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Представители семейств Filoviridae (вирусы 
Марбург, Эбола) и Arenaviridae (вирусы Ласса, Луйо, 
Мачупо, Хунин, Гуанорито, Сэбиа) являются этио-
логическими агентами особо опасных вирусных ге-
моррагических лихорадок (ООВГЛ). Они вызывают 
острые заболевания человека, характеризующиеся 
шоком, геморрагиями, мультиорганной недостаточ-
ностью, и заканчиваются летальным исходом в 22–
90 % случаев [9, 20, 21].

Данные возбудители рассматриваются как угроза 
здравоохранению вследствие их неконтролируемого 
завоза в неэндемичные регионы, поэтому вопрос о 
создании специфических медицинских средств за-
щиты в отношении вызываемых ими заболеваний 
является актуальным. Вакцинация групп риска явля-
ется наиболее эффективным и экономичным спосо-

бом защиты от эпидемии, которая может возникнуть 
в результате завоза возбудителя [3, 7, 8, 15].

В качестве основных направлений создания эф-
фективных вакцин для этих нозологических форм 
ранее рассматривали цельновирионные убитые вак-
цины, вирусоподобные частицы, ДНК-вакцины, век-
торные рекомбинантные вакцины на основе аденови-
русов и вируса везикулярного стоматита [4, 5, 11, 15, 
19, 25, 28, 29, 33, 34].

Следует подчеркнуть, что идеальная вакцина 
должна вызывать долговременный иммунитет при 
однократном введении, обладать перекрестной ре-
активностью к различным природным штаммам воз-
будителя и не вызывать поствакцинальных осложне-
ний. Кроме того, стоимость вакцины не должна пре-
пятствовать ее массовому применению.
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The members of the Filoviridae (Marburg and Ebola viruses) and Arenaviridae (Lassa, Lujo, Machupo, Junin, Guanarito, Sabia 
viruses) families are the etiological agents of particularly dangerous viral hemorrhagic fevers. These agents pose a potential threat to 
public health care in view of the possibility of their unintended import into the non-endemic regions, and thus construction of specific 
medical protectors as regards induced by them diseases is a pressing issue. According to leading experts, vaccination of the cohorts 
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The review contains information on a new prospective line of protective preparations development as regards particularly danger-
ous viral infections – construction of alphavirus-replicon-based vaccine. Elaboration of recombinant replicons does not require culti-
vation of pathogenic microorganisms. RNA-replicons are distinguished by their incapacity to produce infective progeny, which is of 
a great importance for the development of vaccines against particularly dangerous viral hemorrhagic fevers. Advantages of alphaviral 
replicons over other RNA-replicons are as follows: high levels of heterologous gene expression and resistance to anti-vector immunity. 
RNA-replicons of alphaviruses combine the safety of inactivated, and immunogenicity of live attenuated vaccines. Alphaviruses-
based replicons are suitable for express vaccine development with the purpose of specific prophylaxis of viral infectious diseases. 
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В настоящее время для ООВГЛ нет вакцинных 
препаратов, которые отвечали бы всем перечислен-
ным условиям. Только для  Аргентинской геморраги-
ческой лихорадки (АГЛ) разработан живой аттенуи-
рованный вакцинный штамм Candid 1 вируса Хунин. 
Он применяется в эндемичных регионах Аргентины 
и, несмотря на аттенуацию, является реактогенным 
для человека [21, 23].

Создание эффективных вакцин против ООВГЛ 
возможно с помощью системы обратной генетики, 
которая позволяет получить ценную информацию 
для понимания функций структурных белков вирио-
нов, вирусной репликации и патогенеза, что необхо-
димо для разработки вакцин.

Методы обратной генетики пригодны для полу-
чения вакцин и могут быть использованы при раз-
работке живых аттенуированных вирусных вакцин в 
отношении рассматриваемых нозологических форм. 
Однако не поддающиеся точной оценке риски опас-
ности, связанные с их использованием, могут сделать 
это направление бесперспективным. С нашей точки 
зрения, одним из наиболее перспективных направле-
ний в сфере разработки и применения вакцин против 
ООВГЛ является получение вакцин на основе РНК 
репликонов, в частности, репликонов альфавирусов.

Репликоном называют наименьший генетический 
элемент, способный к самовоспроизведению. Эта ис-
кусственная РНК начинает производить новый белок. 
РНК репликоны могут быть получены на основе ви-
русов с РНК+ или РНК– геномами. Они представляют 
собой вирусные векторы, которые не только являются 
авирулентными, но и даже потенциально (в отличие 
от многих используемых в качестве живых вакцин ат-
тенуированных штаммов) не способны к реверсии к 
дикому типу вируса. Автономность РНК репликации 
дает возможность РНК репликонам накапливаться до 
высоких уровней, при этом происходит стимуляция 
гуморальной и клеточной ветвей иммунного ответа.

РНК репликоны на основе вирусов с РНК+ гено-
мом (РНК+ репликоны) могут быть применены одним 
из трех способов:

Трансфекция нативной РНК. В этом случае 
РНК, полученная в результате транскрипции in vitro, 
применяется при внутримышечном введении [2, 10]. 
Недостатком указанного подхода является высокая 
чувствительность нативной РНК к действию РНКаз, 
что в значительной степени снижает эффективность 
процесса доставки in vivo. 

Доставка репликонов в виде кДНК фрагмен-
та геномной РНК возбудителя (ДНК репликоны). 
Этот подход напоминает таковой при использовании 
ДНК-вакцин. Однако в отличие от ДНК-вакцин в дан-
ном случае ДНК транскрибируется в ядрах клеток в 
репликоновую РНК [11, 12, 14, 16]. Эта РНК пере-
носится из ядер в цитоплазму клеток, где и проис-
ходят процессы амплификации репликоновой РНК и 
трансляции вирусоспецифического белка. При этом 
(в отличие от ДНК-вакцин) достигаются высокие 
уровни экспрессии вирусного антигена. Недостатком 
этого способа является возможность рекомбинации 
векторной ДНК с хромосомной, что делает ее потен-

циально опасной [15].
Использование вирусных репликонов на основе 

альфавирусов. Репликоны продуцируются в клеточ-
ных линиях млекопитающих, которые трансфициру-
ются in vitro транскрибированными РНК, включая 
репликоновую РНК, которая кодирует вирусные не-
структурные белки вместе с гетерологичным антиге-
ном и хелперную РНК, кодирующую вирусные струк-
турные белки. В некоторых системах используются 
две хелперные РНК, чтобы избежать рекомбинации 
РНК с образованием способного к репликации виру-
са [1, 2, 6, 22, 30, 31]. Хелперные РНК содержат 5' и 
3' концы вирусного генома и вирусный субгеномный 
26S промотор. Следовательно, в присутствии субге-
номного репликона реплицируются хелперные РНК 
и экспрессируются структурные белки. В результате 
этого происходит образование вирусных репликонов, 
которые высвобождаются в клеточный супернатант. 
Поскольку хелперные РНК не содержат сигналы, не-
обходимые для упаковки, данному процессу подвер-
гается только субгеномная репликоновая РНК.

Одним из вариантов метода, позволяющего из-
бежать трансфекции многочисленных транскриптов, 
является использование упаковывающих клеточных 
линий, экспрессирующих гены хелперных РНК [2, 
6, 10, 16, 26]. Репликоны, продуцируемые подобным 
методом, являются инфекционными и эффективно 
доставляют рекомбинантную репликоновую РНК 
в чувствительную клетку. Однако клетки не проду-
цируют инфекционное потомство, поскольку они, в 
отличие от клеток, инфицированных вирусом дико-
го типа, не могут обеспечить полноценную сборку 
вириона. Поэтому эти РНК-репликоны называются 
«одноцикловыми» или «неспособными к репродук-
ции» векторами.

Изучение альфавирусных репликон-основан ных 
вакцин было начато в конце прошлого века, когда они 
впервые использовались для экспрессии гетерологич-
ных генов [12]. Повышение безопасности и улучше-
ние конструкции репликоновых векторов значительно 
расширили возможности применения вакцин данно-
го класса. Использование этих вакцин обеспечивает 
сильный и сбалансированный иммунный ответ с со-
ответствующей защитой против различных заболева-
ний, которые имеют большое значение для ветерина-
рии и здравоохранения. Поэтому технология альфави-
русных репликонов обладает большим потенциалом 
для создания следующих поколений вакцин против 
инфекционных заболеваний человека и животных.

Как правило, репликон альфавирусов содержит 
последовательность нуклеиновой кислоты (НК), ко-
дирующую 5’-концевую последовательность альфа-
вирусов, по крайней мере, одну последовательность 
НК, кодирующую неструктурный белок альфавиру-
сов, один альфавирусный субгеномный промотор, 
одну внутреннюю последовательность рибосомаль-
ной НК (IRES-элемент), одну гетерологичную НК и 
последовательность НК, кодирующую 3'-концевую 
последовательность альфавирусов [13, 14, 17, 18, 22, 
24, 26, 27]. 3'-концевые и 5'-концевые последователь-
ности, необходимые для обеспечения естественного 
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цикла репликации альфавирусов, в рекомбинантном 
репликоне могут быть исключены. Так как структур-
ные гены альфавирусов в репликоне отсутствуют и 
не могут экспрессироваться после вакцинации, то 
неспецифический антивекторный иммунный ответ 
является минимальным [24, 26].

В клетках эукариот задействованы два различных 
механизма для инициации трансляции. В одном из 
них, так называемый «кэп», расположенный на 5'-кон-
це мРНК, распознается фактором инициации (eIF4F). 
При этом происходит связывание транспортной РНК 
метионина и взаимодействие с рибосомальной субъе-
диницей 40S («кэп»-зависимая трансляция) [24].

Альтернативный механизм предусматривает 
инициацию трансляции посредством IRES-элемен-
тов, которая инициирует трансляцию с внутреннего 
кодона инициации мРНК с помощью трансинакти-
вирующего фактора – «кэп»-независимая трансля-
ция. IRES-элементы обнаружены в многочисленных 
транскриптах вирусов позвоночных, беспозвоноч-
ных и растений, а также в транскриптах генов позво-
ночных и беспозвоночных [24, 26].

В настоящее время описаны альфавирусные 
векторы, экспрессирующие требуемые гены. Во всех 
примерах описана модификация генов неструктур-
ных белков или 26S субгеномного промотора для ре-
гулирования репликации вектора или транскрипции. 
Альфавирусный 26S субгеномный промотор управ-
ляет транскрипцией в процессе репликации альфа-
вирусов. Он может модифицироваться таким обра-
зом, что его функциональная активность может быть 
уменьшена, увеличена или сохранена [26].

Гетерологичная НК является нуклеотидной по-
следовательностью, отсутствующей и/или не пред-
ставленной в геноме дикого типа в том же порядке, 
что и в рекомбинантном альфавирусном геноме. 
Когда рекомбинантная НК содержит гены одного 
и более структурных белков, она может продуци-
ровать дефектные частицы альфавирусов [24, 26]. 
Гетерологичная НК может кодировать белки или 
пептиды, которые являются антигенами, индуци-
рующими факторы иммунного ответа в отношении 
различных инфекционных заболеваний.

Альфавирусные репликон-основанные вакцины 
пригодны для разработки вакцин «нового поколе-
ния». Первые экспериментальные вакцины против 
гриппа, основанные на альфавирусных репликонах, 
были сконструированы с использованием вируса 
леса Семлики. Репликон, экспрессировавший ген ну-
клеопротеина (NP), вызывал сильный гуморальный 
и клеточный иммунный ответы [35].

В настоящее время описано использование 
рекомбинантных альфавирусных репликонов, ко-
дирующих структурные белки вирусов гриппа, па-
рагриппа, вируса метапневмонии, респираторного 
синцитиального вируса, вируса инфекционной ане-
мии лошадей, вируса иммунодефицита человека 
1 типа, ортопоксвирусов, вирусов желтой лихорадки, 
Западного Нила, японского энцефалита, лихорадки 
долины Рифт, Конго-Крымской геморрагической ли-
хорадки, герпеса, гепатита В и возбудителей других 

инфекционных заболеваний [10, 11, 14, 17, 24, 27].
Репликон на основе альфавирусов был исполь-

зован для быстрой разработки вакцины в ходе пан-
демии, вызванной вирусом гриппа А/H1N1/pdm09. 
Защита, обеспечиваемая данной вакциной, сходна с 
таковой после гомологичной иммунизации [32].

Наличие пригодного для иммунизации челове-
ка штамма ТС 83 вируса венесуэльского энцефало-
миелита лошадей (ВЭЛ) определяет перспективы 
создания РНК-репликона на основе генома этого воз-
будителя. Данный штамм может быть использован 
для получения репликоновой системы, экспресси-
рующей протективные гены возбудителей опасных 
и особо опасных инфекционных заболеваний. Так 
как получение рекомбинантных репликонов не тре-
бует культивирования патогенных микроорганизмов, 
разработка и производство селективных агентов в 
репликон-основанных вакцинах может проводиться 
в условиях, не требующих соблюдения мер специ-
альной биобезопасности [24].

Вектор на основе РНК-репликона аттенуиро-
ванного вируса ВЭЛ состоит из РНК репликонового 
экспрессирующего вектора, РНК пакующего хелпера 
и РНК, продуцируемых in vitro с транскрипционных 
плазмид. РНК-репликона кодирует встроенный ген и 
транскриптазу вируса ВЭЛ, которая контролирует ре-
пликацию и транскрипцию гетерологичного гена. При 
совместной трансфекции эукариотических клеток 
полученным репликоном и двумя хелперными РНК, 
кодирующими структурные белки вируса ВЭЛ (гли-
копротеины и нуклеокапсид), происходит упаковка 
РНК-репликона в вирусоподобные частицы, которые 
служат в качестве векторов для доставки, амплифика-
ции и экспрессии in vivo встроенных генов [26].

Поскольку в хелперных РНК отсутствуют «паку-
ющие сигналы», необходимые для дальнейшей репро-
дукции полученной конструкции, инфекционный про-
цесс ограничен одним циклом репликации [24, 26].

Преимущества альфавирусных репликонов по 
сравнению с живыми вирусными векторами состоят 
в том, что генная экспрессия ограничивается перво-
начально инфицированными клетками; диссемина-
ции инфекции не происходит, что повышает безопас-
ность вакцины. Гены экспрессируются в цитоплазме 
клеток с РНК-репликонов, что дает возможность 
им сплайсироваться. Экспрессия на высоком уров-
не обусловлена двумя раундами генной амплифика-
ции: первая – за счет репликации РНК-вектора, вто-
рая – за счет генной транскрипции с 26S промотора. 
Клетками-мишенями репликонов in vivo является 
лимфоидная ткань, включая антиген-презентативные 
дендритные клетки.

Репликоны могут индуцировать иммунитет к 
двум патогенам при иммунизации комбинацией ре-
пликонов или двуэкспрессирующим репликоном. 
Это определяет перспективы использования реком-
бинантных репликонов вируса ВЭЛ для конструиро-
вания на их основе вакцин против ООВГЛ.

В работе P.С.Pushko et al. [22] проведена оценка 
моновалентной вакцины против вируса Ласса и бива-
лентной вакцины против вирусов Ласса и Эбола, осно-
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ванных на векторной конструкции – РНК-репликоне 
аттенуированного штамма ВЭЛ. Необходимость соз-
дания бивалентной вакцины против вирусов Ласса и 
Эбола вызвана тем, что заболевания, обусловленные 
ими, имеют перекрывающиеся ареалы в африканских 
странах, расположенных к югу от пустыни Сахара. 
Завозные случаи лихорадки Ласса были зарегистри-
рованы в США и Европе [21].

Основные элементы стратегии получения за-
щитных препаратов против лихорадки Ласса разра-
ботаны ранее, когда были получены рекомбинантные 
штаммы вируса вакцины, экспрессирующие гены 
нуклеопротеина (NP) или гликопротеина (GP) вируса 
Ласса, которые защищали лабораторных животных 
(морские свинки, обезьяны) против летального зара-
жения этим вирусом. При введении рекомбинантных 
вирусов вакцины со встроенными генами GP или NP 
макакам-резусам в первом случае наблюдали более 
выраженную защиту [22]. Подобные результаты были 
получены при исследовании рекомбинантных виру-
сов вакцины со встроенными генами NP и GP вируса 
Эбола [8, 11]. Однако эти исследования лишь успеш-
но идентифицировали иммунодоминантные антиге-
ны, которые осуществляли защиту против летального 
заражения упомянутыми вирусами. Использование в 
качестве векторов живых неаттенуированных виру-
сов всегда оставляло открытым вопрос о безопасно-
сти этих конструкций, особенно для лиц с иммуно-
дефицитными состояниями, что предполагало поиск 
новых, более безопасных векторов.

На первом этапе работы авторы исследовали ре-
пликоны ВЭЛ со встроенными генами NP и GP вируса 
Ласса в виде монопрепаратов и смеси обоих реплико-
нов. Морских свинок через 4 недели после последней 
иммунизации инфицировали вирусом Ласса в дозе 
160 LD50. У иммунизированных животных не выявле-
но никаких симптомов заболевания, все контрольные 
неиммунизированные животные погибли [22].

Авторами была проведена оценка протективных 
свойств смеси из двух репликонов, экспрессирую-
щих гликопротеины вирусов Ласса и Эбола, а также 
векторного репликона с двойной экспрессией генов 
GP данных возбудителей, причем каждый из них 
экспрессировался под контролем собственного 26S 
промотора. Результаты этих исследований показали 
наличие экспрессии генов и трансляцию гликопро-
теинов обоих вирусов, к которым вырабатывались 
специфические антитела, связывающиеся с полно-
ценными гликопротеинами обоих вирусов [22].

Следует отметить, что иммунизированные мор-
ские свинки были устойчивы к последующему зара-
жению вирулентным штаммом вируса ВЭЛ, несмо-
тря на то, что было выявлено, что с этих репликонов, 
даже после слепых пассажей в культуре клеток, жи-
вой вирус ВЭЛ никогда не регенерируется [24].

Несмотря на сравнительно невысокий титр ан-
тител против GP вируса Ласса, после иммунизации 
смесью двух репликонов и двуэкспрессирующим 
репликоном животные выжили после заражения ле-
тальной дозой вирусов Ласса и Эбола. Авторы объяс-
няют это тем, что основную протективную роль про-

тив вируса Ласса играют факторы клеточного имму-
нитета (в частности, CD4+ киллерные клетки) [22].

M.C.Hevey et al. [12] при создании эффектив-
ной вакцины для защиты людей от геморрагической 
лихорадки Марбург разработали генетическую кон-
струкцию на основе репликона вируса ВЭЛ. В соот-
ветствии с выбранной стратегией конструирования 
вакцины ген, кодирующий структурный гликопроте-
ин вируса Марбург, встроен в гены структурных бел-
ков вируса ВЭЛ. В результате получена саморепли-
цирующаяся молекула РНК, обладающая собствен-
ными репликазными и транскриптазными функция-
ми, содержащая мРНК, кодирующую структурный 
гликопротеин вируса Марбург. Результаты исследо-
ваний свидетельствовали о том, что иммунизирован-
ные морские свинки защищены от последующего 
инфицирования инфекционным вирусом Марбург в 
большей степени, чем животные, иммунизирован-
ные разработанной ранее конструкцией на основе 
бакуловируса, экспрессирующей ген гликопротеина 
возбудителя лихорадки Марбург. Разработанная кон-
струкция предложена авторами в качестве кандидата 
в вакцины для иммунизации людей против геморра-
гической лихорадки Марбург [13].

Основными иммунодоминантными эпитопами 
аренавирусов являются два оболочечных гликопро-
теина G1 и G2, которые образуются при протеоли-
тическом расщеплении клеточно-ассоциированного 
предшественника GPC [21].

А.V.Seregin et al. [27] провели оценку защитной 
эффективности иммунизации морских свинок ре-
пликоном на основе вируса ВЭЛ, штамм TC 83, со-
держащим вставку гена GPC РНК вируса Хунин, при 
последующем заражении заведомо летальной дозой 
возбудителя АГЛ.

Авторами был создан и изучен in vitro и in vivo ТС 
83-репликон на основе вируса ВЭЛ, экспрессирую-
щий предшественник гликопротеинов вируса Хунин, 
штамм Candid 1. Эта конструкция содержала РНК-
элементы и гены неструктурных белков генома вируса 
ВЭЛ, которые требуются для репликации и транскрип-
ции субгеномной РНК, т.е. 5’- и 3’-концы нетрансли-
руемой области, субгеномный промотор, локализо-
ванный выше субгеномного РНК-транскрипционного 
сайта, и концевой кодон открытой рамки считывания 
гена неструктурного белка. Упаковку репликонов 
проводили при использовании дефектных хелперов, 
кодирующих либо капсид, либо гликопротеины виру-
са ВЭЛ штамма ТС 83 [27]. Этот принцип ранее был 
использован для экспрессии гликопротеинов других 
вирусов [15, 16, 24]. Наличие экспрессии GPC в клет-
ках vero, инфицированных упакованным репликоном, 
подтверждено при использовании моноклональных 
антител к гликопротеину G1 [27].

Иммуногенность рекомбинантного репликона 
определяли по наличию вируснейтрализующих анти-
тел к вирусу Хунин. Через 7 недель после однократ-
ной подкожной иммунизации у 4 из 5 морских свинок 
титр специфических антител находился в диапазоне 
от 1:5 до 1:160. После бустерной иммунизации титр 
нейтрализующих антител у всех животных повысился 
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и составлял 1:640–1:2560. При последующем инфи-
цировании иммунизированных морских свинок ви-
русом Хунин в дозе 100 LD50 все животные выжили. 
Полученные результаты указывают на то, что GPC 
является иммунодоминантным эпитопом, индуциру-
ющим протективный иммунный ответ против вируса 
Хунин, и открывают перспективы разработки эффек-
тивной нереактогенной вакцины в отношении АГЛ.

Как уже упоминалось, преимуществом РНК-
репли конов является их неспособность продуцировать 
инфекционное потомство. Однако это ограничивает 
диссеминацию антигена и, таким образом, число ден-
дритных клеток, представляющих антиген. Этот недо-
статок преодолим за счет экспрессии рекомбинантных 
растворимых антигенов [24, 26], которые могут секре-
тироваться клетками. Экспрессию костимуляторных 
цитокинов и хемокинов, которые высвобождаются 
клетками, можно увеличить, направляя дендритные 
клетки к сайту доставки вакцины [6, 10, 14, 26].

Идеальный РНК-репликоновый вектор в плане 
эффективности вакцинации – это репликон, который 
специфически нацеливает дендритные клетки [26]. 
Подобные репликоны нецитотоксичны, что позволя-
ет дендритным клеткам выполнять их иммунологи-
ческую функцию в процессинге вакцинных антиге-
нов, созревании и миграции к лимфоузлам для акти-
вации адаптивного иммунного ответа.

Использование специализированных клеточных 
линий для генерирования PНК-репликонов значи-
тельно облегчит создание эффективных вакцин, по-
скольку подобные основаны на свойственной виру-
сам системе доставки их собственного генетического 
материала. Критическим аспектом в данном случае 
является генерирование трансгенного хелпера или 
пакующих клеточных линий для репродукции РНК-
репликонов. Эти клеточные линии могут дать высо-
кий выход РНК-репликонов в соответствии с наи-
высшими стандартами биологической безопасности. 
Полностью исключается регенерация способного к 
размножению вируса, что имеет особое значение при 
создании вакцин против ООВГЛ.

Разумеется, предполагаемая стоимость альфа-
вирусных РНК-репликонов при использовании их в 
качестве вакцин пока что несопоставима с этим пока-
зателем для живых вакцин. Однако с учетом того, что 
для защиты от эпидемии, которая может возникнуть 
в результате завоза возбудителей ООВГЛ, необходима 
иммунизация достаточно ограниченной группы риска, 
предполагаемые затраты на разработку и производство 
вакцин на основе альфавирусных РНК-репликонов в 
отношении указанных возбудителей будут полностью 
оправданы.

Таким образом, РНК-репликоны альфавирусов 
сочетают безопасность инактивированных с им-
муногенностью живых аттенуированных вакцин. 
Преимуществом РНК-репликонов является их неспо-
собность продуцировать инфекционное потомство, 
что имеет особое значение при создании вакцин в 
отношении ООВГЛ. Репликоны на основе альфави-
русов пригодны для быстрой разработки вакцины в 
ходе возможных эпидемий и эпидемических вспы-

шек. Преимущества альфавирусных репликонов 
перед другими РНК-репликонами при разработке 
вакцин заключаются в высоком уровне экспрессии 
гетерологичных генов, тропизме к дендритным клет-
кам, резистентности к антивекторному иммунитету. 
Конструирование рекомбинантных репликонов не 
требует культивирования патогенных микроорганиз-
мов. Разработка и производство селективных агентов 
в репликон-основанных вакцинах может проводить-
ся в условиях, не требующих соблюдения мер специ-
альной техники биобезопасности.
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