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TURKCE OZET

Immiinolojik  tolerans, bagisiklik  sisteminin bir antijene yamit ~ vermemesi
durumudur. Immiinolojik toleransin basarisizig1 otoimmiinite ve otoimmiin
hastaliklarla sonuglanir. Son yillarda otoimmiin hastaliklarin goriilme sikligi ve
prevalansinda rahatsiz edici bir artig vardir. Bu hastaliklar kronik yapilari, ilgili saglik
hizmetleri maliyetleri ve gen¢ niifuslardaki prevalansi sebebiyle 6nemli bir klinik
problemdir. Bu ¢alismada T hiicrelerini uyaran profesyonel antijen sunan hiicrelerden
makrofajlarda, CD80 ve CD86 genlerinin susturularak, T hiicrelerinde anerji
olusturulup tolerans mekanizmasinin gelistirilmesi amaglanmustir.

Calismada, mouse CRISPR Knockout Pooled Library kullanilarak se¢ilen CD80
ve CD86 genlerine 0zgii oligoniikleotitler, LentiCRISPRv2 vektoriine klonlandi.
Ligasyon yapilan CRISPR vektorlerinin viriisleri tiretildi ve Raw 264.7 hiicreleri bu
viriislerle transdiikte edildi. Bu hiicreler daha sonra puromisin seleksiyonuna tabi
tutuldu ve hayatta kalan hiicreler, de novo sentezin baskilanip baskilanmadigini
gostermek i¢in IFN-y ile uyarildi. Ardindan bu hiicreler CD80 ve CD86 monoklonal
antikorlartyla muamele edilerek akan hiicre 6l¢erde okutulup analizleri yapildi. IFN-y
ile uyarimi takiben yapilan akan hiicre Olcer sonuglarinda, kontrol vektoriiyle
trandiikte edilen hiicrelerle benzer sekilde gen diizenlemesi yapilan makrofajlarda
CD80 ve CD86 ekspresyonlarinda artis goriilmiis olup, beklenen CD80-CD86
susturulmasi gerceklesmemistir.

Otoimmiin hastaliklara karsi tolerans mekanizmalariin tetiklenmesine yonelik
tedavi denemeleri yapilmakta ve olumlu sonuglar alinmaktadir. Ozellikle CD80 ve
CD86 ekspresyonunu baskilanmasi iizerine yapilmis ¢alismalar yeni olup bizim
calismamiz da bu denemelere Ornektir. Calismamizda CD80-CD86 genleri
susturulamasa da, sorunu ¢6zmeye yonelik ileri ¢alismalarda, CRISPR/Cas9 sistemi
ile es uyaran sinyalini baskilamaya yonelik yaklagimlar alternatif tedavi yontemi
olarak yerini alabilir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR/Cas9, Otoimmiin Hastaliklar, Immiin Tolerans, Es
uyaran molekiilleri
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INGILIZCE OZET

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-y 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-y 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



1. GIRIS

Bagisiklik sistemi viicudu Dbakteri, virlis, mantar ve parazitler gibi
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi koruyan sistemdir (Levinson,
2010). Bagisiklik sistemi, bir yandan patojen mikroplari, toksik veya alerjik proteinleri
ortadan kaldirirken, diger yandan da kendi doku ve antijenlerine kars1 yanit vermekten
kacinmast gerekir. Bu durum 6z antijenlere yonelik immiin yanitlar1 onleyecek

mekanizmalarin olmasini zorunlu kilmaktadir.

Bazi durumlarda antijene 6zgiil lenfositler hicbir sekilde yanit vermezler antijeni
yok sayarlar, bu durum immiinolojik tolerans olarak tanimlanmir. Immiin tolerans
mekanizmalar1 6z antijenlere yonelik immiin yanitlar1 dnler. Bu mekanizmalardan biri

de anerjidir.

Anerji T hiicrelerinin tam etkinlesmesi i¢in gereken es uyaran sinyalinin yetersiz
oldugu durumda gerceklesir. T hiicrelerin ¢ok biiylik bir bolimii antijen sunan
hiicrelerde (ASH) doku uyumluluk kompleksi (Major Histocompatibility Complex;
MHC) molekiillerine baglanan ve bu molekiillerce sunulan peptid antijenlerini tanir

(Abbas ve ark., 2014).

Antijen sunan hiicreler ayn1 zamanda T hiicresinin aktiflesmesi i¢in gerekli olan es
uyaran ad1 verilen B7 molekdillerini eksprese eder ve yiizeylerinde sergiler (Hekim ve
Alkan, 2017). Anerji durumunda ise T hiicreleri antijen sunan hiicrelerce sunulan
antijenleri tanir ancak beraberinde es uyaran sinyali alamazlar ve boylece T hiicreleri
yasamlarin1 devam ettirseler bile aktif hale gecip antijene yanit vermezler. Boylece T
hiicreleri tanidiklar1 6z antijene karst yanitsiz kalirlar. Bu ve diger tolerans
mekanizmalarinda bir bozukluk ya da yetersizlik olursa, immiin sistem bireyin kendi
hiicre ve dokularina saldirabilir. Gergeklesen bu duruma otoimmiinite, neden oldugu

hastaliklara ise otoimmiin hastaliklar denir (Abbas ve ark., 2014).



Son 30 yilda otoimmiin hastaliklarin goriilme sikliginda ciddi bir artis vardir
(Lerner ve ark., 2016). Otoimmiin hastaliklar, sistem, organ veya doku tipine bagl
olarak yaklasik 80 farkli tipte smiflandirilir. Bati niifusunun yaklasik %5'i bu
anomaliden etkilenir, ancak diinya capinda goriilme sikligi bilinmemektedir.
Otoimmiin hastaliklar dogada heterojendir ve klinik belirtileri tehlike yaratmayan
anomalilerden hayat1 tehdit edici kosullara kadar degisir (Laxminarayana, 2017).

Tedavide kullanilan ajanlar umut verici olsa da, mevcut terapotik ajanlarin ¢ogu
devam eden ve bazen de yasam boyu siiren tedaviyi gerekli kilarak, malignite
enfeksiyon hastaliklarinin gelismesinde yatkinliga sebep olur. (Rosenblum ve ark.,
2015).

Glinlimiizde otoimmiin hastaliklarin tedavisinde hedeflenen, spesifik otoimmiin
hastaligin, selektif olarak baskilanmasi ve bagisiklik sisteminin geri kalaninin bulasici
hastaliklarin ve kanserin kontrolii i¢in fonksiyonel olarak aktif kalmasinin bir yolunu
kesfetmektir. Amac, potansiyel yan etki riskini azaltmak i¢in hastalifa 6zgilligi

artiran tedaviler gelistirmektir (Wraith, 2017).

Potansiyel Tolerans indiikleyici stratejiler temelde dendritik hiicreler {izerinden
gelistirilir. Bu stratejilerden biri tolerojenik dendritik hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
kullanim1 ve nakli otoimmiin hastaliklar i¢in umut verici bir terapétik stratejidir

(Hirsch ve Ponda, 2015).

Otoimmiiniteye kars1 gelistirilmek istenen diger bir stratejide, CD80/86'nin
ekspresyonunu onlemek i¢in dendritik hiicreleri ve diger ASH'leri genetik olarak
degistirmektir (Tan ve ark., 2005)

Bu tez c¢alismasinda da profesyonel antijen sunan hiicrelerden biri olan
makrofajlarda, es uyaran molekiilleri CD80 ve CD86 genleri susturulup, T
hiicrelerinde anerjinin tetiklenerek otoimmiin hastaliklara karsi tolerans gelistirilmesi
amaglanmistir. Ayni stratejinin transplantasyon toleransini saglamak amaciyla

kullanilabilme potansiyeli s6z konusudur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Immiin Sisteme Giris

Immiinite, temelde enfeksiyon hastaliklari olmak iizere birgok farkli hastaliga
kars1 gdsterilen direngtir. Immiin yanit ise bu hastalik etmenlerine kars1, kiside immiin
sistemi olusturan hiicre ve molekiiller aracilifiyla gelisen koordineli ve kollektif
yanittir. Immiin sistem sadece enfeksiyon ve kanser gibi hastaliklara kars1 yanitta rol
almaz. Aynm1 zamanda viicudumuzdaki 6li hiicrelerden arinma ve doku onarimin
baglatma gibi 6nemli islemlere de katilir (Abbas ve ark., 2014). Bir baska 6nemli
fonksiyonuda viicudumuza mukozal yiizeylerden giren toksik veya alerjik maddeleri
ortadan kaldirmasidir (Chaplin, 2010). Ancak, bagisiklik sisteminin en 6nemli ve
temel islevi esasinda, bakteri, viriis, mantar ve parazitler gibi mikroorganizmalarin

neden oldugu enfeksiyonlart dnlemek veya sinirlamaktir (Levinson, 2010).

Insan mikrobiyal savunma sistemi sekil 1°de goriildiigii gibi 3 seviyeden olusur.
Bunlar anatomik ve fizyolojik engeller, dogal bagisiklik ve edinsel bagisikliktir
(Turvey ve Broide, 2010Db).
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Sekil 1. insanda mikrobiyal savunma sistemi (Turvey ve Broide, 2010).
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Mikroorganizmalara karsi ilk savunma hatti, cilt ve mukoza tabakasidir.
Mikroorganizmalar bu hatt1 kirar ve viicuda girerse, bagisiklik sisteminin dogustan
gelen kolu isgalcileri yok etmek igin devreye girer. Ikinci savunma hatt1 olan dogal
bagisikliga ait bilesenler her zaman aktif bir sekilde hazir beklerler ve bu sayede
mikroorganizmalarin viicuda girmesi lizerine hemen yanit verirler (Levinson, 2010).
Bagisiklik sisteminin istilact bir patojene, toksine veya alerjene yanit verme
kabiliyetinin merkezinde, patojen mikroorganizmalari taniyip ayirt edebilmesi yatar
(Chaplin, 2010).

Dogustan sahip oldugumuz dogal bagisiklik sisteminin mikroorganizmalari
oldiirme yetenegi edinsel bagisiklik gibi etkene 6zgiil degildir. Dogal bagisiklik
sistemi, konak hiicrede bulunmayan, sadece farkli mikroorganizmalarda bulunan ortak
yapilar1 taniyarak yanit verebilme yetenegine sahiptir (Abbas ve ark., 2014). Ornegin,
bir notrofil birgok farkli bakteri tlirlinti tanty1p yanit verebilir. Sistem bu sekilde ilk

savunma hattin1 gegen patojen mikroorganizmalari ortadan kaldirmaya caligir.

Dogal bagisikligin da yetersiz kaldig1 durumda devreye {igiincli savunma hatti
olan edinsel bagisiklik girer. Dogustan var olmayan, sonradan kazanilan bu bagisiklik
tiri gok spesifik bir koruma saglar, ancak bu kolun tamamen islevsel hale gelmesi
birkag giin alir. Edinsel bagisikligin iki bileseni, hiicre aracili (hiicresel) bagisiklik ve
antikor aracili (stvisal) bagisikliktir (Levinson, 2010).

Hiicresel bagisiklik T lenfositlerden (yardimci T hiicreleri ve sitotoksik T
hiicreleri), hiimoral bagisiklik ise antikorlardan (immiinoglobulinler) ve B
lenfositlerinden (plazma hiicrelerinden) olusur. Antikorlarin, toksinleri ve viriisleri
notralize etmek, bakterileri opsonize ederek fagositozu kolaylastirmak, antikor
bagimli hiicresel sitotoksisite mekanizmasini tetiklemek, komplemen sistemini
uyarmak, mukozal bagisiklikta da gorev almak ve bazi 6zel parazitlere kars1 gelisen
spesifik immiin yanitlar1 baslatmak gibi birgok 6nemli fonsiyonlari vardir. Ote yandan,
hiicre aracili bagisiklik, mantarlar, parazitler ve Mycobacterium tuberculosis gibi bazi
hiicre i¢i bakterileri; ayrica viriis bulagmis hiicreleri ve timor hiicrelerini de 61diirmede

gorev alir.



Hem hiicre aracili hem de antikor aracili yanitlar, i¢ dnemli 6zellik ile karakterize

edilir. Bunlar;

I.  Milyonlarca farkli antijene cevap verebilme
Il.  Bellek olusturabilme (ilk immiin yanitin ardindan olusan bellek B ve bellek T
hiicreleri sayesinde, ilk yanittan yillar sonra bile ilk gilinkii gibi yanit
verebilme)

1. Ozgiilliik (farkli mikroorganizmalara kars1 gelisen farkl1 yanitlar)

Immiin sistemin, hemen hemen tiim viicut iizerinde karsilasmis oldugu
milyonlarca yabanci antijene karsi savunma yapmak zorunda olmasindan dolay1
immiin sistemi olusturan hiicreler kan, lenf ve dokular arasinda dolasarak, gerekli
bolgelere yerlesebilme Ozellikleri vardir. Bu dolasim ve yerlesim 6zellikleri

savunmada dinamik bir ag olusturur (Akira ve ark., 2006).

Immiin yanit antijenin viicuda giris yerine gore degisir. Deri yoluyla alinan
antijenler, bu dokudaki makrofajlar (Langerhans hiicre) ile taninir ve lenfatik yoldan
bolgesel lenf diigiimlerine taginir ve immiin yanit hem antijenin giris yerinde hem de
iligkili lenf bezinde baglar. Kan dolasimi ile giren antijenler dalaktaki makrofajlarca
taninir. Solunum yolu, gastrointestinal kanal mukozasindan girenler ise bolgedeki
mukoza iligkili lenfoid doku ile temas eder ve burada gerekli immiin yanit gelisir.

Immiin yanit nerede baglamis olursa olsun kan ve lenf yolu ile diger bolgelere ulagir
(Abbas ve ark., 2014).

Bagisiklik sistemi, bir yandan patojen mikroplari, toksik veya alerjik proteinleri
ortadan kaldirirken, diger yandan da kendi dokularina veya viicudumuzda yasayan

simbiyotik bakterilere kars1 yanit vermekten kaginmasi gerekir.



2.2. Antijen Sunan Hiicreler

Edinsel immiin yanit, lenfositlerin antijen reseptdrii ile antijeni tanimasi ile baslar.
B ve T lenfositleri tanidiklar1 antijenler agisindan farkliliklar gdsterirler. B hiicrelerinin
antijen reseptorleri, yani zara bagl antikorlar, bir¢cok farklt makromolekiilii (protein,
polisakkarid, lipid ve niikleik asit gibi) veya kii¢iik molekiilleri taniy1p yanit verebilir.
T hiicrelerin gok biiyiik bir boliimii ise antijen sunan hiicrelerde doku uyumluluk
kompleksi molekiillerine baglanan ve bu molekiillerce sunulan peptid antijenlerini

tanir.

Mikrobiyal antijenleri yakalayip T lenfositlerinin tanimasi i¢in gosteren 6zellesmis

bu hiicrelere antijen sunan hiicreler denir (Abbas ve ark., 2014).

ASH'ler “profesyonel” ve “amator” olarak ikiye ayrilir.

Profesyonel antijen sunan hiicreler, basta dendritik hiicreler olmak iizere
makrofajlar ve B hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler, immiin yanitin olusmasinda rol
alan en onemli hiicrelerdendir. Amatdr antijen sunan hiicreler ise; endotel hiicreleri,
fibroblastlar, glial hiicreler, pankreas B-hiicreleri, keratinositler ve tiroid hiicreleridir.

Bu hiicreler sadece belli kosullarda antijenleri sunar (Flaherty, 2012).

Olgun T hiicrelerinin uyarilmasi genellikle makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi
Ozel antijen sunan hiicrelerin varligin1 gerektirir (Sprent, 1995). T hiicrelerinin antijeni

tanimasi ve aktive olmasi i¢in gerekli olan ASH’ler ii¢ temel islevi yerine getirir;

1) ASH’ler protein antijenleri, antijen islenmesi (antigen processing) adi verilen
islem siireci ile kii¢iik peptid pargaciklarina boler, boliinen kiigiik peptid

pargalarint MHC molekiilleri iizerinde sunmak iizere lenf bezlerini dolasir.



2) ASH’ler, yiizeylerindeki peptid-MHC kompleksi ile T hiicre reseptoriinii karsi
karsiya getirmenin Otesinde, T hiicresinin aktive olup yanit potansiyelinin
timiiyle ortaya ¢ikarilmasi i¢in es uyaranlar adi verilen B7 molekiillerini
eksprese eder ve ylizeylerinde sergiler (Hekim ve Alkan, 2017). Es uyaran
molekiilleri (Co-stimulatory molecules), T hiicre uyarimi igin temel olan
molekiillerdir. Antijen sunucu hiicre ylizeyindeki B7 molekiilleri
(CD80/CD86) gibi molekiiller, T hiicre yiizeyindeki CD28 molekiiliine
baglanarak, T hiicre uyarimina yol agar. Es uyarim olmadan sunulan antijenler,

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

3) T lenfositlerine antijen sunan bu hiicreler, es uyaranlarin yani sira,
salgiladiklar sitokinlerle de T lenfositlerini cogalmalari ve aktif hale gelmeleri

icin uyarir (Hekim ve Alkan, 2017).

2.2.1. Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler (DH), immiin sistemin en gii¢lii antijen sunan hiicreleridir.
Dendritik hiicreler bagisikligin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Cevresindeki
antijenleri yakalayan, onlar1 peptidlere isleyen ve bunlart lenf diigiimlerinde
lenfositlere sunan ndbetgi hiicreler olarak gérev yaparlar (Adema, 2009). Bu hiicreler,
birincil immiin yanitlar1 uyarma konusunda essiz bir kabiliyettir. Ayn1 zamanda
immiinolojik toleransin indiiksiyonu ve T hiicresi aracili immiin cevap tipinin

diizenlenmesi i¢in de 6nemlidirler (Banchereau ve ark., 2000).

Dendritik hiicreler, sadece T ve B lenfositlerine talimat vermekle kalmaz, ayni
zamanda dogal Kkatil hiicrelerini aktive eder ve interferonlar iiretir, boylece dogal ve

adaptif bagisiklik sistemini birlestirir.

Dendritik hiicreler 3 alt gruba ayrilir;
» Miyeloid dendritik hiicreler
» Plazmasitoid dendritik hiicreler

» Langerhans hiicreleri



Enflamatuvar mediatorlerin ve ozellikle de Toll benzeri reseptor (Toll Like
Receptors; TLR) protein ailesinin, dendritik hiicrelerde immiin aktivasyon
programinin indiiklenmesinde O6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. TLR'ler,
lipopolisakkarit veya flagellin gibi patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (Pathogen
Associated Molecular Patterns; PAMPS) tanir ve genel olarak immiin hiicreleri ve
Ozellikle dendritik hiicreyi uyarmak icin sinyal verir. Dendritik hiicre olgunlagmasi

olarak da adlandirilan bu siire¢, immiin yanit ile sonuglanir (Adema, 2009).

Ote yandan, dendritik hiicreler normal sartlar altinda efektér T hiicrelerinin
konakg1 hiicrelerin ve dokularin kendi antijenlerine karsi yanit vermemesini saglayan
bagisiklik toleransini korumakla da yiikiimlidiir. Enfeksiyonun yoklugunda, dendritik
hiicreler siirekli olarak kendi doku antijenlerini ve patojenik olmayan gevresel
antijenleri T hiicrelerine sunarlar. Bu kosullar altinda, efektor T hiicreleri yerine
immiinosiipresif diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler) uretilir (Mellman, 2013). Bu
nedenle, dendritik hiicreler bagisiklik ve c¢evresel tolerans ara yiiziinde de oldukga
etkilidir (Adema, 2009).

Farklt ASH tipleri T hiicreye bagimli immiin yanitta ayr islevlere hizmet ederler.
Dendritik hiicreler bu tiir yanitlar1 uyaran ana hiicrelerdir, ¢ilinkii dendritik hiicreler
naif T hiicrelerini aktive edebilen en gii¢lii ASH grubudur. Diger bir 6nemli ASH, her
dokuda bolca bulunan makrofajlardir. Hiicre aracili immiin reaksiyonda, makrofajlar
mikroplar: fagosite eder ve bu mikroplarin antijenlerini etkin T hiicrelerine sunar. Bu

T hiicreleri de makrofajlarin mikroplar1 6ldiirmelerini uyarir (Abbas ve ark., 2014).

Bu tez ¢alismasinda CD80 ve CD86 genlerinin susturulmasi, gen transferinin
kolaylig1 nedeniyle fare makrofaj hatti (Raw 264.7) iizerinde denenmistir. ileri ki
siirecte hedef, en giiclii antijen sunan hiicreler olan dendritik hiicrelerde CD80 ve
CD86’nin susturulmasidir. Tez ¢alismamizda makrofaj hiicreleri kullanildigimiz i¢in

asagida makrofajlar hakkinda bilgi verilmektedir.



2.2.2. Makrofajlar

Makrofajlar, periferik kandaki kemik iligi Onciilerinden ve ana monositlerden
tiretilmis profesyonel fagositik hiicre fenotiplerinden biridir (Verschoor ve ark.,

2012). Tiim dokularda bulunur ve mitkemmel fonksiyonel gesitlilik gosterirler.

Makrofajlar, bir organizmanin biyolojisinin hemen hemen tiim ydnlerinde
gelisimden homeostaza, onarimdan patojene karsi immiin yanitlara kadar bir¢ok
onemli olayda rol oynarlar. Malesef bazen, bu homeostatik ve onarici islevlerde
bozukluklar goriilebilir; bu da makrofajlarin fibrozis, obesite ve kanser gibi hastalik

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

Makrofajlar, bagisiklik tepkilerinde de 6nemli bir rol oynar. Makrofajlar antijen
sunan hiicreler olmalar1 sebebiyle lenfosit aktivasyonunda da oldukga etkilidirler.
Ayrica salgiladiklar birtakim sitokinlerle lenfositlerin proliferasyonunu da diizenlerler
(Elhelu, 1983).

Makrofajlar Sekil 2°de de gorildiigi gibi bulunduklar1 dokulara gore farkli
isimlerde karsimiza ¢ikarlar. Merkezi sinir sistemine yerlesen makrofajlar mikroglial
hiicre, karacigerin vaskiiler siniizoidlerine yapisarak karacigere yerlesen makrofajlar
Kupffer hiicreleri adin1 alirken, akcigere yerlesen makrofajlar alveolar makrofajlar,
kemiklere yerlesenler osteoklast, deriye yerlesenler ise Langerhans hiicreleri adin1 alir.
Bu hiicreler gorevlerini yerine getiremediginde birgok hastaliga ortam hazirlanmis olur

(Wynn ve ark., 2013).



Microglia

(Neuronal Patterning, Fuid Balance) —p Neurodegeneration

Osteoclasts and Macrophages _____, )_, Osteoporosis/Osteopetrosis
(Bone remodeling; hematopoiesis) 53 Leukemia

Heart/Vasculature s Q — Atherosclerosis

(Lipid metabolism; toxin removal)

Branching —_— —— Cancer/Metastasis

Morphogenesis

¢

Q448
Metabolism; ~——»  ——3 ObesityDiabetes
Adipogenesis

ity ——> O ‘—b Arthritis, EAE, 18D

Sekil 2. Makrofajlarin fizyolojisi ve patolojisi. Makrofajlar, beyinden kemige ve kalbe kadar degisen dokularin mimarisini
sekillendiren birgok geligimsel rol oynar. Gelisimleri tamamlandiktan sonra makrofajlar metabolizma ve sinirsel baglanma dahil
¢esitli aktiviteleri diizenleyerek ve hasari tespit ederek homeostazi ve normal fizyolojiyi diizenler. Ayrica immiin yanitin
olugmasinda lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonunu saglayarak oldukca 6nemli gérevler iistlenir. Bununla birlikte, bu islevlerini

yerine getiremediginde veya islev bozuklugu gosterdiginde ise birgok hastaligin gelismesine sebep olabilir. (Wynn ve ark., 2013)
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2.2.2.1. Immiin Sistemde Makrofajlar

Makrofajlar mikroplara karst hem dogal bagisikligin bir eleman1 gibi tepki

gosterir hem de mikroplar i¢in 6zgll olan edinsel bagisiklik elemanlar1 olan

lenfositlerin yanitlarini tetikler. Bu nedenle makrofajlar edinsel bagisikligi diizenleyen

dogal bagisikliga ait hiicreler olarak bilinir (Hekim ve Alkan, 2017).

Makrofajlarin 3 ana islevi vardir: fagositoz, antijen sunumu ve sitokin iiretimi

(Levinson, 2010). Bu islevleri ile dogal bagisiklik ve edinsel bagisiklikta dnemli

rollerde gorev alir. Makrofajlarin dogal bagisikliktaki iglevleri birka¢ madde halinde

Ozetlenebilir:

1)

2)

Makrofajlar tasidiklart reseptorlerle yabanci maddeleri, hasar gormiis,
yaslanmis ya da apoptozla 6lmiis hiicre artiklarini tanir ve bu hiicreleri fagosite
ederek parcalar. Makrofajlar dogaldir ki her hiicreyi fagosite edip 6ldiiremezler
(Hekim ve Alkan, 2017). Yiizey ozellikleri degismis, 6zellikle antikor ya da
kompleman fragmanlar1 (C3b) ile kaplanmis yani opsonize olmus mikroplari
ylizeylerinde tasidiklari reseptorlerle tantyip fagozom yardimiyla hiicre i¢ine
alirlar. Sonrasinda bu fagozom bir lizozomla kaynasir ve mikrop reaktif
oksijen, reaktif azot bilesikleri ve lizozomal enzimler tarafindan 6lduriiliir

(Levinson, 2010).

Makrofajlar lipopolisakkaritler gibi, patojenlere ait molekiillerle temas edince
uyarilir ve bir yandan ylizeylerinde es uyaranlar adi1 verilen CD80 ve CD86
gibi molekiilleri iiretir. Uretilen es uyaran molekiilleri T hiicrelerinin aktive
edilmesini saglayan en 6nemli molekiillerden biridir (Hekim ve Alkan, 2017).
Ayni zamanda makrofajlar, en 6nemlileri IL-1 ve TNF olan birkag sitokin
(makrokinler, monokinler) iiretir. IL-1 yardimci T hiicrelerinin aktivasyonunda
rol oynar ve TNF o6nemli bir enflamatuvar mediatordiir. Makrofajlar,
notrofilleri ve T hiicrelerini enfeksiyon bolgesine ¢ceken dnemli bir kemokin

olan IL-8’1 de tiretir (Levinson, 2010).
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Makrofajlarin edinsel bagisikdaki islevleri de sOyle 6zetlenebilir:

1) Makrofajlarda hiicre igerisine alinan yabanci antijenler, kiigiik peptit
parcalarina ayrilip, antijene 6zgiil T lenfositleri tarafindan taninabilecek bir
sekilde MHC molekiillerine baglanarak hiicre yiizeyinde sergilenir. Bu sayede
hiicre iizerinde MHC molekiillerince sunulan peptidler, bu peptidlere 6zgii
spesifik T hiicreleri tarafindan taninir ve bu taninma, T hiicrelerinin aktiflesme
stirecini baglatir. Makrofajlar ayrica, T lenfositlerinin proliferasyonu ve
farklilagsmasina katkida bulunan sitokinleride salgilar. Bunlardan biri hiicresel
bagisikligin olusumunda 6nemli rol oyanayan IL-12’dir. Ayrica aktive olan
makrofajlar yukarida da deginildigi gibi, enflamasyon boélgesinde T hiicre
yanitlarini arttiran ve kostimiilator denilen yiizey proteinlerini iiretir ve bunlari

yiizeylerinde sergileyerek lenfosit aktivasyonunda rol oynarlar.

CD40

: " p——
B7-1 (coso)ﬂ SigaD) T CD40-L
B7-2 (coas)ﬂ g i
l\s

: Y
Mnc=£— - D o —
—_— Cakcinourn DNA
TCRICD3
APC T-cell

Sekil 3. T hiicrelerine antijen sunumu. Temelde 3 sinyal {izerinden T hiicre aktivasyonu gerceklesir. ilk sinyalde antijen sunan
hiicreler tizerinde MHC tarafindan sunulan antijen T hiicreleri tarafindan taninir. Burada hem sunulan antijen hemde MHC
molekiilityle bir baglanma gergeklesir. Sonrasinda es uyaran molekkiilleri olan CD80 ve CD86 T hiicre {izerinde bulunan CD28
molekiiliine baglanirlar ve boylece 2. sinyali baslatmus olurlar. 1. ve 2. sinyallerin hiicre igerisine ilettigi sinyaller sonucunda IL-
2 tretimi gergeklesir ve CD40-L ekspresyonu indiiklenir. T hiicre {izerinde bulunan CD40L antijen sunan hiicreler fiizerinde
CDA40’a baglanip, es uyaran ve MHC molekiilii ekspresyonunu indiikler. T hiicresinde iiretilen IL-2 de yine T hiicresi lizerinde
bulunan reseptoriine baglanarak T hiicre bolinmesini baslatir. Boylece, T hiicre uyarimi ve proliferasyonu gergeklesmis olur
(Yale Univercity).
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2) Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonun etkili oldugu evrede antijen
tarafindan uyarilan T lenfositleri, makrofajlar1 aktive eden sitokinleri, drnegin
IFN-y’y1 salgilar. Uyarilan makrofajlar uyarilmamislara oranla mikroplari
daha iyi parcalarlar. Bu yol ile makrofajlar hiicresel bagisikligin etkinligine

katkida bulunur.

3) Hiimoral bagisikligin etkili olmasi i¢in yabanci antijenler, drnegin mikroplar,
yukarida da bahsedildigi gibi komplemana ait bilesenler ve antikor molekiilleri
ile kaplanir yani opsonize olurlar. Makrofajlar ylizeylerinde antikorlar i¢in Fc
ve C3b gibi kompleman komponentlerine ait bilesenler igin 6zel reseptorler
tasir. Bu reseptorler, opsonize olmus bu bakteri ya da parazitleri opsonize
olmayanlara oranla daha kuvvetle baglar ve daha oncede bahsedildigi gibi
onlar1 fagosite edip yok eder. Boylece de humoral bagisikligin yabanci

antijenleri yok etme ¢abasina katkida bulunur (Hekim ve Alkan, 2017)

2.2.2.2. Makrofajlarin Aktivasyonu

Mikroorganizmalar ve yikima ugrayan hiicreler, TLR’ler ve NLR’ler gibi orgii
taniyan reseptorlere (Pattern Recognition Receptors; PRR) baglanarak islevlerini
yerine getirmesi i¢in makrofajlart etkin kilarlar. Makrofajlarin fagositik islevleri,
mannoz reseptorleri ve dogrudan mikroorganizmalara baglanan ¢Opcii (scavenger)
reseptorler gibi yilizey reseptorleri ve kompleman aktivasyon f{irlinleri ya da
mikroorganizmalar1 kaplayan antikorlar i¢in olan reseptorler aracilii ile saglanir.
Kompleman ve antikor reseptorleri, ayrica hiicre igine alinmis mikroorganizmalarin

oldiiriilmeleri i¢in gerekli sinyal uyarisinda da rol oynarlar.

Makrofajlar farkli islevlerin gergeklesmesi i¢in iki ayr1 yoldan etkin kilinirlar:

Klasik ve alternatif yolak.

1. Klasik makrofaj etkinlesmesi, TLR’ler iizerinden dogal ve edinsel bagisiklik
yanitlarinda iiretilen IFN-y gibi bir sitokinin uyarisi ile tetiklenir. Klasik yoldan
etkinlesen makrofajlar (M1), mikroorganizmalar1 parcalayip enflamasyonu

tetiklerler.
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2. Alternatif makrofaj etkinlesmesi ise gii¢lii TLR uyarilarin olmadigi kosullarda,
IL-4 ve IL-13 gibi sitokinlerin uyarisi ile ortaya ¢ikar, M2 adi verilen bu

makrofajlar enflamasyonun denetlenmesinde ve doku onariminda daha
etkilidir.

Bu iki tip makrofajlarin bir denge igerisinde olmasi gerekir. Bu iki makrofaj
grubunun arasinda ciddi farkliliklarin olmasi, konak immiin yanitinda bozukluklara ve

onemli rahatsizliklara sebep olabilir (Abbas ve ark., 2014).

Makrofaj klasik ) ; Makrofaj alternatif
etkinlesmesi (M1) etkinlegsmesi (M2)

Mikrobiyal
TLR bagmklan

IFN-
Monosit

IL 13, IL- 14

ROS NO, IL-1, IL- 12 I1L-23, IL 10, Prolin

lizozomal kemokinler TGF- poliaminler,

enzimler Jl TGF-B
Mikrobisidal Anti- Yara
b::(';::]i“\::e enflamatuvar onarimi,
mRntarian | Enflamasyon | etki fibroz
fagositozu ve

yikimi

Sekil 4. Makrofaj etkinlesmesi. Klasik yoldan etkinlesen makrofajlar (M1), TLR’lere baglanan mikroorganizma iiriinleri ve
sitokinler, 6zellikle IFN-y ile tetiklenir ve mikrosibidal ve proenflamatuvar 6zelliktedir. Alternatif makrofaj aktivasyonu (M2),
IL-4 ve IL-13 tarafindan uyarilir ve doku onarimi ve fibrozisde 6nemlidir (Abbas ve ark., 2014).
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2.3. Tolerans ve Otoimmiinite
2.3.1. immiinolojik Tolerans

Immiinolojik tolerans terimi ilk olarak Ray Owen tarafindan 1945 yilinda ortaya
atilmistir (Owen, 1945). Immiinolojik tolerans, antijen ile karsilasan lenfositlerin yanit

vermemesi durumudur.

Bir antijene 6zgiil reseptorii olan lenfosit, o antijenle karsilastiginda, birtakim

olasiliklardan herhangi biri gelisebilir:

1. Lenfositler aktive olup c¢ogalabilirler, etkin ve bellek hiicrelere
farklilasabilirler, etkili immiin yanit gelisir; bu tlir yanita yol acan antijen

immiinojenik olarak tanimlanir.

2. Lenfositler igslevsel olarak etkisiz kilinir veya ldiiriiliirler ve sonugta o antijene

tolerans gelisir; bu tip yanita yol agan antijen tolerojenik olarak tanimlanir.

3. Bazi durumlarda antijene 6zgiil lenfositler hicbir sekilde yanit vermezler
antijeni yok sayarlar, bu durum immiinolojik gérmezden gelme olarak
tanimlanir. Normal kosullarda patojen mikroorganizmalar immiinojenik, kendi

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

Akciger ve sindirim sistemi mukozal yilizeylerinde pek ¢ok zararsiz hava ve gida
kaynakli antijenlere kars1 enflamatuvar yanitlar1 Onlemek ig¢in, aktif tolerans
mekanizmalarina gerek vardir. Bununla birlikte, toleransin en Onemli O6zelligi,
viicudun kendi dokularina kars1 bir saldir1 gelistirmesini engelleyen self toleranstir
(Male ve ark., 2008). Santral lenfoid organlarda lenfosit gelisimi sirasinda gerg¢eklesen
gen diizenlemeleri, kaginilmaz olarak kendi antijenlerine kars1 afiniteye sahip bazi
lenfositlerin olugsmasina da neden olur. Bu tiir lenfositler normal olarak repertuvardan
cikarilir veya ¢esitli mekanizmalar tarafindan kontrol altinda tutulur (Murphy ve
Weaver, 2016).

Oz antijenler, bireyin DNA’s1 tarafindan kodlanan tiim epitoplar igine alir ve

diger tiim epitoplar 6z olmayan antijen olarak nitelendirilir.
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Buna ragmen, molekiiliin self veya non-self seklinde ayrilmasini belirleyen sey,

molekiiliin yapisi degildir. Epitopun yapisal 6zellikleri disinda;

e lenfositlerin, epitoplariyla ilk karsilastiklarindaki farklilagsma sathasi
e karsilasilan bolge
e cpitoplar1 sunan hiicrelerin 6zelligi

e cpitoplara yanit veren lenfositlerin sayisi
gibi faktorlerde onemlidir (Male ve ark., 2008).

Immiin tolerans, iiretken (primer) lenfoid organlarda heniiz gelismekte olan
lenfositlerin bu antijenlerle tanismasi ile merkezi organlarda lenfositler olusurken
saglanabilecegi gibi (merkezi-santral tolerans), olgun lenfositlerin periferik organlarda

0z antijenlerle karsilasmasinin sonucu da olusturabilmektedir (periferik tolerans).

Merkezi tolerans, sadece kemik iligi ve timus gibi primer lenfoid organlarda
bulunan, 6z antijenlere kars1 olan tolerans diizenegidir. Bu organlarda bulunmayan 6z
antijenler i¢in tolerans, periferik diizeneklerle saglanmali ve siirdiiriilmelidir (Abbas

ve ark., 2014).

Oto reaktif lenfosit i¢in, bu tolerans mekanizmalarindan hangisinin gegerli oldugu;

reseptoriin self antijene afinitesi
e bu antijenin yapisi

e antijenin konsantrasyonu

e doku dagilimi

e ifadelenme bi¢imi

gibi gesitli faktorlere baglidir (Male ve ark., 2008).
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2.3.1.1. Merkezi Tolerans

Lenfositler, merkezi lenfoid organlar olan timus ve kemik iliginde antijenlerle
reaksiyona girmeyi 0grenirler. Bu lenfositlerin antijen reseptdrlerini kodlayan genlerin
rastgele yeniden diizenlemeleri sirasinda, lenfositler, organizmanin kendi dokularina
ait molekiillerinden gelen antijenik sinyallere de maruz kalir. Diisiik afinite ile bu
kendi doku antijenlerine baglanan lenfositler immiin repertuvarlar i¢in uygunken, bu
antijenlere yiiksek afinite gosteren otoreaktif lenfositler elimine edilir yada etkisiz hale
getirilir (Stockinger, 1999).

Otoreaktif lenfositlerin oldiiriilmesi (negatif seleksiyon), kalic1 olarak etkisiz hale
getirilmeleri ya da antijen reseptdr genlerinin yeniden diizeltilmesi (editing), onlarin
heniliz dolasima katilmadig1 bir sirada, yani timus ya da kemik iligi gibi merkezi
lenfoid organlarda iken gerceklesir. Zaten bu nedenle bu siirece merkezi tolerans denir.

Bu siire¢ B ve T hiicreleri igin farkl sekilde isler (Hekim ve Alkan, 2017).

Merkezi T hiicre Toleransi

T lenfositleri heniiz timustan disar1 ¢ikmadan organizmanin kendi molekiilleriyle
karsilagirlar. Cilinkii goz, testis ve beyin gibi birka¢ organin disinda, hemen hemen tiim
organlara ait protein ve peptid parcalart timusun orta kisminda bulunan epitel
hiicrelerinin ylizeyinde sergilenirler. Bunu saglayansa gii¢lii bir transkripsiyon
aktivatorii olan otoimmiin diizenleyici (Autoimmune regulator; AIRE) proteindir. Bu
protein, tim doku antijenlerini kodlayan genlerin, timus epitel hiicrelerinde
aktiflesmesini saglar. Boylelikle olgunlagmakta olan T hiicreleri heniiz yerini terk
etmeden organizmanin kendi dokularina ait molekiillerle karsilasmis olur. Boylece
otoreaktif 6zellikte olan lenfositler heniiz disar1 ¢ikmadan kendilerini timusta ele verir
(Hekim ve Alkan, 2017). Devreye giren merkezi tolerans ise 2 sekilde sonuglanir: T

hiicrelerinin 6liimii ya da CD4" diizenleyici T hiicrelerinin olusumu.

Olgunlasmamis lenfositler MHC’ye bagli olarak sunulan 6z antijenleri ile
kuvvetle etkilesime girerse bu lenfositler apoptozu tetikleyen sinyal alir ve
olgunlasmasint  tamamlayamadan olir. Bu islem negatif se¢cim olarak

tanimlanmaktadir ve bu durum merkezi toleransin baslica diizenegini olusturur.
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Timusta, 6z antijeni yiiksek affinite ile taniyan bazi olgunlasmamig CD4" T
hiicreleri ise 6lmezler fakat diizenleyici T hiicrelerine doniiserek periferik dokulara

yerlesirler (Abbas ve ark., 2014).
2.3.1.2. Periferik Tolerans

Merkezi lenfoid organlarda, bireyin kendi doku ve proteinleri ile etkilesime gegen
self reaktif lenfositler, tamamen temizlenmeyebilir. Bu nedenle merkezi toleranstan
kagan bu lenfositler lenf bezleri, dalak, deri ve bagirsak mukozasina ait peyer plaklar
gibi ikincil lenfoid dokularda tekrar gdzden gegcirilir ve bu tolerans mekanizmasinda

periferik tolerans denir (Hekim ve Alkan, 2017).
Periferik T hiicre Toleransi

Stiphesiz, pek cok potansiyel otoreaktif T hiicresi, santral toleranstan kagmaktadir.
Bu durum, timusta, toleransi baglatmak i¢in ¢ok sayida antijenin mevcut olmadigini
veya var olsa da yetersiz seviyede bulundugunu gosterir (Male ve ark., 2008). Periferik
tolerans, olgun T hiicresi 6z antijenleri periferik dokularda tanindiginda olusur ve
islevsel yanitsizlik (anerji), apoptoz veya diizenleyici T hiicreleri tarafindan 6ze tepkili

lenfositlerin baskilanmasiyla sonuglanir (Abbas ve ark., 2014).
Anerji

Naif T hiicrelerinin etkin hiicre ve bellek hiicrelere farklilasip cogalmasi i¢in en

az iki sinyal gerekmektedir:

e Ilk sinyal, uygun peptid-MHC kompleksinin T hiicre reseptorii (THR)
tarafindan taninmasiyla harekete geger;
e Ikinci sinyal, ASH’lerin ifade ettigi CD80 (B7.1) ve CD86 (B7.2) es uyarici

molekdiilleri ile olusur (Male ve ark., 2008).

Enfeksiyon olmadigi zamanlarda dendritik hiicreler dinlenme halindedir ve es
uyaran molekiillerini diisiik miktarlarda eksprese ederler. Ayni zamanda dendritik
hiicreler siklikla dokulardaki 6z antijenleri sunarlar. Bu 6z antijenlere kars1 reseptor
iceren T lenfositleri bu antijenleri taniyabilirler ancak beraberinde T hiicreleri
dendritik hiicrelerinden gii¢lii es uyaran sinyali almazlar ¢iinkii eslik eden dogal

immiin yanit yoktur.
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Boyle bir durumda yani T hiicresinin aktiflesmesi i¢in gereken es uyaranlar
yetersiz oldugunda T lenfositleri antijenleri tanir ise, T lenfositleri uzun Omiirlii
islevsel etkisizlik haline (anerji) gegerler. Anerjik hiicreler yasamlarinmi siirdiiriirler

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

2.3.2. Otoimmiinite

Immiin sistemin kritik islevi, kendini ayirt ederek, sadece mikroplara yanit
vermektir. Oz antijenlere kars1 tolerans, olduk¢a diizenli bir siirectir ve bunu
stirdiirmek igin bagisiklik sistemi, kendiliginden gelisen self reaktif lenfositleri
gelistikge ayirt edebilmelidir (Lleo ve ark., 2010). Otoimmiinitenin altinda yatan temel
mekanizma, kendiliginden gelisen self reaktif lenfositlerin kusurlu eliminasyonu veya
kontroliidiir (Rosenblum ve ark., 2015). Insanlarda yapilan ¢alismalar ve deneysel
hayvan modelleri, otoimmiiniteye katkida bulunan genetik ve gevresel faktorleri
ortaya koymaktadir (Rosenblum ve ark., 2015). Ancak yapilan son g¢alismalar,
otoimmiin hastaliklarin gelisimi {izerindeki genetik faktorlerin aksine, cevresel

faktorlerin daha gii¢lii bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Otoimmiin hastaliklarin goriillme siklig1 ve prevalansinda ciddi bir artis vardir.
Bunlar arasinda, multiple skleroz (MS) ve myastenia gravis gibi norolojik otoimmiin
hastaliklarda yilda % 3,7 oraninda; romatizmal otoimmiin hastaliklarda % 7,1;
endokrinolojik otoimmiin hastaliklarda % 6,3 ve gastrointestinal otoimmiin
hastaliklarda ise yilda % 6,2 oraninda bir artis oldugu goriilmustiir (Lerner ve ark.,
2016).

Otoimmiin hastaliklar, kronik yapilari, ilgili saglik hizmetleri maliyetleri ve geng
niifuslardaki siklig1 sebebiyle 6nemli bir klinik problemdir (Rosenblum ve ark., 2015).
Tip 1 diyabet Avrupa ve Kuzey Amerika'da hizla artmaktadir ve rahatsiz edici sekilde
en fazla artis oram 0-4 yas grubundadir (Patterson ve ark., 2009). Oyleki otoimmiin
tip 1 diyabet, ¢ocuklarda goriilen kronik hastaliklar arasinda en yaygin olanidir
(Mackay, 2001). Otoimmiin hastaliklar, sistem, organ veya doku tipine bagli olarak
yaklagik 80 farkli tipte siniflandirilir. Bati niifusunun yaklasik % 5'i bu anomaliden

etkilenir, ancak diinya ¢apinda goriilme siklig1 bilinmemektedir.
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Otoimmiin hastaliklar dogada heterojendir ve klinik belirtileri tehlike yaratmayan
anomalilerden hayati tehdit edici kosullara kadar degisir (Laxminarayana, 2017).
Otoimmiin hastaliklarin teshisi de, genelde zordur, ¢iinkii hastalik baslangigta gizli
olabilir ve baslangic semptomlar1 genellikle spesifik olmayip yorgunluk, halsizlik

veya ates gibi bir¢ok hastalikta goriilen klasik semptomlart gosterir (Mackay, 2001).

Otoimmiin hastaliklarin gosterdigi etki de degiskendir, etkiledikleri organlarda ve
klinik belirtilerinde, bazilar1 belirli dokularla sinirli, bazilari ise sistemik veya yayilmis

olarak biiyiik ol¢iide degisir (Rosenblum ve ark., 2015).

Sitokin antagonistleri gibi mevcut tedaviler, bu hastaliklarin ¢ogunun tedavisinde
biiylik umut vermistir. TNF-a antagonistleri, romatoid artrit seyrini degistirmistir ve
diger sitokin antagonistleri, diger g¢esitli hastaliklarda etkileyici etkinlik
gostermektedir (Kim ve Solomon, 2010).

Bununla birlikte, mevcut terapotik ajanlarin ¢ogu hastaligi hafifletmek iizerinedir,
hastaligin baslatilmasindan ve ilerlemesinden sorumlu olan temel problemleri ele
almamaktadir. Cogu durumda, bu, devam eden ve bazen de yasam boyu siiren tedaviyi
gerekli kilarak, malignite enfeksiyon hastaliklarinin gelismesinde yatkinliga sebep
olur. Bu hastaliklar kaynaginda ele almak, anormal immiin reaksiyonlarin nasil ortaya
ciktigini, nasil stirdiiriildiiklerini ve saglikli bireylerde bu tepkileri bastirmak igin

kullanilan i¢sel mekanizmalari anlamay1 gerektirir (Rosenblum ve ark., 2015).

2.4. Potansiyel Tolerans indiikleyici Stratejiler

Otoimmiin hastaliklar, sadece yasam kalitesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip
olmayan, ayni zamanda potansiyel olarak yasami tehdit eden yaygin kronik
bozukluklardir (Hirsch ve Ponda, 2015). Giiniimiizde, otoimmiin hastaliklarin kontrol
ve tedavisi temelde, spesifik olmayan immiinosiipresif ilaglarla yapilmaktadir (Wraith,
2017). Yaygin olarak tercih edilen tedavi yontemleri klinik yararlar saglarken, ciddi
yan etkilere de sebep oldugu gézlenmistir (Hirsch ve Ponda, 2015).
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Romatoid artrit, sistemik lupus eritematoz ve multipl skleroz i¢in mevcut tedavi
secenceklerine fizik tedavi, kortikosteroidler, anti-enflamatuvar ilaglar, anti-sitokin
tedavileri, monoklonal antikorlar, T hiicresi fonksiyonunun biyolojik inhibitorleri ve
B hiicresi inhibisyonu 6rnek verilebilir. Bu tedaviler, milyonlarca hastaya fayda

saglarken baz1 6nemli dezavantajlari1 da olabilir (Hirsch ve Ponda, 2015).

Gilinlimiizde otoimmiin hastaliklarin tedavisinde hedeflenen, spesifik otoimmiin
hastaligin, selektif olarak baskilanmasi ve bagisiklik sisteminin geri kalaninin bulasici
hastaliklarin ve kanserin kontrolii i¢in fonksiyonel olarak aktif kalmasinin bir yolunu
kesfetmektir. Amag, potansiyel yan etki riskini azaltmak i¢in hastaliga 6zgilligi

artiran tedaviler gelistirmektir (Wraith, 2017).

Potansiyel Tolerans indiikleyici stratejiler temelde dendritik hiicreler iizerinden
gelistirilir. Bu stratejilerden biri tolerojenik dendritik hiicrelerdir. Bu hiicrelerin

kullanimi ve nakli otoimmiin hastaliklar i¢in umut verici bir terap6tik stratejidir.

Genis kapsamli giicli immiin sistemi uyarici ve diizenleyici fonksiyonlari,
dendritik hiicreleri giinlimiiz immiinoterapilerin merkezine yerlestirmistir (Naranjo-
Gomez ve ark., 2011). Dendritik hiicreler, immiin yanitin indiiksiyon fazinda oldukca
onemlidir ve bu nedenle bir antijene karsi yanitin enflamasyon mu yoksa tolerans mi

olacaginin belirlenmesinde kritik dneme sahiptir (Hirsch ve Ponda, 2015).

Bu stratejide IL-10, deksametazon (Dexa), rapamisin (Rapa) ve vitamin D3
(VitD3) gibi ¢esitli farmakolojik ajanlarla dendritik hiicrelerin tolerojenik 6zelliklerini
gelistirilip stabilize ederek dendritik hiicrelerin tolerojenik aktiviteleri tesvik edebilir.
Boylece tolerojenik dendritik hiicrelerin, klonal T hiicresi tilkenmesi, anerji, T
yardimct hiicre (T helper; Th) farklilagsmas1 veya Treglerin iiretilmesi dahil olmak
tizere ¢esitli yollarla immiin toleransi indiiklemesi saglanir (Naranjo-Gomez ve ark.,

2011).

Otoimmiiniteye karsi gelistirilmek istenen diger bir strateji de, CD80/86'nin
ekspresyonunu onlemek i¢in dendritik hiicreleri ve diger ASH'leri genetik olarak
degistirmektir (Tan ve ark., 2005). Dendritik hiicrelerin yiizey molekiillerinden CD80
ve CD86 es uyaran molekiilleri, T hiicresi aktivasyonunda ve hayatta kalmasinda rol

oynayan iki temel ortak uyarici faktordiir (Sharpe ve Freeman, 2002).
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Dendritik hiicrelerinin, es uyaran sinyali olmadan antijenleri sunmasi durumunda

T hiicre anerjisi olusabilir (Hirsch ve Ponda, 2015).

Bu tez calismasinda da profesyonel antijen sunan hiicrelerden biri olan
makrofajlarda, es uyaran molekiilleri CD80 ve CD86 genleri susturulup, T
hiicrelerinde anerjinin tetiklenerek otoimmiin hastaliklara karsi tolerans gelistirilmesi
amaclanmistir. Ayni stratejinin transplantasyon toleransini saglamak amaciyla

kullanilabilme potansiyeli de s6z konusudur.
2.5. Yeni Nesil Genom Diizenleme Teknikleri

Bir organizmanin fenotipi lizerindeki etkisini belirlemek i¢in bir geni nakavt
etmek yada ekspresyon seviyelerini degistirmek molekiiler biyolojide vazgegilmez bir
aractir. Bu teknikler, bir gen {iriiniiniin organizmalarin gelisimine ve hiicresel
kimligine nasil katkida bulundugunu anlamak i¢in kritik 6neme sahiptir. Genom
diizenleme teknolojilerindeki son gelismelerle  birlikte genomik  dizilim
teknolojilerinin patlamasi, bu deneylerin daha Once kolayca erisilemedigi veya
miimkiin olmadig1 bircok organizmada genetik manipiilasyon olasiligini arttirmistir.

(Thurtle-Schmidt ve Lo, 2018).

Genom diizenleme, genomik DNA'y1 degistirme ve genetik bilgiyi yapay olarak
degistirerek, fonksiyon kazanimi (gen knockin, gen mutasyonu, gen etiketleme ve gen
aktivasyonu) ve fonksiyon kaybini (gen knockout ve gen mutasyonu) baz alarak yapilir
(Sanchez-Rivera ve Jacks, 2015). Genom diizenleme teknolojileri, bilim insanlarinin
DNA cift zincir kiriklarmin (Double-strand break; DSB), esas olarak Homoloji
yonlendirmeli tamir (homology directed repair; HDR) ve Homolog olmayan ug
birlestirme mekanizmasi (honhomologous end-joining; NHEJ) yoluyla, endojen DNA
tamir mekanizmalarini uyardigini kesfetmeleri tizerine gelistirilmistir (Takata ve ark.,
1998).

HDR, DBS'lerin oldugu bolgede ¢alisir. Bu mekanizma genetik bilgiyi korur
¢linkii homolog DNA, onarimda sablon olarak kullanilir. Homolog DNA yoksa NHEJ,

DSB'leri onarmak i¢in ¢alisir.
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Bu tamir mekanizmasinda onarim i¢in baz alinacak bir homolog DNA
olmadigindan, NHEJ kolayca genetik bilgiyi kaybeder ve hasar goren bolgelere
ekleme veya silme islemi yapar (Maeder ve Gersbach, 2016). Boylece DNA iizerinde

gen degisikligi yapmak i¢in bu onarim mekanizmalari tetiklenir.

Glinlimiizde, genom diizenlemede li¢ niikleaz yaygin olarak kullanilmaktadir:
¢inko parmak niikleaz (Zinc finger nucleases; ZFN), transkripsiyon aktivatér benzeri
efektor niikleaz (Transcription activator like effector nuclease; TALEN) ve CRISPR.
CRISPR sistemi, memeli genomunda gen diizenlemede diger tekniklere oranla
oldukga gii¢lii bir arag olarak yer aliyor (Chen ve ark., 2016). Sekil 5’de bu ii¢ yontem

kiyaslamasi yapilmistir.

Time first infroduced DA recognition pattem  DNA modification pattem Validation Relative  Relative  Clinical

into mammalian(year) fime efficiency’  specificity’  development
IIN 2000 Zinc finger protein Foklnuclease fused with ZFs ~ Sweeks ~ ++ + Phase1/2
TALEN 201 TAL protein Fokl nuclease fused with TALENs 8weeks — ++ e Phase 1
CRISPR-Cas9 2015 Single strand guide RNA - Cas9 nuclease Ddweeks  +++ #+++  Preclinical

Sekil 5. Yeni nesil genom diizenleme tekniklerinin karsilagtirilmasi. Sekilde yapilan kiyaslamada da goriildiigii gibi ¢aligma
stiresi, spesifiklik ve verimlilik agisinda CRISPR diger iki yonteme kiyasla daha avantajlidir (Chen ve ark., 2016).

CRISPR tabanli teknolojiler yillar i¢inde gelisip gliniimiizde, daha 6nce tedavi
edilemez olarak kabul edilen bir¢ok insan genetik hastaliklar1 icin terapdtik bir
platform olarak umut vermis, yiiksek kalitede gen diizenlemeye esnek bir yaklagim
saglamistir (Luther ve ark., 2018). Bu sistem, bu alanda gelistirilen 6nceki gen
diizenleme ydntemlerine kiyasla bircok avantaja sahiptir. Onceki sistemlere kiyasla,
CRISPR, hiicre i¢i mekanizmalara miidahale etmeden bir geni devre dis1 birakabilir

veya ortadan kaldirabilir.

Sistem, hastaliklarin tedavisinde ve bu hastaliklarda kusurlu genlerin
performansinin belirlenmesi ile ilgili arastirmalarda da kullanilabilir. CRISPR ayrica
onceki sistemlere gore daha fazla potansiyele ve uygulama alanma sahiptir. Bu
uygulamalara CRISPR'in kanser gibi genetik ve epigenetik hastaliklar1 anlamadaki

kullanim1 6rnek verilebilir (Mahmoudian-sani ve ark., 2018).

Bu tez ¢alismasinda CRISPR/Cas gen diizenleme sistemi kullanildigindan konuya

bu sistemin anlatilmasi tizerinden devam edilecektir.

23



2.5.1. CRISPR/Cas Sistemi

1980'lerin sonlarinda, E. coli genomunda alisilmadik sekilde aralikli, homolog
sekans yapilar1 fark edildi (Kick ve ark., 2017). Benzer sekildeki aralikli homolog
sekanslar 1993 yilinda Haloferax mediterranei tiirii archaea'da da gozlendi. Zaman
icerisinde bu sekanslarin sadece bakterilerde degil arkea’lar da goriildiigli anlasildi
(Ishino ve ark., 2018). 2002 yilinda, diger prokaryotlarda benzer genomik yapilarin
kesfedilmesi ve bu dizilerin ortak oOzelliklerinin tanimlanmasinin ardindan bu
sekanslar diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR)

olarak adlandirildilar (Kick ve ark., 2017).

CRISPR bolgelerinin detayli analizleri bu dizilerin yakinlarinda bulunan Cas
(CRISPR associated) adi verilen genlerle iliskili oldugunu gosterdi. Yapilan
analizlerde Cas genlerin helikaz gen ailelerine benzerlik gosterdigi goriildii. Ve Cas
genlerinin aslinda DNA onarimi ve rekombinasyonu, transkripsiyonel diizenleme ve
kromozom ayrimi dahil olmak {izere DNA metabolizmasinda yer aldig1 tahmin edildi

(Ishino ve ark., 2018).

2006 yilinda CRISPR'den tiiretilen bagisikligin RNA araciligiyla yiiriitiilebilecegi
bildirildi, 2007 yilinda ise cas genlerinin, spacer bolgelerindende sorumlu olan bolge
oldugu kesfedildi (Chen ve ark., 2016). Zaman igerisinde CRISPR dizilerin esas
olarak farkli bakteriyofajlara ait sekanslar icerdigi ve bunlarin kazanilmis bir bakteri

bagisiklik sisteminin bir pargasi oldugu bulundu (Kick ve ark., 2017).

2007 yilinda yapilan bir ¢alismada Faj dizisinin, Streptococcus thermophilus'un
CRISPR dizisindeki spacer bolgesine eklenmesi bu susu, karsilik gelen faja karsi
direngli kildig1, 6te yandan, faj enfeksiyonuna karsi bu bakteriyel direncin, karsilik
gelen protospacer sekansi faj genomundan silindiginde ise kayboldugu goriilmiistiir.
Boylece CRISPR-Cas sisteminin prokaryotik kazanilmis bir bagisiklik sistemi olarak
islevi, laktik asit bakterisi S. thermophilus’da deneysel olarak kanitlanmis oldu

(Barrangou ve ark., 2007).
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CRISPR bolgelerinde bulunan, tekrarlayan kisa DNA dizileri palindromiktir.
Uzunluklar1 21-48 baz ¢ift arasinda degisen bu DNA dizileri 5’den 3’e ve 3’den 5’e,
her iki yonde de aynm1 okunur. Bu kisa DNA dizilerinin arasinda ise 26-72 baz gifti

uzunlugunda spacer adi verilen DNA bdélgeleri bulunur.

Bu 6zgiin DNA dizileri, genellikle bir bakteriyofaj veya plazmitin niikleik
asitlerine ait sekanslar igerir. Ayn1 zamanda CRISPR dizisinin basinda bulunan lider
dizi ad1 verilen korunmus bolgelerde transkripsiyonun yoniiniin belirlenmesinde gorev

alir.

Sistemin 2. onemli pargast ise CRISPR dizisinin yakininda bulunan Cas
genleridir. Cas proteinlerinin helikaz ve niikleaz 6zelliklerinin bulunmasi DNA
dizilerini agma ve kesme islemlerini gergeklestirmesini saglar. Boylece, Cas
proteinleri niikleik asitlerle etkilesim kurarak niikleaz, helikaz veya RNA baglanma

proteini seklinde aktivite gosterir (Bozok Cetintas ve ark., 2017).

Cas Genleri CRISPR Array
! v
Lider/Promotor Palindromik Spacer
Dizi Tekrarlar Bogeler

Sekil 6. CRISPR/Cas Sistemi (Bozok Cetintas ve ark., 2017)

Bagisiklik yanitin her bir agamasinda birbirinden farkli Cas proteinleri bulunur.
CRISPR lokusunun sayisi, gorev alan Cas proteinlerinin farklilig1 g6z 6niine alinarak
Tip I, Tip Il ve Tip Il CRISPR/Cas sistemleri tanimlanmistir (Bozok Cetintas ve ark.,
2017). Tip 1l sadece bakterilerde bulunurken, Tip I ve Tip IlIl CRISPR/Cas sistemi
hem bakteri hem de arkea’larda bulunur. Yiiksek verimi ve sadeligi nedeniyle S.
pyogenes'deki tip 11 CRISPR/Cas sistemi giiniimiizde en ¢ok tercih edilendir (Chen ve
ark., 2016).
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2.5.1.1. CRISPR/Cas9 Calisma Mekanizmasi

Modifiye edilmis ve giiniimiizde arastirmalarda kullanilan CRISPR sistemi
temelde 2 parcadan olusur: Rehber RNA (single guide RNA; sgRNA) ve Cas9
niikleazi. Rehber RNA hedefi belirlerken, Cas9 niikleaz fonksiyonel islemi
gerceklestirir.

Rehber RNA ise 2 alt iiniteden olusur;
- CRISPR RNA olarak da adlandirilan crRNA,
- tracrRNA olarak da adlandirilan trans aktiflestirici crRNA

Sistemin galismasi i¢in gerekli olan bir baska bilesem ise proto-spacer iliskili
motif (Protospacer adjacent motif; PAM) dizisidir. Cas9'un hedef DNA'y1 baglamasi
icin bir PAM dizisi kesinlikle gereklidir. PAM'lar, Cas9-sgRNA kompleksinin hedefe
baglanmasinda ve niikleaz aktivasyonunda gorevlidir. Ayrica PAM, Cas9 i¢in hedef
DNA'y1 kendi genomundan ayirt etmek igin 6zel bir isarettir. PAM, Streptococcus
pyogenes Cas9’u i¢in bir NAG veya bir NGG niikleotidir. Bu PAM dizisi her Cas9
tiiri i¢in ayn1 olmayip, farkli Cas9 ortologlari i¢in farkli PAM dizileri bulunmaktadir.

Sistem harekete gegtiginde Cas9-sgRNA kompleksi ilk 6nce PAM sekansini tanir
daha sonrasinda ise rehber RNA, PAM sekansinin bitigiginde bulunan hedef
niikleotitlerle eslesir ve boylece Cas9’da hedef sekanslarin hemen yanindaki dsDNA'y1
¢ozer ve kesimi baglatir. Buradaki eslesme olduk¢a dnemlidir ¢ilinkii sgRNA'nin, hedef
DNA ile eslesme derecesi Cas9'un hedefi kesip kesmeyecegini belirler. Cas9 Hedef
DNA'da kiriklar olusturacak sekilde NHEJ veya HDR'yi tetikleyen DSB'ye neden olur
ve boylece DNA iizerinde istenilen degisiklikler yapilabilir (Chen ve ark., 2016).
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Sekil 7. Cas9-sgRNA kompleksinin hedef sekansla eslesmesi (Qi ve ark., 2013)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. LentiCRISPRvV2 Vektoriiniin Hazirlanmasi

LentiCRISPRv2 (Addgene, USA) vektoriine (Sekil 8), CD80 ve CD86 genlerine
Ozgii primerleri klonlayacagimiz bolge protokolde (Addgene: lentiCRISPRv2 and
lentiGuide oligo cloning protocol) gecen BsmBIl (NEB) restriksiyon enzimi
kullanilarak ¢ikartildi.

Burada; 5 pg LentiCRISPRv2 plazmit, 3 uL BsmBI (10*u/mL) (NEB, USA), 3 uL
10x 3.1 Tampon (NEB, USA), 5 uL DTT (10 Mm) (Sigma, Germany) mikrosantrifiij
tipiine konuldu ve son hacim 30 pL’ye ddH.O (Merek Millipore,USA) ile
tamamlandi. Bu karisim 55°C de PCR cihazinda (Eppendorf, Mastercycler, Germany)
2 saat inkiibe edildi.

BsmBI kesiminden sonra vektorde agik kalan uglardan fosfat gruplarim
uzaklastirmak, bdylece vektoriin kendi lizerine katlanmasini1 6nlemek i¢in; yukarida
bahsi gecen, BsmBI ile 2 saat inkiibe edilen 30 pL’lik karsimin tamami, 3 pL CAIP
(Claf Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi (Fermantas, ThermoScientific, USA),
5 uL CIAP 10x Tamponu (Fermantas, ThermoScientific, USA) mikrosantrifiij tiipiine
konuldu ve son hacim 50 puL’ye ddH20 (Merek Millipore, USA) ile tamamlandi ve
karisim 37°C de PCR cihazinda (Eppendorf, Mastercycler, Germany) 30 dakika
inkiibe edildi.

CIAP isleminden sonra vektor 1 saat boyunca 100 Voltta, %1 agaroz jelde (Sigma,
Germany) yiiriitiilerek BsmBI kesimi kontrol edildi. Jelde goriinen 2 banttan, 12.5 kb
uzunlugunda olan ve vektorii igeren bant kesilip PCR temizleme ve jel ekstraksiyon
Kiti (Macherey-Nagel Niikleospin Gel and PCR Clean-Up, Germany) kullanilarak
jelden saflagtirildi.
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Jelden kesilen pargasi tartilarak mikrosantrifiij tiipiine konulan jele, 100 mg jele
200 pL baglayict tampon (NTI) olacak sekilde NTI soliisyonu eklendi. Sonrasinda

ornek 55°C de 10 dakika, jel tamamen ¢oziinene kadar inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra DNA’nin baglanmasi igin, &rnekler Niikleospin Gel and
PCR Clean-Up kolonuna yiiklenmis ve 11 000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi
(Eppendorf, 5415D, Germany). Sonrasinda yikama amaciyla 700 uL NT3 tamponu
Niikleospin Gel and PCR Clean-Up kolonuna eklenip tekrardan 11 000 g’de 1 dakika
boyunca santrifiij edildi. Akiskan kisim atilip bu islem ikinci kez tekrar edildi.
Tekrardan akigkan kisim uzaklastirildi, Niikleospin Gel and PCR Clean-Up
kolonundaki membran1 kurutup NT3’li tamamen uzaklastirmak amaciyla 11 000 g’de

1 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi.

Sonrasinda Niikleospin Gel and PCR Clean-Up kolonu temiz 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. DNA’y1 ayristirmak icin 25 pL eliisyon tamponu
(NE), kolon membraninin ortasina eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi ve ardindan 2 dakika boyunca 11 000 g’de santrifiij edildikten sonra tiipiin
dibindeki Ornek yeni steril bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak saflastirilmas,
klonlanmaya hazir LentiCRISPRv2 vektorii elde edilir.
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Sekil 8. LentiCRISPRv2 vektorii ve sekans referans noktalari (Zhang F., 2014)
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3.2. CD80 ve CD86 Genlerine Ozgii CRISPR Primerlerinin Hazirlanmasi

Mouse CRISPR Knockout Pooled Library (GeCKO v2) kiitiiphanesinden mouse
CD80 ve CD86 genlerine 6zgii primerler tarandi ve aralarindan en uygunlar
CRISPOR programi (Tefor infrastructure, France) kullanilarak ve her bir gen igin 2’ser
tane olmak iizere secildi ardindan Addgene: lentiCRISPRv2 ve lentiGuide oligo
klonlama protokuliinde belirtilen sekilde, sectigimiz primerleri dizayn edilip sentez

ettirildi. (Sentegen, Ankara).

Sentezlettirilen primer sekanslari;

CDB80 - A2 Revers > CACCGAGTCTGAAGACCGAATCTAC
CD80 - A2 Forward > AAACGTAGATTCGGTCTTCAGACTC
CDB80 - B1 Revers > CACCGTGTGGCCCGAGTATAAGAAC
CD80 - B1 Forward > AAACGTTCTTATACTCGGGCCACAC
CDB86 - A1 Revers > CACCGGCACGTCTAAGCAAGGTCAC
CDB86 - A1 Forward > AAACGTGACCTTGCTTAGACGTGCC
CDB86 - A2 Revers > CACCGTTGACCTGCACGTCTAAGCA

CDB86 - A2 Forward > AAACTGCTTAGACGTGCAGGTCAAC

Oligoniikleotitlerin  konsantrasyonlar1 ddH>O (Merek Millipore, USA)
kullanilarak 100 uM’a ayarlandi ve birbiri ile komplementer olan ist ve alt
oligoniikleotitler T4 Poliniikleotit Kinaz (T4 Polynucleotide Kinase; T4 PNK) enzimi
ile birlestirildi. 1 pul sg RNA ist oligoniikleotit (100 uM), 1 ul sg RNA alt
oligoniikleotit (100 uM), 1 ul 10x T4 Ligase Buffer (NEB, USA), 1 ul T4 PNK ( NEB,
USA) mikrosantrifiij tiipiine konuldu ve son hacim 10 uL’ye ddH20 (Merek Millipore,
USA) ile tamamlandi. Sonrasinda karisim 37°C de 30 dakika, 95°C de 5 dakika
inkiibasyon ve sonrasinda her dakikada 5°C diiserek son sicaklik 25°C olacak sekilde
PCR cihazina (Eppendorf, Mastercycler, Germany) konuldu.
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Inkiibasyon tamamlandiktan sonra drnekler PCR cihazindan alindi ve ddH2O
(Merek Millipore, USA) ile 1/5 oraninda diliie edilip % 2’lik agaroz jelde 110 Voltta
20 dakika yiirtitildii.

3.3. LentiCRISPRvV2 Vektorii ile Oligoniikleotitlerin Ligasyonu

Bu asamada dupleks haline getirdigimiz oligoniikleotitlerimizi T4 DNA ligaz
enzimi ile jelden saflastirip elde ettigimiz ligasyona hazir lentiCRISPRv2 vektoriine
klonlandi. Her bir dubleks primer ayri lentiCRISPRv2 vektore klonlandi. 50 ng
lentiCRISPRV2, 1 ul 1/200 oraninda diliie edilmis dubleks oligoniikleotit, 1 pl T4
DNA ligaz (NEB, USA), 2 ul 10x T4 DNA ligaz tamponu (NEB, USA) mikrosantrifiij
tipline konuldu ve son hacim 20 plL’ye ddH>O (Merek Millipore, USA) ile

tamamlandi ve karisim oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
3.3.1. Ligasyon Uriiniiniin E. coli Kompetan Hiicrelerine Aktarilmasi

E. coli DH5-0 kompetan hiicrelerine, klonlanmis oligoniikleotitleri igeren

lentiCRISPRvV2 plazmitleri aktarildi.

Steril 2 mL tiipe 1 pl ligasyon irtinii ve 200 ul kompetan hiicre eklendi. Karigim
30 dakika buzda bekletildikten sonra 42°C de 90 saniye 1s1 soku uygulandi. Sonrasinda
1 dakika buzda inkiibe edildi. Ardindan her tiipe 800 ul LB siv1 besiyeri (BD, USA)
s1vi besiyeri eklendi ve 37°C de su banyosunda (Thermo Scientific, USA) 45 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler maksimum rpm’de santrifiij
edilerek hiicreler dibe c¢oktiirtildii. Santrifiijden sonra dibe ¢oken hiicreleri yerinden
kaldirmadan yavasca siipernatantin 900 ul’si mikropipet (Isolab, Germany) ile
uzaklastirildi. Geriye kalan 100 ul igerisinde dibe ¢okmiis olan hiicreler mikropipet
(Isolab, Germany) yardimiyla yavasca ¢ozdiriildii. Sonrasinda ¢ozdiiriilen hiicreler
ampisilin igeren (LB ampisilin 100 g/mL) LB agar’in (BD, USA) bulundugu petrilere
ekildi ve 37°C’lik inkiibatorde (Memmert, Germany) 16 saat inkiibasyona birakildu.

30



3.3.2. Plazmit izolasyonu

On alt1 saatlik inkiibasyonun ardinda petrilerden farkli koloniler se¢ilip miniprep
i¢cin 2 mL ampisilin igeren LB s1v1 besiyerine ekim yapilip ¢alkalamali inkiibatérde
(New Brunswick Sci., Innova 40/40R, USA) 180 rpm’de 37°C sicaklikta 16 saat
bekletilerek hiicrelerin tiremesi saglandi. Midiprep i¢inse 150 mL ampisilin iceren LB
stv1 besiyerine ekim yapildi. Besiyeri ¢alkalamali inkiibatorde (New Brunswick Sci.,
Innova 44/44R, USA) 200 rpm’de 37°C sicaklikta 16 saat bekletilerek hiicrelerin

tiremesi saglandi.

3.3.2.1. Miniprep ile Plazmit izolasyonu

Plazmitler Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel, Germany) kiti kullanilarak
tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde izole edildi. 2 mL bakteri kiiltiirii alinip 1 dakika
11 000 g’de santrifiij edilerek hiicreler dibe ¢oktiiriildii. Santrifiij sonras: iistte kalan
s1vi uzaklastilip, tiipe 250 uL tampon Al eklenir ve dibe ¢oken hiicreler vorteks (Velp
Scientifica, Italy) yardimiyla tamamen ¢ozdiiriildi. Ardindan 250 pL. tampon A2
eklenir ve tiip 7-8 kez yavasca ters diiz edilerek karistirip 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Daha sonra tiipe 350 uLL A3 soliisyonu ekleyip, 7-8 kez ters diiz edilerek
karistirildi. Sonrasinda 6rnekler oda sicakliginda, 10 dakika 11 000 g’de santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrast tistteki faz Nucleospin Plasmid kolonuna transfer edildikten sonra
oda sicakliginda 1 dakika 11 000 g’de santrifiij edildi. Santrifiijin ardindan, kolon
steril bir 2 mL’lik tiipe aktarip iizerine 600 pL yikama soliisyonu olan A4 tomponu
eklenerek oda sicakliginda 11 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Akiskan kisim
atilarak tiip 2 dakika daha santrifiij yapilarak kalan yikama tamponu kolondan
tamamen uzaklastirildi. Kolon 1,5 mL yeni steril bir tiipe aktarilip tizerine 50 uL. AE
tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 11 000g’de 1
dakika santrifiij edilerek plazmit DNA’s1 kolondan ayristirilarak elde edildi. Plazmitler
kullanilincaya kadar -20°C’de dondurucuda (Bosch, Germany) saklandi.
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3.3.2.2. Midiprep ile Plazmit izolasyonu

Plazmitler HiPure Plasmid Midiprep (invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Germany) Kiti kullanilarak tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde izole edildi.

50 mL steril falkon tiip igerisindeki hiicreler 4500 g’de + 4 °C’de 20 dakika
santrifiij edilerek dibe ¢oktiiriildii. Ustte kalan kisim uzaklastirdiktan sonra ¢oken
hiicre pelletinin tizerine 4 mL R3 tamponu eklenerek hiicreler tamamen ¢oziinene
kadar pipetleme islemi yapildi. Sonrasinda 4 mL Lizis tamponu eklenerek falkon tiip
5 kez ters diiz edilip oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Ardindan 4 mL N3 tamponu
eklenerek tekrardan 5 kez ters diiz edildi ve ardindan 4500 g’de 40 dakika boyunca +
4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiijiin bitmesine 10 dakika kala HiPure Plasmid Midiprep kolonundan 10mL
EQ1 tamponu gecirilerek kolon 1slatildi. Kolon 1slatildiktan sonra, santrifiijden ¢ikan
orneklerin tist kism1 kolondan gegirildi. Ttim siipernatant kolondan gegirildikten sonra,

10 mL yikama tamponu kolondan geg¢irildi ve bu islem 2 kez tekrar edildi.

Ardindan kolon steril bir 15 mL’lik falkona aktarildi ve 5 mL E4 tamponu
kolondan gegirildi, ardindan kolon uzaklastirilip tiipe 3.5 mL izopropanol eklenip iyice
karistir1ldi. Ornekler + 4 °C’de maksimum hizda 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi ustte kalan kisim uzaklastirilip tiipe 3 mL %70’lik etanol eklendi ve tekrardan
+ 4 °C’de maksimum g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan kisim
uzaklastirildiktan sonra tliplerden etanolii uzaklastirmak amaci ile tiipler agzi agik

sekilde 10 dakika inkiibe edildi.

Etanol tamamen uzaklagtirildiktan sonra falkonun dibinde pellet 100 pL TE
tamponu ile ¢oziilerek Ornekler mikrosantrifiij tiiptine aktarildi ve Nanodrop
spektrofotometre (Thermo Scientific, USA) ile konsantrasyonlar1 6lgiilerek

kullanilincaya kadar - 20 °C dondurucuya kaldirildu.
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3.3.3. izole Edilen Plazmitlerin Goriintiilenmesi

DNA’nin LentiCRISPRv2 vektoriine entegre oldugunu gdstermek igin plazmit
DNA’s1 izole edildikten sonra BsmBI restriksiyon enzimi ile kesim yapilip beklenen
boydaki bantlar ile ligasyonun olup olmadigina bakildi. Burada; 5 pg ligasyon
yapilmis LentiCRISPRv2 plazmit, 3 uL. BsmBI (10*u/mL) (NEB, USA), 3 uL 10x 3.1
Tampon (NEB, USA), 5 uL DTT (10 Mm) (Sigma, Germany) mikrosantrifiij tiipiine
konuldu ve son hacim 30 uL’ye ddH>O (Merek Millipore,USA) ile tamamlandi. Bu
karisim 55°C de PCR cihazinda (Eppendorf, Mastercycler, Germany) 2 saat inkiibe
edildi. Sonrasinda 6rnekler 100 Voltta %1°lik agaroz jelde 1 saat jelde yiiriitiildii.

Sonrasinda drnekler sekanslamaya da gonderilerek ligasyon dogrulandi.

3.4. Hiicre Kiiltiiri

3.4.1. Hiicre Materyali
Calismada kullanilan HEK293FT (Iinsan embriyonik bdbrek hiicre hattr) hiicreleri
ve Raw 264.7 (Fare makrofaj hiicre hatt1) hiicreleri American Type Culture Collection

(ATCC)’den temin edildi. Calismalar sadece laboratuvar kosullarinda yapildi.

3.4.2. Donmus HEK293FT ve Raw 264.7 Hiicrelerinden Kiiltiir Yapilmasi

ATCC’den soguk zincirle temin edilen dondurulmus hiicreler kabin igerisinde,
hiicre kiiltiirii laboratuvarinda uygun sekilde eritildi ve 15 mL falkon tiip igerisine 10
mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin)
besiyeri (GIBCO, USA) eklenerek, tizerine ¢oziilen hiicre siispansiyonu eklenip birkag
kez yavasca pipetleme yapildi. Hiicrelerin bulundugu falkon tiip 4°C’de 6 dakika
150 g’de santrifiij edildi. Biyogiivenlik kabinine alinan falkon tiip igerisindeki
hiicrelerin besiyeri aspire edilerek 2 mL taze besiyeri eklenip birka¢ kez otomatik
pipetle karistirlarak T25 cm?’lik steril flask (Corning, USA) igerisine aliip total
hacim DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin)
besiyeri ile 7 mL’e tamamlandiktan sonra CO; inkiibatoriinde (Binder, Germany)

37°C’de %5 COz iceren bir ortamda inkiibasyona birakilarak ¢ogalmalari saglandi.

33



3.4.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

3.4.3.1. HEK293FT Hiicrelerinin Pasajlanmasi

T25 cm? flask igerisindeki hiicreler mikroskopla incelenerek %80 doluluk oranina
sahip oldugu goriildiikten sonra biyogiivenlik kabini igerisine alinip, var olan besiyeri
aspire edilir ve 2 mL PBS (Phosphate-buffered saline) (Sigma, Germany) ile yikanip
aspire edildi. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 500 uL Tripsin (1X) eklenip ve
5 dakika 37°C, %5 CO: igeren inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin
ylizeyden sokiildiigii gozlenerek biyogilivenlik kabini igerisine alinan hiicrelerin
tizerine 2 mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %21 penisilin ve
streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklenip ve hiicreler flasktan 15 mL’lik steril
falkona aktarild1.

Ardindan 300 g’de 5 dakika santrifiij edilen hiicreler dibe ¢oktiiriildii. Tekrardan
kabin igerisine alinan falkondaki hiicrelerin besiyeri aspire edildi ve falkon igerisine 3
mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin)
besiyeri (GIBCO, USA) eklenereck dibe ¢dken hiicreler pipetleme yardimiyla
¢ozdiiriildii. Ardindan hiicreler yeni bir steril T75 cm? flask (Corning, USA) igerisine
aktarip total hacim 15 mL’e tamamlanacak sekilde DMEM (%10 Fetal sigir serumu,
%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklenip hiicreler
37°C, %5 COz igeren inkiibatore konularak ¢cogalmalari saglanda.

T75 cm? flask’a ekilen hiicreler bir iki giin sonra kontrol edilip % 80 doluluk

oranina sahip oldugu goriildiikten sonra yukarida anlatilan iglem tekrar edilir.

Sekil 9. HEK293FT hiicrelerinin inverted 1s1k mikroskobunda 20X biiyiitmeli objektifteki goriintiisii
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Hiicreler inkiibatorden kabin igerisine alinir tizerine 4 mL PBS (Sigma, Germany)
ile yikanip aspire edildi. Hiicreleri ylizeyden kaldirmak amaciyla 1 pL Tripsin (1X)
eklenip ve 5 dakika 37°C, %5 CO2 igeren inkiibatérde bekletildi. Mikroskop altinda
hiicrelerin yilizeyden ayrildigi gozlendikten sonra tekrardan kabin igerisine alinan
hiicrelerin iizerine 9 mL DMEM (%10 Fetal s1gir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin
ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi ve hiicreler flasktan 15 mL’lik steril
falkona aktarildi. Ardindan 300 g’de 5 dakika santrifiij yapilarak hiicreler dibe
coktiirildii. Tekrardan kabin igerisine alinan falkondaki hiicrelerden besiyeri aspire
edildi ve falkon igerisine 6 mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1
penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklenerck dibe ¢oken hiicreler
pipetleme yardimiyla resiispanse edildi. Ardindan hiicreler yeni bir steril T175 cm?
flask (Corning, USA) igerisine aktarip total hacim 30 mL’e tamamlanacak sekilde
DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin)
besiyeri (GIBCO, USA) eklenip hiicreler 37°C, %5 COz iceren inkiibatore konularak

cogalmalar1 sagland.

3.4.3.2. Raw 264.7 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

T25 cm? flask (Corning, USA) icerisindeki hiicreler mikroskopla incelenerek %80
doluluk oranina sahip oldugu goriildiikten sonra biyogiivenlik kabini i¢erisine alinip,
var olan besiyeri aspire edildi ve 2 mL PBS (Sigma, Germany) ile yikanip aspire edildi
ve flaska 2 mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve
streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi. Ardindan steril bir scraper araciligi
flask yiizeyi kazinarak hiicreler ylizeyden kaldirildi. Mikroskop altinda hiicrelerin
yiizeyden kaldirildigi gozlenerek biyogiivenlik kabini igerisine alindi ve flasktaki
hiicreleri igeren tiim ortam 15 mL’lik steril falkona aktarildi. Ardindan 300 g’de 5
dakika santrifiij yapilarak hiicreler dibe ¢oktiiriildii. Tekrardan kabin igerisine alinan
falkondaki hiicrelerin besiyeri aspire edildi ve falkon igerisine 3 mL DMEM (%10
Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO,
USA) eklenerek dibe ¢oken hiicreler pipetleme yardimiyla ¢ozdiirtildii. Ardindan
hiicreler yeni bir steril T75 cm? flask (Corning, USA) igerisine aktarip total hacim 15
mL’e tamamlanacak sekilde DMEM besiyeri (GIBCO, USA) eklenip hiicreler 37°C,

%5 COgz iceren inkiibatore konularak cogalmalart saglandi.
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Sekil 10. : Raw 264.7 hiicrelerinin inverted 1g1k mikroskobunda 20X biiyiitmeli objektifteki goriintiisii

3.4.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre sayim yapilacak flasktaki hiicreler bulundular flask tipine gore 3.4.3 de
anlatilan islemlere tabi tutulur. Santrifiij asamasinda sonra kabine alinip besiyeri aspire
edilip uzaklastirilir ve ¢oken hiicrelerin {izerine bir miktar besiyeri eklenerek dipteki
hiicreler ¢oktiiriiliir. Ardindan steril ependorf tiipii alinip i¢ine 20 pL tripan mavisi
(Sigma, Germany) ¢ozeltisinden ve 20 pL hiicre siispansiyonundan alinarak pipetleme
yapilir ve 1-2 dakika bekletilip Hemositometrenin (Hausser Scientific, USA) oluklari
arasina 10 pL alttan ve 10 pL istten olmak {izere karigim pipetlendi. lIsik
mikroskobunda goriilen kiiciik karelerin etrafindaki biiytik kareler sayilir.

Hesaplama su sekilde yapilir; Sayilan karelerin aritmetik ortalamasi X 2 (Diliisyon

faktorii) X 10000 = 1 mL’deki toplam hiicre sayis1

A B

Sekil 11. Hemositometre. Hemositometrede sayilmasi gerek alanlar harflerle gosterilmistir (Jumuddin F., 2018).
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3.5. Viriis Uretimi

Viriis iiretimi elde etmek istediginiz virlis partikiilii sayisina gére temelde 2’ye
ayrilir: Blytik 6lcekli viriis iiretimi ve kiiglik 6l¢ekli viriis tiretimi. Kiigiik 6l¢ekli viriis
tiretiminde yaklagik 5-6 milyon virlis partikiili dretilirken biiylik 6lgekli viriis
tiretiminde 10-15 milyon viriis partikiili elde edilir. Kiiciik 6lgekli viriis iiretiminde
100 mm’lik petriler tercih edilirken biiyiik 6l¢ekli viriis tiretiminde 150 mm’lik petriler
tercih edildi. iki iiretim seklinde de tiim siirecler ayn1 olup sadece rakamlarda bazi

farkliliklar gortilmektedir.

3.5.1. Viriis Uretiminde Kullanilacak Petrilerin Poly-L-lysin ile Kaplanmasi

Viriis tiretiminde kullanilacak olan petriler kabin igerisinde ilk olarak ticari olarak
temin edilen Poly-L-lysin (BD, USA) ile kaplandi. Burada amag, petrilere ekilecek
hiicrelerin Poly-L-lysin aracilig1 ile siki bir sekilde petri yilizeyine yapigmasini

saglamaktir.

Ik olarak Poly-L-lysin 0.22 nm’lik filtreden gecirildi. Sonrasinda filtrelenmis
Poly-L-lysin petrilere konuldu. Biiyiik 6l¢ekli viriis tiretimi i¢in 150 mm’lik petrilerin
herbirine 5 mL Poly-L-lysin konuldu. Kiigiik 6lgekli viriis tiretiminde ise 100 mm’lik
petrilerin herbirine 2 mL Poly-L-lysin konulur. Ardindan petriler kabin igerisinde 5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra Poly-L-lysin petri yiizeyini tamamen
kaplayan bir tabaka olusturur. Aspirasyon yapilarak yiizeyde kalan fazla Poly-L-lysin
uzaklastirildi. Sonrasinda petriler, 100 mm’lik petrilerde 5 mL, 150 mm’lik 7-8 mL
ddH20 kullanilarak iki kere yikandi ve her bir yikama isleminden sonra ddH20 aspire
edilerek uzaklastirildi. Yikama islemi bittikten sonra petriler kabin icerinde 1 saat

inkiibasyona birakildi. Ardindan petriler hiicre ekimi i¢in uygun hale gelmis oldu.
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3.5.2. Poly-L-lysin ile Kaph Petrilere Hiicre EKimi

Petrilerin ylizeyi Poly-L-lysin ile kaplandiktan sonra hiicre ekimi asamasina
gecildi. Kiiciik Olgekli iiretim yapilacaksa 100 mm’lik petrilere 10 mL DMEM-
GlutaMAX (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin)
besiyeri (GIBCO, USA) konuldu ve 3.4.3 de hazirlanan hiicrelerden 5 milyon hiicre
ekildi. Biiyiik olgekli tiretim i¢in 150 mm’lik petrilere 20 mL DMEM-GlutaMAX
(%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %21 penisilin ve streptavidin) besiyeri
konuldu ve 15 milyon hiicre ekildi. Ekim yapildiktan sonra petriler 37°C de %5 CO>

iceren inkiibatorde 16 saat inkiibasyona birakildu.
3.6. Plazmitlerin Hazirlanmasi ve Viriis Uretimi

Ugiincii  jenerasyon lentiviriislerin ~ {iretiminde temelde 3 tip plazmit
kullanilmaktadir. Bunlar; paketleme plazmiti, zarf plazmiti ve transfer etmek
istedigimiz geni i¢eren plazmit. Paketleme plazmitleri temelde GAG/POL ve REV
genlerini kodlayan iki plazmitten olusur. Zarf plazmiti ise virlisiin zarf yapisinin
olusumunu saglayan VSV-G genini kodlar (Sekil 12). Temelde bu plazmitler ko-
transfekte ederek istenilen viriis elde edilmektedir. Bu tez calismasinda CRISPR
vektori disinda kontrol olarak da GFP tireten LeGO-G2 Puro vektoriinii kullandik.
LeGO-G2 Puro plazmiti en son asamada ne kadar virlis partikiilii {irettigimizi

hesaplamada kullanildi.

Transfer
Plasmid

Envelope
Plasmid WV . VWG

Sekil 12. Ugiincii Jenerasyon Lentiviral plazmitler (Addgene).
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3.6.1. Kiiciik Olcekli Viriis Uretimi

Kabin igerisinde steril bir mikrosantrifiij tiipiine 3.75 ng GAG/POL plazmiti, 2.25
ug REV plazmiti, 1.5 ug VSV-G plazmiti ve 7.5 ug transfer edilecek plazmit konularak
total hacim ddH20 ile 450 pl’ye tamamlandi. Sonrasinda tizerine 50 uL CaCl>
eklenerek mikropipet yardimiyla karigtirildi. Ardindan kabin igerisinde steril 50 mL
falkona 500 uL 2xHBS (Sigma, Germany) konuldu. 2xHBS e¢klenmis falkona 2
mL’Lik serolojik pipet ile girilip pipet yardimiyla bubling yapildi. Bubling sirasinda
icerisinde CaCl, bulunan plazmit karisimi 1000 puL’lik mikropipet yardimiyla yavas
bir sekilde, damla damla eklendi. Tiim karisim 2xHBS icerisine aktarildiktan sonra da
yaklasik 10 saniye daha bubling’e devam edildi. Ardindan bu karisim 15 dakika
kabinde inkiibasyona birakildi.

Sonrasinda 3.5.2. de hiicre ektigimiz petriler kabin igerisine alindi ve hiicre
kiiltiirine, hiicrelerin porlarin1 agip viriis partikiillerinin hiicre icine girmesini
saglamak i¢in besiyerinin 1/1000 oraninda (10 puL) 2.5 mM klorokin (Sigma,
Germany) eklendi. Ardindan yukarida hazirlamigs oldugumuz karisim mikropipet
yardmiyla yavasca bu petrilere eklendi. Plazmit iceren karsimin hepsi eklendikten
sonra petriler 8-10 saat 37°C, %5 COz igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 8-10
saatlik inkiibasyondan sonra petrilerdeki besiyeri ¢ekilir ve taze 11 mL DMEM-
GlutaMAX (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %21 penisilin ve streptavidin)
besiyeri (GIBCO, USA) eklenerek tekrardan 37°C de, %5 CO: igeren inkiibatorde

inkiibasyona birakildi.
3.6.2. Biiyiik Olcekli Viriis Uretimi

Kabin igerisinde steril bir mikrosantrifijj tiiptine 15 ug GAG/POL plazmiti, 10 ug
REV plazmiti, 5 ug VSV-G plazmiti ve 30 pg transfer edilecek plazmit konulurak total
hacim ddH20 ile 900 uL’ye tamamlandi. Sonrasinda iizerine 100 uL CaCl> eklenir
mikropipet yardimiyla karistirildi.

Ardindan kabin igerisinde steril 50 mL falkona 1 mL 2xHBS konuldu. 2xHBS
(Sigma, Germany) eklenmis falkona 2 mL’Lik serolojik pipet ile girilip pipet
yardimiyla bubling yapildi. Bubling sirasinda igerisinde CaCl. bulunan plazmit
karisimi1 1000 pL’lik mikropipet yardimiyla yavas bir sekilde, damla damla eklendi.
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Tim karisim 2xHBS igerisine aktarildiktan sonrada yaklagik 10 saniye daha
bubling’e devam edildi. Ardindan bu karisim 15 dakika kabinde inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda 3.5.2 de hiicre ektigimiz petriler kabin icerisine alindi ve 1/1000 oraninda

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

Yukarida hazirlamis oldugumuz karisim mikropipet yardmiyla yavasga bu
petrilere eklendi. Plazmit igeren karisimin hepsi eklendikten sonra petriler 8-10 saat
37°C, %5 COz2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 8-10 saatlik inkiibasyondan
sonra petrilerdeki besiyeri ¢ekildi ve taze 21 mL DMEM-GlutaMAX (%10 Fetal sigir
serumu, %1 L-glutamin, %21 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA)
eklenerek tekrardan 37°C de, %5 CO:> igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

3.7. Uretilen Viriislerin Toplamp Saklanmasi

Inkiibasyona birakilan petrilerden 24. saat ve 36. saat de tiim besiyeri 10 mL’lik

siringa yardimiyla ¢ekilerek tiretilmis olan viriisler toplanda.

Inkiibasyona birakilan petriler 24. saat de inkiibatorden kabin igerisine alindi.
Ardindan petrilerdeki ortami1 toplamak i¢in kullanicak steril 10 mL’lik siringalar da
kabin igerisine alind1 ve siringa uclarina steril 0.45 pum’lik filtre takildi. Ardindan
petrilerde ki besiyeri uglarinda filtre bulunan bu siringalar araciligi ile yavasca
cekilerek steril 15 mL falkonlara konuldu. Tiim besiyeri bu sekilde toplandiktan sonra
petrilere taze DMEM-GlutaMAX (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1
penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) konuldu.

150 mm’lik petriler kullaniliyorsa 20 mL, 100 mm’lik petriler kullaniliyorsa
10 mL taze besiyeri eklendi. Ardindan petriler 12 saat daha 37°C, %5 CO: igeren
inkiibator de inkiibasyona birakildi. 15 mL’lik falkonlarda toplanan besiyerinden daha
sonrasindan titrasyon da kullanilmak tlizere 50 pL o6rnek alinarak mikrosantrifiij
tiiptine konuldu sonrasinda toplanan viriisler -80°C’e (Forma, Thermo ElectronCorp,
USA) kaldirildi.Tekrardan inkiibasyona birakilan petriler 36. saat de inkiibatdrden
kabin igerisine alind1 ve yukarida anlatilan islemler tekrar edildi. Tiim besiyeri toplanip

-80°C’e (Forma, Thermo ElectronCorp, USA) kaldirildi.
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3.8. Uretilen Viriis Partikiilii Sayisinin Hesaplanmasi
3.8.1. Viriis Titrasyonu

Bu asamada 24. saat ve 36. saat de topladigimiz viriislerden aldigimiz 6rnekler
farkl1 miktarlarda titre edilerek 24 kuyucuklu plaklara ektigimiz HEK293FT
hiicrelerine uygulandi ve sonrasinda akan hiicre dlger analizi yapilarak iiretilen viriis
partikiilii sayis1 hesaplandi. Kabin igerisine steril 24 kuyulu plak alindi. Her bir
kuyucuga 500 uL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve
streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) konuldu. Ardindan yine her kuyuya 50.000
HEK293FT hiicresi 3.4.3.1. ve 3.4.4. de anlatildig1 gibi hazirland1 ve ekildi. Plak,
hiicreler ekildikten sonra 3-4 saat 37°C de, %5 CO: igeren inkiibator de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra kabin igerisine alinan plaktaki her bir kuyuya viriis
ornekleri eklenmeden Once, transdiiksiyon etkinligini arttirmak amaciyla besiyerinin

1/1000 oraninda (0.5 uL) protamin siilfat (8 mg/mL) (Sigma, Germany) eklendi.

Ardindan 24. saat ve 36. saatte toplanan LeGO-G2 Puro’ya ait mikrosantifiij
tiiplerindeki 50 pL’lik viriis 6rnekleri -80°C’den (Forma, Thermo ElectronCorp, USA)
kabin igerisine alinip ¢oziinmesi beklendi. Sonrasinda asagida gosterilen miktarlarda

ve sekilde kuyulara viriis 6rnekleri eklendi.

G2Puro G2 Puro Kontrol Kuyusu
24 saat 36.saat  Viris yok

0.1uL

0.5pL

1uL

5uL

Sekil 13. Viris titrasyonu. Sekilde goriildiigii tizere LeGO-G2 Puro’ya ait 24. saat ve 36. saatte toplanan viriis drnekleri farkls
miktarlarda kuyucuklara ekilmistir. Kontrol olarakta bazi kuyulara sadece hiicre ekilmis viriis eklenmemistir.
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Viriisler eklendikten sonra plak 37°C, %5 CO2 iceren inkiibator de 16 saat
inkiibasyona birakildi. 16 saat sonunda plak kabin igerisine alinip kuyucuklardaki
besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi ve taze 1 mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu,
%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) kuyucuklara
eklendi. Ve plak 37°C, %5 COz igeren inkiibator de inkiibasyona birakilip 48 saat

sonra analizleri yapilmak {izere 6rnekler akan hiicre 6lgerden gegirildi.

3.8.2. Akan Hiicre Olcer Analizi ile Uretilen Viriis Partikiilii Sayis1 ve MOI

Hesaplamasi

Inkiibasyona birakilan plaktaki hiicreler 48 saat sonra akan hiicre dlger cihazindan

gecirilerek analizleri yapildi ve tiretilen viriis miktar1 hesaplandi.

Kabin igerisinde steril santrifiij tiipine 50 pL PBS ve 250 uL FBS (Fetal bovine
serum) konularak karistirilarak %0,5’lik FBS/PBS soliisyonu elde edildi. Ardindan
inkiibatordeki 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagi kabin igerisine alinir ve kuyulardaki

besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi.

Sonrasinda her kuyuya 50 pL tripsin eklenir ve 37°C’de inkiibatorde 7-8 dakika
bekletildi. Sonrasinda her kuyuya 1 mL %5’lik FBS/PBS soliisyonundan eklendi ve
hiicreler pipetleme yapilarak toplanip tiiplere konuldu. Tipler 300 g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast siipernatant uzaklastirilip, tiiplere 500 puL %5’1lik
FBS/PBS soliisyonundan eklendi ve ornekler akan hiicre 6lgerden gegirilerek (BD
LSRFortessa, USA) analizleri yapildi.
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Akan hiicre Olgerde tiim oOrnekler sirasiyla gecirilerek analiz sonuglarindaki
LeGO-G2 Puro’ya ait GFP 1s1masina bakilip iiretilen viriis partikiilii sayis1 asagidaki
sekilde hesaplanir:

0,5 pL viriis 6rnegi ile muamele ettigimiz kuyudaki hiicreler % 4 oraninda GFP 1s1masi

goriiliirse;
100 hiicreden 4’1 enfekte ise

50.000 hiicreden Y kadari enfekte

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

0.5 pL viriis 6rneginde 2000 hiicreyi enfekte ederse

1000 pl. viriis drnegi Z hiicre enfekte eder

Z = (1000 x 2000) / 0.5 = 4x106 enfekte hiicre = 4x10° viriis partikiili/mL

Sekil 13’deki her bir kuyu i¢in bu hesaplama yapildi ve bu hesaplamalarda 24.
saatin 0.1 pL, 0.5 pL, 1 pL, 5 pL kuyulari i¢in yapilan hesaplamalarinin birbirine
yakin, 36. saatin 0.1 pL, 0.5 pL, 1 pL, 5 pL kuyulari i¢in yapilan hesaplamalarinin da

birbirine yakin ¢ikmasi beklenmektedir.

Uretilen viriis partikiilii say1s1 hesaplandiktan sonra bu viriisler hiicreye verilmeden
once birde MOI ( Multiplicity of infection) hesaplamasi yapilmaktadir. MOI temelde
her bir hiicreyi enfekte edecek olan viriis partikiilii sayisidir ve hiicreden hiicreye

farklilik gosterir. Hesaplamalar su sekilde yapildi; MOI x toplam hiicre miktart.

Ornegin 1 milyon hiicreye MOI 2 olacak sekilde viriis kullanmak istiyorsak, 2
milyon viriis partikiilii verilmesi gerekir. Sonrasinda da 2 milyon viriis partikiiliiniin

kac mL’e denk geldigi hesaplanir.
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Yukarida islem devam ettirilirse;

0.5 pL viriis 6rnegi 2000 hiicreyi enfekte ederse

1000 ul. viriis 6rnegi Z hiicre enfekte eder

Z = (1000 x 2000) / 0.5 = 4x106 enfekte hiicre = 4x10° viriis partikiilii/mL

1 mL’de 4x10° viriis partikiilii varsa

A ml’de 2x108 viriis partikiilii vardir

A = (2x106x 1) / 4x108= 0.5 mL

Yani 1 milyon hiicre i¢in MOI 2 de viriis kullanmak istenildiginde iirettilen virlisten

0.5 mL alinir ve hiicreye verilir.

3.9. CRISPR Viriislerinin Raw 264.7 Hiicrelerine Aktarilmasi

3.4.3.2. de anlatildig1 gibi Raw 264.7 hiicreleri pasajlanir. Toplama 6 tane T25
cm? flask hazirlanir ve 7 mL DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1
penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) igeren her bir flaska 500.000 hiicre
ekilerek 37°C, %5 COz2 igeren inkiibator de 16 saat inkiibasyona birakildi.

On alt1 saatin sonunda kabin igerisine alinan flasklarin besiyerleri aspire edilerek
uzaklastirildi. -80°C’de (Forma, Thermo ElectronCorp, USA) saklanan viriisler kabin
igerisine aliarak c¢oziilmeleri beklendi. Sonrasinda MOI 3 olacak sekilde (16 saatin
sonunda flaskta 1 milyon hiicre oldugunu varsayarsak 1x10® x 3(MOI) = 3x10° viriis

partikiilii kullanilir) CRISPR viriisii eklendi ve total hacim 7 mL’e tamamland.

Ardindan besiyerinin 1/1000 oraninda protamin siilfat (8 mg/mL) (Sigma,
Germany) ortama eklendi ve 37°C, %5 COz igeren inkiibator de 10 saat inkiibasyona
birakildi. Burada CRISPR viriislerinin yaninda kontrol olarak LeGO-G2 Puro viriisii
kullanildi.
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On saatilik inkiibasyonun ardindan flasklar kabin igerisine alinip igerdikleri
besiyerler aspire edilerek uzaklastirilir ve 7 mL taze DMEM (%10 Fetal sigir serumu,
%1 L-glutamin, %21 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi.
Ardindan flasklar tekrardan 37°C, %5 CO: igeren inkiibatdr de 10 saat inkiibasyona
birakildi.

3.10. Seleksiyon

Viriis verildikten sonra hiicrelerin durumuna gore 36. ya da 48. saatin ardindan
seleksiyona baglandi. Seleksiyon 6 pg/mL puromisin (Sigma, Germany) ile yapildi.
CRISPR vektoriinde puromisin direng geni bulundugundan bu vektorii almis hiicreler

seleksiyonda hayatta kalirken, vektorii almamis olan hiicrelerin lmesi beklenir.

Viriis verildikten 24-36 saat sonra hiicreler kabin icerisine alindi. Flasklarda ki
besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi ve 7 mL taze DMEM (%10 Fetal sigir serumu,
%1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) eklendi.
Sonrasinda 6 pg/mL puromisin (Sigma, Germany) eklendi ve hiicreler 37°C, %5 CO>

iceren inkiibator de inkiibasyona birakildi.
3.11. Akan Hiicre Olcer ile CD80 - CD86 Taramasi Yapilmasi

3.10. da anlatildig1 gibi yapilan seleksiyonda hayatta kalan hiicrelerde CRISPR’1n
calisip CD80 ve CD86’nin susturulduguna emin olmak i¢in monoklonal antikorlar

kullanilarak akan hiicre olger ile bu hiicreler degerlendirildi.
3.11.1. Raw 264.7 Hiicrelerin IFN-y ile Uyarilmasi

Bu asamada de nova sentezin baskilanip baskilanmadigini goéstermek i¢in

makrofajlarda CD80 ve CD86 ifadesini arttiran IFN-y ile uyarim yapildi.

Kabin igerisine steril 2 adet 6 kuyulu hiicre kiiltiir plag1 alindi. Uyarilan (Stimiile)
ve uyarilmayan (Unstimiile) olmak tizere plaklar 2’ye ayrildi. Her bir kuyucuga 1 mL
DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptavidin)
besiyeri (GIBCO, USA) konuldu ardindan yine her kuyuya 3.10. da anlatildig1 gibi
yapilan seleksiyonda hayatta kalan hiicrelerden 300.000 Raw 264.7 hiicresi 3.4.3.2. ve
3.4.4. de anlatildig1 gibi hazirland1 ve ekildi.
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Plaga ekim sekil 14°de gosterildigi gibi yapildi. Sonrasinda plak 37°C, %5 CO2
iceren inkiibatdor de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin stimiile edilecek plak
inkiibatorden kabin icerisine alinarak her kuyuya 10 ng/mL IFN-y (Sigma, USA)
konuldu ve hiicreler sonrasinda 37°C, %5 COz igeren inkiibator de 1 giin inkiibasyona

birakaldi.

UNSTIMULE 1 STIMULE 1

A WT Raw 264.7 CRISPR CD80 A2 CRISPR CD86 Al A WT Raw 264.7 CRISPR CD80 A2 CRISPR CD86 Al

B LeGO-G2 Puro CRISPR CD80 B1 CRISPR CD86 A2 B LeGO-G2 Puro CRISPR CD80 B1 CRISPR CD86 A2

“N
“w
l l N
. I )

Sekil 14. Hiicrelerin IFN-y ile uyarilmasi. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina hiicreler sekilde goriildugii gibi ekilmistir.
Plaklarin biri IFN-y ile uyarilirken digeri uyarilmamustir.

3.11.2. Akan Hiicre Olcer Analizi

IFN-y ile uyarilan ve uyarilmayan 2 plak 24 saatlik inkiibasyondan sonra
inkiibatorden kabine alindi. Ardindan her kuyudaki besiyeri aspire edilerek uzaklagtilir
ve 700 pL taze DMEM (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve
streptavidin) besiyeri (GIBCO, USA) konuldu. Sonrasinda steril bir scraper yardimiyla
plak yiizeyinde hiicreler kazinarak kaldirildi. Mikropipet yardmiyla tiim ortam

topland1 ve tiiplere aktarildi.

Sonrasinda her bir kuyu i¢in 3 tiip hazirlandi. Her tiipe 100 pL toplanan hiicre

stispansiyonundan konuldu.

Ardindan 2. tiiplere 1 pL IgG APC (BD, USA), 1 uL IgG PE (BD, USA)
monoklonal antikorlarindan konuldu. 3. tiiplere ise 6 pulL CD80 APC (Tonbo
Biosciences, USA) ve 5 uL CD86 PE (Tonbo Biosciences, USA) monoklonal antikoru
eklendi. Sonrasinda tiipler 20 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan

her tlipe 2 mL cell wash eklenir ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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Santrifiijden sonra siipernatant atilip ve hiicre pelletinin tizerine 300 pL cell wash
eklenerek vorteks yapildi ve hiicreler, akan hiicre 6lger cihazinda (Beckman Coulter,
USA) okutuldu ve sonuglar Kaluza Analysis Software ve Navios EX Software
(Beckman Coulter, USA) programlarinda analiz edildi.

Uyarilmig ve Uyarilmamis 6 kuyulu hiicre plaklarindaki her kuyu igin 3 tiip

hazirlanmistir ve her tiipte bulunanlar agsagida 6zetlenmistir.

Uvarilmamis (US:Unstimiile)

1. tiip (BOS) = Herhangi bir monoklonal antikorla muamele edilmemis ve IFN-y ile

uyarilmamis hiicre

2. tiip (IZOTIP) = 19G PE ve IgG APC monoklonal antikoruyla muamele edilmis

IFN-y ile uyarilmamis hiicre

3. tiip (CD80-86) = CD80 APC ve CD86 PE monoklonal antikorlartyla muamele

edilmis IFN-y ile uyarilmamis hiicre

Uvarilmis (STI:Stimiile)

1. tiip (BOS) = Herhangi bir monoklonal antikorla muamele edilmemis ve IFN-y ile

uyarilmis hiicre

2. tiip (IZOTIP) = IgG PE ve IgG APC monoklonal antikoruyla muamele edilmis
IFN-y ile uyarilmis hiicre

3. tiip (CD80-86) = CD80 APC ve CD86 PE monoklonal antikorlartyla muamele

edilmis IFN-y ile uyarilmis hiicre
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4. BULGULAR
4.1. LentiCRISPRv2 Vektoriiniin Ligasyona Hazirlanmasi

LentiCRISPRv2 vektoriiniin (Addgene) CD80 ve CD86 genlerine 6zgii primerleri
klonlayacagimiz bolge, 3.1. de anlatildig1 gibi BsmBI restriksiyon enzimi kullanilarak
kesildi. Agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jelde goriinen 2 banttan (Sekil 15), 12,5 kb
uzunlugunda olan vektore ait bant kesilip saflastirildi.

M M 1 2

Base Pairs

Sekil 15. LentiCRISPRv2 vektoriiniin BsmBI ile kesiminin %1 lik agaroz jel goriintiisii M: Molekiiler agirlik marker (New
England Biolabs inc.,USA), 1 nolu kuyucuk; kesime tabi tutulmamis LentiCRISPRv2 vektorii, 2 nolu kuyucuk; kesime tabi
tutulmus LentiCRISPRv2 vektorii. Jel goriintiisiinden de anlagildig: gibi kesim gergeklesmistir ve vektor ligasyona hazir hale
gelmistir.

4.2. CD80 ve CD86 Genlerine Ozgii CRISPR Primerlerinin Dubleks Haline

Getirilmesi

Mouse CRISPR Knockout Pooled Library (GeCKO v2) kiitiiphanesinden mouse
CD80 ve CD86 genlerine 6zgii ve her bir gen icin 2’ser tane olmak {izere secilen

primerler 3.2. de anlatildig1 gibi dubleks haline getirildi.
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Dubleks olan oligolar olmayanlara gore agaroz jelde daha yavas yiirliyeceklerdir
ve jelde digerlerine gore daha yukarida yer almasi beklenmektedir. Ayrica kontrol
amacli olarak her bir oligoniikleotitin {ist ve alt olarak dubleks islemine tabi
tutulmamis halleri de jele yiiklendi ve bdylece dubleks olan ve olmayanlar kolayca
ayirt edilebildi.

M AIFAIR A1 &Y

i3 BIFBIRB1 AFARAI M

Sekil 16. CD80/86’nin her biri i¢in tasarlanan oligoniikleotitlerin %2’lik agaroz jel goriintiisii. Oklarla gosterilenler dubleks
olanlar (CD86-A1) - (CD86-A2) - (CD80-B1) - (CD80-A2). Digerleri ise, dubleks islemine tabi tutulmayan tist ve alt primerleri.
M: Molekiiler agirlik marker (New England Biolabs inc.,USA).

4.3. LentiCRISPRvV2 Vektorii ile Oligoniikleotitlerin Ligasyonu

Oligoniikleotitler LentiCRISPRv2 plazmit vektore klonlandiktan sonra ligasyon
irtinii kompetan E. coli hiicrelerine aktarilarak, transforme olmus hiicreler ampisilin
iceren (LB ampisilin 100 g/mL) ortamda ¢ogaltildi. Basariyla transforme olan
bakteriler ampisiline direngli hale geldikleri i¢in ampisilin igeren besiyerinde iiremesi
beklenmektedir. Transformasyon sonrasi petrilerden, her bir oligo igin 2 koloni

secilerek plazmit izolasyonu igin kullanildi (Sekil 17).

Ligasyon yapilan
LentiCRISPRv2 Vektori

Sekil 17. LB ampisilin agar goriintiisit
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CD80 ve CD86’nin her biri igin 2’ser oligoniikleotit tasarlanmisti. Plazmit
vektorlerin isimlendirilmesi 6(CD80-A2) - 7(CD80-B1) - 8(CD86-Al) - 9(CD86-A2)
seklinde yapildi. Her bir oligoniikleotit igin de 2 koloni alindig1 i¢in 6.1/6.2 - 7.1/7.2 -
8.1/8.2 - 9.1/9.2 olarak kodlandi.

Plazmitler izole edildikten sonra dubleks haline getirilen oligoniikleotitlerin
plazmit DNA’sina entegre oldugunu gostermek ic¢in, plazmit DNA’st BsmBI
restriksiyon enzimi ile kesildi. Eger vektor oligoyu aldiysa BsmBI kesim bolgesi

bozulmakta ve kesimin ger¢eklesmemesi beklenmektedir.

Kesilen 6rneklerden de 6.1/6.2 - 7.1/7.2 - 8.1/8.2 - 9.1 de kesim ger¢eklesmis olup
klonlamanin basarili oldugu diistiniildii. Altta ¢ikan kisa bantlarin oligoyu almamis
plazmitler olabilecegi diisiiniildii. 9.2 de ise kesim gergeklememis olup klonlamanin

basarisiz oldugu sonucuna varildu.

LentiCRISPRv2
M vectori
M 61 62 7172 81 82 91 92

Base Pairs

3 oc
2,500

i
N
BRN i 13d

=1
—
——
—
.

Sekil 18. Ligasyon yapilmis LentiCRISPRv2 vektoriiniin %1°lik jel goriintiisii. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz LentiCRISPR
vektoriinde kesim gerceklesti. M: Molekiiler agirlik marker (New England Biolabs inc.,USA).

Sekans hizmeti alinarak klonlama dogrulanmaistir.
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4.4. Viriis Uretimi ve Akan Hiicre Olcer Sonuclarinin Degerlendirilmesi

3.6. da anlatildig1 gibi viriis tiretimi yapildiktan sonra 3.8.1. de anlatildigi1 gibi
tiretilen virtislerin titrasyonu yapildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra analizler yapildi
ve sonuclar FlowJo (Tree Star Inc., USA) programu ile analiz edildi, iiretilen viriis

partikiilii sayis1 3.8.2. de anlatildig1 gibi hesaplandi.

wr 01wl L 1wl

GFP(+) GFP(+)

e
Sekil 19. Akan hiicre 6lger sonuglarnin goriintiisi

Cizelge 1. Akan hiicre olger analizi sonucunda iiretilen viriis parikiilii sayisinin hesaplanmast.

Viriis Miktari (uL)

GFP* Hicre Sayisi

1 mL’deki Virlis Partikiili Sayisi

0.1 50.000 x 2.60 / 100 = 1300 1300 x 10.000 = 13x10°
0.5 50.000 x 10.5 / 100 = 5250 5250 x 2000 = 10.5x10°
1 50.000 x 21.5 / 100 = 10750 10750 x 1000 = 10.7x10°
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4.5. Raw 264.7 Hiicrelerine Gen Transfeksiyon Etkinliginin Saptanmasi

Raw 264.7 hiicrelerinin CRISPR viriisleri ile transdiikte edilip edilmedigini test
etmek i¢in hiicreler puromisin seleksiyonuna tabi tutulmustur. Seleksiyon sonucu

CRISPR vektoriinii alan hiicreler hayatta kalirken almayan hiicreler 6lmiistiir (Sekil
20).

Kontrol 0. Saat 24, Saat 36. Saat

Sekil 20. Transfeksiyon sonrasi puromisin seleksiyonuna tabi tutulan Raw 264.7 hiicrelerinin goriintiisii. (1) Seleksiyon
sonucunda dlen hiicrelerin gériintiisii, (2) Seleksiyon sonucunda hayatta kalip cogalmaya devam eden hiicreler.
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4.6. CD80 ve CD86 Susturulmasinin Akan Hiicre Olcer ile Degerlendirilmesi

Seleksiyon sonrasi hayatta kalan hiicrelerde CRISPR sisteminin CD80 ve CD86’y1
susturup susturmadigini test etmek i¢in akan hiicre Ol¢er cihazi ile Raw 264.7

hiicrelerindeki CD80 ve CD86 ifadelerindeki degisiklikler degerlendirildi.

Genetik olarak diizenlenmis Raw 264.7 hiicrelerinde CDS80 ifadelerindeki
degisiklikler degerlendirildiginde (Sekil 21); herhangi bir viral vektorle trandiiksiyon
yapilmamis Raw 264.7 (WT) hiicrelerinde %30,5 CDS80 ifadesinin IFN-y ile
uyarilmayi takiben %99,6’ya kadar arttig1; G2 Puro (bos vektor) viriisii ile transdiikte
edilmis uyarilmamis hiicrelerde %41,9 olan CDS80 ifadesinin IFN-y uyarimi ile
%98,1’¢ yiikseldigi; CD80 A2 CRISPR vektorii ile transdiikte edilmis ve IFN-y ile
uyartlmamis hiicrelerde CD80 ekspresyonu %51,6 iken uyarilmayi takiben %100
oldugu; CD80 B1 CRISPR vektori ile transdiikte edilmis uyarilmamis hiicrelerde
%57,3 olan CD80 ifadesinin IFN-y ile uyarilmayi takiben %99,9 oldugu goriilmiistiir.

Ayrica, CD86 Al veya CD86 A2 CRISPR vektorleri (uygunsuz vektorler) ile
transdiikte edilmis uyarilmamig hiicrelerde sirasiyla %50 ve %65,6 olan CD80

ifadesinin IFN-y ile uyarilmay1 takiben sirasiyla %97,5 ve %99,5 oldugu gézlenmistir.
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Sekil 21. CD80 A2 ve CD80 B1 primerlerinin klonlandigi CRISPR vektorii ile transfekte edilmis stimiile Raw 264.7
hiicrelerinin sonuglari
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Genetik olarak diizenlenmis Raw 264.7 hiicrelerinde CD86 ifadelerindeki
degisiklikler degerlendirildiginde (Sekil 22); herhangi bir viral vektorle trandiiksiyon
yapilmamis Raw 264.7 hiicrelerinde (WT) %29,9 olan CD86 ifadesinin IFN-y ile
uyarilmayi takiben %99,9’a kadar arttig1; G2 Puro (bos vektor) viriisii ile transdiikte
edilmis uyarilmamis hiicrelerde %41,1 olan CD86 ifadesinin IFN-y uyarimi ile
%99,9’a yiikseldigi; CD86 Al CRISPR vektorii ile transdiikte edilmis ve IFN-y ile
uyarilmamis hiicrelerde CD86 ekspresyonu %51,7 iken uyarilmayi takiben %99,7
oldugu; CD86 A2 CRISPR vektorii ile transdiikte edilmis uyarilmamis hiicrelerde
%64,1 olan CD80 ifadesinin IFN-y ile uyarilmay1 takiben %100 oldugu goriilmiistiir.

CD80 A2 veya CD80 B1 CRISPR vektorleri (uygunsuz vektorler) ile transdiikte
edilmis uyarilmamis hiicrelerde surasiyla %48,6 ve %66.1 olan CD86 ifadesinin IFN-
v ile uyarilmay1 takiben sirastyla %99,9 ve %99,8 oldugu gozlenmistir.
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Sekil 22. CD86 Al ve CD86 A2 primerlerinin klonlandigi CRISPR vektorii ile transfekte edilmis stimiile Raw 264.7
hiicrelerinin sonuglari
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Ozet olarak, bu tez ¢calismasinda CRISPR/Cas9 gen diizenleme teknolojisi

kullanilarak CD80 ve CD86 genlerinin susturulamadigi goriilmiistiir.

Ayrica, CRISPR’la transdiikte edilmis ve ve IFN-y ile uyarilmamais hiicrelerde
CDB80 ve CD86 ekspresyonun IFN-y ile uyarilmamis WT Raw 264.7 hiicrelerine
kiyasla beklenmedik sekilde daha yiiksek oldugu gozlenmistir. CRISPR’la transfekte
edilmis ve ve IFN-y ile uyarilmis hiicrelerde CD80 ve CD86 ekspresyonun ise IFN-y

ile uyarilmis WT Raw 264.7 hiicrelerle benzer diizeyde oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Normal sartlarda, immiin sistemin en belirgin 6zelliklerinden biri, ¢ok sayida
degisik patojen mikroba karsi yanit olustururken, bireyin 6z antijenlerine kars1 yanit
olusturmamasidir (Abbas ve ark., 2014). Bagisiklik sisteminin antijene kars1 tepkisiz
oldugu bu duruma immiin tolerans denir (Sykes, 2007). immiin sistem normal isleyisi
icinde bir¢ok 6z antijene kolaylikla erisebilmektedir. Bu durum 6z antijenlere yonelik
immiin yanitlarin olusmasin1 Onleyecek mekanizmalarin varolmasint zorunlu

kilmaktadir. Bu mekanizmalardan biri de anerjidir.

Anerji, T hiicrelerinin tam etkinlesmesi i¢in gereken es uyaran sinyalinin yetersiz
oldugu durumda gergeklesir. Burada, T hiicreleri ASH’lerce sunulan antijenleri tanir
ancak beraberinde es uyaran sinyali alamazlar ve bdylece T hiicreleri yasamlarini
devam ettirseler bile aktif hale gecip antijene yanit veremezler. Boylece T hiicreleri
tanidiklar1 6z antijene karst yanitsiz kalirlar. Bu ve diger tolerans mekanizmalarinda
bir bozukluk ya da yetersizlik olursa, 6z antijenlere yonelik immiin yanitlarin olusmasi
engellenemedigi i¢in, immiin sistem bireyin kendi hiicre ve dokularina saldirabilir.
Gergeklesen bu duruma otoimmiinite, neden oldugu hastaliklara ise otoimmiin

hastaliklar denir (Abbas ve ark., 2014).

Ozellikle son 30 yilda, otoimmiin hastaliklarin gériilme siklig1 ve prevalansinda
ciddi artiglar goriildii (Lerner ve ark., 2016). Seksen farkli tipte smiflandirilan bu
hastaliklar bat1 niifusunun %5’ini etkilerken diinya c¢apindaki etki alan1 tam olarak

bilinmemektedir (Laxminarayana, 2017).

Calismada kullanilan gen diizenleme teknigi CRISPR/Cas9, son yillarda tip ve
biyoloji alaninda devrim niteligindeki bir teknik haline gelmistir (Ratan ve ark.,
2018). CRISPR/Cas9 sistemi, genom igerisinde sadece belirli bir sekans1 hedeflemek
icin Cas9 proteiniyle bir kompleks haline gelen bir kilavuz RNA (gRNA) kullanan ¢ok

yonlil bir aractir.
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Bugiine kadar gen diizenlemede tercih edilen ZFN ve TALEN sistemlerine kiyasla
CRISPR/Cas9, genom miihendisliginde kullanilan en gii¢lii ve hizli arag olma
ozelligine sahiptir. ZFN ve TALEN sistemlerinde hedeflenecek sekansin bulunmasi
protein-DNA etkilesimleriyle saglanmaktadir ve bu etkilesimin hedef DNA dizisi
tizerindeki kiigiik degisikliklere kars1 hassasiyetinin nispeten diisiik olmasi sebebiyle
benzer dizideki hedef olmayan bolgelere baglanmasi, dolayisiyla yiiksek “off-target”

etki goriilmesi miimkiindiir.

Buna kiyasla, CRISPR/Cas9 sisteminde hedef sekansin bulunmasi Cas9 ile
kompleks halindeki gRNA ile genom arasinda baz eslesmesi sayesinde gerceklestigi
icin ¢cok daha spesifik etki gostermekte ve daha diisiik “off-target” etki gdstermektedir.
Gelismis CRISPR/Cas9 teknolojisi sadece biyolojik sorularin derinlemesine
aragtirilmasi i¢in molekiiler bir ara¢ olmakla kalmaz, ayni zamanda biyolojinin
yenilik¢i ve pratik uygulamalarinin gelistirilmesine de olanak saglar (Ding ve ark.,
2016).  Sistem hiicre hatlarinda, organlarda ve hayvanlarda genetik
modifikasyonlardan genom taramasina kadar ¢esitli amaglar i¢in kullanilabilir (Chen
ve ark., 2016).

Gilinlimiizde potansiyel tolerans gelistirme stratejileri arasinda CD80 ve CD86

ifadelerinin baskilanmasi1 yeni hedeflerden biri haline gelmistir.

Insan dendritik hiicrelerinde, modifiye edilmis bir sitotoksik T lenfosit antijen 4
(CTLA4) molekiilinii (CTLA4-KDEL) kodlayan plazmit ile transfekte ederek B7
molekiillerinin ekspresyonunu inhibe edildigi bir ¢alismada dendritik hiicre
ylzeylerinde CD80/86 ekspresyonu baskilanmis ve bunun sonucunda T hiicre

anerjisinin gelistigi goriilmistiir (Tan ve ark., 2005)

Alerjik cilt hastalarinda yapilan bir ¢alismada periferik dokulardaki dendritik
hiicrelerde, siRNA aracilig1 ile CD86'nin susturulmasinin, dendritik hiicrelerin go¢iinii
engelledigi ve antijene 6zgli lokal enflamasyonun azaldigi goriilmiistiir. Ayrica, bu
hastalarin klinik belirtilerinde belirgin bir iyilesme saglandigi ve antijen spesifik
interlokin-4 (IL-4), serum immiinoglobiilin E (IgE) ve 1gG1 seviyelerinin de diistigi
gozlenmistir. Bu ¢alisma CD86 SiRNA ile periferik dokulardaki dendritik hiicrelerin
hedeflenmesinin, alerjik cilt hastaliinin tedavisinde {imit verici bir strateji

olabilecegini gostermektedir (Ritprajak ve ark., 2008).
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Yapilan baska bir ¢alismada, fare dendritik hiicrelerinde CD80 ve CD86 gen
ekspresyonunun siRNA araciligi ile baskilandigi ve bu yaklagimin allograft reddi i¢in

potansiyel bir terap6tik arag oldugu rapor edilmistir (Gu ve ark., 2006).

Pankreas adacik hiicre naklinde CD80 molekiiliiniin transplant toleransindaki
etkisini gormeyi amaglayan bir ¢aligmada, dendritik hiicrelerde, CD86 geni siRNA
kullanilarak susturulmus olup sadece CD80 ekspresyonun oldugu bu siirecte dendritik
hiicrelerde 1L-2 ve IFN-y’nin ekspresyonu diiserken IL-10, TGF-ve IDO gibi
tolerans1 destekleyen faktorlerin  ekspresyonlarinin arttigt gozlenmistir. Ayrica,
pankreas adacik nakli yapilan diyabetik farelere CD86 ekspresyonu baskilanmis
dendritik hiicrelerin transferinin, nakil edilen adacik hiicrelerinin yasam siiresini

arttirdig1 gorillmistir (Ke ve ark., 2016).

Bizim tez calismamizdaki amag ise profesyonel antijen sunan hiicrelerden biri olan
makrofajlarda, es uyaran molekiilleri olan CD80 ve CD86 genlerinin CRISPR/Cas9
gen diizenleme teknigi ile susturarak de novo CD80 ve CD86 ifadelerini baskilamaktir.
Boylece, T hiicrelerinde anerjinin tetiklenmesi ve sonucunda otoimmiin hastaliklarda
toleransin  gelistirilmesi amacglanmaktadir. Bu stratejinin sadece otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde degil organ nakillerinde graft reddini engellemeye yonelik

olarak kullanilabilecegi de diisliniilmektedir.

CRISPR/Cas9 vektorii ile gen aktarimi yapilan hiicreler, kontrol vektorleriyle gen
aktarimi1 yapilmis hiicrelerle kiyaslandiginda benzer oranlarda CD80 ve CD86
ekspresyonu oldugu gozlenmistir. Bu sonuglara gore, calismalarimizda test edilen
gRNA dizileriyle CRISPR/Cas9 sistemi kullanarak makrofajlarda CD80 ve CD86

genlerinin susturulamadig goriilmustiir.

Tiim avantajlarina ragmen CRISPR/Cas9 sisteminin basarisiz olabildigi 6rnekler
de vardir. CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak yapilan calismalarda basarisizligin
onemli nedenlerinden biri olarak Cas9 proteininin, kesim yapilan DNA'ya siirekli
baglanmas1 gosterilmistir. Cas9 proteini DNA’ya bagli kaldiginda DNA tamir
enzimlerinin bu boélgeye erisemedigi ve dolayisi ile DNA onarimini yapilamadigi
gorlilmiistiir. Ayrica, bu bolgeye bagli kalan Cas9 DNA’da baska kesimlerde
yapamamakta ve CRISPR sisteminin verimliligi dismektedir.
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Bu durum CRISPR/Cas9’nin %15 oraninda gen modifikasyonlarinda basarisiz
olmasina sebep olur. Rastgele gergeklesen bu durumun neden kaynaklandigi ise heniiz
ortaya konulamamustir (Clarke ve ark., 2018). Calismalarimizda kullanilan lentiviral
CRISPR/Cas9 sisteminde Cas9 proteini ve gRNA dizileri gecici olarak degil siirekli
ifade edilmektedir. Bu sebeple siirekli ifade edilen Cas9’un hedeflendigi diziye
baglanip siirekli olarak bloke etmesi yukarida bahsedildigi gibi olas1 bir senaryodur.
Ote yandan, bu tip etkiler kullanilan gRNA dizisine gére degisebilecegi i¢in yeni bir
gRNA tasarimiyla CD80 ve CD86 genleri lizerinde simdiye kadar hedeflenmeye
calisilan dizilerden daha farkli diziler hedeflenerek bu etkinin iistesinden gelinmesi de

mimkin olabilir.

Ayrica, CRISPR/Cas9 sisteminin in vivo uygulamalarda da etkisiz olabildigi
gosterilmistir. Bunun en 6nemli nedeninin Cas9 proteinine karsi gelisen antikorlar
oldugu rapor edilmistir. Cas9 proteini temelde, Staphylococcus aureus ( S. aureus )
ve Streptococcus pyogenes ( S. pyogenes ) bakterilerinden tiiretilmistir. Bu iki bakteri
tirtiniin insan popiilasyonunda yiiksek frekanslarda enfeksiyonlara neden oldugu
gercegine dayanarak yapilan bir c¢alismada, bu bakterilerden diretilen Cas9
homologlarina kars1 insanda, onceden var olan edinsel bagisiklik tepkilerinin olup
olmadig1 arastirilmistir. Calisma sonucunda CRISPR’a karsi edinsel immiin yanitin

olabilecegi dogrulanmustir.

Arastirmacilar yaptiklar1 taramalarda, katilimecilarin %79'unun S. aureus'tan
tiretilmis Cas9'a karsi, katilimcilarin %65’inin ise S. pyogenes'den tiiretilen Cas9’a
kars1 antikor tirettigini kesfetmistir. Ayrica, insan periferik kaninda bu Cas9’lara kars1
antijene spesifik T hiicrelerinin varhigi arastirildiginda, donorlerin %46'sinda S.
aureus'tan tiiretilmis Cas9’a yanit veren T hiicreleri bulundu. Bu veriler, insanlarda
Cas9'a kars1 dnceden var olan humoral ve hiicresel edinsel bagisiklik yanitlarinin var
oldugunu, CRISPR-Cas9 sisteminin klinik denemelerinde bu durumun dikkate

alinmas1 gereken bir faktor oldugunu gostermektedir (Charlesworth ve ark., 2018).
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Mihendislik niikleazlarinin genomda hedef disindaki aktiviteleri, anormal gen
ekspresyonu, hiicre Olimii veya onkogenezle sonuglanabilecek mutasyonlar,
inversiyonlar veya translokasyonlara neden olabilir. Bu nedenle, miihendislik
niikleazlarinin hedef dis1 etkilerini en aza indirmek ¢ogu zaman gereklidir ve hedef
dis1 etkileri azaltarak veya ortadan kaldirarak genomik riski en aza indirir (Lee ve ark.,

2016).

Insanda CRISPR/Cas9 aracili gen diizenlemesinin etkilerini arastirmak amaciyla
zigotlarda yapilan bir ¢alismada, CRISPR’in hedef disi etkileri sonucu mozaik
embriyolar elde edildi. Aragtirmacilar CRISPR/Cas9’nin klinik uygulamalarina
gecilmeden Once, sistemin kalitesinin ve 6zgiilliigiiniin daha da iyilestirilmeye ihtiyag

oldugunu vurgulamaktadir (Liang ve ark., 2015).

Yapilan ¢alismalarda metillenmis DNA ve kapali kromatinlerinde CRISPR/Cas9
etkinliginde oldukga etkili oldugu ve sistemin verimliligini etkiledigi goriilmiistiir (Wu

ve ark., 2014).

Literatiirde CRISPR/Cas9 ile CD80 ve CD86 genleri iizerinde yapilan herhangi bir
calisma  bulunmadigindan  sistemin  basarisizligt  hakkinda  fazla  bilgi
bulunmamaktadir. Her ne kadar c¢alismamizda CD80-CD86 genlerinin
susturulamadig@i goriilmiis olsa da, sorunu ¢ozmeye yonelik ileri ¢alismalarla
CRISPR/Cas9 sistemi ile es uyaran sinyali engellenebilir. Buna yonelik olarak, CD80
ve CD86 susturulmasi icin farkli gRNA dizileri dizayn edilerek bunlarin susturmak
aktivitesi yeniden test edilebilir. Bu yaklasim, uygulanabilirligi gosterilebildigi
takdirde otoimmiin hastaliklarinin tedavisi ve organ reddinin engellenmesi i¢in etkin

bir tedavi stratejisi olabilecek potansiyele sahiptir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

a Alfa

B Beta

°C Santigrat Derece
Y Gamma

ug Mikrogram

pm Mikrometre

uL Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklama

B¢ Baz cifti

CaCl; Kalsiyum kloriir

CD Farklilasma Kiimesi

CO2 Karbon dioksit

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium
DNA Deoksiriboniikleik asit

ddH20 Duble Distile Su

DTT Dithiothretiol soliisyon

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetik asit
g Gravite

GFP Yesil Floresan Protein

IFN-y Interferon Gamma

IL- Interlokin

IDO Insan indolamine 2,3-dioksijenaz
LB Luria Bertani

NaCl Sodyum Kloriir

NaOH Sodyum Hidroksit

mm Milimetre

mg Milligram

mL Mililitre

mM Milimolar

ng Nanogram

PBS Fosfat Tamponlu Tuz

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA Ribo Niikleik Asit

Rpm Dakikada devir

sn Saniye

TBE Tris-Borik Asit-EDTA

TGF-B Transforme Edici Biiylime Faktorii-3
u Unite
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EKLER

EK 1: Kullanmilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Oncelikle jel dokiim tablasmin boyutlari (jel kalinlig: da dikkate alimarak) lgiiliir
ve hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde konsantrasyona gore (6rn. %]1°lik),
belirlenen hacim i¢in gereken miktar agaroz dikkatli bir sekilde tartilir ve erlen igine
konur. Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (1 hacim 5X TBE iizerine 4
hacim saf su ilave edilerek hazirlanir) konarak ates tizerine alinir ve eritilir (3-5 sn
kaynamasi yeterlidir). Atesten alinan jel {izerine son konsantrasyon 0,5 pg/mL olacak
sekilde stok etidyum bromiir. Soliisyonundan ilave edilir. Jel sicakligi 48°C’ye
geldiginde hazirlanan jel kabina dikkatli bir sekilde, hava kabarcigi olusturmadan
dokiiliir ve yaklagik 40 dakika beklenerek donmasi saglanir. Jel elektroforez tankina
alinir ve tlizeri ortiilene kadar 1X TBE tamponu ilave edilir. Kuyucuk olusturmak igin
yerlestirilen tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilir. Jel, 6rneklerin yiiklenmesine ve

elektroforeze hazirdir.

2. LB Besi Ortam Hazirlanmasi
1 litre i¢in
Yeast extract: 5 gr
Bacto tryptone: 10 gr
NaCl: 10 gr

Yukarida verilen miktarlar 1 litre i¢indir. Hazirlanacak olan hacim i¢in gereken
miktar icerik orantilanarak tartilir. Manyetik karistirict lizerinde toplam hacimden
biraz az saf su ile ¢oziiliir ve pH’s1t NaOH ile 7,5’e ayarlanir. Hacim saf su ile
tamamlanir ve erlenlere (erlen hacminin 1/10’u oraninda) paylastirilir. Erlenlerin agzi
pamukla sikica kapatilir ve aliiminyum folyo sarilarak otoklavlanir. Oda sicakliginda

uzun siire saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi olanlar dokiiliir.
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3. LB-Agar Besi Ortami1 Hazirlanmasi

Hazirlanan s1v1 besiyerine %1,5 oraninda agar katilir ve ayn1 sekilde otoklavlanir.
Kullanilacak petri kutular1 da kagida sarilarak otoklavlanir. Besiyeri steril kabin i¢inde
petri kutularina paylastirilir ve donduktan sonra streg filmle sarilarak +4°C’de saklanur.
Saklama siiresi iki haftay1r gegmemelidir. Antibiyotik ilave edilecegi zaman, son
konsantrasyonlar dikkate alinarak besiyeri sicakligi yaklagik 48°C’ye geldiginde ilave
edilir ve zaman gecirmeden petri kutularina paylastirilir. Plaklarin iizerine ilgili

bilgiler yazilarak etiketlenir.
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EK 2: Gen ve Plazmit Sekanslari

1. Mouse CD80 Geni Sekansi (30401 bg)

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
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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
TTGTGATTACAGATTAAATACTGTATATTTGATCTGAGTACAAGCCTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTTTTAGAAAATGAGGA
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 Sekansi (64613 bg¢)

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
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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. LentiCRISPRvV2 Plazmit Sekansi (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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9. TESEKKUR
Tez konumun belirlenmesi, yiirtitiilmesi ve biitiin ¢calismalarim siiresince bana rehber
olan, yardimlarini esirgemeyen saygideger danigman hocam Prof. Dr. H. Barbaros
Oral’a,

Bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, tez ¢alismamda maddi ve manevi her tiirli
destegini esirgemeyen hocam Yrd. Dog. Tolga Siitlii’ye,

Bizleri danigmani oldugu 6grencilerden ayirmayan ve her zaman Onciiliik edip yol
gosteren Prof. Dr. Ferah Budak hocama,

Tez ¢alismam boyunca yanimda olan, bilgisini ve deneyimlerini benden esirgemeyen
doktora 6grencisi Mert Aras Kaya’ya

Beni hayatimin her déneminde destekleyen ve bana inanan, kararlarima her zaman
saygl duyan sevgili annem, babam ve kardesime,

Desteklerini esirgemeyen ve beni yiireklendiren sevgili arkadaslarima,
Calismamiza maddi katkida bulunan Bilimsel Aragtirma Projeler Birimi’ne

(HDP(T)-2017/30) no’lu ‘Raw 264.7 hiicre hattinda CD80 ve CD86 ekspresyonunun
Crispr/Cas9 gen diizenleme sistemi kullanilarak baskilanmasi’isimli proje,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Elif ARDAHANLI
29/08/2019
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tamamlamustir. 2016 yi1linda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim
dalinda Yiiksek Lisans egitimine baglamistir.
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