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2-Deoxy-2,3-dehydro-sialins~uren, 3. Mitt.: 
t { e m m u n g  d e r  Vibrio c h o l e r a e - N e u r a m i n i d a s e  

d u t c h  O x i d a t i o n s p r o d u k t e  
d e r  2 - D e o x y -  2 , 3 - d e h y d r o - N - a c e t y l n e u r a m i n s ~ i . u r e  

Von 

P. Meindl  und  I I .  Tuppy 
Aus dem chemischen Laborator ium der Arzneimittelforschung Ges.m.b.~.  * 

und dem Ins t i tu t  ffir Bioehemie der Universit/~t Wien 

Mit 3 Abbildungen 

(Eingegangen am 14. Oktober 1969) 

2 - Deoxy - 2,3 - dehydro - N- acetylneuramins/~ure- methylester  
wurde mit  Perjods/~ure zu 4-Hydroxy-5-aeetylamino-6-formyl-  
2,3-dehydropyran-2-carbons/mre-methylester oxidiert.  Nach der 
Redukt ion mi t  NaBH4 erhielten wir 4-Hydroxy-5-aeetylamino- 
6-hydroxymethyl-2,3-dehydropyran-2-carbons/iure-methylester .  
Vibrio cholerae-Neuraminidase wird von 4-I-Iydroxy-5-aeetyl- 
amino-6-formyl-2,3-dehydropyran-2-carbons/iure, deren iso-Ni- 
cotinoylhydrazon sowie von 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hy- 
droxymethyl-2,3-dehydropyran-  2-carbons~iure gehemmt. 

2-Deoxy-2.3-dehydrosialic Acids, I I I :  Inhibition o] Vibrio 
Cholerae Neuraminidase by Oxidation Products o] 2-Deoxy- 
2.3-dehydro-N-acetyl-neuraminic Acid 

Methyl 2-deoxy-2.3-dehydro-N-acetylneuraminate was oxi- 
dized with periodic acid to methyl  4-hydroxy-5-acetylamino- 
6-formyl-2.3-dehydropyran-2-carboxylate.  On t rea tment  with 
carbonyl reagents the aldehyde gave the expected derivatives. 
Upon reduction with NaBt t4  methyl  4-hydroxy-5-acetylamino- 
6-hydroxymethyl-2.3-dehydropyran-2-carboxylate  was formed. 
Vibrio cholerae neuraminidase was inhibited by  4-hydroxy-5- 
acetylamino-6-formyl-2.3-dehydropyran-2-carboxylie acid, by  
its iso-nicotinoylhydrazone, and by  4-hydroxy-5-acetylamino-6- 
hydroxymethyl-2.3-dehydropyran-2-carboxyl ic  acid. 

Un te r  den  2-I)eoxy-2,3-dehych'osialinsiiuren, die wit' ki irzl ieh be- 
schrieben h a b e n  i, be fanden  sich wi rksame I n h i b i t o r e n  fl i t  V. cholera, e. 
Neuramin idase  2. Die H e m m w i r k u n g  der  un te r sueh ten  Verb indungen  

�9 A-1121 Wien, Laskegasse 5--11. 
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war yon einer Reihe struktureller Eigenschaften abhi~ngig: In den 
Molekiilen mui]ten eine freie Carboxylgruppe, eine olefinische Doppel- 
bindung zwischen den Kohlenstoffatomen 2 und 3 sowie ein nicht zu 
umfangreicher N-Acylrest vorhanden sein; 2-Deoxy-2,3-dehydro-N- 
acetylneuramins/~ure hatte die grSgte Wirksamkeit. Die vorliegende 
Arbeit befaI]t sich mit dem Einflu$ der Kohlenstoffatome 8 und 9 auf 
die Fermenthemmung. 

C h e m i s c h - p r / ~ p a r a t i v e  V e r s u c h e  

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuramins/iure-methylester li~Bt sich 
mit  Perjods/~ure oxidieren. Erwartungsgem/~B werden 2 1Viol Oxidations- 
mittel je Mol Ester verbraucht. Seinerzeit haben wir diese Reaktion 
als analytisches Hilfsmittel zur Bestimmung der RinggrSt]e herange- 
zogenl, a. 1%aeh dem Vorbild yon Oxidationen anderer I~euramins~iure- 
Derivate 4-6 kormte sie jedoch unsehwer in den pr/iparativen l~aBstab 
iibertragen werden. 2-Deoxy-2,3-dehydro-I~-acety]neuramins~ure-me- 
thylester (1) gab in guter Ausbeute einen Aldehyd, 4-Hydroxy-5-acetyl- 
amino-6-formyl-2,3-dehydropyran-2-carbons/~ure-methylester (2). Aus 
diesem konnte mit  Carbonylreagentien eine Reihe yon Derivaten dar- 
gestellt werden (s. Tab. 1~ 3--9). Der Aldehyd lieB sich in wi~Briger 
LSsung mit 1%aBH4 bei pH 8 glatt zu dem entsprechenden Alkohol, 
4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxymethyl-2,3-dehydropyran-2-oarbon- 
s/~ure-methylester (l[}), reduzieren. Sowohl der Aldehyd (2) als auch der 
Alkohol (l{}) entwickelten mit Resorcin unter den Bedingungen der 
Farbreaktion auf Sialins/~urederivate v eine starke F~rbung. Das Ab- 
sorp~ionsmaximum lag bei 635--640 nm; die Kurve hatte eine Schulter 
zwisehen 600 und 620 nm. Die am Maximum gemessenen mo]aren Ex- 
tinktionskoeffizienten betrugen 12 630 bzw. 10 950 (Abb. 1). Die Fi~r- 
bungen wichen yon jenen ab: die man mit einer s Menge 
2-Deoxy-2,3-dehydro-l~-~cetylneuramins~ure-methylester (1) erhiilt; des- 
sen Absorptionsmaximum ]iegt bei 590 nm mit einer Schulter bei 
620--640 nm (Abb. 1). Das UV-Spektrum des 4-Hydroxy-5-acetylamino- 
6-formyl- (2) und des 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxymethyl-2,3- 
dehydropyran-2-carbonsi~ure-methylesters (10) zeigte eine Bande bei 
240--245 nm (Abb. 2). Die olefinische Doppelbindung war der Hydrie- 
rung mit Pd als Katalysator  zugs und nahm die theoretisehe 
Wasserstoffmenge auf; der aus 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxy- 

a p .  Me ind l  und H.  Tuppy ,  Mh. Chem. 0b, 816 (1965). 
4 F.  Weygand und H.  Rinno~ Z. physiol. Chem. 306, 177 (1957). 
5 R.  K .  Y u  und R. Ledeen, J. Biol. Chem. 244, 1306 (1969). 
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me thy l -2 ,3 -dehyd ropy ran -2 -ca rbonsgu re -me thy l e s t e r  (10) in guter  Aus- 
beu te  e rha l tene  4 - t I y d r o x y - 5 - a c e t y l a m i n o - 6 - h y d r o x y m e t h y l p y r a n - 2 - c a r -  
bonss  (11) gab  m i t  Resorc in  i iberraschenderweise  keine  
F a r b u n g .  
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Abb. 1. Farbreakt ion  von 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxymethyl-2,3-  
dehydropyran-2-carbonsaure-methylester  (10) ( - - o - - o - - ,  c = 10~g/ml), 
4 - Hydroxy-5  -acetylamino-6-formyl - 2,3 - dehydropyran  - 2 - carbonsaure - me- 
thyles ter  (2) ( - - x - - x - - ,  c = 10 ~g/ml) und 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetyl- 
neuraminsaure-met, hylester  (1) ( - - e - - e - - ,  c = 11 ~g/ml) mit  Resorcin 
nach Svennerholm. Zur Messung der Ext inkt ionen dienten Kfivet ten mit  

1 cm Schichtdicke. 

V e r s u c h e  m i t  V. choIerae .Neuramin idase  

Sowohl 4 -Hydroxy-5 -ace ty lamino-6 - fo rmyl -2 ,3 -dehydropyran-2 -  car- 
bons~iure (2 A) als auch 4 -Hydcoxy-5 -ace ty ]amino-6 -hydroxymethy ] -  
2 ,3-c lehydropyran-2-carbons/ iure  (10A)  h e m m e n  V. cholerae-Neur- 
aminidase .  Die beiden Subs tanzen  sind jedoch wesentl ich weniger  
wi rksam als 2-Deoxy-2 ,3-dehydro-N-ace ty lneuramins~ture  (1 A) 2. F i i r  
50proz. E n z y m h e m m u n g  s ind bei  2 �9 10-3m-Konzen t ra t ion  des Subs t ra -  
tes, des Phenyl -~-ke tos ides  der  N-Acety lneuramins / tu re ,  7,5" 10 -3 ~ol /1 
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:~ A bzw. 1,9 - 10 -3 Mol/1 10 A erforderlich. Unter  gleichen Versuchs- 
bedingungen wird die Aktivit~t der V. c h o l e r a e - N e u r a m i n i d a s e  schon 
dutch 1,3 �9 l0 -5 Mol/1 1 A auf 50% herubgesetzt. 
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Abb. 2. UV-Spektren des 4-Hydroxy-5-acetylamJno-6-hydroxymethyl-2,3- 
dehydropyran-2-carbonss (10) ( - - o - - o - - ) ,  4-Hydroxy-5- 
ace t y lamino  - 6 - f o r m y l -  2,3 - d e h y d r o p y r a n -  2 -carbons i iure -  me thy I e s t e r s  (2) 
( - - • 2 1 5  und des 2-Deoxy-2,3-dehydre-~I-acetylneuramins/ture-methyl- 
esters (1) ( - - O - - e - - )  in 0,005proz. methanol. LSsung (1 eln Schichtdicke). 

Die inhibierende Wirkung der 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxy- 
methyl-2,3-dehydropyr~n-2-carbons/~ure (10 A) wurde in der gleichen 
Weise einer kinetischen Analyse s unterzogen, wie es in einer kiirzlich 
erschienenen Arbeit von uns fiir 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuramin- 
s~ure (1 A) beschrieben worden ist 2. Aus den gewonnenen Ergebnissen 
(Abb. 3) daft  geschlossen werden, dab V. c h o l e r a e - N e u r a m i n i d a s e  dutch 
10A kompet i t iv  gehemmt wird. Die Inhibitorkonstante betr//gt 

s I1. Lineweaver  und D. Bur]c, J .  Amer. Chem. Soc. 55, 658 (i934). 
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1,5 �9 10 -3 ~ol/1 und liegt somit in der GrOBenordnung der fiir das Phenyl- 
~-ketosid der N-Acetylneuramins~ure als Substrat  best immten Michae- 
lis--Menten-Konstanten yon 2,0. l0 3 ~o]/]. Da diese Konstanten ein 
~aB ftir die Festigkeit der Bindung zwischen Ferment  und Inhibitor 
bzw. Ferment  und Substrat  sind, entsprieht die Aifinitat der 4-Hydroxy- 

CH~COHN .~OH O~ CH3COHN cHH~o Ox~ 

OH H OH H 
I 2 

JNaBH~ 

:p,3COH �9 COOCH 3 H2/p ~ H ~  COOCH3 

OH H OH H 
11 10 

R Rl N"~'~ H2 H ~ _ _ ~  cOOc'% 

OH H 
3-9 

Derivat R R' 

$ C~H5 H 
4 C6H5 C2H5 

NO2C6H4 H 
6 C6H5CO H 
7 C~H4NCO H 
8 C6H5SO~ H 
9 C6t-I~CH~NHCS H 

Die aus den Methylestern 1 bis 11 durch Verseifung erhaltenen Carbon- 
s~uren werden im Text mit 1A bis l l A  bezeichnet. 

5-acetylamino-6-hydroxymethyl-2,3-dehydropyran-2-earbons~ure (10 A) 
zu V. cholerae-~qeuraminidase etwa jener des Substrates. Sie ist jedoch 
wesentlich k]einer als die Affinit~t der 2-Deoxy-2,3-dehydro-l~-acetyl- 
neuraminsgure, deren Ki 1 ,0 .10  -5 1Kol/1 betrs 2. Die oxidative Ab- 
spaltung der Kohlenstoffatome 8 und 9 der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N- 
acetylneuramins~ure hat  demnach zu Verbindungen, die weniger wirk- 
sam als ihre Stammsubstanz sind, gefiihrt. Von den in Tab. 1 beschrie- 
benen Derivatea der 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-formyl-2,3-dehydro- 
pyran-2-earbonsgure war nut  das iso-Nicotinoylhydrazon (TA)wirksam ; 
es hemmte V. cholerae-Neuraminidase in 1-10-3~n-Konzentration zu 
50%. Ebenso ~4e der Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-l~-acetyl- 
neuraminsgure (1) und deren Hydrierungsprodukt  2, sind aueh der Methyl- 
ester der 4-Hydroxy-5-aeetylamino-6-hydroxymethyl-2,3-dehydropyran- 
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2-carbons/ iure (10) sowie die aus dieser Verb indung  durch  ka t a ly t i s che  
t t y d r i e r u n g  und  anschl ieSende alkal ische Verseifung zug/ingliche 
4 - I - Iyd roxy-5 -ace ty lamino-6 -hydroxymethy lpyran -2 -ca rbonss  (11 A) 
gegen V. cholerae-Neuraminidase vo l lkommen  unwirksam.  

J[J] f Wm Mo U 

Abb. 3. Abh/ingigkeit der enzymatisehen Spaltung des Phenyl-~-ketosides 
der N-Acetylneuramins/~ure yon der Substratkonzentrat ion in Abwesenheit  
des Inhibi tors  ( - - •  und in Gegenwart der 4-Hydroxy-5-acetylamino- 
6-hydroxymethyl-2,3-dehydropyran-2-carbons/~ure ( - - t - - o - - ,  5 fx?cIol/ml). 
Es wurde bei p H  6,4 und 37 ~ inkubiert .  Ordinate:  Reziprokwert  der 
Menge des enzymatisch freigesetzten Phenols. Die abgebildeten MeSwerte 

stellen das Mittel aus mehreren Bestimmungen dar. 

F i i r  vorzi igl iche technische Mi ta rbe i t  danken  wir  Fr i iu le in  T. Frisch 

und  F r a u  Ing.  H. Wocelka. 

Experimenteller Teil 

Die Schmelzpunkte wurden mit  einem Heiztischmikroskop nach Kofler 
best immt.  

Die Elementaranalysen wurden von I-Ierrn Dr. J.  Zak, Univ. Wien, 
ausgefiihrt;  die in dieser Arbei t  ~ngegebenen Werte  sind jeweils das Mittel 
aus den Ergebnissen einer Doppelbestimmung. 

Die optischen Drehungen wurden mit  einem lichtelektrischen Perkin- 
Elmer-Polarimeter in 1-dm-Polarimeterrohren gemessen. 

Fi i r  die Diinnschiehtchromatographie wurden Kieselgel G nach Stahl 
und das Laufmit tel  n-Butanol- -n-Propanol--0 ,1n-HC1 (1." 2:  1, v/v/v) ver- 
wendet.  Um die Substanzen sichtbar zu maehen, wurden die Chromato- 
gramme mit  konz. H2SOa--Wasser  (1 : 1, v/v) bespriiht  und erhitzt% 

Die Ultraviolet t -Spektren tier Substanzen wurden in methanolischer 
LSsung mit  einem Zeiss-PQ M-II-Spektra lphotometer  aufgenommen. 

s K.  Randerath, Dfinnschichtchromatographie,  Verlag Chemie, 1962. 
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~-Hydroxy-5-acetylamino-6-formyl-2,3-dehydropyran-2-carbonsdure-methyl- 
ester (2) 

3,75 g 2-Deoxy - 2,3 - dehydro - N - acetylneuramins/iure - methylester i (1) 
wurden in 100 ml dest. Wasser gelSst und mit  125 ml 0,4m-HJO4 portionen- 
weise versetzt. Die Reaktion war nach 75 Min. bei Zimmertemp. beendet 
(Dfinnschiehtchromatogramm). ]:)as Reaktionsgemiseh brachten wit zur 
Entfernung der nicht umgesetzten Perj ods/iure sowie der gebildeten Jodsiiure 
auf eine mit  Dowex 1 x 8 (Formiat-Form) beschickte Chromatographies/iule 
auf. Die mit  Resorcin positiv reagierenden Eluatfraktionen wurden ge- 
sammelt und mit  einem Rotationsverdampfer bei 40 ~ auf ein kleines Volumen 
eingedampft. ]:)as nach dem Lyophilisieren amorphe 2 kristallisierte aus 
10 ml Methanol; fiir die Analyse wurde nochmMs aus 15 ml hell]era Methanol 
umgelSst; Ausb. 2,27 g (76% d. Th.), Schmp. 144--148 ~ (Zers.). [a] 2~ ~- 19 ~ 
(c = 2,00, H~O). 

C10HlaO6N. Ber. C 49,38, H 5,39, N 5,76. 
CIoHtaOsN �9 CHsOH. Ber. C 48,00, H 6,22, N 5,09. 

Gef. C 47,95, H 5,96, N 5,20. 

Die Elementaranalyse zeigt, dab 2 mit  1 Mol Methanol pro Mol Aldehyd, 
mSglieherweise als Halbacetal,  kristallisiert vorliegt. 

Derivate (3--9) des 4-Hydroxy-5-acetylamino-6-formyl-2,3-dehydropyran-2- 
carbons4ure-methylesters (2) (s. Tab. 1) 

Die Formylgruppe wurde mit  einer Reihe yon Carbonylreagentien auf 
folgende Weise umgesetzt : 

2 mMole 2 wurden in 50 ml Methanol gelSst, mit  0,4 ml Eisessig ver- 
setzt und in Gegenwart einer i~quivalenten Menge des Carbonylreagens 
unter Riickfluf] gekocht. Empfindliche Hydrazinderivate wurden unter 
N2-Atmosph/~re und Liehtausschlul3 dargestellt. Das Ende der Reaktion 
lief$ sieh diinnschiehtchromatographisch ermitteln. 

Die Derivate 3 und 4 wurden aus Benzol, 5, 6 und 7 aus Methanol/_&ther, 
die Derivate @ und 9 aus Methanol kristallisiert erhalten. Die Ausb. lagen 
zwischen 50 und 80~o. 

g-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxymethyl-2,3-dehydropyran-2-carbonsdure- 
methylester (10) 

1,20 g 2 in 65 ml destill. H~O wurden naeh Zugabe yon 1 ml 0,01n-NaOI-I 
mit  346 mg NaBt ta  in 30 ml destill. Wasser portionenweise versetzt. Naeh 
4 Stdn. bei 25 ~ war die l~eduktion beendet (Diinnschiehtehromatogramm). 
])as fibersehiissige ~eduktionsmit tel  wurde mit  5 ml Eisessig zersetzt und 
die LSsung naeh Entfernung der Na+ mittels eines Austausehers (Dowex 
50 X 8, l t+-Form) im Vak. bei 40 ~ zur Trockene eingedampft. Der Rfiek- 
stand wurde in Methanol aufgenommen, mit  iiberschiissigem CH2N2 in 
Jkgher versetzt und die Bors/~ure (als Methylester) dureh Destillation ent- 
fernt. Der amorphe, farblose Eindampfrfickstand (1,17g) lieB sieh aus 
Methanol (25ml), J~ther (320 ml) und Petrolgther (100ml) zur Kristalli- 
sation bringen. Das Kristallisat, 762 mg 10, mul3te zur weiteren Reinigung 
noeh 2real aus Methanol und J~ther umgel6st werden. Ausb. 548 mg (45% 
d. Th.), Sehmp. 173--176 ~ (Zers.). [u]~33 -4- 45,4 ~ (c ~ 5,00, H20). 

C101-I15OsN. Ber. C 48,98, H 6,17, N 5,71. 
Gef. C 48,69, H 6,25, N 5,67. 
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4-Hydroxy-5-acetylamino-6-hydroxymethyl-pyran-2-earbon$dure-methyl- 
ester (11 ) 

In  einer Apparatur  nach Ogg und Cooper 1~ wurden 43,6mg 10 fiber 
Pd (aus 37 mg PdO) hydriert. Die Verbindung nahm 99% der ber. H2-Menge 
auf. Der Katalysator  wurde abfil~riert, das Fi l t rat  im Vak. bei 40 ~ einge- 
dampft und der l~fickstand aus Methanol (3 ml) und J~ther (30 ml) kristalti- 
siert. Ausb. betrug 28,6 mg (66% d. Th.) 11, Sehmp. 199--201 ~ [~]~)~ - -  18,6 ~ 
(c = 1,4, Wasser). 

C10tt1706N. Ber. C 48,58, I-I 6,93. Gel. C 48,49, H 6,79. 

Versuche mit  Neuraminidase 

Der ffir unsere Versuche verwendete 0,1m-Maleat-Puffer 11, pH6,4~ 
enthielt 2- 10 -3 Mol/l CaC12. 

l~euraminidase aus V. cholerae (Behringwerk AG., Marburg/Lahn) war 
in einem 0,05m-Acetatpuffer (pI-I 5,5), der 9mg/ml  NaC1 und 1 mg/ml 
CaCI~ enthielt, gel6st und besal3 laut Angabe der Erzeugerfirma eine Aktivi tat  
yon 500 Einheiten/ml *. Diese L6sung wurde mit  Maleat-Puffer auf eine 
Fermentkonzentrat ion von 40 Einheiten/ml gebracht. 

Eine L6sung des a]s Substrat  dienenden Phenyl-~-ketosides der l~-Aeetyl- 
neuramins~urc wurde aus dessen Methy]ester 12 durch Verseifung mit  
0,1n-Alkali (30 Min. bei Raumtemp.)  erhalten und  mit  Puffer auf die ge- 
wiinschte Konzentrat ion gebracht. Auf entsprechende Weise wurden auch 
L6sungen der auf Neuraminidasc-Hemmung geprfiften Verbindungen 2A 
bis l l A  aus deren Methylestern (2--11) gewonnen. 

Der Bedarf an V. cholerae-Neuraminidase und dem als Substrat. dienen- 
den Phenyl-~-ketosid der N-Acetylneuraminsi~ure wurde dadurch wesent- 
lich eingeschr~nkt, daI] wir das bisher verwendete Testvolumen yon 
1,00 ml ~ auf 0,200 ml reduzierten. 

V. cholerae-Neuraminidase (2 Enzymeinheiten, s.o.) und Inhibitoren 
wurden 10 Minuten bei 37 ~ vorinkubiert und sodann die enzymatische 
Hydrolyse dutch Zusatz yon Substrat in Gang gcsetzt. Das dutch das 
Enzym aus dem Substrat freigesetzte Phenol best immten wir mit  dem 
Folin--Ciocalteu-l~eagens la. Die Reaktion wurde zuni~ehst durch Zugabe 
yon 0,800 ml Na2COa-L6sung zum Stillstand gebracht. Sodann setzten wit 
1,00 ml Wasser und 0,200 ml Reagens zu. Nach 30 Min. Stehen bei Raum- 
temp. wurde die Extink~ion in MT-4 Mikrokiivetten (1 cm Schichtdicke) bei 
750 nm mit einem Zeiss-PMQ I I  Spektralphotometer gemessen. Die Bestim- 
mungen der Neuraminidase-Hemmung dureh 2 A und  7A wurden dadurch 
ersehwert, dab diese Verbindungen mit  dem -Folin--Ciocalteu-Reagens 
starke Fs mit  hoher Ext inkt ion bei 750 nm entwiekelten. 

* Die Zahl der angegebenen Enzymeinheiten entspricht der Menge der 
in 15 Min. bei 37~ in dem oben angefiihrten L6sungsmittel aus einem 
Glycopeptid-Substrat abgespaltenen Acetylneuramins~iure, ausgedriickt 
in ~g. 

lo C. L.  Ogg und _F. J .  Cooper, Anal. Chem. 21, 1400 (1949). 
ix Methods in Enzymology (Hrsg. : S. P .  Colowiclc und s ~. O. Kaplan)  I,  

142, Academic Press, 1955. 
1~ p .  Meindl  und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 98, 53 (1967). 
la O. Fol in  und V. Ciocalteu, J. Biol. Chem. 73, 627 (1927); Methods in 

Enzymology (Hrsg. : S. P .  Colowick und N.  O. Kaplan)  3, 448, Academic 
Press, 1957. 
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