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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Sobalskiej-Kwapis
Analiza polimorfizmdw genetycznych oraz identyfikacja wariantéw i regionéw genomu zwigzanych

Z rozwojem nadmiernej masy ciafa w populacji polskiej

Nadmierna masa ciata to powazny problem zdrowotny i spoteczny, ktéry dotyczy wszystkich
grup wiekowych i obu ptci, a ktéry w ostatnich latach przybiera znamiona pandemii. Wzrost czestosci
otytosci, widoczny zardwno na $wiecie, jak i w Polsce, jest skorelowany ze zmianami srodowiskowymi,
tj. z wysokokaloryczng dietg czy brakiem aktywnosci fizycznej. Wykazano takze, ze interakcja miedzy
komponentg genetyczng i srodowiskowa prowadzi do zwiekszonego ryzyka rozwoju otytosci. To wiasnie
ten uktad wzajemnie powigzanych zaleznosci miedzy genami i Srodowiskiem sprawia, ze analiza tta ge-
netycznego rozwoju nadmiernej masy ciata, cho¢ badana od lat, jest trudna do jednoznacznego okresle-
nia. Daje to przyczynek do dalszego zgfebiania podstaw genetycznych rozwoju tego zaburzenia, tworze-
nia coraz to nowych wskaznikoéw otytosci, stosowania kolejnych metod analitycznych oraz préb inter-
pretacji danych genomicznych w kontekscie innych, molekularnych danych wysokoprzepustowych. Tym
wiasnie zagadnieniem zajeta sie w swojej rozprawie doktorskiej mgr Marta Sobalska-Kwapis.

Recenzowana praca zostata napisana pod opieka Pani prof. Ut dr hab. Anety Sitek oraz Pana
prof. Ut dr. Dominika Strapagiela w Pracowni Biobank Katedry Biologii Nowotworéw i Epigenetyki Uni-
wersytetu todzkiego. Jednostka ta umozliwita Doktorantce dostep do sprzetu niezbednego do przepro-
‘wadzenia badan wysokoprzepustowych.

Dysertacja sktada sie z dwdch czedci. Czesé pierwsza to praca oryginalna opublikowana w 2017
roku w czasopismie ,PLoS One” (doi.org/10.1371/journal.pone.0180295) o wspotczynniku wptywu IF
2,766 (25pkt MEIN). Zgodnie z zataczonymi o$wiadczeniami udziat Doktorantki w przygotowaniu publi-
kacji byt dominujacy; uczestniczyta w pracach na kazdym etapie badari — w opracowaniu koncepcji pracy,
w pracach laboratoryjnych, analizie jakosci uzyskanych wynikéw, analizie statystycznej, a takze przygo-

towaniu manuskryptu i komunikacji z recenzentami. Druga czes¢ pracy — wyniki badan asocjacyjnych
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catego genomu (GWAS), analizy PheGWAS i TWAS — nie zostata, jak dotad, opublikowana. Obie czesci
stanowig integralng, merytoryczng catosc i poswiecone sg analizom genetycznym zwigzanym z nad-
mierng masa ciata w populacji polskiej.

Badania byty wspomagane finansowaniem z duzych projektdéw naukowych — dwéch wspétfinan-
sowanych przez Unie Europejskg w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego oraz Pro-
gramu Operacyjnego Polska Cyfrowa oraz jednego dotowanego ze $rodkdw Ministerstwa Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Nie jest znana rola Doktorantki w przygotowaniu wnioskéw grantowych.

Dorobek naukowy Doktorantki, poza wchodzgcym w sktad rozprawy doktorskiej, sktada sie z 35
‘innych prac naukowych o tacznym wspdtczynniku wptywu 97,587 pkt oraz tacznej sumie punktéw mini-
sterialnych: 3015. Wsréd wymienionych prac Doktorantka jest pierwszym autorem w jednej z nich,
w szesciu — drugim autorem. Doktorantka jest takze wspdtautorka dwach patentéw przyznanych przez
Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej. W dorobku naukowym Doktorantka wykazata takze szesé do-
niesier konferencyjnych w formie prezentacji ustnych araz osiem w formie plakatow konferencyjnych.
Duzy dorobek naukowy sugeruje, ze Doktorantka jest istotnym cztonkiem zespotu, biorgcym udziat
w wielu zadaniach naukowych.

Rozprawa doktorska liczy 160 stron i ma typowy uktad. Sktada sie ze streszczen w jezyku polskim
i angielskim, wstepu, z celu pracy, materiatéw i metod, opisu wynikéw, dyskusji i wnioskéw. Bibliografia
liczy 186 pozycji. We wstepie Doktorantka przywotuje swiatowe i polskie statystyki wystepowania oty-
tosci wérdd dzieci i mtodziezy, ktdre jednoznacznie wskazujg, jak powazny jest to problem zdrowotny.
W rozdziale 1.1 Doktorantka przedstawia dostepne metody oceny stanu odzywienia, ktére umozliwiajg
diagnoze nadwagi i otytosci, zarowno w badaniach klinicznych, jak i naukowych. Doktorantka do$¢ do-
kfadnie przedstawia rekomendacje dotyczgce wartosci punktéw odciecia BMI w poszczegdlnych kohor-
tach, choc¢ wydaje sie, ze brakuje ostatecznej wersji standardéw obowigzujgcych w Polsce dla dzieci, tj.
norm opracowanych w ramach projektdw ,OLAF” i ,OLA”, ktdre, jak rozumiem, zostaty uzyte do opisa-
nia kohorty opracowywanej w ram_ach pracy doktorskiej. W rozdziale 1.2 pokrotce przedstawiona zo-
stafa historia badan populacyjnych nad genetyka otytosci, podczas gdy w rozdziatach 1.3 i 1.4 Dokto-
rantka skupita sie na charakterystyce czynnikow ryzyka otytosci wsrdd dzieci. Dwa ostatnie rozdziaty

pozostawiaja jednak pewien niedosyt. Nie zostata zacytowana miedzy innymi praca Alves i wsp. z 2019
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roku {doi: 10.1126/sciadv.aaw3095}, rowniez poswiecona badaniu zwigzku wariantdw genetycznych
z okreslonymi fazami wzrostu. Wyniki tego badania wskazuja, ze az do wczesnego odbicia ottuszczenia
(ang. adiposity rebound) warto badaé wptyw czynnikéw prenatalnych na stopieri otytodci u dzieci. Po
tym okresie mozliwe jest taczenie kohort dzieciecych oraz osdb dorostych w poszukiwaniu genetycznych
czynnikow ryzyka rozwoju otytosci. Jest to o tyle wazne, ze wiasnie takg kohorte badano w niniejszej
pracy. Ponadto nie zostato opisane duze badanie przeprowadzone w kohorcie UK Biobank, ktére, chod
skupiato sig na badaniu osob dorostych, bazowato na danych uzyskanych dzieki metodologii DXA (Living-
stone i wsp. 2021 {doi: 10.3389/fend0.2021.692677).

We wstepie Doktorantka nie wspomniata takze innych, poza badaniami GWAS, metod analizy
danych genetycznych, jak np.: PheWas, TWAS czy GRS, cho¢ wyniki tego typu badan, rdwniez podtuzne,
sg opublikowane, np. w pracy Waterfield i wsp. (doi.org/10.1093/ije/dyad029), gdzie wykonywano po-
miary metodg DXA w szesciu punktach czasowych (9, 11, 13, 15, 18 i 25 lat), a niektdre z tych metodo-
logii, lub ich pochodne, zostaty uzyte w pracy.

Cel pracy jest przedstawiony w sposob przejrzysty i zrozumiaty. Wymienione zostaty gtéwne za-
tozenia badania i nakreslony sposéb ich realizacji.

Niniejsze badanie jest prawdopodobnie jednym z wiekszych tego typu badan przeprowadzo-
nych w populacji polskiej. Uczestniczyto w nim 350 oséb dorostych oraz kohorta 431 dzieci w wieku 7—
13 lat.

Od uczestnikow badania pobrano probki sliny, a takze przeprowadzono pomiary antropome-
tryczne, okreslajac wage, wzrost (niezbedne do wyliczenia BMI) oraz kat fazowy (PA) i mase tkanki ttusz-
czowe] (FM} (te ostatnie z zastosowaniem metody bioimpedancji), ktore traktowano jako fenotypy ba-
dane.

Analiza materiatu genetycznego zostata przeprowadzona poprawnie. DNA izolowano za pomocg
komercyjnego zestawu, nastepnie okreslano jego ilos¢ i potwierdzano zgodnosé genetyczng z zadekla-
rowang pfcig uczestnika badania. W badaniu uzyto dwdéch typow mikromacierzy — Infinum CoreExome
oraz Infinium Multi-Ethnic — znacznie réznigcych sie liczbg sond na nich umieszczonych. Cho¢ nie po-

dano, w jakim stopniu sondy umieszczone na kazdej z nich pokrywaty sie pomiedzy mikromacierzami,
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wnioskuje, ze pokrycie byto na tyle mate, ze nie pozwalato na faczng analize dwdch kohort dorostych.
Dalszy protokoét laboratoryjny byt zgodny z zaleceniami producenta mikromacierzy.

Opis analizy jakosci wynikdw uzyskanych w procesie genotypowania, choé¢ prawdopodobnie ob-
jat wszystkie niezbedne etapy, jest wykonany dosy¢ pobieznie. Standardem w tego typu badaniach jest
wykazanie, ile wariantéw genetycznych ostatecznie zostato wtgczonych do analizy, wraz z podaniem
przyczyn, tj. etapdw analizy jakosci, na ktérych poszczegdlne sondy byty wytaczane z badania. Ponadto
nie ma informacji, czy analizowano duplikaty prébek, nie przedstawiono réwniez analiz, ktére oceniaty
parametry probek, nie wariantdw. Warto uzupetnic te dane przed publikacjg wynikdéw.

W opisach grup badanych mamy podane $rednie warto$ci mierzonych parametrdw per kohorta.
O ile w przypadku BMI u dorostych tatwo ocenié, ze wiekszos¢ badanych osdb miata BMI w zakresie
normy lub nadwage, o tyle w przypadku dzieci zastanawia, jaka czes¢ badanych wykraczata poza normy
prawidtowej masy ciata. Czy badana kohorta odzwierciedla czesto$¢ populacyjng nadwagi u dzieci w Pol-
sce?

Nalezy podkresli¢, ze w dysertacji wykonano bardzo duzg liczbe analiz, co wigzato sie z istotnym
naktadem pracy. Przeprowadzono w sumie dziewie¢ badari GWAS — przedstawiono analizy trzech réz-
nych fenotypéw dla kazdej z kohort. Ponadto w kazdej z analiz poszukiwano takze interakcji zidentyfi-
kowanych wariantdw z picig. O ile badanie BMI i masy tkanki ttuszczowej (FM) jest juz pewnym standar-
dem w badaniach otytosci, o tyle analiza kata fazowego (PA), cho¢ jest on uwazany za wskaznik odzy-
wienia, jest mniej popularnym parametrem analizowanym w badaniach GWAS. Zaletg PA jest jego bez-
posredni pomiar (zalezy on tylko od reaktancji i rezystancji), wiec nie podlega ewentualnym btedom
zwigzanym z analizg regresji, niezbednej do wyliczenia FM.

Analiza zwigzku z BMI nie wykazata zadnych wariantow o istotnosci statystycznej na poziomie
catego genomu (GWS) dla Zzadnej z badanych grup. W badaniu dotyczacym poszukiwania asocjacji wa-
riantéw genetycznych z masg tkanki ttuszczowej (FM) zidentyfikowano trzy warianty na poziomie GWS
w grupie CE, dwa warianty w grupie ME i nie zidentyfikowano takich w grupie DZ. W badaniu kata fazo-
wegb (PA) zidentyfikowano po jednym SNP o znamiennosci GWS w grupie dzieci i grupie CE oraz osiem

wariantdw o znamiennosci WGS w grupie ME. W kazdym z badari zidentyfikowano takze warianty

Osrodek Genomiki Medycznej OMICRON
ul. Kopernika 7¢, 31-034 Krakéw, tel. +48 12 422 76 84 wew. 58, faks +48 12 422 76 84 wew. 55

omicron@uj.edu.pl, www.omicron.cm.uj.edu.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Wydzial Lekarski

o sugestywnym poziomie istotnosci statystycznej. Dla wszystkich badanych poréwnari analizowano
takze interakcje z pfcia.

Wyniki badari na poszczegdinych kohortach nie wykazujq znaczqcego powielenia ani miedzy
grupami dorosfych (np. dla PA na poziomie wariantéw 0, na poziomie genéw 5), ani pomiedzy grupq
dzieci a ktérgkolwiek z grup dorostych (0 na poziomie wariantéw, 1 [DZ-CE]) lub 7 [DZ-ME] na poziomie
gendw), nawet pomimo uzycia tej samej macierzy w grupach DZ | CE. Mam zatem prosbe do Doktorantki,
aby w trakcie publicznej obrony przedstawita mozliwe przyczyny tego faktu.

Ponadto na stronie 73 w analizie GWAS bazujgcej na badaniu kqta fazowego Doktorantka pisze
»Zwiekszona ilos¢ wykrytych asocjacji w przypadku kohorty ME zwigzana jest z gestoéciq samej macierzy
wykorzystanej do genotypowania”. Takief zaleZnosci nie obserwujemy jednak w badaniu innych fenoty-
péw. Jakie moze by¢ inne wyjasnienie tego stanu rzeczy?

Szczegblnie cenng analizg w niniejszym badaniu jest dla mnie analiza PheGWAS, ktéra jest prébg
korelacji wynikow z badarn GWAS dla trzech réznych fenotypéw sktadajacych sie na otytosé. Tego typu
analiza umozliwia znalezienie wariantdw o plejotropowym znaczeniu, wspdlnych dla kilku badanych
cech. Na tej podstawie mozna priorytetyzowac zidentyfikowane SNP, a nawet prébowac zidentyfikowad
molekularne Sciezki, ktére mogg mie¢ wptyw na mechanizmy rozwoju choroby. W opisie nie podano,
Jaki poziom odciecia dla wynikéw GWAS zastosowano w analizach PheGWAS. Ponadto wykresy wskazujq
na inne regiony, niz opisuje tekst. Na przyktad PheGWAS u dzieci wykazat,, wspéing dia wszystkich zmien-
nych asocjacje na chromosomach 4, 5 i 12”, rycina 21 wskazuje raczej na chromosom 11. Podobnie ry-
cina 22 nie sugeruje asocjacji z regionem na chromosomie 17 w grupie dorostych CE. Bardzo prosze Dok-
torantke o wyjasnienie tej rozbieznosci.

W kolejnym rozdziale przedstawiono analize TWAS w tkance tluszczowej podskérnej i trzewnej,
ktora umozliwia zidentyfikowanie gendw, ktérych ekspresja (zimputowana na podstawie znajomosci
wariantéw genetycznych i eQTL) koreluje z badanymi fenotypami. Analiza zostata przygotowana tylko
dla kohorty dziecigcej. W tkance ttuszczowej podskdrnej zidentyfikowano 35 gendw, a w tkance tlusz-
czowej trzewnej — 26 gendw, ktérych ekspresja korelowata z BMI, FM, PA, pfcig, wiekiem i masj ciata.
Analizy wykazaty, ze gléwnymi zmiennymi, ktére wptywaty na ekspresje gendéw w obu tkankach, byty

ptec i kat fazowy, tym bardziej podkreslajac istotnos¢ tych parametréw w badaniach nad otytoscia.
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Poza wynikami nieopublikowanymi w sktad dysertacji wchodzi praca z 2017 roku, skupiajaca sie
na analizie 262 SNP u 5418 oséb pochodzacych z populacji polskiej. Prébki zostaty zgenotypowane przy
uzyciu macierzy Infinium HTS Human Core Exome. Do analizy zostaty wybrane warianty skupione w re-
gionie domeny topologicznie zwigzanej, klastrze IRXB, zidentyfikowanym w wielu badaniach GWAS jako
istotnie zwigzanym z otytoscia. W regionie tym w populacji polskiej zidentyfikowano 61 blokéw LD,
wsrod ktdrych blok 8, skfadajacy sie z 24 SNP, a zawierajgcy warianty o wczesniej raportowanym zwiagzku
z BMI, wykazywat najwieksz3 site zwiazku z otytoscia. Ponadto w badaniu wykonano analizy z uwzgled-
nieniem ptci uczestnikdw badania, a takze analizy podtuzne z podziatem na kategorie wiekowe, w ktd-
rych wykazano, ze wptyw wariantéw z bloku 8 jest widoczny tylko wérdéd mezczyzn, podczas gdy wiek
jest istotng sktadowa wplywajaca na efekt wariantdw FTO na rozwdj otytoséci u kobiet. Praca doskonale
wpisuje sie w zakres tresci prezentowanych w badaniach nieopublikowanych, w ktérych analizowano
kohorty dzieci (7-13 lat) oraz dorostych, a takze przeprowadzano analizy interakcji z picia.

W dyskusji Doktorantka stara sie skonfrontowac uzyskane przez Nig wyniki z opublikowanymi
juz danymi. Wskazuje na pokrycie uzyskanych w pracy danych z wynikami innych autoréw, co z jedne;j
strony potwierdza poprawng analize danych, a z drugiej — daje podstawy, by twierdzi¢, ze Doktorantka
ma wiedze teoretyczng i ogdlne rozeznanie w dziedzinie zwigzkdw wariantéw genetycznych z otytoscia.

Najwazniejszym efektem pracy jest identyfikacja nowego regionu genomowego wokot genu
PCDHGA1, ktéry nie byt powigzany z otytoscig we wczedniejszych badaniach. Co istotne, analiza TWAS
przeprowadzona w pracy potwierdza potencjalny zwigzek SNP z otytoscig poprzez fakt, ze gen ten ulega
ekspresji w podskérnej tkance ttuszczowej, a jego ekspresja zalezna jest gtéwnie od BMI {ujemnie) i ptci
(dodatnio). Czy Doktorantka ma zamiar kontynuowac prace nad zwiqzkiem tego wariantu z rozwojem
otyfosci? Bardzo prosze Doktorantke o zaproponowanie modeli badawczych, ktére umoZliwityby zrozu-
mienie mechanizmu zwiqzku tego wariantu genetycznego/genu z fenotypem.

Ponadto w badaniu PheGWAS udato sig zidentyfikowac region zlokalizowany w okolicach genu
CCDCB85A, ktory taczyt trzy badane fenotypy — BMI, FM i PA. Wyniki te wskazuja, ze rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Na podstawie prowadzonych badan Doktorantka:
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e poprzez identyfikacje wariantow w poszczegdlnych badaniach GWAS potwierdzita, ze
istniejg warianty na przestrzeni catego genomu, ktérych czesto$¢ wystepowania
w badanej kohorcie koreluje ze zmiennos$cig parametrow zwiazanych ze skfadem ciata;

e poprzez analizy interakcji wariantdw z picia wykazata, ze efekt wywierany przez
zwigzane z nadmierng masg ciata warianty wplywajgce na BMI, FM i PA jest zalezny od
ptci, np. locus w genie GTNG1;

e poprzez analizg PheGWAS zidentyfikowata regiony genomu, w obrebie ktérych
wystepujgce SNP wywierajg efekt na kazdg z badanych zmiennych (BMI, FM, PA) — np.
region genu CCDC85A;

e poprzez analize TWAS potwierdzita, ze komponenta genetyczna, wptywajaca na badane
zmienne (BMI, FM, PA), wywiera wptyw na ekspresje gendéw w obrebie tkanki
ttuszczowej, np. region genu PCDHGAL.

Wyniki te potwierdzaja, ze zastosowane w dysertacji metody badawcze byty dobrze dopasowane do
zatozonych zadan badawczych, a Doktorantka wykazuje umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej.

Z obowigzku recenzenta informuje, Zze Autorka nie ustrzegta sie bteddéw stylistycznych, jezyko-
wych i ortograficznych czy tez niescistosci miedzy tekstem a tabelami, ktére jednak nie majg wiekszego
wptywu na oceng pracy. Dwa ogdlne spostrzezenia dotycza braku wskazania alleli sprawczych oraz braku
nagtéwkéw w tabelach obejmujgcych wiecej niz jedng strone. Modyfikacje tych dwdch parametréw
znacznie utatwityby czytanie pracy. Warto takze zadbac o czystoéé jezykowa. Okreélenia ,kroskontami-
nacja”, grupy ,case” i ,control”, ,jednobazowe wydtuzanie nici oligonukleotydowych”, choé powoli
wchodzg w uzycie, mozna zastgpic¢ ich polskimi odpowiednikami.

W streszczeniu zastosowano skrét myslowy, ktéry sugeruje, ze badanie GWAS przeprowadza
sie na platformie lllumina.

Na stronie 9 zastosowano skrot myslowy w zdaniu ,Analiza (..) badari pomiarowych (...) pozwo-
lita na oszacowanie $wiatowych trendéw wskaZznika masy ciata, w tym réwniez Europy.”, co prowadzi,

do wniosku, ze Europa posiada BMI.
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Strona 13 - brak ,,do” w zdaniu ,,Miary odnoszace sie populacji mozna wykorzystywaé...”.

Strona 20 — nalezy usuna¢ stowo ,,powigzaniach” w zdaniu rozpoczynajgcym sie od stéw ,W po-
nad 80 badaniach...”.

Strona 22 — literéwka w stowie ,smartfonizacja”.

Na stronie 64 w zdaniu ,Zidentyfikowano 2 SNP...” nalezy usuna¢ stowo ,zlokalizowane”, a do-
daé ,na”.

Na stronie 92 brak ,w"” w zdaniu ,Statystyki zbiorcze...”.

Na stronie 93 w opisie wynikow TWAS dla podskdrnej tkanki ttuszczowej w zdaniu ,,Siedemna-
$cie sposrad 31 zidentyfikowanych gendw, wykazywato dodatnig korelacje z ptcig badanych dzieci,
z czego w przypadku 8 obserwowano odwrotng korelacje z PA” nalezy skierowa¢ Czytelnika do rysunku
24, a nie tabeli 14. W tabeli 14 znalaztam 18 gendw z odwrotng korelacjg miedzy ptcig i PA dla PC1.

Na stronie 98 wyniki przedstawiono na rycinie 25, nie 15.

Na stronie 98 — w paragrafie rozpoczynajgcym sie od stéw , Trzynascie sposréd 24 gendw...”
wdato sig kilka bteddw liczbowych. W tabeli 15 zidentyfikowatam 12, nie 13 gendw o ujemne] korelacji
z ptcigw PC1 oraz 6, nie 7, wéréd 15, nie 11 gendw z PC2 o dodatniej korelaci z picia.

Strona 108 - literéwka w zdaniu , Dzieki zastosowanej w niniejszej pracy analizie TWAS, prze-
prowadzonej z wykorzystaniem sumarycznych statystyk...” powinno by¢ ,,opisowych”, nie , opisanych”.

Ponadto, warto do pracy zataczy¢ suplement, zawierajgcy wyniki analiz z zastosowaniem roz-

szerzonego progu istotno$ci statystycznej (p < 1x10), na ktdére Autorka powotuje sie w tekscie.

W podsumowaniu pomimo wspomnianych niedociagnie¢ prace oceniam wysoko. W dysertacji
przedstawione zostaly wyniki dziewieciu analiz GWAS, analizy PheGWAS oraz analizy TWAS dla dwdch
tkanek — tuszczowej podskdrnej i wisceralnej. Wykorzystano kat fazowy, jako nowatorskie podejscie do
oceny stanu odzywienia organizmu, i pofgczenie tych danych z innymi wysokoprzepustowymi analizami
genomicznymi. Analizy PheGWAS i TWAS sg prébami szerszej interpretacji uzyskanych wynikow. Po-
nadto Doktorantka korzystata z dodatkowych zbioréw danych, np. kensorcjum EGG, w celu zwalidowa-
nia wynikdw badari wtasnych. Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona praca stanowi oryginalne rozwig-

zanie istotnego zagadnienia naukowego, a dysertacja mgr Marty Sobalskiej-Kwapis spetnia ustawowe
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wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze wiec do Komisji do spraw Stopni Naukowych w dzie-
dzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopusz-

czenie mgr Marty Sobalskiej-Kwapis do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej obrony.
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