению с нормальными образцами БЭ). 

У больных карциномой БЭ с метастазами в области 

шеи отмечалось достоверное повышение синтеза 

белка S100A7 по сравнению как с контролем, так и с 

диспластическим БЭ. Таким образом, гиперэкспрес-

сия протеина S100A7 в БЭ является неблагоприят-

ным прогностическим признаком метастазирования 

опухолей головы.

Клиническое течение диспластических процес-

сов в БЭ и малигнизация коррелируют с экспрессией 

маркера ангио- и васкулогенеза VEGF. Установле-

но, что при диспластических процессах экспрессия 

VEGF возрастает примерно на 30% по сравнению с 

нормой, тогда как при карциноме БЭ этот показатель 

увеличивается на 30% по сравнению с таковым при 

дисплазии и почти в 2 раза – с нормальным значени-

ем [16]. 

По мнению авторов, в целях расширенного ис-

следования процессов ангиогенеза при карциноме 

БЭ следует оценивать экспрессию эпителиальных 

маркеров CD31 и СD34.

Проведенные нами исследования показали, что 

клетки БЭ здоровых людей и онкологических боль-

ных экспрессируют маркеры апоптоза (р53), проли-

ферации (PCNA), транскрипции и дифференцировки 

клеток (СХСL12, WINT, RON) и кластеры дифферен-

цировки иммунокомпетентных клеток (CD51, CD64, 

CD73, CD 90), а также NO-синтазу, хромогранин А и 

грелин. 

При исследовании 30 пациентов с различной ло-

кализацией злокачественных опухолей нами было 

выявлено значительное повышение в БЭ фактора 

клеточной пролиферации – PCNA. Площадь экс-

прессии этого фактора у онкологических больных 

была на 70% выше, чем в контрольной группе. При 

этом статистически значимой разницы в экспрес-
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сии проапоптотического белка р53 у онкологических 

больных не обнаружено. 

Хромогранин А используется как маркер эндо-

кринной и нейроэндокринной дифференцировки 

клеток, следовательно, его верификация в клетках 

БЭ может использоваться для интегральной оценки 

функции диффузной нейроиммуноэндокринной си-

стемы и выявления ее роли в развитии злокачествен-

ных новообразований. В группе онкологических 

больных было отмечено снижение экспрессии хро-

могранина А в БЭ на 55% по сравнению с контроль-

ными показателями. 

Экспрессия NO-синтазы в клетках БЭ онкологи-

ческих больных была выше на 61% по сравнению с 

контролем. Известно, что NO-синтаза синтезируется 

в различных клетках организма человека и ее экс-

прессия может возрастать при развитии новообразо-

ваний. 

Грелин в БЭ у пациенток, страдающих раком мо-

лочной железы, экспрессировался на 28% меньше, 

чем у здоровых обследованных. Грелин является мар-

кером функциональной активности нейроэндокрин-

ных клеток; установлено, что он способствует акти-

визации эндотелиальной изоформы NO-синтазы.

При иммуногистохимическом исследовании экс-

прессии транскрипционного фактора дифференци-

ровки СХСL12 в БЭ 36 больных с карциномой молоч-

ной железы было показано уменьшение показателя на 

36% по сравнению с таковым в контрольной группе. 

Данный хемокин и его мишень – клеточный рецептор 

CXCR4 играют важную роль в метастазировании опу-

холевых клеток в костный мозг, лимфатические узлы, 

ткань печени и легких. Кроме того, в тех же наблюде-

ниях установлено снижение в 2 раза экспрессии про-

теина WNT-5A. Являясь членом большого семейства 

белков, синтез которых кодируется геном WNT5A, 

данный белок вовлечен в регуляцию процессов кле-

точного обновления. Снижение его экспрессии явля-

ется одним из пусковых факторов онкогенеза и тем 

самым стимулирует миграцию клеток, что неблаго-

приятно для метастазирования. Наоборот, усиление 

его экспрессии в процессе лечения новообразований 

снижает пролиферацию, инвазию и миграцию опухо-

левых клеток.

У 36 женщин, страдающих карциномой молоч-

ной железы, показано уменьшение экспрессии в БЭ 

гликопротеинов – маркеров иммунокомпетентных 

клеток: СD51 – на 57%, СD64 – на 32%, СD90 – на 

10% и СD73 – на 25%. Следует учесть, что гликопро-

теин CD51 вовлечен в процессы адгезии и трансдук-

ции межклеточных сигналов, а маркер СD64 являет-

ся пусковым фактором цитолиза опухолевых клеток 

моноцитами и активированных интерферонами лей-

коцитов, он играет центральную роль в антителоза-

висимой клеточной цитотоксичности. CD90 является 

маркером стволовых клеток и способствует переходу 

их в комитированные формы, регулируя диффе-

ренцировку клеток нейронального и стромально-

го происхождения. Кроме того, этот белок являет-

ся антиапоптотическим фактором по отношению 

к лимфоидным клеткам, особенно Т-лимфоцитам. 

Снижение его экспрессии в популяции нейронов или 

лимфоидных клеток влечет развитие нейрогенных 

опухолей и лимфобластозов.

Таким образом, иммуногистохимическое иссле-

дование экспрессии в БЭ ряда сигнальных молекул, 

являющихся маркерами пролиферации, дифферен-

цировки клеток и апоптоза, способно адекватно от-

ражать нарушение системного гомеостаза у онколо-

гических больных и может использоваться для ранней 

диагностики первичных опухолей (при скрининге 

в группах риска), при выявлении рецидива или для 

оценки прогрессирования онкологических заболева-

ний. Кроме того, верификация кластеров дифферен-

цировки иммунокомпетентных клеток может быть 

полезной для оценки иммунного статуса пациента.

ПРИМЕНЕНИЕ БЭ ДЛЯ ОЦЕНКИ ВЛИЯНИЯ 
НА ОРГАНИЗМ НЕБЛАГОПРИЯТНЫХ 
ФАКТОРОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ
Содержание SH-групп в цитоплазме клеток и ча-

стота встречаемости микроядер в клетках БЭ может 

служить адекватным показателем при определении 

уровня ксеногенной интоксикации и адаптационно-

го статуса организма. 

При сравнительном анализе содержания SH-групп 

в клетках БЭ у детей в возрасте 4–6 лет, разделенных на 

3 группы (здоровые, с повышенной заболеваемостью 

острыми респираторными инфекциями и гиперплази-

ей щитовидной железы в сочетании с проживанием в 

техногенно насыщенном районе города), установлено, 

что в последней группе у детей наблюдалось снижение 

содержания SH-групп в БЭ [4]. Поскольку гиперплазия 

щитовидной железы часто является следствием ксено-

генного микроэлементоза, можно предположить, что 

неблагоприятные факторы внешней среды, вызываю-

щие патологические процессы в организме, отража-

ются на состоянии клеток БЭ. 

В другой работе исследовались корреляции меж-

ду цитогенетическими нарушениями в клетках БЭ 

(частота встречаемости микроядер) у детей 5–6 лет и 

подростков 15–16 лет и степенью загрязнения окру-

жающей среды [8]. Было установлено, что увеличе-

ние числа БЭ, содержащих микроядра, возрастает у 

детей, проживающих в районах с высоким содержа-

нием токсикантов в воздухе и почве, причем более 

высокая чувствительность к воздействию неблаго-

приятных экзогенных факторов выявлена у детей в 

возрасте 5–6 лет.

Одним из распространенных неблагоприятных 

воздействий на организм является сигаретный дым. 

При анализе БЭ в образцах слизи из ротовой полости 

установлено, что под влиянием табачного дыма в БЭ 

усиливается экспрессия проапоптотического фактора 
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Bax при одновременном снижении уровня антиапоп-

тозного фактора Bcl-xL и каспазы-3 [28]. 

Таким образом, при анализе экспрессии различ-

ных сигнальных молекул в БЭ установлены некото-

рые молекулярно-клеточные механизмы развития 

пародонтита (снижение клеточной миграции) и кан-

церогенеза (нарушение экспрессии Bax, Bcl-xL и ка-

спазы-3), обусловленных воздействием экологически 

вредных факторов.

ПРИМЕНЕНИЕ БЭ ДЛЯ ОЦЕНКИ 
БИОЛОГИЧЕСКОГО ВОЗРАСТА ЧЕЛОВЕКА
В литературе имеются сообщения о разработке 

новой методики определения биологического воз-

раста и интегральной оценки состояния организ-

ма при сахарном диабете, основанной на измере-

нии электрокинетических характеристик клеток БЭ 

(электроподвижность, скорость движения, электроо-

трицательность ядра) in vitro с применением микроэ-

лектрофореза ядер [7, 9, 14]. 

Клетки БЭ оказались оптимальным объектом для 

проведения этого исследования, поскольку они име-

ют крупное ядро овальной формы и высокую жизне-

способность in vitro. В исследовании, проведенном на 

2000 человек в возрасте от 2 до 80 лет, было установле-

но, что электроотрицательность ядер БЭ изменяется 

в течение жизни в параболической зависимости (см. 

рисунок) [7]: примерно до 30 лет электроотрицатель-

ность ядер БЭ возрастает, а затем начинает снижать-

ся. Авторы работы полагают, что по коэффициенту 

наклона 1-й части кривой (степень возрастания элек-

троотрицательности БЭ) можно спрогнозировать 

симметричный процесс снижения этого показателя 

после 30 лет и таким образом рассчитать приблизи-

тельную продолжительности жизни. 

Оценка биологического возраста по этой методи-

ке у больных сахарным диабетом (СД) позволила вы-

явить достоверное изменение электрокинетических 

характеристик ядер БЭ по сравнению с показателями 

у здоровых людей. Так, у больных СД типа 1 биологи-

ческий возраст на 5–7 лет больше хронологического, 

тогда как у пациентов с СД типа 2 разрыв увеличива-

ется до 8–10 лет [3, 6, 7]. Полученные данные корре-

лировали с изменением биохимических показателей 

крови (уровень глюкозы, гликированного гемогло-

бина, общего холестерина, триглицеридов) у больных 

СД типа 1 и 2. Увеличение концентрации показателей 

в 2–8 раз по сравнению с таковыми у здоровых людей 

указывает на ускоренные темпы старения организма 

и различия в состоянии метаболических показателей 

в зависимости от типа СД. Таким образом, оценка 

электрокинетических показателей ядер БЭ является 

неинвазивным и высокоинформативным методом для 

определения биологического возраста и темпов старе-

ния организма при метаболических нарушениях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обобщая данные по использованию БЭ для мо-

лекулярной диагностики различной патологии, мож-

но заключить, что этот объект, получаемый неинва-

зивным путем, может найти широкое применение 

благодаря способности его клеток экспрессировать 

сигнальные молекулы, регулирующие межклеточные 

нейроиммуноэндокринные взаимодействия, отражая 

тем самым состояние и нарушения локального и си-

стемного гомеостаза. 

Прежде всего, БЭ может применяться в диагно-

стике иммунной патологии. Клетками БЭ синтезиру-

ется ряд сигнальных молекул: хемокины (ИЛ, ИФН, 

GM-CSF), ангигенпрезентирующих, коадгезивных, 

костимулирующих молекул (CD40, CD54, HLA), 

участвующих в активации различных субпопуляций 

иммунных клеток. Следовательно, изменение экс-

прессии этих молекул может быть диагностическим 

признаком нарушения гомеостаза в иммунной си-

стеме, например, при бронхиальной астме и воспа-

лительных процессах желудочно-кишечного тракта у 

детей. Важно отметить, что высокоинформативными 

маркерами БЭ в диагностике болезни Крона и язвен-

ного колита оказались хемокины CXCL8, CXCL9 и 

CXCL10.

Кроме того, БЭ оказался многообещающим объ-

ектом для дифференциальной диагностики и прогно-

зирования развития гиперпластических процессов, 

малигнизации и метастазирования опухолей раз-

личной локализации. Установлено, что важнейшими 

молекулярными маркерами БЭ в диагностике ново-

образований являются белки катепсин-Д, Е-кадерин, 

р53, S100A7 и VEGF.

Кривая для определения биологического возраста чело-

века [7]

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

 э
л

ек
тр

о
о

тр
и

ц
ат

ел
ь

н
ы

х 
я

д
ер

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10

 10 20 30 40 50 60 70 80

Возраст доноров, годы



№4, 2012Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

БЭ может также успешно применяться в диагно-

стике патологических состояний, связанных с небла-

гоприятным влиянием окружающей среды. В этом 

случае важнейшими сигнальными молекулами слу-

жили мембранные SH-группы и протеины Bax, Bcl-

xL, каспаза-3.

Помимо гистологического анализа экспрессии 

сигнальных молекул в БЭ, инновационным подходом 

является оценка биологического возраста человека по 

электрокинетическим харакеристикам ядер этих кле-

ток, что свидетельствует о возможности применения 

данного типа эпителиальных клеток в молекулярно-

клеточной диагностике различных социально значи-

мых заболеваний и темпов старения организма.

Использование БЭ для целей молекулярной диа-

гностики пока не получило широкого распростра-

нения, однако перспективность развития подобной 

методологии в молекулярной медицине не вызывает 

сомнений, учитывая широкий диапазон социально 

значимых заболеваний, в механизме которых актив-

ную роль играют сигнальные молекулы, экспрессия 

которых верифицирована в БЭ.
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