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Περίληψη 

Το CRISPR-Cas9, ένα επαναστατικό εργαλείο γενετικής 

τροποποίησης που ανακαλύφθηκε από τις Dr. Jennifer 

Doudna και Dr. Emmanuelle Charpentier, έχει 
μεταμορφώσει τη μοριακή βιολογία. Αυτή η 

τεχνολογία επιτρέπει στους επιστήμονες να 

πραγματοποιούν ακριβείς αλλαγές στο DNA ζωντανών 

οργανισμών, προσφέροντας σημαντικές προόδους 

στην έρευνα, την ιατρική και τη γεωργία. Ο 

μηχανισμός περιλαμβάνει μια δομή δύο RNA που 

καθοδηγεί την πρωτεΐνη Cas9 ώστε να εισάγει διπλά 

διαλείμματα σε στοχευμένο DNA. Το άρθρο αυτό 
συνοψίζει την έρευνά τους, εξηγεί το σύστημα CRISPR-

Cas9 και συζητά τις σημαντικές του συνέπειες. 

Βασικοί Όροι 

● CRISPR-Cas9: Τεχνολογία 

για την ακριβή 

τροποποίηση του DNA. 

● Γενετική Τροποποίηση: Η 

διαδικασία αλλαγής του 

γενετικού υλικού ενός 

οργανισμού. 

● RNA: Ριβονουκλεϊκό οξύ, 

μόριο που παίζει 
σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση και την έκφραση 

γονιδίων. 

● DNA: 

Δεσοξυριβονουκλεϊκό 
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οξύ, το μόριο που φέρει 
τις γενετικές 

πληροφορίες στους 

ζωντανούς οργανισμούς. 



 

 
 
 
 



 

Εισαγωγή 

Η έρευνα των Dr. Jennifer Doudna και Dr. Emmanuelle 

Charpentier επικεντρώνεται στο CRISPR-Cas9, ένα 

πρωτοποριακό εργαλείο για τη γενετική 

τροποποίηση. Το CRISPR-Cas9 επιτρέπει στους 

επιστήμονες να πραγματοποιούν ακριβείς τομές στο 

DNA, δίνοντάς τους τη δυνατότητα να προσθέτουν, 

να αφαιρούν ή να τροποποιούν γενετικό υλικό σε 

συγκεκριμένα σημεία του γονιδιώματος. Συχνά 

αναφέρεται ως «γενετικά ψαλίδια» λόγω της 

ικανότητάς του να κόβει αλυσίδες DNA. 

Η ανακάλυψη του CRISPR-Cas9 ξεκίνησε από τη 

μελέτη των βακτηριακών ανοσοποιητικών 

συστημάτων. Τα βακτήρια χρησιμοποιούν τις 
αλληλουχίες CRISPR για να «θυμούνται» ιούς που τα 

είχαν προσβάλει στο παρελθόν. Όταν ο ιός επιτίθεται 
ξανά, τα βακτήρια παράγουν RNA τμήματα από τις 

αλληλουχίες CRISPR, τα οποία καθοδηγούν την 

πρωτεΐνη Cas9 στο DNA του ιού, όπου 

πραγματοποιείται τομή που απενεργοποιεί τον ιό. 

Χρησιμοποιώντας αυτό το φυσικό σύστημα, οι 
επιστήμονες ανέπτυξαν ένα ισχυρό εργαλείο για τη 

γενετική μηχανική. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

○Μέθοδοι 

Οι Dr. Doudna και Dr. Charpentier, μαζί 
με τους συνεργάτες τους, ανέπτυξαν ένα 

σύστημα που αξιοποιεί την 
ανοσοαπόκριση των βακτηρίων για 

στοχευμένη τροποποίηση του DNA σε 
άλλους οργανισμούς. Η προσέγγισή τους 

περιλάμβανε τη σύνθεση μορίων RNA που 
καθοδηγούν την πρωτεΐνη Cas9 σε 

συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA μέσα σε 
ένα γονιδίωμα. Ακολουθεί λεπτομερής 

περιγραφή της μεθόδου: 

Σχεδιασμός Οδηγών RNA (gRNA) 

● Σχεδιάστηκαν συνθετικά μόρια 
RNA, γνωστά ως οδηγοί RNA 
(guide RNAs, gRNAs), που 
αποτελούνται από δύο μέρη: 

1. Μια αλληλουχία 
συμπληρωματική του 
στοχευμένου DNA (το 
"οδηγό" τμήμα). 

2. Μια αλληλουχία-σκελετό 
που δεσμεύεται στην 
πρωτεΐνη Cas9. 

● Αυτή η διπλή δομή RNA 
διασφαλίζει ότι η Cas9 
κατευθύνεται με ακρίβεια στο 
επιθυμητό σημείο του DNA. 

Η Πρωτεΐνη Cas9 

● Η Cas9 είναι ένα ένζυμο που 
μπορεί να κόψει το DNA σε 
συγκεκριμένα σημεία, 
λειτουργώντας ως μοριακό ψαλίδι. 
Δημιουργεί ένα διπλό διάλειμμα 
στις αλυσίδες του DNA, εκεί όπου 
την κατευθύνει το gRNA. 

● Οι ερευνητές καθάρισαν την 
πρωτεΐνη Cas9 από βακτήρια και 
την κατέστησαν διαθέσιμη για 
πειραματική χρήση. 

Πειράματα In Vitro 

● Η ομάδα διεξήγαγε πειράματα σε 
δοκιμαστικούς σωλήνες για να 
επιβεβαιώσει ότι το gRNA 
μπορούσε να καθοδηγήσει 
αποτελεσματικά την Cas9 στην 
στοχευμένη αλληλουχία DNA και 
να δημιουργήσει ακριβή τομή. 



 

 

 
● Δοκιμάστηκαν διάφορες 

αλληλουχίες DNA ως στόχοι, και 
παρατηρήθηκε η 
αποτελεσματικότητα της 
πρωτεΐνης Cas9 όταν 
κατευθυνόταν από το gRNA. 

Δοκιμές In Vivo 

● Μετά την επιτυχή επικύρωση in 
vitro, το σύστημα CRISPR-Cas9 
δοκιμάστηκε σε ζωντανά κύτταρα, 
συμπεριλαμβανομένων 
βακτηριακών, φυτικών και ζωικών 
κυττάρων. 

● Τα gRNA και η Cas9 πρωτεΐνη 
εισήχθησαν στα κύτταρα και 
παρακολουθήθηκαν οι αλλαγές 
στο DNA. 

Επαλήθευση 

● Οι ερευνητές χρησιμοποίησαν 
τεχνικές όπως αλληλούχιση DNA, 
αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (PCR) και 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα για 
να επιβεβαιώσουν ότι οι 
στοχευμένες αλληλουχίες DNA 
είχαν κοπεί και τροποποιηθεί με 
ακρίβεια. 

● Αυτές οι μέθοδοι επέτρεψαν την 
οπτικοποίηση και την 
επιβεβαίωση των αλλαγών που 
πραγματοποιήθηκαν στο DNA 

 

 

 



 

Γυναίκες 
στις 
Επιστήμες - 
Στοιχεία για 
τις 
Συγγραφείς 
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Dr. Jennifer Doudna 

Η Dr. Jennifer Doudna είναι διακεκριμένη βιοχημικός, συν-

ανακαλύπτρια της τεχνολογίας γονιδιακής τροποποίησης 

CRISPR-Cas9. Ολοκλήρωσε το διδακτορικό της στο Harvard 
Medical School και είναι καθηγήτρια στο Πανεπιστήμιο της 

Καλιφόρνια, Berkeley. Το έργο της έχει αναγνωριστεί με 

πολυάριθμα βραβεία, συμπεριλαμβανομένου του Βραβείου 

Νόμπελ Χημείας το 2020. Η έρευνά της έχει προωθήσει 
σημαντικά την κατανόησή μας για τη γενετική μηχανική και τις 

πιθανές εφαρμογές της. 

 

Dr. Emmanuelle Charpentier 

Η Dr. Emmanuelle Charpentier είναι κορυφαία μικροβιολόγος και 
συν-ανακαλύπτρια της τεχνολογίας CRISPR-Cas9. Ολοκλήρωσε 

το διδακτορικό της στο Ινστιτούτο Pasteur και έχει εργαστεί σε 

διάφορα ερευνητικά ιδρύματα σε όλη την Ευρώπη. Επί του 

παρόντος, είναι Διευθύντρια της Μονάδας Max Planck για την 

Επιστήμη των Παθογόνων στο Βερολίνο. Το έργο της έχει 
επίσης αναγνωριστεί με πολυάριθμες διακρίσεις, 

συμπεριλαμβανομένης της απονομής του Βραβείου Νόμπελ 

Χημείας το 2020, το οποίο μοιράστηκε με την Dr. Doudna. 
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Αποτελέσματα 

Η έρευνα των Dr. Doudna, Dr. Charpentier και των 
συνεργατών τους αποκάλυψε αρκετά σημαντικά 
ευρήματα: 

Ακρίβεια του Συστήματος CRISPR-Cas9 

● Το σύστημα CRISPR-Cas9 ήταν ικανό να 
πραγματοποιεί ακριβείς, διπλές τομές στο DNA 
σε στοχευμένα σημεία. 

● Το οδηγό RNA (gRNA) κατεύθυνε την πρωτεΐνη 
Cas9 με ακρίβεια στις συγκεκριμένες 
αλληλουχίες DNA, εξασφαλίζοντας υψηλή 
εξειδίκευση και ελαχιστοποίηση τυχαίων 
στόχων. 

Ευελιξία σε Διάφορους Οργανισμούς 

● Το σύστημα απέδειξε την αποτελεσματικότητά 
του σε διάφορους οργανισμούς, όπως 
βακτήρια, φυτά, ζώα και ανθρώπινα κύτταρα. 

● Αυτή η ευελιξία ανέδειξε το CRISPR-Cas9 ως 
ένα καθολικό εργαλείο γενετικής 
τροποποίησης. 

Επιτυχής Γενετική Τροποποίηση 

● Στα βακτήρια, οι ερευνητές πέτυχαν την 
απενεργοποίηση συγκεκριμένων γονιδίων, 
επιβεβαιώνοντας τη λειτουργικότητα του 
CRISPR-Cas9. 

● Στα φυτικά και ζωικά κύτταρα, εισήγαγαν 
ακριβείς μεταλλάξεις ή διόρθωσαν 
υπάρχουσες, καταδεικνύοντας την πρακτική 
εφαρμογή της τεχνολογίας στην έρευνα και τη 
θεραπεία. 

 

Συζήτηση 

Η έρευνα των Dr. Jennifer Doudna και Dr. 
Emmanuelle Charpentier έχει βαθιές 
συνέπειες για διάφορους τομείς: 

Έρευνα και Θεραπεία στην Ιατρική 

● Το CRISPR-Cas9 έχει ανοίξει τον 
δρόμο για την ανάπτυξη 
γονιδιακών θεραπειών που 
στοχεύουν στη θεραπεία 
γενετικών διαταραχών. 

● Με την ακρίβεια στην 
επεξεργασία γονιδίων, είναι 
πλέον δυνατό να διορθωθούν 
γενετικές ανωμαλίες, 
προσφέροντας πιθανές λύσεις 
για ασθένειες που θεωρούνταν 
ανίατες, όπως η 
δρεπανοκυτταρική αναιμία και η 
κυστική ίνωση. 

Γεωργικές Βελτιώσεις 

● Η τεχνολογία χρησιμοποιείται για 
τη βελτίωση της ανθεκτικότητας 
και της παραγωγικότητας των 
καλλιεργειών, κρίσιμο στοιχείο 
για την αντιμετώπιση της 
επισιτιστικής ασφάλειας σε έναν 
κόσμο με αυξανόμενη ζήτηση 
τροφίμων. 

● Παραδείγματα περιλαμβάνουν 
την ανάπτυξη καλλιεργειών 
ανθεκτικών στις ασθένειες, στις 
ξηρασίες και τις ακραίες 
θερμοκρασίες, καθώς και τη 



 

 

Αποτελεσματικότητα των Μηχανισμών Επιδιόρθωσης 
DNA 

● Μετά την τομή στο DNA από την Cas9, 

ενεργοποιούνται οι φυσικοί μηχανισμοί 
επιδιόρθωσης DNA των κυττάρων. 

● Οι ερευνητές παρατήρησαν ότι τα κύτταρα 

χρησιμοποιούν συνήθως: 

○ Μη Ομόλογη Ένωση Άκρων (NHEJ): 
Προκαλεί αποδιοργάνωση γονιδίων. 

○ Επιδιόρθωση μέσω Ομολογίας (HDR): 
Εισάγει ακριβείς γενετικές αλλαγές. 

Αυτοί οι μηχανισμοί μπορούν να αξιοποιηθούν για την 
τροποποίηση ή την εισαγωγή νέου γενετικού υλικού. 

Εφαρμογές στην Ιατρική και τη Γεωργία 

● Ιατρική: Το CRISPR-Cas9 έδειξε δυνατότητες 
για διόρθωση γενετικών ανωμαλιών σε 

ανθρώπινα κύτταρα, ανοίγοντας τον δρόμο για 

θεραπείες γενετικών διαταραχών. 

● Γεωργία: Επιτρέπει τη δημιουργία 

καλλιεργειών με βελτιωμένα χαρακτηριστικά, 

όπως ανθεκτικότητα σε ασθένειες και 
αυξημένη διατροφική αξία 

 

 

βελτίωση της θρεπτικής αξίας. 

 

 

 

 

Ηθικές Σκέψεις και Ρυθμίσεις 

● Η ισχύς του CRISPR-Cas9 για την 
τροποποίηση γονιδίων σε 
ανθρώπινα έμβρυα εγείρει 
σοβαρά ηθικά ερωτήματα. 

● Υπάρχει κίνδυνος μη 
προβλέψιμων συνεπειών, όπως η 
εμφάνιση μη επιθυμητών 
μεταλλάξεων, και ανάγκη για 
σαφή ρύθμιση της χρήσης της 
τεχνολογίας, ώστε να αποτραπεί 
η κατάχρηση. 

● Η «γενετική βελτίωση» 
ανθρώπων προκαλεί συζητήσεις 
σχετικά με κοινωνικά και ηθικά 
θέματα, όπως η δημιουργία 
«σχεδιασμένων μωρών» (designer 
babies) 

 

 

Συμπέρασμα   

 

 

  

Η πρωτοποριακή εργασία των Dr. Jennifer Doudna και Dr. Emmanuelle 

Charpentier με το CRISPR-Cas9 έχει φέρει επανάσταση στον τομέα 

της γενετικής μηχανικής. Αυτή η ισχυρή τεχνολογία επιτρέπει την 

ακριβή και αποτελεσματική επεξεργασία του γονιδιώματος, 

ανοίγοντας νέους δρόμους στην ιατρική, τη γεωργία και την 
επιστημονική έρευνα. 

Το CRISPR-Cas9 προσφέρει τη δυνατότητα αντιμετώπισης γενετικών 
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 διαταραχών, ανάπτυξης καινοτόμων θεραπειών και δημιουργίας 

καλλιεργειών ανθεκτικών στις προκλήσεις της κλιματικής αλλαγής. 

Παρόλο που οι δυνατότητες είναι συναρπαστικές, οι επιστημονικές 

κοινότητες καλούνται να διαχειριστούν τις ηθικές και κοινωνικές 

επιπτώσεις που συνοδεύουν τη χρήση αυτής της τεχνολογίας. 

Καθώς συνεχίζεται η έρευνα και η ανάπτυξη του CRISPR-Cas9, είναι 
σαφές ότι η τεχνολογία αυτή υπόσχεται να μεταμορφώσει τον 

τρόπο που προσεγγίζουμε τις γενετικές διαταραχές και να συμβάλει 
στην επίλυση παγκόσμιων προκλήσεων. 
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Ερωτήσεις Αναστοχασμού: 

1. Ποια είναι η κύρια λειτουργία του CRISPR-Cas9; 
○ α) Να δημιουργεί νέες πρωτεΐνες. 

○ β) Να κόβει το DNA σε συγκεκριμένες θέσεις. 

○ γ) Να αναπαράγει το DNA. 

○ δ) Να αλληλουχεί το DNA. 

Απάντηση: β) Να κόβει το DNA σε συγκεκριμένες θέσεις. 

2. Πώς τα οδηγά RNA (gRNA) βοηθούν την πρωτεΐνη Cas9; 
○ α) Αναπαράγουν το DNA. 

○ β) Συνδέονται με το DNA για να αποτρέψουν μεταλλάξεις. 

○ γ) Κατευθύνουν την πρωτεΐνη Cas9 στη στοχευμένη αλληλουχία DNA. 

○ δ) Απενεργοποιούν την πρωτεΐνη Cas9. 

Απάντηση: γ) Κατευθύνουν την πρωτεΐνη Cas9 στη στοχευμένη αλληλουχία DNA. 

3. Ποιες είναι μερικές πιθανές εφαρμογές του CRISPR-Cas9 στην ιατρική; 
○ α) Δημιουργία νέων ασθενειών. 

○ β) Ανάπτυξη γονιδιακών θεραπειών για τη θεραπεία γενετικών διαταραχών. 

○ γ) Αύξηση της διάρκειας ζωής των κυττάρων. 

○ δ) Ενίσχυση φυσικών ικανοτήτων. 

Απάντηση: β) Ανάπτυξη γονιδιακών θεραπειών για τη θεραπεία γενετικών 

διαταραχών. 

4. Γιατί είναι σημαντικό να ρυθμιστεί η χρήση της τεχνολογίας CRISPR-Cas9; 
○ α) Για να διασφαλιστεί ότι χρησιμοποιείται μόνο για γεωργικούς σκοπούς. 

○ β) Για να αποφευχθεί η κατάχρηση και να αντιμετωπιστούν ηθικά ζητήματα. 

○ γ) Για να περιοριστεί η χρήση της σε συγκεκριμένες γεωγραφικές περιοχές. 

○ δ) Για να αυξηθεί το κόστος της. 

Απάντηση: β) Για να αποφευχθεί η κατάχρηση και να αντιμετωπιστούν ηθικά 

ζητήματα. 



 

 

Πλάνο Μαθήματος: 

Τίτλος: 
������������ �� CRISPR-Cas9: Δ���������� ������ ��� ��� ���π�π����� �������� 

Στόχος: 
Να βοηθήσει τους μαθητές να κατανοήσουν τις βασικές αρχές της τεχνολογίας 

CRISPR-Cas9, πώς λειτουργεί και ποιες είναι οι εφαρμογές της μέσω διαδραστικών 

και συμμετοχικών δραστηριοτήτων. 

Υλικά: 

● Έγχρωμα σχοινάκια ή χαρτονένιες λωρίδες (για την αναπαράσταση αλυσίδων 

DNA και RNA) 

● Μαρκαδόροι (για την επισήμανση διαφορετικών περιοχών των αλυσίδων) 

● Ψαλίδια (για την κοπή των σχοινιών ή των χαρτονένιων λωρίδων) 

● Ταινία ή κόλλα (για τη σύνδεση των αλυσίδων) 

● Μεγάλο χαρτί ή πίνακας για ομαδική εργασία 

● Αντίγραφα απλοποιημένων άρθρων και μελετών περιπτώσεων για τις 

εφαρμογές του CRISPR-Cas9 

 

Δραστηριότητες: 

1. Εισαγωγή στο CRISPR-Cas9 (15 λεπτά): 
○ Συζήτηση: Ξεκινήστε με μια σύντομη ανασκόπηση της τεχνολογίας CRISPR-

Cas9. Εξηγήστε πώς λειτουργεί και ποιες είναι οι πιθανές εφαρμογές της στην 

ιατρική, τη γεωργία κ.ά. 

○ Βίντεο: Προβολή ενός σύντομου βίντεο που εξηγεί το CRISPR-Cas9 για οπτική 

και διαδραστική κατανόηση. 

2. Προσομοίωση της Λειτουργίας του CRISPR-Cas9 (30 λεπτά): 
○ Προετοιμασία Αλυσίδων DNA και RNA: Χρησιμοποιήστε έγχρωμα σχοινάκια ή 

χαρτονένιες λωρίδες για να αναπαραστήσετε τις αλυσίδες DNA και RNA. 

Επισημάνετε το «στόχο DNA» και το «οδηγό RNA». 



 

○ Προσομοίωση Κοπής DNA: Δείξτε πώς το οδηγό RNA κατευθύνει την 

πρωτεΐνη Cas9 στο στόχο DNA, οδηγώντας σε ακριβή τομή. Χρησιμοποιήστε 

μαρκαδόρους για να δείξετε πού γίνονται οι τομές. 

○ Ομαδική Δραστηριότητα: Χωρίστε τους μαθητές σε μικρές ομάδες και 
παρέχετε τα απαραίτητα υλικά για να δημιουργήσουν τα δικά τους μοντέλα 

της διαδικασίας CRISPR-Cas9. 

3. Ανάλυση Μελετών Περίπτωσης (25 λεπτά): 
○ Ομαδική Εργασία: Αναθέστε σε κάθε ομάδα μια διαφορετική μελέτη 

περίπτωσης που αφορά το CRISPR-Cas9, όπως: 

1. Χρήση του CRISPR για τη θεραπεία γενετικών ασθενειών (π.χ., 

δρεπανοκυτταρική αναιμία). 

2. Ανάπτυξη καλλιεργειών ανθεκτικών σε παράσιτα. 

3. Δυνατότητα χρήσης του CRISPR για τη βελτίωση συγκεκριμένων 

χαρακτηριστικών στα ζώα. 

○ Έρευνα και Συζήτηση: Κάθε ομάδα διερευνά τη μελέτη της, εστιάζοντας στις 

επιστημονικές πτυχές και τις εφαρμογές της στην πραγματική ζωή. 

○ Παρουσίαση: Οι ομάδες προετοιμάζουν μια σύντομη παρουσίαση για να 

μοιραστούν τα ευρήματά τους με την τάξη. 

4. Παρουσιάσεις Ομάδων (20 λεπτά): 
○ Παρουσίαση: Κάθε ομάδα παρουσιάζει τη μελέτη της στην τάξη, εξηγώντας: 

1. Το υπόβαθρο και τη σημασία της μελέτης. 

2. Πώς χρησιμοποιήθηκε το CRISPR-Cas9 στη μελέτη. 

3. Τα αποτελέσματα και τις πιθανές εφαρμογές. 

○ Συζήτηση: Μετά από κάθε παρουσίαση, αφιερώστε χρόνο για ερωτήσεις και 
μια σύντομη συζήτηση. 

5. Πείραμα Εξαγωγής DNA (20 λεπτά): 
○ Προετοιμασία Πειράματος: Παρέχετε υλικά για ένα απλό πείραμα εξαγωγής 

DNA από φρούτα (π.χ., φράουλες ή μπανάνες). Αυτό θα προσφέρει στους 

μαθητές μια απτή εμπειρία εργασίας με DNA. 

○ Υλικά που Απαιτούνται: Φρέσκα φρούτα, απορρυπαντικό, αλάτι, νερό, 

οινόπνευμα, πλαστικές σακούλες, φίλτρα καφέ, γυάλινα δοχεία ή σωλήνες, 

ξύλινα αναδευτήρια. 

○ Διαδικασία: 
1. Πολτοποιήστε το φρούτο σε μια πλαστική σακούλα. 



 

2. Προσθέστε ένα μίγμα από νερό, απορρυπαντικό και αλάτι και 
ανακατέψτε καλά. 

3. Φιλτράρετε το μίγμα μέσω ενός φίλτρου καφέ σε ένα γυάλινο δοχείο ή 

σωλήνα. 

4. Ρίξτε αργά κρύο οινόπνευμα στην πλευρά του δοχείου. 

5. Παρατηρήστε πώς το DNA κατακρημνίζεται στη στρώση του 

οινοπνεύματος. 

6. Χρησιμοποιήστε ένα ξύλινο αναδευτήριο για να συλλέξετε το DNA. 

○ Παρατήρηση και Συζήτηση: Συζητήστε τις παρατηρήσεις των μαθητών και 
συνδέστε τις με τη σημασία του DNA στη γενετική μηχανική. 

6. Συμπεράσματα και Αναστοχασμός (10 λεπτά): 
○ Σύνοψη: Ανακεφαλαιώστε τα κύρια σημεία που συζητήθηκαν κατά τη 

διάρκεια του μαθήματος. Υπογραμμίστε τη σημασία της τεχνολογίας CRISPR-

Cas9 και τις εφαρμογές της. 

○ Αναστοχασμός: Ζητήστε από τους μαθητές να γράψουν μια σύντομη 

παράγραφο σχετικά με όσα έμαθαν για το CRISPR-Cas9 και τον πιθανό 

αντίκτυπό του. 

 
 


