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Клініко-генетичний та міжгенетичний кореляційний аналіз за 
експресією miR-29a у хворих на  плеоморфні аденоми слинних 
залоз

Резюме. Найбільш поширеною пухлиною слинних залоз залиша-
ється плеоморфна аденома (Па) – 60–90 % від усіх доброякісних пух-
лин слинних залоз. Сучасним генетичним напрямком у діагностиці 
пухлин є вивчення ролі молекул мікрорНК. мікрорНК – це малі не-
кодуючі рНК, які регулюють контроль клітинного циклу, апоптоз, 
метаболізм, розвиток та диференціацію клітин. Найбільший інте-
рес серед них становить проапотозна miR-29a. Вона експресується 
у 84 % плеоморфних аденом слинних залоз. Статей, в яких описано 
клініко-генетичні та міжгенетичні кореляції miR-29a в інших біо-
птатах, окрім пухлини, – прилегла до пухлини тканина слинної за-
лози, інтактна залоза (група контролю), та кров, не знайдено.
Мета дослідження – провести клініко-генетичний та міжгенетич-
ний (за експресією miR-29a) кореляційний аналіз у тканинах плео-
морфних аденом великих слинних залоз, тканині слинної залози, 
прилеглій до пухлини та в інтактній тканині слинної залози, що 
не мала зв’язку з пухлиною, та венозній крові.
Матеріали і методи. матеріалом дослідження було 22 хворих на  
доброякісні пухлини великих слинних залоз (плеоморфні адено-
ми). Експресію miR-29a оцінювали за допомогою зворотної тран-
скрипції та кількісної полімеразної ланцюгової реакції (qPCR) у 
режимі реального часу.
Результати досліджень та їх обговорення. Проведений аналіз 
рівня експресії 29а мікрорНК виявив, що серед 4-х груп показників 
(тканина пухлини, тканина слинної залози, прилегла до пухлини, 
інтактна тканина слинної залози, що не мала зв’язку з пухлиною, 
та венозна  кров) у пацієнтів із плеоморфними аденомами великих 
слинних залоз найбільша експресія відмічалась у групі – тканина 
слинної залози, прилегла до пухлини, – 111,93±56,97.
Висновки. Проведений кореляційний аналіз клінічних (вік, трива-
лість захворювання, розмір пухлини, відстань від поверхні шкіри 
до пухлини) та генетичних показників за рівнем експресії miR-29a 
в різних біологічних тканинах (тканина пухлини, тканина слин-
ної залози, прилегла до пухлини, інтактна тканина слинної зало-
зи, що не мала зв’язку з пухлиною, та венозна кров) у хворих на 
Па великих слинних залоз виявив наявність однієї статистично-
значущої асоціації (miR-29a). При проведенні міжгенетичного ко-
реляційного аналізу хворих на Па великих слинних залоз за екс-
пресією miR-29a з різними фрагментами біопсійного матеріалу 
інших статистично значимих асоціацій не виявлено.

Вступ. Плеоморфна аденома (Па)  – є най-
поширенішою пухлиною (60–90 %) слинних 
залоз серед усіх доброякісних новоутворень 

слинних залоз [1]. Вона має типову клінічну 
картину, що не викликає, переважно, склад-
нощів у діагностиці. Незважаючи на це, у 41,81 
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% [2] спостерігається відсутність співпадання 
клінічного та патогістологічного діагнозів. то-
му все більше науковців та лікарів використо-
вують у практичній діяльності сучасні мето-
ди діагностики пухлин – імуногістохімічні та 
генетичні. Зокрема, генетичні дослідження 
– перспективний метод обстеження, який на-
бирає оберти в сучасній науці та медицині. Се-
ред його переваг можна виокремити не тіль-
ки можливість провести верифікацію пухлин 
різної локалізації, а й розробити новітні фар-
макологічні засоби лікування пухлин [24].

імуногістохімічне дослідження плеоморф-
них аденом слинних залоз є досить пошире-
ним методом. Вже відома достатня кількість 
різноманітних прогностичних маркерів пле-
оморфної аденоми: етіологічні – PLAG 1 (ген 
плеоморфної аденоми № 1), вірусні – ВПЛ (ві-
рус папіломи людини) та ЕБВ (вірус Епштейна 
– Барр), гормональні – естрогенові, прогестеро-
нові рецептори та ін. [3].

Сучасним напрямком у генетиці пухлин є 
вивчення ролі мікрорНК. мікрорНК – це малі 
некодуючі рНК, які складаються з 21–23 ну-
клеотидів. На сьогодні відомо близько 2588 мі-
крорНК, які регулюють такі біологічні проце-
си, як контроль клітинного циклу [4], апоптоз 
[5], метаболізм [6] розвиток та диференціацію 
клітин [7]. При цьому здатні впливати на роз-
виток різноманітних захворювань – невроде-
генеративні [8] та метаболічні розлади [9], рак 
[10].

мікрорНК відповідають за постранскрип-
ційну експресію генів та поділяються на дві 
групи – проапоптозні (miR15a, miR-16-1, miR-
29, miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-1, та miR-214) 
та антиапоптозні (miR-17-5p, miR-20a, miR-21, 
miR-133, miR146a, miR-146b, miR-191, miR-14, 
miR-1d, miR-7, miR-148, miR-204, miR-210, miR-
216, miR-296, and miR-Lat). Найбільший інтерес 
серед них становить проапотозна мікрорНК-
29a. ця мікрорНК експресується у 84 % плео-
морфних аденом слинних залоз. так, Ксіонг та 
ін. [11] припустили, що при гепатоцелюляр-
ній карциномі miR-29 може сприяти апоптозу 
через мітохондріальний шлях, що включає 
MCL1- і BCL2-білки. За іншою думкою, Кіноши-
та та ін. [12] визначили роль супресора пухли-
ни для miR-29а при плоскоклітинній карцино-
мі голови та шиї через їх здатність до пригні-
чення інвазії пухлинних клітин.

окрім використання генетичних методів у 
діагностиці плеоморфних аденом слинних за-
лоз, необхідно враховувати їх взаємозв’язок 

з клінічними показниками. Відомо, що різні 
клінічні показники мають певний вплив та 
дають різний прогноз на перебіг пухлинно-
го процесу. Зокрема, в осіб старшого віку по-
вільніше перебігають метаболічні процеси, 
що подовжує тривалість їх життя, порівняно 
з молодими пацієнтами, особливо у випадках 
із злоякісними пухлинами. тривалість захво-
рювання допомагає спрогнозувати його пе-
ребіг та можливість виникнення рецидивів 
після проведення оперативного втручання. 
Визначення розміру пухлини має допомогти 
лікарю визначитися із лікувальною такти-
кою – хірургічне або консервативне, локалі-
зація біля життєво важливих органів і судин. 
Глибина розташування пухлини відносно 
поверхні шкіри є важливим діагностичним 
критерієм, оскільки чим ближче пухлина до 
шкіри, тим швидше пацієнт зверне увагу на 
наявність новоутворення і звернеться до лі-
каря [13].

Втім, є лише одна наукова робота, в якій ви-
значали експресію miR-29а мікрорНК викорис-
товуючи лише біоптат пухлини, порівнюючи 
рівень експресії її між аденокарциномами 
та плеоморфними аденомами з відсутністю 
контрольної групи [14]. У доступних наукових 
джерелах не виявлено інформації про наукові 
дослідження з клініко-генетичних та міжгене-
тичних кореляційних асоціацій за експресією 
miR-29a у різних біоптатах – пухлині, тканині 
слинної залози, прилеглій до пухлини, інтак-
тній залозі (група контролю), венозної крові.

Метою дослідження було провести кліні-
ко-генетичний та міжгенетичний (за експре-
сією miR-29a) кореляційний аналіз в тканинах 
плеоморфних аденом великих слинних залоз, 
тканині слинної залози, прилеглій до пухли-
ни, інтактній тканині слинної залози, що не 
мала зв’язку з пухлиною, та у венозній крові. 

Матеріали і методи. Досліджено 22 хворих 
(чоловіків – 5 (22,72 %), жінок – 17 (77,27 %) з 
плеоморфними аденомами великих слинних 
залоз: привушних – 20 (90,9 %) та підщелепних 
– 2 (9,09 %). Середній вік пацієнтів – (39,7±14,91) 
року. Усім хворим проведені загальноклінічні 
обстеження (лабораторні, Кт або мрт, УЗД). 
Для виконання кореляційного аналізу визна-
чали наступні клінічні показники: вік, трива-
лість захворювання, розмір пухлини, відстань 
від поверхні шкіри до пухлини. останні два 
показники (розмір пухлини, відстань від по-
верхні шкіри до пухлини) визначали за дани-
ми Кт (комп’ютерної томографії).
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Загальну рНК виділили з тканин доброякіс-
них пухлин (плеоморфні аденоми) великих 
слинних залоз (тканина пухлини, прилегла 
до пухлини тканина слинної залози, інтактна 
тканина слинної залози, що не мала зв’язку з 
пухлиною) та венозної крові методом екстра-
кції фенол-хлороформ. Після цього виміряли 
концентрацію та чистоту рНК спектрофотоме-
тром ND1000 (NanoDrop Technologies Inc, СШа).

Експресію miR-29a оцінювали за допомогою 
зворотної транскрипції та кількісної ланцюго-
вої реакції полімерази (qPCR) у режимі реаль-
ного часу. Зворотну транскрипцію проводили 
за допомогою набору зворотної транскрипції 
TaqMan MicroRNA (Applied Biosystems, СШа) 
зі специфічним праймером для мікрорНК 
та 10 нг загальної рНК. У реальному часі ви-
користані аналізи мікрорНК qPCR TaqMan 
(Applied Biosystems, СШа): U6 snRNA, ID 001973 
(як ендогенний контроль), hsa-miR-29a, аналіз 
ID002447 (Applied Biosystems, СШа). темпера-
турні цикли були такими: стадія початкової 
денатуралізації 95 °С – 10 хв; 50 циклів 95 °С 
– 15 с та 60 °С – 60 с. рівень експресії мікрорНК 
нормалізувався до U6 snRNA та представлений 
у відносних одиницях (RU). ампліфікацію про-
водили за допомогою ПЛр у режимі реального 
часу 7500Fast (Applied Biosystems, СШа). отри-
мані результати проаналізовані за допомогою 
програмного пакета ПЛр у режимі реального 
часу 7500Fast та представлені у вигляді графі-
ків та діаграм [15].

аналіз даних проведено за допомогою 
статистичного середовища R (версії 3.5) 
[16]. Усі кількісні фактори перевірені щодо 
нормальності розподілу даних за допомогою 

тесту Колмогорова – Смірнова [17]. тест Ле-
веня використаний для перевірки рівності 
дисперсій між групами [18]. Для з’ясування 
відмінностей між середніми значення-
ми в групах застосований однофакторний 
дисперсійний аналіз (One way ANOVA) [19] 
для змінних, у яких простежувалась рівність 
дисперсій між групами, а також тести Уелча 
та Брауна – форсайта [20, 21] у випадку, коли 
дисперсії суттєво відрізнялись. апостеріорні 
тести Бонфероні [22] використані для корекції 
множинності тестів. Кореляційний аналіз із 
використанням коефіцієнта кореляції Пірсона 
(r) [23] застосовувався для оцінки зв’язку між 
кількісними змінними. Статистично значу-
щими результати вважались при p<0,05.

Результати досліджень та їх обговорення. 
аналіз результатів клінічного дослідження 
хворих із плеоморфними аденомами великих 
слинних залоз засвідчив: середній вік хворих 
складав – (39,7±14,91) року, тривалість захво-
рювання – (66,075±30,58) місяця, розмір пухли-
ни – (6,27±4,66) см, відстань від поверхні шкіри 
до пухлини – (5,6±2,739) мм (n=22).

Для проведення подальшого клініко-гене-
тичного кореляційного аналізу були визна-
чені результати експресії miR-29a у групах 
(тканина пухлини, тканина слинної зало-
зи,  прилегла до пухлини, інтактна тканина 
слинної залози, що не мала зв’язку з пухли-
ною). так, найбільшою експресія miR-29a бу-
ла у групах – тканина слинної залози, при-
легла до пухлини, та пухлина – 111,93±56,97 і 
80,58±37,49 відповідно, а найменшою в інтак-
тній залозі та крові – 8,12±4,4 і 4,31±1,32 відпо-
відно (табл.). 

Група біологічних 
тканин Кількість (n) Середнє

значення
Стандартне
відхилення Стандартна похибка

інтактна залоза 17 8,12 18,17 4,4

Пухлина 20 80,58 167,70 37,49

Прилегла залоза 13 111,93 205,43 56,97

Кров 13 4,31 4,6 1,32

Таблиця. Експресія miR-29a у групах (тканина пухлини, тканина слинної залози, прилегла до пухлини, 
інтактна тканина слинної залози, що не мала зв’язку з пухлиною).

Для з’ясування відмінностей між середні-
ми значеннями дисперсії експресії miR-29a у 
дослідних групах використано критерій Ле-
веня (3,35) [18], який засвідчив відмінності у 
дисперсії між групами: отриманий показник 
cтатистичної значущості – 0,022 (p<0,05). отри-
маний результат дає підстави визначити різ-
ницю між середніми значеннями рівня екс-

пресії miR-29a за допомогою тестів Уелча [20] 
та Брауна – форсайта [21]. отримані показники 
застосування однофакторного дисперсійного 
аналізу, виявили статистичнозначущу різни-
цю в рівні експресії miR-29a: тест Уелча (0,035) 
– p<0,05; тест Брауна – форсайта (0,011), p<0,05. 

Відмінності між групами визначено на під-
ставі тестів Бонфероні (визначення корекції на 
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множинність) [22]. отримані результати засвід-
чили, що рівень експресії miR-29a статистич-
нозначущим виявився лише в групі «прилегла 
залоза – інтактна тканина слинної залози», де 
різниця в середніх значеннях становила 103,81, 
а статистична значущість – 0,025 (p<0,05).

як видно з рисунка, кореляційний аналіз 
клінічних (вік, тривалість захворювання, роз-
мір пухлини, відстань від поверхні шкіри до 
пухлини) та генетичних показників за рів-
нем експресії miR-29a в різних біологічних 
тканинах (тканина пухлини, тканина слин-
ної залози,  прилегла до пухлини, інтактна 
тканина слинної залози, що не мала зв’язку 
з пухлиною, та венозна кров) у хворих на Па 
великих слинних залоз виявив наявність од-
нієї статистичнозначущої асоціації miR-29a 
(у віковому розрізі – тканина слинної залози, 
прилегла до пухлини, – 0,6 (p<0,05)). При ана-
лізі міжгенетичних показників за експресією 
miR-29a у хворих на плеоморфні аденоми ве-
ликих слинних залоз спостерігали відсутність 
статистичнозначущих кореляцій між дослід-
ними групами.

отже, на підставі аналізу наукових джерел і 
власних досліджень встановлено, що у діагнос-
тиці пухлин слинних залоз можна використо-
вувати велику кількість молекул мікрорНК 
від 22 до 95, що значно розширює діапазон їх 
верифікації та дає можливість створити різні 
групи лікарських засобів, впливаючи на різ-

Рис. Клініко-генетичні та міжгенетичні кореляції за експресією miR-29a у хворих на плеоморфні аденоми 
великих слинних залоз.
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На підставі результатів вищепроведених 
досліджень створено графічну модель кліні-
ко-генетичних та міжгенетичних кореляцій 
за експресією miR-29a у хворих на плеоморфні 
аденоми великих слинних залоз (рис.).

ні ланки пухлиногенезу [25]. Серед більшості 
мікрорНК для пухлин слинних залоз значний 
інтерес становлять ті молекули, які відповіда-
ють за контроль апоптозу (проапоптозні), се-
ред яких є miR-29a.

На сьогодні існує багато клінічних показни-
ків організму (вік, тривалість захворювання, 
розмір пухлини, відстань від поверхні шкіри 
до пухлини та ін.), які першими формують уяв-
лення лікаря про перебіг патологічного про-
цесу та дозволяють встановити попередній ді-
агноз. Втім, лише клінічний аналіз не дає чіт-
кої відповіді в прогнозі перебігу пухлинного 
процесу. можливість провести кореляційний 
аналіз традиційних клінічних показників із 
сучасним генетичним дослідженням пухлин 
дозволить отримати нові достовірні дані, які 
пояснюють особливості перебігу того чи іншо-
го виду пухлин.

так, проведений кореляційний аналіз клі-
ніко-генетичних показників хворих на плео-
морфні аденоми слинних залоз, виявив, що 
єдиним клінічним показником, який має ста-
тистично значущу кореляцію з рівнем експре-
сії miR-29a виявився вік хворих. Було встанов-
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лено, що з підвищенням віку хворих рівень 
експресії miR-29a в тканині залози, прилеглій 
до пухлини, збільшується. це свідчить про те, 
з віком у людини формуються захисні про-
типухлинні механізми в приграничній зоні 
слинної залози, що знаходиться поруч з пухли-
ною. а з іншого боку, високий рівень експресії 
проапотозної miR-29a в тканині слинної зало-
зи, прилеглій до пухлини, у хворих на Па ве-
ликих слинних залоз,  порівняно з нормою (ін-
тактна тканина слинної залози) (111,93±56,97 
проти 8,12±4,4), свідчить про певні генетичні 
порушення, які можуть бути однією з причин 
рецидиву та прогресування росту пухлини. 
отже, необхідність проведення субтотальної 
паротидектомії (видалення, окрім пухлини, 
прилеглої частини слинної залози), на відмі-
ну від енуклеації пухлини (видалення лише 
пухлинного вузла), підтверджується генетич-
ними дослідженнями. а відсутність статис-
тичнозначущих асоціацій між генетичними 

показниками (за експресією miR-29a) в різних 
групах біологічних тканин свідчить про те, 
що підвищення вмісту miR-29a у кожній зоні 
(пухлина, тканина слинної залози, прилегла 
до пухлини) не є взаємозалежним процесом, 
а отже, можливо існують додаткові фактори 
впливу, що відповідають за підвищення екс-
пресії miR-29a. 

Висновки. 1. Клініко-генетичний кореля-
ційний аналіз у хворих на Па великих слин-
них залоз виявив ефективність у діагностиці 
захворювання за віковим критерієм за раху-
нок експериментально підтвердженої статис-
тичнозначущої асоціації miR-29a у тканині 
слинної залози, прилеглій до пухлини.

2. міжгенетичний кореляційний аналіз хво-
рих на Па великих слинних залоз виявив від-
сутність статистичнозначущих асоціацій, що 
свідчить про існування додаткових факторів, 
відповідальних за підвищення експресії miR-
29a, що є предметом подальших досліджень.

©И. С. Бродецкий
Национальный медицинский университет имени а. а. Богомольца, г. Киев

Клинико-генетический и межгенетический корреляционный 
анализ с экспрессией miR-29a у больных плеоморфными 
аденомами слюнных желез

Резюме. Наиболее распространенной опухолью слюнных желез остается плеоморфная аденома (Па)  
– 60–90 % всех доброкачественных опухолей слюнных желез. Современным генетическим направ-
лением в диагностике опухолей является изучение роли молекул микрорНК. микрорНК это малые 
некодирующие рНК, которые регулируют контроль клеточного цикла, апоптоз, метаболизм, разви-
тие и дифференциацию клеток. Наибольший интерес среди них представляет проапотозная miR-29a. 
она экспрессируется в 84 % плеоморфных аденом слюнных желез. Статей, в которых бы описывали 
клинико-генетические и межгенетические корреляции miR-29a в других биоптатах, кроме опухоли, 
– прилегающая к опухоли ткань слюнной железы, интактная железа (группа контроля), и кровь, не 
найдено.
Цель исследования – провести клинико-генетический и межгенетический (с экспрессией miR-29a) 
корреляционный анализ в тканях плеоморфных аденом больших слюнных желез, прилегающей к 
опухоли ткани слюнной железы и в интактной ткани слюнной железы, не имеющей связи с опухо-
лью, и венозной крови.
Материалы и методы. материалом исследования было 22 больных  доброкачественными опухоля-
ми больших слюнных желез (плеоморфные аденомы). Экспрессию miR-29a оценивали с помощью об-
ратной транскрипции и количественной полимеразной цепной реакции (qPCR) в режиме реального 
времени. 
Результаты исследований и их обсуждение. Проведенный анализ уровня экспрессии 29а микрорНК 
обнаружил, что среди 4-х групп показателей (ткань опухоли, прилегающая к опухоли ткань слюн-
ной железы, интактная ткань слюнной железы, не имеющая связи с опухолью и венозная кровь) у 
больных с плеоморфными аденомами больших слюнных желез самая экспрессия отмечалась в груп-
пе – ткань слюнной железы, прилегающая к опухоли, – 111,93±56,97.
Выводы. Проведенный корреляционный анализ клинических (возраст, длительность заболевания, 
размер опухоли, расстояние от поверхности кожи к опухоли) и генетических показателей по уров-
ню экспрессии miR-29a в различных биологических тканях (ткань опухоли, прилегающая к опухоли 
ткань слюнной железы, интактная ткань слюнной железы, которая не имела связи с опухолью и 
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венозная кровь) у больных Па больших слюнных желез выявил наличие одной статистически зна-
чимой ассоциации (miR-29a). При проведении межгенетического корреляционного анализа больных 
Па больших слюнных желез с экспрессией miR-29a с различными фрагментами биопсионого матери-
ала других статистически значимих асоциаций не обнаружено. 

Ключевые слова: плеоморфные аденомы; генетические исследования; miR-29a; апопотоз; клинико-
генетические корреляции; межгенетические корреляции.

©І. S. Brodetsky
O. Bohomolets National Medical University, Kyiv

Clinical-genetic and inter-genetic correlation analysis with expression 
of miR-29а in patients with pleomorphic adenomas of the salivary 
glands

SUMMARY. The most common tumor remains pleomorphic adenoma – 60–90 % of all benign tumors of the 
salivary glands. The modern genetic area of focus in the diagnosis of salivary gland tumors is the study of 
the role of miRNA molecules. MiRNAs are small non-coding RNAs that regulate the cell cycle, apoptosis, me-
tabolism, cell development and differentiation. Of the greatest interest among them is proapoptotic miR-29a. 
It is expressed in 84 % of the pleomorphic adenomas of the salivary glands. There are no articles that would 
describe the clinical-genetic and inter-genetic correlations with miR-29a in other biopsy specimens, except for 
the tumor – the salivary gland tissue adjacent to the tumor, the intact gland (control group), and blood.
The aim of the study – clinical-genetic and inter-genetic (with expression of miR-29а) correlation analysis 
in tissue of pleomorphic adenomas of the large salivary glands that adjacent to the tumor of the tissue of the 
salivary gland, intact tissue of the salivary gland, was out of touch with the tumor and venous blood.
Materials and Methods. 22 patients with benign tumors of the large salivary glands (pleomorphic adenomas) 
were used examination materials. The expression of miR-29a was evaluated using reverse transcription and 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR) in real time. 
Results and Discussion. Conducted analysis of the level of expression of miRNA–29a  revealed that among 4 
groups of indicators (tumor, tissue adjacent to the tumor salivary gland tissue, intact salivary gland that was out 
of touch with the tumor and venous blood) in patients with pleomorphic adenoma of the large salivary gland 
the highest expression was noted in the group – salivary gland tissue adjacent to the tumor – (111.93±56.97).  
Conclusions. Conducted correlation analysis of clinical (age, size of the tumor, duration of the disease, distance 
from the surface of the skin to the tumor) and genetic indices for the level of expression miR-29a in different 
biological tissues (tumor, tissue adjacent to the tumor salivary gland tissue, intact salivary gland that was out 
of touch with the tumor and venous blood) in patients with pleomorphic adenoma of the large salivary glands 
revealed presence one statistically significantly association (miR-29a). Inter-genetic correlation analysis of 
patients with PA of the large salivary glands (with level of expression miR-29a) with different fragments of 
biopsy material revealed absence of another statistically significantly association. 

Key words: pleomorphic adenomas; genetic studies; miR-29a; apoptosis; clinical-genetic and inter-genetic 
correlation.
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