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Das ,,Phosphat-Problem® in der
prabiotischen Chemie

Phosphate sind in biochemischen Systemen lebender Zellen allgegenwartig. Aufgrund ihrer Reaktions-
tragheit scheinen Phosphate allerdings fur eine Verwendung im Stoffwechsel ungeeignet zu sein.
Zudem sind Phosphate unter geologischen Bedingungen kaum verfligbar. Folglich stellt sich im
Rahmen der Abiogeneseforschung® die Frage, wie Phosphate erstmals in biochemische Systeme
integriert werden konnten. Ein neuer Vorschlag zur Losung des ,,Phosphat-Problems” erweist sich
als unrealistisch und das eigentliche, grundsatzliche Problem bleibt erneut unerwahnt.

Boris Schmidtgall

Abb.1 Bandermodell der
alkalischen Phosphatase aus
E.coli.

Phosphatgruppen sind
unverzichtbar in bekannten
biochemischen Systemen

Nicht selten wird das Phinomen Leben mit
komplexer Technik verglichen, denn in beiden
Fillen liegen ein modularer Aufbau und eine
umfangreiche Vernetzung der Module vor.
Fiir letzteres sind kompatible, und damit ein-
hergehend auch einheitliche Anschliisse unab-
dingbar. So wire ein Computernetzwerk ohne
einheitliche Anschliisse nicht funktionsfihig. Ein
auftilliges Beispiel fiir ein einheitliches mole-
kulares Merkmal der zelluliren Biochemie sind
Phosphateinheiten (Abb. 1).

Phosphate sind in allen physiologischen
Vorgingen unverzichtbar. Als Riickgrat der
genetischen Molekiile DNA und RNA stellen
Phosphate ein essenzielles konstitutives Element
dieser biologischen Makromolekiile dar. Das
Anbringen und Entfernen von Phosphoryl-
gruppen!* an einer Vielzahl von Biomolekiilen
(z.B. Lipide, Zucker, Proteine) durch bestimmte
Enzyme (Kinasen bzw. Phosphatasen) ist ein
wesentliches Grundprinzip der Steuerung phy-
siologischer Vorginge (Abb. 2).
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Dariiber hinaus erfolgt die Umwandlung
und Ubertragung von Energie in Organismen
mittels der ,,Energiewihrung® ATP (Adeno-
sintriphosphat) durch Aufbau bzw. Spaltung
der Triphosphateinheit. Es ist daher kaum
iibertrieben, wenn WESTHEIMER (1987) in der
renommierten Wissenschaftszeitschrift Science
schreibt: ,,Es ist eine Gegebenheit, dass Phos-
phate in der Biochemie ubiquitir sind, aber
was tun sie eigentlich? Die Antwort ist, dass
sie fast alles tun konnen.” Das Erstaunen des
Autors riihrt daher, dass Phosphate aus chemi-
scher Perspektive fiir diese Aufgabe denkbar
ungeeignet erscheinen. Phosphate sind tiberaus
reaktionstrige, d.h. sie sind — zumindest mit
Hilfe organisch-chemischer Methoden — schwer
in andere organische Molekiile einzuftihren oder
daraus zu entfernen. Organische Molekdile, die
Phosphateinheiten enthalten, werden verein-
fachend als ,,Organophosphate® bezeichnet.
Bei annihernd neutralem pH-Wert tragen Or-
ganophosphate zwei negative Ladungen (pKs2
= 7,2), sodass sie flir andere Losungsmittel als
Wasser kaum geeignet sind. Aufgrund ihrer
chemischen Eigenschaften werden Organo-
phosphate in Laboratorien der organischen
Chemie sehr selten verwendet, obwohl sie in
der Biochemie des Lebens allgegenwirtig sind.
Eine Ausnahme stellt die chemische Synthese
von Nukleinsiuren (in der Laborchemie) dar.
Hier werden allerdings recht labile R eagenzien,
eine komplexe Synthesestrategie und von Wasser
und Sauerstoft befreite, hochreine Losungsmittel
verwendet (REeSE 2005).

Wie wurden Phosphate erstmals in
biochemische Systeme integriert?

Die angefiithrten Tatsachen flihren direkt zu der
Frage, die auch WESTHEIMER (1987) schon unter
naturalistischer Pramisse zu beantworten suchte:
Wie ist es dazu gekommen, dass ausgerechnet die
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aus chemischer Perspektive ungeeigneten Phos-
phate zu einer Schliisseleinheit in der Biochemie
geworden sind??

Zu erklaren ware demnach, welche chemi-
schen Prozesse dazu gefiihrt haben konnten,
dass hypothetische primitive biochemische
Systeme in der Anfangszeit der mutmaBlichen
Abiogenese Phosphateinheiten systemisch* in-
tegriert haben konnten. WESTHEIMER legt zwar
durchaus tiberzeugend dar, wozu Phosphate in
biologischen Systemen nétig sind: Zum einen
missen Biomolekiile geladen sein, da neutrale
Molekiile dazu neigen, die Membran zu pas-
sieren und die Zelle zu verlassen. Zum anderen
sind Phosphate gegentiber der Spaltung durch
Wasser ausgesprochen widerstandsfihig, sodass sie
dem biologischen System die fiir Langlebigkeit
unverzichtbare Stabilitit verleihen. Die Frage
nach einem konkreten chemischen Vorgang zur
erstmaligen Einfithrung der Phosphate in bio-
chemische Systeme liel WESTHEIMER allerdings
unbeantwortet, indem er vage auf , historische
Griinde®, also letztlich auf irgendwelche zufil-
ligen Ereignisse, als Ursache verwies.

Eine wesentliche Hiirde fiir naturalistische
Erklirungen der WESTHEIMER ‘schen Fragestel-
lung stellt die bereits erwihnte R eaktionstrigheit
der Phosphatgruppen dar. Zudem ist Phosphat
unter geologischen Bedingungen kaum verflig-
bar, da es sehr hiufig in praktisch unléslichen
Kalzium-Mineralien wie Hydroxylapatit3
gebunden vorliegt. Aus diesem Grund haben
viele Forschungsgruppen schon vor fast flinfzig
Jahren chemische Versuche unter verschiede-
nen Bedingungen und dem Einsatz von sog.
Kondensations-Reagenzien* durchgeftihrt, um
die Einfithrung von Phosphatgruppen in die
molekularen Bausteine der ersten Organismen
zu plausibilisieren. LOHRMANN & ORGEL (1973)
schlugen vor, dass zuerst Adenosin in Gegenwart
von anorganischen Phosphaten, Mg2* und Harn-
stoft zunichst zu Adenosintriphosphat (ATP), der
,Energiewihrung der Organismen, umgesetzt
wurde, sodass die Phosphorylierung anderer
Biomolekiile ermoglicht wurde — ein Ansatz,
der aufgrund des Voraussetzens von Adenosin
nicht plausibel ist. Die Verfiigbarkeit von Ade-
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Abb.2 A Strukturformel der

nosin unter pribiotischen Bedingungen ist ein
eigenstindiges, ungelostes Problem.

Weitere Versuche wie die Verwendung
von Cyanaten zur Aktivierung von Phosphaten
(YAMAGATA 1999) waren aufgrund der hochspe-
zifischen Bedingungen und nur sehr geringen
Ausbeuten auch nicht iiberzeugend. Daher kam
EscHENMOSER (1999) etwa 30 Jahre nach den
ersten Experimenten auf diesem Gebiet zu fol-
gender Einschitzung: ,,[...] Wihrend die groben
Muster des Zusammenbaus der RNA-Struktur
aus solchen Bausteinen klar zu sein scheinen,
fehlt es an tUberzeugenden experimentellen
Beweisen, dass solche Prozesse tatsichlich unter
prabiotischen Bedingungen auftreten konnen.
Dies trifft insbesondere auf entscheidende Schrit-
te wie die Bildung von Nukleotiden oder die
Aktivierung von Phosphateinheiten zu.*4

Phosphateinheit (links) und
ihre raumliche Darstellung
(rechts). B Strukturformeln
einiger biologisch relevanter
Molekiile mit Phosphat-

gruppen.

Glossar

Abiogeneseforschung: Der Begriff, Abio-
genese” bezeichnet die erstmalige Ent-
stehungvon Organismen aus unbelebter
Materie (sog. Urzeugung), also nicht
durch Fortpflanzung. Die Abiogenesefor-
schung ist die Erforschung chemischer
Vorgange, die von einfachen Molekiilen
zu den Bausteinen des Lebens (Nuklein-
sauren, Proteine, Lipide etc.) geflihrt
haben konnten.
Kondensations-Reagenzien: Chemische
Verbindungen, die das freigesetzte Was-
ser bestimmter Reaktionen binden (z.B.
bei Veresterungen oder Bildungen von
Peptidbindungen) und so die Reaktion
in Richtung der Produkte verschieben
(auch bei Phosphorylierungen, die zu den
Veresterungen zéhlen).

Oligomer: Ein Kettenmolekil aus weni-

gen Bausteinen, d.h.dass es aus ca.3-30
strukturell einheitlichen Kettengliedern
besteht.

Phosphorylgruppe: PO;2-Einheit, die
durch Kinasen von ATP auf Biomolekiile
tibertragen wird und von Phosphatasen
wiederum entfernt werden kann.
primitiv: wenig komplex. Damit sind
im Kontext des Artikels hypothetische,
einfachere Vorldufer heutiger Organis-
men gemeint.

reduktive Bedingungen: Bedingungen,
unter denen einem Molekiil Elektronen
zugefiihrt werden.

systemisch: das ganze betrachtete Sys-
tem betreffend

Vesikel: kleine Blaschen, die von einer
Doppelmembran aus Lipiden umgeben
sind.

STUDIUM INTEGRALE | 109



KURZBEITRAGE

Abb.3 Schematische
Darstellung der Phospho-
rylgruppen-Ubertragung

in Organismen. Phospho-
rylgruppen werden durch
Kinasen in Biomolekiile
unter Verbrauch von ATP
eingefiihrt. Phosphatasen
spalten Phosphorylgruppen
von Biomolekilen ab.

Auch neuere hypothetische Ideen, wie etwa
die von BENNER et al. (2012) vorgeschlagene
Phosphitylierung unter reduktiven* Bedingun-
gen mit nachfolgender Oxidation zu Phosphaten,
helfen nicht weiter, solange keine iiberzeugen-
den experimentellen Belege fuir die Plausibilitit
eines solchen Vorgangs vorgestellt werden. Eine
aktuelle Ubersicht zahlreicher experimenteller
Bedingungen (GuLL 2014) zeigt, dass die Suche
nach einer realistischen Variante der pribio-
tischen Phosphorylierung bisher zu keinem
zufriedenstellenden Resultat geftihrt hat.

Diaminophosphat (DAP) - die
Losung des Phosphat-Problems?

Vor dem Hintergrund der bisherigen Resultate
heifit es in einer kiirzlich erschienenen Publika-
tion (GIBARD et al. 2018):,,Prabiotische Phospho-
rylierungen (pri)biologischer Substrate in wiss-
rigem Milieu stellen hinsichtlich der Frage nach
der Lebensentstehung einen kritischen Schritt
dar. Frithere Untersuchungen hatten einen be-
schrinkten Erfolg oder bendtigten spezifische
Bedingungen, welche mit der nachfolgenden

Aktueller Kommentar zum Problem der Verfuig-
barkeit von Phosphaten unter prabiotischen

Bedingungen

Dass das Problem der duf3erst geringen Verfligbarkeit von Phosphaten unter prabio-
tischen Bedingungen Wissenschaftlern durchaus bewusst ist, zeigt auch ein Zitat von
HARRER (2018) aus einem kiirzlich in Chemie in unserer Zeit erschienenen Artikel:,,Eine
sehr wichtige Komponente fiir die lebende Zelle ist das Phosphat. Das lon stammte
wohl einfach aus dem umliegenden Gestein und konnte durch die Chemikalienmi-

schung herausgelost werden

; der genaue Mechanismus daftir ist jedoch unbekannt.“>

Hier wird einmal mehr deutlich, wie fir die Moglichkeit einer Urzeugung argumen-
tiert wird. Es wird schlicht behauptet, dass fiir das eigentliche Problem eine einfache
Losung zur Verfligung stlinde. AnschlieBend wird auf unbekannte Mechanismen oder

irgendwelche undefinierten

Chemikalienmischungen verwiesen. Auf diese Weise

werden Probleme, die ausdriicklich gegen die Moglichkeit der Urzeugung sprechen,

umgangen oder verharmlost
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Entstehung entsprechender Oligomere* oder
iibergeordneter Strukturen inkompatibel sind.*
Daher versuchten die Autoren um GIBARD ih-
rerseits ein plausibles Model fiir die pribiotische
Phosphorylierung auf der Grundlage experi-
menteller Daten aufzustellen. Dabei fiihren die
Autoren als Verbesserung gegeniiber fritheren
Versuchen an, dass ein chemischer Vorgang
getunden worden sei, der in wissriger Losung
abliuft und ohne Kondensations-Reagenzien
auskommt. Aullerdem, so die Autoren, lieBen
sich verschiedene biologisch relevante Molekdile
(Fettsauren, Nukleotide, Aminosauren) unter den
gleichen Bedingungen phosphorylieren (Abb. 3).

Im Mittelpunkt der Argumentation steht
die chemische Verbindung ,,Diaminophosphat*
(DAP) — ein Molekiil, das sich vom Phosphat
dadurch unterscheidet, dass zwei Sauerstoffatome
durch jeweils eine Aminogruppe ersetzt sind
(s. Abb. 3). Die Reaktionen von DAP mit ver-
schiedenen Biomolekiilen wurden bei neutralem
oder leicht saurem pH-Wert (5,5) durchgefiihrt
und wahlweise Imidazol, Zinkchlorid oder
Magnesiumchlorid dazugegeben. In einigen
Fillen wurden die Verbindungen in trockener
Form vermischt und nur wenige Tropfen Was-
ser zugesetzt, sodass eine Paste entstand (,,paste
conditions®). Die Autoren konnten nachweisen,
dass unter den gewihlten Reaktionsbedingun-
gen auch Polymerisationsreaktionen stattfinden,
sodass kurze Ketten aus bis zu vier Nukleotiden
bzw.acht Aminosiuren gebildet werden konnten.
Des Weiteren konnte im Rahmen der Studie
gezeigt werden, dass eine Mischung aus Glycerin,
einer Fettsiure (Nonansiure), Imidazol, DAP
und einigen Tropfen Wasser zur Bildung eines
Cyclophospholipids fiihrte, welches bei Hinzu-
gabe einer wissrigen, leicht alkalischen Losung
(pH ~8,5) zur Bildung von Vesikel*-artigen
Strukturen fiihrte.

Phosphorylierung mit DAP:
ausgefeilte Experimentierkunst,
aber keine prabiotische Chemie

Auch wenn die Ergebnisse von GIBARD et al.
zunachst durchaus beeindruckend erscheinen,
wird bei niherer Betrachtung der Publikation
einschlieBlich der im Experimentalteil geschil-
derten Bedingungen deutlich, dass auch hier
keine Losung des pribiotischen ,,Phosphat-
Problems™ prisentiert wurde. Schon die Bedin-
gungen, unter denen das DAP erhalten werden
kann, sind keineswegs realistisch fiir ein pribio-
tisches Szenario (Abb. 4).

Das geben die Autoren fairerweise selbst
zu — wenn auch sehr vorsichtig: ,,Obwohl DAP
bereits als plausibles prabiotisches Reagenz ver-
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wendet wurde, ist es aus dem pribiotisch ver-
fligbaren Trimetaphosphat durch Reaktion mit
Ammoniak bei sehr hohem pH-Wert hergestellt
worden.* Die Annahme, dass Trimetaphosphat
unter pribiotischen Bedingungen entstehen
kann, ist nicht abwegig. Dagegen diirfte das
Vorkommen von konzentriertem Ammoniak
(hoher pH-Wert) unter geologischen Bedin-
gungen aufgrund seiner hohen R eaktivitit und
Fliichtigkeit praktisch ausgeschlossen sein. Auch
das Mineral Schreibersit, das von GIBARD et al. als
mogliche natiirliche DAP-Quelle vorgeschlagen
wurde, scheidet aus, da es sich um ein seltenes,
hauptsichlich auf Meteoriten vorkommendes
Mineral handelt (LertmeierR 1926). Es handelt
sich eben nicht um ein ,,Allerweltsgestein®, wie
OsTERKAMP (2017) in einem Online-Beitrag
von Spektrum filschlich unterstellte. Aber selbst
wenn DAP unter natiirlichen Bedingungen ent-
standen sein sollte, ist es sehr unwahrscheinlich,
dass es im wissrigen Milieu dauerhaft verfligbar
gewesen sein kann, da Phosphor-Stickstoft-
Bindungen in Wasser generell labil sind, umso
mehr in Gegenwart von geologisch hiufig vor-
kommenden Zinkionen (Zn2+).

Ein weiteres gravierendes Problem hingt mit
den typischen Synthesebedingungen zusammen,
die in der Publikation geschildert werden. Da das
DAP selbst ausgesprochen basisch ist, steigt bei
dessen Zugabe zum Reaktionsgemisch der pH-
Wert erheblich. Brauchbare Ergebnisse konnten
aber nur im pH-Bereich zwischen 5,5 und 8
erhalten werden. Daher war es stets erforderlich,
zu Beginn der Reaktion den pH-Wert mittels
relativ hoch konzentrierter Salzsiure nach unten
zu korrigieren — ein Eingriff, der unter pribioti-
schen Bedingungen nicht zu erwarten ist.

Ein weiteres Problem, das gar nicht disku-
tiert worden ist, stellt die fortwahrende, dosierte
Zugabe von DAP wihrend der gesamten Reak-
tionszeit dar. Dies war erforderlich, da sich das
labile DAP in der wissrigen Losung allmihlich
durch Reaktion mit Wasser zersetzt (Hydro-
lyse). Durch Zugabe von Zinkchlorid wurde
diese Zersetzung wesentlich beschleunigt. In
den Protokollen der Experimente heilit es oft:
,,Zusitzliches DAP wurde in Abhingigkeit des
Reaktionsverlaufs und des DAP-Verbrauchs,
der anhand von NMR -Spektroskopie tiberpriift
wurde, hinzugefligt.” Der Reaktionsverlauf
wurde also stets beobachtet und die Zusammen-
setzung im Sinne eines guten Resultats verandert.
Das allein ist schon alles andere als pribiotisch.
Erschwerend kommt hinzu, dass bei fortgesetzter
Zugabe von DAP auch wiederholt konzentrierte
Salzsdure dazugegeben werden musste, da sonst
der pH-Wert gestiegen und die Reaktion zum
Erliegen gekommen wire. Die Autoren geben
an, dass dieses Problem durch Zusetzen von
Imidazol abgemildert wurde, da auf diese Weise
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der pH-Wert im annihernd neutralen Bereich
stabilisiert werden konnte. Allerdings ergibe dies
bereits vier Komponenten, die richtig dosiert
vorliegen miissen, damit die Reaktion zu dem
erhofften Ergebnis fithrt — unter pribiotischen
Bedingungen eine duflerst unwahrscheinliche
(im Grunde unmdgliche) Konstellation. Eine
selbstkritische Bemerkung zu diesen Kunstgrif-
fen in der Publikation von GBARD et al. wire
wiinschenswert gewesen.

Ein anderes wichtiges Argument, das die
Autoren der Studie fiir die Plausibilitit ihres An-
satzes anftihren, ist die angebliche Kompatibilitit
der Bedingungen mit der spontanen Bildung von
biologischen Oligomeren und komplexeren bio-
logischen Strukturen, wie z.B. Vesikeln. Hierzu
ist aber zu sagen, dass die erhaltenen Oligomere
mit vier Nukleotiden bzw. acht Aminosiuren
viel zu kurz waren, als dass sie eine wesentli-
che funktionelle Rolle hitten gespielt haben
konnen. Die kleinsten bekannten Proteine, die
Funktionen ausiiben konnen, bestehen aus ca.
40 Aminosiuren und die Genome der kleinsten
Organismen sind sogar mehrere Hunderttausend
Nukleotide lang. Auch die Bildung von Vesikeln
unter den verwendeten Bedingungen ist kaum
von Relevanz, wenn nicht gezeigt werden kann,
dass dabei zugleich funktionelle Molekiile ein-
geschlossen werden und z.B. Reaktionszyklen
etabliert werden. Ebenso ist es nicht {iberzeu-
gend, wenn vermutet wird, dass alle biologischen

Abb. 4 Reaktionen von DAP

mit A.) Nukleosiden, B.) Ca
bonsaure und Glycerin, C.)
Aminosauren.

r-

Abb. 5 Reaktion zur Synthe-
se von DAP aus Trimetaphos-

phat und Ammoniak bei
hohem pH-Wert.
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Molekiile in einem Gefil3 unter einheitlichen
pribiotischen Bedingungen phosphoryliert wer-
den konnen, bloB3 weil die Reaktionen getrennt
unter den gleichen Bedingungen erfolgten. Es
wire nicht sehr aufwindig gewesen, einen sol-
chen Versuch durchzufiihren, dennoch fehlt er
in der besprochenen Arbeit von GIBARD et al.

Das wirkliche Phosphat-Problem ist
weitaus groRer

Insgesamt wird deutlich, dass es sich bei der Stu-
die von GIBARD et al. um ein weiteres Beispiel
von Experimentierkunst handelt, die falschlicher-
weise als pribiotische Chemie ausgegeben wird.
DAP, das ein in wissriger Losung ein labiles
Reagenz ist und dessen mogliche geologische
Quelle nicht tiberzeugend aufgezeigt werden
kann, eignet sich nicht als Ausgangsmaterial ftir
eine Simulation chemischer Prozesse, die zur sys-
temischen Ausstattung nahezu aller Biomolekiile
mit Phosphateinheiten geftihrt haben sollen. Fiir
R eaktionen, die iiberwacht und im Sinne eines
brauchbaren Ergebnisses gesteuert werden, ist
in keiner Weise die Bezeichnung ,,pribiotische
Chemie* angebracht.

Das grofite Ritsel jedoch wird von all den
hier zitierten Autoren nicht einmal erwihnt:
Selbst wenn die molekularen Bausteine unter
pribiotischen Bedingungen mit Phosphat-
Einheiten versehen werden konnten, stellt
sich die Frage, wie sich ein dynamisches System
herausbildete, in welchem Phosphorylgruppen
ausreichend schnell ibertragen werden konnten. In
bekannten Organismen werden diese Vorginge
durch zwei Sorten von Enzymen vermittelt.
Enzyme mit der Sammelbezeichnung ,,Kinasen®
tibertragen Phosphorylgruppen von ATP auf
andere Biomolekdile, wihrend Phosphatasen die
Phosphorylgruppen wieder entfernen. Im Lehr-
buch ,,Stryer Biochemie* (2007) heil3t es:,,Es ist
wichtig festzuhalten, dass Phosphorylierung und
Dephosphorylierung nicht einfach die Umkehr
voneinander sind. Unter physiologischen Be-
dingungen sind beide R eaktionen grundsitzlich
irreversibel. Dariiber hinaus finden beide Re-
aktionen ohne Enzyme so gut wie nicht statt.*

Wie aber kann ein effektives Ubertragungs-
system angesichts der Reaktionstrigheit der
Phosphate unter pribiotischen Bedingungen

beschaffen gewesen sein, wo komplexe Enzyme
fehlten? Denn ein biochemisches System ohne
funktionierende Phosphorylgruppen-Ubertra-
gung ist vergleichbar einem Computernetzwerk
ohne passende Kabelanschliisse — es liuft nicht.
Damit also ein biochemisches System liuft,
braucht es alle drei Komponenten zugleich: eine
Reihe phosphorylierter Biomolekiile und zwei
Sorten von Enzymen: Kinasen und Phosphata-
sen (Abb. 2). Eine schrittweise Entstehung eines
solchen Systems im Sinne eines naturalistischen
Modells erscheint abwegig, da jede Komponente
fiir sich alleine in keinem funktionellen Zusam-
menhang steht. Vielmehr erscheint es als ein
ausgekliigeltes und erstaunlich stabiles System,
das sinnvoll als eine nichtreduzierbar komplexe
Einheit bezeichnet werden kann, die auf der Basis
unserer Kenntnisse tiber chemische Reaktionen
nur als intelligent angelegte Entitit verstehbar ist.

Anmerkungen

I Das Anbringen einer Phosphorylgruppe (PO32) re-
sultiert iblicherweise in der Bildung einer Phosphat-
einheit (Abb. 2).

2 WesTHEIMER selbst formulierte die Frage: ,,Warum
hat die Natur Phosphate gewihlt? und versuchte
Antworten sowohl auf das ,,Warum® als auch das
,» Wie* zu geben.

3 Aus diesem Mineral bestehen die Zihne von Men-
schen. Wenn es auch nur geringfiigig wasserloslich
wire, hitten wir ein schwerwiegendes Problem.

45 Hervorhebung B. S.
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