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Vakzination gegen Toxoplasmose?

B. Gottstein

Die Toxoplasmose hat als Zoonose eine weltweite Verbreitung — nach Schatzungen soll etwa
ein Drittel der Weltbevolkerung mit Toxoplasma gondii infiziert sein — und zeigt beim Tier als
End- und Zwischenwirt selbst unter modernen Tierhaltungsbedingungen eine unverandert
hohe Pravalenz, was auf eine Aufrechterhaltung der potentiellen Infektionsgefahr fur den
Menschen hinweist. Bei diesem liegt die Bedeutung der protozoaren Infektion vor allem im
Rahmen konnataler Infektionen sowie bei Vorliegen von Immunschwéchen, in der Veterinar-
medizin ist Toxoplasma wegen seines Schadpotentials bei der landwirtschaftlichen Nutztier-
produktion von Bedeutung. Normalerweise verlauft die Infektion sowohl bei immunkompe-
tenten Personen wie auch beim Tier asymptomatisch und ohne nachweisbare Schadwirkung.
Im humanmedizinischen Bereich kénnen jedoch drei Umstande zu einer schwerwiegenden
Erkrankung fiithren:

a) Bei einer Erstinfektion der Mutter im Verlaufe einer Schwangerschaft kann der Erreger
auf den Fetus Ubertragen werden. Dort kann er sowohl Ursache sofortiger schwerwiegender
Schédigungen sein als auch Spatfolgen zur Folge haben, die sich hauptsachlich als Retinocho-
rioiditis erst Jahre nach der Geburt manifestieren konnen.

b) Bei immungeschwachten oder immundefizienten Personen kann sich eine reaktivierte
Toxoplasmose als zerebrale und haufig generalisierte Form mit fatalen Folgen manifestieren.

¢) Bei Organtransplantationen kann eine Ubertragung von T. gondii-Gewebezysten mit
dem Spenderorgan auf seronegative, in der Regel immunsupprimierte, Empfangerinnen oder
Empfanger stattfinden und so eine Erkrankung hervorrufen.

Bei allen drei Umstanden ist eine fehlende, abgeschwéchte oder unterdruckte Immunitat
der ausschlaggebende Faktor bei der Pathogenese der Infektion. Alle drei Umstande kdonnten
verhindert werden, wenn vorgangig eine protektive Immunantwort induziert und eine Ge-
déchtnisantwort aufrecht erhalten worden ware, die eine spater erfolgte Infektion sowie die
Etablierung von Toxoplasmenzysten im Gewebe verhindert hétte. Dazu gehort jedoch die Ver-
fugbarkeit geeigneter Vakzinen, die nicht nur beim Menschen eingesetzt, sondern fir Vorbeu-
gemaflnahmen ebensogut bei Wirtstieren angewendet werden koénnten.

Zur Zeit existiert noch keine einzige kommerzielle Vakzine, die den Menschen vor einer
Infektion mit Toxoplasma gondii und den dazugehdrenden Schadwirkungen zu schitzen ver-
mag. Aufgrund der epidemiologischen Situation in zahlreichen Landern sowie der zwar selte-
nen, jedoch fur die betroffenen Individuen relevanten klinischen Implikationen bei den oben
aufgefuhrten Umstanden ware die prinzipielle Verfligbarkeit eines Impfstoffes von grofser Be-
deutung. Ein Immunschutz mufte dabei folgendes gewahrleisten kénnen:
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a) Abwehr einer priméren Infektion bei seronegativen schwangeren Frauen zur Verhinde-
rung einer konnatalen Toxoplasmose beim Ungeborenen;

b) Verhinderung der Bildung von Toxoplasma-Zysten bei primdr Infizierten, um eine Re-
aktivierung latenter Toxoplasmen bel einer eventuellen spateren Immunsuppression auszu-
schliefsen.

Weiterfuhrende Aspekte von Toxoplasma-Vakzinen zielen auf die vorbeugende Eliminie-
rung von Infektionsquellen fur den Menschen. So konnten vakzinierte Tiere, die zur Fleisch-
konsumation bestimmt sind, toxoplasmenfrei produziert werden; geeignete Vakzinen fur den
Endwirt Katze hétten zur Folge, daly eine Oozystenausscheidung unterbunden werden konnte
und so das Infektionspotential fur Zwischenwirte und den Menschen wesentlich reduziert
wurde. Der vorliegende Artikel soll einen kurzen Uberblick uber den derzeitigen Stand der
Entwicklung von Toxoplasmenvakzinen im allgemeinen sowie der dazugehdrigen immunpro-
tektiven Vorgange bei natiirlichen und experimentellen Infektionen von empfanglichen Wirten
prasentieren.

Der grundsatzliche Aufbau von protektiven, immunologischen Effektormechanismen konnte
experimentell im Mausmodell aufgezeigt werden, wobeil dem Zusammenwirken verschiedener
T-Lymphozyten-Subpopulationen sowie der dazugehodrenden Zytokinmuster eine besondere
Bedeutung zuzukommen scheint. Die Anzahl gebildeter Toxoplasma-Zysten wird primar
durch die Funktion Toxoplasma-spezifischer zytotoxischer CD8" T-Zellen reguliert. Direkte
Effektorfunktionen von parasitenspezifischen CD8" Lymphozyten konnten durch eine peripa-
rasitisch-lokale y-IFN- und TNF-a-Synthese induziert werden (43, 44). Nebst y-IFN und TNF-a
wurde gleichzeitig auch lokal synthetisiertes IL-2, IL-6 und IL-12 in einen Kausalzusammen-
hang mit Resistenz gegeniiber Erkrankung gebracht (13). Die therapeutische Verwendung von
rekombinantem Prolaktin, y-IFN und TNF-a zeigte deren protektive Wirkung bei Mausen, die
mit einer letalen Inokulationsdosis von T. gondii infiziert worden waren (2). Die beste Wirkung
zeigte rekombinantes Prolaktin zusammen mit rekombinantem TNF-a, wobei Prolaktin offen-
sichtlich auch die Synthese von endogenem TNF-a im Rahmen der Zytokinkaskade zu indu-
zieren vermochte. Eine Schlusselrolle zur Einleitung dieser Mechanismen spielen offensicht-
lich NK-Zellen sowie eine unabdingbare initiale IL-12-Synthese (28, 29). Die Verabreichung
von IL-7 vermochte diesbezugliche Effekte noch zu verstarken (30). Umgekehrt ergab sich
eine immunologische Fehlleistung, wenn lokal (zerebral) IL-10 und IL-6 eine anergistische
Immunsuppression auslben (27).

Aufgrund der oben erwahnten funktionellen Rolle von CD8" T-Zellen erlangte automatisch
eine immungenetische Abhangigkeit von der MHC-Klasse-1-assoziierten Antigenprasentation
zentrale Bedeutung. In einer kurzlich publizierten Arbeit wurden diese Erkenntnisse weiterge-
fuhrt, indem die Kontrolle der Resistenz gegenuber einer peroralen T. gondii-Infektion in Zu-
sammenhang mit einem Klasse-1-Gen (L[d]-Gen) vom Mauschromosom 17 gestellt werden
konnte (4). Eine L(d)-Genexpression unterdruckte dabei signifikant sowohl die zerebrale Zy-
stenbildung wie auch eine dazugehdrende Enzephalitis, beides fuhrte in transgenen, L(d)-defi-
zienten und somit nicht-resistenten Méusen zu schwersten zerebralen Schadigungen. Uber die
protektive Relevanz vom ‘heat-shock-protein 65" (hsp65) und y/d-T-Zellen wird zur Zeit
noch spekuliert (26, 38, 39).

Die prinzipielle Ansicht, daft die Vermehrung von Toxoplasmen sowie die Zystenbildung
vor allem durch zytotoxische CD8* T-Lymphozyten kontrolliert werden kann, liet sich auch
durch Beobachtungen bei AIDS-Patienten erhérten, indem in der Regel eine durch Toxoplas-
mose verursachte Enzephalitis bei AIDS-Patienten nur in Spatstadien auftritt, was meistens
mit einem Verlust der T.-Funktion zu diesem Zeitpunkt der Krankheit einhergeht (11). Experi-
mentelle Infektionen bei T-Zell-defizienten Mausen, die mit T, und T.-Zellen rekonstituiert
worden waren, konnten diese Annahmen experimentell erharten (35).
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Experimentelle und
angewandte Vakzinen beim
Zwischenwirt

Es sprechen prinzipielle Grinde dafar, dafs eine Entwicklung von protektiven Toxoplasma-
Impfstoffen grundsatzlich moglich sein sollte. Nach erfolgter Primarinfektion eines Wirtes
limitiert eine sich rasch entwickelnde Immunantwort die Vermehrung der Tachyzoiten in den
meisten Wirtsarten, unabhangig von der befallenen Zellart, und fihrt so, Uber Enzystierung
des Parasiten, zu einer latenten ,ruhenden” Phase der Infektion. Infolgedessen verlaufen die
meisten Infektionen mit Toxoplasma gondii asymptomatisch. Die primar erworbene immuno-
logische Gedéachtnisantwort schiitzt vor einer Reinfektion und vermag auch eine klinisch ma-
nifeste Reaktivierung latent persistierender Zystozoiten sowie die Ausbildung neuer Toxo-
plasma-Zysten zu verhindern. Intakte, primare Toxoplasma-Zysten selber bleiben jedoch
einer Immunreaktion unzugéanglich und persistieren, in den meisten Féllen zeitlebends, im
Organismus des Wirtes. Bei AIDS und anderen immunkomprimittierenden Zustanden kann es
aufgrund gelegentlicher Zystenrupturen und Freisetzung von Toxoplasmen (die beim Immun-
kompetenten unverzuglich immunologisch eliminiert werden) zu einer Reaktivierung der
Toxoplasmose kommen, die unbehandelt zu einer exzessiven Destruktion von Wirtszellen mit
daraus resultierender schwerer Morbiditat sowie hoher Letalitat flihren kann.

Experimentelle Vakzinen in Tiermodellen haben sich vorwiegend auf temperatursensitive
(TS) oder andere Mutanten des T. gondii-RH-Stammes konzentriert, wobei diese Vakzinen
Tiere zwar in der Regel vor Krankheit, nicht aber vor Zystenbildung zu schiitzen vermochten.

Am weitesten erprobt wurde bisher die avirulente TS-4 Mutante. Im Mausmodell wurden
Parameter wie Persistenz, transplazentare und galaktogene Passage sowie fetale und neona-
tale Virulenz gepruft (37). Nach erfolgter Immunisierung lieken sich noch abgestorbene Vakzi-
neparasiten in diversen Gewebsproben aus adulten, weiblichen Mausen bis hochsten 14 Tage
nach Verabreichung der Vakzine nachweisen. Die TS-4-Organismen wurden weder diapla-
zentdr (gepruft an den Tagen 5, 10 und 15 der Trachtigkeit) noch galaktogen (Tag 2 postpar-
tum) auf die Nachkommen Ubertragen. Allerdings eigneten sich die TS-4-Organismen nicht
zur direkten Vakzination neugeborener Tiere, da bei diesen wahrscheinlich aufgrund des
noch ungeniigend entwickelten Immunsystems schwerwiegende Symptome auftraten. Die
protektiven Effektormechanismen der temperatursensitiven Toxoplasma-Vakzinen zeigten
sich eindeutig funktionell abhdngig von sensibilisierten CD8" T-Zellen (24).

Eine ahnliche, jedoch nur durch mehrfaches Passagieren attentuierter Toxoplasma-
Vakzine zeigte gute Schutzwirkung beim Schaf und ist inzwischen in einigen Landern auch
vermarktet worden (7): Im Jahre 1988 in Neuseeland und anschliefend im Jahre 1992 in Eng-
land sowie Irland (Toxovax®, Mycofarm UK Ltd.). Der betreffende Vakzinestamm hatte nach
3.000 Passagen in der Maus die Fahigkeit zur Zystenbildung in Zwischenwirtstieren sowie
ebenfalls zur Oozystenbildung in der Katze verloren (45). Die Vakzine vermochte trachtige
Mutterschafe vor groRerer Schadwirkung der Infektion beim sich entwickelnden Feten zu
schitzen, die Schutzdauer betrug 18 Monate nach Applikation. Eine logistische Einschrankung
beim Einsatz dieser Schafvakzine ergab sich durch die Tatsache, daf} eine Lebendvakzine,
auch wenn sie attentuiert worden ist, eine potentielle Infektionsquelle fur den (immunsuppri-
mierten) Menschen darstellt (6).

Leider scheint die Schutzwirkung vor Krankheit und vor Zystenbildung nicht bei jeder
Tierart gleich effizient zu sein. Die Immunisierung von Schweinen mit der temperatursensiti-
ven TS-4-Vakzine vermochte die Tiere nach einer Belastungsinfektion zwar vor Krankheit zu
schutzen, nicht aber vor der Vermehrung der Parasiten und der anschliefenden Zystenbil-
dung. Die Vakzination von Aotus-Affen, die sich als hochempfanglich fur T. gondii erwiesen,
zeigten ahnliche Einschrankungen (19).

Alternativ zum Einsatz attentuierter Vakzinen bietet sich die Verwendung sogenannter im-
munstimulierender Komplexe (ISCOM’s) an (5, 32, 36). Trotz einer ausgepragten, in vitro mef3-
baren lymphoproliferativen Immunantwort gegentiber einer Toxoplasma-Antigenstimulation
Ubertraf dabei der Grad der Protektivitat in vivo denjenigen konventionell vakzinierter Mause
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Grundlagen zum Parasiten

Ausblick

nicht. Von besonderem Interesse fur die Synthese solcher ISCOM's sind aus Toxoplasma-
Tachyzoiten isolierte metabolische Antigene (ESA), die sich als immunprotektiv erwiesen, ins-
besondere wenn sie in der MHC-Klasse-1-Assoziation prasentiert wurden (8, 17). Die Generie-
rung von Toxoplasma-spezifischen T-Zell-Klonen, die protektive T-Zellepitope von Toxo-
plasma erkennen, wurde als vielversprechendes Werkzeug zur Entwicklung neuer Vakzinen
gepriesen (25), hat bisher jedoch keinen durchbrechenden Erfolg mit praktischer Relevanz
erzielt.

Vakzinationsversuche wurden bei der Katze mit abgetoteten Toxoplasma-Endozoiten (21, 22)
oder mit lebend attentuierten T. gondii-Stammen ME-49 und TS-2 durchgefuhrt (10, 12, 16).
Die Immunantwort vermittelte keinen vollstandigen Schutz vor einer Belastungsinfektion mit
virulenten Toxoplasma-Stammen, insbesondere nicht bei Belastungsinfektionen, die erst
mehrere Jahre nach erfolgter Immunisierung verabreicht wurden. Immerhin verhinderte die
Immunisierung mit der attentuierten Vakzine eine Oozystenausscheidung bei Belastungsin-
fektionen, die Uber mehrere Monate nach Impfung verabreicht worden waren. Da beim End-
wirt (Katze) grundsatzlich eine Vakzination, die die Bildung von Toxoplasma-Qozysten ver-
hindern kann, die Transmissionsrate des Parasiten und somit das Infektionsrisiko fur den
Menschen drastisch reduziert, ist eine solche Vakzine aus epidemiologischer Sicht von bedeu-
tendem Interesse. Dementsprechend ist zur Zeit eine Vakzine fir den Endwirt Katze in den
USA auf dem Weg zur Vermarktung.

Zur Zeit ist T. gondii der einzige Vertreter der Gattung Toxoplasma, wobel neueste Untersu-
chungen deutliche genetische und biologische Unterschiede innerhalb dieser Art gezeigt ha-
ben. Neue Erkenntnisse bezlglich der biologisch-taxonomischen Charakterisierung von ver-
schiedenen Toxoplasma-Isolaten und anderer zystenbildenden Kokzidien (18) werden sehr
komplexe Evaluationsverfahren fur neue Vakzinen erfordern. Die genetische Variabilitat von
Toxoplasma gondii-Isolaten einschlieflich der damit im Zusammenhang stehenden potentiel-
len pathogenetischen Relevanz, dann neu entdeckte Toxoplasma-ahnliche Organismen wie
Neospora spp. (15, 46), welche sich experimentell auch auf Primaten Ubertragen liefsen (1), so-
wie schliefdlich die Variabilitat des immungenetischen Hintergrundes von Wirtspopulationen
werden sehr komplexe Evaluationen bzw. Analysen neuer rekombinanter Vakzinen bedingen
(42).

Trotz der bemerkenswerten Fortschritte in der Forschung immunologischer Vorgénge bei der
Toxoplasmose ist es bisher nicht gelungen, eine flur den Menschen praxisreife Vakzine zu ent-
wickeln. Insbesondere die neuen Erkenntnisse uber die Grundlagen der intestinalen Immun-
antwort werden moglicherweise dazu verhelfen, einen praktikablen Weg zu finden (23). Der
Darm ist Eintrittspforte fur infektidse Sporozoiten und Zystozoiten von Toxoplasma gondii.

Eine Immunantwort wird dann erfolgreich sein, wenn Toxoplasmen bereits in der Mukosa
des Diinndarmepithels, am Diinndarmepithel selber oder in der Lamina propria inaktiviert
oder am Eindringen in Wirtszellen gehindert werden kénnen. Auf humoraler Ebene besitzt vor
allem sekretorisches IgA das Potential, die Adhasion von Toxoplasmen an Wirtszellen zu ver-
hindern (3, 9). Demzufolge mufdte eine effiziente Vakzine enteral verabreichbar und so be-
schaffen sein, daf® der Weg der Immunisierung Uber eine MHC-Klasse-1I-Prasentation der An-
tigene — unter Mitbeteiligung von IL-5/6- und y-IFN-produzierender CD4* Lymphozyten —
zur lokalen Antikorpersynthese fuhrt (33). Eine Abwehr auf der Stufe von erstbefallenen Wirts-
zellen wurde primér zellvermittelt erfolgen, so da T-Zell-Epitopvakzinen uber den Weg einer
MHC-Klasse-I-Présentation zur Sensibilisierung von zytotoxischen CD8" Lymphozyten fihren
mulfdten (24, 41). Die Teilerfolge attentuierter Vakzinen konnen namlich dadurch erklart wer-
den, dal uber die perorale Verabreichungsart dieser Impfstoffe eine lokale, intestinale
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Immunantwort erfolgt sein mulfste. Infolgedessen erfordern zukunftige (wahrscheinlich rekom-
binante oder transgene) Vakzine auch eine Verabreichungsform, die beide Moglichkeiten der
Antigenprasentation einschliet. Dafur bieten sich erstens einmal rekombinante attentuierte
Salmonella-Vakzinestamme an. Primare Eintrittspforte bei Typhus-induzierenden Salmonelien
ist der Darm. Zusatzlich halten sich Typhus-induzierende Salmonellen intrazellular in mono-
nuklearen Phagozyten auf. Eine intrazelluldre Synthese homologer und rekombinanter Parasi-
tenantigene befahigte die Wirtszelle (v. a. Makrophagen), T- und B-Zell-Epitope zu prasentie-
ren und damit prinzipiell eine CD4- wie auch eine CD8-abhangige Antigensensibilisierung
einzuleiten. Ein zweites, sich zur Zeit in der parasitologischen Forschung sehr rasch entwik-
kelndes Werkzeug ist die sogenannte chromosomal-integrative ,Transfektion”. Diese Technik
erlaubt es prinzipiell, gezielt Parasitengene auszutauschen, sie zu inaktivieren oder spezifi-
sche, neue Gene in den transfektierten Parasiten zu exprimieren. So konnte hypothetisch tber
das Einschleusen von induzierbaren Inaktivierungsgenen eine zu einem bestimmten Zeitpunkt
der Infektion inaktivierbare Vakzine kreiert werden. Solche attentuierten Vakzinen hatten den
Vorteil, das naturliche Infektionsgeschehen bei virulenten Stdmmen bis zu dem Punkt nach-
zuvollziehen, wo beim Wildstamm die Schadwirkung einsetzen wurde. Uber eine zeitlich ab-
gestimmte, kunstlich induzierte Inaktivierung der Parasiten, z. B. durch perorale Verabrei-
chung eines Signalmolekuls, wirde die Weiterentwicklung des Parasiten und somit auch die
Schadwirkung gestoppt werden.

Bel T. gondii sind bereits erste erfolgversprechende Transfektionsversuche durchgefthrt
worden. So entwickelten KiM et al. (31) ein Transfektionssystem basierend auf der Chloram-
phenicol-Empfindlichkeit des Parasiten. In das bekannte T. gondii ROP1-Gen wurde das
Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen (CAT) eingefugt. Mittels Elektroporation wurde das
Genkonstrukt in Toxoplasma eingeschleust, wobei im Anschluf? die homologe Gensequenz
sich erfolgreich in seinen chromosomalen Lokus einfugte. Es gelang auf diese Art, sogenannte
ROP1 “knock-outs” zu selektionieren, d. h. Parasitenklone zu isolieren, bei denen das ROP1-
Gen Uber den Transfektionsmechanismus inaktiviert worden war. Inzwischen sind bereits
neue, effizientere Transfektionssysteme fur T. gondii entwickelt worden (14, 34,40).

Schluffolgernd konnen wir davon ausgehen, daR die moderne immunologische For-
schung, komplementiert durch die Moglichkeiten der Schaffung transgener Parasiten, uns in
naherer Zukunft stabile Vakzinen fir Tier und Mensch liefern werden, die moglicherweise
Praxisreife erlangen kénnten. Wann dies der Fall sein wird, bleibe offengestellt.

Eine praktisch einsetzbare Toxoplasma-Vakzine gibt es zur Zeit fir den Menschen noch nicht.
Trotzdem sind die potentiellen Ziele eines zukunftigen Impfstoffes klar abgesteckt: Verhinde-
rung einer endogenen Vermehrung von Toxoplasmen sowie Verhinderung der Zystenbildung
sowohl beim End- wie auch beim Zwischenwirt. Aus praktischer Sicht mufte ein Immun-
schutz nicht nur die Abwehr einer Infektion bei schwangeren Frauen zur Verhinderung einer
pranatalen Toxoplasmose beim Ungeborenen gewahrleisten, sondern es mufte ebenfalls die
Ausbildung von Toxoplasma-Zysten bei der vakzinierten Person verhindert werden, um eine
Reaktivierung latenter Toxoplasmen bei einer eventuellen spateren Immunkompromittierung
auszuschliefben. Aus immunologischer Sicht wurde ersichtlich, da grundsatzlich die Anzahl
gebildeter Toxoplasma-Zysten primar durch die Funktion Toxoplasma-spezifischer CD8'
T-Zellen reguliert wird. Direkte Effektorfunktionen zytotoxischer CD8* Lymphozyten stehen in
Abhéangigkeit der periparasitischen lokalen y-Interferon- und TNF-a-Konzentration. Eine im-
munologische Fehlleistung ergibt sich, wenn lokal (zerebral) IL-10 und IL-6 eine anergistische
Immunsuppression ausuben. Die initiale Synthese von IL-12 sowie die Aktivierung von NK-
Zellen diktieren den benignen Ausgang einer Erstinfektion. Experimentelle Vakzine bei Tier-
modellen konzentrieren sich zur Zeit auf temperatur-sensitive Mutanten des T. gondii RH-



Schllisselworter
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Stammes, wobei Tiere zwar vor Krankheit, nicht aber vor Zystenbildung geschiitzt werden. An
einer Vakzine fur den Endwirt Katze wird zur Zeit intensiv gearbeitet.

Toxoplasma, Vakzine, IL-12, IL-10, Lymphozyten.

Vaccination against Toxoplasmosis?

To date no Toxoplasma vaccine has been developed for human application yet. Nevertheless,
the aims of such a vaccine are clearly delineated: they consist in inhibiting endogenous para-
site multiplication (tachyzoite formation) and thus dissemination, and in preventing the for-
mation of cysts (bradyzoite formation). Immune protection should confer resistance to disease
and parasite dissemination in pregnant women to prevent prenatal toxoplasmosis in the un-
born infant, and inhibit cyst formation in order to avoid reactivation in case of a potential fu-
ture immunosuppression of the person. From the immunological point of view, it has been
shown that the number of formed Toxoplasma-cysts is primarily regulated by the function of
Toxoplasma-specific CD8" T-cells. Direct effector functions of cytotoxic CD8" lymphocytes
depend on local periparasitic y-interferon- and TNFa concentrations. Immunological aber-
rance occurs if locally (cerebral) synthesized IL-10 and IL-6 induce anergistic immunosup-
pression. A benign course of infection results in primary IL-12 synthesis and NK cell activa-
tion. Experimental vaccines within domestic animals concentrate mainly on the development
of temperature-sensitive mutants of the T. gondii RH-strain, which will protect animals from
disease but not from infection and cyst formation. Research for the development of a vaccine
for the cat is intensively promoted at present.

Toxoplasma, Vaccine, IL-12, IL-10, Lymphozytes.
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