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            초록
          
        

        
          This study evaluated the levels of mRNA expression of HSF1 and HSP70 expression patterns in walleye pollock, Gasus chalcogrammus according to water temperature. Walleye pollack HSF1, which has not been reported, was used as a Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)-PCR strategy. The HSF1 amino acid sequence of walleye pollack showed 93% identification with the Atlantic cod. On the other hand, it showed relatively low identification with 50% in zebrafish. However, in the phylogenetic analysis, fish HSF1 formed a single clade group. The relative mRNA expression of HSF1 in the liver, intestine, gill, kidney, and heart of juveniles and immatures was investigated. The tissues in juvenile and immature, HSF1 mRNA expression was the highest at 14℃, and HSF1 mRNA levels increased significantly from 11℃ compared to 5 and 8℃. The mRNA levels of HSF1 were particularly high in the gill both juveniles and immatures. The expression of HSP70 was also evident in 11℃ and 14℃. These results indicate that water temperature of 11°C or higher is exposed to stressed-condition in walleye pollock. Therefore, HSF1 and HSP70 can be considered as important indicator for water temperature stress in walleye pollock.
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      Ⅰ. 서 론
      수온은 어류 있어서 가장 중요한 환경 요인이며, 대사 조절, 행동 반응 조절 등을 통해 에너지 항상성을 유지하며 수온 스트레스에 적응한다(Neubauer and Andersen, 2019). 스트레스에 대한 유기체의 첫 번째 반응은 세포 단계에서 스트레스 단백질의 일반적인 증가이다. 수온 스트레스 및 산화 스트레스 또는 독성 물질과 같은 기타 손상에 노출이 되면 유기체는 heat shock proteins (HSPs)으로 알려진 단백질들을 합성한다(Wang et al., 2007). HSPs는 다양한 환경 스트레스 요인과 병리·생리학적 또는 성장 관련 신호에 반응하여 합성된다(Ribeiro et al., 1994; Polla and Cossarizza, 1996; Sapozhnikov et al., 1999). HSPs는 일반적으로 분자 chaperone으로 작용하여 스트레스에 노출된 세포에서 mis-folding 된 단백질의 re-folding을 위해 발현된다(Tomanek, 2010). HSPs 유전자의 전사 활성화는 다양한 heat shock factors (HSFs)에 의해 조절되며, HSFs가 heat shock elements (HSEs)에 결합하여 heat shock gene의 전사를 매개한다. HSFs는 발견된 순서대로 HSF1, HSF2, HSF3 및 HSF4로 명명되었으며, HSF1과 HSF2는 스트레스나 생리적 조건에서 협력하여 스트레스 반응을 조절한다(Mathew et al., 2001; He et al., 2003; Wang et al., 2003). HSF1은 정상상태에서는 monomer로 존재하지만 스트레스 환경에 노출이 되면 trimer를 형성하여 heat shock 반응에 참여한다(Kim et al., 2015). Helix-turn-helix motif와 확장된 hydrophobic heptad repeat, HR-A/B와 HR-C로 구성되어 보존되는 domain 구조를 특성으로 가진다(Tateishi et al., 2009). Helix-turn-helix DNA binding domain (DBD)은 head-to-head (nGAAnnTTCn) 및 tail-to-tail (nTTCnnGAAn)이 반복적으로 나타나는 HSEs에 결합하며(Perisic et al., 1989), HR-A/B domain은 분자 간 소수성, 비공유 상호작용에 따라 coil 형성을 통해 trimerization을 촉진한다(Lu et al., 2009; Sarge et al., 1993). 수생생물의 HSF1은 수온 스트레스, 산화제, 중금속 및 화학오염물질과 같은 다양한 유도 물질에 쉽게 노출이 되기 때문에 특히 중요하다. 외부 자극에 의한 HSF1 활성의 유도는 잘 알려져 있지만 냉수성 어류에 대한 연구는 부족한 실정이다.

      냉수성 어류인 명태(Gadus chalcogrammus)는 한국의 동해안 연안과 오호츠크해, 베링해 및 북아메리카 연안에 이르기까지 널리 분포하고 있다(Hiatt et al., 2010). 한국과 일본에서는 상업적으로 경제성이 있음에도 불구하고 국내에서는 2000년 이후로는 통계적으로 어획량 기록이 어려울 정도로 급감하였다(FAO, 2021). 이러한 급감의 원인으로는 기후변화로 인한 수온 상승과 남획이 주요 원인으로 지목되고 있다(Lee and Kim, 2010). 이전 연구에서 명태의 서식 수온은 10℃ 이하이며, 초기 부화 자어의 적정 수온은 2~7℃라고 보고되었다(Nakatani and Maeda, 1984). 그러나 최근 100년간 동해안의 표층 수온은 2.33 ± 0.52℃ 상승하였으며, 이러한 수온변화는 생활사 초기 과정을 표층에서 부유 생활하며 보내는 명태 부화 자어의 생존에도 영향을 미칠 수 있다(Yoo et al., 2015). 따라서 본 연구는 명태의 수온에 따른 HSF1의 특성을 평가하기 위한 첫 번째 단계로 HSF1 유전자의 cloning과 mRNA 발현 및 HSP70 단백질 발현 패턴을 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 실험어
        실험어는 국립수산과학원 동해수산연구소에서 사육하고 있는 명태를 제공받았으며, 수온 7 ± 0.2℃에서 사육하고 있는 명태 치어(8~12 cm) 및 미성어(20~25 cm)는 하루에 0.5℃씩 수온을 상승 또는 하강시켜 실험 수온 5, 8, 11 및 14℃로 변경하여 7일간 사육하였다. 그 후 수온에 따른 HSF1의 cloning과 mRNA 발현 및 HSP70 발현 패턴을 조사하였다. 수조 당 20마리의 명태를 수용하였으며, 모든 실험은 3반복으로 진행하였다.

      

      
        2. HSF1 cDNA 합성
        100 mg의 명태 간 조직을 균질화하여 TRIzol reagent (Invitrogen, USA)을 이용하여 total RNA를 추출하였다. RNA 순도는 흡광도 260/280 nm의 비율이 1.9~2.1 범위를 나타내는 것을 사용하였다. 5 µg의 total RNA와 oligo (dT) primer를 AMV reverse transcriptase (Promega)를 이용하여 first-strand cDNA를 합성했다. 합성된 cDNA를 주형으로 하여 Taq DNA polymerase와 2.5 µM dNTP (Enzynomics, Korea)와 함께 polymerase chain reaction (PCR)을 수행하여 HSF1 단편을 합성하였다. PCR 조건은 94°C에서 30 s, 52°C에서 50 s, and 72°C에서 90 s로 30회 실시하였다. Primer는 제브라피쉬(Danio rerio) HSF1 (GenBank accession number NM_131600), 무지개송어(Oncorhynchus mykiss) HSF1 (GenBank accession number M21310), 대서양대구(Gadus morhua) HSF1 (GenBank accession number AB062548)의 염기서열을 이용하여 “Primer 3” 프로그램을 이용하여 디자인하였다. 실험에 사용한 primer의 정보는 <Table 1>에 나타내었다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            List of primers used for mRNA expression analysis in walleye pollock
          
          

        

        
          
            
              	Primer name
              	Sequence (5′→3′)
            

          
          
            	Partial HSF1 F
            	CTGATCTGCTGGAGCCCAAG
          

          
            	Partial HSF1 R
            	AGCTTGTTGACGACCTTCTG
          

          
            	5′-RACE HSF1
            	GGACGAGAGACACTAGAAACTGGATCA
          

          
            	Nested 5′-RACE HSF1
            	ATGTTCTCCTGCTTTCCCTTCATCAG
          

          
            	3′-RACE-1 HSF1
            	GTTCTGCCAAAGTTCTTCAAACACAAC
          

          
            	Nested 3′-RACE HSF1
            	ATCTTGGAGTCGATGTTCTCCTGCTT
          

          
            	qRT-PCR HSF1 F
            	GACTCAAGCTCCACCCACTC
          

          
            	qRT-PCR HSF1 R
            	GCGTGACCAACTCTGTGATG
          

          
            	18S rRNA F
            	GCTCACCCGCTACTTGGATA
          

          
            	18S rRNA R
            	TCTGATAAATGCACGCATCC
          

        

        

      

      
        3. Rapid amplification of cDNA Ends (RACE)-PCR
        Full-length HSF1의 유전자는 SMART cDNA amplification kit (Clontech, USA)를 이용해 RACE-PCR법으로 수행하였다. 간략하게, 명태의 간 조직으로부터 증폭된 HSF1 단편을 sequencing하고, 5′-RACE 단편과 3′-RACE 단편의 합성을 위한 gene-specific primers (GSPs)를 디자인했다. 5′-RACE와 3′-RACE의 단편은 GSP와 adapter primer를 이용해 증폭했다. 그 후 합성된 5′-RACE와 3′-RACE 단편은 TOPO PCR 2.1 vector (Invitrogen, USA)에서 각각 cloning 한 후 full-length HSF1 cDNA를 확보했다.

      

      
        4. Phylogenetic analysis
        Full-length HSF1의 아미노산 서열은 다양한 종의 HSF1 아미노산 서열과 alignment하여 계통발생분석을 하였다. 아미노산 서열의 alignment는 ClusterW를 이용하여 multiple alignment 하였다. Aligned HSF1 아미노산 서열은 MEGA-X 프로그램에서 maximum likelihood statistical method를 이용하여 분석을 하였다.

      

      
        5. HSF1 mRNA 발현 (qRT-PCR)
        실험 수온에 노출된 치어와 미성어는 50 ppm의 tricaine methan sulphonate (MS-222, Sigma, USA)로 마취한 후 50 mg의 신장, 심장, 장, 아가미, 및 간 조직을 분리하여 total RNA를 추출하였다. HSF1의 mRNA 발현은 Chrome4 Real-time System (Bio-Rad, USA)를 이용하여 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)으로 분석하였다. TOPreal™ One-step RT-qPCR Kit (Enzynomics, Korea)를 이용하여 10 pmol/µL의 primer와 50 ng/µL total RNA, 0.25 µM SYBR Green을 포함하는 20 µL의 반응물을 50°C에서 30 min 반응시 후 95°C에서 10 min, 95°C에서 5s, 60°C에서 30 s로 40회 실시하였다. 대조구로서 house-keeping gene은 18S rRNA gene (GenBank accession number: AB016661)을 사용하였으며, 모든 분석 값은 18S rRNA에 대한 cycle (Ct) level과의 차이로 계산하였다.

      

      
        6. Western blot
        100 mg의 신장, 심장, 장, 아가미, 및 간 조직을 분리하여 Tissue Protein Extraction Reagent (T-PER; Thermo Fisher Scientific, USA)를 이용하여 단백질을 추출하였으며, 추출된 단백질들은 10% SDS-PAGE gel에서 loading 한 후 전기영동 하였다. 전기영동 한 단백질들은 45 mm Immobilon-NC transfer membranes (Millipore, USA)에 옮긴 후 3% BSA로 2시간 동안 blocking하고 본 연구실에서 제작한 1차 항체, anti-HSP70을 처리하고(Kim et al., 2022), 4℃에서 overnight 후 Alkaline Phosphatase (AP)가 붙어 있는 goat anti-mouse IgG (Sigma, USA, 2차 항체)로 반응시켜 AP가 붙어 있는 1-StepTM NBT/BCIP substrate solution (Thermo Fisher Scientific, USA) 사용하여 발색 후 HSP70 단백질 발현을 확인하였다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Nucleotide and deduced amino acid sequences of G. chalcogrammus HSF1 cDNA. The sequences were deposited into GenBank with the accession number, MT350340. 
          
          

          

        

      

      
        7. 통계분석
        결과값은 평균과 표준편차(mean ± SD)로 나타내었으며, SPSS프로그램(version 10.0; SPSS Inc., USA)을 이용하여 실험구별 유의차는 Kruskal–Wallis test를 실시하였고 Duncan’s multiple range test로 평균 간의 유의성(p < 0.05)을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 명태 HSF1 cloning과 sequence analysis
        명태의 간에서 증폭된 HSF1 단편으로부터 full-length HSF1은 합성이 되었으며, 2713개의 nucleotide에서 1581개의 open reading frame (ORF)과 함께 526개의 암호화된 아미노산을 확인하였다([1]). 명태 HSF1과 경골어류인 대서양대구, 제브라피쉬, 붕어(Carassius carassius) 및 무지개송어 HSF1의 아미노산은 multiple alignment를 통해 상동성을 확인하였다([Fig. 2]). 명태와 대서양대구의 HSF1 아미노산 서열은 515개, 97.35%가 일치하였고, 명태와 무지개송어의 HSF1 아미노산은 256개, 52.09%, 제브라피쉬와는 274개, 51.41%가 일치하였다. N-teminal DNA binding domain에서 대략 100개의 아미노산 잔기가 구성되어 있으며, 명태와 대서양대구의 아미노산 서열은 99.05%, 제브라피쉬와는 80%, 휴먼(Homo sapiens)과는 77.14%로 상동성이 매우 높게 나타났다. 반면에 C-teminal heat shock transcription factor domain은 아미노산의 변이가 뚜렷이 확인되었다.

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of HSF1 from G. chalcogrammus with those of HSF1 from G. morhua (GenBank accession number XM_030346607), D. rerio (GenBank accession number NM_131600), O. mykiss (GenBank accession number NM_001124748) and C. carassius (GenBank accession number KJ145025). The identical amino acids are shown in red and similar amino acids are presented as a green color. The three domain structures, DNA binding domain (DBD) and hydrophobic heptad (HR-A/B and HR-C), are boxed. Open and filled circles, quadrangles, diamonds and inverted triangles indicate the repeats of hydrophobic amino acids.
          
          

          

        

        계통발생분석에서 해산어와 담수어가 어류로cluster를 형성하며, 제브라피쉬, 붕어, 무지개송어가 담수어로 한 가지를 형성하였다. 명태 HSF1은 대서양대구와 냉수성 해산어류로 같은 가지에 분류되었으며, 갈색둥근바리(Epinephelus coioides), 물총고기(Toxotes jaculatrix) 및 터봇(Scophthalmus maximus)은 광염성 어류가 같은 가지를 형성한다([Fig. 3]).

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            Phylogenetic analysis of G. chalcogrammus HSF1 with other organisms. The full-length HSF1 sequences were aligned using the ClustalW multiple alignment. The sequences and accession numbers are listed in the legend of Fig. 2, along with the sequences of the following: E. coioides (KR922440), Toxotes jaculatrix (XM_ 041053159), Bos taurus (BC123711), Homo sapiens (NM_005526), Gallus gallus (NM_001305256), Rattus norvegicus (NM_ 024393), Penaeus monodon (MH105755), Litopenaeus vannamei (KC782836), Accipiter gentilis (XM_049820243), Panthera uncia (XM_ 049632750), Caretta caretta (XM_048837099), Pan troglodytes (NM_001279921), Anolis sagrei (LC198691), Capra hircus (XM_018058067), Scophthalmus maximus (MN_820703), Apostichopus japonicus (KU206576), Anser cygnoides (XM_048052600), Pseudonaja textilis (XM_026723391), Rana temporaria (XM_040334352), Apis cerana (XM_028664447), Trachymyrmex septentrionalis (XM_018498240) and Vanessa atalanta (XM_047674421) .
          
          

          

        

      

      
        2. HSF1 mRNA 발현 (qRT-PCR)
        수온에 따른 명태의 조직에서 HSF1 mRNA발현 수준을 평가하기 위해 qRT-PCR을 수행하였다. 치어와 미성어의 심장, 장, 아가미, 신장, 간 조직은 5℃와 8℃에서는 상대적으로 낮은 HSF1의 발현이 나타났지만, 11℃와 14℃에서는 급격한 증가를 보인다. 치어의 경우 각 조직들은 5℃에서 25.0~30.2, 8℃에서 20.9~26.8, 11℃에서 82.6~111.5, 14℃에서 137.5~205.1 범위의 발현 수준을 나타냈다([Fig. 4A]). 미성어의 경우 각 조직들은 5℃에서 8.1~19.2, 8℃에서 7.8~16.7, 11℃에서 41.3~81.4, 14℃에서 121.4~192.2 범위의 발현 수준을 나타냈다([Fig. 4B]). 11℃와 14℃에서 치어의 HSF1의 발현 수준이 미성어 보다 더 높았으며, 치어와 미성어 모두 아가미에서 가장 높은 발현 수준을 보였다([Fig. 4C와 D]).

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            HSF1 mRNA expression levels in G. chalcogrammus  based on water temperatures. A: juveniles, B: immatures, C: juveniles at 14℃, and D: immatures at 14℃. For juveniles and immatures samples were collected from the liver, intestine, gill, kidney, and heart tissues. Different letters indicate a significant difference (p < 0.05). Data are presented as the mean ± standard deviation (n = 3). Each experiment was performed in triplicate.
          
          

          

        

      

      
        3. HSP70 발현 패턴
        수온에 따른 HSP70 단백질 발현은 western blotting으로 나타내었다. 치어와 미성어 모두 각 조직에서 HSP70의 발현이 나타났다([Fig. 5]).

        
          
          

          [Fig. 5] 
				
          

          
            9. Expression of HSP70 protein by western blotting using an anti-HSP70 antibody. A: juveniles, B: immatures. Expression of HSP70 protein increased at 11℃ and 14℃. 
          
          

          

        

        HSP70 발현 또한 HSF1 mRNA 발현과 유사한 경향으로 5℃와 8℃에서는 낮은 HSP70 검출 수준을 보였으나, 11℃와 14℃에서 HSP70은 뚜렷이 증가하는 발현 패턴이 나타났다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      어류 세포와 조직에서 HSPs의 발현은 감염성 병원체, 수온 스트레스, 환경오염물질과 같은 다양한 외부 스트레스에 노출이 되었을 때 영향을 받는다(Iwama et al., 1998). 활성화된 HSFs는 heat shock gene 앞에 위치한 HSEs와 결합하여 HSPs를 유도한다(Baler et al., 1993; Kroes et al., 1991). 본 연구에서 RACE-PCR 전략을 이용하여 명태의 간 조직에서 HSF1을 암호화하는 full-length cDNA의 분리를 보고하였다. HSF1 DNA binding domain은 잘 보존되어진 높은 상동성을 특징으로 하며(Damberger et al., 1994; Harrison et al., 1994;Vuister et al., 1994), DNA binding domain에서 명태와 대서양대구의 아미노산 서열은 99.05%, 제브라피쉬와는 80%, 휴먼과는 77.14%의 상동성이 나타났다. 반면에 제브라피쉬는 휴먼과 상동성이 91.43%로 명태보다 높게 나타났다. 또한 full-length HSF1의 아미노산 서열에서 상동성은 냉수성 어류인 대서양대구와는 높은 유사도를 나타냈지만 온대성 어류인 제브라피쉬와는 51.41%로 상대적으로 낮은 상동성을 나타냈다.

      제브라피쉬와 휴먼의 HSF1의 상동성은 60.30%로 같은 어류인 명태보다 높은 유사도를 나타냈다. 포유류 간의 HSF1 아미노산 서열은 높은 유사성을 가지지만 수온에 민감한 어류의 HSF1 아미노산 서열의 차이는 온대성 어류와 냉수성 어류에서 온도 특이성이 존재하는 것으로 보인다.

      그러나 어류들 사이에 아미노산 상동성 차이에도 불구하고 계통발생분석에서는 어류들 간에 cluster가 형성되는 것을 확인할 수 있었다. 담수어인 제브라피쉬, 붕어 및 무지개송어가 한가지를 형성하며, 이들 중에서도 제브라피쉬와 붕어가 계통발생학적으로 더 가까운 것을 확인하였다. 또한 해산어인 명태, 대서양 대구, 갈색둥근바리, 물총고기 및 터봇이 한 가지에서 다시 명태와 대서양대구인 냉수성 어류가 분류되며, 광염성인 갈색둥근바리와 기수지역에 서식하는 물총고기 및 터봇이 더 세분화 된 가지를 형성한다.

      이러한 HSF1의 계통발생학적 분류는 수온 뿐만 아니라 염분에 대한 영향까지 반영되는 것으로 보이며, 향후 이 부분에 대한 연구가 필요할 것으로 여겨진다.

      HSF1은 수온 스트레스 및 기타 스트레스에 반응하여 연구가 보고되었으며(Sarge et al., 1993; Koizumi et al., 2007; Prasad et al., 2007; Uenishi et al., 2005; Rabindran et al., 1993), HSF1의 생화학적 특성과 HSF1 전사 메커니즘은 비교적 잘 알려져 있다(Mathew et al., 2001; Åkerfelt et al., 2010). 그러나 명태와 같은 냉수성 어류에서 HSF1의 연구는 알려진 바가 없다. HSF1은 다양한 조직에서 분포하여 발현이 되며, 본 연구에서 명태는 수온 스트레스에 의해 아가미에서 발현이 높았다. 이러한 결과는 다른 수생 생물들에서 HSF1의 발현 결과와 유사하였다. 흰다리새우(Litopenaeus vannamei)는 열적 스트레스에 노출이 되면 심장, 장, 아가미에서 HSF1 mRNA의 발현이 높게 나타났으며(Yan et al., 2014), 붕어는 신장, 아가미, 간에서 mRNA의 발현이 높았다(Kim et al., 2015). 제브라피쉬는 37℃에 노출이 되면 생식소와 아가미에서 HSF1의 발현이 높았다(Rabergh et al., 2000). HSF1의 발현과 함께 western blot에 의한 HSP70의 발현 패턴은 11℃와 14℃에서 모든 조직의 발현이 증가한다. HSP70은 광범위한 환경 스트레스 요인에 반응하여 연구되었고 유도되는 단백질이다(Feder and Hofmann, 1999). 붉바리(Epinephelus akaara)는 cold shock에서 HSP70의 발현이 간에서 유의적으로 높았으며(Min et al., 2018), 잉어(Cyprinus carpio)와 대서양대구에서 열적 스트레스에 의해 HSP70의 발현이 증가됨을 보고하였다(Ali et al., 2003; Hori ey al., 2010). 또한 홍다리얼룩새우(Penaeus monodon)에서 HSF1이 HSPs의 발현을 조절함을 나타내었다(Sornchuera et al., 2018). 이전 연구결과들은 HSF1이 heat shock 반응을 중심으로 담당하여 trimerization을 형성하고 HSP70 발현에 관여하는 것으로 보고되고 있다(Alastalo et al., 2003; Kim et al., 2015). 또한, 명태의 수온에 따른 생존율과 HSP70의 mRNA 발현을 보고되었는데 치어와 미성어 모두 14℃에서 7일차까지는 100% 생존하였고 반수치사 수온(lethal temperature 50; LT50)은 치어가 19.1℃이고 18.9℃로 나타났다. HSP70 mRNA 발현은 HSF1과 유사하게 아가미에서 다른 조직보다 높은 발현이 나타났다(Kim et al., 2022). 본 연구에서 HSF1의 mRNA 발현 수준과 HSP70의 발현 패턴을 비교해 보면 11℃와 14℃는 5℃와 8℃에 비해 높은 발현 수준을 보였다. 이전 연구들의 결과로 명태의 서식 수온은 10℃ 이하임을 고려해 볼 때(Kim et al., 2022), 11℃ 이상의 수온에서 명태는 열적 스트레스에 노출이 되며 HSF1이 HSP70의 발현을 조절함을 확인하였다.

      결론적으로 명태 HSF1의 아미노산 서열은 대서양대구와는 매우 상동성이 높았다. 담수어이자, 온대성어류인 제브라피쉬와는 상동성이 비교적 낮았으나, 보존되는 DNA binding domain은 상동성이 높게 나타났다. 또한 11℃ 이상의 수온에서는 열적 스트레스에 의해 HSF1과 HSP70의 발현이 증가했다. 따라서 본 연구 결과는 수온에 민감한 어류에서 HSF1의 특성을 이해하는 첫 번째 단계이다. 향후 냉수성 어류와 온대성 어류 또는 해산어와 담수어에서 HSF1의 전사 조절 특성을 밝힐 수 있는 기초 자료로 활용될 수 있으리라 여겨진다.
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EDVLPEKPFPERNNNASEIROLENYGEREVYHE
2TggagCatoyCggICTICtgaage agagaaggagyacaccyagyTccageatcoctieticagecgaggacageageagetgetegac
MEHGGLLTEKPERKEDTEVOQEPEZ?P?SRGOQOQQOQLLD
cacatcaagcgeaaggTecegectYTItecteTgggasgcaggagyagIggasgy tytacceygaggaggtetecaagatectcaacgac
HIKRKVPPVSSGKOEEZGEKYVYPEEVSEKILED
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