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Resolucion Consgjo Directivo

Numero: RESCD-2026-538-E-UBA-DCT FFYB

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Lunes 20 de Julio de 2026

Referencia: EX-2026-03436846-E-UBA-DME#SSA_FFY B - Aprobacién de informes
de actividades - Periodos 2020-2021; 2022-2023; 2024-2025 - Profesor Consulto Titular
Dr. Héctor TARGOVNIK.

VISTO las presentes actuaciones mediante las cuales la Directora del Departamento de
Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y Genética, Profesora Dra. Carina
RIVOLTA, eleva a consideracion los informes correspondientes a las actividades del
Doctor Héctor TARGOVNIK como Profesor Consulto Titular -con dedicacion parcial-
en dicho Departamento Docente; y

CONSIDERANDO:

Que el Doctor Héctor TARGOVNIK fue designado como Profesor Consulto Titular -con
dedicacién parcial- mediante Resolucién RESCS-2020-39-E-UBA-REC.

Que presenta los informes correspondientes a los periodos 2020-2021, 2022-2023 y
2024-2025, en cumplimiento del CODIGO.UBA 1-10 en su articulo 106.

Por ello, atento alo aconsgjado por la COMISION DE ENSENANZA, lo establecido en
el Articulo 106 CODIGO.UBA 1-10y lo acordado en la sesion de fecha 14 de julio de
2026;

EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Resuelve;



ARTICULO 1°.- APROBAR los informes de actividades realizadas durante |os periodos
2020-2021; 2022-2023; 2024-2025, cuyos detalles obran en orden 3; 4 y 5,
respectivamente, del expediente  electrénico  EX-2026-03436846-E-UBA-
DME#SSA_FFYB y que corren agregados como Anexo ARCD-2026-58-UBA-
DCT_FFYB de la presente Resolucion.

ARTICULO 2°.- Registrese; elévese mediante comunicacion oficial al Consgjo Superior
de la Universidad de Buenos Aires para su conocimiento, notifiquese mediante
comunicacion oficial a Departamento de Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y
Genética, y al interesado; elévese mediante comunicacion oficial a la Secretaria
Académicay alaDireccién Genera Técnico-Académica; cumplido, archivese.

(posee archivo embebido)
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Informe Profesor Consulto Titular, Dedicacion Parcial “Ad honorem”
Periodo 2020-2021

Cétedra de Genética.

Departamento de Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y Genética de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires.

Resolucion RESCS-2020-39-E-UBA-REC del Consejo Superior de la UBA del 13 de marzo de 2020.
Del 13 de marzo de 2020 al 12 de marzo de 2027.

Cargos en el periodo

Investigador Superior Ad-honorem - Contratado, Disposicion: DI-2019-2292-APN-GRH#CONICET del
8 de noviembre de 2019. Del 1 de enero de 2020 al 31 de diciembre de 2020.

Investigador Superior Ad-honorem - Contratado, Disposicion: DI-2021-240-APN-GRH#CONICET del
26 de febrero de 2021. Del 1 de enero de 2021 al 31 de diciembre de 2022.

Trabajos publicados.

1) Curating the gnomAD Database: Report of Novel Variants in the Globin-Coding Genes and
Bioinformatics Analysis. Karen G. Scheps, Marcia A. Hasenahuer, Gustavo Parisi, Héctor M.
Targovnik, Maria S. Fornasari.

Human Mutation: 41: 81-102, 2020

John Wiley & Sons, Inc., ISSN, Print 1059-7794, Online 1098-1004, New Jersey, USA

ISI Impact Factor (2018): 4,453

2) Defects in Protein Folding in Congenital Hypothyroidism. Héctor M. Targovnik, Karen G.
Scheps, Carina M. Rivolta.

Molecular and Cellular Endocrinology: 501: 110638, 2020.

Elsevier, ISSN, Print 0303-7207, Online 1872-8057, Amsterdam, Paises Bajos

IST Impact Factor (2020): 4,102

3) p.L571P in the Linker Domain of Rat Thyroglobulin Causes Intracellular Retention.

Cintia E. Citterio, Sofia Siffo, Christian M. Moya, Mauricio Gomes Pio, Maricel F. Molina, Karen G.
Scheps, Osvaldo A. Rey, Peter Arvan, Carina M. Rivolta, Héctor M. Targovnik.

Molecular and Cellular Endocrinology: 505: 110719, 2020.

Elsevier, ISSN, Print 0303-7207, Online 1872-8057, Amsterdam, Paises Bajos

ISI Impact Factor (2020): 4,102

4) A novel mutation in intron 11 donor splice site, responsible of a rare genotype in thyroglobulin gene
by altering the pre-mRNA splincing process. Cell expression and bioinformatic analysis. Pio MG,
Molina MF, Siffo S, Chiesa A, Rivolta CM, Targovnik HM.

Molecular and Cellular Endocrinology: 522: 111124, 2021.

Elsevier, ISSN, Print 0303-7207, Online 1872-8057, Amsterdam, Paises Bajos

ISI Impact Factor (2021): 4,369

5) Structure and genetic variants of thyroglobulin: Pathophysiological implications. Citterio CE, Rivolta
CM, Targovnik HM.

Molecular and Cellular Endocrinology: 528: 111227, 2021.

Elsevier, ISSN, Print 0303-7207, Online 1872-8057, Amsterdam, Paises Bajos

ISI Impact Factor (2021): 4,369

6) Thyroid hormone synthesis continues despite biallelic thyroglobulin mutation with cell death. Zhang
X, Kellogg AP, Citterio CE, Zhang H, Larkin D, Morishita Y, Targovnik HM, Balbi VA, Arvan P.

JCI Insight: 6: 148496, 2021.

American Society for Clinical Investigation (ASCI), ISSN: 2379-3708, Ann Arbor, Michigan, USA

ISI Impact Factor (2021): 9,484 ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 1 de 142





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2020-2021. 2

7) Curating the gnomAD database: Report of novel variants in the thyrogobulin gene using in silico
bioinformatics algorithms. Pio MG, Siffo S, Scheps KG, Molina MF, Adrover E, Abelleyro MM,
Rivolta CM, Targovnik HM.

Mol Cell Endocrinol: 534:111359, 2021.

Elsevier, ISSN, Print 0303-7207, Online 1872-8057, Amsterdam, Paises Bajos

ISI Impact Factor (2021): 4,369

8) Actividades Profesionales Reservadas en Argentina: Origenes y Actualidad (Reserved Professional
Activities in Argentina: Origins and Current Situation). Citterio CE, Targovnik HM.

Revista de Educacion, 12 (22): 209-217, 2021.

Facultad de Humanidades de la Universidad Nacional de Mar del Plata, ISSN impresa 1853-1318,
ISSN en linea 1853-1326, Mar del Plata, Argentina.

Comunicaciones a congresos

1) Novel molecular mechanism of de novo triiodothyronine (T3) formation induced by Fam20c in
stimulated thyrocytes.

Iglesias C; Gauna AT; Arvan P; Targovnik HM; Citterio CE.

SAIC — YOUNG INVESTIGATORS BIGAND AWARD

LXV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, Lugar de la reunion:
Virtual, 10-13 de noviembre de 2020.

Medicina (Bs As) 80 Supl. V: 38-39, 2020.

2) Systematic analysis of thyroperoxidase variations in patients with congenital hypothyroidism.
Molina MF, Adrover E, Olcese C, Gomes Pio M, Siffo S, Miras M, Chiesa A, Gonzalez-Sarmiento R,
Targovnik HM, Rivolta CM.

LXYV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, Lugar de la reunion:
Virtual, 10-13 de noviembre de 2020.

Medicina (Bs As) 80 Supl. V: 62 (57 (491)), 2020.

3) Bioinformatic analyses of KLF1 variants detected in argentinean population with
hemoglobinopathies.

Targovnik HM, Scheps K.

LXV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, Lugar de la reunion:
Virtual, 10-13 de noviembre de 2020.

Medicina (Bs As) 80 Supl. V: 70 (83 (95)), 2020.

4) Molecular characterization of thyroglobulin variants identified in patients with goitrous
hypothyroidism. Analysis of the splicing mechanism.

Gomes Pio M, Molina MF, Siffo S, Chiesa A, Targovnik HM, Rivolta CM.

LXYV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, Lugar de la reunion:
Virtual, 10-13 de noviembre de 2020.

Medicina (Bs As) 80 Supl. V: 72 (90 (322)), 2020

Capitulo de libro

1) Recientes Avances en Gendmica, Transcriptomica, Protedmica y Metabolomica Aplicada al
Conocimiento de la Biologia del Echinococcus granulosus.

Cerrone GE, Targovnik HM.

Situacion de la Hidatidosis - echinococcosis en la Republica Argentina. 2da edicion.

Editores: G.M.Denegri, M.C.Elissondo y M.C. Dopchiz). 2020.

Direccion de Subsidios ARCD-2026-58-UBA- DCT_FFY B
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1) Tema: Mecanismos Genéticos-Moleculares Asociados al Hipotiroidismo Congenito: Secuenciacion
de Nueva Generacion Aplicada al Diagnostico, un Aporte a la Medicina Traslacional. PICT 2018-02146.
Organismo Otorgante: Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica, FONCyT.

Direccion de Becarios

1)Becaria: Licenciada en Biologia Sofia Siffo

Organismo Otorgante: Concejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)

Tema: Identificacion de mutaciones en el gen de tiroglobulina por secuenciacion de alto rendimiento y
caracterizacion de los mecanismos moleculares que intervienen en el transporte intracelular y secrecion de la
tiroglobulina en el hipotiroidismo congénito.

Beca Interna de Finalizacion de Doctorado

Duracion: 2 afios

Periodo: 1 de abril de 2018 al 31 de marzo de 2020.

Organismo Otorgante: Concejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
Tema: Mecanismos Genéticos-Moleculares Asociados al Hipotiroidismo Congenito: Secuenciacion de
Nueva GeneracionAplicada al Diagnostico.

Beca Posdoctoral

Duracion: 2 afios

Periodo: 1 de abril de 2020 al 30 de abril de 2021 (Renuncia razones econémicas y personales).

2) Becario: Licenciado en Biomedicina Mauricio Pio Gomes

Organismo Otorgante: Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica.

FONCyT.

Tema: Caracterizacion de los mecanismos fisiopatologicas y moleculares que intervienen en el
transporte intracelular y secrecion de la tiroglobulina asociada al hipotiroidismo congénito..
Beca Inicial

Duracion: 3 afios
Periodo: 1 de agosto de 2017 al 31 de julio de 2020.

Organismo Otorgante: Concejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
Tema: Analisis de la Evolucion, la Estructura y de las Variantes de la Tiroglobulina. Caracterizacion de
los Mecanismos Fisiopatologicos que Intervienen en el Procesamiento del Transcripto Primario y en el
Transporte Intracelular de las Tiroglobulinas Mutantes.

Beca Interna de Finalizacion de Doctorado

Duracion: 3 afios

Periodo: 1 de abril de 2021 al 31 de marzo de 2024.

3) Becaria: Dra.Karen Gabriela Scheps

Organismo Otorgante: Concejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)

Tema: Bases moleculares de las hemoglobinopatias: analisis y caracterizacion de modificadores
primarios, secundarios y terciarios

Beca Posdoctoral

Duracion: 3 afios y 11 meses.

Periodo: 1 de abril de 2017 al 28 de febrero de 2021.

4) Becaria: Bioquimica Maricel Fernanda Molina

Organismo Otorgante: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
Co - Director

Tema: Genética Molecular de la Patologia Tiroidea, un aporte a la Medicina Traslacional.

Beca Posdoctoral

Beca Interna de Finalizacion de Doctorado

Duracion: 3 afos
Periodo: 1 de abril de 2020 al 31 de marzo de 2023

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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Direccion de Investigadores

1)Investigadora: Dra Cintia E. Citterio

Categoria: Asistente. Miembro de la Carrera del Investigador Cientifico y Tecnoldgico (CONICET).
Organismo: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)

Periodo: 1 de diciembre de 2017 al 31 de mayo de 2022 (Promocion Investigadora Adjunta).

2) Investigadora: Dra.Karen Gabriela Scheps

Categoria: Asistente. Miembro de la Carrera del Investigador Cientifico y Tecnologico (CONICET).
Organismo: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) Periodo: 1 de
marzo de 2021 al 20 de enero de 2025.

Direccion de Tesis Doctorales

1)Licenciada en Biologia Sofia Siffo

Titulo: Identificacion de mutaciones en el gen de Tiroglobulina por secuenciacion de alto rendimiento y
caracterizacion de los mecanismos moleculares que intervienen en el transporte intracelular y secrecion
de la Tiroglobulina en el Hipotiroidismo Congénito

Doctorado de la Universidad de Buenos Aires, Subarea Ciencias Bioquimicas

Lugar: Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

Ao de doctorado: 2020 Calificacion: Sobresaliente (10 puntos).

Cargos actuales: Becaria en Lund University Diabetes Centre, Malmo, Sweden.

Gestion Universitaria

1) Consejero Suplente por el Claustro de Profesores por la minoria, Consejo Directivo de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica. Miembro Suplente por el Claustro de Profesores por la minoria de la Comision
de Concursos.

Miembro de comisiones asesoras v de evaluacion

Integrante de comisiones asesoras

1) Representante Titular del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
ante el Consejo Consultivo del Banco Nacional de Datos Genéticos, MINCyT. Nota: NO-2021-
5440853-APN-CONICET#MCT, del 17 de junio de 2021 al 16 de junio de 2025.

Evaluador

1) Evaluador de subsidios de la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica,
FONCyT-IP-COVID19, Convocatoria 2020.

2) Evaluateur du " Crédits & Projets" 2021 — Fonds de la Recherche Scientifique (FNRS), Bélgica.
2021.

Arbitro de revistas cientificas

1) Editor consulto de la Revista Argentina de Endocrinologia y Metabolismo, desde el 2011 al
continuo.

2) Miembro del Editorial Board de Annals of Thyroid Research, desde 2015 al continuo.

3) Miembro del Editorial Board de Peertechz Journal Biological Research Development, desde 2015 al
continuo.

4) Miembro del Editorial Board de JSciMed Thyroid Disorders and Management, desde 2016 al
continuo.

5) Miembro del Editorial Board de Molecular and Cellular Endocrinology, desde 2022 al 2026.

6) BMC Medical Genetics, 2020.

7)Frontiers in Endocrinology, 2020, 2021.

8) Gene,2020, 2021

9) Molecular Celular Endocrinology, 2021.

10) Clinical Case Reports, 2021.

Actividades Docentes de Colaboracion y Asesoria

1) Colaborador y Asesor de la asignatura Biologia Molecular de la Maestria en Biologia Molecular

Médica de la Universidad de Buenos Aires. ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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2) Supervisor del Proyecto integrado para la instalacion de la linea eléctrica general y de emergencia, y
para la instalacion de la iluminacion en los laboratorios e instalaciones anexas de la Catedra de Genética
del Departamento de Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y Genética de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

Plan de Investigacion desarrollado en el periodo
Titulo: Caracterizacion de los Mecanismos Fisiopatologicas y Moleculares que Intervienen en el Transporte
Intracelular y Secrecion de la Tiroglobulina Asociada al Hipotiroidismo Congénito.

Analisis de mutaciones de tiroglobulina y de tiroperoxidasa en la base de datos Genome Aggregation
Database v2.1.1 (gnomAD).

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas metodologias de secuenciacion masiva que permiten el
estudio a gran escala de distintas patologias con desdrdenes genéticos. Estas tecnologias, tales como la
secuenciacion de exomas (Whole Exome Sequencing, WES) y de genomas completos (Whole Genome
Sequencing, WGS), permiten la deteccion de diez mil y millones de variantes respectivamente. En
consecuencia, se han generado diversas bases de datos donde podemos observar toda la informacion
disponible proveniente de estos estudios.

Desde el afio 2017 esta disponible el acceso a la base de datos gnomAD v2.1.1.1, un depdsito de
informacion genética que contiene los datos de 125.784 exomas y 15.708 genomas de individuos no
relacionados y secuenciados como parte de estudios genéticos de poblaciones y con enfermedades
especificas. Esta base de datos es basicamente un proyecto liderado por un consorcio de investigadores que
trabajan para llevar la informacion de estos estudios a gran escala a toda la comunidad cientifica. Hasta la
fecha, el gnomAD comprende la fuente mas extensa y completa de informacion genética de individuos
provenientes de distintas etnias. El uso de este tipo de base de datos permite a los investigadores descubrir
potenciales variantes patogénicas presentes en un determinado gen para cada enfermedad especifica, asi
como también evaluar su patron de frecuencia alélica.

a) Curacion de la base de datos gnomAD v2.1.1: Informe de nuevas variantes en el gen de la
tirogobulina utilizando algoritmos bioinformaticos in silico.

La tiroglobulina (TG) es una gran proteina glicosilada de 2.767 aminoacidos, secretada por los tirocitos
en la luz folicular (Figura 1). Juega un papel esencial en el proceso de sintesis de la hormona tiroidea. Las
variantes del gen TG conducen a hipotiroidismo congénito permanente. En el presente trabajo, informamos
una poblacion detallada y analisis de prediccion bioinformadtica de las variantes de TG indexadas en la base
de datos de agregacion del genoma (gnomAD 2.1.1) (Figura 2). Los resultados mostraron un claro
predominio de variantes sin sentido en los grupos étnicos Europeos (finlandeses), Europeos (no finlandeses)
y Askenazies Jewish, mientras que las variantes del sitio de empalme predominan en las poblaciones del
Sudasiética y de Africa/Afroamericana (Figura 3). Se utilizaron 4 predictores de proteinas (PolyPhen-2
HumVar, PANTHER PSEP, PROVEAN y SIFT) para el andlisis de missense en residuos de cisteinas y en
el dominio ChEL vy 8 predictores de splicing para variantes en el sitio de splicing (NNSplice, FSsplice,
SPL, SPLM, Maxent, MDD, MM y VMM). En total, se describieron 282 nuevas variantes de TG (47
missense que involucran los residuos de cisteina de tipo salvaje, 177 missense ubicados en el dominio ChEL
y 58 variantes del sitio de empalme) que no se informaron en la literatura y que tendrian efectos nocivos en
los programas de prediccion. En la poblacion de gnomAD, la prevalencia estimada de portadores
heterocigoticos de las variantes potencialmente dafiinas fue de 1:320. Se seleccionaron tres variantes para
modelar la estructura 3D. De cada grupo obtenido del anélisis de prediccion se eligid una variante:
p-Ala2558 Asp (likely benign), p.Glu2349Lys (variants of uncertain significance (VUS)) y p.Pro2236Ala
(Likely pathogenic) (Figura 4). Todos los aminoacidos seleccionados para este analisis se conservan en
todas las especies estudiadas.

En conclusion, proporcionamos una fuente de referencia actualizada y curada para el diagndstico de la
enfermedad tiroidea, principalmente para el hipotiroidismo congénito por deficiencia de TG. La
identificacion y caracterizacion de las variantes de TG es, sin duda, un enfoque valioso para estudiar las

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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relaciones estructura/funcién de los TG y una herramienta importante para el diagnostico clinico y el
asesoramiento genético.

Classical Model
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Figura 1. Organizacion estructural de la proteina tiroglobulina humana de tipo salvaje. a) Modelo clasico de tiroglobulina
humana. a) Modelo Clasico de la estructura primaria de tiroglobulina. Se muestra la representacion esquematica adaptada de
Holzer et al. [2016]; Malthiéry y Lissitzky [1987]; Merken et al. [1985]; Molina et al. [1996], Parma et al. [1987], Swillens et
al. [1986] y van de Graafet al. [2001]. El péptido sefal de la tiroglobulina (SP), las unidades repetitivas de TG tipo 1, TG tipo 2
y TG tipo 3, los modulos linker e hinge, el dominio de homologia de acetilcolinesterasa (ChEL), estan dibujados a escala y
representados por recuadros. El monémero de tiroglobulina se organiza en cuatro regiones estructurales (I, II, III y IV). Se
muestran los sitios de formacién de T4 N-terminal (acoplamiento de un donante DIT'¥ con el aceptor DIT?*) y T3 C-terminal
(acoplamiento de un MIT?7% en el antepentltimo residuo de un mondémero TG con el antepentaltimo DIT?’% en el monomero
opuesto), b) Nuevo modelo de estructura primaria de tiroglobulina. Representacion esquematica adaptada de Coscia et al. [2020].
El péptido seiial de tiroglobulina (SP) y TG tipo 1 (los dominios A, B, C, D, F, G, H, J, K, L y P), TG tipo 3 (los dominios Q, R,
S, Ty dominio U), TG tipo 1 similar (dimero, dominio I), similar a Ig (los dominios M y N), TNF/EGF/laminin-like fold (dominio
0) y la homologia de acetilcolinesterasa (ChEL (dimero, el dominio V), estan dibujados a escala y representados por cajas. El
mondmero de tiroglobulina estd organizado en cinco regiones estructurales: Dominio N-Terminal (NTD), Core, Flap, Arm y
Dominio C-Terminal (CTD). Las posiciones de los aminoacidos estan numeradas, incluidos los 19 aminoacidos del péptido
sefial, siguiendo la numeracion NCBI: NP_003226.4 y Uniprot: P01266.

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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Splice site prediction tool validation

Prediction analisis of acceptor and donor splice site variants
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Figura 2. Diagrama de flujo del protocolo disefiado seguido en el presente analisis. Se realizaron diferentes analisis para las
variantes de missense que involucran los residuos de cisteina de tipo salvaje y el dominio ChEL, y las variantes pLoF ((nonsense,
frameshift and splice site)) de la tiroglobulina humana indexada en la base de datos gnomAD. Nuestro analisis incluye
sustituciones, duplicaciones o eliminaciones de nucle6tidos en sitios de empalme aceptores o donantes que involucran la posicion
-5/-4/-3/-2/-1 o +1/+2/43/+4/+5, respectivamente. Eliminamos las variantes identificadas como de confianza baja (LCpLoF).
Este estudio tiene como objetivo analizar la distribucion de las diferentes variantes genéticas dentro de los diferentes grupos
étnicos y determinar la posible patogenicidad de las variantes mediante el uso de programas de prediccion. ss, sitio de empalme.

European (Finnish)

2%

8%

South Asian

L Missense Cysteines

European (Non Finnish)

African/African-American
2%

1%

M Nonsens

e

Ashkenazi Jewish

5%

Latino/Admixed American

B Frameshift

East Asian

Other

4 Splicing

Figura 3. Analisis de frecuencia de poblacidn de cisteinas missense, nonsense, frameshift y variantes de sitio de empalme dentro
y entre etnias. Notese un claro predominio de variantes nonsense en los grupos étnicos Europeos (finlandeses), Europeos (no
finlandeses) y Ashkenazies Jewish, mientras que las variantes del sitio de empalme predominan en la poblacion Sudasiatica y
Africana/Afroamericana. Los grupos étnicos de Asiaticos Orientales y Latinos/Estadounidenses mezclados presentan una
distribucion similar entre variantes sin sentido y de sitios de empalme.
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Group |, p.Ala2558Asp Group Il, p.Glu2349Lys Group 11l, p.Pro2236Ala

Figura 4. Modelado 3D de las variantes p.Ala2558Asp, p.Glu2349Lys y p.Pro2236Ala en el dominio ChEL de la
tiroglobulina humana. El modelo se obtuvo por homologia, utilizando 6glu.1 como templado. a) Se utilizé el programa FoldX
con el visor molecular YASARA para obtener la estructura terciaria del dominio ChEL de la tiroglobulina humana. En verde se
muestra el aminodacido de tipo salvaje (Ala?**%, Glu?** y Pro??*%) y en rojo la variante de aminoacido (Asp?**%, Lys?** y Ala?%%).
También se muestra el solapamiento de ambos aminoacidos en la misma posicion. b) Se utilizo el programa FoldX con el visor
molecular YASARA para estudiar la superficie de accesibilidad al solvente de la variante de proteina y de tipo salvaje, asi como
la formacion de puentes de hidrogeno intramoleculares. Las flechas blancas indican la posicion del aminoacido en las posiciones
2558, 2349 y 2236. Las flechas negras indican cambios observables en los analisis realizados. bl) formacion de puentes de
hidrégeno, b2) superficie de accesibilidad al disolvente.

b) Curacion de la base de datos gnomAD v2.1.1: Informe de nuevas variantes en el gen de la
peroxidasa tiroidea utilizando algoritmos bioinformaticos in silico.

La peroxidasa tiroidea (TPO) es una glicoproteina unida a la membrana ubicada en el lado apical de las
células foliculares de la tiroides que cataliza tanto la yodacion como el acoplamiento de los residuos de
yodotirosina dentro de la molécula de tiroglobulina, lo que lleva a la sintesis de la hormona tiroidea (Figura
5). Las variantes en TPO causan hipotiroidismo congénito (HC) por defecto de organificacion de yoduro y
comunmente se heredan de forma autosdmica recesiva.

En el presente trabajo, informamos una poblacion detallada y anélisis de prediccion bioinforméatica de
las variantes de TPO indexadas en la base de datos de agregacion del genoma (gnomAD) v2.1.1 (Figura 6).
Se analizd la proporcion de variantes de cisteina missense y variantes de nonsense, frameshift, y
aceptora/dadora de empalme en cada grupo étnico (Europeo (no finlandés), Europeo (finlandés),
Africano/Afroamericano, Latino/Estadounidense mezclados, Asiatico Oriental, Sudasiatico, Ashkenazi
Jewish y Otros). Los resultados mostraron un claro predominio de variantes frameshift en la poblacién de
Asia Oriental y Europea (finlandesa), mientras que las variantes del sitio de empalme predominan en
poblacioén Africanos/Afroamericanos, Latinos/Estadounidenses mezclados, Otros, Sudasiaticos, Europeos
(no finlandeses) y Ashkenazies Jewish (Figura 7).

El analisis de la distribucion de las variantes indexadas en la base de datos gnomAD v2.1.1 revel6 que
la mayoria de las variantes missense identificadas en el dominio An peroxidase estan en el exon 8, seguido
por los exones 11, 7y 9, y finalmente en orden descendente por los exones 10, 6, 12 y 5. Se utilizaron 4
predictores de proteinas (PolyPhen-2 HumVar, PANTHER PSEP, PROVEAN y SIFT) para el andlisis de
missense en residuos de cisteinas y en el dominio ChEL y 8 predictores de splicing para variantes en el
sitio de splicing (NNSplice, FSsplice, SPL, SPLM, Maxent, MDD, MM y VMM). En total, se describieron

183 nuevas variantes de TPO (13 variantes missense de cisteina, 15 %\%Btgﬁéigmg\nﬁe&xi:wglucran
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el dominio An peroxidasa y 12 variantes de sitios aceptores o dadoras de empalme) que no se informaron
en la literatura y que tendrian efectos nocivos en los programas de prediccion. En la poblacion de gnomAD
v2.1.1, la prevalencia estimada de portadores heterocigoticos de las variantes potencialmente dafiinas fue
de 1:77. Se seleccionaron tres variantes para modelar la estructura 3D. De cada grupo obtenido del anélisis
de prediccion se eligid una variante: p.Ala303Val (likely benign), p.Glu347Lys (VUS) y p.His407Pro
(likely pathogenic) (Figura 8). Todos los aminoécidos seleccionados para este analisis se conservan en todas
las especies estudiadas.

En conclusion, proporcionamos una fuente de referencia actualizada y seleccionada de nuevas variantes
de TPO para su aplicacion en diagnostico clinico y asesoramiento genético. Ademas, este trabajo contribuye
a dilucidar las bases moleculares del hipotiroidismo congénito asociado a defectos de TPO.

CCP-like EGF-Ca?*

dHis2%® pHiis?%4 su‘;rhi binding-like

8 709 740 796 839 aa
SP ¥

NH; | TcooH
An peroxidase
\ or
O O MPO-like . _.:

19 846 872 933 aa

ECD TM- ICD

Figura 5. Organizacién estructural de la proteina peroxidasa tiroidea humana de tipo salvaje. Se muestraa el péptido sefial
de la peroxidasa tiroidea (SP), el dominio An peroxidasa (también conocido como dominio MPO-like), dominio similar a la
proteina de control del complemento (CCP-like) (también conocido como dominio Sushi), factor de crecimiento epidérmico que
se une al calcio (EGF-Ca2+ binding-like), sitios de unién al grupo hemo (histidina proximal (pHis**), histidina distal (dHis>*°),
acido aspartico (Asp?*®), acido glutdmico (Glu**°)) y ocho enlaces disulfuro intracatenarios. Las posiciones de los aminoéacidos
estan numeradas, incluido el péptido sefial (SP), siguiendo la numeracion NCBI (NP_000538.3) y Uniprot (P07202). ECD:
dominio extracelular, TM: dominio transmembrana, ICD: dominio intracelular, aa: aminoacido.
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gnomADv2.1.1

Amino acid ituti prediction tool idati 1848 thyroid peroxidase variants Splice site prediction tool validation
oy o " . . . . located in or within

Prediction analisis of missense variants involving the wiki-type 75 base pairs upstream or Prediction analisis of acceptor and donor splice site variants

cysteine residues and missense variants involving the downstream of a coding exon reportedin the literature associated withthyroid diseases.

myeloperoxidase-like domain reported in the literature associated
with thyroid diseases.

B . Acceptorand donor
Missense variants Missense variants splice site variants
Involving the wild-type involving the Nonsense variants Frameshift variant
cysteine residues An peroxidase or (20 acceptor ss variants)
MPO-like domain (30 variants) (25 variants)
(18 variants) (347 variants) (16 donor ss variants)

v — v

Population frequency analysis

Analysis with amino acid
substitution prediction tools

| | }

Splice site prediction tools

PROVEAN, PROVEAN, Searching forpotential 3"ss and 5" ss
SIFT, PolyPhen-2 (Hum VAR), SIFT, PolyPhen-2 (Hum VAR), NNSplice, FSplice, SPL, SPLM predictiontools
Panther-PSEP programs Panther-PSEP programs
The 3D model in selected ¥ 5
Variants MaxEntScan program: MaxEntScan program:
" MAXENT, MM and WMM MAXENT, MDD, MM
Chimera X program score analyses and WMM score analyses

Figura 6. Diagrama de flujo del protocolo diseiiado seguido en el presente analisis. Se realizaron diferentes analisis para
variantes missense que involucran los residuos de cisteina de tipo salvaje, variantes missense que involucran el dominio de An
peroxidasa y variantes de pérdida de funcion prevista (pLoF) (nonsense, frameshift and splice site) de la peroxidasa tiroidea
humana indexada en la base de datos gnomAD v2.1.1. Nuestro analisis incluye sustituciones, duplicaciones o eliminaciones de
nucleétidos en sitios de empalme dadoras o aceptoras que involucran la posicion -5/-4/-3/-2/-1 o +1/+2/+3/+4/+5,
respectivamente. Eliminamos las variantes identificadas como de confianza baja (LCpLoF). Este estudio tiene como objetivo
analizar la distribucion de las diferentes variantes genéticas dentro de los diferentes grupos étnicos y determinar la posible
patogenicidad de las variantes mediante el uso de programas de prediccion. ss, sitio de empalme.

European (Finish) European (Non-Finish) Ashkenazi Jewish East Asian
4% 4 7% 1%
21%
44%
56% 34% 56%
75%
> . 82%
South Asian African/African-American Latino/Admixed American Other
0.04% 0.4% 0.1% 0.3%
L 1.1%4.6% 4%
%
|
99.46% .
86% . oa% - 96%
Missense cysteines [l Nonsense Frameshift Splicing

Figura 7. Analisis de frecuencia de la poblacion de variantes de missense que involucra los residuos de cisteina de tipo
salvaje, nonsense, frameshift and splice site dentro y entre etnias. Tenga en cuenta un claro predominio de variantes de
frameshift en los grupos étnicos Europeos (finlandeses) y Asiaticos Orientales, mientras que las variantes del sitio de empalme
predominan en las poblaciones Europeas (no finlandesas), Ashkenazi Jewish, Sudasiaticas, Africano/Afroamericano,
Latino/Estadounidense mezclados y Otros.
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p.Ala a p.Glu ys p.His ro
Ala303Val Glu347L His407P
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Figura 8. Modelado 3D de las variantes p.Ala303Val, p.Glu347Lys y p.His407Pro en el dominio An peroxidasa de la
peroxidasa tiroidea humana. El modelo se obtuvo por homologia, utilizando el programa Swiss Model y el cristal SUZU como
plantilla. a) Se utiliz6 el programa ChimeraX [https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/| para obtener la estructura terciaria del dominio
An peroxidasa de la peroxidasa tiroidea humana. Izquierda. Se muestra el aminoécido de tipo salvaje (Ala*®, Glu*¥ e His*"").
Derecha. La variante de aminoécido (Val’®, Lys**’ y Pro*’”) y las alteraciones de la estructura, como broken hydrogen bonds y
clashes (se indican con flechas). b) El programa ChimeraX también se utilizd para estudiar la superficie de potencial
electrostatico de la variante de proteina y de tipo salvaje. Las cargas positivas se representan en azul mientras que las negativas,
en rojo. Las areas neutrales se muestran en blanco.

Deteccion mutacional de los genes TPO y DUOX2 en nifios argentinos con hipotiroidismo congénito
por dishormonogénesis tiroidea.

El hipotiroidismo congénito (HC) primario es la enfermedad endocrina més comun en los nifios y una
de las causas prevenibles de déficit tanto cognitivo como motor. Presentamos una investigacion genética y
bioinformatica de disefio clinico racional en 16 pacientes argentinos con sospecha de HC por
dishormonogénesis tiroidea (TDH). El enfoque de secuenciacion de NGS se utilizd para identificar
variantes en los genes de peroxidasa tiroidea (TPO) y de dual oxidasa 2 (DUOX2). Un panel personalizado
dirigido a 7 genes asociados con TDH [(TPO, Iodothyrosine Deiodinase I (IYD), Solute Carrier Family 26
Member 4 (SLC26A4), Thyroglobulin (TG), (DUOX2), Dual Oxidase Maduration Factor 2 (DUOXA?2),
Solute Carrier Family 5 Member 5 (SLC5AS5)] y 4 asociados con disembriogénesis tiroidea [PAXS,
FOXE1, NKX2-1, Thyroid Stimulating Hormone Receptor (TSHR)] Ademas, se realizaron analisis
bioinformaticos y modelos estructurales 3D para identificar variantes y predecir la enfermedad.

Se han identificado cuatro nuevas variantes, dos en TPO: c.2749-2A>C y ¢.2752 2753delAG,
[p.Ser918Cysfs*62] y dos variantes en el gen DUOX2: ¢.425C>G [p.Prol42Arg] y c. 2695delC
[p.GIn899Siervos*21]. Dieciocho variantes identificadas de TPO, DUOX2 e IYD se describieron
previamente. Identificamos variantes bialélicas potencialmente patogénicas en TPO y DUOX2 en 7 y 2
pacientes, respectivamente. También detectamos una variante monoalélica potencialmente patdégena en
TPO y DUOX2 en 7 y 1 pacientes respectivamente.
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En conclusion se han identificado 22 variantes asociadas a la TDH. Todas las mutaciones nuevas
descritas ocurren en dominios importantes para la estructura y funcion de la proteina, lo que predice el
fenotipo de TDH.
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Figura 9, a, b. Genealogias que muestran los resultados del genotipo de peroxidasa tiroidea (TPO), dual oxidasa 2
(DUOX?2) y yodotirosina desyodasa (IYD) para las familias de 1 a 16. Se muestran cromatogramas de secuenciacion parcial
de ADN gendmico. Los cuadrados representan hombres y los circulos mujeres. Los simbolos solidos indican los alelos mutados
p-Glu799Lys, p.Ala397Profs*76, p.Pro499Leu, p.Asn307Thr, p.Arg292Cys, p.Val748Met, p.Phe966Serfs*29,
p-Leu264Cysfs*57 y los simbolos sombreados los alelos mutados p.Arg665Trp, p.Thr561Met, p.Ala576Glu, p.Ser398Thr,
c.2749-2A>C, p.Cys808Leufs*72, ¢.2007-9 -7delTCT, p.GIn660Glu, p.Ser918Cysfs*62, p.Gln899Serfs *21, p.Prol42Arg y
p.-Thr920Ile. Se muestran cadenas con sentido excepto para las secuencias ¢.2007-9 -7delTCT/WT (Familia 10:1I-1) y
p.Leu264Cysfs*57/WT (Familia 15:11-1). Las flechas negras indican la posicion de las mutaciones identificadas, los picos de un
solo cromatograma indican homocigosidad y dos picos superpuestos en el mismo locus, heterocigosidad. E1 ADN de los padres
de las familias 1 (1:1I-1), 5 (5:1-1), 6 (6:1-1), 7 (7:I-1), 10 (10:1-1 ), y los padres y madres de familias 3 (3:1-1, 3:1-2), 4 (4:1-1, 4:I-
2), 12 (12:1-1, 12:1-2), 13 (13:1-1, 13:1-2), 15 (15:1-1, 15:1-2) y 16 (16:1-1, 16:1-2) no fueron disponible para el analisis. Familias
8 (8:1I-1, 8:11-2), 9 (9:11-1) 11 (11:1I-1), 12 (12:1I-1), 13 (13:1I-1) y 16 (16:11-1) no mostr6 otra mutacion inactivante. Las flechas
abiertas indican el paciente indice. La posicion del nucledtido se designa de acuerdo con la secuencia de ARNm de Homo sapiens
TPO, DUOX2 e IYD informada en el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI), numero de acceso:
NM _000547.6, NM_014080.5 y NM_001164694.2, respectivamente. La A del ATG del coddn iniciador de metionina se indica
como nucleodtido +1. Las posiciones de los aminoécidos estan numeradas, incluido el péptido sefial, siguiendo la numeracion de
NCBI (TPO: NP_000538.3, DUOX2: NP_054799.4, IYD: NP_001158166.1) y Uniprot (TPO: P07202, DUOX2: QINRDS,
IYD: Q6PHWO).

Los fragmentos amplificados de tipo salvaje y mutados correspondientes a los exones: 8 (Familia 2:11-1 y Familia 5:11-3), 12

(Familia 10:11-1), 14 (Familia 8:11-2) y 17 (Familia 13:II-1) del gen TPO y exonesAREEm2026538-1)BRA (PGlliFFY¥1B 1) y 22
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(Familia 14:11-1) del gen DUOX2 fueron clonado en el vector pPGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y secuenciado
usando el primer T7.
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Figura 10. Organizacion estructural de las proteinas peroxidasa tiroidea (TPO) y dual oxidasa 2 (DUOX2) con referencia
a la posicién de las variantes identificadas. a) Variantes de TPO. Se muestra el péptido sefial de la peroxidasa tiroidea (SP), el
dominio An peroxidasa (también conocido como dominio MPO-like), dominio similar a la proteina de control del complemento
(CCP-like) (también conocido como dominio Sushi), factor de crecimiento epidérmico que se une al calcio (EGF-Ca2+ binding-
like) y los sitios de union al grupo hemo (histidina proximal (pHis***), histidina distal (dHis?*°), 4cido aspartico (Asp>*®), 4acido
glutamico (Glu**°)) . Se indican las variantes de TPO identificadas. Las posiciones de los aminoacidos estdn numeradas, incluido
el péptido sefial (SP), siguiendo la numeracion NCBI (NP_000538.3) y Uniprot (P07202). ECD: dominio extracelular, TM:
dominio transmembrana, ICD: dominio intracelular, aa: aminoacido. b) Variantes DUOX2. Se muestran los dominios similares
a peroxidasa y gp91phox/NOX2, potential N-linked glycosylation sites (residuos de asparagina (Asn) 100, 348, 382,455 y 537),
EF-hand calcium binding motifs y sitios de union de FAD y NADPH. Los siete dominios transmembrana de hélice alfa estan
representados por recuadros (I, 1L, III, IV, V, VI y VII). Se indican las variantes de DUOX2 identificadas. Las posiciones de los
aminoacidos estan numeradas, incluido el péptido sefial, siguiendo la numeracion NCBI (NP_054799.4) y Uniprot (QINRDS).
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Tabla 1. Variantes identificadas en los genes de peroxidasa tiroidea, dual oxidasa 2 y yodotirosina desyodasa asociadas a
hipotiroidismo congénito.

Thyroid peroxidase (TPO) variants

Exon/ Genomic change c¢DNA change Protein change dbSNP gnomAD ClinVar Classification by Improved
Intron GRCh37/hg19 NM_000547.6 NP_000538.3 rs id v2.1.1; Variation id prediction using in classification
MAF Clinical silico programs (ACMG)
significance
Missense variants
Exon 8 2:1480958A>C ¢.920A>C p.Asn307Thr NF NF NF Likely Pathogenic® Likely
Pathogenic
Exon 8 2:1481231G>C c.1193G>C p-Ser398Thr rs2175977 0.6424 256606 (a) S
(98237/152916) Benign vus Benign
#
Exon 9 2:1488525C>T ¢.1496C>T p.Pro499Leu 1375711296 (22(;3(5)(1)(2);3)6 NF Likely Pathogenic® Pathogenic®
Exon 10 | 2:1491677C>T c.1682C>T p.Thr561Met 15200475577 0,0000159 NF Likely Pathogenic® Likely
(4/251464) P .
athogenic
Exon 10 | 2:1491722C>A c.1727C>A p.Ala576Glu 15764548001 0.000003977 NF Likely Pathogenic® Likely
(1/251454) .
Pathogenic
Exon 11 | 2:1497783C>G ¢.1978C>G p.GIn660Glu rs121908088 0.0003044 4053 . - @ .
(86/282544) | Pathogenic/Likely | LiKely Pathogenic Likely
. Pathogenic
pathogenic
Exon 11 | 2:1497798C>T c.1993C>T p.Arg665Trp 1776742629 0.000007979 NF Likely Pathogenic® Likely
(2/250668) .
Pathogenic
Exon 12 | 2:1499870A>G c.2116A>G p-Met706Val rs13431173 0,0158 331363 . : @) . .
(4455/282662) Benign Likely Benign Likely Benign
Exon 13 | 2:1500393G>A c.2242G>A p.Val748Met 1528991292 0.004069 256612 . . @) : 3)
(1151/282866) Conflicting Likely Pathogenic Pathogenic
interpretations of
pathogenicity
Benign(2);
VUS(1)
Exon 14 | 2:1507728G>A c.2395G>A p.Glu799Lys rs121908085 0.000007958 4046 . . @ . @)
(2/251310) Pathogenic Likely Pathogenic Pathogenic
Intron 2:1499752_ 1499754 €.2007-9_- 128991288 0.01571 331361 vus® vus
11 delTCT 7delTCT (4388/279274) Likely benign
Intron 2:1546191-A>C €.2749-2A>C NF NF NF Likely Pathogenic® Likely
16 Pathogenic
Exon 8 2:1481221_1481224 c.1183_1186dupG | p.Ala397Profs*76 1763941231 0.0005268 429301 ) Pathogenic
dupGGCC GCC (80/151866) Pathogenic g
Exon 14 | 2:1507754dupC ¢.2421dupC p.Cys808Leufs*72 1760307139 0,00002857 623380 ) Pathogenic
(8/279970) Pathogenic 8
Exon 17 | 2:1546196_1546197 ¢.2752_2753delA p-Ser918Cysfs*62 NF NF NF .
- = - Pathogenic
delAG G
Dual oxidase 2 (DUOX2) variants
Exon Genomic change c¢DNA change Protein change dbSNP gnomAD ClinVar Classification by Improved
GRCh37/hg19 NM_014080.5 NP_054799.4 rs id MAF Variation id prediction using in classification
Clinical silico programs (ACMG)
significance
Missense variants
Exon 5 15:45404066G>A c.413C>T p.Prol138Leu rs2001616 0.8585 260326 VUS® Benign ©
(241139/ Benign
280894)
Exon 5 15:45404054G>C c.425C>G p.Prol42Arg NF NF NF VUS® VUS
Exon 21 15:45394083G>A €.2759C>T p.Thr9201le 11401530068 0.000003976 NF Likely Pathogenic® Likely
(1/251478) .
Pathogenic
Frameshift variants
Exon 7 15:45403401delG ¢.790delC p.Leu264Cysfs*57 NF NF NF .
- Pathogenic
Exon 21 15:45394147delG €.2695delC p.GIn899Serfs*21 NF NF .
NF - Pathogenic
Exon 22 15:45393429 45393 ¢.2895_2898delG p.Phe966Serfs*29 5530719719 0.002939 m ~ .
426del GAAC TTC (829/282026\ RCD: é&,—U BA-DCT_FFY Pathogenic
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pathogenic |
Iodothyrosine deiodinase (IYD) variants
Exon Genomic change ¢DNA change Protein change dbSNP gnomAD ClinVar Classification by Improved
GRCh37/hg19 NM_001164694.2 NP_001158166.1 rs id MAF Variation id prediction using in classification
Clinical silico programs (ACMG)
significance
Missense variants
Exon 6 6:150719265C>T c.874C>T p.Arg292Cys rs200771803 0.0003430 260326 . s @ . .
(97/282824) vUS Likely Benign Likely Benign

La posicion gendmica corresponde al ensamblaje GRCh37/hgl9. 2, ubicacion en el cromosoma 2; 15:, ubicacion en el cromosoma 15; 6:,
ubicacion en el cromosoma 6. La posicion del nucleotido se designa de acuerdo con las secuencias de referencia de mRNA notificadas en
el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI), nimero de acceso de TPO: NM_000547.6; Numero de acceso de DUOX2:
NM_014080.5; Numero de acceso IYD: NM_001164694.2. La A del ATG del codon iniciador de metionina se indica como nucledtido +1.
Las posiciones de los aminoacidos estan numeradas, incluido el péptido sefial, siguiendo la numeracion NCBI (TPO: NP_000538.3,
DUOX2: NP _054799.4,1YD: NP001158166.1) y Uniprot (TPO: P07202, DUOX2: QINRDS, I'YD: Q6PHWO) . Los nucleotidos intronicos
ubicados aguas arriba del ex6n tienen numeracién negativa. Las variantes de empalme se anotan mediante el uso de secuencias de cDNA.
Las variantes frameshifts se designan con "fs" después de una descripcion del primer aminodcido afectado y el codon stop se denota con
"*"seguido de la indicacion de la longitud del marco de lectura abierto desplazado desde el primer aminoacido afectado al nuevo codon
de stop. dbSNP, base de datos de polimorfismos de un solo nucleétido y multiples variaciones a pequefia escala (disponible en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). MAF, Minor Allelic Frequency in Genome Aggregation Database (gnomAD, disponible en
http://gnomad.broadinstitute.org). El recuento de alelos mutados identificados en el total de alelos analizados se da entre paréntesis. # En
este caso la frecuencia del alelo C es mayor que la del alelo A, originalmente considerado como tipo salvaje. ClinVar agrega informacion
sobre la variacion gendémica y su relacion con la salud humana (disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) Las variantes se
clasificaron de acuerdo con las recomendaciones del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Variantes que
introducen una parada prematura por nonsense (ganancia de parada), desplazan el marco de lectura abierto (frameshift) o alteran los dos
nucleotidos esenciales del sitio de empalme inmediatamente a la izquierda y a la derecha de cada exo6n (£1 o 2 sitios de empalme), es decir,
las variantes que inequivocamente pueden deteriorar la proteina, se consideraron "patogénicas". El término "likely" se restringi6 a variantes
en las que los datos predichos por el software respaldan una alta probabilidad de que sea "pathogenic" o una alta probabilidad de que sea
"benign". El término “VUS” se reserva cuando los criterios de benignidad y patogenicidad son contradictorios. Los estudios funcionales in
vitro bien establecidos que respaldan un efecto dafiino de las variantes sin sentido las clasificaran como "pathogenic" o "benign". (1), (5)
reclasificado como bening por estudios funcionales in vitro, (4) reclasificado como patégeno por estudios funcionales in vitro. NF, no
encontrado.

Caracterizacion molecular de mutaciones de tiroglobulina identificadas en pacientes con bocio e
hipotiroidismo. Analisis del transporte intracellular.

En dos familias estudiadas previamente en nuestro laboratorio con hipotiroidismo congénito y bajos
niveles de tiroglobulina sérica, G y M s6lo un alelo mutado fue detectado luego de secuenciar toda la region
codificante, la region promotora y los limites exon-intron del gen de la tiroglobulina. Con el fin de estudiar
en profundidad este tipo de casos de pacientes monoalélicos, desarrollamos en nuestro laboratorio un panel
de NGS conteniendo 11 genes que participan en la biosintesis de hormonas tiroideas. Luego de validar el
método utilizando un paciente control con 2 mutaciones heretocigotas en el gen de la tiroglobulina ya
identificadas, utilizamos esta metodologia para estudiar los pacientes G y M. Se filtraron las variantes
identificadas para cada paciente y se obtuvo la frecuencia alélica para cada una de ellas a través de la base
de datos gnomAD. La mayoria de los cambios reportados poseen en gnomAD una frecuencia > 1% y por
lo tanto son considerados polimorfismos. En los dos casos, G y M, la mutacién en el gen tiroglobulina que
ya habia sido identificada mediante secuenciacion de Sanger fue identificada también por NGS, no se
identifico una segunta variante patogénica en la tiroglobulina, ni tampoco en el resto de los 10 genes
analizados por el programa IGV.

Los resultados de NGS para el paciente indice de la familia G (GII-1) presentd los mismos resultados
obtenidos previamente por secuenciacion de Sanger al compararlos con los resultados de la NGS. Tal es el
caso de la mutacion en el exén 10 de la tiroglobulina que se evidencié mediante NGS con un total de 1059
lecturas de las cuales 576 corresponden al nucledtido wild type en la posicion 2359 (citosina) y 482 al
nucleotido mutado (timina) en dicha posicion (p.Arg787*/WT). Al recorrer las lecturas de este paciente en
el programa IGV detectamos la presencia en el exon 38 de la tiroglobulina un cambio de Prolina por Leucina
en la posicion 2232 (Pro2232Leu). El mismo no fue reportado en este andlisis ya que de las 101 lecturas
totales, solo el 19,8% (21 lecturas) difieren del genoma de referencia. En el caso del hermano GII-2, la
NGS también identificé la mutacion en el exon 10 de la tiroglobulinARCR:Z0R6G-58AIB Ao Cdord-bif Bbtal de
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442 lecturas, s6lo 3 corresponden al nucledtido wild type (citosina), mientras que el resto de las lecturas
(439) evidencian la presencia de timina en dicha posicion. En este paciente podemos observar también la
variante de secuencia en el exon 38 de la tiroglobulina (p.Pro2232Leu). La misma tuvo un total de 272
lecturas, 149 de las cuales corresponden al alelo mutado (Timina).

Los resultados de NGS para la paciente indice de la familia M (MII-1) corroboran la presencia de la
mutacion p.Glul854*/WT en el exén 30 de la tiroglobulina. Este cambio tuvo un total de 1594 lecturas,
siendo G (wild type): 746 y T: 486. Para el mismo gen de la tiroglobulina se observa el mismo cambio
observado en la familia G en el exon 38 (Pro2232Leu) con una baja frecuencia poblacional descripta en
gnomAD y con un total de 314 lecturas (C: 162 y T: 152). Para el resto de las variantes proporcionadas por
el filtrado las frecuencias alélicas reportadas resultaron elevadas, por lo cual podriamos considerar estos
cambios como polimorfismos. El caso de la paciente MII-2 es similar al de su hermana MII-1
(p.Glul1854*/WT). La mutacion en el exon 30 de la tiroglobulina tuvo un total de 1194 lecturas, siendo G
(wild type): 914 y T: 1052. Se observa también el cambio en el exdén 38 de Prolina por Leucina
(Pro2232Leu) con baja frecuencia alélica en gnomAD con un total de 385 lecturas (C: 188 y T: 197).

Si evaluamos los resultados obtenidos en la NGS de los 4 pacientes (familias G y M) estudiados,
podemos observar la presencia repetida de distintos polimorfismos en los genes estudiados. A lo largo de
los afios, en nuestro laboratorio se han realizado estudios de polimorfismos en el gen de la tiroglobulina y
sus respectivos analisis de frecuencia en poblaciones acotadas de pacientes con hipotiroidismo congénito.
De esta manera, se confeccioné un listado de un total de 27 variantes para el gen de la tiroglobulina (Tabla
2). Con los nuevos avances tecnologicos y el crecimiento de las bases de datos, ha aumentado la
disponibilidad de la informacion genética acerca de pacientes con distintas patologias hereditarias, entre
otras. Se realizo6 un filtrado de todas aquellas variantes de secuencia de la tiroglobulina presentes en la base
de datos gnomAD que tuvieran una frecuencia alélica mayor o igual al 1% y se las compard con aquellas
presentes en el listado de nuestro laboratorio. Como podemos observar, se encontraron en gnomAD un total
de 23 variantes de secuencia en el gen de la tiroglobulina con una frecuencia alélica mayor o igual al 1%
(Tabla 2). Las 4 restantes reportadas como polimorfismos anteriormente en nuestro laboratorio
(p-Gly77Ser, p.GIn830Glu, p.Ser1158Ser, p.Pro2232Leu) no alcanzaron una alta frecuencia poblacional y
no superaron el 1% (Tabla 2). Al encontrarse presente la variacion p.Pro2232Leu en 4 de los pacientes
estudiados por NGS, se decidid seguir estudiando esta variante en profundidad para evaluar si podria ser o
no una variante causante de la enfermedad.

En el caso de la familia M, no se consigui6 material gendmico de sus padres que nos permitiera evaluar

la presencia o no de este cambio de secuencia en el exon 38 de la tiroglobulina. Sin embargo, se estudid
mediante secuenciacion de Sanger la presencia de esta variante de secuencia en ambas hermanas M:1I-1 y
M:1II-2, con el fin de confirmar el cambio reportado mediante NGS (Figura 11).
En el caso de la familia G, se obtuvo DNA genomico de ambos, padre y madre y se prosiguié con la
amplificacion del exon 38 de la tiroglobulina de los mismos junto con sus hijos, los pacientes GII-1 y G:11-
2. El andlisis de secuenciacion por Sanger evidenci6 la presencia del cambio en la posicion ¢.6695C>G en
ambos pacientes y en su madre (Figura 11). Se confirmaron asi los resultados obtenidos por NGS. Con los
resultados obtenidos, podemos decir entonces que las dos mutaciones posiblemente patogénicas y causantes
de la enfermedad presentes en los pacientes GII-1 y GII-2, siendo las ¢.2359C>T y ¢.6695C>G, provienen
del padre y de la madre respectivamente.

En primer lugar se continud el estudio utilizando el programa ClustalW para realizar un alineamiento
multiple de secuencias de la tiroglobulina humana contra secuencias de referencia publicadas de diferentes
especies (Figura 12). Los resultados evidenciaron que la prolina ubicada en la posicion 2232 se encuentra
estrictamente conservada en la tiroglobulina de todas las especies analizadas, sugiriendo un rol importante
de este aminoacido para la estructura de la tiroglobulina y/o su correcta funcionalidad (Figura 12).

En segundo lugar, se utilizaron distintos programas de prediccion de patogenicidad con el fin de poder
asignarle un valor o score a esta variante de secuencia. Estos algoritmos utilizados, PolyPhen-2, PROVEAN
y SIFT, evidenciaron los siguientes scores, indicando que la variante analizada posee un alto grado de
patogenicidad:

PolyPhen-2 (Patogénico >1) =1, PROVEAN (Patogénico <-2.5) =-9.451, SIFT (Patogénico <0.05) =0.001
ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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Se realizé un analisis de la variante p.Pro2232Leu utilizando el programa ChimeraX, con el fin de
encontrar evidencia que sustente la hipdtesis de que el intercambio de prolina a leucina afectaria el
plegamiento de la proteina, impidiendo su secrecion.

Al analizar la proteina de tipo salvaje, se observa que el aminoacido afectado se encuentra en una zona
més superficial de la proteina y, de manera relevante, cerca de un sitio N-Linked Glycan Asn?**°, cuya
glicosilacion efectiva es fundamental para la modificacion fisioldgica postraduccional y la secrecion de
tiroglobulina. El amino4cido Pro®**? se observé en un area delimitada que muestra la presencia de cuatro
enlaces de hidrégeno (Figura 13). El resultado del cambio p.Pro2232Leu muestra que la variante no
interfiere en ninguno de esos cuatro enlaces, manteniéndolos intactos, por lo que los desordenes en los
enlaces de hidrogeno no serian la causa de los cambios conformacionales observados en la proteina. Por
otro lado, la variante p.Pro2232Leu muestra el surgimiento de Clashes, una superposicion no fisica de Van
der Waals entre los amino4cidos Tyr??% y Trp?**°, lo que sugiere que la variante p.Pro2232Leu genera una
acomodacion estructural entre el aminodcido afectado y los residuos que lo rodean (Figura 13).

El reordenamiento estructural forzado por la mutacion p.Pro2232Leu afectd claramente la estructura del
tiroglobulina, debido a la conformacion ciclica y rigida de prolina, entre otras caracteristicas unicas como
el aminoacido, que ademas suele estar bien conservado en la naturaleza, resulté en un claro cambio
estructural al ser reemplazado por leucine sumado a los cambios en el perfil de hidrofobicidad de la zona
mutada, que se muestra ligeramente mas hidrofobica que la zona de tipo salvaje, como se muestra
respectivamente en los analisis de superficie (Figura 13). Después de asumir esta nueva conformacion
estructural cerca del sitio N-Linked Glycan Asn®**, la nueva estructura podria perturbar la interaccion del
ligando y bloquear dichos residuos para ser glicosilados.

Como tultima etapa en el analisis de la variante de secuencia p.Pro2232Leu, se procedié con ensayos
funcionales para evaluar si la presencia de este cambio podria estar afectando o no al transporte intracelular
de la tiroglobulina y, consecuentemente, a su correcta funcionalidad. Con el fin de expresar esta mutacion
en un sistema eucariota, se realizd6 una mutagénesis dirigida con primers especificos para este cambio
utilizando el vector conteniendo el cDNA de tiroglobulina de rata (prTGWT). Se secuencio el clon obtenido
para confirmar la presencia de la mutacion y luego se procedio a transfectar células HEK293T con el clon
mutante prTG[p.Pro2232Leu] (Figura 14).

Una vez obtenidos los extractos proteicos tanto del lisado de células como del sobrenadante extracelular,
se realizo la identificacion de proteinas mediante SDS-PAGE'y Western blot utilizando un anticuerpo anti-
tiroglobulina. Como observamos en la Fig. 21, el clon mutado prTG[p.Pro2232Leu] queda retenido dentro
de la célula mientras que el clon wild type prTGWT se encuentra tanto dentro de la célula como en el medio
extracelular (Figura 14). Estos resultados estarian indicando que la variante de secuencia p.Pro2232Leu en
el gen de la TG seria la causante de la retencion de la proteina dentro de la célula, impidiendo su transporte
hacia el medio extracelular. Si extrapolamos estos resultados a los pacientes que poseen esta variante de
secuencia podriamos decir que la misma impide el transporte de la tiroglobulina hacia el lumen folicular
tiroideo, imposibilitando que ésta pueda cumplir su funcion en el proceso de biosintesis de las hormonas
tiroideas y causando asi un cuadro de hipotiroidismo congénito.

En sintesis, considerando el exhaustivo trabajo de investigacion relacionado a la tiroglobulina realizado
por nuestro laboratorio, se hizo particular hincapi¢ en la variante de secuencia reportada en este gen.
Analizando los datos publicados anteriormente, hallamos que la variante p.Pro2232Leu habia sido
considerada un polimorfismo debido a un anélisis clasico poblacional limitado realizado previamente en
nuestro laboratorio. Las nuevas tecnologias implementadas y las bases de datos actuales nos han permitido
recabar informacion relacionada a esta variante de secuencia que la posicionan en el listado de posibles
mutaciones patogénicas. Los estudios bioinformaticos y los ensayos funcionales realizados han puesto en
evidencia el alto grado de patogenicidad que acarrea este cambio de prolina por leucina en la posicion 2232
de la tiroglobulina. De esta manera, fue posible asignarles a los pacientes GII-1, GII-2, MII-1 y MII-2 la
segunda mutacidn patogénica responsable de la fisiopatologia de estos pacientes (Figura 15).

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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frecuencia, prediccion

Exon c¢DNA Amino Acid gnomAD v2.1.1 PolyPhen-2 (Hum SIFT Family G Family M
change change eneral population Var) G:1I-2 M:II-1
Variant Total alleles genotype genotype
allele Variant allele
frequency

3 ¢.229G>A p.Gly77Ser A:213 282634 0.0007536 Probably damaging Deleterious G/G G/G
4 ¢.426C>T p-Aspl42Asp T:436 282714 0.001542 - - C/IC C/C
10 ¢.2200T>G p-Ser734Ala G:163939 281152 0.5831 Benign Tolerated T/G T/T
10 ¢.2330C>T p.-Pro777Leu T:44 251100 0.0001752 Possibly d ing deleterious C/IC C/IC
10 €.2334T>C p-Pro778Pro C:163910 281684 0.5819 - - T/C T/T
10 ¢.2443G>A p.Gly815Arg A:6432 282590 0.02276 Benign Tolerated G/G G/G
10 ¢.2488C>G p-GIn830Glu G:11 282764 0.00003890 Possibly d ing Deleterious C/C C/C
11 €.2963G>C p-Arg988Pro C:6715 282440 0.02377 Benign Tolerated G/G G/G
12 ¢.3082A>G p-Met1028Val G:164896 282760 0.5832 Benign Tolerated A/A A/G
16 ¢.3474C>T p-Ser1158Ser T:1 251268 0.000003980 - - C/C C/C
18 ¢.3906G>A p-Pro1302Pro A:1538 280054 0.005492 - - G/IG G/IG
18 ¢.3935A>G p-Aspl1312Gly G:160367 282548 0.5676 Benign Tolerated G/IG G/G
21 ¢.4493C>T p-Thr1498Met T:1139 282472 0.004032 Benign Tolerated C/IC C/IC
21 ¢.4506T>C p-Alal502Ala C:166590 282222 0.5903 - - C/C C/C
29 ¢.5512G>A p-Asp1838Asn A:137222 282582 0.4856 Benign Tolerated A/A A/A
33 ¢.5995C>T p-Argl999Trp T:90372 282554 0.3198 Benign Tolerated T/T T/T
38 €.6695C>T p-Pro2232Leu T:22 251370 0.00008752 Probably damaging Deleterious C/T C/T
43 ¢.7408C>T p-Leu2470Leu T:121583 282718 0.4301 - - C/IT C/IT
43 ¢.7501T>C p-Trp2501Arg C:142827 282764 0.5051 Benign Tolerated T/C T/T
44 ¢.7589G>A p-Arg2530GIn A:139506 282244 0.4943 Benign Tolerated G/A A/A
46 ¢.7920C>T p-Tyr2640Tyr T:122635 282762 0.4337 - - C/IT C/IT

Las posiciones genémicas corresponden a los ensamblajes GRCh37/hg19 y GRCh38; Chr8, ubicacion en el cromosoma. La posicion
del nucledtido se designa de acuerdo con la secuencia de mRNA de TG notificada en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI), nimero de acceso: NM_003235.5. La A del ATG del codén iniciador de metionina se indica como nucledtido
+1. Las posiciones de los aminoécidos estan numeradas, incluidos los 19 aminoacidos del péptido sefial, siguiendo la numeracion
NCBI: NP _003226.4 y Uniprot: P01266.
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Figura 11. Analisis de segregacion de mutaciones de TG en las Familias G y M. Se muestran parcialmente los cromatogramas
de secuenciacion de la cadena sense del producto de PCR de los pacientes GII-1, GII-2, MII-1 y MII-2 y sus respectivas familias.
Los simbolos rellenos denotan individuos afectados. Los simbolos a medio llenar representan individuos heterocigotas
portadores de la variante y no enfermos. Las flechas sin colorear sefialan la posicion de las variantes identificadas. Los picos
simples en el cromatograma denotan homocigosidad mientras que dos picos superpuestos en el mismo locus indican
heterocigosidad. La flecha negra sefiala al paciente indice. Los simbolos solidos representan los alelos con la mutacion
¢.2359C>T (p.Arg787%*) y los simbolos rayados los alelos con la mutacion ¢.6695C>T (p.Prp2232Leu) en la familia G. Los
simbolos solidos representan los alelos con la mutacion ¢.5560G>T [p.Glul835*] y los simbolos rayados los alelos con la
mutacion ¢.6695C>T [p.Pro2232Leu] en la familia M. Los DNAs del padre y la madre de la familia M (MI-1 y M1-2) no
estuvieron disponibles para su analisis.
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2222 v
p.P2232L WKQVDQFLGVLYAAPPLAERRFQAPEPLN-WITGSWDASKPRASCWQPGTRTS--—-—---~-
TG-Homo sapiens WKQVDQFLGVPYAAPPLAERRFQAPEPLN-WTGSWDASKPRASCWQPGTRTS--------
TG-Pan troglodytes WKQVDQFLGVPYAAPPLAERRFRAPEPLN-WTGSWDASKPRASCWQPGTRTS -~~~ -~~~
TG-Bos taurus WKPVDQFLGVPYAAPPLGEKRFRAPEHLN -WTGSWEATKPRARCWQPGIRTP- -~~~ -~ ~
TG-Rattus norvegicus WKQVYQFLGVPYAAPPLAENRFQAPEVLN-WTGSWDATKLRSSCWQPGTRTP--------
TG-Mus musculus WKQVYRFLGVPYAAPPLADNRFRAPEVLN-WTGSWDATKPRASCWQPGTRTP- - -~ ~~-~
ACHE-Homo sapiens GGPVSAFLGIPFAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVVDATTFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Pan troglodytes GGPVSAFLGIPFAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVVDATTFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Bos taurus RGPVSAFLGIPFAEPPVGPRRFLPPEPKRPWPGVLNATAFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Rattus norvegicus GGPVSAFLGIPFAEPPVGSRRFMPPEPKRPWSGILDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Mus musculus GGPVSAFLGIPFAEPPVGSRRFMPPEPKRPWSGVLDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Felis catus GGPVSAFLGIPFAEPPVGPRRFLPPEPKRPWPGVLDATAFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Oryctolagus cuniculus GGPVSAFLGIPFEEPPVGPRRFLPPEPKRPWAGVLDATAFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEM
ACHE-Torpedo californica SSHISAFLGIPFAEPPVGNMRFRRPEPKKPWSGVWNASTYPNNCQQYVDEQFPGFSGSEM
ACHE-Torpedo marmorata SSHISAFLGIPFAEPPVGNMRFRRPEPKKPWSGVWNASTYPNNCQQYVDEQFPGFPGSEM
ACHE-Drosophila melanogaster GREVHVYTGIPYAKPPVEDLRFRKPVPAEPWHGVLDATGLSATCVQERYEYFPGFSGEEI
ACHE-Anopheles stephensi GREVHVFNGVPFAKPPVDSLRFKKPVPAE PWHGVLDATRLPPSCIQERYEYFPGFAGEEM

Figura 12 Alineamiento parcial de la proteina TG. Los residuos conservados se muestran en color gris. Los aminoacidos estan
indicados por el codigo de una solo letra y se muestra la posicion de la variante missense identificada p.Pro2232Leu.

Figura 13. Estructura 3 D de la variante tiroglobulina p.Pro2232Leu. En el centro, mostramos el mondémero de
tiroglobulina de tipo salvaje con sus cuatro regiones y adaptadas al Modelo Clasico. La flecha negra muestra la prolina de tipo
salvaje en cian; la flecha abierta muestra el N-linked glycan de la posicion Asn??*’y las lineas de puntos azules los cuatro enlaces

de hidrogeno (a). La flecha negra muestra la variante p.Pro2232Leu en magentaAoliceB_; fazléljg%s_ Blglﬁ_agaéf ﬁwhrosa, el
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surgimiento de clashes entre los aminoacidos de cadena lateral Tyr??33 y Trp??*°. (b). Analisis de superficie: tiroglobulina en su
conformacion de superficie nativa, la flecha negra muestra la ubicacion del tipo salvaje Pro??*?a través de la superficie (c.1). La
flecha abierta muestra un cambio de conformacion estructural significativo en presencia de la variante Leu?**? (c.2). La flecha
negra muestra la ubicacion del tipo salvaje Pro??*2, seguida de su hidrofobicidad nativa (c.3); La flecha abierta indica la variante
p.Pro2232Leu que muestra un ligero cambio a un perfil mas hidrofébico de la zona mutada (c.4).

TG sequence TG sequence

e
TGTCCCCAAGAGCTACAGCAANAGTCTAGA 3’

5’ Gd’GGCCA;‘AGGATGATGACCTTGGTCT‘I{ 3 5’

Notl M MTTUL V L V P K S Y S K | Xbal
L |
|
I Kozak sequence p.P2232L :
5 | 8304 nt correspond to the TG coding sequence I | 3
I 1

5’ caattccttggagttcTatatgctgeccccacce 3’
3’ gttaaggaacctcaagAtatacgacggggtggg 5’

— 0

& N

Q I

S o

o s Q. =

5 = 2 = & 5 2

0) © S o [0) [C) X

= s 2 £ . = ©
_ s L g > a T
C M C M C M cC M CMTCMOGCWM

Figura 14 Experimentos de expresion de los clones prTG [pPro2232Leu] y prTG wt. Experimentos 1y 2. Células HEK-
293T fueron transfectadas de forma transiente con los plasmidos indicados. Se realizé un control sin transfectar HEK293T. Los
lisados celulares se analizaron mediante SDS-PAGE, electro e inmunotransferencia con anticuerpos anti-TG. C: lisados celulares
totales, M: cultivo sobrenadante.
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Figura 15. Organizacion estructural de las proteinas de tipo salvaje de tiroglobulina y de las mutantes p.Arg787%*, p.Glul854*
y p-Pro2232Leu. a) Modelo Clasico de la estructura primaria de tiroglobulina. Se muestra la representacion esquematica adaptada
de Holzer et al. [2016]; Malthiéry y Lissitzky [1987]; Merken et al. [1985]; Molina et al. [1996], Parma et al. [1987], Swillens
etal. [1986] y van de Graafetal. [2001]. El péptido senal de la tiroglobulina (SP), las unidades repetitivas de TG tipo 1, TG tipo
2 y TG tipo 3, los mddulos linker e hinge, el dominio de homologia de acetilcolinesterasa (ChEL), estan dibujados a escala y
representados por recuadros. El monémero de tiroglobulina se organiza en cuatro regiones estructurales (I, II, III y IV). Se
muestran los sitios de formacion de T4 N-terminal (acoplamiento de un donante DIT!'* con el aceptor DIT?#) y T3 C-terminal
(acoplamiento de un MIT?7% en el antepentiltimo residuo de un mondémero TG con el antepentiltimo DIT?7% en el mondmero
opuesto), b) Nuevo modelo de estructura primaria de tiroglobulina. Representacion esquematica adaptada de Coscia et al. [2020].
El péptido seiial de tiroglobulina (SP) y TG tipo 1 (los dominios A, B, C, D, F, G, H, J, K, L y P), TG tipo 3 (los dominios Q, R,
S, T'y dominio U), TG tipo 1 similar (dimero, dominio I), similar a Ig (los dominios M y N), TNF/EGF/laminin-like fold (dominio
O) y la homologia de acetilcolinesterasa (ChEL (dimero, el dominio V), estan dibujados a escala y representados por cajas. El
monomero de tiroglobulina esta organizado en cinco regiones estructurales: Dominio N-Terminal (NTD), Core, Flap, Arm y
Dominio C-Terminal (CTD). Las posiciones de los aminoacidos estan numeradas, incluidos los 19 aminoacidos del péptido

sefial, siguiendo la numeracion NCBI: NP_003226.4 y Uniprot: P01266.
JAZ Yrafolk
PrX R e B8 ERBE_Frve
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Informe Profesor Consulto Titular, Dedicacion Parcial “Ad honorem”
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Cétedra de Genética.

Departamento de Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y Genética de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires.
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Cargos en el periodo

Investigador Superior Ad-honorem - Contratado, Disposicion: DI-2021-240-APN-
GRH#CONICET del 26 de febrero de 2021. Del 1 de enero de 2021 al 31 de diciembre de 2022.
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GRH#CONICET del 3 de abril de 2023. Del 1 de enero de 2023 al 31 de diciembre de 2024.
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1) Mutational screening of the TPO and DUOX2 genes in Argentinian children with congenital
hypothyroidism due to thyroid dyshormonogenesis. Molina MF, Papendieck P, Sobrero G, Balbi
VA, Belforte FS, Martinez EB, Adrover E, Olcese MC, Chiesa A, Miras MB, Gonzalez VG, Pio
MG, Gonzalez-Sarmiento R, Targovnik HM, Rivolta CM.

Endocrine 77: 86-101, 2022

Springer, ISSN Online 1559-0100, Neu Isenburg, Alemania

ISI Impact Factor (2022): 3,700

2) Curating the gnomAD database: Report of novel variants in the thyroid peroxidase gene
using in silico bioinformatics algorithms and a literature review. Molina MF, Pio MG, Scheps
KG, Adrover E, Abelleyro MM, Targovnik HM, Rivolta CM.

Mol Cell Endocrinol. 558:111748, 2022.

Elsevier, ISSN, Print 0303-7207, Online 1872-8057, Amsterdam, Paises Bajos

ISI Impact Factor (2022): 4,100

3) The p.Pro2232Leu variant in the ChEL domain of thyroglobulin gene causes intracellular
transport disorder and congenital hypothyroidism. Siffo S, Gomes Pio M, Martinez EB, Lachlan
K, Walker J, Weill J, Gonzéalez-Sarmiento R, Rivolta CM, Targovnik HM.

Endocrine 80: 47-53, 2023
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4) The p.Cys1281Tyr variant in the hinge module/flap region of thyroglobulin causes
intracellular transport disorder and congenital hypothyroidism. Gomes Pio M, Adrover E, Miras
MB, Sobrero G, Molina MF, Scheps KG, Rivolta CM, Targovnik HM.
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1) Analysis of novel thyroid peroxidase gene variants from the gnomad database using in silico
bioinformatics algorithms and literatura review.
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Molina MF, Gomes Pio M, Scheps KG, Adrover E, Abelleyro MM, Targovnik HM, Rivolta
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2) New algorythm for the characterization of novel variants in the thyroglobulin gene: integration
of in silico tools and expression essays.

Gomes Pio M, Molina MF, Adrover E, Rivolta CM, Targovnik H.M.

LXVII Reunidon Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, Lugar de la
reunion: Mar del Plata, 16-19 de noviembre de 2022.
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Caracterizacion de los Mecanismos Fisiopatologicos que Intervienen en el Procesamiento del
Transcripto Primario y en el Transporte Intracelular de las Tiroglobulinas Mutantes.
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Direccion de Investigadores
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Primario y en el Transporte Intracelular de las Tiroglobulinas Mutantes

Doctorado de la Universidad de Buenos Aires, Area: Farmacia y Bioquimica; Subarea: Ciencias
de la Salud.

Lugar: Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.
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Plan de Investigacion desarrollado en el periodo

Titulo Mecanismos Genéticos-Moleculares Asociados al Hipotiroidismo Congenito:
Caracterizacion funcional de variantes en los genes tiroideos identificados por secuenciacion de
exomas.

1) La variante p.Cys1281Tyr en el modulo hinge/region flap de la tiroglobulina (TG) provoca un
trastorno del transporte intracelular e hipotiroidismo congénito.

La célula eucariota ha evolucionado a nivel funcional conforme han ido apareciendo los
compartimientos intracelulares. Esta compartimentacion estructural y funcional viene determinada por
la composicion diferencial de los componentes de las membranas: los lipidos y las proteinas. Sobre estos
componentes recaen las funciones comunes y especializadas de todas las células. Su correcta localizacion
es lo que determina que la célula lleve a cabo las funciones que le vienen determinadas genéticamente.
Por lo tanto, cualquier alteracion en su localizacion intracelular puede acarrear trastornos patolégicos
serios. El conocimiento de las sefiales que guian y/o controlan la localizacion de los lipidos y proteinas
y como se transportan a los distintos compartimentos u organelas (RE, aparato de Golgi, lisosomas,
cloroplastos, mitocondria, peroxisomas) resulta esencial para comprender las funciones comunes y
propias de la célula y, por extension, del tejido u 6rgano en el que estd ubicada. Todas las proteinas
presentan una estructura tridimensional. Para adquirirla deben plegarse paulatinamente sobre si mismas.
Solamente las proteinas que se han plegado correctamente serdn susceptibles de ser transportadas. Este
plegamiento puede tener lugar enforma espontanea, pero suelen producirse errores que las incapacitan
funcionalmente. Para resolver este problema, dentro del lumen del RE se encuentran unas proteinas que
ayudan a proteinas secretoras en el plegamiento y que son las chaperonas. Las chaperonas facilitan el
plegamiento lento y ordenado de otras proteinas, asi como un correcto ensamblaje cuando se componen
de varias subunidades como es el caso de la tiroglobulina (TG) [Ellgaard y col., 1999].

Debido a que las reacciones de yodinacion y acoplamiento estan catalizadas en la superficie apical del
tirocito, la TG debe ser transportado a lo largo de la via secretora como un requisito previo para la
hormonogénesis tiroidea. La mayoria de las variantes con sentido incorrecto de la TG asociadas a HC
estan presentes con fenotipos muy similares que dan como resultado un trafico ineficiente y pérdida de
secrecion. Las variantes con sentido incorrecto dan como resultado una TG de longitud completa pero
incompetente para plegarse alterarando la homeostasis normal de las proteinas, lo que se denomina
proteostasis, que provoca disminucion o pérdida completa de la secrecion de la TG a la luz folicular de
la tiroides, un paso clave en la produccion de hormonas. En consecuencia, las mutantes de TG se

acumulan dentro del ER de las células foliculares de la tiroides [Citterio y col., 2020; Kim y col., 1996;
ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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Medeiros-Neto y col., 1996, Pardo y col., 2009]. El plegamiento de la TG involucra la asistencia de
multiples chaperonas del RE y oxidorreductasas pero también requiere interacciones regionales internas
dentro de la TG. Sin embargo, ha habido poca investigacion sobre identificacion de los mecanismos
moleculares involucrados en la ineficacia en el plegamiento y trafico de estas proteinas mutantes y en el
desarrollo o exploracion de vias terapéuticas dirigidas a rescatar la secrecion y posterior produccion de
hormonas de estos mutantes. Si bien muchas variantes de TG incompetentes para el plegamiento
asociadas a HC han sido documentados, los mecanismos moleculares del plegamiento y procesamiento
de la TG controlado por la red proteostasis son pocos conocidos. Esta red esta integrada por chaperonas,
co-chaperonas, enzimas de plegamiento, factores de trafico y factores de degradacion. Estos
componentes garantizan el plegado, trafico y degradacion de proteinas como TG a través de un proceso
acumulativo como es el control de calidad de proteinas [Balchin y col., 2016; Hartl y col., 2011; Sun y
col., 2019] Estudios previos han demostrado que los mutantes de TG asociados con CH exhiben mayores
interacciones con componentes individuales de la proteostasis incluida BiP, GRP94, PDI, la CNX y la
CRT que ayuda en el plegamiento y procesamiento [Baryshev y col., 2004; Di Jeso y col., 2005;
Hishinuma y col., 1999; Kim y col., 1993; Menon y col., 2007; Muresan y Arvan, 1997; Park y Arvan,
2004].

Los puentes disulfuros son uniones covalentes entre dos atomos de azufre que se forman por la
oxidacion de dos grupos sulfidrilo (SH), cada uno perteneciente a una molécula de cisteina. Los enlaces
disulfuro tienen un rol importante en el plegamiento y estabilidad de algunas proteinas, usualmente
proteinas secretadas al medio extracelular como la TG. El enlace disulfuro estabiliza la forma plegada
de una proteina de varias maneras: a) Mantiene dos porciones de la proteina juntas, que le da a la proteina
su topologia plegada, lo que conlleva a que el enlace disulfuro desestabiliza la forma desplegada de la
proteina al bajar su nivel de entropia; b) los enlace disulfuro puede formar un ntcleo hidrofébico en una
proteina plegada, por ejemplo, residuos hidrofobicos locales se pueden condensar alrededor de un enlace
disulfuro y también uno sobre otro en consecuencia de las interacciones hidrofobicas y c) el enlace
disulfuro une dos segmentos de la cadena proteica, el enlace aumenta la concentracion local de residuos
proteicos y disminuye la concentracion local de moléculas de agua, ya que las moléculas de agua atacan
los enlaces de hidrogeno amida-amida y rompen la estructura secundaria, un enlace disulfuro estabiliza
la estructura secundaria en su vecinidad. Como indicamos en la introduccion, la parte terminal y central
del monoémero de TG incluye los motivos repetitivos, TG tipe 1, TG type 2 y TG type 3, que comprenden

repeticiones ricas en cisteina de forma covalente unido por enlaces disulfuro. Los TG recién sintetizados
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se pliegan formando hasta 61 enlaces disulfuro intracatenarios y 20 variantes con sentido incorrecto se
identificaron afectando a los residuos de cisteina "wild-type" y associados a patologia tiroidea.

Se informa que la variante p.Cysl1281Tyr de la TG humana causa una retencion intracelular
significativa en las células HEK293T y ademas se confirma que las cisteinas y su integracion en los
enlaces disulfuro intracadena desempefnan un papel clave en el trafico intracelular del TG. Ademas, se

identificé un nuevo compuesto heterocigota asociado a HC.

Resultados
Analisis de la secuencia de ADN del gen de la tiroglobulina.

Se examinaron los 48 exones del gen de la TG del paciente indice II-1 de la familia M1, asi como 180
pb del promotor TG y todas las secuencias intronicas flanqueantes mediante secuenciacion directa de
DNA. Se analizaron un total de 15.000 bases. Se identificé una variante con sentido incorrecto
heterocigota conocida en el exén 17 [Tesis de doctorado de la Dra. Cintia E. Citterio, FFyB-UBA, 2014;
Citterio y col., 2013a], donde una transiciéon de guanina a adenina en la posicion del nucledtido 3842
(c.3842G>A) produce la sustitucion de una cisteina por tirosina en el codon 1281 [p.Cys1281Tyr] (Figura
1 y 2). Las secuencias de consenso de “splicing” de GT-AG se respetaron rigurosamente en todos los
intrones del gen en el paciente II-1, excepto en el sitio dador de “splicing” del intron 30, donde se
identificé la variante ya conocida ¢.5686+1G>T [Targovnik y col., 1995, 2001] que origina la omision

del exon 30 (Figura 1, 2). El hermano II-2 esté afectado con el mismo genotipo patoldgico (Figura 1).
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[p.Cys1281Tyr] [p.Cys1281Tyr]

€.5686+1G>T C.5686+1G>T

Omisién exoén 30 Omisién exo6n 30
-1 -2

CGGGCCTGCCAACGT |CGGGCCTGCCAACGT

A A
Exén 17 ‘l’ ‘1’

CCTTTCTCGTAAGTAT CCTTTCTCGTAAGTAT
T T

Exon 30

pay.

Figura 1. Variantes en el gen de la tiroglobulina en el paciente indice ll-1y su hermano II-2 (Famili Mi).

a) Pedigri familiar y variantes. El pedigri muestra el patron de herencia de los alelos mutantes de la tiroglobulina. Los cuadrados representan hombres y
los circulos mujeres. Los simbolos llenos indican individuos afectados y los simbolos vacios individuos no analizados. Los simbolos rayados indican el
alelo mutado ¢.3842G>A [p.Cys1281Tyr] y los simbolos sdlidos el alelo mutado ¢.5686+1G>T. Se muestran cromatogramas de secuenciacion parcial de
DNA genoémico (cadena sentido). Las flechas indican la posicion de las variantes identificadas, los picos simples del cromatograma indican homocigosidad
y dos picos superpuestos en el mismo locus, heterocigosidad.

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 3@ide422





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2022-2023 8

p.Cys1281Tyr -1
@ = 0 o wo I~ o <+ © = © ONYr©® < ™ © X3 g
TeEE R g8R § S:is|EEsssE: £ 2 8 I8N &8
""zt[ linker COOH
sP
TG type 1-11-2 1-3 14 -5 1-6 1-7 1-8 19 1-10 2-1-2-31-11| 3a-1 3b-1  3a-2 3b-2 3a-3
'U' spacer1 spacer2 spacer 3 y
i
¢ H

p.Cys1281Tyr

3b-13a-2

COOH

1

L
r
.é]- Ser Pro Thr Glu Ala Cys Val Gln Glu His =&
g

Exén 29 Exén 31 f]

Omision del exén 30

(c.5686+1G>T)
B NTD Core Flap Arm CTD
AB C D E FG H I JKLM N OP Q R S T U v
p.Cys1281Tyr s
l e ‘-|‘- - - e - - - N~ N N
Nk helical | COOH
sP
TG type 1 5 g £ 2 TG type 3 ChEL (dimer)
: 58
- =
3 spacer 1 =  spacer2
= c
2 £ p.Cys1281Tyr
5 £
= S
£ [
g 2
T
z
=
R S

w [T T—1T T TTHE .-

r \
Ser Pro Thr Glu AlaE Cys Val Gln Glu His
Exén 29 Exén 31

Omisiéon del exén 30
(c.5686+1G>T)

Figura 2. Organizacion estructural de las proteinas de tiroglobulina mutantes p.Cys1281Tyr y ¢.5686+1G>T. a) Estructura primaria clasica de la
tiroglobulina humana. b) Nuevo modelo de estructura primaria de tiroglobulina. Ver figuras 10 y 13 para la descripcion de médulos, dominios, regiones y

posiciones.
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Figura 3. Variantes en el gen de la tiroglobulina en el paciente indice ll-4 y sus padres (Familia C).

a) Pedigri familiar y variantes. El pedigri muestra el patron de herencia de los alelos mutantes de tiroglobulina. Los cuadrados representan hombres y los
circulos mujeres. Los simbolos llenos indican individuos afectados y los simbolos medio llenos, individuos heterocigotas no afectados. Los simbolos
solidos indican el alelo mutado ¢.378C>A [p.Tyr107%] y los simbolos rayados el alelo mutado ¢.3842G>A [p.Cys1281Tyr]. Se muestran cromatogramas
de secuenciacion parcial de DNA gendmico (cadena sentido). Las flechas indican la posicidn de las variantes identificadas, los picos simples del
cromatograma indican homocigosidad y dos picos superpuestos en el mismo locus, heterocigosidad. El paciente indice II-4 ha heredado una copia de la
mutacion ¢.378C>A [p.Tyr107%] de su padre (I-1) y una copia de la mutacion ¢.3842G>A [p.Cys1281Tyr].de su madre (I-2).

El paciente indice II-1 es un compuesto heterocigota ¢.3842G>A/c.5686+1G>T [p.
Cys1281Tyr/omision del exon 30] en el gen de la TG. Su hermano (paciente II-2) también es un
compuesto  heterocigbta ¢.3842G>A/c.5686+1G>T [p.Cys1281Tyr/omision del exdén 30].
Desafortunadamente, los padres no estaban disponibles para el anélisis de segregacion.

La mutante p.Cys1281Tyr fue identifica previamente también asociada a la variante sin sentido
p.Tyr107* constituyendo un compuesto heterocigota p.Tyr107*/p.Cys1281Tyr (Familia C, Figura 3 y

4). [Citterio y col., 2013a]
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Figura 4. Organizacion estructural de las proteinas de tiroglobulina mutantes p.Tyr107* y p.Cys1281Tyr. a) Estructura primaria clasica de la
tiroglobulina humana. b) Nuevo modelo de estructura primaria de tiroglobulina. Ver figuras 10 y 13 para la descripcion de médulos, dominios, regiones y
posiciones.
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Con el fin de obtener evidencia que apoye la hipdtesis de que la variante p.Cys1281Tyr seria deletérea
se realiz6 andlisis de homologia de proteinas, de prediccion de aminoacidos, de modelado 3D y de

expresion transitoria.

Anadlisis de homologia de proteinas
La alineacion de secuencias multiples de las secuencias de la TG (Homo Sapiens, Bos Taurusy Rattus

norvegicus) depositadas en Uniprot, utilizando el método ClustalW, reveld que la cisteina'?®! wild-type
esta estrictamente conservada en la TG de las tres especies analizadas, lo que sugiere un papel importante

de este amino4cido para la estructura de la TG y/o su correcto funcionamiento. La cisteina!?®! "wild-type"

forma un enlace disulfuro con la cisteina!?*® [Adaixo y col., 2022] [Figura 5]. Las cisteina!?*’ y

1281

cisteina ©°" en la secuencia de aminoacidos de la TG humana (Uniprot: P01266) y bovina (Uniprot:

P01267) corresponden a la cisteina'?° y a la misma posicion cisteina'?®! en la TG de la rata (P06882),
respectivamente.
TG humana SSSSAQCPSLCNVLKSGVLSRRVSPGYVPACRAEDGGEFSPVQCDQAQGSCWCVMDSGEEV
TG bovina TNSSAQCPSLCEVLQSGVPSRRTSPGYSPACRAEDGGFSPVQCDPAQGSCWCVLGSGEEV
TG rata TNSSAQCPGLCDALKSRVLSRKVGLGYTPVCEALDGGFSPVQCDLAQGSCWCVLASGEEV
1249
TG humana PGTRVTGGQPACESPRCPLPFNASEVVGGTILCETISGPTGSAMQQCQOLLCRQGSWSVFP
TG bovina PGTRVAGSQPACESPQCPLPFSVADVAGGAILCERASGLGAAAGQRCQLRCSQGYRSAFP
TG rata PGTRVVGTQPACESPQCPLPFSGSDVTDGVVEFCETASSSGVTTVQQCQLFCRQGLRNVES
1281
TG humana PGPLICSLESGRWESQLPQPRACQRPQLWQTIQTQGHFQLQOLPPGKMCSADYADLLQTFQ
TG bovina PEPLLCSVQRRRWESRPPQPRACQRPQFWQTLOTQAQFOLLL PLGKVCSADYSGLLLAFQ
TG rata PGPLICNLESQRWVT-LPLPRACQRPQLWQTMOTQAHFQLLLPPGKMCSIDYSGLLQAFQ
TG humana VFILDELTARGFCQIQVKTFGTLVSIPVCNNSSVQVGCLTRERLGVNVTWKSRLEDIPVA
TG bovina VFLLDELTARGFCQIQVKTAGTPVSIPVCDDSSVKVECLSRERLGVNITWKLQLVDAPPA
TG rata VFILDELITRGFCQIQVKTFGTLVSRTVCDNSSIQVGCLTAERLGVNATWKLQLEDISVG

Figura 5. Alineamiento proteico parcial de la secuencia de tiroglobulina. Los aminoacidos se indican mediante un cddigo de una sola letra y se
muestran la posicion de la cisteina 1249 y 1281. Las secuencias de amino&cidos se basan en Uniprot: tiroglobulina: Homo sapiens (P01266), Bos taurus
(P01267) y Rattus norvegicus (P06882).

Analisis de prediccion de aminodcidos

Los algoritmos "in silico" REVEL, DEOGEN2, EIGEN, EIGEN PC, FATHMM, FATHMM-MKL,
FATHMM-XF, LIST-S2, MudPret, LRT, M-CAP, MVP, Mutation Assesor, Mutation Taster, PROVEAN,
Polyphen2 HDIV, Polyphen2 HVAR, PrimateAl, SIFT, SIFT4G, EVE se utilizaron para predecir los
niveles de patogenicidad de p.Cys1281Tyr. 18 de los 21 programas predicen un efecto deletéreo de la

variante p.Cys1281Tyr, solo FATHMM, LIST-S2 y PrimateAl predicen un efecto tolerado.
ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB
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Modelado 3D de la mutante p.Cys1281Tyr

Por una cuestion confiabilidad y concordancia con la bibliografia previa y trabajos de alifiamento de
secuencuencia para nuestros trabajos decidimos mantener el modelo clasico de la TG como referencia
para el trabajo desarrollado con el modelado de la TG (Holzer y col. [2016]; Malthiery y Lissitzky [ 1987];
Merken y col. [1985]; Molina y col. [1996], Parma y col. [1987], Swillens y col. [1986] y van de Graaf
v col. [2001]). Se utilizo el programa UCSF ChimeraX para evaluar el impacto de la variante
p.Cys1281Tyr en la estructura 3D de la proteina. Las cuatro regiones del nuevo modelo de la TG fueron
adaptadas al modelo clasico. Los dominios "Spacer 2" se ha agregado a la region 11 y el dominio "Spacer
3" alaregion III (Figura 6).
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Region IV

Nuevo Modelo adaptado

Region Il

Monémero A Mondémero A Y Monémero B

Monémero B

Figura 6. Adaptacion del nuevo modelo estructural (PDB: 6SCJ) de Coscia y col., 2020 al modelo esquematico clasico de la tiroglobulina.
Modelo clasico de la estructura primaria de la tiroglobulina. La Region | esta representada por el color amarillo, Region Il en violeta, Region Il en
azul cian y Region IV conteniendo el dominio ChEL en rojo.

Nuevo modelo de la estructura primaria de la tiroglobulina no adaptado. La Regién NTD esta representada en azul, "Core" en celeste, "Flap" en
verde, "Arm" en amarillo y CTD en rojo. A la izquierda se muestra la estructura (PDB: 6SCJ) correspodiente al nuevo modelo original no adaptado Coscia
y col. [2020].

Nuevo modelo de la estructura primaria de la tiroglobulina adaptado. Se muestra la estructura (PDB: 6SCJ) del modelo nuevo de Coscia y col., 2020,
adaptada al Modelo clasico con la Region | esta representada por el color amarillo, Region Il en violeta, Region Il en azul cian y la Region IV conteniendo
el dominio ChEL en rojo, el "Spacer 2" fue incorpado a la Region Il y el "Spacer 3" fue incorpado a la Region Il La flecha negra esta indicando la estructura
de la TG en su furma nativa, formando un dimero con otro monémero de la TG. Ver figura 2.2 para la descripcion de modulos, dominios y regiones.

Se us6 la estructura de crio-EM de la TG humana (PDB: 6SCJ, resolucién: 3,60 A) para generar un
modelo de estructura de la TG maduro de longitud completa, con el fin de obtener evidencias que
respalden la hipotesis de que la variante p.Cys1281Tyr afectaria el plegamiento de la TG. En la Figura
7A se muestra el monomero de la TG humana "wild-type" con sus cuatro regiones. Podemos observar
que el aminoacido afectado se encuentra en una zona interna de la proteina, cerca de la regién Il y 67

aminoacidos aguas arriba de los sitios de glicanos unidos a los "N-/inked glycan sites" en las posiciones

1349 1365

asparagina " y asparagina >’ presentes en el dominio "Ainge"/region "flap", cuya glicosilacion efectiva

1281 g6 encuentra

es fundamental para la secrecion adecuada de proteinas (Figura 7B). También la cisteina
a 16 aminodcidos aguas arriba de la variante patogénica extensamente analizada p.Cysl264Arg
[Baryshev et al., 2004; Heo et al., 2019; Hishinuma et al., 1999, 2005, 2006; Kanou et al., 2007; Narumi
et al., 2011; Wright et al., 2021; Yoon et al., 2020], quien esta presente en el mismo moddulo

"hinge"/region "flap".
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Para el andlisis estructural se utilizé el PDB: 7N4Y de la TG bovina debido a su mejor resolucion,
2.61 A, en contraste con el PDB: 6SCJ de la TG humana, para no perder detalles y analizar los elementos
involucrados en el area analizada. Importante, la secuencia de aminodcidos primaria del PDB 7N4Y de

la TG bovina no coincide con el acceso que corresponde a la secuencia candnica bovina UniProt PO1267.

1249 1281

Los residuos cisteina'“* y cisteina'“®" en UniProt P01266 de la secuencia candnica de la TG humana

1249 1281

corresponde a la cisteina'“” y a la cisteina =°" en UniProt P01267 bovino, respectivamente, y a la

cisteina'?® y la cisteina'?®? en el PDB 7N4Y de la TG bovina y al UniProt AOA4W2CHSS bovino,

1281

respectivamente. En la Figura 8A la cisteina'?®? "wild-type” bovina (cisteina'?®! en humanos) se ve

rodeada por nueve enlaces de hidrogeno y forma un enlace disulfuro con la cisteina!> (cisteina'** en
humanos). Cuando se realizé el cambio de p.Cys1282Tyr (p.Cys1281Tyr en humanos), se observa
claramente la ruptura del enlace disulfuro entre ambas cisteinas, aparentemente sin interferir con ninguno
de estos nueve enlaces de hidrogeno (Figura 8B). La variante p.Cys1282Tyr (p.Cys1281Tyr en humanos)
muestra la aparicion de "clashes" (una superposicion no-fisica de los enlaces de Van der Waals) (Figura

1281

8C), lo que sugiere que la tirosina'?®* (tirosina!?®! en humanos) genera un reordenamiento estructural

entre el aminodcido afectado y los residuos circundantes, donde los enlaces de hidrogeno 4, 5, 6,7, 8 y
9 podrian verse afectados. Una reacomodacion tan importante ciertamente podria estar afectando los

sitios de glicanos ligados a los residuos de asparagina humanas en la posicion asparagina'** y

1365

asparagina °*°, donde la nueva estructura podria alterar la interaccion del ligando y bloquear la

glicosilacion de dichos residuos.
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Figura 7. Estructura 3D de la variante de tiroglobulina humana p.Cys1281Tyr. (A) El mondmero de tiroglobulina humana "wild-type" se muestra con
sus cuatro regiones seguin el modelo clasico, regiones |, I, lll'y IV. La region | en color amarillo, la region Il en color violeta, la regién Il en color azul cian
y la regién IV (conteniendo al dominio ChEL) en color rojo; el recuadro delimitado informa el dominio "hinge", (también parte de la region I) marcado en
color azul para su mejor visualizacion; la flecha negra identifica la cisteina’?! marcada en verde. (B1) La flecha negra muestra la tirosina'28 mutada y las
flechas abierta la arginina'* mutada. (B2) La flecha negra identifica la tirosina’' mutada y las flechas abiertas muestran los "N-linked glycan sites"
asparagina’#® y asparagina'3% La figura se reorganizé para visualizar mejor la variante de aminoacidos.
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Figura 8. Estructura 3D de la variante de tiroglobulina bovina p.Cys1281Tyr. Se utilizé tiroglobulina bovina debido a su mejor resolucion en el area
estructural observada. (A) La flecha negra muestra la cisteina'22 wil-type de la tiroglobulina bovina (cisteina’?'en humanos), formando un enlace disulfuro
con la cisteina'20wil-type de la tiroglobulina bovina (cisteina’9 en humanos) (flecha abierta). Las lineas punteadas celestes viisualizan los nueve enlaces
de hidrégeno en esta zona delimitada. (B) La flecha negra muestra la tirosina'282"wild-type" de la tiroglobulina bovina (cisteina'?! en humanos), seguida
de la interrupcion de la union de disulfuro entre la cisteina'?2 y la cisteina' (flecha abierta) (cisteina'?!y cisteina’?%® en humanos). (C) Las lineas
punteadas de color rosa indican la aparicion de "clashes" en presencia de la tirosina22 mutada de la tiroglobulina bovina (irosina’?' en humanos (flecha
negra). Los enlaces de hidrégeno, 5, 6, 7, 8 y 9 en estrecha asociacion con los "clashes" probablemente podrian perderse durante el proceso de
reacomodacion.

Modelado 3D de la mutante p.Pro2232Leu
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En el gen de la TG se identificaron clasicamente 21 variantes de nucleotido tinico (SNV). 13 de las
21 variantes se identificaron en la base de datos gnomAD v2.1.1 con una frecuencia alélica mayor o igual
al 1%. Los 8 SNV restantes (p.Gly77Ser, p.Aspl42Asp, p.Pro777Leu, p.GIn830Glu, p.Serl158Ser,
p.Thr1498Met, p.Prol302Pro y p.Pro2232Leu) no alcanzaron una frecuencia poblacional para
considerarlos variantes frecuentes. Tres variantes son sinonimicas (p.Aspl42Asp, p.Ser1158Ser vy
p.Pro1302Pro) y cinco son no sinonimicas (p.Gly77Ser, p.Pro777Leu, p.GIn830Glu, p.Thr1498Met y
p.Pro2232Leu). Para analizar los 14 SNV no sinénimicas, se realizd en la presente Tesis un estudio
exhautivo de prediccion bioinformatica. Los predictores exhibieron que diez variantes de TG
probablemente son benignas ("/ikely benign" de acuerdo a las recomendaciones de la American College
of Medical Genetics and Genomics, ACMG): p.Ser734Ala, p.Gly815Arg, p.Arg988Pro, p.Met1028Val,
p.Aspl1312Gly, p.Thr1498Met, p.Asp1838Asn, p.Argl999Trp, p. Trp2501 Arg y p.Arg2530GIn, mientras
que p.Pro777Leu y p.GIn830Glu se clasificaron como variantes de significado incierto ("variants of
uncertain significance", VUS, ACMG) y p.Gly77Ser y p.Pro2232Leu como probablemente patdgenas
("likely pathogenic", ACMG). La variante p.Pro2232Leu fue identificada en 2 pacientes. Como se puede
ver en la, 18 de los 20 programas predicen un efecto nocivo de la variante p.Pro2232Leu. En
consecuencia, el analisis en la base de datos gnomAD v2.1.1 y bioinformético con predictores confirmé
que la variante clasica p.Pro2232Leu no se puede considerar una SNV en el sentido clasico por ser una
variante de baja frecuencia y patogénica a nivel predictivo. Un andlisis preliminar de modelado 3 D
utilizando un PDB de la acetilcolinesterasa humana (no estaba disponible en esa época el PDB 6SCJ de
la TG humana o el PDB 7N4Y de la TG bovina) y de expresion transitoria en células HEK293T demostro
que esta variante origina una retencion intracelular responsable de un HC. En la presente Tesis se utilizo
el programa UCSF ChimeraX para evaluar el impacto de la variante p.Pro2232Leu en la estructura 3D
de la proteina y con el esquema del modelo clasico adaptado al PDB del nuevo modelo (Figura 9). Al

2232

analizar la proteina "wild-type", se observa que la prolina®~ se encuentra en un area mas superficial de

la proteina y, de manera relevante, cerca de un sitio de asparagina®?*® de glicano ligado a los "N-linked
glycan sites", cuya glicosilacion efectiva es esencial para la modificacion fisioldgica postraduccional de

la secrecion de la TG. La prolina?*?

se observa en un area delimitada mostrando la presencia de cuatro
puentes de hidrogeno (Figura 9A). El resultado del cambio p.Pro2232Leu muestra que la variante no
interfiere con ninguno de estos cuatro puentes, manteniéndolos intactos. Por otro lado, la variante

2283

p.Pro2232Leu muestra la aparicion de “clashes” entre los aminoacidos tirosina??® y triptéfano??*>, lo que
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2232

sugiere que la leucina~ genera una acomodacion estructural entre el aminoécido afectado y los residuos

que lo rodean (Figura 9B).
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Figura 9. Estructura 3D de la variante de tiroglobulina p.Pro2232Leu. EI monémero de tiroglobulina "wild-type" se muestra en el centro de la figura,
con sus cuatro regiones seglin el modelo clasico, region I, II, [l y [V. Regién | en color amarillo, region Il en color violeta, regién Il en color verde y region
IV (conteniendo el dominio ChEL) en color rojo. A) La flecha negra muestra la prolina2232 "wild-type", la flecha abierta indica el glicano unido al "N-linked
glycan site" en la posicion asparagina?20 y las lineas de puntos azules los cuatro enlaces de hidrogeno. B) La flecha negra indica la leucina?232 mutada,
la flecha abierta muestra el glicano ligado al "N-linked glycan site" en la posicién asparagina??®, las lineas punteadas rosas indican la aparicion de
“clashes” entre los aminoacidos de la cadena lateral tirosina?28 y triptéfano?25, C) Analisis de superficie: (c.1) Tiroglobulina en su conformacion de
superficie nativa, la flecha negra muestra la ubicacion de la prolina2232 "wild-type" en la superficie. (¢.2) La flecha abierta muestra un cambio conformacional
estructural significativo en presencia de la leucina?2®2 mutante. (c.3) La flecha negra indica la ubicacion de la prolina?2 "wild-type", que muestra su
hidrofobicidad nativa. (c.4) La flecha abierta indica la leucina?232 mutante que muestra un ligero cambio a un perfil més hidrofébico de la region mutada.

El reordenamiento estructural forzado por la leucina®?*®

afecta claramente la estructura de la TG,
debido a la conformacion ciclica y rigida de la prolina, resultando en un claro cambio estructural cuando
es reemplazada por leucina?**8. A esto se suma los cambios en el perfil de hidrofobicidad de la zona
mutada, que es ligeramente mas hidrofobica que la zona "wild-type", como se observa en los analisis de
superficie (Figura 9C). Después de adquirir esta nueva conformacion estructural cerca del sitio

2250 (

asparagina "N-linked glycan sites"), la nueva estructura podria interferir con la glicosilacion de este

residuo.

Expresion transitoria del cDNA de tiroglobulina de rata de longitud completa con la variante
p.Cys1281Tyr

Como ultima etapa del analisis de la variante de secuencia p.Cys1281Tyr (p.Cys1281Tyr en el TG de
rata), se realizaron ensayos funcionales para evaluar si la presencia de este cambio podria estar afectando
al transporte intracelular de la TG y, en consecuencia, a su correcta funcionalidad. Con el fin de expresar

esta variante en un sistema eucaridtico, se realizd una mutagénesis de sitio dirigida con "primers"
especificos para este cambio usando el vector que contenia cDNA de la TG de rata (prTGWT) (Figura
10A). El clon obtenido fue secuenciado para confirmar la presencia de la variante y luego las células
HEK293T fueron transfectadas con el clon mutante prTG[p.Cys1281Tyr] (Figura 10B). Una vez que se
obtuvieron los extractos de proteina tanto del lisado celular como del sobrenadante extracelular, la

identificacion de la proteina se realizd6 mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando un anticuerpo
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anti-tiroglobulina. Como se observa en la Figura 10B, la proteina mutada prTG[p.Cys1281Tyr] se retiene
dentro de la célula (ausencia total de la TG en el sobrenadante) mientras que la proteina "wild-type"
prTGWT se encuentra tanto dentro de la célula como en el medio extracelular. Estos resultados estarian
indicando que la variante de secuencia p.Cys1281Tyr en el gen de la TG seria la causante de la retencion
de la proteina en el interior de la célula, impidiendo su transporte al medio extracelular. Si extrapolamos
estos resultados a los pacientes que presentan esta variante de secuencia, podriamos decir que impide el
transporte de la TG hacia la luz folicular tiroidea, imposibilitando que cumpla su funcion en el proceso

de biosintesis de hormonas tiroideas y provocando asi la enfermedad tiroidea.

Secuencias de TG Secuencias de TG
5 cdecccdoaceateateacerreereryy 5 reTCCCcAAGAGCTACAGCARNAGTCTAGA 3
Notl M M T LV L V P K S Y s K | Xbal
| : 1
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| . p.Pro2233Leuy,
sl 8.304 nt i s secuencias TG |3
—--.CAGCACAGTGGC Y
Notl
3842G>AF 5 cactacccagagcctAtcagaggcctcag 3’
3842G>AR 3’ gtgatgggtctcggaTagtctccggagte 5
B -
5
'—
-
[
N
I3
Q &
= s 2
[O] o X
E = e
s S T
X
Cc M C M (o M s
330 = —— —
= 180
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Figura 10. Secrecion defectuosa del clon prTG[p.Cys1281Tyr]. (A) Representacion esquematica de clonado de cDNA de longitud completa de
tiroglobulina de rafa y generacion del clon prTG[p.Cys1281Tyr] mediante mutagénesis sitio dirigida. Se muestra la secuencia de los "primers" de
mutagénesis "foward" (3842G>AF) y "reverse" (3842G>AR). (B) Las células HEK293T se transfectaron transitoriamente con los plasmidos
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prTG[p.Cys1281Tyr] y prTGwt y los lisados celulares y los sobrenadantes de cultivo se analizaron mediante SDS--PAGE 7% seguido de
inmunotransferencia con anticuerpos contra la tiroglobulina como se indica en Materiales y métodos. La cisteina'?! en la tiroglobulina humana
corresponde a la cisteina’?! en la tiroglobulina de rata, asi como la guanina®42 en la tiroglobulina humana corresponde a la guanina®+2 en la tiroglobulina
de rata. La linea HEK293T corresponde al control negativo no transfectado.

En este capitulo, identificamos dos variantes heterocigoticas inactivantes en el gen de la TG en dos
hermanos que causan HC perinatal transitoria y que sorprendentemente conduce a bocio eutiroideo en
afnos posteriores. Los analisis moleculares indican que los pacientes II-1 y su hermano (II-2) son
heterocigotos compuestos para las variantes ¢.3861G>A (p.Cys1281Tyr) y ¢.5686+1G>T (Omision del
exon 30).

La caracterizacion estructural de las proteinas que intervienen en la hormonogénesis tiroidea ha sido
una ardua tarea debido a su complejidad, heterogenisidad, la ubicacion en las membranas de muchas de
esas proteinas y la frecuente inestabilidad bioquimica. Hasta hace pocos anos, la determinacion de la
estructura atdbmica de complejos macromoleculares se realizaba mediante cristalografia de rayos X. Este
método se basa en la difraccion de rayos X por un cristal de la muestra y es ideal para pequeiias proteinas
y complejos menores de 100 kDa, por lo cual no fue posible aplicar esta metodologia con éxito para
conocer la estructura de la TG. El desarrollo de la microscopia electronica de transmision (TEM),
permitio obtener imagenes ampliadas producidas por la dispersion de electrones de alta energia por una
muestra muy delgada, la imagen debe realizarse en alto vacio y normalmente no se puede realizar
directamente sobre soluciones, que se evaporarian [Coscia y Taler-Vercic, 2021]. En las décadas de 1980
y 1990 se desarrollé un nuevo método de preparacion de muestras que permitid un avance significativo
en el conocimiento de la estructura de grandes macromoléculas, en el cual una fina capa de solucion se
enfria muy réapidamente hasta la temperatura del etano liquido, aproximadamente a -170 °C, proceso
conocido como vitrificacion [Coscia y Taler-Vercic, 2021]. La conjuncion del TEM con el método de
vitrificacion dio origen a la crio-EM. La crio-EM en sintesis es una forma de microscopia electronica en
la que la muestra se estudia a temperaturas criogénicas, se preserva en un estado hidratado-congelado mediante
enfriamiento rapido. Se trata de una técnica muy utilizada actualmente por la biologia estructural, pues
permite observar directamente, sin tinciones ni fijaciones estados conformacionales nativos a resolucion

atomica. La primera etapa es la vitrificacion de la muestra con cridgenos que puede ser etano, el mas
utilizado, propano o nitréogeno liquido. Para evitar la formacion de cristales se utiliza un anticontaminador, se sigue un
protocolo para evitar o disminuir la formacidn de cristales de hielo que obstaculicen la observacion de la muestra bajo

el microscopio. Las secciones se colocan en la rejilla de un microscopio electronico para toma de imagenes, luego se

digitalizan y se procesan las imagenes para conseguir una imagen 3D. Los recientes avances tecnologicos en crio-

EM prometen superar al menos algunos de los obstaculos de la cristalografia de rayos X y para permitir
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el analisis de los complejos macromoleculares, a veces incluso con verdaderas resoluciones atomicas.
Por lo tanto, hoy en dia, la aplicacion de la biologia estructural moderna ofrece una gran oportunidad
para ampliar nuestra comprension mecanicista de la biologia tiroidea. Junto a la clinica, la expresion cellular
transitoria y la NGS, las estructuras atomicas de las proteinas de la tiroides proporcionardn un importante marco para
mapear variants relacionadas a enfermedades e interpretar y predecir fenotipos tiroideos. Los modelos obtenidos por
crio-EM [Cosciay col., 2020; Adaixo y col.; 2022; Kim y col., 2021; Marechal y col., 2022] proporcionan
informacion de alta resolucion sobre la organizacion estructural de los dominios, los sitios de protedlisis
y glicosilacion, los puentes disulfuro formados y los dominios hormonales de la TG. Curiosamente,
Coscia y col [2020] propone un nuevo modelo de la estructura primaria de la TG humana organizado en
cinco regiones como hemos analizado, la arquitectura compleja del TG en este modelo gira en torno al
dominio ChEL. Sin embargo, los modelos propuestos por Adaixo y col. [2022] y Kim y col. [2021]
siguen las pautas generales del modelo clasico para el monémero TG. Por lo cual nosotros adaptamos el
nuevo modelo de Coscia y col [2020] al modelo cldsico para nuestros estudios, debido a la gran
experiencia desarrollada en décadas por la aplicacion del modelo clésico.

Demostramos que la variante p.Cys1281Tyr causa retencion intracelular en las células Hek293T. El

1281 n

analisis de alineacion de esta variante revelo que la cisteina wild-type" se conserva en la TG de rata.
P

Por otro lado, 18 de las 21 predicciones utilizando algoritmos "in silico" fueron informativos de un efecto

1281 afecta

nocivo de la variante p.Cys1281Tyr y el modelado 3D mostrd que la presencia de la tirosina
claramente la estructura de la TG. En consecuencia, ademas de no estar identificado en la base de datos
gnomAD v2.1.1, podemos afirmar que la variante p.Cys1281Tyr en el gen de la TG afecta el plegamiento
y el trafico de la proteina secretora, y en asociacion con la variante ¢.5686+1G<T, posiblemente ubicada
en el alelo opuesto, causa la enfermedad tiroidea en los pacientes estudiados. Previamente identificamos
la variante p.Cys1281Tyr asociada con la p.Tyr107* en un paciente con HC y bocio [Citterio y col.,
2013a].

Como habiamos indicado anteriormente cada mondmero de la TG contiene 123 residuos de cisteina,
uno de los cuales esta ubicado en el péptido sefial (cisteina'®) [Holzer y col., 2016; Malthiéry y Lissitzky,
1987; van de Graaf' y col., 2001]. La TG se pliega a través de la supuesta formacioén de 61 enlaces
disulfuro intracatenarios. Los dominios TG type 1, TG type 2 y TG type 3 son modulos repetidos ricos
en cisteina que estan unidos covalentemente por puentes disulfuro intracatenarios. El dominio ChEL

contiene seis residuos de cisteina. Adaixo y col. [2022] identificado mediante el modelado de 57 puentes

disulfuro intracatenarios para cada mondmero de la TG humana. Estos puentes estan involucrados en la
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conformacion de la estructura terciaria de la TG, agregando estabilidad estructural, solubilidad y rigidez
a la proteina.

El analisis de secuenciacion del gen de la TG en pacientes revel6 variantes con sentido incorrecto que
eliminan los residuos de cisteina "wild-type" [Baryshev y col., 2004; Caputo y col., 2007a, Citterio y col.,
2013a, Heo y col., 2019; Hishinuma y col., 1999, 2005, 2006; Hu y col., 2016; Kanou y col., 2007,
Kitanaka y col., 2006; Narumi y col., 2011; Nicholas y col., 2016; Santos-Silva y col., 2019; Shin y col.,
2021; Stoupa y col., 2021; Wright y col., 2020; Yoon y col., 2020; Zou y col., 2018]. La pérdida de
residuos de cisteina puede eliminar los enlaces disulfuro, alterando la arquitectura normal de la TG,
posiblemente impidiendo la interaccion de los sitios dadores y aceptores hormonales y/o causando un
defecto en el transporte intracelular de la proteina. Como veremos en el Capitulo 4, nosotros estudiamos
sesenta y siete residuos de cisteina "wild-type"encontrados en la base de datos gnomAD v2.1.1 y en
pacientes con enfermedad de la tiroides, utilizando cuatro algoritmos "in silico" (PROVEAN, SIFT,
Polyphen-2 (Hum Var) y Panther-PSEP). Los predictores presentaron probable patogenicidad en todas
las variantes analizadas, clasificandolas en el grupo de variantes probable patogénicas, a excepcion de
una unica variante, p.Cysl5Ser, situada en el péptido senal, clasificindola como variante "likely
pathogenic". La mayoria de las variantes mutantes con sentido incorrecto de la TG asociadas a HC estan
presentes con fenotipos muy similares que resultan en un trafico intracelular ineficiente y pérdida de
secrecion. Un estudio detallado de dos pacientes con HC no relacionados y dos hermanos con bocio
adenomatoso y niveles séricos de la TG por encima del rango normal, revelo el reemplazo de dos cisteinas
conservadas por arginina (p.Cysl1264Arg, publicada originalmente como p.Cys 1263Arg) y serina
(p-Cys1996Ser, publicado originalmente como p.Cys 1995Ser), respectivamente. Hishinuma y col.
[1999]. sugiere que ambas variantes se mantuvieron en el RE. Sin embargo, una fraccion de la TG con
variante p.Cys1996Ser fue transportada al aparato de Golgi, lo que explica los niveles séricos normales
de la TG. El extracto de tejido tiroideo de todos los pacientes exhibi6 niveles mas altos de expresion de
chaperonas ER, BiP, GRP94, PDI, ERp29 y ERp72 [Baryshev y col., 2004]. Hishinuma y col., [2005]
demostraron que el bocio resultante de la variante Cys1264Arg esta asociado con el cancer papilar de
tiroides. Yoon y col. [2020] describieron un cancer de tiroides anaplésico en una mujer de 46 afos con
dishormonogénesis asociada a la variante p.Cys1264Arg, formando un compuesto heterocigota con la
nueva variante p.Leu2357Pro de la TG. La variante p.Cys1264Arg se localiza también en el dominio
"hinge"/region "flap", lo que presumiblemente interrumpe un enlace disulfuro local con la cisteina'?%.

Sin embargo, Adaixo y col. [2022] no observo ninguna evidencia de la existencia de dicho puente
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disulfuro en su mapeo de la TG humana. Recientemente, Wright y col. [2021] confirmaron que
p.Cys1264Arg se retiene intracelularmente mientras exhibe mayores interacciones con los componentes
de la via de plegamiento y que la degradacion de los mutantes a través de la via ERAD no se puede
completar debido a la falla de la retrotranslocacion, la retencidon por parte de las redes de chaperonas del
RE o por la menor participacion general de la maquinaria de degradacion proteasomal.

La segunda variacion identificada en el paciente indice II-1 y su hermano (I1-2) fue una sustitucion de
guanina "wild-type" por timina en la posicion +1 en el intrén 30. Los defectos en el “splicing” del pre-
mRNA como hemos visto representan una de las principales causas de enfermedades genéticas humanas.
La consecuencia més comun de las variantes de "splicing” como indicamos anteriormente es la omision
de uno o mas exones seguida de la creacion o activacion de secuencias cripticas en dadores y aceptores
[Buratti y col., 2007; Roca y col., 2003]. Targovnik y col. [1995, 2001] describe previamente dos
pacientes con variante homocigota ¢.5686+1G<T que provocan la omision del exon 30 sin afectar el
marco de lectura y generando una molécula TG que carece de 46 aminoacidos. Este estudio se realizo
secuenciando fragmentos de rt-PCR de RNA de tejido tiroideo. Es importante sefalar que esta variante
conduce a un marcado aumento de las chaperonas ER (GRP94 y BiP) y la localizacion
inmunohistoquimica mostré una marcada disminucion de los TG en la luz folicular con retencion
intracelular, lo que sugiere un defecto en el transporte intracelular [Medeiros-Neto 1996]. Curiosamente,
la posicidon +1 en el intrén 30 es un punto caliente de mutacion, se identificaron los tres posibles cambios
de nucleotidos: G>T [Medeiros-Neto y col., 1996; Pardo y col., 2008, 2009; Rubio y col., 2008;
Targovnik y col., 1995, 2001], G>A [Hishinuma y col., 2006] y G>C [Hishinuma y col., 2006].

En conclusion, confirmamos que la variante p.Cys1281Tyr, por bioinformatica y analisis funcional,
tiene un alto grado de patogenicidad. La variante p.Cys1281Tyr asociada a la variante de “splicing”
c.5686+1G<T, en el alelo opuesto, causa enfermedad tiroidea en los pacientes analizados. Este estudio
contribuye a la comprension de la base molecular de HC causada por variantes sin sentido de la TG que

involucran residuos de cisteina "wild-type" y su correlacion genotipo/fenotipo.

2) Identificacion de variantes del gen de la tiroglobulina por secuenciacion de exoma completo en
hipotiroidismos congénitos debido a dishormonogénesis tiroidea.

Con el advenimiento del método de terminacion de la cadena de Sanger en 1977, los laboratorios
obtuvieron la capacidad de secuenciar el DNA de forma fiable y reproducible. Una década mas tarde,

Applied Biosystems presento el primer sistema automatizado basado en electroforesis capilar, el AB370
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en 1987 y el AB3730xI en 1998, instrumentos que se convirtieron en las principales herramientas para
los Proyectos del Genoma Humano dirigidos por NIH y Celera. Si bien estos instrumentos de primera
generacion se consideraban de alto rendimiento para su época, el desarrollo del Genome Analyzer surgio
en 2005 y permitio la secuenciacion de cientos de kilobases. Interesante en 2005, una sola ejecucion del
Genome Analyzer podria producir aproximadamente una gigabase de datos, mientras en 2014, la tasa
subio a 1,8 terabases de datos en una sola secuenciacion. La secuenciacion de proxima generacion (Next-
Generation Sequencing”, NGS) es la tecnologia de secuenciacion masiva paralela que ofrece un
rendimiento, escalabilidad y velocidad ultra altos. Es notable indicar el hecho de que el primer genoma
humano en 2001, requiri6 15 afios para secuenciarlo y su costo casi tres mil millones de dolares. Por el
contrario, el HiSeq X Ten System, lanzado en 2014, puede secuenciar mas de 45 genomas humanos en un
solo dia por aproximadamente 1.000 délares cada uno. Esta tecnologia se utiliza para determinar el orden
de los nucleodtidos en genomas completos o regiones especificas de DNA o RNA. NGS puede secuenciar
cientos y miles de genes o el genoma completo en un corto periodo de tiempo. Las variantes/mutaciones
de secuencia detectadas por NGS se han utilizado ampliamente para el diagnostico, prondstico, decision
terapéutica y seguimiento de enfermedades.

La secuenciacion del exoma es un método de secuenciacion dirigida ampliamente utilizado. El exoma
representa menos del 2% del genoma del ser humano, pero contiene la mayor parte de las variantes
conocidas que causan enfermedades, lo que hace que la secuenciacion del exoma completo (Whole
Exome Sequencing, WES) sea una alternativa rentable a la secuenciacion del genoma completo (Whole
Genome Sequencing, WGS). Con WES, la porcion codificante de proteinas del genoma se captura y se
secuencia selectivamente permitiendo identificar variantes exdnicas y las que se encuentran en los sitios
de "splicing" de manera eficiente. Por el contrario, el panel de secuenciacion dirigida (Targeted NGS,
TNGS), se aisla y se secuencia un subconjunto de genes o regiones del genoma. La TNGS permite centrar
el tiempo, los gastos y el andlisis de datos en areas de interés especificas y permite secuenciar mayores
niveles de cobertura. E1 WGS logra niveles de cobertura de 30 a 50 veces por genoma, mientras que
TNGS puede cubrir la region objetivo 500, 1000 veces o incluso mas.

La introduccion de las plataformas de NGS permitio la identificacion masiva de variantes que
condujeron a la identificaciéon de nuevas mutantes en genes candidatos para HC. Curiosamente, las
nuevas tecnologias también demostraron la coexistencia de multiples variantes en diferentes genes
tiroideos de un mismo paciente con HC [Bruellman y col., 2020b; Chen y col., 2018; de Filippis y col.,
2017; Fany col., 2017; Fuy col., 2016a, 2016b, 2016¢; Jiang y col., 2016; Loty col., 2016; Long y col.,
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2018; Makretskaya y col., 2018; Nickolas y col., 2016; Santos-Silvay col., 2019; Suny col., 2018;Tanaka
y col., 2020; Wang y col., 2020; Watanabe y col., 2019; Yamaguchi y col., 2020; Yu y col., 2018; Zou
y col., 2018].La identificacion de variantes simultaneas en el mismo gen o en diferentes genes especificos
de la tiroides puede contribuir al diagnostico y clasificacion precisos de los defectos. Estos hallazgos
sugirieron que, no solo la herencia monogénica, sino también la herencia digénica u oligogénica esta
involucrada en la patogénesis del HC. Sin embargo, en ausencia de datos funcionales convincentes o
evidencia genética abrumadora, todavia hay pocos datos de que todas estas variantes causen pérdida de
funcion.

En particular, las variantes de TG se identificaron en un total de 302 pacientes con HC (2016-2020) ,
utilizando el panel de NGS dirigido (TNGS) o la secuenciacion del exoma completo (WES) [Bruellman
et al., 2020a, 2020b;Chen et al., 2018; de Filippis et al, 2017; Fan et al., 2017; Fu et al., 2016a, 2016b;
Heo et al., 2019; Hu et al., 2016; Jiang et al., 2016; Lof et al., 2016; Long et al., 2018; Makretskayaet al.,
2018; Nickolas et al., 2016; Santos-Silva et al. 2019; Sun et al., 2018;Tanaka et al., 2020; Wang et al.,
2020; Watanabe et al., 2018, 2019; Yamaguchi et al., 2020; Yoon et al., 2020; Yu et al., 2018; Zou et al.,
2018]. Noventa y cuatro de estos pacientes portaban variantes TG bialélicas (que contenian variantes
heterocigotas compuestas o variantes homocigotas), mientras que en doscientos siete casos portaban una
variante en un solo alelo y en un solo paciente no se confirm6 su genotipo preciso. En 145 casos se
identificaron formas monogénicas de la enfermedad, pero en 99 pacientes se sugiridé una presentacion
digénica u oligogénica, y en los 58 casos restantes no se analizo si habia variantes en otros genes. Las
variantes en TG se asociaron con variantes en los genes DUOX1, DUOXA1, DUOX2, DUOXA2, TPO,
SLC26A4, SLC26A7,1YD, PAX8, NKX2.1, TSHR, JAG1, GLIS3, GNAS y DIO3. Sin embargo, como
se indico anteriormente, la evidencia que sustenta la herencia oligogénica y su papel en la patogenia de
la HC es insuficiente. El andlisis también demuestra una alta incidencia de variantes con sentido
incorrecto, seguidas por un grado menor de variantes sin sentido, con cambio de marco lectura y variantes
en sitio de "splicing". Es importante sefialar que las variantes de TG con sentido incorrecto mas
notificadas no se han caracterizado funcionalmente. En consecuencia, es probable que muchas de estas
variantes tengan un significado incierto.

En el presente informe analizamos dos pacientes con HC utilizando WES que permiti6 analizar los
genes candidatos para HC e identificar variantes patogénicas en la TG, la importancia no es solo para el

diagnéstico de la enfermedad sino también para el consejo genético de las familias afectadas.

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 26 de 142





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2022-2023 27

Pacientes
Paciente indice II-1 de la Familia BAS

BAS es el primer y unico hijo de padres sanos no consanguineos. Nacido de un embarazo y parto sin
incidentes, fue diagnosticado como HC en el "screening" neonatal con TSH >100 mUI/L ("cut off” 10)
y referido a la Division Endocrinologia del Hospital de Nifios "Ricardo Gutierrez" para su analisis. Los
estudios séricos de confirmacion a los 10 dias de vida, mostraron TSH alta: > 100 mU/L (rango de
referencia entre 0,5 y 8), T4 total baja 4 ug/dl (rango de referencia entre 6 y 18), T4 libre bajo: 0,48 ng/dl
(rango de referencia entre 1 y 2.6), T3 total normal: 124 ng/dl (rango de referencia entre 80 y 260),
anticuerpos anti-TPO y anticuerpos anti-TG negativos y TG baja: < 0,9 ng/ml (rango de referencia entre
30 y 100), que surgiere que el HC podria estar relacionado con una sintesis defectuosa de TG. Presento
ictericia, cara edematosa y bocio palpable, evidenciado también por la centellografia con Tc?™. Inici6
tratamiento levotiroxina con buena adherencia.

Creci6 y se desarrolld6 normalmente (percentilo 90 de altura y peso) hasta los 3 afios cuando se
suspendi6 el tratamiento durante un mes y se realizo una revalorizacion de la funcion tiroidea: TSH
elevada: >95mU/I (rango de referencia entre 0,5 y 5,0), T4 libre baja: 0,40ng/dl (rango de referencia entre
0,80y 2.20) y TG baja: <0,9ng/ml (rango de referencia entre 2 y 30). La ecografia de tiroides mostrd una
glandula tiroides agrandada, eutdpica y sin ndédulos ni quistes, un ldbulo derecho de 34x10x13 mm con
un volume de 2,30 ml (rango de referencia entre 0.3 y 1.4) y un lobulo izquierdo de 33x11x14mm con
volume de 2,64 ml (rango de referencia entre 0.4 y 1.3). El volumen tiroideo se calculé multiplicando la
longitud, el ancho y la profundidad y un factor correctivo (0,52) para cada 16bulo. Reinicio el tratamiento,

a los 4 afios el crecimiento es normal y su resultado neurocognitivo es también normal

Paciente indice I1-1 de la Familia SR

El paciente es el primer hijo de una pareja no consanguinea, diagnosticado a los 2 dias de vida
mediante el programa de "screening" neonatal, siendo la TSH: 12.2 mIU/L (corte: 10) y referido al
Servicio de Endocrinologia del Hospital de Nifios Santisima Trinidad para su analisis. Naci6 en 2014 a
las 41 semanas a término con peso adecuado a la edad gestacional (2590 g), longitud 48 cm y Apgar de
8-9.

Los estudios séricos de confirmacion a los 56 dias de vida, mostraron TSH alta: 19,6 mIU/L (rango
de referencia entre 0,9 y 7,70), T4 total 8,94 ug/dl (rango de referencia entre 7,2 y 15,6), T4 libre: 1,19
ng/dl (rango de referencia entre 0.9 y 2.6), T3 total: 243,1 ug/dl (rango de referencia entre 105 y 245),
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anticuerpos anti-TPO y anticuerpos anti-TG negativos y TG baja: 4,5 ng/ml (rango de referencia entre 6
y 80). La ecografia tiroidea mostr6 una glandula tiroidea de tamafio adecuado, eutopica y sin ndédulos,
el 16bulo tiroideo derecho de 17,9 x 6,8 x 10,4 mm con un volume de 0,65 ml (rango de referencia entre
0.3 y 1.4), mientras que el 16bulo tiroideo izquierdo de 15,1 x 6,8 x 10 mm con volume de 0.53 ml (rango

de referencia entre 0.4 y 1.3) y un Itsmo de 2.1 mm. El centellograma con Tc¢?'™

identificé una glandula
tiroidea de ubicacioén anatdémica y tamafio normal, asimétrica, con captacion conservada en el parénquima
del 16bulo derecho e hipocaptacion en el 16bulo izquierdo. Inici6 terapia sustitutiva con levotiroxina a los
56 dias de edad a una dosis de 10,5 pg/kg/dia.

A los 3,9 afios se reevalu6 su funcidn tiroidea recibiendo levotiroxina 62.5 pg/dia. Al examen clinico
presenta 16bulo tiroideo derecho ligeramente mayor que el izquierdo. La ecografia tiroidea mostrd una
glandula tiroides homogénea con una ecoestructura conservada, el 16bulo tiroideo derecho de 19 x 8 x 8
mm con un volume de 0,63 ml (rango de referencia entre 0.3 y 1.4), mientras que el l6bulo tiroideo
izquierdo de 15 x 6 x 7 mm con volume de 0.32 ml (rango de referencia entre 0.4 y 1.3). El desarrollo
puberal es de grado I de Tanner y el desarrollo psicomotor acorde a la edad con pardmetros bioquimicos
tiroideos adecuados (TSH: 0,01 mU/L (rango de referencia entre 0,4 y 4,0), T4 libre: 1,65 ng/dl (rango
de referencia entre 0.9 y 2.3), T3 total: 162 ng/dl (rango de referencia entre 80 y 200), anticuerpos anti-
TG y anti-TPO negativos y TG sérica: 1.63 ng/ml L (rango de referencia entre 1,40 y 78,50)).

Rango de referencia de los datos bioquimicos que se indicant estan de acuerdo a Citterio y col. [2013]

y Siffo y col. [2018], considerando la edad y el Servicio donde se realize el studio.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres de los nifios involucrados en este
estudio para participar en los estudios clinicos y genéticos y el proyecto de investigacion fue aprobado
por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires

(CEICFFyB, No. 1094).

Secuenciacion de Exomas Completos

El DNA del paciente indice II-1 de la Familia BAS y del paciente indice II-1 de la Familia SR fue
enviado a Macrogen (Seul, Corea del Sur) para la secuenciacion de exoma completo bajo la plataforma
NovaSeq (Illumina, San Diego, California) y con el sistema SureSelect V6-Post (Agilent, Santa Clara,
CA).
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Resultados
Control de calidad del DNA

Macrogen cuantifica el material genémico inicial mediante el uso de cuantificacion basada en
fluorescencia mediante el método QuantiFluor dsDNA System (Promega), utilizando el lector de
microplacas multimodo Victor Nivo (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA). Para la evaluacion
del estado del DNA se utiliz6 el equipo Bioanalizador 2100 (Agilent). El nimero de integridad del DNA
("DNA integrity number", DIN) determina el grado de fragmentacioén de una muestra de DNA gendmico
midiendo la distribucion de sefales de varios tamafios.

La concentracion del DNA de la muestra del paciente II-2 de la familia BAS fue de 35,045 ng/ul con
un volumen final de 18 pl, correspondiente 0,631 pg totales. El valor del DIN es de 7.6 y el resultado
final de la muestra es aceptable para la construccion de la biblioteca (Pass). El promedio de tamafio de
los fragmentos fue de 27.407 pares de bases (Figura 11a).

La concentracion del DNA de la muestra del paciente II-2 de la familia SR fue de 75,141 ng/ul con
un volumen final de 16 pl, correspondiente 1,202 pg totales. El valor del DIN es de 9.5 y el resultado
final de la muestra es aceptable para la construccion de la biblioteca (Pass). El promedio de tamafo de
los fragmentos fue de >60.000 pares de bases (Figura 12a).

Verificacion del tamaiio y cantidad de las bibliotecas por captura de exomas.

Para verificar la distribucion del tamafio de los fragmentos enriquecidos por PCR se utiliz6 un equipo
Bioanalizador 2100 (Agilent), usando un chip DNA 1000. La cuantificacion precisa de las bibliotecas
de captura de exomas preparadas con el sistema SureSelect V6-Post (Agilent) se realiz6 mediante qPCR.

La concentracion de la biblioteca de captura de exomas del paciente II-2 de la familia BAS fue de
27,50 ng/ul (113,6 nM) con un tamafio promedio de 373 pares de bases y el resultado final es aceptable
para la secuenciacion (Pass) (Figura 11b).

La concentracion de la biblioteca de captura de exomas del paciente II-2 de la familia SR fue de 32,90
ng/ul (141,7 nM) con un tamafio promedio de 357 pares de bases y el resultado final es aceptable para la

secuenciacion (Pass) (Figura 12b).
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Figura 11. Control de calidad del DNA y de la bibloteca de captura de exoma proveniente del paciente lI-1 de la familia BAS. a) promedio del
tamafio de la fragmentacién del DNA. b) promedio del tamafio de los fragmentos de la biblioteca de captura por exoma.
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Figura 12. Control de calidad del DNAy de la bibloteca de captura de exoma proveniente del paciente II-1 de la familia SR. a) promedio del tamafio
de la fragmentacion del DNA. b) promedio del tamafio de los fragmentos de la biblioteca de captura por exoma.

Andlisis de los resultados

La secuenciacion del Paciente II-2 de la familia BAS y del Paciente II-2 de la familia SR se realizo
sobre la plataforma Novaseq y con el sistema SureSelect V6-Post y las estadisticas informadas fueron las
siguientes:

Paciente I11-2 de la familia BAS

Estadisticas de los archivos Fastq

Numero de bases secuenciadas: 6.835.317.604
Numero de lectura (reads): 45.267.004
Contenido de GC: 51,42

Contenido de AT: 48,58

Estadisticas de los archivos Fastq recortados
Numero de bases secuenciadas: 6.760.596,672
Numero de lecturas (reads): 45.265.924
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Contenido de GC: 51,40
Contenido de AT: 48,60

Estadisticas de alineacion, cobertura y variantes

Longitud promedio de lectura (reads): 149,35 pb

Regiones objetivo: 60.507.855 pb

Numero de lecturas (reads) mapeables iniciales: 45.205.580
Porcentaje de lecturas (reads) mapeables iniciales: 99,80 %
Numero de lecturas (reads) no redundantes: 41.623.337
Porcentaje de nimero de lecturas (reads) no redundantes: 92,0 %
Numero de lecturas (reads) objetivo: 30.871.276

Porcentaje de numero de lecturas (reads) objetivo: 74,10 %

Numero de variantes totales identificadas: 113.128

Numero de SNVs: 99.089

Numero de variantes sinonimicas: 12.450

Numero de variantes con sentido incorrecto (Missense): 12.183

Numero de variantes sin sentido ganados (Stop gained): 118

Numero de variantes sin sentido perdido (Stop lost): 30

Numero de INDELs: 14.039

Numeros de cambios de marco de lectura (Frameshift Variant): 260

Numero de inserciones dentro del marco, se insertan uno o varios codones. (Inframe Insertion): 210
Numero de deleciones dentro del marco, se elimina uno o varios codones (Inframe Deletion): 210

Paciente 11-2 de la familia SR

Estadisticas de los archivos Fastq

Numero de bases secuenciadas: 6.767.355.524
Numero de lectura (reads): 44.816.924
Contenido de GC: 49,91

Contenido de AT: 50,09

Estadisticas de los archivos Fastq recortados
Numero de bases secuenciadas: 6.720.368.759
Numero de lecturas (reads): 44.815.058
Contenido de GC: 49,80

Contenido de AT: 50,20

Estadisticas de alineacion, cobertura y variantes

Longitud promedio de lectura (reads): 149,96 pb

Regiones objetivo: 60.507.855 pb

Numero de lecturas (reads) mapeables iniciales: 44.775.306
Porcentaje de lecturas (reads) mapeables iniciales: 99,90 %
Numero de lecturas (reads) no redundantes: 41.198.634
Porcentaje de nimero de lecturas (reads) no redundantes: 92,0 %
Numero de lecturas (reads) objetivo: 28.390.133

Porcentaje de numero de lecturas (reads) objetivo: 68,90 %
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Numero de variantes totales identificadas: 113.289

Numero de SNVs: 99.094

Numero de variantes sinonimicas: 12.318

Numero de variantes con sentido incorrecto (Missense): 12.045

Numero de variantes sin sentido ganados (Stop gained): 132

Numero de variantes sin sentido perdido (Stop lost): 27

Numero de INDELSs: 14.195

Numeros de cambios de marco de lectura (Frameshift Variant): 282

Numero de inserciones dentro del marco, se insertan uno o varios codones. (Inframe Insertion): 193
Numero de deleciones dentro del marco, se elimina uno o varios codones (Inframe Deletion): 228

Analisis de variantes de la tiroglobulina en el paciente 11-2 de la familia BAS.

Se identificaron 46 variantes en el gen de la TG, 9 en secuencias codificantes exonicas y 37 ubicadas
en intrones, 7 de los 9 variantes exonicas son SNV (p.Aspl1312Gly, p.Alal502Ala, p.Asp1838Asn,
p.Leu2470Leu, p.Trp2501Arg, p.Arg2530GIn, p.Tyr2640Tyr) (Tabla 1), las 2 restantes son variantes sin
sentido, la c.378C>A (p.Tyr126*) en el exon 4, previamente publicadas [Citterio y col., 2013; Siffo y
col., 2018], y una nueva variante la c.1375C>T (p.GIn459%) en el ex6n 9 (Figura 13). Ambas variantes

son asociadas y causantes del HC en el paciente II-2 de la familia BAS.

Analisis de variantes de la tiroglobulina en el paciente 11-2 de la familia SR.

Se identificaron 56 variantes en el gen de la TG, 10 en secuencias codificantes exdnicas y 46 ubicadas
en intrones, las 10 variantes exdnicas son SNV (SNP) (p.Ser734Ala, p.Pro778Pro; p.Met1028Val ,
p.-Aspl312Gly, p.Alal502Ala, p.Aspl838Asn, p.Metl974Thr , p.Leu2470Leu, p.Arg2530Gln,
p.-Tyr2640Tyr) (Tabla 2). No se identifico variantes en el gen de la TG compatible asociada o causante
de HC en el paciente II-2 de la familia SR.
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Cambio de gnomAD v2.1.1
Exén/ Cambio genémico Cambio en el cDNA aminoacido Homocigotao | N° de alelos con
Intrén GRCh38/hg38 NM_003235.5 NP 003226.4 heterocigota variante/N° total
- ' de alelos
11 8:132.867.967G>A c.68-148G>A hom
11 8:132.868.089T>C c.68-26T>C . hom
E4 8:132.871.451C>A ¢.378C>A p.Tyr126* het
15 8:132.873.309T>C ¢.638+88T7>C . hom
E9 8:132.886.747C>T c.1375C>T p.GIn459* het
111 8:132.893.965G>A €.3001+36G>A . het
111 8:132.893.966C>A .3001+37C>A het
17 8:132.908.076A>G .3848-110A>G het
117 8:132.908.166T>C €.3848-20T>C . het
E18 8:132.908.273A>G .3935A>G p.Asp1312Gly het 72184/150582
118 8:132.908.379C>G €.4002+39C>G . het
119 8:132.912.873A>G c.4160-174A>G het
119 8:132.912.964T>G c.4160-83T>G . het
E21 8:132.919.503T>C c.45067>C p.Ala1502Ala het 83567/151934
121 8:132.923.198A>G €.4529-140A>G . het
124 8:132.935.501T>C €.4933-255T>C het
124 8:132.935.591T>G €.4933-165T>G het
124 8:132.935.614A>G €.4933-142A>G hom
126 8:132.948.746C>T ¢.5234-30C>T hom
126 8:132.948.766T>C ¢.5234-10T>C het
127 8:132.948.992G>C ¢.5401+49G>C hom
127 8:132.949.034C>T c.5401+91C>T het
127 8:132.949.054GAA>G ¢.5401+125_5401+126delAA het
128 8:132.962.811A>C ¢.5468-183A>C het
128 8:132.962.938A>G ¢.5468-56A>G . het
E29 8:132.963.038G>A ¢.5512G>A p.Asp1838Asn | het 60999/151890
129 8:132.963.161C>T .5548+87C>T . het
129 132.966.456GTC>G ¢.5549-94_5549-93delCT het
129 132.966.464C>CTG €.5549-95_5549-%4insGT het
129 8:132.966.466C>G .5549-94C>G hom
130 8:132.967.627C>T ¢.5687-167C>T het
134 8:132.983.214G>A €.6200-136G>A hom
141 133.039.953G>GCA €.7239+9955_7239+9956dupCA het
141 8:133.039.953G>GCACA €.7239+9953_7239+9956dupCACA het
141 8:133.094.979A>G €.7240-65A>G hom
142 8:133.095.374G>A C.7404+166G>A hom
142 8:133.096.051A>G €.7405-155A>G . het
E43 8:133.096.209C>T .7408C>T p.Leu2470Leu | het 58699/152056
E43 8:133.096.302T>C c.7501T>C p.Trp2501Arg hom 88946/151970
143 8:133.102.472G>A C.7572+6099G>A . hom
143 8:133.102.527C>T C.7572+6154C>T het
143 8:133.113.2714C>T c.7573-148C>T . het
E44 8:133.113.438G>A C.7589G>A p.Arg2530GIn het 84277/151426
145 8:133.116.886TA>T €.7862+181delA . het
145 8:133.131.666A>G C.7863-146A>G . het
E46 8:133.131.869C>T €.7920C>T p.Tyr2640Tyr het 73948/151878
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p23.2 p23.1 p22  p21.3 p2T.1 pi2 pit23  pitd qi1.22 q12.0  q123 qi3.2 g21.12
¢.378C>A [p.Tyr126*]
= 113bp
132.871.420 bp 132 871,440 bp 132,871,450 bp
| | | | |

p-94 I

EE A A A AR AR EE TTC CTAAGCGECC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTCCETCAG TTC CTAAGECGECC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTECCTCAG TTC CTAAGCGECC GTGTGATGTG
BRI B A A BN EEEREEE TTC CTAAGCGECC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTCCCTCAG TTC CTAAGEGECC GTGTGATGTG
ccTccTACCTCCC TTC CTAAGCGECC GTGTGATGTG
BRI B A A B EEEEE TTC cT GTGTGATGTG
A CECICICECIRE TTC cT GTGTGTTGTG
CCTCCTACCTCCCTCAG TTC CTACGCGECC TGTGATGTG
(5 (5 17 15 (5 7 2. (5 (3 0 505 (5 7 5 8 ) TTC CTACGCGECC GT TGTG
CETcC AR CITCCCTICAG TT CTAAGCGCG GTGTGATGTG
CCTCCTACCTCCCTCAG TTC CTACGCGCC GTATGATGTG
B BRI AR AEEEEEE TTC CTAAGCGECC GTGTGATGTG
EE A A A B EEEREEE TTC CTAAGCGCC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTCCETCAG TTC CTACGECGECC GTGTGATGTG
B BRI AR AEEEEEE TTC CTACGCGECC GTGTGATBTG
BRI B A A BN EEEREEE TTC CTACGCGECC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTCCETCAG TTC CTACGECGECC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTECCTCAG TTC CTACGCGECC GTGTGATGTG
BRI B A A BN EEEREEE TTC CTAAGCGECC GTGTGATGTG
CCTCCTACCTCCCTCAG TTC CTAAGEGECC GTGTGATGTG

ACCTCCTACCTCCCTCAGT TGTTCAGTGTGATGTG

[N N [ B [
b p23.2  p23.1 p22  p213 p21.1 pi2 pi1.23  pit.d q11.2Z  q12.1 qi2.3 q13.2  q21.12
¢.1375C>T [p.GIn459*]
- 113bp —
132.886.740 bp 132.886.760 bp 132 88§
| | | |
V
P-53 I
TCCCGAGGGECTGGCTCGTCTTGECCCTTCAGTTTACCACC (HEH GC
TCCCE 3 CTCGTCTTGCCCTTCAGTTTACCACE cce GC
TCCCE GCTCGTCTTGEECTTCAGTTTACCALC cece GC
TCCCE 5
MElEEE GCTCGTCTTGECCTTCAGTTTACCACC HE GC
TCCCG CTCGTCTTGCCCTTCAGTTTACCACE [ GC
TCCCE GCTCGTCTTGECCCTTTAGTTTACCACC c Ge
TCCCE CTCGTCTTGECEC GTTTACCACC ccecoc Ge
MElEEE GCTCGTCTTGECCTTTAGTTTACCACC HEH
TCCCG CTTGCCCTTCAGTTTACCACC cce G
TCCCE CTTGECCCTTCAGTTTACCACC cce Ge
TCCCE CTTGECCCTTCAGTTTACCACC cce 5C
TCCCG CTTGCCCTTTAGTTTACCACC cce GC
TCECCE CTTGECECTTCAGTTTACCALC cece Ge
TCCCE CTTGECCCTTCAGTTTACCACC cce 5C
MElcTE CTTGECCCTTTAGTTTACCACC (HEH GC
TCCCE CTTGCCCTTCAGTTTACCACC cce G CTCCAGC
TCECCE CTTGECECTTCAGTTTACCALC cece ] CTECAGEC
TCCCE CTTGECCCTTTAGTTTACCACC cce GAGACTCCAGC
MElcTE GCTCGTCTTGECCCTTCAGTTTACCACC (HEH GAGACTCCAGC
TCCCE CTTGCCCTTTAGTTTACCACC cce GAGACGCCAGC
CTTGCCCTTCAGTTTACCACCAACCCAAAGAGACTCCAGCAA

Figura 13. Identificacion de las variantes ¢.378C>A [p.Tyr126*] y ¢.1375C>T [p.GIn459*] por el visor Integrative Genomics Viewer (IGV) y

relacionado al genoma de referencia ensamblado GRCh38/hg38. Se muestra los reads para cada variante.
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Tabla 2. Variantes identificadas en el gen de tiroglobulina en el paciente Il-1 de la familia SR por

secuenciacion de exoma completo.
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Cambio de gnomAD v2.1.1
Exon/ Cambio genémico Cambio en el cDNA aminoacido Homocigota o N° de alelos con
Intrén GRCh38/hg38 NM_003235.5 NP 003226.4 heterocigota variante/N° total
- ' de alelos
11 132.867.093G>C c.67+26G>C het
11 132.867.967G>A c.68-148G>A het
11 132.868.089T>C €.68-26T>C hom
15 132.873.309T>C c.638+88T>C het
E10 132.888.007T>G €.2200T>G p.Ser734Ala het 91918/ 151912
E10 132.888.141T7>C .23347>C p.Pro778Pro het 91302/ 151814
110 132.888.595A>ATG €.2761+53_2761+54dupGT het
E12 132.897.729A>G .3082A>G p-Met1028Val het 91854/ 151938
113 132.898.717T>G .3218-81T>G het
114 132.899.997A>C €.3331-240A>C het
115 132.901.280A>G €.3434-73A>G het
117 132.908.076A>G c.3848-110A>G het
117 132.908.166T>C €.3848-20T>C . het
E18 132.908.273A>G €.3935A>G p.Asp1312Gly het 72184/150582
118 132.908.379C>G .4002+39C>G . het
119 132.912.873A>G c.4160-174A>G het
119 132.912.964T>G c.4160-83T>G . het
E21 132.919.5037>C c.4506T>C p.Ala1502Ala het 83567/151934
121 132.923.198A>G .4529-140A>G . het
124 132.935.501T>C €.4933-255T>C hom
124 132.935.591T>G .4933-165T>G het
124 132.935.614A>G c.4933-142A>G hom
126 132.948.746C>T ¢.5234-30C>T hom
126 132.948.766T>C €.5234-10T>C het
127 132.948.992G>C ¢.5401+49G>C hom
127 132.949.034C>T c.5401+91C>T het
127 132.949.054GAA>G c.5401+125_5401+126delAA hom
128 132.962.811A>C ¢.5468-183A>C het
128 132.962.938A>G €.5468-56A>G . het
E29 132.963.038G>A .5512G>A p.Asp1838Asn het 60999/151890
129 132.963.161C>T ¢.5548+87C>T . het
129 132.966.456GTC>G €.5549-94_5549-93delCT het
129 132.966.464C>CTG €.5549-95_5549-94insGT het
129 132.966.466C>G ¢.5549-94C>G hom
130 132.967.627C>T c.5687-167C>T . het
E32 132.969.515T>C ¢.5921T>C p-Met1974Thr het 19610/151990
132 132.971.710A>G ¢.5976-84A>G . hom
133 132.972.569G>GTT €.6056-24_6056-23dupTT hom
133 132.972.576G>T c.6056-22G>T hom
134 132.972.774G>A .6199+33G>A hom
134 132.972.814A>G c.6199+73A>G hom
134 132.972.870A>G .6199+129A>G hom
134 132.983.131A>G ¢.6200-219A>G hom
134 132.983.230A>G ¢.6200-120A>G hom
136 133.013.536A>T €.6398-64A>T het
136 133.013.538A>G ¢.6398-62A>G het
137 133.017.701A>G €.6563-77A>G het
141 133.039.953G>GCACA €.7239+9953_7239+9956dupCACA hom
141 133.094.979A>G C.7240-65A>G het
142 133.095.374G>A C.7404+166G>A . het
E43 133.096.209C>T C.7408C>T p.Leu2470Leu het 58699/152056
E44 133.113.438G>A ¢.7589G>A p.Arg2530GIn het 84277/151426
144 133.113.795A>G C.7754+192A>G . het
145 133.116.886T>TA €.7862+181dupA . het
E46 133.131.869C>T €.7920C>T p.Tyr2640Tyr het 73948/151878
147 133.133.757C>T c.8188+97C>T . het
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Seguidamente, se analizaron variantes en los genes relacionados al HC, TPO, DUOX1, DUOXAI,
DUOX2, DUOXA2, SLC5A5, SLC26A4, SLC16A2,1YD, GNAS1, NKX2.1, NKX2-5, PAX8, FOXEI,
THRA y THRB (Tabla 3). Se identificaron solamente SNVs en estos genes, no asociados o causantes de

HC.

Tabla 3. Genes asociados al hipotiroidismo congénito.

Gen N° de Exones | NCBI (referencia)
TG 48 NM_003226.4
TPO 18 NM_000547.5
DUOX1 35 NM_017434.4
DUOXA1 10 NM_144565.3
DUOX2 32 NM_54799.4
DUOXA2 6 NM_997464.2
SLC5A5 15 NM_000444.1
SLC26A4 21 NM_000441.1
SLC16A2 6 NM_006517.3
IYD 8 NM_203395.2
TSHR 10 NM_000369.2
GNAS1 13 NM_000516.5
NKX2-1 3 NM_003317.3
NKX2-5 2 NM_004387.3
PAX8 12 NM_003466.3
FOXE1 1 NM_004473.3
THRA 10 NM_003250.5
THRB 10 NM_00461.4

En base de los analisis de secuenciacion de exomas completos verificamos dos variantes inactivantes
de la TG, las variantes p.Tyr126* y p.GIn459%*. Los andlisis genéticos indicarian que el paciente 11-1 de
la familia BAS es un compuesto heterocigota p. Tyr126*/p.GIn459*. Este paciente tiene criterios clinicos
y bioquimicos compatibles con HC asociados con defectos de TG: niveles séricos bajos de TG y niveles
altos de TSH sérica con niveles séricos bajos de T4 total y niveles séricos normales de T3 simultaneos.
Las concentraciones séricas muy bajas de TG son un factor clave para el diagndstico de defectos de TG.
Pacientes con dishormonogénesis tiroidea por variantes de TG tienen un grado variable de hipotiroidismo
primario y agrandamiento de la glandula tiroides dependiendo de la gravedad del defecto y/o del
adecuado cumplimiento de la terapia de reemplazo por el paciente. En pacientes no tratados, un defecto
completo causa un fenotipo grave que resulta en retraso mental con bocio.

Las formas truncadas detectadas en este estudio eliminan el dominio ChEL en su totalidad y
comprenden s6lo una parte de la region I del modelo clasico (Figura 14) [Holzer y col., 2016; Malthiery
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y Lissitzky, 1987; Mercken y col., 1985; Molina y col., 1996; Parma y col., 1987; van de Graafy col.,
2001 y Swillens y col., 1986] o la region NTD del nuevo modelo [Coscia y col., 2020] de la TG. Como
indicamos anteriormente, el dominio ChEL funciona como chaperona intramolecular y como una escolta
molecular para las regiones restantes de la TG [Lee y col., 2008]. El dominio ChEL también es esencial
para la dimerizaciéon de TG [Lee y col., 2009]. Las principales consecuencias funcionales de las dos
variantes sin sentido identificadas en la TG podrian ser cambios estructurales en la molécula de proteina
que alteran la biosintesis de las hormonas tiroideas. Estos mutantes truncados tienen un deterioro en la
sintesis de HT por la pérdida del sitio hormonogénico carboxiterminal (acoplamiento de un MIT?7% en

el antepenultimo residuo de un monémero TG con el antepentiltimo DIT?7%

en el monoémero opuesto,
Citterio y col., 2017). Sin embargo, la proteina truncada p.GIn459* conserva cierta capacidad para la
sintesis de T4 porque todavia albergan tanto el aceptor tirosina** (exén 2) como la dadora tirosina'*’ (exén
4) del sitio hormonogénico aminoterminal (Figura 14), mientras la variante p.Tyr126* no puede sintetizar
la T4 aminoterminal por falta de la tirosina'*’ (Figura 14). Como consecuencia de contener prematuros
codones de terminacion, los transcriptos se degradan rapidamente en el citoplasma por el mecanismo
NMD (Behm-Ansmant y col., 2007; Karousis y Miithlemann, 2019). Ademas de la capacidad limitada
para generar HT activa y el sistema de NMD como mecanismos fisiopatologicos en la generacion de HC,
las TG mal plegadas pueden causar retencion de TG en el RE y la degradacion prematura. Dando lugar
a una distension del RE, originando la enfermedad por almacenamiento ERSD [Kim y Arvan, 1998]y
como se indicd anteriormente las proteinas mal plegadas se degradan mediante la via de degradacion
asociada al RE (ERAD) en proteosomas.

El analisis del paciente II-1 de la familia SR no identifica variantes patogénicas en la TG ni en otros
genes asociados a HC. Sin embargo, el cuadro clinico bioquimico de este paciente es leve con un TSH
levemente elevada, T4 total, T4 libre y T3 total normales y una TG sérica levemente baja, no compatible
con un cuadro florido de HC con bocio debido a un defecto de TG. Nuestro analisis no excluye las
microdeleciones que involucran intrones o variantes en regiones reguladoras distantes del gen de la TG.
Otra posibilidad es que los estimuladores/amplificadores y/o inhibidoras/silenciadoras del "splicing" a
distancias apreciables de las uniones exon/intron puedan haber sido excluidos de nuestro analisis.

La identificacion y caracterizacion de variantes en la TG que ocurren naturalmente en pacientes con
dishormonogénesis tiroidea es sin duda un valioso enfoque para estudiar las relaciones estructura/funcion
de los TG. Ademas, la identificacion de variantes en TG como causa de HC también proporciona una

herramienta importante para el diagnostico clinico y el asesoramiento genético.
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Figura 14. Organizacién estructural de la proteina tiroglobulina "wild-type" y los mutantes p.Tyr126* y p.GIn459*. a) Modelo clasico de la
estructura primaria de la tiroglobulina de los mutantes p.Tyr126* y p.GIn459*. b) Nuevo modelo de estructura primaria de tiroglobulina de los mutantes
p.Tyr126* y p.GIn459*. Ver figuras 10 y 13 para la descripcién de médulos, dominios, regiones y posiciones.

3) Evolucion de la tiroglobulina: Un modelo sobre el origen v su complejizacion.

Existe evidencia considerable de que la radiacion en dosis equilibradas puede promover efectos bastante
significativos en los procesos evolutivos bioldgicos y podria actuar como un catalizador potencial para
los reordenamientos gendmicos y la complejificacion de genes. La hipotesis del balance de radiacion
aporta una nueva explicacion para los procesos de complejizacion, en el que intervienen mecanismos
moleculares como ser la fusién de genes, los eventos de insercion y delecion y la expansion de STRs.

Los eventos fisicos que involucran radiacion podrian interactuar con los genomas y ser un factor
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adicional a los procesos de modulacion genética que culmina en eventos de complejizacion biologica,
como proponemos en el modelo de la TG.

Teniendo en cuenta las diferencias de patrones de alineamientos de las 11 repeticiones de TG type
I, en comparacion con el dominio ChEL, podemos sugerir que estos dos dominios surgieron en
diferentes periodos de la evolucion de la TG. Los médulos de TG type 1 a surgido primero, inferida del
patron menos conservado de su secuencia de aminoacidos, lo que indica que aparecid en periodos mas
primitivos, bajo condiciones ambientales mas estresadas, que promovieron eventos mas modulados que
llevaron a la variabilidad de secuencia entre especies. Por otro lado, el perfil de aminoacidos mas
conservado del dominio ChEL, indica que su fusion con la primera proto-TG ocurrié en periodos de
reordenamiento gendmico menos intenso, de menor estrés ambiental, cercanos a los limites finales del
reordenamiento. Tal evento de fusion con el dominio ChEL puede haber sido un punto de inflexioén en
la trayectoria evolutiva de los vertebrados con fuerte evidencia de que puede haber sido la chispa
desencadenante de la colonizacion de los ambientes terrestres.

La fusion del dominio ChEL puede haber cambiado considerablemente los perfiles metabolicos y
transcripcionales de los peces primitivos que adquirieron dicho dominio, dando soporte metabolico a
un estilo de vida que exige mas energia y mas capacidad cognitiva, como exige la vida en ambientes
terrestres, como muestran los estudios realizados con la metamorfosis de Oxalote inducida por tiroxina.
Un aumento de la concentracion de ganglidsidos cerebrales, que estan directamente relacionados con
la complejidad del cerebro y podrian estar relacionados con la adaptacion funcional a un medio terrestre
[Hilbig y col, 1987], que es muy exigente energéticamente para ser soportado por T4 en bajas
concentracione. Las futuras innovaciones bioldgicas como la termorregulacion, la postura bipeda y la
aparicion de niveles de inteligencia mas complejos también parecen requerir mas mejoras metabolicas,
por lo que la fusion con el dominio ChEL fue crucial para aumentar las posibilidades de éxito de los
vertebrados en el nuevo y desafiante entorno terrestre. Los primeros animales terrestres, género
Ichthyostega, surgieron en el periodo Devonico a los 408 Ma [Leloup y Buscaglia 1977], pero segin
nuestros resultados, la fusiéon del dominio ChEL pudo ocurrir en los bordes finales de la
complejificacion, con menor penetracion de radiacion UV, lo que explica la mayor identidad de
aminoacidos conservada del dominio ChEL, en comparacion con los dominios TG Region 1 y 1L
Considerando también que el desarrollo cognitivo necesario para moverse en ambientes terrestres
requiere de un cerebro mas complejo. Eventos bioldgicos relacionados con las HTs también podrian

apoyar esta teoria, como datos de anfibios hipotiroideos exclusivamente acudticos que completan su
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transicion de organismos acuaticos a terrestres cuando se les administran dosis de T4, y el hecho de que
la tiroides es mas activa en el climax de la metamorfosis en comparacion con las etapas primarias de la
metamorfosis [Leloup y Buscaglia, 1977]. El apoyo a esta teoria se puede encontrar en el papel crucial
que cumplen las HT en el desarrollo fetal Aumano, siendo esenciales para la maduracion y el desarrollo
fisiologico fetal. Las hormonas jugaron un papel importante en la transicion de la forma larvaria
acuatica, haciéndola capaz de vivir en condiciones terrestres. Es posible que de alguna manera los
organismos hayan conservado en sus genomas el momento histérico de las modulaciones gendomicas
de sus ancestros que posibilitaron su proceso de transicion hacia una vida en ambientes terrestres.

Después de analizar todos los datos y los eventos mostrados en este estudio, pudimos rastrear el flujo
de complejificacion, desde el primer evento, la aparicion de los mdédulos TG type 1 que hipotetizamos
a partir del NID-2, pasando por la incorporacion de los modulos TG type 3 y posteriormente los
modulos de TG type 2, hasta la fusion del dominio ChEL, tltimo evento en la complejizacion de la TG
[Figura 15, 16, 17, 18]. Nuestros datos confirman que en la /amprea el proceso de complejizacion se
ha completado, los registros fosiles indican que la lamprea ha conservado su morfologia desde al menos
del Devonico tardio (aproximadamente 370 Ma) Existe una marcada homologia de los modulos TG
type 1 y TG type 2 entre la TG humana y la TG de lamprea [Figura 19, 20].

Identificamos y analizamos tres secuencias de la TG de la lamprea, la TG**”* que consideramos
como la isoforma completa a la cual le falta identificar alrededor de 300 aminoacidos aminoterminales
y carboxiterminales y la TG-like*®’ y la TG-like'7#¢, dos isoformas que pueden ser resabios evolutivos

o el resultado de splicing alternativos. La TG-like!’#®

contiene la secuencia completa del dominio ChEL
que indicaria su posible secrecion y el programa SignalP 6.0 identifica un probable péptido sefial, estos
resultados son compatibles con una isoforma originada por splicing alternativo por la presencia de un
promotor intronico que eliminaria el sitio hormonogénico aminoterminal de formacion T4 y los
primeros 9 médulos de TG type 1. El Alineamento estructural entre la TG?**7*, TG-like*®” y TG-like!74¢
de Petromyzon marinus y la tiroglobulina de Homo sapiens mostrd que ambas especies comparte
homologia estructural [Figura 21, 22, 23, 24].

El analisis comparativo entre los diferentes mdodulos y dominios de la TG humana y de la lamprea
mostrd una identidad del 37,78% promedio para los modulos TG type 1 y de 41,30% para el dominio
ChEL, mientras que el promedio de los modulos TG type 2 fue del 47,5% vy del TG type 3 solo del

30%. Si consideramos la similitud los valores fueron: 50,95% promedio para los modulos TG type 1 y

de 57,87% para el dominio ChEL, mientras que el promedio de los mdodulos TG type 2 fue del 55,87%
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y del TG type 3 del 48,6%. La identidad y similitud menor de los modulos TG type 1 en relacion del
dominio ChEL confirman que la fusion del dominio ChEL ocurrio con posteridad al surgimiento de
TG type 1 y también al de TG type 2. Evidentemente la modulacion del TG type 3 fue muy compleja
y alejo la homologia de estos modulos en ambas especies, a pesar que probablemente surgio por

duplicacion del modulo undécimo de TG type 1.
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Figura 15. Modelo hipotético de flujo del surgimiento de la proto-tiroglobulina desde el Nidogen 2. La radiacién UV (flecha roja) causa dafio
sobre NID-2, que culmina en la duplicacion de la proteina NID-2. Sobre la duplicacion de NID-2, la DSB promovida por la radiacién UV sobre el mddulo
TG tipo 1 se repara mediante recombinacion homéloga, insertando un dominio TG tipo 1 adicional. La isoforma de NID2 sufre luego una expansion de
STR. Esa expansion conduce a una recombinacién ectdpica entre las regiones de expansion. Las cruces rojas muestran la exclusion de los intra-
dominios G1, G2F y EGF-like de NID-2 y la preservacion del péptido sefial (SP). Las radiaciones ionizantes producen una variacion con cambio de
marco en el extremo final del tercer dominio TG tipo 1, generando un coddn de terminacién prematuro (CTP) y las cruces rojas indican la eliminacion
de los médulos repetitivos LY. La accion de la radiacion ionizada, promoviendo mutaciones puntuales, también cambian el perfil aminoacidico con la
aparicion de residuos de tirosina donde la proteina asume un perfil organificante. De esta forma la proto-tiroglobulina asume su primera isoforma
secretora compuesta solo por tres dominios TG tipo 1, como ocurre con la variante p.R296* asociada a HC. La radiacién UV origina DSB después del
segundo motivo, lo que lleva a otro evento de recombinacion homéloga después del segundo dominio TG tipo 1, con una duplicacion de un dominio
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mas. En esta etapa tenemos una proteina similar a la variante p.A340* que es secretable Eventos de UV, DSB y recombinacion homéloga sucesivos
llevarian a la duplicacion de los TG type | hasta generar los 11 mddulos de la tiroglobulina.
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Figura 16. Modelo de la complejificacion de los médulos TG type 3 de la tiroglobulina. a. El médulo TG type 1-11 es el motivo que daria origen
al dominio Tg type 3. b. Las modulaciones generadas por la UV sobre el médulo TG type 1-11 gener6 el primer méduloTG type 3 denominado TG type
3-al. ¢. Seguidamente, el modulo TG type 3-a1 experimenta tres duplicaciones consecutivas, duplicaciones que dan lugar a los futuros dominios
denominados TG type 3-b1, TG type 3-a2, y TG de type 3-a3. d. El mddulo TG Type 3-b1 esta sujeto a inserciones en la secuencia original, mientras
que los médulos TG type 3-a2 y TG type 3-a3 estan sujeto a deleciones. e) Entre los mddulos TG type 3-a2 y TG type 3-a3 la accién de los UV originan
una DSB. e. la DSB es resuelta por recombinacién homologa con el modulo TG type 3-b1 originando el médulo TG type 3-b2 que contiene una delecién
con respecto al médulo TG type 3-b1. f. Finalmente, TG Type 3 asume su arquitectura actual con cinco repeticiones de TG Type-3 (-a1, -b1, -a2, -b2,
--a3).
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Figura 17. Modelo de la complejificacion de los médulos TG type 2 de la tiroglobulina. g. Entre los modulos TG type 1-11y el médulo TG type 3-
a1 se originan los mddulos TG type 2 luego de la complejificacion de los médulos TG type 3. h. Las modulaciones generadas por la radiacién ionizantes

y de UV sobre el espacio entre los mddulos TG type 1-

11 y TG type 3-a1 origina un DSB. i. se produce la insercién de matrial transponible. j.

Seguidamente, el médulo TG type 2-1 experimenta 2 duplicaciones consecutivas, duplicaciones que dan lugar a los futuros dominios denominados TG

type 2-2 y TG type 2-3. k. Finalmente, TG Type 2 asume s

u arquitectura actual con tres repeticiones de TG Type-2 (-1, -2, -3).
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Figura 18. Modelo de la complejificacion final de la tiroglobulina con la fusién del dominio de homologia a la acetilcolinesterasa (ChEL). I. la
fusion con el dominio ChEL es esencial para el tréfico intracelular de la tiroglobulina, a través de la via secretoria, hacia su sitio de hormonogénesis. m.

Finalmente, la tiroglobulina asume su arquitectura actual.
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TGTG11PM ASA E 12aa |HVPQC| 3aa (GAFRPLQC 6aa [CWCVD |2aa GEE 2aa GTR 8aa C_

o TGTG12PM LSF |CQ| 1l8aa |HLPQC| 3aa [GRYRPAQV 5aa [GWCVD |2aa GME 2aa GTR 7aa|C

g TGTG13PM PSP |CQ| 14aa [PPPQC|4aa [QRVLATQC| 40aa [CYCAD|2aa GRE 4aa GDR 46aa D ]

=

(V] TGTG14PM PTV |CE| 1l3aa |FAPVC| 3aa |GSYIPTQC 4aa [CWCVD |2aa GDE 2aa GSR 7aa|C

E TGTG15PM AEE 19aa |FVARC| 4aa [GAYEPVQC 4aa [CWCVD |2aa GRE 2aa GTR 8aa |C

S TGTG16PM PSA [CE| 19aa |FVPEC| 3aa [GDYRPVQC 4aa [CFCVG|2aa GAE 2aa GTG 8aa |C

E TGTG17PM PTP [CQ| 28aa |[YVPRC|3aa [GGWRPVQC|128aa |CWCVD [2aa GHE 2aa GTR 9aa (C |«

E TGTG18PM PGA |CH|100aa |YMPQC| 3aa |GGWEPAQC 8aa [CWCVD |2aa GEF 2aa GSL 9aa |C |«

b

nﬂ: TGTG19PM ATP |[CQ| 28aa |[HTPAC|laa |PSRKYKKC| 29aa
TGTG110PM PSL |CE| l4aa |SVPEC|3aa (GDYAARQC 4aa [CWCAG|2aa GEE 8aa GEP 3aa|C
TGTG111PM RTP |CE| l4aa |LELYC|3aa [GLYEGEKP| 22aa GAV llaa GPV 6aa |C
TGTG11HS LRP |CE| 1l2aa |YVPQC| 3aa |GSFQTVQC 6aa [CWCVG|2aa GSE 2aa GSR 7aa |C
TGTG12HS LSF |CQ| 18aa [YLPQC| 3aa |GDYAPVQC 6aa [CWCVD |2aa GME 2aa GTR 7aa|C

m TGTG13HS PRS |CE| 13aa [SPPQC|3aa |[GEFMPVQC| 40aa [CHCAD|2aa GRE 2aa ETG 47aa |C | <
TGTG14HS PTK |CE aa |YVPSC| 3aa [GDYQAVQC aa [CWCVD |2aa GKE aa GTR aa |C

qz, 14 12 3 5 2 2 7

—

% TGTG15HS SQT |CE 6aa |FVPSC| 3aa [GSYEDVQC 4aa [CWHCVN|2aa GKE 2aa GSR 7aa |C

g TGTG16HS PTD |CE| 19aa |FVPAC| 3aa |GHFLPVQC 4aa [CYCVD |2aa GQA 2aa GTR 8aa|C

E TGTG17HS PTP |[CQ| 27aa |YIPQC|3aa [GQWRQVQC|123aa |CWCVD [2aa GQE 2aa GMR 8aa (C |«

§ TGTG18HS PGS |CE|100aa |[YMPQC| 3aa |GSWEPVQC 6aa |CWCVD [2aa GGF 2aa GSL 9aa |C |«
TGTG19HS PTT |CE| 25aa |FVPAC| 3aa [GEYARLQA 4aa ([TWCVD |2aa SGE 2aa RPG 6aa |C
TGTG110HS PSL |[CN| l4aa (YVPAC|4aa |GGFSPVQC 6aa [CWCVM|2aa GEE 2aa GTR 7aa|C
TGTG111HS VTD |CQ 3aa [AGLQC| 3aa |GQYRASQK 6aa [AFCVD |2aa GRR 2aa WWE 9aa|C

Figura 19. Analisis comparativo de los 11 médulos TG type 1 de la tiroglobulina?*7> de Petromyzon marinus y de tiroglobulina de Homos
sapiens de acuerdo a Parmayy col. [1987], Malthiery y col. [1987], Molina y col. [1996a], van Graafy col., [2001]. La 6 cisteinas estan conservadas
en todos los modulos con excepcion de los médulos TG type 1-2, TG type 1-3, TG type 1-5, TG type 1-9y TG type 1-11 en Petromyzon marinus y los
maédulos TG 1-9 y TG 1-11 en Homo sapiens. Los modulos TG 1 -3, TG 1 -7 y TG 1-8 muestras largas inserciones que estan subrayadas.

TGTG11PM: TG TG type 1-1 Petromyzon marinus TGTG12PM: TG TG type 1-2 Petromyzon marinus
TGTG13PM: TG TG type 1-3 Petromyzon marinus TGTG14PM: TG TG type 1-4 Petromyzon marinus
TGTG15PM: TG TG type 1-5 Petromyzon marinus TGTG16PM: TG TG type 1-6 Petromyzon marinus
TGTG17PM: TG TG type 1-7 Petromyzon marinus TGTG18PM: TG TG type 1-8 Petromyzon marinus
TGTG19PM: TG TG type 1-9 Petromyzon marinus TGTG110PM: TG TG type 1-10 Petromyzon marinus
TGTG111PM: TG TG type 1-11 Petromyzon marinus TGTG11HS: TG TG type 1-1 Homo sapiens
TGTG12HS: TG TG type 1-2 Homo sapiens TGTG13HS: TG TG type 1-3 Homo sapiens
TGTG14HS: TG TG type 1-4 Homo sapiens TGTG15HS: TG TG type 1-5 Homo sapiens
TGTG16HS: TG TG type 1-6 Homo sapiens TGTG17HS: TG TG type 1-7 Homo sapiens
TGTG18HS: TG TG type 1-8 Homo sapiens TGTG19HS: TG TG type 1-9 Homo sapiens
TGTG110HS: TG TG type 1-10 Homo sapiens TGTG111HS: TG TG type 1-11 Homo sapiens
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Figura 20. Analisis comparativo de los 3 médulos TG type 2 de la tiroglobulina-like?4’5 de Petromyzon marinus y de la tiroglobulina de Homo
sapiens de acuerdo a Parma y col. [1987], Malthiery y col. [1987], Molina y col. [1996a], van Graaf y col., [2001] La 2 cisteinas estan conservadas

en todos los médulos.

TGTG21PM: TG TG type 2-1 Petromyzon marinus
TGTG22PM: TG TG type 2-2 Petromyzon marinus
TGTG23PM: TG TG type 2-3 Petromyzon marinus
TGTG21HS: TG TG type 2-1 Homo sapiens
TGTG22HS: TG TG type 2-2 Homo sapiens
TGTG23HS: TG TG type 2-3 Homo sapiens

La tiroglobulina-like®7 de lamprea

La tiroglobulina-like® de lamprea alineada con el
monodmero de la tiroglobulina humana

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 40 de 142





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2022-2023 48

Figura 21. Alineamento estructural entre la tiroglobulina-like5” de Petromyzon marinus y la tiroglobulina de Homo sapiens. En la parte
superior,se observa un modelo disefiado por modelado de homologia de TG-Like%7 de Petromyzon marinus. En la parte inferior se muestra el
superposicion de la tiroglobulina-like%7 de Petromyzon marinus con el mondmero de la TG Homo sapiens (la region | en amarrillo, la region Il en violeta,
la region Il en azul cian y la region IV de la TG humana en rojo). TG-Like5¢7 de la Petromyzon marinus comparte homologia estructural con la region |
del monémero de la TG de Homo sapiens.

Tiroglobulina-like'™*®

[ Regionl [ Regionll [ Regionlll Il Region IV

Matchmaker entre la tiroglobulina-like'’*

de lamprea y latiroglobulina humana

= Regionl El Regionll B Regionlll Bl Region IV

Figura 22. Alineamento estructural entre la tiroglobulina-like'’#8 de la Petromyzon marinus y la tiroglobulina de Homo sapiens. En la parte
superior,se observa el modelo disefiado por modelado de homologia de la TG-like'™6 de Petromyzon marinus. En la parte media se muestra la
superposicion homogenea de la TG-like'746 de Petromyzon marinus con el monomero de la TG de Homo sapiens, a lo largo de las cuatro regiones (I,
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I1, 111, 1IV) del modelo clasico. A la derecha se destaca la TG-like'746 mostrada con superficie en su superposicion con la TG humana. En la parte inferior,
se observa el modelado de la TG de Homo sapiens.

Tiroglobulina?*% de lamprea

[ Region| [ Regién Il T Regi6n 1l I Region IV

Matchmaker entre la tiroglobulina?#’5de
lamprea y la tiroglobulina humana

TiroglobulinaHumana

1 Region| HEM Region || I Region |I| IEM Region IV

Figura 23. Alineamento estructural entre la tiroglobulina?7®> de la Petromyzon marinus y la tiroglobulina de Homo sapiens. En la parte
superior,se observa el modelo disefiado por modelado de homologia de la TG2475de Petromyzon marinus. En la parte media se muestra la superposicion
homogenea de la TG?475 de Petromyzon marinus con el monémero de la TG de Homo sapiens, a lo largo de las cuatro regiones (1, II, Il 1V) del modelo
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clasico. A la izquierda se muestra la TG?475 con superficie y a la derecha sin superficie, en su superposicion con la TG humana. En la parte inferior, se
observa el modelado de la TG de Homo sapiens.

Matchmaker entre el NID-2 y la Tiroglobulina?¥’s de lamprea

NID-2 TG Type 1-2

Matchmaker entre la Tiroglobulina like’ y la Tiroglobulina75
de lamprea

SR
e
l"'i\\\\;ﬂ;._
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Figura 24. Alineamento estructural entre el NID-2 y la tiroglobulina?”> de Petromyzon marinus y la tiroglobulina-likes" y la tiroglobulina2475
de Petromyzon marinus. Arriba se observa superposicion entre NID-2 y la tiroglobulina?4s que comparte homologia estructural con el modulo TG type
1-1 con mondmero de la tiroglobulina?475. En el medio y abajo se observa superposicion entre tiroglobulina-like%” y la tiroglobulina-like2475 que comparte
homologia estructural desde el aminoacido 244 hasta el 730.

] NID-2 humano
Modulo TG type 1 TG- Type 1-1
o
4 oo \‘
Vi4 ) €
§ %ﬂ/ { -
‘ :\ \{; TG- Type 1-2

Tiroglobulina-like357 de lamprea

[ Region |l Region Il ] Region Il Il Region IV

Figura 25. Moledado representativo de la trayectoria de complejificacion de la Tiroglobulina desde NID-2 hasta su actual arquitectura.
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Figura 26. Cladograma que representa el arbol filogenético de los vertebrados, relacionado con la complejificacion de la tiroglobulina. Un
color gris mas intenso representa una mayor exposicion a la radiacion, un color menos intenso indica una menor incidencia de radiacién. A, muestra la
trayectoria evolutiva de la tiroglobulina desde su surgimiento hasta la fusion con el dominio ChEL, tomando como referencia el Nidogen-2 como la
proteina modelo que da origen a la primera proteina TG para ubicarlas a través del arbol evolutivo de los vertebrados. B El “Goldilocks moment for gene
rearrangement’, (GMGR). La flecha muestra el surgimento de los primeros animales. Los organismos que suergieron dentro del lapso temporal
propuesto son los que contienen mas elementos duplicados, acumulaciéon de mutaciones, variantes de secuencias puntuales, grandes inserciones y
deleciones en sus genomas (Smith y col., 2013; Brenner y col., 1993).

Después de analizar todos los datos y los eventos mostrados en este estudio, pudimos rastrear el flujo
de complejificacion, desde el primer evento, la aparicion de los modulos TG type 1 que hipotetizamos
a partir del NID-2, pasando por la incorporacion de los modulos TG type 3 y posteriormente los
modulos de TG type 2, hasta la fusion del dominio ChEL, tltimo evento en la complejizacion de la TG
[Figura 25]. Nuestros datos confirman que en la lamprea el proceso de complejizacion se ha
completado, los registros fosiles indican que la lamprea ha conservado su morfologia desde al menos
del Devonico tardio (aproximadamente 370 Ma) [Figura 26].

Todos los eventos de modulacion supuestos en nuestro modelo fueron eventos que ocurrieron de
forma aleatoria, bajo las leyes de la seleccion natural, pasando por procesos de deriva génica con
eliminacion y fijacion de alelos, actuando la radiacion como un evento fisico catalizador que acelera
los procesos. Como la complejizacion y la deriva genética, que en la actualidad se dan a un ritmo mas
lento, quizas por las tasas de radiacion a las que estan expuestos actualmente estos organismos son
considerablemente mas bajas.

Los eventos que se muestran en el modelo de complejidad de la TG propuesto por nuestros estudios
podrian extrapolarse a otras proteinas y ayudar a aclarar procesos bioldgicos que ain no tienen
explicacion. La complejidad estructural de los TG permitid a los vertebrados colonizar ambientes

terrestres y convertirse en la especie dominante en la tierra, destacando la importancia del estudio de la
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proteina primordial TG, para una mejor comprension de los eventos que intervinieron en la
complejizacion de los vertebrados.

La hipétesis del balance de radiacion también puede ser una herramienta para entender el desarrollo
de la vida fuera de la tierra, en los que la investigacion resume su composicion geologica en relacion
con la presencia o ausencia de una atmdsfera, si es que seria capaz de filtrar la radiacion espacial y crear
un ambiente de radiacion, equilibrio que favorece la complejizacion de la vida. La hipotesis del balance
de radiacion se puede aplicar para ayudar a estipular no solo las condiciones de habitabilidad sino
también el nivel de complejidad de las formas de vida. Sin embargo, esta hipdtesis toma en
consideracion que los sistemas de informacion de almacenamiento bioldgico susceptibles a la radiacion
como DNA de posibles organismos no terrestres podrian sufrir dafios similares y reparar eventos que
promuevan la diversificacion proteica de los organismos como los posibles ocurridos en la tierra.

A la luz de esta nueva perspectiva sobre el efecto de la radiacion en la evolucion de los genomas y
la aparicion de nuevas innovaciones biologicas como la TG, plantea un interrogante: si el proceso dafio
y reparacion por recombinacion sobre la complejificacion de proteinas ha sido un mecanismo universal
tanto para los organismos que aparecieron en el agua como los organismos que habitan ambientes
terrestres. Este interrogante requiere mayor investigacion para una mejor comprension de la compleja

trama que envuelve el proceso evolutivo de la vida.

A 2 Vaafm L

Prof. Dr. Héctor M. Targovnik
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Cétedra de Genética.

Departamento de Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y Genética de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires.

Resolucion RESCS-2020-39-E-UBA-REC del Consejo Superior de la UBA del 13 de marzo de
2020. Del 13 de marzo de 2020 al 12 de marzo de 2027.

Cargos en el periodo

Investigador Superior Ad-honorem - Contratado, Disposicion: DI-2023-810-APN-
GRH#CONICET del 3 de abril de 2023. Del 1 de enero de 2023 al 31 de diciembre de 2024.
Investigador Superior Ad-honorem - Contratado, Disposicion: DI-2025-81-APN-GRH#CONICET
del 13 de enero de 2025. Del 1 de enero de 2025 al 31 de diciembre de 2026.

Trabajos publicados.

1) A novel pathogenic DICER1 gene variant is associated with hereditary multinodular goiter in an
Argentine family as evidenced by clinical, biochemical and molecular genetic analysis. Targovnik HM,
Barh D, Papendieck P, Adrover E, Gallo AM, Chiesa A, Marques da Silva W, Azevedo V, Rivolta CM.
Endocrine 87:1150-1161, 2025

Springer, ISSN Online 1559-0100, Neu Isenburg, Alemania

ISI Impact Factor (2024): 2,900

2) Variation spectra in mild isolated hyperthyrotropinemia: pilot cohort and systematic review.

Ricci V, Masnata ME, Villanueva Gonzalez MD, Enacan RE, Izquierdo A, Adrover E, Esnaola Azcoiti M,
Sanso G, Scaglia PA, Rivolta CM, Targovnik HM, Rey RA, Ropelato MG, Chiesa AE, Nicola JP, Tellechea
ML.

Front Endocrinol (Lausanne) 16:1612450, 2025

Frontiers Media, ISSN Online 1664-2392, Lausanne, Suiza

ISI Impact Factor (2025): 4,600

Comunicaciones a congresos

1) A novel pathogenic DICER1 gene variant is associated with hereditary multinodular goiter in an
Argentine family as evidenced by clinical, biochemical and molecular genetic analysis.

Ariel M. Gallo, Sebastian R. Gonzalez, Héctor M. Targovnik, Debmalya Barh, Patricia Papendieck,
Ezequiela Adrover, Ana Chiesa, Wanderson Marques da Silva, Vasco Azevedo, Carina M. Rivolta.

VII Congreso Internacional En Medicina Traslacional - Maestria En Ciencias Internacionales y Doctorado
Binacional Milstein Kohler, , LUGAR DE LA REUNION: Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 10-11 de
noviembre de 2024.

Libro de Congreso, 2024.

2) Molecular diagnosis of partial thyroxine-binding globulin deficiency.

Maricel F. Molina, Ariel M. Gallo, Sebastian R. Gonzalez, Ezequiela Adrover, Cecilia Olcese, Héctor M. Targovnik,
Carina M. Rivolta.

16th Annual ICORD Meeting, LUGAR DE LA REUNION: Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 24-25 de julio de
2024.

Journal of Rare Diseases and Orphan Drugs,in press

3) Molecular diagnosis of Thyroid Hormone Resistance Syndrome.

Maricel F. Molina, Sebastian R. Gonzalez, Ariel M. Gallo, Ezequiela Adrover, Cecilia Olcese, Héctor M. Targovnik,
Carina M. Rivolta.

16th Annual ICORD Meeting, LUGAR DE LA REUNION: Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 24-25 de julio de
2024.

Journal of Rare Diseases and Orphan Drugs, in press.
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4) Genetic screening and bioinformatics analysis in Argentinian patients with congenital hypothyroidism.
Sebastian R. Gonzalez, Ariel M. Gallo, Ezequiela Adrover, Florencia Soto, Mirta Miras, Héctor M. Targovnik,
Carina M. Rivolta.

LXIX Reunién Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, LUGAR DE LA REUNION:
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 19-22 de noviembre de 2024.
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5) Analysis of variation spectra of 12 genes associated with thyroid dyshormonogenesis in a pilot cohort of
children with hyperthyrotropinemia.

Valentina Ricci, Maria Eugenia Masnata, Denisse Villanueva, Rosa Enacan, Agustin Izquierdo, Paula Alejandra
Scaglia, Maria Esnaola Azcoiti, Maria Gabriela Ropelato, Carina Rivolta, Héctor Targovnik, Ana Elena Chiesa,
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Masnata,Maria Esnaola Azcoiti, Agustin Izquierdo, Gabriela E. Sansé,Carina M. Rivolta, Maria G. Ropelato, Ana
E. Chiesa, Héctor M. Targovnik, Mariana L. Tellechea.
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7) Thyrotropin receptor activating variants responsible for nonautoimmune neonatal hyperthyroidism.
Valeria F. Garzén, Noelia Dujovne, Ailen S. Borgononi, Natalia Gazek, Maricel Molina, Ariel M. Gallo,
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Direccion de Becarios
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Tema: Analisis de la Evolucion, la Estructura y de las Variantes de la Tiroglobulina.
Caracterizacion de los Mecanismos Fisiopatologicos que Intervienen en el Procesamiento del
Transcripto Primario y en el Transporte Intracelular de las Tiroglobulinas Mutantes.
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I)Investigadora: Dra.Karen Gabriela Scheps

Categoria: Asistente. Miembro de la Carrera del Investigador Cientifico y Tecnologico
(CONICET).

Organismo: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) Periodo: 1
de marzo de 2021 al 20 de enero de 2025.

Jurado de Premios
1) Premio: "Leon Cherny", ano 2024. LXIX Reunion Anual de la Sociedad Argentina de
Investigacion Clinica.

Miembro de comisiones asesoras vy de evaluacion

Integrante de comisiones asesoras

1) Representante Titular del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) ante el Consejo Consultivo del Banco Nacional de Datos Genéticos, MINCyT.
Resolucion (D) 0589 del 23 de marzo de 2017, renovacion por Nota (NO) 2021-5440853-APN-

CONICET#MCT del 17 de junio de 2021 hasta el 16 de junio de 2025.
2) Miembro de la Comision Ad Hoc para Proyectos U.E. de la Gran Area de Ciencias Bioldgicas
y de la Salud, 2025. DI-2025-22-APN-GEP#CONICET.

Evaluador

1) Fonds de la Recherche Scientifique (FNRS), Bélgica. Evaluateur du ler tour (évaluation a
distance) — 2024, 2025.

2) Fonds de la Recherche Scientifique (FNRS), Bélgica. Generet Award For Rare Diseases 2023
- Remote experts interface -2025.

Arbitro de revistas cientificas

1) Editor consulto de la Revista Argentina de Endocrinologia y Metabolismo, desde el 2011 al
continuo.

2) Miembro del Editorial Board de Annals of Thyroid Research, desde 2015 al continuo.

3) Miembro del Editorial Board de Peertechz Journal Biological Research Development, desde
2015 al continuo.

4) Miembro del Editorial Board de JSciMed Thyroid Disorders and Management, desde 2016 al
continuo.

5) Miembro del Editorial Board de Molecular and Cellular Endocrinology, desde 2022 al 2026.
6) Evaluador Molecular Celular Endocrinology, 2024.

7) Evaluador Frontiers in Endocrinology, 2024.

8) Evaluador Thyroid Research, 2024.

9) Evaluador Biochemical Genetic, 2025.

10) Evaluador Case Reports in Endocrinology, 2025.

11) Evaluador Case Reports in Medicine, 2025.

12) Evaluador Endocrine, 2025.

13) Evaluador Human Molecular Genetics, 2025.

Actividades Docentes de Colaboracion y Asesoria

1) Colaborador y Asesor de la asignatura Biologia Molecular de la Maestria en Biologia Molecular
Meédica de la Universidad de Buenos Aires.

2) Colaborador y Asesor del Curso Genética, Gendmica y Medicina de Precision en Patologia Humana,
organizado por la Catedra de Genética de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
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Buenos Aires. Desde el 5 de mayo al 17 de Julio de 2024. 42 horas totales. Dicho curso otorga puntos
para el doctorado.

3) Colaborador y Asesor del Curso Genética, Gendomica y Medicina de Precision en Patologia Humana,
organizado por la Catedra de Genética de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires. Desde el 3 de septiembre al 12 de Noviembre de 2025. 42 horas totales. Dicho curso otorga
puntos para el doctorado.

4) Supervisor del Proyecto integrado para la instalacion de la linea eléctrica general y de emergencia, y
para la instalacion de la iluminacion en los laboratorios e instalaciones anexas de la Catedra de Genética
del Departamento de Microbiologia, Inmunologia, Biotecnologia y Genética de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

Plan de Investigacion desarrollado en el periodo
Titulo: : Identificacion y caracterizacion por algoritmos bioinformaticos de variantes en nuevos
genes identificados por secuenciacion de exomas completos, asociados a hipotiroidismo congénito.

Carcinoma folicular tiroideo angioinvasivo en hipotiroidismo congénito bocioso debido a
deficiencia de tiroglobulina: analisis integral y exhaustivo de la delecion p.Cys1897_Glu1900.

La tiroglobulina (TG) es una glicoproteina homodimérica de 660 kDa que desempeiia un papel central
en la biosintesis de las hormonas tiroideas (TH). Dentro de la molécula de TG, residuos especificos de
tirosilo son yodados y posteriormente acoplados por la peroxidasa tiroidea, en coordinacion con el
sistema de la dual oxidasa (DUOX), para producir ya sea 3,5,3',5'-tetraiodotironina (T4) o 3,5,3'-
triyodotironina (T3). El gen humano de TG es un locus de copia Unica que abarca aproximadamente
268 kb en el cromosoma 8 (chr8: 132,866,958-133,134,903; GRCh38/hg38) y comprende una
secuencia codificante de 8,453 nucleotidos distribuidos en 48 exones (NCBI RefSeq: NM_003235.5).
La traduccion produce un péptido sefial de 19 aminoécidos seguido de un polipéptido de 2,748 residuos
que constituye el monémero maduro de TG (NCBI: NP 003226.4; UniProt: P01266). El modelo
canonico de la estructura primaria de TG se divide en cuatro regiones diferentes (I-IV). La Region 1
contiene 10 de las 11 repeticiones TG tipo 1 junto con los modulos de linker e hinge, e incluye un sitio
N-terminal formador de T4. La Region II alberga tres repeticiones TG tipo 2 y la undécima repeticion
TG tipo 1. La Region IIT comprende las cinco repeticiones TG tipo 3. La Region IV presenta un dominio
colinesterasa-like (ChEL) homologo a las esterasas, asi como un sitio C-terminal formador de T3. El
principal sitio formador de T4 implica el acoplamiento del donador DIT!* con el aceptor DIT?,
mientras que el sitio predominante formador de T3 resulta de la unién de MIT?7%® de un monémero de

TG con DIT?7% del opuesto.
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El hipotiroidismo congénito (CH) debido a variantes en el gen TG resulta de una sintesis deficiente
de hormonas tiroideas y, si no se trata, puede conducir a consecuencias graves como discapacidad
intelectual y retraso en el crecimiento. La deficiencia de TG suele heredarse de manera autosémica
recesiva. Hasta la fecha, mas de 300 variantes patogénicas en TG se han asociado con CH, incluyendo
missense que afectan residuos de cisteina conservados y el dominio ChEL, duplicaciones o deleciones
simples y multiples, inserciones, inversiones imperfectas de DNA, alteraciones en sitios de splicing
(tanto dador como aceptor) y nonsense. La incidencia estimada de CH debido a mutaciones en TG
oscila entre 1 en 67,000 y 1 en 100,000 nacimientos vivos. Un defecto en la sintesis de TG resulta en
una estimulacion persistente de la glandula tiroides por TSH. La exposicion prolongada a niveles
elevados de TSH suele conducir al desarrollo de bocio. Esta estimulacion sostenida también puede
contribuir a la tumorogénesis, llevando finalmente al cancer de tiroides.

Este primer item describe las caracteristicas clinicas, bioquimicas, patoldgicas, moleculares y
bioinformaticas de un caso de CH primario causado por un defecto en la sintesis de TG. El paciente
portaba una nueva variante del gen TG, NM_003235.5:p.Cys1897 Glu1900del, la cual se asocioé con

carcinoma folicular tiroideo angioinvasivo.

Descripcion clinica y bioquimica
Familia CC.

Un paciente masculino de 6 afios, procedente de Chaco, Argentina, con una masa cervical
progresivamente creciente, fue derivado para evaluacion clinica y bioquimica y confirmacion
diagnostica al Departamento de Endocrinologia del Hospital de Pediatria S.A.M.I.C Prof. Dr. Juan P.
Garrahan. Naci6 a término (2016) con un peso de 4 kg (alto para la edad gestacional). Se observo una
masa cervical al nacimiento, y la madre desconocia los resultados del screening neonatal. Los padres
no eran consanguineos y no habia antecedentes familiares de enfermedad tiroidea ni autoinmune. El
nifio permanecid sano hasta meses recientes, cuando la madre report6 alteraciones del suefio y un
marcado aumento en el tamafo de la masa cervical. El crecimiento y el desarrollo intelectual eran
adecuados para la edad.

En el examen fisico, el paciente estaba clinicamente eutiroideo y normotérmico, con piel lisa. Se
observd y palp6 un bocio grande y blando, con un nodulo firme de 1,5 x 1,5 cm en la region inferior
izquierda del cuello. No se detectd linfadenopatia. Estaba en estadio prepuberal de Tanner. La

evaluacion de laboratorio mostrdé TSH sérica elevada, 8,79 ulU/ml (rango de referencia: 0,88—4,76); Ta
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sérica baja, 1,70 pg/dl (rango: 6,4—11,7); FT4 sérica baja, 0,57 ng/dl (rango: 0,85-1,96) y T3 sérica
elevada, 307 ng/dl (rango: 86—205). Los anticuerpos anti-TG y anti-TPO fueron negativos, y la TG
sérica fue indetectable (<1 ng/ml, rango: 5,6-42), lo que sugiere CH secundario a un defecto en la
sintesis de TG.

La ecografia tiroidea mostr6 una glandula difusamente agrandada (I6bulo derecho: 3,6 x 2,7 x 7,4
cm; l6bulo izquierdo: 4,1 x 3,5 x 7,5 cm; volumen total: 93 cm?) con una ecostructura difusa, lobulada
y heterogénea. El volumen tiroideo se calculdé multiplicando largo, ancho y profundidad, aplicando un
factor correctivo (0,52) para cada lobulo. El 16bulo izquierdo presentaba un nddulo sélido sospechoso
(1,7 x 1,6 x 1,2 cm) con microcalcificaciones y halo hipoecoico (Figura 1a,b). El 16bulo derecho tenia
un nédulo s6lido mas pequeiio y menos sospechoso (0,7 x 0,55 cm).

Dada la presencia de un bocio gigante y un nddulo sospechoso de malignidad, se realizod
tiroidectomia total. Los hallazgos intraoperatorios incluyeron una glandula agrandada: el 16bulo
derecho pesaba 82 gy el izquierdo, 72 g. El andlisis histopatologico reveld hiperplasia nodular en el
l6bulo derecho y un tumor de patrén folicular, rodeado por una cépsula moderadamente gruesa en el
l6bulo izquierdo, con dos pequefios émbolos tumorales vasculares dentro del espesor capsular (Figura
Ic,d). No se observo invasion capsular. El diagnostico final fue carcinoma folicular encapsulado
angioinvasivo.

Posteriormente, el paciente recibi6 tratamiento con yodo radiactivo (I'*': 1 mCi/kg). La gammagrafia
corporal total mostro captacion del trazador en el lecho quirturgico y regiones cervicales laterales
bilaterales, con distribucion fisiologica en el resto del cuerpo. Se suplementd con levotiroxina a 2
pg/kg/dia. La respuesta final al tratamiento se evalud 18 meses después de la ablacion, mostrando una
respuesta excelente.

El screening tiroideo familiar (madre y media hermana) mostro resultados normales, incluyendo
niveles de TG. Los estudios maternos fueron: TSH sérica, 0,92 plU/ml (rango: 0,88—4,23); T4 sérica,
6,89 ng/dl (rango: 5,2—12,5); FT4 sérica, 0,87 ng/dl (rango: 0,87-1,92); T3 sérica, 115 ng/dl (rango: 58—
188); TG sérica, 13,9 ng/ml (rango: 5,6—42). Los estudios de la media hermana mostraron: TSH sérica,
4,33 ulU/ml (rango: 0,88—4,76); T4 sérica, 9,37 pg/dl (rango: 6,4—11,7); FT4 sérica, 0,87 ng/dl (rango:
0,85-1,96); Ts sérica, 115 ng/dl (rango: 86—205).

Analisis genético molecular
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Se identificd una variante homocigota en el gen TG mediante secuenciacion de exoma completo
(WES) en el paciente indice CC:II-1. La variante fue wuna delecion novedosa
NM 003235.5:¢.5688 5699del TTGTGTGCAGGA
(NC_000008.11:2.132967795 132967806del TTGTGTGCAGGA) en el exén 31, que resultd en
NP 003226.4:p.Cys1897 Glul1900del (Figura 2a). El analisis de segregacion familiar mostré que la
madre sana (CC:I-2) y la media hermana sana (CC:II-2) eran heterocigotas para la variante
NM 003235.5:¢.5688 5699del (Figura 2b). Desafortunadamente, el ADN del padre no estuvo
disponible para analisis de secuencia. Esta variante no estaba indexada en las bases de datos

poblacionales gnomAD v4.1.

Figura 1. Imagenes tiroideas y caracteristicas microscépicas en el paciente indice (CC:II-1). a-b Ecografia tiroidea del 16bulo
izquierdo. Se visualiza una imagen nodular so6lida (flechas blancas), con margenes regulares, halo hipoecoico, ecostructura homogénea
hipoecoica y microcalcificaciones. El resto de la glandula tiroides se encuentra aumentada de tamailo con sefial incrementada en doppler
color. ¢ El examen histopatolégico de la tiroides, a bajo aumento, revela un carcinoma folicular tiroideo encapsulado y angioinvasivo.
Parénquima adyacente con nddulos foliculares de tamafio variable y escaso coloide (tincién hematoxilina—eosina; aumento 10X). d A
mayor aumento, se observa evidencia inequivoca de invasion vascular, caracterizada por un émbolo neoplasico que exhibe arquitectura
folicular diferenciada (tincion hematoxilina—eosina; aumento 40X).
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Se identificaron cuatro variantes polimoérficas codificantes en el gen TG, incluyendo dos no
sinonimicas (NM 003235.5:c.3935A>G, NP 003226.4:p.Asp1312Gly, en el exon 18 vy
NM 003235.5:¢.5512G>A, NP 003226.4:p.Asp1838Asn, en el exén 29) y dos sindnimicas
(NM_003235.5:¢.4506T>C, NP_003226.4:p.Alal502=, en el exén 21 y NM_003235.5:¢.7920C>T,
NP _003226.4:p.Tyr2640=, en el exén 46). Ademas, no se detectaron variantes de nimero de copias
(CNVs) en la secuencia codificante del gen TG utilizando el software DECoN, lo que indica ausencia
de deleciones o duplicaciones a nivel de exén y respalda la conclusion de que la variante
NM 003235.5:¢.5688 5699del estd presente en estado homocigota. Las secuencias consenso de
splicing (dador y aceptor) y las regiones de splicing (+3 a =10 bases) se respetaron rigurosamente en
todos los intrones del gen TG en el paciente indice 1I-1.

Se analizaron también otros genes principales implicados en el desarrollo de bocio congénito e
hipotiroidismo: ALB, ANO1, B3GLCT, B3GNT2, CDCAS, CLIC6, DIO1, DIO2, DIO3, DNAJC17,
DUOX1, DUOX2, DUOXA1, DUOXA2, ELN, FGF1, FGF2, FGF8, FGFR1, FOXA2, FOXE1, GLI2,
GLIS3, GNAS, GRPEL1, HESX1, HHEX, HOXA3, HOXB3, HOXD3, IGSF1, IRS4, IYD, JAGI,
KAT6B, KCNJ10, KCNJ16, KMT2D, LHX3, LHX4, LRP2, NKX2-1, NKX2-5, OTX2, PAXS,
POUI1F1, PROP1, PTPN22, RGS12, SECISBP2, SERPINA7, SLC16A2, SLC26A4, SLC26A7,
SLC5AS, SOX2, SOX3, TBX1, TBL1X, THRA, THRB, TREX1, TRH, TRHR, TSBP1, TPO, TSHB,
TSHR, TUBBI, URB1, WFSI. Las variantes no sindénimicas y sindnimicas previamente reportadas, asi
como variantes en sitios de splicing y deleciones/inserciones de aminoacidos identificadas en estos
genes en nuestro probando (CC:II-1), se analizaron en profundidad. Del total de 131 variantes, 70
fueron homocigotas. Se realizé un analisis predictivos de las 53 variantes no sindnimicas, realizados
con 28 algoritmos. No se identificaron variantes deletéreas en ninguno de estos genes. Ademas, las
secuencias consenso de splicing GT-AG vy las regiones de splicing (3 a +10 bases) se preservaron
consistentemente en todos los intrones analizados.

Dada la presencia de carcinoma folicular tiroideo angioinvasivo en el paciente indice CC:II-1, se
amplié el andlisis para abarcar genes adicionales dentro de vias reconocidas por su papel en la
progresion del céncer, junto con genes principales implicados en la tumorogénesis tiroidea (AKTI,
ALK, ATM, BRAF, BRCA1l, BRCA2, CCNDI1, CDHI1, CDK12, CDKN2A, CHEKI1, CHEK2,
CTNNBI, DICERI, EGFR, ERBB2, ERBB4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, HRAS, KRAS, MEN1, MET,
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NOTCHI1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PRKARI1A, PTEN, RBI1, RET, ROS1, SMAD4, SMO, TP53,
hTER). Se analiz6 la representacion en bases de datos y la evaluacion predictiva de las variantes
genéticas identificadas. Se identificaron 71 variantes en el paciente indice, incluyendo 26 en estado
homocigoto. Se realizaron analisis predictivos sobre las 20 variantes no sinonimas identificadas. No se
detectaron variantes patogénicas, ni a nivel codificante ni en los sitios de splicing 3"y 5.

El anélisis comparativo del dominio TG tipo 3a2 en 37 especies de vertebrados —incluyendo
mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces con aletas radiadas y vertebrados sin mandibula— reveld
conservacion completa de la cisteina en la posicion 1897 y fuerte conservacion del dcido glutamico en
la posicion 1900, retenido en 33 de las 37 especies examinadas (Figura 2a). Las excepciones a la
conservacion del acido glutamico 1900 se observaron en Stegastes partitus, Cynoglossus semilaevis y
vertebrados sin mandibula. Estos hallazgos sugieren que ambos residuos, particularmente Ia
cisteinal897, desempefian un papel critico en la integridad estructural de TG dentro de la regioén
eliminada (Figura 3a).

Para evaluar in silico si la variante NM_003235.5:¢.5688 5699del localizada en el primer codén del
exon 31 induce alteraciones de splicing, se analizaron las secuencias del sitio de splicing 3’ incluyendo
la variante exonica mediante las herramientas NNSplice, FSplice, SPLM, Spliceator (modelos 200 y
140) y SPiP. Como se muestra en la Figura 3b, el sitio de empalme 3’ con la variante fue reconocido
por los cinco programas. Sin embargo, el sitio aceptor mutado en el exon 31 no fue reconocido por
Spliceator Modelo 200, mientras que si fue detectado por el Modelo 140, lo que sugiere que la presencia
de la delecion ha debilitado este sitio de splicing. El software SPiP estima solo un 9,63% (5,81%—
14,79%) de riesgo de que la variante altere el splicing; esta baja probabilidad indica que la delecion
probablemente no tenga un impacto significativo en el splicing. Ademas, segun ESEfinder, la variante
NM _003235.5:¢.5688 5699del elimine tres sitios de union de proteinas SR localizados dentro de la
region delecionada: dos para SRp55 (también conocida como SRSF6) y uno para SF2/ASF (ahora mas
comunmente referido como SRSF1). En contraste, los sitios de unidén de proteinas SR flanqueando la
delecion permanecen preservados.

El modelado estructural del dimero de TG revel6 el contexto espacial y las posibles consecuencias
de la delecion en marco de lectura (Figura 4a,b). Como se muestra en la Figura 4b, se generaron
diferentes vistas del dimero de TG para visualizar la region afectada. En los paneles bl y b2, el sitio de
la delecion estd indicado por flechas negras dentro de la region 111 de la proteina. La rotacion en el panel

b2 revela que la delecion se sitia en la superficie externa de la region III, orientada hacia afuera y
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alejada de las interfaces de dimerizacion, lo que sugiere que no existe una interferencia directa con las
interacciones mondémero—monomero. En los paneles b3 y b4, se presenta un inico monémero en vista
de superficie, con transparencia aplicada para resaltar el area de la delecion. Estas vistas confirman que
la delecion se encuentra en la cara posterior de la region III, cerca de la superficie pero no en la cara
frontal tipicamente asociada con dominios funcionales.

Para evaluar el impacto estructural local de la delecion, comparamos las configuraciones wild-type

y mutante dentro de un radio de 10 A alrededor de los residuos afectados (Figura 5). En el modelo wild-

1897 1898 1899 1900

type (Figura 5a), los residuos cisteina °”’, valina'®”°, glutamina'*” y 4cido glutdmico ™" se localizan en

posiciones estabilizadoras, con la cisteina!®’ formando un puente disulfuro con la cisteina'***. Varios
enlaces de hidrogeno conectan estos residuos con aminodcidos vecinos, contribuyendo a la integridad

estructural local. En el modelo mutante (Figura 5b), la delecion de estos residuos (indicados en negro)

1897 1904

interrumpe el puente disulfuro entre cisteina' ' y cisteina' ™" —Ila alteracion estructural mas prominente

observada. Ademas, se pierden enlaces de hidrégeno claves, incluyendo los de glutamina!®”—

1996 1954 1897 1893

arginina'”®, 4cido glutdmico'**lisina'*** y cisteina'®**’—cisteina'®>’. Cabe destacar que la cisteina
también participa en un puente disulfuro con la cisteina!®'?, lo que indica que la delecion puede propagar
efectos desestabilizadores a través de la red local de puentes disulfuro.

Finalmente, investigamos la proximidad de residuos de glicosilacion al sitio de la delecion para
evaluar posibles impactos postraduccionales (Figura 5c). La region eliminada (flecha negra y residuos

en negro) se encuentra cerca de varios residuos de asparagina propensos a glicosilacion: asparagina'’’*

y asparagina'®®® (marcados con asteriscos) son los més cercanos, mientras que asparagina’’!’® y
asparagina®!'?? también son espacialmente adyacentes. Los reordenamientos estructurales o el mal
plegamiento resultantes de la delecion pueden comprometer la accesibilidad de estos sitios a las enzimas
de glicosilacion, alterando potencialmente los patrones de glicosilacion y afectando el procesamiento o

la secrecion de TG.
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Figura 2. Secuenciacion de exoma completo y de Sanger del exén 31 del gen TG a Visualizacion de la variante del gen TG en el caso
indice (CC:II-1) utilizando datos de secuenciacion de exoma completo mostrados en Integrative Genomics Viewer (IGV-Win_2.16.0).
Los corchetes indican la  posicion de la  delecion identificada  (NC_000008.11:2.132967795 132967806del;
NM_003235.5:¢.5688_5699del). b Arbol genealégico de la familia CC y resultados de genotipificacion. El arbol genealdgico ilustra el
patrén de herencia de la variante alélica de TG. La flecha blanca marca el caso indice (CC:II-1). Los cuadrados representan varones; los
circulos, mujeres. Los simbolos semillenos denotan portadores heterocigotos, mientras que los simbolos llenos indican individuos
portadores de la variante NM_003235.5:¢.5688 5699del. Se muestran cromatogramas parciales de secuenciacion de Sanger de DNA
genomico (cadena sentido). Las flechas negras destacan la posicion de la variante identificada. Los picos unicos indican homocigosidad,
los picos superpuestos en el mismo locus denotan heterocigosidad. WT: wild-type.
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a TG type 3b-1 TG type 3a-2
%_—
Homo_sapiens PTEAGLTTELFSFPVDLHQV IVHGIOS LS SOKHWLFKHLF SA-QQANLWC LSRCVOEHSEC 1304
Pan_trogledrtes PTEAGLTTELESFVDLNQN IVHEIQS LS SQFHWLEFFHLE SA-QQANLWC LSRCVOERSEC 1303
Gorilla gorilla PTEAGLTTELFSFPVDLHQV IVHGIOS LS SOKHWLFKHLF SA-QQANLWC LSRCVOEHSEC 1891
Pongo_pygmasns PTETGLTTELFSFVDLHQV IVHGHOS LP SOKHWLEFKHLF SA-QQANLWC LSRCVOEHSFC 1305
Macaca muolatta PTETGLTTDLFSFVDLDQV IVHG RS LP SOKHWLFKHLF SA-QQANLWC LSRCVOEHSFC 1305
Macaca fascicmlaris PTETGLTTDLFSFVDLDQV IVHG RS LP SOKHWLFKHLF SA-QQANLWC LSRCVOEHSFC 1305
Rattuns norvegicms PEGAMMATELFSPVDITON IVHTS HS LP S00YWLETHLF SA- EQANLWCLSRCAQEPVEC 1303
Moz Muscnlns P--CIMATELFSPYDITQVIVHTSHE LP S0QVWLE THLF SA-EQANLWCLSRCAQEPIFC 1901
Caria porcelns SAETGSTAELFSPVDLSQV IVSWNRS LP SORHWLFKHRF SA-QQAKLWCLSRCSQEPSEC 1303
Canis lopus familiaris PTETDLTTELFSPVDLDQV IVHGS 05 LP SQOHWLFEHLF SP-00ANLWCLSRCVOEPSEC 1304
Panthera leo PTEPDLTTELFFFVDLHQVVVHGS LS LPHOOHWLFEHLF SP-00ANLWCLSRCIQEPSEC 1906
Bos_tamrms PSETDLTTGLESPVDLIQN IVDGER VS LP SOOHWLFEHLF S L-00ANLWCLSRCAGEPSEC 1905
Trichechos manatns latirostris PAETDLVAELFSPVDLNQL IVSERS LP SOOHWLFEHLF SP-00ANLWCLSRCVOEASED 1906
Colmmbia livia LTLEDSTEDLE Y LMONSQIQSDONYS LPYOO YWV ERQEY SA-EEAVLWCLTRCTOEDEFC 1304
Taeniopygia guttata LVLEDSTEDLEY LMONSQT QSDONYS LP YOO YWV EFRQEY SD-EEALLWCLTRCAQEEEFC 1308
Larns michahellis LTLEDSTEDLEY LMONSQT QSDONSS LP YOO YWV ERQEY SA-EEAVLWCLTRCAQEDEFC 1309
Gallus gallus IHMLEGSTEDLEY LMDDS0L ARSI 55 TP YOO YWV EFRQEY SA- EEAMUWCLTRCAQEDEFC 1301
Strothio Camelums LELANSTEDLEY LMONGLI RSDOH 55 LP YOOYWWEFRQEY SA-EKAMUWCLTRCAQE-EFC 1882
Chelonia mydas LHMLPOSVHMELF S LMONS LT QLDOS RS LP S00YWLFEHEY SA-EQATLWCLTRCAQEDAFC 1899
sippiensis LMLSESAGELFSVMDNNLI QIDRS RS LP AQEYWLFKHEF 5 L-KQATRWCLTRCTOEGAFC 1883
Crotalns tige SRLSASTEKLFSIVERNQI STELNRF LP SOKYWLFKQRYSA-EEALLWCLTRCV-EDEFC 1896
Python bivittatos SLLSASTEELFSIVENNQI LTEFNRS LP SOKYWLFEHRYSA-EEVLVNCLARCV-EDEFC 1838
Enblepharis macularins SELTASALELFSLMESSQI QIDCHRS LP SOEYWIFRHEY SA-EQARLWCLTRCA-EDEFC 1888
Xenopus_tropicalis SSISDSVLDLFLPVESHTV TTDR LI IS SOQYGVSRLRYS5-DOALRWC LTRCEEEGSWE 1926
Aguarana Catesbeiana ANITESVRDLE LFVHDNIV VINCD ID LP HTEYWI SKDRY TP -EQAQHWC LSRCEEEESWC 1305
Carassios anratus STLSDSIEKEIFGVLEDSDVQVDFERE LP SOLYWIFEHQYTE -QEAQLWC LERCG-EEQLC 1868
Cyprims carpio IILSDSIEKETFGVLENGDVEVDFERE LP SOLYWIFEHQYTE -QEAQLWC LERCG-EEQLC 1873
Danio rerio SALSDSVEEAFDVLDSGDVHVDFE RE LPROLYWIFEHQYSF-QEAQLWC LERCE-EEELC 1873
Astyanax mexicamms STVSDSVEEMFDILSGGDI SINSDEK TP TOOYWLFKHOF TA-EEARLWC LKRCH-EEELC 1869
Clupea harengus ELLSDAVLRSFGSLEASEV QVDFEEA TP S00YWIFEHOF TP -EQAKLWCLERCD-EEELD 1894
Oryziaz latipes APLDES LOOKFEALSKDIN VVDFQRK LPVLEFWLNENNYNS -O0ALLWCLTRCY -EEQQOC 1548
Xiphophorus maculatus APLNASVOLRFOSLSSADV LVDFOREQF VLSFWLSENDY SS-OHALLWCLTRCD-EEERC 1550
Stegastes partitos PPLDDSVOLEFESLSADDV LVDFORK LFVLSF LLNENNYHS -QQALLWCLTRCD-AEPQC 1565
Cynoglossus semilaevis SPLDGTVHEKF VVDFPHEELSALRFLL HS-QHALLWCLTRCD-AESLC 1535
Lepisostens ocmlatus ILLEDTVQEAF TPVESSHY LVHFT 00 ICHOOYWIFEHEF SA-OQQAQLWCLERCE-EEEFC 1891
Lampetra floviatilis ASTAPDVSGRFSTLRPEEV TLOFEFRVAONFWLFRRAF SP-Q0ATSWCLRRCR-GDALC 1991
Lampetra planeri ASAAPDVSGRE STLRPEEV TLOFEMRVAONFWLFRRAF SP-Q0ATSWCLRRCR-GDALC 1928
b Wild-type 3'ss Mutated 3'ss
cotgtagGT TGTGTGCAGE cctgtagGGCACTCTTTCT
Score Score
NNs plice 0.99 0.96
F Splice 11.82 11.70
SPLM 83 82
Spliceator (model 200)  0.989 -
Spliceator (model 140)  0.994 0.980
SPiP Risk 09.63 % [05.81 % - 14.79%]
E SEfinder
Wild-type 3'ss Mutated 3'ss
ﬁJagchcrcrsussmcmTcrm'r TotgtagGGCACTCTTTCT
SF2/ASF c.5688_5699del
SC35
SRpd0
SRp55

Figura 3. Conservacién evolutiva e impacto en el splicing de la variante p.Cys1897_Glu1900del en la tiroglobulina. a Alineamiento
comparativo de secuencias parciales del dominio TG tipo 3b1/tipo 3a2 de 37 especies de vertebrados, generado utilizando el programa
Clustal Omega. Los aminoacidos se muestran con codigos de una sola letra. Los residuos de cisteina conservados estan resaltados en
amarillo. Se indica la delecion de cuatro aminoacidos (CVQE). b Analisis in silico de la unién intrén 30/ex6n 31 que abarca la variante
NM_003235.5:¢.5688 _5699del. Se obtuvo la puntuacion individual para cada sitio de empalme 3’ utilizando un panel de herramientas de
prediccion de sitios aceptores (NNSplice, FSplice, SPLM, Spliceator [modelos 200 y 140], y SPiP). Los posibles sitios de union de
proteinas SR (SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55) fueron identificados mediante el programa ESEfinder 3.0. La altura de las barras
representa las puntuaciones de los motivos; el ancho de las barras indica la longitud y posicion de los motivos de union de proteinas SR
a lo largo de la secuencia. De manera destacada, el sitio de splicing 3’ mutado interrumpe cuatro motivos de union de proteinas SR dentro
del exo6n 31, incluyendo dos sitios SRp55 y uno SF2/ASF. El simbolo “/”” denota el limite intron—exon.
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Figura 4. Contexto estructural de la variante p.Cys1897_Glu1900del en la tiroglobulina. a Representacion esquematica clésica de
la estructura primaria de la tiroglobulina wild-type y mutante p.Cys1897 Glu1900del, adaptada de Malthiéry & Lissitzky, Mercken et al.
, Parma et al., van de Graaf et al., Holzer et al., Molina et al., y Swillens et al.. El diagrama incluye el péptido sefial (SP), los dominios
repetidos TG tipo 1, tipo 2 y tipo 3, los modulos de linker e hinge, los spacers 1-3 y el dominio colinesterasa-like (ChEL), todos dibujados
a escala y representados como elementos enmarcados. El mondmero de TG esta organizado en cuatro regiones estructurales (I-IV). Se
indican los sitios de acoplamiento hormonogénico: formacion de T4 en el extremo N-terminal mediante el donador DIT'* y el aceptor
DIT?, y formacién de T3 en el extremo C-terminal mediante los residuos MIT?7 y DIT?7% en mondmeros opuestos. La numeracién de
aminoacidos sigue las referencias de NCBI (NP_003226.4) y UniProt (P01266), incluyendo el péptido sefial de 19 residuos. b Vistas
estructurales del dimero de tiroglobulina que destacan la localizacion de la variante p.Cys1897_Glu1900del. b1 El dimero de tiroglobulina
se muestra con ambos mondmeros; las flechas negras indican el sitio de la delecion dentro de la region III. b2 Una vista rotada revela que
la delecion se encuentra en la superficie de la region 111, en su porcion inferior, orientada hacia afuera y alejada de los dominios adyacentes.
b3 Representacion de superficie de un mondmero con transparencia parcial; el sitio de la delecion estd nuevamente marcado por una
flecha negra dentro de la region III. b4 Una vista adicional rotada del mismo monémero muestra la delecion posicionada en la superficie
posterior de la region III, en lugar de su cara frontal principal.
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Figura 5. Comparacion estructural entre la tiroglobulina wil-type y mutante en la regién III mostrando los efectos locales de la
variante p.Cys1897_Glu1900del. a Estructura wild-type: se muestra la region de 10 A que rodea a los cuatro residuos afectados por la
delecion. Los aminoacidos cisteina'®®” (amarillo), valina'®*® (lila), glutamina'®*® (verde) y 4cido glutdmico'** (rosa) estén representados
en sus posiciones originales. Un puente disulfuro entre cisteina'®"’ y cisteina!** est4 indicado por una flecha negra. Se muestran todos los
enlaces de hidrogeno de la region, incluyendo aquellos formados por estos residuos con aminoacidos adyacentes. b Estructura mutante:
los residuos eliminados estan marcados en negro para indicar la delecion. La flecha negra resalta la pérdida del puente disulfuro entre
cisteina'®’ y cisteina!®*, representando la alteracion estructural mas grave. La delecion también resulta en la pérdida de varios enlaces
de hidrégeno: entre glutamina'®” y arginina'?®, 4cido glutdmico'® y lisina!®%, y cisteina'®®’ y cisteina!®. La cisteina!®®® también
participa en un puente disulfuro con cisteina!®'®, lo que indica que el impacto estructural de la delecién puede propagarse a través de la
red local de puentes disulfuro. ¢ Proximidad de residuos de glicosilacion al sitio de la delecion en la estructura de la tiroglobulina: la
flecha negra indica el sitio de la delecion, con los aminoacidos correspondientes mostrados en negro. Los residuos de glicosilacion
cercanos estan resaltados, con asparagina'’’ y asparagina'®®® marcados con asteriscos como los mas préximos a la regién eliminada.
Otros residuos de glicosilacién cercanos incluyen asparagina®®!?y asparagina'??. Esta vista estructural enfatiza que una delecion en esta
regioén puede inducir reordenamientos conformacionales o mal plegamiento, lo que podria alterar la accesibilidad de los sitios de
glicosilacion cercanos. Como resultado, estos residuos podrian dejar de estar disponibles para la modificacion enzimética,
comprometiendo potencialmente los patrones normales de glicosilacion.
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Con base en los analisis de WES y secuenciacion de Sanger, identificamos una nueva variante
bialélica inactivante en TG [NP_003226.4:p.Cys1897 Glu1900del] que cosegrega con el fenotipo de
bocio congénito, hipotiroidismo y carcinoma folicular tiroideo angioinvasivo. El paciente indice
afectado CC:II-1 presento caracteristicas clinicas y bioquimicas consistentes con HC debido a defectos
en TG, incluyendo tiroglobulina sérica indetectable, TSH sérica elevada y niveles séricos de Ta
simultaneamente reducidos. De manera paradojica, este paciente mostro niveles séricos elevados de T3,
lo que sugiere una mayor actividad de la desyodasa tipo 2 de iodotironina tiroidea, tal como fue
reportado previamente por Kanou et al. y Kitanaka et al. Los pacientes con dishormonogénesis tiroidea
debida a variantes en el gen TG presentan grados variables de hipotiroidismo y agrandamiento de la
glandula tiroides, dependiendo de la severidad del defecto y de la adherencia del paciente a la terapia
de reemplazo. Ademads, la ingesta de yodo influye significativamente en la funcion tiroidea. En
individuos no tratados, un defecto completo resulta en un fenotipo grave caracterizado por
hipotiroidismo profundo y discapacidad intelectual. El paciente indice CC:II-1 resulté ser homocigoto
para la variante NM_003235.5:¢.5688 5699del, confirmado mediante andlisis con el software DECoN.
Este hallazgo sugiere que un alelo fue heredado de la madre y el otro del padre. Desafortunadamente,
el DNA del padre no estuvo disponible para verificacion. En consecuencia, no puede excluirse la
posibilidad de que el mecanismo genético subyacente involucre una isodisomia segmentaria materna
restringida a una region limitada —hipdtesis respaldada por la identificacion de SNVs dentro de los
exones 29 y 46 del gen TG—. Un mecanismo similar fue reportado por Bakker et al. en un paciente
con HC grave portador de una unica delecion homocigota en el gen TPO. Esta hipotesis se ve reforzada
por la observacion de que los padres no eran consanguineos y por la novedad de la variante, que carece
de penetrancia poblacional. Sin embargo, sin la genotipificacion paterna, el origen del segundo alelo
permanece especulativo.

El presente estudio mostro que la cisteina!®®’

wild-type esta estrictamente conservada en la TG de
treinta y siete especies de vertebrados analizadas (Figura 3a), lo que sugiere un papel importante de este
aminoacido en la estructura de la TG y/o en su correcta funcionalidad. En la proteina wild-type, la
cisteina'®’ forma un puente disulfuro con la cisteina'**. Cada monémero de TG contiene 123 residuos
de cisteina, incluyendo uno localizado en el péptido sefial (cisteinal5). El plegamiento de TG esta
mediado por la formacion putativa de 61 puentes disulfuro intramoleculares. Los dominios TG tipo 1,
TG tipo 2 y TG tipo 3 consisten en modulos repetidos ricos en cisteina, estabilizados covalentemente

por puentes disulfuro intramoleculares, mientras que el dominio ChEL alberga seis residuos de cisteina.
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Estos enlaces disulfuro contribuyen a la conformacion terciaria adecuada de TG, confiriendo estabilidad
estructural, solubilidad y rigidez a la proteina. La pérdida de residuos de cisteina elimina los puentes
disulfuro, lo que interrumpe la arquitectura de TG, deteriora la secrecion de la proteina y potencialmente
obstaculiza la interaccion entre los sitios dadores y aceptores hormonogénicos.

El modelado tridimensional de la proteina TG portadora de la  variante
NP_003226.4:p.Cys1897 Glul1900del revelo alteraciones estructurales significativas que respaldan su
potencial patogénico. Aunque la delecion se localiza en la superficie externa de la region III, no
interrumpe la interfaz de dimerizacion mediada por el dominio ChEL, lo que sugiere que el ensamblaje
global del homodimero de TG podria permanecer preservado. Sin embargo, la inspeccion local del sitio
afectado mostr6 la pérdida de un puente disulfuro conservado (Cys1897-Cys1904) y la disrupcion de
multiples enlaces de hidrégeno estabilizadores. Estas alteraciones pueden inducir un mal plegamiento
local y la desestabilizacion del dominio circundante. De manera notable, varios residuos de asparagina
propensos a glicosilacion se encuentran en estrecha proximidad al sitio de la delecion, lo que plantea la
posibilidad de que el mal plegamiento pueda afectar la glicosilacion adecuada. Dado que la
glicosilacion es critica para el plegamiento, la estabilidad y la secrecion de TG, tales alteraciones
podrian conducir a retencion intracelular y contribuir a los niveles indetectables de TG sérica
observados en el paciente. Estos hallazgos estructurales complementan los resultados bioquimicos y
clinicos, reforzando la patogenicidad de esta nueva delecion in-frame. Previamente investigamos la
posible patogenicidad de sesenta y siete residuos de cisteina silvestres identificados en el conjunto de
datos poblacional gnomAD v2.1.1 y en pacientes con enfermedad tiroidea.

Los algoritmos predictivos sugirieron patogenicidad putativa para todas las variantes analizadas,
clasificandolas como probablemente patogénicas, con la excepcion de una sola variante,
NP _003226.4:p.Cys15Ser, localizada en el péptido sefial. Ademas, nuestros estudios de expresion
transitoria demostraron que NP 003226.4:p.Cys1281Tyr, asociada con HC, conduce a retencion
intracelular de la proteina. publicaciones adicionales confirmaron que variantes que involucran
cisteinas NP 003226.4:p.Cys1264Arg y NP_003226.4:p.Cys1996Ser estan vinculadas a CH o bocio
adenomatosico. De manera consistente, Wright et al. demostraron que NP_003226.4:p.Cys1264Arg se
retiene intracelularmente y exhibe interacciones aumentadas con proteinas chaperonas y componentes
de la via de plegamiento oxidativo de proteinas. En conjunto, estos hallazgos confirman que en TG, las
variantes que afectan residuos de cisteina —ya sea por sustitucion o eliminacidon, como en el presente

caso— alteran la organizacion estructural de la proteina y deterioran la fisiologia tiroidea. La retencion
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intracelular conduce a estrés del reticulo endoplasmico (ER). El ER es el sitio principal para la sintesis,
plegamiento y ensamblaje de proteinas secretoras y transmembrana, esenciales para mantener la
homeostasis celular y regular las vias de sefializacion. La retencion, el mal plegamiento y la agregacion
de proteinas dentro del ER estan estrechamente asociados con variantes causantes de enfermedad. Las
proteinas mal plegadas son posteriormente dirigidas a eliminacion mediante la via de degradacion
asociada al ER (ERAD). Ademas de ERAD, los mecanismos de protein quality control (PQC) en el ER
incluyen unfolded protein response (UPR) y la ER-fagia. En conjunto, estas vias preservan la
homeostasis del ER facilitando el replegamiento, el secuestro o la degradacién de proteinas.
Especificamente, ERAD desempefia un papel critico en prevenir la acumulacion de proteinas mal
plegadas que de otro modo podrian ejercer efectos toxicos. A pesar de la degradacién de mutantes de
TG dentro del RE, la biosintesis de TH puede mantenerse parcialmente en pacientes con CH y defectos
de TG mediante la liberacion de moléculas mutantes retenidas intracelularmente hacia el lumen
folicular tras la muerte de los tirocitos, como demostré Zhang et al. Una vez liberadas, estas moléculas
mutantes de TG son reutilizadas —o “canibalizadas”— por la maquinaria de organificacion de tirocitos
vecinos viables, que las yodan y sintetizan TH en interfaces intactas célula—coloide.

Por otro lado, nuestro analisis integral —combinando software predictivo para evaluar el impacto
funcional de la variante NM_003235.5:¢.5688 5699del en el sitio aceptor de empalme del intrén 31
con el andlisis de sitios de union de proteinas SR localizados dentro de la region eliminada— indic6 un
bajo riesgo de alteracion del empalme (Figura 3b). No obstante, sigue siendo posible que la delecion
debilite el sitio de empalme en comparacion con el tipo wild-type.

El carcinoma tiroideo es una neoplasia pediatrica poco frecuente. Los nddulos tiroideos ocurren en
el 1-3% de los nifios, y aproximadamente una cuarta parte de estos nddulos son malignos. La mayoria
de los canceres de tiroides en casos pediatricos corresponden a carcinoma papilar de tiroides (80-90%),
seguido por carcinoma folicular de tiroides (aproximadamente 10%), carcinoma medular de tiroides
(3—5%) y, mas raramente, formas anaplasicas o pobremente diferenciadas. Est4 bien documentado que
los pacientes con antecedentes de bocio congénito y disfuncion tiroidea presentan un mayor riesgo de
desarrollar cancer de tiroides, una condicion asociada con niveles persistentemente elevados de TSH a
lo largo del tiempo. Sin embargo, el carcinoma tiroideo es relativamente raro en pacientes con CH
debido a dishormonogénesis. Hasta la fecha, solo se ha informado un nimero limitado de casos en
asociacion con variantes en los genes TG, TPO, SLC5AS5 (codifica el cotransportador sodio-yoduro,

NIS), SLC26A4 (codifica pendrina) y DUOX2. El carcinoma tiroideo se ha identificado en asociacioén
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con variantes de cambio de sentido (NP _003226.4:p.Cys1077Arg, NP 003226.4:p.Cys1264Arg,
NP _003226.4:p.Cys1996Ser, NP_003226.4:p.Arg2242His, NP _003226.4:p.Leu2357Pro,
NP_003226.4:p.Gly2375Arg) y variantes en sitios de empalme (NM_003235.5:¢.638+1G>A) dentro
del gen TG [42,48-50]. Hishinuma et al. demostraron que el bocio asociado con la variante
NP 003226.4:p.Cys1264Arg puede vincularse con carcinoma papilar de tiroides, mientras que Yoon
et al. reportaron carcinoma anaplasico de tiroides en un paciente con dishormonogénesis tiroidea
portador de la misma variante junto con NP_003226.4:p.Gly2375Arg en el alelo opuesto. De manera
interesante, Cetin et al. identificaron un nédulo folicular mitéticamente activo, considerado una lesion
tiroidea premaligna, en un paciente con HC portador de una variante compuesta heterocigota en TG
[NP_003226.4:p.R717Ter/p.His1787GInfsTer3]. No se encontrd evidencia de invasion vascular o
capsular tras un examen exhaustivo del nédulo, y las caracteristicas histologicas fueron insuficientes
para respaldar un diagnostico de carcinoma papilar de tiroides.

Un carcinoma folicular encapsulado y angioinvasivo se observé en la paciente indice CC:1I-1 (Figura
Ic, d). Tras este diagnostico, analizamos genes involucrados en la progresion del cancer y la
tumorogénesis tiroidea. No se detectaron variantes germinales patogénicas vinculadas al carcinoma
tiroideo. Es plausible que la estimulacion prolongada por TSH haya contribuido al desarrollo del
carcinoma tiroideo en nuestra paciente, mientras que no puede excluirse la posibilidad de variantes
somaticas coexistentes. Ademas, es crucial enfatizar que, en este contexto, el defecto en la biosintesis
de TG —junto con su falta de deteccion por el inmunoensayo empleado— resulta en la pérdida de un
marcador tumoral altamente especifico y clinicamente valioso. Esta limitacion analitica adquiere
particular relevancia en pacientes con alteraciones biosintéticas de TG concurrentes con carcinoma
tiroideo, ya que compromete las estrategias de seguimiento a largo plazo y exige una reevaluacion del
algoritmo de vigilancia bioquimica debido a su potencial impacto en la toma de decisiones clinicas.

En resumen, este trabajo presenta una evaluacion clinica, bioquimica y de imégenes exhaustiva,
complementada con analisis de secuenciacion de DNA, genotipificacion y estudios bioinforméticos, de
un caso distintivo de hipotiroidismo congénito bocioso caracterizado por niveles séricos elevados de T3
total y asociado con un carcinoma folicular tiroideo encapsulado y angioinvasivo portador de una
delecion homocigota en el gen TG [NP_003226.4:p.Cys1897 Glu1900del]. Estos hallazgos refuerzan
el concepto de que la hipersecrecion persistente de TSH en pacientes con disfuncion tiroidea puede
impulsar la transformacion maligna de las células epiteliales foliculares. Ademas, este estudio

contribuye a establecer la patogenicidad de las variantes de TG mediante un enfoque integrador que

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 28 de 142





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2024-2025. 19

combina el analisis del genotipo familiar, datos de frecuencia poblacional, alineamiento multiple de
secuencias, un amplio panel de herramientas predictivas y el modelado tridimensional de la proteina
mutante. En conjunto, este informe aborda una brecha critica en la caracterizacion de las
manifestaciones fenotipicas asociadas con una forma rara de CH debido a alteracion del gen TG y su
vinculo con el carcinoma folicular tiroideo, proporcionando asi una referencia valiosa para el avance

de futuras investigaciones sobre variantes de TG.

Caracterizacion clinica, bioquimica y genética molecular de dos pacientes con hipotiroidismo
congénito portadores de nuevas variantes compuestas heterocigotas en el gen de la tiroglobulina.

El CH es el trastorno tiroideo mas frecuente en la infancia, con una incidencia aproximada de 1 en
cada 2,000—4,000 nacidos vivos y una proporcion mujer:hombre de 2:1. Se caracteriza tipicamente por
niveles elevados de hormona estimulante de la tiroides (TSH) y concentraciones reducidas TH
circulantes. Los nifios afectados pueden presentar un amplio espectro de manifestaciones clinicas. El
advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento ha permitido la deteccion a gran
escala de variantes genéticas, conduciendo al descubrimiento de nuevas variantes inactivantes en genes
candidatos asociados con CH. Es importante destacar que la patogénesis del CH no se limita a la
herencia monogénica; también se han implicado mecanismos digénicos y oligogénicos.

El CH puede clasificarse en tres categorias principales: causas ambientales (como la deficiencia de
yodo), disgenesia tiroidea y dishormonogénesis tiroidea (TDH). La disgenesia tiroidea abarca
anomalias estructurales de la glandula, incluyendo ausencia completa (agénesis o atireosis), tamafio
reducido (hipoplasia) o localizacion ectdpica (ectopia tiroidea). Se han reportado variantes genéticas en
varios factores de transcripcion y genes de sefializacion —como NKX2.1, NKX2.5, FOXE1, PAXS,
TSHR, CDCAS, ELN, GLIS3, HOXD3, HOXB3, JAG1, KMT2D, TBX1, TUBB1 y URBI— en
pacientes con fenotipos de disgenesia tiroidea.

En contraste, la TDH representa un grupo de defectos genéticos que afectan la sintesis de TH debido
a variantes patogénicas en genes que codifican proteinas esenciales para multiples pasos de la
biosintesis de TH. Estos incluyen SLC5AS (codifica el cotransportador sodio/yoduro, NIS), SLC26A4
(codifica pendrina), SLC26A7, TPO (peroxidasa tiroidea), DUOX1, DUOXA1, DUOX2, DUOXA2,
IYD (yodotirosina desyodasa) y TG (tiroglobulina). Ademas, variantes patogénicas en SLC26A4,
SLC5AS, TPO, DUOX1, DUOX2 y TG también se han implicado en disgenesia tiroidea.
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La TDH causada por variantes en el gen TG (TDH3) se hereda con mayor frecuencia en un patrén
autosdmico recesivo, con una incidencia estimada que oscila entre 1 en 67,000 y 1 en 100,000 nacidos
vivos. El espectro clinico es amplio, abarcando desde estados eutiroideos hasta hipotiroidismo
permanente leve o grave. Hasta la fecha, se han identificado mas de 300 variantes patogénicas en TG,
incluyendo missense que afectan residuos de cisteina conservados y el dominio ChEL, asi como
duplicaciones, deleciones, inserciones, inversiones parciales, defectos en sitios de splicing y variantes
nonsense.

En este item, reportamos las caracteristicas clinicas, bioquimicas y moleculares de dos pacientes de
familias no relacionadas diagnosticados con CH. El analisis molecular identificé dos variantes de TG
no publicadas previamente —NM 003235.5:c.1375C>T (NP_003226.4:p.(GIn459Ter)) vy
NM 003235.5:¢.5509-5518delAAAGACACAG (NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12))— junto con
dos variantes ya publicadas, NM 003235.5:c.378C>A  (NP_003226.4:p.(Tyr126Ter)) vy
NM 003235.5:c.7880A>G (NP_003226.4:p.(Asp2627Gly)). La identificacion y caracterizacion
molecular exhaustiva de variantes de TG en pacientes con TDH3 proporciona informacion valiosa que

mejora la precision diagnoéstica y el asesoramiento genético.

Descripcion clinica y bioquimica
Familia SRA

La paciente indice, SRA:II-2, naci6 en 2010 a las 37 semanas de gestacion (peso al nacer: 2910 g)
por cesarea de una pareja no relacionada. Su curso neonatal se complicé con una hospitalizacion de
cuatro dias en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales por sospecha de sepsis. El screening
neonatal al tercer dia postnatal identifico hipotiroidismo primario con una TSH de 65.05 pUI/ml (punto
de corte: 10 uUI/ml). La paciente fue derivada al Departamento de Endocrinologia del Hospital de
Nifios “Ricardo Gutiérrez” (HNRG) a los 15 dias de vida. El examen fisico inicial revel6 una lactante
clinicamente eutiroideo pero con glandula tiroides palpable y aumentada de tamafio. La bioquimica
sérica confirmatoria al dia 15 mostro: TSH: 62.47 pUI/ml (rango de referencia entre 0 y 60 dias: 1.3—
10 pUI/ml), T4: 8.3 pg/dl (rango 0-30 dias: 68 pg/dl), FT4: 1.14 ng/dl (rango 0-30 dias: 1.0-2.6 ng/dl)
y T3: 202 ng/dl (rango 0-30 dias: 80—260 ng/dl). La TG sérica fue de 61.7 ng/ml (rango 0—2 meses: 10—
100 ng/ml). Para descartar etiologia inmune o transplacentaria, se midieron autoanticuerpos tiroideos
(anti-TPO/anti-TG) y TRABs, que resultaron negativos tanto en la lactante como en la madre, quien

estaba sana y con funcion tiroidea normal. Se inici6 terapia de reemplazo con L-T4 a 50 pg/dia. Los
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estudios de imagenes incluyeron una gammagrafia tiroidea con *mTc, que demostré una glandula
eutdpica y aumentada de tamano, consistente con bocio difuso. Una radiografia de rodilla confirmo la
presencia de epifisis femorales distales y tibiales proximales.

Tras 20 dias de tratamiento, el control bioquimico mostré TSH: 19.11 pUl/ml y FT4: 1.36 ng/dl. La
paciente mantuvo un crecimiento y desarrollo regulares durante la infancia con ajustes periodicos de L-
Ts. A los 5 afios, la prueba de retiro de L-T4 confirmé CH permanente. Resultados de laboratorio: TSH:
>100 pUI/ml (rango: 0.5-6.5 pUl/ml), T4: 3.7 pg/dl (rango: 614 pg/dl), FT4: 0.41 ng/dl (rango: 0.8—
2.2 ng/dl) y T3: 119 ng/dl (rango: 80220 ng/dl), mientras que la TG permanecié en 13.9 ng/ml (rango:
6—40 ng/ml). La prueba de descarga con perclorato fue negativa. La ecografia tiroidea mostré una
glandula regular, eutdpica, con estructura homogénea y vascularizacion normal; 16bulo derecho: 2.36
x 0.86 x 1.05 cm, 16bulo izquierdo: 1.94 x 0.88 x 1.02 cm, volumen total: 2.01 cm? (media a los 5 afios:
4.10 cm?®). La audiometria y la evaluacion oftalmoldgica fueron normales. La evaluacion cognitiva a
los 6 afios mostrd puntajes dentro del rango promedio, aunque la velocidad de procesamiento estuvo
apenas por debajo del promedio. La progresion puberal fue normal, con menarca a los 12 afios. Durante
la adolescencia, la glandula tiroides permanecié palpable. La ecografia mas reciente a los 13 afios
mostrd una ecoestructura difusamente heterogénea y contornos lobulados, sin nodulos focales ni
degeneracion quistica; lobulo derecho: 1.2 x 1.4 x 3.4 cm, 16bulo izquierdo: 1.1 x 1.1 x 2.9 cm, volumen
total: 4.79 cm?® (media a los 13 afios: 9.66 cm?®). A los 14 afios, la funcion tiroidea permanecia bien

controlada (TSH: 3.51 pUI/ml, FT4: 1.35 ng/dl) con una talla final adulta de 163 cm.

Familia BAS

El paciente indice BAS:II-2, nacido en 2018, es el primer y unico hijo de padres sanos no
consanguineos. Nacidé de un embarazo y parto sin complicaciones, y fue identificado con CH en el
screening neonatal con TSH >100 pUI/ml (punto de corte: 10 pUIl/ml). Los estudios séricos
confirmatorios mostraron TSH: >100 pUI/ml, T4: 4 pg/dl, FT4: 0.48 ng/dl, T3: 124 ng/dl, anticuerpos
anti-TPO y anti-TG negativos, y TG: <0.9 ng/ml a los 10 dias de vida. Presento ictericia, cara edematosa
y bocio palpable, evidenciado por una gammagrafia tiroidea con **mTec. Se inicié tratamiento con L-T4
con buena adherencia y comenz6 seguimiento. Crecid y se desarrollé normalmente (percentil 90 de
talla y peso) hasta los 3 afios, cuando se retir¢ el tratamiento por un mes. La reevaluacion de la funcion
tiroidea confirmo hipotiroidismo con TSH: >95 pUI/ml, FT4: 0.40 ng/dl y TG: <0.9 ng/ml. La ecografia

tiroidea mostro una glandula eutdpica aumentada de tamano, sin nddulos ni quistes; l6bulo derecho:
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3.4 x 1.0 x 1.3 cm, I6bulo izquierdo: 3.3 x 1.1 x 1.4 cm, volumen total: 4.94 cm? (media a los 3 afios:
2.9 cm?®). Reinici6 tratamiento. A los 4 afios, crece normalmente y su evolucion neurocognitiva es

normal.

Analisis genético molecular
Familia SRA

Se identifico un compuesto heterocigota para NM 003235.5:¢.5509 5518delAAAGACACAG
(NC _000008.11:2.132963035 132963044delAAAGACACAGQG) y NM_003235.5:¢.7880A>G
(NC _000008.11:2.133131829A>G) en el gen TG mediante secuenciacion con panel personalizado en
la paciente indice SRA:II-1. La variante ¢.5509 5518del en el ex6n 29 provoca un corrimiento del
marco de lectura a partir del codon lisinal 837, cambia este aminoacido por una cisteina y genera un
codon de terminacion prematuro en la posicion 12 del nuevo marco de lectura
(NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12)). Por su parte, la variante NM_003235.5:¢.7880A>G en el ex6n
46 produce la sustitucion de un 4cido aspartico por glicina en el codon 2627
(NP_003226.4:p.(Asp2627Gly)) (mostrado en la Figura 6). La secuenciacion directa de los exones 29
y 46 del ADN genomico de ambos padres indico que la paciente heredd la variante
NM 003235.5:¢.5509 5518del del padre sano y la variante NM_003235.5:c.7880A>G de la madre
sana (Figura 6). La variante NM_003235.5:¢.5509 5518del esté reportada en la base de datos gnomAD
v4.1 con una frecuencia de 0.0001% (1/1614046, Europeos no Finlandeses), mientras que la variante
NM 003235.5:¢c.7880A>G también estd indexada con una frecuencia de 0.0001% (1/1614092,
Europeos no Finlandeses). La variante NM_003235.5:c.5509 5518del no ha sido previamente
reportada en asociacion con CH, mientras que la variante NM_003235.5:¢c.7880A>G fue descrita
recientemente por nosotros en asociacion con hipertirotropinemia.

Considerando la relevancia estructural de analizar variantes polimorficas codificantes en TG para
confirmar heterocigosidad y facilitar futuros andlisis comparativos de alelos en casos recientemente
reportados con genotipos similares, se identificaron ocho variantes heterocigotas de TG en la paciente
indice SAR:II-1. Estas incluyeron cinco sustituciones no sinonimicas: NM_003235.5:¢.2200T>G
(NP_003226.4:p.(Ser734Ala)); NM 003235.5:¢.3082A>G (NP_003226.4:p.(Met1028Val));
NM 003235.5:¢.5921T>C (NP_003226.4:p.(Met1974Thr)); NM 003235.5:¢.7501T>C
(NP_003226.4:p.(Arg2501Arg)); NM 003235.5:c.7589G>A (NP _003226.4:p.(Arg2530GIn)). Asi
como tres SNVs sinonimicos: NM 003235.5:c.2334T>C (NP _003226.4:p.(Pro778=));
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NM_003235.5:¢.7408C>T (NP_003226.4:p.(Leu2470=)); NM 003235.5:¢.7920C>T
(NP_003226.4:p.(Tyr2640=)). No se detectaron CNVs en la secuencia codificante del gen TG, lo que
indica ausencia de deleciones o duplicaciones a nivel de exon.

Otros genes candidatos implicados en el desarrollo de hipotiroidismo congénito —DUOXI1,
DUOXA1, DUOX2, DUOXA2, FOXEIL, GLIS3, GNAS, 1YD, NKX2-1, NKX2-5, PAX8, SLC26A7,
SLC5AS, TBX1, TPO, TSHR, JAG1, TUBBI1, CDCAS, THRB, TBL1X, IGSF1, TSHB, FGFRI,
FOXA2, GLI2, IRS4, PROPI1, SECISBP2, SLC16A2, SOX3, POUI1F1, LHX3, LHX4, OTX2—
también fueron examinados. No se detectaron variantes patogénicas en ninguno de estos genes. Todos

los exones fueron cubiertos en un 90-100% (con una profundidad minima de 20x).

Familia BAS

Se identifico un compuesto heterocigota para NM 003235.5:¢.378C>A

(NC _000008.11:2.132871451C>A) y NM _003235.5:¢.1375C>T (NC _000008.11:2.132886747C>T)
en el gen TG mediante secuenciacion de exoma completo (WES) en el paciente indice BAS:II-1.
La variante previamente documentada NM 003235.5:¢.378C>A en el exdn 4 reemplaza un residuo de
tirosina en la posicion 126 por un codén de terminacion prematuro (NP_003226.4:p.(Tyr126Ter)),
mientras que la nueva variante NM_003235.5:¢c.1375C>T en el ex6on 9 reemplaza un residuo de
glutamina en la posicion 459 por un codon de terminacion prematuro (NP_003226.4:p.(Gln459Ter))
(mostrado en la Figura 7). La secuenciacion directa de los exones 4 y 9 del ADN gendmico de ambos
padres indico que el paciente heredo la variante NM_003235.5:¢.378C>A del padre sano y la variante
NM 003235.5:¢.1375C>T de la madre sana (Figura 7). Ninguna de las variantes estaba indexada en la
base de datos gnomAD v4.1.

Se identificaron siete variantes polimorficas codificantes en TG en el paciente indice BAS:11-1. Estas
incluyeron cuatro sustituciones no sinonimicas: NM _003235.5:¢.3935A>G
(NP_003226.4:p.(Asp1312Gly));  NM 003235.5:¢.5512G>A  (NP_003226.4:p.(Asp1838Asn));
NM _003235.5:¢.7501T>C (NP_003226.4:p.(Trp2501Arg)); NM_003235.5:¢.7589G>A
(NP_003226.4:p.(Arg2530GIn)). Asi como tres SNVs sinonimicos: NM_003235.5:c.4506T>C
(NP_003226.4:p.(Alal1502=)); NM_003235.5:¢.7408C>T (NP_003226.4:p.(Leu2470=));
NM 003235.5:c.7920C>T (NP _003226.4:p.(Tyr2640=)). Todas las variantes estaban en estado
heterocigoto, excepto NM_003235.5:c.7501T>C, que fue homocigota. Ademas, no se identificaron

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 29 de 142





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2024-2025. 24

CNVsenel gen TGy las secuencias consenso de splicing (dador y aceptor) se respetaron rigurosamente
en todos los intrones del gen TG.

Se analizaron también otros genes principales implicados en el desarrollo de bocio congénito e
hipotiroidismo: DUOX1, DUOXA1, DUOX2, DUOXA2, FOXE1, GLIS3, GNAS, IYD, NKX2-1,
NKX2-5, PAXS, SLC26A4, SLC26A7, SLC5AS5, TBX1, TPO, TSHR, DIO1, DIO2, DIO3, DNAJC17,
JAGI1, TUBBI, CDCAS8, THRA, THRB, TBL1X, SERPINA7, IGSF1, TRH, TRHR, TSHB, HHEX,
KCNIJ16, HOXA3, ANOI1, FGF8, FGFR1, FOXA2, GLI2, IRS4, PROP1, SECISBP2, SLC16A2,
SOX2, SOX3, URBI1, RGS12, GRPELI, CLIC6, WFS1, TREX1, POUI1F1, LHX3, LHX4, HESX1,
KAT6B, PTPN22, TSBP1, B3GNT2, FGF1, FGF2, B3GLCT, KCNJ10, OTX2, ALB, LRP2, ELN,
HOXD3, HOXB3 y KMT2D. No se identificaron variantes deletéreas en ninguno de estos genes. Todos
los exones fueron cubiertos al 100%. Las secuencias consenso de splicing GT-AG se respetaron

rigurosamente en todos los intrones de todos los genes estudiados.

Analisis de prediccion de aminoacidos de la variante NP_003226.4:p.(Asp2627Gly)

Se aplico un conjunto integral de algoritmos in silico para evaluar el potencial patogénico de la
sustitucion NP_003226.4:p.(Asp2627Gly). De las 30 herramientas de prediccion (SIFT, SIFT4G,
Polyphen2-HDIV, Polyphen2-HVAR, LRT, MutationTaster, MutationAssessor, FATHMM,
PROVEAN, VEST4, MetaSVM, MetaLR, MetaRNN, M-CAP, REVEL, MutPred2, PrimateAl,
DEOGEN?2, BayesDel addAF, BayesDel noAF, ClinPred, LIST-S2 VARITY R, VARITY ER, EVE,
AlphaMissense, CADD, DANN, FATHMM-MKL, FATHMM-XF), 27 indicaron un impacto
deletéreo, mientras que solo LRT, FATHMM vy PrimateAl clasificaron la variante como neutral o

tolerada.

Analisis de conservacion del residuo acido aspartico?6?’

La evaluacion comparativa del dominio ChEL en 37 especies de vertebrados —incluyendo
mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces con aletas radiadas y vertebrados sin mandibula— demostro
conservacion completa del acido aspartico en la posicion 2627 (Figura 8). Esta estricta preservacion
evolutiva respalda fuertemente un papel fundamental de este residuo en el mantenimiento de la

integridad estructural de TG dentro del dominio ChEL.

Analisis de modelado 3D de la variante NP_003226.4:p.(Asp2627Gly)
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2627

El modelado estructural localiz6 el acido aspartico en la region central del dominio ChEL

(Region IV) del mondmero de TG. En el modelo silvestre, el dcido aspartico2627 formaba enlaces de

2611

hidrégeno con tirosina 2386

y arginina=*®°, contribuyendo a la red intramolecular de enlaces de hidrégeno

dentro del dominio ChEL (Figura 9a). La sustitucion de 4cido aspartico®®?’

por glicina
(NP _003226.4:p.(Asp2627Gly)) resultdé en la pérdida completa de estos enlaces de hidrégeno, sin
detectarse otras disrupciones adicionales (Figura 9b). La inspeccion estructural del modelo mutante no
reveld choques ni cambios detectables en la conformacion terciaria global o en el perfil de

hidrofobicidad del monémero de TG. Ademas, el 4cido aspértico?$?’

no forma parte de una secuencia
consenso canodnica de N-glicosilacion (N-X-S/T) ni estd espacialmente asociado con estructuras de N-
glicanos modeladas, lo que indica que la variante NP _003226.4:p.(Asp2627Gly) no involucra
directamente sitios de uniéon de N-glicanos. La Figura 9c muestra el acido aspartico®®?’ localizado

dentro de la region central del dominio ChEL.
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Figura 6. Familia SRA, arbol genealdgico y resultados de genotipificacion. Se muestran cromatogramas parciales de secuenciacion
de DNA genémico (cadena sentido). Los cuadrados representan varones y los circulos mujeres. Los simbolos llenos denotan individuos
afectados y los simbolos semillenos, individuos heterocigotas no afectados portadores de la variante. Los picos tnicos en el cromatograma
indican homocigosidad, mientras que dos picos superpuestos en el mismo locus indican heterocigosidad. Las flechas sefialan la posicion
de las variantes identificadas. El simbolo so6lido representa el alelo con la variante NM 003235.5:¢.5509-5518del
(NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTerl2)) y el simbolo rayado el alelo con la variante NM 003235.5:c.7880A>G
(NP_003226.4:p.(Asp2627Gly)). WT: wild-type.
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Figura 7. Familia BAS, arbol genealégico y resultados de genotipificacion. Se muestran cromatogramas parciales de secuenciacion
de DNA gendmico (cadena sentido). Los cuadrados representan varones y los circulos mujeres. Los simbolos llenos denotan individuos
afectados y los simbolos semillenos, individuos heterocigotos no afectados portadores de la variante. Los picos tinicos en el cromatograma
indican homocigosidad, mientras que dos picos superpuestos en el mismo locus indican heterocigosidad. Las flechas sefialan la posicion
de las wvariantes identificadas. El simbolo solido representa el alelo con la variante NM_003235.5:c.378C>A
(NP_003226.4:p.(Tyr126Ter)) y el simbolo rayado el alelo con la variante NM_003235.5:¢.1375C>T (NP_003226.4:p.(GIn459Ter)).
WT: wild-type.
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NP_003226.4:p.[Asp2627G ly)

Homo sapiens SRALEMATROVEFIICPI IDMASAWARRARGHVENTVHAFEN YGH- -GS LE LLADFOFALGL 2634
Pan troglodrtes SRALEMATROYTFIICPI IDMAS AWAFRARCHVEITTHAPES Yo R--G5 LE LLADPOFAFGL 2633
Gorilla gorilla SRALEMATROYF I ICPI IDMAS AWAFRARCGHVENYHVPES Yo H--GE LE LLANFOFAFCGL 2621
FPongo _prgmasus SRALEMATRDVEFIICPI IDMASAWARRARGHVENTYVHAFES YOH--G5 LE LLADFOFAFGL 2635
Macaca mzlatta SRALEMATROTFIICPI IDMAS AWAFRARCGHVEITY HAPES Yo R- -G8 LE LLADFOFAFCGL 2635
Macaca fascicumlaris SRALEMATROYF I ICPI IDMAS AWARRARCGHVENTYHAPES YCR--GE LE LLANFOFAFGL 2635
Rattmws norvegicus SRALEMATREDVEIICPIVHMAS LWARRTRGHVELTYIIVFES YO H- -GS LE LLADFOYAFGL 2635
Mos msculos SRALEMATROYF I ICPHVHMAS LWARRTRGHVEITYHVFES TG H--G5 LE LLANPOYAFGL 2633
Cavia porcelos SRALEMATROYF I ICPT IDMARRWARRARCGHVENYHAPES Yo H- -G8 LE LLADFOYAFCGL 2633
Canis lupus familiaris SRALEMATROYF ITCPVIDMASHWARRARGHVEITYHAPES YDH--RS LE LLADPOYAFGL 2634
Panthera leo SRALEMATROYF ITCPVIDMARTWARRARGHVEITTHAPES Yo H--55 LE LLADPOYAFGL 2636
Bos_tamrus SRALEQATRDYFIICPVIDMASTWARTVRGHVENTY HAPES YEH- -85 LE LLYDFLYAFGL 2635
Trichechns manatos latirostris SWALEHATROYF ITCPEFIDMASHTWAROARGHVEITYHVPOE S5 R--55 FE LLADPOYAFGL 2636
Colmmbia livia SRALEMATROQF ITCPI INMASYWAAASRGNVEITYHVFES 5508 SLGOE LL IDEOYAFGL 2637
Tasnicpygia guttata SRALEMATROQFITCPI INMASYWAAASRCNVENTYHVFES FE 08 SSCCEFL UDFOYAFGL 2641
Larus michahellis SRALEMATROQFITCPI INMASHWAAASRENVEITYHVIFES 5508 55CG0E LL IDPOYAFGL 2642
Gallos gallos SRALEMATROQF ITCPI INMANITWARANSRENVENTYHVRAS SSES S5C LE LL IDPOYAFCL 2633
Strothic Camelos SRALEMATROQFITCPI INMANITWAANSRCHVERTYHVPES 5508 S5A LE LLEDFOYAFGL 2615
Chelonia mydas SRALEMATROHF ITCPI ISMARITWADHSRENVEITYHVEVS 5508 55C LE LLEDPOYAFGL 2630
Alligator mississippiensis SRALEMATRORFINCPIISMASYWADNSRENVENTYHVFES S5 ES 555 LE LLEDPOYGEFCL 2615
Crotalus tigris SRALEMATROHFIICPT IDMAREWANNEREHWIEIYIVPDS 55 LS 555 VE FOLAFGL 2624
Python bivittatos SRALEMATROHF I ICPTIDMAEDWASHGRENIFHTYHVIES 55 LS 555 LEYVADFOLAFGL 2567
Egblepharis macnlarins SRALEMATROHF I ICPFTIEMARNWACS SRCHVEITHVPES S5 S8 555 QE LS HDIQYFFCL 2621
Xenopus tropicalis SEALEKATROHFITACFVIEMARKITWAENSEGHIVLYIIVPDT L5 05 855G LD LPEDFIRAFGL 2648
Agumarana Catesbeiana SRALEMSTROHF IACFAVEMADYWSHHSEGHVEIT v WFET Y5 08 S5C LD LFEDFIYTECL 2629
Carassins anratuos SRALEMATROLFIICPAVIMAEFWAANTRS SVIRTYHLPED SAYHSAD LS FOeLECT 2599
Cyprimms carpic SRALEMATROLF I ICPAVIMAEFWAANTRS SVHMYHLPED TAYHEVD LEVPHDEFUY LEGY 2593
Danio rerio SRALEMATROLFIICPTVOMAEFWAANTOTGWIITYHLPEN AR YTHEVD LEVPHDPOY LFGY 2583
Astyanax mexicarms SRALEMATROYF ITCPSVHMASFWASHTRS ST HLPODFRHN SAD LS AP IDEQYVECY 2588
Clopea harengus SRALESATRDLFIICPSEEMAEFWAANTESHVELTYH LFENHNT HI SAA LPVF UIDFOLVEGL 2622
Oryzias latipes SRTLDHATROLFIICFALOMAANWAE - SRANVEITYHOPAA DA ADRCD SLYPEDFOLVEFGA 2260
Xiphophorns maculatos SRALNHATRDLF IVCPTV RMALHWAR - SCTHVEQTHOFAS SAJDRADVEVF UDFUFLFCL 2268
Stegastes partitus SRALNHATROLFIICPT LOMANITWAK - SEANVE LEHOF DA A HERAD VE VP LDFOEVECT 2284
Cynoglossns semilasvis SRSLNHATROLFITCPS LOMANFWAENSOSHVE LYHLPAS THHD RADVE WF IDFOLVEGY 2255
Lepisostens oocmlatos SRALEMATROLFIICPIVEMASFWARANTRSHVENYHVFED IT QT STD EAVPHDFOLVEGL 2619
Lampetra floviatilis SWLLEHVSRDTDIVVCPAVIMAENWAS RCEANAF LY T WPTOOS WH TLEWE P SOLAF GV 27342
Lampetra planeri SWLLEHNY SR DVVCFAVIMAENWAS RCEANAF LY T VRFTDOS WH TLEWE P SO QLAFCY 2671
Petrampzon marinns SWLLEHVSRDTDVICPFAVIMAENWARRCGEANAF LY T VRPTDOS WH TLEWE P SQLAFCY 26842

Figura 8. Conservacion evolutiva de la variante NP_003226.4:p.(Asp2627Gly) en la tiroglobulina. a Alineamiento comparativo de
secuencias parciales del dominio ChEL de 37 especies de vertebrados, generado utilizando el programa Clustal Omega. Los aminoacidos
se muestran con codigos de una sola letra. Los residuos de cisteina conservados estan resaltados en amarillo y el residuo de acido
aspartico?®?’ conservado estd enmarcado.
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NP_003226.4:p.(Asp2627Gly)

ChEL Domain

Region Il

Figura 9. Estructura tridimensional de la variante NP_003226.4:p.(Asp2627Gly) en la tiroglobulina. El monomero de tiroglobulina
“wild-type” se muestra en el centro (vista de superficie) segun el modelo clésico, dividido en cuatro regiones: Region I (amarillo), Region
IT (violeta), Region III (verde) y Region IV (rojo), que contiene el dominio ChEL. a) Analisis de estructura terciaria: La flecha negra
sefiala el residuo de 4cido aspartico®®?’ tipo wil-type, mientras que las lineas azules punteadas indican los 22 enlaces de hidrogeno
identificados. Los enlaces de hidrogeno #8 y #9 (subrayados) estin directamente asociados con el 4cido aspartico?®?’ tipo wil-type,
interactuando con tirosina®®!! y arginina®*. b) Conformacion mutante: La estructura abierta muestra la sustitucion del 4cido aspartico?6?”
por glicina, lo que resulta en la pérdida de los enlaces de hidrogeno #8 y #9. No se detectaron choques estéricos en el modelo mutado. No
se observaron cambios en la conformacion terciaria ni en el perfil de hidrofobicidad. ¢) El monémero de tiroglobulina, con la region rosa
oscura indica la localizacion del acido aspértico?$?” dentro de la region central del dominio ChEL.
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Figura 10. Organizacion estructural de la tiroglobulina tipo wild-type y de las variantes NP_003226.4:p.(Tyr126Ter),
NP_003226.4:p.(GIn459Ter), NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12) y NP_003226.4:p.(Asp2627Gly). Modelo clasico de la estructura
primaria adaptado de Malthiéry & Lissitzky, Mercken et al., Parma et al., van de Graaf et al., Holzer et al., Swillens et al. y Molina et al..
El péptido sefial de la tiroglobulina (SP), las unidades repetidas TG tipo 1, TG tipo 2 y TG tipo 3, los médulos de linker e hinge, los
spacers 1,2y 3,y el dominio de homologia colinesterasa (ChEL) estan dibujados a escala y representados en recuadros. El mondmero de
TG esté organizado en cuatro regiones estructurales (I, II, III y IV). Se muestran los sitios de formacion de T4 en el extremo N-terminal
(acoplamiento de un donador DIT'* con el aceptor DIT?*) y de T3 en el extremo C-terminal (acoplamiento de un MIT?7% en el
antepenultimo residuo de un mondmero de TG con el DIT?7%¢ antepentltimo en el mondémero opuesto). Los amino4cidos estén numerados,
incluyendo los 19 aminoacidos del péptido sefial, siguiendo la numeraciéon de NCBI: NP_003226.4 y UniProt P01266.
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Reportamos dos variantes de TG no publicadas previamente —NM 003235.5:¢.1375C>T
(NP_003226.4:p.(GIn459Ter)) y NM 003235.5:¢.5509 5518del
(NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12))— junto con dos variantes previamente documentadas,
NM_003235.5:¢.378C>A (NP_003226.4:p.(Tyr126Ter)) y NM_003235.5:¢.7880A>G
(NP _003226.4:p.(Asp2627Gly)) [41]. La patogenicidad de las variantes fue evaluada manualmente de
acuerdo con las recomendaciones ACMG/AMP, de la siguiente manera: La variante c.1375C>T,
clasificada como patogénica, se predice que resulta en pérdida de la funcion normal de la proteina ya
sea por truncamiento proteico o por degradacion del mRNA mediada por codén de terminacion (NMD)
(PVS1). Esta variante esta ausente en bases de datos poblacionales (PM2_Supp), confirmada en trans
con una variante patogénica en nuestra paciente (PM3), y el fenotipo de la paciente es altamente
especifico para TDH3 (PP4). Las variantes NM 003235.5:¢.378C>A y
NM 003235.5:¢.5509 5518del, ambas clasificadas como patogénicas, cumplen los criterios
PM2 Supp, PVSI1, PM3 strong y PP4; y PM2 Supp, PVSI1 y PP4, respectivamente. En contraste, la
variante ¢.7880A>G, clasificada como de significado incierto pero con tendencia hacia la patogenicidad
(Hot VUS), cumple con PM2_Supp (ausente en controles o con frecuencia extremadamente baja), PM3
(en trans con una variante patogénica en un individuo afectado) y PP4 (fenotipo altamente especifico),
junto con PP3 (herramientas computacionales).

Los criterios clinicos y bioquimicos indicativos de CH debido a defectos en TG comprenden niveles
bajos de TG sérica, TSH sérica elevada y una reduccion concomitante de T4 sérica total con
concentraciones bajas o normales de T3. Un nivel sérico marcadamente reducido de TG se considera
un signo diagnostico clave de defectos en TG. El paciente indice BAS:II-1 cumple con este criterio,
mientras que en el caso SRA:II-1, el valor de TG puede encontrarse dentro del rango normal a pesar de
la presencia de variantes bialélicas en el gen TG; no obstante, se mantiene consistentemente mas alto
que los valores usualmente descritos en individuos con variantes en TG. Otros casos de variantes de
TG asociadas con niveles normales o elevados de TG sérica han sido bien documentados, incluyendo
variantes homocigotas y heterocigotas compuestas.

La TG es una glicoproteina homodimérica de 660 kDa que funciona como el precursor indispensable
para la biosintesis de hormonas tiroideas (TH). Dentro de su estructura, residuos especificos de tirosilo
sufren yodacion y posteriores reacciones de acoplamiento catalizadas por la TPO, en conjunto con el

sistema DUOX, que finalmente producen T4y T3. El gen humano TG, localizado en el cromosoma 8
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(chr8:132,866,958—-133,134,903; GRCh38/hg38), abarca aproximadamente 268 kb y contiene una
secuencia codificante de 8,453 nucleotidos distribuidos en 48 exones (NCBI RefSeq: NM_003235.5).

La traduccion produce un péptido sefial de 19 aminoacidos seguido de un polipéptido de 2,748
residuos que se ensambla en el mondémero maduro de TG (NCBI: NP_003226.4; UniProt: P01266). La
estructura primaria candnica de TG esta organizada en cuatro regiones (I-IV), que comprenden
repeticiones TG tipo 1, 2 y 3, asi como un dominio colinesterasa-like (ChEL) en el extremo C-terminal
(Figura 10). Este dominio es esencial para la dimerizacion de TG y actia tanto como chaperona
intramolecular como escolta molecular para las regiones I, I y III de TG. Todas las formas truncadas
detectadas en este estudio eliminan el dominio ChEL en su totalidad. Los mutantes
NP _003226.4:p.(GIn459Ter) y NP_003226.4:p.(Tyr126Ter) comprenden solo una parte de la region I
(Figura 10), mientras que NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12) incluye las regiones I, II y solo una
parte de la region III (Figura 10). Las consecuencias funcionales de las variantes nonsense identificadas
en este estudio pueden involucrar alteraciones estructurales en la proteina que afectan la biosintesis de
TH, principalmente a través de la pérdida del sitio hormonogénico C-terminal en la posicion 2,766.
Esta region alberga el sitio principal de acoplamiento para la formacion de T3, mediada por la
interaccion  MIT?®_DIT?7%®  entre mondmeros opuestos. No obstante, los mutantes
NP _003226.4:p.(GIn459Ter) y NP_003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12) retienen capacidad parcial para
la sintesis de T4, ya que preservan tanto el aceptor DIT?* (ex6n 2) como el donador DIT!* (exén 4)
dentro del sitio hormonogénico N-terminal.

En contraste, el mutante NP 003226.4:p.(Tyr126Ter) pierde ademdas el sitio principal de
acoplamiento requerido para la formacion de T4. Se puede hipotetizar que una porcién amino-terminal
corta de TG que contiene un Unico sitio hormonogénico, incluso si producia solo bajos niveles
fisiologicos de TH, fue suficiente para sostener la complejificacion de los vertebrados desde su
aparicion mas temprana hasta la fusion del dominio ChEL. Esta hipdtesis se respalda en la observacion
de que se ha reportado un fenotipo de hipotiroidismo mas leve en algunos pacientes homocigotos
portadores de la variante NP _003226.4:p.Arg296Ter. Sin embargo, estudios de expresion transitoria
revelaron que la secrecion del mutante NP _003226.4:p.Arg296Ter era esencialmente indetectable.

Ademas de la capacidad limitada para generar TH activa como mecanismo fisiopatologico
subyacente al CH, también operan vias de vigilancia de mRNA en presencia de proteinas truncadas.

Entre estas, la NMD asegura la rapida degradacion citoplasmatica de transcritos que contienen codones
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de terminacion prematuros, previniendo asi la acumulacioén de proteinas truncadas y potencialmente
deletéreas [66].

En el presente estudio, ampliamos el andlisis de la variante NP 003226.4:p.(Asp2627Gly),
recientemente reportada por nosotros, mediante prediccion de sustitucion de aminoacidos, evaluacion
de homologia proteica y modelado estructural 3D. Veintisiete de los treinta predictores indicaron un
efecto deletéreo de la variante NP_003226.4:p.(Asp2627Gly), y el acido aspartico wild-type en la
posicion 2627 esta estrictamente conservado en TG a través de las treinta y siete especies de vertebrados
analizadas (Figura 8), lo que respalda un papel esencial de este residuo en la estructura y/o funcionalidad

2627

adecuada de TG. El 4cido aspartico=®*’ se localiza dentro del nicleo del dominio ChEL (Figura 9), una

region caracterizada por una red densa y altamente interconectada de interacciones intramoleculares.

2611 2386

Su sustitucion por glicina interrumpe los enlaces de hidrogeno con tirosina y arginina=°°,

debilitando esta red de interacciones fuertemente organizada. Es importante destacar que, aunque el
4cido aspartico’®?’ no forma parte de una secuencia consenso canénica de N-glicosilacion ni estd
directamente asociado con sitios de union de N-glicanos, su posicion central dentro del dominio ChEL
sugiere que la desestabilizacion local puede propagarse a través del dominio e inducir sutiles
reordenamientos estructurales de largo alcance. Dichos efectos secundarios podrian alterar la
organizacion espacial o la accesibilidad de residuos glicosilados distales, comprometiendo
potencialmente la presentacion o el reconocimiento adecuado de glicanos por la maquinaria de control
de calidad del ER. En este contexto, incluso perturbaciones modestas en el plegamiento del dominio
ChEL pueden contribuir a una maduracion proteica deficiente.

Las moléculas de TG mal plegadas pueden acumularse dentro del ER como consecuencia de
variantes de cambio de sentido en el dominio ChEL —como NP 003226.4:p.(Asp2627Gly)— o de
deleciones parciales o completas —como NP_003226.4:p.(Tyr126Ter), NP_003226.4:p.(GIn459Ter) y
NP _003226.4:p.(Lys1837CysfsTerl12)—, resultando finalmente en degradacion prematura. Esta
retencion induce distension del ER, una condicion patologica denominada enfermedad de
almacenamiento del ER (ERSD). Las proteinas mal plegadas son posteriormente eliminadas a través de
la via de degradacion asociada al ER (ERAD).

Por otro lado, Zhang et al. demostraron que, en casos de defectos de TG causados por variantes
deletéreas, la produccion de T4 puede originarse a partir de TG mutante retenida intracelularmente y

posteriormente liberada al lumen folicular por tirocitos muertos. Una vez liberadas, estas moléculas

mutantes de TG son reutilizadas —o “canibalizadas”— por la maquinaria biosintética de TH de tirocitos
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vecinos viables, que las yodan y sintetizan T4. Con base en este mecanismo, hipotetizamos que en la
paciente SRA:II-1, quien porta la variante de cambio de sentido NP_003226.4:p.(Asp2627Gly) que
afecta el dominio ChEL en combinacion con la variante de corrimiento de marco
NP 003226.4:p.(Lys1837CysfsTer12) en el alelo opuesto, este proceso de canibalizacion podria
compensar parcialmente la secrecion deficiente de TG en la interfaz membrana apical—coloide. Este
mecanismo podria explicar los niveles séricos normales de TG, atribuibles a una pérdida extensa de
tirocitos.

En conclusion, reportamos nuevas variantes de TG que amplian el espectro de defectos de TG. Se
identifico una variante de cambio de sentido clinicamente relevante en el dominio ChEL, en
combinacion con una variante de corrimiento de marco, en una paciente con CH y niveles séricos
normales de TG. En contraste, una segunda paciente con HC clasico bocioso y niveles bajos de TG
sérica presentd dos variantes sin sentido que introducen codones de terminacidon prematuros dentro de
la secuencia codificante de TG, resultando en proteinas truncadas con una sintesis de TH gravemente
afectada. En conjunto, nuestros hallazgos subrayan la diversidad fenotipica del CH atribuible a

variantes en TG.

Analisis estructural y evolutivo integrado de la tiroglobulina de Petromyzon Marinus.

En la historia evolutiva de los cordados —que abarca cefalocordados, tunicados y vertebrados— la
capacidad de sintetizar hormonas tiroideas (TH) aparecio6 antes del desarrollo completo de los foliculos
tiroideos. La tiroides, que actua como un importante centro endocrino, produce y secreta triyodotironina
(T3) y tiroxina (T4).Se cree que un ancestro comun de los cefalocordados, urocordados y vertebrados
existid hace aproximadamente 550 millones de afios (mya).

Dentro de los vertebrados, se reconocen dos grupos principales: gnatostomados y ciclostomados
(también conocidos como agnatos o peces sin mandibulas). Su divergencia ocurrié tempranamente en
la historia de los vertebrados, antes de la evolucion de las mandibulas articuladas, una caracteristica
definitoria de los gnatostomados. Hoy en dia, los tnicos linajes de ciclostomados existentes son las
lampreas (Hyperoartia) y los mixinos (Myxini). Segin los registros fosiles, los ciclostomados se
originaron en el Ordovicico, se diversificaron en el Silirico-Devonico y disminuyeron a finales del
Devonico. Mas recientemente, los analisis calibrados con f6siles realizados por Marlétaz estimaron que
las lampreas y los mixinos divergieron a finales del Ordovicico, hace aproximadamente 449 millones
de afios, mientras que la separacion entre ciclostomados y gnatostomados ocurri6 cerca del limite

Céambrico-Ordovicico, hace aproximadamente 493 millones de afios. A lo largo de la evolucion animal,
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la TH ha desempefiado un papel decisivo al regular la expresion génica y coordinar procesos biologicos
complejos. Algunos ejemplos incluyen la metamorfosis larvaria en anfibios, lampreas, urocordados y
peces planos como el lenguado senegalés; respuestas regenerativas tras la amputacion de tejido (p. ej.,
regeneracion de aletas en peces); esmoltificacion en el salmon; diferenciacion celular; regulacion
metabolica; adaptaciones fisiologicas estacionales; y desarrollo del sistema nervioso central. El yodo,
indispensable para la sefializacion de la TH, pudo haber funcionado como un antioxidante primordial
en organismos unicelulares hace mas de 3.500 millones de afios. La aparicion evolutiva de células
tiroideas foliculares, junto con mecanismos para concentrar yoduro en ambientes acudticos, permitid
una sintesis hormonal eficiente, una adaptacion particularmente crucial en ecosistemas de agua dulce
donde el yodo es escaso. Esta innovacion facilité avances fisioldgicos clave como el neurodesarrollo,
el crecimiento esquelético y la termorregulacion, contribuyendo en ultima instancia a la diversificacion
de los vertebrados y a la adquisicion de rasgos complejos.

Los f6siles de lamprea del Devonico tardio (~360 millones de afios) revelan un plan corporal que se
ha mantenido altamente conservado. Entre las lampreas modernas, las especies mas estudiadas incluyen
Petromyzon marinus (sea lampry), Lampetra fluviatilis y Lampetra planeri. Las lampreas inician la
produccion de ganglios trigeminales antes de la metamorfosis larvaria, precediendo a la organizacion
folicular completa que se observa en los adultos. En los mixinos, se encuentran presentes glicoproteinas
yodadas distintas de la TG, que difieren en tamafio, solubilidad, perfil de aminoacidos y composicion
de carbohidratos/yodoaminoacidos. No obstante, sigue siendo posible que la secuencia de aminoacidos
de las yodoproteinas de los mixinos corresponda a un dominio TG o esté relacionada con él.

Considerando la importancia de Petromyzon Marinus en la evolucion de la TG realizamos la
reconstruccion de su estructura genomica y de su transcripto utilizando secuencias depositadas en
GenBank. Analizamos la conservacion estructural y evolutiva de la TG en Petromyzon marinus
mediante la reconstruccion de su secuencia completa. La reconstruccion tanto del gen como del cDNA
se realiz6 por homologia a partir del cromosoma 27 del ensanblaje UKy Petmar 22M1.pril.0 y
considerando los transcriptos Thyroglobulin-like XM 032961839.2 (XP_032817730.2) vy
XM 032961944.2 (XP_032817835.2). La reconstruccion gendmica arrojo una secuencia de cDNA de
9134 nucleotidos que codifican una proteina de 2916 residuos (Figura 11), a partir de la cual se anotaron
los dominios principales y se construy6 un modelo estructural basado en homologia. Nuestro anélisis
de secuencias indica que el locus TG en la sea lamprey abarca 120 kb, est4 organizado en 49 exones y

se presenta como un gen de copia Unica (Figura 12).
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1441 CAGCCGGGTCGCATTGCAGAGAT GCTCTTCGETGRCGEETTTCTGAAGAARCCTCAAGTTC
481 0 P G R I A E M L F G6G ¢ G F L KN L K F

1501 TTCAATTTCACCAGCGCCGTTGGTGFCCGCGECACGTTTARCTTC AGCARGETGTT TGET
501 F N F T 5 AV G G R GTVFNT F 5 KV F G

1561 CAGGTGGGECTGACCGGCATGTACGACGGCGCARACTTTGAGGAACTCGC TCGGCTCTTT
521 vV 6 L. T G M ¥ D GA NV FETELUATERILF

1621 GOCCCCGGUGAGGACTCATACCT CACCCGAGGCTCCTCCAACTTC TCGCGAGAATCCTTC
541 A P G E D 5 ¥Y L TR G S5 §8 N F 5 R E 5§ F

1681 AACTTTGACCAGTCGATC GACGACCCCTTCGCGC GTECAACAAAC CTGGAGCGGAACAGA
531 W F D O 5 I DD P F A R A TN LEZ RMNR

1741 AACGTCCTCGGATTTGTC GTCAC GCTCCTCGAAGACGCACGTTTC TACGGCCTCGTCAGG
581 N v L 6 F VvV VvV T L L EUDAZRT FY G L V R

1801 GACATCACCCCTCTCATC GGGCT CAGCGECGGEGACGTGGEETTGAACGC GCTGACCTTC
601 p I T P L I G L 5 G G DV G L N A L T F

1861 CTGCGCATGGECGGAGGAAGACCGACCGACGCAGAACGCCGCGEAC GCCGCCGACGGLCCG
621 L R M A E E D R P T QN A AD A ADG P

1921 COGGCGTCGCGCCCGTTC GTGGC GCGETGLGECGAGGAC GEGGGE GCCTACGAGCC GGTG
641 P A 5 R P F ¥V A R C G ED GG A Y E F V

1981 CAGTGCCACGGCGCCGECCTGCTGETGECGTCGACGCGCAC GEGAGEGAGAT CGOGRFAACT
661 0 ¢ H G A A C W C V D A HGERETIOALGT

2041 CGCGCGGTCGGCGECGLGCCGCCGCGETGCCCGAGCGCGTGCGAGGGAGA GCGAGC GOGH
6681 R A ¥V G G A P P R C P 5 A CE G E R A R

2101 GCGCTGC TGGCGCGEAGGGECCGCCCGETGEGGACGCCGCTGTTC GTGCC GGAGTGCGAC
701 A L. L. A RRGRPV GTZPULFUW¥UPECD

2161 GGCGCGGGAGACTACCGGCCCGT GCAGTGCTCOGGCGACCGCTGC TTCTGCGTCGGLGCT

721 ¢ A G D ¥ R PV O C S5 GD RICUFCVWV G A
Exon 10
2221 GGCGGM;CGGAEGI'CCCCGGGM]CGGGAEGCCGC'I'CGGCGM]CCCGI‘GAE(@CCCMC

741 6 6 A E WP G T GRUPLGDPWVTCPT

2281 CCTTGCCAGGCGGCCGLT GCCGECGAGCT TCTGC AGCAGCTCCGT CACCT GFGCCCGETG
761 P C O A A A A G E L L QO LERHLG P V

2341 CTACGCGGCGACGCGCCGAGCTCCCTGCCGCCCC TCTACGTCCCACGETGCGACGCGOGR
781 L. R G D A P 5 5 L P P L ¥ ¥V P R C D A R

2401 GGCGGGTGGCGTCCGETGCAGTGCGATGGCGCCGGCCAACAGATC CGGGAGTTTGTCGAC
601 6 G W R PV O CDGAGOQTIURETFWVTD

2461 GCGTGGACGAAGGACGAGGGEAACGCTTC CARAGCCACGCTCTCC GACCT CAGGGAGCTC
821 A W T K D E G N A § K A T L 5 D L RE E L

2521 CTCGCGCGAGTTCGCGGC GCCGETGECGGOGFCG GGG GAGGGACTGCGAAGCTTCCTG
641 L. A RV R G A G GGG GGG EOG LRSS F L

25381 AGCTTTCTCTACGACTCTGGCCGTCAGGACATGT TCCCCGAACTGTCGCT TTACCCATCG
61 5 F L ¥ D 5 6 R O D M F P E L 5 L ¥ P 5§

2641 TTGCGGGGTCCGCCCGAAGTCTTAAARCTTCTCCGGCTCT TCCGGC CGGTT TCTGCGAAAC
g8l L R G P P E ¥V L R F 5 G 5 5 G R F L R N

2701 COCGAGGTGGTCTGEAAGATCCT CACGEAGAACGCGTCC TTCGTG TATACCGGCGATTAT
901 P E WV V W K I L T E N A 5§ FV ¥ T G D ¥

2761 GCCGAGT TCAGCGECCGC TACGC CGACT TTGAGT CGLGGCTGTGE TGETGCGTGGATGCC

921 A E F 5 G R ¥Y A D F E 5 R L € W C WV D A
Exon 11
2821 GCTGGOCACGAAATCGAC GETAC CCGCACCGCCT CGOCAGGOCAGCTGCCARAATETCCC

941 A G H E I D 6 T R T A 5 P G O L P K C P

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pagina 362idd422





Informe Profesor Consulto Titular, HM Targovnik 2024-2025. 37

2881 GGCGCTTGCCACTTGRCGGCOGC GEACGT GAGCC GCTACCTGCAGCAGHC GGACCTGCTC
961 6 A C H L A A A D V 5 R Y L Q0 QOQATDLL

2941 ATCGGCAGCGCCGECGLC TCGTC GGG CGAGGGOGTC GCGTTT GGLCGGFECCTOGG
981 I ¢ 5 A G A 5 5 A G E GV A F G R G L A

3001 TTCACGGAGGACGAGCTGCTGGGCTCGCC TCTCGGCCTC GEGGAC GTGAAGGEEEAGETG
IUUIFTEDELLGSPLGLGDVKGEE’12
xon

3061 GOGGCCGTCOTCGOCGGCGEEACGGECTACGCCGTCCGACTEGCGGCGCAGGCCGEAATG
10217 A AV L A G G T G ¥ A V R L A A QO A A H

3121 CATTTCCACTGGCGACGGCGTTTCTTCGGACCGGGCACCATCGGGGAGGGCGTCTTCAAC
1041 H F H W R R R F F G P G T I G E G V¥V F N

3181 GGCTTCGACCCGTACATGCCGCAGTECACGGAGT CGGET GECTGE GAGCC GGCGCAGTGC

061 6 F D P ¥Y M P O ¢ T E P G G W E P A O C
Exon 13

3241 GACAAGAGCTCCGETTTC TGCTGGTECET GRACGCTGCC GECGAG TTCGT CGCAGGCTCC

1081 D K § 8§ G F C W ¢ vV D A A G E F WV A G 5§
Exon 14
3301 CTCGTGGCCCGACCCAGGCECCEGECGCAGTECECCACACCETGC CAGAGAGCCCGTGCC

11 L. v A R P R E R P O CATUPCORAR A

3361 GAGGCTCTTCTCACCGGC TGGAAGAGTTTGGGCT CCGTGGAARRC GGCAGCTCCATCGAR

1121 E A L L T G W K S L G 5 vV E N G 5 5 I E
Exon 15

3421 G'I'CC'I'CACCAMCMMGCCGGCC'I'GCMCCC(EGGGGGGGCAG'I‘PCG&GGCGCGGCM

1141 v L. T K H T P A C T P A G G Q F E A R Q

3481 CGOGACTCCGAGTCCGGGCCGGAGCGECGCTCGT GETGC GTGGAT CCCGL GAGCGFACAG

1161 R D 5 E 58 G P E R R 5 W C VvV D PE"&SWGG
xon

3541 CAGGTGGAGCCCCTGEECAGGEACGACCCAAGCGGAGGCGCTCGC THCCC GAGCCTGTGE

1182 9 v BE P L. G R D D P 5 G G A R C P 5 L C

3601 GAGCTGCGGCGGCGGCAAGCCCT GCTGCGCARCGCCGGGTTGEGATCGGT GCCCGAGTGC
1200 E L R R R Q A L L RN AG LG S WV P E C

3661 GATTCCCGCGGGGATTACGOGGC GCGGCAGTGCGCCGACGGEACG TGCTGGTGCGCCGEC
1221 D 8§ R G D Y A A RQCADGTC W CAG

3721 GOOGGCGGAGAGGAGATC COCGACACGLGGOGGC ACGCCGEEEAGCCGGGCGTCGTCTGC

1241 A G G E E I P D TR UEREHAGE P GV V C
Exon17

3761 CACGRAGCCGCGGTGCGAGCTGCC CCAAGATGAGAGGCGTGCGEGACGETGGECCTTGETG
1241 H E P R C E L P O D E R R A G R W A L V

3841 TGOGAGGATGGAACCGECCGCCACCGCCGCCACCGCCGCCGEGCTGCAGCGGTGCTTGETA
1281 ¢ E D G T A A T A A T A A G L O R C L L

3901 GOCGTGCCTGCGTGGGTTT GOGCACACGCTGGACGGCGCCGGCCAT GATGG TGGTGCGCCG
1300 A C L R G F AHTULDGAOGIHUDGTGAP

3961 CGAGAGTTCCAGTGTAAC GOCACCAGCGGGGAGT GGATC GGETCATCGCC ACAGCC GGALC

1321 R E F O ¢ N AT 5 G E W I G 5 5 P O FP D
Exon 18

4021 GCMCAG@MMCCATGGCAGGCGGTGCABCTGAGCATCNCTTCMGCTGCGC

1341 A C O E I H P W O A V OL 5 I 5 F T L R

4081 TTCCCAGAGGAGAAGATGTECAACCCAGAATACGAGGGCCTCCTGGAATC CTTCAACTCC
1361 ¥F P E E K M C N P E ¥ E G L L E 5 F H 5
Exon 19

4141 TTCCTGCTCGCAGACCTCACTGC CCGGEGCTTCT GCCACCTCTCCAATAGCGCGCAGTCG
1381 F L L A D L T A R G F C H L 5 N 5 A Q 5

4201 GOCCCAGGCGGAGGCTCC GACGC GETGGC GGTGT GCGACGCCGCC TCCGT GCGGET GCGG
1401 A P G G G 5 D A W A WV C D A A S5 VWV REV R

4261 TGCCAGGACGCGCTGCGCCTCTT GETGAACGTCACGTGEAGEAGC TCGCTCTCGAGACTG
1421 ¢ o D A L R L L ¥W NV TWU RS 5L 5 R L
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Exon 20
4321 CCGGPCCAEAGCTMCCCGAECTGCMAACATC(@GPGCGMGPGGCGCMGCGCM
144 P VvV O 5 ¥ P D L H N I E R A F WV A H A 0

4381 CGCTTCGCGCAGCTGCTGGACGATCGCGGCTACC GOCTGGCGCTCARCGGCCGOGACTAC
l48l] R F A Q0 L L D D RG Y RL ALDNUGU RTDTYXY

4441 TCCTCCGAGGGAGCTGCCCGCTT CCECAAGGACGAGCTC TACGACACGTC GCCCGCGTTC
1481 5 5 BE G A A R F R KE D E L ¥ D T S5 P A F

Exon 21
4501 CGCGPGGCTPGCGAECCGGGCTATGPGCGCATCGCGCAAGGM‘GC(ESCGI'G'I'CCCCGG
1501 R ¥V A C E P G ¥ ¥V R I A Q0 G C A A C P R

4561 GGCTCGECTGTGGAGAGAC GGEGGCTECGCGCTET GCCCCGOCGAT CATTACCAGGACGAG
1521 6 S L W R D G G C A L C P A D H Y QO D E

4621 GOGGGGCAGACGGCCTGCACGCCGTGCCCCGCCGACACCGGCACC TTGACCGCCGGCGCC

1541 A G Q T A C T P C P A D T G T L T A G A
Exon 22

4681 GCCGCCGCC'I'I'CCAG‘I‘ECGGM]GCCG‘I‘GCGAGCGGGAGGCTC'I'GAEAEGGGGGCAGCTG
1%61 A A A F O C R T FP C E RE A L RUEREG QL

4741 GGGGECTGGCGAGCGACTGGAGCT CTACTGCGACC CAGAGGGCCTC TACGAGGGAGAGAAG

1581 6 A ¢ E R L E L ¥ ¢ D P E G L Y E G E K
Exon 23

4801 CCGGCCMGGGAGGCCMGAWA&GCAGGAWHTMGPCCCATCGGAGGAE
1601 P A KE G G O D E W R R MVF EZEVWY¥ P 5 E D

4861 CTGGTTCTCGGGGCCGTGGACGC AGTGGC GCTGAGARATTCGAACGGAGAC GGGGCCTGTG

1621 L vV L. ¢ AV D A W A L R I R TETG P V
Exon 24

4921 CAGGAGETGGAGCCGCGC TETCT GCAAGR GTGCC TGAAG GAAGAGCGCTGCGACTTCTTT

le4l QO E vV E P R C L Q E ¢ L K E E R C D F F

4981 GTCTTCTCCACCCAGGGT GACGT CAGCTCCTGCC ACTTC TACAAC GGCTC GCGGRAAAGT

161 ¥V F 5 T 0 ¢ b v 5 8 € H F ¥ N G 5 R E 5§
Exon 25
5041 TATCAGPGCGAEMAGCGCCGGMEBCCTGGGPTCCTCGGGG%ECCCGAC'I‘CGAECTGG

1681 ¥ o ¢ E K A P E ¥V P G F L. G D P D 5 5 W

3101 GTGGAGCGTCTCAGCTGC CGOCCGCGAGT GTCCC TCCCTCOCGGC TCCGTCTTCACCGTC
i7m v E R L. S ¢ R P RV 5 L P PG 5 VWV F T V

Exon 26
53161 TMAGGAAEAM(ECMGAGCTGCCCTCGTGGGMGGCCAMTGTMCGCCCCMGGGC
1721 ¥ R K E G H E L P 5 WD G QL ¥ R P T G

5221 TTCGGGAACGCGGCGAGC GGCGC GTATCGGACAC TGECCCTGCCGGCCGGCACCACGACT
1741 F G W A A 5 G A Y R T L A L P A G TT T

5281 CTGCCGHACGCGCACCTC TACTGCCGCTCGGCGT GCAGC GCACAGGCGTGCTGCGACGEC

1761 L P D A H L ¥ € R 8§ A C 5 A Q A C C D G
Exon 27

5341 TTTCTGCTCAAGGAGCTGCCGCTCG%EAAC(E;TGCWGPGPGCGCATTGCNTCGGGC
1781 F L L K E L P L D W G ¥V L VvV ¢ A L L 5 G

5401 COCACGGTGCTCACGTGC CGCGCGCCGTGGTGGC CGOGCACGHCGGACGAGTACGGCGAC
i1 P T ¥V L. T C R A P W W P R T A D E ¥ G D

5461 GGGGAGTGCTCCGGGCTGCGCGT GCACARAGCCCAGCCGCACCTTC GGCTTCAGCCTCGGE

1821 6 BE C §$ G L R ¥ H K P S B TPF G F S L G
Exon 28

5521 GGCGTCCACTACAACGCCACGTTCARAGACCTGGGAGCGT ACGAGARGGACGCCGGACTT

1641 6 VvV H ¥ N A T F KD L G A ¥ E ED A G L

3581 COCCGAGCCTCGGCCCGECCCTC GAGCGETCCAC TREAGGITGEC TTCAC GTTGRACCTG

181 P R A 5 A R P 5 5 G P L E A G F T L D L
Exon 29
53641 CAGCGPGGCGGGGCCCTCTPCAECCAEATCTMCTWGGGCMEAETG&AGCTGGGTCA

1881 0 R G G A L F 5 0 I ¥ L W A G 5 E A G 5

3701 CGTGATGTCTGC TTACACACCAAGGCCTACACACCTCAGCCCGGEGAGCC GECCGRAGAG
191 R D ¥V C L H T K A ¥ T P O P G E P A G E
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Exon 30
5761 GAGGAGGAGGATGTGTCT TACCACTCAC CACAAGACGAGGECGAT GTGTC GGGACGCTTC
1921 E E E D V S ¥ H S P Q D E A D V S G R F

3821 TOGACCCTGCGGCCGEAGGAGGT GACGCT GCAGC CAGAGATGCGE GTGEE GLAGCAGAAL
1541 5 T L R P E E V¥V T L O PFP E M R V A 0 QN

3881 TTCTGECTCTTCCGGEAGGGCCTTCTCACCGCAGC AGCAGGCCACC TCGTGGTGCCTCAGA

1961FF:I'I‘I‘:HFRRAFSPGCIGATSHCLR
xon
5941 A CGGCGGGACGCGCTGTGCARGGC CGCOCGCGGETGGRAGAC GGCCCGGCCGGCTGG

1981 R ¢ R R D A L C K A A AV GD G P A G W

6001 CTCGAGTGCCTCCTCTAC COGGACACGCAGAGCT GOGGC ACGAGC CAGGAGCTGC T GGAG
2000 L E € L L ¥ PDTOQS S COG TS5 QE L L E

6061 CGGCCCGCACGCGOGCCC TOCTGCACCAGCCTGC TGOCCCGEATC GACGG GACGCTCTAC

2021 R P AR A P 5 ¢C TS5 L L P RTIUDGTL Y
Exon 32
6121 CGGAAGCGMEGGI‘GCCGAEGGGCCWPGCGMGCCTGTMCGCCGCMGGCTHCCGC

2041 R K R D G A E G PV R R L Y RURTATF R

6181 AGCGAGATCGGCGTTCTGCTCCGTAGCGT TGCCAACCTCACCGGCATGGC TCTCTC TGALC
2061 5 E I 6 v L LR 5 V A N L T G M A L 5 D
Exon 33
6241 G(EI'CTCGCGGTGCGAGCGAMGTGCGACGAGGMCCGTGCTGCGﬁﬁGGC'I‘I'CGCC'I‘I'C
2081 G F S R C E R T C D E D P C C E G F A F
Exon 34
6301 CTCAGGCGCGCGCTCTCGAGTGGGGAGEC GCTGC TACAG TGTGCGACGCACACGGECTCT

211 L R R A L 5 5 G E A L L Q CATHTG 5

6361 GGCGTGCAACTCTGCGEC CGOGAGTCGCCGETGERCGCCACGTTT GGETGLCCCCCTCOC

2121 6 v O L ¢ & R E 5 PV G ATV FGGC PP P
Exon 35

6421 GGGETGEGACACCGCGAGC TCCCTGITCGGGPGGPMAEGGCMAG(&GTPCCMCCCC

2141 6 v D T A 5 5 L F G W ¥ R A Q A R S 5 P
Exon 36
6481 CAGACTGCACAGCTCTGCCCTGCAGTGACTCTTCCTCCAGETCCGACCARAGGCGCCGCT

261 QO T A Q L C P A VWV T L FP P A P T K G A A

6541 GACGGCT TCCAGTCCCTGGACGT CTCCACGGCCGCGETCGACCCGACCATCTCGGCCTTT
2181 b G F Q § L D VWV 5 T A AV D PFTTI S5 AF

6601 GACGTCGTCGTTCTCTTGGGECCCGRAGCCGEGEGATCTCCGOGAGCGGC GCCGCCGTCC

2201DVVVLLGEP%TAGGSPRAAPP‘S
xon
6661 GACGAGTGGTGCCTGGCARCGTGCCAGCGGAGCCCGTGE TGCGCG TCCGT GEGEEETTCGE

2221 D E W C L A A COR S P WIOCA S5 W G WV R

6721 CACCTCGGGGACAGCACGCGCTGCETGCTGCACGCCGAGACGCTGGCCTGOGGCTACGGE
2241 H L G D §S TR OC VWV L HAZETULAZCTGTY G

6781 GCOCCGGGGGGGCCGCCAC TGCCGGCTCGGCGTTC TCGAGCCGCCC GCCCGTCTCTACCGE

2261 A R G G R H CRULGUWVLEUPUZPAZRLTUYR
Exon 38

6841 AAMGAAAGTGAGCCTGGGCACCTCCTECGC TGCCCGCTGT GGCCTGTACTC CCCCGGGLAG

2281 K K A 5 L G T 5 € A A RCOGULTY 5 F G Q

6901 COCTGCCAGTGCAACCGC GAGTGCCAGCGCTTCGGAGAC TGC TG CCTGACGCTGCCGTC

2301 P C O C N R E C OQRVF GD CC PDAAV
Exon 39
6961 TGCC'I'CGEBGCGGCCAEGGCCCCGPGAGGCCGGTGGTGCCGCTGGGCTCGGG@\EAGCTC

2331 ¢ L 6 ¢ GOQGPVEPVV PLG S5 GO L

7021 CAGGGGGCCTCCCGGACGGTGEAGGTCGACTCCC AGGTGAAGGTGGTCGACGTCTTCCTT
2341 Q0 G A 5 R T WV E WV D 5 0OV KV VDV F L

7081 GGCGTCCCCTACGCTGCGCCTCCGCTGGACGCCAACCGC TTCAGT GGCCCGCAGCCCCCG
2361 ¢ vV P Y A A P F LD A NERVFS OGP OF P

Exon 40
7141 CGGCCGCTCGOCGTCAAC GAGACATEGEACGCAGACCGC TACANGCCGGACTGTCTCCAG
2381 R P L AV N ET WD AUDUZRYUEKUPTDTCIL Q
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7201 CCAGACGGTCAGCGAGGCACCTCCCTGTC TGAAGATTGTCTCTAC CTCARCATCTT TGTC

2401 P D G QO R G T 5 L 58 E D € L ¥ L N I F V
Exon 41

7261 CCCAAGGMAGEGCMMGCCTCCGPGCTWWH‘CTTCCCCGGAGGMAACTCC

2421 P K V E P H N A 5V L VFFP GG DHN S

7321 TTCGGGGGCTCGGCTCAGGGCCCCCTGEATCCCTCCTACCTCGCC GCCCT GGGCGACATT

2441 F G G 5 A Q G P L D P 5 Y L A AL GDTI
Exon 42
7381 ATCGTGETCACGGCCAAC TACCGGCTCGGCCTCT TTGGC TTCCTGAGCACCGHGGACGAG

2461 I V¥V T A N Y R L G L F G F L 5 T G D E

T441l GCAGCGGCCGECAACTGGGECCTCCTGRACCAGC ARGCCGCCCTGCGCTGGGTTCGEGAC
2481 A A A G W W G L L D OO A AL ZRWWERTD

7501 CACGCGGCGCTCTTCGGEC GGCTC GRFCCGETGCCGTGACGGTCGCT GGCGACCGGAGCAGT
2501 H A A L F G G 5 A G AV TV A G D R 5 5

7561 GOGGACAACGTGGGGCTGCACCT GETGECCCCGERCAGCCGAGGC CTGTTOCAGCGCGOC

2521 A D NV GG L HL WV AUPG S RG L F QBR A
Exon 43

TeZl ATCCTCA@GGGPCGGPGCTGPCGCCATCGGCCGPGCAMTGMTC'I'GCCMCGCC
2541 I L M G G 5 ¥V L S P 5 AV QL D S AT A

7681 CGCTCTCAGGCCGCGTCACTGEC CCAGCTCGTEEGCTGE GROCAC TCCAGCAGCGAGTALC
2561 R 5 0O A A 35 L AOQDQLWVGCOGH S5 5 5 E Y
Exon 44

7741 CTCGTGCGOTGCCTACGC GACCGCTCGECGCTCGCTCTCAACGCGGCGCAAGCGCAGTTG
2581 L vV R ¢ L R DR 5 A L A L N AAMDQDDAZOQL

7801 CTGAGCGGTGAGTACCTGCAGCGCTGEECCGCGGTCGTC GATGEC CACTTCCTGCGCGAL
2601 L 5 G E Y L. QR W A A WV V D G HF L R D

7861 ATCCCCGCGGAGGCCGCTGOCCGCGEGGCCCTGGCCGACGTGRACATCGTCCTCGGCGCC

2621 I P A E A A AR GALADVD IV L G A
Exon 45
7921 ACGGAGGACGACGGTECCCTCGGEGCGOTCACGEC TCCCGCAGGTG TTTCC CAGGTTCACC

2641 T E D D G A L G R 358 R L P OV FPURTFEFT

T981 TCGATGAGCTACAGCAGC GOCGECTTCGACGTCGCTTTGCAGAAGGTGCT GCGTGECGCC
266 5 M 5 ¥ § 53 A G F D WV A L QKW LUERTG A

8041 GGGGRCCAGCTCGTTCGCGCGOGACGCCGT GOGAT GETTC TACARGCGEEEAGRCGECGIC

?681 G A 5 5 F A R D A VR WUPF Y KURGTUDTG A
Exon 46
8101 AACCCACCTCCCCTCGOCGACGACGAGTCCTGEC TCCTGAGCAAC GTCTC GCHGGACTAC

2701, N P P P L ADDE S WULULS5UNNW S5 RTUD X

5161 GACGTGATCTGCCCTGCT GTGCACATGGC GGAGA TETGGGCCGCACGCGGCARAGC GAAC

2721 p v I ¢ P AV H M A E M W AU RUG KATN
Exon 47
8221 GCCTTCCTCTMTMGPGCCGAEGCAGCAGPCGPM@I‘G@GTGGGAGCCMM

2741 A F L ¥ ¥ vV P T 0O Q 5 WNTULEWEFPFH

8281 AGCGACACGCAGCTGECATTTGGGETGECCGCTGCACCCC GAGRGEAAGGGOCGCTCCTGE
271 5 b T Q L A F G V¥V P L HPF EREKTGU R 5 C

8341 GTGGEGCGAGCAGCAACTC TCTCGACACTTCATCGGETACCTGECCAACTT TETGAAGTCC

2781 v 6 E Q0 0 L S R HF I G Y L A N F V K S
Exon 48
8401 GEAGACCCGAGCTTCCCGARCAGACACGE GOGTGGCGCCGGOAGE CGCCTCOTTCCAGCG

2801 6 D P 5 F P N R HARTGAG S RILL P A

G461 TGGCCCAGGTTCTCCCTCAACGAGGCCGGAGGCT TCTAC AAGGAGGTGCGGGCGEGCATG
2621 W P R F 5§ L N E A G G F ¥ K E V E A G M

8521 CGCAACCAGAGAGGCCTCAAGAT GCGAGAGTGCTCCTTCT GRAAGGACTACGTCCAGCCT

2641 R N O R G L KM REC 5 F WEKUDY WV QP
Exon 49
8581 CTEATGGCCGCCMMEGGCATCGGCGAGGTGGABCGGCAGPGGAEAEAGGMTACAM

2861 L. M A A T G G I G E VvV ER QWU RETDJY N
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3641 GCGTEGCGTCAGGAGGCCCTGCTCGAGTGECGGETCCAGATGAGCAACTTCC GAGCGGIG
2881 A W R Q0 E A L L E WER WV OM 5 N F R A A

3701 GTCACGGAGAGCATGGCGACGGAGCGACCCGCCGCCGCACCATACGT GIGAC CCGCCATC
2901 v T E S M A T E R P A A A P ¥ V -

8761 TAGCGCCGTGCCATCGTGCGTAGCCACCGCCGCCATCACCGC CACCACCGCCGTGATCTA
8821 AACTAGGCGCACGATAAGCTACTTCTATTTTTGCAGATCACT TTTACTCTCCGGACTTTT
3881 GGATGTGATTTGTAAAACATGTTTTTAAATGCCGETT TGATT GCATATAATCTGCTTTTT 3t TR
8941 GTTTTTCATGGGGAGCTTCTGTTGET GCTTACTTT TGGTTAGCGGTAGGTCC TGCOGGCTA
9001 TAACTTCCCGGGCATCCGGCGATCAT CTCACACGTACCGAAAACGTCCCTCGTGAAGTCT
9061 CTGRCACCTCATCTTTAAATAAAATAAAGCCTCTGTACTGTCCGTTATGTTT GAATARRR

Figura 11: Secuencia de cDNA de la tiroglobulina de Petromyzon Marinus. La secuencia de nucledtidos se
muestra en la linea superior y la traduccion de aminoécidos se indica a continuacion. Los aminoacidos se representan
mediante un c6digo de una letra. La adenina (A) del coddn de inicio ATG de la metionina se denomina nucle6tido
+1. Se indica la posicion de los exones.

Esta secuencia fue depositada en GenBank: BankIt3079317 cDNA Petromyzon Marinus_Thyroglobulin, GenBank
accession number PZ375127.
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ATGAGGACCTCACCTTTACTGCCAGCCACCACCACCCTCTACCTGGTCCTTTGGATTGGAACCATATCTGCACTCGgtac
cctcaccctctgtectetgttgetegecacattttectaacaaattgttttectecgagggtaggattggegetgttectactget
tgtggtatttgcgactgttcgggcacatctgctectgeeccttgetgecttaaagegegactgectetgecacttettette
cctgatctacctccattcecctecttgttccattcattgatgtgetttecggaacgtttgtttgegtgatttagagectgaat
atgaaagttgctgttgttgctttggtcagctgatgtacggttctgccacgttecttgttgagectttgatcatectttctge
cacggtgcgaaggagcttgtcaatgccgctaatcecgtttttaaatgecccattattgtgtaacttttgtgtettgattattt
atgcgttgtgagtatattcttggttctttcggtaaagtcacgtagagtcccttctacgtgactttacagaaagaaccaag
aatatgaatccctgcagtcacgaaagctttaaatcaaagttgtgagegtctttagtgttectactacggaggtgectcatg
attgtatcgcttcccgatgtgtgettgggttgtacctccatgttgettggettcatgtccaacaaagaaagttatttectg
gatttgaagcttccgtgactgcaggaatccatactetttggttcttteggcaaagtcacgtaggtagaaaaaataataga
ttgccacacaaacaatcgacgattgcttgtgtggcgatcgaaacgtcgtgatctattattattttttctacctacgtgac
tttaccgaaagaaccaaagagtatagaaagttctcgtataagctcccagecccatgaagtgaaccataggacatcatgeeg
aacagcatttagtgcaatccaaaaacacataggagggctttcatgtgattttcagtttcaacattttcgtgcaattttta
tttgttactaaatatgtaccgtgtgtgecgcacagAGTACAGCGACTCGAAGACAAGCCTTGCCTCGGCCTGTGAGCTGCT
GCGGCAGCAGGCGATGGAGGACGGCCGCCTTCACGTTCCCCAGTGCAGCCCCCACGGCGCGTTCAGgtgecgecgtgatge
agccggaccacacacgcaccgtcgagggctgagagtgaagccacgtggtctgggtttttagacgattaaatgtecegteg
tataaaaaagccaggcttaatttcagctgggcctgtccagatcggtggaataggttgacacaagcagggagaagtaagag
agcgggtggacgggagtggattgagatgagaggggagaggtaggagagttcttggaggggagtagagtgagatgagagag
gagagggacagcacgtgtaagtccatggaatttcttgeccgacggtgeggtcaatattgagacaggtcttgaatgtgatect
cggtgttgtttttctcttgecgaacttcacttecctgcaactectgttgtectecgetgagtectececctgecagGCCGTTGCAGTG
CGACGCGGCAGGAGAGCCGTGCTGGTGCGTGGACGCCGCCGGGGAGGAGCTGCCTGGCACCAGGAGAGCGGAGGGCCCAC
CTCCCTCATgtcagtgccagtctccaaacacgaaggcccaagecgtacacattgagactcacatcacgcaggectecgetggg
acagctccatcggcagtgtcgtgtgatttgtettgttgegtggcattacatatttagcaacagtgattaaagegatctaa
gtaagtttgattcccggtggtaatgtagttagtagtgegtcgtgctatgaacctggctacccaagtccaattcatggeta
acgtcagtggcgagcgacatctcaaccgaccatgccctcececectaccttegecaacccacactgaccagegtggtgaaat
atagtgaaataatccctgtgaccggcatggcatggtgaggacttcatccagcagtagaattacaaagatcaataagctaa
gcgctaaccaataagccaccteccgeccatatatcagagattctatatgtcacatgtgggettttactagattaggagattg
ctgccatggcataatagcacactgcacatgcaatgcagagctcaccggttcgatcttctggcacggcatttgaaaccacg
gggacaagtttcataaatccceccccaatgectetgteccacccagecagtagegtgtggtgtggtaaagtgtgggecagaaa
tatgctgtagaggggctctatggagctccctctagectcaggctagtactgcaaacacaactgatactacaatcacaaaaa
taccggagctgctttacaattaactatagctactttgtatgtatattaatagccaaccatgctattaacaacagtaatag
acggtctgtccagagctccctctagtggaggecctttectgecageggtggegtgagctagacattcaatcagaatcagaat
atgtattcatactagagagaatccgatgggccatgaagctctatgtcacagatgtccagttgcagggectgcacctttace
tctgttacttegttgettgetctggtetggectggactgggtccaaacacggcacgecgacggecccctecgegtgtgeecgg
gcagGTCTGTCGTTCTGCCAGCTGCATCGGCAGAGGGTGCTCCTGAGCGGGTACCTCAACGGCACCCGCGCTCTCCACCT
GCCGCAGTGCACCCAGGACGGCCGCTACCGGCCGGCGCAGGTCGACTCCTCGGGCCAGGGCTGGTGCGTGGACGCCGACG
GCATGGAGGTCTACGGCACCCGGCAGCTCGGCGCGCCTCTCAGCTgtgaggacgaatcatgtatgacegttgecgatatyg
cggtggcgagttgttatctccctegectgtgtetgcaagaggtcatgggttcgatctecgacecctgacgectgtatatttg
gagtctgcgtgtctctctececeegtggtcatgtggatttttectecegggtettetggtttttecccatacaaatatgegttta
gagtatttggctgctataaatttccactcgataggccacttcgttgagetgtcatttttgaccaggtegtttctgagaag
gcggctttatagecttgacctgttaaagccaaaaaatagtaactcagattctatccacgaatttactccacttttecegtgg
caattttttatttattcatgagtaaccttgagataatagaatgcatttgccgtgtgcctcctectttatccatgaacatte
cataagaagccattctctaatccaagttgggaaaaaacgcagatgatcgtagataataggaacagcacggatgtggataa
tgaatcggagtttatgttggccctgtagecccgegggaaagacaggeccgegeccaateccateggecatetetegtggetetee
aatatagaaatacacctatcacctgcgcacgtgctgtattcttegeteccatcteecttggtgecacgeccactgecaacteca
ctccattccagacctgacactccatcattattcttcaccatcggeccatcatctecgecgacatcaactccctaaattacttt
tcttaatagtttggacgatgttgttaacctacgtatatcctccaatccacgttecttttttegteteggtgecaattecaa
gcatgactttgcccacgctctttttegttcaaattttaggtgtttgttctattttataaatgaccacagtttttagecac
acgtgtcacagcaggtaacaaatgatcgctaaaataatgaaatacttctcagcacaaatcaacgttggaaagcatttccg
aacgacgcatgcacacgcgtggtttctgtcatggecgagtcacecgcacggatgtecectgegegttgtgetgectetgtgee
acgtctcctectcectteccectecteccegececgggtecacggggegecaagGCCCCTCCCCGTGCCAGGTGAGCGTCCGT
CGCGCCGTGCGGGCATCAACACCGGGAAGCCCCCCTCCTCAGTGCGACCGCGACGAGCAGCGTGTCCTGGCCACCCAGTG
CCAGCTCATCGGCACCGCTGGCCGCTCCACGCTCAGCCTCCTTGACGCCTTCAGCATgtaagagccgegggggggagggt
ggggggtggtagggtttccecectgtectggttttcccataaattcaaaatattegtcaataacgecggactaaaggtteg
tcgtgcatcacgtcggtcagtaacaactcgagcacagggtttcecgegtcatctacgtgegtectetgecaattegttggac
ataacgtcagaggcacagctctggtaccgcagtggaaaaataacccaacgacaagacagcctggecgtggcecteggatatge
caatggaaaaggagcaattactctaatagtaatgcatccctaaaagctgcccttttaaatgatcacagtatggggggggg
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gggggtgattttagatgttaatgagctactttttgtaaatggtagcaagtacccttattagecgggagttgatgggtttgt
ccgcatggaagtttttgeccecggettgttgtgagatgctaacgagacagacttcacaaaagagccacggcacttgtagatt
tgttttaaataagcctcctgectctgtacaaacattaaatgggcacgagccgectteccactgtttectgcacgttaaaac
aatttaccgtgggagagcaaggatatttaaacgtgagaggcgctgaaatatcacagctccceccagacatggtgcaaattg
tgtatctcttacgagttgcacagcagagacacatcagccgtaaatttcacattgcaatcgtcacacgtttttatteeccca
cagagttcaattaagtaatgccataccttcgaggcgcataattttttececgtgagtgtgegtgtectgecatatatgegecacg
tgtccaccgctctcacagtcggtacacaagcggagggtaacagtcggtacacaagcggagggtaacactcggeccaatcte
cgagccaactgggcacctcacagccacatacctacagcacgtggtgagtgectggctatecgettgteccaagetaaccacge
tcaaccccgcttagcttccaaagtccaacgagctcagectacactcaggggttctetttttttteccecteggtattaaaat
caagctaataacatttttgcttaaacatttggcgeccttteccggcaaaaaatctgecgectcaaaaggececctcatcacacce
gtaatatataaaagtagatgatttagatgatttgaaatagattattatattatttgttaccctagctattactaaagcta
ctcgtgcaagacaagtcgttgaccaacttacatctaattaaaattatacagataaaatgtcaacatttaaaataaattta
cacttgtgataaattcacacagtgcgtaaattatgcgaaaacaatttgtactcgeccgtgtagaagatgacgeccgtacatt
atggccacgattgttgaatccaggcttgggccaggattcacgatggcgctgatcccagggggtgtacgcattgcacttgg
ttagtcacgcgcgctggagggcaagccegttgetttgecatttgaaatttaaatgagategectectteecgecteggtgaca
ttttcctttcacacttaagaggtgeggtggcagtgtttttaattaattggtaacccatgtgtaataatgggaaataaaac
atgtattttgtctgtcagcgtacgagtagtcagtgctttgtttcaaccggaatatagtccaccgattatccecgecatctca
tttttattaaccttgttttagaggataacgggaaaatctggtacaaaaatatagaaatattttggatagacacaccttgt
actctcgtggtagtgtcttacgctgataatcacaatgccaacaagccagcctacctagcagcattctgtaaaatcttgag
tgagaaattaagcgctgcgtatatgctgtecgectaagtaaacctggggaaatecggtgetgtgtgtgaatggagagcaaaca
gcaatacacgcaatgtagcagtgccaaacaaagtgtgcctttcgggacagtttcatgtctcatggaattcttccaaggta
ggcacacggccaggggtaggaaagagagagagatgtaaagagcaatactgacgagtagcagatatagcaggggcagcatg
agagagggtgacattacaccgcagagaactcagctgcattgcatgggctggccgetatgcactgetggatggaggectece
caacacagtgtcgatcgcgatggctgcatgaccacacttcaccacgatggtctattgtgcaatacgggttggggaggtgg
gaggtccaagactagttcagatgtctctcgeccactgatgttagececgtggeccagggatctaactcaggtggeccaggttcat
agcacaatgcgctaaccattgcactgctgcttaattcaagttgattatcttttacgtgataacatttatttttattatta
aatagaggctgtaaatcatgggtggagaacgtccagcccgcaggccgtataaggcaccgtgaaatcatttggtetgtget
aaagcaaccgcaggcgggactcgaaattcaataaatctaggagcaaacctggaaaagtagttgcgagtagcaacgtcatce
aataccagctaacatcacacgcctcgcgaacgagaagcagttccageccatgacattaggggtgagttaattaaatgtttg
accaaatataacatgctaatttttcagttgaaaattttgtatagcccgcgaattatgttatagatatccaaatggccctt
ggcataaaaaaaggttccccaccecctgectctaaatgcaagtgataaatacacataagtgtttacgtatgcatgttggact
cctttcgcaccggacgtagccaaccatgctaatcggaggtgtggggetttttaatgggtgacttgetttgtecagecaace
ccttttaaacagtggcagcttatcgagggaggcagtggcctecttegeccegecattgegtgagttgtgggeecectgectet
aggtcttcgtgcggacgttccgeccagcactcecgecgatgatcacgcagggcaggegecgaccecgetgttgetcacctecca
tccgecagGCACCCCGAGGCGTTCCGGTCGCTGGCGGAGTTCCGCGCGCGGCTGCCCGGCGTGCACGCGTACTGCTACTGC
GCCGACCCTCAGGGACGCGAGCTGCCAGAGACAGgtgaccgecggegttegttegtttacttectecegtacecgttgtegggt
cgtgcecgggcattgttttgcacgatgtcecgacgtttcactccacgtgecgttaaaccttettcagggactgagteggetg
cctgtgctgggttcttecttcacttcecectgagcagtgttectectectecgaatatctececegttttgttegtggegtatttet
caggacatggtttaaatcaggaagtagtgggttcggtattgggcaaaacacggcacgagaagggatgaaggccgatggga
gtttcttcacgttctggagaagctcccagcatacggagcgaaacgtcggacatcgtgectaaaaaacgecgeggcacgacct
gaaaacgaatcggagagcggtgcagcactacggcaaaaacctgtgcaggagaacattcatgttecgeccaagetttagegtg
gatcagagctttgaaccaagggattacgcttcccagcatatgaggtactttagagtttgaaccgctctcatctecttgat
attgtgtttaaagcacaatgtattaacaaaacgagcccacaccatctgtecggctagggggegtcacacggggcaagcaga
atctgacagcggaatgtacaacaaaaaatagaatcaccaccaacatactcctgtgtagcatagtggggagtcgtggccga
gtagttagggcactgctctacaaatacagcgacattgagttcgattceccggtcacgtttgagatcagtggegagggatgt
gtgaaatggatctgcactccctcccacttcaccaacctgcactgaccagggtggtgaagcatgctcaaacaaccectecat
gtcggatgctgtttggggaggtcttattccagcagtcgattgacaaaggectgtatataaaaaaaatgetttgttatttte
attatatgttagccagaattcttggatataacaatggtacatcacacatagcaaacaatacaacttaaattctaacattg
cacgccttgtgtgatgtccegttgegtaactecectectcacgttacgcaccacgtgatcaccceccactecateectetect
tcgctgectgtecccataattaataatccccaaccatgecggegetettegtgacetttaatttectegacaattaateeceg
agggtgggagcaattcgatattcagcaaatcacggcaatcactgatttgttcattgcattattcatcgcacgcatcacgt
gcacacctgccgcecttgactctgcagtcgactegecagtecccatgtgatacgttagetcecectgggagcaacattaatttttt
agtcgtcctttgtcaatcccatgetggatggaggccagecgtttgecgetegttgecagaggttegtggttecgaaactgge
gggcggccctggttattactgeggtgtgtattaaccatagaatgcacggtatctgettcacagtggacataaaagattgt
ctgatgccaatcgatacgagtgggccatagtgtgecctgtctegtggttcgaattgattaatttctaaaagtaacctgcaa
atgactaaattgagattacagatagcagtcatcggggccctactggcagacgaatgccegectgecaggacaggttgeegg
gtcacattgtgcctatgtagacaaacaccccattgatattaatacattcggtaaaaaaaatgttaatttacgtgcatatce
ggtatcgecteccagGCATGGAGCTGCTTCCCCTGGGCGAGAAGGACGACGACGCAGCGGCACTCACGGCGCCGGCGCTCG
CTCCCTCGGTGCAGGAGGCCCCCGTGTTCCGCTTGCTCCGCCGGCGATTCCTGGCGCTGCGGCTGCTTCTCTCTGGATCC
TTCAGATgtgagtaggggccttacggttgctaccttctgtgtgtgegtggcagcaatcgaattgtagegaggteecggaac
cgctgtattgtgttgaccttcactacgacattctgcaccttaggcttgatagacctcggectgactgagaaacgtgtctgg
gttgtgtctgtggaaatggtggcaagatcccaggtgccactcgtgcaaatgtacacaatattgectctectecgaatattta
tacctgcagggtaaataatgtgttcccaccattgagcatgtgttcgaaccacacgtaggatgagggttagagcaagttac
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attggtttggagaaaggaaaaaaggtgaagacaaaagttcgaaccaaactcatcgtaaaggttcagctccgcagttgett
gctcaccccactgctggtggaagggecctectegtgagagtgectgcagagggeccectectecgagaggagttttggeccacte
cttcacgctgaccggatgccactttaccccaccaaacgctacctgeccgatggacgatctgtgttgecatccattettattg
ctgggtcgacagaggcgttgectggggtecggcagttaaggaactttcaccattctgtaagegatgtcaatecgecttgaate
aaagtgctctataaatataaatgagattagatttcaactaccgtgccgggataggtacgtacggtacggaagaagttcaa
catgcatacatacgattggtgacctctggattgcaagtccagtgcgccactaaccgtaacaccacgtgagcatccagecat
ttaaacaattataatcataaatggcaattcgatatcgagaagccgttttgggtgegegttttttgectatgtgtttttet
agcttttcttatcgcecctctgtaacaaacgecgecgecgaagacgcagagtecgatgetctetgtetetegegeecteegege
ccctecagGCCCCACGGTGTGCGAGGTGGAACGCTCGCTGGCGGAGCGACTTGGCGGACGTGGGTTCGCGCCCGTGTGCT
CCCAAGACGGGAGCTACATTCCCACGCAGTGCCACGGGCCCACGTGCTGGTGTGTGGACACTCGAGGGGACGAGGTTTTC
GGCAGTAGGGTCCGAGACAGCGTCCCCAATTGCGgtacggcttctcacgtgettcatggaacgcagececggcacgtgecag
tgccteggegtttececgtgtacegtcacacctegtegcaacteccgattaacacggttggectacgtacagtgecgaaataagt
tcaacatacttacacacaagccaccaacttgtacgcaaatttgttgttgctttctatcagatgataaaaatatttatata
ggcctcctcaagaagtattccttctacctctacactaagaactgtatcaactaaaaattggtcaggagecggaggacgtca
catccacgactcccccacacgctgcagatcaagacggcatcggaatattgtgaattcatgggtaacctaggacacaaatt
ccgcataatttgagttaaattgcacgggatgtattttttttactaagatcattctattgatcttcaactttttgtgatat
ttttttcatttaaatgctatcaaaattactgttcctgcaatggagtaatggttggcatattggacatccagagggcaccg
gtttgatccececcagcaagagtcaattatgcaaatgtectaaatcecttectggectectgteccaccaagcagtataaacag
atacatcacggttagttttgattgcacaatttaacttatgcaatcaaaaccaacgcatctgttacttgtaagatcactaa
ttgttattattatactgcagGTTCATCTTCGAGTCCATGCCAACTGGAAAGGCAGCTCGCCCTCTCCCATCTCTTCCTTG
GCCCTTCCGCCCCGTTCATCGACGACCTCATCTCTGCCCTCCCGCGTGATGGCAGTGTCTCCTTCTCTGAGTCGCCATCT
CAGGAGATGCAGCACGAGCTGTGGCTCCACTGGAGAGCCCTGAGGGAGCAGCTGCTTGACGGGGGACTCGGCGAAATCCT
CTCGCAAGCCTCTCGCCTCTTCCCGGCGAGCGGCCAGGCCAGCCGCCTCCTCGGTGATCTCGTGGGGGGGATCTTCCACA
CACAGGAATTGGCCCTCACCGCAGCTGGTGCCAACGTTCAGCCGGGTCGCATTGCAGAGATGCTCTTCGGTGGCGGGTTT
CTGAAGAACCTCAAGTTCTTCAATTTCACCAGCGCCGTTGGTGGCCGCGGCACGTTTAACTTCAGCAAGGTGTTTGGTCA
GGTGGGGCTGACCGGCATGTACGACGGCGCAAACTTTGAGGAACTCGCTCGGCTCTTTGCCCCCGGCGAGGACTCATACC
TCACCCGAGGCTCCTCCAACTTCTCGCGAGAATCCTTCAACTTTGACCAGTCGATCGACGACCCCTTCGCGCGTGCAACA
AACCTGGAGCGGAACAGAAACGTCCTCGGATTTGTCGTCACGCTCCTCGAAGACGCACGTTTCTACGGCCTCGTCAGGGA
CATCACCCCTCTCATCGGGCTCAGCGGCGGGGACGTGGGGTTGAACGCGCTGACCTTCCTGCGCATGGCGGAGGAAGACC
GACCGACGCAGAACGCCGCGGACGCCGCCGACGGCCCGCCGGCGTCGCGCCCGTTCGTGGCGCGGTGCGGCGAGGACGGG
GGCGCCTACGAGCCGGTGCAGTGCCACGGCGCCGCCTGCTGGTGCGTCGACGCGCACGGGAGGGAGATCGCGGGAACCCG
CGCGGTCGGCGGCGCGCCGCCGCGGTGCCCGAGCGCGTGCGAGGGAGAGCGAGCGCGAGCGCTGCTGGCGCGGAGGGGCC
GCCCGGTGGGGACGCCGCTGTTCGTGCCGGAGTGCGACGGCGCGGGAGACTACCGGCCCGTGCAGTGCTCCGGCGACCGC
TGCTTCTGCGTCGGCGCTGGCGGAGCGGAGGTCCCCGGGACCGGGAGGCCGCTCGGCGACCCCGTGACGTgtgagtegte
cgcacgacgacgccccgctcagegtcaagtctgacctaaagaggaaaacgecgtgatataatcggggacgttteggeccaat
gtacacgacttcagggaagtcgtggactgtagacgcaactgcgcacaattttgtgagtcacttataactgectttgetgtt
acttattgccaattatggactcagactattggcctatcatctcatagagtccctggcacgtaataatacgctacacagtg
gcagtgggggtcgcaaaatgccgatttattactaataaaccccaatgatctgatcgaaattagggatttcgatcagatca
ttggggggcacgtgccaccccecctecceeccccactggetecgecagtgetegecacatececeecttegecgtecacgacegt
ggctccgagttggaagggatgatttatggcgcgaacgcaagatgccaaatctgtcgagcagectgecgcaggggacgeecegg
gcctcttcaaacctecgtaaacgcaacccccagaagcacgggcaggcagagaggatgccacagecgecagetgetgetgetg
ctgcggctgtggggggaatatgtcccatcagecgattcaattgaaaacccaggectttgttttttttgcaattacttggaaa
tatgaaatattgaatccggtggacttcgtgtgggaataaaaatattcaaatatttatttattatcttacacagcagagaa
tactctgaattgggccacacaagacaacgcattcacacacgtggttctctcctctaccggtatggegagecectectett
tccgtgttgtgcactggtttgttttcacctcagaggggtggcaaccaaacgtgcagtgetcgaaccagagagaatgagga
ccaacgacaacaacctggccaggtggctcagccctagagcgagegecttgtaatcccaaggatgcaagttcaaatectttg
ttgggagttgactcagcccatcatceccteccggggtecgatacaattattactatgtggggaacttagcagtggttgtectt
tgaaccgactgatggccctcgeccatggcaatgtgtaatteccgacecgttgeccacagggectgcaaagaggagcaccgecgeca
atgcccatttgagcagccaatcactttaaagtgaacgatcacgtaaacattttaatgacgacgagacggtcacggecgatt
gtctctgtcgctcecttgtaccecttgecacgetetttetcagGCCCCACCCCTTGCCAGGCGGCCGCTGCCGGCGAGCT
TCTGCAGCAGCTCCGTCACCTGGGCCCGGTGCTACGCGGCGACGCGCCGAGCTCCCTGCCGCCCCTCTACGTCCCACGGT
GCGACGCGCGAGGCGGGTGGCGTCCGGTGCAGTGCGATGGCGCCGGCCAACAGATCCGGGAGTTTGTCGACGCGTGGACG
AAGGACGAGGGGAACGCTTCCAAAGCCACGCTCTCCGACCTCAGGGAGCTCCTCGCGCGAGTTCGCGGCGCCGGTGGCGG
CGGCGGCGGCGAGGGACTGCGAAGCTTCCTGAGCTTTCTCTACGACTCTGGCCGTCAGGACATGTTCCCCGAACTGTCGC
TTTACCCATCGTTGCGGGGTCCGCCCGAAGTCTTAAACTTCTCCGGCTCTTCCGGCCGGTTTCTGCGAAACCCCGAGGTG
GTCTGGAAGATCCTCACGGAGAACGCGTCCTTCGTGTATACCGGCGATTATGCCGAGTTCAGCGGCCGCTACGCCGACTt
TGAGTCGCGGCTGTGCTGGTGCGTGGATGCCGCTGGCCACGAAATCGACGGTACCCGCACCGCCTCGCCAGGCCAGCTGe
CAAAATgtaagacactgaacgtcacctttggaagtgtaccgttagggcaatgctcatgtcagatgtacacgtcagacacg
tacgttaaagacgtgggtaatcgtttgtacattcacgagggtggctttttacttgggcctagtgtaatgcagactgtaat
tcagacgtaaataatgtggcacctttactgatgaggggaaaatgcccacaccacggtgtcagacatactcaggtggactg
acttcttcactcatgctgggacggtggcaatggtgtacctggcaaaacattgatgtgcaccatcaaaaagccatatttga
tcaaaactgtgaataattgctttcagggcgatgcttecctattgattttttggatgatttagaaattttgagtatggaggt
tacctaatttgtggaactgctcattaagaaatgcacacgcacagtgtatcaattcaattctcttcacagtaaaattaccg
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gtcgacatgctgatactgcaataagcctggaaaatacactttcattttgagatgcgtttegecgatcacacttgataggac
tccactacttacccgttaaaggaattggccaaacatcccaatataggaccgcagagettgggcaattgttgacagtgget
atggctgtcgttctgectgectececggttteccegegectececgtgagaaatgtacgcatggaaacaaaatgtcacegegtgt
tttgaggcacggttcgcgttcecggtgacgectatacggaccgtgacgtgecgattecgegtgetcagGTCCCGGCGCTTGCC
ACTTGGCGGCCGCGGACGTGAGCCGCTACCTGCAGCAGGCGGACCTGCTCATCGGCAGCGCCGGCGCCTCGTCGGCGGGC
GAGGGCGTCGCGTTTGGCCGGGGCCTCGCGTTCACGGAGGACGAGCTGCTGGGCTCGCCTCTCGGCCTCGGGGACGTGAA
GGGGGAGGTGGCGGCCGTCCTCGCCGGCGGCACGGGCTACGCCGTCCGACTGGCGGCGCAGGCCGgtgaggcacgegecac
tcgtagcccgaccactecgtagececggecactegtageceggecactegtagececggecactegtagececggecactegta
gcccggccactcgaagcccgaccactcgtageeccgaccactecgggacgtgtggttggaggtgactetttttegtegeggt
tttttttectteccecgattttgecagggteggcatcacgggacgaatecgectecgggagecttegcagegtagetgaacecect
acgtgttggaggatggcccaatggaagcagatatcagataaccacctcttcacatgtcctctagetcacacgagtccage
actctcacacttgctgtgcatataagagtaacgttcatcccagatggaatttagcccaaattaaatacagaaccaaactt
accatgatggattgagaccagcgatccactacacttgaggtttattcacaggtggctgaaacccagattcaaacccagga
cctcagecggtgectgectcagtactttgacctectgaactctcageecgeccagecacttectacttettttaatcacaattg
ttgagcacaggcccttatcggccatcaacaaacagcactattaaaggtgtcatgatttcaatctaatacattgettgtat
tgagcaaggttatgataacttatgaagagagaatccctaagtggggcaatgacccacagtgtcatggttgaaggcagtat
gggtgagacaaaacagtgaatctggtagtccgagtgatcaacatcggtgaaggaatgaaagagatcaagggaagagtagce
cataaggaggcgactgaccgccagtgagcgagcaactggagtgaatcatagactcctgecatcatcaatcaacgtgategt
tttccgagaagtggccaggggttgagtgaaccgtgtcaactttcagatcagcaaagtgaggttctgcagcaagtaggttt
ctcaccaatctcttcacagctagaacgcaatccecctcttatgegtggggttttectecacgecaccacagtttetteccatg
cgggaccatgtacagctgtgactgtgccaaaccgccatatgtgactgccecggeccaaatacttteccacatgggattttate
tctttgagatacaattgtttgcattaaccaacatctttggacaataattatttaacaaatttggtaatatttcttctgeca
atggtattatggtaaggcacatctgatctaaattcaatctaacaattgtttgggatgtggggtcggtcggecggaaatgece
gaagcaatgtgtgtggagagccgggctgagtaaccgtgacggagtgaagtgacgtgcagecggcaaggcaattcacgtegg
caccaaaacaaaagcgtgtgagcacttccagcatcaatccgeccagetgatggacacceectgecagggegetggecagtaag
ttgagggctcgcctgeccacatgtccecgtgacacgatggtttgtgegtggtgcagaccecgcagegatgegggaccecteggt
ggggcgtgtgtgagcacgcgaaattgggccgectgttcagaagcactegeccagtgagectcagtgtttegeccaagttecattt
cgcattcccttccatteccgctaaagcagcacccatgaggaaacgtgcttecctgaaacgtgtatcttcaccateecggecag
gatcaataaaacgagtaccacattgtagatggagtcacccccatcgtacgatgactgecggaatttacaccactggctcag
ggtcgtacaagggagaaaaaaagtttcccgtcaacgcttccegtectaatgtttccagaaaatttgtgaacaaacaggte
aaaatcatcgtgagaattcctactccaatgattgaggtggtgctcatctecctgtttacaccctgagctaaattccacatt
cctatggcaggtgggagtctatccatgggacaaccactgttgacttccccacaaagtggaaccctcaaaccaggatctga
acttgcaaccttccgactgecgagectgectcactectacggectgagecgectgtaattaaaattgtcacgecaggagggecacce
gccaccctgcatgcgcacgcacgcacgcacgtacgecgtggcgacgtececgtgttagatgaacacgegtgacgetegegegt
ttcegetegeteegecagCAATGCATTTCCACTGGCGACGGCGTTTCTTCGGACCGGGCACCATCGGGGAGGGCGTCTTCA
ACGGCTTCGACCCGTACATGCCGCAGTGCACGGAGCCGGGTGGCTGGGAGCCGGCGCAGTGCGACAAGAGCTCCGgtaca
ctcggegecggggacacgcgecgggggaaactcategetgtaccacgettgtgegateccacgtetgtgetececececegee
ttcgccaaagccgcaccgacccccgtggtgaagtatggtcaaacaataccgecgectectcaaateggcaggecgtggge
gggccgtegtecgectcecgattagecacggttggectacgtacggegecgaaagaagttcaacgtacatccagcagtggattg
acaaatgattcgtatgcatacatcgctcgtgatataatcaaagtgacgcatcgtgctgtgtgececgettgtgtattttttt
tccecegttttgtaacggactttttaaateccccacgtecttgeggectattgtgggaatgatttgaccatacttcaccacge
tgatcagtgtgggttcagtcgatgtgcactcgtatgcagttggccagtttacaacctggccctgeggttcacggectcaat
ggccgttgtttecctgcacgtgcagatatatatatacacacacaaacacgtcectggttttgtcatccaccecgttaatctaat
gaccatcgcagccgagttcaatatcagggctcctaaacagcaagcagtcgtacgtctcagcaggectecttecgggattet
gagaaaaaaaataatctccaatttaattcccttaactctaatcgtgcagtgaatttggaccgttgtgegagegggegecag
GTTTCTGCTGGTGCGTGGACGCTGCCGGCGAGTTCGTCGCAGGCTCCCTCGTGGCCCGACCCAGGCGCCGGCCGCAGTgtL
gagtcagcgccacggcgtgececggeccecgetcaaccecggggagggggccaaacaaacacttttacactttcaaaaaaggtt
aaacgccgggcagaatgggtaacggtgtaatcgeccagggtggtgectgcagcaattacagttgagtagcatagcaagaagg
acctgggttcgattcccaactegggtgeectttttgtgtggagtttttacgtectectgttetgecatggattttcagatte
agaatttttatttatccctggagaaatcecgectgagetctaaagetecttetttcacattaggggagggtcagaaagttaca
acacgataggagtgagcagtataggaaaggtaagaaaatcacaaaaaaatatataaaacggaactattttaattttacca
ggtgaagcccactgagctatttagetgetttttcattagegatectggeccacaatatgatagetcaatgaagtgggeecgat
gttcacatggctcctctgcacagggctttgcaagctcatecctacaatgaggtgttcagcatcatactecttgtacactett
gtacactgggtggtcatgtctctgtctatctttgacaaagaccatctcacctttectaacteccacttectgagattgegtt
ggcaatcgtgcacgcgcgtatataggaaaacaattgccacatcgatcaataatagtggeccttgaaagaaaatatttataa
tcggaaacattttttggcaatagcagttcatcacagcaggttaaaattatacatatttttggtactttectgcatgtaact
ttggtgtagcttttcccttcatgtaaaataaataaaaagctctaatttagctgtcgagagecgttecectggctaaaatgtgt
ccactgataaactaacacggtcgecgtgacttatttgacgegtccagGCGCCACACCGTGCCAGAGAGCCCGTGCCGAGGC
TCTTCTCACCGGCTGGAAGAGTTTGGGCTCCGTGGAAAACGGCAGCTCCATCGAAGTCCTCACCAAACACACGCCGGCCT
GCACCCCGgtgaggcctcgcaccgececegggegetgtetgegttgttategtgageccecgaagcaaggttetttgtggge
gagcttggccgtttgtgaactcgaccgcagtgacgtggeccgageccgtaagcacgtttgetgttegttgecagaggetegeg
gtgcaatctcecgeggtegegegtgecggegtatttggaaaattgacaccgcaaattgatcaactgggaaaacacaaagceca
atcattgcccctactgtgacactattgcagactttgtgacatttagctcctecgegegacgataatgttgcaagtaatace
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gaacgtgctaacgagttgatttggcgcggggtggccttececctatgaccactgtgaggecttcacacgttcggaaaaacggt
gcatattcatggcctatgtaacgctacgaaatatgttgectttagecggtaggtttcaagecegcacagecgagecgacgtgac
ggagggcgagacgcgtggccttgtgagactaagtcacatgcgggggctgttgggagatgtgggggggggaggtccteget
ttgtaaattcaattccctccecttcactetttcaccacecgecaatgeccagtgectgeccaaacacececggttgecaattecac
cttggttattctgattctcattttttaaaatgtgatactcattgtaaagaccaattacagtcgaaacgaccttctgttta
tgtgctatgaagatgagccattgcctgaaacgtcgcataatatagtttttgttttetttgaaggtagtggaattgatgaa
tgtggtgatattcgtaaataacacatcatcgtgctgctgtcacacccaatggtttcaaatgtgtggeggecttcaacacce
gatgtcttatcggcgaaagtgtccctcccacceccacttaaaatgagtgaagaacactgecectaaagecececeeccececccace
cactccecgecattcaccegggecgtgecgtececegtgtegecagGCGGGGGGGCAGTTCGAGGCGCGGCAGCGCGACTCCG
AGTCCGGGCCGGAGCGGCGCTCGTGGTGCGTGGATCCCGCGAGCGGACAGCAGGTGGAGCCCCTGGGCAGGGACGACCCA
AGCGGAGGCGCTCGCTgtgagtccgctcgcacceccaccaccaccaccecccaccacccaggggaacccacggegegecgeg
tggcaggcgacggtgcgagcecgggecccatcaccggetcacgecgetgetgggggaagggeccgecgagagaacgecactgte
agagggtgtgttttggcctactcttccacgatggccagacgtctcgggaaagagagtggaatttcecccacactttaacce
atcgctcgtgaccctgtaaaactactggagatcttttaaaaataactttataactcatcggattcecctctggtataaacac
attattttaaaattcataaaaatattctgacccgcccatcaactaactatggtgtcaccccatttacactgetgggagga
cagattgcggcggtttaaacttctttaccaggagattcaaaccggtgacctctggattgcaattccagcaagettacact
tttaccatgggcgcatctcacgtaaatatataataacgtacggccctttgaaaatccactgctggaggcctcccaatgat
agtcatggtggttgttggaccatacttcaccacgctgctcagtgecgagtctgtgaaaagcaattggagggaccagacgeca
gttgagatatcacttggctcacatttattagtcatggcctatggccaggaagtgaactcaggtcgectgcatccagtgeca
ccacctctcgctgcactcaatctcaatggtaaattgacatcgttatgtaatggegtgectagtgtcacgaataacaatgeca
ctattaatcgcatccagtctggacatcagcttgttttgactgectctttaaaaataaccatgagaaaaaattacttctgta
taaatatcctccgatgtgcttcataaaataaacagcggactgcagtacccacacegegtgegtcgaaaaaacaagtacag
ttacacggccatcaaaacacgcggaaatacacacgaagcagacactgcacaatcgcgccacggecgttccaaacggtgetg
gccttgaagaaaatgtgttggaatggtgccctggcggcaaaagaatcttgggggatatcgagagecgtgacgttaggcagg
ttcctctcatctettectcaaggttcagtcactcacteggtggeggtcagtgagetectecttgetactettectttegeta
cgaacgtggttaccgcttcggtgaacttcactcgttcattcttacaccecgtgttgegcattgggtttctccagactgttt
gtgtctcaaccatcacactttgttctaccacgaccaccaacacactgecgggtcacaacgctggccatcgaacgaagacag
tggtcactgcatcgcgegectttcagatgegettetgeggecgtttggaatecctetgecatteccgatattttgtgttggegg
999999999999999ggcaggtggagaggggtgctggtgtaggggggggggctgatgggggggggtggtggaggggggggc

tggtggagggggggggctggtagaggggggggtggtggaaagggggaactggtggtgggggggggggctggtgggeggtt
gacaaggttgcttttccagctgcaggcttctgecattgaacataagcaacgeccgeccatecgtattegtacactectaceccac

ccttcececcaccaccaatgccgaaaccaaagacaaggatccecctgtgtageccatacagactgetggggcaagtgeecgttt
gtgagaaccaatgaaggtcggcacggcgtacagtgccgeccgagctagattccatcaccaaatataatctctcaatatega
cttcataatcatgagccacaactttggctactatcgccacaatcagcaccaccgacacctaagecccacaattecececceccece
atagcccacacagcccactgaggcaagtgttgttcgecgaacactgatgaaggccggcacggecgcacgaaagtageccagea
ccacgtcaggccaccttcgtcteccccagagtggecgacgattgcacagecgcagcaggcacccatttgaggecgagtegate
cagggtgggctcagaagtggtaaacatcgcaactcgeccceggeecgtggectecccacegeecgtggagegeecgtgtgtgagat
cctgaaccacggctgctctgaccccccactgcageccagagecctectggggacacagaacaggatttgeecgtgtttgtagg
agaggaacttagccatatatttacaaagaatcattgttttattgaccacagatgggctttgaaaggtcttgatgatatge
ttacgggcactttttgtataacttgacgaggaatatttgacttggcacaacgggccattaaactatcccaaaagtctgect
tagtacgttgagcaggagtcaaacaacgtcacttcattteccgatgttgecteggtgaggectgagcacatgttcagcaate
cgagaggatccaccgtgacccgtggtggacaagggcgtccatgtgectgetcattectgecgtetgecagcacacacgteg
ccgtttectegtgectecececgaattgatggggcatgecgecacgtgtttgecatectetgegaacaaacacatccaagetgegatg
cacgagtgactcactgctttgcaagcccagtttccatgttaaattggcagectegetegtttttgtatttgaggettegte
ttgtattccaaacgcttaccgggctectttcattecgetcagtgggaggtegetegttetectetgetgeecctcagagtttyg
aactcccttgccccagtageccegtgetgttgactecectgecactgttcaagtectgectcagggecttteggecgatgac
tggctgecctectectegagaagcatgactgttecccactgttectgtacagecattecttgagatgetgtcacatttagaagetg
catttattgtattgtatattgtatcctcctcttgtcatgttaagaaaccaccgctaccattatagcaacgtgtattegtt
gtatattgcatacacgcatataaaaaggcaatttctttcccaagccactgectcacaggtcgagtacgaggccgacgtegt
gaaccgcccagcegggtccacegetcaggtegggecgggttagegttgecacggcaccgatgtgegatgaacttacggeeg
tccgatgtgegtttggetatttgecgegtgetgtttgggcacgatgtececgacgttecggteccacgtgecggggagettet
tccggaagcgaccgecgecggcaacgcagagtgaaacgteggacatcactecgaacaactecgeggaacaacgegetgecac
agcgcggccgtgecgacgggtceccttggeccacgetgeggaagegettcacgcaaactececggacteccecttgtggetett
gatgccgtgagcageccgtgggagectctetggecgetegacggattececgegetgecaceteggegetecectgeccacgat
tattaccccactggtgcaagaatcggcatcaacaaaccceccgacagecggaccgcatcgagagcacgacgatacgegggte
gcccgcetececegeggegeteggagtttegecacgteegtgecaactcaacggegegaagggaageggectegetggcagagt
ttggccgecegtgtgacgeggtgccaagacgcgaattecegettcattgtgecactttetgggaatagetgtgtecgtggega
taaatgccctctegtgtgegtgegtgegtgegtgegectgetgetgecacgtttetetgeteggegettecectececcagG
CCCGAGCCTGTGCGAGCTGCGGCGGCGGCAAGCCCTGCTGCGCAACGCCGGGTTGGGATCGGTGCCCGAGTGCGATTCCC
GCGGGGATTACGCGGCGCGGCAGTGCGCCGACGGGACGTGCTGGTGCGCCGGCGCCGGCGGAGAGGAGATCCCCGACACG
CGGCGGCACGCCGGGGAGCCGGGCGTCGTCTGCCACGgtatcaccggectectecteccacgtcaccagecacececceeccac
gccccgegeccaccgeccagecgtectggectegecttettgagtgggageggteccacatttgtttttttgtttteeceg
aaaaatatgaaggagtcccggtttttgtcacttgatgtgtacagcactcacggecgatgcattttegtggtgttgtgaggt
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attcgeccttccegtgatatgtcccaaatacatgagatgaggtgaaaaccctactcecttacatcatcaaaccceccgaatggt
gtctcttgcagctcattaaaataaaataactacacgtgtgagtaaataaacaagcccaccggtgacttaggattgaaagg
atttatagcaatccaggcaattatatactggtgaatattttttatgatttctgtgaaatatatttccgcatattagacta
gctatgaatgaacaaaggaagaaaactcattgcctgctgtgacgecgtggtcaggaaacattggtcatcaacaaaccaatt
tcaacgtgatcttaaagtgtccagagacgcgtgggggtgtgcacgectcggagttacattgagaggcgaagggaaaacgta
gcgcacgccagagacgtcactcaaactgcagggagaagtcagtgggcttggacgcgacgegtecgectecgcagggacggtge
tcaccactcgtgaccgagcggcagccgaggaatgecgactecgtcaagagaggacgecccaccggggagatggagecgatgaaa
tcggctecgtatgecgegtaccecggtggattattatatctcacaggattgtgagagattgecgacagttggagggaggectte
atccagcagcggattgaacttggccgattctgacgatgaatacaaaacaagcgtgatcatagttgecttgtaattgtaaac
tcttgagttgatggctggaaagtgecgtgtaaatgtatctggcttatgetggtgtcacgatcattgatgaatgtgaattta
cactctgaccacgcgagctttgaaatctgcaacgctacctggttggaactcccacgcacccaggcagccgaactcaaagt
taacgtggatctcacgttctgctcaaatgagccttgaggcatecggtgectcacatectgtttacagetctcagacggtegt
ggaaattcctcgttcctttgacgggggaacgtccattcgtaggacaaccaccactgatttececccagttgegcacacaaaa
ctcttggaaatcgcaatggcaatttcaaacattaacttatttatttcacagaagtgcaaagaatgtatttttctacacag
atttcataactttttctgatatatggtatttatatcagcaggatgctatattatatttcaaaaaaggccttgecggccage
atgtaaataaacgtgttcgtagttttaagcattatgatctatggctaagtcatgtaaaagtcacctggcaaggtgccagg
cagcattgctgaacaaacgaagcatcaatcaccgagagccgcgtcecgeccgegectgattctaaatcatcgetegtggatttg
tttccaccctttteccagagagaggactttttgagecgeccatgagcaaaggaataaatattatcattaacggtctecegtgga
agcacatcacaagttcgcccggaccgtcgtttgggectgcaactatccgtgtacgcacgttcgagatgtcttetttgeteg
ttaaccacagcacatttctaaggggaggaccacccaagagaccgtgggtcctctaaagtgcaattcagcacaatttttat
aacgacaatgtgtacgcaacaccaacgacactgccggtttgacatgtttttgtaaaaatcaattaagcagtagggtttgt
gtgtcagcctaaatagggttgttactatatatattcttagtttttteggtaaagtcacgttgaagagaaacaacaaaata
acaaaatatatataaaacaataaaaaattctcacgacgtttcgaccataactcaaacggtcatcatcaggtgtgatttga
agctttcgtgactgcaggaatccatacgctttggttctttcagtaaagtcacgtgggtagaaagataactaatagatcac
gacgtttcgatcgcaacacaagcaaagaaacttatcttttatttttettgetgtggttgtecccacctgatgacgattget
tgtgttgcgatcgaaacgtcgtgatctgttatttttctaccgacggtgactttaccgaaagaaccaaagagttgggtege
taccgtacattcctggaatgaaaatacacgaaaaaaaatcatcgtaagataaaccaatgcattgagctgtcactcaccat
cccacgtgaccctgtcccagggaacgatggtgttacecgtgegtcacaatgtteccacgtttgtgetgectgecttggecg
gcgtgtgececggetggegtgatggaggacggtcgactaacccecttgaactttgaacccttggagtggecctecatecagea
gtggattaacaaaccggccgtcgecgtcaccttttgtacaattattaaacatcccagaatcatgggacctectttgecagt
gccaaaatatgagaataggttttttcceccttttatectggcaacaaaacaggtgtgaagttgttaaaagacaaaactgaaa
ccttttacaaggaatcgtgtctgcattcaccgcaatacttgtggtcaaaatgcaaacaaaaaaaacatactctgacaata
tatgtattgtctttgcattgtcttttttttgtgectataatgeccgaggtaggaaacatccacgectaaataatgggececect
gttcaacgaaagaaaatttttgtacacaaactcatgggcattatgtgggaacgcattatttattgcttatgtcattgcta
acgaaaggacctccactggagcgagtaccagagaagcccttttatggggtgtttggectatgetteccacgetggecagaa
gtattggaagatgtgggagcacccacactgtacccgaaacacaaacaacctgacaatcgactaaccgcgcttgtacccac
ttacactgccecggtgtacagaggcgagatggggattcaatgagtttgttegegacctecctgtgatttaacatcecteteeg
tgacttcatcgattctctcttecteecgeteecgegetectetgetectcagAGCCGCGGTGCGAGCTGCCCCAAGATGAGAGG
CGTGCGGGACGGTGGGCCTTGGTGTGCGAGGATGGAACCGCCGCCACCGCCGCCACCGCCGCCGGGCTGCAGCGGTGCTT
GCTAGCGTGCCTGCGTGGGTTTGCGCACACGCTGGACGGCGCCGGCCATGATGGTGGTGCGCCGCGAGAGTTCCAGTGTA
ACGCCACCAGCGGGGAGTGGATCGGGTCATCGCCACAGCCGGACGCTTGCCAGGgtaaccgececgececgeggtcaattacac
gctggaccgcgcccggaacgtgcacagagattaatggeggttteccggeggettggatgtgtctaaggttaagcaaaggga
ttaatgtgagcactatcagaggaggtaattgagcggaaggctttatttttcatcectgteccacacceccactcatgegecactg
acttgaagctgccatttctcaagtgaagagcgcttaacatcaatcagtcacgtgcccactgtctgttataaggttggaag
ttgccatcctagattttttttatcgcagaggcaagectgcaatcacatttgttcecttatttcaggegattacatgtttecga
aaggaaatgccgtggcaactgttggccagtaacgattgctgtcgacaattgtcataaaattgttccagtgggtcagagag
ttgcccaaacatgccaatgtaggactacagagecttgggaaattatcggcaccagttcectggetgetttecectcectecatetgt
ggttttccgecgectctaaatcattctctetgtgagagtgaatgaaaactgtacgtgttacaaattacaaattattattat
tatggccgttatgectgactcgecectecccacegtctaacccaggggtcagtagettgecagettgecageteccacageege
atgctgcttcttcgtgacgttattcatcaaagaccaccgtctegtattcacgegegtegecagetecttgaatgattgactt
tttcttttttactgaattcgaaaaaagtgtctcattgectttggttgccaacccececececececcececccatettcacecteect
ctcceegtetagAAATTCACCCATGGCAGGCGGTGCAGCTGAGCATCTCCTTCACGCTGCGCTTCCCAGAGGAGAAGATG
TGCAACCCAGAATACGAGGGCCTCCTGGAATCCTTCAACTCCTTCCTGCTCGCAGACCTCACTGCCCGGGGCTTCTGCCA
CCTCTCCAATAGCGCGCAGgtaccagcagtgggtcacccacgctacgggatggecgegecatgtgegeggectgecaacgtg
cgggcgcatgtatttatgtagtgcgacggtgggaagctgeccgtgatgtaacgecttacctcactggaccggagatagcatce
tccaccacttgctcaaaatccgcageccatcaagectacagatecctaaagecececttgegttaatetggecectgectgtteteg
tcattaaaatatggaatttcctccacagtttcagaactaccgacagcaatgagcatccccttacgaacttaagcaaacac
caccactcagcttgacttttttccatcgagaatttaaaaaaatcagatgttttttattattattgtgcaattgggategt
gttatgagacaaaatattgagtcagatctctcacagagaagtgcatctctctctgctagacaacagecccacggaagecgga
tatcgcagacctaccactgagatceccttecgagtgacctcectggtccacaaagcagagggcagcactcaacccececcagetgg
agctgaccaccacctagcgccacctggccaaaccggagcgatggectgtecgecgagtgcaatgattgtcagecacectttgee
acacgtgcccacgtgecttgeececgetecgetetgececegtgegtgegegegtgeagTCGGCCCCAGGCGGAGGCTCCGACG
CGGTGGCGGTGTGCGACGCCGCCTCCGTGCGGGTGCGGTGCCAGGACGCGCTGCGCCTCTTGGTGAACGTCACGTGGAGG
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AGCTCGCTCTCGAGACTGCCGGTCCAGAGCTACCCCGACCTGCACAACATCGgtcagegecttgectcatatacagegecaca
cacatatatctgtctgtgtcctggecctgtttacatgtatgtacgtatgctttgaacttatttecgecacecgtacggacccaa
ccgccaaccgtgctaatcggaggtacataatcecgtgectggegetatgttgcacatggecctgtaacccagetetgtggtgg
cagtgagagttggtgggtcacacatttgctaaactccctcecgtacccatgggegtecgatgtectecatctcatagetgaag
gccagggcacgatggcagcacatcaagtggattagttaccctctgaattccatctgtacgggggttgagtattatcececece
ccccctegcaatgtgtgggtttectececgggtactcatcaagtgagaacatcgcaggatcgtgagagatgatgagtatgat
gatctgtgtggtggtgcagtagagtagtggacatgcgttgcacgtccgtgegtgectgtgecagcagtgcaacggttaacge
gctgcgaacccagcggcccgagttcgattteggectcacagtcacaattatctaaacttgtectgggtetecectagateg
agtcagcctcaaatgagtaccgagtgcggtgtgttagcattggeccaggcatggtgectggeccacccactececctegtgtgee
acgttggttttcgttaggtgcacgctaacagcactttcccaaaaagtctecgectaaagectacgggggggatectttettttt
tgcecgegecagAGCGTGCGTTTGTGGCGCACGCGCAGCGCTTCGCGCAGCTGCTGGACGATCGCGGCTACCGCCTGGCGCT
CAACGGCCGCGACTACTCCTCCGAGGGAGCTGCCCGCTTCCGCAAGGACGAGCTCTACGACACGTCGCCCGCGTTCCGCG
TGGCTTGCGAGCCGGGCTATGTGCGCATCGCGCAAGGATGCGgtgggtecgegcaaccctggegcagaacggacacgteee
gtgaacatgaatcacggacacgtcccgtgaacatgtctcacggacacgtcccacggacacgtccecgtgaacatgactcac
ggacacgtcccacggacacgtcccgtgaccacatccaactaacacatcccatgcccacgggcagttacacaaatcggeta
agtactttttagacgcgttgtgtatgtggaaaaaccacgagtgttattgcaaagtggtggcttgtcctgagtttgaatce
cagatggtaagttgactgagcccagctttcctectggttttgatcaaatagataccactttgtggggaagtcaacagtggt
tgtccgaaggtgagcctaacccccgecttecctgtgagectggatagtgtttggatgggtaaccaaaaccaaaacaaaat
taagatttccactgcaacggagcctgaccececegecgtgtegttegeecgtgecagCCGCGTGTCCCCGGGGCTCGCTGTGGA
GAGACGGGGGCTGCGCGCTGTGCCCCGCCGATCATTACCAGGACGAGGCGGGGCAGACGGCCTGCACGCCGTGCCCCGCC
GACACCGGCACCTTGACCGCCGGCGCCGCCGCCGCCTTCCAGTgtaggtgectgecacgtecgacecgeectacggegectetee
cacggttggaacagatgtcgtgcctgctttacgtttattcacactetgeggttgggggacttttggattetectaacecggg
actatttttttatgtatttgtaaatataaggagggtttctgagcacaggtcaaaaaggcacaaaaacgccgagcagccag
caacgagcagcaccgttgaaggtgtaatagacgaacgctgcccecgegectcattggagcaggaagacgectttgacatttca
gatgggaaaccggcactcggaatcagaatatttatgtatactggaggaatctagtaagctataaagttatttttcacaga
tgttcggtagggtgagttgcgcaaacccgagegggggacatcectgtectececgecagGCCGGACGCCGTGCGAGCGGGAGGCTC
TGAGACGGGGGCAGCTGGGGGCTGGCGAGCGACTGGAGCTCTACTGCGACCCAGAGGGCCTCTACGAGGGAGAGAAGCCG
GCCAAGGGAGGCCAGGATGAAGgtgaacacaccactcgtgccaagcacgaacaacgctecgeccaccaggectgeggaaaca
ccecgcecttegeccggggegegeccgegtggcaggaagagetgeegtgggagtgegagtegactacggetggagtagtegeg
tagcgggtcaagtcgtggccaacaacctcgaccaggtgtccaaccagggcagagcccctacaagtcagectctagegegag
gtgggggtacgtccttgagtagtgtttgtcacctecectetgagtteggettegtctatgtattgecatatgggacatagtag
cagcattgacccgggtaagtacatggatgggagacttccccgaaataccaagtgttcttaggtecggtgtaaggtggtgag
gacagtagagcaatggattattaaatctagctgtgcgaagctttgagtattaccccttggtacgtgtgggttttetecce
ttactccgctttactcccacataaagccaaacactcacgaattgaatttcgatttaaagectttegtgactgcaatgatte
atcttctttggttcttteggtaaagtcacgtagaatgagaataaaataataaattgataaaataaaataacacaataata
ttctcacgacgtttcggccacaacacaagcggeccttcatcagatgaagggacgagactgtctggtactgtctccacteca
gcgctgtecctaccagacagtcectegteccttcacctgatgaaggecgettgtgttgtgaccgaaacgtcgtgagaatatta
ttgtgttattttattttatcattttattattttattctcattctacgtgactttaccgaaagaaccaaagaagactcacg
aattgaataagccaaacatccacacagaagatcgtcctgcaatagagecttgagactcagtgatactttectgagtgagt
ggtagtagcgtagctgccgagagcgcaggcggtgcaactgcaccgcageccccaggccagagagcaccaaatgeegggtt
aggaagagggatgaagccagccagggtgccccatttgttagecttgcaccaggtgeccatgeccaaccacggcactattaa
aggtaattattctgattggtcaagtcaatcaattgcgtggacgtgcagtactgcgatccctctcaccacagetectggegt
gtgtcgegcagTCCGCAGGATGTTTGAGGAGGTCCCATCGGAGGACCTGGTTCTCGGGGCCGTGGACGCAGTGGCGCTGA
GAATTCGAACGGAGACGGGGCCTGTGCAGGAGGTGGAGCCGCGCTGTCTGCAAGgtgcgatcgcacacacgcacacacgce
acacacacgtgtacgcacacgcacacacacacgtacgcacgcgcacacacgcacacacgcacacacacatgtatgcacac
gcacacacacacatgtacgcacatacgcacacaccacccgtggtggatgccaaacggtccactcaccttggctatttetg
ttctggtttttaaatgtgatatacaaaatgtaaatccaaatcaaagttagcacaaacaaaacttgttttattttgeccagt
tatatgcaatgattacatttgatgtaacaaattgtctcgaggatttttgtttagttttaatcgtgctacactattccatt
tcaaccattataaaaattttgatttaaagctttcgtgactgcagtgattcatattcteggttecttteggtaaagtcacgt
tgaagggaaacaataaaataataaaatatatataaaacaataaaaatatattttaacattataaaaatcttaagtaattt
taataatgttacaatttatgtcgtccctatttttaccaaaccacacactgaccagegtggtgaggtatggttaaacaaca
cccatgacccacagtggattgacaacggcgtagtaggagtgcattgtagaccacagtgactgttgegectgacaaaagcaa
tgtgtagaggttggtgctggtatcgcacactcttccgaagatcccactggaatgttttttgggactctgecccagegacta
gttggtgccegttgetttggataaaatattcgagctcecgtgaattgecatcaatateccegttgttgtaagagtgtgatatt
caagggacatcatatggagtcgtggttagatgaattcgcatgecctggatatttgectcctttacaacgtecgecaacaata
ttattaataaagaagctgcgtgtcgtgccaagtggagaatatttttttgtgtectgtgcaaaaactaataaaaatataaat
gtctgaattttgaaggattataaaagagaggatttcgaaaatccgtttctcagcaaacggtgatcttgacggtcacgaac
cgggatgacgtgtgtttgttgegetgtegtgegcacagecgatacecgtetegttectececccacaaacaaaacecctgaagte
aaattgtttccagtggggaaggaaagtatgatctaacgttgcctgcgaaaattgtagttgatgtaagtgegttaacctct
tcagcttgccacctattattgacatttacacatctcagcaacggagttactgaagcaatttctgetggagcagagagtge
ggcagggccattaatcactctcccatctggatgtgcaatggatttgcaagggtcattccagttcaaactaattattcaga
atgtagttcgtttgagaacacacttcatttcacctttgaccaagtcaccaagaatgcacgcgatctgctcagatctcaga
agctaagcaggcttgaacctggacagtccagggatgggtgtccaccatgcccaacagactggtgcatecggacgttgtggg
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cagcagaaggcagtgcacaaatgcccattgttgttgttctacatccatcecgcacectttgecatcttgcactgaccagcac
gctgaagcacgatgaaacatccctaacggcccatgggacgtagggaggaggaaggcctcatctagcagtggactgatgga
gcggctgcacgtggacgcccagtcacagaatacactcgegtgegtttgggaagaaattaaaaactegegtgtcaacgtte
gccatgttcggatgtcaaactgatcgctaattccgectgaaaactcaaccgectcacagaaaaatcaatattgttttaaacg
gagcagaagtgggtcgccgggtcggcatgtgactcecgtgegtttgtggaageccgacgggttcacgcaaacgaattgacag
accgatcgtgtggggggtgggaggaggaggtggtggcgatgactececgtagecttegtgecgecectcagggeecgtggegg
cggggtagagcgaggccgcgcagecteccggggaagtteccgtggetcacggeccaacgacgageccgacggeccceccccggggyg
ctcgtegttccagacaagtgacacgggcgacttgegtgggagttctecgecgatctaggeggagtectgecaaacegtgttg
atattcactctgcgcagcgccgcatcacactggegegetgetttacgtggtttgatgaggtecttgatggtgecagtggtge
gcgtcaaaacaaataatttacgtgatacaattgtaccttgacactgtacatgcgctacacatggatgaaatgtaattgtt
gccagatttctttacattgcacgaagacagcatacacacaagaataacctagatttagctttacagtaaaaaaaaaacat
tcctaaattgaaaaagcgaagtgtgagttgacgtctacgacgtgtacattgccagtgtaccacgacattatctegeecgea
cggtggctaggataactaaaaaagttgaagtctttagcccgaattttattctgattgtgtggtcegegtegtegettggg
ttgaagaatccccagtgcagcectttettgtgagggaacggecctcactgaatecggtttttatcaccaageggtatctgaca
ttcttacaagtgacctccggtccacacagcagggaacagctctggtgtggttactctgecactgagagtaatttcagtgg
aagtgataattaccattctcaagagttggacatttttcatccaacgaagtgcagagtcagatttaacatgatatttgttt
tccgtagtcattgatgactgggctgagatcatcaactcacaccacttgagagtctggtttaatcacaggcagetgeectgg
gttggaacccaggttctcagtggggccecgeccaagagetececgacctecegagecaccecggecacctegeggetgacaggtet
gaagtgcgcgcgcgtgtgtcaggatcgecgagcaggacgtgegtgtgatctcaatecgetecegtgtgececttgtectgtgtet
ctggcagAGTGCCTGAAGGAAGAGCGCTGCGACTTCTTTGTCTTCTCCACCCAGGGTGACGTCAGCTCCTGCCACTTCTA
CAACGGCTCGCGGGAAAGCTATCAGTGCGAGAAAGCGCCGGAGgtacgcaaggagecttttttgggagettgeecgetggte
attgggttggaggcagtggcggcgtgaggaatgagaaaaccgagcaaaagtttagtgcccaaatatcagectcaaatccta
aataacataacaagcaaattaacattaagattccaattaatccctatcttctctatatttgectgtaaatctcttcatgte
actgcgggcccccaataaagctaaactaaactttttttaattttaccagataaggccccaatgagctacgtagectetttt
cagaagcgacctggccacaaataatagctcaacgaaatggcttatcacatggaaatttagagcagcaaaatacgctaaac
gcatgtttctaaatgtggaggggaacaccagaggacccagagaaaaatccacgcgaccacggggagaacataaactgcaa
atatacaggcgaggtagttaacatctcgcagectgagggccccecgataggeccagcacceccactggtttcactecatgtgeat
accacgcatcatagcctgtccctgggaactttacataagttgtttgtectggtggetcgagetgataaatattgtttececce
atgcttctctgtgtgtgttecttgattccaggatatttggcaatgagaaatgcacatgcacaatatttagatttegecage
gcatctacaaagcaggtgctagcaactgcaaaatattttcagcagttgtataggcatgcactagggttcatcagcaatga
caaattgattaacattattttcataattctgcacgctttatatttttggcagageccaggecttgecattgettaaagecagg
tccacagcatggctagtgtcaaggccatgggtgctttgtcagecgaggtctgtgggatcctgeccaagecgactgtttatee
tttccattattcttggcagataccaaggccagacacgtatacacaggaagcataatgcactgcgcaaggaggaatttttg
agctctttgatttattaagattggtgtcggcagggtgatggcgcagtggcaacacttgtgectecgegeccaagtatgacct
gggttctattecctgactcgagtaccttttctgtggggagtttgtgtatacececccaccecectgttetecteecctgttetgeg
ccggtttcccacagtttcectcctaaaactaaataaaatgtaaccggtattgaccaatcatcccaatgttgaaaaataaat
ccccgcaaattactcaatttggattacagatggcaacattggecececctgetgecaagaaccttggtecgecacectectgagaa
atagtcccgaggcttttctgggtgcacgagtggaatacatcaaacaataataataacaataataacaacaatacaaaatg
gagcttcgtccattccacaaaacccacccacccagtaaaaacaaaaccaagcaaagcacgtggcagagecgtgtetcacte
taggagaagagtgcgcttggcatttcgetgtgegtecgtatttattgeggtcattgcaatgtececgttgttgatgetttgac
atgaatgacctttcatcgggagattgttacacacatacgatcaaacgtctcagctgttagtcacgaataactgtaaataa
atgcatgagcacttcacgtgtgatcagttgttcaccttacggtctgtttgcataccagttctgcatgtaagetgtgcatt
tatccttttaaatacaatgcttcgttagaggtgtgtgcatatactttttgtacaaacaaatatgaatttatagttctegg
tgaatccactgctgtatgatggtaaatccactgctccccaatgecgtattaatcaaaggggtttatttgatcatacttca
ccacactggttcatgcgactgagtgaaggtggatgcccacttcagatatctcttgecactgatgttagaccttggectgg
aatcaaacccaggtcaccaaggtttacagcacagtgcatgaatcaccgcaccacgtccctgaacagactgttgtgacaag
tgctgtttgtgagcacccatgaaggttcgtcacggcacacgagggggtgggtggccagcatcagtggggatatttgtaca
cccctgcaccaagtactcatttgaggctgagttgacccaggtggaggecccaggagaggttcagatattegttgetactgt
tatcggtcgtgagecgggcattgaactcecggtttgecgagttegtagegecagtgegegaaccactateccacegeteececac
cccgegcacaatcgcacgtgegetttgtgatttatcecgagacatcttttecceectececececeeccececatgegecagGTGCC
TGGGTTCCTCGGGGACCCCGACTCGAGCTGGGTGGAGCGTCTCAGCTGCCGCCCGCGAGTGTCCCTCCCTCCCGGCTCCG
TCTTCACCGTCTACAGGAAGAAGGgtaggagagcgtccecctgagececctctcaccatggcacacggeggatttatectgte
ttgcattcaccgctcttaaggcccaggeccaaaccgcatacgttcatagtgaccaagcaatgatactgegtaggtgtegge
ttccacgtaagctectgeggtgtgetttttaggetececeggcacgeggagegaaacgteggacgtegegecgaacecgeececag
cggcacgacccgaacacacgtcgcttaccgtgatagagcacgaccgcgaaaacccacggggcggcactggcaagegtggg
ccaccggctaacagecgtggcagcacgggggagacagatcgatttgtttgttactecggacgtttttatttecacgecagGe
CACGAGCTGCCCTCGTGGGACGGCCAACTGTACCGCCCCACGGGCTTCGGGAACGCGGCGAGCGGCGCGTATCGGACACT
GGCCCTGCCGGCCGGCACCACGACCCTGCCGGACGCGCACCTCTACTGCCGCTCGGCGTGCAGCGCACAGGCGTGCTGCG
ACGGCTTCCTGCTCAAGGAGCTGCCGCTCGACAACGgtgatgaccacaattgcacacgecgagecgtgagggecggctgacecg
agccggtccegttcatccatggegcaaactcagtececccgattaaacteccctggggttacegecacccaatgaacaaaaac
accgggaacttgtcgagggaaggagaatatctcgcaatgeccggtcgagecggacaactacgegtacgtgecttgecgtgag
cggtgcatcgttacgcagccgacaaaaaccgtgacctttaatgtcccgggaaaacttececggactecgecagaatcaccggga
aggccgctgcctcgactagacagcgatcctgaaacagccaagacaggtggecgatgetgecteggtacattgacteggggtg
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ggcgacacgattccccacatctcacgatgttgtactcecgtecgtcacagagggatgeccaacgecggtgtaatgtttagegea
ctggacttgcaatccagagggtattcggcctactcttccacgetggectatgtgtecttagaagaggtgtgagtaceccacge
tttgccccatecgcacgeccaccttteccgatecgactgattgeggtgtececegtttatgetgecgggtggagagggaggegee
gggagatcgcaagtcccagtgecggtcaccattgcaccgaggcaacacgecttgatcaactecggeccaagaagecggcagage
acacgcagaggctctcacagccctgtgagacccgcaggggtcatacccagtggcaggcccacatecgectgategtgaact
gaactccctgccaaaacctceccttgcagtecegtgecegtgtggtgtgetggcacggagcacccagatttgtgecctegtgt
gaaagcgtgccagtgctgctgtgtgagtgcgegcacgeccacececgecatetgtgtgtgtgggtgtatgtacatggggagtg
ctgatgtgatccgctgeccgactctgtgacctggattcaatttacggeccactgectaaaattegtggegggtgatatccaaa
catggaatttctaccattggctcaggcctacaaacgggagatgggcactgccttcaatgcttatttgatcaaaacattat
tttgactttacgtccgegtgtgtgegtgtgcatgcatgtatgtgcageggtggggageggtegtgecageggttageecege
tgcgctacaaagtgccgeggttaaatcacggcceccttagtgacgaccggegatggttgttgttgttgttgttgtgtgeat
gggtgcgtgcatgegtttececteggecagGTGTGCTCGTGTGCGCATTGCTCTCGGGCCCCACGGTGCTCACGTGCCGCGC
GCCGTGGTGGCCGCGCACGGCGGACGAGTACGGCGACGGGGAGTGCTCCGGGCTGCGCGTGCACAAGCCCAGCCGCACCT
TCGGCTTCAGCCTCGGCGGCGTCCACTACAACGCCAgtaatccaccttccgetgtegettctaccgetgetgetgetgee
gccgccagccaggttccegeggetacgetgtgeggegetecgatgtgtttteecggggttgtgetgegegtegttegeegt
gacggcctgegeccgacgectgegegtgetgggtgettettegggaagtegatattcggatectgacgaagttecteggaaac
gtggagccaaacggtcggacatcccgccaaacaaaaagacggcggagagccgtgectgattgtaggtgtctgcagtacaaa
attaatttgcatttttaccattagtccttaattggctcttttattttetttggttetttecgaaacgtecgtgagaatatta
ttgtgttattttattttatcaatttattattttattttcattctacgtgactttaccgaaagaaccaaagaagatgaatc
cttgctggctcttttattecttttgectgaattttgtgtaaccttttggtcaagectggeccccatctcaacaaataaaaaag
attaaatcatcttcacgagagtgatagtgccccccacgcgttacgcatgaaccgacggcgccaacgcataaaagttcgeca
acctcggtcaaaaagcgttacaggcgcaccacgtgtctcacgatgcaccagcageccatgacctccggggggaccaggecta
cccagtgggacttgacaagctggacgagggaagaacaactccagaccacgctggtgcttgettgettgeecgtcagaatcet
tccegttetetttgacgacgetegtgecegtgeccegegecagCGTTCAAAGACCTGGGAGCGTACGAGAAGGACGCCGGA
CTTCCCCGAGCCTCGGCCCGGCCCTCGAGCGGTCCACTGGAGGCTGGCTTCACGTTGGACCTGCAGCGTGGCGGGGCCCT
CTTCAGCCAGATCTACCTTTGGGCAGgtggggatcggccactgtgggcacgcaacaccggecggggcaacctgacgtggag
gcattggccgttgeccatttgggagecccaaaaagagttttgetgecegtcagegactttgtegeggegacgttgtegegge
gacgttgtcgcggcgacgttgtegeggegacgttgtecgeggegactttgtegeggegacgttgtegeggegactttgteg
cggcgacgttgtcgeggegacgttgtegeggegactttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgtt
gtcgcggcgactttgtecgeggegacgttgtegeggecgactttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggega
cgttgtecgeggcgacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeg
gcgactttgtcgecggecgacgttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegactttgt
cgcggcgacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegactttgtegeggegacg
ttgtcgcggcgacgttgtecgeggecgacgttgtecgeggegacgttgtegeggegactttgtegeggegactttgtegegge
gacgttgtcgeggecgactttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegactttgtegeggegacgttgteg
cggcgacgttgtcgeggecgacgttgtegeggegacgttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtecgeggegacgtt
gtcgcggecgacgttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggega
ctttgtcgecggecgactttgtcgeggegacgttgtegeggegacgttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtegeg
gcgactttgtegeggcgacgttgtegeggecgacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegactttgt
cgcggcgactttgtcgeggecgacgttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegact
ttgtcgcggecgacgttgtegeggegactttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegegge
gacgttgtcgcggcgacgttgtegeggegactttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtecgeggegacgttgteg
cggcgacgttgtcgeggegacgttgtegeggegactttgtegeggegacgttgtegeggegactttgtegeggegacgtt
gtcgecggcgacgttgtecgeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegactttgtegtggegacgttgtegtggega
cgttgtecgtggcaacgttgtegeggegactttgtegeggegacgttgtegeggegacgttgtegeggegacttggetgeg
tggggcagcgtggggcagcacattggagaaccccataaaattgtctatgaaaaatgtatcagaaaatatgaggtcatatt
tgtgttgttttttgttattgtagggacgcaaccacattgtgtatccagtaggagacagecggttgtgaacactgtcagaag
tcactgtgtgattgtatccgtcaagaatagtgcatgttcagtgcccacaaatactttctattttgtcaccgtectgeect
gcaagcaatctacgccactcgctgaattgggaccgtcacgttttctatctattttcacgecegtgecatgtgtgttcaaca
tgcatattcgtgececgaaggtgtegttataaacgtcecgactgegetttegeegeggetegtgecaacgetegeecgegettte
tcgagcgggcagagcgagcgtctgtegeggggegecgeggettgecgaggaagatgcactgcacgegacggetttattgee
tcgegegetgatgecgteccaagacgttgecagegegttactcatcgagetgaattatececctcaatageggetttacttg
cgagctgagtgatccgtgatgacgaagcacattttagctcgegecgtgcaacgegetgteccgagtaactgectetecacge
gcctttatttgaattecctggtggettgttttetgttgttgttgtaaaacgtgagtaatttatttattectgetegtttett
gagtgctgctactgctgccgtggttgtaatgctecggcacgeccggacttgcaatccaaaggeccaccggttcaaccectggg
cacccctgggcaacgatgcacgtttcttaaatcccaccgegtatgttcacaatecggtggggtaaagtgtgggtactececca
cctcttcaaagacgtctgggcagcgtgaaagagtagactaaatagtagaggcccttctgeccagcagtgacgtgagcaage
aattgcgcggctgcacctttecegttgtagttgttaattagacactggegatgcaatatgggtatatecgacggagegtact
ctcgtttgtgtgcagGCAGTGAAGCTGGGTCACGTGATGTCTGCTTACACACCAAGGCCTACACACCTCAGCCCGGGGAG
CCGGCCGGAGAGGAGGAGGAGGATGTGTCTTACCACTCACCACAAGACGAGGgtttgtattcatggaaattattgaacat
gtcgtgatatcgagtttaccaacggggcaacctaaagttgtggtaaaatggggcaattttccctgggectecagggacce
ctggcagatcacagttgctggatgcgacgatccataaatgctcagecttcecctaacatcgetgacaagtaaacgttatetg
tggggattttcacaattttgaatgtacagcacgtggaatgtcttgcagaaatagcecgtgtgtccaccegtgaagtececcca
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ctacacagcagcacagtgagctggagtgtgttcgtaaagtccccactacacagcagcacagagagctggagtgtgttcegt
aaagtccccactgcacagagagctggagtgtgtttgtaaagtcecccacagcacagtgagectggagtgtgtttgtaaagte
cccactgcacagagagctggaatgtgttcgtaaagtccccactgtgcaacacagtgagctggagtgtgttecgtaaagtcee
ccactgtgcagcagcacagtgagctggagtgtgttcgtaaagttcccactgcacagagagectggagtgtgttegtaaagt
ccccactcagcagcacagtgagctggagtgtgttcgtaaagtccccacagcacagagagectggagtgtgttegtaaagte
cccactgcacagagagctggagtgtgttcgtaaagtccccactgcacagtgagetggagtgtgttegtaaagtececcact
gcacagtgagctggagtgtgttcgtaaagtcceccacagcacagagagectggagtgtgttecgtaaagtcceccacagecacag
agagctggagtgtgttcgtaaagtccccactacacagcagcacagtgagctggagtgtgttcgtaaagtcceccactgecac
agcacagagagctggagtgtgttcgtaaagttcccactacacagcagcacagagagctggagtgtgttcataaagtccce
actacacagcacagtgagctggagtgtgttcgtaaagtccccactacacagcacagagagctggagtgtgttcgtaaagt
ccccactgcacagagagctggagtgtgttcgtaaagtccccactgcacagecggcacaaatcttetgtttacegeggtgag
ccactggtggaaattccacggtcctatggcaggtgcgacttccecccacaaagtggtactcatcatatcgatteccatcaag
gttttgaactcgcaaccttcaaaattgtttagagcactcaagagaccagggggaggatgattctcattcgcaaaactgte
ctgggtcaccaaaatgacaaaagcaaaaacgtcaaaaaccaaagcacaacaacgatgatgcaaataaaaaaataaaaaca
attgcgtgatagaagggatcaaaaacaatgcaaaaaacacaatcaacgtaatatagaaatatttcccgaaacaaaagttt
ctttggacaatttaattgtacttaaaacattaatgaggtgtaaactataagacgcagaaacatcaacgtagatttcgggt
gatcattgcacgggtatgtcaacagaagaggaagcacgtcaaatacccgtggattcccttgecccctgecgtecegttggt
cgcgagcagCCGATGTGTCGGGACGCTTCTCGACCCTGCGGCCGGAGGAGGTGACGCTGCAGCCAGAGATGCGCGTGGCG
CAGCAGAACTTCTGGCTCTTCCGGAGGGCCTTCTCACCGCAGCAGCAGGCCACCTCGTGGTGCCTCAGAAgtaaggccgg
caaaaatacattcaccagcggcattgccatcaccaccatcacttcatggtcatgeccacgectcccatgecagggectagate
aatgttgtgaggggcctgaggctaataggagggaatggcccaagcaggggcggagecacagggggggctggggggggggg
ggctcagccececececctgaaattttgggaaagtcggtagtecgggataaccggatatcecggetgetgcaaaatgetgecagget
gccaccttgtgectgececctgcaggetgeccaccttgtgetgecaccttgtgetgeccecttgtgetgecectgecaggetgett
gagtggcagcctttggaacttatcgaacttattagccacatcagcggctccgacctaactectgegttegtttttatacat
ttgtggcgcccattggaaaacattacactggatatctcagaatactgaagtcagectccccaaagtcaaaatactggtte
cgcccctgggcccaagtatgttttacatattgcaaaacaaattatgaagtcgttaaacatatttagttaagtgeccgatgt
caaattaacaattgtattcgactcaaggtaaagtcatcaaacgtatatcactcactacactcattacttccaacaattgt
ttttcttccgagegtcagetgtggcaaagtecgtgaatggegtcatcgtgattcaaggtcaaaaatgtttgegatggetge
gctcccatcgttctcaacgaaactatttaaacgattacattcagectgectacttcaatatggaatggagggecctaagggag
ggcatacaaaatctgatggttttattggccgaagagcaaatgtggccctgctcccacacagtaaatctccagactcecte
cacggtggcagctgtcececcattecggcacaaggtgaacgcatcecectgecagegagtgegecatgagtetgecagtggggea
cgatgttacgatgtgggttcccagttcataaatttgcaagtaatttagaacacaatatttggccegtggegetggcacac
acgacggcctactctttttcgaacagtaaaaggcgtcgatgataaagtattgectaatgagcgaagcagtgactgtggeta
aaggaagagaaccccgttgtcactcatgagctgacagaagggacagattgatgatgatgatgatgttgatgattttgatg
atgttgactgatcaatatgtcacgccactcacgctcgectgagtctececgtegtegetegacgegtecegecagGGTGCCGGCG
GGACGCGCTGTGCAAGGCCGCCGCGGTGGGAGACGGCCCGGCCGGCTGGCTCGAGTGCCTCCTCTACCCGGACACGCAGA
GCTGCGGCACGAGCCAGGAGCTGCTGGAGCGGCCCGCACGCGCGCCCTCCTGCACCAGCCTGCTGCCCCGGATCGACGGG
ACGCTCTACCGGAAGCGAGgtgaggcggctcgcacgatctatgacgagecgcagggacggagttceccggcaacageggacg
acgccgctcacagagcgacgaaacgcgaccgcaactcgagacactgtgectcatgtttgttetttacagagagacagaggg
ggtgggggccgtcaggcgagagggaacaaaatgaaaggtcttgggcctggcacggeccggagggaagggagttccagaccece
tttgggggcagtagaagagaatgagtgacctcgccctgagagectaaggttgactgggggttgtecgatgagagagecttgg
ctgctgaaggggagggaaggagagtgggacgagagggggataattatgcaagggatggccgeggtattctggatattgat
gccggatttgectcagggeccattgaagggatggagtegggtggaggtgttgetgegacegttgteteccacggtgacgatat
ttacgaacgtgtatcacaccaggcggtccagatcagtgtaaaacaatgattgctctaccagtcttgttcacattgacecgg
cgattaaacctatgtttctagegtctgagtcecggtgcaccaaccccacccataacaaaatccgacaagtetgegtggage
gcggtcaaaacaaagtcggtaacacgaccaaagcgcggttacattttggtagegtataggaatgttgecgtectggegtaa
cggggtatgtgccgggcattteccgtcagetgtgecacggecececeggtecegeteggagtgegeecegegtecacggegegeegt
gacgtcgcgccgtgcacgtcacaaagcacctgegttttatttagaagtttcagaaaagtttecgggtgtgaaagaaataat
ccccataactctgecgegattattgttccatetgecategtttaataaggttectctaaatgettgttattttttatgaaca
ccaaattcttggcgattacataaatcaggccagggcttagectgcagacgtgtttgggaactcagetggegeeggttettg
ccggcgtctgtgegaggttttececcteectgtaaatatecctgetgagcaaccgggecatececgtgegeggeccacgegecagege
tcgcacgegtgggcettettcaggtgeteceggtttectececegecacgtaacgecgecaatgtatecgaggategtagagegtgg
aggtgcatttggcgccggttcctcaccacgtggtttgecgetgecttecececegetegtetgtggttetgagtegtectete
tctgtctacgagagcgagecgaatgetgegeggeggtggtgegttacecggttgagattattattcattgttatggatgaac
aaatatatgttttgacgaatgagaagtgcttttggaaaactgaacttgagaatgaaaatcataccgccgtacctgctgeg
acgtatggatcagaaaaatggacaacgatggataaaatgtaacaaaagctgagaagtgcgtgatgaaatcagctcatgtg
cagttagtctatgaattgttgatttggattgatcacggctgctgecggataatgaacagaagaacaattaagtcatagcac
gaagcacaaagggaataatgtcatttacgggcagggtattgecgcaggcacattgcaccegtagggctaatcacaaccage
gctgcacacacgcacgcatacacacatcctttectttacacgcaccattaagccccagettaaaatgttecccaaacaatt
tgggacattgtttgataaatcacggccgcaggggcecgetetecegegtgecteccageecgggettegegetcagecacecta
cggcagccactctgtggagcgttcececgecattcgagggcaccgecgacgttatatagetgtegetcaategeteggaatgge
agatatgcgggtgcgagaagagaggtccgecgeccacgegagageccgacctgteggaactecttattcacgecagacgagag
ccgcgectececgtccacactccggatacactaaattaacccgectecggcaaaagegegectgetttcaatttacaacctegta
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aagcgatatccttgtgtatccatcacgggccgagctcgcacgtggcgactttgtgecatcagtgectaatgaaggttcecte
gcagagtttacggcattcctggcactttcctaaaatttecctgtacgegegecgtgecageegecattgegtgegtgegagte
ggtttcggagacgggctgcggacgactttcacegetttgetttcaaccgegttccacgecgageccgecaccacgcagggeca
cgcggcaacgccgccgeccctecttecatettececgecggecageggegttteggacattegtgaggaggeccacegetgecagee
gtccgccggcectectectggccaacctecgecatgegetecgtgaacgtgacaggccaaactcacgatctgacgaaatccagaga
acgaaggaggcacaactgttcacgggcaagcactcagttgtcgtgaatcgcattcaactgacatcegtgttttacegece
gtcgctgaacttcgttgattcgaatgcagecggeccaccectggttgttaaccataaaacacacgeccgectgettcacggegg
acgttaaagatccccceccgacgtaattcgaagegegttggeecgttgttegecagegtcatggeccaaattecgaacaatcet
tcaccgcaaatcacagaatttggatcccgcagggcaacaccgecccectectgggcaaccgetgeggactgtgecacgeecct
tggaatgttgcgccctececcgegegatagecttgegetataagaatggecgtgaataataaaagaaccacacgtttataagt
gatgatcaatagctattaacattattgttgttgtgattttccagACGGTGCCGAGGGGCCTGTGCGACGCCTGTACCGCC
GCACGGCTTTCCGCAGCGAGATCGGCGTTCTGCTCCGTAGCGTTGCCAACCTCACCGGCATGGCTCTCTCTGACGGgtga
gagcgccccccccctecccacteccaactcaatgectgacgttagaacatcgcacaaggcactcatttgagtcaacttaggg
gaggcgcagcatactctcagcatactctcacgatgttttagacagcacgtttcataagggcccacactactgaactactg
cgctaccactcttgccectgtecgeccaacacaaagacaaagttgectcgattgacatagacttttgggggcaagtgetgtt
atacgtgtgtacgttgaacgtctttcgcacgatacatagccageccgtgctaatcggagatgecgggggaaggacaacaaac
taaacaccaaaagcagttctgaagaaattatctttcaatctcttagcgagtgtggcccageccacctetgtgtetecagtt
gccgatgtttaccegtcacceccaggttececcttgggaagacacgtgatecgattcaggecgacaatecggcaccgatgttgace
gtggccggtaattgaactcgggtegttgggttcatggcacagtgctctgaccactccacagecgactccacectgegecac
ctcccacagctccgaggatcatcgcagectgaatgectggggggggttctgaatggggtcatatcagggetaggggtete
atgaatgggagacttggcaaggcaccacattacccaatgaactgtacactcgtttgctgcctgcaaatgttcacgattge
cgtaatgtacgttgaatagcccacgctgegectcatgetgecacaagggegacctgecatgetgagttgegtatggttaatt
aaagggctttgattgctgcgagacgctcgecttttttttgtttccaaaatccagggectectecteectgtaagataattta
aacccctgtgacaaccgggtgtggatggcggtcacccatgaaagtaccatccagacaaccccgectagecttectgagatca
gatgatattcggcgcattcecgegtgatttggtggcagecactcattaaacaggcaatggectecgagcaatgaagaaggece
tgtgccccaaacatcgtctattatatatatttttttattttaaggccagagagttattgacgaacgtgtcgagttttttt
tttgctctttgtgettetgecccaactecccaatgcaataactcaggagectcaatgggatatgtatgecagecacttggttt
gaagacatcagcggaagccggagtgattttctegectgegagcattaatatgegecgteccatgecgetgtateccaggecage
gagcactggaccatttgcaaccgecgaacgeccgectecttagectacactaaatcaagegtgeggegcacgcagececgacecece
agcacaatcggcggggccttcgetecgtgaacgtgecggecgggegegtgecgagegeecggggcacggecggggaaacgecattta
cattcgcagcgaagcgecggggacgccgagecgggacaccggggcaaatggetecgagtgcagagattgeteecectagegetg
ctttgatacgcgagcactggggttgcttttgttttctttgtcaacacactttgectctcaattttattgaaagttgectege
cttgggcgcggcgcaaacaaactttatggtttttggeggeggcacaccgagecggtagegectttgetgecegttgecaga
gattccacgggtggaatccagcggccaccctggttaataccgcagtggtattaatataaaatactgtaatctagggatta
ttttaggtgcacttttttccecctgtatttcaaagaaaatgttggaggggtggcgtaatatattctgttagetgtgtttgt
gtgtaactgacgcaagtttgggttgcgtcttactgtacagagcgtcttatagtccgaagaacacggttcatgccacctge
gtcacaagggatgctaaagatccecgtgatcctattegggagecgagtaggeccatgtgtgecagegtcatgateccagttgge
caaattagaaaaaaaaattgtctgagaccacatgctgctggcagaccgtgcccatctgtgacagatagtgtgttcatgat
cgcatagtcttataagatgtgtaaaataaataaacagccttcaaaaaaagtacttaaaaaaagtgcttttagtcegtgggt
ggcatggatactctgagttataattccagcttattgcaaccagatatctgggcagtgtggtccacgtggecectatttgta
aaggtcagactatttcaaccaaattgcttgtgcagactttttccagaattgttcaaaggtcactcaggececcacaggcagt
gcgcgatgacggccgtgggtgttactcaaacgecttcgacataattttgecctectgacctaatgeccactctacecgetecatt
tacttgcatatcattagccgcagattttaccctctcatgecatecctececctggttgactgetacgatttectcaaattactgt
taaattatggaagcattttcagcacatgtgaggtctcccgttaactcctaaaaccgcattaaaccaaaaaacatgaataa
aatattggtttggctttccataattcacgcatgagaggcttaaaattcttccacgtatattttttttecccaaagecattt
tccttttegecacatggecggacgagggectectgcacgtggectcatgegegttatttgaccatacteccaccacgetggtetg
ttgcgggttggtgaaggcatggggcattgacgtggtgggcacagaggggcagcaccatgtagectcacgacctataacac
ccgcgacgcatggttggtctcctatcaaagcactatcaaggctecgactccecgetttagetteccaagetectttgacgatte
ccggcacattccgggcgagetgatttgttcaaggggcacggatggaccttegtgegcattcacggacattcacttgegtt
tcattgaacgcggccatgegtecctgetgggeecgteggettgtgecggggecaggaaaatgactgaggegacgettgtttgg
cttcgtagatacctgctgcacccacagecctatgtttggttgtgtgegecteccgatgacgecttcagcaacaataacaacaa
caaaaagccgctcttaaaaacaagcctecggecteccaaatctgtgttgcacgtgaceceggteteccactectectagattet
ctctgcgaccaattacattaaacccteccgacgtgtttteccgacgtttctatctacgtgetggaagectaccececgaatetg
aattaagttgctcccteccatcatagagtgetteccatttgetgetactgectactgetggttettgatgetcaattaatttt
ttgaagaatctcgcggctaaataagaaacggtacaaccattggagagcgatccggcactcaccaattcacattggagagt
gatccggcactcaccaattcacactggagagcgatctggcactcaccaattcacattggcactgattgttgecaactcate
cactctgtgttcaaccaccgcactgctcaactttggaaattccctecccategectececctacaaagttecttgaatgtttt
acagcgctgcagcatgttgectgggeccgettcacgtectcagectttgtgecagtgetcagcaatecgegatttgaacgaaa
gaaaatatgacacggccgcaaaaaacccgcgcagtgecgcacggaatcaggecgecctcaatactcaatecccategtttggg
aggatgccaggagagccataagttgactgaagaaatatgatgagctgtgaagctctttttcacagttgtccagtagggtt
gggtcagcaagtttcataaaaacaaaacaacaagccaagaccacaccaacacgatgctgtctttcgattacatttcegett
cataattgaattatcaacaccatgggtaaggctcagggttcaaatcgcaaatgtggctgectgtatcaggececctattcetta
tgtttaaaaatattttttgtaaggggagaaacaaggttgttcctaaacgttggggctgcaacggcaaaatccggagegeca
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54961 atggcacgtggagatcatctgatatgcacatgaagcaaggggcagtaatgatcatcactgcagggcagacaaaggctaca
55041 cttgatcacgttctgagcagtgggcagacttttaaaaacggttccgtgccacaatgggcgattcaacaagegtggeggeca
55121 cgtcggtttgtgatttaattttttttttattccctecgeccaaattcctecatcatecttgtecggcatcatacaaacagege
55201 tgaccattcttaatggcaaggatgtaaactctgggcacactctctctcaatcagtgcecctccgattacactettgtgttt
55281 tattattattatttatgattgtacctgaaattcaaggaaagccctggggtgecgttgecccaaccagecgacgcagtcatgaa
55361 ccaccgtgtgagcggttggcatcgcagactcaactagaggcattgaagtgatctgeccgcacatcagectgaagccatttge
55441 cagctaacaagcgtctcgacagattcatcaggttaataaccattcagecggagtgctgeccaggtecgetgggtagatteeg
55521 tcttcecgccacggcagttgagacgatggtgcaagecctecccaactceccacectectececegectcagteeccececcactge
55601 ataaatggccacacatttatacacatggtggggttgagtgtggatactctcacctcttccaagaagtaggccacgtttect
55681 gaaggaggggctttctagagctgcctccgatggaatttatttecgtaagcagtggcaaaaactcgcagggeccgegecttga
55761 gcgaatcgtctagccgtgecgecgagaagactgtgegagaagecgetgggacgetgecagegacgetegtectggectgteggg
55841 gccccccagaggagctcggaggccacgtgaggcecccctegtececcaccatecccaaagecccattttggggeectettttgtg
55921 tgaggcctctggtaacagtgcccattttgaccgecccacceccegetgggecategetgegtgettaagagegageggtgage
56001 gggggcagatgatcgcccgegeggagctcagacattecegggetcaggectgecectttggcaaaataggeggectggtggg
56081 agggaggaatgccgtctggggccagctacttcttgttectgactgggagecgggggetgecgegegecaagegtgecccaac
56161 ccctcgtgcgatgtggaaagtggaaaattcctccaacgcaaatatgagttgaactcttggtagegetecgatgtttatteca
56241 acaatggaattaatgaatattcgagggtgcaaaacagtgaggagagcacggcagacaggtaaaaagcaaaggtataattt
56321 aggatgagttttggaatgaggaaaaatatatatacacgtcggcgttttgagctaaatgttcacaagttcactaaaccacc
56401 ctggacgatgattgccttcttgggataatgctcaagaatacggtgcatgcatttgttaccaattatcccategtgacgta
56481 ataaaatatcacaagtctagtggcacattatttagtcatattatatgcgtggagccacaagcatcttgattgcagttcaa
56561 gtggctttaacttctctctattgattgaataattcgtaactttagacttacgggttggttgacagatggacgcatggatg
56641 atgaacaaattgatgaacactcaagaaagagatgaaaaggaaacctatagctggagaaaaatgcacgcaccgttaacgca
56721 ccactctctgaacctagccgcccgagttcaatteccecggcaacageccaacatcagtgatgagtgatatttgaacctatect
56801 ggcctcttcecgtcaccaacccgcactgatcagcacaatgaaattttatcaaatgaccactatcaccgacccagcagaggg
56881 aggccttcatccagcagtggattggtacagggctgtacatgattttacacaatcaataaatatttccaaactattgtttt
56961 actgcaccctttatatatatcaaaaactaaaagtttttccaactcatccctcatcacctaatagaattggaatggtagtg
57041 gattgccaaatatcagaaggcaatttccccttecttgetcectcagtggcacaccagtggcagaccagtggcacatgaagece
57121 aaatgtgcttgtttttaaggccgttacaccaacaagtcagccecgtccgaacattccaaaaagecttacgctgatatttect
57201 ccaaattgcttggcagctagctgcaaccttccaaacaagatcagtgccaaatgggcattggattgaagectggetgettat
57281 tccaatctctagtaattcccggaatagcgaggggtcacggtttaattaacaatgcagctcttaattcageccaatcecgcagt
57361 atgagtaaaagcctactggagtaggtagccacgccatagcaagcggtgccctggggtaacacggtgeggagatgttttac
57441 tgtttaccagggcggccgctcggctcaaatcgtacctcectegactacgtccaccacccgtgattgggtaggegegggtgag
57521 cgtgtgatcgtgcggtgtgtgcaaacgtcgccactggagagacaaaggecggecgggegtggttgetggeccacecggeac
57601 cccgtgcgacgtgcececggtcttegtgaatttaccgaaagaaccgaagagtatgtacecggggatgttttetttttgteggtg
57681 aatgcgtggcatcgcecgtgatcaccgectctegecggtgacteccgggacecgecacagtaacgecteccacecececcateecate
57761 gccgcatcccgttcagggcacgggccagecggaatcecctceccecgacctcatectgegactgegttecegegcacagacaattaa
57841 accggcgggcctctgtccacggeccagegetgegagegtgetgecaceggecgtagagaacgettegtgecgtgtgatgtg
57921 ctgagctatgaattgcctagagcacaacctacgtagctgecgtactatatttatttatagcccattgtcaaatttcacttt
58001 tggacgaaggcttccccgtgeccgtcecttggtcacggeccagttgttegagecacacttcaccattectggttgttgeggtttgg
58081 caaaagttgtgggcaagtggatggagggggtggtgcccatgaccgctactgatgttagcecgtggeccaggaatcaagecteg
58161 ggaaaccgggttcataacacagcgcgctaaccactctacacaactccatcccactgtacgtaaatatatacgcagcaaaa
58241 tgtataaacccagaaggcagagagcctgagtaaaaaatgaaagctccattctggctgctacctggaacatgagcagacge
58321 cagggactgaagcgcgcatcgagagccgtctcecggggaccgacgetgtttattttcactgcaaattccategetectcacca
58401 gcagttcacatccaagttgcctcegectgegecgtgetggetgeggecagectgtttgecttggecectegtgecegeggeggg
58481 cgcatctcgcgctcecgagecegttgggeecgtgecgeecgtggttegtegtgectegtggeecgetgecacgetececcagegget
58561 ctgcccagaggcggcecgtgtggecggecggaagtagtcecgtgaacacgtttgettacataagaggettgttttgggttaggte
58641 gcgtaaatatataaatgtgtcgttaaacccgccaccacccgacacagacaactagtaagggttgtcacgtaaacagaacg
58721 tgccaattcgtcactagtgcagcacaccgctgtgttggagagccaagccacaacatttacaatctcaacgtttacaatct
58801 gaggatgacgttttgccagtaattacaactagcttcatcaggcgacagccaggtttgtggagagtccacctgtttattte
58881 cttatatagaggcttagatgtggtgatgggtttaacgacatatttatatatttacgcgatctaaccccaacaacctgtat
58961 tatggatgatattggtcgtgaaagcatacgtgttaaacttttgcttgcctttaataattattcgagatattatcteccgeg
59041 cgcgtatcatgccttgagtcgtcecgcattctgegtcectgtctactcaacctacaatttatttctcactttctcattecacga
59121 gtttgctattttagcctactcttagacgccggcecgtatgecttgaaacgtggggagtacccacgectttatecccacegeac
59201 gctactacctgccgatcgectacctgegecgtacccatgecataccgetgggegecacageggtggtggeggatttaggaaa
59281 gctgcaccgttatttaaccgcctgactgecgagatcgactcgaaccggtgacctctggatcecgcaagtceccagtgcactggece
59361 agtacaccagggcagcctttgattcctcatgcagggcactgtgattgtcgacacggagagcecctctgtcataccecegeca
59441 cctgttcaccgtgaggattgtgaggctttcatteccggetgtgtggaatgtaagatgagttcageggecgetegttgatga
59521 ggtcaagttgtaactcaataaacgtgattattgccatcccttgtctgeggaagtggctcagagaaaacaaacatctgtaa
59601 tggtatttcatcttccctcagtgtgagctctatttacattctgatgagtattttaattcggttactataccaacagaatg
59681 aataatggtttctcaaattctaaacgcgtaacagtatcttctgtaatttttttgtactcttggaccggctaaaacgttte
59761 tgttaggacgagtgtttgtggtttgttatggtaacttagatgttgctgecggtggtggaatggtgagecgctctggattcac
59841 cggttccattccatcctecctgegeggcagatgagacgatggtgcaggtttcttccaatagtaataacaataaataattaa
59921 ttatgcaggagagagacactgagttgtacggctcttcttcagaaggatcctccattgggttttattttaagatcttttta
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gccagttcacgatgagtgttttattatacacgtgggaggaaaccgggtgecctggaggaaaccccacgcgcacgaggggge
aacgctctatccccagacagatggaaaccgatggcgataagtcegecttgetgtacecgecttetectggegageecggggta
tgtggcacctcgacgcccatgggaagggagattcacgacgecttgtgecgtgatccaccaacccatgetgecgectecace
gggcgtggtgacaggcagccaggtgcggcagegtageccgecaccgececggctacatecececegeteccaccacctectatecac
acaaggggtatgaatgggcatgccaccattagtcaatcagcaggtcgtgttaggtggggtaaagtgtgggtactgtactt
ccacacctgcacacaagctgatcatccccgagaggatataagttecgtatgcaggtgecteggtggggcattgecactgecage
gtcatgagaggagggggcagcttggggcggccttcgtccaccagtggattgaccatggetgectgacgatgattatggtaa
taaccttctgaaggggctctctctctetttegeggatagetttecegectgeecgeggtgtcatcaagaaattgetgggetg
cacctttacctcctcatggtaacttggcggatttttegettgtgatcacecgecacgececgteggeecegteccggacegegea
tggagctgcacgctcgtgcatgegtgtgtgtgtgtgtgegtgegtgegtgtgtgtgegtgtgegtgettgecatgecatgea
tatgtgcatgtgtgtgcgtgegtgettgegtgcatgtgtgtgtgegtgegtgtgegtgegtgetegegtacatgtatgtg
tgcatgtgtgtgtgagtgtgtgcgtgcatgtgtgtgtgegtgegtgetegegtgecatgtgtgtgtgegtgegtactegeg
tgcatgtgtgtgtgcgtgecgtgtgtgagtgtgtgegtgettgecttgecatgtgtgegtecegtgtgtgetegeteegteecgt
gttcacacgcgggagcgcccctggctctttgtgegacaactacaaacgagecgettgtacgegegecgattcattaccage
cctcgggcecgeggtttttatcgcagecgacgtgeggacagatggaatgcatcacgaccagettggttecttgetectacget
cacggtcaaggcctgacacccttctgaatgctaatecgttcactececttgetecgatecectgegtectgagetcaategegeg
taaggcggcacggcgcacacacgcatgcatgcacgcgaacacgcacacacacgcatgcacgecgaacacgcacgcacatge
acacacgcatgcacgcgaatacgcacacacacgcacgcatgctegcaattcctcattgtgggtecgectatgeccatcate
catccgggttggacaaatgagtgccactttgtggggaagtcgacagtactatggatagacgcagcccctgecagaggaac
gaggaatttccacaaactggctcagtaagaggaggtcgctctcacatgtttttaaatcacaaactgttttgttgaatcga
tacatggggaaattattaacggtgtgcactgttaaatatccagtatagaatattttgtttaataagatgcctgttactat
tattacaatttgaggggtagactcagtgttcaaatgttcataaactttattttttaaaacataaactggatacagtgett
tgtaccaacattgtttctttggcaaaatgacaaagtaaaggcaatccatcagggtcgatgttgegtttggcacaaagtca
ttcgtttaaaccgctttaacaaaacagaacagctaattgtggctgctgcaacgttcectgetcgeggecaactgacgtgtaa
ttatgtctgattgegtgtgtgtgtgtgtttacaattgtggggagectgtagtgtageggttagtgectatgetgegetacga
acctggcgacccgggttcgatttccactcgeggeccaacaccggtggtgaatatttgaaccggtectgaggetgeecctagg
tcagttcagttttaaatgaatacctggtgcagtgtgtaacatcagecgectggggagacaaaggecgggtattatgttegecac
gatgtattaaattacattattcaccatcagcagccatgatatatccactgctaaatgaatgcctccccacgaaagtgeca
cctctecatggtccegetatgecacagtectgtttegecacacteccattaattggecategtecctttgagtgatgecatectg
cgcaagccttcttacctttctttgcagtcagtacgatgtccgaaatcgttattgetgtcagatcectectgategtectee
cgtctcttagtgtaattcccagcatgegtegtgecategtttetttgecacaatgtgttegactetgegtgtegeteccacgt
gctggcaactgacatcgactgacatcatcacgcggttcaaccacaaagcatgcggagggcactgtgggtaagggecgegtg
tttgceccggecagGTTCTCGCGGTGCGAGCGAACGTGCGACGAGGACCCGTGCTGCGAGGGCTTCGCCTTCCTCAGGCGCG
CGCTCTCGAGTGgtacgtactccccacgegtgggcacccacgecggecteggggtcacggagaagegegeggecgaggagge
gaagcggcgctgccgecgggeccgagagetgcacteggeccgagattgattececegggatgteteccagacgtacggecagaaac
tgattgcggggaatttctggttggcaaattatgecgcagatgctgtgtgttaattatgcaaggtgatccatttatggattt
tccactaaaacaatgggggaatatgtcaggcaaagcagaatattttgcaaagccegtacacgtcttcectaccaatcttgat
atcgcggattacatctttaaggcccttccaagtagtctggccagectggaatagcagagaccaaatccctectecgagggg
ctattgggaggctctccagatcccececgegageggagaacgttteccccatgagecgacacgagcaagcaattgaactaaac
taaagctgaacacatttttattattttaccaggtaaggcccactgagctatacagctctttttcagaagcgacctggeca
caaatgatagctcatgaagtggcttatcacgtggaaatgtatagcacccaaacattctaaacgcatgtttctaaatatgg
aggtaaaaaccaaaggacccggacaaaactcgaagcaaccgtggagcagaacatgcaaactccaaatactgtatacaggce
atcagggtcaagatcgaacacacgacctcctgtataccaggcgaggtcecgttaacatctegecactgegggacccaaattg
cagcgcctcaagcgtcaagttttacecgtttaccaggeccaggcagggagaccgtgtggtgectggacgeccacgcaccgetg
tgtgtgaagccgegtgetgecgtgtgtgacgecgegtgetgeegtgtgtgacgeegegtgetgeecgtgtgtgacgeegeg
tgctgccgtgtgtgacgccacgcaccactgtgtgtgacgectegtgetgegttgtgtgacgecgegtgetgeecgtgtgtg
acgcctggtgctgeegtgtgtgectgecgecagGGGAGGCGCTGCTACAGTGTGCGACGCACACGGGCTCTGGCGTGCAAC
TCTGCGGCCGCGAGTCGCCGGTGGGCGCCACGTTTGGGTGCCCCCCTCCCGGGGTGGACACCGCGAGCTCCCTGTTCGGG
TGGTACAGGGCACAGGgtaattcactttactttgcagtcaccatcgtcatecctttgetgtttgtttgtgegecacagttge
cgtgcactctgagagagggggagaagtgggaatgtaatcaaaactgacatcgataattgecccaagatctttggtgectata
ttgggatgtttggccgactcagtacacaagggtttacatacgtgggaggaaaacagagagcacgcgcgtacggagagggt
aacactcaatgcttgttcggatataaattaacccacttgectgtattgeccataacctggatattcacgagtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgatccaccatcgctecgectgcatccacggtggtggattaccggcacgcatagecgttggcacttggtaatacg
cacagaatgcctcaccaccaaatctccecgagacgegetcgatcececgteggggettggaagetaagecagtgttgagectgg
gcaatgcttggatgggagaccaccgtgcgtgtgaacgtttgattgattcattttatggtcacacgagagtcagaacgtgt
tctcattcatcggtgtttcagecgtegtgttgacecgttcaccatgategtgtcaccctcagCACGTTCCAGCCCCCAGAC
TGCACAGCTCTGCCCTGCAGTGACTCTTCCTCCAGCTCCGACCAAAGgtaccgcacttggcacggcgagcageccactggg
ccgctgecttgectcacgttecttggttggectctaagactteccacgatttegteggtegeggeecgacgetegtgeeggaggt
ccgcggeggcgegceteecgtcacgegetegageecgetggegetecgagtececgtetectacgeteecgecaaacctetegegeteg
gacccecgecagGCGCCGCCGACGGCTTCCAGTCCCTGGACGTCTCCACGGCCGCGGTCGACCCGACCATCTCGGCCTTTGA
CGTCGTCGTTCTCTTGGGGCCCGGAGCCGGGGGATCTCCGCGAGCGGCGCCGCCGTCCGACGAGTGGTGCCTGGCAGgta
cggcccaacggagcgccaccaaatcecgetgectatteegtttgtggeecgeecgtttgagetecttegacececcateggetgga
gctcgctccaccacgcagctctectgecgggteececececececececcactettetttetectgetttcaaateteteteccccagaa
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65041 gcttcctcttcaaccecegtgetgteggtgagggtgtaggtgaatgagtgagtgggtagatgagtgattgactggatgggt
65121 gagggcacagttgaatgattgagtaggcgagtgagtgggcgagtgagcagttgagtgagtcagtgggecttgtgagtgtgt
65201 gagtgagttgctttctttctctecctttecectagetctgtecateccatcaccttecattteccectetgtgtgtttgtge
65281 tctgcaacgctttttceccttacctgtgecattgtgaatgggagttggggagtectgecagcatgcactectggttgatgtecat
65361 tacgatggcatcagagaatcggtgacttaatatttttgctatttctgtctatgcctttatacctceccttacaaacaaatce
65441 tcatatcaccgtgagtaatgtcgttgagaccatactgggtgacagtgatgggaggtgatgacatgggggttacattttat
65521 ccatcagttgatagagcatagatgttaacaacgatggtgattattatttatattctaatttaggatcgttatcttcagca
65601 ggaccataacattttatgatatgtgtgcccaaccccggcaatactttcaatattctgattcttaagtggcactgcaaagt
65681 tagtttgacatattctacaatctggtggctcagtggtagagtgagcggctcgcatcctggtttgaggttgactectgecca
65761 ccatccctttggggtcaataaaataggtaccactttgtcaggagatgagcactgtaccaatactcatttgagaaaaatat
65841 cacgtagatttgttccccccccatgagtccatctcagattgtcectgatgecgtagecacacgttcagtgatggeegettte
65921 ctccgtacccacatcagtgtgggggctgtcectgcaggtgtggagggactggegetgtggggcacacacacacacgcacaca
66001 cacacacacgcacacacacacacgcacgcacgcacacacacacacgtacacacaacaacaaccgccattcgccactaagt
66081 ggcggtgacgtcaccacgacgcttgtgeccaggacatgtgcacattgaggccacgtggagtgtcgaacgeccecgetggcagg
66161 aggtcacggggcagacccaggtgccacgggtcgactgactgagatgactggctgatgcaccacctgtgeccectactgtg
66241 ccaacctgctgtgctttagccacceggegeteccgetegttgttgtgagtgtegetectecgetetecgttgttgttggag
66321 ggcgactgcctgcaactgcccagtagegttecttcacgagtctecteccacagaggecgatecttgacaccgetggtaccagt
66401 catcggcaagtccattcagctccacgtcctcctgtaccacatcactccatctecttetetagecegtgecgegeccattta
66481 gccccctcgatcecggeccgaacaaaagttgttteggecatgeggtgattgggecatgegggetacatgacccagecaacgeag
66561 ccttgcctgeccggaggagctcaccgatcggactttgtccaaatatttcaaggatttgtgagetecctcacacateccagect
66641 ggttaaacccaggatggatcgtaggcaggctagcctaaatgtttctaactggcgaagatgttccattaagggggtccacg
66721 tttcgcaagcgtagagaagggagggaatgaccgtggccgagaagatttgaagcttagtgecggagegacagaccaggtage
66801 ttccacacagcgttacgcaaccgatgaaaatatattgccgctcgactgattcggagtgagacctctgetgttaaactgga
66881 gccgttcataagaacactgctaggtatgggaaactatccactctctccacaactgeccccatcaccgattgggagttgtgg
66961 gggtggagtgtccgatggtacaaaatacccaggtaggtgcttagttttggtggggctaatggtaaggecccegtetettag
67041 tggcacgggccagtttcagcagcagcatctccaactcctcctectgaatgagcagectattaccaaatcatcagcatacata
67121 acgtggttgagcaatagggagccatcccttgaccacacccgggcaccgatcagectcccattatacctgtaccaaatgga
67201 gattccccecggtacagctattgaaggcttcatgaactacatggtcaaaatagatgttaaataatgtgggagccagaggac
67281 atccctgtcgcaccccaaggtgtacagggaatggctctgactceccggeccacgtagttttacccaggececgetcaccatca
67361 tgaaggtccttaatgatcgtgagcagagggtcagggactccaaaagcatgaagaacaacccagagcccaggcctactggt
67441 ggtatcataggccttgaccaggtcaataaagcagatatgtaggtcttgectggaattcecctacagetcttetgecagcagac
67521 ggacagaaaatatggcatctatgcaggaccaccctcagegtgecctggtaaggcgatgttgaataatccttgectggacct
67601 ttcccggcacactgaggagtgagatgcccctgtagttgttacagtetgtgeggtecececttettaaagagggggaccace
67681 agggcatccttcctattctgcaggacccgtgcagtgttccagactgttgttatgatgtcatatagggcagtctgtgecaca
67761 aacgccaccctccctcagaattttgettgggagatcatctetteceggtgectttectggtetcagacteeggatcacct
67841 tcagtacctcctcaacagatggcacctcagccagccactcacaggaggtgacttcttccaatatttgaggcactgecagece
67921 tcagcagggtcatctccactttgtgccacgatgtttttttggctgagggattteccecteccecccaggacctcacagaaatg
68001 ctcagcaaatctgcaaacctgttcctgggggtcggagattggatcaccgttttttecectaatgatggtaataggtgegg
68081 cgctgcaggttacttttttgatggagttaaatagagatttgtgatcgcaggccactgaggcagactccatctectcageca
68161 acccgtgaccaccacccatccttgcagecgectcacggctcteccgaaccteccgagcaaaggctgeggtaagectectecatt
68241 ctctgacgtgggattctgtagccgatgacagtgggcctgtegetttttetcaactatectgaacacctectetgtecagee
68321 agggtctctggggaggtctggaccgcgtacccaaagcagccattgcagcectgcatgagtcacagtcecctaaacctegeccat
68401 ttaccctcgacatcaggcggagtgggggacgatgccaaccccatccgcaagcaatgatgaaattcttgettgcaacttte
68481 atcagataactgagaccaggccactttaggttggaatggggtcctgggtatacacccaccaccggagtggaagaatggca
68561 ggcgcatcttacagatgactagtcgatggtctgaggacagatcagctccacggtaggtcctggtgtcaaggacatggget
68641 cgcatccgctggtccgtcactatgtagtccagcagatgttcecttgettggaccecggecatgecateccatgatgttgtgtggat
68721 gcgccgatgccggaacagcatgttggtaattacaagcccatgggctgcacaaaaatctagcaccctcectacegttgttat
68801 tgagctgatctggcccataccctccaatcactccagaccaggtgccagcatcatgaccaactcecgggcattgaagtcacce
68881 aacaagatgactctatcctgaggggccactttagccagcacctgtgacaggaggtcatagaagacatctgactcatcgga
68961 tttgcctgcatccctccacagatatttgtcecttecggtgggggcataagtaaccacgaccaccactecctegectceceggttga
69041 tgggaaggcgagcccaaagtagcctggagcttacagcttcccegecacctcaccgecacgetecccacgeccecttecattett
69121 ttgttcaaaagaagagccacaccctgttgtttggcagtctgectgecccecgagtagaggactgtccaccectcatggtggea
69201 ggagccagaactggtccaccggacattctgaatgccacagagatccaggecggtaccggtccagetgecgacagaggagtg
69281 gcagcctctcctccacagtgagegttcgaacattccacgtggeccacacgaagtggettttcattgtttetggaggagece
69361 cgagggtagagattcaatctcctggctcecgccaattggggtttggeccaggagacgtcatagacgectgtecccecccaggge
69441 ctccggcacaagcttattagttacattttatattcgtggtttcecgtggtaaatttttgaaggtggaggggttaccagecect
69521 cgcacccgtccagagcccccgtttagecactgtggtggtcacagatgeccatgaggggaggggccaateggatttggeect
69601 ccccccacagcactgtccacgacagagttgececcgteccggecactgegegcacacacacacacgcacacacacgecggaggat
69681 gttttctgtttacatttctccttatccgaaggttcatctecegtteggecacgggegatgtegtagecagegtcagagecaca
69761 tcgtccttcaccgtagtcctgegatcecgttacggacccecgegtgaagaatatcgttaacaccgagacgeggttcecectgtga
69841 ttgcgcgcgccagcggataacccgatatacattttttaaaagcaacgaaaaactctctccaattgttgecatatgetege
69921 cggtggatggattaatttgtcaagattgccagagccagaacacaaagggagaagagaagatgcagtgcagcctggggget
70001 cagcacactccgagtgcgcctaggaacagaaaatatttcgaggecttttgecaggaagtgectecegggeggaatagacctetg
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gacttttttttggcaggtgtcattgtgtattttttagtggagcgagggctgacaccaccgecgggggacacacatcgeteg
ccgtaatccgcttcccaaaccttteccatcgaatttttgtttatectcactgatectgcaacccatgtttgegececcacgtt
gatgatttcaatctccacggcaccctcctttcaacttctaaaactctgaccgaatttttggttttgggggggggggtggg
ggattttaattatttttctagcgccaatcttaaaatcttaatcagtgccatttgtcatecgtectgacatcaccggatgag
ccggaggagccggaggagaattgtggggcageggcgagecgttgtectgegactegtgaacggttttgaaaggggegeecge
ccgacactcggtctegtegecgtegtgaggacctcaacgeccagegggecgcagecggagacggecacceggeggettectgtg
ctcttgaatctgcactccgctctgttgacgcagcaatgcctageecececececeececgecactgtcagacgtggectegttggeg
ccgtgccaagattccaatattgtttgctaaaaccaaaaagaatgctcagggcacatactcctecctcagacaaatgtgatt
ttaaaataaacggtagattattcaacgttgcgctttatttacgttgcatttaagectcccaagtagatcccteggaatatt
tgcctaaccctgacatgtgcacgttatagaaaagataaagaaatgactcgatcattgacggecggttggtacegtcteteg
cggaccgtgcagctatctaaatattttactcaatcaaagcccgtctgagttgecgaacgcaaacacatatttcaggeccgeg
cggttgcgaggcaggacactgccacggttcctattttecggaacgecccaatacegtectccatecegetetetgtetegtgg
cacgaggcaaacttcacaattgctctcaggcaaattgtgatcaatggaagcacttgccgtacagttcttacgttacgecg
tccgtgacagegggegggegggcgggcggcgagetggggagegggegagegggegggegtgecaggcaateggagatgeca
cattcctgccggectgetggeccggaaggagectcggagggecccggggagagagtgattaatatectgagegegegecacteeg
agcggcctggcacttccacccaggtgeccattgeggcatcgcacegetgegtacaatttgtgetctcategtecattgteat
catcatcatcatcgtcgtcgtgetggtggtggtggaggaaagcgagcccggcaatgtctteccecegtgggaggcattacgt
gcgtccctgeectttcatgectgettcatagttteccatgegatgtttettgaatatatttagectaagcaatgggttgtgt
attatacggtttctttttttctttggectgtcaggtgtggtgaggaattgeccccgaagcaattgtgtgatgtgtgtgtggg
tgagcggggttcttttttagaggcacgcagecttgtectggtttaaggtcatecgaatggaatgetegttagtgcagtgaca
ggtagaatagccgagttattacacggaatagtttatttgtagtgaagccactggagctatgcacttttaaatctggattg
aaaactcatttctttagaactgctttttgtgtttagtttgttgtcececttecccececgecacectecgatcaacacggttggetac
gtacagtagaaaagaagttcaaaatacatacatcccaaagaacagagacagaaagaagaacacatgccatagagggaaca
tttacatgtgcatgacattgttcaaactgtgaagatcaacgagtggacttgcatgcacattgtggagttaaagtttcatc
ctttgagatatacctacgacttttatagatattgagatataatggatagttgatggacaggtcacgtgtagagtatggtg
tacctacctcttccaaaatgtctggccagtctgaaagagtcggeccgactaccctttatagecggetetggagageteecte
aattgaaggcccttctactttaacaatgtttagagcaaggaattgeggggttacacctttacctttcataacgatcacag
tcgcgatatgcagttaggatcgcggttgactttctettgecatagacatgtggaatgtccagacctgtcagcagacactg
atcaccacccaacgctcaatctttttggegttcagtttgttgtecttecegegecacectecgagtagecacggacggetatg
tacggcgcgaaagaagttcaacacacgtacgtacaacccagctggaaccgacgacgctgtcggagaggecggtgcacgegg
gtcgeccecgecagegecatcecctgacggtegecategeegtgtetetecttgecagCGTGCCAGCGGAGCCCGTGGTGCGCGTC
CGTGGGGGTTCGCCACCTCGGGGACAGCACGCGCTGCGTGCTGCACGCCGAGACGCTGGCCTGCGGCTACGGCGCCCGGG
GGGGCCGCCACTGCCGGCTCGGCGTTCTCGAGCCGCCCGCCCGTCTCTACCGCAAGAAAGgtggctettecttecatatte
ctccctcttattecttetgettectecectacggettettecttcatatteccttectettattecttetgetteteectteca
tctteccgtcttattcectacttgttecegtttggegtttaaaaaaaacaaacggcaaaacattgaaacgetttgttgagectg
gtgatccactccatggcagcaggagttgctttgtgtgtagcatcaagtctgcattccccacacaagcatgetgtgtggtg
aatgcagacttgatgccttgtgataggcgtctatttggtgtttgaacaccttaccaccttecgtattectttecgggaaag
ggtaaagcctattctacgtgtcaagatgatttgacaaatttagaggcattaattaatcccecececttececttegecatgtg
aagggctcacaagtgacgtcatcacatatatccctctatttaaggaacgaaacaggaggattttttccacaaatctgact
gtcacctgatgaagctagttgcaattactgtttcaaacgtcgtactcagattgtgaatgttgtggatttgectctccaaca
caccgatgttgctgtactagtaacaaaccttactaattggctgtgtegggtggtggtaggtttaacgacacattgatatt
cacgcgatcttacccagaaaacctttattatggttgacgcgtagecggtcgtgectececgtgtgagcattcaacgggcagt
ggttgaggaactggccatgtgcgagttcacatctecgettgggggttgactcageccataattectegettcaggggtega
taaaatgtgcagtagattgtgaggaagtcaccggtggttgtcatgtgggtagacgecgctctegetgtaggaatgtggaat
cccaccgcaggctcagecgeccatagaccggatgtgaacaccgecccaatgettetttgagcaggagggecgacgaacagete
tgcacttcaccacattcacagcacgctgtceccttgagttgtecccattgeggttgaagtagececgcacctgecacgegttgt
ttggaccgatcaagcgaagcccattgeccttececctgecaggetcaatccagetegttectatecttggatetttaattcacat
cttcttatgtcaattcaaaaggagatgtcaacccaaccacttgaacctgcacttgaacccagggtctcagtggtgectgge
tcattgctcatcccagaatgcaattttgatttgaggaggccagatggectcgaaggttaaaggtcacaagactgagetgge
gtggctgagatcgtgggttctgatgacttggeccggtaaagacaataattgcatggactctatccategttggteteecttt
catcgtcattgcaaagacaactcaatcaaatacttgtgcgtgttctttacgtgttctataaaataagttaaaacattcca
ccgacattgcagcattaaattatgctttactccaccgcaaaaggaaaaaaaaacatgtctaacagttccaacatgtttta
aagaaagttattcgttttacttactttccatcagaacctaagttttaaatagaaaaatactgtaaaccctaagagtcgtt
gagaaatgccagcattttccctaagatgttcttgtaaaatactectgtgtgggttctcaagaatgtgecattteggactgg
acagttacaaatgtgttggagagatctgtgaagttcagaaagttatgtcggcttgaatagccctttgtttattttagaaa
tgcaacgatcacagcaagagcgaccaatctccctttgcagataacctatggtgtgacacttaaattcatcttcectttgtat
aaatttataccgtgtatgcttttgcgatatggaggagaaaaaaaacccacacaaggaacctcattgtcttcgggacaaac
ccgtgaaggatgaattcctactgtcttgecaagecggtaactttataacctggggtgttgatgtacactatcacatcace
ctccaggcctcagctgaacaaacaccgagcggctgctgtaggecteccgaaacgegecacageecgetgetgetgetgetggt
ggtggtggcggtggcgectecegttggcagatggcagaactgetctteccgagegacgecagggcatacgaaagtcteggaaaa
aatatccgtggccggcgaatggcatgecctgecgettttggtggectectectetecggaagagtegtggttgtgeecectgetg
ggggtcaggccacatacccgcaccececcececcccccaggetetgettgtataggtcacaagetgtatettgttttgggaagg
gacggccgtaacgctttaacaaatataactgtcgatgagatagttcaaaccgcagtgtgtcgtcacatgtcacgtgttgt
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cacatgttgtgtgtcgtcacatgtcacgtgtcgtcacatgtcacatgtcacgtgtcgtcacatgttgtgtgtecgtcacat
gtcgecgtgteggcacatgtggegtgtececgecectgaccecececcacecececggtgecagtgtttgtgecacagtggtgtgacegteca
ttttctgtagacgttcacaaaccccacctattttacgaacagccgttgtcttcttcacatcgegtacatccgetegetac
taaagcacagccaagtcccaccaagtttaaagcagctttgegetttgttttegeccagtcacctatgtgtgecacgatggt
gtaaattacacatttttataggtgttcacgtatccgttttgtttatttcacatgtctgagttcccagttagttggatgtg
cggcattgtgctgtacatctgtagcataggggattgacgaccacacaggaaaggtattcctacgataaatcaccgtgaat
gaacgctaccttgttgggcctcagaagttcagcagggctgtgectggttagtacatcggtgagagectggetggecatgac
gagatggtgtaagcctgggctgtgtaagcctagectgtggtgacgaggtggagtaagecctgggectggggtgacgaggtgga
gtaagcctggctgtggtgacgaggtggagtaagcctggectgtggtgacgaggtggagtaatcctggactggggtgacgag
gtggagtaatcctggctgtggtgacgaggttgagtaagecctggectggggtgacgaggtggtgtaagectggetgtggtga
cgagatggagtaagcctggctgtggtgacgaggtggagtaagcctggactgcaaggtggctaggggatggcagcacagca
ctgaatgtatcgaatctatctgtattgaactttgagtcttcgtagtctatgcaattttatgaactcctttctectecgate
cttgtgttgttctctctctctgtececcttgtgtaatttccagtgtgcacctecteccatgcatcagtgegtactattaaagtt
ttgttccagcttctttgtgtccatatttcectgecteccgcatgtgaaagcaagtattacgectccaaatgaaaacgttettett
tccgcaactggtacattacttttccttcatcgagttcacgatcttaacaacaacgeccecectgetgeegtecgectgtetgt
gcacctcattgattgcccteggtgtececgtaactctgatgetgegtgtetgetgegetgecacgecacggtgecagCGAGCCTG
GGCACCTCCTGCGCTGCCCGCTGTGGCCTGTACTCCCCCGGGCAGCCCTGCCAGTGCAACCGCGAGTGCCAGCGCTTCGG
AGACTGCTGCCCTGACGCTGCCGTCTGCCTCGgtgagggtgaccgecctectgcacgecgacttcacgecttegttcaaattt
attgccacctgagcacgaggatcagcagacactgcgagtgttgttgacttgtgacagatgtgttactcgcattcagaaag
cttcatcatcatcattatcatcgacgacggttgtcttttcecgtcagetcatttgtggagaaggggeccgaattaatcteca
cagcggttctctctgteccggtgtegetgeccegetegetectegatectectetetgetcaatetetececegetgegteegt
ccctecegggtttccatectetteteccectectegagtetettetgecaccttegtgtgecagectegetgagtgegggaate
acgcccgggctcattcatttttttgtcttaccececececececececececccacctecgattatcacggtttgetacgtacggtgecaa
aagaagttcaacatacagacatacaacgcatccgcaccaccgcaggcctctcaccttcacttggtctegttgttattecce
actcctaatagtttttttattgtattttttgtatcgacaagtctaggatcctttccaaccaatcactacggtatttctte
atcgactctccttgtecgeccaggettetgecctatgtagetgtcaccategecgtgtataccacgggaaggtcgacgaag
tgcaaattatgtcttaataaagttgactcatagtacactcctaatttccegetgacatgtttacageecgecctggaattt
agtgtcaagccagttcaaggttgtccttaggcgacatattaatcataagatcatgagttataaattacgttttacaatge
atacacgtgaaattccatatatgtatgcctagaatgaactttattattattataataatgacttatgcatagaaaagtct
tcctgagtctcaagattcaatttcaggagggtcctgcataaggatgtctagctaattccatgaatttatttttgacatgt
gggaagtagaccggagtaccagatcaggtgtagtgatatagaatggatcactacagactacagcgcatactactaagtat
agtagaatgaggaaatatgggtgtagagcagggatggggaaccttttttctgccaagggccatttggatatctataacat
cattcgcgggccataaaaattatcctgttatatttggtcaaacatttaattaactcaceccttaatgtgatggetggaact
gcttctctttggtgagacgtgtgatgttagctggtattgatgatgttgectactecgcaactgettttccaggtttgetect
agatttgttgaattttgagtcccgectgeggttgecttggecagggeccagaccaaatgatttegeggtgecttatacggee
tgcgggccggacgttccccaccecttgtgtagaggectagcacaccatgcagtaccacacggtgggtegectagggtgegtg
gtactgggtgctagcagagaaaggctgatgagtcctaccgacagagtaggggatagcagccactececgeccagcacagegag
tgaatgccacgtaaatggtcactagggagcatggtgcgggatactggcggaaaggggcatatgaggacgagtcacacggg
cctecgggtgaagcacgtgatgggeccggggtggggaatgtggggcaaagttgaccgaggggacatgggaagtgtagecggg
aatcttctggagagttcctgaagggggcgtggttaagggtggagccaggcaggtggcacgtgcaaggtagectggtacct
ttgggaacgttccagaagggggcgcggeccgagggecggagcectaggtcacgeccaagagaggtaaaaagaaageccececgatttt
tgatcggggctgtctacaggtgaagtgaacctgaggtgctacgtcttegtcteccgacgtegtgggtcagacagcacgttg
gctgctectgaccegtttatagttatctegtgtgtaacggtgtctaagagataggcatategtagteccegtgtgtaacggt
gttatattgtgtaaattaaatgttgttgcctcctaactagtgtctctgaagtgactcactacatttggtgtecggaagtgt
taacgatacatttttaacaaataatcagaaaagattagttgtctatatcgacgcggaggaagaaactcaccgtgatgtct
tcggatgaggaagacgacggggaggtgattccccagacagccccaggatccgacagecctggagatgatcccegeggaggt
gcttcecggecggagtagcatgaggaggaatgcaacteecgcactgttactgececggagggggacgeccggatcaggagcacgt
gcctcgtggacatactgtctgeggecggeggegetggtttccaaaattgagatggaagaaccggcagtgcaggataaacge
atggacagccctgccaccaccatttecgecgagegeggaaagecgeggagecgcageccacgegggtggeecgecattttgteg
gcggggcgggaaaaggctcecctgeccaaatttgacgtgecgecgaatttgegeteggagatgeccacecctggggaagtgget
gccgctgggggtgattgggcagecttttcaaagacgttttteccgetacatgecagetggetggatggactggegectgagge
gctgctgacgacgecttageggecttttatgegattececceccgatggacaggacaacattggeggetgettgegecacagat
ggcggctatcttcatccecgecatccaatgtgtgacagaagtttgeccacgeggagatggggggagaccgagatgectecteg
ccttctgcagegegetgatgtcactgggeccaagetgecatgecccaaacggggttggattececctagtgttggagaggttgt
tggcgttggcatgggagctggaggttttttttgtctgecatggaagatgacgacttgatgtccattgaggtegegegett
catccaggcgcattgtaattttecgetggegagteggggtggecgectgtactggacaatecgggggaggtecgaaaagectg
aggagaaggacctccctccagtctgtgcatctttgttggggagtcagecgggecgaggaccgacgtgggatggeggcaggag
cagagacaacatgggaaagtcgtcacttcccegtggaggactcececgtecatectgettcaagtgtggectgecagggtcacgt
ttccaagggatgccgecgeccaagcagggacagctegtegececcteecgecatecttectacecececgecgacectecgetectecga
gcccaaaggcgagtcgecggcacatcacacacgecggecccacacagtcacctcaggtatcteccatcacagactgtgtegggt
tcgecgegtegegggttatagttatttegeggegegtgagatgggggggggtttgagtgtgetggatggeecgeggtgtecg
gggcagtagacagcgctggtgcattgggtecgtagcageggcageggggectgteccgecagtegtagggacggtgcagggttt
agaagtccgggtactgattgataagggtgcatctgccacccttatttgagagttaatctataggececcttgeecgecaaaat
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tggcttgtttgggacctgttggtagttcttgtgttgeccatttaggtattgtgggccaaatatatacgacgatccggattg
gtgatattgagatgacgggatcagtgctggtttcgaagtcactggctgtgecttgtectgttggggactgattttttttaa
gaagatgccccttaaaattcgaattgaccagggttgtgttgaactgccatcggggtgtcatttggegtttttgtcttece
agactcgtttgagtatgactaatgctacagctcaggccctggtgagagagactgttcgagttccecececgggtgcacaaatg
cttgtacccttgcgactgcaaagcagctcgactgggaagttactgegggggggggggggggttectectgacececectegaa
cagagcagttaagggtcttatgctggtgggggtccagacgatagtgaggagggatcaggaacccttccteccaggtgttga
atgcaggattgcgtaccgcggttgttcaagecgggtacggttttggecccacgegatggeccteggtggagtgaggagtggeca
tcggacgagttgtggatggatgtgttttgctcggagaattgggatttgacaagtgagcagagggacaagttgegageect
gctccgggagttctceccgatgtttttagtaagagcaaatttgacaatggececgcacgtectttgatgcatcagecatattgata
cgggtagcgccgctcccatccgacagaattatttteggtttattectaaggaacaggaccatgtatgtcaggeggtcegat
gagatgttggccgccgacattatttctccatccaccagtececgtggggagegeccatcattectggttaaaaaggacaggag
tatgagattttgcatggattttctaaagttaaacaaggtctccgtggctgatgtgtatccgectecccacggatggacgatt
cattggatgccttggatttgctatcggggttttggcagttgecececttggataaaaattccaaaccaaaagcagegtttege
accccacaagggctttttcagttcaactgtctteccgatgggacttcatttggececececggecaccttttattectactatcag
gactccagtgggattcatgcttgatttatttggatgacgtgatcgtctttgggcacacgttttaagagtattcacggecga
ttgcgectcggtgtttgtcaaaatgegggeggtaaatttaaaatttaagectgcagaaatgtcatctgttacaaaagttggt
tcattacctgggtcacattgtgagtgaggccagtatttctatggaccctgacaaaactgcttgcatgegectegtggecaa
cccccacgtecggagggtgaagttcgcagttttgtggggttcacgtcatattactgetgetttgtgeccaagtttgcaata
gtcgcgaagctgctccacgecggtcactgectaagggtcagagatttcggtggggggaggaggecgettttgttgecattgeg
aaatggcctcatgaatgcgecctccecctteggtacceccgattteteegtacegtttgtgetggacacggatgecagegaca
ccgaaataggtgccatgttgccacaggtggaaaatggggtggaaagtgtggtcacttatgggagccaggtgttggectte
gcagagcagcgctattgcattatgtgeccgecgagttgetggeccatecgtgaatttcgtacagcagtacecgtecegtacctceta
cggtagacattttgtggtacgcacggatcacggggccctgcaatatgcgectgcatgttgatcaaccatctggacagectcet
cgcgctggttagaggttttgcaggattactccttcacagtcgectacagaaaagggttgegecactgtaacacagatget
ttgttgcaattgcecgecgaagggccagegtgecatgtttgactggggeccgggecattgtaaaccagtaggtgatgaagggece
ttgcaccatgatagtgacggtcgcgcgecgacaataccatcggtcecttgegcatgaagagtgggggegecteccagtecggagg
actcctcccatctaaaaatgegttaccacgtcgacagcaggaagggtccagggggcatgtccaccatggtectecgagac
ggtctgcttatgaggtggggtgcagaagtgcagcgctactgcatcattgtgeccgactgeecctgeggggtaaagttgegag
agctgtccatgtgcagttaatacaccttggtgtgcagaagactttgtecttctttgaggegagacttettttggectggga
tgtctgaagacgtccacaacattcttcagggatgtgtgctagcccgaccaccgetgcagtctattggggtgtecgecacata
tatgagcttgtttttgttgacatcctcagecectttteccaccacgecgaggggaaatacatttetgetcatggaagtag
aatacctgttactgtgggctgtagcatggcccctgcaggatcaatcagctgegtctattactgactctttcattcatggg
tatgtgttagacaagtgggccccggaacgtctcattatggaccaaggeccgaaaattttcttccaagetgttaaagaaagt
acgcgacctattgggcactaagaaaattcggacttcgccctaccatccccagagtgatgggatggtggagegtectgecata
ggacaaccacgtctatgttgtgccagcaggtcaacgaaagcacagtccgactgagacttgcatgttectgggtgttetege
agcttatagaatggccecctcacacctctaccgggttctccecegttetttttgatgtacgggagagagtatgatecececececca
tggatgaatatcgagtcgagtgctaaaaagatcgctgtgecggaactgaagegegggaagegtecectgtetgaatttgget
aaactgcaagcggcatatgaaaaactggcggggcttcaggagtcagggaagccatggaacgttggggatagggcatggtt
gccctgecececcaggtgeeccttgggecacgtgecctaagttgecatagacegtggcagggectggtcaaagtgatagaggtca
agaggccccaatgtgttcggatccaggtcggtcgcagacgttggtatgtgcaccegtecgeggetgaaaccgecattttecg
ccttgtcatggtgtttcatcecccactgececececgaggecgggtgtetgatgtgececgacgagegegggegtgegacecgeecga
ggttgtgcctcagtggatttctgttccttecgeccacagggateccagcacttgacgaccacggagccaccegttacacegt
cggaaagcaatccaaggaggaggaagcggccgacatccgettectectecteececcecatettttgteccaggaggggeecgeac
ccattaggccatcttcaagtcgtcceceggggtececececgggaageececgeccttgttecacctgggggecggegacgaggace
cgttccaaaactgtgcggtttaaatgaccgecececeggtcacectatttattetgecacegectggcaaaaggeccacageca
cgagccgggctgtgtttgeccggttgaactggectecttectgggttegtggtetgtggegggetageggtegtegggtgtt
gtacatagtccaggggtgggttattgcagtgcatcgcaatttttttgtggtttgecattgttgttgttgatttgegaagga
agctgacagttggtcgtcgttgctgtgtcagaattgttgttgattactgttggtcgtcccgttgecatctecctececcag
GGGGCGGCCAGGGCCCCGTGAGGCCGGTGGTGCCGCTGGGCTCGGGACAGCTCCAGGGGGCCTCCCGGACGGTGGAGGTC
GACTCCCAGGTGAAGGTGGTCGACGTCTTCCTTGGCGTCCCCTACGCTGCGCCTCCGCTGGACGCCAACCGCTTCAGTGG
CCCGCAGCCCCCGCGGCCGCTCGCCGTCAACGAGACATGGGACGCAGACCGCTACAAgtacgeccgeccaaacatgttttta
attgtaagattccaaatgtcgecttttttttgggagtgtctgtggtttatgagttgttgtacgtgetctecagggecattge
aaataaaaggacgtggaattgcatcgatgtaatagttatccagaggttaccggtgcaattggatttgatctcececggegeg
ggagttgtaacaaaggtgcaaatttcttgaaatctgcccacctctgtacaccaatcagtttaaatggatgegttgtaatt
ggtcgattggcaaattacatgtggtgggttaaagtgtagttgcatttgecttttactagaagtccageccagtgtggaaga
gtcggccaagggctctatcgagecteectttagtagaggececctteccaccagcagtagecatgagcactcaagtatagtectg
cacctttactttcttagggtaacactgagcagccagcattacctatggataaaggcatgaacatctgaaacattgcaacc
atctgaatatctttcttccctectgataatatatatgacactctaagttctggcatgccaacgaaatacaaattgagcagt
taaaatggatgaaaatgttttttttgcaaattactctaatgtgattcagtgcttcaaaaacacatgaatctgtggtgcat
tagaaacaaatcttgtaccgattttgtaatttatgatgtctctgaaccttgectttttcaaaaactttttectgaaccacg
atccaggattttcaggccaaattctgtgaaagagtagcgcatgaggtagcattggcgcaaatgaaaatattccgegcaaa
aacataaaaaacgatgaataaaattaaatttgtgttgaggcttatataaaggcctcttgggggtgtattcatttcttgaa
aaaatatttcaagaaattaaatatttaacgttgacattccgtgcatctccecgecatgectececctectttecectecaceegee
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gtgcggacgtagagagcggaggttccctttgcagggcgaacgaacggtcecgettgcaggtgtactcttcatcactggagac
acccaggctcgaagtgcccttctcagggttacaaatggacaattgecgeccegtecegtaageteggegegtcacgttattaa
caacaaaccaaagtgtactgacaccttgctgggtgggactagGCCGGACTGTCTCCAGCCAGACGGTCAGCGAGGCACCT
CCCTGTCTGAAGATTGTCTCTACCTCAACATCTTTGTCCCCAAGGTCAAGgtgagataaaggcctcectacgecggecaca
gtcagaatggagtggcagcgcggtgcctcgegcatagecgacacgaacccgecgatgagttttattecctggtagtggetaa
cgcgagtctccagtaatatccgaaccggtcctggeccaccectectettegecagectgecactgaccagectggtgacgta
cgatcagataatccacgttatcctgggtagatctagcctggecttttatacaaattgaatttaatattccccgaacacaca
tgaggcctgccacttcgaaaagccccgcaaattacatttaactatcactgecgaggatcttaaccacactaatecggttact
agatgggagcatttttgacctggcaacacggtggctaggagatgttatcttactcgecctggtatgtaggagatcgtgggt
tcgatccctactgtgacgecctgtatatttggagtttgecatgttcecteccecegtgattgtgtagatttttecteccaggtettte
actcggcgcttttatctececttetetecgagtagCCGCACAACGCCTCCGTGCTTGTGTTCTTCCCCGGAGGAGACAACT
CCTTCGGGGGCTCGGCTCAGGGCCCCCTGGATCCCTCCTACCTCGCCGCCCTGGGCGACATTATCGTGGTCACGGCCAAC
TACCGGCTCGGCCTCTTTGGCTTCCTGAGCACCGgtgaggtttgaacceccttececteecgetetecectegeecggettegac
tggcacggccaccggcgtgcccatgecgageccageceggttgeggeccatgaggtgecagtttgatttttecactgeage
agctgatgcgcgccgctgatgtcaccatacgcagcgagtgagtcgagacgtatctagacgacgeggtgacgetgtgectte
acttgtgctcacactaaccggtgtggtgaaagacgatcagataaccgeccgtgaccaacaatatgtgaggatgctatcate
tagcagtggattgacaaagtgctgaaattattattatcatctccaatgtcatcattgtcagcatcaagttttgcagecacc
tttaatgttactcggcatcatcataaatagtacatcgtagtacatcgtagctgataatcctgattatcattcaatcaata
tcatcattatatgccataccttattgttcgagaacatcctcatcatcctcatcatcccatgggggggeccagttgageegt
tgtgtgcagggggccaccataatggtgattcgeccgectcagtaggagagtgatecgtgagtgttgecacagggacacttggt
ggtgcaggtcgcgctccatcgeccececctagtgecggecttgatcatctacaattctacatgaactgatttggacgecacg
gtggcgagatgttactacttcgecctggtatacagaaagtcgtgagttegatcccgaccctgacgectgttgtatatttgg
agtttgcgtgttatccececgtggtegtgtggatttttttatgagtectctggttttttecteccacatttagaaaagtcecegt
gtagagtattggctgctataaatgcccacataatgataagccacttcgttgagctatttgtggtcaggtegettctgecaa
ataactacatagctcagtgggccttacctggtaaaattaaataaaaagtttagtttagtttatttccattttectcggaaa
tattcttacacccgttgagtttgtaaactcgcaaaggcacattgaggccaaaggggctgcgatgatgacagtcggagecg
taacctgccecgcectectecececgetecgatcteccagGGGACGAGGCAGCGGCCGGCAACTGGGGCCTCCTGGACCAGCAAGCCG
CCCTGCGCTGGGTTCGGGACCACGCGGCGCTCTTCGGCGGCTCGGCCGGTGCCGTGACGGTCGCTGGCGACCGGAGCAGC
GCGGACAACGTGGGGCTGCACCTGGTGGCCCCGGGCAGCCGAGGCCTGTTCCAGCGCGCCATCCTCATGgtacgececggeca
cgcccgtgaccgctcececcacccececccctcactttgecacgeccecgtggcacgaageececgcagetgteegeggetacttetgat
ggacgtcgctgggccgecgtctaatcagectcaagtgteccegttgtgagtttacaagtecttgtgggttagaacgacaagage
cactttttcattattattatttatttccagactcgagacttgtcgtctcaataggttgtctgttegectttaaagggttaa
ggtgcagccctgcaattgecttgectcacacctectgetgetegtagaagggecttteccactecagggggetectagagaaccece
ctccagaaggtattttgccttctagatggcacttggecctactcttccacgetggecagacatcttggaagacgtggaagt
acccacacgtcaccccacccegtgtggtaatataattataaacaggcttaattaatttgaggcaggtctgtcectaagttgg
tggtgcgtaaaatatctcgtttcccagcacactacatccagtacaccecttgetgetatggttectggectactagtectge
gcctagtcgagtctaccagcgaactggaaaatattcagtgaggaattaagcaaggeccttgttttgaaggatatgaacatt
acgtacattcctgctgcatgcgaggcatttatccagecggtgtattgacaaatggctgtattttattattattattatcat
cacgacatgcataaacacataaaagtaactgttgcacagaaaagttattacagttaagcacgattgcactgtgctctgga
aatgtgtaaaatcctttggcttatttccagaaacctttcacggagcctctaactggecctecgegcagacatccataaagge
tgcgttaaaaaatgaccacggcacttataatacagctgggtccaaaatgtttaaactgcagecctaaatgtcacgtaaatt
gatcgtgccaacgatttaccacaagtgttcaaaacggcccgcacacagcactgccageggatgtatcggeggeccacgtga
tacgtctcttggtcacagectggagtgacgtgagtttgaatgatcttgacagaccacctaggectacctaaatagcagagt
gcgtccagctatgcgtgaacagtccaacgttgeccatttaaactccgecgecctgcaatgtgtttgttttatgegtttgtt
aaatatgtgggaactacgtggcacgcacagcacgacccatcgttgtagegcactcatgegectctcacgteecgegetetee
gccctcacaaacccgcacggacgagcectggtgaagtatggtcaaacaacctccaagaccgacacggcatggggaggectt
catccagcagtggattgacaaagtgctgcacatagctatatctctageggeccacaatgagaaaccagattcectgecgtggt
gttgcagctctcgcactgaacttcaattcagaggtcgeccagttcaatgtagatctccecggtgaggcagtttagacttatg
cccecectececcgactgtgteccagetagcagtataagtgggtacagcacagtcaatcagtaggtegegtgtttattggggt
caattatgtgacccgcecgectcttccaagacgtettttgegagetttaaggagtaggaaaaatagectectggaggagete
tcaagagctctctccggtggaggccctteccgeccaacggtggecgtgagecgagtaattacagggectgecacctttgecacette
accttgcaccgaaataagaacccccttttggetgttgttettggcaggtacttttgeceggacgatggttaatgtectgee
agcaagtactgtactgtatacaccgcagggaccggggtacgactgcatgacctcctccecececeecggetetttecgetgeag
cgtaacgccgectgegtgtggagtttgaattecgetetgtggtactecgagegettagaaggaaaaaaaagccacacgaaggg
cagaggtttcgagcgtgccgctcaccgcgaaacccecttgggettacagtgecgegecgtacactegtttatgtgeceeg
gaacactttaacctgtccatcaacaagtctatgaatagtgagagagtgaaaaaaatacattttcacagacgtggctttgt
aattacggtttttttgggatggtggagggggggttaatgcgaatccttcatcagecgactattacacagggececctgtttac
tctgtgagcctaaaggaggagaccaggcggtcaactgecggageccaaattecctacaaacgtcaactetgtggaagetttgg
ttttggacgtttcgattattgtgagcgaagtgtcgecgattcattcacgaccgagtgacggcagatgaagagcgactgegt
cacattcgcgagaacaccttacaaccacgcgecgttagtcctecggaagtatttaattagecgataataacgttgegttactt
ttaaaaaatgtaagcgctggttttatcgccagctatttgggcageecctttgatcaatttggecegttttgteccacggtaa
atctccaatagttccgtctctacggtcagtcgectcaacacgactttacatgcagttcatatcaaataatctttgcaacag
ttatcgtgtgcccatgttacgggcagatggacagagctgatgcatcgacgectttectggcaccgetaagaatacttgtecee
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90241 gcacttctggccaggcggttggaaacaacgaccattaggtggaggtttttcecctecgecattttectggagectgttggtg
90321 caggtgaattaatacttgaatttattgtatttatattttttgggctaagtcattcatgtgtttgagaaaactattgtacc
90401 gtgttatgctctgtcggcgatcttecgecgggaggtgecagetgectegttteccagegtggectcagcagtcacttggaacg
90481 tgagcagcagcgaaccggttgaacgcacaagtgaacatttagcggacatcatcggtgtggcagtcecctgtcacagcageca
90561 gtcgtctcctcatcactctcecctttggettecttacatggttaceccttectcacgaacttcactttttggttcectecaacaatg
90641 ccgaggacacggtctaccagcctcattgatttgtctcacccatactgtgttecgactaccatactacacgtcacaacaaca
90721 caagacacagattccccgcatagtctttagcagactgttggggcaagtggtgttagtgagecttctatgaagaccggaaca
90801 ggccagcatcacgcccgaccgectttgtctcaccaacaacgeccaccattegeccacgaagtggecggggacatcaccacag
90881 cgcttgcgccaggctagatgcaccgactcatcctctcactcaccacactgtetgtcagagcacttetetttgtgegtett
90961 tcctcgcactgctccactttagaatcgecctccecccategtatectgeteccccaagttectcacaacctegetctatttagga
91041 gactctcaatacctacagcaccttcaataagtgccgatggttgttggccacttgacgttetggectttteggectgtget
91121 cggcagccgtggtgcaatacaaacaacgggagcaggggccacccgggagagceccgectetegtggggagacgaggagegtg
91201 gaacgacgctttggattctgccaccgtttaatcattcccectacageccgecaggtgacagaacgggggggggggggteca
91281 cggggacgagagatggatgggcgttgtctatgacctggtgagaagaagtggacaacaaatgtctttgtttttattcagtg
91361 gtgatgtgaaagagatttgctcattgattaaaaaagatatattattagaatatagagtaggcgggagtggtggtgcagtg
91441 cttagcacattgcgcttggaactcggtttccctgcactegattectggtcagggcateggtgecgagegatacctggecg
91521 tgccccccgtttaccagcagtcactggtcattgtggtgaagtatggctatacatccececccatgactgaaatagegtgget
91601 aggctatcatccagcagtgaattgacaaagggcatctcaactattattataactggaatataacaaaggcatatgacaga
91681 aaattatagcactggtttttggttccaaaatgatgcttggcatttcagtagctatgttcatatcatcgccatatcttgga
91761 tgtgggaacctattgcttagcaaacacagaaggcgctgcaattgaatttcttgggtcagggtgttgccaaagtgtttttt
91841 ttgtgttacgtggtctaagtgcaatgactggacctacagaataaaaggcagggtgtggattttcttttacatgaattttc
91921 aaaaatgtcaggattgctgcatgcgctgtaacataactatactgttcacagaccctgeggcattattgegcatagagaag
92001 ccttgtttcacgagttacctttgtcacgggtgtcctggggcacgggectggaacaatgeccacgttggaaatgacgecgaacce
92081 ctacttcaatcgcacacactatccccgaaaccccgatcggctcacacgagaattctcecccatcectttgatttgtttaaca
92161 aaaatgagcagagctcacattcacgggtggcgaagacagttacggccceccggggeccttttgegetecgtatecgacaacgt
92241 cccgtgtcaaacggtgcatttcaactcttgetggtegtegtettttcattagacgegtegeggatgtaageccacgtattt
92321 ttggaacagaaacaaacgttattaatcgacgttcgggttcttagccatttgeccecggagtcgggtgtgggectgatgaattg
92401 tctccggcgccggegttcecgacagegtagatgggcageggttaacttegegetgegtegtetgegeecgettegtgategga
92481 agggggaaccatcgtgagaggttgccaactacagtggacgaaggtggtaaccttcactctctcattaagttcectgegea
92561 accgataccgatgccatggtggagcaaactgtggtcattggcagcccctcaggecggaccagcaaccaagcccaaatgaca
92641 aataacactgagccggtggaaattccacgtgcatatggegggggcgagtatatctattggaggaccactgttaacttece
92721 cataaactggtactaattttatcgaccctggtgggaaggtgggctttgtcatcccctcacgttgageccacctgacecggat
92801 gatatccgttgcaagtgaaaatatttttcctgaaacaatgcaactgacagtaatagcgcgccggaaaattttattatttt
92881 ttgagcagataatgaaagatagcggtacaaagaatcatttttataacaaaataacgatgagattgatacttaaaaataaa
92961 caaatattgcttatgtagggcagggaagtggtccagccacagcctgcceccggatcgtaaagtgaagecttttactgaaca
93041 tttaaataattagattcttttagaagagaaacaaaataaatagtacattcatacttgcatagctcgattagaaatcaatt
93121 ccgaaagcatgtttttttacaatgttgaacaaaatacctgtgcgatagtcaagcaaattttactcttaaagtggatgatg
93201 aaacgtgtagaatggtatccgtacaatgtgtcacattgtccatgttttatgaacacaatgtcaagatccctgcaatattc
93281 agttttccatatgcatatacgtagagtattctgttattctgegtataatcaccaggaatgtgctcaatatatcaggtact
93361 cattaaggttcatccgagaaggtgcttggatgggttaccacgatgcacaaatgggttgectgtecggectgetgtggggegag
93441 gcggtaggcagctggcaagtacgtacagcaaactccattgttgtgectatacttgcatgettecccacatetgegettttge
93521 accttcacgaagccacgctgtcgagcegtggtgaagtatggtcaaataacccccaccceccectecccecececcccecccacgega
93601 gccgtacaggagagtccctcatccagcagtggatggagcagaagggtcgtgegcacgtccagactacgageccgtccaaag
93681 ctcccgttcacagecgagggegtttggagectegegtcagatggagectectgcaaatctecttaaageccecgeggatacatt
93761 gttgagcataacttgtgtatgaaaaaatacattccaaattttgcttcggtggtaaccttcacaggcggaccgagectcte
93841 ccgcagcggaaatgttctgcaacagccataattcttatttagcagectacagetgtteccecgecagecacggeccacagecataac
93921 agtgacggcagcaacagcagcagcgagcgggggccgtgaaggtagacccaactctcececgetagettgtttgggtaacaact
94001 tctgtgtccagcggtcattctttcagetgtegectectcatecccggaaaagttgagatgateccegecatgeteteccagecagt
94081 ccgtagctgactctgttcecgecggacagaacctccacgcacgtcecgatcectggattgectggaacgtgaaacgtgtacatagte
94161 gccgtctgcatcgacactcagatcatcacgtcatcattatcgacaatcgacacaccgtcatcatctacaatgagttaatce
94241 atcaagatcttcaatcagttcatcaacaccaccgtccggtaatccatataatgtcattattattatcatcatcatcatca
94321 tcatctataatcagtatcacgtcacctacaatcagtccagcgacgttaagacaacgatcattatcacgagtgtggctgtg
94401 tggtcatgacctcacgtggaggcggaatggttttaaattacacgcggaatttaacacgtaacagaaaggcgcacattcat
94481 gccacttggcagaggttgcgacttattcaattagcagaatcatcctggeggggtgagggggggtgggcagecgagcageca
94561 atgaagtgacctcgcatgcctcgecgacgacgatgatgatgacgatgatgacaatgatgatgatgatgacaattatgatga
94641 cgatgatgatgacgatgatgatgacgacgatgatgatgcgtgcgctgecgeggctectgttacgetegegecgtgataacg
94721 cagagagagagagcgagcgagcgaatcgagcggcgcacgccaggggccatceccteccecgggegecgagecagegecacgegg
94801 gcggacggacgcaacgcgcgcgaacctgtggaggectttgecagtagtggacecgagtececctgaggggectcagetttaggeg
94881 ggggtggcagcgccacgttcgtcctgegegatteccececggggagecgggagaagcagggetececctcageecgettacagacg
94961 tcgtcgtcttgectcectgeggggeggaggggttggacgegtegttcacgaggttaaggtgcagegectgecaatcactegete
95041 acgccatcggtggcgtgagggcctctactggaggaagctctcecgacagectcaagagagggtatteggectactettecac
95121 gctggtcgggcatcatggaatgggtgggagtacccacgectttgecccaccacacgtgacctgetgatecgacagactgege
95201 cccgccacgtttectgttgetectggggggatttaagagagttgcacctttgtttcaactgetgcaccgagagatggatteg
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95281 aaccagtgacctctagtttggaagtccagtacgcacatcatcacaatactgtggcagcagttaccaatgctattaatcat
95361 aacactgccgatgaaggcctctccatgcagcaaaatccattgetttggecttctecgetcacgecttaacgaacgecattet
95441 gaccaccgcggtgaaacagtggatttcccatagectgatgatgatgatgacgacgeccgetgtagaggtgttcectctagaact
95521 ctctcgagcggatgaccttecgectgcagatagggecgatgatattagcacatgttcecggagecgagatggattgtggecateg
95601 caggatcgtgagagatggtgatgccttggcgagacattcatctagcatcagattgatcatcgccactgectgetgetgetg
95681 atgataatgatgtcacacggtgatggtgacgatgccgatgaaggcaccaccgtacccatgtaatggtcgaccagttctte
95761 cagggactcgaactgtgctcgctggcectgatgtagcacgtgeegttgggetgecatgtggatececggtagtgettgatgacgt
95841 ccggcgcgccggagggacgttggecgacgcacggacagcegegtacatatctgecagcacggcacgeggaactcacatetetg
95921 cgcgttgaacattcaccgtattgttttacgttgggegecteccecgggagtaagatgcaccececgaactttggggtcatttgga
96001 aaagcacgtgttttaaacaagagtgtactttgtactggtcacacaatatccttgtgcaccaaggcgcctttaggagatgt
96081 ctacttatgtgcgtatgggtttattgacatgcccccgetcatgagtacgaatattttatcaagtaaaatcaaagtcecggta
96161 cctggtgtcggtgttcatccgagcattgagecggtactcatctcaattagtggectttgatccagtggagaaaattccacat
96241 tcctatggtaggggccagactgcactgtataatttgtgagccggagaaaaaaaaactacaacaacgtgataaggcgtagt
96321 cgtggcacgctgtttttataaacaacaaccacatcgtggaaaaaaacattttggttccccecgtggaacatatagcaagtg
96401 tatctttaagcgagaaacgagaagcaagtaggtgcggcatggctttggtattaatgccaaagggaaagccaatttaaggg
96481 cacgtcttttgcatggtgaggcaaactcttctcacggattttagtcgactagttgttgttttagcaaaatatttaacaaa
96561 caggattaattttatttaatacagtgttaatcgcattaattaaatgcacacatctgaattcgtaaacctggaatttaccg
96641 acatgttgtgtctgaacaactaaggaattgaggttgagaaaataagtaaaattgggttttgtccactatgttataagata
96721 aaatatgaagaaatacgttccaactattttcaatccactgctagatgaggtttctccatgeccttgttggtagttattttt
96801 taccatattccccatgctggtcagtgtgggccggtgacagggggtaaataaaacggagtttagtgggcagtgttagttca
96881 cggatatctcgccaccgatgtttgeccgtagecgtgaatctaatgtgggttgtegtgttecategegecacgegecgaccac
96961 tgcgccgccgctccaccectcecgacgttggetgttgactgatttattcacagcaggtaacgtagactgattaacaacgtg
97041 cttctttaagcacatttgtatgtgctgttgaatcagtgtaggtcacttgececgtggegegecatcaaaaagtggacattgag
97121 aaagaaaatgcaaccaaaggtgagcagcaaagcttggaatcagtgaaggcgctatgggcgccagatggatcaccggcgat
97201 ggcttggcgaggccttcatccagcagtggattgatcatggctaatagtgatgatggecgagtatgactggagcaacatage
97281 cggtaaaggggaatacgagtaattaaaccgttcccatcatcgtcgeccctggagectgggaaaggaagacgegtcaccgate
97361 tcccagcccgectggtcacggtggtgagatgttaactcecctegectggtatacagaaagatcgtgggttegatecctgacect
97441 gacacctgcataattggagtttgtgcgttctccectttgecgegtggatttgtctagetcagtgggecttacctggecaat
97521 gaaatcaaatagttttaagttagttgcaccatgacgtgcgecgtttgcaagggcectttecceccegggcacccaagtgeggg
97601 gactcactgcggttgctggtgcectggttctcacgagaaaggagecctecegtggttgecateccatcaacaggatecctetegge
97681 gtcctccegecatcaaggecttcgaagagccacctgagtgtggaatgaaagtttcagecttegtgttggaccattgeccacg
97761 cagtgtggcaggggggggggcagtgcgcccttcacgcagagaagaggtttgccacccttacgttgecggcacteectteg
97841 cctgagctcacttcacatctcggcgacaccaatagctcagegegetgeeggcageccactcatgacgaaactteccactg
97921 tggctgtttctgtctaaatcctctcecegetectgegagggtgattgeccaatccagacaatcttegtgectatgececeececee
98001 cccctccecttgttgtctataattgtgegtaaataaccttaaacatgaaacaacgtttgcattgttgtgatgatttagaat
98081 gtttgactgtgaggtttgactaccatgtggaactgcccaggagcatgttttaccgatgtgectggggctgttatacaaaaa
98161 tgcagctgttgctgtgttacaacccaaaaaaatcgaatggctttccaccacttatggaattattttacttattctgaatg
98241 catcacctttatatatgtgtgttgtgtgtttttgtctgtegettagcagcagagcaagecgactcacaatcaaaaggtegt
98321 gagttcaaatcctggttgggagatggctcagcccatcactcttctggagtcagaaatccaatctttatttegactggagg
98401 aatccaatgagcgatgaagctctttctcacaggcgtcatagcgataaaatgagtaccactttgtggggaagtcaacggta
98481 gttgtcgtatggatagactcggacctgacataagaatgtggaatttctaccaccagctcagggctgtaaacaggatgtga
98561 gccctgecttctecegtgetgatagaaacaagaagtcacttggaatgttttttatectgtagecteccgaaaaaaaatattgt
98641 gtcataataactagaataaagagatttgtcttttggggatgcatcaccctcttaaagcctgggagagecctcaaacaaggg
98721 tggtcagattcaatttcagtaaatatagtttttatatatataccgtaggagacgacccgtgaaactgcactgctctgagt
98801 atcaggtgacatgtccacaactaaaacccatggacacggcgacagagggggtgacatagacacgtttagagagctggcat
98881 tgagactgtggactcacacttcatgtacattctagcaacgtgcttgcactgtatgcagtctgegtggcactgtaaattta
98961 agggaacatctagatatttgtatagccttcgaaacactgttttatacttccttgtctgggatgagtcagaaaaaaactac
99041 gtgaggttgtctaattggtggaattgcccagaagcatgttttagagaaatacgtgggctcgaatggatacaagcttctaa
99121 ttggaaataagaaatgccattgttcttggcatttacaacttcttgtgtttagcagggaaatgtaaaaatacgaaggagag
99201 ttgatgtcatgtttagtctgcatacttgcttgtgtggggcaagecggcagegtgetgtgetgtgaageccagegacctegeg
99281 ttgattcctcaccacggccttaacaggtcaaatgtctgcaccecctecgetececctcaccaagetgtettggecaggatggt
99361 gacgtatagtcagacaacctccaggaccaacatgggtatgccgacatctagcaggggctcgacaaggggctgtaattegt
99441 gtaattattgtttgaagtgtcttgttcggtggcaggccaccggegtggegtgegggtgggtgtectetgetgttgtatet
99521 caggcgtacgtgcgcccgctageccecgtacctgtttttcactttcacecgtgtggetggcagggatgaaggectectetgttg
99601 ttgcagatggacatcactttccaccagtctccatccctatggataaaagcagacgacattataaaatgcecgttgctttaca
99681 gtacatttcaaacataattaacgtatactcctttgtctatccactgectggttgaaggecctcectecttacgtegttgtaa
99761 gtcataggggctctgtggccatacttcaccatgctgatcagtgegggttggtgaaaaggagacccaggaccggttaagat
99841 atcactcatggttagtcttggccagatatcgaactgaggcgaccaggtctgtaatttcegtgcactaaccactgegeccaac
99921 gctccaaccacattatttcaaattattgtggttattttcactaagtgaattccecgettgecatttttaaaacctttactet
100001 tgtgcgctaacgaccatcagtgtctgacttacacgcctgttatcttcactttatcgecgactgegaatageggttgecat
100081 tctggaaagtctttaatgatcacagccatgccgaggtctggaagagagtaaagttgtccgtcactggegegeccagcatg
100161 gcacatggcccagggtagcccccccagtctccaccacgacagetttaaaactccactecccacagttcaacggacgttttg
100241 tttcccataaacgaactccgcttaactttaaatggcatttttttaacagatggatttattgagtattgttgttgtcecegta
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100321 atcagtggtttttacaaatcaccaccagtgactgaaacggggaaacgcttttaagcgattgaagggataaaatcaccacc
100401 ccttatccatgcagcacatcgcatcgccacgggttccaattgatccatcecgecacategttaacacgtgatgcaaactga
100481 cataatttgtgtggattatcgcgttgtgagaaatgttgccccacgtttgtgtcatcggcaacaccacgecgacaaacacte
100561 tgccctaacacaaagtgcgcgcagacacggtcttgggaaagagattgtccctegtgacctteccacgtggaacaaaaacte
100641 aacgtgtccctcaatgtcactgtctcaacgaggatacacggtactataggaaacattgcaggcaatggccctgetttgtg
100721 tcagagaaattatccaccttctttggttctttcggtaaagtcacgtagatagaaaccacgacgtttcgaccgcaacacaa
100801 gcgtcacctattctgtcacttttecctcttcacggeggegttacecgacggagtegetgagtgetttattgtttgegettgt
100881 gcaccaccgccctcggcttgeccaaacaacaccgtttggtttgtteccacggececteggtgegecggetactegaggeegt
100961 aacctggcagcccggagtcgcecggcacggcggggcaccegegecgegecggecgecagegttgattgetegttacegggagg
101041 gggtgcggcgtgctgggtcgecttggaatgeggagagcaggegetgettggeecgegetgaacgtggeteccatggeggega
101121 gcgattctcatcgctcegegecaattectgegeteccacacgegecggaaacgegegggeccaggaggttcaggttecaggeg
101201 gcggctgaaaaaatatccttttaccttttcecgecggcaatttecctgcaaggtgecgtgacgtttgetagcagegtecgact
101281 cgcagagtgcaaagggtgtgatggtgcagcatgaccctgtgatggtgcagcatgacccttgettaatgggggggggggte
101361 gctatataaaatctcaccccgggcaggtggtgggtatatacgacatagtaaatgttcaataaactctaaacaaatgttga
101441 tgaaatacaatgtttaaaggcggctgagcctgcgggggactcagcecgeccctccagectactgagectactgetgttaaagta
101521 gtgatctgtgaagatgatagttggtggatttttagegecgtgegtttttgtgtecggtttataaagececgetagaggaagac
101601 attcggctggcgttgtcccaaggataaagcaatgaggaacgaagcccaagtcatgcacaaagaccgttctcacaaactaa
101681 atgattgggagggaagtgatatcgctgtcgtgcaaaacgtgcatttgecttgtgetttgagtgtaagcatattgtgcaaga
101761 taatcgagtgactatcaggcttctttgactcttaaccgccgagacacggggaacaagaacatcaaaatctgtgcatctge
101841 acaagcctcgcgatcgatacgctgcgagctcteceggtgtgttececegggtgttactgegtgtegttegecatggegteeg
101921 acgtttcgcgccacgttctgaaggagctcccggcaggtgcagagacattttttggacattgtgecgaacaacgageggta
102001 caaaaccaggaaatagatcggagggctaaaacgcagcgcagccgtgaaaaccgtaacacggtggcgatacgeggcaaaac
102081 cacgcacaaagactccgattcgtttagtattcgtaaccagtggcacgtaacatgccgegcaggcaaacgtgaccegectet
102161 cgaagatctgtgtttggatgtggacgacacggaggctcctttgegtataggaaacacgecgacgacatgttgtgctceceget
102241 cgcatttcgcggtcctgtgtgecgecggacacaaatagtgcactaagececcteccgagegagtectggttatgtgecagacat
102321 acaagagtcattactcgcgtctgctgcecctgctceccacataatgectgcacagetgegtttettectgagatcaaataggecag
102401 cgttgattactcgcgtgccttgtaagatcattgtcgaccacctccecgaaaggegacctgecagcagegecgetegegtgtg
102481 ctccccacaggcattgccaatgccagccacgtgaagectgcatececggtegatttgatctecccagegtggcacttgaaacaa
102561 cggagcgagttcatgaatgatttctgcctectgtcactaaccceccecececcececceccaccagaagtatcaattggtacactgt
102641 gcagttagtcgatatggtttggtggggtaaagcgtgggtactcgcaactctgectteggtgtcectgggecagecatggecaggg
102721 tgaacgaaatcgccctctttagaggggttctctecegetceccttecccaaagcagtggcaagagaaattaattgecageg
102801 ctgcacctttaactttgaaaataaaaatcccgattttttaatttaacagttgaatttacgaagtttacggtgatccacaa
102881 atagcacggcaagtttgaaatgctagacacacagtaagcacgctgtttaagtgagtcatcaacattacttaccttctcca
102961 gctgtggtggtatgagtgagttaagccgtgcattgtgacattgtggaaagatcatgaagtcatggaaaatgtacggttta
103041 taattctaccgtgtgaaagtcacgttggccttgtaattcattataatttcgttttacatatccattgaaaagtgtgaacg
103121 gagacaatgactaaactccgtagtcaaatataaggtggacccacttgtaatacaaatgccccaatttaaattggtaataa
103201 aacatttgaaaaataacaccacaataatttaaaataacatacaccgttcaattcaaaatgatgcgttcattcaaagtatc
103281 attcgttgaatattgtattttattcatgaaaacatagagcagttagagaaaacacacatttagactgcatgttacagcca
103361 ccacttcctctttcatagcaacaatgccagagattaagcaggaaactaaagcagcagegcatttaacatgcaacgtegtg
103441 aggctacgcataaatcgcaagactcgagcggcacggtcacagctgccatgtgttttgteccegtgaagtcattcgaacctg
103521 ccagaagccgatctcaacgaggcactgcgtctcecctecgeteccacgcagtcaggagaacggttgggecatcacecggecag
103601 cgggcacagccacgtgtggccgctagtgaccecggcaccceggtgtectagatetgetggegteggtgegegacgtegegtt
103681 gccctegectattggtecccageggegetttetgetteggattggttetgeccgttatcagggeteccacagecagectetgtg
103761 gtcacgcgggctcggagtcacagaacgtaggtgaacgccaaccccaacactcgcatacacgtgegtgttaaccecectece
103841 ccctactacgcctactcagtgggggaaatgaacaaggttcacaggaaacattcecggtgttcaatgegtggegetgatage
103921 ctgcaaattgcattttgcaaatcggcaactgaattttgtatcgttcaggaaatcgtgtaaaagacgtgttgtgctttcca
104001 tttataaatgtgaattgatatgaaaagcgtttccgtcaaagtggcggtggtgtggecggtttgtactggcatctttectte
104081 tttcttgtgggaatcatttcgattaacttcactctaccactggtcaatcgactttattctcatcgccaaattttgttcag
104161 acttgaaacatgacttgtctgtttaacacgtaggttttcccgaccaatattatccataataaaggttttttgggttagat
104241 cgcataaatatataaatgtgtcgttaaacccaccaccacccgacacagccaattagtagtaatgtttgtcacgtaaacag
104321 aacatgccaattcgtttctagtacagcacactggtgtgttggagagattataaatgtgcctttgctctccaacactagta
104401 acgaattggcatgttctgtttacgtgacaaaccttactagttggctatattgggttgtggcagatttaacgacacatttt
104481 tatgtttacacgatttaacccaaaaaacctgtattatggatgacgaggtctggcagtaaccttttacaaggcttaatgtc
104561 agccgcggccgaggcctggaaaatatctccacagtgggggaggaggggggtggtgagagttcaggggtcacaaaatgtaa
104641 gtgttggatgtttctaaatattagttattgtggctcacacctgcaatttagggtaagatagatgatgcttgttggggtge
104721 aagggttggtggatcacgaagacctgtgggttgtgaggtgggtggccatttcctgggttggagtcaggagttgacaacat
104801 taaatggattattgaaactatctgtgcagcactttgctatccccatgcagtgagttttcectctggeccctagggtttecte
104881 ccacatgttaggaattgaattgaccggacatggcaatgcaaaacgcagttgaaagagtgtcttgagactcagtaaaacgt
104961 cttccctggtcattttacttttgtttacacttacagcattttgettttgectgaatatataagatataacattgttataaa
105041 gtgtgtatattatgtagattttcttgtaaaattgtacatttcttcataaccatttgcagcattcactaataatacagtat
105121 accttaataaacatgtatcatgaaattgtggtaataattagtaaaaaaaatgattttgaaaaggatgcagagtgttcatt
105201 aatgagcattaaaaaataacttatttggggtaatatttacatacattaatttgtcggtttccattttagtgcataaatat
105281 aaataaataaacacatttaattaaaatagtctcagtttccatcgcaaatctacagttttctaacatccggatttataaat
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105361
105441
105521
105601
105681
105761
105841
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aaacacaactttaaattccttcaaattttttgccaaccttcctaaactgccacacccggeccttaatcaggaactaagte
ctgaacgaagattatattttttggagttaaaatgtaatttttacatatttcattacataaatttaaaacataattgggtg
tatataatgaagtaagactcgtattggagtaagacttataggagtaagactcgtattcgagtaaaacgtattggagtgaa
cttgaggaattgctgtgacgggggtgctgtggtggtggtggtgtaacgcttcacacatttggacttgcaatcgagagata
accagttcgattccatacccgtggcagctgaaccgttggtgcaagtttccttaaaagtgcacttgettctgtecacccag
aattataaatgggtacaacacatcattagacctcctttgccagtaccaaaatgtaataatagggtttttccectttttte
tggcaacaacactgaaacctttttacaaggattcatgttactgcattaaccacaatacctgcagtcaaaatgcaaacaaa
aaaacatactacatattcttagctctttcggtaaagtcacgttgaagggaaacaataaaataataaaatatacagtattt
caacatgactttaccgaaagagctaagaatatgaattactgcagtcacgaaagctttaaataaaataaaaacatactatc
ttctttggttctttcggtaaagtcacatagaatgagaataaaataataaattgataaaataaaataacacaataatattc
tcacgacgtttcggccacaacacaagcggccttcatcaggtgaagggacgaggctgtctgctaggacagecgectggagtga
aagagcgctgtcctagcagacagcctcgccccttcacctgatgaaggecgettgtgttgtggecgaaacgtegtgagaat
attattgtgttattttattttatcaatttattattttattctcattctacgtgactttaccgaaagaaccaaagaagatg
aatcattgcagtcacgaaagctttaaatcgaaaaacatactatgataatatatgcattgtccttgaaactaattggtcca
caccaagggacggctttcttttgagcctcgacccaattggtgetecgaccacatgacgccagaaggecgttcaacacagtta
gccaatccgetgtttgtgtggcagggtaacgtgtgggegetctcacatttgecaacacgtettggtcagegtggaagage
agactaaatcacctctggagctccctctagecggaggeccctttecgecagcagtgeecgtgagagaggcatttcaaggetgea
cctttgectacctttgettgttgetgggacatgtgetgacaacctgagtgtactttcatttetgecattececcagecaaaaat
ccccttgcaacgggtcagtgcattcatacagttgcatggagccacagttgegttttaataataaataacagetttctaaa
tggcccecgtttageggttatggaaaatgectectgcagttgaataggtttcatgtgetccacategeegttgetgettet
ctgacggtccaaatgctggcacttttttattttgtattagagagcagacctcggagtgttggggcacagggtgtgtggag
gagcgttgcecgcagtggttageggacggtgectatgaacccagaaacctgagtttgattececcgaccacggectgacatgaac
agcgagtgatatctgaaccgatcctgggccgcacccatcgccaactecgcatggaccgtgetcgacacggtgecatggagge
cctcgtcaagcagtggatcggcaaagggctgcacagcaccccttaccaatttgcataatttgecagetteccateegtetg
tcacccaaccttacgtcggaaggagacatccatagatcccaaaaaaaaaacgtgtcttgeccgaggacatgectgectgag
aaattctgtcagtggtctactaatgtacgtaacaaatagacgtaacgttgctttgtggttttgaacgcacgtgctggage
agtcaaaacgtgttcatttattaatgtaatatccgacgctcaggtggagtcggaacggtgcagagtcggegtggaaacga
cgtcctteccatggcacacgeccgtgetegtgagatecgtggtgtcattttgecagetgttatggtttcattgtegttgtgatt
atattgccgtcgttacggttttcattattatatgtttgaagttgtggttacggttgtggattcagttgtggttgtaaaat
gcgtgtacatctgccttggtaatatgtgcacacgtggtgtcgatgatgatattaacattcgtattgttgacatgttataa
tgttgttgacagtgatatattattgtagttgatgttggtatcatcagtaatattgctattgatacgtgacattattgaag
ttggtattgtcatatcattttggttgaggttgttgattgaaattactgtatgccagagagtaccatttgtaaacaaatag
caataaacgcatagtgctcgaaatccatttaagttatatcccacgttaaagecgcatgcagtgectcgtaatecgttattatt
attatagcttcttcactggtacattgecctgcatgtggcgaagaatcccacgaccecttgtagacttgagcagegatgetgg
acagcggcacgcacgcgtaccggtcctcegettagtgggagacaacgtgcactcececttcaccaaccecggactcaccggta
tggtgaagcatggtcaaacctcaccccecgcccacctteccacgacggacacacctaaaccatggectgacagcccccagecg
ccctagatccaccggecegttgegttagetggggtggtgaaggagegggtggtgetcagaatcactggttatgaacaggac
acctggattcgataggaaattacgccgagcacaggcccaacatgtcaagcggtcagccacaaacagcactattaaagatg
tcgtgtgtatgagtaaaaaaaaagcgttecctcgattcgagcaaggttgtgataagaacttgggaacagagatgatgatge
gagagggaacaagcagaaacagaagcgaggtgacctacagcatggcagttgaacattctgggtgagatgaaacagcctgg
tcgaccgctccccacgacagggttatactaagggegtgegecatcecctgtgettetgtgtecgetgtetecectgegeteca
gGGAGGGTCGGTGCTGTCGCCATCGGCCGTGCAACTGGACTCTGCCACCGCCCGCTCTCAGGCCGCGTCACTGGCCCAGC
TCGTGGGCTGCGGCCACTCCAGCAGCGAGTACCTCGTGCGCTGCCTACGCGACCGCTCGGCGCTCGCTCTCAACGCGGCG
CAAGCGCAGgtgcgcacgcgcgcacggacacccgcaagcacggacacagatatggaagtgacaggcatgcacggacgeat
gcacacaccgacgctcgcacacaccgacgctcgcacacaccgacgctecgcacacaccggcaaacacacacaccgacgete
gcacacacatgcaggcatagacgtaagcatgcgcatgtatgcgcacgcacgcacgcatcggcacaagcaaaatacacgca
cacgcaagcatctacccaggactaggtcacggttgatgggggctcagggectgttegagttaagggggeccectetgtatat
gcaattcattcattggctgttttaccaacacccatgcctgatgtcggatgccaaacactgcattgttgtttactcecttgtt
tgctctcgttatttcagttccagtatttaatttcttacacaaaattgtcagecgtttaaatttectcacggaacaatttee
gaggcgcccaaaaaatattttcaaccctccggaaagattttctggagetcagecccagacagetcaggectaaaattaate
cttgcaaaatgtgaaagcaaatcgactgtaaagcaaacagcactgtttttctttecggcccataactggtcgtaatatgca
taacgatacgatgcctgtaaatacgagtccctcatttccatcactactaaccagtactgtacttatttatttacatetge
gactgcagcccctaaaaaaacgatggatactatttttattttaaaactattttttttattttaccaggttaggecccactg
agctacgtagctctttttcaggagcgacctggccacaaatgacagectcaacgaagtggcttatcatcatgtggacattta
tagcagccaaatactctcaacgcgtgtttccaaatgtggggggggtgggggggggaaacccggacgacccatagaaaaat
ctacgcgaacacggggagaacttgcaaactccaaatatacaggtgtcagggtcaggatcgaacccacgttctectgtata
ccagtcgagggagttaacatctcaccaccacagcaccecggtgtgtatccagecccaacacacacagectgtgacacaaccac
agtcaaaatcggggcttattttctcacagaatacgctctatgtcgeccagtagactgtggaaggtgacgggtgactctgta
atagtagccatagccatatccacgcatggtaacagtctggacacagagatatttttcgggtcaccgactgggacagaccce
agctgaaatgaatctctgattacgatggcgtccgaaggctcttgcatctcaagacattgegaacatgttttaacacgege
aaaacatttacggaattattttgttcaacgtttgacgctattgacgtattaacacgtgggtatcattgcaggtttttatt
ttaattcaagaggtctctttacctaacgttctgcgcatctctttatattteccatatgegacacacagtcectgegtagtecat
cattgecgctcttgectgtggtcatattgtgtacacgtgecggeccctttatcattccactgetggatgagggectteccatacg

exon 43

ARCD-2026-58-UBA-DCT_FFYB

Pégina 63%d€. 422





110401
110481
110561
110641
110721
110801
110881
110961
111041
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tcatacaaggttattataatatacatgtaaataataattacatactcatagaatatatataggattctacgctgcagcat
ttggactgcagggtatttttactctaatgtactaatgattttgttttttttattttctcaaagtgatgtttattaatttg
ctttgctgtgtttgttttgagagggtttttatggaaagtttacgaaagtggcaatgaagcgttttgctgttatcgactga
aaacacactcccacacacccacacacccacgcagcacacggcaagttgecgeccacagtccgtgaagataatggttectggga
gcccecgctactgetgetgcacgtgtceccttgtgeccaacattgtggtcagegtecgecgaagecattgttcatcacteccgagtt
gtgactgcggcgtaaacgacttcttgacttcaagecgectecgagttggtecctcacccagggagecgetttaatcategecage
aataagaatgccgccacaccggtgtaacggtcagcacgctggacttggaattcggaggtcgecggtttgatteggtctge
tggcgcaggagttgaaacaacggtgccggtctctcaaatccctecggtcagetctettecteccacccagcagtcaaaatgg
gctcaacccacggtcgatcggcagggcttctatagtaagggggagggggggtggtacagegcaggtacttecacatectg
taagacgcgtggccatcgacccaacaccctctagcagagatccatcecgecagcagegecatggcaaagacattteggggt
tgcaccttttectgtttecttgatecgetgecgtcaatattcaagggcgaatcgatgcacatcccacagtatgtatgecact
ttgaacttctttcgcagtgtacgtagccaaccgtgetcatttgaagtgecgggggaaggacaacaaattaaatacaaaaag
cagttaaatttctatttagagctttcgtgactgcaaggattcatcttcttggttectttcggtaaagtcacgtagaatgag
aataaaacaataaaacaaaattagacaataaaattctcacgacgtttcggccacaacacaagtagtgctgcattgaagcg
ctgtcgtcccgacagttctgttecttcacctgaagaaggctacttgtgatgtggecgaaacgtecgtgagaattttattgt
ctaattttgttttattgttttattctcattctacgtgactttaccgaaagaaccaagaagacaaaaagcagttcttaaga
aattagttttcaatcgagttgatttaaaaatacatagctccagtgacttcctaatatcagaaggaagagtgcattccaga
cggtcgtagaagcacaggatggcggtatccagegecggggattcttttectegtaaaaaacaaatgttetgttccagCTGC
TGAGCGGTGAGTACCTGCAGCGCTGGGCCGCGGTCGTCGATGGCCACTTCCTGCGCGACATCCCCGCGGAGGCCGCTGCC
CGCGGGGCCCTGGCCGACGTGGACATCGTCCTCGGCGCCACGGAGGACGACGGTGCCCTCGGGCGCTCACGCCTCCCGCA
Ggttcggtggaggacgatgttttattttcgcattecgtcgagegacgtecggeecgecaggegateecgettgegggacgaggga
cgtcgtectegttctgtecgtaagegggtegetacctecgecacagattegtecgeggatgtaacgatgecaacaceggegece
gggtttgtcactccgtctccgcaaagggecgacctctecggacgecattecegectetttgtetgecggteggtecattectegtt
gaccgtcgaccatcatcgccttcagctatgacgegtccggeccaagecctettacttttegtaacegtgattgtaatgte
aatataacgagtgttctctaatccgtttgttcectttctatctttcaatgtaattccaacgacgcaatcecececcatactte
tttgcacctttttaagtttttctttectggtcecgtgtcatcatcagtaatatgegtggatcaaaattcttcttgaggecaca
tcggcaccgttgettttcaatattcagetcagttttctaaaageccactccaaccegatctcateccacctettacttteag
ccatgctgatgggtggagggaagagtgctttatcaggaacaaccacagttattataattattattgacgecttgttcacce
aagaaagtctcaacgagtcccgtgactcttttcaaggaggttcectgeccaagtgtattgcaggaggtgggtgaccactget
atgaatattataattattataatttggcggtcattttttcccceccacaactttggaccatgacacgggcagcaccagagg
cctactcttgcaaatgacaccacgggatctttagecgtcaactgegaggaagagggcgectatttagetggagegcaacac
gcagacgaagctgtccccaacgccgcaccgtaataaccgcageggeccgecgggectecgatececgecaagetetgcaccaage
agtcggccgcatggtaggggacaattgagccacagttaagecgatgectttgcaactaattatttcatgttcagtaaaata
tgtgccaactgtgcacagcaaaacacgtatacagtagaactgtatattaatccatttcaccaggtttcctctgtagatat
ttaatacaaattttagtggttaaaacacatgagaatattgcattcatgccagaatctcaaaacatataaacaaggtgttt
cagccaaaatgttggccgctgtagecttttggctctcacaatgtgatttgetggaaatgtaataaatgtaagcaatatgag
gctgactggtacgaatgccggttggatcactgtgtaaaattacggtctatgettatttegetgecacctacgtaggecatca
acatcgtcaccatcatcgtcatcgtcactcattaaacactcatttattggctgaagacatcttgatatgtagaggactge
agagcttgtgcgagtctetgtgeccgectgetggetgectteecegetegtetgtgecagtgecacgttacaagttgecattat
tgttaactagaaagttcactatacgtatcttatttgataaataaaaattcacccagctaatcccttgagatggagcatct
aatttcctttaagatagagcgtctcatccattgtcaacgtcacccatcagecgtgaccttgatgatgtcatgatggagga
acggcaaacatttcgcagaatgacggcacgtcttgatatccggccaaaaatgttecgccagatgecggagtgaattgtggag
acataaattatcatcatcatcatgttatataatagtggtttaatattgtttaatgttgtcaaggaataaacaacagtcct
gttactaagatgattcctgggtcaatttaacctcttttttcgaatcttctccacgttagtagectgaacaataaataaaat
aaaggattgcttgagcaacggcacaagcaacaatcaactaacacacctcagtcaccaccagcaaatgccttccaggacga
agatatattctcttctgggccgatggtttgggtcgtatgecttecttcagagcagaatgectgaagtgtaaattatataca
aactatttgatgatattttattgttgtaaattagecgtctctgatgacgacggcagctgaggttecctattegecaattggea
cagcagtgccgttcaccggcacgacaccgctcttattcaccagectcagactgeecgtgggtgggggectgacgacggetta
gcccccececccecectegectgectgectcaggettectecatectacacaggeggtgagagecagaatgcacgatggagaaage
ggattgtgcattattctgttcagtgtttaacgtttaattacggtttgtttaacattcaacgggttgtgaccecectectece
ccccccccccccccgtggttttacatgecccacctectattaataaggtccecgtgacagatgagtttttttetggtcaca
ttctgatgttgcecgtgaaaccgacgcactccatgecgtteegegtggecegeecgggeggtgtccagGTGTTTCCCAGGTT
CACCTCGATGAGCTACAGCAGCGCCGGCTTCGACGTCGCTTTGCAGAAGGTGCTGCGTGGCGCCGGGGCCAGCTCGTTCG
CGCGCGACGCCGTGCGATGGTTCTACAAGCGGGGAGACGGCGCCAACCCACCTCCCCTCGCCGACGACGAGTCCTGGCTC
CTGAGCAACGTCTCGCGgtgagcgtcecggecgacgetgeggactcaggtggeggececgatgacageggececgectgececegg
ccgggcgttggacacgagcgeggecgataaacaaataacctctttagaaaaatacacggegatgtttagegecacgetgege
gagactaatgtgtctcttgecgecgtggttctttaaaagaaggaatgtgtttttttgtgtecegtecgatggttegtggtggea
gGGACTACGACGTGATCTGCCCTGCTGTGCACATGGCGGAGATGTGGGCCGCACGCGGCAAAGCGAACGCCTTCCTCTAC
TACGTGCCGACGCAGCAGTCGTGGAACACgtacgcacacccgttgtgcaccggacaccgtaaacgagggcccagtgaaca
cttgtttggggcacagatggcgagctgttccgeecgecagegttetgectaagecataccecgaatgettectacccaaggtta
aaacgtcagtgcattggctctgtcecgtctgtectgtctctatateggecgaccgegattacgettgtaaagatgattcaata
taaattcaatttttgtgtaagaattgtgtgcgatagaaagccggccattttagtcaaagtattcagcaaaacttggcaat
gaaaaaccagcgcgccgtagataagcttttcggccaaagecttcatcacttaatagttataccgcacctectacacaataa
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gtctccaggcaacctgcagcaggggacccccagtggcagetgteccgtgtgcagcatagggtgaacgcagaaccggetetg
caggagggcattagtgtgccaggaggggcgatgtttttaagtggtttcccaatccggcaattttgtgaatcatttacaat
atatgtggcccgtgccaacgccgectactccactggacacagcagtgectectecgtatecggtgecececgegagagtecatcac
cgacattgcctcctcacecgeccececgteccgeccetecatcagCCTGGAGTGGGAGCCACACAGCGACACGCAGCTGGCAT
TTGGGGTGCCGCTGCACCCCGAGAGGAAGGGCCGCTCCTGCGTGGGCGAGCAGCAACTCTCTCGACACTTCATCGGGTAC
CTGGCCAACTTTGTGAAGTCCGGgtgaggaatcctecgecggtecgecacgectacacgetgaaaaggcattgatactacgecat
aaatgtacacgtacatatatatcaaaatgtattggtacataaatggtttatgctttttgatgcaatatttttcacatgcect
gtgatacaggaatcacaaacataaacattgacatggaaatgaacaaaagctataacatgtgcacgaatcaccgtggagaa
gtacacacttggcattgcaacacgtgggttggcgagcgcactttgaagaaaagttcgtcggecttgggcaggacacgtcat
ggctgagggggacgatggtcagcggtcaagaataataccggtcccaaaggacgttctccaaggagatagagcaacgagat
cagcacgtgtgcaggcgctggatgcattgecgacaacgtcatgagttectgetggettagggggggggeccttegtecagecac
tggataaatcatggccaatgatgctgatgatgtgtaactgtggtgttctgcagaggctecgtggtgtgtatggtaattatt
attgtaatccgtggtggtgagggttcgtggtatttcctgtggaagagtcacacggecgeccgtgegtgectggegetgegete
gcgegggcgatggtggtgtcacgtgecgatgcagAGACCCGAGCTTCCCGAACAGACACGCGCGTGGCGCCGGCAGCCGC
CTCCTTCCAGCGTGGCCCAGGTTCTCCCTCAACGAGGCCGGAGGCTTCTACAAGGAGGTGCGGGCGGGCATGCGCAACCA
GAGAGGCCTCAAGATGCGAGAGTGCTCCTTCTGGAAGGACTACGTCCAGCCTCTGATGGCCGCCACAGgtgagcagctet
cttcaacgctaccaaactcgcgcgactgtcgecggccaaagaaaacaatcttgatggctcagecgaattgetgegggataaa
taattattctcatcatgccagctcaccaagtgtgtatgttgaacttctttegcacecgtacgtageccagettttecttateg
gaggtgtgtcctggttgagcctccagaaattgggtttcttaagectctetttgatgttttggatttegetcatctagttga
gctgcgttaggtgttgggecgtgggcaaagectgggaaaggtgtgcaacatteccactgecatcagtgetectgegtggetgga
ctaatggatttcccgtgtgttcctcaagtgtttectgtgecccacacgttatctgggtggatgagcactggtcacagagtgg
tactcattttatttaccccaagcggattgaaagggtgagttgacccctgactgggattttaattegtaaccttgecattg
caatccataccttctaccacttgcactagccgaacaaattgtttaaaagttacatttatttatccaggaaageccttactg
aatgtcaggtctctttttcaaggctggtcttgcatcgagatgtttgacctattctattttaaggagtgaattgcatataa
gaggaaagtagtgcccagagaaaacccacaaatacaacaggggatatcattcgaaaggttcacacggacaagtttcaaaa
ttctgctcgectgtactgettttacatggeccaccttgetgeccagegggtttgagagcatcattgtegatgtgateccacca
acccttacctccaagcgectggattacaggegtgcaccatcacgeceggectgttacatgaagegttectgtcaagtaaagee
gtaatggaatgcataatagctttatattttttttgttcttacatgaggcagataatgcctcagtttgttaatttaacaac
tgccececttgegtacgagacgtgtcttgecacatctgtecgtgagggcattteteceggagtectecacageecctgtcatggag
aaagatttttttttattcttgecgtggaacactgccgectcccaataagacgeccctetgectggtettgtectategtaatge
ttctaatttttgtectttgacacgattgacatatgecgatgccggtacatgcaagacatgacattgaacaccttgegtget
gtgaacagaaggccaaagcttggagcgcaaatgttgttttttcaagtataaacaaactattgttttaatgeccgttcgaat
ttatcttcctgtcacgttcagtaggtgtgegtgttgacaaacaagcacgtggtagattttgaatattgecatgcacagtt
ataattgctgcagcaataaggctaaaatattgaaccgtttaaaaatgcgtgggaattgctgaaaaacgctgaagagttct
atttctcaaagaggtttggacccgacgggacagactgtgacctgcagtgaacagaacaccaccccggeccgacattattee
tctcattctcagagttatgaagtgttcacgagtgtcggaacgagctcttgecggtataattcttcattcttccacgtecacg
tcctaatccecttecttttgaaagaacattccaccatcacttgtagaggcactectgtaggagtgaggtgacaaggtgtga
agagctatgctcggcacgggttatcgaaggacaatctcacttttttgecgactgagatggecctggectgecctecattgetg
catcctcaatcaagtaaccacgcaaattcaattgcattgaagttgatttgcacagectgtttaactcatcaccatcatcat
cagccacgatctatacactgctggacaaaggccccccaaageccgatgttgtcacgttcttgegatgcaacaatccaacca
acgcttgcacacgagccgatcttatcgectecegtetecgeecgtggatgecttetetggegtgttettecetectegggetyg
ccactgttgttaatcttgaccaccaaccgtgatccctcccagegacgtgecctgetcgageccacttatttttcagaaca
gtcaatgtgatgcctcttaacttgtcttctgatccgtgtgtacagetgectatgggtgaaaggatttaccectetggaaag
tcaatcaattgtcgtgacttaagcggcacaatatgatttatatttcaacttactttttttgacattgtgggegttggtaa
cggtgctagtgtggggtgatgtgaacccattactcgtgtectatacgaacctaaaaacgecgattattatgcacacagtt
tgatgcattttgaatcaatgtttttaattggtgcactcttctgectgtgacgtggatcccaagcacgecgtattgacaatta
aaaatggaacaaaagttgaaaagtgtacaagtaagcgtggaaaagtgcatgctgggaattggggtgagagacagggagag
gtggattagagatgatacacaatttagaggtatcataattactgctaggaaaagtaagtgggcttggatgacgcacgtca
tttgggatgacgactagtggtcgtggctaacgacttggtggtgetegtgataggagggtataagecctgagaaggegecte
ctgtgcagagatcaagcaatttgacataatgcgacacaacgcacggtataacaagaaaacgcttgtgagtggctcagece
tcataataataatgatacccgatacaagtgagcgaatgagttaacggacgaatgtttcacgcagGAGGCATCGGCGAGGT
GGAGCGGCAGTGGAGAGAGGACTACAACGCGTGGCGTCAGGAGGCCCTGCTCGAGTGGCGGGTCCAGATGAGCAACTTCC
GAGCGGCGGTCACGGAGAGCATGGCGACGGAGCGACCCGCCGCCGCACCATACGT! EQECCCGCCATCTAGCGCCGTGCC
ATCGTGCGTAGCCACCGCCGCCATCACCGCCACCACCGCCGTGATCTAAACTAGGCGCACGATAAGCTACTTCTATTTTT)
GCAGATCACTTTTACTCTCCGGACTTTTGGATGTGATTTGTAAAACATGTTTTTAAATGCCGGTTTGATTGCATATAATC
TGCTTTTTGTTTTTCATGGGGAGCTTCTGTTGGTGCTTACTTTTGGTTAGCGGTAGGTCCTGCGGCTATAACTTCCCGG!
CATCCGGCGATCATCTCACACGTACCGAAAACGTCCCTCGTGAAGTCTCTGGCACCTCATCTTTAAATAAAATAAAGCCT)
CTGTACTGTCCGTTATGTTTGAATAAAAATGTTTGCAATTCA

Figura 12: Secuencia del Gen de la tiroglobulina de Petromyzon Marinus. La secuencia de nucleodtidos se muestra.
Se indica la posicion de los exones.

Esta secuencia fue depositada en GenBank: BankIt3079317 Gene Petromyzon Marinus Thyroglobulin, GenBank

accession number PZ384984
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