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RESUMO

Santos LN. Redes génicas que interagem com COUPTF-I1 para determinar a identidade
atrial através de um elemento complexo de receptores nucleares (CNRE). Tese de
doutorado em Biologia de Sistemas. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

A integracdo entre movimentos morfogenéticos e redes de regulacdo génica durante o
desenvolvimento embrionario é responsavel pelo correto desenvolvimento cardiaco. Neste
processo, padrbes espaco-temporais da expressdao génica levam a transformacdo do tubo
cardiaco primitivo num coracdo formado por quatro camaras. Pouco se sabe a respeito de
como esses eventos acontecem a nivel molecular. Foi demonstrado que o gene SMyHC Il1I
apresenta dualidade na expressao durante o desenvolvimento cardiaco. Nos estagios iniciais, é
expresso ao longo de todo o tubo cardiaco, enquanto na etapa da especificacdo das camaras
(&trio e ventriculo), sua expressdo passa a ser atrio-especifica. Postulou-se que um elemento
de resposta a vitamina D e ao acido retinoico (VDRE/RARE), presente na sequéncia do
promotor do gene SMyHC 111 era responsével pela repressdo da atividade ventricular, mas a
sequéncia responsavel por sua especificidade atrial carecia de elucidacdo. A fim de
compreender este processo, nosso grupo de pesquisa descreveu o elemento complexo de
receptores nucleares (CNRE), um novo sitio regulatdrio, de 32 pares de base e estruturalmente
formado por trés héxades (A, B e C) que contém sitios de ligacdo de receptores nucleares
presente no promotor. Em face destas evidéncias, neste trabalho testamos a hipdtese de que
cNRE ¢é responsavel pela ativacdo atrio-especifica do promotor de SMyHC 11, além de propor
o mecanismo molecular que, através do cNRE, regula esta atividade. Inicialmente, para
validar a hipotese, foram realizados experimentos de transgenia em zebrafish, onde
demonstramos que o promotor SMyHC 111 (contendo o cNRE) dirigiu a expressdo de GFP de
modo preferencial em atrios e transformou o padrdo de atividade de um promotor ventricular
(vmhc) numa direcéo atrial, demonstrando que o cNRE é um elemento necessario a ativagéo
atrial do promotor, além de cruzar a barreira de espécie. A proxima etapa foi verificar se o
regulador do destino atrial COUPTF-II (do inglés, Chicken Ovalbumin Upstream Promoter
Transcription Factor Il1), poderia ativar o promotor SMyHC Ill via cNRE e, apesar de
COUPTF-II interagir com o promotor numa regido que contém o cNRE, observamos que a
ligagdo de COUPTF-II reprimiu a atividade do promotor. Assim, utilizamos espectrometria de

massas como estratégia para identificacdo de coativadores de COUPTF-I11 e identificamos o



receptor de andrégeno (AR). De modo andlogo ao COUPTF-1I, AR age como repressor do
promotor SMyHC 11l. No entanto, observamos que a interacdo sinérgica entre COUPTF-II e
AR ativa promotor SMyHC |1l de forma dependente do cNRE. Em sintese, neste trabalho
evidenciamos que cNRE, presente na sequéncia do promotor SMyHC IlI, contém a
informacgdo necessaria para sua atividade atrio-especifica, bem como para sua repressdo
ventricular. Também demonstramos que este elemento é sitio de ligacdo para COUPTF-II
que, numa interacdo sinérgica com AR ativa o promotor via cNRE, revelando uma nova
funcdo para AR que nédo havia sido reportada na literatura. Adicionalmente, verificamos que a
ativacdo do promotor de SMyHC |1l mediada por cNRE se d& por um mecanismo universal

que cruza a barreira de espécies.
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ABSTRACT

Santos LN. Genetic network interacting with COUPTF-Il to determine the atrial
identity through the complex nuclear receptor element (c(NRE). Doctoral thesis in System
Biology. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2020.

The interplay between morphogenetic movements and gene regulatory networks taking place
during embryonic development is responsible for proper heart development. In this process,
spatial gene expression patterns lead to the development of the primary heart tube into a
complex four-chamber organ. However, little is known about how these events are regulated
at the molecular level. For instance, it has been evidenced that the SMyHC 111 gene has a dual
pattern of expression during heart development. In the early stages, it is expressed throughout
the entire heart tube and then, upon chamber specification, its expression is restricted to atria.
It has been postulated that a Vitamin D/Retinoic Acid Responsive Element (VDRE/RARE),
present at the SMyHC III promoter is in charge of its ventricular repression. However, the
element driving its atrial expression remains elusive. As a means to fill this gap, our research
group previously established that the SMyHC 111 gene promoter carries the complex Nuclear
Receptor Element (CNRE), a new 32-bp regulatory element that is composed of three tandem-
arrayed hexads, harboring binding sites for multiple transcription factors. Here, we
hypothesized that cNRE is responsible for the atria-specific activation of the SMyHC IlI
promoter, and the molecular mechanism regulating this characteristic. Transgenesis assays
performed in zebrafish with the SMyHC Ill promoter driving GFP expression revealed that
cNRE is necessary for atrial GFP expression and sufficient to switch the ventricular specific
promoter (vmhc) towards an atrial direction. Thus, not only cNRE drives atrial specification
of gene expression, it crosses the species barrier. Next, we tested whether the master regulator
of atrial identity COUPTF-I11 (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor
I1), would activate the SMyHC I11 promoter via cNRE. We found that COUPTF-II binds a
promoter fragment that harbors the cNRE. Unexpectedly, transactivation assays showed that
COUPTF-II represses SMyHC Il promoter activation. We then employed a Mass
Spectrometry-based strategy and identified the Androgen Receptor (AR) as a new COUPTF-
I ligand. AR was also found to be a repressor of the SMyHC Il promoter, but in synergic
interaction with COUTF-II, it activated the promoter in a cNRE-dependent manner. In
synthesis, in this thesis, we validated a new gene regulatory sequence (CNRE) that is



responsible for the atrial activation of the SMyHC 111 promoter, as well as for the repression of
the same promoter in the ventricular context. We also showed that this element has a binding
site for COUTF-II that, synergically with AR activates SMyHC 11 promoter via cNRE. Taken
together, these findings point out to a new complex nuclear receptor element (c(NRE) carrying
species barrier-crossing information to provide chamber-specific gene expression and unveil

new roles for known transcription factors in cell fate and cardiac chamber specification.

Keywords: COUPTF-1l. AR. SMyHC Il promoter. Atrium. Regulatory element.



1 INTRODUCAO



Serd apresentada uma breve introducdo sobre desenvolvimento cardiaco e especificacao

das camaras cardiacas para contextualizacdo deste estudo.

1.1 O desenvolvimento cardiaco

O desenvolvimento do coragdo, primeiro 6rgdo funcional em vertebrados, se inicia logo
apos a gastrulacdo, onde dois campos laterais anteriores no mesoderma esplancnico recebem
estimulos intercelulares positivos e negativos (fator de crescimento de fibroblasto 8 (Fgf 8),
proteina morfogenética d6ssea 2 (BMP 2) e Wnt 1,3 e 8) que determinam o chamado
“mesoderma pré-cardiaco”. Estes sinais resultam, eventualmente, na ativacdo transcricional
de reguladores do fendtipo cardiaco como Nkx2.5, GATA4, Mef2C e Thx5 (1-3). Esses dois
campos migram de modo anterior e lateral, a partir da linha primitiva, dando origem ao
crescente cardiaco que, ao migrar rapidamente em dire¢cdo a porcdo medial do embrido
(sentido antero-posterior) forma o tubo cardiaco, que ja funciona como uma bomba
peristéltica vital na distribuicdo de nutrientes e oxigénio. Esta estrutura, ainda primitiva, é
composta por uma camada interna de endocérdio, uma camada intermediaria, a geleia

cardiaca, e 0 manto cardiaco na camada mais externa (1,4,5).

Estudos de mapa de destino determinaram, a partir da relagdo espacgo-temporal de
precursores cardiacos e a expressdo de retinaldeido-desidrogenase 2 (Raldh2), que a porcéo
anterior (efluxo) do crescente cardiaco dara origem ao ventriculo e ao conus arteriosus,

enquanto a regido posterior (influxo) dara origem ao &trio e ao seio venoso (Fig. 1) (4,6-11).

Nos estagios posteriores do desenvolvimento, o coragdo primitivo sofrerd movimentos
morfogenéticos de looping para direita e a convergéncia, que consiste na migracdo dos atrios
e do seio venoso para a porcao superior do coracdo, e por fim, o encaixamento em cunha com
0 posicionamento dos coxins do tronco cardiaco entre os primdérdios das valvas mitral e
tricuspide, dando origem a estrutura cardiaca final, composta por quatro camaras (Fig. 1)
(5,12,13). O crescimento do tubo cardiaco, essencial para etapas descritas anteriormente, se
da pela adigéo de progenitores indiferenciados do mesoderma lateral na por¢éo caudal do tubo
cardiaco e pela incorporacdo de precursores do mesoderma esplancnico ao polo cranial do

mesmo (9).



B Precursor influxo B Precursor efluxo

Figura 1: Representacdo esquematica da sequéncia de movimentos morfogenéticos
necessarios a formacéo do coragéo.

(A e B) A migracdo cranial bilateral dos progenitores cardiacos que dardo origem ao crescente
cardiaco (campo cardiaco) destacado em vermelho o precursor da regido de influxo, enquanto a regiao
em azul corresponde ao precursor de efluxo. (C) Migragcdo medial do crescente cardiaco dando origem
ao coracdo tubular j& passivel de batimentos cardiacos. (D-E) Subsequentes movimentos
morfogenéticos iniciado com o looping a direita (D) e elongacdo do coracdo tubular em formato de
“S”, com posterior movimento convergente onde a estrutura sino-atrial € movida dorso-cranial sobre a
estrutura de efluxo (E), que por fim dara origem a configuracéo final do coragdo composto por quatro
camaras cardiacas (F). (ot) trato de saida; (a) atrio; (rv) ventriculo direito; (Iv) ventriculo esquerdo;
(sv) seio venoso; (ra) atrio direito; (la) atrio esquerdo. Modificado de (14).



1.2 Receptores nucleares e o desenvolvimento cardiaco

Como mencionado, o desenvolvimento cardiaco é um evento complexo e regulado
pela expressao diferencial de receptores nucleares e/ou fatores de transcricdo nas células que
compdem o coragdo. Os receptores nucleares compreendem uma ampla familia de fatores de
transcricao ativados por ligantes que regulam a expressdo de genes-alvo, sendo sua principal
funcdo mediar a resposta transcricional, em células-alvo a partir da interacdo com sequéncias
especificas no DNA (15-17). Os receptores nucleares podem ser subdivididos em trés tipos
gerais: o tipo 1 inclui os receptores esteroides classicos como receptor de andrégenos (AR),
estrogenos (ER), progesterona (PR), glicocorticoide (GR) e receptor de mineralocorticoide
(MR). O tipo 2 inclui os receptores nucleares que dimerizam com o Receptor de Retinoide X
(RXR), como os receptores de vitamina D (VDR), hormdnio tireoidiano (TR), &cido retinoico
(RAR) e receptores de ativadores da proliferacdo de peroxissomos (PPAR). O tipo 3 séo
receptores nucleares 6rfaos, como o fator de crescimento nervoso B (NGFI-B), fator nuclear
hepatico 4 alfa (HNF4a), receptor 6rfao RAR-relacionado alfa (RORy), COUPTF-II (Chicken
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor Il), para os quais ainda ndo foram
descritos ligantes (17,18).

A contribuicdo singular de fatores de transcricdo ao desenvolvimento cardiaco pode
ser ilustrada tomando como exemplo os fatores de transcricdo proteina de ligacdo GATA 4
(Gata-4), fator de transcri¢do T-box 5 (Tbx-5) e COUPTF-II, expressos nas regides de influxo
cardiaco (19-22). Evidéncias de estudos com knock-in e knockout demonstraram que a
auséncia de Gata-4, por exemplo, resulta em cardia bifida (dois coracdes independentes) em
embribes de camundongo, além de reduzido nimero de cardiomiécitos (1). J& Thx5 foi
demonstrado como fator de transcricdo importante para o processo de diversificacdo das
camaras cardiacas, pois animais transgénicos com a expressdo dirigida por um promotor
ventricular (5-MyHC) apresentaram redugéo na expressao do gene ventricular Mlc2v, além de

resultar em falha na trabeculagdo (23,24).

O receptor nuclear COUPTF-I1I representa um dos mais bem caracterizados receptores
nucleares dentro de sua classe, sendo altamente conservado em metazoarios, e
desempenhando um papel fundamental durante o desenvolvimento e homeostase em
diferentes organismos. COUPTF-11 age como repressor ou ativador da atividade transcricional
de genes-alvo, promovendo a diferenciacdo celular, proliferagdo, migracdo, sobrevivéncia e

comunicacdo intercelular (25,26). Camundongos nocaute para COUPTF-II morrem antes do



estagio de 10.5 dpc devido ao crescimento retardado da cabeca e por problemas no coragéo,
principalmente no &trio, seio venoso e nas veias cardinais (27), evidenciando o seu papel para
a formacdo do coracdo e do sistema vascular (19,27-30). Recentemente, COUPTF-II foi
descrito como sendo suficiente e essencial para determinar o destino atrial de células
cardiacas, e sua ablacdo no coracdo gerou a ventricularizagdo do atrio, culminando em
aumento do tamanho celular, desenvolvendo tdbulos t organizados, além das células
adquirirem propriedades elétricas caracteristicas de células ventriculares. Portanto, COUPTF-

Il controla a determinacdo da identidade celular entre atrio e ventriculo (31).

Irx-4, Mlc2-V e Hrt-2 sdo expressos especificamente nos compartimentos de efluxo
cardiaco (4,32,33). O gene Iroquois Homeobox 4 (Irx4) é um mediador da diferenciacédo
ventricular, e apesar de seu mutante possuir desenvolvimento normal, este apresenta
cardiomiopatia hipertrofica, que cursa com fungdo contratil comprometida, alem da expresséo
aumentada de genes atriais (fator natriurético atrial e actina esquelética o) no ventriculo,
demonstrando que apesar de ndo ser um gene suficiente para determinar a formacdo do
ventriculo, Irx4 é necessario ao estabelecimento dos genes que dardo origem ao progenitor
ventricular (34-36). A delecdo da isoforma ventricular da miosina de cadeia leve (Milc2-V) é
letal ao desenvolvimento embrionario, sendo que 0s embrides apresentam anormalidades
sarcoméricas que culminam em cardiomiopatia dilatada, além de significante reducdo na
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, evidenciando sua funcdo na manutencdo da
contratilidade cardiaca e morfogénese ventricular (37-39). Outro exemplo pode ser visto na
mutacdo condicional do fator de transcricdo Hairy-related 2 (Hrt-2) em cardiomidcitos, que
resulta na atrializacdo ventricular devido a expressdo de genes atrais no ventriculo, fato este
que compromete na contracdo cardiaca, além de gerar problemas morfol6gicos na tor¢do do
ventriculo direito. Também foi demonstrado que esse fator de transcricéo interage com GATA

reprimindo sua atividade (40).

Em face de algumas evidéncias aqui apresentadas, pode-se reconhecer a importancia da
regulacdo génica mediada por fatores de transcricdo no desenvolvimento cardiaco, sendo que
alteracdes na assinatura génica propiciam o desenvolvimento de doengas cardiacas congénitas
(41,42). O fendtipo exuberante observado nas mutagdes dos fatores de transcrigdo envolvidos
na cardiogénese e na especificacdo das camaras dificulta identificar, em nivel celular, os
elementos bésicos que conferem a identidade das células que compde o coragdo. Logo,
sequéncias promotoras tecido-especificas e elementos cis-regulatdrios capazes de recapitular

0 padréo de expressdo génica durante o desenvolvimento tém sido utilizados como estratégia



na compreensdo dos eventos moleculares envolvidos na cardiogénese. Um exemplo promissor
da aplicacdo de elementos regulatorios no estudo do desenvolvimento cardiaco é o enhancer
de camundongo Smarcd3 presente desde a etapa de gastrulacdo, e que foi utilizado como
estratégia para identificar a assinatura génica de células progenitoras cardiacas, o promotor
ventricular da miosina de cadeia pesada (vmhc) com expressdo restrita ao ventriculo e que tem
sua expressdo prevenida no atrio através dos elementos de ligacdo de Nkx2.5, enquanto sua
expressao no ventriculo é mediada pelos elementos de ligacdo do fator de transcricdo
homeobox paired- related 2 (Prx2/So8)-like ou o promotor da miosina lenta de cadeia pesada
Il (SMyHC 111) com atividade atrio-especifica e objeto de estudo deste trabalho (42-45).

1.3 O promotor atrial do gene SMyHC 111

Homologo ao gene AMHCL que codifica a cadeia pesada de miosina atrial em
galinhas, o gene codificador da miosina lenta de cadeia pesada Il (SMyHC I11) é expresso em
coragdes de embrides de codorna em desenvolvimento (7,45). Nos estagios iniciais do
desenvolvimento cardiaco, observa-se expressdao ao longo de todo o tubo cardiaco, porém
durante as etapas que caracterizam a especificacdo das camaras cardiacas (seis dias de
desenvolvimento em embrido de codorna) SMyHC 11l se torna um gene de expressdo atrio-
especifica (45). A fim de identificar a sequéncia regulatéria minima para dirigir a expressao
atrial do gene SMyHC I1l, Wang et al. clonaram a regido 5’ upstream (8.5 kb) do gene para
dirigir a expressdo da enzima cloranfenicol acetiltransferase (CAT). Ao realizarem delecdes
sistematicas ao longo do fragmento de 8.5 kb e compararem a atividade do reporter em
celulas atrais e ventriculares de codorna, foi possivel identificar que uma regido de 840 pb era
a menor sequéncia do promotor que induzia maior expresséo atrial de CAT e menor expressao
de CAT nos ventriculos (45). Ao dissecar melhor esta regido, este mesmo grupo identificou
gue uma sequéncia de 160 pb entre -840 e -680 seria um enhancer atrio-especifico em
embrides de codorna (45), designando-o como dominio regulatorio atrial 1 (ARD1).
Posteriormente, varios elementos cis-regulatorios foram encontrados no promotor SMyHC IllI,
incluindo HF-1A, M-CAT, E-box, elemento de resposta a vitamina D (VDRE) ou acido
retinoico (RARE) e um sitio GATA (45). A partir da delecdo e mutagdo do dominio
regulatério de ARD1 e transfeccdo transiente dos mutantes em culturas de cardiomidcitos
atriais e ventriculares, foi identificado um elemento dual de resposta a vitamina D ou acido
retinoico (VDRE/RARE) (22).



Tal elemento, VDRE/RARE, quando ligado a um promotor heterélogo em um vetor
retroviral direcionava a expressdo génica de CAT, de modo preferencial, no atrio de embrides
de galinha, porém seus respectivos receptores, VDR e RAR, inibiam a expressdo do gene
reporter em cultura ventricular, mas ndo nos cardiomidcitos atriais, sugerindo-se para este
elemento a regulacdo da expressdo atrio-especifica (22,45). Além disso, esse estudo sugeriu
que os elementos HF-1A, M-CAT e E-box contidos no ARD1 ndo eram necessarios para a
expressao camara-especifica do gene SMyHC |11, mas que as sequéncias envolvidas em sua
propriedade atrio-especifica estavam dentro dos 40 pb que incluem o VDRE/RARE (45). Essa
regido de 40 pb esta contida dentro de um fragmento de 72 pb mais distais do promotor de
840 pb do gene o qual é requerido para a restri¢do atrial do SMyHC I11 (45) (Fig. 2).

840 cNRE
, HF-1A M-CAT E-box Hexad A Hexad B Hexad C GATA
5- ACCACAGTG( ;CCCCATCCCEAGGAA'T"TGFCACTF}CGAAGGAC AAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGTGGGGCTGGGAGATAAGG
VDRE/RARE

AGGCCAGAAATAGCCCCATCCCTGCCCCCCTGTCAGCAGTGAGAGGTGGCAGCCATGGTGTGTCCCATAGAGATCCACAGGGACCCT- 3’
1
690

Figura 2: Representacdo esquematica da regido -840 a -680 do promotor do gene SMyHC
.

Foram destacados o elemento dual de resposta a vitamina D e ao RA (VDRE/ RARE) por Wang et al.
(1996) e a nova regido de 32 pb (cNRE) proposta pelo nosso grupo como elemento regulatério para a
atividade atrial especifica do promotor composta pelas héxades A, B e C. Também foram destacados
outros elementos cis-regulatérios presentes ao longo da sequéncia de DNA.

Camundongos transgénicos foram gerados com o promotor de 840 pb, porém com 0s
72 pb mais distais deletados, ligado ao gene reporter da fosfatase alcalina humana (HAP), e
foi observada a liberacdo da expressdo do gene reporter nos ventriculos e, simultaneamente,
reducdo consideravel da expressdo atrial, de modo que o coracdo apresentou uma coloracdo
ubiqua indiscriminada (46). A coloragdo indiscriminada observada nos atrios e ventriculos
indica que sequéncias fora do fragmento de 72 pb controlam uma expressdo que nao distingue
entre as camaras cardiacas, ou seja, controladores positivos e negativos dentro do fragmento
de 72 pb atuam sobre uma expresséo cardiaca basal para torna-las atrial especifica (46). Dada
a importancia do fragmento de 72 pb na ativacdo atrial-especifica e repressdo ventricular da
expressao de SMyHC Il foi realizada uma andlise de bioinformatica para buscar por

potenciais sitios de ligacdo a receptores nucleares, que revelou a presenca de um elemento



complexo de receptores nucleares (CNRE) de 32 pb. Foram realizados ensaios de gel-shift
utilizando sondas para RXR, RAR, VDR e PPAR e os resultados indicaram que o cNRE

carregava sitios de interacdo direta com esses receptores nucleares (46).

O elemento complexo de receptores nucleares (CNRE), proposto pelo nosso grupo de
pesquisa, consiste em um elemento regulatorio génico, estruturalmente formado por trés
héxades (A, B e C) que foram identificadas a partir do céalculo da energia de ligagdo dos
mondmeros de RXR, RAR e VDR com o cNRE. A modelagem dessas interagOes foi
importante para proposicdo da estrutura tripartida deste elemento regulatério que também
possibilita a interacdo com dimeros de receptores nucleares numa disposi¢do distal (A+B),

proximal (B+C) ou espacado (A+C) (dados ndo apresentados) (46-48) (Fig. 2).

Apesar dos avangos de nosso grupo no entendimento estrutural, ainda nao estava
esclarecido os mecanismos moleculares mediados pelo cNRE na especificacdo atrial da
atividade do promotor do gene SMyHC IIl. Logo, neste trabalho utilizamos o cNRE e o
receptor nuclear COUPTF-II como paradigma ao entendimento da especificacdo atrial em

nivel génico.



6 CONCLUSAO



A partir dos resultados apresentados neste estudo, conclui-se que:
e A sequéncia do cNRE é necessaria para dirigir a expressao atrial de GFP em zebrafish;

e O cNRE é suficiente para alterar o padrdo de expressao dirigido por um promotor
ventricular (vmhc) para atrial mesmo fora do contexto nativo do promotor do gene
SMyHC IlI;

e COUPTF-II interage com o promotor do gene SMyHC Ill, e portanto, esta apto a
regular a atividade do promotor;

e O Receptor de Andrégeno e COUPTF-II, individualmente, sdo repressores da
atividade do promotor, porém quando co-transfectados interagem sinergicamente para
promover a ativacdo do promotor SMyHC I11. Contudo, para que haja tal atividade o

cNRE se mostra como elemento regulatorio fundamental;

e O cNRE é um elemento dual exercendo funcédo repressora ou ativadora dependente do
cenario celular que lhe apresentado, observacdo esta reforcada com os ensaios de
expressao transiente das mutacdes pontuais na sequéncia das héxades realizadas em

zebrafish;

e O promotor do gene SMyHC 111 é capaz de transpor a barreira de espécies e regular, de
forma analoga, a expressdo atrial tanto em camundongo (dado ndo apresentado)

guanto em peixes teledsteos, embora sua sequéncia ndo seja conservada;

e As andlises de sintenia na regido promotora do gene MyH6 de camundongo, zebrafish
e humano indicaram presenca do cNRE, fato este que nos permiti dizer que genes com
expressao seletiva no atrio podem ter evoluido, de maneira independente e paralela,

para  incorporar a assinatura do cNRE em  seus  promotores.
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