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Bevezetés

Napjaink egyre novekvd komyezeti problémai, valamint a
‘klasszikus  kémiai  eljardsokat felvaltdé  természetes  erdforrasok
alkalmazasanak mar sok esetben bizonyitott hatékonysiga fontos hajtéer6t
jelent a biolégiai kutatasok szdmara. E kutatasok szinte kifogyhatatlan
témajaul az enzimek szolgélnak, a benniik rejlé lehetdségek révén. Elényds
tulajdonsagaik (nagy szubsztratspecifitds, régié-, és enantioszelektivitds,
enyhe reakci6kériilmények, stb.) ellenére gyakorlati alkalmazésuk csupén
néhany felhasznalasi terilletre korlatozédott. E korlatozottsigot az enzimek
aktiv konformacidjanak valamilyen moédon torténd fixaldsa, s ezéltal
stabilitasuk fokoz4sa, részben feloldotta. Ezek az un. rogzitett enzimek fizikai
kolcsonhatassal, vagy kémiai kotéssel hordozéhoz kapcsolt, ill. a hordozé
altal korillzart enzimek, melyek katalitikus aktivitdsukat megérzik. A
rogzitett enzimek mar folyamatos lizemmodi reaktorrendszerekben is jo
hatékonysaggal alkalmazhatéak, sok esetben aktivitasveszteség nélkill. Az
elsd enzimrogzitést, egy egyszerli fizikai adszorpcién alapulé, 1916-ban
kifejlesztett eljarast kovetve ma a rogzitett enzimek az ipar, a gyogy4aszat, €s
a laboratériumi analitika terilletén is széleskérben elterjedtek.
| A stabilizalds mellett a masik kritikus probléma, hogy erdsen
behataroltnak tekintheté azon szerves szintézisek kore, melyeket a
biokataliztor alkalmazésa eredményesen helyettesithet. Erre megoldast
jelenthet ujabb enzimek felfedezése, illetve a mar jol ismert, az €16
rendszerek lebontdsi folyamataiban szerepet . jitsz6 enzimek nem
hagyomanyos kézegekben (legtobb esetben szerves oldészerek jelenlétében)
mutatott szintetikus aktivitisdnak kutatasa.



A napjainkban sokoldaltian vizsgélt szerves oldészert tartalmaz6
kozegben az oldészer karos hatdsdval szemben az enzimrdgzités
stabilizalhatja az enzimet, hiszen a nativ enzimkonformécié ez esetben
mesterségesen rogziil, igy fennmaradhat, annak ellenére, hogy a szerves
olddszer a hidratburkot kérosithatja. A nem vizes kdzegii, szerves old6szeres
biokatalizis ugyanis egyre nagyobb jelentdségre tesz szert mind a
tudoményos, mind pedig az ipari kutatasi gyakorlatban. A biokatalizatorok
egyre szélesebb skaldjat, enzimeket, multienzim rendszereket, valamint egész
sejteket alkalmaznak kis viztartalmi, vagy vizet nem tartalmazd, nem
hagyomanyos kozegekben. Egyre nagyobb mértékben terjesztheté ki a
lehetséges szintézisek kore, az egyszerli kiralis molekuldkt6l, a nagyobb,
komplexebb  molekuldkig, oligoszacharid  szarmazékok, peptidek,
nukleotidok, stb. eldallitasaig.

A nem hagyomdanyos, szerves oldészeres kdzegben lejatsz6déd
enzimreakciok enyhébb koriilményeket igényelnek, mint az ezekkel
helyettesitett  klasszikus kémiai szintézisek. Az enzimek nagy
szubsztratspecifitasuk révén az 4ltaluk katalizalt szintézisek soran régi6-, és
enantioszelektiv atalakulast tesznek lehetévé. A szerves old6szeres kdzegben
megvaltozhat a szolvatacié, s ennek kdvetkeztében megvéltozhat a reakcié
kinetik4ja, illetve eltolédhat a termodinamikai egyensily. fgy hidrolitikus
enzimek szintézisre lesznek képesek.

Az enzimrdgzitéssel, az ily moédon  stabilizdlt enzim
tanulméanyozasaval, az oldott, és a rogzitett enzimforma 6sszehasonlit6
elemzésével, illetve a gyakorlati hasznositési lehetdségek kutatdsaval
foglalkoz6 munkank vizsgilati objektumaként a sajatos szerkezeti

tulajdonségokkal rendelkez karboxipeptiddz A (CPA) enzimet valasztottuk.



A karboxipeptidéz A (EC 3.4.17.1); peptidil-aminosav-hidrolaz) cinktartalmu
proteolitikus enzim. Cinktartalma révén a metalloprotedzok, mig a hasitott C-
termindlis peptidkotés helye szerint a karboxipeptiddzok csoportjaba

sorolhat6.
Célkitiizések

1. Munkdnk sordn célul tliztik ki az ismert szerkezeti, és Kkatalitikus
tulajdonsdgokkal rendelkez6 CPA kiilonb6zd hordozékhoz rogzitett
formdinak létrehozasét, majd a legnagyobb katalitikus aktivitasu rogzitett
CPA tovébbi vizsgalatat.

2. A leghatékonyabb rogzités érdekében a kivalasztott enzimforma
esetében tanulményoztuk az enzimrdgzités feltételeit, majd vizsgéaltuk
katalitikus tulajdonségait, stabilitasat, és Osszehasonlitottuk ezeket az
oldott enzim megfelelé paramétereivel.

3. A kilonbdz6 rogzitett CPA formékkal peptidek C-terminalis ,,végérél”
aminosav hasftast, ill. meghatarozast végeztilnk. Valaszt kerestiink arra a
kérdésre, hogy a rogzités utdn megvaltozik-e az enzim hasitasi
specifitasa.

4. Célunk volt tovabba a CPA  stabilitdsdnak, gyakorlati
alkalmazhatésagénak  vizsgalata  szerves oldészert tartalmazé
kozegekben. Ennek részeként stabilitds vizsgilatokat folytattunk az
oldott, és a rogzitett enzimforma felhasznélasival kiilonbozd, vizzel
elegyedd, valamint nem, illetve korlatozottan elegyedd szerves

olddszerek jelenlétében.



5. Vizsgéltuk a CPA-val szerves old6szeres kozegben megval6sithato
szintetikus reakcidkat, igy a dipeptidszintézist, az N-acil, (N-védett)
aminosavak  szintézisét, ¢és az atészteresitést. A  gyakorlati
felhasznalhatésag céljabol meghataroztuk azokat a
reakciokoriilményeket, melyek alkalmazdsdval maximadlis 4atalakulés

érheto el.
Médszerek

Az enzimaktivitds meghatarozisa: A CPA aktivitis mérését a Folk
és Schirmer (1963) altal kidolgozott médszer szerint végeztilk el. Az
aktivitdsmérd elegy a kovetkezd komponensekbdl alit: 55 mM Tris/HCI
puffer (pH 7.5); 550 mM NaCl; és 0.5 mM hippuril-L-fenilalanin. A reakciét
100 pl enzimoldat ( ~5 U) hozzéadaséval inditottuk. A hippuril-L-fenilalanin
hidrolizisét, a 254 nm-nél bekdvetkezd abszorpcié novekedést 25°C-on
spektrofotométerrel kovettitk. Rogzitett enzimek esetében a fenti dsszetételil
elegyben 20-100 mg rogzitett enzimet szuszpendaltunk, majd a szuszpenzi6t
1-10 percig 25°C-on kevertettik. Az enzimet megfelelé idékozénként
hirtelen lesziirtiik, és meghatéroztuk a sziirlet abszorpci6 valtozasat 254 nm-
nél. Egy enzimegység azzal az enzimmennyiséggel definidlhatd, amely 1
umol hippuril-L-fenilalanint hidroliz4l el percenként pH 7.5-6n, és 25°C-on.

Régzitett CPA el6allitasa: A CPA-t adszorpcifs, fizikai kotéssel
Sorsilen hordozén, kovalens kotéssel pedig Szilokrém-aldehid, p-
benzokinonnal aktivalt Szilokrém, p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P 100,
és vizoldékony karbodiimiddel aktivalt Akrilex C 100 hordozékon
rogzitettik.



A rogzitési folyamat soran az el6kezelt (megfelels pufferrel
atmosott, aktivalt) hordoz6t szuszpendaltuk enzimoldatban. A meghatarozott
mennyiségll enzimet, az el6kezelés soran alkalmazott pufferben oldottuk. A
szuszpenzidkat a Szilokrém aldehid kivételével 24 6ran at kevertettitk 4°C-
on. Ez utébbi hordozénal a kotés 4°C-on 3 6réat vett igénybe. Az inkubalast
kovetben a szuszpenzikat sziirtilk, majd a rogzitett enzimeket megfeleld
pufferekkel alaposan atmostuk a nem, illetve gyengén kotédott fehérjék
eltavolitdsa érdekében (Simon és mtsai. 1992; Kalméan és mtsai. 1983;
Kotormén és mtsai.1986). A rogzitett enzimeket altalaban 4°C-on, az utols6
mosasnal is alkalmazott pufferben taroltuk felhasznalasig.

Stabilitasvizsgdlatok: A héinaktivalédasi vizsgélatok (45-60°C)
100 mM TrissHCl pufferben pH 7.5-6n torténtek. A pH
stabilitdsvizsgalatokat 100 mM kalium-foszfat pufferben (pH 5.5-7.5), és 100
mM Tris/HCl pufferben (pH 7.5-8.5) végeztik. Megfeleld inkubécios
periédusok utdn a mintdkat hirtelen lehiitottik 0-4 °C-ra majd a maradék
aktivitdsokat 25 °C-on a standard médszer szerint mértitk.

C-terminailis aminosav meghatirozds, HPLC analizis: 1 mg/ml
koncentraciéji oldatokat készitettiink desztilldlt vizben (melynek pH-jét
Na,CO; —tal pH 7.5-re allitottuk) a peptidekbdl (di-heptapeptid), majd a
mintdkat 30°C-on keverés mellett 2 U enzimaktivits jelenlétében inkubaltuk.
Oranként 500 ul mintakat vettink. A rogzitett enzimet a mintakb6l mérés
elott sziiréssel tavolitottuk el. A peptidhidrolizis soran felszabadul6
aminosavak min6ségi, mennyiségi azonositasat vékonyrétegkromatografia
mellett HPLC-vel végeztilk.

Vékonyrétegkromatografia: A peptidhasitds sordn felszabadul6

aminosavak, a dipeptidek, valamint az el6allitott N-védett aminosavak,



aminosav észterek kimutatdsdra, mindségi, és mennyiségi meghatirozasara
vékonyrétegkromatografiat alkalmaztunk. A kromatografidhoz
aluminiumlemezre készitett szilikagél rétegeket (DC-Alufolien Kieselgel 60,
ill. Kieselgel 60 F,s4, Merck) hasznaltunk fel. Az N-védett aminosav
észterek, ill. N-védett aminosavak kimutatdsit a 254 nm-en mutatott
fluoreszcencidjuk alapjan megfelelé fluoreszcens festékkel kezelt
aluminiumlemezre vitt szilika-rétegen végeztik. Futtatelegyként 1-butanol-
jégecet-viz 4:1:1 (v/v) arényu elegyét alkalmaztuk. A szabad aminocsoportok
eldhivasa ninhidrin eléhivoval, Dévényi (1971) modszere szerint tértént. A
vékonyrétegkromatografianél kapott foltok kiértékelésére a GelBase/GelBlot
Pro (UVP, U.K.) computer programot alkalmaztuk, ismert koncen 7 Ha
standardok felhasznal4saval.

A karboxipeptiddz A stabilitidsa szerves old6szerekben:
Az enzim szerves oldészerekkel szemben mutatott stabilitdsdnak
tanulményozasat Tris/HCI pufferben (100 mM, pH 7.0) a szerves old6szer
megfeleld mennyiségének jelenlétében (20-90%) végeztilk. A mintakat
szobahOmérsékleten, megfelelé ideig (0-120 perc) inkubaltuk, intenziv
keverés, mellett, majd aliquotok vételével a standard aktivitisméré médszer
alapjén hatéroztuk meg a maradék aktivitast.

A Kkarboxipeptiddz A szintetikus reakcii: Szerves
oldoszert tartalmazé kozegekben CPA-val dipeptidszintézist, aminosavak N-
acilezését, valamint 4tészteresitést hajtottunk végre. A reakcidelegy
tartalmazta oldva a sziikséges szubsztratokat, megfelelé pH-ji pufferelt
vizmennyiséget, és a szerves oldoszert, ami esetiinkben éltalaban acetonitril
volt. A reakcidt enzimszuszpenzid hozzdadédséval inditottuk, és az elegyet
450 rpm-en kevertettitk 30-37°C-on. A mintak



viztartalménak meghatdrozasat Karl-Fischer titralassal végeztik (Mazor,
1971). A megfelelé inkubaciés periédusok utdn mintdkat vettiink, és
vékonyrétegkromatografidval azonositottuk a terméket.

Osszefoglalas

Kisérleteink sordn el@éllitottuk a CPA enzim kiilonbozo
hordozékhoz rogzitett formdit, és az Akrilex C 100 hordozo esetében
meghatéroztuk a rogzités optimalis feltételeit. Az Akrilex C 100-CPA-nak
vizsgéltuk a katalitikus tulajdonsigait, és a stabilitdsat, tovabba
Osszehasonlitottuk az oldott forméval. Killsnbozd hosszisagu peptidek (di-
heptapeptid) C-terminalis aminosav hasitidsén keresztiil mutattuk be a
rogzitett CPA gyakorlati alkalmazhat6sagét, ill. az oldott enzimhez képest, a
rogzités sorén bekovetkezett hasitasi specifitds valtozast.

Szerves oldészert tartalmaz6 (20-90 %) rendszerekben vizsgéltuk az
oldott CPA stabilitasat, s kis viztartalmii kézegekben, 90 % szerves oldészer
jelenlétének hatasat tanulményoztuk az oldott, és a rogzitett Akrilex C 100-
CPA enzimforma aktivitaséra, stabilitdsara. Az oldott, és rogzitett CPA-val
kulénbbz6 szerves olddszeres kdzegekben szintetikus reakci6kat: ,N-acil
aminosavak” (dipeptidszintézis, aminosavak N-védelme) szintézisét,
atészteresitést vizsgaltunk, ill. meghataroztuk ezek optimalis feltételeit.
Kisérleti eredményeinket a kdvetkezokben foglalhatjuk 6ssze:

1. Kisérleteink soran CPA-t adszorpci6val rodgzitettiik Sorsilenen,
valamint kovalens kotéssel négy kitllonbdzé jelleglt hordozéhoz, a
Szilokrém aldehidhez, a p-benzokinonnal aktivélt Szilokrémhoz, a



(hippuril-L-fenilalanin szubsztratra) kissé magasabb, mint az oldotté
[1].

Az 6sszehasonlité jellegll stabilitasi, inaktivalodasi (hd, pH, urea)
vizsgalataink is azt bizonyitottdk, hogy az enzim Akrilex C 100
hordozéhoz rogzitése révén megnovekedett hé-, és uredval szembeni
stabilitdssal rendelkezett. Killontsen szembetiind kiilonbségeket
tapasztaltunk 60°C-on, valamint a hdinaktivalédds pH fliggésének
vizsgalatanal pH 8.5 alkalmazésa esetén [1]. Az Akrilex C 100-CPA
mintegy harmincszoros ismételt felhaszndlds utdn sem veszitett
kiinduldsi aktivitdsabdl, és viszonylag csekély aktivitdsvesztéssel
tarolhaté a kiillonb6z6 (pH 5.5-8.5) pH-ju pufferekben. A CPA
Akrilex C 100-on val6 rogzitésével tehdt j6 stabilitdst, katalitikus
aktivitasat hosszan meg6rzo rendszert hoztunk 1étre [1].

Az oldott, és a kiillonbozé rogzitett CPA formak felhasznéldsaval
killonbozd peptidek C-termindlis aminosavdnak meghatdrozasat
végeztilk el, és kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy a
rogzitett enzimformak hasitdsi specifitisa az oldottétdl eltéro.
Ezeknek a valtozasoknak oka lehet egy sztérikus gat, a hordozd, és
az enzim kozott kialakult kapcsolat, elektrosztatikus kdlcsonhatasok,
melyek a CPA katalizist befolyasoltdk. A legkisebb kiilonbséget az
erdsen hidrofil jellegli, polianionos Akrilex C 100-ra rogzitett CPA
esetében allapitottunk meg, amely valamennyi vizsgélt peptid C-
terminalis aminosavat lehasitotta, és az oldotthoz képest csupén
sebességbeli  eltéréseket tapasztaltunk. Az aminosav hasitas
eredménye alapjén arra kdvetkeztethettiink, hogy a hordozd hidrofil
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jellege (aquafilicitasa) egyik donté fontossagii paraméterként
hatérozza meg a hozza rogzitett enzim katalitikus sajatsagait [1].
Vizsgaltuk az oldott-, és a rogzitett CPA aktivitdsat kilonbozd,
vizzel elegyedd, korlatozottan elegyedd, és nem elegyedd
oldészerekben. A rendszer novekvé olddszer koncentraciéja minden
esetben csokkentette az oldott enzim aktivitasat. A csokkenés
mértéke vizzel elegyedé olddszerekben kisebb mértékii volt, mint a
vizzel nem, ill. korlatozottan elegyedd oldészerekben. Feltehettleg a
vizzel elegyed6 oldoszerek képesek az enzimmolekula
hidratburkanak osszetételét az oldészer molekuldival médositani az
enzim konformacié fenntartdsdban jelentds szerepet jatszo
kdlcsonhatasrendszer nagyobb mértékii modositasa nélkill. Kivételt
képezett a dimetil-szulfoxid, amely igen er6teljesen inaktivalta a
CPA-t. 90 %-0s oldészer koncentrécionl osszehasonlitottuk az
oldott, és az Akrilex C 100-CPA viselkedését, és a rogzitett
enzimformat valamennyi oldészerben stabilabbnak talaltuk, ami j6l
egyezik az el6z6ekben megéllapitottakkal. Killsndsen szembet(ing
volt a rogzitett enzim etanolban, és toluolban tapasztalt aktival6dasa,
ill. a 90 %-0s DMSO-ban mutatott viszonylag magas aktivitasa [2].
Vizsgéltuk, hogy a CPA képes-e szerves olddszeres kdzegben
szintetikus reakcidk katalizisére. Ennek a kisérletsorozatnak a
keretében eloszor CPA-val dipeptidszintézist végeztlink. A
dipeptidszintézishez véddcsoport nélkiili aminosavakat hasznaltunk,
és legjobb szubsztrdtnak az L-Phe-t taldltuk. E reakcihoz
legalkalmasabb oldészer az acetonitril volt. Megallapitottuk a Phe-
Phe szintézis korillményeit, a reakci6elegy optimalis hdmérsékletét
(30°C), pH-jat (pH 5.5), a kézeg viztartalmat (10%), majd



meghatéroztuk a szintézishez szitkséges enzim-, és szubsztrat
mennyiséget is. A szubsztritként  hasznalt  L-Phe
koncentraciofiggése alapjan megallapitottuk, hogy a nagyobb
koncentraciknal gétolja az enzimmiikodést. A szintézis a
megéllapftott paraméterek felhasznélasdval 43 %-os Phe-Phe
kitermelést eredményezett. Az oldott enzimmel végrehajtott
dipeptidszintézis optimélis korlilményeinek alkalmazdséval, a
reakciét kiilonbozd rogzitett enzimformakkal is elvégeztiik.
Legnagyobb kitermelést az Akrilex C 100-CPA liofilizalt
formajéanak felhasznalaséval értitk el [3].

Tekintettel arra a tényre, hogy a CPA peptidédz aktivitdsa mellett
észterdz aktivitassal is rendelkezik, szerves kozegll atészteresitési
reakci6t hajtottunk végre az oldott enzimforma felhasznélasival N-
acetil-L-tirozin etil-észter és 1-butanol szubsztratként, s ez ut6bbi
egyben szerves kozegként valé alkalmazédsival. A reakciét a
dipeptidszintézisnél magasabb, enyhén ligos pH-n (pH 7.5) sikertlt
kivitelezntink. A reakci6 soran azonban jelentds mennyiségii
hidrolitikus termék, N-acetil-L-tirozin keletkezett.

A CPA-t alkalmasnak taldltuk N-védett aminosavak eldallitasara.
Acetonitrilben, kilénbdz6 aromés, és alifds (C,-Cs) szerves savak
(acilez6 komponensek), valamint L-Phe alkalmazasival sikeresen
allftottunk  eld  killonb6z0  N-acil-L-fenilalanin  aminosav
szarmazékokat. Legmagasabb kitermelést a benzoesav, és a
hippursav  (benzoil-glicin) esetében értiink el. Gyakorlati
jelentdségére valo tekintettel a dipeptidszintézishez hasonl6an

I



p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P 100-hoz, és vizoldékony
karbodiimiddel aktivalt Akrilex C-100-hoz. Valamennyi rogzitett
enzimforma rendelkezett katalitikus aktivitssal. Az 1 g hordozéra
rogzillt aktivitasértékek alapjdn legmegfeleldébbnek a vizoldékony
karbodiimiddel aktivalt, karboxil funkci6s csoportokat tartalmazé,
poliakrilamid alapi hordozén (Akrilex C 100-on) rogzitett
enzimformét taldltuk. Feltehetéleg a hordozé hidrofil karaktere
megfelelden stabilizalta az enzim aktiv konformaéciojat [1].

Meghataroztuk az~ Akrilex C 100 hordozén térténd rogzités
optimalis korillményeit. Ennek soran vizsgiltuk a rdgzités pH, a
rogzitéshez alkalmazott enzimmennyiség, a hordozé aktivalasihoz

alkalmazott vizoldékony karbodiimid mindség, és mennyiség
fiiggését. Megéllapitottuk, hogy a rogzités szdmara alkalmas puffer
enyhén savas, 5.5-6-os pH-ji, 1 g gélhez 1250 U enzimegységet
célszerii alkalmazni, mellyel 20 %-os hatékonysagii rogzités érhetd
el. A legmegfelelébb karbodiimid szdrmazék az N-ciklohexil-N’-[B-
(N-metilmorfolino)-etil]-karbodiimid-p-toluolszulfondt ~ (CMEC),
melynek optimdlis mennyisége a hordozd: aktivaloszer 1:1-es
aranyaval fejezhetd ki.

Az oldott,‘ és az Akrilex C 100-CPA katalitikus sajatsagait vizsgdlva
megéllapitottuk, hogy az oldott, és a rogzitett enzimforma
mitkddésének pH optimuma megegyezik, a rogzitett enzimforma
hémérsékleti optimuménak mintegy 20°C-os pozitiv eltol6dasabél
pedig az Akrilex C 100-CPA oldotténal nagyobb stabilitdsara
kovetkeztettiink. Az oldott, és a régzitett CPA Michaelis 4llandoit

Osszehasonlitva gy talaltuk, hogy a rogzitett enzimforma Ky értéke
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meghatdroztuk az N-benzoil-L-fenilalanin szintézis optimalis
koriilményeit, (pH 6.5, 37°C, 8 % viztartalom) szubsztrit-, és
enzimkoncentracié fiiggését. 10 mM L-Phe, és 5 mM benzoesav
szubsztratkoncentracié a legmegfelelébb az N-benzoil-L-Phe
szintézis szdmara. Az L-Phe 10 mM-n4l magasabb koncentraciéban
gatolja az enzim szintetikus aktivitdisdt. A  benzoesav
koncentraci6janak  emelésével gitlast nem  tapasztaltunk.
Feltehetdleg a CPA az adott reakciokorilmények alkalmazaséval
nagyobb affinitdssal koti a benzoesavat, s igy ennek jelenlétében az
L-Phe csak magasabb koncentricidnal toltheti be a szubsztrat
szerepét. Noha mindkét folyamat (a dipeptidszintézis, és az
aminosavak N-védése) N-acilezési reakci6ként foghat6 fel, az
alkalmazott szubsztratok kémiai karaktere, valamint az optimalis
reakcidkorilmények kismértéki eltérést mutattak.

Az oldott CPA a megfeleld oldészer kivalasztasaval
magasabb old6szer koncentracidknal is jol megérizte aktivitasat,
tovabba j6 kitermeléssel 43, ill. 55.2 %-kal szintetizilt Phe-Phe
dipeptidet  valamint  N-benzoil-L-fenilalanint. = Eredményeink

‘bizonyitjék, hogy a CPA alkalmas nem hagyomanyos, szerves

oldoszeres kozegli  dipeptidszintézisre, valamint N-védett
aminosavak szintézisére is. Ez utébbi reakci6 rogzitett
enzimformékkal valé eredményes végrehajtiasa pedig az enzim
tovéabbi felhasznalasa el6tt nyithat utat.
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