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GENETICA Y HERENCIA

La reversibilidad de la
hipometilacién global heredada en
espermas, segun cambios
nutricionales.
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PROBLEMATICA DE LA OBESIDAD

Acumulacién excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
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PROBLEMATICA DE LA OBESIDAD
Atribuye a enfermedades como:

diabetes (44%)
cardiopatias isquémicas (23%)
entre el 7% y el 41% de la carga de ciertos tipos de canceres




PROBLEMATICA DE LA OBESIDAD

El IMC se utiliza para clasificar el estado ponderal (del peso) de la persona, y se calcula a
partir de la formula: peso(kg)/talla(m2)

IMC Clasificacion

<185 Peso insuficiente

18,5-24 3 Normopeso

25-269 Sobrepeso grado |

27295 Sobrepeso grado |l (preobesidad]
30-349 Obesidad de tipo |

35-39,9 Obesidad de tipo |l

40-459 Obesidad de tipo lll (morbida)

=50 Obesidad de tipo IV (extrema)



HERENCIA DE MARCAS EPIGENETICAS

Epigenética: cambios heredables en la estructura y organizacién del ADN que no
involucran cambios en la secuencia gendmica y que modulan la expresion génica.
Factor = desarrollo de obesidad.

EWAS (estudios de asociacién del epigenoma completo).

| PROGENITORES |
Estilo de vida de los l

DESCENDENCIA

Environmental exposures, stresses, diet, and lifestyle can all
induce epigenetic changes that determine whether genes are turned on or off.




INVESTIGACIONES

El miedo inducido por el olor de los
padres induce una respuesta de miedo
y cambios neuronales en las crias que
no tienen olor.

nature
neuroscience

Aric | Published 01 December 2013
Parental olfactory experience influences
behavior and neural structure in
subsequent generations

Brian G Dias™ & Kerry J Ressler®™

Nature Neuroscience 1T, 89-96 (2014) = Download Citation 4

El consumo de grasa paterna conduce a un
riesgo modificado de cancer de mama en
hijas.

Paternal programming of breast cancer risk in
daughters in a rat model: opposing effects of
animal- and plant-based high-fat diets

Camile Castilhc Fontelles, Luiza Nicolosi Guido, Mariana Papaléo Rosim, Fabia de Oliveira Andrade, Lu Jin,
Jessica Inchauspe., Vanessa Cardoso Pires, Inar Alves de Castro, Leena Hilakivi-Clarke, Sonia de Assis and
Thomas Prates Ong

Breast Cancer Research 2016 1871

https://doi.org/10.1186/513058-016-0729-x | @ The Author(s). 2016
Received: 20 January 2016 | Accepted: 17 June 2016  Published: 26 July 2016

La exposicion a la heroina
paterna induce un
comportamiento ansioso en la
descendencia.

male offspring

Transgenerational effects of paternal heroin
addiction on anxiety and aggression behavior in

Mohd Zaki Farah Maquiah, Richard Johari James
Mohd Izhar Mohd Hafidz, Mohd Zaki Salleh and Lay Kek Teh

Behavioral and Brain Functions 2016 12:23

, Suraya Suratman, Lian Shien Lee,




PROGRAMACION METABOLICA PATERNA

El estudio de la programacion metabdlica de los padres en modelos animales se remonta al afo 1965, a

partir de un estudio en crias de animales con diabetes inducida quimicamente ( Okamoto 1965 ).
Los ultimos estudios han analizado puntualmente las marcas epigenéticas en las células germinales:

Se estudié como la obesidad paterna inicia trastornos metabdlicos en dos generaciones de ratones y la
alteracion en el perfil del testiculo.Se indujeron a la obesidad ratones a partir del suministro de una dieta

HFD(dieta alta en grasas)( Fullston et al . 2013, Wei et al . 2014 ) .

Obesidad genética ( Cropley et al . 2016 ).

Restriccidn calérica ( Anderson et al . 2006 ).

Restriccidon de proteinas ( Watkins & Sinclair 2014 ).
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NUTRIEPIGENETICA

Rama de la ciencia que estudia los efectos de los nutrientes y los
alimentos sobre la salud humana a través de las modificaciones
epigenéticas.




COMPUESTOS PRESENTES EN LOS ALIMENTOS “VINCULADOS A
LA APARICION DE MODIFICACIONES EPIGENETICAS:

e Grupos dadores de metilo (acido félico, metionina, colina, betaina,
vitamina B12).

e Laingesta excesiva o deficiente de calorias y proteinas.

e Las dietas ricas en grasa, los acidos grasos de cadena corta
(butirato, acetato y propionato).

e Algunos minerales y vitaminas antioxidantes (vitaminas A, E y C)

e Diversos compuestos de origen vegetal, como distintos polifenoles,

catequinas, isoflavonas o isotiocianatos.



Factores metabalicos

- Inflamacién

- Estrés oxidativa

- Hiperglucemia

- Hipﬂu:ia

- Destrdenes endocrinos
- Disruprores endocrinos
- Infecciones

- Microbiota intestinal

Factores nutricionales Factores de estilo de vida

- Donantes de metilo - Inflamacién
- Dietas Pul:ms O ricas - Estrés oxidativo

en calorias y proteinas - Hiperglucemia
- Acidos grasos - Hipux.ia
- Antioxidantes - Dsérdenes endocrinos
- Minerales (Zn, Se, Mg, Cr) - Disruprores endocrinos
- Cnmpuﬂius w:scnlu - Infecciones

(polifencles, isoflavonas...) - Microbiota intestinal

™~

- Metilacién del ADN

- Modihcaciones covalentes
de las histonas

- ARN no codificantes

/

Modihcaciones epigenéticas




MARCA EPIGENETICA

Principales mecanismos epigenéticos:

e Modificaciones covalentes de las histonas
e Metilacidon del ADN
e ARN no codificantes (como los miRNA)

Estudio del epigenoma de la obesidad

$

centrado principalmente en el analisis de los patrones de metilacion del
ADN



¢POR QUE ELEGIMOS ESTUDIAR EN ESPERMAS?

© Evidencia que los cambios metabdlicos inducidos por la dieta paterna se
transmiten a su descendencia, y esto sugiere que esta mediada por los

espermatozoides.
© El epigenoma del esperma es dinamico y vulnerable a los cambios

ambientales.

( Donkin I, et al. Obesity and Bariatric Surgery Drive
Epigenetic Variation of Spermatozoa in Humans. Cell
Metab. 2015. Doi: 10.1016/j.cmet.2015.11.004)




¢POR QUE ELEGIMOS ESTUDIAR LOS ESPERMAS?

Cell Metabolism

Obesity and Bariatric Surgery Drive Epigenetic
Variation of Spermatozoa in Humans

Graphical Abstract

CENTRAL NERVOUS SYSTEM DEVELOFMENT
EEGULATION OF APPETITE ?

EPIGENETIC REFROGRAMMING

UKDER ERVIROKMERT AL STRESE

GASTRIC BYPASS-INDUCED WEIGHT LOSS
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In Brief

Donkin et al. show that spermatozoa from
obese men carry a distinct epigenetic
signature compared to lean men, in
particular at genes controlling brain
development and function. The sperm
methylome is dynamically remodeled
after gastric-bypass-induced weight loss,
notably at gene regions implicated in the
central control of appetite.

La metilacion del ADN de los
espermatozoides es
remodelada rapidamente
después de la cirugia de GBP

La pérdida de peso induce
una alteracion del epigenoma
del esperma
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¢¢ PREGUNTAS ‘@
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e ¢;Se pueden revertir las hipometilaciones en espermas aplicando una dieta extrema baja en
grasas?
e En caso de ser posible una reversion, ;En qué etapa del individuo se debe aplicar la dieta

para lograr una descendencia sana?

N

¢& HIPOTESIS

La reversibilidad de la hipometilacion global heredada en espermas, como consecuencia de una
dieta reducida en grasas.



& OBJETIVOS

Determinar si la reversibilidad de las hipometilaciones en espermas es posible aplicando una
dieta baja en grasas.
Determinar si existe alguna relacion asociada al momento de aplicacion de la dieta en la vida

del individuo.



EFECTO DE LA OBESIDAD PATERNA INDUCIDA POR LA DIETA SOBRE LA SALUD
METABOLICA DE DOS GENERACIONES RESULTANTES.

The FASEBR Journal article fj.12-224048. Published online July 11, 2013,
The FASER journal » Research Communication

Paternal obesity initiates metabolic disturbances in two
generations of mice with incomplete penetrance to
the F, generation and alters the transcriptional
profile of testis and sperm microRNA content

Ted Fullston,®" E Maria €. (Vhisen Teague,” Nigale (3. Palmer,* Miles ]|, DeBlasia,®
Megan Mitchell,” Mark Corben,” Cristin G, Pring,® Julie A, Owens,*

and Michelle Lane®
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Hepaosdiscene Health, Rodanson [meinse. The Unbversiy of Adelabde, Ad .-rl aile, Sarith As
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TABLE 1. Composition of CD and HFD

120
D, HFD, = Fo-CD
Component SFM-057  SFOD-219 —~ 100 —— Fo-HFD
0
Ill}él'l.'di(:]‘.ll (%) . . &_) e
Sucrose 34. 34
Casein acid 19.5 19.5 \OQ 80 ac
o) Canola oil 6.0 - e
45 /0 grasa (H FD) Clarified butterfat = 21 c 60
Cellulose 5.0 5.0 =
21% grasa (C D) Wheat starch 30.5 155 ot
Vitamins/minerals 4.9 4.9 > 40
Energy =
Du{ullblu_ energy (k]/g) 16.1 19.4 ]
Digestible energy from lipids (%) 2.0 40.0 = 20
Digestible energy from protein (%) 14.0 17.0
Values are expressed as means = sg. Ad {ibitem consumption of 0

feed per 24 howas 344 = 0.05 g (n=6 male mice measured for daily

feed intake over a 10wk period). ! Testes
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PROTECCION HACIA LOS ANIMALES

En la Republica Argentina existe la Ley 14346 sobre la Proteccion de los Animales.
hay distintas entes relacionadas con el cuidado de animales de laboratorio:
e CICUAL: Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio .
Perteneciente a IIByT, CONICET - UNC,entre otras
e CICUAE: Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de
experimentacion, perteneciente al INTA
e SNB: Sistema Nacional de Bioterios




PROTECCION HACIA LOS ANIMALES

Refinamiento

técnicas con menor sufrimiento
posible

Reemplazo

Por otro modelo experimental

Reduccion

menor numero de
animales



Temperatura 19 - 21°C.

Superficie minima del suelo de la jaula (cm?) 30

Superficie minima del suelo de la jaula / animal g0 (0-20 g)

(cm?)
70 (20-25 g)
80 (25-30 g)
100 (> 30 g)
Zona de cria (cm?) 330

Altura minima de la jaula (cm) 12




Utilizaremos las cepas de ratones C57BL/6 (llamados
también “black 6”)

Modelo Taconic B6

Rendimiento
reproductivo superior
en comparacion con
otros grupos B6




MODELO BIOLOGICO

TABLE 1. Composition of CI) and HFD

VVamos a necesitar ur D, HFD, les:
° 5 (ObeSOS-eXpE Component SFOM=057  SFO0-219
e 10 hembras sar Ingredient (%)

5 rat h Sucrose 34.1 4.1
® oralnesmach  ciin acid 19.5 19.5
Canola oil 6.0 -
Clarified butterfat - 21
Cellulose 5.0 5.0
Wheat starch 30.5 15.5
Vitamins,/minerals 4.9 4.9
Energy
Digestible energy (k]/g) 16.1 19.4
Digestible energy from lipids (%) 21.0 40.0
Digestible energy from protein (%) 14.0 17.0

Values are expressed as means = sg. Ad {ibifum consumption of
feed per 24 howas 344 = 0005 g (=6 male mice measured for daily
feed intake over a 10wk period).



L O SSs8SU

MODELO BIOLOGICO

Dieta que se aplicara:
45% grasa (HFD),
21% grasa (CD),

6% grasa (LFD) I

EjerCiCiO basal: 1 hora de rueda por dia.
Medidas de obesidad: pasada 1a edad de madurez

sexual, se realizara un chequeo utilizando el método “Lee”, analisis
bioquimicos de sangre periférica y analisis del estado de
epigeneético del esperma.




ETAPAS

FO
+  METODOLEE. Machos obesos
*  AN.BIOQUIMICO. .
ESTADO EPIGENETICO GLOBAL 5 *Elﬂl’rlli'liﬂeS
DE ESPERMAS (EEGE). HFD
F1
cD
F2
Machos/Control-Obeso

¥ Hembras magras

5 ejemplares
cD

L

J

Machos obesos-Experimental 3¢ Hembras magras

cD

CD/LFD

Machos D1/D2/D3

Machos magros

5 ejemplares
CcD

‘Machos magros

CcD

Hembras magras

5 ejemplares
cD

Hembras magras

cD

CcD

Machos magros



ETAPAS
H o O —

(=]
DIAD 3 SEMANAS &SEMANAS 12 SEMANAS 18 SEMANAS 24 SEMANAS =
- &
: R
=} =
RATONES : -
Y ; <
NACIMIENTO DESTETE MADUREZ SEXUAL REPRDE:)UCCI ON =
OBESOS-EXPERIMENTAL : o
- - I
E
T T
¥ a
D LFD LFD LFD )
x T
r . E
TODOS (100%) D1 (25%) D2 (25%) D3 (25%) : &
: : ;
] 1 <
- "' A
: TODODS __3
: s  ESTADOEPIGENETICOGLOBAL )
» DE ESPERMAS (EEGE). :
CONTROL/OBESO = TODOS DE ESPERMAS (EEGE)
-
:IIIIIIIIII:IIIII 2SRRI ARRRR RN RRRETORRRRERERR R R EEEEEEL.,) EsEE

*UMNICA VARIABLE
ES LA DIETA

(cD)



F2

MAGROS/EXPERIMENTAL
e CONTROL/OBESOS

—_—

DlAG 3 SEMANAS 6SEMANAS
NACIMIENTO DESTETE MADUREZ SEXUAL
cD

s ESTADO EPIGENETICOGLOBAL
DE ESPERMAS (EEGE).
L—Tt0D0OSs—

p-nm=0 FoRIpPOND

PO=ZOMN S



METODO “LEE”

La obesidad sera evaluada calculando la raiz cubica del peso
corporal (g) dividido entre la longitud hocico-ano (LHA)(cm)

Definimos como:

© Un wvalor igual o menor a 0,300 es considerado como
normal/maqro.
© mayor que 0,300 son considerados obesos.

(Estandarizacion de un modelo para inducir obesidad en ratas. Instituto de Ciencias Basicas y
Preclinicas Victoria de Girén, La Habana, La Habana, Cuba )



Tomaremos muestr

TABLE 2. F, gruevation body composition, bood meabolite profile, and focundity

Paramates D HFT» r
n 10 10
F,, total body weight (g) 2080+ 051 M2 =098 0002
Peritoneal fa (g) 1.28 = 0.08 .79 2013 0005
Pevitonecal L (%)" 425 = 03] 5% =00 |
i fa (g 040 = 0,02 047 = 0,05 NS
Retroperiwoncal fat (%) 131 = 0.08 1.40 = 0.10 NS
Sum of adipose deposits (g) 1.68 = 0.10 2% =018 001
Sum of adipose deposits (%) 556 = 0.39 676 = 033 LT
Owggan weights
Testis (g 169 = 0.03 1L.64 =011 NS
Tewis (%) 0.56 = 0,02 0.50 = 0,04 NS
Epscichmis (g) 004 = 0,01 0.04 = 0,01 NS
Epichichmin (%6) 013 = 005 012 =003 NS
Seminal vesicles (g) 0A7T = 0.0] 035 = 0.0] NS
Seminal vesicles (%) 1.22 = 0.05 LO7 = 0,06 NS
Liver (gh 138 = 0.08 .77 = 0.19 NS
Liver (%) 457 =0 526 = 041 NS
Pancreas (g) 015 = 001 014 =001 NS
Pancreas (6) 049 = 0.4 042 = 0.02 NS
Kidney (g) 04 =001 040 = 0,05 NS
badney (%) 1.33 = .00 1L.20 = 0.15 NS
metabsslites
Clucose (mM) 1098 = 0.87 1277 2 0.70 N5
Cholesterol (mM) 160 = 0.20 521 =02%  0.000]
Trghoersde (mM) 075 = 0,05 0.79 = 0.02 NS
NEFAs (pEq/ml) 088 = 0ud 092 = 004 NS
Leptin (ng/ml) 200 = 010 450 = 0.49 0,05
Insulin (g ml) 037 = 0,07 053 = 0.10 NS
=FrTTITIY
ion of males generating a hitter (%) 100.00 60.50 0,04
Time to mate (d) 290 = 0.40 160 = 040 NS
Ofibpring gestational length (d) 21.40 = 0.47 2060 = 0.26 NS
Litter sare E50 = .41 950 = 215 NS

Values are expresscd an mcans = s \i-ﬂﬂﬂlhﬂlﬂh!ﬂkﬂlrﬂ Manp-Whatne

I aend b niniaadrasnsrdrte data o a2 mnvadtases seneceral 3

5, o aslemals 38 2




ANALISIS GLOBAL DEL EPIGENOMA DE LOS
ESPERMATOZOIDES

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)




ANALISIS GLOBAL DEL EPIGENOMA DE L.OS ESPERMATOZOIDES

Kit de cuantificacién de ADN metilado (colorimétrico)

Compoenents

10X Wash Buffer

8-Well Assay Strips (with Frame)

Binding Solution

Capture Antibody, 1000 ug/mi

Detection Antibody, 400 pg/mi

Developer Solution

Enhancer Solution

Negative Control, 20 ug/mi

Positive Control, 20 ug/ml

Stop Solution

48 tests

1x 14ml

6 units

1 x5mi

1 x4ul

1 x84l

1x5mil

1 x 8yl

1x 10ul

1x 10ul

1x5mi

96 tests

1 x28ml

12 units

1 x10ml

1 x8ul

1 x 164

1 x10ml

1 x 164l

1 x 204l

1 x 20l

1 x10ml

v

(v T

Izolaticn

"

L

Birsd DINA b
asiay wells

-

L

Wash wells, then add
capibure arlibedy

Y
Weash wells, then add
dabeLtion Sntibody
and gnhancer solution

L
I.n'

Add color developing for
color dewelopmaent, then
mesture sbsorbance

—a— Methylated DNA

—0— Unmethylated
OHA

0 0205 1 2 5 10 100
Input DA (ng)

5mC % =

(Sample OD - Negative Control OD) + S
(Positive Control OD - Negative Control OD) x 2* =

o )X 100%

S is the amount of input sample DNA in ng.

P is the amount of input positive control in ng.

* 2 is a factor to normalize 5-mC in the positive control to 100%, as the
positive control contains only 50% of 5-mC.




RESULTADOS
ESPERADOS



ANALISIS GLOBAL DEL EPIGENOMA DE LOS ESPERMATOZOIDES

FO

o METODOLEE. Machos obesos | Hembras magras 'Machos magros ¥ Hembras magras FO
v AN.BIOGUIMICO —— A .
. FTETET= 5 I -
o+ ESTADOEPIGENETICO GLOBAL HFD gglemplares E[E):jemp ares c;]emp ares 1.2
DE ESPERMAS (EEGE).
1 4 Magro
F1 g 08
=
- . r & 06
Machos obesos-Experimental 3¢ Hembras magras Machos magros 3 Hembras magras =2
=)
cD CD o) 0.4
Obeso
0.2
o CD/LFD -
0

0 02 05 1 2 5 10 100
F2 Input DNA (ng)
rﬁMat:ht:}s,(Control-i.'.',‘I:oeso Machos D:IJDZID‘:ﬂ "Machos magros



F1/madurez sexual/D1-D2-D3

L 1 [ 1 [ ] | | | | b'
I L| 1 u L =4
DIAD 3 SEMANAS GSEMANAS 12 SEMANAS 1B SEMANAS EQSE_MANAS =
: -
H -
-
: -
NACIMIENTO DESTETE MADUREZ SEXUAL REPRO@]UCCI ON <
z 2]
'
e
& T
a
cD LFD LFD LFD e
: .
D1 D2 : .
TODOS (100%) [25%) (25%) D3 (25%) c
: 3
H c
- : a
H Topos__:
ESTADO EPIGENETICO GLOBAL - N
. DE ESPERMAS (EEGE) '
CONTROL/OBESO * TODOS
H
massssssssssnsns/\sssssssssssassnsnssnssnannnannnsessssnnnnnnnnun/ponen

“UNICA VARIABLE
ES LA DIETA

(cD)

F1/Reproduccion/Control-Obeso

1.2 1 1.2 -
11 Magro 1 Magro
0.8 4 0.8
g £
0.6 - 2 06 -
: :
0.4 1 D1-D2-D3 0.4 1 Control/Obeso
0.2 Obeso 0.2 - Obeso
0 0
0 02 05 1 2 5 10 100 0 06205 1 2 5 10 100

Input DNA (ng)

Input DNA (ng)

F1/Reproduccion/D3

0 T T T

Magro

0 0205 1 2
Input DNA (ng)

5 10 100

0OD450nm

F1/Reproduccién/D2

Magro

Obeso

0 0205 1 2 5
Input DNA (ng)

10 100

F1/Reproduccién/D1

Obeso

0 02 05 1 2 5
Input DNA (ng)



F2/Control-Obeso

NACIMIENTO

Magro

Control/Obeso
Obeso

T T T

0 0205 1 2 5 10 100

Input DNA (ng)

3 SEMANAS

DESTETE

cD

6SEMANAS

MADUREZ SEXUAL

¢  ESTADO EPIGENETICO GLOBAL
DE ESPERMAS (EEGE].

TODOS

F2/D1

1.2 4
1 Magro
D1
£ 0.8 -
2
0.6
5
0.4
Obeso
0.2
0 T r T v r r v
0 02 05 1 2 5 10 100

Input DNA (ng)

|

pdm=g OFFORIBREN

PO Z0ONAS

F2/D3

Magro

0 0205 1 2 5 10 100
Input DNA (ng)



TABLE 2. F,, grneration body compoution, Mood metabolite profile, and focundity

Paramates D HFI» r

n 10 [ {1]

F, total body weight (g) 2080 054 424 =098 0002
Peritoneal fa (g) 1.28 = 0,08 L9 2003 0005
Peritoneal fa (%)* 4325 = 03] Ao 00

i fa (g) 040 = 002 047 = 005 NS

fau (%) 131 = 0.08 L40 = 010 NS

Sum of adipose deposits (g) 1.68 = 0.10 2% =018 001
Sum of adipose deposats (%) 556 = 0.39 676 =033 o003

Organ weights
Testis (g) 169 = 0,03 L6d =00 NS
Testis (%) 056 = mu? 0.50 = 0.04 g
Epadichmn (g) 0.04 = 0.0 0.04 = 0,01 )
W{%] 0.1% = 005 012 = 003 NS
Seminal vesicles (g) 037 = 001 035 = 0,01 NS
Seminal vesicles (%) 1.22 = 0.05 1L.07 = 0,06 NS
Liver (g) 138 = 0,08 1L.77 = 019 NS
Liver (%) 57200 526 = 041 NS
Pancreas (g) 0,15 = 001 014 = 00] NS
Pancreas (%) 049 = 004 042 = 002 NS
Kadney (g) 044 = 001 040 = D05 NS
Kidney (%) 1.3% = 0.00 1L.20 = 0.15 NS

e tabodites
CGlucose (mM) 1098 = 0.87 1237 = 0.70 NS
Cholesterol (mM) 360 = 0.20 521 20323 0000]
Trghoeride (mM) 0.75 £ 0,05 0.79 = 002 NS
NEFAs (pEq/ml) 088 = 004 092 = 0.4 NS
Leptin {ng/ ml) 250 = 0.10 450 = 0.49 005
Insuhin (ng/ml) 037 = 007 053 = 010 NS
Proportion of males generating a hitter (%) 100,00 60,50 0.04
Time to mate (d) 250 * 0,40 160 = 040 bt
Offhpring gestational length (d) 2140 = 047 2060 = 0.26 NS
Litter size 250 = L4 950 = 2.15 NS

Values are expressed as mcans = s NS, nod sigmificst (P2=000% by Student’s §iest, Mann-Whitney
7 vest for wonparamensc doata, or 3 unbariase groeral locar model using colon of animals - a2
wovariste ). “Weight s expresed as o pooportesn (%) of sotal body weighi,
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CONTRIBUCIONES A LA SOCIEDAD Y A LA CIENCIA

> Concientizar > Contribuirala > Nuevos campos de estudio:
nutriepigenomica

2

Seguir la via de desarrollo.
Técnicas especificas sobre
genes relacionados a la
obesidad.

\’
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