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Nya utredningsmojligheter vid misstankt Creutzfeldt-Jakobs sjukdom

Likvoranalys av 14-3-3-protein och
T-tau/P-tau-kvot ger sakrare diagnos

Il Prionsjukdomar &r ett samlingsbegrepp for en grupp ovan-
liga neurodegenerativa sjukdomar med typiska tvittsvamps-
lika (spongiforma) hjarnforandringar, som orsakas av utfall-
ning av ett abnormt veckat endogent protein i hjarnvévnad.
Proteinet bendmns PrPSc (prion protein scrapie), eftersom
det forst identifierades i hjarnor fran far med scrapie. PrPSc
ar en forandrad variant av det celluldra proteinet PrPC. Sévél
PrPC som PrPSc definieras av samma gen (PRNP) p4 kromo-
som 20 och har som regel samma gen- och aminosyrase-
kvens, med undantag av mycket séllsynta érftliga former av
prionsjukdomar. Det dr endast proteinets veckning, dess ter-
tidrstruktur, som skiljer sig at, och denna skillnad gor PrPSc
extremt virmestabilt, resistent mot proteaser och mycket be-
niget att aggregera [1]. PrPSc kan dessutom konvertera nor-
malt PrPC till felaktigt veckat PrPSc i en kaskadliknande re-
aktion, vilket &r den molekyldra bakgrunden till proteinets in-
fektiosa egenskaper.

Prionsjukdomarna innefattar hos ménniska Creutzfeldt—
Jakobs sjukdom, kuru, Gerstmann—Straussler—Scheinkers
sjukdom och fatal familjédr insomnia [2]. Scrapie drabbar fér,
och bovin spongiform encefalopati (BSE) drabbar kor.

Creutzfeldt—Jakobs sjukdom, som &r den vanligaste prion-
sjukdomen hos méanniska, forekommer i fyra varianter:

» en mycket ovanlig hereditir form orsakad av mutationer i
PRNP-genen,

* en iatrogen form Gverford via t ex forna tiders tillvaxthor-
monpreparat, dura mater- eller hornhinnetransplantat,

* en sporadisk form dér orsaken &r okdnd samt

* en »ny variant«.

Den sistndmnda har drabbat yngre ménniskor frimst i Stor-
britannien och &r sannolikt 6verford frdn BSE-sjuka kor.
Den sporadiska formen &r den vanligaste. Det &r en alders-
relaterad sjukdom med en ungefarlig arlig incidens av 1,2 fall
per miljon invanare i Sverige [3, 4], vilket 4r i 6verensstam-
melse med Ovriga virlden [5]. Orsaken till varfor vissa mén-
niskor drabbas av sjukdomen dr okdnd. Mest sannolikt fore-
faller vara att endogent PrPC pa nagot vis fordndras till
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ammanfattat

Creutzfeldt-Jakobs sjukdom ar en prionsjukdom som
kannetecknas av snabbt progredierande neurodege-
neration, som leder till doden inom manader till nagot
ar. Eftersom sjukdomen ar overférbar ar den sedan
1998 anmalningspliktig enligt Smittskyddslagen.

Den heterogena symtombilden, sarskilt tidigt i sjuk-
domsforloppet, gér utredningen av missténkta fall
svar. Sakra diagnostiska metoder for att bekrafta el-
ler utesluta sjukdomen skulle vara av stort varde.

Rutinmassigt innefattar utredningen idag ofta klinisk
undersokning, elektroencefalografi, datortomografi
eller magnetisk resonanstomografi av hjarnan samt
likvoranalys for pavisande av 14-3-3-protein. Defini-
tiv diagnos kan endast stallas neuropatologiskt.

Nya studier talar for att koncentrationsbestamning av
total-tau (T-tau) och hyperfosforylerat tau (P-tau) i lik-
vor kan vara komplement till detta utredningsbatteri.

Likvoranalys av T-tau och P-tau kan ha avgérande be-
tydelse i den kliniska diagnostiken av misstankt
Creutzfeldt-Jakobs sjukdom, vilket i artikeln illustre-
ras av nagra fallbeskrivningar.

PrPSc och att detta Gver en viss troskelniva startar den kaskad-
liknande reaktion som ger upphov till neurodegenerationen.

Utredning

Utredningen av misstinkta fall baseras ofta pa en kombina-
tion av kliniska, neurofysiologiska och neuroradiologiska
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kriterier samt likvordiagnostik och neuropatologisk under-
sokning.

Sjukdomsbilden karakteriseras i typiska fall av snabb de-
mensutveckling tillsammans med multifokala neurologiska
symtom, sdsom myoklonier, cerebelldr ataxi, synstérningar,
pyramidala och extrapyramidala symtom samt akinetisk mu-
tism. Datortomografi av hjdrnan visar vanligen normala fynd
eller ospecifik atrofi. Magnetisk resonanstomografi av hjar-
nan kan avsldja hyperintensitet i basala ganglierna, och elek-
troencefalografi (EEG) kan visa pa periodiska skarpa
vagkomplex, ofta med trifasisk morfologi, men dessa forand-
ringar ses endast hos cirka tvé tredjedelar av fallen [6, 7]. Al-
buminkvot och isoelektrisk fokusering av serum och likvor ar
vanligen normala, liksom celltal i likvor [8].

Med ovanstaende kombination kan manga viktiga diffe-
rentialdiagnoser som cerebrovaskuléra, infektiosa och in-
flammatoriska CNS-sjukdomar uteslutas, men snabbt pro-
gredierande Alzheimers sjukdom och andra demenssjukdo-
mar kan vara svéra differentialdiagnoser. Diagnostiska krite-
rier for sporadisk Creutzfeldt—Jakobs sjukdom har utvecklats
och mdjliggdr en indelning av fallen i mdjliga, sannolika och
sakra (Fakta) [9].

»Hjdrnspecifika« proteiner som markdrer. 1 avsaknad av
prionspecifik pre mortem-diagnostik har olika »hjérnspecifi-
ka« proteiner foreslagits som markorer for Creutzfeldt—Ja-
kobs sjukdom. Gemensamt for samtliga &r att de dr normalt
forekommande neuronala proteiner, som lacker ut till likvor
vid Creutzfeldt—Jakobs sjukdom, men &ven vid andra typer
av neuronalt sonderfall. Mest etablerad ar kvalitativ analys
(immunblot-teknik) av 14-3-3-proteinet i likvor, som i ett
flertal studier visat hog (>90 procent) sensitivitet och speci-
ficitet for Creutzfeldt—Jakobs sjukdom [10-12]. Falskt posi-
tiva fynd har dock setts vid exempelvis encefaliter, stroke, in-
toxikationer och metastaser [13-16], varfor analysen inte
lampar sig for screening av oselekterade patienter med neu-
rologiska symtom. Analys av 14-3-3 utfors vid virusavdel-
ningen pa Smittskyddsinstitutet i Solna.

Tau dr ett annat neuronspecifikt protein, vars koncentration
i likvor kan vara kraftigt forhojd vid Creutzfeldt—-Jakobs sjuk-
dom [17]. Tau forekommer i 6 olika isoformer och kan dven
fosforyleras, varfor en ELISA-metod som kinner igen alla
isoformerna oberoende av fosforylering har utvecklats (total
tau; T-tau) [18]. Flera studier, som tillsammans inkluderar
mer dn 250 patienter med Creutzfeldt—Jakobs sjukdom, visar
att T-tau-koncentration i likvor >1 300 ng/l eller >1 500 ng/l
(beroende pa studie) uppvisar en med 14-3-3-analys jaimfor-
bar sensitivitet och specificitet for sjukdomen (11,17, 19, 20].

Koncentrationen av T-tau dr dock mattligt till kraftigt for-
hdojd dven vid Alzheimers sjukdom och andra tillstind med
uttalat neuronalt sonderfall, sasom stroke och encefalit [21].
Detta innebér ett mojligt specificitetsproblem, vilket Rie-
menschneider och medarbetare nyligen angripit i en studie
[22]. Vid Alzheimers sjukdom sker en hyperfosforylering av
tau, varfor inte bara T-tau utan dven hyperfosforylerat tau (P-
tau) visar 6kade koncentrationer i likvor [23]. Tau fosforyle-
rat pé treonin 181 kan mitas med en ELISA-metod [24]. Ge-
nom att ta en kvot mellan P-tau och T-tau kunde Riemen-
schneider och medarbetare helt separera patienter med
Creutzfeldt—Jakobs sjukdom fran patienter med lindrig och
mattlig/svar Alzheimers sjukdom, patienter med frontallobs-
demens och friska kontroller [22].

I Figur 1 har vi rdknat om deras resultat fran pmol/1 till ng/1
(som vi anvinder vid laboratoriet for klinisk kemi, sektionen
for neurokemi, Sahlgrenska Universitetssjukhuset/Mdlndal)
och berdknat T-tau/P-tau-kvoter (notera att vi inverterat kvo-
ten for att gora resultaten mer 6verskadliga). I Riemenschnei-
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Fakta

Sporadisk Creutzfeldt-Jakobs sjukdom

Kriterielista for sporadisk Creutzfeldt-Jakobs sjukdom (WHO och
Rotterdam, 1998).

Grundkriterier
l. Snabbt progredierande demens.
II. Neurologiska symtom i form av:
a) myoklonus
b) visuella eller cerebellara stérningar
¢) pyramidbanesymtom eller extrapyramidala symtom
d) akinetisk mutism.

Il Typiskt EEG (bi- eller trifasisk strikt periodisk aktivitet).

Saker sporadisk Creutzfeldt-Jakobs sjukdom
Neuropatologisk verifikation (spongiform encefalopati) inklusive
positivimmunhistokemi (PrP-immunreaktivitet).

Sannolik sporadisk Creutzfeldt-Jakobs sjukdom
1. Grundkriterium |

samt 2. tvaavfyra neurologiska symtom enligt
grundkriterium Il

samt 3. grundkriterium [lI.

Eller

1. mdjlig sporadisk Creutzfeld—Jakobs sjukdom
samt 2. pavisande av 14-3-3-protein i likvor.

Mojlig sporadisk Creutzfeldt-Jakobs sjukdom
1. Grundkriterium |

samt 2. tva av fyra neurologiska symtom enligt
grundkriterium Il
samt 3. sjukdomsforlopp mindre &n 2 ar.

ders och medarbetares studie hade alla 20 patienter med
Creutzfeldt—-Jakobs sjukdom T-tau/P-tau-kvot 6ver 78 (me-
delvérde 169), medan det hogsta virdet hos kontroller och pa-
tienter med andra demenssjukdomar var 12,8 [22].

Nedan beskrivs fyra fall som illustrerar den heterogena
kliniska bilden samt anviandbarheten av T-tau/P-tau-kvoten i
likvor vid misstinkt Creutzfeldt—Jakobs sjukdom. Vidare
rapporterar vi resultaten fran ytterligare fyra patienter (fall
5—-8) med neuropatologiskt sékerstélld sjukdom (Tabell I).

Fallbeskrivningar
Fall 1. En 65-arig nyligen pensionerad kvinna, som 15 ar tidi-
gare genomgdtt hornhinnetransplantation, insjuknade med
trotthet, synproblem, diffust ont i kroppen och viktnedgéang.
Nagra manader senare och en vecka fore ankomsten till sjuk-
hus drabbades patienten av overklighetskinsla i vénster arm,
vilken hon inte ldngre kunde styra. Detta fenomen gér under
bendmningen »alien hand syndrome« och har tidigare beskri-
vits i samband med Creutzfeldt—Jakobs sjukdom [25], sym-
tomet kan ocksé ses vid andra neurologiska tillstand [26].

Vid inldggningen pa neurologisk klinik noterades létt pa-
res och dystaxi i vinster arm, kortikal kinselstdrning i vins-
ter hand samt intermittent atetos och dystona rorelser i vins-
ter arm. Patienten var latt kognitivt forlangsammad och hade
latt dysartri och dyspraxi.

Datortomografi och magnetisk resonanstomografi av
hjérnan visade normala fynd, liksom rutinblodprov. Likvor-
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Figur 1. Resultat av likvoranalyser av T-tau, P-tau och T-tau/P-tau-kvoter i likvor fran 20 patienter med
Creutzfeldt-Jakobs sjukdom, 29 patienter med lindrig Alzheimers sjukdom, 42 patienter med mattlig till
svar Alzheimers sjukdom, 18 patienter med frontallobsdemens och 43 kontroller utan CNS-sjukdom [22].
Resultaten dr omréknade fran pmol/l till ng/l, och vi har inverterat den kvot Riemenschneider och medar-
betare [22] rapporterade (P-tau/T-tau). Horisontella linjer indikerar medelvédrden, 25:e och 75:e percenti-

len samt variationsvidd.

analys visade normalt celltal, normal blod-hjérnbarriarfunk-
tion och inga tecken pé intratekal immunglobulinproduktion;
koncentrationen av T-tau i likvor var dock mycket kraftigt
forhojd (6 810 ng/l), vilket talade for en pagaende neuronal
destruktion. Likvorkoncentrationen av P-tau var didremot
normal (60 ng/l), vilket gav en T-tau/P-tau-kvot pa 114, som
ar betydligt hogre 4n vad som rapporterats vid Alzheimers
sjukdom, frontallobsdemens och hos friska kontroller (Figur
1). EEG visade ett icke-konvulsivt status epilepticus med fo-
kus frontotemporalt pa hoger sida.

Patienten behandlades med hoga doser fosfenytoin, sedan
i narkos med propofol och senare dven med midazolam utan
forbattring. EEG visade pa generalisering av den epileptifor-
ma aktiviteten, bakgrundsaktiviteten blev alltmer l&ngsam,
och trifasiska vagor tillkom. Patienten férsdmrades hastigt,
hon aterfick aldrig medvetandet efter sederingen utan avled

Tabell I. Resultat av biokemiska analyser av likvor frén 8 patienter med neu-
ropatologiskt verifierad Creutzfeldt-Jakobs sjukdom.

T-tau,ng/l P-tau,ng/l T-tau/P-tau-kvot Fynd av 14-3-3

Referensvarde <400 <80 <25 Negativt

Fall 1 6810 60 114 Positivt

Fall 2 3598 70 51 Negativt!

Fall 3 4000 25 160 Positivt

Fall 4 3880 31 125 Positivt

Fall 5 2645 28 94 Negativt!

Fall 6 4050 29 140 Positivt

Fall 7 14 600 49 298 Positivt

Fall 8 4740 59 80 Positivt

1 Positivt resultat vid icke-blind efteranalys med monoklonal antikropp, se »Kommen-
tar« i artikeltexten.
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ndgra manader efter symtomdebut och en ménad efter inlédgg-
ning.

Vid efteranalys av likvor kunde 14-3-3-protein pavisas.
Neuropatologisk undersokning bekréftade diagnosen spora-
disk Creutzfeldt—Jakobs sjukdom med spongiforma fordnd-
ringar genom hela kortex och positiv PrPSc-fargning.

Fall 2. En 8o-arig, tidigare visentligen frisk kvinna sokte akut
pa grund av forvirring, yrsel och gangstorning, som utveck-
lats under endast nagra veckor.

I ankomststatus noterades avvikande gangstil, som padmin-
de om skridskoakning, samt viss »sprittighet«, men inga sik-
ra myoklonier och inget sékert fokalt. Datortomografi med
kontrast av hjarnan visade forandringar av den vita substan-
sen. Magnetisk resonanstomografi utfordes inte. Tvd EEG-
undersokningar, den sista 6 manader efter debutsymtom, vi-
sade generell forlangsamning men inget for Creutzfeldt—Ja-
kobs sjukdom typiskt monster. Likvoranalys visade normalt
celltal, normal blod-hjarnbarridrfunktion och inga tecken pa
intratekal immunglobulinproduktion. Analys av 14-3-3-pro-
tein var svarbedomd, varfor prov skickades till referenslabo-
ratoriet i Edinburgh med negativt resultat. Koncentration av
T-tau i likvor var dock mycket kraftigt forhojd (3 598 ng/l),
vilket talade for en pagaende neuronal destruktion. Koncent-
rationen av P-tau var normal (70 ng/l), vilket gav en T-tau/P-
tau-kvot pa 51.

Patienten avled 6 manader efter symtomdebut. Obduktion
utférdes, och den neuropatologiska bilden var typisk for
Creutzfeldt—Jakobs sjukdom med prionpositiva férandring-
ar. Darutdver pavisades en lindrig alzheimerencefalopati, vil-
ket mojligen forklarar den nagot ldgre T-tau/P-tau-kvoten
jamfort med vad som ses i 6vriga neuropatologiskt verifiera-
de »rena« fall av Creutzfeldt—Jakobs sjukdom (Tabell I).
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Kvoten ér dock fortfarande mycket hogre 4n vad som ses vid
enbart Alzheimers sjukdom, frontallobsdemens eller hos fris-
ka kontroller (Figur 1).

Fall 3. En 64-arig man som forutom kroniskt formaksflimmer
varit frisk sokte optiker pa grund av nedsatt syn. Nya glas
hjélpte inte, och symtomen forvirrades. Patienten sokte akut
nagon manad senare d& han plotsligt blivit yr, fatt ytterligare
forsimrad syn och talat osammanhéngande.

Vid undersokning pa akutmottagningen noterades felpek-
ning med vénster hand vid finger—néstest, men for 6vrigt var
status normalt. Datortomografi av hjirnan var utan anmérk-
ning. Aven minnesfunktionen var normal. Symtomen av-
klingade, och patienten akte hem péaféljande dag. Han ater-
kom 3 veckor senare pa grund av forsdmrat allméntillstand,;
han var da desorienterad, hade intentionstremor och ataktisk
gang.

Datortomografi och magnetisk resonanstomografi av
hjérnan var utan anmérkning. EEG visade generell forlang-
samning och inslag av bi- och trifasiska vagor med frontal do-
minans, vilket forde tankarna till Creutzfeldt—Jakobs sjuk-
dom. Likvoranalys visade normalt celltal, normal
blod—hjarnbarridrfunktion och inga tecken pa intratekal im-
munglobulinproduktion. Daremot pavisades forekomst av
14-3-3-protein. Koncentration av T-tau i likvor var mycket
kraftigt forh6jd (4 000 ng/l), medan koncentrationen av P-tau
var normal (25 ng/l). Detta gav en kraftigt forhdjd T-tau/P-
tau-kvot pa 160.

Patienten forsdmrades hastigt, fick kramper och avled 4
ménader efter symtomdebut. Obduktion verifierade diagno-
sen sporadisk Creutzfeldt—Jakobs sjukdom.

Fall 4. En 65-arig, nyligen pensionerad man insjuknade med
balanssvarigheter, som av distriktsldkare tolkats som ortosta-
tism. Datortomografi med kontrast av hjdrnan 2 méanader se-
nare visade normala fynd, men vid aterbesok hade symtomen
progredierat med gangsvarigheter och minnesstorning. Pati-
enten remitterades till neurologisk klinik med fragestillning
Parkinsons sjukdom.

Vid inldggningen noterades ataxi, men inga pareser. Pati-
enten var personlighetsfordndrad, orienterad till person och
rum, men inte till tid. Magnetisk resonanstomografi av hjar-
nan visade inga patologiska forandringar. EEG var vasentli-
gen normalt utan fokalitet eller periodiska skarpa vagkom-
plex. Eftersom patienten forsaimrades kraftigt utreddes vida-
re med Creutzfeldt—Jakobs sjukdom som differentialdiagnos.

Vid initial likvoranalys, som utfoll med normala fynd vad
géller celltal och blod-hjérnbarridrfunktion, pavisades 14-3-
3-protein samt kraftigt forhdjd koncentration av T-tau (1 530
ng/l). Koncentration av P-tau analyserades inte vid detta
provtagningstillfélle. Vid férnyad lumbalpunktion 3 ména-
der senare hade koncentrationen av T-tau stigit till 3 880 ng/I.
P-tau var normalt (31 ng/l), vilket gav en kraftigt forhojd T-
tau/P-tau-kvot pa 125.

Patienten avled 10 ménader efter symtomdebut. Misstan-
ken om Creutzfeldt—Jakobs sjukdom verifierades genom ob-
duktion.

Kommentar

I Tabell I redovisas resultaten fran ytterligare 4 neuropatolo-
giskt verifierade fall av Creutzfeldt-Jakobs sjukdom (fall
5-8), varav vi i ett fall inte funnit forekomst av 14-3-3-pro-
tein vid den initiala analysen. Samtliga uppvisade en hog T-
tau/P-tau-kvot. De beskrivna fallen visar den heterogena
sjukdomsbilden, sérskilt tidigt i sjukdomens férlopp. Aven
om diagnosen ir ovanlig, ingar den ofta i det differentialdia-
gnostiska tankandet, och den bor 6vervagas vid varje form av
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hastigt progredierande neurologisk eller psykisk sjukdom.
Likvoranalys av 14-3-3-protein r vdsentlig, eftersom ett po-
sitivt fynd flyttar patienten fran méjligt till sannolikt fall en-
ligt WHO-kriterierna (Fakta).

Emellertid 4r nérvaro av 14-3-3 inte specifikt for Creutz-
feldt—Jakobs sjukdom [13-16], och sensitiviteten har nyligen
ifrdgasatts i en studie dir endast drygt hélften av patienter
med neuropatologiskt verifierad Creutzfeldt-Jakobs sjuk-
dom hade positiv reaktion for 14-3-3 [27]. Metodiken har
dock nyligen forfinats, och den tidigare polyklonala antikrop-
pen mot 14-3-3 dr nu utbytt mot en monoklonal antikropp,
som uppvisar hogre affinitet och specificitet. Detta stods av
att proteinet pavisades i fall 2 och § vid icke-blind efterana-
lys med denna metodik.

De ovan redovisade fallen dr samstimmiga med nyligen
publicerade data, som talar for att bestimning av T-tau/P-tau-
kvot i likvor, som komplement till analys av 14-3-3-protein,
kan oka mojligheten till sékrare diagnostik vid Creutz-
feldt—Jakobs sjukdom [22]. Exakt gransvirde for T-tau/P-
tau-kvoten dr svért att faststilla. I Riemenschneiders och
medarbetares studie hade samtliga 20 patienter med Creutz-
feldt—Jakobs sjukdom en kvot 6ver 78, och det hogsta vardet
vid andra demenssjukdomar var 12,8 [22].

Vira § fall av Creutzfeldt—Jakobs sjukdom hade alla en
kvot 6ver 50 (Tabell I). I en stor studie inkluderande 161 pa-
tienter med Alzheimers sjukdom och andra demenssjukdo-
mar fann vi dock 4 fall (Alzheimers sjukdom, frontotemporal
demens och Lewy body-demens) med T-tau/P-tau-kvot 6ver
12,8 (13,9—20,8) [28]. Opublicerade data fran en studie in-
kluderande 6ver 250 fall som analyserats vid laboratoriet for
klinisk kemi, sektionen for neurokemi, Sahlgrenska Univer-
sitetssjukhuset/MolIndal, visar ocksé att enstaka fall av olika
demenssjukdomar (Alzheimers sjukdom och Lewy body-de-
mens) liksom andra neurologiska sjukdomar (multipel sy-
stematrofi) kan ha en T-tau/P-tau-kvot mellan 13 och 23. Vi
anser darfor att ett rimligt gransvirde for T-tau/P-tau-kvoten
kan vara <235.

En nyligen uppmérksammad svarighet med tolkningen av
biokemiska analysresultat vid missténkt Creutzfeldt—Jakobs
sjukdom ér att bade 14-3-3-positivitet och T-tau-nivéer beror
pa sjukdomsdurationen [11]. De hogsta T-tau-nivderna och
starkaste 14-3-3-signalerna sags i denna studie cirka 3—6 ma-
nader efter symtomdebut, medan ldgre nivéaer sdgs bade sent
och tidigt i sjukdomsforloppet [11]. Upprepade lumbalpunk-
tioner kan darfor vara av virde om den kliniska bilden inger
fortsatt misstanke om Creutzfeldt—Jakobs sjukdom.
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SUMMARY

Creutzfeldt—Jakob disease (CJD) is a prion disease characterized by rapid neuro-
degeneration that leads to the death of the patient within months to a few years.
Since the disease is transmissible, there is an obligation in Sweden to report pos-
sible CJD cases to the Swedish Institute for Infectious Disease Control. To make
a diagnosis of CJD is difficult, especially early in the course of the disease when
the clinical features may be very vague and heterogeneous. Hence, accurate bio-
logical markers both for confirming and excluding CJD would be of great value.
The currently recommended investigation of a patient with possible CJD com-
prises clinical evaluation, electroencephalography, computed tomography or
magnetic resonance imaging of the brain and test for 14-3-3 protein in the cere-
brospinal fluid (CSF). Recent studies suggest that analysis of total tau (T-tau) and
phospho-tau (P-tau) in CSF is a valuable complement to this set of investigations.
Here, we review how CSF T-tau and P-tau may aid in the diagnosis of CJD and
illustrate this by presenting cases from routine clinical practice.
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