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ВСТУП 

1. Загальне призначення 
Імуноферментний аналіз для кількісного вимірювання інтерлейкіну-6 людини (Iл-6) у сироватці 

крові in vitro. 

 

2. Клінічне застосування 

2.1 Активність 
Інтерлейкін людини 6 (Іл-6, IL-1 ) - це поліпептид 184 АК , який має ділянки O та N-глікозилювання 

та значну гомологію з G-CSF. Він виробляється різними клітинами, включаючи Т- і В-клітини, 

моноцити,фібробласти, кератиноцити , ендотеліальні клітини, мезангіальні клітини, астроцити, 

клітини строми кісткового мозку та клітинами деяких пухлин. Він регулює ріст і диференціацію 

різних типів клітин імунної системи і гемопоезу, відповідальних за  реакцію запалення. Ці множинні 

дії інтегровані в межах складної цитокінової мережі, де кілька цитокінів індукують (IL-1, TNF, 

PDGF, IFN, ...) або індукуються IL-6, а кінцеві ефекти є результатом  синергетичної або 

антагоністичної дії  Iл-6 та інших цитокінів (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IFNγ, IL-3, GM-CSF, M-CSF, CSF, 

...). Iл-6 індукує остаточне дозрівання В-клітин до стану продукування антитіл, і є потужним 

фактором росту клітин мієломи / плазмацитоми. Iл-6  стимулює ріст Т-клітин і цитотоксичну 

диференціацію Т-клітин, сприяє розвитку мегакаріоцитів,  у синергізмі з іншими цитокінами 

стимулює мультипотентні гемопоетичні стовбурові клітини. Це також може викликати 

диференціацію та пригнічення росту деяких лейкозів або негемопоетичних пухлинних клітин. Іл-6 є 

головним індуктором гострої фази реакції запалення та відповіді на пошкодження тканин.  IL-6 

окремо та разом з ІL-1 і TNF індукує синтез білків гострої фази (APP) гепатоцитами та взаємодіє з 

нейроендокринною системою, напр. індукуючи вироблення АКТГ. Таким чином, IL-6 є 

плейотропним цитокіном, який може справляти множинну ендокринну, паракринну та аутокринну 

дію на різні тканини. 

 

2.2 Клінічне застосування 
У більшості зразків крові пацієнтів з нормальних контрольних груп  Iл-6 не виявляється, проте у 

ситуаціях важкого запалення, таких як септицемія,  Iл-6 присутній у сироватці крові у величезній 

кількості. Підвищення рівня Iл-6 у сироватці передує збільшенню білки гострої фази, напр. у 

післяопераційний період і може бути чутливим раннім маркером у дослідженні перебігу запальних 

станів. Присутність Iл-6 у сироватках крові спостерігається у зв'язку з хірургічними або 

травматичними пошкодженнями тканин, інфекційними хворобами, аутоімунними захворюваннями, 

включаючи артрит, відторгнення трансплантата, алкогольний цироз печінки, злоякісні пухлини, 

тощо 

 

3. ПРИНЦИПИ МЕТОДУ 
Визначення Iл-6 за допомогою цього  ІФА набору проводиться методом твердофазного 

імуноферментного аналізу з посиленою чутливістю на мікропланшетах. 

В тесті використовуються моноклональні антитіла (MAbs), спрямовані проти різних епітопів Iл-6. 

Калібратори і зразки інкубують із захоплюючими моноклональними антитілами (MAb 1), які 

знаходяться на поверхні лунок мікропланшету, та з моноклональними антитілами (MAb 2), міченими 

пероксидазою хрону (HRP). Це призводить до утворення сендвічу: MAb 1 - людський Iл-6 - MAb 2 - 

HRP, -  потім мікропланшет промивають для  видалення незв’язаних білків. Вміст зв'язаних мічених 

антитіл вимірюють завдяки ферментативній реакції при додаванні розчину хромогенного субстрату 

ТМБ. Реакцію зупиняють за допомогою стоп-розчину та вимірюють оптичну густину (ОГ) розчину, 

яка пропорційна концентрації Iл-6 у лунках мікропланшету.  

Будують калібрувальну криву, а концентрацію Iл-6 у зразках визначають шляхом інтерполяції з 

калібруванням.  Використання рідера для мікропланшетів (лінійність до 3 одиниць OГ) і 

вдосконалений метод обробки даних (поліхроматичне зменшення даних) дозволяють проводити 

аналіз зразків з високою чутливістю у низькому діапазоні концентрацій та розширеному діапазоні 

калібрування. 
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4. НАДАНІ РЕАГЕНТИ 

IL E-3231. Мікропланшет - готовий до використання 
Зміст: мікропланшет (96 лунок), покритий анти-Iл-6  (моноклональними антитілами) 

Код кольору: синій 

 IL E-3240. Кон'югат - готовий до використання 
Зміст: мічений HRP анти-IL-6 (моноклональні антитіла) у боратному буфері з додаванням БСА і 

тимолу 

Об'єм: 1 х 11 мл 

Код кольору: червоний 

 

Калібратори та контролі - ліофілізовані 
Каталожний номер   Символ  Калібратор  /контроль 

IL E-3201                          CAL  0      Калібратор 0 

IL E-3202                          CAL  1      Калібратор 1 

IL E-3203                          CAL  1      Калібратор 2 

IL E-3204                          CAL  3     Калібратор 3 

IL E-3205                          CAL  4      Калібратор 4 

IL E-3206                          CAL  5      Калібратор 5 

IL E-3251                                            Контроль 1 

IL E-3252                                            Контроль 2 

Зміст: (див. точні значення на етикетці флакона) 

у плазмі людини з БСА, бензамідином та тимолом 

Приготування: додати 1 мл дистильованої води 

Колірний код: Калібратори: жовтий; Контролі: срібний 

 

 

IL E-3260.  Розчинник зразка – ліофілізований  (DILUENT) 
Зміст: плазма людини з БСА, бензамідином і тимолом 

Обсяг: 2 флакони 

Приготування:  додати дистильовану воду (точний об’єм див. на етикетці флакону) 

Код кольору: чорний 

 

IL E-3213.  Інкубаційний буфер - готовий до використання (INC-BUFFER) 
Зміст: Боратний буфер з БСА, бензамідином і тимолом 

Об'єм: 1 х 11 мл 

Код кольору: чорний 

 

IL E-3030. Промивний розчин концентрований (WASH CONC- 200x) 

Зміст: Промивний розчин (TRIS-HCl) 

Об'єм: 1 х 10 мл 

Приготування: Розведіть 200x дистильованою водою (використовуйте магнітну мішалку). 

Код кольору: коричневий 

 

IL E-3055. Хромогенний розчин TMБ   - готовий до використання (SUBSTRATE) 

Зміст: Хромогенний розчин ТМБ 

Об'єм: 1 х 25 мл 

Код кольору: білий 

 

IL E-3280. Стоп розчин – готовий до використання (STOP SOLN) 

Зміст: 2N HCl 

Об'єм: 1 х 12 мл 

Код кольору: білий 

Ідентифікація небезпеки: H314 викликає сильний опік шкіри та очей 
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Примітка: 

1. Використовуйте розчинник зразка для розведення зразка. 

2. 1 пг (pg) речовини у калібраторі еквівалентно 100 мМО (mIU) NIBSC 1st IS 89/548. 

 

5. МАТЕРІАЛИ, ЯКІ ПОТРІБНІ ДОДАТКОВО 
Наступний матеріал необхідний, але не передбачений у наборі: 

1. Високоякісна дистильована вода 

2. Піпетки для дозування: 50 мкл, 100 мкл, 200 мкл, 1 мл і 10 мл (використання точних піпеток з 

одноразовими наконечниками рекомендується) 

3. Вихровий міксер 

4. Магнітний змішувач 

5. Горизонтальний шейкер для мікропланшетів з 700 об / хв ± 100 об / хв 

6. Вошер для мікропланшетів 

7. Рідер для мікропланшетів, здатний зчитувати при 450 нм, 490 нм та 650 нм (у випадку 

поліхроматичного зчитування) або здатний зчитувати при 450 нм та 650 нм (біхроматичне 

зчитування) 

 

6. ПІДГОТОВКА РЕАГЕНТУ 

Калібратори: 
Розведіть калібратори в 1 мл дистильованої води. 

Контролі: 
Розведіть контролі з 1 мл дистильованої води. 

Розчинник зразків: 
Розведіть розчинник зразків дистильованою водою до обсягу, зазначеному на етикетці флакона,. 

Робочий промивний розчин: 
Приготуйте достатній об’єм робочого розчину для промивання, додавши 199 об’ємів дистильованої 

води до 1 об’єму промивного розчину (200x). Для приготування розчину використовуйте магнітний 

змішувач. Робочий розчин для промивання використовуйте протягом одного дня. 

 

7. Дати зберігання та терміну придатності реагентів 

 Перед відкриттям або розведенням всі компоненти з набору стабільні до закінчення терміну 

придатності, зазначеного на етикетці флакона , якщо зберігати при температурі від 2 до 8 ° C. 

 Невикористані стріпи слід зберігати при температурі 2 - 8 ° C у закритому пакеті, що містить 

осушувач, до закінчення терміну придатності. 

 Після відновлення калібратори, контролі та розчинник зразків стабільні протягом 4 днів при 

температурі від 2 до 8 ° C. Для тривалого зберігання слід готувати аліквоти і тримати при -20 ° C не 

більше 2 місяців. Уникайте повторних циклів заморожування і відтавання. 

 Концентрований промивний розчин стабільний при кімнатній температурі (18-25 ° C) до 

закінчення терміну придатності. 

 Свіжоприготовлений робочий розчин для промивання слід використовувати протягом одного дня. 

 Після першого використання кон’югат стабільний до закінчення терміну придатності, якщо його 

зберігати в оригінальному щільно закритому флаконі при 2 - 8 ° C. 

 Зміни зовнішнього вигляду реагентів можуть свідчити про нестабільність або погіршення стану. 

 

8. ЗБІР ЗРАЗКІВ І ПІДГОТОВКА 

 Сироватку необхідно якнайшвидше видалити зі згустку еритроцитів після згортання та 

центрифугування, і витримували при 4 ° С. Якщо зразки використовуються не відразу, їх слід 

зберігати при температурі -20 ° C не більше 2 місяців, і при -70 ° C для більш тривалого зберігання 

(максимум один рік). 

 Уникайте повторних циклів заморожування. 

 Перед використанням всі зразки повинні мати кімнатну температуру (18 - 25 ° C). Рекомендується 

перемішати вихровим способом зразки перед використанням. 

 Умови відбору проб можуть впливати на значення, тому під час відбору проб необхідно 
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дотримуватися визначених запобіжних заходів, уникати домішок  у матеріалах для відбору зразків 

сироватки крові, які можуть стимулювати виробництво Іл-6 клітинами крові і таким чином 

помилково збільшувати показники аналізу. 

 Пробірки для крові не повинні містити пірогенів. 

 

9. ПРОЦЕДУРА 

9.1 Додаткові  примітки 

 Не використовуйте набір або компоненти після закінчення терміну придатності. 

 Не змішуйте матеріали з різних партій наборів. 

 Перед використанням доведіть всі реактиви до кімнатної температури (18-25 ° C). 

 Ретельно перемішайте всі реагенти та зразки, обережно перемішуючи або закручуючи. 

 Виконуйте аналіз калібраторів, контролів та зразків у двох примірниках. Рекомендується 

вертикальне вирівнювання. 

 Використовуйте чистий пластиковий контейнер для приготування промивного розчину. 

 Щоб уникнути перехресного забруднення, використовуйте чистий одноразовий наконечник 

піпетки для додавання кожного реагенту. 

Для дозування хромогенного розчину та стоп-розчину уникайте піпеток з металевими частинами. 

 Високоточні піпетки або автоматизоване обладнання для піпетування покращать точність. 

 Ретельно дотримуватись часу інкубації. 

 Щоб уникнути дрейфу, час між піпетуванням першого калібратора та останнього зразка повинен 

бути обмежений часом, зазначеним у розділі 12.5 (Часова затримка). 

 Підготуйте калібрувальну криву для кожного циклу, не використовуйте дані попередніх циклів. 

 Розподіліть хромогенний розчин протягом 15 хвилин після промивання мікропланшету. 

 Під час інкубації з хромогенним розчином уникайте потрапляння прямих сонячних променів на 

мікропланшет. 

 Кожну лунку можна використовувати лише один раз. 

 

9.2 Процедура 
1. Виберіть необхідну кількість смужок. Невикористані смужки слід повторно запечатати у пакеті з 

осушувачем та зберігати при 2 - 8 ° C. 

2. Розмістіть стріпи у тримачі. 

3. Внесіть піпеткою по 50 мкл інкубаційного буфера у всі лунки. 

4. Внесіть по 100 мкл кожного калібратора, контролю та зразків у відповідні лунки. 

5. Інкубуйте 1 годину при кімнатній температурі (18 - 25 ° C) на горизонтальному шейкері, 

встановленому на 700 об / хв ± 100 об / хв. 

6. Аспіруйте рідину з кожної лунки. 

7. Промийте планшет 3 рази, виконавши процедуру: 

 Додавання 0,4 мл промивного розчину у кожну лунку 

 Аспірація вмісту кожної лунки 

8. Внесіть у всі лунки по 100 мкл кон’югату анти-IL-6-HRP та 50 мкл розчинника зразків. 

9. Інкубуйте планшет протягом 1 години при кімнатній температурі (18-25 ° C) на горизонтальному 

шейкері, встановленому на 700 об / хв ± 100 об / хв. 

10. Аспіруйте рідину з кожної лунки. 

11. Промийте планшет 3 рази, виконавши процедуру: 

 Додавання 0,4 мл промивного розчину у кожну лунку 

 Аспірація вмісту кожної лунки 

12. Внесіть по 200 мкл хромогенного розчину у кожну лунку протягом 15 хвилин після промивання. 

13. Інкубуйте планшет протягом 15 хвилин при кімнатній температурі (18 - 25 ° C) на 

горизонтальному шейкері і встановіть на 700 об / хв ± 100 об / хв, уникайте попадання прямих 

сонячних променів. 

14. Внесіть по 100 мкл стоп-розчину у кожну лунку. 
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15. Визначайте оптичну густину при 450 нм і 490 нм (еталонний фільтр 630 нм або 650 нм) протягом 

3 годин і обчисліть результати, як описано в розділі 10. 

 

10. РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 

10.1 Поліхроматичне читання 

1. У цьому випадку програмне забезпечення виконує обробку даних. 

2. Планшет спочатку зчитується при 450 нм проти еталонного фільтра, встановленого на 650 нм (або 

630 нм). 

3. Друге зчитування проводиться при 490 нм проти того самого еталонного фільтра. 

4. Програмне забезпечення буде керувати рідером автоматично і інтегруватиме обидва показання у 

поліхроматичну модель. Ця техніка може генерувати OГ до 10. 

5. Принцип поліхроматичної обробки даних такий: 

 Xi = OГ при 450 нм 

 Yi = OГ при 490 нм 

 За допомогою стандартної незваженої лінійної регресії розраховуються параметри A & B: Y = A * 

X + B 

 Якщо Xi <3 одиниці OD, тоді X обчислюється = Xi 

 Якщо Xi> 3 одиниці OD, тоді X обчислюється = (Yi-B) / A 

 Для побудови калібрувальної кривої використовується 4-параметрична логістична крива. 

 Концентрація IL-6 у зразках визначається шляхом  інтерполяції на калібрувальній кривій. 

 

10.2 Біхроматичне читання 
1. Зчитайте планшет при 450 нм порівняно з еталонним фільтром, встановленим на 650 нм (або 630 

нм). 

2. Обчисліть середнє значення повторних визначень. 

3. Побудуйте графік залежності значень OГ (ордината, Х) для кожного калібратора і відповідної 

концентрації IL-6 (абсциса, У), проведіть криву через усі точки. 

4. Зчитайте концентрацію для кожного контролю та зразка шляхом інтерполяції на калібрувальній 

кривій. 

5. Обробка даних за допомогою комп’ютера спростить ці розрахунки. Для автоматичної обробки 

результатів рекомендується використовувати логістичну функцію з 4 параметрами. 

 

11. ТИПОВІ ДАНІ 
Наведені нижче дані служать лише для ілюстрації і ніколи не повинні використовуватися замість 

побудови калібрувальної кривої у реальному часі. 

IL-6 ІФА ОГ одиниці 

поліхроматична модель 

Калібратор 0 пг/мл 79 

23,3 пг/мл 125 

68 пг/мл 193 

201 пг/мл 408 

633 пг/мл 1036 

2560 пг/мл 3579 

 

12. ВИКОНАННЯ ТА ОБМЕЖЕННЯ 

12.1 Межа визначення 
Двадцять калібраторів 0 аналізували разом з набором інших калібраторів. Межа визначення 

концентрації Іл-6 становила 2 пг / мл. 

 

12.2 Специфічність 
Не спостерігали значної перехресної реакції у присутності 50 нг IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, 

IL-8,IL-10, GM-CSF, IFN-α, IFN-γ, LIF, MIP-1α, MIP-1β, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-β, TNF-α та 

TNF-β. Дуже слабка перехресна реакція (0,06%) спостерігається до G-CSF. 
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Вплив розчинних рецепторів (sIL6R та sgp-130) 
Не спостерігали значної перехресної реакції у присутності 100 нг рецептора sIL6 та sgp-130. 

IL-6 концентрат (пг/мл) IL-6 виміряне з 100 нг/мл 

sIL6R (пг/мл) 

IL-6 виміряне з 100 нг/мл 

sgp-130  (пг/мл) 

7,5 4,3 8,3 

74,0 81,8 76,0 

678,0 734,0 671,0 

 

Впливу не спостерігалося. 

 

12.3. Точність. 

В аналізі Між аналізами 

Сиров. Кільк. <X> ± 

СВ 

(пг/мл) 

CV (%) Сиров. Кільк. <X> ± 

СВ 

(пг/мл) 

CV (%) 

А 20 147±6,1 4,2 А  20 114±5 4,4 

В 20 623±27 4,3 В 20 270±15 5,4 

СВ Стандартне відхилення; CV коефіцієнт варіації. 

 

12.4 Точність 

Відновлення тесту 

зразок Доданий IL-6 

(пг/мл) 

Відновлений IL-

6 (пг/мл) 

Відновлення 

(%) 

Сироватка1 1066 

547 

228 

1035 

541 

234 

97,1 

98,9 

102,6 

Сироватка 2 1066 

547 

228 

1110 

531 

250 

104,1 

97,1 

109,6 

 

Розведення тесту 

 

зразок розведення Теоретична 

концентрація 

(пг/мл) 

Виміряна 

концентрація 

(пг/мл) 

сироватка 1/1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

1/32 

- 

483 

241,5 

120,8 

60,4 

30 

966 

478 

247 

130 

54 

23 

 

Зразки були розчинені у розчиннику для зразків. 

 

12.5 Затримка часу між останнім калібратором та видачею зразка 
Як показано далі, результати аналізу залишаються точними, навіть якщо зразок видається через 30 

хвилин після додавання калібраторів. 

Затримка часу 

 

зразок 0 хв 10 хв 20 хв 30 хв 40 хв 

1 61 53 56 61 76 

2 196 179 205 213 273 

3 1584 1478 1433 1418 1533 
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13. ВНУТРІШНІЙ КОНТРОЛЬ ЯКОСТІ 

 Якщо результати, отримані для контролю 1 та / або контролю 2, не знаходяться в межах, 

зазначених на етикетці флакона, результати не можна використовувати, якщо не надано задовільного 

пояснення розбіжностей. 

 При бажанні кожна лабораторія може створити власні пули контрольних зразків, які слід зберігати 

замороженими аліквотами. Контролі, що містять азид, будуть перешкоджати ферментативній реакції 

і не можуть бути використані. 

 Критерії прийнятності різниці між повторюваними результатами зразків повинні базуватися на 

Належній Лабораторній Практиці 

 Рекомендується регулярно аналізувати контролі як невідомі зразки для вимірювання мінливості 

результатів аналізу. 

Характеристики аналізу слід контролювати за допомогою таблиць контролю якості. 

 Хорошою практикою є візуальна перевірка відповідності кривої, обраної комп’ютером. 

 

14. РЕФЕРЕНТНІ ІНТЕРВАЛИ 
Ці значення наведені лише для орієнтації; кожна лабораторія повинна встановити свій нормальний 

діапазон значень. 

Для орієнтування, результати 34 зразків сироватки у здорових людей із низьким рівнем СРБ 

варіювались від 0 до 50 пг / мл, 31 зразок мав значення нижче 17 пг / мл. 

 

15. ПОПЕРЕДЖЕННЯ ТА ЗАПОБІЖНІ ЗАХОДИ 

Безпека 
Тільки для діагностики in vitro. 

Компоненти людської крові, що входять до цього набору, були протестовані європейським 

затвердженим та / або FDA схваленими методами та визнали негативними щодо HBsAg, анти-HCV, 

анти-ВІЛ-1 та 2. Жоден відомий метод не може запропонувати повну впевненість, що похідні крові 

людини не передаватимуть гепатит, СНІД чи інші інфекції. Тому поводження з реагентами, зразками 

сироватки або плазми повинно відповідати місцевій процедурі безпеки. 

Усі продукти тваринного походження та їх похідні були зібрані від здорових тварин. Бичачі 

компоненти походять з країн, де не повідомлялося про BSE. Тим не менше, компоненти, що містять 

тваринні речовини слід розглядати як потенційно інфекційні. 

Уникайте контакту шкіри з усіма реагентами, стоп розчин містить HCl. У разі контакту ретельно 

вимити з водою. 

Не палити, не пити, не їсти та не застосовувати косметику в робочій зоні. Не піпетуйте через рот. 

Використовуйте захисні одяг та одноразові рукавички. 

Для отримання додаткової інформації див. Паспорт безпеки (SDS). 
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17. ЗАГАЛЬНА ІНФОРМАЦІЯ ПРОТОКОЛ 

 

 Калібратор (мкл) Зразки/контролі 

Інкубаційний буфер 

Калібратори (0-5) 

Зразки, контролі 

50 

100 

- 

50 

- 

100 

Інкубуйте протягом 1 години при кімнатній температурі (18-25 ° C) при 

постійному струшуванні при 700 об / хв. 

Аспірувати вміст кожної лунки. 

Промити 3 рази 400 мкл промивного розчину та аспірувати. 

Кон'югат анти-IL-6-

HRP 

Розчинник зразка 

100 

50 

100 

50 

Інкубуйте протягом 1 години при кімнатній температурі (18-25 ° C) при 

постійному струшуванні при 700 об / хв. 

Аспірувати вміст кожної лунки. 

Промити 3 рази 400 мкл промивного розчину та аспірувати 

Хромогенний розчин 200 200 

Інкубуйте протягом 15 хв при кімнатній температурі (18-25 ° C) при 

постійному струшуванні при 700 об / хв 

Стоп розчин 100 100 

Зчитуйте на рідері мікропланшетів і реєструйте поглинання кожної лунки 

при 450 нм (і 490 нм) проти 630 (або 650 нм) 

 

Виробник може запропонувати вам можливість придбання протоколу, адаптованого для цього 

набору для використання на Платформа Stratec Gemini 2PS + Combo, що включає файл аналізу 

протоколу, файл реагенту та поради щодо ефективного використання набору на аналізаторі. 
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Умовні позначення: 

 

Температура зберігання 

 

 Виробник 

 

 

Містить достатньо  для <N> 

випробувань 

 

    Дата закінчення терміну 

придатності 

 

LOT   Код партії 
 

IVD Тільки для ін вітро діагностики в 

лабораторних умовах! 

 
 

  Звертайтесь до інструкції по 

експлуатації 

 

CONT зміст 
 

  Маркування 

        Обережно 

 
REF Каталожний номер 

 

 


