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TÜRKÇE ÖZET 

 

      İmmünolojik tolerans, bağışıklık sisteminin bir antijene yanıt vermemesi 

durumudur. İmmünolojik toleransın başarısızlığı otoimmünite ve otoimmün 

hastalıklarla sonuçlanır. Son yıllarda otoimmün hastalıkların görülme sıklığı ve 

prevalansında rahatsız edici bir artış vardır. Bu hastalıklar kronik yapıları, ilgili sağlık 

hizmetleri maliyetleri ve genç nüfuslardaki prevalansı sebebiyle önemli bir klinik 

problemdir. Bu çalışmada T hücrelerini uyaran profesyonel antijen sunan hücrelerden 

makrofajlarda, CD80 ve CD86 genlerinin susturularak, T hücrelerinde anerji 

oluşturulup tolerans mekanizmasının geliştirilmesi amaçlanmıştır. 

      Çalışmada, mouse CRISPR Knockout Pooled Library kullanılarak seçilen CD80 

ve CD86 genlerine özgü oligonükleotitler, LentiCRISPRv2 vektörüne klonlandı. 

Ligasyon yapılan CRISPR vektörlerinin virüsleri üretildi  ve Raw 264.7 hücreleri bu 

virüslerle transdükte edildi. Bu hücreler daha sonra puromisin seleksiyonuna tabi 

tutuldu ve hayatta kalan hücreler, de novo sentezin baskılanıp baskılanmadığını 

göstermek için IFN-γ ile uyarıldı. Ardından bu hücreler CD80 ve CD86 monoklonal 

antikorlarıyla muamele edilerek akan hücre ölçerde okutulup analizleri yapıldı. IFN-γ 

ile uyarımı takiben yapılan akan hücre ölçer sonuçlarında, kontrol vektörüyle 

trandükte edilen hücrelerle benzer şekilde gen düzenlemesi yapılan makrofajlarda 

CD80 ve CD86 ekspresyonlarında artış görülmüş olup, beklenen CD80-CD86 

susturulması gerçekleşmemiştir. 

      Otoimmün hastalıklara karşı tolerans mekanizmalarının tetiklenmesine yönelik 

tedavi denemeleri yapılmakta ve olumlu sonuçlar alınmaktadır. Özellikle CD80 ve 

CD86 ekspresyonunu baskılanması üzerine yapılmış çalışmalar yeni olup bizim 

çalışmamız da bu denemelere örnektir. Çalışmamızda CD80-CD86 genleri 

susturulamasa da, sorunu çözmeye yönelik ileri çalışmalarda, CRISPR/Cas9 sistemi 

ile eş uyaran sinyalini baskılamaya yönelik yaklaşımlar alternatif tedavi yöntemi 

olarak yerini alabilir. 

Anahtar Kelimeler: CRISPR/Cas9, Otoimmün Hastalıklar, İmmün Tolerans, Eş 

uyaran molekülleri 
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İNGİLİZCE ÖZET 

SUPRESSION of CD80 and CD86 EXPRESSION RAW 264.7 CELL LINE BY 

USING CRISPR/Cas9 GENE EDITING SYSTEM 

      Immunological tolerance is a condition in which the immune system does not 

respond to an antigen. Failure of immunological tolerance results in autoimmunity and 

autoimmune diseases. There has been a disturbing increase in the incidence and 

prevalence of autoimmune diseases in recent years. These diseases are important 

clinical problems due to their chronic structure, related health care costs and 

prevalence in young populations. In this study, it was aimed to improve tolerance 

mechanism by forming anergy in T cells by silencing CD80 and CD86 genes in 

macrophages which are one of professional antigen presenting cells that stimulate T 

cells.  

      In study, the oligonucleotides specific to CD80 and CD86 genes selected by using 

Mouse CRISPR Knockout Pooled Library were cloned into LentiCRISPRv2 vector. 

Viruses of ligated CRISPR vectors were generated and Raw 264.7 cells were 

transduced with these viruses. These cells were then subjected to puromycin selection 

and the surviving cells were stimulated with IFN-γ to show whether de nova synthesis 

was suppressed. These cells were then threated with CD80 and CD86 monoclonal 

antibodies and read and analyzed by flow cytometry. In flow cytometry results 

following IFN-γ stimulation showed an increase in CD80 and CD86 expression in 

macrophages transduced with CRISPR vector similar to cells transduced with the 

control vector, expected CD80-CD86 silencing did not occur. 

      Treatment attempts are being made to trigger tolerance mechanisms against 

autoimmune diseases and positive results are obtained. In particular studies on the 

suppression of CD80 and CD86 expression are new and our study is an example of 

these attempts. Although CD80-CD86 genes could not be silenced in our study, in 

further studies aimed at solving the problem, approaches to suppress the                                         

co-stimulatory signal with CRISPR/Cas9 system may be used as an alternative 

treatment method. 

Keywords: CRISPR/Cas9, Autoimmun Disease, Immune Tolerance, Co-stimulatory 

Molecules
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1. GİRİŞ 

 

      Bağışıklık sistemi vücudu bakteri, virüs, mantar ve parazitler gibi 

mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonlara karşı koruyan sistemdir (Levinson, 

2010). Bağışıklık sistemi, bir yandan patojen mikropları, toksik veya alerjik proteinleri 

ortadan kaldırırken, diğer yandan da kendi doku ve antijenlerine karşı yanıt vermekten 

kaçınması gerekir. Bu durum öz antijenlere yönelik immün yanıtları önleyecek 

mekanizmaların  olmasını zorunlu kılmaktadır. 

      Bazı durumlarda antijene özgül lenfositler hiçbir şekilde yanıt vermezler antijeni 

yok sayarlar, bu durum immünolojik tolerans olarak tanımlanır. İmmün tolerans 

mekanizmaları öz antijenlere yönelik immün yanıtları önler. Bu mekanizmalardan biri 

de anerjidir. 

      Anerji T hücrelerinin tam etkinleşmesi için gereken eş uyaran sinyalinin yetersiz 

olduğu durumda gerçekleşir. T hücrelerin çok büyük bir bölümü antijen sunan 

hücrelerde (ASH) doku uyumluluk kompleksi (Major Histocompatibility Complex; 

MHC) moleküllerine bağlanan ve bu moleküllerce sunulan peptid antijenlerini tanır 

(Abbas ve ark., 2014).  

 

      Antijen sunan hücreler aynı zamanda T hücresinin aktifleşmesi için gerekli olan eş 

uyaran adı verilen B7 moleküllerini eksprese eder ve yüzeylerinde sergiler (Hekim ve 

Alkan, 2017). Anerji durumunda ise T hücreleri antijen sunan hücrelerce sunulan 

antijenleri tanır ancak beraberinde eş uyaran sinyali alamazlar ve böylece T hücreleri 

yaşamlarını devam ettirseler bile aktif hale geçip antijene yanıt vermezler. Böylece T 

hücreleri tanıdıkları öz antijene karşı yanıtsız kalırlar. Bu ve diğer tolerans 

mekanizmalarında bir bozukluk ya da yetersizlik olursa, immün sistem bireyin kendi 

hücre ve dokularına saldırabilir. Gerçekleşen bu duruma otoimmünite, neden olduğu 

hastalıklara ise otoimmün hastalıklar denir (Abbas ve ark., 2014).  
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      Son 30 yılda otoimmün hastalıkların görülme sıklığında ciddi bir artış vardır 

(Lerner ve ark., 2016). Otoimmün hastalıklar, sistem, organ veya doku tipine bağlı 

olarak yaklaşık 80 farklı tipte sınıflandırılır. Batı nüfusunun yaklaşık %5'i bu 

anomaliden etkilenir, ancak dünya çapında görülme sıklığı bilinmemektedir. 

Otoimmün hastalıklar doğada heterojendir ve klinik belirtileri tehlike yaratmayan 

anomalilerden hayatı tehdit edici koşullara kadar değişir (Laxminarayana, 2017). 

       Tedavide kullanılan ajanlar umut verici olsa da, mevcut terapötik ajanların çoğu 

devam eden ve bazen de yaşam boyu süren tedaviyi gerekli kılarak, malignite 

enfeksiyon hastalıklarının gelişmesinde yatkınlığa sebep olur.  (Rosenblum ve ark., 

2015). 

      Günümüzde otoimmün hastalıkların tedavisinde hedeflenen, spesifik otoimmün 

hastalığın, selektif olarak baskılanması ve bağışıklık sisteminin geri kalanının bulaşıcı 

hastalıkların ve kanserin kontrolü için fonksiyonel olarak aktif kalmasının bir yolunu 

keşfetmektir. Amaç, potansiyel yan etki riskini azaltmak için hastalığa özgüllüğü 

artıran tedaviler geliştirmektir (Wraith, 2017).  

      Potansiyel Tolerans indükleyici stratejiler temelde dendritik hücreler üzerinden 

geliştirilir. Bu stratejilerden biri tolerojenik dendritik hücrelerdir. Bu hücrelerin 

kullanımı ve nakli otoimmün hastalıklar için umut verici bir terapötik stratejidir 

(Hirsch ve Ponda, 2015).  

      Otoimmüniteye karşı geliştirilmek istenen diğer bir stratejide, CD80/86'nın 

ekspresyonunu önlemek için  dendritik hücreleri ve diğer ASH'leri genetik olarak 

değiştirmektir (Tan ve ark., 2005) 

      Bu tez çalışmasında da profesyonel antijen sunan hücrelerden biri olan 

makrofajlarda, eş uyaran molekülleri CD80 ve CD86 genleri susturulup, T 

hücrelerinde anerjinin tetiklenerek otoimmün hastalıklara karşı tolerans geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. Aynı stratejinin transplantasyon toleransını sağlamak amacıyla 

kullanılabilme potansiyeli söz konusudur. 

 

  



 
 

3 
 

 

 

 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. İmmün Sisteme Giriş 

İmmünite, temelde enfeksiyon hastalıkları olmak üzere birçok farklı hastalığa 

karşı gösterilen dirençtir. İmmün yanıt ise bu hastalık etmenlerine karşı, kişide immün 

sistemi oluşturan hücre ve moleküller aracılığıyla gelişen koordineli ve kollektif 

yanıttır. İmmün sistem sadece enfeksiyon ve kanser gibi hastalıklara karşı yanıtta rol 

almaz. Aynı zamanda vücudumuzdaki ölü hücrelerden arınma ve doku onarımını 

başlatma gibi önemli işlemlere de katılır (Abbas ve ark., 2014). Bir başka önemli 

fonksiyonuda vücudumuza mukozal yüzeylerden giren toksik veya alerjik maddeleri 

ortadan kaldırmasıdır (Chaplin, 2010). Ancak, bağışıklık sisteminin en önemli ve 

temel işlevi esasında, bakteri, virüs, mantar ve parazitler gibi mikroorganizmaların 

neden olduğu enfeksiyonları önlemek veya sınırlamaktır (Levinson, 2010). 

İnsan mikrobiyal savunma sistemi şekil 1’de görüldüğü gibi 3 seviyeden oluşur. 

Bunlar anatomik ve fizyolojik engeller, doğal bağışıklık ve edinsel bağışıklıktır 

(Turvey ve Broide, 2010b). 

 

Şekil 1. İnsanda mikrobiyal savunma sistemi (Turvey ve Broide, 2010). 
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Mikroorganizmalara karşı ilk savunma hattı, cilt ve mukoza tabakasıdır. 

Mikroorganizmalar bu hattı kırar ve vücuda girerse, bağışıklık sisteminin doğuştan 

gelen kolu işgalcileri yok etmek için devreye girer. İkinci savunma hattı olan doğal 

bağışıklığa ait bileşenler her zaman aktif bir şekilde hazır beklerler ve bu sayede 

mikroorganizmaların vücuda girmesi üzerine hemen yanıt verirler (Levinson, 2010). 

Bağışıklık sisteminin istilacı bir patojene, toksine veya alerjene yanıt verme 

kabiliyetinin merkezinde, patojen mikroorganizmaları tanıyıp ayırt edebilmesi yatar 

(Chaplin, 2010).  

Doğuştan sahip olduğumuz doğal bağışıklık sisteminin mikroorganizmaları 

öldürme yeteneği edinsel bağışıklık gibi etkene özgül değildir. Doğal bağışıklık 

sistemi, konak hücrede bulunmayan, sadece farklı mikroorganizmalarda bulunan ortak 

yapıları tanıyarak yanıt verebilme yeteneğine sahiptir (Abbas ve ark., 2014). Örneğin, 

bir nötrofil birçok farklı bakteri türünü tanıyıp yanıt verebilir. Sistem bu şekilde ilk 

savunma hattını geçen patojen mikroorganizmaları ortadan kaldırmaya çalışır. 

Doğal bağışıklığın da yetersiz kaldığı durumda devreye üçüncü savunma hattı 

olan edinsel bağışıklık girer. Doğuştan var olmayan, sonradan kazanılan bu bağışıklık 

türü çok spesifik bir koruma sağlar, ancak bu kolun tamamen işlevsel hale gelmesi 

birkaç gün alır. Edinsel bağışıklığın iki bileşeni, hücre aracılı (hücresel) bağışıklık ve 

antikor aracılı (sıvısal) bağışıklıktır (Levinson, 2010). 

Hücresel bağışıklık T lenfositlerden (yardımcı T hücreleri ve sitotoksik T 

hücreleri), hümoral bağışıklık ise antikorlardan (immünoglobulinler) ve B 

lenfositlerinden (plazma hücrelerinden) oluşur. Antikorların, toksinleri ve virüsleri 

nötralize etmek, bakterileri opsonize ederek fagositozu kolaylaştırmak, antikor 

bağımlı hücresel sitotoksisite mekanizmasını tetiklemek, komplemen sistemini 

uyarmak, mukozal bağışıklıkta da görev almak ve bazı özel parazitlere karşı gelişen 

spesifik immün yanıtları başlatmak gibi birçok önemli fonsiyonları vardır. Öte yandan, 

hücre aracılı bağışıklık, mantarlar, parazitler ve Mycobacterium tuberculosis gibi bazı 

hücre içi bakterileri; ayrıca virüs bulaşmış hücreleri ve tümör hücrelerini de öldürmede 

görev alır. 
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Hem hücre aracılı hem de antikor aracılı yanıtlar, üç önemli özellik ile karakterize 

edilir. Bunlar; 

I. Milyonlarca farklı antijene cevap verebilme 

II. Bellek oluşturabilme (ilk immün yanıtın ardından oluşan bellek B ve bellek T 

hücreleri sayesinde, ilk yanıttan yıllar sonra  bile ilk günkü gibi yanıt 

verebilme) 

III. Özgüllük (farklı mikroorganizmalara karşı gelişen farklı yanıtlar)  

 

İmmün sistemin, hemen hemen tüm vücut üzerinde karşılaşmış olduğu 

milyonlarca yabancı antijene karşı savunma yapmak zorunda olmasından dolayı 

immün sistemi oluşturan hücreler kan, lenf ve dokular arasında dolaşarak, gerekli 

bölgelere yerleşebilme özellikleri vardır. Bu dolaşım ve yerleşim özellikleri 

savunmada dinamik bir ağ oluşturur (Akira ve ark., 2006). 

 

İmmün yanıt antijenin vücuda giriş yerine göre değişir. Deri yoluyla alınan 

antijenler, bu dokudaki makrofajlar (Langerhans hücre) ile tanınır ve lenfatik yoldan 

bölgesel lenf düğümlerine taşınır ve immün yanıt hem antijenin giriş yerinde hem de 

ilişkili lenf bezinde başlar. Kan dolaşımı ile giren antijenler dalaktaki makrofajlarca 

tanınır. Solunum yolu, gastrointestinal kanal mukozasından girenler ise bölgedeki 

mukoza ilişkili lenfoid doku ile temas eder ve burada gerekli immün yanıt gelişir. 

İmmün yanıt nerede başlamış olursa olsun kan ve lenf yolu ile diğer bölgelere ulaşır 

(Abbas ve ark., 2014). 

 

Bağışıklık sistemi, bir yandan patojen mikropları, toksik veya alerjik proteinleri 

ortadan kaldırırken, diğer yandan da kendi dokularına veya vücudumuzda yaşayan 

simbiyotik bakterilere karşı yanıt vermekten kaçınması gerekir. 
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2.2. Antijen Sunan Hücreler 

 

      Edinsel immün yanıt, lenfositlerin antijen reseptörü ile antijeni tanıması ile başlar. 

B ve T lenfositleri tanıdıkları antijenler açısından farklılıklar gösterirler. B hücrelerinin 

antijen reseptörleri, yani zara bağlı antikorlar, birçok farklı makromolekülü (protein, 

polisakkarid, lipid ve nükleik asit gibi) veya küçük molekülleri tanıyıp yanıt verebilir.  

      T hücrelerin çok büyük bir bölümü ise antijen sunan hücrelerde doku uyumluluk 

kompleksi moleküllerine bağlanan ve bu moleküllerce sunulan peptid antijenlerini 

tanır.  

 

      Mikrobiyal antijenleri yakalayıp T lenfositlerinin tanıması için gösteren özelleşmiş 

bu hücrelere antijen sunan hücreler denir (Abbas ve ark., 2014). 

 

ASH'ler “profesyonel” ve “amatör” olarak ikiye ayrılır.  

 

      Profesyonel antijen sunan hücreler, başta dendritik hücreler olmak üzere 

makrofajlar ve B hücrelerinden oluşur. Bu hücreler, immün yanıtın oluşmasında rol 

alan en önemli hücrelerdendir. Amatör antijen sunan hücreler ise; endotel hücreleri, 

fibroblastlar, glial hücreler, pankreas β-hücreleri, keratinositler ve tiroid hücreleridir. 

Bu hücreler sadece belli koşullarda antijenleri sunar (Flaherty, 2012). 

 

      Olgun T hücrelerinin uyarılması genellikle makrofajlar ve dendritik hücreler gibi 

özel antijen sunan hücrelerin varlığını gerektirir (Sprent, 1995). T hücrelerinin antijeni 

tanıması ve aktive olması için gerekli olan ASH’ler üç temel işlevi yerine getirir; 

 

1) ASH’ler protein antijenleri, antijen işlenmesi (antigen processing) adı verilen 

işlem süreci ile küçük peptid parçacıklarına böler, bölünen küçük peptid 

parçalarını MHC molekülleri üzerinde sunmak üzere lenf bezlerini dolaşır. 
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2) ASH’ler, yüzeylerindeki peptid-MHC kompleksi ile T hücre reseptörünü  karşı 

karşıya getirmenin ötesinde, T hücresinin aktive olup yanıt potansiyelinin 

tümüyle ortaya çıkarılması için eş uyaranlar adı verilen B7 moleküllerini 

eksprese eder ve yüzeylerinde sergiler (Hekim ve Alkan, 2017). Eş uyaran 

molekülleri (Co-stimulatory molecules), T hücre uyarımı için temel olan 

moleküllerdir. Antijen sunucu hücre yüzeyindeki B7 molekülleri 

(CD80/CD86) gibi moleküller, T hücre yüzeyindeki CD28 molekülüne 

bağlanarak, T hücre uyarımına yol açar. Eş uyarım olmadan sunulan antijenler, 

T hücre anerjisine neden olur (Male ve ark., 2008). 

 

3) T lenfositlerine antijen sunan bu hücreler, eş uyaranların yanı sıra, 

salgıladıkları sitokinlerle de T lenfositlerini çoğalmaları ve aktif hale gelmeleri 

için uyarır (Hekim ve Alkan, 2017). 

 

2.2.1. Dendritik Hücreler 

 

      Dendritik hücreler (DH), immün sistemin en güçlü antijen sunan hücreleridir. 

Dendritik hücreler bağışıklığın düzenlenmesinde anahtar rol oynar. Çevresindeki 

antijenleri yakalayan, onları peptidlere işleyen ve bunları lenf düğümlerinde 

lenfositlere sunan nöbetçi hücreler olarak görev yaparlar (Adema, 2009). Bu hücreler, 

birincil immün yanıtları uyarma konusunda eşsiz bir kabiliyettir. Aynı zamanda 

immünolojik toleransın indüksiyonu ve T hücresi aracılı immün cevap tipinin 

düzenlenmesi için de önemlidirler (Banchereau ve ark., 2000). 

 

      Dendritik hücreler, sadece T ve B lenfositlerine talimat vermekle kalmaz, aynı 

zamanda doğal katil hücrelerini aktive eder ve interferonlar üretir, böylece doğal ve 

adaptif bağışıklık sistemini birleştirir. 

 

      Dendritik hücreler 3 alt gruba ayrılır; 

➢ Miyeloid dendritik hücreler  

➢ Plazmasitoid dendritik hücreler  

➢ Langerhans hücreleri 
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      Enflamatuvar mediatörlerin ve özellikle de Toll benzeri reseptör (Toll Like 

Receptors; TLR) protein ailesinin, dendritik hücrelerde immün aktivasyon 

programının indüklenmesinde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir. TLR'ler, 

lipopolisakkarit veya flagellin gibi patojenle ilişkili moleküler kalıpları (Pathogen 

Associated Molecular Patterns; PAMPS) tanır ve genel olarak immün hücreleri ve 

özellikle dendritik hücreyi uyarmak için sinyal verir. Dendritik hücre olgunlaşması 

olarak da adlandırılan bu süreç, immün yanıt ile sonuçlanır (Adema, 2009). 

 

      Öte yandan, dendritik hücreler normal şartlar altında efektör T hücrelerinin 

konakçı hücrelerin ve dokuların kendi antijenlerine karşı yanıt vermemesini sağlayan 

bağışıklık toleransını korumakla da yükümlüdür. Enfeksiyonun yokluğunda, dendritik 

hücreler sürekli olarak kendi doku antijenlerini ve patojenik olmayan çevresel 

antijenleri T hücrelerine sunarlar. Bu koşullar altında, efektör T hücreleri yerine 

immünosüpresif düzenleyici T hücreleri (Treg'ler) üretilir (Mellman, 2013). Bu 

nedenle, dendritik hücreler bağışıklık ve çevresel tolerans ara yüzünde de oldukça 

etkilidir (Adema, 2009). 

 

      Farklı ASH tipleri T hücreye bağımlı immün yanıtta ayrı işlevlere hizmet ederler. 

Dendritik hücreler bu tür yanıtları uyaran ana hücrelerdir, çünkü dendritik hücreler 

naif T hücrelerini aktive edebilen en güçlü ASH grubudur. Diğer bir önemli ASH, her 

dokuda bolca bulunan makrofajlardır. Hücre aracılı immün reaksiyonda, makrofajlar 

mikropları fagosite eder ve bu mikropların antijenlerini etkin T hücrelerine sunar. Bu 

T hücreleri de makrofajların mikropları öldürmelerini uyarır (Abbas ve ark., 2014). 

 

      Bu tez çalışmasında CD80 ve CD86 genlerinin susturulması, gen transferinin 

kolaylığı nedeniyle fare makrofaj hattı (Raw 264.7) üzerinde denenmiştir. İleri ki 

süreçte hedef, en güçlü antijen sunan hücreler olan dendritik hücrelerde CD80 ve 

CD86’nın susturulmasıdır. Tez çalışmamızda makrofaj hücreleri kullanıldığımız için 

aşağıda makrofajlar hakkında bilgi verilmektedir. 
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2.2.2. Makrofajlar 

 

       Makrofajlar, periferik kandaki kemik iliği öncülerinden ve ana monositlerden 

türetilmiş profesyonel fagositik hücre fenotiplerinden biridir (Verschoor ve ark., 

2012). Tüm dokularda bulunur ve mükemmel fonksiyonel çeşitlilik gösterirler.  

 

      Makrofajlar, bir organizmanın biyolojisinin hemen hemen tüm yönlerinde 

gelişimden homeostaza, onarımdan patojene karşı immün yanıtlara kadar birçok 

önemli olayda rol oynarlar. Malesef bazen, bu homeostatik ve onarıcı işlevlerde 

bozukluklar görülebilir; bu da makrofajların fibrozis, obesite ve kanser gibi hastalık 

durumlarını tetiklemesine neden olur (Wynn ve ark., 2013).   

       

      Makrofajlar, bağışıklık tepkilerinde de önemli bir rol oynar. Makrofajlar antijen 

sunan hücreler olmaları sebebiyle lenfosit aktivasyonunda da oldukça etkilidirler. 

Ayrıca salgıladıkları birtakım sitokinlerle lenfositlerin proliferasyonunu da düzenlerler 

(Elhelu, 1983).  

 

      Makrofajlar Şekil 2’de de görüldüğü gibi bulundukları dokulara göre farklı 

isimlerde karşımıza çıkarlar.  Merkezi sinir sistemine yerleşen makrofajlar mikroglial 

hücre, karaciğerin vasküler sinüzoidlerine yapışarak karaciğere yerleşen makrofajlar 

Kupffer hücreleri adını alırken, akciğere yerleşen makrofajlar alveolar makrofajlar, 

kemiklere yerleşenler osteoklast, deriye yerleşenler ise Langerhans hücreleri adını alır. 

Bu hücreler görevlerini yerine getiremediğinde birçok hastalığa ortam hazırlanmış olur 

(Wynn ve ark., 2013).  
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Şekil 2. Makrofajların fizyolojisi ve patolojisi. Makrofajlar, beyinden kemiğe ve kalbe kadar değişen dokuların mimarisini 

şekillendiren birçok gelişimsel rol oynar. Gelişimleri tamamlandıktan sonra makrofajlar metabolizma ve sinirsel bağlanma dahil 

çeşitli aktiviteleri düzenleyerek ve hasarı tespit ederek homeostazı ve normal fizyolojiyi düzenler. Ayrıca immün yanıtın 

oluşmasında lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonunu sağlayarak oldukça önemli görevler üstlenir. Bununla birlikte, bu işlevlerini 

yerine getiremediğinde veya işlev bozukluğu gösterdiğinde ise birçok hastalığın gelişmesine sebep olabilir.  (Wynn ve ark., 2013) 
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2.2.2.1. İmmün Sistemde Makrofajlar 

 

       Makrofajlar mikroplara karşı hem doğal bağışıklığın bir elemanı gibi tepki 

gösterir hem de mikroplar için özgül olan edinsel bağışıklık elemanları olan 

lenfositlerin yanıtlarını tetikler. Bu nedenle makrofajlar edinsel bağışıklığı düzenleyen 

doğal bağışıklığa ait hücreler olarak bilinir (Hekim ve Alkan, 2017). 

       Makrofajların 3 ana işlevi vardır: fagositoz, antijen sunumu ve sitokin üretimi 

(Levinson, 2010). Bu işlevleri ile  doğal bağışıklık ve edinsel bağışıklıkta önemli 

rollerde görev alır.  Makrofajların doğal bağışıklıktaki işlevleri birkaç madde halinde 

özetlenebilir: 

 

1) Makrofajlar taşıdıkları reseptörlerle yabancı maddeleri, hasar görmüş, 

yaşlanmış ya da apoptozla ölmüş hücre artıklarını tanır ve bu hücreleri fagosite 

ederek parçalar. Makrofajlar doğaldır ki her hücreyi fagosite edip öldüremezler 

(Hekim ve Alkan, 2017). Yüzey özellikleri değişmiş, özellikle antikor ya da 

kompleman fragmanları (C3b) ile kaplanmış yani opsonize olmuş mikropları 

yüzeylerinde taşıdıkları reseptörlerle tanıyıp fagozom yardımıyla hücre içine 

alırlar. Sonrasında bu fagozom bir lizozomla kaynaşır ve mikrop reaktif 

oksijen, reaktif azot bileşikleri ve lizozomal enzimler tarafından öldürülür 

(Levinson, 2010). 

 

2) Makrofajlar lipopolisakkaritler gibi, patojenlere ait moleküllerle temas edince 

uyarılır ve bir yandan yüzeylerinde eş uyaranlar adı verilen CD80 ve CD86 

gibi molekülleri üretir. Üretilen eş uyaran molekülleri T hücrelerinin aktive 

edilmesini sağlayan en önemli moleküllerden biridir (Hekim ve Alkan, 2017). 

Aynı zamanda makrofajlar, en önemlileri IL-1 ve TNF olan birkaç sitokin 

(makrokinler, monokinler) üretir. IL-1 yardımcı T hücrelerinin aktivasyonunda 

rol oynar ve TNF önemli bir enflamatuvar mediatördür. Makrofajlar, 

nötrofilleri ve T hücrelerini enfeksiyon bölgesine çeken önemli bir kemokin 

olan IL-8’i de üretir (Levinson, 2010). 
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Makrofajların edinsel bağışıkdaki işlevleri de şöyle özetlenebilir: 

1) Makrofajlarda hücre içerisine alınan yabancı antijenler, küçük peptit 

parçalarına ayrılıp, antijene özgül T lenfositleri tarafından tanınabilecek bir 

şekilde MHC moleküllerine bağlanarak hücre yüzeyinde sergilenir. Bu sayede 

hücre üzerinde MHC moleküllerince sunulan peptidler, bu peptidlere özgü 

spesifik T hücreleri tarafından tanınır ve bu tanınma, T hücrelerinin aktifleşme 

sürecini başlatır. Makrofajlar ayrıca, T lenfositlerinin proliferasyonu ve 

farklılaşmasına katkıda bulunan sitokinleride salgılar. Bunlardan biri hücresel 

bağışıklığın oluşumunda önemli rol oyanayan IL-12’dir. Ayrıca aktive olan 

makrofajlar yukarıda da değinildiği gibi, enflamasyon bölgesinde T hücre 

yanıtlarını arttıran ve kostimülatör denilen yüzey proteinlerini üretir ve bunları 

yüzeylerinde sergileyerek lenfosit aktivasyonunda rol oynarlar. 

 

Şekil 3. T hücrelerine antijen sunumu. Temelde 3 sinyal üzerinden T hücre aktivasyonu gerçekleşir. İlk sinyalde antijen sunan 
hücreler üzerinde MHC tarafından sunulan antijen T hücreleri tarafından tanınır. Burada hem sunulan antijen hemde MHC 

molekülüyle bir bağlanma gerçekleşir. Sonrasında eş uyaran molekkülleri olan CD80 ve CD86 T hücre üzerinde bulunan CD28 

molekülüne bağlanırlar ve böylece 2. sinyali başlatmış olurlar. 1. ve 2. sinyallerin hücre içerisine ilettiği sinyaller sonucunda    IL-
2 üretimi gerçekleşir ve CD40-L ekspresyonu indüklenir. T hücre üzerinde bulunan CD40L antijen sunan hücreler füzerinde 

CD40’a bağlanıp, eş uyaran ve MHC molekülü ekspresyonunu indükler. T hücresinde üretilen IL-2 de yine T hücresi üzerinde 

bulunan reseptörüne bağlanarak T hücre bölünmesini başlatır. Böylece, T hücre uyarımı ve proliferasyonu gerçekleşmiş olur 
(Yale Univercity).  
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2) Gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonun etkili olduğu evrede antijen 

tarafından uyarılan T lenfositleri, makrofajları aktive eden sitokinleri, örneğin 

IFN-γ’yı salgılar. Uyarılan makrofajlar uyarılmamışlara oranla mikropları 

daha iyi parçalarlar. Bu yol ile makrofajlar hücresel bağışıklığın etkinliğine 

katkıda bulunur. 

 

3) Hümoral bağışıklığın etkili olması için yabancı antijenler, örneğin mikroplar, 

yukarıda da bahsedildiği gibi komplemana ait bileşenler ve antikor molekülleri 

ile kaplanır yani opsonize olurlar. Makrofajlar yüzeylerinde antikorlar için Fc 

ve C3b gibi kompleman komponentlerine ait bileşenler için özel reseptörler 

taşır. Bu reseptörler, opsonize olmuş bu bakteri ya da parazitleri opsonize 

olmayanlara oranla daha kuvvetle bağlar ve daha öncede bahsedildiği gibi 

onları fagosite edip yok eder. Böylece de humoral bağışıklığın yabancı 

antijenleri yok etme çabasına katkıda bulunur (Hekim ve Alkan, 2017) 

 

2.2.2.2. Makrofajların Aktivasyonu 

       Mikroorganizmalar ve yıkıma uğrayan hücreler, TLR’ler ve NLR’ler gibi örgü 

tanıyan reseptörlere (Pattern Recognition Receptors; PRR) bağlanarak işlevlerini 

yerine getirmesi için makrofajları etkin kılarlar. Makrofajların fagositik işlevleri, 

mannoz reseptörleri ve doğrudan mikroorganizmalara bağlanan çöpçü (scavenger) 

reseptörler gibi yüzey reseptörleri ve kompleman aktivasyon ürünleri ya da 

mikroorganizmaları kaplayan antikorlar için olan reseptörler aracılığı ile sağlanır. 

Kompleman ve antikor reseptörleri, ayrıca hücre içine alınmış mikroorganizmaların 

öldürülmeleri için gerekli sinyal uyarısında da rol oynarlar.  

       Makrofajlar farklı işlevlerin gerçekleşmesi için iki ayrı yoldan etkin kılınırlar: 

Klasik ve alternatif yolak. 

1. Klasik makrofaj etkinleşmesi, TLR’ler üzerinden doğal ve edinsel bağışıklık 

yanıtlarında üretilen IFN-γ gibi bir sitokinin uyarısı ile tetiklenir. Klasik yoldan 

etkinleşen makrofajlar (M1), mikroorganizmaları parçalayıp enflamasyonu 

tetiklerler. 
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2. Alternatif makrofaj etkinleşmesi ise güçlü TLR uyarıların olmadığı koşullarda, 

IL-4 ve IL-13 gibi sitokinlerin uyarısı ile ortaya çıkar, M2 adı verilen bu 

makrofajlar enflamasyonun denetlenmesinde ve doku onarımında daha 

etkilidir.  

 

       Bu iki tip makrofajların bir denge içerisinde olması gerekir. Bu iki makrofaj 

grubunun arasında ciddi farklılıkların olması, konak immün yanıtında bozukluklara ve 

önemli rahatsızlıklara sebep olabilir (Abbas ve ark., 2014). 

 

Şekil 4. Makrofaj etkinleşmesi. Klasik yoldan etkinleşen makrofajlar (M1), TLR’lere bağlanan mikroorganizma ürünleri ve 

sitokinler, özellikle IFN-γ ile tetiklenir ve mikrosibidal ve proenflamatuvar özelliktedir. Alternatif makrofaj aktivasyonu (M2),   
IL-4 ve IL-13 tarafından uyarılır ve doku onarımı ve fibrozisde önemlidir (Abbas ve ark., 2014). 
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2.3. Tolerans ve Otoimmünite 

2.3.1. İmmünolojik Tolerans 

       İmmünolojik tolerans terimi ilk olarak Ray Owen tarafından 1945 yılında ortaya 

atılmıştır (Owen, 1945). İmmünolojik tolerans, antijen ile karşılaşan lenfositlerin yanıt 

vermemesi durumudur.  

       Bir antijene özgül reseptörü olan lenfosit, o antijenle karşılaştığında, birtakım 

olasılıklardan herhangi biri gelişebilir: 

1. Lenfositler aktive olup çoğalabilirler, etkin ve bellek hücrelere 

farklılaşabilirler, etkili immün yanıt gelişir; bu tür yanıta yol açan antijen 

immünojenik olarak tanımlanır. 

 

2. Lenfositler işlevsel olarak etkisiz kılınır veya öldürülürler ve sonuçta o antijene 

tolerans gelişir; bu tip yanıta yol açan antijen tolerojenik olarak tanımlanır.  

 

3. Bazı durumlarda antijene özgül lenfositler hiçbir şekilde yanıt vermezler 

antijeni yok sayarlar, bu durum immünolojik görmezden gelme olarak 

tanımlanır. Normal koşullarda patojen mikroorganizmalar immünojenik, kendi 

antijenlerimiz ise tolerojeniktir ya da yok sayılırlar (Abbas ve ark., 2014). 

 

       Akciğer ve sindirim sistemi mukozal yüzeylerinde pek çok zararsız hava ve gıda 

kaynaklı antijenlere karşı enflamatuvar yanıtları önlemek için, aktif tolerans 

mekanizmalarına gerek vardır. Bununla birlikte, toleransın en önemli özelliği, 

vücudun kendi dokularına karşı bir saldırı geliştirmesini engelleyen self toleranstır 

(Male ve ark., 2008). Santral lenfoid organlarda lenfosit gelişimi sırasında gerçekleşen 

gen düzenlemeleri, kaçınılmaz olarak kendi antijenlerine karşı afiniteye sahip bazı 

lenfositlerin oluşmasına da neden olur. Bu tür lenfositler normal olarak repertuvardan 

çıkarılır veya çeşitli mekanizmalar tarafından kontrol altında tutulur (Murphy ve 

Weaver, 2016). 

       Öz antijenler, bireyin DNA’sı tarafından kodlanan tüm epitopları içine alır ve 

diğer tüm epitoplar öz olmayan antijen olarak nitelendirilir. 



 
 

16 
 

      Buna rağmen, molekülün self veya non-self şeklinde ayrılmasını belirleyen şey, 

molekülün yapısı değildir. Epitopun yapısal özellikleri dışında; 

• lenfositlerin, epitoplarıyla ilk karşılaştıklarındaki farklılaşma safhası 

• karşılaşılan bölge 

• epitopları sunan hücrelerin özelliği 

• epitoplara yanıt veren lenfositlerin sayısı 

gibi faktörlerde önemlidir (Male ve ark., 2008). 

       İmmün tolerans, üretken (primer) lenfoid organlarda henüz gelişmekte olan 

lenfositlerin bu antijenlerle tanışması ile merkezi organlarda lenfositler oluşurken 

sağlanabileceği gibi (merkezi-santral tolerans), olgun lenfositlerin periferik organlarda 

öz antijenlerle karşılaşmasının sonucu da oluşturabilmektedir (periferik tolerans).  

       Merkezi tolerans, sadece kemik iliği ve timus gibi primer lenfoid organlarda 

bulunan, öz antijenlere karşı olan tolerans düzeneğidir. Bu organlarda bulunmayan öz 

antijenler için tolerans, periferik düzeneklerle sağlanmalı ve sürdürülmelidir (Abbas 

ve ark., 2014). 

      Oto reaktif lenfosit için, bu tolerans mekanizmalarından hangisinin geçerli olduğu; 

• reseptörün self antijene afinitesi 

• bu antijenin yapısı 

• antijenin konsantrasyonu 

• doku dağılımı 

• ifadelenme biçimi 

gibi çeşitli faktörlere bağlıdır (Male ve ark., 2008). 
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2.3.1.1. Merkezi Tolerans  

       Lenfositler, merkezi lenfoid organlar olan timus ve kemik iliğinde antijenlerle 

reaksiyona girmeyi öğrenirler. Bu lenfositlerin antijen reseptörlerini kodlayan genlerin 

rastgele yeniden düzenlemeleri sırasında, lenfositler, organizmanın kendi dokularına 

ait moleküllerinden gelen antijenik sinyallere de maruz kalır. Düşük afinite ile bu 

kendi doku antijenlerine bağlanan lenfositler immün repertuvarlar için uygunken, bu 

antijenlere yüksek afinite gösteren otoreaktif lenfositler elimine edilir yada etkisiz hale 

getirilir (Stockinger, 1999).  

      Otoreaktif lenfositlerin öldürülmesi (negatif seleksiyon), kalıcı olarak etkisiz hale 

getirilmeleri ya da antijen reseptör genlerinin yeniden düzeltilmesi (editing), onların 

henüz dolaşıma katılmadığı bir sırada, yani timus ya da kemik iliği gibi merkezi 

lenfoid organlarda iken gerçekleşir. Zaten bu nedenle bu sürece merkezi tolerans denir. 

Bu süreç B ve T hücreleri için farklı şekilde işler (Hekim ve Alkan, 2017). 

 

Merkezi T hücre Toleransı 

       T lenfositleri henüz timustan dışarı çıkmadan organizmanın kendi molekülleriyle 

karşılaşırlar. Çünkü göz, testis ve beyin gibi birkaç organın dışında, hemen hemen tüm 

organlara ait protein ve peptid parçaları timusun orta kısmında bulunan epitel 

hücrelerinin yüzeyinde sergilenirler. Bunu sağlayansa güçlü bir transkripsiyon 

aktivatörü olan otoimmün düzenleyici (Autoimmune regulator; AIRE) proteindir. Bu 

protein, tüm doku antijenlerini kodlayan genlerin, timus epitel hücrelerinde 

aktifleşmesini sağlar.  Böylelikle olgunlaşmakta olan T hücreleri henüz yerini terk 

etmeden  organizmanın kendi dokularına ait moleküllerle karşılaşmış olur. Böylece 

otoreaktif özellikte olan lenfositler henüz dışarı çıkmadan kendilerini timusta ele verir 

(Hekim ve Alkan, 2017). Devreye giren merkezi tolerans ise 2 şekilde sonuçlanır: T 

hücrelerinin ölümü ya da CD4+ düzenleyici T hücrelerinin oluşumu.  

       Olgunlaşmamış lenfositler MHC’ye bağlı olarak sunulan öz antijenleri ile 

kuvvetle etkileşime girerse bu lenfositler apoptozu tetikleyen sinyal alır ve 

olgunlaşmasını tamamlayamadan ölür. Bu işlem negatif seçim olarak 

tanımlanmaktadır ve bu durum merkezi toleransın başlıca düzeneğini oluşturur.    
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      Timusta, öz antijeni yüksek affinite ile tanıyan bazı olgunlaşmamış CD4+  T 

hücreleri ise ölmezler fakat düzenleyici T hücrelerine dönüşerek periferik dokulara 

yerleşirler (Abbas ve ark., 2014). 

2.3.1.2. Periferik  Tolerans 

      Merkezi lenfoid organlarda, bireyin kendi doku ve proteinleri ile etkileşime geçen 

self reaktif lenfositler, tamamen temizlenmeyebilir. Bu nedenle merkezi toleranstan 

kaçan bu lenfositler lenf bezleri, dalak, deri ve bağırsak mukozasına ait peyer plakları 

gibi ikincil lenfoid dokularda tekrar gözden geçirilir ve bu tolerans mekanizmasında 

periferik tolerans denir (Hekim ve Alkan, 2017).  

Periferik T hücre Toleransı 

       Şüphesiz, pek çok potansiyel otoreaktif T hücresi, santral toleranstan kaçmaktadır. 

Bu durum, timusta, toleransı başlatmak için çok sayıda antijenin mevcut olmadığını 

veya var olsa da yetersiz seviyede bulunduğunu gösterir (Male ve ark., 2008). Periferik 

tolerans, olgun T hücresi öz antijenleri periferik dokularda tanındığında oluşur ve  

işlevsel yanıtsızlık (anerji), apoptoz veya düzenleyici T hücreleri tarafından öze tepkili 

lenfositlerin baskılanmasıyla sonuçlanır (Abbas ve ark., 2014). 

Anerji 

       Naif T hücrelerinin etkin hücre ve bellek hücrelere farklılaşıp çoğalması için en 

az iki sinyal gerekmektedir: 

• İlk sinyal, uygun peptid-MHC kompleksinin T hücre reseptörü (THR) 

tarafından tanınmasıyla harekete geçer; 

• İkinci sinyal, ASH’lerin ifade ettiği CD80 (B7.1) ve CD86 (B7.2) eş uyarıcı 

molekülleri ile oluşur (Male ve ark., 2008). 

       Enfeksiyon olmadığı zamanlarda dendritik hücreler dinlenme halindedir ve eş 

uyaran moleküllerini düşük miktarlarda eksprese ederler. Aynı zamanda dendritik 

hücreler sıklıkla dokulardaki öz antijenleri sunarlar. Bu öz antijenlere karşı reseptör 

içeren T lenfositleri bu antijenleri tanıyabilirler ancak beraberinde T hücreleri 

dendritik hücrelerinden güçlü eş uyaran sinyali almazlar çünkü eşlik eden doğal 

immün yanıt yoktur.  
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      Böyle bir durumda yani T hücresinin aktifleşmesi için gereken eş uyaranlar 

yetersiz olduğunda T lenfositleri antijenleri tanır ise, T lenfositleri uzun ömürlü 

işlevsel etkisizlik haline (anerji) geçerler. Anerjik hücreler yaşamlarını sürdürürler 

ancak antijene yanıt vermezler (Abbas ve ark., 2014). 

 

2.3.2. Otoimmünite 

       İmmün sistemin kritik işlevi, kendini ayırt ederek, sadece mikroplara yanıt 

vermektir. Öz antijenlere karşı tolerans, oldukça düzenli bir süreçtir ve bunu 

sürdürmek için bağışıklık sistemi, kendiliğinden gelişen self reaktif lenfositleri 

geliştikçe ayırt edebilmelidir (Lleo ve ark., 2010). Otoimmünitenin altında yatan temel 

mekanizma, kendiliğinden gelişen self reaktif lenfositlerin kusurlu eliminasyonu veya 

kontrolüdür (Rosenblum ve ark., 2015). İnsanlarda yapılan çalışmalar ve deneysel 

hayvan modelleri, otoimmüniteye katkıda bulunan genetik ve çevresel faktörleri 

ortaya koymaktadır (Rosenblum ve ark., 2015). Ancak yapılan son çalışmalar, 

otoimmün hastalıkların gelişimi üzerindeki genetik faktörlerin aksine, çevresel 

faktörlerin daha güçlü bir etkisi olduğunu göstermektedir. 

      Otoimmün hastalıkların görülme sıklığı ve prevalansında ciddi bir artış vardır. 

Bunlar arasında, multiple skleroz (MS) ve myastenia gravis gibi nörolojik otoimmün 

hastalıklarda yılda % 3,7 oranında; romatizmal otoimmün hastalıklarda % 7,1; 

endokrinolojik otoimmün hastalıklarda % 6,3 ve gastrointestinal otoimmün 

hastalıklarda ise yılda % 6,2 oranında bir artış olduğu görülmüştür (Lerner ve ark., 

2016). 

      Otoimmün hastalıklar, kronik yapıları, ilgili sağlık hizmetleri maliyetleri ve genç 

nüfuslardaki sıklığı sebebiyle önemli bir klinik problemdir (Rosenblum ve ark., 2015).       

Tip 1 diyabet Avrupa ve Kuzey Amerika'da hızla artmaktadır ve rahatsız edici şekilde 

en fazla artış oranı 0-4 yaş grubundadır (Patterson ve ark., 2009). Öyleki otoimmün 

tip 1 diyabet, çocuklarda görülen kronik hastalıklar arasında en yaygın olanıdır 

(Mackay, 2001). Otoimmün hastalıklar, sistem, organ veya doku tipine bağlı olarak 

yaklaşık 80 farklı tipte sınıflandırılır. Batı nüfusunun yaklaşık % 5'i bu anomaliden 

etkilenir, ancak dünya çapında görülme sıklığı bilinmemektedir.  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immune-system
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/self-concept
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lymphocyte
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      Otoimmün hastalıklar doğada heterojendir ve klinik belirtileri tehlike yaratmayan 

anomalilerden hayatı tehdit edici koşullara kadar değişir (Laxminarayana, 2017). 

Otoimmün hastalıkların teşhisi de, genelde zordur, çünkü hastalık başlangıçta gizli 

olabilir ve başlangıç semptomları genellikle spesifik olmayıp yorgunluk, halsizlik 

veya ateş gibi birçok hastalıkta görülen klasik semptomları gösterir (Mackay, 2001).  

      Otoimmün hastalıkların gösterdiği etki de değişkendir, etkiledikleri organlarda ve 

klinik belirtilerinde, bazıları belirli dokularla sınırlı, bazıları ise sistemik veya yayılmış 

olarak büyük ölçüde değişir (Rosenblum ve ark., 2015). 

       Sitokin antagonistleri gibi mevcut tedaviler, bu hastalıkların çoğunun tedavisinde 

büyük umut vermiştir. TNF-α antagonistleri, romatoid artrit seyrini değiştirmiştir ve 

diğer sitokin antagonistleri, diğer çeşitli hastalıklarda etkileyici etkinlik 

göstermektedir (Kim ve Solomon, 2010).  

      Bununla birlikte, mevcut terapötik ajanların çoğu hastalığı hafifletmek üzerinedir, 

hastalığın başlatılmasından ve ilerlemesinden sorumlu olan temel problemleri ele 

almamaktadır. Çoğu durumda, bu, devam eden ve bazen de yaşam boyu süren tedaviyi 

gerekli kılarak, malignite enfeksiyon hastalıklarının gelişmesinde yatkınlığa sebep 

olur. Bu hastalıkları kaynağında ele almak, anormal immün reaksiyonların nasıl ortaya 

çıktığını, nasıl sürdürüldüklerini ve sağlıklı bireylerde bu tepkileri bastırmak için 

kullanılan içsel mekanizmaları anlamayı gerektirir (Rosenblum ve ark., 2015). 

 

2.4. Potansiyel Tolerans İndükleyici Stratejiler 

      Otoimmün hastalıklar, sadece yaşam kalitesi üzerinde önemli bir etkiye sahip 

olmayan, aynı zamanda potansiyel olarak yaşamı tehdit eden yaygın kronik 

bozukluklardır (Hirsch ve Ponda, 2015). Günümüzde, otoimmün hastalıkların kontrol 

ve tedavisi temelde, spesifik olmayan immünosüpresif ilaçlarla yapılmaktadır (Wraith, 

2017). Yaygın olarak tercih edilen tedavi yöntemleri klinik yararlar sağlarken, ciddi 

yan etkilere de sebep olduğu gözlenmiştir (Hirsch ve Ponda, 2015).  
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      Romatoid artrit, sistemik lupus eritematoz ve multipl skleroz için mevcut tedavi 

seçeneklerine fizik tedavi, kortikosteroidler, anti-enflamatuvar ilaçlar, anti-sitokin 

tedavileri, monoklonal antikorlar, T hücresi fonksiyonunun biyolojik inhibitörleri ve 

B hücresi inhibisyonu örnek verilebilir. Bu tedaviler, milyonlarca hastaya fayda 

sağlarken bazı önemli dezavantajları da olabilir (Hirsch ve Ponda, 2015). 

      Günümüzde otoimmün hastalıkların tedavisinde hedeflenen, spesifik otoimmün 

hastalığın, selektif olarak baskılanması ve bağışıklık sisteminin geri kalanının bulaşıcı 

hastalıkların ve kanserin kontrolü için fonksiyonel olarak aktif kalmasının bir yolunu 

keşfetmektir. Amaç, potansiyel yan etki riskini azaltmak için hastalığa özgüllüğü 

artıran tedaviler geliştirmektir (Wraith, 2017). 

      Potansiyel Tolerans indükleyici stratejiler temelde dendritik hücreler üzerinden 

geliştirilir. Bu stratejilerden biri tolerojenik dendritik hücrelerdir. Bu hücrelerin 

kullanımı ve nakli otoimmün hastalıklar için umut verici bir terapötik stratejidir.  

      Geniş kapsamlı güçlü immün sistemi uyarıcı ve düzenleyici fonksiyonları, 

dendritik hücreleri günümüz immünoterapilerin merkezine yerleştirmiştir (Naranjo-

Gómez ve ark., 2011). Dendritik hücreler, immün yanıtın indüksiyon fazında oldukça 

önemlidir ve bu nedenle bir antijene karşı yanıtın enflamasyon mu yoksa tolerans mı 

olacağının belirlenmesinde kritik öneme sahiptir (Hirsch ve Ponda, 2015). 

      Bu stratejide IL-10, deksametazon (Dexa), rapamisin (Rapa) ve vitamin D3 

(VitD3) gibi çeşitli farmakolojik ajanlarla dendritik hücrelerin tolerojenik özelliklerini 

geliştirilip stabilize ederek dendritik hücrelerin tolerojenik aktiviteleri teşvik edebilir. 

Böylece tolerojenik dendritik hücrelerin, klonal T hücresi tükenmesi, anerji, T 

yardımcı hücre (T helper; Th) farklılaşması veya Treglerin üretilmesi dahil olmak 

üzere çeşitli yollarla immün toleransı indüklemesi sağlanır (Naranjo-Gómez ve ark., 

2011).  

      Otoimmüniteye karşı geliştirilmek istenen diğer bir strateji de, CD80/86'nın 

ekspresyonunu önlemek için  dendritik hücreleri ve diğer ASH'leri genetik olarak 

değiştirmektir (Tan ve ark., 2005). Dendritik hücrelerin yüzey moleküllerinden CD80 

ve CD86 eş uyaran molekülleri, T hücresi aktivasyonunda ve hayatta kalmasında rol 

oynayan iki temel ortak uyarıcı faktördür (Sharpe ve Freeman, 2002).  
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      Dendritik hücrelerinin, eş uyaran sinyali olmadan antijenleri sunması durumunda 

T hücre anerjisi oluşabilir (Hirsch ve Ponda, 2015).  

      Bu tez çalışmasında da profesyonel antijen sunan hücrelerden biri olan 

makrofajlarda, eş uyaran molekülleri CD80 ve CD86 genleri susturulup, T 

hücrelerinde anerjinin tetiklenerek otoimmün hastalıklara karşı tolerans geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. Aynı stratejinin transplantasyon toleransını sağlamak amacıyla 

kullanılabilme potansiyeli de söz konusudur. 

2.5. Yeni Nesil Genom Düzenleme Teknikleri 

       Bir organizmanın fenotipi üzerindeki etkisini belirlemek için bir geni nakavt 

etmek yada ekspresyon seviyelerini değiştirmek moleküler biyolojide vazgeçilmez bir 

araçtır. Bu teknikler, bir gen ürününün organizmaların gelişimine ve hücresel 

kimliğine nasıl katkıda bulunduğunu anlamak için kritik öneme sahiptir. Genom 

düzenleme teknolojilerindeki son gelişmelerle birlikte genomik dizilim 

teknolojilerinin patlaması, bu deneylerin daha önce kolayca erişilemediği veya 

mümkün olmadığı birçok organizmada genetik manipülasyon olasılığını arttırmıştır. 

(Thurtle-Schmidt ve Lo, 2018). 

       Genom düzenleme, genomik DNA'yı değiştirme ve genetik bilgiyi yapay olarak 

değiştirerek, fonksiyon kazanımı (gen knockin, gen mutasyonu, gen etiketleme ve gen 

aktivasyonu) ve fonksiyon kaybını (gen knockout ve gen mutasyonu) baz alarak yapılır 

(Sánchez-Rivera ve Jacks, 2015). Genom düzenleme teknolojileri, bilim insanlarının 

DNA çift zincir kırıklarının (Double-strand break; DSB), esas olarak Homoloji 

yönlendirmeli tamir (homology directed repair; HDR) ve Homolog olmayan uç 

birleştirme mekanizması (nonhomologous end-joining; NHEJ) yoluyla, endojen DNA 

tamir mekanizmalarını uyardığını keşfetmeleri üzerine geliştirilmiştir (Takata ve ark., 

1998). 

       HDR, DBS'lerin olduğu bölgede çalışır. Bu mekanizma genetik bilgiyi korur 

çünkü homolog DNA, onarımda şablon olarak kullanılır. Homolog DNA yoksa NHEJ, 

DSB'leri onarmak için çalışır.  
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      Bu tamir mekanizmasında onarım için baz alınacak bir homolog DNA 

olmadığından, NHEJ kolayca genetik bilgiyi kaybeder ve hasar gören bölgelere 

ekleme veya silme işlemi yapar (Maeder ve Gersbach, 2016). Böylece DNA üzerinde 

gen değişikliği yapmak için bu onarım mekanizmaları tetiklenir.  

       Günümüzde, genom düzenlemede üç nükleaz yaygın olarak kullanılmaktadır: 

çinko parmak nükleaz (Zinc finger nucleases; ZFN), transkripsiyon aktivatör benzeri 

efektör nükleaz (Transcription activator like effector nuclease; TALEN) ve CRISPR. 

CRISPR sistemi, memeli genomunda gen düzenlemede diğer tekniklere oranla 

oldukça güçlü bir araç olarak yer alıyor (Chen ve ark., 2016). Şekil 5’de bu üç yöntem 

kıyaslaması yapılmıştır. 

Şekil 5. Yeni nesil genom düzenleme tekniklerinin karşılaştırılması. Şekilde yapılan kıyaslamada da görüldüğü gibi çalışma 
süresi, spesifiklik ve verimlilik açısında CRISPR diğer iki yönteme kıyasla daha avantajlıdır (Chen ve ark., 2016). 

 

       CRISPR tabanlı teknolojiler yıllar içinde gelişip günümüzde, daha önce tedavi 

edilemez olarak kabul edilen birçok insan genetik hastalıkları için terapötik bir 

platform olarak umut vermiş, yüksek kalitede gen düzenlemeye esnek bir yaklaşım 

sağlamıştır (Luther ve ark., 2018). Bu sistem, bu alanda geliştirilen önceki gen 

düzenleme yöntemlerine kıyasla birçok avantaja sahiptir. Önceki sistemlere kıyasla, 

CRISPR, hücre içi mekanizmalara müdahale etmeden bir geni devre dışı bırakabilir 

veya ortadan kaldırabilir.  

      Sistem, hastalıkların tedavisinde ve bu hastalıklarda kusurlu genlerin 

performansının belirlenmesi ile ilgili araştırmalarda da kullanılabilir. CRISPR ayrıca 

önceki sistemlere göre daha fazla potansiyele ve uygulama alanına sahiptir. Bu 

uygulamalara CRISPR'ın kanser gibi genetik ve epigenetik hastalıkları anlamadaki 

kullanımı örnek verilebilir (Mahmoudian-sani ve ark., 2018). 

      Bu tez çalışmasında CRISPR/Cas gen düzenleme sistemi kullanıldığından konuya 

bu sistemin anlatılması üzerinden devam edilecektir. 
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2.5.1. CRISPR/Cas Sistemi 

       1980'lerin sonlarında, E. coli genomunda alışılmadık şekilde aralıklı, homolog 

sekans yapıları fark edildi (Kick ve ark., 2017). Benzer şekildeki aralıklı homolog 

sekanslar 1993 yılında Haloferax mediterranei türü archaea'da da gözlendi. Zaman 

içerisinde bu sekansların sadece bakterilerde değil arkea’lar da görüldüğü anlaşıldı 

(Ishino ve ark., 2018). 2002 yılında, diğer prokaryotlarda benzer genomik yapıların 

keşfedilmesi ve bu dizilerin ortak özelliklerinin tanımlanmasının ardından bu 

sekanslar düzenli aralıklarla bölünmüş kısa palindromik tekrar kümeleri (CRISPR) 

olarak adlandırıldılar (Kick ve ark., 2017). 

       CRISPR bölgelerinin detaylı analizleri bu dizilerin yakınlarında bulunan Cas 

(CRISPR associated) adı verilen genlerle ilişkili olduğunu gösterdi. Yapılan 

analizlerde Cas genlerin helikaz gen ailelerine benzerlik gösterdiği görüldü. Ve Cas 

genlerinin aslında DNA onarımı ve rekombinasyonu, transkripsiyonel düzenleme ve 

kromozom ayrımı dahil olmak üzere DNA metabolizmasında yer aldığı tahmin edildi 

(Ishino ve ark., 2018).  

      2006 yılında CRISPR'den türetilen bağışıklığın RNA aracılığıyla yürütülebileceği 

bildirildi, 2007 yılında ise cas genlerinin, spacer bölgelerindende sorumlu olan bölge 

olduğu keşfedildi (Chen ve ark., 2016).  Zaman içerisinde CRISPR dizilerin esas 

olarak farklı bakteriyofajlara ait sekanslar içerdiği ve bunların kazanılmış bir bakteri 

bağışıklık sisteminin bir parçası olduğu bulundu (Kick ve ark., 2017). 

       2007 yılında yapılan bir çalışmada Faj dizisinin, Streptococcus thermophilus'un 

CRISPR dizisindeki spacer bölgesine eklenmesi bu suşu, karşılık gelen faja karşı 

dirençli kıldığı, öte yandan, faj enfeksiyonuna karşı bu bakteriyel direncin, karşılık 

gelen protospacer sekansı faj genomundan silindiğinde ise kaybolduğu görülmüştür. 

Böylece CRISPR-Cas sisteminin prokaryotik kazanılmış bir bağışıklık sistemi olarak 

işlevi, laktik asit bakterisi S. thermophilus’da deneysel olarak kanıtlanmış oldu 

(Barrangou ve ark., 2007).  
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       CRISPR bölgelerinde bulunan, tekrarlayan kısa DNA dizileri palindromiktir. 

Uzunlukları 21-48 baz çift arasında değişen bu DNA dizileri 5’den 3’e ve 3’den 5’e, 

her iki yönde de aynı okunur. Bu kısa DNA dizilerinin arasında ise 26-72 baz çifti 

uzunluğunda spacer adı verilen DNA bölgeleri bulunur.  

      Bu özgün DNA dizileri, genellikle bir bakteriyofaj veya plazmitin nükleik 

asitlerine ait sekanslar içerir. Aynı zamanda CRISPR dizisinin başında bulunan lider 

dizi adı verilen korunmuş bölgelerde transkripsiyonun yönünün belirlenmesinde görev 

alır. 

       Sistemin 2. önemli parçası ise CRISPR dizisinin yakınında bulunan Cas 

genleridir. Cas proteinlerinin helikaz ve nükleaz özelliklerinin bulunması DNA 

dizilerini açma ve kesme işlemlerini gerçekleştirmesini sağlar. Böylece, Cas 

proteinleri nükleik asitlerle etkileşim kurarak nükleaz, helikaz veya RNA bağlanma 

proteini şeklinde aktivite gösterir (Bozok Çetintaş ve ark., 2017). 

 

 

                                     Şekil 6. CRISPR/Cas Sistemi  (Bozok Çetintaş ve ark., 2017) 

 

       Bağışıklık yanıtın her bir aşamasında birbirinden farklı Cas proteinleri bulunur. 

CRISPR lokusunun sayısı, görev alan Cas proteinlerinin farklılığı göz önüne alınarak 

Tip I, Tip II ve Tip III CRISPR/Cas sistemleri tanımlanmıştır (Bozok Çetintaş ve ark., 

2017). Tip II sadece bakterilerde bulunurken, Tip I ve Tip III CRISPR/Cas sistemi 

hem bakteri hem de arkea’larda bulunur. Yüksek verimi ve sadeliği nedeniyle S. 

pyogenes'deki tip II CRISPR/Cas sistemi günümüzde en çok tercih edilendir (Chen ve 

ark., 2016). 
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2.5.1.1. CRISPR/Cas9 Çalışma Mekanizması 

      Modifiye edilmiş ve günümüzde araştırmalarda kullanılan CRISPR sistemi 

temelde 2 parçadan oluşur: Rehber RNA (single guide RNA; sgRNA) ve Cas9 

nükleazı. Rehber RNA hedefi belirlerken, Cas9 nükleaz fonksiyonel işlemi 

gerçekleştirir. 

Rehber RNA ise 2 alt üniteden oluşur; 

- CRISPR RNA olarak da adlandırılan crRNA, 

- tracrRNA olarak da adlandırılan trans aktifleştirici crRNA 

        Sistemin çalışması için gerekli olan bir başka bileşem ise proto-spacer ilişkili 

motif (Protospacer adjacent motif; PAM) dizisidir. Cas9'un hedef DNA'yı bağlaması 

için bir PAM dizisi kesinlikle gereklidir. PAM'lar, Cas9-sgRNA kompleksinin hedefe 

bağlanmasında ve nükleaz aktivasyonunda görevlidir. Ayrıca PAM, Cas9 için hedef 

DNA'yı kendi genomundan ayırt etmek için özel bir işarettir. PAM, Streptococcus 

pyogenes Cas9’u için bir NAG veya bir NGG nükleotidir. Bu PAM dizisi her Cas9 

türü için aynı olmayıp, farklı Cas9 ortologları için farklı PAM dizileri bulunmaktadır. 

       Sistem harekete geçtiğinde Cas9-sgRNA kompleksi ilk önce PAM sekansını tanır 

daha sonrasında ise rehber RNA, PAM sekansının bitişiğinde bulunan hedef 

nükleotitlerle eşleşir ve böylece Cas9’da hedef sekansların hemen yanındaki dsDNA'yı 

çözer ve kesimi başlatır. Buradaki eşleşme oldukça önemlidir çünkü sgRNA'nın, hedef 

DNA ile eşleşme derecesi Cas9'un hedefi kesip kesmeyeceğini belirler. Cas9 Hedef 

DNA'da kırıklar oluşturacak şekilde NHEJ veya HDR'yi tetikleyen DSB'ye neden olur 

ve böylece DNA üzerinde istenilen değişiklikler yapılabilir (Chen ve ark., 2016). 

 

                                      Şekil 7. Cas9-sgRNA kompleksinin hedef sekansla eşleşmesi (Qi ve ark., 2013) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. LentiCRISPRv2 Vektörünün Hazırlanması 

      LentiCRISPRv2 (Addgene, USA) vektörüne (Şekil 8), CD80 ve CD86 genlerine 

özgü primerleri klonlayacağımız bölge protokolde (Addgene: lentiCRISPRv2 and 

lentiGuide oligo cloning protocol) geçen BsmBI (NEB) restriksiyon enzimi 

kullanılarak çıkartıldı.  

      Burada; 5 μg LentiCRISPRv2 plazmit, 3 μL BsmBI (104u/mL)  (NEB, USA), 3 μL 

10x 3.1 Tampon (NEB, USA), 5 μL DTT (10 Μm) (Sigma, Germany) mikrosantrifüj 

tüpüne konuldu ve son hacim 30 μL’ye ddH2O (Merek Millipore,USA) ile 

tamamlandı. Bu karışım 55°C de PCR cihazında (Eppendorf, Mastercycler, Germany) 

2 saat inkübe edildi. 

      BsmBI kesiminden sonra vektörde açık kalan uçlardan fosfat gruplarını 

uzaklaştırmak, böylece vektörün kendi üzerine katlanmasını önlemek için; yukarıda 

bahsi geçen, BsmBI ile 2 saat inkübe edilen 30 μL’lik karşımın tamamı, 3 μL CAIP 

(Claf İntestinal Alkaline Phosphatase) enzimi (Fermantas, ThermoScientific, USA),   

5 µL CIAP 10x Tamponu (Fermantas, ThermoScientific, USA) mikrosantrifüj tüpüne 

konuldu ve son hacim 50 μL’ye ddH2O (Merek Millipore, USA) ile tamamlandı ve 

karışım 37°C de PCR cihazında (Eppendorf, Mastercycler, Germany) 30 dakika 

inkübe edildi.  

      CIAP işleminden sonra vektör 1 saat boyunca 100 Voltta, %1 agaroz jelde (Sigma, 

Germany) yürütülerek BsmBI kesimi kontrol edildi. Jelde görünen 2 banttan, 12.5 kb 

uzunluğunda olan ve vektörü içeren bant kesilip PCR temizleme ve jel ekstraksiyon 

kiti (Macherey-Nagel Nükleospin Gel and PCR Clean-Up, Germany) kullanılarak 

jelden saflaştırıldı.  



 
 

28 
 

      Jelden kesilen parçası tartılarak mikrosantrifüj tüpüne konulan jele, 100 mg jele 

200 μL bağlayıcı tampon (NTI) olacak şekilde NTI solüsyonu eklendi. Sonrasında 

örnek 55°C de 10 dakika, jel tamamen çözünene kadar inkübe edildi.  

      İnkübasyondan sonra DNA’nın bağlanması için, örnekler Nükleospin Gel and 

PCR Clean-Up kolonuna yüklenmiş ve 11 000 g’de 1 dakika boyunca santrifüj edildi 

(Eppendorf, 5415D, Germany). Sonrasında yıkama amacıyla 700 µL NT3 tamponu 

Nükleospin Gel and PCR Clean-Up kolonuna eklenip tekrardan 11 000 g’de 1 dakika 

boyunca santrifüj edildi. Akışkan kısım atılıp bu işlem ikinci kez tekrar edildi. 

Tekrardan akışkan kısım uzaklaştırıldı, Nükleospin Gel and PCR Clean-Up 

kolonundaki membranı kurutup NT3’ü tamamen uzaklaştırmak amacıyla 11 000 g’de 

1 dakika boyunca santrifüj işlemi yapıldı.  

      Sonrasında Nükleospin Gel and PCR Clean-Up kolonu temiz 1.5 mL’lik 

mikrosantrifüj tüpüne yerleştirildi. DNA’yı ayrıştırmak için 25 μL elüsyon tamponu 

(NE), kolon membranının ortasına eklenerek 5 dakika oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakıldı ve ardından 2 dakika boyunca 11 000 g’de santrifüj edildikten sonra tüpün 

dibindeki örnek yeni steril bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılarak saflaştırılmış, 

klonlanmaya hazır LentiCRISPRv2 vektörü elde edilir. 

 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8. LentiCRISPRv2 vektörü ve sekans referans noktaları (Zhang F., 2014) 



 
 

29 
 

3.2. CD80 ve CD86 Genlerine Özgü CRISPR Primerlerinin Hazırlanması 

      Mouse CRISPR Knockout Pooled Library (GeCKO v2) kütüphanesinden mouse 

CD80 ve CD86 genlerine özgü primerler tarandı ve aralarından en uygunları 

CRISPOR programı (Tefor infrastructure, France) kullanılarak ve her bir gen için 2’şer 

tane olmak üzere seçildi ardından Addgene: lentiCRISPRv2 ve lentiGuide oligo 

klonlama protokulünde belirtilen şekilde, seçtiğimiz primerleri dizayn edilip sentez 

ettirildi. (Sentegen, Ankara).  

 

Sentezlettirilen primer sekansları; 

CD80 - A2  Revers →   CACCGAGTCTGAAGACCGAATCTAC 

CD80 - A2  Forward →   AAACGTAGATTCGGTCTTCAGACTC 

CD80 - B1  Revers →   CACCGTGTGGCCCGAGTATAAGAAC 

CD80 - B1  Forward →   AAACGTTCTTATACTCGGGCCACAC 

CD86 - A1  Revers →   CACCGGCACGTCTAAGCAAGGTCAC 

CD86 - A1  Forward →   AAACGTGACCTTGCTTAGACGTGCC 

CD86 - A2  Revers →   CACCGTTGACCTGCACGTCTAAGCA 

CD86 - A2  Forward  →   AAACTGCTTAGACGTGCAGGTCAAC 

 

      Oligonükleotitlerin konsantrasyonları ddH2O (Merek Millipore, USA) 

kullanılarak 100 µM’a ayarlandı ve birbiri ile komplementer olan üst ve alt 

oligonükleotitler T4 Polinükleotit Kinaz (T4 Polynucleotide Kinase; T4 PNK) enzimi 

ile birleştirildi. 1 µl sg RNA üst oligonükleotit (100 µM), 1 µl sg RNA alt 

oligonükleotit (100 µM), 1 µl 10x T4 Ligase Buffer (NEB, USA), 1 µl T4 PNK ( NEB, 

USA) mikrosantrifüj tüpüne konuldu ve son hacim 10 μL’ye ddH2O (Merek Millipore, 

USA) ile tamamlandı. Sonrasında karışım 37°C de 30 dakika, 95°C de 5 dakika 

inkübasyon ve sonrasında her dakikada 5°C düşerek son sıcaklık 25°C olacak şekilde 

PCR cihazına (Eppendorf, Mastercycler, Germany) konuldu.  
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      İnkübasyon tamamlandıktan sonra örnekler PCR cihazından alındı ve ddH2O 

(Merek Millipore, USA) ile 1/5 oranında dilüe edilip % 2’lik agaroz jelde 110 Voltta 

20 dakika yürütüldü.  

3.3. LentiCRISPRv2 Vektörü ile Oligonükleotitlerin Ligasyonu 

       Bu aşamada dupleks haline getirdiğimiz oligonükleotitlerimizi T4 DNA ligaz 

enzimi ile jelden saflaştırıp elde ettiğimiz ligasyona hazır lentiCRISPRv2 vektörüne 

klonlandı. Her bir dubleks primer ayrı lentiCRISPRv2 vektöre klonlandı. 50 ng 

lentiCRISPRv2, 1 µl 1/200 oranında dilüe edilmiş dubleks oligonükleotit, 1 µl T4 

DNA ligaz (NEB, USA), 2 µl 10x T4 DNA  ligaz tamponu (NEB, USA) mikrosantrifüj 

tüpüne konuldu ve son hacim 20 μL’ye ddH2O (Merek Millipore, USA) ile 

tamamlandı ve karışım oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi.  

3.3.1. Ligasyon Ürününün E. coli Kompetan Hücrelerine Aktarılması 

      E. coli DH5-α kompetan hücrelerine, klonlanmış oligonükleotitleri içeren 

lentiCRISPRv2 plazmitleri aktarıldı.  

      Steril 2 mL tüpe 1 µl ligasyon ürünü ve 200 µl kompetan hücre eklendi. Karışım 

30 dakika buzda bekletildikten sonra 42°C de 90 saniye ısı şoku uygulandı. Sonrasında 

1 dakika buzda inkübe edildi. Ardından her tüpe 800 µl LB sıvı besiyeri (BD, USA) 

sıvı besiyeri eklendi ve  37°C de su banyosunda (Thermo Scientific, USA) 45 dakika 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra hücreler maksimum rpm’de santrifüj 

edilerek hücreler dibe çöktürüldü. Santrifüjden sonra dibe çöken hücreleri yerinden 

kaldırmadan yavaşça süpernatantın 900 µl’si mikropipet (Isolab, Germany)  ile 

uzaklaştırıldı. Geriye kalan 100 µl içerisinde dibe çökmüş olan hücreler mikropipet      

(Isolab, Germany) yardımıyla yavaşça çözdürüldü. Sonrasında çözdürülen hücreler 

ampisilin içeren (LB ampisilin 100 g/mL) LB agar’ın (BD, USA) bulunduğu petrilere 

ekildi ve 37°C’lik inkübatörde (Memmert, Germany) 16 saat inkübasyona bırakıldı.  
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3.3.2. Plazmit İzolasyonu 

      On altı saatlik inkübasyonun ardında petrilerden farklı koloniler seçilip miniprep 

için 2 mL ampisilin içeren LB sıvı besiyerine ekim yapılıp çalkalamalı inkübatörde 

(New Brunswick Sci., Innova 40/40R, USA) 180 rpm’de 37°C sıcaklıkta 16 saat 

bekletilerek hücrelerin üremesi sağlandı. Midiprep içinse 150 mL ampisilin içeren LB 

sıvı besiyerine ekim yapıldı. Besiyeri çalkalamalı inkübatörde (New Brunswick Sci., 

Innova 44/44R, USA) 200 rpm’de 37°C sıcaklıkta 16 saat bekletilerek hücrelerin 

üremesi sağlandı.  

 

3.3.2.1. Miniprep ile Plazmit İzolasyonu 

      Plazmitler Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel, Germany) kiti kullanılarak 

üretici firmanın tavsiye ettiği şekilde izole edildi. 2 mL bakteri kültürü alınıp 1 dakika 

11 000 g’de santrifüj edilerek hücreler dibe çöktürüldü. Santrifüj sonrası üstte kalan 

sıvı uzaklaştılıp, tüpe 250 μL tampon A1 eklenir ve dibe çöken hücreler vorteks (Velp 

Scientifica, Italy) yardımıyla tamamen çözdürüldü. Ardından 250 μL tampon A2 

eklenir ve tüp 7-8 kez yavaşça ters düz edilerek karıştırıp 5 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Daha sonra tüpe 350 μL A3 solüsyonu ekleyip, 7-8 kez ters düz edilerek 

karıştırıldı. Sonrasında örnekler oda sıcaklığında, 10 dakika 11 000 g’de santrifüj 

edildi.  

      Santrifüj sonrası üstteki faz Nucleospin Plasmid kolonuna transfer edildikten sonra 

oda sıcaklığında 1 dakika 11 000 g’de santrifüj edildi. Santrifüjün ardından, kolon 

steril bir 2 mL’lik tüpe aktarıp üzerine 600 μL yıkama solüsyonu olan A4 tomponu 

eklenerek oda sıcaklığında 11 000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. Akışkan kısım 

atılarak tüp 2 dakika daha santrifüj yapılarak kalan yıkama tamponu kolondan 

tamamen uzaklaştırıldı. Kolon 1,5 mL yeni steril bir tüpe aktarılıp üzerine 50 μL AE 

tamponu eklendi. Oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildikten sonra 11 000g’de 1 

dakika santrifüj edilerek plazmit DNA’sı kolondan ayrıştırılarak elde edildi. Plazmitler 

kullanılıncaya kadar -20°C’de dondurucuda (Bosch, Germany) saklandı. 
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3.3.2.2. Midiprep ile Plazmit İzolasyonu 

      Plazmitler HiPure Plasmid Midiprep (invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Germany) kiti kullanılarak üretici firmanın tavsiye ettiği şekilde izole edildi. 

      50 mL steril falkon tüp içerisindeki hücreler 4500 g’de + 4 ºC’de 20 dakika 

santrifüj edilerek dibe çöktürüldü. Üstte kalan kısım uzaklaştırdıktan sonra çöken 

hücre pelletinin üzerine 4 mL R3 tamponu eklenerek hücreler tamamen çözünene 

kadar pipetleme işlemi yapıldı. Sonrasında 4 mL Lizis tamponu eklenerek falkon tüp 

5 kez ters düz edilip oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi. Ardından 4 mL N3 tamponu 

eklenerek tekrardan 5 kez ters düz edildi ve ardından 4500 g’de 40 dakika boyunca + 

4 ºC’de santrifüj edildi.    

      Santrifüjün bitmesine 10 dakika kala HiPure Plasmid Midiprep kolonundan 10mL 

EQ1 tamponu geçirilerek kolon ıslatıldı. Kolon ıslatıldıktan sonra, santrifüjden çıkan 

örneklerin üst kısmı kolondan geçirildi. Tüm süpernatant kolondan geçirildikten sonra, 

10 mL yıkama tamponu kolondan geçirildi ve bu işlem 2 kez tekrar edildi.  

      Ardından kolon steril bir 15 mL’lik falkona aktarıldı ve 5 mL E4 tamponu 

kolondan geçirildi, ardından kolon uzaklaştırılıp tüpe 3.5 mL izopropanol eklenip iyice 

karıştırıldı. Örnekler + 4 ºC’de  maksimum hızda 30 dakika santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası üstte kalan kısım uzaklaştırılıp tüpe 3 mL %70’lik etanol eklendi ve tekrardan 

+ 4 ºC’de  maksimum g’de 5 dakika santrifüj edildi. Üstte kalan kısım 

uzaklaştırıldıktan sonra tüplerden etanolü uzaklaştırmak amacı ile tüpler ağzı açık 

şekilde 10 dakika inkübe edildi.  

      Etanol tamamen uzaklaştırıldıktan sonra falkonun dibinde pellet 100 μL TE 

tamponu ile çözülerek örnekler mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve Nanodrop 

spektrofotometre (Thermo Scientific, USA) ile konsantrasyonları ölçülerek 

kullanılıncaya kadar - 20 ºC dondurucuya kaldırıldı. 
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3.3.3. İzole Edilen Plazmitlerin Görüntülenmesi 

      DNA’nın LentiCRISPRv2 vektörüne entegre olduğunu göstermek için plazmit 

DNA’sı izole edildikten sonra BsmBI restriksiyon enzimi ile kesim yapılıp beklenen 

boydaki bantlar ile ligasyonun olup olmadığına bakıldı. Burada; 5 μg ligasyon 

yapılmış LentiCRISPRv2 plazmit, 3 μL BsmBI (104u/mL)  (NEB, USA), 3 μL 10x 3.1 

Tampon (NEB, USA), 5 μL DTT (10 Μm) (Sigma, Germany) mikrosantrifüj tüpüne 

konuldu ve son hacim 30 μL’ye ddH2O (Merek Millipore,USA) ile tamamlandı. Bu 

karışım 55°C de PCR cihazında (Eppendorf, Mastercycler, Germany) 2 saat inkübe 

edildi. Sonrasında örnekler 100 Voltta %1’lik agaroz jelde 1 saat jelde yürütüldü. 

Sonrasında örnekler sekanslamaya da gönderilerek ligasyon doğrulandı. 

 

3.4. Hücre Kültürü 

 

3.4.1. Hücre Materyali  

      Çalışmada kullanılan HEK293FT (İnsan embriyonik böbrek hücre hattı) hücreleri 

ve Raw 264.7 (Fare makrofaj hücre hattı) hücreleri American Type Culture Collection 

(ATCC)’den temin edildi. Çalışmalar sadece laboratuvar koşullarında yapıldı. 

 

3.4.2. Donmuş HEK293FT ve Raw 264.7 Hücrelerinden Kültür Yapılması 

 

      ATCC’den soğuk zincirle temin edilen dondurulmuş hücreler kabin içerisinde, 

hücre kültürü laboratuvarında uygun şekilde eritildi ve 15 mL falkon tüp içerisine 10 

mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri (GIBCO, USA) eklenerek, üzerine çözülen hücre süspansiyonu eklenip birkaç 

kez yavaşça pipetleme yapıldı. Hücrelerin bulunduğu falkon tüp 4°C’de 6 dakika      

150 g’de santrifüj edildi. Biyogüvenlik kabinine alınan falkon tüp içerisindeki 

hücrelerin besiyeri aspire edilerek 2 mL taze besiyeri eklenip birkaç kez otomatik 

pipetle karıştırılarak T25 cm2’lik steril flask (Corning, USA) içerisine alınıp total 

hacim DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri ile 7 mL’e tamamlandıktan sonra CO2 inkübatöründe (Binder, Germany) 

37°C’de %5 CO2 içeren bir ortamda inkübasyona bırakılarak çoğalmaları sağlandı. 
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3.4.3. Hücrelerin Pasajlanması  

 

3.4.3.1. HEK293FT Hücrelerinin Pasajlanması 

 

      T25 cm2 flask içerisindeki hücreler mikroskopla incelenerek %80 doluluk oranına 

sahip olduğu görüldükten sonra biyogüvenlik kabini içerisine alınıp, var olan besiyeri 

aspire edilir ve 2 mL PBS (Phosphate-buffered saline) (Sigma, Germany) ile yıkanıp 

aspire edildi. Hücreleri yüzeyden kaldırmak amacıyla 500 μL Tripsin (1X) eklenip ve 

5 dakika 37°C, %5 CO2 içeren inkübatörde bekletildi. Mikroskop altında hücrelerin 

yüzeyden söküldüğü gözlenerek biyogüvenlik kabini içerisine alınan hücrelerin 

üzerine 2 mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve 

streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklenip ve hücreler flasktan 15 mL’lik steril 

falkona aktarıldı.  

      Ardından 300 g’de 5 dakika santrifüj edilen hücreler dibe çöktürüldü. Tekrardan 

kabin içerisine alınan falkondaki hücrelerin besiyeri aspire edildi ve falkon içerisine 3 

mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri (GIBCO, USA) eklenerek dibe çöken hücreler pipetleme yardımıyla 

çözdürüldü. Ardından hücreler yeni bir steril T75 cm2 flask (Corning, USA) içerisine 

aktarıp total hacim 15 mL’e tamamlanacak şekilde DMEM (%10 Fetal sığır serumu, 

%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklenip hücreler 

37°C, %5 CO2 içeren inkübatöre konularak çoğalmaları sağlandı.  

 

      T75 cm2 flask’a ekilen hücreler bir iki gün sonra kontrol edilip % 80 doluluk 

oranına sahip olduğu görüldükten sonra yukarıda anlatılan işlem tekrar edilir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9. HEK293FT hücrelerinin inverted ışık mikroskobunda 20X büyütmeli objektifteki görüntüsü 
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      Hücreler inkübatörden kabin içerisine alınır üzerine 4 mL PBS (Sigma, Germany) 

ile yıkanıp aspire edildi. Hücreleri yüzeyden kaldırmak amacıyla 1 μL Tripsin (1X) 

eklenip ve 5 dakika 37°C, %5 CO2 içeren inkübatörde bekletildi. Mikroskop altında 

hücrelerin yüzeyden ayrıldığı gözlendikten sonra tekrardan kabin içerisine alınan 

hücrelerin üzerine 9 mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin 

ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi ve hücreler flasktan 15 mL’lik steril 

falkona aktarıldı. Ardından 300 g’de 5 dakika santrifüj yapılarak hücreler dibe 

çöktürüldü. Tekrardan kabin içerisine alınan falkondaki hücrelerden besiyeri aspire 

edildi ve falkon içerisine 6 mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 

penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklenerek dibe çöken hücreler 

pipetleme yardımıyla resüspanse edildi. Ardından hücreler yeni bir steril T175 cm2 

flask (Corning, USA) içerisine aktarıp total hacim 30 mL’e tamamlanacak şekilde 

DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri (GIBCO, USA) eklenip hücreler 37°C, %5 CO2 içeren inkübatöre konularak 

çoğalmaları sağlandı. 

 

3.4.3.2. Raw 264.7 Hücrelerinin Pasajlanması 

      T25 cm2 flask (Corning, USA) içerisindeki hücreler mikroskopla incelenerek %80 

doluluk oranına sahip olduğu görüldükten sonra biyogüvenlik kabini içerisine alınıp, 

var olan besiyeri aspire edildi ve 2 mL PBS (Sigma, Germany) ile yıkanıp aspire edildi 

ve flaska 2 mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve 

streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi. Ardından steril bir scraper aracılığı 

flask yüzeyi kazınarak hücreler yüzeyden kaldırıldı. Mikroskop altında hücrelerin 

yüzeyden kaldırıldığı gözlenerek biyogüvenlik kabini içerisine alındı ve flasktaki 

hücreleri içeren tüm ortam 15 mL’lik steril falkona aktarıldı. Ardından 300 g’de 5 

dakika santrifüj yapılarak hücreler dibe çöktürüldü. Tekrardan kabin içerisine alınan 

falkondaki hücrelerin besiyeri aspire edildi ve falkon içerisine 3 mL DMEM (%10 

Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, 

USA) eklenerek dibe çöken hücreler pipetleme yardımıyla çözdürüldü. Ardından 

hücreler yeni bir steril T75 cm2 flask (Corning, USA)  içerisine aktarıp total hacim 15 

mL’e tamamlanacak şekilde DMEM besiyeri (GIBCO, USA) eklenip hücreler 37°C, 

%5 CO2 içeren inkübatöre konularak çoğalmaları sağlandı. 
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Şekil 10. : Raw 264.7 hücrelerinin inverted ışık mikroskobunda 20X büyütmeli objektifteki görüntüsü 

 

3.4.4. Hücrelerin Sayılması  

      Hücre sayım yapılacak flasktaki hücreler bulunduları flask tipine göre 3.4.3 de 

anlatılan işlemlere tabi tutulur. Santrifüj aşamasında sonra kabine alınıp besiyeri aspire 

edilip uzaklaştırılır ve çöken hücrelerin üzerine bir miktar besiyeri eklenerek dipteki 

hücreler çöktürülür. Ardından steril ependorf tüpü alınıp içine 20 μL tripan mavisi 

(Sigma, Germany) çözeltisinden ve 20 μL hücre süspansiyonundan alınarak pipetleme 

yapılır ve 1-2 dakika bekletilip Hemositometrenin (Hausser Scientific, USA) olukları 

arasına 10 μL alttan ve 10 μL üstten olmak üzere karışım pipetlendi. Işık 

mikroskobunda görülen küçük karelerin etrafındaki büyük kareler sayılır.  

      Hesaplama şu şekilde yapılır; Sayılan karelerin aritmetik ortalaması x 2 (Dilüsyon 

faktörü) x 10000 = 1 mL’deki toplam hücre sayısı 

 

 

 

Şekil 11. Hemositometre. Hemositometrede sayılması gerek alanlar harflerle gösterilmiştir (Jumuddin F., 2018). 
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3.5. Virüs Üretimi 

      Virüs üretimi elde etmek istediğiniz virüs partikülü sayısına göre temelde 2’ye 

ayrılır: Büyük ölçekli virüs üretimi ve küçük ölçekli virüs üretimi. Küçük ölçekli virüs 

üretiminde yaklaşık 5-6 milyon virüs partikülü üretilirken büyük ölçekli virüs 

üretiminde 10-15 milyon virüs partikülü elde edilir. Küçük ölçekli virüs üretiminde 

100 mm’lik petriler tercih edilirken büyük ölçekli virüs üretiminde 150 mm’lik petriler 

tercih edildi. İki üretim şeklinde de tüm süreçler aynı olup sadece rakamlarda bazı 

farklılıklar görülmektedir. 

 

3.5.1. Virüs Üretiminde Kullanılacak Petrilerin Poly-L-lysin ile Kaplanması 

      Virüs üretiminde kullanılacak olan petriler kabin içerisinde ilk olarak ticari olarak 

temin edilen Poly-L-lysin (BD, USA) ile kaplandı. Burada amaç, petrilere ekilecek 

hücrelerin Poly-L-lysin aracılığı ile sıkı bir şekilde petri yüzeyine yapışmasını 

sağlamaktır.  

      İlk olarak Poly-L-lysin 0.22 nm’lik filtreden geçirildi. Sonrasında filtrelenmiş 

Poly-L-lysin petrilere konuldu. Büyük ölçekli virüs üretimi için 150 mm’lik petrilerin 

herbirine 5 mL Poly-L-lysin konuldu. Küçük ölçekli virüs üretiminde ise 100 mm’lik 

petrilerin herbirine 2 mL Poly-L-lysin konulur. Ardından petriler kabin içerisinde 5 

dakika inkübe edildi. İnkübasyondan sonra Poly-L-lysin petri yüzeyini tamamen 

kaplayan bir tabaka oluşturur. Aspirasyon yapılarak yüzeyde kalan fazla Poly-L-lysin 

uzaklaştırıldı. Sonrasında petriler,  100 mm’lik petrilerde 5 mL, 150 mm’lik 7-8 mL 

ddH2O kullanılarak iki kere yıkandı ve her bir yıkama işleminden sonra ddH20 aspire 

edilerek uzaklaştırıldı. Yıkama işlemi bittikten sonra petriler kabin içerinde 1 saat 

inkübasyona bırakıldı. Ardından petriler hücre ekimi için uygun hale gelmiş oldu. 
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3.5.2. Poly-L-lysin ile Kaplı Petrilere Hücre Ekimi 

      Petrilerin yüzeyi Poly-L-lysin ile kaplandıktan sonra hücre ekimi aşamasına 

geçildi. Küçük ölçekli üretim yapılacaksa 100 mm’lik petrilere 10 mL DMEM-

GlutaMAX (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri (GIBCO, USA) konuldu ve 3.4.3 de hazırlanan hücrelerden 5 milyon hücre 

ekildi. Büyük ölçekli üretim için 150 mm’lik petrilere 20 mL DMEM-GlutaMAX 

(%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri  

konuldu ve 15 milyon hücre ekildi. Ekim yapıldıktan sonra petriler 37°C de %5 CO2 

içeren inkübatörde 16 saat inkübasyona bırakıldı. 

3.6. Plazmitlerin Hazırlanması ve Virüs Üretimi 

      Üçüncü jenerasyon lentivirüslerin üretiminde temelde 3 tip plazmit 

kullanılmaktadır. Bunlar; paketleme plazmiti, zarf plazmiti ve transfer etmek 

istediğimiz geni içeren plazmit. Paketleme plazmitleri temelde GAG/POL ve REV 

genlerini kodlayan iki plazmitten oluşur. Zarf plazmiti ise virüsün zarf yapısının 

oluşumunu sağlayan VSV-G  genini kodlar (Şekil 12). Temelde bu plazmitler ko-

transfekte ederek istenilen virüs elde edilmektedir. Bu tez çalışmasında CRISPR 

vektörü dışında kontrol olarak da GFP üreten LeGO-G2 Puro vektörünü kullandık. 

LeGO-G2 Puro plazmiti en son aşamada ne kadar virüs partikülü ürettiğimizi 

hesaplamada kullanıldı. 

 

 

Şekil 12. Üçüncü Jenerasyon Lentiviral plazmitler (Addgene). 
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3.6.1. Küçük Ölçekli Virüs Üretimi 

      Kabin içerisinde steril bir mikrosantrifüj tüpüne 3.75 μg GAG/POL plazmiti, 2.25 

μg REV plazmiti, 1.5 μg VSV-G plazmiti ve 7.5 μg transfer edilecek plazmit konularak 

total hacim ddH20 ile 450 μL’ye tamamlandı. Sonrasında üzerine 50 μL CaCI2 

eklenerek mikropipet yardımıyla karıştırıldı. Ardından kabin içerisinde steril 50 mL 

falkona 500 μL 2xHBS (Sigma, Germany) konuldu. 2xHBS eklenmiş  falkona 2 

mL’Lik serolojik pipet ile girilip pipet yardımıyla bubling yapıldı. Bubling sırasında 

içerisinde CaCI2 bulunan plazmit karışımı 1000 μL’lik mikropipet yardımıyla yavaş 

bir şekilde, damla damla eklendi. Tüm karışım 2xHBS içerisine aktarıldıktan sonra da 

yaklaşık 10 saniye daha bubling’e devam edildi. Ardından bu karışım 15 dakika 

kabinde inkübasyona bırakıldı.  

      Sonrasında 3.5.2. de hücre ektiğimiz petriler kabin içerisine alındı ve hücre 

kültürüne, hücrelerin porlarını açıp virüs partiküllerinin hücre içine girmesini 

sağlamak için besiyerinin 1/1000 oranında (10 μL) 2.5 mM klorokin (Sigma, 

Germany) eklendi. Ardından yukarıda hazırlamış olduğumuz karışım mikropipet 

yardmıyla yavaşça bu petrilere eklendi. Plazmit içeren karşımın hepsi eklendikten 

sonra petriler 8-10 saat 37°C, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 8-10 

saatlik inkübasyondan sonra petrilerdeki besiyeri çekilir ve taze 11 mL DMEM-

GlutaMAX (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri (GIBCO, USA) eklenerek tekrardan 37°C de, %5 CO2 içeren inkübatörde 

inkübasyona bırakıldı. 

3.6.2. Büyük Ölçekli Virüs Üretimi 

      Kabin içerisinde steril bir mikrosantrifüj tüpüne 15 μg GAG/POL plazmiti, 10 μg 

REV plazmiti, 5 μg VSV-G plazmiti ve 30 μg transfer edilecek plazmit konulurak total 

hacim ddH20 ile 900 μL’ye tamamlandı. Sonrasında üzerine 100 μL CaCI2 eklenir 

mikropipet yardımıyla karıştırıldı. 

      Ardından kabin içerisinde steril 50 mL falkona 1 mL 2xHBS konuldu. 2xHBS 

(Sigma, Germany) eklenmiş  falkona 2 mL’Lik serolojik pipet ile girilip pipet 

yardımıyla bubling yapıldı. Bubling sırasında içerisinde CaCI2 bulunan plazmit 

karışımı 1000 μL’lik mikropipet yardımıyla yavaş bir şekilde, damla damla eklendi.  
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      Tüm karışım 2xHBS içerisine aktarıldıktan sonrada yaklaşık 10 saniye daha 

bubling’e devam edildi. Ardından bu karışım 15 dakika kabinde inkübasyona bırakıldı. 

Sonrasında 3.5.2 de hücre ektiğimiz petriler kabin içerisine alındı ve 1/1000 oranında 

(20 μL ) 2.5 mM klorokin (Sigma, Germany) eklendi.  

      Yukarıda hazırlamış olduğumuz karışım mikropipet yardmıyla yavaşça bu 

petrilere eklendi. Plazmit içeren karışımın hepsi eklendikten sonra petriler 8-10 saat 

37°C, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 8-10 saatlik inkübasyondan 

sonra petrilerdeki besiyeri çekildi ve taze 21 mL DMEM-GlutaMAX (%10 Fetal sığır 

serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) 

eklenerek tekrardan 37°C de, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona bırakıldı.  

 

3.7. Üretilen Virüslerin Toplanıp Saklanması 

      İnkübasyona bırakılan petrilerden 24. saat ve 36. saat de tüm besiyeri 10 mL’lik 

şırınga yardımıyla çekilerek üretilmiş olan virüsler toplandı. 

      İnkübasyona bırakılan petriler 24. saat de inkübatörden kabin içerisine alındı. 

Ardından petrilerdeki ortamı toplamak için kullanıcak steril 10 mL’lik şırıngalar da 

kabin içerisine alındı ve şırınga uçlarına steril 0.45 μm’lik filtre takıldı. Ardından 

petrilerde ki besiyeri uçlarında filtre bulunan bu şırıngalar aracılığı ile yavaşça 

çekilerek steril 15 mL falkonlara konuldu. Tüm besiyeri bu şekilde toplandıktan sonra 

petrilere taze DMEM-GlutaMAX (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 

penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) konuldu.  

      150 mm’lik petriler kullanılıyorsa 20 mL, 100 mm’lik petriler kullanılıyorsa          

10 mL taze besiyeri eklendi. Ardından petriler 12 saat daha 37°C, %5 CO2 içeren 

inkübatör de inkübasyona bırakıldı. 15 mL’lik falkonlarda toplanan besiyerinden daha 

sonrasından titrasyon da kullanılmak üzere  50 μL örnek alınarak mikrosantrifüj 

tüpüne konuldu sonrasında toplanan virüsler -80°C’e (Forma, Thermo ElectronCorp, 

USA) kaldırıldı.Tekrardan inkübasyona bırakılan petriler 36. saat de inkübatörden 

kabin içerisine alındı ve yukarıda anlatılan işlemler tekrar edildi. Tüm besiyeri toplanıp 

-80°C’e (Forma, Thermo ElectronCorp, USA) kaldırıldı. 
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3.8. Üretilen Virüs Partikülü Sayısının Hesaplanması 

3.8.1. Virüs Titrasyonu 

      Bu aşamada 24. saat ve 36. saat de topladığımız virüslerden aldığımız örnekler 

farklı miktarlarda titre edilerek 24 kuyucuklu plaklara ektiğimiz HEK293FT 

hücrelerine uygulandı ve sonrasında akan hücre ölçer analizi yapılarak üretilen virüs 

partikülü sayısı hesaplandı. Kabin içerisine steril 24 kuyulu plak alındı. Her bir 

kuyucuğa 500 μL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve 

streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) konuldu. Ardından yine her kuyuya 50.000 

HEK293FT hücresi 3.4.3.1. ve 3.4.4. de anlatıldığı gibi hazırlandı ve ekildi. Plak, 

hücreler ekildikten sonra 3-4 saat 37°C de, %5 CO2 içeren inkübatör de inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra kabin içerisine alınan plaktaki her bir kuyuya virüs 

örnekleri eklenmeden önce, transdüksiyon etkinliğini arttırmak amacıyla besiyerinin 

1/1000 oranında (0.5 μL) protamin sülfat (8 mg/mL) (Sigma, Germany) eklendi.  

      Ardından 24. saat ve 36. saatte toplanan LeGO-G2 Puro’ya ait mikrosantifüj 

tüplerindeki 50 μL’lik virüs örnekleri -80°C’den (Forma, Thermo ElectronCorp, USA) 

kabin içerisine alınıp çözünmesi beklendi. Sonrasında aşağıda gösterilen miktarlarda 

ve şekilde kuyulara virüs örnekleri eklendi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 13. Virüs titrasyonu. Şekilde görüldüğü üzere LeGO-G2 Puro’ya ait 24. saat ve 36. saatte toplanan virüs örnekleri farklı 
miktarlarda kuyucuklara ekilmiştir. Kontrol olarakta bazı kuyulara sadece hücre ekilmiş virüs eklenmemiştir. 
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      Virüsler eklendikten sonra plak 37°C, %5 CO2 içeren inkübatör de 16 saat 

inkübasyona bırakıldı. 16 saat sonunda plak kabin içerisine alınıp kuyucuklardaki 

besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı ve taze 1 mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, 

%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) kuyucuklara 

eklendi. Ve plak 37°C, %5 CO2 içeren inkübatör de inkübasyona bırakılıp 48 saat 

sonra analizleri yapılmak üzere örnekler akan hücre ölçerden geçirildi. 

 

3.8.2. Akan Hücre Ölçer Analizi ile Üretilen Virüs Partikülü Sayısı ve MOI 

Hesaplaması 

      İnkübasyona bırakılan plaktaki hücreler 48 saat sonra akan hücre ölçer cihazından 

geçirilerek analizleri yapıldı ve üretilen virüs miktarı hesaplandı.  

      Kabin içerisinde steril santrifüj tüpüne 50 μL PBS ve 250 μL FBS (Fetal bovine 

serum) konularak karıştırılarak %0,5’lik FBS/PBS solüsyonu elde edildi. Ardından 

inkübatördeki 24 kuyucuklu hücre kültür plağı kabin içerisine alınır ve kuyulardaki 

besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı.  

      Sonrasında her kuyuya 50 μL tripsin eklenir ve 37°C’de inkübatörde 7-8 dakika 

bekletildi. Sonrasında her kuyuya 1 mL %5’lik FBS/PBS solüsyonundan eklendi ve 

hücreler pipetleme yapılarak toplanıp tüplere konuldu. Tüpler 300 g’de 5 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırılıp, tüplere 500 μL %5’lik 

FBS/PBS solüsyonundan eklendi ve örnekler akan hücre ölçerden geçirilerek (BD 

LSRFortessa, USA) analizleri yapıldı.  
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      Akan hücre ölçerde tüm örnekler sırasıyla geçirilerek analiz sonuçlarındaki     

LeGO-G2 Puro’ya ait GFP ışımasına bakılıp üretilen virüs partikülü sayısı aşağıdaki 

şekilde hesaplanır: 

0,5 μL virüs örneği ile muamele ettiğimiz kuyudaki hücreler % 4 oranında GFP ışıması 

görülürse; 

100 hücreden           4’ü enfekte ise 

50.000 hücreden      Y kadarı enfekte 

Y = (50.000 x 4) / 100= 2000 hücre enfekte  

 

0.5 μL virüs örneğinde          2000 hücreyi enfekte ederse 

1000 μL virüs örneği        Z hücre enfekte eder 

Z = (1000 x 2000) / 0.5 = 4x106 enfekte hücre = 4x106 virüs partikülü/mL 

 

      Şekil 13’deki her bir kuyu için bu hesaplama yapıldı ve bu hesaplamalarda 24. 

saatin 0.1 μL, 0.5 μL, 1 μL, 5 μL kuyuları için yapılan hesaplamalarının birbirine 

yakın, 36. saatin 0.1 μL, 0.5 μL, 1 μL, 5 μL kuyuları için yapılan hesaplamalarının da 

birbirine yakın çıkması beklenmektedir.  

 

      Üretilen virüs partikülü sayısı hesaplandıktan sonra bu virüsler hücreye verilmeden 

önce birde MOI ( Multiplicity of infection) hesaplaması yapılmaktadır. MOI temelde 

her bir hücreyi enfekte edecek olan virüs partikülü sayısıdır ve hücreden hücreye 

farklılık gösterir. Hesaplamalar şu şekilde yapıldı; MOI x toplam hücre miktarı.  

 

      Örneğin 1 milyon hücreye MOI 2 olacak şekilde virüs kullanmak istiyorsak, 2 

milyon virüs partikülü verilmesi gerekir. Sonrasında da 2 milyon virüs partikülünün 

kaç mL’e denk geldiği hesaplanır.  
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Yukarıda işlem devam ettirilirse; 

 

0.5 μL virüs örneği          2000 hücreyi enfekte ederse 

1000 μL virüs örneği        Z hücre enfekte eder 

Z = (1000 x 2000) / 0.5 = 4x106 enfekte hücre = 4x106 virüs partikülü/mL 

 

1 mL’de                 4x106 virüs partikülü varsa 

A mL’de                2x106 virüs partikülü vardır 

A = (2x106 x 1) / 4x106 = 0.5 mL  

Yani 1 milyon hücre için MOI 2 de virüs kullanmak istenildiğinde ürettilen virüsten 

0.5 mL alınır ve hücreye verilir. 

 

3.9. CRISPR Virüslerinin Raw 264.7 Hücrelerine Aktarılması 

       3.4.3.2. de anlatıldığı gibi Raw 264.7 hücreleri pasajlanır. Toplama 6 tane T25 

cm2
 flask hazırlanır ve 7 mL DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 

penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) içeren her bir flaska 500.000 hücre 

ekilerek 37°C, %5 CO2 içeren inkübatör de 16 saat inkübasyona bırakıldı.  

      On altı saatin sonunda kabin içerisine alınan flaskların besiyerleri aspire edilerek 

uzaklaştırıldı. -80°C’de (Forma, Thermo ElectronCorp, USA) saklanan virüsler kabin 

içerisine alınarak çözülmeleri beklendi. Sonrasında MOI 3 olacak şekilde (16 saatin 

sonunda flaskta 1 milyon hücre olduğunu varsayarsak 1x106 x 3(MOI) = 3x106 virüs 

partikülü kullanılır) CRISPR virüsü eklendi ve total hacim 7 mL’e tamamlandı.  

      Ardından besiyerinin 1/1000 oranında protamin sülfat (8 mg/mL) (Sigma, 

Germany) ortama eklendi ve 37°C, %5 CO2 içeren inkübatör de 10 saat inkübasyona 

bırakıldı. Burada CRISPR virüslerinin yanında kontrol olarak LeGO-G2 Puro virüsü 

kullanıldı.  
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      On saatilik inkübasyonun ardından flasklar kabin içerisine alınıp içerdikleri 

besiyerler aspire edilerek uzaklaştırılır ve 7 mL taze DMEM (%10 Fetal sığır serumu, 

%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi. 

Ardından flasklar tekrardan 37°C, %5 CO2 içeren inkübatör de 10 saat inkübasyona 

bırakıldı.  

3.10. Seleksiyon 

      Virüs verildikten sonra hücrelerin durumuna göre 36. ya da 48. saatin ardından 

seleksiyona başlandı. Seleksiyon 6 μg/mL puromisin (Sigma, Germany) ile yapıldı. 

CRISPR vektöründe puromisin direnç geni bulunduğundan bu vektörü almış hücreler 

seleksiyonda hayatta kalırken, vektörü almamış olan hücrelerin ölmesi beklenir.  

      Virüs verildikten 24-36 saat sonra hücreler kabin içerisine alındı. Flasklarda ki 

besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı ve 7 mL taze DMEM (%10 Fetal sığır serumu, 

%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi. 

Sonrasında 6 μg/mL puromisin (Sigma, Germany) eklendi ve hücreler 37°C, %5 CO2 

içeren inkübatör de inkübasyona bırakıldı. 

3.11. Akan Hücre Ölçer ile CD80 - CD86 Taraması Yapılması 

      3.10. da anlatıldığı gibi yapılan seleksiyonda hayatta kalan hücrelerde CRISPR’ın 

çalışıp CD80 ve CD86’nın susturulduğuna emin olmak için monoklonal antikorlar 

kullanılarak akan hücre ölçer ile bu hücreler değerlendirildi. 

3.11.1. Raw 264.7 Hücrelerin IFN-γ ile Uyarılması 

      Bu aşamada de nova sentezin baskılanıp baskılanmadığını göstermek için 

makrofajlarda CD80 ve CD86 ifadesini arttıran IFN-γ ile uyarım yapıldı. 

      Kabin içerisine steril 2 adet 6 kuyulu hücre kültür plağı alındı. Uyarılan (Stimüle) 

ve uyarılmayan (Unstimüle) olmak üzere plaklar 2’ye ayrıldı. Her bir kuyucuğa 1 mL 

DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) 

besiyeri (GIBCO, USA) konuldu ardından yine her kuyuya 3.10. da anlatıldığı gibi 

yapılan seleksiyonda hayatta kalan hücrelerden 300.000 Raw 264.7 hücresi 3.4.3.2. ve 

3.4.4. de anlatıldığı gibi hazırlandı ve ekildi.  
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      Plağa ekim şekil 14’de gösterildiği gibi yapıldı. Sonrasında plak 37°C, %5 CO2 

içeren inkübatör de inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün stimüle edilecek plak 

inkübatörden kabin içerisine alınarak her kuyuya 10 ng/mL IFN-γ (Sigma, USA) 

konuldu ve hücreler sonrasında 37°C, %5 CO2 içeren inkübatör de 1 gün inkübasyona 

bırakıldı. 

 

Şekil 14. Hücrelerin IFN-γ ile uyarılması. 6 kuyucuklu hücre kültürü plaklarına hücreler şekilde görüldüğü gibi ekilmiştir. 
Plakların biri IFN-γ ile uyarılırken diğeri uyarılmamıştır. 

 

3.11.2. Akan Hücre Ölçer Analizi 

      IFN-γ ile uyarılan ve uyarılmayan 2 plak 24 saatlik inkübasyondan sonra 

inkübatörden kabine alındı. Ardından her kuyudaki besiyeri aspire edilerek uzaklaştılır 

ve 700 μL taze DMEM (%10 Fetal sığır serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve 

streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) konuldu. Sonrasında steril bir scraper yardımıyla 

plak yüzeyinde hücreler kazınarak kaldırıldı. Mikropipet yardmıyla tüm ortam 

toplandı ve tüplere aktarıldı.  

      Sonrasında her bir kuyu için 3 tüp hazırlandı. Her tüpe 100 μL toplanan hücre 

süspansiyonundan konuldu.  

      Ardından 2. tüplere 1 μL IgG APC (BD, USA), 1 μL IgG PE (BD, USA) 

monoklonal antikorlarından konuldu. 3. tüplere ise 6 μL CD80 APC (Tonbo 

Biosciences, USA) ve 5 μL CD86 PE (Tonbo Biosciences, USA) monoklonal antikoru 

eklendi. Sonrasında tüpler 20 dakika karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

her tüpe 2 mL cell wash eklenir ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi.  
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      Santrifüjden sonra süpernatant atılıp ve hücre pelletinin üzerine 300 μL cell wash 

eklenerek vorteks yapıldı ve hücreler, akan hücre ölçer cihazında (Beckman Coulter, 

USA) okutuldu ve sonuçlar Kaluza Analysis Software ve Navios EX  Software 

(Beckman Coulter, USA) programlarında analiz edildi. 

      Uyarılmış ve Uyarılmamış 6 kuyulu hücre plaklarındaki her kuyu için 3 tüp 

hazırlanmıştır ve her tüpte bulunanlar aşağıda özetlenmiştir. 

 

Uyarılmamış (US;Unstimüle) 

1. tüp (BOŞ) = Herhangi bir monoklonal antikorla muamele edilmemiş ve IFN-γ ile 

uyarılmamış hücre 

2. tüp (İZOTİP) =  IgG PE ve IgG APC monoklonal antikoruyla muamele edilmiş 

IFN-γ ile uyarılmamış hücre 

3. tüp (CD80-86) = CD80 APC ve CD86 PE monoklonal antikorlarıyla muamele 

edilmiş IFN-γ ile uyarılmamış hücre 

Uyarılmış (STI;Stimüle) 

1. tüp (BOŞ) = Herhangi bir monoklonal antikorla muamele edilmemiş ve IFN-γ ile 

uyarılmış hücre 

2. tüp (İZOTİP) =  IgG PE ve IgG APC monoklonal antikoruyla muamele edilmiş 

IFN-γ ile uyarılmış hücre 

3. tüp (CD80-86) = CD80 APC ve CD86 PE monoklonal antikorlarıyla muamele 

edilmiş IFN-γ ile uyarılmış hücre 
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4. BULGULAR 

4.1. LentiCRISPRv2 Vektörünün Ligasyona Hazırlanması 

      LentiCRISPRv2 vektörünün (Addgene) CD80 ve CD86 genlerine özgü primerleri 

klonlayacağımız bölge, 3.1. de anlatıldığı gibi BsmBI restriksiyon enzimi kullanılarak 

kesildi. Agaroz jelde yürütüldükten sonra jelde görünen 2 banttan (Şekil 15), 12,5 kb 

uzunluğunda olan vektöre ait bant kesilip saflaştırıldı. 

 

                                  

 

 

 

 

 

 

Şekil 15. LentiCRISPRv2 vektörünün BsmBI ile kesiminin %1 lik agaroz jel görüntüsü M: Moleküler ağırlık marker (New 

England Biolabs inc.,USA), 1 nolu kuyucuk; kesime tabi tutulmamış LentiCRISPRv2 vektörü, 2 nolu kuyucuk; kesime tabi 
tutulmuş LentiCRISPRv2 vektörü. Jel görüntüsünden de anlaşıldığı gibi kesim gerçekleşmiştir ve vektör ligasyona hazır hale 

gelmiştir. 

 
 

 
 

4.2. CD80 ve CD86 Genlerine Özgü CRISPR Primerlerinin Dubleks Haline 

Getirilmesi 

      Mouse CRISPR Knockout Pooled Library (GeCKO v2) kütüphanesinden mouse 

CD80 ve CD86 genlerine özgü ve her bir gen için 2’şer tane olmak üzere seçilen 

primerler 3.2. de anlatıldığı gibi dubleks haline getirildi.  



 
 

49 
 

      Dubleks olan oligolar olmayanlara göre agaroz jelde daha yavaş yürüyeceklerdir 

ve jelde diğerlerine göre daha yukarıda yer alması beklenmektedir. Ayrıca kontrol 

amaçlı olarak her bir oligonükleotitin üst ve alt olarak dubleks işlemine tabi 

tutulmamış halleri de jele yüklendi ve böylece dubleks olan ve olmayanlar kolayca 

ayırt edilebildi.    

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 16. CD80/86’nın her biri için tasarlanan oligonükleotitlerin %2’lik agaroz jel görüntüsü. Oklarla gösterilenler dubleks 

olanlar (CD86-A1) - (CD86-A2) - (CD80-B1) - (CD80-A2).  Diğerleri ise, dubleks işlemine tabi tutulmayan üst ve alt primerleri. 

M: Moleküler ağırlık marker (New England Biolabs inc.,USA). 

 

 

4.3. LentiCRISPRv2 Vektörü ile Oligonükleotitlerin Ligasyonu 

      Oligonükleotitler LentiCRISPRv2 plazmit vektöre klonlandıktan sonra ligasyon 

ürünü kompetan E. coli hücrelerine aktarılarak, transforme olmuş hücreler ampisilin 

içeren (LB ampisilin 100 g/mL) ortamda çoğaltıldı. Başarıyla  transforme olan 

bakteriler ampisiline dirençli hale geldikleri için ampisilin içeren besiyerinde üremesi 

beklenmektedir. Transformasyon sonrası petrilerden, her bir oligo için 2 koloni 

seçilerek plazmit izolasyonu için kullanıldı (Şekil 17).  

 

 

Şekil 17. LB ampisilin agar görüntüsü 
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      CD80 ve CD86’nın her biri için 2’şer oligonükleotit tasarlanmıştı. Plazmit 

vektörlerin isimlendirilmesi 6(CD80-A2) - 7(CD80-B1) - 8(CD86-A1) - 9(CD86-A2) 

şeklinde yapıldı. Her bir oligonükleotit için de 2 koloni alındığı için 6.1/6.2 - 7.1/7.2 - 

8.1/8.2 - 9.1/9.2 olarak kodlandı.  

      Plazmitler izole edildikten sonra dubleks haline getirilen oligonükleotitlerin 

plazmit DNA’sına entegre olduğunu göstermek için, plazmit DNA’sı BsmBI 

restriksiyon enzimi ile kesildi. Eğer vektör oligoyu aldıysa BsmBI kesim bölgesi 

bozulmakta ve kesimin gerçekleşmemesi beklenmektedir.  

      Kesilen örneklerden de 6.1/6.2 - 7.1/7.2 - 8.1/8.2 - 9.1 de kesim gerçekleşmiş olup 

klonlamanın başarılı olduğu düşünüldü. Altta çıkan kısa bantların oligoyu almamış 

plazmitler olabileceği düşünüldü. 9.2 de ise kesim gerçeklememiş  olup klonlamanın 

başarısız olduğu sonucuna varıldı. 

 

 

Şekil 18. Ligasyon yapılmış LentiCRISPRv2 vektörünün %1’lik jel görüntüsü. Pozitif kontrol olarak kullandığımız LentiCRISPR 
vektöründe kesim gerçekleşti. M: Moleküler ağırlık marker (New England Biolabs inc.,USA). 

 

Sekans hizmeti alınarak klonlama doğrulanmıştır. 
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4.4. Virüs Üretimi ve Akan Hücre Ölçer Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

      3.6. da anlatıldığı gibi virüs üretimi yapıldıktan sonra 3.8.1. de anlatıldığı gibi 

üretilen virüslerin titrasyonu yapıldı. 48 saatlik inkübasyondan sonra analizler yapıldı 

ve sonuçlar FlowJo (Tree Star Inc., USA) programı ile analiz edildi, üretilen virüs 

partikülü sayısı 3.8.2. de anlatıldığı gibi hesaplandı. 

 

Şekil 19. Akan hücre ölçer sonuçlarının görüntüsü 

 

 

Çizelge 1. Akan hücre ölçer analizi sonucunda üretilen virüs parikülü sayısının hesaplanması. 

Virüs Miktarı (µL) GFP+ Hücre Sayısı 1 mL’deki Virüs Partikülü Sayısı 

0.1 50.000 x 2.60 / 100 = 1300 1300 x 10.000 = 13x106 

0.5 50.000 x 10.5 / 100 = 5250 5250 x 2000 = 10.5x106 

1 50.000 x 21.5 / 100 = 10750 10750 x 1000 = 10.7x106 
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4.5. Raw 264.7 Hücrelerine Gen Transfeksiyon Etkinliğinin Saptanması 

      Raw 264.7 hücrelerinin CRISPR virüsleri ile transdükte edilip edilmediğini test 

etmek için hücreler puromisin seleksiyonuna tabi tutulmuştur. Seleksiyon sonucu 

CRISPR vektörünü alan hücreler hayatta kalırken almayan hücreler ölmüştür (Şekil 

20). 

 

 

Şekil 20. Transfeksiyon sonrası puromisin seleksiyonuna tabi tutulan Raw 264.7 hücrelerinin görüntüsü. (1) Seleksiyon 
sonucunda ölen hücrelerin görüntüsü, (2) Seleksiyon sonucunda hayatta kalıp çoğalmaya devam eden hücreler. 
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4.6. CD80 ve CD86 Susturulmasının Akan Hücre Ölçer ile Değerlendirilmesi 

      Seleksiyon sonrası hayatta kalan hücrelerde CRISPR sisteminin CD80 ve CD86’yı 

susturup susturmadığını test etmek için akan hücre ölçer cihazı ile Raw 264.7 

hücrelerindeki CD80 ve CD86 ifadelerindeki değişiklikler değerlendirildi. 

      Genetik olarak düzenlenmiş Raw 264.7 hücrelerinde CD80 ifadelerindeki 

değişiklikler değerlendirildiğinde (Şekil 21); herhangi bir viral vektörle trandüksiyon 

yapılmamış Raw 264.7 (WT) hücrelerinde %30,5 CD80 ifadesinin IFN-γ ile 

uyarılmayı takiben %99,6’ya kadar arttığı; G2 Puro (boş vektör) virüsü ile transdükte 

edilmiş uyarılmamış hücrelerde %41,9 olan CD80 ifadesinin IFN-γ uyarımı ile 

%98,1’e yükseldiği; CD80 A2 CRISPR vektörü ile transdükte edilmiş ve IFN-γ ile 

uyarılmamış hücrelerde CD80 ekspresyonu %51,6 iken uyarılmayı takiben %100 

olduğu; CD80 B1 CRISPR vektörü ile transdükte edilmiş uyarılmamış hücrelerde 

%57,3 olan CD80 ifadesinin IFN-γ ile uyarılmayı takiben %99,9 olduğu görülmüştür.  

      Ayrıca, CD86 A1 veya CD86 A2 CRISPR vektörleri (uygunsuz vektörler) ile 

transdükte edilmiş uyarılmamış hücrelerde sırasıyla %50 ve %65,6 olan CD80 

ifadesinin IFN-γ ile uyarılmayı takiben sırasıyla %97,5 ve %99,5 olduğu gözlenmiştir.  
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Şekil 21. CD80 A2 ve CD80 B1 primerlerinin klonlandığı CRISPR vektörü ile transfekte edilmiş stimüle Raw 264.7 

hücrelerinin sonuçları 
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      Genetik olarak düzenlenmiş Raw 264.7 hücrelerinde CD86 ifadelerindeki 

değişiklikler değerlendirildiğinde (Şekil 22); herhangi bir viral vektörle trandüksiyon 

yapılmamış Raw 264.7 hücrelerinde (WT) %29,9 olan CD86 ifadesinin IFN-γ ile 

uyarılmayı takiben %99,9’a kadar arttığı; G2 Puro (boş vektör) virüsü ile transdükte 

edilmiş uyarılmamış hücrelerde %41,1 olan CD86 ifadesinin IFN-γ uyarımı ile 

%99,9’a yükseldiği; CD86 A1 CRISPR vektörü ile transdükte edilmiş ve IFN-γ ile 

uyarılmamış hücrelerde CD86 ekspresyonu %51,7 iken uyarılmayı takiben %99,7 

olduğu; CD86 A2 CRISPR vektörü ile transdükte edilmiş uyarılmamış hücrelerde 

%64,1 olan CD80 ifadesinin IFN-γ ile uyarılmayı takiben %100 olduğu görülmüştür.  

      CD80 A2 veya CD80 B1 CRISPR vektörleri (uygunsuz vektörler) ile transdükte 

edilmiş uyarılmamış hücrelerde surasıyla %48,6 ve %66.1 olan CD86 ifadesinin IFN-

γ ile uyarılmayı takiben sırasıyla %99,9 ve %99,8 olduğu gözlenmiştir. 
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Şekil 22. CD86 A1 ve CD86 A2 primerlerinin klonlandığı CRISPR vektörü ile transfekte edilmiş stimüle Raw 264.7 

hücrelerinin sonuçları 
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      Özet olarak, bu tez çalışmasında CRISPR/Cas9 gen düzenleme teknolojisi 

kullanılarak CD80 ve CD86 genlerinin susturulamadığı görülmüştür.  

      Ayrıca, CRISPR’la transdükte edilmiş ve ve IFN-γ ile uyarılmamış hücrelerde 

CD80 ve CD86 ekspresyonun IFN-γ ile uyarılmamış WT Raw 264.7 hücrelerine 

kıyasla beklenmedik şekilde daha yüksek olduğu gözlenmiştir. CRISPR’la transfekte 

edilmiş ve ve IFN-γ ile uyarılmış hücrelerde CD80 ve CD86 ekspresyonun ise IFN-γ 

ile uyarılmış WT Raw 264.7 hücrelerle benzer düzeyde olduğu görülmüştür.  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

      Normal şartlarda, immün sistemin en belirgin özelliklerinden biri, çok sayıda 

değişik patojen mikroba karşı yanıt oluştururken, bireyin öz antijenlerine karşı yanıt 

oluşturmamasıdır (Abbas ve ark., 2014). Bağışıklık sisteminin antijene karşı tepkisiz 

olduğu bu duruma immün tolerans denir (Sykes, 2007). İmmün sistem normal işleyişi 

içinde birçok öz antijene kolaylıkla erişebilmektedir. Bu durum öz antijenlere yönelik 

immün yanıtların oluşmasını önleyecek mekanizmaların varolmasını zorunlu 

kılmaktadır. Bu mekanizmalardan biri de anerjidir.  

      Anerji, T hücrelerinin tam etkinleşmesi için gereken eş uyaran sinyalinin yetersiz 

olduğu durumda gerçekleşir. Burada, T hücreleri ASH’lerce sunulan antijenleri tanır 

ancak beraberinde eş uyaran sinyali alamazlar ve böylece T hücreleri yaşamlarını 

devam ettirseler bile aktif hale geçip antijene yanıt veremezler. Böylece T hücreleri 

tanıdıkları öz antijene karşı yanıtsız kalırlar. Bu ve diğer tolerans mekanizmalarında 

bir bozukluk ya da yetersizlik olursa, öz antijenlere yönelik immün yanıtların oluşması 

engellenemediği için, immün sistem bireyin kendi hücre ve dokularına saldırabilir. 

Gerçekleşen bu duruma otoimmünite, neden olduğu hastalıklara ise otoimmün 

hastalıklar denir (Abbas ve ark., 2014).  

      Özellikle son 30 yılda, otoimmün hastalıkların görülme sıklığı ve prevalansında 

ciddi artışlar görüldü (Lerner ve ark., 2016). Seksen farklı tipte sınıflandırılan bu 

hastalıklar batı nüfusunun %5’ini etkilerken dünya çapındaki etki alanı tam olarak 

bilinmemektedir (Laxminarayana, 2017). 

      Çalışmada kullanılan gen düzenleme tekniği CRISPR/Cas9, son yıllarda tıp ve 

biyoloji alanında devrim niteliğindeki bir teknik haline gelmiştir (Ratan ve ark., 

2018). CRISPR/Cas9 sistemi, genom içerisinde sadece belirli bir sekansı hedeflemek 

için Cas9 proteiniyle bir kompleks haline gelen bir kılavuz RNA (gRNA) kullanan çok 

yönlü bir araçtır. 
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      Bugüne kadar gen düzenlemede tercih edilen ZFN ve TALEN sistemlerine kıyasla 

CRISPR/Cas9, genom mühendisliğinde kullanılan en güçlü ve hızlı araç olma 

özelliğine sahiptir. ZFN ve TALEN sistemlerinde hedeflenecek sekansın bulunması 

protein-DNA etkileşimleriyle sağlanmaktadır ve bu etkileşimin hedef DNA dizisi 

üzerindeki küçük değişikliklere karşı hassasiyetinin nispeten düşük olması sebebiyle 

benzer dizideki hedef olmayan bölgelere bağlanması, dolayısıyla yüksek “off-target” 

etki görülmesi mümkündür.  

      Buna kıyasla, CRISPR/Cas9 sisteminde hedef sekansın bulunması Cas9 ile 

kompleks halindeki gRNA ile genom arasında baz eşleşmesi sayesinde gerçekleştiği 

için çok daha spesifik etki göstermekte ve daha düşük “off-target” etki göstermektedir. 

Gelişmiş CRISPR/Cas9 teknolojisi sadece biyolojik soruların derinlemesine 

araştırılması için moleküler bir araç olmakla kalmaz, aynı zamanda biyolojinin 

yenilikçi ve pratik uygulamalarının geliştirilmesine de olanak sağlar (Ding ve ark., 

2016).  Sistem hücre hatlarında, organlarda ve hayvanlarda genetik 

modifikasyonlardan genom taramasına kadar çeşitli amaçlar için kullanılabilir (Chen 

ve ark., 2016).   

      Günümüzde potansiyel tolerans geliştirme stratejileri arasında CD80 ve CD86 

ifadelerinin baskılanması yeni hedeflerden biri haline gelmiştir. 

      İnsan dendritik hücrelerinde, modifiye edilmiş bir sitotoksik T lenfosit antijen 4 

(CTLA4) molekülünü (CTLA4-KDEL) kodlayan plazmit ile transfekte ederek B7 

moleküllerinin ekspresyonunu inhibe edildiği bir çalışmada dendritik hücre 

yüzeylerinde CD80/86 ekspresyonu baskılanmış ve bunun sonucunda T hücre 

anerjisinin geliştiği görülmüştür (Tan ve ark., 2005) 

      Alerjik cilt hastalarında yapılan bir çalışmada periferik dokulardaki dendritik 

hücrelerde, siRNA aracılığı ile CD86'nın susturulmasının, dendritik hücrelerin göçünü 

engellediği ve antijene özgü lokal enflamasyonun azaldığı görülmüştür. Ayrıca, bu 

hastaların klinik belirtilerinde belirgin bir iyileşme sağlandığı ve antijen spesifik 

interlökin-4 (IL-4), serum immünoglobülin E (IgE) ve IgG1 seviyelerinin de düştüğü 

gözlenmiştir. Bu çalışma CD86 siRNA ile periferik dokulardaki dendritik hücrelerin 

hedeflenmesinin, alerjik cilt hastalığının tedavisinde ümit verici bir strateji 

olabileceğini göstermektedir (Ritprajak ve ark., 2008). 
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    Yapılan başka bir çalışmada, fare dendritik hücrelerinde CD80 ve CD86 gen 

ekspresyonunun siRNA aracılığı ile baskılandığı ve bu yaklaşımın allograft reddi için 

potansiyel bir terapötik araç olduğu rapor edilmiştir (Gu ve ark., 2006). 

      Pankreas adacık hücre naklinde CD80 molekülünün transplant toleransındaki 

etkisini görmeyi amaçlayan bir çalışmada, dendritik hücrelerde, CD86 geni siRNA 

kullanılarak susturulmuş olup sadece CD80 ekspresyonun olduğu bu süreçte dendritik 

hücrelerde IL-2 ve IFN-γ’nın ekspresyonu düşerken IL-10, TGF-β ve IDO gibi 

toleransı destekleyen faktörlerin  ekspresyonlarının arttığı gözlenmiştir. Ayrıca, 

pankreas adacık nakli yapılan diyabetik farelere CD86 ekspresyonu baskılanmış 

dendritik hücrelerin transferinin, nakil edilen adacık hücrelerinin yaşam süresini 

arttırdığı görülmüştür (Ke ve ark., 2016).  

      Bizim tez çalışmamızdaki amaç ise profesyonel antijen sunan hücrelerden biri olan 

makrofajlarda, eş uyaran molekülleri olan CD80 ve CD86 genlerinin CRISPR/Cas9 

gen düzenleme tekniği ile susturarak de novo CD80 ve CD86 ifadelerini baskılamaktır. 

Böylece, T hücrelerinde anerjinin tetiklenmesi ve sonucunda otoimmün hastalıklarda 

toleransın geliştirilmesi amaçlanmaktadır. Bu stratejinin sadece otoimmün 

hastalıkların tedavisinde değil organ nakillerinde graft reddini engellemeye yönelik 

olarak kullanılabileceği de düşünülmektedir. 

      CRISPR/Cas9 vektörü ile gen aktarımı yapılan hücreler, kontrol vektörleriyle gen 

aktarımı yapılmış hücrelerle kıyaslandığında benzer oranlarda CD80 ve CD86 

ekspresyonu olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlara göre, çalışmalarımızda test edilen 

gRNA dizileriyle CRISPR/Cas9 sistemi kullanarak makrofajlarda CD80 ve CD86 

genlerinin susturulamadığı görülmüştür. 

      Tüm avantajlarına rağmen CRISPR/Cas9 sisteminin başarısız olabildiği örnekler 

de vardır. CRISPR/Cas9 sistemi kullanılarak yapılan çalışmalarda başarısızlığın 

önemli nedenlerinden biri olarak Cas9 proteininin, kesim yapılan DNA'ya sürekli 

bağlanması gösterilmiştir. Cas9 proteini DNA’ya bağlı kaldığında DNA tamir 

enzimlerinin bu bölgeye erişemediği ve dolayısı ile DNA onarımını yapılamadığı 

görülmüştür. Ayrıca, bu bölgeye bağlı kalan Cas9 DNA’da başka kesimlerde 

yapamamakta ve CRISPR sisteminin verimliliği düşmektedir.  

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/transforming-growth-factor-beta


 
 

61 
 

      Bu durum CRISPR/Cas9’nın %15 oranında gen modifikasyonlarında başarısız 

olmasına sebep olur.  Rastgele gerçekleşen bu durumun neden kaynaklandığı ise henüz 

ortaya konulamamıştır (Clarke ve ark., 2018). Çalışmalarımızda kullanılan lentiviral 

CRISPR/Cas9 sisteminde Cas9 proteini ve gRNA dizileri geçici olarak değil sürekli 

ifade edilmektedir. Bu sebeple sürekli ifade edilen Cas9’un hedeflendiği diziye 

bağlanıp sürekli olarak bloke etmesi yukarıda bahsedildiği gibi olası bir senaryodur. 

Öte yandan, bu tip etkiler kullanılan gRNA dizisine göre değişebileceği için yeni bir 

gRNA tasarımıyla CD80 ve CD86 genleri üzerinde şimdiye kadar hedeflenmeye 

çalışılan dizilerden daha farklı diziler hedeflenerek bu etkinin üstesinden gelinmesi de 

mümkün olabilir. 

      Ayrıca, CRISPR/Cas9 sisteminin in vivo uygulamalarda da etkisiz olabildiği 

gösterilmiştir. Bunun en önemli nedeninin Cas9 proteinine karşı gelişen antikorlar 

olduğu rapor edilmiştir. Cas9  proteini temelde, Staphylococcus aureus ( S. aureus ) 

ve Streptococcus pyogenes ( S. pyogenes ) bakterilerinden türetilmiştir. Bu iki bakteri 

türünün insan popülasyonunda yüksek frekanslarda enfeksiyonlara neden olduğu 

gerçeğine dayanarak yapılan bir çalışmada, bu bakterilerden üretilen Cas9 

homologlarına karşı insanda, önceden var olan edinsel bağışıklık tepkilerinin olup 

olmadığı araştırılmıştır. Çalışma sonucunda CRISPR’a karşı edinsel immün yanıtın 

olabileceği doğrulanmıştır.  

      Araştırmacılar yaptıkları taramalarda, katılımcıların %79'unun S. aureus'tan 

türetilmiş Cas9'a karşı, katılımcıların %65’inin ise S. pyogenes'den türetilen Cas9’a 

karşı antikor ürettiğini keşfetmiştir. Ayrıca, insan periferik kanında bu Cas9’lara karşı 

antijene spesifik T hücrelerinin varlığı araştırıldığında, donörlerin %46'sında S. 

aureus'tan türetilmiş Cas9’a yanıt veren T hücreleri bulundu. Bu veriler, insanlarda 

Cas9'a karşı önceden var olan humoral ve hücresel edinsel bağışıklık yanıtlarının var 

olduğunu, CRISPR-Cas9 sisteminin klinik denemelerinde bu durumun dikkate 

alınması gereken bir faktör olduğunu göstermektedir (Charlesworth ve ark., 2018). 
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      Mühendislik nükleazlarının genomda hedef dışındaki aktiviteleri, anormal gen 

ekspresyonu, hücre ölümü veya onkogenezle sonuçlanabilecek mutasyonlar, 

inversiyonlar veya translokasyonlara neden olabilir. Bu nedenle, mühendislik 

nükleazlarının hedef dışı etkilerini en aza indirmek çoğu zaman gereklidir ve hedef 

dışı etkileri azaltarak veya ortadan kaldırarak genomik riski en aza indirir (Lee ve ark., 

2016).  

      İnsanda CRISPR/Cas9 aracılı gen düzenlemesinin etkilerini araştırmak amacıyla 

zigotlarda yapılan bir çalışmada, CRISPR’ın hedef dışı etkileri sonucu mozaik 

embriyolar elde edildi. Araştırmacılar CRISPR/Cas9’nın klinik uygulamalarına 

geçilmeden önce, sistemin kalitesinin ve özgüllüğünün daha da iyileştirilmeye ihtiyaç 

olduğunu vurgulamaktadır (Liang ve ark., 2015). 

      Yapılan çalışmalarda metillenmiş DNA ve kapalı kromatinlerinde CRISPR/Cas9 

etkinliğinde oldukça etkili olduğu ve sistemin verimliliğini etkilediği görülmüştür (Wu 

ve ark., 2014). 

      Literatürde CRISPR/Cas9 ile CD80 ve CD86 genleri üzerinde yapılan herhangi bir 

çalışma bulunmadığından sistemin başarısızlığı hakkında fazla bilgi 

bulunmamaktadır. Her ne kadar çalışmamızda CD80-CD86 genlerinin 

susturulamadığı görülmüş olsa da, sorunu çözmeye yönelik ileri çalışmalarla 

CRISPR/Cas9 sistemi ile eş uyaran sinyali engellenebilir. Buna yönelik olarak, CD80 

ve CD86 susturulması için farklı gRNA dizileri dizayn edilerek bunların susturmak 

aktivitesi yeniden test edilebilir. Bu yaklaşım, uygulanabilirliği gösterilebildiği 

takdirde otoimmün hastalıklarının tedavisi ve organ reddinin engellenmesi için etkin 

bir tedavi stratejisi olabilecek potansiyele sahiptir. 
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SİMGELER ve KISALTMALAR 

 

Simgeler                                             Açıklama  

 

α                                                              Alfa  

β                                                              Beta  

°C                                                            Santigrat Derece  

γ                                                              Gamma  

μg                                                            Mikrogram  

μm                                                           Mikrometre  

μL                                                            Mikrolitre  

 

Kısaltmalar Açıklama  

 

Bç                                                            Baz çifti  

CaCl2                                                       Kalsiyum klorür 

CD                                                           Farklılaşma Kümesi 

CO2                                                          Karbon dioksit                                                        
DMEM                                                    Dulbecco's Modified Eagle's medium                                                           

DNA                                                        Deoksiribonükleik asit  

ddH2O                                                     Duble Distile Su  

DTT                                                         Dithiothretiol solüsyon  

EDTA                                                      Etilen Diamin Tetra Asetik asit                                                     

g                                                              Gravite 

GFP                                                         Yeşil Floresan Protein                                                               

IFN-γ                                                       İnterferon Gamma                                                              

IL-                                                           İnterlökin 

IDO                                                         İnsan indolamine 2,3-dioksijenaz 

LB                                                           Luria Bertani                                                          

NaCl                                                        Sodyum Klorür                                                    

NaOH                                                      Sodyum Hidroksit 

mm                                                          Milimetre 

mg                                                           Milligram  

mL                                                           Mililitre  

mM                                                          Milimolar  

ng                                                             Nanogram  

PBS                                                          Fosfat Tamponlu Tuz  

PCR                                                         Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

RNA                                                        Ribo Nükleik Asit  

Rpm                                                         Dakikada devir  

sn                                                             Saniye  

TBE                                                         Tris-Borik Asit-EDTA                                                               

TGF-β                                                                 Transforme Edici Büyüme Faktörü-β 

 u                                                              Ünite 
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EKLER 

 

EK 1: Kullanılan Solüsyonlar ve Hazırlanması  

 

1. Agaroz Jel Hazırlanması  

      Öncelikle jel döküm tablasının boyutları (jel kalınlığı da dikkate alınarak) ölçülür 

ve hacmi belirlenir. Hazırlanmak istenen yüzde konsantrasyona göre (örn. %1’lik), 

belirlenen hacim için gereken miktar agaroz dikkatli bir şekilde tartılır ve erlen içine 

konur. Üzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (1 hacim 5X TBE üzerine 4 

hacim saf su ilave edilerek hazırlanır) konarak ateş üzerine alınır ve eritilir (3-5 sn 

kaynaması yeterlidir). Ateşten alınan jel üzerine son konsantrasyon 0,5 μg/mL olacak 

şekilde stok etidyum bromür. Solüsyonundan ilave edilir. Jel sıcaklığı 48°C’ye 

geldiğinde hazırlanan jel kabına dikkatli bir şekilde, hava kabarcığı oluşturmadan 

dökülür ve yaklaşık 40 dakika beklenerek donması sağlanır. Jel elektroforez tankına 

alınır ve üzeri örtülene kadar 1X TBE tamponu ilave edilir. Kuyucuk oluşturmak için 

yerleştirilen tarak dikkatli bir şekilde çıkartılır. Jel, örneklerin yüklenmesine ve 

elektroforeze hazırdır.  

 

2. LB Besi Ortamı Hazırlanması  

1 litre için  

Yeast extract: 5 gr  

Bacto tryptone: 10 gr  

NaCl: 10 gr  

      Yukarıda verilen miktarlar 1 litre içindir. Hazırlanacak olan hacim için gereken 

miktar içerik orantılanarak tartılır. Manyetik karıştırıcı üzerinde toplam hacimden 

biraz az saf su ile çözülür ve pH’sı NaOH ile 7,5’e ayarlanır. Hacim saf su ile 

tamamlanır ve erlenlere (erlen hacminin 1/10’u oranında) paylaştırılır. Erlenlerin ağzı 

pamukla sıkıca kapatılır ve alüminyum folyo sarılarak otoklavlanır. Oda sıcaklığında 

uzun süre saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi olanlar dökülür.  
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3. LB-Agar Besi Ortamı Hazırlanması  

      Hazırlanan sıvı besiyerine %1,5 oranında agar katılır ve aynı şekilde otoklavlanır. 

Kullanılacak petri kutuları da kağıda sarılarak otoklavlanır. Besiyeri steril kabin içinde 

petri kutularına paylaştırılır ve donduktan sonra streç filmle sarılarak +4°C’de saklanır. 

Saklama süresi iki haftayı geçmemelidir. Antibiyotik ilave edileceği zaman, son 

konsantrasyonlar dikkate alınarak besiyeri sıcaklığı yaklaşık 48°C’ye geldiğinde ilave 

edilir ve zaman geçirmeden petri kutularına paylaştırılır. Plakların üzerine ilgili 

bilgiler yazılarak etiketlenir. 
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EK 2: Gen ve Plazmit Sekansları 

 

1. Mouse CD80 Geni Sekansı (30401 bç) 

 

TCCCACCTCTCCAGTGCAGGACACTGTTTATACCGTGCTGGGGAATTGAACTCAGAGCTCCCTGCATGTCAGCTAAGCAT

TCTACCGACCAAGTCCCATGCCCAGTCCCTAACTCCCCAACTTCACTGCTTTTTAAACATACATACAATCATAACTTGCCC

TCAGAGCAGTCTCCTGGGGTCTCTTATTCTCAAGGCTGCGGCATTCCAACACTGTTAGAAAAACACCATCAGGATTCTTTT

GTGTTTCCTAGATGCAAACATTTTTGTAGGGCGAAGTTGAGGTTTTTCTAATCAAGAAAATGCCGGTAACAAGTCTCTTCA

AGCTAACTGGTTGGCTAAGGGGTATCTCTCCAAAAGAAGAGATCCACATGTCAGGCCAGTTGTAGGCATGATGTCTGTCT

CCCTCCCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTTTTCTTTCTTTCTTACTTTCTTACTTTCTTTCTTTTCTGTTTTTTGGTTTTTCGAGAC

AGGGTTTCTTTGTATAGCCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTCTGTAGACCAGGCTGGCCTCGAACTCAGAAATCTGCCTCTG

CCTTTACCTCCTGAGTGCTGGGAATTAAAGGTGTGCACCACCATGCCCGGCTGGGATGTCATTCGTTTTCATTTCTCAATT

TTGATACTTTATGGAAGAAAAAAGAAAAGATAGACAAGCCTCTTCATGTAATACTCCATAGTCTCAATAAGTGGTGTTCG

TAACGTGGCTTCTCTTTCCTTACCTTTTACTGGTAGATTTCTCGGTTGATTGATGTCCCTGTAGGACTTACTGGGTTTAAGA

TTCTTGGTTTCCTGTTTTAAGATATAAAGAAACCATTTCCTAACTAAAACACTGCCTTGGACAAATATACTTTTGGCAGTC

ACTCTGTGTCCAGAATGGAATTTAAGCTTTCATGGCCTAGCTGCTAGTGAAGGTTCTCTGCTTTTTTTTGGCTGTTGTATGT

GAAATGGGGTTGGGTGGGAACCACCTCACTGTGTTCTAGTGTTAGTCACCCCACCCCCGCAAGCAGAATCCTTTTACCCA

GCTTTTTCACCCAGCTGTGCTCACCCGGTGCTCAGAACAGGCCTGGACAAGTCACCTCCCCTAGAGTTCTGGGGACCTTTG

AGTTGCCCTCATGGCCACACCCTGATTCAGAACTCTCACTCTGTCGTAAGATAGAGCTACTGGGGAGTTTTATACCTCAAT

AGACTCTTACTAGTTTCTCTTTTTCAGGTTGTGAAACTCAACCTTCAAAGACACTCTGTTCCATTTCTGTGGACTAATAGG

ATCATCTTTAGCATCTGCCGGGTGGATGCCATCCAGGCTTCTTTTTCTACATCTCTGTTTCTCGATTTTTGTGAGCCTAGGA

GGTGCCTAAGCTCCATTGGCTCTAGATTCCTGGCTTTCCCCATCATGTTCTCCAAAGCATCTGAAGCTATGGCTTGCAATT

GTCAGTTGATGCAGGATACACCACTCCTCAAGTTTCCATGTCCAAGGCTCATTCTTCTCTTTGTGCTGCTGATTCGTCTTTC

ACAAGTGTCTTCAGGTAAGGAAAGAACTTTCAGGAACTTGACTTAAGCTCGCTGGGGTTTTGAGGGAGATGATGCTGTCT

GTGCCGTATCTCTCCATTCACTTTGTGACACTCCCCTGTTCCCTTTGTGAACTGGAGAGCCCTTCAGAGTATCCTCTGGAG

TACTTTAAAGCTATGAAAGTTCTGGTTCGATGAGGTTAAAGGATGCGGAGGGTCACACAGAAAGTTATACAGCAACTTA

AAGCAAGAACTTCAACTCTAACACAGAGGTGGGGACATTGCCATTTCAACAACACATAAAACCAACGAGCAGCTTAGAG

CTGTGGCCTCCTTCATCGCTATTAGATGTTCATTTACATCTTGTTATGTGCCAACAGCGTTGGTCTGGGGGTCTGGTTTCCA

AAGTGCGTTTCTATGATACAACTTAATTAATGTAACCTACCTCTAAGATAATGTTGATCTTTTTCTTTGGGGTGGGGTGGG

GAATTGAGACACTTCTTAGTATGGAATCTTTCTCTTAATATTTCTTCTTAAGTGTTGCTTTCTTCCTCTGGCAGCCAACACC

CAAGATGTAGCACAAAAAATTAGCCTTTAAGATATTTCTAACGGGCTGTGTGTTTCCTATGATGTTCTTCAAAGAATATTT

TGTTCTCGATGCATTTCTGCTTCTATGAAGGCAGTCTTACAGAAGCTACACTTCCAGGATTATTCAGAGGGCATGGGAGA

TCTGTGCAAGCCATGCCTCTATGTACTTGGACCACCATGTCCTGCATTACTATTTTTTTAATGGGGTAGCTGACACATGTA

ACTTTTTAAGGTCAGAAAACAAAAGATCTGCTTTCTAAGGAGTGGTGTATACATTGGTTTCTCACAAACAAGGAGGAAGC

TGGACTTCCGGAAACCGGACTGTCCGAGGCCCTGCTGTAAAGCAGCTCACCCAAAACCCTGCCCTGAATATGAAAAACT

GTGAGAGACAAGGAGAGGGCAGGGAGAGGGAGGATGAAAGATGCATAGACCACTGGCTACAAGTAGTGGCAGTTTTAA

ATTTTCTGTTCCAAGTTGTGAAACTTAGTTGCAGAACCCAGAGTACCATGACGTAAGTCCTCATTCACACTTCAGGTTCTG

GACACGGTTAAATGTCCAATAATAGCCGGGTGTGGTGGCGCACGCCTTTAATCCCAGCACTCGGGAGGCAGAGGCAGGC

GGATTTCTGAGTTTGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTGCCAGGACAGCCAGGGCTACACAGAGAAACCCTGTCTC

GAAAAACAAAACAAAACAAAACAAAAAAAGTCCAATAATTACATAGTTACAATCTTTTTCTGGAAATTAGGGGGGCACC

CTCAAACTCAAGTCTTCAGGAGAAAGTATAGAAACCCAGAGACTGGGCTGGGAGTGGATGGGTGGGTATTGTGGAAAAC

TTTCAAAAAGTTAGAGAAGAACTGGCAAAATTTAAACCAAGCAATTTAAAACCATTGCACCAGAAAACTTGGTCAGAAT

TAAGCCAAAGTGATACATTTTTAGCCATCAGGAAAGTACTGTGTGCTATGGCTATGCCCGGTTCTTTCTGCTCTGAGTCAA

AAAATAGTCTATGAATATCTTAGCTTTGAATGTCCACCTATCTCAGAGGTTAGTTGAGCCTGAGATTCGTGTCCTCAAACA

AGTTTGCTTATGTAAGTCCTGCAGCTAACCCCTCAAGAAATAAGGGGGTCCTGAGATTCGTGTCCTCAAACAAGTTTGCT

TATGTAAGTCCTGCAGCTAACCCCTCAAGAATAAAGGGGTCCTGATTACTGACACTGAGGATCTGAGAAAGGAGGGAGT

AGGGGGGTTGGAGGAGAAGACCTGACGGAGGCAGATGGCAATGGAGGATTCGGGGGGCGGGTATCAGACTGACAGGGT

CTCATGTAGCCTAGGCTAGCTACCCTTACTCACTAGGTAACGAAGGATGACTTTGAACTTTTGATCCTCCTGCCTCTACCT

CCTAAATACTAGGATTCTAGACATCTACTACCATGCCCAGTTTGTGCAGTATTACAGATCAAACCCAAGGGTTTCTTACAT



 
 

72 
 

TCTGGGCAAGCACTTTGCCAGTTGGGCTACATTGAAGCTGTGTGGCTTGTTCTTTGTAAGCATTGAATTCAACAAATAGCA

GGCAGTTTCTGGGTACAAAGATGTGTTTGTTGGTCCTGGGGATAAATTATGAGTCCTTTCCTTCATGTAATCCCTAGTCAC

TGGAAGGAAGAAGACAAGAGATCTTGTAACCATAGCATTAAATATGTGACCACTGCAGAGAGGAGAACTTTGAAGAGA

AGGCATTATTCAGAGGTGCTATTTTCAGTGGCTGGATCACGACCAGAAGGAGCCAGGCCTAGGCTTTCAGGTCACCATTG

AAAATCTGAATGTTACTCAAATTGTACTGGGGGAGGGTTGGGAGGGTTTTAGAGGGAGGTGGGGTTGGCACTATCTATAT

ATTATACATATCTAACACCTGGGGGTTTCTTAAAAGACAGTCTCCAATACAGGGGATTTTTTTTTAGAGAAGTGAAATTAT

TTTGCATAATACTATAACGATGTATCTATTATGCATAGATGTTTCAAGCACATATAAAGCACACCTCCTAGAGGGAAACG

CTAAATCATGACTTTGGGAGATAATGATGTGTCAGAGGAGGTTCGTGGACTGTAACAAATGTGTCACTGTGATATGGGTG

GCTGCTGAGGAGATGAAGCTGGAAGTCGAGGACAGGATCGGTCTGTGGGAATCCGTCATGCGTGTCTGCCCAATTCTGCT

GGGAACCTAAAACTGCTCTGATAAATACTTCTGAAATATTTTATGTTTCGGTTTTCTGGAGTCAGGGTCTCACTCTGTTGC

CCAGGCTGGCCTAGAATTCAGTACGTAGCTCGGTCTTGCCTTAAACTCCCAACTCAGCCTCCAGAGTAGCAAGGCTTAGG

TCTGTGAGCTACCTACCAGGTCCGGCTTTAAAGCCTTCATTTAGCAGCTGCTGCTTCTTAGGTGGATTTGGAATGGGGCTT

GAGCTTTGGCATCGCTAGGAAGCATGCAAGTGATGCTGAGGCTGGAGAACTGTACCGTCTCATTCGAGTATGAGGTCTGT

ATGCAAAGGACGGTTAAAGAAAAACAGGAAATGTGGAGCCAGATGTGTTAGCTCAGGTCTGTACTCCCTGATACACTGG

AGGCTGAGCAGGAGGATCAAAGCATCAAGGCTTCCTGGGATAGAGAGTGAACTCAAGGCTAACATGGACCATACCTTGA

AATAAAAACCATGGGCTGGAATAAAGCCTGGTGGATAGAGTACTCGCCCAGCATACATGAGGTGCTCGGCTTCATCTCTA

GTAAGGTATAAGGCACAAGCCTATAATCTTAGCTCTTTGGAGGTATAGACAAGGAGAGAAATTTGGAGTCATTTTCAAGG

GCATAGTGAGTTGGAGACCAGCTTGAGTTACACGAGTTCTTGTCTTGGAAAAAGCGGGGGAGGGCACTGAAGATATAGC

CCAGTGATGGGTGCTAGAGGCTCTGTGTTCAATCCTTGGACTGAGAAACACAAAAATCTTTTGAGTTGCTGAAGCGTGAG

GAATGGCTGGTAGAGCAGCCACAGCCATGGTGCAAAAGTCTAACAGGAGGCTGTTTCTGGAGCCAAATGTATAGGGGGA

TGCAATGGTCCTGATGAAAGAAAGGTGTTGGGGGGGAGTGGATGGGCTAAGGATGTACAATATGAAGCTGGTGAGGACT

GGGCAGGTTTTGGTGAGGATGTGGGTGGCCTGTGGTGCCTGGGGTCAAGATCAAGTCAGGTGAAGTAAGATAATACAGA

ACTGTTTTGGAGTTGGGTGGATGTACTACACCTTCAGTCCTGCTCTGGGACAGGAAGCCACACCCTGGTGGCATGGTCCT

CTCTCTCCTATTACTCTCCAGCCATCTGTACCCAGAGCAAGTTGGCCTCTTTTCTTTACAAGAGAGAACTCAGCCATATCC

TCTCTGCCATCAGGTTTCAAACAGGGTCTTCTGAGGTAGAAGCACATGACTGTATTCCAGAAAATGGTGGCTAGGAGCAA

CGAGCATAAATGGGCAGCCTTCCCCTCAGGGCTGGGATCCTTAAAGAATGGCTCAGCTCTAAGGCCTGGATAAAAGCTTC

CTGCGGAAGCCAGCCAATGATGTATTAGGGACTCTAGGGTAGAGAAAAAGCTAATGTCCTCAAAGTGTCACCTCTCATCC

ATTCACACACTGCTGTCCAAACAGGACTAGCCAACGCATCTCATGGGTTGTACCTTCTGGCATCATTACCCTGATAATAGT

GGTCCGAATCTCTTAGCCTTCTTACGAACTTAGAATTTAAGAGAAAAAAATTTTGAAGATCTGATTTCTATAGAATATAA

GGGCTGTATGTAAAGTGGAGAGAAACTCAGGGACCAAGACTGAAATCTTCCAGCAGCTCGCATGCCAGCCCACATCTTC

CCTGTGCTACACCCTGAACAGGCCTAATACCAGGCCCATGGTATTCACTTAGTGAGAAGCTTAGAAGTACCCCATAATAT

CGCCTCCATAGAAAAGACTGTGCCCAAACATCAGCAGTCCCCCATACAAGTACTAACCAGAGTGCTTAGCTCTCAAGACC

AGATGAGACTGGGCACATTTGGTGTGGTAGGGCTGTAGACCCATGTATCAGCATTAATATCTCCAGGTCTTAGGAGGATA

GGTGGTTCTCATGGCTTTTGTTGGCTTGGTTTGTCCTCTTTTACTCTTTCCAAATTTAATTCTATTTTTTTTTCTAGTCTGAC

AAAATGCTTATGGAACAAGCACGTTTATGTGTTGCACATCACATCTTATTGAGTTGTTTTGCTTTGTTTTCAGTGCTGAGG

ATCAAACTCAGGGTTTGGCAAGTGATCAACCACCTGGTTAAAAACCTCACCTGGTGGATTTGAGATGCTGTGCCCAGCTT

GCTTCCTTTATTAGGAGACATGGTGATCCAGTACCAAGACGCTCGCCCAGGGGCTTGGCTGCCGAGGCAGCCTCTTCATC

TGCTTCTGTAGTTAGAATCTAGAAAGGTACATCAGTCCTGTGCGGAGAGGAATGCGTTCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGCCACATCTCACATGTGGAGTCCAAAGAAAGTGGTTTTTTGTTTTTTTTTTTCTC

TCTCTCTACGGTGTGGGTCCTGGGATAGAATTCAGGTTATCAGGTTTAGCATCAAGTGCCTTTACCCCCTGAGCCTTCTCA

CTTGGCTTTATTTTACTATTTTTATATCTTCCGATTATATTTTCCAATAATATCATAAATATCAGCTTTTAATTTTTTTCTTA

CTCTCATCTAAAACACTCTTTTCTGAAAAATATAAAAGCGTGCACATTGATAGCATTCTTTGGTTTAGGTTTGAGGCTTTT

ATTTATATTTATTTATTTATTAGGTTTGAGGCTTATTTATTTATTTATTTATTTAGAGACAGGGTCTCACTATGTATAGCTCT

GGCTGACCCAGAACCCAATTTGCAGGGTTTTCCCTGTCCAATTACATTAGGGCAGCAGGAGACCTGTGATTGGACAGGGA

AAAGGCAGATCTAAGAGTTGCAGATAAGAAGAGGAGAGTGTGCCAGAGAGAGGGAGAAGGCAAAATGGAGGCGGATA

TGAACCCGTGTGGCTTTAACCAGCCACAGGTAGCTATGCTATCATAAGGTTGGAAGTATTGGGATAATGCTTTTATCATT

ATCCATTGGTTCAGAAATTATTGTATCGGCATCTTGTAAATTGTGACTTATTGATACATAAATCTGATTGGTTAATTATAA

GCTTTAAGAGTTTTGATTCTACCAGGTAAATGGGTGTTGTGGTTGCAGACCATAGGTGGCTGACGGGGGTGGACGGACAT

TACAGTACTGAAGAGAACTCAGGAGCTCTGGCCCATCGGAGAGTTGGGTAGAGACAGATCCAGTGAGCCCGCAGTGGGG

CGAGAGTTGCCTGCACATGTGTGGGAATGTGCCCATTCTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTTCCCACAACAAATAGGTAGACCC

AGGTTGACCTCAAACTCGTAGAGATCTACTTGCCTCTGCCTCCCAAGTGCCTGGGTTAAAGGCATGCACCACCATGGCTG

GCTGACAGCACTCTTCAAAAGAAAGAAAAACCTACGAAGCCTCTAAGCTGTAAGCCAATCATAATACCACAAACAAACA
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AACAAACAAACAAACAAAAGCTTGAGTTATCTGAAAGGCTTTAAAATTCACCATTTTAAAGTGAACCACCATTCATGGGC

TTTCGTGTCCCATGCTGTTGATGGAGCCATAACTACTCTAGCTTCAGATTATTTTCATGACCTCATACGTAGAACCATTCA

GCTGCCATTCTTCCATGACATCCCGTCTCATCTCCTAGTAACCACTACTCTACTCCCCTCTCTAGGACCATGCCCATTCTGG

GCATTTCTTACAATGCAAGCATGCATCCTATGGTGTTGTGTGTCTGTCTGGCTTCTTTCTTTTAACATTGTTTACAGGGTTC

ATCTGTGTTGACGTATGTGTTGGAACATCATTTGTCTTAAGAGCTAATAATACACTGCTGTAGTCTGAGTTCTTAAAAGAT

GTGTGGTTTGTCTTTAGGTCTGTTGGCTAGAGCGTCCTCTCCTAGGGGATAGTGGTTGGGAGTTGAGGAAGGAAGGAAGA

CAGCAAAGGAGTCAAGAAGGCGGGGACTGGGGCTAACTGCTTAGTGTCCCCTGTTTGCCATCCAGAGGCAACACTGTAC

ACAAGTTCATTAGAAGTAAGCAGAGCTGCCTCCTGCTTCTGCCTATTTTCTCTCATAGCCTTGACTCTATCCAGCTGCTGA

CTAGAAGGGGCCAGATGTGCAGCCCAAGCCAACTGTGGGCCTTCCATTCAGACCACGGGTCAGACAGTTTCTACAGTTCT

ATTCTGGGTGTGATTCAGCAGAGCAGCAAGCCATACAAGGCCAGAAGAGCCCTATGAAAAACCCACATTAGGGCTGGGG

ACATGACCCTGGAGGCAAACACTTGCTGTGCAGCTCTAATGACTCGCTTAAGTCTCATAGTCCATGGTGAAGGTCTAAGA

TCTGACCTCTACACCCGTGGCATGTATCCATCCACCCATTCACACACATACATAAATAATAAAATGAAACGTGAAAGTAT

GTGTTTTTTAAAAAAATCATATACTGTCACAGTCAGCAAAGATCCTTGCTTTCTTCCTAGGATTGCTGTGGCAGTTTTGTA

CAGTAGGAAAGATAGCACACAGGAGCTGCTGAAGTGAACCTGAGACCCAGCAGCATTCTCCAGTTCTTCAGGGTCATGG

TTCTAACTCATGCTGATCCAAGGTCCTAATACTTAGCTGTGCATTCAGCAAGTATCCACTTCATATCTTCTAAGCTAGGCC

CTGTTCTCAATACTGCAGATGTGGCAATGAACAAAACAGGCAAAGCTGCTCATATGGGCACACATGTCATTTATATATAC

AAGCATAGATAGGTAGGTAGGTAGGTACGTAGGTACATAGATAGAGGGATAGATAGATAGATCGAGATAGAGATATAT

AACCTTCCAGGTATAACCTGTATCTGCCAGAGCAAGACTGACGATAAAGCCAAGCATAGTAGCATATACTTGTAATCACA

GCATTCAGGAGCCTGAGGCAGAAAGATTACTCAGTTTAAGGCCAGATAAAGAAAGTGCTTGGATACACAGAGATAAATA

ACATAACTCATCTCAAAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACAAAAAACAAATCCAAGCCAAAAAGATTGAAGACAGAC

ATATCAAGGACAGAGCTATGGAGTGGCTAGACAGATGAAGTTAGGAGGGGCTGTTTGACAAAGAGAGATAGAGAAGAC

TTTTCTGAGTAGAGAACACCAACCCAGACTGGTGTGAACCCTGGACCGTGTGGATGGGCCCCTGAGGGAGATGTTGGCTT

AGCTCATATCTCAGGCATGATATGAGATATGGTGAGGAGAGTTAAGTACGGTCCTGTTTGAACACTCACTCCTGCTTTGT

CTGGGGTGCTGGAGTGCCAAGTGGTATACCTGACCAACTCAGAGATCAATACATCTTCAGGCACTCAGCTCCCCTCCAGA

GTCACCAACAGGCAAAAAGCCTGACCCGCCGTTTCTTCCATTTTTTTTCCTCATTGCTCGGGTATCAGAGTGGAAGCCTGG

TTCCTGTGGGAACTTCCCGGTCACACAGGAAAGTTCTGATTCCTCTTTTCAGTCTGGTTCTTCCTCAGCATCAGGGTGTGA

TGTGTGGGGGCTCAGACAGGAATGGAGAGCAACCCATGGTGTGGCGGCATGACCTTTAGAGAAATCATCCATACTTCTCT

CCATGTGACTGCACGAAACCTCTCAGGAGTTGCCGTCGGAAGGAGACGGTTTTACTTTTGCTCATTGTTTTCTCTCTTGTG

TCATCGGATGCCAAAAATCTGCCAGAAATATTGCATTCTATGGGGATGGGAACAAGTAGGTCTGAGGAGGGGATACCCC

CACTATTTGGGGCCCAAAGAAATGAGCTGTTTCATGTCACAATGTTCATCAGGCCCAAGCGAGACCAGAGTGCTACACAG

CTGATAGGATCCCTCAGTGAGATTAAAGCAACCAGAGGGCAAGATTTGGGACAGACAGGAGGACAGAAGACACCCCCT

GCATCAGACTTGATGTCCCAGGATCCCCTCTGTCTATGCCATTTAATTGAATTTACTTCCACAGTGCTCTAGAACGGGCAG

CTATCACACCCCTTTTACAGCTGAGCTGAGACTAGAATCTAAGTCAATAGGAGCACAAAGTCTAGCTCTGTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTACCTCTTGTAGCTTTCCTGTATCTCTAAATGTGTCTAGGTCATAGCCTGATCTTTAGCTCTCAAAGCC

CTCTTCAGACTTGTCTTTCTACTTCTGTCAGTTATGACCCGAGTAGGAACTTTGCTCTCAGCAAAGTTGCATAAAGTATAG

CCTGGGAGCTCAGCGGCCTCTGATTAGGAACACAAATACTTTCCTGCATGGCTGGCCTGGTAGGAATGTGCCATTGCCCC

AGATCTTGCTTTCCAGGAGCCGGAGGGCCGGGAAATGAGGCTGCACACATGAGTGTTCCCCAAGGACATCTTTGTGACTC

TCAGGGTACAAGGCAAGCTACGGGCAGATGAGAGCACTGGTCAGGGGCTGAGACCTTGGGCCTTAGAGGGACGCTGCCT

CTAAGCCACAGGCCAGAGGTCTAGTTAGATAAGGAACTTTGTGGTCTTGATACGTGCTAGGAGCTAGTAAGTTGGGGTTT

AGATATAAAATGTTGGTTTTCCTGGGGTATAGTGATGAGGAAACATGCCTGATTTGTTTTCTTTAATTTTTAATTTTATATG

CATGGATCTTTGTATACACCTATATGATGTGTGTGCCTAGTACCACAGAGGCCAGAAGATGCCAGGCATTCCCGGGACTG

GAGTCACAGGTGGTTATGAGCCACCTTGTGGTTGCTGGGAATTAGAGAGAAGTCGTCTGGAAGAGCAGCCATTGCTCTTA

ACCACTGAACCATCTCTGCAGCCCCAGGAACTGAGTTTTAAAACAGGCCCTACTTTGAAGATCCGAGCTGTAGGATCACT

GCACACACAGATGACAGACAGCTGAGACAAAGACAGGATAGAGGGGCCATCAAGTAGCTAAGAGGGCAGTCATAGCCC

ACAGATATAAGCAGCAGCCTTGTGAGTGGTTCCAGCCTGAAACCATGAGGTCAGCCCAAGCCTGAAGAGAAAGGACCTC

TTTCTTTTCTATTTTGCTGGGTTTTTTTTTTTATTTTTATTTTTTTTAGTTTTGTTCATTAGAGACAAGGTCTTTTTGTGGTGT

AGGCTGGCCTCAAACTCTTTGTGTAGGCAATGATACACAAATTTTGAACTCCTGGTCTTTCTTCTTCTACCTCCCAAGTGT

TGGCATTATAGCCTCCTAGGACCCTTTCTTTTTATTGCTTATTTATTTGTATGCACACACATGGTACATGTGGAGAGGTCA

AAGGGCAACTTGCAGGAGCTTGTTCTCTCCTTCCAAGGATGAAACTCAGGATGCCAGGTCTGTTAGCAGTTGCCTTTACC

CACTGGCTCTCTCTTCGTGGAAAAGCTCAATGGAGCAGCCGGGTGGAGCAATGCAGTGTTGGCTTCGTTATTCTGGAACT

GAATCCTAAAACTAGGCAACCAGTGACCTTGGATTCCTTTCTTGTCACTATAGTAAAATGGCAGGCAAGAGTAACTAGGG

GGAAAGGGTTTGTCCTGCCCAGCTTCCGGGTGTGCTCCCTCGTGGCAGGGAGGTCACTGCAGCAGTTACATGAAAGGAG
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AGAAGCAGTGGAGACGCCTGGGACAGCTCTCTCCCCCTCTATATCCAAGACCTAGCTTAAGAAATAGTGTCACCCTCAAT

GGGCACATTTTCCTACCTCGATGAAACCAGGGTAATTCCCCTGAGGCATAGGACACGCTGGCTGAATGAGAATGAGGAC

GTGGCCACTCCAATTAGGGTTGAGAAGAAGGTTTGGGTGGTAGACAGGGGGGAGAGCACAGGCAGAGGCATGTGGAAG

AGTCCAGAAAGTAGCAGATTGAACATGGTCAGCAGAATAGACCAGGGCCATGGGAGGAGAGAGAGGGAGTAAGAGAGA

AAAAGAAGAGGAGAGGGAAGGAAGGAGGGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGG

AGGGAGGGAGGGAGAAGAGAGACCAGGAGAGGGAATGAAACAAAGAGATAGAGAGAGGAGCCAGGATCAAGAGACTG

CGTGGCTGAAATGGCTGGGTTATAAGGAATCAGAAGCTGGAGGAGGGAAGGTTGAGAGGGGTGAGAGGGCTGGGAGGA

GCCAGGACTCTGTAACAGGTACTTGCAATACTGAGAGATCAGGTGGTCAGCATGGATGACAAATTGGCTCCACATTTAGT

CATTTGTCCTTGGTTTCCTTGGGAGCCAGCACTGCTGTCTCAGGTGATTCTAGATCCCATCAAGTAGACAACAAACACCA

ACGATTAGGGCACTCAATGGAGAGTGGCCTTAAAAGTCTGGGCCAGAAATAAATGCATAGGTCAAACTTTTGCTTGGCCT

AGTTTTCTCATCTGTAAAATAAAACAGTTCTGGTGGTGCCCCTCGGACTCCACAGGCCTCAACTTTGTCCTCCACGTTCCT

TCGGGGCTCTGCAGATTCTTTAACTTGCCCTGGCCCTTTCATTGGGGTCTCTGAAAAGCCATCTGCCTTCTCATGGGACTG

GAGGACCATCCCACTTCTGGGGTGTCCTGTCTCTGACTCGTGGTCCACAGGCATTTGGATGGGTAGGTAAAACAAGTCGC

TGCTTCTCTATACATTTAGAACGCTCACCATTTGTTATCATTTGAAGGCGAGGGAGAGAAGAAGATTCGGGACTACTCTC

TGTAGTGCCATCCACATTCAAGGATGCTTAACCAGGTGGTAAAAAGTTGGCAGTTTATTTGCCAATGTAGTAATAGGTAT

TCAAGGTATATGGTTGCTCCTAAAATATTGGACTCACCTTAGGCTGCCTAATCAGAAGAGTTAGATGAAGCGGGGCATGT

CTCAGCTCTCCTAATGTCATTCTCTAATCTAGTGCTTGCTTTAGTGGCCTTTGTTCTTCGCAAATCAAACCATGTGGTAGGA

AGGTGAGAGCATCCAAAGCCATGTTAGTAGCAGGTATGTTGGCTCACACCTTTCCCATGACTTAGGAGGCTGAGGCAGG

AGGATCAAGATGATCAGCTTGAGCTACCTATAGAGACCCTGTCTCAAACCAAAACAACAACAACAAAAAAATGTAGCTC

TGTGCAACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT

AACATGGGGAAAGAGCTGTAGAAGAAATGAAGAGGAAAGTCCCATTGGGTAGATCTTTAAAAAAAAATACAGAGTTGT

GTTATGTGGAGAGTATAGGGCTAAGGAGACTGGAGTGAGGCAAAAGCATCCTTGTTGCAGCATCAAAGCTGAACAAGAT

GTCCGAATGCCATGCTTACCTCTGTTGGATATGTTAGGCATTCCTGGGTGTTGCTCTTCTCCCTATGTCTACAATCCTACAA

GTATTGATTCTGGGTTGCAAATAAATTTTGGAGCTGTGCATGATGGTACATTTCTGTAATCCTAGTATTTAAGGGGTCAAG

GCCAAAGAATTGCTATCAGTTTGAGGCCAACCAGAGCTACATAGCAAGATCCTGCCATTCCCCAAATAAACTGTAAACA

ATTTTGGAGAATAGGAAAATTAACAAATGTGGACTCCAAGAATAAGGACGTCCTGTTGTATGTCTTATTTAATATGGCCC

TCTTTTAAATTTATATTTTCTCTTCTCTGCCTCCTTTGTTCCTTCATGATGGAGAGTCACAGGGCATGGGGTCATAGCCCCA

TCTGCTGCAAGCTGCCTAAACATCTGAGTCCCAGCTAAGACCTCTGTAAAGCAGGGTGACCTCTACCTCACAGCTGGGGG

TGGGGGGGAGTAGATCAACTCGCAATTGTTCCCATTCAAAGAATGACACAGAGGAACCAGAAAGGAAGGGCGTGGTAG

GCCCTTGGCTGTGGTGCGTGTTCTGTAAGCAAATGATGCACAGTCTCTGGAGTTCTGGTCAAGGCTATCTTATCTTCCGGG

CTTCAATATGTTCGATAGAGCACATAAGAAGCACTAGGACTCCAGGCGTGATGGTGTTTGCTTATAACCCCAGGACTCGG

GAGGTGTGGACAGGAAGTCACCGTCGGCTACATAGGGAGTTCAAGGCTATCCTGAGATAGGACCAAAACCTACCTGAGT

TGAGAGAAGGTTCATATTAATGCTAAATCCTGCTTGTCATTGGAAAACCCTCAGAAAATGCAGGGGTCTGGACTGTATTA

TAATGCTTAGTTCATGAGTCTGATTTCAGTGGTCTTGATTATTGCAGAATCAAGTTGGTTTTGGTTTTTGTTTTGTTTTGTTT

TGTTTTGTTTTGTTTCGTTTGATTGTATTTAGCTTTCTTTTTTGTTTTTTTCAAGACAGGGTTTCTCTGGGTAGCTCTGGCTG

AAACTCACTCTGTAGACCAGGCTGGCCTGCCTCTGCTGCCTCCGAAGTGCTGGGATTAAAGGCGTGTGCCACCACTGCCC

GGCTGTATTTAGCTTTCTAATCAGTGGCTTCCAGATCCTTCTCAAAAGCACTGGAAGTACAGCCTCTATGGAAAATAACA

GATGTTTTCAAAAGATGAAAATAGAAATATTATATGACACAGGAATTCTACTTTGTGAAAATGTCCACATGAAGGGTTAT

CAGGGTTATGATGAGCCATCTGCAGACCCATGTTCACAGCAATATCATCCACTATCCCAACTACCCAAGATTAGACAAGC

GAGGGAAGCAGCCCAGATGTCCATCAGCAGATGAGAAGATAAATCGTATGTGTATGTATAATTATACAACATGCAAATT

GGAAAAATATATATGTTTATTTATATATATACATATAAATATATGTGTATGTACACATACACATAGATGGATAGATTAGA

TGATAGACAAAGAGACAGATTATTTGTGACTGTTATGTCACATGGCAAGGAACTCGTCATATAACACGAGATGAACAAA

CCTTAAAGACGTAATATTAAGTAAACAGGCCAACCACAAGAAGGCCAGTAGATTTGAAGTAGTCAGCCTCACCGAGGCA

AACAGCAGAGTGGCAGCTTCAGGGGTGAGGGAAGTGGAGAGCGAGTCGGTTGTTTAATGGGTGCGGAGATTTGTGACAC

ATACCAACATCTCCAGAAGTCTGTTTCACAACAATGTGGAGATGTTTCTCCCCTGTAAACTTAAAGATGGTCGACAGCGT

AAACTTGATGCACTTCTTTCTGTGTTGGCCATCAAACTCGGGGCCTTGCATATGATGTGCATGTGTCCTACCATTGAGCTA

CATCCTCAGCCTTTGGTATTTTGAGACAGAGCCTCCCAGTGTAGGACAAGCCAGCCTCAAACTTGCTATTCTCCTAGCTCT

GAAGTGCCAGGATTATAAGTATCCAACATATATGTGGTTCTTTTTATTGTTTTACTTATTCACCTTACATCCACTCACTGCC

CACCTCTTGGTCACACCCTTCCTCAATCTTTCCCCACCTTCCCCTCCCCTTCTCCTCTGAGCAGGTGGGGGCCCCTCTGGGT

ATATTACCCATCCTGGCAGAGAATCTTGTGAGTTCGAGGTCAGCTTGGTCTACACAGCAAGTTCCAGGACAATCAGAGCT

ACATAGAGAGAGAGACACTATCTCTAAAAATGTCCCTAAAACAAAGAACAACAAAAAATAATGTGTTGGGGAAAAAAA

AATTCTAGCTTCATGCACCGTGGTTAGTCACTTTATAGTGCATAAGAGTTTGGTTGTTCATTAAAGATAAACATTTTTCTT
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ACTTGCCTCTTTTTAGATGTTGATGAACAACTGTCCAAGTCAGTGAAAGATAAGGTATTGCTGCCTTGCCGTTACAACTCT

CCTCATGAAGATGAGTCTGAAGACCGAATCTACTGGCAAAAACATGACAAAGTGGTGCTGTCTGTCATTGCTGGGAAACT

AAAAGTGTGGCCCGAGTATAAGAACCGGACTTTATATGACAACACTACCTACTCTCTTATCATCCTGGGCCTGGTCCTTTC

AGACCGGGGCACATACAGCTGTGTCGTTCAAAAGAAGGAAAGAGGAACGTATGAAGTTAAACACTTGGCTTTAGTAAAG

TTGTCCATCAAAGGTTGGTAGGATTCTCCTTAAAGGAACATGTCTATTGATGGGGGTGACACGTTTAGCAGAGAAGGAAA

CGTCTGACTTCATAAGTGAGGGTTGAGTCTCTAGTGCTACAGAAAACCTGATTGATCAAGGTGGAGACCTCTACTAATGC

ACTTTTCTTGTAGTTGGGATCATTCAAGGTCACGGTAACCATCCCAGGCGCTAGAATGGCCTGAGATGCCTTCTGACTCGC

GGAAGCACAATAACTGTGATATATAGTGGCCGTACTGTAAACTGCATTTGAGAACTATCTTATTCTGGGTAGCAAGTTAA

TCAGGTCACATATTTTTTACTTTTCTGAATCATTTGCATTCCTGCCTTTGTTCATAACATATACTCACCTTTCTCCACTAAA

AGTGACCAAAACCTGGGTTAACTGAGTCATCTGAGAGATGAAGAGCCAGTCTTTTATTTTTAAAGATTTACTTTGTTTTTA

ACTATGTATATGTGTGTGCTCAGATGCTCACAGCAGTCAGAAGAAAGTATTGGATTCCCCAGGAACTAGAGTTAAAGGCA

CTTGCGAGTCACCCAATATGAGTGCTTGTGTGTTCTGCAAGAGTGAGTTAGGAGTATGTGCTTAACTGCTGAGCCATCTCT

TTAGTCCCAAAGGGCTAATCTTTAGATGGTTCAGTCTTGCAAGACCTTCAAAGTAAGCCGGGCGTGGTAGAATATGCCTT

TAATCCCAGTCCTCGGGAGGCAGAGGCAGGCGAATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGA

CAGCCAGGGCTATACAGAGAAACCCTGTCTCAACCCCCCCCCCCAAAAAAAAGACCTTCAAAGTAGTTCCTCTAACTCGT

TATCTTGTAGCAGGGCTAGGGGAGAAAGCTGAGGCTGCTGTAAGCTCAGTCAGATAGGAAAAGGTGGCTCTTACTGAAC

TAACCATTTCTTAGAAAAAAAACAAACATGAGTTGTGACTGAGAGCGTTAGGCCTGCAGATTTGTTACTCCAGGTTAAAA

AGCCCATGATGTCTGGTTAGAAGAAACAAAATAAAATTTTTATGTTGACTATCCAAGTAGTAGTTTGATTGCGTGGCATT

AAGGTAATAAGTAGAAAATAATAATGCCAACTATAAATAGGTCAGGAACACATGCAACTTTATTTAAGAACAAGGCCCA

TTTTAAATTTCCCCTTTGTTTTAGTTTTGGGTTTTGAGATAGGGTCTCACTATGTAGCCTTGGCTGGCTTGGAGTCTAGCCT

CAAACTCAGAGAGATTTCACTACCAAGGAATTGTTGTTGTTGTTGTTGTTTACAATGACTTCCTCTGCAACCAAATTCAGG

GTTTTCCCTTTTCTGGTAACTATACTCCGTATTCTTCCCTCATTTCTCCCATTTCTCCCAGTATCCCTGGGCATTTTCAGAAG

GTTTCCTTGACAGCCTGATTTAAATGAGAGCGTCTTCCTAAATATATCCTGTGTGTCAGGCTCCGTGCTAAGTGGTGTCTT

TCCATCCCTTCATCTCTGGAATGCATGGGTTATTAACCTGCCTACAAACCAAGACTAAAAAGCAAGGGAGTGGCCCACAG

TCACAGGGCAAATCTCTGTTTAAGAGCTGCTCTTGATAGTCACTGACCCCTGCTCATACAAGCTCGGTGGCACTCAGACTT

CCAAAACGAAAGCTCAGGGTATGGACTGGAGTAGAGGAACTGACTGCCACAGGAGAGGGGAGGAGCTAAATTCCTAAA

GTCTAAGCATGAGAAGCAAGTGGCAGGAGGTATCCACACTTGACTCTAAGTCTACTTTAGCATCTTGCTGGAGGTCAAAT

ATACAAATGAAATCAACTCCAGGAAGCCTCCTTGTCTCTTTAAAATGCCAGAGTAGCAAGGAATTAATAAAATGTAGTGG

TTGTGATTACAGATTAAATACTGTATATTTGATCTGAGTACAAGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGAAAATGAGGA

TTGTAGAGGTTGGGAGGTCCCTTGGGTAGGTCATGGAAAACAAGGCTTTGGAATTTTAGCTACTAAGACATTAGAGGGCC

AGACTCGGGAAGTGACTTAGTTGTGTGGTCCTAATGCTAGCTAAGGCAGAAGCTGAGTACCTTCTGATGTCCTTCGCATC

TATGACTTTGCACAAATACAACAAATCTTTGGCCGCATGCCCTAACACCACCAGTATCCCTAACAGCAACCGCACAACAG

CACAAGGCAGTAAGCAGTCACCAGAGTGCCTGGAATCCTGCCTACCTAGGCATTTTTCTTAAAGATGAAGGCCACTAGAA

CACAAGGCAGGAAGCTGTGCAAGTCCCGCGCGGTGGAGGCGGCAGCAGCGGCGGCTGCTCTGGTCCCGGAGATGGTGGA

GCAGAGGGGCCTCCCGCAGCGACGGGGAGAACGTGTTTGCTGGGCAGCCAAAGATCTATGCCTACATGAGTCCTAACAA

GTGCTCTGGAATGCGCTCTCCACTTCAGGAAGAGAACTCGGTTGCCCATCACGAGGTCAAATGCCCGGGGAAACCATTAG

CTGGAATCTACAGGAAGCGAGAAAAGGAACGCCAGGAACGTTATCCGAAGCGCTGTGAAGTCAGATGAACAGAAGAGC

AAAGACACCAGGAGAGGTCCCCTGGCGCCTTTTTCAAACCAAAAATCCGAAGCAGCAGAACCTCCAAAAACTCCACCCC

CATCATGTGACTCTACCAATGTAGCAGTCGCTAAGCAAACCCTGAAAAAGCCCCTCAAGGGCAAGCAGGCCCCTCAGAA

AAAGTCTCAAGGGAAAACCCAGCAGAATAGAAAATTCACCGATTTCTACCCTGTGCGGAGGAGCTCCTGGAAGAGCAAA

GCTGAGCTGCAGTCTGAAGAAAGGAAGAAAATAGACGAGCTGACTGAGAGCGGGAAGGAAGAAGGCATGAAGATCCAT

CTAATTGATGGCAAAGGCAGGGGCGGGATCGCTACCAAGCTGTTTTCCCGGAGGATACTTTGTGGTAGAATACCATGGG

AACCTCATTGAAATTACCGATGCCAAGAAGCGGGAGGCTCTTGTACGCACAGGACCCCTCCACAGGCTGCTACATGTACT

ATTTTCAGTATCTGAGCAAAACCTACTGCGTGGATGCCACTCAAGAAACGAACTGCCTGGGGAGACTCATCAATCACAGT

AAGTGTGGGAACTGCCAGACCAAACTGCACGACATCGACGGCGTGCCTCACCTCATCCTCATCGCCACCCGAGACATCGC

AGCTGGGGAGGAGCTCCTGTACGACTATGGGGACCGAAGCAAGGCCTCCATCGAAGCCTACCCCTGGATGAAGCACTAA

CCACTTGACCTCCCTGCCTCCCTGCCACCCTGCCTCCTTCAAAGGTCAAAGTGCACTCAAAGGGGAATGAATTTTTTTTTA

CACACACACACACTTACTCTTAGCAGATTACTTCAAATGTTTTTAAAAAGTATATTAAAGATGCCTTTTCATGTAGTATTT

AAATATCTGTTACAGGTTTCCAAGGTGGACTTGAACAGATGGCCTTATATTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

GAAGAAGAAAAGAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGGAAGCAAGAAAGAAAGGAAGAAAGAAAGAAAGGG

AAAGGGTGGCTTCGAACTCATTATATAGCCTAGGCTGACATCATACTCTTCCTACTGCAGCCTCCAAAGTATACCTGCCTA

CTGGTGTGGTCCACCACGCGCGGCTAACCTTACTTTTTTAAGAAGCAAGGGGGCATTGAACATGGACTTAGGGTGATGCA
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TGAGTGCTGAGAACTGGAGGTCCAGGAGAGCGTGACCATGTGAGTGGGCGCATGTGGGCTCCTGTCTGTTTCCAGGTTCT

CAGGTTGAAGGGTGGCTTCACACTTGTTCCTTACTAAATAAACAGATAGAAGGAGCCCCGGGTGCTCTTCCAGTCATCAG

GAGGAAAGAAAGGGAGGGATGAGAGAGAAGGGGAGAGTGAGGATGGGCTCTGGTGTTGGGGACTGTGACTGCAGATAC

AGTTCTGCCACAGGGTTGCAAGTTCCCCAAATCTATTTATTTACAAGATAAGATTATAGACATCAATGGTTTCACATTTGT

GCTATTGTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTACCATCTATTTACCTATCATCTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGGGGCTCTCTGCAAGGCCGTGGCTGGCCTGAAACTAGCAATGTAAACCAGGCTGGCCT

CAGTCATGGAAATCCACCTGCCTCTGCTTCCTCGGTGATGGAACTAAAGGCCTGCACCACTCAGCCTGGCTGGTGATGGA

ACTAAAGGCCTGCACCACTCAGCCCGGCTATTTTATTTTCTAGCAGACAGGGTCTTCACTCTATTTTCCAGACTGACCCCA

AACTTGGAGAGCTCAAGCAACCTTTCTGTCTCAGCTTTCTGTCCTACCACACTCGGTCCTTGACCCTTCTAAATCGGAGTC

TAATGTCCTAAGATTGTCATAAAGAGAATGATTTCTAGAAATAACTAGGAGGGACTCGATAAATACTATCAGCCTTCTTT

TCTCCTCTTACAATAGCAAGCATTACATCAATATTTCCCACACAAACCCATCTCTCTGTGCTCCTACCCCGTTCAAGGTGG

GAGACAACCGGCATGGTCAGTTCAAAGCAGCTCTTTTACCAATGACTTATGGAGTCTTGCAAATGCAATCTCATTTTGCC

AGTCTCACTGAACCTTGATCATTTATTTCACATATAACTAAGCACGCAGACCTGTACCCGTGTATAACTGTATGCTTGTTC

TACCTCTAGCTGACTTCTCTACCCCCAACATAACTGAGTCTGGAAACCCATCTGCAGACACTAAAAGGATTACCTGCTTTG

CTTCCGGGGGTTTCCCAAAGCCTCGCTTCTCTTGGTTGGAAAATGGAAGAGAATTACCTGGCATCAATACGACAATTTCC

CAGGATCCTGAATCTGAATTGTACACCATTAGTAGCCAACTAGATTTCAATACGACTCGCAACCACACCATTAAGTGTCT

CATTAAATATGGAGATGCTCACGTGTCAGAGGACTTCACCTGGGAAAAACGTAAGCAACATGACGCTGGAAAGTGCCTA

CTAGACAGGACCTAGAAATCTAACCCCACAGCTCCACTTTAGAATTGAACTTATTGATTTTGATGGAGATTTTTATCATTT

TAGACATACAGGATGTGTGATTATGATTTACATCACTGGACAAATGTAATAGTGATCTTACTAGACTACTTTTATTTTATT

TTAATAAATATTCTAACTTTTATAGGCAGGCCTAAGAACTGCTAACCATCTGTAGTCATTTTGCAATTTATGTAATGTCTC

TTTTTGAAAACACTAAATTTTGCCCTTCTCTCCCCCAACCCCCACTTGGGCATTTTGCTTTAGGTTACCTGCTCCTAATGGT

CCCATGGTACCAAAATCATTGGCTTCTTTGGAGTGGATTTTTGGTTTTAGAACTACTGGTTGAATCTGGATGTGGGCAGAG

CACTGGCTCAACACATCCAAAGCCCTAGGTTTGATCCCACCTACTGGTTCATCCAAAGCAAAAAAACCAGTAAAGTTATA

TGATAGAAGTCTTTGAGAACAAGGCCCAGGGTGAAAAAAAAACAAGGTCATTTTGAGTCAAAAATTTACTGTACAGGTA

ATAAGCTTGTAAAGTTCCCTTTCTCTACAAGTGAAAAAATAAGACAGATTCCTTTTATATGTATCTTAAACCTATGGCAGG

TTATCATGAAAGTGAACAGCCAATTTGGATGGCTGAGTATACAGAGATGCACCTAGGACTCTCCTCCCATCTTAGCCCCA

TCCTAAGGACAGCTATGTGCACAGTACAGAAGCAATGCTGTGTGACAGTCTTTGGGACACATGCATTAAATATGCACTGT

TGGCCACTTTATGCCTACCTCTTTATAGTTGAGGCAGTTTAGGGTGGCTTATGGGTTCAGTCTAGTGTGTGATTTTCCCATT

CAGATCTGAGATTGAGTCTTTCAACTATTTTCCTTTGTAGCTAATAAGAAAATTTCCTGAAAACATTGGTCCCCAACATAA

ACCAAATTGTGTTTGGCATGACTTCAACACTCAAAACTCAAAATCTCAATCATGTTTTATGTATTCTAATATTTTATTTTAA

AGTGTCTTGGCTCATAGTGTGAAAATTGTTTATTCATTCAGGGCTTATTTTTACTTTATAGCTCTATCACTAATGAATTCTA

TATTATTTTTAAAGGTGAGGTTTATGTTAAGTTTGATATGTATTCATAGCTTGACTATAGTTTACTTTGGATGCTGTTTTGG

AATGTGGGTATATGTGAAATTTAGAGCAAAAGTTGCTGGAACTGTTTTAGAAAAAGTTCAGATAGTATTTTAGACTTCTC

AGGTCATACAGATTCTGTTGCCATGCACACAAACATGTGCACACATGGTGTCTCATTATGCAGCCCAGGATGGCTTTGAG

CTCATAGTCTTCCACCTTCAGCCTCCTTACTTCTGGGATTAGAGTCATGAGCCACTGCATCCCATTTAGAACTTTATATTTT

AAAGCAAGTGGTAGGTCAGGCTTGGTCCAGGTATGATTGCTTTGCCTACTTATGGAGTCTGTTTTTGTAAATGGAGAGCTT

TTAAGGAAAATCTCACTAACCAGACAGCCATCATCATTTGGAGTCAGAGTTAAGGCAAGTGATCATTTGTGAGATGCATT

TGGAGGCTAGTAGGAGGCAGGTAAGAAAGATCCAAACTCCGGCAGGTGATGGGGGTGGGGCTAGGAATCGGGAGTCTT

CTGCTAGATGATAGGAAGTCCACAGAAGCCCGCTGGGAGGTGGGAACAAGGAGAATGTGTCACTCTCGCTGAGGTGACT

AGGGGTACCACTCACCGCAGTGGTACATGAGGGCAGCAGGTGATGTGCTTTAAGGACACAGTGAGGCTCAGCAGGTAGG

AGCGCGGCTACTCTTCCAGAGGAGCTGTCCTTGATTTCCATCCCCCACGTGGTGGCTAACTCCAGTCCCAGAGAAATCTG

ATGCCCTCTTCTGTCCTGTTGTGCCCAGACATATATGCAAATTCCATACACATAAAATAAAAATAAATAAATAAATAAAT

AAATAAATAAATGTTAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAACAGTCAATTTAGTTTTTATCACCTGGCTTCCAACCATTTTGCCA

GCAGCTGGATCTATAATACATCTGGGGTCCATAAATGAGATAAGACCTGTAATGTTCAAATTTAGAAATGAGGTGGCCTT

TCAAGGTTTGAGTGTGGGTTAGATGATAAAGGCAGACCACGCCCACACAAACACTACAGAATCAATGGCATTTAGAAGC

TGAGAAGAGGAAGACGTTCCTGCAAAGAAAGATGAGTGTAACAAGCTGAAACAGGAGTGCAAAGCAGAGAAACCGAGG

ACAAGGGAGTCCGTGGTGTCAAATGCTCAAATAAGCTGAAAGCCAAACCTCACCCAGGAGGCTTGGTAATGGGGAAAAT

CGAAAACGAGTTAGTGTTCAATAATTTCTGGTAAGTCATTCCAGAGAAGCCAGAGAGGTGGTGTTGCTAATATTCCTGTC

AAAAGGTATCGCTGTCAGATGTTGCTATTCCCAGAAAGATTGAGAAATAAATGGCATAGCTGTTGCCCCCAGTGAGGAG

AACTGGATGGCAGCAACACACACCAACCTCTTTCTCCTCCTGCTTCGGCAGTCTTTGTATCCCTCTTTTGCGCCTCATGAA

TCTAGAAGCTCATTAGAAGCTAGCCCACAAAAGTGACTTCCAGAATGATCCCTTAATACCAATTCTTAGTCATTCTTAGTT

CTCCTAACCCTCCCCAAACTTAAACCTGGAAGGAAAATCAATCAATCAATCAATCAATCTTAAAGAGAATGTGGAGCACC
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TCCCAAACCTTAAGGCAGCCACTGTGTGGAACATGAGTGAAGGTGGAGGGCGTGAGGAGAACATGCAAGAGAACGGGA

GGAGGCACAGCAGAGCTAGAGGAGAATAAGTAGGTATATCTAGATTATGACATCGATAAGGCCTGGCCATAGCAGCCAC

AGAAATGAGCCAAGAAGACAAGTTAGCTTTTACGCTTTCTCCATAGAATCTTCCCCATGCCAAGTTAGCTCGGTAGGTGC

AAGAATTCAGTTTACTTTTTTTCGTGTGCAATATCTATATCGTTGGATATAGGACAGTGCAAGGGAATGCTAGCAATTGTG

TGTCCATGAGATGATCTGGCAAAGTAAAAGATTCTCCACAGGTACATACTGAAGAGGTGTAGGATGGGAACCCAGCAGG

AGGAAGCACATCACAACCGATTCTTTTCTTTCCACAGCCCCAGAAGACCCTCCTGATAGCAAGAACACACTTGTGCTCTT

TGGGGCAGGATTCGGCGCAGTAATAACAGTCGTCGTCATCGTTGTCATCATCAAATGCTTCTGTAAGCACAGTAAGTACC

ATTTTTATTATCACGATCAGTTCCTAGAAGACCAGACACTGTAAGTAGGGCTCAGCACATCTTCAGTATATCAGTCTAATC

TCTGCTCATATTTACAGTAAATCTATGGCAACTTCAGATTTAAAAAAAAAAAAAGTTCTCGGGCTGGAGAGATGGCTCAG

TGGTTAAGAGCACTGACTGCTCTTCCGAAGGTCCTGAGTTCAAATTCCAGCAACCACATGGTGACTAACAACCACCTGGT

AATGAGATCTGGCGCCATCTTCTGGTGCGTCTGAAGACAGCTACAGGGTACTTAGATACAATAATTAAATCTTTTTAAAA

AAATGTTCTCATCATGTTCTGGCCACTCACTGTTAAAAATATATATATCCTGGACCCCTACTGTATGCCTAGCATTCTTCT

AGACATGCAAATTCCAAAGATAAGAAGTTGTTGCTCGGTCGTTCTTCTGCGCTGCGCCAGGAGCTGCAAGCACAGGCATC

CCGCCCGCTGCCTTCGCCATACCCTTCTCCAACAGCCATAATACGCAGAAGCTGCGCTTCCCGGCCGAGGATGAATTCCC

TGATCTGAGCAGCCACAACAACCATATGGCCAAGGTGCTGACCCCCGAGCTGTATGCCGAGCTTCGTGACAGTTGCACGC

CGAGCGGCTTTACTTTGGACGACGCCATTCAGACTGGCGTAGACAATCCGGGCCACCCGTACATCATGACAGTGGGTGCA

GTGGCAGGCGACAAGGAGAGTTACGACGTATTCAAGGAACTCTTCGACCCCATTATTGAGGAGCGGCACGGCAGCTACC

AGCCCAGTGATGAGCACAAGACCTACCTCAACCCAGACAACCTGCAGGGTGGCAATGACCTGGACCCCAACTACGTGCT

GAGCTCGTTGGTGCGCACAGGCCGCAGCATCCGCGGCTTCTGTCTTACACCCCCCCCCCGCTCCCCCACCCCACCCCGTAC

TGCAGCCGCGGGGAGCGCCGCGCCATCGAGAAGCTGGCAGTAGAAGCTCTGTCCAGCCTAGATGGCGACCTGTCTGGCA

GGTTCTATGCGATCAAGAGCATGACCGAGGCGGAGCAGCAGCAGCTCATTGACGACCACTTCCTCTTCGACAAGCCTGTG

TCGCCTCTGTTGCTGGCCTCCAGCATGGCCCGCGACTGGCCGGATGCTTGCTGGCATATGGCACAATGACAATAAGACTT

TCCTGGTGTGGATCAACGAGGAGGACCACCTGCGGGTCATCTCCATGAAGAAGGGGGGCAACATGAAGGAAGTGTTCAC

CCGATTCTGCACCGGCCTCACTCAAATCGAAACTCTCTTCAAGTCCAAGAACTATGAGTTCATGTGGAGCCCTCACCTGG

GCTACATCCTCACACGCCCTTCCAACCTGGGCACCGGACTGCGGGCAGGTGTGCACATCAAGCTGCCCCACCTGGGGAAG

CACGAGAAGTTCTCGGAGGTGCTCAATCGGCTGCGGCTTCAGAAGCGAGGCACAGGTGGCGTGGACTCCGCTGCTGTCT

GTGGCGTGTTTGATGTCTCCAATGCTGACCGCCTGAGCTTCTCGGAGGTGGAGCTGGTGCAGATGGTGGTGGACGGAGTG

AAACTGCTCATTGAGATGGAGCAGCGGCTCGAGCAGGGTCAGGCAATCGACGACCTCATGCCGGCCCAGAAGTGAAGCT

GGTCCTCGCCACCATCAGACTGCTGCTTCCTAACTTATTACCCGGGCAGTGCCCGCCATGCACCCTTGATGTTTGCCGCCT

GGCGACTGAGCCCTTAGCCTCGTTGTAGAGACTTCTGTCGCCCTGGGTAGAGTTTAATTTTTTGATGGCTAAGCTGTTGCT

GACACTGAAATAAACCCTGCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTTGTTGCTCTTAAGATCCAGTCTGAAAGC

TAACTCGAGTGGCACACATCTCCAATCTCTGCACTCATGAGCCTGAAACAGGAGAACAGAAAGACTGCGTCACAAAGAA

ACTTTGAGACTGTGACAAGACCCTGTTTCAAAAAGGAAGGATGCATCTGAGATTAATCCCTGTTGGTTTTCCAAAACTTT

CTATTTTCTTGGAGACACCAATGATTGCTGACTACTTTGAAAGTATCTCTACTGCTGACTGATTCTCTAATCTTTGCATTCA

GAGGATAGGTAGCATGGCAAGGTCTGAAAGAAGAGTCTTTCTTTGGAAGAAGTCATTAAGGCTTGATAAGTTGCGCTGG

AGAGATGGCTCAGTGGTTATGAACACTGACTGCTCCTCCAGAGGTCCTGAGTTCAACTCCAAGCAACCACATGGTGGCTC

ACAACCATCTGTAATGGGATCTGAAGCCCTCTTCTGGTGTGTCTGAGCACAGTGACAGTGTGCTGATACACATCAAATAA

ATAAATCCTTTATAAAGTTATTTTTTAAAAAAGACTTGATAAGTTAGATGCAATAAGTGTTTTTTACCAATCCTCATTTCC

CCAAAAGGCACTTTTGTATCAAAGATGGAGTAGTTGGTTAGAAGAGATTTCTAGGACACTATGGGTTTTAAAACAGAGAT

TTCTATTTCAGACATCTGACCATAATCACCCTGAAGCTATCAACTAGACTAGGAGTCACATACACTGAGCAAATGAAAAT

TAGAAGACCAACATCCGCTTTAACCTTTTTTTATAACTTCATAACCTTCAGCATCCGAAAAAAAAATTTTTTTAAAAGGTT

AAAGTTCAGATAAAAGTCACCAGATACTATTGTAAGAAGGAACCAAACTGAAGTCATTTTGAATAAAACTTCCATTTAGA

ATAGGGAGTCAAACAAAGTTCCCAAGACCTCCCTGGATGAGTGACATCTTGGTTGGTAAGTTAGAAGTGACTGCTGGGC

AAGCCACCTTCCCACGACTGAGCAAACTGACTATTGAGAACAAAATACATGTACCACAAAGGAATGTTCCCAGGGAGGA

CCCCTATCCCTGAACCATGGTTGCTGGAAAATGCACTTGGCATGGATGGTGATGGCTTGTGATTTTTATGCTTAAAAGCTC

TATAGCATTCTGTCTCGGGGCTGCAGTTCAGCTCCCCAGTCTGTTCTGCATTCCTGATCAATCAATCAGTCGTGGCTTGGT

TGCAATGAGCTTTTCTTTTCTGCGCTGATTTGAGGTTTTGAGTTATGTTGGATCCAAGAGGACCCCATAACACTATGCTAT

GAGAGGCTCACCTTAAGGGTAGGATACAAAGCTTAGTGGGCTCATAGTGTTTCTGGTATGATTTACTAGTCTTGCTCTCCA

GTTCAGTGTCTGTCATCCTCACCACTACTAGTGTTGACATTACTGGGCCGAATAATACTCTGTTCCAGTAGTATTCTAGTA

TATAAGGGGTGTTCCTCTGCTTCCTCGGCGTCTTTCAACAAACAACAGGAACAACAAAATGTCTTTCAGAAATTACCAAA

TGTCCCTGGAAAACAGGTGTGTGTGGGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTTGATGATGATGATTTATGGAC

TCTTCATTTGTTTTTATAATTTATGTTTATCTTCAAGGAAGCTGTTTCAGAAGAAATGAGGCAAGCAGAGAAACAAACAA
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CAGCCTTACCTTCGGGCCTGAAGAAGCATTAGCTGAACAGACCGTCTTCCTTTAGTTCTTCTCTGTCCATGTGGGATACAT

GGTATTATGTGGCTCATGAGGTACAATCTTTCTTTCAGCACCGTGCTAGCTGATCTTTCGGACAACTTGACACAAGATAGA

GTTAACTGGGAAGAGAAAGCCTTGAATGAGGATTTCTTTCCATCAGGAAGCCTACGGGCAAGTTTGCTGGGCCTTTGATT

GCTTGATGACTGAAGTGGAAAGGCTGAGCCCACTGTGGGTGGTGCTAGCCCTGGGCAGGGGCAGGTGACCCTGGGTGGT

ATAAGAAAAAGAGCTGTCACTAAAAGGAGAGGTGCCTAGTCTTACTGCAACTTGATATGTCATGTTTGGTTGGTGTCTGT

GGGAGGCCTGCCCTTTTCTGAAGAGAAGTGGTGGGAGAGTGGATGGGGTGGGGGCAGAGGAAAAGTGGGGGAGAGGGC

CTGGGAGGAGAGGAGGGAGGGGGACGGGGTGGGGGTGGGGAAAACTATGGTTGGGATGTAAAAACGATAATAATATAA

ATATTAAATAAAAAGAGAGTATTGAGCAAATGATGGGGAGCAAGTTAGTGAGTAACATTCTCTGTCCTGTTTTGTTTCTT

ACCGGAGCCGCTCCTCTGATTTACCTCAGGGATGGGGAGGGACTCTACCCTATAAAGTGAAGGAAACCTTTTCCTCCCCC

AAATTGTCTTTCTCACAGTAACAGAAACCTAACTAGGATAGGAATTGGTAGCAGAAGTGGGGTGTCATACTGACAAACCT

GACCACGTTGTGTGGGGAAAGTCTCTGTCTGTGTTTAAAACTCTGGAAAAGTGCCGGGTAGTGGTTGCGCATGCCTTTAA

TCTCAGCACTTAGGAGGGGAGGCAGAGGCAGGAGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGGTTTACTGAGTGAGTTCCAG

GACAGCCAGGGCTACACAGAGAAACCCTGTCTCGAAAAAACAAAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACACTCTGG

AAAATCTATTGATGCTTAATGTTCAGTCCTTAATGGAATGTTCTGTGGAGCTTGGAAAATAAGAACTGTGAGATAATCTC

AAATGACAAAGGCCTGGCTTGTGAAGTTTCAAAGGAAGTGTGTGAGTCTCTCATACATTTTACATGTCGCATGCGTGTGT

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTATATTTGTGTTAAGAGTATGTGGTCTCTTGCCTGCTGGGGCTTAAGAGTC

AGCTGTCATTAACAAAAGCCCATCATCACCACTTTGCTATACTGATGCTGGTTAGCTAGAGCTAAAAAATTAGCTGTGAT

TAAGAGACCCGTATAACTGAGGTGAAATCTACAGAGAAGCATTTCTCTGGGCTCAGCACACAAATGCTGTGGTCCATGA

GATGGTGGGTCATAAAGAGTCTCCCATATGGGGGACTGGTTTTAGAAGCCTGTCACAGAGAGCAGCTGATGCTTGGCTCT

GTGAGAGGCCAATTTCGAAGGTGAAGGCTCCGTGGCAGCGATGACCTCAGATAACGGAGATACCAGCACCTTGCCCCAT

GAAATGACCAAGGACAGTGGCAGGAGTAGAGTGGAGCTGGCTTGAGCCTGTCCAATATGCTTCATGTGCTGCCGAGAGC

AGAGACAGAGAAACAGACGCTTCTCGAGCCCTTTGGAGCTCAGAAGATCATGAGAGTCCAGGACATCGAGCACCGAGTG

TTTTAACTGGTGACCTGTGGTTCTGCTTTGATCTGA       

 

2. Mouse CD86 Geni Sekansı (64613 bç) 

 

AGTCAAGGATACCAGGAGGACATAGCCCACAGCATCTACTAAACAGGGCTCATGGGGGCTCACAGAGACGTGAAGCAG

CAATTCTGGAGCCTGTCTGGGTCTGTGCTAGGTGCTCTACATAAATGCTGTGCTTGTTTAGCTGGGGGTTTTTGTGGGACT

CCATAGAGTGGAAGTGCACTTGTCTCTGACTCTTGTCTACTCACGGTACTTTTCCCCTTCTACTGGGTTGTCTTGTCTAGCC

TCGAGATGAGGATTTGTGCCTGGTCTTATTGTGTTTTGGTATGCTATGTTCGGTTTAAATCTTGAGATTAAAAAAAACCAA

AAAACAAGAAACCAATGCAGTGCCTTGAGTTCGGGCAGGATGTTCAAAAGAAACTAAGACGCCCAAGACAAGCAATGTT

GTGAAATCAATAGGTGTACAGGAAAAGGGGGGAAAAAGGCAGAAACCACATATGATGGTTTCCTCGTCTGAATGAAAA

GAGATGGCGTTTCGATACTGCCGGTGTTCTGGTGTTCTCCCTTATGTCTGCTGGAGGACACTGCAGGGATGTTATAGACTT

CTCCTCAGCAGGGTGGAGCAGCTCTGATGGAGGGGCTCCAGCACTGCCTTGTAGAAGCCTCTTTATTGCTGTACGAGTCA

CTTTTAGCAAGTCAATTTCCGCATACCTAAACCCCTTATCTGATATAGTTGTCTGAAGGCAACAGTCACCTAAGCACTTCT

CAGCCCTATAAGGCTTCCCATTTCGCCAGGTTATGTCTAAGGACTATGGTAGCTCTATCAAGTGGACAAAGTTGGTCAGT

TGATTTCACAACATTGCTTGTCTTGGGCTTCTTGGTTTCTTTTGAACATCTTGTTGGAACTCAAGGCACTGAATGTTTTGAT

TTGTTTTGTTTTTACAGTTGAATTTTTAAAAATTGGTTATTTTCTTTATTTACATTTCAAATGTTATCCCCTGTCCCACCCCC

CCTCCCCAAAGAAACTCCCTATCCCATCCCCCTCCCCCTGCTTCTATGCGGGTGTTCCTCCACCTACCCACCCACTCCTGC

CTGCCCCCTGAATTGTTTAAAAAACAAACAAAACCCTCAAGACTGAAACCGAACTCGAATAATCTACAAAGCAAAGAAA

GGGTTAAAGATATCTTCCTCAAGTCTAAGAAAAGAGGAACAACCCTTAAGAAAAAGTCAACCACCAGGGTACACAGTCA

TTGCTGAGGAAGAAAGAGGAGCAAGCAGACGCGTAAGAGTGGCTCCTGTAGGCAGCACGGACTTGAACAACCAGACTC

CTGTAGACGTGTTCCAGAACTTACGGAAGCACCCACGATGGACCCCAGATGGTAAGTGGTCGCTTCTACTATTTGCAGTA

TGACTTGTGAATTATGACCTCAGCGGGAGGCTGAGACTGGAGACCACACTCTCATTTCTGTCCTTCGAGCCAGCCGCCCT

AGACAGCTCTCGTGTGCAATGTGTCTATTTAATGACCCAAAGTGAGAGCGCAGAAGGGAAGGTGCTATTTATGTGAAAAT

GGTAACTGGCTCCCACATCAGGAAGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCCTCTCTCCCTCTCTCCCTCTCTCCCT

CTCTCCCTCTCTCCCTCTCTCCCTCCCTCCCTTCCTTTCTTCCTTTCCCTTTTTTTTCCTACAATGACTTTTTTTTTCCTTCATG

GGGGTAAGACTTATCTGAGGTACCAAAAGAAAGCAGCTGATAGTTTCCCCCCCCAAAGGTGATTGATTTGTGTTTCAGAT

ATTAAATATCTACAGTCGTTGATTTTTAAGTCTGGATTGGGTTTTTAAATATCTGTATAAGTATGAGAAAAGAGAGGTGG

CACTTTTTTTTTAAAGTTTGATATAAAAGTGAAGAAGTCAAATAGAGAAGGCAAAAGAAGAAAGGTCAAAGAAAATGCA

GAGAAAAGGCACAGACAGCTCTTTCAATGCACAAGTTCCACATCCATGGACTCAGCGGGCCACCTGTGAGCAACTTCCC
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ATTTAAGATAGAAATGCAGCTCGCCTATAGCTGTGCCTATACTGAACAGGCACAGGGCTCTTGTTGTTATTCATTTACATT

GTATATGTAATTATGTATGCATTGTATGTAATCTAGGGATAATTTAAAGTACATGCAAATTATGACCTCACTTTATACTGG

GAACGTGAGTACCCAAGATTTTGGAATTTGTTCAGATTCTGAGGGGTGACTGTATTCAAGAAAACAACAGCAACAATAA

CAACAAACTAAGACACAAATAGGCAATGGGAGTAACTCAGTTACCCAGTGTCTGTGGGATGCCTGGCATGTTGTGCACTT

CGCTAATATTATTTCATTAATGTCACACTTCACAGTGGTATCCGGACAGGCAGTATCATTGTATTAATTAATAGCTGAGCA

AGGCTCCCAGGCTCCTGAGGATGGAAGTGAAATCCTTTTTGTCCTCTTTGCTGTGGCAGGTTCTCAGGGCACAGGATTCCT

AGAAGCAGCTATGCCTGCCCTTCTTTTGCTTGGGCGGCTGGAGGCATGGTCGGTTCGAGGCACAGTTGTTTTTCTGCCCTT

TGTTATTTATTCCTGCACTTTGGGATTCTCTCTTCTACCCAGTGCCAACTGGTTTCAGAAGCCCCTTTGTTGCTTTTATTTCA

AAAGTTTACAGATTAATTTCCAAGTTAAAACAATTTCTTTCCTCTCGAGCATAATTTTAAATTTTCATATAAATAAATGTA

TATGAAAAAGTGTCATACCTTAGAGTTTCCACGGAGCTGTAGAAGCCATAGTGCTGAATTGTGCTGGCGCTGCTTTGGGT

CACAGGCCGCTGTCTAGATGGTGCTTGTTTAAGATATTCTTTGTTTTGATGCCCCAAGCCAGTAACAAGCAATAAATAGC

AACAAACAATGTTGAATCTTAGAGATAAAAGTGATGCAAATCATAACAGTAAATTATCATTTTTTAAAAAATGAAAATGT

TAATAAATGTTCTTGTTTCAAAAGCAAGCAAGTAGCCGGGCGTGGTGGTGTATGCCTTTAATCCTAACACTTGGGAGGCA

GAGGCAGGTGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGATTTACAAAGTGAGTTCCAAGACAGCCGGGCCTATACAGAGAAA

CCCTGTCTCGGAAAAAAACAAAAAGACAACAAAAACAAACAAACAAACAAACAAAAAAACCCAACCAACCAACCAAAC

AAACAAACAAAAGCAAACAAGAATTTCCGATGCTACTAAGGAGAGGGGAATATACGCCTATATTGTCCCTTGATGGTTA

TGCACCCCTTCTGATCAAAAAAATCTGCTGAAATACATAGCTTTCCTCAAGGATATATGCTGTCTAACAAGACCGGTTTAT

CTTTTACTACACAATGATAGATGTTAGTAAAGGTTTAATGACATGGATATTTTTCTTGCTATTTTTTTTAATAATGTGGGA

AATCTTAGAAACACTTGTTTAAAAATAGATGACTGGTTATCTATGAAACACCCGTAATGGAATATTATGAAATCGTTTTA

AAAAGGGAAACTCGGCTAAAGAACAGTCTCTAATGTGCTTAGCTTATGGAAAAAGTGGGAGGCATGGTGCTATCCCTTTT

GTAGACAGGATGTGCACGTGCACAAAATTCACCAAATGTGTAAGGGCTTTTACTTTTCACTGTATGCTCTCAGCCTTGAA

CCATTTCTGTAGGGAGAAAATTAAAAGAAAAGAAAGAAACCAGCAACTACACTTGACTTTCCTGTGTCTGCTTGTGATCG

CTCTGATTCTGTAGGAGCCCTCTGCCAAGGACTTCAGCCTTTTGTCTTGTTTTGAATTATGCTTTTTTGGTTTTGGTGGTTG

TTGTATATTTGAATACCATACCCCACATTGACACATCTTCTAGGTGTGGGCCTTAAACAAGCTGCTGAGCTAGTTTAATCT

TTAGTCTCCTGCCTGTCAAATGTGGCTGACAGTGAGGTCATATGTGGTTGTGAGGTTTGAATGGGATAATTTATATTAAGT

GCTTAGAATTTTGCTCTAGTAAGAACTTAGTAATTACTATTATTAGTCATTTTATTATTACCATTTTGTGGTTAAGAAACA

GAGGAGAAATTACTTATTAAAAATTAAATAACTATATAATGATATTCTTAGGACTAGAATTCAGGAAGTTTAATGTGTCC

TGTGTCCTGTCTTCCCTCCCTGATATGTTCACTGGCCTTGGTAGAGGGATCCCAGGCTACGAACCTAAAGGGCTGGCCTGA

AACAAGCTGTGCCCAAGGAGAAGAGCAGCCTCCATTGAGTGGCTGGTTCCCGTGGGAAGCTAAACACTGGGGGAAAAAA

TGGTGCAAAAAAAGAAGACTGAGGGAAAAGTCGGGCTCAGGGAGAAAGCATGAGCAAAGGGTTAATGGAAGACAGGA

AATGGCTCCGAGACCAGTTATGGTGACATCAGAGAGGAAAAGATTGCCTGAGCACTAGAATCCAGGGTGATTGCTTGTTT

TTAGTTTTGCTGTGATTTGGGTTTGTTGTTGTTGCTGTTGTTGTGGGCTTTTGTTTTTCTTTCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCT

TCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATAAGGTCTCTCTACATAGCCCTTGCTGTCCTGGAACT

GACTGTGTAGACCAGGGTGGCCATGAACTCACAGAGATCTGTCTGCGTCTGCCTCCTGAGTTCTGGGATTAAAAGCTTGT

GCCACCTTGCTGAGATTTGTTTTGTTTTGCTTTTTAACCTGTGTGGAGACTGGAGATGGGAGAATACTTAAGTGTGGGGTG

TCATCTTTCATAATGAAAGACATTGGAACTGGAATGAGTTTGGAGCAAATGGAGAGAGGGAACAAGTGGTGAGTTCATT

TGCTCGCGGGGGACTTAAGCAGTTAGACGGAGATGCCTGAGGAGATAGAACACAAGCCAGTGCCAAGCCCAAGAAAGG

CTTGGTGCATGGCGGACATTGAGAGTCCTCAGAATCTGGTAGTCAAAATTCTCCTGTTCGTGAGTTCTCAGGGAACAGTA

GATTGAGGAGTCCAGGATGGAACCTGGAAAATCTCAGCGGGGCCAAGGATGAGGAAGAACAGTCTAGAATGAACAGGA

AAGACTGGCTGGAGAGTTGGAGTAAACCAGGACAAAAGTGTTATCCTAGAAACCAAGTGTAAGAAAACAAGGACGTGTT

CATGGAGGGACAAAGCATACTGACCAAAACTCTGCATTGAGATATATGCCCATGATAAATAACGGGAAAGATGATTAAA

TGATTGTGCTAAGGGCCCTTCTCCCACCTCTCACATCATTATCTCAGAATAGGACCATATTTAGAGACAGGACTTTTTACA

AAGATAAGATAAATATGGGATCACTAGAGGGTGTCTTAATCTAAGCTTGTAAATGAGATGAGGAAATTTGGGTGGAGAA

ACATTTGTAGAGGAAGAAGAAAAACAAATATTTATGTGGTAAGGAAAGCGGTTGGGAGCAGAGTCCTCCCTGACAGTTC

TCTAAAGGTGCCAACACAGTTGATAACCTTCATCTGGTACATTTGGCTTCTAGAAAAGAAAGAAAGGAAAAAAATTAAA

AACCACCTGTATGGTTTCTTCATTTGGTGTCTGGTCCTCGGTTTCCACAGCCCTGGTCAGCAAATGCCTGTGAGAGTGGCG

AGTGAGAGAAACCGAGCAAGAACATCTGAGAGACTCGAGAGAAACTGAGAAGAGATGAGGTCATCTAAGAGAACAAAA

ATGTTTCACAAGGGAGAAGGTAGTCACGGTGTCCAATTCTCCAGAAAGGTGTGATGGCCAAAACTATCCGGAGACTCTC

GGTGGCCTTTTTGACACTCTCAGGTGAACAGAGGGAACTGGCCTCAGAACGCCAAGAACGGGGAGGCAGCCCAGAGGGA

TGGACGCCTTCTTAAGAAAGTTTGATGCAAAAATAACACCTGACACCTCCATCAACTCCCTTCTGCCTTTTAAAATGACAC

AGAGTTGGGAGCTGGAGAGATGGCTCAGCAGTTAAGAGCACAGACTTGCAGATGACCTTTCCAGACCCATGCCAGGCAG

CTTCCAAACATCTGTAACTCCAGCTCCCGAGGGATCTAATAGTCTGGTCTCTGAGTGCTCAGGCACGCATAGCCACACAC
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AAATAAAGATGATCTAACATAAATCTTCATGGAAATGACAATAAGTCGTCAGCTGGACCCGGAAGGGCCCTCTCCCCAC

ATTTACCAGCTAAGCAAAGAGAGAAGTCGATATTTCTTTTTCAACCAAAACTTGTTTGAAAAGGATTTCAGAAACAAACA

AACAAACATTGTGAAGCTACCATTTCACATGGTGGATTTTGTACCAACATAGAGTCCAATTTGCATTGTGGAGTTTAGAG

AAACTTGCTTATCCAAGATTTCTTGAAGAAGGATTTGGATGGGTCAAACATAACTAGAATCGTAGGGAGCATTCATTCTT

TATATCAATAAGCAGACAAAAAAAAAAAAAACCCATAGTATAACTCAGTAGAAATGGAAAACAGAAATATATGTGTTTG

CTTGAAAATTTTTGAATCCAGAAGAATCCACAATCAGGTATAATAATAGCCTAGGCATTTTGGTTTTTCGAGATAGGGTTT

CTCTGTATAGCCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTTTGTAGACAAGGATGGCCTCGGACTCAGAAATCTGCCTGCCTCTGCCT

CCCAAGTGCTGGGATTAAAGGCGTGCACCACCACCACCCGGCCTAGCCTAGGCTTTTAACCCCAGCACTTATAAGGCAGA

GGCAGGGGTATCTCTGAGTGACTGGACACTCAGCTGTACATTGGTGAGTTCTAGGCCAACTAGAGCTACACAGAGAAAC

CATTTCAACTTAACTCCAAAATATGGGATGGAGAGGCAACCAAGAGGTTAAAAGTCTAGATTCTGTTCGTAGCAACTGAG

TTCGTTCCCAGTCCCTACTACAGGGAGTGTATAACTACCTGTAACTCCAGCTCCAGAGAATGTAACACCCTTTTCTAGACT

CCTTAAAAGTGTTTGCACACACCTGGTGACAGACAGATACACTCAAACATATAAATAAAATAAAATAAATCTTTTAAAAG

GGAAGAGTCTGCACTATATTATTAGATTCAAAGCTACCAGATTTAATGAGAGAAGAGATCTAATAAGAAATAAAAATGA

CTCAACATTTAGTTTATCTGAGCTAGTTAGTAAACGACAGCTTGGAAATGGTAAAATTGGGGAAAGCTAAAACACTTAAC

CAACCAGAAAGTAAACCTAGTTTGCCACCCCTATCTTATAGTGATTTTTAACCAACTAAACAAGTATTCATGGAGAATTT

GAGACTGTGAGAATTTGAAAGCACCAGAAGGAATACAGACGAAATGGATGTTGTGCTATTTTATACTGTGGTTTGGAATA

GAAACGATGCTCATAAAATAGTCAAGGAAACCCAATGTGGTCAATTACTCAGTAGGCAATCTCTCTCTCTCTCTCTTCTTC

CGTGTGGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGT

GATGTGTGTTTTTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGTGTGTGG

TGTGTGTGTGTGTGGTGTGTATGTGTGTGTATGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGATGTGTGTGTGTGTGTGATGT

GTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTAGACAGGGGACCCCATTATAAGATCCTCCTACCTCTACCTCTCAAGGGCTGGACT

CCAGGCCTGACCCACAATGCCTCTCTCTACTGTGCCTCGATCATTTTAAAAAAGTAAATACAAATAAAAAGTTCATCTTCC

CAGATATTAAATGACAGCAATCAAACATTATGAACACATTTTCGTTTGTTAGACAGAACAGAAAAACAAATAATCCAAC

GAGAAACAGGCAAAACATGTAACAGGAGATTTCTCCAAAAAAAGAGTATAAATGATAAATTACCACATTAAGGGTGATC

AGCATCATTAAATATTGTTGAGATCAAAGTGAACAATTACCATATCCCTGAAGAGTATTTAAAAATTAATAATGTTCCCA

CCAGTGCTGGTAGGCTGCAGAGAAACAAGATCATTCTCTTTTGGGAAGTGTGGAAATGGTACAGACCCTCTGGAAAAAT

CTTTTGTGGTTTCTTACAAAGATAATCATATTCTTATCATGTAACTGTATGATTCCAATAGTTACCATTTATCTCAGAGAA

ATAACCCATGTTTACATGAAACTAGTACATAAATATTCATACCTGCTTTATTTATAATAGTCAGATTCCAGAAAAAGAGA

AATGACTTTTAGTGTGAGTAGTAAAACAAGCTCTGGCACACCATGGAGTACTGCTCAACAATAGAGAGAGATGACCTAT

CTGTTCACACAAAAACTCCAGTGAATTGCTAAGGAATTACCCTACCTGAAATGCCAGCCCCCAAAAGTTACAAGTTGCTT

CTTCCACTTACCTGCTATTGTAACAGAGACAGGGACCAGACTGGTGGTTGCCATGGGTATGATGAGGTAGAAGGTAGAA

GTGAGGGACTCCTGGAACAGTTATCAAAAATCAGCACAGGGTACCTCTGGGAATACCATCAGTCTATAGTGTGTGTGTGT

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTACATGGACATGAATGCAGGGGCCCAAGGAGGCCAGAAGATAGAATTG

GATCGCCTGAGAGTTACGGGCAGTTATAAGCCTCCTGACATTACCGCTGAGAACCTAACTCAGATCCCCTGAAGAACGAT

CCCACCTTAACCACTGCTTCATCTCTTCAGCTCCATGCTCTGCATAATGGCAATGGCACATATCACATGGGCCTACAGAGG

TGATAGAATTTTGTAGAGCGTCACACAGAGAAAGGTGAGAGCATGAAACACTGGTGAAATTGGATTCGAGTTTGCCGAT

TGTTCATTGCTGAGTTCCTGGCTTTGGCATTCTAAAACAGTTATGCAAGACACTACCATTGGAGGAAACTGGTAGAAGAG

TGTTCAAGGTTCCCCTGTATATTTTTTTCTAGCTTCCTTTGAATCTACAATTATTTGAAAGTTTTAAAAATGGGTTCTAAAA

AAATAATTTTTAAAAACTGAAAATGCTCATCTTCACTAAGTATTGAACACATGACAATCCAGCCCCTTCCCAAGTAATTTC

CATTTATTGAATTATCAATTTGTGGAGTTTGCAAGAGTCTGAAAGCAAATGAGCACACATTAGCAGTGCTCTCCTGTGCCT

CTGGTTGTGAAACTCTAAATGATTATCTTCCTCATGGACAGGAGAGACATGTGTCAACATGTATTCAAGTTCTCCAGTGCT

CAGTCACAACAGAGGGTATCTGTCTGGTCACTGCCTGCTTCTCTTGTTCATAATAGCTTTAAAAAAATTCATTAAGCCTGT

AGTAGTTTGAATAAGAATGGTCCTCATAACCTTATATATTCAAATCCTTTGTCACAAGGGAATGGAACTGTTTGAAAGGA

TTAGAAAACTTAGAAGATGTAGCTAGTGTGTCACTGAGGGTGGGATTAGAGGTTCCAGAAGCCCATGCCTGGCCCAGCTC

CTCTCACTCCACTTGCAGATCAGGATATAGTTCTTAGCTACTGTTCCAGCACTACATCTGCCTGCCACCATGCTCCCTGCC

ATGATGCTAGTCCACTAAACCTCTGATACTGTAAGCCAGCCCCAATTAAGTCCTTTCTTTTATAAGAGTTGCTTTGATCAT

GGTGTCTCTGCACAGTAATAGAACAGTGGCTAAGACACAGACCTATAATTCCAGGCACTTTGGTCCACATTGAAGACATT

AAAGATGAGCAAATATGTTTCTTTCTTCAAAAAACTCATTGGTAGTAAATAGATCAAACCACTGAGGAGGCCAGGAGAT

ACTGGTCCTCTAGAAGAGCAGCAAAAGTTTTTAACAATGGATCCATTTCCCCAGCACTGAGCTTTATCATTTCTGATGAGT

TCCAGGAAATGGAATCTTACCTAGAATATAAGACAGGTGACCTCCTAATTATAGCCACGAGGGCAAGCCAAATGCAGAT

GAAGATGCTGAGCCAAACCACAAAGCCACCTAACTTCATTTTATGTAAGGTAGAATGCCTAAAACACTGCTATAAAATCC

TGTCCTGGGATTGGTAGCCCTGTAAGTAGCTTCAAGAACTGCTCGTGAAAATCTGCTCTTAAACCTTTTGGACCATAGATA
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TTTACATGCACTTCTAAGTTTCTTTGAACCTAAGGCTTGGTGCATGCTGAGTAATCAATCACTCTGCTGCCAGGCTAACAT

GAGATAAGATCCTGCTAAGTTGCCCAGGCCTCAAACTCACAAGTAATCCAGACAAGTATCTGATATTACACCTGCAGGAA

CTGTGCTCAGCTCTCTATTTCAAGGCTGTGATGACTTTTTTTTTCTTATTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTT

TCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCTTTCCCTTCCTTTCCCTTCCCCTCCTCTCCCTCTCCCTCTCC

TCTCTCTCTCCTCCCCTCCCCTTCCTTCCCCTTCCCTTTTCCTTCCTTTTCTGTTCTTTTCTTTTCTTTTTTTTGCATTAGTTTC

TACGAATGACTAATGACTAAATTCACAGTCGTACTTTAATTCTAAAAGATCCATGAATGACCATTTTATTTACTATAGAAA

TGCTTATATATCTTGCTATAATCTTCTTACCTCCGTGGGGGCACAGATTTTTGCACAGAAACGAATATCACATCATTATTT

AACATAATGAAAACTAAGAGTCAGCCTAAATGGTTAAAGGTGTTTAATAGTCAATGGATGGGTCAGTGAACTAATCATG

AAATTGAAAGTAACATTTTAATAACAGAATGTGACACAAGACCATGTGATTTTAAAGAAAACAGTACACAGCCAGAAGC

AGCAAGCATGGCTCCCTCTAGATTGTACGGTTAGGAAAAACAGGTTCTTTGGTAGCAATTGCCAAATCTACAGCAAATTT

ACGTCATCCTGCAAACTCAGTGCAATGAAGTATAAAGCAGTCTTGTGGTTAGACCAGAGAGTTGGCTCATCAATTAAGAG

CACCACGTACTTCTCTTCCACAGTACTTGGATTTGATTTCTAGCGCCCAAGGGTGGCTCCCAACCACATAGAACTGCAGCT

CTAAAAGATTAGATACCCTTTTCTGACCTCCTCAGTCACTAGGCACACATGGTACACAGACATCCATGTGAGCAAAACAC

CCATACATATAAAGTAAAGTGAAAATTTAAGTGTGAAGTACTCTTGTGGTGAAGTTGAGCTTCTAAACAGGACTGGCTGT

CAGAGATTCTAAGATGCTGGAAGTGCATGGTTTGAGTGTATGGTTTCTGTCTAGCCTATGGGGTACAAATGGTGAAAACT

AATGGTTCCTGCCAGTCATTAGTCTCCACACTGTTGTTCTGCGTGTAAGGACAAAGCAGTATAAACTGGTCTTGCATGAC

AAAGAGCCAGAAAGTAAAATTTGTAAACATTTGATGAAATGCCCTGGTTTTGTGTAATGGTTCAGGGTCTGGAAGGTCTT

GGTTTGGCCACTGTTCTACCAGTTTTACCTTGACCTCTTGACCTCTGTTAGGGCAACATGGACTCACAGGAGATTGAGGCA

AATGTTAGTAGAAAGGTTTAGGAAGATACTACAGTGGAGGCAGGATGTGGTGAGCCAGAGGCAGCAAGGGGGAGGCTG

GGACTATGTTTTATTAATTTACCCAGTGATGTTGGAGAGGTGAAGATGGATCAGATAGGGATCCTGTGTAGACGCTACTG

CCACTATAGGGAGGGCAAATCACCAGAGCAGACATCTCTTACTCTCTGTTAAGACAATCTACCTATATGTCTACTTAGAA

GTGTGTGTGTATACAAGTGTGCATGTATGTCTGTGTGTATGTGCATATAAGTCTTGGCTTGTGTGTGTGTGTTGGGGAGGG

GTACTTTTAGCAGCACAAAAGACCGTGGTTCTGTGTAGAGATTTGAACCCAGGGCTCAGGAAATGGCTTAATGGGTAAAC

TTCCTATTGTGTAAGCACGAGGACCTTCACTTGATCTCCAATGGCCTTGTAAAGCCACGTGGTACATGCCGGAAATCCTG

GAGCTGGGAAGCCAAGGACAGGTAGATCTTAGGGGTTCTGTGGCCATCAGTCTAGCAGAATCTGTGACTTCCAGGGTCA

GTAAGAGACGCTGTCTCAAAAATGTCTGTGGAAAACAATGGAGGAAGACGCCAAAGATTGACCTCTGGTTCCCATGTGC

ACTCTCATACACGTGCGCACAAGCACAAGTGCTCACGTACTCACATACTCACACCACAGAGACAATGGTGCAAAACATG

CCCTGGTGACCAAGCAATAAAGGCAGGAGCTGAGAGGGAGCCTTGAATAAGAACAAAAGTACAGAGGAAGTAGGGAAA

TTAAAGGTTGTAAACTAAAAGTGGTCCCCCCAGTCATTGAAATAGCAGAGTAAAGCTAACTAACTAACTAAGTAATAAA

ACAAAAGCTTCATCAAGATTAATTGCTTACATATACATACATATACACATACACACACATACATACACACATACACACAC

ATACATACATACATACATACATACATATATATACCTATAGGTATATATGCATATACATATATATACATATATACATGTATA

TGCGTATACATATATATACCTATAGGTATATATACATACATCCAGAGAATCTGCATAAACCCAGGTCCTGTTTTCCTCTGA

AGAATTACAGTGCCTATTAGCAGGAGGCCACATTCCCCATGGAAAATTCAGCTAGTCAACAGAGGCTGCCCACCTTCAAT

GGAAGCCTGGCTCCTCCTCCATTTTGGCTGCCTTCACTTGAGAATATGACCTTGCTCAGGCTTTTCAGACCTGAGTCTAAG

AACCCTCACGTTGAGAGCAGGAATGACCACTTACCAGGGCAAAGAAGGCAGGAAGCCTGTCAGAGACAGCCCTGTGAA

ATGCAAGTGAGGATCCTGTGAGCCCACCTCCTCAGGGAAGCCAGGTCCTTCTCATCTGAGATCTCTGCCCTAGAAGGAGG

GAAGGGGGGAAGAAAGCGTCTCTCAGGAAGAAGGGAACTAGATTGAGAAATCAATGAATGGAGATTTCAGAAAGCAGA

GATCAGAGAAGTGAGCTTGCTCATCCACTGGCTGATCACTGCTTCTGTTTCCAGGATTCTCTGCCTTCAACGGTCATGACT

GTCAGGGAAAAGAAAAGTCAGAAAAGGAGGAGTGGGGTGGGGTGGCCAAACTCAGACTCTTAAATGCTTACACATGTAT

TTGTACATGAGCTCATACCATGGTCCCTTTATTTATTTGGCTATTTTGGAGGGTCTTATTAAGTTCTAGGGGGCCTCAGGA

AAGATATTTCCTCAGATTAAAGGAACTTTGCATAGGTCGTTAATATCACAGAGCTCTAGCTTCTTTGTCTGTTAGAAAGTT

GAATGGAGCCGGGCGTGGTGGCGCACGCCTTTAATCCCAGCACTCGGGAGGCAGAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGAG

GCCAGCCTGGTCTACAGAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTACACAGAGAAACCCTGTCTCAAAAAAAAAACAAAAA

ACAAAAACAAAAACAAAAAAAAAAGAAGAAAGTTGAATGGTTCCAGACTTTGTGAGGATAAGGAGTAAGAGGAAGAAG

ATCAAAGTGGAGTGGAGTGGGATGGAGCATGGAGTTTCTGTGATGGGCAGGGTCCATGCTGAGAATTTCCTATAGCTGTC

ATTCCAATCCTGACAGGGGCCAAATGGGTTAGAGCTTTTCCAACAATGGAAAAGAATGAGAAACTGGTTCAGCCGCTAG

CTCAAGGTCGCACAGATAGTAACCAGAATAGAAAGATAGAATCACTTGAGAAGTGCCAAGTCATACAGCATTCAGGAAA

TTAATATTAATAATAATAATAATAATAAATGGCATGGTGCATCCATCTGTCTCTCTGACAACAGTCATAAAATAGAATAG

ATTCAATTCTATACCCTACTGAAGGGTACACAGGCTGTGTCATCCTTGGAACTCAGTTTCCTCATATGTCAAACATTTTAC

ATACATTGTAAAGATTAAATGAAGGACTGAAGGCATACAATAACAGCAAGGAGCCTACTTCATTTGTTGGCAGATCCTG

ACTTAGTAGATACACTGAGCCACAGGCTGGACCTACAACTAGGTATCAAGTAGAATGAATGCCAAGGGGAGAGAAATAT

GGCCCTACCCTAAGGTGTAAATAATTGTTATTTACCTGATATAATTATCATCTCCAAGGCTTACTGCCTCAGTCGGCTAAG
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CTAGGCCTAGTCCTGGAAGCTTCTAGCCTCTGTATAATCTTATCTATAATCTTATCTATGTTTTCAGCCTCTAAGACTTACT

GATGAATAAACTCACCCATTCCTAGTTCTTTCCCCTCTCCGGCTAAATGATTCGGCTCAGTTCTTCTGGCTCAAACTCCTCT

CCAAGCTGACTGATGCAATCTGGCTTCTCTCAATTTCTGACTGAATTGCTCTGCTTAGCCTCATACTAACTTTGGCAATCT

GTTCTAATCTTCTGGCTCCTTCTCATTCTCTGGTACGTTCTATCTTTACCTGTGTCTAGCTTGTTCTCTCTCTGCAACAAATG

TCCCATTAAAGTTGCCTCTTTTGTCTGTGTGCTGCTCTCTCATAAGTAGCTTCCCTTTTCTGTCTCTTCTCATGAGAGCTGG

GCATATCATATTTTGTCAAATCCTTCTCTGATTCATCACTTTGTCTACCACTCAATTAGACATCACTTCTAAACATGGGTGC

TTCTTCCTTCAAACTAACTTTACCTTCATTGTTTGGGATCAAAGGTGTGTGCTAAGGGTGTGTCTGTATTCCAGCCAGAGG

AAAGAAAGGTGTGTGTTAAAGTTGAGCCACGCCACAACTAGAAACAGATTTTTTCAGTAAACAATACAGTATCAGGGTT

CAAGGGGCAGTGTGATCAAATATCCTGCAACACTAAGGCTCTCAAGCCAAGAAAATTGAACACAATGAGAAGCCATTGT

GGGGATGAATAAACACTGTTTTCTGTTTGTGAGGAAGACACAGGCATCCTGAAAAGAGTATTTTGAGGCATGTAGAGATT

TGTCATTGTGAAGGCAAGGGAAGGAGCCCCAGGCACCAGGAACAGCTTATGTGGTATTCATGGAAGCAAAAAGTCTTCA

GAGAGCCTGGAGGTCAGAAAAGAGTAGCTGTGGGCTATAACTAGCAGGTAATTTGTATAGAAGAGTGATAAAAATCGAA

AAGTAAAACTGGATTTAGATTGTGAACAGCATTGCTCAGAAGTGTGACCTAGCTTTTAAAAGAAAGGGTCTTTTAAGTAA

GGAAGTTTCATAGCCAAGAGACGGAGATGTCATAGTCCACACCAGGTGAGACAAGAACTCCAAAACTGGCCACTAATGA

ACCAGAAGTGGTTGATGAGTAAGAAAGGCAAGGGAAAGTGACATAAACCCAAGCTCACACAGGAGTCACTGCATGAAA

ATGACCCGCACACGTCTGCCTGACCACCGCCATCCCAGGGGGCCAAAAACAAAAACAAGAGGACACTTCTTTTTAAAAA

TAACCTCTTTTGTTTGTATTGTATGCAAATAGGCCAGACACAGTGAAAGCCACTTAGAAGCAGTATTTATCTCCAGGACA

AGACACACAAAGGTCACGGTTGGTTTAGAAATGTCCTTCAAAATCTCAGCTTTTCCCATTACAAGAGCACCACCCGGTGT

AAGGCTTGTTTCTGATTGTTTTCAGTCTAAAGAGAGCTTAAAGGGAAGCCCTCTTCAGAAGTGAGGCTCAGGATGAGTGA

CTGTGGATTTCATCAAGATCTCTTCTAAGTAGCATCATCCAATGGAATCTTCTAAGAAGATAGAAGAGTGTGAAGGGAGT

AGAAAGGAGCTGCAAAAGTTTTCATGAATTAATTAACTAACTAACTAATAACTAACTAATTAATTAAAAACCACCTCAGT

GGTCCTGCACCACTAACTTGAAAACTAAATCCAGGTGTGTGAATGCACATACAAAGGGTTCACCAATGTCCCGCTCATTG

CTTCTGGCTTTAAAGATGTCATGCAGAAGTGAGCTTTAGGATCTTCAGAGGTCCTTCTCCCACCCCTGTGGTGAAATAGA

AGCTTAAAAAAATAGCTTTAAAAAATTTAGTCATTTATATAGTCTGTGTTCTATGTGCCCCGACCTATTTTATTTTACTTTA

CCATTCACATCTTATTTAGACCCCTGCCCAGATATTTTTGCATAAGGTACTTTCAAAAATCCTGGCTTCCTCAAATTTGAA

ATATACTGTCATTTCAAAAAATGTGTTACTTTTGTTATGCATGTTCTGCCCTCCTCTGTAAAGAAAAAACATGGACCGATG

TCTTCCAGCAACTTTGACATTTAGAATATTACCTCATTCTGCGTTTTCTAAAAGAGGGTCTGAGGGAAATGGCAATTTCTC

AGAATGGATAAGCCAAGAGGGCACTCGGTATGCAGAGCCTGAGTTTTCTTAGTCCCCAGGCATGTTCACAATCACCTGGT

CAGACACCTGACCTTGCTGGATGGGGACAGGTTTCCTGCTTCAGCTCCAGGTCCCAAGAGGGCAGGGACTATTCTTCTCC

AGCTCTCCTTGGGCCCAAGGCCAGATATCTCAAATGGTGTAATGACATCTTTGATGTCATGTATTGTTGGAAGACAGAAA

ACATTTCAGGAATACAAAGGAATAAAGAGAAATCAGGCCTGTGTGTGCCTCTGTGTGTCTCTAGAGTCTGCAGTTAACCC

AAGGTCCTGAGTAGCTCCTTCCACGACATGTCTGGATGCCCAGTAAGGCAGGCAAGATAGGAAAAGTCCCTTGAATGTCT

TCTTAGAATACCCTGGTTGGTCTCCAGTGTCCCTGGGGTGACTGGTGATCTCCCCATTACTCCCCACATGGTCCTTCTCAA

CCTTATCCTTGCTTCCCTGACCTATGGTCTGTCTTGTTTCCTATGAACCAGTGGGGTGCTTTACACACGCTTCCCAGGAGCC

CCCATTCTATTCTGCTGTGTCTTCACCAGGCTGCAATCCTCCCTCCCTCAGACCCTGGATGTTGGGATCTCAGGCCTCATCT

GCTGCAGCTATAGTCACTAGCCCGAGGTCCACCAGGCCAACCCTTCTCATATTCTCTGCTGCCTATAGCATTAATGTAACT

ACATCTCTGCAGACGCTCCAGCTCAGCCGCACCCTGCCTGGAGTATACACACCCCCACAGCAATTTTTATCTACTCAACC

ATGAGCTCCAGGTTTTAATATAAGTCCCCTCAGTAAAGTGAACGATGTCTTCAGTTCACCTAATTGTAGGCTGCTGTTAAA

GTTTATAGGTTTTGAAGCTATCGTGTGTGGGGAAGAAAACAGAGTCTTTGCACTCAATTGAAAACTCCCTGCAAATACCC

TAGGTGGCTTGCCTTTTCTGATTTCTCCCTTGAGAACATCCAGGTGAAGTATGTCCCTGGGTCTGGGTGGTAGGTATTAGG

TTCAGAAACTGTTAGAATGCATCTGACAGACAATAGACATTGGTTTCCTAGACCGAATGATTAATGAGTGTAAATTTGCA

TCACAAGAAAGTGAATAAAGGACAGCTAAGGAAACAGAGAAGCCAGCATGGGGCTAGTGGGGCAGATCGGGAGGTGGT

GGGGTGGGGAGTGCAGAAATCTGTTTGGAGCTTATGAAAAAGAGGGTCCCTTCCTATGTCAGTGACTTACTTGTACAACA

AAAATAAAGGCTGAAAAAAAATACCGGGAAAGAAAAACGGAAACCTCAAATGCTTTTAACTATATAAGATGTGCTCATG

GGATAGACAAAGAAAGCATCCTCTCTCAAAGAGAAATCTACCACATTTCTAATAGTGTACCTCTAGAGAGAGAAAGAAA

GAGAGAGAGAGATGGAGAGGGAGAGGGGAGGGAGAAAGAGAGGGAGGGGGCAGGGAGAGAGCGAGGGAGAGGGAGA

AAGATAGATACTTGGAACTTTTACTTTTCTTAAATGTATCTGACCCACAGAAAATGGTGGGTTTTTTTTTTCTTTCACTTAC

TTAAGGAATTGACATAGGTTTATGGTTCTGCACCAGAAATATGCATAAATTATCGAGAGCAGCTATAAATACAACATTGG

AGATTTTTCTCAGAGAGGCTGTATGCATGGCATTTTGATGCCCTGAGTGGACCATGGGGAAGTGAGCCTTCGAATGCTAA

TTCACTTTCCCACCAGTGCAGGAGCTAAAATGTCACATTATTGATTTAGTCGCTTTGCCAGGAATCAGTATGTGTGGTTAG

TGTGTGTGTGTCTTTAAATTAATAGCTTTTATTTTTAGAACAGTTTAGATTCTTTTTTTTCCTTAATTGAGCAGATAGTACA

GAGAATTCCCACCTCGCTGTATCTACCAAGCACCCAGCTTCCTCTACTATTACCATCTTCAGTGGGTAGTATAGTTGTTAG
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GACCAATCAACAGGTGTTAAGACATTAGTATTGACCAAGCTCATGATTTAGAAGACTAAGTTTCTTTCTTATGCGTTACAT

GGGTTTATCAAATGTGTACTGCCATGACCGCCATTACCCTATCATACATGATGGTATGCACCATCTGTTTATTCCCCCACC

TTTGTATCTTACGGTCTCCATGTGTTTTCTTTTTCATGATATCATGCTATTGGAACTGTATAGTATGTAGGCTGTTCAGATT

GGCTTCTCTACTCAAGTTGCAAACATTTAAGTTTTCTCCATGTATTTCATATCCTGGTGGCTTCTTTCCTTTTATCATTAATC

ATTACATCATTGCATGGATGTATAAGTTGTCCGTGCACTTATTGAAGAGTATCTTTTTTTTTTCCATGTTGACAACTTGAAT

GTCTTCTTTGAAGAAGTCTACTTAAGCATTTTTTTTTAAATTTTAAGACTTATTTTTATTTTTAATTATATGCATGTAACTGT

GTGTGCACTCATGTACATGTGAGTGCAGACACCAACAGAGGACAGAGTCTCCTGAAGCTGGAGCTATGGACAGTTGTGA

ACTGCCTGACACCAGTGCTGGAAATCAGACTTGGGTGCTTTTGTGCCCAGCTTTTAAGCAATTATAAACAAATTTGGCATT

ACTATTTGTGAGTAGGTGTTTGTGTGGGTGTTTTTCACTCCACTGAATCAATGCTTTCTGAAGTGTGGTTGCCATTCATAC

ATTGGAAATATTGCGGTTTTTAAGAACTTGTAAATGGTCTTCCCTGGCATTTCTATCATTTGTTTTTCCAAAGTAAATGAG

TGGATGCTGCTGTTTCTCCATATGGTCATCAGCATTTGATAGTCTCTGGTATTAATCTTGTCATCATTTTGACTGGCAGCTC

TGTGGTGGCATGGCACTGGTCTTCTTTGCACAAATTATTTGTTTCCTGTACCCTTTCTTCAGCCAGGTACATAATCAGATCT

TTTGCCAGTTTTCACCGTGGGATATTTGTTTCCTTGTCATTATATTTTTAAAATATTTTAAAATTTTATTCATGTGCATAAG

TGCTCTATTAGCATGTATGCCTGCACAACACATCCCAGATGGTTGTGAGCCACCAGATGGGAATCGAACTCAAGACCTCT

GGAAGAGCAAACAGTGCTCTTAACCACTGCACCATCTCTCCAACCCATTGTCATTGTATCTTAAGCATTCTTTGCATATTT

TAGATCAGAGCCTCTTCATCATATTAGGTCTTTTGCAACTATTTTCCTCCCAGTCTGTGGTTTATATTTTTCCCTCTTAGTA

GCGTGTGTGTATGCCTTAAGGAGGAAGGCTTCTGCATGTACAGTTTTACAGTAACAATAAAAGGAAAATTCACTGTGAAT

GTTTTGTGTGTTGTCCCAGAGTATAGGAGGGAAGTGTGGACTCATCAGAGGTTCATTAAAAGGGCCGAGTTATGTCCTAG

GGATGGTGACAGCTATCCTGACTTATTAGAACTCGTGTTGCAGAGTTGAGAGCTAGAAAGATGCTCACCTCTAGACTGCA

CTAATTCTTAATTAGGAGAAATGGCTGCTCCTCCAGAGGACCAAGATTTGATGATTTCCAGCACCTTAGTGGCTCACAAC

CATCTTTTAAAACTCCAGTCCCAGGGGATTCTACACTGTCTTCTGGCTTCTGCAGGCACTGAACACATGGTTCTCAGATAC

ACATTCATGGAAAACACTCAACATACATAGAAAAATAAATAAATAATTCATTTTTAAAAAAGAACAGTTCAGGAATTCT

GTTCACAAACACATTTCATTGACCTTGCATGGGTGAATGTGTCTAAACTCTGTTTAGGAACATATACGTACACATGAAAC

CTTTACTTCCCTTATGCAGTGTGTGAGTGTGCGTATGTGTGTGTATGTGGGGTAGGTTTGTGAGTGTGTGTGCAGGGGTGT

AAGGGTGTACTGGGGGTACTGGGATTGAACCCAATGTTTTGCAGATTCTGGGCAAATATTTCATCAGCACGCTACACTCT

CAACTTTATTTTCACTTTTTGCTTTGAGATGGTCTCAATGTGTCACCCATGATGGTCTCGAACTCCTTCTGTAGTCCAGGCA

GGCCTTGAACTTGCTATCTTCCTGCCTCCAAAGTATAGGAAGCCCAGTTCCTATGTTTCTTTTAACTCAGTGTAATCCTACT

ACTGAACCAGCATTCTGCCCTGTCTTAGTTAGGGTTTTACTGCTGTGAACAGGCACCATGACCAAGGCAACTCTTACAAA

GACAACATTTAATTGGGGCTAACTTAAAGGTTCAGAGATTCAGTCCATTATCATCAAGTCAGGAGCATGGTAGCATCCAG

GCAGGCATAGTGCAGGAGGAGTTGAGAGTTCTACATTTTGTTCTGAAGGCAAACAGGAGAAGACTGACTTCCAGGCAGG

TAGGACAAGGGTATCCAAGCCCAGATCCATAGCGACACACCTATTCCAACAAAGCTGTACCTCTTAATAGTGCCACTCCC

TGGGCTAAGGATATATAGACCATCACATGCCCCTGGGGCAGCAGATTCCATTCTGCTGGTCATACAAGAGATTCCTTCCC

ATGCTTCAAGATCCAAGAGGTTTATCTGGTGTCTGATAAAAGATCTTGCATTTGTGCTGGTTGCTATGGGGATAAGAGAA

CCTGCGCTACTTCAGGAATATCTGTTGAGACTGCAATCTGAGCTGAAGCTAGTGCCTCTCTAGGTGTGAGTCATCCAGCC

CTTAGGAAATCACTACCATGGGAACATGAAGGGAAGGGTGCTTGGGTGTCCACTGCCCCTTCAACCCACACGTCTCCTTT

GTCTTCTCTTTCTCTTGCAGTTCAAAGGGAAGAAATATTCTAGGGTTGCAGGGGCACCTACAAGGATCACCTATACCACG

GGTATTCAATTCTCATGTCCCCTTGCCCCAGCACACATCTCTGTATCAAGAATACTCAGAATGCAAACACAAACAAACAC

CACAAAAAATAATGCCATTATAAATATTTCTGGGAACCTCTTTGTTCTGTATTGAAACCATTTCTACATCATCAAGAATCC

TTTTAGACTATCTTCCGACACAGGCGACAGAGGGCCACTTAGCAAACAAGTGGCTATAGTTGGAAAATGGAGCTAGACA

CCTGTTTGGGTGTTCTAAATGTCTTTGGGTTTCTGGTTCTGTCACTCAGGATATAAGTCTCAAGTAGGTACTCCCAGCGGC

CATCTCTTGGGCAATGATTGGGTGTGGCTTCAGGAAGGCACACTCCTTGCGAGTGCCCAATGCCATCTCTGCTTCCTCTCC

CTCCCCTGTTTTTATTGTAGCTTTGGGCTGAGCTGAGAACATCTGGGAGTGAGTGGGCAGAGAGCAGCTTCCCGAGGTTG

CAGAAACTTCTTCCTCGACAAGCACAAGGAACCTATCATTCCACTCTGCCAGCACCATCTCTCTGGCACCCTGTTTCCCCT

TCACCTCTGATGGCACGGATGAGAGTCAGAGAGGACTTTTAATTGACTGAGAGCTAGCCCTAAACACTGACACAGAGAC

AAGAGTTGGGGGGTGGGGAGGTAGAGACTTAACCCAATGTGTTAAAAGGAAATCACATTAAGCCAGCCTCCACCTCTTT

TTTAAGACAACATGAGCGTTGACGCATCAGAGATGATGCTGATTCTATGTTTCTGAAATGGCCCTGCTGAAATGTATGTT

GCTCACTGTGGGAGAGGGTGCTGGTCGGAAAGAGGCTGTCGATTAGGGTCCTAAAGACCATAACTAGTGGGGAGTGATT

GGGTCAAAATTCTGGTAACTGGCTGAGAGGCAGATCTACGGAGGGATTTTGTATCTGCTTTCAGCAATCTAAAATAGTGC

AGGGATATATTCTGGTGATTCTAGGAAGCAGGACAAGGATGAGTATCTAAATGGCACTTATGGGTCCATCCAGAGCCGA

GGAGTGGTGGACTTAGGAGTGTTCTCAAAATGTCCTTTTCATCTAGTTCTCTTAACAGGTGTTGTATTTTCTAGTATGACA

AGTGCTAGTATGGCAAGGCCCTGGGTTCAATCCCCAGGGGTGGGGTGGGGTGGGGAAGGGAACTCGATAGCAGCATATT

AAATGTAACTTACCTTGTATTTTAATATCCATATTTAAAGATTTATTTCATGTGTGTATGTGTGTATGTGTGTGCATCTGTG
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TGCCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCATCTGTGTGCCCATGTCTGTTTGTGTATGTGTCTGTGCATTTAGATG

CCCATAAAGGCCAAAGGAAATGTCAGATCCTTTGGAACTGGAGTTGCAAGCATTCGTGAGCTGCTTGGCATGAGTGCTGG

GGTCCAAACTCCAGTTCTCCAATACAGCACTAAATGCTCTTGACCACTGAGTCATCTCTCCAGTCCCCATCTTGTATTTGG

ATTGGTGAGTTCGTGGGAAAAAAAAGAACACTTAAAAACTAAATGTCATATTCAAGAATCCCCCTATACTGTGATAAGTG

CATGATCTTGTATGCTCCAACAAAGAAACCACCATGGATCTTTTCAAATAAATAAAAAAAAGGACGCTCCTAAAATCCAG

AGGACACCCCTAATTCCAGTAGTGCTTGTCCAATAAAGAATGTTTCCAAAATAAGTATGCAGCATCACTGGTTGGAAGTG

ATGACCCACAACCCAGCAGGAACCCAGGGATTTGAGCAGCCCTGGACTGAAGGTAACTGGCTTTTCAGATCTGTCTGGG

AAGAACCAACCTGGATCTTGTTCACAGAATGAGGACGTTTGTGGAAAGGTCAGAGGACTGAAAAATACTCAGAAGGAAA

TGGGAGAGGAATAATGAAGGCTAATTAAATTCGTGGCACGCCAGGTGAATTACCTGCAAGTTTCACCATCTCCTTTGTTT

CTCGTGACCATGCAGCAAGGACATCTATTGCGCACTGCACCCCATAGGTCAGAAGTCAGACTCCAGGATATCCAATGATT

TGTCCAGAGTCCAGCAGTCAAGCCAGGCTTCGATGGGGGACCACCGAAACTACCCACCCCAAACCACACTCCCTCCCCTG

CTCTGAGTCCATCAACCAGAAGATAACAAACAACCTTGATAGTTTCTGCAGCCCTCCAGGGGTCCAGAGCTAGCCTCTAA

GAAAGCTGGTGAGGTGCCTTCTAAGGTAGGCTGGTGAGGCTACCTCTGTCCTGAGTTCACCTCACAGAAATATAAATGCC

CCACCCAACCCAGCTGGCTAGAAGGCCAAAGCCTGGCAGGAAAAGGATCCAAGTACCCGAGGAAGAGTCATATTCCCAG

ATGTGTAAACTCTATAGAAGACCCAGATTCAGAGAGCACACTTTGTACTTACACTTATGCATGTGACTTCCCTCCTAGCTC

AGAAGAACCCCTCCGCTCTTGCCAGGCATGGTGGAGAGAAGTCATAGAAGCATTCTAGGGTTGGACAGCTAGGGTTGGG

TCAGTGTAATCTGTAGTGCAAACTGGCTTCTAGAAGGATCTATGGAAAGGCCCTTCATGGAGGACTCCTCCTCGGCTCTC

TGGTTGGGAGTGAGACAGACGCTGCACAGAGCTTAAACTGTTAGCCACAGACTTCACAGATTGTACTCCTGGGACTCTTG

GTGCCTGGGGATGTGTCTGTTGTGTTTGTGGAAGGGGCTGTCTTTGGGGTTTCCCTCAGGGCTTTACACTTGCTGGCTGAC

CAAGGGCACAGGTCTAGTCATTCTCGTCAGTGGAAATGCCCACCTACCAGCAGAAGTTATCTGGAACCAAGCACGACAC

AGCCCCTGTCTGTGGTGTCAGTCTCTCTAGTCAGTTCCCCTTTCTGTATGTGAGTTCTTCAGTCCCCAGATTATTTCTCCTG

TATAAGGACGCCCAGGAGGCCTGGGGAGCGGACAAGGCTCCTTTTACTTTTCTTCTTCTTCTATTTTTTTTACCTTCTATTT

TTTTCTTCATGTTCCTGTGATCTTCGGGAATGCTGCTGTGCTTGTGTGTGTGGTCCCTGAGCGCCGAGGTGGAGAGGCACT

GGTGACATGTATGTCATCAAGACATGTGCAACCTGGTGAGCACGGGATACAGGAGCTGCAGCTGGGGCAGATGTGCAGA

GGTGGGCTGTCAGCTGGAGAGGGAGCGGGCGGGCGGGAGAGGGCAGAGGGTGAGTGCTTAAACCTTTTGCCAATCACCA

CTTGAGTTTCTGACCGTCCACATCAGATGTGGGGCATTACAGAAATGAGTCTCCTCCATCCAGATATGTGCTGTAATGGA

GCCGAGAGACAGGACAAGCAGGAAATAGAAGCGGTTATATACCAAATAGTTGGCAGTTGCTCTTGGTTTTGGGGTGCTG

GGAGTTCCCAGCAATTCTGCTACAGAAAAAGTTTTTGGTGGACACTGGCAATCCCAGAGCTCCTATACCGGGGCAATGTG

GAAGAGGAAAACTCCCACAGTTCTCTCTGTAGTGGCCTCTGATTGCCTGTGTGAGTTTTCCATGACAGGCCCAGAAATTC

TTCTTCCTTCCTATCCAGCTGCCTCGTCTCAACATTGCAACTCATTTGGGGGAAAAATGCTTTTAGGTTAAAAAGGAGTCC

AGGCAGTGGTTTGATGTGTTCCTCTTGCTGTGTACACATTTGCATTTGCAAATAGGCTTAAAATATTGCTTCCATTAATAG

CATTGTAAGCTTCTGGAGAGAGAGGTGAAAAAGAACTTTTGGCCGAGGGAACTTCCCACTCCTCAAATTATAATAATTTA

GGAGTCGGCCTGCTCTCCTTAGATGGAACGTTCATCTCAGGACTAAAATGAGTTTGTGTCCATGCTCAGATCTGGTGGCTC

CGCACCGAGTCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTATACACTGTGGGTGTGACTCAACGAAGCTTAAGTGAAATCTGTATGAA

ATGTCAGCTCATTTATGCATTTAGCATATGTTTGCTGGCTTCTTAATATGTCCTAGGTATAAGGGAGTATCCGTGACATGC

AGGGAGATGATTATTCCTGCAGCATCTACTGGGGAAGGTAGTATTAATCACATGGAGAGAAGCCTTGGTTGAGGAGGAA

ATGGTTCTGGGTGACTACTGACTGAAACGGTGTCTACTGAGTCTGCTTCTCTTATCACCCCCGGGTGGAGAGGAGGATTC

TATTGTATTAATTTGACAAGGATGGGGAGACGGGGAAATCGTGAAAGGTAAACTGTTAAAACACAGCAGACTCTTCAAT

AGAAGCATCAAAAGCTCCAAGCTCATCCAGTTTCAAACTGAGGTGGACGTGGGAGTTAAGGGGAGGGATCTCCGGGGCA

GAACTGCAACTGAAAACAGGAGTATGAAAAAGTCTGACACAGGCCCGCAGGAAAGGGGAAGCTCCCAGGAAGACTTTG

GCAACTCCTGCAAGTGCTGGCCAATCACATTTCAGGGCCAGGCAAAGTCTTAGGGCACGAGGGGAGAAGGATGGGACCA

CAGCTCAGGCACACAGCTTTTCAGCAGACCCGTGACCTCTCTATTCTCTTGTAGAAAGTTGTTTCTGAATGGCATGTTGGA

TGCCCTTAGAATGAGGCTGGGAAAGAGATGCCATTTTCAACAGGAGAAGAGGAAGACAAAATGTACTTTGAGTGCATAG

TATTTCCCCGCCAAGGTCTTGAGACCTGAATCACTCTAAGTATCCCTCCCATTCCTTATCTAGCACACCATGCAGTTCCCT

TCTGAGTTTCATGTTCTGTTAACGTGAATATAAGAATATAATTCCTGAGAGTTAAAAGCATATTCTTTTTTTTTTTCTCTTC

CACACAGCACTTGCATCTTATGGGGGCTTTCAAAACCTGCCTTGGTTCAAGGGATGATTAATAGGGAATCCCAAAACTGA

ATGACACTGGAGAATATCATGGTGCTCAGTAAAGAGAGAAGGGGCTGTCCCATAAATTATGCCCTGACAACACTGGTTTT

TCTGTGTGACCATGGTTTTAGTTCTGAGACAAAGAGAAAGGGGCTGCCCTGGGCACCAGGATGGGCCGTTGCCTTTGGGT

GAATCTTGTGACTCTTATTCCCGAAAGGTAGAGCTCGTGAGTGGCAGGGCAGAGACCTAGGGAGATACCTGGGTCGTGA

GTTCACCTTTGGGTACTTTTTGGTAAAAACGGAAAGCTGGCTTTGAAAAACCATTAATACTTTAAAGGGGAAAATAATCG

TCAGCTCAAAGAAGCCCGATTGTAGATTTGGCTAAGAGAGCTGAGTATCTGTCCTATGCTCAATCTACTGTTAGGGGACA

GGAGAAGCTAAATGATGCTGCTGTGCTCCATCTGGGTCAAAGAGGGGGAGTAACCTACGTTTTAGGAGTTTAGTTATAGC
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AAAAGGGAGTGAAAACACTCCTTTGCTATTTGTGAATCCGCTAATATTCCTCATGTGTGGGCATACTCTGTTCCCGAACG

AGTGCAGAAAACAACAGCTAAAGAACAGAAAACAAAACGCAGGCAAGAAAAGAGCCAAAGGGGATTTGCTCCAAGGG

GATATGAGAGTCTCAGAGATGACTAGGGTATGGTAGGAGACACGGCTGGGGGTGGGGCGGGGCGAGAGGAAGCAGAGC

TCAGACTGAGTGACGATTGGCCATAGCCAATGGACTCCATCTCCAGTGCCCGCCAGAAACCAGGAAGCATTTGAGTCTCA

GTGAGCATCCTGTGTACTCGGCTCCTTCCAAACGCCCCACAGTTCCTCCTCTGGTTTCCTTCCCTCCTCTTTCTGGTCCCTG

AGCCTTTGACTATTAGCCTCATGGGTCTCCAGTCATCCTGATAGTGTCACTCACTCTTGCCTGGCCACGGATGGGCTATTA

TCTTAAGCTTTCTGCATTGGTTTTTTTTTGTGGTTGTTTGTTTGTCTTTCCTTTCCGAGACATTAATTCCAAACTTCCAATTT

ATTGAACCAGATGCAAATTTCTTATCTGACTTTCCAGCCTTGATAAGCTCTCTTGCACTATTTACAGAAATGAATTTCCCA

TTACTTGTCTAGTCTAGACTTTCTCCAAGTTCAGTCAGATAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAATAAAAACTTGCTA

TGAAGGATTTGGTTATCCCTTCATTTCCAAGTCTCCTTAAAGGCTATTCTGTGGGCTGAAAGGATTAATTTTGGGGCTAAG

GGAATAGGAGCACTGTCTGCTCTTCTAGAAGACCTTAGTTCTGTTCCCAGCACCAACACTGTAGCTAACAACTGCCTGTA

ACTACAGTTTTGGGGAATCTGACACCCTCTTCTGGCTTTTGAGAGTACTGCATACATGTGTTGCACAGACTTACATGCAGG

TAAAGCACCCAAATAGAAAACAATAAATATTTCAAATGTATTCTAAAGTGATTCTATTTGTTTGTATCTCAGAACTATGA

AAGTCATAGAACATTAAGCATAAATGTTCCTAAGATGAAGAAATGACGAAGATTTGAAGTGATAGTTGTAAGACTTCTC

AGGATCTGATCATCACTTCTTGTATAAGTGTTTTACAGTACTACATTGTATTTATAATGTACATATTATAAAACATATGCA

ACCATTATATATCAATTAACAACAAGAGATTGGGCTGGAGGTGTTGTTCAATGTTAGCTTGTTGTACAAGCCCTAGGCTC

CATTCCTGGCACTGCAGAACGAACAATTTGAGTAAAAAAAAAAAATTCTCAAAGAATATTATACCAAAAAAAAAAAACT

TTGATCATTGAACTCAGGATTACGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGAAGACTGTAATTGTAACATTTAG

TCGTGTGAAGTCATCGGCATTTAAAAGTGACTTGCTGACGGAGCCTCTTTGATTTATGTTAGGCAGATGTGTAGGGTGTC

ATAGAGTGAGGACCACGTCATAGACTGTCTTGGAGGAAAGAGTTACTGGAAGCTTGAAAAGCCTTTCACAGTCAAAGCA

GGTGCCAGCCATATCAAGTTGGAAATTAACGGTTGTTGATGGTAAAGGAAGAGATCGACTCTCAGAGGAGAATTCTTGA

ACAGTGCGGTGGCTCAGCCTAAAACCCTCATGGGCAAAAGTCTCAGAATGAGTGGCCAGAGCCAACACTACGTAGGGAG

GGTTTCATCTGCCCAGACAGAAACTGTCTCCAGCAGCCACTCAGTTGTCTGGCTCTGAAACCAGCCACTGTCCTGGCCCA

GTTCTAAAACTGCCATTGTCTTTATTGGGGAGCGGGGCTAGGATGACTGTAGGTAGGAGTGCTTGCTCTTGCCCTTGACTC

GTGGAAGATCACTGGTAGTCAGCTCATGGTCTCTCTGTAGTTGGGAACATCCTCAGAAGACAAGAAGACACCATACTGCC

AGTTGTGTTAAACTAAAAAAAAAAAAACAAAACAAAAAACAAAAAAAAAAGAAGGGCTCGGGTGGGACAGAGGGAGA

CGGGATGCCAGGGACCATCTTTTACCTTTGCCTTTTCCCAGGACTGTGATGAGACGCTTGGTTGTGGGATTTTAAAGTTAT

AGCGCTCAACCACACAGCAATTCAAGAATCTCCTCCTTAAAAGGTCTATTCCATATCATCAGCCTAGGTTTTACTTGAGCT

GTTCAGCTGGTGGGGTGCATATAGGTCAGAAGTCCAGACTCTGGTTGTGGCTGTTACAAGTTCTTTCCCTGGAGCTGAAA

TCTGGCTCCCTGTGACTTCTAGCGGAGCTGTGTGTCCTTCAGCAGCAGCGTCCCCCCCTCTCTTCTGGGGGAGCTCTCACT

CTCTGCCCTTGGCTCTCACAGATCTGCAGCCCTCTCTCTTTCAGGTTTGTTTACCTGGGTCTTTTCAGTGTTCCTCATTTCAT

ATTTTCCCATCATCCTCTAGTGAACCGTGCTGCCTTTCACTTGATAAGCTCCACTTCTGTCACTGTCACTCAAGTCCAACCC

TCACCTTGCTGTACAAGAGGTCACAGTGATGTGGTCTGATCATCACAGATGACGGCGGGACAGATGCTAGTTAAGACAG

AATTAATGTGGCTTGGGGTGTGGCTCAGTGGTGGGATACTTGACTAGTGTGCCTCAGGCCCTGAGTGCTATCTCCATCGTC

CTCTGCCTCCAAAGAGAAGGACCAAATTAATGTTGATGGCTATTATGTCACACTAATACGGCATAGTTTGTTATGCATAA

GGTATTTCTCTAGTTCTGTTACTCCACTTACACAGTCGTTATCTTAAAACCCAAGCTAACCCTTACAGGGCTGGTCGTATT

CCTATCTCTCCTTAGGTTTCATGAATATTTGCTTGACTAGCTTTAGGTTAATTATTAAGTCATTTGCATATTTGAAATGAAT

GGTGTTTTCTATTGCTTTCATTTACAGTTTTAATAAATGTGTGAAAATAAAACAACAACAACAATAAAAAAAATGGAGAG

TCCCATAGTACCCAGAGCTCTTGTTAGGTTTTGGTCAACTTGACACGAACTGGGTCATCTGAGTGAGAAACTGGGTCCCTT

AAATTGGCCTGTATGCAAGTGTGTGGGAGCACTTTCTAGACTAGTGATTGATGTGGGAGGGTCCATCCAATTGTGGGAGG

TGGTGCTGGGGAGTAAGAAATGAGAGCCTGAGGAGTAAGCCATGAAGCAGTGTCCTCCCATGCCCCTGCCTCACGTTTGC

CTTGCTCGGGGTTCCTGTTTGTCCTTACTTCCCTCTATGACAGCCTGTGATTGTGACATGTAAACCAAACGAACCCTTCCC

TCCCTACATTGCTTTTTCTTGTGCCTTTTATCACAGCAGTAAAAGACAAACTAGGACACCCAGACAGATATGCTAAGAAT

GATTCAACTGCTCAATGAATGAATGAATAAATGAATGAATGAACTAACCCTTGGTCATGATATTAATCCATCAGCATAGC

CCATTGGTTGTAGTCTTATCTCTTGATTAATCCACTTCTACTTTTTTTTTTTTTAAACCACCACAGATCAACTAGCCATCAC

TTTCACTCAAACACTCACTGTGAGACAGGCTTCTCGAATCTTTCTGGCTTCTCTGATACTCAAATGTTATAACAAAAACAA

ATCTTTTTTGATGTAGAATTTTGATTATGTCACTCTGCTATTATTACTTTAGTCATAATAAAGAACAAAATCTTTAACTAAC

CCACAAGGCAAGTGTGTTCTGGCCCATGCTGAGCTCTTCTGCCTTGTCTCTCACTCACCTGCATGTCAACCACAGATACTC

TCAAATCTTCCCCCTGCCCCAGTGCCTTTGTATGTGATATTACTTTGGCTCAGAACCTTTCTACCTTGTCACCCCTCCCAGC

CCTTCGCCTGGTTAGTGCCTCTGGCTCTGTTTCCTTTAGATGTACATTACAAACGTTCCTAGAGGCAAGGCTGGACCATTT

CACTCATACAGTTCTGGGGTTCAGAATTTGGCCTCAGGGGGATTCTCCCATTCTCTGTGGTAACAAGGGCCTGATTTGACT

GCCATGAGTGGATGGCATTTGTCTGGTAGCTTAGCAGATGCTGGTAGCTTAGCAGGCTACGCTGAGCTAGGACTTTTGAC
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CTAAACTTACACATGGGAGCTCTGGCACTGTGATGGCAGGACAGAGGAATATCTTACACGGTGGGCTCAATCCTTAGAA

AAATACATTTTTAGAAGGTCATGTAGGGTGGGAAGGCTTTTTGTGTCTCAGAAGTTTCAGAACATTTTTAATGCTTCATCC

TAAGTTAGTTAAGGGCCAACCTTGGAGTCAGGAGAAGTGATTAGACTCCACCTCTTTGTGGGAGGGTATCAGGACACAG

GTGGCAATACTGAAGCTGCCACTTTATCCTTCAAATAGCACTTTAGACGAGTCACATGAAAACTTTCTTCAGCACCACGC

AGACCTCTTGGTAGCACTCTTCATTGTAAAAATTTTATATTTGTTTATGTTTAATTGACAGTTATTTTGCTCCTTGGCCAAA

CTAAGCAGCTGTACTAAGCAAAGCCATCTCTGACTTTGCTCATCTCTCTGTCCCCAGCACTGAGCAGAGTGTCTGGCTCAA

TGAATGTCTGTTGAAGCGTGAATGAACACAGCACCACCCGAACCTTGACGGCAGTGATTGCGCACTGTTCTCAAGCGCGT

CATTGTGCCGGAGCCTTGTTAACAGTCGAAAGCACAGGATCCCAAGCGATGCCTATCCTTCACAGTTCAGAAACTTCAGA

TGAAAGGAAACAGCCCCACCCTTTTCCTCTCAGCGTCTCAACGATAACACTAGCTGCTGTTAGCATGCGCCTTTAGCTTTT

GGGACTCTGTGAAGAACCCCAGTACTTTATGGCGCAGTAGAGGCCAACAGAGGCTCCAGCAAGGAGTGTTCTTGGGATC

TATGTCCCTCTGCCAGCAGATGGATCCACCCACAGTAGGCTTGTTGAGCCGTAAGTATGTACAGACATAGAGGAGCGACC

AGGCCCTAGTGCGCTTGCGCGACCGGATTGGGTCCTTCCTCTAGTGGCCATGCCATCTGCTGATTTGCTCCTAGCAAGAAC

ACCGTACACCTCGGGAGGAGCTAAGTGCTGCGGCTCTCCACGGTGTTTTCCAGCTTGACTTATTCCTGGACACCCTGCCTT

TCTTTTTAGTGCTATTTGAAGGATCCAGGCCTATGTATCTTTACATCTCCCTAGACCTCTAGAAGAACTTTAATGCTGAAA

ATACTCAGTAAATATTTGCCTTTAAGACAGTGAATGAGCAACCTAGCTGAGACAATGCTCCTCTTAGTAGCATTTTCCTAC

TACCTGGTTACCGCTAAGTTCAGGGCAAAGTCTTTTCCATTGATGGCCTCCTGATTGCTCCCAGGGAACCATTCTCCCACT

TTCTCTTTCAGAACAGCGTGGTCCTTTGTGCCACCTCATCTCCCCTCTTCTGCCTCAGCTAGATCCCAGTGCCTACGCTAAA

GCCTGTTGCCTGTGAGGTGTGGAACAGGGTAGTGTTCTACCTGGCACATAGTAGGTGCTCAAGCAGCATCTGTGGAATGA

TTTGCCTACTAGAACAAAACCTCCCATGATGCAAATGGAGGCTTTGACCCCATTCTACCCCACCTCAGGGTCTCCCAAGG

GTCCTGTAATGATTTTAGGGTATGTTCTGGTAGTGCCCTGTCTCCTCTTATCCTGCCAGTGGGCAGATTTGGAATCTCTTTG

CTTGCTGCCCATGCACTACTGAATCTGGTTGGCATTGTGTTAAAGAAAAATCAGTAAAGTTGGATCAGTTTGAATCTCAG

TTCTGCTATTACCAGTTTCATGGCCTTGAACATATCTTCACCCTTTGAAACTGGTTCTTCATCTGTATTATGGGGGTTAACA

ATCTCACCCAGACATCAGAAACCAGGGTGCTTGGTCATTCACCCCACCACTCTTACTTGTGTAAGAGTGTATATAAAGTC

AGCGAAGATGGTATTACCGGGCACTTTGCTTTCTAGACTGTAACTCCTCCCCCCCATCCCCCTCCCCCTCCTCCTCCTCTTC

GTTTTTGGATGCTGAAGACAAACATCTTTATTAAAGATACTACCAAAATTTTGGCAAACAACTCTTCTTGTGTGAACAGTC

TTCCTTTTTAGGCTTTTCGCTAGCTCACCCACCCCTCAGACCCGATTCTGCTTCTAGTGACAGAAATCTGTCAGAGAATCC

CCCCATAAATTCTTAGGTTCTTTCCTCTCCCATTGCGTCTGCTGAACACCCGCTCTGATAGTAAGAATTTCCATTTCTTGGG

CCATCTGGTAAAAGCCTTGCTGGTGTTTGGAGTTTGGGGGACGGTTCATTCCTGGGGAAGTGACAGCTCTGTTCTGAGCC

AACAAGAGTGGAGAAGCTAGCTTCCTCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAATTTCTAAA

GGAAGGTTGTGTCCGTGTTTTAGGAACGGGCAATGGAGTGTCTGCCAGGCTGGTATGCAGTCTCCTTGTGAGCATTCGTG

ATGCTCCTCTAGGGAACTGGGACTGTCTGGCAAGGCCAAAGTGTGAGGTGTAGAACTTTGCCATCCTCAAGCTCCTAAAT

GGCTTTTGCTGAAGCCTGGCTTACTGTGGGTAGTTTCAGGGATCATGCATTTGAGACAAACCTGAGCTATAGAGCAAGAC

CCTCTCTCAAATCCTTACCCTGCAAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACGCACACACAA

ACAAAAAACAAACAAACAAAACAAAGCAAAATACTCACAAAGCTGGTATCAGTCAACTCAGAAGTAGTGAAGGAGGCT

GATGTTTCTAATCAGGGAAAGACAAGTTTCCAAACAGAGAAGTTTGCAACAGTATGGACTTCCTGGGCAGGGCCAGAGT

TTGCCCCACCCAGTGAGTTTCAGGGACTATTTGTTCGAGATTTTGGAAGGCTATTATGCAGGGGCTCTCAACCTTCCTAAT

GCTGAGACCCCTTAATACAAGCTGTGGTGACCCCCAACCATACAATTGTTTTCATTGCTGTTTCATAACTGTAATGTTGGC

ACTGCAATGAATCGTAAGTAAACATCTGATATTTCTGATGCTCTTCAGCAGCCCTGTGAAAGGGTCATTAGTCCCACAAA

GGGGTCACAACCCACAGATTGAGAACGCTGCCGTAATGGTTCCATGTGATTACCTGAGTTAAACTAATCAATTAAGTTTA

TAGCATAGGGTCATTTGATTTGGAGACCTCGTGTGTTTGACATGTCAGGTGGGGAAAAGTTCTCTGATTAGATCCAGTGT

GTTGACTTTTCAGGTATTATACAGACTCCTATATTTAGGGAGGAATTCAGACCTAACAAGGCCCCAGCCTTCAGATCCAT

GATAAATAGGATACTGTGAGTGACTTACTGTGACAAAATAGGCAAGGGTCCCCAGGCTCTGCCCACGTGCCATGTCTGCT

ATAGCTCAACTGACAATGCTAAACCCTAACATCCATTACAGTTACTGGGAGAGAGGGAGAAAGCTACTGGGAGCTAGAC

ATTTGGTTCTCACACCAAACATCTAATATTTTGGCAGCTGAACTTACTTGTAACATTATCACAAACTGCTAAATTTCTATA

TGGGAAAAAAAAAAAGAGCTTCTACAGTTTAACAAGAGAAAGTCAGACTCAAGACAGGATGCGGGGAGGTGGGGCGGA

GAGGGCTGTGTGACGAATACGTGGCGTAAGAATACAAACGTATTAATCATGTGGCAGGATACTCAGATTCATAAGAGAA

ATTTGTTTTGAAATAACAGTGGAAACCACCTACCAGATGTGGCTTAGACTTTGAAAAGCAAATCAGAAAAAAAAAAAAT

GTCGCCCAGGATATGGAGAAATCCGTTATTGGTTGCCTTTGATGGGAATGTGAAGTTCTGGTGGACAGTGGTTCCTCAGA

GGGTTTAAAATAGAATCTCCATATGACCTACTCTTCCACTTCTTGGTTTGTATCTAAAAGAAGTGAAAGCAGAAAACTGG

GGAGAAATTCGTACACCTCATGTTCACAGCAGCAGTCTTCACGGCACTAAAAAGATGTACATAATTCAAGCAGCCCTCTG

CAGATGGGCACAGACGCTGAACCCGGTGTGAGCATCTTCAGAAGAGCAGGGATCCCAGCAGGTCCTACAATGAGGATGG

GCCCCTAAGGCAGCGCTAAGTGAAGCAAACCCACCACAGAAAGCTAAATACTGTAAGATTCCACTTCCATCTAAAGAAC
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TCAGGTCCATGGAGACAGAAGGTGGTTTCTGAGACCGGGGTGGGGAGTGGGGGGCAGGAAGGAAAAATGAGGAACGAT

CGCTGTTGACTGAGTCCAGAGTTTCCATCTTGCAATGTGAGAAGACTTGGGGATACTGTGATGTTGATGGTTGCACAATG

CAAATCTTTCATGTGCTGCTGCATGTTTGGAAATGATCAGTCTAGTAAACATTGTATGTATTTTACCATATTTAAAAAAAC

TACGATGAGAGGGTTGAGGAATTCAGTCAGTGGGGCACTTGCCTGGCTAGCGCAAGGCCCTGGGCTCAATTCCAAGCAC

TGTCAAAAATGTATAATGAAGCGTCATTTTAATCTTTAAATGGTACAGATCAAAAATTCACAAATTTGAAAACATTCCCC

CCCCAAAACATGTGAAAGTAAGTAGTCTCCTGTCGGTGGAAGTTTTAACGTATAATTGTGGAGGAAAATCTTTCTGTATC

TGTGAAAACTAAAATTCCATTACTCGTCAGCTCTTGGTCAAGAGATTCTCCTTCTGAGAAGTGGCCAGCTCCTGCAGGTAT

GAGGCAGAATATAATTTGGGTTTTTCTTTACAACAGAAAATTAGGAGCAACTAATCAGGCTATTTGCATCAAGTAGATTA

CAGCAGAATAGTATGCAACTGCTAATATGATAGTGCTAATTATTATGGATATAAAATAATCCCTAAGCTGGTAGCATCTA

TGTAAAAGTATGTATTGAATGCTTCTATTTGTGTTTTAAAATCAAACGCTAATACATGTGGATCTGAGTTATTACTTTGTT

GTATTTTGTCTAAAATAAGTGAAGGCAAGAAACTGAAATAGGTAACTGGTCATTCCAGGCACACTTTGGAAGAAAGTTA

GATGGCCAGGGACCAGAGTCCATAGGGATCCTGGCTTTCAACTATTTGTCACTCTGATAGCTAATAATGGCTGCCAACTT

GAATCACCAATCTAGAATTCTGGGATGTTGTAAGTGACTGGGTTATTTCAAGCCATCTTCAATGCAGCCTGCATCATTGCG

TGGGTTGGGGTCTCAGGCTGAATAAAAATGGGAAGGCAAGATGAGTACCAGCATCTTCCTCTGCTTTCTGAACTGAGGGT

ACAATGAGGCTGGGTGCCTCCCACCCCTGCCCCCACCCCATGATGTCCCTGAAATTATGGGCTGCACCCAAACCTGTAAG

CCAAAACAAGCCTTCCCTCCCTTCCTTATGTTGTTTTATCAGATATTTTGTTGCAACAACAGAAGAATTAACTGATACCTC

ACCATTACTTTAAACAATCAAACAATCAAACAAACAAACAAACAAAAAACCAAGGTCTTACTATGTACCCTTGTTGGCTT

AAAGCTCACTAGCCTGGCCTAGGATTCACTGAGATAGATGAACATTTACCTCTGCCTCCCAAGTGCTGGGATTAAAATGC

ATCTGCTACCATGTCCAAGACTCAGCTTTACTTTAGCATTTTCATGTTATGTTCAGATATAATCTCTAAAAATTCTTAATTA

AAAAAAATTACCGTCTCGAAGGATTAAAGCACACACACAAATACACACACACACACACACACACACACACACACACACA

CTGTTTTAGCCCACTGCCCTGTGCCAAGCACTATAAGAAAAGAAGGAAGTATACAGACACGACCTGAAGGATGGAGAAT

GGCTGTAGACAGTCCACCCTCCAAGGGAGAAATTTCTGCTATTGAATGAATAATACTTGTGTGTCTTCCCAAAGCACCAC

TTTCCTTTTATATACAAAGCTGAGTAGTAATCCACCTGCTAGGTTTCCCCTTTTATATTAGCCATTAAAACGCTGCAAGCC

AAATTTGAGTGTCACCTAATACTAGGTGGTTCATTCCTAGGGTAAGCAGTTAGCGTCGGCCTTGTATTGGGATCTGCTCCA

AACTTTGGTAATCGATTTGTTTCCCCACCAGTCTAATGTTGGTCTTTATCCTGTGCTTCTAGTAAGCTCTAACATCTTTTTG

GTCTATATCGAGCGGTTGAGTCGAGAAGCAGAGAGAAAGCGAGAGGAAGAAGAAACTAGACATTATAAAGTCTTGCCTG

ACGTTTTTTCTTTAGCATGCCTTACAGATGAAGTGAGTATGTCAGGTAGTTAGACATAGGCTTCATTTCAACTTATGGCCA

GATGCTCTGTGCACGAGGCCCAGGAAAGTGTTTGGCACGCTCTCCCGGTGACTTTCCATGCACGCGAAACTTTGAAAACC

ACGGGAAAATCAAAGGAAGTTCGATTTTACTCAAGGGTCTCGGTATTCTCTCATATTCCCTGCATTGGTTGAGACAAAAG

TAATGCCTTGCTCTACCATAGAATGTCCCACAGCTTTGTCATCTAACATCAAGTACTTCTGGCTAATGTCACAGTCTCGAT

CAGCATGGGAAGGGTGTGGAGGGGTGGAGAACGCTGTTTTATACTACTTCAGTCTGGAAACTTAAGTCTCTGCCTTTATG

AGACGTGGGCATCGTATTAGCCCTTGCACTTTTTCTTGAGATTTCCTGAGTCTGGGAAGGAAAAGGAGAGAGGAGTGGGG

AGGGAGAAGAGGGAAGGGAGGAGGAAGGAGGTAGGGGGAGAGAGGAAGGAAGAGGGAGGAGGAAGGAGACCGCTGT

TACCATGTTTAGAAGCAGCAGACATATTTTCTGCCCCCAGTATCATGGCCTGCCTCACTGCAAAGGAGGCTGGGAAATAT

GGCCTGTGTATGGAGCTAGGTGGGGAGAAATGACTTCAGTGAATGTGGGAACCTACACGAATTTTAAATACTCTTTCTAG

TTCATGTTTCAGTGAACAATTGTTTTCAGTCTCACTTTCTAACTAAGTTTTATCTTGTCTTTTTAAACTCCAGCACCATGGG

CTTGGCAATCCTTATCTTTGTGACAGTCTTGCTGATCTCAGGTAAGAACCCTTTTCTGTGTAAAGTCCTGGAGTCCTTCTGC

TGTCATTCAGTGAGTCAGAGCACTGAAAGCCCAGGCCTGAGAGTTGTTGGTATGGTTTGCTCACGTTTGACTTGAGTTGC

CGAAGACTCCATAGCAAATAGCTTTCCTAGAGAGTACGGAAGGATCAGGACCATGGCCAGCTGTCTGGGCATCTTCCTCC

TCTACAACCAAACCCCCAGGACCTCAACACACAGCACAAGGTGGAGTGTCCTGTCCAGGACTCTTAGAGGGGTAAAGAG

AGCCATGACAGTAAAGCCTCTAACTTGACTCCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA

CACATCTGGTCTTTTCAGTCCCCATTTTCAGTATTCTCAAGCCCTTAGAAAATTGCTGACAGCTTTCAAAGGCTTCTTCTTG

TAATACTGGCTCACCACCACATCCTTCTTCCTTAGCCTGTGCCCTAACTCATACTGGTCATGCTTTGTGACTCTGGACCTCC

AGTTAATCATGCCAGCCACTGTACCAAGCTAAAGTTAACTAAGCTAATGCTTCAGGGCTCCCCCTCACACAGGCTCCCCC

TTTCTAACCCCTAAGGACCCCAGGAGGACCTCAGCACTATATCACATATCTTACAACTTGGTAAGATTTGGATAAGATAG

CCACAATTAATTACGATTGCCTCCCCCCCACCCCCGACATCACTGTCTCCTGCTGGGTGACATCTTGCATTTGAATTATGT

GTTATTTTTTCTAAAAAGCTCACTAAAGTTTAGAACTGTGAGGCCTCCCTGAATTCAGCCCTTCCTGGCTCTCTGCTCTCTG

GGATGCACCCATAAACAGCTGGCTGGAGGCCTTGCCATGCATCCTGCAACTGAATGCCATTTTGTTTCTGCTGGCCCACTC

TTTCCTGTACTCACTTTCTCTACCTCAGTGCTGACAGAGAAGCCATCTCAGTCTTGGTGATCAGCAGACAGGATAGGTGA

GCTTCCGGTGTGCCTGCAGCAGCTGCAGGCCACCCCTGACCACCTGGCCTCTGACTAACCAGCTCAGCCACAAAATCACC

TCCTCTATAATTGTCACACAACAGTCCCTTGGCCACTGCCCCTAGCCCTGGCAGGGTAAAGAGGAGGAGTTGAGTATTAT

GAAGAGATATCCCTTTAGACCTCAGCAGATACAGTCCTTTTGTGATTTGTGCTTTCTGCTTAGCACTCAAGGCTTGCAGAG
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GCCACCAGATGATGTCTACAGGTGTTCACCTAGCTATTCATCAACGTAGATGAGAATGGCAGCTTTCACCTGCCAGGGCC

AGTGACCCAGAGTCTCAGCTCCTGGGGAGATGTGTACACACACAAATATCAGAGGTGAGGAACATAAAGATAGTTTGTA

TGTGTGTATGCATTTGTGTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTGTCTATGTATCTGGACGTGACTCAATATGTGTGCATGCAT

GCATGCATGTCTCTGTGCGTGTCTGTGTGTGTGTGGTGTTTGTGTGTCATGTATATATGTATCTGCATGCATGTTTGCCTGT

GTGTGCATGTGTGTGCCTTTGTGTATACATCTGTGTGTGTATGTGTGTGGTGTATACATGTGTGCGCATCTACACTTGTGT

GTGTGTACGTTGTGTGTACGTGTGTGTGTTTAGTTCAGGTACTTATAAAGTTCTGAGCACTTTATAAATAGCAATTCATTT

AAAAACCACAATAACTTGCTGCATTAGATTTCATCATTATTCCTCATTTTAAGACAAGGTCCCTAAAGTGCTGAGACAGC

TAAGTAATTGACTAAGATCAACACAGCTCCTAAACAGAGAGGCCAGATTCATGCCTAGCAGTGCAGGCTGAAGGTCATG

GATGCGCGTTACCAGGCTATTCCTCCTAGCTCTTCCTCCTGAGGCAATGACAAGTGGCTCTGCTTCTGAATGACTCAGCTT

TGCTTCAGCTTGGCCCCTCCTTGTGTGGCCTCCTTCCACTTCCTGCTTTTATCTTAAGCCACACCCCAGCTGTCCTTAAACC

TTAGGCCTTAGCACTACAGGTTAGAATGGCAAGTTTAGCTTTTATGATCTGGGAGAGAAATGTCCTGGAAACAAATAATT

CAGTAACAGCTTGACTGAGACACCTTTCCTGTCCCCAAACTTTCAGGCTCAGCCCTTTGAAAGTGAGTAGATAGAGCTGA

GAAACCCATCAAAACCAAGGACAGGTGCCACTTCTCTTTTGACCTGCTCTGAAACCATGTGGAAACTCCTAGCTCCGGAA

AAGGGGGTCGATGATATTGAAACCATAAGAAAAAAATATCTTGAGTGAAAACTGAGTAGGTTTCATTGTAGCAAGGGGA

TGTATGGGAAGAGGATATAGCTTGGGACGAACAGATATAAAGATGGCAGGCAATCTGCTTCAACCGCCAGAAAATGAAG

CTGCCAATACTTCACTCATCAATAAACGCAATGATAAAACAGTCAGCATCTATTTCTAACCTTTCATTTTTTTTTTTACTCT

TAATCATGTATAATCATTGATAAATATGCTTCTTTAGCTTATTTTTTAGTTTCAAACATGCATACAAATATATCTTGGTTAT

ATCCATCCCATTTTTCCCCCTCCAACCTCTCATTCCCACACAAAAAAAACCCACCCCCCATCTGCCTCTCAACTTTGAACA

CACATACATGGAACTGCTATGTCCACAACCCTAATCCCAGAGGCTCAGCAAACATTACTGGAGACAAGAGGGGAAGAAA

GAATTTAAGAGCCAGAGGATGGGGAGGAGTTCTGTGACCACTGGCCACTGGGCAGGACATAGCTGTTTCACATGCAAAT

TCTCAGAAGCTGTGGTTATCTGCACAAGATAACCACAGGGAGAAATTCTTTTCTTGGGGTGGGGACATTGGTACCTATGC

CTAGTAGATGACCCACACAGGTGCGCTTATGAACAACACTAAATGGCCTTAGAGTGTATTATTAAATTAAAAGCCACCTT

TTTTTTAACATGGAAAATATATCTAATTTGAATCTGCCTCTTCTTGAGCTATGGAGTAGAGACCTACCCCAGGGCAGGCAT

CCAAAGAGAGAAAGGAGACACAGTTGGCACTAATAATCCACGGGGGGAGGGGGGGAATTACAAGGCTGATAACTTAAG

ATAACACATAAGACATAGAGCAAAATAGTTTTGCCCTGCCCCCTACACCTCCCACATGCTTTGCCTGGAAATTAGATACC

ATTGTTATGCCCCTGATCAATTGCTACCAGTGTGGCTGGCAAAGGACAACCCTGTGGGGTCTGTTCTCTTCTTCCACCTTT

AAGTGGGTCCTGAGGGTTAAACTCGGCTTATCAGGCTTGCACAACAACCTTCTAGGCCATCTCATGGGCCCTTCACTCTG

GGAATGCTCCAGACTGGCCTTAGAGTAGCTATGACCATAGGTGCATCCACCATGCTTAGTCCAGTTGGACATCTGGCAGT

TGTTCTCTTCTTGTCTGAATCTCCAGGTTTTAGGGTTCTTATTTCGCCTGACCAACACCACTGGTCAACAATAACCCTGGA

GTGGGAGAGTCTTCCTTCACTTAAAGACGTACATTAAACAGCTTCAGATTCTTGTGTTGTGGAGAGGCGGACTCTCTTCCC

CCAGATTCTGTAGGTTCTGGCTTGGGTGGTACATGAAAATAGCATTCATGGGTCTCCTTTTAGCTCTATCTCTTGTCATTGT

CTACCAACACTAAATCAAGTACCTGGGGTAAACTAACAATTCAAACTTAATCTACTCAAAGAGCCATTAGTTCAGCTGCT

GTCTTGGGGCCTTTTCAGATTTAAGAGGAAATAGAGTGTATCTCTTGCTATCTACTTGAAAACATCCAACAAGCCATCGG

ATATGGTGCCTGGGACTTGACTAATGGCTATGGACTGGAGATACGCACCTTGTAGCTTATCCCTGAGAGTTCAATCAGTG

GGCATACAGAATAAATCCCAGAGTAAACAGACACATGGACCAGGAAGTCAGACTGAGGAAGTTAATTCCAAGTAAACTG

GAGTTTAAAGCCATGTTACTTTTGGTACAATGGCCAGATGGGGTGAGGTCCAAAAGAGCACAGAGCTTTCTTGATGAAAA

CTGGTAACACCTTTTGTCAGAAAAGCTTCAGGAGAGACAGGAGTGAGCCGTGTAGGGGGAGAAAGCTGTCTCTGCTCAC

TAGGGAATCGAACAGAAAAGAAAAGCAAGGGCAGAGGGGACCTGTTGAGACAGGATGATGAGCCTGGAGGCTGTGTTT

AGAGAAGTAGACTATCACAAATTTCAAATGTTACCTATCTGTTCAGTGAGATTATTTCCTGTAAGGGTACTTACCCACCCA

GCTGTAAGATCAGATCTGTAGATTCGAAAAAAGTTTCTTTAGCATAACTTCTACCAGGGCCAAGAGATATATTTAGTGGC

TTTTTACTGGTGAGAAATGGTTAAAAAGCTGTATTATGGATTTATTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCT

GTCCAGTATAATAGCCACTATCCATATGTGACTCATTAAGTTTTAATTAATTAAGATTAAACAAGATGAAAAAAAATTCA

ATTTCCCTCTCCAGCACTGTAAAAAATGATCCAGTTTCTTGGTCACAGTTACTACTTGTTGAGGATTCACATTGTGCAAAA

CCAGAGAAGAATTCTCTCCTCTCAAAGTATTCTTTCGGAGGAATAATACTGTGAAATCAAAGACTGGGGTCTAAGAGAGC

TAACATCTCAACAAAGTTGAAGAACAGCTATGAAGAAAATGAGAGTAAACACTGGGGGTCAGATCTGAGGTATTAAGCC

CTCTGGGACACTGCTCAGGATTGTGCCATGGGAAATGGAGGGTTGCTGAGCAGGTCTGTGGGTGAAGGTCTCTGTGGTAG

ATAAAGTAAGGAACTTTGACACAAGGTTGTTGGCAGACTTGTTATTGATGAATAAACTGTTACATTATCTTGGTGGTTAT

GTTGAGTATTGGTTAGAGAGAAGAGCCTTGAATATAATGCCGAAATCCTCCTTGAATGAGGACACAGTGACCAATAGTTA

GTACTTCATAACCATGAGATAGGAGACACCTCTGAGTGGAGAGGTGCTCCTCAAAGCCCTTGCTGAGGAAGCCAGGAGT

GTCTTGTGGGCCACATGGAGTCCTTTGGGTAGAACTAGATTCCATGGAAAGGACATAGAGGGTAATATTTATTGAAGAGG

ATCAGCTATAGTGGGATCTAGTACAATGGAACGGGACTTTCAGCGGGCCTAGAAAGGCTTTGGGCGAAGTTTACAGAAA

GAACAAGAACCTTGGAGTGTAACAAGCAAAGAAAATGCAGAAGAGATGATGAGTTTGGGGTAACCGACCAGGGAAGAC
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TGATATTCTGGTGAGGTCATAGACTCACAAAGTGGGACACTCCAGGGGTTTCTGTCTGCAGAGGTCCTTCAGTATTCTTG

ATCACTGGTTCCTGAGTGGGGAGATATGTGGCTGAATTCTTGTGTCCTTGGCTCCTGGCTGCATCATAACAATCAGTCATA

GCTAAGTCTAAAGCATTTCTTTAACCCACATGTTAGAAGAGGGAGGATTTCTCAGTGCTTTCCACCAATGGAATTCTAGG

GAGTTCACTTGCTTTGAGGCCCCAAGTTCTGGGGACCATAACAGTGGAGGCCTGAAGGCACTGGGAAAGAACAGACCTT

GAGTCAAATCTTCCCGATATGGTCACAGCTAAGATATGTCTGCTTGGTTCAGAGTACAATCAAGACAATCAGGGTCTGAT

GACAAACCAAGCATGTGGAATGTGAAATACTTTCAGTTCCATTCAGAATGGCTACAGAGTAGTTTCTCGCCCCGTGGGGA

GGAGAAGGGGACTGGAGAGGTAGAAGTGTATGTGGCTGGTTATCAGCTCTGATCCCCTCAGCTTCCCAAATAGAAGTTC

ATGGTAAAATGCAGGTTCTGATTCAGATCTTGTGTGGAACCAGAGAGTCTGTGTTTCTGACCAGCCCTCAGGTGAGGCCA

AAGGCTTTGGTCTACTTTTTATTGGTAGGTAAAGAGGGAACTGAGGGAAGATGAAGTCCCTGTTACTTTGTGGGAGAGGG

GGACTGGGTCAGAGAAGTTGGAGAGGGAGTGAATGGAAAGGAGATTGGGTACTCTGGGTCTCCACAGAAGAAAAAGAG

TCTGTGTGTTGAGCGGATGTAAGAATCTCAGAGTGAGTTCACTTCTAGACCCAGGAAGTGCAACTAAAAACTGGGCAATA

TAAGAACACACCAACCAATAGCTGGCCAGTGCTTTGCTTCAGCTGCCTGCTTGGTTTCTCCATCAGAAATCATTTGCCCAG

AATCACAATAAGTTAGAGCCAAACCAGAATATGTCCTGCCCTCCGCACAGTCCACCAGTCCTCACCAAACTTCGAACATT

TACAGTAGGTGGCACTCTTGCCTCTCACTTAAGAGATTAGCAGAGGTGGAACAAAAAGCCAAATACAATAAATTTTTCTT

AGGTCAATTTTTTGGTATTGTGGGAACTCAGTGATCTCCCTCTTCCCTCTGATGCAGACATGCATGTGTCCTTCACGGATG

TCTGGAGTATCCTCTGAGACCCCTTGATTGTAGGTTCTCATGGGGTGTTCTGCTTTGCCAAGTCCATGCCATCGTACCTGC

CTATACTATTTCCTGTTTAAAGGGAGGCTAATTGGTCAGGTCAGTTTAACTTCTGACTCACCACCACTGTGAGTGGGACTC

CTCATCTCCCTCACCCATCACTGGCCCTCCCTTCCCTCCCTTCCTGAAGTCCCGAAGGACGAGCTGTTTTTATGAAGACTC

TCCTCCATTCTTCTCCCCATTGCAGCCTCCAGCTTCATATGAGCCTTTAAAAGGCACACCCACCTCACCTTTCACCTTTCAC

CTTTCACCTCTCGCCTCTCATCTCCCTCTATTTATTTTCTTTGCTGAGTCTCCAGCAATTCTGTGGCCTAGAAAAAGTCCCA

TAAGCTGGCTTATGCCAGTGCGTCCTCTCTCTGAACTTTTCCATCATTGCTCCCTTTGGGTTCTAAAAGTTTCCAGGGCACT

GCAGCCCAGGAGTAGCCATTGGTTTCTTCAGGGTTTCTGCAGTATGACAAGGCTCATCCTCACCTTCCCACATACAGTTCT

CTCCCAGCAGCTTGCTCATCTTCCTTAAATATCCTGACCTCTATCATCTCCCAAGAGCCATTACATTTGCCCAGCTTCCTTT

CTGGTCCCTGAAAGATTCTAGAGAGGTCACTGAGAATAGAGACATTGCTTGACACTTGAGTCACTTCAAACCCCCTTTTT

CTCTGGCTCTGGGAGTGGAGGCTGTGGGGGCAGGAACTAGTTGAATGTCAAAGAAGTGACTCAGTAGGGCTCCCAAATA

ATGGAGACTAATAAAAGGTGGTAGCAAGTGAGGAACCATCCATCATCAACAATCTTTAAAAAAACAAAAAACAAAAAA

CAAAAAAACCCAAAAAAACCAAAAACATAGCAGACCAAAGTATAAAGGGATTGCATGGGGCAGGCAGGGTTTAGGCAG

ATGGCATAGCAGTTGTGGAGGCCTGTAGCAATTATGATGATGGTAGTCAATGCTCTGGTTTTGAAATTCGCAGAAGCACA

GAGAGAATCCTAGAACATTACTACAGACCACTTCCTTAATCTGGTGAGAAAACAGATTCACAAAGTTTGCAGCCTGCACA

TGTGAACCAAGTGGAGCAAAACGAAAGCCTGAGCTTCAGACGTCCAGCATGGATGCCTGGTTCCAGATCCTAGCACCCA

CCTCTCCAGTACTATCACTGCCTGACAAGCTGGAAGCTGGGTGCTGTTTCAGAGCAAGGGATCTTCCTCTTCTTGTCTCCT

CTTTCCTAATTCTCAGTTTTTCTATTTTAGATGCTGTTTCCGTGGAGACGCAAGCTTATTTCAATGGGACTGCATATCTGCC

GTGCCCATTTACAAAGGCTCAAAACATAAGCCTGAGTGAGCTGGTAGTATTTTGGCAGGACCAGCAAAAGTTGGTTCTGT

ACGAGCACTATTTGGGCACAGAGAAACTTGATAGTGTGAATGCCAAGTACCTGGGCCGCACGAGCTTTGACAGGAACAA

CTGGACTCTACGACTTCACAATGTTCAGATCAAGGACATGGGCTCGTATGATTGTTTTATACAAAAAAAGCCACCCACAG

GATCAATTATCCTCCAACAGACATTAACAGAACTGTCAGTGATCGGTATGTGGTCAGTGCTGTGTTTAGATTGTCGGCTG

CTCAGATGAGACCATGACTGAGCAAAGAAACATTGAGGGTGGATATTTGAACAGACTGGAAATGAAGGCAGAAGAGAG

TCACTTCTAGAAAGTCCATTTGGAGGGAATGTGGGGTCTGAGAGTGGGGAGCTGAAAGCCCTTTGTACTTTGACAGCTTG

TTTCTTGGAGATCAGTGAGAATTTTTTGAGATAAGATAGGGCTAGGTGAACAAAGCAACACAGACAGATTATAACAATG

GACAATGTAGCCACTCCTTCTATTTTCTCCTTTTAGTCTAAGATTTTTTTCCACCCGTAGTAATCTGGGTCTCTTGCTTTATC

TCTTAGGGTTCTGTCATTCTGAGAATAGCGTATAAATGGAGCTGAACTTTAATCTTTAAGATGAACTTCTTTTATTCAGCA

AAATGCCTTTTGTGTTTCATATAAGTTGAGTGTATCAAAAATTTGGAAGTTTTATTTTTTTTAATTGATGAATTCCATTATA

CTGTCAATCACTGAAAGATACTGGGTTGTTTCCAGTTTGAAGCTGTGACAAACTGAGCTGCTATGCAAGTGTCAGCCTCT

GTGTGGATGTATTTGTATTTCTCTAGTGTAGATTCATTCTGAGGCATAATGTTGCTGGACTCGAATGAATTCTTCACGAAC

TTGGAAAAGGCAGACTGACACCTTTTGAGAAATAATCCTCCTAGAATGAACCATTTCTAAATCCACAGGATAAACCACAG

GATAAAACAGGCAAACCCAGACACAGCATGGAGGGTTGCTCTCCTTGAGCGTGACTTGATTCAGTCGTGGCTACAGGGC

TTCCATTTAACAAGGTGCTAAGTTTGGGTTCTCAGGGTGTGGCAGGCCCCTTTGGAGAAACAGTGTGTTTTAGGAGGGGG

CACAGACCAGCCTTTAAAACAGGTTGTCTATTCATTATAATGTGTATCAGTACTACAACTTAACTCATGACTGCAAAAGA

GATTGTTGATGAAGCTGAATGGACTCTAGCAATTCTTACCAAACATCAGCAGAATGTTCAGGGAGCACAATGAGATTGCA

AAAACTCAAAAGAGGATGGCATGCAAATGACTTCCATTGTTACATTGTTACATGTTACATTGTTACATGGTACAATCATTT

TGCTTATGAGTTCCGCCTTTAGTGGCTGAGCCATCTCTCCAGTTTCGTACTCAATTATCAACTAATATGTAGAATCCACAC

GTGTCAGGTCCAGGATCTTTGTGCCAGTGTACTTCAGCCCTAAAAACACACAGTGGTAAACAAAGAGGAGAGAGTTTTG
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AATTTGCCTCCATATGAATCATTTTTTTCAGCAGAGTGGTCTGCAACCTTCCTAATGCTGTGACCCTTTAATATACTTCCTT

ATGTTGTGGTGACCCCCAACCATACAATTATTTAGTTTCTACTTCATAATGGTAATTTTGCTACTGTTATGAATCATAATGT

AAACATCTGATATGCAGAATATCTAATACATGAACACCCCCCACCCCCGCAAAGGGGTCACAACCCATGGGTTGAGAAT

TACCACTGTTACAGCACATAAAGTTAGACTATGATAGTCATGTCAAAAACCAACAATCTAAGTTTGTAAGCAGAAAGACC

TCCCTTATTACTCTTACTTGTAGGTTCTTAAAGATGAGACCCAGAGCATGCAAGGACCATAAACCCTGTGAGTTCTTGATG

GAAATTTACCTCATCCCTGAGTGGGAAGGTGAGATGTTTCCCTGTGGGAATGGAGGCCAGATAGTTAGAGTTGAGACCCC

AGTTCTTAGAGTAGTGGCTTCACTATAGACCTTGGTAAGATAATTTTAGGTAGCCTATGTCTCAGAGAGCATTCTCTAGAG

GAACAAGTAGATGTCTTGAAAGATAACTGTACGTTTATTATGCAGCCCTCACTATGGGCTGAGGCCCACATGGAATATAC

CTTGAGATGGTCAGGTCTATTCTGATCAGAAAACTGGCTGTCAGTCACTTGTCATTCCTTTGTATCGACATCTACATTTAG

GTTGACTGATTCCATCTTTATTCTGCTTCCAGCCAACTTCAGTGAACCTGAAATAAAACTGGCTCAGAATGTAACAGGAA

ATTCTGGCATAAATTTGACCTGCACGTCTAAGCAAGGTCACCCGAAACCTAAGAAGATGTATTTTCTGATAACTAATTCA

ACTAATGAGTATGGTGATAACATGCAGATATCACAAGATAATGTCACAGAACTGTTCAGTATCTCCAACAGCCTCTCTCT

TTCATTCCCGGATGGTGTGTGGCATATGACCGTTGTGTGTGTTCTGGAAACGGAGTCAATGAAGATTTCCTCCAAACCTCT

CAATTTCAGTAAGTCTGCTTCCTAAGTATTTATTTCACAAGGTGCTATAAGCAAATCTTTTATCCAAATTATCCAATGTTT

ACTGATTGCTGAAAAACCTTCTAGCAGACCACTAGGAAGGAGCCAAATAGAAGGCTATTTTTACATTTTCATGACTCAAG

ATCCAAGCTATACTTGAAGAAACATGGTCTTAGCCCTGAAACTGACCCAGTCTTTGGAATTATCCTTGGATGGAGGACAA

TGAGATGCTGTGGATACAAAATAGAGGATATTTCCTAGCAAGAAGCTTTCAACTGACTAAAACACACACACACACATAC

ACACAAATATATATATATGACAATCATATATACCTGCCTCTCAATGGTACTTATTATGCATATAGACTCATTGTAGTCATT

GTTGGCTGTAAAGCTGAAAACTCAGAAGATATCTTCTAGTTCTTGAGACTCTCCCAGGAAAATAAGAAATCCACGATGTA

CATATATGACAACCAAGTTTTTTTTAAAAGATGAAATTCAAGTCTAAATTATAGCTCATGGAAACAACTGCCTAAATTTA

AAACAAGCTGATCATCAGTTCTATGAGCATTCAGAGGCAGGCAAGATCTTTGAAAGTCATGTAAGTCTTCCTAAAGGCAC

TGGGGCCTTATCCTACTGTAAAACAGTTACTGATACTGATAACAGACTATTGGACTTAGTAAACATGACAAAAATAGAAG

GGAGGGCGATATAGAGTTCTCTATGAAAGACCCTCACATTTGCAGTGACTTTCTGCATGCTCAGCCAGTGAGAGAACCAC

AGCAAATTAGCTGTACCCAAAAGGAGCAGGAAATATGTTCAAGAAAAGACTGAGTGAAGGCATGCTTGCAGCATCTTCT

TGATGTGCTTCCACAGTGATGAAAGAAGAGGTTGAAACTCAGTGTCAGCTTTGCCCCATAGAGAGCTAGCCTAACCTGTA

CCCCACTTGTGACAAGCCACCATTCTTCCTAGAATGAAGGCACTCGGTTCCCACTTGATGCTCATCATTCATTGGTGTTTA

TTCTAAGGTTCATCCCCTTCCACACCCCACCCCCAAACCCACAGCCACCTGCCTTCTGCTTCTACGGTCCCTTTTCCAGCCC

TCTAACTATTATTTGCTCCTTCTGATGGCACCCATCCATCTCTTTCTTCCTCCCCTGGCTTTGCCTCGTCCTTAATCCTGGTG

GCTCCCTCAGGAACTTGGCCTATGGGCATACTCTGAGAAACATCCCCATGGCTAGCACCTACACCCTACAACTGAGCCTA

CCCCCTCTCCCAGTACTGATTTCCTTTTGCTCAGATATCGCAGCCACTCAGAATCTAGTAAAAGATGTGGTCATTCAGCTG

TCCTGGTTGCTCCCACTGAAACATTTTCTAGAAATATAGAAGATACTCTAAGCCATACCTGAAGCTTATCGCCTTCAGGTA

ACCACCAGCATCAGGCTTCCCCACCCTTGTCTACAAGTGAGCAGGCACTGGTAAGCTCATCGTGACTCACCTCTACTAGT

TAACTATCTTAGAACTTGCCCAGGTACTACCATCCGAAATGCTTCAGCCCTGGGTACCTCATCCAAAGAACTTGCATATCT

GTGTCCCTAAATCCTTGCCCTGACCAGAGATAGGTTAGCTATTATCTTAGTTATGGTTTTATTGTTGTGAAGAAACACCAT

GACTACAGCAATTCTTATAAAGGGAAACATTTAATTGGGGTTGGTTTATAGTTTCAGAGGTTTAGTCCATTATCATCATGG

CAAGAAATACAGTGGTATGCAGGCAGACATGGTGCTAAAAAAGGAGCTGAGAGTTCTACGTCTTGATCCACAGGCATCA

AAGATCATAGCTTCAGCATAGGAGCCTTCAAAGTCTGCCTCCCCACTGACATACTTTCTTCAACAAGGTGACACTTACTTC

AACAAGGCTACTCTTTTCTAATAGTGCCACTCTTTATGGCCAAGCATTCAAACACATAAATCTATGGTGACCATTACTATT

CAAACCACCGCAGTTACTGAATCTTTTTGTGTATCAAAAGGCAGAAGTCTCCATATAAGAGCCATAACCTCCTTTATTGG

AAATCCCAAATAGATTCAAGTGAGACAAACAGGGACACACTCAAAAGGTATTAAATATGGTCCACAATGCCAATAATTA

TTTTCCTTACTATTCTAGGAAGAGAGCACATGCCTAAAAATTGTATCTAAACTATGGTATATTTTGATCCTAATTTTCCTAT

AATTTAGGATTAAACAGAAGGGTTGTTCTTTAAATGTCTATTAACTGAACTACTTAGTTTTCCATTAATTTCCACTACTGC

AGTTTAGGCTTTCCTATTCTAGGAAGTAGTTGCTGGCCTTCAGGGATCTGATTCTCTAGGGAATGAAGAAATAGCAAAGG

TTTCCTAACAGAGAAAGCATACTGAAAGTCAGGATGAGGAAGCCTGGGGTTAGCTCAGTAAAATTAATAATCAAATACT

TTGAAGTATTTGTTCTGTTTGCTCAAATGAGAGGTGATCTAGAGAGTAACTTCAAGATGATGGTGGATGGAGGAACCATT

ACAAAAGCTCCTCTAAGTTCCTCTTGTTGATTTCAGTTTCCTATGGCTCTAGGACCCAGGGGGAGATCTCACACACACACA

CACACACACACACACACACACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACAGAGACAGAGACAGAGAC

AGAGACAGAGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAACAGACAGACAAAGAGAGACACAGAGAGAGAG

AAGGAGGGAAGGAAGGAAGAAGAATAGAAGAGGGGAGGGATGATGAAGGCAGGGAAGGAAGGAAGGGAAGGAGGGA

GGGAAGGATGGAAAGAGGGAAGGAAGGAAGGCAAGTTGTAAATTTGAACCTTTCATAAGTGAGTTTCTTACTAATGGAA

AACTTGTGGTCATTTCTAGCTCAAGAGTTTCCATCTCCTCAAACGTATTGGAAGGAGATTACAGCTTCAGTTACTGTGGCC

CTCCTCCTTGTGATGCTGCTCATCATTGTATGTCACAAGAAGCCGAATCAGCCTAGCAGGTGATGAGTGTCTTTGTTCTGT
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CTAAAGATCACCATGTAAAATGTGTTTTAATGAGCATATGAGATGAGGAGGAGGAGGTAGCTCCGTGTTACGGTGTTAGT

GTTAAGGTGTTCCTTAGCAATTTGGTCTCCAACACTGAAGAAAGTGTTTTTACATGAGAATATGAAACAATGGGCTTTGTT

GTGACACTCACACAAGCAAATGCTGTACTTAGCTCCTCATTGTCATCTCCTGTCCCTGCCCAACACACACATACACACAC

ACACACACACACACACACACACACACACACACATACCAGTTACCCTCTTCTTGATAATTCTCAGGAGATAGATGGTTGTT

CCATCCTCAGGCTCTTACATTCTTTCTGCCCCATCTTCTGTGAAGGTCCCTGAGCCTTGGGGTAGGGATGTGCTGGTAGAT

ATAGATGTCTCATTGATGGCTAAACAAAGTCACTTATTTTCAGCACTTTGAACAACAATGTGTCTCTGCACTAATCACTAC

CCACACCAATAACAAACCTCTCTGGCCAACGTTGGGGGCAATATAAGTCTACAGATATAAATATAAATATTTAGAAGGC

AATTTGATAACATAACCATTTCATAGAACAAGATCAGTAGATTCCCTCCTAGAGTCTGTGACTTCCTCCATCCACTTCACT

GTACTAGGCATGAATTTATCCCCACAAAACAGACCTCAAATCCCACCAATAGAGCAGTTGGAAATGTCCATAAGGTTACA

GTTGTGCAGTGGGCATATTTGGTCTAGAAAGCAGATGTGGTAGCATGCAGAGACCAGTGCTTGCTAAGACCATTGATGGC

TTTTCTCTCTGAGCAGCCTTTCAAACACCTTCTAGCACTATGAAAGCTATCTGGCAGGGAGAGAGTTTCCTGGGCAGTTCA

AAATTGATTTCTTCATGACTTGAAACCACAGTATGTTGTGTCTTCAGCAATAGAATCTGACTATCCAGTTCAGATGAGCAT

TGTTTTGGATGTTCCTAGGTCTCTCTGACAAATTTTATTTCATTCAGTTTTTGCTTTTTTTTTTTCTCCTAAAGTTTGTTCAC

ATCCTCTATGACTTGTTTGAACATAATCAATGGAATTCTTTGTGTGGTTCTTCAGGCTGCTTTCATTAGAGGCATATCTATT

AGGGGGTTGGGGATTTGGGAATAAGGTATGTTGTCTTGGGTTTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

TGTGTGTGTGCTGCTTTCCTTTTTTTCTGCACTGGGTGGGTCTTACATATGCAAAGTGACCTGCTGATTGACATGCCTGCCT

CCTTTCTTTTATTTCTTTGTCATTGTTATTGTTGTTGTTGTTGTTGTTCCGGTCACCTCTTTCAATGGAGGTGTTTACAATGT

TCAGGGGAAGCCATGTTTCCCTATTCAGTTCAGGTGTTCCTGGATGAAAAAACCCAAAACCGGGTCTTTGTGTATCTTCTA

TGGAACTGTCCTGTCCAGTTTTTTCCATGCAGAAGACTGTCTCTCCACCCTGCTGGCTTCACTGTTCAGCATCCCTTTAGCT

GTGTGCAGTTGCATTTGTCACGTCATGCTGTTATTTCCTGAGTTACAGGAGTTCTTTCTGGCCCTAACTTGCCTGGCCCTAT

CTTGAGTGTTTATCCTATGCGTTCCCCTAAAGTGTCCAAGAAGGCAGTTTATTTTCATTAAGATCTTCACCCATTTTAAAT

AGAGTTTTCTTTACAAGGTGCAAAGTAGAGATCTAGTTGTGGTCAATACATGGATATTTAATTCTCTGGGCATCATTTATT

CTCTTCTTCTCTAATATATGTTCTTGGCACATTTGTTAAAAAAAATTAGCCTATAGTTGCACGGGCTAATTTCTGAATCTTT

CATTCTATCCCATTGTCCTGCCTGTCTAGTTTTGTGCCAGTATCATGCTAGTTCTGTAGCTGTGCCTATACAATATGATTTG

AGATCAGATATTGTGATATATTTCAATTATGTGGGTTTTTTCTATATCAATTTTATGAATTTCTTCCTATTTATATGATAAT

ATTGTCAATTTATTGAGATGGAATGGAATCTGTACAGTGCTTTTGGTAATATATCCATTTTCCACCATTTTCCAGCCTGCCT

GTGAGCATGGAGAGTTTCTCCCTCTAGTACCTCCTTTCAGTTCTTTTTCTCTTCAGTGCTTTAGTGCTCTCATTTTGAGGTC

CTTCACCTTCTGAGTTGGGCATCCACCTAGGTTTGCTGTTGTTGCTTGATTTGGGGTTTTGTTGTAGTTTGTTTTTGATAGT

GCTAGTTGAACTCAATATGTAGACCAGGCAGGCCTCAAAGTCACAGAGGTCCACTTGCCTCTGACTTCCAAGTGCTGAGA

TTAAAGGAGTGCACACTCACGTGCCCTGCAAGACAGTGCCACGTCATTGCTTTTCCACGGTGTACACCAGGCTAGCTAGC

CCATGAATCTGTGAGGAGTCTCCTGTCTCCAGCTCCCTTCTCGCCACAGAAGCATCAGGGTGGCAGATTCTCCTGCTACTC

ATCTGTATTTTACATTGGTTCAAGAATTTGAACTTGGGTCCTGGCGCTTGTGCGGCAAGCCCTTTCACCCACTGAGCCCTC

TCCTAAGCCCCTGATGCTCCTCCTCAAGCCTTACCTCCTTGTCTAGTCTAGTGGCTTTCCATGGGACTTTTAAAATTCAATT

CATTGGGTTTTCATTTCCAGCATTTCTGTTTCTTTTCTTTCCCAAAATGTGTTTGCTTGTTGGGTTTTTCTATGTATGCTGTT

GACTTCCACATTCGTGTCCTGAATTAATTTCCTTAAATAATTGGGTTACTTGTTTAATGCCTTCTTAGAGGTCATTAATCAT

TTTTTTTTTTTTTTGCTAGCAGGTTTTTTGATTATTTGCCCCAAATATCTTTGTGTTCAGAAGTTAAGGAATTACGATCTTTT

AGAGGTACCATGCTGCTACCTTGTTTTAATGTATTTCCTTTGCCTCTGGGTGTGGTGTAATATCCATTGGGATGGATGTCA

CTTCTGCTTGGCAGGCAGCTTTCCCCTGATGGCTCAGACTCCAACAGCACTTAAAGTATTAGCCATACAAGTAGAAGCGA

TTTCTAGATGTGAATGAGTAGCTCGCCAAGTTTCCTTTCTCAGTGGAATGAACAGTTTGCAACGAGAACAAAGGAGAGAT

GGAATAAAGGAGGAAAAAAAAAACTTTCTTTCTCCATAAGGCAACCAGAAATATTCGAAACTACATAAGAAAGTCAAGG

ATGATATGTGTACATGCAAGAAAGAAGTTGGAGGGGGATGCACAGAAGCTAAATATGTGTAAGATAGTCACATTAAACT

ATGTTATCAGAAGGCAGAGAACAGGAGAGCATAGCACATAGATGGTCCCCAAAAGAATGGGGTACAATTATTGATAGCA

AAAAGTTATGCGGTCAGACACTTAGACATGACAGTGAGTTTGGTCAAAGAAAGGAACCTTGACAGATCCAAGAAGGAGA

CATACCATGAATAATCAAGCCATGTAGATATACCATGCTCATGCATTTGAGTTCTATAATAACTTTCTTTGCTTTGTAGAT

TCTTCTTCTGATCTCCACTGCAATAAGTAAATTACTTCTTTTTCCAAGTTCAAAGCCAACAATGATGGCTGAGCTTCTATTT

CAAAGCTTCTATTTCTTATACCTAAAACTATCATGTTACCTTTTAAATATGGATTTGTTTTTATTCTACATGTGTGTGCATT

TTGCACTCATGTATATGTGTACTGCATATATATCCTGGTACCCTTAAAGGCCATAAGAGGATGACAGAACCACTGGAACT

AGAATTATAGGTAACCATCAGCTCTTATGTGGGGGCTCAGAACTGAACCACGGTCCTCTGCAAAAGCACCAAGTGTTCTT

AACCACTAAGCCACCCCTCCAGACCCTCTGGATGTTATCTTATAAGGCACAAATTTATATGAGCCGCAGAAACATACCCA

GGTAGGTTAGAAAGCTATGCTAAAAGAAAGGAGAGGCATATGAGATCTGGAGAAAGCTCAGCCATCATTGTTGGCTTTG

AACTTGGAAAAAGAAGGACATAAACAAGGAATTCGAATCACTTCGAGAGGCTAGAAATGGTTCTCACTTGATAGCCAAG

AAACGAGCAGTCCATTCAGCTCTACAACCTCCAAGAACTGAATTCTGCCAACAGGCCAATCAGGAGTGAGCATGACCTA
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CCCACAAAGACCTAAGCTCATTGACAACCAGTAGGAATACATTCCCGAATGGAACTTCCTCCAAAAATGACATTAAATCC

ACTTCTCAGAAGAGAACCTTCAAAACAACTAACCTGGCATTAAAAGTCCTGTCCAGGGTTCATTTGTTTATTCTGCCTTGG

CTGTGTACATTTATCCTATTTAAATACTAAAAAGGCAATACCAAGTCCATTCTAGGTAATTTCTTTTTTTTTTTTTCATTTTT

TATTAGGTATTTAGCTCATTTACATTTCCAATGCTATACCAAAAGTCCCCCATACCCACCCACCCCCACTCTCCTACCCAC

CCACTCCCCCTTTTTGGCCCTGGCGTTCCCCTGTACTGGGGCATATAAAGTTTGCAAGTCCAATGGGCCTCTCTTTCCAGT

GATGGCCGACTAGGCCATCTTTTGATACATATACAGCTAGAGTCAAGAGCTCCGGGGTACTGGTTAGTTCATAATGTTGT

TCCACCTATAGGGTTGCAGATCCCTTTAGCTCCTTGGCTACTTTCTCTAGCTCCTCCATTGGGAGCCCTGTGATCCATCCAT

TAGCTGACTGTGAGCATCCACTTCTGTGTTTGCTAGGCCCCGGCATAGTCTTACAAGAGACAGCTACATCTGGGTCCTTTC

AATAAAATCTTGCTAGTGTATGCAATGGTGTCAGCGTTTGGATGCTGATTATGGGGTGGATCCCTGGATATGGCAGTCTC

TACATGGTCCATCCTTTCATCTCAGCTCCAAACTTTGTCTCTGTAACTCCTTCCATGGGTGTTTTGTTCCCAATTCTAAGGA

GGGGTATAGTGTCCACACTTCAGTCTTCATTCTTCTTGAGTTTCATGTGTTTAGCAAATTGTATCTTATATCTTGGGTATCT

CTAGGTAATTTCTTACCCCAGACCTGGATTGATAAGAAAGAAAAAGGAGGAGATGTGTAACTATGAATTATTGCCTTCGT

CTAATCTGAAGTTATCCTATCAGTTTGCCCATTTGGGAATTGGCTTGACTAAAAAATGTATATACTAGTGTGTATGAAGCT

AATAGTTTTTACAGTTTGCTTCCATACAGCAAAGTTAGAAGAGCCTCGGCTCTTGTAGTTACTTTTTATGTTTTGGAGACA

AAGTCTCACCACATAGCTCTAGCTAGCTATCGCAGACTTTACTATGTAGGCCAGGCTGTGCTTGGGCTCACAATCACGTA

CATCACTCATTCCCAGCTGTTTCATCTGCATCTCTTGCCTCTGCTTCTTGAGTGCTAAGGCTGAAGGTTTATGCTACCATAT

CAGGCTAGTTAAAATTTCTTAAAGAACAAGTGTCCTTTCCAAAGTGACTCATCTTCATCATCATTTAAACAGAAATCTCCA

CAGAGTTTAAAAACTGAAAGTTGGGGATCTCATCGCATTTCTATTTCAAAATACTGAAGTTAACGTCCATTCCAAAAGTG

TGTGTCACACTTTTGTGTCTTTTGTCTGCTTTCATTTTTAAACTGAGGCTTCTTGTAATGATGCTGCCTTTGCCATGGGTAT

GAAAAGATCATTTGATTATTTTCTGTTCTATATTTATCTGGGACACCATACCTAGCTATAAAGCGCCATACTTTTAAAGAG

GAATCTAGGCAATTGTAAAAATCTAATCAGATTTATAAAGAATCCAGGAGCTCAAATAAGAAACAGCTCAAATGCCTCA

GTTCCTTTGTATGACTAAAACAAGATATCAAAGACTGGATACCTTAAGGGAAAGTTTATCATGGTTTATGGTTTGGGGCA

GAACAGGATCAGGCAGCTATGTTGTGCTGCATTGTGACATACAGATGGTAGAGCAAGAACAGTGTATGTGAGTGTGTGT

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAGAGATACCAAGGTGAGGAGGGGGGCATTATAACA

ACCTGCTTCTACAGTTCCAATACCTGAGACCTAACTCATGGTGCACATTAATTCTCCCAAGTGTGGCCCCATGGCCAAATC

CCCTCCAATCAGTTCCCACCTTTCAAGGTTATGGAACTTGTTCTTGCCCCCACAATGTGCTTCAAAGTACATGAAGCCTCT

AAAGTTAGAAAACAGGGCATCAAATAACCAAAGAATGCTCAACCCGAGAAAAGGCCTAAGGAAGAGAGAGTCTGCTCT

CAAATATCAGAAGGAGTAGCTGTCTCCAATTGCAAAGGTCATACTCAAAACTGTACTCCAAAATGCATCTCAGAAGGAG

AGACTATATTCTATGAGGACAGCAGAGCAACCTGCCTAACTACTAATGCTCTCTTGAAATTGTACTCTATAAACCAACAA

TAAATAAACACTTAGGAAATGAGGTTTTGTTTGTTTTTCAAGAAAGGCTGTCCTGAACTCACAGAGGTCTGCCTGCCACT

GCTTCCCAAGTGCTGAGACTACAGGCTTTCCCTGCCACCACCACTACCAGGCCACAGTAAATGTTTAAATCCAGTTTCTA

GGATCATCAAATACTAATAAAGTTTTGGCTATACATTTAACAAGACAAATGCAAACATTACGGTGGACAGAAATGGAAG

TAGACCTAATTAGATGGAAGCATATACTGGGTTCATGGATTAGGAGACAAAATATTATTAAGATCACATTTTTTTTCCAA

ATTCATGAATGGATTGAAGTAATCTAAATCCAAAGCCTGGAAGGTTTATTAGTAAAAATTAAAAGGCCAAATGTATAAA

GATAGAGAGGAGTGCAAATAACCCACAGCTGGTAAAATGATTTTGAAAATTAAGAGCAAAATTGGAGTCAGACATGGTG

ATACAGGGCTATAATCCTAGCAGTCAGGAGATGGAAACAGGAAGATTGAGTTTAAGGCCTGCCCTATATGGTAAGACCT

GTATCTCATAAAAGAAACAAACTAAATAATTCCAAAAGAGTGGTCATAGACCCGTGTGGCACTAATAAAAGGACAGAGA

TATCAGTCAATGAGGGAAAAGGGGTAAAAAAAGAAGATAAAATCAAATGGTTAATTGCTTTTGATAAGAAAAAAATACC

AAGTAATTCCATGCTGAAAGCGCAATATTTTCAACTATTGGTATTGGAATAGCTAGAATTCAGGAGGGAAAATACGATTT

ACACAAAATAAGATAAATTATAGACTAAATAAAGGAGCTGAAGTTAAACATTTCTGAAAGAAAAAAAAATCTTTGTATC

TTTAGATTAATTAAGCAAGTACAAACAGGAAAGGGTAAATGGATAGAGTAAACTTCATCAAAATTAAAATATTTGTCCGT

TGACTTTGTCAAGAAAACAGAAAGTCACAAACTTGGAGAAAATATAAATATTTCTACATATACACTTGACAAAGGAAAT

ATATATATAGAGAGAGAATATACAGTTACATGTTACTAATCAGAGACAGTCCATCTGCAAAAACAGGTACAGTCATGTA

GTGAAAAACCACCTAGCCATAGAAACCAATTTCCAAAGCTGTCTGCTGAATGAAGGAAAGAGAAGACTGCAGTGTGTAA

TCCCGTTTATCTCAAGTTCGAGATAAAGAAAAGCTAAACAAATCAACGATCAGGAACAGCAGGGTGGGATTAAAGGGGT

TGGCTGAACAGATGCAGAAAGGAATCTCCACAATGCTTTCTGTCTCACTTGGGCCAGAGTTATATACCATGATCGTTTGTT

AAACTTATCAAATCTTTTCCATGGCTACACACCCATGAGGGTGGTCATTCTTAAATGTGTACGCACATAGAAGAGAACAC

CAATGACAGGAAGTGTTCTGGAAGACTCTGGGAAAGGCTGCATCATAAAAGCACCAGGATATTGTTGAGTGCTCCCTGT

GTTTTCATTTCAGGCCCAGCAACACAGCCTCTAAGTTAGAGCGGGATAGTAACGCTGACAGAGAGACTATCAACCTGAA

GGAACTTGAACCCCAAATTGCTTCAGCAGTAAGTTCATTCAAAGAGCAACTCGGCCTTCGGAGAGCTAGCTGGCCGGAG

GTTTCCTACTTTAGCCTGTCTGTGCAACCAACACATGATAGTATTGGGCAGCACCATCTAACCCTTCTAGGCATCAGCCTT

GGGGTTGATTTTCTCTCCTCTATCTTCTAAACCCATATGTACACCCCCTCCACAGACACACAAAGGCAACTCTTTCCTGGT



 
 

93 
 

CATTAAATGACTGGTAAAACTGCATGTGTTACCCTCATGCCTCTCTATTTCCATAAGGATACCACTATATGAGGGTGGTTT

TATGTCCAACATTAGAAGTTAAGATACAGTCATCAAAAGGATACTTTTATCCTGGGGATGCAGAAAAACTTCCCAGCCCA

CACTTGTAATTTCTCTCTGAGACCCAAGAGTCTAATGCCTCATCCTGTCCCCTCTTTCTCTGTCCGAGGGCTTTCCTGGCTT

CTGAAGTTGTTTTCGATCTCTTTCAGAAACCAAATGCAGAGTGAAGGCAGTGAGAGCCTGAGGAAAGGTGAGTTGTGACT

GCATCTCTGTTGAAACAGGTTTGATCTCCCCAGTGCCTGTAACTTGCGCAGGCTTTAACTCCTGAGACACAGCAGGGACT

TATGATAAAGCTAGCCGGGATGGGGGAGAAAGCAAGGGAAAGCAGGGAGGAAAGTAGCCATAAACAGGTGGCAGTGTC

CGCTGCACAGTGCCCAAGGGCATGCCGAGTCAGTCAAGGTCAAGGAATAAACAGTATATAGGGTTGAGATTTGGCAAGC

ATAGCCCAGAGTCTCACTCACCATGGCAACTAAAAGTGAACTAGAACATTCCTGGTATACATAGAATGAATAAAACGAG

GAAGCAGAGAGTGAGAACATGTTCCCTTTAACCCCAGTGCCTTTGCACCTGTTGTGCCCAGCACTTGAAAGTATCTTCTA

CCATCTCTCCCCCTCGTTCCTCAGCTCTTGCCCTTCTTAACAATTAACACTTTCTTAAAAGCCTAAACTTACTCATGACCAC

CTGCTATATTATTCTGTGAATCCTTGCTTACTTACTGGAAACCATCTTAGGAACCACTGTTACTCACTGCACTCTGTAGAT

GGCAGGAACCTCAGCAGCTGAAAACAGTGCTGTGCTCTGACCCCAGAAGCTATTACAATGCTGGGCATATTTAAAGGTTT

CTGGTGACCAGGCTTCTGACAGCATGACACAATTGGGTTGTCTGTCCCTCCATCCACACTGAGGAGCTGGGAGCTTGGGA

ACACCAAGACATTGACTGTCTGGTTATGGGGATGAGCCTGGTTGAAGAGACAGGTTATAAATCCAGGATGCAGGGGCCA

TAAAGAGCTCTGCACTTAGCAGGTGCTAGCAAGAAATTTCACCCCTGGAGTTTTGCATAAAAAAGCCACTGTTGAGGTGC

TACTAACTGTAAGACTGGGTTCAGAAATGATCGGGAAAGGCCAGCAGAGGGAAGAAATAGAGGAGTTGGCACAATGGC

AGAGCAAGGACCAGAAAGCATCAGGCCAAAGCAAAGGGTGGTTGTTGCTGGAAGCTTGGGTAACAGTGTAGCCTGGATG

GCTTTCCTCGGGCTTTCTCTTCCTGTCTTACAATACTTTGTTTCTATTTATCAACATTATGTGGTCTCCTACTTGTATCTTAT

CTTTGAAATCTCACCCAACCTTTCTTCTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTTTTCAGAGTTAAAAATTGCTTTGCCTGA

AATAAGAAGTGCAGAGTTTCTCAGAATTCAAAAATGTTCTCAGCTGATTGGAATTCTACAGTTGAATAATTAAAGAACAA

AATACACAACAGTGTCCATATTTTATCCTGTTTCCTTTCCAAGTTTTTGGGCAATGTCAATTGTGTCCCCTATGCCAGGAG

CAGACATCTATTTTGTCTTGCTTTGTTTAACTCAGTGCACACTCATAGGCCAAGAGCACTGAAATGGCTTCTTTCCCAGGA

ATAACATTTTGGATCAATCTCTCCTACTTGAGATCAGATTCTTCTTCTAATTTTGCATAGTGTGTTTTTATATGGAACTCCT

TGTTGTAGGAATACTGGCTTTTATCTGTCTTGCACACTTGCATACTTATATACTTATACCTGGACAGCTACCTCTTCAGTCA

GGATGGGAGTGGTATATTTGGTGATGTTATTTGATGTGTTCGTGTTGCTATCTTAAAACAGCAAAGAGCATATACTATAGT

AGCTCAACTACAATGATCTAGAGAAAGACCCAGCACTTATAAGAAACACTGTCCCTCCATCAGGGTCAATAATGAATAC

AATGACCTAAGTAATATACAGGTGACAGCAACAGCACAGAGTTCTCAGTGCTGGCAAATCAAGAAACACAAATATGGAA

CCATCTCTAGATCCAAGAGCCACTCCTACCTGGGCTGCCACAGATACTGGAAGAATCCACCTGCCTGGCCAGCAAGTCAC

AACTTAGCAGGCAGCACTGAAGAAAGCAAGATGTACTGTATGCCCTTTTAAGAAAATGCCTGGAAAGGTCTGGAGAATG

CTGTGCAAGGATAAGACAGCCAAGCACTCAAAACCAGGAGACATCACTAGAATCCAACCAACAAATGTTTATGGAAGGA

CTGATCTGCCCAGTCCATTGAAAAGTCAAGAGGTCAGAGATAGACCAGTGTGTGTCTCAATGGATGTAGATATCAGCCAC

CTCGGTGCTCAACAGGTATTTTATGATCTCCTTGTTTCAAATTCATCTAGATGTAGAACTAGGGAGAGAGCAGTCACATTG

ATGAAAGGCTAGGACTCTTTCAGCTCATGGCTTGTGTGGAAGGAGGGAAAGCAGAAATCACAACACTCTGAGACTACTG

TAGTCTGCAGATACCTGAGTGGGTGTGGCTTGGCCTTTCAAAGGACAAAGAGCAACTAATGCTGAAAGCACATAGTGTAT

CTATACGGCATGGAATAGTCATCACCCAGACTTAAAGAGAACTTTGGCAGGTCTGAGCAGCAAAATATTGTTGTTTCCAT

TTTACATAAAGGGCCCTGGAGGGCTATAGACTATTCCGCTGGCAGGGCTCATGCTTGTAATGTGTCCATCTTGATTCACCC

TGTGCAGACTCTTAAGATCTGGCCAGTTACCAACATGTTCTGTACAGAGTGGATTTCAATAAAGTTTTCTTGAATTTTTTC

AAGTATACTTTTTTTTTGTTCCATGTCAGTAGTAATATTATGAAATAATGTTCCTATTCACCTCTCACATCTCTGTGGCTAA

AAGTCTCTGACTCCTCCCCAATCCTCCTTTCTTTCCTTCTTCTCTTTGTACTGTATAAGAAATGAGGTTTGTTTGTCTAAAT

ATATATCTCAATAATGAGACTTCTCTAAAAATTGAGTAATATTTATTTTCTGAGTGTTAGTAGGAACCCTCAGAATAAGG

AAACAAGGCTTTTCAGCTTGTTATTTTTCAAGCTGAGCAACTTTAAAATTATGTGCATATATATATGAGAAAAAAAGCTT

AATGTAAAATGATTGCCTGAAAACACACCCTTGATAAGTTAATAATTTAATAATATATGTCACACACACAAAAAAAAAA

CACAAGAAGAGCCAATTATTCTGCAACAGAGAGCTTGTCTGAACTATGGGGGGCAGAACTATGTCTAAGTTCTTCACTAG

AGAAACCCAGGTACTGAAGACAGTGCCTCAAAATACATTTTTTGAAGACTAGATGAAACATTAATACACCCTTTAGTGAA

AACATCTCTCCGTTGCTTATTACATTTTCTAGACTTCTTGTGCTCCAAGTGTGAGGGCTAAGAAAAGCAAAAGAGAGCTG

CAGCCGGTCATGAGGGAGCACACCAGCAAACACTGCCTGTTGGTCGTGGGCTCGGCTCTTTGATATTACTGTTCCACCCA

GTCCTCCCAATGACTCTTGAGTTGTAGCTCATGAAGCACTGTGCCCACTTTGCTCATGAATAAATCTAAGCAGAGGGATG

TCAGAGGAATTTGGTGTCTCCTGTGAACCCTCTTGTTTAGCCCCCCCCACCCCATTCACAGACACCCCACTTTCTATTCTCT

CCAGACATAGAAGAAACAGCATTTTGTTGGCCCAGGTTGATTACATGAGTCCACATCCTGTGCTACCCACTCCAAGTTCC

CAGAGGAGGTAACCATGAAGTCAGAGGCTGTGGCTAAGGAGGCACGTGAGGAGATAAGTATTAGGAGATTCTGTCATAG

GGAAAGTGAAACGTAGAGGAGTCTGCACATCATATTCATTACTGATCCTGAAAGCCTCCCACGGCTTCCTCTGCCTGCCA

TTTGTTGTCCTCCAGTTGACATCTTCCCCACCCCCTGCCTTTTGAGACAGCTTCACCTATGCCCTGTCTTCACATTTTC 
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3. LentiCRISPRv2 Plazmit Sekansı (14873) 

 

TGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGAC

GTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAAT

GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGCGCGTTTTGCCTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATC

TGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGT

GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGG

CGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGC

ACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGG

TGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAA

AAATATAAATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACAT

CAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAA

TACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAA

GAGCAAAACAAAAGTAAGACCACCGCACAGCAAGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAA

TTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGA

GTGGTGCAGAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGG

GCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAG

GGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTG

GAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTG

GAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAAC

AATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAAT

TAGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTA

GGAGGCTTGGTAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCG

TTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGA

GACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCGGCACTGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCAGTATTCATCCACAATT

TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTA

AAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCAGTTTGGTTAATT

AAGGTACCGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATT

AATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTT

AAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGG

AAAGGACGAAACACCGGAGACGGTTGTAAATGAGCACACAAAATACACATGCTAAAATATTATATTCTATGACCTTTAT

AAAATCAACCAAAATCTTCTTTTTAATAACTTTAGTATCAATAATTAGAATTTTTATGTTCCTTTTTGCAAACTTTTAATAA

AAATGAGCAAAATAAAAAAACGCTAGTTTTAGTAACTCGCGTTGTTTTCTTCACCTTTAATAATAGCTACTCCACCACTTG

TTCCTAAGCGGTCAGCTCCTGCTTCAATCATTTTTTGAGCATCTTCAAATGTTCTAACTCCACCAGCTGCTTTAACTAAAG

CATTGTCTTTAACAACTGACTTCATTAGTTTAACATCTTCAAATGTTGCACCTGATTTTGAAAATCCTGTTGATGTTTTAAC

AAATTCTAATCCAGCTTCAACAGCTATTTCACAAGCTTTCATGATTTCTTCTTTTGTTAATAAACAATTTTCCATAATACAT

TTAACAACATGTGATCCAGCTGCTTTTTTTACAGCTTTCATGTCTTCTAAAACTAATTCATAATTTTTGTCTTTTAATGCAC

CAATATTTAATACCATATCAATTTCTGTTGCACCATCTTTAATTGCTTCAGAAACTTCGAATGCTTTTGTAGCTGTTGTGCA

TGCACCTAGAGGAAAACCTACAACATTTGTTATTCCTACATTTGTGCCTTTTAATAATTCTTTACAATAGCTTGTTCAATAT

GAATTAACACAAACTGTTGCAAAATCAAATTCAATTGCTTCATCACATAATTGTTTAATTTCAGCTTTCGTAGCATCTTGT

TTTAATAATGTGTGATCTATATATTTGTTTAGTTTCATTTTTTCTCCTATATATTCATTTTTAATTTTAATTCTTTAATAATTT

CGTCTACTTTAACTTTAGCGTTTTGAACAGATTCACCAACACCTATAAAATAAATTTTTAGTTTAGGTTCAGTTCCACTTG

GGCGAACAGCAAATCATGACTTATCTTCTAAATAAAATTTTAGTAAGTCTTGTCCTGGCATATTATACATTCCATCGATGT

AGTCTTCAACATTAACAACTTTAAGTCCAGCAATTTGAGTTAAGGGTGTTGCTCTCAATGATTTCATTAATGGTTCAATTT

TTAATTTCTTTTCTTCTGGTTTAAAATTCAAGTTTAAAGTGAAAGTGTAATATGCACCCATTTCTTTAAATAAATCTTCTAA

ATAGTCTACTAATGTTTTATTTTGTTTTTTATAAAATCAAGCAGCCTCTGCTATTAATATAGAAGCTTGTATTCCATCTTTA

TCTCTAGCTGAGTCATCAATTACATATCCATAACTTTCTTCATAAGCAAAAACAAAATTTAATCCGTTATCTTCTTCTTTAG

CAATTTCTCTACCCATTCATTTAAATCCAGTTAAAGTTTTTACAATATTAACTCCATATTTTTCATGAGCGATTCTATCACC

CAAATCACTTGTTACAAAACTTGAATATAGAGCCGGATTTTTTGGAATGCTATTTAAGCGTTTTAGATTTGATAATTTTCA

ATCAATTAAAATTGGTCCTGTTTGATTTCCATCTAATCTTACAAAATGACCATCATGTTTTATTGCCATTCCAAATCTGTCA

GCATCTGGGTCATTCATAATAATAATATCTGCATCATGTTTAATACCATATTCAAGCGGTATTTTTCATGCAGGATCAAAT
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TCTGGATTTGGATTTACAACATTTTTAAATGTTTCATCTTCAAATGCATGCTCTTCAACCTCAATAACGTTATATCCTGATT

CACGTAATATTTTTGGGGTAAATTTAGTTCCTGTTCCATTAACTGCGCTAAAAATAATTTTTAAATCTTTTTTAGCTTCTTG

CTCTTTTTTGTACGTCTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGG

CACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCA

GAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCG

GGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTA

GTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCATGGACAA

GAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGC

AAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCG

GCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATC

TGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGA

AGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACC

ATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACA

TGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCA

GCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCT

GCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGA

AACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGATGCCAAACTGCAGCT

GAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTTCTGGCC

GCCAAGAACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCG

CCTCTATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCCTGA

GAAGTACAAAGAGATTTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAGAG

TTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCTCGTGAAGCTGAACAGAGAGGACC

TGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCG

GCGGCAGGAAGATTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGCATCCCCTACT

ACGTGGGCCCTCTGGCCAGGGGAAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCCCTGGAA

CTTCGAGGAAGTGGTGGACAAGGGCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGATAAGAACCTGCCC

AACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACG

TGACCGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAA

CCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAAATCTCCGGC

GTGGAAGATCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACATACCACGATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACA

ATGAGGAAAACGAGGACATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCTGACACTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAACG

GCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGCAGG

CTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACAATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCT

TCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTC

CGGCCAGGGCGATAGCCTGCACGAGCACATTGCCAATCTGGCCGGCAGCCCCGCCATTAAGAAGGGCATCCTGCAGACA

GTGAAGGTGGTGGACGAGCTCGTGAAAGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAAATGGCCAGAGAG

AACCAGACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCGCGAGAGAATGAAGCGGATCGAAGAGGGCATCAAAGAGCTGGG

CAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCCGTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAAT

GGGCGGGATATGTACGTGGACCAGGAACTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATGTGGACCATATCGTGCCTCAGA

GCTTTCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGC

CCTCCGAAGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTT

CGACAATCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGGATAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGA

AACCCGGCAGATCACAAAGCACGTGGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTG

ATCCGGGAAGTGAAAGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAGGATTTCCAGTTTTACAAAGTGCG

CGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTCGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCT

AAGCTGGAAAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAA

ATCGGCAAGGCTACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCCAACGG

CGAGATCCGGAAGCGGCCTCTGATCGAGACAAACGGCGAAACCGGGGAGATCGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTGCC

ACCGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAATATCGTGAAAAAGACCGAGGTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAA

GAGTCTATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCT

TCGACAGCCCCACCGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAGAAACTGAAGAGTGT

GAAAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAGAAGAATCCCATCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGC
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TACAAAGAAGTGAAAAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAGAGAA

TGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCCCTGCCCTCCAAATATGTGAACTTCCTGTACCTGGCC

AGCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTTGTGGAACAGCACAAGCACTACC

TGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAATCTGGACAAAGTGCTGTC

CGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACCCTGACCAATCTG

GGAGCCCCTGCCGCCTTCAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTGCTGGACG

CCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGACCTGTCTCAGCTGGGAGGCGACAAGCGACC

TGCCGCCACAAAGAAGGCTGGACAGGCTAAGAAGAAGAAAGATTACAAAGACGATGACGATAAGGGATCCGGCGCAAC

AAACTTCTCTCTGCTGAAACAAGCCGGAGATGTCGAAGAGAATCCTGGACCGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTC

GCCACCCGCGACGACGTCCCCAGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCCGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGT

CGATCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAG

GTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCG

AGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGGAAGGCCTCCTGGCGCCGCA

CCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGAGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCC

GTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCC

CTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCA

AGCCCGGTGCCTGAACGCGTTAAGTCGACAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGGTATTCTTAAC

TATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTT

CTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCAC

TGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCT

CCCTATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATT

CCGTGGTGTTGTCGGGGAAATCATCGTCCTTTCCTTGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACGTCCT

TCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTC

TTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCTCCCCGCGTCGACTTTAAGACCAATGACTTACAAGGC

AGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTG

CTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTT

AAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTC

AGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTG

CCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAAT

GAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGG

ATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTC

TAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACA

CTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTC

TAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGT

TCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTG

TTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGG

TTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCC

CCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCT

CCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCG

CCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCC

TCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTG

TATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAA

GGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAG

TTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCT

GTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTG

TACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGC

CGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGT

GCTACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGA

TCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAA

GCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT

CTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT

ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACT
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CACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAAC

GCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGC

GGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTG

AGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGAC

GAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTG

GAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGG

CGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCC

CCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTG

GCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACT

ACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCT

TGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGAT

CTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATG

AGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTA

AACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGC

CTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACC

CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTT

ATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGT

TGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCG

AGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCG

CAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTG

GTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAAT

ACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACC

GCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG

GTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTT

CCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAA

ACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCGACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATG

GTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGA

GTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGG

CGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATT

ACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCC

CAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT

GGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTC

AATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGT

ATTAGTCATCGCTATTACCATGG 
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Oral’a,  
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