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Antigen-bindende Fragmente eines 
AntikOrpers, produziert in Escherichia coli 
Einfuhrung 
Aufgrund ihrer hochselektiven Bindungseigenschaften sind Antik6rper bedeutende Rea­
genzien in der Forschung, der medizinischen Diagnostik und derTherapie. Obwohl die Spe­
zifitat von Antik6rpern gegen eine enorme Vielfalt von Molekulen gerichtet sein kann, sind 
doch aile Antikorper nach einem erstaunlich ahnlichen Bauprinzip konstruiert. Sie stellen 
eine Art Protein Engineering System der Natur dar. Es ist deshalb sehr verlockend, die Anti­
korper-Molekule auch als Modellsystem fur Protein Engineering im Labor zu benutzen. 
Antikorper sind besonders geeignete Objekte, um Protein-Liganden-Wechselwirkungen zu · 
untersuchen, da die Domanen-Struktur ziemlich unabhangig von der Bindungsspezifitat ist. 
Es wurden bereits mehrere dreidimensionale Strukturen von Fab-Fragmenten von Antik6r­
pern bestimmt und ihre Gemeinsamkeiten beschrieben [1]. Aile Antikorperdomanen besit­
zen zwei Schichten von antiparal'lelen Faltblattstrukturen. Die variablen Domanen bestehen 
a us einer relativ konstanten Geruststruktur (in ~-Faltblatt -Anordnung) sowie drei hypervaria­
blen Schleifen pro variable Domane. Diese hypervariablen Schleifen enthalten die Reste, die 
mit dem Antigen in Kontakt treten. 
Wah rend einige Aut oren Expressionsmethoden fur gentechnologisch veranderte Antikorper 
in eukaryontischen Zellen entwickelt hatten [2], waren zu Anfang dieser Arbeiten keinerlei mi­
krobielle Systeme beschrieben, mit denen nativ gefaltete Antikorper oder Antigen-bindende 
Fragmente exprimiert werden konnten. Die Chancen dafur wurden so gar eher pessimistisch 
beurteilt. lm Folgenden sollen jedoch die Vorteile eines bakteriellen Expressionssystems 
(besonders von E. co/1) erlautert werden sowie das von uns entwickelte E. coli-Expressions­
system genauer beschrieben werden, mit dem nun funktionale Fv- und Fab-Fragmente (Ab­
bildung 1) erhalten werden konnen. 
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Abbildung 1: Das Fv- und Fab-Fragment eines Antikorpers. 

Das Expressionssystem: EngpaB fur viele Anwendungen gentechnologisch 
veranderter Antikorper 
Die Anwendungen, die gentechnologisch veranderte Antikorper-Molekule haben konnten, 
sind sehr vielfaltig. Fur einige Problemstellungen in Forschung und Diagnostik konnte es 
gunstig sein, verbesserte Antikorper gegen wenig immunogene oder schlecht bindende An­
tigene zu entwickeln. Ebenso konnte es notwendig sein, die Bindung bestimmter Substan­
zen an Antikorper zu verschlechtern, zum Beispiel solcher, die in bestimmten Assays ein Hin-· 
tergrundproblem darstellen. Weitere Moglichkeiten ergeben sich durch Veranderung des 
Gerusts (framework) der Antikorperdomanen und der nicht an der Bindung beteiligten kon-· 
stanten Domanen: Durch die Verwendung menschlicher Domanen konnten zum Beispiel An-· 
tikorper von geringer Antigenizitat zur Therapie eingesetzt werden und durch die Verwen-· 
dung bestimmter Antikorperklassen konnten definierte Effektorfunktionen erzielt werden. 
Ebenso konnten vollig neue Hybridmolekule konstruiert werden, die nicht in der Natur vor­
kommen. Beispielsweise konnten die konstanten Domanen durch Marker-Enzyme, Metall­
ionen bindende Domanen (als immundiagnostische Reagentien) oder durch Toxine ersetzt 
werden. SchlieBiich konnten mit den Methoden der Gentechnologie direkt Fragmente des 
Antikorpers hergestellt werden, und die Notwendigkeit einer Proteolyse ware umgangen. 
Die Entwicklung all dieser Varianten fur die verschiedenen Anwendungsbereiche erfordert 
ein Ieicht handhabbares Expressionssystem. Mehr noch, die Untersuchung der Zusammen­
hange zwischen Bindungsspezifitat und Struktur, die ja die Voraussetzung fur all diese An­
wendungen ist, steht selbst vollig am Anfang und bedarf selbst eines praktikablen, einfach 
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anzuwendenden Expressionssystems. Von uns wurde eine Methode zur Sekretion der Anti­
korper-Fragmente in das Peri plasma von E. coli entwickelt [3], mit der erstmals die Vorteile 
der nativen Expression von Antikorperfragmenten mit denen der leichten Handhabbarkeit 
von Bakterien kombiniert werden konnten. Dieses Verfahren wurde we iter verbessert (Skerra 
und Pluckthun, in Vorbereitung) und hat sich nun als praktikable praparative Methode zur 
Herstellung von Fv und Fab-Fragmenten bewahrt. 

Das Modellsystem McPC603 
Als Modellsystem wurde das ungewohnlich gut charakterisierte Maus-lmmunglobulin A 
McPC603, ein Myelom-Protein, ausgewahlt. Dieser Antikorper bindet Phosphorylcholin. 
In frOheren Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen (zusammengefaBt in [4]) waren 
bereits die Proteinsequenz, die Bindungskonstanten von Haptenen, die Bindungskinetik 
und, Voraussetzung fOr aile unsere Arbeiten, die dreidimensionale Struktur des Fab-Frag­
ments [5, 6] bestimmt worden (Abbildung 2). 

-

Abbildung 2: Das F ab-Fragment 
von McPC603. Das cx-Kohlen­
stoff -GerOst der leichten Kette 
(links) ist grau (fur VL, oben) und 
dunkelgrau (fur CL, unten), das 
der schweren Kette (rechts) ist 
weiB (fOr VH, oben) und hellgrau 
(fOr CH, unten). Die Schwefela­
tome der Disulfidbindungen sind 
schraffiert. Das Hapten Phos­
phorylcholin ist nach Atomtypen 
gekennzeichnet mit 0 in 
schwarz, Pin hellgrau, C in weiB 
und N in dunkelgrau. 
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Zunachst wurden die Gene, die furVH und VL kodieren, nach der bekannten Protein sequenz 
synthetisiert [7]. Die Gene, die fur die Kappa CL-Domane beziehungsweise die CH 1-Domane 
von Maus-lgA 1 kodieren, wurden von einem genomischen Klon beziehungsweise einem 
eDNA Klon eines anderen Maus-lgA 1 Antikorpers erhalten und in einer Rei he von Schritten 
mit den variablen Domanen so verbunden, daB die exakte Sequenz beider Ketten des Fab­

Fragments entstand, das in der Kristallstruktur definiert ist [7]. 

Expressionsstrategien fur E. coli 
In systematischerWeise war von uns das Problem der Expression von Fv- und Fab-Fragmen­
ten dieses Antikorpers in E. coli untersucht worden [7, 8]: die direkte Expression im Cyto­
plasma, die Expression als cytoplasmatisches Fusionsprotein, die Expression als sekretier­
tes Fusionsprotein und der Transport ins Peri plasma. 
Der Transport beider Ketten ins Peri plasma hat sich als praparative Methode bewahrt. Die 
dieser Strategie zugrunde liegende Hypothese war, daB der Proteintransport ins Peri plasma 
dem Transport ins Lumen des endoplasmatischen Reticulums (ER) funktional aquivalent ist. 
In der eukaryontischen Zelle werden beide Ketten desAntikorpers getrennt als Vorstufenmo­
lekule mit je einer N-terminalen Signalsequenz exprimiert, in das Lumen des ER transpor­
tiert, und die beiden Signalsequenzen werden dort abgespalten. lm Lumen des ER findet die 
Faltung, Ausbildung der Disulfidbrucken und Zusammenlagerung zum vollstandigen Anti­
korpermolekul statt. Dort und im Golgi-Apparat findet auch eine Glycosylierung der schwe­
ren Kette statt. lnwieweit diese Glycosylierung fur die effiziente Faltung bestimmter Antikor-
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per-Kiassen notwendig sein konnte, ist noch unklar. Aus diesen Uberlegungen heraus wurde 
ein Coexpressions- und Cosekretions-System entwickelt, mit dem beide Ketten des Anti­
korperfragments in das Peri plasma derselben E. coli-Zelle sekretiert werden (Abbildung 3). 

Cytoplasm 
(Reducing) 

s 
~ Fv 

SH 

Periplasm (Oxidizing) 

pre-VL 

Abbildung 3: Schema des E. coli- Sekretionssystems. lm Cytoplasm a werden die Vorstufen von VH und VL Uede mit 
einer bakteriellen Signalsequenz) in reduzierter Form synthetisiert. Nach der Translokation ins Peri plasma werden 
die Signalsequenzen abgespalten, die Disulfidbrucken bilden sich aus, die Domanen falten sich und assoziieren. 

Das vorliegende Beispiel warder erste Fall, in dem neben Transport und Faltung eines re­
kombinanten Proteins auch die Zusammenlagerung zweier Ketten notwendig war. Die peri­
plasmatische Lokalisierung bringt eine Rei he von Vorteilen mit sich: Nur im oxidierenden Mi­
lieu des Periplasmas ist eine Ausbildung der Disulfidbrucken moglich. lm Periplasma sind 
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··nicht nur weniger Proteasen, sondern auch insgesamt weniger andere Proteine vorhanden, 
so daB sowohl eine hohere Stabilitat (durch die weitgehende Abwesenheit von proteolyti­
schem Abbau) als auch eine einfachere Reinigung gewahrleistet sind. Weiterhin erlaubt die 
Expression im nativ gefalteten Zustand eine Reinigung direkt mit einer Affinitatssaule, die 
das Antigen als Liganden tragt. 
FOr eine korrekte Assoziation des Fv- oder Fab-Fragments muBten die folgenden Bedingun­
gen erfullt werden: (i) Ungefahr stochiometrische Mengen beider Ketten mussen syntheti­
siert werden. Dies wurde durch die Pianung eines kunstlichen Operons erreicht, in dem 
beide Gene unter der Kontrolle desselben Pro motors stehen, aber beide Gene eine eigene 
Ribosom-Bindungsstelle haben. (ii) Seide Polypeptide mussen ins Peri plasma transportiert 
werden. Dazu wurden prazise Fusionen mit zwei verschiedenen Signalsequenzen aus E. coli 
(vom auBeren Membranprotein A (OmpA) und von der alkalischen Phosphatase (PhoA)) kon­
struiert. Durch die unterschiedlichen Signalsequenzen wird jede Moglichkeit einer homolo­
gen Rekombination innerhalb des Vektors eliminiert, und durch die Verwendung von Signal­
sequenzen aus E. coli wird die Translokation und korrekte Spaltung wahrscheinlich ge­
macht. (iii) Beide Signalsequenzen mussen korrekt abgespalten werden, urn die identischen 
N-Termini wie im Antikorper der Maus zu ergeben. Die prazise Fusion der Signalsequenzen 
und die Verwendung bakterieller Sequenzen ist die Voraussetzung, aber keine Gewahrlei­
stung dafur. Deshalb wurde die korrekte Spaltung durch Sequenzierung der N-Termini beider 
Ketten experimentell verifiziert [3]. (iv) Die Faltung muB zu globularen und loslichen Domanen 
fuhren. (v) Die intran1olekularen Disulfidbrucken mussen sich ausbilden. (vi) Die beiden Ket­
ten mussen zum korrekten Heterodimer assoziieren. 
Zur Gewahrleistung der letzten drei Punkte muB die Expressionsrate ungefahr mit derTrans­
portrate und der Faltungsrate ubereinstimmen. Anderenfalls wird (wie zwar bei der prapara­
tiven Herstellung der Pra-f~3-Lactamase [9] gewunscht, nicht jedoch hier) hauptsachlich der 
Precursor und/oder EinschluBkorper des Proteins produziert. Deswegen ist ein allzu starker 
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Promotor nicht unbedingt vorteilhaft. Nach diesen Uberlegungen konstruierte Plasmide 
3ind in Abbildung 4 schematisch dargestellt [3, 8]. Sie wurden in der Zwischenzeit we iter ver­
Jessert (Skerra und Pluckthun, in Vorbereitung). 
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~bbildung 4: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren zur Gewinnung von nativem Fv (pASK22) bezie­
lungsvveise Fab-Fragment (pASK19). Fur Details siehe [3] und [8). 
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Eigenschaften des aus E. coli gewonnenen Fv-Fragments 
Die Funktionalitat und damit die native Struktur des rekombinanten Fv-Fragments wurde 
durch Gleichgewichtsdialyse mit radioaktivem Phosphorylcholin sowie durch Fluoreszenz­
messungen nachgewiesen [3, 10]. Die quantitative Ausbildung der Disulfidbrucken wurde 
durch Aminosaureanalyse demonstriert (Giockshuber und Pluckthun, in Vorbereitung). Es 
konnte gezeigt werden, daB das rekombinante Fv-Fragment (innerhalb der MeBgenauigkeit) 
fast die gleiche Assoziationskonstante zum Hapten aufweist, wie der gesamte aus der Maus 
erhaltene Antik6rper. Genauere Untersuchungen durch Fluoreszenzmessungen und quanti­
tatives Crosslinking hatten allerdings gezeigt, daB das Fv-Fragment bei groBeren VerdOnnun­
gen in VH und VL dissoziiert [10]. Dieses Phanomen fOhrt zu einer Abhangigkeit der scheinba­
ren Hapten-Affinitat von der Protein-Konzentration. Durch praparatives Crosslin king konnte 
gezeigt werden, daB die Dissoziationskonstante des vernetzten Fv-Fragments exakt gleich 
der des ganzen Antikorpers aus der Maus, des proteolytisch erzeugten Fab-Fragments sowie 
des rekombinanten Fab-Fragments ist (Skerra, Glockshuber und Pluckthun, in Vorbereitung). 
Dam it wurde bewiesen, daB dieses vernetzte Fv-Fragment als Modell des gesamten Antikor­
pers fOr die Messung der Antigenbindung geeignet ist. 
Fv-Fragmente konnten bisher nur durch eine technisch schwierige (und offenbar nicht in al­
len Fallen erfolgreiche) partielle Proteolyse gewonnen werden. Deshalb gab es bisher keiner­
lei quantitative Daten Ober deren Stabilitat und Assoziationsverhalten. Fv-Fragmente konn­
ten aber eine Reihe von wichtigen Vorteilen bieten: Durch ihre geringe GroBe konnten sie 
eine geringere Antigenizitat besitzen sowie schneller aus dem Blutstrom entfernt werden -
ein fur die Tumordiagnose und Antikorpertherapie wichtiger Gesichtspunkt. Aus dem glei­
chen Grund konnten sie Kristallstrukturen mit hoherer Auflosung liefern und sie konnten die 
Bestimmung der Antikorperstruktur in Losung mit NMR erstmals ermoglichen. Die letzteren 
beiden Aspekte sind Gegenstand unserer gegenwartigen Untersuchungen. 
Die Dissoziation des Fv-Fragments stellt bei hoher VerdOnnung ein Problem fOr die prakti­
sche Verwendung dar. Deshalb wurden Fv-Fragmente konstruiert, in den en be ide Ketten ;ko­
valent durch eine intermolekulare Disulfidbrucke oder durch einen Peptidlinker (als soge­
nannter single-chain antibody) verbunden sind (Abbildung 5) [10]. Diese Fragmente werden -
funktional in E. coli exprimiert und zeigen beinahe identische Hapten-Affinitaten. AuBerdem 
ist die thermische StabiUtat in d1esen Mutanten dramatisch erhoht [1 0]. 
Auch der Faltungsweg in vitro wurde untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, daB 
die intramolekularen DisuU.id!bindungen fur die Stabilitat essentiell sind (Giockshuber und 
Pluckthun, in Vorbereitung). Sowohl bei der Fa1tung als auch bei der Entfaltung scheint d~e ·· 
Bildung bez-iehungsweise Spaltung der Disulfidbindung der entscheidende Schritt zu sein. 
Diese .Befunde stimmen mit Mutagenese-Experimenten Oberein, in denen die Disulfidb•n­
dungen entfernt wurden: Kein funktionales Protein wurde erhalten. 
Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der Bindungstasche erlaubt auch die gezielte 
Veranderung des Proteins sowie des Haptens, urn energetische Beitrage zur Bindung bes­
ser zu analysieren. Dazu wurde eine Serie von Mutanten hergestellt und die Bindungsener­
gien fOr verschiedene Haptene bestimmt (StadlmOIIer, Glockshuber und PIOckthun, in Vorbe­
reitung). lnteressanterweise wurde gefunden, daB Teile des Proteins, die gar nicht mit dem 
Hapten in Kontakt stehen, einen graBen EinfluB auf die Spezifitat fur verschiedene Haptene 
haben. 
Die beiden Ketten des Fv-Fragments konnten praparativ getrennt werden. KOrzlich gelang 
auch die Losung der Struktur der in E. coli exprimierten VL-Domane von McPC603 [11 ]. Die 
Auflosung betragt etwa 2,0 A, und eine Verfeinerung bis zu einem R-Faktor von etwa 14 Pro-
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Abbildung 5: Stabilisierung des Fv-Fragments von McPC603 gegen Dissoziation durch kovalente Verbindung bei­
der Ketten. Der obere Pfeil beschreibt die chemische Verknupfung. Der mittlere Pfei l beschreibt die Einfuhrung je 
eines zusatzlichen Cystein-Restes in jeder Doman e. Der untere Pfeil beschreibt die Verbindung beider Ketten durch 
einen genetisch codierten Peptid-Linker zur Herstellung eines sekretierten »Single-chain«-Antikorpers. Fur Details 
siehe [10]. 

zent konnte durchgefuhrt werden (Steipe eta/., in Vorbereitung). Es konnte gezeigt werden, 
daB eine Mutante, in der eine ganze Schleife ausgewechselt worden war (Stadlmuller und 
Pluckthun, in Vorbereitung), isomorph kristallisiert, und die Struktur konnte extrem rasch 
durch Patterson-Suche gelost werden. Diese Mutante ist wahrscheinlich exemplarisch fur 
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weitere Varianten, und dam it ist nun die realistische Moglichkeit gegeben, strukturelle Unter­
suchungen Ober Schleifen in Antikorpern und anderen Proteinen an diesem Modellsystem 
durchzufuhren. 

Eigenschaften des aus E. coli und des durch Proteolyse gewonnenen Fab-Fragments 
In gleicherWeise, wie fur das Fv-Fragment beschrieben, konnte auch das Fab-Fragment von 
McPC603 exprimiert und gereinigt werden [8]. lnteressanterweise ist die Ausbeute an kor­
rekt gefaltetem Protein, das Ober die Affinitatssaule gereinigt werden kann, reproduzierbar 
kleiner als die fur das Fv-Fragment {Skerra und PIOckthun, in Vorbereitung). Es handelt sich 
offensichtlich urn eine geringere Ausbeute bei der Faltung in vivo, da die Gesamtmenge an 
insgesamt exprimiertem Antikorperprotein ahnlich wie beim Fv-Fragment zu sein scheint. 
Wir haben deshalb ein au Berst interessantes Modellsystem zur Untersuchung von Faktoren, 
die fOr die Faltung in vivo relevant sein konnten. Eine geringereAusbeute an nativ gefaltetem 
Protein konnte beispielsweise ihre Ursache in einem langsamen Schritt der Proteinfaltung 
im Peri plasma haben, so daB die bimolekulare Aggregation eines lntermediats gegenOber 
der monomolekularen Faltung begOnstigt wird. Saleh langsame Schritte konnten beispiels­
weise eine lsomerisierung der Disulfide oder eine Peptid-cis-trans-lsomerisierung darstel-
len. · 
Erste Vermutungen, daB die ungewohnliche Disulfidbruckenstruktur der CH 1-Domanen der 
lgA-Kiasse [8] an der schlechteren Ausbeute schuld sein konnte, haben sich nicht bestatigt, 
da nach Veranderung der Cystein-Reste H 198 und H222 in Alanin-Reste die Ausbeute an ge-· 
faltetem Protein nicht erhoht wurde. Ebensowenig half der Austausch einer Schleife in CH 1 
von McPC603, in der sich eine cis-Peptidbindung N-terminal zu Prolin befindet. Ein Aus­
tausch von acht konsekutiven Aminosauren (Reste H136 bis H143 in McPC603) dieser 
Schleife gegen die entsprechende Sequenz des mensch lichen lgA, das an dieser Stelle kein 
cis-Prolin enthalt, brachte ebenfalls keine Veranderung der Menge an nativ gefaltetem Fab­
Fragment (Skerra und Pluckthun, in Vorbereitung). Diese Frage wird nun weiterhin durch die 
Co-Expression von Faltungsmodulatoren untersucht. 
Ein genauer Vergleich der elektrophoretischen Mobilitat des rekombinanten Fab-Fragments 
mit der des aus dem Maus-Antikorper proteolytisch gewonnenen Fab-Fragments zeigte ein­
deutig eine Glycosylierung in der CH 1-Domane (Skerra, Glockshuber und Pluckthun, in Vor­
bereitung). In Analogie zu einem ahnlichen Antikorper kann man die Glycosylierung in Posi­
tion H160 vermuten. AuBerdem wurde festgestellt, daB die Lange der durch Proteolyse ge­
wonnenen schweren Kette groBer ist als der in der Struktur sichtbare (g~ordnete) Bereich. 
Einen EinfluB auf die Antigenbindung haben diese Unterschiede zwischen r~kombinantem 
und proteolytisch erzeugtem Fab-Fragment aber nicht (Skerra, Glockshuber und Pluckthun, 
in Vorbereitung) . 

. Katalyse durch einen Antikorper 
Der Antikorper McPC603 wurde nicht zuletzt deshalb ausgewahlt, wei I er als Modellsystem 
zur Untersuchung von enzymatischer Katalyse dienen kann [7]. Eine wesentliche Kompo­
nente der Enzymkatalyse ist ja, daB der Obergangszustand der Reaktion durch das Enzym 
besser stabilisiert wird als Produkte und Edukte. Bereits 1969 hat Jencks vorgeschlagen, 
Antikorper gegen Obergangszustands-Analoga (oder lntermediat-Analoga) herzustellen 
und zu untersuchen, ob damit chemische Katalyse moglich ist. Seit dieser Zeit wurde das 
mehrfach versucht und hat in den letzten Jahren zu ersten Erfolgen gefuhrt (zusammenge-
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faBt zum Beispiel in [12]). 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Katalyse einer Esterhydrolyse durch denAntikorper McPC603 mit Hilfe 
der Stabilisierung des Obergangszustandes. 

Unser Vorgehen war allerdings, von einem Antikorper mit bereits bekannter Struktur auszu­
gehen und an diesem durch Veranderung des Substrats und des Proteins in valier Kenntnis 
der dreidimensionalen Struktur des Komplexes die Erfordernisse der Katalyse zu untersu­
chen [7]. Ein solches System ist McPC603. Aufgrund seiner Phosphorylcholin bindenden Ei­
genschaften sollte dieses Protein das tetraedrische lntermediat (und dam it nach Hammond 
auch die Obergangszustande, die dorthin fuhren) eines entsprechenden Esters (zum Bei­
spiel Cholin-p-Nitrophenyi-Carbonat) stabilisieren und dessen Hydrolyse beschleunigen 
(Abbildung 6). Tatsachlich konnten mit dem Carbonat und dem aus E. coli erhaltenen Fv­
Fragment ein KM-Wert von etwa 1,8 mM und ein Vmax-Wert von etwa 0,05 min-1 gemessen 
werden, sowie bestatigt werden, daB die Hydrolyse durch Phosphorylcholin inhibierbar ist 
(Stadlmuller und Pluckthun, in Vorbereitung). Diese zwar recht rage, aber meBbare Katalyse 
zeigt die grundsatzliche Richtigkeit der Idee und ermoglicht dam it, Mutanten mit verbesser­
ten Eigenschaften zu konstruieren. Dam it steht nun ein zwar noch sehr langsames, aber vol­
lig kunstliches »Enzym« zur Verfugung, das nur aus einem Protein ohne Cofaktor besteht, 
dessen Struktur bekannt und veranderbar ist, und an dem sich die Erfordernisse der Kata­
lyse in besonders gOnstigerWeise erforschen lassen sollten. 
Da sichAntikorper prinzipiell gegen jede Substanz erzeugen lassen, konnen moglicherweise 
mit einigen aus diesen Experimenten gewonnenen Erkenntnissen (theoretischer und metho­
discher Art) allgemein gang bare Wege zu neuen Enzymen entwickelt werden. 
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