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급성 폐손상 동물모델에서 aquaporin 수분통로의 발현

순천향대학교 의과대학 내과학교실
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Aquaporin in bleomycin induced lung injury
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Soo-Tak Uh, M.D., Young-Hoon Kim, M.D., Choon-Sik Park, M.D.

Division of Allergy and Respintoy Diseases, Depotmet of Intenal Medicine Soonchunhyang University Hospital, Korea

Background : Aquaporins (AQPs) may play a role in the pathogenesis of pulmonary inflammation and edema. This 

study investigated the role ofAQPs in acute lung injury following bleomycin inhalation in rats.

Methods : Sprague-Dawley rats were treated via inhalation with 10 U/kg bleomycin hydrochloride dissolved in 5 ml 

of normal saline. The control rats were treated with 5 ml normal saline. The animals (n = 6-8 rats per group) were 

sacrificed at 4, 7, and 14 d. The changes in AQP1, AQP4, and AQP5 expression levels over time were analyzed by 

Western blotting. The nitrate and nitrite concentrations in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were measured using 

a modified Griess reaction. ELISA was used to check cytokines.

Results : The respiration rates were significantly higher 4 and 7 days after the bleomycin treatment compared with 

those of the control rats. The tidal volume was lower in rats at 4 days after the bleomycin treatment, and the wet/dry 

weights of the lung were significantly higher than those of the control group. The nitrite and nitrate concentrations 

in the BALF from the rats at 4 days after exposure to bleomycin were greater than those from the saline-treated rats. 

Immunoblotting studies demonstrated that the AQP1 and AQP4 expression levels were lower in the rats at 4 days. 

However, the AQP4 expression level was higher at 7 days. The AQP5 expression level increased at 4, 7 and 14 days 

after the bleomycin treatment.

Conclusion : This study demonstrates that AQPs are expressed differently in bleomycin-induced pulmonary edema.  

(Tuberc Respir Dis 2006; 60: 330-336)
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서 론

급성 폐손상은 저산소혈증, 호흡기계 유순도 감소, 

흉부방사선에서 양폐야에 폐침윤을 특징으로 하는 

질환으로 PaO2/FiO2≤300mmHg를 나타내고, 급성호

흡부전증후군은 PaO2/FiO2≤200mmHg를 특징으로 

하는 질환이다. 원인은 폐렴, 폐혈증, 다발성손상, 대

량출혈, 수혈, 흡인, 외상 등이 있으며 여러가지 치료

의 발전에도 불구하고 사망률이 40-60% 이상으로 알

려져 있다. 이러한 폐손상에는 호중구, 보체, 대식세

포, 유리산소기, 산화질소 등이 관여하는 것으로 알려

져 있다1. 폐에 대한 손상으로 첫 3일 정도에는 폐포

내에 수분이 흡수되어 폐가 무거워지며, 부종이 발생

하고 출혈, 무기폐, 경결화가 진행하고 3-7일에는 폐

포내 삼출액은 흡수되고 기질화되며 2형 폐포 상피세

포가 입방형 편평상피로 증식하고 폐포 기저막이 파

괴되는 증식기를 나타내고 1주 이후에는 활성화된 호

중구가 세포의 손상을 초래하고 염증세포들이 작용

하여 폐포 내피세포를 재생하는 과정에 참여하게 되

고 대식세포나 간질세포가 섬유세포로 대체되는 섬

유화를 가져온다.

Bleomycin은 프리산소라디칼을 생산하여 폐손상

을 일으키는 것으로 알려져 있다. 주로 제 1형 폐상피

세포, 모세혈관에 주로 손상을 주며2, 이러한 폐손상

에는 여러 가지 사이토카인이 관여하는 것으로 알려

져 있다3-5.

수분통로인 아쿠아포린(AQP, aquaporin)은 폐에
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서 AQP1, AQP3, AQP4, AQP5 등이 발현되는 것으

로 알려져 있다. 각 종류에 따라 각각 기능을 가지고 

있으며
6,7
. AQP1은 혈관 내피세포의 첨부 및 baso-

lateral 막, visceral 흉막에 분포한다. AQP4는 폐상피

세포의 basolateral 막에 분포한다. AQP5는 제 1형 

폐상피세포의 첨부 기도와 후인두 점액선의 acinar세

포에 분포한다. 아데노바이러스에 의한 폐염증 및 부

종이 생쥐에서 밝혀졌으며 이러한 염증과 부종은 폐 

말단부의 AQP1과 AQP5의 감소와 연관되며 이러한 

것은 AQP1과 AQP5가 수분의 이동에 관여함을 알 

수 있는 근거로 제시되고 있다
8
. 따라서 급성 폐손상 

중환자의 사망률을 낯추기 위해 급성 폐손상의 기전

에 대한 더 많은 연구가 필요한 실정이다. 따라서 저

자 등은 bleomycin 급성 폐손상 동물모델을 이용하여 

수분통로인 아쿠아포린의 발현을 확인하여 급성 폐

손상에서 아쿠아포린의 역할을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 실험동물 및 폐손상모델

실험동물은 체중 200-300g의 Spraw-Dawley rats 

(대한 실험동물센터)를 사용하고, 공급처로부터 쥐를 

받은 후 3일 이내에 실험을 실시하고 실험하기까지는 

순천향대학교 부천병원 동물 사육사에서 사육한다. 

Bleomycin은 10U/kg를 연무기를 이용하여 분무하였

다. Bleomycin 분무 후 4, 7, 14일에 폐기능검사와 기

관지폐포세척액과 폐조직을 얻었다. 대조군은 bleo-

mycin 대신에 0.05% Tween 80이 포함된 phospha-

ted buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 하였다. 폐부

종의 정도를 알기 위해 떼어낸 폐 조직의 질량을 재

고 60℃ 오븐에 3일 놓아둔 후 건조 질량을 측정하여 

폐부종의 정도를 평가하였다.

2. 폐기능검사

최근 국산용으로 개발되어 사용 중이며 동물이 자

유롭게 움직일 수 있는 수분 섭취가 가능하고 장시간 

페기능검사가 가능한 one chamber 체용적변동 기록

기를 이용하여 호흡수와 상시호흡량을 측정하였다.

3. 기관지폐포세척

대조군과 bleomycin군을 thiopental sodium 50m-

g/kg을 복강내 주사하여 마취시킨 후 곧바로 흉곽을 

절개하여 폐와 기관을 노출 시켰다. 기관 상단부를 통

해 PE-20 폴리에틸렌 도관을 삽입하여 고정시키고, 

4℃의 생리식염수 20ml (1ml씩 4회)로 기관지 폐포 

세척술을 시행 하였다. 회수된 세척액 양을 기록하고, 

바로 4℃, 1500rpm으로 10분간 원심분리 (VS-6000 

CF, Vision, Korea)하여 상층액은 버린다. 남아 있는 

세포 압착결정을 인산완충액 0.5ml (pH 7.4)로 녹인 

다음, 이중 50μl를 3% acetic acid용액 950μl와 섞어서 

Hemocytometer (Naubauer chamber)를 사용하여 현

미경(×100)아래서 총세포수를 세었다. 표본 튜브내에 

남아 있는 세포수가 ml당 10
6
개가 되도록 인산완충액

으로 희석한 후 400μl를 따서 4℃, 700rpm으로 5분간 

cytpospin (CF-120, SAKURA, Japan)하여 슬라이드

를 만들었다. 이것을 Diff-Quick 염색하여 400배 현

미경하에서 각 슬라이드의 백혈 수를 500개씩 세어 

세포분획을 계산하였다.

4. 단백 측정

단백측정은 bovine 혈청 알부민등과 BCA시약을 

이용한 Smith 등
9
의 방법 을 이용하였다.

5. 조직 처리

기관, 폐조직을 얻어 우폐, 좌폐를 각각 나누어 포

르말린 고정한후 3μm두께로 절단하여 슬라이드에 포

매하였다.

6. 사이토카인 및 nitrite와 nitrate 측정

각 사이토카인은 기관지폐포세척액 100 μL를 효소

면역검사로 (Quantikine
TM
; R&D Systems, Inc., MN)

10
. 

측정하였다. TNF-α, IL-6, nithte의 detection limit
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Figure 1. Increased lung fluid after bleomycin treatm-
ent. *p<0.05 compared with saline treatment, †p<0.01 
compared with 4 days after bleomycin treatment.

는 다음과 같다 (IL-6: 4.7 pg/ml, TNF-a: 7.8 pg/ml, 

nitrite: 1.56 μM/L, nitrate: 0μM/L).

7. 아쿠아포린의 Western blot analysis

아쿠아포린은 폐조직을 250mM sucrose 1 mM 

EDTA, 0.1mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 mM 

potassium phosphate (pH 7.7)가 들어 있는 용액 내

에서 조직분쇄기로 3,00rpm에서 균질화 하였다. 큰 

조직 부스러기와 핵 조각들은 3,000g, 4℃에서 5분동

안 그리고 10,000g, 4℃에서 5분동안 두 번 원심분리

하여 제거하였다. 조직의 균질액의 단백질 농도는 표

준 시료로 albumin을 이용한 Smith
9
을 이용하여 측

정하였다. 필요할 때는 AQP1, AQP4, AQP5에 대한 

단백질 blotting을 위하여 조직 균질액을 101,000g에

서 60분 동안 원심분리하고 pellet을 용해하여 막에 

붙어 있는 단백질을 분리하였다. 단백질 blotting을 

위하여 단백질 시료를 7.5% polyacrylamide reso-

lving gel과 5% polyacrylamide stacking gel로 이루

어진 비연속성계 (Xcell II Mini-Cell, Novex)를 이용

하여 전기영동하여 크기대로 분류하였다. 그런 다음 

단백질을 NOVEX blot module을 이용하여 전기영동

하고 Nitroplus membrane (Boehringer Mannheim)

에 옮긴다. 이 membrane을 Tris로 완충한 식염수 

(TBS)에 씻고 2시간동안 TBS에 용해시킨 5% 무지

방 건조 우유용액(NFM/TBST)에서 blocking하고, 

2% NFM/TBS로 생쥐에서 추출한 monoclonal an-

ti-AQP나 토끼에서 추출한 monoclonal anti-AQP 

(Transduction Laboratories)를 1대 2,000의 비율로 

희석한 용액에서 하룻밤 동안 biotinylated goat ant-

i-mouse IgG나 goat anti-rabbit IgG (1:1,000)(We-

stern-Light Plus
TM
 Immunoblotting System, TRO-

PIX)와 함께 incubation하였다. 결합된 항체를 X-ray 

film에 나타나는 chemiluminescence로 측정하였다. 

구조 단백질인 β-actin에 대하여 쥐에서 추출한 mo-

noclonal antibody를 loading대조군으로 사용하였다. 

Membrane을 다른 항체로 incubation하기 전 2% S-

DS와 100mM β-mercaptoethanol이 들어 있는 TBS

용액에서 그리고 50℃에서 membrane을 strip하였다.

8.통계분석

모든 변수는 평균±표준오차로 나타내었으며 통계

적 검정은 SPSS 프로그램(version 10.0 for Win-

dows)을 이용하였고 각 집단간의 평균비교는 Mann- 

Whiteny U test로 하였고 p값이 0.05이하인 경우를 

유의한 차이로 판정하였다.

결 과

1. Bleomycin처치 후 폐부종 및 염증

Bleomycin은 10U/kg를 처치 후 4, 7, 14일에 폐부

종의 정도를 알기 위해 떼어낸 폐 조직의 질량을 재

고 60℃ 오븐에 3일 놓아둔 후 건조 질량을 측정하여 

폐부종의 정도를 평가하였는데 4일째 wet/dry ratio

가 대조군에 비해서 유의하게 증가하였고, 7일, 14일

에 감소하였으며 14일째는 7일째에 비해 유의하게 감

소하였다(control vs. 4d vs. 7d vs. 14d; 2.8 gra-

ms/grams vs. 5 grams/grams vs. 3.8 grams/grams 

vs. 2.9 grams/grams, Figure 1). 이러한 변화는 폐부

종이 4일에 최고치를 이른 후 7, 14일에 점차 감소함

을 시사한다. 기관지폐포세척액에서 호중구는 4일째 

유의하게 증가하였다 (control vs. 4d vs. 7d vs. 14d; 

2.5±0.5% vs. 17.3±2.5% vs. 12.5±2.0% vs. 6.4±1.2%). 
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Figure 2. Pulmonary infiltrates were observed in the 
peribronchial and perivascular regions with H& E 
stains. Original magnification, ×100. Alveolar inter-
stitial edema was detected as thickened alveolar septa 
in some regions. Evidence of pulmonary edema was 
generally more evident in the lungs of rats at 4 days 
after bleomycin treatment (B) than in rats treated wi-
th saline alone (A).

Figure 3. Increased nitrite and nitrate levels after bl-
eomycin treatment. *p<0.01 compared with saline tre-
atment, †p<0.01 compared with 4 days (d) after bleo-
mycin treatment.

Figure 4. Lung aquaporin 1 (AQP1), AQP4  and AQP5 
protein expression after bleomycin treatment. *p<0.05 
compared with saline treatment, †p<0.01 compared 
with saline treatment.

Bleomycin을 10U/kg를 처치 후 4, 7, 14일 폐조직에

서 기관지주위와 혈관 주위에 염증세포의 침윤이 관

찰되었으며 간질성 폐부종이 관찰되었다 (Figure 2).

2. 폐 호흡지표의 변화

동물이 자유롭게 움직일 수 있는 수분 섭취가 가능

하고 장시간 폐기능검사가 가능한 one chamber 체용

적 변동기록기를 이용하여 호흡수와 상시호흡량을 

측정하였는데 4일, 7일째 호흡수가 대조군에 비해 유

의하게 증가하였으며 4일에 비해 14일째 감소하였다

(control vs. 4d vs. 7d vs. 14d; 120±3.5 rate/min vs. 

150±5.4 rate/min vs. 160±5.8 rate/min vs. 125±2.9 

rate/min). 그리고 tidal volume은 4일째 감소하였고 

7일과14일에 4일에 비해 증가하였다(control vs. 4d 

vs. 7d vs. 14d; 0.3±0.01 ml/min vs. 0.15±0.01 ml/m-

in vs. 0.25±0.02 ml/min vs. 0.17±0.01 ml/min).

3. TNF-α, IL-6 단백 및 산화질소산물의 변화

Bleomycin은 10U/kg를 처치 후 4, 7, 14일에 기관

지폐포세척액에서 TNF-α, IL-6, 단백, 그리고 nitrite

와 nitrate를 측정하였다. TNF-α, IL-6는 각각 4, 14

일째 대조군에 비해 유의하게 높았다(control vs. 4d 

vs. 7d vs. 14d; TNF-α, 1.5±0.3 pg/μg of protein vs. 

3.0±0.6 pg/μg of protein vs. 2.5±0.4 pg/μg of protein 

vs.7.5±0.8 pg/μg of protein ;IL-6, 0.3±0.1 pg/μg of 

protein vs. 0.4±0.05 pg/μg of protein vs. 0.3±0.03 
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pg/μg of protein vs. 2.5±0.2 pg/μg of protein). 단백

은 4일째 가장 증가하였다(control vs. 4d vs. 7d vs. 

14d; 3.75±0.75 μg/μl vs. 7.89±0.91 μg/μl vs. 6.57± 

0.56 μg/μl vs. 4.48±0.45 μg/μl). nitrite와 nitrate는 4

일째 대조군에 비해서 유의하게 증가하였다가 4일에 

비해 14일째 감소하였다(control vs. 4d vs. 7d vs. 14 

d; nitrite, 4.1±0.2 μM/L vs. 18.2±2.5 μM/L vs. 3.8± 

0.3μM/L vs. 4.0±0.2 μM/L, nitrate, 2.5±0.1 μM/L vs. 

7.3±1.6 μM/L vs. 2.1±0.2μM/L vs. 1.9±0.1 μM/L, 

(Figure 3).

4. 아쿠아포린 발현

Bleomycin은 10U/kg를 처치 후 4, 7, 14일에 폐조

직을 얻어 아쿠아포린 발현을 확인하였는데 AQP1과 

AQP4는 4일째 발현이 감소하였고, AQP4는 7일째 발

현이 증가하였다. 그리고 AQP5는 4, 7, 14일에 대조

군에 비해 발현이 증가하였다 (Figure. 4).

고 찰

본 연구에서 bleomycin을 처치하여 폐부종 모델을 

만들었으며 bleomycin처치 후 4일에 폐부종, 호흡수 

증가, 상시호흡량 감소, 산화질소산물 증가를 보여 급

성 폐손상에 의한 폐부종이 심하게 일어남을 알 수 

있었고 수분 통로인 아쿠아포린은 AQP1, AQP4, 

AQP5가 bleomycin을 처치 후 시간에 따라 다르게 

발현함을 알 수 있었다.

급성폐손상은 기계호흡 등의 도입으로 사망률을 

낯추었으나 아직도 유병률과 사망률이 높아 급성 폐

손상의 기전의 연구와 치료제 개발이 중요한 과제이

다. 그리고 급성폐손상을 일으키는 원인은 폐감염, 흡

인 등 직접적으로 폐에 손상을 일으키는 경우와 폐혈

증, 다발성 외상, 대량수혈 등 간접적 손상등이 원인

으로 알려져 있으며 이러한 원인들에 의해 폐의 상피

세포, 혈관내피세포, 대식세포, 호중구, 단핵구, 혈소

판, 혈액응고 체계 등에 영향을 주어 폐포혈관 막에 

손상을 주며 염증 및 폐부종 등을 가져오게 된다. 그

러나 폐손상에서 염증을 일으키는 세포 및 면역학적, 

혈액응고기전 등에 영향을 미치는 주요 세포, 주요물

질에 대한 연구가 필요한 상태이다
11-15
.

Bleomycin은 반응성 산소종을 생성하여 폐손상을 

일으키며 주로 1형 폐상피세포와 혈관 내피세포에 손

상을 주는 것으로 알려져 있으며 다양한 사이토카인

이 분비되어 영향을 미치는 것으로 알려져 있다
3-5
. 현

재까지 주로 기관내에 bleomycin을 주입한 폐손상이

나 폐섬유화 동물모델이 이용되었는데 저자 등은 

bleomycin을 쥐에 흡입시켜 폐 손상모델을 만들었으

며
16
 동물폐기능 검사기를 통하여 생리적으로 호흡수

와 상시호흡량을 모니터함으로써 4일, 7일, 14일에 각

각의 변화를 관찰 하였다. 그리고 wet/dry비를 측정

하여 폐부종의 정도를 평가하였다. Bleomycin투여 

후 4일째 폐부종이 가장 증가하고 7일, 14일에 감소하

는 것으로 확인 하였으며 기관지폐포세척액에서도 

호중구의 증가가 4일째 가장 높았고 폐조직검사에서 

폐염증과 간질성 폐부종의 증가를 확인하였다. 이러

한 폐손상 동물 모델은 폐손상의 기전연구에 이용될 

수 수 있을 것으로 생각된다.

산화질소는 혈관확장 및 기관지 확장에 작용하며 

폐 손상에 영향을 주는 것으로 알려져 있다
17-19
. 이 연

구에서 기관지 폐포세척액에서 산화질소산물이 4일

째 가장 높아 급성 폐손상 시 산화질소가 관여함을 

시사하는 소견으로 생각된다.

세포막을 통한 수분의 신속한 이동을 허용하는 통

로로 지질층을 잘 통과할 수 없는 유리 이온 등에 대

한 특이 통로가 아쿠아포린 수분 통로로 알려졌다
20-23
. 물 친화적 전해질의 인지질층 세포막 이동 통로

가 단백인 것과 같이 물 분자의 이동 통로도 아쿠아

포린 단백이다. 지금까지 신장에서 수분 통로가 잘 알

려져 있지만 폐에서는 연구가 진행 중이다. 현재까지 

10여 가지의 아쿠아포린족 동위 단백들이 알려져 있

으며 아쿠아포린은 세포막을 관통하는 여섯 개의 

domain으로 되어 있고, 두 개의 asparagine-prolin-

e-alanine sequence의 직렬 반복 구조를 이루고 있어

서 이 구조가 원형질막을 통과하는 수분 이동 통로가 

되기 위해 막과 상호작용할 수 있게 되어 있다. AQP1

의 다섯 개의 고리 가운데 B와 E 고리는 지방 이중층

에 담궈져 있어, 모래 시계 같은 대칭적 구조내에 단
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일한 통로로 연결되게 하고 있다
24
. 최근에 AQP1의 3

차원적 구조가 보고되었으며, AQP 1-5를 이입한 햄

스터의 난소세포를 사용한 연구에서 AQP2, AQP3, 

AQP5도 막에서 tetramer를 형성함이 밝혀졌다
25,26.
 

신장에는 5개의 아쿠아포린 (AQP1, AQP2, AQP3, 

AQP4, AQP6) 동위단백이 발현된다고 알려져 있고, 

최근 3가지의 아쿠아포린(AQP 7, AQP8, AQP10)이 

추가로 알려졌으나 아직 분포 및 기능은 아직 명확치 

않다. 폐에는 5개의 아쿠아포린 (AQP1, AQP2, 

AQP3, AQP4, AQP5) 동위단백이 발현되며, 최근 3

가지의 아쿠아포린(AQP7, AQP8, AQP10)이 추가로 

알려졌고 발현 및 기능은 더 연구가 필요한 실정이다. 

따라서 폐에서 아쿠아포린이 수분저류에 의한 질환

의 병인에 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 사료되

며 이에 대한 폭넓은 이해는 급성폐부종의 예방 및 

치료에 일조할 것으로 기대된다. 따라서 본 연구에서 

급성 폐부종 동물모델에서 혈관내피세포의 첨부 및 

basolateral 막, visceral 흉막에 분포하는 AQP1, 폐상

피세포의 basolateral 막에 분포하는 AQP4, 제 1형 

폐상피세포의 첨부 기도와 후인두 점액선의 acinar세

포에 분포하는 AQP5 등 각각의 아쿠아포린에 대한 

발현을 확인하였다. Bleomycin 투여 후 폐 조직에서 

혈관내피세포의 첨부 및 basolateral 막에 분포하는 

AQP1과 폐상피세포의 basolateral 막에 분포하는 

AQP4는 4일에 감소하였으며 AQP4는 7일에 증가하

였고, 제 1형 폐상피세포의 첨부 기도에 분포하는 

AQP5는 4, 7, 14일에 발현이 증가하였다. 이와같이 

아쿠아포린이 서로 다르게 발현되는 것으로 보아 각

각의 아쿠아포린이 상피세포와 혈관 내피세포사이에 

역할이 다르게 될 수 있음을 알수 있었다. 그리고 본 

연구에서 4일과 7일에 폐부종이 가장 심한 것으로 보

여져서 폐부종의 초기에는 AQP5가 그리고 7일에는 

AQP4와 AQP5가 폐부종의 증가에 관여하는 것으로 

사료된다. 추후 폐염증 및 폐부종에서 아쿠아포린에 

대한 역할에 대해 더 많은 연구가 필요할 것으로 생

각된다.

요 약

배   경:

급성폐손상은 여러 가지 치료의 발전에도 높은 사

망률을 보이는 질환으로 병태생리학적 연구가 필요

한 실정이다. 아쿠아포린 (AQP)은 수분통로로 급성

폐손상에서 폐부종에 관여되는 것으로 알려져 있어 

bleomycin을 이용한 급성 폐손상모델에서 아쿠아포

린의 발현을 확인하고자 하였다.

방   법:

Bleomycin 10 U/kg을 Sprague-Dawley rats에 흡

입시켜 급성 폐손상 보델을 만들고 흡입후 4, 7, 14일

에 호흡수, 상시호흡량을 측정하고, 기관지폐포세척

액을 얻으며, 폐조직을 얻었다. 얻은 폐조직에서 

wet/dry 량을 측정하고 기관지 폐포세척액에서 사이

토카인, 산화질소산물(nitrite와 nitrate)등을 측정하

였다. 그리고 폐조직에서 AQP1, AQP4와 AQP5를 면

역조직염색에서 확인하였다.

결   과:

Bleomycin 흡입 후 호흡수는 4, 7일에 상시호흡량

은 4일에 대조군에 비해 유의한 차이를 보였다. 

Wet/dry 질량은 대조군에 비해 4일에 유의하게 높았

다. 기관지폐포세척액에서 산화질소산물은 4일에 가

장 높았다. 면역화학염색에서 AQP1과 AQP4는 4일

에 감소하였으며 AQP4는 7일에 증가하였고, AQP5

는 4, 7, 14일에 발현이 증가하였다.

결   론:

아쿠아포린은 급성폐손상 모델에서 다양하게 발현

하여 급성 폐손상의 경과에 따라 다르게 작용함을 시

사한다.
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