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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest czgsteczka kwasu nukleinowego przeznaczona do selektywnego
wzmacniania syntezy biatek, znajdujgca zastosowanie w nastepujacych dziedzinach: biotechnologia,
biochemia, biofizyka, chemia, fizyka, diagnostyka i medycyna, szczegdlnie medycyna molekularna
i terapia genowa wykorzystujgca preparaty medyczne zawierajgce kwasy nukleinowe, wprowadzane
do komérek zywego ciata w celu selektywnego wzmocnienia syntezy biatek.

Opis stanu techniki.

Kontrola translacji, jawigc sie jako wazny cel nowych terapeutykdéw, odbywa sie na poziomie
post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genéw, gdzie stanowi istotny mechanizm decydujacy o wydaj-
nosci syntezy biatek (Mathews et al. 2007).

Translacja jest procesem syntezy biatek przebiegajgcym na matrycy informacyjnego
RNA (mRNA), zawierajgcym zwykle trzy gtdwne obszary: nieulegajgcy translacji region 5' (ang.:
UnTranslated Region — 5'UTR), sekwencje kodujgcg (CDS) oraz nieulegajacy translacji region 3'
(ang.: 3’ UnTranslated Region — 3'UTR) (patrz Rys. — 1.). Nieulegajacy translacji region 5’ (5’'UTR),
znany réwniez jako sekwencja liderowa mRNA, moze zawiera¢: miejsce wigzania rybosomy w tym
sekwencje Shine Dalgarno, sekwencje liderowg biatka rybosomalnego, wewnetrzne miejsce wigzania
rybosomu (ang.: internal ribosome entry site — IRES), i wiele regulacyjnych regionéw (elementéw cis)
wigzgcych miedzy innymi wszystkie wymagane czynniki inicjacji translacji (w tym np.: eukariotyczne:
elF4A, elF4B elF4E, elF4F, elF4G) (Mathews et al. 2007).

Ostateczna ilo$¢ biatka komoérkowego zalezy od jego stabilnosci (zaleznej od ubikwityny) jak
réwniez wydajnosci translacji, kontrolowanej przez kilka parametréw takich jak: a) szybkos¢ syntezy,
b) dostepnos¢ rybosoméw, c) zalezna od fosforylacji aktywnos¢ biatek zaangazowanych w proces
translacji, jak réwniez d) poziom mRNA, okreslany szybkoscig transkrypcji i degradacji transkryptu
w cytoplazmie (Van Der Kelen et al. 2009, Kasinath et al. 2009).

Poznanie kontroli translacji wymaga okreslenia czynnikdw wplywajgcych na szybkos¢ syntezy
biatek w fazie inicjacji, elongacji i terminacji. Poniewaz inicjacja limituje szybko$¢ syntezy biatek
(Lodish et al, 1971, Myasnikov AG et al., 2009), stad gtdwnym czynnikiem regulujgcym jej wydajnosé
jest liczba zdarzen inicjacji translacji w jednostce czasu. Procesy te kontrolujg z kolei regulacyjne se-
kwencje cis pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowych struktur UTR w tym: sekwencja konsensusowa Kozk,
alternatywne ramki odczytu (UORFs), rybo przetagczniki, wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu
(IRES), element wrazliwy na zelazo (IRE) i selenocysteinowa sekwencja insercyjna (SECIS element)
(Abbott and Proud 2004), ktére rozpoznawane sg przez czynniki trans takie jak biatka wigzgce sie do
mMRNA, metabolity, czynniki translacyjne np. elF4E, enzymy edytujace mRNA, mikro RNA (miRNA) jak
réwniez czynniki trans wigzgce sie do sekwencji IRES takie jak biatkowe ITAF (Graff and Zimmer,
2003, Chatterjee and Pal, 2009).

Coraz wieksza ilos¢ danych wskazuje rowniez na metabolity (np. Glukoze) jako wydajne sty-
mulatory sekwencji cis 5'UTR, zdolne do wzmocnienia translacji, jak to opisano na przyktadzie al-
ternatywnych form réznicowego sktadania transkryptu pierwotnego (wariantéw splicingowych) pro-
insuliny (Shalev et al. 2002, Minn et al. 2005, Greenman et al. 2007).

Wynika stad, ze brak liniowej korelacji miedzy mRNA i biatkiem moze wynika¢ ze wzmacniaja-
cych lub ostabiajgcych wplywdéw sekwencji cis lub czynnikéw trans na alternatywne mechanizmy
translacji, ktéra moze by¢ inicjowana w sposéb zalezny od czapeczki 5-7mG lub w sposob niezalezny
od czapeczki (zalezny od IRES). Wiekszos¢ ludzkich czgsteczek RNA ulega translacji inicjowanej
w sposob zalezny od czapeczki (Preiss and Hentze 2003, Sonenberg and Dever 2003).

Alternatywny mechanizm inicjacji translacji niezaleznie od 5-m7G (zalezny od IRES) wigczany
jest w pewnych fazach cyklu komérkowego takich jak mitoza (Pyronnet et al., 2001) i stan zintegrowa-
nej odpowiedzi komoérkowej na stres (ISR) wywotany czokiem cieplnym, infekcjg wirusowa, niedobo-
rem surowicy lub aminokwasow jak rowniez niedotlenieniem, obserwowanym takze w guzach litych
(Jang et. al. 1988, Macejak and Sarnow 1991, Clemens 2001). Syntezie biatek zaleznej od sekweng;ji
IRES moze towarzyszy¢ reinicjacja translacji z alternatywnych ramek odczytu (UORFs), prowadzaca
do syntezy aktywnych izoform biatkowych jak rowniez nieaktywnych, dominujgcych mutantéw nega-
tywnych (Cornelis et al. 2000, Tinton et al. 2005).

Wykazano ostanio, ze ostabiona translacja z wewnetrznego miejsca wigzania rybosomu (IRES)
syntazy pseudourydynowej (DKC1) zakidéca proces modyfikacji rRNA jak rowniez transkryptu telome-
razy, prowadzgc do zwiekszenia ryzyka wystgpienia raka (Yoon et al., 2006).
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Z drugiej strony, mutacja (C2756T) sekwencji IRES w regionie 5'UTR transkryptu c-Myc (Paulin
et al. 1996) prowadzi do zwiekszonego wigzania czynnikow translacyjnych (Paulin et al, 1998)
a w konsekwencji do wzmocnienia syntezy alternatywnej izoformy p64 (c-Myc-2) na drodze inicjacji
translacji niezaleznej od czapeczki, wskazujgc jednoczesnie na nowy mechanizm kancerogenezy
(Chappell et al., 2000) (patrz Rys. — 2.). Stephen i wspotpracownicy wykazali, ze mutacja C2756T
wystepuje w 42% przypadkach prébek szpiku kosci, pobranych od pacjentéw ze szpiczakiem mnogim
(ang.: MM-multiple myeloma), ktérej jednak nie stwierdzono w zadnej z 21 kontroli, co wskazuje na
silng korelacje miedzy tg mutacjg a chorobg (Stephen et al., 2000).

W niektérych rodzinnych przypadkach czerniakéw ztodliwych zaobserwowano mutacje typu
substytucja w rejonie 5’UTR genu CDKN2A, ktéra powoduje powstanie nowego kodonu start AUG
(uORF), hamujgcego translacje prawidtowego biatka a w konsekwencji zaburzenie punktu kontroli G1
cyklu komérkowego (Liu et al., 1999).

Te i wiele innych odkryé, wskazujgc na zwigzek miedzy chorobami a mutacjami/polimorfizmami
pojedynczych nukleotydéw (SNP), mogg utatwi¢ opracowanie nowej, kompleksowej terapii opartej o:
1) dobrze znang, allelo-specyficzng technologie wyciszania zmutowanej kopii genu (Ohnishi et al.
2008), ktorej towarzyszy¢ bedzie 2) technologia wzmacniania syntezy biatek z prawidtowego (nie za-
wierajgcego mutacji/SNP) allela, stosujgc opisang w niniejszym wynalazku czgsteczke kwasu nuklei-
nowego (patrz Rys. — 2.). Potgczenie wyciszajgcej i wzmacniajgcej czgsteczki jednoczesnie wydaje
sie byC najbardziej efektywng drogg zwalczania schorzen genetycznych, zwlaszcza tych heterozygo-
tycznych, umozliwiajgc selektywne zréznicowanie poziomu ekspresji miedzy dzikimi (niezmutowany-
mi) i zmutowanymi allelami w aplikacjach medycznych i biotechnologicznych.

W rzeczywistosci, kontrola translacji biatek moze odbywac sie réwniez jako wynik aktywnosci
enzymow edytujgcych RNA, ktére dziatajg wykorzystujgc dwa rézne mechanizmy: edycje substytucyj-
ng oraz inercyjno-delecyjng. Deaminaza cytydynowa zamienia nukleotyd C w sekwencji RNA na Ura-
cyl, powodujgc utworzenie alternatywnych kodondéw np.: przez konwersje kodonu CAA do kodonu
stop: UAA, co decyduje o powstaniu biatek o réznej dtugosci. Dziatanie deaminazy cytydynowej jest
niezbedne miedzy innymi w hamowaniu infekcji wirusowych, réznicowaniu przeciwciat oraz powsta-
waniu réznych izoform biatkowych takich jak apolipoproteina B-48 i B-100, syntetyzowanych z jednego
transkryptu. Niekontrolowana jednak aktywnos$¢ enzyméw edytujgcych RNA prowadzi¢ moze do po-
wstania biatkowych dominantéw negatywnych, zle sfatdowanych lub nawet niekompletnych peptydow
lub zmian w sekwencji supresorow, ktére prowadzi¢ mogg do kancerogenezy (Mukhopadhyay et al.
2002, Albesiano et al. 2003, Dorsett et al. 2008).

Okoto 90% komodrkowych mRNA opatrzonych jest krétkimi (10-200 nukleotydowymi) sekwen-
cjami 5’'UTR, ktére w obecnosci czynnika translacyjnego elF4F ulegajg wydajnej, zaleznej od cza-
peczki 5' translacji (Pelletier and Sonenberg, 1985). W przypadku jednak pozostatej, niewielkiej frakcji
czgsteczek mRNA posiadajgcych dtugie i mocno ustrukturyzowane sekwencje 5'UTR, czesto z licz-
nymi alternatywnymi ramkami odczytu (UORFs), poziom syntezy biatek jest niewielki, chyba ze cza-
steczki te opatrzone sg dodatkowo sekwencjami IRES, umozliwiajgcymi alternatywng, niezalezng od
czapeczki 5’ synteze biatek (Willis 1999, Mamane et al. 2004).

Co wiecej, podniesiona ekspresja czynnika translacyjnego elF4E, w sposéb nieproporcjonalny,
selektywnie i mocno podnosi wydajno$¢ syntezy biatek z czgsteczek RNA zawierajgcych wspomniane
powyzej, mocno ustrukturyzowane sekwencje 5'UTR, obecne np. w transkryptach c-Myc i cykliny D1
(Koromilas et al. 1992).

Ponadto, wykazano korelacje miedzy wysokim poziomem stosunku elF4E/elF4F a progresja
ztosliwego fenotypu wielu nowotwordéw, co zaobserwowano miedzy innymi w agresywnych rakach
tarczycy, ale nie stwierdzono w przypadku tagodnego raka brodawkowatego tarczycy (Wang et al.
2001). Tak wiec, obnizenie poziomu elF4E lub wzmocnienie syntezy elF4F mogtoby przywréci¢ wia-
Sciwy stosunek tych czynnikow translacyjnych a przez to wptynaé na wiele szlakéw sygnatowych i caty
proteom komorki.

Wykazano réwniez, ze poziom translacji syntetazy tymidylowej (TS), docelowego enzymu dzia-
tania $rodka przeciwnowotworowego 5-fluorouracylu, ktérej transkrypt w sekwencji 5’UTR zawiera trzy
tandemowe powtorzenia typu STR, byt czterokrotnie wyzszy w rakach jelita grubego w poréwnaniu do
translacji z transkryptéw TS zawierajgcych jedynie dwa powtdrzenia STR (Kawakami et al. 2001).
Zaobserwowane zjawisko wzmocnienia translacji TS, ktéremu dodatkowo nie towarzyszyta zmiana
poziomu transkrypcji, wyjasniono destabilizacjg hamujacej, Il-rzedowej struktury szpilki do wioséw
w tréj-tandemowym wariancie sekwencji UTR (Kawakami et al., 2001), co wskazuje na ogromny po-
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tencjat regulacyjny sekwencji UTR na poziomie kontroli translacji. Potencjat ten zostat wykorzystany
w niniejszym wynalazku do okre$lenia podstawowych cech oligonukleotydéw polinukleotydéw oraz
innych czgsteczek kwasu nukleinowego, koniecznych do wzmocnienia syntezy biatek.

Technologie wyciszania ekspresji genéw z zastosowaniem a) mikro RNA (miRNA, ang.: micro
RNA), b) matych harpinowych RNA (shRNA, ang.: small hairpin RNA) jak réwniez c) matych hamuja-
cych RNA nazywanych rowniez krétkimi interferujgcymi RNA (siRNA, ang.: small inhibitory RNA okre-
Slanych takze jako short interfering RNA), nalezg do najbardziej znanych metod indukgcji zjawiska
zwanego interferencjg RNA (RNAI), w ktérym czynniki trans takie jak krotkie aktywne kwasy nukleino-
we (miRNA, shRNA, siRNA) prowadzg zwykle do obnizenia syntezy biatek na post-transkrypcyjnym
i pre-translacyjnym poziomie (Mathews et al. 2007).

miRNA to mate, endogenne, komérkowe czgsteczki RNA (~23n), wykazujgce szereg podo-
bienstw z opisang w niniejszym wynalazku czasteczkg kwasu nukleinowego, ktéra jednak w przeci-
wienstwie do naturalnie wystepujacych miRNA jest zwykle 1) egzogenna, 2) sztuczna, 3) opracowana
w celu wigzania sie do regulatorowych elementéw cis, tak by 4) selektywnie wzmacnia¢ synteze biatek
genu, allela lub jego fragmentu, co dotychczas nie bylo dostepne. Endogenne komérkowe miRNA
1) powstajg z pierwotnych transkryptow gendéw pre-miRNA, a ich dziatanie opisuje sie najczesciej jako
nieselektywne, zalezne od miRNA hamowanie inicjacji i elongacji translacji. Powszechnie uwaza sieg,
ze wspomniane hamowanie syntezy biatek jest nastepstwem wigzania sie czeSciowo homologicznych
czgsteczek miRNA do sekwencji 3'UTR gendéw docelowych (Nilsen 2007). Nieselektywne dziatanie
czgsteczek miRNA wynika¢ moze z 1) niepetnej homologii sekwencyjnej miedzy miRNA a docelowg
czgsteczkg matrycowego RNA, 2) wigzania sie do co najmniej kilku mRNA w komoérce, co wynikac
moze miedzy innymi ze 3) stabych oddziatywan G:U zwiekszajgcych poziom komplementarnosci
wzgledem dowolnej czgsteczki RNA. Ludzki genom moze kodowa¢ ok. 1000 czgsteczek miRNA
(Bentwich et al. 2005) powszechnych w wielu typach komarek, ktére w przypadku ssakéw moga wia-
zac sie z ok. 60% réznych gendw (Friedman et al. 2009).

Tak wiec jedna czgsteczka miRNA zwykle dziata na wiecej niz jedng czgsteczke mRNA,
a wiec moze wptywaé na hamowanie réznych grup mRNA. Efekt czgsteczki miRNA, jako wystepu-
jacego naturalnie czynnika trans nie jest specyficzny i ani selektywny wzgledem pojedynczego tran-
skryptu, co mozna jednak uzyskac przez synteze sztucznej, podobnej do miRNA czgsteczki kwasu
nukleinowego (opisanej w niniejszym wynalazku), ktéra w przeciwienstwie do miRNA mogtaby
zwieksza¢ wydajnos¢ translacji. Obecnie, miRNA-zalezne technologie regulacji ekspresji genow
zwigzane sg gtownie z wyciszaniem gendw (nie wzmacnianiem). Czgsteczki miRNA, stosowane
najczesciej na sekwencje 3'UTR, pozyskiwane sg zwykle na drodze izolacji lub syntezy zaprojekto-
wanych uprzednio sekwencji, w oparciu o0 bazy danych naturalnie wystepujgcych czasteczek miRNA,
dostarczanych nastepnie do komoérek jako czgsteczki syntetyczne lub alternatywnie jako cze$¢ wek-
torowych systemow ekspresji miRNA.

Wykazano, ze wiele czgsteczek miRNA zaangazowanych w regulacje wzrostu komérek i prolife-
racje dziata jak supresor nowotwordéw lub onkogen (Esquela-Kersher i Slack 2006), co réwniez mozli-
wosci wykorzystania eRNA jako selektywnego wzmacniacza syntezy biatek.

W poréwnaniu do siRNA- (matych hamujgcych RNA), ang.: small inhibitory RNA) zaleznej de-
gradacji mRNA w ciatkach-P, prowadzacej do odczepienia czapeczki i zniszczenia mRNA, zjawisku
zaleznego od miRNA hamowania translacji towarzyszy jedynie niewielka degradacja czgsteczek
mRNA, ktére réwniez mogg by¢ przechowywane w ciatkach-P (Kedersha et al. 2005, Brengues et al.
2005). Filipowicz i wspotracownicy wykazali, ze ciatka-P to rezerwuar translacyjnie nieaktywnych czg-
steczek mMRNA, gromadzonych w celu ponownego ich wykorzystania w procesie recyklingu w transla-
cji (Pillai et al. 2005, Eulalio et al. 2007).

Wystepujgce w naturze lub sztuczne shRNA (krotkie harpinowe RNA, ang.: short hairpin RNA)
jak réwniez wspomniane wczesniej czgsteczki siRNA stanowig element ewolucyjnie konserwatywnej,
komorkowej odpowiedzi obronnej, wywotywanej przez wprowadzane z zewnatrz dwuniciowe cza-
steczki RNA (dsRNA, np. wirusowe dsRNA), ktére wewnatrz komoérek rozcinane sg zwykle na mate,
interferujgce, dwuniciowe czgsteczki RNA, wykazujgce aktywnos¢ siRNA. Te dwuniciowe RNA (19-23
nukleotydowe dupleksy kwasow nukleinowych z niemal catkowitg komplementarnoscig wzgledem
docelowych czgsteczek RNA) mogg selektywnie oddzialywa¢ z dowolnie wybranym miejscem poje-
dynczego transkryptu uruchamiajgc mechanizm jego niszczenia przez ciecie (Tijsterman et al 2002
Sanchez et al. 2006). Czagsteczki siRNA charakteryzujg sie niemal idealng komplementarnoscig
wzgledem matrycowego RNA (mRNA) i zbudowane sg z sensownej i antysensownej nici kwasu nukle-
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inowego, ktérej uzywajg w procesie degradacji docelowego RNA (zwtaszcza centralnego jej regionu)
prowadzgcej do zahamowania translacji biatek (czgsteczka miRNA zawiera maty, niekomplementarny
fragment sekwencji w zakresie centralnej czesci tej czgsteczki, co skutkuje jedynie czesciowa represjg
mMRNA. Podobnie jak w przypadku miRNA, obecnie stosowane, zalezne od siRNA technologie regula-
cji ekspresji genéw odnoszg sie jedynie do wyciszania gendw (nie wzmacniania), gdzie zwykle cza-
steczki siRNA projektowane sg na dowolny region sekwencji kodujgcej (CDS), dostarczane nastepnie
do komoérek jako czgsteczki syntetyczne lub czesé wektorowych systemow ekspresji siRNA. W celu
zahamowania syntezy biatek stosuje sie réwniez inne technologie wykorzystujgce krotkie antysen-
sowne czgsteczki kwaséw nukleinowych (z petng komplementarnoscig), niemniej jednak nie sg one
tak efektywne jak wczeéniej opisana technologia siRNA (patrz Tabela 1.).

W przeciwienstwie do opisanych hamujgcych czynnikéw trans, niewiele wiadomo na temat me-
chanizmu wzmacniania translacji, genetycznych metod zwiekszania wydajnosci syntezy biatek i selek-
tywnych czgsteczek kwasow nukleinowych wzmacniajgcych pojedynczy gen. Takie specyficzne
oddziatywanie bytoby bardzo pomocne w biotechnologii jak réwniez medycynie molekularnej, zwlasz-
cza w przypadku konieczno$ci podniesienia ekspresji wybranych gendéw zaangazowanych w cykl ko-
morkowy, apoptoze, réznicowanie, wzrost i proliferacje, w fizjologicznych jak rowniez patologicznych
warunkach. Jak dotad nie opracowano jednak technicznych ani przemystowych rozwigzan umozliwia-
jacych selektywne wzmocnienie syntezy biatek na poziomie translacji takich gendéw jak: TP53, BAX,
CDKN2A, CDK4, RB1, NOD2, CHEK2, INBS1, MC1R, MSH2, MLH1, MSH6, BRCA1, BRCA2, APC,
INS, GH1, IFNA1 TERT, COL1A1 i wielu innych wykazujgcych cechy supresoréw i mutatoréw lub
gendw, ktérych ekspresja jest zbyt niska, zwlaszcza w warunkach patologicznych. Nie opracowano
réwniez selektywnych czynnikéw trans, ktére mozna bytoby zastosowaé w pewnych technologiach
wykorzystywanych np. w biologii medycznej i w produkcji biofarmaceutykéw, gdzie specyficznos¢
i wysoka wydajnos¢ syntezy biatek stanowig najwazniejsze parametry decydujgce o przewadze kon-
kurencyjnej danej biotechnologii na rynku.

Przegladajgc aktualng wiedze na temat mozliwosci wzmacniania translacji natrafi¢ mozna na in-
formacje, ze niektére miRNA (rozumiane tradycyjnie jako inhibitory translacji), wigzac sie do sekwenc;ji
3'UTR nieoczekiwanie mogg takze podnosi¢ synteze biatek (Vasudevan 2007). Poznano réwniez no-
wg klase sekwencji docelowych dla miRNA (nazwanych miBridges), zawierajacych podobne miejsca
interakcji w regionie 5’UTR i 3'UTR, wystepujgce w obrebie jednej czgsteczki RNA, co wskazuije, ze ta
sama czgsteczka miRNA moze wigzac¢ sie nie tylko do 3'UTR (jak uwazano wczes$niej) ale takze do
5'UTR (Lee et al 2009). Co wiecej, specyficzna dla watroby czgsteczka miRNA-122, ktéra wigzac sie
do sekwencji 3'UTR zwykle posredniczy w post-transkrypcyjnej regulaciji ekspresji genéw przez niese-
lektywne hamowanie translacji docelowych mRNA, moze takze stymulowaé translacje wirusa HCV
przez bezposrednie oddziatywanie tej czgsteczki miRNA-122 z dwoma docelowymi miejscami w se-
kwencji 5’UTR genomu HCV (Henke et al 2008). Chociaz pojedyncza czasteczka miRNA wigze sie
zwykle do wielu docelowych czgsteczek mRNA, wykazujgc tym samym niskg selektywnosé, badania
powyzej przedstawione wykazaly, ze wystepujgca w naturze czgsteczka miRNA-122, oddziatujgc
z sekwencjami cis regionu 5’'UTR, moze wbrew oczekiwanym efektom wzmocni¢ wydajno$¢ translaciji,
co dla wirusa HCV jest niezbedne do utrzymania translacji i procesu zakazania. Wykazano réwniez,
ze wystepujgca w naturze czagsteczka miRNA oznaczona jako mir-10a oddziatuje z regionem
5'UTR czagsteczek mRNA kodujgcych biatka rybosomalne, czego wynikiem jest wzmocnienie trans-
lacji tych biatek (drom et al. 2008). Co wigcej, najnowsze badania wskazujg na odkrycie nowego
zjawiska — aktywacji RNA (RNAa) jako mechanizmu zaleznej od promotora aktywacji transkrypciji
uruchamianej przez nowg klase interferujgcych RNA nazwanych saRNA (ang.: small activating RNAS)
(Huang et al. 2010). Zjawisko RNAa prowadzi do podniesienia ekspresji genéw na poziomie tran-
skryptomu, co potwierdzono jak dotgd dla réznych typéw komorek ssakéw (Li et al. 2006). Pomimo
wymienionych powyzej odkry¢, nie opisano dotad czasteczki umozliwiajgcych specyficzne i selektyw-
ne wzmocnienie syntezy biatek wybranych genéw, lub ich fragmentéw przez wzmocnienie wydajnosci
translacji, co mozna osiggng¢ stosujgc opisane w niniejszym wynalazku sztuczne i podobne do natu-
ralnych kwasy nukleinowe, zaprojektowane na podstawie wybranych sekwencji, zwlaszcza matryco-
wych RNA i wykazujgcych co najmniej jedng z wymienionych wiasciwosci: 1) aktywnos$¢ czynnika
trans, 2) zdolnos¢ do indukcji zjawiska interferencji RNA (RNAIi) prowadzgcego do wzmocnienia wy-
dajnosci translacji, 3) zdolnosci do uruchamiania mechanizmu prowadzgcego do odcinania regionéw
regulatorowych (np. odciecia mocno sfatdowanych fragmentow 5'UTR z udziatem RNazy H), jak row-
niez 4) mozliwosci zmiany termodynamicznych parametréw docelowych czgsteczek RNA.




6 PL 237 080 B1

Jednym z najwazniejszych parametrow regionéw regulatorowych mRNA (wigczajgc w to se-
kwencje 5'UTR) jest wynikajgca z sekwencji nukleotydéw energia swobodna, ktéra okresla drugorze-
dowg i trzeciorzedows strukture pofatdowania tych regionéw (Batey et al. 1999).

W przypadku wielu genoéw, proces réznicowego sktadania transkryptu pierwotnego (alternatyw-
nego splicingu pre-mRNA) prowadzi do powstania kilku alternatywnych wariantow transkrypcyjnych,
ktére w zaleznosci od posiadanej sekwencji nukleotydowej, struktury drugorzedowej i regulatorowych
elementow cis, mogg podlega¢ odmiennej i niezaleznej regulacji, co w konsekwencji prowadzi do réz-
nej, zaleznej od wariantu ekspresji pojedynczego genu. Przyktadem takiego genu moze by¢ pro insu-
lina (Shalev 2002) lub gen SP-A1, gdzie wykazano, Zze kazdy z czterech analizowanych wariantow
5'UTR wykazywat odmienny wplyw na synteze markerowego biatka reporterowego (Wang 2005).

Biorgc pod uwage dtugosé sekwencji UTR, obliczono ze 90% komérkowych czgsteczek RNA opa-
trzonych jest krotkimi (10-200n) regionami 5'UTR. Takie mRNA ulegajg wydajnej, zaleznej od czapecz-
ki 5" translacji, ktéra wymaga obecnosci wielobiatkowego kompleksu elF4F zawierajgcego czynniki ini-
cjacji translacji eukariotycznej takie jak EIF4A, EIF4G, EIF4E (Pelletier and Sonenberg 1985).

Niewielka czes¢ komodrkowego transkryptomu obejmuje czagsteczki RNA opatrzone mocno
ustrukturyzowanymi regionami 5'UTR, zawierajgcymi czesto liczne alternatywne ramki odczytu
(UORFs). Takie RNA ulegajg translacji jedynie w niewielkim stopniu, chyba Zze zawierajg wewnetrzne
miejsca wejscia rybosomow (IRES) czemu dodatkowo towarzyszy¢ muszg warunki sprzyjajgce trans-
lacji zaleznej od IRES (niezaleznej od czapeczki) (Willis 1999, Stoneley et al. 2004).

Wiegkszos$¢ transkryptow gendw lub ich fragmentéw opatrzonych jest krotkimi (10—200 nukleoty-
dowe) stabo pofatdowanymi sekwencjami 5'UTR, ktére zwykle czynig je mniej podatnymi na wystepu-
jacg w naturze regulacje ekspresji na poziomie translacji. Sekwencje tych 5'UTR charakteryzuje:
a) niewielka, bliska zeru energia swobodna Gibbs’a (A G —0), b) stan rownowagi, ktéry nie ma wptywu
ani na tworzenie ani rozpad struktur drugorzedowych, c) wieksza szybkos¢ translacji, d) ilosciowo
wyzszy poziom okreslonych biatek, e) diuzszy okres poitrwania, ale krotszy czas zajecia rybosomu
wynikajacy z zaleznosci miedzy translacjg i degradacjg, f) wieksza liczba transkryptéw, g) zdolnosé do
wydajnej translacji zaleznej od czapeczki 7mG w normalnym stezeniu czynnika translacyjnego
eiF4F, jak rowniez h) zalezna od sekwencji IRES zdolno$¢ do podnoszenia poziomu biatka na dro-
dze translacji niezaleznej od czapeczki, zwykle w specyficznych warunkach takich jak: szok cieplny,
podziat komorki, stres komorkowy lub stres oksydacyjny obserwowany miedzy innymi w guzach
litych (Pelletier and Sonenberg 1985, Mathews et al. 2007).

Transkrypty zawierajgce dtugie (>200 nukleotydoéw, zwykle 500-1500n), mocno pofatdowane
sekwencje 5'UTR stanowig ok. 10% naturalnie wystepujgcych czgsteczek matrycowego RNA, regulo-
wanych gtéwnie na poziomie translacji. Ten rodzaj regionéw 5'UTR obfituje w sekwencje GC, utrud-
niajgc tym samym ich eksperymentalne wykrywanie. Diugie nieulegajgce translacji regiony 5’ stwier-
dzono miedzy innymi w wiekszosci genéw zaleznych od cyklu komérkowego, ktérych ustrukturyzowa-
ne formy 5'UTR stanowig dodatkowy mechanizm kontroli translacji, zapobiegajgc tym samym nad-
miernej ekspresji genu. Pofatdowane sekwencje 5'UTR charakteryzuje a) mocno ujemna energia
swobodna Gibbs'a (AG<<0), b) samorzutne tworzenie struktur drugorzedowych, c) niewielka szybkos¢
translacji, d) niska lub niewykrywalna wydajnos¢ translacji, e) krotszy okres pottrwania ale diuzszy
czas zajecia rybosomu, f) mniejsza liczba transkryptéw, g) duza liczba niecharakterystycznych otwar-
tych ramek odczytu (UORFs) potozonych w kierunku 5 od wtasciwego kodonu start, h) zdolno$¢ do
wydajnej translacji zaleznej od czapeczki 7mG w srodowisku wysokiego stezenia czynnika translacyj-
nego eiF4E, ktéremu towarzyszy jednoczesnie niski stosunek stezeh eiF4F/eiF4E, jak rowniez i) za-
lezna od obecnosci sekwencji IRES zdolno$¢ do podnoszenia poziomu syntezy biatka na drodze
translacji niezaleznej od czapeczki, obserwowana zwykle w nastepstwie: szoku cieplnego, w trakcie
podziatu komorki, stresu komoérkowego lub w guzach litych, jako efekt dziatania stresu oksydacyjnego.
(Pelletier and Sonenberg 1985, Mathews et al. 2007).

Wartg podkreslenia jest obserwacja, ze zwiekszony poziom czynnika translacyjnego elF4E,
w sposéb selektywny i nieproporcjonalnie mocniej podnosi wydajnos¢ translacji czasteczek mRNA
opatrzonych dtugimi i mocno ustrukturyzowanymi sekewncjami 5’'UTR w poréwnaniu do krétkich, nie-
sfatdowanych wariantéw transkrypcyjnych (Koromilas et al. 1992).

Wykazano rowniez, ze w trakcie skanowania transkryptow, czynnik elF4E/F bierze udziat
w zwigzanym ze zitosliwoscig raka procesie prezentacji i lokalizacji alternatywnych ramek odczytu
(UORFs) (Carter et al. 1999, Benedetti and Graff 2004).
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Co wiecej, zaobserwowano korelacje miedzy a) 3—10 krotnie podniesionym poziomem czyn-
nika elF4E, oznaczonym dla wielu rakow i b) progresja nowotworowg w kierunku ztosliwego fenoty-
pu (Kerekatte et al. 1995, Wang et al. 2001). Przedstawione powyzej dane prowadzi¢ mogg do posta-
wienia hipotezy, ze dtugie, mocno ustrukturyzowane sekwencje UTR czgsteczek matrycowego RNA
mogg stanowi¢ pule nieaktywnych translacyjnie transkryptow, rekrutowanych do syntezy biatek jedy-
nie w okreslonych warunkach, alternatywnie 1) na drodze translacji zaleznej od sekwencji IRES, akty-
wowanej np. w niektorych typach tkanek lub w specjalnych warunkach takich jak niedotlenienie, ob-
serwowane czesto w komorkach rdzenia guzéw litych lub 2) na drodze translacji zaleznej od czapecz-
ki 5', aktywowanej np. w niektérych komérkach przerzutowych, zwtaszcza tych w ktérych dochodzi do
nadmiernej ekspresji czynnika elF4E.

Tak wiec pule nieaktywnych lub mato aktywnych translacyjnie transkryptéw, opatrzonych
zwykle sekwencjami o wysokim potencjale regulatorowym obecnym takze w elementach cis krétkich
nieustrukturyzowanych regionéw regulatorowych, mogg by¢ selektywnie rekrutowane i aktywowane
przez interferujgce czgsteczki eRNA niniejszego wynalazku. Opisana zdolnos¢ regulujgcej cza-
steczki kwasu nukleinowego (nazwanej w skrocie eRNA) do wykorzystania dostepnego potencjatu
regulatorowego regulowanej czgsteczki matrycowego RNA umozliwia osiggniecie efektu selektyw-
nego wzmocnienia syntezy biatek.

Streszczenie wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest oligonukleotyd, polinukleotyd i czgsteczka kwasu nukleinowego,
nazwane w skrocie ,eRNA", zgodnie z jego zdolnoscig do wzmacniania (ang. enhancing) syntezy
biatek i przez analogie do opisanych powyzej czgsteczek siRNA (ang. small inhibitory RNA).

Ta mata wzmacniajgca czgsteczka RNA nalezy do chemicznie i strukturalnie zréznicowanej
grupy zwigzkéw syntetyzowanych i/lub izolowanych jako a) czgsteczki sztuczne (nie wystepujace
w naturze) i/lub b) podobne do naturalnych, ktére w przeciwienstwie do czgsteczek siRNA, miRNA,
antysenséw i innych pochodnych kwaséw nukleinowych (znanych jako czgsteczki hamujace) moga
selektywnie wzmacnia¢ synteze biatek i wydajnos¢ translacji, co bylo dotagd niemozliwe i stanowi
wazng przewage technologiczng tego wynalazku.

Co najmniej jeden z wymienionych ponizej sposobow opisuje dziatanie czgsteczki eRNA, ktéra
jako czynnik trans moze wptywaé na synteze biatek przez: a) selektywne wigzanie sie do elementéow
cis i w konsekwencji zmienia¢ fizyko-chemiczne wiasciwosci docelowych czgsteczek, umozliwiajgc
w ten sposéb zwiekszenie poziomu syntezy biatek, b) uruchamia¢ zjawisko interferencji RNA (RNAi)
i/lub aktywacji RNA (RNAa), tu prowadzgce do wzmocnienia syntezy biatek przez aktywacje enzyma-
tycznej maszynerii post-transkrypcyjnej regulaciji ekspresji genéw, ¢) umozliwia¢ odciecie hamujgcych
regiondw sekwencji regulatorowych docelowej czgsteczki RNA, wigczajac w to mozliwe zaangazowa-
nie RNazy H w odcinanie fragmentéw 5'UTR, d) umozliwiajgc wigzanie innych czynnikéw trans, natu-
ralnie wystepujgcych komoérkowych kwasow nukleinowych, biatek regulacyjnych i/lub metabolitow,
€) zmieniajgc zalezne od energii Gibbs'a tworzenie struktur drugorzedowych (AG = AH - TAS,
dG = VdP - SdT) docelowych miejsc mRNA, co ma wplyw na wtasciwosci translacyjne docelowych
transkryptow, prowadzgc do wzmocnienia syntezy biatek.

Projekt czgsteczki eRNA oparty jest o strukture i charakterystyczne cechy opisane w rysunkach,
tabelach i zastrzezeniach tego wynalazku, gdzie preferencyjnie projektowanie ma na celu a) lineary-
zacje struktury docelowego regionu regulatorowego 5'UTR i/lub b) zwiekszenie stopnia pofatdowania
sekwencji 3'UTR i/lub, c) uwolnienie regulatorowej sekwencji utatwiajgcej translacje przez zwigzanie
eRNA z dystalnymi elementami cis blokujgcymi tg sekwencje, i/lub d) zablokowanie sekwencji utrud-
niajgcych translacje przez zwigzanie eRNA z tymi sekwencjami i/lub e€) uwolnienie domen funkcjonal-
nych takich jak sekwencje IRES oraz innych domen istotnych dla sprawnej syntezy biatek.

Wspomniana powyzej selektywnos¢ czasteczki eRNA oznacza bezposredni efekt wzmocnie-
nia syntezy wybranego, pojedynczego biatka, ktéremu towarzyszy¢ moze co najwyzej 20% wzmoc-
nienia innego biatka, ktérego sekwencja ma co najwyzej 80% zgodnosci z aktywnym fragmentem
czgsteczki eRNA.

Aktywny fragment czgsteczki eRNA to czes¢ sekwencji eRNA bezposrednio wigzacej sie
do czgsteczki docelowej z co najmniej 90% homologig sekwencji w jednym ciggu co najmniej
6-nukleotydow.

Czasteczka eRNA zawiera co najmniej jeden fragment aktywny, ktérej moze towarzyszyc¢ jedna
lub wiekszg ilos¢ sekwencji pomocniczych, ktore nie wykazujg homologii lub prezentujg jedynie nie-
wielkie podobienstwo wzgledem czgsteczki docelowe;.
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Zalezne od eRNA wzmocnienie syntezy biatek oznacza co najmniej 20% zwiekszenie wydajno-
8ci syntezy wzgledem kontroli niestymulowanej przez eRNA.

Przedmiotem tego wynalazku jest czgsteczka eRNA lub mieszanina czgsteczek eRNA, ktérych
wzmacniajgce wtasciwosci w syntezie biatek mozna otrzymac przez zaprojektowanie oligonukleotydu,
polinukleotydu i/lub czgsteczki kwasu nukleinowego wptywajacego na zmiane zaleznego od energii
Gibbs'a fatdowania regionéw regulatorowych, zwlaszcza przez dziatanie na sekwencje 5'UTR, co
prowadzi do wzmochnienia syntezy biatek, ktéremu towarzyszy zwykle linearyzacja docelowych struktur
RNA (minimalizacja AG—0[kcal/mol]).

Celem wynalazku jest réwniez dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgsteczek eRNA,
ktérych wzmacniajgce wlasciwosci w syntezie biatek mozna otrzymaé przez zaprojektowanie oligonu-
kleotydu, polinukleotydu i/lub czgsteczki kwasu nukleinowego wptywajgcego na zmiane zaleznego od
energii Gibbs'a fatdowania regionéw regulatorowych, zwtaszcza przez dziatanie na sekwencje 3'UTR,
co prowadzi do wzmocnienia syntezy biatek, ktéremu towarzyszy zwykle linearyzacja struktur RNA
(maksymalizacja AG -co[kcal/mol]).

Innym przedmiotem tego wynalazku jest dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgste-
czek eRNA, ktoérych wzmacniajgce wtasciwosci w syntezie biatek mozna otrzymac przez zaprojekto-
wanie oligonukleotydu, polinukleotydu i/lub czgsteczki kwasu nukleinowego zdolnego do wigzania sie
do elementéw cis wewnatrz regionéw regulatorowych docelowych czgsteczek RNA, co w konsekwen-
cji moze wptywac na: a) wydajnos¢ syntezy biatek i/lub b) wydajnos¢ transkrypciji i/lub c) wydajnosc
wigzania czynnikéw trans i/lub c) wydajno$¢ enzymatycznej maszynerii aktywowanej przez mechani-
zmy post-transkrypcyjnej i translacyjnej kontroli.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest czgsteczka eRNA lub mieszanina czgsteczek eRNA, kt6-
rych wzmacniajgce wtasciwosci w syntezie biatek mozna otrzymac przez zaprojektowanie oligonukleo-
tydu, polinukleotydu i/lub czgsteczki kwasu nukleinowego oddziatujgcego z innymi czynnikami trans
takimi jak kwasy nukleinowe i/lub biatka wigzgce sie do elementdéw cis RNA, zwiekszajgcymi w konse-
kwencji wydajnosc syntezy biatek.

Tak wiec, wynalazek ten rozwigzuje techniczny problem braku mozliwosci selektywnego
wzmachiania syntezy biatek, uruchamianej z jednego lub wiekszej liczby alleli chromosomoéw homolo-
gicznych, co najmniej jednego z gendw lub fragmentéw gendw, wymienionych w zastrzezeniach, se-
kwencjach i tabelach wynalazku, preferencyjnie co najmniej jednego z wymienionych genéw: TP53,
BAX, CDKN2A, MYC, CDK4, RB1, NOD2, CHEK2, INBS1, MSH2, MLH1, MSH6, BRCA1, BRCA2,
APC, INS GH1, EGF, VEGF, IFNA1, IFNA2, IFNB, IFNG, IGF1 i wielu innych naturalnie wystepujg-
cych lub zmienionych gendw lub fragmentéw gendw, ktoérych ekspresja jest zbyt niska i/lub pozgdana
jest wyzsza ekspresja, zwtaszcza supresorow, gendw mutatorowych, gendéw zwigzanych z powstawa-
niem guza/raka, genéw zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng jak rowniez wariantéw gene-
tycznych tych gendw, ich delecyjnych, inercyjnych i substytucyjnych form, stosowanych w biotechno-
logii przemystowej, farmacji, biotechnologii medycznej i terapii genowe;j.

Wynalazek przewiduje dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgsteczek eRNA, kté-
rych budowa strukturalna podobna jest do co najmniej jednego z wymienionych typéw czgsteczek
w tym: a) sensu/antysensu, b) sondy, c) miRNA/anty-miRNA, d) siRNA, e) rybozymu, f) dnazymu,
g) aptameru, i/lub h) innego regulatorowego czynnika trans, zdolnego do selektywnego wzmacnia-
nia syntezy biatek.

Wynalazek przewiduje dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgsteczek eRNA, synte-
tyzowanej sposobem technicznym z wykorzystaniem metod chemicznych i/lub biotechnologicznych
i/lub biologii molekularnej w celu otrzymania sztucznej lub podobnej do naturalnej czasteczki eRNA
lub mieszaniny czgsteczek eRNA, wykazujgcych aktywnos¢ selektywnego wzmacniania syntezy bia-
tek i dziatajgcych jak selektywny wzmacniacz syntezy (enhancer).

Wynalazek przewiduje dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgsteczek eRNA, ktore
chemicznie charakteryzuje co najmniej jedna z wymienionych cech: a) sg sztuczne, zewnetrzne,
b) podobne do naturalnie wystepujacych, c) niemodyfikowane chemicznie (DNA, RNA, inne kwasy
nukleinowe), d) modyfikowane chemicznie (takie jak: LNA, PNA PTO, O-2"-metyl-RNA, tio-pochodne
kwaséw rybonukleinowych jak réwniez innych modyfikowanych czgsteczek), w kazdym przypadku
wykazujgce aktywnos¢ selektywnych wzmacniaczy syntezy biatek.

Wynalazek przewiduje dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgsteczek eRNA, ktére
sg a) izolowane z tkanek i/lub b) ptyndéw ciata i/lub c) zsyntetyzowane sposobem technicznym.
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Wynalazek przewiduje dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czgsteczek eRNA, ktore
wigzgc sie do docelowej czgsteczki RNA, zwlaszcza do nieulegajgcego translacji regionu 5’ (5'UTR)
czgsteczki mRNA, wykazuje wlasciwosci wzmacniania wydajnosci syntezy biatek kodowanych przez
a) geny opisane w zastrzezeniach, wykresach, sekwencjach i tabelach wynalazku i/lub b) wielu innych
naturalnie wystepujgcych i modyfikowanych gendéw lub ich fragmentow, ktérych ekspresja jest zbyt
niska lub pozgadany jest wyzszy poziom ekspresji.

Wynalazek przewiduje zasady projektowania czagsteczki eRNA jak rowniez przygotowywania
mieszaniny czgsteczek eRNA, wykazujgcych wtasciwosci wzmacniania syntezy biatek i wysoki poziom
selektywnosci wzgledem docelowego allelu lub genu, a) preferencyjnie projektowanych na podstawie
a.1l) sekwencji genéw jednego lub wiekszej liczby alleli chromosomoéw homologicznych, w tym co naj-
mniej jednej sekwencji opisanej w zastrzezeniach, wykresach, sekwencjach lub tabelach wynalazku,
i/lub a.2) sekwencji wielu innych modyfikowanych lub wystepujacych w naturze gendéw lub ich frag-
mentow, ktérych ekspresja jest zbyt niska lub pozadany jest wyzszy poziom ekspresji, b) preferencyj-
nie projektowanych jako typowe oligonukleotydy, polinukleotydy, miRNA, siRNA, czasteczki senséw,
antysenséw, molekularnych sond, ktérych sekwencja projektowana jest jednak na podstawie specjal-
nych, docelowych miejsc wigzania eRNA, opisanych w niniejszym wynalazku jako sekwencje regulato-
rowe, b.1) zwtaszcza wysoce ustrukturyzowane elementy cis, IRE, IRES, umiejscowione zwtaszcza
w regionach 5'UTR i/lub b.2) stabo pofatdowane elementy cis sekwencji 3'UTR.

Wynalazek przewiduje dostarczenie czgsteczki eRNA lub mieszaniny czasteczek eRNA, ktére
majg zastosowanie w biologii medycznej, chemii medycznej, biotechnologii, farmacji, biochemii, biofi-
zyce, bioinzynierii, biologii, chemii, fizyce, przemysle, weterynarii, biologii roslin i zwierzat, medycynie
molekularnej a zwtaszcza w preparatach medycznych zawierajgcych materiat genetyczny dostarczany
do wyizolowanych ex-vivo komérek jak rowniez komérek zywego ciata w celu przeprowadzenia terapii
choréb genetycznych, w tym nowotwordw, chordb infekcyjnych i chordb dziedzicznych.

Wynalazek przewiduje, ze czgsteczka eRNA lub mieszanina czasteczek eRNA zawierajgcych
co najmniej jedng sekwencje, jej fragment lub pochodng, wykazuje co najmniej 80% identycznosci se-
kwencji, zwlaszcza co najmniej ok. 90% podobienstwa sekwencji, szczegdlnie co najmniej 95% iden-
tycznosci sekwencji wzgledem czgsteczki kwasu nukleinowego, scharakteryzowanego przez unikatowe
cechy i/lub zastosowania opisane w zastrzezeniach, wykresach i tabelach niniejszego wynalazku.

Wynalazek przewiduje, ze czasteczka eRNA lub mieszanina czgsteczek eRNA obejmujgcych
co najmniej jedng sekwencje lub jej fragment lub pochodng, wykazuje co najmniej 80% podobienstwa
dziatania eRNA, scharakteryzowanego szczegétowo w zastrzezeniach, wykresach i tabelach wynalaz-
ku, szczegdlnie zsyntetyzowanych zgodnie z zatozeniami wynalazku, zwtaszcza na podstawie se-
kwencji genéw wymienionych w tabeli 2-A i tabeli 2-B.

Wynalazek przewiduje, ze czgsteczka eRNA — DNA i/lub RNA i/lub pochodna kwasu nukleino-
wego, jest zdolna do hybrydyzacji w rygorystycznych warunkach z co najmniej jedng z sekwencji opi-
sanych w tabeli 2-A i 2-B tego wynalazku.

Przedmiot wynalazku przedstawiony w przykladach wykonania jest uwidoczniony na ry-
sunkach: Rys. 1, 2, 3, 4.

Rysunek 1. Kontrola translacji jest jednym z waznych mechanizmow regulacji syntezy biatek
odbywajgcych sie na poziomie post- transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendw, wigczajgc w to zalezng
od allela translacje z macierzystego (A.1) lub ojczystego (A.2) allela, wykazujgcych réznice w zakresie
SNP (polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw) pokazanych na Rys 1.A.2 w postaci matych gwiaz-
dek. mRNA, pefnigc funkcje matrycy syntezy biatek, sklada sie z trzech regionéw: nieulegajgcego
translacji regionu 5 (5'UTR), sekwencji kodujgcej (CDS) i nieulegajgcego translacji regionu 3’
(3'UTR), zawierajgcych zwykle kilka regulatorowych elementéw cis (np.: w zakresie 5'UTR: element
odpowiedzi na zelazo — IRE, wewnetrzne miejsce wejscia rybosomu -IRES, element przesuniecia
ramki odczytu, rybo-przetacznik, sekwencja liderowa biatka rybosomalnego, alternatywne ramki od-
czytu -uORFs, specyficzne drugorzedowe i trzeciorzedowe struktury sfatdowanego RNA, struktura
spinki do wloséw, sekwencja kierujgca wbudowywaniem selenocysteiny- SECIS, w zakresie 3'UTR:
element bogaty w sekwencje AU, sygnat poliadenylacji, jak réwniez inne sekwencje kwaséw nuklei-
nowych. Sekwencje cis znalez¢é mozna réwniez w DNA: operon, promotor, terminator, kaseta tata,
element odpowiedzi hormonalnej -HRE i wiele innych sekwencji cis). Wszystkie te sekwencje regulato-
rowe mogg wigzac czynniki trans (takie jak: miRNA, zwykle rozumiane jako czynniki wigzace sie do
3'UTR i hamujgce synteze, czgsteczka antysensu, sztuczna czgsteczka siRNA, biatko regulacyjne,
podjednostka rybosomu, polimeraza, odwrotna transkryptaza i wiele innych). Tréjkgtami wskazano
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czgsteczke kwasu nukleinowego zdolnego do selektywnego wigzania sie do jednego lub wiekszej
ilosci alleli genu lub jego fragmentu, selektywne wzmacniajgca synteze wybranego biatka (B., tutaj:
jako sztuczne, podobne do miRNA oligonukleotydy, selektywnie wigzgce sie do 5'UTR mRNA alleli
p53). Czgsteczka kwasu nukleinowego, ktdra jest przedmiotem niniejszego wynalazku zostata ozna-
czona w skrocie jako eRNA, na podstawie jej zdolnosci do wzmacniania syntezy biatek i przez analo-
gie do opisanych powyzej czgsteczek siRNA.

Rysunek 2. Przyktad zastosowania eRNA jako czgsteczki kwasu nukleinowego umozliwiajgce-
go wzmochienie syntezy biatka w sposdb selektywny wzgledem genu lub allelu [B.1., B.2.], Jednoni-
ciowe lub dwuniciowe eRNA pokazano pogrubiong linig prostg lub linig zawierajgca petle zakorczong
strzatkg na 3’ jej koncu (czerwone linie) [B.1., B.2., B.3,, B.4.a., B.4.b.,, B.4.C., B.5.a,, B.5.b., B.5.C,,
B.6.a-g., C.1.]. Naturalnie wystepujgce czgsteczki miRNA i siRNA przedstawiono linig wykropkowang
zakonczong strzatkg na 3' koncu sekwencji (niebieskie linie) [C.2., C. 3]. Mutacja C2756T obecna
w sekwencji IRES 5'UTR transkryptu c-Myc [A.] conajmniej jednego z alleli, obserwowana w 42%
prébek szpiku kostnego (Paulin et al., 1996) prowadzi do zwiekszenia wydajnosci wigzania czynnikow
translacyjnych (Paulin et al, 1998) a w konsekwencji do nasilenia inicjacji translacji biatka c-Myc-2
w sposéb niezalezny od czapeczki [A.], co wskazuje na nowy mechanizm onkogenezy (Stephen et al.,
2000). Nadekspresja c-Myc-2 moze byc¢ selektywnie zredukowana przez zastosowanie poznanej
wczesdniej technologii wyciszania gendw przez zastosowanie czgsteczek siRNA [C.2] selektywnie
wigzacych sie do zmutowanego allele genu [C.] i/lub przez zastosowanie eRNA, jako srodka przeciw-
nowotworowego o0 budowie przypominajgcej sztuczne miRNA [B.1.], sonde, antysens/sens [B.2.],
umozliwiajgcego selektywng nadekspresje prawidtowego biatka c-Myc-1 z prawidtowego (nie zmuto-
wanego) allelu [B.]. eRNA przedstawione w punkcie [C.1] prezentuje mozliwo$¢ wzmacniania syntezy
biatek w oparciu o zmutowany allel lub sztuczng sekwencje lub gen lub fragment genu, ktérego wy-
dajnos¢ syntezy biatek jest zbyt niska lub powinna byé wyzsza. Naturalnie wystepujgce miRNA,
wigzagc sie do 3'UTR [C.3] moze niespecyficznie hamowaé synteze grupy biatek w (miRNA wigzg
sie zwykle do co najmniej kilku mRNA). Niepetna homologia sekwencji miedzy eRNA i matrycowe-
go RNA [B., C.,] zostata przedstawiona jako centralnie potozona petla na liniach eRNA zakonczo-
nych strzatkg na 3’ jej koncu [B.1., B.3., B,4.a., B.4.b.,, B.4.C., B.5.a.,, B.5.b., B.5.C., C.1], gdzie
eRNA o strukturze szpilki do wiosoéw [B.4.b] lub dwuniciowe eRNA [B.5.b] zawierajgce dwie petle,
stanowig przykfad petnej lub niemal petnej komplementarnosci obydwu nici eRNA wzgledem siebie
i jednoczesnie niepetnej homologii sekwencyjnej wzgledem docelowego RNA. Punkt [B.6.a-g]
przedstawia eRNA, zakoniczone na 3' koncu sekwencjg (3'(N)n) zawierajgcg n-nukleotydow, N-
zasad (G, A, C, T,U lub modyfikowanych), zwtaszcza homologicznych do docelowej sekwencji
i stosowanych w celu zwiekszenia selektywnosci i/lub N-zasad sprzezonych z transfektantem i/lub
czgsteczkg ochronng i/lub modyfikowanymi nukleotydami stymulujgcymi pobieranie eRNA przez
komérki (e.g.: tiofosforanowe nukleotydy DNA, tio-rybo-pochodne lub nukleotydy amino-NTP wig-
czane do eRNA przez transferaze nukleotydéw terminalnych).

Rysunek 3. Przyktad sekwenc;ji i struktur eRNA umozliwiajgcych selektywne wzmacnianie syn-
tezy biatek [A., B., D-J.] lub wyciszanie genoéw [C] z geno- lub allelo-specyficzng selektywnoscig, za-
projektowanych na przyktadzie genu MYC (c-Myc). Sekwencje wynalazku przedstawiono w dziale
LJista sekwencji”.

A. Sekwencja sztucznej, podobnej do miRNA czgsteczki eRNA, stosowanej w celu selektywnego
wzmocnienia prawidtowego allela genu MYC.

B. Sekwencja sztucznej, podobnej do miRNA czgsteczki eRNA, stosowanej w celu selektywnego
wzmochienia zmutowanego allela genu MYC.

C. Sekwencja czgsteczki siRNA, stosowanej w celu selektywnego wyciszenia zmutowanego allela
genu MYC (technologia wyciszania genéw).

D. Sekwencja podobnej do antysensu czgsteczki eRNA, zmodyfikowanej przez dodanie 3'(N)n konca
zawierajgcego n-nukleotydow, N-zasad stosowanej w celu selektywnego wzmacniania lub jako
transfektant/protektant.

E. Sekwencja podobnej do sensu czasteczki eRNA.

F. Struktura podobnej do miRNA czgsteczki eRNA z centralnie potozong petlg (niedopasowaniem
wzgledem sekwencji docelowego RNA).

G. Struktura podobnej do miRNA, dwuniciowej czgsteczki eRNA, zawierajgcej dwie centralnie potozo-
ne petle z petng lub niemal petng komplementarnoscig nici eRNA i jednoczesnie niepetng homolo-
gig sekwencyjng wzgledem docelowego RNA.
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H. Struktura podobnej do miRNA, dwuniciowej czgsteczki eRNA, zawierajgcej jedynie jedna centralnie
potozong petle na nici antysensownej z czesciowg komplementarnoscig nici eRNA i jednoczesnie
wysokg homologig sekwencyjng nici sensownej wzgledem docelowego RNA.

I. Struktura podobnej do miRNA, dwuniciowej czgsteczki eRNA, zawierajgcej jedynie jedng centralnie
potozong petle na nici sensownej z cze$ciowg komplementarnoscig nici eRNA i jednoczesnie wy-
sokg homologig sekwencyjng nici antysensownej wzgledem docelowego RNA.

J. Struktura spinki do wloséw, podobnej do miRNA, dwuniciowej czgsteczki eRNA, zawierajgce;j
dwie centralnie potozone petle z petng lub niemal petng komplementarno$ciag nici eRNA i jedno-
czesnie niepetng homologig sekwencyjng wzgledem docelowego RNA. Ta struktura spinki do
witosow reprezentuje grupe harpinowych eRNA podobnych do powyzej zaprezentowanych dwu-
niciowych eRNA.

Rysunek 4. Przykfad efektywnosci | selektywnos$ci czgsteczki eRNA skierowanej na element cis
sekwencji 5'UTR genu TP53. Materiaty i metody: chemiczna synteza czasteczek 2'-0-metylo-RNA;
wprowadzenie eRNA (o budowie podobnej do sensu, antysensu, anty-miRNA, miRNA) lub siRNA
(jako kontroli technologii eRNA), wszystkie zaprojektowane tak aby wigzac sie do czgsteczek mRNA
biatka p53; lizat linii komorkowej Hela; analiza western biot (Srednia +/-btgd standardowy) pozioméw
biatka (N = 30); analiza pozioméw transkrypcji real-time PCR (N = 30); dane wyrazone jako gestos¢
optyczna (OD) biatek. (A. p53, B. B-aktyny) znormalizowana do 100% kontroli (bez dodatku eRNA)
| podzielona nastepnie przez znormalizowane dane transkrypcji w celu wyeliminiowania efektéw regu-
lacyjnych eRNA na transkrypcyjnym i post-transkrypcyjnym poziomie, statystyka: ANOVA *p < 0.001
wzgl. kontroli.

A. Wydajnos¢ translacji biatka p53. Sekwencja sztucznej, podobnej do miRNA czgsteczki
eRNA wzmacnia wydajnos¢ translacji 2,98-krotnie. Interesujgcg wydaje sie by¢ obserwacja, ze cza-
steczka eRNA podobna do sensu jak rowniez antysensu moze wzmocni¢ synteze biatek, zwlaszcza
kiedy zostanie zaprojektowana w oparciu o element cis sekwencji 5’UTR. Inne, nie pokazane tutaj
dane wskazujg, ze petna lub niemal petna homologia eRNA (o budowie podobnej do sen-
su/antysensu/sondy) z docelowg sekwencjg RNA dziata bardziej efektywnie jako wzmacniacz syntezy
biatek w przypadku roslin, nizszych organizmoéw i biotechnologii opartej o rosliny, podczas gdy niepet-
na homologig eRNA o budowie podobnej do miRNA jest najbardziej efektywna w komoérkach ludzkich
i ludzkich/zwierzecych systemach biotechnologicznych syntezy biatek (jak to pokazano na wykresach
stupkowych).

B. Translacja biatka p-aktyny. Sekwencja sztucznej czgsteczki eRNA podobnej do miRNA jak
réwniez innych rodzajéw struktury eRNA, ktére zostaty zaprojektowane by wigza¢ sie do p53, nie ma
wplywu na wydajnos¢ translacji 3-aktyny, co wskazuje na wysokg selektywnos¢ eRNA.

Opis preferowanych zastosowan.

Powyzsze oraz inne przedmioty, cechy i korzysci wynikajgce z tego wynalazku przedstawione
zostaty w kontekscie zamieszczonych rysunkéw, sekwencji, tabel, opiséw i zastrzezen.

W preferowanym zastosowaniu, czgsteczka eRNA posiada strukture podobng do microRNA
(miRNA), zwlaszcza zakoniczong sekwencjg dwdch nukleotydow TT na jej 3’ koncu, zaprojektowang
na podstawie sekwencji 5’'UTR supresora, zwtaszcza TP53, BRCA1, BRCA2, CDKN2A lub sekwencji
cytokiny, szczegolnie IFNA1, IFNA2, IFNB, IFNG, ILI, IL6, IL8, IL10 lub innych gendw, szczegdlnie
wymienionych w Tabeli — 2 tego wynalazku. Czgsteczka ta wytwarzana jest sposobem technicznym
na drodze chemicznej syntezy i/lub w oparciu o biologiczne systemy wektorowe, otrzymywana jako
oligonukleotyd i/lub polinukleotyd i/lub czgsteczka kwasu nukleinowego typu RNA i/lub DNA i/lub jej
modyfikacja, szczegodlnie zawierajgca pochodne tio-rybonukleotydéw lub analogi oligonukleotydow
z wigzaniami fosforotiolowymi (PTO), ilub O-2-metylo-RNA i/lub pochodne kwasoéw nukleinowych
typu LNA — usztywnianych mostkiem metylenowym lub mieszanine tych czasteczek. eRNA znajduje
zastosowanie szczegOlnie jako sktadowa preparatu medycznego wprowadzanego do zywego ciata
ludzkiego lub zwierzecego, zwtaszcza z wykorzystaniem ochronnego nosnika transfekujgcego, w
szczegolnosci pochodnej kwasu ttuszczowego i/lub kardiolipiny i/lub innej czasteczki oli-
go/polinukleotydu sprzezonej z polikationem, zwtaszcza czgsteczki DNA lub jej pochodnej sprzezonej
z co najmniej jednym z nosnikow takich jak: poliimina, poliimid, poliamina, nukleotyd kowalencyjnie
zwigzany z aminami (amine-NTP), selektywnie wigzgcy aptamer, selektywnie wigzace biatko, selek-
tywnie wigzgcy oligonukleotyd, liposom, nosnik pochodzenia wirusowego. W preferowanym zastoso-
waniu czgsteczka eRNA znajduje zastosowanie w terapii przeciw-nowotworowej, szczegolnie dziata-
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jac przez selektywne wzmacnianie genu supresora lub w terapii skierowanej przeciw mikroorgani-
zmom, szczegolnie dziatajgc przez wzmocnienie translacji gendéw odpowiedzi immunologicznej.

W innym preferowanym zastosowaniu, sztuczna czgsteczka eRNA posiada strukture podobng
do microRNA (miRNA), zaprojektowang na podstawie sekwencji 5'UTR muratora, genu naprawy lub
genu zwigzanego z procesami starzenia, zwiaszcza MLH1, MLH3, MSH2, MSH6, PMS1, TERT,
COL1A1-COL9A1, SIRT1 lub innych gendw, szczegdlnie wymienionych w Tabeli — 2 tego wynalaz-
ku. Czasteczka ta wytwarzana jest sposobem technicznym na drodze chemicznej syntezy i/lub
w oparciu o biologiczne systemy wektorowe, otrzymywana jako oligonukleotyd i/lub polinukleotyd
i/lub czgsteczka kwasu nukleinowego typu RNA i/lub DNA i/lub jej modyfikacja, szczegdlnie zawie-
rajgca pochodne tio-rybonukleotydéw lub analogi oligonukleotydéw z wigzaniami fosforotiolowymi
(PTO), illub O-2"-metylo-RNA i/lub pochodne kwaséw nukleinowych typu LNA lub mieszanine tych
czgsteczek. eRNA znajduje zastosowanie szczegodlnie jako sktadowa preparatu medycznego wpro-
wadzanego do zywego ciata ludzkiego lub zwierzecego, zwlaszcza z wykorzystaniem ochronnego
nosnika transfekujgcego, w szczegdélnosci pochodnej kwasu tluszczowego i/lub kardiolipiny i/lub innej
czgsteczki oligo/polinukleotydu sprzezonej z polikationem, zwtaszcza czgsteczki DNA lub jej pochod-
nej sprzezonej z co najmniej jednym z nosnikéw takich jak: poliimina, poliimid, poliamina, nukleotyd
kowalencyjnie zwigzany z aminami (amine-NTP), selektywnie wigzgcy aptamer, selektywnie wigzgce
biatko, selektywnie wigzacy oligonukleotyd, liposom, nosnik pochodzenia wirusowego. W preferowa-
nym zastosowaniu czgsteczka eRNA znajduje zastosowanie w medycynie estetycznej, zwtaszcza
przez wzmacnianie ekspresji gendw takich jak kolageny, telomeraza lub inne geny biorgce udziat
w procesach starzenia.

W kolejnym preferowanym zastosowaniu, czgsteczka eRNA posiada strukture podobng do oli-
gonukleotydu typu sens i/lub antysens, zaprojektowang z petnym lub prawie petnym dopasowaniem
do sekwencji genu rosliny, ktérego ekspresja jest zbyt niska lub pozada sie wiekszej ekspresji tego
genu. Czgsteczka ta wytwarzana jest sposobem technicznym na drodze chemicznej syntezy i/lub
W oparciu o biologiczne systemy wektorowe i znajduje zastosowanie w biotechnologii roslin.

W innym preferowanym zastosowaniu, czgsteczka eRNA posiada kombinacje struktural-
nych i funkcjonalnych cech, przedstawionych szczegétowo w zastrzezeniach, tabelach, rysunkach,
opisach i sekwencjach niniejszego wynalazku.
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Poréwnanie najwazniejszych wtadciwosci wybranych czastczek kwaséw nukleinowych, wykazujgcych aktywno$c
czynnikéw trans jak rowniez indukujacych zjawisko RNAI (interferencji RNA) lub aktywno$¢ zwigzang rozcinaniem
RNA - miejsce eRNA w grupie czgsteczek wywotujacych zjawisko RNAI

. . . p, . Czasteczki kwaséw nukleinowych.
Naturalnie wystepujace czasteczki kwasoéw nukleinowych. A wyel,
wyprodukowane sposobem technicznym.
" dostepne podstawowe
dopasowanie/ | .
typ homologia/kompl typowe 2’5;‘:: typr;o'_w:el, d’:lc‘:;ave t;chmloflm’ pochodzenie/ thP nlwe, typt(:lwa
interferuja- ementarnoééz |  pochodzenie N glony m Wy orzg:'s' jqcf’ selektywnosé/ oce owe natra
" bioche- /dzialanie w czgsteczki = o regiony bioche-
cych RNA: docelows | komérkowe miczna koméree nukleinowych / typowe ¢ Y mRNA miczna
czasteczka RNA | e w{v Yomdroe
docelowe regiony §
3'UTR, czgéciowe syn_tegune lecz
i zahamow.?nie translacji | 1, technologia zaleznego od Pm]:l: ;Wﬂ-fgi na
niepelna i { ktbremu nie towarzyszy miRNA hamowania dI::l s hWI?R;IZA RNA.
homologia, zwykle |  endogenne — jedno- degradacja mRNA; translacji (np. ych mi ?
. i | jedenz P [ub natywne DNA i
. z malg 2-5 | transkrybowane w = miciowe (21- i . onkogendw); . N
miRNA i najwazniejszych miRNA, zwykle modyfiko
, nukleotydowg petlg komébrkach 25 nukleoty- | i : >
(mikroRNA) Pl . ! mechamiznéw nieselektywne 3UTR wane
w frodkowej czgsci ¢ eukariotycznych z dowe) lacii ek: i 2. syntetyczne anty-
miRNA i gendéw miRNA ssRNA reguiacjie spres] miRNA stosowane dla siespecyficzn pocho-
H genow; . e i dne
. -dzialanie na poziomie celéw blokoﬁama wigzace sigdo
| post-transkrypcyjnym, | natywnych miRNA licznych :
precyzyjniej pre- mRNA.
. i translacyjnym
ARRNA sadogerne, kle, docelowe syntetyezne,
/SIRNA j  wytworzone z selmencie koduince | Z216z0a 0d SIRNA/ShRNA satuczne | DS RNA
(krétkie i egzogennych przez (CDS) /jt.a}.ko Jf’;e degradacja transkryptow czgsteczki Wykw : DNA
harpinowe niemal pelna | d pocigeie dwuniciowe asowie niemal catkowite zaprojektowane (se encja !
H i dwuniciowego RNA :zahamowanie translacji ' . N . . kodujaca  modyfiko
RNA / mate komplementar- ASRNA) np.: (19-23) ! " tr nap i
hamuace nosé i (dsRNA)np.:w " z jednoczesng P s mRNA) wane
ET 08¢ | wyniku odpowiedzi dsRNAs deeradacia mRNA: (np. wyciszenie sekwencji h
czasteczki przeciwwirusowej -dzi f;au. IR MRNA; onkogendw) docelowej; P(;E_L o
RNA) ! rzadke wystepujqée | ~Gziatamic na poziomie selektywne; ¢
naturalnie . post-transkrypeyjnym specyficzne
endogenne, zwykle docelowe syntetyczne,
aligonukleo- wytworzone z sekwencije CDS, sztuczne RNA
tydy, egzogennych przez jedno- czgiciowe sens/ antysens/ sonda/ czasteczki, | zwykle CDS
polinukleo- pelna edn pocigaie RNA niciowe (16- | zahamowanie syntezy opracowanena . (sekwencja " ﬁll:
tydy typusens  komplementar- |3 (;'l‘{‘g;‘;'f‘g"_ - 25Tub biatek; zaleine od oligonukleotydn ~ podstawie | kodujgca  TooY KO
[ antysens nosé ik odh P OI:VI edzi dluzsze) / polinukleotydu docelowej mRNA) wa::e
/sonda P . ssRNA | -dzialanie na poziomie | zahamowanie translacji sekwencji; pocao-
przeciwwirusowej; po 1 dne
rzadko wystepujace pre-translacyjnym selektywne;
naturalnie specyficzne
opisana w
niniejszym 1. technologia
wynalazku selektywnego SUTRlb  RNA,
czgsteczka wzmacniania syntezy 2wkl dowolna DNA i
eRNA bialek i wydajnosci sz‘;?;m; o ik
- nowy rodzaj . translacji wybranych i z:; : RNe A cencja - modyliko
kwasu dowolne 1. zZwykle docelowe gendw/ syn etch ‘,e L ek ponize) waze
nukleinowego, czgsteczki | sekwencje S'UTR, | strukturalnie: jednoniciowe ekio ; SZ’EJI;I]]:JI pz; 0
kibry moze catkowita lub RNA iDNA czasteczki podobne do: za?rogz twe_;nc [ ln LNX
uruchamiaé czefciows endogenne lub zdolne do 2. wzmacniajgce miRNA (szczegdlnic w nddpu 51 awie i ;:ifl;gzo 1 PNA. S
Aawisko RNAL | A O e | Wzmocnicnia  translacje grupy | odniesieniu do ludzkich i stwencs | secwencie e | UNA®
/lub odcinania W I};k zalesma o d, ci ic i syntezy gendw, zwykle zwierz¢eych komérek) jak do 13" I ;o SFA “;Jmn]e s 2,0_1‘;‘
hamujacych b 3 biatek, niespecyficznie/ réwniez podobne do celowe)/ - 1/lub mocno €
p
.. gatunku i pofaldowane ~ PTO,
sekwencji zwykle sensw/antysensw/sondy Wysoce | “sekwencie | tio-ybo
regulatoro- nieselektywn | -dzialanie na poziomie | (zwlaszcza w odniesieniu - b oaw . g -
wych, e pre-translacyjnym do roélin oraz komorek S:I:]c(yt?:;fel 5 U;]”kl::;/lub pochodne
prowadzac w nizszych organizméw) i/lub P . | pofatdo '
konsekwencji dwuniciowe kwasy WZMACMIACZE - p Wane ; oraz inne
. i syntezy biatek = sekwencje  modyfika
do nukleinowe; JUTR ?
selektywnego 2. technologia dotychczas e
wzmocnienia nie byla dostgpna
syntezy biatek
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Tabela 2-A

Lista sekwencji czasteczki kwasu nukleinowego (eRNA) bedacego przedmiotem wynalazku.
Sekwencje przedstawiono w konwencji od 5' do 3' konca. Tabla-2.A. Lista sekwencji:

e85 (CTGCT \CCTCGTCCAG £157 | CAAGAGCTTCCCTGCTTCCA 75 [GCATCACCAGAGAACGGARGAGARATTTCATTGAATT
3 e R e87 CGGACATGGAGGACGTGTGC 2158 (CTTCCAACCTAGCATCATTACC JTITAA
(CGTCTGGATCCTTATCAGAAGGTGCCATATCCATCC 088 |GCGGACATGGAGOACGTG UL o159 [CCATGCIGMACTICTCAMACC £226 (COACCTGGACTIGCTEACTCCTCAGATGACTCCATTT

ATCGAAGGCCGUGGTATCGAAGCAGTGTGTCTGG e85 GACCACTCGACCAGGTTCTG 6160 | CTGGGAGTIGOTCTGAGTGA €227 [AACAAAGCTITCTTCAGATGACTCCATITAAAAAATT
GGCATCCCCACTGATGEA 600 GLTGAACTTCATATCCTGAGTCA Tl le161 | CCACCTAAGTTTGAATCCATGE
TCTTCAGAAGGTGCCATATCC 001  [CCACAAAGATGGTCACGGTC £162 CTGTTCBCGTTGAAGAAGTACA GAAATTTCAGAMGCTTTGTA
CGTCTGGATCCTTAGAAGCATTTGCGGTGGA 602 GAGAGGAGGCCGTCCCAAC T e163  CCGAGATAATCATAGGAATCCCA ACGACGTTGTACTACATCTCT
[CEGCATOGTCACCAACTG €93 iGCTTIGAGGAGTCTCACCCAAC e164 |ATACAGAGTGGTGGGGTGAGA TAGTTGTAATTGTGTCCTGCTT
|GCTGRGGTATTGAABBTCTC T lega T ICAAGGCCCTGTGCACCARS "7 o165 | CAGAGGAGATGTGGTCAATGE AGCCAGEAGTCCACAGAATIT TTCTCACATTETTECET
ATCGAAGGCCGCGGTATCGATGATGATATCGCLG 05 |GGTGAGGAGGCTTGAGGAGT 166 AGCGGCCCATCTCTGCAA (GCATCACCAGAGAACGGATTTITCTCACATTCTTCCAT
(GGTTATATTAGTGATCCCTGCAT 006

GGAGCGGCGGTGATGGA e167 (GGGGCTAGAMATCTGTTGLT CGACCTGGACTTGCTGAACAGGAGAGTTCCCAGGLE
|GAGCTGATAACAGAAGTTGGT - ARAAAAAAAAAAGGAAAGAGETAGEGTCAGA 168 |GACAAAGGCIGGTGLTGGA ﬁl:uecrm:rmmccmmmmmsus
GATAAGCGAATGTGAAGCACAG GACTTCACGTGACCCGGECG .l (€189 |CCACCACTCTGTATTCCACTCC _ AATGTGAGAARAAGAAAGCTTIGTA |

e GTTGEGTGAGCTAACTCCTCAAGE 2170 (CCUCCUGAGCGCAGBGGCCCAGTT AACAAAGCTTICTAGAGTTCCCAGGCCAGTATG ARG
COOA] 010D (GCTIGAGGATTAGLTCACCCARE 171 UCCUGAGCECAGGGGLCCATTT AATGTGAGAAMAAGAAAGCTTTGTA
CAGAGGTTGCAGTGAGCTGA 101 CCUCUCGCCGGEUCCGLGO6GGEE 172 {UCCUGAGCGE 8236 ACTAGTAGTGCAGATACCCAA

(AGTTTACAAGAGGGAATACTGA £102 | UCUCGCCRGGUUAUCCEERCEETT 0173 AACUGGGECCCUACUGCGCUCAGGA 71 @37 [TGCCATTCITTAAGACAGCTA
CGTACTGAATAATACACAGGTA 2103 |AACCGCGCGGAUAACCCGGCGAGA 2174 GUACCUUGAULUCGUAULC UGEUGCU e238 (AGCCAGCAGTCCACAGAGGATCTAACTGGGLCTTAAC

CCCAAAGTGATAGGATTACAG 7 2104 UCACGUGACCLGE6CACCURCEGLCatEoCacH UAGCGGUAGCCCCUUGGUULICCGUGGCAACGGAA GCATCACCAGAGAACGGSGATCTAACTGGGCCTTAAT,
CGACCTGGACTTGCTEAGACTGATTACAGATGGGTG
T

©

TS CTRCAT TR GACCCGGOGABAGGOGGCAGCOBEAGCEACEBUE AAGCGCGGGAALUACAGAUAAMLUARAACUGEGAC
i S— AUG UGCGCGGOGUGAGCUCGCUGAGACUUCCUGGACG
CGGACBOSCANTAGGATAS GCCCGCGCGGACCCGGLGAGASG GGGGACAGGCUGUGGGGUUUCUCAGAUMCUGGE | 15 41 " IAACAAAGCTTTCTCAGATGAGTGGTATGCTGTTAAGE
_CEﬂGﬂTﬁAﬁCﬂEGﬂGAU o CCCCUGCGCUCAGGAGE CCUUCACCCUCUGCUCUG CCO\GTTAGATCI\G “GCYITG'T

o

CGGAGATGTGGAATACTTGGA o ATCATISCET c . (GOUAMGUUCAUUGGAACAGAAMGAMG | o o AACAAAGCTTTCTCAGATGGGTGGTATGCTATTAAGG
BREEATERTEATTCT&TE CCCTACAAAGCTTATTCCTCA 175 IAACUGGGCCCCUGCGCUCAGGAGG CCCAGTTAGATCAGAAAGCTTTGTA
T GATTGLTATGGRARGTGCTS CATCCTGGCTTAGAACTAACG €176 CUSGGCCCCUGCGCUCAGGATT 0243 |GCATTGGATGATTCAGAGGA
R e {TTCACCAGGCAAATCTACTGA 177 IAACAAAGCTTTCTAAGGGCCTTCACAGGGTCCTITAT 0244 [TCTTCACTCTGAATGTCAGCA
AGATCGTACTTGCCGTCTT OTAMIAATOATAGARGCTITISTA 2245 Aecuswccnmsmwcmﬁémmm
GACTTTGTIGGCATGGCAGA o111 CCCTETRATITEETGEERT €178 :AAACAAAGCTTTCTGGTTTCAGATGATGAAGARAGAG
GCGTGTAATGATGAGGTGA = e AACGGGCTAGAAAGCTTTGTAA
STAATG .o {RARCGS OLTAGAANECTTIO TR s GCATCACCAGAGAACGEGLAAAAACCTTATGTGAAT
(CAACAGAATCAGAGCAGCCTA e112 ;G;aﬂmfﬂmﬁsgﬁmﬁ;ﬁg AAACAAAGCTTTCTGGTTTCAGATGATGAGAAGAG 246 GCA . )
el13 GCATITAT i GAACGEGCTAGAAAGCTTTGTAA e247 |CBACCTGGACTTGCTGAGACTGCTCTAGATAATGATG
@114 CGTCTGGATCCTTAACCATACTTTCTCAAAAAACT e180 MCAMECI'[TCTACACTFG!TATWGGTAWTAAAC  AATGTAGCA
; 0115 ATCGAAGGUCGUGGTTATGGTGGTTTTTTGAGA i AATATACCTICTCAGTCAGARAGCTTIGIA | e AACAAAGCTITCTATAATGATGAATGTAGEACGEATT
iGICiCAG(‘J\TACT]AM‘IGIE‘A _ 116 | CBTCTGGAT AACCTCT CACCATAACC AACAAAGCTTTCTACACTTGTTATITGGTAAACAATAT CAEATAAGG’TTI’AGAMGWA
GAGTGTTAGCTATCACCTACT IACC & *ngﬁccﬁi::éicsni& G e AACAAAGCTTTCTATAATGATGAATG TAGCATGCATT
0117 ATCGAAGGCCGCGGTTATGGTGGTTTIGETGATTATG. €1 MACAAAS \GTETCTE CACATAAGGTTTAGAAAGCTTTGTA
= L ——— AR CETTIC IR AT | S50 [TCATEIGTSTTCARTGT
GRTGTARGTATTECTCITCTGE @118 |GAAAAGCGCGGGAAUUACAGAUAAALU e183 CAACAARAGTGCCAGTAGTCA

AGGAAGAAAGCTTTGTA

{AACAAAGCTTTCTACCTTTCTGTCCTGGGGATTCTCTT
-GCTCGCTAGAAAGCTTTGTA
2120 CGACCTGGACTTGCTGAGGCCCATCTCIGLAAAGG

TGTTGCTCAGCAGCCATGA el19
[CATGCACCATGACTGACGTA

{GCTATATTTCAATGGTGTCACA
GCTTTTAAGTGGTAGCCATAGT

TGACAGCACATTGGTACTGA

0252 {AGCCAGCAGTCCACAGACAGTTGGCATTTATTATTITY
TIC

CTTT 8253 [GCATCACCAGAGAACGGCAGTTGBCATTTATTATTTIT!
TGCATAGCATAGAAAGCTTTGTA C

2186 AACAAAG CT'ITC'CU«GA‘IGW&CAG’ AAEA‘I’TITLT
CATAGCATAGAAAGCTTTGTA

eé5q CGACCTGGACTTGCTGAGACTGCTAATGATAAAACTG
TAAGTGAAAAMA

{CGCTAAGAAAGCCTACACCA 2123 {CGACCTGGACTTGCTGAGCAGGAATTGGTTTCABATG - 2255 |AACAAAGCTTTCTTGATAAAACTGTAAGTGAAAAAAA
ATGA ! TAATARATGCCAAGAAAGCTTTGTA
ACTT 8256 AACAAAGCTTTCTTGATAAAACTGTAAGTGAAARAAT
GACACTTCATTTGGAGTACCT T 6128 TOAEIGRACTIGETGAGACTCACAACACTIGTTATIT  1a189  |AGCCAGCAGTCCACAGACTTTACATTGATGTTTCITAC AATAMTGCCAAGAAAGCTTIGTA
 GAGTAGCACAAATGGCTGAT - tCSCATcAccn CRTTTAGTTCRETeAT, |2257. | CACACTGAAGATTATITTCGT
GTAAATATCCCATTCATCACT B T e 2 SAGAACGEC 0258 |(GTCTICITTTCCABCCTTIECA
ACAGGATAAGTTGTACTTTGATTCCTIGATTGICITTG | (0126 ?ACGGE%W;MAHGMWCGHG o191 ICCACCTGORCTTIGCTGAGACTGACTGACTATAMGAA! 16250 AGCCAGCAGTCCACAGACATCATTGGAGGGTATGAG
[CTCACTTTGTTTTATTTCATCTTCTATTATGTGT ACCGA CCAGGAGTGGAAG cc
AGTTTGTCAAAGCCATTCCAGCATATCGTCTTAGTGTA . (e127 ﬁmi&?ﬁﬂ&m@ﬂﬁnﬁﬁ#ﬁﬂ% 192 AACAAAGCTTFCTCCA A 0260 |GEATCACCAGAGAACGACATCATTGGAGGGTAIGAG
 ATACTGTA : ACAC ATCAATGTAAGAAAGCTTTGTA L S
048 ACCCTGCAAATAGCAGAAATAAAAGAAARGATTGGA £128 |CGACCTGGACTTGCTGAGCTGACTGACTGACTGACAA 193 | AACAAAGCTTTCTCCH e261 CGACCTGGACTTGCTGAGACTGACTGACGCATACAGT
ACTAGGTCAGCTGAAGATCC ATCAATGTAAGAAAGCTTTGTA i | TGGCTGATGGTGGAT
€49 ACAGGATAAGTTGTACTICCTTGATIGTCITIGCTCAC w194 AACARAGCTITCTACCTTTCIGTOCTBEGATICTCTTG | 10262 Muuﬁcmnmsammsmwmamm
TTTATTTCATCITCTATIATGIGT . CTCGCTTTGGACCTIAGAMGCTTTGTA | TACCCTCCA
50 AGTTTGTCAAAGCCATTCCAGCTTATCGTCTTAGTGTA e195 | AGCCAGCAGTCCACAGACAAGGTCCAAAGCGAGCA €263 MCAAAEC!’"CW-TWGEC"GATGG“GGAWGUCA
ATACTGTA - ETTIVe e TACCCTCCAATGAGAAAGCTTTGTA
e GCATCACCAGAGAACGACAAGGTCCARAGCGAGTA -
ACCCTGCAAATAGCAGARATAARAGATTGEARCTAG 2128 i le264 TCAGCTGGCTTCAACTCCAA

e 132 | AGCCAGCAGTCCACAGACACTGAGAAGGTATATTGTT o s Lo AT
s M el T o 6198 ARCARAGCTITCTTCCTGGGATICTCTTACTCGTTTG | 8266 ABCCAGCAGTCCACAGAAGATTGGTACAGLGGLAGA
GTGGACTGTGAAATGTATGG < CACCTIAGAAMGCTTTGTA GT
e 0133 AGCCAGCAGTCCACAGACTCCTCGGTGTTCTTAGACA -
S . G 0100 |AGCCAGCAGTCCACAGACCATGCTITGLTCITCITGAT, 267 [GCATCACCAGAGAACGAAGATTGGTACAGCGGCAGT
b €13 AOCCACAOTCCACGACAA il ¢ gAécTGGAmGGGm"AnéiEIcéAcénc
[BIGCTCTCAGTATAMACAGEAT o135 ASCCAGCAGTCCACASBAAGLTATGCACARAATCTTA, €200 CCATCACCAGAGAACGAQCCATGCTTIGLICITCITAT, €258 et
ACGGEABAGTCCTTCACAGA. GAG AAAGAGEANGE
2201 CGACCTGGAC“GC'I’GAGACTGEMLBGGCWGGM e269 MMGWCTUMEAGEMGGGUGAUHGGC
TTGTCABAGECATTCEAGE €136 |AGCCAGCAGTCCACAGGGTGTTCTTAGACAGACACTC CAAAATA
f CCCTGCAAATAGCAGAAATAARAGA el37 A’S‘“EWTWGMTC‘T'EW“C”““WC 2202 AAADMAGEI‘I’TCTGWGEAM:AMATAATWGM\ 8270 AACAAAGCTTTC UMEAGCMEGGCTGAHGOCGC
i CTGCTCACTIT | GAGCAAAGCATGGAGAAAGCTTTGTAA
€60 TCATTCCTIGATIAT © o138 AGEEAEDAG‘ICCA(‘AGACTTT‘TGGTTATATD\HCHA

TTCTCTCAGTATAAACAGGATAAGTTGTACTIT A ©203 AAACAAAGCTTTCTGCTTGGAAGAAAATAAGAAGAG §271

. CAMAGCATGGAGAAAGCTTTGTAA 0272
GTTCAGCATTGGTATICAGTGT 0139 AGCCAGCAGTCCACAGAGGCTCTTACTTGTGGGTAT 0304 COTOCTCEARGATGTATGAAGT [ e P T e v ey
CAGCAAGCAAGTTGGCAAGT i e140 gamsmcmsacmecsmmsasmm 6305 |COTATITGTTACATCCOTCTCA AAGA
GGAATTGTGTACCATAAGCCAT i Sng | AGCEAZ CACAGACE CAR” A ACGAK
ATTGTOTAC 3 i e SRR BT COACAGACCOTCTCAGAAAATTCACAA . 18274 n::::c CCAGAGAACGARAAACGGAGCAAARTATAA
GAGCTGACA i ceeeT 2207 GCATCACCAGAGAACGACCGTCTCAGAAAATTCACAG -
GBGTTCEETTCTTICTCE | + ] - el D76 (CGACCTGEACTTGCTGACGATGACTGACTCGACAAAA
°b 2142 AACAAAGCTTTCTAAGGGCCTTCACAGTGTCCTTTATG ! 208 CGACCTGGACTTGCTGAGACTGACTGCTTTGTATATTT ATGTATCAGAAGTCTCAAAAT
067 GAGGCCCTCTAGCTGTAAGTG i TAAGAATGATATAAAGAAAGCTTTGTA i TCAGCTGCT

e276 MLMAGC‘HT CTGTATCAGAAGTCTCARAATCTTTTA

68 e143 AACAAAGCTTTCTAAGGGCCTTCACAGTGTCCTITACG. 10209 AACAAAGCTTTCTTATTTTCAGCTGCTTGTGAATTITCT
60 TAAGAATGATATAAAGAAAGCTTTGTA GAGAC TITGTA R
7 ramece €144 AACAAAGCTTTCTGGCCCTTCACCAACATGCCCACAG 0210 AACAAAGCTTTCTTATTTTCAGCTGCTGTGAATTTTCT o ATTITGLTCCAGAAAGCTTTGTA
670 TTAGAIGGCTCGATCOATCGARARTTTTGCTGGAGAA | (GTAAGAMGAMGCTTTETA GAGACCAGAMECTITGTA GTAAATAGCTGCAAAGACCACA
GCCACACTCCAR {e145 AACAAAGLTTTCTGGCCCTTCACCAACAGGUCCACAG . @211 GCTCGTGTACAAGTTTGECA
H GTAAGAAGAMAGCTTIGTA . GCA GETATTCT - CTTCTTCAGAGGTATCTACAACT
e71 ACTGACTGACTGACTGACTGACTTGGTGAAAAAGAG | 4
—— AGCCAGCAGTCCACAGATGGARAGT CAATGCCAA
GCOCTCTAGCTGTAR e146 %mmmmnumsmweumﬁm 0213 AGCCAGCAGTCCACAGGGTCTCTTCAGTAATTAGATT -
€72 ACATCTCECCTACCS o T AaT (GCATCACCAGAGAACGATGGAAAGTCANTGCOAC
e73  (CGTCTGGATCCTTATCATCTCCAAGCCACAG | el47 gmrmuﬁmmsa TG T A GACA 4 AT CACCAGAGARCG GB TET T CAGTARTTAGAT %ﬁéﬁﬁﬁﬂ-
§ — i ACTGACTCATATACTTCATCTTCTA
@74 ATCEAAGGCCGCGGTATGACTTCTGAGAAAGGTCC | [a14B |GCATCACCAGAGAACGACAAGCCCGTTCCTCTTTCIC €215 gACCI’GGAT;?CTGAEAﬂGACTGCAACACCAmT Goncar
875 _ GAGGAAGTCCAGAGACAGAGC | le129 (GCATCACCAGAGAACGGAAGCTATGCAGAAAATCTTA ‘3: a1y - AACARAGCTTTCTACTTCATCTTCTAGGACATTTGGEA
876 CCACAGATGCAAGAATCAGT B GTG 2216 [AACARAGCTTTCTCACCACATCACTTTAACTAATCTAA TTGACTTTCCAAGAARGCTTTGTA

S TTACTGAAGAGAGAAAGCTTTGTA :
€217 |AACARAGCTTTCTCACCACATCACTITAATETARTTAC 284 AACARAGCTTTCTACTTCATCTTCTAGGACATGTGGCA

2150 iGCATCACCAGAGAACGAGTGTTCTTAGACAGACACTA!

0151 | GCATCACCAGAGAACGAATCATTCTTACATAAAGGAC TGAAGAGAGAAAGCTTTGTA [EGACTITOCANGAAMGCTTTGTA
c — 8285 A CGCAARCGT
@79 ATCGAAGGUCGCGGTATGAAGCCTCACTTCAGAAACA 2218 |SGAGCGGACTTATITACCA T e eaT A
' ot || [e152 [CONTCACCAGAGAACGACTITTOOTIATATATICTA, | 1031 5 iCToGAAAGSTTAAGEETCA iy et el
080  ATCGAAGGCCGCGGTATGGAAGCCAGCCCAGCATC oy A AR AR BaEETETATTOTaGsCTS, €220 CAGSC GETTTCTCR ) ’ e287 NCAGAC
e81 GTCTCCCAAATGTGCTICTCAG - 291 - £288 'GGLACARAGCGACTGGATGA
eft et 8154 {GCATCACCAGAGAACGACAAAGCGAGCAAGAGAATC |  (© TR R
82 ACAGAGCAAGTGAGTGGTAGAG . . 8222 (CACCAAATACGAAACACCCAT ¢ B48d e
o83 CACCTGCTCETTCACETEST 2155 2333 GTCAGCTATTGARTTACTTTCEA 2290 GGTIGGGCATACCTCOMMG

084 |CGGAACTGGAGGAACAACTGAC
e85  CCCGGOCTGGTACACTG

0224 AGCCAGCAGTCCACAGAAAGAGAARTTTCATTGAATT | 8291 AGGTCCIGCICCCATATGT
A £297 | TCCCCTCCCCCAACACACA

@156 |GCGATAATAAATICTCCTCTGTG




CTGCTGGGAGGCTGGATAG

CTGAGTTCTCACCTCTGCTELT
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i

370 AACAAAGCTTTCT
| CACATTGGAAGCTGCGCTCGATTCTATTCGCTACATA |

AAAGCTITGTA
AACARAGCTTTCT

e452

[TGAATCTCATTAGTTTTTTCCTCT

GCAGAAGGOGTCCAAGCA.

e453

AGTGGAGTCTCATGTCCOCCACTTIT HARPINA Z 2X
TOVERHANG
ATGAGACTCCACTT

TACTCCTCCCAAGACCTRTGTTC

CTCTATGGGAAGGACCAGCAS

TCOCCOECLTACOGCTGCCTGCT

GBCGOCTGCOGAGAGEEGCAGA

AGTOGGATCLCAGGLCATTCCTCCTICAGA
CARAGCTTCCTGGEATCAGTTACTGTG

AGGAGAATGAGTCAACGTCAAGAGTCATAGTTGACC
CGGCCTAAAGACTCCAGACCATCAGTCCAGGECTTAG
TCAGCGGGGOCCEGAGTEECTTCCCTGGCTGGCATCT

: GF CCACGRACATGLAAGTG | CACATTGGAAGCTGCECTCARTTCTATICECTACATAG, 1o o o TICACGTACTCAS
TECTACTTCARATGTGTGEAGA H e S GGAGTTTCBLCGCCBCAGT
GAAGOGGTCCAGGTAGTTCA e372 UCCCGLGGAGUCAUCCTLCAG 5 CACACGAC
GCTCTCATTTTOCATACAGTCAG 373 437 AMCUBGEGGAUGACUCOEEREEA CCOGTCOCCACATCTCET
CCCAGBAATCATCTTT, 374 6458 (HroeraAnUCEooAsIC CAGCCCAAGCCACCIGAG
GAGTAGCAGATG, 375 |UGUGGCUGGEGAC E4SE (NPT S haT GAGGACLTCCGCTGCARRTAC
CCTGCAGCTCTCATTTTCCATACA €376 {AACCACGCAUGAAGAGCGGACGCUA e460 . CTT TAGGAGAATCTGGGACTCTGET
CAGGTAGAGAGGAA 6377 {UCACACUCCGEGUCGUGCCUCCUBTT €461 GEGGCGAGGOGE GCGGGAG CTCACTGTITCCORTIGECA
CCTGTARCGTTBARCCAGTTG 378 AACAGGAGGCACGACACEGARLBUGA ) igsmmmmmmmwm%w e CCCTGACCTGCTGTETCTGE
AGTTCTCACCTGAGGGACCTTCCG 8379 UEGHCOOAS “mw ::s;u 462 'GCACAGGCAGCCTGCATACACTCCTTTTCCTGETETCA ;musen»sraeermsa
¢
GACTGACTEAGCCCAACTGCGCCGACCE ACATTATTTAAAAGCATGGEAMTAGTAATGAGACAG GGTACGGCIGTEM‘CACFEAG
— GAGCGGACGCUAACCCCCUCCCCAGCCACAAAGAGU TGTCTTCTTCATTAGAACCTTAGGAGTCTACTAGATTT v - -
 AGCTGAGGCAAGACCBRAGACT CUACAUGUCUAGGELICUAGACAUG CITCATCTCTATTTGTTGTTATTAGTAGCCAAACTE TG GCACTGACCTCCCACATICC
(GCTTTTCTTGACTGCACGTCCAGCCGLGLLT 2380 | AACCCCCUCCCCAGCCACAAAGAGU CAAAAAACACGGTCTTGAGAAATGACAGCACAGTATC. CGTGCCTATCAGAAACCCAAG
ACTTTTCGCC GOCEE 2381 UCUUUGUGGCUGGGBAGGBRGTT TIAGAGGGAAAGGAAATGTAGGATGCCAGTGTGGG ATEGTGCATCTGACTCCTG
CTCCTCCGAGCACTCGCTCA | o 2382 |CCOCCUCCCCAGCCACARAGATT GACKAATTTCIGATIGOLA TOLTOTRARCATA CTGGGTTTCTGATAGGCACTG B
o - g ACAATAATTTCATGAACATTARAGCCTCTATTGAGGG
TITTATTTGAGCTTIGGTTCTGCCA 383 | GACARAGCTTCACACTAGCARTGGCAAA A CTCCABTTETAMABEMANAA RTECTOCTOA GCTACTTATCCCCTTCCTATG
CAGGGGTGCCACATTCGCTA 0384 IAGTGGGATCCTTGTAACATAACTGLGTGLT CATTTAAAACTACACTGGTGTACATCATAATCARACAA CCGETACAATCCAGCTACEA
ICTGGATCGGCCTCCGACCGTA 2385 |GACAAAGCTTTGACAGTTGGGTGAAGTTGC AGTAAACAGAAAARAATTTAAACTTTGCTAAAAAAAA TGGEGACACTGEATCACCTA
iy ARAGCAGAAGCACTTGATCTTTAGG AGGCACGEAG
ICGAAGCGCTACCTGATTCCA Al T
386 |AGTGGGATOCTTGGGTTCCAGTCTCATCCAGT s el M s GGGGTCTGGACGLAGARAG
(GGOGGCTGCGGACCAGAGGGGGAGA e387 G‘_CMAGC"GTYWTGC‘AACGCIGCICIG TCAAAGCCGGTTACAGTCATTACGAAGCACACCCTTG GACTGCAACTCACCCTTCACA
TCTCCCCCTCTGGTCCECAGEOGCC 0388 | AGTCGGATCCTGCAGATTCAGGCTTCCCAA TGAGGTAAGTGTATCATCACCTTTGGTTCATAAATAA CACAGCCTCAGCCACCTCT
AGCAGGCAGCGGTAGCBOLEGGCA 389 |GACAMAGCTICTATCTCAGCACCACTGTGA AAAAGCTGAGACGCCBAGCEATTAAGTCACTCGLCTA, GGGTATTTCCTTCCTCEAACCT

TCAGGGAGCTGCIGGIGIC

GTTG‘EATGGGTGMTGAGGA

 IGCTACTTTCTTACATGTTTTCCTCT

SCTTCACTGEACTCCAGELTGRGTA

TCTCCCCCTCTCCGEAGCEGEC 0392 |TGCTGTTGTCCTCCAAGCTCT GGACTTAGGCTATTICOGTGCACGTAARAGLGGAATA CTAGCCACGTCCCAGGGTTC
— i e - TTGGAACGGTTGCACAGAACTTCCAAATAATTTTTACC!
CAGCGGGCGECGGEGA AGAGCTTGGAGGACAACAGCA
ks o GCCACGCARGATTTAGCCCTGAGGTCTTARTCTCAGG filarel?
CCGCCCGCTGLCTGET ATTIGGGACAGTAAMAGCTGTCETCCCTCCCCCTOGTC, @539 1GGAGTTCGGGGCTCCACACGGCGAC
(GCAAGTTCAACATTATTCOCT 395 | GCTGTTTTCTTITGARAGTTCAACTCATE CAGCCGETGGCAAGCGGGTACTGOGEGLGETTCCET 540 :GTGGATGRCCNEUGT‘!CGTEITL‘M-GAT
GGETTCCACATAAGGTTCTCA Ca zﬁ%ﬁ;‘gﬁ gff‘*mMTGAET‘gFTE " TGGOGTCETGATTAGTGATG
AGCCAGCAGTCCACAGTTGT ACTGAATTTTAGATTACT G0 ACTCTGAATGTCCC mcnmcmcmsumsmswcmwc' CAGAGGGCTACAATGTGATG
- . - CTATCCCATGGCCCTGAGTCAGCTCCATTTGG TGGGAGATCA \CTAAA AGCTGGCOCAAACTCACGGTC
gm AT AT ACTORA T TTAY TGACTARGETTACTETTGGBAGAGBAATCGT TAAACACALAGGCAKCTTOTLTCOGACETCAACTAA UGCUGAGAUGGGUGACUCUBAACCTT >
i i g GCAAATGAAGCCTTATTGTE 2o
0327 COACCTGGACTTGLTGAGTCARATCTTGGAGTGCCCA | 2400 {UGACCCCAGAUGCGGCUGCCU o Nl siiepld AAAGUCACCACCCAUCUCAGEA
lamacA L _ | led0l [UGACCCCAGAUGALGCGGCUGCCU i CAAAGGGCACAGTAGGCTIGCCTGGCAGTAAGTGTG | UGCUGABAUGGEUGEUGACUTT
€328 AACAMAGLTTICT 2402 | AGGCAGCCACAUCAUCUGBGGUCA ACCGCAGCTATCCAGGCGGAAGAGCAGABGACTGAA auccrmgsmnaswammmmrcm
CTIGGAGTGCCCAAMATCAGTAATCTAMATICAGTA | 12 T e ACCACCCTCCAGCAAGCGAGTGTCCGECGCGTTGAGA !
CAGARAGCTTIGTA i CCAUAUULCUUCUUUCAGCCCCAAUCCAAGGGUUG ACCGCGCACCCTACCCAT CEECCACBTGACCAGTCER AAGGUUCAGAGUCACCCAUCUCAS CA
2329 AACAAAGCTTTCTCTTGGAGTGCOCAARATAGTAATC UAGCUGGAACUUUCCAUCAGUUCULCCULUCULU AAAAAAAATTTCTTTACCTTAAAAAAAAAAAAAA £549 AUGCUGEIJAGACUGGUUSM‘UGGEU
TAAAATTCAGTACAGAAAGETTTGTA UUCCUCUCUARGCCULUGCCUUBCUCUGUCACAGY AAAAAAGGTEGGGEAGAGACTCCACTTCCCAGAAGT : -
GCTCTGCTATICARABTCTGA GAAGUCAGCCAGAGAGCBCUGLUMACLILGUS T CTCATTACTCACGCAGCCOCAGTCTTOEGCAGETG | (2550 | UGCUIGCUAGACUACUGGULIGARATT
TACAAAGGTTCCATTGECACT i UAUUUCUUACY | CCGLCAGGGCCAAACGGACATATCCGTCACGTGECC 0551 AAUUUCAACCAGUAGUCUAGCAGCA
AGCCAGCAGTOCACKG GTGATCTICTATGTATCART :EEQJUCKMAGMACAUAEAUMAGAMUCUUUDE AGANGCTOGCCANTERB BTTTBAATGICA] CC o552 | GAGAACCUGGAGCCUAAGGUUUAGGCUCACCCAUU
7 - e — UGUGGCUUCCCUUGGCAGGCUGCAUUCAGAAGGU TCTTACCCOCCCTTCTGGAGORGTTGTGCGATCAGATC: UCAACCAGUCUAGCAGEAUCUGCAACAUCUACAAU
TCACCAGAGAACGAGTGATCTTCTATGTATGCAG CUCUCAGUUGAAGAAAGAGCUUGGAGGACAACAGE] | G
ACAACAGGAGAGUAAAAGAUGCCCCASGGEUGAGE | 6553 | ACCCAULUCAACCAGUCUAGCAGCAU
| CCUCCGLUCAGGCAGCEGCAUCUGGGGUCARLICAY CTCOGTCTTCCTTCTGACTGEGGGACTCOBCGEGA
- {ACUCACCUUGLOCGGGCCAUGCUCCAGCAAAALCAA GCGTTCCCGGUGEGCACTGTACCCCTTGLOGLCEC L35 czel;:;sjcz:#wmcu::z;

GCTTTC] GEUGUUUUCUUUUGAAAGUUCAAACUCAUCAAGA LICCCELIE 555 _jusy b
GTCCTAAAAACTCTTACATTGCATACATAGAAGATCA voavs Bdga TTICTTACTAGTAGGGCAAAGGTGGCTTT aset ARCAACAGEL CaACA
GAAMMGCTITETA e AGGCABCCGCAUCUGGGEUCA 2465 (CCACCCCGGGAGGTACCAG 2557 | ACAUUCURACUGCAACEUUUCGAAGCCUUUGEUC
A Y ST OCTAMANACTCITALAGTSCATAL TGACTAAGCTTACTGTTG GGAGAGGAATOGT 2466 CGGCACGLICTICAGEAC |BEcACAACABl el EereACAE LGN
CATAGAAGATCAGAAAGCTITGTA 2466 GuccaUs

{CTATCCCATEGCOCTGAGTCAGCTCCATTTGE : edE7 CUGGAATGGTGGGCAGAT _12'553 N:MCAGGU!GUAEG(GACACUG -
A CT T COERER ATCAARGGCCBCOBTARTAGTEACTCTGARTETCCE | a26g COTCIGGATLC AATGTCEATCTCARACTGTS o555 TG CUGAUCA G UCCARAGEALTT
NGCCAGCAGTCCACAGEATEBETATTCATTACCTAE CGTCTGGATCCTTACCAGCGCAGTTCCCACCACTTCA 0469 AGTAGCCACCATGGGTTCCGGGGECAGCAGT e PP e
a6 CTCCGTCCCGAGCTCTTCGEGGAGE
imgf:\smuﬁcrsfmsafmmmcmr 2470 Elf:fﬁﬁ!mwzzlﬁzfg‘;ﬁm‘; e561 | UGAUCAGGUCCACCARAGGACTT
€341 2471 ~ 0562 CACAUUGUUCUGAUCAUCUGAAGAUCAGCUAUUA
_GATTTCASG ] 472 (CCTCCTTGTGCTGCCTCCACTGATGC
€342 AACAMGCTTTCT _ CCACCTCCTGGATGGTCTTT 0473 TAGTGCTCCACCACACGATGGCTG UCAGCUUGAUACAAGAACUACUGAUUUCAACULCY
W-WL‘JM;_:“ CCCAA I TCCTCCCAGTGCETEA 0470 CAGCCATCOTATGATERAGEACTA _IUUGGCUUAAUUCUCUCGGARACGALG
cr CAGLCICCAGAGGATGTTEA ea75 TCCAGCCTOGCCTATCOGCETCRC esed :ff““‘,'t’”“‘s““”‘“mm
CTTTCGGATTTTCAGGATAGGTAATGAATACCCAR TGGTAGTGTGGGTCTCTGETG 0476 |(GCOAGGCOGATAGGCBAGGCTGOA Y
AAAGCTTTCTA CTATCLCATGGCCTGCTCCAATARAT T 0477 |UGCACCCGCGAACAACCUCUCGTT W"rm‘"”rr
e CCATGACCACCTTCTGTATCTGE 0478 AACH GCGGGUGCA 8566 JACAD ICLEAGCAICULIcDG
: GAGTGGGTGCTAGGACCAAG €479 |GCACCCGCBAACCUCUCETT
CTOACOCTIICACTRTIACCA GGTTATGATGTGATTGCTCAAGE T
Selaldin T CANTTACCTTITGOATCIT o481 GCCTACTACATCECTGGACA
AGACT(.TGCCVCMA CIEALTOS TGGTGGGGGCCAATACTAGTG 2452 ‘GGGCTTGLACUGGATAEA
. CETan . . | + op UUUL JCUCUARAUC
2340 CCCATTCAGACANTCACTATCT {TCAAGCACAGGATAAAGACAGG €483 | CGACCTGGACTTGCTGAGATCAGATCCLTGRACGEL, LU GUULGCUAAALCUCACUGUCACDGOUA
e350 GCTGATGATCTTTATGGCTACT GTCTCCAAAGCTATCATCACCT €484 [CGTCTAAAACTATGGTTCCCAA ULCAGAGCAGAUAGABCCUGCGCAALGGAAUAA
£351 TGUCAGCAGICCACAG TAAGAAGACACCTTCTGAGTATTCTC led85 |GGTATTACTGGLTCTTICCTGAG \GUCCUCAAAAUUGAAAUGUSACAULGCUCUCARC
o [BOAGAGGTARAGCTGGCTTTCGA | CACATTTTATTTACAGTTTTGTACAC leas6 AACCCAATARAAGT GACTCTC ::ﬁ%mcmeﬁfnﬂiﬁﬁ‘gzﬁmg:gﬁng;: i
@352 |GCATCACCAGAGAACGGGAGAGGTAAAGCTGGCTTT 8426 [GATGATGATCCATGGTGGCTCGATCTGATCGCACAAC RS | || e e S e e s ACUUCAGAAGCAALG i
A : < BAST [ SCCTCINOACTA ThoALT. 72 | AACAUCUCCCAUCUCUCUGGATT
353 GCATCACCAGAGAAC CTGGCTTT 0427 [TTARACAACAMACCTATTTITAGTGG CCCCATTATTTAGCCAGGAG 2572
e e S es  |ed28 1cwemrcercmcmscsmweAnccrm'. 7 €573 [UOCAGAGAGAUGEGAGAUGTT
0354 |CGACCTGGACTTGCTGAGCGATGGLTATGGCATATES Gas 0574 [CAUCUCCCAUCUCUCUGGATT

ARRACT
fe'c] UAGAAAATT

AACAAMGCTTTCTGGCTACTITCTTACATGTTITCCTET | 10431 (GACTGTCGAACCGGAAACCA UUUUCUAUUCACUACALICGGCCUCA i
LRI AEAAABCO!GC ACCTCAGARAGCTTTGTA 5432 GUMTCCGGWG“TCTQ AGATCTGTAAGTOGACTGAATAAGAAGGAGATGTCA UACCUGCC\JGGBLMUCCAMU{;UAACLMGAU 1
©357 IAACAAAGCTTTCTGGCTACTTTCTTACATGTTITCCTCT | o433 GAGTOCCCATCTOTTCTGTAGS CTOGAGEOCACCATOS, | GCUUUCACARACCCCACCCACAAAGCAGCACAUGUL
TGARAGCCAGCTTTACCTCAGAAAGCTTTGTA TICAG | UUUAAGACUUCAGUUUUCUAUUCACAUCGGCEUC
434 |CATGTTGGOCGOGGCTTAGATCGATCTGATCGLACAA | AGATCTGTAAGTCGACATACTCCCCCACACAGCTTAC |AUAAUACCCACCCUGACCUGCUGUAAAAGACCUGE
23 B AATCTCGAGGCCACCATGGACAACACCGA |AACAAACAAAAAUG .
ATGAGACTTCTCCTCTTATATCT CAGTTATCTAGATCCGGTGGA 579 | AGUUUUCUAUUCACAUCGGCCUCA
AGATATAAGAGGAGAAGTCTCAT GECACCOTCAMGELTGAG 8580 | UUDUCUAUUCACALCEGCCTT
- AGTATAGAAATGCTGCCAAGTTGT GTGETCAAGA CGLCAG 0581 (GGCCGAUGUGAAUAGAAARTT
TCAAAG ACAACTTGECAGCATTTCTATACT UGAGUGGUUCGGUGGGGAGUUGGGTT CUCUCUCAUCAUCCUUGECUCUBUCU
ACCTGGACTTGCTGACAGTTGTACTTGATGTCGTG AACARAAGCAAAACAACAAATCA A EUCC eAE TR AR AE A AOUGCUUCUGUCEeEURETUED
P TCATTTGTIGTITIGCTTTTSTT UGAGUGGUICGEUGGEEACTT | UCUCAUCAUCCUACUUGECUCUBTT
ARCARAGH T UUCUGC(CACGUEACGGAUAUGUCUSTF o AACUICCOCACOEA ACCALL ™ A ACLUAGH
IGTACTTGATGTCRTETTIGTAGOCTGGGGCTTTGATA e500 IAACUCCCCACCGAACCACUCA AACAGAGGCAAGUAGGAUGAUGAGA
GAAAGCTTTGTA i UCUGGCCACGUGAUGACGGAUAUGTT e501 |AGGAUCCCAAGGCCCAACUCCCCGAACCACUCAGGG  UGCUUCUGUCCCACECUCEUL
AACALAICCEICALICACGLIGGCCAGA UCCUGUSGACAGCUCACCUAGCUGCAAUG ARAAGGAGGGUGGGACASAAGLA
{GTACTTGATGTCGTSTTTATAGCCTGEGGCTTTGATA AACGGACAUAUCCGUCACGUGGCCAGAR 0502 {UGAGUGGUUCGEGGAGUUGGGCCTT
[GAAAGCTTTGTA
e e CGUBACGGAUAUBUCCGTT AAGGCCCAACUCCCCGAACCACUCA | AGGGGACAGAAGCAAGUCUGCAGAUCAGAGGAAAG
; CACAGACCTCACGEACATCA = COGACAUAUCCGU UGGUUCGGEGAGULGGRECTT |AAGAAN i
‘0367 AGCCAGCAGTCCACAGA UGGCCACGUGACGACGGAUAUGTT GGCCCAACUCCCCRAACCATT ':2ECUGMUGQGMGMM::::2§§¢AMUGM
i TAATGTAGCGARTAGAATCS GATCCTTAGCCGANGECACAGETGECCT CAGACAGC
0368 GCATCACCAGAGAACG A ATCGAAGGCCGLGECATEGCTACAGGLTCCOSGA MAUAWUAGAEEM‘\UEMEAAAABIJABECCUG
i TAATGTAGCGAATAGAATTG CUGGAGCL ARUA
{0360 [CGACCTGGACTTGCTGAGACTGACACACATTGGAAGE ua
i itececic £580 AGACAGAGGCAAGGAUGAUGAGAGAG
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e38z

TITTATTTGAGCTTTGGTTCTGCCA

(CAGGGGTGCCACATTCGCTA ¢384 IAGTGGGATCCTTGTARCATAACTGLGTGLT

CTGGATCBGCCTCCGACCGTA 385 | GACARAGCTTTGACAGTTGGGTGAAGTTGC
CGAAGCOLTACCTGATTCCA €386 |AGTGGGATCLTTGGGTTCCAGTCTCATCCAGT
(GGOGGLTECOBACCAGAGGGGEAGA £387 |GACAAAGCTTGTTAAATGCAAACGCTGEICTG
TCTCCCCCTCTGETCOGCAGCCGET 0388 | AGTCGGATCCTGCAGATTCAGGCTTCCCAA

AGU&GUGEGGTAGCGGCGGG&A E:;EQ GACAAAGCTTCTATCTCAGCACCACTGTGA

VCOCCBECALTACOGTGCCTOCT 2390 | AGTCGGATCCCAGGLCATTCCTCCTICAGA

GGETTCCACATAAGGTTCTCA

GGGOCTGCCOAGAGEEEOACA 0391 |GACAAAGCTTCCTGGCATCAGTTACTETG
TETCCECCTCTCCaEAGEEaEE 2392 | TGCTGTIGTCCTCCAAGLTCT
C 2393 | AGAGCTTGGAGGACAACAGCA

2390 GATGAGTITGAACTTTCARAAGAAAACA
GCAAGTTCARCATTATTCOCT 6395 Gaefrhérrrik;mmc‘rmc :

AGCCAGCAGTCCACAGTTGTACTGAATTTTAGATTACT|
G

GCATCACCAGAGAACGTTGTACTGARTTTTAGATTAT
G

CTATCCCATGGCCCTGAGTCAGCTCCATITGG

TGACTAAGCTTACTGTTGGGAGAGGAATCGT

(CTTGGAGTGCCCAAAATCAGTAATCTAAAATTCAGT
C AGAAAGCTTTGTA

CGACCTGGACTTGCTGAGTCARATCTTGGAGTGCCCA IGACCCEN
lamaTea - i UGACCCCAGAUGAUGCGGCUGCCU
AACAAAGCTTICT AGGCAGCCGCAUCAUCUBBGAUCA

CUGUL GUALICL

CCAUAUUUCUUCUUUCAGCCCCAAUICCAAGGGUUG

AACAAAGCTTTCTCTTGGAGTGCOC TAATC
AACUUUCCAUCAGUUCLUCCUULCULY
TAAAATTCAGTACAGAARGETTTGTA UUCCUCUCUA JUBCUCUGUCACAGU
| GCTCTECTATTCAMAGTCTGA GRAG uancc.neAG CAGGGCUGUUAAACUCLGUG
i UAUUUCUUACU |
AGCCAGCAGTCCACAG GTGATCTTCTATGTATGEAAT ey s e
s o CAUUCAGAAGBU
o ' ucumumnsmmcuuasﬂsw\cmc
CAACS UGCCOCAGGGCUGAGE |

GACCTGOACTTOCTGA-

{CCUCCELUCAGGCAGCOGLAUCUGGGGUCARUCAL

ACAATAATTTCATGAACATTARAGCCICTATTGAGGE
CAGCTGCAGTTGT/

CTGCTGGGAGGLTGGATAG 2370 |AACAAAGCTTTCT @452 [ TGAATCTCATTAGTTTTTTCCTCT GCAGAAGGOGTCCAAGCA.
CTGAGTTCTCACCTCTGETGET 'C“A::GGM?S'GCWC@WU‘"CG“‘““ | led53 [AAGTGGAGTCTCATGTCCCCCACTTIT HARPINAZ 2K TACTCCTCCCAAGACCTGTGTIC
ey W:é;ms 7 B 3"'0“;2::::6“_‘“ T B Vr:rcmm-ssuesﬁcrcama
_IGGCCACGAACATGLAAGTE i | CACATTGGAAGCTGCECTCARTTCTATICECTACATAG, 1o o P S TICACGTACTCAG
TECTACTTCARATGTGTGEAGA AMGCTIIGTA GGAGTTTCALCGCCBCAGT
GAAGCOGTCCAGGTAGTTCA @372 ACUCUUUGUGGC > T UCCCGOGGAGUCAUCCCCCAGTT r‘“r“c
CCTCTCATTTTCCATACAGTCAG 373 AACCCCOUCGUCCCCAGCCACA ACUGSCECAUGACLICLBCO0EA oceemoccmmce‘r
CCCAGBAATCATCTTT, £374 |UABCGUCCGCUCUUCAUGCGUGGTT UCCCELGBAGUCCCCCAGUC CAGCCCAAGCCACCTGAG
GAGTAGCAGATG, @375 joalIen e oaani! AU caAN oo GAGGACCTCCGCTGCAAAT:
CCTGCAGCTCTCATTTTCCATACA €376 {AACCACGCAUGAAGAGCGGACGCUA L cTr 1 e e
¢ CTACAGAGGAA 77 {UCACACUCCGCGUCGUGCCUCCUGTT e46] (GEGGCGAGGOGGA GCGGEEAG
: €377 |UChCN i P e iy CTCACTGTITCCLOGTTGE A
CCTGTAACGTTGAACCAGTTG €378 [AACAGGAGGCACGACGCGGAGUGUGA | ACC CCCTGACCTGLTGTGTCTGE
AGTTCTCACCTGAGGGACCTTCCG 379 A CUCAaa6LC 462 {GCACAGGLAGCCTGCATACACTCCTTTTCCTGGTETCA ACGAAGGATAGTGGGTAGCTGA
AGCAGGAGGCACGC CACGCAU,  [© mabesiak
GACTGACTEAGCCCAACTGCGCCGACCE G OEGACECUAACOOEE IO AGCCACAAGAG L ACATTATTTAAAAGCATGGEAMTAGTAATGAGACAG GGYACGECTGTCATCACTTAG
e TGTCTTCTTCATTAGAACCTTAGGAGTCTACTAGATTT e e e
AGCTGAGGCAAGACEGBAGACT CUACAUBUCUAGGGUCUAGACAUG CITCATCTCTATTTGTTGTTATTAGTAGCCAAACTGTG CLALTORLCILACAATICE
GCTTTTCTTGACTGCACGT CCAGCCGLGECE 2380 AACCCCCUCCCCAGCCACAAAGAGL CAAAAAACACGGTCTTGAGAAATGACAGCACAGTATC. CGTGCCTATCAGAAACCCAAG
ACTTTTCGCL GOCEE 0381 | UCULUGUGGCUGGGEAGGEEGTT TTAGAGGEAARGGAAATGTAGGATGCLAGTGTGGE ATEGTGCATCTGACTCECTG
CTCCTCCGAGCACTCGCTCA " CCOCCUCCCCAGTCACARAGATT CACAN ITLIBATIROCAGTER TGLIGIEALCATA: CTGGGTTTCTGATAGGCACTS B

GCTACTTATCCCCTTCCTATG

AA
CATTTAAAACTACACTGGTGTACATCATAATCAAACAA
AGTAAACAGAAAAAAATTTAAACTTTGLTAAAAAAAA

 TBGGGACACTGGATCACCTA

CCGCTACAATCCAGCTACCA

ARAGCAGAAGCACTTGATCTT CACGCAG
TTGCTTATTATGAATCATTTCTAGAGTCCGATGCATTT
TCAAAGCCGGTTACAGTCATTACGAAGCACACCCTTG
TGAGGTAAGTGTATCATCACCTTTGGTTCATAAATAA
ARAAGCTGAGACGCOGAGCEATIAAGTCACTCGLCTA;
AGGAGAATGAGTCAACGTCAAGAGTCATAGTTGACC
CGGCCTAAAGACTCCAGACCATCAGTCCAGGECTTAG
TCAGCGGGGCCCGGAGTEECTTCCCTGGCTGGCATCT
GGACTTAGGCTATTTCOGTGCACGTAAAAGLGGAATA
TTGGAACGG TTGCACAGAACTTCCAAATAATITTTACC!
GCCACGCARGATTTAGOCCTGAGGTCT TAATCTCAGG
ATTTGGGACH TGTCETCCCTCCOCCTOGTC,

GGEGTCTGGACGCAGAAAG

GACTGCAACTCACCCTTCACA

CACAGCCTCAGLCACLTCT

GGGTATTTCCTTCCTCCAACCT

TCAGGGAGLTGCIGGIGIC

GTTG‘GATGGGTGMTGAGGA
CTAGCCACGTCCCAGEGTTC
GGEGAMGAGCAGAGATATACGT

GGAGTTCGGGECTCCACACGGCGAC

CAGCCGETGGLAAGCEGETACTGOGEGCGETTCCET

AGCATTAGCTBAGCCAGBGGAL

CCGTCCCCTTTCGCAGAAATGGCAACGAATGACCACC ©

|GTGGATGACCAG LTGT‘FCGTETTLTA! GAT

"GGCGTCGTGATTAGTGATG

CTAAA
Tmmﬂmmmmcmﬁsmmmn

TTGAT
mcc;mcmcrasmn:scosocr CTTTTTGAAAC ©

CAGAGGGCTACAATGTGATG

AGCTGGCOCAAACTCACGETC

UGCUGAGAUGGEUGACUCUGAACCTT

GCAAATGAAGCCTTAT CCTGCAGT
{TCCCAACCTTCC AGGGCGA

ARAGUCACTACCCAUCUCAGCA

ACCGCAGCTATCCAGGCGGAAGAGCAGAGGACTGAA
ACCACCCTCCAGCAAGCGAGTGTCCGCOGCOTTGAGA
ACCGCGCACCCTACCCAT CEGCCACGIGACCAGTCET

TTTTAAAAARAATTTCTTTACCTTAAAAAAAAAARAAA

CAAAGGGCACAGTAGGCTTGCCTGGCAGTAAGTGTG |

IGCUGAGAUGGEUGGUGACUTT

\GAACCTAGAGCCCAAGGTTCAGAGTCACCCATCTCA

AuchchAﬁAcuGGUusmuGGE )

'CCACTTCCCAGAAGC
CTCTCGTTACTCACGCAGCCGCAGTCTTECGCAGETG
 CCGLCAGGGCLAAACGGACATATCCGTCACGTGRIC
AGAAGCTGGCCAATCCGGTTTGAATCTCATTTTTTTCC
TCTTACCCOCCCTTCTGGAGOGGTTGTGCGATCAGATC

 AAUUUCARCCAGUAGUCUAGCAGCA

UGCUGEUAGACUAC UGG '

GAGAACCUGGAGCCUAAGGUUUAGGCUCACCCAUU
UCAACCAGLICUAGCAGCAL CUGCAACAU CUACAAU
G

8553

ACCCAUUUCAACCAGUCUAGCAGCAU

CCAGGTTCAAGTGATTCICGT

GTTATGATGTGATTGCTCAAGE

CGAGAGGUUCGCEGGUGCTT

€354

e355

| CGACCTGGACTTGCTGAGCGATGGLTATGGLATATGG
GCTACTTTCTTACATG CCTCT

CTA

ed28

AACAAAGCTTTCTGGCTACTTTCTTACATGTTITCCTCT
AGAAAGCCAGCTTTACCTCAGARAGCTTTGTA

AACAAAGCTTTCTGGCTACTTTCTTACATGTTTTCCT
TGAAAGCCAGCTTTACCTCAGAAAGCTTTGTA

GGTAGATCTCCTCGCAGCA

AGCCAGCAGTCCACAGA

SCTTCACTGEACTCCAGELTGRGTA

ICTAAGOCF CGGCCAACATGGCGACTGTCGAACCGGT:

COACCTGGACTTGCTGAGACTGACTGACTGGGAGIG | e ALl 6483, |SCEIACTACKTeoCTaGC)
AGACTCTGCCTCAAA ‘2421 TGGTGGGGGOCAATACTAGIG 2452 GGGCTTGCACCTGGATAGA
©340 CGCATTCAGACAATCACTATCT €422 TCAAGCACAGGATARAGACAGG €483 |CGACCTGGACTTGCTGAGATCAGATCCETGACAGEE
€350 GCTGATGATCTITATGGCTACT €423 |GTCTCCAMAGCTATCATCACCT €484 |CGTCTAAAACTATGGTTCCCAA
o751 TGUCAGCAGTCCACAS €424 (TAAGAAGACACCTTCTGAGTATICTC ledgs GGTATTACTGECTCITECTGAG :
|BGAGAGGTAAAGCTGGCTITCGA. €425 |CACATTITATTTACAGTTTTGTACAC 0486 |CGACCTGGACTIGCTGAACCCAATARAAGT GAGTCIC
CAGAGAACGGGAGAGETAAAGCTBGCTTT 2426 {GATGATGATCCATGGTGGCTCGATCTGATCRCACAAC menndBBC e i
AR ; c @487 |GCCTCTGGGCTAATAGGACT
€353 |GCATCACCAGAGAACGGGAGAGSTAMGETGEETTT | | o457 TTARACAACARACCTATITTTAGTGE CEEERT IR AT ChERRE

, GAGTGCCCATCTGTTCTGTAGG

cc
ATGAGACTTCTCCTCTTATATCT |

CATGTTGGCCGOGGCTTAGATCGATCTGATCGCACAR |

AGATATAAGAGGAGAAGTCTCAT
AGTATAGAAATGCTGCCAAGTTGT

e363

IGTACTTGATGTCGTGTTTATAGCCTGGGGCTTTGATA

GUGLTCAGCICOGTTTCE

€490 TTCCACCACCAGCTCCTCCA

0401 TTCAGAGAT GAGGCAGCGGGA
GCGATTTCCTCGAGGCUECATGGA

2492 TICAG

AGATCTGTAAGTOGACTGRATAAGAAGGAGATGTCA
CCA

TTCAG
AGATCTGTAAGTCGACATACTCCCCCACACAGCTTAC
ARTCTCGAGGCCACCATGGACAACACEGA

SACTGALTGEGTLCTAMMACICTIACK ACUCACCUUGCOCGEOCCAUGCUCCAGTAAAUCAA C660GTTCC0BBCRCACACTGTACCCTTGECGCCC | (2334 | CABUBLICGECUACUACCUGLUGY
AACAAAGCTTTC GCUBUUUUCUUUUGAAAGUUCAAACUCAUCAAGA CCeTTC 8555 _{UBUCGOCUACUACUACCUBLLETT.
GTCCTAAMAACTCTTACATTGCATACATAGAAGATCA o dwuave 2464 TTTCTTACTAGTAGGGCGAAGGTGGCTTT @556 |AACAACAGGUAGUAGUAGG CGACA
NG CTOTCCTAARGTETACAETGGTA| (2108 [ASOASCLOCALEUGa0Eh eis CALLCCACEACETACLIS o557 ACALGUARCUGCACELULSGRAG ST
CATAGAAGATCAGAAAGCTTTGTA € TGACTAAGCTTACTGTTG GGAGAGGAATOGT 8466 CGGCACGCTCTTCAGCAC :gswmmuugmumuﬂmmmcusuucsueuu

. T . 5405 {CTATCCCATEGCOCTGAGTCAGCTCCATTTGE k ed7 CUGGAATGGTGGGCAGAT - ‘mGGUNsUAﬁG(GMUG
o338 TACAARGGTTCCATTGOLACT 407 |ATCEARGGCCBCGBTAMTAGTGACTCTGATGTCCE | fadgg CGTCTGGATCC AATGTCCATCTGAAACTGTG A CUCAUCAS CUCCAANEEALTT
339 | AGCCAGCAGTCCACAGCATGGGTATTCATTACCTAC e408 |CGTCTGGATCCTTACCAGCGCAGTTCCCACCACTTCA e469 AGTAGCCACCATGGGTTCCGGGEGCAGCAGL 560 AAGUCC T
2340 amemsAGumanéE;mncunccnr e409 CTCCGTCCCBAGCTCTICGGGGAGC 2470 GmAccmAmmmTcmmc.\uwms :561 e R
e341 ;‘; CTGGACTTGCTGAS ACACTTTCG @471 GCATCAGTGGAGGCAGCACAAGGAGG E 2562 CACAUUGUUCUGAUCAUCUGAASAUCAGCUAUUA
GATTTCAGG e472 CCTCCTTGTGCTGCCTCCACTGATGE i
€342 Mwﬁmmamﬁ.ﬁmummwccm @412 (CCACCTCCTGGATGGTCTTT ©473 TAGTGCTCCACCACACGATGGCTG o UCAGCUUGAUACAAGAACUACUGAUUUCAACULCY
AAAGCTITGTA @413 CCTTCCTCCCAGTGCCTGA : 3 0474 CAGCCATCGTGTGGTGGAGCACTA UUGGCUUAAUUCUCUCGGAAACGALG
¥ o 414 (CAGLCICCAGAGGATGTTCA 475 TCCAGCCTOGECTATCCGCCTCAC AAGUCLUULGSACCUBAUCAGCTT -
{CACTTTCGGATITTCAGGATAGGTAATGAATACCCAR 2415 | TGGTAGTGTGGGTCTCTGLTG 0476 | GCOAGGLOGATAGGCOAGGLTGOA AAUCCAGAGAGAUGGGAGAUGUTT
AMASCTITOTA 2416 |CTATCCCATGGLCTGCTCCAATARATTS 0477 |UGCACCOGCGAACAACCUCUCETT UCCAGAGAGAUGCUGGGAGAUGUUTT
417 |CCATGACCACCTTCTGTATCTGE 0478 |AAC GCGGGLGCA ARCALIDICCEAREALCUCD
{0345 GAGLTGTCCCTCAGTATCCAT 5 418 | BAGTOGETOLTAGGACCARG S BRI UGCGCAGGCUCUACUAUCU
i CTGACCCTTTCACTGTTACCA

) AMAGCAGAUAGAGAGCCUGCGCA

AAULCAGAGCAGAUAGUAGAGCCUGCGCA

e572

i UCUARAUIC
ICCUCUUCUGUUUGCUAAAUCUCACUGUCACUGCUA
|AAULCAGAGCAGAUAGAGCCUBCGCAALGGAAUAA
AGUCCUCAAARUUGAAAUGUGACAUUGCUCUCAAC
AUCUCCCAUCUCUCUGGAUUUCUUULLGCULCAU |
UAUUCCUGCUAACCARUUCAUULUCAGACUUUGU

ACUUCAGAAGCAAUG |

AACAUCUCCCAUCUCUCUGGATT

UCCAGAGAGAUGGGAGAUGTT

e574

CAUCUCCCAUCUCUCUGGATT

GCUUUCACAAACCCCACCCACAAAGLAGLACAUGUY
FUUUAAGACUUCAGUUUUCUAUUCACAUCGGCTLC
AUAAUACCCACCCUGACCUGCUGUARMAGACCUGE
| AACARACAAAAAUG

{CACAGACCTCACGGACATCA

AGCCAGCAGTCCACAGA
TAATGTAGCGAATAGAATCG
GCATCACCAGAGAACG A
TAATGTAGCGAATAGAATTG

TCAAAG ACAACTTGGCAGCATTTCTATACT
rmms@rrrec?smcrrmmmmca—c RACAARAGCAAAACAACAAATGA
AAC,!AAGC"‘F TCATTTGT'GHTT GCTTI'[ &TT
IGTACTTGATGTCETETTTGTAGCCTGGGGCTTTGATA u LICIJGE(CACGLIEAQGGAUAUG lCeatT
GAAAGCTTTGTA UCUGGCEACGUGAUGACGGAURLIGTT
7 AACAUAUCCGUCAUCACGUGGCCAGA

AACGGACAUAUCCGUCACGUGGCCAGAA

UGAGUGGUULGEGEEAGUUGEGLCTT

CGUGnCGGALMIJ UCCGTT

CGGACAUAUCCGUCACGTT
UGGCCACGUGACGACGGAUAUGTT

CATGAGACTCCACTT

CGACCTGGACTTGCTGAGACTGACACACATTGGAAGE

ireceere

0451 A

AGAGGAAAARACT) ATGAGN]'N'A

UGGUUO@GGGAGUUGGGCGT

GGCCCAACUCCCEGAACCATT

CAGTTATCTAGATCCGGTGGA 2579 AGUUUUCUAUUCACAUCGGCCUCA
GGLACCGTCAAGGLTGAG 6580 | UUUUCUAUUCACALICEGCCTT

i G SCCAG 581 |GGCCGAUGUGAAUAGAARATT
UGAGUGGUUCGGUGGGGAGUUGGGTT CUCUCUCAUCAUCCUUGCCUCUGUCU
AACCCAACUCCCCACCGARCCACUCA ACUUGCUUCUGUCTCTUCEUUCY
UGAGUGGUUCGEUGGGEAGTT UCUCAUCAUCCUACUDGECUCUGTT
IAACUCCCCACCGAACEACUCA RACAGAGGCAAGUAGGAUGAUGAGA
AGGAUCCCAAGGCCCAACUCCCCGAACCACUCAGEG 0586 |UGCUUCUGUECCACCCUCCUUTT
UCCUGUGGACAGCUCACCUAGCUGCAMUG | o587 |AAAAGGAGGGUGGGACAGAAGCA =

16588 |UUGGCCAARGACACAUCCAGGAGGGGAACAGAAGE
AAGGCCCAACUCCCCGAACCACUCA |AGGGGACAGAAGCAAGUCUGCAGAUCAGAGGAAG
A !
| AUGCUGAAUGCAGAGGCAAAAAAGGAAMLIGAAG
GAC CAGACAGAGGC:
TCWAGQWCMUGUGﬁH i CAGACAGCS CAGA
ATCGAAGGCCGCGGCATGGCTACAGGCTCCCGGA AAAU all
 GEABTG . CUGGAGCL
us
0589 AGACAGAGGCA




‘UBGACUCCAAGGCCACGGAUAGGUGUCUGUUUCA
‘UGUGGAAUACCUGACU UCAGGUCAAGGGALIGGUA
FUUUAUGCUCGCCUUGCUGUAGACULICCCAGAUCY
UCCAGAUCCUCAAGCGAUG

AAUACCUGACUUCAGGUCAAGGGALG

IUACCUGACUUCAGGLCAAGGGATT

uuccuu: LGAAL UATT

AGTGGGATTGTAGGCATGAG

CAGTGGGAATACACATGCACA

TGCTGRTCIGLCTACTAGTGA

{CAATTCOTCAAGCCTCTGGT

;GCACCTTCCTTC] ‘GATTTTGTCT

CCTTTATITTCCTTACAGRATTT

“‘GGACTCI'A T GAAAAACCATCTGTAAAAGACTG

TGGCCTCOCACOCCCACE

G-\CrGACn'ACrGACMWCATAETFAACTGGTTG i

TC‘ITWCG AACATTTAAAAAGTTCAGATGTTA

TGACTGACTGACTGACTGACTGCTATCTATATATAGET

ATCTAT
TGTTTTCGAACATITAAAAAGTTCAGATGTTA

TEACTGACTGACTGACTBACTGCTATCTATATATAGCT |
ATCTAT

SACACTGCAGGGTAAGACAGC
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1004

CGAATACTAAAGGCTGCAATGA

e1005

CTCCTGAATTATCACTCCCAAG

el0D6

GTCCCTCATGACACCATCAA

e1007

CGATAATGAAAATAGCTGCCAA

TATGCACTGT TGTARAGLLTG

e1009

GUTATTGAGATAATCATGTGET

21010

CATCAATAAACGTAATCCAGCA

21011

ACTCGTAATCCAGCATATAAACAGAACCAA

21012

ACTGAGACTAGCTCATGCACA

el013

GCTCTACTGAGGAAGGCTGAC

1014

CTCGATTGCACATTCATCAGGCAGATTCAG

1015

GCCATATTCTGTGCATTATACA

TGAGACACAACCCACACTGA

1018

CAAA ITACTATWMI'!'FAE(UU\MMCH IGTFC

CUCTGACTGTMAATG CTGA

€1019

GCATATTTAGTGCAGGTACAA

1020

GACTGACTGACCGAATTCAAAGAGGGAGAAACAGAC
CTA

1021

CATTTCAGCCATAGTGGTTAG

e1022;

CTGAGGGATGGTTGCTGTCA

e1023;

TGACTGACTGACTATGGAAACAACTAATGGGAATCTC
ACTAT

2102

TAGTAACACTCAGAACAATC

108816

(GCUCCUGAGBUBLABACECCAMCUCUCUCUAGEUC | o168 TAATACGACTCACTATAGEGS
GOUAGUGGGUUGCASGASSUGCLUACCASUUY 13 1 TG aATACGACTEACTATAGE
1085 AACUCUCUCUAGCUCECUAGUG 1158 CCOAMTTAACCCTCACTAAAG
* - 1159 CATACGATITAGGTGACACTATAG
CACUAGCGAGCUAGAGAGAGTT 21160 CATACGATTTAGETGACACT
88 UAGCGAGCUAGAAGAGAGAGTT 21161 GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA
CURECCAGCUAGAGAGAGTT E1162|GOGSATAMANTT TCACACAGS
ARGCUCCUGAGGUGUGUAGACGCCA 21163 SDIGTAMACGAOCGOCAGT ]!
{|AAGCUCCUGAGGUGUAGATGCCAA 1164 SDICASGARACAGCTATEAC)!
GClCCUGAGGUBLABACLETT 1165 CATEGAACORTACCTEGAGAGEA
S EOCEUTIACACEUERE AT 181186/ TGCTCTCCAGGTACGGTTCCATE
{01004 | UGGCGUCUACACACCUCAGBAGCTT 21167 GATGGAACCGCTGGAGAECARCTT
61095 GGCGUCUACACCUCAGGAGETT £1168/GTIGCTCTCCASCRGTICAATCTT
£1095 AAGCULCCOUGGAUGAUUGGEAGCCA 21169 TATGTAATACGACTCACTATAGEG
1097 BATTEBRGTIITCCCETCEEATETGETCA s 21170 CCCTATAGTGAGTCGTATTACATA
GCTAAAAGTTTTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGAGCCAC 21171 GTAATACGACTGTACACTATAGGS
COTCCAGGGAGCAGGTAGCTGCTGEGCICCGGAGAC ]  |a1172 CCCTATAGTGTACAGTCATATTAC
ACTTTGOSTTCGEGCTO6GAGCOTGLTTTCCACGACS | 1~ T i s

GTGACACGCTTCCCTGBATTIGGCAGCCAGACTGCCTT
LCGEGTCACTGLC

CCCTATAGTGAGTCGTATTACATA

GAUUGGGGUUUUCECCUCCCAUGLGEUCARGACU
GGCGCUAAMAG UUUUGAGCUUCUCAAAAGUCUAG
AGCCACCGUOCAGGGAGCAGGLAGCUGTUGGGCUC

CATATCGAGGTGEACATCACTTACG
CGTAAGTGATGTCCACCTCGATATG
CATATCGAGGCTCTGGACATCAE

CGGGGACACUUUGERUUCAGGC sy

SGGATGGATGOACATARTGEA #1025/ CATAGAGARTTACATGTTGATC T UUCCACGACGOUGACACGCUUCCCUGGAULGGEAG | 81178 GTOATSICCABAGCCTCRATATG
, SCCTGATGGTCATGTGTCTGA 1026 GACTGACTGACTGACTEACTCAATCATTCTITGTTATE CCAGACUGCCUUCK e 21179 TATCGAGGTGGACATCACTT
SATAGACAGGATGGATAGATAGACG TGTGTGA . 21099 | UUGGCAGCCAGACU 21180 |GTGATGTCCALCTCBATATT
SGUCAGAACAACTGETGETTE GAATTGAGCTGAACCTGGA e1100; UGGCUGCCARUCAUCCAGGGAAGLTT £1181 [ TATGTAATACGACTCACTATAGGG
SATTTCACGTACTTGGCAAGC CAAACLGCFATEAASCABTC GGCAGU 1182 CCCTATAGTGAGTCGTATTACATA
SGUCATAAAAATAGTACAGCAAGT 21029 CAATTGGCAGCTCICTTCAGE w1183 CTANTACALTSTACACTATAGEE
SCATGEATGCAGAATTCACAG £1030, CTGGGTGATGGTGECTCAG UUGGLCAGACUGCOUUCCTTY 21184 /CCCTATAGTGTACAG TCGTATTAC
AT G TRREAGCR 21031 CCCTTGEATEACAGATITGS UG...GCCAAUCCAGCAGBGAAGCGTT 21185 TATGTAATACGACTCACTATAGGGTT
ST EATGTEACANAAGEEATA ¢1032 CGTCTGGATCCTTAGATTATIGAGCTCTECAGT GGAAGGCAGUCUGGCCAATTY 01186 CCCTATAGTGAGTCGTATTACATA
SGATGATAGAGATGGCACATGA CGGTGGTTCTGAGRGAGACAC AAGGEUGGGAGCUGCGUGLULUCCA 21187 /GTGTAATACTAGTGCGTCGACGGAGGCAGCEGGATE
SCTGTCCTCTAGGLTCATTTAGE e CCAAGGTGCCTGAACTC UGGAAAGCACGCAGCUCCCAGCCTT . |TGCGATTTCCTCGAGGLCACCATGACTTCGARAGT
SCTCTCTTCATCCACCATTGG AAGCUGCUGGGCUGCUC CA 21188 GTGTARTACTAGTGCGTCEACTAATGAATAAGAAGG
) S 21035 ACGUGLECAGCAGGACGCAGCGLY o B SaIECABCENCEAE . AGATGTCAGCTCGAGGCCACCATGACTTCGAAAGT !
: 1036 UCCCACGUGCGGACCAGCAGGATT £1189 GTGTAA TG ACATACTCCCCCACACAG
SAGTGTCTCACTTCAAGCACCAAGEAC 37 AMUCEUSCUBGUCEGEAC UGGEA AAGAGCCACCGCCUCCAGGGAGCAGA CTTACAATCICGAGGLCACCATGACTTCGAAAGT
S TGGEAGAGOLAAGGATLCAR 2103 1111 TOTGAAGCTTCAGTCTGAGTCAGBELETTCT 21190 GCCGCTCTAGARTTATTGTTCA
01038, UGCGCAGCAGGACGACG CAGEGTT s—
STCGAGTTGTTATGGTTTIAGGTCT e Ciceein 1112 TGTTACCCATGGAGGAGCCGCAGTCA 21191 TGGCTCTAGAGGAGGCCTAGGCTTTTGE
LCGATETGAGTCAATICCCCAAG 1033 P e e CTATCCCATGGTCTGAGTCAGGLCCTTCT 01192 AGTGAAGCTTGCCGLCAACATGGGCCACCATCACCAT
CTETTACTCAATGTTCTCCAS 1040 uscsCiscAGEACE ke £1114 ACGUITCECTBATIGGCA CACCACCTGGTTCCACGOGGTTC
TS E e el |e1041|GUGCGCAGEAG casceTt R e ey 01193 ACTGGATATCG AATT CGCCACCGGATECACCAGCACE
GCCTCTACATATITACTGCCAAC 21042 |CECUGEGLCCUGLLGEECAC T 1116: TGACTAAGCTTACTTGTCATGGCGACTGTCH SCOSOAM G GToGACCAS
61043 CACGEAGCGCUGCEUCCUGLUBCOCACGUBGOMG ] 1o 1194 UGCOCCUGUCGUCGLULUCGCUGTT
| OSCAACAGAACCAATAGGCTATC COCUGGECOCAGECACCECCATGAUG CACCCCTCAGACACACAGGT 01135 AACABCGAABCGACBACAGEGECA
CGCAGTAAATCACTTGGTAGGAG CCTAGAAACAGGTTAAGGTCCA ‘AAGGACGAGGGATCCAGAAGCGEGTCCTGGCAGTG
GCGGTACGATACGTAATACTTGAC TICTCTGTCITCITGeGTTCT g’“"g;;lgg‘:?&m%;ﬁcfm”rgf“
- it - kbl CTTTT CGCTACCAGGACGT!
GACTCCCARAGGACCTGCTC GGAAGTGCAGCTTGCTGTGTA SICaRTATGAETAGT T CTGATICETACAGAGAAGCGTON GOTAGCGGCT
01120 GTGGGGTCAAGCAGGGBAGAAGCTTCTCCEC G
GCTTGCAGTCCAATCTGGRT GAGCTACGGTITCCCTATCA T — e TTTTAAGCTTTTCCGARAGCTTAAAAAAGCACACTCAG
TCATTCCTAGOCTCTGTAAAGAATAGTG TACAG BRTATCAGTTEAGARGA e1121 AGGGEE‘T‘&‘E;‘;’E‘G CTGAACGTCTGAACAACGTTCBAGCTAAGCGTGCTTC
P {GGATCOCTCBTCCTITCCCBAAGCTTAAAAACAACTAA
GACGATCTGTTCTTAAACTGGGAAGCTG GTTTT {
. 21045 TCGTTTIGTACTGACGTTGCT el122 CTCATCTGAGSTCAGACTGCTGACCTC {CTCGANGGCGEACTCTGAACAAGTCCGACCTTCGAGE
 IOGAARTCAACAGABGCTTGC 1050 CAGGACARATGTTAATCACAGA &1123 | CCACAGAGCTCGCATCACCAGAGAACS TAGCTAGGATCCCTCGTOCTTTCOGTGAAGCTITCTC
AGLARATGAGACAGTGGLAT 1051 |CCCTTTARGTTCCCAGTECA 01124 AGCCATCTAGAGCATCACCAGAGAACE AGGUGCAGACACTGLTCGGTACGTGAAGCTITCTCGA
ATGAGGACGBTTGACATCTG 1052 AGAGTTCACGCTGCATCCAT G1125 CAGTOGGATECOUATCARCABAGAREE GGCGCAGACACTGCTCGGTACGTGAAGETTTCTCOAG
L 2105 . CATATGACGTCACCTTAATTGGACACGTGCCTGCATG
TCATAGGTTAATGGGTG . 3 [CARATAATCLCTCCCARCACA 01126 CTCCAAGATCTGCATCACCAGAGAACG TGCCCCAGTGGAAAGACGCCGTGAAGCTTTCTCGAGE
CTGTTTGOCCTACAACCTG 1054 |GGCATCACCTTTCACACTCA 1127 GTCCAACTAGTGCATCACCAGAGAACG ATATGACGTCACCTTARTTGGACACGTGCCTGCATGT
GCTACATTCTGCACACGTACC 1055 CATCACAGGACCGGAGAACG 1138 CACTAGCATCCNGCCAGCAGTECACAG GOGCAGACACTGCTCGGTA
e ios el CosTAESTTCTOOATSSAE i1 GO eiiss esmencoetemarienacucaici
GGCAGGCAGGTAGATAGACA 1057 |CTGCCAATCCAGEGAAGEGTETCALCE 1 1130 | CACCABAGAACETAGG CAGACECTATGTARATGGCT (GGGAGGCECAGCGEGUUAGEUGGACCEGUCAGLG
GCACTACACAAGCATAGTCAGS 21058 GTTCGGGCTGGGAGCETGCTTTCCA TCCACTGAACGATAACGTTCTCTGGTGATGE GACUCACCGGCCAGBGEOGCUCEEUGCUGGAAULUG:
TGGETGRCOCTGAGTABGAGT 1055 1 GTTCGGECTCOTACEABCETROTTTCCA 21131 :GCGTGGTCCTCICATTCCCTTT AUAUUCAUUGAUCCGEGUULUAUCCCUCLUCLILY
CTTEAGGGAATGATITEAET 1060, T6EAAAGEACS CTCGTACCAGCLCGRAC ©1132 CTTGCATCACCAGAGAACGGCTITCTTT {UUUCUUAACAULULLUULUAAARCLBLAULIGULS
CTTGCATCACCAGAEARCE UCUCGUULUAAULUAULUUUGCULIGCTAUUCCCC
ICCAGAGAAACAGAATCAATAGG 21061 {CTGCCAATCCAGGGTACAAGCGTGTCATCG e1133.C . bttt R HACUUGAAUCGGGCLGACGGCUUGGGGAGAUUGCL
‘GCTTACCTGGGTCTCCAGE €1062 ! TGGAARGCACGCTCCCA 1130 CAGCCAGCAGTCCACAG ICUACULCCCCAAAUCACUG UGGAUUUUGGAAACCA
CARCCTOGAAGCTGARGTE - 21063 CTGEGCTCCE " ©1135 AATTGAAGCTTGGCATICCRGTACTGTTG |GCAGAAMGAGEAMGAGGUAGCAAGAGCUCTAGAG
SATCACCAACATGARAGGGTACCARTAAC | |a1DBAICTGGGCTCLGATAGGEACACTTT €1136: CCCAATGCCAAGCTTCAATTCGOCCTAT — Zi@%ﬂ??éﬂﬁ%@féﬁfffﬁﬁf&iﬁ
|_SAATCIGGGCGACAAGAGTEAA £1065|AAAGTGT CCCCBGAGCTCAG 1137 CTATAGGGUGAATTGAAGCTT {GCAAAGUGAGUGACCUGCUULUGGGGGUGACCGE
SGAAGGTOGAAGCTGAAGTG 21066 AAAGTGTCCCTATCEGAGCCCAG 1138 CATGTGAATTCGATCGCATATGTAATACGACTCACTAT {CEGAGCGEEGCGUGAGCCCUCCOCCUUGEEAUCED
2 GAAGCTTC |GCAGCUGACCAGUCGCBCLG
SATCACCAACATGAAAGGGTACCAATAAC o FOCORAOLTIG .
€ 1067 CAMAGTCTAGAGLLAGGGAGCAS 21136 CATGGAAGCTTCCCTATAGTGAGTCGTATTACATATG | ia1197 |GAGCAGCGAAAGCEACAGGGECAARGLI
SARTCIGECOCAMBASTEA 21068 CEATEGAATTCA ACULUGGECCUSLCGEUTUCSEUGEE
AGACAGAAATATAGATGAGAATGCA 21069 cmcrctrcsar.semﬁncmsmm's £1140:AGCTGGGAGGCAGLGGGATCIGEGATITA 1198 -
TCTTCATACATGCTTTATCATGE GICTGCTCCCTGGLTCTAGACTTTTG. £1141 AGCTTAAATCGCAGATCCCECTGLCTCEC
TTATEAAGCAGTGATGCCAR UCUGCUCCCUGGAGGOGGUGECUCTT ©1142 GATCGGGAGGCAGUGGGATCTGCGATTTG
GCTGTAAGACACCTGTGTTG 1072 ICABBUABCLGCUBBEEUCCETT 21143 GATCCAARTCGCAGATCCCGCTBECTCLL
[(FCTATTCATCCATCAATCTATOCATY 610731C66GUAGCUGCUGGGELCEGTT 01144 CATCACCAGAGAACGGCCTOCCARAGTGEG
IGCAGCAARATTCACAGTTGGARARATG 1074 ARGAGCCAECGECCCAGGBAGESER €1145, GCCAGCAGTCCACAGCCTGTAATCCCAGLG
GTCATATTTCTGGCCGGTCTGG 2107516 - 1146 CTCAAAGTGLTGGGATTACAGG
GTGGCTTGGAATTCTTITACCC 5 £1147 . TCGACCCATGGACATGTGARTTCGATCGCATATGTAA
ATTAGAATTCTTTAATCTGGACACARG 3 - TACGACTCACTATAGGGAAGCTTGAGATGTCAGTGAA
i AAMAGGGATCCAGAATG
TGGGTTATTARTIGAGAAAACTCCTTAC IACCCG e
€1078 [CGGAGLICAGLAGCUACCCGTT 01148 | TCOACCEATGGAAGC TTGAGATG TCAGTGAAAAAAG
CGTTITCTICCAATCCCAGTGT &1079; UCCGCUCCCUGGAGECEGUGGCUCTT | GGATCCAGAATGATTACTAACCTATGAC
GACCTGCAAGCATAACAGATCA 21080 CCUGCUCCCUGGACGGLGGCTT 1149 GGCCATTTTCTGTCATACTGT
GTAAATTGGAGAGTARATCCCCE 1081 /CCCECUCCCUGGATEGUGGCTT 61151 | TATCGBAGGGCATAGCAGGGCAGCA
ICTGCGTEEGTGCCAAGTTC 21082  AACUCUCUCUUCUAGCUCGCUA 21152 TATGCTGCOCTGCTATGOCE]

GATCCCTTTTTTCACTGACATCT

(CATTTTCT! GTC‘\TACTGTT G

CAGTGCTTCGGTTTGTH

21083

TEAGGCCAGGAGATGGAGGLTGCAGTGAGCTGTGAT
CACACCACTGTGCTCCAGCCTGAG TGACAGAGCAAGA |
COCTATCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAGCTCC
TEAGGTGTAGACGCCAACTCTCTCTAGCTOGCTAGTG

1 (CATGCAACCATCATCAGGA

GCMAGGMTGGGGAGTME

CTITTGGGATCATGGARATSTTC

el1003

(GGTTTCTCCTGAATTATCACTC

21084

GGTTGCAGGAGGTGCTTACGCATGT TIGTTIC
UGAGGCC UGCA UGG
AUCACACCACUGUGCUCCAGCCUGAGUGACAGAGT

... AAGACCCUAUCUCAAAAAAAMAAAAARAAAG ARAA

3 TCCAGCGGTTCCATCTTC

CAGACGCTATG
TAAATGGCTTCCACTGAACGATAACGACCTGGACTTG
CTGA

le1155

JGAETGCATCACCABABAALE ... viiimivition

CATATGTAATACGACTCACTATAGEEAGCCAGCAGTC.
MFAG

JTATG TMTA CGACI' MC’ATAGGGGACTGACTG AC
TGACTGACTGACTGACTEACTGACTGACTGACTGACT
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wykazujgca homologie sekwencyjng wzgledem tych genéw oraz aktywnosé eRNA.

T iNr dostepu

PL 237 080 B1

Tabela 2-B
Lista preferowanych sekwencji nukleotydowych, zgodnie z nomenklaturg NCBI

(National Center for Biotechnology Information), okreslonych ponizej na podstawie numerow

referencyjnych genéw, zawierajacych regiony, do ktérych moze wigzac¢ sie czasteczka kwasu nukleinowego

Nazwa  ID coL2A1 NM_001844.4 GH1 2688 NM_000515.3 MSHG TGFBR2 NM_0032425
genuwg  genu referencyinej COL2A1 NM_033150.2 GH1 2688 NM_022559.2 MSHe TNF NM_000594.2
MBI sekwendl COL3A1 NM_000090.3 ] 2688 NM_022560.2 MT-CO2 " TNFRSF1A 7132 INM_001065.3
lw COLAAL NM_001845.4 2690 NM_ . MT-COI TNFRSF1B 7133

AICF 29974 NM_001198818.1 . (COL4A2 NM_001846.2 3439 NM_024013.1 MTOR P53
AICF 29974 NM_001198819.1 . |COLAA3 NM_000091.4 3440 NM_000605.3
AICF  29974'NM_001198820.1 | COLAA4 NM_000092.4 3454 NM_000629.2 NM_001126113.1
AICF 29974 NM_014576.3 COL5AL NM_000093.3 3455 NM_000874.3 NM_001126114.1
AICE  29974/NM_138932.2 COLEAT NM_001848.2 3456 NM_002176.2 NM_001126115.1
AICF 29974 NM_138933.2 COL7A1 NM_000094.3 3458 NM_000619.2 NM_001126116.1
APC 324 |NM_D000385 COLBAL NM_001850.3 3458 NM_000619.3 NM_001126117.1
APC 324 NM_001127510.2 ; [COLBAL NM_020351.2 3459 NM_000416.2 NM_000368.4
APC ‘324 'NM_001127511.2 | COLBA1 NM_0D1851.4 3460 NM_005534.3 NM_001162426.1
BAX 581 NM_004324.3 COLBAT NM_078485.3 3479 NM_000618.3 8 INM_001162427.1
BAX 581 NM_1387613 CXCR2 NM_001168208.1 | 3479 NM_001111283.1 NM_000548:3
IBRCAL 672 NM_0072943 CXCRZ NM_001557.3 {i6F1 3479 NM_001111284.1 NM_001077183.1
[BRCAL 672 NM_0072973 | [EGF NM_001178130.1  HIGF1 3479 NM_001111285.1 NM_001114383.1
BRCAL 672 'NM_0072983 EGF NM_001178131.1 [IGFIR 13480 NM_0O0B75.3 VEGFA NM_001025366.2
BRCA1 672 |NM_007299.3 EGF NM_001963.4 iGF2 13481 NM_000612.4 VEGFA NM_001025367.2
BRCAL 672  NM_007300.3 EGFR NM_005228.3 iGF2 3481 NM_001007139.4 VEGFA NM_D01035368.2
BRCAL 672 INM_007294.3 {EGFR NM_201282.1 IGF2 3481 NM_001127598.1 VEGFA NM_001025369.2
[BRCAL 672 NM_007297.3 [EGFR NM_201284.1  IGF2R  |3482 NM_OOOB76.2 VEGFA NM_001025370.2
BRCAL 672 NM_007298.3 EiFaAL NM_001416.3 iL10 {3586 NM_000572.2 VEGFA NM_001033756.2
BRCA1 672 NM_007299.3 EIFaA2 NM_001967.3 ILIORA {3587 NM_001558.3 VEGFA NM_001171622.1
BRCAL 672 |NM_007300.3 EIFaB NM_001417.4 ILI0RB {3588 NM_000628.3 VEGFA NM_001171623.1
[BRCA2 675 NM_000059.3 EIFAE NM_D01130678.1 ILIA {3552 NM_000575.3 VEGFA NM_001171624.1
BRCA2 675 INM_000059.3 [EiFAE ‘NM_0011306781  {iL1B (3553 NM_000576.3 VEGFA 'NM_001171625.1
CASC3  22794'NM_007359.4 [EIFaE NM_001968.3 ILIR1 3554 NM_O00877.2 VEGFA INM_001171627.1
coka 1019 INM_000075.2 [EIFAEBPT NM_004095.3 [ 13569 NM_000600.3 VEGFA 'NM_001171628.1
CDK4 1019 :NM_000075.2 EIFAGL | NM_001194946.1 lLeR  |3570 NM_000565.2 VEGFA 'NM_001171629.1
CDKN2A 1029 iNM_000077.4 EiF4GT NM_001194947.1 fiL6R 3570 NM_181359.1 VEGFA 'NM_001171630.1
COKN2A 1029 1NM_001195132.1 | {EIF4G1 ‘NM_D04853.4 NM_000584.3 VEGFA 'NM_003376.5
CDKN2A 1029 {NM_058195.3 [EiFaG1 NM_182917.4 NM_000207.2 VEGFB INM_003377.3
CDKN2A 1029 'NM_058197.4 isxml NM_198241.2 NM_001185097.1 VEGFC NM_005428.2 |
COKN2A 1029 |NM_000077.4 [EIF4G1 NM_198242.2 NM_001185098.1 VHL NM_0005! )
CDKN2A 1029 iNM_001195132.1 = |EIF4G1 NM_198244.2 NM_000208.2 VHL NM_198156.1
D 1029 |NM_0581853 | [EIF4G2 NM_001042559.2  INSR 3643 NM_001079817.1 orazinne sekwencie genéw, do

1029 INM_058167.4 [EIFaG2 NM_001172705.1 |MCIR 14157 NM_002386.3 TERT ktérych moie wizzat sig czasteczka

1111 INM_001114121.1 NM_001418, 4292 NM_000249.3 kwasu nukleinowego wykazujaca

1111 'NM_001114122.1 NM_022170. 4202 NM_001167617.1 homalogi i

111NN 0012744 NM._ 031992.1 MLH1 14202 "NM 001167618.1 | TGFBL tych gendw oz aktywnodé eRNA,

11360/NM,_001005735.1 NM_000400.3  MLHI ~ [4382 NM 0011676191 | T&FB3 dgotcieieZastraneniami Wynaazk.

11200{NM_007194.3 NM_001130867.1 MLH3  27030'NM_ 0010401081 | TGFB2

11200!NM_145862.2 NM_000043.3 MLH3 27030 NM_001040108.1 | 'TGFB3

1300 NM_000493.3 NM_152871.1 MLHZ 27030 NM_014381.2 TGFBR1

1277 'NM_000088.3 NM_152872.1 MLH4 (27030 NM_0143812 TGFBRL
1278 NM_000089.3 FASLG NM_000639.1 MSH2 4436 NM_000251.1 TGFBR2
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Zastrzezenie patentowe

1. Czagsteczka kwasu nukleinowego, okreslona jako ,eRNA”, obejmujgca co najmniej jedng
z sekwencji oligonukleotyddéw, polinukleotydow lub kwasow nukleinowych opisanych w Ta-
beli 2-A, przy czym czgsteczka ta ma ceche selektywnego wigzania sie do sekwencji doce-
lowej RNA na zasadzie komplementarnosci zasad i wzmacniania syntezy biatek, w szcze-
goélnosci wzmacniania syntezy biatek w komdrkach lub w pozakomérkowych mieszaninach
reakcyjnych in vitro.

Rysunki
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mutacja: C2756T promuje zalezna od IRES
translacje z alternatywnego kodonu start, ktdry J, sekwencja IERS w 5’'UTR ¢c-MYC
prowadzi¢ moze do kancerogenezy.
Yzmutowane (T) i prawidtowe (C) allele SNP C>T
5. . AGCAAGGACGCGACTCTC(C/TICGACGCGGGGAGGCTATTCTGCCCATTTGGGGACACTTCCCCGCCGCTGCCAGGACCCGCTTCTCTGAAAGGCTCTCCTTGE
A. AGCTGCTTAGACG-CTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCTCCCGCGACG-ATGCCCCTCAACG...(CDS)...(3'UTR)

Kodon start dla biatka c-Myc-1 syntetyzowanego w translacji Alternatywny kodon start biatka c-Myc-2, syntetyzowanego w translacji
zaleznej od czapeczki, Produkt: biatko fizjologiczne inicjowanej niezaleznie od czapeczki (zaleznej od sekwencji IRES). Produkt:
onko-proteina, ulegajgca np. zwigkszonej ekspresji w szpiczaku mnogim (MM)
(42% pacjentéw z MM obcigzonych jest mutacjg C2756T (Stephen et al. 2000).

Metody wytwarzania eRNA:

D. *® syntezaw oparciu o system wektorowy (D.1) D.1. Bb6a
e synteza chemiczna (D.2) 3(Nn B.6b i
s izolacja i dalsza obrdbka (D.3) N — N 3(Nn
B.5.a. 3 BS;’)M B.5.c VLN 3 B.6.c
3 N\ b F(N
B.A4.a ® man B.d.c " o 3 (Nin
—=—) % =A™y N s
3 3 37
i (NI
5 B.2. T 5 T Bt N\ 3 {N)n
/\ eRNA -zaprojektowane w celu selektywnego wzmacniania syntezy 3 (NYA e
Nowe biatek z prawidtowego allela (nie zmutowanego) transkryptu c-Myc - . ‘_—Eé_i_g——__\‘l?‘(zo
przyktad allelo-specyficznej selektywnosci (Tabla-2.) FN)
B.1. <y oo
5. GCAAGGACGCGACTCI'C§C!CGACGCGGGGAGGCTA'ITCTGCCCA'JTI’GGGGACACTTCCCCGCCGCTG CAGG...[CDS)...lceeerrrienrenne TR i )
B. ..fragment sekwencji 5’'UTR ... = 19 ]
B.3. T eRNA -zaprojektowane w celu selektywnego wzmacniania syntezy biatek z obydwu alleli
Nowe Mowe  transkryptu c-Myc —przyklad selektywnosci wzgledem genu/biatka (tabela-2.)
.1 ]
5. GCAAGGACGCGACTCTC( l {CGACGCGGGGAGGCTATTCTGCCCATI'I'GGGGACACTTCCCCGCCGCTG CAGG.. (CDS]...( ................. 3 UTR )
C. T R T e e T e
C.2. TSIRNA— zap:’o;ektowane w celu selektywnego C.3. Naturalnie wystepujace miRNA, ktdre wigzac sie do az’UTR T
wyciszania zmutowanego allelu  Znane moga niespecyficznie hamowac synteze Znane
c-Myc (C27567). kilku biatek lub ich grupy.
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5. . AGCAAGGACGCGACTCTC(C)CGACGCGGGGAGGCTATTCTGCCCATTTGGGGACACTTCCCCGCCGCTGCCAGG...(CDS)...(.....3'UTR...)
..fragment sekwencji 5’UTR genu MYC ... >

B2 1318 35 16 [ 0328 MM N

UUCGGGAGAGU-CAU-CGCGUCCUUTT-3" A

2 3 b4 3T PR B IS IS TR XM NBMS
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GUCGGGAGAGUCGCGUCCUU-(3'(N)n) -3’ D
AAGGACGCGACUCUCCCGAC-3’ E

A
cCu
UUCGGGAGAGU CGCGUCCUUTT-3’ F
A
cu
UUCGGGAGAGU CGCGUCCUUTT-3' G
3’~TTAAGCCCUCUCAG AGCGCAGGAA
U
A
c U
UUCGGGAGAGU CGCGUCCUUTT-3’ H

3-TTAAGCCCUCUCA - GCGCAGGAA

UUCGGGAGAGU---- CGCGUCCUUTT-3’
3’—€TAAGCCCUCUCAG AGCGCAGGAA |

A C
cu u u ]
UUCGGGAGAGU CGCGUCCUU A
3’-TTAAGCCCUCUCA  GCGCAGGAA U
GUA U X C
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5. . AGCAAGGACGCGACTCTC(C)CGACGCGGGGAGGCTATTCTGCCCATTTGGGGACACTTCCCCGCCGCTGCCAGG...(CDS)...(.....3'UTR...)
..fragment sekwencji 5’UTR genu MYC ... >
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