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Genome-wide screening of sequences permitting long-term

expression of integrated retroviruses: a new approach using RSV-

induced tumors in chicken.

Retroviral integration has been shown to be non-random at the whole genome
scale and integration preferences of many retroviruses are already known. The
master factor of biased retroviral integration and target site selection is viral
integrase, which is genus-specific. The chromosomal features directing integration
site selection are more complicated and multiple factors play a role here. A better
insight into the processes of biased retrovirus integration, particularly the genomic
features of target sites permitting the long-term and efficient expression of integrated
retrovirus and retrovirus-transduced genes, are important for application of
retrovirus-derived vectors in transgenesis and gene therapy.

We have cloned and sequenced integration sites of Rous sarcoma virus (RSV)
obtained from RSV-induced tumors in chickens and mapped them in the chicken
genome assembly. Our genome-wide analysis displays much stronger preference for
transcription units in comparison with our previous analysis of not-selected RSV
integration sites. Our data set will be used for more detailed analysis of integration
considering the proximity to transcription start sites, GC content, gene density and

orientation of integrated retroviruses.

Key words: retrovirus, integration, targer sites, transcriptionally active provirus
Kli¢ova4 slova: retrovirus, integrace, cilova mista, transkripéné aktivni provirus
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1. SEZNAM ZKRATEK

ASLYV Avian sarkoma leukosis virus

AV CR Akademie v&d Ceské republiky
BAF Barrier-to-autointegration factor

bp par bazi

¢DNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CEF kufeci embryonélni fibroblasty
DNA deoxyribonukleova kyselina

FV Foamy virus

HERY Human endogenous retrovirus
HIV Human immunodeficiency virus
HSC (hematopoietic stem cell)

HTLYV Human T-cell leukemia

Kb kilobaze

LTR log terminal repeat

Mb megabaze

MLYV Murine leukemia virus

MMTYV (Mouse mammary tumor virus)
obr. obrazek

PCR polymerazova fetézova reakce
PERY Porcine endogenous retrovirus
PIC Preintegra¢ni komplex

RNA ribonukleova kyselina

RSV virus Rousova sarkomu

RT (Room Temperature) pokojova teplota
SIV Simian immunodeficiency virus

tab. tabulka

tRNA transferova ribonukleova kyselina
X-SCID X-linked severe combined immunodeficiency



2.UVOD

Virus Rousova sarkomu (RSV) je akutné transformujici retrovirus patfici do
komplexu ptacich sarkomovych a leukosovych virti (ASLV) charakteristickych
pfitomnosti virového onkogenu v-src. RSV, stejné jako ostatni retroviry, potfebuje
pro uspésnou replikaci vlozit kopii svého genomu ve form&€ DNA do genomu cilové
buriky.

Jak se ukazalo v poslednich letech, neni tento proces zcela ndhodny. Celkové
se da fici, Ze integrace u retrovirii neni sekvenéné specificka, ale probiha s ur¢itymi
preferencemi na urovni sekundarni struktury DNA a chromatinové struktury.

Retroviry po vstupu do hostitelské buiiky, uvolnéni obsahu kapsidy a
reversni transkripci virové genomové RNA interaguji s bunéénymi proteiny a tvofi
preintegraéni komplex (PIC), ktery se pak stava hlavnim integracnim ¢initelem.
Interakce PIC a genomové DNA zprostiedkuje zejména integraza, ktera se mezi
jednotlivymi retroviry lisi, takZze miZeme pozorovat rozdilné integra¢ni preference
jednotlivych retrovirovych rodi. Integraza ale neni jedinym ¢initelem a na kone€ném
umisténi provirové DNA se podili téZ fada bun&nych faktori.

Dulezitost porozuméni procesu integrace se naplno projevila pfi tvorbé
vektorli pro genovou 1é¢bu a expresnich vektord, kdy jsou na retrovirové vektory
kladeny specifické pozadavky sméfujici k eliminaci jejich genotoxicity a zaroven
zajisténi jejich dlouhodobé exprese.

Integracni preference vétSiny retrovirii v bunéénych kulturach jsou jiz
charakterizovany. O RSV je znamo, Ze stejné jako ostatni ASLV mirné preferuje
oblasti bohaté na geny a oblasti s vysokym zastoupenim GC. Pro genovou terapii je
podstatné, Ze RSV a vektory odvozené z ASLV nemaji vyznamnou afinitu pro
pocétky transkripce jako je tomu zejména v pfipadé MLV. V pfipadé retrovirové
transdukce geni pro expresi rekombinantnich proteinti nebo pro genovou terapii se
vSak nejedna o pouhou integraci, ale téZ o selekci bunék, které v dostate¢né mife a po
dostate¢n€ dlouhou dobu transdukované geny exprimuji. Je tedy tfeba studovat téz
retrovirovou integraci v selektovanych bunéénych populacich a popsat integraéni
mista, ve kterych je takto produktivni integrace retroviru umoznéna.

NaSe prace se zaméfila na charakterizaci integra¢nich mist RSV z povétsinou

monoklonalnich nadort sarkomového typu indukovanych v pfirozeném hostiteli
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tohoto viru, kterym je kur domaci (Gallus gallus). Jelikoz jiz byly v nasi laboratofi
studovany integraéni preference RSV v infikovanych a neselektovanych kufecich
embryonalnich fibroblastech (CEF), nabizi se moZnost porovnani integranich mist v
buiikach podrobenych selekci v in vivo rostoucich nadorech. Pfedevsim nés zajimalo,
jestli dojde k posunu integrace do aktivnich gent a stabilné transkribovanych oblasti,
coZ by mélo jit na vrub nadorové selekci, kdy jen integrace do vhodného mista
genomu zajisti transkripci genu v-src na urovni potfebné pro vznik sarkomu. S tim
by mél souviset také vétsi poet integraci do genti, u nichz byla prokazana zvySena
hladina exprese v pojivovych tkanich.

Pro tuto praci bylo tfeba zkonstruovat pantropni retrovirovy vektor, ktery nam
umoznil infikovat kufata linie P bez endogennich retrovirti. K tomuto kroku jsme
museli pfistoupit po pocateénich neaspésich, které byly zapfiinény defektnim
receptorem Tvc, ktery zpiisobuje semirezistenci linie P pro virovou podskupinu C..

Dal$im cilem bylo ziskat inokulaci pseudotypovanym RSV vektorem co
nejvice virem indukovanych monoklonalnich nadorti, izolovat z nich chromozomalni
DNA a pomoci I-PCR techniky identifikovat genomicka mista integrace. Takto
ziskana sada integra¢nich mist bude materidlem pro pozdéjsi genomickou analyzu.

Vysledky této prace by mély pomoci porozumét interakcim integrovaného
RSV a genomické DNA hostitele a celkove piispét ke snaze optimalizovat

retrovirové vektory pro genovou terapii nebo pro expresi rekombinantnich proteind.
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3. PREHLED LITERATURY

3.1 Retroviry obecné

Historie retrovirologie se piSe jiZz skoro sto let a je Uzce spjata s vyzkumem
akutné onkogennich retroviri. Roku 1911 Peyton Rous publikoval, Ze neznama
filtrabilni agens zptisobuje sarkomy u kufat a Ze za témito nadory stoji virus, ktery se
dnes jmenuje po svém objeviteli - virus Rousova sarkomu (RSV). Ten se od té doby
stal pfedmétem mnoha studii, které pomohly formulovat odpovédi na celou fadu
otazek tykajicich se retrovirt, jejich odlisnosti od ostatnich skupin viri a jejich roli
v onkogenezi. Dnes je jiz znamo nékolik desitek druhd retroviri a nové druhy a
kmeny se stale objevuji.

Retroviry se od ostatnich vird li§i tim, Ze jsou funkéné diploidni a namisto
jedné tak maji hned dvé nekovalentné spojené kopie +RNA s methylguanosinovou
¢epickou a polyA sekvenci a zejména pak svym Zivotnim cyklem, ve kterém dochazi
nejprve k reverzni transkripci a nasledné k integraci cDNA verze virového genomu
zvané provirus do DNA. Typicka retrovirova partikule je sloZena z obalu, skrze ktery
vy¢nivaji do  prostoru povrchové  glykoproteiny  ukotvené  pomoci
transmembranovych glykoproteinli, matrix proteinu, kapsidy, dvou molekul RNA,
které jsou asociovany s nukleokapsidovym proteinem, jenzZ pomaha s dimerizaci
obou molekul a s navazdnim tRNA primeru a z né€kolika desitek molekul integrazy,
reverzni transkriptazy a proteazy (obr. 1).

Virova RNA je pfiblizné 10 kb dlouhd, na 5° konci opatiena
methylguanosinovou Eepickou, po niz nasleduje terminalni repetice R a unikatni 5’
sekvence US. K té pfiléha primer vazajici misto (primer binding site - PBS), kde
dochazi pfi reverzni transkripci k nasednuti specifické tRNA, ktera nasledné poslouzi
jako primer pro minus DNA fetézec proviru. Nasleduji kodujici sekvence virovych
proteinli - group specific antigen (gag), protedza (pro) a polymeraza (pol), které
koduji proteiny virové kapsidy a sekvence envelope (env), ktera koduje proteiny
virového obalu. Celkem je pak z té&chto sekvenci vytvofeno minimalné 8 virovych
proteinli - matrixovy protein (MA), kapsidovy protein (CA), nukleokapsidovy
protein (NC), proteaza (PR), reverzni transkriptaza (RT), integraza (IN), povrchovy
glykoprotein (SU) a transmembranovy glykoprotein (TM). Sekvence mezi 5° LTR a
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gag obsahuje enkapsida¢ni signal, ktery obstarava sbaleni virové RNA do kapsidy a
oblast gag-pol slouzi také jako fakultativni intron. Za sekvenci env nasleduje
polypurinovy trakt (PPT), ktery funguje jako primer pro plus fet€ézec DNA.
Proximalni &ast je pak zakonéena unikatni sekvenci U3 a 3’ termindlni repetici R, za

kterou RNA kon¢i polyA repetici.

Obrazek 1. Schematicky fez
retrovirovou partikuli.
Transmembranovy (TM) a
povrchovy (SU) glykoprotein
spojeny disulfidickou vazbou
na lipidové dvouvrstve,
matrixovy (MA)  protein,
kapsidovy  (CA)  protein,
nukleokapsidovy (NC) protein
a proteaza (PR). Uvnitf
kapsidy je reverzni
transkriptiza (RT), integrdza
(IN) a 2 molekuly RNA.

Pfevzato od Coffin et al. 1997

Retroviry samotné pak délime na exogenni a endogenni. Endogenni retroviry
vznikly nejspiSe integraci exogenniho retroviru do germinalnich bunék hostitele.
Naprostad vétSina z nich se pak Casem stala defektnimi. Patfi mezi né€ naptiklad
HERVs (Human endogenous retroviruses), které tvoii asi 8% lidské DNA. Nékteré z
nich se dokonce staly endosymbionty a u placentdlt je endogenni retrovirus
zodpové&dny za fuzi bun€k placenty (MI et al. 2000).

Retrovirim pfibuzné jsou retrotransposony, coZ jsou mobilni elementy
eukaryot, které nekoduji obalovy protein a tudiZ postradaji extracelularni formu ve
svém Zivotnim cyklu. Déli se na virové retrotransposony s LTR a na nevirové
retrotransposony bez LTR. LTR retrotransposony koduji vlastni reverzni
transkriptazu integrazu a gag protein. DéEli se na retrovirim piibuznéj$i Ty3/gypsy
(Metaviridae) a Tyl/copia (Pseudoviridae) (HAVECKER et al. 2004).

-12-



Mezi retroelementy bez LTR patfi v lidském genomu hojné zastoupené a autonomni
LINE (long interspersed elements) a neautonomni SINE (short interspersed
elements).

Retrotransposony kvasinek poslouzily jako vyborny model pro studium
mechanismti cilicich integraci a zji§téné integracni preference pro oblasti
heterochromatinu, telomer a promotorové oblasti geni pfepisovanych DNA
polymerazou III a II dokresluji dulezitost mista integrace v kontextu s Zivotni
strategii konkrétniho retroelementu (ZHU et al. (2003), BOEKE et al. (1998),
BOWEN et al. (2003), BUSHMAN (2003)).

3.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus u retrovira (obr. 3) za¢ina navazanim virovych povrchovych
proteini na specificky receptor na povrchu plazmatické membrany hostitelské
buriky. Tato interakce vede ke konformacni zméné virovych glykoproteint, ktera
nasledn€ zprostfedkuje fiizi lipidovych dvouvrstev bunééné a virové membrany a
umozni tim vstup virové partikule do cilové buiiky. V pfipadé endocytdzy virové
Castice se virus uvolni zménou pH endozomu.

Nasledujicim krokem je reverzni transkripce (obr. 2), reakce, ktera se v dobé
svého objevu pficila dogmatu o toku genetické informace ve sméru DNA => RNA a
ktera dala retrovirim jejich soufasny nadzev. Reverzni transkripce probiha
v cytoplazmé hostitelské buiiky, kde virovda RNA tvofi nukleoproteinovy komplex.
Tento, zatim ne zcela charakterizovany komplex, vytvofi za pomoci reverzni
transkriptazy (coz je virovda RNA dependentni DNA polymeraza) a RNasy H linearni
duplex DNA. Takto vytvofena virova dsDNA je pfesnou kopii piivodni RNA, ale
navic nese na obou koncich repetitivni sekvence zvané long terminal repeats (LTR).
Ty vznikaji b€hem reverzni transkripce, kdy dochazi postupné ke dvéma pieskokim
transkripéniho komplexu a tvorbé provirové dsDNA.

Dokonéenim reverzni transkripce je odstartovana dalsi ¢ast Zivotniho cyklu a
tou je integrace virové dsDNA do genomu hostitelské buiiky. Integrovana forma viru
se nazyva provirus a jedin€ uspé$na integrace zaruCuje retroviru transkripci jeho

genomu a tvorbu infek&nich partikuli a v pfipad€ integrace do bunék germinalni linie
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i jeho pfenos na nasledujici generace. Tento krok je podrobnéji popsan v kapitole

3.4., nebudu se mu proto zde vice vénovat.

Viral RNA
sow [P o
R US

U3 R
Reverse transcription
B =
UsS R US U3 RUS

Obriézek 2. Reversni transkripce virového RNA genomu vytvofi linedrni DNA duplex. Je zde
vyznadena pozice sekvenci R, U5, a U3 , polypurinového traktu (PPT) a primer-vazajici sekvence
(PBS). Reverzni transkripce duplikuje oblasti US a U3 tak?e DNA produkt je na obou koncich delsi
nez piivodni RNA. Pfevzato od Coffin et al. (1997)

Po Gspés$né integraci nastdvd reprodukéni faze, kdy dochazi k transkripci
virové DNA a tvorb€ virovych mRNA. Ta je fizena z 5" LTR, kde se nachazi virovy
promotor a enhancer, ktery uruje tkafiovy tropismus viru a ¢asto byva pfitomen ve
dvou v tandemu opakovanych kopiich. V3" LTR se pak uplatiiuje polyadenylaéni
signal. Virus se v této fazi vyvoje spoléhd téméf vyluéné na transkripéni aparat
hostitelské buiiky, na bunéénou polymerazu II a jeji transkripéni faktory. Zaroven
pomoci svého velmi silného promotoru mnohonasobné zvySuje hladinu exprese
virovych mRNA. Né&které retroviry pak koduji vlastni transkripéni aktivétory,
naptiklad proteiny Tat a Tax vird HIV a HTLV, jimiZ déle zvySuji hladinu exprese
proviru. Ta za¢ina z S'LTR, z které jsou pfepsany oblasti R a U5 a po osazeni 5’
nascentni RNA metylguanosinovou ¢epi€kou a pfepséani kodujicich sekvenci proviru

véetné U3 a R 3'LTR, je transkript pfestfihnut a 3’OH konec je polyadenylovén.
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Obrazek 3. Shrnuti Zivotniho cyklu retrovirli. Virion se navaZe na buné¢nou membrénu za pomoci
konkrétniho receptoru (v pfipadé zde popsaného HIV interaguje se dvéma receptory: s CD4
molekulou a pomocnou molekulou CCRS, nebo CXCR4), nisleduje flize membrin a uvolnéni
virového jadra do cytosolu hostitelské buiiky. Pak je virovd RNA pfeloZena reverzni transkripci do
linedrni dsDNA virem koédovanou reverzni transkriptizou. Virovda DNA interaguje s virovymi a
bunéénymi proteiny za vzniku preintegraéniho komplexu (PIC) a migruje do jadra, kde ji virové
integraza integruje do genomu hostitele. Bun&é¢nid RNA polymeréza II pak nasyntetizuje virové RNA.
Nasleduje syntéza proteind, sloZeni viriond a vypudeni z membrany. VSe je zakonfeno maturaci
viriond, kdy jsou virovou protedzou nasté€peny finalni produkty.
Pfevzato od Ciuffi a Bushman (2006)

Primarni transkript je poté podroben postranskripénim Upravam aparatem
hostitelské buiiky, kdy je kombinovan alternativni sestfih s polyproteinovou strategii
a se supresi terminaéniho tripletu, nebo posunem &teciho ramce. Kompletni
transkript opatfeny ¢epi€kou na 5’ konci a polyA na 3’ konci pak slouzi jako nova
virova genomova RNA. Pomér mezi mRNA, ktera je sestfizena na subgenomovou
mRNA a ktera putuje do cytoplazmy v nesestfizené podobé jako genomova RNA, je
pak u slozit&jSich retroviri ur€ovan pomoci proteinii Rex a Rev. Obalové proteiny,

které vznikaji z obalového polyproteinu env, ktery byl pfeloZen ze subgenomové
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RNA s odstfizenym fakultativnim intronem gag-pol jenZ obsahuje i enkapsidacni
signal, nejsou enkapsidovany a interakci s bunéénymi receptory chrani buiiku pred
virovou superinfekci.

Po uspésné transkripci genomové RNA a translaci obalovych glykoproteint
tak miZe nastat posledni faze Zivotniho cyklu, kterou je morfogeneze retrovirové
partikule. Ta muze nastat bud v cytoplazmé€ nebo na vnitfnim povrchu
cytoplazmatické membrany a nebo na povrchu vnitinich bunéénych membran.
Nejprve dojde k sestaveni “nezralych* nukleokapsid obsahujicich polyproteiny Gag a
Gag-Pol, dvé molekuly virové RNA a tRNA primery. Ty nasledné¢ vypuci
z plazmatické membrany v mistech s pfipravenymi virovymi obalovymi proteiny SU
a TN. Proces je zakonen maturaci nukleokapsidy spocivajici v proteolytickém
rozstfihani polyproteinu Gag a Gag-Pol na finélni produkty (MA, CA, NP, PR, RT,

IN) a v dimerizaci molekul virové RNA asociované s tRNA primerem.

3.3. Virus Rousova sarkomu

Virus Rousova sarkomu je ¢lenem rodu Alpharetrovirus a od ostatnich viri z
této skupiny se odliSuje tim, Ze kromé klasické trojice kddujicich sekvenci — gag, pol
a env, nese v genomu je$t€ gen v-src. V-src je puvodem bunéény gen kodujici
tyrozin- proteinkinazu, ktery se v minulosti stal soucasti viru a zarovet pfisel o svou
C-terminalni inhibi€ni doménu. Tim se z proto-onkogenu c-src stal akutné onkogenni
v-src, ktery neni pro Zivotni cyklus RSV nezbytny, ale ¢ini z né& akutné
transformujici virus. RSV je jediny transformujici retrovirus, ktery rekombinaci
s onkogenem neztraci replika¢ni kompetenci. Spolu s ostatnimi ASLV viry sdili env
protein, ktery je zodpovédny za tvorbu transmembranového a povrchového
glykoproteinu a diky jehoZ riznorodosti délime tyto viry do podskupin A,B,C,D,E a
J. Jednotlivé podskupiny sdileji uréity okruh potencialnich hostiteld (BARNARD et
al. 2006).
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3.4. Integrace do hostitelské DNA

Integrace je zakladnim krokem v Zivotnim cyklu retroviru, b€hem kterého
dojde, v jadru hostitelské buiiky, ke vzniku kovalentni vazby mezi virovou cDNA a
hostitelskou chromozomalni DNA a je nezbytnym krokem k ustanoveni produktivni

infekce.

3.4.1. Integra¢ni mechanismus

Srdcem celého integra¢niho mechanismu je virova integraza (€len D,D(35)E
transposase/IN superrodiny) (SANDMEYER 2003), ktera je pln€¢ funkéni ve formé
tetrameru (FAURE et al. 2005). Ta se po uspé$né reverzni transkripci stane spolu s
virovou cDNA, virovou matrix a nékterymi proteiny nukleokapsidy soucasti
preintegraéniho komplexu (PIC) (FARNET et al. 1991, MILLER et al. 1997). V
cytoplazmé hostitelské buiiky nejprve pferusi a nasledn€ zkréti provirovou DNA o
dva nukleotidy pfiléhajici ke konzervované sekvenci CA na 3’koncich a umozni tim
budouci kontakt LTR DNA 3’OH konci s hostitelskou DNA. Poté nasleduje import
do jadra, kde dojde k preruSeni fosfodiesterové vazby v hostitelské DNA a
transesterifika¢ni reakci, ktera spoji 3'LTR s nastépenymi 5’ konci. Nasleduje ligace
a oprava vzniklych mezer za pomoci bunéénych opravnych enzymi (KATZ, RA et
al. 1990, Li et al. 2006) (obr. 4).

Virova integraza je kromé& posledniho kroku (oprava mezer v DNA) in vitro
schopna uskute¢nit integraci sama o sobé&, ovSem v Zivych systémech kooperuje
s dal§imi proteiny a tvofi tak PIC. Pozitivni vliv takovychto interakci na efektivitu
integrace in vitro pozoroval napiiklad CARTEAU et al. (1999) . Dé se pfedpokladat,
Ze jejich funkce in vivo bude obdobna a nedavny vyzkum pak ukazal, Ze nékteré
z proteini mohou byt jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich vybér mista integrace
proviru (CIUFFL. et al. 2005, BOTBOL et al. 2008).
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Obrizek 4. Integrace virové cDNA do
genomu hostitele:

Hnédy oval je tetramer virové integrizy a
ostatni proteiny tvofici PIC, &ervené Cary
znadi virovou DNA, modré pak cilovou DNA.
a | Komplementarni DNA (cDNA) molekula
s tupymi konci.

b | Jest¢ neZ zafne integrace, odstrani
integraza 2 krajni nukleotidy z obou 3’ koncu.
¢ | 3’ konce obsahujici hydroxylové skupiny
jsou pfipojeny k vyénivajicim 5’ koncim
cilové DNA, rozitépenym transesterifikacni
reakci.

d | Neparovani béazi vytvofi mezeru mezi
hostitelskou a virovou DNA na obou
fetézcich.

e | Nakonec prob&hne oprava mezer za udasti
bunééného opravného aparitu a vznikne
kompletni zaintegrovany provirus ohraniéeny
z obou stran 4-6bp repetici cilové DNA.

Pfevzato od Bushman et al. (2005)

Pocet integraci do genomu hostitelské buriky se u jednotlivych skupin vira
1i8i, neodviji se jen od po¢tu cDNA kopii viru v buiice. U MLV bylo pozorovano 9-
14 integraci do jedné buitky (ODAWARA et al. 1998), u RSV 4-6 integraci do
haploidniho genomu (TSURUO a BALUDA 1977) ale u HIV-1 pouze 1-2 integrace
(BUTLER et al. 2001). Touto vyjimkou se zabyvali ROSENBLUH et al. (2007) a
LEVIN et al. (2009) a zjistili, Ze virovy Rev protein se G¢asti regulace aktivity HIV-1
integrazy, ktera jeho vliv inhibuje pomoci dvou vlastnich peptidu.

Integrace virové cDNA do genomu hostitele neni sekvenéné specificka a

retroviry se mohou integrovat prakticky na jakémkoli misté na chromozomu
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(BUSHMAN et al. 2005). Vyzkumy provedené v poslednich letech na velkém
mnozZstvi integratnich mist a s riznymi druhy retroviri a mobilnich elementu ale
ukéazaly, Ze retroviry se integruji suritymi charakteristickymi preferencemi
(ELLEDER et al. (2002), SCHROEDER, A. et al. (2002), FERBER et al. (2003),
WU et al.(2003), HEMATTI et al.(2004), NAREZKINA et al. (2004))

Virova integraza se pak da oznadit za hlavniho druhové specifického Einitele
pfi vybéru mista integrace. DERSE et al. (2007) vySetfil sekvenéni podobnost
aminokyselin né€kolika retrovirovych integraz a vznikly fylogeneticky strom ukazal,
Ze retroviry s pfibuznymi integrdzami a doménami sdileji i podobné integracni
preference (obr. 5):

Obrazek 5. Fylogeneticky strom
Phylogenetic tree 1 vytvofeny na zéklad& srovnani aminokyselinové
3 sekvence integraz.

IN_SIV
IN_HIV
IN_HTLV-1
IN_ASLV
IN_FV
IN_MLV

Pfevzato od Derse et al. (2007)

3.5. Buné¢né faktory ovliviiujici misto integrace

Integrace virové cDNA do genomu hostitele neni sekvenéné specificka a
retroviry se mohou integrovat prakticky na jakémkoli mist€¢ na chromozomu
(BUSHMAN et al. 2005). Vyzkumy provedené v poslednich letech na velkém
mnozstvi integranich mist a s riznymi druhy retroviri a mobilnich elementt ale
ukazaly, Ze retroviry se integruji s ur€itymi unikatnimi preferencemi (ELLEDER et
al. (2002), SCHROEDER et al. (2002) , FERBER et al. (2003), WU et al.(2003),
HEMATTI et al. (2004), NAREZKINA et al. (2004)).

Postupné se tak zjistilo, Ze na misto integrace mtiZze mit vliv hned nékolik na
sob& nezavislych faktori a Ze integra¢ni preference se u jednotlivych retrovird, i
ostatnich mobilnich elementii zna¢né li§i a to zejména v souladu s jejich Zivotni
strategii (WU a BURGESS 2004).
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3.5.1. Priméarni struktura DNA

Vliv primérni struktury hostitelské DNA byl charakterizovan jiz v prvnich in vitro pracich
(BOR et al. 1996). Postupné tak byly odhaleny slabé preference, které se viak nedaly povaZovat za
dilezitého &initele v cileni integraéniho mechanismu. Ze je s priméarni strukturou cilové DNA ale
tfeba také poditat, ukdzal WU et al. (2005). Ve své préci porovnali sekvence in vivo integraénich mist
nékolika retrovird (HIV-1, SIV, MLV, ASLV) a nalezli palindromické sekvence se sttedem v misté
integrace, které mély charakteristickou konsensni sekvenci pro kazdy virus (obr. 6). Postupné byly
tyto vysledky potvrzeny i u FV (NOWROUZI et al. 2006) a PERV (MOALIC et al. 2006). Takovyto
palindrom se totiZ jevi jako idedlni substrat pro §t€peni integrazou, kterd pracuje ve formé tetrameru
(DEDELIS et al. 2007)

Vliv palindromické sekvence na vybér mista integrace pak je$té zduraznil
DERSE at al. (2007). Nejprve charakterizovali integra¢ni preference HTLV-1 a poté
porovnali palindromické vzorce jednotlivych druhi retroviri mezi sebou a dokazali,
Ze ptibuzné retroviry, jenz maji tudiz i podobnou integrazou, se integruji do
shodného palindromického vzorce (obr. 6).

Tato fakta ukazuji na priméarni sekvenci jako na velmi duleZitého ¢initele,
zejména co se vybéru mista integrace samotnym retrovirem tyce. DuleZité je, aby

cilova sekvence vyhovovala tetrameru konkrétni integrazy
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MLV

HIV

Obrazek 6. Palindromické sekvence v mistech retrovirové integrace: Integrace prob&hla mezi
pozicemi -1 a 1 na vrchnim fetézci. Barevné obdélniky zna&i mista se statisticky odlinou frekvenci
bézi od ndhodné generovanych bazi. (P _ 0.01), coz je 30%/20%/20%/30% pro A/C/G/T. Baze s
frekvenci vétsi o vice jak 10% jsou zelené a baze u kterych do$lo ke sniZeni frekvence o vice, jak 10%
jsou &ervené. Duplikovana cilové sekvence je v modrém ramecku, a pfenos DNA fetézce prob&hl na
pozici znatené Sipkami. Je zde vidét palindromicky konsensus, tvofeny preferencemi bazi se stfedem

ve zdvojené cilové sekvenci. Symetrie je vyznatena fialovou ¢arou.
Pfevzato od Derse et al. (2007)

3.5.2. Pristupnost cilové DNA

Pfistupnost hostitelské DNA pro PIC je ovliviiovana fadou faktori. Jednim
z nich je sekundarni struktura DNA, kdy PRICIAK a VARMUS (1992) zjistili, Ze
integrace nastava téméf vyhradné ve velkém Zlabku, a také ohnuti DNA, kdy je
preferovana DNA s vét§im zakfivenim (PRUSS et al. 1994a). Dal§im faktorem je
pak sbaleni cilové DNA do nukleozomu, kde je ziejméa preference pro DNA
namotanou okolo nukleozomii v 10 nm (beads-on-a-string) konformaci, ktera
napomaha integraci ohnutim DNA (PRUSS et al. 1994b). Naopak sbaleni do
kompaktnéjsich forem integraci znesnadiiuje (LEWINSKI et al. 2005). TotéZ plati i o

vlivu ohybu DNA indukovaném proteiny se schopnosti vazat DNA, ktery mizZe
-21-



usnadnit integraci (MULLER a VARMUS 1994). Proteiny navazané na DNA mohou
ale také svou pfitomnosti zabranit nasednuti integratniho komplexu (BOR et al.
1995). Vétsina téchto praci viak byla provedena in vitro a nezahmuje tak rozli¢né
aspekty nitrobunééného prostiedi, které mohou mnohé zt&chto faktori dale
modifikovat. Novéj§i in vivo studie pak u HIV, MLV a slabé i u ASLV zjistily
preferenci pro transkribované oblasti (HIV, ASLV) a pro transkripéni starty (MLV) a
tim i podpofily teorii o pfistupnosti chromatinu (MITCHELL et al. 2004).
Pfistupnost cilové DNA a jeji deformace ohybem kolem nukleozomu, ¢i DNA
vazajicich proteint je tedy dilezitym obecnym faktorem, jenZ je spoleny vSem

retrovirim, ale nevysvétluje rozdilné integracni preference in vivo.

3.5.3. Transkripéni aktivita cilové DNA

Prace na toto téma provedend na retroviru RSV ukéazala, Ze vysoka hladina
exprese, mize pusobit jako inhibitor integrace (WEIDHAAS et al. 2000). Novéjsi
vyzkum na tomtéZ retroviru, pouze na jiné bunééné linii tento vysledek potvrdil,
kdyZ po stonasobném zvySeni transkripéni aktivity pozorovali Sestindsobné sniZeni
poctu integraci (MAXFIELD et al. 2005). Autofi téchto praci vysvétluji tento
vysledek obsazenim cilové DNA transkripéni mas$inérii a vznikem sterické prekazky
pro integrazu nebo tim, Ze v dobé transkripce neni cilovda DNA k dispozici ve
dvoufetézcové formé.

Tyto vysledky jsou vSak vrozporu sjinymi pracemi na RSV, které se
zabyvaly zejména charakterizaci integra¢nich mist RSV a ve kterych autofi zjistili,
Ze RSV ma slabou preferenci pro geny, ale bez ziejmého vlivu transkripéni
aktivity.(MITCHELL et al. 2004, NAREZKINA et al. 2004). Tento rozpor je
vysvétlovan bud’ tim, Ze za integra¢nim cilenim do oblasti genli nestoji mechanismy
pfimo spojené s transkripci, ale néjaky jiny motiv vyskytujici se v mistech gent
(ENGELMAN 2005, MAXFIELD et al. 2005), coZ se u RSV zatim zd4 moZné, nebo
uzitim jinych laboratornich technik a rozdilnych bun&nych kultur (BUSHMAN et
al. 2005).

U hojn€ zkoumaného HIV-1 i ostatnich lentivird je situace o to slozit&jsi, Ze

je zde integrace cilena do transkrip&né aktivnich oblasti pomoci bun&&ného proteinu.
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Pokud ale dojde k inhibici tohoto mechanismu, sniZi se pocet integraci na 10% a
zlstane pouze lehka preference pro oblasti genti, podobna RSV (SHUN et al. 2007).
U MLV nebyl vliv transkrip¢ni aktitvity na integraci zatim prozkouman, ale u rodové
piibuzného ¢lena gammaretroviri PERV (Porcine endogenous retrovirus) byl na
lidskych HEK-293 buiikich pozorovan zvySujici se pocet integraci spolu se
stoupajici hladinou exprese, s vyjimkou geni s nejvyssi urovni exprese (MOALIC et
al. 2006).

Celkové se pak da fici, Ze nehledé na konkrétni preference riznych retroviri
jsou transkribované oblasti retroviry preferovany (pravdépodobné za to vdéli spise
snaz§i pfistupnosti, nez transkripni aktivit¢ samé), ale Ze pfili§ vysoka hladina
exprese muze integraci naopak inhibovat. U rodu gammaretrovirus je pak
transkripéni aktivita dalezitd kvili jeho cileni do oblasti promotori, kde se
predpoklada interakce s transkripénimi faktory (ENGELMAN 2005).

S transkripéni aktivitou cilové DNA také uzce souvisi jeji metylaéni status.
V této souvislosti se jevi jako zajimava schopnost RSV piekonat pfechodné
metyla¢ni blok v hostitelské DNA, kdy HEINAR et al. (2003) pozorovali po
integraci do pivodné hypermetylované asti DNA demetylaci tohoto useku a
uspéS$nou transformaci téchto bunék onkogenem v-src. Tento stav ale trval jen

prechodné a metylace byla po €ase obnovena, véetn€é metylace provirové DNA.

3.5.4. Buné&ny cyklus

Zde mizZe hrat roli zejména pozice a stav chromozomi béhem riznych fazi
bunééného cyklu a mize byt i jednou z pfi€in charakteristického integraéniho vzorce
u MLV, ktery potiebuje pro svou integraci, aby cilova buiika prosla mitézou (ROE et
al. 1993). Také mlze mit vliv usnadnéni pfistupu k DNA béhem replikace. A pozice
chromozomu v jadfe pak hypoteticky i na preferenci konkrétniho chromozomu
(BUSHMAN et al. 2005). Zatim ale neni zadny jasny dikaz, Ze by bunéény cyklus

hral dilezitou roli v integraénim cileni retrovirt.
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3.5.5. Buné&&né proteiny schopné vazat PIC

Vliv bunéénych proteini na misto integrace byl poprvé popsan u
kvasinkovych LTR retrotransposonti. LTR retrotransposony jsou retrovirim pfibuzné
retroelementy, které si koduji vlastni integrazu, reverzni transkriptdzu a maji taktéz
LTR, ale postradaji gen pro obalovy protein a jsou proto odkazany na jednu buiiku
(BOEKE a DIVINE 1998). To ¢ini vybér integratniho mista zvlast dulezitym,
~ jelikoZ integrace do $patného mista miize znamenat smrt hostitelské buiiky a tim i
retrotransposonu. Retroelementy kvasinek maji proto vyvinutou specialni strategii,
spoléhajici na navazani pro jednotlivé druhy specifickych proteind, které jim
interakci s cilovou DNA umozni integraci do konkrétni oblasti v hostitelské DNA
(ZHU et al. 2003).

Nejdetailnéji je tento proces popséan u retrotransposonti Ty3 a TyS5. Pro Ty3 je
charakteristické misto integrace lezici 1-4 bp pfed transkripénim poc¢atkem tRNA
geni, do kterého se integruje diky interakci preintegraéniho komplexu
s transkripnimi faktory TFIIIB/TFIIIC polymerazy III (KIRCHNER et al. 1995).
Ty5 je naopak smérovan do transkripéné neaktivnich oblasti genomu, jako jsou
telomery. To je umoZnéno interakci virové integrazy s transkripci
umlCujicim proteinem Sir4, ktery se vaZze na DNA pravé v transkripéné neaktivnich
oblastech genomu (XIE et al. 2001) (obr. 7). Za vznikem tohoto mechanismu pak s
velkou pravdépodobnosti stoji molekularni mimimkry, kdy BRADY et al. (2007)
odhalili, Ze bun&ny protein Escl interaguje se stejnou doménou na Sir4 jako TyS
integraza a Ze 75% mutaci rusicich IN-Sir4 interakci Gspé$né zabrani i interakci IN-
Escl.
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Obrézek 7. Schéma znézoriiujici DNA vézajicimi proteiny zprostfedkovanou integraci ve specifické
oblasti u LTR retrotransposont. Pfevzato od Wu a
Burghes (2004)

Za vznikem takovychto integra¢nich mechanismi a preferenci pro oblasti
heterochromatinu, telomer, ¢i promotorové oblasti geni piepisovanych DNA
polymerazou III, pak nejspiSe stal selekéni tlak a dokresluje dilezitost mista
integrace v kontextu s zivotni strategii konkrétniho retroviru, ¢i retrotransposonu.

Proteiny s podobnou funkci byly zanedlouho identifikovany i u retrovird, a
nejdetailnéji byly zatim popsany u HIV. Integraéni vzorec HIV-1 i ostatnich lentivira
se vyznaduje extrémné silnou preferenci pro aktivni geny (ELLEDER et al. (2002),
SCHROEDER et al. (2002)), a bylo jiZ popsano né&kolik virovych i bunéénych
proteinli interagujicich sjeho preintegraénim komplexem. (VANDEGRAAFF a
ENGELMAN 2007)
exprese, byla vyrazné snizena preference HIV-1 pro transkrip¢ni jednotky v n€kolika
typech bunéénych linii. Jistd preference vSak pietrvala a neni zfejmé, zda-li to
zapficinila zbytkova exprese, nebo jestli je ve hie jesté€ néjaky dalsi faktor (CIUFFI
et al. 2005). Vliv zbytkové exprese pak vyloudila knockout studie kterou vykonal
SHUN et al. (2007) a ktera zaroveti i potvrdila, Ze LEDGF/75 neni pro integraci
samotnou nezbytny. Jedine€nost tohoto mechanismu a jeho zavislost na lentiviralni
integraze prokazal LEWINSKI et al. (2006), kdyZ vytvofil chimericky HIV-1-MLV
virus, ktery nesl gen pro MLV integrazu a jehoZ integra¢ni vzorec byl shodny s
MLV.

Mezi dalsi zGastnéné, ale doposavad méné prozkoumané a nejspise i z
pohledu integra€niho cileni méné nedulezité, patfi BAF (LEE a CRAIGIE 1998) a
enzym p300 (CERESETO et al. 2005). U BAF byly zji§tény interakce s PIC MLV i
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HIV a u HIV byl nalezen i uvnitf viriond. Jeho hlavni pfinos pro retrovirus tkvi v
ochran¢€ PIC pfed autointegraci (SEGURA-TOTEN, WILSON 2004).

Histon acetyl-transferaza p300 pak acetylaci lyzini na C-termindlni doméné
integrazy zvys$uje u¢innost integrace, ale nejspiSe také nema vliv na jeji cileni.

Velmi zajimavy pokus, dokazujici dileZitost interakci uskutecnil TAN et al.
(2004), kdyZz sestrojili umély fuzni protein sestaveny z HIV-1 integrazy a
syntetického polydactyl zinc finger proteinu E2C. Pro¢istény fuzni protein pak in
vitro dokézal ovlivnit integraci virové DNA do blizkosti 18bp-E2C charakteristické
sekvence. Pokus pak jes§té vylepSili provedenim in vivo, kdy sestrojili infekéni
viriony s modifikovanou integrazou, ktera nesla E2C protein na N nebo C konci. Po
infekci porovnali integraéni mista vird s divokym a umélym typem integrazy zjistili,
Ze integraza s E2C na C konci integrovala virus sedmkrat Castéji v blizkosti E2C
vazajici oblasti a integraza s E2C na N konci pak dokonce desetkrat Castéji (TAN et
al. 2006).

Tyto vysledky ukazuji, Ze DNA vazebné proteiny jsou u né€kterych retrovird a
retrotransposont jednim z hlavnich hra¢d v integranim cileni a jsou pfislibem do

budoucna, kdy by mohly poslouZzit ke konkrétnimu cileni retrovirovych vektori a

wewr

3.6. Integralni preference u ruznych skupin retroviri

Béhem nékolika poslednich let byly rozsdhlymi in vivo vyzkumy
charakterizovany integracni preference u prakticky vSech vyznamnych retrovirt,
adenovirl, retrotransposonl, a ostatnich mobilnich elementi. A velmi rozdilné
integratni schéma napfi¢ zkoumanym spektrem doklada, Ze integra¢ni preference
jsou rodové specifické a odrazi se v nich Zivotni strategie jednotlivych skupin.

Prvni retrovirus u kterého byla in-vivo v dostate¢ném poctu provedena
charakteristika integraénich mist byl HIV-1 (rod Lentivirus). Praci uskute¢nil
ELLEDER et al. (2002) tak, Ze mapovali 48 dfive publikovanych integraénich mist
viru HIV , s pravé uvefejnénym lidskym genomem. Vysledek byl velmi piekvapivy,
ukézalo se totiz, Ze virus zcela prikkazné preferuje oblasti s vysokou hustotou gent

(54% oproti 22% znaéicim nahodnost integrace) a s nimi souvisejici GC-bohaté

-26-



oblasti a cytogenetické prouzky G. Tyto vysledky pozd€ji potvrdil vyzkum
provedeny s 524 integra¢nimi misty v genomu bunéfné linie SupT1.Navic bylo

zjisté€no, Ze HIV silné preferuje aktivni geny (69% oproti 33%) po celé délce a sam

k jejich aktivaci pfispiva a nalezli také hotspot na lokusu chromozomu 11q13 (obr.8)
(SCHROEDER et al. 2002).
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Obrézek 8. Piehled integraci HIV-1 cDNA do lidského genomu.

Mista integraci jsou zobrazena jako “balonky* nad linedrnimi chromozomy. Fialové indikuji HIV-1;
Cervené od HIV odvozeny vektor; a zelené in vitro kontrolu. Barevnd &ara ve vrchni &asti
vyobrazenych chromozomt znali integraci do genu (zlatd), nebo mimo gen (8ed4). Spodni &ast pak
ukazuje relativni genovou hustotu na chromozomu - regiony s vétsi koncentraci genli jsou zndzornény
&ervenéji. Centromery jsou vyznaleny §edymi obdélniky v horni &asti. Chromozom Y neni v pouZité
buné&éné linii SupT1 pfitomen. (Schroeder et al. 2002)

Dalsi prace uskute¢nil na HeLa a H9 lidskych butikich WU et al. (2003) a
zahmovala krom HIV-1 i gammaretrovirus MLV. Nebyl zde potvrzen hotspot
pozorovany Schroeder et al., mozna kvili volbé jinych bunék, nebo kvili niz§imu
poctu sekvenovanych integraénich mist (379), ale jinak daje souhlasily. MLV pak
zcela pritkazné preferoval pro svou integraci mista transkripénich po&atki a pfilehlé
oblasti, kdyZ v oblasti 5 kb okolo transkripénich po&atkti prob&hlo 20% integraci

2903 a ndhodné integrace méla nastat pouze ve 4% pfipadi. Tento vysledek pak
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naznaluje, Ze v pfipadé leukémii détskych pacienti pti X-SCID genové terapii
(HACEIN-BEY-ABINA et al. 2002) mohla hrat ulohu integracni preference MLV.
Totoznych vysledki dosahl poté i HEMATTI et al. (2004), kdyZ porovnali integracni
preference SIV a MLV v opi¢ich HSC (hematopoietic stem cell). Tyto vysledky
ukazaly, Ze rodové pfibuzné retroviry,s podobnou integrazou, jako jsou vyse uvedené
lentiviry HIV-1 a SIV sdileji podobny, nebo dokonce shodny integraéni
mechanismus. Dalsi prace provedené na rodové pfibuznych retrovirech, kdy SIV i v
lidskych butikach opét vykazoval shodny integraéni vzorec s HIV-1 (CRISE et al.
2005) a gammaretrovirus PERV s MLV (MOALIC et al. 2006), pak tuto teorii dale
podpofily.

HIV-2 in vitro vykazoval stejny integra¢ni vzorec jako HIV-1, ale u integraci
ziskanych z infikovanych osob vykazoval vétsi preferenci pro heterochromatin, coz
miZe byt jednou z pti¢in jeho mensi patogenicity (MACNEIL et al. 2006).

Vysledky integraénich preferenci FV (Foamy virus), zastupce rodu
spumavirus v lidskych buiikach zvefejnili téméf v totozném ¢ase 2 skupiny a i pies
rozdilnou metodiku a pouziti jinych bunéénych kultur dosahli totoZznych vysledkt.
FV na rozdil od ostatnich retrovirii nevykazuje preferenci pro geny, ale podobné& jako
MLYV upiednostiiuje CpG ostrovy a oblasti promotorl, oviem jen s polovi¢ni Eetnosti
(NOWROUZI et al. 2006, TROBRIDGE et al. 2006).

MMLV (mouse mammary tumor virus) byl prvnim z rodu betaretrovirus, u
kterého byly prozkoumény integraéni preference. Prace byla provedena na mySich i
lidskych bunéénych liniich a neodhalila Zadnou preferenci. MMLYV tak zatim jako
jediny vykazuje nahodny integraéni vzorec. Je ale mozné, i kdyz nepravdépodobné,
Ze pouzité builky neprodukuji bunééné faktory cilici tento virus (FASCHINGER et
al. 2008).

Z rodu deltaretrovirus byl nejlépe charakterizovan integra¢ni vzorec HTLV-1
(Human T-cell leukemia virus type 1). Prvni prace byly vétSinou provedeny na
vzorcich z chronickych ATLL (adult T-cell leukemia/lymphoma) pacientd a
nachazely preferenci pro aktivné transkribované oblasti (OZAWA et al. 2004), poté
ale DOI et al. (2005) ukazal, Ze za touto preferenci stoji selekéni tlak v leukemickych
buiikach po integraci. Neovlivnénou preferenci tudiz odhalila aZ price DERSE et al.
(2007), kdy pouzili vektor, ktery nekddoval virové proteiny. Odhalili integraéni
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vzorec velmi podobny ASLV, kdy byly velmi lehce preferovany geny, transkripéni
pocatky a CpG ostrovy.

ASLV soudasné¢ zkoumaly dvé€ skupiny. NAREZKINA et al. (2004)
osekvenovali 226 integraénich mist v HeLa buiikach a zjistili jen slabou, pfiblizné
dvounasobnou preferenci pro aktivni geny, zvySeni exprese nezaznamenali.
K podobnému vysledku dospéla i dal§i skupina, kterd charakterizovala 469
integraénich mist ASLV podskupiny A v 239T buiikach. Navic jesté charakterizovali
dalsi integraéni mista MLV a HIV na jinych bun&énych liniich, a podpofili jimi
vysledky predchozich studii (MITCHELL et al. 2004). Na kufecich fibroblastech pak
potvrdil vysledky pfedchozich skupin s HIV-1 a s podskupinou A-ASLV BARR et
al. (2005) a s RSV podskupiny C REINISOVA et al. (2008). Navic pak obé& skupiny
pozorovali u ptacich vird sniZenou integraci do mikrochromozomi, coz bylo proti
o¢ekavani, jelikoz mikrochromozomy jsou bohaté na GC — preferovany cil téchto
viri. U HIV-1 tomu bylo naopak, mikrochromozomy byly dle oc&ekavani
upfednostiiovany (BARR et al. 2005).

3.7. Retrovirové vektory

Od retroviri odvozené vektory se vyuzivaji pfedevsim ve 3 druzich aplikacich, které
ovSem kladou na pouzity vektor zcela odli$né poZadavky. Hlavni nevyhodou, ktera je
spole¢na vSem retrovirim kromé lentivirti je nutnost mitotického déleni buiiky pro
ucinnou integraci.

V pfipadé€ genové terapie je hlavnim poZadavkem bezpe¢nost vektoru,
zejména co se rizika inzeréni mutageneze tyce. Proto je dilezité, aby pouzity
retrovirus co nejméné preferoval rizikové oblasti, jako jsou geny a jejich promotory.
(MACHENO-CORVO, MARTIN-DUQUE 2006).

V ptipadech, kdy je retrovirus aplikovan jake genova past (gene trap) je
naopak prioritou zména transkripéni aktivity zasaZeného genu a tim umoZnéni studia
jeho funkce. Toho Ize nejlépe dosahnout vektory s preferenci pro oblasti genti a se
silnymi transkripénimi aktivatory (HACKETT et al.2007).

Shodné poZadavky jsou kladeny i na vektory které maji slouzit pro expresi

rekombinantnich proteini.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Prace s bunéénymi kulturami a viry

4.1.1. Pouzité bunééné linie

PakaZovaci linie E6 - odvozend od permanentni bunééné linie kufecich
fibroblasti DF-1. Ta umoziiuje replikaci ASLV podskupin A, B, C a neobsahuje
endogenni viry pfibuzné ASLV (SCHAEFER-KLEIN et al. 1998) . V E6 je navic
stabiln€ integrovan expresni vektor pcGagPol (viz. kapitola 4.3.12.) exprimujici geny
ASLV gag a pol. Na pocatku genu gag se nachazi transkripéni enhancer, jenz
zajist'uje GCinnou expresi strukturnich genli a poméha tim dosahnout dostate¢ného

titru viru.

4.1.2. Viry

Pseudotypovany virus Rousova sarkomu, podskupiny C - Replika¢n¢
kompetentni retrovirovy vektor, jehoZ zakladem je LTR--v-src--LTR konstrukt
pH19FM3, zabaleny do obalového glykoproteinu G viru vezikularni stomatitidy
(VSV-G) a vyuzivajici strukturni proteiny, polymerdzu a integrazu koédovanou
pcGagPol plazmidem z pakaZovaci line E6. Obalovy G glykoprotein nepotiebuje pro
vstup do buiiky Zzadny specificky receptor. Pouzitad kufeci linie P je vici ASLV

podskupin€ C semirezistentni, pseudotypizaci viru byl problém rezistence odstranén.
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4.1.3. Pouzivana média

Pro kultivaci kufecich fibroblasti jsme pouzili medium Eagle’s H-MEM
(ptipraveno v UMG AVCR) s 1% NaHCO; doplnéné:

MEM smési neesencialnich aminokyselin (Sigma)

pyruvatem sodnym (0,12 g/1)

10% teleciho séra

roztoky antibiotik

Pro transfekci Lipofectaminem 2000 (Invotrogen) jsme pouZili medium opti-MEM
bez antibiotik.

4.1.4. Kultivace bunék, rozmrazovani bunék

Pfipravili jsme na Petriho misku médium pro pfislusné buiiky. Buiiky jsme
vyseli po 1,5 x 10° na petriho misku o primé&ru 10 cm (P100). Ampuli vytaZenou
z dusiku jsme ponofili do vodni 1azn€ o 37°C. Po rozmraZeni jsme buiiky pfenesli do
zkumavky s 1 ml média a centrifugovali 10 minut pfi 174 x g. Buné¢ny pelet jsme
resuspendovali v médiu a pfidali do Petriho misky.

Buiiky byly pasdZovany 1-2 x tydné. Po odsati média a oplachnuti PBS jsme
buriky rozvolnili smési 0,5% trypsinu s 0,02% EDTA v poméru 1:1 (0,5 ml na P60, 1
ml na P100) a nechali 10 minut ve 37°C. Cést bun&k jsme po resuspendaci v médiu

vyseli na misky.

4.1.5. Sklizeni bunék

Po odsati média jsme butiky oplachli PBS a rozvolnili smési 0,5% trypsinu s 0,02%
EDTA v poméru 1:1 (3 ml na P60, 6 ml na P100) a nechali ve 37°C 10-15 min.
Resuspendované buiiky jsme centrifugovali (15 min, 1000 x g, 4°C).
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4.1.6. Transfekce bunék

Buiiky jsme transfekovali pomoci Lipofectaminu 2000 (Invitrogen). Den
pfedem jsme vyseli buitky E6 na petriho misky P100 v mnoZstvi 1,5 x 10°%- 3 x 105,
aby v dobé transfekce byly v 90-95% hustoté. Dal§i den jsme vyménili médium a po
hodiné jsme zah4jili transfekci.

Ta se provadéla jako kontransfekce vektory pH19FM3 a VSV-G. Nejprve
jsme smichali DNA obou vektori v poméru 6:1 tak, aby celkové mnoZstvi DNA
bylo 28 Og a nafedili tento mix v 1,5 ml opti-MEM media. Poté jsme promichali
Lipofectamine 2000 a nafedili jej 1,5 ml opti-MEM media a nechali inkubovat pfi
pokojové teloté (RT, room temperature) po dobu S minut. Poté jsme oba nafedéné
roztoky slili dohromady, lehce promichali a nechali 20 minut inkubovat pfi RT. Mix
byl poté pfidan k 24 h kultife a po 6 hodinach bylo vyménéno médium za selektivni.
Virus byl sebran po 24 hodinach.

4.1.7. Sbér a zamrazeni viru

Vecer pfed odbérem jsme transfekovanym buiikdm vyménili médium. Druhy
den rano jsme pak 24 hodin po infekci odebrali médium a doplnili jej telecim sérem
na findlni obsah 10% séra, to jsme poté centrifugovali 10 minut pfi 150 g, 4°C a
supernatant obsahujici virové partikule sme prefiltrovali pfez 0,45 Om filt
(Whatman).

Pfefiltrované médium s virovymi partikulemi sme poté rozdélili do 1 ml

konzervaénich zkumavek a zamrazili v — 80°C.

4.1.8. Titrace viru

Titr viru byl uréen fokalnim testem (SVOBODA et al. 1968). Nejdfive jsme
ptipravili fedici fadu média s virem od 10° do 10, Poté jsme od kazdé koncentrace
pouzili 100 Ol fedéného viru na infekci CEF vysetych na petriho misku P60. Od
kazdého fedéni byly takto infikovany dvé misky P60. Fokusy byly odelitany v
obdobi 10 az 15 dnt po infekci. Titr viru byl vyjadfen po&tem FFU/ml (focus
forming units).
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4.1.9. Inokulace kurat

Pro inokulaci VSV-G pseudotypizovanym virem RSV byla zvolena kufata linie P,
jenZz  postradaji endogenni retroviry produkujici fale$né pozadi pfi analyze
integra¢nich mist. Inokulace byla provedena formou injekce 0,5 ml viru do prsniho
svalu, nebo do podkoZi kfidelni fasy. Titr pouzitého viru byl 100 - 1000 FFU/ml.
Rust nadord do pozadované velikosti trval 4-5 tydnd, poté byla kufata

utracena a nadorova tkai odebrana pro izolaci chromozomalni DNA.

4.2. Material a metody, prace s nukleovymi kyselinami

4.2.1 Pouzité vektory

pGEM T-easy vektor dsDNA vektor s 1-nukleotidovymi T-piesahy
pro AT klonovani produktu PCR (viz kap.x) v polyklonovaci oblasti. Vektor
obsahuje operon lacZ, ktery umoziiuje barevnou selekci pro klony pozitivni na
inzerovany fragment, gen pro ampicilinovou rezistenci, promotory SP6 aT7 a

vazebna mista pro M13 primery Forward a Reverse. (Promega)

pH19FM3 dsDNA vektor nesouci LTR—v-src—LTR a gen
pro ampicilinovou rezistenci, pfi¢emz v 5' LTR se nachazi vnesena restrik¢ni mista
Mmel a Fsel.
Odvozen od vektoru pH19KE

pVSV-G pakazovaci vektor od firmy Clontech.

Kotransfekovéan s plazmidem pH19FM3. Pouzit k pseudotypizaci viru pomoci VSV-
G glykoproteinu (viz. kapitola 4.1.2.)
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4.2.2. Izolace chromozomalni DNA

Nejprve jsme bun&énou kulturu (2-10 x10° bun&k) popiipadé tkan (1 g)
lyzovali 5-12 h v 800 Ol lyzaéniho pufru (SDS 1%, EDTA 250 mM, proteinaza K 1
mg/ml) za stalého ota&eni pti 55°C. Nasledné jsme pfidali do kazdé zkumavky 10 Ol
Rnézy A (0,3 mg/ml) a dali inkubovat na 1 h do 37°C za stalého pomalého rotaéniho
promichavani

K izolaci chromozomalni DNA jsme pouzili 200 Ol roztoku fenolu a
chloroformu (1:1), ktery rozdéli bunéény lyzat na lipidy, které zistanou ve fenolové
fazi, proteiny, které se vysraZeji na mezifazi a nukleové kyseliny a ionty, které
zlstanou ve vodni fazi.

Centrifugovali jsme S minut, pfi 21000 x g a RT. Odebrali jsme vazkou vodni fazi a
proces opakovali, dokud jsme dokonale neoddélili DNA od proteinti.

DNA jsme vysrazeli ve shodném mnozstvi 96% ethanolu, lehce zvortexovali
a stageli 4 minut pfi 4°C a maximalnich otatkach na centrifuze. Pelet DNA jsme
oplachli 80% vychlazenym etanolem, 5 minut staceli pfi maximalnich otd¢kach a
nechali oschnout. DNA jsme rozpustili v 50 Ol TyoEy,; (Tris, pH8 10 mM; EDTA 0,1
mM).

Koncentraci DNA jsme zjistovali pomoci spektrofotometru a ovéfovali pomoci

elektroforézy.

4.2.3.1-PCR

Pro detekci a amplifikaci sekvenci na rozhrani proviru a chromozomalni DNA

jsem pouzZili metodu inverzniho-PCR (LANGLEY et al. 1994).

4.2.3.1. Princip I-PCR

I-PCR je metoda, ktera pouziva od sebe cilené primery, jenZ se po digesci a
selfligaci ocitnou v protismérné poloze nezbytné pro uspé&$nou reakci (obr. 9).

Prvnim krokem je roz§tépeni chromozomalni DNA obsahujici provirus

vvvvv
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jednou v oblasti leader sekvenci proviru, za ndmi navrZzenym primerem. My jsme
pouzili restriktazu PstI..V restrikéni smési se nyni vyskytuji i pozadované fragmenty
slozené z provirové i kufeci DNA, které v dal§im kroku cirkularizujeme selfligaci.
Tim vznikne kruhova molekula DNA, ktera obsahuje provirovy 5S'LTR s kusem
leader sekvence a €ast upstream kufeci DNA o neznamé délce. V poslednim kroku
pouZijeme restriktazu §t€pici v LTR mezi naSimi primery, ¢imz vznikne fragment s
korektni orientaci primert. Tuto digesci provedeme spolu s enzymem mnohonasobné
Sté€picim v kddujici sekvenci proviru. Ten poslouZzi k destrukci vnitinich provirovych
fragmentt s 3' LTR, které by mohly interferovat v PCR reakci a zvySuje tak jeji
vytézek. My pouzili enzymy Pvul a Bsu361.

Nakonec provedeme klasickou PCR reakci. Vyslednym produktem je fragment
kufeci DNA ohrani¢eny leader sekvenci z jedné a za¢atkem U3 sekvence 5' LTR z
druhé strany.

PstX PstlI Bsu36Il
$ Uus uUs Fi3)} us us
—;:ﬂ:';_’ [ 1] e
PstIdigestion and
circularization
Ul UsS
4-’ -
Pvul
Pvuland Bsu36I
digestion
U3 Us U3
C’—:‘ﬂ:ﬂj
Backward LTR Forward leader
il 1-PCR

9. Schéma i-PCR: Pln4 ¢4ra je kufeci DNA, prdzdna zna¢i provirus. Horizontalni §ipky jsou
primery, jeden je v U3 oblasti, druhy v mist& forward leader. Vertikalni §ipky jsou mista §t&peni.
Pfevzato a upraveno od Reiniova et al. (2008)
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4.2.3.2. Postup

4-6 Og chromozomalni DNA jsme §tépili restrikénim enzymem Pstl (NEB,
5U) v 50 Ol reakci pfi 37°C pies noc. Pfiblizn& 300 ng jsme nanesli jako kontrolu na
elektroforeticky gel.

Dal§im a jes§t¢ né€kolikrat pouzitym krokem byla precipitace DNA fenol-
chloroformem. Pfipravili jsme si sraZeci roztok: 35 Ol SM Na AC, 3 Qg glykogenu a
doplnit vodou do objemu 300 Ql, a ten pfidali k DNA. Poté jsme v digestofi pfidali
250 O roztoku 1:1 fenol-chloroform pH 8, protfepali a sto€ili 2 minuty pfi18000 x g
a RT. Supernatant jsme odebrali do novych zkumavek a srazili DNA 200 Ol
izopropanolu. Protfepali jsme a nechali stit 5 minut v RT. Centrifugovali jsme 15
minut, pfi 22000 x g a 15°C . Nasledoval oplach 80% RT ethanolem a 5 minut
centrifugace pfi 15°C a maximalnich otdlkdch. Vznikly pelet jsme vysusili a
rozpustili ve 20 Ol H,O.

Koncentrace DNA byla zméfena na spektrofotometru a 2-3 Og byly pfidany
do selfliga¢ni reakce. Ta se kviili minimalizaci vzajemnych ligaci riznych fragmentt
pfes Pstl misto délala v objemu 100 Ol. Bylo pouZito 400 jednotek T4 DNA ligazy,
10 Ol 10 x T4 DNA pufru a doplnéno H,O do findlniho objemu 100 Ol. Reakce
probé&hla pti 15°C pies noc.

Opét nésledovala precipitace DNA fenol-chloroformem. Po pfeisténi a
rozpudténi v H,O jsme DNA roz§tépili spoleéné enzymy Pvul (NEB) a Bsu36l
(NEB) v celkovém objemu 50 Ql. Reakce probé&hla pti 37°C ptes noc. Reakéni smés
sme poté opét precipitovali fenol-chloroformem, DNA rozpustili ve 20 Ol vody a
zméfili jeji koncentraci na spektrofotometru.

150-200 ng DNA bylo pouzito do i-PCR reakce, ktera probéhla v objemu 20
QL

SloZeni reakéni smési:

DNA ..ot 150-200 ng
Taq pol. (SU/QI, Roche).........ccceurenn.. 0,10t

10X pufr (s 20 M MgCL)......c.cceveuee.e. 20

DMSO 2,6% +Betain 2,6 M 70

smés ANTP (10 mM).......ccccouereeeerernnnnnes 0,40l

Primery FW a R (10 mM)...........cceuuue.e. 0,2+0,201
HoO ottt doplnit do 20 Ol
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Pro amplifikaci byly pouZity tyto primery (tab. 4.1):

Nézev primeru sekvence primeru
2 - Forward leader 5’CCTCATCCGTCTCGCTTATTCG3’
1-LTR 5’CCTTACTACCACCAATCGGCA3’

Amplifikace probihala v termocykleru MJ Research DNA Egine DYAD za
nasledujicich podminek (tab. 4.2.) :

teplota doba trvani pocet cykli
uvodni denaturace 95°C 3 minuty
denaturace 94°C 20 sekund
nasednuti primert 58°C 50 sekund 34
DNA polymerace 72°C 2 minuty
zavéreéna polymerace 72°C 3 minuty

I-PCR produkty jsme nanesli na 1% agar6zovy gel. Nasim cilem byly
fragmenty o velikosti minimalné 250 bp. V pfipadé jednoho pozitivniho fragmentu
jej staCilo pouze pfecistit produktem EXOSaplt a osekvenovat. Pokud bylo
fragmentl z jedné reakce vice, pouZili jsme bud’ prepara¢ni gel a poté jednotlivé
fragmenty vyfezali, pfedistili a osekvenovali, nebo ligaci do vektoru pGEM T-easy a

poté transformaci do bakterii, §-gal selekci, koloniové PCR, piedisténi a sekvenaci.

4.2.4. Izolace PCR produktu z gelu

Abychom se zbavili riznych vedlejSich nebo poskozenych produkti PCR
reakce, rozdé€lili jsme DNA na 1% ultradistém agar6zovém gelu (ultraPURE agarose,
GibcoBRL) s ethidium bromidem. PCR produkt poZzadované velikosti jsme vyfizli
skalpelem pod UV lampou (8 = 366 nm). Z gelu jsme DNA izolovali pomoci
QIAEX II Gel Extraction Kit (150, QITAGEN) podle navodu pfiloZzeného vyrobcem.
DNA jsme elulovali ve 20 Ol H,O.
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4.2.5 Ligace PCR produktu s mistem integrace do vektoru pGEM-T
Easy

Taq polymeraza pfidava samovolné na 3’konce PCR produktii adenin. Toho
je vyuzito u vektoru pGEM-T Easy (Promega) s pfesahy tyminu na 3" konci. Tuto

metodu jsme pouZili pro vloZeni ziskanych fragmentt do vektoru.

Liga¢ni smés:

pGEM-Teasy vektor 50ng/ 1...........cccue.. 11
PCR produkt........cccoeveevenueveereneerereneeenenes 31
2 x liga¢ni pufr (Promega)..........ccccoeneeee.e. 51
T4 ligdza (U3) (Promega).........ccecceveuenee 11

Smés jsme nechali pfes noc pii 4°C. Néasledné jsme ji pouZili pro transformaci

kompetentnich bakterii Esherichia coli XL-1 Blue MRF".

4.2.6. Priprava kompetentnich bakterii

Pro pfipravu kompetentnich bakterii byla pouzita rubidium chloridové
chemickd metoda a bakteridlni kmeny E. coli XL-1 Blue MRF’. Do 5 ml média LB
byla zaoCkovana rozmraZena bakteridlni kultura a nechala se nartist pfes noc pfi
37°C za stalého tfepani. Nasledujici den byl 1 ml z této kultury zao¢kovan do 100
ml LB média a bakterie se nechaly dorist za intenzivniho tfepani pfi 37°C do hustoty
odpovidajici optické densité 0,4 - 0,5 (méfeno pti ® = 590 nm). Po 10-15 minutach
na ledu byla bakteridlni kultura centrifugovana (7 min, 850 g, 4°C). Nasledné byl
bakterialni pelet resuspendovan ve 30 ml vychlazeného roztoku TFB I (100 mM
RbCl, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 30 mM octan draselny, 15% glycerol, pH 5,8
upraveno pomoci kyseliny octové; roztok sterilizovan filtraci pfes filtr 0,22 m a
skladovan ve 4°C). Po dal§ich 20 minutach inkubace na ledu byla suspenze bakterii
opét centrifugovana (7 min, 850 g, 4°C). Pelet byl resuspendovin ve 4 ml
zmrazovaciho roztoku TFB II (10mM MOPS pH 7, 10 mM RbCl, 75 mM
CaCl,,15% glycerol, pH 6,8 upraveno pomoci NaOH; roztok sterilizovan filtraci a
skladovan v -20°C). Takto vzniklad suspenze kompetentnich bakterii byla na ledu
rozdélena po 100 1do zkumavek. Zkumavky pak byly pfemistény do smési suchého

ledu a ethanolu a po 20 min uskladnény v -80°C.
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4.2.7. Transformace bakterii

Do zkumavky s kompetentnimi bakteriemi jsme je$t€ pfed rozmrznutim
pfidali pfipravenou liga¢ni smés a inkubovali 30 min na ledu. Pak jsme bakterie dali
na 1,5 minuty do vodni 14zné& o teploté 42°C. Teplotnim Sokem jsme zvysili u¢innost
transfekce. Bakterie jsme pfenesli do 0,9 ml LB média a nechali 45 min tfepat pfi
37°C. Posléze jsme ¢ast suspenze rozetfeli na bakterialni LB plotnu (1,5% agar; po
vychladnuti na 50°C je pfidan ampicilin 100 Og/ml, chromogenni substrat S-gal (0,3
mg/ml, Sigma), induktor §-galaktosidazy izopropyl-d-D-1-thiogalaktopyranosid 0,03
mg/ml, citran Zelezito-amonny 0,5 mg/ml; na petriho misky P100 po 10-15 ml)

Po 14-20 hodinach narostly kolonie bakterii, z nichz jsme vybrali 2-5 bilych,
zaoCkovaly do 2 ml LB média s ampicilinem (100 Og/ml) a nechali narist pfes noc

pfi 37°C za stalého tfepani.

4.2.8. Koloniové PCR

Do 0,2 ml zkumavky jsme pfidali 5 Ol H,O a $pickou do ni pfenesli ést
analyzované kolonie. Cést kolonie jsme pfenesli na bakterialni LB plotnu s 1,5%
agarem obsahujici ampicilin (100ug/ml) s nakreslenou mfizkou s o€islovanymi
okénky, pti¢emz kazdé kolonii odpovida jedno okénko. Zkumavky jsem dal na 3 min
do 98°C. Na ledu jsme pftidali:

Pufr 10 X...ooueireeciecceeeinereccneeceseenenen 201

Primer 1 Reverse.........coeeveeveereereeeennenne 0,2 oM

Primer 2 Forward............ccooeuvvevvevenennen 0,2 M
ANTP.......ooeeeetrentererereeereeeessssereseseaas 200 GQM

taq pOlymeraza.........ccccevevveeerevererreneenenens 03U

HpO ettt e doplnit do 16 Ol

Pro amplifikaci byly pouZity tyto primery (tab. 4.3.):

Nézev primeru sekvence primeru
1 - Forward leader CCTCATCCGTCTCGCTTATTCG
2-LTR CCTTACTACCACCAATCGGCA
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Amplifikace probihala v termocykleru MJ Research DNA Egine DYAD za
nasledujicich podminek (tab.4.4.):

Teplota Doba trvéani Podet cyklt
Denaturace 96°C 15s
Nasednuti primerti 60°C 45s ’s
DNA polymerace 60°C 45s

PCR reakci jsme analyzovali na agar6zovém gelu. Z reakci, ze kterych jsme
ziskali 1 kvalitni PCR produkt odpovidajici délky, jsme odebrali 3 Og DNA a tu
precistili pomoci EXOSaplt roztoku a sekvenovali. Kolonii s poZadovanym
fragmentem jsme také mohli zaoCkovat do 2 ml LB média, nechat pfes noc tfepat pfi

37°C a nasledné provést minipreparaci plazmidové DNA.

4.2.9. Sekvenace DNA

Cistou DNA jsme sekvenovali pomoci komeréniho kitu AmpliTaq®FS L’
Big Dye Terminator obsahujici smés termindlnich dideoxinukleotidi znacenych

ruznou fluorescenéni znakou, pufr a DNA polymerazu (PREMIX).
Sekvenace fragmentl s integra¢nim mistem:

Pfi velikosti fragmentu do 600 bp jsme pouzili pouze primer 2 - forward , v pfipadé
vétsiho fragmentu jsme udélali i druhou reakci s primerem 1 - reverse (viz tab.4.6.).

Pro sekvenaci plazmidu pH19FM3 jsme pouzili univerzalnich primeru (tab 4.5.):

Nézev primeru Sekvence primeru
pUC/M13 Reverse TCA CAC AGG AAACAGCT
pUC/M13 Forward GTAAAA CGACGG CCAGT
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Pro sekvenaci integraénich mist jsme pouzili primery pro I-PCR (tab 4.6.):

Nézev primeru sekvence primeru
2 - Forward leader CCTCATCCGTCTCGCTTATTCG
1 - Reverse LTR CCTTACTACCACCAATCGGCA

Slozeni sekvenadni smési:

DNA templat.........cccoceruerveverennane 1-2 Og

primer (10uM).......cccceceeerereennnne 101
PREMIX......ccocoiimrerrerenerreennnes 201
HaO..ooeeeeeee doplnit do 10 O

Amplifikace probihala v termocykleru MJ Research DNA Egine DYAD za
nasledujicich podminek (tab. 4.7.):

Teplota Doba trvani Pocet cykla
Uvodni denaturace 96°C 30 sekund
Denaturace 96°C 10 sekund
Nasednuti primeri 58°C 5 sekund 25
DNA polymerace 60°C 4 minuty

Vysledny produkt jsme nafedili 80 Ol HO a 10 Ol 3 M NaAc (pH 5,2) a precipitovali
80 Ol izopropanolu. Vzorky jsme centrifugovali (30 min, 18000 g), pelet DNA
oplachli 250 Ol 70% ethanolu a opét centrifugovali 5 minut. Vysuseny pelet jsme
rozpustili v25 Ol Template Supression Reagent (TSR, Applied Biosystems). Po 2
min denaturaci v 90°C probéhla samotna sekvenace pomoci kapilarniho sekvenatoru
ABI PRISM Genetic analyzer.
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4.2.10. Minipreparace DNA

1,5 ml suspenze bakterii v LB médiu jsme centrifugovali v
mikrozkumavkach (2 min, 17000 g). Pelet bakterii jsme resuspendovali v 50 Ol
resuspendaéniho roztoku (TrisCl pH 8 25 mM, glukosa 1%, EDTA 10 mM).
Nasledné jsme pfidali za intenzivniho michani 100 Ol lyzaéniho roztoku (NaOH 0,2
M, SDS 2%), jemné promichali se 150ul neutralizaéniho roztoku (3 M acetat
draselny, pH 5,5) a nechali 5 minut pfi pokojové teploté. Do lyzatu bakterii jsme
pfidali 250 Ol smési fenolu a chloroformu (1:1) a centrifugovala (2 min, 6000 g).
Nasledné jsme odebrali vodni fazi s DNA, kterou jsme vysrazeli 250 Ol
izopropanolu, a centrifugovali 20 min pfi 6000 g. Pelet s DNA jsme oplachli 70%
ethanolem a znovu centrifugovali 5 min. UsuSeny pelet jsme rozpustili ve 40 Ol
Ti0Eoy s RNéazou (10 Og/ml). 3 Ol DNA jsme odebrali pro kontrolu vzorku
restrikénimi endonukledzami. Zbytek jsme nechali 1 hodinu ve 37°C, abychom se
zbavili RNA. Stépené plazmidy jsme zkontrolovali pomoci elektroforézy. Pozitivni
vzorky jsme nafedili do 300 Ol vodou, pfidali 10% objemu 3 M acetatu sodného a
znovu piedistili sm&si fenolu a chloroformu. Cistou DNA jsme rozpustili v 15 Ol

vody a na gelu ovéfili koncentraci.

4.2.11. Pouzity poditatovy software

K porovnani a upravé sekvenci jsme pouZili programy Chromas Lite ve verzi 2.01
(Technelysium) a Lasergene 8.0.2 (DNASTAR). Lasergene sme pak také pouzili k
tvorbé restrikénich map konstruktt a klonovacich schémat.

Primery byly analyzovany pomoci aplikace na internetové adrese:
http://scitools.idtdna.com/scitools/Applications/OligoAnalyzer.

Ziskana integracni mista jsme ovéfovali pomoci BLAT genome browser, ktery je k

dispozici na internetové adrese: http://genome.brc.mcw.edu/cgi-bin/hgBlat
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4.2.12. Mapy pouzitych vektora

pH19FM3

Obrézek 10 Od RSV odvozeny vektor, nesouci LTR-vsrc-LTR, byl pouZit pro indukci nddort.

pcGagPol
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pVSV-G

Xbal
(10)

Obrézek 12. Komeréné dotupny vektor (Clontech). PouzZit pfi kotransfekci s pH19FM3
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5. VYSLEDKY

5.1. Extrakce a ovéreni mist integrace

Celkové jsme zpracovali 311 nadori z 85 kufat béhem tfi nezavislych
infekcich. Kazdé kufe bylo inokulovano na ¢tyfech mistech, z &ehoz vyplyva
incidence 91%.

Z téchto 311 nadord jsme po I-PCR (obr. 10) a sekvenaci identifikovali 165 produkti
s korektni strukturou. Ta sestava z leader sekvence s PstI mistem na rozhrani mezi
provirovou a chromozomalni DNA, nasleduje oblast s neznamou genomickou
sekvenci a konec tvofi ¢ast U3. Po odstranéni provirové DNA jsme ziskali sekvence
o délce 22 - 1741 bp. Kazdy takovyto fragment jsme proSetfili pomoci programu
BLAT a sekvence s vysokou homologii (>98%) po celé délce a jednoznaénym
umisténim v kufecim genomu byly oznadeny jako integraéni mista. V piipadé nalezu
dvou a vice totoZnych integraénich mist o stejné délce a se shodnym genomickym
umisténim jsme pouZili jen jednu sekvenci, ostatni jsme vyfadili jakoZto

pravdépodobny vysledek kontaminace pfi I-PCR, nebo koloniovém PCR.

T00bo B 5

Obrizek 13. I-PCR produkty z nddorti €.139-144 na 1% agar6zovém gelu.
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5.2 Distribuce integra¢nich mist na chromozomech

Ze 165 fragmentl s korektni strukturou se nakonec podafilo v kufecim
genomu jednoznaéné identifikovat 153 unikatni integraéni mista (viz. kapitola 8.
Priloha). Ostatni sekvence byly vyfazeny kvili integraci do repetitivnich sekvenci,
nebo se je v soucasné verzi genomu nepodafilo identifikovat.

Alesporii jednu integraci ze 153 zjiSténych hostil téméf kazdy chromozom,
vyjimkou byly chromozomy 16, 17, 21, 23, 27, W a E64. Ale z nich jen chromozom
17 dosahuje velikosti 10 Mb. Vice nez 10 integraci hostily chromozomy 1, 2, 3, 4,
Slo o 38, 21, 14, 17 integraci. 5 a vice integraci jsme zaznamenali v chromozomech
8, 9 a pohlavnim chromozomu Z, bylo jich 6, 5, S. Zbylé chromozomy hostily 1-3
integrace. Pfi porovnani velikosti a poétu integraénich mist u chromozomi s vice jak
25 Mb je zfetelny nadprimérny pocet integraci do chromozomu 1, 3, 4, 8 a 9.
Pohlavni chromozom Z hostil 5 integraci, W ani jednu(obr. 14) a (tab. 5.1.).

Na chromozomu 1 je zajimava vysoka densita integraci kolem 180 Mb a 190 Mb.
V genové€ bohaté oblasti kolem 180Mb doslo k péti integracim v oblasti o velikosti
2,9 Mb a tfi z péti nastaly do genti. Oblast kolem 190Mb je zfetelné chudsi na geny,
ale i tak zde doSlo k k Sesti integracim v sekvenci o délce 2,5Mb, z toho tii byly do

gent (obr. 15 a 16). Tyto obrazky znazorfiuji primarni vystup z naSich dat.
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Obrézek 14. Lokalizace RSV integraci z nidorti na jednotlivych chromozomech. Integrace do geni
(geny pro popsané mRNA a/nebo Unigene klastry) jsou znazornény jako &ervena “lizatka”, &erna
znadi integraci do mezigenovych oblasti. Barevna vyplii chromozomii znazoriiuje genovu densitu v
ramci 1Mb velké oblasti. Cernou vyplni jsou vyznateny nesekvenované &sti genomu.
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5.3. Preference RSV pro geny

Pro porovnani poétu integracnich mist v genech, nebo mezigenovych
oblastech jsme museli specifikovat integraci do genu. Tu jsme definovali jako
integraci uvnitf genti pro zndmé mRNA a/nebo do Unigene sekvenci. Takovychto
integraci jsme ziskali 88, coz pfi celkovém pocétu 153 integrace znamena, Ze 57,5%
integraci nastalo v genech. Porovname-li procento intragenovych integraci s
procentualnim obsahem genli pro zndmou mRNA a Unigene sekvence v kufecim
genomu, jenZ &ini 22,7% (REINISOVA et al. 2008), vyjde nim vice ne
dvojnasobna preference pro geny v porovnani s nahodnou integraci.

Z celkového poctu 153 integraci bylo shodné€ s kufeci DNA orientovano 73
vektorl, v opaéné orientaci jsme detekovali 80 integraci, ztoho v + orientaci
probé&hla integrace do genti v 39 piipadech (53,4%), v — orientaci ve 49 pfipadech
(61,3%).
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6. DISKUSE

Ziskani integratnich mist RSV vnadorovych buiikkich ndm mélo umozZnit
charakterizovat mista, kde dochazi k dlouhodobé a dostate¢né silné expresi
onkogenu v-src . Vliv této specifické selekce nebyl dosud studovan.

Jelikoz byla tato studie Casové velmi narona (zdrZeni zapfi€inéné
semirezistenci kufat, prace s kufaty a indukce nadorti, zpracovani viech 311 nadori)
jsou zde publikované vysledky zatim pouze priméarni hruba data, ktera jest€ budou
podrobena dal§im analyzdm. Zaméfit se hodlame zejména na data, ktera byla
analyzovana v ostatnich publikacich, zabyvajicich se ASLV integraci
v neselektovanych podminkdch (NAREZKINA et al. (2004), MITCHELL et al.
(2004), BARR et al. (2005), REINISOVA et al. (2008)). Zajimat nas bude hlavné
obsah GC v okoli mista integrace, vzdalenost od transkripéniho po¢étku, pfitomnost
CpG ostrovli, pfesnd lokalizace vramci zasaZzeného genu, integrace do
intronu/exonu, hladina exprese zasaZzenych geni a gend v nejbliZz§im okoli integrace
a jejich expresni charakteristika v rozdilnych tkénich. Zajimavé bude také porovnani
integraci do udrZovacich (housekeeping) genti, které byly véetné svého 100kb okoli
v praci ReniSové et al. mnohem dastéji preferovany pro integraci, nez tkanové
specifické geny.

Uz z doposavad provedenych analyz je ale patrny vyrazny posun v Eetnosti
integrace do geni, resp. transkripénich jednotek. V pfedchozich publikacich na
buné&énych kulturach Narezkina et al. (v lidskych Hela burikach), Barr et al. a
ReiniSova et al. (v CEF) pozorovali integraci do transkripénich jednotek ve 42%,
37,1% a 36,8%.

My jsme ale z transkripénich jednotek ziskali 57,5%, coz znali jasné zvySenou
preferenci pro oblasti geni v integraénich mistech ziskanych z RSV-nadori.

Tento vysledek jsme do jisté miry ofekavali a pfipisujeme jej pisobeni
selekéniho tlaku v nadorech. Ten je dan nutnosti dlouhodobé a dostateéné silné
exprese onkogenu v-src pro indukci a progresi nadoru, ktera je ale téZko dosazitelna
v oblastech snizkou genovou densitou (genové pousté, gene deserts) nebo v
heterochromatinovych oblastech, zejména konstitutivnich (LEWINSKI et al. 2005).

Naopak v oblastech genli miZze byt tato exprese zvySovana jiZz pfitomnymi
-60 -



transkripci aktivujicimi faktory, jako je pfitomnost transcription factories, nebo
acetylace histoni (SCHNEIDER a GROSSCHEDL 2007). Potvrzeni tohoto
pfedpokladu pak ukazuje, Ze jsme nejspiSe zvolili spravnou cestu a pomoci dalSich
analyz se nam snad podafi pfispét k nalezeni genomickych oblasti umozitujicich
kontinuélni expresi integrovaného retroviru.

Zajimavé vysledky nam miZe také poskytnout porovnani poétu integraci do
genll v souvislosti s orientaci genu. Zde se nabizi pfedpoklad pro mimé zvySeni
poméru ve prospéch integraci v — (antisense) orientaci, kvili mozné destrukci
genomovych transkripthi pfispénim provirovych polyA signal, nebo stop kodoni.
Zatim ale zname pouze orientaci provirovych DNA viéi chromozomu, coZ ndm
nestaci, jelikoZ geny mohu byt také v — orientaci.

Nevyhodou naSeho pfistupu je nemoZnost zachytit vSechny zaintegrované
proviry, coZ je dano omezenymi moZnostmi ndmi pouZita restrikéni metody a tim, Ze
nékteré nadory mohou byt polyklonalni. To ale vede spiSe k podhodnoceni nasich
dat, jelikoZ ztakovéhoto nadoru miZeme ziskat provirus, ktery nebyl pii€inou
onkogeneze. Jistym vychodiskem by mohla byt analyza, ze které by byly vylouceny
nadory s vice pozitivnimi i-PCR produkty, nebo alespoii ty, u kterych bylo nalezeno

vice integraci.
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7. SHRNUTI

Cilem této prace bylo klonovani a mapovani integracnich mist RSV z
kufecich sarkomu a jejich analyza, kterd by umoznila porovnani s udaji z ostatnich
publikaci ve kterych byla tato charakteristika provedena bez vlivu nadorové selekce
na transkrip€ni aktivitu integrovaného proviru.

Doposovad se nam podafilo:

Ziskat celkem 165 fragmenti s korektni provirovou strukturou a z nich jsme
Jjednoznacné identifikovali 153 mist v kurecim genomu.

Nyni mame k dispozici pfedb&Znou analyzu primarnach dat, ze které
vyplynulo:

Vzorek 153 unikatnich sekvenci vykazuje o 20% vétsi preference pro oblasti
transkripcnich jednotek, nez bylo pozorovano v neselektovanych bunécnych
kulturach.

Z toho lze usuzovat:

Nami ziskana integracni mista nejspise skutecné reprezentuji genomické oblasti,
které umoznuji trvalou a dostatecné vysokou expresi viru, a tudiz je nas model
vhodnym ndstrojem k jejich vyhledavani a studiu.

Prace bude pokracovat kompletni celogenomovou analyzou ziskanych dat, ve
které se zaméfime na GC oblasti, CpG ostrovy, transkripéni starty, integrace do
intronu/exonu, orientaci integrace vuci zasazenému genu a na hladinu exprese téchto

gend.
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9. PRILOHA

#1
GTTGGGTAATAATACTGAAAGCTGAGATTTAATTTATATATACATTCCTTCTCTTTACTGG
TATGACAGATGAATTAATGTTCTTGGGTTTCTGTAGTGCAGATTTGTTTATTAGAAATTGG
AATAACACTGTGTATTATTCTGTAGGAGAAGCTGTCATAAATTACTGCTTGTTAGTTGAA
CCCAAGAAGTTAGAGCTTCTGAATTAGTCTGTCCTAGATTCAGTTCCTTAAAAACAAGGG
GAAAAGTCCTTATGTGAATAAGGTGATTTTCTGATTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCC
CCCAT

#2
GAACCCAACCATTTGACCTTGGATTGGGTTGCAAGTGTTGAAGGTCTTCCGGAAGAGGAG
TACACGAAGCAGAACTTAAAGAGACTCTGGGTAGTGCCAGATAATATGCCCATCAACAG
TTTCCAGGTATTTGTGGAAGAAATGCTAAAAATAGCTGTGAGTGATGGTTTCTGCAAGAT
TCTTCTCATCCACATACTTCAGATTTCATGAATAATAAGATTATTCCCCTACCTCTCTTCA
AGTAGGAATGTTCTTTCCTTATGATGTCATCATGGAGATAACACAGGTTAAGTGTTTCCCT
TTAAAACACACTTACAGCCTAATTCAGAATCATGCTTACCTGGATTAAGAGTCACTAACA
GGGAGATGATTTTCCTTTAATGTATTTACCAATACAAACTTTCAGAATATGTCTATATTCT
AAATACAAGGAATATTGTCTAGCACCTGAATTAAGGATTGGATCTGTCTCATCCTCCACC
TCTAACCTGCCGAACAACTGGGAGGAAAATCACTTATCTGCTTACTGCATTTCCCAGATG
AAAAATGGGAATGATCCTTAACCTGCAGCGAACTGTTGATGGGAATGTTCACTTACCATG
GCTTGAAAAATGTCTGGAGATCATATGTGTACTCCACAGCCGCAGAAACATCCTGAGATC
AGGTGTGCTGAAGGAAGCCACA

#4
GAGCTTTCTGAGCAGAGGCACTGTGCTGTGGTGGGACACACGGGAGGGGCTGGCAGGAA
CCGGTGTGA

#5
ACATTTCAGTCTCTTTTTCTATTCATGACTTTGAAAAGAGTCTTTATGTGTACCAGTGAAT
AACAGAAGTGTGAAATACATCTAAGTCCTTTAGATAAACAGTATGTGTAAGGAGGCTCT
GTTTGTAGATATAATCTCCCTAGTCTGTCAGCTACATATGCCAAATCGCTGAGGCTGTCAT
GGTCATTTACATGCCGTTGCTGAAAAAATCCCTACCGGGAAGAATTACATAAATGGAAA
ACGGAAATAGATACAATTTGGCCCAGCAAGAGCTGTCTTCTAATCTTGTCCTCTTCACTCT
AGCTACCAGTGTTCTTGATTTTTATATGTGACTCCCAGATGTGTAACTGATGTGCCTCAAA
ATCCCACACATGGATCTGTACGTGCCAGTAAATAACCATGGTAAGAAGGTGTAGGAAAA
GCATTCAAACAACAAACCCGAGTTAGCTGCTCATGGATGCAATGAATTGTCTCATCTGAA
CATTTTCAGAGTTTGATGTTTTGCTGTGCACTACTGTTGGGGTGTAGAGGATTTAGCATCA
TATCTGAGTTCAGCAAGAGTTAAGCACCACTAGAAATTAGAAATCTACTTAGTAGTAAAT
TAGGGCCCTCCTGTTTGGTGCTGAACAGTGTTAAGAAATTGTTGAGCACCACTGAGACTA
TGGCATTGTGTACAGGAGTGTGTGCTAATGAAAATGAAAGGTTAGAGCCCCATAAGCCC

#1
GCCCACTGTATCTGTTACAGTATTCACTGGAAGGGAGTTCAGCCAAAGTACCTCCATGCA
GCTCCTACTCGGGGGAGTGTTCATAGCAGATGGTTGAGTGGCATTAGCAAATGGAGGAC
TAAGTGCTTTCTTCTCTTTAACAAACACCATGAGAGTGCTATCAATCAATTTAATTAAAGC
AGCAGTAACTTTGAGCTTTTCTTTTCATCTTGCCATTCCTGCACTGTGGGCTAAATATCTG
TAGACCTGCTTTATGTGAAAAATGAAGCCTCCTGGAACTCCTAAATGCTGCCCTTGATCT
TGAGTAAGATTATGAAATTTCTACTAATCCCTAATGAACAATCAGTTAATGAGTTAATTC
TGTTTAGGGGGGGGCTGTGTCATGTCAAAGCGCTCAAGAGATACAGCCATAAAAAGACC
ATGGAAGATTTTGAAGTGTGCAGAATGTTGATTTGGAAAGAAAGACAAGGTTTGAAACA
AGGCCTCTGAAATATATGTAAAGTCCACCTATATCTCAGATTCACTGTTAGGAAACTGTT
GCTTGACAGTTTCTTCCACCTTGTCTTTCATTTTTTAAAATTCTTATTGAAGAAAAATGCC
TACTTCTGTATTAAAATGCTTCCCGTGTTAGAAGGGAGCTAAAGGAGCTAAAGCTAAAGG
AACTGTAACAGACCTCAGAAATACCTGAAGGTAAGATAACAGCTCTTGAACTATTTTGGA

-68 -




GCTTGTCCATCTGCAATTGGACACAATGTGCTATGTATGCCAAAACAGGCAAAAAATCCC
AACATAAACTAGAGGTGAGTGCCAGTATATGAAGCAAGCTGCATGAAAAACTTTAAGGA
GCTTTTTTCTTTCTTTTTTTCTTTTTTTCTTTTTTTTTTGAGACATGATGTCAAAGGGGGATG
TCATTTCAAACAAATGAGGATAGGCAAACAAAGGAGGCTCCGTTTCATTCTATAAAAGC
AAAGTATTTACAAATAAATACTCTGCCATTGTGAAATGTGGAGCTCATAATGATTTCAGT
GTCTTTCTGCCTTATAGGAACAGTTTCCCTTAAGAAATTCTAGTTTGAAATACTGATTGTT
TACAGGAAAATATCTGATTCACCAAAGGCTTGTATCATGTACAGTTCACTCTGTGCGGTA
GGCCAATTGCTGGAACAGATAAAGGGTGTAGTCAGTGTAGTCTTATGCAATACTCC

#38
TCGGAGATAGGAGTCCTCCAGTGCACTCAGCACTGGGGTGACACTGAGTCTGGTCAGGTT
GATGGTTGGACTTAATGACTGTGAGGGTCTTTTCCAACCTAATGCTTCTGAGCCTGACCC
TAC

#9
GGGGGTTGGTAGGGCTCCTCCGAAGATGCCGAGACCTCAACGTTTGCCATTTTCCACGCA
TGTGTGAATTTTTTTTCCAAAATGATCTGTTGTCTTGATGATGTTCCTACCTGGATGCTTTG
CAGAGGCAGCGAGAAAGAAGGCTGTCGAGCCTTTATAACCTGATTGGTATTAACAAACT
CAGCTAAGCCTCATTTCTCTTTCCAGCCTTCACTGGGGTGAAAGGCTCAGCACAGCAGAG
CATTACCACCGCCCGTACAGCTGCTTCCTCCTCTCCAGGGACCTGGTTCTGTGGGCATGA
AGCGAAGCGGAACAGAAGTGGGGCAGTGGGGGGGATGGCTTCTGCTGTGGG

#10
GTGGATGTACATGGAGTGCTTGGACAGAGGATGGGGACCTCCTGTGCAGATCCAGTGCA
CGCTCCTCTGCATGGAAGATGGGAGCCTTCAGTTTGCTCATTGGACTAGAAAACGTGATT
ATTTTGCTGTAGCTGTGTGGGTAGTTTGTACGTTCTCTTCTCTCCCTCCCGTTTGAAAGGC
AAAGACATGGACAATGAATCAGGCACTGAATGGGTGAGACTTGCTCTGAAGTGGTCAGG
CCTTGCAAAAGGAGGTGCAAATGGGTGCTTGTTCCAAGCATGGCATTGTTTTCATGGACA
GCTGCATTCCTTGTGCCTGGTGGGTTTCTGTGCCAGAGCTGTGAGGCTGCGCTATTGATTT
ACAAGGGCTTTGACAAAACCCCTTGGCTCTCAGCAGCACCAGGAGCTGCCTTCTACCTTC
CAACCCTGTGCCAGAGCCCTTCTGGCTGGAGCAGCCTTCTGGGTCTGCTGGTGTTTCTGA
GCACCACTGGTTGATATCTGGAGTAGTACACAGTCACGAGCTCTGGCAAGTTCACAGCCC
ATCATGTTAGCAGGTATCTGCTCCCTTTTTAGGGGAATCCCTCAAGGAAATGGATGACCT
TCCTGCTTGTTTGGTTTTTTGCATCCGCATACCTGAGAGTTGAGTGCATTCTGCATTGCCA
CTGAGTATCTTCCAAGGGATGTTCTGACACTGAACAAGAGGAC

#11
TAACCTCGGTATTGCTAAATCTTGGTATGAGACTTGAATAGAGCTGTTGGGAAATCTAAT
TTTGCACTCTATTTCTGGTATACATCTCCACTGGTTGGATAAGATATTTTCATGCTTGTAC

#12
GGCTGCCCGCCGCAGCACGGCTCTGGCTGTAATGCAAGCTGGCATCTCCGGTGCGCTACG
TTTAAAGCACTGCGCAGATGTTAATGTAACTCATTCCTTAACACACCTCCACCGCGTGTA
GCAGAGGGATACACAGCAAAGCTGCACGACGTGCCCGGCGCAGAGCGAGCAGCCATGC
CAGGGCCTGGGCTGGGAGTGTGGCCGCGTGTGTCAGCGCCTGCCTTGGTGGCGGGTGTG
GAAGCGGCCACACGTGGGATGGCTTTCAGTCAAGTTGTGATGATTTC

#14
AAGATTGTCTCACAGATGCGATGAGAGCTTCACGCTGCCAAAAACTGCATTGCTGTGCTG
AACCAACAGGCTGCTGTCAAGGGGGTGAAAGTTCTGCTGCACCTCTCCTTGCGGGTGGCA
CCTCCTGTATGTGTGCTGATCATGAGTAAAAATGCTTTTTTGGGAGAAGAGATGGCTGAG
ACTCATGCCACATTTCACCCTTCTCCTTGAATTAACTTAGACCTTGGCCCTTGCATTAAAT
TGCACTGTGTAAAACGGAAAAAAGTCACATAATAACCCCCCTTGCAATTAAATTTGTGCC
TTTACTGCATAAATCTATCATTCATCTGATACGATGAACCCGCTGTGGCTAGCAGAGC

#15
GTAGATGACTGAGTTGATTTTGGGATGTGTCTGAGACAGACTGATGCAGCATGCATAGAA
GTAGTTCAGCTCTGTTGGAACAGCTTTCCTCTTGGACTTAATTTAGGCTAATAACATCAGT
AACCACTTTACATCCCTGATCTAGAATGTCATCAGGTGCAGAGCATTTTGTTCTGCTGAA
GAGACAC
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#16
GCCAAAACAATCTCTCTAGTGAAAATATATGAGATCTAACAATATTTTAGGCATAAAGAC
AGTGGGCGAGATATAGCTGATGAAAGGAGCCACATACATCCCCAAAACTGAGTCTTGTG
CTTTGTGAAGGATTCAGTATTATTGAATGCCAGTCCGCAAAACACAAACACCACAGATAC
TTTGTCCTGAACTCCAACCATACACCAACTGTGGGAGAGAGCTGTTGTGGCACGTGGTGT
GTCCCCACAGCTCCTAAAAAGATGTGGATCCAGAAGACTTACCTGGATTGCAGTGATCCG
CCCTTAAAATCACTCTCTCCTCCCAGAGTAAGAAAGGCCACATGAGGCAATGGGTCTCAG
ATGTTTGTGCTGGGAGTAATTCTTTTTTCATTATAATTTAAAAAAAGGAAAAAAAAAAAA
AAGTCTGAGGCAATTTTTTTCTGTCTTCTCTGAACAAATTTTATTTAATCAAACTTTTTGA
CAATGCATTTTCAAATAAAAAACAGTCCGGGGGGAATTCATAACATCCTGAATTAAATCA
AGTGGTATAAAAATATAACTAA

#17
GCTGGTTCAGAGCATTACATATGCCAGTCCTCAAACTCCCAACTCAGTGCAGACAAAATA
TGTAATATGCTGAATCTAATTTGAGGGACAGGTCAGTTATCTGTCCTTCGTAAGCCCAAA
GTCGCACTGCTTTGGAAGAAAGCCAGGCTTTTCTAAGCACAGCAATTGCCTCACTGTGTC
TTTGCTACCTTAACGTTTACTTTTCCAGCATTGGCTACTATGGACTTTCAACCTTGGCTCC
CGATTTCTTATGGACACGTGTTTTCCTTTCCAAAGGGGAAGAAGCTGGTAGCGTGTCTCA
AAGCAAAAAAAAGCCAGCAGCAAGTTCTACAGCATTGGGCTCAATATCAGTACAGAGCC
CTTAACAAAAAGCTTTGTTCAGAACAGAAATGTTGGAGTTTCTTTTGAGATGAGCTACAT
TTCAGTCAGCCGTGCAACTTCATAATCAGCTATGAGGGCAAACCACCAGCTGTGGGCACA
AGCAGCTGGTTACATGCTACCTATAAACCAGCCCCAACAATCATTAACTCCTTAGCCACA
TGCCTGCTGCACAAAACAGGTCTCAGGCCTCGGGAGAAAAAGCAAAAAAACCTAACGAC
ATTCCTCTCAAAAAGAAAAAAGGTCCTCCTGGAGCAAGCAGTAGAGAAAGAAAGAAAG
CTATCTGTGTAGAGTGATTTCCATCTTACTTGGGCTTATCCACCTCCATGGGTGATTCTCC
CTTCTCTGATCAAAGGAAAAGGAAACGGGCTGGATGTGGTGCCTGTTGTGGGACGGACT

#18
GCCTTCTCTTCTCCAGGCTGAACAGCCCCAGCTCTCCCAGCCTGTCCTTGCAGAGGGGTG
TTCCATCCCTTGGATCATTTCTGTGGCCCTCCTCCGGATGCATTCCAACAGCTCCACATCT
CTCCTGAACTGAGGACTCCGCATCTGGACCTTCAGGTCCAGCACAGAGCGGAGGGGCAG
GATCACCTCCCTCGCCCTACTGGCCATGCTGCTCTGGCTGTAACACAGGATACAGTTGGC
TCTCTGAGCTGTGTGGGCACAGTGCTGGCTCATACCCAGCTTGCCATCCACCAGTACTCC
CAAGTCCTTTTCAACAGGGCTGTGCTCAATCCTTACACCCCCAGCTTGTGTTGATAGTGG
GGGTTGCCACAGCCCAGGTGCAGAACCTCATGAGGTTTACCTGGACTCACTGCTGGAGCC
TGCCTGGGTCTCACTGGATGGCACCTCATCCCTCTGGAGTGTCATCAGCAAACCCACTGA
AGGAGCACCGAGCCCACTGTCAGTGTCATTGATGAAGATGTTAAAGAGCACCAGTGCCA
GTGCTGACCCTGACACCACCCATCACCGATTTGCATTCAGGAGCACAACTGCATTTCATT
ATGTGTACAGAATGAAGCACAACAGGAGCCTTAGCTGCACCGGGTGCCACTGAAATTGG
AAGATGACTTCAGGTGGGTGCAAGATAC

#19
TTACATTATATGTCTATTTTCAGTGAGAtgttCTGAAgACAGAAATTTTAAGAGAATCCAAG
TTATTTGTTTTAATAAGTATCACGATGTCATGCACTTCCCCaAATTCTATCACTTCTCAGGA
GAAATTAATTGTTCATTAATTCATTCTTAATGAAATAGCACTTGGAAGAGCAGCTCATAT
GTCTGCATCTCACATTAAGCAAATAATTCATTTATGCCAGTACACGGCA

#20
TCAAGTTAGCTATTGAATTAGTTCCACTTAATTGGAAGGAGATGGTATGTAATTACCTTC
CACATCAAAGCCAAGAATC

#22
AAtTGGACGCTGGAAGAGCATACtgggagAAgeaatgTGCTCACTTTACTTTGTCCTCATGCTTT
TCCCTAGGCACCCCTTCTGGCTACCATTAGAAgcagGATGCTGAGCTAGATGAGCCTTTAA
TCTGACCAAATGGGtaTctGtaAGTAAATTAAACAGTGATGTAGCTTGGGACCTGGAACTTG
GTCATCTGTATCAATAAACTGATAGACCCCAGCTGTGAACGTCTCTTGCAGACATTTCAA
TCAGGCTAATTAACACTTCCCTGTACAGTTCCTAGGCACAGTTGAAGAGTTAGGCTATGG
ACTATTCCCAACAAGCAGTACTGATGAAGCCTCTTTTAATGAGAAAGAGTTAaaacaGTaaGa
aGAGAAACAGCAAGCCAAATGCCTCAAAACTACAGGACAAGCTCTGGTAACATTGAGCT

-70 -



TAGTATGATGAAACTCAGTAGGACTGCTTTTATTACAGGTAGAAACTCACAGAATTAAAA
ATATGATTTTCTTCTTCCCCTAGAATATCTG

#24
gactGtCTTACAGCATATAAGCCTGGTACTGATGGAGgCaagtaAtGCTTTGCTCTCCTTTCTCA
CTATTGTCAATAATGTATGATCTCCTCCATAGCAACAAAGGCGTTGAaaCACATTTTAATT
AGCACAGTTTTAAATGTAGCTTAATCATGGTTAGCTAACATAGTTAAATCAGACTTGTCT
ACTGAGGGCAAAATCATTAAAACCTTTTCAAATGCCATTGATTTTCCATTGTTGTTATGGC
TTTTGACCTGTCTGGTCACCATCCCTTTGGCAGTCATGGTACCATAGCCCATCTGACAGCT
CTGTTCTGTCACCAGTGGTCTCATCACTGTAGTACATGAGAGAGGTTATTGCTGAAACCA
AGTGGGACATCACTTAAACGTAGGAAAGCTGTTTATTAATGTAAAATTAAATACATGACT
GTTGTGTTGTCCTGAGTGAGGATGGATTTAAATGTGTGTTTAAGTGTTTTGCTTTTTTAGT
GCTTGAATCAGGTACTAGATGAGTGATTTGGGAAAATTAATTCTTTTGTCTTATGGCCAG
TATTACTGCATCAGTGCCATCTTATTTCCATTATTTCCAAACCATGTTGATATTCTCTTAG
GGTTGTAATTAAGAATAGAAGAAAATGAAGGAAAACTGAGAAGAAACGAAGAGTTTAG
AAGAGAAAAAGAAACAGGAGTACTGAAAAAAGAGAAGGTCAAGATATATAGTAATGCC
CTCAAAATGGCATACTGCCGTAAATAGTCATGAGTTTG

#26
gtccATCGCCTGTGCAGGGGGGCCGGGGGTGCGCAAGAagaTTTTATTCCCTTCAAACAGAG
GGGGAAAGAAACCAGCACCACGATCCCAGCTTGTAGCTTAAAACCAGGCTGCgGGGAGC
CCCGCGCTCCTCCACTCCTTCACA

#27
gAgctGCTGCCCGCGGGGCTGTGTGCCTTTCCCTGCCACgcTCACAGGAACCAACTCTGCGC
GGCACAGGCGATGGACTTGGTTCTGAAAACTCATTAAATACACTCCATTAATAAGAAGTA
CAATAAATTGCCACGTTTAATATGCCCTCGGGTGCATCATATTTTAATTAAGGCGGCCTC
AAGATAAATAGTGAGTTTCAGATG

#28
GgaGAGGATAACAAAACCACCACCCAAATCTTAATAAAGAGAAGTGTACTTTTCTCAGAG
CACTGGCCAGAAATCAAGCTCCTATC

#29
CTGCAGGCAGGGAGGAGAATGGATTCAGAGTTAGCAATAATCTGGACAAATCAGAGGAG
TGCCCTGAACAGAATGATGTGAGGTAATGAGGACAAATGCAAACCTCTCTGTTGAGGTA
GGAACTCAACACTATTAATGAAAGAACAGGAAATTACTGGCTAAGCATCCTTCCTGGAG
AGAAGTATCTGGGTCTCT

#31
ATCCCAAGGCTGACAGCTCCTGCGGGCGTTTGCTCCETTTCTGCCTGCTTGCAGCTCCCTG
CCAGCACTACCAGGGAGTTCCAAGTGTCACCACCGTCCTCTTCCAGAAGAATTTCTCACC
TTACAACACGAGGCACGGAGAGTTCTTATTTAAAGTAACAGCAGCTCCCGGTTAAGGTTA
CGTACCGAGGCGA

#32
CTGCAGTCTTGCCAGGAAAGATGAGGTACCAGCAACTAGTGACATETCAGGTCAAAATTC
CAAATCAGATAACCCAAATCCTTGTTTTGGTGGACAAAGCCCATGCCATAAATAATCTGA
ATATTGAATAATGATAGTACAGTGATCCTGCATAGGAGATGGTGAGTGGCCGTGGCGTG
ATGCTGCCAAGTGGTC

#36
TTTTTGCAAGCACTATCATGGCTGTAGAAAAAATAAAACATCTCCATAAATACAAGCCAG
CTATGTGGCCTTCTAACAACAGTAGCCAACAGCCTTCTGGTCTGAGTCAGGGAGAGTAGG
CTTGGGGAGATGATCCTTCTCCTCTACCCTGCCCTGGTGAGATACAGCAGGAGTGCACAA
TTCACTTCTGAGCTTGCTTTCAGTGGTAATTCAGGATTAGAGGAACTGTGGATTATT

#37
¢CCAGGATATGGTTGGCTCTCTGGGCTGTGAAGGCNCATTACTGGGGTTGTCATGACCCA
GGTGCAGACCTTGCGCTTGGCTTTGTTCAACCTCATGAGGTTCACCTGGGACCACTGTTTG
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AGCCTGTCTAGGTCTCTCTGGATGGCACCCCATCCCTTGGGTGTGTTGATTGTGCCACATT
TGGTTGATTTGCTCTGCATTCCTGCTGGTGCTTCAGCCCATCACAGATGCTGCCCTTCATT
GAAGATGCTTTCCACAACTCCTCAATGCAGGGTGCCCTTACTGCACGAGGCAGGTAGGTA
ATGCTAAATGCTGTGCTTTATGCTCTCTGTGATGCCTTCTGGTCTCTGTGGCAGCCTCTGT
CACCCAGGCAAGCTGTGATGACAACCCGAGGCCTTGAGGAGCTCTGGAGGCTTCATTCTT
GTTTTCCAGCCATCATCCAGCTGAGAAGCGTGCCAAGTGAAACAAGCTGTGCCAGAAGG
TTTGTACAAATAACCAGATCTTTATTAGCCTTGTCATCATTTTGGCTGGC

#38
CAACATATCGATCTGTGCAGCCTTGCTCGTACAAgAgTTCATGAAATA

#39
tGAATTTTGTTTAACTTTTTTTTGGTGAGATTCTGACTTTGTTGAAGGCACAAAATATAGTA
AATTAGAGTCAAATAGCGGAAAAGTAGATTGTGAATGTAACTGTGAAAAAAGTTGTATT
CATGAAATCATATTAGTGGTAACATCCACTATGTATGCTTTATTTATATTGCATTTATAAC
AAATGAACCTCATAAAGTACTGAATCTCTAGTAAGTTAGTGTCTTCTATACAGTTTGCCTT
TCTCCTATTTTAGTCATCCAGACAGAAGCTCAAAAAATTATCAGACTATTAATTGTAGAT
AATGGATAGCAGAAATTAGTATTTGGAGGATGAATCACATAAAAAATGCTTATGAATTT
GTTCATATAGTACAGCCAAGAA

#40
tAaGAAAATGTTTGAAAACTTTGATGTTTGgAGagaatTAgaTATCTTTCTTTGGGCAGACAGC
ATCCAATAAATTCAATTTTAAATCAGTAGTATTAGTTTAAATGtCtTGGCCAACTTCTGGAG
AAAAAGGTTTCTAGTGAAACACATACAAATCATTTTTGGAACATTCTCTAAACCTTGTGT
ATAAAGCAAATCTTCAATTTTTGCAGCATGACAGCTGGGAATTTTAGTTCTTTCAGGCTTA
GTTCTTAACTTTCCTGTCAGTACTATTAAGTTCC

#41
GCTAGAGTATAAGTGAGCTCCATATGTAGGCAGGGAAGTGACACTGCAACCATAAATAA
AAATTGTTTCCAAAACTTCTAAGATTATATAGCCATGCTCATTACTTCTTGTCCCTTCCTG
GCACATGTGAATAGATTAATTTATGTTTTTATTTATTGCATTGATCTTATTCATGGACCAA
GCTGAAAGCCAGTTCTCCTTTTCTTTGAATTCCAGTACATGCCTGCTAAGTCATTTTTTAA
AAACCCTAGAACCTTGACTTCTGCTCCTGTGCTTTCACACTCCCAC

#42
TGTCTTAGACACAGTAGCAAACCCATTTTTTTCATGACACGTCTGTGCTCCTGGTAgACAT
GAACATTGTTTTCCAAAGTCAAACAGATAATTAACAATGCTTAGGTATTATGACCTGTGA
GGATGAAAGACATTTGCAGTCTTACAGCTGCTGCATGGCATAACCACGTCCAATTTGAAG
ATCTGAAACTAACTTAAGGCAACTCCTAGAGTTTCCAGGATCATTTTTGTGTTTTTCTGAA
ACTATCCGTATGTAATTCACTGATGACAATTCTAGCTCATCTGCTCCAACCGAGTTTTCCT
CAGAAACATTTCATGAAAGAAAAATTAAACAGAGCGGGAAAGGGCAACCTCTTCATCCT
cAGAC

#43
AAAATGAACTCACTTTAACTTAAAATATTATGTTCATTATTCTTCTATATTTCTAGCAGCT
AGTGTTTTTGTGAATACACAGCTTCTGCAAGGAAGAAG

#45
tCCACAAAGCCTCAAACATAGCGATCTGCACGCACAgCTcTACAGCCTCAAACACAGTTAC
CTAAACACCGCGCCCTCATAGCTGT

#47
TTCATGGTGAGAGATTGATGTCTCAACTTTCTACACTTATGGGAATGTTTGTTCTCTAGTT
TAAAATTGCGGCCTTGTTGTTGTATTGACCCCCAGCTGATGTAAAAGCaCATTGATAGAC
ATATCAGATCTCAGTAATTCAACCACTGAATTGGCTGTCCTCCCCACTAACCCTTAAGAA
AATGAGTATGAAATTATAATGTGGAGAGAAAGATAATTATTGACAGTGACATCTTTGTAG
TTCCCTTCTCCTCCCTtGatGAAGTATGAAGTTTCATTGGAACTGCAAATAATCTCAGTTCA
GCATAAATATTCTTCAGGGCAATGCCTTATGTTCAGAGTAGCAAAACTGGCCAATGGGAG
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TGACACAgANATTTTAGTTTTAATTANAGTTCCTTAAATTTGTTAGAAAATTTGCAATAGC
TTTTGTTGTCTGTGCTGACATCTTCATCTAAGGACAT

#48
CAATTATTTTTAGGagaGGGGTCAGTCTTTCTTCCTGTATTGTTCCAAAGAGTGGACATGCA
TGCTTAGTGCTAAACTACTGTATTCCAATGTCAATGCAAAACACATTGGTTGAATTTTTTT
TTTTTTTCtgATTTCCAAATTTGCAECTGTTTTGTTtGgACTTTTTTTTCtCtAtATCCTTTTATTT
TTTTtCCCCtGATTtAcAAAAGGTTTTgANAAtCGGGtAGGTtCaCCaCatCAAtctgAGGGcetgTTtGt
ctGGgCGtacAgTTtCAGtGcatGGctGGcAAGtAAGGcaCNAAge

#49
CCAGGGGTATTTCCGTTTGCAAATGTCAAAGTATTCtggTTGAAGCTGAAAAGGGTTGCGA
GGTGCCGAGAATATGAAGGTGGGAGGTATTGCCGTGTGCTAGAAAGGcatTTTtaCTCCTCT
CTGTGCTGTTTAATCCACTCATTACCTTTCAAAAAATTGGCAGAGTAATATAACCATAaCT
GTCGTGGTCATTGCAGAGCATCAGTTCTGTACAgAATTTAgCAACGTGCCTTTACTGTGCT
AAACCATGTtGtGtGcTAAATTCATATTGCTGCaTGTGTGTACGGAATGGCCGCTGACTCGG
TTTCTTGTCCAATGcAgGcTgAaAACCTGGCTGtCTGtGEATGAAATCCAACTTCCACTCggAG
cTCCcAgGgaggcCCAgcCTTAgTGTTAGtAATCACTTaCCACTAATGCtGcCCAAAACAATTTTta
GAGCcTTAAAATaCagAcTTCATACATAATACATGGtACAGCaCGTTGAATATtcTGTTGGGTAT
TAAAGCATGGATATTTtGCATcTGAaCAGaCTCCTGtCtAAAAAGCATTcACAAATTAAAGAC
CCGATCCAGCATTGTAAATTGgAAACTTTCAATggCTTCTCTGGGAATTGTGTCCCAGGAA
TGCAGTATCTAgCCTCACAGTTGGATAAAACAGATGCAGCACATTCAGTAaCAAGTTGAT
AGCATGTACAGTCAtAAAAAatAtTGTATAAGAATGgAACGTTCGTAATCATTTTATACCCT
TTGTATCtAAGATACTctGACTCAtGGtTGCTTCACTTACTGACTGAAATAAAAITTTTGGCTTc
TGTTaCCTTGGCGGTTGCTGACACAATTATGGTACAGCAAGCTGAGGAGTCTTTTGGATCT
TCCATTTCCTTTACTAAGTTCCAGCTGAAGAATTTTAATTAGTATTTGAGCCAGAAAGAA
AATAGTGTGGCTTAAAAATCTCAGGTCCAGTTTGAAGGGTCATCAGTTCTAAgcAGCCTCT
TTTTATTTGTAAACTGAGCAAATGGCTTACAGAAAATTTAGAAGACAAAAATAAAAAGC
GTTGATGttCAAGTGAAGCCATTTTTAGTCAATTTCC

#50
TTTGTCTCTGATTTGATTTTCAAGGCACTGACTCTatTGTAAGTATTGGTCAGTAGTGACTT
ACTATTTTGCTAATTCTCTCCTCTGTGTCCTCCGCTGCCATTTGAGCCGCTGTATGAAAAG
TAACATCAGGTTGTCCACAACCTCTTAGCACAAACTTCTATCTGGAAGTGATACTAATAT
TACTTGTGCTTACTCTGTTTCCTGCTTAATTAAGTTACGCTGCCATTGCTAGCTCTTGATCT
GGATGTCTGTGTAAATACTATTCTAAAACTAAATTAGTAGTTTAATTAGTCTAATTAGTG
GTAGACGTGTGCTTTTCTTTTGTATTTAAGGAGAAAGTCTGGG

#55
GATGAGCTGTGTCTGGCCTCAGATTGGACAGGCAAGTAGACTTCCTACTAAAATATGAGT
CACATTTAAGACTCGCTGTACAATAGTAAAGAAAAGAATATGAAATTGAGAGGGGTCTT
CCTGAGTATTAATACTGGATTTCTTAAACGTCTGTCACTGCAAATAATGTGTATGGGAAC
TGCTGAGTCACAATCTGAACCACTGATTGAGCACCTGGGGGAAAGGACCCAGTCACCCC
TGGGAGTACAGGTGAAGGTAATTTACCTATGTGACCAGAAGGGGGTGGAGCCTGGCTGC
ACCTTTCTTAGACCTCATTACAGGGCTGACTGCCACTGAGAAAGGATCTCTTTCTGGAGG
TTCTTTCTTAGTGAAGCTCTTCTCTGTGAAACTAGAGTCTCCCGATACAGGTGAGCAATTT
TCTTTCCTTCATTTATAGTATTTTTCTATTATGTTAGGCCTTCTATCATCACATGTCTGTTG
TAATGCTTTTATCATACTGATCTGTCTAATTACTACATAATTATATATATATTTCAGACAA
GGAGGGCAAGGAGCTTATAGGTTGGTAACTAGAGCTAGTGGAAGTCTCAGGAAAATAGA
GAGTTACTTATACGGTCTGCTTTTCAGGCATCTATCAAGGAACTTTGAGCTTTGTGTTTTG
TGAAGATAACCCTAAAGAAATAAAATAACTAGAGCAAACACTTCAGTGAAGCAGATACT
GTACAGAGATATTTCTAAAGTTAATGAATAATCTTTTATTCTTCAGTTATTTAGTTGCGTC
TATAATTTAACTTAATTCCAATTTTAGATGTTTTTGTAACATACTTTTGTGTGATTTGTAAA
GTGAAGGGTACTTTGTACTTTAAAGTAGGAAGTGAAAAACAGTTTTACGTCATTTTATTC
TGTATTAATTCTAGCTTATCTTCAGTGTGGCTCATGGGGAAGGAGGGCACTACTGAAGTT
AATATGCTTCTAAAAGCTTTATTGCTCCTTTCAAATAGTGTAGTTGGGCGTTTTTAGTCAG
TGATCTGCTCTTTGAGCAGAAAATGAAGCTTTTAAACAAGAAGTCAACTACAGAGGCTTA
GAGCATCTAAAGAATGATGGAGGAGAACTTTAATCACTCTTAATGTTCAGAATCTTTATA
TTTGTACAAAAAAGCAGGTGTGGTGGTCTGCTTTCTGATGTCATTTACCAAAAATCGCTT
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AATTTATTGTCTGAGGTAGTTCAGAGCAATGACTCATATTCTATACTCCTTACATTGTACC
CAGTTTATGTACTTATCTACACAAATAATGCAGAC

#56
AAAGCCACATGGCCTCCTCTGCAAACACCCTGACGCCAAGATTCCTAATTCAAGTTTGCC
AGCGTTTGGCAGATGACAAAAACCGAGCTCCTTTAGAAAAAGCAGAGAAGGCAAAGTTT
GTTCTTCGAGAATTTCCGAGAACTGTAAAGCACAGCGCCCCAAAAATGAATCTTTTTAAA
TGATTCTGCCAATAAAGTGCTACATTAGCGAAACCCTTTAAAGTTCTTGCCGTAGGACGT
GAACGCAGCTGCGTATAAGTGGCAGACTGCTAAGCTAAG

#57
CTAAATCTCAGGTTACAAAATGAAAATGGGAGTGCTACAGTAAAACCCCTGCACACGTG
GAAGTGATTACATTGCAAGCTTTCCTTGTCATCCAGTGCCAAGAAGGACAAGAAATCCTG
CTGCTGGTCTCTGAAAACCCAAAGTCCCCAAATTCATTACTGGAGTCAACAGCGCTCCTT
TGAGCACCATGTGCCATCATTCATTCCTTCGGGCCCCGCCTGGATTTAGTTAATGAAAGT
CAAACTCTTAATAAATACCTCTTAAAAGGAAAGAAACTACTAAAGATGGTGTTTCATTTC
ACTGCAAGCAGTCTCCTCTATTTTTTAAATTGGAAAGTATTTTCACCTGATACTTTGGAAA
TGAAGTCACGACCTTTAATAATTCCATTCAGACTAAATGCATAAATAGAGTCTGTCCAAG
TGCTAACCAGAGCATATCCCATATATCTTGCAGTCATTAATGGCTGATGAATTCAGCTAA
TAATGTCAGAGAACATTGTCAAGGTTGATGGACCCAAACTTGCCCTTGTTTTGACAGTAC
TTCTATGGGAGAGGGCTCTTATGGGGAAAGCAATTACCCAAAAGAGATTGGTTAATAGC
AGACTTCTCCAAGGCAATTTGGATGGATGGGCAGATGTAGATGTATATAATGGGATTCTT
TTTTTATTTTTCTTATAAGAGCACAAATTATGATTCACCCTAATTTCCAGTTCTGGTGATTT
GCCAGTATTCAGTGTCATCCAATATCAGTACAGGGCTTTATGACTCCCACGGGGCCATGA
GCAATAGAACAGAGAACGTTCATCCAAGGTTTTGTGCTGTTCAGTGCTGGCACATCCAAG
TGGTGA

#58
ATTTTATACAAAAAATTTCTTTACTAAGGGAGTCCTCTTTTGTAGAAAGAGGACATTTCA
CAGCATTACCTGGTGTGTGTAAAGAAAAATAGGGAAGGGAAC

#59
TTGCGCAGTTTGTACAGCCTCTAAACAGCTACCCCTAAGCTGACTGCTGTACAGGTCAGG
AGTGAGGCTATGTTACACATTAAACAAGATGCTTTGGGTCACCACG

#61
TTGCTTAGCAGAAATGGCAGTGCCATCTGATAGGTCATGATGTATGCCTGTACTGAAAAT
TCAGCAGCTGGATTCAGATAGATAATGAGACTGAAAGAACAGTGTTAGCTAAGAATCAA
TGGGGAAAACAGCAAAAATTCTTATTGCTGCTCTCTTGTCCTTTATAGTTCCCTTGCTTCA
TTCTTTCTTTAAATCCTGAGAAGCTCTACTGTAAAGCCTTAATGGTACATATGGCTCTTAC
TTTATTGGCTGCTTGAATATTGCACTTCTCTGTTTACCCAGTGGTTTTGGGAGTGCTTTTTA
CATCATCAGGTGTGAGAAGAAGCTAATCAGCTCTACAAGCAGTTCATTTTCTGAACTGTG
ATATGCAGATAATCAAGATTTTACTTTCCCAACAGTAAATACTCTCTCCTGATTGTCAGGT
ATGGTTATGAAGTGACAGGATCTACAGTAAATACAAAAAAGAAAAAAAAAAAGAAAAG
AAACAGAAAACCACACACACACACACACAAAACCACAAAGAACAAACAAACAAACAAA
CAAAAAAACCCTCTATTATTACAATCAGCTCATAGTTCCTGTGATTAGATGGTCTGACAC
TTCAGTTAGGTGTAACACAGATGGAAGAGTACTCGTGTGCACAGTAAGTCCTGGATTTCA
TGAGTTGGCAGAT

#62
AAAGAGCACAGTACAGATAGTGCTGAAGCGCAGTTGTAAAGTACACTGGCAATGAGTGA
TGGTGCTGATACGCAAAAGGTCTATATTACATGTTAAAACCGGAATTTGCAACTTTGTAA
AAATTGATTAGCTGGCCAACTCTGTTTCAATTTTATCTTTGGCCTATAATTACATGGAAAG
TAAAAAGCAGGAAAGACGGCAATAGCCACTTATGTACTGGCATTGATACTGCTCGTGCCT
TTGAATCTTGACAGTTCCAAGTTCTCTGAGCTTGTAAATTAGCATTATTATGACATAGAAT
CTCACTAAGAAAAGAATAAAGTAACCACTTATAAGTTGACTGGAGTAACTGTTTTGGGA
AGTTCAGTTCTAAATGGCTTTTCTTCTTCTCAAATACGTCTCCAGTTTGTAAAAAGGGATG
AAGGCAGCAGACATACTTCTGTGTTGTTATCAGTCCTCT

#63
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CTGTTGTTGCTCTCTACTCTGCATTCATTCTGAAGTGTGGCTCTGACTTTGCTGAGAGTAT
TGGTAGTATTTCAGAGCAGTGTCTTGTCGCTGCTGAATACTGAGCAGGGTATTGGAGCTG
GGTGCC

#65
GAGATGAATCAGCAGGGTAAAATGGCCCGGGTTGCCTTGGTGGAAATGGGTAAGGGGCA
GGTACGCGGCATCTTCCTTTTGCAGAGCCCTGGGTAGTGGACATCAGCAGGACTATCTCA
GCTGGCATGGGAGGTTTCAAAAGGAGTGCATCCATGCATTTAGCTGAGTTTGGGATCTTT
TCTCTGTAATCTCAAAAAATTACACTGTGGTCTTCATTGCTCTTTCTATTCCCACTGTTCCT
GCTCTCTCACTTACACTGTGGTCTTCATTTCTCTATTCCTAATGCCCCTGCTCTCTCAATTT
CCTGTCTCCAGCACTGACACCTCTTTGTTCATCTCCCATCTTTTCTCTGTCTTGTCTATTTA
GACTGCAAATTGTTTGATAAAGGGACCATGACTTAATAGGTGTTTGCACTACATCTGGCA
CCATTTGGTCTTAATCTCAGCTGGGACATGAAGTCTCTACTATTAAGCGAATAATTAATA
ATGATTAGGTCCTAAAGCAGCAATGCTGCGAGCATGTGATACTCCACTAACCTTATCCAC
TGCTCCTATCACTCTTCTCTTTCTTCTAATGCCTGCTAGATTCAGCAGGGATTACTTCAGA
GCCACGGCTACTGAGGGGCAGCCAGCACGGCTGTTTGGTAGCCCACTGGATGCTTTCCCC
CTTTCTGAAAAAAAGGAAGGTTAAAGTGGAAATTAAGCTAAGTGCGAGTGCGAGGTCTT
ATGAAAACTTAGAATGCATGCATGTGGCAGAACGATGTTATGCGTAATATAAACAGCTG
TATGTAAGGGAGATCACTGCTCTGTTTCAGGAAGTAATAGCTAAAGAAGCATTTACTTAT
TTCTGACAATTAATGGACATAAAAGCTTATGTATTATCTAAAGAGGAGAAGATTAAAGG
AGG

#66
GTTATGTGACTGCCTTTGGAACAAGAAGACACAGGAACCTACTTGGCTTGGACACCTCTG
GAGATGTCCCTTGCTTCAGAGGGTTTGGGGTCTTTCACCCTTGCTCAGGGCAGAACAAAT
CCCTCAGTATCATTCTAGTATTTGTGCTTTTAAATGAATTATCTTTTTTTCTTTTCTTCTTTC
CCAAGGGCTATGAATATGCTGAAGAGAGTAAATGGAAGCTGTTCAAATAGAATAAAACA
ATGAGGCAATTTAATGACTTTATATCACTTGTTTACAGATAATTGACGTTTGATTTGTCAT
TTAGGCAACTGAACAACACACGTAAGAAGATGCAGAGAATGTGGAGTCACCAGCCCTGG
TCGTGTTCTAGAACCATGGAGATGTGGCACTGAGGGCCATGGTGAGTGGGCATGGTGGG
CTGGGTCAACAGTTGGACTTGGGGATCTTAGAGGTCTTTCCCAGCCTTAACGATTCTATG
ATTCTATAATTCTATGATATCCATAGGACCCCGTTTTTCCCTAAGTGAGAGTTAGGTGTTA
GGCTACAGCACTAATTTATTCATTCATTTAATGCATTGAAATATTTTATGCTTCAATATGG
TGCTCATAGGAGCAACAGTTCCTGGGAATTTTGCCTTACAGGCCTTCAAGTGTGTACTGG
TGCCATGAGCCAGCAATGTGTGACCTTCCTGAATCCTAACCAAC

#71
CTGCAGTTCCTTAAAACAGCAGGGATGCCtGTTTTGGAAGAACTTATGGCTtGTTGAAATA
C

ATCTTATGTATTGCTT

#74
GTAGAATTTCAATACGCTGGGATGCCAGAACCTGTAGATGAGAAAGAAAAGGACTATGG
AGGAAAGGACTGAATTATATCCAGGAAATAGAAGCTTTATATCTTGAAGCCTGACTATGT
ACAATTTCAAATTACAGATAAAAGCCTTGAAGATTTTCCATAAAAAGAACGGCTAGGGC
TTCCTTTGCTTCTGGTTGCGCTGTTCCTGTGGGTAAGTAAATGAACTACAGCTGGTGAGA
AGGTATGAGTGGTTCTACCAGGTTTTCCCAGAGCCACACTGTTGCCATCTGCTTCCTTTTT
ATCTATCTTGCTTTTATTATACAGAAAAT

#11
ACTTTGGGTTAGCTTGTCTTGCTATCAGCAACATTACTATTGCCTGCTCTCTCACTTTCGA
GGATGTTATCTTTTCCTACTACATATGAATAAATTTTTTCGTAGTCAGGTTTAGATGGCTT
CAGATCACCCTGGAATTCTCTCTTGGTGGTAACCAGAAAAACTGCAATGTTGCCAAACAA
CAATTATTTTGCATTTCTCATTTCCCTGAAATCTGGCAGCGGATTGCCAACGCTCCCTCCG
TATCTCTCTCAAAGAATTTAAGAATAATTTTTTTTATTATTATTTTTATAACAGTAGAAAG
ATATATCATAGTTCAAGTCAAGTCATTTCTTGGATGCAGATTTTGTTCCAAAGAACAATTT
AACCTGAGTTTCTTGGCTTGTATGCGCATCTATTCATATCCTTCTGTTCCATTTTGGACTCT
GCTGGGAGAAATCTGTGCCAATGTCGATTGCATCATGGCAATTTTCAACTTTGGAAATTT
GTTGAAACAACTTTTATAACAGTACTAAACACATTTCTCTTGTCCTGTAAAACACAAGAG
ACACCTACAAGCAGGTGGGATTCTCTGTTTACTGTAGTGTTTATTAGCTGGCATGTTTTCT
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AGACTGTCTGTTTAATTCAAGCTGTTCTGCTTCAATTCACTGACAGCATTTAGCCAACATA
AAACAATGAAGACCATAAAACATCAGGCCACTAAGAGGAATACAGAAGTTCATTTTCTG
CAATCAGTCACTCTTGTACGTGCATCTTTGAGTGCACTTATTACTGTGAAAAGCAATAAA
TCAAGTAGAGCCAGTAAATCAAGGCATATCAAGGTACAACAGTCAGCATGGTCACATGC
TGGAGTTCAGGTGGAGTTAAAATCACCAAGTCACAGAACCCCAGCAGTGTCAATGACAT
ACAAAGGAGAGAATCATAATCATAGAATCACAAAATGGCTTGGGGTTGGAAGGGACCTC
AAGGATCATCAAGCTCCAA

#78
AGTTGAAGGAAGGCCCCAGGGGTTGGTGTGACAAGGATCGACACCACTGATGACAGGGC
TGAGTCTCCTGCTTGCCAGGACCTGCTGCGGGGCCACTCACATGCCTTTCCCCATGCTCAC
CCCCACTGCTTTCTATATTGGCAAAGGCTGAGAGTCCTGCTGAGAGTCTTGGCCTTGCAG
AGCAGTCCCTCCCTGCATACTACAGCAGCATAGCAAGCCCAACCCGGGTGCCC

#719
ATTCCTTTTCCAGTTCCCACAACATTACATTGATCAGGTATGAATTCTTAATTACAATGGG
CACTTCTTCAAACATGTTTTCATAAGCAATATTTGCTTTTTTCAAACTGTGAAACAAGTTA
AAAATATTTATTAAAATAACCAGTACCTCTGTTGTTCATTTTGTTAAACTGTTGCTCCAGC
TACATTAAATAGGCAATTTTGTTAAAACTTCCCATTTCCAGAGCTCCATCTGCAAGCTAA
AGTCAGGTCTCTCAGTTAGAGAGCATTTGCATGGCAAAACCTCACATTTACAAAGAGTAG
GAAAAGCTGCTCTACAAAAACTCTCACAAGTCAAGCAGCTGCTTTGCTCACTAATACATT
TCTTACATGAAAAAGCCTCCAGCAAAAGACTGCACTGACAGGATTAACTCTGCCCCTTCC
AAAACACTTCACTGTTTTCCCTGCCACCAGAGTTTCTTAAAT

#80
ACTAAATGAGACGGACTGACAAAGGACGTCTCCAATATCCACTATTTGCTGCTCACATGA
GAAGTGTGTTGGGAGGAAAAGGCTTGCGTTGGTTTGTTTATCGGTTACACTGTGTAGGA

#81
TGAGTGAAACATGTTTCTGTTTTAATTTATCTCCAAAAATGAGTTGTTCAAACAATATGA
AATCTTCTATATACTAACATATGACGTAAGGCTCCAACTCTGGGGCCTTTTACTCTGTAAG
AGCATATGTTC

#82
TGCACTGAAAAAGATTAAGAAATCAAAACAATAGGATTCTTAATAAAGGGATCTTAAAT
GTGTTTATACTCCCCCGCAGCTTTAGAGCACAAGCATTCAAGCACTATATAGATTAAAAC
GTCACTCACTTGATAAACTTTAAGAGCTGCGTAGTGATCTTTTTTGCAGCTCTAGCGATAG
CGCTCCCAGGTTCATTGAAGGTCCTCGCATTACTTTCGATGTATCTTACTTCCCAAACTAA
TGCAGAGATTCTCCTGAAAATAAAAAAAAACACTGCACCTTTAATACTAAGCTGAAAAA
CTGCAAAAACTCTCTCATTAATTATCTGTCCTAATCTAATGTGGATAAACGTCCCTTACAT
TAATATTCATTACACCT

#383
AATTACCTGTGCTTGAACAAGTTTAATGATACACATCTCATCTGAGTTTAAATTCAAATCT
GAATTAAACTAGAGCACTACAACTGCACTTAAGCTGAAAACAACCATTCCATTTTAACAG
GAAATTCCAAGGTTTCAGACAAAAACTTTCTAAACATTTTCACAGCTTTCAAGAAAAAGA
CACAGTGTTGTTATGTTGACTTTTTAAATCTCCATCTTAACTAGCACTCATAGTTGCATTT
TTCAACCAAAATCCTTTTTAAAGGAGTGGAAAGAAGAAGCTCGTATGTCTCAGCACAAA
AAAGAGCTTTATTTAAAATTAGATTCACAGAAAGATCTAAGCAGAATAG

#84
TGAGTGGGTGCTGTGAGATTCTTCCATGTGCCTGGAAATGCTGGTAATAGCCTCACACAT
GTGACAGACTAAGCCTAGTATAGCACTTTCACTGGCTTTGTCTGCTTTGTAGCTTCTGGTT
GGTACCTTGCAAGCAGGAATTGTTTCTTGCAGGAAACACGAA

#85
AGGCTGACCTAGAACAGAGCTACTCTGTGTCACTCACAAGTCCAAAGAAGGGTACTTAG
CCAGAGTCTAGCTGCTTTTTTGTCCTACAGCTGCCTGCTCTGGGAGAGGAGATGCAGCTC
CCCCAGGCTCTCTCTGAGCAGAGCACAACAGGGCCTGCCAGGGAGCTACTCATGGCTTCA
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GGTACTGGACAGAAAATCCAACCACATAAGTGTACTTATGGTGGAATTGGGTACGTTTTT
GTAAGAAAGCTGTCCTCCTACAGCACTGAGCATGTTACGTGAGCTTTTAAATACAGGTGC
CTTCAACTCTCGCCCTTTTTCTCATGCACATAAAATACACACTACGGTGTTCAGCCGCTCA
ACTGCTGAATTATGTTTATCATTCTTAATTGATCTTTTTGGTGTTATTTCTGAACTGCCTCC
TTTACAAAGAGTCAAGACTCTACCTTTAAGAAGTATCCAAATAGCTCAAGGAACCAAAT
AACAAAGACTGATGTAACATTCCCCTTTTCCCTCACACTGAGCTTGGCACTAAAACAACA
GCAGTTGGCACCTGGAGGTCGCACTGGCCAATACAAAAGCATTACAGTT

#86
TTGTAGAAAATCTGTTCATCTTTACATTTTATCTAATGCTATCTGATAAAGGACAGTGTAG
TCTTACTAGTTGATAGGTTACTGTTCTTGTTGAATCTTGATTACATGAGAAATAAATGTGC
CGTGAGAGGGACTGAACGCATGACTTCATCCTTCTTTGCACACCTACTCTGTTGTTGATAT
TGTCAGCTTATTTATTTATTAAACTCCTGTCAAGTCTCAAAGAGAAACCAGCTACAATATT
CTGAGTATTCTAATGAATGACTGCTCCTTTCCTGAGTCAGAGGGTTTGTTCTGAGTATCAT
TTTGAAATCATTAATCTTGTGTCTTAAATACAAGCAGTGTGTGTTGTCCCAGAGCTGATTG
TGCAAGTTGCACAGATAAATAAGATGCATATTTCAAAGAAATATCTAATGAAAGTTAGCT
TTTAGCACTCACTTGTTGAGAGTCAAACAATGCCAAATCTTGAGATATGCAGTAGAAAAG
ACTACATGGCAGAAAGATATTCTTCACTTGGGATTAGTTTGAACAAGCAACACTTTCATA
TTCTTCTGGCTGTATACTTGGAATGTTACTTTTCTCTTTTCTGTAATTTACAGGCTTAAGAA
ATGAGCCTTACCCAGTCTTAATTTTGGAGTTGATTGAGGTCAATAATTAAAAGCCAAAGG
GAAATGAITTTTCTTTGAATACCAGGATTGCTTTAAETCTCATAGtTCASTTATTCAAGLATG
AtAaCCTACTGTNAACATTTTTaTCCTCGcTATTTgAAACAATAAtGCaATGCataTcagTTTT

#88
TAACACAgACAGCTGCACTGGACGTACACCACAGCCTCCTCGCTCAGTAGGGCTCATAGG
TTTACTGACAAAGTGTAGGAAGGCAAAGCTTTGTCAGCAGCC

#91
CTCAGGGAAAAGGTACGGAAAGTGCAGGTATCCTTGTGCAGGAGGCAACAAATGCCAGG
TTGCAGACCCCTACCAGCAGGGCAGGAACCACCAGTTCTCTGTGCTTCTCACCCACGTCT
TGAGCAGCACCCTGAGAGTCAACCTGGTCACGTTTCCCTGACCTTTCCTTGGTACTTCCTG
GCTACAGTGGCAGTAACTGAGGGGAGAAGGAGAGTTTTGCTGTTTCCCCATCTGGGTCTG
ATGGACTCGTATTACTCTAATGAAGAATTCTTTCCCACCACCCAGCAACGTTAGTGAGCG
TTCACCTTGCCAACGGGATAAATATACATCCCTTTAAACTATCACTACGGGAGAGTGCTG
CATTTGGGGGCATCTTTTGGAGCATTTGTTTGTGATCCTTC

#92
GCAAAAGCAGAATACACTGAAGGAAAATTGTCAAGTTTCTCATATTGAAGTACAGAAGC
TCTCCAAATAGAACGCAGCCAGCCTCCTCAACAATTTCAGCAGATCAGGCACTCCAGCAC
ACAGTGGATTCGAGGCAGTGCTTTGAACCTATTCAGTTCAGGAGCTCTCCCACTGGTACC
ACCGCTCTACATGAACACAAGAGGAGTTCAAGGACATTCATGCCACAGCTCCACTATTCC
CAAGGCAGGAAAACACAAATCTAGAGCACCTCTATGCCAGCAAAAGCAAGAAGAAAAT
CAAAACAAAACCAGCTATGTGAAATATGAGACAACTCCCTCTATGCCTTTCCATGCTTCT
CTAGTCTTTGTGCCCATTTTAACAGGGCACAAGTAGCACCGCCTTCCACCAACACAGATG
ACAGTGACTGTACTTCTTTTTAGAATCTTTCCTTCAACATTCTTGATCAGTCAGAAGGCTG
TTCTATCAGTCCCTCAGAGGCCTTCATGACTTTTTCTTGATATTCCAAGTCACGATAACCA
GCAAGTGAAATGCAGGCTAGGTCTACAGCACAGATTTAAGTAGATGAAAGACCTTCAGG
GAAACCAAGTGAACTGTAGGAGAAGTTCTCTTAAAAAGAGTCTAAAATATTACCATTGG
ACTCAGCAAATTTCaAATAGGCAGCACGAAAGCCAAGCTCAGTTTATAGCCGTAGATCTT
CCAAACAAAATAGTATGAAATACACCCCTTTACCACCATTCAGAAATTGAAAAGGCAGG
AGACTAAAAAGGCCTACaaGCAATTTTACTCCCATGCTACaaGGCCTACcAAACAAACTGAg
gATTTAgCCcTGtCTTAtaAAGaagcagtgtttaCTGATCAAGTGCCAATGACTTTTATGAGGTGCAC
CACAGTAAAATGTCATCTATACAACAAACGCaCCGCCAGTTTTGAAATTTTTAGAAGACC
AGTGTATATGTACTGTGGGGGGAAAACAAAATAAAAACAAAATCAACACAACACTTCTT
CCAGACTATGTTTTATTCATTCTAACATTATGAATGTGCACGCTCAAAAAAGAAAACCAC
AAAGAAAATAACAACAACAAGAACAACCACGCAATTCCTAAAACAGAAGGCAGTCCTTA
CTGGCAGCTTTACCCCTTGCCTCTGGAGAAAGATCAGCATCTTACTTAACCTTCCTCTCTT
CAAAGAATATCTAAGAATACATCTGTATTCAAATCTTCCTTCTGCATTTTAACCTTTCACG
GCTTGAAGTAATACTAAATTTCATGTGGTAAATAGGCAAAATAATACAACTTGCCAACGA
TATCATCAGTACTCAGATGCTTTATTCAATTTCATTTTCAAAATCGTTGGTCATGcTATTAA
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GAAGATAAATAAGAAAATGAGACAGTTCATCTTTCCAGTCTTAAGTGACTTTTACTGACA
ATCTGTAAGGCTTGAAATTAAAAtGCTGAACCATAAtAAAAAgCAtCCTTGCATCCTTTTCA
GTTTTCAGAAAATAATCATCCCATTAAGCACCTTTTTTTTGTTGTTTAAATTCACATTAAT
ATTTTATTCCATGTAATCTCTGCTTATAGCATTGTATACAAAtGGTTCCAACTTTGTGAAA
ACTCTTAGGCCTGTCTGTATTGCCTTTCTAAAAACACCAtGACTGCTGTTAGTCTGAAAAT
GCAACTCCCCCTGTGCAGAGtctGGGCACCTTTCCACTTCTCTGGGTC

#93
2aGTTCAgGACCAGGCTTGATGGGCTCCTGGGCAATCTGATTTATTGTTGCAACCCTGCCCA
CAGCAGAGGGGTTGGAACTAGATGATCTTTGAGGTCCCTTCGCACCCAAGCCATTCTATG
ACTCTGAGATTCCATGAAGGTGGTGGTGAGCATGATTGTGATTTCTTGACCGGAGTGGTT
GGAGCAGTTGTTCCCTCAGTGCCCACCTCCCCACATCTGGTGCCTGTCACTTCAGCAGTTA
CAGCACTGAGACCTTCCAGAGCTCAGCAGCTGGCAGCTTTCAGCCTTTGTGCAAACTCAG
GTACCACTGCGAGGCACTTGTTTCACTCAGATTTGGAAGATCTCAgCCATGAGGGCTGTA
AATGGACTTACATTTTAAAGAACAACTGAGGTTGTGAGCCATCAGGGCATGGCATCTTCA
AAACTGGCACAAAGCAGGCAGGTGAGGCCACATAAGCCGGCCAAACACATGACAAAAA
CAAGTTATAGAAGTAATGAAATATTAAGCCAGAGAATTTCTTCAAATTTTAGCAATTTGT
ATGTATGCATGGGTTGGCTCTGCTCTGTTATTCCTGCCAAGCACTCAATTAGCACTTGAGT
TAATAAGATGTTTTAATGGCTGTTAAATTAATCAACAACTCTGACACTGCT

#95
GAACATCATCAGATTTGTTAGAAAAACAGCCTCACNGGAGAAAGCACAGTTTATTCTTCA
ATGAACGGCTCTTAACTGAGATTTACGGTACGGACAGATTACAAGCTTTACTTTCTCTGT
AGAAAGCAACAAAGAATGGAGCCCCGCTAAACAAAATATTCAAGCAATTTAAGATCCCA
AAGAAAAAAAAGTCTCTCC

#96
GTCTCTTCTTGAATGTTTGATGTTTAATTAGCTTTCTATATTCTTTCAACTTTGCTTCCAGG
ACTGGTGGAACTCCACATCCTATGCAAACTACTACCGAACTTGGAACGTGGTAGTGCACG
ACTGGCTCTATTACTATGCCTACAGGGACTTCCTCTGGGTGAGCAACAAGCTCATATATT
CCTTG

#100
CATTTGGGCTCATTCTCATTTGTTGTAGCCAAAGACTTTGCCACCCTGCTGTTATCATCCA
ATTTTAGCATTACACATCCCTACGGTAACACAAACAGATCAATTTAGGACAGTTAGATCA
ATTTAGGACTTTGTGTGTTTAACAGCTGTTAAAAAGTTGGGAGAAGGAAGGAAAAAGTT
AAGTCACTTTGTGACTGATGTTTTAAATTTCTCACTATAGGCCAACTGCTGTTCCCTCTTT
CTTTGTCCATCACCCCACCCGTAATTTTGCAGGTGCTTATACAACACTACTCACATCCTGC
TATGTACTTACATGTTGAACAGCTGCATCTGAATAGGAGTCAGCTTTGGCTGTATCTTCTC
TGTATGTACGTCAGAGAATGCTAGCAAGGAATATTCTCTTACAGAAGTGACAAGGACTAT
TTACTTTCATAAAAGGGTAATTTTAATATTGTTACTACTGACTCGTAGTGTGTAGAGAAA
GGATTTTAATTTCTATGATGTCTCATCTCACACAGCAAATTCACTTAAATAGTTATGATTT
ATTCCCATATGCTCATACTTAAAAATGAAAGGGATTGGAGACAAAGAGGTGCTCTGTATT
GCAAAGCATTCAAAAGTGTGGGGATTGTGTGAGTATGAAATGACTACTTTTCTGTTTTCT
AGTGAATGTTGTAG

#101
AGAGtGAAGAGAAATAGGCTGTTTTGGAAAGCAETTGCACTCCGTACCGGAACTCCTGGG
AATTCTTGAGTCATGCCAAAGGCACTCACCTCCCAGCGGAGGCATCTAAATTGGATGCCT
GAAGAGACAGATTGTGAGTACCTCCAGCACAATGTATTTTCTGTTGGTATTTGTCGTTGTT
TGAGTGAAAGTCGTGGAAGTCTATCATTTCTCAGATGTTTTGCAACAAAACTCACTGTTC
ATGCAGTTGGTCGCAGGAACACACCTGACTGTGATGGAAGATGACTTCTCCCAACTTGTT
TGTTCCAAAGCTGGGGCATGGAAAGTCCACTCGCTTTGCTCAGCCACAAAAGGAGATAA
TCCAGGTGCCCGCAGCTCCTGGATACGTGAGATCTCAGATCTCAGAAGGCAGATGAGAG
AGCAGAAGGTGACAGCATGTCACAAGTGCAGAGTTTGAGTTACCTGCAAATGTTTATAAT
TGAAACGGCTTCTGGTGTCATGGTAACCAGCAGGTGCTTCATCATGGCAGGCCTACAAAG
AGTCTTACATTTTGGATCTTTGATTTGTTTTGTAGGTGCAAAAACTGTTACACTGTCATTA
ACTTATCATAGACTCCCATGTAGCAGTATCATAAATCAGCTCAGTGTATTTGTAAATACC
TAAAGCTGTGATATCCATCATCAGAGAGCTTATTACGCTGACAGATTTTGAATGCTTGTG
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CCAGTCTATCTTTCAgATATGAAATACATAATTAAACTCTGAATATCATAAAGCCAACAA
GAATTAAAGCAgAAgCTGTATAACTTCAAACTTCTTAGTCTTGtCAGTCTTC

#104
AGGCTCCTGCTGCTGCACCTGGTAGGCCCTGGGGAGCACCTGCCCTGAAGAAGGACTTTC
TGAGGCTCGCTCCAGCCACAGGCACAGCCTTGTACATGTGCGTGGCCCCTGGGGTCTGGT
CTGCCCCAGAGAGACCTGCTGTGTGGGAGTGGGAGGTGGGGAGTCAGGGTGACAGACCA
ACTGTTGATCGCTTCAGCTCAGCTTTCAGTGGAATGACTTTTCTGAGGTCTTTTTCAGCTT
TGCAAGAGTGGGAGAGCAGTGAGTCCTCGTGCTTTCACGGCACTTGGAGATCTCAGTGTT
AAGAGGGAGCCTGTACACCATCACGCACGAGCTGTGCTTTACAGCTGCTACGCTTCCCTC
AGCTCCCCTGCACTCTGATGAAGGACTGATGTTAAACCAAAGCCTCCTGGCTCCAAGAAG
CTCAACAGCAAGAACTACAGGGCAAAAGAAGGCAGAACTGCCCCAAGAAAACTCCTCTG
GAAAACAGAGATCACCACAAGCTTGGCAGCCACAGCAAGAAACAGCCCTGGTTAAAGG
AGGGAGAGAGGGTGCTGCGGGTGGGCCTGTTCAAACAGCAGCATTAAAATACCCATCAA
AAATGGCGCCTTACAACCGAGGTATGCTTAGCTCTGAGCATCAGCGTTTTTCTTATATATT
GGGAACACAATGAAGAGGIGITTCAGGCATTTTTAATAGGGTAGTCTCACGGTAAGGAAA
GAGCTGTAAGGtTAGAAGGGTAGGAGGGGGAtTATGTTACTGTAAATACTTCTACGCTGC
ACATATAGTAgAAGCCCATCCCCAAATTCAAGTCCAAACTGCCCTCACTGCATTCTTCGGG
TGTGAtGcAgAAATTTTGGGGITCCAGCATAACAAATTCAGCCTCCTACCAGTTCAAGAAA
AATTTGGGtgcACCaGAgAGCATTCTTAcaTCAGCcTCcTaCCAGTtCAAGAAAAAATTTGGGT
GCACCAGAGAGCAATTCTtAaCATTGTTCCATGTAACAGCCTCTAGCTGAAGAAAAGATCT
TCCCCaAGGAGCACAACTGTCACCTCATCCGCAGTTGTGTCCAGATATCACaCTGCTTTTT
GACAAAGCTTGGTGGTGGCTTATTAAGATAATACTTCCTACAAATTTCCATTAGTCATAG
CTTATTTTGGCTTTGTTCCAGCTTTGCGTTGCTACTGGAAGAAGcGaGGaGacagATGAATAG
CTACATCcTTcTCAGTGATTTGAAGAAAAGTGTTGAAGAACAGTGGATTGAGCTGAATAAG
CTGTGAATAAgAgCAACTgCCaGGCTTCTTTAgGAATTGATTTTTTTTTTTTAATTTAAATTTC
ATAAATTAGGTAGTATACTCTTTTACAGTTAAAGATGCAAATCATAGAATCATAGAATCA
CCAAGGTCAGAAGAGACCTCCAAGACCATCCAGTCCAACCGTCCACCTATCACCAACGTT
CCCCACTAAACCACATCCCGCAGTATGATATcTAAATGTTTCTTAAACACAAAtGACCTTG
CACAGGGGAATTCCTGTGTATTAAATCCCCCAACaCCATGAAACTTGCTTTTAAAACTAGT
AATATAGAGCTATGCAGTCAGCTGCATTTCCTGAAGGTGTTCAGTGCCAGGCTGGATGGG
GTCCTGGACAACTAGTCTAGTGAGTGGTTGGAACTGGATGGTCTTTAAGGTCCCTTCCACa
CAAGGCATACTATGATTCTATAATTGTCAATGTAAT

#106
GCCGTGCAGAGCTCACAAAGGCATTTTATGCTTCTGCAACACTTTTTAGTCTCAAAGACT
TCGAGGTCTATAAATACCTTAAACGCCGGAGATAAGCATCTGCCTGTGGAGCAGAGCAG
AGCACCCACGGTTATTATTTGTGTTTAACAGAGCGCTTTTAGTGGGTCAAACCTCGCTCTT
GTTTGGAGAAAGAGTGCCTGGAAACGGCAGGCATTGCTTCTGACTGAAGGATTTCACCCC
AATGGGAGGAAAAGCAACATTTTTTTCCATTTTTTTAATGGAAAAAAAAAAATGAAAGC
CCTCCCCAAATGTTAACTAGCTGCACACATCTCAGAGCTCCCAACATAAACGATCCTGGC
ACGTGAATGTAAACTCTTGGCTCACAGATGCGCTCCCAATGATATAAATTACAGTCCCCA
TCACTCATGGAGACACATCGCTCTCCATTTATGCCATCAGAGAGGAGAGCAGAGCTCGCT
CCTTAGAAACCAGACGTGCAAAGCAAGGCAGCAGCAGAGGGGCTGCTGGCACTGCTTCG
TGCTGAGCTCCACTCACAGAAGTGAGATGGGACCCAGCACAGCCATGTGATGACGTCAG
GGGTCAGAAATGCAGCCCTTGCTTGCATCCCATGCACCGCAGTTCCCATTTAGGCATTCA
AATCGAGGATGGTAGGAACAGGTATGAGGAAGGTTTGGTTTCTTTCATATCCCTCAAGGT
GCATGGAGCAGTG

#108
AGGGAGGAAGCACTGAAACAACATAAAGAGTTATCTCAAGA

#109
gttCCGCCAGCCGGGCAACTTCTCTAAACGCCTGNNNAGCCGACGCCGTAATAGCAACCAA
TTCCCCCGGTCTTAATAATGCGGCCTGACCCTGTGGGTTGCCCACCATCCCATCAGCTAA
GCCCTTTAATCGATCCAAGTTAGTCCGTTCCCCCCGCCCTTGACCGTTCGCTGGGTGTCGG
GGGTCGCGAGTGGCTGCCGCTATAACCGTCTGGAGTTGGACTCCCCAAGCGTCCATCCAT
AAGGCATATGGGGCAGGTCCTAAAATCACTCTCATTAGATTCGTGACGTCATGCGGCAGC
AACGGGGAGGACATGAGCGCTTCCACTTCTGCCATAGTGATCGGGGATCGTAAGCCCTTG
GTCCTGACCGTATCAGCCAGTCTTGTGATCAATTTTGGCTCCAGAGGGGAAA
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#110
CTGCAGTGAGTGTTGGAGCACCACCAGG

#111
CTGCAGCTGGCAAGAAAAGACAGGGCTACTTTGGTCTTTAAGAATAAAAGATGAAGACT
AGGCTAAGTGCCTCTTTTCAGGTACACCGGTGTTCATCTACAGTACGTACAATCAGCAAT
ACTGGTAAAATGAGCTGATAAATTGTCCTGGGCAGCCTTCTGTCCTCACAGACAACTCCA
CGCACCTGTAAGGTTTGAGGTCTGTTTCCTACGGCCGGAGCATTTAATTGCGGATTCCCA
CCAAGACCAAGAATACACTTCAGACTCATTGGCTTTCTTGCTGATGTTTTCCTTTTTGCTT
AACAATACTAAAACCTGTAAAGAAAACAGCAAGTGACATCAGCCCTGTGCAGTAGGTTG
GAAAATGCACCCATCTGCACGGAGTTAATAACACATCCTAAAACGGCCATTCACCCTCGA
AAAGCATTAGCATTTAATTGCAGCTGCTCATCTTTTGAGTGCAGAAAAGTGTTGGAAAGA
GGTGCTGAGAGGCTTTGTCCTAGATTTACATGTCAGTGCTTTAAACATGATGTGAGAAAA
TTATTTTAATTGCCTGTACCAGTCTGGGACTGAAATGGTCCTACTTGCTAGCTTGGTACAA
ATGGTGCAAAGTTCTTCTTTTAGTCAGGGAGTTGTCAGACAAGAATATGTATGTACTTGA
ATGCCTGGAAAGCCTCACCATGAAGTAAAATGAAGTCAAATAGCCCCAGTAAGGTAGCT
TTGCAAAACACTATCAAGTAATGGCAAGTGTTTAACCACAAGACTTACATATGAAG

#112
CTGCAGCTATAGACAAGTGTACATACGTATGTATGTTGGCTCTCATTTTTCTCTGACACTC
TGAATGTCTTGGAGTTTGTCTAAATTTCCAGTTAATTATGTATAAACATAGAAGACGGTG
ATAAATCAGACAGTAGAGGATTTGATTCTGTCCAGACTCCTACTTCATACAGCCATCTGA
ATGAAAAGCTATAAAAACAAATTAAAACAGACCTCAGTAAACCACAGGGTCCTTTTTGC
TGACATTCTAAGGGTGGTAATTACAAGAAAAATTCAAAAGAC

#113
CTGCAGTAAGAAGAGAAAGAAGAAGCAATTACAATTTTCATGAGAATTTTCACATTCCTA
T

#116
CTGCAGCGAACTCTCAGCCTCTTCCCAAGCAGAGAAGGGCAGAGGTGCTGAGCGGACCA
CCACTCCATTTGCATTTTCCCCACTGACTGAAGTTTCCACCCACACAAAACCATACTCTAG
GTGAATACATTCCATTTAA

#117
CTGCAGGTCTCTAGAGGCAGTCAGTACTTCAAATGTTGATACTGCTAGATTCAGCTGGTA
TTGCTTGAAATCCATTCAGAAAGTGGATCTGGAAGTCAGAAAGCAGAGTTTTACATAGTC
TTTTGTTTTTATAAATGCAATTTCTCTGTTAATAGTATTTTATGTACATTCAACACTTAGTA
CCTTGGCTGTAGAACTTCTCCAGAGTTTCCACTCGCTCTACACAGCACTGGGTCAAAAGC
AGATTGCCAGTGAGTCATCTATTTCCAGCTTGTTGAAAAAGGGATACAATATAAAATGTG
TTTGTGCTAAAGTACCTGGATTTGTCATCTCCAGGTCACTACACAGCAGTTTACTGAGAA
GAGCCAGGAGAACTGCAAAGCACCTCCAGCACTCAGAAGCAGCACCAGCACATGTGATT
TGCAATCTGTCCCATGCTCTCTCTGAGGGAGAGGTTCTTTATTGTTCTGGTCAAGAAAGCT
GTGTGTACTGTTAAAAAATAAGTTAGCCTATCCAAAGTAAACAGAGCAGTAGAGATAGT
TGGCATAGTTACTCTGTTAATCTCTGCTGGGGTGGCAGCAG

#118
CTGCAGTGAGGCATGCTCACCAGGTACACAGACTGCTGCAAAACATCTGACAGCAAATA
TGGTGGAATTGCTGTGCAGCTTATCACGGTACTTTTCTGTAGCTCCCTTGCGTTAAGGTAA
ACTTTTCCTCAGCAGCTTCTGGAGATGAACCCAAGTTAGAAATTGGTGTAGTGTCTACTG
TGTTTGTTTG

#119
CTGCAGGCAAGCTCTTTTGAGCTCCTCTTTGCTGAGCTTTTCCTCATTTTTAAATACAGTC
TCGATGCTAGTGTTTCCTGTTTGTTTTCCACCCCATCTCTCTGGAATGTGGGAAAAATTCA
TTTCCATCTGGCACTAGCAACCATTTAATTCAACTATTGCTTTACTTCTTCAGCTACTGGG
AGCTGTTAAAGGCTCCTTCATTTGTACCCCTCTTATGGGCCTTAAACTCT

#120
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CTGCAGATCAAGAGCAGGGAGG

#121
CTGCAGTGAGTTGTGAAGGGAGGTG

#122
CTGCAGTATAAAGGGGAGATAACACTATGAAAAACATAATGTCTTTGATACTTATT

#123
CTGCAGCCCTGCTCAGCCTGTCAGCTCTGCGGTGGGTTGTGTGTGTGCTCCTGTCTCTCAT
TCACCAGCTGGTGGGCTCTTGGATAAGTTGAGCCAAACGATATTTTCGTGTATAGTGTCT
GCACAGGATCTTGCCTCCCTTTGGCAGAGGGGCAGAGTTGGAAATTGAAGCTCTCTCCTA
TCTCGTATTCCACTTGCCTTCACGTGAAGGGTAGTTTGGTGTCTTCTCCTTCATCCTGCCT
GTTCTTTGTGGATTTCAAGGGAAATCTGGTCCTGGAACCTTGCAGCTGCTGTATTGCACA
GGTACCCAGGTAAGGTGTG

#124
TGCAGCCCCGCCTGGCTTTGGTCTGCACCCTCCCTGTTAACACAATGGCTGCTCCCTGCGA
GCTTCTACGTTTTGTAAATCCTGGGGCGGGGTGATTTAAACGTTGGCCGTATTCCAGCGG
TTTCCTTGTTTGGTTTTCAGTGGGGTCTGTGGGCAGTTATTTTGTCGCGGGGGCTTTGTGT
ATTACTTTATAATATCATGTACGGGTTTCCTGTCAGCGGTGTTTCCCATCAAAAAAAAGCT
CCAAGAAAAAGTTGGGGAGGGAGTTGCGCCCATCTTGGTTGGGATGCTGTATCCTGTATG
TTGAATAAGCACTGCTGATTTTTACCCTTTGCTTGGCACAGGTTTTACTCTCAAGTAACCT
GGTTCGGGGAGCTCACGTTGGCAGGTTGTTTGCCTGATGTTCCCCACTGACTCCTTACGC
AATTCAAGCGAGTAAAGGGATAATTGAAGAGGACAGGTAGGCTGGAAGGTGGCACTGG
GCACCTGTCACTTCAGCTGAGTTAATCTGGAGTGAACCTAGCCAAAAAGTAAGCAAGAT
AATAGCATCCCAGTACTTAAAGGGGACTTATATATTAGATGGAGAATGACTTTTTACGTG
GTCTGATAGTGATTGGACAAGAGGGAATGGTTTTAAATTAAAAGAGGGGAGATTTGAGT
TAGGTGTTGGAAGGAAGTTTTTTCAGGGGA

#125
CTGCAGTTAAGACTGCAAAGAATGAAACCAATAGAACTGCTAACTCTGTCGTTGCAACGT
TGCAGTGTGTCACAAAAAAGGCAGAAAAGCATTGAACTATTAAAATATTCTGTTGTGAA
ATGTGTAGCTAGTG

#126
GGGCAAACACAGATACAGTTTTAGAAGGGGGCCTCGTCTGACAAAGGTGGCACCTGGAT
TTCGGTGCACCTACGAGCACAGGTCTGAGTTCTATCAGTCTTTCCTTCCCCCACTAGTGGG
GTAAGAGAAACACAAAGGGCTACAGCAGATCCGCTTCATAGCTCTGGTTTATTCTGAGAC
TAGAGGCAACACCTACGGACAGTCTGGGCTCTGGTTATGCCGACATCACACCTTGATGCG
CTCACCATGATTACCAACCAGGGTCATGCTAATATAAGATCTGCTGAATGATACTCCAAA
AATCCTTGGGAAGGAGCCAAAAAATAAATAAAATCCACGAAGCAACAACACCAATGAA
CTCGGTACTCTTCTCATGGAATCATGTTTACCAATGAAGCCTGCTTCCAAGAAGCAGATT
TGGGACCTGATTTTCTGCTTGTTCATTAATAAAAAGTCAAGTCTCCTGTGATCTTATGGTC
TTAAAGTGTTGCAGCGAAGATTTAATTATTGCTGCAAATGCTCAGAAGGAAATGACCTTA
ACCGTAAGAGACGTGCTAAGAGCTCACATTTAAGCTCTGCCTTTATAGCTTTGTCTCCCC
GCAAGCCTGGGGCACTCTAGGAAGCAAAGTAACACTAAGCAACACAAAATAAACCTCCA
ACAAGCAGGCAGTAGAAAATACTTTGTAACACATATCGAATTCAAGGGCCAACAAAGCT
TGGTCCATTCACCTGACCATTCTCATCCATACGGGAGATTTCTCAGCTAGATTCCTGCTAC
AGCTCAAAGCCAGACTACGGCCCTGCGAGAGGCACAACACTGTGAGGTCTGCACTTTCA
ACCTTTCTTGCCCATGCCATTATACTGTACAATCAAATATGATTTTGTGCAGAACATT

#127
CTGCAGGAAATGAAGAGGCTGGAGTGCTCTCTTTTCTCCACAGACAGAGAGAAAATACT
GGGCTACATGGACTGTTGGTCTGACCAAGCAGGGCGTTTCTTATGTTAAGCATTTTGTTA
CAGTTGAATTAAACATCAGTGGTGATGAGACAGTAGTGTAGGTTTATCACACTTCTTAAA
GTTTTGAGACAATCAAAATATGTAGCATTTAAGAATACCCAAGAACCTTATATTCAATCT
TTGGATTTTCTTCTGCCTGGGCCAAACAGTTTAGAAATTCAATCCATAAAAAGTAGCTTT
GATTATTTGAAGCTACAAAATCATGCAGTTGTTAAAGAAAGTTCCATACAGCCTTTGTAT
TGTACAGAAGTGAAGATAGATTATTTCTGCAATAATTTTTAAACTCATATCTGATTATTTA
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TCAGATTTATGTCCTCAGCAATACTCACGTAGCAACTTTCAGAACTGAACTCTAGAATTC
CTTGAAAAAATGGCTCTGGATTACACTGCTTCCAATTTCCAGCAAAATAGAACATATACA
ATAAACCACTTCAAATAACAACAGACAGGTACTACTGACAGTAGTTAAATATTTGCTGAT
GCTCCTTTGTATCATAAGGATTTCAATATTGGTTCCTAGGTGCACGTCATTTCCTACACCT
ACACTGCTCAAACATAGTTTTTATAATAAATACCACAGTTCTTTGACAGTACAGTGGGAT
TGTTTATTACTTTACCATATAAAAGGAATATATTCCCATCAGTGTAAGACCTACTTGGCTT
TTTAACATTGCTAATTTGAAGCAAATCTGAATTTGCCAGAGCAACTTCAGGTGTCCCTGG
GACCAGTGAAGTATAAATCTAACTTTATAAAGAGAGACAGCTAAACTATTACATTTCCTT
CCCTCTTTGGTCAAACAGCACCACCACACACACTTCTGGTGTTTTCACTGCCACCATAGAT
AAACGTTAACTATCTAACCCTCATTTCCTACTCCTGCTAAAACAGAAGAGAAATAGCACA
ACAGTTGCTGATCTCTGAATCATCAAAAAAGATCTTTTTCCTTGCCAGCTACTCACTTGTT
CTAGGAGCTGAGCAAGTCAGAATTTAGTATGAGTCAAAGGAAAGTTTCTGAGAAGTATT
TGAGCCTACTTTCAGTTAAACATTTGCTGAACTATCTGTCTTGTAAATGCTGGTGTTAATC
CTAGTGAAGGCAAACAATTTATGTAGCATTGCTTAATTTTTTCATGTTTGAAGATTCTTTC
ACACTGAGGCAAGTTTTGAGACAAATGTGTACAAAAGATTTCAAATTACTCTTCTAGACT
ATCCTATTTTGCAGAAAGTGGAGGGTAAAAGCTAAATTCTTGTAACCAGTTAGAAATAAC
TATTTAGACAGCCACTAGATCATCCTCTAACAGGATGAATAGTTTGAATTCAGCCACACT
AATTTTATACTGAAGTATTTTGGTCCACTTAACAGTGACTACAGCTGATTTGTTCAGATAT
AGCATCATGTAGAGTACTGTAAAGCTGCACCATGAAGTAGACCAGGATACTAATGCATA
TTTAGCCCTGCTCACAAGTTATCATACAGGCTTTTCAAATAAGGTAAGGTGATAAA

#128
CTGCAGTGATGTGTTATAACAAGGCAGTTCTTCAGCTCAGGGGTCCTTGTTTGATCACAG
CAACAGGAGTGGATTTCTTTCCTTATCTGCGGATAAGCAGCGTGGACTCTATTTAATCAG
AAAGGGCAACGCACTGAAGTCTTTTTTTGATGTCTCCACTGTGTTATTTGGTTTAGGAGCT
CTGAATTTACATCGTGTGTGTATGTGTTTGTGTAAATTTAAGAATATATATATTTTTAATT
ACATATGAAAGTCAGCTTTTTATATATTCAGACTGATGTCTGTCTAGCTGAGATTTAATTT
TTTTTTTTCTGGATAATGTATTATGACAGTTTGAAAAATCAACCACTGCTTTTTCCCCCAG
TATTTTGTCAGTATTTTGTCCCCCAGTAATTTGTCAGT

#129
CTGCAGATGGAACTCACAAGGGCAGAGCAGACGGGACAATCACCTCCCTCTTCCAGCTG
GCCACCCCTCTGTTGATGCTGACCTTTCCGACTGCATGAGCATACTGGAAGCTCACGTCC
AGCTTTTTGTCCACCAGAACCCCCAAGTCCTTCTTCACAGGGTTGCTTTCAGCAAGTTCTT
CTCCCAGTCGGTACTCATGTCTGGGACT

#130
GCAGGCCTCAGCTCACCTCACGTCTCACCGTGGTCCTGGTGTGCTTAGGTCCTTTGGTTAA
ACAGAAAGGACTGCCTGATGGCCGTGTGGTGGGTTGATTTGTTGTCTGTGTGTTTTTTAAC
AACTTGGAAATGAATGAT

#131
AgACCTATAGCTGGGGGATTGGCACCACTTCTCACTTTTGAAAGGGGGTGAAAATCTCCT
CGTTTCTAAGGGATAAGCAACTTCTCAAAGGTTAATGCTGAAAACGGTCAGTCTGATTTT
TTGGGGATAACATTATTCAGGTAAATATAACTAAGGTTCCCTTTATTAACCTAGGCCACT
GTTAGGAGAAGAGCGGAGGCTGTAGTGCTTGACAGATGGAGTAAAACAGCTTTATTTGG
GGATGCTAGCAGGGAAAATGTAATATGCCTTTCATTACCAAAGCGCACATCTGCAAAAC
ACAGGGGCTCATCAGAGGGTATGAGATACTCGAGATATTCATAATGAGAGGGCAGTGAG
ATGCCCATCACAGGGCCATAGGTGCAGAGGTCCTGTGTAGCACTGTGTAGAGCTAATGTG
TGCAGACACCAATATAGTGGTGCGTTTTGTATATCCTAAAAGGCTGTTAACACATTCAAA
TCGCTATCCGGAAATGCTGGCACAGTGTGGTGTCAGACCACCACCACTTTCATCTGTCTG
TCTTTGCTGCTTTCTCTGATAGTCTCAACATTTTATTAATACATTAATCTCAATGTTTCCTG
CCTTGGAGTTCTTTTTATAGAGACCTCTG

#132
AGAGGTAGGGATGGGATGTCTTTCTCTCTTGACCTGTGACAGGCAGTGCAGGATGGTGTG

#134
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GcetGttAAgCACTTGgatatCaCAGAgATGGaGCTcATacCaaCACCTGtGCAgCagAagAaATATGtgT
GaAAGAtAaaACTGgACCTTGCagGAaAGcCTtGAACagAaaTaCaAAGGtaaAACaTCCaAATAAA
CAACTACCaacTGAaCCTTGtGGGTTTtTTTtCCCaaagGtaGtTTTTTTT CagctTtgatacaCCtGTTccT
AAGtacagtcAATTtaCaC

#135
CTGCAGAGCTGACATTCTCTCTGACATGTGAGACATTAAATTAGGCTTTTGGGAATGTCC
AGGCAGAAACTGGTGATGTCTGAGTCCTTCGTCCCCGTAGCACTCATGCCATAGTTGAAT
TTAATCAGTCCTGTAACCACATCCTTAGTGCTTTCAGTACCTTGAAGATAATCTTCCACTT
GCTCTCC

#136
CTGCAGAGTAAGACAATCACTGTGAAAAATCAGACTGCTTTGGCATACAAAACAGCACT
TTACCAGGAAAGGAAAATGCAGCTGGAAAACTTTTTTTTTTT

#137
CTGCAGAGCCCAGAACAGTTGCTCTGAACTGATTGTGGGAGAGCTTATCACTCTCCTCAC
TGTTCACAGTAAGCTGGG

#138
CTGCAGTAATCGTTTTCATCAGTATACTGTC

#139
CTGCAGTCTCTAGCCCCAGTCGTTTTGCCTGTGCTAAAGAGACTCCTGTTTTTATACTCTT
GTCAACCATAGACCCGACAATGTAGATTTTGTCATGATCAAAAGTTTTCATTACTTTGGG
AGAATCAGCAGTCAGATAGATAAGCTTATCCTTGGGAAAGATGTCTGTGTAGCACTGGTC
TGTCACCGTGATAAGCAGCTTGTCCCACGCTCCTCTATAATGTTTGATAAACTCCTTATGA
TACAGACTGTCATCTTTGAAATTACAGAAGTGAATGTGGAATGGATCCACCGATCTTCGA
TTGCAACCTTCACTTAATACTATTTGTCTCACTGCATTTGCTACTTCTCTGACAGACATAT
ACCTTTCGTACGACATATCAAACACTAGAGGCTGGCCAAAGATCATAGACTGAGCAACT
CTCCAGTTGTATGTTTTATCCATAACACTGCTCCACAAACAAACAAATGGATTCTTCTTGG
GCTCTTGAGTCTCTGAAGCTCTCTCTTGTGTTTCCAGCCTCCTTTCCCTTTTCTCATCCATC
TTTCTTTTGCTATTTTTCTTGTACAGTTCTTTAAGATGCAAATATTTTAAATACTTCTTTTT
GGCCGATTTGGAAGGACATTCCATAAAAGCTTTTAGCTGTTCTTCACTGATGTTTTCAGG
AACTGGCCGACCAACTAGCCTCCACAACTCCAAAGTCTCACGTG

# 140
CTGCAGCAAGCTGAGGCCAGAAGTGCCTTTA

# 141
CTGCAGCCATATATGTCCTCTAGGATTCCCTATGGCTTTTCCATGGCCAAGCCTCCATGAT
TAGTAAGAAGACTGAAGGCCTAAGATGG

#142
CATGGAGGTCTTTGAACAGGTCCAGAGGAGGACCACTAAGATGATCAGAGGGCTGGAGC
ACCTCTCCTATGAGGAAAGGTTGAGGGAACTGGGCTTGTTTAGCTTGGAGAAGGCTCCAG
GGAGACCTCATTGTGGCCTTCCAGTACTTGAAGGGAGCATATAAACAGGAGGGAGAATG
GCTGTTTACAAGGGTGGATAGTGATAGGACAAAGTTgAATGGTCTTAAACTGAGACAGGT
GAGGTTTAGGTTAGGTAATAGGAGGAAGTTTTTCACACAGAGGATGGTGACGCACTGGA
ACAGGTTGCCCAAGGAGGTTGTGGATGCCCCATCCCTGGAGGCATTCAAGGCCAGGCTG
GATGTGGCTCTGGGCAGCCTGGTCTGGTGGTTGGTGACCCTGCACAGAGCAGGGGGGTT
GAAACTTGATGATCACTGTGGTCCTTTTCAACCCAGACCATTCTGTAAAATAAAAATAAA
ATTACAACTCGCTTGTGTTTGTACAACTCACGTTGTATTTGTGAATAAGTAAGGTGTCTGT
TCTTTTGGTCAGTTCTTCAGTAGAGAGGATATTTCCCAGGAAAAAACCTTCATGATGGAA
TATTTTGGATGAACTGCCCCTTTTTGCTTTAGtGAA

#143
CTTTGGTTTTTCTTCTTTCCTGCTTTTGTTTGGCTCCGGCTCCTTGCTGACTTCCTTTTGCTC
ACGTTCTTGGTCTTGTTCTTTCTGAGATGGTAATGTGTTTTTGATGGTATTAATAAGAAAT
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CTTTTATTTGCACCAGCAAGAGGACATTTCAACCTGAAAAGATATATAAAAGCAATCAAA
AGACAAAATAAAAACATCCTGAGATGAAACTGAGAGTTTAACTTCAATAATTTTAAGAC
ACGTTCGTGTTTTAGCTTTCCTTGCATGCCACCTAGTGTAAACTCTCAGCACAGAAAGAT
ACTCTCAAGGTTGTCTCCATTCTTCCTTTACCTTATTTTGTAGAATAAAAGTTATTTTACTT
CAATGCCATGAAAACCCATGTGATTTTCACAAGGCAGCAGGAAGCAGAAGGGGCAGTGC
TCATGTTTACCGCACTCTTTGTAAGCACTGACAAACAATTATGTTGTCACCTTAACTTAGC
TATGCAGGAATCAAATACTTAATAACATTCTAAGTCAAATGAGAATGTTTTACAAGACCA
TAACGTTGACCGTAGTAGATTAAATAAACTGAAATATCATACATGAAATATTAAATATAG
AAAGTAAAAGAAACATTTGCATGAAGAATCCAAGCAACTGCAG

#144
CTGCAGAAAGACATACCCAACCGCTAGTC

# 145
CTGcAGAAAGCCTAATAGCAACCATTATGAATCCCAAATAAAGCTGAACTAGAAGAAAT
GAGACTGTGTGGCGGCACAGCATGCTGAACAACAAGGCTAAGTGTAGCTGACTGCCTCT
TCAGCTCAGTAGGCTGTCTGAGGGAGTATGAGTTGTGAATTTGCACACTTGCCTGATGTA
TTCCCCAGTGGAGTAGCTGAACTTTATGATGCCTGAGTTTTCTTTTGAAGCATTAGGGACT
GGTGAGTCACAGTGTAgCGGGGCTTGAGAAATGAGTAGATATAAgGCAgGTCCATGCATG
ACAGCTTCTCCCCTTCCgCTTCCTCTCCTCCTCCCCCAGCAAACCACTTCTCACCCTTGGTG
ATTCAGACTTCTTTTCTTATATAGGTGTTAGAACAAACTACTCCAACTTGTAAATAACAA
ACTTCACAGTTTTCCTTCCCTTTGACATCCTGGTAGGTGAAGCAGAGAAGTGTCTGTCTGG
CACATCCTAAGCAGATGAGAGCTAAGCAGTTTCTTAGCGAATCCAAGGGAATTAATCTGT
TTGGGGTGAGTCTGCCCCACACATCCTACTTGTTGCACTTaACTGCAACTGTTTTCTGTTG
ATTTTGCTGAACTGTGTTC

#147
CTATCCCAATTTGCATGTGATACTATTTCCTTCTCAGCTTGGAAATACTTTCTGTATCTTGC
TTGCTTTCCAGTTTTACTGCATTCAGTCAGAGAGGGCAAGGAAAAAACCCCAAAAAGTGC
AGTAATCATCTAAGTACAATAATATATCAAGGAATAGGCTCTTTGTATTTCACGAGAAGA
AGCATTTCTTGCATGCACTTTGCAGGAATCTTGTACTTCTCAGACAAAATAAGGAGCTTT
AATTATCTTTTCTGCACAGGTCTGTCCAATCAAATCACTTCTAAGAAGCACCAACTAGGC
ATTTACATATCTCATCTGCAG

# 148
ACATGATATTTACTCTCTTATGTAGTCTACATCTTTTTAATGTCTGGCTAATCATTTAGATC
CTCTAGAGATTTCAGTGGAGAGTATCAACCATTACTCATAAATCATCTCTATTTGACATG
GAAGACCACACTAGGTCAGGTGAAATACATCTGTTTCTTCCTGTTAGGTGTAAAGAAAGC
GTGAGGTGACTAGCTTATATGTAGATGTCCAAATTGCAGGTAAATGATGTCAGATATATC
CTCTCTCTCTGGAATTTGGGGTTAGAGCTTGAATGTTcactagctggtgtnacagcagcattaccactgtattget
ctgaggagagaggaatacaggagggtagctgtgatatatttcatcataaatatgtgtatctitggaaaggaatatgtatggaaaatagaaggatatcat
actggtgctgcag

#149
CTGCAGtgtGCTagtTtttGtCAgTtGGAGAGGCTTCANTaGGAATTAgGGGTGAACACT
CAgCACCITGtAAGAggCTCTCaGCGCTgCaCAACGGGG

#150
CTGCAgAtgAAACCTATTTGCTGGTTTTGCCTAGAGCGAAGTAGTCTTTAATTACTGAACTA
TGAATCTCCTCCCCAAAGTCATATGCTACGTGACCCAGGAGGTTGGGATCC

#151
AGGTACGCAGTCAGGTAGCCAATAggACTTTTTCCTCCTGTCATGCAGAAACGTTCGATTG
TTAAGCCTGAAATGAAAACAGCAGAAGGTGTGACTCTACTTGACACCTGGAATAGAAAG
CTGTGAAAAATTACTCTAGCCTACAAGTGACAGTAAGCTTAAAAAAGGCAAAGCTGTTC
ACTGCTATATCAACAAATTACACAACTCAGACTGTGATGTTTAATCAGTCCTTCCATCCA
GAGAATTAAACACGAAATCCCTTTAAgAAACAGAATATCTGCTGTGAAAGGACATGTATA
TGGAATGTGAATACCAAAGAAAGAAATGAACTTACTCTCAGAAATTAGGATTCACATCT
GATAAAAGTCCGAACTTTGGACCAAATCCTGTTTAACGCTATCTCACTTCGACACACAAA
AATAATTATCACTCCCAAAGGAATGGGTGTCAGTACCAAAGGAACCATTTTCAATAAGGT
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CAGAGCAGAAAACGTTAAATTATTTTATTATATAACCACAGGCAGTTCTATAAAGTAGTA
TTTATTTTACTTACCATAGTGATTAATGCTGTTTATGAGCCTCACTCCCACTTGGGCATGG
TTGTTAGTCATCAGAACAATGTCAAATCGTTCTTCATCATCAGGGTACAGTTCGAGAAGC
CTGGCATTGACATGTTCTAGTGCCTGCGGGTAACAAATGTGGAAGTCAACAGACACATA
GAACACGCCTTCCTTCCTCATCACTGTGTCTTTAGTGATAGGACTGTCTTAAAGGAGAAAC
ACTTGAAgGtTTAACTTGCTGAACTTATTTTATTCCTTTCTCATCTGtTGtTCTCAGCAaCTGT
TTGcCTGAACTCATTTTAAGACAAAGCGCAtGAGATACaaTGCcTTTaAGTTAGTATTTTAAA
GAtTTCAGtAAggAaTACaAACAAAACaAACTATTTatGtaCaCCttaTCTCAAAtag

#152
CTGCAGAAACATGTCGGAACTGAGGTATTGGGTAAAAACAACAACAAAAAATACAGTGA
GGAAAACCCAACCCATGGCAAGAACCAAGGATTCTCATAAAGCATACACGGGT

#154
cTgCAGTGATGGCagAATGCAGCAGAETGGTAGATAGATcaTGAAGTGAGCCTAGACTGAA
TGTAGTATTCGCTTCAATCAGACAGGGTCCAGCCTTGAGATTTGCATCTGCTGATACTAAg
AAAGTAGIGTTCTGCTGCTGTGATCTCTTTAGATCAGATCTTCACCTTAGTCTCGTTTATTT
TTTCTAGGATCTGTCTATACTTGGGCTTCCTGtGGCTTTCCATTTTGGAGTTTGCATTTAgC
GTAATTTTTAAAAGGCCAGAAATCTTACATTCTTCAAAATAGTCACTGCTCTGTTCTAAG
AATAACTGTTCCATACAC

#155

aTGAACgCCggaaTTAACTCGagagGGATATCGaGtGGCcGCCCGTgCAGAGCGGCgAgA
GCTGCCCGGGGCAGCCGGgAgCTGCCgCGGGGaTGCgATGGGCGTTTGCaGCGCACGGACa
GCAGTGTGGGTGCGATGAGGAGCAGGTAGCTCCAAGCGTGCCACCGCTCAgCgCagTTGgC
aTTTGCTGCCAgcTGGCCgtgCCGAGCCCGCaGCAGCGTGCGTTACAGGgaAgAGAGATGCGC
TCGCAcgTaACAAAGGcGCTTGGcTGATCtCCCGTTTGAGgAACTGAITCTTCCAAAAATCCG
CCTTCTGGcGTTCCCCTGCCTCCGCACCCCTCCTCTTTCCCGGtGGTTGCCCGcGCCGGGCT
GGGCaCTGTGCAGACGCAgCAACCCGTCGATGCTTCATCCCTCTCTAATCCCGTCCTGCCC
CGCTAATCGCCTCgCCAAAGCCTTGACACGAGGCGCTaAGGACCGGGCGTAgCATTCCaAG
CCTGCGTTAGGTTTGGAGCATCCCTGGCGCACGTGATCGGGAAATAAAACCCGTGGCTTG
AGGGtAGATCCCAACGGtGCGAGGGAGAAGCGGCCAGAAaATGGCACCTGGGGCGTTGCT
GTGCAgcCaGCTGTGCGCGggGAGCAgCgAGCGGAGGTGGGAgGGCGCAGCTCCCCTTGeCg
TAgCGGCgGGGTTCTTATTETTAGCETGgAAGACGGcCAAAGATAagGAGCGGTTGTCATCC
GGCTGCCGGGAGGACTCGcgGAACAACAACAACAAGAGCTGTGtGGAGGtGGAGATEtTTTC
gTA

#156
GCTGGCACAAATACAACAAAGCAAATTATTGCTACCTGATGATTCTACCTGCATTTCCCT
TTTCAGCTTTCTTGCATGTCCTACCTTTTCAAGAATACAGGCTTATAAAATGTAACTTGTC
ACACTGACTGTGCATTAAGAACAACTTCAGATATCTCTTCTCTTTCTTTAAAAAGTGTAAA
AACCAAGGGAATACACCAGTGAGACTTGCTCATGAGAACAGATCTAGTTCTTCATGCATC
ACTTATTTGTTCATCTGTGCTTGTTACTTGCAGTTGTAAGTTACATAGGACCAAGAAACCA
GGAAATTCAGGAAAGCTTTCGGGCATTAATTAACCAT

#157
CTGCAGGGCCATTCCCATCTCTTCCCCCCAGAGCCCATCTGTGCACTCAGAGGGAGCTGC
TGAGGTCCGAGCTCGGCTGCTCACCCTGTTGAACCGAACCCCAGGGCACCAAACACGGC
AACACACACCTGTGGGG

#158
GGTGTATCTCTACAGCAAGGCTTTGTCAGATGTTTCCCAAGAGGTCTGGCTGAATCCATA
AACTCCCACTCATCTCCTGAGTATCTGTGGCTGTTTCATACTTTCTCATTATTTGTTCTTGG
TCCATTAGAGTTTTCTTCCACAGATTACTCCCTTCAGTGTTTTTAATTAACAAAACTAAAT
TTTGGCTAATACTGGATTTTTTCAATCCAAGTAAACCAGCTTAAAATAAAAAATAAGCTG
AAGTTCTGGCAAACACATTCAGGTCAGCCATTCACTAGATAAATTGTgTcTcAAAGACTGG
ATCACAGTGCATAATaTattaaaaattattgggagc

#160
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CTGCAGTGGTTCCTGCATGGATCCACACAAGTCTGCTGGTCGTTATCTCTCAGGCACTTCA
TCTGTTCCTCTGTGCCTTAAAAGGAGGGTCTTCTGAGGGTCCTGAGAGGTTGCAGCAGCA
CGGAAGGATCCCACGGTGCTGCCCCACTGCGGCCGGACCCGAGGGCGGGGATATTCCTG
CTCTCCTTTCGGGCTCTGTGTGACACTGCGGTGCCACCACCGTGTCACATCGCGCTTCCAT
CGCTGCCAGCCACTGTCTGACTTTGGCTCTGGGCAGTGATGTATGGAATCAAACTCTTTA
ACCTGTGTAAGTTTATGTAGGTTATAAGGCTGTACCTCATTGTGAACTGCCGAGCTTTTAA
GG

#161
CTGCCACAGGTAATTTGCAGAACTGTATTTACAATTCAAGTCACTGGGTTTCCCAAATCA
ATTAATTCTGACTTACGATTTTTAGACATGGTCCTGCATTAGTCTGCAATATGATTTAAAA
AAAAAAAGtGCCATTGCTAAACACTTAAACATAACTCCTTCTAATCTCAACAATACCCTA
ATTATCTTTTCTCCCTTTGTTCAGTTTATGAAATAAGGtAGGTAGCAATGACTCAgAGTAA
GCACTGAAAACACATCAATGTGTTTGCCCTGCTGATTTCTAGGACTT Aaataagt

#162
cTGCAGCTCATTTCATCATTAAgCAACTAAAAGTGAATgCAgAAAAGACAGGGTGTGAAGG
TATTGAACTTTTTGTGCCCTTATTGAGGTAAAAACAAGTTTAATAACTGAAATGGACAGC
TATGAGAGGCATTTTGAAAACTGTTTTTATGTAATAATGCATTGCTTACATTATTTTTGTA
CAAAATCCTGTACAGACaGCCTTTGGGATGGTTTTTGATCTAGcAAGGAGCTTTGCAGATT
GCACAGAGTTCTCAGAAACTGCTGTGACACCACAGTCCCACACTACTGGTTGCTGTCTTA
CTGTGGTGATTCGTGGCAGAATTCTAATGACACTGCCAACACTTTGGGGTGGAAAATCAA
GAGAAATAACTCTCATTTACAACTCCAAGAGATGCATTAAAAATGACAATGTGGTCTGTA
TTTTAAATTTAACCTAACTTTACCAGATATAAC

#163
GGCACAGATGCTTGTTAATACAAAGAAGGCACAGATTGCAGAAGTTGGCTTCTTATTCAA
CAGAGCCCTCTGAAATGCTGAGAACCAAGCcTATGGCCATGGACTGGGCCACAGCACGGG
ATCAGATTTAGAAAACAACaCAGATTCAgAAAAagtt

#164
CTGCagAActGGaTGCGTTTCCAGCAAGTAAAGCCTTGGTAGTCTGagAAAACtGAAGATGG
AATATAATAAATAAACAAGCATGTGAGCCTGATACAAAGCCTAGTCAATACTAAAGTCA
AGATACATCTTAAAAAAGAACTGCaTTTGGCTTTGGCTGAGCTATTACAATTCAGTCTTGA
TCAgACTGAAGTCACTGACAGTTATATCTGTTTaAAAAGGTAGCATACTCCTTTGCAAAGA
CAACACTGTAGGTGTATAACCCTACTAATGGATGTAATGGCAGAAGCAGGAAAAAAAAg
AAAAAAGAAAAAAAGGCTACACATTATGTAATTATTAACAATATGTACCTAAAATCTCTT
GTTCAGtACAAAAATAAATTCCACCCATTATAAAAAAATCTAAACCAAAAAGAAAAAGA
AGAAATAAAAAAAGCAAAAGTTAGCAACACTTTTATTTGGAAATGCAATGGAAAAAAGT
CAAGAATTAAGCAATACTCC

#165
GCTTGTTCCTGCTGAGCTCTTGCTTCCAGGAGCAAAAAAACATTTAAAAAATATTTGAGA
GCAGCAACATCAAAGAAAGCcTGTGTTGGACGTGGCCCAGCAAGGAGAAAGCAAATAAA
GAGGGTAGATTTAAACTAGATATTAGGAAGAAGTTCTTTACTGtGAGGEgTGGTGACATAC
TGgAACAGGCTGCCCagtgAggCTGCGgATGTGtGGATCCCCCCTTCTTGGAAGCACTGAAGG
CCAGGCTGGATGGGGCTTTGAGCAACCTGGTCTAgAGgcAAGTGTCCCCGTCTCTaGCaGG
GGtGGtGGAACTAGgETGATcttaaaGegTcccTTcCaaCccaaatcattctgtgattctatgaatgaataaataaataaat

# 166
GGTGACTTTGGGCTGAAACACACTCAGCAAAGAGCAGAGGGCTACAAGTAACTTCTCTT
ACCTGCAAGAATTGCCTAGGAGTAGAAACATCCAAAAATCCTGAGAAAATAAAACGGTC
TTTAGTTTTTGCCTTCTCTTTGTTTCATGCATATTTTCCCTTTGCTTCCTTACTAGGATCAAT
CTAGTGCTCATAGGACTCCGCTCATCACTTTCAGCTCTTGCATAGCCCTTTTGTGCAGATG
GGAATGGCTTTCTGCAAGAGCAACGGCCAAAGACCATTGTTGGAGGGTGGCATCCACCC
AAAAAGAAAGGAGACCGGGGCTCACTGCTAGAGCAGACGTGGGAAAATCAACACCTTG
GCAACATGAGCACACTGCAG

#170
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TAATTTATTTTTTTCTAAAGTAGTTTGTTGTTTGtAgAAAAgAAAGGAACACAAGTGCAGTT
TATTGATATTTGGCTAATAGCAAAGCAAGACTTAAAATAAGCCaCACAACCAGCAAGTGT
GAGCTGACAAGCAGCAAGGCGACAGGATAGAAGTGTCGAGAAGTTGGCTTGTTATCAGT
TAGACAGCCTGTTTCGGGATCATCCGAGTCATTCAGTGCTCCCTGGGTTTGTCTGCTGTTA
AATAGGGGAAGTTAGGAACAAATAGAACAGCATTTAAACAGCAAAGAAAGCCAACATG
TAGGCATTTTGACAACAAAGCGAAACTACATAGCCATTCTGATGAAACTCATTTATGCCA
AGCACTTGCATAGACTTAGTATGTTCTGCAG

#171
CtGCAgCTGCTGGCGGTGTCAGCGTGGGGTGAGAGCTGCTGTGCAGTGGGGCCACGGCCA
GGGAGCAGATGGGGGGGG

#172
CATGCTGGACAGGAAAGGACAACAAGCAAGCAAGCCAGGGCCATGTGATGGCAATGCA
GGAGGTGGACAGGGACAGATGCTGATGGAGAGCTCTCCTTAAATACAACCTCCCCCAGC
TCAGGCCACTCACTTATTTCTGGAAGGCCAGCAGTGGTTGTGTTCAAAATCGGTCAAAGT
CCATCATCTAAATCCCAGCAGCTGCTTCCTGCCCTTGTGTTCTCGAGTCATCTCTGCAAGC
ATTGTCTGGTTCAAAATAGCACTTCGGCACAGTTCTCCCTAAAGCTACAGCTGCATCCCT
ATTTGATCTGGGAtGtctGGCAgAGCAAAGGatggtCCTTCTCCTCTCTGCCTTTCCCTGCAG

#173
CTGCAGCTAGGTTCCCAAGCAGAATTAGTACACAGAGCTGTGCAGTTAATTAATACCAAC
ACATTCTCCTGGAATATCAGCAGATGGTCCACTGAGACGAGCAAAGTGCTCCATCTCTTT
TCTGTGTGCATCAGTTCTTCCTGTTCAGAAGAAAGGGCAGGGAAAAACAAAAATGAGTTT
GCTATTAGACGTGTTGGGAGTTCAGCTGCCTGGAG

#174
CtGCAGCACCGTCAGTGCTCATGTGTTACTCGGGTATGTAGTGCAGTCATGGCAAAAATA
AACCACACAGCAAAAAGGCAGCACGAGCAGAGAGACAACACGGAGAGAGGCAGGGCA
GGATGAGAAGGAGTCCTGCAAGCCATGTGTATTTAAACCAGGGTGAAATCAAACAGCGC
CTGTCTGAGCTCCCACACCTGCAAAGGTCCATCTGTTACCACAGCTCAGCCGCTCTCCTG
CACACAGCGGCTGCGAACGATGCCGCCAAAGACTGAAGGCATTTCTCAGCACTGTGCCA
TGGGATCCCAGAGCCATCACCCACCTTGCTGCTCCACAGCGCGCGGAAGATGGAAGTTCT
CTCACGGAGCGGTTATTAACGAAAGGAGAAGCTTTTGTTCCTCCCGAACGCACAGTCTGC
ATCAACTTCACCTCAGCCGCGGCGATGAGAGACAAAGCACGGCTGGGCCGAGCCGTGAG
GCGGAGGGCACC

#175
CtgCagTTTGTAGGAGGAGCCTATAACTTTGGAAGATATTGTTTAACTCATAATGGACAAAT
GACAGTGCAATTACTACTTCACATATTCCTTCTGAAGTCTGCTTTAAGATCTCTTTTGGGT
TTAGAATCCTGTTAAAGGTCAGTGAAAACAAAGCTGGTTTACCAGCCTAGTGCCTTTTCA
GCCTTTCATGTCCTGAACATAAAGGAAATTGGGCTCGTGGGCACGTTCATAAATGATGTA
TCTTCAAGTGAGATGACTATTCCAGTGTATACTGCTACCACATGAGTCCTGGCAGATTGC
TTTGTATAACAATGATAGTTCAGAGATCTTTTCTTTACTTTAAAGAAAACAAG

#176
CtgCagTTTGTTGGTTGTTTTCTTTTTTTTCAGTTCAGCATTATTACTGCTATATGGGAGATG
AAGCATCCTCATCACTTCCAAACTCCACAGCACAAGAAGCACCAACCTCTATTTGAGAGC
AAACCATAGGCTCAGCCGCTCAATTCCACTCGCCAAAAGTTTTCATTGGCACAATGAAAC
CTACTTGGCTGGTGCAAAGATCAAGATACATTAGGCATCTGTCAAAGGAGAGGCAAAGG
AAAGGTCATTGATGGGGCAGCAGGG

#177
CTGCAGCAGTGCCAGGAATAATATAACTTGAACAAACAAACAGAAGTACAAAACCCTTC
GCATCC

#178

ACAGTGGATGATGTGGATGTGCTATATCCACCAAGAAATGAGGGAGCTGTGGACTTTaTT
TTCCCCCAAAACAGGAGATAAAACTGCAG
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#179
CTgCAgAATGCAGACTGTGGTTAGCTAGGACTTTTGGGAAGAAATAGAAAATTGGtGGCC
AGGAAATGCCTCAGAGAGACCAAGGGAAAAGCCAGAGCTTCAGCCTACTTGGATCAGG

# 180
GCTCGCTGGGACATTTTTATAATTCTTGtGCTGtGTTGcTGGAGATCTCCAATTAGCCTCAA
ACCGGAGCTCGCAGCTTGtGtGCGAAACAGGCAGCTGCTGGCACGCAATCTTCCCCGAAG
TTGTTTCCTTTCCTTTTTCCTGAGATTTAGAGcGGGGGGGGGGG

# 181
CtgCAGCCAGCGGCAGTGCAGGTAGTAGTGATAGCAGCTCTCGAACTCACGCTCTGTGTA
GTTGGGCACGAGGATGGG

#182
CtGCAGCGCAGGTCTTTAAtgcTCCAGGAGaGCAGaAgAAAAACTTCTGTTATGAGGAAATG
TGAACCTGCTTTACTTATGTATGATTTAGTGCCATTTCTATTCAAGGGAGTGCACGAGAG
GTCCAAATATTTGCACTTTGTATTATAGAAGAACTGCCATTCCTGGCTCTTTACAGAAGTA
ATTTATTTCTCTCTCTCCTTACCTTGGGGGAGAAACATTATAACTCCTGGTTTGCTGGAGA
GTCAATAAAACAGCAGTGCTGCTAAAGATCAGCTTTGTGATCGCTGAGTGAAGCAGTGA
TGGGGAAAGAAAGGGGATCCCCAAATTTCTCCTCTCTTTTCTTCCCTTGCTATGTTCACAT
CCATGAGCGGAACCAAAACACAAGAATTtGGecCttCTTTTCTTCCCTGCAACAACGATTAA
T

#183

AGCTTGATTTCAAAGAAGCCCTTTCCTtTGgctgatAGcACTAACATTTATCCAGITCTC
CCTTAagCTCTGAATGtTCAGctcAtACCTGcAAGGCAAGGAGGtGAtggaCgaCAACAGATAAgA
CATTACTTGGCTCTCAGGGtCGGAaCTCAgtACCCTGGAGAGCTGAgCCAGAGTCACTTATat
GAGGGataGGTCTTTATAGCCCATTCCCACTGCTTTCTTTTGGAGTGAAACTTTGAATTTGC
AGtGCAGTGCTGTCACCaGCTCTTACaATTGCAGGATGtGTTCTTTGCCaCTGeCTTTTTTTTT
TTTTT

#184
ATTATCTAAGATGCAGACATAGAGAGAAACGtgTGCAAgAATGCCTATGAGAGATGCCGC
AAAGCAGATCTTTTTAGGTTTAAAAAATGTTGCTGAAAAGGACTTAgctatTTCCTGCTTGA
TGTTTACACCATAAATAGATCTTCCTGATACCATTATGCTGTAGAAACCTAATGAGTTTAC
TTGGtGtaGGAGGCAAGACACTAAAAACAGGcAAAGGAGCagGAAGGTaTTATGCAgCCAG
AGTGTtTACTATTCATTGCTGTTTGTTTTTGTAAaCAGCTaTTTAAACTAGAgCGgCCcTCGGg
aAAaag

# 185
CTGCAGTAAATCTATACTGTAAGTGTAACATGGTATGTCAGCATTAGTGCACTTTGCTGC
TGCTTTGAAAAAAGAAGTAGGTAGGAGATATTCTCCAGAAGAGTCAGTTGAGCAGTTTT
GCTAGGTCTATGAGAATCTTTTCTCAGACACTCTGACTACACAAACAAGTAGTTGTCAGC
CAGCTCAACTAAGAAGCTTTTGGTAAACATCTGTCATATGTTGCCTTCTACCTGTATTAAA
GACATTTGCCTGCTAATATCATACCTATGCATAAAACATTGTGGTAAAGTGTTATTGAAT
TTAGTTTTATGGGAAAATAAATGAAACTTTATAGTGGTTATAGAGATATGCTTTTTGCGT
ATACGGCGT

#186
CTGCAGGCTGGCCTCCAGGCTGTGGGATGCTTGTGGAGCTCCACCTGTGTGTGCAACAGT
GATAGATAAGAAAGTAAGTCCCAGTAATTGGGATTTTATTTCATTATTGTTTTCTGACAC
ATCCTTTTCACATTTTGACATGACAGATGGGGCGTGGAATAATGTCATTGCAAGAGAGGT
AGATGCACTGATACAATCTCATGCGGTGTATCCAGGGAAGGGAAACTAAGGGATGAAAG
CAAGATACAGCTGGCAGCAAACAGAAGAATAACAGCATCCCCCTGAAATATGCACCCCC
TATATATGTCTCCTACATATATATCCCCACACATATATCATCATTTTGCACCTGTGAGACC
TTTGTATCAATCTGGTTTGTGGGTTTTGGTTTTCTATTTTATTAATAAGATTTTCATTAGCC
ACTATTGAATCTGAGATTTGTATTCAAGAAAGGAAACGTCTCCATCATCTCTTCTGATGTC
ACCCCAGAGAGAAGATTAGAAGATTAGCTGTGTCAGCTGACACCAGCCCAGCGGCAGCG
AAAATAATTTTGCACATTCAAAGAGAATGAGGGAGAAATTCC

-88 -



# 187
CTGCAGGGCTCTGTTCATTGGAATGAGATTGGTTGCACTGTGGAGCTCTGTAGGAGGATG
AGCTGCTTTCTTAGTGCAGGACCTACATTTGAACTGGGTGCTTCACAGGGTAGACCAGGG
AATGAGGACCCTCCTTCAGTGCCTCTTGCATCATCTTCCTTCATTGCTTTTGTGTCACAGC
AGATGCTCCCTCTGATGTGCTGTTTCTTCCCCTTGTTCATACAGGACCATACACATGCTTT
CCAAGCTGGTAGTGACAGCACTGTGTGCTTTCATTCACTGCATGATAGCCACAGAAAGAA
ATATGACTTACAGGATATTTGCCTGGCAGCACGCATGCATTGCTATGTGCTTCAGTTCAC
CACAGATCTGATGTTCAAGGGTATCAGTTGAAAATTTCTCTGGTTGTCTTTGGCTGGCTTT
TATTTTGCAACAGATAAAACATTCCCCACTTGCTTTGGAGTTATACATTTGTCCCAGAACC
ATTAGAGACCAAATTCCCACACCCGTGTGCTGCACCTCTGGGAAAACTGATGGTCTGAAT
GGGGTTGTTCAGATTTACACCTGTGGAGCTAAGCGGAGCATTGCATGGAGGAAGGCCCA
AAACATATGGCAGTCCCAATGTTGTTGAGAGCAAATTTTAATGCTTTCCACCATTTGATCT
ACCGCGTTGTAGGTTTTTATGGG

# 188
GGGTGGTCAACTACACTTAGGCTCACGTATCTCAGAAAAGTTCAAAACATTTCTTCAGTA
AAACTCATGAATGTTATCCAGCACTTCAGGATCCTCAGAGGCTTGATCCCAAAACACGCT
TAACTGCCTGTATTAAAAGGATAACAATTTAACCTTTCATCTAAACACTTTCATCCAAAA
ATTTCTAAATCAGAGTTCAGTCAAAAGCCTTCATAAGTCACCAAGCTGGAACCCATGAAG
GATCAACAGATATGGTGTTATTGTTTGCCCAAACAAACCAAGAATTAATCTGGAACAATG
ATCCTAAAAAGATGAAGAGGACACTGTTACTAAAACAGTACACATATACGAAATAACTG
TCAGGTGAAAGTAAGAACAAGCAGGCTTTCAGAAGACTGTATTTAATCAAAATATATGG
ATCAAATGTTACAGCAGCTTATTGGCATCTATAAATGGAACCACAGCTTTTTTTTTTTT

#190
CTGCAGCAATTGCATCTATGGGAAAGTATTTAATATATTTTTAGCTATCTTTGAATGTGAT
CTGGCAGCTGGAAGCAAGGAGAGTCAGCACCATGTGAACAGTTAGCTTTCCAGAGATAC
CTAGCAACCATGTGAAGTTGAGCAATTCTGTGTTAGCCTAATTGCTAGTTTTACACCATTA
GCAGTGCTGTAGTTTAGGCTGCTGTGGATTCAGTAGTGATAGGGACACTTAACAACGTTT
CTGTGCAGACTACACACTGCTTTCTTCTTACTGTAGAGGAGGGCGTAAGTAGTATGGTTG
AAGGTGTAAGGACTGGGGAGAGCTGGAGGAGAGTAATTCAAGCCTTTGGGTTGGTGGGG
AAGAGACCATAGCAGTTACTTTGCCCCATGCTGGCTAATTCCTTTCTCTTTCCCAAACCTG
CAAAATTTAGGAAGAAGGATTTTGTACGGATGCAGGAGAAATCTCCCGGATGCACTCTG
CTTTGAGAAGAATAGCAGCTTTTCATAAGTGAGATTTTATTTACATAATGCTGTTCTACTT
TCCCATATACTTAAGTGTTGCTTTAACAGATGCCAAGTGAGAATTGTTCAGGCTGATTGG
GTCTAGTAAGATTTTCACAAGGGAAGG

#191
GAGAGAGTCTGTATAAGATGATATTTCAAGCTAAACTGACAACTTCCTATAGCAGTACaC
CCTAACAAGAAGATGAGCTATTAATAACAGTGGGAGAAGTGGAAGAAAGATGCATGCTG
GAAATTGTTTTTAATAAAAAGGATTCTGACATTGGAACATCATAGATTTCTGCAAACTGG
GACAAGTTATTTGACATCTTTGATGTAAAATATAGGCAGCTGAATCTCATCCATGGATGC
TAACTTCAAGATTAATTTTGTTGCTCCACTGATGTTACAGCTGACAATCTAGTGACTCCAG
TCTGTCAGCTGATCTGTCATTTTCTATTTTCAAAAGCCAGATGTAGCAGGAACAAGAGAC
AAAAAAGCCIGAAAATAAATTTTCCAGTGAAAGACACAGGGGAACAAAAGGGAATAGTG
TTGTTCTCATGATATTAAAAGACATCTTATTCACAATGATTCCAATTTTAAAAAACACTGT
GCAGGGCTTTTTGEGAAACTAAAATGAGATATGAAAGAGGTACACTCACTCACTCACTCAC
ACCTACACCCACATACACACAGGAgGAAATCATTTTTGACAGTAGCTGCAG

#192
GTTAATGGACCGAAGTAAAAAGAAAGGACAAAAAAAAGACATTTTGGTAGTGTAGAACC
CCATACAGCAGTACAAATGTTACATAATTGAGCACCATCAAATTACTGGACAAGCTCCAA
TACGCATAAATAGAAAGTTTGCTGCTCTAAGCAGCAGTGTGACCCTCTTCCCAAAGGCAG
TAATAGAACCACAAAAAATCTTAAATTCTTAATGAGAATGTAATGCACTTCTTAAAATAA
ATAGAAAATAAAATTAAAACTCCACATAGAAAGAACAAAGTGCCCCTGAACTAGGATAA
ATTCCTTGATGTCACCAAGGTTTAAAATGTAATAATTACATACAGATCGGTTCTATGAGT
TAATAATAAAGATGCACAGCCTGCAG

#193
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ctgcaggtGtGAAAAALACtagt TCTGtCcTTITCaGGATITctCAAtCTIATTCTGTGAATIGCITTTCAg
ATGCTtCaATAATTTTAtCAACCACTGHATGITAgCT{TTTGITACTGITGTTGTTACTTAgaTTTC
ACATGAGaTTGGAgaGAaagAATgATTagTCCTGGgtAcaGGTaAAgACtAgTGGAAgGAAGTAC
NATGAGTGGtAAGTAAAgCtgaAGATGGCgagTcTTgTTGTATGGATCTTGcgAAGAGATGAEG
AaCAgTCCAtGGGGtTCTGGagCTCAGagtGgaGGAtGAGTTATCATAACTAATGGAGTCATTA
GTGTCTAAAGCCATCCAGTAGGTTTCTGTATCTGCTGGgACACACGAC

#195
AGGAGCATATTCACATCCAGAACAGAGCTGAAGGAATAAAGCCATTCCATTTGAATGGC
TAAATTGCCATACAGTTAAATAAACTAATAATTTCACAAAATACGACACAGAGTGGAGA
GAAAAAAACCCTCCCCAGTTCCTGACTTTCTTCTCTCACTGGTCCTTTTTTTTTTTT

#196
CACTGCTTGGCAGCTATCACACTGCTCTTTCAGTATCACTTGCAACTATGTGTGCAAAAA
AACCCACCCCCTACAAAGGAGATTCCAGCTGTGCTAAAAGGTTGATACAACTACTCGATG
CTTCAAAGATAAGTAATGGAGGCTATTCCTAACACAGATCTTTTAAATATGCCTCACACC
TACTTCTCCTCACTCTGAACAGCTGTATATACAAATGCCAGTGAGACTGCACAGACACAC
ATTTTCCCTGACCATAACTCATTTTTAGGCACCCAAGAGACGCATTCCTTTGTAAAAAATT
TAGAGAAACACATTTCCCCTCTAACACTCGTTACATTTCATATGGTACTAATCATTATTCA
GCTAAATATAGTTACAATTTTATCTTCCAGTATCCCCTTACCCACTACTCCCTCTTCGATG
CTTTGAACAGCAGTGAGATCTTCCCTTCCTGGAGCTAGGATTAGTAAATGAGAAACAGAG
CAGCTACCCCCcccececeC

#197
AGGTTCCAACCCCCTGCCACAGGCAAGGCCACCAACCTCCATATCTGGTACTGGACCAGG
CTGCCCAGGGCCCCATCCAACCTGGCCTTGAACACCTCCAGGGATGGGGCATCCACAGTC
TCCCTGGGCAGCTGTTCCAGGACCTCACCACTCTTTCTGTGAAGAACTTCCCACTGACATC
CAATCTAAACCTTCCCTCCTTGAGCTTATACCATTCCTCCTTGTCCTATCAATGTCTACCCT
TGTAAAAGGTTGATTCCCCTTACCCTCTGTTTGTTTTATTATGTGGGAGGATCCTTTTTTTA
GTGGTTGGGATAGGACCTCTGTTCTCCTTTCTTGTTCCTACACTTGACAGAGGTTTGTCAG
CACTATAGACAGGAATGCTATGCATACAAACCTCTGCTTTGCACAGGTGCATAGCCAGAT
GAGTGATCACAAATTCTTACCTTGCAGCCCCAGGACCATTCAGGACTGCCCAAAAGCAAC
CACTGCTGTGCCAACAACAGGCAGCTGCTGGGAAAATGCCTGCTTCTGTCGAGGAAAAA
ATCCGCCTGGGGCTCTTGGAGCCATCAGCTGCCTAGAGCAGAGAAAACCCAGCTCCTCCC
TGGGTTAGAGCAGCAGTACCTCCGAGCAGGAGAGGATGAAGCATCGCCATGCAGTGACA
AAGCAGATTCTGCCTGACTGAGTAGCTGATGGTGCCTGCAAGGACCTGGGCCAGAAGTG
CACCCAAGGGTGCTTTGCATGAGTCCTGGCCACCACTGCCATCCCCTGAGAGGAGATGCA
ACAGCACCTGCTGAGTGTGCAGCTGGCAGCTAAAGGAGGTGGAGCAGCTGCTGTGCCTT
GCTTTGTTCTGCCCAGACAGGAGCAGGCAGAGGGTAGGCTATGTATCAGATGGACTTCCA
CATCACCATAGTTCTGGGAGGACTGAAAGACTGTGCTAGCACACCCCCACCCTCTATGCA
CAGGTGCAGATGATGTGCTCTGGATACAACTGGAGCTGCAG

#198
CtGCAGAGTTCTGTACTCAAAAGCCAGGGACCTAGGTAAGAATCAATACAAGCTGACACA
CAGCAACGTGGCTATGACTTGAAAATGAAAGTTGTTCAGTACTTTGTCTCTGCTGTATCTT
CAAAGGTAATTTTAATTTTTTAGATGTAGGTGCCCAGGAAGAGAAGTAAACTGACATCAA
CTCGTTTCACATCAGATGCTAAATAGCATTGTGAAGTAACAAGCTTTCATCTTCCACTAG
CCAGACTGTTCTAGATTTACACATGCTGCTTTCTGGTATAGTCTACCATGAAAGCTGATCT
ATTTATTGGCCTAGATTTTTATGCTTATTCTAAATTGTGCCATGGTATCCCTGTAAACTTT
GTTTATGAGCTGGAAGAACTTGTGATTTAATTTGGCCCTTTTATTTAGTGCCATTAGTCAG
AAAAATATTCTGCTCTAATGAAATAGAAGTACTTCCCTGAAATGCCAAGTTTGTCTAATT
ATACTCCCATCTACAAGGATACAAGGCTACTCATCACACAAAATATCTCACCCAAACCAC
TGGAATAGTTAAAGGTCTACAAAATGGACAACGAGTCAGGGAGGAAACACATGTGCTCA
ATTAACTTTCAACAGATTAAAGAATAGTTTGAGTACATCAGCCTAAAGGTGTTTCTCTGT
ACTGGATTTAAGCATACAAAGCACTGCTGCCATTTCACATTATGTTTTTTTGTGTTAAGTT
TTGGGTCAGATAAGGACAGTTTAGCAGAGAGCTAACAGACGCTTACAGGGAACTCAGGC
ACAAGAGGTTTTGCAGTTGCCACAAGTCCAAGACCAGTCATCACTGATCTGGCATTTTCT
GATCAACATTTGTTACCCTTTTTTAAAAGGCAAATTAGAATCCTGAGTTATGCAATACTTT
AATTAAACACCGTCAAGAATATTATTTCAATAGCGATACTAATAGCTAATAGTTAATAGC
TAATAACTAATAGTTAATACCTACCTAATAGTAATTAGCA
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#199
CTGCAGAAACATTGGGTTTCTTTTATTTTTATAAAAATCATTCTATGTTTGGCATACATTT
ATTTAATATGAAATAGAAATATTTTCATTCAACTTTCCAAAATGGATAGGAAGTACAGCT
CTGCTAAAAAAAAATGTCAGAATGTAAGAAAAAATTATTTTGGACTTACACTTGCCTGTA
AATAGTTAGGTCCTTACTGGTATTGTTATCTCACACAGCAGACATAAAAAGGCTCAACAG
CCTACATAACAGTGAGACTGCCCAGCACAATGAGGACAGCTCATTAATGGGAGCTGAGT
ACTCTACTGTGCTGAGATATGACATGTCTGAAGAATGTCAGAATAACTGAGCAGGTGCAC
AATTAAGTCTTCAGTTGCTCTACTGCTCTTCCTGGTTATTGGAGGGGTTGGAGTCAAAGA
CAGCTGTTACACTCTCTTTCCTCCAGGGGCTTTGCTTCTAGCT

#1200
TCTTAGTCTGTTGGTAGTGAAGTAAAAAGGTCACTTTGATAGAGAAGCATGGGATGGCTT
AGTCGTTGTTGTAGGACATGTACTTTGCTCTGGCTCTAGTCCAAGTCAAACCATAATAAG
TACATATATAAGTGCATCAGATCTATGAGTTTTAGTGTCAGTGAGTTTGAGTGATGTGTCT
GTGACAATCCCACTGATAATGTGAACTTATCGTGAACAGCTAGCATGGCGCAAGTTAACT
TCTGCTCTAGCCAGCTAGGTACACATGAAAACATTCACCACACACTGACTCACACACTGC
AACCTCTTACTCATGCAAGCATACTTGTATGACAGTTGTTATACTAATACACAAGCTCAC
ATTTCAGAGATCAATTTATATTAGCCATGTGCGTACCCAAAACTCTCCTGAGCAATGTGA
ACTGAAGATATCTCCTTTTATGGAGGGCTACTGATAGGTTAAAGACCTTATATAAAAACC
CTGAGACGTGAAGGTAATCTGAGTCTCAGAGATGTGAACTTGGATTCACCACTCTTGGTG
AGATTTTTTTAAACTATTTTTTCTTTTGTATACCCTCAGCAATGCAAAATCATTGATTTGTC
GTCTGTTATCTTCAGGATATAAAGATAAGTTGTGAATCCTAGGCTACAGGAGGAGAGTTG
GAAGACGCAGTCTTTGTTAAACTTGATATTtTGACTGGTTGGCAATGCTCTACCTAAACTT
CAATACCAAATAAGACTGGTGCTTTGGTTATAGACCACTGCTTGTCTTGAATTGCAACTG
TGCTCTTCAATAATCACCTTTGAAGTGCAGCATTCCCTACTGCACTCAAGAAGCAGACCA
AGAAAAGGATTGTGAAGAGCTGTACAGCTCTGGGCTACCTAGTACATtCAaGCAGA

#201
GATGCCTACATGATGTGCCCAGAGCCCTGTCCCAGGATGGGGTTATCCACCACCTCTCTG
GACAACCTGTGCCAGTGCATCACCACCCTTATTGTAAAAACACTTTTTTATATCCAATCTA
AATCTCTCCTCGTATAGTTTGAAACCGTTTGCCCTTGTCCTATCAACAATTAGATTGGTCT
AATCTTCAATTTGCCTTTCATCACATACTCTGGGGTGCATCTGATCTCGAGCCTGGAGCTA
TAAAACCAGTAACTGATTTTCTTGTGAATAAAAGTTCAAGGTTTGGCATTTGCCAAATGG
AGCTTTTTTTCCTGGTCCTTCTCAAACTCCCTTGGAATAGAAATTTCTTTCAGCACAGTCT
CTCGAGACCACTTTTTTTTCCTAGAATGCACAGGCTGCTTCTGGATCTGAGGAAAGGCCA
ATTTTAAGATCAAGCAGCAGGTACGTTGCAGTTTTGCTAAGTGCAATATTCATTTCTTCTC
CTCTTCGTTTAGCGTAATGCCTGCCCTGATCAGTGCTCCCAAGCACTACTGCAG
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