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The application of photon emission measurements for evaluation of
semen biological value

Summary

Improvements in the single photon counting method have made it possible
to measure total emission intensity, to monitor its kinetics and to make mea-
surements (using cut-off filters) of the spectral distribution of electromagnetic
radiation emitted from spermatozoa of three farm animals species. The associa-
tion between peroxidation processes in cell membranes and the accompanying
photon emission and sperm viability, sperm motility and metabolic processes
was identified and further explored. The application part of the studies con-
cerned the effect of stress factors on bull, ram and boar spermatozoa and the
possibility of using ultraweak luminescence as a new biophysical method for
evaluation of semen biological value. The obtained results indicate that mea-
surements of ultraweak luminescence can prove useful for solving problems re-
lated to the evaluation, conservation and use of farm animal semen.
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1. Wstep
Analiza aktualnego stanu wiedzy z zakresu cytobiologii oraz

bioenergetyki plemnikéw, uzyskanej stosowanymi dotychczas
metodami fizjologicznymi, cytologicznymi oraz biochemicznymi



Zastosowanie pomiaru emisji fotonéw do oceny wartosci biologicznej nasienia

(w tym enzymatycznymi) wskazuje na potrzebe siegniecia po nowe, do tej pory jesz-
cze w biologii gamet meskich nie stosowane, interdyscyplinarne metody i narzedzia
badawcze, na przyktad z dziedziny biofizyki. Duze mozliwosci poznawcze, jak sie
wydaje, tkwia w zjawisku ultrastabej luminescencji (1-5).

Szanse na wypracowanie nowego sposobu podejscia do problemu pogtebienia
znajomosci procesow bioenergetycznych plemnikéw zarysowaty sie przy uwzgled-
nieniu mozliwosci wykorzystania zjawiska ultrastabej luminescencji. Wszystkie or-
ganizmy zywe sa w swych procesach metabolicznych Zrédiem emisji fotonéw (ut-
trastaba luminescencja), jednakze natezenie tej emisji jest tak niskie, ze zaobserwo-
wanie jej nieuzbrojonym okiem nie jest mozliwe. Do tego celu musi by¢ stosowana
LiltraczLita aparatura pomiarowa.

Rozrézniana jest ultrastaba luminescencja spontaniczna, charakterystyczna dla
petnej homeostazy komoérki, oraz ultrastaba luminescencja indukowana, wywotywa-
na oddziatywaniem na komorke, wzglednie organizm, zewnetrznych czynnikow fi-
zykochemicznych, takich jak np. Swiatto, temperatura, rézne zwigzki chemiczne
i in. (6-13). W ostatnich latach wykazano, ze procesy metaboliczne przebiegajace
w komérce, w szczegolnosci za$ zaburzenia tych proceséw, znajdujg swe odbicie
zarbwno w spontanicznej, jak i indukowanej ultrastabej luminescencji (13-15).

Metody bioluminescencyjne znalazly juz praktyczne zastosowanie w medycynie,
biologii i biochemii, a takze w rolnictwie, np. w okreslaniu mrozoodpornosci roslin
i sity kietkowania zbéz (12,16-21).

Stopienrh aktywnosci biologicznej plemnikéw zwigzanyjest, jak wiadomo, z inten-
sywnoscig i prawidtowoscia procesd6w metaboticznych (22-27), mozna zatem przy-
puszczaé, ze znajduje on swe odbicie réwniez w ultrastabej luminescenciji.

W przedstawionych badaniach skoncentrowano sie przede wszystkim na poszu-
kiwaniu takich parametréw ultrastabej tuminescencji (np. natezenie, kinetyka, sktad
spektralny), ktére bylyby skorelowane z aktywnos$cig biologiczng plemnikéw. Znajo-
mos$¢ takich parametréw umozliwitaby ocene oddziatywania na plemniki tak czynni-
kéw Srodowiska naturalnego, jak i stosowanych rozcienczalnikéw i metod konser-
wacji nasienia.

Pogtebienie znajomosci podstaw aktywnosci biologicznej plemnikow oraz jej
zaklécen warunkuje dalszy postep w praktyce konserwacji i diugotrwatego przecho-
wywania nasienia, wigzacej sie z obecnoscig w procesie technologicznym kriokon-
serwacji szeregu czynnikow fizykochemicznych, czasem o niecatkowicie jeszcze
rozpoznanych oddziatywaniach. Uzupetnienie zakresu poznawczego w tej dziedzi-
nie, dzieki wprowadzeniu nowych kryteriow oceny moze mie¢ rOwniez znaczenie,
np. w badaniach nad zaptodnieniem pozaustrojowym.
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2. Pomiar ultrasiabej luminescencji

Do pomiaréw ultrasiabej luminescencji (USL), ze wzgledu na jej bardzo niskie na-
tezenie, zastosowano metode zliczania pojedynczych fotonéw (SPCM, Single Photon
Counting Method). Zasadniczymi czesciami ukladu pomiarowego (rys. 1) sa:

- Swiatloszczelna, termostatowana komora, w ktdrej umieszcza sie badany ma-
terial, oraz

- chtodzony fotopowielacz odizolowany od komory termoizolujgcym, préznio-
wym oknem kwarcowym.

Fotopowielacz dokonuje przetworzenia strumienia emitowanych przez probke
i padajacych na fotokatode fotonéw na ciag impulséw elektrycznych. Impulsy te
wzmacniane sg w szerokopasmowym przedwzmacniaczu i wzmachiaczu impulso-
wym. Chiodzenie fotopowielacza redukuje jego szumy witasne, tzw. prad ciemny.
Impulsy ze wzmacniacza transmitowane sg do dyskryminatora, gdzie nastepuje od-
separowanie szumu i impulséw o amplitudach mniejszych lub wiekszych od ampli-
tudy impulséw indukowanych fotonami padajacymi na fotokatode fotopowielacza.
Po przejsciu przez dyskryminator impulsy zliczane sg w potgczonym z komputerem
przeliczniku. Liczba zarejestrowanych impulséw zawiera zatem informacje o liczbie
fotonéw emitowanych przez badang probke. Swiatloszczelna zasuwa umozliwia
zmiane prébki w komorze. Filtry optyczne umieszczane pomiedzy badang prébka
a fotopowielaczem pozwalajg na wyznaczenie rozktadu spektralnego luminescencji.

Rys. 1. Schemat blokowy uktadu pomiarowego. TK - termostatowa komora pomiarowa, SZ - Swia-
ttoszczelna zasuwa, TO - termoizolujagce okno, PMT - fotopowielacz (FEU38 lub EM19558), DN - dziel-
nik napiecia, ZW - zasilacz wysokiego napiecia, CHO - chtodzona obudowa fotopowielacza, PWZ -
przedwzmacniacz, WZ - wzmacniacz, D - dyskryminator, L - licznik, K - komputer, F - filtr typu
cutt-off.
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3. Pomiar rozkladu spektralnego emisji fotonowej

Do wyznaczania rozktadu spektralnego ultrastabej luminescenciji, czyli zaleznos-
ci natezenia emisji (1) od dlugosci fali, zastosowano metode filtrdw granicznych.
W metodzie tej uzywa sie zestawu optycznych filtréw granicznych, ktére umieszcza
sie kolejno miedzy badang prébka a fotopowielaczem (rys. 1). Filtry te charaktery-
ZuUja sie ostrg granicg przejscia z obszaru o wysokiej transmisji do obszaru absorpcji
padajacego promieniowania. Pomiar rozktadu spektralnego polega na okresleniu
réznicy w natezeniu emisji w obszarach transmisji dwéch kolejnych filtréw. Réznica
ta obliczana jest z uwzglednieniem spektralnych charakterystyk transmisji dla zasto-
sowanych filtréw granicznych oraz charakterystyki spektralnej fotopowielacza.

4. Przygotowanie nasienia do badani emisji fotonowej z plemnikéw

Emisja z plemnikbw moze by¢ obserwowana po oddzieleniu ich od sktadnikéw
plazmy, ktéra zawiera przeciwutleniacze, zwigzki chelatujgce i redukujgce oraz en-
zymy i aminokwasy (27,28). Wiele z tych zwigzkéw wykazuje dziatanie polegajace
na ,zmiataniu” reaktywnych form tlenu i innych rodnikéw oraz wigzaniu (chelato-
waniu) jonéw metali przejsciowych i ciezkich, inicjujgcych reakcje oksydoredukcyj-
ne. W celu prawidiowego przeprowadzenia pomiaréw emisji niezbedne byto zatem
postuzenie sie zawiesing plemnikéw wolng od skfadnikéw osocza nasienia wzgled-
nie uzytych do jego konserwacji rozcienczalnikéw (29).

Prébki plemnikéw Swiezych lub rozmrozonych wstawiano do tazni wodnej i in-
kubowano w temperaturze 44°C dla plemnikédw buhaja oraz 40°C dla plemnikéw
tryka i knura. W okreslonych odstepach czasu pobierano prébki nasienia do badan.

5. Kinetyki indukowanej ultrastabej luminescencji

Pomiary emisji fotonowe] przeprowadzano poprzez rejestracje liczby impulséw
w przedziatach czasu rownych 10 s (4, 29-31). Przed kazdym pomiarem okreslane byto
tlo fotopowielacza, tzn. liczba zliczeri na jednostke czasu przy zamknietej Swiatto-
szczelnej zasuwie. Po otwarciu przestony mierzona byta emisja spontaniczna (100 s),
emisja indukowana dodaniem do probki uktadu askorbinian + Fe(ll) (1000 s), a nastep-
nie dodaniem jonéw Fe(ll) (700 s). Koncowe stezenia askorbinianu i zelaza wynosity
odpowiednio 0,22 mM oraz 0,045 mM po dodaniu uktadu askorbinian -F Fe(ll) i 0,17 mM
oraz 0,96 mM po dodaniu jonéw Fe(ll) (w postaci roztworu FeSO”®). Przed zakoricze-
niem pomiaru tto mierzone bylo powtérnie przy zamknietej przestonie. W trakcie po-
miaru prébka byla mieszana tlenem przeptywajgcym ze stalg predkoscig 51",

W przeprowadzonych pomiarach wykazano, ze natezenie spontanicznej emisji
fotonowej z zawiesiny plemnikéw buhaja inkubowanych w 0,9% roztworze NaCl
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Rys. 2. Przyktad ultrastabej luminescencji ze $wiezych plemnikéw buhaja po czterech godzinach in-
kubacji. A - tzw. prad ciemny fotopowielacza (tlo), B - emisja spontaniczna.

W warunkach tlenowych wynosi okoto 10"-I0' fotonéw/(sxkomérka), Srednio
okoto 20% ponad tto fotopowielacza (rys. 2).

Dodatek jonéw zelaza do zawiesiny plemnikéw indukuje stosunkowo silng lumi-
nescencje. W przeprowadzonych pomiarach na plemnikach poddanych inkubacji
w temperaturze wyzszej niz fizjologiczna (stres termiczny) wykazano, ze wraz ze
wzrostem czasu inkubacji obserwujemy wzrost intensywnosci ultrastabej lumine-
scencji indukowanej dodaniem ukfadu askorbinian -r Fe(ll) lub jonéw Fe(ll). Na ry-
sunkach 3-5 przedstawiono przyklady krzywych kinetycznych ultrastabej lumine-
scencji indukowanej dla $wiezych plemnikéw buhaja, tryka i knura przed inkubacjg
oraz po roznych czasach inkubacji. Dodanie uktadu askorbinian + Fe(ll) nastepo-
wato w czasie t = 0 s, a dodanie jondw Fe(ll) (na rysunku 3 zaznaczone jest strzatka)
po czasie okoto 1000 s.

Dla swiezych plemnikéw buhaja po dodaniu uktadu askorbinian + Fe(ll) obser-
wujemy stopniowe narastanie emisji fotonowej, a po dodaniu jonéw Fe(ll) gwattow-
ny spadek jej natezenia (rys. 3). Ksztatt krzywej kinetycznej zalezy od czasu inkuba-
cji. Przed rozpoczeciem inkubacji ani wzrost, ani spadek natezenia emisji nie sg tak
znaczace. Wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji obserwujemy wzrost natezenia emi-
sji po dodaniu uktadu askorbinian + Fe(ll), oraz coraz wyrazniejsze maksimum w tej
czesci kinetyki ultrastabej luminescenciji. We wszystkich przypadkach po dodaniu
jonéw Fe(ll) obserwujemy spadek natezenia emisji. Koricowe natezenia emisji
osiggaja poréwnywalne wartosci bez wzgledu na czas trwania inkubacji.
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Rys. 3. Kinetyki USL indukowanej uktadem askorbinian + Fe(ll) i Fe(ll) Swiezych plemnikéw buhaja
po réznych czasach inkubacji tjnk-

W przypadku indukowanej ultrastabej luminescencji Swiezych plemnikéw tryka,
po dodaniu uktadu askorbinian + Fe(ll) nie obserwujemy znaczacych zmian w nate-
zeniu emisji, chociaz jej poziom wzrasta wraz ze wzrostem czasu inkubacji (rys. 4).
Po dodaniu jonéw Fe(ll) nastepuje gwaltowny wzrost emisji, ktéra osigga wartosé
maksymalng po czasie okoto 30-40 sekund, a nastepnie gwaltownie spada osiggajgc
wartos¢ koncowg wyzszg niz przed dodaniem jonéw Fe(li).
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Rys. 4. Kinetyki USL indukowanej uktadem askorbinian + Fe(ll) i Fe(ll) $wiezych plemnikéw tryka po
réznych czasach inkubacji t|nk-
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Rys. 5. Kinetyki USL indukowanej uktadem askorbinian -I- Fe(ll) i Fe(!l) $wiezych plemnikéw knura po
réznych czasach inkubacji tjnk-

Kinetyki indukowanej ultrastabej luminescencji swiezych plemnikéw knura
przedstawione sg na rysunku 5. Przed rozpoczeciem inkubacji tink = 0 zmiany
w ksztalcie kinetyk wywotane czynnikami indukujacymi tuminescencje nie sa wyraz-
ne. Dla ptemnikéw inkubowanych obserwujemy stopniowe narastanie emisji po do-
daniu ukfadu askorbinian -f Fef{li), jednak bez zaznaczonego wyraZznego maksimum.
Po dodaniu jonéw Fe(il) nastepuje spadek natezenia emisji do poziomu niezalezne-
go od czasu inkubacji.

W przeprowadzonych badaniach parametréw USL z plemnikéw buhaja podda-
nych stresowi oksydacyjnemu z zastosowaniem sond chemiluminescencyjnych (lu-
minol, izoluminol, lucygenina) wykazano brak wzmocnienia USL plemnikéw przez
wymienione zwigzki.

6. Wpiyw kriokonserwacji na ultrastabg tuminescencje plemnikéw

Proces kriokonserwacji wptywa na ksztalt krzywych kinetycznych (29,32). Wplyw
ten pokazany jest na przyktadzie emisji z kriokonserwowanych plemnikéw buhaja
(rys. 6). Dodanie uktadu askorbinian + Fe(ll) nie wywotuje tak duzego jak w przy-
padku natywnych plemnikéw wzrostu natezenia luminescencji. Dopiero dodanie jo-
now Fe(ll), oprdcz charakterystycznego ,piku”, powoduje wzrost natezenia emis;ji.
Wartosci emisji po dodaniu Fe(ll) sg wieksze niz po dodaniu uktadu askorbinian
-F Fe(ll), odwrotnie niz dla $wiezych plemnikéw. Decydujacg role w zasadniczej
zmianie kinetyki ma dodanie glicerolu do rozcieniczalnika. Kinetyki emisji z plemni-
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Rys. 6. Kinetyki USL indukowanej uktadem askorbinian + Fe(ll) i Fe(ll) kriokonserwowanych plemni-
kéw buhaja po réznych czasach inkubacji tink-

kéw po przejsciu petnej ekwilibracji z glicerolem, ale jeszcze nie zamrazanych, sg
podobne do kinetyk luminescencji plemnikéw kriokonserwowanych.

7. Zaleznos$¢ pomiedzy parametrami USL a wskazZnikami fizjologicznymi

Biologiczna analiza nasienia obejmowata mikroskopowsg ocene koncentracji i ru-
chliwosci plemnikéw, prébe rdéznicowag z eozyng-nigrozyng do wyznaczania wskaz-
nika RZW (receptorowa zdolno$¢ wigzania specyficznych barwnikéw btonowych
wg Bloma), dawniej okreslang jako test zywe-martwe oraz oznaczanie poziomu ATP
w plemnikach spektrofotometryczng, enzymatyczng metoda Adama (33).

Stwierdzono istnienie zalezno$ci pomiedzy wskaznikami stanu fizjologicznego
plemnikéw a natezeniem ultrastabej luminescencji dla natywnych i kriokonserwo-
wanych plemnikéw buhaja (4,5,29,31). Zestawienie wartosci parametréw fizjolo-
gicznych i biologicznych oraz wartosci emisji catkowitych dla roznych czaséw inku-
bacji natywnych plemnikdw buhaja przedstawiono na rysunku 7.

W przeprowadzonej analizie zalezno$ci pomiedzy mierzonymi parametrami fi-
zjologicznymi a parametrami emisji fotonowej wykazano istnienie ujemnej korelacji
liniowej miedzy wskaznikiem RZW a catkowitym natezeniem emisji fotonowej po
dodaniu uktadu askorbinian + Fe(ll) w przypadku Swiezego nasienia buhaja, tryka
i knura. Obliczone wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona r wynoszg dla swieze-
go nasienia buhaja, tryka i knura odpowiednio -0,82, -0,93 i -0,95 (29).
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Rys. 7. Zalezno$¢ USL oraz mierzonych parametréw fizjologicznych od czasu inkubaciji dla $wiezych
plemnikéw buhaja. RUCH - ruchliwos¢ komoérek; RZW - wskaznik receptorowej zdolnosci wiazania;
ATP - zawarto$¢ ATP; FE - emisja catkowita po dodaniu jonoéw Fe(ll); ASC+FE - emisja catkowita po
dodaniu uktadu askorbinian + Fe(H).

8. Rozklady spektralne ultrastabej luminescencji plemnikéw

w wykonanych pomiarach rozktadéw spektralnych ultrastabej luminescencji
plemnikéw (31,34,35) wykazano wystepowanie gitéwnego maksimum w obszarze
czerwieni tzn. w zakresie 600-820 nm (rys. 8). Wszystkie rozktady spektralne ul-
trastabej luminescencji indukowanej uktadem askorbinian + Fe(ll) i Fe(ll), w grani-
cach niepewnosci pomiarowych, sg jednakowe dla plemnikéw trzech badanych ga-
tunkéw zwierzat. Proces kriokonserwacji nie ma statystycznie istotnego wptywu na
rozktady spektralne indukowanej ultrastabej luminescencji plemnikéw buhaja i try-
ka (34).
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Rys. 8. Przyklad rozkiadu spektratnego uittrastabej tuminescencji z plemnikéw buhaja po dodaniu
uktadu Fe(ll)-kwas askorbinowy: na wykresie zaznaczono niepewnos$¢ maksymaina.

9. Podsumowanie

w normalnych warunkach fizjologicznych plemniki wykazujg ekstremalnie stabg
emisje fotonowa. Stosunek rejestrowanego sygnatu do szumu aparaturowego miesci
sie w przedziale 1-2. Pomiary w takich warunkach sg bardzo trudne, co nie pozwala,
na obecnym etapie, na zastosowanie spontanicznej uttrastabej tuminescencji do oce-
ny jakosci nasienia zwierzat uzytkowych. Jako narzedzie do badania aktywnosci bio-
logicznej (stanu fizjologicznego) plemnikéw moze stuzy¢ luminescencja indukowana.

Dodanie do zawiesiny inkubowanych komadrek jonéw zelaza inicjuje procesy pe-
roksydacji, a nastepnie rozktad zakumulowanych w ich wyniku hydronadtlenkéw
i nadtlenkéw lipidéw. W tancuchowych reakcjach rodnikowych powstajg elektrono-
wo wzbudzone czgsteczki aldehydéw, ketondéw i kwaséw karboksylowych oraz czas-
teczkowy tlen singletowy lub jego wzbudzone dimole. Ulegajac radiacyjnej dezakty-
wacji emitujg one fotony rejestrowane jako ultrastaba luminescencja. Zmienione
dziataniem czynnikéw stresowych natury Srodowiskowej i technologicznej btony
plemnikéw ulegajg peroksydacji indukowanej ukladem askorbinian -I- Fe(ll) i Fe(ll),
tym intensywniejszej, im silniejsze byto oddziatywanie stresu. Otrzymane wyniki
jednoznacznie dowodza, ze dziatanie stresu srodowiskowego znajduje wyrazne od-
zwierciedlenie w parametrach USL. Kinetyke i intensywnos¢ indukowanej peroksy-
dacji lipidbw mozna obserwowac na podstawie rejestracji zmian natezenia ultra-
stabej tuminescenciji.
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Ksztalt krzywych kinetycznych ultrastabej luminescencji jest rézny dla plemni-
kéw réznych gatunkdéw zwierzat i charakterystyczny dla danego gatunku. Procesy
technologiczne, jakimi sg poszczegOllne etapy kriokonserwacji, w zasadniczy spo-
s6b wplywajg na zmiane ksztattu kinetyki, co zostato zbadane w przypadku plemni-
kéw buhaja. CzeSciowa penetracja lecytyny zoéttka jaja oraz glicerolu w btony plem-
nikbw zachodzaca podczas procesu ekwilibracji nasienia prawdopodobnie chroni
blony przed procesami peroksydacyjnymi i zmniejsza bezwzgledne wartosci emisji
catkowitych.

W wyznaczonych rozkladach spektralnych wskazuje sie, ze w przypadku badanej
ultrastabej luminescencji zrodlem emisji sa, zlokalizowane w btonach plazmatycz-
nych, procesy dezaktywacji promienistej tlenu singletowego i zwigzkéw karbonylo-
wych, produktéow peroksydacji lipidow powstajagcych w stanie wzbudzonym.

Brak wzmocnienia USL plemnikéw badanych zwierzat gospodarskich przez lumi-
nol i jego pochodne sugeruje, ze produkty peroksydacji lipidéw sg silnie zwigzane
z btong komorkowg plemnikéw i nie dostajg sie do Srodowiska lub tez btona tych
komorek jest nieprzenikliwa dla zastosowanych zwigzkéw luminogennych. Zagad-
nienie przenikalnosci nadtlenkéw organicznych, H20z oraz sond chemiluminescen-
cyjnych przez btony plemnikéw nieuszkodzonych i zaburzonych dziataniem stresu
oksydacyjno-termicznego moze wigzac sie z r6znicami gatunkowymi i/lub procesa-
mi kontrolujgcymi otwieranie kanatow jonowych i czasteczkowych bton plemnikéw.
Plazmolema plemnikéw badanych zwierzat, jak sie zdaje, jest znacznie bardziej
sztywna, a wiec mniej przenikliwa dla reaktywnych form tlenu generowanych w ko-
mérce niz w przypadku plemnikéw ludzkich.

Plemniki poddane dziataniu stresu termicznego i oksydacyjnego w wyniku inku-
bacji w podwyzszonej temperaturze szybko tracg ruchliwos€. Nie jest to zwigzane
z brakiem energii, gdyz zawartos¢ ATP w plemnikach rosnie ze wzrostem czasu in-
kubacji (rys. 7). Réwnoczesnie spada wartos$¢ wskaznika RZW. Oznacza to, ze utrata
zdolno$ci ruchu zwigzana jest z uszkodzeniami peroksydacyjnymi bton plemnikow.
Proces ten jest scisle powigzany ze zmianami emisji catkowitej i ksztattu kinetyki ul-
trastabej luminescencji. W przypadku plemnikéw ze Swiezego nasienia buhaja, try-
ka i knura zaobserwowano bardzo wysokie korelacje liniowe miedzy catkowitg emi-
sjg a wartosciami wskaznikow fizjologicznych. Korelacje miedzy parametrami lumi-
nescencji a intensywnoscig dziatajgcego stresu wystepujg rowniez dla nasienia bu-
haja poddanego poszczegélnym etapom procesu kriokonserwacji. Nie sg one jednak
tak wysokie jak dla plemnikéw z nasienia Swiezego.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze luminescencja indukowana moze stuzyc
jako narzedzie do badania aktywnosci biologicznej (stanu fizjologicznego) plemni-
kéw oraz, iz pomiar USL pozwala Sledzi¢ dynamiczne zmiany zachodzgce w komor-
kach plemnikowych zwigzane z procesami degradacji, a co za tym idzie, pogarsza-
niem sie jakosci nasienia. Korelacje parametréw USL indukowanej uktadem askorbi-
nian + Fe(ll) ze wskaznikami biologicznymi, fizjologicznymi i biochemicznymi
plemnikdw moga by¢ wykorzystane do celéw diagnostycznych.
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