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ABSTRACT.-within a valorization program of natural regional resources, 50 ethanolic 
extracts of 41 indigenous plants have been subjected to chemical tests and antiviral screening. 

Four plants: Bryonia dioica, Antbqllis vulneraria, Matricaria cbamomilla, and M .  inodora in- 
hibit the growth of poliovirus. Furthermore, three ( A .  vulneraria. M .  cbamomilla. and M .  inod- 
ora) have an antiherpetic effect. 

De nombreuses plantes ont deja fait l’objet d’un tri antiviral, le choix de ces veg- 
eta- Ctant souvent base sur leur utilisation en medecine populaire. Une des plus an- 
ciennes etudes demontrant le potentiel antiviral des substances d’origine vegktale a et6 
faite par Green en 1949 ( l ) ,  qui a pu inhiber la multiplication du virus grippal A par 
I’administration d’extrait de the. 

Plus recernment, Dorsett et coll. (2) ont decrit I’activite contre le virus grippal et le 
virus de l’herpes humain du gossypol et l’apogossypol extraits de la graine du coton. 
Aprks avoir montrk que des flavonoi’des possedent une action antivirale vis-a-vis des 
virus de I’herpes humain, Beladi et coll. ont trouve en 1977 ( 3 )  que c’est le procyanidol 
qui possi.de l’action antiherpetique la plus forte; il est suivi par le pelargonidol, le quer- 
cetol et I’apigknol. 

La mCme annee, Ussery et coll. (4 )  ont montre que certaines proteines du Phytolacca 
americana inhibent la multiplication du virus poliomyelitique humain, tandis que 
Ehresmann et coll. (5) etudiant I’action antivirale de 28 especes d’algues marines, de- 
couvrent que dix especes de Rhodophytes sont actives sur le virus de l’herpes humain 
type 1 et 2. 

Benn en 1980 (6) a recherche egalement I’action inhibitrice de 96 extraits vegetaux 
sur la multiplication du virus de 1’herpi.s humain type 1 et du virus poliomyelitique hu- 
main type 3 .  Vincetoxicum ofiinalis serait actif sur le virus de l’herpks humain type 1; 
Centaurea aspera, Saxifraga hypnoida, Brunella grandijora et Vincetoxicum offiinalis in- 
hiberaient le virus poliomyelitique humain type 3 .  

Enfin, en 1981, Takechi et Tanaka (7) ont confirme I’action antiherpetique de 
I’eugkniine, extraite des boutons floraux du Syzygium aromaticum. 

En ce qui nous concerne, nos premiers travaux, publies en 1977, ont decrit l’action 
antipoliomyelitique de Cheiranthus cheiri et d’Anagallis arvensis, ainsi que I’action an- 
tiherpetique de Castanea sativa, de Chelidonium majus, de Cheiranthus cheiri, d’Ulex 
europaeus, et d’Anagallis arvensis (8). En 1979, nous avons approfondi l’analyse de 
1’Anagallis arvensis, actif sur le virus de l’herpes humain type 1 et le virus 
poliomyelitique hurnain type 2 (9), et ,  en 1982, dans le cadre d’un programme de val- 
orisation des ressources regionales naturelles, l’etude des proprietes antivirales de 
plantes indigenes se poursuit au laboratoire de Pharmacognosie de Rennes. 
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MATERIEL ET METHODES 
MATERIEL VEGETAL.& 1 espkces sont etudihs (tableau 1). Des la recolte, une alcoolature stabilisee 

est preparee selon le protocole decrit precedemment (8). 

TABLEAU 1. Dose maximale non toxique et determination de I’activite antiherphique et 
antiwliomvelitique d’extraits ethanoliaues de Dlante 

Famille 

Berulacees 
Borraginacks 
Caprifoliacees 
Caryophyllackes 

Chenopodiacks 

Cornpsks 

Convolvulacks 
Cruciferes 
Cucurbitackes 
Equisetacks 
Euphorbiacees 
Fagacees 

Geraniacees 
Labiks 
Legumineuses- 
Papilionacks 

Oenotheracees 
Ombelliferes 
Papaveracks 
Plantaginacees 
Pol ygonacees 
Polypodiacks 

Renonculacks 

Resedaces 
Rosacees 

Salicacks 
Scrofulariacees 

Espke 

Betulus nigra 
Borrago ofiinalis 
Sambucus nigra 
Ljchnis dioica 
Ljchnis flos-cucuii 
Silene nutans 
Chenopdium album 
Chenopodium pclyspmun 
Chenopdium poljspermun 
Achillea ptamica 
Crepis taraxactfolia 
Matricaria chamomilia 
Matricaria inodora 
Senecio i ulgaris 
Sonchus arvensis 
Convolvulus anensis 
Sinapis anrnsis 
Bqonia dioica 
Equisetum arvensis 
Mercurialis perennis 
Quercus rube 
Querrus r u b  
Geranium dissertum 
Brunella vulgaris 
Anthyllis wlneraria 
Cjtisus laburnum 
Cjtisus laburnum 
Cjtisus laburnum 
Lotus corniculatus 
Epilobium hirsutum 
Bupleurum fruticosum 
Papaver rhwaJ 
Plantago malor 
Rumex crispus 
Pteridium aquilinum 
Pteridium aquilinum 
Ranunculus repens 
Ranunculus arris 
Filaria verna 
Rere& lutea 
Crataegus oxjarantha 
Crataegus oxjarantha 
Crataegus oxjarantha 
Filipendula ulmaria 
Filipendula ulmaria 
Filipendula ulmaria 
Rosa canina 
Geum riiale 
Populus nigra 
Linaria cynbalaria 

Organe 
etudie 

P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
R. 
F. +T 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.A. 
P.E. 
P.E. 
F. 
B. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
F. 
FI . 
T. 
P.E. 
P.E. 
F. +T 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
Rh. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
P.E. 
F. 
F1. 
T. 
P.E. 
F. 
T.  
P.E. 
P.E. 
F. 
P.E. 

- .  
Jar inhibition de I’effet cytopathogene. 

D.M.N.T. 
(mg) 

0,312 
0,156 
5 
0,625 
0,156 
0,156 
5 
0,156 
0,156 
1,25 
2,5 
5 
2,5 
1,25 
0,625 
1,25 
1,25 
5 
1,25 
1,25 
0,156 
0,625 
2,5 
0,625 
2,5 
2,5 
1,25 
1,25 
0,625 
0,156 
0,156 
5 
0,156 
2,5 
2,5 
2,5 
0,156 
0,039 
0,625 
0,156 
0,312 
0.3 12 
0,156 
0,156 
0,125 
0,125 
0,312 
1,25 
2,5 
0,625 

Activitede 1aD.M.N.T. SUI 

He@ 
virus 

Polio 
virus 

- 
- 

D.M.N.T.=Dose maximale non roxique; P.E. =Planre entiere; R=Racines; F=Feuilles; T.=Tiges, B. =Bois; 

-aucun effet antiviral. 
+effer antiviral psirif sur 10 DI 50/ml et 1 DI 50/ml, apres trois joun d’incubation. 

FI.=Fleurs; Rh. =Rhizome; P.A.=Parrie aerienne. 



628 Journal of Natural Products [Vol. 46, No. 5 

Pour les essais virologiques, une fraction aliquote est ivaporee sous vide et le rksidu, repris par I'eau 
distill& bouillante, est sttrilisC par filtration sur filtre Millex 0,45 mcm; 1 ml du filtrat correspondant a 1 g 
de plante fraiche. 

Quand une esp6ce s'avere interessante, I'alcoolature stabilisee est fractionnee de la maniere suivante: 
250 ml d'extrait ethanolique sont evapores a sec et le residu repris par 100 ml d'eau bidistill& bouillante. 
Cette solution aqueuse est film& deux fois sur papier pour eliminer les particules insolubles, puis epuis& 
successivement en ampoule a decanter par I'ether ethylique, I'acetate d'ethyle, et le n-butanol. Les extraits 
organiques sont CvaporCs a siccite sous pression reduite et les residus repris par l'eau bidistillie bouillante (il 
n'y a pas de problerne d'insolubilite puisqu'il s'agit d'une extraction selective de composes hydrosolubles). 
Ces solutions sont sttrilides par filtration sur filtre Millex 0,45 mcm. La solution aqueuse residuelle est 
filtrk directement sur filtre Millex 0,45 mcm. Les solutions aqueuses steriles obtenues ont une concentra- 
tion de 1 g/ml par rapport a la plante fraiche. 

Dans le tableau 2 qui regroupe les resultats de I'action antivirale de ces extraits purifib, ils sont men- 
tionnes respectivement sous les noms: Ether, acetate d'ethyle, butanol, eau. 

TABLEAU 2. Dose maximale non toxique et determination de l'activite antiherpktique et 
antipoliomyelitique d'extraits vkgetaux purifies par inhibition de I'effet cytopathogene. 

Extrait 
Activite sur 

Polio virus Herpes virus 
1 D.Z:.T. 1 , 

Matricaria chamomilla 
Ether . . . .  
Acetate d'ethyle . . . . . . . . . . . . .  
Butanol . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Eau . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ether . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acetate d'ethyle . . . . . . . . . . . . .  
Butanol . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Eau . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ether . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acetate d'ethyle . . . . . . . . . . . . .  
Butanol . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Eau . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ether . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acetate d'ethyle . . . . . . . . . . . . .  
Butanol . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Eau . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Matricaria inodora 

Antbjllis vulneraria 

Bryonia dioica 

5 
2,5 
1,25 
1,25 

- 

+ 
+ 
4- 

- 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

D.M.N.T.=Dose maximale non toxique 
+ =activite inhibitrice positive 
- =pas d'inhibition 

SOUCHES DE VIRUS.-LeS essais sont effectues avec deux souches de virus: le virus de l'herpk humain 
type 1 titrant lo6 DI,, par ml sur cellules Vero; le virus poliornyClitique humain type 2 (Sabin) titrant lo6 
DI,, par rnl sur cellules Vero. 

CULTURE CELLULAIRE.-L~S cellules utilisks sont des cellules de rein de singe (Cercopithecus aethiopJ) 
en culture continue, hgn& de cellules Vtro qui sont entretenues sur milieu nutritifMEM (Milieu de Eagle 
en solution de Earle) additionne de 10% de serum de veau et d'antibiotiques: penicilline G :  1 M UIilitre, 
gentamycine: 80 mg/litre. 

EVALUATION DE LA TOXICITE DES EXTRAITS DE PLANTE SUR LES CELLULES VERO.-hS eSSaiS vir- 
ologiques sont effectues sur des plaques a microtitrages de 96 cupules a fond plat. 

Une suspension cellulaire a 400.000 cellules/ml est distribuk a raison de 0 , l  ml par cupule. 
Apres 24 h, lorsque les cellules forment un tapis continu, on ajoute dans chaque trou 0,05 ml de dilu- 

Les dilutions des extraits sont preparks selon une progression geometrique de raison 1/2 dans le 
tion d'extrait de plante et 0,05 ml de milieu MEM additionne de d r u m  de veau et d'antibiotiques. 
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milieu MEM (+sCrum de veau et antibiotiques), la quantite maximale ajoutee aux cellules correspondant a 
10 mg de plante fraiche. Sur une plaque a microtitrages, on determine ainsi la toxicite de 12 plantes et pour 
chacune d'elles, la toxicite de 8 concentrations. 

Apres cinq jours d'incubation a 37'C, la toxicite des extraits est evaluk par examen des cellules au 
microscope. O n  retient la premiere concentration qui n'altere pas les cellules: c'est la dose maximale non to- 
xique. 

Les resultats sont mentionnks dans le tableau 1 (extraits bruts) et le tableau 2 (extraits actifs semi-pur- 
ifib). 

EVALUATION DE LA TOXICITE DES SOLVANTS SUR LES CELLULES VERO ET SUR LA MULTIPLICA- 
T I O N  DES vIRus.-n-Butanol (50ml), d'acetate d'ethyle et d'ether ethylique sont evapores a sec, puis le 
residu de chaque solvant est repris par 2 ml d'eau bidisrillee. O n  obtient ainsi la "solution a tester." 

La suspension cellulaire utilisee pour I'evaluation de la toxicite des extraits de plante (40.000 cellules 
Vero dans 0 , l  ml) est d'abord i n c u k  37" pendant 24 h. 

Toxirite des solvants sur Les cellules wo . -Le  deuxieme jour, on ajoute 0,05 ml de la "solution a tester" et 
0,05 ml du  milieu MEM (+serum de veau et antibiotiques). 

Un temoin est Cgalement prepare avec 0,05 ml d'eau bidistillee sterile et 0,05 ml du  milieu cite ci- 
dessus. Apri.5 cinq jours d'incubation a 37", la toxicite est evaluk selon les criteres presentes prktdem- 
ment. 

Aucun des solvants ne s'est reveli toxique, tous les examens etant negatifs ( 1 2  essais par solvant). 
Tooxicite des solvants sur la multiplication des virus.-Le deuxieme jour, on ajoute 0,05 ml de la "solution 

a tester" (pour I'essai) e t  0,05 ml d'eau bidistillee sterile (pour le temoin virus). 
Un temoin est egalement prepare avec 0,05 ml d'eau bidistillee sterile et 0,05 ml d u  milieu cite ci- 

dessus. Le troisieme jour d'incubation a 37', on ajoute a I'essai et au temoin virus 0,05 ml de diverses sus- 
pensions de virus a 1 ID,,, 10 ID,, et 100 ID,,. 

AprPs cinq jours d'incubation a 37", la toxicite est evaluk selon les crireres present& prtcedemment. 
Aucun des solvants n'inhibe la multiplication des virus, tous les essais i tant negatifs: les cellules traitees par 
le virus sont mortes, les cellules temoins vivantes (neuf essais par solvant). 

DETERMINATION DE L'ACTIVITE ANTIVIRALE DES EXTRAITS DE PLANTES.-Par inhibition de l'ejjet 
cytopathoghe: Pour la determination de I'effet cytopathogene, une suspension cellulaire a 400.000 cellules 
par ml est distribuk comme prectdemment sur une plaque a microtitrages a raison de 0 , l  ml par cupule, et 
portbe 24 h a 37". 

Essai: Les cupules "essai" sont additionnees de 0,05 ml d'extrait de plante a la dose maximale non to- 
xique et portees a nouveau a 37" pendant 24 h. 100 DI,, de virus, sous un volume de 0,05 ml sont ensuite 
adjoutks. 

Temoin plante: La suspension virale est remplacee par 0,05 ml de milieu MEM. 
Temoin virus: L'extrait de plante est remplacC par 0,05 ml de milieu MEM. 
Temoin cellules: Les cupules contiennenr 40.000 cellules Vero et 0,2 ml de milieu de culture. 
Apres trois jours d'incubation a 37', le tapis cellulaire est examine au microscope et I'effet 

cytopathogene note de la facon suivante: -effet cytopahogene Cquivalent a celui du  temoin-virus (100% de 
cellules mortes); +inhibition de l'effet cytopathogene (au minimum 75% de cellules vivantes). 

Les rtsultats sont resumes dans le tableau 1 (extraits bruts) et le tableau 2 (extraits actifs semi-pur- 
ifies). 

Par reduction du nombre de plageJ: Ces titrages sont rklises en boite a culture de 25 cm' contenant 
2.500.000 cellules Vero. Chaque essai est effectue en triple exemplaire avec les extraits provoquant une in- 
hibition de I'effet cytopathogene en plaque a microtitrages. 

Essai: Le milieu d'entretien est addition& pendant 24 h de I'extrait de plante a la dose maximale non 
toxique. Puis ce milieu est elimine et le virus inocule a raison de 100 U.F.P. (unites formant plage) sous un 
volume de 0,2 ml. Apres agitation douce une heure a temp6rature ambiance, le tapis cellulaire est recouvert 
d'une solution VIV de gelose a 2% et de milieu nutritif a double concentration dans lequel est dissous I'ex- 
trait de plante. Les b i t e s  sont reporties a 37' pendant trois jours. Les plages sont revelees par coulage d'une 
nouvelle couche de gelose additionnee de 2% de rouge neutre. La lecture est effectuee apres 24 h. 

Temoins: Des temoins virus, plante, cellules sont egalemenr prepares. Les resultats sont resumes dans 
le tableau 3. 

TRI PRELIMINAIRE DES CONSTITUANTS CHIMIQUES DES EXTRAITS BRUTS RECONNUS ACTIFS.- 
O n  utilise les methodes classiques de tri chimique sur les extraits des esfices actives (IO,  11). 

RESULTATS 

EVALUATION DE LA TOXICITE DES EXTRAITS DE PLANTES SUR LES CELLULES 
VERO.-Le tableau 1 indique que certains extraits ethanoliques bruts sont netternent 
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Pourcentage de diminution 
Doses du nombre de plages 

non toxiques 
Herpks virus I Polio virus 

[Vol. 46, No. 5 

Matricaria charnornilla . . . . . . . . . . . . .  
Matricaria inodwa . . . . . . . . . . . . . . .  
Anthyllis vulneraria . . . . . . . . . . . . . .  
Bryonia dioica . . . . . . . . . . . . . . . . .  

300 mg 100% 56% 
150 mg 100% 100% 
150 mg 100% 27% 
300 mg 100% 

toxiques, tels que ceux de Bowago offiinalis, Lychnis $os-cuculi, Silene nutans, 
Chenopodium polyspemum, Quercus ruber ( feuilles), Epilobium hirsutum, Bupleurum 
fruticosum, Plantago major, Reseda lutea, Crataegus oxyacantha (tiges), Filipendula ulmaria, 
Ranunculus repens et surtout Ranunculus arris. 

D’autres, par contre, sont utilisables des la dilution au 1/40e, soit a la dose de 5 mg; 
ce sont ceux de Sambucus nigra, Chenopodium album, Matricaria chamomilla, Bryonia dioi’ca 
(feuilles et tiges) et Papaver rhoeas. 

En ce qui concerne les extraits purifies a partir des extraits bruts actifs, le tableau 2 
montre que tous les extraits etheres sont utilisables des la dose de 5 mg tandis que les ex- 
traits a I’acetate d’ethyle et les extraits butanoliques ne sont utilisables qu’a la dose 
maximale de 2,5 mg, (sauf celui du Matricaria chamornilla dont la dose maximale utilis- 
able est 1,25 mg). Les exraits aqueux se montrent les plus toxiques, deux ayant une dose 
maximale utilisable de 2,5 mg (Matricaria inodora et Bryonia diozca) et deux ne pouvant 
Stre utilises qu’a la dose maximale de 1,25 mg (Matricaria chamomilla et Anthyllis vul- 
neraria . 

DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIVIRALE DES EXTRAITS DE PLANTES-Par 
inhibition de l’dfit cytopathogene: Le tableau 1 indique que quatre extraits ethanoliques 
bruts sont actifs envers le virus poliomyelitique utilise: 2 a la dose maximale non to- 
xique de 5 mg (Bryonia dioi’ca et Matricaria cbamomilla); 2 a la dose de 2,5 mg (Anthyllis 
vulneraria et Matricaria inodora) . 

Ce tableau montre egalement que les extraits Cthanoliques bruts de Matricaria 
chamomilla, Matricaria inodora et Anthyllis vulneraria inhibent I’effet cytopathogene du 
virus herpktique. 

En ce qui concerne les extraits purifies a partir des extraits bruts actifs, le tableau 2 
met en evidence l’inactivitk des extraits etheris. Les extraits purifies les plus actifs, aussi 
bien sur le virus poliomyklitique que sur le virus de I’herpes, sont la solution 
butanolique et la solution aqueuse residuelle du Matricaria chamornilla, ainsi que la solu- 
tion aqueuse residuelle de I‘Anthyllis vulneraria. 

Par reduction du nombre deplages: Cette methode a et6 utilisee pour mesurer de facon 
plus precise l’activite antivirale des extraits ethanoliques de Matricaria chamomilla, Mat- 
ricaria inodora, Anthyllis vulneraria et Bryonia dioica. 

Une plante: Matricaria inodora est particulierement interessante, la reduction du 
nombre de plages par rapport au timoin virus etant de 100% aussi bien pour le virus de 
I’herpes que pour le virus poliomyelitique. 

Matricaria chamornilla et Anthyllis vulneraria sont egalernent tres actives contre le 
virus de I’herpes, l’inhibition du virus poliomyelitique etant cette fois plus faible. 

Bvyonia diozca est tres active sur le virus poliomyelitique (100% de reduction du 
nombre de plages). Le test n’a pas et6 effectue avec le virus de l’herpes, les essais en 
microplaque etant negatifs. 
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TRI PRELIMINAIRE DES CONSTITUANTS CHIMIQUES DES EXTRAITS BRUTS RE- 
CONNUS ACTIFS.-NOUS avons note la presence de tanins galliquers chez les deux Mat- 
ricaires et de flavonoi’des chez les quatre especes actives. De plus, Anthyllis vulnevaria a 
rnontre une reaction positive au test de Lieberman-Burchard et un indice de mousse qui 
encourage la recherche et I’analyse de saponosides. 

Actuellernent, les diffkrents extraits purifies ayant un degre d’activitk interessant 
sont soumis a un fractionnernent approfondi afin d’en extraire et d’en etudier les prin- 
cipes actifs. 

DISCUSSION 

La technique utilisee pour le t r i  antiviral: inhibition de I’effet cytopathogene en 
plaque a microtitrages est interessante car elle est facile a rnettre en oeuvre, rapide et 
asset bien reproductible. Mais si elle met bien en evidence I’action antivirale d’un ex- 
trait, elle ne perrnet pas d’expliquer le mecanisme de I’inhibition. 

I1 pourrait s’agir d’une action virulicide: inactivation ou destruction duvirus quand 
celui-ci est introduit dans les cupules contenant l’extrait de plante. Cette hypothese ne 
peut convenir pour expliquer la reduction du nombre de plages, l’extrait de plantes 
etant rejete avant inoculation du virus. 

Les extraits pourraient aussi agir en rnodifiant la structure de surface de la cellule, en 
se fixant sur les recepteurs cellulaires, emp6chant ainsi la penetration du virus, donc sa 
replication. Ce mecanisme peut intervenir dans les deux modes de titrage. 

On peut egalernent penser que les extraits, ayant penetre a l’interieur des cellules, 
inhibent, par un mecanisme, encore a elucider, une etape de la replication virale. 

L’etude du mecanisme d’action est actuellernent en cours. 
L’inter6t du titrage par plaques est de mesurer plus precisement l’importance de 

I’inhibition virale. Les titrages complernentaires seront effectues pour determiner la 
DE,, (dose efficace permettant de reduire de 50% le nombre de plages). 

A notre connaissance, I’action antivirale de Matrziaria znodora, Matricaria 
ibamomilla. Antbjllis zwlneraria et Bryonia diozia n’a pas et6 signalee par d’autres au- 
teurs. 

Cependant, Chi-Kit Wat et coll. ( 12) ont decrit recemrnent I’activitk phototoxique 
et antibiotique (contre Saiiharomyies ierezisiae) d’extrait ethanolique de fleurs de Mat- 
ricaria ibamomilla. 

L’action antifongique (envers Tricbopbqton rnentagrophytes. Trichophyton rubrum et 
Candida albicans) des principes actifs de Matricaria ibamomilla et, notamment de I’cw- 
bisabolol avait aussi ete demontree par Szalontai et coll. (13). I1 ne nous semble pas que 
I’action antivirale soit liee a ce compose puisque notre extrait ethere est inactif. Par con- 
tre, les extraits butanoliques, actifs, pourraient contenir des flavonoi’des, notamrnent 
des heterosides d’apigenol et de luteolol, dont la presence dans Matricaria chamornilla et 
Matricaria inodora a ete decrite par Hoerhamrner ( 14). De rngme, Gonnet (15) a indique 
la presence d’heterosides de quercetol et d’isorharnnetol chez Anthyllis vtllneraria, ces 
composes pouvant Cgalement &re presents dans notre extrait butanolique actif. 
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