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PARKINSON HASTALIGINDA ALFA SINUKLEIN FiBRILLERININ

AKSONAL TRANSPORTU
AXONAL TRANSPORT OF ALPHA SYNUCLEIN FIBRILS IN PARKINSON’S
DISEASE

Fatima Ceren Tungel', Belkis Atasever Arslan™

0z

Ndrodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sisteminde (MSS) bulunan néronlarin zaman icerisinde ilerleyici ve geri doniissiiz
bicimde kaybolmasi ile karakterize edilmektedir. Parkinson hastaliginin en dnemli belirteci dopaminerjik ndronlarda meydana
gelen fonksiyon bozukluklari ve buna bagl motor semptomlarda aksaklik meydana gelmesidir. Bu hastaligin olusumunda heniiz
kesin olarak nasil bir mekanizma ile etki ettigi bilinmeyen, siniiklein protein ailesinden alfa siniiklein adi verilen bir proteinin
yanlis katlanmasi ve presinaptik aralikta birikmesi sonucunda lewy cisimcikleri olarak bilinen agregasyonlarin neden oldugu
bilinmektedir. Alfa siniiklein, presinaptik ndronda sentezlenen ve akson ucuna aksonal transport adi verilen bir mekanizma ile
tasinir. Alfa siniiklein, ister dogal halinde isterse de yanhs katlanmis olsun motor proteinlerle hem retrograd hemde anterograd
yonde akson hoyunca tasinabilir. Bu durumda yanhs katlanms alfa siniiklein presinaptik alanda birikebilir ve aksonal transportta
hasara neden olabilir. Burada, alfa siniiklein birikiminin aksonal transport hasari ile iligkisi, presinaptik alanda bulunan ve
normalde yanhs katlanan proteinlerin bozulmasindan sorumlu olan saperon aracili otofaji (CMA) ve ubikitin- proteozom sisteminin
neden diizgiin calisamad g ile ilgili mevcut bilgileri inceledik.

Anahtar Kelimeler: parkinson hastaligi; alfa siniklein; lewy cisimeikleri; aksonal transport; kinezin ve dinein motor proteinleri; saperon aracili otofaji
(CMA); ubikitin- proteozom sistemi

Abstract

Neurodegenerative diseases are characterized by progressive and irreversible loss of neurons in the central nervous system (CNS)
over time. The maost important symptom of Parkinson’s disease is dysfunctional disorders in the dopaminergic neurons, and the
associated symptoms of motor symptoms. It is well known that aggregates known as lewy bodies are caused by misfolding and
accumulation in the presynaptic range of a protein called alpha synuclein from the synuclein protein family, which is not known yet
to precisely influence the mechanism of this disease. The alpha synuclein is synthesized in the presynaptic neuron and transported
by the mechanism called the axonal transport fo axon end. Alpha synuclein can be transported along the axon both retrograde
and anterograde with motor proteins as natural or false folded. In this case, the false folded alpha synuclein may accumulate in
the presynaptic area and cause damage to axonal transport. Here, we review the current information on the question of why the
chaperone-mediated autophagy (CMA) and the ubiquitin-proteosome system, which are responsible for axonal transport injury of
alpha synuclein accumulation, and which are responsible for the degradation of normally misfolded proteins in the presynaptic
area.

Keywords: neurodegenerative diseases, parkinson’s disease, alpha synuclein; lewy bodies, axonal transport, kinesin and dynein motor
proteins, chaperon-mediated autophagy (CMA); ubiquitin-proteosome system
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1. Giris

Noérodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sisteminde
(MSS) bulunan néronlarin zaman igerisinde ilerleyici ve geri
dodnlssiuz bigimde kaybolmasi ile karakterize edilmektedir.
Noéron kaybi MSS tarafindan meydana getirilen bir takim
beyin fonksiyonlarini (hareket, bellek, kognitif) olumsuz
yonde etkilemektedir ( Gao ve Hong, 2008 ).

Parkinson hastaligi (PH), noérodejeneratif hastaliklar
icerisinde Alzheimer’dan sonra en yaygin seyreden ikinci
hastaliktir. Parkinson’da motor semptomlardan sorumlu
dopaminerjik nigrostriatal sistem dejenerasyonu ile
birlikte merkezi, periferik ve otonom sinir sistemininin
dejenerasyonu da hastaligi karakterize etmede 6nemli
bir belirtectir. Parkinson hastaliinda goérilen motor
semptomlar postirel istikrarsizlik, durus bozuklugu,
ylrimede donma, ylz mimik ve hareketlerinde azalma,
hipofonik ses, dinlenme halinde kol ve bacaklarda tremor,
bradikinezi ve beceri kaybi olarak ifade edilebilir (de Lau
ve Breteler, 2006).

Pek cok hastada motor semptomlar haricinde; bunama,
depresyon ve anksiyete gibi néropsikiyatrik semptomlar;
uykusuzluk, asiri gundiz uykusu ve uyku esnasinda
hizlh g6z hareketi bozukluklari; Ortostatik hipotansiyon
gibi otonom sinir sistemi semptomlari; kabizlik, yutma
gugliglu ve dispepsi gibi gastrointestinal semptomlar;
koku alma bozuklugu, gorsel anormallik, eklemlerde
agr ve termoregtlilasyon bozulmasi (sekonder jeneralize
hiperhidrozis) gibi duyusal semptomlar da gérilmektedir.
Yapilan galismalar sonucunda PH'nin ileri yastaki
hastalarda daha yaygin goruldigu ve gorilme sikliginin
60 yas Ustl insanlarda %1-2 oldugu belirtiimektedir
(Olanow ve ark., 2009). Bu ylizden yas Parkinson igin
en 6nemli risk faktorudir (Irwin ve ark., 2013). Bu
lezyonlarin olusmasindaki en dnemli belirteg substantia
nigranin pars kompakta bdélgesinde ve ayni zamanda
akson terminallerinde meydana gelen dopaminerjik néron
kaybidir (Kim, 2013; Abeliovich ve Gitle, 2016).

1.1. Alfa Siniiklein Proteini

Alfa sintklein (a-siniiklein), Insan 4. kromozomu
Uzerinde bulunan SNCA geni tarafindan kodlanan 140
amino asitlik néronal bir proteindir (Vekrellis ve ark.,
2011; Kim, 2013). B- sinldklein ve y- sinukleinin de
iclerinde bulundugu korunmus bir protein ailesinin
Gyesidir. Alfa sinikleinde de diger sintiklein ailesi Gyeleri
gibi sinir sisteminde etkili bir proteindir (Uéda ve ark,
1993). Bu Ug sintklein gesidi de gogunlukla N-terminus
uglarindan benzer sekansa sahiptirler (B-sintklein
N-terminal ucuyla %90, C-terminal ucuyla ise %?33’lik
bir benzerlik gosterir) (Jakes ve ark., 1994). N- terminal
ucu Ugte ikisinin kirik, amfipatik alfa-heliks olusturdugu
bir yapi ortaya koymaktadir bdylece proteinin bu kismi
membran badlanmasindan sorumludur (Ulmer ve ark.,
2005). Alfa sinlklein beta ve gamadan farkh olarak
N- terminal ucunda ayrica KTKEGV olarak bilinen bir
konsenstls dizisine sahip 11 kalintidan olusan 7 kusurlu
tekrar boélgesi icerir (Uéda ve ark, 1993). C-terminal
ucu ise daha spesifiktir, birgok asidik kalinti (glutamat,
aspartat, prolin gibi) icerir, bu ylzden negatiftir Bu
kalintilar 96. ve 140. aminoasitler arasindadir (Queslati ve
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ark., 2010). Ayni zamanda C-terminal ucu esnek, dlizensiz
ve ¢bzunurlestirici etki alani gérevi gérmektedir. Boylece
de a-sintkleinin stabilitesini korumasinda yardimcidir.
61 ve 95. Kalintilar hidrofobiktirler. Alfa sintklein negatif
yukli vesiklllere badlandiginda yuksek a-sarmal edilimi
olan bir konformasyon benimser. Yapilan konformasyon
taramalan ile alfa sinikleinin C-terminal ile N-terminal
ucu ve merkezi kismi arasinda uzun mesafe (15 Aila 20
A) etkilesimlerin bulundugu go6zlemlenmistir (Bertoncini
ve ark., 2005). Goézlemler sonucunda bu uzun mesafe
etkilesimlerinin  bozulmasinin  proteinin  birikmesinde
kolaylasmaya neden oldugu dusUnulmektedir (Ritchie ve
Thomas, 2012; Marques ve Outeiro, 2012; Paul ve ark.,
2015).

Alfa sinlklein proteini, sinaptik vezikilllere yakin
noéronal presinaptik terminallerde konumlanmistir ve
beyinde bulunan proteinlerin toplamda %1’i kadarini
olusturmaktadir. Ayrica a-sintklein birgok kaynakta
Alzheimer hastaliginda bulunan senil plaklarin amyloid
olmayan bileseni (NACP) icin 0Oncul protein olarak
da bilinmektedir. Alfa sintiklein proteini dodal olarak
acilabilmektedir; bu da onun nétr bir pH’da sirali bir
ikincil ya da Ucglinclil yapiya sahip olmadigini gosterir.
Membranlara ya da asidik fosfolipit iceren vesikillere
baglandiginda a-sarmal bir yapiya sahiptir. Fakat alfa
sindkleinin fizyolojik fonksiyonun ne oldugu henlz tam
olarak bilinmemektedir (Kim, 2013).

2.Parkinson Ve Alfa Siniiklein Iliskisi

Alfa sinliklein’in (a-siniklein), konumlandidi boélge ve
sinaptik terminaldeki dadilimina bakacak olursak, cok
blylk olasilikla sinaptik plastisite, vesiklil dinamikleri
ve dopamin sentezi ve saliniminda biylk rol oynadidi
dastnulmektedir (Marques ve Outeiro, 2012; Kim, 2013).
Dopaminerjik nigrostriatal sistemde (substantia nigra)
meydana gelen dejenerasyondan 6tirl beyinde dopamin
miktarinda azalma gézlenir. Bu da parkinsonda meydana
gelen motor semptomlarin nedenlerini agiklamaktadir.

2.1. Lewy Cisimcigi Ve Alfa Siniiklein Birikimi

Lewy cisimciklerinin ana bileseni alfa sintkleindir. Bu
cisimcikler, 8-30 um gapinda kiresel sitoplazmik, yogun bir
eozinofilik gekirdek ve ¢bziinmeyen bir yapiya sahiplerdir.
Lewy cisimcikleri igerisindeki filamentli a-sinlklein,
capraz-B yapisi igeren ve hafif non-iyonik deterjanlarda
c6zinmeyen amiloid-B ve tau da dahil olmak Uzere diger
hastaliklh amiloid proteinlere benzer 6zelliklere sahiptir
(Stojkovsk ve ark., 2017). Genellikle nérodejeneratif
hastaliklara neden oldugu dislinllen beyin bélgelerinde
(beyin sapi -Turuncus Cerebri ve Serebral Korteks)
bulunan alfa sinlklein proteinlerinde meydana gelen
anormal katlanmalar sonucunda olusurlar. Bu cisimciklerin
birikimi sonucunda meydana gelen hastaliklarin genel
adi Lewy Cisimcik Hastaligi olarak gegmektedir. Bunlar
arasinda Parkinson (PH), Lewy cisimcik cesitliliginden
olusan Alzheimer (AH) ve diflize olmus Lewy Cisimcik
Hastalidi bulunmaktadir (Sohal ve Orr, 2012). Bltln
lewy cisimcik hastaliklari néropatolojisinde alfa sintklein
proteinin birikimi ve bunun sonucunda olusan nd&ron
hicresi 6limlerini géstermektedir. Fiziksel etkilerinde ise
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artmis hucresel oksidatif stres hasari ve inflamasyonu
gosterilmektedir.

Lewy cisimcik hastaliklarinin olusmasinda en &6nemli
risk faktorl yastir. Yasla iliskili olarak bu hastaliklarin
olusmasinda bir takim fizyolojik etkenlerde bulunmaktadir.
Bunlar artmis oksidatif stresten meydana gelen hiicre
hasari, mitokondride fonksiyon kaybi ve c¢evresel
toksinlere uzun slire maruz kalma olarak gosterilebilir
(Bratic ve Trifunovic, 2010; Ritchie ve Thomas, 2012).
Birgok calisma yasin hucresel protein bozulmasinda ne
gibi bir etkisi oldugunu arastirmayi amaclamistir. Hicrede
meydana gelen protein bozulmasinda 6nemli olan iki
yolak (UPS ve otofaji) yas ile iligkilidir. Lewy cisimciklerinin
parcalanmasinda etkili olan proteozomlarin aktivitesinin
surekli olarak yasla birlikte azalmasi da hastaliklarin
yasla olan iliskisini agiklar niteliktedir (Ritchie ve Thomas,
2012).

CMA ve UPS sistemlerindeki
borulmalar  somicunda  hicre
somasinda yanlss katlanmis o-syn
protein agregasyonu

Kinezinler aracihiy ile anterograd
yénde akson ucuna taginir ve burada
birikebilir ya da akson ucundan
ekzositoz ile sinaptik araliga salmip
baska bir nron tarafindan almarak o
néronda birikime neden olabilir.

Dineinler aracilig ile tetrograd
yénde hicre somasma tasiazw ve
burada birikebilir ya da hicre
Gismdan  endosifoz ile  vesikil
araciligryla  hicre igine  almip
somada birikebilir.

3. Alfa Siniiklein Birikiminde Aksonal Transportun
Rolii

3.1. Aksonal Transport

Aksonal transport, akson ve akson terminalinin yapi ve
islevlerini korumayr amaglayan, néronal hiicre somasinda
bulunan proteinlerin ve diger materyallerin akson ve
akson terminaline iletildigi yapisal bir stirecken (Ramon
y Cajal, 1928) bircok néron hiicresi igin de hayati 6nem
tasimaktadir (Morfini ve ark., 2012) Mikrotlbdller,
aktin filamentler ve ara filamanlarin hepsi néronlarin
morfolojisine ve islevine katkida bulunur, ancak aksonal
transport temelde mikrotlibdl tabanh hicre igi tasinma
sadlar. Mikrotubuller, hizli baytyen arti uglari ve daha
kararli eksi uclari olan, arti uclarn kortekse dogru
yonlendirilmis polarize tibdlin polimerleridir Mikrottbduller
sayesinde aksonda uzun mesafeli tasinma kolaylasmis
olur. Bu uzun mesafeli tasinma stlirecinde gesitli motor
proteinler de (kinezin ve dinein ailesi) gorev almaktadir
(Burton ve Paige, 1981; Stepanova ve ark., 2003; De
Vos ve Hafezparast, 2017). Mikrotlibul esasl molektiler
motor proteinler, mikrotibdllerin kendi i¢ kutuplarini,
kendi artilarina veya eksi ucglarina dogru hareket ederek
segmektedirler (Falnikar ve Baas, 2009).

Aksonda tasinma anterograd ve retrograd olmak Uzere
iki sekilde gergeklesmektedir. Kinezinler anterograd
transportu saglayan baslica motor proteinken, dinein ise

retrograd transportundan (proteinleri geri donisim igin
hiicre govdesine dogru tasinmasi) sorumludur. Her iki
tasinmada da ATP kullanilir. Bu ylzden motor proteinlerde
ATP baglanma boélgeside bulunmaktadir. Dinein motor
proteinleri, kinezinlere gére daha az sayidadir ve dynactin
yoluyla proteinlere dolayli olarak baglanir ve vyapi
olarak kinezinlere benzerlik gésterir. Sitoplazmik dinein
motor alt birimi tek bir gen tarafindan kodlanmistir bu
da dineini kinezin motor proteininden ayiran énemli bir
ozelliktir (Paschal ve ark., 1987; Roberts ve ark., 2013).
Bunun aksine, cesitli basamaklara sahip kinezin sutper
ailesi motor proteini (KIF) ailesinin 40 farkli Gyesi vardir
(Hirokawa ve Noda, 2008). ilk yapilan calismalarda
kinezin (kinezin I / KIF5), iki adir zincirden (110-120 kDa)
ve iki hafif zincirden (60-70 kDa) olusan bir tetramerik
protein oldugu gosterilmistir. Diger calismalar ise kinezin
adir zincirinin (g temel alandan olustugunu géstermistir:
Kafa, sap ve kuyruk (Brady ve Morfini, 2017).

Tasinmaya yardimcr (¢ de bilesen bulunmaktadir.
Bunlar: Hizli bilesen (FC), yavas bilesen-a(SCa) ve
yavas bilesen-b (SCb) dir. Hizh bilesen (FC), 100-400
mm / gun hizlarinda vezikil, vesikul ile iliskili bilesenler
ve mitokondri gibi zarh organellerin motor proteinleri
aracilidi ile tasinmasini sadlar (Hirokawa, 1998; Brown,
2003). Yavas bilesenli kargolar hizli hareket ederler,
ancak uzatilmis duraklamalar yaptiklarindan daha yavas
bir tasima hizina sahip olduklari gérilmektedir (Brown,
2000; Roy ve ark., 2000; Wang ve ark., 2000). Yavas
bilesen-b (SCb), yaklasik 2-4 mm / gin gibi daha
yavas bir tasima hizi ile heterojen yapida ve g¢dzunebilir
protein grubu Uyelerinin (dinein, aktin, klatrin, enolaz
ve kalmodulin) tasinmasini sadlar. Yavas bilesen-a (SCa)
ise, yaklasik 0.2-1 mm / glin gibi yavas bilesen-b’den
daha yavas bir tasima hiziyla tubulinler, nérofilamentler
ve iligkili bilesenleri hareket ettirir (Hirokawa, 1994;
Baas ve Brown, 1997; Hirokawa ve ark., 1997). Hizh ve
yavas bilesenlerin tasima hizlarindaki farkliliklara ragmen
(Millecamps ve Julien, 2013), her iki kargo seti de kinezin
ve dinein motor proteinleri tarafindan tasinmaktadir
(Brown, 2003; Shah ve Cleveland, 2002).

3.2. Aksonal Transport ve Alfa Siniiklein iliskisi

Bilindigi Gzere a-syn noron hicresinin hiicre gévdesinde
sentezlenir ve aksonal transport yoluyla da akson
terminaline tasinir (Kahle ve ark., 2000; Roy, 2009).
Dogal a-syn’in tasinmasinda diger bircok (heterojen ve
cozllebilir yapida) proteinin tasinmasinda goérevli olan
yavas bilesen rol almaktadir (Jensen ve ark., 1999;
Tang ve ark., 2012). A-syn fibrillerinin, yavas bilesen
b’nin fizyolojik yUkleri ile ortak (boyut, yik, diger ylzey
Ozellikleri) ozelliklere sahip olabilecedi de Onerilmistir
(Freundt ve ark., 2012).

Ortaya atilan bir hipoteze gére, alfa siniklein hticre
somasindan vesiklllere badlanarak ayrilir ve akson
boyunca tasinir. Fakat a-syn proteininde meydana gelen
bir takim mutasyonlar (A30P gibi) vesikullere baglanmayi
engeller. Veslkillere baglanamayan a-syn proteinleri
aksonal transportun hizli bileseninde tasinamaz. Hizh
bilesende hareket edemediginden akson boyunca hiicre
somasindan daha az a-syn tasinir, bunun sonucunda da
soma da asiri kusurlu a-syn ekspresyonu meydana gelir.
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Bu kusurlu a-syn’in asiri ifadesi, proteinin normal hicresel
lokalizasyonunu degistirebilir ve Lewy cisimcikleri olarak
birikmesine yol acarak diger proteinlerle katlanmasini ve /
veya birlesmesini etkileyebildigi savunulmaktadir (Jensen
ve ark., 1998; Okochi ve ark., 2000; Pronin ve ark., 2000;
Jo ve ark., 2002).

Akson boyunca devam eden anterograd ve retrograd
yondeki tasinmalar a-syn icinde gecerlidir. Yani htcre
govdesinde sentezlenen a-syn akson ucuna geldiginde
hatali bir durumun goézlemlenmesiyle yeniden hicre
somasina doénebilmektedir. Iste aksonal trasnportta
meydana gelen hasarlarda bu temele dayanmaktadir.

4. Presinaptik Alanda Alfa Siniiklein Birikimine
Neden Olan Saperon-Ubikitinasyon Mekanizmasi

4.1. Saperon Aracili Otofaji (CMA)

Otofaji, proteinlerin ve hicre organellerinin hicre igi
doéngustinde yer alan ve her tirli strese yanit olarak hicre
kaderini dlizenleyen, tim tlrlerde ve hicre tiplerinde
meydana gelen, oldukga korunmus 6nemli bir sirectir.
Bugline kadar, memeli hilcrelerinde g ana tip otofaji
tanimlanmistir: makrootofaji, mikrootofaji ve saperon
aracili otofaji (CMA) (Boyu ve ark., 2010).

CMA diger tipteki otofajilerden farklidir. Sadece
sitosolik ¢6zlinebilir yapida olan ve KFERQ motifini iceren
proteinler, fakat organel olmayanlar, CMA tarafindan
taninir ve bozulur (Dice, 2007). CMA'da KFERQ motifini
iceren c¢ozilnebilir proteinler, sitozolik bir saperon olan
(1s1 soku kokenli protein 70 kDa) hsp70 tarafindan bilinir
ve proteinlerin lizozomlarin ylzeyine hedeflenmesini
saglar. Lizozomal membranda, saperon ve substratin
(proteinin) olusturdugu kompleks, bu yol tzerinde etkili
olan ve reseptdr gorevi goren lizozomla iligkili membran
protein tip 2a (Lamp?2a) ile etkilesir (Substrat proteinleri
Lamp2a’nin sitosolik kuyruguna badlanirlar. Substrat
proteini daha sonra lizozomal limen iginde bulunan bir
saperon aracilijiyla lizozomal membrani gecer ve sonra
hizla pargalanir (Chiang ve ark., 1989; Cuervo ve Dice,
1996; Majeski ve Dice, 2004). Lizozom matrisinde
hsp70’in bulunmasi da substrat proteinlerinin lizozomlara
tam olarak tasinmasi igin gereklidir (Agarraberes ve ark.,
1997; Cuervo ve ark., 1997).

4.2. Saperon Aracili Otofaji ile Alfa Siniiklein Yikimi

Yapilan bir calismada ailesel parkinsona neden olan
mutasyonlardan (A53T ve A30P) dolay! yanlis katlanan
a-syn’lerin lizozom limenine baglh oldugunu ancak lizozom
icerisine alinamadigini gostermistir. Limende bulunan
Lamp2a proteinine yabanil tip a-syn’lere gére daha yliksek
afinite ile baglanmalari ve daha zor ayrilmalarindan dolayi
lizozomlara girip parcalanamadigi sonucuna variimistir
(Cuervo ve ark. 2004). Ayni zamanda proteinde meydana
gelen fosforilasyon ve dopamin modifikasyonu gibi
post-translasyonel dlizenlenmelerinde CMA’y1 bozdugu
gbzlenmistir.

4.3.
4.3.1. Ubikutin: 76 aminoasitlik bir polipeptid olan

Parkinson ve UPS Arasindaki iliski
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ubikitin parcalanacak olan proteinlere karboksil terminusu
ile hedef proteinin lizin kalintisinin amino grubu arasinda
izopeptit bagl olusturarak kovalent bir sekilde baglanan
klguk proteinlerdir. 3 siniftan olusan enzim ailesi ile kontrol
edilir ve bu enzimler E kisaltmasi ile gdsteriimektedir.
(Giasson ve Lee, 2003).

4.3.2. Proteazom: 26S proteazomu, 20S Kkatalitik
cekirdedi ve iki adet 19S dizenleyici kompleksinden
meydana gelmisti. 20S c¢ekirdedinin diger ucunda
bir baska 19S dlzenleyici kompleksi de bulunabilir
(Goldberg ve ark., 2001). En yaygin dizenleyici olan 19S
/ PA700 kompleksi, alti AAA ailesi ATPaz igerir ve 20s
proteazomunun her iki ucunu ATP’ye bagimh bir sekilde
badlayarak ubikutinlenmis proteinlerin bozunmasina
katilan 26S proteazomu badlayabilir (Bedford ve ark.,
2008; Cook ve Petrucelli, 2009).

Parkinson hastalarinda substantia nigrada bulunan
26S proteazom’un 20S c¢ekirdedi ve cekirdegin
dizenlenmesinde dnemli olan 19S / PA700 kompleksinin
azaldigi gézlemlenmistir ve boylece parcalanmasi gereken
hedef a-syn proteini extranigral beyin bdlgelerinde
artmistir (Furukawa ve ark., 2002) . 20S cekirdeginde
meydana gelen bu sayica azalma ve ubikutin ile
isaretlenmis a-syn’nin proteinlerinin birikimi UPS islev
bozuklugunu gosterir niteliktedir (Cook ve Petrucelli,
2009).
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