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Produkce rekombinantních proteinů
Úkol 1

Náš známý student dostal za úkol vyzkoušet produkci několika hypotetických/nových proteinů v expresním systému E. coli. Je stále stejně zbrklý a začal s experimenty, aniž by si o proteinech cokoliv zjistil. Takže když narazil na problémy, je úplně ztracený. Zkuste mu poradit, co může způsobovat potíže při produkci proteinů.
A)
Hypotetický protein z Gram-negativní bakterie
MGSASSLHAQAQITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMWIAIGTGLMALGTLYFIVKGMVWLVCNHQQFQLFMSINPVPTSVMWPHHHMALQGTMGMTIFNNCHAPNWSGVCAFHILIHHSGFWTCTHLLFWMSCSMVPQGGWIWNGMGHAFFFTNVSLNFLWFTLCVACVWNNACPIIMSVQCFGTMSVLQPWLWHVSPHLTSQAAMPPIPQQCWNPQPIASSANCTITCMQNAWQIAFLGGSVTGFNHIVTMIATGCWLALGTALMGLGTLYFLVKGMWIAIGTGLMALGTLYFIVKGM

Problém: buňky málo a pomalu rostou!

B)
Nově identifikovaný protein z byliny používané v tradičním čínském léčitelství.
MNIKMRYRCEIKHRAAGIPRYREADFTRRIWRAIMTKTCPKLPIVCSPIDKQLPRWNPEQPYDNLIINPLMNSVKFPHRQHHRKLPRMFLITRCDNRAMIYNEPDAQIRRFKVIDFITFYQRPCCNWQYPCLAQSYVIQPRIRRTIVPRHTVGGEQRIILIEEMCLNFMRPHELWLLRARLCFRHTRHTIVEVCWYRRHHQSGPQRLEVWGWKINQLPIEYCLCLWVIQVRNGVRLNLELFPIAQRLNEYHWTRYDRTPVWRFISLLRKRQICFRWPMSDWRKHDVRYGSPARRSLDGGKPPIRSQPCIPRLGNPYRNRTRRRCDPFAPHSIRGSITALRPEWEYKCSFEVLLRSLRPIPIRVMKAMSPPGYDIHMQFDIAWMPPARRFRGASMMRRYWGTDRRSGDYPKTMAWFLRVHTHMMERGSRNTPKRDKPCFN

Problém: protein není produkován! Ani v nerozpustné formě (inkluze)!

C)
Hypotetický protein z Gram-negativní bakterie
MVTVNSRVDSARASHITLNVMTVLDVGAILDDIKAQEKRLGETPDTGTSIGHKYIYMSSDDPRGWSVGNDPGNITINAHVGETLSFACASTSENSEYAAFLYRLTGGDPHLDPSHVEVIKLQNAAQPTPSNGYPFTTAPVAFSSCDAKVAQQGQAKNFYVWAGLFTLDESGEKEVLAAYVKWEPTLNVGSGGLSGLSWERTNETYQTLGLGLNDVDGTTEQMFKKPSYSDRTALMDVSQIEASLASFAEIVDFHAIMLRLKPCALRAKLDYLARRVSKEIEVPHVVNIGGPFKNHGNGGKEVPIIAQ

Problém: protein je produkován, ale všechen pouze ve formě inkluzí!
D)
Nově izolovaný protein z patogenní houby, optimalizované kodony, ověřené exony/introny, studentova kolegyně dosáhla pěkných výtěžků!
MTQPHCICKGHDNAFYLVCRSWQKVDQCNVQRNMWWFNCSSLMMTYAMYANGRFPAHAEHEAKRPQYEQEHNGMDVCGETMEARWCITWPCCESIRKFINSAWLDIFQYTKDKLLYIDKKWVSLLVFHRQNFNYEGCLTYVQSFHGYTMETPTDRDPVRLFPFNYCSKGMPIHTGESWPHAMWDAIIPSRVWDMQHCGKVL

Problém: všechny buňky (12 lahví! Student připravoval medium půl dne!) v průběhu kultivace umřely…
Úkol 2
Student dostal za úkol odhadnout, zda se v proteinech, se kterými 
pracuje, tvoří disulfidické můstky. Pomozte mu!
Protein 1

FDSKLKEDKVAQVASEFRCVEIDVLLPVKFERNMTVGLLKGSPEHHQAQHVIDLAEAKKI
NCVGMYSVKGAEPLEWTPINYVIAVGRFNTRIAYFHYGKSTGELDRLNKLFAALCDQEPG
NTLDDAGLMRYRMISQALLPFEIISLSASSTVGKTSGAIAATDYTQPFLDGPRVSRNWRG
VESTLKRNHQGILIDEPQTM

Protein 2
AWKGEVLANNEAGQVTSIIYNPGDVITIVAAGWASYGPTQKWGPQGDREHPDQGLICHDAFCGALVMKIGNSGTIPVNTGLFRWVAPNNVQGAITLIYNDVPGTYGNNSGSFSVNIGKDQS
Úkol 3

Student, poučen předchozími nezdary, se rozhodl vybrat si proteiny, se kterými bude pracovat. Využijte nástroj PROSO a pomozte mu… 
Protein 1

AWKGEVLANNEAGQVTSIIYNPGDVITIVAAGWASYGPTQKWGPQGDREHPDQGLICHDAFCGALVMKIGNSGTIPVNTGLFRWVAPNNVQGAITLIYNDVPGTYGNNSGSFSVNIGKDQS
Protein 2

LVIVDAVTLLSAYPEASRDPAAPTVIDGRHLYVVSPGDAAQLGHNDSRLFTGLSPGDQLHLRETALALRAEVSVLFIRFALKDAGIVAPIELEVRDAATAVPDADDLLHPSCRPLKDHYWRSDVLAAGATTCTADFAVCDRDGTVSGYFRWETSIEIAGSQPDTKQPGFKPSSDRNGNFSLPPNTAFKAIFYANAADRQDLKLFIDDAPEPAATFVGNSEDGVRLFTLNSKGGKIRIEASANGRQSATDARLAPLSAGDTVWLGWLGAEDGADADYNDGIVILQWPIT
Protein 3

PLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFAIATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLG

Protein 4

MGSASSLHAQAQITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMWIAIGTGLMALGTLYFIVKGMVWLVCNHQQFQLFMSINPVPTSVMWPHHHMALQGTMGMTIFNNCHAPNWSGVCAFHILIHHSGFWTCTHLLFWMSCSMVPQGGWIWNGMGHAFFFTNVSLNFLWFTLCVACVWNNACPIIMSVQCFGTMSVLQPWLWHVSPHLTSQAAMPPIPQQCWNPQPIASSANCTITCMQNAWQIAFLGGSVTGFNHIVTMIATGCWLALGTALMGLGTLYFLVKGMWIAIGTGLMALGTLYFIVKGM
Úkol 4
Student se rozhodl výsledky ověřit pomocí jiného predikčního nástroje. Predikujte rozpustnost proteinů z úkolu 3 s využitím dalšího programu. Výsledky porovnejte.
Úkol 5
Analyzujte následující geny a určete četnost využitých kodonů v E. coli a Saccharomyces cerevisiae.
Gen 1

ATGGCACAAGTCATTAATACCAACAGCCTCTCGCTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGTCTGCGCTGTCGAGTTCTATCGAGCGTCTGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGATGACGCAGCGGGTCAGGCGATTGCTAACCGTTTCACCTCTAACATTAAAGGCCTGACTCAGGCGGCCCGTAACGCCAACGACGGTATCTCCGTTGCGCAGACCACCGAAGGCGCGCTGTCCGAAATCAACAACAACTTACAGCGTGTGCGTGAACTGACGGTACAGGCCACTACCGGTACTAACTCTGAGTCTGATCTGTCTTCTATCCAGGACGAAATTAAATCCCGTCTGGATGAAATTGACCGCGTATCTGGTCAGACCCAGTTCAACGGCGTGAACGTGCTGGCAAAAAATGGCTCCATGAAAATCCAGGTTGGCGCAAATGATAACCAGACTATCACTATCGATCTGAAGCAGATTGATGCTAAAACTCTTGGCCTTGATGGTTTTAGCGTTAAAAATAACGATACAGTTACCACTAGTGCTCCAGTAACTGCTTTTGGTGCTACCACCACAAACAATATTAAACTTACTGGAATTACCCTTTCTACGGAAGCAGCCACTGATACTGGCGGAACTAACCCAGCTTCAATTGAGGGTGTTTATACTGATAATGGTAATGATTACTATGCGAAAATCACCGGTGGTGATAACGATGGGAAGTATTACGCAGTAACAGTTGCTAATGATGGTACAGTGACAATGGCGACTGGAGCAACGGCAAATGCAACTGTAACTGATGCAAATACTACTAAAGCTACAACTATCACTTCAGGCGGTACACCTGTTCAGATTGATAATACTGCAGGTTCCGCAACTGCCAACCTTGGTGCTGTTAGCTTAGTAAAACTGCAGGATTCCAAGGGTAATGATACCGATACATATGCGCTTAAAGATACAAATGGCAATCTTTACGCTGCGGATGTGAATGAAACTACTGGTGCTGTTTCTGTTAAAACTATTACCTATACTGACTCTTCCGGTGCCGCCAGTTCTCCAACCGCGGTCAAACTGGGCGGAGATGATGGCAAAACAGAAGTGGTCGATATTGATGGTAAAACATACGATTCTGCCGATTTAAATGGCGGTAATCTGCAAACAGGTTTGACTGCTGGTGGTGAGGCTCTGACTGCTGTTGCAAATGGTAAAACCACGGATCCGCTGAAAGCGCTGGACGATGCTATCGCATCTGTAGACAAATTCCGTTCTTCCCTCGGTGCGGTGCAAAACCGTCTGGATTCCGCGGTTACCAACCTGAACAACACCACTACCAACCTGTCTGAAGCGCAGTCCCGTATTCAGGACGCCGACTATGCGACCGAAGTGTCCAATATGTCGAAAGCGCAGATCATCCAGCAGGCCGGTAACTCCGTGTTGGCAAAAGCTAACCAGGTACCGCAGCAGGTTCTGTCTCTGCTGCAGGGTTAA 
Gen 2

ATGGATACCTCTCACGAAATTCATGATAAAATACCCGATACATTAAGAGAGCAGCAGCAGCATTTGCGCCAAAAAGAGTCGGAAGGGTGCATAACAACATTGAAAGATCTTAATGTACCTGAGACGAAGAAACTTTCCTCCGTCTTACATGGCAGAAAGGCGAGTACATATTTAAGAATTTTTAGAGATGATGAATGTTTAGCCGATAACAACAATGGTGTAGATAGCAATAATGGCGGGTCCGTGACATGCGCGGACAAAATAACAAGGTCAGAAGCAACTCCCAAATCGGTACCAGAAGGACTACAAGTTTCTGAAAAAAAGAATAACCCAGATACTTTGTCCTCTTCATTGTCAAGTTTCATTTTATCTAACCACGAGGAGCCGGCAATTAAGCCCAATAAACACGTGGCGCATAGAAATAATATTACTGAGACAGGTCAAGGCTCTGGTGAGGATATCGCAAAACAACAATCACACCAACCACAGGTGTTACACCACCAGACTTCTTTAAAGCCAATTCAGAATGTTGATGAGGGATGTATTTCGCCTAAGTCCACTTATCAGGAGAGCTTACATGGAATATCGGAGGACTTAACGTTAAAGCCTGTTTCTTCTGCAACATACTATCCTCACAAAAGTAAAGCAGATTCTGGTTATGAAGAAAAGGATAAAATGGAAAATGATATTGATACTATTCAGCCTGCCACCATAAATTGTGCCTCTGGTATAGCGACACTTCCTAGTTCATATAACCGACATACTTTCAAAGTTAAGACATATTCAACTTTATCACAATCCCTAAGGCAAGAAAACGTCAACAATCGTAGTAACGAAAAAAAACCTCAACAGTTTGTGCCACATAGCGAATCAATTAAAGAAAAACCCAATACGTTTGAACAAGATAAAGAAGGCGAGCAAGCGGACGAAGAAGAGGATGAAGGTGATAATGAACATAGGGAATATCCCCTAGCAGTTGAACTAAAACCATTTACGAATAGAGTTGGAGGTCACACTGCAATATTCAGATTTTCGAAGAGAGCGGTTTGTAAGGCTCTAGTGAATAGAGAAAACAGGTGGTATGAGAATATAGAGCTGTGCCATAAAGAATTATTGCAATTCATGCCACGTTATATTGGTGTCCTGAATGTTAGGCAACATTTTCAGTCAAAAGATGACTTTTTAAGCGATTTGGATCAAGAAAACAACGGTAAAAATGATACCAGTAATGAAAACAAAGACATAGAAGTCAATCATAACAATAACGACGATATTGCGCTTAATACAGAACCCACGGGGACCCCCTTAACACACATACATTCCTTCCCCTTGGAACATTCGTCGAGACAAGTACTTGAAAAAGAGCATCCTGAAATTGAGTCTGTCCATCCACACGTGAAAAGATCACTGTCAAGTTCCAACCAACCTTCCTTGTTGCCCGAGGTTGTATTAAATGATAACAGGCATATTTAA
Úkol 6
Analyzujte geny z různých organismů a určete, které z nich je možné použít pro expresi v E. coli bez optimalizace kodonů. Za jakých podmínek?
Gen 1 (Saccharomyces cerevisiae)
ATGTCATTCGACGACTTACACAAAGCCACTGAGAGAGCGGTCATCCAGGCCGTGGACCAGATCTGCGACGATTTCGAGGTTACCCCCGAGAAGCTGGACGAATTAACTGCTTACTTCATCGAACAAATGGAAAAAGGTCTAGCTCCACCAAAGGAAGGCCACACATTGGCCTCGGACAAAGGTCTTCCTATGATTCCGGCGTTCGTCACCGGGTCACCCAACGGGACGGAGCGCGGTGTTTTACTAGCCGCCGACCTGGGTGGTACCAATTTCCGTATATGTTCTGTTAACTTGCATGGAGATCATACTTTCTCCATGGAGCAAATGAAGTCCAAGATTCCCGATGATTTGCTAGACGATGAGAACGTCACATCTGACGACCTGTTTGGGTTTCTAGCACGTCGTACACTGGCCTTTATGAAGAAGTATCACCCGGACGAGTTGGCCAAGGGTAAAGACGCCAAGCCCATGAAACTGGGGTTCACTTTCTCATACCCTGTAGACCAGACCTCTCTAAACTCCGGGACATTGATCCGTTGGACCAAGGGTTTCCGCATCGCGGACACCGTCGGAAAGGATGTCGTGCAATTGTACCAGGAGCAATTAAGCGCTCAGGGTATGCCTATGATCAAGGTTGTTGCATTAACCAACGACACCGTCGGAACGTACCTATCGCATTGCTACACGTCCGATAACACGGACTCAATGACGTCCGGAGAAATCTCGGAGCCGGTCATCGGATGTATTTTCGGTACCGGTACCAATGGGTGCTATATGGAGGAGATCAACAAGATCACGAAGTTGCCACAGGAGTTGCGTGACAAGTTGATAAAGGAGGGTAAGACACACATGATCATCAATGTCGAATGGGGGTCCTTCGATAATGAGCTCAAGCACTTGCCTACTACTAAGTATGACGTCGTAATTGACCAGAAACTGTCAACGAACCCGGGATTTCACTTGTTTGAAAAACGTGTCTCAGGGATGTTCTTGGGTGAGGTGTTGCGTAACATTTTAGTGGACTTGCACTCGCAAGGCTTGCTTTTGCAACAGTACAGGTCCAAGGAACAACTTCCTCGCCACTTGACTACACCTTTCCAGTTGTCATCCGAAGTGCTGTCGCATATTGAAATTGACGACTCGACAGGTCTACGTGAAACAGAGTTGTCATTATTACAGAGTCTCAGACTGCCCACCACTCCAACAGAGCGTGTTCAAATTCAAAAATTGGTGCGCGCGATTTCTAGGAGATCTGCGTATTTAGCCGCCGTGCCGCTTGCCGCGATATTGATCAAGACAAATGCTTTGAACAAGAGATATCATGGTGAAGTCGAGATCGGTTGTGATGGTTCCGTTGTGGAATACTACCCCGGTTTCAGATCTATGCTGAGACACGCCTTAGCCTTGTCACCCTTGGGTGCCGAGGGTGAGAGGAAGGTGCACTTGAAGATTGCCAAGGATGGTTCCGGAGTGGGTGCCGCCTTGTGTGCGCTTGTAGCATGA 
Gen 2 (Burkholderia sp.)

ATGTCTACTGGTGTGCAAACTAAAGCTGTGCCGGGCGCGGCCCAGCACGCCGATGGACCGAGGCTGCTGGCCGACATCGGCGGTACCAATGCGCGTTTCGCGCTCGAGACGGGCCCCGGCGAAATCGGCTCGGTGCAGGTCTATCCCTGCGCCGAGTATCCGAGCGTCGCCGACGTCATCAAGAAGTACCTGAAGGACACGAAGATCGGCCGCGTCAATCACGCGGCGATCGCGATTGCGAACCCGGTCGACGGCGACCAGGTCAGCATGACCAATCACGACTGGACCTTTTCGATCGAAGCGACGCGCCGCACGCTCGGCTTCGACACGCTGCTCGTCGTCAACGACTTCACCGCGCTCGCGATGGCGCTGCCCGGCCTCACCGACACGCAGCGCGTGCAGGTCGGCGGCGGCCAGCGCCGGCCGAACAGCGTGATCGGCCTGCTCGGCCCCGGCACCGGCATGGGCGTCTCGGGCCTGATCCCCGCCGACGACCGCTGGATCGCGCTCGGCAGCGAAGGCGGCCACGCCACCTTCGCGCCCGCCGACGAGCGCGAAGAGATCGTGCTGCACTACGCGCGCAAGAAGTGGTCGCACGTTTCGTTCGAACGGGTGGCCGCGGGCCCGGGCCTCGAGGTGATCTATCGCGCGCTCGCGGGCCGCGACAAGAAACGCGTGCCGGCCAGCGTCAACCCGGCCGATGTGGTCAAGCGCGCGCACGAAGGCGAGCCGCTCGCGGCCGAATCGGTCGACGTGTTCTGCGGCATTCTCGGCACCTTCGCCGGCAACATCGCGGTGACGCTCGGCGCGCTCGGCGGCATCTATATCGGCGGCGGTGTCGTGCCGCGTCTCGGCGAGTTGTTCGCGCGTTCGTCGTTCCGCCAGCGCTTCGAGGCGAAGGGCCGCTTCGAGGCGTATCTGCAGAATGTGCCGACCTATGTGATCACCGCCGAATACCCGGCGTTCCTCGGCGTATCGGCGATTCTCGCGGAGCAGCTGTCGAACCGCGCGGGCGGCAGCTCGTCGGCGGTGTTCGAGCGGATTCGCCAGATGCGCGACGCGCTGACGCCGGCCGAGCGCCGCGTCGCCGATCTCGCGCTGAACCATCCGCGTTCGATCATCAACGATCCGATCGTCGACATCGCGCGCAAGGCCGACGTCAGTCAGCCGACCGTGATCCGCTTCTGCCGCTCGCTCGGCTGCCAGGGGTTGTCGGATTTCAAGCTGAAGCTCGCGACCGGTTTGACCGGCACGATTCCGGTCAGCCACAGCCAGGTGCATCTCGGGGACACCGCGACCGACTTCGGCGCGAAGGTGCTCGACAACACCGTGTCGGCGATCCTGCAGTTGCGCGAGCATCTGAACTTCGAGCACGTGGAACGCGCGATCGACCTGCTGAACGGAGCACGGCGCATCGAGTTCTACGGGCTCGGCAATTCGAACATCGTCGCGCAGGACGCGCACTACAAGTTCTTCCGTTTCGGTATTCCGACCATCGCGTACGGTGACCTGTACATGCAGGCAGCCTCGGCCGCGCTGCTCGGCAAGGGCGACGTGATCGTCGCGGTGTCGAAGTCGGGGCGCGCGCCCGAGCTGCTGCGCGTGCTCGACGTCGCGATGCAGGCCGGCGCGCAGGTGATCGCGATCACCTCGAGCAACACGCCGCTCGCGAAGCGCGCGACGGTCGCGCTGGAAACCGATCACATCGAGATTCGCGAGTCGCAGCTGTCGATGATCTCGCGCATCCTGCACCTCGTGATGATCGACATTCTCGCGGTCGGTGTGGCGATTCGTCGCGCGGTGCCGAGCGATGAAGTGGCCGAGACCGTCGAGAAAGCGCGCGAAGGCGCCGACGACGACGCGACTGCCGTACTCGACTGGCTGAGCCACGGCGCGGCTTCGTCGGCGCGCGACTGA
Gen 3 (nezmámý organismus)

ATGAATATTAAAATGAGATATAGATGTGAAATTAAACATAGAGCTGCTGGAATTCCAAGATATAGAGAAGCTGATTTCACTAGAAGAATTTGGAGAGCTATTATGACTAAAACTTGTCCAAAACTTCCAATTGTTTGTTCTCCAATTGATAAACAACTTCCAAGATGGAATCCAGAACAACCATATGATAATCTTATTATTAATCCACTTATGAATTCTGTTAAATTCCCACATAGACAACATCATAGAAAACTTCCAAGAATGTTCCTTATTACTAGATGTGATAATAGAGCTATGATTTATAATGAACCAGATGCTCAAATTAGAAGATTCAAAGTTATTGATTTCATTACTTTCTATCAAAGACCATGTTGTAATTGGCAATATCCATGTCTTGCTCAATCTTATGTTATTCAACCAAGAATTAGAAGAACTATTGTTCCAAGACATACTGTTGGAGGAGAACAAAGAATTATTCTTATTGAAGAAATGTGTCTTAATTTCATGAGACCACATGAACTTTGGCTTCTTAGAGCTAGACTTTGTTTCAGACATACTAGACATACTATTGTTGAAGTTTGTTGGTATAGAAGACATCATCAATCTGGACCACAAAGACTTGAAGTTTGGGGATGGAAAATTAATCAACTTCCAATTGAATATTGTCTTTGTCTTTGGGTTATTCAAGTTAGAAATGGAGTTAGACTTAATCTTGAACTTTTCCCAATTGCTCAAAGACTTAATGAATATCATTGGACTAGATATGATAGAACTCCAGTTTGGAGATTCATTTCTCTTCTTAGAAAAAGACAAATTTGTTTCAGATGGCCAATGTCTGATTGGAGAAAACATGATGTTAGATATGGATCTCCAGCTAGAAGATCTCTTGATGGAGGAAAACCACCAATTAGATCTCAACCATGTATTCCAAGACTTGGAAATCCATATAGAAATAGAACTAGAAGAAGATGTGATCCATTCGCTCCACATTCTATTAGAGGATCTATTACTGCTCTTAGACCAGAATGGGAATATAAATGTTCTTTCGAAGTTCTTCTTAGATCTCTTAGACCAATTCCAATTAGAGTTATGAAAGCTATGTCTCCACCAGGATATGATATTCATATGCAATTCGATATTGCTTGGATGCCACCAGCTAGAAGATTCAGAGGAGCTTCTATGATGAGAAGATATTGGGGAACTGATAGAAGATCTGGAGATTATCCAAAAACTATGGCTTGGTTCCTTAGAGTTCATACTCATATGATGGAAAGAGGATCTAGAAATACTCCAAAAAGAGATAAACCATGTTTCAAT
Úkol 7

Optimalizujte následující geny/proteiny pro produkci v hostitelských organismech.
1

MAQVINTNSLSLITQNNINKNQSALSSSIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTSNIKGLTQAARNANDGISVAQTTEGALSEINNNLQRVRELTVQATTGTNSESDLSSIQDEIKSRLDEIDRVSGQTQFNGVNVLAKNGSMKIQVGANDNQTITIDLKQIDAKTLGLDGFSVKNNDTVTTSAPVTAFGATTTNNIKLTGITLSTEAATDTGGTNPASIEGVYTDNGNDYYAKITGGDNDGKYYAVTVANDGTVTMATGATANATVTDANTTKATTITSGGTPVQIDNTAGSATANLGAVSLVKLQDSKGNDTDTYALKDTNGNLYAADVNETTGAVSVKTITYTDSSGAASSPTAVKLGGDDGKTEVVDIDGKTYDSADLNGGNLQTGLTAGGEALTAVANGKTTDPLKALDDAIASVDKFRSSLGAVQNRLDSAVTNLNNTTTNLSEAQSRIQDADYATEVSNMSKAQIIQQAGNSVLAKANQVPQQVLSLLQG

Pro produkci v E. coli. 

2

MDTSHEIHDKIPDTLREQQQHLRQKESEGCITTLKDLNVPETKKLSSVLHGRKASTYLRIFRDDECLADNNNGVDSNNGGSVTCADKITRSEATPKSVPEGLQVSEKKNNPDTLSSSLSSFILSNHEEPAIKPNKHVAHRNNITETGQGSGEDIAKQQSHQPQVLHHQTSLKPIQNVDEGCISPKSTYQESLHGISEDLTLKPVSSATYYPHKSKADSGYEEKDKMENDIDTIQPATINCASGIATLPSSYNRHTFKVKTYSTLSQSLRQENVNNRSNEKKPQQFVPHSESIKEKPNTFEQDKEGEQADEEEDEGDNEHREYPLAVELKPFTNRVGGHTAIFRFSKRAVCKALVNRENRWYENIELCHKELLQFMPRYIGVLNVRQHFQSKDDFLSDLDQENNGKNDTSNENKDIEVNHNNNDDIALNTEPTGTPLTHIHSFPLEHSSRQVLEKEHPEIESVHPHVKRSLSSSNQPSLLPEVVLNDNRHI 

Pro produkci v E. coli. Nesmí obsahovat štěpící místa pro HindIII a NdeI!

3

ATGGCAACACAAGGAGTGTTCACCCTTCCCGCCAACACCCGGTTCGGCGTCACCGCCTTCGCCAACTCGTCCGGAACCCAGACGGTGAACGTGCTGGTCAACAACGAGACGGCCGCGACCTTCAGCGGGCAAAGCACCAATAACGCCGTCATCGGCACCCAGGTGCTCAACTCCGGCAGCAGTGGCAAGGTACAGGTCCAGGTCAGCGTCAACGGCCGCCCCTCGGATCTGGTCTCGGCACAGGTAATCCTGACCAACGAGCTGAACTTCGCCCTGGTCGGCTCTGAAGACGGCACCGACAACGACTACAACGACGCCGTCGTGGTGATCAACTGGCCGCTCGGCTAG 

Pro produkci v HEK 293.
Úkol 8

Analyzujte část genomu z G. gallus. Predikované geny optimalizujte pro produkci v E. coli.
GTACAAAGGAATGAAATTTAACCAATAGTTTACATATAGAAGCATTGTCTCTGAGCTTTAATATCACACTGGATTTTGCAGTTAAATCCTTTTAAAAATCTAGGTTACCATATTTAAATAATATATATTTTCTTCGTTAGATTACTGGGTTTTAAGTTCATCAATTCATAATAAGACTTTTATTTAAAGGGTCACATGCTTGTGACTCCACACAAGATTAAGGTGTTGGATTGCTCTCACAAGAACTCTATGTGGATTACAAAATAAGTTAATGGGTAAATAAAATGGGCCATAATGGCAAAAGAAATGATCTTTAAAAAGCAAGTTACATAAAAGCAAGAAGAGCTGAAGCTGTACCACAGAGCTCATCGTGAGCTGAGAGATTGGAGGAGTTCTGGAGCGCAGCCTGAGAAGGAAGGAGCACCCTTCCAAACCGACTGGAAAAAAAATTCTGGGAAATCTGCATGCAAATACAGTTCCTGGAAAGCTTGTCCCTCGCTGTTCTCAACTGAAAATTCAGACTTGGCCTCGTGTTGGTGAGCACAGGCTGAAATTTCTTCCCCATATTACCAGGAGGAGGTTTGGATGCCGGCAATGCGCACTCCTCAGGCAGGTGTGTGTGGTGAACGCCATCCTCCGACCAGTTTGCTCTCTGCCCCACTGCCTGCTTTTCCTTCAGTTAAACGGCAGGGATGGCAGCTCCCTCTCAAGCCACCGTGTGCCTGGGCACCTTCAAGGACAGGGATTGCTGATGGGAAAAGGGGGAAAAGCAGGCACATTGCCTGTGTGTGCTGGGTGGGAGATGAACAGGCGTTGTCTGTGTGCTGTGTTTTGTTTTAGTCAATACTTGCATCATTAACTTGCCATATGTTTAACTAACTGGATTTGAGTGGTGTGCTTTGCTTACATTTTGAATTGTTTTTCCTAGGAAGGCCTCTTTAGGGAAGTAGAATAATGCTGCTTTAATTTCTCTGGTAGGCTTCTCTGGGACTTCTTCCCATGGCAGAAGAATTCAGTAAGCGCTGTGGCTAGCAGCCCTGAGCAAAATCAAACTAGCAGACAGTGAAGAAAAACAAATAACTGCATGCTCAGCGCAGTTGAGTATAGCACAGCTGTAATATGCTTTTTGGCAGCCTGTGCCTTTCCAGTGGGCTTGTATCTGGTGTGCAGCTGTGCGGTGGCAGGTGAGAGCTGGTCATGGGGGCTGAGCCCCCATGAACAGAGCTGGTCATGGTGGGGTATGGGTGGCTGTGAGGAGTGACCTGCCAGGACCTGAATCAGGAAAGATGAGGCTGGATTAATTAACACATGCACAATAGCTATTTCACATGGGGGTTGAAAACACCGACAGAGTAAAAATCCGAGTATAGAATCACTAAGTTAGTATGAAGCTAGAAAGTGCAGCTAGAAAGGATAGAAAATAAATAGCAGCAGTAAAGCAACTTACAGGAAAAAAAAAAAAGAAAAAACCTGTGTAATACTGTGTATACAAGGTGATGATTCAAGAAAGACAAAGTTCACATGGCACATGTTTTAAGACCTGTCCATTGACCAATTTTTAATCTTGTTAATAATTTTTTTGTTTATATTTAGTGGTTACTAATGGCATTTTCCAGGGTTCTTCTAGGTCTTGGATGCTGGTCTTAAGTAAGGAGGAATATGGCAGATGTAAATGTGGCTGTGAATTAGTTTTATATTTAAGGAGGGGAAGGCTGGGGGCTGTTTTAGAAGAGTGGGGAGTCGCTCGTAGAACTGTGCAGTGGTGCTGGGGTCTTGGAGATGATTTGGTGAGCAATATAGCAGTATATAGCAATATATAAGAAAGATGGTCTGGCCCAAATAGTCCGCATGGCCATACTTAGAGGAACTGCACATTCAGGTGCAGAGGCTGCACTAACTTGTAACTGGTGCATGTAATAGTTGCTGGTCCAGATTTTGCTTGCCGCTAAAGCCTGCTGTAAAACTTAGTTTATATTCAGAGTGCCATAATTTAAAGCCTTTCTCATATGGGGGCAGTGAGTGGAAACCTGTGTAATGTCCTTCAGCTGCAGTGAAACCTGGTGGTGAAATATGGTTTTGCCTTGCATGTCTAGCTCTGGTAATTTCTGGAACTCAGTTGTTTGTTCAGCTATTACATGCAAACATCTTTTACATAGATGTGCAAAGAATCGGTTCTAAAATACTCAGTGGAGCACTGTTTTCCATGTATATCCTGCATTAGATTGCTTTCTGCTTCTATATTCCGTGGCTAGAAACACAAAATGGAAATGAATGTCTGGCAGTGAAATTGGGCAGGAAACATCATACCTGAAAATGCAGGCAATTTCCTGCCTAGCATGGGCATTTCTGATATTTTCATTGCACATATAGTCCCCTCTTCAACTGTGATCGTCTTCTGAATCATCTTCTTAGGTGCTTTCATGTGCAACAAACTGAAGGTTGTGATAGATATCTTAAGTTTTTGATGTTGATCTTTCTTAATCAGAACTCAGGTTCCTGTTGCTCTTACAGGATTGTATTCTTGTTGCTAAGATGGAGATTTTTAAACATAGGCCCTTTTGAAAATCTTTCTTAAATTATATAATTTATTCAAACCAGTTTTGAACTGGTTCACATGTTATTGTTTGGAGTCCCCTTCCTTGAGCTCCCTTTTATTCTAGCTGAGAGAGCTCGCTTCAGAAATGTATTTCTTTACCAGAGTTAAACATCCTTTAATTGTCTACAGTAACATTTTCTGGCAGCTACACAGTGCTTTTTCATTTACTTTGTGCAACTGGAAGTAACAAAGCTTAGATTTGCAACAGCATAGGGTATTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTTTCTTGTATTTAGTGACATTCCATTTTGAGGCAACTCTGACTTCACTTGGTAATTAAACTTCATTTATGAAAGACCTTTTCCCCATTAATTTGATCCATTAAAGAAATGCTCTTTCAAGCTAGAGGTTAATCTTCCCATTTAAATTGCTGGGTTTTACCCAGATTAGTTACAGCTTAGTTTTCAACAACAGCTAAAAATAGTAAAGTGTTCTGCTGTACAGTTTAAATGTCTATCTATAGTAGTAGCCTTTCTCGTAAGGAAATATATAGTAAGAGGGAGACCTGGGTCTGCTGCTGGGACATCACTGTTACGAACATTTGGGCTTTCCTTAAGTTTTGCCCATTAACACTGGGCTTCAGCAGGCAGTGCTTGATTTACTTGCTCCGGGTTTCATTTTTATCAGCAGCACTGTGAGCTTGATTTGAGCAATATTCAAGTCAGGAATTAGTAATTTAAGGGCCATGAAGAGTTCTGACTTCTCTATTGAAATCTGTGCTTAGAGTCCTAAAACCAAATATCTAGAATCCAGCTGAAATGTTTTCAAGAACACAGAGCTTTCAGAGAGAAAACAAATGCATGGGAAAGGACAATTTCCATCTCTTGAATGGCCTTTCCCTATGTTTCTTTTTTACTTTTGAGCCTGACAAATGCTCAGACTTGAGTACACAGCATTACTGCTGCAGCACAACTTGAGGTAAAAAGTGCTGTCTGCAGTTGAAAGGGAAGCTATAGTAAAGCTCTGGCATCTATGCCAATGGAACCAATTACTTCAAATAATTCTATAGTAGAAGGGGCTGTTTGCAAGTGAAGGGATCTTGAGTGAGTAGCTAACAAAGGAAAATCGGAGGTATAAAGGTGAAACTGTTTAAGGAGACATAAGTACCTGTATTACTTTTGTCACAGGCAAAACCTGTGGTCATAGAAAAAGGGCAGAATTGGGAGTGGTTTTTCACCTCCACCCTTAGTTTTCCACTGAGAGAAAAGATACTTGAGGCCTGACTTCAGTAAGAAATGTTTGGTCCATTCAGTTTTAAATAGCTATAATGTTTCTTCAGTACCATTAAAGCTCAGGCTGCTTGTAGTGACTTTCAGGATATTCCTATATGTCCGGGGCCTCAGGATTCTTAGGCCAAGATATCCATTTGTCACTCTTCAGGTTGTGACTGAATGGAGACAAATCTGTAAGATAAGAGATATCACCAGTTACTTCATGCTGCACTTCTGAGAAACACAAGCTATAGTCATAGAAACTGATAGACGTAGTGCATGTCAGGAATTTTTTACTAAGATAATCATAATTTAGTTGTCAGAAGGTCTCAATTTGTTGGGAAAGATCAAGTTAATTTCACAAGGAATTCTGATGGCTTACTTGGTCTTTAAAACAACTCTTTAAGCTTCCTTAATATTTCAAGGCATTCACGCTTGCAAGGTTAGCCCTGAAAGCACGATCACTTGCATATTTCTGCACAAACTAAGCAGCTTCTCTGGCTGTTGCAAGTAGCACAAGATTTATGCATATATTTAACTGCTTCCATTGAATCTGGTTCCTTATTTCCCTGGTAATACCAGCTTGTGAGTCACTTTCCCATCACTCACAGTGCCTCTCATAAGATGATGTGCTAATTAAAAAGTTATATTATTCTTGGACAGATCCACAGACGTAGCGAAGATAATCTGGTAATGGCCTACTGAAATTGGAGAAGTGTCATTCCTAAACTGTTGGTAGCAAATATAATACAATATAACAAAGGTCTATTTTCTGCTATCTTCAACTAGTAACACTTGCTCTCTTCATGATGACATTCAAAGGCACATGCTTCGAATTATAACAGAATTTACAGAGATACATTTATCTTTCATGCAAAAATGGAAAAAAATGGAAAAAAAAAGAGGATCTACTGATCAGTACAGCTGTGTTTGGTATCTCAATTACATGCAAAAAGAAGACAAGATGCCTTCAAAAGATGTGTGTTTATGTATATATGTGTGTATATATATATATGCACACACAGTGCAGAAGTATAATATATTGGTTTCCATAGTCCATTTAAAAATAAAAGCACATTTAACTGCAGTGACCTAATTTCCACTGCTGTGAGTACAGGGAGAAGGGATGATTATTGGCATTATTGAATGGCTGAGGATCATGGTTGTTTTTATGCCTGCTGCTAGTGAGCTGCCCTTTACTTGATGTGTTCTGGGGGAGGCAATGGAAGAGGATACACTGGGAAAAGAGAAGTGGGAAAGGGACTTTTCCAAACACTTGAAAAGCAGGATACCTCATGGTAAATTTGCTTATCTGACCTGTTTGGCAGGCTTTGTAAGGATGATGGCTTTAGCATGTGAGGGATGAGGTGGTATAAGGGGAAGAACTTGGAGAGTGTAAATGGTATTACTAGAGCATTACACTGGAAATAACGTAAGCTGTAGCATTTTGGGGGGAAGGTAAGGGCTGGGGGGAAGCGGGTTTTGGAGGCTAGAGAGGCAGAAGTCAGTGTTCAAGATAAGGACTGAAAGAACTGTTCTGAAGAACTGACTTTTCATGGTTCTGTATTTAATTCTGGCAGAACTCAACTGCAGCAGAACTCTGTACACAGAATTGCATTTAAGCGTGTAAATTGAAGTTTGAAATTAGTCAACTTCAGTAACTGGTTAATTGGCTACGGGGCAGCTTAGACTGTTCGACATTTAATTTAAGAGAATGTTGTAGCTTTTATATTAATCCCAAACTTTTTAAATACAGGATTAGTTCTGAACGCAGGAAAGAGAAGTCAAGAGATGCAGCCAGGTGCCGAAGAAGCAAGGAATCAGAAGTGTTCTATGAACTTGCTCATCAGCTGCCCCTTCCGCACACTGTGAGTGCCCACCTTGACAAGGCATCCATTATGAGGCTGACCATCAGCTACCTGCGCATGAGGAAGCTGCTGGATGCTGGTAAGTGCAGAACTTGTCAGCAGAACCTGGAAAGGGGCTGGATGTATATTGAGGGAGGAGGTATTTCTGAAACCAGTCAGCGGTTTAAGAGAAATTAATAGTATTTTTGTCAGCTAGACTTTCCTTAAGGTGGAAAGCTTACTGGTGGATGTATGAAAGCAATCTCACTCTGATTTTCTGAGATTCCCAATACCTTTACTAGACCTTGATTTTAATTGATCACTTAGATAAGTAAATGATACTGCATTTGAACAGTCCTGCAAGATTGGCTCCTTGCAGACTGGGGCCAGAAGTCATTTCTGATGATAGGTAAAGAATGACTGATATTTACTTGAATAAAAATATATGGTCTCTTGTAGGTGAGCTAGAGACAGAAGCCAAAATGGAGAAGGAGCTGAACTGTTTCTACTTAAAAGCTCTTGATGGATTTGTTATGGTGCTTTCTGAGGACGGGGACATGATTTACATGTCTGAAAACGTGAACAAGTGTATGGGACTCACTCAGGTGAAATACTGACATTTCCTAAGACTGTTTCACTTCTGTAAAAGTTGTTACACTTGTGTATGTATAAAGTTAGACACCTGTATGCCTCTTATTTTGCAGTTCGATTTGACGGGGCACAGTGTATTTGATTTCACTCATCCATGTGACCATGAAGAGCTGAGAGAAATGCTTACACACAGAAATGGTGAGAAGAAAAAACAATCTCTTTAATTTACTTATGGATAGTTCCTCTTGGCACTAGTATAGTTGGATATCTGCCAAATAAAGGCATAAAGAGAACAAATCGGTATGTTTTTCTGCTTAGACCACAAAGTTAGTCTTCCAGAGATACTAACAGATATAGCCAGAATGTTTTGGAAATATTCTACTGTAGGGGACACGACACTTCATTAGCACTCTTTAATCTAAAACAAAATTAATGACTGAAAATTATTGAGGGTTGAAAGAATTAGCAGGCGCATAGGAATGAAATGAGTTTAGATGTAAGTTGAGTGAGAATGATATGGAATGATTGCTATAGAGAAATACAGAGACATTGAGTTGGTATGTCTGTCTTGGTCTCAGATAGCCCATACAGGACAACTTAAAAGCAAATGGTTTCTTTCAGAAACTTGTGGTGCAAGATTTAGTATGTAGAGATGATGAGGACACAGAAAAAACTAATTGGGTAGTGGTCTTACAGATATCAAATGCTCTTTCCTTGGAAAAGAATAGAAAAGAACACTTGGAAAGCCCCATAAAGCAAGTGTTAATTCTGGGCTTTGGGATTTATGCTTCACTGCACCTTTTAATTGGTGCATGAAATTGGTATCTTTTCAGATTTCAGACTTTCTATTTCTCCATGTAAGGACATAGAACACTGTATTCACATATGCTGTACACTTTGGGATTTAACAAACGCCCATGAATTACTGCCTTTAAATCTTCTGAAGGTTTGTTAACAACTATAAAGACTTGGCAACATGCATGCATTGCAACAAATCTTTACTTGGTCATAATAAATCTAAAATTGGACCTCTCTAATTCCTGTTTCATCAAACAAGAGAGTTATATGAACTTCGAATCTAGGTAGTGATTAATTACCACGTTGTTAGGACCGATCTCTATTTTCTTGTATCACTGTAATTCTGTTTACTTTAGCAGAAGTAACTAGATACTGTATCACTGTGTTAAGGGCCCTGGCTTTTACTTTGTAAGCATTCTCTAAACTTCTCTGCATCTAATACTGAAGCCTGGGTGTAAGGCTACATCAGACATCCTCCCTGCCTTTGTAATAAAATAATGCATCTGGAGGGATGAATTACTACACTAAGGCAGTGTAGAAGCTGGTCTGGTGCAAAAGCATATTCTTAAACGTAGTGAGTTTCATGCAGATGAACTGTAGCACGTCTAAATTGACCAGACTGGAATACAGTGTCTGGAAAGCATTATTACAAAATCTGTTTTGCAAATGAAGCTAGCAGACGAAAGTCTACATTGCACTAATAATACATTTTTATATTTATTAGTATTCCCAAGTTCCATTCTACTGCACCTCTTACATCAGTGGAATTGTTTTGATTTGAGTATTAAATAATCCTCTTGGGGATTGTGCAGGTGCAAATGAATACAGCTCTGATTGGCAGAAACTGAACTACATTCTGATTTTTTTGGGAGGTTGCATTTTAACTTTCCAAGCTGGCAGTTATAAAAATAATGTCTAGTGCTGAATGAGACTTGAGAAAATTCCTCTGTCTTTTACAGCTGCTTCTTAAAGCAGAGCCCTAAGCATAAGCATTTAGTAACAGTGACGTTTTGATCTTCAGCTATGAATATCTAGATCGGTTTAGCTCTTTTAAAAACAAACCACAAAAAATAAGCTATGGTTATTTCTCTGAAATCTGCATTACTTTTTCTCCCCTTCGTTTGAGGATGTGGGCTTGTCCCCATTAGTTTTTGCACCTGCAAGCAATAGACAAAGCAGTGTAGTGGCTATTATCTGCAGTGTACTGTTTTCTGATGATTTCTGTCAAGCTGGTAGTTCAAACTACCAAGACTAATTTCATTGCAAGTGCTGTCTGTGTGGGACAATCAAACCATTATATAAGCTCAGATCAGAAGCAAGCTCACACGATCTGAACTTCCATGCTGTATCTTAATTTGGTCCCCACTCTAAGCATCCTTCTGCAAGATTGCTTTGTTCCACACCTCCTTGTCCTAGGTGCTTTACTGTCTTTGTCTGCGCACAGCTGAGCTGCTGATAGTATCAGTATGTTTTCTGTGCCCAAATTAGGCTGTTGGGTTTTTGAATAGCCGAGCTAGTAATTGACTTTGGAAGGTTCTCCCCTGTAAAGGCAAAAAAAAAAAAAAAATCTAGAGCCTGCTGTTAGCAAGCAAGACTAAAAAGTTAGTACTGCTAATATTAATTTGTACCAGAATTTCTTGACTGCTTTCAAGAATGCTAATAGCCTGTTTAAAAACCTGGTGCCTGCTTACTCTGACAATGCAAATCACCATGGAAATACTCAGATGCATTTAAATAGCTGAGCTATTAATTCACAATTTAGAAACTTAAAATACTGTAGTCCTGAAGAGATATGGGCCCTAAGCATCCATGAGTTCTGTTTCCATGCAGACCAGCCCAAAGTGCTTCTCATCCTGTATATGCTTTTCTTGATTCCTGTCACAGTTTAAAAATATATTACATTTTCTGCCAGCCATTTTTTTCCTACAATCTGGGACTTTCAAGTTGAAGACAAATATAATAATGATCTTAAAACATTGAAACTTCTGTTTTTTCCTTATTTCACAGCAAAACTCCTTCTGAAAAGCATTATTAATCATAAGCGCTGCTACTTTTCAGTCTTTATTTTTCCTTAGTTCTATTACGCAGGTAGTTGAGTTGTGGCTTTGTTTTATTTTGATACATTCAGAAGATGATCCATGAGCTCAAGAACTGGTTACTATTTCCTTTTGTTAGGTCCTGTGAAAAAGGGCAAAGAGCAAAACACGGAGCGCAGCTTCTTTCTCAGAATGAAGTGTACGCTGACCAGCAGGGGAAGAACAGTGAATATAAAGTCTGCTACATGGAAGGTAATGAATGCAAAGGACTGCTTGTATGGGTTGGCAGCTTCCTCTTCAGATGTCATAACTTACTGTATTTCAACACTTCTCACTTCATGTAACTTGAGGTTGAGTTTCAGTAAGTATTCAATTTAATGATCGTGCTTCAATATGCTGAATTTTAATGCAGAATACATCAGGGAGTTAACTGAAACAATGTTTAAAATTAGCCTTTCAAAACTCTTTAATTCTCCATTTTAAATTAGAGGTTATTCATTTGTTAGAAATTATAATTACTAAATGCTTGTGTAAAGCTGCCTCCTCTGAGGGAAGAATACCTGACGCCATTTATACTGATACTCCATTCCTTTTGATTCAGCTTTGTAGATCCAACAGTTGAGGCTCCTCTGAAGGACTCATGCGTTGTTCTTTCTGGCTGGCTATCCCTTTTGTAATAACTGGAACTAAAAGAGCTCAGTCTGATAAGTGTCTGAGATGAATGCATTTTCATTTTTTCCTTTAGGCAGCCTTTTCTTGTATGAAGTGGCATTACAGTTAAAAATATTCTTTTTAACTTAAGCTTAGCTACTCTTGATCAAATAACTTCTTTCTTCTTTGCTGTACGTGAACAATTTCTACTTCAGATTTCTTCTTTTAAAAGAGGAAAATCAGAAAATGCAAACCTTCTCAACTTTTGAAGAATGTATTTGATTTCTTCTTCTAACATCACTTCTGCAGATCTAAAATGGAGGTTGATGCTATTAGCATAACTCTCAGGTTGATATAGTAGGATGCCTGTTGCTGAGGCAATTGCTTACCAGTGTAATGAATTAAACTTTCAAAGAAATTGACAGGAATGCACAAACTTCTGGCATTGCTTCTGCAGACACAAGAGAGGAAGGAGCTGGCAGCGAGTGTACTAACAGCCTGTGTAAGATGAGGAGTACTGGCTGTATTTTAACAATCAGTTTGAAAGCACCGTTGTGTTCCTGCTGTTGATAACACTAAGTGTAGAGAGGTGGGGGGGGGGGCACTTCACTCTGTGTGCACTAATGGAAGTGCCTCTGTGTTGTCTGACAGAAAGCAATCTGGTCTCTTTTTAAGTGTAACTGTCCCACAGGTACTGCACTGCACTGGACACATACGTGTATATGACACATGCAATAATCAAACTCACTGTGGCTACAAGAAGCCTCCCATGACGTGCTTGGTGTTGATATGTGAACCAATTCCTCACCCATCAAACATTGAGGTCCCCTTGGACAGTAAAACGTTCCTCAGTCGTCACAGTCTCGATATGAAATTTTCCTACTGTGATGAAAGGTAAAATATGTTCTGTTCTTAACAGCTGCATTTTCATGTGAATGAATGATTTGCAGGGGTTGTGTGTGTTGGCTAACTTGGGCCTCGTGCTTTTACAGGCTCACTTAGTAACTCGATTATATGCAACACAGAGTTGTCAGTGAGATGCTTTGGCTTTTATACTGACTGATCAGGATGTTGTATTAAAAGCCAAACTCTTAAGTCTAAGGAGGGTGTAGGGTTATTACTTGTGAGTAATTCCTCAGTTAACTGCCTGTTCAAACTGGCCTTTAGTGTTGTGGCAACAATTACATTGAAATGAGATTTTTCTGGATGCTGAGGAAATGGAAGGGATTTGAGGATTGCCGGAGATGGTGGTGCAGTTTATAGACCAAAAAGAGTACACACATAATATCTGTCAAGGCACATTTTGCTGCTTTCCCACTCTTTTGTCAGATCAGCATCTGCTTTTTCCAGTCAGGAAAAAAAAAAGCTTTGTTCTACTTCTGATGCGATGCATCTGTAGTTGAAAATGAGATTTTGTACTATGGTGTGTGTGTGTGAATATATATATGTCAGTGATGTAGTCTAATACATACTTCTCTTACTAACCTTTGGAAGCTCACGCTTGATAAATTTGAAAAAACAGATGTGAAGGAAATCACTGGCCTATTTTTTTTTAATTGAGTTCTATGTTACTGCATGCTAAGACTTTCCTTTTTTTGATATAAAAACGAATTTCTAATCAGTTACTGCAGTTAGATACAGAAGTATGTTAATGCAGGTTACTATCTGCTCCGTGCAGTAAGTTTACCTTTCTAAAGCCAGTGGTGGTACAGAAAATGTATTATTTGGTGGTGATGTGGTGTGGAGCAGGGCCGGATGCTTGCTTTTTCCTAGTTAGCACTGCCCTCTAGGGGCTGAGGAAAATACTGTTTTCTTTGAAAGCCAACTGTGAGAAGAATAAATCTGATTAATAATTTGTCTTAGTTGCATGGCTAAAACTGTTAAAGCATGTCTTTATTTTGTTATACTCTCATTTGTGTAAGCTGGATATTCCAGTCCATAAGTAGCTTGTCTACTTTTAAGCAATAACGTCTAAAAAGCAGGGATTTACTTAATCCTGTCCATCACAGGACATGCTTTATAAATATTCAATGAGAAATAAAATCCTATGGCTGCTGAAATGTCTCGTATCTCATTAAAGAAGCATTAGGGGAGGAAAAAAAAAAAGCAAACTCACAGTAAACCAACATTGCTGGTAACGTTTGTGGAAGAGATTCTTAAGCTCTCTGTGGATCTACAGGCATCCATGTGCTCTTGTATTTGCACTGCTCAATGTCTGCTTAGCAAATTTTCTCTTGTTTAAAGAATTACAGAGTTGATGGGATATGAACCAGAGGAACTCCTGGGTCGTTCAATCTATGAGTACTATCATGCGCTGGATTCTGATCATCTGACCAAAACACACCATGATAGTAAGTGAAAAAGACAGAGCACCAGGGGAAAGCCACAGAATAACAAGGGCTTTCCTTTTAATTGCAGATACGAATCTGCAGAGAATACCTAGCTTGAAAACTGACTTTTTTTTTTCTGCCTGTAATTAAAGCTGATGTCCATTCTGTTTTTAGTGTTCACGAAAGGGCAGGTGACTACGGGACAATACAGAATGCTTGCTAAACAAGGTGGCTACGTCTGGGTTGAGACTCAAGCAACTGTTATATACAACACTAAGAATTCTCAACCACAGTGCATAGTATGTGTAAACTATGTGTTGAGGTAAGTTGAGTAGGAATTGCTATTTTTGTCATGATTTTTTTTTTTTGGAAGACTGAGTCAGATTCTGATTACATCTTTGACTTGCTGAGAATCCAGTCCCTATTCAGTATGCTACAGTGCTGACTGTTTTTCCTACCAATTAGATTTTTACTTAAAATGCTGCTAGTCATAGGATTAGGATTTAAAAAAGACAACCCCTTCTTTGATGTAGTGCGATCTGTGGGGAGATCTCTGCAGGCAAACAAGTATAGGACCAAAGTGTTTTGGATTATCATGGTAGAAGCATTTCAGAATTTGTGCATTGTAGACATTTATCTAATTTTTGTCCACCGTCTGGAACAGTTATATTCACTAGTAATTCATAGTGATGGAGTCAGAGCAGCCATAGCGGTATCTTTTTCTTCCTTAGAATTTTTTTTACTGAAAGCTTCAACTTAAGGCAGACTTAAGGATTTTTCTGCAACTGTGGAATAGTCCTAAGTTAGTTTTTCAGTTTTAGTGAATGTACCGGTATCAGTCCATCAAGATATGGTACATTCATTTAGAAGAAGACTTTTAAGGAAAGCCCTGAAGTTTGTTCTACTTGTTTTTCTTGCTTTCTTGATGCTTTCATGGAAGTAGTATGTCTGTCTGTCACCTTCATATGACACCAGATTTAGTCTGTTACATTTGAGGAAACAATTTTTGTTTGTAAACACTTGTAATTTAGAAAACTGTGAAGGCTGAATTCTAGCTGGTCTTTAATCATCTTCCTTTCTGTCTGACAGTGGAATTGTTCAGAAGGACTTGATATTTTCCCTTGGACAAACTGAGTGTATGCTGAAACCAGTGGAGTCTCCTGAAATGAAAATGACCAAAATATTCAGCAAAGATGACCTGGATGATACCAACAGCCTTTTTGAAAAACTTAAGCAGGAACCAGATGCTTTAACTGTGCTGGCTCCAGCTGCTGGAGACACAATCATCTCCCTAGATTTCAGCAGCAATGGTGGGTGTGTGTTTAAATTGGAGAGCATGCTAATCAGTAAAGTTTAGTATTTTACAGTAAACTTCAGAAAATAACTTCCCACTCTCACGTGCCTAGTGATCTTTCAGCCACTGTTAAAATTTAATGAGGTCCGTAGACACACTCCGTATTTGTTACTTAGGTTGATGGTCTCTTTTAATTTTTATAGAGTCTGATGAACAACAATGTGATGAAGTTCCTTTGTATAACGATGTAATGCTCCCCTCATCCAGTGAGAAATTGCAGAATATAAATATGGCAATGTCCCCTCTACCTGCCTCTGAAACTACAAAGCCACTTCGTAGCAATGCCGATCCTGCACTCAATAGAGAAGTTGTATCAAAGCTGGAGCCAAACACAGAGACACTTGAACTTTCTTTTACCATGCCTCAGGTACAAGAGCAACCAACCAGCCCTTCTGATGCAAGTACCAGCCAAAGTTCACCTGAGGTTAGTTATGTAATTTGGATACGCTGTCATTAAAATGTATGTGCTGTGTTGAAGCTTGTAAAGCAAATCTAGTTAAAGATGCACCCAAGGCATGAATTTAAAATTATCTCTAGGTTGTGACTTAGTTATGCTCATACTCCAAGGAAAAATACATTTTCACAGGGAGAATTAACTTTTCATGGAAGTGAGTCTTGCAAATATGTAGAATAGTACATGTGACAGAAACAAAGAGTTTAAGATTGGTCTTTCTAGAAAAGGATGATTCAGAGTTGGCTTCTGTAAACAGCAAATTAGTAACAGTAAATTACTGCACAGGCTACTTCTGGGTTCTAACTAATCAAGCGCTTCCCAAACGGGTAAATAAACACATACGTTTTCCTTTCCCATTTTAGTTTTGTGCAGCCATAGATCAGAATTAGTTTTGGCATTCACACATTTTTTCAGAGAGAGTGTAGATACAATGCAAAATAACGTAACGATAGAAAGTTAAAACTGCACTCAAAATGTTTTCACAGCCCAGTAGTCCCAATGACTATTGCTTTGATGTGGATAATGACATGGCTAATGAATTCAAACTGGAATTAGTGGAGAAGCTCTTTGCAATAGATACAGAAGCAAAAAATCCATTCTCCACTCAGGTAACGTACATAAACTTGAAATTCTGTATCATCTTAGTGCTTTCAATGTGCTTCTCATTTTATTAAATGCTTCCAGGAACCTTATTCTTCTTTTACATAACGCTTTATTAAAAATAAATTGCACAAAATTACTTTAAGGAATTGGTAAAAGGAAGAGGTTTAGCAGAGCCATGAAGTCATAGCTGAGATGTTCTGATGTAAGTTTTACCTCTTATGTTCTCCAGGAGACTGATTTAGACTTGGAAATGTTGGCTCCTTACATCCCAATGGATGATGATTTCCAGCTACGCTCCTTTGATCAACTATCTCCACTGGAAAGCAGTTCTTCTGGCTCTCAAAATGCAGCCACCATTACCATACTTCAGCAGACTCAGACACCATCAACTGCTGCTGATGAAATAAAACCAGTGGCAGAACGTGTGGATGATGTGAAGGCACTAATTGTTCCATCATCTCCTGTCCACGTAATAAATGACACGAGTAGTGCCCCTGCATCACCTTACAGTGGAAACAGGAGTCGAACTGCATCTCCAATCAGAGCAGGAAAAGGAACATTGGAACAGACAGAAAAATCTTGTCCAGGAGCACCCAGTTTGATAACAGTCACGCTGAACAAAAGGTATTTTAAAAGTGAAGCTCAAGCCCTAATATTTATTCATGAAATTAGACATGATACACCTTGAAATACTGAAACTGACGTACGTTATCTTCAACATTCTACTTCAAAGTAGAAATTGTTATTTAAATGCAGACCAGTTTTTTATATAGTAAGCTTCTCTAATTTCTCAGCAGCTTTTTTGCAGTAGCCCTTACATAAACATCTCATGCAATAGGCAGCTACTACATGCCAGCTGTGTTCATAATTTTGTTCCGCTCTTGTATGTGATGTATAGCCATTTAAAAAGACTGCAGCAGGCACTAAACAAGTAGTTATACCTACACAGTACTTCTGATGCTTTTCTTGTCCACTTCACTGAGGTGAGAGGCATCTACAGTCTGTGCTACATGTACTGCTTTTAAAATTGGCTATAATTCATGATGATGGACTATGGCATATGTAGCATGTATTTATGACGACAAAATTCTACCAAATCAGAACATCAGACCTTTAACAGAGAAACTTTGTACACAAATACTCAGACTTTTCCTCAATCTTTCCTCCCTCCTTTCTGTAGAAAATGAATTACTGAACTTTATGCTTTGTTTTTTTTGGTGTTTTTTTTTTTACAGACTTTTTTTTTTTTTGCTAAAACTCATTCTGAGCTTCATAGAAAGATTAAATGCTAACATTTTCTGTGCTCCTAGGCAATAACTGTTTAAATTAGTCAGTTACTAAAGAATATTAGTATAGTTCTTAAATTCAGTTCTGTCATATTGTATTTGTCCACAAAAGAAGAATGGCTTGAGAACAGTAGAAACGTCTTAACAGCCTGAATCGATTTTTCTTAGATCTACTGCAATGGATGAAGAACTAAATCCAAAGATGCTAGCTTTGCATAATGCTCAGAGAAAACGAAAAATGGAACATGATGGTTCACTTTTTCAGGCAGTTGGAATTGTGAGTTTTGTTTTACCATTTTAAAATATTCACTTTTAACCTTGCAATTTCTGACATGAGGCTTCAGTGCAGACTCCAGTTTAGCTGTTGGTGTGCAATGGAATCTTGGGATCAGAGATAACTGTTTGGGCATGAAATTCCCTTGTATATGCAAATACTGTTTTAGTTCTTTTACTGTCAGTTGTTTCAAAGTGCCCTCTGTACCTAAGTGCATTTCTTCATTAGATAGGAGATATTTGTGAACATACATGTGAGGAGGCATGCTTCGTTAGCAGAATATGCACAAATGTAAGGCAAAATTGTCATACTTATTTCACTTCTGCTTTCAAAATCAGTTTTCATATTTGTGAGTACTGGACAGTGTTCTTACACTTCTTGTTCTTTCATTGCTCCTTGAGTCTGAGGTTCCTTTTTTAGATTCGGTCAGATAACAATACCATCTGAACTACAAAATGTGAATTCACATGATCTAGCAAATTTGCATTGCTCCTACGTGCATTGTTTCTCTCATTTGTGAGTACATCGTTGTCCATCTAAGCTATTCAAAAGGAACTCTGTAGGAATTCTAAGACTTCTGTCACTTCATTGGCACTACTCAACTTGTTGTCTTCTGTAAGGGTATTTTGTCTCTGTGGTCTTTGATTCTTACTGTCATTTTTTAGTAGTTTGAAATCTTGGGCTTTGCAATGATTTGCATCTCTCTTCTTGGTTTCATTGCAAATTCCCACTTCTCTTAAGTTTCTACATAATTAATTCTTGTTTTCTTTTCCTACTGCATCGTAGCCTTTGACATTTTGTTTCTCTAGCAGTCCGTCCATCTCCTAAATGTAGTCATCCATCATGTCTTACAGTGCAGGGTTACTTTTCCTCTGAGTGGTTCACTCATGCGAGATGTCACTGTATGCAGTCTTAGCACTGCTGTCCTCTGTGACAGCTGAGAAAGCATTAATACATTTTTTTTCCTTTTTTGCTATGGGGTTAGCAGATTTAAAAACAAAAAACAACAACAAAACAAACATACTTATGCTATTGATCTCATTTGCTAAATGCTTTGCACTTTCATGCATGTTGTTCTGTTGCTTTCAGTAGCTCAAGAATTCACAGCTCTGCTATAAGTTTTATTGCCTTTCGTTGCCTTTTTCTCATGCAGTGGTGCTATGGCTGTGCTATAGTGTTGCTGATATGTATTTCAAAGTAGCAGAACGCAAGCAGTTCCATATTAACTACTGTAATGAACACGGACTTCTGTGTTGAGAGTCTTTTTAAAGCTTATGAGTTTGTATTTCACCCTTTGCTAGACCTTCTCTCTGTACCTGATGAGTGTTATAAATATTTTGACAGTTTCTGCACAGTCAGAAGCTGAATTTTCCTTGTAGTGGGGTCTTACTGACATTATTACAAGCAAATACTTTTGTCATCTGGTTTCTCTCTCCAAAATGGATTTCTGAGTGTACAAACTAGGCCTTCAGAAGAAAAAATATATTAAATTCAGGCTTGTATCACACAGCGATTTGGGACTGTGCAAAACCTTGCCCTGACTTCCTGGCTGTATGGAAGCAGTGTTAATTATTGTAAGGAGTGAAAATAATTGAAGACAAAATACAACTTCAGGTTTTCTGGAAAATGAGAGAATTAGACAAGGACAAGGTGTGCTACAGTAAGATTATGAAATAATGATCCAAATAATTAAAGCAGAAAAAAGCGAGCTATCGTTCTTCATATGGAGGGCTGTAATGCATTCACAGTAGGAAAACAAAACAAAATCCAGAACAGGAACAATACCTGTGACTTATCTTGCTACGAAATGCAGCTTCCGAGTTGTTTAACTCCTGTTATACAGCTGTCTTTTTGACTTGCATGCATGTTTAATAACCTGAAAACGTGTCCCTTAATGGCAGCATTCTTAATTACTTTTTCTTCTTTTGCAATGGTCAGCATTACTAACAAGGTGAGATTTTGCAGATTCGACCCCTGTTACTAAGATGGTGTTTTTTCCTTCCACCCCATCTTTGTTTCAGTGGTGACCTTTTCTTATTCTAATTATATGGAGCTTTTAAAAGCTTTCTGATCTCCACATCTTGGATGCTGCCATCAAAAGAATATGCCAAGGAGCTGTTCTGCAATAGAATGGCTCAGGGCTGCATTCCCCTTAAGCCTTAGATCAGATGGGTCGGTGACAATAACTGGTGGACAAGCAGAATTTACAACTTAAACGTAGATAAAATCCACTGAGCGAGGTTCCTGACTCTCCTGTTTACACTACTAATGCCAGTGCAGAAAACCATTAGAGACTCCAGTGGAAACATGATAGTTACTCACATGAGAGCAGTGGTAATCAAATGGGTGTGTTCATGTACCTGTCCGTGCTTATCTTGAGCCTGGTAGCCGGTGATAACCACGATTCAGTAATTATTTTGTGTAAGGGAGGGAACCTCTTGAAATCTGATCCCATTTTTTTAAAAGTAATTTTTAAGGGTACTGTATTGGAAATATATTTGATTTCTGTTCTGAATGAAGTCCACTGTAAATTGTAATAAAGCCAACATCAGTGCCAGGGACCCCTAGTTTGGTAGAGGGATGCAGAAGGCTAGAAAGATGCACTATTCAATAAAGAAGTTCTTGTTTTACTTTCTCCTAGGGGTCTTTATTCCAGCAGACAGGTGACCGTGGAGGAAACGCATCGCTTGCTTGGAAACGTGTAAAGGCGTGCAAAACAAACGGTCACAATGGAGTGGAGCAAAAGACAATCATTCTACTATCAACTGGTTAGTATCTTTAAGAAAAAATGTATGTAGAGGGGGGCAGGGGCTGTGAGAGAAAACTGATGCAAACATACCCAAGCTCATCTCATTCCTGAAAAATCTGGGAGGAAAGTGAATAAAGTGCACTTTTTTCCTTCCCCTCCCTCTATAGACATAGCGAGTAAACTTCTAGGGCAGTCGATGGATGAAAGTGGACTACCCCAACTCACGAGTTACGATTGTGAAGTAAATGCTCCCATACAAGGCAACAGAAACCTGCTACAGGGTGAAGAACTGCTCAGAGCTCTGGATCAAGTTAACTGAGCTTTCACAGTAGTTGTTCCTTTTTTGGACACTGGTGAATCATCACCTAAAGCAGTCTATTTATATTTTCTATATCTGATTTTAGAAGCCTGGCTACAGTACTGCACTAATTCAGTTAGTTCAGTTTTGATCCCCTTTCTACTTATTTTGTCAGTCTTTTTAATACATTCTTTATGTAACAGTAACTCAAACCGTAGTGCATTTTTATAATTCTTTGGTACATACACTTTAAAGTCCATTACATTTAGAACACACTTGCAATAGCAGCTTAGAAATATGCACCTGATTTAAAAAGTATATATATTTATTTTTTGGCTGGGGAGTTGGTCACCAAAATCTATCATTAGTAAAATGTCAGCACGTGAAAAACTGGCAGTACTTCCATCCTGCTCTTCATAGGTAGCTGGAAGACTTGTGCTCTCTTACTCTTTATGTTCAAGTAAGTTTTTTTATTTTAATATTTTTTATAAGAAACAGCAATGCTTTGCAGCAGTGCATTGTAGCCACAATCGCACAATATATTTTCTTAAAAAATACCAGCAGTTCCTCATGCAATATATCTGCATTTATAAAAACTAGTTTTTAAGAAGAATCTTTTGTTTGCCTATGATATCATGTTTAAACCTGGATTATGTCATTATTTTAGTCACGTTGTAATATAAATTGTTCTTAAATGCTGTCTTACACTTTTGACTTAAGAGTGTGATTAGTCGAAGGGAAAGGATTGATCTGGGAAGGGCTAGCAGCATTTTATTTGGGTACATTCTCAATTTAGAGAGAGAGTTTGATGTTCTTAAAGTAGTCACTTTGCCAGCTTAAAAGAAATCCCTGCCTGTAGTTGTTGAAGTTAATGCTAATATTGTGTATGATCTTAAATCTAAATGTTCAGCTTACCCTGTGTGGTATAGGTGATATTTCAAGCAGACTGTAAACCATCTTGCATTGTTAGCAGTTTTATCTAGTACATCACTGAGTTGCTCAATATTTTAATGTTTTGGTTTTAAGCACCTTGTTGCTATTAACATCCGTATACTTTCGTGTAGATTTCAATAACTTGAATATATTTAGAAGCCTTTTTATTTAGAAATATATAGTTGTCACAAACATCTTATTTTCCTATATGTACTGTACAAAACCTTCATTCACTCGTTCTTTTGCTCTTTGTGGTTGGATCTAACACTAACTGTATTGTTTTCTTACATCAATAAACTATATGTGGACCAGGCCCCCTCGGGGAGTGTGTTATCTGAGAAAAATGAGATAATTTATATTTTTGTTAGTGGTTATTGTTCATCCGTGTTCCCTTTTTAACTTAGACTTGATTGGAAACCCCAGCTTCCTTATTTTGATCATACCATCTCCGACGTAATTATTTGAGCCTATTCAGTACTAAATTCTCCTACAGTGTTGTACTACCGCCGGCCAAAGATGTTAAACTTTTTAATCTGTTATCACACCAGTTAGCAAACTTGAAAGGGAGAAGACAGCAAATCTGTGTTACTTCAAAGCAAAAAGACTTTTTCCTTAAGAACAGCTCAGAGGCTCATCTCTGGAAGCATTATCAAGGTAACACTGGAAAGCAGGAAAAAGTAAAATTCACATGAGGGATCAATTAAAGACGAACTTGTTAAAATTGCAGTGAGAAATGAAGCTGGTACTCTGATAAAGAAAGGTTGTTCTACATTGTCATGCTGTTGACTCGGTAACTTTGCTGTCCTAAAACACAAAACTACTGATACAACCTTGTAATGTGTAAATAGGGTCAAGATATTCGGTGCATTCGTCACAAACTATTGTAGGAAACTTATTTCACTGTAAGAAATGAAGTGTGGATGTCACAATTTCTTTTGGAATCTTTCTTTTCATTGACCTCCTTTAGAGTACTTTACAATCACTGTAATGCTGTATAAGCTTACCGTGCTTTTTAAAAATACTGTTACAGTTTTACTGAAGCAAGAGCACTTTCCAAACTGACACAAGTGTGCTAATGAAACTAAATGGAACCAACGTTAAAAGACAGGGCACTGGTAGCAGAATATGGTTGCATGTTTGAGTAGGAGTTGCATGGAGAGAGAAAAGCACTAAGCATGGACTTCAGGATTTGTGCACAAGAAACATCTTGAATATACACACCTAATAAATATTAAGGGTTTGTAATGAAACCCTTATATGTGGATGGTGTGCTTCCCATGGCAGCGCTTTCTCCAGCAGCAGTAGAAGTTGTGATAGTGAAGCTGGTAAAGGCTTAAGAAAGGCACCAGCAGACTTGGGTTTAAATGAGCACTATTTCACCTAGGAATCTTCCCCATTCGTACACATTTTCTGTCATACGTATTAATGAGGCACAGCATGTTGTTTACTATGCTTGTAGAAGTGAATGAAATAAGACTGAACTGCAGTACATGTAGCTGTTTGCACTCTGGGCAACTGGAAAAAAAAAAGGCCTCAGCCTGAAAACCTAACTTTTAAAATTAAACATAAGATTTCAAGTGTTCCCTCCTTCTCCCCCTCACTGACCCCTAATTATTGTGACAGTAATTATCAGGACCTGCCCACTGTATTCTGGAAGTTGTAGCTTCCCTATGACTAAGACTGATGTGCTGTAGTTACTGGGAACAGTTCTTCAGCTCTCAGAGATGCTGAAGAAAGCATGGAAAATTAACAGTAACTGCTCTGGGCTACTCAAAGCTGTGCTAAATACTGCTGCAAGTTCACAAAACCTGGAAGCAGTCCTTGCAGCTGCTTTTATTTCTTTCCTTAGATTTGAGGACTCTCTAGCCTCATGCTAATCCTTCTTTGGAGGACAAGATTTATATATACATTCATTTCTACAGGTTAGCTTCATAATTTTGAATAAGTTTTTGTTTGTTTTTTGAAGTGTTGAGGCATTATCTTAGAGCACTTACTCTTTACCAGTAGTAAAGAAGGAACTGCAGCTGGATGTGCTTTTACATATGAAACATACTAAATTACGAGTTTCACAAAATAAGAGGAACAGTGTTGCTTTCAGCAGCTCATCGGGACTGCAGCAGTAATCAAACCATGCATATCAGAGTGGTTGTCCAGCAGCTTAGGTGTAATACACTTAAAGTTGCCTGGAGCCCAGAGTGCACACTTCCTACTGCACCTTCTACCATGCAGTAAGGTGGGCTTGGACTGTATATCGATCTTAAAAAAAAACCTTTGGGTATAATAGAAACATTTTACTATTAACAGTTTCCATTCCTGTTGTACGCACAAATTCCCTGACAGTAATTATGAATCACTTTAAAGAGACAGATGCTAGAATGAACAATTAAAACTCTACGTGCTTGCAATGAAGTAAAGGTATAGGGATCAAAAATTAGTACAGGTTTAATAGCTGCATATTTAGAAGTAACTTTCATTATTTCAACAGCTTCTTAAACAGCTAAACAAGGGCAGCTGAAGGCAGGCTTTGTAGTTAAACTGCTCAATGAATCATTTCCTTCCTTGAATCCAAGAGGCAGGAGCACCCTCCCACTGTGAGGCAGGCACTAGAGGATAGGCCTGAGGTCAATCATCTGTTCTCCATCCCCTCTGATTAGCTGCTACTGAACTGCGCACACAATTCACCCAAATGTCACTGCACTTATGGATATTGTTCAGATTGCAATTATCCAGCACAAAAATAAACATTTCACAGGCCAGGAATGCTCTGTAGGAAGGCCAGTATTGTCATAGGAACTCATGAGCTGAATACCCAGCTCTCATTAGTAATCATACGCTCAACTCCCTGGAAAGCTCCAATCTTGAGGACTGTGATTTTGATCCACATTCTAAAACTGAGGTGTCATTTCCTTTCTGCTTCCCTGCTTACCTTGAGCAAAGCTTGCCAAGTTACCAAAAAGTTAAGAGTTTGCTACTGGATTTATACAGTATGGTAGATTTTGTGAATAACTGCAGTATTCTCTCATGAAAAAGTGGTATATTTTGATGGAATTCTTTTCTGGAACCAAGTACAACCTATTGCAATTGTATTTCTCTTGAAACATTTTGACATACTTGTGATTGTACTTCTTTTTGATTGTGTAACGGTATAAAATTCAATAAAAGAGAGGGTTTGTTTCTAATCTGTGACATCTGTCATCTTTTTGTCCCTCAATTAGCCCAGTTCTGAAAGGTGGACATGGCAAAAGCACTTCAAAAATGAAGGAAATACTCTGCAGCACAACTGAAACTTACGTGTTTGAGGTGCAATTCACCTCGTGCTGAAGTCTACAACCTCAGTCACTCAACATACACATGGTCTGTTTTCCAAAAGCGTTTATAAATTGTTTTCACCCTTACAGCCAAAACCACTCACAGTGGTTATCCTATCCAAATTAAGTGCACTACACCCCTGAACAGAAGAGGATAAGCACACAGTTCCAGTCTAACACCAGGGAGATAGCACAGGTGCTGCTGTGGGAAACCACAGAGAATAGAGCAATGGCTACAGAGCTAGCAGGACAAAGGTTTAAGAGAAACCTCTGAGTAATCAAGAACATCCTTAGTAACAAAACAGAAGCAATTTCAAATCCAAGATGATTTTCCAGGTGATTTCACTTGCTCTCAACACATGCAAATAGCAAGACAGAATGAGTCTCAAGATCTTGCCAAGTGAATACCACTTCCTATTGCACGGATTAGAAATCTCCTGCAATGCTTTTGTTTCGATGGGTAGAAGTCTGAAAGCAGAAGGCATGCACAAACACTATTGACTCAGTAGAGTATGATCCCATCATTTAGTATTAGTGATGTCTGTATATATTTTGCTAAATAGCATATTAAAACTTCCACAACTGTGATTTACGTTCATGAAAACAAGATTTATTTCCATGTTCTCGGTTTGAAAATGTATTCTGAACACATCAGATAGTCAAAAATAAATGAGTTACCCTATGCCATATGCAACTTGAGAAGCCTGTTATTTATAGCTATGTCCACGCAGGATAAATAGCTTCTTAACTTGTATCTTACAGGGCAGGACAAGTGGGAACTCGTATCCCTTTGTTTAGGAGTTATATGAAGAAGATACGGTAACTAACATGCTGTTCCTTAGAAAGCAGTCTACTGACAGTTAGAATATACTAATTAAGAGCACGAAGGAGCACTGAATGAAAACACTCCATCAAGATTAATTAGCCTAAGAAAAACAACACTATTTGAGTGTAAAAGCAACAGAATGAGAATTCTGCAAGAAGATCCCGCTGCTTTTCTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTTTAAGCTGTGGCCAAGGAAGCGCTTATCGCATCGACACACACAGCAGCCTCGTCCCGCTACATCCCCTCACAAAGCGCGGGACGCGCAGCCCTACCTGCCTTAGGGAAGCACCGATCCGCCTCAGTGCTTCCTCACACAGCACCCCAGAGAAACCACCGTCACAGTTCGGAAAATACACCGTACAGACTGCATCGTTCCTGTCAGAGGAAGGGATAACGCCCGTAACTGCAGGGATGGGTACGGCCCCTGCCTCCTGAAGACCACCTTGTGCCTCCCATCCCTACGGCCATCGGGGTCTGTACGCGTGGTGGAGAAGAACTCTAACTGTTCTCCCCACAGCGTCAGCATCCTGCTTCAGCCAGGATCACACGGGGGATGAACGGGGTCACTGCCCTACGTCTCTAAGCGCCACATAAACAAAATGTATTTTCAGAAACAAACAAACCACTCGGCCGCGCCGCTCGCTCCCAGCTCCCAGCTCCCAGCCCCGGTGCGCACAGCCCCGCTCCCCCCCCGCCGTGCCCGCTCTCCCGCGCACAGACCTGCGCTCCTGCCGCTCTCCGCCGCCTCGGCTGTCGCCCGCGCCTACGTGCGCCGGTAAGCGAGGGGACGGAGAGCCGCCAGAGCCCGCTCCGCT










