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EL DIAGNOSTICO E INMUNODIAGNOSTICO DE CANCER DE MAMA-EN ETAPAS
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La presente invencidn tiene aplicacion dentro del area de la biotecnologia biomédica vy
trata sobre un biomarcador que clasifica e identifica un estado de cancer en pacientes. En
particular permite detectar autoanticuerpos en pacientes con cancer de mama en etapa
temprana y distinguirlos de personas sanas. El biomarcador es utilizado como auto-
antigeno para detectar autoanticuerpos en suero de pacientes mediante inmunoensayos.
El uso de este biomarcador permitira evitar que las personas llequen a un estado
avanzado de cancer (etapas Il y 1V) incrementando asi las posibilidades de sobrevida ),

la reduccion de los indices de morbilidad y mortalidad y por consecuencia los costos
economicos.

ANTECEDENTES
El cancer de mama es una de las neoplasias mas comunes en las mujeres y es la
principal causa de muerte en el mundo por cancer, con una incidencia de 1.1 millones de
casos anuales. La deteccion temprana del cancer de mama es de gran importancia. El
uso de la mastografia ha demostrado su eficacia puesto que se ha observado una
reduccion de la mortalidad entre un 20 y 35% en mujeres con edades entre 40 y 69 anos.
Sin embargo, el valor predictivo de la mastografia disminuye cuando los pacientes
presentan tejido mamario denso, lesiones pequefias y en mujeres pre-menopausicas. La
sensibilidad de la mastog.rafi'a es alrededor del 70%-80% vy su especificidad del 5%-10%,
estos porcentajes dependen del personal que opera e interpreta los resultados. Si el
cancer de mama se diagnédstica y se trata cuando aun esta confinado exclusivamente a la
mama, es decir en etapas | y |, la tasa de recuperacion después de un tratamiento es
cercana al 100%. Pero el incremento en la efectividad del tratamiento en etapas
tempranas depende del diagnostico temprano. Se han reportado la presencia de
autoanticuerpos en personas con diferentes tipos de cancer: cancer de pulmoén, de
pancreas, de higado y de ovario. En el caso de cancer de mama se han reportado
autoanticuerpos contra c-erbB-2/HER2/neu, RS/DJ-1, la mucina, y mas recientemente
otras como PPIA, PRDX2 y FKBP52, Ciclofilina A, y contra la Alfa 2-glicoproteina
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contra las proteinas ya sefialadas se encuentra entre un 20% y un 79%. Lt
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Se han reportado biomarcadores candidatos que han sido identificados y evamadg;s s ¥

continian los esfuerzos para el hallazgo de nuevos biomarcadores. Pefe un fpromemgd
frecuente es que los ensayos de deteccidn de biomarcadores no logran‘ g‘]ca-rf"[t’)fJi
suficientemente sensibles o especificos para ser confiables para el diagnéstico temprano.
En la solicitud de patente US 2009/0227692 A1, se describen tres biomarcadores para la
deteccion de pacientes con cancer de mama en etapa | y ll, uno de estos biomarcadores
son fragmentos de la proteina Alfa 1 Antitripsina, sin embargo, estos fragmentos fueron
detectados por medio de Espectrometria de Masas (SELD)), la cual, es una técnica muy
cara debido a que se requiere de un equipo especial muy costoso, en esta invencion
describen solo dos fragmentos que corresponden a la Alfa 1 Antitripsina: el fragmento C-
terminal 1 y el fragmento C-terminal 2, la solicitud de patente US 2009/0227692 A1
establece claramente que los tres biomarcadores no pueden ser utilizados para detectar
el cancer de mama mediante un método de cuantificacion de estos fragmentos de la
proteina y que esta proteina provenga de algun paciente. '
La presente invencidon describe un biomarcador para el diagnostico del cancer de mama
en etapas tempranas mediante la proteina Alfa 1 Antitripsina, la cual fue reconocida por
anticuerpos presentes en el suero de pacientes con cancer de mama en etapas

tempranas y por o que se identifico como un Antigeno Asociado a Tumor (AAT). La

proteina Alfa 1 Antitripsina es un antigeno para el Diagndstico e Inmunodiagndstico
oportuno de Cancer de Mama. La proteina Alfa 1 Antitripsina detecta autoanticuerpos en
pacientes con cancer de mama en etapas tempranas (etapa ll) y esto a su vez permite
distinguir pacientes con cancer de personas sanas, con las siguientes ventajas: (1) la
proteina Alfa 1 Antitripsina en ensayos de Inmuno-Blot presenta una sensibilidad del 96%
en pacientes con cancer y con un margen de error del 10%. (2) La proteina alfa 1-
anlitripsina se identific6 como un (AAT) en pacientes con cancer de mama, lo cual
permite ser un (AAT) en el Diagnéstico e Inmunodiagnéstico oportuno de cancer de
mama, ya que el cancer de mama es una enfermedad heterogénea con tumores que
expresan una variedad de proteinas aberrantes (antigenos) capaces de provocar una
respuesta inmune (produccidén de autoanticuerpos) frente a tales antigenos asociados a
tumor (AAT), esta respuesta inmune parece surgir meses o arfios antes del diagnéstico

clinico de un tumor (4, 6-8), los (AAT) y sus anticuerpos especificos pueden proporcionar
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una amplificacién in vivo de una senal temprana al inicio de una transforrrﬁég.bp
esto puede dar lugar a la deteccién temprana del cancer, a diferencia de lo qu%lg
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metodos ordinarios no permiten. (3) Para la basqueda de biomarcadores, Ios Mlﬂ@s;ﬂr

."fr ?’35 -Jj
corporales como sangre, saliva y orina entre otros, son considerados 6o ﬂl‘ﬁpf;,esian
ideales para evaluar la presencia de estas moléculas indicadoras de cancer. E| suero

contiene varios antigenos circulantes y anticuerpos relacionados con la presencia vy
progresion del cancer.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los detalles caracteristicos de esta invencién que se refiere a un Biomarcador vy
antigeno asociado a tumor: Alfa 1-Antitripsina para el Diagnéstico e

Inmunodiagnostico de cancer de mama en etapas tempranas, se muestran

claramente en las siguientes figuras, las cuales se mencionan a manera de ejemplo y no
deben de considerarse como limitativas a la presente invencién:

Figura 1.- Es un patrén electroforético en 2D, en el cual se observan las proteinas
provenientes de sueros, las flechas indican a la proteina Alfa 1 Antitripsina.

Figura 2.- Inmuno-blot en 2D, en el que se observa sefialada por las flechas la proteina
Alfa 1 Antitripsina (A1AT), la cual fue reconocida por anticuerpos presentes en los
pacientes con cancer de mama en etapa |l.

Figura 3.- Inmuno-Blot en 2D de sueros de personas sanas, en el cual, no se encontré
reconocimiento alguno de la proteina Alfa 1 Antitripsina. PMP: marcadores de Peso
Molecular, pH: rango de pH de las tiras IPG, Flechas: Proteinas Reconocidas = A1AT.
Figura 4.- Es un gel de poliacrilamida en 1D. Electroforesis unidimensional de la proteina
identificada, aislada de los geles de 2D y caracterizada mediante espectrometria de
masas como A1AT, la cual se puede observar con un peso molecular aproximado de 50

kDa. MPM: Marcadores de Peso Molecular, Carril 1: Electroforesis de la A1AT, Flecha:
Proteina A1AT.

Figura 5.- Ensayos de Inmuno-Blot en 1D. En esta figura se puede observar el analisis
realizado con los sueros de pacientes con cancer de mama que fueron incubados en la
membrana de Nitrocelulosa conteniendo Unicamente a la proteina A1AT aislada de los

geles de 2D. los carriles 1-25 indican los diferentes sueros de pacientes con cancer de
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mama Iincubados con la membrana de nitrocelulosa conteniendo Ia protema MA‘F i@g i

sueros mostraron los diferentes niveles de intensidad de reconocimiento. Qbf b:upa ée .....,.,E

pacientes con cancer de mama solo uno dio resultado negativo (carril 15) M%C;m

Figura 6.- En esta figura se muestra el mismo analisis que la figura antenog  PEIC G @

>  sueros de pacientes sanos incubados en la membrana de Nitrocelulosa (carriles 1-20): 8 gntric!
la cual solamente se observa reconocimiento de la proteina A1AT por parte de dos
pacientes sanos (carril 6 y 12); en los demas no hubo tal reconocimiento. MPM:

marcadores de Peso Molecular, Flechas: Proteina A1AT reconocida por los anticuerpos
de los pacientes.

10
Tabla 1.- Muestra el rango y el promedio de edad de los pacientes con cancer de mama y
personas sanas. E! analisis estadistico de los datos refleja que no existe diferencia
significativa entre los dos grupos de estudio y por lo tanto la edad no es un factor Influye

en la deteccion de anticuerpos contra la proteina Alfa 1 Antitripsina.
135

Edad Sanos Cincer
R‘a'ngo | 34 - 60 38 ~61
Promedlo

T anesssnnt

20 Total de Muestras

- —
T Student P=0.088, o = 0.05
S SO

R

Tabla 2.- Muestra el nimero de personas con céncer y sin cancer analizadas, y el

numero pacientes cuyos sueros presentaron anticuerpos contra la Alfa 1 Antitripsina.
25
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Tabla 3.- Muestra el porcentaje de deteccién de personas con cancer y éTﬁ‘ cancer EI

Wty ol gt -

analisis estadistico de los resultados indican que la Alfa 1 Antitripsina es unﬁblomarc;ador

para el diagnostico del cancer de mama en etapas tempranas. *‘;,,;.i.h

1 ot
- Positivos | Negativos
| Deteccion 92¢-3 %. 5.2%
Prueba de X? AP = 00000 '

La invencion describe un método para identificar y caracterizar a un autoantigeno o
Antigeno Asociado a Tumor (AAT) de cancer de mama proveniente de sueros de
pacientes y que es reconocido por autoanticuerpos séricos presentes en pacientes con
cancer de mama en etapa Il, mediante ensayos de Inmuno-Blot.

De igual manera la invencién detalla un método para la identificacion del AAT (Alfa 1
Antitripsina = A1AT) y el uso de esta proteina para el Diagnéstico e Inmunodiagnéstico de
cancer de mama: a) la identificacion de la presencia de autoanticuerpos anti-A1AT y b) la
correlacion de la presencia de los autoanticuerpos contra la A1AT vy la presencia de
cancer de mama en etapas tempranas (etapa Il).

La invencion consiste en la identificacion, aislamiento y caracterizacion de la proteina

Alfa-1-Antitripsina (A1AT) obtenida de diferentes sueros de pacientes con cancer de
mama y personas sanas.

MEJOR METODO CONOCIDO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
El Biomarcador y antigeno asociado a tumor: Alfa 1-Antitripsina para el

Diagnostico e Inmunodiagnéstico de cancer de mama en etapas tempranas,

constan de las siguientes tres fases para su identificacion, aislamiento y caracterizacion.

Fase 1.- Electroforesis en 2D. Una vez depletadas las muestras fueron precipitadas en
acetona (1.4, -20°C) 1h. La pastilla se resuspendié en 125ul de Buffer de hidrataciéon
(Urea 7M, Thiourea 2M, CHAPS), DTT 1M e IPG Buffer (4-7) 20mM. Se utilizaron IPG
tiras de 7cm, gradiente pH 4-7. La muestra se dejo hidratando durante 16 horas. Las

condiciones de Isoelectroenfoque (IEF) fueron dispuestas en 4 pasos; 1 Stp 300V/2:30
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min, 2 Grd 1000V/0:30 min, 3 Gd 5000V/1:30 min, 4 Stp 5000V/0:35 min. Las ﬁraame
fueron equilibradas con DTT (1% w/v) buffer de equilibrio (tris HCI pH 8.8 75mM Gllcerol A

29% (VIV), SDS 2%(viv), 1% azul de bromofenol 0.002% (w/v), Agua bldestllada) dumme £

20 min, Yodoacetamida (2.5% wi/v) buffer de equilibrio. La electroforesis se reahzo e’n”" ﬁ:;ﬁ“‘;
LY

geles de poliacrilamida a una concentraciéon 12% (acrilamida 30%, blsacnlamlda 0.8%; 4X
Tris-Cl/SDS pH8.8l; Agua destilada; Persulfato de amonio 10%, TEMED). Finaimente
fueron tenidos con plata (Proteo Silver Silver Stain Kit). Las imagenes de electroforesis
bidimensional fueron capturadas utilizando Molecular Imager Gel Doc XR y analizados
por Quantity One Software para calcular el peso molecular de las proteinas.

Fase 2.- Inmuno-Blot en 2D. Se realizaron ensayos de Immuno-Blot de doble dimension,
geles 2-DE que contienen las proteinas, se ftransfiieron a una membrana de
nitrocelulosa. Las membranas posteriormente se incubaron de 6 a 48h, preferentemente
18 horas de 2°C -6°C preferentemente a 4°C con sueros de pacientes sanos y con
cancer de mama (1:25 - 1:500 preferentemente 1:200 las diluciones), se lavo de 3 a 6
veces preferentemente cinco con solucion de lavado PBS-Tween20 0,1%.

Fase 3.- Aislamiento de la proteina A1AT e Immuno-Blot en 1D. Para la validacién
individual, se realizaron ocho geles 2-DE; geles que contienen la manchas de proteina
correspondientes a Alfa 1 Antitripsina fueron removidos de los geles 2-DE y usados para
realizar la electro-elucién de las proteinas de 2-8 h preferentemente por 4 horas a 10 mA.
Al purificado Alfa 1-antitripsina se le realizo electroforesis en gel preparativo de
poliacrilamida 11%. Las proteinas separadas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. Después de bloquear, pequefas fracciones se obtuvieron de la membrana
de nitrocelulosa de preparacion y se incubd de 6 a 48h, preferentemente durante 18
horas, de 2°C - 6°C preferentemente a 4 ° C con sueros de 20 controles sanos y 25
pacientes con cancer de mama de manera individual (1:25 - 1:500 preferentemente 1:100
dilucion), las membranas fueron lavadas de 3 a 6 veces preferentemente cinco con PBS-
Tween20 0,1%. La membrana se incubd de 30 min. a 5 h preferentemente 3 horas con un
anticuerpo cabra anti 1IgG (H + L) de humano acoplado a Biotina a una dilucién de 1:2500
— 1:10000 preferentemente 1.5.000, se realizaron lavados de 3 a 6 veces
preferentemente cinco con PBS-Tween20 0,1%, y posteriormente se incubaron con HRP-
estreptavidina peroxidasa (KPL) por 30 minutos y se visualizaron por quimioluminiscencia

con solucidon una solucion reveladora de color HRP. Figuran 3, Tablas 2 y 3.
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para la correlacion de la presencia de los autoanticuerpos contra la A1AT y la presencia, ;.

de cancer de mama en etapas tempranas (etapa 1), se muestra a continuacion en el:

EJEMPLO DE APLICACION DE LA INVENCION
1.- Obtencion de sueros cancer de mama y de personas sanas.

Se obtuvo sangre periférica de pacientes con cancer de mama Yy personas sanas, la

sangre se centrifugo (4°C, 3000 g/15 minutos), una vez obtenido el suero, se sometio a

microfiltracion (poro de 0,2 um) y se almacené en alicuotas de 100ul a -80°C (hasta su
Uso).

En total se analizaron 45 casos: 25 pacientes con cancer de mama recién diagnosticados
sin haber sido sometidos a tratamiento, incluyendo cirugia, quimioterapia y tratamiento
hormonal provenientes de la Divisién de Oncologia y Hematologia, Instituto Nacional del
Seguro Social (IMSS) a partir de junio 2008 a julio 2009, y 20 personas controles sanos,
que fueron los donantes voluntarios en el IMSS y el CIBO (Centro de Investigaciones
Biomeédicas de Occidente) a los cuales se les realizaron los estudios de rutina para
demostrar su estado de salud. de septiembre 2008 a febrero 2009, los resultados de
todas las revisiones, incluyendo la mastografia, no mostraron nada gue pudiera ser
considerado como evidencia de malignidad. La edad media de las 20 mujeres voluntarias
sanas en el momento de toma de muestras de sangre fue de 37 afios de edad. A las 20
mujeres voluntarias, se les explico el objetivo de este estudio y también firmaron el
consentimiento informado, se elaboro y preparo de la misma manera gue de los 25
pacientes con Cancer de Mama. Las muestras de suero que se obtuvieron de los
pacientes con cancer de mama recién diagnosticado fueron clasificadas como carcinoma
ductal infiltrante antes de la extirpacion del tumor primario o un tratamiento. En ninguno
de los pacientes controles sanos habia otros tumores malignos o cualquier otra
enfermedad autoinmune. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para
participar en el estudio (Tabla 1).

2.- Pre-clarificacién y precipitacion de proteinas de sueros.
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mama y de 20 individuos sanos son los que se utilizaron posteriormente, |
e o franedad

Los sueros se almacenaron a -80 ° C se procesaron para su analisis en 2-DE. Para este stria:

analisis se realizo una deplesidn de proteinas abundantes del suero por medio de
Proteoprep 20 Plasma Inmunodepletion Kit (Sigma-Aldrich) se siguié el protocolo de
fabricante. Los volumenes de 30uL de suero fueron pasados a través de las columnas.
Las muestras de sueros depletadas de proteinas (fracciones a flujo continuo) se
precipitaron con acetona fria (-20°C) por 2 h (volumen muestra-acetona, 1:4). Las
muestras se centrifugaron a 8000 g durante 15 mina 4 ° C, y los "pellets" de proteinas
se resuspendieron en solucién de rehidratacion para electroforesis bidimensional Figura.
1.

3.- Caracterizacion de la A1AT por Espectrometria de Masas.

Del gel de poliacrilamida de dos dimensiones (2-DE) teflido con ProteoSilver Silver Stain
Kit fueron extraidas las manchas de proteinas correspondientes a los puntos positivos
identificados por Western-blot. Las manchas de los geles fueron digeridas con tripsina
Gharahdaghi et al (1999). electroforesis de 1999 20, 601-605, y se lavo con varios
cambios de agua hasta que no se vio el color amarillo. El agua fue eliminada y
reemplazada con 100pl 0.01M DTT/0.1M Tris, pH 8,5, y el tubo fue colocado en un
calentador a 55 ° para 1-2h. Tras enfriar el tubo a temperatura ambiente, el liquido fue
eliminado y reemplazado con 100ul 0.015M iodoacetamide/0.1M Tris, pH 8,5. Esto se
dejo reaccionar durante 30 min. en oscuridad, después el liquido se retiro y el gel se lavo
con acetonitrilo/0.05M 2x 30% Tris, pH 8,5 durante 15 min con agitacién. El gel se
deshidrato durante unos minutos luego se remojo en 200ul acetonitrilo. El acetonitrilo se
retiro y el gel se secé completamente durante 30 minutos en el concentrador Vacufuge.
Los geles se rehidrataron con 0.020ug de tripsina y 0.1ug Lys-C en la cantidad minima de
0.025M Tris, pH 8,5, y los tubos fueron colocados en un bloque de 32 ° C de
calentamiento durante toda la noche. Los péptidos se extrajeron con 2X 50ul 50%
acetonitrilo / 2% TFA y los extractos combinados se secaron, y después se resuspendio
en una solucion matriz. La solucién Matrix fue elaborada tomando de 10 mg / ml de

solucion de acido 4-hidroxi-g-cyanocinnamic en 50% acetonitrile/0.1% TFA vy la adicion
de dos normas internas, la angiotensina y la insulina bovina, a la solucidn de la matriz. Ef

secado para digerir fue disuelto en 3 pl de matriz / solucidén de referencia y 0,7 pi fue

8
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busqueda de los mapas peptidicos se realizé con la ayuda de programas y eﬁ la base de
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datos GenPept (http://129.85.19.192/profound-bin/WWebProFound.exe y MS- Flten
http://prospector.ucsf.edu), Figura. 2.
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REIVINDICACIONES
Habiendo descrito suficientemente nuestra invencion, consideramos de nu

propiedad lo contenido en las siguientes clausulas:

e o medod

presenta una sensibilidad de 96% y una especificidad de 90% y cuyo método se
caracteriza porque se detectan, en una muestra de suero, autoanticuerpos contra
un solo antigeno asociado a tumor (AAT) gue es Ia proteina A1AT.
2. Un metodo para el diagndstico in vitro de cancer de mama en etapas | y li, el cual
10 presenta una sensibilidad de 96% y una especificidad de 90% de acuerdo a
reivindicacion 1, caracterizado porque el diagnostico es carcinoma ductual.
3. Un método para el diagnéético in vitro de cancer de mama en etapas | y ||, el cual
presenta una sensibilidad de 96% y una especificidad de 90% de acuerdo a
reivindicacion 1, donde la sensibilidad y espeCificidad es obtenida porque los
15 sueros de los pacientes con cancer de mama presentan anticuerpos que
reconocen a la proteina A1AT presente sobre las membranas de nitrocelulosa.
4. Un metodo para el diagndstico in vitro de cancer de mama en etapas | y ll, el cual
presenta una sensibilidad de 96% y una especificidad de 90% de acuerdo a
relvindicacion 1, donde la deteccion de autoanticuerpos es por ensayos tipo
20 Western Blot a partir de proteina A1AT purificada de suero sanguineo de
pacientes con cancer de mama en las etapas | y Il.
5. Un metodo para el diagndstico in vitro de cancer de mama en etapas | y ll, el cual
presenta una sensibilidad de 96% y una especificidad de 90% de acuerdo a
retvindicacion 1, donde la proteina es usada para la identificacion cualitativa y
25 cuantitativa de anticuerpos especificos (contra ella misma) y permite identificar la
persona con cancer en etapa temprana (Etapa | y 1) y personas sin cancer.
6. Un kit que comprende la proteina A1AT soluble o inmovilizada sobre tiras de NC o
PVDF para detectar cuantitativa y cualitativamente autoanticuerpos sericos
especificos o de algun otro fluido corporal contra la proteina A1AT.
30 7. Ef uso de un kit que comprende la proteina A1AT de acuerdo a reivindicacion ©
para la identificacidn cualitativa y cuantitativa de anticuerpos contra ella misma

en muestras bioldégicas como orina, fluidos orales, sangre, suero sanguineo,
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secreciones de glandula mamaria, lavados vaginales, de mdlwduos/pécnehtes con
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cancer de mama. Ui mbe ]
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Un kit que comprende la proteina A1AT de acuerdo a rewlndlcaméfm 6"*-

caracterizado porque la proteina es usada como antigeno para Ia ldentlflcaC|qn ;3
cualitativa y cuantitativa de anticuerpos contra ella misma en orina, Iavadfae*‘w"*'li
vaginales, lagrimas y secreciones de glandula mamaria.

Un kit que comprende la pfotei'na A1AT de acuerdo a reivindicacion 6
caracterizado porque la proteina es usada como antigeno para la identificacion
cualitativa y cuantitativa de autoanticuerpos contra ella en fluidos orales de
pacientes con cancer de mama en etapas | y Il.

Un kit que comprende la proteina A1AT de acuerdo a reivindicacién 6,
caracterizado porgue comprende un soporte sélido para unir a la proteina A1AT y
las Instrucciones para utilizar el soporte sélido con la A1AT unida para detectar
cuantitativa y cualitativamente autoanticuerpos séricos especificos o de algun otro

fluido corporal contra la proteina A1AT.
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RESUMEN L
Se ha demostrado que sueros de pacientes con cancer contienen antlwérpas ﬂﬁﬁut
reaccionan con autoantigenos llamados antigenos asociados a tumor (AAT). E '

presente estudio se realizé inmunoprotedmica de sueros de 25 pacientes con cancer“ de

mama en etapa I, y sueros de 20 donantes sanos para la deteccién de AATS. -l:a’év”‘*-"‘

muestras de suero pre-clarificadas se sometieron a 2DE y transfirieron a membrana de
nitrocelulosa (NC), estas se incubaron con sueros de pacientes con Cancer de Mama y
donantes sanos. Comparando los patrones de Western-Blot de 2D, tres proteinas fueron
reconocidas por anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con cancer y no por
los de personas sanas. Las tres proteinas se obtuvieron de los geles de 2D, se analizaron
por MALDI-MS. Los resultados mostraron gue la proteina es la alfa-1-antitripsina (A1AT).
Un analisis 1DE de Western-blot se realizé con la proteina purificada confirmando la
presencia de anticuerpos anti-A1AT (contra la A1AT)en el suero de los pacientes,
detectandose estos anticuerpos en 24 de 25 con cancer de mama (96%) y en 2 de 20
controles (10%). Nuestros resultados sugieren que la A1AT y anticuerpos contra esta
proteina son (tiles como marcadores para la deteccidn del cancer de mama y el

diagnostico en etapas tempranas (etapas | y Ii).
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