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ONSOZ

Estrojenlerin, kardiovaskuler hastaliklarm gelismesint onledigine
dair kamtlarm artmasmna kargin estrojenin trombozis riskini arttirdigma
dair bulgular halen tartigma konusudur. Epidemiyolojik
kontraseptif (OK) kullanimi ile trombozis gibi
hastaliklarin riskinin artmasi arasinda bir iligki gostermektedir. Bu risk
OK’lerdeki estrojen igeriginin azaltilmast ile paralel olarak azalmistir.
Estrojenin plazma pihtilagma faktorlerini degistirdigi bilinmektedir.
Postmenopozal kadinlarda estrojen takviyesinde plazma pihtilasma
ve plazma fibrinojen ve faktor
vilite yaratmaktadir.

caligmalar, oral

kardicvasktﬂar

faktorlerinde de aym etki gozlenmekte
VI diizeyleri artmaktadir. Bu artis hiperkoagil
tromboz riskini arttirma mekanizmasi heniiz

Estrojenin arterial ve vendz
1 tabakasimin, kan

bilinmemektedir. Ancak trombus olusmasinda endote

igeriginin ve akiminin rolii oldugu bilinmektedir. Epidemiyolojik bir

aligmada plazma faktor Vila’nin koroner kalp hastaliklari icin iyi bir
gu bildirilmesinden beri caligmalar doku faktorii yolu

gosterge oldu
inhibitori (TEPD) endotel

iizerinde yogunlagmistit. Doku faktorii yolu
hiicrelerden sentezlenen pihtilagmanin doku faktori yolunu kontrol eden
snemli bir antikoagulan proteindir. Klinik ¢aligmalarda plazma TFP1
diizeylerinin cinsiyete bagh degismesi ve kadinlarda 50 yasm iizerinde
arttiginin gosterilmesi estrojenin endotel hiicrelerinden TFPI salmimi
iizerindeki etkisini aragtirmaya yonlendirmistir.

Bu proje Tirkiye Bilimsel ve Tckiﬁk Arastirma Kurumu, Saghk

Bilimleri Aragtrma Grubu tarafindan desteklenmistir.




ABSTRACT

EFFECT OF 178-ESTRADIOL ON TISSUE FACTOR PATHWAY
INHIBITOR RELEASE FROM ENDOTHELIAL CELLS

Since the introduction of oral contraceptives containing estrogen in
the early 1960s, several epidemiologic studies have reported an association
between their use and increased risk of vascular disease such as thrombosis
and thromboembolic strokes. The risk appears to be decreased in parallel
with reduction in estrogen content of the pills. Also it is well known that in
pregnancy and during estrogen replacement therapy coagulation and
fibrinolytic activity are changed. AI{hough many attempts have been made
to explain the epidemiologic data on the basis of observed changes within
hematologic parameters, the role of estrogen in hemostasis has not been
clarified yet. In spite of the increasing evidence that estrogen have
protective effects on vascular system, the evidence that estrogen may
contribute to the risk of thrombosis is still being debated. Therefore we
investigated the effect of 17f-estradiol (E2) on tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) release of cultured human umbilical vein endothelial
cellstHUVEC). In this study HUVEC were harvested by collegenase
treatment (Type 1A) according to the method of Jaffe et all. and cultured
on multivelled plates with medium 199 supplemented with 10% fetal calf
serum and antibiotics. The cells stimulated with trombin (4uw/ml) were
incubated with or without E2 (1 and 100 nM) for 24 hours. Or the cells
were stimulated with heparin (0.1wml for 15 min) after incubation with or
without E2 (1nM) for 24 hours. After the incubations TFPI level of media
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were measured by IMUBIND Total Eliza kit (American diagnostica
ne.).

Our results demonstrates that 17B- estradiol significantly decrease
TFPI even in the presenée or absence heparin or thrombin. These results
show that 17f- estradiol shifts the hemostatic balance towards the
procoagulant phase through towering the TFPI levels secreted by the
endothelium. Adverse effects of estrogens on hemostasis may find some
answers through this mechanism.

Key words: TFP1, 17B-Estradiol, HUVEC




OZET

17{3-ESTRAI)IOL’UN ENDOTEL HUCRELERINDEN DOKU
FAKTORU YOLU INHIBITORU SALINIMI UZERINDEKI
ETKISI

1960’h yillarin baslarmda estrojen iceren dogum kontrol haplarinin
kullamlmaya baglamasindan itibaren yapilan birgok epidemiyolojik
¢ahismalar bu ilaglarn kullanim ile trombosis ve tromboembolik strokes
gibi damar hastabiklarimmn riskinin arttigim gosterilmistir. Bu risk dogum
kontrol haplarindaki estrojen iceriginin azaltilmasina paralel olarak
diigmigtiar. Hamilelik ve hormon replasman tedavisi sirasinda
pihtilagma  ve  fibrinolitik aktivitenin  degistigi bilinmektedir.
Epidemiyolojik verileri hematolojik parametreler ile agiklamak tzere
birgok ¢aligma yapilmasina ragmen hemostasta estrojenin rolii heniiz bir
agiklik kazanmamigtir. Estrojenin vaskular sistemde koruyucu etkisine
dair kanitlar artmasmna ragmen, estrojen’in thrombus riskini arttirmasi
halen tartisma konusudur. Bu nedenle biz 17p-estradiolun endotel hiicre
kiiltiiriinden doku faktorit yolu inhibitori (TFPI) salinmast tizerindeki
etkisini inceledik. Bu ¢aligmada insan gobek kordonu vent endotel
hiicreleri (HUVEC) Jaffe ve arkadaglarinin metoduna uygun olarak
kollogenaz ile muamele edilerek sokiildii ve ¢ok kuyulu kultur
kaplarma ekildi. %10 FCS ve antibiotik ile desteklenmis Medium-199
ile buyitildi. Subkonfluent hiicreler estrojensiz(-E2) veya estrojen
iceren (+E2) fenol kirmizisi icermeyen medyum-199 M3769 ile 48 saat
inkiibe edildi. Her iki grup hiicreler %0.1 BSA iceren stok M-199
M3769 +Trombin (4u/ml) ile veya trombinsiz olarak 24 saat
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inkiibasyona konuldu. Bir kissm hicreler ise +E2 veya -E2’siz
medyumda 48 saat inkiibe edildikten sonra %0.1 BSA iceren M3769 da
24 saat bekletildi. Her iki grup heparin (0.1u/ml).ile veya ‘heparinsiz
ortamda 15 dakika uyarildi. Inkitbasyendan sonra ortamdaki TFPI
diizeyleri IMUBIND Total Eliza kit (American diagnostica inc.) ile
olgildia. Sonuglarimz heparin ve trombin ile uyanimig veya
uyarilmams hicrelerde 17B- estradiolun TFPI dizeylerini anlamh
olarak disirdigini gosterdi. 17B-Estradiol’un TFPI dizeylerini
diigiirerek  hemostatik  dengeyi prokoagulan yonde etkilemeéi,

hemostasda estrogenin zit etkilerini agikliyor olabilir.
Anahtar kelime: TFPI, 17B-Estradiol, HUVEC




GiRIiS VE GENEL BILGILER

Bilindigi gibi menopoz o6ncesi kadmlarda ateroskleroz riski ve
miyokard infarktiisi sitkhigi, aynt yas grubundaki erkeklere oranla ¢ok daha
azdir. Menopozdan sonra ise bu siklik birden artmaktadir. Bilateral
ooferoktomi yapilmasi nedeniyle erken menopoza giren kadmlarda
vaskiiler hastahga iliskin semptom ve bulgular daha sik olarak ve erken
yaslarda gelismektedir. Biitin bunlar kadinlarin ateroskleroza kargi
estrojen tarafindan korundugu gortsiini dogurmustur(14,23). Buna karsilik
yapilan epidemiyolojik g¢aligmalar estrojen ve progesteron igeren oral
kontraseptif (OK) kullanan kadilarda tromboembolik hastaliklarn
arttigim gostermistir(3,4). “Committee On Safety of Drugs” ve “Royal
College of General Practitioner” ¢aligma gruplart  yaymladiklan
makalelerde venoz tromboembolism, serebral ve kroner trombozis riski ile
kullanilan oral kontraseptiflerin estrojen dozu arasmda onemli bir
paralellik oldugunu bildirmislerdir(6,13,34). Buna bagh olarak son 20
yilda OK’lerde bulunan estrojen progesteron miktarlarinda ayarlamalar
yapilmig ve hormon miktarlart azaltilmigtir(4).

Ayrica estrojenlerle tedavi edilen prostat kanserli olgularda,
kardiovaskiilar hastaliklardan Slimlerin yiiksek oldugu bildirilmigtir(7,8).
Miyokard infarktiisii gegirdikten sonraki dénemde estrojen uygulanan
kadinlarda yeni bir infarktiis olusma sikhg, aym yas grubundaki estrojen
almayan kadmlara kiyasla ¢ok yiiksektir ve uygulanan estrojen dozu ile
dogrudan iligkilidir(32). 1966 yilindan beri estrojen igeren oral
kontraseptiflerin  plasma pihtilagma  faktor diizeylerini  etkiledigi
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bilinmektedir(33). Postmenopozal kadmlarda da estrojen ile yapilan
takviyelerde plasma pihtilagma faktorlerinde aynt etki gozlenmekte ve
plasma fibrinojen ve faktor VII diizeyleri artmaktadir(1,5,6). Bu artig
hiperkoagiibilite yaratmaktadr. Oral kontraseptif alan kadinlarda artan
trombin-antitrombin I kompleks miktari, trombin olusumunun gostergesi
olarak bunu dogrulamaktadir(22,35). Ayrica fibrin pargalanma iriinlerinin
artmis olmasida koagiilasyon artigim gostermektedir. Artan pihtilagmanin
nedeninin azalan koagilasyon inhibisyonu olmadigi, koagulasyon
inhibitorleri olan antitrombin III, protein S ve C dizeylerinin OK
kullanmmi ile fazla degisiklize ugramadignin anlagilmas: ile ortaya
¢ikmustir (17,18,19). Fakat bu konuda geliskili raporlar vardir(27). Seks
hormonlarimn neden oldugu trombozis riski pihti olusumunun
kolaylagmas: kadar pihtinmn yikilmasindaki ya@lamhya bagh olabilir.
Hemostatik bozukluklar ile fibrinolitik sistem arasindaki kuvveth
paralellik gesitli aragtinicilan oral kontraseptif kullanmanin fibrinolitik
sistem tizerinde etkilerini aragtirmaya yonlendirmis ve yapilan ¢aligmalar
fibrinolitik sistemde rol alan cesitli proteinlerin plasma diizeylerinin OK
kullamm ile depistigini gostermistir. OK kullanan kadinlar tizerinde
yapilan klinik ¢gahigmalarda plasma tPA aktivitesinde dramatik artis oldugu,
PAI’da ise azalma oldugu gosterilmistir(16,19).

Estrojen ve progesteronlarm doza bagh olarak arterial ve vendz
trombozis riskini etkiledigi bilinmekle beraber mekanizmasi tam olarak
anlagilmamistir. Bir kismu endotel kaynakh olan ve trombus-fibrinoliz
sisteminde rol alan faktorlerin c¢oklugu bu karmagik mekanizmanin
timilyle aydnlatilmasint zorlagtirmigtir. Ancak kesin olarak bilinmektedir
ki trombus olusmasmda endotel tabakasimn, kan igeriginin ve akiminin
rolii vardir.

Doku faktorii yolu inhibitori (TFPI) endotel hiicrelerinde sentezlenen
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ve doku faktorii ile aktive olan, koagulasyon yehmxi kontrol eden 6nemli bir
antikoagulan proteindir. Vaskiilar sistemde meveut olan TFPI’niin
%20 sinin plazma lipoproteinlerine bagh oldugu, %2 .5'nin trombositler
icinde, %75 nin ise endotel hiicrelerinde heparin ile serbestlesebilir sekilde
bulundugunu gosterilmistir. Serbest TFPI ise antikoagulan etkisini faktor Xa
ve VIIa/TF kompleksini inhibe ederek gergeklestirmekte ve doku faktoru
pthtilagma yolunu kontrol etmektedir(39). Northwick Park ’ Heart
caligmasinda plazma faktor Vila'mn artmasiin koroner kalp hastaliklar
icin iyi bir gosterge oldugu rapor edilmesinden beri ¢alismalar doku faktorii
koagulasyon yolag: tzerinde yogunlagmstir(28). Mutant doku faktorinin
kullamldipz yeni bir galismada, faktor VIla’mn kalp damar hastaliklarinda
arttifn gosterilmigtir(25). Aym gekilde plazma TFPI diizeylerinin kalp-
damar hastahgt olan kisilerde arttif rapor edilmistir(29,38). Yapilan Klinik
galigmalar plazma TFPI dizeylerinin cinsiyete bagh olarak farklihk
gosterdigini, 50 yasin altindaki kadinlarda erkeklerden daha du@uk oldugunu
ve 50 yasin izerinde arttigini gostermektedir(1). Ancak bu degismelerde
estrojenlerin direk rolu olup olmadif arastimlmamistir. Bu calismada

kontrol ve heparin veya trombin ile uyarilmig hiicrelerde 17B-estradiol’un

belli zaman araliginda TFPI salmimi iizerine etkisi incelenmigtir.




MATERYAL VE METOD

Endotel Hiicre kiiltiirt

Endotel hiicreleri insan gobek kordonu veninden kollagenaz
yardimi ile Jaffe ve ark.’min metoduna uygun olarak izole edildi(15).
Hiicreler 24 kuyulu plastik steril kiiltir kaplarna ekilerek %20 fetal
sigir serumu (FCS)(Sigma), antibiyotikler; penicillin (80 unit/ml),
streptomycin (80ug/ml) ve amphotericin B (2ug/ml) igeren medium-199
(1ml/kuyu) ile 37°C’de CO, etiiviinde biyiitildi. Hicreler subkonfluent
olana kadar medyum her 48 saatte bir degistirildi.Her bir kuyuda
~150.000 hiicre oldugu saptandi. Subkonfluent hiicrelerin medyumlari
atildi. Ve onun yerine estrojensiz- (-E2) veya estrojen igeren (+E2)
(1nM, 100 nM) medyum 199 M3769 konuldu ve 48 saat inkiibe edildi.
Hormon icermeyen medyum, FCS’nin aktif komiir ile inkiibe edildikten
sonra fenol kirmizisi igermeyen medyum 199 M3769’a ilave edilmesi
ile hazirland:. Estrojen iceren medyum, aktif komiir ile muamele edilmig
FCS konmus medyuma E2 ilave edilmesi ile hazirlandi. -E2 ve +E2
medyumda 48 saat inkiibe edilen hiicreler %0.1 BSA igeren stok

medyum 199 M3769 + trombinli (4u/ml) veya trombin igermeyen olarak
24 saat inkiibe edildi. Bir kisim hiicreler ise -E2 ve +E2 medyumda 48
saat inkiibe edildikten sonra %0.1 BSA igeren stok medyum 199 M
3769°da 24 saat inkiibe edildi daha sonra heparin (0.1w/ml) ve
heparinsiz ortamda 15 dakika inkiibasyona birakild1.




TFPI diizeyleri

TFPI diizeyleri, estrojensiz(-E2) ve estrojen iceren (+E2)
medyumda bazal fartlarda ve trombin veya heparin ile uyaryldiktan sonra
alinan medyum orneklerinde American Diagnostica Firmasmnin
IMUBIND Total Eliza Kiti kullanilarak tespit edildi.

Istatistikler
Istatistiksel analiz, eslesmemis Mana-Whitney-U testi kullamlarak
yapildi. Veriler mean+SEM olarak verildi. ’ |
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BULGULAR

insan gobek kordonu -endotel biere lkiltiri 24 kuyula kiltor
kaplarinda subkonfluent (~150000 hiicre/kuyu) olduktan sonra 178-
estradiol igermeyen ve igeren (1nM, 100nM) fenol kirmusisiz M-199 (M-
3769) ile 48 saat 6n inkiibasyona birakildt. Her iki hiicre grubu trombinli
(4u/ml) veya trombinsiz 6 ve 24 saat uyarildr. inkitbasyon senunda alman
srneklerde TFPI diizeyleri olgildii. Herbir gruptan 7 ornekten elde edilen
veriler ortalama+SEM olarak ifade edildi (Sekil 1-2).

Bulgulanimiz, 17p-estradiol ile 6 saatlik inkiibasyonun endotel
hiicrelerinden salgilanan ve medyumda olgilen TFPI miktarm anlamli
olarak etkilemedigini gostermektedir. Buna kargilik E2 inkiibasyonu TFPI
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden olmustur.
Estrojensiz ortamda 24 saatlik trombin inkiibasyonu TFPI diizeylerinde
anlamh azalmaya ve ortamda trombin ile beraber E2 bulunmas: daha fazla
bir azalma yaratamamigtir.
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TFPI ng/ml

10 -

TFPI ng/mi

-E2 1nME2 100nME2 -E2 1nME2 100nME2
Bazal Trombin(du/ml)
Sekil 1- 6 saatlik bazal ve trombin ile inkiibasyonda E2
konsantrasyonlarinin TFPI salinmasi {izerine etkisi -

T
T

~E2 1nME2 100 nM E2 ~E2 1nME2 100nME2
Bazal Trombin(dw/ml)

Sekil 2- 24 saatlik bazal ve trombin ile inkiibasyonda E2
konsantrasyonianmn HUVEC'ten TEPI salinmast lizerine etkisi




Tablo: Heparin ile 15 dakika uyarilmis hiierelerde 17 B-estradiol’ un HUVEC’ten TFP1

salmim iizerine etkisi

~ 17-8 Estradiol 0 | 1nm }
£ 4 — i S
Bazal | 86138 58424 - P<0.05
Heparin(0.1w/ml) | 53+ 16 [ 38+13 " P<0.05
I P<0.05 T P<0.05 B
i EpO)

Veriler ortalama+SD olarak ifade edilmi§tir.

Heparin ile uyarilmig veya uyariimamis endotel hiicre kiiltiiriinde 17B-
estradiol’un TFPI diizeylerini anlamli olarak azalth@ saptanmugtir. Buna karsm
17p-estradiol ile inkiibe edilmig veya inkiibe edilmemis hﬁcrelerde heparinin
TFPI diizeylerini bazala gore anlamh olarak azaltuig1 goriilmistar.




TARTISMA

Estrojenlerin kalp damar sistemi tizerine ve ateroskleroza karsi
koruyucu etkileri oldugunun birgok deneysel ve epidemiyolojik ¢aligmalar
ile kamtlanmasina karsin estrojenlerin tromboz riskini artirmasi halen
tartisma konusudur. Epidemiyolojik caligmalar estrojen ve progesteron
iceren oral kontraseptif kullanan kadinlarda kalp ve damar hastaliklari
riskinin artigim gostermigtir (3,4,13). Oral kontraseptiflerin hemostatik
sistem tizerine etkilerini arastiran pek ¢ok galigma yapilmigtir(1,5,6,33).
Tromboz riskinin artmasi, pihtilagma faktorlerinin aktive edilmesi yanisira
fibrinolitik aktivitede azalmaya bagh olabilir. Zira normal sartlarda bu iki
sistem dengede bulunmaktadir. TFPL, kan pihtilagmasinin doku faktori-F
Vila kompleksi ile baglayan yolagim kontrol eden onemli bir dogal
antikoagulandir. TFPnin immunolojik olarak baskilanmasi, tavsanlarda
doku faktorii veya endotoksinlerle tetiklenen yaygin damar i¢i pihtilagma
esiginin digmesine neden oldugu gosterilmigtir(37). Fizyolojik sartlarda,
TEPP’mn 6nemli miktart endotelden salinmaktadir. Plazmada bulunan
TFPI'nin %50-80’nin endotel yiizeyine (muhtemelen
glukozaminglikanlara) bagh bulundugu ve heparin ilavesi ile salindig1
arastiricilar tarafindan gosterilmigtir.(36,39)

Bizim ¢alismamiz 17B-estradiol ile uzun sireli 24 saatlik
inkiibasyonun, endotel hiicrelerinden TFPI salgilanmasim anlamh olarak
azaldigim gostermektedir. 6 saatlik inkiibasyonda ise istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gozlenmemigtir. Uzun siireli inkiibasyonda bu etkinin
goriilmesi  17B-estradiol’un endotel hiicrelerin genomik etki ile TFPI
sentezini baskiladigim isaret edebilir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
erken menapoza giren ve hormon replasman tedavisi goren kadinlarda
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TFPI diizeylerinin bazala gore anlamli olarak azaldig gosterilmigtir
(.12,40).

Estrojenin, onemli bir fizyolojik antikoagulant olan TFPI salinmasim
baskilamasi estrojen rteplasman tedavisi, hamilelik, ve OK kullamim
sirasinda  gorillen  tromboembolik  hastaliklarm riskinin artmasindan
sorumlu oldugu fikrini dogrulamaktadir.

Cahgmada ayrica E2 ile inkibe edilmis hiicrelerde trombin ve
heparin ile uyarmanin TFPI salgilanmasi tizerine etkileri aragtirilmagtir.

Bulgularnmiz trombin ile uyarilmig endotel hiicrelerinde,
trombinin TFPI salinmasmm daha fazla azaltigim ve trombin varhgmda
estradiol’un TFPI diizeylerini daha anlamhi olarak azaltamadigim
gostermektedir. Lupu ve arkadaglann TFPI’'mn endotel hiicrelerinde
depolandigim1 ve trombin ile uyanldifinda hiicre yiizeyine ¢iktifim
gostermiglerdir(26). Buna kargin éhkura ve ark. ise doku faktoru ilave
edilen plazmada, recombinant TFPI’mn (rTFPI) fibrin pihtisina baglanarak
trombin tarafindan 3 peptid bagmm koparildigim, dolayisi ile rTFPI'nin
inhibitor aktivitesini onemli miktarda azaltigim bulmuglardir (31).
Dolayist ile bizim ¢ahgmamizda trombinin neden oldugu TFPI
diizeylerindeki azalmanm mekanizmasi TFPI'nin trombin tarafindan
proteolitik yikilmas olabilir.

Heparin ile uyarilmg hiicrelerde 17B-estradiol’un TFPI salinmasi
iizerine etkilerini aragtrmak amact ile yaptigimiz ¢aligmada, bulgularumz,
heparinin TFPI diizeylerini azalttigin gostermigtir.17B-estradiol+ heparinin
TFPI diizeylerini bazala gore daha fazla azalttiim gostermigtir. Bizim
bulgularmiz ile geligkili olarak Sandset ve ark. heparinin intravendz
verilmesinin doza bagli olarak TFPI'mn aktivitesinde ve miktarinda
(antijen diizeyinde) artisa neden oldugunu gostermislerdir(38).
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Son zamanlarda hepatoma hiicreleri iizerinde yapilan bir
calismada diigiik dansiteli lipoprotein reseptor ile iliskili proteinlerin (LRP),
TFPI’min hiicredeki yikimmdan sorumlu olduklan gosterilmistir. TFPI’nin
once iligkisi olmayan bir reseptore veya glukozaminaminglikanlara
baglandigi ve ardindan LRP’ye transfer edildikten sonra endositoz ile igeri
alindig ileri siirillmektedir(30). Damar endotelinin endositoz olaylarda aktif
olmast aym zamanda LDL reseptorlerini yiizeyinde ekspresse etmesi
endotel hiicrelerinin damar i¢i TFPI’ nin sentezi, depolanmasi ve
yikilmasinda onemli rol oynadigim gostermektedir(7). Ho ve ark. ise hiicre
yiizeyindeki glukozaminglikanlarin fonksiyonunu arastirmak icin yaptiklart
bir ¢aligmadaheparin silfat proteoglikan’larin (HSPG), 'TFPI— FXa
kompleksine baglanip hiicre igine alinmasindan ve yikimindan sorumlu bir
reseptor gibi is gordiiklerini ileri siirmektedirler. Arastirmacilar HSPG’larin
sadece TFPI’de baglayip daha yavas olarak hiicre i¢ine aldiklarim
gostermislerdir(11). Dolayis1 ile heparinin neden oldugu TFPI
diizeylerindeki azalma, heparinin TFPT'yi baglayarak hiicre igine
alinmasina yol agmasi olabilir.

Bizim bulgularumiz heparin veya trombin ile uyanlmig 17B-
estradiol ile inkibe edilen veya edilmeyen hiicrelerde TFPI diizeylerinin
azaldipim gostermektedir. Bu sonug¢ 17B- estradiol’un TFPI antijen
diizeylerini  azaltarak doku faktor pihtilasma yolunun dengesini
pthtilagmay1 aktive edici yonde degistirdigini gostermektedir. Bu bulgu

estrojenin hemostasta olumsuz etkilerini aciklayabilir.
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