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Rezeptor Antikérper

Templat-assoziierte synthetische Proteine (TASP) als Mimetica fir die
Bindungsstellen von Rezeptoren und Antikérpern (oben) sowie der abge-
trennte und auf einem Templat (grin) fixierte Funktionsteil (blau) der Bin-
dungsstelle eines solchen Proteins (Bénderdarstellung; unten).
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Die Anwendung von Peptidmimetica und topologischen
Templaten zum Entwurf neuer Proteine (,,Protein-de-novo-De-
sign‘‘) hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung ge-
wonnen! ~*. Unter Einbeziehung dieser Elemente in den De-
signprozeB versucht der Synthese-Chemiker, das komplexe
Zusammenspiel zwischen Struktur und Funktion zu entschliis-
seln. Um das bisher ungeléste Proteinfaltungsproblem zu umge-
hen, wurde das Konzept der Templat-assoziierten synthetischen
Proteine (TASP) eingefithrt. Dabei induziert ein mafigeschnei-
dertes Tridgermolekil (Templat) die Assoziation der kovalent
fixierten Peptidblocke und dirigiert sie zu einer charakteristi-
schen rdumlichen Faltungstopologie!® ~®. Wegen Schwierigkei-
ten bei der Synthese konnte das seit einigen Jahren aufgezeigte
Potential dieses Entwurfes?!, z.B. zur Synthese von Proteinmi-
metica, bis heute nicht entwickelt werden. Nach dem TASP-
Konzept wird der Funktionsteil des Proteins, z.B. die Antigen-
bindungsstelle eines Antikérpers oder die Ligandbindungsstelle
eines Rezeptors, vom librigen Molekil abgetrennt und auf ei-
nem topologischen Templat fixiert (Abb. 1). Das Loop-unter-
stiitzende Strukturgerist des nativen Proteins wird dabei durch
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Abb. 2. Design von TASP-Verbindungen
als funktionelle Proteinmimetica. a) Aus-
gehend von einer regularisierten C,-
Struktur mit MOLOC [23, 24] berechnete
Struktur des cyclischen (ProGlyLysAla-
Lys),-B-Faliblatt-Templats T2. Kiirzlich
erschienene  NMR/RMD-Untersuchun-
gen [15] bestatigen, daB ein solches cycli-
sches Peptid eine antiparaliele [-Falt-
blatt-Struktur mit zwei  f-Turns des
Typs IT einnimmt. Die angegebenen,
idealisierten C,-C,-Abstinde [pm] deuten
an, dafB die longitudinalen Abstinde im
Durchschnitt 1.4 A gréBer sind als die
transanularen; hingegen kdnnen sich die
Distanzen auf der Hhe der Veranke-
rungsstellen C,-C, durch eine ,,Nocken-
wellen""-Bewegung  (,,crankshaft*-mo-
tion) entlang der C.-C,-Bindung einstel-
len und bieten so, wie unten gezeigt, eine
ideale Geometrie fiir die Fixierung eines
Strukturmotivs [25]. b) Die Ausdehnung
der Kette eines cyclischen Peptids zu
einer t4mer-Einheit (ProGlyLysAlaLys-
AlaLys), (T!) erhdht die Zahl der po-
tentiellen Verankerungsstellen und der
mdglichen Distanzen. ¢} Kondensation
von zwei identischen Peptidsequenzen

Funktion Funktion \ /
Struktur Struktur
TASP

Antikorper

Rezeptor

Abb. 1. Das Konzept der Templat-assoziierten synthetischen Proteine als Mimetica
fur die Bindungsstellen von Rezeptoren und Antikdrpern.

ein synthetisches Trigermoleki! ersetzt. Hier beschreiben wir
eine Methode zur Synthese dieser neuen Generation von funk-
tionellen TASP-Verbindungen.

Das Konzept umfaBt zwei Bausteine als Schliisselelemente: 1)
Peptidsequenzen (Loops) mit C- und N-terminalen funktionel-
len Gruppen (sticky ends) zur chemoselektiven Verkniip-
fung!®~ 21 und 2) topologische Template zur regioselektiven Fi-
xierung dieser Loops. Der Prototyp eines Templatmolekiils
besteht aus zwei antiparallelen f-Faltblatt-Peptiden, die entwe-
der durch S-Turn-induzierende Dipeptide oder nichtpeptidische
B-Turn-Mimetica verkniipft sind. NMR-spektroskopische Un-
tersuchungen und Molekilldynamik-Rechnungen bestdtigen die
in Abbildung 2a und b dargesteliten Vorzugskonformationen
von TASP-Templaten; die Verankerungsstellen (z.B. die ¢-Ami-
nogruppen der Lysinseitenketten) weisen dabei alle auf eine
Seite der f-Faltblatt-Ebene. Ausgehend von der Vielzahl ortho-
gonaler Schutzgruppen fiir die Peptidsynthese wurde eine Reihe
cyclischer Peptide als Template fiir die selektive Fixierung von
Loop-Sequenzen entwickelt!!3 ™ '3, Mit diesem Templatmotiv

konnen durch gezielte Modifikation der Flexibilitit des Pepti-
driickgrats und der Seitenketten-Verankerungsstellen in nahezu
beliebiger Zahl und rdumlicher Anordnung eingebaut werden.

Die schrittweise Kondensation von Peptidsequenzen (Loops,
L) an die topologischen Template (T'; Tabelle 1) erfolgt iiber

(HisAlaGlyHisGly) auf einem cyclischen 10mer-Templat (T?) fiihrt zum 2-Loop-TASP TASP 11 mit quadratisch-planarer Metallbindungsstelle. Die Konformation wurde
durch MAB-Kraftfeld-Rechnung optimiert [24) und dabei die Geometrie der Liganden durch gewichtete Superposition der Histidin-Seitenketten auf die K ristallstruktur des
Tetrakis(imidazol)-Kupfer(in)-sulfates abgeleitet [26]. d) Darstellung eines der acht Isomere eines 3-Loop-TASP-Molekiils als Mimeticum fiir die Antigenbindungsstelle des
Antikérpers McPC603 [18, 19). Bei diesem Modell wurden ausgewihlte Seitenketten als flexibel betrachtet; schwache Positions- und Wasserstoffbrickenbindungs-Constraints

reichen aus, um dic funktionelle Konformation zu erhalten.
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Tabelle 1. T und Loop-Sequenzen L' fiir die Synthese von TASP-Verbindungen [a].

T K(YHC(Aem)K (Y HPGK(YHAK(YDAK(Y?)PGK(Y?)A]
T?: K(Y*)PGK(Y HAK(Y2PGK (Y)A]
T3 ([K(Y®)PGK(Y$)AK(YHPGK(YHA]
T*: ([K(Y*)PGCDRKK(Y*)PGFACA]

L*: Suc-K(Boc)GY(1Bu)NG-OH

L2: Suc-FGLY ({Bu)G-OH

1.3: Suc-E(:Bu)LGR(Pmc)G-OH

L*: Boc-S(sBw)H(Trt) AGH(Trt)G-OH

L%: Alloc-S(/Bu)H(Trt) AGH(Trt)G-OH

L°: X'-HPGHK(X*)G-NH,

L7: X2.FSRSDELTRHIRIHTGK (X?)G-OH

[a] Abkiirzungen: Y!: Boc = ters-Butoxycarbonyl; Dde = 1-(4,4-Dimethyl-2,6-
dioxocyclohexyliden)ethyl; Y?: Alloc = Allyloxycarbonyl; Y*; Fmoc = 9-Fluo-
renylmethoxycarbonyl; Y*: COCH,CH,S-Trt; Y¢: H,NOCH,CO; Suc: HOOC-
(CH,),CO; X': Maleoyl-g-Ala; X*: OCHCO; A: Ala; C: Cys; D: Asp; E: Glu; F:
Phe; G: Gly; H: His; I: Ile; K: Lys; L: Leu; N: Asn; P: Pro; R: Arg; S: Ser; Y:
Tyr; Acm: Acetamidomethyl; Trt: Trityl; Pmc: 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-
sulfonyl.

die Bildung von Amid-, Oxim- und/oder Thioether-Bindun-
gen®® 72} Nach Strategie A (Schema 1) wird der C-terminal ak-
tivierte, vollstindig geschiitzte Loop Lf an das Templat T fixiert,
das nach Abspaltung der Schutzgruppe Y’ eine reaktive Veran-
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Schema 1. Strategien A—D fiir die Fixierung von Peptidloop-Sequenzen L' auf to-
pologische Template T? (Tabelle 1); Y und Y/: Amino-Schutzgruppen der Veranke-
rungsstellen; Z: Schutzgruppen der Seitenketten von LY. AJA": L'-L3, T'; B: L*,
L3, T3 C: LS, T3 D: L7, T4
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kerungsstelle aufweist (Schritt 2, Amidbindung 1). Die selektive
Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe Y' des Loops L
(Schritt 3) und die Aktivierung der Carboxygruppe im Templat
(Schritt 4) vervollstindigt die Cyclisierung des Loops (Amid-
bindung 2). Alternativ 148t sich nach Abspaltung der Schutz-
gruppe der Aminooxyfunktion im Templat das N-terminale En-
de von L' durch Oximbildung selektiv kondensieren (Schritt 2 in
Strategie B). Die Kondensation von Peptiden mit gleichen funk-
tionellen Gruppen an beiden Kettenenden (z.B. Carboxy- oder
Aldehydgruppen, Strategie A’ bzw. D) erfolgt simultan und lie-
fert eine Mischung aus zwei Isomeren mit unterschiedlich orien-
tierten Loops. Diese Strategien eignen sich sehr gut fiir die Her-
stellung von TASP-Bibliotheken fiir funktionales Screening!'®.
Durch chemoselektive Verkniipfungen!® ~121 ist auch die Kon-
densation vollstindig ungeschiitzter Peptide in wiBriger L.ésung
oder Losungsmittelgemischen moglich (Strategie C und D).
Beispielsweise kann durch Kombination zweier orthogonaler
Verkniipfungstechniken (z.B. Oxim- und Thioetherbindung) in
Strategie C eine Loop-Sequenz in nur einem Schritt regioselek-
tiv an das Templat kondensiert werden.

Die einzelnen Strategien wurden evaluiert durch Fixieren von
Loops L/ unterschiedlicher Sequenzen und Kettenléngen an cy-
clische Peptide (siche Abb. 2a und b) als regioselektiv adressier-
bare Template T (Tabelle 1). Die Kinetik der Reaktion wurde
mit analytischer HPLC verfolgt (Abb. 3) und die Zielverbindun-
gen durch ES-Massenspektrometrie, Aminosidureanalyse sowie
NMR-Spektroskopie charakterisiert. Im allgemeinen ist die
Kondensation mit Aquimolaren Mengen an L' und T
(Abb. 3a, b) in weniger als zwei Stunden volistindig abgelau-
fen. Insbesondere in Strategie A" und D wird die Reaktion von
L und T in hoher Verdiinnung durchgefiihrt (<1073 M), um die
intramolekulare Loop-Cyclisierung zu begiinstigen. Unter die-
sen Bedingungen 14Bt sich ein deutlicher Unterschied in der
Reaktionskinetik des ersten und zweiten Kondensationsschrit-
tes feststellen: Nach Fixieren eines Kettenendes des Loops L’ an
das Templat findet der Ringschluf3 sehr schnell statt, ohne daB3
das offenkettige Zwischenprodukt nachgewiesen werden kann.
Abgesehen von der selektiven Verkniipfung des C- und des N-
terminalen Endes eines Loops wie in den Strategien A—C 146t
sich das nichtcyclische Zwischenprodukt nur nachweisen, wenn
die Cyclisierung wegen mehrerer schon vorhandener Loops ste-
risch gehindert ist. Allerdings erfolgte auch die Kondensation
eines 18mer-Modellpeptids an ein bifunktionelles Templat
durch Oximbildung (L7, Strategie D) ohne die Bildung des of-
fenkettigen Zwischenproduktes in nachweisbaren Mengen
(Abb. 3b). Die erhohte Reaktivitit der Loop-Cyclisierung auf
dem Templat im Vergleich zur gewdhnlichen End-zu-End-Cycli-
sierung ist im Einklang mit der Theorie der Peptidmakrocycli-
sierung 7%,

Ausgehend von n orthogonalen Amino- oder Carboxyschutz-
gruppen konnen entsprechend den Strategien in Schema 1 bis
zu n unterschiedliche Loops selektiv fixiert werden. Durch
Erweitern der Palette orthogonaler Schutzgruppen und Kombi-
nieren mit unterschiedlichen Fixierungstechniken werden
TASP-Verbindungen von groflerer Komplexitdt hinsichtlich
Struktur und Funktion (einschlieBlich TASP-Bibliotheken) zu-
ginglich.

Als erstes Beispiel fiir eine potentiell Ligand-(Metall-,
Substrat-, Antigen-, Ubergangszustandsanalogon-)bindende
TASP-Verbindung wurden Loop-Sequenzen aus der Antigen-
bindungsstelle (CDR, complementarity determining region) des
Phosphorylcholin-bindenden = monoklonalen  Antikorpers
McPC603 kovalent auf einem topologischen Templat fixiert
(Abb. 2d, TASP 1 in Schema 2). Ausgehend von einem cycli-
schen Peptid mit Paaren selektiv funktionalisierter reaktiver
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Abb. 3. a) Typische HPL-Chromatogramme einer Loop-Kondensationsreaktion
nach Strategie A’. 1: T' nach Abspaltung von Y*; 2: PyBop; 3: acyclisches Produkt
nach Verkniipfung eines Kettenendes (nur nachweisbar bei In-situ-Aktivierung von
L! in hoher Verdiinnung); 4: Rohprodukt (zwei Isomere) nach Fixieren von L* auf
T! (1 h Reaktionszeit). b) HPL-Chromatogramme der Kondensation des 18mer-
Peptids L7 mit T* (Strategic D). 1: T*; 2: L7; 3: Rohprodukt der Kondensation
(zwei Isomere) nach 1 h Reaktion; Einschub: ES-MS (m/z,.. : 4003 [M *]). ¢) Syn-
these von TASP I. Links: HPL-Chromatogramm des Rohproduktes; Mitte: ES-MS
(M/Z4er.: 3280 [M *]); rechts: CD-Spektren in Trifluorethanol (TFE; I) und TFE/
H;0(1/1; 1), c =1 mgmL™%

vz v?
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1.- 2. OAc 3.-Y
/YZL YuLP 4. AIYlocAOAc 5. .Bﬁ‘{)iA ‘ 6. L4
PJ\A 7/ 7.-Y2 8. L5 9. -(YLBu, Tro)
G 3
T2 10.-Y

TASP il
Schema 2. Synthesestrategien fir TASPI (Abb.2d) und TASPII (Abb. 2¢).
TASPI: L'-L3 T': TASPIL: L.*, L*, T? (Tabelle 1).
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Gruppen wurden durch schrittweise Kondensation von drei
Loop-Peptiden (L*—L?) iiber Amidbindungen nach Strategie A
TASP ! in hoher Ausbeute und Reinheit erhalten (Abb. 3¢,
links). Zu bemerken bleibt, daB die Kondensation des dritten
Loops wie im HPL-Chromatogramm ersichtlich auch in Gegen-
wart der beiden schon auf dem Templat cyclisierten Peptid-
sequenzen problemlos gelang. Interessanterweise wurden die
Isomere mit unterschiedlich orientierten Loops nicht in 4quimo-
laren Mengen gebildet, was auf eine energetische Nicht-
dquivalenz der Loop-Orientierungen hindeutet. Die CD-Spek-
tren (Abb. 3¢, rechts) zeigen die charakteristischen Merkmale
einer Loop-Cluster-Konformation*>-2°1,

Das regioselektive Fixieren von Loops (Strategie B) fiir
TASP-Verbindungen mit definierter Kettentopologie wurde am
Beispiel einer potentiell metallbindenden 2-Loop-TASP-Verbin-
dung illustriert (Abb. 2c, TASP Il in Schema 2). Dazu wurden
zwei Aminogruppen des Templats T2 zu Aminooxygruppen als
chemoselektiven Verankerungsstellen umgewandelt. Nachein-
ander wurden zwei Peptide, die jeweils einen Histidinrest als
Metallbindungsstelle enthalten, durch die Bildung einer C-ter-
minalen Amid- und einer N-terminalen Oximbindung fixiert
(Strategie B). Diese TASP-Verbindungen sind gut [6slich in
wiBrigen Pufferldsungen sowie in polaren organischen LOsungs-
mitteln und damit einer Vielzahl von biochemischen Untersu-
chungen zur Struktur zugénglich. So wurden anhand erster Er-
gebnisse zu Konformations- und Bindungseigenschaften die auf
der Grundlage von Molecular-Modeling-Studien postulierten
hypothetischen Strukturen von T? (Abb. 2¢,d) bestitigt!?!,

Zusammenfassend erdéffnen die hier entwickelten Strategien
einen Synthesezugang zu einer neuen Generation von Protein-
mimetica und erweitern damit das Templat-Konzept!™ im
Protein-Design. Insbesondere kann die schrittweise Konden-
sation von Loops an regioselektiv funktionalisierte Template in
wiBriger Losung durchgefiihrt werden, wobei die Reaktion in-
nerhalb von wenigen Stunden vollstindig ablauft. Durch Fixie-
ren des Templats an einem polymeren Tréger sollte die mehr-
stufige Synthese mit unterschiedlichen Loop-Cyclisierungen zur
Herstellung von TASP-Bibliotheken erheblich vereinfacht wer-
den kénnen. Die Zahl der selektiv verkniipfbaren Loops und
damit die Komplexitit der TASP-Verbindungen wird lediglich
durch den aktuellen Stand hinsichtlich chemoselektiver Ver-
kniipfungsreaktionen und orthogonaler Schutzgruppentechni-
ken limitiert. Beispielsweise bietet die ligandeninduzierte Asso-
ziation und Fixierung von Helices, -Faltbldttern und Loops
auf Templaten eine neue Moglichkeit zur Untersuchung von
supramolekularen Wechselwirkungen und Erkennungsprozes-
sen. Durch Ausschopfung der enormen Vielfalt organischer
Synthesemethoden zur Modifizierung der Struktur und der
Funktionen von Peptiden sollte sich das TASP-Konzept in Zu-
kunft auch zur Entwicklung von therapeutisch relevanten Pro-
teinmimetica ausbauen lassen.

Experimentelles

Die Template und Loop-Sequenzen (Tabelle 1) wurden nach Standardvorschriften
der Festphasenpeptidsynthese [22] mit orthogonal geschiitzten Lys-, Glu- und Cys-
Resten in der Templatsequenz T als selektiv adressierbare Verankerungsstellen fiir
die Loops hergestellt. Die N-terminale Carboxygruppe der Loops L!-L* wurde
durch Acylierung der am Harz gebundenen Peptide mit Bernsteinsiureanhydrid
und die Aminooxyacetylgruppe (Y® in T*) durch Kupplung von Y'HNOCH,-
COOH an die ¢&-NH,-Gruppe der Lysinseitenketten eingefiihrt [9, 11]. Milde Oxida-
tion (NalQ,) eines Serinrestes, der entweder am N-Terminus (L*. L¥, Strategie B)
oder an der Seitenkette eines Lysinrestes (L®, L7, Strategie C bzw. D) gekuppelt ist.
liefert die Aldehydfunktion in den Loop-Sequenzen L. Kupplung von Maleoyl-$-
alanin (Mal) mit PyBop (PyBop = Benzotriazol-1-yloxytris(pyrrolidino)phospho-
nium-hexafluorophosphat) am N-Terminus (L) liefert die in Strategie C verwende-
te funktionelle Gruppe Mal {12]. Fiir die Kondensation der Loops L’ an die Terpla-
te T' wurden jeweils 1.1 Aquiv. L' zu einer 1 mm-Ldsung T' gegeben. Die Amidbin-
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dung (A, B) wird in DMF mit dem Kupplungsreagens PyBop, die Oximbindung in
Acetat-Puffer (pH = 4.5; C, D) und die Thioetherbindung in einem Puffer bei pH 7
(oder zusammen mit der Oximbindung bei pH 4; C) gekniipft. Im allgemeinen lduft
die Reaktion bei Raumtemperatur in weniger als zwei Stunden volistindig ab.

TASP1 wurde durch sequentielle Abspaltung der Boc- (TFA), Alloc-
([(Ph,P),PdCl,]/Bu,SnH) und Dde- (2% H,NNH, in DMF) Aminoschutzgruppen
im Templat T' und jeweils anschlieBender Kondensation von L' -L? in DMF iiber
aktivierte N- und C-terminale Carboxygruppen (1 Aquiv., PyBop, Strategie A")
synthetisiert. Nach Abspaltung der Schutzgruppen (TFA) wurden die Zielverbin-
dungen durch priiparative HPLC (Vydac, C18) gereinigt und durch ES-MS charak-
terisiert (Abb. 3¢).

Fiir die Synthese von TASP II wurde die Boc-Aminoschutzgruppe im Templat T?
abgespalten (TFA) und das Amin mit BocHNOCH,COOH gekuppelt (PyBop,
DMF). Im zweiten Schritt wurde die Alioc-Schutzgruppe mit [(Ph,P),PdCL}/
Bu,SnH entfernt und AllocHNOCH ,COOH an die e-NH,-Gruppe des Lysinrestes
gekuppelt (PyBop, DMF). Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit 20 % Piperidin
in DMF wurde L* iiber die C-terminale Carboxygruppe an die freie &-NH,-Gruppe
in T? gekniipft (PyBop, 1 Aquiv.); nach Entfernen der Dde-Schutzgruppe mit 2%
H,NNH, - H,0 in DMF wurde L* auf die gleiche Weise fixiert. Im folgenden
wurden alle siurelabilen Schutzgruppen mit TFA abgespalten, der N-terminale
Serinrest in L* mit NalO, oxidiert und die erste Oximbindung gekniipft. lm letzten
Schritt wurde die Aloc-Gruppe mit [(Ph,P),PdCl,)/Bu,SnH entfernt, der N-termi-
nale Serinrest in L in die Aldehydform (NalOQ,) iiberfiihrt und die zweite Oximbin-
dung gebildet. Die Zielverbindungen wurden durch ES-MS und Aminoséureanalyse
charakterisiert.
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Synthese, Struktur und magnetische
Eigenschaften eines achtkernigen
Nickel(1)-Komplexes mit einer zentralen
hexahedro-Nig-Einheit**

Juan Faus*, Francisco Lloret, Miguel Julve,
Juan M. Clemente-Juan, M. Carmen Muiioz,
Xavier Solans und Mercedes Font-Bardia

Zur Zeit besteht groBes Interesse an mehrkernigen Uber-
gangsmetallkomplexen, einer umfangreichen und strukturell
vielfiltigen Verbindungsklasse!'l. Mehrkernige High-spin-Nik-
kel(m)-Komplexe wurden mit einer groBen Zahl von Liganden
isoliert, und ihre magnetischen Eigenschaften wurden intensiv
untersucht!?, Die meisten dieser Komplexe sind zweikernig,
aber es wurden auch einige dreikernige und vierkernige Komple-
xe mit Cuban-artiger Struktur untersucht!?~#. Komplexe mit
einer noch gréBeren Zahl von Metallzentren sind sehr selten; ein
paar fiinfkernige Aggregate sind bekannt!!. Vor kurzem wurde
ein elfkerniger und ein cyclischer zwolfkerniger Komplex cha-
rakterisiert!*~©1,

Das Violurat-Ton, H,vi™ (H;vi = Violursdure (5-(Hydroxy-
imino)-2,4,6-(1 H,3H,5 H)-pyrimidintrion)) ist ein zweizédhniger
Ligand mit starkem Feld, der iiber das Oxim-Stickstoffatom
und das Sauerstoffatom einer benachbarten Carbonylgruppe an
Ubergangsmetall-Tonen koordiniert und so einen fiinfgliedrigen
Chelatring bildet (Abb. 1)1, Méglich erscheinen fiir den Ligan-
den H,vi~ zwei Koordinationsarten, da der Ligand die Metall-
Ionen auch iiber das Oxim-Sauerstoffatom und das Sauerstoff-
atom der anderen benachbarten Carbonylgruppe binden
konnte, in diesem Fall in Form eines sechsgliedrigen Chelat-
rings. Damit konnte H,vi~ auch als bis(zweizidhniger) Briicken-
ligand fungieren (Abb. 1). Diese Koordinationsweisen wurden
jedoch bisher noch nicht gefunden.

(a) (b) (c)
o o) M
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Abb. 1. Mogliche Koordinationsarten des Violurato-Liganden (die Wasserstoff-
atome sind nicht gezeigt): a) zweizdhnig-N,0; b) zweizdhnig-0,0 (unbekannt) und
¢) bis(zweizihnig) (verbriickend, diese Arbeit).
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