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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΒΜΡ  

 

Σε αυτή την εργασία μελετήθηκε η BMP (Bone Morphogenetic Protein) Human, 

δηλαδή η οστική  μορφογενετική πρωτεΐνη του ανθρώπου και οι διάφορες 

ακολουθίες νουκλεοτιδίων/αμινοξέων της. Ταυτόχρονα παρουσιάζονται με 

λεπτομέρεια τα βήματα που ακολουθήθηκαν. 

 

Για την μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω:  

1) Protein Data Bases: είναι οι βάσεις δεδομένων για πρωτεΐνες, οι οποίες 

συνίστανται από ένα σύνολο αρχείων με πληροφορίες για της πρωτεΐνες 

καθώς και από διάφορα εργαλεία που εξασφαλίζουν την πρόσβαση των 

ερευνητών σε πληροφορίες σχετικές με τις πρωτεΐνες. 

2) Translate Tool: είναι το εργαλείο μετάφρασης, δηλαδή μεταφράζει την 

νουκλεοτιδική ακολουθία του DNA ή του RNA σε ακολουθία αμινοξέων 

(πρωτεΐνη). 

3) Multalin Tool: είναι ένα εργαλέιο στο οποίο μπορούμε να συγκρίνουμε 

τις αλληλουχίες και να βρούμε τα κοινά τμήματά τους. 

 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε η μελέτη της ακολουθίας των νουκλεοτιδίων 

της πρωτεΐνης και βρέθηκαν τα σημεία στα οποία μπορούν να δράσουν οι 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Οι  περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα, 

τα οποία απομονώνονται από τα βακτήρια και καταλύουν την υδρόλυση 

φωσφοδιεστερικών δεσμών σ’ ένα νουκλεϊκό οξύ, σε συγκεκριμένες θέσεις. 

 

Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω: 

1) NEB Cutter V2.0: εργαλείο που εκτελεί την εύρεση των περιοριστικών 

ενδονουκλεασών. 

2) Sequence extractor: εργαλείο που μας δίνει ένα «χάρτη» των 

περιοριστικών ενδονουκλεασών της ακολουθίας που μελετάμε. 

 

Τέλος, μελετήθηκαν διάφορα χαρακτηριστικά γνωρίσματα που αφορούν μια 

πρωτεΐνη, όπως η κρυσταλλική απεικόνισή της, οι α-έλικες, β-ελάσματα που 



περιέχει, καθώς και απεικονίσεις των σημείων όπου βρίσκονται κάποια 

συγκεκριμένα αμινοξέα. 

 

Οι πληροφορίες αυτές αντλήθηκαν από τα παρακάτω προγράμματα: 

1) Protein Workshop: είναι ένα πρόγραμμα που απεικονίζει σε 3D τις 

πρωτεΐνες, σε ένα υψηλής ποιότητας στυλ «κορδέλας». Ακόμη το 

Protein Workshop προσφέρει διάφορες επιλογές στις οποίες γίνεται να 

αλλάξει το στυλ απεικόνισης, τα χρώματα και η ορατότητα της 

πρωτεΐνης. Τέλος, μπορούν να προστεθούν ετικέτες σε άτομα και 

κατάλοιπα.  

2) RasMol: είναι ένα πρόγραμμα ηλεκτρονικών υπολογιστών που 

χρησιμοποιείται κυρίως για την απεικόνιση και διερεύνηση βιολογικών 

μακρομοριακών δομών, όπως αυτές που υπάρχουν στην Protein Data 

Bank.  

  



2. ΠΡΑΚΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ ΚΑΙ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

2.1 Προσδιορισμός της πρωτεΐνης από την βάση δεδομένων 

Αρχικά πραγματοποιήθηκε η αναζήτηση της πρωτεΐνης ΒΜΡ στη βάση 

δεδομένων UniProt. Έπειτα, από την λίστα των οστικών μορφογενετικών 

πρωτεϊνών του ανθρώπου που εμφανίστηκε, επιλέχθηκε η BMP7 με κωδικό 

P18075. Από την ίδια  ιστοσελίδα λήφθηκαν και οι παρακάτω πληροφορίες:  

 

 

 

Η λειτουργία της: προκαλεί τον σχηματισμό χόνδρων και οστών. Ακόμη, μπορεί 

να αποτελέσει οστεοεπαγωγικό παράγοντα υπεύθυνος για το φαινόμενο της 

επιθηλιακής οστεογένεσης. Τέλος, παίζει ρόλο στη ρύθμιση του ασβεστίου και 

στην ομοιόσταση των οστών. 

 

2.2 Λήψη αλληλουχιών 

Προχωρώντας προς τα κάτω στην ιστοσελίδα της UniProt, λήφθηκε η 

ακολουθία των αμινοξέων της πρωτεΐνης σε FASTA FORMAT (single-letter 

code, δηλαδή κάθε αμινοξύ αντιπροσωπεύεται από ένα γράμμα), η οποία είναι 

η εξής: 

 

>sp|P18075|BMP7_HUMAN Bone morphogenetic protein 7 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=BMP7 PE=1 SV=1 

 

MHVRSLRAAAPHSFVALWAPLFLLRSALADFSLDNEVHSSFIHRRLRSQERREMQREILS 

ILGLPHRPRPHLQGKHNSAPMFMLDLYNAMAVEEGGGPGGQGFSYPYKAVFSTQGPPLAS 

LQDSHFLTDADMVMSFVNLVEHDKEFFHPRYHHREFRFDLSKIPEGEAVTAAEFRIYKDY 

IRERFDNETFRISVYQVLQEHLGRESDLFLLDSRTLWASEEGWLVFDITATSNHWVVNPR 

HNLGLQLSVETLDGQSINPKLAGLIGRHGPQNKQPFMVAFFKATEVHFRSIRSTGSKQRS 

QNRSKTPKNQEALRMANVAENSSSDQRQACKKHELYVSFRDLGWQDWIIAPEGYAAYYCE 

GECAFPLNSYMNATNHAIVQTLVHFINPETVPKPCCAPTQLNAISVLYFDDSSNVILKKY 

RNMVVRACGCH 

 

 

Ακόμη, βρέθηκαν και οι ακολουθίες από άλλες Data Bases: 



 

 

 

 

 

Ακολουθία νουκλεοτιδίων από την DDBJ:  

1. 

 

>ENA|BC008584|BC008584.1 Homo sapiens bone morphogenetic 

protein 7, mRNA (cDNA clone MGC:17201 IMAGE:4183402), complete 

cds.  

 

GCCCGGAGCCCGGAGCCCGGGTAGCGCGTAGAGCCGGCGCGATGCACGTGCGCTCACTGC 

GAGCTGCGGCGCCGCACAGCTTCGTGGCGCTCTGGGCACCCCTGTTCCTGCTGCGCTCCG 

CCCTGGCCGACTTCAGCCTGGACAACGAGGTGCACTCGAGCTTCATCCACCGGCGCCTCC 

GCAGCCAGGAGCGGCGGGAGATGCAGCGCGAGATCCTCTCCATTTTGGGCTTGCCCCACC 

GCCCGCGCCCGCACCTCCAGGGCAAGCACAACTCGGCACCCATGTTCATGCTGGACCTGT 

ACAACGCCATGGCGGTGGAGGAGGGCGGCGGGCCCGGCGGCCAGGGCTTCTCCTACCCCT 

ACAAGGCCGTCTTCAGTACCCAGGGCCCCCCTCTGGCCAGCCTGCAAGATAGCCATTTCC 

TCACCGACGCCGACATGGTCATGAGCTTCGTCAACCTCGTGGAACATGACAAGGAATTCT 

TCCACCCACGCTACCACCATCGAGAGTTCCGGTTTGATCTTTCCAAGATCCCAGAAGGGG 

AAGCTGTCACGGCAGCCGAATTCCGGATCTACAAGGACTACATCCGGGAACGCTTCGACA 

ATGAGACGTTCCGGATCAGCGTTTATCAGGTGCTCCAGGAGCACTTGGGCAGGGAATCGG 

ATCTCTTCCTGCTCGACAGCCGTACCCTCTGGGCCTCGGAGGAGGGCTGGCTGGTGTTTG 

ACATCACAGCCACCAGCAACCACTGGGTGGTCAATCCGCGGCACAACCTGGGCCTGCAGC 

TCTCGGTGGAGACGCTGGATGGGCAGAGCATCAACCCCAAGTTGGCGGGCCTGATTGGGC 

GGCACGGGCCCCAGAACAAGCAGCCCTTCATGGTGGCTTTCTTCAAGGCCACGGAGGTCC 

ACTTCCGCAGCATCCGGTCCACGGGGAGCAAACAGCGCAGCCAGAACCGCTCCAAGACGC 

CCAAGAACCAGGAAGCCCTGCGGATGGCCAACGTGGCAGAGAACAGCAGCAGCGACCAGA 

GGCAGGCCTGTAAGAAGCACGAGCTGTATGTCAGCTTCCGAGACCTGGGCTGGCAGGACT 

GGATCATCGCGCCTGAAGGCTACGCCGCCTACTACTGTGAGGGGGAGTGTGCCTTCCCTC 

TGAACTCCTACATGAACGCCACCAACCACGCCATCGTGCAGACGCTGGTCCACTTCATCA 

ACCCGGAAACGGTGCCCAAGCCCTGCTGTGCGCCCACGCAGCTCAATGCCATCTCCGTCC 

TCTACTTCGATGACAGCTCCAACGTCATCCTGAAGAAATACAGAAACATGGTGGTCCGGG 

CCTGTGGCTGCCACTAGCTCCTCCGAGAATTCAGACCCTTTGGGGCCAAGTTTTTCTGGA 

TCCTCCATTGCTCGCCTTGGCCAGGAACCAGCAGACCAACTGCCTTTTGTGAGACCTTCC 

CCTCCCTATCCCCAACTTTAAAGGTGTGAGAGTATTAGGAAACATGAGCAGCATATGGCT 

TTTGATCAGTTTTTCAGTGGCAGCATCCAATGAACAAGATCCTACAAGCTGTGCAGGCAA 

AACCTAGCAGAAAAAAAAAACAACGCATAAAGAAAAATGGCCGGGCCAGGTCATTGGCTG 

GGAAGTCTCAGCCATGCACGGACTCGTTTCCAGAGGTAATTATGAGCGCCTACCAGCCAG 

GCCACCCAGCCGTGGGAGGAAGGGGGCGTGGCAAGGGGTGGGCACATTGGTGTCTGTGCG 

AAAGGAAAATTGACCCGGAAGTTCCTGTAATAAATGTCACAATAAAACGAATGAATGAAA 

AAAAAAAAAAAAAA 

 

 

2. 

 

>ENA|AAH08584|AAH08584.1 Homo sapiens (human) bone 

morphogenetic protein 7  

 

ATGCACGTGCGCTCACTGCGAGCTGCGGCGCCGCACAGCTTCGTGGCGCTCTGGGCACCC 

CTGTTCCTGCTGCGCTCCGCCCTGGCCGACTTCAGCCTGGACAACGAGGTGCACTCGAGC 



TTCATCCACCGGCGCCTCCGCAGCCAGGAGCGGCGGGAGATGCAGCGCGAGATCCTCTCC 

ATTTTGGGCTTGCCCCACCGCCCGCGCCCGCACCTCCAGGGCAAGCACAACTCGGCACCC 

ATGTTCATGCTGGACCTGTACAACGCCATGGCGGTGGAGGAGGGCGGCGGGCCCGGCGGC 

CAGGGCTTCTCCTACCCCTACAAGGCCGTCTTCAGTACCCAGGGCCCCCCTCTGGCCAGC 

CTGCAAGATAGCCATTTCCTCACCGACGCCGACATGGTCATGAGCTTCGTCAACCTCGTG 

GAACATGACAAGGAATTCTTCCACCCACGCTACCACCATCGAGAGTTCCGGTTTGATCTT 

TCCAAGATCCCAGAAGGGGAAGCTGTCACGGCAGCCGAATTCCGGATCTACAAGGACTAC 

ATCCGGGAACGCTTCGACAATGAGACGTTCCGGATCAGCGTTTATCAGGTGCTCCAGGAG 

CACTTGGGCAGGGAATCGGATCTCTTCCTGCTCGACAGCCGTACCCTCTGGGCCTCGGAG 

GAGGGCTGGCTGGTGTTTGACATCACAGCCACCAGCAACCACTGGGTGGTCAATCCGCGG 

CACAACCTGGGCCTGCAGCTCTCGGTGGAGACGCTGGATGGGCAGAGCATCAACCCCAAG 

TTGGCGGGCCTGATTGGGCGGCACGGGCCCCAGAACAAGCAGCCCTTCATGGTGGCTTTC 

TTCAAGGCCACGGAGGTCCACTTCCGCAGCATCCGGTCCACGGGGAGCAAACAGCGCAGC 

CAGAACCGCTCCAAGACGCCCAAGAACCAGGAAGCCCTGCGGATGGCCAACGTGGCAGAG 

AACAGCAGCAGCGACCAGAGGCAGGCCTGTAAGAAGCACGAGCTGTATGTCAGCTTCCGA 

GACCTGGGCTGGCAGGACTGGATCATCGCGCCTGAAGGCTACGCCGCCTACTACTGTGAG 

GGGGAGTGTGCCTTCCCTCTGAACTCCTACATGAACGCCACCAACCACGCCATCGTGCAG 

ACGCTGGTCCACTTCATCAACCCGGAAACGGTGCCCAAGCCCTGCTGTGCGCCCACGCAG 

CTCAATGCCATCTCCGTCCTCTACTTCGATGACAGCTCCAACGTCATCCTGAAGAAATAC 

AGAAACATGGTGGTCCGGGCCTGTGGCTGCCACTAG 

 

Ακολουθία νουκλεοτιδίων από την CCDS: 

 

Η πλήρης Νουκλεοτιδική Αλληλουχία:  

 

 

 

 

 

 



Μεταφρασμένη Αλληλουχία: 

 

 

 

2.3 Μετάφραση των νουκλεοτιδίων 

Η μετάφραση της πλήρους νουκλεοτιδικής ακολουθίας από την CCDS, της 

ΒΜΡ7, έγινε με το TRANSLATE TOOL το οποίο βρίσκουμε στην ιστοσελίδα 

www.expasy.org.  Αρχικά πραγματοποιήθηκε η διαδικασία της μετάφρασης για 

όλη την νουκλεοτιδική αλληλουχία. Μόλις γίνει η μετάφραση της νουκλεοτιδικής 

ακολουθίας το σύστημα μας εμφανίζει τα διάφορα πιθανά αναγνωστικά 

πλαίσια.  

 

Το πρώτο αναγνωστικό πλαίσιο όπου το γονίδιο κωδικοποιείται από την αρχή 

έως το τέλος του χωρίς να διακόπτεται η ακολουθία του είναι το εξής: 

 

 

 

Έπειτα, μεταφράστηκε η ακολουθία από τα πρώτα χρωματισμένα με μπλε 

νουκλεοτίδια (εξώνια) μέχρι το τέλος και προέκυψε μια εντελώς διαφορετική 

ακολουθία αμινοξέων: 

 

 

 

http://www.expasy.org/


Στη συνέχεια, μεταφράστηκαν οι μπλε ακολουθίες συραμμένες η μία δίπλα στην 

άλλη: 

 

 

  

Τέλος, μεταφράστηκε η ακολουθία με μερικά νουκλεοτίδια πριν το πρώτο μπλε 

νουκλεοτίδιο μέχρι το τέλος. Και σε αυτή την περίπτωση το γονίδιο δεν 

διακόπτεται: 

 

  

 

2.4 Σύγκριση ομοιότητας ακολουθίας αμινοξέων 

Η διαδικασία της ομοιοπαράθεσης πραγματοποιήθηκε με την χρήση του 

εργαλείου Multalin. Πιο συγκεκριμένα, συγκρίθηκαν οι παρακάτω ακολουθίες 

των αμινοξέων: 

1) Η ακολουθία FASTA FORMAT, από την ιστοσελίδα UniProt (ώριμη 

μορφή γονιδίου της BMP7 Human). 

2) Η μεταφρασμένη ακολουθία από την CCDS 

3) Η ακολουθία από τη μετάφραση της πλήρους νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας (από το 2.3). 

 

Η σύγκριση τους φαίνεται στην επόμενη σελίδα: 



 

 

 

Καθώς οι ακολουθίες που είναι χρωματισμένες με κόκκινο είναι όμοιες, 

οδηγούμαστε στο συμπέρασμα ότι και οι τρεις ακολουθίες ταυτίζονται μεταξύ 

τους. Αν και ήταν αναμενόμενο για την 1 και 2 ακολουθίες να ταυτίζονται καθώς 

προέρχονται από την βιβλιογραφία, ωστόσο και η 3 φαίνεται πως 

αντιπροσωπεύει το γονίδιο της BMP7. 



2.5 Σημεία στα οποία δρουν οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Σε αυτό το σημείο πραγματοποιήθηκε η διαδικασία πρόβλεψης των σημείων 

της ακολουθίας των νουκλεοτιδίων, τα οποία μπορούν να κοπούν από τις 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες δύο και τρεις φορές. Αρχικά η ακολουθία της 

BMP7 από την CCDS βιβλιοθήκη, τοποθετήθηκε στην ιστοσελίδα του ΝΕΒ 

Cutter Tool, επιλέχθηκαν τα πεδία Circular  και NEB Enzymes και πατήθηκε το 

κουμπί Submit. Έτσι εμφανίστηκε η παρακάτω εικόνα: 

 

 

 

Σε αυτή την εικόνα εμφανίζονται όλες οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Στο 

γκρι κουτάκι «Display» επιλέχθηκε πρώτα το «2 cutters» και μας βγήκε μια 

λίστα με 19 ένζυμα (περιοριστικές ενδονουκλεάσες), τα οποία κόβουν την 

ακολουθία των νουκλεοτιδίων της ΒΜΡ7 δύο φορές. Έπειτα, επιλέχθηκε το «3 

cutters» και μας βγήκε μια λίστα με 13 ένζυμα (περιοριστικές ενδονουκλεάσες), 

τα οποία κόβουν την ακολουθία τρεις φορές. Τέλος, ως παράδειγμα, με την 

χρήση του Sequence Extractor tool βρέθηκαν αναλυτικά τα σημεία κοπής για 

τρία  από τα ένζυμα που κόβουν δύο φορές την ακολουθία των νουκλεοτιδίων. 



Περιοριστικές ενδονουκλεάσες που κόβουν 2 φορές την ακολουθία και τα 

σημεία κοπής τους: 

 

 

 

 

 

  



Περιοριστικές ενδονουκλεάσες που κόβουν 3 φορές την ακολουθία και τα 

σημεία κοπής τους: 

 

 

 

 

 

  



Παραδείγματα των σημείων κοπής τριών περιοριστικών ενδονουκλεασών που 

κόβουν την ακολουθία των νουκλεοτιδίων της ΒΜΡ7 δύο φορές: 

 

PluTI : 

1η 

M  H  V  R  S  L  R  A  A  A  P  H  S  F  V  A  L  W  A  P  L  F  L  L  R  S  A  

 ATGCACGTGCGCTCACTGCGAGCTGCGGCGCCGCACAGCTTCGTGGCGCTCTGGGCACCCCTGTTCCTGCTGCGCTCCGC 

          ^10       ^20       ^30       ^40       ^50       ^60       ^70         

 TACGTGCACGCGAGTGACGCTCGACGCCGCGGCGTGTCGAAGCACCGCGAGACCCGTGGGGACAAGGACGACGCGAGGCG 

 -------------------------------------------------------------------------------- 

2η  

L  A  D  F  S  L  D  N  E  V  H  S  S  F  I  H  R  R  L  R  S  Q  E  R  R  E  M 

 CCTGGCCGACTTCAGCCTGGACAACGAGGTGCACTCGAGCTTCATCCACCGGCGCCTCCGCAGCCAGGAGCGGCGGGAGA 

          ^90       ^100      ^110      ^120      ^130      ^140      ^150        

 GGACCGGCTGAAGTCGGACCTGTTGCTCCACGTGAGCTCGAAGTAGGTGGCCGCGGAGGCGTCGGTCCTCGCCGCCCTCT 

 -------------------------------------------------------------------------------- 

 

EcoRI: 

1η 

S  F  V  N  L  V  E  H  D  K  E  F  F  H  P  R  Y  H  H  R  E  F  R  F  D  L   

 TGAGCTTCGTCAACCTCGTGGAACATGACAAGGAATTCTTCCACCCACGCTACCACCATCGAGAGTTCCGGTTTGATCTT 

          ^410      ^420      ^430      ^440      ^450      ^460      ^470        

 ACTCGAAGCAGTTGGAGCACCTTGTACTGTTCCTTAAGAAGGTGGGTGCGATGGTGGTAGCTCTCAAGGCCAAACTAGAA 

 -------------------------------------------------------------------------------- 

2η 

S  K  I  P  E  G  E  A  V  T  A  A  E  F  R  I  Y  K  D  Y  I  R  E  R  F  D  N  

 TCCAAGATCCCAGAAGGGGAAGCTGTCACGGCAGCCGAATTCCGGATCTACAAGGACTACATCCGGGAACGCTTCGACAA 

          ^490      ^500      ^510      ^520      ^530      ^540      ^550        

 AGGTTCTAGGGTCTTCCCCTTCGACAGTGCCGTCGGCTTAAGGCCTAGATGTTCCTGATGTAGGCCCTTGCGAAGCTGTT 

 -------------------------------------------------------------------------------- 

 

BsrI: 

1η 

  T  L  W  A  S  E  E  G  W  L  V  F  D  I  T  A  T  S  N  H  W  V  V  N  P  R   

 GTACCCTCTGGGCCTCGGAGGAGGGCTGGCTGGTGTTTGACATCACAGCCACCAGCAACCACTGGGTGGTCAATCCGCGG 

          ^650      ^660      ^670      ^680      ^690      ^700      ^710        

 CATGGGAGACCCGGAGCCTCCTCCCGACCGACCACAAACTGTAGTGTCGGTGGTCGTTGGTGACCCACCAGTTAGGCGCC 

 -------------------------------------------------------------------------------- 

2η 

I  I  A  P  E  G  Y  A  A  Y  Y  C  E  G  E  C  A  F  P  L  N  S  Y  M  N  A  T 

 GATCATCGCGCCTGAAGGCTACGCCGCCTACTACTGTGAGGGGGAGTGTGCCTTCCCTCTGAACTCCTACATGAACGCCA 

          ^1050     ^1060     ^1070     ^1080     ^1090     ^1100     ^1110       

 CTAGTAGCGCGGACTTCCGATGCGGCGGATGATGACACTCCCCCTCACACGGAAGGGAGACTTGAGGATGTACTTGCGGT 

 -------------------------------------------------------------------------------- 

 

  



2.6 Χαρακτηριστικά γνωρίσματα της πρωτεΐνης 

Για την εύρεση των διαφόρων χαρακτηριστικών γνωρισμάτων της ΒΜΡ7 

πραγματοποιήθηκε πλοήγηση στην ιστοσελίδα RCSB Protein Data Bank. Από 

εκεί το .pdb file αποθηκεύτηκε στον υπολογιστή και ανοίχθηκε με το Notepad 

και αντλήθηκαν οι παρακάτω πληροφορίες: 

1. H ανάλυση της, από την συγκεκριμένη πηγή που χρησιμοποιείται είναι 

2.00 Angstroms. 

2. Η πρωτεΐνη έχει μια και μοναδική αλυσίδα που αποτελείται από 139 

κατάλοιπα (residues) .  

3. H πρωτεΐνη διαθέτει 3 α-έλικες (ποσοστό 13%) και 9 β-ελάσματα 

(ποσοστό 33%). 

 

Τέλος ανοίγοντας το αρχείο με το Java Protein Workshop βρέθηκαν οι εξής 

πληροφορίες: 

1. H κρυσταλλική απεικόνιση της πρωτεΐνης: 

 

 

 

2. Η πρωτεϊνική αλυσίδα μπορεί να περιέχει ετεροάτομο Ν-ακετυλο-D-

γλυκοζαμίνης. 

3. Η πρωτεΐνη έχει 71 μόρια νερού.  

 

 


