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AIDS, bir retroviriis olan HIV-1 ve HIV-2 adh viriislerle olusan infeksiyondan aylar ya
da yillar sonra irreversibl T helper hiicre hasarina bagli olarak ortaya cikan cesitli firsatg:

infeksiyonlar ve malign hastaliklarla seyreden bir sendromdur (1, 2, 3).

HIV'in ozellikleri:

AIDS'in etyolojik ajani olan HIV, bii_yi.ik bir viriis ailesi olan Retroviriislerin lentiviriis
alt familyasina ait cesitli 6zelliklere ve patojenik potansiyele sahip bir viriistir. 110-140
nm biiytikligiinde sferik yapida, zarfli, tek sarmalli diploid RNA genomuna sahiptir.
RNA'da sakli genetik bilgiyi, DNA'ya aktarmak icin 6zel bir revers transcriptase enzimleri
vardir. Bu enzim DNA transkiripsiyonu sirasinda kalip olarak, viriis RNA'sim1 kullanir.
Infekte konak genomuna viriisiin olusturdugu DNA'min integrasyon potansiyeli, HIV'in rep-
likasyonu icin sifre gorevi yapar. HIV-1'in genomik yapisinda 4 gen bulunmaktadir; env,
gag, pol ve onc genleri (Sekil-1) (4,5,6,7,8,9).
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Zarf (envelope) proteini, iki tabakadan olusan ve her viriiste yaklagik 100 civarinda -
¢civiye benzer- cikintilar olusturan glikoprotein (gp) yapida bir tabakadir. Bu tabakaya
gp160'in dis kismmm yani ¢ivi bagina benziyen Kisminm olustururken gp41 viriise ait lipit
membram deler. Bu yiizden gp41, transmembran glikoproteini olarak ad alir. Env proteini,
birlestirme proteini olarak etki eder ve virlisin CD4 reseptdri tasiyan hiicrelere

baglanmasim saglar (4,5,8,9,10).

HIV-1'e ait gag geni, cekirdek proteinleri olan p18, p24 ve pl5'i olusturan p55'i kod-
lar. Protein 18 (pl18),-protein matriks tabakasimi olustururken p24 proteini viriisiin koni
seklindeki niikleokapsidini olusturmaktadir.

Pol geni temel olarak ii¢ iiriinii kodlar; 1) DNA transkripsiyonu sirasinda viral RNA'nin
kalip olarak kullamlmasmm saghyan 'revers transcriptase’ enzimi, 2) Gen iiriinlerinin pro-
teolitik olarak islenmesini sagliyan 'protease’ enzimi ve 3) Konak DNA's1 igine viral
DNA'nin integrasyonunu sagliyan ‘endonuclease’ ya da 'integrase’ enzimidir (8,9).

Asilama

Hiicre icine giren HIV-1'in insan genomu ile birlesebildigi ve bilinmeyen bir siire ses-
siz kaldiktan sonra aktivite kazandig1 bilinmektedir. Bu nedenle infekte bir kiside viriisi
eradike etmek amaciyla antiviral tedaviden fayda beklenemez. Bu yiizden HIV-1 gecisi ve
infeksiyonundan korunmak igin risk altindaki kisilerin agilanmalan gerekir (4, 10, 11).

HIV-1'e karsi giivenle kullamilacak etkili bir aginin gelistirilmesi etyolojik ajanin vi-
rolojik ve immiinolojik &zellikleri nedeniyle bir kompleks olusturur (5). Molekiiler biyo-
loji, immiinoloji ve biyokimyadaki son geligmeler, HIV-1 infeksiyonuna kars:
immiinizasyon sagliyacak yeni bir asi gelistirilmesi agisindan umut vericidir. Ozellikle
hayvan deneylerinde, maymunlara enjekte edilerek saglanan immiinizasyon, koruyucu
immiinite yéniinden kesin kamtlar vermistir (10). Bugiinkii sartlarda virlis infeksiyonuna
karsi tam bir korunma saghyan, yiiksek etkili, ekonomik ve kolay uygulanan bir asinin
gelistirilmesi hayati 6nem tasir. As1 gelistirilmesiyle ilgili hususlar tablo-1'de veril-
mistr.

Tablo-1: As1 gelistirme ile ilgili hususlar

HIV-1 gecis sekli
HIV-1'in yiiksek genetik variasyon kapasitesi
immiinite 6zellikleri
-Notralizan antikorlar
-Hiicresel immiinite
. Antikora bagiml hiicresel sitotoksisite (ADCC)
. Dogal katil (Natural Killer, NK) hiicrelerinin sitolitik aktivitesi
. Komplemana bagimh sitotoksik antikorlar
- Mukozal sekretuar immiinite
immiin patoloji riskleri
immiinite artis1
Preklinik testler
-In vitro deneyler
-Hayvan deneyleri
-Insanlardaki denemeler
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HIV infeksiyonu, serbest viriis partikiilleri va da infekte hiicreler aracilig: ile nakledi-
lir. Infekte bir hiicre, infekte olmiyan ve ylizeyinde CD4 reseptiirii tastyan bir hiicreye
yanagir. Saglam hiicrenin CD4 reseptériine viral env'un baglanmas1 halinde, viriis -kan
plazmasina temas etmeksizin- bir hiicreden digerine hiicre membranlar aracih: ile gecer
(+ 10, 12, 13, 14). Bu yiizden lenfosit ya da makrofajlarda gizlenen HIV-1'in cansiz ya da
proviral formlarina karsi hiimoral antikorlar ve diger immiin reaksiyonlar etkisizdir.
Ayrica az sayida virlis immiin cevaptan kagar ve herhangi bir viral replikasyon meydana
gelirse konak hiicreleri genomuna viral DNA'min katilabilmesi icin bir giic olusur. Konak
hiicre sitokinlerini stimiile eden cesitli fakiérier, viral replikasyonu baslatir. T lenfositle-
rinde ¢ogalan ve belli bir birikime ulasan HIV, hiicrenin dig membranindan tomurcuklanma
yolu ile disan ¢ikar. Makrofajlar icinde ¢ogalan viriis partikiilleri ise, endoplasmik retiku-
lum igine tomurcuklanarak intraselliiler olarak toplamir (5).

HIV'in immiin cevaptan kagmasi disginda cok cesitli antijenik variasyon gostermesi, as1
geligtirilmesimi etkileyen diger bir faktordir (9). HIV-1'in yiiksek oranda mutasyona
ugramasi sonucu bir¢ok farkli yapida viriis tiirleri meydana ¢ikmakta ve hazirlanan asilar
bunlarin hepsine karg:1 etki gdsterememektedir (15). As1 hazirlanmasinda en 6énemli anti-
jen kaynagi zarf proteinleridir. Zarl[ yapmisinda bulunan gp120 tizerinde, sabit ve degisken
bélimler bulunur. Bu bélgeler HIV-1'e kars: geligen notralizan antikorlar icin antijenik
yerlere sahiptir. HIV-1 isolatlarinda en fazla defisme gosteren yer, hipervariabl olarak
isimlendirilen amino terminal kisimda lokalizedir. Env genindeki buna benzer sira
degisimler1 viriisiin konak immiin tarama mekanizmalarindan kacmasmi saglar (4,5).
Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, aymi hastsdan izole edilen viriisler arasinda bile
onemli antijenik variasyonlar tesbit edilmistir. Farkli cografik bélgelerde antijenik vari-
asyon daha da belirginlesir. Bu genetik ve antijenik cesitlilige, infeksiyon siiresince izole
edilen her virliste rastlamr. Daha kétiisii farkli dokulardan izole edilerek bir konaga nakle-
dilen viriis, biyolojik ve molekiiler dzellikleri bakimmndan degisme gosterir. Virlis ayrica
doku tropizmi de gosterdiginden immiin sistemden kacarak CD4 reseptoril tasiyan hiicrelere
ve santral sinir sistemine yayilabilmektedir. HIV, immiin yetmezlik sonucu cesitli firsatel
infeksiyon tablolarina yol acarken &zellikle T helper (Th) hiicrelerinde asiya immiin cevap
olugmasi icin gerekli olan antijen sunan hiicreleri de infekte eder. Antijen sunan (dendri-
tik) hiicreler ve makrofajlar major hedeflerdir.

HIV-1'e kars1 immiin cevabi etkileyen diger faktorler, etyolojik ajan/ajanlara ait
ozellikler ve kisiye ait &zellikler olarak simiflandirilabilir. Etyolojik ajan(lar)a ait
zellikler; virtistin giris yolu, viicuda giren viriis sayis1, infeksiyona sebep olan viriis ve
bu viriisiin ileri nesillerinin viriilans1 yaninda sonradan infcksiyona kaulan patojenlerc
baghdir. Kisiye ait ézellikler; kisinin yas, cins, genetik 6zellikleri, niitrisyonel durumu
ve altta yatan immiinolojik bozukluklardir. Bu faktorler, viris ¢ogalmasini ve infeksiyo-
nun ortaya ¢ikma siiresini etkiler. Bu siirede gelisen gesitli hiicresel ve humoral bagisiklik
cevaplan virlis cogalmasim yavaslatir. Viriisiin ¢ogalmay1 kontrol eden yardime:r genleri
de c¢ogalmayi, uygun aktivatér sinyaller gelinceye kadar erteliyebilir (12). Latent
donemdeki viriisten infeksiy6z viriis meydana gelmesi icin birka¢ 6n sart gerekir. Bunlar-
dan biri zarf prekiirsérii gp160'm gpl20 ve gp4l'e ayrilmas: ve ikincisi gag protein
prokiirsoril olan p55'in matiir infeksiy6z viriislerde bulunan pl7, p24 ve pl5'e proteolitik
olarak boliinmesidir (5).
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Nétrolizan antikorlar, viriis replikasyonunu bloke ederek ya da kisitlayarak viral has-
taliklara kars: koruyucu rol oynarlar. AIDS'li hastalarda nétralizan antikor titreleri yiikselir
(16). HIV-1'e kars1 gelisen notralizan antikorlar, direkt olarak viral zarfin gpl120'sine
karsidir. Bazen cekirdekteki gag proteinlerine karsi da olusur (4). Nétralizan antikorlar,
yalmz bir HIV tiiriine spesifiktir (17). Kisiyi HIV infeksiyonuna karsi koruyamaz (18).

Hiicresel immiinitenin HIV-1 infeksiyonlarindaki roliine dair bilgiler ¢ok azdir. anti
HIV-1 immiin cevaplarin, HIV-1'le infekte hiicreleri yoketme ve viral replikasyonu
onlemede gerekli oldugu diistiniilmektedir.

1- Antikora bagiml hiicresel sitotoksisite (ADCC); Burada effektor T lenfositleri rol
oynar. Effektér lenfositler Fc reseptorleri tasir. Lenfokin salgilar. Ayrica sitotoksisite ol-
arak bilinen, infekte hiicreleri oldiirebilme yetenekleri vardir (19). Fc reseptorleri,
immiinglobulin (Ig) simfi antikorlari baglar. Boylece viral gen iiriinleri tasiyan Ig kaph
hedef hiicreler tahrip edilebilir. ADCC aktivitesine sahip antikorlarmn serumda goriilebilme
siklign AIDS'lilerde (%70), normal kisilere (%30) gore daha fazladir (20).

9_NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesi; Saglikh HIV-1'le infekte Kisilerde AIDS'lilere
gore daha yiiksektir (21).

3-T hiicrelerinin sitotoksik aktivitesi; Yiizey fenotipi CD8+ olan sitotoksik T{(Tc)
hiicreleri, yiizeyinde simf I MHC (Major Histocompatibility Complex) molekiilii tagiyan
hedef hiicreleri yokeder. Buna sitotoksisite denir (22). Tc hiicreleri, viriisle infekte
hiicreleri tanima ve yoketme kabiliyetindedir (23,24). Boylece viriisiin hiicreden hiicreye
yayilmas: kisitlanir. HIV-1 seropozitif kisilerde, HIV-1 gag ve env proteinlerine spesifik
Te hiicreleri tesbit edilir. Hiicresel sitotoksisite, HIV'le infekte saglikhi kisilerde,
AIDS'lilere gére daha yiiksektir. CD8+ lenfositler hem sayica hem de Th hiicrelerine oranla
artmigtir (21, 25). -

4- Komplemanm aracilik ettii sitotoksik antikorlar; Hiicreyle birlesen antikor, kom-
plemanin etkisiyle hiicrenin erimesine (Sitoliz) neden olur. Sitotoksik antikorlar IgM ve
IgG yapisindadir. Viriis ¢ikarmaya bashyan bir hiicreyi 8ldiiren bu antikorlar, hem has-
taliktan korunmada hemde hastalifin iyilesmesinde &nemli rol oynarlar.

Mukozal sekretuar immiinite; Mukozal sekreyonlarda bulunan antikorlar (sIgA), HIV-
1'le infekte kisilerin tiikriik, semen ve genital sekresyonlarinda tesbit edilmistir (4,
26,27). Bir cahgmada parotis sekresyonlarinda, HIV-1 gp160, gpl20 ve viral env
iiriinlerine kars1 olusan IgA simfi antikorlar tesbit edilmistir (28).

HIV-1 infeksiyonundan koruyan ideal bir AIDS asis1, viriisiin tim antijenlerine ve
miimkiin olan biitiin antijenik variantlarina karsi koruyucu &zellikte olmali, ancak dogal
infeksiyonla meydana gelen agir immiinolojik etkileri ortaya cikarmamahdir. Ayrica asi
kolay verilebilmeli, ucuz olmal, stabl kalmali ve kolayca hazirlanabilmelidir. Baz1 a1
§ekilleri tablo-2 de gosterilmigtir.

AIDS'c karsi as1 hazirlamada en sik olarak genetik miihendisligi ya da rekombinant
DNA rehnolojisi kullamlarak dretilen viriisiin subiinitik proteinleri kullanihr (9). Bu
sekilde ayt hazirlamanin bazi avantajlan vardir; 1) Rekombinant proteinlerden hazirlanan
as1 ile asilamada, genetik materyal kullamlmadigindan giivenlidir. 2)_ Saflastirilan rekom-

~nt proteinler, viriisle infekte hiicrelerden elde edilen saflagtinlmig nativ proteinlere

433



Cilt: 6 AIDS'de Ast Sorunu

Sawi: 4

gore daha etkili olarak tiretilebilir, ve 3) Bir zarf sirasina ait nétralizan epitoplara sahip
sentetik peptidler hazirlanabilir,

HIV-1 subiinit asilar ile ilgili birka¢ 6zellik daha vardir. Bunlardan birincisi; Zarf gibi
bir tek viral protein (antijen)'in konak immin sistem; tarafindan yapisal olarak
tanimlanamamas: ya da antijenin tesbit edilememesi halinde, vyeterli immiino jen
olmiyabilir. Ikincisi; subtinit agilar, HIV-1'in multibl variantlarindan ziyade sadece bir
tirtine karsi koruyucu etkidedir. Bu ylizden koruyucu immiiniteyi stimiile etmede, tek bir
peptid ya da protein yerine bir ¢ok antijen kombinasyonunun kullaniimas; gerekir (10,
29, 30).

Tablo-2: AIDS as: sekilleri (5, 9).

HIV-1 secronegatif kisilerin immiinizasyonu
Subtinit preparasyonlar::
Rekombinant zarf glikoproteinleri (gp120, gpl60)
Nativ zarf glikoproteinleri
Sentetik zarf peptidleri
Sentetik 'core’ proteinleri
Canhi non-HIV rekombinantlar (Vaccinia veya adenoviriis)
inaktif (6lii) HIV-1 asis1
Canli atteniie (nonpatojenik) HIV-1 tiirleri
Anti-idiotype'ler
Pasif immiinizasyon
HIV-1 seropozitif kisilerin immiinizasyonu

maktif HIV-1 viriis asis1
Non HIV-1 asilarla hiperimmiinizasyon

REKOMBINANT ZARF (ENV) PROTEINLERINDEN HAZIRLANAN SUBUNIT ASILAR

Insanlarda ilk denenen a1 preparasyonu, bir rekombinant env gen iiriiniidiirz. HIV-]
gpl60 geni, baculoviriis genomuna sokulmus ve reckombinant baculovirus gpl160'1 saf-
lastimildiktan sonra insekt hiicre hattinda kiiltiirii yapilmigtir. Bu as1 nétralizan antikorlan
stimiile etmis, toksik etki goriilmemistir (31, 32).

NATIV ZARF (ENV) PROTEINLERINDEN HAZIRLANAN SUBUNIT ASILAR

Gp120, nétralizan antikor olusmasini sagliyan ve gruba spesifik selliiler cevap
olugturan immiinojenik bir T hiicre epitopuna sahiptir (33) Toksik etkileri yok ancak nativ
HIV-1 iiriinlerinin olusturulmas: laboratuarda ¢alisanlar icin tehlikelidir (34).

SENTETIK ZARF (ENV) PEPTIDLERINDEN HAZIRLANAN SUBUNIT ASILAR

HIV-1 proteinlerine ait peptid segmentlerin kimyasal yollardan sentezi ve diger mater-
vallerle kontamine etmeden peptid antijenlerinin elde edilmesi miimkiindiir. Immiinojenik
peptidler arasinda C21E ve PR1 sayilabilir. Gp120'nin santral kiiciik bir boliimiine kars1
olusan antikorlar, C21E icin bildirildigi gibi wviriis replikasyonunu bloke ettigi ve
ADCC'ye aracilik ct(ig gosterilmistir. PB1, ise E.coli'den ¢ikarilan gp120 nin 180 amino
asitlik bir peptid kismidir. Kecgilerde yiiksek titrelerde kros-nétralizan antikorlar olusturur.
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SENTETIK 'CORE’ PROTEINLERINDEN HAZIRLANAN SUBUNIT ASILAR

HIV-1'in cekirdek proteini pl7, sentetik olarak hazirlanabilir. HIV-1'le infckie ancak
asemptomatik kecilerde, AIDS va da ARC lilere gore daha yiiksek titrelerde anti-p24 ant-
korlan bulunur. Sentetik p17 proteini ile tavsanlarda, nétralizan antikorlarin gelistigl tes-

bit edilmisur.
CANLI NON-HIV VIRUS REKOMBINANTLARI (Vaccinia ve adenovirus)

HIV-1 env proteinine ait bir gen kodu, HIV-1 proteininin dretilmesine yardim eden
tagiyici bir non-HIV viriisiine aktarilabilir. Bu amacla kullanilan tagiyici viriisler; Smalpox
agist icin kullamlan vaccinia viriis ve adenovirtislerle meydana gelen respiratuar has-

taliklara karst immiinizasyonda kullamlan atteniic adenoviriislerdir (35, 36).

Vaccinia viriis DNA's1 icine HIV-1'den clde edilen gp160/120 yi kodlayan genler
yerlestirilmistir. Bu sckilde gpl60 lagiyan rekombinant vaccinia viriis asgisi, AIDS'le 1lgi-
siz hastalardan clde edilen serumlarla immiinpresipitasyon rcaksivonu vermis ve sa-
flagtirilmig rekombinant HIV-1 vaccinia agisimin tek bir doz inokiile edilmesi sonucu fa-
rede gpl120'ye karg: antikorlar clde edilmistir. Komple HIV gpl60 env genn lagiyan
rekombinant bir vaccinia viriisii ile immiinize cdilen primatlarda, HIV-1 env proteinlerine
karsit hiicresel immin cevaplar elde edilir. Meydana gelen nétralizan antikorlar

immiinizasyonu gostermekle ancak infeksiyona karsi konagl koruyamamaktadir.

Vaccinia viriis genomu, icine IL-2 gibi bir lenfokin geni yerlestirilirse virtis daha at-
teniie hale gelir. IL-2, antijenik stimiilasyon sirasinda CD4 lenfositlerince salgilamir. HIV-
1 viriisiinin immiinsiipressif ve belkide sitopatik etkisi, env proteinine ait 6 birimlik bir
siradan ileri gelir. Bu sira IL-2 yapisma benzer (37). Bu ytizden antijenle birlikte IL-2'nin
verilmesi, hiimoral immiiniteyi artirabilir (38). IL-2 tasiyan canh viral asilara baglh olarak
gelisen komplikasyonlar yok denecck kadar azdir (36).

OLDURULMUS (INAKTIVE) VIRUS ASILARI

HIV-1'e kars1 giivenli bir asi hazirlanmasmda, virisiin infektivitesini azaltmak (inak-
tive etmek) icin viral niikleik asidin parcalanmasi gercktigi gibi Koruyucu immiinite
gelismesi icin de antijenlerinin korunmasi gereklidir. Viriisiin inaktivasyonu; Formalin,
psoralen, 8 propionolactone, irradiasyon ya da 1s1 kullamlarak saglanir. Bu sckilde
hazirlanan ve rhesus maymunlarni Simian AIDS (SAIDS)'c karsi koruyan, inaktif
(6ldiiriilmiis) bir ag gelistirilmistir (30).

NONPATOJENIK VARIANTLAR

_ Genetik miihendislifi sayesinde replikasyon kapasitesi azalulan [akat diger antijenleri
korunan nonpatojenik variantlar gelistirilmistir. Pu scklide X10-1 diye adlandinlan bir
HIV-1 mutant elde edilir. X10-1, infekte hiicrelerde replike olur fakat normal sartlarda T
lenfositlerini oldiiremez. Buna benzer nonpatojenik bir mutant, inaktif viriis asisi
hazirlanmasinda kullamilabilir. Boylece patojenik virlisle hazirlanan asiya gore, hastahik
olusumu daha azdr.

HIV-1 isolatlant CD4'i reseptdr gibi kullanir. Bu ozellikten yararlanarak antikor bazh
agilar hazirlanabilir. Bu esasa gore hazirlanan anti-CD4 idiotype'teki bir agi, CD4 antije-
nini taklit eder ve HIV-1 env proteinine baglamr. ldiotipik reaksiyonlarda, bir B hiicresi
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ikt Th hiicresine baglanmir. Baz1 regiilator T hiicreleri, B hiicresi viizey antijenine
paslanarsk hedef hiicre gibi reaksivon verirken dhgerlert antiidiotip reseptér gibi davreamr,
this Soehal 20,

Antijenle reaksiyon

idiotype veren T hiicresi

Antijen

Idiotvpe'le reaksiyon

veren T hiicresi

Sekil - 2 frh'fi!\'pr reaksivon (30).

PASIF IMMUNOTERAPI

HIN 1'Tle infckte annelerden do@an infantlarda HIV .| infeksiyonundan korunmak, HIV-
I'le infekie kisilerde ATDS ya da ARC gelismesini 6nlemek amaciyla pasif immiinoterapi
diigtintilebilir (9). Bu amacla, HTV-1"Te infehte bireylerden, anti HIV-1 globulin ekstreleri
clde edilir. Ancak yapilan hayvan deneyleninde viriis alimi ile viremi bulgulan1 ya da sero-
konversiyon arasinda gegen inkiibasyon periyodunu ctkilemedigi goriilmiistiir.

HIV-1 SEROPOZITIF KISILERIN IMMUNIZAS YONU

HIV-1"le infckte kisilerin ve gelismekte olan iilkelerdeki HIV-1'le infekte annelerden
dogan bebeklerin korunmasiyla ilgili calismalar devam etmektedir. HIV-1 infeksiyonu ile
hastahifin gelismesi arasindaki uzun siire goz6niine alimirsa bu ¢alismalarin énemi daha 1y1
anlagihr. Hepatit B virtis gibi araya giren bir postinfeksiyon, saghkli HIV-1
Lastyieilaninda immiinolojik bozuklugun ilerlemesini Onliyebilir. Bu etki HIV-1 ve HIV-1
treten hiicreleri tahrip eden sitotoksik mckanizmalardan ileri gelebilir. Basanli olunursa
HIV-1, infekte hiicrelerde proviral formda kalir ve latent infeksiyon meydana getirir.

Bir calismada AIDS'li hastalarin %11'inde ARC'lilerin %50'sinde ve HIV seropozitif
asemptomatik kisilerin %63'iinde rekombinant (gpl120, gp41) env ve 'core' (p24) peptidle-
rine kars1 lenfoproliferatif tipte spesifik hiicresel cevaplar gelistigl gozlenmistir (20).
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NON HIV-1 ASILARLA HIPERIMMUNIZASYON

Kronik nonspesifik hiperimmiinizasyonla, HIV-1 semptomlan diizelebilir. Yapilan bir
caligmada, HIV-1'le infekte 4 hastaya 3-12 ay siire ile haftada 3 defa sc olarak inaktif po-
lio asist verilmis ve yorgunluk, lanfadenopati ya da pamukcuk'ta gerileme oldugu tesbit
edilmistir. Buradaka potansiyel risk, CD4+ lenfositlerde virlis expresyonunu
hizlandirabilen, non HIV-1 immiinojenlerle antijenik stimiilasyon ve sonug¢ta bunlarin yo-
kedilmesidir.
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