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@Resumen:

Composiciéon para promover la recuperacion cardiaca
tras un infarto de miocardio (IM).

La presente invencion ofrece una solucién a la falta
de compuestos capaces de evitar de manera eficiente
el deterioro del musculo cardiaco tras un IM, y de
mejorar el prondstico a largo plazo de pacientes que
han sufrido un IM. La presente invencién reivindica
compuestos capaces de inhibir la expresién del factor
de transcripcion Yy1 en células cardiacas, reduciendo
asi la expresion del gen ST2s y permitiendo la
activacion de la cadena de sefializacion
cardioprotectora IL33/ST2L. La presente invencién
también describe un método de cribado que permite
identificar compuestos capaces de mejorar el
prondstico a largo plazo de pacientes que han sufrido
un IM. Este método se basa en identificar los
compuestos capaces de inhibir la expresion de Yy1
y/o de activar la cadena de sefializacién
cardioprotectora IL33/ST2L en células cardiacas.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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DESCRIPCION

COMPOSICION PARA PROMOVER LA RECUPERACION CARDIACA TRAS UN INFARTO DE MIOCARDIO
IM).

Campo de la invencién

La presente invencion pertenece al campo de compuestos, y métodos para identificar compuestos,
capaces de mejorar la recuperacion cardiaca de pacientes que han sufrido un Infarto de Miocardio

(IM).

Antecedentes de la invencion v estado de la técnica

Las enfermedades cardiovasculares provocan mas muertes que cualquier otra condicion en Occidente,
y el IM es todavia un problema sanitario de primer rango. Lo provoca el bloqueo repentino del
suministro coronario de sangre, lo que lleva a la irreversible muerte de cardiomiocitos. A pesar de que
los niveles de supervivencia de los pacientes que han sufrido IM han aumentado en los Gltimos afios,
el prondstico a largo plazo alin es malo debido a los efectos estructurales y funcionales provocados
por la necrosis de los cardiomiocitos. Tras el IM, se ponen en marcha una serie de mecanismos de
reparacion local en el tejido infartado, fundamentalmente inflamacion y fibrosis, que conllevan un
riesgo de arritmia ventricular y de deterioro de la funciéon miocardica sistélica y diastdlica. Es por ello

que el IM conlleva un elevado riesgo de muerte y evolucion a la insuficiencia cardiaca.

El tratamiento de los pacientes que han sufrido un IM depende del tamaiio del infarto, pero a grandes

rasgos suele basarse en los siguientes tipos de farmacos:

- Acido acetilsalicilico, heparina, clopidogrel, prasugrel o ticagrelor para inhibir la agregacién

plaquetaria.

- Betabloqueantes para inhibir el efecto estimulante de la adrenalina en el corazén, regulando asi el

ritmo cardiaco, disminuyendo asi la necesidad de oxigeno por parte del muisculo cardiaco.
- Medicamentos reductores del colesterol (estatinas).

- Farmacos para bloquear los efectos nocivos de la angiotensina y la aldosterona (inhibidores ECA o
antagonistas de los receptores de la angiotensina ARA II, y antagonistas del receptor

mineralocorticoide de la aldosterona).

Estos tratamientos estan enfocados principalmente a evitar el riesgo de sufrir un nuevo infarto, y a
evitar la aparicion de complicaciones, arritmias ventriculares e insuficiencia cardiaca. Sin embargo,

tal y como se menciona mas arriba, hoy en dia el prondstico a largo plazo sigue siendo malo debido al
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deterioro progresivo de la funcién cardiaca. Por tanto, son necesarios nuevos tratamientos y nuevas
estrategias para identificar nuevos medicamentos y/o dosis de administracion mas eficaces y capaces

de evitar el deterioro del misculo cardiaco tras un infarto y asi prolongar la vida de estos pacientes.

La proteina Suppression of Tumorigenicity-2 (ST2) pertenece a la familia de receptores de la
interleucina 1 (IL1). Existe la isoforma transmembrana ST2-ligand (ST2L) y la isoforma soluble
ST2s. Recientemente, se ha identificado a la Interleucina 33 (IL33) como un ligando especifico de
ST2L. La interaccion de IL33 con ST2L activa una respuesta cardioprotectora. La isoforma ST2s
también puede unirse a IL33, pero la interaccion ST2s/IL33 provoca la inhibicion de la interaccion de
ST2L/IL33 (Pascual-Figal DA et al., Clinical relevance of ST2s in cardiac diseases. Clin Chem Lab
Med CCLM FESCC 2015; Kakkar R, Lee RT, The I1L-33/ST2 pathway: therapeutic target and novel
biomarker. Nat Rev Drug Discov. 2008). Estudios in vitro han demostrado que la expresion de ST2s
estd relacionada con hipertrofia cardiaca, fibrosis y disfuncién ventricular (Sanada S et al., IL-33 and
ST2 comprise a critical biomechanically induced and cardioprotective signaling system. J Clin Invest.
2007). También se ha propuesto que tanto IL33 como ST2s puedan ser posibles dianas en
tratamientos de la remodelacion adversa tras un IM (Sanchez Més, J. et al., Modulation of IL-33/ST2
system in postinfarction heart failure: correlation with cardiac remodelling markers, European

Journal of Clinical Investigation, 2014).

Los mecanismos de regulacion de la expresion de las dos isoformas de ST2 se desconocen. Por ahora
parece que s6lo se ha demostrado que estan reguladas por dos regiones promotoras diferentes que

contienen zonas consenso para varios factores de transcripcion.

El factor de transcripcion Yin Yang 1 (Yyl) es una proteina “zinc finger” multifuncional que
pertenece a la familia GLI-Kruppel de proteinas nucleares. Yyl puede iniciar, activar o reprimir la
transcripcion de genes dependiendo de su interaccion con otros factores. Se ha observado que esta
sobre-expresada en pacientes con hipertrofia cardiaca e insuficiencia cardiaca (Sucharov C.C. et al.,
Yin Yang 1 is increased in human heart failure and represses the activity of the human a-myosin
heavy chain promoter, The journal of biological chemistry, 2003; Mariner P.D., Yin yang 1 represses
a-myosin heavy chain gene expression in pathologic cardiac hypertrophy, Biochemical and
Biophysical Research Communications, 2004; Glenn D.J. et al., Endothelin-stimulated human b-type
natriuretic peptide gene expression is mediated by Yin yang 1 in association with histone deacetylase
2, Hypertension, 2009). Sin embargo, no hemos encontrado trabajos que indiquen una relacién entre

Yyl con infarto de miocardio o con la regulacion de ST2s.

En la presente invencion, los inventores muestran como Yy regula la transcripcion de ST2s y utilizan
¢éste descubrimiento para tratar los problemas cardiacos que surgen tras un IM. Proponen utilizar
compuestos que reducen la cantidad de proteina Yyl en células para asi reducir la expresion de ST2s

y asi mejorar la recuperacion de los pacientes que han sufrido un IM, evitando el deterioro progresivo
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del musculo cardiaco. Esta estrategia permite tratar, e identificar compuestos capaces de tratar, el

deterioro del corazon tras un IM.

Breve descripcion de la invencion

En la presente invencion, los inventores muestran como la inhibicién de Yy resulta en una inhibicion
de la expresion de ST2s. Dado que ST2s compite con ST2L para interaccionar con la IL33, la

inhibicion de ST2s se asocia con una activacion de la cascada cardioprotectora ST2L/IL33.

En efecto, tras un IM, se observa un incremento en la expresion de Yyl y de ST2s. Pero la inhibicién
de Yyl mediante siRNAs en células HOC2 expuestas a estrés biomecanico, resulta en una reduccion

de los niveles del ARNm codificante de ST2s y de la proteina ST2s.

Los inventores también muestran como la metformina, conocida por su capacidad terapéutica tras un
IM (Yin M et al., Metformin improves cardiac function in a nondiabetic rat model of post-MI heart
failure. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011; Bhamra GS et al., Metformin protects the ischemic
heart by the Akt-mediated inhibition of mitochondrial permeability transition pore opening. Basic Res
Cardiol. 2008; Calvert JW et al., Acute metformin therapy confers cardioprotection against
myocardial infarction via AMPK-eNOS-mediated signaling. Diabetes. 2008 Paiva M et al.,
Metformin prevents myocardial reperfusion injury by activating the adenosine receptor. J Cardiovasc
Pharmacol. 2009; Gundewar S. et al., Activation of AMP-activated protein kinase by metformin
improves left ventricular function and survival in heart failure. Circ Res. 2009) tiene un efecto
parecido a la inhibicion de Yyl mediante siRNAs en la cascada cardioprotectora IL33/ST2L. En
efecto, la metformina reduce los niveles de expresion Yyl y de ST2s. Sin embargo, en este caso el
efecto parece estar mediado, al menos en parte, por un aumento de los niveles de expresion de
HDAC4 y por una disminucion de los niveles de fosforilacion de HDAC4, resultando en un
incremento de HDAC4 en el nicleo de células cardiacas. Un aumento de los niveles de HDAC4 en el
nucleo se asocian con una inhibiciéon de la expresion de genes regulados por Yyl (Han S et al.;
Recruitment of histone deacetylase 4 by transcription factors represses interleukin-5 transcription.
Biochem J. 2006; Mathiyalagan P. et al.. Chromatin modifications remodel cardiac gene expression.
Cardiovasc Res. 2014).

En resumen, los inventores han desarrollado un nuevo método para tratar a pacientes que han sufrido
un IM, basado en la reduccion de la expresion de Yyl, que se traduce en una reduccion de la
expresion de ST2s tras un IM. Esta invencion también permite detectar compuestos con propiedades
cardioprotectoras. En efecto, compuestos con efectos similares a los descritos para la metformina en
la cascada IL.33/ST2L, preferiblemente que resultan en la inhibicion de la expresion de Yyl, son

potencialmente interesantes para el tratamiento de pacientes que han sufrido un IM.
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Breve descripcion de las figuras

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con unos ejemplos preferentes de
realizaciones précticas de la misma, se acompaiia como parte integrante de dicha descripcion, un

juego de figuras en donde con carécter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1: La figura 1 muestra como la metformina modula el sistema IL-33/ST2 en el infarto de
miocardio.

(A-C), niveles de expresion de moléculas de ARNm implicadas en la sefializacion 1L-33/ST2: IL-33,
ST2L y ST2s. Western-blot representativo de IL-33 (D) y niveles de proteina para ST2s (E) en tejido
infartado de rata y datos del andlisis densitométrico. Los datos se expresaron como veces el control.
**%p<0.001, **p<0.01 comparando con el grupo control. ##p<0,01 comparando con el grupo IM.
MET= metformina; IM= Infarto de miocardio; IL= Interleucina; ST2L= ST2 ligada; ST2s= ST2
soluble; GAPDH=gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Figura 2: La Figura 2 muestra como la metformina regula los niveles de ST2s a través de la
modulacion del factor de transcripcién Yyl.

(A) Analisis de la expresion de ARNm de Yyl por RT-PCR. (B) Western-blot representativo de la
proteina Yyl en nicleo y citoplasma de tejido infartado, y anédlisis densitométrico calculado como
ratio de Yyl nucleo/citosol. ***p<0,001 comparando con el grupo control. ##p<0,001 comparando

con IM. Yy1= factor de trasncripcién Yin-yang 1: Cit= citosol; otras abreviaturas como en la figura 1.

Figura 3: La Figura 3 muestra como la metformina regula la actividad del factor de
transcripcion Yyl a través de la modulacion del factor HDAC4.

(A) Niveles de ARNm para HDAC4. (B) Western-blot representativo de los niveles de proteina para
HDACH4 en tejido infartado de ratas y analisis densitométrico. (C) Western-blot representativo de la
proteina fosforilada Ser-632-HDAC4 en las fracciones nuclear y citosélica en tejido infartado y
analisis densitométrico calculado como ratio de Ser-632-HDAC4 nicleo/citosol. ***p<0,001
comparando con el grupo control. ##p<0,01; ###p<0,001 comparando con IM. HDAC4= histona

deacetilasa 4; Hist H3= proteina histona 3; otras abreviaturas como en figuras anteriores.

Figura 4: La figura 4 muestra que, bajo estrés biomecanico, la metformina previene del
incremento de ST2s inducido por Yyl.

(A-D), Analisis por RT-PCR de IL-33, ST2s, Yyl y HDAC4 usando un modelo de estrés
biomecanico. (E) Western-blot representativo de los niveles de ST2s en tejido infartado y analisis
densitométrico normalizado a niveles de GAPDH. (F) Western-blot representativo de la proteina

fosforilada Ser-632-HDAC4 citosolica en tejido infartado y analisis densitométrico calculado como
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ratio de Ser-632-HDAC4/GAPDH. ***p<0,001 comparando con el grupo control. ##p<0,01,
###p<0,001 comparando con IM. PMA= acetato de forbol miristato; A= lon6foro A23187; otras

abreviaturas como en figuras anteriores.

Figura 5: La figura 5 indica la eficacia inhibitoria de siYy1 y su efecto en la expresion de ST2s.

(A, B y D) Analisis por RT-PCR cuantitativa de los niveles de expresion de ARNm de Yyl, ST2s y
ST2L usando un modelo celular de estrés biomecédnico. (C) Western-blot representativo de niveles
proteicos de ST2s y analisis densitométrico. (E) Iméagenes de microscopia confocal para
caracterizacion de la expresion de Yyl (rojo) y y-tubulina (verde) por microscopia confocal en células
H9c2. Los nicleos en azul (DAPI). Escala de barra: 50 um. ***p<0,001 comparando con sham.
###p<0,001 comparando con IM. siYyl= ARN pequeiio de interferencia; src= scramble como control

negativo de silenciamiento mediante siRNA; otras abreviaturas como en figuras anteriores.

Figura 6: La figura 6 muestra como el efecto de cada Yyl siRNA por separado tiene el mismo
efecto que los 4 siRNAs en conjunto.

Las células H9¢2 fueron preincubadas con scramble siRNA (scr), una combinacién de cuatro siRNAs
para Yyl (siRNA Yyl _ atb+c+d) o con un sélo siRNA antes de la induccion de estrés biomecanico,
durante 6 horas. Los niveles de ARNm de Yyl (A) y sST2 (B) fueron analizadas mediante RT-PCR.

**%p<0,001 vs scr; ###p<0,001 vs estrés biomecanico.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

- En el contexto de la presente invencion, el término “expresion génica™ se refiere al proceso por el
cual los 4cidos nucleicos de un gen se utilizan para dirigir la transcripcion resultando en la sintesis de

proteinas. El proceso de expresion génica comprende 2 pasos principales:

1) La transcripcion: la produccion de ARN mensajero (ARNm) por una ARN polimerasa utilizando la
secuencia de ADN como molde. Esta etapa continfia con el procesado o maduracion de la resultante

molécula de ARNm.

2) La traduccién: el uso de ARNm para dirigir la sintesis de proteina. Después de esta segunda etapa

pueden producirse modificaciones post-traduccionales de la proteina.

Ademas, en algunos casos, la expresion génica conlleva la produccion de otras formas de ARN que no
se traducen en proteinas, como ARN de transferencia (ARNt), ARN ribosomales (ARNr), ARNs
largos no codificantes (ARNInc), o ARNs de interferencia (ARNi).
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- En el contexto de la presente invencion, “secuencia reguladora™ se refiere a un segmento de una
molécula de acidos nucleicos que es capaz de aumentar o reducir la expresion de genes especificos en
un organismo. Algunos ejemplos de secuencias reguladores serian promotores, potenciadores, sefiales

de poliadenilacion, sitios de corte y empalme etc.

- En el contexto de la presente invencion, “ARN de interferencia (ARNi)” se entiende como una
molécula de ARN que suprime la expresion de genes especificos mediante mecanismos conocidos
globalmente como ribointerferencia o interferencia por ARN. Los ARN interferentes son moléculas
pequeiias (de 20 a 25 nucléotidos) que se generan por fragmentacion de precursores mas largos. Se

pueden clasificar en tres grandes grupos de moléculas:

- ARN interferente pequefio (o siRNA del inglés small interfering RNA). Son moléculas de
ARN bicatenario perfectamente complementarias de aproximadamente 20 6 21 nucleétidos
(nt) con 2 nucledtidos desemparejados en cada extremo 3'. Cada hebra de ARN tiene un grupo
fosfato 5' y un grupo hidroxilo (-OH) 3'. Esta estructura proviene del procesamiento llevado a
cabo por Dicer, una enzima que corta moléculas largas de ARN bicatenario (dsRNA, double
stranded RNA) en varios siRNAs. Una de las hebras del siRNA (la hebra 'antisentido') se
ensambla en un complejo proteico denominado RISC (RNA-induced silencing complex), que
utiliza la hebra de siRNA como guia para identificar el ARN mensajero complementario. El
complejo RISC cataliza el corte del ARNm complementario en dos mitades, que son
degradadas por la maquinaria celular, bloqueando asi la expresion del gen. Los siRNA pueden
ser también introducidos de forma exdgena en las células utilizando métodos de transfeccion
basandose en la secuencia complementaria de un gen en particular, con la finalidad de reducir

significativamente su expresion.

- miARN (o miRNA del inglés micro-RNA o miRNA) son pequefios ARNSs interferentes que
se generan a partir de precursores especificos codificados en el genoma, que al transcribirse se
pliegan en horquillas (hairpins) intramoleculares que contienen segmentos de
complementariedad imperfecta. El procesamiento de los precursores ocurre generalmente en
dos etapas, catalizado por dos enzimas, Drosha en el nicleo y Dicer en el citoplasma. Una de
las hebras del miRNA (la hebra "antisentido’), como ocurre con los siRNA, se incorpora a un
complejo similar al RISC (del inglés RNA-induced silencing complex). Dependiendo del
grado de complementariedad del miRNA con el ARNm, los miRNAs pueden bien inhibir la
traduccion del ARNm o bien inducir su degradacion. Sin embargo, a diferencia con la via de
los siRNA, la degradacion de ARNm mediada por miRNA se inicia con la eliminacién

enzimatica de la cola de poli(A) del ARNm.
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- ARNs asociados a Piwi (piARNs): se generan a partir de precursores largos monocatenarios,
en un proceso que es independiente de Drosha y de Dicer. Estos ARN pequefios se asocian

con una subfamilia de las proteinas 'Argonauta’ denominada proteinas Piwi.

- En el contexto de la presente invencion, el término “oligonucledtido antisentido de ARN™ se refiere
a una cadena simple de ARN que es complementaria a una secuencia especifica. Esta secuencia de
ARN antisentido hibrida con un determinado ARNm inhibiendo asi su traduccion, ya que la
traduccion del ARNm requiere una cadena simple de ARN. De este modo, el oligonucledtido
antisentido de ARN inhibe la sintesis de una proteina determinada. Por otro lado, la ARNasa H
degrada complejos de ARN-ADN, de modo que la hibridacion del oligonucledtido antisentido de
ARN a una secuencia especifica de ADN también provocara la degradacion de dicha secuencia de
ADN.

- En el contexto de la presente invencion, el término “plasmido™ se entiende como la molécula de
ADN extracromosomico circular que se replica y se transmite independientemente del ADN
cromosomico. Los plasmidos estan presentes normalmente en bacterias, y en algunas ocasiones en
organismos eucariotas como las levaduras. Los plasmidos se utilizan como vectores de clonacion en
ingenieria genética por su capacidad de reproducirse de manera independiente del ADN cromosomal
asi como también porque es relativamente facil manipularlos e insertar nuevas secuencias genéticas en
ellos. Suelen incluir secuencias reguladoras, como promotores que se utilizan para sintetizar el ARN

de interés, que en la mayoria de los casos se acaba traduciendo en una proteina determinada.

- En el contexto de la presente invencion, el término “vector”™ se refiere a un pequefio fragmento de
ADN, obtenido de un virus, de un plasmido, o de una célula de un organismo superior en el que se
pueden insertar fragmentos genéticos heter6logos y que se usan habitualmente para transportar de
manera artificial este material genético heterélogo a otra célula, donde puede replicarse, expresarse
y/o insertarse en el genoma de la célula huésped. En general, el vector mismo es una secuencia de
ADN que consiste en un transgen y en una secuencia mas larga que sirve de “esqueleto”™ del vector.
Puede ser de simple o de doble cadena. Opcionalmente, puede estar formado, o comprender, acidos

nucleicos modificados, como por ejemplo metilfosfato o cadenas principales de fosforotioato.

- En el contexto de la presente invencion, el término “célula cardiaca™ se refiere a una célula que
forma parte del corazon. Entre las diferentes células cardiacas se encuentran principalmente
cardiomiocitos, pero también otras como por ejemplo fibroblastos o células endoteliales del corazén.
En el contexto de la presente invencion, el término “cardiomiocito” se refiere a una célula del

miocardio o musculo cardiaco capaz de contraerse de forma espontanea e individual.

- En el contexto de la presente invencion, el término "aumento" o "aumentar" se refiere a aumentos

por encima de un nivel de referencia o control. Por ejemplo, los niveles de referencia o control son los
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que se observan antes de, o en ausencia de, la adicion de un compuesto activador o de la accion
activadora. El aumento se podra evaluar por una persona experta de en la técnica especifica, pero en
los aspectos y realizaciones descritas en esta invencion, se refiere a aumentos de al menos un 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38,39,40,41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65 , 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92,93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100%, o del.5, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30,

35,40, 45, 50, o mas veces respecto del niveles control.

- En el contexto de la presente invencion, el término "reduccién”, "reducir”, “inhibir” o “inhibicién™
se refiere a reducciones por debajo de un nivel de referencia o control. Por ejemplo, los niveles de
referencia o control son los que se observan antes de, o en ausencia de, la adicion de un compuesto
inhibidor. La disminucién se podra evaluar por una persona experta en la técnica, pero en los aspectos
y realizaciones descritas en esta invencion, se refiere a disminuciones de al menos un 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40,41,42, 43,44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65 , 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96,97, 98, 99, 0 100%, o de 1.5, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35,40,

45, 50, o mas veces respecto del niveles control.

- En el contexto de la presente invencion, el término “polinucledtido™ se refiere a una secuencia de
varios nucledtidos, formado por al menos en torno a 20 nucledtidos. Puede estar formada
desoxirribonucledtidos o por ribonucledtidos y constituir por tanto moléculas de ADN o de ARN. En
la presente invencion también pueden estar formados por nucledtidos sintéticos o modificados.
Pueden incluir por ejemplo cadenas principales de fosforotioato, o la adicién de acridina. Para los
fines de la presente invencion, se debe entender que los polinucledtidos descritos en este documento

pueden ser modificados por cualquier método disponible en la técnica.

- En el contexto de la presente invencion, el término “método de cribado™ se entiende como un
método que permite seleccionar compuestos capaces de promover un cambio determinado medible
por métodos in vitro conocidos en la técnica, en una muestra bioldgica o en un animal modelo no
humano a los que se les ha administrado dicho compuesto, en comparaciéon con una muestra
biolégica o animal modelo no humano similares y comparables, a los que no se les ha administrado el
compuesto. Dicho método de cribado también puede incluir una fase adicional de aislamiento del

compuesto seleccionado o de los compuestos seleccionados.

- En el contexto de la presente invencion, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se

refiere al compuesto que se mezcla de alguna manera con ingredientes activos para estabilizarlos y
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solubilizarlos y administrarlos a animales vivos, incluyendo los seres humanos. Esto incluye
cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcion, y similares, compatibles con la
administracion farmacéutica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea

incompatible con el compuesto activo, tal uso en las composiciones esta contemplado.

Los inventores identifican una nueva estrategia para promover la recuperacion tras un IM. Esta
estrategia se basa en reducir los niveles de expresion del factor de transcripcion Yyl, que resultara en
una reduccion de la expresion de la proteina ST2s. La interaccion entre la isoforma ST2L y la IL33
activa una cascada de reacciones que promueve la recuperacion cardiaca tras un IM (Sanchez Mas, J.
et al.,, Modulation of IL-33/ST2 system in postinfarction heart failure: correlation with cardiac
remodelling markers, European Journal of Clinical Investigation, 2014). Dado que ST2s compite con
ST2L para interaccionar con la IL33, la inhibicion de ST2s se asocia con un efecto positivo en la

activacion de la cascada mediada por la interaccion IL33/ST2L.

Un primer aspecto de la presente invencion, se refiere al uso de una composicion que comprende un
compuesto capaz de reducir la expresion del gen Yin yang 1(Yyl), en células cardiacas,
preferiblemente en células cardiacas que han sufrido un estrés biomecanico idéntico o similar al de un
infarto de miocardio (IM), de un sujeto humano o animal con respecto a la expresion observada en

ausencia del compuesto en dichas células, seleccionado de la lista que consiste en:
- ARN de interferencia (ARNi) del gen Yy,
- un oligonucledtido antisentido de ARN correspondiente al gén Yyl,

- una secuencia de 4cidos nucleicos que se introduce en el gen o secuencias reguladores del gen Yyl

inhibiendo su expresion;

para elaborar un medicamento que inhibe la expresién del gen que codifica la proteina soluble
suppression of tumorigenicity-2 (ST2s) para promover la recuperacion cardiaca tras un infarto de

miocardio (IM).

Como se acaba de indicar, la inhibicion de la expresion génica de Yyl se puede conseguir utilizando
ARN de interferencia (ARNi). Este ARNi comprende una secuencia tinica y complementaria al ARN
mensajero (ARNm) del gen Yyl para inhibir la traduccion de dicho ARNm. Alternativamente, se
puede utilizar un oligonucleétido antisentido de ARN formado por una secuencia tinica del gen Yyl
complementaria al ARNm Yy1 que puede unirse a dicho ARNm y también inhibir su traduccion. Esta
metodologia es conocida en la técnica. Estas construcciones de ARN deben ser capaces de hibridar

con una secuencia del ARNm diana Yyl de manera selectiva y especifica, de modo que son idénticas
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a una secuencia complementaria del ARNm Yyl en al menos un 90% de sus nucleétidos, 92%, 94%,
96%, 98%, 99% o un 99.5 %. La secuencia de ARNm Yy es idéntica a la secuencia SEQIlde Yyl1 del
genoma humano (o a la secuencia homéloga codificante de una proteina con funciones homélogas en
otros genomas animales) en al menos un 90% de sus nucleétidos, 92%, 94%. 96%. 98%, 99% o un
99.5 %. Alternativamente, se pueden introducir secuencias de nucledtidos en el genoma de la célula
de interés en el gen o secuencias reguladoras del genYy! para inhibir su expresion. Los métodos para
introducir estas secuencias en el genoma de la célula son conocidos en la técnica. Por ejemplo, se

puede utilizar la técnica de CRISPR-Cas.

Para introducir moléculas de ARN descritas justo arriba en las células diana, se pueden utilizar
diferentes estrategias. Por ejemplo, se puede simplemente inyectar los siRNAs u oligonucledtidos
antisentido en el entorno de las células para que éstos entren en contacto con las células. El medio en
el que se encuentran estos ARNs puede ser cualquier vehiculo farmacéutico compatible con la
estabilidad de los ARNs y compatible con las células y, en caso de administracion a un sujeto, con la
salud fisica del sujeto. Este vehiculo es conocido en la técnica, como por ejemplo una solucion salina.
También se pueden utilizar nanoparticulas biodegradables, como liposomas. Los liposomas son
vesiculas formadas por lipidos que contienen en su interior moléculas de interés (en este caso los
siRNAs u oligonucledtidos antisentido) y que pueden fusionarse con una membrana celular y liberar
su contenido en dicha célula. Para aumentar la especificidad de las células en que se libera el
contenido de los liposomas, se pueden anadir proteinas que mejoren la direccion a célula, como

marcadores especificos de las células diana. También se pueden electroporar las células.

Otra opcion es introducir en las células la secuencia de ADN correspondiente a la molécula de ARN, ,
como las descritas anteriormente. Esta secuencia de ADN se podra transcribir en las células diana.
Para ello, se pueden utilizar vectores o plasmidos capaces de introducirse en las células diana. Para
introducirse en dichas células se pueden utilizar varias estrategias, que son conocidas en la técnica. Al
igual que para introducir el ARN, se pueden utilizar liposomas, también se puede utilizar métodos
basados en la electroporacion o biobalistica. Alternativamente se pueden utilizar vectores virales,
como por ejemplo adenovirus, virus adenoasociados, virus herpes, virus vaccinia, virus de la polio,
virus del SIDA, virus tréfico neuronal, Sindbis y otros virus de ARN, incluyendo entre estos, virus
con la estructura del VIH. También se prefieren las familias virales que comparten las propiedades de
estos virus que los hacen adecuados para su uso como vectores. Los retrovirus son virus de la
leucemia murina de Maloney, MMLYV, y retrovirus que expresan las propiedades deseables de MMLV
como un vector. Los vectores retrovirales son capaces de llevar una carga util genética mas grande
que otros vectores virales, es decir, un gen y/o transgen marcador, y por esta razén son un vector
comunmente usado. Sin embargo, no son tan fqtiles en células no proliferativas. Los vectores de
adenovirus son relativamente estables y faciles de utilizar, y pueden ser transfectados en células que

no se dividen. Los vectores virales de la viruela son grandes y tienen varios sitios para la insercion de
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genes, son termoestables y pueden almacenarse a temperatura ambiente. Los lentivirus son capaces de
infectar a todo tipo de células, tanto quiescentes como en division, permiten insertos de tamafio medio
y se integran en el genoma de la célula huésped, dando lugar a una expresion a largo plazo. Una
realizacion preferida es un vector viral que ha sido disefiado con el fin de suprimir la respuesta

inmunitaria del organismo huésped, provocados por los antigenos virales.

Por tanto, otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al uso del primer
aspecto de la invencion, donde dicho compuesto esta comprendido en un vector o plasmido capaz de
transportar o suministrar dicho compuesto a las células cardiacas. Preferiblemente, dicho vector es un
vector viral. Mas preferiblemente, dicho vector viral esta seleccionado de la lista que consiste en

vectores adenovirales, lentivirales, retrovirales y adenoasociados.

Una vez dentro de las células, la transcripcion de las secuencias de acidos nucleicos que codifican los
ARNSs de interés capaces de silenciar la expresion del gen Yyl se producird dentro de las células
diana, bajo el control de unos promotores pre-determinados y presentes en los vectores o plasmidos
utilizados. En otra realizacion preferida de la invencion, la secuencia de acidos nucleicos que codifica
a los ARNSs de interés capaces de silenciar la expresion del gen Yyl se inserta en el genoma de la

célula cardiaca en la que se ha introducido.

Para cualquiera de las realizaciones preferidas descritas hasta ahora, se puede incluir en los
polinucleétidos de la invencion nucledtidos sintéticos modificados. Un nimero de tipos diferentes de
modificacién de polinucledtidos son conocidos en la técnica. Estos incluyen por ejemplo cadenas

principales de fosforotioato, o la adicion de acridina.

El uso de la composicion segin cualquiera de las realizaciones preferidas descritas hasta ahora esta
dirigido a reducir el tamaiio del infarto de miocardio y/o previene el remodelado cardiaco adverso tras

un IM.

Los compuestos se pueden administrar localmente en las células de interés, los cardiomiocitos, o bien
de formar parenteral, intravenosa, o intramuscular. También se puede administrar oralmente, siempre
y cuando, cualquiera de estas formas de administracion permita transportar y suministrar el
compuesto descrito en cualquiera de las realizaciones anteriores a las células cardiacas de interés. Por
tanto, en una realizacién particular del primer aspecto de la invencion, la composicion se administra
de manera local en las células del corazén. En otra realizacion de la invencion, la composicion se

administra de manera intravenosa.

La composicion utilizada en cualquiera de las realizaciones anteriores ademas puede comprender un
vehiculo farmacéutico aceptable y opcionalmente un principio activo adicional. En este sentido, el

compuesto se puede administrar in vivo junto con un vehiculo farmacéutico aceptable. El vehiculo,
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naturalmente, se selecciona para minimizar cualquier degradacion del ingrediente activo (o de los
ingredientes activos, en caso de contener un principio activo adicional) y para minimizar cualquier
efecto secundario adverso en el sujeto, como es bien conocido para un experto en la técnica y tal y
como esta indicado en las definiciones. Por tanto, en una realizacion de la invencion se refiere al uso
segiin cualquiera de las realizaciones anteriores donde dicha composicion ademas comprende un
vehiculo farmacéutico aceptable y opcionalmente un principio activo adicional. Un segundo aspecto
de la invencion se refiere a un método de cribado para identificar compuestos capaces de reducir la

expresion del gen que codifica la proteina ST2s que comprende:
a) Obtener una libreria de compuestos.

b) Determinar si una administracion a células cardiacas, preferiblemente sometidas a un estrés similar
o idéntico al que produce un IM, de uno o mas de los compuestos del paso a) resulta en una
reduccion de los niveles intracelulares del factor de transcripcion Yyl y/o de la expresion del gen que
codifica el factor de transcripcion Yyl respecto de las células cardiacas, preferiblemente sometidas a
un estrés biomecéanico similar o idéntico al que produce un IM, a las que no se les administra/n

dicho/s compuesto/s.
¢) Seleccionar aquellos compuestos que promueven la reduccion descrita en el paso b).

Dicho método de cribado se puede realizar con muestras bioldgicas in vitro, o con animales modelo

no humanos.

En el ejemplo 3, se observa como un incremento en la expresion del factor de transcripcion Yyl se
relaciona con un aumento en la expresion de ST2s y coémo el silenciamiento de Yyl con ARNs de
interferencia pequefios (siRNAs) se traduce en una reduccion de la expresion de ST2s. Por tanto, es
esperable que compuestos capaces de inhibir la expresion de Yyl, de manera similar a los siRNAs,
también acaben inhibiendo la expresion de ST2s. Como se ha comentado mas arriba, la alta expresion
de ST2s se traduce en una inhibicién de la interaccion entre L33 y ST2L, inhibiendo asi la cascada
cardio-protectora IL33/ST2L y sus efectos beneficiosos en la recuperacion tras un infarto de
miocardio. Por tanto, los compuestos capaces de reducir la expresién de Yyl, y en consecuencia de
ST2s, parecen desencadenar mecanismos moleculares capaces de promover la recuperacion cardiaca
tras un IM. Por ello, éstos compuestos son seleccionados en el paso ¢) del método de cribado descrito
mas arriba. Para medir el efecto que tiene un compuesto en la expresion de Yyl, se cultivan células
que expresan el factor de transcripcion Yyl, preferiblemente células cardiacas que comprenden
cardiomiocitos, que ain mas preferiblemente han sufrido un estrés biomecanico idéntico o similar al
de un infarto de miocardio (MI)y se les administra el compuesto. El estrés biomecanico es conocido

en la técnica y preferiblemente consiste en el que se describe en Neshati Z et al. (Neshati Z et al.,
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Development of a new model of cardiac hypertrophy with pro-arrhythmic features to study the role of

hypertrophy in arrhythmogenesis. Eur Heart J. 2013).

Alternativamente, para medir el efecto que tiene un compuesto en la expresion de Yy, se administra
el compuesto a animales modelo no humanos, preferiblemente mamiferos no humano, y mas
preferiblemente, cuyas células cardiacas han sufrido un estrés similar o idéntico al de un IM, y se
mide el nivel de expresion de Yyl en las células cardiacas de interés, preferiblemente en
cardiomiocitos. La via de administracion tanto en células en cultivo como a animales modelo,
dependera del tipo de compuesto. En caso de tratarse de ARNs de interferencia o de oligonucleétidos
antisentido, se pueden encontrar en las mismas formas que se han descrito en el primer aspecto de la
invencion, e introducirlos en las células cardiacas tal y como se describe en el primer aspecto de la
invencién. En caso de tratarse de otro tipo de moléculas (como la metformina), se podra adaptar el
método de administracion al descrito en la técnica. Para comprobar si el compuesto promueve una
disminucién de los niveles de proteina Yyl, en células en cultivo o en células cardiacas de animales
modelo descritas anteriormente, se mediran estos niveles en las células cardiacas a las que se ha
administrado el compuesto (o de animales modelo a los que se les ha administrado el compuesto) y en
células cardiacas a las que no se les ha administrado el compuesto (o de animales a los que no se les
ha administrado el compuesto). En caso de que haya un menor nivel relativo de Yyl en las células
cardiacas que si han recibido el compuesto (o de animales a los que si se les ha administrado el
compuesto), se concluird que el compuesto promueve una reduccion de los niveles intracelulares del
factor de transcripcion Yyl. Esta reduccion se evaluara por una persona experta en la técnica, y se
entiende que para considerarse una disminucion debe ser como la descrita en las definiciones mas
arriba. Para medir los niveles de proteina Yyl intracelular, se podran utilizar diferentes métodos
conocidos en la técnica, comparando una muestra control (células cardiacas a las que no se les ha
administrado el compuesto o de animales a los que no se les ha administrado el compuesto) con la
muestra celular a la que se le ha administrado el compuesto (0 de animales a los que se les ha
administrado el compuesto). A modo de ejemplo se podra utilizar la técnica de western blot,
immunohistoquimica, o la técnica de “fluorescence-activated cell sorting™ (FACS). Otro indicativo, o
confirmacién, de que hay una reduccion en los niveles de proteina Yy1 intracelular es que se produzca
una reduccion en los niveles de expresion génica. Esta reduccion se evaluara por una persona experta
en la técnica, Se entiende por reduccion lo mismo que se ha indicado para el caso en que se miden los
niveles de proteina y como se ha indicado en las definiciones. Para medir la expresion génica, se
podran utilizar cualquiera de las metodologias conocidas en la técnica, como por ejemplo la “Real
Time - Polymerase Chain reaction” (RT-PCR), la “Real Time — Quantitative Polymerase Chain

reaction” (RT-QPCR) o “micro-arrays”.

En los ejemplos 2, 3 y 4, se observa una correlacion entre la expresion de HDAC4, su fosforilacion, la

expresion de Yyl y la expresion de ST2s. Mas especificamente, se observa como tras inducir un IM o
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un estrés biomecanico a células cardiacas H9C2, la fosforilacion de HDAC4 aumenta. Al administrar
metformina, se produce un aumento en la expresion del HDAC4, y una disminucién de su nivel de
fosforilacion (fig 3, 4). Las Figuras 2 y 4 muestran como la metformina reduce los niveles de Yyl y
de ST2s que habian aumentado a raiz de un IM o de un estrés biomecanico en células H9C2.
Teniendo en cuenta que Yyl activa la transcripcion de ST2s tras un IM o estrés biomecanico, los
resultados sugieren que HDAC4, que es capaz de interaccionar con Yyl (Han S et al., recruitment of
histone deacetylase 4 by transcription factors represses interleukin-5 transcription. Biochem .J.
200615; Mathiyalagan P. et al., Chromatin modifications remodel cardiac gene expression.
Cardiovasc Res. 2014), impide que Yyl active la transcripcion de ST2s. La fosforilacion de HDAC4
impide su importacion al nicleo celular (Backs J et al., CaM kinase Il selectively signals to histone
deacetylase 4 during cardiomyocyte hypertrophy. J Clin Invest. 2006; Walkinshaw DR et al., The
tumor suppressor kinase LKB1 activates the downstream kinases SIK2 and SIK3 to stimulate nuclear
export of class Ila histone deacetylases. J Biol Chem. 2013; Wang X. et al., YY1 restrained cell
senescence through repressing the transcription of p16. Biochim Biophys Acta BBA - Mol Cell Res.
2008), por lo que su defosforilacion favorece su importacion al nicleo, donde puede interaccionar con
Yyl traduciendose en la represién de la transcripcion de ST2s. En resumen, un compuesto que
promueve un aumento en la expresion de HDAC4, y/o reduce su fosforilacién, también resulta en una
reduccion de la expresion de ST2s por la inhibicion de la actividad de Yyl. Por tanto, en una
realizacion preferida de la invencion, en el método de cribado descrito en el segundo aspecto de la
invencion, también se incluye, en el paso b) determinar si la administracion de dicho/s compuesto/s en
comparacion con células cardiacas, preferiblemente sometidas a un estrés biomecanico similar o

idéntico al que produce un IM, a las que no se les administra/n resulta en:

- un aumento de los niveles de la proteina histona desacetilasa 4 (HDAC4) o de la expresion del gen

que codifica la proteina HDAC4 y/o
- una disminucién de los niveles de fosforilacion de la proteina HDAC4 y/o
- un aumento en la cantidad de proteina Yy| que estd unida a HDAC4 y/o

- un aumento de la expresion de la Interleucina 33 (IL33) o de la expresion del gen que codifica la

proteina IL33, y/o
- una disminucién de los niveles de ST2s o de la expresion del gen que codifica la proteina ST2s, y
¢) seleccionar aquellos compuestos que producen uno o varios de los efectos descritos en b).

Los métodos para determinar el aumento o disminucion de los niveles de proteina, o de expresion
génica de las diferentes proteinas mencionadas en esta realizacion preferida de la invencion, se

realizaran de manera similar a la descrita anteriormente en el segundo aspecto de la invencién. En
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cuanto a la medicion de los niveles de fosforilacion de HDAC4, de nuevo se utilizardn los métodos
conocidos en la técnica, como por ejemplo el western blot, la immunohistoquimica o el uso de FACS.
Para comparar la cantidad de proteina Yyl unida a HDAC4 en presencia y ausencia del compuesto, se
podran utilizar metodologias conocidas en la técnica, como por ejemplo la immunoprecipitacion de

Yyl y seguida por un western blot para detectar proteina HDAC4 unida a Yyl1.

Para evaluar o confirmar el efecto terapéutico de los compuestos que producen los cambios descritos
en las reivindicaciones anteriores, el compuesto se administra a animales modelo de infarto de
miocardio, y se evalla el tamafo del infarto tal y como se observa por ejemplo en la Figura 6b de
trabajo de Yin M et al., Metformin improves cardiac function in a nondiabetic rat model of post-MI
heart failure. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011. La evaluacion del tamaifio del infarto se puede
hacer utilizando la metodologia conocida en la técnica, como la resonancia magnética o especialmente
al utilizar animales modelo por cirugia. Los animales modelo podran ser animales modelo de
laboratorio, preferiblemente, ratas, ratones o cerdos, a los que se les realiza un ligamiento de la arteria
coronaria descendiente. Por tanto, un tercer aspecto de la invencion consiste en un método donde
ademas de los pasos descritos en cualquiera de las realizaciones del segundo aspecto de la invencion,
se incluye un paso d) en el que se evalia en animales modelo de infarto de miocardio no humanos,
preferiblemente en mamiferos no humanos, si la administracion del/de los compuesto/s evaluado/s en

los pasos a) y b), o seleccionado/s en el paso ¢), reducen el tamaiio del infarto de miocardio.

El método de cribado también se puede realizar para determinar los rangos de administraciéon mas
adecuados para conseguir la mayor eficacia del compuesto terapéutico. Por tanto, en otra realizacion
de la invencion, se determina un rango de cantidad del/de los compuesto/s administrado/s que provoca
con mayor intensidad los efectos descritos en cualquiera de las reivindicaciones de los aspectos 2 y 3,
preferiblemente el efecto descrito en el segundo aspecto de la invencion que se refiere a los niveles

del factor de transcripcion Yy, en muestras biologicas in vitro, o en animales modelo no humanos.

En cualquier caso, los intervalos de dosificacion para la administracién de las composiciones son
aquellos lo suficientemente grandes como para producir el deseado efecto de recuperacion cardiaca
tras un IM. La dosificacion no debe ser tan grande como para causar efectos secundarios adversos,
tales como reacciones cruzadas no deseadas, reacciones anafilacticas, o similares. Generalmente, la
dosificacion variara con la edad, la agresividad del IM, la via de administracion, o si se estian
administrando otros farmacos adicionales. La dosis puede variar, y puede ser administrada en una o
mas administraciones, pueden ser dosis diarias, durante uno o varios dias. Se pueden encontrar
orientaciones en la bibliografia para las dosificaciones apropiadas para las clases dadas de productos

farmacéuticos.

16



10

15

20

25

30

35

ES 2637032 Bl

La composicion que comprende el compuesto de cualquiera de las realizaciones anteriores del
segundo y tercer aspecto de la invencion puede estar formado por el compuesto que se esta testando
en el método de cribado, y un vehiculo farmacéutico aceptable. En este sentido, la composicion
farmacéutica resultante se puede administrar in vive a un animal modelo no humano. El vehiculo,
naturalmente, se selecciona para minimizar cualquier degradacién del ingrediente activo y para
minimizar cualquier efecto secundario adverso en el sujeto, como es bien conocido para un experto en
la técnica y tal y como esta indicado en las definiciones. . La proporcién de compuesto y de vehiculo
farmacéutico adecuadas se podra determinar haciendo uso del mismo método de cribado descrito
anteriormente. Por tanto, en una realizacién particular de la invencion, se determina un rango de
cantidad de compuesto testado por el método de cribado y de vehiculo que provoca con mayor
intensidad cualquiera de los efectos de los aspectos 2 y 3 de la invencién, preferiblemente el efecto
descrito en el segundo aspecto de la invencion que se refiere a los niveles del factor de transcripcion
Yyl. En otra realizacion preferida de la invencion, se determina el modo de administracion del
compuesto que provoca con mayor intensidad cualquiera de los efectos de los aspectos 2 y 3 de la
invencion en animales modelo no humanos, preferiblemente el efecto descrito en el segundo aspecto
de la invencion que se refiere a los niveles del factor de transcripcion Yyl. En una realizacion
preferida, en el método de cualquiera de las realizaciones del segundo y tercer aspecto de la
invencion, la libreria de compuestos estd formada por biguanidas. Dado que la metformina es un
compuesto bien conocido por su capacidad para tratar la recuperacion tras un IM (Yin M et al.,
Metformin improves cardiac function in a nondiabetic rat model of post-MI heart failure. Am J
Physiol Heart Circ Physiol. 2011; Bhamra GS et al., Metformin protects the ischemic heart by the
Akt-mediated inhibition of mitochondrial permeability transition pore opening. Basic Res Cardiol.
2008; Calvert JW et al., Acute metformin therapy confers cardioprotection against myocardial
infarction via AMPK-eNOS-mediated signaling. Diabetes. 2008 Paiva M et al., Metformin prevents
myocardial reperfusion injury by activating the adenosine receptor. J Cardiovasc Pharmacol. 2009;
Gundewar S. et al., Activation of AMP-activated protein kinase by metformin improves left
ventricular function and survival in heart failure. Circ Res. 2009)) y que como se ve en los ejemplos 1
a4, reduce la expresion y los niveles de proteina Yy1, aumenta los de HDAC4, reduce la fosforilacion
de HDAC4 y reduce a expresion de ST2s y, por tltimo, reduce el tamaiio del infarto de miocardio
(Yin M et al., Metformin improves cardiac function in a nondiabetic rat model of post-MI heart
failure. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011), este compuesto se puede utilizar como compuesto de
referencia, 0 como control positivo, en los métodos de cribado descritos en el segundo y tercer
aspecto de la invencion. Por tanto, en otra realizacion particular de la invencion, en el método de
cualquiera de las realizaciones del segundo y tercer aspecto de la invencion, la metformina se utiliza

como control positivo.
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Un cuarto aspecto de la invencion hace referencia a un producto que contenga la informacion de los
resultados obtenidos por el método de cribado descrito en cualquiera de las realizaciones anteriores.

Un quinto aspecto de la invencion hace referencia a un método de obtencién de uno o més
compuestos que comprende la identificacion del/de los compuesto/s segin cualquiera de las

realizaciones del segundo y tercer aspecto de la invencion y su aislamiento y/o purificacion.

Descripeion de un modo de realizacion preferente de la invencion

Materiales v métodos

A. Modelo animal.
Animales

Se usaron ratas Wistar macho adultas (con un peso entre 220-250 g, y con 6-8 semanas de edad).
Todos los protocolos fueron aprobados por el comité de ética de la Universidad (A13150105). Los
animales fueron mantenidos en condiciones estandar de laboratorio, en unas instalaciones libres de
patégenos y bajo estricta vigilancia veterinaria. Mantenidos en habitaciones controladas con ciclos de

luz/oscuridad de 12h, los animales recibieron dieta comercial de ratas y agua ad libitum.

Induccion del IM experimental en ratas.

El IM agudo fue inducido mediante ligacion permanente de la arteria coronaria anterior descendente
izquierda (LAD). Para demostrar la elevacion del ST y, por tanto, confirmar el éxito de la cirugia, se
utilizé la electrocardiografia. El grupo control fue sometido al mismo procedimiento que los otros

grupos excepto a la ligadura de la LAD.
Grupos experimentales y diseiio.
Los animales fueron divididos en tres grupos:

- Ratas operadas sin LAD (grupo sham, n=10) y con placebo (0.9% NaCl en gelatina).

- Ratas operadas sin LAD (grupo sham + MET, n=10) y tratamiento con metformina: 250
mg/kg de dosis oral diaria, administrada en gelatina.

- Ratas operadas con LAD y con placebo (grupo MI, n=15).

- Ratas operadas con LAD y tratamiento con metformina: 250 mg/kg de dosis oral diaria,

administrada en gelatina (grupo IM+MET, n=20).

La administracion de metformina comenzoé tres dias antes de la induccién del IM y se mantuvo hasta

el sacrificio, el cual se realizo entre 1 y 4 semanas después de la induccion de IM. La dosis de
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metformina se fue ajustando semanalmente de acuerdo al peso corporal de cada animal. La

metformina usada se adquirié de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO).

El dia del sacrificio, el area infartada del ventriculo izquierdo (VI) fue cuidadosamente extraida y
procesada para su analisis. Las variables de la funcién del VI fueron valoradas usando una ecografia
transtordcica. En el momento del sacrificio se cuantificé la concentracion de metformina en plasma

con HPLC (High-performance liquid chromatography).

Extraccion de ARN y RT-PCR cuantitativa.

Tejido fresco procedente del VI fue lavado usando PBS en frio y triturado en baiio de hielo de forma
manual usando un bisturi. El aislamiento del ARN y la RT-PCR cuantitativa se llevaron a cabo
siguiendo los protocolos usados anteriormente por el grupo (Lax A et al., Mineralocorticoid Receptor
Antagonists Modulate Galectin-3 and Interleukin-33/ST2 Signaling in Left Ventricular Syétolic
Dysfunction After Acute Myocardial Infarction. JACC Heart Fail. 2015), sin ninguna modificacion

significativa.
Fraccion proteica y Western blotting.

Aproximadamente 30 mg de miocardio infartado fueron homogeneizados por sonicacion y
centrifugados a 20.000 xg durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante fue alicuotado y congelado a -80°C.
Las fracciones citosolica y nuclear fueron separadas usando el método descrito por Dimauro 1. et al.
(Dimauro 1, et al., A simple protocol for the subcellular fractionation of skeletal muscle cells and
tissue. BMC Res Notes. 2012). La concentracion proteica fue determinada por el método del acido
bicinconinico (Smith PK, et al., Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal Biochem.

1985). El Western blotting se realiz6 con un sistema de electroforesis con SDS-PAGE.

Las bandas inmunoreactivas se detectaron usando ECL y mediante el uso del sistema ChemiDocTM
XRS+ con el software de imagen de BioRad Laboratories Inc. (Berckley, CA). Un andlisis cuantitativo

se realizé con el programa Gel-Pro Analyzer 3.1 de Sigma.

B. Modelo celular.
Modelo de estrés biomecanico.

Células H9c2 fueron mantenidas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con 2 mM de glutamina y 10% FBS. Para la realizacion de los ensayos, las células

fueron privadas de suero durante 24 h. El estrés biomecanico se llevé a cabo siguiendo el disefio
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experimental de Neshati Z et al. (Neshati Z et al., Development of a new model of cardiac
hypertrophy with pro-arrhythmic features to study the role of hypertrophy in arrhythmogenesis. Eur
Heart J. 2013).

Inmunofluorescencia.

Inicialmente las células fueron fijadas con formaldehido al 4% (v/v), permeabilizadas con Triton X-
100 y tratadas con el potenciador de sefial kit Image-iT™ FX, siguiendo el protocolo experimental
descrito por Thermo Fisher Scientific (Molecular Probes, 136933). A continuacion, las células se
incubaron a 4 °C durante toda la noche con los anticuerpos anti-Yy1 (dilucién 1:1000) y y-Tubulina
(dilucion1:1000) y posteriormente a 37 °C durante 1 hora con anti-IgG de ratén conjugado con Alexa
Fluor® 488 (dilucién 1:200) o anti-IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor 593 (dilucién 1:200). La
fluorescencia de las células se analizé con un equipo confocal de Leica Mycrosystems seleccionando
las ventanas de emision en 508-550 nm y 610-650 nm, respectivamente. Ademas, los niicleos fueron

tefiidos usando DAPI.

Silenciamiento por small interfering RNA (siRNA)

siRNA especificos de Yyl ¢ siRNA control (Dharmacon, Lafayette, CO) fueron usados para
transfectar células usando Lipofectamina 2000 de acuerdo con el protocolo proporcionado por la casa
comercial. Para prevenir efectos off-target, se usé una mezcla comercial de cuatro siRNAs especificos
(ON-TARGETplus™ Yyl), descritos previamente (Liu Q. et al., Prostaglandin F2alpha suppresses
rat steroidogenic acute regulatory protein expression via induction of Yin Yang | protein and
recruitment of histone deacetylase 1 protein. Endocrinology. 2007). El gen estudiado fue Yyl,

mientras que GAPDH fue usado como gen de control interno. Las secuencias diana fueron:

ON-TARGET plus
Secuencia diana (5°-3)
SMARTpool siRNA Yyl
J-091624-05 CAUCUUAACACACGCUAAA
J-091624-06 AGGGAUAACUCUGCUAUGA
J-091624-07 GGGCGACACCCUCUACAUU
J-091624-08 GCGCCGACCCGGGUAAUAA
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Se incubaron células H9¢c2 en placas de seis pocillos en medio completo. Al dia siguiente, estas
células fueron transfectadas usando 25nM de cada uno de los siRNA durante ocho horas, seguidas de
un periodo de recuperacion en medio con suero. Tras 24h de la transfeccion el cultivo celular se lavo

dos veces con PBS atemperado a 37 °C, antes de iniciar los tratamientos.

Extraccion de ARN y RT-PCR cuantitativa.
Las células fueron sedimentadas por centrifugacion a 480 xg, durante 10 min a 4 °C. Para el resto del

procedimiento ver modelo animal.

Fraccién proteica y Western blotting.
Ver modelo animal.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + error estandar o desviacion estandar segin se indica. Se
realizaron analisis para muestras independientes y pareadas, o andlisis de la varianza, segin
correspondiera en cada caso. Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SPSS
statistics v. 19 (SPSS Inc., USA), y los graficos fueron construidos mediante el programa SigmaPlot

v. 11.0. Se consideré como estadisticamente significativo un valor de p <0.05.

Resultados
1- Efectos protectores de la terapia de metformina.

Con el objetivo de encontrar nuevas estrategias terapéuticas para tratar pacientes con IM, se buscé un
mecanismo regulador de la cascada de sefalizacion IL-33/ST2. Para ello se buscé un compuesto
capaz de tratar pacientes con IM y que actuara sobre dicha cascada de sefializacion, para utilizarlo
como condicion de referencia. La metformina es ampliamente conocida por su capacidad terapéutica
tras un IM (Yin M et al., Metformin improves cardiac function in a nondiabetic rat model of post-MI
heart failure. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011; Bhamra GS et al., Metformin protects the
ischemic heart by the Akt-mediated inhibition of mitochondrial permeability transition pore opening.
Basic Res Cardiol. 2008; Calvert JW et al., Acute metformin therapy confers cardioprotection against
myocardial infarction via AMPK-eNOS-mediated signaling. Diabetes. 2008 Paiva M et al.,
Metformin prevents myocardial reperfusion injury by activating the adenosine receptor. J Cardiovasc
Pharmacol. 2009; Gundewar S. et al., Activation of AMP-activated protein kinase by metformin
improves left ventricular function and survival in heart failure. Circ Res. 2009). En efecto, Yin M. et
al. muestran como el tratamiento con metformina reduce el tamafio del IM en ratas tratadas con

metformina (Figura 6B en Yin M et al., Metformin improves cardiac function in a nondiabetic rat
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model of post-MI heart failure. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011). Por tanto, se examino si el
efecto terapéutico de la metformina tras un IM esta relacionado con el sistema IL-33/ST2. Para ello
analizamos la modulacién espacio-temporal de la sefalizacion IL-33/ST2 mediante RT-PCR
cuantitativa y Western Blot con (+) y (-) metformina y (+) y (-) IM. Los niveles de expresion de IL-
33, ST2L y de ST2s aumentaron una semana después de provocar un IM y se mantuvieron elevados 4
semanas después, en comparaciéon con el grupo sham (p<0.001) (Figura 1 A-C). La terapia de
metformina se asocié con un incremento de IL-33 y una reduccién de ST2L y de ST2s a nivel de
ARNm (Figura 1 A-C). Se obtuvieron resultados parecidos al evaluar los niveles de proteina IL-33 y
ST2s por WB (Figura 1, paneles D y E). En ausencia de IM, la terapia de metformina no cambié los
niveles de expresion de ARNm ni los niveles de proteina. Por tanto, parece que tras un IM, la

metformina aumenta los niveles de IL33 y reduce los de ST2L y sST2.

2- Respuesta de los factores que actian en trans Yyl y HDAC4 al IM y a la terapia de

metformina.

Los niveles de expresion del factor de transcripcion Yyl mostraron un aumento considerable tras 1 y
4 semanas de haber provocado un IM, de manera similar a los cambios de ST2s (Figura 2A). En
efecto, los niveles de expresion de Yyl se correlacionaron positivamente con la expresion de ST2s
(rs=0.362, p = 0.018). La terapia de metformina resulté en una reduccion de los niveles de expresion
de Yyl, al cabo de 4 semanas de haber inducido el IM y tras la prolongacién del tratamiento con
metformina hasta la semana 4 (p<0.001) (Figura 2A). El analisis del extracto proteico citosélico y
nuclear de la zona infartada también mostré un aumento de la acumulacién de proteina Yyl en el
nicleo, en comparacién con el grupo sham (p<0.001, Figura 2B). La administracion de metformina
también redujo significativamente los niveles de proteina Yy1 en el nicleo (p<0.001). En ausencia de
IM, la terapia de metformina no modifico la distribucion de Yyl en comparacion con el grupo sham.
Por tanto, el efecto terapéutico de la metformina parece estar relacionado con una regulacion de la

expresion del factor de transcripcion Yyl tras un IM.

Tal y como se muestra en la Figura 3A, no se observé un cambio significativo de HDAC4 a nivel de
ARNm tras un IM en comparacion con el grupo sham. Sin embargo, la terapia de metformina indujo
un aumento significativo de ARNm HDAC4 al cabo de 1 semana. Este efecto fue mayor cuando el
tiempo de tratamiento se prolong6 hasta 4 semanas (p<0.001) (Figure 3A). Las ratas tratadas con
metformina en ausencia de IM también mostraron niveles elevados de HDAC4 (p<0.001) en
comparacion con el grupo sham. Cuando se evaluaron los niveles de proteina HDAC4 al cabo de 4
semanas, los resultados fueron similares (Figura 3B). Para determinar el papel de HDAC4 en la
regulacion de la actividad de Yyl, estudiamos los niveles de fosforilacion y la distribucion de
HDAC4 en tejidos infartados (Figura 3C). El analisis por WB de los extractos proteicos citosélicos y

nucleares mostraron un aumento en la acumulacion de proteina HDAC4 fosforilada en ratas infartadas
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en el citosol (p<0.001). El tratamiento de metformina redujo significativamente estos niveles
(p<0.001). En ausencia de IM, el tratamiento de metformina no alterd la distribuciéon de HDAC4
fosforilada (Figura 3C). En conclusién, la reduccion de la fosforilacion de HDAC4 resultado de la
administracion de metformina induce la translocacion de HDAC4 al niicleo, donde al actuar como co-

represor del factor de transcripcion Yyl termina bloqueando la expresion del gen que codifica ST2s.
3- Yyl modula la expresion de ST2s.

Para evaluar si Yyl participa en la modulacion de la expresion del gen codificante de ST2s, y para
evaluar la implicaciéon de HDAC4, utilizamos un modelo bioquimico de estrés celular. Los patrones
de expresion génica resultantes se analizaron por RT-PCR cuantitativa y por WB. Como se muestra
en la figura 4, y de manera similar a los resultados obtenidos con tejidos del VI infartados, el estrés
biomecanico se asocié con un aumento de 1L-33 (p<0.001), ST2s (p<0.001), Yy1 (p<0.01) y no afectd
a la expresion del ARNm HDAC4. La terapia de metformina no afect6é a la IL-33 pero redujo de
manera significativa los niveles de expresion de ST2s (p<0.001), Yyl (p<0.001) y aumento los
niveles de expresion del ARNm HDAC4 (p<0.001) (Figura 4 A-D). Se obtuvieron resultados
similares al evaluar los niveles de proteina ST2s por WB (Figura 4E). Ademas, cuando estudiamos la
distribucién celular de HDAC4 fosforilada, los resultados fueron similares a los obtenidos en el
modelo animal (Figura 4F). En ausencia de estrés biomecanico, la terapia de metformina no cambio

los niveles citosdlicos de la proteina fosfo-HDAC4.

Para evaluar si Yyl esta implicado en la modulacion de la expresion del gen que codifica ST2s, se
utilizaron pequefios ARNs de interferencia (en inglés small interfering RNA, "siRNA") para silenciar
Yyl. La eficiencia inhibitoria de siYyl sobre la expresion enddgena de Yyl se verificé por RT-PCR
cuantitativa, WB e immunofluorescencia por microscopia confocal (Figura 5). Como muestra la
figura SA, el aumento en la expresion del ARNm Yyl inducido por el estrés biomecénico (p<0.001)
se bloqueé completamente al silenciar la expresion de Yyl utilizando un grupo de 4 siRNAs
especificos (p<0.001). El silenciamiento de Yyl no tuvo efecto en ausencia de estrés biomecanico.
En un ensayo paralelo, descartamos la posibilidad de un efecto “off-targer”, al estudiar
individualmente el efecto de cada siRNA sobre los niveles de expresion de los ARNms Yyl y ST2s.
Como se muestra en la figura 6, los resultados fueron similares a los obtenidos cuando utilizamos un
grupo de 4 siRNAs (Figura 5A). Como muestra la figura 5B, el estrés biomecanico aument6 la
expresion de ST2s (p<0.001); sin embargo, en células donde la expresion de Yyl fue silenciada, el
estrés biomecanico no resulté en un aumento de ST2s intracelular; y finalmente, el silenciamiento de
Yyl en ausencia de daiio no tuvo efecto en la expresion de ST2s, en comparacion con el respectivo
control. Se obtuvieron resultados parecidos cuando se evalué el nivel de proteina ST2s por WB
(Figura 5C). La expresion génica de ST2L no se vio alterada cuando Yyl enddgeno se silencid
(Figura 5D). Utilizando estos modelos de estrés celular, probamos la activacion de Yyl, y la

efectividad del silenciamiento génico por immunofluorescencia (Figura 5E). Un incremento en la
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tincion nuclear de Yyl en células bajo estrés biomecanico, en comparacion con las condiciones
control, corroboré que Yyl se activa en respuesta a estrés biomecanico. Imagenes representativas se
muestran en la figura SE; en este caso, el color violeta en imagenes superpuestas es coherente con la
localizacion nuclear de Yyl. Un analisis de co-localizacion proporciond un coeficiente de Pearson de
0.96 + 0.04 y un coeficiente de Manders de 0.98 + 0.02. De manera similar, el silenciamiento de Yyl

enddgeno previno este efecto mediado por estrés biomecanico.

En conclusion, el bloqueo de la expresion de ST2s tras el silenciamiento del factor de transcripcion

YY1, demuestra que Yy esta implicado en la modulacion de la expresion de la isoforma ST2s.

SEQID 1

YY1 (Homo sapiens, humans)

>NC 000014.9:100238765-100279034 Homo sapiens chromosome 14, GRCh38.p7
gene="YY1"
gene_synonym="DELTA; INO80S; NF-El; UCRBP; YIN-YANG-1”
mRNA join(1l..1159,23540..23702,35934..35994,37726..37884,
38654..40270)
product="YY1l transcription factor"

5’ - AGGGCGAACGGGCGAGTGGCAGCGAGGCGGGGCGGGCTGAGGCCAGCGCGGAAGTCTCGCGAGGCCGGGL
CCGAGCAGAGTGTGGCGGCGGCGGCGAGATCTGGGCTCGGGTTGAGGAGTTGGTATTTGTGTGGAAGGAG
GCGGAGGCGCAGGAGGAAGGGGGAAGCGGAGCGCCGGCCCGGAGGGCGGGAGGAGGCGCGGCCAGGGCGG
GCGGTTGCGGCGAGGCGAGGCGAGGCGGGGAGCCGAGACGAGCAGCGGCCGAGCGAGCGCGGGLCGCGGGE
GCACCGAGGCGAGGGAGGCGGGGAAGCCCCGLCCGLCCGCCGLCGGLCGCCCGCCCCTTCCCCCGLCGLCCCGLT
CCCTCTCCCCCCGCCCGCTCGCCGCCTTCCTCCCTCTGCCTTCCTTCCCCACGGCCGGCCGCCTCCTCGC
CCGCCCGCCCGCAGCCGAGGAGCCGAGGCCGCCGCGGCCGTGGCGGCGGAGCCCTCAGCCATGGCCTCGG
GCGACACCCTCTACATCGCCACGGACGGCTCGGAGATGCCGGCCGAGATCGTGGAGCTGCACGAGATCGA
GGTGGAGACCATCCCGGTGGAGACCATCGAGACCACAGTGGTGGGCCAGGAGGAGGAGGAGGACGACGAC
GACGAGGACGGCGGCGGTGGCGACCACGGCGGCGGGGGCGGCCACGGGCACGCCGGCCACCACCACCACC
ACCATCACCACCACCACCACCCGCCCATGATCGCTCTGCAGCCGCTGGTCACCGACGACCCGACCCAGGT
GCACCACCACCAGGAGGTGATCCTGGTGCAGACGCGCGAGGAGGTGGTGGGCGGCGACGACTCGGACGGG
CTGCGCGCCGAGGACGGCTTCGAGGATCAGATTCTCATCCCGGTGCCCGCGCCGGCCGGCGGCGACGACG
ACTACATTGAACAARACGCTGGTCACCGTGGCGGCGGCCGGCAAGAGCGGCGGCGGCGGCTCGTCGTCGTC
GGGAGGCGGCCGCGTCAAGAAGGGCGGCGGCAAGAAGAGCGGCAAGAAGAGTTACCTCAGCGGCGGGGCC
GGCGCGGCGGGCGGCGGCGGCGCCGACCCGGGCAACAAGAAGTGGGAGCAGAAGCAGGTGCAGATCAAGA
CCCTGGAGGGCGAGTTCTCGGTCACCATGTGGTCCTCAGGTGAGCGCCGGCCGCGCGCCCCGGCCCCGGG
ATGTTTTTGTTTTGAAGGGAAGCCATGTTTTATGTGTGTGATGGGCGCCGCCATCTTCTTCGCCAGGGCA
AGTATGGCGGCCCCAARAGATGGCGGGCCGTGCGGCGGECEEGEGCECEECGECGGCGGCGGEGCGGCGGGC
CGCGAAGATGGCGGCAGGCCGCGGGGGGEGAGGGGCCGGCGCCGCCCGGCTAGGCCGCAATGGCGTAGTTT
CTCCGAGAGGGGGAAGCGCCGCGCGGGGECGGAGACGGCCGGGGGAGGGGCCGGCGCGCTCGCTCCCCGAC
GCCCTCGCTCCCCGCGCCCGCATCAACGGGCGCGCCCGCCGGCCCGTTGTGGCGGCAGCTGCGCGCCCCC
GGCCCGGGCGGGACGCGGGAGGTCGTTGGCGGGGCTGCGCCGCGGCCTCGCGGGCCAGGGATTGCTGCCT
CCGGGACGCGCGCCCCCGCCCCCGCCCGGCGCTGCCGTTACCCCATCGGCCGCTGGAGGGCGCCGCGGGL
GCTTGCCCCGCCCGCCCCCAACTTCCCCGGACTCCCAACTGCTCCCCGGTGGCACCTTCCAGRAGGAGGG
GGCTTGGCACTCGTGGGCGCCCTCCGGCCTCCTTGCTCCCCGCCCACCCAGCGCCGGGCTGGACCCTGCC
CCGGCGGTCACGCTCGCCCAAGTCGTCGTTTGCTGCGGGGCGGGACTTGGGGCTGCACGTAGGGCTCGCG
TGTGCGGGCTCCGAGCGTCAGTCGGAGCCTGTCACCGCCGTTGCCAGCGAATTCCTGGCCTTTTCGCCTT
CCTGCGGTACCTAGTGGAAAGGGCCTGTGAATGTTAGCGAATAATTCTTAGTCACTTACGTTTTGGGAAA
GCTTTTTTTTTTTCCCTCAAGTATTTAGCTCTTCTGAATAGGTTGGGTTAGTTTACTCAACTGTGGACAT
TTGCCAGTAAATAAAATCGGGTAGTTTAATTTTAAGCCTTTATGGTTTTTACTTTGTAGAAAGGTATCTA
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TTTTCCCCATGAAAAGAACGATAATAGAAAGCGGGTTTTTTTGAGTTTTGTTTTACTGTTTTAATACTAC
TTTTAACGAAGGCCTGAAAACCATCTAGAGCAAAAGGATCTTATCTGCCTGTGTAARATCTGTTTTTACT
TCAAAGGCAATTATTAATTCAATGCTGGTTTTTTAGGTCAGTATCCTATTAGTATATTCATATGCTACCT
AGCTAAATTGCTGAGATACTARATAGACTGAGAATAATCCTGCCATCGTAGTTAATCTAATGCCTGTGAT
GATTACGTTTAGTACTCCATATAAGCGGTGGAACCTCTTCCCTATAAGTACTTTAAAGCTTCATAAATTC
TCAGAACTGAATGGAGACTCAAAATATGGTGACCTTTGAGTATTAARAGATCGTTAAAATTCGGAGGAAT
GAATGAAACAGAAATGARAAGGCTGGACTGAAARAGCTAGTTTGTATCTGGTGAAAGCCTCAAGATGAGA
CAACTACAGCTGGGTGGATCTGTGATTGAARAGAGGCCTGAGCARAGGGATCTAGGAGCTGTCAAAATCTA
ATAGGAAGGTGCTAACAGGCGCTGTCCTGCATCCAGGGTGCCTTGTAGAATTCATAGCAGTTTGAGTTTA
GCAGAAACTATGTTTAAATGAAACATGAATACTTTAGTACTTAATGGTTATCAAAAGATAATTTCCATGT
ATTTTGGTAGCTCAAGAGATTACATACTGATCATGTTGGAACTAAAAGTCATGGTTTTGGCCGGGCGCGG
TGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCAGTTTGGGAGGCTGAGGCCGGTGGATCACTTGAAGTCTGGAGTTCGA
GACCAGCTGGCCATCATAGTGAARACCCCATCTCTACTAAARATATAAAAATTAGCCAGGCGTGATGGCGG
GAGCCCGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCCAGGAGGCAGAGGTTAA
CAGTGAGCCGAGATTGCACCACTACACTCCAGCCTGGGTGACAGAGCGAGACTCTGTCTCARAAGGGGGG
GGGGGGCATTTTTTTTTGTTAATACCAATGAGTAAGGGATGGGGGTTTTAGTTATTGATGAATTTGCAGA
ATTCAGAATACGATTTGAAATAAGATATTTAGGTAAAGATACATTAARCCACAARAGTAAATTTACTTTTT
CTCATAGTGTGTGGAATTAGAGGAATTTAGAAAACCGACATATTTTTACATGATCTGCATTTTATCTTAA
CARATTGCTGGTCCACTTTTCCACATCCAGAGAAGCTGGTAGTGTACGGCTTTGCTTGCTGAAGTGGTAT
GTATGGAGTCAGCCAGTTAGGGGAGAAAGTCTGAGGGGCTTGACTGATGGAAGTCAATTTACAATTAAGT
GAGCATTTACRAGTGTGCAAGTGGCTGTTTTGTTTTGTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTGAGATGGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGTGTGCAGTGGCATGATCTCGGCTCACGGCAAGCTCC
GCCTCCCGAGTTTACGCCATTCTCCTGCCTCACCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCACCACCA
CGCCCGGCTAATTTTTTGTGTTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCATGTTAGCCAGGATGGTCTTGATCT
CCTAACCTCGTGATCCGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCGCGCCCA
GCCAAGTGGCTGCTTTTAAGGTGGCACAGTTTGGGGTTGTTTTCACGTCCGTTTCTTTTCTTCTCTTTTC
TTTTTTTAATTTGAGACAGAGTCTTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGTCACGATCTTGGCTCAC
TGCAACCTTCACCTCCCGGATTCAAGGGATTCTCATGTCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTGCAGGCA
TCCACCACCACCCCTGGCTATAATGTCCATTTCTTTAAAGCGCTGGTTGTCTAGCTAGTGTGGTAGAGTA
CGCTGTGCATAAGGGTAGTTATARATATTTGATGGCAGTAACATAGGATGGCCTGTTTCTCGGACATGTG
TTTTGTGGTARACTATCCCCCTTACTTTTCCTTGTGATTTGGAATTATTACTAAAGAGAAGCTAAAGAGC
TTATGGATAACTCTGCATTTCCCAAGCTGAAATTCTGAAGGTGATTTCATCTTCAGAACTGAAATGACGT
GATATACTCAGTATAATTCCATAACAAGTGGAGAAATGAAAGTGGGTTAATTGTTGGGTAAATCTGTATG
TATGTGTACATATGGGTTGAGCATGGTGGGCAGCATTACTGCTTTCGTGTACTTGATCTCATTTGATCCT
AGGCATGAAGGTTTTAACTACACTTTAGTTTCACTAAARATAGCCCCTTAGTTTGGAATGAACTGTGAAGT
ARCAGTTTTGCATAAGCCCCAAGCTGAGTTACTTGAAGTCCTTATAARAAATAGTTGTACATACAGGGTAT
TCCCCGAGGGTCTAGTTACTTCTTAGACCCTCTTGGTTTAAAAAGCAAAARAGATCAGGCTGGGTGCAGTG
GCTCACACCTGTAGTCCCAGAACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGAGGATCGCTTAAGCCCAGGAGTTCGAGA
TGAACCTTGGCAATATAGTGAGACCCCGTCTCTGCAAAAAAACAAARAACCCCACAARAATTAGCCAGTC
ATGGTAGCACATGCCTGTAGTCACTCTCAGCTACTTGGTAGATTGAGGTGGGAGGATCTCCTGAGCCTGG
GAAATCGAGGCTGCAAGTCAGCGGTGATTACACCACTGTACTCCAGCCTAGGTGACAGTGAGACACTGTC
AARRAARAAAAAAAARATTGGCCGGGCGCGGTGGCTGACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAG
GCGGGTGGGTCACGAGCTCAGGAGATCGAGACCATCCTGCCTAACACGGTAAAACCCTGTCTCTACTAAA
AATACAAARAGAAATTAGCCGGGCGCTGTGGCGGGTGCCTGTAGTGCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCA
GGAGAATGGCGTGAACACGGGAGGCGGAGCTTGCCGTGAGCCGAGATAGCGCCACTGCACTCCAGCCTGG
GCGACAGAGCAAGACTCCGTCTCCAARAAAARAAARAARAATTAGTGGGAGTCATCATATTTCTGGAAACC
ARATGGGTTTCTTTTGCGCACATGCCATGTTCCTTTAATTTCCCACAGTAAGAGCACTCTGGTGGGCATC
TTTTGAATGTAATATCAGTATAGGAATCTAATAGTTTTTTAGTAGTTTTAGGCCTTATAGGATCCTTAGA
GATTGGCTTTTTTTTTCCTTTTTTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGGGGTCTCACTCTGG
CACCCAGGTTTGAGTGCAGTGTGAGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACCTTCCGAGTAGCACGTGCCAC
CATGCCTGGCTAATTTTGTTGTATTTTTGGTAGAGACGAAGTTTCGCCATGTTGCCCAGGCTTGTCTTGA
ACTCCTGATCTCAGGTGATTCACCCACCTCGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTACCAACCTGCCCGCCCCA
CTCCCCACCCCTTACTTTTTTTTTTTGAGGCAGGGTCTCATTCTGTCACCCAGGCTAGAGTGCAGTGAGA
CAGTCACGGCTCACGGCAGCCTCAACCTCCCGGGCTGAAGCGATCCTCCCACCTCAGCCTTCCAAGCAGC
TGGGACCACAGGCTAATGTTTTAATTTTTTAGGCATGGGGTCTCCTTATGTTGCCCAGGCTGGTGTCARA
CTCCTGGGCTCCAGCAATCCTTCCTCAGCCTTCCAGAGTGATGGGATTATGGGTGTGAGCCACTGTGCCT
GACCTCTTTATTTTTTCCTAAATTTTTAATTGTCATACACATGTTTAGTTTCTTCTGTATTTATTTTTAT
TTATTTATTTTTTATTTCTTATTTTTTTTTGAGACAGAATCTCGCTCTGTCACCCAGGCTAGAGTGCAGT
GGCACGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCACCTCCCGGGTTCACACCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCAGAG
TAGCTGGAACTACAGGCGCCCGCTGCCACACCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTC
ACCATGTTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTGACCTCGTGATCCGCCTGCCTCGGCCTCCCARAGTGCTG
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GGATTACAGGCGTGAGCCACTGCGCCTGTCCTGTTTCTTCTGTATTTAACCTGAATATACTTAACTGTTT
AGTGTGTCAGAGAACTCTGTGCATCTGGAGTTTTTTAGTTGTTGCTTTTTARATTAGAGATGGGGTCTTG
CCTTGTTGCCTAGGCTGGCCTTGAATTCCTGGGTTCAGAGTATCTTCCTGCCTCARATTCCTGAGTAACT
GGGACTACAGACACCCAGCTTCAACTATGTTTTGAATAATCTTAATCAATTGCTTTAATGCCAGTGTTTA
CTTTGGCCTTTTTCACTATATATGATTAATAAACATTTCAGTGTTGATAGATTGGGGCACAGTACTATAT
ATTTTTTCCCTAGATACTAATGCTGTTACATAGGAGTAACAGTTGTTGTGGGGTTTTTTGGGTTTTTTTT
GAARACGGAGTCTCGCTTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCAC
CTCCCGGGTTCACGACATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAACTGGGATTACAGACGTGTGCCACCATG
CCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAATAGAGTCTGGGTTTCTCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCT
GACTTCAGGTGATCCACCCACCCCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGACGTGAGCCACCGCGCCCAG
CCAGGAGTAACTGTTTTATAACTTAGTTAATTATAAACTAAGCCACTTAACCATTGCATTTAATAGGGAA
GATAATGATAAARACTGAGAATTTAAAACATTTAGTTCAGAGAGAAATTTAGGTGATTTTAAAATCTTGA
GATTTCAGGTGGTGACAAACTGTGACCCTCTCTAAGGCTGTTGATATTTTAATTCGGAGCAGAAGTTGCA
TTGCCATGTGCATAAACTGCCGCATAGATGCCTGGAACCCTGGAAACAAGCCAGCATGTCCATGGTCACC
CCCACCCCGTTTCCATTTCCATACATGGGTTTTGTGAGGTGAGGCCATCATGTGCATACTGCCTGCCCAT
GGCTAATGAGGATAGCACAGGTGCGGGGCCAGTGTCCCCCCCATTCTGTCCCGTGCCAGTCAGCACAGCT
TGGGTTGTGGGGGACATGTGCCTTCTCARAGTGCTGGCAGCTGAGTGGCACCTCCTTCACGCCTAGGAGT
CGATGGTCCCTCCCCTGGTGTGCCCAGGTTGGCCTCATGCTCCGGGTAGAGAACCCTTGTTTGGACCTTG
TGGGGATGTGGGGTGGTGAGACCCCACCTGAGCTGTGACCTTCTGAGAGGAGACAAATTARACTGCTGAA
GGAGAGGCAAARRATAATAATCATTATTCTGTTACACTGAATAGAGAAGCGGCTTGTGCTGGATTAAGCAA
AACCTGTAAGACCAGAAAACCATTGATACAARAATCAGTAAATGCAAGGAAGTTGAAATGCATTGAATTTT
TCCCAATTTTATAAGTTCAGAAGATGCAGGTTTGCCAAAAATCACTAGTCATGACCGTTTGCCATTCCTC
TGTGGGTTTTTCACACCCTCCCTCCCCAGTAGAAACTGCGCTGTTTATCACTAAGATGCTATAAACATGA
ATTTCCATGGAGCCAAGCTCAAAAAGCCCTCCAAAGTAATCACTTCACCCCCATGACCTACATAGGGTAG
CCTAAGTCATAGATCTCGAATCCTGATCTGGTAGCTCTGAAAGGTTTAGCTTCCTAATAAAGCCTCTTGT
GCTGTCAGACTCTCCCCTCCAGGTTATTAACCTTGCCTTTTCCCTCCCACTATCAACAACTGACTCCCCC
TAGTGGGAARAAGAAAAATCCGTATCAGGAARARAGGTCAGGGTTCCTGTCCTATCTACAGTTAGTATTTTAT
AGGCTTTTGGAAGAGGGTAARATTTTTTARAACATCCATGTTGGACTCCTAGGTGGATATTTACAAAAGGC
ATTTCTATTTTGTTTTTGAAACCTGCTTAACAAGGTCAGTCTGTTTTAAGGCTGGGAARACTTAGGTTATA
TTAGCAARAGCAGTTATTGCAATGAATGTTACTTAGTATTTGCATTCTTTTATTTAACTCTTGATCTGCTC
AGGTGACCATTTTTATTCTCTCTGTGCTCTTACTACTTCCAATAGGAAGAGTAAGCAAAAATGAATTTTT
CTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTCGAGACAGGGTCTCACTTTGTCACCCAGTCGGGAGTACAGTGGCAC
AATCTCAGCTCATTGCAGCCTCGACCTCCTGGGCTCAAGCAGTCCTCCTGCCTCAGTGCCCCRAAGAGCTG
GGACTACAGGCACGCACCACCAGGCATGGCTAATTTTTTGTAGAGACAGGGTTATCAGAATCATGACTTG
GATGCAGAAGATAACATTCATGTAATTACTGCAGAGTATTAGGAAGAGCCAAGGGAGATGTTAGAAGTTA
GCTGATTGTTGGGGGGCTTGCACCTTTTCATGTGTGATGGACTTTCATAACAGCACGTARGGGGAGCCAA
GCCATTTCCTCGTTCTAAGTATCTTCTCAGTAGGTTCCATTCTGTTTAACTTCATGAATAATTATCAAGA
ACAGAAAGCCAGCAGCATCATATTTCCTCTCTAGAGGGGACTGACCTTGAGATCTTTCTAAAATGAGTTG
GGGTAGCGGTATCCTTAAAGTCACTTTGAATCTTTATAGCAGGARATTCTATTCCTTTACAAACAGAACA
ATATACTCAATTTCTTTCTTTCTTTCTTTTTTACAGAGTCTTACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTG
GTTTGATCTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCGAGTTCAAACAATTTTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTA
GCTGGGATTACAGGTGTGCACCACCACGCCCGGCTAATTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGTC
TCGCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCGCTTCCCGGGTTC
ATACCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAGGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCACCACCACGCCTGGCTAATT
TTTTTTCTTTGTATTTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCGTATTAACCAGGATGGTCTCAATCTCCTGAC
CTCGTGATCCGCCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTATAGGCATGAGCTACTGTACCCAGCCTAC
TCAATTTCTTAAAGCAAGAGTCTTCCATTTTAACATGACCTGGCAAATGAGATATTAGGAACTCTTGAGA
ARRARAARAATTTTTTTGAGACGGGTTTTTGCTATGTTGTTGAAACTGGAGTGCACTGGCTATTCACAGGTG
TGATCATTGTGCGCTACAGCCTTGAACTCCTGGGCTCAAGCGGTTCTCTGGCCTTAGCCTCCCTAGTAGC
TGGGACTAGAGGTGTGTGCCATTCCACCCAGCTTGAGTAAAATTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAT
TGAAACGGTGTCTCGCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCACTGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCTG
CCTCCCGGGTTCACACCATTCTCCTTCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCACCACCAT
ACCTGGCTAATTTTTTTGTATTTTTGGTAGAGACGGGTTTCACCGTGTTAGCCAGGATGGTCTTGATCTC
CTGACCTCATGATCGGCCCGCCTTGGTCTCCCARAGTGCTAGGATTACAGGCGTTAGCCATCACGCCCAG
CCAAGTAAARATTCTTAATAGCCATTCAGTTACTTTGGTTTTACACAGTGGTTTCAAATGTGGTTTAGCAT
TAAAACAATATAAATGGTTGTTTGTGATGGACTCTTTCTCGTGTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTGGGAGACAGAGTTTTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTTCAGTGGCACGATCTCGGCTCA
CCTGCAACCTTCACCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAACTGGGATTACAGG
CTTGCACTACTACACCCAGCTAATTTTTGTACTTTTAGTAGAGATGGGGTTGCACCATGTTGGCCAGGCT
GGTCTTGAACTCCTGACCTCAAGTGATCTGCCTGCCTCAGCCTCCAAAGTTCTGGGATTACAGGCGTGAG
ACACCGTGCCTGGCTTTCTTGTGTAAATTAATTCCCCTTCTCAAATAGAAGATCTGTGAGTCAGGGAAAG
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GGGCTGCCATTGCTGTGCAAGAAGCTGTTCTGTTGGTGTCAGGACCTGTCTTTTCAGGAGAGTATTGAAC
TTTGAATATTGAGTGAATGAATGGCTGGAATTTGTGCTGTAAGGCAGAATCAGGGCTTATACCAARATAC
TATTTTGGTCTATTCCTGTATAGGTGGAAARAGAAGTATTAGGGATAGAGAGAAGGTGCAGAAGGTTCTGT
TTTAGAAGCAGCATGGGCTTTTAGAGTCAATTCTCAATTCAAATCTCAGATTTGCTACTTACCGTTTTTT
TTTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTTGCTCTGTCGCCCAGACTGGA
GTGCAGTGGCGTGATCTCAGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGCAATTCTCCTACTTCAGGT
TCCTGAGTAGCTGAGACTGCAGGTGCCTGCCACCACACCTAGCTAATTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGG
GTTTCTGCATGTTGGTCAGGCTGGTCTCGAACTCCCGACCTCAGGTGATCTGTCCGCTTCAGCCTTCCAA
AGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACTGCACCCGGCCTACTTACTGCTCTTTAGATACATTGCTTGTCA
TTTCTGAGGTCAGTTTCTTCAGCCAAAAACATAGGGTTTAATACCTTAAAGATATTGTTTGGATTGAGAA
ATGTGACAAGTTGCCAGAATGAGACAGGTACTTAATAARAGGATAGTATCCTTTCTTAAGGTCTTTATTAG
TGGGAARAAACTGGGAAACAACCTATGTCTGATTTTTGCCTGTTGCTAAGCAGTGAATCGCARATGTTTAG
CTCTCCCCTGTTTCAGTGAAAGGTTGGGTGATGGCAGCGGTGACTCTTTTTTGTCTTTTTTTGCCAGAAG
TAACCTGGAGTGGCCTAAGATAGAAGGTGTGGAGAAACAAAATCTAGCCAAACATATACATGCATACATA
CATAGGTAARATATCTCAGTTGGTGAAGGTGAATATAGAAAATCGGGATCACAGGAAARATTACCATCARC
CCTAATGAGGTTACTGGCAGTCAAAATTAAAAAAAAAGGAACTTATACTACCTTCATCTGATATTAATTC
TGAGGAAATAARAATGTTTCTTAGGAATGAATTCCTTTGTGTATGAAGGGGACCACTGAGTGGTAGTACTG
GCATTTTTCAGCCAATGTGACAARATTTCACAGTGCTGTCTTAGAGATGCCTARAARARATGTATTAAGGAAC
GTGGCTGGGTATGGTGCACTTTTGGAGACTGAGGTGGGAGGATCTGAGGCCAGGAGTTTGAGACCAACCT
GGGCAACATAGTGAGACCTTGTCTCCACAGAARAATTAARAAAAAAAAARAAARAGGCCAGGCATGGTGGCA
TGTGCTTTTGTAGCCCCAGCTACCCAGGAGGCTGACGTGGGAGAATCACCTGAGCCCAGGAGGTCAAGGC
TGCAGTGAGCTCCACTCCAGCCTGGATGACATAATGAGATTCTGTCTCAAATGAAARAGAGAGAGAGAGAA
ATAATATATAAGGCCTTTGATTTTTCTGATTAACATATTGACTAACTGGTTGACTGGTTGACTGAATAAT
GACTCCCAATATAGCCAGATCCTAATTCTTGGAACCTGTGGGTGTTAACCTTATTTGCAAGTGTGATTAA
ACCAGGGCTCTTGGAATAGGGAGAGTATCCTGGTTTATCCAGGTGGGTACCARATGTAATCACACAAGTG
TCCTTGTATTCACAGGAAGGCAGTGGGAGATTGACTGCCAAAGAGGAAGTAGGAGAGCTGTGAGAGGTTG
GAGTCCAGTGAAGAGAAGGGGTCAAGGAATGTAGGCAGCCTTCAGAAGCTAGAATATGTGAGGGACCAGA
TTCTCCACTAAAGCTGCCAGAAGGAACCCACACAACAACTTTATAGCTCTGARACTGATTCTCACTGCTG
GCCTCTAGAACTATAAGAGAATAAATTCCTGTTGTTTCARACCACCAAATTGGTGGTAGTTTGTTACAGT
GGTAATAGGAAACTAATACATGTGCTAGCATCCCCTGTATAGCTTCATTCTGCAGGAACTTGGCAAGTCC
CTGTTATGTGCAAGGCACAAGACCTACTGTTCCCCCTTAAACCTAGGAGAGGGGGGAAGTGGAATARAGG
GGCTTTTTTTGCACACTACTCAATTTCCCAGACATGATGATTGGCATTTAACATGTTACCTTGTTTTAGC
CTTATAAGATCAGTGGTATCCTTCCTCCCTCCCTCCCTTTGTCCCTTCCTCCCCTCCCCTCCCTTTGCTT
CTCTTTCTTCTCTTTATTTCTTTGTAGAGGCAGGGTTTTCTCTTTGTTGCTCAGGCTGGTCTCTAATTCC
TGGCCTCAAGAGATCCTCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAACTCCTGTGCCTG
GCCTCATTGTTTAATARATGAGGARACCAGGCGAGGTTAAGAGTAGAGGCTGGAGTGACAGGAATGAATG
GCTTCTTGAAAGGAAGAGATCTTAATTTGGGTTTTGGAGAGTGGACTGGGCTTAGGTAGGTCATGAGAGG
AAGGCAAGAGGGTAAATTGTATTGAGTACCTTTTACTAGACACTGAGAAAACCACTTTGCTTGGAGCGTG
GAGGGCAGGTGAGACTCCATCTTTTTACTTCTCTGGACT TGTAGAGTGCTTCTAGCCTTTCCATTTATTT
AGTTCCTTAATTATATCTTTTTGACTGGAAATTGGAGTCTACAAACTCAGTCTTATGCTTTGCTCCTCAA
ACTAGACTTGGAGTGATTATTGCTTTGGTAACATAGAAGAACACCGAGCAGCTGGGAGATTGGGATGGGC
CAGCGGCTTATTTATACAATACCTTTAACCTTCTGAATAGTACCATATGCAGAAATAGAAACTTTTAAAT
GTGAGTTAATTGTCCTTCCACATATATGACTAGTGTTGGCTAGATTTTGTTTTTCCACACATTCTATCTT
AGGCCAAGTTAGTCTTGGTCTAGTTGTTTTAGGTCATTGCATTTAGCCAGAGTGTGAGTGAGCACTGTAG
TCACCTAATCGACAGTTTTGGGTAGAAGTTCCTAACATGATGGTTGCCCACATCACCTTACCCCCTTTGA
ATCAATGACTGTATTCTCAGCTTTTTCCAAATAGGAATTCTGAGATTTGGCTTTAATTGGCCTTGCCCAC
TTGTGTTCTGGTAATTAGCAATTGTAAACTTAAGTTATATTGGTTAAAGAARACCCATTGCAGGCCAGGCA
TGGTGGCTCACACCTCTAACCCCAGGGATTTGGGAGGCCAAGGCAGGAGGATCACTTGAGCCCAGGAGTT
CAAGACTAGCCTGGGCAACATAGTGAGACCCCATCTCTACCAGGAARAAAAAAATCAACTGGGTGTGGTG
GTGTGGTGCACCTGTGGTCTCAACTACTGGTGGAGTGGGGTTGCTGGAGGATCACTTGAGCTAGGGAGGT
TGAGGCTGCATTGAGCAGTGATAGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGACAACAGAGTGAGACCCTGTCTCAA
AGGAAAAGARAGARAGAAACCCATAGAARACTTCTAATGGGGTTAACTATGTCCTGTGARACAATARAAGA
TCCTGTCCTCAAGGGAAACTCCAGCAGGGAATAGACATACAACAATTTTTTAATGACCTATAGTGGGTCC
AGACAATTTTTAAAGCAGATTTAGATACTTTGCTTCCTGAACATGTTTTACCTAGATGTACATTTGATAT
TACCCCATCGCTAGTCAATAGAAATCAGTAACATTCATAGCATAATTTGACATTCAAAGTGGATCAGTAA
ACACTCTCCTCTATGTAGCAAATCTTTTTCAGTAGTAATTATGAAGGGAATAGTATTTTTAGTAGCAATG
GAGGTTTGCCATGTTAGCCAGGCTAGTCTTTTTTATTTTTTGAGACAGAGTCTCGCTCTGTTGCCCAGCC
TGGAGTGCAGTGGCGTGATCTCGGCTCACTGCAACCTCTGCGTCTCAGGTTCAAGCTATTCTCCCACCTC
AGCCACCCGAATAGCAGGGATTACAGGTATGTGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTATTG
ATGGAGTTTCACCTTAACCTCAGGTGACCAGCCTGCCTCAGCCTCCCARAGTGCTGGGATTATAGGCGTG
AGCCAGTGTACCCAGCCAACCAGGGTAATCTTGAACTCCTGGCCTCGGGTGATCCGCCCACCTCAGCCTC
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CCAAAGTACTGGGATTCAGGCATGAGCCACTGCGCTGGGCCAGGGTTAATACTTTTTAACAAAGATTTTT
ATTATTATTATTTTTTATAATTTTCTTTTTTTGAGATGGAGTCTCACTGTTGTTGGCTCAGGGTGGAGTG
CAATGGCATGATCTCAGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCTGGGTTCTAGCAGTTCTCCTGCCTTGCCTTCC
CAGTAGCTGAGATTACAGGTGCCCGCTACCACACCTATAATCTTTTTTTTTATATATTTTTGCTAGAGGT
GGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGARCTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTCGGCCTCT
CARAGTGCTGGGATTATAGGCGTGAGCCACCACACATGGCCAAGATATTTTTTTGAACAARAGARAGAAAC
ATATGTACATATGGCCTGTAATGTAATAAATAAAAATTACTAGCTTCTTTTACAGCATCATAARATTTCTA
TTCTATTTGGTARAAACTTCTGATTTTCTTTTTGCAAAAATTAGCAAAATGGCCAAATGATAGCAAATAT
TGACATTATTTAATGTATTGCTTTATTGTGTGTCCAGCTTGTGARAATGAGGCAGGTCARATATTGTCCT
TTTGATTTCTTCTGGCAACAARAGCCAGTGTCTTTTGTCATTTCTCTAGAAGTCTTTTTGCAGCTTTTTC
CTATATGTTTCTTTTCTCTTTTCTTTTCTTTTCGACGGAGTCTTACTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAG
TGGTGCAATTTCAGCTTACTGCAAACTCTACCTCCCAGGTTCAAGCGGTTCTTTTGCCTCAGTCTCCCGA
GTGGCTGGGATTARAGGCACACGCCACCACACCTGCTAAATTTTGTATTTTTAGTCAAGATGGATTTTTG
CCATGTTGGCCGGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTTAGGTGATCAGCCCACCTTGGCCTCCCAARATGCT
AAGATTACAGGTGCGAGCCACCATGCCTAGCCTATTTTATTTATTTATTTATTTTTTTTTTTTTTTGAGT
CGAAGTCTCACAGTGTCGCCCGGGCTAGAGTGCAGTGGTGTGATCTTGGCTCACTGCAACCTCCGCCTCC
TGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCARGTTAGCTGGGATTACAAGCGCCCGCCACCACGCCC
AGCTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGTATTTTTAGTAGTGACGGGATTTCACTATGTTG
GCCAGGCTGGTCTCAAACTACTGACCTCGTGATCCACCCACCTTGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATTACAG
ATGTGAGCCACTGTGCCCAGCCAGCCTATTTTCTTATATTTTCTTGTTCACAATTTCTGTGCAGTGGTCT
TTGGAGAGTTCTAGTTATCTTCCTTGTAGGAAACACTGTTTTTTAAGGAATAAGTCATARATGTGATAAC
ATGTGTCTTAAATCTGTATCTTACGAGAATGTACAATAACCACAAAAATTATTTCAAACTTAGACCAACA
ARATATGTTTTATTTTAAGGCAAGAAACTGATATTATTTGARAGTGTGGGAGGGCCGGGCACGGTGGCTC
ATGCCTGTAATCCCAGCAGTTTGGGAGGCTGAGGTGGGCGGATCACCTGAGATCAGGAGTTAGAGACCAG
CCTGGCCAACATGGTGAAACCCCATCTCTGCTAAAAATACARARAATAGCTGAGCGTGGTGGTGTGCCCC
TGTGATCCCAGCTACTTGGAAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCAGGGAGGCAGAGGTTGCGGTGA
GCCAACATTGCACCACTGCACTCCAACCTGGGGGGGACAGAGCGAGACTCCATCTCAGGAARAATAAATA
AATAAATAAGTGTGGAATGTGGTAATGATCAAGAGTACACTTATTTTCAGCCAGTTTTATTATGGTTTTA
ARATTATGTACAGACCATGCAGCCTCTCTTGTCTGTGCTTAGGGCARACTGCTTTTGCTGTATGCCACTT
GGCACTTGATACGTCACTGAGTACAGTTTTCTTTAGACAGAGCTAGTTGTCTCCCTACTTGTGGACATCT
CTCTTCAGTCTCCTTTGCARAGTCTTCCTCATTCTCTTAATATTAGAATTGTTCAGGTTTTGATTATAAT
CCTTCTCCTCTCTGACTGTATTCTTTTTCAGTAGATAATCTTACAATGTCTTTCTGGGGCTTTCAATGCA
GTCTGAGTCAGGCATGGTATTGTGGGCCTGTAGTCCCACCTACTTGGGAGGTTGCAGCAGGAGGGTCACT
TGAGTCCAGGAGTTTGAGGCTGCAATGAGCTATGATCATGCAGACTATGATCACTCTAGTCTGGTCAACA
GAGCCAGACCCTGTCACAAAAAAAAARAAACATCTATATGCCAGTGATTCTCACAGATTACGATATAATT
CTCTCTGACCTAGGTTTCTTATCCCCTATACATGCATATTTAGTTGCCTTTTTGAGGTCTGCCCATTAGA
TTTTGCACAGATACCTCAAACCARAGAGGAACTCTAAATCTTCTGCACATCATCTCTTTCACACTCTTGT
CCTCCATCTCATCAAATGACACCACCATCTTCTAAAAATTAGAAGCAAGAAACTCAGGTGGCATACTTGG
CATCCCTGTTCCTCCCCAACCCATCTGATTAATTATCTAGCCATGTTTATTTCTCCATCCATTAACAGAT
GGACAAAATGGTATGTATGTACAGAATATTATTCAGCCATGAAGAGGAATGGAATGTTGTTATATGTTAC
AACAGGTGGGTCTTARAAACATTATGCTTAGTGAAATARACCAGGCATGGATGGCAAATACTGTATGATT
CAACTGGTATGAGGTACCTGAAATAGGCARATTCATAGAGACAGAAAGTAGAATTGAGGTTAGCAGGTGC
TGAGGGGAAGTGAAAGTTCTTGCATAATGGGTATAGAGTTTTTTGCGGGAATGAAGAARAATATTTTGGGT
ATAGATAGTGGTGATGGTTACACATTCTGAATGTATTAAATGGCACTGAACTGTACACTTACATATGGTT
AARATGAGAAGTATTATGGTAATGTATATTTTACCACAATTTTTTTTTTTTTTACGAARACCGTGGARAT
ATAGAGGTTGGATTTGGCCAACTGGCTGTACTAGTTGATTCCTGATATAGGTCATAAAGTCTTGTCAGCG
TCTACTTTAGGCTTCTTTCATATATTTTTTTGGTTTCTGATTCTGAATTATTTTAGTGACCATCCTGAGG
GTTCTTGATATTCTTCAGTGTTGGTAGTGTATGCCACTTGCACTTGATATGTCGCTAAGTTCTCTTTAGA
CAGAGCTAGTTGTCTCCCTACCTGTGGATATACCTCTTCAGTCTCCTTTGCARAGTATTCCTCAGTCTTT
CAATATTAGAATTGCTCAGATTTGGGTTCTGAGCCCCACTCAAGAAGTATTTCCTCATTTGACTTCCCTC
ACTAGACTGTAAGTTCCTTGAGAGCAGATACTTTGTTTCTAGCTTTTATTCCCAGTGCCCAGAACAATGC
CAGGCACATAGGAGGCCCTCAATATGTGTAGAACTAATGATAATAATCATTTAGCCTGTGATTCCTTTAT
GCCATGAGTTCAGTCTTCTGTCTCAGCACACTTGAGACATGCCCTCTGGGGTAGACTGCATGTTTGTGTC
TCTCCCAGATTCATGTGTTGAAATCTTAACCCCCAATGTGATGGTATTAGAGGGTAGGTCCTTTGGAAGG
TAATTTAGGTCTGAGGGTAGAACCCTAATGCATGGGATTAGTGCCCTATAAAAGAGACTCCAGAGTGCTA -
GCCCTCTGGTTCTCTCTATGCTATGTGACAAGACAGTGTGAAGATGGCTATCTGCARACCAGGGAGTAGG
TCCTCACCAAGAACACCACCATGCTGGCACCTTGATCTTGGACTTCTAGCTTCCGAACTGTGGGAARATAA
ATGTTGCCTTAAGCCACCTAATCTATATTTTTGTTGTAGCAGCCCAAATGGATTAAGACACTTTCATCAG
TAGCTTATTCAGAGTAGCACTGATTCTCAACATTGCTATCATTCTGTATCAGAAATATAAAACATGGCCC
ACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGTAGGCCAAGGCGGATTGCTTCAGCCCAGGAGTTCGARACCAGCCTA
GGTAACATAGTGAGACCACATCTCTACAAAAAATAAAATTAGCTGGGCATGGTGGTGCCCGTCTGTGGTC
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CCAGCTACATGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATTGCTTGAACCT TGGAGGTCAAGGCTGCAGTGAGCCATGA
TTGCTCCACTGCACTCCAGCCTGGACAATAGAGGGAGACTGTGTCARAAAAAAAAGARAAGAAAGAAATA
TAAAACATGAGGACAAATAGCTCCCTTGGCCACCAAAGTATTTCTGTACCCCGTGAAAGTTTTGATGTAG
AAGTAGATGTGCCAGGCTAGAGGGATGGGCACGTGCAGGGGGTGTCAGTAGGAGCAGGCAGCCCTGGGAA
CAGGAATGAAATTAAAGAATTTGAGTCCTGGGTTTGTGTCTTAGGGTCAGTAACCATATTTCCTGTCTCT
TTTTCGGAATACATCCAGCTATTTTTTTCCTAGGCCCCACCTAGGAATAGATAGTCTTCATCTGTGAATG
GATAACCTTGGGTATATTATCACTAGTGTTCTTTCTGAACAAGAGGCAGCAGAGCTTAACAGTTAAGCAT
ATAAATCTTAGGGGTAGACTTCATGAGTTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCGTGGTCTCG
ATCATCCTGACCTCGTGATCCGCCCGCCTCGGCTTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCAC
GCCCGGCCCTCATGAGTTTACATCAGCCACTTCCTAGCCAGTTAACCCTGAGCAGGTTACTTAACCTCTC
TGTGCCTGCGCATTCTCCTCAGTAAAATGAAAAAAATCTGTGATTCCTTGTAATGATGTATAATTATATT
TCCTAGAATGAAGAGTGGTGGAATTAGAGTCATGTAAAGTTTACAATTGTATTCAGTGCTTTTCATTGCT
GAGAGTGATTGAACTTGATAATGACCACTTGAATCARATGGAACCTACGTTCTATCTTGATCTTCCTCTC
ATACTCCAGCTTTGCTCTGAGGTCAGAAAGCTGTGTGCTARGCAGTTATATGTAGTTTTTGGTGGTTGTA
GATTTCGTTTTGGTTTGGTTGTTGGTCTTGATTTTTAACACTGGTGGAAAGGTAATTCAAGGTARAAGTT
GAAGCCAGTTTCACTTCTGARATATTTTATTTTACTACTTTTGGTGAGACAGACAATTTGAGRAGCAARA
ACTTGCAGTTAGCCTTGAAAATTTCGGAGTACCTATTTCTAATTTAGGCATCAAAGGTAGAAGAAGACTT
GTTTTTGGCCTCTGGGCACTTCTGCTCTACCTTAAGAGGCAAGACCCGCCAGGCACTGTGGCTCCCAGCA
CTTTGGGAGGCCAAGGCGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATCCTGGCCAACGTGGTGAAAC
CCTGTTTCTACTAAAAATACAAACGATTAGCTGGGCATGGTGGTGTGTGCCTGTAGTCCCAGCTAATCGG
GAGGTGGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCTGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATTGTGCCACTGC
ACTCTAGCCTGGGTGACAGAGCGAGACTCCGTCTCAAAAAAARAARAGAGGCAAGACCAACAAAAATTCA
AACTGGAATGATTGAGTCTGTCAGGGAATAATCTAGGAGCTCAAAGAARAAGGTAGGAATCAAGACTGAAC
TGATAAAATGAACATGCCCTCAAATTCTCTAGAATTTGAGCTAGACTTTGGAGGGGAGGCTGGGTTGAGA
AGAGAGGTGGTAAGAGAGAGCAAAACTCACACTTACTGARACCTCCTGCCATGCACTTGTGAATTTAACC
CATGAGAAAAGCTGGTTAGAATATAGAAGGCATGTGCARAGGAGAAATAGAAGGTAAGACCAGGTATGTT
GTTAAAGTGGGACCAGACAGCATTGGACCCAGAATGCCAGATTGAAATAATTTACAGCAGCACTGAAGGG
ATTATACCATGGGTGAGAATATATCAGCTATATTTTCTGTGCCAGTTTATCCTTTGCAGTATCACTAGAG
AAAATAATTGTGAARAATCAATTAAGARACTACTACAGTCATTTAGGTTTGAGATAATAGGAAATAAGTTG
ATGGCAGTGGATCAARAGAGGGAAGACTGGTGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTGAGACGGGGTCT
TGCTCTGTTGCCCAGGGTGGAGTGCAATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACTTCCCGGGTTTAAGCAATTC
TCTTGCCGCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGCTTACAGGCGCCCGCCACCACACCTGGCTAATTTTTGTATTT
TTAGTAGAGTTGGGGTTTCATCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCCARAATGCTGGGATTACAGGC
ATGAGCCACTGTGGCCTGGCCGAGAGATCTTTTAAAGGGGATCAATAGGATTTGGTGTCTGAGATATGGG
AAATGAATTATATGGGGTCTGAATATATGAATATATATATATATATATATATACACACACACACACATAT
ATGTATTTTTTTTTTTTTTCTTTTTTGAGACAGAGTCTCGCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTACAGTGGCA
CAATCTCTGCTCACTGCAAGCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGC
CAGGACTACAGGTGCCCGCCACCACGCCTGGCTAATTTTTTGTATTTTAGTAGAGACAGGGTATCATTGT
ATTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTGACCTCGTGATCCACCTGCCTCGGCCTCCCARAGTGCTGGGATT
ACAGGTGTGAGCCACCGTGCCTGGTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGAG
GCAGAGTCTTGCTCTAGACTGAAGTTGCAGTGACGCAGTGACGTGGTCACGGCTCACTACAGCCTCGACC
TCCTGGGCTCAARGTGATTGTCTTGCCTCAGCTTCCCAAGTAGCTGGGACTACAGGCATGCACCCCATGCC
TGGCTAATTTTAATTTTTTTGTGGAGATGGGGTCTCTCCCTTTATTGCCCAGGCTGGTCTAGGAACTTCT
GGGCTTAAGTGATCCTCCTGTCTTGATCTCCCAGAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCACTGCACCTGG
CCTATTTTTTGTAACCTGTTGGATATGAGATGATAGTAAGACATACAAATAGAGATGTCGTACATTTCTT
TGAACATATGCTTATTTATTTTTATTTTTTGCTTTGTTTTTTTGAGACAGACTCTCACTCTGTCACTCAG
GCTGGAGGGCATTGGCATGATCTCAGCTCACTGCAAACTCTGCCTCCCAGTTCAAGCAATTCTCCTGCCT
CAGCCTCCTGAGTAGCTGGTATTACAGGCATGCACCACCATGCCTGGCTAATTTTTGTATTTTTAAGTAG
AGATGGGGTTTCGCCGTGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGATTGCAAGCAATCCACCGCCTCGGCC
TTCCARAGTGCTGGGATTATAGGCATGAACCACTGGTGCTGGGCCGARCATATATTTGTTGAGGGCCAGC
TATGTGCAGATTTTGAARCAAGGCTCTGTAAATGCACGGGATCAAAACTGACCAACCTCCATGTCCATATG
CAGCTTACAGTCTAGTGGGAGGATGACAAAAATCACACAGCTATAATTACARATTTTAGTCAATGGAAAT
TGCATGAATARACACCTTGAGGTTAGGGTAGATGGGCCATGATACAACTGGGGAGCTARAGGGCCARAAT
AGAGGAGTGAAGAGGGAGGAGGCTGGAGAGGTAGCAAGAGACTAGCTAAGAGGTGAAGGCTATGAAATCA
GATTTGAATCAGCACCACTGAATTGGTAGTTGCCAGGAAATGTGTGTGGTGTGAGTGAAAAGCCGARATC
TAGGCTGGGTGTGGTGGCTCATGCCTGTAATACGAGGACTTTAGGAGGCCAAGGCAGGAGGATCGCTTGA
GTGCATGTGTTCCAGACCAGCCTGGGTAACATTGTGAGACCCTGTCTCTACAATAAATAAAAATAATTAG
CTGGGTGTGGTGGCACCTGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGTGGGGGGAT TGCTTGAGCCC
AGGAGTTTGAGGCTGAATGAGCCGTGATTGTGATTGGGCCACTGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGAC
AGAGTGAGACCGTTCTCCAAAARAAAAAARAGGGAGAGGGGAGAACAAATTGAGCTGGTGGCTATAARATCA
CCCCATTTAAGAAGTTACTGGTGAAAGCAGTTTTTGTAGTTTTTAAAATCTATTTACTCAGCTAARAGATA
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ATCTCATGATGTGTTTCAGATGARAAAAAAGATATTGACCATGAGACAGTGGTTGAAGAACAGATCATTG
GAGAGAACTCACCTCCTGATTATTCAGAATATATGACAGGAAAGAAACTTCCTCCTGGAGGAATACCTGG
CATTGACCTCTCAGATCCCAAACAACTGGCAGAATTTGCTAGGTAAGTTATAAGAACTTTCCTTTCTTTT
AARTTATAGAAAGTGCTTGAGTCTTGCCAGCTATGTTTTCCTGTGCCTAAGTCARAATGGTGGTTTGTATT
CTTTCTCTAGGGAAATTCCTGAARAACAAAAGCAGTCAGTTTTATTTGTTTGTTTTTTGTTTCCTTTTTTT
GAGATGGAGCCTCGCTCTGTTGCCCAGACTGGAGTGCAGTGGTGCGATCTCGACTCACTGCAGCCTCTGC
CTCCCGGGTTCAAGCAATTCTGACAGTCAGTTTTATTTTTAGTAGTAACTATGCTATTAATGTGAGTGGC
AGCATTTTAGATCCTTGCAGTAAGATGAAGCAARATACCCTTAAATAGGCATTGCATTTGAGTARATAAAA
TTGCACGTAATTTGTTTTGGAATAGATATCTTCCACACTGCCTTATGGCTTCTTGGTACACATTTTATTT
TTTATTTTTTTGAGACAAGAGTCTTGCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGCAATCTCAGCTCACT
GCAACCTCCACCTCCCTGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACATGCGT
GTGCCACCACGCCCAGCCAATTTTTGTGTGTTTAGTAGAGACAGGGTTTCATCCTGTTGGCCAGTCTGGT
CTCGAACCAGTCCTGGCCTCAAGTGATCCGCCTGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATACAGGCATGAG
CCACTGTGCCCAGCCTGTAGTACACATTTTAARATTTGGGTGTGTTGTATTGGTCTATGCTGCTGGAGACC
TGGGTCTGTACTTGACTCATCCAGCTGACCACTGGAAAGGATTTCATARATTCGTGTTTGTCTTGTCATC
AGTTAAGCTCCTGGTATGTTAATTTAAGCTGGCATGACAGGAGGAGATCAAGTATTTATGGCTTGGACAT
GGCGAGCAGTGGAGAAACTCTGAACCCATTGGTTGGGTGTGTTTGTTTTGCCTAAAGTGGGCTGGGTTCT
TATAGAAGCCTACTTTTTGTGTTACTTTCTAGTACTGTTTGGCAGTTTGTACAAGGAGCTGAAAATACCA
CAAAGATGTAAACTTTTAAGTTAAATGAACTAATAAACTCTGGAGCAGAAAGCCTAATGCCTTTCCATAC
CTGAGGTTGGTTGGAACCTGGAATAGCTCAGGAAATTTCGGCAAGGGCAGGATCAAGAAGAAAGAAATCC
TTTTGATCTTGCACATTCTAAGAACAGAGTGGGTTGCTTTTTTTTTTTCTTTTGAGAGCAGAGTGGTAGA
GGTGGAGACCGTTCAGTGTCCTGGCTTCCTTCTTGGCCCTGCCGARAACAAGGTGGGCAGTTCCTGCCAC
CTGGAGCTCGTTTCCCCACCTGTCAAATGGGCGTTAAGAATTCCATTGTGGTTTGATACATGGAGGTTCT
CACTGTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTAGCATGATGATAGCTCACTACAGCCTCAAGCAATCCTCCTGC
CACACCTCCCGAGTAGCTGGAACTACAGGTGTGTGCCACCATGCCTGGCTAATTTTTTTATTTTATTTTA
TTTTATTTTTTGTAGAGATGGAGTCTCACTATGTTGCCCAGGCTGGCCTCAAACTCCTGGCCTCAAGTGA
TCCTCCTGCCTCGGTCTCTCAAATTGTTGGGATGACAGGTATGAGCCACTGCACATGGCCCAAGAGTTTT
TGTTTGTTAGTTTTGTTTTTTGAGATGGATTTTCACTCATCTCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTATGACCT
CGGCTCACTGCAACCCCCACCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTACCTCAGCCCCCCAAGTAGCTGGGAT
TACAGGTGCATGCCACCATGCCTGGCTGATTTTTGTGTTT TTAGTAGAGACGGAGTTTCACCATGTTGGC
CAGCCTGGTCTCGAACTCCTGACCTAAAGTGATCCACCCACCTTGGCTTCCCAAAATGATTATAGACGTG
AGCCACTGCACCCAGCTGGCCCTAGAGTTTTGATAGAGATGGAGGGTTTACTGGGAATTAGGGCGCTTCC
AGGGAAATGACTGGAGTTGAGGTAAACTGGAACCAGATCATTAAGGGCGATGRAATCCTAGGCCAGGCTGT
GCAGACATTTCTCATATGCAGTGGGCAGCTACTGCAGACT TTGAGCTGGGGAGRAGGGGCTGTGTGAGTA
GAGCGTTAACTTGGGAGAAGTCCTTTGCAGCTGTCTGTGCAGGCTAGATTCATACAGGCACAGGAAATGA
GAGAGGTCAGTTGAACAAGAGTTAATGAAGGCCTGAGTTAGAATTGTGGCAGTCAGATAACARAGGAATA
AATGTGATAGAAATTACAAGAGACCAGCTGGGCTCTGTGGCTCAAGCCTGTAACCTCAACACTTTGGGAA
GCTGAGGTGGGATCGCTTGAGGCCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGGCAARATGATGAGACTCCATCTCTA
ARAGCTCAGTTTGGTGATATGCAGCTAGCTTCTTGGGAGGCTGAGTGGGAGGATCGTTTGAACATGGGAG
GTCAAAGCTGCAGTGAGCTCATGCCACTGCCCTCCAGCTTGGGTGACAGAGCAAAATTGTCTCTAAAAAA
GAAGGARACTGAACCAGGCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGTGGGTGG
ATCGCCTGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATAGTGARACCCCATCTCTACTAAARATACAA
AAACGTAGCTGGGCTTGATGGCAGGCGCCTGTAATCCCAGCTACTAGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGC
TTGAACCCAGGAGGGGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATCACGTCATCGCACTCCAGCCTGGGCAACAAGAG
GGAAACTCCTTCCCCGCCTCCCCCACCARARARAAAAGAGAARGAARARAAACTACARAAGATAATGGAARA
GATTTAGAAACAGACTGTGTGCTCAGTTGGGGGCAGGGGGGAGGAGTAAGAGCATGCTTACCGTTTTGAT
GCTTTTAGCCACTGCTCATTAGATGACTCCAGCCCCAACTTACTTCCTAAARAACCACCTCAAGTCCAACA
TGGATGTTTTATTATTAACAGCATCTCAAACCAARATACTGACTACTCTGAGCCCCAARACCAGAACACTGA
AGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTCTCACTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACGA
CCTCGGCTCACTGCAGCCTCTTCCACCCGGGTTCAAGTGATCTCATGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGG
ATTACAGGCGCCTGCCACCGTACCCGGCTAATTTTTGTATTTTTCATAGAGACAAGGTTTCACCATCTTG
GCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTAACCTCATGATCCACCCGCCTCGGCCTCCCARAGGGCTGGGATTACAG
GTGTGAGCCACCGTGCCTGGCCTTTTGAAACTTTAAATTACAATTGTGATTCTCCCGTGTCCACATGGCT
GGGGAGGCCTCAGAATCATGGCAGGAGGCARAAGGCATTTCTTACTTGGTGGCGGCAAGAGAARAATGAG
GTAGAAGCAAAAGTGGAAACCCCTGATARACCCATCTCAGATCTCGTGAGACTTACTATCATGAGAATAA
CATGGGAAAGATTGGTCCCCATGATTCAGTTACCTCCCCCCGGGTCCCACCTACAACATGTGGGAATCCT
GGGAGATAGAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGAGGACGCAGCGAAACCATGTCAGAGGGTAAGAGGTCCCA
GTGGCAGAGTAAAAGCATCATTCAGACAAATAGAAGGAGACTCAGGAGGTACGAGAGAGAGGAATARARC
CTCTTTGGATTATACATTGTGAAGGAGTTGCAGTGGAGGGGCGGAGGGCTGAAGGAAAGGTTTTGAAGAG
AGAGGGAATCTATGGGTGGTGAGCAGTAAAGCCATTAGGTGTTGGTGACCCTTGGCACTGCTCACCCTCC
TTGGAGCATTGGAGCAGCTGATCTARAAGTTTGTCCCCAGTCTTCTGAGCAGAARATCCAGGGACACATG
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TTACTGTTGGGAAGGTAACATGGCTACCTTAGACCATACTCCTTAAGAAAGGGACCACCCACAGAGACTG
GCACCCGGGTACCAGATAGCCATCCAAAACACCAGGGCTGAAGAACCCARAAGTTTCAGTAAGATAGGCC
ATCAAGTGGARAGAATGATAGACCTGAATGAGACTTTTCTTCAGTAGCAGGGGATAATTAGAGACAATAA
AACAATGCTTTGAGAGGAGAAATTACTGTAAACATAGAGTTATTGATCCAGCAAAGCTATCAAGTCAGAT
ACAAGGTCAAGAGATGACAATTTTAGAGACCCAAGGATTCATGTTGCATGCACCCTTTCTGAGGAGGTAA
TTTGAAGATATAATACAGCGAARATGAGGATGAACATCAGAAGGAAGATTTCCTAGTGCACGACAACCAAG
AGGACAGCTGTGTAGCAGGCTGGAAAATGTATTCCATTTAGAATAGAAAGTTGGCTGGCTGTAAGAATTT
CTTAAGGAAAAGTCAGTTTCATTCAGTAGTGGGTAGAGTGAGTAAGAAGCTTGGTGGTATGGARAAGGGT
CTTCTGARAARGAAAARAGAAAAGGCAATCGGAAACTCCATGARAAGGGGTGAGGGAGTAGGGCAAAGAAA
GCTGTAGCCTGAAAAATGGGGCCTAATTTTGACAGTATTGAAAGAGAGAGCTTCTTTGACCTGACTCTGG
GAAGATTTTCTCCTTGCAGCTCCTATGTTGTATACTTGTAGAGCATTAAGTGTGATCCTAGCACACTGTT
GAGCCCCACAGTAAATAATATTTGCATAATCACAATATGAATGTAAATAGCATTTCTTTTATTAGCCTGT
TAARAGATTTCATTTGTGTATAGAAAAGAATGAAATCTTGCTCGCCTTGACAGTGTAAAAAGTAARAGTTA
CAGAGTTTGGGCCCTGTGAGGTGGGTCAAGGGTTGGGCTCCCTCTCATCCACATTCTACATAGTAGCTTT
TTTTTTTTTARATGGAGTCTTGCTCTGTCGCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTATGATCTCAGCTCACTGCAG
CCTCTGCCTCCTGGGTTCAAGCAATTCTTCTGCCTCAGCCTTCCGAGTAGCTGGGACTACAGGTGCCCGC
CACTACGCCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCATGTTGGCCAAGATGGTCTCG
ATCTCTCGACCTCGTGATCCACCCACCTCGGCCTCCCAARAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACTGCG
CCCGGCCTCTAACATAGTAGCTCTTGAAGCTCATGTTCATCTGAACAARATATCTGTAATTGGACAGTGGT
GTTGGTGAGAACTGTTTGCACCTAGGTGCCCTGTTTTGTTAGATCTTCACGTTTTGAGGATGTGTGTAAC
AGTTGAGTGGGATTTTCTGGAGGCTCAGGAATTGATGCCCGGGACTCTGAGAGCAGAAGATACAGAGGCA
CCAAGAGTTTTAAACTCTTGGGGGCCAGACCACATCTTCGCTAATTACGGCCCATAGAACTTGTCCTGCT
GGCCTCCAGTCTTCGCCCCCAGCACTCACAGTGGCATTAGAGCCGCAGCTGTTGGCTTAAGGTAGAATGT
AAGCTGCTTTTCTGTCTCCTCTGTGCACTGGGGTGATGGGGTGCTGGACTGGACTTGAAACTGTCCAAAG
AGTATTTCAGGCTCATGCTGCACTCAGCCTAGACTGCCTAGTARATCAGTTACATACGCACATGGGCAAA
ATATAAGCCATAATGACTTTAATTGGAAAGTCTGACATTGGGAAGGTGGACAGTCTATGGATGACTTTTT
TTCCCGAAATGTCTGTTCAGTAAACATTTTGAAAAGTGGTCAGTGAGTGGTCCAGTGAGTTCTGTTTCCT
GTARAGTGACCACCTTTGTATGTGTTTCACTAAATAAAGTTAGACCTTTGAARACCTTTGGTCTAGARAG
ATTAGAATGGTTAGGCCAATCCCAAATGGGTATTTTTGTTGCTGTTCACTACTTACCCTGAGACTTTCAC
AATATTAATGTATAGATGAAATGTGATAATGGAGATGAARAATACCTCACAACTCTTCAGTATCATCACAT
GAATATTAATATTTAAGAGATAATTCATTGAACAAACTTTATTTGTCTAAGGCAATATTATCTTTTCACA
AAGAAGGGAGGTGAATCATGCTTGCAAATGACAGCCGTATTACGCAGGAACTTCTGTCCCAATAGCACAG
ATCAGAGGATGGTTCTGGTCTGGAAGTCAGCTAACCTTGTTTTGTATGGAAGAGGCTTATTTTCATTAAA
GAGTCACTTGTCCAARAATGTTTCATCTCCCTTTCTGGGATATTTGCAGATCTGTTGGTTAGAACTTCGG
TTTACACAATGCTCTGCTGATACTGTGCCAGAAGTTTGGGTTCTGAAGTCCACAATCTTTACAACGTTCT
TCCCACATATGCCAGAATGAGCTATTATAAATCGGGCAGTCATGTCATTGGGAGTGTATTCTCCCTCTCT
ATTTGACAGGAAACTTGAGTTGTTGGGTGTCTGACTCCTCCATATAACATGTACTGCGTTGAGGGGTGTG
TTCCTCCTAGTGCCATGCTTTCTCCAGTTTCTCAGTCCTTTATCGAAGGGTGGTTAAGAATGAACTCATT
TTTAGCTAGACCCATTTCACACATAGCCAATGGTAATAAGAGCTATCATTTCCCAGGTGCTTARCATACA
GCTCTTAAGTAGGTAGCATTATACCTTTTTACAGAATAAGAAACCGAGGCCGAGAAGTTACAGTTTGCTC
AAGGTCATGCAGCTAGTAGAAGTCACCTCCAAGTCACACATCCCATACTGCCTCATTCATAATGTCTATG
CTGTTGTCATCATTGTCTCCAGGTTCAAAAGGACTCTCTGGGTTCARAAGTGTCCGTTGGTGAATGGAAG
ACTTAAATCTTAGTTACTTCTGAATAGTTGAGGAGGGTGAGAAGATGTTCTCAGTGGTAGTATATGATTT
TTACTGTTTACTCGCAAAATGAAACACTGTTTTAACCTAAGTATATTTTTGAAAAATGACTTTTTTCATT
GTTGGCATTCAAATAAAATCTTAAAAGTACCAACGTATACTGCTGCATTTGCCACTCTGTGTGAAGGAGG
ATGATTTGCCAAGGAGCTTAAGAGTGGCTGCATTTARATCTTCCACTTACTCCTTAAGTCCAAGGGTATT
TGTCCAAATGCATTTTAAACTCTCATTCTAARATTAAATATATTTCTAAATACTAGCACACATTTTGAAA
ATGACATTTTAAGAAAARATAATACCACTTATAATAACAAACCAAGAGTTGGGTARATGGTACCTGAGAC
TGTTCTCTTTACTTTGGGGGCGTATTTGAAAATTTCCATGATAAAATATCTTTTAAAAAATTAAGTGGCC
AGGCGCGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGCGAGGCTGAGGCAGGTGGATCACGAGGTCAGGA
GATCGAGACCATCCTGGCTAGCACGGTAARAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAARATTAGCCTGGTG
TGGTGGCAGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATGGCCTGAACCTGGGAGGC
GGAGCTTGCAGTGAGCCAAGATTGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCAAGACTCTGTCTCAA
AAAAAAAAAARAAAAAAARAAAAAAAATTAAGTTACTAGGAATAACTCTAGCAAAATGTATGGGAGGCCGG
GTGCCGTGGCTCATGCCTGTAATCCTAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTAGGTGGATCACCTGAGGTCAAGA
GTTCCAGACCAGCCTGACCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAANAARAAARARA
TAGCCAGGCATGGTGGCACGCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAA
CCCAGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCAAACCACTTCACTCCAGCCTGGGCAARAAGAGTGAAAC
TCCATCTCARAAAAGAARAGARAAGAAAATGTATGAGAGAGGACCTTACTAAGCCATGTTTACTAAGATT
TAATTTGCATATGGTAAAGTCTACCCCCCTTTTAGGTATGTATGTACTATTCTGTGAATTTGGACAAACA
GTCATGTAGCCATCTTCACACTCAACACAGAATGTTTCCAAGGAGTCCTAGGCAGGTGGATTGCTTGAGC
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TCAGGAGTTGAGAATAGTCTGGGCAACATGGTGAAACCACATCTCTACAAAAACAAAATAAAACAATGTT
TCAGTAGAATTTTCAAAGAATAAGTGTTCACTCTTAATTGGGAACATTAAAACTTAAAARAAAAAAATAG
GCTGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCCGCACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGCGGATCACGAGGTCA
GGAGATCGAGACCATCCTGGCTAACACGGTAAGAARACCCCGTCTCTGCTAARARATACARAATATTAGCCG
GGCATAGTGGCGGACACCTGTAGTCCCAACTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATGGCATGAACCTGGG
AGGCAGAGCTTGCAGTGAGCTGAGATTGCGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGACTCTGCC
TCAAAAAATAAATAAATTAATTAAATTAAATTAAAARATARAATAATGTTTGAGTGGAATAGAGACCTTTCA
TATCAATCACTGTTATTTTCCAAACTGATGTAACCTCAAGGTGGCGCAGTGGCACCAARACTTTTGTTCTA
CCTGATTTTGTGARACTCAGGCCAGAACTCCAGGATTTATTTGTATTTAAGATAAGARAGGCTAGTTCAGA
GTCCTGTTTACAACAGGCACTTAAAAAAACTTGCTAACTGGTATTACAGGTTGAGCATCCTTTATTCAAA
ATGCTTAGGAACAGTAGCACTTTGGATTTTGGGGTTTTGCATATGCATAATGAGTTATCTTAAGGCTAGG
ACTCGGGTTTAAATACGAAATTTGAAATTCATTTGTGTTTCATTACACCTTATACACATAGCCTGAAGGC
AATTCTGTACTTTTTTTTTTTTGAAACAAGGTCTCGTTCTGTCACCGAAGTTGGATCGCAGCCTCAAATT
CCTGGGCTGAAAGGATTCTACCTCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTGTAGGCATGTGCCACCACGCC
TGGCTAACTTTTTATTTTTTTTAGAGACGGGGTGTTGCTTTCTTGCCCAGGCTGTTATACAGTATTTTAA -
ATAATTTTGTACACGAAACAAAGTTTTCACTGTGACCCTATCACACGAGTGCATCATGTTAGCACTCAGA
TAGTTTCAGATTTTGGATTTTGGATGTTAGGGATGCTCAATCTATAATCCATTTACGAGAAAGGACGAAT
ATCTACAGGGTTGGGAAGGGGGAGGACACTGAATTGAARATGTTCTCGTGGGTGGGCGGATCACGAGGTC
AGGAGATCAAGACCATCCTGGCTAACATGGTGAARACCCCATCTCTACAAAAATACAAAAAAATTAGCCGG
GCATGGTGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGACAGGAGAATGGCATGAACCTGGGA
GGCGGAGCTTGCAGTGAGCCGAGATAGCGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACTCTGTCT
CAAARRAARAARAAAGAAAGAARAGGAAAAGAGAAAATGTTCTCGTAGAATTTARAATAACARATATGTA
TAGTATCGGACCAACTCCATGGAGATAAGTGATAGTTACCAGATCTGTTGTTCCTCATATACTCCTAGGG
CTGGAAAGTTTAACCAATGATTTCATGTGTTCAGGTTACAGATCAGGTCATCCTTTTCCCAGATTATAAG
TGAAGAAGGACATTGTTAGGGCCTTCACAAACTTAAAAGATCACAGAATTAATTTTTTTTTAAGGAGTAT
TTTTTTTGTAACAAAAGAGTGGTGGTARATTAGCTCTTGCTTTTAAGGATTCACTTAGGTGGGCTTTTTT
TTTTTCGACTTTGACTTTTTAAAARATTTCAATAGCTTTTGGTGTATAAGTGGTTTTTGGT TACATGGAT
GAATTCTATATTGATGAATTCTGAGGTCCGAGTGCACCCCTCGCCAGAGCAGTGTACACTGTATCCGGTA
TGTAGTCTTTTATCCCACACCATTCTTTCCCTACTAAGTCCCCAAAGTCCATTATATCACTTGTATCCTC
ATAGCTTAGTTCCCACTTATAAGTGAGGACATACCGCGTTTGATTTTCCATTCCTGAGTTACTTCACTCA
GAGTAGTGGCCCCCAGCTAGTTTTTTGTTGTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTGAGACGGTATTTCCTT
CTTGCCGCCTAGGCTGGAGTGCAGTGGCACGATCCCGGCTCACGGCAACCTCCGCCTCTCTGGCTGAAGC
AATTCTCCTCCCTCAGCCTCCTCCTAAGTAGCTGGGATTACAGGCATCTGCCACCACACCCGGCTAATTT
TTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGCCAACATAGTGTCAAACTCCTGGCCTCAAGTGA
TCCATCTACCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACTACGCCCAGCTATGGTTTTTT
ARATTATTATTTTATTTATTTTTTTARATCCAATACAGAGTTTCGTTCTGTCACTTAGGCTGGARATGCAG
TGACACAGTCATGGCTTACTGCAGCCTTGACCTTCTGGGCTCAAGTGATCTTACTGCCTTCGGCTTCCCG
AGTGGTTGGGACTATCGACACACACCACCATGCCTGGCTGATTTTGGGGGATTTTTTGTTTGTTTGTTCA
TTTGTTTTTGATAGAGACAGGGTTTTGTCCATGTTGCCCAGGCTTAATTTTTTTATTTTTTGTAGAGACA
GAGTCTCACTGTGTTTCCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGGCTCAAGCAATCCTCCCAGTTTGGCCTCCC
AAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGACCCACCACACCCGGCTGATTTATTTATTTATTAAATATGAACCATC
ATGGAGGGGTGTGAGAGGGGTAARACTAGGGACAAARAGARAATCTGTTTCCGAGATTTARAATTTATTCT
CTAGTTTTTTTAGGAACGCTTAATTTCTCACCCCCCTACCACACACAGATCTATAGGGAATATTTGGAGA
GAAAGTTTTGACAARAGTCCAAAGCTTGATTCAGTGGAGAAGCAGGTAGGTAAGTTACCAAACCAGGAGG
CTCTCTGGACAGTAATTTCACCTGGGGCTCTGCCAGACGGTTACCACATTACCAGGACTCTTGGTACAAA

TGAGAACTTCCAAGCCCCCATCCAGAAGTAGGGTAACAGTATGAGAGTATGTGGTGTTCCCATCTGTCCA
CCAGGCCCTAGGAGCTCTCTCCCCAAAGTAACTGGTGCTAATGGTTTGTCGTGTGTCCTTCCAGAGATAT
TTGATATTTAATATCTATAAATCTTGATTTAAAAGGACTCTTCTGTACCCTTTARAATGATATATTTTAA
AGATCATTCGTGTCAGTACTAATTGGACCCATTTCGTGTATAGAGATGGATATTTTAGGACACTCCTGTG
TTCACCGCTTCTTTTTCATAAGGCACCTTCATCATCGCAGCAGCTGCCTTTGGAAATCTTCCCTTGCCTC
TCACAAGGAGATTCATCTGATTGTCTGAGTTGATTTTTTGTGTTTTTTTARAGGGTTTGGAGTTAAGAAC
AGGTATGTGAATCACACAGATCATAGTGCCATTCTAAGCTGCACCAGCTTATTAGCTATGAGACTGTAGG
CGGCAACTCGATGTTTCTAGCCTGAGCATCCTTATCTGTAAGATGGGAAGAGTGCTTCACAGTCATTGGT
ACTTAGTGAATGCAAGTTGTCTCATCCTTTCTGCTTCATGGARATGTATCATAATTTTAGTTTGGGTACC
TATAAGGAAAGCATTTTAGGGACTATATGATTTATGCCAGTTGAGTCTACCCACTCCTACARATCTGTCT
GTCTCTCTTTTTCTTTTGATAAGAATGAAGCCAAGARARATTAAAGRAGATGATGCTCCAAGAACAATAG
CTTGCCCTCATAAAGTAAGTAATGCTAGAGGGAGAGTGTTCATTARACTGTTGATGAAGTTTTAGAGAGT
TATAAGAAATTTGCACTTTTGTTTCTGCTTGTGATAATTTAAATGARGCAAGGAATTAGAATCTTCGGTT
TCTAAATCCAAGAGATGAAGTTTTGTTATTTAGTARAGGCAACTTTTTARATACTGTTARATGGGATGAC
TGCAGGGAGCCGTTGCTTGATTACTGTGTGTTGACTCTACTGTTAGCGTTTCATTTCTTTTTGGATTATA
TTAACAAGTCCGTCTTAAGATCCTGGGTTGTGTCTCACCTATTGACCTTTATGGGAATGTAGGCTTGTAA
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CTGAAATTTGAAAATTATTTTGGATGTTGCTAAAATAAGCCAAATAAAGACTTAATAATTGTGTGTGATT
AGAGAGGCACTTAATTGTTTTCARATGTAGTTAGTCTTTAAAATARARAAGGATAACCTGAAARAGTACTTTT
GAGATATTTGTTGGGGGCTATTTTCAAACTTAATTGGATATGAGACTAACAGAARAAATCAAGTATCACAT
AGGTACAGAGAACAAAGTAGGAGAGATTGAGTGGAATAAAGAATGTTAAAAATGAACAATCGGAGCAGGC
TACATTTAGTTTCACGGTCTCTTCCCTGTAATGACTGTGCACTAGCAAGTCCTTCCTGTTCTTTGTCAGC
GTTCTTGATGTGGCGATTTGAAATGTAAACGTATCTCCATTAGGGCCGAAATAACAAGCATTTGAAARACA
GTTAGGCTGGAAGTGCCTATGCCATCCCTTTAGCTTCTCTGAAGTTTTCTTTATAATGGACACATAATAC
TTGTACATATTTATGGGGTACCGTGTGATGTTTCAATGCATGTATACATTGTGTACCAGTTAAATTTTTT
AAATTTCCATTTTCTAAATGGAAATTCAACCTAGGGGTAAAGGCGGARAAACTGGGGCTTCCCTCTCCCT
TCTGCCTGTGAGCTGTCTAGTGACTTGTGCTGTCCTTCTGTCATGCTGTCTTATCATTTCCCCATTCACT
CCATTACTGGGCAACAACTGCAGAAGAAATTGTTGAGGACATGCTTCTCGAGCGCCACACATCCATCTGC
CTTTCCCGCCCTGCACTGGTATCAATTTGCCTGCTTCTTCCTTTTCCTAGTGTCTCACAAAATAAATTTC
TTCTGTAGTTGCCATTCCTTGGAGACCCTCTTGCTTCTTTCTCTGTCAAGAAGGGGAAAGAGGCARAGAG
AGAAGAGGGAACAGTAGGCGATGGAGAATGACAGTCCATTGTTGCAGCACAGAATATGGGGCCACCAAAG
GTAGTGGTGGACTACCGTCATTTTAACTCCATTTGCTTAGCAGTGCTTCTGTTACTTCATTTTGGGGGAC
ATAGTCGGGTGAGGTGGCTGTGGTAGAGCTGGAAGCCAGGGTGTTGGGTTCTATTCCCAGTTTGGCTACT
ACTAGTAGTGTGACCTTGGGCAAGTCTACTTAAAGACATCTCTAAGCCTCAGTTTCCTCATCTGTAARAAC
TAGGGTTTGCATTGAATGATGACTTTTTCAGCTGTCTGCTTTTTGTCTTAAATGATATTAATGTTCTACC
GTAATACTAAGTAARATTAARATGGGGGGTTGGGGAGGTGGTTTTGTTTTAATATGTCAGTAAAGGCTGT
TAAATGGTTGAATCCTTTCTAACAGTTTGCAATGTGAACTTCTAAGCTGCTTTCTCTGTTTTAAGGGCTG
CACAAAGATGTTCAGGGATAACTCGGCCATGAGAARAACATCTGCACACCCACGGTCCCAGAGTCCACGTC
TGTGCAGAATGTGGCAAAGCTTTTGTTGAGAGTTCAAAACTAAAACGACACCAACTGGTTCATACTGGAG
AGAAGCCCTTTCAGGTAGAGCCAGTTCCCTCTCTTCCCCACACTGCCTTGCCTGTCTGAACACTGCAAGT
GTAGGTGGTGTGGTGATGAGGCAGGAGGCGCCAGCCCAGAGACTCAGGGTCTTATTACTCCTTGGTGAGA
ARCAAAACTTCTCCTGGGGAGTCGCTTAGAAGGGTTGCCGGGGCTCTGGACATCCTTGTCTATACTCTGT
GGTACTGGGTACGCAATGTATTGGTGTTGATGGAGTACACTTTATGGCAGGAGGAGAACAGGATTGAAGA
GCATACCTAARACTCAATTTCTACTTCATTCATTACAGGATTGAAGTAATTTATTTTTGGTAGTTAATAG
TATAATTACTAACTGATAAAGTTTCTAGAGTGTAAGTATAGGTAATACTTTAGCCCATARATAAGTGAAA
GAACTAGCAGTGCAGCTAGTAARATCTAACGTGGTTCTTTTTTGACAACTGACACCAGAACCCTTAATCAT

TTGTATTTTACTGTTGGAAATGTTTACAGCAGCACTAGGACTCTAGCCTGCATTTAGGAAGACTTGCCAT °

TTTGCCAAGTGTTTTAAACAGTTCGTGAGGGCTCTCCTTGGGTTTTCGGGGTTGTCCAACCTGCCTGCTG
ATTCTAGACTATATCCACAARAGTTCACCCAGGGCAGGAATGARRAGTGTTTGGTAARAATAAATAGGCTGT
TCTCTAGCAAAGCAGTGAGCTCCTGACTCCCAGGGTCTGGTCAGAGTTGCTGAGTGGGTTGATCTCTGGT
CTTTCCTTGACAGTGCACGTTCGAAGGCTGTGGGAAARCGCTTTTCACTGGACTTCAATTTGCGCACACAT
GTGCGAATCCATACCGGAGACAGGCCCTATGTGTGCCCCTTCGATGGTTGTAATAAGAAGTTTGCTCAGT
CAACTAACCTGAAATCTCACATCTTAACACATGCTAAGGCCAAAAACAACCAGTGAAARGAAGAGAGARG
ACCCTTCTCGACCACGGGAAGCATCTTCCAGAAGTGTGATTGGGAATAAATATGCCTCTCCTTTGTATAT
TATTTCTAGGAAGAATTTTAAARAATGAATCCTACACACCTAAGGGACATGTTTTGATAAAGTAGTARARA
TTAAAAAAAAAAAACTTTACTAAGATGACATTGCTAAGATGCTCTATCTTGCTCTGTAATCTCGTTTCAA
AAACACAGTGTTTTTGTAAAGTGTGGTCCCAACAGGAGGACAATTCATGAACTTCGCATCARARGACAAT
TCTTTATACAACAGTGCTARAAATGGGACTTCTTTTCACATTCTTATAAATATGARGCTCACCTGTTGCT
TACAATTTTTTTAATTTTGTATTTTCCAAGTGTGCATATTGTACACTTTTTTGGGGATATGCTTAGTAAT
GCTACGTGTGATTTTTCTGGAGGTTGATAACTTTGCTTGCAGTAGATTTTCTTTAARAGAATGGGCAGTT
ACATGCATACTTCAAAAGTATTTTCCTGTAARAARAAAAAAAGT TATATAGGTTTTGTTTGCTATCTTAAT
TTTGGTTGTATTCTTTGATGTTAACACATTTTGTATAATTGTATCGTATAGCTGTATTGAATCATGTAGT
ATCAAATATTAGATGTGATTTAATAGTGTTAATCAATTTAAACCCATTTTAGTCACTTTTTTTTTCCAAA
AARATACTGCCAGATGCTGATGTTCAGTGTAATTTCTTTGCCTGTTCAGTTACAGAAAGTGGTGCTCAGT
TGTAGAATGTATTGTACCTTTTAACACCTGATGTGTACATCCCATGTAACAGAAAGGGCAACAATAAARAT
AGCAATCCTAARAGCAAGAATATGGCAGAACAAGATCTGTAAGCACAGTCTTATTTTCTTTTGTTGTCCAG

AATACTTATAATTCTTGAGCCTCCCAGAAATTGGAAGCTAAATAAAGCAACTCAAGTTTCCTTTATTTTG

CACTCAATTACAGTGATTATTGATGAAAGCGATGCATGGATATTTTAATACTTCCTACATGTCCTGACTT
CTGAAAGAGAGTAGGTAACAGGCATCCCGAGTTCAGGAACTACCTCAGAACACCCCAGGCCAGGTTGGTC
ATAGGCTGTGATTTTAGCCCCCGGCAAGTGTGAGTGAAGCATCTGTACCACCGCGCAGGCTGAGCGCCTG
CGCAGGGTAAGGTGCCACCTGGCAGTGGGGCACACAGAGGGAAGACCAGGCCTGTCCATCAGCCGGCTGC
CTTCAGAGGCAGCTCCAGCAGGACCTTGGCTTGTCTGACAGGAAATGCTTGTGGTCGTTGGTTATTTGGT
TTGAGAGCCCTTGTTCCTCCATCTAGTGGAGTCCTTATTAAATGCTAGCAATGTGGCAATTGAGTGCCAG
TAGCTTAATTTCATGTTTCT-3"
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REIVINDICACIONES

1- Uso de una composicion que comprende un compuesto capaz de reducir la expresion del gen Yin
yang 1(Yyl), en células cardiacas de un sujeto humano o animal con respecto a la expresion observada
en ausencia del compuesto en dichas células, para elaborar un medicamento que inhibe la expresion
del gen que codifica la proteina soluble suppression of tumorigenicity-2 (ST2s) para promover la

recuperacion cardiaca tras un infarto de miocardio (IM).

2- El uso seglin la reivindicacion 1, donde dicho medicamento se usa para reducir el tamafio del infarto

de miocardio y/o previene el remodelado cardiaco adverso tras un IM.

3- El uso de la reivindicacion 1 a 2 donde la composicion se administra de manera local en las células

del corazon
4- El uso de la reivindicacion 1 a 2 donde la composicion se administra de forma intravenosa

5- Un método de cribado para identificar compuestos capaces de reducir la expresion del gen que

codifica la proteina ST2s que comprende:
a) Obtener una libreria de compuestos

b) Determinar si una administracion a células cardiacas, de uno o mas de los compuestos del
paso a) resulta en una reduccion de los niveles intracelulares del factor de transcripcion Yyl
y/o de la expresion del gen que codifica el factor de transcripcion Yyl respecto de células

cardiacas a las que no se les administra/n dicho/s compuesto/s
¢) Seleccionar aquellos compuestos que promueven la reduccion descrita en el paso b)

6- El método de la reivindicacion 5 donde también se incluye, en el paso b) determinar si la
administracion de dicho/s compuesto/s en comparacion con células cardiacas a las que no se les

administra/n resulta en:

- un aumento de los niveles de la proteina histona desacetilasa 4 (HDAC4) o de la expresion

del gen que codifica la proteina HDAC4 y/o
- una disminucion de los niveles de fosforilacion de la proteina HDAC4 y/o
- un aumento en la cantidad de proteina Yyl que esta unida a HDAC4 y/o

- un aumento de los niveles de la Interleucina 33 (IL33) o de la expresion del gen que codifica

la proteina IL33, y/o
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- una disminucion de los niveles de ST2s o de la expresion del gen que codifica la proteina

ST2s,y
¢) seleccionar aquellos compuestos que producen uno o varios de los efectos descritos en b)

7- Un método donde ademds de los pasos descritos en cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6 se
incluye un paso d) en el que se evalia en animales modelo de infarto de miocardio si la administracion
del/de los compuesto/s evaluado/s en los pasos a) y b), o seleccionado/s en el paso c), reducen el

tamanio del infarto de miocardio.

8- El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 donde se determina un rango de cantidad
del/de los compuesto/s administrado/s que provoca con mayor intensidad los efectos descritos en las

reivindicaciones 10 a 12, preferiblemente el efecto descrito en la reivindicacion 10.

9- El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde el compuesto estd formado por un

principio activo y un vehiculo farmacéutico aceptable.

10- El método de la reivindicacion 9 donde se determina un rango de cantidad de principio activo y de
vehiculo que provoca con mayor intensidad cualquiera de los efectos de las reivindicaciones 10 a 12,

preferiblemente el efecto descrito en la reivindicacion 10.

11- El método de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 donde se determina el modo de
administracion del compuesto que provoca con mayor intensidad cualquiera de los efectos de las

reivindicaciones 5 a 7, preferiblemente el efecto descrito en la reivindicacion 5.

12- El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11 donde la libreria de compuestos esta

formada por biguanidas.

13- El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12 donde la biguanida Metformina se utiliza

como control positivo.

14- Un producto que contenga la informacion de los resultados obtenidos por el método de cribado

descrito en cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13.

15- Un método de obtencion de uno o mas compuestos que comprende la identificacion del/de los

compuesto/s segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13 y su aislamiento.
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15/08/2003, Vol. 278, Paginas 31233 - 31239, ISSN
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Reivindicaciones
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Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

5-15
1-4

5-15
1-4
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NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201700154

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 Yin Meimei et al. METFORMIN IMPROVES CARDIAC 31.07.2011
FUNCTION IN A NONDIABETIC RAT MODEL OF POST-MI
HEART FAILURE. American Journal of Physiology - Heart and
Circulatory Physiology AUG 2011. Vol. 301, N° 2, P4ginas H459-
H468, ISSN 0363-6135(print) ISSN 1522-1539(electronic), <DOI:
doi:10.1152/ajpheart.00054.2011>

D02 Calvert John W et al. ACUTE METFORMIN THERAPY 29.02.2008
CONFERS
CARDIOPROTECTION AGAINST MYOCARDIAL INFARCTION
VIA

AMPK-ENOS-MEDIATED SIGNALING. Diabetes MAR 2008.
Vol. 57, N° 3, Paginas 696-705, ISSN 0012-1797,
<DOI: d0i:10.2337/db07-1098>

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento DO1 divulga que una administracion continuada de metformina tras un infarto de miocardio promueve la
recuperacion cardiaca, reduciendo el tamafio del infarto de miocardio y previniendo el remodelado cardiaco adverso tras
dicho infarto (ver apartado “Discussion”).

El documento D02 divulga que la administracion (via inyeccion) de una Unica dosis de metformina tiene un efecto protector
frente al infarto de miocardio, promoviendo la recuperacion cardiaca, reduciendo el tamafio del infarto de miocardio (ver
apartados “Results” y “Discussion”).

Aunque en los documentos D01 y D02 se indica que la metformina actia modulando la expresién de distintos genes, entre
los que no se encuentran ni el gen Yin yang (YY1) ni el gen que codifica la proteina soluble suppression of tumorigenicity-2
(ST2s), el efecto obtenido es el mismo que el reivindicado en las reivindicaciones 1-4. El hecho de que el compuesto actlie
modulando unos genes u otros, no se considera una caracteristica técnica esencial, sino la descripcién de su mecanismo de
accion, lo que constituye un descubrimiento cientifico. Dado que la definicibn de un mecanismo de actuacion no confiere
novedad y a la vista de los documentos D01 y D02, la invencidén definida en las reivindicaciones 1-4 carece de novedad en
el sentido del articulo 6.1 LP 11/1986 y no implica actividad inventiva en el sentido del articulo 8.1 LP 11/1986.

No se ha recuperado en el estado de la técnica ningin documento relevante relacionado directamente con el objeto de las
reivindicaciones 5-15, ya que no se ha encontrado en el estado de la técnica ningin documento que relacione el gen Yin
yang (YY1) con el gen que codifica la proteina soluble suppression of tumorigenicity-2 (ST2s). Por lo tanto, el objeto de la
invencion, tal y como se recoge en las reivindicaciones 5-15, se considera nuevo en el sentido del articulo 6.1 LP 11/1986 y
que implica actividad inventiva en el sentido del articulo 8.1 LP 11/1986.

En consecuencia, se considera que la invencién segun se define en las reivindicaciones 1-4 no cumple los requisitos de
patentabilidad establecidos en el art. 4.1 de la Ley 11/1986 de Patentes. Por el contrario, se considera que las
reivindicaciones 5-15 satisfacen dichos requisitos de patentabilidad.
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