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INTRODUCCIÓN 

Cáncer de Pulmón 

Incidencia y Mortalidad 

Fig. 1

Figura 1: Número estimado de casos, según tipo de cáncer, de incidencia y mortalidad en el 2020. 
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Fig. 2

Figura 2: Proyección en Argentina de casos de cáncer de pulmón. 

Tratamientos 

Non 

Small Cell Lung Carcinoma;
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Virus Like Particles  

Virus Like Particles 
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(Fig. 3)54, 55
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Figura 3: Clasificación y ejemplos de VLPs. 
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VLPs-MS2 

Fig. 4

Figura 4: Estructura tridimensional de VLP-MS2. 

Fig. 5

Fig. 5
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Figura 5: Genoma del bacteriófago MS2

Fig. 6

Figura 6: Ensamblado de VLP-MS2. 

stop
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Fig. 7

Fig. 7-A
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Fig. 7-B

Fig. 7-C, D

Fig.  7-C

Figura 7: Abordajes utilizando VLPs-MS2. 



 

16

Escherichia coli

Optimización de la expresión proteica  

109

Fig. 8

E. coli DE3

DE3 DE3

lac

Figura 8 Defecto de diseño en el promotor T7. 

ad hoc

E. coli.
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Fig. 9

Figura 9 La evolución sintética generó una región TIR optimizada

Fig. 10

Figura 10: Combinación del promotor T7 consenso y la región TIR2. 

pET21-

dCP
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tag

Quantum Dots 

Fig. 11

Figura 11: Emisión de Quantum Dots. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Virus Like Particles

1. Optimizar la expresión y el proceso de purificación de las VLPs del 

bacteriófago MS2. 

 

 

 

 

2. Ensamblar VLPs-MS2 conteniendo una proteína reportera en su interior 

unida mediante un ADN quimera. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

pET21-dCP

pET21-dCP0 Fig. 12

Figura 12: Esquema de plásmidos de expresión de dCP. 

lac

Obtención del plásmido pET21-dCP0 

Nde

Fig. 13

Figura 13: Secuencia del plásmido pET21-dCP. 

Nde

Cultivo de bacterias conteniendo el plásmido pET21-dCP 

E. coli 



 

21

Tabla 1

Tabla 1: Composición del medio Luria-Bertani (LB).

Minipreparación 

ü 

o 

o 

§ 

ü 

o 

o 
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Tabla 2

Tabla 2: Composición buffer TAE 1X 

Corte de ADN mediante la enzima de restricción NdeI 

Nde Nde
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Purificación del ADN 

Nde

Re-Ligación del plásmido 

E. coli 

Preparación bacterias E. coli cepa DH5-ɑ competentes 

 

 Tabla 3

 

 

 Tabla 4
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Tabla 3: Composición del medio LB - Agar. 

Tabla 4: Composición del medio Terrific Broth (TB). 

Transformación de bacterias E. coli cepa DH5-ɑ 

E. coli
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PCR de colonias 

 5´-CGAGATCTCGATCCCGCGAA-3´ 

 5´-CCGGTACCGCCATTGTCGACGAGAACGAACTGAGTAAAGTTAGAAGC-3´ 

Tabla 5

Tabla 5: Ciclo utilizado para la PCR de colonias. 

 

Obtención de plásmidos pET21-dCP2 y pET21-dCP1 

pET21-dCP2 Fig. 14
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pET21-dCP1 Fig. 14

pET21-dCP0

Figura 14: Esquema de plásmidos de expresión de dCP.

Cultivo de bacterias conteniendo el plásmido pET28-mSA y Minipreparación 

Fig. 15

Figura 15: Esquema del pET28-mSA. 
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E. coli 

Bgl Kpn

PCR para amplificar las regiones de interés 

pET21-dCP2 

Para la obtención del plásmido  se hizo una PCR (PCR 1) en la que se 

utilizó el pET28-mSA como templado y se utilizaron los cebadores 1 y , los cuales fueron 

diseñados como se muestra en la Fig. 16. Posteriormente, se hizo una segunda reacción de 

amplificación (PCR 2) Kpn . 

tilizando el amplicón de la primera como templado y los cebadores 1 y , obteniéndose un 

fragmento de 173 pb.

Figura 16: Estrategia para obtener el pET21-dCP2   en 2 PCRs sucesivas, donde el templado de 

la segunda es el producto de la primera. En  muestra el sitio de 

corte de las enzimas de restricción BglII y KpnI, promT7 (promotor), lacO (operador lac), s-d (secuencia Shine-

), TIR2 (secuencia de interés)  d

Para cada PCR se utilizó un volumen final de 25 µl, donde las concentraciones finales de los 

reactivos fueron las siguientes: 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 1X PCR Buffer, 

cebadores 0,5 µM, Taq ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific) 0,025 U/µl y 0,5 - 2 µl 

de templado.

Los cebadores utilizados fueron sintetizados químicamente (Genbiotech SA. CABA) y se 

detallan a continuación:

Cebador 1: 5´-CGAGATCTCGATCCCGCGAA-3´ 
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Cebador : 5´-CCGGTACCGCCATTGTCGACGAGAACGAACTGAGTAAAGTTAGAAGC-3´  

5´-GAACTGAGTAAAGTTAGAAGCAAGCTGCATAGCTGCTCTC-3´ 

Tabla 5

pET21-dCP1 

Fig. 17

Figura 17 Estrategia para obtener el pET21-dCP1

Bgl Kpn lac

 

5´-CGAACTGAGTAAAGTTAGAAGCCATAGCTGCTCTCCTTCTTAAAG-3´ 

 

Ligación en vector pGEM-T y transformación (cepa DH5-ɑ competentes) 
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La ligación fue llevada a cabo utilizando el kit pGEM-T Easy (Promega Corp. Madison, WI). 

e mezcló 1 µl del vector pGEM-T, 5 µl de Rapid Ligation Buffer 2X, 1 µl de T4 ADN 

ligasa, 2 µl de la PCR2 y agua bidestilada para llevar a volumen final de 10 µl. Se incubó 30 

minutos a temperatura ambiente y luego se dejó toda la noche a 4 °C.  se hizo 

una transformación de la ligación en bacterias E. coli competentes, el protocolo 

utilizado fue el  previamente. 

PCR de colonias 

A partir de las colonias bacterianas obtenidas se llevó a cabo una  

con los cebadores 1 y  anteriormente utilizados e esta manera

ara el caso del  el 

 de 173 pb Para llevar a cabo  

esto se procesaron 10 colonias de cada  y se utilizaron las mismas condiciones 

descritas anteriormente.

Cultivo de bacterias conteniendo el plásmido pGEM-T y Minipreparación 

Corte de ADN mediante las enzimas de restricción KpnI y BglII 

Luego se llevó a cabo la restricción del  pGEM-T con las enzimas KpnI y 

BglII. Primero se incubó con 1 µl de KpnI-HF (Cat. R3142S, NEB  Ipswich, MA), 3 µl de 

buffer Cutsmart (10X) y 26 µl de agua bidestilada conteniendo el plásmido purificado. Se 

incubó durante 30 minutos a 37 °C. Luego se agregó 1 µl BglII (Cat. R0144S, NEB), 0,5 µl 

del mismo buffer Cutsmart (10X) y 3,5 µl de NaCl 1M, como recomienda el proveedor, y 

agua bidestilada hasta un volumen final de 35 µl. Se dejó toda la noche a 37 °C. 

Por otro lado, se realizó la restricción del vector Fig. 18 con las 

mismas enzimas . Luego de la restricción, se desfosforiló el vector con rSAP 

(Shrimp Alkaline Phosphatase #M0371. NEB) para evitar el religado. Se agregó al tubo de 

restricción, 1 µl de rSAP y se incubó 30 minutos a 37 °C, luego se inactivó la enzima 

mediante la incubación a 65 °C durante 5 minutos.
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Figura 18: Secuencia del vector pET21-dCP. 

Bgl Kpn lac

Nde

Purificación de ADN 

Finalmente se sembr  las  del plásmido pGEM-T conteniendo  

y la restricción del vector pET21-dCP en geles de agarosa de 3% y 1,2%, 

respectivamente. Se cortaron las bandas de interés

e 

utilizó el kit AccuPrep® PCR/Gel Purification Kit (Bioneer. Daejeon, Corea del Sur) para 

purificar ambas moléculas de ADN.

Fig. 19

Figura 19: Esquema de la estrategia de clonado para la obtención del pET21 -dCP2 y del pET21-

dCP1.
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Ligación de los fragmentos de ADN y transformación (cepa DH5-ɑ competentes) 

Para las se incub  2 µl del vector (50 ng) cortado con las 

enzimas KpnI y BglII, 3 µl del inserto cortado con las mismas enzimas (5 ng), 1 µl de 

Ligation Buffer 10X (Promega Corp. Madison, WI), 1 µl de T4 ADN ligasa (Promega Corp. 

Madison #M0202S, WI) y agua bidestilada para llevar a un volumen final de 10 µl. Se hizo 

un control de religado en el cual no se incluyó el inserto. Se incubó 30 minutos a temperatura 

ambiente y luego se dejó toda la noche a 4 °C. Luego se hizo una transformación de la 

ligación en bacterias E. coli competentes. 

PCR de colonias 

Para la detección de colonias conteniendo los respectivos constructos de interés se 

llevó a cabo una  con los cebadores 1 y  de 5-15 colonias de cada  

a obtener. Se utilizaron las mismas condiciones descritas anteriormente. 

quellas colonias que amplificaron un fragmento de 173 pb 

contienen el fragmento deseado, para el caso de

mientras que las colonias que amplificaron un fragmento de 205 pb 

identificaron a clones conteniendo plásmidos sin cortar o religados. 

Evaluación y comparación del crecimiento bacteriano 

Cultivo de bacterias E. coli cepa DH5α conteniendo los plásmidos de interés 

Preparación de bacterias competentes E. coli cepa BL21(DE3) y transformación 

E. coli

Evaluación de crecimiento bacteriano a 37 ºC y a 28 ºC 

Finalmente se evaluó el  bacteriano y luego la expresión de la proteína 

recombinante de los clones obtenidos. 
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Para esto se inocularon 3-5 clones de cada plásmido en 5 ml LB con 

Ampicilina 50 µg/ml y se pusieron a crecer toda la noche a 37 °C. Luego se inoculó 1 ml de 

cultivo en 25 ml de LB con Ampicilina 50 µg/ml. Se cultivaron a 37 °C o 28 ºC y cuando la 

OD600nm se encontró entre 0, -  se indujo la expresión con IPTG [0,5 mM] (tiempo 0 h). 

Para el caso del experimento a 37 ºC, se midió OD600nm  las 0

e evaluó la OD600nm, se 

centrifugó 20 segundos a máxima velocidad y se resuspendió el pellet en buffer 2X

Tabla 6 a una concentración de 2,5 µg/µl de proteína. Para el cálculo de volumen de 

 buffer se tomó como parámetro la siguiente relación: 1,25 OD = 1x109 células/ml = 

150 µg/ml de proteína . 

Tabla 6: Composición Laemmli Buffer 2X 

Evaluación y comparación de la expresión mediante SDS-PAGE 

Las muestras obtenidas fueron 

Tabla 7. 
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Tabla 7: Reactivos utilizados para los geles de acrilamida 

Inc. Edison, NJ)

. Los geles se fijaron con solución decolorante (50% 

metanol:10% ácido acético) durante 30 minutos, luego se incubaron toda la noche con 

solución Coomassie Blue R250 (0,05 / ) en el mismo buffer anteriormente mencionado. 

Posteriormente se lavaron con solución decolorante durante 2-3 h y luego se utilizó 

decolorante suave (27% metanol:10% ácido acético) 

Purificación de VLPs-MS2 

Cromatografía de exclusión por tamaño molecular (SEC) 
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El sobrenadante filtrado (5 ml) se concentró mediante columna Vivaspin 2 100kDa MWCO 

(GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK) a un volumen final de 1 ml 

. 

 una columna de Sefarosa CL-6B 

Dual Light Scattering,

Filtración de Flujo Tangencial (TFF) 

El e llevó a un volumen final de 250 ml con Buffer NaNO y se 

realizó una ultrafiltración utilizando un cartucho de filtración de 1000 KDa Minimate TFF - 

1000k Membrane (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI) utilizando una bomba peristáltica 

TPM Pump Pro (Watson Marlow Ltd, UK). Se filtró la muestra a un flujo de filtración de  

ml/min. Cuando el volumen del retentato alcanzaba los 10 ml, se diluyó a 250 ml con Buffer 
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NaNO nuevamente y se concentró a 10 ml  Al retentato obtenido se 

Este volumen se  en una columna de interca

Sartobind S 3 ml (Sartorius AG, Goettingen, Alemania) y 

eluyó mediante 5 ml de Buffer 

NaNO 250 (Tris-HCl 20mM (pH 8,0) - NaNO3 250 mM) dividido en 5 alícuotas de 1 ml que 

rápidamente se les agregaron 1,5 volúmenes de Tris-HCl 20 mM para mantener la 

concentración final de 100 mM de NaNO3. 

Preparación de nanoestructuras en base a QDs  

 

Figura 20: Representación esquemática de molécula reportera. 

Mediante modificaciones químicas 
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Mediante sono-química 
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Desensamblado de VLPs-MS2 purificadas 
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RESULTADOS 

Obtención de los plásmidos de interés 

Teniendo en cuenta el objetivo del presente trabajo de  la producción de 

VLPs, en re  se 

la región TIR (pET21-dCP2 y 

 lo propuesto Fig. 

21

Figura 21: Esquema de plásmidos de expresión de dCP.

PCR de colonias bacterianas 

E. coli

Fig. 22
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Figura 22: Tamaño del amplicón generado por los distintos plásmidos a partir de la PCR de 

colonias bacterianas

Fig. 23
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Figura 23: Corrida electroforética de la PCR de colonias bacterianas

Secuenciación 

Fig. 24

Figura 24: Alineamiento del pET21-dCP
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Fig. 25). Vale la pena mencionar que se detectó un 

error en la secuencia esperada (T → G), pero al no estar en el promotor ni la región de unión 

al ribosoma se consideró que no afectaría la expresión, por lo que se avanzó con la 

evaluación de la expresión de la proteína recombinante. 

Figura 25: Alineamiento del pET21-dCP2

Fig. 26

Figura 26: Alineamiento del pGEM-T-dCP1
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Evaluación y comparación del crecimiento bacteriano 

E. coli

Fig. 27
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Figura 27: Crecimiento bacteriano.

post hoc

Evaluación y comparación de la expresión mediante SDS-PAGE 
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Fig. 28

 

 

Figura 28: Cuantificación de proteína recombinante de diferentes clones. 

Fig. 29-A

Fig. 29-B



 

45

 

Figura 29: Cuantificación de la expresión de dCP. 

A B

post hoc
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Fig. 30

Figura 30: Cuantificación de proteína recombinante en condición inicial vs condiciones de mayor 

expresión. 

A

B

Aunque se obtuvieron clones , esta técnica no permite 

evaluar la formación de VLPs, ya que se utilizan agentes desnaturalizantes que desensamblan 

cualquier estructura supramolecular. La siguiente etapa, involucra la  y el 

análisis de ensamblado de VLPs.

Purificación de VLPs-MS2 

Cromatografía de Exclusión por Tamaño Molecular (SEC) 

Inicialmente, mediante la columna de cromatografía de exclusión molecular (SEC), se 

evaluó el ensamblado de VLPs mediad  por la proteína 0 . También se

. 
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Fig. 31

Fig. 31 - calle 2

Figura 31: Purificación de VLPs mediante columna SEC. 

donde se  las fracciones obtenidas del  de  a  partir de la separación 

en la columna SEC. Se observa que eluye

 en las fracciones . 

Fig. 32-A

Fig. 32-B
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Figura 32: Diámetro de nanopartículas evaluado  mediante DLS. 

Fig. 33- A y B
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Figura 33: Nanopartículas observadas mediante MET.  

Fig. 34- A
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Fig. 34- B

Figura 34: Histograma del diámetro de las estructuras. 

A

B
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Filtración de Flujo Tangencial (TFF) 

 estructuras de 

un peso molecular mayor a la membrana filtrante.

 filtración mediante 

la membrana de 1000 kDa, y posterior concentración mediante columna de in

Sartobind, permitió obtener una banda del tamaño esperado en la corrida 

electroforética (Figura 35). 

Fig. 35- calles 1 y 2

Fig. 35- calle 4

Fig. 35- 

calle 5), Fig. 

35- calle 6

Fig. 35- calle 7)

Fig. 35- calles 8, 9 y 10)
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Figura 35. Purificación de VLPs mediante TFF y columna Sartobind S: 

Fig. 36

Fig. 36- calle 6

Figura 36: DLS del Flow Through de la columna Sartobind. 

Fig. 37-A Fig. 37-B
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Figura 37: DLS de la Fracción 2 obtenida en Sartobind S. 

Preparación de nanoestructuras en base a QDs 
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Fig. 38-A Fig. 38-

B

 Figura 38: Purificación de QDs. 

A

B

Fig. 39-A

Fig. 

39-B
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Figura 39: Análisis de absorbancia de los QDs modificados. 

Fig. 40
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Figura 40: DLS de los QDs recubiertos con albúmina y la región TR. 

Desensamblado VLPs-MS2 
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DISCUSIÓN 

Optimización de la producción de VLPs-MS2 

Fig. 24

Fig. 41
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Figura 41: Esquema de plásmidos a obtener: 

Fig. 25

Fig. 29
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Fig. 

30

Purificación de VLPs-MS2 
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Fig. 32
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Fig. 32

 

Fig. 32
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Fig. 42

Figura 42: Esquema ilustrativo de la diferencia entre la filtración perpendicular y TFF. 

Fig. 35- calle 4
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Fig. 35 calle 8 y 9

Fig. 35- calle 6
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Tabla 8

Trabajo científico Concentración  

Anobom, C. D. y col.96  0,5 mg/ml (VLPs) 

Plevka, P. y col.94 0,5 – 1,0 mg/ml (VLPs o salvaje) 

Patel, K. G. y col.32 0,4 – 0,7 mg/ml (VLPs) 

Mylon, S. E. y col.95 0,5 – 16 mg/ml (salvaje) 

Ashley, E. C. y col.75  10 mg/ml (salvaje) 

Tabla 8: Concentración de VLPs-MS2 o MS2 reportadas en bibliografía. 

Modificación de QDs y desensamblado de VLPs-MS2 
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E. coli
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CONCLUSIONES 
ü 

ü 

ü 

ü 
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ANEXO 

LOCUS       pET21-dCP0        6164 bp    DNA     circular      8-APR-2022 

SOURCE       

  ORGANISM   

COMMENT     This file is created by Vector NTI 

            http://www.invitrogen.com/ 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     misc_feature    complement(565..570) 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=Linker 

     V_region        complement(175..564) 

                     /vntifkey="45" 

                     /label=MS2\Levivirus\Coat\Protein 



 

77

     variation       complement(274..274) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=C\to\T 

     variation       complement(370..370) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=A\to\G 

     variation       complement(397..397) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=G\to\T 

     variation       complement(576..576) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=C\to\A 

     variation       complement(670..670) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=T\to\A 

     variation       complement(793..793) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=G\to\T 

     variation       complement(916..916) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=A\to\T 

     variation       complement(913..913) 

                     /vntifkey="96" 

                     /label=T\to\C 

     terminator      complement(1..129) 

                     /vntifkey="43" 

                     /label=T7_terminator 

     misc_feature    69..87 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=T7_Terminal_primer 

     misc_feature    complement(140..157) 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=6xHis 

     misc_feature    complement(969..985) 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=T7_transl_en_RBS 

     misc_feature    complement(1003..1030) 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=lacO 

     promoter        complement(1030..1048) 

                     /vntifkey="30" 

                     /label=T7_promoter 

     primer_bind     complement(1132..1151) 

                     /vntifkey="28" 
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                     /label=pBRrevBam_primer 

     gene            complement(1080..1343) 

                     /gene="tet(564-300)" 

                     /vntifkey="60" 

     misc_feature    1426..2517 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=lacI 

     CDS             1558..2517 

                     /vntifkey="4" 

                     /label=ORF\frame\3 

     gene            complement(2576..2851) 

                     /gene="tet(852-576)" 

                     /vntifkey="60" 

     misc_feature    3326..3517 

                     /vntifkey="21" 

                     /label=ROP 

     primer_bind     complement(3511..3533) 

                     /vntifkey="28" 

                     /label=pGEX_3_primer 

     rep_origin      complement(3932..4551) 

                     /vntifkey="33" 

                     /label=pBR322_origin 

     CDS             complement(4706..5566) 

                     /gene="Ampicillin" 

                     /vntifkey="4" 

                     /label=Ampicillin 

                     /note="ORF frame 1" 

     gene            complement(4706..5566) 

                     /gene="Ampicillin" 

                     /vntifkey="60" 

     promoter        complement(5608..5636) 

                     /vntifkey="30" 

                     /label=AmpR_promoter 

     rep_origin      complement(5830..6136) 

                     /vntifkey="33" 

                     /label=f1_origin 

     primer_bind     complement(2616..2616) 

                     /vntifkey="28" 

                     /label=RVprimer4 

     primer_bind     5681..5681 

                     /vntifkey="28" 

                     /label=QE\promoter\primer 

     primer_bind     5680..5680 

                     /vntifkey="28" 
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                     /label=pQE-F\primer 

     CDS             complement(175..960) 

                     /vntifkey="4" 

                     /label=dCP0 

     V_region        complement(571..960) 

                     /vntifkey="45" 

                     /label=MS2\Levivirus\Coat\Protein 

BASE COUNT     1464 a      1607 c      1636 g      1457 t  

ORIGIN 

        1 atccggatat agttcctcct ttcagcaaaa aacccctcaa gacccgttta gaggccccaa  

       61 ggggttatgc tagttattgc tcagcggtgg cagcagccaa ctcagcttcc tttcgggctt  

      121 tgttagcagc cggatctcag tggtggtggt ggtggtgctc gagtgcggcc gttagtagat  

      181 gccggagttt gctgcgattg ctgagggaat cgggtttcca tcttttagga gaccttgcat  

      241 tgccttaaca ataagctcgc agtcggaatt cgtagcgaaa attggaatgg ttagttccat  

      301 atttaagtac gaacgccatg cggctacagg aagctctaca ccaccaacag tctgggttgc  

      361 cactttaggc acctcgactt tgatggtgta tttgcgattc tgcgcagagc tctgacgaac  

      421 gctacaggtt actttgtaag cctgtgaacg cgagttagag ctgatccatt cagcgacccc  

      481 gttagcgaag ttgcttgggg cgacagtcac gtcgccagtt ccgccattgt cgacgagaac  

      541 gaactgagta aagttagaag ccattgcgcc gtagatgccg gagtttgctg cgattgctga  

      601 gggaatcggg tttccatctt ttaggagacc ttgcattgcc ttaacaataa gctcgcagtc  

      661 ggaattcgtt gcgaaaattg gaatggttag ttccatattt aagtacgaac gccatgcggc  

      721 tacaggaagc tctacaccac caacagtctg ggttgccact ttaggcacct cgactttgat  

      781 ggtgtatttg cgattctgcg cagagctctg acgaacgcta caggttactt tgtaagcctg  

      841 tgaacgcgag ttagagctga tccattcagc gaccccgtta gcgaagttgc ttggggcgac  

      901 agtcacgtcg ccggtaccgc cattgtcgac gagaacgaac tgagtaaagt tagaagccat  

      961 atgtatatct ccttcttaaa gttaaacaaa attatttcta gaggggaatt gttatccgct  

     1021 cacaattccc ctatagtgag tcgtattaat ttcgcgggat cgagatctcg atcctctacg  

     1081 ccggacgcat cgtggccggc atcaccggcg ccacaggtgc ggttgctggc gcctatatcg  

     1141 ccgacatcac cgatggggaa gatcgggctc gccacttcgg gctcatgagc gcttgtttcg  

     1201 gcgtgggtat ggtggcaggc cccgtggccg ggggactgtt gggcgccatc tccttgcatg  

     1261 caccattcct tgcggcggcg gtgctcaacg gcctcaacct actactgggc tgcttcctaa  

     1321 tgcaggagtc gcataaggga gagcgtcgag atcccggaca ccatcgaatg gcgcaaaacc  

     1381 tttcgcggta tggcatgata gcgcccggaa gagagtcaat tcagggtggt gaatgtgaaa  

     1441 ccagtaacgt tatacgatgt cgcagagtat gccggtgtct cttatcagac cgtttcccgc  

     1501 gtggtgaacc aggccagcca cgtttctgcg aaaacgcggg aaaaagtgga agcggcgatg  

     1561 gcggagctga attacattcc caaccgcgtg gcacaacaac tggcgggcaa acagtcgttg  

     1621 ctgattggcg ttgccacctc cagtctggcc ctgcacgcgc cgtcgcaaat tgtcgcggcg  

     1681 attaaatctc gcgccgatca actgggtgcc agcgtggtgg tgtcgatggt agaacgaagc  

     1741 ggcgtcgaag cctgtaaagc ggcggtgcac aatcttctcg cgcaacgcgt cagtgggctg  

     1801 atcattaact atccgctgga tgaccaggat gccattgctg tggaagctgc ctgcactaat  

     1861 gttccggcgt tatttcttga tgtctctgac cagacaccca tcaacagtat tattttctcc  

     1921 catgaagacg gtacgcgact gggcgtggag catctggtcg cattgggtca ccagcaaatc  

     1981 gcgctgttag cgggcccatt aagttctgtc tcggcgcgtc tgcgtctggc tggctggcat  

     2041 aaatatctca ctcgcaatca aattcagccg atagcggaac gggaaggcga ctggagtgcc  
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     2101 atgtccggtt ttcaacaaac catgcaaatg ctgaatgagg gcatcgttcc cactgcgatg  

     2161 ctggttgcca acgatcagat ggcgctgggc gcaatgcgcg ccattaccga gtccgggctg  

     2221 cgcgttggtg cggatatctc ggtagtggga tacgacgata ccgaagacag ctcatgttat  

     2281 atcccgccgt taaccaccat caaacaggat tttcgcctgc tggggcaaac cagcgtggac  

     2341 cgcttgctgc aactctctca gggccaggcg gtgaagggca atcagctgtt gcccgtctca  

     2401 ctggtgaaaa gaaaaaccac cctggcgccc aatacgcaaa ccgcctctcc ccgcgcgttg  

     2461 gccgattcat taatgcagct ggcacgacag gtttcccgac tggaaagcgg gcagtgagcg  

     2521 caacgcaatt aatgtaagtt agctcactca ttaggcaccg ggatctcgac cgatgccctt  

     2581 gagagccttc aacccagtca gctccttccg gtgggcgcgg ggcatgacta tcgtcgccgc  

     2641 acttatgact gtcttcttta tcatgcaact cgtaggacag gtgccggcag cgctctgggt  

     2701 cattttcggc gaggaccgct ttcgctggag cgcgacgatg atcggcctgt cgcttgcggt  

     2761 attcggaatc ttgcacgccc tcgctcaagc cttcgtcact ggtcccgcca ccaaacgttt  

     2821 cggcgagaag caggccatta tcgccggcat ggcggcccca cgggtgcgca tgatcgtgct  

     2881 cctgtcgttg aggacccggc taggctggcg gggttgcctt actggttagc agaatgaatc  

     2941 accgatacgc gagcgaacgt gaagcgactg ctgctgcaaa acgtctgcga cctgagcaac  

     3001 aacatgaatg gtcttcggtt tccgtgtttc gtaaagtctg gaaacgcgga agtcagcgcc  

     3061 ctgcaccatt atgttccgga tctgcatcgc aggatgctgc tggctaccct gtggaacacc  

     3121 tacatctgta ttaacgaagc gctggcattg accctgagtg atttttctct ggtcccgccg  

     3181 catccatacc gccagttgtt taccctcaca acgttccagt aaccgggcat gttcatcatc  

     3241 agtaacccgt atcgtgagca tcctctctcg tttcatcggt atcattaccc ccatgaacag  

     3301 aaatccccct tacacggagg catcagtgac caaacaggaa aaaaccgccc ttaacatggc  

     3361 ccgctttatc agaagccaga cattaacgct tctggagaaa ctcaacgagc tggacgcgga  

     3421 tgaacaggca gacatctgtg aatcgcttca cgaccacgct gatgagcttt accgcagctg  

     3481 cctcgcgcgt ttcggtgatg acggtgaaaa cctctgacac atgcagctcc cggagacggt  

     3541 cacagcttgt ctgtaagcgg atgccgggag cagacaagcc cgtcagggcg cgtcagcggg  

     3601 tgttggcggg tgtcggggcg cagccatgac ccagtcacgt agcgatagcg gagtgtatac  

     3661 tggcttaact atgcggcatc agagcagatt gtactgagag tgcaccatat atgcggtgtg  

     3721 aaataccgca cagatgcgta aggagaaaat accgcatcag gcgctcttcc gcttcctcgc  

     3781 tcactgactc gctgcgctcg gtcgttcggc tgcggcgagc ggtatcagct cactcaaagg  

     3841 cggtaatacg gttatccaca gaatcagggg ataacgcagg aaagaacatg tgagcaaaag  

     3901 gccagcaaaa ggccaggaac cgtaaaaagg ccgcgttgct ggcgtttttc cataggctcc  

     3961 gcccccctga cgagcatcac aaaaatcgac gctcaagtca gaggtggcga aacccgacag  

     4021 gactataaag ataccaggcg tttccccctg gaagctccct cgtgcgctct cctgttccga  

     4081 ccctgccgct taccggatac ctgtccgcct ttctcccttc gggaagcgtg gcgctttctc  

     4141 atagctcacg ctgtaggtat ctcagttcgg tgtaggtcgt tcgctccaag ctgggctgtg  

     4201 tgcacgaacc ccccgttcag cccgaccgct gcgccttatc cggtaactat cgtcttgagt  

     4261 ccaacccggt aagacacgac ttatcgccac tggcagcagc cactggtaac aggattagca  

     4321 gagcgaggta tgtaggcggt gctacagagt tcttgaagtg gtggcctaac tacggctaca  

     4381 ctagaaggac agtatttggt atctgcgctc tgctgaagcc agttaccttc ggaaaaagag  

     4441 ttggtagctc ttgatccggc aaacaaacca ccgctggtag cggtggtttt tttgtttgca  

     4501 agcagcagat tacgcgcaga aaaaaaggat ctcaagaaga tcctttgatc ttttctacgg  

     4561 ggtctgacgc tcagtggaac gaaaactcac gttaagggat tttggtcatg agattatcaa  

     4621 aaaggatctt cacctagatc cttttaaatt aaaaatgaag ttttaaatca atctaaagta  

     4681 tatatgagta aacttggtct gacagttacc aatgcttaat cagtgaggca cctatctcag  
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     4741 cgatctgtct atttcgttca tccatagttg cctgactccc cgtcgtgtag ataactacga  

     4801 tacgggaggg cttaccatct ggccccagtg ctgcaatgat accgcgagac ccacgctcac  

     4861 cggctccaga tttatcagca ataaaccagc cagccggaag ggccgagcgc agaagtggtc  

     4921 ctgcaacttt atccgcctcc atccagtcta ttaattgttg ccgggaagct agagtaagta  

     4981 gttcgccagt taatagtttg cgcaacgttg ttgccattgc tgcaggcatc gtggtgtcac  

     5041 gctcgtcgtt tggtatggct tcattcagct ccggttccca acgatcaagg cgagttacat  

     5101 gatcccccat gttgtgcaaa aaagcggtta gctccttcgg tcctccgatc gttgtcagaa  

     5161 gtaagttggc cgcagtgtta tcactcatgg ttatggcagc actgcataat tctcttactg  

     5221 tcatgccatc cgtaagatgc ttttctgtga ctggtgagta ctcaaccaag tcattctgag  

     5281 aatagtgtat gcggcgaccg agttgctctt gcccggcgtc aatacgggat aataccgcgc  

     5341 cacatagcag aactttaaaa gtgctcatca ttggaaaacg ttcttcgggg cgaaaactct  

     5401 caaggatctt accgctgttg agatccagtt cgatgtaacc cactcgtgca cccaactgat  

     5461 cttcagcatc ttttactttc accagcgttt ctgggtgagc aaaaacagga aggcaaaatg  

     5521 ccgcaaaaaa gggaataagg gcgacacgga aatgttgaat actcatactc ttcctttttc  

     5581 aatattattg aagcatttat cagggttatt gtctcatgag cggatacata tttgaatgta  

     5641 tttagaaaaa taaacaaata ggggttccgc gcacatttcc ccgaaaagtg ccacctgaaa  

     5701 ttgtaaacgt taatattttg ttaaaattcg cgttaaattt ttgttaaatc agctcatttt  

     5761 ttaaccaata ggccgaaatc ggcaaaatcc cttataaatc aaaagaatag accgagatag  

     5821 ggttgagtgt tgttccagtt tggaacaaga gtccactatt aaagaacgtg gactccaacg  

     5881 tcaaagggcg aaaaaccgtc tatcagggcg atggcccact acgtgaacca tcaccctaat  

     5941 caagtttttt ggggtcgagg tgccgtaaag cactaaatcg gaaccctaaa gggagccccc  

     6001 gatttagagc ttgacgggga aagccggcga acgtggcgag aaaggaaggg aagaaagcga  

     6061 aaggagcggg cgctagggcg ctggcaagtg tagcggtcac gctgcgcgta accaccacac  

     6121 ccgccgcgct taatgcgccg ctacagggcg cgtcccattc gcca  

// 
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