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RÉSUMÉ 

Les aptamères sont des oligonucléotides d’ADN ou ARN sélectionnés in vitro pour reconnaître 

leur molécule cible avec une affinité et une spécificité élevée. Ces aptamères peuvent être 

subdivisés en deux classes, selon qu’ils changent ou non de conformation (c’est-à-dire qu’ils 

agissent comme « switch ») au contact du ligand. Les aptamères « switch » peuvent être mieux 

utilisés comme biocapteurs en utilisant le changement de conformation pour produire un signal. 

Pour sélectionner de tels aptamères, nous avons conçu une librairie comportant ≃ 3000 

séquences à partir de la base de données apta-index qu’on a modifiées pour forcer un 

changement de conformation. L’approche SELEX (évolution systématique de ligands par 

enrichissement exponentiel) a été utilisée pour sélectionner les aptamères dont le contact des 

ligands produisait un changement de conformation, deux méthodologies ont été explorées. 1- La 

méthode de SELEX de capture qui est basée sur l’immobilisation de la librairie sur un support 

solide via un oligonucléotide de capture. 2- La méthode de SR-PAGE (Shifted Reverse-

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) qui est basée le changement de migration dans un gel de 

polyacrylamide natif. 

La librairie a été préparée et la fonctionnalisation des billes a été faite. La sélection par capture a 

ensuite été effectuée pour 11 ligands en parallèle pour quatre cycles de SELEX de capture  en 

utilisant les billes magnétiques, et nous avons pu observer une évolution de l’enrichissement du 

SELEX et sélectionner une séquence potentielle suite au séquençage. 

 

 

Mots-clés : Aptamère, SELEX de capture, switch, SR-PAGE, ligand 
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ABSTRACT 

Aptamers are DNA or RNA oligonucleotides selected in vitro to recognize their target molecule 

with high affinity and specificity. These aptamers can be subdivided into two classes, depending 

on whether or not they change conformation (it means acting as a "switch") on contact with the 

ligand. Switching aptamers can be better used as biosensors by using the change in conformation 

to produce a signal. To select such aptamers, we designed a library of 3000 sequences from the 

apta-index database which we modified to force a "switch". The SELEX approach (systematic 

evolution of ligands by exponential enrichment) was used to select aptamers whose contact with 

ligands produced a change in the conformation, two methodologies were explored. 1-The capture 

SELEX method which is based on the immobilization of the library on a solid support via a capture 

oligonucleotide. 2- The SR-PAGE (Shifted Reverse-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) method 

which is based on the migration change in a native polyacrylamide gel. 

The library was prepared and the functionalization of the beads was done. Capture selection was 

then performed for 11 ligands in parallel for four rounds of capture SELEX using magnetic beads, 

and we were able to observe an evolution of SELEX enrichment and select a potential sequence 

following sequencing. 
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1 INTRODUCTION 

1.1 Les Biocapteurs 

1.1.1 Généralité et historique 

La détection des molécules biologiques pour des fins de surveillance représente, de nos jours, 

un volet très important dans plusieurs domaines comme le domaine agroalimentaire (Alocilja & 

Radke, 2003), le domaine environnemental (Tovar-Sánchez et al., 2019) ou encore le domaine 

médical et pharmaceutique (Adrián et al., 2009; Yu et al., 2005). En revanche, les méthodes 

utilisées nécessitent des installations sophistiquées et des analyses qui requièrent des 

professionnels qualifiés, qui demandent un temps et un coût considérable et ceci peut être 

inadéquat dans plusieurs situations. C’est pourquoi, au cours des dernières décennies, le 

domaine des biocapteurs est devenu le sujet de recherche intense, puisque les biocapteurs 

représentent un grand potentiel de techniques plus simples avec leur caractéristique compacte 

et portative, plus rapide et moins couteuse tout en étant aussi spécifiques et sensibles, ce qui fait 

d’eux une meilleure alternative aux techniques traditionnelles existantes qui pourraient compléter 

ou remplacer les anciens appareillages (Bhalla et al., 2016; Ronkainen et al., 2010). 

Plusieurs biocapteurs sont disponibles pour l’autodiagnostic sous forme de tests rapides: comme 

des tests de grossesse, de glycémie ou d’urine (Myszka et al., 1998; Scheller et al., 1996). 

Cependant, afin de répondre aux besoins des différents domaines il faudrait idéalement 

développer de nouveaux biocapteurs visant un grand éventail d’analytes (Y. Li et al., 2018; Webb 

et al., 2021; Wen et al., 2013).  

C’est en 1956 que Leland Clark a développé le tout premier biocapteur qui quantifie l’oxygène 

dissous dans le sang, qu’on appelle « électrode à oxygène » (Qlark, 1956) qui a été adaptée en 

1962 pour quantifier le glucose dans le sang (Clark & Lyons, 1962). En 1967 Updike et Hicks se 

sont par la suite basés sur l’électrode de Clark pour développer une électrode enzymatique pour 

le glucose (Guilbault & Montalvo, 1969). C’est en 1969 que la première électrode 

potentiométrique a vu le jour grâce aux travaux de Guilbault et Montalvo, c’était une sonde qui 

permet la détection de l’urée basée sur l’enzyme uréase immobilisée (Guilbault & Montalvo, 1969, 

1970) suivis du développement de l’immunocapteur par Suzuki et collaborateurs en 1975 afin de 

doser l’acide lactique et l’éthanol (Suzuki et al., 1975). 



 

2 

 

1.1.2 Définition et principe de fonctionnement 

Un biocapteur est un dispositif d’analyse qui, en convertissant la réponse biologique en un signal 

mesurable ou détectable, permet de fournir des informations quantitatives ou qualitatives 

concernant l’analyte (Thévenot et al., 2001). 

Trois composantes principales constituent le biocapteur : 

- Le biorécepteur qui sert à reconnaitre la cible à détecter et à l’identifier grâce à son site 

sélectif, qui peut être une enzyme, une cellule, un anticorps, etc. Dépendamment du type 

de biocapteur souhaité, le type de biorécepteur utilisé sera choisi, d’autres paramètres 

entrent aussi en jeu tel que sa spécificité, sa stabilité et sa durée de vie. 

- Le transducteur (électrochimique, optique, acoustique) qui sert à transformer la réaction 

qui a eu lieu entre le biorécepteur et la cible en signaux mesurables (électrique, lumineux, 

fréquence) qui seront par la suite entreposés, amplifiés et traités. Le choix du transducteur 

se fait selon la nature du biorécepteur utilisé, sa réaction avec l’analyte et le type 

d’application visée. Le but est d’avoir un minimum de bruit de fond et un maximum de 

sensibilité. 

- Les éléments électroniques qui seront responsables de l’annonce du résultat de façon 

simple, claire et facile à lire. 

Idéalement, ces éléments seront intégrés dans un appareil portatif qui peut être facilement utilisé 

par des gens non spécialisés (Luzi et al., 2003; Vo-Dinh et al., 2001; Vo-Dinh & Cullum, 2000). 

 

Figure 1: Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un biocapteur. Adapté de  
(Soulignac, 2018) 
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1.1.3 Classification des biocapteurs / Les différents types de biocapteurs d’affinité  

La classification des biocapteurs peut se baser sur le type de l’élément de reconnaissance utilisé 

qui est le biorécepteur. Les biorécepteurs sont à leur tour divisés en trois classes selon leur type 

d’activité : 

 

Figure 2: Les différents types de biorécepteurs 

 

1.1.3.1 Les récepteurs métaboliques 

Les biorécepteurs métaboliques sont définis par leur activité catalytique  

 Enzymes 

Depuis le commencement de la production des biocapteurs, les enzymes ont beaucoup été 

utilisés comme biorécepteur et le sont encore pour effectuer les analyses dans les différents 

domaines : biomédical (Rocchitta et al., 2016), environnemental (Amine et al., 2006) ou 

agroalimentaire (Monosik et al., 2012). Ceci revient aux caractéristiques catalytiques des 

enzymes qui leur donnent la propriété d’accélérer la vitesse d’une réaction et de rester intact en 

fin de cette dernière.  

 Microorganismes 

Dans ce genre de biocapteurs, les microorganismes les plus utilisés sont les bactéries, les 

champignons et les levures, qui contrairement aux enzymes, ne nécessitent pas des étapes de 

purification (Goers et al., 2017). Même avec les limites qu’ils présentent par rapport à la sensibilité 
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et la sélectivité, des biocapteurs microbiens ont été développés dans le domaine environnemental 

(Goers et al., 2017). 

1.1.3.2 Les récepteurs biomimétiques 

Imitant le fonctionnement des récepteurs naturels, ces Polymères à Empreintes Moléculaires 

(Molecular Imprint Polymers, MIPs) fonctionnent avec l’impression moléculaire. Les principaux 

avantages que présentent les MIPs sont la haute stabilité et le coût faible de la fabrication 

(Mehmet & Necip, 2017). Les sites de reconnaissance des MIPs réussissent à mimer les sites 

naturels grâce aux empreintes dont les formes (et charges) sont spécifiques à l’analyte choisi. En 

effet, au moment de l’exposition, les monomères fonctionnels se préconcentreront autour de la 

molécule cible pour qu’il y ait polymérisation, cette étape sera suivie par l’extraction de la molécule 

cible de la matrice du polymère ce qui causera la création de ces cavités spécifiques qui 

permettront au polymère de reconnaitre l’analyte cible au moment de la mise en contact (Gui et 

al., 2018). 

1.1.3.3  Les récepteurs d’affinité 

Les biorécepteurs d’affinité sont définis par les différents types de liaisons (ioniques, 

hydrophobes, hydrogènes, Van der Waals) assurant l’interaction moléculaire (Perumal & Hashim, 

2014). 

 Anticorps 

Un anticorps est une glycoprotéine qui a la capacité de reconnaitre un antigène donné et de 

former un complexe anticorps-antigène par affinité. C’est la fraction se trouvant aux extrémités 

des chaines lourdes et légères qui est responsable de la reconnaissance de l’antigène et qu’on 

appelle le paratope. La partie qui a la même fonction au niveau de l’antigène est appelée épitope. 

On peut différencier deux types d’anticorps : les anticorps monoclonaux qui ne peuvent 

reconnaitre qu’un seul type d’épitope et les anticorps polyclonaux qui sont un mélange de 

plusieurs anticorps et qui ont la capacité de reconnaitre plusieurs épitopes sur un antigène donné. 

La sensibilité et la rapidité de la détection des analytes par les anticorps a fait qu’ils sont très 

utilisés pour le développement des biocapteurs, même s’ils présentent quelques limites puisque 

l’affinité entre l’anticorps et l’antigène peut être affectée par les conditions du milieu comme la 

température ou le pH (Trilling et al., 2013). 
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Figure 3: Représentation schématique d'un anticorps. Adapté de (Maguis, 2008) 

 

 Récepteurs membranaires 

L’utilisation de ces biorécepteurs dans la conception des biocapteurs est encore considérée 

comme un défi puisque l’étape de l’immobilisation de cette molécule sur la surface du 

transducteur est une étape cruciale (Reimhult & Kumar, 2008). Localisés au niveau de la 

membrane plasmique, les récepteurs membranaires sont des protéines qui sont capables de 

reconnaitre et lier différents types de molécules du milieu extérieur (Galvez & Pin, 2003). 

 

Figure 4: Représentation schématique d'un récepteur membranaire 
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 Acides nucléiques 

Les « aptamères » qui sont des oligonucléotides simples brin ADN ou ARN, possèdent la capacité 

de former des pochettes de liaison dans leurs structures tridimensionnelles et de se lier à une 

cible d’intérêt. Dû à leur stabilité, leur spécificité et leur petite taille, les aptamères sont de plus 

en plus utilisés pour servir à la transduction d’un signal suite à la liaison à une molécule cible 

(Zhou et al., 2014). Également, les aptamères ont l’avantage d’être facilement modifiables, on 

peut donc effectuer des marquages sans nuire à leurs propriétés (Mairal et al., 2008). Ces 

avantages permettent une immobilisation efficace sur une surface, ce qui représente une étape 

très importante pour le développement d’un biocapteur. 

L’utilisation des biocapteurs basés sur les aptamères a permis la détection de substances 

toxiques (Badie Bostan et al., 2017) et le repérage de pathogènes (Ranjbar et al., 2018; Y.-X. 

Wang et al., 2012), et ce, dans plusieurs domaines tels qu’en environnement et en 

agroalimentaire (Rapini & Marrazza, 2017). 

Plusieurs éléments peuvent être pris en compte afin de classifier les aptasenseurs, la manière la 

plus connue c’est selon le comportement de l’aptamère lors de l’interaction avec la molécule 

cible :  

- Au moment de l’interaction avec la cible, la détection peut avoir lieu par interaction directe suite 

à l’augmentation de la masse qui est mesurable par transduction (Savran et al., 2004) comme 

l’exemple de la résonance plasmonique de surface (SPR) qui sert à mesurer la liaison du ligand 

sur son récepteur en raison d'un changement d'indice de réfraction d'un faisceau incident grâce 

au phénomène physique d’interaction matière-lumière (Homola et al., 1999). La deuxième classe, 

c’est quand la détection a lieu suite au repliement de l’aptamère, et c’est donc ce changement de 

conformation causé par la liaison à la cible qui engendrera le changement de position d’un 

marqueur fluorophore, par exemple initialement flanqué par l’extrémité de l’aptamère ayant un 

désactivateur (quencher), pour l’espacer du désactivateur en question et donc émettre ou non 

une fluorescence. Il faut noter que la classification des biocapteurs peut se baser sur le type de 

transduction utilisée qui peut être optique, thermique, mécanique ou électrochimique. Le choix du 

transducteur est aussi un paramètre important dû à son rôle qui consiste à émettre un signal 

détectable et facile à exploiter (Tran Minh, 1991). 
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1.2 Les Aptamères 

1.2.1 Caractéristiques générales des aptamères 

Dérivant du terme latin « aptus » qui veut dire « apte » ou « approprié à », les aptamères 

représentent un nouveau champ pour la recherche, puisque les aptamères sont de courtes 

séquences de nucléotides ADN ou ARN, simple brin, ayant des propriétés de liaison semblable 

à celles des anticorps et une capacité à se lier à un grand nombre de cibles (Silverman, 2009). 

La plus grande caractéristique des aptamères c’est leur spécificité et leur haute affinité aux 

ligands qu’ils lient. C’est grâce à un processus nommé Évolution Systématique de Ligands par 

Enrichissement EXponentiel (SELEX) qu’on parvient à isoler ces aptamères de taille qui varie 

entre 6 et 40 kDa, à partir d'une banque d'oligonucléotides synthétiques (Ellington & Szostak, 

1990; Irvine et al., 1991), le SELEX sera décrit avec plus de détails dans la section 1.3. 

Pour connaitre le degré d’affinité d’un aptamère à une molécule donnée, c’est la constante de 

dissociation (Kd) qui est déterminée, plus cet indice est faible, plus l’aptamère a une haute affinité 

Les aptamères présentent typiquement des constantes de dissociation (Kd) de l’ordre du 

micromolaire, parfois jusqu’au nanomolaire, picomolaire ou même femtomolaire (Kaushik & Dixit, 

2016), qui reflètent leur affinité vis-à-vis la cible.  

1.2.2 Structure 

Les aptamères possèdent la capacité de se lier à différents types de molécules cibles grâce à 

leurs caractéristiques structurales particulières (Hermann & Patel, 2000; Patel et al., 1997), qui 

se classent en trois motifs structuraux courants :  

 La structure épingle à cheveux  

Dans un même brin, deux parties complémentaires s’apparient et laissent place à une boucle 

formée avec les nucléotides se trouvant au milieu (Goux et al., 2015). 

 

Figure 5: Représentation d’une épingle à cheveux. Adapté de (Matharu et al., 2011) 

 La structure Pseudo-nœud  
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C’est quand certains nucléotides qui ne font pas partie de la tige, s’apparient à une partie de la 

boucle (Chaloin et al., 2002, p. 1; Jiang et al., 2015). 

 

Figure 6: Représentation d’un pseudo-nœud. Adapté de (Legendre, 2019) 

 La structure G-Quadruplex  

C’est quand quatre guanines forment une structure en plateau en se rapprochant sur un plan 

cyclique. L’empilement de diverses structures planes forme les G-Quadruplex et la structure de 

ce dernier peut être stabilisée par un cation monovalent au centre, en particulier K+ (T. Li et al., 

2009). 

 

Figure 7: Représentation d’un G-Quadruplex. Adapté de (Sun et al., 2019) 

C’est par de multiples types de liaisons, tels que les liaisons hydrogène, les interactions 

électrostatiques, les interactions de Van der Waals, les empilements de cycles aromatiques ou 

plusieurs interactions en même temps, que les aptamères se lient à leurs cibles qui peuvent être 

pratiquement tous types de molécules : des acides aminés, des oligosaccharides, des ions, des 

antibiotiques, des peptides ou des protéines (Hermann & Patel, 2000; Patel et al., 1997). 

Les trois différents motifs structuraux décrits plus haut, peuvent d’une part être combinés de 

multiples façons avec des jonctions flexibles favorisant une structure tridimensionnelle qui 
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favorise un positionnement précis des groupements chimiques impliqués dans les interactions 

entre l’aptamère et la cible, et d’autre part suite à la combinaison à leurs cibles, ils peuvent 

impliquer un réarrangement de la structure tridimensionnelle ou même l’adoption d’une nouvelle 

structure qui intègrera la molécule cible dans l’architecture oligonucléotidique (Eaton et al., 1995; 

Patel et al., 1997). L’exemple de l’aptamère G-quadruplex (GO18-Td) illustre comment la 

structure tridimensionnelle d’un oligonucléotide aptamérique peut former une pochette de liaison 

pour interagir avec son ligand, la gonyautoxine des algues. 

 

Figure 8 : Aptamère G-quadruplex (GO18-Td) interagissant avec son ligand la gonyautoxine des algues (M. 
Song et al., 2020) 

1.2.3 Leur importance et différence avec les anticorps 

Les aptamères sont, de nos jours, pris pour une alternative attrayante aux anticorps, grâce aux 

différents avantages qu’ils présentent (Jayasena, 1999). Avec les aptamères, on peut obtenir des 

affinités avec un Kd de l’ordre du pico-molaire et nano-molaire, ce qui est similaire aux Kd obtenus 

avec les anticorps pour leurs antigènes (Meure et al., 2008). Ceci est possible grâce à la haute 

spécificité des aptamères et à leur potentiel à différencier entre la cible et ses dérivés. On cite 

l’exemple de l’aptamère anti-théophylline avec la caféine, la différence entre la théophylline et la 

caféine consiste en un seul groupement méthyle, pourtant l’aptamère anti-théophylline possède 

une affinité dix mille fois moindre pour la caféine (Jenison et al., 1994). 

Dans un contexte d’utilisation thérapeutique, comme pour le pegaptanib (Nimjee et al., 2017), 

l’utilisation des aptamères diminue de manière importante le risque de réactions immunitaires 

(Meure et al., 2008). Pour le système immunitaire humain, les aptamères ne sont pas des 

molécules immunogènes (Ireson & Kelland, 2006). 

La possibilité d’optimiser les séquences d’aptamères présente aussi un énorme avantage 

puisqu’avec une simple soustraction, addition ou changement d’un nucléotide on peut augmenter 
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l’affinité de celle-ci (Wochner et al., 2008). Une fois la séquence optimisée, sa production est 

rapide et moins coûteuse, car, contrairement aux anticorps, elle ne nécessite pas la présence 

d’une cellule ou d’un animal pour la production, une simple synthèse chimique nous permet de 

produire l’ADN qui correspond à la séquence, à grande échelle si nécessaire (Simon et al., 2014). 

Le tableau 1 présente une comparaison entre les aptamères et les anticorps. 

Tableau 1: Comparaison entre l'aptamère et l'anticorps. Adapté de (Walter et al., 2012) 

Les aptamères Les anticorps 

Présentent une certaine stabilité à la 

température 

Très sensibles à la température 

La possibilité de diriger les modifications vers 

des sites bien précis 

Les modifications chimiques ont lieu de 

manière aléatoire 

Leur dénaturation est réversible et la 

régénération peut avoir lieu sans affecter 

l’activité 

Leur dénaturation est irréversible et la 

régénération peut causer une inhibition de 

l’activité 

Leur synthèse est chimique avec une 

reproductibilité possible et leur identification à 

lieu grâce à une sélection in vitro 

Leur synthèse a lieu in vivo avec beaucoup de 

variations et leur production se fait via les 

animaux 

 

1.2.4 Les différents types d’aptamères  

 Les aptamères qui changent de conformation : 

Le concept de « commutation de structure » ou de « commutateurs biomoléculaires » existe déjà 

dans la nature (Gerstein & Krebs, 1998). Le meilleur exemple à citer c’est les riboswitches, qui 

représentent un commutateur biomoléculaire à base d’acides nucléiques régulant l’expression 

génétique en interagissant avec de petites molécules. Ces derniers se composent d’un domaine 

aptamère qui est l’élément de reconnaissance et qui, en liant la cible, entrainera un changement 

de structure qui causera un changement de l’expression du gène, que ce soit en l’inhibant ou en 

l’activant (Nahvi et al., 2002). De ce fait, un grand intérêt se porte à la commutation de structure 

dans le but de développer des biocapteurs à base d’aptamères qui changent de structure suite à 
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la liaison avec la cible et ceci se base sur deux avantages essentiels. En premier lieu, les 

interactions cible-aptamère qui induisent une commutation de structure sont considérées comme 

des interactions très spécifiques et difficiles à simuler par des cibles non spécifiques (Wilson et 

al., 2019) . En deuxième lieu, la commutation de structure confère à l’aptamère un changement 

physique accentué qui facilite et simplifie le couplage aux mécanismes de transduction de 

signaux. Ainsi de nombreux aptamères à commutation de structure ont pu être couplés à un 

système qui relaye un signal pour détecter différentes cibles, tels que le mercure (Z. Wang et al., 

2008), la quinine (Taylor et al., 2009), les IgE (Feng et al., 2011), l’adénosine (J. Liu & Lu, 2006) 

et bien d’autres. 

Cette approche est souvent utilisée avec des méthodes de détection via la fluorescence, elle se 

base sur la capacité de l’aptamère à former un duplex ADN-ADN avec une séquence marquée 

par un fluorophore et une séquence complémentaire marquée par un désactivateur (quencher). 

Due à la proximité existante entre les deux fragments, le signal fluorescent est très faible, voire 

inexistant (mode : « off »), mais la formation du complexe aptamère-cible jouera son rôle en 

induisant le changement structural et en éloignant le désactivateur du fluorophore, induisant un 

signal fluorescent détectable (mode : « on »). Cette approche a permis de détecter l’ATP et la 

thrombine en produisant des signaux avec les aptamères anti-ATP et anti-thrombine (W. Liu et 

al., 2021; Yin et al., 2015).  

L’aptamère de la cocaïne est un autre bon exemple utilisé avec un système de fluorophore 

combiné à un agent d’atténuation (quencher). Suite au changement structural, les deux 

groupements se trouvant aux extrémités se rapprocheront et il y aura donc perte du signal 

fluorescent qui était présent quand les deux extrémités étaient éloignées (Cekan et al., 2009; 

Stojanovic et al., 2001). 

 

Figure 9: Détection de la présence de la cocaïne par un changement de la conformation de l’aptamère. 
Adapté de (Cekan et al., 2009) 
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Une adaptation du concept de commutation de structure a aussi été réalisée avec d’autres 

méthodes de détection comme les méthodes colorimétriques et électrochimiques (Giannetti & 

Tombelli, 2021)  

 

 Les aptamères qui ne changent pas de conformation : 

L’exemple le plus connu est l’aptamère de la thrombine, une sérine protéase jouant un rôle très 

important dans la cascade de coagulation (Davie & Kulman, 2006; Huntington, 2005) et 

participant dans certains cancers et la maladie d’Alzheimer (Franchini & Mannucci, 2012; 

Sokolova & Reiser, 2008). Deux aptamères pour la thrombine existent, possédant tous les deux 

une conformation formant un G-quadruplex stable (Macaya et al., 1993). Les deux aptamères 

sont constitués de 15 et 19 nucléotides, le premier interagit avec le site de reconnaissance du 

fibrinogène de la thrombine (Bock et al., 1992) et le second se lie au site de liaison à l’héparine 

de la thrombine (Tasset et al., 1997). 

 

Figure 10: Représentation des deux aptamères qui se lient à la thrombine. Adapté de (Deng et al., 2014) 

(A) Représentation de l’aptamère d'ADN de la taille 15pb et (B) Représentation de l’aptamère d'ADN de la taille 
29pb. Les structures G-quadruplexes sont montrées dans la conformation de ces aptamères 
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 Comparaison entre les aptamères ADN et les aptamères ARN : 

Un autre moyen de classifier les aptamères, c’est selon qu’ils soient des aptamères d’ADN ou 

d’ARN. Au début des recherches concernant les aptamères, l’intérêt se portait principalement sur 

l’ARN, puisqu’ils étaient déjà connus pour leur capacité à former des structures tridimensionnelles 

complexes et diversifiées (Orava et al., 2010; Zhu et al., 2015). Outre que la spécificité parfois 

remarquable de leur liaison, certains aptamères d’ARN ont la capacité de discerner certains états 

redox de la même cible, comme l’aptamère du Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) qui 

démontre une préférence à lier sa cible quand elle est sous son état oxydé (NAD+) plutôt qu’à 

son état réduit (NADH) (Lauhon & Szostak, 1995). Malgré leurs avantages importants, les défis 

que présente l’utilisation des séquences d’ARN pour le développement d’aptamères sont 

notables. L’existence du groupe 2'-OH fait en sorte que les liaisons phosphodiester des molécules 

d’ARN sont plus sensible à une dégradation chimique et ont une forte sensibilité aux 

ribonucléases qui, se retrouvant dans les environnements biologiques, peut causer la dégradation 

de l’ARN (Soutschek et al., 2004). De ce fait, plusieurs modifications peuvent être effectuées afin 

d’augmenter la résistance à la nucléase des aptamères d’ARN comme la modification du 

squelette phosphodiester, ou le remplacement de la fonction 2'-OH par des motifs 2'-O-méthoxy, 

2'-amino ou 2'-fluoro (Keefe & Cload, 2008).  

D’autres parts, le coût de la synthèse d'ARN est beaucoup plus élevé que pour l’ADN. De plus, 

lors du SELEX (pour sélectionner les aptamères), l’ajout d’une étape de transcription in vitro est 

nécessaire pour obtenir notre bibliothèque d’ARN à partir d'échantillons regroupés d’ADN, tout 

en travaillant dans des conditions sans ARNase. 

Qu’ils soient à base d’ADN ou d’ARN, les aptamères, en tant « qu’anticorps » chimique, 

représentent un outil très intéressant dans la recherche biologique ce qui explique qu’il existe 

plus que 16725  articles incluant le terme « aptamère » dans la base de données PubMed.  Ceci 

explique le développement de plusieurs aptamères d’ADN comme l’aptamère Sgc-8 qui reconnait 

la protéine tyrosine kinase et qui a aidé à l’identification d’un biomarqueur de cellules de leucémie 

lymphoblastique aiguë (Chang et al., 2013), l’aptamère  TDO5 qui détecte les récepteurs IgG et 

qui peut être utilisé dans l’administration thérapeutique ciblée (Ray & White, 2010) et l’aptamère 

AS1411 que des recherches scientifiques ont prouvé sa capacité à reconnaitre la nucléoline et 

qui peut être utilisé dans l’imagerie des cellules cancéreuses (Aravind et al., 2012), mais aussi 

plusieurs aptamères d’ARN comme l’aptamère anti CD4 utilisé dans le tri cellulaire (Zhang et al., 

2010) ou encore l’aptamère EGFR qui reconnait le récepteur du facteur de croissance 

épidermique utilisé dans l’isolement de cellules cancéreuses (Wan et al., 2010). 
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1.2.5 Les applications biotechnologiques des aptamères 

Grâce à leurs propriétés récemment découvertes et à leur potentiel qui rivalise avec celui des 

anticorps, les aptamères représentent un nouvel outil pour le diagnostic, de même que les 

applications analytiques et thérapeutiques (Jayasena, 1999; Mairal et al., 2008; Tombelli et al., 

2007). Ayant la capacité de reconnaitre un grand nombre de cibles, les aptamères peuvent être 

utilisés dans différents domaines d’application (Iliuk et al., 2011) : 

Le domaine de la sécurité alimentaire là ou des aptamères ont été sélectionnés pour détecter de 

petites cibles moléculaires telles que les antibiotiques : la tétracycline (Niazi et al., 2008), 

l’oxytétracycline (Kim et al., 2009) et le chloramphénicol (Burke et al., 1997), mais aussi les 

pesticides (Stead et al., 2010), les herbicides (L. Fan et al., 2013) et les toxines comme 

l’ochratoxine A (Kuang et al., 2010). 

Dans le domaine environnemental, des capteurs électrochimiques à base d'aptamères sont 

développés pour la détection de polluants environnementaux (Hayat & Marty, 2014), comme les 

métaux lourds dans l’eau tels que le mercure (Zeng et al., 2017), mais aussi des aptamères contre 

des cibles bactériennes telles que Salmonella typhimurium (Joshi et al., 2009). 

Dans le domaine du diagnostic médical, les aptamères montrent leur efficacité, en termes de 

sensibilité, rapidité et coût, dans la détection des types cellulaires pathologiques comme les 

cellules cancéreuses. En effet, plusieurs aptamères ont été développés pour la détection de 

différents types de cancers comme : la reconnaissance des cellules cancéreuses du sein MCF-7 

grâce à la sonde à base d’aptamère via la détection visuelle basée sur la couleur des cellules 

cancéreuses (Borghei et al., 2016), la détection des cellules cancéreuses de la prostate grâce à 

l'aptamère D3-21 par SELEX in vivo (Civit et al., 2019), la détection des cellules leucémiques 

grâce à l’aptamère Sgc8 via la fluorescence (Khoshfetrat & Mehrgardi, 2017). 

Parmi les méthodes utilisées on retrouve celles qui sont basées sur des techniques de surface et 

qui nécessitent donc une immobilisation de la cible ou de l’aptamère sur une phase solide, ce 

sont des biocapteurs qui utilisent par exemple des techniques électrochimiques (Farjami et al., 

2013) des techniques de résonance plasmonique (SPR) (Durand et al., 2014) ou l’utilisation de 

microbalances à quartz (Yao et al., 2009) ou de fibres optiques (Celebanska et al., 2019) et c’est 

ce qu’on appelle des méthodes de type « label-free » qui n’ont pas besoin d’un marquage 

particulier, mais c’est l’étape d’immobilisation qui constitue la partie délicate du processus. De ce 

fait, ce sont les biocapteurs de type optique qui ont une plus grande popularité du fait de leur 

facilité de mise en œuvre, ils ont généralement besoin d’un marquage indirect par l’enzyme via 
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la biotine (Lu et al., 2015), d’un marquage direct par une enzyme (Gao et al., 2017), mais le plus 

courant c’est le marquage par un fluorophore (Goux et al., 2015) où c’est le changement de signal 

fluorescent, résultant de la liaison a la cible, qui nous permet la détection. 

Les aptamères étant similaires aux anticorps du point de vue de la capacité de liaison, ils ont été 

utilisés comme agent de ciblage dans la formulation de vecteurs, notamment afin d’administrer 

des médicaments chimiothérapeutiques de façon ciblée grâce à la greffe d’aptamère à la surface 

de liposomes (X. Li et al., 2013), on peut citer l’exemple de l’aptamère sgc8c qui, afin de diriger 

un médicament actif vers une cellule spécifique, va à la fois se lier aux cellules CEM 

(lymphoblastes humains) tout en conjuguant la doxorubicine qui est le médicament anticancéreux 

(Ray et al., 2013). Les aptamères ont été démontrés pour avoir le potentiel de libérer des 

médicaments protéiques hors d’hydrogels fonctionnalisés (Battig et al., 2012).  

Avec une valeur estimée à 1.8 milliard de dollars en 2014, l’utilisation des aptamères en tant 

qu’agent thérapeutique connait une croissance rapide (Nucleic Acid Aptamers for Diagnostics 

and Therapeutics: Global Markets: BIO071C | BCC Research, s. d.). Le meilleur exemple est le  

Pegaptanib (Macugen), qui est le premier médicament à base d’aptamère que la Food and Drug 

Administration (FDA) approuve en 2004, cet aptamère ayant la spécificité d’inhiber le facteur de 

croissance endothéliale vasculaire (VEGF) afin de traiter la dégénérescence maculaire liée à 

l'âge (DMLA) (Banerjee & Nilsen-Hamilton, 2013; Shukla et al., 2007). Le tableau 2 résume 

quelques aptamères qui sont en essai clinique afin d’être utilisés dans la thérapeutique. 
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Tableau 2: Aptamères en essai clinique en Janvier 2021. Adapté de (Byun, 2021) 

Aptamère Type Cible Indications Statut 

Macugen ARN VEGF (Facteur de 

croissance de l’endothélium 

vasculaire) 

-Dégénérescence maculaire liée à l'âge 

-Rétinopathie diabétique proliférant 

-œdème maculaire diabétique 

Approuvé 

Phase 1 

Phase 2 

EYE001 ARN VEGF (Facteur de 

croissance de l’endothélium 

vasculaire) 

-Dégénérescence maculaire 

-Néovascularisation choroïdienne 

-Maladie de von Hippel-Lindau 

Phase 2 

Phase 3 

Phase 1 

Fovista  ADN PDGF (Facteur de 

croissance dérivé des 

plaquettes) 

Dégénérescence maculaire liée à l'âge Phase 2 

AS1411 ADN Nucléoline (protéine de 

liaison aux ARNr) 

Leucémie myéloïde aiguë Phase 2 

ARC1779 ADN vWF (Facteur de von 

Willebrand) 

maladie de von Willebrand Phase 2 

ARC19499 ARN TFPI (Inhibiteur de la voie 

du facteur tissulaire) 

Hémophilie Phase 1 

REG1 ARN Factor IX (protéine sanguine 

impliquée dans la 

coagulation) 

Maladie de l’artère coronaire Phase 3 

Nox-H94 ARN Hepcidine (hormone 

peptidique qui régule le 

métabolisme du fer) 

-Anémie 

-Phase terminale de la maladie rénale 

Phase 1 

Phase 2 

68Ga-

Sgc8 

ADN PTK7 (CCK4) (tyrosine 

kinase réceptrice) 

Cancer colorectal Phase 1 

NU172 ADN Thrombine (protéine de la 

coagulation sanguine) 

Cardiopathie Phase 2 
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1.3 Le SELEX 

1.3.1 Historique du SELEX 

La sélection in vitro par évolution systématique de ligands par enrichissement exponentiel 

(SELEX) est une technique combinatoire utilisée pour découvrir de nouvelles biomolécules avec 

des fonctionnalités spécifiques (Prudent et al., 1994). La méthode de SELEX a été décrite 

indépendamment par Tuerk et Gold (Tuerk & Gold, 1990) et Ellington et Szostak (Ellington & 

Szostak, 1990) comme une technique pour développer des ligands pour des cibles protéiques ou 

des molécules organiques. D'autres pionniers de la sélection in vitro étaient Robertson et Joyce 

(Robertson & Joyce, 1990). Les trois groupes ont exploré des bibliothèques complexes de 

séquences d'oligonucléotides randomisées pour le criblage de molécules d'ARN de haute affinité 

liant des ligands contre diverses cibles (Geiger et al., 1996; Prudent et al., 1994; Robertson & 

Joyce, 1990).  

1.3.2 Le principe du SELEX 

La méthode expérimentale standard de SELEX consiste, à partir d’une bibliothèque 

d'oligonucléotides, en des séries itératives de sélection de séquences d’acides nucléiques qui se 

lient à une molécule cible, suivi d’une amplification, résultant en un enrichissement progressif de 

la bibliothèque avec des séquences présentant une affinité accrue pour la molécule cible (Irvine 

et al., 1991; Prudent et al., 1994; Sakamoto et al., 2005). 

Pour cette approche combinatoire, la première étape consiste à synthétiser la banque 

d’oligonucléotides contenant des régions fixes sur les extrémités 5' et 3' où les amorces 

complémentaires peuvent se fixer pour l’étape d’amplification. Entre ces séquences fixes se 

trouvent des séquences aléatoires qui contiennent la diversité permettant l’affinité et la spécificité 

recherchées (Strehlitz & Stoltenburg, 2009). 

Cette population d’oligonucléotides sera par la suite soumise à une étape de criblage via une 

sélection basée sur l’affinité pour une cible spécifique. La séparation peut être effectuée grâce à 

diverses manières telles que la chromatographie d'affinité (Vianini et al., 2001) ou des billes 

magnétiques (Cox & Ellington, 2001) qui toutes deux nécessitent l’immobilisation de la cible 

d’intérêt sur un support solide (Strehlitz & Stoltenburg, 2009). 

Suite à la séparation, les séquences sélectionnées seront donc amplifiées par PCR (Polymerase 

chain reaction) grâce aux amorces qui s’hybrideront aux régions fixes, ce qui nous ramène à la 

fin du cycle de sélection. Cela crée le nouveau groupe de séquences enrichies qui sera utilisé 
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pour le cycle suivant de SELEX, et ainsi de suite pour chaque cycle (Strehlitz & Stoltenburg, 

2009). Le changement des paramètres des lavages, du temps d'incubation et de la concentration 

permet d’augmenter la stringence au cours de ce processus, ce qui entraîne l’évolution de la 

population et un enrichissement du groupe se traduisant par une augmentation de son affinité de 

liaison à sa cible (Sakamoto et al., 2005; Strehlitz & Stoltenburg, 2009).  

Les produits amplifiés sont utilisés pour le clonage, séquençage, analyse d'alignement et analyse 

de structure secondaire (Strehlitz & Stoltenburg, 2009). 

Pour ce qui concerne la sélection des aptamères ARN, le protocole implique l’ajout de deux autres 

étapes qui consistent: en premier lieu à la transcription de la librairie d’oligonucléotide ADN afin 

d’avoir une librairie d’oligonucléotide ARN, cette étape est effectuée avant le début du cycle de 

sélection, en second lieu la transcription inverse des oligonucléotides ARN, cette étape est 

effectuée à la fin du cycle de sélection avant l’amplification par PCR (Stoltenburg et al., 2007). 

De ce fait, on considère que la méthode de SELEX est une méthode combinatoire qui fait appel 

à trois étapes maitresses : la synthèse de la banque d’oligonucléotides, la sélection des 

aptamères potentiels et enfin l’identification des séquences maintenues (Mosing & Bowser, 

2009). 
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Figure 11: Schéma du principe d’évolution systématique des ligands par procédé d'enrichissement 
exponentiel (SELEX). 

(A) Incubation de la librairie d’oligonucléotide avec les ligands cibles (B) La sélection consiste en la 
sélection des séquences interagissant avec les cibles et l’élimination des séquences non liées (C) 
Amplification et séquençage des séquences sélectionnées 

 

1.3.3 Les différentes méthodes de SELEX 

 

Plusieurs stratégies de SELEX ont été citées dans la littérature, la différence se situe 

généralement au niveau de la méthode de sélection 

 

 Électrophorèse capillaire-SELEX (CE-SELEX) 

Le CE-SELEX est une méthode qui fusionne les deux technologies : l’électrophorèse capillaire 

qui est une technique de séparation analytique des ions basée sur leur mobilité électrophorétique 

et leur charge (Mosing & Bowser, 2009), et le SELEX dans le but de faire un dépistage 

d’aptamères efficacement. Afin de différencier efficacement entre les complexes cible-aptamère 
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et les oligonucléotides non liés dans le champ électrique, le CE-SELEX utilise un mécanisme 

basé sur les différents rapports charge/masse des matériaux séparés dans le capillaire qui se 

traduisent par différentes migrations apparentes sous haute tension (Mendonsa & Bowser, 2004). 

Comme le montre la figure 12, dans un processus CE-SELEX typique, les acides nucléiques 

randomisés de la bibliothèque est d'abord incubée avec la cible dans la solution libre; puis le 

mélange d'incubation est injecté dans les capillaires CE et séparé sous haute tension. Les acides 

nucléiques qui se lient à la cible montrent une mobilité apparente différente par rapport aux 

séquences non liées, et peuvent être collectés sous forme de fractions différentes (Mosing et al., 

2005). Cependant, cette méthode est assez couteuse, ne peut malheureusement pas être utilisée 

pour des cibles à petites molécules et limite aussi la taille de la librairie de départ (Nur et al., 

2021). 

 

 

Figure 12: Représentation schématique du CE-SELEX. Adapté de (Mosing et al., 2005) 

 

 

 SELEX microfluidique (M-SELEX) 

Le SELEX Microfluidique ou M-SELEX, est une méthode qui intègre généralement des micro-

billes avec des puces microfluidiques. Cette méthode représente un moyen efficace, pour le 
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criblage d'aptamères d'acides nucléiques. En comparaison avec les systèmes de SELEX 

traditionnels, les systèmes microfluidiques sont plus compacts et consomment moins 

d'échantillons. C’est une méthode qui peut considérablement accélérer la séparation des 

aptamères en utilisant un très petit nombre de molécules cibles pour obtenir une sélection dans 

de très strictes conditions (Lou et al., 2009). Cette technologie présente donc des avantages 

uniques dans l'amélioration de l’efficacité de criblage du SELEX conventionnel que ce soit en 

fixant les molécules cibles sur des micro-billes magnétiques (Cho et al., 2010) ou en encapsulant 

les cibles dans du gel (Bae et al., 2013) mais présente aussi des inconvénients comme le fait que 

les cibles doivent justement être immobilisées et que la technologie peut donner une faible pureté 

(Nur et al., 2021). 

 

 

 

Figure 13: Représentation schématique du M-SELEX. Adapté de (Ahmad et al., 2011) 

On incube la librairie de départ (1) avec des billes magnétiques enveloppées de la protéine cible (2). Le 
dispositif de séparation micro-magnétique (MMS) est ensuite utilisé pour attraper les billes et effectuer un 
lavage à haute stringence (3). Une PCR sera effectuée sur les billes éluées (4). La récupération du brin 
marqué par fluorescence a lieu (5), et sera par la suite utilisé pour les mesures de liaison (6), le clonage et le 
séquençage (7). 

 SELEX à cellule (Cell-SELEX) 

Le SELEX à cellule est une méthode de sélection utilisée pour découvrir de nouveaux 

biomarqueurs en criblant des aptamères spécifiques interagissant avec la surface cellulaire. Cette 

méthode a comme cible des cellules vivantes complètes et se compose de deux étapes  

principales: en premier lieu les cellules cibles sont incubées avec des oligonucléotides et 

subissent un criblage, en deuxième lieu, les cellules non-cibles subissent un dépistage négatif. 
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La méthode de SELEX à cellule présente plusieurs avantages grâce à la possibilité d’utiliser 

directement les aptamères de criblage pour identifier les cellules et effectuer les études de liaison 

cellulaire, mais aussi grâce à la possibilité d’effectuer un criblage simultané de plusieurs 

aptamères qui ciblent différentes molécules réceptrices se trouvant sur la surface de la cellule 

d’intérêt (Fang & Tan, 2010), mais en contre-partie elle nécessite plus de temps que le SELEX 

classique et nécessite une identification supplémentaire de la cible après le processus de SELEX, 

de plus la complexité de la cible complique aussi le processus du SELEX (Nur et al., 2021). 

 

 

 

Figure 14: Représentation schématique du Cell-SELEX. Adapté de (Fang & Tan, 2010) 
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 SELEX à base de filtration sur membrane de nitrocellulose  

La membrane de nitrocellulose est connue pour son affinité non spécifique pour les protéines, 

elle permet donc une immobilisation rapide et simple des protéines. Le groupe de Kramlova, a 

utilisé, en 1968, des membranes de nitrocellulose afin de séparer une protéine des molécules 

d'ARN (Pristoupil & Kramlovă, 1968). Elle a par la suite été utilisée comme méthode de séparation 

des protéines de plusieurs autres composants pour pouvoir par la suite les immobiliser afin de 

réagir avec d’autres biomolécules. Néanmoins, ces membranes de filtration sont incapables de 

lier des peptides et des petites molécules ce qui représente une limite pour la méthode (Gopinath, 

2007; Tombelli et al., 2005). 

 

 Capture-SELEX 

Puisque la plupart des méthodes rapportées ci-dessus présentent des limites d’utilisation avec 

les petites molécules, Stoltenburg et al. a mis en œuvre une méthode alternative de séparation, 

cette technique est appelée Capture-SELEX (Stoltenburg et al., 2012). Vu que l'immobilisation 

sur des surfaces solides de la cible, qui est une pratique fréquente lors de la sélection 

d'aptamères, est plus difficile à faire pour de petites molécules organiques, dans la méthode 

Capture-SELEX c’est la bibliothèque d’oligonucléotides qui est immobilisée sur des billes 

magnétiques grâce à une séquence d’hybridation fixe appelée séquence d’amarrage comprise 

dans la bibliothèque qui s’hybridera à une séquence complémentaire fixée sur des billes 

magnétiques (Stoltenburg et al., 2012). 

Lors du contact avec le ligand cible, les oligonucléotides présentant une affinité élevée et une 

structure secondaire adaptée à la cible se libéreront des billes magnétiques et seront donc élués 

suite à cette liaison spécifique à la cible. L’avantage que présente l’utilisation des billes 

magnétiques dans cette méthode c’est la rapidité et la facilité de la séparation entre la librairie 

liée à la cible et les séquences non liées qui se trouvent sur les billes, ceci est fait grâce à un 

aimant (Joeng et al., 2009; Niazi et al., 2008; C. Wang et al., 2009). 
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Figure 15: Représentation schématique de la librairie utilisée en Capture-SELEX. 

 

(A) : Conception de la librairie, (B) : Immobilisation des séquences de la librairie sur des billes magnétiques 
NHS, (C) : Interaction de l’aptamère avec son ligand en se détachant des billes (D), séquençage et 
caractérisation des aptamères sélectionnés 

 

 SELEX basé sur d’autres méthodes 

De nombreuses autres techniques ont été utilisées avec la méthode de SELEX, telles que : 

Microscopie à force atomique  (AFM), la résonance plasmonique de surface (SPR) et les tests de 

déplacement de mobilité électrophorétique (EMSA). Malgré l’avantage théorique que présentent 

ces méthodes par rapport à la réduction du nombre de tours de sélection, leur efficacité au niveau 

de la sélection des aptamères n’a pas été mise en évidence (Khati et al., 2003; Misono & Kumar, 

2005; K.-M. Song et al., 2012; Tsai & Reed, 1998).  
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2 PROBLÉMATIQUE, HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 

De nos jours, le développement de biocapteurs prend un grand essor, d’une part parce que le 

volet de la détection des particules biologiques a une grande importance dans plusieurs domaines 

différents (environnemental, pharmaceutique, agroalimentaire, etc.), et d’autre part grâce aux 

nombreux avantages que présentent les biocapteurs tels que la facilité, la sensibilité et la rapidité 

par rapport aux méthodes de détection traditionnelles.  

Parmi les différents types de biocapteurs, il y a les aptasenseurs qui sont des biosenseurs dont 

la partie biocapteur est composée d’un aptamère qui lie une molécule cible d’une manière 

spécifique et avec une haute affinité. Ces aptamères peuvent être subdivisés en deux classes, 

selon qu’ils changent ou non de conformation au contact du ligand. L’utilisation des aptamères 

dans les biocapteurs est plus facile quand on utilise les aptamères qui changent de conformation, 

car on peut utiliser ce changement de conformation pour produire un signal détectable. 

Cependant, la majorité des aptamères publiés n’ont pas cette capacité de changer de 

conformation, ou du moins elle n’est pas connue ou caractérisée. Cela limite l’applicabilité de ces 

aptamères qui doivent être soumis à des étapes de design rationnel pour tenter de produire un 

changement de conformation adapté à certaines applications. La catégorie d’aptamères qui 

possède une capacité de changer de conformation lors de l’événement de reconnaissance, qui 

lui a une spécificité basée sur une complémentarité structurale et chimique entre les partenaires 

moléculaires, est très utile dans le domaine de développement de biocapteurs grâce à son 

potentiel à induire de fortes réponses analytiques qui facilitent nettement le développement des 

biocapteurs. 

Pour y pallier, nous avons émis l’hypothèse que la modification des séquences d’une liste 

d’aptamères connus peut forcer un changement de conformation et donc faciliter l’utilisation de 

cet aptamère pour le développement de biocapteurs. 

 

Pour répondre à notre hypothèse, trois objectifs ont été fixés :  

1. La préparation d’une librairie d’aptamères modifiés en ajoutant des bases à des aptamères 

connus de la base de données « apta-index » pour qu’ils aient un potentiel de changement de 

conformation. 

2. La sélection des aptamères qui changent de conformation au contact de leur ligand en utilisant 

des billes magnétiques NHS, avec la méthode de SELEX de capture.  
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3. L’optimisation de la méthode de sélection SR-PAGE :  

La méthode de Shifted-Reverse PAGE (SR-PAGE) est aussi basée sur un changement de 

structure, elle peut donc être adaptée pour la sélection d’une librairie d’aptamères capables de 

changer de conformation. La méthode a donc été optimisée pour favoriser son utilisation dans le 

cadre d’un SELEX. 
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3 MATÉRIEL ET MÉTHODES 

3.1 Conception de la librairie et des amorces pour le SELEX 

3.1.1 Conception des aptamères modifiés à partir de la base de données Apta-
index 

Apta-index est une base de données contenant plus de 500 aptamères. Nous l’avons utilisée 

pour obtenir les séquences d’aptamères à tester, nous nous sommes intéressés aux 145 

séquences d’aptamères ARN existant dans la base de données, et une autre étudiante s’est 

intéressée aux sequences d’ADN. 

Afin de forcer un changement de conformation chez les aptamères de la librairie de base, des 

modifications ont été effectuées : Ceci est fait en ajoutant 5 nucléotides complémentaires à 5 nt de la 

séquence de l’aptamère, ce qui facilitera l’hybridation de ces parties complémentaires et donc avoir 

un certain potentiel de repliement alternatif qui sera défait lors de l’ajout du ligand. En d’autres mots, 

une séquence complémentaire qui, en présence de ligand, sera sujette à induire un changement de 

conformation et donc le changement de conformation. (Plus de détails sur les principes de 

conception de cette librairie sont fournis dans la partie « Résultats ».) 

Tableau 3: Séquences utilisées pour la préparation de la librairie avec modifications 

Nom Type Séquence 5’-3’ 

Pool librairie GGGAAGACATTATGTCCGAT- séquence d’Apta-index -

TGAGGCTCGATC-5nt- 

AAACAAATAAAACAAATAAAACAAATAAAACAAATAAAACAAATAAAA

A –GCGATCGCTAGGTCGGATGT 

NAL003_ 

AptaT7_Fw 

Amorce 

Fw 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

NAL002_ 

Apta_Rev 

Amorce 

Rev 

ACATCCGACCTAGCGATCGC 

Les nucléotides de couleur rouge représentent la séquence promotrice de l’enzyme T7 ARN polymérase et 
les nucléotides de couleur bleue représentent la séquence de capture qui permettra à l’ARN de se fixer sur 
les billes magnétiques dans les prochaines étapes. La séquence de couleur orange est un exemple d’une 
séquence de remplissage qui sert à atteindre la taille 130nt fixée pour toutes les séquences, et la partie en 
vert représente les 5 nucléotides ajoutés à nos séquences et qui représente la modification effectuée. 
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Les séquences de la librairie utilisée contiennent la séquence de l’aptamère de base, les 

nucléotides ajoutés pour la modification et les amorces, la taille des séquences a été uniformisée 

à 130 nt pour homogénéiser l’ensemble des séquences et faciliter l’étape de vérification de 

l’amplification et/ou de la sélection. De plus, la plateforme de synthèse parallèle 

d’oligonucléotides requiert des séquences de tailles similaires et a une limite de 170 nt, ce qui 

revient à dire 130 nt fonctionnels plus deux séquences de 20 nt complémentaires aux amorces.  

 

 

Figure 16: Conception de la librairie d’ADN pour le SELEX 

Les nucléotides de couleur rouge représentent la séquence promotrice de l’enzyme T7 ARN polymérase et 
les nucléotides de couleur bleue représentent la séquence de capture qui permettra à l’ARN de se fixer sur 
les billes magnétiques dans les prochaines étapes. La séquence en vert représente les 5nt qu’on a ajoutés à 
la séquence. Les séquences en jaune représentent les régions fixes sur lesquelles les amorces se fixent. La 
séquence (SR) de couleur rose sert à atteindre la taille 130nt fixée pour toutes les séquences. 

Les oligonucleotides réguliers sont commandés chez IDT DNA et la librairie de 1170 séquences d’ARN a été 
commandée chez Genscript qui permet la synthèse de librairies de milliers d’oligonucléotides d’une taille 
pouvant atteindre 170 bases grâce à la technologie de synthèse CMOS (Complementary metal oxide semi-
conductor). 

Les séquences ajoutées ont une taille de 5nt et correspondent aux nucléotides complémentaires 

de la séquence de base, les 5nt en question ne sont pas fixes, c’est-à-dire que pour chaque 

séquence de notre librairie on a plusieurs design selon les différents 5nt complémentaires 

ajoutés. Cet ajout va, en quelque sorte, assurer le repliement de la séquence sur l’aptamère 

puisqu’il y a complémentarité entre les bases, et s’il y a affinité avec le ligand en question, c’est 

le dépliement de la séquence qui assurera le changement de conformation recherché. 
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3.1.2 Amplification de la librairie 

La réaction de PCR a été faite dans des volumes réactionnels de 100 µl, les détails du protocole 

expérimental sont représentés ci-dessous (Tableau 4) 

 

Tableau 4: Composition pour chaque tube et conditions de la PCR 

ADN matrice  1 µl 

Amorce FW (100 µM) 1 µl 

Amorce REV (100 µM) 1 µl 

dNTPs (10 mM) 2 µl 

Tampon réactionnel de la 

Taq 

10 µl 

Enzyme Q5 (ADN 

polymérase de 

hautefidélité) 

1 µl 

H2O milli Q Qsp 

100 µl 

 

La PCR a lieu dans le thermocycleur ‘T100 Thermal Cycler Bio-Rad’. Les produits d’amplifications 

sont par la suite contrôlés par une électrophorèse sur gel d’agarose 2% et la visualisation du 

résultat de migration est faite par l’appareil « GelDoc XR+ with Image LabTM Software Bio-Rad 

». 

3.1.3 Amplification d’une librairie mutagène 

La réaction de PCR a été faite dans des volumes réactionnels de 100 µl, les détails du protocole 

expérimental sont représentés dans les tableaux suivants : 

 

 

 

Etape Température Temps 

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 

3
4

 c
yc

le
s Dénaturation 95°C 30 secondes 

Hybridation Tm : 59.3°C 30 secondes 

Elongation  68°C 30 secondes 

Elongation finale 68°C 5 minutes 

Conservation 12°C ∞ 
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Tableau 5: Composition pour chaque tube et conditions de la PCR 

ADN matrice  1 µl 

Amorce FW (100uM) 1 µl 

Amorce REV (100uM) 1 µl 

dNTPs (10 mM) 2 µl 

Taq Reaction Buffer  10 µl 

Enzyme Taq (Taq DNA 

Polymerase, 

Sherbrook) 

0.5 µl 

H2O milli Q Qsp 

100 µl 

 

 

 

 

 

La PCR a lieu dans le thermocycleur et est visualisée tel que décrit précédemment. 

3.2 Sélection des aptamères qui présentent un changement de conformation par 
la méthode Capture SELEX 

3.2.1 Transcription chaude 

 La transcription 

Après avoir synthétisé notre ADN par PCR, nous effectuons une transcription in vitro afin d’obtenir 

de l’ARN que nous allons utiliser par la suite comme librairie dans notre SELEX. 

Pour être capable de détecter le résultat des générations de SELEX, il faut marquer les ARN par 

de l’UTP [32P], pour ce faire on effectue une transcription chaude : 

Etape Température Temps 

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 

1
0

 c
yc

le
s Dénaturation 95°C 30 secondes 

Hybridation Tm : 59.3°C 30 secondes 

Elongation  72°C 30 secondes 

Elongation finale 72°C 5 minutes 

Conservation 12°C ∞ 

Etape Température Temps 

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 

3
0

 c
yc

le
s Dénaturation 95°C 30 secondes 

Hybridation Tm : 59.3°C 30 secondes 

Elongation  72°C 2 minutes 

Elongation finale 72°C 5 minutes 

Conservation 12°C ∞ 

L’ajout de 1 µl de MnCl2 (500 

µM)  dans chaque tube PCR 
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La réaction a lieu dans un volume de 100 μl contenant 20 μl du tampon de transcription 5X (400 

mM HEPES-KOH pH 7,5, 120 mM MgCl2, 200 mM DTT, 10 mM spermidine), 20 𝜇𝑙 du produit 

PCR, 2 mM des ribonucléotides (rNTPs) (A, C, G), 0,8 mM de rUTP, 0.75 pmol de 32P-alpha-

UTP, 1 U/μl d’ARN polymérase T7, 1 U/μl d’inhibiteur des RNases (NEB), 1 U/μl pyrophosphatase 

(Sigma Aldrich, USA) pour dégrader les pyrophosphates qui sont des produits secondaires de la 

réaction, et le volume final est ajusté avec de l’eau milli-Q stérile. Le mélange est incubé à 37°C 

pendant 3 heures. Par la suite, 1 µl de DNase (RNAse free, NEB) est ajouté pour dégrader la 

matrice d’ADN pendant 30 min à 37°C. 

 Précipitation des produits de transcription  

Pour précipiter les ARN, 0.1 volume d’une solution de sodium acétate  (3 M, pH 5,2) et 2.5 volume 

d’éthanol 100% sont rajoutés à chaque produit de transcription et ils sont placés 2 heures (ou 

plus) à - 80°C. Ensuite une centrifugation à 14000 rpm (rotations par minute) pendant 30 min est 

appliquée pour faire précipiter l’ARN au fond du tube, le surnageant est jeté et le culot est lavé 

avec 500 µl d’éthanol 70%, suivi d’une centrifugation pendant 15 min à 14000 rpm. Finalement, 

le surnageant est jeté et l’ARN contenu dans le culot est laissé pour sécher pendant 20 minutes. 

L’ARN est ensuite resuspendu dans 20 µl de H₂O, cette étape est faite sur glace pour préserver 

les ARN de la dégradation. 

 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide  

Pour vérifier la taille des ARN et/ou les purifier, une migration sur gel de polyacrylamide 

dénaturant a été faite. Après centrifugation et séchage, à chaque échantillon d’ARN on ajoute un 

volume égal (20 µl) de tampon de chargement dénaturant 2X (0.3% bleu de bromophénol, 0.3% 

bleu de xylène cyanol, 12 mM EDTA dans du formamide). Les échantillons ont été chargés sur 

un gel de polyacrylamide dénaturant 6%: 12 ml d’acrylamide 20% (avec un ratio 19 :1 

acrylamide:bisacrylamide, Tris Borate EDTA 1X [TBE] [89 mM Tris pH 7,6, 89 mM acide borique, 

2 mM EDTA] et urée 8M) et dilué dans 28 ml d’une solution de 8M urée, TBE 1X. Pour la 

polymérisation, 16 µl de tetra méthyl ethylène diamine (TEMED) et 320 µl d’ammonium persulfate 

(APS) 10% ont été ajoutés pour assurer la polymérisation. La migration a été faite dans du TBE 

1X avec une puissance de 16 watts pendant 1 heure. Après la migration une plaque phosphore 

(storage phosphor screen, Molecular Dynamics) a été exposée au gel pendant 15 min, puis 

scanné par un Typhoon FLA 9500 (GE healthcare Life Sciences). La photo du gel a été imprimée 

à la même grandeur du gel ce qui nous permet de localiser le positionnement de l’ARN sur l’image 

imprimée du gel et de couper de la bande correspondante à la bonne taille de l’ARN. L’ARN a 
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été élué toute la nuit dans 500 µl de tampon d’élution (EDTA 0,1 mM, NaCl 0,3 M, SDS 0,001%) 

à 4 °C en rotation puis précipité par l’éthanol 100 % et l’acétate de sodium toute la nuit à -80 °C 

comme décrit dans la section précédente.   

 

3.2.2 Immobilisation de l’oligonucléotide de capture sur les billes magnétiques 

Pour immobiliser notre oligonucléotide de capture (tableau 7) sur les billes magnétiques NHS, on 

a effectué des tests d’optimisation pour trouver la concentration adéquate pour la fixation, une 

solution contenant l’oligonucléotide de capture (2 µM) et les billes magnétiques à une 

concentration de 3% (NHS Modified Beads  500 nm, Galenvs) pour une mise en contact en 

rotation à température ambiante pendant 1 heure en agitant chaque 15 minutes. Ensuite, le tube 

est placé dans un support magnétique pour immobiliser les billes sur la paroi du tube et deux 

lavages sont effectués avec une solution de couplage (0.1 M NaHCO3, pH 8.3 contenant 0.5 M 

NaCl). Les billes sont par la suite incubées avec une solution de blocage (0.1 M Tris/HCl, pH 8.0) 

en rotation à température ambiante pendant 1 heure, un lavage avec une solution Tris HCl (0.1 

M Tris/HCl, 1 M NaCl, pH 8.0) est effectué, suivi d’un lavage avec une solution acétate (0.1 M 

acetate buffer, 1 M NaCl, pH 4) et pour finir on resuspend nos billes dans 1 ml du tampon SELEX  

(140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2,1 mM MgCl2 et 10 mM HEPES) et on stocke à 4°C. 

 

Tableau 6: La séquence de capture 

Nom Séquence 5’-3’ 

NAL_004_capture_oligo Amine – AAAGATCGAGCCTCA – 

Cy5 

L’ajout d’une amine en position 5’ permet la fixation de la séquence sur les billes NHS, et l’ajout du marqueur 
fluorescent Cy5 permet la visualisation par la suite  



 

33 

 

  

Figure 17: Représentation schématique de la fixation de l'oligonucléotide de capture sur les billes 
magnétiques 

La vérification du bon fonctionnement de cette étape a été effectuée grâce au microscope 

Zeiss Axio Observer 7 (Caméra Axiocam 512). 

3.2.3 Immobilisation de l’ARN sur l’oligonucléotide de capture 

Une fois que l’oligonucléotide de capture est fixé sur les billes, il permet une interaction entre les 

billes et les ARN. Afin d’immobiliser les ARN (qui contiennent tous une séquence complémentaire 

à l’oligonucléotide de capture) sur les billes magnétiques couvertes de l’oligonucléotide de 

capture, une incubation en rotation à température ambiante pendant 30 minutes est faite, le 

surnageant contenant l’ARN non lié est par la suite retiré en plaçant le tube sur le support 

magnétique pendant 30 secondes. 

Ensuite, 400 µl du Tampon de SELEX (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2et 

10 mM HEPES) pour le tour 1 et 200 µl pour le reste des tours sont ajoutés aux billes et une 

incubation pendant 5 minutes à 30°C sur un thermobloc est effectuée pour éliminer les liants 

faibles en retirant le surnageant. Suivi de l’ajout des mêmes proportions du Tampon de SELEX, 

mais avec une incubation en rotation pendant 5 minutes à température ambiante et une 

élimination du surnageant. 
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Figure 18: Représentation schématique de la fixation de la librairie sur les billes via l’hybridation à 
l'oligonucléotide de capture 

Afin de déterminer la concentration adéquate des billes à utiliser dans cette étape nous avons 

testé différentes concentrations de billes allant de 1 nM à 1 µM, et nous avons par la suite déposé 

2 μl de chaque solution de billes avec l’ARN fixé dessus, de surnageant, des deux lavages sur 

un papier Whatman, et ce pour les différentes concentrations de billes testées. Le papier séché 

et enveloppé est exposé dans une plaque au phosphore pendant 4 heures. La lecture de la plaque 

se fait grâce à l’appareil Typhoon FLA 9500 et c’est le logiciel ImageQuant qui nous permet de 

quantifier l’intensité de radioactivité de chaque tache (spot) déposée sur le papier afin de trouver 

la concentration des billes adéquate. 

3.2.4 Processus de sélection in vitro  

Au cours de chaque cycle de SELEX (tel que schématisé à la figure 14), l’ARN fixé sur les billes 

est incubé avec 400 µl  du tampon de SELEX pour la génération 1 et 200 µl pour le reste des 

générations de SELEX, de la solution contenant les ligands pendant une heure ou 30 min à 

température ambiante sous une douce agitation, le surnageant contenant les aptamères élués 

est par la suite récupéré en plaçant le tube sur le support magnétique pendant 30 secondes 

comme décrit dans la section précédente et transféré dans un tube de 1.5 ml pour une 

précipitation comme décrite précédemment.   
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 Les billes restantes avec les ARN immobilisés, mais non élués après l’addition de la solution 

contenant les cibles, sont remises en suspension dans 200 µl de tampon SELEX pour des fins 

de vérification. (Lauridsen et al., 2018). 

 

 

 

Figure 19: Représentation schématique du comportement de la librairie d'ARN au contact avec les ligands 

 

Pour les générations de SELEX 1 et 2, un ensemble de ligands a été sélectionné correspondant 

à certains aptamères se trouvant dans notre librairie. L’ensemble de ligands se compose de 

petites molécules organiques (ex : acides aminés), d’une protéine et d’ions métalliques. Le choix 

des ligands en question a été basé sur la disponibilité au laboratoire afin de pouvoir effectuer ces 

essais pour faire la preuve de concept avant de passer à l’utilisation de ligands qui sont assez 

couteux. Pour les générations de SELEX 3 et 4, ce même ensemble de ligands a été divisé en 

deux groupes différents et chaque groupe a été testé en présence et absence de glutathion qui 

est connu pour empêcher la chélation des ions métalliques et les garder sous leur forme réduite. 

Le temps d’incubation est de 60 min. 
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Tableau 7: Les ligands utilisés pour les générations de SELEX 

générations Génération 1 
et 2  

Génération 3 et 4 

groupe Tous 1 2 3 4 

Ligands 
utilisés  

L-Isoleucine 

L-Histidine 

L-Arginine 

Tétracycline 

Lysozyme 

Chloramphéni
col 

ATP 

TPP 

Manganèse 

Nickel 

Zinc 

L-Isoleucine 

L-Histidine 

L-Arginine 

Tétracycline 

Lysozyme 

Chloramphénic
ol 

ATP 

TPP 

Manganès
e 

Nickel 

Zinc 

L-Isoleucine 

L-Histidine 

L-Arginine 

Tétracycline 

Lysozyme 

Chloramphénic
ol 

ATP 

TPP 

Manganès
e 

Nickel 

Zinc 

glutathion  + - + - 

 

Les  générations d’aptamères exposés au glutathion ont été effectuées car le mix de ligands 

utilisé contient des ions métalliques et le glutathion est connu pour empêcher la chélation des 

ions métalliques et les garder sous leur forme réduite. 

3.2.5 Réaction RT-PCR 

 Principe 

La synthèse d'ADN est catalysée par des transcriptases inverses (reverse transcriptase, RT). Ces 

enzymes sont des ADN polymérases ARN dépendantes, utilisant un brin d'ARN comme matrice 

pour synthétiser un brin d'ADN complémentaire. Cela correspond effectivement à 

l'«inverse» d'une réaction de transcription de l'ADN en ARN. Les transcriptases inverses sont 

issues de rétrovirus.  
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 Transcription inverse 

Le kit RT ‘Promega’ a été utilisé pour la transcription inverse de l’ARN en ADN simple brin. L’ARN 

a été incubé pendant 5 minutes à 70°C en présence de 1 µl de l’amorce Reverse (100uM) puis 

placé pendant 5 minutes dans la glace. Le mélange réactionnel a été préparé comme suit : 

(tampon RT 1X, dNTP (1.5 mM), MgCl2 (2.5 mM) et de la reverse transcriptase (200 U/µl)) dans 

un volume final de 20 µl. La réaction a été par la suite lancée dans le thermocycleur ‘T100 Thermal 

Cycler Bio-Rad’ selon le programme comme suit : un cycle à 25°C pendant 5 min, un cycle à 

42°C pendant 60 min et un cycle à 70°C pendant 15min. 

 

 Amplification des séquences par PCR 

Une PCR classique a été réalisée. Elle a été faite dans des volumes réactionnels de 100 µl, les 

détails du protocole sont représentés dans le tableau 8. 

Tableau 8: Composition pour chaque tube et conditions de la PCR 

ADN matrice  15 µl 

Amorce FW (100 µM) 1 µl 

Amorce REV (100 µM) 1 µl 

dNTPs (10 mM) 2 µl 

Tampon réactionnel de la 

Taq 

10 µl 

Enzyme Taq (Taq DNA 

Polymerase, Sherbrooke) 

1 µl 

H2O milli Q Qsp 

100 µl 

 

3.2.6 Test d’affinité des générations 

Un test d’affinité pour les générations de SELEX est effectué grâce au marquage 32P de nos ARN. 

Cette étape a lieu dans le but d’évaluer l’enrichissement et l’affinité des générations de SELEX, 

pour ce faire, 3 μl de chaque solution d’ARN élué, de surnageant, de lavage et d’ARN non élué 
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collé sur les billes magnétiques, 

sont déposés sur un papier 

Whatman. Le papier séché et 

enveloppé est exposé dans une 

plaque au phosphore pendant 4h. 

La lecture de la plaque se fait grâce à l’appareil Typhoon FLA 9500 et c’est le logiciel ImageQuant 

qui nous permet de quantifier l’intensité de radioactivité de chaque tache (spot) déposée sur le 

papier par rapport à l’intensité de la totalité des taches et par rapport au bruit de fond selon la 

formule suivante : (intensité de la tache éluée – blanc) / [(intensité de la tache éluée + intensité 

de la tache surnageant + intensité de la tache lavage + intensité de la tache billes) – 3 x blanc ]. 

3.2.7 Séquençage à haut débit 

Un séquençage à haut débit Illumina MiSeq des générations du SELEX est réalisé afin d’identifier 

les potentielles séquences d’aptamères. Pour ce faire, 10 µl de chaque produit de PCR est 

envoyé au Centre d’innovation Génome Québec afin d’analyser des milliers de séquences. 

L’analyse des résultats de séquençage se fait par la suite par le programme Aptasuite dédié au 

SELEX (Hoinka et al., 2018), il permet d’aligner les différentes séquences afin de déterminer leur 

abondance dans chaque génération. 

3.2.8 Séquençage Sanger 

Cette méthode de séquençage nous permet d’identifier la séquence de quelques clones isolés. 

Afin de réaliser ce séquençage, nous avons cloné notre insert avec le kit « pGEM-T Easy vector 

» (Promega) selon les instructions du manufacturier, puis nous avons transformé des cellules 

compétentes E. coli DHα5 (Molecular Cloning Technical Guide, s. d.). Suite à une sélection bleu-

blanc, les colonies blanches sélectionnées ont été cultivées en bouillon pour faire des 

« minipreps » de plasmide avec le kit « PrestoTM Mini Plasmid » (Geneaid) selon les instructions 

du manufacturier. Le séquençage a été effectué au Centre d’innovation Génome Québec avec 

les amorces présentées dans tableau 9. 

Tableau 9: Séquences des amorces utilisées lors du séquençage Sanger 

Nom Séquence 5’-3’ 

EB088_pgemt_F AATTGGGCCCGACGTCGCAT 

EB089_pgemt_R TTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGG 

Etape Température Temps 

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 

3
4

 c
yc

le
s Dénaturation 95°C 30 secondes 

Hybridation Tm : 59.3°C 30 secondes 

Elongation  72°C 30 secondes 

Elongation finale 72°C 5 minutes 

Conservation 12°C ∞ 
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3.2.9 Test de spécificité avec des aptamères individuels 

Afin de vérifier la spécificité des aptamères et suite aux résultats de séquençages nous avons 

effectué un test de spécificité pour tester des séquences individuellement 

 

 

 Le principe de la PCR d’assemblage  

La synthèse d’une partie des séquences candidates de taille supérieure à 90 pb (les aptamères 

correspondants à la L-arginine, aux lysozymes et aux ions) a été effectuée par une PCR 

d’assemblage en utilisant des amorces chevauchantes. Cette méthode permet de synthétiser 

l’ADN et de l’amplifier afin de pouvoir l’utiliser ensuite comme matrice pour la transcription. La 

conception des amorces a été réalisée par le site « Primerize »(Tian et al., 2015) en ajoutant la 

séquence promotrice de l’enzyme T7 ARN polymérase : TTCTAATACGACTCACTATA à 

l’amorce de l’extrémité 5’ suivie immédiatement d’un à trois résidus G, ce qui favorise des 

rendements de transcription robustes. 

Son principe se base sur le fait d’assembler un grand fragment d’ADN à partir de fragments plus 

courts, via l’hybridation partielle des oligonucléotides simple brin utilisés, ce qui nous permet 

d’obtenir un « gène » synthétique (figure 20). 
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Figure 20: Principe de la PCR d’assemblage 

La méthode PCR d'assemblage pour la construction de molécules d'ADN longues. Dans la première étape de 
la PCR, plusieurs oligonucléotides se chevauchant sont utilisés pour produire une molécule d'ADN pleine 
longueur. En plus du produit de pleine longueur, il en résulte des molécules plus courtes. Dans la deuxième 
étape de PCR, la molécule pleine longueur souhaitée est amplifiée sélectivement à partir du mélange à l'aide 
d'amorces spécifiques pour les extrémités du produit souhaité. 
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Tableau 10: Les différentes amorces utilisées pour l’assemblage PCR pour le test de spécificité 

Aptamère  Nom de l’amorce Séquence (5’-3’) 

 

 

 

 

L-Arginine 

 

NAL_Arginine_pool
_FW1 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGATGGAGCTCAG

CCTT 

NAL_Arginine_pool

_REV1 

CGCCCAGCATCGGTTTATCATGCAGTGAAGGCTGAGCTCCATCGG

AC 

NAL_Arginine_pool

_FW2 

CCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCA 

NAL_Arginine_pool

_REV2 

CGTGGTGCCCCCATACATGACAACTCTTCCCCTACTT 

NAL_Arginine_pool

_FW3 

TGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCCATACAAAC

AAAAT 

NAL_Arginine_pool

_REV3 

ACATCCGACCTAGCGATCGCTTTTTTTATTTTGTTTGTATGGATCGA

GCCTCACA 

 

 

 

Manganèse 

Nickel 

Zinc 

 

NAL_Ions_pool_F

W1 

TAATACGACTCACTATAGGATAATAGCCGTAGGTT 

NAL_Ions_pool_R

EV1 

GATCATCTGCGCTACGGCTTTGGCTTTCTCATCAGGGTCGCTTTCG

CAACCTACGGCTAT 

NAL_Ions_pool_F

W2 

CCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAG

AGCTCTGAGGCTCGA 

NAL_Ions_pool_R

EV2 

ACATCCGACCTAGCGATCGCTTTTTTATTTTGTTTGAGAGGATCGA

GCCTCAGAGCTCTC 

 NAL_Chloramphén
icol _FW1 

TAATACGACTCACTATAGG GAAGACATTATGTCCGATGG 
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Chloramph
-énicol 

 

NAL_Chloramphén

icol _REV1 

GTGTGACATTCACACGTCTTTTTTCACTGTGATCCCATCGGACATA

ATGTCTTCC 

NAL_Chloramphén

icol _FW2 

AGACGTGTGAATGTCACACTGAAAAAAGATCCCTGAGGCTCGATC

TGTGAAAAAAGAG 

NAL_Chloramphén

icol _REV2 

CGATTTTTTACATGTTTTTTGAGACGTTTTTCTCGAGCTCTTTTTTCA

CAGATCGAGCC 

NAL_Chloramphén

icol _FW3 

CGTCTCAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAAGC

GATCGCTAGGT 

NAL_Chloramphén

icol _REV3 

ACATCCGACCTAGCGATCGCTTTTTCAT 

NAL003_ 

AptaT7_Fw 

Amorce Fw TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

NAL002_ 

Apta_Rev 

Amorce Rev ACATCCGACCTAGCGATCGC 

Les nucléotides de couleur rouge représentent la séquence promotrice de l’enzyme T7 ARN polymérase. Les 
nucléotides de couleur bleue correspondent aux résidus guanine (le nucléotide à partir duquel l’enzyme 
commence à transcrire le brin matrice).  

Par la suite, nous avons prélevé 3 μl de chaque solution d’ARN élué, de surnageant, de lavage 

et d’ARN non élué collé sur les billes magnétiques, que nous avons déposé sur un papier 

Whatman, que nous avons séché, enveloppé et exposé pendant 4h dans une plaque phosphore. 

3.2.10 Le « in-line probing » 

Cette méthode nous permet d’élucider les capacités de liaison des aptamères aux ligands testés 

et de déterminer leur Kd en exploitant le fait que la structure de l’ARN influence sa tendance 

naturelle à se dégrader (Regulski & Breaker, 2008). Cette méthode passe par plusieurs étapes 

dont la PCR d’assemblage pour synthétiser l’ADN, la transcription in vitro pour obtenir l’ARN 

correspondant, le marquage radioactif par le 32P et pour finir la réaction d’in-line qui nous 

permettra de caractériser les interactions entre les aptamères et les ligands testés. 
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Le tableau 11 présente les amorces utilisées pour l’amplification par PCR d’assemblage de 

chaque séquence d’aptamère 

 

 

Tableau 11: Les différentes amorces utilisées pour la PCR d’assemblage 

Aptamère  Nom de l’amorce Séquence (5’-3’) 

 

 

 

 

L-Arginine 

 

NAL_Arginine_FW1 TAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAA

ACCGATGCTGGGCG 

NAL_Arginine_REV1 CTTCCCCTACTTCAGGAGAATCGCCCAGCATCGGTTT 

NAL_Arginine_FW2 TTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCA 

NAL_Arginine_REV2 CAGGATCCGACCGTGGTGCCCCCATACATGACAA 

NAL_Arginine_F TAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCC Tm : 68 °C 

 
NAL_Arginine_R CAGGATCCGACCGTGGT 

 

 

 

Manganèse 

Nickel 

Zinc 

 

NAL_Ions_FW1 TAATACGACTCACTATAGGATAATAGCCGTAGGTT 

NAL_Ions_REV1 CAGGGTCGCTTTCGCAACCTACGGCTATTATCCTATAGTG 

NAL_Ions_FW2 GCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGA 

NAL_Ions_REV2 GAGCTCTCGCTACCGTTTCGGTACTGATGGCGAGATCATCTG

CGCTACGGCTTTG 

NAL_Ions_F TAATACGACTCACTATAGGATAATAGCC Tm : 63°C 

NAL_Ions_R GAGCTCTCGCTACCGTTTC 

 

 

NAL_Lysozyme_FW TAATACGACTCACTATAGGGAATTGATCCACATCTACGAATTCA

TCAGGGCTAAAGAGTG 
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Lysozyme 

 

NAL_Lysozyme_REV AAGCTTCGTCAAGTCTGCAGTGAACTAAGTAACTCTGCACTCT

TTAGCCCTGATGAATT 

NAL_Lysozyme_F TAATACGACTCACTATAGGGAATTG Tm : 62°C 

NAL_Lysozyme_R AAGCTTCGTCAAGTCTGCAG 

Les nucléotides de couleur rouge représentent la séquence promotrice de l’enzyme T7 ARN polymérase. Les 
nucléotides de couleur bleue correspondent aux résidus guanine (le nucléotide à partir duquel l’enzyme 
commence à transcrire le brin matrice).  

La réaction de PCR d’assemblage a été faite dans des volumes réactionnels de 100 µl, les 

détails du protocole expérimental sont représentés dans le tableau 12. 

Tableau 12: Composition pour chaque tube et conditions de la PCR 

Chaque amorce    1 µl 

dNTP (10 mM) 2 µl 

Taq Reaction Buffer 10 µl 

Enzyme Taq (Taq 

DNA Polymerase, 

Sherbrook) 

1 µl 

H2O milli Q Qsp 

100 µl 

 

Pour le reste des séquences d’aptamères (< 90 Pb) nous avons effectué une extension 

d’amorces avec l’amorce de la T7 et la séquence inverse complémentaire de notre aptamère. 

Les sequences et l’amorce utilisées sont détaillées dans le tableau 13. 

Tableau 13: Les différentes séquences utilisées pour la Primer extension 

Aptamère  Séquence (5’-3’) 

L-Isoleucine GGTCTCCCAATAGTCGCGAACGACGTAAGACCTATAGTGAGTCGTATTA 

L-Histidine GGCATCGCCTGTTACTTACATCAACCCACTTTCCGATGCCTATAGTGAGTCGTA

TTA 

Tétracycline ACCGGCCTAGGTGGTCGAATTCTTCACCTCTCCAGATCGAAATCTGGTATGTTT

TAGGCCTATAGTGAGTCGTATTA 

Etape Température Temps 

Dénaturation 

initiale 

95°C 15 minutes 

3
0
 c

y
cl

es
 Dénaturation 95°C 30 secondes 

Hybridation 50°C à 68°C 30 secondes 

Elongation  72°C 1 minute 

Elongation finale 72°C 10 minutes 

Conservation 12°C ∞ 
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Chloramphénicol GGGATCTTTTTTCAGTGTGACATTCACACGTCTTTTTTCACTGTGATCCCTATAG

TGAGTCGTATTA 

ATP GGGTTGCTGGCACCGAAGTGCCACAGTTTCTTCCCAACCCTATAGTGAGTCGTA

TTA 

 

 

 

Tableau 14: L'amorce utilisée pour l’extension d’amorces 

L’amorce Séquence (5’-3’) 

T7GG TAATACGACTCACTATAGG 

La réaction a été faite dans des volumes réactionnels de 100 µl, les détails du protocole 

expérimental sont représentés dans le tableau 15. 

Tableau 15: Composition pour chaque tube et conditions de la PCR 

L’amorce T7    1 µl 

Template   1 µl 

dNTP (10 mM) 2 µl 

Taq Reaction Buffer 10 µl 

Enzyme Taq (Taq 

DNA Polymerase, 

Sherbrook) 

1 µl 

H2O milli Q Qsp 

100 µl 

 

 

3.2.10.2 Transcription in vitro  

Après avoir synthétisé notre ADN par PCR d’assemblage, nous effectuons une transcription in 

vitro afin d’obtenir de l’ARN que nous allons utiliser par la suite dans la réaction de « in-line 

probing ». La réaction a lieu comme décrit dans la partie 3.2.1 mais avec 3 mM de chaque rNTP 

et sans 32P-UTP dans un volume de 100 µl.  

Etape Température Temps 

Dénaturation 

initiale 

95°C 15 minutes 

3
0
 c

y
cl

es
 Dénaturation 95°C 30 secondes 

Hybridation 49°C 30 secondes 

Elongation  72°C 1 minute 

Elongation finale 72°C 10 minutes 

Conservation 12°C ∞ 
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 Purification des ARN  

Comme décrit dans la partie 3.2.1 mais après migration, la visualisation est faite en exposant le 

gel à une lampe UV pour faire ombrage sur une plaque de silice et chaque bande qui correspond 

à l’ARN recherché (qui fait une ombre) est coupée et éluée. 

3.2.10.3 Déphosphorylation des ARN  

Cette étape est nécessaire pour pouvoir marquer l’ARN en 5’. La réaction a lieu dans un volume 

final de 20 µl contenant 10 µl d’ARN transcrit et purifié, 1 µl d’enzyme antarctic phosphatase 5U/ 

µl (NEB), 2 µl de tampon 10X de l’enzyme, 0.5 µl d’inhibiteur des RNases et 6.5 µl d’eau stérilisée 

RNase free. On incube la solution à 37°C pendant 20 minutes on réalise ensuite une incubation 

à 65°C pendant 5 minutes pour inactiver l’enzyme. 

3.2.10.4 Marquage radioactif des ARN  

Cette étape est nécessaire pour pouvoir marquer l’ARN en 5’. La réaction a lieu dans un volume 

final de 20 µl contenant 10 µl d’ARN transcrit et purifié, 1 µl d’enzyme antarctic phosphatase 5U/ 

µl (NEB), 2 µl de tampon 10X de l’enzyme, 0.5 µl d’inhibiteur des RNases et 6.5 µl d’eau stérilisée 

RNase free. On incube la solution à 37°C pendant 20 minutes on réalise ensuite une incubation 

à 65°C pendant 5 minutes pour inactiver l’enzyme. 

 Purification de l’ARN   

Elle a lieu sur gel de polyacrylamide 6% telle que décrite précédemment. On ajoute 20 µl de 

tampon de chargement dénaturant 2X (DYE) a notre échantillon pour arrêter la réaction, on 

dépose les 40 µl et on fait migrer le gel pendant 1h à 700 V, par la suite on le démoule et on 

l’expose pendant 5 minutes sur une plaque phosphore (storage phosphor screen, Molecular 

Dynamics) par la suite la plaque est scannée par le Typhoon FLA 9500 (GE healthcare Life 

Sciences). Les bandes de l’ARN radio-marqué sont coupées et éluées dans le tampon d’élution 

2 heures à température ambiante ou toute une nuit à 4°C. 

 Précipitation de l’ARN radio-marqué   

On récupère l’ARN grâce à une seringue dans laquelle on dépose de la laine de verre et 800 µl 

de billes G25 sephadex. L’ARN récupéré est précipité toute la nuit à -20°C en ajoutant 1/10e du 

volume d’acétate de sodium 3 M et 2,5 V d’éthanol 100%. L’échantillon est ensuite récupéré par 

centrifugation de 30 minutes à 14000 rpm à 4°C. Puis, 500 µl d’éthanol 70% sont ajoutés sur le 
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culot suivis d’une centrifugation de 10 minutes à 14000 tours par minute à 4°C. On sèche le culot 

et le solubilise dans de l’eau milli-Q. On conserve par la suite notre ARN à -20°C. 

3.2.10.5 Réaction de « in-line »  

Afin de mettre en évidence l’interaction directe entre les aptamères et les différents ligands, 

plusieurs méthodes expérimentales ont été mises en œuvre, dont la méthode de « in-line probing 

» (Nahvi et al., 2002). Une méthode souvent utilisée pour éclaircir les structures secondaires et 

le degré d’affinité à un ligand spécifique. Elle se base essentiellement sur la dégradation naturelle 

de l’ARN. Lors de l’attaque nucléophile de l’oxygène 2’ d’un nucléotide sur le centre phosphoré 

d’un nucléotide adjacent, lorsque ces deux derniers entrent dans une conformation « en ligne » 

avec l’oxygène 5’ adjacent, l’oxygène assurera le clivage non enzymatique des liaisons 

phosphodiester du squelette covalent de l’ARN (Regulski & Breaker, 2008). 

(A)                                   (B)                                        (C) 

 

Figure 21 : Explication du mécanisme de la réaction « in-line ». Adapté de (Regulski & Breaker, 2008) 

A : Arrangement linéaire de l’oxygène en position 2’ d’un nucléotide, du phosphore et de l’oxygène en 
position 5’ du nucléotide adjacent ; B : Attaque nucléophile réalisée par l’oxygène en position 2’ aboutissant 
au clivage de la liaison phosphodiester établie entre deux nucléotides (C).  
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Figure 22 : Schéma d'un gel de dégradation par in-line. Adapté de (Regulski & Breaker, 2008). 

 

Remarquez la différence dans les schémas de clivage (indiqué par un crochet) entre les réactions sans et 
avec le ligand présent. Des changements se produisent dans la configuration de la structure secondaire de 
l'ARN lors de la liaison de l'ARN.  

Certaines liaisons peuvent être verrouillées dans une position stable si les bases font parties 

d’une hélice double brin, ce qui les rend moins flexibles et moins susceptibles d'échantillonner 

une conformation en ligne, réduisant ainsi le clivage. Enfin, le modèle de clivage spontané de 

l'ARN est comparé entre les ARN incubés en l'absence de ligand (métabolite) et les ARN incubés 

en présence du ligand. Suite à la liaison du ligand, des changements dans le modèle de clivage 

sur gel nous indiqueront une modification de la structure de l'ARN. Une analyse plus poussée de 

ce modèle fournit des informations détaillées sur les caractéristiques de la structure secondaire 

du motif ARN (Regulski & Breaker, 2008) 

 

Cette réaction permet d’étudier les changements des modèles de clivage ce qui indique la liaison 

d’un métabolite à l’ARN ou non.  

La réaction est effectuée dans un volume de 20 µl contenant 10 µl de solution In-line 2X (200 mM 

KCl, 100 mM Tris-HCl à pH8.3, 200 mM MgCl2 ), 4 µl d’ARN radio marqué, 2 µl d’eau milli-Q, 2 



 

49 

 

µl de chaque concentration des ligands à tester en les incubant pendant 35 à 40 heures à 

température ambiante, et à la fin de l’incubation on ajoute 20 µl de tampon de  chargement 

dénaturant (DYE) 2X  pour arrêter la réaction. Ensuite, l’ARN marqué incubé en présence de 

différentes concentrations du ligand est comparé sur gel à un témoin non-dégradé et à deux 

échelles. 

 Préparation du témoin NR et des échelles T1 et OH   

- La solution NR (Non réagi)  

Elle joue le rôle de témoin négatif, elle sert à contrôler la qualité de l’ARN. La réaction est réalisée 

en incubant 10 µl d’ARN radioactif avec 8 µl d’eau milli-Q et 18 µl de tampon de  chargement 

dénaturant 2X. 

 

- La solution T1 (réaction enzymatique)  

La réaction est réalisée en incubant l’ARN radioactif avec l’enzyme ribonucléase T1 qui dégrade 

l’ARN en le clivant à la suite des résidus guanosine du côté 3, ce qui nous permet d’obtenir une 

carte de la structure. La réaction a lieu en incubant 10 µl  d’ARN radioactif avec 2 µl de citrate de 

sodium 0.25 M, 2 µl de formamide servant à dénaturer la structure secondaire des ARN pour 

rendre toutes les positions accessibles à la RNase T1, et 8 µl d’eau milli-Q à 56°C durant 2 

minutes, puis ajouter 1 µl d’enzyme T1 (1/100) et incuber à 56°C durant 5 minutes puis ajouter 

20 µl de tampon de  chargement dénaturant 2X pour arrêter la réaction. 

 

- La solution OH  

C’est une réaction alcaline qui dégrade l’ARN à toutes les positions, sans préférence de 

séquence. La réaction a lieu en incubant 10 µl d’ARN radioactif avec 2 µl d’une solution de 

carbonate de sodium 0.5M (Na2CO3) et 8 µl d’eau milli-Q à 90°C pendant 1 minute puis ajouter 

20 µl de tampon de  chargement dénaturant 2X pour arrêter la réaction. 

 

- Les ligands utilisés et leurs concentrations  

Pour tester les interactions entre nos aptamères et les ligands, les différentes concentrations 

utilisées sont présentées dans le tableau 16.  
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Tableau 16: Les ligands testés et leurs concentrations 

Les ligands testés Les concentrations 

 

 

 

L-Histidine 

L-Isoleucine 

L-Arginine 

Lysozyme 

Tétracycline 

Chloramphénicol 

ATP 

Manganèse 

Nickel 

Zinc 

1 mM 

 300 µM  

100 𝜇M  

30 𝜇M 

10 𝜇M 

3 𝜇M 

1 𝜇M 

300 µM 

100 nM  

30 nM  

10 nM  

3 nM 

1 nM 

Nous avons aussi effectué des tests avec des ligands non spécifiques pour chacun des 

aptamères afin de nous assurer de la spécificité de ces derniers. 

 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide  

Les produits de réaction in-line ont été séparés grâce à une électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide 8% en conditions dénaturantes afin de visualiser le profil de dégradation des ARN. 

Cette méthode est effectuée de la même manière décrite dans la section 3.2.1 mais pour une 

concentration de 8% le gel se compose de 56 ml d’acrylamide 20%, 8M urée et de 84 ml d’une 
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solution de TBE 1X, 8M urée, 1600 µL d’APS 10% et 60 µL de TEMED pour la polymérisation. 

La migration se fait à 55 W pendant 3 heures environ. Après arrêt de la migration, le gel est séché 

en utilisant un appareil de séchage « 583 Electrophosis Gel Dryer Bio-Rad » durant 2 heures à 

une température de 80°C puis exposé toute la nuit sur une cassette « storage phosphor screen, 

Molecular Dynamics ». La cassette est scannée par le Typhoon FLA 9500 (GE healthcare Life 

Sciences) et les résultats obtenus sont utilisés pour le calcul de Kd en utilisant le logiciel « Image 

Quant ».   

3.3 Sélection des aptamères qui présentent un changement de conformation par 
la méthode SR-PAGE : une nouvelle méthode de sélection 

Dans le but de tester la sélection des aptamères qui subissent un changement de conformation 

lors du contact avec les ligands avec une méthode qui ne nécessite pas l’immobilisation sur un 

support solide, nous avons optimisé la mise au point de la méthode SR-PAGE. Cette partie du 

mémoire a été réalisée en collaboration avec ma collègue du laboratoire Kamar Daou. 

3.3.1 Principe et méthodologie 

Le SR-PAGE (Shifted Reverse-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) est une méthode basée sur 

le changement de structure des aptamères en présence de leurs ligands, ce qui induit un 

changement de vitesse de migration dans un gel de polyacrylamide natif. C’est une méthode 

développée au sein du laboratoire de Jonathan Perreault. 

Le principe de la méthode se résume en 3 grandes étapes :  

Dans un premier temps une première migration a lieu pendant 24h à voltage constant de 500 V 

à une température de 4°C en déposant notre librairie d’oligonucléotides et un marqueur de 

migration fluorescent dans les puits situés en haut d’un gel de polyacrylamide 10% natif (sans 

urée), dans le but de conserver la structure secondaire des oligonucléotides lors de la migration, 

en mélangeant 83 ml d’une solution Acrylamide : Bis– acrylamide 30% (29 :1), 25 ml de tampon 

TBMg 10X (0,9 M Tris Base, 0,9 M acide borique, 50 mM acétate de magnésium) et 142 ml d’eau. 

On utilise seulement 150 ml du mélange, auquel on ajoute 70 µL de TEMED et 2 mL d’APS 10%, 

le reste est gardé à 4°C pour la suite des manipulations. Le tout est lié à un système de pompe 

péristaltique afin d’assurer une recirculation du tampon TBMg 1X. Souvent, une prémigration a 

lieu pendant une nuit sous tension sans les échantillons avant d’effectuer la première migration. 

La deuxième étape consiste à arrêter la première migration, démonter le montage du gel 

acrylamide, couper les puits et vaporiser une solution de ligands d’intérêts sur le gel de manière 
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uniforme et la laisser agir pendant 10 min. Le montage du gel est remis en place, puis nous 

ajoutons, à la solution du gel restante, le ligand à une concentration 10 fois moindre que celle 

aspergée et on l’utilise pour combler l’espace vide entre les deux vitres. 

La troisième étape consiste à redémarrer une deuxième migration, mais en prenant soin 

d’inverser les polarités. De cette manière, les ARN rebroussent chemin et migrent dans le sens 

inverse. Puisque nous gardons le même temps de migration de 24h et le même voltage de 500V,  

les ARN qui n’interagissent pas avec le ligand ne changent pas de conformation et migrent de la 

même façon que lors de la première migration jusqu’à revenir au point de départ que l’on appelle 

la ligne de base. Par contre, les ARN ayant interagi avec le ligand changent de conformation, 

entrainant un changement de migration dans le gel. Par exemple, si la liaison rend la structure 

plus compacte, la migration sera plus rapide, arrivant ainsi plus haut que la ligne de base ou 

inversement si la liaison rend la structure plus lâche, l’ARN migrera plus doucement et se 

retrouvera en dessous de la ligne de base. 

Pour finir, le gel est séché sous vide pendant 1 heure et est exposé sur une plaque phosphore 

(storage phosphor screen, Molecular Dynamics) pendant une nuit. La lecture se fait par la suite 

avec le Typhoon FLA 9500 (GE healthcare Life Sciences). 

 

 

Figure 23: Représentation schématique de SR-PAGE (Shifted Reverse-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). 
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3.3.2 Optimisation de la méthode de SR-PAGE : température, temps de migration, 
voltage et taille du gel 

Avant d’utiliser la méthode de SR-PAGE dans le SELEX pour étudier l’effet de l’interaction entre 

les oligonucléotides de notre librairie d’ARN et les ligands, nous avons commencé par optimiser 

la méthode en visant trois paramètres : La taille des vitres utilisées (et par le fait même, la taille 

du gel), La température utilisée, Le voltage et le temps de migration. Pour faire ces essais nous 

avons utilisé un ensemble de riboswitches connus comme contrôle positif (tableau 17). 

 

Tableau 17: Les riboswitches utilisés pour optimiser la SR-PAGE 

Les 
riboswitch 

utilisés 

 

Nom 

 

Séquence (5’-3’) 

 

Tm 

Riboswitch 
TPP 

Séquence 
JP 024 

TAATACGACTCACTATAGGACTCGGGGTGCCCTTCTGCGTGAA
GGCTGAGAAATACCCGTATCACC 

 

49 °C 

 
Séquence 
JP 025  

GTGGTCCGTGAACTTCCCTACGCTGGCATTATCCAGATCAGGT
GA 

TACGGGTATTTCTC 

Riboswitch  

c-di-GMP 

Séquence 
EA 054 

TAATACGACTCACTATAGGGAAAAATGTCACGCACAGGGC  

 

 

 

55 °C 

Séquence 
EA 055 

GGTTTAGGCCGGAGGCTTTGCGTCCCACTCTTTCGAATGGT 

TTGCCCTGTGCGTG 

Séquence 
EA 056 

CTCCGGCCTAAACCAGAAGACATGGTAGGTAGCGGGGTTA 

CCGATGGCAAAATGCATACA 

Séquence 
EA 057 

AAAGCATGCATTCATAGTGTCAATGATGAGTCAACAAAGTG 

TATGCATTTTGCCATCG 

Riboswitch 
FMN 

Séquence 
EA 036  

TAATACGACTCACTATAGGGCTTATTCTCAGGGCGG  

53 °C 

 
Séquence 
EA 039  

GTGGCGGCATATAGCCAA 

Avant de les déposer dans les puits du gel pour la première migration, les échantillons d’ARN 
marqués sont préparés comme le présente le tableau 18 :   
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Tableau 18: Préparation des échantillons utilisés pour l'optimisation de la méthode SR-PAGE 

 Volume  Concentration finale 

Séquence d’ARN marquée   X   50 cpm   

Tampon de chargement natif  3,33 µl  1X 

Tampon de migration TBMg 
10X  

2 µl  1X 

Eau stérile   Jusqu’à 20 µl  

Tampon de chargement natif 6X (40% de sucrose, 0,05% bleu de bromophénol et 0,05% bleu de xylène 
cyanol) 

La solution de ligand qu’on a vaporisé uniformément sur toute la surface du gel à la fin de la 

première migration, ne contient que le ligand Thiamine Pyrophosphate (TPP) à une concentration 

de 3 µM pour les essais d’optimisation avec l’aptamère TPP. 
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4 RÉSULTATS 

4.1 Conception de la librairie et des amorces pour le SELEX 

4.1.1 Conception et visualisation des librairies d’ADN pour le SELEX 

Dans cette étude les aptamères utilisés ont été récupérés de la plateforme « Apta-Index » qui 

contient des centaines d’aptamères différents. Ces aptamères correspondent à environ une 

centaine de ligands différents incluant des petites molécules, des protéines et même des cellules. 

Par contre, les essais effectués se concentrent sur quelques ligands seulement.  

Nous avons effectué des modifications sur ces aptamères afin de forcer le changement de 

conformation attendu. Le brin d’ADN matrice est formé de la séquence de notre aptamère de 

base, de 5 nucléotides complémentaires à chaque fois à une partie de la séquence qui vont 

assurer le repliement de la séquence d’ARN, le tout est flanqué entre deux parties constantes de  

20 nucléotides de long. Ces deux régions sont importantes pour pouvoir amplifier les séquences 

complètes par PCR, elles sont utilisées comme sites d’hybridation des amorces.  

Les 5 nucléotides complémentaires sont différents d’un aptamère à un autre et pour chaque 

aptamère, plusieurs versions différentes ont été conçues pour que chaque fois ils s’hybrident au 

niveau d’une partie différente de la séquence, ce qui augmente la probabilité que nous puissions 

forcer un changement de conformation chez ces aptamères. Donc pour chaque aptamère, nous 

avons conçu plusieurs designs différents dépendamment de la position à laquelle les 5nt 

complémentaires s’hybrident.  
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Figure 24: Représentation schématique du changement conformationnel attendu 
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Pour la librairie normale, une purification sur gel de la bande recherchée a été effectuée due à 

l’obtention de quelques bandes non spécifiques. Une PCR mutagène a aussi été effectuée afin 

d’intégrer des erreurs et d’augmenter potentiellement les chances d’obtenir le changement de 

conformation attendu. Le résultat de l’amplification des deux librairies normale et  mutagène a 

été visualisé sur un gel d’agarose comme présenté dans la figure 25.  

  

Figure 25: Visualisation du produit de PCR de la librairie normale et mutagène 

(A) : librairie normale et (B) mutagène. Image d’un gel d’agarose à 2% visualisé. Le rectangle rouge 
encadrant la bande correspond à la de taille 190pb comparée au marqueur de taille. 

 

4.2 Sélection des aptamères qui présentent un changement de conformation par 
la méthode Capture SELEX 

4.2.1 Immobilisation de l’oligonucléotide de capture sur les billes magnétiques 

La sélection des aptamères a été effectuée en utilisant des billes magnétiques NHS. La première 

étape consiste à immobiliser les oligonucléotides avec la séquence de capture sur les billes, car 

ils joueront le rôle d’intermédiaire entre les billes magnétiques et notre librairie d’ARN. Cette étape 

relève d’une grande importance on a donc utilisé le microscope Zeiss Axio Observer 7 (Caméra 

Axiocam 512) pour vérifier l’immobilisation de la séquence sur les billes magnétiques. La 
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particularité de la séquence de capture c’est qu’elle est composée d’une amine du côté 5’ qui lui 

permettra de se fixer sur les billes NHS, et du Cy5 à l’extrémité 3’ qui est un marqueur fluorescent 

qui nous a permis de visualiser la fixation avec le microscope. La présence de fluorescence sur 

les billes, suite à plusieurs lavages, a confirmé la fixation de l’oligonucléotide de capture 

fluorescent sur les billes magnétiques NHS (Figure 26). 

 

Mode du 

microscope 

En phase 

(A) 

Lecture de fluorescence 

(B) 

En merge 

(C) 

Les billes 

magnétiques 

avec 

l’oligonucléot

ide de 

capture 
   

 

Figure 26: Résultats des images du microscope pour la vérification de l'étape d'immobilisation de 
l'oligonucléotide de capture sur les billes magnétiques 

(A) Sur le mode « en phase » du microscope, qui présente la lecture sans fluorescence, le résultat est une 
image en noir et blanc, où les billes représentent les taches en noir et la partie blanche correspond au bruit 
de fond. 

(B) Sur le mode « lecture de fluorescence » du microscope, le résultat est un fond en noir et des points en 
rouge qui correspondent à la fluorescence de notre oligonucléotide de capture marqué avec le Cy5, ce qui 
correspond aux billes magnétiques fonctionnalisées avec l’oligonucléotide de capture. 

(C) Sur le mode « merge » du microscope, qui permet d’intercaler les deux modes « en phase » et « en 
fluorescence »afin de s’assurer qu’il s’agit bien des billes fonctionnalisées avec l’oligonucléotide fluorescent 
et non pas d’une agglomération de fluorescence.  Le résultat obtenu confirme que la fluorescence provient 
effectivement de l’emplacement des billes. 

Grâce à cette étape, nous avons donc pu confirmer la fixation de l’oligonucléotide de capture 

fluorescent sur les billes magnétiques NHS. 

4.2.2 Immobilisation de l’ARN sur l’oligonucléotide de capture 

Après avoir réussi à immobiliser l’oligonucléotide de capture sur les billes magnétiques grâce à 

la liaison NHS-NH2, cet oligonucléotide servira maintenant d’intermédiaire entre la librairie d’ARN 

et les billes magnétiques. Vu l’importance de cette étape, nous avons effectué une vérification 

grâce au marquage radioactif de la librairie d’ARN afin de pouvoir déterminer la concentration 

des billes adéquate à utiliser. 
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Comme le montre la figure 27 les concentrations de 1 nM, 3 nM, 10 nM et 30 nM sont très faibles 

au point qu’on ne voit presque pas de radioactivité, par contre les concentrations des billes de 

100 nM, 300 nM et 1 µM sont suffisantes pour retenir les ARN. Pour se fixer sur la concentration 

adéquate, on a effectué une quantification de l’intensité de radioactivité de ces taches afin de 

s’assurer qu’on a atteint un certain palier et de finir par choisir la concentration de billes de 1 µM 

comme concentration adéquate. En effet, il est important de ne pas avoir un grand excès de billes, 

sinon la surabondance d’oligonucléotides complémentaires à la séquence de capture pourrait 

réduire l’élution des aptamères qui ont une capacité de « switch » induite par leur ligand. 

 

 

 

Figure 27: Test de radioactivité avec les différentes concentrations des billes et quantification de l’intensité 
de la radioactivité observée 

A : Radioactivité révélée sur une plaque de phosphore après une exposition de 4h : d’ARN lié aux billes, de 

surnageant et de deux lavages déposés sur un papier Whatman. 

B : les valeurs de la courbe représentent le ratio bille sur le total. 
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4.2.3 Test d’affinité des générations 

Pour évaluer l’enrichissement et l’affinité des générations de SELEX, un test d’affinité a été 

réalisé. Les résultats obtenus sur le papier whatman pour les tours de SELEX 1 et 2, pour lesquels 

on a utilisé le mix de tous les ligands, et pour les tours de SELEX 3 et 4, pour lesquels on a utilisé 

quatre groupes de ligands différents, montrent qu’il y a eu des séquences qui se sont 

effectivement détachées des billes suite au changement de conformation au contact avec les 

ligands, comme le montre les figures ci-dessous. L’observation de la radioactivité au niveau de 

l’ARN élué, pour les générations 1, 2, 3 et 4, confirme que des séquences d’ARN se sont 

détachées des billes magnétiques suite à la mise en contact avec le ligand. 

 

Figure 28: Évolution de l’affinité des librairies 

Radioactivité révélée sur une plaque de phosphore après une exposition de 4h : de l’ARN élué, de 
surnageant, du lavage et d’ARN liés aux billes déposées sur un papier Whatman pour les générations de 
SELEX 1 et 2. La colonne ARN éluée correspond aux potentiels aptamères qui se sont détachés des billes 
suite au contact avec les ligands. La colonne des ARN éluée correspond aux séquences qui sont restées 
fixées sur les billes après le contact avec les ligands. (A) La génération 1 correspond à la librairie suite à la 
première sélection de SELEX et la génération 2 suite à la 2e sélection. (B et C) La génération 3 correspond la 
librairie suite à la 3e sélection du SELEX et la génération 4 suite à la 4e. L1 + et L1 - : le premier groupe de 
ligand (L-isoleucine / L-histidine / L-arginine / tétracycline / lysozyme / chloramphénicol / ATP) avec ou sans 
glutathion, respectivement. L2+ et L2- : le deuxième groupe de ligand (manganèse / nickel / zinc) avec ou 
sans glutathion, respectivement. 
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Figure 29: Quantification de l’intensité de la radioactivité observée dans les figures 31 et 32, pour les 
générations 1, 2, 3 et 4 

G1 en bleu correspond à la génération 1 de SELEX et G2 en orange correspond à la génération 2 de SELEX 
pour lesquels nous avons utilisé un mix de tous les ligands combinés. G3 en gris correspond à la génération 
3 de SELEX et G4 en jaune correspond à la génération 4 de SELEX pour lesquels nous avons utilisé les 
quatre combinaisons de ligands L1+, L1-, L2+ et L2- 

Afin d’observer s’il y a enrichissement d’une génération de SELEX à une autre, nous avons utilisé 

le logiciel ImageJ. Le logiciel quantifie l’intensité de la radioactivité de chaque tache 

correspondant à l’ARN élué par rapport au total des taches et par rapport au blanc pour obtenir 

l’histogramme ci-dessus. 

L’histogramme est divisé en deux parties, une première partie contenant les deux premières 

générations (en bleu et orange) qui ont été effectuées dans les mêmes conditions soit : les 

oligonucléotides d’ARN fixés sur les billes ont été mis en contact avec un mix contenant tous les 

ligands combinés. On déduit une légère évolution de l’enrichissement entre la 1re et la 2e 

génération en augmentant de 0.04 à 0.06. 

Dans la 2e partie de l’histogramme nous observons le résultat des générations 3 et 4 avec leurs 

différents groupes de ligands, L1+, L1-, L2+ et L2-. Comme attendu en comparant chaque groupe 

de ligand, d’une génération à une autre on observe un enrichissement visible : pour le groupe de 

ligand L1+ nous observons une augmentation importante passant de 0,03 à 1,1, pour le groupe 

de ligand L1- (contenant : L-Isoleucine / L-Histidine / L-Arginine / Tétracycline / Lysozyme / 
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Chloramphénicol / ATP, sans le glutathion) nous observons une augmentation de 0,07 à 0,11, 

pour le groupe de ligand L2+ (contenant : Manganèse / Nickel / Zinc avec le glutathion) nous 

observons une augmentation de 0,06 à 0,12 et pour le groupe de ligand L2- (contenant : 

Manganèse / Nickel / Zinc sans le glutathion) nous observons une augmentation de 0,08 à 0,3. 

Ces résultats étaient assez convaincants pour envoyer les différentes générations au 

séquençage à haut débit pour déterminer les aptamères ayant potentiellement été élués via 

l’induction par leur ligand respectif. 

4.2.4 Séquençage Sanger 

En parallèle au séquençage à haut-débit, qui fournit beaucoup de données, mais a des temps 

d’attente plus longs, le séquençage Sanger des plasmides a été effectué pour une vingtaine de 

clones, cinq clones issus chacun de la dernière génération, en considérant deux lectures avec 

les amorces EB088 et EB089.  

 

 

Figure 30: Représentation du plasmide pGEM-T Easy avec SnapGene Viewer 

Primer 1 : l’amorce EB088 qui assure la lecture sens. Primer 2 : l’amorce EB089 qui assure la lecture anti-
sens. 
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Un exemple du résultat de séquence est présenté dans la figure 31. 

 

Figure 31: Résultat de séquençage Sanger pour un clone de la génération 4 

A : Séquence issue de la lecture sens avec l’amorce EB088. B : Séquence issue de la lecture anti-sens avec 
l’amorce EB089. Code de couleurs : Bleu : les régions correspondant au plasmide. Jaune : la séquence 
correspondante à l’insert. 

En analysant les résultats du séquençage nous avons remarqué qu’une séquence était 

observable dans la majorité des cycles de SELEX, la séquence de l’aptamère Anti-NF-kB p65 

(D1) (Wurster & Maher, 2008) et une autre séquence qui correspond à l’aptamère de FMN (Fan 

et al., 1996) qu’on a dans notre librairie de base.  

4.2.5 Analyse des résultats de séquençage à haut débit 

Afin d’aligner les séquences obtenues suite au séquençage à haut débit et de connaître leur 

abondance dans chacune des générations de SELEX, nous avons utilisé le programme 

Aptasuite. Pour les différents groupes séquencés de la 4e génération, nous n’avons pas obtenu 

un nombre suffisant de « Reads », le nombre de « Reads » varie entre 59 et 95.  

Pour la librairie d’ADN séquencée, quelques séquences possèdent une taille autour de 70 

nucléotides de long qui est inférieure à la taille attendue, mais la majorité correspond à des 
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fragments très courts entre 2 et 10 nucléotides (Figure 32). Les séquences de très petite taille 

obtenues peuvent être dues à la formation des concatémères avec les amorces utilisées. Nous 

n’avons donc trouvé aucun motif ou cluster abondant correspondant à notre taille attendue.  Ceci 

suppose un artefact d’amplification pour la préparation au séquençage et/ou pour la préparation 

des générations de SELEX. Ainsi, avec ces données, il n’est pas possible de savoir si un 

enrichissement a eu lieu. 

 

 

Figure 32: Distribution des tailles de lectures de séquences obtenues à la fin du SELEX. 

Capture d’écran de l’interface du logiciel Aptasuite pour la génération 4 avec les différentes combinaisons de 
ligands, L’interface comporte des informations sur la distribution de la taille des séquences et la composition 
du cycle. 

A et B: librairie d’ADN pour la génération 4 avec la combinaison de ligands L1 sans et avec glutathion 
respectivement. 

B et C: librairie d’ADN pour la génération 4 avec la combinaison de ligands L2 sans et avec glutathion 
respectivement. 

4.2.6 Test de spécificité 

Pour évaluer la spécificité et l’affinité des aptamères sélectionnés à leurs ligands, un test de 

spécificité a été réalisé. Suite aux résultats obtenus par séquençage, nous avons décidé d’évaluer 

l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1) pour mieux comprendre la raison de sa sélection. En parallèle, 

quelques exemples dans la librairie ont aussi été choisis à titre comparatif et pour étudier aussi 

la possibilité de leur acquisition d’une capacité de changement de conformation. 
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Comme expliqué dans la partie 3.2.6, grâce au marquage 32P de nos ARN, on peut estimer 

l’affinité et la spécificité de chaque ligand à son aptamère correspondant. Nous avons donc 

effectué un cycle de SELEX pour chacun des aptamères : chloramphénicol, L-arginine, 

manganèse, zinc, nickel, en utilisant une fois le ligand spécifique à l’aptamère et une fois le mix 

de ligands utilisés dans nos générations de SELEX précédentes, mais en éliminant le ligand 

spécifique à l’aptamère en question. 

Pour ce qui est de l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1), nous avons utilisé le clone qu’on a sélectionné 

dans la partie 3.2.8, qu’on a mis en contact avec le mix de ligands utilisé dans les SELEX 1 et 2 

effectués dans la partie 3.2.4.  

Pour ce test d’interaction (identique à une génération de SELEX telle que déjà décrite), on a utilisé 

une fois les ligands spécifiques pour les aptamères testés (figure 33 A), et une fois le mix de 

ligands utilisé dans les générations de SELEX 1 et 2 effectués dans la partie 4.2.4, mais en 

éliminant à chaque fois le ligand spécifique à l’aptamère en question (figure 33 B). 

Comme le présente la figure 33, les résultats obtenus sur le papier whatman montrent une 

radioactivité importante au niveau de la colonne ARN éluée pour les aptamères mis en contact 

avec leur ligand spécifique (figure 33 A). C’est le détachement des séquences d’ARN des billes 

suite au changement de conformation au contact avec le ligand qui explique la radioactivité 

observée, ce qui supporte aussi la spécificité de chacun des aptamères (chloramphénicol, L-

arginine, manganèse, zinc, nickel) à son ligand, et pour l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1) on 

observe aussi un détachement des séquences d’ARN des billes suite au contact avec le mix de 

ligands utilisé dans le SELEX 1 et 2 ne contenant pas le ligand spécifique à l’aptamère Anti-NF-

kB p65 (D1). 

Ce détachement est très faible quand l’aptamère est mis en contact avec un mix de ligands ne 

contenant pas son ligand spécifique (figure 33 B) comme pour les aptamères L-arginine et 

manganèse. Par contre pour l’aptamère du nickel on observe un détachement assez important 

des séquences d’ARN des billes même si l’aptamère n’a pas été mis en contact avec son ligand 

spécifique. 
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Figure 33: Affinité des aptamères à leurs ligands 

A et B : Radioactivité révélée sur une plaque de phosphore après une exposition de 4h : de l’ARN élué, de 
surnageant, du lavage 1 et 2 et d’ARN liés aux billes déposées sur un papier Whatman pour un tour de 
SELEX pour les aptamères : Chloramphénicol, L-Arginine, Manganèse, Zinc, Nickel et notre clone 
correspondant à l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1). La colonne ARN éluée correspond aux potentiels 
aptamères qui se sont détachés des billes suite au contact avec les ligands. La colonne des ARN non éluée 
correspond aux séquences qui sont restées fixées sur les billes après le contact avec les ligands. A : 
Chacun des aptamères chloramphénicol, L-arginine, manganèse, zinc, nickel a été mis en contact avec son 
ligand spécifique pour ce tour de SELEX. L’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1) a été mis en contact avec un mix 
contenant tous les ligands (le mix de ligands utilisé dans les tours de SELEX 1 et 2 effectués dans la partie 
4.2.4, ne contenant pas le ligand spécifique à l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1)) 

B : Chacun des aptamères chloramphénicol, L-arginine, manganèse, zinc, nickel a été mis en contact avec 
un mix contenant tous les ligands sauf le ligand spécifique à l’aptamère testé à chaque fois. 

C : Quantification de l'intensité de la radioactivité pour les différents aptamères testés avec et sans leurs 
ligands spécifiques : Les barres en brun correspondent aux aptamères qui ont été mis en contact avec leurs 
ligands spécifiques, les barres en rose correspondent aux aptamères qui ont été mis en contact avec des 
ligands non spécifiques. C’est la fraction éluée qui mesurée. 
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La figure 33 (A) montre qu’on obtient des taches de radioactivité dans la colonne ARN éluée 

pour chaque aptamère mis en contact avec son ligand spécifique, ce qui correspond au résultat 

attendu. Pour l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1), les séquences d’ARN correspondantes sont 

quand même éluées et détachées des billes même si le mix de ligands utilisé ne contient pas le 

ligand spécifique de cet aptamère, ce qui suppose que ce détachement des billes est du a 

d’autres facteurs et non pas au contact avec le ligand. 

La figure 33 (B) montre que chacun des aptamères testés mis en contact avec des ligands non 

spécifiques peut effectivement être élué et détaché des billes même avec des proportions très 

faibles, comme le montre la colonne des ARN élués. On remarque que pour l’aptamère 

chloramphénicol aucune des séquences n’a été éluéé, ce qui nous fait penser à une spécificité 

assez élevée de cet aptamère à son ligand. 

Les aptamères chloramphénicol, L-arginine, manganèse et zinc présentent visiblement une 

affinité pour leurs ligands spécifiques, avec un ratio de radioactivité éluée qui peut atteindre 0.35 

(figure 34 A et C), contrairement à l’aptamère du nickel qui présente une plus haute radioactivité 

lors du contact avec des ligands non spécifiques que lors du contact avec des ligands spécifiques. 

Pour l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1), environ 5% de la radioactivité est éluée suite au contact 

avec des ligands non spécifiques (figure 34 A et C), ce qui confirme que le détachement des 

séquences de l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1) n’est pas en liaison avec le contact de son ligand 

spécifique dans ce cas, mais avec d’autres facteurs. 

 

4.2.7 Le « in-line probing » pour la détermination de la constante de dissociation 
Kd 

Afin de voir le potentiel de changement de conformation de base de certains aptamères, nous 

avons réalisé des dégradations « in-line » de l’ARN qui permet d’évaluer des changements de 

structure induits via l’observation du patron de dégradation. 

 

 

Figure 34: schéma représentant les séquences d'aptamères testés par in-line 
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Tous les aptamères de notre liste ont été testés à différentes concentrations de leurs ligands 

spécifiques allant de 1 nM à 1 mM. Les résultats de migration sur gel de polyacrylamide montrent 

le profil de dégradation des ARN en présence des ligands spécifiques pour trois aptamères de la 

liste (chloramphénicol, lysozyme, tétracycline) pour lesquels nous avons observé une modulation. 

 

 

Figure 35: Modulation de la structure de l’aptamère chloramphénicol induite par son ligand 

Les chiffres correspondent aux concentrations des ions en mM, µM et nM. NR, T1 et OH représentent 
respectivement les résultats de dégradation de l’ARN seul, de l’ARN incubé avec l’enzyme T1 et de l’ARN 
incubé en conditions alcalines. Les rectangles en vert correspondent à la modulation détectée en présence 
du ligand spécifique. Les concentrations identifiées ici comme 10-12 sont en fait des témoins sans 
chloramphénicol (il n’est pas possible de mettre des valeurs de 0 sur une échelle log). 

Chaque forme géométrique réfère à une bande de modulation utilisée pour le calcul du Kd. 

A : Profil de dégradation de l’aptamère Chloramphénicol en présence de son ligand spécifique 

B : Intensité normalisée des bandes en fonction du log des concentrations en ligand spécifique pour 
l’aptamère chloramphénicol 
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Figure 36: Modulation de la structure de l’aptamère lysozyme induite par son ligand 

Les chiffres correspondent aux concentrations des ions en mM, µM et nM. NR, T1 et OH représentent 
respectivement les résultats de dégradation de l’ARN seul, de l’ARN incubé avec l’enzyme T1 et de l’ARN 
incubé en conditions alcalines. Les rectangles en vert correspondent à la modulation détectée en présence 
du ligand spécifique. 

Chaque forme géométrique réfère à une bande de modulation utilisée pour le calcul du Kd. 

A : Profil de dégradation de l’aptamère lysozyme en présence de son ligand spécifique 

B : Intensité des bandes en fonction du log des concentrations en ligand spécifique pour l’aptamère 
lysozyme 
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Figure 37: Modulation de la structure de l’aptamère tétracycline induite par son ligand 

Les chiffres correspondent aux concentrations des ions en mM, µM et nM. NR, T1 et OH représentent 
respectivement les résultats de dégradation de l’ARN seul, de l’ARN incubé avec l’enzyme T1 et de l’ARN 
incubé en conditions alcalines. Les rectangles en vert correspondent à la modulation détectée en présence 
du ligand spécifique. 

Chaque forme géométrique réfère à une bande de modulation utilisée pour le calcul du Kd. 

A : Profil de dégradation de l’aptamère tétracycline en présence de son ligand spécifique 

B : Intensité des bandes en fonction du log des concentrations en ligand spécifique pour l’aptamère 
tétracycline 

 

. 

Comme présenté dans les figures 35, 36 et 37 une modulation du profil de dégradation des ARN 

de chloramphénicol, lysozyme et tétracycline est observée en présence de leurs ligands 

spécifiques. En effet, l’intensité de certaines bandes change avec l’augmentation de la 

concentration des ligands Chloramphénicol, Tétracycline et Lysozyme, ce qui est résumé par les 
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courbes de ces mêmes figures (figures 35(B), 36(B) et 37(B)), mais en même temps est aussi 

révélatrice de la faible modulation obtenue, et donc d’une assez grande incertitude quant aux 

valeurs exactes des Kd calculées. Le tableau 19 présente le calcul de Kd pour les bandes qui 

subissent une modulation de leur intensité en comparaison avec les valeurs de Kd de la littérature, 

et nous montre que le Kd obtenu par in-line pour l’aptamère chloramphénicol est beaucoup plus 

élevées que les valeurs publiées. Les valeurs de Kd pour la tétracycline et lysozyme sont quant 

à elles très proches.  

Tableau 19: les résultats du Kd obtenu par in-line probing en comparaison avec les valeurs de la littérature  

(Apta-IndexTM (Aptamer Database) - Library of 500+ Aptamers, s. d.) 

 Kd de chaque bande à 

partir de l’in-line Probing 

Kd à partir de 

l’in-line Probing 

(±) écart-type 

Kd à partir d’Apta-

Index 

Chloramphénicol 1.3 mM 1.3 mM (±) 0.13 

mM 

 

110 nM 

 
1.2 mM 

1.5 mM 

Lysozyme 98 nM  79 nM (±) 26 nM  

 

31 nM 

 
60 nM 

7900 nM (non pris en 

compte) 

Tétracycline 728 nM 967 nM (±) 261 

nM 

1000 nM 

1247 nM 

926 nM 

 

Afin de nous assurer de la spécificité des aptamères testés, nous avons aussi testé ces 

aptamères avec des ligands non spécifiques à une concentration de 100 fois leur Kd, comme 

présenté dans la figure 38. Pour les aptamères testés dans les réactions in-line avec des ligands 
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non spécifiques (figure 38) aucune modulation du profil de dégradation n’a été observée pour 

l’aptamère lysozyme (figure 38 (A)) dont le schéma de dégradation est similaire entre les 

différents ligands non spécifiques. À l’opposé, le profil de dégradation de l’aptamère 

chloramphénicol (figure 38 (B)) change considérablement d’un puit à l’autre, en particulier pour 

les ligands manganèse, zinc et nickel, ce qui pourrait être dû à une interaction non-spécifique due 

au fait que ces ligands sont des ions métalliques chargés positivement et donc en mesure 

d’interagir avec les charges négatives des phosphates. Le profil de dégradation de l’aptamère 

tétracycline (figure 38 (C)) n’a quant à lui presque pas de dégradation visible avec les ligands 

testés sauf avec le ligand lysozyme.  

 

  

Figure 38: Visualisation du profil de dégradation de chacun des aptamères lysozyme, chloramphénicol et 
tétracycline en présence des ligands non spécifiques 

A : l’aptamère lysozyme testé avec les ligands suivants dans l’ordre: manganèse- zinc- nickel- ATP-  L-
histidine- L-arginine-tétracycline- chloramphénicol 

B : l’aptamère chloramphénicol testé avec les ligands suivants dans l’ordre: manganèse- zinc- nickel- ATP-  
L-histidine- L-arginine-tétracycline- lysozyme 

C : l’aptamère Tétracycline testé avec les ligands suivants dans l’ordre: manganèse- zinc- nickel- ATP - L-
histidine- L-arginine - lysozyme – chloramphénicol 
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4.3 Sélection des aptamères qui présentent un changement de conformation par 
la méthode SR-PAGE : une nouvelle méthode de sélection 

L’optimisation de la méthode de SR-PAGE s’est portée sur trois paramètres : 

  La taille des vitres utilisées (et par le fait même, la taille du gel) 

Nous avons effectué des essais avec différentes tailles de vitres dans le but de rendre la 

manipulation plus facile et d’économiser la quantité de produits pour la préparation du gel de 

polyacrylamide (certains ligands peuvent être très coûteux). Les vitres de grandes tailles avaient 

des dimensions de 44 cm / 38 cm, les dimensions des vitres moyennes étaient de 40 cm / 34 cm, 

les dimensions des petites vitres étaient de 24 cm / 16 cm. 

 

 

 La température utilisée 

L’expérience est généralement réalisée à une température de 4°C, nous avons donc effectué des 

essais de la méthode à température ambiante dans le but de faciliter et simplifier les conditions 

du SR-PAGE. 

 Le voltage et le temps de migration 

Le voltage choisi est en relation très étroite avec le temps de migration, dont plusieurs 

compositions voltage/temps de migration ont été testées. Nous avons effectué des essais de 

voltage de 500 V, 450 V, 300 V et 250 V. Nous avons effectué des essais de temps de migration 

de 24 heures, 12 heures, 7 heures et 3 heures.  

L’optimisation de la méthode SR-PAGE est une étape importante pour faciliter son intégration 

dans le processus de sélection. Pour réaliser l’optimisation, nous avons utilisé des riboswitches 

connus, qui ont été testés au sein du laboratoire, comme contrôles. Il s’agit d’aptamères naturels, 

qui sous l’effet de leur ligand (un métabolite) modifient le repliement d’une plateforme 

d’expression pour moduler l’expression du gène en aval. Ces riboswitches interagissent avec la 

Flavine Mononucléotide (FMN), la di-Guanosine MonoPhosphate cyclique (c-di-GMP) et la 

Thiamine Pyrophosphate (TPP). Nous avons effectué plusieurs gels de migration avec le FMN et 

le c-di-GMP comme témoins négatifs et le TPP comme témoin positif puisqu’on vaporisait le 

ligand du TPP sur le gel. 
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Nous savons déjà que l’interaction ligand-riboswitch pour le TPP rend la structure du complexe 

plus compacte ce qui accélère la migration et par conséquent cause un dépassement de la ligne 

de base vers le haut à la fin de la deuxième migration. 

 

 

 

 

 

Figure 39: Scan des gels de SR-PAGE 

Ces gels ont été répétés afin de valider le fonctionnement de la méthode de SR-PAGE dans les conditions 
optimisées : petites vitres de 24 cm/16 cm, a une température de 4°C et une migration de 3h dans chaque 
sens à 500 V. Pour chacun de ces trois gels un seul ligand a été pulvérisé qui est le TPP afin d’interagir avec 
son riboswitch d’intérêt en réalisant un décalage encerclé en vert de la ligne de base en rouge et servir 
comme témoin positif, les autres riboswitches servent comme témoins négatifs puisqu’ils n’interagissent 
pas avec le ligand pulvérisé (TPP) et reviennent donc à la ligne de base. 

Comme constaté dans la figure 39, seul le riboswitch TPP interagit avec le ligand vaporisé. Cette 

interaction ligand-riboswitch rend la structure plus compacte, on observe donc, à la fin de la 2e 

migration, un décalage suite au dépassement de la ligne de base suite à l’accélération de la 

migration et les autres riboswitchs ont été utilisés comme contrôles positifs, en absence de leurs 

ligands spécifiques aucune ne change de structure et reviennent à la ligne de base. La répétabilité 

de ces gels et l’obtention des mêmes résultats nous a permis de valider l’optimisation effectuée 

pour la méthode de SR-PAGE. Les conditions retenues suite à l’optimisation sont donc les petites 

vitres de 24 cm/16 cm, une migration de 3h dans chaque sens à 500 V, à une température de 

4°C. 

La figure 40 présente un exemple de gel de SR-PAGE qui a été effectué dans des conditions 

non optimales, a la température ambiante au lieu de la température de 4°C. Les résultats obtenus 

ne sont pas lisibles est ceci peut étre expliqué par la diffusion des échantillon du a la température 

ambiante. 
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Figure 40: Scan d'un gel de SR-PAGE non réussi 
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5 DISCUSSION 

5.1 Sélection des aptamères qui présentent un changement de conformation par 
la méthode Capture SELEX 

Dans cette partie, nous visons à sélectionner des aptamères qui présentent un « switch » lors du 

contact avec le ligand. Plusieurs recherches précédentes ont pu sélectionner des aptamères à 

commutation de structure (He et al., 2021) et plusieurs d’entre eux ont pu développer des 

biocapteurs grâce à ce genre d’aptamère (Coonahan et al., 2021). Toutefois, nous avons tenté 

une approche différente en effectuant des modifications sur une grande liste d’aptamères connus 

et précédemment sélectionnés par d’autres groupes de recherche dans l’espoir de forcer un 

changement de structure. En effet, ce changement de conformation chez les aptamères fait en 

sorte qu’ils peuvent être mieux utilisés comme biocapteurs en utilisant le changement de 

conformation pour produire un signal. 

En principe, notre approche de modification des aptamères devrait nous permettre de favoriser 

la commutation (switch) par l’ajout de cinq nucléotides complémentaires, avec plusieurs versions 

pour chaque aptamère de façon à sonder presque toute la séquence pour augmenter nos 

chances qu’une de ces régions complémentaires favorise un changement de structure efficace. 

À noter que d’autres modifications ont été effectuées, comme l’ajout de la séquence de capture 

afin de fixer nos séquences sur les billes magnétiques pour la méthode de Capture SELEX. Même 

si l’utilisation de la méthode de Capture SELEX pour les ARN a été une réussite pour plusieurs 

recherches (Lauridsen et al., 2018), dans notre cas on peut suspecter que l’ajout de la séquence 

de capture empêche d’une certaine manière le changement de conformation attendu. Dans une 

telle situation, les doutes peuvent se pointer en premier lieu sur la méthode de sélection choisie, 

en deuxième lieu sur le nombre de cycles de sélection réalisé, puisque dans notre cas nous avons 

effectué quatre cycles de sélection avec différents groupes de ligands pour chaque cycle. Même 

si certaines recherches ont réussi à réaliser le SELEX en une seule génération et à sélectionner 

des aptamères au bout d’une seule interaction avec la cible (Kupakuwana et al., 2011), le nombre 

de cycles reste toujours relatif. En effet, beaucoup de paramètres peuvent affecter l’expérience 

comme la méthode de sélection, les conditions de SELEX et la molécule cible. D’ailleurs, aucun 

motif ou cluster abondant à la taille attendue n’a été identifié par l’analyse bioinformatique, bien 

que le test d’enrichissement effectué par radioactivité nous suggère une évolution positive de 

l’affinité pour les générations successives, les résultats bioinformatiques pour les dernières 

générations analysées par Aptasuite ne nous permettent pas de conclure si nous avons un 
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enrichissement ou non, Notre séquençage Sanger nous indique que certaines constructions sont 

ressorties du lot. Ce qui suggère plutôt un problème au niveau du séquençage et/ou de la 

préparation des échantillons.  

Et en troisième lieu, les doutes peuvent se pointer sur l’interaction des ligands entre eux tels que 

les charges négatives du TPP et les cations métalliques (zinc, nickel, manganèse) dans un même 

mix et/ou de la spécificité de chacun des aptamères modifiés de notre librairie envers son ligand 

spécifique, puisqu’en faisant le test de spécificité, en mettant en contact les aptamères avec leurs 

ligands spécifiques une élution importante des séquences d’ARN a lieu, cependant, en les 

mettant en contact avec un mix de ligand ne contenant pas leur ligand spécifique, l’élution qui a 

lieu est très faible, mais existante, sauf pour l’aptamère chloramphénicol qui ne présente pas 

d’ARN élué en contact avec des ligands non spécifiques, ce qui suggère sa spécificité pour son 

ligand. D’autre part, en mettant notre librairie en contact avec le mix de ligands nous obtenons 

une tache de radioactivité qui traduit le détachement de quelques séquences des billes 

magnétiques.  

Un clonage suivi d’un séquençage Sanger nous a permis d’identifier les séquences détachées 

par changement de conformation, aucune ne correspond aux ligands utilisés pour la sélection et 

la plupart correspondent à l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1), pourtant le mix de ligands utilisé ne 

contient pas son ligand spécifique. Ceci peut être expliqué par le fait que cette construction de 

l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1) a réussi à avoir un attachement assez fort aux billes pour éviter 

un lavage complet, mais que cet attachement n’était pas assez fort pour demeurer totalement 

lors des étapes de lavages et d’élution, nous arrivons donc à récupérer à chaque lavage un 

pourcentage qui sera encore significatif une fois arrivé à l’étape de l’élution. Ceci peut aussi être 

expliqué par la possibilité de présence de groupements chimiques dans le mix de ligands utilisé 

qui ont peut-être avantagé le détachement de l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1) de la séquence de 

capture. Cela paraît d’autant plus plausible pour des ligands chargés positivement car l’aptamère 

Anti-NF-kB p65 (D1) avait déjà été remarqué comme ayant moins de sélectivité que d’autres 

aptamères sélectionnés par Wurster et collègues, en plus du fait que la cible de l’aptamère était 

selon toute vraisemblance le site (chargé positivement) de liaison à l’ADN de NF-kB (Wurster & 

Maher, 2008). 

 De ce fait, il est suggéré d’effectuer des cycles de sélections avec un ligand à la fois et de 

comparer le comportement avec le mix de ligands et le ligand spécifique à l’aptamère sélectionné, 

mais aussi de changer les facteurs de la sélection comme le temps d’incubation ou le rapport 

(ARN : ligand). Le calcul des Kd effectué grâce à l’in-line probing et en comparaison avec les 
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valeurs de KD dans la littérature présente un  décalage important pour les aptamères 

chloramphénicol et lysozyme, qui a été confirmé par les graphes obtenus. Ceci suggère peut-être 

que la structure de l’ARN est rigide ne permettant pas une modulation mesurable de la structure. 

De ce fait, et en comparaison avec un SELEX classique qui part d’une librairie aléatoire, le SELEX 

que nous avons effectué, partant d’une librairie d’aptamères connus avec des modifications visant 

à forcer la commutation au contact avec le ligand, relève beaucoup de défis par rapport au 

comportement des séquences face aux ligands suite aux changements effectués, mais 

également l’effet de ces changements sur la capacité de fixation et détachement des billes 

magnétiques durant le SELEX de capture. Même si plusieurs travaux de recherche ont réussi à 

sélectionner des aptamères en utilisant la méthode de SELEX de capture (Shah, 2020; 

Stoltenburg et al., 2012) dans notre cas, les différents facteurs choisis font de notre SELEX une 

expérience particulière. En effet, dans nos travaux effectués, malgré le peu de succès de capture-

SELEX relié aux problèmes d’amplification, de séquençage ou autre, en choisissant quelques 

exemples au hasard de notre liste de sequences d’aptamères modifiés dans le but de forcer un 

changement de conformation, on semble obtenir un assez bon taux de succès qui pourrait être 

plus exploré dans la continuité du projet. De ce fait, l’usage potentiel de la librairie mutagène dans 

le SELEX peut représenter un essai intéressant visant à forcer la commutation de structure, ces 

essais de mutagenèse ont été faits afin d’insérer des mutations, que ce soit sous forme de 

substitution, d’insertion ou de suppression de base dans la librairie de départ. Ces mutations 

pourraient jouer un rôle dans le changement de structure de la séquence et par la suite 

probablement aider à forcer le changement de conformation des aptamères utilisés en effectuant 

des « ajustements » sur les séquences qui présentent un potentiel de base intéressant. Cette 

librairie mutagène peut présenter un essai potentiel en perspective à ce travail afin d’étudier son 

effet sur le changement conformationnel recherché. 

5.2 Sélection des aptamères qui présentent un changement de conformation par 
la méthode SR-PAGE : une nouvelle méthode de sélection 

Initialement, la méthode de SR-PAGE devait être utilisée comme méthode de sélection 

d’aptamères qui présentent un changement de conformation avec la librairie décrite dans ce 

mémoire. Cependant, avant d’y arriver, l’optimisation de la méthode était souhaitable. Nous avons 

donc effectué l’optimisation de la méthode en changeant plusieurs conditions de l’expérience et 

en effectuant des tests avec des riboswitch connus comme témoins. Nous avons obtenu un 

décalage vers le haut pour la deuxième migration pour le riboswitch TPP en le testant avec son 

ligand spécifique ce qui confirme un changement de conformation qui rend la structure du 
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riboswitch plus compacte en présence de son ligand. En effet la méthode de SR-PAGE nécessite 

des conditions bien déterminées, une température de 4°C pour garder les structures secondaires, 

un voltage constant et un temps de migration long qui présente une limitation puisqu’un seul cycle 

de sélection peut durer une semaine avec 24h de migration dans chaque sens, de plus, la 

méthode requérait la manipulation de grands gels (44 cm x 38 cm) qui représente un défi au 

moment de retirer la vitre du dessus . Nous avons donc optimisé la technique en validant son 

fonctionnement dans de nouvelles conditions qui facilitent l’utilisation de la méthode SR-PAGE 

avec un gel de taille plus petite et un temps de migration nettement plus court qui ne nécessite 

que 3h de migration à 500V dans chaque sens. 

Nous pouvons maintenant confirmer la faisabilité de la méthode de SR-PAGE avec les nouvelles 

conditions comme une partie intégrante dans le processus de SELEX comme une étape de 

sélection. Cette méthode présente beaucoup d’avantages en tant que méthode de sélection 

puisque nous avons la possibilité d’éviter l’étape d’immobilisation sur un support solide et donc la 

sélection est faite sur la molécule cible elle-même sans modification. 
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6 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Dans ce projet nous avons visé à réaliser deux objectifs principaux : 

- Sélectionner des aptamères qui changent de conformation au contact de leur ligand avec la 

méthode de SELEX de capture  

- Optimiser la méthode de SR-PAGE pour favoriser son utilisation dans le cadre d’un SELEX. 

Pour la première partie, nous avons pu effectuer le SELEX de capture sur la librairie d’ARN qu’on 

a modifiée. La validation de l’enrichissement semblait supportée par un test d’affinité par 

marquage radioactif. Par contre, l’analyse bioinformatique du séquençage à haut débit des 

générations de SELEX grâce au programme Aptasuite n’a pas permis de trouver des motifs 

abondants de la taille attendue. De plus, les séquençages Sanger ne nous ont pas permis 

d’identifier des aptamères concordant avec les ligands utilisés, mais plutôt l’aptamère Anti-NF-kB 

p65 (D1) qui, malgré l’absence de son ligand spécifique dans le mix de ligands utilisés, a été 

sélectionné suite au SELEX de capture. Nous envisagerons donc de vérifier le profil d’interaction 

avec les différents ligands en effectuant des essais de liaisons et en comparant avec le ligand 

spécifique de l’aptamère Anti-NF-kB p65 (D1), en effet,  une sélection négative pourrait être aussi 

une solution potentielle pour éliminer toute séquence d’aptamère présentant une spécificité aux 

billes, de même qu’aux différents groupement existants dans le mix de ligands. Des essais de 

SELEX avec la librairie mutagène présenterait un essai potentiel en perspective a ce travail afin 

d’étudier son effet sur le changement conformationnel recherché. Concernant la partie des essais 

de « inline probing », comme perspective, il serait très intéressant d’effectuer des essais avec les 

versions « switch » des aptamères testés dans la partie SELEX de capture, cet essai serait utile 

afin de confirmer que les aptamères modifiés agissent effectivement comme de « switchs ». Ces 

essais pourrait démontrer que la méthode utilisée nous permet en effet d’obtenir des aptamère 

qui changent de conformation et présenter potentiellement un taux de réussite intéressant qui ne 

nécessiterait pas forcément un criblage haut débit comme initialement prévu. 

Pour la deuxième partie, nous avons réussi à valider les nouvelles conditions d’optimisation de la 

méthode de SR-PAGE en utilisant des riboswitchs connus comme contrôles positifs. Cette 

optimisation nous permettra, comme perspective, d’intégrer la technique du SR-PAGE dans le 

processus de SELEX afin de sélectionner des aptamères qui changent de conformation suite au 

contact avec le ligand.
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8 ANNEXES 

Le tableau 20 présente les séquences d’ARN utilisée dans le SELEX, et qui sont les séquences 

d’aptamères obtenus de la base de données Apta-index avec les modifications que nous avons 

effectué. 

Tableau 20: liste des séquences de la librairie modifiée utilisée pour le SELEX 

Amorce sens Sequences modifiées Amorce anti 
sens 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCACCGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGCGCTAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCACCGGACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCGAAGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCGAAGCACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCGGGATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGGCCTAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCGGGATACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCTTCGTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGGCCTAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGATGAGGCTCGATCTTCGTACGAAGCTTGATCCCGTTTGCCGGTCGATCGCTTCGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCGATGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCGATGCAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCGCATCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCGCATCAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCGCTGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGTACTAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCGCTGCAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCTCACTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTTGAGGCTCGATCTCACTAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCAGCGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAATTCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCATGAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGTACAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCCAACAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGTACCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCCCAATAAAAAGAGCTCGAGAAAAATTCGAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCCCCCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCAGTGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCGACGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCTAGGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCTACTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAATTCGAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatATTGGATCGGTAGTATTTAGGGTGAGACACTTCATGCCTTTGTTGCAGGCTGGGGTGAAGGCGCTACATGGCGTCTGAAATGAGGCTCGATCTCACCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATTATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCACCGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCACCGGCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCGCACTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACTAGTAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCGCACTCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCGGTTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCGGTTACCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCTTCCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACGCGTAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAATGAGGCTCGATCTTCCTCCGGTGCGCATAACCACCTCAGTGCGAGCAAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCGGAGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACAGCTGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCGGAGGCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCGGTATAAAAAGAGCTCGAGAAAAACAGCTGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCGGTATCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCTCGAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACACGAGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCTCGAACCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCTCTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACACGTGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGTGAGGCTCGATCTCTTCCCTCCGGCTCATACCTTTTCGAAGACAAGCTTCGACAGGAGGAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCGACTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACATATGAAAAAACATGTAAAAAATCG ATAAAAACATATGAAAAACGATCGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCGACTGCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCGCTAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCATGGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCGCTAACGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCGGACGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCGGACGCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCTTTGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCTGAGGCTCGATCTTTGCCGTCCCGTGCGCAAAAGTTCTTAGCGCTAGCAGTCCTAGTTGCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCACAAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCTAGCAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCATTCGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCAGGTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCGGATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTTAACAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCTACCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGATATCAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCTTCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACATGTAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCGCTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACATGTAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTACAAGAAGGACAGCACGAATAAAACCTGCGTAAATCCGCCCCATTTGTGTAAGGGTAGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCTCGTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAATATTAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCCACGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACTGCAGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCCGGGAAAAAGAG CTCGAGAAAAATGCGCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCCTAATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGCGCCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCGCTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGGCCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCGGAATAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCTAATAAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGATCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCTGTCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAGCTCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAAGCTTTCACACAACAAGGCCCGGGACTGTATTAGGGAAATTAGAGTACAGACAGTCGCCGTGGGTCGAATTCCGCTCATGAGGCTCGATCTTGTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGGCCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCAATTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCCGGAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCACTTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCATGAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCCCCATAAAAAGAGCTCGAGAAAAATACGTAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCCCCGAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACACGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCCCGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGATCGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCGACATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAATGCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCGCACAAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCCGGAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGAATTCCGCGTGTGCCAGCGAAAGTTGCGTATGGGTCACATCGCAGGCACATGTCATCTGGGCGGTCCGTTCGGGATCCTGAGGCTCGATCTGCGAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCTAGCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCAGCTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGGCCGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCAGCTTGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 



 

 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCCTGTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTACGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCCTGTCGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCTCTAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTACGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCTCTAGGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCTGGTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGATCGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCTGGTTGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCTTGTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGTACTAAAAAACCGGTAAAAAATGCATAAAAACCATGGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCTGAGGCTCGATCTTGTCGACAGCGTGCCTAGAAGTCCAAGCTTAAATAACCACGCTCGACAAGCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCAGTAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCTAGGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCAGTAGGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCCCTACAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCGCGGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCCCTACGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCGCGCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGATCGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCGCGCTGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCTCGTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGATCGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCTCGTCGACGAGAAGGAGCGCTGGTTCTACTAGCAGGTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCAGTATAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCGCGGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCAGTATGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCCCTAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCCCTAAGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCGCACTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCTAGGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCGCACTGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCTCGTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCTAGGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCTGAGGCTCGATCTCGTCGACGAGAAGGAGTGCTGGTTATACTAGCGGTTAGGTCACTCGTCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCAGCTTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCAGTCTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCATTCGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCCTTCTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCCTTTTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCGAACCAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCGAATCAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCGTGAGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCGTGGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCTCTCTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGATAATACGACTCACTATAGGGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTGCAGAAAAGGGGGAAGAAGAGGGTGATTCAGGCGAGAGAATGGATCCACATCTACGAATTCTGAGGCTCGATCTTATCAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCATTGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAAAAACGTTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCCCAGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCATGCAAAAAACATGTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCGCAAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACGCGTAAAAAACTAGTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCGGTTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTACGAAAAAACCGGTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCGTACCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAAAAAGCTTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCGTGCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATAAAAAACGCGTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCAATGGTACGGTACTTCCTTTGGAAGATAGCTGGAGAACTAACCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAATGAGGCTCGATCTCCAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAAAAATATTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCAGTCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAATTCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCATAGAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCATGCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCCATGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCCTACTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACTAGTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCTCAACAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACGCGTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCTCTGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGCGCCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCTGCTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCATGCAGTGTCTATTCTCGAGTAGCGATCGTTGAAGGGGTATAAGGTTGGCAGATCGCTAGCATGCAACTGACTCGGATAAGCATGAGGCTCGATCTTATAAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCGCGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCCAGGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCCAGGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCGCGGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCCAGGCGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCCCTAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCATGGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCCCTAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCCCTAAGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCGACCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCGACCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCGCGGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCGACCAGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCTCGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCTGAGGCTCGATCTCGCCGCCTGTAAGGTGGTCGGTGTGGCGAGTGTGTTAGGAGAGATTGCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCAGCATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCAGGAGAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCAGTGTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCATCGGAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCCCGAGAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCCTAATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCCTCTGAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCGGTCGAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCGTCATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCGTTCCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACACTATCCGATGGCACCGACCATAGGCTCGGGTTGCCAGAGGTTCCACACTTTCATCGAAAAGCCTATGCTAGGCAATGACATGGACTCCTTGGTCATTAGGATCGTGAGGCTCGATCTTTCGAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCCCCCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTACGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCCCCCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTCTCAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCCCCCTGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGCCTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTCTCAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGCCTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGCCTAGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGGTTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATAAAAAACCGGTAAAAAATGCATAAAAACCATGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGGTTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATAAAAAACCGGTAAAAAATGCATAAAAACCATGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGGTTGGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGTGGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGGCCGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGTGGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTACGAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGTGGCGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGTTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTCTCAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGTTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACTCGAGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCTGAGGCTCGATCGTTCCGGAACCCAACTAGGCGTTTGAGGGGATTCGGCCACGGTAACAACCCCTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCAATTCAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCACCACAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCACTCCAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCAGAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCAGACCAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCAGCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCATATTAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCCCCCTAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCCTAGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCCTTCCAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCTCTTATAGGGGAGGCTGTGGTGAGGGAATATTAAGAGAATTAACGGTCTAGTTCACCTCGACTTCTGGAGTTGACGTTGCTTTGAGGCTCGATCTCGAGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAAAGCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCACAACAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCATGTGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCATTCCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCCAAGTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 



 

 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCCACCTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCCATCCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCGCCTTAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCGTGAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTCATCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAATGGATCCACATCTACGAAGGCTTTGAAGGTGAGACCGTGCAAATGAGGATGGTGTGGATGATTAGGGTTGTCGGTTTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTGCACAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCAAAGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGCGCCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCAGAGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCTAGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCAGATTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGATCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCATTCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACTAGTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCCCGAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCGGTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGCGCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCGTAACAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGCGCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCGTTGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGCGCTAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCGAGAAGTTACCCTGTAATCTTAGGATGAATCGCATGCTCTAGCGACCTTTTCGGCTTCGGCGTACGCACATCGCAGCAACTGAGGCTCGATCTGTGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGACGTCAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCACCTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATAAAAAAGATCTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCACCTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATAAAAAAGATCTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCATCTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAAAACCGGTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCCCGACAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTATACAAAAAACATGTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCCCGACAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTCGACAAAAAACATGTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCCGTCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAACTAGTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTGCACAAAAAAAGCTTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTTAACAAAAAAAGCTTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCGCGTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTCGACAAAAAAATATTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCGCGTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTGCACAAAAAAATATTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCGGTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTGCACAAAAAAACGTTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCGGTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTTAACAAAAAAACGTTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCTTCCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTCTCAAAAAACGCGTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCCGGTAACGCCACAAGTCGGAGGGTAAGATCTGACAGGAACTGGGTGACGGAGGTTAGGTGCTGAGGCTCGATCTTCCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACTCGAGAAAAAACGCGTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCACCTAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCATCACAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCATTTAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCCAACAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCCTTTCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCGAGACAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCGCGACAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCGGTCCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCTCATTAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACCTCGGCGAAAGCTAACGTCTCATGGCTAAATTGCCATGTTGCTACAAATGATATGACTAGAGAGGTTAGGTGCCTCGTGATGTCCAGTCGCTGAGGCTCGATCTCTAGAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCATAGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATTTAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCCGCGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACGTACGAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCCGGTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGTCGACAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCCGTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCTAGATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAACGTTAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCTAGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAGCTCAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCTGGTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGACGCGTGGTACCAGGCCGATCTATGGACGCTATAGGCACACCGGATACTTTAACGATTGGCTAAGCTTCCGCGGGGATCTGAGGCTCGATCTTAAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCCGGCAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCAAGAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATTAATAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCAAGAGGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCATCCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCATCCAGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCCACCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCCACCAGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCTCTCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATTAATAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCTGAGGCTCGATCTCTCCGGAGACATCCCTCTTGTTGGTGGTGCCGTGTGGATGTCTCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCAACTCAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCAGAATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCAGCATAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCCATACAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCCTACTAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCGCTCCAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCGGATCAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCGTGGTAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCTATCAAACAAAATAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGAGCTCAGCCTTCACTGCATGATAAACCGATGCTGGGCGATTCTCCTGAAGTAGGGGAAGAGTTGTCATGTATGGGGGCACCACGGTCGGATCCTGTGAGGCTCGATCTGAAGAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCAGAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCGTTTAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACGAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTCTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTGATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTTTCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCGATCAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCGCTACAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTATCCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGAAAGCCAAAGCCGTAGCGCAGATGATCTCGCCATCAGTACCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTGGCTAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCAGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCGCAGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTCGCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTATCCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTCGTCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCCTGCGATGCAGAAAGGTGCTGACGACACATCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTTTCGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCACGTCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCAGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCCACAAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTCGCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCGTCATAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTATCCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTGTGGAAACAGACGTGGCACATGACTACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTTTCGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGTACTGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCCTAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGTACAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCGTTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGATATCGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTCTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTATCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATGCATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTCATGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGTACCGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGCATGATGCAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTCCTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGATCCGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTAGGATATGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACAGAAGGACGTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCACACTAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 



 

 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCAGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTAAAAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTCGCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCGTCTTAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTATCCAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGCCTTTAGGGCCAAGTGTGGTGAAAGACACACTCGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTTTCGAAAAAGAGCTCGAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCATCCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCAAGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCATGCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTACGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCCTTTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCGTAAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATAATAGCCGTAGGTTGCGAAAGCGACCCTGATGAGTCTGGATACCATGCATGATGCACCTTGGCAGTCTTACGAAACGGTAGCGAGAGCTCTGAGGCTCGATCTATCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCACCTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGTACTAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCACCTGGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCCGCCAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCCGCCAGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCGATCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATCGATAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCGATCCGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCTCCATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGGCCTAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCTGAGGCTCGATCTCCATGGATCCCGACTGGCGAGAGCCAGGTAACGAATGGATCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCAGCGAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCACCGAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCATCCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCCGCTAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCGTAAACAAAATAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCTAACAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCTACGAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCGAAACAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCGGGCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGCGGTGCTAGTTAGTTGCAGTTTCGGTTGTTACGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCGGGTCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCAAGTCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCAGCGAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCATCCTAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCACCGAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCATCCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCCACAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCGATCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCCTACGAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCGGGCAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGATGTCCAGTCGCTTGCAATGCCCTTTTAGACCCTGATGAGGATCATCGGACTTTGTCCTGTGGAGTAAGATCGCGAAACGGTGAAAGCCGTAGGTCTTGAGGCTCGATCGGGTCAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCCGACCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAACTCGAGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCCGACCGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCGGTAAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAATATTAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAACGTACGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCGGTAAGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCGTGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAATATTAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAACGTACGAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCTGAGGCTCGATCGTGCCGGCACGTGTATTACCCTAGTGGTCGACGTGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCAAGTTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAACGTTAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAACTCGAGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCAAGTTGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCAAAAAGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCCCCGTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAACGTACGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCCCCGTGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCAAAAAGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCCTGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAACGTACGAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCTGAGGCTCGATCCTGCCGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCAAAAAGGCAGACCATACGGGAGAGAAACTTGCCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCATGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACACGAGAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAACACGAGAAAAACCCGGGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCATGCCGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCCCACTAAAAAGAGCTCGAGAAAAACACGAGAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAACACGTGAAAAACCGCGGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCCCACTGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCCGCCTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAATTAATAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAACATATGAAAAACGATCGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCCGCCTGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCTTACAAAAAAGAGCTCGAGAAAAACAATTGAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAACAGCTGAAAAACCTAGGAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCTGAGGCTCGATCTTACAGGCATCGGAAAGTGGGTTGATGTAAGTAACAGGCGATGCCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCACCTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGACGTCAAAAAACATGTAAAAAATCGATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCAGGCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAGCTCAAAAAAACGTTAAAAAAGCGCTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCATCGAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAGCTCAAAAAAATATTAAAAAAGTACTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCCCTAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAACTAGTAAAAAACGCGTAAAAAATTAATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCCGAATAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCCGGGAAAAAACCGGTAAAAAATGCATAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCCTAAAACATACCAGATTTCGATCTGGAGAGGTGAAGAATTCGACCACCTAGGCCGGTTGAGGCTCGATCGGTATAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAGCTCAAAAAAAGCTTAAAAAAGGCCTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCACGCCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCCGTAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCGAGGAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCGGGAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCTAATAAACAAAATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCTCATCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCTCTGCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCTTCCCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCTTCGCAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGCGTGACCTGATGAGTCACGCAGACGCTAGCGAATTGGTTCCTCGAAAGGGGAAAGCGTTATTAAGAAACCAAAATGTGTTACGAAACGTTCCCTGAGGCTCGATCTTTGGAAACAAAATAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCCATCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAATGCAAAAAACCGGTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCCATTGAAAAAGAGCTCGAGAAAAACAGCTGAAAAAACGCGTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCGCTCGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGCGCCAAAAAAAGCTTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCTAACAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGATCCAAAAAAATATTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCTCCTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAAGTACTAAAAAACTAGTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCTGCTAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCTAGCAAAAAACATGTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAACAGTCCGAGCCTCACTGTTATCCGATAGCAGCGCGGGATGAGGGTCAATGCGTCATAGGATCCCGCTGAGGCTCGATCTTCCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGCGCCAAAAAAACGTTAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAATTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGTACAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCCCCCGAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGGCCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCCGGTCAAAAAGAG CTCGAGAAAAAGGGCCCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCCTGGAAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGCAATGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTCGTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACCGCGGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTGCAGAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGAATGCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTGTGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAATTATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCACCGCGGGGTTGCGGACCGGGAGCTCCAGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTTCCCAAAAAGAG CTCGAGAAAAATTATAAACAAAATAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAATTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCTAGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAGCCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATCGCGAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTAAGTAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGACGTCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTCGTCAAAAAGAGCTCGAGAAAAACATATGAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTGCACAAAAAGAGCTCGAGAAAAAGGCGCCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTGCAGAAAAAGAG CTCGAGAAAAACGTCTCAAAAAAAAGCGATCGCtaggtcggatgt 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 

CGCTAGCGATCCAGCCTACA 



 

 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

TAATACGACTCACTATAGGGAAGACATTATGTCCGAT 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTGTGGAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGATCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAGTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCTTCCCAAAAAGAGCTCGAGAAAAATGATCAAACAAAATGCGATCGCtaggtcggatgt 

gggaagacattatgtccgatGGGAATGGATCCACATCTACGAATTCGAATTGCCGTAATTTCCCGTGGAGCGATGCTTCACTGCAGACTTGACGAAGCTTTGAGGCTCGATCAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAACAAAATAAGCGATCGCtaggtcggatgt 
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