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مقاله پژوهشي 

بررسي ارزش تشخيصي مالون دي آلدهيد سرم به دو روش اسپکتروفتومتري تيوباربيتوريک اسيد و 
کروماتوگرافي با کارايي بالا و بيماري عروق کرونر قلبي 

،4محمدحسين مصدق مهرجرديدكتر، 3آباديعلي جلالي خانبماندكتر، 2محمدحسن خادم انصاريدكتر ، 1زهرا محمدي آبگرمي

5هدويسيدمجيد م

29/08/87تاریخ پذیرش 26/06/87تاریخ دریافت 

چكيده
. باشددر حال توسعه مييچنين كشورهاهمويصنعتيمير در كشورهاعامل مرگ و،)CAD(يبيماري عروق كرونر قلبآترواسكلرور و:نه و هدفيش زميپ

هدف اصلي از اين مطالعه براي ارزيابي پراکسيداسيون ليپيدها ارائه شده استهاي متعدديروش.آلدهيد محصول نهايي پراکسيداسيون ليپيدهاستمالون دي 

در گروهي (MDA)براي تعيين و مقايسه مالون دي آلدهيد (HPLC)و کروماتوگرافي با کارايي بالا ) TBARS(ي تيوباربيتوريک اسيد هاو ارزيابي روشتحقيق

.وده استاز مبتلايان به تنگي عروق کرونر و افراد شاهد ب

براي . نمونه خون بعد از يک شب ناشتا ماندن تهيه و سرم جدا گرديد. بودندCADنفر مبتلا به ٥٣نفر شاهد و ٤٧افراد مورد مطالعه شامل :کارروش مواد و

محلول صاف شده رويي . يفوژ جدا گرديدهاي سرم با استفاده از محلول تري کلرواستيک اسيد رسوب داده شده و با عمل سانترابتدا پروتئينMDAگيري اندازه

مجموعه رنگي ،به روش تيوباربيتوريک اسيدMDAبراي تعيين.دقيقه واکنش داده شد٥٠گراد و به مدت درجه سانتي٩٥حرارتبا اسيد تيوباربيتوريک در

تزريق و پس از شستشو HPLCبه ستون فاز معکوس ميکروليتر از مجموعه رنگي حاصل٢٠،HPLCبراي روش . نانومتر سنجش شد٥٣٢حاصل در طول موج 

. گيري شدنانومتر اندازه٥٣٢مجموعه رنگي حاصل جداسازي و با دتکتور مرئي در طول موج ،به روش ايزوکراتيک

درHPLCيـرات روش ضـريب تغي . دسـت آمـد  هدرصد ب١٠٢تا ٧/٨٤و ٢/١٠٥تا ٠٥/٩٢بين ترتيبهبTBARSو HPLC يهادرصد بازيابي روش:هايافته

 ـTBARSو روش HPLCتشـخيص روش  حـد . درصد محاسبه گرديـد ٢٧/٧-٢٢/١٢در حدود TBARSدرصد و براي روش٤-١٧/٦حدود  ٠٥/٠ترتيـب  هب

 ـHPLCدسـت آمـده بـه روش    هتيوباربيتوريک اسـيد از سـطح بـ   تعيين شده با روشMDAسطح سرمي . دست آمدهميکرومولار ب١/٠ميکرومولار و  طـور هب

. بـود در بيماران مبتلا به تنگي عروق کرونر قلب بالاتر از افـراد گـروه کنتـرل   MDAچنين ميانگين سطح سرميهم).= ٠٠٢/٠p value( بالا بود داريمعني

 ـHPLCاين ترکيـب بـه روش  نتايج حاصل از تعيينبه روش تيوباربيتوريک اسيد باMDAداري بين نتايج حاصل از سنجش همبستگي معني دسـت آمـد   هب

)٠٢/٠P value =٣٢٥/٠وr2 =(.

اين روش وقت گير و پرهزينه ولي،باشدميدر مايعات بيولوژيک MDAگيرياندازهروش دقيق و صحيحي براي HPLCاگر چه روش :بحث و نتيجه گيري

وان نتايج قابل قبولي را از اين روش انتظار داشت و از آن براي کارهاي تمناسب و بهبود کيفيت در روش تيوباربيتوريک اسيد ميبنابراين با ايجاد شرايط. است

در بيماران عروق کرونر بالاتر از MDAسطح سرمي ،چنين مطالعات قبليبراساس اين مطالعه و هم. روتين آزمايشگاهي و مطالعات اپيدميولوژيکي استفاده نمود

ي قلبـي عروقـي   هاشاخصي از وجود آترواسکلروز و بيماريعنوانهبو يا عنوان يک عامل خطرساز مستقلهبMDAگيري افراد شاهد بوده و بدين ترتيب اندازه

.باشدميمطرح 

تيوباربيتوريک اسيد، بيماري عروق کرونر قلبي،مالون دي آلدهيد، کروماتوگرافي با کارايي بالا:هاهواژکليد

١٣٨٧زمستان ،۲۸۹-۲۹۴صچهارم، نوزدهم، شمارهدورهمجله پزشكي اروميه، 
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علوم پزشکي شهيد صدوقي يزددانشگاه،کارشناس ارشد بيوشيمي باليني١
)نويسنده مسئول(دانشگاه علوم پزشکي اروميه ،دانشيارگروه بيوشيمي باليني٢
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مقدمه
ر در اغلـب  ي ـن عامـل مـرگ و م  يترمهميعروق کرونر قلبيماريب

ن يو طبـق آخـر  ) ۱(باشدميشرفته و در حال توسعه يپيکشورها

ــو  ــزارش موج ــال  WHOد گ ــر س ــليم۶/۱۶ه ــر  ي ــر در اث ون نف

ن يبه همدهند ويجان خود را از دست ميعروقيقلبيهايماريب

).۲،۳(است ين سراسر دنال مورد توجه فراوان محققيدل

ييـك فراينـد تـدريج   يدر عروق قلبيايجاد نارسايآترواسكلروز و

عوامل وسيله همشكل ساز خواهد بود كه بياين فرايند زمانو است 

رسد كه مناسب ترين راه نظر ميهب. تشديد شوديو يا شرايط خاص

شناخت درست و دقيق عوامل خطرساز يجهت مقابله با اين بيمار

ش فشـار خـون   يافـزا ) ۶(گار يمصرف س ـ،)۵،۴(ابت يل دياز قبآن

) ۱۱،۱۲(و يداتيو اسـترس اکس ـ ) ۴،۹،۱۰(يپرکلسترولميه) ۸،۷(

هايون چربيداسيپراکسييمحصول نهاد يآلدهيمالون د.باشدمي

دها ي ـپيون ليداس ـيزان اکسي ـميريگاندازهيبرا). ۱۳،۱۴(باشد مي

ن ين و ارزشـمندتر يشده است که بهتـر يطراحيمتعدديهاروش

باشد که ميOX – IDLده وياکسLDLم يمستقگيرياندازههاآن

يدر بعض. )۱۵(باشدميزا يل الاياز قبياختصاصيهاازمند روشين

دها يپيون ليداسيمحصولات حاصل از اکسيريگبا اندازههااز روش

ن يتراز مهميکي. شودميده يسنجيديپيون ليداسيت پراکسيوضع

د ي ـآلدهيدها، مـالون د ي ـپيون ليداسياکسپرمحصولات حاصل از 

مورد سـنجش  يعيطور وسهار مورد توجه بوده و بيباشد که بسيم

.)۱۶،۱۷(رديگيقرار م

ار سـاده و  يد بس ـي ـآلدهين مالون دييتعيبرايفتومتريهاروش

ک يتوريوباربيواکنش ت،هاگونه روشنياز جمله ا. نه هستنديکم هز

مـورد  يقـات ين و تحقيروت ـياز کارهاياريباشد که در بسميد ياس

م و معتبر يرمستقيغيهااز جمله روش). ۱۸(رديگياستفاده قرار م

ييبا کـارا يد، استفاده از کروماتوگرافيآلدهين مالون دييتعيبرا

ــالا ــراب عــات يب فــوق در مايــن مقــدار ترکيــيو تعيجداســازيب

).۱۹(باشديک ميولوژيب

ارزش يابيــن مطالعــه ارزيــبـا توجــه بــه مــوارد مـذکور هــدف از ا  

يبرا)TBARS(د يک اسيتوريوباربيو تHPLCدو روش يصيتشخ

ــيتع ــالون د ي ــدار م ــآلدهين مق ــهدي ــا ب ــول نه ــوان محص ييعن

.باشدمييماران قلبيدر بيديپيون ليداسيپراکس

مواد و روش کار 
عروق کرونـر  ينفر مبتلا به تنگ۵۳نفر شامل ۱۰۰ن مطالعه يدر ا

ن يانگي ـنفر گـروه شـاهد بـا م   ۴۷و ۲/۵۵±۵۳/۷ين سنيانگيبا م

بودنـد  يمار کسـان يافراد ب. سال انتخاب شدند۱۰/۵۳±۶۲/۹يسن

قلـب و عـروق   يدرمـان -يقـات يبه مرکـز تحق يوگرافيآنژياکه بر

،هاآنيوگرافيج آنژيزد مراجعه نموده بودند و نتايمارستان افشار يب

قلـب بـه   ياصـل يهااز رگيکيعروق کرونر را حداقل در يگرفتگ

برآورد حجم کل نمونه يبرا.داديدرصد نشان م۵۰ش از يزان بيم

۴۰و ۳۷، ۲۲بـه تعـداد   عات مشـابه ن حجم نمونه در مطاليانگيم

دان و ياکس ـيآنت ـيکـه داروهـا  يافـراد . در نظـر گرفتـه شـد   ،نفر

يهايمارينمودند و سابقه بميمصرف ين آورنده چربييپايداروها

از ،کردنـد مـي گار مصـرف  يا س ـي ـداشـتند  ابتيو ديکبد،يويکل

.مطالعه حذف شدند

د و بعـد از  ي ـاخذ گردبودن ساعت ناشتا۱۲ک نمونه خون بعد از ي

يزيفوژ روميک سانتريشگاه با يدر حرارت آزمايقه نگهداريدق۱۵

ک مـاه  ي ـتـا گـراد يدرجه سانت-۷۰زر يسرم را جدا نموده و در فر

.شديش نگهداريقبل از آزما

۹۵يو دمـا يديط اس ـيتحت شـرا :ديآلدهيمالون دگيرياندازه

د بـا دو مولکـول   ي ـآلدهيک مولکول مـالون د يگرادسانتيدرجه 

جاد يرا ايرنگيد واکنش داده و کمپلکس صورتيک اسيتوريوباربيت

ک ي ـتوريوباربيد به دو روش تيآلدهيمالون دگيرياندازه. کندمي

در . رفتيپـذ انجـام )۲۱-۲۴(بـالا ييبا کـارا يو کروماتوگرافدياس

د جـدا و بـا   يک اس ـيکلرواستين سرم با استفاده از تريابتدا پروتئ

گيـري انـدازه فوژ رسوب جدا و از محلول صاف شـده جهـت   يانترس

MDAيجـذب نـور  يبـا روش اسـپکتروفتومتر  . دي ـاستفاده گرد

نـانومتر پـس از کسـر جـذب     ۵۳۲در طول مـوج  يکمپلکس رنگ

ــانجــام گرد) ۲۳(نــانومتر ۵۷۲نــه در طــول مــوج يزم جهــت . دي

ــدازه ــريان ــا روش گي ــدود HPLCب ــان  يکروليم۲۰ح ــر از هم ت

. ق شديتزرHPLCه شده به دستگاهيتهيپلکس رنگکم

Shimadzuســاخت شـرکت HPLC ن مطالعـه از دســتگاه ي ـدر ا

UV – VISمجهــز بـه دتکتــور  کـه SPD - 6AVژاپـن مـدل  

Spectrophotometr، پمپLC-6A""،ستم کنترل کننـده  يک سي

۸Cو سـتون ""FCV-3ALفاز متحرک با درجه کاهش فشار مدل

بود که قهيتر بر دقيليليم۲/۱ان فاز متحرک يجر.دياستفاده گرد

قسـمت متـانول   ۳۵و pH=۷با ۰۵/۰Mبافرفسفات قسمت۶۵از 

.ل شده بوديخالص تشک

ــت  HPLCدر روش  ــه غلظـ ــت مطالعـ ــتاندارد MDAجهـ از اسـ

گما يمحصول شـرکت س ـ )TEP(پروپان يتترا اتوکس–۲و۲و۱و۱

م يمولار جهـت ترس ـ کرويم۱–۱۰در محدوده ييهاغلظت،)۲۱(

.دشاستاندارد استفاده يمنحن

ــراHPLCدر روش ــدرصــد باز(صــحت روش يبررســيب و ) يابي

يهااز روش) تيحساسيبررس(ص روش يمشخص کردن حد تشخ

بـودن روش  يخط ـيبررس ـيبـرا . دياستفاده گرد) ۲۴(استاندارد

کرومـولار مـورد اسـتفاده قـرار     يم۱۵تـا  ۰۱/۰از يمتواليهارقت

. تگرف
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۸۷، زمستان ۴، شماره ۱۹دوره مجله پزشکی اروميه
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، با اسـتفاده از نـرم   ييايميوشيز بيج حاصل از آنالينتا:يز آماريآنال

يهـا ن غلظتياختلافات ب. ز قرار گرفتيمورد آنالspssيافزار آمار

بــا،ع نرمـال ي ـتوزيراادف شــده ي ـتعريهـا ر گــروهي ـت در زي ـآنال

student t-testع ي ـف شده بـا توز يتعريهار گروهيدر زدو طرفه و

 ــيغ ــال ب ــهيمقاMann-Whitney u-test ارنرم ــدندس ارزش. ش

۰۵/۰p-value <ن يـي تعيبـرا . باشـد يقابل قبول مياز نظر آمار

ب از ي ـترترنرمـال ب يع نرمـال و غ ي ـبا توزيهان دادهيبيهمبستگ

ــون ــرPearson Correlation testآزمــ ــون ضــ بيو آزمــ

 Spear - Mannدياستفاده گرد.

جينتا
ب ي ـبـه ترت TBARSو HPLCبـا روش راتيي ـب تغين ضريانگيم

روشبايابيدرصد باز.دست آمدهدرصد ب۲۷/۷-۲۲/۱۲و۱۷/۶-۴

HPLCتـا  ۰۵/۹۲ن يب ـ،بي ـبـه ترت ديک اس ـيتوريوباربيروش تو

.را نشان داددرصد۱۰۲تا ۷/۸۴و ۲/۱۰۵

از يمتـوال يهـا ه رقـت ي ـپـس از ته ،بـودن روش يخطيدر بررس

HPLCکه دستگاه ين غلظتيو بالاترن يترنييپا،MDAاستاندارد 

تـر  يکرومـول بـر ل  يم۱۲و ۰۵/۰ب يقادر به سنجش آن بود به ترت

غلظت قابل ن يشتريو بكمترينTBARSكه با روشدر حالي،بود

.ميكرومولار بود۱۰و ۱/۰سنجش

ت مورد مطالعـه يد در جمعيآلدهيمالون ديسطح سرمن يانگيم

کرومولار يمHPLC۲۴۴/۰±۵۳۳/۰ با استفاده از روش)نفر۱۰۰(

دست هبکرومولاريم۷۸۷/۰±۳۶۲/۰د يک اسيتوريوباربيبا روش تو

زاني ـدهـد کـه م  يغلظت بـا دو روش فـوق نشـان مـ    ن يانگيمآمد

MDA ــا روش ت ــده ب ــتوريوباربيســنجش ش ــي ــديک اس ــور ه، ب ط

.)= ۰۰۲/۰p value(شتر استيبHPLC از روشيداريمعن

ان بـه  ي ـدر مبتلاHPLCبا روشديآلدهين دغلظت مالويفراوان

ــ ــب يتنگ ــر قل ــروق کرون ــاهددرو۵۷/۰±۲۱۹/۰،ع ــراد ش ،اف

ن سرم در دو گروه يانگيسه ميمقا. بودکرومولار يم۲۶۶/۰±۴۸۸/۰

عـروق کرونـر،   يان به تنگ ـيدهد که غلظت سرم در مبتلاينشان م

ــ  ــهبـ ــور معنـ ــاهد ب يداريطـ ــراد شـ  ــياز افـ ــتر مـ ــيشـ د باشـ

 )۰۱۷/۰p value=.(

در ديک اســيــتوريوباربيبــه روش تســرمMDAن غلظــتيانگيــم

وکرومولاريم۸۹۳/۰±۴۱۴/۰عروق کرونر قلبيتنگبه انيتلامب

ن در يانگيسه ميمقا. بودکرومولاريم۶۶۳/۰±۲۳۷/۰دشاهدر افراد

ان بـه  ي ـسرم در مبتلاMDAاز آن است که غلظتيدو گروه حاک

باشديشتر مياز افراد شاهد بيدارير معنطوهکرونر، بعروقيتنگ

)۰۰۱/۰p value =( .

چـه  –HPLCد سنجش شده بـروش  يآلدهين غلظت مالون ديب

د ي ـآلدهيبا غلظت مـالون د –ماريدر گروه شاهد و چه در گروه ب

يداريمثبـت و معن ـ يهمبسـتگ TBARSسنجش شده بـا روش 

).۱جدول شماره (وجود داشت 

در دو گروه شاهد وبيمارTBARSوHPLCبا استفاده از دو روش سنجش شده MDAغلظت ضريب همبستگي):۱(جدول شماره 

بيمارشاهد

r2(p value(همبستگيضريب)نفر(تعدادp value(r2) همبستگيب ضري)نفر(تعداد

۴۷۳۲۵/۰۰۲۹/۰۵۳۳۱۷/۰۰۲۱/۰

يريجه گيبحث و نت
بـيش از  هـا سما و متابوليسم چربيپلايهااختلال در ليپوپروتئين

شـده و نقـش آن بـه    يساير عوامل خطرساز در آترواسكلروز بررس

انـد كـه   نشـان داده يتحقيقـات متعـدد  ). ۲۵(تاثبات رسيده اس ـ

در تشـديد آترواسـكلروز   ياتاثير قابل ملاحظهLDL اكسيداسيون

).۱۳،۲۶(دارد

دها ي ـآلدههنشـان داد ک ـ يک مقاله مروريدر Uchidakمطالعات

شوند، لـذا  يد ميتوليزوال مولکوليندهايطور اندوژن در اثر فراهب

ل يمثل آترواسکلروز دخيعروقيقلبيهايماريبيولوژيزيدر پاتوف

د ي ـآلدهين اثبات شده است کـه مـالون د  يچنهم.)۳۳(باشنديم

عـروق کرونـر قلـب    يمـار يبيک عامل خطرساز مستقل برايسرم 

و )۲۸(،Kavocas)۲۹(Dincerمطالعــــات). ۲۷(باشــــد مــــي

Kostner)۳۰(Mc Murray)۳۱،۳۲ (ش سـطح مـالون   يز افـزا ين

د يي ـعروق کرونـر قلـب تا  يماران مبتلا به تنگيد را در بيآلدهيد

.ه استنمود

ن يـي تع،دهاي ـپيون ليداس ـيزان اکسي ـميبررس ـيهااز جمله روش

نسـبت  هـا آنتيزان حساسين مييتع،دهايپيون ليداسيزان اکسيم

نـد  يدست آمـده از فرا هن مقدار محصولات بييتعوونيداسيبه اکس

.باشدميMDAن محصولات ياز ايکيکه ) ۳۳(باشد ميفوق 

با اسـتفاده  MDAن روش جهت سنجش يترن مطالعه مناسبيدر ا

مـاران عــروق  يدر بHPLCن يو همچن ـياز روش اسـپکتروفتومتر 

MDA،مشتق شـده HPLCر روش د.کار برده شده استهکرونر ب

و سپس سنجش يبات جداسازير ترکيد از سايک اسيتوريوباربيو ت

از صـحت  در نتيجـه تـر و  ين روش اختصاص ـي ـعتا ايشود و طبيم
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سرم MDAن غلظت يانگين مطالعه ميدر ا.برخوردار استيبالاتر

بالاتر از سنجش آن يداريطور معنهد بيک اسيتوريوباربيبا روش ت

.مار بوديگروه شاهد و بيبراHPLCوش با ر

Marcincakنـوع  دود را بـا  ي ـآلدهيزان مـالون د يهمکارانش مو

با يمشتق ساز(HPLCک نوع روش يد و يک اسيتوريوباربيروش ت

ج دو نـوع  ينتا. )۳۴(نمودندگيرياندازه) نيدرازيل هيتروفنينيد

نداشـتند  يداريگر تفـاوت معن ـ يکديد با يک اسيتوريوباربيروش ت

سـنجش شـده بـا هـر دو نـوع روش      MDAن يانگي ـکـه م يدرحال

د ي ـآلدهيبالاتر از مالون ديداريطور معنهب،ديک اسيتوريوباربيت

ــا روش  ــدل).۳۴(بــودHPLCســنجش شــده ب ــل اي ن اخــتلاف ي

. بوده استيبودن روش اسپکتروفتومتريراختصاصيغ

د سرم يآلدهيغلظت مالون د،و همکارانTugيگريدر مطالعه د

،فـوق بودنـد، بـا دو روش   يويرا که دچار انسداد مزمن ريمارانيب

در هر دو . سه نمودنديج حاصل را باهم مقاينموده و نتاگيرياندازه

د سنجش شده بـا روش  يآلدهيزان مالون ديمار ميگروه شاهد و ب

يزان مـالون د ي ـبالاتر از ميداريطور معنهد، بيک اسيتوريوباربيت

).۲۰(بودHPLCد سنجش شده با روش يهآلد

ن دقـت  يين مطالعه در مورد تعيما در ايهايج حاصل از بررسينتا

ب يدهـد کـه ضـر   يد نشان م ـيآلدهيسنجش مالون ديروش برا

کمتـر  ،ديک اسيتوريوباربينسبت به روش تHPLCرات روش ييتغ

. باشديتر مقيدقHPLCبوده و لذا روش 

 ـ،HPLCروش يابي ـبازن در مطالعـه مـا  يچنهم ۱۰۵تـا  ۸۵ن يب

درصـد ۱۰۲تا ۹۲نيد بيک اسيتوريوباربيروش تيابيدرصد و باز

ــود ــ. ب ــس م ــه روش  يپ ــت ک ــوان گف ــه روش HPLCت ــبت ب نس

. برخوردار استيشتريک از صحت بيتوريوباربيت

Tugروش يابيباز،و همکارانشHPLC يبـراMDA حـدود  در را

دست هدرصد ب۲/۸۴د يک اسيتوريربوبايروش تيدرصد و برا۵/۹۵

روش يبـالاتر را بـرا  يابي ـز درصـد باز ي ـج آنان نينتا). ۲۰(آوردند 

HPLCج آنـان از صـحت   يج ما نسـبت بـه نتـا   ينتايول. د کردييتا

و همکاران Richardيگريدر مطالعه د.باشديبرخوردار ميشتريب

ــتوريوباربيروش فــوق را توســعه داده و واکــنش ت در د را يک اســي

آنـان  . انجام دادنـد يانسانيهابروبلاستيو فهاتيتروسيار،پلاسما

). ۳۵(گزارش نمودند۷۰–۱۰۰روش را يابيباز

ن برداشـت  يچن ـيکنـون يهـا افتـه يو يبا توجه به مطالعـات قبل ـ 

ک عامـل  ي ـد سـرم،  ي ـآلدهيمـالون د يشود کـه غلظـت بـالا   يم

بـا توجـه بـه    . دباش ـيعروق کرونـر م ـ يتنگيماريبيخطرساز برا

ان بـه  يد سرم در مبتلايآلدهيکه در مطالعه ما غلظت مالون دنيا

در ،بالاتر از افـراد شـاهد بـود   يداريطور معنهعروق کرونر بيتنگ

توانـد  يد م ـي ـآلدهيز مـالون د ي ـنط جامعه مورد مطالعه مـا يشرا

. در بـروز آترواسـکلروز نقـش داشـته باشـد     يعامـل مهم ـ عنوانهب

ک از يولوژيعات بيدر ماMDAن ييتعيبراHPLCن روش يچنهم

تر بوده و از صـحت  يد اختصاصيک اسيتوريوباربيتيروش فتومتر

.برخوردار استيبالاتر
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