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MALATTIA DI FABRY CARDIOVASCOLARE

Dr. Walter Serra MD, PhD

La malattia di Fabry-Anderson & una malattia da accumulo lisosomiale determinata dal deficit
dell’enzima a-galattosidasi, caratterizzata da un progressivo accumulo di glicosfingolipidi all’interno
delle cellule di vari tessuti. La trasmissione e di tipo X-linked recessiva; il gene dell’@-galattosidasi A

e localizzato sul braccio lungo del cromosoma X (Xq22).

Il coinvolgimento cardiaco & molto frequente. Possibile il coinvolgimento cardiaco isolato (variante
cardiaca) con spiccata ipertrofia e riscontro di mutazioni tipiche quali la GLA N215S. La diagnosi &

determinante per il trattamento e la prognosi.

Tutti i pazienti maschi emizigoti sono affetti, i loro figli maschi non sono affetti dalla malattia,
mentre le loro figlie sono eterozigoti obbligate. Queste ultime, a parita di mutazione genica,
possono presentare manifestazioni cliniche piu lievi e con esordio pil tardivo. La variabilita delle

manifestazioni cliniche dipende dalla diversa inattivazione del cromosoma X.

Il coinvolgimento cardiaco e stato riscontrato nel 56% delle donne eterozigoti con meno di 38 anni

e nell’86% sopra i 38 anni e nel 100% delle donne sopra i 45 anni.

In entrambi i sessi, la malattia di Anderson-Fabry va sospettata in presenza delle seguenti
alterazioni elettrocardiografiche: bradicardia sinusale, blocco atrioventricolare avanzato
nell’adulto, intervallo PR corto (<120 ms), inversione dell’'onda T, segni di ipertrofia ventricolare

sinistra, soprattutto se in associazione tra loro.

In entrambi i sessi, la malattia di Anderson-Fabry va sospettata in presenza di ipertrofia
ventricolare sinistra o cardiomiopatia ipertrofica, in assenza di altre cause definite, soprattutto in

presenza di disfunzione diastolica severa, attraverso analisi eco-Doppler tissutale.

Necessario seguire un algoritmo diagnostico al fine di porre una diagnosi precisa nell'ambito delle
cosiddete “fenocopie” della cardiomiopatia Ipertrofica, quali 'emocromatosi, la sarcoidosi e

I'amiloidosi.




ALGORITMO DIAGNOSTICO

Esami di 1° livello (ogni 12-24 mesi)

Nel paz asintomatico ECG, ECG Holter 24h,ECO-Doppler cardiaco, BNP
Esami di 2° livello (entro 5 anni dalla prima valutazione)

CPET. ECO da sforzo : valutazione IM e ostruzione LVOT. RM Cuore

Esami di 3° livello

Coronarografia; TAC Coro. Biopsia miocardica nei casi ad eziologia incerta

(mutazioni non descritte)

Un biomarker importante e lyso-Gb3, un prodotto di degradazione del Gb3. E’ stato dimostrato
che la concentrazione plasmatica di liso-Gb3 & elevata in tutti i Fabry classici . Inoltre, &
leggermente elevata nelle mutazioni atipiche a insorgenza tardiva. Nel complesso, il livello di liso-

Gb3 & considerato per prevedere la potenziale gravita delle mutazioni sconosciute.

Imaging

A livello del miocardio I'accumulo di Gb3/GL3, rende i cardiomiociti ipertrofici con conseguente
innesco di meccanismi di fibrosi e ispessimento delle pareti ventricolari. L’ecocardiografia
evidenzia i meccanismi di ipertrofia secondaria che porta all’'aumento dello spessore del setto

interventricolare e della parete ventricolare posteriore sinistra.

La diagnosi di coinvolgimento cardiaco puo essere ottenuta con I'ecocardiografia mediante analisi
con DTI: il tempo di rilassamento isovolumico e piu lungo (IVRT), il tempo di contrazione
isovolumico e piu breve (IVCT), il picco di velocita di movimento della parete sistolica piu bassa
(SA). L'Ecocardiografia specle-tracking 2D mostra in pazienti con la malattia di Fabry, un ridotto

strain e SR sistolico longitudinale e un ridotto SR diastolico precoce[Fig 1]

L'estensione dell’ipertrofia dei cardiomiociti e I'accumulo di glicosfingolipidi all’interno dei vacuoli
correla con l'estensione dell’ispessimento della parete del ventricolo sinistro, visibile alla
Risonanza Magnetica con gadolinio. Le valvole cardiache sono coinvolte nella malattia e
tipicamente l'ispessimento dei lembi della valvola aortica e mitrale possono essere presenti in una

percentuale di casi sia nei bambini (20%) che negli adulti.




La Risonanza Magnetica Cardiaca fornisce importanti informazioni al riguardo della
caratterizzazione tissutale mediante utilizzo di gadolinio e consente aspetti di diagnosi
differenziale fra le varie cardiomiopatie ipertrofiche. In particolare sembrano essere tipici un
tempo di rilassamento (T2) inferiore rispetto ai pazienti con cardiomiopatia ipertrofica
sarcomerica e il rilievo di iper-enhancement a livello della parete infero-laterale del ventricolo
sinistro.Mediante CardioRM,con valutazione del T1-mapping basato su pixel, si ha con
I'introduzione della strategia di imaging MOLLI Modified Look-Locker Inversion Recovery . Questa
nuova tecnica ha rilevato un T1 mapping ridotto e un volume extracellulare aumentato nella

Cardiomiopatia di Fabry .

Fig 1. Vedi testo




LA NEFROPATIA DI FABRY E IL RUOLO DELLA BIOPSIA RENALE

Dr.ssa. Marisa Santostefano

Responsabile Centro Unico Malattie rare genetiche renali
UOC Nefrologia Policlinico Sant’Orsola-Malpighi Bologna

La malattia renale cronica a carattere progressivo, in combinazione con proteinuria, € una delle
manifestazioni principali della Malattia di Fabry. L'insufficienza renale, se non trattata, evolve

inesorabilmente verso la fase terminale e necessita di terapia dialitica sostitutiva.
Dal 2010 ad oggi presso il nostro Centro sono afferiti 45 pazienti.

Nel nostro gruppo di Pazienti I'organo maggiormente interessato € il rene, mentre

angiocheratoma e Sistema nervoso centrale sono relativamente poco interessati.

La maggioranza dei pazienti presenta il fenotipo classico, che diventa estremamente frequente
guando sono interessati angiokeratoma e cornea verticillata. La proporzione di donne con

fenotipo classico € sempre inferiore rispetto agli uomini.

L’'emergente notevole eterogeneita’ fenotipica dei quadri clinici ed il riscontro di lesioni

morfologiche tipiche della FN in assenza di segni clinici rendono la diagnosi di FN controversa.

European Fabry Working Group (EFWG) ha definito nel 2015 i biomarkers clinici specifici di
coinvolgimento dei vari organi nella Malattia di Fabry (FD) . In un paziente con Malattia di Fabry
geneticamente accertata la presenza di microalbuminuria, proteinuria ed insufficienza renale, non
imputabili ad altre cause, viene considerata diagnostica di FN e costituisce indicazione a terapia

enzimatica sostitutiva (ERT).

Nel nostro lavoro abbiamo eseguito la biopsia renale (RB) ad una coorte di pazienti con Malattia di
Fabry geneticamente accertata, proteinurici e non, come parte dell’assessment di base al fine di
valutare le correlazioni clinico-istologiche e come possibile indicazione all’inizio della terapia

enzimatica (ERT).




Nel periodo 2011-2015, abbiamo effettuato RB in 12 pazienti (6 differenti famiglie) con diagnosi
genetica di Malattia di Fabry, proteinurici e non. Venivano valutati al momento della RB i dati
clinici specifici di coinvolgimento renale secondo EFWG : Cr, eVFG secondo i criteri CKD-EPI, alfal-
microglobulina urine; proteinuria totale, microalbuminuria, Albumina/Cr ratio urine secondo i
range di normalita’ KDIGO. | campioni bioptici sono stati suddivisi per I'esame in MO, IF e ME. Per
I'indagine in MO sono state allestite 6 sezioni colorate con ematossilina-eosina, 6 con PAS, 6 con
tricromica di Masson e 6 con AFOG. Le biopsie venivano studiate per le lesioni specifiche della FN
(vacuolizzazione podocitaria) e non specifiche (glomerulosclerosi, sclerosi segmentale, fibrosi
interstiziale, atrofia tubulare, flogosi, aterosclerosi ed arteriosclerosi). Tutte le lesioni venivano
guantificate secondo lo scoring system dell’International Study Group of Fabry Nephropathy

(ISGFN).

Per I'indagine di IF le biopsie sono state valutate con il panel base di 8 marcatori di IF (fibrinogeno,

IgG, IgA, IgM, C3, Clq, catena leggerak e A).

In ME venivano esaminate le lesioni tipiche della FN (strutture membranose lamellate a bulbo di

cipolla o in corpi densi paralleli endolisosomiali).

Tra i pazienti sottoposti a biopsia renale, 9 pazienti (6 M) presentavano il fenotipo classico, 3

pazienti (2 F) il fenotipo non classico. 2 pazienti erano diabetici (2 M)

Tutti i parametri clinici risultavano nel range di norma in 10 pazienti. 2 pazienti presentavano
alterazione dei parametri, 1 per elevata proteinuria, 1 per elevati livelli di Cr (range livelli di

creatinina 0.5-1.2 mg/dl)

Nella Tab 1 vengono descritte le lesioni morfologiche osservate in MO, differenziate nei due sessi.

Le femmine hanno valori di vacuolizzazione podocitaria e sclerosi segmentaria lieve/severa piu’
elevate rispetto ai maschi. Nelle femmine le lesioni croniche sono meno severe per ridotta
glomerulo sclerosi globale, fibrosi interstiziale, mentre € piu’ elevata la percentuale di glomeruli

senza sclerosi.




Tutti (n =12} Maschi(n =7} Femmine (n =5}
Glomeruli, numero per biopsia (sezioni di microscopia ottica) 12,25 771 19,40
Sclerosi segmentaria (lieve + severa) (%) 1,98% 0% 3,09%
Sclerosi globale (%) 13,24% 9,27% 3,97%
Glomeruli senza sclerosi (%) 72% 53,70% 82,47%
Fibrosi interstiziale (%) 11,66% 15,71% 6%
Sclerosi arteriosa (0-3) 1,08 1,00 1,00
Vacuoli podocitari (microscopia ottica; 0-3) 1,43 1,15 1,82

Nei due pazienti diabetici la RB non dimostrava nessuna lesione specifica associata.
L’IF non ha evidenziato pattern non compatibili con FN.

La ME dimostrava le lesioni tipiche della FN in tutte le biopsie eseguite.

CONCLUSIONI

Del nostro gruppo di pazienti con diagnosi bioptica di FN la maggior parte non manifestava segni
clinici di coinvolgimento d’organo secondo EFWG (8 no microalbuminuria, 9 no proteinuria, 11 no

insufficienza renale)

Le nostre osservazioni indicano, al pari di altri recenti reports, che i parametri clinici del
coinvolgimento renale dimostrano scarsa sensibilita’ nell’escludere la presenza di FN anche con

lesioni morfologiche avanzate e diffuse, con forma classica e non.
Tuttavia tra i nostri pazienti le donne manifestano lesioni podocitarie del tutto analoghe ai maschi.
Nella Malattia di Fabry, RB sembrerebbe utile sia nell’assessment di base sia nel timing della ERT.

La podocitopatia, presente nella maggior parte dei pazienti, puo’ rappresentare un biomarker

precoce di danno renale ed un indicatore per “timely” ERT.

Nella FD, RB sembrerebbe utile sia nell’assessment di base sia nel timing della ERT.




LE MANIFESTAZIONI NEUROLOGICHE

Dr.ssa Marialuisa Zedde, MD; FESO

S.C. Neurologia, Arcispedale Santa Maria Nuova
AUSL-IRCCS Reggio Emilia

Nell’ambito di un coinvolgimento di tutti gli organi ed i sistemi del corpo umano da parte della
Malattia di Anderson Fabry le manifestazioni neurologiche rappresentano una componente
importante e di frequente riscontro. In particolare si tratta di manifestazioni importanti perché per
la loro precocita possono essere un elemento di sospetto della presenza di malattia gia in eta

pediatrica.

L'interessamento del sistema nervoso da parte della malattia si articola in diverse modalita di
espressione, a seconda che sia coinvolto il sistema nervoso periferico oppure il sistema nervoso
centrale. Nel primo caso & presente caratteristicamente un accumulo di glicosfingolipidi e loro
prodotti di degradazione nei gangli delle radici dorsali ed & assai tipica la presenza di sintomi
derivanti da una neuropatia che colpisce le fibre nervose di piu piccolo calibro, pressocheé prive di
rivestimento di mielina, che sono responsabili della conduzione di segnali relativi al dolore nella
sue forme meno localizzatorie e piu ancestrali, alla temperatura e dell’attivita del cosiddetto
sistema nervoso autonomo, che riguarda sia la cute (ad esempio controllo della sudorazione) che
I’attivita viscerale (per esempio la motilita dell’intestino). Infatti fra le prime manifestazioni della
malattia ci sono dolori e disturbi di sensibilita (come formicolii) localizzati alle estremita degli arti
(prevalentemente alle mani ed ai piedi), scarsa tolleranza all’aumento di temperatura, nausea,

diarrea, alterazioni della motilita dell’intestino.

Altrettanto importante appare I'interessamento del sistema nervoso centrale, che ha due
componenti, una vascolare, per interessamento delle cellule del rivestimento endoteliale delle
arterie sia di grande che di piccolo calibro, ed una cosiddetta parenchimale, ovvero da accumulo a
livello delle cellule del sistema nervoso centrale. L'interessamento delle arterie di grosso calibro si
associa ad una entita patologica, che si ritrova anche in altre malattie da accumulo lisosomiale, che
si chiama “arteriopatia dilatativa intracranica”, la cui manifestazione piu nota ¢ la dolicoectasia
(allungamento e tortuosita uniti alla dilatazione) dell’a. basilare. Sia I'interessamento delle arterie

che quello delle cellule del sistema nervoso centrale puo essere causa di disturbi vascolari
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cerebrali, che possono dipendere sia da un danno nel territorio delle piccole arterie cerebrali che
da una disfunzione del metabolismo delle cellule, con sede di danno che pud mimare quello di
alcuna malattie inflammatorie che colpiscono il sistema nervoso centrale. L'ictus nella Malattia di
Anderson Fabry puo pero avere anche altre origini, in particolare in relazione all'interessamento
cardiaco da parte della malattia, con la possibilita di aritmie cardiache e quindi anche di ictus
derivanti da cardioembolismo. Appare pertanto limitante restringere il sospetto di malattia solo ai

casi di ictus cosiddetti a eziologia non determinata.

Un’ultima considerazione riguarda la terapia, dal momento che la terapia enzimatica sostitutiva
non supera la barriera emato-encefalica ed agisce solo sulla componente di danno dell’endotelio
delle arterie (avendo comunque dimostrato di ridurre il numero di ictus rispetto alla situazione di
pazienti senza trattamento), mentre la terapia chaperonica di recente introduzione ha la
caratteristica di poter superare la barriera ematoencefalica e penetrare all'interno del sistema
nervoso centrale. Che questo corrisponda ad una maggiore efficacia nella prevenzione delle
manifestazioni vascolari cerebrali della Malattia di Anderson Fabry necessita di conferme su
numeri consistenti di pazienti e per una durata maggiore di follow-up rispetto a quanto desumibile

dagli studi attualmente conclusi e pubblicati.




LA TERAPIA ENZIMATICA SOSTITUTIVA

Dr. Yuri Battaglia, PhD

Azienda Ospedaliero Universitaria Sant’Anna, Ferrara

Fino a qualche decennio fa, I'unico trattamento per la malattia di Fabry era di tipo sintomatico
ovvero si tentava di controllare i sintomi della patologia e di rallentare la progressione delle
disfunzioni dei vari organi interessati attraverso un’appropriata terapia farmacologica di supporto

ed un mirato intervento dietetico.

Dal 2001 si e resa disponibile una terapia enzimatica sostituiva, che prevede la somministrazione al
paziente di una replica, creata in laboratorio, dell'enzima originale (alfa-galattosidasi A) mancante

o danneggiato.

Questa terapia enzimatica non consente di curare la malattia di Fabry, infatti il danno a carico
dell’enzima originale permane per tutta la vita, ma permette di mimare con questa replica le

funzioni dell’enzima carente o non funzionante.

In commercio, a livello mondiale, esistono due farmaci costituiti dall’enzima sostitutivo, agalsidasi
alfa (Replagal®) e agalsidasi beta (Fabrazyme®), tranne negli USA in cui é disponibile solo
I'agalsidasi beta. Essendo farmaci salvavita, sono completamente a carico del Servizio Sanitario

Nazionale.

| due farmaci sono entrambi efficaci nel controllo della patologia ma non sono perfettamente

identici e presentano alcune differenze.

L'agalsidasi alfa € sintetizzato in cellule umane mentre agalsidasi beta & prodotto in cellule di ovaio
di criceto. Entrambi i farmaci sono infusi in vena ogni due settimane ad una dose di 0,2 mg/kg per

agalsidasi alfa e di 1 mg\kg per agalsidasi beta da personale qualificato in ambiente ospedaliero.

In alcune regioni italiane dal 2009 é attivo un programma che ha portato la terapia enzimatica
sostitutiva al domicilio dei malati, infatti ogni paziente ha il suo tutor che ogni 14 giorni lo

raggiunge a casa e gli garantisce la cura.

Dal 2016 e stato introdotto un nuovo farmaco, migalastat, che agisce in modo completamente

differente dai due sopra descritti ed € assunto per via orale.
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Un aspetto importante riguarda la tempistica scelta per l'inizio della terapia. Gli studi clinici hanno
dimostrato che i vantaggi della terapia sono tanto maggiori quanto prima si comincia il

trattamento.

Infatti, i farmaci sono in grado di ridurre o eliminare i sintomi causati della malattia e di bloccare o

evitare gli eventuali danni sugli organi.

Tuttavia, I'efficacia dei farmaci & proporzionata al grado di severita della malattia al momento di
inizio della terapia. Il paziente nella fase iniziale di malattia potra beneficiare appieno del

trattamento rispetto a un altro soggetto che si trova in una condizione pil avanzata della patologia.

Le numerose linee guida disponibili consigliano, anche se non in modo univoco, di iniziare la
terapia al momento della diagnosi per gli uomini, mentre si preferisce attendere la comparsa di
sintomi correlati alla malattia per le donne e i bambini. Di conseguenza, essendo l'intensita e
I'importanza dei sintomi soggetta ad interpretazione dei medici, si possono riscontrare delle

variazioni di inizio della terapia enzimatica da centro a centro.

Il principale effetto collaterale della terapia enzimatica € rappresentato dalle reazioni acute

durante l'infusione dovute alla comparsa di anticorpi diretti contro il farmaco.

Tali reazioni si manifestano con febbre e brividi ma sono generalmente ben controllate mediante la
riduzione della velocita di infusione del farmaco e con 'uso di antifebbrili e antistaminici

somministrati prima del farmaco.

In alcuni casi, non frequenti, si possono formare anche anticorpi che riducono o bloccano la
funzione dell’enzima, richiedendo il passaggio da un farmaco (agalsidasi alfa) all’altro (agalsidasi

beta) o viceversa.

Il trattamento va proseguito per tutta la vita, al fine di prevenire o arrestare per quanto possibile le

disfunzioni degli organi principali quali cuore, rene e sistema nervoso centrale e periferico.

Infatti, in assenza di un trattamento specifico, la malattia di Fabry si associa ad una riduzione della

speranza di vita di circa 20 anni per 'uomo e 10 per la donna.
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MALATTIA DI FABRY. LA TERAPIA CHAPERONICA

Dr.ssa Francesca Carubbi

Dpt. Scienze Biomediche, Metaboliche e Neuroscienze
Universita di Modena e Reggio Emilia

Centro di riferimento regionale Malattie rare lisosomiali

e lipidosi U.O.C. Medicina metabolica, OCSAE, AOU Modena

La Terapia enzimatica sostitutiva per i pazienti affetti da M. di Fabry e I'attuale standard di
trattamento ed € in grado di modificare la sintomatologia, ridurre il dolore, i sintomi
gastrointestinalli, gli accumuli di GI-3, la massa ventricolare cardiaca e rallentare la progressione
della malattia cardiaca e renale. L'efficacia terapeutica € maggiore se la ERT é effettuata
precocemente, prima che i danni d’organo siano irreversibili. (Caballero L., Curr Med Chem,
2010;17:1679). Tuttavia la ERT non raggiunge tutti i distretti ed in particolare il cervello, poiché
non oltrepassa la barriera ematoencefalica e non & abbastanza efficace per la malattia
neurologica. La formazione di anticorpi diretti verso I’enzima ricombinante esogeno somministrato
puo indurre eventi avversi correlati all'infusione e avere un impatto negativo sull’efficacia.
(Lenders M J Am Soc Nephrol_2016). La necessita di infusioni e.v. bisettimanali pud ridurre
I’aderenza terapeutica dei pazienti, soprattutto dei giovani, di chi ha una vita attiva, viaggia, studia
o lavora in sedi diverse, ma l'irregolarita della terapia puo aumentare il rischio di danni d’organo e
complicanze. Alcuni pazienti hanno difficolta ad accettare la terapia endovenosa, per fobia

dell’ago o per scarso patrimonio venoso. (Hughes DA, ] Med Genet 2016).

La ricerca di nuove strategie terapeutiche per la cura delle malattie lisosomiali ha permesso lo
sviluppo di molecole attive per via orale, “chaperone farmacologici”, che riescono a “stabilizzare”
e migliorare la conformazione delle proteine enzimatiche, alterate in conseguenza di mutazioni
geniche. Le proteine mutate, infatti, possono non funzionare e determinare la m. di Fabry perché
non raggiungono il lisosoma, essendo instabili o non correttamente “ripiegate”. Migalastat®,
piccola molecola chaperone per via orale, permette all’enzima nativo, stabilizzandolo, di
funzionare e degradare gli sfingolipidi nel lisosoma di tutte le cellule del paziente: oggi &
disponibile per la terapia della m. di Fabry. Solo i portatori di specifiche mutazioni del DNA che
causano m. di Fabry possono essere trattati con Migalastat®. Per le piccole dimensioni, Migalastat®

penetra la barriera emato-encefalica e puo raggiungere il cervello e tutti i tessuti; inoltre non

genera anticorpi. Negli studi clinici controllati comparativi il farmaco ha dimostrato la sua efficacia
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sia rispetto al placebo che alla ERT e un ottimo profilo di efficacia, sicurezza e tollerabilita da parte
dei pazienti. | dati di trattamento con Migalastat®, negli studi clinici che includevano pazienti mai
trattati con ERT contro placebo (Studio FACETS, Germain DP, N Engl J Med. 2016; 37:6) o pazienti
passati da ERT a Migalastat® (Studio ATTRACT, Hughes DA, et al. ] Med Genet 2017 54:288-296)
hanno dimostrato il miglioramento della malattia renale e cardiaca, la riduzione dell’accumulo di
Gl-3, dei sintomi gastrointestinali e la riduzione cumulativa degli eventi cardiaci, renali e
cerebrovascolari. L’estensione a 4 anni degli studi ha confermato i dati di efficacia e sicurezza gia
rilevati dopo i primi 30 mesi di terapia (Mauer M, et al. ] Med Genet. 2017, presentations
WORLDSymposium San Diego, 8.2.2018). Migalastat® cloridrato, compresse 123 mg per via orale a
di alterni, e la prima terapia orale per la m. di Fabry; & indicato per il trattamento a lungo termine
degli adulti e degli adolescenti di eta superiore a 16 anni, con diagnosi accertata di m. di Fabry
(carenza di a-galattosidasi A) e caratterizzati da una mutazione suscettibile. Non & indicato in caso
di insufficienza renale moderato-severa con VGF <30ml/min; non sono disponibili dati per I’utilizzo
in eta pediatrica o in gravidanza. Non sono necessarie modifiche della posologia in caso di

insufficienza epatica o negli anziani. Non e indicato per |'utilizzo in concomitanza con ERT.

L’evento indesiderato pilt comune in corso di terapia e stata la cefalea, rilevata nel 10% dei
pazienti, senza mai comportare l'interruzione del trattamento. La terapia orale chaperonica con
Migalastat® & una ulteriore, efficace possibilita di terapia per i pazienti affetti da m. di Fabry

eligibili al trattamento.

La ricerca & sempre attiva e sono all’orizzonte altri nuovi farmaci per la terapia della m. di Fabry.

(Mohamed FE, et al. Front Pharmacol. 2017, Guérard N, et al. Orphanet J Rare Dis. 2017, Cohen 1J, et al.
Pediatr Endocrinol Rev. 2016 Citro V, et al. Int J Mol Sci. 2016).

13



14



15



