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М аевский А.Е.
ВЗАИМОСВЯЗИ СОНОГРАФИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ СЕРДЦА С АНТРОПО-СОМАТОТИПОЛОГИЧЕСКИМИ 
ПОКАЗАТЕЛЯМИ И КОМПОНЕНТНЫМ СОСТАВОМ МАССЫ ТЕЛА ЗДОРОВЫХ ГОРОДСКИХ ДЕВУШЕК 
ЭКТОМОРФНОГО СОМАТОТИПА
Резюме. У практически здоровых девушек эктоморфного соматотипа, жителей Подолья, установлены особенности вза
имосвязей сонографических параметров сердца с антропометрическими, соматотипологическими показателями и пока
зателями компонентного состава массы тела. Показано, что наибольшее относительное количество связей ехокардиог- 
рафических показателей установлено с компонентами соматотипа, тотальными размерами тела, обхватными размерами 
тела, показателями компонентного состава массы тела и диаметрами тела. Наибольшее количество связей с конституци
ональными показателями зафиксировано для толщины стенки правого желудочка во время диастолы, толщины стенки 
правого желудочка во время систолы, толщины задней стенки левого желудочка во время систолы, диаметра левого 
желудочка во время диастолы и конечного диастолического объема левого желудочка.
Ключевые слова: эхокардиография, юношеский возраст, взаимосвязи, антропометрия.

M ayevskiy O. Ye.
INTERCOMMUNICATIONS OF SONOGRAPHIC PARAMETERS OF HEART WITH ANTHROPO- 
SOMATOTIPOLOGICAL INDEXES AND COMPONENT COMPOSITION OF MASS OF BODY OF HEALTHY TOWN 
GIRLS OF ECTOMORPHIC SOMATOTYPE
Summary. The practically healthy girls of ectomorphic somatotype, habitants of Podyllia have the features of intercommunications 
of sonofraphic parameters of heart which are set with anthropo-somatotipological indexes and component composition of mass of 
body. It is shown that the relative most of connections of echocardiographic indexes are set with components of somatotype, total sizes 
of body, circumference sizes of body, indexes of component composition of mass of body and diameters of body. The most of 
connections with constitutional indexes are fixed for the thickness of wall of right ventricle during a diastole, thickness of wall of right 
ventricle during a systole, thicknesses of back wall of the left ventricle during a systole, diameter of the left ventricle during a diastole 
and eventual diastole volume of the left ventricle.
Key words: echocardiography, adolescent age, intercommunications, anthropometry.
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ВИЯВЛЕННЯ ДИСЕМІНОВАНИХ ПУХЛИННИХ КЛІТИН У ПЕРИФЕРИЧНІЙ 
КРОВІ У ХВОРИХ НА ВИРАЗКОВО-ІНФІЛЬТРАТИВНИЙ РАК ШЛУНКА

Р езю м е. Рання гематогенна дисемінація пухлинних клітин часто сприяє поганому прогнозу після радикальної резекції 
солідних пухлин шлунка. Виявлення скритих дисемінованих пухлинних клітин (ДПК) - один з найважливіших підходів для 
ранього виявлення метастазів та покращення результатів лікування. За допомогою високочутливого молекулярно-біолог
ічного метода ІЗЗЯ-РСЯ у периферичній крові хворих з виразково-інфільтративною формою раку шлунка (ВІРШ), у котрих 
традиційними методами діагностована категорія М0, пухлинні клітини виявлені у 27,8% випадків. Продемонстровано прогно
стичне значення Д П К для злоякісних пухлин. Показана наявність проблем, що потребують розв'язання, перш за все стан
дартизації метода ІЗЗЯ-РСЯ з метою чутливого та специфічного пошуку пухлинних клітин, а також оцінки клінічного значення 
Д П К для діагностики і прогнозу.
Ключові слова: дисеміновані пухлинні клітини, периферична кров, виразково-інфільтративний рак шлунка.
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Вступ
Смертність від злоякісних пухлин шлунка залишаєть

ся на високому рівні. Це є однією із серйозних проблем 
медично науки і системи практично охорони здоро
в'я. На теперішній час індивідуальний підхід в онколог
ічних хворих базується на використанні клінічних, або 
патогістологічних критері в у відповідності з рекомен
даціями Міжнародного протиракового союзу (система 
TNM). Це дозволяє розділити хворих на прогностичні 
групи, для кожно з яких вибирають ту, чи іншу страте
гію те р а п і, котру постійно оптимізують. Але точність 
виявлення клінічно стаді захворювання лімітована. 
Теперішнє діагностичне устаткування дозволяє встано
вити наявність пухлинного вузла діаметром >3-5 мм, 
що відповідає наявності приблизно 108 ракових клітин 
[Robinson, 2000]. Це призводить до того, що в клінічній 
практиці виявлення малих скупчень ракових клітин або 
м е тастатичних  вузл ів  все ще нем ож л иве . Тому 
мінімальні за розміром пухлинні вузли не можуть бути 
враховані при відборі хворих з високим ризиком реци
диву або метастазування, котрі потребують подальшо 
системно терапі . В багатьох роботах показано, що ра
кові клітини залишаються після оперативного втручан
ня на межі дільниці резекці , в регіонарних лімфатич
них вузлах, периферичній крові(ПК) і кістковому мозку, 
складаючи тим самим значний ризик для хворих віднос
но розвитку метастатично хвороби.

Відомо, що метастазування - комплексний процес і 
тільки дуже малий відсоток циркулюючих пухлинних 
клітин (близько 0,05%) виживають і ініціюють розвиток 
метастазів [Hermanek, 1999]. Зміст подібних пухлинних 
клітин може значно варіювати в залежності від геноти
пу, індивідуальних ДПК, що і визначає х подальшу долю.

Дисемінація пухлинних клітин може відбутися після 
оперативного лікування. Метастази раку можуть розви
нутися дуже рано, коли ще в зовсім маленьких за роз
міром пухлинах починають утворюватись нові, дефектні 
кровоносні судини, по яких пухлинні клітини потрапля
ють з кровотоком до різних органів, де утворюють мікрос
копічні метастази. Для утворення таких клітин, яких не 
виявляють за допомогою звичайних методів світлооп- 
тично м ікроскоп і, було запропоновано термін "мікро- 
метастази" (ММ). Скриті, або циркулюючі пухлинні клітини,

названі ММ, були включені до кпасифікаці TNM і по
значені як Ml(i). Дисеміновані пухлинні клітини (ДПК), 
якщо будуть вчасно виявлені, можуть стати мішенню 
при відповідній терапі , внаслідок чого відбудеться 
мінімізація виникнення рецидивів і покращення про
гнозу. Але виявлення ізольованих клітин ще не стало 
частиною рутинного визначення стаді захворювання, 
хворих не лікують з урахуванням факторів індивідуаль
ного ризику. До уваги приймають лише статистично 
одержані прогностичні параметри, такі як розмір пер
винно пухлини, наявність локальних інфільтратів і вра
ження лімфатичних вузлів. Виявлення ДПК життєво не
обхідно, тому що дає можливість виділити групу хво
рих з високим ризиком розвитку рецидивів, лікування 
яких потребує застосувати відповідний підхід.

У процесі метастазування клітини виходять з пер
винно пухлини через знов утворені кровоносні судини 
із швидкістю декілька тисяч клітин в день [Wyckoff et al., 
2000]. Вони можуть потрапити в різні місця, вибір яких 
визначено багатьма факторами, такими як анатомія 
венозно сітки, що дренує орган, дія хемокінів, особли
вості експресі білків на клітинній мембрані ендотелі- 
альних судинних клітин, характерно для органа або тка
нини, до яких той чи інший тип пухлинних клітин має 
спорідненість. Опинившись в осередках потенційного 
метастазування ракові клітини можуть загинути, перей
ти в стан "сплячих" або почати проліферувати [Осинс- 
кий, Глузман, 2006; Larmonier et al., 2003; Wieder, 2005].

Слід відмітити, що однією з найважливіших проблем 
онкологі , від вирішення яко залежить вибір адекват
ного лікування хворого і позитивний наслідок захворю
вання, є проблема виявлення метастазів до х клінічно
го прояву. Діагностичні методи, які використовують у 
наш час, не дають можливості виявити поодинокі пух
линні клітини, що циркулюють у кровоносному руслі. 
Але досягнення молекулярно біологі зробили можли
вим виявлення окремих пухлинних клітин у біологіч
них зразках, перш за все, у периферичній крові. Ці цир
кулюючі пухлинні клітини можуть бути виявлені в крові 
за допомогою надзвичайно чутливого методу, який ба
зується на полімеразній ланцюговій реакці (ПЛР).

Метою нашого дослідження є виявлення циркулюю
чих пухлинних клітин у периф е
ричній крові у хворих на виразко
во-інф ільтративний рак шлунка 
(ВІРШ) за допомогою методу ISSR- 
PCR.

Матеріали та методи
В роботу покладено результати 

дослідження 50 спостережень опе
раційного матеріалу шлунків, що 
резецировані з приводу виразко
вих форм раку. Із загального числа 
пацієнтів, хворих на виразковий

Таблиця 1. Розподілення ВІРШ за гістологічними формами.

Гістологічна форма ВІРШ
Кількість та частота 

спостережень

Рс РШ* РРШ**

Низько диференційована АК 3 (7,5±4,2%) 6 (30,0±1 0,5%)

Низько диференційована АКз переходом 
у персневидноклітинний рак 9 (22,5±6,7%) 6 (30,0±1 0,5%)

Недиференційований рак 14 (35,0±7,6%) 3 (15,0±8,0%)

Персневидноклітинний рак 6 (15,0±5,7%) 3 (15,0±8,0%)
Примітки: *РсРШ - розповсюджений рак шлунка; **РРШ - ранній рак шлунка.
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Таблиця 2. Наявність метастазів та дисемінованих пухлинних клітин периферич
но крові хворих на ВІРШ.

П стологічна форма В!РШ

Юлькють спостережень

Рс РШ РРШ

*М е в ЛВ **Д П КП К *М е в ЛВ **ДП КП К

Низько диф еренцїйована АК 3 3 0 1

Низько диф еренцїйована АКз переходом 
у персневидноклїтинний рак 9 9 0 1

Недиференцїйований рак 14 14 0 2

Персневидноклїтинний рак 6 6 0 1

Примітки: *Ме в ЛВ - метастази в лімфатичні вузли. **ДПК ПК - десиміновані 
пухлинні клітини периферично крові.

інфільтративний рак шлунку, було 
ЗО чоловіків і 20 ж інок у віці від 28 
до 68 років (співвідношення відпо
відно 1,5 : 1). Середній вік хворих 
був 57,6±2,0% років, у чоловіків - 
5 7 ,5 ± 2 ,9 %  р о к ів , у ж ін о к  - 
57,7±1,9% років. Група за віком до 
60 років З6±6,0%. У 62,0±4,5% пух
лини локалізувалися в пілорично- 
му відділі, в З0,0±4,0% на малій 
кривизні і у 8,0±2,5% у тілі шлун
ка. Тривалість "шлункового" анам
незу у хворих на ВІРШ коливалася 
в широкому діапазоні: від 1 місяця до З0 років.

Макроскопічно ВІРШ визначали за класифікацією 
Японсько спілки ендоскопістів, мікроскопічні форми - 
у відповідності з Міжнародною гістологічною класифі
кацією пухлин стравоходу та шлунка (1990).

Паралельно із клінічними та гістопатологічними дос
лідженнями, що проводили у післяопераційному пері
оді, були взяті зразки периферично крові для вияв
лення циркулюючих пухлинних клітин. ДНК-типування 
зразків крові проводили шляхом ампліфікаці ДНК у ПЛР 
із використанням ISSR-праймеру S-2 із структурою: 
(AGC)6G [Mullis, Faloona, 1987].

Ампліфікацію проводили в 25 мкл реакційно суміші, 
що містила 1 х реакційний буфер з трифосфатами, прай
мер наведено структури, Тад-полімеразу ("Тапотілі", ВНДІ 
генетики, Росія), ДНК додавали в кількості 10-20 нг на 
реакцію. Температура відпалу праймера становила 57°C, 
синтез фрагментів ДНК проходив в З0 циклах ампліфі
каці на термоциклері (ампліфікаторі) "Терцик" ТП4-ПЦР 
01 ("ДНК-технологія", Росія) в режимі: І - 95° - 2 хв., ІІ - 94° 
- З0 с, 57° - 2 хв, 72° - 2 хв., ІІІ - 72° - 10 хв.

Електрофоретичне розділення продуктів ампліфі
каці проводили в 2% горизонтальному агарозному гелі 
(Вагофор, Латвія) в 1 х ТВЕбуфері з наступним х фар
буванням протягом 10 хв в 0,5 мкг/мл розчині броми
стого етидію і багаторазовою промивкою у проточній 
воді. Візуалізацію електрофореграм проводили на транс- 
ілюмінаторі в УФ світлі з довжиною хвилі З65 нм з по- 
слідуючим фотографуванням. Визначення розм ір ів 
ампліконів виконували за допомогою маркера молеку
лярно маси 1000 вр DNA-Ledder, pUC 19 DNA/ Msp I 
("Fermentas", Літва) [Абрамов и др., 2006; Трофимов и 
др., 2008; Ребриков и др., 2009].

Результати. Обговорення
Клінічні прояви захворювання на ВІРШ характеризу

валися численністю та практично відсутністю специфіки. 
Відсутність специфічних клінічних проявів ВІРШ ство
рює труднощі його клінічно діагностики, які виникають 
іноді навіть при використанні всього арсеналу сучасних 
методів дослідження хворих. Наприклад, хворим обо
в'язково проводили гастрофіброскопію з біопсією, але 
у 18 хворих елементів пухлиннного росту в гастробіоп-

татах не було знайдено. Серед 17 випадків дослідження 
шлункового соку в 4 пацієнтів була визначена підвище
на кислотність, у 6 збережена кислотність і в 7 знижена 
кислотність. Приводом до резекці шлунка у хворих з 
нерозпізнаним раком у клінічному діагнозі був післяви- 
разковий стеноз пілоруса в 12 випадках, в 4 випадках 
стеноз кард і, у 5 пацієнтів в анамнезі була ХВДПК і ХВШ 
у 7 пацієнтів (в тому числі з кровотечею - 3).

Локалізувалися пухлини в 62,0±4,5% випадків у піло- 
ричному відділі шлунка, у 30,0±4,0% на малій кривизні 
і у 8,0±2,5% в області тіла. Пухлини різнилися за гісто
логічними формами. Розподілення ВІРШ за гістологіч
ними формами представлено в таблиці 1.

Необхідно зазначити, що в "чистому" вигляді кожна 
із наведених гістологічних форм раку шлунка зустрічаєть
ся досить рідко, особливо при розповсюджених новоут
вореннях. При недиференційованих і перстневидноклі- 
тинних раках у поверхневих відділах можуть зустріча
тись осередки аденокарциноми (АК), іноді навіть високо 
диференційовано , АК у поверхневих відділах може мати 
більш високе гістологічне диференціювання, ніж у гли
боких. П ерстневиднокл ітинні раки в поверхневих 
відділах нерідко мають осередки недиференційовано- 
го раку, а в недиференційованих раках можуть бути 
виявлені осередки перстневидноклітинного.

Генотипування зразків пухлини пацієнтів хворих на 
виразково-інф ільтративний рак шлунка, що не мали 
візуальних метастазів та взятих від них зразків пере- 
ферично крові виявило досить стабільні ДНКпроф ілі 
в матеріалі пухлини, де превалювали фрагменти з мо
лекулярною масою розміром 520 та 620 п.н.(пар нук- 
леотидів), але ампліфікаційні профілі периферично 
крові цих пацієнтів дали позитивний результат лише в 
5 випадках (табл. 2).

Електрофоретичне розділення продуктів ампліфі- 
кату різних за гістологічною структурою зразків пухли
ни і периф ерично крові(ПК) за методом ІЗЗЯ-РСЯ 
пацієнтів показано на рис. 1.

Метастази в регіонарних лімфатичних вузлах при роз
повсюдженому раку шлунка знайдені в 32 випадках, 
при ранньому раку шлунка з інвазією в підслизовий шар 
- не виявлені, при внутрішньослизовому ранньому раку 
шлунка - не виявлені.
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Рис. 1. Електрофореграми продуктів ампліфікату зразків 
пухлини і периферично крові пацієнтів за методом ІЗЗЯ- 
РСЯ зліва направо: 1 ,4  - ампліфікаційний профіль низько 
диференційовано АК та ПК з ДПК-негативним результатом; 
7, 8 - ампліфікаційний профіль низько диференційовано АК 
з переходом в перстневидноклітинний рак та ПК з ДПК- 
негативним результатом; 2, 5 - ампліфікаційний профіль 
недиференційованого раку та ПК з ДПКпозитивним резуль
татом; 3, 6 - ампліфікаційний профіль перстневидноклітин- 
ного раку та ПК з ДПКпозитивним результатом; М - маркер 
молекулярно маси.

У 3 2 х  пацієнтів, у котрих були діагностовані роз
повсюджені форми ВІРШ із метастазами у лімфатичні 
вузли, у периферичній крові за методом ІЗЗЯРСЯ в 
усіх випадках, незалежно від гістологічно форми, були 
виявлені ДПК. При низько диференційованій АК ДПК у 
крові були виявлені в 3 випадках, при низько дифе
ренційованих АК з переходом в перстневидноклітин- 
ний рак у 9, при недиференційованих формах раку в 
14 і при перстневидноклітинному в 6 випадках.

Серед 18 хворих, в яких діагностовано ранній рак 
шлунку з відсутністю метастазів у лімфатичні вузли, ДПК 
були виявлені в 5 випадках, з яких при низько дифе
ренційованій АК та низько диференційованій АК з пе
реходом у перстневидноклітинний рак - по 1 випадку 
відповідно, при недиференційованому раку в 2 і при 
перстневидноклітинному в 1. Результати досліджень, в 
котрих були виявлені метастази у лімфатичні вузли та 
ДПК у периферичній крові за допомогою молекуляр
но-біологічного методу ІЗЗЯРСЯ, надані в таблиці 2.

Приведені вище дані дозволяють зробити заклю- 
чення, що в периферичній крові хворих на виразково- 
інфільтративний рак шлунка, в яких традиційними ме
тодами діагностують М0 за допомогою високо чутливо-

Список літератури
Абрамов Д.Д. Точность метода полиме

разной цепной реакции "в реальном 
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го молекулярно-біологічного методу ІЗЗЯ-РСЯ пухлинні 
клітини виявлені в 27,8% випадків. Результати наших 
спостережень співпадають з даними літератури [Осин- 
ский, Глузман, 2006; Негтапек, 1999]. Отримані резуль
тати свідчать про підвищену здатність клітин первинно 
пухлини до дисемінування і ризик раннього метастазу
вання у різні органи.

Широке використання на теперішній час методики 
виявлення ступеня пухлинного процесу за допомогою 
системи ТЫМ має високу прогностичну цінність, але не 
дозволяє передбачити кінцевий результат лікування у 
кожного окремо взятого хворого. П ідтвердженням 
може бути та обставина, що незважаючи на радикаль
не видалення первинно пухлини, певна кількість хво
рих раком шлунка, оцінених як операбельні в стаді І - 
ІІ, вмирають від рецидивів або метастазів. Це пов'яза
но, ймовірно, з наявністю скритих метастазів під час 
виконання оперативного втручання.

Багатофакторний аналіз, що вміщує показники дос
лідження периферично крові, розмір пухлини, статус 
лімфатичних вузлів, результати гістопатологічного ана
лізу, показує, що ДПК є незалежним суттєвим факто
ром прогнозу зменшеного безсимптомного виживан
ня та загального виживання хворих.

Висновки та перспективи подальших 
розробок

Надана нами інформація дозволяє зробити висновок, 
що в периферичній крові хворих на рак шлунка, в яких 
традиційними методами діагностують категорію М0, за 
допомогою високо чутливого молекулярно-біологічного 
методу ІЗЗЯ-РСЯ виявлено пухлинні клітини у 27,8% ви
падків. Виявлені пухлинні клітини у крові вказують на підви
щену здатність клітин первинно пухлини до дисеміну
вання та ризик раннього метастазування у різні органи.

У хворих на рак шлунка з категорією М0, необхідне 
проведення досліджень по виявленню пухлинних клітин 
в периферичній крові з метою уточнення стаді захво
рювання, формування груп ризику по ранньому мета
стазуванню та складання оптимальних схем лікування.

Такі дослідження можуть бути корисними і для про
гнозування перебігу захворювання та вибору найбільш 
ефективних в кожному конкретному випадку методів 
терапі та ранньо оцінки ефективності.

Для вирішення питання відносно значення і місця 
методу ІЗЗЯ-РСЯ з метою виявлення пухлинних клітин 
в периферичній крові хворих на рак шлунка в системі 
діагностики у перспективі необхідні масштабні комп
лексні дослідження.
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Марковский В .Д ., Харченко А.В.
ВЫЯВЛЕНИЕ ДИССЕМИНИРОВАННЫХ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 
ЯЗВЕННО-ИНФИЛЬТРАТИВНЫМ РАКОМ ЖЕЛУДКА
Резюме. Ранняя гематогенная диссеминация опухолевых клеток часто способствует плохому прогнозу после радикаль
ной резекции опухолей желудка. Выявление скрытых диссеминированных опухолевых клеток (ДОК) - один из важней
ших подходов для раннего выявления метастазов и улучшения результатов лечения. С помощью высокочувствительного 
молекулярно-биологического метода 133В-РСВ в периферической крови больных с язвенно-инфильтративной формой 
рака желудка (ЯИРЖ), у которых традиционными методами диагностирована категория МО, опухолевые клетки выялены 
в 27,8% случаев. Продемонстрировано прогностическое значение ДОК для злокачественных опухолей. Показано наличие 
проблем, требующих разрешения, в частности стандартизации метода 133Р-РСР с целью чувствительного и специфичес
кого поиска опухолевых клеток, а также оценки клинического значения ДОК для диагностики и прогноза.
Ключевые слова: диссеминированные опухолевые клетки (ДОК), периферическая кровь (ПК), язвенно-инфильтратив
ный рак желудка (ЯИРЖ).

Markovskiy V.D., Kharchenko A.V.
DETECTION DISSEMINATED TUMOR CELLS IN PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH ULCERATIVE- 
INFILTRATIVE GASTRIC CANCER
Summary. Early hematogenous dissemination of cancer ceils is frequently responsible for the poor prognosis after radical resection 
of solid tumors of stomach.. Detection of occult disseminated tumor cells (DTC) is crucial to improve early diagnosis of metastases 
as well as therapy outcome. With the help molecular biological techniques ISSR-PCR in peripheral blood (PB) patients with ulcerous- 
infiltrative stomach cancer of patients staged by conventional diagnostic technique as M0 in 27,8% cases. The prognostic relevance 
of disseminated cancer cells (DTC) has been demonstrated for malignant tumors. Some problems remain: the optimization and 
standardization of ISSR-PCR technology for the sensitive and specific recognition of cancer cells and the estimation of the clinical 
value DTC and prognosis of clinical outcome.
Key words: disseminated tumor cells (DTC), peripheral blood (PB), ulcerative-infiltrative gastric cancer (UIGC).
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ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН ЗОРОВОГО АНАЛІЗАТОРУ ПРИ 
ОФТАЛЬМОЛОГІЧНИХ ТА ЕЛЕКТРОФІЗІОЛОГІЧНИХ ДОСЛІДЖЕННЯХ 
ОРГАНУ ЗОРУ У ДІТЕЙ, ЯКІ ПРАЦЮЮТЬ З ЕЛЕКТРОННИМИ 
ПІДРУЧНИКАМИ

Резюме. Проведено аналіз обізнаності школярів сучасними електронними засобами отримання інформації та оцінку 
основних параметрів з боку органу зору, що можуть свідчити про формування зорової втоми. Під час досліджень використо
вувалися класичні офтальмологічні та електрофізіологічні методи досліджень. Визначено безпечний термін роботи з елек
тронним підручником.
Ключові слова. Електронний підручник, зорова втома, контрастна чутливість, критична частота злиття миготінь, елек- 
троенцефалографія.___________________________________________________________________________________________

Вступ
Аналіз вітчизняно та зарубіжно літератури свідчить 

про те, що робота, котра пов'язана з отриманням інфор- 
м а ц і, особливо на відеотерміналах, супроводжується 
великим психоемоційним навантаженням і часто вик

ликає скарги на виникнення зорово та загально втоми. 
Більшість авторів звертають увагу на те, що основним 
фактором розвитку зорово втоми є саме тривалість 
безперервно роботи [Ботникова, Перевощикова, 2000;
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