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Резюме

Цель исследования. Данная работа посвящена исследованию паттернов экспрессии микроРНК в плазме крови пациентов 
с глиобластомой (ГБ) c использованием данных высокопроизводительного секвенирования базы Gene Expression Omnibus 
и поиску кандидатных микроРНК-молекул для разработки малоинвазивной диагностической панели.
Материалы и методы. На основании открытого набора данных Gene Expression Omnibus NCBI GSE150956 были сфор-
мированы группы образцов пациентов с диагнозом глиобластома и условно- здоровых доноров. Для каждого образца 
была извлечена информация об уровнях экспрессии микроРНК. Определение наиболее значимых микроРНК выполнено 
с использованием алгоритмов машинного обучения и программной среды R 4.0.4. Для значимых микроРНК были опре-
делены гены-мишени, выполнен анализ обогащения по функциональной принадлежности и интерактомный анализ 
генов- мишеней микроРНК.
Результаты. В исследовании проанализированы данные 131 образца, из них 35 образцов пациентов с глиобластомой, 
а 96 образцов получено от условно- здоровой группы добровольцев. Данные о дифференциальной экспрессии были 
получены для 945 микроРНК. Методами машинного обучения сформированы две панели, содержащие общие микроРНК – 
hsa-miR-3180, hsa-miR-3180-3p, hsa-miR-6782-5p, hsa-miR-182-5p, hsa-miR-133b и hsa-miR-670-3p. Для значимых микроРНК 
получена информация об экспериментально подтверждённых генах- мишенях, генная онтология которых демонстрирует 
их участие в связывании ферментов, расположение в ядерной оболочке, участие в регуляции первичных клеточных мета-
болических процессов, развитии глиобластом и опухолевых заболеваний в целом.
Заключение. В результате послойной фильтрации данных и применения алгоритмов машинного обучения были выяв-
лены значимые микроРНК, которые являются кандидатами для разработки диагностической панели малоинвазивного 
выявления глиальных опухолей высокой степени злокачественности.
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Abstract

Purpose of the study. This work is devoted to the study of blood plasma miRNA patterns in blood plasma using high-through-
put sequencing of the Omnibus Gene Expression base and the search for candidate miRNA molecules for the development of 
a minimally invasive diagnostic panel.
Materials and methods. Basing on the open dataset of Omnibus Expression of the NCBI GSE150956 Gene, groups of samples with 
glioblastoma and conventionally healthy donors were formed. For each sample, information on the levels of miRNA expression 
was extracted. Determination of significant miRNAs using machine learning algorithms of the R 4.0.4 project. For significant miR-
NAs, target genes have been performed, an analysis of the improvement of functional characteristics and interactome analysis 
of target genes of miRNA were performed.
Results. The study analyzed the data of 131 samples, where 35 samples with glioblastoma and 96 samples of the conditionally 
healthy group. Differential expression data were obtained for 945 miRNA. Two panels were obtained using machine learning meth-
ods, common miRNA – hsa-miR-3180, hsa-miR-3180-3p, hsa-miR-6782-5p, hsa-miR-182-5p, hsa-miR-133b and hsa-miR-670- 3p. 
For significant miRNAs, information was obtained on experimentally confirmed target genes, a gene ontology demonstrating their 
participation in enzyme binding, participation in the regulation of primary cellular metabolic processes, and the development 
of glioblastomas and cancer in general.
Conclusion. As a result of layer-by-layer filtering and application of machine learning algorithms, significant miRNAs were identified 
that are candidates for a diagnostic panel of a minimally invasive method of high-grade glial tumors.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Глиомы – инвазивные опухоли мозга, демонстри-
рующие высокие уровни рецидивирования и смерт-
ности. Глиобластома, характеризующаяся практически 
100 %-ным рецидивированием и неблагоприятным 
прогнозом для пациентов, относится к наиболее 
опасным видам глиом [1]. Несмотря на прогресс, 
достигнутый в области нейрохирургии, радиотерапии 
и химиотерапии, продолжительность жизни паци-
ентов с глиобластомой практически не изменилась 
и составляет около 18 месяцев после верификации 
новообразования [2].

На данный момент отсутствуют решения проблемы 
ранней диагностики глиальных опухолей высокой 
степени злокачественности. Существует потребность 
в новых диагностических и прогностических мар-
керах, как и в новых терапевтических мишенях при 
этом заболевании [3]. На основании аберрантных 
профилей экспрессии микроРНК, ассоциирован-
ных с онкозаболеваниями, а также характеристик 
микроРНК, таких как специфичность, чувствитель-
ность и стабильность как в парафиновых срезах, так 
и в жидкостях организма, микроРНК демонстрируют 
большой потенциал в качестве нового класса био-
маркеров [4].

МикроРНК представляют собой эндогенно экспрес-
сируемые некодирующие РНК длиной 21–25 нуклео-
тидов. Эти молекулы посттранскрипционно подавляют 
экспрессию белок- кодирующих генов путем связыва-
ния 3’ нетранслируемой области мРНК гена-мишени. 
Большое количество накопленных данных отмечает 
взаимодействие микроРНК с мРНК различных генов, 
что обеспечивает их участие в регуляции многих био-
логических процессов, таких как клеточный метабо-
лизм, дифференцировка, пролиферация, гемопоэз, 
формирование паттернов в нервной системе [5].

Многие микроРНК демонстрируют тканеспеци-
фичные паттерны экспрессии и дерегулированы при 
различных онкозаболеваниях, где они могут высту-
пать как онкогенные молекулы, так и онкосупрес-
сорные. Данная классификация усложняется тем, 
что из-за широкого спектра генов- мишеней, одна 
и также микроРНК может играть противоположные 
роли в разных процессах [6]. Опухолевые микроРНК 
секретируются в мембранных везикулах (экзосомах) 
или в комплексе с липопротеинами низкой плотности, 
что демонстрирует их потенциальную роль в меж-
клеточном взаимодействии и коммуникации. Цирку-
лирующие микроРНК, обнаруженные в плазме крови 
человека, могут представлять стабильные биологиче-
ские маркеры, так как они не доступны РНКазам [7].

Ряд исследований оценивают диагностический 
потенциал микроРНК при глиальных опухолях [8]. 

Панель из семи микроРНК, включая hsa-miR-15b, hsa-
miR-23a, hsa-miR-150, hsa-miR-197, и hsa-miR-548b-5p, 
демонстрируют высокий потенциал дифференци-
ровки злокачественных астроцитом от здоровой 
группы [9]. Мета-анализ Qu S. et al. указывает, что 
панели, включающие hsa-miR-21 являются более 
специфичными для глиальных опухолей [10]. Roth P. 
et al. идентифицировали сигнатуру микроРНК клеток 
крови пациентов с глиобластомой, демонстрирующую 
повышение экспрессии hsa-miR-128 и hsa-miR-194 
и понижение hsa-miR-342-3p и hsa-miR-628-3p [11]. 
Несмотря на проводимые исследования, до сих пор 
отсутствует единая диагностическая панель циркули-
рующих микроРНК, что актуализирует необходимость 
развития данного направления.

Технология секвенирования нового поколения мо-
жет использоваться для глобального профилирования 
микроРНК в плазме крови пациентов с целью выяв-
ления значимых дифференциально-экспрессируемых 
микроРНК. В нашей работе проведен анализ данных 
секвенирования нового поколения с целью выявления 
значимых дифференциально-экспрессируемых ми-
кроРНК в плазме крови пациентов, страдающих глио-
бластомой. С использованием алгоритмов машинного 
обучения выявлены наиболее значимые микроРНК – 
кандидаты для валидации методом ПЦР-РВ (ПЦР – по-
лимеразная цепная реакция) с целью разработки диа-
гностической тест-системы. В исследовании проведена 
идентификация генов- мишеней, их генная ассоциация 
с сигнальными путями. Обнаружение и анализ значи-
мых дифференциально- экспрессированных микроРНК 
в образцах плазмы может расширить понимание пато-
генеза глиобластом и выявить диагностические и про-
гностические маркеры.

Цель исследования: данная работа посвящена 
исследованию паттернов экспрессии микроРНК 
в плазме крови пациентов с глиобластомой с исполь-
зованием данных высокопроизводительного секве-
нирования базы Gene Expression Omnibus и поиску 
кандидатных микроРНК-молекул для разработки 
малоинвазивной диагностической панели.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор и анализ данных.
На основании открытого набора данных Gene 

Expression Omnibus NCBI GSE150956 была сформи-
рована группа образцов плазмы пациентов с уста-
новленным диагнозом глиобластома, подвернутых 
секвенированию микроРНК (n = 35). В качестве группы 
сравнения использовали образцы условно- здоровых 
доноров (n = 96). Сбор и обработку данных проводи-
ли с использованием инструмента sRNAde набора 
sRNAtoolbox. Для анализа дифференциальной экс-
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прессии микроРНК использовали пакет «DESeq2». 
Точками отсечения служили padj < 0,05 и |logFC| > 1 
(FC – fold change) [12].

Идентификация значимых микроРНК методом 
машинного обучения.
Разработка моделей машинного обучения прово-

дилась с использованием пакета «caret» в программ-
ной вычислительной среде R версии 4.0.4. Для оценки 
качества полученных моделей выполняли ROC-анализ 
с применением пакета «pROC» [13]. После стандарти-
зации данных относительной экспрессии микроРНК 
были отобраны микроРНК с низкой дисперсией. 
Среди оставшихся был выбран топ-400, который 
в дальнейшем использовался для обучения моделей 
методом случайного леса (random forest) и ближай-
ших соседей (k-nearest neighbor). Для каждой модели 
в процессе подбора гиперпараметров были выбраны 
микроРНК, имеющие наибольшую значимость в клас-
сификации образцов. Отобранные микроРНК были 
использованы для обучения финальных моделей. 
Проверка моделей осуществлялась с использованием 
алгоритма 10-кратной кросс- валидации [14].

Анализ сигнальных путей, включающих гены-
мишени микроРНК.
Гены-мишени значимых микроРНК были отобра-

ны с использованием пакета «multiMIR» с учетом 
параметра «validated» [15]. Сеть взаимодействий 
микроРНК-ген была построена с использованием 

утилиты «miRTargetLink 2.0» [16]. Анализ онтологии 
генов выполнен с использованием функции «gost» 
пакета «gprofiler2» [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспрессия микроРНК в плазме крови пациентов 
с глиобластомой и условно- здоровой группы.
Данные о дифференциальной экспрессии были 

получены для 945 микроРНК, среди них демонстриро-
вали статистическую значимость с поправкой на мно-
жественные сравнения 502 микроРНК (padj < 0,01). 
Среди них значения кратного изменения |logFC| > 1 
были характерны для 85 микроРНК с повышенным 
уровнем и 16 микроРНК с пониженным уровнем 
в плазме крови пациентов с глиобластомой относи-
тельно условно- здоровой группы. Наиболее высокие 
уровни дифференциальной экспрессии демонстриро-
вала микроРНК hsa-miR-5010-3p (log2FC = 3,75, padj 
= 3e-36), но нормализованные средние показатели 
чтений на миллион (read per million, RPM) в плазме 
крови исследуемых групп демонстрировали низкие 
значения для данной микроРНК – 1,44 RPM среди 
условно- здоровой группы и 19,5 RPM для группы 
пациентов с глиобластомой. hsa-miR-26b-5p демон-
стрирует высокий показатель кратного изменения 
(log2FC = 2,95, p = 1e-19), и высокие уровни в плазме 

Рис. 1. График рассеивания, показывающий log2-кратное изменение нормализованных количеств в функции средних значений 
(log2 fold change) экспрессии микроРНК в образцах плазмы пациентов с глиобластомой в сравнении с условно-здоровой группой. 
Подписанные точки обозначают наиболее интересные микроРНК с большими значениями кратного изменения (ось x) и высокую 
статистическую значимость (-log 10 значения padj, ось y). Пунктирная серая линия показывает, где padj = 0,05 и log2FC = 1.

Fig. 1. A scatter plot showing a log2 fold change in normalized amounts as a function of the mean values (log2 fold change) of miRNA 
expression in plasma samples of patients with glioblastoma compared with a conditionally healthy group. The signed dots indicate the most 
interesting miRNAs with large values of multiple variation (x-axis) and high statistical significance (-log 10 padj values, y-axis). The dotted gray 
line shows where padj = 0.05 and log2FC = 1.
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крови исследуемых групп – 294,89 RPM и 2285,7 RPM. 
Сниженные уровни относительно условно- здоровой 
группы характерны для микроРНК 1468-3p (log2FC 
= -2,01, padj = 5,4e-10), демонстрирующей показатели 
в группах – 169,34 RPM и 42,16 RPM для исследуемой 
и контрольной групп. Распределение дифференци-
альной экспрессии микроРНК показано на рисунке 1.

Идентификация наиболее значимых микроРНК 
методом машинного обучения.
После стандартизации данных относительной экс-

прессии микроРНК, были отфильтрованы мишени 
с низкой дисперсией. Среди оставшихся был выбран 
топ-400, который в дальнейшем использовался для 
тренировки моделей алгоритмами машинного обуче-
ния. В результате поиска оптимальных параметров 
алгоритмом k-nearest neighbors (knn) был получен на-
бор значимых микроРНК, включающий hsa-miR-3180, 
hsa-miR-3180-5p, hsa-miR-6782-5p, hsa-miR-182-5p, 
hsa-miR-3184-5p, hsa-miR-1225-3p, hsa-miR-92b-3p, 
hsa-miR-133b, hsa-miR-6852-3p, hsa-miR-6870-5p, hsa-
miR-670-3p, hsa-miR-6720-5p, hsa-miR-3663-5p, hsa-
miR-654-5p (табл. 1). На основании оптимального 
набора 14 микроРНК был построен классификатор, 
эффективность которого была оценена на обучающей 
и тестовой выборках. Критерии качества были следую-

щими: 95 % CI – 0,9289-1 и 0,7513–0,9987, p-value – 
8,882e-16 и 0,0001114, положительная прогностическая 
ценность – 1 и 0,9, отрицательная прогностическая 
ценность – 1 и 1. Кривые AUC показали значения об-
учающего и проверочного набора были > 0,9.

В результате поиска оптимальных параметров 
алгоритма random forest (rf) был получен набор 
значимых микроРНК, включающий hsa-miR-5010-5p, 
hsa-miR-182-5p, hsa-miR-758-3p, hsa-miR-96-5p, 
hsa-miR-133a-5p, hsa-miR-3180, hsa-miR-3180-3p, 
hsa-miR-6782-5p, hsa-miR-1304-5p, hsa-miR-3937, 
hsa-miR-100-5p, hsa-miR-1182-3p, hsa-miR-113b, 
hsa-miR-670-3p, hsa-miR-4701-5p. На основании 
оптимального набора 14 микроРНК был построен 
классификатор, эффективность которого оценена на 
обучающей и тестовой выборках. Критерии качества 
были следующими: 95 % ДИ: 0,9289-1 и 0,8316-1, 
p-value – 8,882e-16 и 9,537e-07, положительная про-
гностическая ценность – 1 и 1, отрицательная прогно-
стическая ценность – 1 и 1. Кривые AUC обучающего 
набора и проверочного набора также демонстриро-
вали значения > 0,9.

Полученные панели содержат общие микроРНК 
(табл. 1) – hsa-miR-3180 (log2FC = 1,66, padj = 
6,200862e-45), hsa-miR-3180-3p (log2FC = 1,71, padj 

Таблица 1. Наиболее значимые микроРНК, отобранные алгоритмами knn и rf с указанием диагностической значимости
Table 1. The most significant miRNAs selected by knn and rf algorithms with indication of diagnostic significance

K-nearest neighbors Random forest

МикроРНК / miRNA Значимость / Significance МикроРНК / miRNA Значимость / Significance 

hsa-miR-3180 100 hsa-miR-5010-3p 100

hsa-miR-3180-3p 99 hsa-miR-182-5p 79

hsa-miR-6782-5p 97 hsa-miR-758-3p 62

hsa-miR-182-5p 92 hsa-miR-96-5p 60

hsa-miR-3184-3p 91 hsa-miR-133a-3p 56

hsa-miR-1225-3p 89 hsa-miR-3180 49

hsa-miR-92b-3p 89 hsa-miR-3180-5p 38

hsa-miR-133b 87 hsa-miR-6782-5p 36

hsa-miR-6852-3p 86 hsa-miR-1304-5p 35

hsa-miR-6870-5p 84 hsa-miR-3937 35

hsa-miR-670-3p 83 hsa-miR-100-5p 34

hsa-miR-6720-5p 83 hsa-miR-1180-3p 30

hsa-miR-3663-5p 82 hsa-miR-133b 28

hsa-miR-654-5p 81 hsa-miR-670-3p 26

Примечание: отдельно цветом выделены микроРНК, общие для обеих панелей.
Note: the microRNAs common to both panels are highlighted separately in color.
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= 1,985913e-49), hsa-miR-6782-5p (log2FC = 1,66, padj 
= 7,181097e-21), hsa-miR-182-5p (log2FC = 2,35, padj 
= 1,47799e-38), hsa-miR-133b (log2FC = 2,02, padj = 
1,330257e-09) и hsa-miR-670-3p (log2FC = 1,35, padj = 
4,204896e-18), которые могут быть перспективными 
маркерами для разработки диагностической панели 
на основе ПЦР в реальном времени и требуют даль-
нейшей валидации.

Анализ мишеней значимых микроРНК.
Точное определение мишеней микроРНК имеет ре-

шающее значение для оценки функций дифференци-

ально- экспрессируемых микроРНК. Данные о том, что 
одна микроРНК взаимодействует с множеством мРНК 
и трансляция одной мРНК регулируется несколькими 
микроРНК делают необходимостью сетевой анализ 
функций микроРНК. В результате такого анализа была 
построена сеть микроРНК-мРНК и белок- белковых 
взаимодействий (рис. 2), которая показала, что hsa-
miR-670-3p имеет наибольшее количество взаимо-
действий (198), далее следует hsa-miR-182-5p (179) 
и hsa-mir-3180-5p (143), что демонстрирует их важное 
значение в регуляции множества генов.

Рис. 2. Сеть микроРНК-мРНК и белок-белковых 
взаимодействий целевых генов. Квадратами от-
мечены микроРНК, размеры пропорциональны 
количеству взаимодействий. Точками отмечены 
гены-мишени, интенсивность окрашивания 
пропорциональна количеству взаимодействий.

Fig. 2. A network of miRNA-mRNA and protein-
protein interactions of target genes. The 
miRNA are marked with squares, the sizes are 
proportional to the number of interactions. 
Target genes are marked with dots, the intensity 
of staining is proportional to the number of 
interactions.

Рис. 3. Сеть значимых микроРНК и их мишеней 
с экспериментальным подтверждением. Цве-
товой код: синие линии – слабые условия под-
тверждения, красные линии – строгие условия 
подтверждения взаимодействий.

Fig. 3. A network of significant miRNAs and their 
targets with experimental confirmation. Color 
code: blue lines – weak confirmation conditions, 
red lines – strict conditions for confirming 
interactions.
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Дополнительно была сконструирована базовая 
сеть микроРНК–мРНК взаимодействий для значимых 
микроРНК. Согласно инструменту «miRTargetLink 2.0», 
среди исследуемых микроРНК, только две имеют 
мишени в условиях строгой валидации – hsa-miR-133b 
(мишень FSCN1) и hsa-miR-182-5p (мишень PFN1) 
(рис. 3). Fascin-1 (ген FSCN) это белок, организующий 
цитоскелет, с относительной молекулярной массой 
55 кДа, может вызывать структурные изменения 
в клеточных мембранах и влиять на целостность меж-
клеточных взаимодействий, способствуя инвазии опу-
холевых клеток [18]. Profilin 1 (ген PFN1) известен как 
участник ангиогенеза при развитии глиобластом [19].

Сигнальные пути с анализом генной онтологии 
мишеней значимых микроРНК.
Для определения патофизиологической роли зна-

чимых микроРНК в развитии глиом высокой степени 
злокачественности и для оценки функций их генов- 
мишеней был проведен анализ генной онтологии. 
Всего выявлено 1459 аннотаций с различными базами 
данных (рис. 4).

Результаты анализа генной онтологии предпо-
лагают, что циркулирующие в плазме микроРНК не 

высвобождаются из клеток случайным образом, по-
скольку многие из генов- мишеней участвуют в кри-
тически важных путях и биологических процессах, 
способствующих онкогенезу. В множестве ассоциаций 
стоит выделить связывание ферментов, расположе-
ние в ядерной оболочке, участие в регуляции первич-
ных клеточных метаболических процессов. Отдельно 
выделяются сигнальные пути развития глиобластом 
и опухолевых заболеваний в целом (рис. 4).

Для разработки диагностической панели на основе 
микроРНК, необходимо выявить небольшой пул, что 
позволит проводить тестирование более доступным 
и рутинным методом – ПЦР в реальном времени. 
С целью выявления наиболее значимых микроРНК, 
нами было проведено машинное обучение с исполь-
зованием двух алгоритмов – random forest и k-nearest 
neighbors. В результате анализа были получены две 
панели микроРНК (табл. 1). В обеих панелях при-
сутствуют смежные микроРНК – hsa-miR-3180, hsa-
miR-3180-3p, hsa-miR-6782-5p, hsa-miR-182-5p, hsa-
miR-133b и hsa-miR-670-3p. Все эти микроРНК активно 
исследуются при онкологических заболеваниях. Экзо-
сомальная hsa-miR-3180-3p демонстрирует антипро-

Рис. 4. Манхэттэнский график генной онтологии. Ось x представляет функциональные аннотации, которые сгруппированы 
и окрашены в соответствии с источниками: GO:MF – генная онтология по молекулярным функциям; GO:CC – по клеточному 
компоненту; GO:BP – по биологическим процессам; KEGG – киотская энциклопедия генов и геномов; REAC – база Reactome; TF – база 
TRANSFAC; MIRNA – база miRTarBase; HPA – база Human Protein Atlas; база данных CORUM; HP – база Human Phenotype Ontology и WP 
– база WikiPathways. Ось Y показывает скорректированные значения p в отрицательной шкале log 10. Каждый круг состоит из одной 
аннотации и имеет размер в соответствии с количеством генов-участников.

Fig. 4. Manhattan plot of gene ontology. The x axis represents functional annotations that are grouped and colored according to the sources: 
GO:MF – gene ontology by molecular functions, GO:CC – by cellular component, GO:BP – by biological processes, KEGG – Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes, REAC – Reactome database, TF – TRANSFAC database, MIRNA – miRTarBase database, HPA – Human Protein Atlas 
database, CORUM database, HP – Human Phenotype database Ontology and the WP – base of the WikiPathways. The y-axis shows the 
adjusted p values in the negative log 10 scale. Each circle consists of one annotation and is sized according to the number of participating 
genes.
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лиферативную и антиметастатическую активность 
при немелкоклеточном раке легкого [20]. А при раке 
желудка была выявлена корреляция повышенной 
активности hsa-miR-3180-3p и резистентности к цис-
платину и стадией TNM [21]. Hsa-miR-6782-5p была 
успешно валидирована при анализе NGS-данных ис-
следования циркулирующих микроРНК плазмы крови 
пациентов с семеномой яичка, и где демонстрировала 
снижение в исследуемой группе относительно кон-
трольной [22]. Повышенный уровень hsa-miR-182-5p 
ассоциирован с немелкоклеточным раком легких [23]. 
Для hsa-miR-133b исследовательские группы часто 
демонстрируют снижение экспрессии при раке лег-
ких, колоректальном раке, плоскоклеточной карци-
номе и раке желудка, есть данные о повышенной 
активности при раке шейки матки [24].

Вклад данных микроРНК в канцерогенез дополни-
тельно подтверждает функциональное значение 760 
генов, которые они таргетируют (рис. 2). Гены-мишени 
представляют множество ассоциаций с сигнальными 

путями, биологическими процессами и молекулярными 
функциями, такими как связывание ферментов, участие 
в регуляции первичных клеточных метаболических про-
цессов и высокий уровень ассоциаций с сигналингом 
развития глиобластом и рака в целом (рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В исследовании проведен анализ данных высоко-
производительного секвенирования циркулирую-
щих микроРНК в образцах плазмы крови пациентов 
с глиобластомой в сравнении с условно- здоровой 
группой пациентов. В результате послойной филь-
трации данных и применения алгоритмов машин-
ного обучения были выявлены значимые микроРНК, 
которые могут играть важную патофизиологическую 
роль в онкогенезе и являются кандидатами для раз-
работки диагностической панели малоинвазивного 
выявления глиальных опухолей высокой степени зло-
качественности.
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