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Anotace

Babesia divergens is a tick-borne parasite that infects both bovines and humans,
causing babesiosis. Despite its increasing impact, there are considerable limitations in
understandng the key life cycle strategies of this parasite and the molecules orchestrating them.
One of the crucial signaling molecules is the class of Calcium Dependent Protein Kinases
(CDPKs), expected to be involved in regulating the B. divergens complex life cycle in both
vertebrate and tick hosts. This thesis aims to create transgenic parasites with targeted
BdCDPKS5 signaling molecule using knock-in technology. In this study, we designed and
successfully assembled a plasmid for knock-in targeting BACDPKS5 fused with selected
reporter genes. We transfected the plasmid into B. divergens in vitro culture using
nucleofection to generate transgenic parasites, with WR99210 used as a selective drug. The
resulting transgenic line will serve for a detailed characterization of BACDPKS5 function
throughout the B. divergens life cycle and the localization of this enzyme in the parasite cell

using various microscopy techniques.
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1 Uvod

Babesie jsou prvoci, ktefi patfi do kmene Apicomplexa, a zplisobuji zavazné
onemocnéni zvané babezidza. Babesie jsou schopné infikovat mnoho druhli Zivocichi,
predevsim pak savce, véetné Cloveka, ale i nékteré druhy ptakti (Homer et al., 2000; Hussein
et al., 2021; Chauvin et al., 2009), a jejich pfenaSecem jsou klistata rodu Ixodes (Uilenberg
2006). Modelovy organismus pouzivany v této praci - Babesia divergens - typicky napada
dobytek, a mize byt také infekéni pro ¢lovéka (Homer et al., 2000; Hunfeld et al., 2008),
u kterého je dnes prokazand infekce n€kolika riznymi druhy babesii (Hildebrandt et al., 2023),
a prubeh lidské babezidzy se miize vyznaCovat asymptomaticky az po Zivot ohrozujici

v zavislosti na zdravotnim stavu nakazeného (Schnittger et al., 2012).

Babesie maji velmi slozity zivotni cyklus, ktery je v ramci celého kmene Apicomplexa
unikatni (Jalovecka et al., 2018a). Babesie ze skupiny Babesia sensu stricto maji schopnost
transovarialniho pfenosu, coZ je jedna ze strategii pro efektivni ptenos (Chauvin et al., 2009).
Vramci slozit¢ho zivotniho cyklu babesii, stejné jako ostatnich paraziti zkmene
Apicomplexa, hraji mimo jiné vyznamnou roli enzymy zvané kalcium-dependentni
proteinkinazy (CDPKs), bez kterych by parazité nebyli schopni zivotni cyklus dokoncit
(Sharma et al., 2021). Role jednotlivych CDPKs u babesii v¢etné B. divergens nejsou

v porovnani s ostatnimi zastupci tohoto kmene dostate¢né prostudovany (Hussein et al., 2021).

Pro odhaleni funkci signalnich molekul véetné CDPKs v ramci Zivotniho cyklu babesii
lze vyuzit metod genetické manipulace (Suarez et al., 2017), které umoziuji funkéni analyzu
jednotlivych molekul a jejich zapojeni ve vnitrobunécné signalizaci. Tato prace je zamétena
na vytvoreni transfek¢ni linie B. divergens metodou knock-in ve formé episoméalniho plasmidu
pro znaceni BbCDPKS, coz je molekula, kterd je u P. falciparum zapojena ve vstupu do
a vystupu z erytrocytil hostitele (Mitcheson et al., 2015; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2021),
stejn¢ tak u 7. gondii mize mit roli ve vstupu do a vystupu z hostitelské¢ burnky, a obecné

v pohybu parazita (Wang et al., 2015). U babesii vSak jeji funkce dosud nebyla studovéna.



1.1 Apicomplexa

Kmen Apicomplexa se vyvinul z fotosyntetického predka a sCita prozatim vice nez Sest
tisic popsanych druhli (Votypka et al., 2017). Zastupci jsou jednobunééni intraceluldrni
parazité, kteti zpiisobuji zdvazna onemocnéni nejen u zvitat, ale i u miliont lidi ro¢né, coz je
2021). S vysokou replikacni schopnosti je spojena i zrychlena evolu¢ni adaptace na zménu
prostfedi, a to v€etné vyvoje rezistence parazita na bézn¢ pouzivana léciva (Rangel et al.,

2021).

I pfes rtiznorodost zastupci skupiny Apicomplexa maji spoleCny znak nazvany
apikalni komplex, soubor cytoskeletarnich a sekre¢nich struktur. Apikalni komplex slouzi
mimo jiné k vniknuti parazita do hostitelské buiniky (Mathur et al., 2019). Zastupci skupiny
maji neékteré Casti apikalniho komplexu vice ¢i méné redukované, je vSak pifitomny vzdy
alespoil v jedné ¢asti Zivotniho cyklu parazita (Okamoto et al., 2014). Proces invaze do
cervenych krvinek hostitele je zprostfedkovany proteiny vylu€ovanymi apikalnim
komplexem, ten je u Babesia vyrazné redukovan, a je tudiz pravdépodobné, Ze si tito parazité
vyvinuli alternativni molekularni mechanismy pro invazi do ¢ervenych krvinek (Jalovecka et

al., 2019).

VétSina zéastupcli této skupiny je charakterizovana zbytkovym, nefotosyntetickym
plastidem, znamy jako apikoplast, ktery se vyznacuje kruhovym genomem (McFadden et al.,
2011). Tato ctyfmembranova bunétna organela je disledkem sekundarni endosymbiodzy,
a jeho funkce je odlisna od rostlinného chloroplastu (Vaishnava et al., 2006). Apikoplast se
s jistotou nevyskytuje u rodu Cryptosporidium (McFadden, 2014), a n¢kolika druhli gregarin
(Mathuret et al., 2019). Ztrata nebo posSkozeni apikoplastu vede obvykle ke smrti parazita,
¢imz se stava cilem vyzkumu pro lé€bu onemocnéni parazity skupiny Apicomplexa

(McFadden et al., 2011).

1.1.1 Vybrani zastupci

Zastupci se v ramci skupiny lisi ve skéle svych hostitelii a zplisobu infekce, invaze
a replikace uvnitt bunck hostitele (Chakraborty et. al., 2017). Tito parazité maji vyvinuté
specialni strategie, kterymi manipuluji signdlnimi drahami hostitele, a vyuzivaji je ke svému
preziti (Chakraborty et. al., 2017). Zpiisobuji onemocnéni zvirat a lidi po celém svéte, a mezi
nejvyznamnéjsi zastupce patii Cryptosporidium, Toxoplasma, Plasmodium, Theileria ¢i méné

prostupovany rod Babesia. (Chakraborty et. al., 2017). Infekce muze probihat



asymptomaticky, v zavislosti na virulenci parazita a imunitni schopnosti hostitele, Casto je

vSak infekce fatalni nebo projevuje zdvaznymi ptiznaky (Su et al., 2019).

Cryptosporidium je obligatni parazit gastrointestinalniho traktu zvifat i cloveka.
Clovék byva infikovan nejéastéji konzumaci fekaliemi kontaminovanych potravin &i vody,
ktery je mozny diky rezistenci oocyst Cryptosporidium na chlor, kterym je voda cisténa.
NejcastéjSim druhem infikujici Clovéka je Cryptosporidium parvum ¢&i Cryptosporidium

hominis (Chalmers et al., 2019).

Toxoplasma gondii je vysoce rozsifeny pienase¢ toxoplazmozy, ktery napada
teplokrevné obratlovce véetné ¢lovéka. 7. gondii ma velmi slozity Zivotni cyklus a Sirokou
Skalu potencidlnich hostitelt. Definitivnim hostitelem je kocka domaci, mezihostitelem je ptak
¢1 savec. Nakazeni zeny toxoplazmoézou v obdobi te¢hotenstvi mize plodu zplsobit vazné

poskozeni mozku a o¢i (Galal et al., 2018).

Plasmodium zpusobuje malarii, a postihuje kromé lidi a opic také ptiky, plazy
a hlodavce. Nejcastéjsi vyskyt je v tropech a subtropech, a je pienosny komary (Su et al.,
2019). Nejsmrteln&j$im druhem Plasmodium je Plasmodium falciparum, které je infekéni pro
¢loveéka (Chakraborty et. al, 2017). Dle Poespoprodjo et al., 2023 bylo v roce 2021 nakazeno

malarii 247 miliont lidi, z nichz bylo 619 tisic pfipadti smrtelnych.

Theileria spp. je stejné¢ jako Babesia spp. obavanym krevnim parazitem prenaseny
klistaty predevSim u skotu. Theileria se mnozi nejprve v leukocytech hostitele
a poté v erytrocytech, zatimco Babesia se mnozi pouze v erytrocytech. Vyznamnym zastupem
rodu Theileria je Theileria annulata, ktera zpusobuje tropickou theileriozu. Ta je
charakterizovana horeckami, otoky lymfatickych uzlin a mize vést ke smrti slabSich jedinct

skotu (Kuibagarov et al.,2023).

1.2 Babesia a babezioza

Babesia je krevni parazit prenaSeny klistaty z celedi Ixodidae. Ma celosvétovy
ekonomicky, veterindrni a lékairsky dopad. Po trypanosomach jsou Babesia nejCastéjSimi
krevnimi parazity savci (Schnittger et al., 2012). Bylo popsano vice nez 100 druhii babesii,
mezi nejznamnéjsi patii B. divergens, B. bovis, B. caballi nebo B. equi (Schuster et al., 2002).

Na rozdil od Plasmodium spp. nema Babesia synchronni vyvoj v krevnich buiikach a Ize tedy



sledovat vSechna intraerytrocytarni vyvojova stadia ve stejném krevnim natéru (Zintl et al.,

2003).

Babesia zptisobuje onemocnéni zvané babezidza. Projevy onemocnéni zavisi na stavu
imunitniho systému hostitele, pfitomnosti dalSich moznych patogenii a/nebo genetickych
faktort. Akutni infekce zahrnuje horecky, anémii, malatnost, letargii, Zloutenku, anorexii ¢i
hemoglobinurii (porucha krvetvorby), zatimco chronicky stav je Casto asymptomaticky
(Schnittger et al., 2012). Babeziéza mize byt zoonotické onemocnéni, které se prenasi mezi
zvitaty a ¢lovékem (Schuster et al., 2002). V ramci celého rodu Babesia se hostitelem mtize
stat témet jakykoliv obratlovec véetné domaécich, divokych ¢i hospodarskych zvitat (Gohil et
al., 2013). Dochazi k aktivnimu pfenosu na ¢lovéka klistétem ¢i pasivnimu pienosu z ¢lovéka
na Cloveka transfuzi infikované krve (Schuster et al., 2002). Velmi ziidka dochazi k pfenosu
na plod béhem tehotenstvi (Lobo et al., 2019). Lidska babezioza byla poprvé popsana
v Jugoslavii v roce 1957 (Krause, 2019). Lidskym patogenem bylo dosud popséano nékolik
druhti babesii, tfi z nich se vyskytuji v Evropé — B. divergens, B. venatorum (skupina Babesia
sensu stricto) a B. microti (skupina Babesia sensu lato) (Hildebrandt et al., 2023). Babezi6za
je dnes diagnostikovana z krevniho natéru ¢i pomoci PCR. Lécba se sklada ze standardnich
kombinaci antibiotik a antimalarik, nejcastéji je podavan azitromycin spole¢né
s atovaquonem, piipadné¢ pak klindamycin s chininem. V pfipadé tézkého pribéhu

onemocnéni dochazi vétSinou k vyménné transfuzi krve (Krause, 2019).

Bovinni babezi6za je onemocnéni skotu zpiisobujici umrti skotu, potraty a sterilitu, coz
je spojeno s poklesem produkce masa a mléka (Schnittger et al., 2012), ¢imz zpiisobuje
onemocnéni globalni ekonomické ztraty (Suarez et al., 2019). Mezi druhy, které nejcastéji
infikuji skot, patti B. bovis, B. divergens a B. bigemina (Gohil et al., 2013). Pro standardni
1é¢bu bovinni babezidzy slouzi imidocarb dipropionat (Imizol, Schering Plough) (Zintl et al.,

2003).

1.2.1 Zivotni cyklus

Babesia ve svém zivotnim cyklu (Obr. 1) stfidd dva hostitele, jednim je klisté
a druhym je obratlovec (Lobo et al., 2019). Zivotni cyklus je sloZen ze tii fazi, merogonie,
gamogonie a sporogonie. Nepohlavni ¢ast cyklu — merogonie - je lokalizovana v ¢ervenych
krvinkdch mezihostitele, tedy obratlovci. Pohlavni ¢ast cyklu — gamogonie - probihd ve
sttevech definitivniho hostitele, klistéti, kde poté probiha dal§i nepohlavni rozmnozovani —

sporogonie — ve slinnych zlazach (Jalovecka et al., 2019).



Cyklus zacina infikovanim mezihostitele infekénimi sporozoity ze slin klistéte, které
thned napadaji ¢ervené krvinky (Jalovecka et al., 2019). Babesia oproti Plasmodium spp.
neprochazi extraerytrocytarnim stadiem zivotniho cyklu (Lobo et al., 2019). Za invazi do
cervenych krvinek jsou zodpovédné proteiny produkované apikdlnim komplexem. Sporozoité
se po invazi do erytrocytu méni v trofozoity, ktefi se déli procesem merogonie, binarnim
délenim, ¢imz vznika stddium merozoita (Cursino-Santos et al., 2019; Jalovecka et al., 2019).
Babesia unikda imunitnimu systému hostitele expresi rGznych variant erytrocytarnich

povrchovych antigenti (Cursino-Santos et al., 2019; Jalovecka et al., 2019).

V dalsi fazi zivotniho cyklu dochazi k sexudlnimu rozmnoZovani, gamogonii, a to
vyvojem nékterych merozoiti v stadium gametocyti (Jalovecka et al., 2016). Ostatni
merozoity opousti erytrocyty a infikuji dal$i neinfikované erytrocyty v krevnim fecisti
(Cursino-Santos et al., 2019; Jalovecka et al., 2019). Nasledn¢ dochézi k nasati cervenych
krvinek infikovaného hostitele do lumen stfeva klistéte, které mimo jiné obsahuji prave
gametocyty. Gametocyty nejsou morfologicky odlisitelné od asexualnich stadii. Mechanismus
fizeni vzniku gametocytii neni znamy, ke zvySené produkci ale dochazi pti zvySené hostitelské
parazitémii ¢i pii 1écbé (Jalovecka et al., 2016). Gametocyty v lumen stieva klistéte dozravaji
v gamety, které jsou u babesii oznacovany jako Spiky-rayed nebo Strahlenkorper gamety,
a vyrazng se li§i od gamet ostatnich zastupcl skupiny Apicomplexa. Gamety se nasledné
spojuji v pohyblivou zygotu zvanou ookineta procesem syngamie (fize gamet) (Bock et al.,
2004; Jalovecka et al., 2019). Ookineta prostupuje peritrofickou matrix lumen stteva, a napada
sttevni bunky klistéte. V bunkach epitelu stieva podstoupi ookineta meioické déleni a stavaji
se ni jednobunécné kinety, které se §ifi hemolymfou klistéte do perifernich tkani vcetné
vajecnikll a slinnych zlaz klistéte. Infekce vajeCnikii vyusti v transovaridlni pienos (viz
kapitola 1.2.2) (Bock et al., 2004; Jalovecka et al., 2019). Posledni ¢ast cyklu zvana sporogonie
probiha v bunkach slinnych Zlaz klistéte, kde se invazivni kinety vyvinou v mnohojaderny
dormantni sporoblast, ktery béhem ekdyze klistéte zistava v buitkach, a tim babesie zajist'uji
svij transstadidlni prenos (viz kapitola 1.2.2) (Bock et al., 2004; Jalovecka et al., 2019). Pti
nasledném sani klistéte je sporoblast sainim aktivovan, a produkuje velké mnozstvi infek¢nich
sporozoiti, které se uvoliiuji do krve obratlovce. Cilem parazita je zachovani jeho existence

mnozenim a zajisténi pfenosu z hostitele na hostitele (Jalovecka et al., 2019).
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Obr. 1: Schéma Zivotniho cyklu babesii. Zivotni cyklus je sloZen ze ti fazi, merogonie,
gamogonie a sporogonie. Merogonie je lokalizovdna v Cervenych krvinkdch mezihostitele,
tedy obratlovci. Gamogonie probihd ve stfevech definitivniho hostitele, klistéti. Nasledné ve
slinnych zladzach klistéte probihd sporogonie (Jalovecka et al., 2019). Ptevzato z (Filipe et al.,

2023).

1.2.2. Unikatni strategie

Babesie si vyvinuly specialni strategie ve svém Zivotnim cyklu pro adaptaci na
parazitismus (viz Obr. 1). Maji schopnost transstadidlniho pfenosu, ktery jim umoznuje
pretrvavat v nékolika po sobé jdoucich vyvojovych stadiich klistéte, a tim zajistit preziti
behem Zzivotniho cyklu klistéte (Lobo et al., 2019). Transstadialni pfenos je zajistén tvorbou
polymorfniho syncytia v slinnych zlazach, tedy dormantniho sporoblastu z invaznich kinet.
Pti sani klistéte na hostiteli dochazi k aktivaci dormantniho sporoblastu a dochazi

k asynchronnimu uvoliiovani sporozoitii do krve obratlovce (Jalovecka et al., 2019).

Dalsi neobvyklou schopnost Zivotniho cyklu babesii je tzv. transovaridlni ptenos,

kterou maji pouze babesie sensu stricto, nikoliv babesie sensu lato. Jde o velmi tspéSnou
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evoluéni strategii, kterd babesiim umoziuje pienos z jednoho matetského klistéte na tisice
potomktl. Tento prenos je zprostiedkovan vstupem invazivnich kinet do vaje¢nikt klistéte, kde

dochazi k jejich mnoZeni a pfenosu na vajicka a nasledné larvy (Jalovecka et al., 2019).

1.2.3 Babesia divergens

B. divergens je obligatni parazit cervenych krvinek prendseny klistétem Ixodes ricinus.
Tento druh se vyskytuje predevs§im v Evropé a zptisobuje bovinni a lidskou babeziézu (Krause,
2019). B. divergens je schopna se ptenaset pies matetské klist'ata na potomky transovaridlnim
pfenosem (viz kapitola 1.2.2) (Jalovecka et al., 2019). Prib¢h infekce B. divergens probiha
u Clovéka vétSinou asymptomaticky. Symptomatické ptipady se ale vyznacuji vysokou
mortalitou, a to pfedev§im u pacientl s oslabenym imunitnim systémem, asplenii, ¢i u starSich
jedinct (Hildebrandt et al., 2021). Na tizemi Evropy bylo popsano pies 50 piipadii ndkazy
¢lovéka timto druhem babesie predevsim ve Francii a Irsku, a mimo jiné také v dalSich zemich
Evropy jako je Chorvatsko, Finsko, Norsko, Portugalsko, Spanélsko ¢i Svédsko (Krause,
2019). Epidemiologické studie vSak upozoriiuji na obrovsky nariist prevalence protilatek IgG
proti B. divergens u lidi z 2 % na témé&f 40 %. Studie také naznacuji, ze vétSina téchto infekci
je nediagnostikovano, coz vede k potencidlnimu riziku bezpecnosti darcovstvi krve (Montero
et al., 2023). PfiCinou nartstu infekci timto parazitem muze byt napiiklad globalni oteplovani,
které vede k prodlouZeni obdobi, kdy jsou kliSt'ata v€etné 1. ricinus aktivni (Zintl et al., 2003).
Dosud neexistuje komercni vakcina proti B. divergens, a neni schvaleno zadné klinicky

pouzivané 1éCivo proti lidské babezidze (Zintl et al., 2003).

1.3 Vapnikova bunééna signalizace

Véapnik ve form¢& vapenatych iontii hraje diilezitou roli v pienosu signalu v bunce
(Decampo & Moreno, 2021). Princip vapnikové signalizace spociva v kodovani, pienosu
anasledném dekédovani signala (Barros et al., 2017), které vedou k vyvolani bunééné
odpovédi na zékladé zmény intracelularni koncentrace Ca?" (Berridge et al., 2000).
Signalizace je spusténa uvolnénim vapenatych iontil z intracelularnich zasob (Decampo &
Moreno, 2021), ptfedevsim z endoplazmatického retikula (Raffaello et al., 2016), nebo
pfechodem iontl skrz plazmatickou membranu buiiky (Decampo & Moreno, 2021), a to vSe

na zéklad¢ vnitini ¢i vnéjsi stimulace (Hiiser et al., 2000).

Hladina véapenatych iont mezi vnéjSim a vnitfnim prostfedim bunky, a mezi
intracelularnimi organelami je regulovéna fizenim toku iontl systémem Ca?* transportérd,

kanali, pump, vyménikd ¢i vazebnych proteinti (Marchi et al., 2020). Pro vyluovani Ca**



z cytosolu slouzi dva mechanismy. Prvnim je ATP-aza, ktera za spotfeby ATP pumpuje ionty
pies plazmatickou membranu. Druhym mechanismem je Na*/Ca?* vyménik, ktery bez
spotieby energie diky Na* elektrochemickému gradientu pumpuje Ca®* proti jeho gradientu.
Za kazdy vytlaeny Ca** iont z bufiky vstupuji 3 Na* ionty do buiky (Bruce, 2018; Cali et al.,
2018). V excitabilnich bufikach jsou pro udrzeni hladiny Ca?" v cytosolu podstatné mimo jiné

napétove fizené vapnikové kanaly (Williams et al., 2008).

Vsechny buniky v¢etné prokaryot az po eukaryota jsou vybaveny alespon specifickymi
transportéry a Ca’'-vazebnymi proteiny (Cyert, 2001; Plattner & Verkhratsky, 2015).
U prokaryot plni z velké ¢asti detoxikacni funkci, u eukaryot jsou ale soucasti této velmi
slozité signdlni sité (Dominguez et al., 2015) pro lokéalni bunééné reakce, ale i pro systémové
reakce na urovni celého téla u mnohobunécnych organismii (Choi et al., 2016; Siidhof, 2012;
Tian et al., 2020). Mezi buné¢né procesy u mnohobunéénych organismi, které jsou zavislé na
Ca®" signalizaci, patii fertilizace, diferenciace bunék, proliferace, aktivace transkripce ¢i
apoptoza (Berridge et al., 2000), mimo to maji podil na mezibunééné koordinaci (Falcke,
2004). Vapnik také ptimo nebo nepiimo moduluje mnoho proteinti, mezi které patii rizné
kinazy, fosfatdzy, transkripéni faktory, a kalcium-vazebny protein kalmodulin (Bootman,

2012).

1.3.1 Vapnikova bunécna signalizace u kmene Apicomplexa

Pro jednobunécné parazity miize byt Ca2+ signalizace mechanismem pro usnadnéni
invaze do hostitelské bunky, ¢i pro schopnost reagovat na zménu prostiedi v hostiteli. Tyto
intracelularni stadia parazitii se chovaji v hostitelské butice jako organely, coz jim umoziuje

soutezit s organelami hostitelské buiiky o ziviny a ionty (Decampo & Moreno, 2021).

Podle nedavného vyzkumu Vella et al., 2021 dochazi ke zvyseni hladiny vapenatych
ionth vcytosolu ve dvou fazich. Prvni zvySeni je zplsobeno uvolnénim ionti
z intracelularnich zasob (Vella et al., 2021). U parazitti skupiny Apicomplexa se vyskytuji
typické intracelularni zasobarny vépniku jako v jinych eukaryotickych buikach, tedy
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat ¢i mitochondrie. Zaroven u téchto paraziti mohou
k signalizaci piispivat dal§i kompartmenty, mezi které patii acidokalcisomy a potravinové
vakuoly v Plasmodium spp. a tzv. rostliné podobné vakuola u 7. gondii (Lourido & Moreno,
2015). Druhy vzestup hladiny Ca?* je zptisoben vstupem iontii z extracelularniho prostoru.
Ob¢ tyto udélosti jsou dulezité pro intraceluldrni parazitismus vcetné invaze a vystup

z hostitelské bunky. Naptiklad vyzkum Vella et al., 2021 prokazal, Ze je intracelularni parazit



schopen pfijimat vapenaté ionty z cytosolu hostitele, ¢imz dopliiuje sv¢é intracelularni zésoby,

které jsou poté také vyuzity pro vystup z hostitelské buiiky (Vella et al., 2021).

Signalizace zaloZzena na Ca** ma duleZitou roli pfi funkci apikalniho komplexu,
naptiklad sekreci mikronem, a taktéz pti diferenciaci do dal$ich vyvojovych stadii béhem
zivotniho cyklu parazita (Lourido & Moreno, 2015). Signal je pieménén do fyziologické
odpovédi efektorovymi proteiny, mezi které patii proteiny vazajici vapenaté ionty, zejména
kalmoduliny, kalcineurin B-podobné proteiny (Calcineurin B-like proteins) a proteinkindzy

zavislé na vapniku (CDPKs) (Lourido & Moreno, 2015; Bisio & Soldati-Favre, 2019).

1.3.2 Kalcium-dependentni proteinkinazy (CDPKs)

Jednim typem signalnich molekul reagujicich na Ca®* jsou proteinkinazy zavislé na
vapniku (Lim et al., 2012), neboli kalcium-dependentni proteinkindzy (CDPKs), které se
vyskytuji v rostlinach, u nalevnikii, a v parazitech skupiny Apicomplexa, nevyskytuji se ale

u zivocicht a hub (Wang et al., 2015)

V rostlinach tyto proteinkinazy hraji roli ve vyvoji rostliny a zprostiedkovani pifenosu
signalii pti pisobeni abiotického ¢i biotického stresu, véetné reakci na chlad, sucho, ¢i hladinu
soli. Také maji podil na kontrole hormonalni odpovédi a metabolickych drah (Miao et al.,
2023). Rostliny maji Siroky repertoar CDPKs ¢&itajici zhruba 30 enzym s riiznou funkei (Miao
etal., 2023).

CDPKs se skladaji z amino-termindlni serin/threonin kindzové domény, oznacované
jako PKD (protein kindzova katalyticka doména), na N-konci, spojovaci domény (znama jako
autoinhibi¢ni) a calmodulin-like termindlni domény na C-konci (Obr. 2). Calmodulin-like
terminalni doména se skladda z jedné ¢i vice domén vézajicich vapnik, které se nazyvaji EF-
hands (Moreno et al., 2011). Vazbou Ca?* na EF-hands jsou tyto proteinkinazy aktivovany
(Harper et al., 1994; Harmon et al., 1994), a v aktivovaném stavu nasledné fosforyluji

substraty nebo zprostiedkovavaji interakci s dalSimi proteiny (Chen et al., 2021).



Autoinhibitor ~ EF-hand

¥ v
Calcium dependent protein kinases (CDPK) NH, — s~ {f=ff=- COOH
PKD CaM-like

Calcium dependent protein kinase-related kinases ~ (CRK) NH,—— - COOH

Phosphoenolpyruvate carboxylase kinases (PPCK) NH,— - COOH

Phosphoenolpyruvate carboxylase kinases-
related kinases

Calmodulin-dependent protein kinases (CaMK) NH,— - - COOH

(PEPRK) NH,— - - CO0OH

Calcium and calmodulin regulated protein kinases (CCaMK) NH;—_—C‘:.:'ZI—COOH
Visinin-like

Obr. 2: CDPKs a jim pribuzné proteinkinazy. Struktura kindzy od N-konce: amino-

terminalni serin/threonin kinazova doména (PKD) (v diagramu ¢erné ¢ara a modry obdélnik),

spojovaci (autoinhibi¢ni) doména (Cervend ¢éra) a calmodulin-like vapnik véazajici doména

(CaM-like) (zeleny obdelnik) s EF-hands (rizové ovaly) (Harmon et al., 2001; Zhang et al.,

2019). Ptfevzato z Zhang et al., 2019.

1.3.2.1 CDPKs u parazitii ze skupiny Apicomplexa

CDPKSs maji vyznamnou roli v biologickych procesech paraziti kmene Apicomplexa
(Billker et al., 2009). Jednotlivé CDPKs se 1i§i svou funkci, ale vSechny obecné
zprostiedkovavaji zékladni biologické funkce nezbytné pro preziti parazita (Keyloun et al.,
2014). Parazité skupiny Apicomplexa se 1i8i poctem téchto proteinkinadz a jednotlivée CDPKs
se poté 1isi svou strukturou, tedy poctem EF-hand domén ¢i délkou PKD (Biller et al., 2009),
nekteré CDPKs jsou vSak konzervované u vSech zastupcti celého kmene (Billker et al., 2010).
Na zéklad¢ struktury kindzovych domén lze CDPKs fylogeneticky rozdélit do péti hlavnich
tiid (Billker et al., 2009) (Obr. 3).
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Obr. 3: Fylogenetickd analyza zaloZena na srovnani kalcium-dependentnich proteinkinaz u
vysSich rostlin (zelen€), nalevnikd (svétle zelen€) a parazith skupiny Apicomplexa P
falciparum (PfCDPK), C. parvum (CpCDPK), T. gondii (TgCDPK). Pfevzato z Billker et al.
20009.

Plasmodium falciparum méa dosud popsano 7 riznych CDPKs (PfCDPKs),
PfCDPK1 — PfCDPKS maji typickou strukturu s PKD na N-konci a EF-hands na C-konci,
PfCDPK6 a PfCDPK7 obsahuje atypickou organizaci domén a neobvykle dlouhé sekvence
aminokyselin (Obr. 4) (Sharma et al., 2021).
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PFCDPKS (568aa) N-terminal D

Obr. 4: Struktura Kkalcium-depententnich proteinkinaz Plasmodium falciparum
(PfCDPKSs). Prevrato z Sharma et al., 2021.

CDPKs u P. falciparum maji velmi Sirokou skdlu roli pfi sexudlnim vyvoji v komaii
samicce rodu Anopheles, pti asexudlnim vyvoji, v pre-erytrocytarnich stadiich 1 pfi
vnitrobunééném vyvoji parazita (Sharma et al., 2021). PfCDPK1 méa mnoho roli, a pokusy
o vyfazeni této kindzy naznacuji, Ze jde o esencialni gen, ktery je dilezity mimo jiné pro invazi
do a vystup z hostitelské buiiky (Kato et al., 2008). Dalsi role PFCDPK 1 spoc¢ivaji v regulaci
rustu intraerytrocytarniho parazita (Holder et al. 2012) ¢i vyvoje schizontd (Azevedo et al.,
2013). PfCDPK1 ma spole¢né s PFCDPK3 a PFCDPK4 také vliv na motilitu ookinet, piicemz
funkce PFCDPK3 spociva v regulaci sekrece adhezini, které jsou pro motilitu nezbytné (Fang
et al., 2018). PfCDPK1 ma déle spolecné s PfCDPK2 a PfCDPK4 nezbytnou roli také pro
samci gametogenezi ve stfevé komara, a PFCDPK4 je nezbytna pro vznik bicikatych samcich
gamet (Kumar et al., 2021), piicemz chemické cileni na PfCDPK1 a PfCDPK4 by
mohlo zabranit pfenosu parazita na komary (Govindasamy et al., 2020). PfCDPK7 je pak
pravdépodobné dulezita pro regulaci vyvoje parazitli v krevnich stadiich, avSak mechanismus
této regulace je stale neznamy (Maurya, 2022). Bylo vSak zjiSténo, ze pifi naruseni této
proteinkindzy dochazi ke snizeni rdstu parazita v krevnich staddiich a k utlumeni jejich

proliferace (Kumar et al., 2013).

V pre-erytrocytarnich jaternich stadiich, ktera se vyviji po invazi sporozoiti do
jaternich bun€k P. falciparum, dochéazi také k expresi hned n¢kolika PFCDPKs (Coppi et al.,
2007; Govindasamy et al., 2016; Jebiwott et al., 2013), v této dob¢ vsak o jejich funkcich neni
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dostatek informaci (Coppi et al., 2007; Govindasamy et al., 2016), je ale dokdzano, Ze pokud
jsou PfCDPK4 a PfCDPK6 nefunk¢ni, pak se snizuje procento sporozoiti, které invaduji do
hepatocytti (Coppi et al., 2007; Govindasamy et al., 2016).

T gondii (zkratka Tg) ma dosud popsano 14 CDPKs, a vétSina z nich pfedstavuje
ortology k vyse zminénym PfCDPKs (viz Obr. 3), coz naznacuje ur¢itou konzervovanost
utémét vSech paraziti skupiny Apicomplexa. TgCDPKI1 hraje klicovou roli v regulaci
exocytdzy, ma vliv na motilitu, invazi do a tiniku z hostitelskych bun€k (Lourido et al., 2010).
TgCDPK3 ma taktéz vliv na vystup z hostitelskych buné¢k, nikoliv vSak na invazi do buné¢k ¢i
na motilitu. Ma pak na rozdil od TgCDPKI1 v uniku parazita o néco specifictéjsi funkci
(Garrison et al., 2012; Lourido et al., 2012; McCoy et al., 2012). TgCDPK?7 je pak zésadni pro
rust a déleni v ranych stadiich parazita (Foroutan & Ghaftarifan, 2018), pfesnéji se zda, Ze ma

TgCDPK?7 vliv na spravné umisténi centrozomt béhem déleni (Morlon-Guyot et al., 2014).

U C. parvum je nyni znamo 11 CDPKs, a to diky sekvenaci celého genomu (Lippuner
et al., 2018). U CpCDPKI1 je na zédkladé studii potvrzena dulezita role béhem invaze do
hostitelské buiiky (Castellanos-Gonzalez et al., 2016; Kuhlenschmidt et al., 2016). Role
CpCDPK3 spociva v podileni se na intracelularnim vyvoji tohoto parazita. Porovnani vSech
CpCDPKs vsak dosud neni mozné, protoze nejsou vSechny dostate¢né prozkoumany (Zhang

et al., 2020).

U babesii nejsou CDPKs dostatecné prostudovany, ale na zdkladé studie Hussein et al.,
2021 se predpoklada, ze by CDPK4 u B. bovis mohla mit roli v sexualni reprodukci
a v prenosu parazita (Hussein et al., 2021). Elsworth et al., 2023 ve svém vyzkumu vSak
provedl knockdown BACDPK4, ktery vedl k tomu, Ze se B. divergens nadale mnozila uvniti
erytrocytu bez moznosti vystupu z bunky, z toho vyplyva, ze je BACDPK4 vyZadovéana pro
vystup z hostitelské buiiky. Zaroven zjistili, ze BACDPKS a BACDPK?7 nejsou esencialni pro
krevni stadia B. divergens, ale detailnéji jejich funkci neobjasnili (Elsworth et al., 2023).

Odlisnost roli jednotlivych CDPKs souvisi s lokalizaci v buiice a expresi v riznych
fazich vyvoje parazita. Krom¢ toho kazdd CDPKs reaguje na vapenaté ionty s riiznou
citlivosti. Navic za urcitych podminek se parazit¢ adaptuji na snizenou aktivitu ¢i ztratu
nékteré CDPK (Sharma et al., 2021). V lidském genomu nejsou kdédovany ortology CDPKs
apikomplex, tudiz jsou CDPKs povazovany za mozny cil pro vyvoj léCiv proti této skupiné

parazitii (Sharma et al., 2021).
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1.4 Genetické manipulace parazitii kmene Apicomplexa

Podrobny vyzkum zékladnich biologickych principti parazitického zivotniho stylu
babesii je nezbytny pro vyvoj 1é¢iv ¢i vakcin. Efektivni nastroje funkéni genomiky piedstavuji
jeden z klicovych prostfedkl pro identifikaci cilovych genli a mechanismt nezbytnych pro
vyvoj terapeutik (Gonzalez et al., 2019). Zavedeni metod genetické manipulace je mozné
predevsim diky stale vice dostupné in vitro kultivaci paraziti kmene Apicomplexa,
osekvenovani genomu nékterych zastupcti kmene (Suarez et al., 2017), riznym metoddm
transfekce a pokrocilych metod genovych analyz (Suarez et al., 2017). Konkrétn¢ u babesii
jsou techniky in vitro kultivace dostupné napt. u B. bovis, B. ovata, B. bigemina, B. gibsoni
(Hakimi et al., 2016; Liu et al., 2018b; Silva et al., 2018; Suarez & McElwain, 2010)
a u naSeho modelového organismu B. divergens (Jalovecka et al., 2016), u kterého je také
osekvenovan cely genom (Young et al., 2019), coz umoznuje studium Sirokého spektra
molekulérnich procest, véetné Zivotniho cyklu, regulace genli a metabolismu (Young et al.,
2019). Napitiklad u riznych zastupcti skupiny Apicomplexa vcetné babesii vedly metody
funkéni genomiky a genové targetovani mimo jiné k odhaleni riznych mechanismti bunécné
invaze Ci egress parazita (de Konig-Ward et al., 2015; Elsworth et al., 2023). I piesto vSak
u babesii neni aplikace pokroc¢ilych genetickych manipulaci dostatecnd v porovnani
s Plasmodium spp. €1 T. gondii (Hakimi et al., 2021; Su et al., 2019). Dosud zavedené metody
funkéni genomiky u jinych zastupct skupiny Apicomplexa mohou vést k aplikaci téchto
metod i na babesie, a rozsitit tak spektrum néstroji funkéni genomiky specifickych pro tyto

parazity (Hakimi et al., 2021).

1.4.1 Zavedeni plasmidu do cilové buriky: episomalni a intragenomicky pfistup
Geneticka modifikace vyzaduje plasmidovy vektor, ktery je vloZzen do cilové buiiky,
a bud’ zistava voln¢ v bunce jako extrachromozomalni epizom schopny replikace (episomalni
pfistup) nebo je zaclenén piimo do genomu parazita (intragenomicky piistup) (Hakimi et al.,
2021). Pti episomalnim pfistupu je plasmid zaveden v kruhové molekule do cilové bunky.
Mezi vyhody tohoto piistupu patii to, Zze nedochdzi k naruseni genomu parazita, takze nehrozi,
ze by exprese cilového genu byla pod kontrolou napt. neznamych regulacnich faktorti, zaroven
se episomalni plasmid v buiice mize vyskytovat ve velkém mnozstvi kopii, coz vede k vysoké
expresi cilového genu, a také mize vlozeni episomdlniho plasmidu vést k vyssi ucinnosti
transfekce (Lufino et al., 2008). V ptipadé intragenomického piistupu je plasmid vpraven do
bunky v linearizované ¢i kruhové formé v zavislosti na parazitovi, a do genomu je plasmid

zaveden obvykle vyuzitim homologni rekombinace (viz kapitola 1.4.4). U babesii se pro
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intragenomicky pfistup vyuziva piedev§im forma linearizované¢ho plasmidu (Hakimi et al.,
2021). Hlavni vyhodou intragenomického pfistupu je kontrola nad po€tem vzniklych kopii

plasmidu a snadné interpretovani vysledkt (van Craenenbroeck et al., 2000).

Episomalni plasmid se vyuziva pro ptipravu ptechodné (transientni) transfekéni linie,
ktera je vhodna pro definovani optimalnich podminek pro transfekci (viz kapitola 1.4.3) a pro
studium funkci a €¢innosti regulacnich prvki (promotorti a termina¢nich signalt) (Suarez et
al., 2017). Prvni Gspésnd prechodné transfekce probehla u 7. gondii (Soldati & Boothroyd,
1993). Metody prechodné transfekce byly nasledné vyvinuty také u P falciparum
(Goonewardene et al., 1993), C. parvum (Li et al., 2009), Theileria parva (De Goeyse et al.,
2015), Theileria annulata (Adamson et al., 2001) a u babesii pro B. bigemina, B. bovis (Silva
et al., 2016; Suarez et al., 2006; Suarez & McElwain, 2010) a nd§ modelovy organismus
B. divergens (Cubillos et al., 2023). Tyto metody pak daly zéklad stabilnim transfekénim

systémiim (Suarez et al., 2017).

Vytvoreni stabilni transfekéni linie obvykle vyzaduje vlozeni plasmidu do genomu
parazita, tedy vySe zminény intragenomicky piistup, a byly dosud vytvoteny pro 7. gondii
(Kim et al., 1993), P. falciparum (Goonewardene et al., 1993; Van Dijk et al., 1995),
C. parvum, B. bovis (Suarez & McElwain, 2009; Suarez & McElwain, 2010), Babesia ovata,
Babesia gibsoni (Wang et al., 2021) a pro nas modelovy organismus B. divergens (Cubillos et

al., 2023; Elsworth et al., 2023).

Techniky pro vznik transfek¢nich systémii umoznily specifické knock-in nebo knock-
out experimenty (viz dale kapitola 1.4.5 a 1.4.6) diky kterym Ize studovat funkci genti (Asada
et al., 2012a, Asada et al., 2012b; Suarez et al., 2015). Nadstavbou jsou pak techniky tzv.
podminéného (kondicionalniho) vypinani gentl, které se bézn¢ vyuzivaji pro esencialni geny

parazita a umoziuji jejich funk¢ni analyzu (viz kapitola 1.4.5.2 a 1.4.6.2) (Asada et al., 2015).

1.4.2 Priprava plasmidu pro genetické manipulace

Plasmidovy vektor se obvykle sklada z reportérové kazety, kazety pro selekci (tzv.
rezistencni kazeta) a backbone. Slozeni reportérové kazety zavisi na druhu genetické
manipulace. Miize obsahovat napf. reportérovy gen pro sledovani exprese GOI (gene of
interest), tzv. knock-in, nebo naopak cilené vypnuti sledovaného GOI jeho nahrazenim napf.
fluorescencnim reportérovym genem, tzv. knock-out. Fluorescencni reportérovy gen obvykle
slouzi k rychlé detekci, zda byla kazeta parazitem Usp&$né pfijata, a zda je napf. GOI

exprimovan v buiice nebo doslo k jeho uspésné deleci (Suarez et al., 2017), a mezi nejcastéji
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pouzivané patii GFP (zeleny fluorescencni protein) ¢i mCherry (Cerveny fluorescenéni
protein). Tato reportérova kazeta je pak pod kontrolou promotoru, u které¢ho je vhodné, aby
byl specificky pro dany druh modelového organismu (Suarez et al., 2017). Jednim z nejcastéji
pouzivanych promotorti u Apicomplexa je silny konstitutivni promotor pro gen actin (Suarez
et al., 2006, Asada et al., 2015) nebo elongacni faktor I-alpha (Adamson et al., 2001; Asada
etal., 2012; De Goeyse et al., 2015; Hakimi et al., 2016; Liu et al., 2018; Suarez & McElwain,
2009), a to 1 u vétSiny druhi babesii (Liu et al., 2018b), nikoliv v§ak u B. divergens (Cubillos
et al., 2023).

Selekcni kazeta je dulezitd pro gen kédujici rezistenci na selekéni drogu (Asada et al.,
2015). U babesii se standardné pouziva gen blasticidin-S-deamindza, kddujici rezistenci na
BSD (blasticidin) a gen Adhfr (gen lidské dihydrofolat reduktazy, hDHFR), kodujici rezistenci
na WR99210 (Asadaet al., 2012, Suarez et al., 2009), pro ostatni zastupce kmene
Apicomplexa jsou dostupné i jiné¢ selek¢ni drogy, naptiklad pyrimethamin u P. falciparum
(Limenitakis et al., 2011). Tyto geny se také nazyvaji selek¢ni markery, a poskytuji parazitim
selekéni vyhodu (Nehlsen et al., 2006). I selekéni kazeta obsahuje silny konstitutivni promotor,

obvykle jiz zminé€ny promotor pro geny actin nebo elongacni faktor 1-alpha.

Tteti ¢asti plasmidu je backbone, kterd je dilezité pro selekci plasmidu a jeho nédsledné
namnozeni do potfebného mnozstvi v kompetentnich bakteridlnich buiikéch, jelikoz nese gen

kodujici rezistenci na ampicilin (AMP) ¢i jiné antibiotikum (Doghaither & Gull, 2019).

1.4.3 Metody transfekce

Plasmid muize byt vlozen do cilovych bun€k parazita pomoci riznych metod transfekce
(Suarez et al., 2017), mezi které patii elektroporace, nukleofekce, mikroinjekce ¢i vyuziti
lipozomil neboli lipofekce (Kepczynski & Rog, 2016). Elektroporace je velmi jednouducha
metoda, kterd spociva v naruSeni bunénych membran diky kratkym elektrickym impulstim
o vysokém napéti pro vytvofeni pori kudy muze vkladand DNA projit do cytoplasmy.
Nukleofekce je forma elektroporace, ktera dopravi nukleovou kyselinu piimo do jadra ¢i do
cytoplasmy, a zda se byt oproti elektroporaci uc¢innégjsi transfekéni metodou (Greiner et al.,
2004; Johnson et al., 2005; Kumar et al., 2019). Mikroinjekci je manualné vkladan exogenni
materidl do bunky, neni mozné ale tuto metodu vyuzit pro velké mnozstvi bunck (Zhang et al.,
2008). Lipofekce pak pro prenos nukleové kyseliny vyuziva kationtové lipidy (Goodwin &
Huang, 2014).
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Vyzkum transfekénich systémi u babesii je zalozen na pfedchozich studiich
u ptibuznych zastupct z kmene Apicomplexa, a to piredevsim u 7. gondii a P. falciparum, ne
vSechny tyto vyzkumy ale vedly u babesii ke stejnym vysledktim (Suarez & McElwain, 2010).
V ramci rodu Babesia byly prvni experimenty o vytvoteni prechodné (transientni) transfekcni
linie provedeny u B. bovis elektroporaci za relativné nizkého napéti, proto byla pozdéji metoda
vyhodnocena za nedostate¢nou, a vedla k vyvoji vysokonapét'ové elektroporace (Suarez et al.,
2006; Suarez & McElwain, 2008). Nasledn¢ zacala byt vyuzivana nukleofekce (Gresch et al.,
2004), ktera se zda byt ¢inngjs$i metodou oproti elektroporaci (Greiner et al., 2004; Johnson
et al., 2005; Kumar et al., 2019) a je nyni nejcastéji vyuzivanou metodou transfekce (Suarez

& McElwain, 2010).

Plasmid muze byt nukleofekci vlozen do buiiky na zaklad€ tfi riznych transfekénich
protokolti: nukleofekci volnych merozoitl, nukleofekci infikovanych bovinnich erytrocytii
(1IRBCs) a nukleofekci neinfikovanych bovinnich erytrocyti (uRBCs) (Cubillos et al., 2023).
Piima transfekce infikovanych bovinnich erytrocytl je velmi ¢asto pouzivanou a ovéfenou
variantou transfekéniho protokolu (Suarez & McElwain, 2010; Asada et al., 2012b), stejné tak
je ovéfena varianta s volnymi merozoity (Hakimi et al., 2021b), ktera ale neni tak bézna
(Suarez & McElwain, 2008). Tteti zpusob, nukleofekce neinfikovanych bovinnich erytrocyta,
transgennich parazitd, byla ale dosud zavedena pouze u B. divergens (Cubillos et al., 2023).
U B. divergens byly uspésné pouzity i prvni dvé zminéné metody (Cubillos et al., 2023;
Elsworth et al., 2023), ale experiment s piimou nukleofekci iRBCs vykazoval vysokou miru
volnych merozoitli pak doslo k emergenci transgennich paraziti po vyrazné delsi dobé oproti

ostatnim variantdm experimentu, coz si lze vysvétlit manipulaci s nachylnymi volnymi

vvvvvv

1.4.4 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace je proces, ktery buiika vyuziva pro opraveni poSkozené DNA
ve formé dvoufetézcovych zlomli (DSB, double-stranded break). Béhem homologni
rekombinace dochazi mezi dvéma podobnymi ¢i stejnymi molekulami DNA k vyméné
genetické informace, a to pfedev§im béhem meidzy ¢i pfi horizontdlnim pienosu gent
u bakterii (Hoshijima et al., 2016). Tvorba dvoutetézcovych zlomt je zakladem pro GspéSnou
genetickou manipulaci (Sander & Joung, 2014), a to nejen u babesii, ale 1 ostatnich zastupct

skupiny Apicomplexa (Suarez et al., 2017). Homologni rekombinace totiz umoznuje genové
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targetovani, které spociva ve vlozeni genu ¢i specifické mutace do cilového mista v genomu
(intragenomicky pfistup). Vkladany Gisek musi mit na svych koncich identické sekvence jako
gen v genomu parazita, tzv. 5° a 3° homologni useky, které jsou nasledné rozpoznany
parazitarni buiikou a na zdkladé homologni rekombinace inkorporovany do genomu
(Hoskijima et al., 2016). Homologni rekombinace tak umoznuje knock-out, ktery zabrani
expresi GOI, nebo knock-in, kdy je GOI oznacen reportérovym genem (Hoshijima et al.,

2016).

1.4.5 Zpisoby genetickych manipulaci na drovni DNA

1.4.5.1 CRISPR/Cas9 systém

CRISPR/Cas9 se vyuziva k indukci DSB v cilenych mistech, a v dne$ni dob¢ témér
nahradil dfive pouzivané ZFNs endonukleazy (zinc finger nukledzy) a efektorové nukleazy
TALENSs, které byvaly vyuzivany pro genetické manipulace naptiklad u P falciparum
a Plasmodium vivax (Barros et al., 2015; Straimer et al., 2012). Pro navedeni téchto nukleaz
na cilové misto slouzi vazba protein-DNA, u CRISPR/Cas9 systému vazba RNA-DNA
(Loureiro & da Silva, 2019). CRISPR/Cas9 ma oproti témto nukleazam mnoho vyhod vcéetné

snadného designu a mensi casové narocnosti experimentu (Loureiro & da Silva, 2019).

CRISPR/Cas9 (viz Obr. 5) systém se sklada ze dvou zakladnich sloZek, endonukledzy
Cas9, ktera je schopna stépit DNA, a jednotetézcoveé vodici RNA (gRNA), ktera navede Cas9
na spravné misto Stépeni. SgRNA se vaze na cilovou sekvenci diky parovani bazi, a Cas9 §tépi
DNA za vzniku DSB (Gasiunas et al., 2012). Vytvofeni DSB vede k aktivaci opravnych
mechanismi bunky (Ran et al., 2013), které DSB opravi pomoci homologii fizené opravy
(homology-directed repair — HDR, tedy homologni rekombinace) nebo pies nehomologni
spojeni konct (non-homologous end-joining — NHEJ) (Vinayak et al., 2015, Calhoun et al.,
2017).

U babesii se drahy NHEJ nevyskytuji, je u nich tedy pro funkéni analyzu gent
vyuzivano homologni rekombinace (Nenarokova et al., 2019). CRISPR/Cas9 je standardné
pouzivan napt. u Plasmodium spp. ¢i Toxoplasma spp., a v ramci babesii byl jiz zaveden pro
B. bovis u které byl uspésné pouzit napt. k epitopovému znaceni nebo zavedeni bodovych

mutaci (Hakimi et al., 2021).
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Obr. 5: Schéma CRISPR/Cas9 systému. Pro rozpoznani a stépeni Cas9 je vyzadovan motiv
PAM (z angl. protospacer adjacent motif) downstream od oblasti vazadici gRNA. Cas9/gRNA
Stépi obé vldkna cilové DNA, ¢imz vytvari DSB, a spousti reparacni mechanismy buiiky. NHEJ
opravuji DSB pro knock-out experiment a zavadi indel do mista DSB, ktera vyfadi genu
z funkce. V knock-in experimentu je DSB opraven pomoci HDR diky donorovému templatu,

¢imz je vloZena donorova DNA do mista DSB. Pfevzato z Razzaq & Masood, 2018.

1.4.5.2 Systém DiCre

DiCre je jednou z metod, kterou Ize studovat esencidlni geny, jelikoZ studium téchto
genil vyzaduje podminénou genetickou modifikaci (Hakimi et al., 2021; Knuepfer et al.,
2017). Princip DiCre spociva v ohrani¢eni GOI sekvencemi LoxP (viz Obr. 6) (Hoess et al.,
1986), které rozpoznava Cre rekombinaza; gen kddujici obé podjednotky Cre rekombinazy
musi byt také vloZzen do genomu modifikovaného organismu. Poté dochazi k dimerizaci
anasledné aktivaci DiCre spojenim dvou podjednotek Cre rekombindzy pifidanim
rapamycinu, ¢imz dojde k rekombinaci dvou loxP mist, coz ma za nésledek odstranéni

ohrani¢en¢ho GOI (Jullien et al., 2003; Jullien et al., 2007)

Tato metoda podminéného genového knock-outu zatim nebyla u babesii zavedena. Je
ale bézné vyuzivana u P. falciparum, P. berghei (Collins et al., 2013; Knuepfer et al., 2017)
a T. gondii (Andenmatten et al., 2013).
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Obr. 6: Schéma DiCre systému. Princip metody DiCre je ohranic¢eni GOI specifickymi
sekvencemi LoxP, ktera jsou rozpozndna dimerizovatelnou Cre rekombindzou. a) Nedochazi
k dimerizaci a aktivaci DiCre bez pfitomnosti rapamycinu, dochdzi proto k transkripci GOI
a translaci za vzniku proteinu. b) Pfidanim rapamycinu dochazi k dimerizaci a aktivaci DiCre,
dochazi k rekombinaci mezi dvéma LoxP misty, coz vede k deleci GOI, takze nedochazi

k nésledné transkripci a nevznika protein. Pfevzato z Briquet et al., 2022.

1.4.6 Zpisoby genetickych manipulaci na drovni RNA
1.4.6.1 RNA interference

RNA interference je nastroj pro studii exprese a funkce mRNA, a vyhodou této metody
je, ze nedochazi k zédsahu do genomu bunky (Mitchel et al., 2019). Geny, které umoziuji
vyuziti RNA interference ke kontrole translace genti vSak u babesii chybi, a stejné tak
u ostatnich zastupct kmene Apicomplexa (Keroack et al., 2019), proto zde neuvadim princip
metody. Nicmén¢ se RNA interference da vyuZit ke studiu zivotniho cyklu babesii v klistécim
vektoru, napt. se diky RNA interferenci povedlo zabranit Siteni B. bovis do ovarii u nékolika

druha klistat (Mitchell et al., 2019).

1.4.6.2 GImS ribozym

Alternativni metodou k RNA interferenci u paraziti kmene Apicomplexa je glmS
ribozym, ktery slouzi ke kontrole exprese mRNA (Hakimi et al., 2020; Prommana et al., 2013).
Ribozym glmS je katalyticky aktivni RNA (enzym), a je schopny sam sebe Stépit po piidani
glukosamin-6-fosfatu (Winkler et al., 2004; Watson & Fedor, 2011). GImS riboswitch se
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nachazi v 5° UTR (z angl. untranslated region) oblasti genu pro glukosamin-6-fosfat syntetdzu
(glmS), ktera katalyzuje Stépeni glutaminu a fruktosa-6-fosfatu na glukosamin-6-fosfat
(Cochrane et al. 2006). Katalytické centrum ribozymu je aktivovano po navazani ligandu,
kterym je praveé glukosamin-6-fosfat, ¢imz dochazi k degradaci mRNA (Fedor & Williamson,
2005).

U P. falciparum byl glmS ribozym vloZen mezi GOI a 3° UTR oblast, coz vedlo
k indukci stépeni glukosamin-6-fosfatem, a doslo k oddéleni 3° UTR oblasti od transkriptu.
To vedlo k degradaci mRNA jelikoz molekula mRNA neméla polyA sekvenci na 3° konci
(Prommana et al., 2013; Cruz-Bustos et al., 2018). Ve vyzkumu Hakimi et al., 2020
a Prommana et al, 2013 studovali aktivitu glmS ribozymu nejen u B. bovis, ale
iu P, falciparum, a dosli k zavéru, ze 1ze diky reverzni genetice za vyuziti glmS ribozymu
studovat funkce esencidlnich genii u paraziti kmene Apicomplexa. U B. bovis byl glmS
ribozym vyuzit k identifikaci nékterych proteinti, kterymi parazit v cervené krvince hostitele
modifikuje nékteré jeji mechanické a strukturalni vlastnosti (Hakimi et al., 2021). Elsworth et
al., 2023 ve svém vyzkumu pouzil glmS ribozym ke studiu protedz a kinaz dulezitych pro

vstup do a vystup z hostitelské bunky B. divergens (Elsworth et al., 2023).
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Obr. 7: Schéma podminéného knockdown pomoci glmS ribozymu. Princip systému glmS
ribozymu spociva ve vlozeni ribozymové sekvence do genomu parazita, ktera je nasledovana
stop kodénem GOI. Transkript mRNA obsahuje glmS ribozym (v diagramu Sed¢), ktery je po
pridani glukosamin-6-fosfatu aktivovan a §t€pi RNA, coz vede k jeji degradaci. Prevzato

z Kudyba et al., 2021.
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1.4.7 Zpisoby genetickych manipulaci na drovni proteinu

1.4.7.1 Destabiliza¢ni doména

Destabiliza¢ni doména (DD) je néstroj pro podminénou kontrolu POI (protein of
interest, protein zajmu), a je Casto pouzivany ve spojeni s glmS ribozymem pro zvysSeni
efektivity genetické modifikace (Kudyba et al., 2021). DD je pomérné kratka, za
fyziologickych podminek nestabilni, proteinova sekvence, kterd slouzi k degradaci proteintl.
Pro genetickou manipulaci je vloZena sekvence kodujici DD do genomu cilové buiky
(Kudyba et al., 2021). Princip spociva ve fuzi DD s POI, po které dochazi k rychlé degradaci
z4djmového proteinu. K degradaci nedochdzi v ptipad¢€, ze je na DD navazan ligand TMT
(trimethoprim) (Muralidharan et al., 2011), ktery tuto doménu stabilizuje (Ramadurgum &
Hulleman, 2020). Experimenty zaloZzené na DD tak mohou fidit velké mnozstvi proteint, které
jsou soucasti dilezitych biologickych procest (Datta et al., 2019). DD jiz byla pouzita pro
genetické manipulace u P. falciparum (Armstrong & Goldberg, 2007) a dokonce u
B. divergens ve vyzkumu Elsworth et al., 2023 ke studiu proteint kinaz a aspartovych proteaz,

které jsou zasadni pro invazi do a vystup z erytrocyti (Elsworth et al., 2023).

Proteln
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Obr. 8: Schéma funkce destabiliza¢ni domény (DD). Fuze DD a proteinu zajmu (POI) vede

Autoinhibition Active Protein

bez molekuly stabilizujiciho ligandu k degradaci POI v proteasomu ¢i k autoinhibici.
Pfidanim stabilizacniho ligandu na sfizovanou molekulu POI a DD je protein stale aktivni.

Pievzato z Kudyba et al., 2021.
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Cile prace

Strucna literarni reSerSe zamétfend na kalcium-dependentni proteinkinazy a techniky
genovych manipulaci parazitli z kmene Apicomplexa.

Navrhnout schéma pro znaceni BACDPKS pomoci knock-in pfistupu na modelu
parazita B. divergens.

Sestavit plasmid pro vytvoteni transgenni B. divergens se znacenou BACDPKS.
Precistit a transfekovat tento plasmid do B. divergens in vitro kultury.

Ptipravit transgenni B. divergens parazity se znacenou BACDPKS pomoci metody

knock-in.
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3  Material a metody

3.1 Kultivace B. divergens

Kultivace B. divergens probihala za konstantnich podminek (37 °C, 5 % CO»)
v inkubatoru (Galaxy 170 S, Eppendorf) ve smési kultivaéniho média (viz kapitola 3.1.1)
a defibrinovanych bovinnich erytrocytl (BioTrading). Pro vSechny experimenty byl vyuzivan
kmen B. divergens 2210A G2 (Jalovecka et al., 2016). Bovinni erytrocyty byly pfed pouzitim
zbaveny fibrinové slozky a krevniho séra promytim v promyvacim médiu (viz Tab. I) pomoci
centrifugace (Multi Centrifuge 3SR, Heraeus; 4 °C, 2000 x g, 10 min). Promyté neinfikované

bovinni erytrocyty byly nasledné uchovavany pii 4 °C v promyvacim médiu (v poméru 1:2).

3.1.1 PasaZovani a udrZovani kultur

Manipulace s kulturou B. divergens probihala v laminarnim boxu (Airstream® Class
I, BSCO) za dodrZzovani aseptickych technik prace. Pro udrzovani in vitro kultury byla
pouzivana 24- jamkova desticka (Techno Plastic Products). Pasazovani kultur bylo provadéno
vzdy jednou za dva az tii dny. Pfi pasdzovani byly do prazdné jamky napipetovany 2 ml
kultivaéniho média (viz Tab. I). Do média bylo nésledné pfidano 50 pl neinfikovanych
bovinnich erytrocytti (kapitola 3.1) a 10 ul peletu z pfedchozi pasazované jamky, ktera
obsahovala B. divergens infikované bovinni erytrocyty. Pokud byla parazitémie v pivodni
jamce pfili§ vysoka (nad 10 %), byl zplsob pasdzovani optimalizovan pfenesenim mensiho
objemu (5 pl) infikovanych bovinnich erytrocyti do nové jamky. Naopak pokud byla

parazitémie pftili§ nizka (do 2 %), bylo pouze odsato plivodni médium a vyménéno za nové.

Tab. I: SloZeni promyvaciho a kultiva¢niho média

Chemikalie Promyvaci médium | Kultiva¢ni médium
RPMI 1640 (Biosera, 25nM Hepes, | 500 ml 400 ml

Glutamine)

Amphotericin B (Sigma, ¢=250 pg/ml) 0,5 ml 0,5 ml

Gentamycin sulfat (Sigma, c=10 mg/ml) 2,5 ml 2,5 ml

Fetélni bovinni sérum (Capricorn) - 100 ml

3.1.2 Mikroskopicka analyza
Pied pasédzovanim bylo provedeno vysetieni infikovanych bovinnich erytrocyti pomoci

krevniho roztéru pro zji$téni parazitémie a kontroly pfipadné kontaminace. 2 pl peletu byly
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pfeneseny na podlozni sklicko (CapitolBrand), a pomoci druhého podlozniho sklicka byl
vzorek rozetfen (tzv. krevni roztér, blood smear). Po zaschnuti byl roztér nabarven pomoci
Diff Quick Staining Setu (Siemens) ponotfenim 10x do roztoku Diff-Quik Fix, 10x do Diff-
Quik I, a ponofenim na 60sekund do Diff-Quik II. Po zafixovani
anabarveni bylo podlozni sklicko oplachnuto ve vod¢, jemné ostiiknuto 70% ethanolem a opét
oplachnuto ve vodé. Takto zpracovany vzorek byl vySetien svételnym mikroskopem (Olympus
BX53F) pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje (Olympus). Parazitémie byla

vyhodnocena jako pomér infikovanych erytrocytt viici celkovému poctu erytrocyti.

3.2 Priprava inzerti a vektoru pro klonovani

3.2.1 Priprava inzerti
Inzerty A a B byly pfed zaklonovanim naamplifikovany pomoci gradientové PCR
reakce. Primery pro tuto reakci byly designovany v programu SnapGene® 7.0.2. Seznam

nazvl a sekvenci navrzenych primerii jsou uvedeny v Tab. II.

Tab. II: Seznam navrZenych primert pro gradientovou PCR inzerti

Nazev Interni Sekvence Oc¢ekavana
znaceni velikost

produktu [bp]

Inzert A-f | Bab_181 | GGATAATAACCCTTCAAACCTAGGAT
GAAGAATGAG 2933
Inzert A-r | Bab 182 | CGGTCCAGTACACAGCAATGC
Inzert B-f | Bab 183 | GCCTAAGCGGCCGCA

Inzert B-r | Bab 184 | CATTAAATCTGATATCGAAAAGCTTC | 1959
TACGGTG

K PCR reakci byl pouzit iProof™ High-Fidelity DNA polymerase kit (Biorad).
Celkovy objem reakce ¢inil 50 ul: 31,5 ul PCR vody, 10 pl iProof High Fidelity bufferu
(Biorad), 2,5 ul DMSO (dimethylsulfoxid, Biorad), 0,5 pul iProof polymeréazy, 1 ul dNTPs
(deoxynukleotid trifosfaty, Biorad), 0,5 pl inzertu a 2 pl kazdého amplifikaéniho primeru
z Tab. II v zavislosti na inzertu. Tato reakce byla rozdélena do 5 zkumavek po 10 pl reakéni
smési. Kazda ze zkumavek byla vystavena v termocycleru (Mastercycler® nexus GSXI,
Eppendorf) jiné teploté nasedani primerit od 45 °C do 65 °C. Reakce probihala dle hodnot
v Tab. II1.
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Tab. III: Parametry gradientové PCR

Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Nasedani primeri 45-65 30s 30
Elongace 72 30 sna 1 kb!
Finalni elongace 72 10 min 1
Ochlazeni 14

!'Inzert A (2976 bp) — elongace 1,5 min; inzert B (1959 bp) — elongace 1 min

3.2.2 Priprava vektoru

Vektorem, do kterého byly nasledné oba inzerty vkladany, byl usek jiz v laboratoti
zavedeného recipientniho plasmidu plasmid vektor PLOO1 (viz pfiloha €. 1). K linearizaci
vektoru a odstranéni nezddoucich usekli byly pouzity restrikénimi enzymy Avrll a HindIII
(New England Biolabs, NEB). Celkovy objem reakce €inil 50 pl: 39,7 ul PCR vody (Top-Bio),
5 pl rCutSmart Bufferu (NEB), 3,3 pl vektoru (zdsobni roztok 3300 ng/pl), a dale 1 pl kazdého
restrikéniho enzymu. Reakce probéhla v termocycleru (Mastercycler® nexus GSXI,
Eppendorf) pii teplot¢ 37 °C pies noc pro linearizaci plasmidu. Druhy den byla reakce
zastavena pii 65 °C po dobu 20 minut. Nasledné bylo pfidano do reakce 2,5 pl latky Quick
Cip (NEB), aby nedoslo k opétovnému spojeni linearizovaného plasmidu do kruhové
molekuly, a inkubovano pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut, a nasledn¢ byla reakce zastavena

pii 65 °C po dobu 5 minut.

3.2.3 Elektroforéza a preciSténi produkti z gelu

Pro zjisténi optimalni teploty nasedani primerti (viz kapitola 3.2.1) a pro potvrzeni
linearizace vektoru byl pfipraven 1% agardzovy gel, ktery obsahoval 30 ml 1xXTAE pufru
(vyroba 50x TAE: 242 g TRIS, 100 pl 0,05 M EDTA, 57, 1 ml CHsCOOH, doliti do 11
destilovanou vodou), 0,3 g agardzy (Bioline) a 0,3 pl ethidium bromidu (Sigma-Aldrich).
Elektroforéza probihala v elektroforetické van¢ (Mupid-One, Advance) po dobu 30 minut pfi
napéti 100 V. Gely byly nasledné vizualizovany pomoci UV transluminatoru (G:BOX F3,
Syngene). Velikosti produkti gradientové PCR (viz kapitola 3.2.1) byly ovéfeny pouzitim

100 bp ladderu (Thermo scientific). K ovéteni velikosti linearizovaného vektoru (viz kapitola
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3.2.2) byl pouzit 1 kb ladder (Thermo scientific). Produkty o pozadované velikosti byly
precistény z gelu pomoci Nucleospin® Gel and PCR Clean-up kitu (Macherey-Nagel) dle
instrukci vyrobce. Nasledné¢ byla zméfena jejich koncentrace (NanoDrop 1000

Spectrophotometer, Thermo Scientific).

3.3 Sestaveni kruhové molekuly plasmidu

Plasmid pro vytvofeni transgenni B. divergens se znatenou BACDPKS metodou knock-
in byl navrzen v programu SnapGene® 7.0.2., kde bylo rovnéz ovéteno jeho postupné slozeni
pomoci tzv. in silico klonovani. Navrh plasmidu je popsan ve vysledcich této prace (viz
kapitola 4.1). Inzert A a B byly nasyntetizovany od Thermo Fisher Scientific (Invitrogen
GeneArt Strings DNA Fragments), které byly vytvofeny s pfesahujicimi sekvencemi
(overhangy) pro vkladani do vektoru. Vektorem byla ¢ast jiz zavedeného plasmidu v laboratoti

(viz kapitola 3.2.2).

3.3.1 Gibson Assembly a transformace plasmidu do kompetentnich bakterialnich
bunék

Spojeni linearizovaného vektoru s inzerty A a B bylo provedeno pomoci reakce Gibson
Assembly, kterd umoziiuje spojeni n€kolika fragmentli za pouziti NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Cloning kitu (NEB). Na zaklad¢ zmétené koncentrace a velikosti vektoru a inzertt
bylo vypoc¢teno mnozstvi jednotlivych slozek reakce v NEBioCalculator® v poméru 1:1:1

(vektor:inzert A:inzert B) (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation).

Celkovy objem reakce ¢inil 10 pl: 5 ul NEBuilder® HiFi DNA Assembly Mater Mixu
(NEB), 2 ul linearizovan¢ho vektoru a 1,5 pul kazdého inzertu. Reakce byla inkubovana
v termocycleru (Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf) po dobu 120 minut pti 50 °C. Poté
byla polovina této reakce (5 pl) smichéna s 50 pl kompetentnich bakteridlnich bunék NEB®
5- alpha Competent E. coli (NEB). Vzorek byl inkubovan 30 minut na ledu a poté prob¢hl tzv.
heatshock vystavenim bunék teploté 42 °C po dobu 60 sekund v heatblocku (Digital Dry Bath,
Labnet). Nasledné byl vzorek ochlazen na ledu po dobu 2 minut, a poté bylo ke vzorku ptidano
300 pl rastového S.O.C. Outgrowth média (Super Optimal Broth, NEB) pokojové teploty.
Tento vzorek byl nasledné tfepan (Gallenkamp 101400.XX2.C) pfti teploté 37 °C 1 hodinu pii
200rpm, a nasledné byl rozetien na ptedehiatou LB (Luria Broth) AMP (ampicilin) plotnu (viz

kapitola 3.3.2), a kultivovan v inkubatoru (Froilabo) ptes noc pii teploté 37 °C dnem vzhiru.
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3.3.2 Priprava LB AMP agarovych ploten

Byly ptipraveny LB agarové plotny, které slouzily k rhstu transformovanych
kompetentnich bunék. Do sklenéné nddoby bylo navazeno 2 g triptonu (Sigma-Aldrich), 1 g
kvasnicového extraktu (Amresco), 2 g NaCl (Lach-Ner) a 3 g agaru (Amresco). Nadoba byla
doplnéna destilovanou vodou na objem 200 ml, a umisténa do autoklavu (MLS 3751, PHCbi)
po dobu 90 minut a poté chlazena ve vodni 1dzni (SWB15D, STUART) v 52 °C. Po dosazeni
stejné teploty jako vodni lazent bylo do LB média piidano 200 ul AMP (zasobni roztok
50 mg/ml). V biohazard boxu (SafeFAST Classic) bylo médium za sterilnich podminek nalito
do deseti plastovych Petriho misek (Thermo Scientific). Po zatuhnuti LB média byly misky

piiklopeny vickem a uchovany dnem vzhtru pii 4 °C.

3.3.3 PCRz kolonii

Nasledujici den byla provedena PCR z 25 kolonii z LB AMP plotny. Kazd4 ndhodné
vybrana kolonie byla rozsuspendovédna v 5 ul PCR vody. Celkovy objem PCR reakce byl
10 pl: 5 pl OneTaq® Quick-Load® 2X Master Mix with GC Buffer (NEB), 3,4 pl PCR vody,
1 ul rozsuspendované kolonie a 0,3 pl od kazdého primeru pro jednotlivé reakce dle Tab. 1V,
které mély potvrdit ptitomnost klicovych Usekil z obou vklddanych inzertd. Reakce byla
vloZena do termocycleru (Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf), ktery byl nastaveny na
hodnoty dle Tab. V. PCR zkolonie byla vyhodnocena pomoci elektroforézového gelu
a vizualizovan v UV transluminatoru (viz kapitola 3.2.3). Pozitivni kolonie dle PCR byly tzv.
piekiizkovany na novou piedehidtou LB AMP plotnu, ktera byla kultivovana v inkubatoru

(Froilabo) pies noc pii teploté¢ 37 °C dnem vzhuru.

Tab. I'V: Seznam primert pro PCR z kolonii

Nazev Interni Sekvence Tm | Ocekavana
znaceni [°C] | velikost
produktu
[bp]
1. | bdiv_035940c f | Bab 14 | TCTTCCAATCAGAGATACGT
CTGCG 1960
bdiv_035940c r | Bab_15 | TTACACCATCTCTGTCCAGA
TCAACC 60
2. | hDHFR F Bab 99 | ATGGTTGGTTCGCTAAACT
GCAT 633
hDHFR R Bab 100 | CTACGGTGAGATAGTGTATG
TGCCAAATAC
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Tab. V: Parametry nastaveni PCR z kolonii

Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94 30s 1
Denaturace 94 30s
Nasedani primeri 60 60 s 30
Elongace 68 1 min per 1 kb!
Finalni elongace 68 5 min 1
Ochlazeni 10

! (viz Tab. IV) 1. PCR (1960 bp) — elongace 2 min; 2. PCR (633 bp) — elongace 1 min

Nasledné¢ byla pfitomnost plasmidu v namnozenych kompetentnich buiikach ovéiena
pomoci elektroforézového gelu a vizualizace UV transluminatorem (viz kapitola 3.2.3) za

pouziti 100 bp ladderu (Thermo scientific).

3.3.4 Izolace plasmidu a sekvenace

Pro namnoZeni plasmidu v kompetentnich NEB® 5- alpha Competent E. coli buiikach
bylo pfipraveno tekuté LB médium. Do sklenéné nddoby bylo navéazeno 10 g triptonu (Sigma-
Aldrich), 5 g kvasnicového extraktu (Amresco) a 10 g NaCl (Lach-Ner) a doplnéna
destilovanou vodou na objem 11. Do 5ml tekut¢tho LB média bylo pfiddno 5 ul AMP
a vybrana pozitivn¢ testovand kolonie (Obr. 15), kterd byla do média pienesena pipetovou
Spi¢kou z plotny s kiizky. Takto pfipravené miniprepy byly pifes noc tfepany v tiepace
(Gallenkamp) pfi teploté¢ 37 °C na 200rpm s mirn¢ povolenym vickem pro snadny pfistup

vzduchu, ktery je nutny pro mnozeni kompetentnich bunék.

Plasmid byl nasledujici den z bunék vyizolovan pomoci NucleoSpin® Plasmid kitu
(Macherey-Nagel) dle ndvodu od vyrobce, a byla zméfena jeho koncentrace (NanoDrop 1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Plasmid byl odeslan na sekvenovani (Eurofins).

Vysledky sekvenace byly analyzovany v programu Geneious Prime 2023.2.1.

Pozitivni kolonie ovétend sekvenaci byla namnoZena v objemu 200 ml tekutého LB
média s 200 ul AMP, a tento vzorek byl tiepan za stejnych podminek (viz vyse) ptes noc.
Plasmid byl nésledujici den izolovan pomoci NucleoBond® Xtra Midi kitu (Macherey-Nagel)

dle navodu od vyrobce a zmétena jeho koncentrace (NanoDrop 1000 Spectrophotometer,
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Thermo Scientific). Takto vyizolovany plasmid byl pouzit k pieciSténi a nasledné transfekci

(viz kapitola 3.4.1) do in vitro kultury B. divergens.

K 700 pl namnozenych kompetentnich NEB® 5- alpha Competent E. coli bunck se
sekvenacné ovérenym plasmidem bylo pridano 300 pl 20% glycerolu. Vzorek byl zvortexovan

(Vortex IKA MS 3 basic, IKA) a uskladnén v kryozkumavce pfti -80 °C.

3.4 Transfekce B. divergens

3.4.1 PreciSténi a transfekce plasmidu do B. divergens in vitro kultury

Vyizolovany plasmid (viz kapitola 3.3.4) bylo nutno piecistit pred transfekci do in vitro
kultury B. divergens (viz kapitola 3.1.1). 40 ug plasmidu (20 ul) bylo pfeciSténo ptfidanim
10 ul 3M sodium acetatu (pH=5) a 70 pl 100% ethanolu, ktery byl pfedem nachlazen
pfi teploté¢ -20 °C. Vzorek byl vloZen na 2 hodiny do -20 °C. Poté byl centrifugovan
(Centrifuge 5424, Eppendorf) na 21 130 % g po dobu 10 minut. Vznikly pelet byl promyt 70%
ethanolem a opét centrifugovan na 21 130 x g po dobu 10 minut, nasledné¢ byl zbaven
supernatantu a nechan vyschnout pro zbaveni se zbytkového ethanolu. Suchy pelet byl

nasledné rozsuspendovan ve 20 ul PCR vody.

Rozsuspendovany pelet byl smichan se 100 pul Nucleofector Bufferu Amaxa™ Basic
Parasite Nucleofector™ 2 kit (Lonza), ktery byl pfipraven smichanim 82 ul Nucleofector
Solution a 18 pl Nucleofector Supplement. K této smési bylo ptidano 100 neinfikovanych
bovinnich erytrocytt které¢ byly dvakrat promyty centrifugaci (Centrifuge 5424, Eppendorf)
pii pokojové teploté a rychlosti 800 x g po dobu 3 minut v 1 x PBS (Phosphate Buffered
Saline). Slozeni 1 x PBS: 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 2,9 g Na,HPO4 - 12H,0, 0,2 g KCI,
doplnéno do 11 destilovanou vodou. Smés Nucleofector Bufferu s ptecisténym plasmidem
a s promytymi neinfikovanymi erytrocyty byla opatrné¢ promichana a pfenesena do

elektroporaéni kyvety.

Transfekce prob&hla pomoci nukleofekce v Nucleofectoru (Nucleofector™ 2b, Lonza)
pii programu V-024. Transfekované erytrocyty byly poté ihned ptidany do 2 ml pfedehiatého
kultiva¢niho média (viz Tab. I) s 50 pl infikovanych erytrocytd s 10-15% parazitémii.
Transfekovana kultura byla inkubovdna (Galaxy 170 S, Eppendorf) pfi konstantnich
podminkach (37 °C, 5 % CO,.). Po 6 hodinich bylo vyménéno kultivatni médium. Po
24 hodinéch od transfekce bylo znovu vyménéno kultivaéni médium a bylo ptidano 15 pl 4uM

WR99210 (viz kapitola 3.4.1.1). Nasledné bylo kazdy den vyménéno predehiaté kultivacni
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médium a pfidano 15 pul 4uM WR99210. Kultura byla kazdy den kontrolovdana pomoci
krevniho roztéru (viz kapitola 3.1.1). Ve chvili, kdy parazité nebyli v krevnim roztéru nadale
detekovani (cca 7 dni po transfekci) bylo ménéno médium a WR99210 ttikrat tydné. Jednou
za tyden bylo pfidano 50 pl Cerstvych neinfikovanych bovinnich erytrocytl. Poté, co se
parazité v transfekované kultufe objevili, byla pfitomnost plasmidu v parazitech ovétena

pomoci PCR z izolované DNA (viz kapitola 3.4.2).

3.4.1.1 Priprava pracovniho roztoku WR99210 hydrochloridu

Ze zasobniho roztoku selekéni drogy WR99210 hydrochloridu, laskavé poskytnuty
Jacobus Pharmaceutical, o koncentraci 1 mM byl pfipraven 250x fedény pracovni roztok
o koncentraci 4 uM piidanim 4 pl latky zasobniho roztoku do 996 pl miliQ H>O. Zasobni
roztok byl rozalikvotovan po 200 pl. Pouzivany roztok byl uchovavén pti 4 °C, zbylé¢ aliquoty
byly uskladnény pfi -20 °C. Do transfekované kultury bylo vzdy ptidavano 15 pl pracovniho
4 uM roztoku WR99210, finalni koncentrace v jamce tedy Cinila 30 nM.

3.4.2 I1zolace DNA

DNA pro ovéfeni pritomnosti transfekovaného plasmidu v parazitech byla izolovana
z 50 pl peletu infikovanych bovinnich erytrocyti (Centrifuge 5424, Eppendorf; 2000 x g,
4 °C, 3 minuty) z transfekované kultury B. divergens, ke kterému bylo ptidano 150 ul 1x PBS.
Izolace DNA byla provedena pomoci NucleoSpin® Tissue izolacniho kitu (Macherey-Nagel)

dle instrukci vyrobce, a nasledné¢ byla ovéfena pomoci amplifika¢nich primert z Tab. VI.

3.4.3 PCR a elektroforéza izolované DNA z transfekované in vitro kultury

Celkovy objem PCR reakce byl 10 pl: 5 ul FastStart PCR Master mixu (Roche), 2 ul
PCR vody, 1 pl izolované DNA, 1 ul od kazdého primeru pro jednotlivé reakce dle Tab. VI,
které mély potvrdit pfitomnost plasmidu v transfekovanych parazitarnich bunkéach. Reakce
byla vlozena do termocycleru (Mastercycler® nexus GSXI1, Eppendorf) nastaveny na
hodnoty v Tab. VII. PCR bylo vyhodnocena pomoci elektroforézového gelu a nasledné

vizualizovan pomoci UV transluminatoru (viz kapitola 3.2.3)
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Tab. VI: Primery pro PCR z izolované DNA

Nazev Vnitini Sekvence Tm | Oc¢ekavana
znaceni [°C] | velikost
produktu
[bp]
1. | hDHFR _F Bab 99 ATGGTTGGTTCGCTAAACT
GCAT 534
hDHFR r Bab 195 GTACTTAATGCCTTTCTCC
TCCTGG
2. | GFP_1 Bab 44 GCCTGACAATCACTATCTT
TC 2057
hDHFR r Bab 195 GTACTTAATGCCTTTCTCC
TCCTGG 60
3. | GFP 2 Bab 46 CATCACCTTCTCCTTCACC
AGAAAC 2007
Bdiv_035940c | Bab 96 GTGGAAGTATATCGCTGCT
f A
4. | Bdiv_035940c | Bab 97 TTCCGGTTATCATGGTTAT
r ACA 2397
MI13 r M13 r GGAAACAGCTATGACCAT
G
5. | hDHFR_F Bab 99 ATGGTTGGTTCGCTAAACT
GCAT 2182
MI13 f M13 f GTAAAACGACGGCCAGT

Tab. VII: Parametry nastaveni PCR

3

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 4 min 1
Denaturace 95 30s
Nasedani primert 60 30s 30
Elongace 72 1 min na 1 kb!
Finalni elongace 72 7 min 1
Ochlazeni 12

!'(viz Tab. VII) 1. PCR (534) — elongace 1 min; 2. PCR (2057 bp) — elongace 2:30 min; 3. PCR
(2007) — elongace 2:30 min; 4. PCR (2397 bp) — elongace 2:30 min; 5. PCR (2182) — elongace
2:30 min
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4 Vysledky

4.1 Navrh plasmidu pro znac¢eni BACDPKS pomoci knock-in pristupu

Byla navrzena kruhovd molekula episomalniho plasmidu pro knock-in znaceni
cilového proteinu o celkové velikosti 11057 bp. Tento navrh se skladal z knock-in kazety,
kazety pro rezistenci a tzv. backbone (viz Obr. 9). Design knock-in kazety zahrnoval promotor
pro gen actin (5° UTR Actin, Bdiv_007890, 2002 bp), ktery osekvenovala v laboratoii
Bc. Sarka Borsodi (viz BP- Borsodi, S. Vyvoj fluorescenéni reportérové linie Babesia
divergens, 2021), a jeho aktivita v transgennim systému B. divergens byla ovétena Cubillos et
al., 2023. Promotor pro gen actin tidi expresi kodujici sekvence genu bdcdpk5 (BACDPKS,
CDS Bdiv_035940c, 2073 bp), ktera byla jiz dfive zanalyzovana a osekvenovana Bc. Terezou
Kfeckovou (viz BP- Kfieckova, T. Pilotni analyza kalcium-dependentnich proteinkinaz
prvoka Babesia divergens, 2022), a odpovida sekvenci gDNA BdCDPKS5 nami pouzivaného
kmenu B. divergens 2210A G2. Sekvence bdcdpks5, ze které byl odstranén stop kodon TAA,
je v navrhu propojena bézné pouzivanym GGGGS-linkerem na mEGFP (z angl. monomeric
enhanced GFP), ktery svou fluorescenci specificky oznaci exprimovany protein BACDPKS,
a umoznuje tedy sledovat lokalizaci a dynamiku tohoto proteinu v buiice. K sekvenci pro gen
2fp byla navic jest¢ ptidana tiikrat opakovana sekvence bakteridlniho epitopu hemaglutininu
3xHA, kterda umozni detekci BACDPKS proteinu pomoci specifickych anti-HA protilatek
riznymi imunofluorescenénimi metodami ¢i elektronovou mikroskopii. Knock-in kazeta byla
zakonCena stop kodonem TAA, po kterém nésledoval usek 3° UTR genu calmodulin
(terminator CAM, Bdiv_005010c, 578 bp), ktery také osekvenovala Bc. Sarka Borsodi (viz

BP- Borsodi, S. Vyvoj fluorescenéni reportérové linie Babesia divergens, 2021).

Navrh kazety pro rezistenci, kterd umozni selekci paraziti obsahujici plasmid,
obsahovala promotor genu ef-tgtp (Elongation Factor Tu GTP binding domain family protein,
Bdiv_030590, 696 bp), ktery je standardn€ pouzivan v nasi laboratofi (Cubillos et al., 2023).
5¢ UTR ef-tgtp tidi gen pro selekéni marker hdhfr, ktery koduje rezistenci pro drogu
WR99210, na kterou byla ovéfena citlivost B. divergens v laboratofi Mgr. Dominikou
Reichensdorferovou (viz DP- Reichensdorferova, D. Development of DiCre parental lineage
of Babesia divergens, 2022) a Cubillos et al., 2023. Kazeta byla zakonc¢ena 3° UTR genu pro
chloroquini transporter resistence (Bdiv_036760, 1496 bp), ktery také osekvenovala Bc.
Sarka Borsodi (viz BP- Borsodi, S. Vyvoj fluorescenéni reportérové linie Babesia

divergens, 2021).
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Jako backbone byla vybrana cast jiz diive v laboratofi vytvoieného plasmidu, ktera
obsahuje gen koédujici resistenci na AMP, a tedy umoziuje selekci plasmidu a jeho nésledné
namnoZeni do potfebného mnozstvi v kompetentnich bakterialnich buiikkach. Findlni navrh
kruhové molekuly plasmidu je zobrazen na Obr. 9 véetné restrikénich mist, kterd mohou

slouzit k vyméné riznych Gseki plasmidu.
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Obr. 9: Finalni navrh plasmidu s restrikénimy misty. Plasmid obsahuje knock-in kazetu
(na diagramu tmavé zelena ¢ast kruhu), kazetu pro rezistenci (modra ¢ast kruhu) a backbone

(Sediva c¢ast kruhu). Velikost plasmidu: 11 057 bp.
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4.2 Strategie sloZeni kruhové molekuly plasmidu pro pro zna¢eni BACDPK35
pomoci knock-in pristupu

Jako vektor pro spojeni s inzerty do kruhové molekuly byla vybrana ¢ést plasmidu,
ktery je rutinné€ pouzivan v laboratofi (viz ptiloha €. 1), a jiz obsahovala 5° UTR Actin, 3 UTR
CRT a backbone s genem kodujici rezistenci pro AMP.

Pro syntézu zbylych tsekii knock-in a rezisten¢ni kazety byla zvolena komeréni
syntéza — Invitrogen GeneArt Strings DNA Fragments. Z divodu velikosti byla tedy tato ¢ast
plasmidu rozdélena do dvou kratSich tsekt, inzertu A (2976 bp) a inzertu B (1959 bp). Oba
tyto inzerty byly nasyntetizovany vcetné ~20bp piesahtl, které slouzi pro spojeni vektoru
s inzerty do pozadované kruhové molekuly plasmidu. Inzert A obsahoval koédujici sekvenci
BdCDPKS5 spojenou ptes GGGGS-linker s mEGFP a 3xHA tag (viz Obr. 10). Inzert B
obsahoval CAM terminator, promotor genu ef-tgtp, a selekéni marker hDHFR (viz Obr. 11).
Navrh ptipravy plasmidu a jeho slozeni metodou Gibson assembly do cirkularni formy bylo
uspésné oveéieno pomoci in silico klonovani v programu SnapGene® 7.0.2 (viz Obr. 12),
kompletni in silico design plasmidu véetné sekvence je zobrazen v piiloze €. 2, oznacen jako
plasmid PLO31 plasmid design and assembly.

Bab_181 @ NotI End
Start | AvrIl Ascl XhoX Bab_182 ®

5007 1000 15007 2000 2500 3
Knock-in cassette
] nzert A T
overhang inzert B

overhang Avrll SACT

- > MEGFP3XHA >

CDS Bdiv_035940c

GGGGS-linker

intron HA epitope (1) | HA epitope (3)
HA cpitope (2)

Inzert_A
2976 bp

Obr. 10: Schéma inzertu A. Inzert A obsahuje: kodujici sekvenci BACDPKS (na diagramu
fialovy tsek), GGGGS-linker (tyrkysovy usek), mEGFP (svétle zeleny usek) a 3xHA tagy (3
fialové Useky). Velikost inzertu A s overhangy: 2976 bp.
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overhang_inzert_A overhang_HindIII_3CRT

[ CAM - oter ] __

Inzert_B
1959 bp

Obr. 11: Schéma inzertu B. Inzert B obsahuje: CAM terminator (tyrkysovy usek), promotor
genu ef-tgtp (svétle zeleny usek) a selekéni marker hDHFR (na diagramu modry usek).
Velikost inzertu B s overhangy: 1959 bp.
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@ (10995 .. 11 013) M13_r Xmal (11 052)

Bab_181 (1985 ..2020) @
\ \//AvrII (2003)

\ " Bab_14 (2054 ..2078) @
\—Bab_96 (2223 ..2242) @
\——Bab_97 (2313..2334) @

@ (8393 ..8409) M13_f

(8363) Xbal assembly_plasmid

11 057 bp

Bab_15 (3988 ..4013) @
4/ Ascl (4083)
/ Bab_46 (4205 ..4229) @

= A ——Bab_44 (4705 ..4725) @
mer (4838)

\. Bab_183 (4928 ..4942) @

NotI (4935)
Bab_182 (4940 .. 4960) @
Bab_100 (5452 ..5466) @
Agel (5520)

@ (6853 .. 6885) Bab_184
(6861) HindIII

@ (6831 .. 6860) Bab_100
@ (6737 .. 6761) Bab_195

@ (6228 .. 6250) Bab_99 ,
@ (6228 .. 6250) Bab_99 "

(6222) Spel

Obr. 12: Strategie sloZeni kruhové molekuly plasmidu. Plasmid je sloZen z: inzert A a B
(zluté uiseky), a vektoru (Cerveny usek). Na map¢ jsou zobrazeny primery pro spojeni inzertd
s vektorem (Cervené, viz Tab. II), primery pro PCR z kolonie (zelené, viz Tab. IV) a pro
ovéfeni pritomnosti plasmidu v transfekovanych bunkach (modie, viz Tab. VI). Celkova

velikost plasmidu: 11057 bp.
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4.3 Sestaveni plasmidu pro znaceni BACDPKS pomoci knock-in pFistupu
Inzerty A a B byly pfed vloZzenim do vektoru nejprve amplifikovany pomoci PCR
reakce (viz kapitola 3.2.1), jelikoZ pokusy vlozit tyto inzerty do vektoru bez vyuziti PCR
amplifikace nebyly Gspésné. Pied amplifikovanim inzert bylo nutné zvolit optimalni teplotu
nasedani navrzenych primert pro tuto reakci (viz Tab. II), coz bylo vyhodnoceno pomoci
elektroforézového gelu na Obr. 13. Teplota nasedani primert pro reakci byla zvolena v rozsahu

od 45 °C do 65 °C na zakladé protokolu iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase (Biorad).

100 bp ladder Inzert A, délka produktu 2976 bp Inzert B, délka produktu 1959 bp

3000 bp —
2000 bp —

Tm [°C] 45 50 55 60 65 45 50 55 60 65

Obr. 13: Gradientova PCR inzerti. Agar6zovy gel zobrazujici amplifikované inzerty A
(2976 bp) a B (1959 bp) pfi piisobeni riiznych teplot nasedani navrzenych primert (z Tab. II).
Byl pouzit 100 bp ladder (Thermo scientific).

Za nejoptimalnéjsi Tm pro inzert A byla vyhodnocena teplota 55 °C, pro inzert B pak
50 °C, které byly pouzity k amplifikaci inzertli pro Gibson assembly reakci. Po ptecisténi
téchto produkti z gelu byla zméfena jejich koncentrace, ktera v pripad¢ inzertu A Cinila

12,2 ng/ul, v ptipadé¢ inzertu B 17,3 ng/pl.

Pozadovany usek vektoru (recipientniho plasmidu PL001, viz ptiloha €. 1) pro vlozeni
inzertl bylo nejprve tieba linearizovat. Linearizaci pozadovaného tiseku vektoru pomoci Avrll
a HindIII restrikénich enzymil jsem ovéfila elektroforézovym gelem na Obr. 14, na kterém

jsou patrné dva produkty o o¢ekavanych velikostech 6199 bp a 4140 bp.
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PLOO1

1kb ladder Hindill/Avrll NK

.

\

-
-
| m—
-
e
| —

.

6000 bp —>

3000 bp —

1000 bp —

délka produktu [bp] 6199 6199

Obr. 14: Linearizace vektoru. Agar6zovy gel zobrazujici recipientni plasmid. Recipientni
usek predstavuje produkt o velikosti 6199 bp. NK je negativni kontrola neobsahujici templat.

Byl pouzit 1 kb ladder (Thermo scientific).

Produkt o velikosti 6199 bp predstavuje recipientni isek vektoru, a byl z gelu precistén
a zméfena jeho koncentrace, ktera ¢inila 30,6 ng/ul. Na zdklad¢ koncentraci a velikosti inzert
a vektoru byl vypocten jejich objem v nasledné Gibson assembly reakci v poméru 1:1:1 (viz
kapitola 3.3.1). Po transformaci plasmidu do kompetentnich bakteridlnich bun¢k byla

provedena PCR z kolonie pro ovéteni ptitomnosti obou inzerti v molekule plasmidu.

100 bp ladder

| délka produktu 1960 bp
1. 2.
2000 bp —>
el 2000 bp —>
1:82 bp M 1000 bp —
P 500 bp —

T délka produktu 633 bp

100 bp ladder

Obr. 15: PCR z kolonie. Vlevo je potvrzena piitomnost inzertu A ve vybranych koloniich,
vpravo je pak potvrzena pfitomnost inzertu B v totoznych koloniich s primery viz Tab. I'V. Byl

pouzit 100 bp ladder (Thermo scientific).

Plasmid z vybraného pozitivniho klonu, kde byla potvrzena piitomnost obou inzerta,
na obrazku oznacen hvézdic¢kou, byl odeslan na sekvenovani. Vysledna sekvence plasmidu z
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pozitivni kolonie byla porovnana s referencni sekvenci z in silico klonovani (viz Obr. 12
a priloha ¢. 2). Vysledny alignment je zobrazeny v ptiloze €. 3. Z 11057 porovnavanych bazi
se referencni sekvence a sekvence pozitivni kolonie liSily pouze ve 3 bazich. 1 SNP (z angl.
single-nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus) se vyskytuje na pozici
9540 v genu koédujici AMP rezistenci, a méni aminokyselinu z prolinu (CCA) na alanin
(GCA). Namnozeni plasmidu v kompetentnich bakteridlnich buiikach bylo i pfesto Gspésné,
tudiz SNP nem¢l vliv na rezistenci vii¢i AMP. Zbylé dva SNP jsou na pozici 4244 a 4246
v genu pro GFP, kde doslo k zdméné dvou nukleotidii (z TTA na CTC), nezménila se vSak

aminokyselina (leucin). Cisla pozic SNP odpovidaji pozicim v ptiloze &. 3.
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4.4 Transfekce plasmidu do in vitro kultury B. divergens

Sekvenacné ovéteny plasmid byl namnozen pro ziskani potfebného mnozstvi plasmidu
k transfekci. Koncentrace vyizolovaného plasmidu (viz kapitola 3.3.4) cinila 2000 ng/ul,
a transfekovano pomoci nukleofekce bylo celkem 40 ug. V transfekované kultuie B. divergens
byl pozorovan standardni prub¢h transfekce, kdy jiz 5. den po transfekci (4. den od ptidani
WR99210) nebyli detekovani zadni parazité v krevnim rozté€ru. Inhibi¢ni efekt zvolené
koncentrace WR99210 byl ovéfen pomoci wild type kultury, ve které nebyli parazité
detekovani také jiz 4. den po ptidani selekcni drogy. Prvni parazité (parazitémie <1 %, Obr.

16) v transfekované kultufe byli detekovani 10. den od transfekce.

Obr. 16: Detekce B. divergens merozoitu v in vitro kultuie 10. den po transfekci. Na snimku
je zobrazen krevni roztér in vitro kultury B. divergens pod selekénim tlakem WR99210. Na
potfizeném snimku je detekovatelny prvni merozoit v transfekované kultufe. Krevni roztér

obarven pomoci DiffQuik staining setu.
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Vyizolovana DNA z transfekované kultury B. divergens (viz Obr. 16) byla Gspésné
otestovana pomoci jiz diive oveéfenych primerd, které jsou v laboratofi rutinn€ vyuzivany (viz
Tab. VI). Naslednou elektroforézou a vizualizaci elektroforézového gelu (Obr. 17) byla

potvrzena pfitomnost plasmidu v této transfekované kultuie.

100 bp ladder 1. 2. 3. 4. 5. NK

3000 bp —

1000 bp —

500 bp —

délka produktu [bp] 534 2057 2007 2397 2182

Obr. 17: Pritomnost plasmidu v transfekované kultuie. PCR ¢. 1 (dle Tab. VI) potvrdila
pfitomnost inzertu B; PCR €. 2 potvrdila pfitomnost inzertu A a B; PCR ¢. 3 potvrdila
pritomnost inzertu B; PCR ¢. 4 potvrdila pfitomnost vektoru a na n€j navazujiciho inzertu A,
PCR ¢&. 5 potvrdila pfitomnost vektoru a na n& navazujiciho inzertu B. NK je negativni

kontrola neobsahujici templat. Byl pouzit 100 bp ladder (Thermo Scientific).

Ackoliv transfekce probéhla tspésné, a genetickd modifikace — knock-in znaceni
BdCDPKS5 —v in vitro kultuie B. divergens byla potvrzena (viz Obr. 17), nepodafilo se vytvofit
stabilni linii, kterd by mohla byt dlouhodobé kultivovana. Diivodem je nestabilita selek¢ni
drogy WR99210, u které bylo prokazano postupné snizovani funkce. Proto jsou v laboratofi
nyni testovany selekéni drogy WR99210 od riznych dodavateld, a po zjisténi jejich efektivity
a stability bude vhodnd WR99210 pouzita pro vytvoieni stabilni transfek¢ni linie B. divergens,
kde bude BACDPKS5 opét znacena metodou knock-in za pouziti mnou navrzeného

a vytvotreného plasmidu (viz Obr. 12).
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5 Diskuze

Tato prace je zaméfena na navrh a pfipravu episomdlniho plasmidu pro znaceni
signalni molekuly BACDPKS5 metodou knock-in a naslednou transfekei tohoto plasmidu do in
vitro kultury B. divergens za ucelem vytvoteni transfekéni linie. O funkci BACDPKS neni
dosud znamo mnoho informaci, avSak ortologni CDPKS5 u P. falciparum hraje roli pfi
proliferaci parazita a vystupu z erytrocytu (Dvorin et al., 2010). CDPKS5 u 7. gondii je pak
o néco mén¢ prostudovand, vyzkumy ale naznacuji jeji zapojeni do invaze do a vystupu
z hostitelské buiikky (Wang et al., 2015), stejnd funkce vSak u BACDPKS5 ale zatim nebyla
prokédzana. Vyzkum Elsworth et al., 2023 naznacuje, ze BACDPKS neni esencidlni pro krevni
stadia, na zékladé vyzkumu v nasi laboratofi se vSak zda byt dulezitd v klistécich stadiich

B. divergens (Msc. Filipe, dosud nepublikovéno).

B. divergens je vhodnym modelovym organismem pro vytvofeni transfekéniho
systému, jelikoz je pro tohoto parazita dostupna in vitro kultivace, a to v lidskych (Lobo, 2005)
a bovinnich erytrocytech (Malandrin et al., 2004), je osekvenovan cely genom (Young et al.,
2019), jsou zndmy selekéni mechanismy, a také je dostupny transfekéni protokol (Cubillos et
al., 2023; Elsworth et al., 2023). U B. divergens se standardné pouziva nukleofekce, coz je
ucinnéjsi metoda ve srovnani s elektroporaci, a spoc¢iva ve vloZeni nukleové kyseliny pfimo
do jadra ¢i do cytoplasmy cilové buiiky (Greiner et al., 2004; Johnson et al., 2005; Kumar et

al., 2019), a tuto metodu jsem téz vyuzila v této praci.

Pro babesie se pro zavedeni plasmidu do bunky standardné¢ pouziva nukleofekce
infikovanych bovinnich erytrocytt (iRBC), coZ je velmi Casto pouZzivana a ovéfend metoda
(Suarez & McElwain, 2010; Asada et al., 2012b), nebo nukleofekce volnych merozoitti, ktera
je také ovefenou metodou, ale je o néco méné vyuzivana v porovnani s nukleofekci iRBC
(Suarez & McElwain, 2008). Cubillos et al., 2023 testovala v nasi laboratoti pro B. divergens
nukleofekci iIRBCs 1 nukleofekei volnych merozoitd, ale otestovala i méné standardni metodu,
nukleofekci neinfikovanych bovinnich erytrocytd (uRBCs), ktera dosud nebyla pro babesie

zavedena. Ukazala se ale v porovnani s ostatnimi metodami nukleofekce jako nejucinné;si,

vvvvv

vvvvv

emergenci transgennich parazitl v in vitro kultufe, coZ se jevi jako vhodné zvolena metoda,
jelikoz byli prvni transgenni parazit¢ v mém vyzkumu detekovani jiz 10. den po transfekci

(viz Obr. 16). Elsworth et al., 2023 ve svém vyzkumu zvolil nukleofekci volnych merozoiti,
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u které detekoval vyskyt B. divergens transgennich paraziti obvykle az po 12-16 dnech po
transfekci. Navic GspéSnost této metody znaci, ze je B. divergens schopna pifijmout DNA

molekuly z cytoplasmy hostitelské buiiky (Cubillos et al., 2023).

Pro genetickou manipulaci je nutné nejprve sestavit plasmid, ktery bude vlozen do
cilové bunky jednou z metod transfekce. Vlozeni plasmidu piimo do genomu parazita
vyzaduje v piipad¢ babesii linearizovanou formu, zatimco episomdlni exprese vyZzaduje
plasmid ve formé kruhové molekuly (Asada et al., 2012), ob¢ tyto varianty funguji i v ptipadé
B. divergens (Cubillos et al., 2023; Elsworth et al., 2023). Pro ucely mé prace jsem zvolila
episomalni kruhovy plasmid, ktery umoznuje overexpresi pozadované¢ho genu (Lufino et al.,

2008).

Transfekovany plasmid se standardné sklada ze tfi ¢asti: reportérové kazety (v naSem
piipadé knock-in kazety), rezistencni kazety a tzv. backbone. My jsme pouzili standardni
backbone s genem kodujici rezistenci na AMP, coZ umoZnuje namnozeni plasmidu
v kompetentnich bakteridlnich buikdch. Mnou navrzena knock-in kazeta obsahovala kodujici
sekvenci BACDPKS, ktera byla spojena linkerem GGGGS s fluorescenénim proteinem
mEGFP a bakteridlnim epitopem 3xHA tagem. GFP a 3xHA tag jsou bézné pouZivané
reportérové geny u babesii (Hakimi et al., 2016; Liu et al., 2018b; Suarez & McElwain, 2009),
které slouzi k detekci exprese cilového genu. Fluorescen¢ni signal GFP lze vyuzit napf. na
sledovani exprese BACDPKS5 béhem zivotniho cyklu parazita (tzv. in vivo imaging), 3xHA tag
se zase pouziva k imunohistochemii ¢i elektronové mikroskopii, kdy se vyuziji komercni
protilatky proti tomuto epitopu (Hakimi et al., 2016; Suarez & McElwain, 2009). Reportérova
kazeta ma byt fizena vhodnym konstitutivnim promotorem pro silnou expresi cilovych genti
(Ferandez-Becerra et al., 2003), v naSem piipad¢ byla vybrana ovéfend sekvence 5 UTR genu
actin, ktery u babesii patii mezi jedny z nejsilnéj$ich promotort (Liu et al., 2018), a kazeta
byla zakoncena CAM terminatorem genu calmodulin. Vybrané UTRs byly jiz GspéSné

zavedeny v nasi laboratoti (Cubillos et al., 2023).

Rezistencni kazeta je dualezita pro poskytnuti selekéni vyhody parazitl, ktefi tento
plasmid pfijmou do své buiiky, a to ve formé genu kodujici rezistenci na zvolenou selekéni
drogu, kterou je in vitro kultura drZena pod tzv. selekénim tlakem. U babesii jsou standardné
pouzivané dvé selekéni drogy — BSD (blasticidin) a WR99210 (Asada et al., 2012; Asada et
al., 2015). BSD selek¢ni droga nebyla pro tuto praci zvolena diky prokazanému inhibi¢ni

efektu az pfi vysoké koncentraci. Vyzkum Elsworth et al., 2023 prokazal citlivost B. divergens
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k BSD az pii koncentraci 43,58 mM, zatimco u B. bovis, kde je BSD bézné¢ vyuzivanou
selekéni drogou, je inhibi¢ni G€inek BSD prokazén pii koncentraci 4,36 mM (Suarez &
McElwain, 2009). Ackoliv selekce pomoci BSD byla v nasi laboratofi také testovana,
nepodafilo se ziskat stabilni linii (Dr. Cubillos, Dr. Jalovecka, stni sdéleni), a tedy byla pro
nas ucel vyloucena. Navic bylo zjisténo, ze BSD nelze aplikovat napti¢ druhy Babesia, napft.
u B. duncani nebyl prokazan zadny inhibi¢ni efekt, dokonce ani pii koncentraci 217,91 mM
(Wang et al., 2022). Byl proto na zaklad¢ vyzkumu Cubillos et al., 2023 zvolen selekéni systém
hDHFR-WR99210, ktery je zalozen na genu hdhfr. Sekvence genu hdhfrr byla ziskéna
z plasmidu B. bovis od spolupracujici laboratoie Dr. Asady (Obihiro University of Agriculture
and Veterinary Medicine, Japan). Pro expresi hDHFR bylo nutné vlozit do rezisten¢ni kazety
silny konstitutivni promotor. Promotor ef-lalpha je vtéto dob&é u zastupcii kmene
Apicomplexa, v€etné babesii, jednim z nej€astéji pouzivanych (Adamson et al., 2001; Asada
etal., 2012; De Goeyse et al., 2015; Hakimi et al., 2016; Liu et al., 2018; Suarez & McElwain,
2009). U B. divergens ale neni ef-1aplha dosud anotovan v genomu tohoto parazita, proto byl
na zakladé€ vyzkumu Cubillos et al., 2023 zvolen promotor genu ef-¢gtp (Elongation Factor Tu
GTP binding domain family protein), ktery vykazuje silnou aktivitu (Cubillos et al., 2023).
Rezisten¢ni kazeta byla zakoncena 3¢ UTR CRT genu pro chloroquini transporter resistence,

ktery jiz byl také ovéfen v nasi laboratofi.

Cubillos et al., 2023 potvrdila ve svych experimentech citlivost B. divergens na
WR99210, u které by zaznamenan inhibi¢ni efekt jiz pti koncentraci 5 nM, a ktera odpovida
standardné pouzivané koncentraci v jinych transgennich systémech Babesia (Asada et al.,
2012b; Hakimi et al., 2016; Wang et al., 2022) ¢i ptibuzného Plasmodium spp. (de Koning-
Ward et al., 2000; Fidock & Wellems, 1997). V této praci byla nejprve pouzivana 5 nM
WR99210, tato koncentrace musela byt po konzultaci s Dr. Asada zvysSena na 30 nM, jelikoz
5 nM koncentrace jiz neméla pozadovany inhibi¢ni ucinek. Pti 30 nM koncentraci WR99210
se podafilo transgenni parazity ziskat jiz 10. den po transfekci, ale ani tato koncentrace
nestacila k dlouhodobému udrzeni kultury, a nemohly tedy byt provedeny dalsi experimenty.
Problém se stabilizaci transgenni kultury pod WR99210 se nevyskytl pouze v nasi laboratofi.
Obdobnému problému celi 1 nd$ spolupracovnik, vySe zminény Dr. Asada, ktery pracuje
s B. bovis. Remcho et al., 2020 shledal stejny problém pf#i inhibici P. falciparum, kdy ve své
studii testoval WR99210 ze dvou komercnich zdrojl, a to Jacobus Pharmaceutical Company
(JP) a Sigma-Aldrich (SA) Corporation. WR99210 od JP mélo inhibi¢ni efekt na P. falciparum

jiz v nanomoléarnich koncentracich, WR99210 ze zdroje SA vSak nemélo pozadovany

44



inhibi¢ni efekt ani v mikromolarnich koncentracich (Remcho et al, 2020). Ackoliv nami
pouzivané¢ WR99210 pochazelo od JP, potieba stale navySovat jeho koncentraci ukazuje jeho
nestabilitu. Pro budouci studie je tedy velmi dilezitym cilem vybrat a optimalizovat vhodné
selekéni drogy. Gen hdhfr zaroven koéduje rezistenci pro pyrimethamin, ktery by do budoucna

teoreticky mohl problematické WR99210 vystiidat (Hakimi et al., 2021).

Ackoliv byla GspéSné vytvorena in vitro transfekéni linie B. divergens, a Usp&$né
probéhla geneticka modifikace ve forme knock-in znaceni BACDPKS, nedoslo k vytvoteni
stabilniho transfekéniho systému z divodu snizené funkce WR99210. Jakmile bude
identifikovano vhodné WR99210, bude pouzito k vytvoieni stabilniho transfekéniho systému
B. divergens, kde bude ptipraveny plasmid pouzit pro znaceni BACDPKS. Vysledna transgenni
linie bude slouzit k podrobné charakterizaci funkce BACDPKS5 béhem zivotniho cyklu
B. divergens a lokalizaci tohoto enzymu v bufice parazita pomoci riznych mikroskopickych

technik.
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6 Zavér
e Provedla jsem stru¢nou literarni resersSi na téma kalcium-dependentnich proteinkinaz
a genovych manipulaci paraziti z kmene Apicomplexa.
e Navrhla jsem schéma pro zna¢eni BACDPKS pomoci knock-in pfistupu na modelu
parazita B. divergens.
e Sestavila jsem plasmid pro vytvofeni transgenni B. divergens se znacenou BACDPKS5.
e Transfekovala jsem sestaveny plasmid do in vitro kultury B. divergens, a ovéfila jsem

pfitomnost transgennich parazitli s tagovanou BdCDPKS.
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Ptiloha €. 2 — Kompletni in silico design plasmidu s referen¢ni sekvenci
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Sequence: PL032_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Enzymes: PL_032_enzyme_set (9 of 678 total) Unique Cutters Bold
Features: 32 total

Primers: 16 total

8 features are not displayed

@ (10995 ..11 013) M13_r Xmal (11 052)

Bl
oter |
°2pe promoter

Bab_181 (1985 .. 2020) @

AvrII (2003)

¥ —Bab_14 (2054 .. 2078) @
B 2223 .. 2242

— ab_ 96 (2223 ) @

Bab_97 (2313 ..2334) @

SOOU

@ (8393 ..8409) M13_f
(8363) Xbal

PLO32_plasmid_design_and_assembly
11 057 bp

intron
A

939sse) UI-

tgtp\

Promoter
Bab_15 (3988 .. 4013) @
AscI (4083)

© (6853 ..6885) Bab_184
Bab_46 (4205 ..4229) @

(6861) HIndIII

@ (6831 ..6860) Bab_100

@ (6737 ..6761) Bab_195
Bab_44 (4705 .. 4725) @

XhoI (4838)
Bab_183 (4928 .. 4942) @
NotI (4935)

Bab_182 (4940 .. 4960) @

@ (6228 ..6250) Bab_99
@ (6228 ..6250) Bab_99

(6222) Spel

Bab_100 (5452 ..5466) @
Agel (5520)

66

Page 1

Printed from SnapGene®: ctvrtek 4. dub 2024 12:39



PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

TCTTGTTCTCTATGCGCATATTCATAGAAGGCAGTAATTCCAGCCATGCTAGATGTTTTTAGCGTTAATGTTTCCTCTATAAGCTATATACATTGCACATGTATGGCTTC

AGAACAAGAGATACGCGTATAAGTATCTTCCGTCATTAAGGTCGGTACGATCTACAAAAATCGCAATTACAAAGGAGATATTCGATATATGTAACGTGTACATACCGAAG
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5 UTR Actin

ATGTATTTTTCAGCATTACAACTGTTATCATATCTGGTATTCACCACTTAATGTCGCACTTTATGTGCTTTTATTTCTCTTCTCACGTTATAGCAGAGCATTATAGTATC

TACATAAAAAGTCGTAATGTTGACAATAGTATAGACCATAAGTGGTGAATTACAGCGTGAAATACACGAAAATAAAGAGAAGAGTGCAATATCGTCTCGTAATATCATAG
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5°UTR Actin

ATATATATTCGTGTGCTTATCTCACCATAAGATTCAAATGCTGGTATTATTAATCCACGTTAATGTTTATTGTGGCATGAGCTATGTGTTGGCCCTACTTGGCGATTGTA

TATATATAAGCACACGAATAGAGTGGTATTCTAAGTTTACGACCATAATAATTAGGTGCAATTACAAATAACACCGTACTCGATACACAACCGGGATGAACCGCTAACAT
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5°UTR Actin

TATAATAATACAATATCGATGCATCACATATTTTGGAAGTGTTTAACAGTTTATTGTAGTAATATGCCTGATACCCATGATCCTTTACACTTATATTTAGCTACCGGCTG

ATATTATTATGTTATAGCTACGTAGTGTATAAAACCTTCACAAATTGTCAAATAACATCATTATACGGACTATGGGTACTAGGAAATGTGAATATAAATCGATGGCCGAC
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5 UTR Actin

TATCAACATGAACTTTTTATCAACCATAATGTTTATTCCTTTACCATTACCCCAGCATTATAAACGGGCTTAGTTATAGATTGATGGCACGACTACTACACGAATTCCTA

ATAGTTGTACTTGAAAAATAGTTGGTATTACAAATAAGGAAATGGTAATGGGGTCGTAATATTTGCCCGAATCAATATCTAACTACCGTGCTGATGATGTGCTTAAGGAT
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5 UTR Actin

TTTAATCTCTCACATGCGCAGATACTTTGTACATTTATTCGTGGAATTGAGGACATATGCCATTCGCTTTTATGATGCACCGCCGCAGATAGTACCTAACAGTGCTAACA

AAATTAGAGAGTGTACGCGTCTATGAAACATGTAAATAAGCACCTTAACTCCTGTATACGGTAAGCGAAAATACTACGTGGCGGCGTCTATCATGGATTGTCACGATTGT
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5°UTR Actin

TGCAGTCATGCATATGTTTATCAGCTATGGGATATATGCTGCCCCGTTGAGTTGCATAAAATGCGAGCAAATTAAAAATGAGGCCATGTCAACAATCAACAGATCTACAA

ACGTCAGTACGTATACAAATAGTCGATACCCTATATACGACGGGGCAACTCAACGTATTTTACGCTCGTTTAATTTTTACTCCGGTACAGTTGTTAGTTGTCTAGATGTT
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5°UTR Actin

TGTAGCATGATGCTTCAAAGGCAATGCTGACAAGAATGTTCAAGATGGCACAAATCATAGGCTATAGATAAGCTCATTTCGGACAACATTGCCACATCACAAGACGTGCA

ACATCGTACTACGAAGTTTCCGTTACGACTGTTCTTACAAGTTCTACCGTGTTTAGTATCCGATATCTATTCGAGTAAAGCCTGTTGTAACGGTGTAGTGTTCTGCACGT
Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5 UTR Actin

N

110

220

330

440

550

660

770

880

Printed from SnapGene®: ctvrtek 4. dub 2024 12:39

Page 2



PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

ATCGATGAATTCATGAATGTCACGCTTAGATTCAACAAAGAATCTATTAGATGACAACATGTGATATCAATGACCAAATGCCAAAACAAGAAAACCGACATACCACCAAA
990
TAGCTACTTAAGTACTTACAGTGCGAATCTAAGTTGTTTCTTAGATAATCTACTGTTGTACACTATAGTTACTGGTTTACGGTTTTGTTCTTTTGGCTGTATGGTGGTTT

Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette

5 UTR Actin

CAATAAAACATGTAATGGGTATGTTAACATGCCATGTTTGAACTAATTGTATACAGAAGATACACCCACAAAATATATTTTATGTTACTCGACAATAGTTAAATTGCTTA
1100
GTTATTTTGTACATTACCCATACAATTGTACGGTACAAACTTGATTAACATATGTCTTCTATGTGGGTGTTTTATATAAAATACAATGAGCTGTTATCAATTTAACGAAT

Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette

5°UTR Actin

CTACACAATAACGACAGTAACCTATAAAGGATCATAATATACAGGTGCAAATAATACACATCGCAGATAATAGTAATAAAGAGGTCACGAATTCTTTCATTCAACCGAGA
1210
GATGTGTTATTGCTGTCATTGGATATTTCCTAGTATTATATGTCCACGTTTATTATGTGTAGCGTCTATTATCATTATTTCTCCAGTGCTTAAGAAAGTAAGTTGGCTCT

Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette

5°UTR Actin

TCTTGCAGATGGATAGAATTTTAATGGAAGATACACCAACAATCACATGGTCTACACATTACGATATAATGAGACTTAATATGTATGTGTGAAAAAAATATGAAAAGAGG
1320
AGAACGTCTACCTATCTTAAAATTACCTTCTATGTGGTTGTTAGTGTACCAGATGTGTAATGCTATATTACTCTGAATTATACATACACACTTTTTTTATACTTTTCTCC

Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette

5 UTR Actin

TCAGCTGTAGTGGTCTAAAGGCTGTCAGCCTTGTGAGAAATTGGATCTTAAATTTTCAAACTGTGGCGTGAAATTTTAACGGCTAATGTGGAAAAGGTTAGGCCTACGAT
1430
AGTCGACATCACCAGATTTCCGACAGTCGGAACACTCTTTAACCTAGAATTTAAAAGTTTGACACCGCACTTTAAAATTGCCGATTACACCTTTTCCAATCCGGATGCTA

Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5 UTR Actin

ACACATTAGGTACATAATGCGGCATTAGTAAATACACAAGATGCCATTATATTCCATGCATAAGGGCACCAATATTGCCGCGATTAGAGACGGGAGCCCCACGGAATCAC
1540
TGTGTAATCCATGTATTACGCCGTAATCATTTATGTGTTCTACGGTAATATAAGGTACGTATTCCCGTGGTTATAACGGCGCTAATCTCTGCCCTCGGGGTGCCTTAGTG

Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5°UTR Actin

CCTTTCAACGTGGCCACCTGTGCATTGGAACAATCACAATAACCACTGTAATTCCTCTCTGATTACTCAACACCATATCAAAAGGCCCAATTTAAAACTCATTTCAAGGT
1650
GGAAAGTTGCACCGGTGGACACGTAACCTTGTTAGTGTTATTGGTGACATTAAGGAGAGACTAATGAGTTGTGGTATAGTTTTCCGGGTTAAATTTTGAGTAAAGTTCCA

Plasmid Vektor PLO01

Knock-in cassette

5°UTR Actin

ACGTATGATGATCTACTATATCTGTTTCACATCTTACCTTTTCCGATCGACGTGCTGTGACACCAGAGTCAGCCCCTTGTTGTCGTGGGTATATTCATTTCACCCGGCGC
1760
TGCATACTACTAGATGATATAGACAAAGTGTAGAATGGAAAAGGCTAGCTGCACGACACTGTGGTCTCAGTCGGGGAACAACAGCACCCATATAAGTAAAGTGGGCCGCG

Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette

5 UTR Actin

e}
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CGTTCACATATTTTGTATATGCACTCAATGCATGAAAGCATAAAACGTATGCACCCATTTTCTGTTGTGTATACTGGTGATTCTGAGGTACTCGGTGGACCGGCGGCCCA

1870
GCAAGTGTATAAAACATATACGTGAGTTACGTACTTTCGTATTTTGCATACGTGGGTAAAAGACAACACATATGACCACTAAGACTCCATGAGCCACCTGGCCGCCGGGT
Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette
5 UTR Actin
CTGAAAGAGGTTTATGTGTCGACTGCGTCAATGTGCACATCCACTAATAAGTTAAATGCTGTTATATCATAATTGTTTTTGCGCTTATTTTTGCCTCCATATCATCCACT
1980
GACTTTCTCCAAATACACAGCTGACGCAGTTACACGTGTAGGTGATTATTCAATTTACGACAATATAGTATTAACAAAAACGCGAATAAAAACGGAGGTATAGTAGGTGA
Plasmid Vektor PLO01
Knock-in cassette
5°UTR Actin
Avril
Bab_181 Bab_14
GGATAATAACCCTTCAAACCTAGGATGAAGAATGA TCTTCCAATCAGAGATACGTCTGC
TTTAGGATAATAACCCTTCAAACCTAGGATGAAGAATGAGTCGACCGTACCATCCAATGTAGCATCTACTGTATCTTCCAATCAGAGATACGTCTGCGCTTCTGTGCATC
2090
AAATCCTATTATTGGGAAGTTTGGATCCTACTTCTTACTCAGCTGGCATGGTAGGTTACATCGTAGATGACATAGAAGGTTAGTCTCTATGCAGACGCGAAGACACGTAG
Plasmid Vektor PLOO1 | Inzert A
Knock-in cassette
5°UTR Actin I
CDS Bdiv_035940c
CAAGGGATCCACAATGTAGTAAAACCACCTTCTCACAGCATCAACAGTATGGCAAGGCGGTTGCGGAGAAATCGGAAATGCCTACACATCATAAGGTGAATCCACGCAGC
2200
GTTCCCTAGGTGTTACATCATTTTGGTGGAAGAGTGTCGTAGTTGTCATACCGTTCCGCCAACGCCTCTTTAGCCTTTACGGATGTGTAGTATTCCACTTAGGTGCGTCG
Knock-in cassette
Inzert A
CDS Bdiv_035940c
Bab_96
GTGGAAGTATATCGCTGCT.
GGGCCACCGAATGACCCAGATTGTGGAAGTATATCGCTGCTAGAGCTGCCGCCTAACGCTGTCGATCATATCCAACACGTGAACAAGAATGCATGCTGGCAGCACGATAG
2310
CCCGGTGGCTTACTGGGTCTAACACCTTCATATAGCGACGATCTCGACGGCGGATTGCGACAGCTAGTATAGGTTGTGCACTTGTTCTTACGTACGACCGTCGTGCTATC
Knock-in cassette
Inzert A
CDS Bdiv_035940c
GATGTATAACCATGATAACCGGAATAAGAAGATTCAACACTGCGGGGATAACGTGGACTGCCGCCAGCCTCCTATGGCTAGGCACGGGTCTACAGAATGCAAGTCTGAGA
2420
CTACATATTGGTACTATTGGCCTTATTCTTCTAAGTTGTGACGCCCCTATTGCACCTGACGGCGGTCGGAGGATACCGATCCGTGCCCAGATGTCTTACGTTCAGACTCT
Knock-in cassette
Inzert A
CDS Bdiv_035940c
ACATATTGGTACTATTGGCCT
Bab_97
AACACATGTTACGTGCAGCCGTCAGCATGGATTCACAAACCAGACCAGTATATAATTCGCTATGCACTAAATGCATGCCGGAGGAGGATAAGATTACGAAGGGGTTCACG
2530

TTGTGTACAATGCACGTCGGCAGTCGTACCTAAGTGTTTGGTCTGGTCATATATTAAGCGATACGTGATTTACGTACGGCCTCCTCCTATTCTAATGCTTCCCCAAGTGC

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c
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GGCCTTCTAATACAAACCCCAATTTTTAATTACGTCAATGAGCCCAAGCCACAGTCGTCGAGGGATGTGACTCCAACTTTTGACAGATCTTTGTTGATCCACGAAACTGC
2640
CCGGAAGATTATGTTTGGGGTTAAAAATTAATGCAGTTACTCGGGTTCGGTGTCAGCAGCTCCCTACACTGAGGTTGAAAACTGTCTAGAAACAACTAGGTGCTTTGACG

Knock-in cassette

Inzert A

CDS Bdiv_035940c

GCTCGTCGACGGAATGAGCATTAATGATGTGTATGAACTTTACAGTCACCGCTTGGGCAAGGGCAGCTACGGCCAGGTGCTCAAAGCaTGCCACAGGGAGACTGGGGAAG
2750
CGAGCAGCTGCCTTACTCGTAATTACTACACATACTTGAAATGTCAGTGGCYAACCCGTTCCCGTCGATGCCGGTCCACGAGTTTCGtACGGTGTCCCTCTGACCCCTTC

Knock-in cassette

Inzert A

CDS Bdiv_035940c

TGAAGGCGGTTAAAGTGATCAGGAAGGCGAGTATAGAGAACGCCATGCGGATGAAGCGCGAGATTGCTATCATGTAAGTTTAGAGCTAAAAACATTTAACCTGCCGAAGG
2860
ACTTCCGCCAATTTCACTAGTCCTTCCGCTCATATCTCTTGCGGTACGCCTACTTCGCGCTCTAACGATAGTACATTCAAATCTCGATTTTTGTAAATTGGACGGCTTCC

Knock-in cassette

Inzert A

CDS Bdiv_035940c

intron

AAAACTCTGGATCATCCCAACATTGTAAAGCTATTAGAAGTGTACGAAGATGAAGAGTGCCTCTATCTCGTGATGGAGATGTGCAGCGGCGGCGAGCTTTTTGATGAGAT
2970
TTTTGAGACCTAGTAGGGTTGTAACATTTCGATAATCTTCACATGCTTCTACTTCTCACGGAGATAGAGCACTACCTCTACACGTCGCCGCCGCTCGAAAAACTACTCTA

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

TGTAAGGCGCGGCTGTTTCAGTGAGGACTATGCCGCGACGGTAATGCGGCAGATCTTTTCTGCCATTTCCTACTGCCACGGTAAGAGTATCTTGCACCGAGACCTCAAGC
3080
ACATTCCGCGCCGACAAAGTCACTCCTGATACGGCGCTGCCATTACGCCGTCTAGAAAAGACGGTAAAGGATGACGGTGCCATTCTCATAGAACGTGGCTCTGGAGTTCG

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

CTGAAAACATTCTCTACGCAAATAAAAATAATGATTCGCCAATCAAGGTGATTGACTGGGGGTTTGCTACGAAATGCCGCAAGGCGCATAAATTCCACACGTTGGTGGGC
3190
GACTTTTGTAAGAGATGCGTTTATTTTTATTACTAAGCGGTTAGTTCCACTAACTGACCCCCAAACGATGCTTTACGGCGTTCCGCGTATTTAAGGTGTGCAACCACCCG

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

ACACCATACTACGTAGCACCTGAGGTGTTACTTGGGAACTACGACAAGAGTTGCGATATTTGGAGCGCTGGCGTCATTCTGTTCATCATGCTTGTTGGATACCCACCTTT
3300
TGTGGTATGATGCATCGTGGACTCCACAATGAACCCTTGATGCTGTTCTCAACGCTATAAACCTCGCGACCGCAGTAAGACAAGTAGTACGAACAACCTATGGGTGGAAA

Knock-in cassette

Inzert A

CDS Bdiv_035940c

~J
=]
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CCACGGTAATGACAATGCAACCATTTTGCGAAATGTGAAGAGGGGGACGATCAACTTTGTACCTCACCATTGGAAAAACATCTCCAAGAGCGCAATCGACCTTATCACAC
3410
GGTGCCATTACTGTTACGTTGGTAAAACGCTTTACACTTCTCCCCCTGCTAGTTGAAACATGGAGTGGTAACCTTTTTGTAGAGGTTCTCGCGTTAGCTGGAATAGTGTG

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

GCTGCCTTTCTTATGATCCAAGATACAGAATCACTGCGAAGGCGGCGTTCAATCATGAGTGGATCCTCCAAAAGGCAACCTCTATTTATGTCAGCCCTGTACTACGTCAA
3520
CGACGGAAAGAATACTAGGTTCTATGTCTTAGTGACGCTTCCGCCGCAAGTTAGTACTCACCTAGGAGGTTTTCCGTTGGAGATAAATACAGTCGGGACATGATGCAGTT

Knock-in cassette

Inzert A

CDS Bdiv_035940c

TCACTCACCAAGGATCTGGTCAAACGGTTCCAGAAGTTCGACCAGTACAACAGTATGAAGCGACTGGCGCTCACTTGTATTGCGCACCACCTGTCGGACATGGATATTGG
3630
AGTGAGTGGTTCCTAGACCAGTTTGCCAAGGTCTTCAAGCTGGTCATGTTGTCATACTTCGCTGACCGCGAGTGAACATAACGCGTGGTGGACAGCCTGTACCTATAACC

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

TCCGCTCAGCACGGCCTTCGAAGTGCTAAACATGGAGGGCAACGGAGTGCTCTACGTTAAGGACATTGTGAAGGGTTTGCAAAATGATAAGGCCAGGGGTCAGTATGACC
3740
AGGCGAGTCGTGCCGGAAGCTTCACGATTTGTACCTCCCGTTGCCTCACGAGATGCAATTCCTGTAACACTTCCCAAACGTTTTACTATTCCGGTCCCCAGTCATACTGG

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

CCGCCATGGAGAGTCTCCTgGAGAATCTTGACACGAATGGGAACGGTGCAATCGACTATGTCGAGTTCATCGCTGCTTCCATGGAGCAGGATGTTTATATGCAGAAGGAC
3850
GGCGGTACCTCTCAGAGGACCTCTTAGAACTGTGCTTACCCTTGCCACGTTAGCTGATACAGCTCAAGTAGCGACGAAGGTACCTCGTCCTACAAATATACGTCTTCCTG

Knock-in cassette

Inzert A

>

CDS Bdiv_035940c

TTCTGTATGAAGGCATTCAAGGTATTCGACCTGGAAGGCCAAGGTGTTATCACACGTGAGAACATGCGGAAGGTGTTTCAGTGCGACATGAGTCGCGGCGAGTTCTCCGA
3960
AAGACATACTTCCGTAAGTTCCATAAGCTGGACCTTCCGGTTCCACAATAGTGTGCACTCTTGTACGCCTTCCACAAAGTCACGCTGTACTCAGCGCCGCTCAAGAGGCT

Knock-in cassette

Inzert A

CDS Bdiv_035940c

TGATTTTGTGGAAGAGATATTCAATGAGGTTGATCTGGACAGAGATGGTGTAATAAACTACACCGACTTCTGTACCATGCTATACGGGCTGTCACGGCCCGGAGATGTAG
4070
ACTAAAACACCTTCTCTATAAGTTACTCCAACTAGACCTGTCTCTACCACATTATTTGATGTGGCTGAAGACATGGTACGATATGCCCGACAGTGCCGGGCCTCTACATC

Knock-in cassette

Inzert A
CDS Bdiv_035940c
CCAACTAGACCTGTCTCTACCACAT
Bab_15
71
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Ascl

CCACATTAGACGGCGCGCCtGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTATGAGTAAGGGAGAAGAGTTGTTTACTGGAGTTGTTCCAATTCTTGTAGAATTGGACGGA
4180
GGTGTAATCTGCCGCGCGGaCCTCCACCTCCAAGACCTCCACCTCCAAGATACTCATTCCCTCTTCTCAACAAATGACCTCAACAAGGTTAAGAACATCTTAACCTGCCT

Knock-in cassette

Inzert A

i ., v v 5 1 4 4 4 5 1 4 4 4 5 4 4 4 4 10 v 4 v 4 15 4 4 4 20
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly

[ GGGGS-linker »[ GGGGS-linker >

CDS Bdiv_035940c

GATGTAAATGGTCACAAATTTTCAGTTTCTGGTGAAGGAGAAGGTGATGCTACATACGGTAAATTAACTTTAAAGTTCATTTGCACTACAGGAAAACTTCCAGTACCATG
4290
CTACATTTACCAGTGTTTAAAAGTCAAAGACCACTTCCTCTTCCACTACGATGTATGCCATTTAATTGAAATTTCAAGTAAACGTGATGTCCTTTTGAAGGTCATGGTAC

Knock-in cassette

Inzert A

.o o4y 25 v oy oy 4 30 oy oy oy 35 4 4 4 ., 40 v 4 4 4, 45 4 4 4 4 50 4 4 4 4 55 4
Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp

CAAAGACCACTTCCTCTTCCACTA
Bab_46

GCCTACTTTAGTTACCACCTTGACTTATGGAGTTCAGTGCTTCTCACGTTACCCAGATCACATGAAGCAACACGACTTCTTTAAGTCTGCTATGCCAGAGGGATACGTTC

4400
CGGATGAAATCAATGGTGGAACTGAATACCTCAAGTCACGAAGAGTGCAATGGGTCTAGTGTACTTCGTTGTGCTGAAGAAATTCAGACGATACGGTCTCCCTATGCAAG

Knock-in cassette

Inzert A

., 60 o o o , 65 4 4 4 4 70 4 4 4 4 75 4 4 4 , 8 4 4 v v 8 4 4 4 4 9% , 4
Pro Thr Leu Val Thr Thr Leu Thr Tyr Gly Val GIn Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp His Met Lys GIn His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val

AGGAGAGAACAATTTTCTTCAAAGACGACGGTAACTACAAAACTCGTGCAGAGGTAAAATTTGAGGGTGACACCCTTGTTAACAGGATAGAACTTAAAGGTATTGATTTT
4510
TCCTCTCTTGTTAAAAGAAGTTTCTGCTGCCATTGATGTTTTGAGCACGTCTCCATTTTAAACTCCCACTGTGGGAACAATTGTCCTATCTTGAATTTCCATAACTAAAA

Knock-in cassette

Inzert A

, 95 , 4+ 4 ., 100 , , ., ., 105, , , ., 120, . ., ., 115, . . ., 120 4 4 ., 125, 4 4 , 130
GIn Glu Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly Ile Asp Phe

AAGGAGGATGGTAATATTTTAGGACATAAGTTGGAATACAATTACAACAGTCATAATGTGTATATTATGGCAGACAAGCAGAAAAATGGTATAAAAGTAAACTTTAAGAT
4620
TTCCTCCTACCATTATAAAATCCTGTATTCAACCTTATGTTAATGTTGTCAGTATTACACATATAATACCGTCTGTTCGTCTTTTTACCATATTTTCATTTGAAATTCTA

Knock-in cassette

Inzert A

. 4 4 4 135 4 4 ., 140, . ., ., 145, , ., ., 150, v 4 ., 155, 4 , , 160, 4 4 165 ,
Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys GIn Lys Asn Gly Ile Lys Val Asn Phe Lys Ile

Bab_44
GCCTGACAATCACTATCTTT

TAGGCATAACATTGAGGATGGAAGTGTGCAATTAGCTGACCACTATCAGCAAAATACACCTATTGGTGATGGTCCTGTATTGTTGCCTGACAATCACTATCTTTCTACAC

4730
ATCCGTATTGTAACTCCTACCTTCACACGTTAATCGACTGGTGATAGTCGTTTTATGTGGATAACCACTACCAGGACATAACAACGGACTGTTAGTGATAGAAAGATGTG

Knock-in cassette

Inzert A

L L 170 L L 175 L L . 180 L L L 185 L L 190 L L . 195 L L 200 L L
Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Ser Val GIn Leu Ala Asp His Tyr GIn GIn Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr

3
[\S}

Printed from SnapGene®: ctvrtek 4. dub 2024 12:39 Page 7



PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Xhol

AAAGTAAATTAAGTAAGGACCCAAACGAGAAACGTGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTGACCGCCGCCGGTATTACTCACGGAATGGATGAGCTTTATAAAGCACTC
4840

TTTCATTTAATTCATTCCTYGGTTTGCTCTTTGCACTGGTGTACCAAAATAATCTTAAGCACTGGCGGCGGCCATAATGAGTGCCTTACCTACTCGAAATATTTCGTGAG

Knock-in cassette

Inzert A

205 1 1 210 1 1 215 1 1 220 1 1 . 225 1 1 . 230 1 1 235 1 1 240
GIn Ser Lys Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Ala Leu

NotI

Bab_183 a

GAGTATCCGTACGACGTCCCGGACTACGCTGGCTATCCCTATGATGTGCCCGATTATGCGGGTTATCCGTACGATGTTCCAGATTATGCCTAAGCGGCCGCATTGCTGTG
4950

CTCATAGGCATGCTGCAGGGCCTGATGCGACCGATAGGGATACTACACGGGCTAATACGCCCAATAGGCATGCTACAAGGTCTAATACGGATTCGCCGGCGTAACGACAC

Knock-in cassette

Inzert A |[ Inzert B

L ! ! L 245 ! L 250 L L . 255 L ! L 260 ! ! L 265 ! L L 270
Glu Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala

terminator CAM

i v v 5 v v v 1 4 v 5 v v v 1 v 4 45 4 o4 00
Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala

HA epitope (1) L HA epitope (2) L HA epitope (3)
overhang_inzert_B

overhang_inzert_A
CGTAACGACAC
Bab_182

TACTGGACCGACGCGTTGGCCTCTGTAGCCTTGGTCTTCTGGTCATCATTTTCCCCTGTTCGCGCTGATACTTTGCGTAATACGGCTTACCCTCTCGTTTCTCTCGCGCA

5060
ATGACCTGGCTGCGCAACCGGAGACATCGGAACCAGAAGACCAGTAGTAAAAGGGGACAAGCGCGACTATGAAACGCATTATGCCGAATGGGAGAGCAAAGAGAGCGCGT

Knock-in cassette

Inzert B

terminator CAM

overhang_inzert_B

ATGACCTGGg

Bab_182

TAGTAGTCGCATAGCGATTTGATATAGTTGTTGATGTTCAAAACCTTATGCtTCACGCTCTCCTTGATGGAGGTGAGATCGCATCCTCGGTTGGCTTCAGTTAGGTACTC
5170

ATCATCAGCGTATCGCTAAACTATATCAACAACTACAAGTTTTGGAATACGAAGTGCGAGAGGAACTACCTCCACTCTAGCGTAGGAGCCAACCGAAGTCAATCCATGAG

Knock-in cassette

Inzert B

terminator CAM

ATCCGCGACCTTAACAAGTCCTATGAGCAGGGTGTACTTCCCACACTCGGTTTTTGCCGGTTCAGGCTCCETTTTGCGCGATGTGTGCCCGTAAGACAGGCAGCTAATGT
5280

TAGGCGCTGGAATTGTTCAGGATACTCGTCCCACATGAAGGGTGTGAGCCAAAAACGGCCAAGTCCGAGGAaAAAACGCGCTACACACGGGCATTCTGTCCGTCGATTACA

Knock-in cassette

Inzert B

terminator CAM

ACAGGTGTGTAGGCGCCGATGCGTGGGAGCTCAGCGCATCGCCACGTGTATTTGATCACGCGGCTTAATTTATGCTTAACCATCACGCCTAGCGACGGCGAAAACGCCGA
5390

TGTCCACACATCCGCGGCTACGCACCCTCGAGTCGCGTAGCGGTGCACATAAACTAGTGCGCCGAATTAAATACGAATTGGTAGTGCGGATCGCTGCCGCTTTTGCGGCT

Knock-in cassette

Inzert B

~]
W

terminator CAM
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Bab 100 GTATGTGCCAAATAC|
CTACGGTGAGATAGT,

CCAAGTGTTTATTTATGGGGTCTGCCTTTGGCGCTGGTTGATAGGATTAAGGGTACATTTACTACGGTGAGATAGTTGTGTAACCAAATACTATTTGATTTCGTATAATG
5500
GGTTCACAAATAAATACCCCAGACGGAAACCGCGACCAACTATCCTAATTCCCATGTAAATGATGCCACTCTATCAACACATTGGTTTATGATAAACTAAAGCATATTAC

Knock-in cassette

Inzert B

terminator CAM

Agel

TGTTCGAACCGGCATCTGAACCGGTGTTTGGCACTGTTGCTCCGCCCAGGTGAAGTTACGTAGTCTTATAATGCTGATCAAAGGAACACTTGTTGAAGCTCCTGTGCCCC
5610
ACAAGCTTGGCCGTAGACTTGGCCACAAACCGTGACAACGAGGCGGGTCCACTTCAATGCATCAGAATATTACGACTAGTTTCCTTGTGAACAACTTCGAGGACACGGGG

Knock-in cassette Resistance cassette

Inzert B

terminator CAM |

GTCATATTCTTTTCACGGGTGTTATTTTTAGCGAATTAGTTTATTTACCTGTATGGGTGGTACTGCGCCTTGCGGTTCCCAACAAGCGTCTCTATTATAGTGGCATGACT
5720
CAGTATAAGAAAAGTGCCCACAATAAAAATCGCTTAATCAAATAAATGGACATACCCACCATGACGCGGAACGCCAAGGGTTGTTCGCAGAGATAATATCACCGTACTGA

Resistance cassette

Inzert B

ACCACGATTAGTTTAGATTCTGCGATTATTTCATCGAGACATGTGTATGTCGAGTAGGTGTTTCATATCTTTCGTTTTATCGTTGCGTTTATAGTCACGCGTTACTCCTC
5830
TGGTGCTAATCAAATCTAAGACGCTAATAAAGTAGCTCTGTACACATACAGCTCATCCACAAAGTATAGAAAGCAAAATAGCAACGCAAATATCAGTGCGCAATGAGGAG

Resistance cassette

Inzert B

TCTGTGCGAGTTCGTTCATTGTATGCTATCCGTCACGGCGTATAACTAGAACGTGCACATAGTGTTTATATATATTATTTATGTACATTCGTATTAGGGCGCAATATTTG
5940
AGACACGCTCAAGCAAGTAACATACGATAGGCAGTGCCGCATATTGATCTTGCACGTGTATCACAAATATATATAATAAATACATGTAAGCATAATCCCGCGTTATAAAC

Resistance cassette

Inzert B

TCTCCTGGCGTGGGTGTTTGTTTCTCTTGGCTGGAGGACAGCTCTGTGCCTTGATGTTATACGTCTGCCTTATATATGCGCCGCGGTTCGATGTTATGTGAGATATAGTT
6050
AGAGGACCGCACCCACAAACAAAGAGAACCGACCTCCTGTCGAGACACGGAACTACAATATGCAGACGGAATATATACGCGGCGCCAAGCTACAATACACTCTATATCAA

Resistance cassette

Inzert B

CCATATTAACGATACAATAGCCTATATCGCCATTACATTTTCCTACTCCGGTATAATTATACTGTAATATGCGTTCTTCACGTTTACATCTTGTGTACTGTAATAAACCT
6160
GGTATAATTGCTATGTTATCGGATATAGCGGTAATGTAAAAGGATGAGGCCATATTAATATGACATTATACGCAAGAAGTGCAAATGTAGAACACATGACATTATTTGGA

Resistance cassette

Inzert B

3 |

Printed from SnapGene®: ctvrtek 4. dub 2024 12:39 Page 9



PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Spel

Bab_99
ATGGTTGGTTCGCTAAACTGCA

Bab_99
ATGGTTGGTTCGCTAAACTGCA

CGCATTTGCATGTATACAGCTGATATTATAATCCTTTGCAGATTAATGGTACCTTGTAATCACTAGTATGGTTGGTTCGCTAAACTGCATCGTCGCTGTGTCCCAGAACA

6270
GCGTAAACGTACATATGTCGACTATAATATTAGGAAACGTCTAATTACCATGGAACATTAGTGATCATACCAACCAAGCGATTTGACGTAGCAGCGACACAGGGTCTTGT

Resistance cassette

Inzert B

1 1 1 1 5 1 1 1 . 10 1 1 1
Met Val Gly Ser Leu Asn Cys Ile Val Ala Val Ser GIn Asn

hDHFR >

TGGGCATCGGCAAGAACGGGGACCTGCCCTGGCCACCGCTCAGGAACGAATTTAGATATTTCCAGAGAATGACCACAACCTCTTCAGTAGAAGGTAAACAGAATCTGGTG

6380
ACCCGTAGCCGTTCTTGCCCCTGGACGGGACCGGTGGCGAGTCCTTGCTTAAATCTATAAAGGTCTCTTACTGGTGTTGGAGAAGTCATCTTCCATTTGTCTTAGACCAC

Resistance cassette

Inzert B

5, v 4 20 v 4 4 25 4 4 4 4, 30 v 4 4 4 35 4 4 4 ., 4 , v 4 4 45 4 4 4 4 50
Met Gly Ile Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Trp Pro Pro Leu Arg Asn Glu Phe Arg Tyr Phe GIn Arg Met Thr Thr Thr Ser Ser Val Glu Gly Lys GIn Asn Leu Val

hDHFR

ATTATGGGTAAGAAGACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGGTAGAATTAATTTAGTTCTCAGCAGAGAACTCAAGGAACCTCCACAAGGAGCTCA

6490
TAATACCCATTCTTCTGGACCAAGAGGTAAGGACTCTTCTTAGCTGGAAATTTCCCATCTTAATTAAATCAAGAGTCGTCTCTTGAGTTCCTTGGAGGTGTTCCTCGAGT

Resistance cassette

Inzert B

. 4+ 4 55 4 4 4 ., 60 , 4 4 ., 65 , 4 4 4 70 v 4 4 4 75 4 4 . , 8 5 4 4 ., 8 ,
Ile Met Gly Lys Lys Thr Trp Phe Ser Ile Pro Glu Lys Asn Arg Pro Leu Lys Gly Arg Ile Asn Leu Val Leu Ser Arg Glu Leu Lys Glu Pro Pro GIn Gly Ala His

hDHFR

TTTTCTTTCCAGAAGTCTtGATGATGCCTTAAAACTTACTGAACAACCAGAATTAGCAAATAAAGTAGACATGGTCTGGATAGTTGGTGGCAGTTCTGTTTATAAGGAAG

6600
AAAAGAAAGGTCTTCAGAaCTACTACGGAATTTTGAATGACTTGTTGGTCTTAATCGTTTATTTCATCTGTACCAGACCTATCAACCACCGTCAAGACAAATATTCCTTC

Resistance cassette

Inzert B

L % 5 4 4 4 9 4 4 4,100 4 , , 05, 4 o 4110, 4 4 o 115, 4 4 oy 120 0 4y
Phe Leu Ser Arg Ser Leu Asp Asp Ala Leu Lys Leu Thr Glu GIn Pro Glu Leu Ala Asn Lys Val Asp Met Val Trp Ile Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Lys Glu

hDHFR

CCATGAATCACCCAGGCCATCTTAAACTATTTGTGACAAGGATCATGCAAGACTTTGAAAGTGACACGTTTTTTCCAGAAATTGATTTGGAGAAATATAAACTTCTGCCA

6710
GGTACTTAGTGGGTCCGGTAGAATTTGATAAACACTGTTCCTAGTACGTTCTGAAACTTTCACTGTGCAAAAAAGGTCTTTAACTAAACCTCTTTATATTTGAAGACGGT

Resistance cassette

Inzert B

25, , . ., 130, v 4 ., 135, 4 , ., 140, , ., ., 145, , 4 ., 150, 4 ., 155, 4 4 , 160
Ala Met Asn His Pro Gly His Leu Lys Leu Phe Val Thr Arg Ile Met GIn Asp Phe Glu Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu Ile Asp Leu Glu Lys Tyr Lys Leu Leu Pro

hDHFR >

GAATACCCAGGTGTTCTCTCTGATGTCCAGGAGGAGAAAGGCATTAAGTACAAATTTGAAGTATATGAGAAGAATGATGCTATTCGTTGCAGATTCGAGCACATCATAAG

6820
CTTATGGGTCCACAAGAGAGACTACAGGTCCTCCTCTTTCCGTAATTCATGTTTAAACTTCATATACTCTTCTTACTACGATAAGCAACGTCTAAGCTCGTGTAGTATTC

Resistance cassette

Inzert B

. 4 ., 165, 4 4 170 4 4 ., 175 4 ., ., 18 , 4 ., ., 18 , 4 4 4 190 , ., 4 o, 195, 4
Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Asp Val GIn Glu Glu Lys Gly Ile Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Asn Asp Ala Ile Arg Cys Arg Phe Glu His Ile Ile Ar

hDHFR
GGTCCTCCTCTTTCCGTAATTCAT
Bab_195

~

5
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HindIII

AAACCAGATCGTATTTGGCACATACACTATCTCACCGTAGAAGCTTTTCGATATCAGATTTAATGCTAGTTAATTCAAAAAGCCTCTTGCAGCGGCTAGCACGGTTACCG
6930
TTTGGTCTAGCATAAACCGTGTATGTGATAGAGTGGCATCTTCGAAAAGCTATAGTCTAAATTACGATCAATTAAGTTTTTCGGAGAACGTCGCCGATCGTGCCAATGGC

Inzert B | Plasmid Vektor PLO01

Resistance cassette

. 200 1 1 . 205 1 1 210
Asn GIn Ile Val Phe Gly Thr Tyr Thr Ile Ser Pro

hDHFR

3°UTR CRT

[ overhang_HindIII 3CRT |

CATAAACCGTGTATGTGATAGAGTGGCAT
Bab_100
GTGGCATCTTCGAAAAGCTATAGTCTAAATTA
Bab_184

ATACATATTGGTACAGCTGCTGTTACGTACTATAGGAGGTAGCACTAAATATTTAGTGGAGATGGAACGCTGCGTGAGTTCTTGCCTGTTGTGTATACGTCGACCACTTG

7040

-
>
_|
@
_‘
>
E
o
pu
_‘
(]
_|
(@]
(]
>
(@]
@
>
g
_‘
@
g
_‘
@
e
>
_‘
o
o
_‘
o
S
_‘
o
o)
_|
(2]
>
_|
_|
_‘
>
§
_|
(<]
>
)
(@]
_|
o
_‘
>
(@]
o
_‘
_|
@
A
(2]
>
(@]
(2]
o
>
(@]
_‘
g
g
(@]
(2]
@
>
%
o
>
o
>
3
_‘
@
o
>
@
o
_|
@
(@]
=
$
o

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°UTR CRT

7150

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°UTR CRT

7260

Plasmid Vektor PLO01
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Resistance cassette

3'UTR CRT
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7370
GAATCCTTTACAATTTACTTTTGTCAAACTGCCAATTCAACAAGGTTAACATTCTTTTGGCCGAGAAGAAACAACGTGCAGTACCGATGCGATGCACGACGCACACACAA

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°'UTR CRT

7480

Plasmid Vektor PLO01
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Resistance cassette

3°UTR CRT
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7590
AAGTACCGACGTCTAATAAACCCGCAAATTCGGCGCAACAAACGTGCCCCGAGGAACCGATTGTCACAGTGATACCGAAAGTGCGCAAGGTGTATACTCCTACTTCCACA

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°UTR CRT

(o)}
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7700
ACAAAGTTCACACTATTCGATAAGACTATAGGTCGGGGCACAACATAATAAGTGCCTCGAGTCGGGAAGACACTTGTACAAACCAAAGTACTATCGGTTTGGGATTACCC

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°'UTR CRT

GAAATAATATTGTTTTAGACGGAAAGAATGCTTGCTGCACTCAATAGCTACCGTGATTTTCATTCGTCACCACATCTCGAATGGTAGGATGCAACGGTTTCGTTTCGTGG
7810
CTTTATTATAACAAAATCTGCCTTTCTTACGAACGACGTGAGTTATCGATGGCACTAAAAGTAAGCAGTGGTGTAGAGCTTACCATCCTACGTTGCCAAAGCAAAGCACC

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°UTR CRT

ATCACGATGTTCAGGAGCAGCAAACTAGCGTCAGACGCTCGCAGGTCAGCGAACGAGGTTAGCGTTACCAAATCCGTCTTCACTTGTCGTAGCTGAGCCGCCGCGTTAGT
7920
TAGTGCTACAAGTCCTCGTCGTTTGATCGCAGTCTGCGAGCGTCCAGTCGCTTGCTCCAATCGCAATGGTTTAGGCAGAAGTGAACAGCATCGACTCGGCGGCGCAATCA

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°UTR CRT

TGCAACCTTCCGCTGTATTACCGTGATGAGATTGGGACCAACTACGTTGCATCGGACGTCGCATCCTTCACGGAGGAGCTCGCTGCCAGGTTCTGGTACGAGGGCCACAG
8030
ACGTTGGAAGGCGACATAATGGCACTACTCTAACCCTGGTTGATGCAACGTAGCCTGCAGCGTAGGAAGTGCCTCCTCGAGCGACGGTCCAAGACCATGCTCCCGGTGTC

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3'UTR CRT

TGATTACGACTTCCAGGAAGGTGGGTTACGAGAGTTAATAGTGTTTGACCATCATTGCAGGCGGTCCTGAGAACCGTAATCCCAATGTTTTGTCGTTTACGCAGCTCGTT
8140
ACTAATGCTGAAGGTCCTTCCACCCAATGCTCTCAATTATCACAAACTGGTAGTAACGTCCGCCAGGACTCTTGGCATTAGGGTTACAAAACAGCAAATGCGTCGAGCAA

Plasmid Vektor PLO01

Resistance cassette

3°'UTR CRT

TGGAAGTCCTCAAAGGTACCTTAGCACTCCCTGTTACATATTATATATGCCACAGGATGTTGGTTGCGGAGTTGCTTGCTGCGATAAGGAGCGGTTGATCCTTGTCTGTC
8250
ACCTTCAGGAGTTTCCATGGAATCGTGAGGGACAATGTATAATATATACGGTGTCCTACAACCAACGCCTCAACGAACGACGCTATTCCTCGCCAACTAGGAACAGACAG

Plasmid Vektor PLO01

Resistance cassette

3°UTR CRT

GTTTTCACCCAGCTGGAAACATACAGGGTATGCTATGCTAGTGTGTCTAATGACATATTTATAGGCTACTATACACAGAACGTCCTTGAGAAGGTAAGTCACACTCCCTT
8360
CAAAAGTGGGTCGACCTTTGTATGTCCCATACGATACGATCACACAGATTACTGTATAAATATCCGATGATATGTGTCTTGCAGGAACTCTTCCATTCAGTGTGAGGGAA

Plasmid Vektor PLO01
Resistance cassette

3°UTR CRT

N
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Xbal

AGTCTAGActatagtgagtcgtattacaattcactggccgtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgecagecacatccecee
8470
TCAGATCTgatatcactcagcataatgttaagtgaccggcagcaaaatgttgcagcactgacccttttgggaccgcaatgggttgaattagcggaacgtcgtgtaggggg

Plasmid Vektor PLOO1

| Backbone

Resistance cassette

M13 fwd

TGACCGGCAGCAAAAT(
M13_f

tttcgccagetggecgtaatagcgaagaggcccgecaccgatcgecctteccaacagttgegecagectgaatggegaatggegectgatgeggtattttetecttacgeate

3°UTR CRT

8580
aaagcggtcgaccgcattatcgettctccgggegtggetagecgggaagggttgtcaacgegteggacttaccgettaccgecggactacgccataaaagaggaatgegtag

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

tgtgcggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagccccgacacccgccaacacccgectgacgecgecctgacgg
8690
acacgccataaagtgtggcgtataccacgtgagagtcatgttagacgagactacggcgtatcaattcggtcggggctgtgggecggttgtgggcgactgecgecgggactgec

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

gcttgtctgctecccggecateegettacagacaagetgtgaccgtetecgggagetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgecgagacgaaagggcect
8800
cgaacagacgagggccgtaggcgaatgtctgttcgacactggcagaggccctcgacgtacacagtctccaaaagtggcagtagtggetttgegegetetgettteccgga

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

cgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaaccecctatttgtttatttttet
8910
gcactatgcggataaaaatatccaattacagtactattattaccaaagaatctgcagtccaccgtgaaaagcccctttacacgcgccttggggataaacaaataaaaaga

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

[ AmpR promoter >

aaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatt
9020
tttatgtaagtttatacataggcgagtactctgttattgggactatttacgaagttattataactttttccttctcatactcataagttgtaaaggcacagcgggaataa

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

1, 1 5 1 1 L 10
Met Ser Ile GIn His Phe Arg Val Ala Leu Ile

AmpR promoter > signal sequence
AmpR

ccettttttgeggecattttgecttectgtttttgectcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactgga
9130
gggaaaaaacgccgtaaaacggaaggacaaaaacgagtgggtctttgcgaccactttcattttctacgacttctagtcaacccacgtgctcacccaatgtagettgacct

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone
. ooy 15 oy oy 20 oy oy o025 v o oy o, 30 o o, 35 4 4 o o, 40 oy 4y 45
Pro Phe Phe Ala Ala Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro Glu Thr Leu Val Lys Val Lys Asp Ala Glu Asp GIn Leu Gly Ala Arg Val Gly Tyr Ile Glu Leu Asp
signal sequence 1
AmpR
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tctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgetatgtggecgeggtattatececgtattgacgecg
9240

agagttgtcgccattctaggaactctcaaaagcggggcttecttgcaaaaggttactactcgtgaaaatttcaagacgatacaccgegeccataatagggcataactgegge

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

., 50 , ., 55 , , , , 60 , , , , 65 , + , , 70 , 4 4 4 75 4 4 4 8 v 4 o,
Leu Asn Ser Gly Lys Ile Leu Glu Ser Phe Arg Pro Glu Glu Arg Phe Pro Met Met Ser Thr Phe Lys Val Leu Leu Cys Gly Ala Val Leu Ser Arg Ile Asp Ala

AmpR

ggcaagagcaactcggtcgeccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatge
9350

ccgttctecgttgageccageggegtatgtgataagagtcttactgaaccaactcatgagtggtcagtgtettttegtagaatgectaccgtactgtcattctecttaatacg

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

8 , . 4 , 9 v v 4 v 9 4 4 4 4,100, , 4 ., 105, v 4 o, 110, v o o, 115, 4 4y 120
Gly GIn Glu GIn Leu Gly Arg Arg Ile His Tyr Ser GIn Asn Asp Leu Val Glu Tyr Ser Pro Val Thr Glu Lys His Leu Thr Asp Gly Met Thr Val Arg Glu Leu Cys

AmpR

agtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgettttttgcacaacatgggggatcatgtaac
9460

tcacgacggtattggtactcactattgtgacgccggttgaatgaagactgttgctagectectggettectegattggcgaaaaaacgtgttgtaccecctagtacattg

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

L ! 125 ! ! 130 ! L L 135 L L , 140 L ! , 145 ! ! . 150 ! L L 155 L L
Ser Ala Ala Ile Thr Met Ser Asp Asn Thr Ala Ala Asn Leu Leu Leu Thr Thr Ile Gly Gly Pro Lys Glu Leu Thr Ala Phe Leu His Asn Met Gly Asp His Val Thr

AmpR

tcgecttgatcgttgggaaccggagectgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatgccaacaacgttgegcaaactattaactggeg
9570

agcggaactagcaacccttggectcgacttacttcggtatggtttgetgetegecactgtggtgetacggacatecgttacggttgttgcaacgegtttgataattgaccge

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

160 1 1 165 1 1 . 170 1 1 175 1 1 . 180 1 1 . 185 1 1 ;190 1 1 1
Arg Leu Asp Arg Trp Glu Pro Glu Leu Asn Glu Ala Ile Pro Asn Asp Glu Arg Asp Thr Thr Met Pro Val Ala Met Pro Thr Thr Leu Arg Lys Leu Leu Thr Gly

AmpR

aactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetecggecctteecggetggetggtttattgetgat
9680

ttgatgaatgagatcgaagggccgttgttaattatctgacctacctccgectatttcaacgtcctggtgaagacgcgagccgggaaggccgaccgaccaaataacgacta

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

195 L L 200 L L 205 L L L 210 L L L 215 L L 220 L L L 225 L L L 230
Glu Leu Leu Thr Leu Ala Ser Arg GIn GIn Leu Ile Asp Trp Met Glu Ala Asp Lys Val Ala Gly Pro Leu Leu Arg Ser Ala Leu Pro Ala Gly Trp Phe Ile Ala Asp

AmpR

aaatctggagccggtgagcgtgggtctcgecggtatcattgcagcactggggccagatggtaageccctecccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactat
9790

tttagacctcggccactcgcacccagagcgccatagtaacgtcgtgaccccggtctaccattcgggagggcatagcatcaatagatgtgectgecccctcagtccgttgata

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

1 1 235 1 1 L 240 1 1 L 245 1 1 . 250 1 1 . 255 1 1 L 260 1 1 L 265 1 1
Lys Ser Gly Ala Gly Glu Arg Gly Ser Arg Gly Ile Ile Ala Ala Leu Gly Pro Asp Gly Lys Pro Ser Arg Ile Val Val Ile Tyr Thr Thr Gly Ser GIn Ala Thr Met

AmpR
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ggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatt
9900
cctacttgctttatctgtctagcgactctatccacggagtgactaattcgtaaccattgacagtctggttcaaatgagtatatatgaaatctaactaaattttgaagtaa

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

L, 270 o o 40275 4 4 ., 280 , o, o, , 285 ,
Asp Glu Arg Asn Arg GIn Ile Ala Glu Ile Gly Ala Ser Leu Ile Lys His Trp

AmpR

tttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagecgtcagaccccgtagaaaagatcaaa
10 010
aaattaaattttcctagatccacttctaggaaaaactattagagtactggttttagggaattgcactcaaaagcaaggtgactcgcagtctggggcatcttttctagttt

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

ggatcttcttgagatcctttttttctgcgecgtaatctgetgecttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagecggtggtttgtttgeccggatcaagagctaccaactetttt
10 120
cctagaagaactctaggaaaaaaagacgcgcattagacgacgaacgtttgtttttttggtggcgatggtcgeccaccaaacaaacggectagttctcgatggttgagaaaa

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

[ ori >

tccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggeccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacataccteg
10 230
aggcttccattgaccgaagtcgtctcgegtctatggtttatgacaagaagatcacatcggcatcaatccggtggtgaagttcttgagacatcgtggcggatgtatggage

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

ori >

ctctgctaatcctgttaccagtggetgetgccagtggegataagtegtgtecttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtcgggetgaacy
10 340
gagacgattaggacaatggtcaccgacgacggtcaccgctattcagcacagaatggcccaacctgagttctgetatcaatggectattecgegtegecageccgacttge

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

ori >

gggggttcgtgcacacagecccagecttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagectatgagaaagegeccacgcettcccgaagggagaaaggegga
10 450
cccccaagcacgtgtgtcgggtcgaacctegettgetggatgtggettgactctatggatgtegecactegatactetttegeggtgcgaagggettecctetttecgect

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

ori >

caggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctttatagtectgtecgggtttecgecacctetgacttg
10 560
gtccataggccattcgeccgtecccagecttgtectetegegtgetecctegaaggteccectttgeggaccatagaaatatcaggacagecccaaageggtggagactgaac

Plasmid Vektor PLOO1

Backbone

ori >

agcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgccagcaacgecggectttttacggttectggecttttgetggecttttgetcacatgtte
10 670
tcgcagctaaaaacactacgagcagtccccccgecteggatacctttttgeggtegttgecgeccggaaaaatgccaaggaccggaaaacgaccggaaaacgagtgtacaag

Plasmid Vektor PLO01

Backbone

ori >

]

0
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tttcectgegttatccectgattectgtggataaccgtattaccgectttgagtgagectgataccgectecgecgecagecgaacgaccgagecgcagecgagtcagtgagecgagga
10 780
aaaggacgcaataggggactaagacacctattggcataatggcggaaactcactcgactatggcgagcggcgtcggettgetggetegegtegetcagtecactegetect

Plasmid Vektor PLO01

agcggaagagcgcccaatacgcaaaccgectctecccgegegttggecgattcattaatgecagetggcacgacaggttteccgactggaaagecgggcagtgagegecaacy
10 890

tcgecttectcgegggttatgecgtttggcggagaggggcgcgcaaccggctaagtaattacgtcgaccgtgectgtccaaagggctgacctttecgeccgtcactcecgegttge
Plasmid Vektor PLO01

M13_r
GGAAAC

caattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaac
11 000

gttaattacactcaatcgagtgagtaatccgtggggtccgaaatgtgaaatacgaaggccgagcatacaacacaccttaacactcgcctattgttaaagtgtgtcctttg
Plasmid Vektor PLO01

(351 10> 113 rev S

lac promoter

M13_r Xmal
AGCTATGACCAT |

agctatgaccatgattacgccaagctatttaggtgacactatagaatactcCCCGGG 3
eee 11057
tcgatactggtactaatgcggttcgataaatccactgtgatatcttatgagGGGCCC 51

Plasmid Vektor PLO01

[ Sp6promoter >
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PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Enzymes Sites

Agel 1 5520
Ascl 1 4083
AvrIl 1 2003
HindIII 1 6861
NotI 1 4935
Spel 1 6222
Xbal 1 8363
Xhol 1 4838
Xmal 1 11 052

82
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PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Enzymes Sites 2500 5000 7500 10 000
Agel
Ascl
Avril
HindIII
NotI
Spel
Xbal
Xhol
Xmal

ey

e e e

83
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PLO32_assembled.dna

Feature Location
v Knock-in cassette 1 5519
v 5°UTR Actin 1 2002
v overhang_AvrII_5ACT 1985 2008
v Inzert A 2009 4941
v CDS Bdiv_035940c 2009 4081

F 2 segments = 2037 bp
v intron 2824 2859
v GGGGS-linker 4091 4105

/locus_tag = GGGGS-linker

/label = GGGGS-linker

/translation = GGGGS

5 amino acids = 333,3 Da

v GGGGS-linker 4106 4120

/locus_tag = GGGGS-linker(1)

/label GGGGS-linker(1)

/translation = GGGGS

5 amino acids = 333,3 Da

v mEGFP+3xHA 4121 4930

/|ocus_tag = mEGFP

/label = mEGFP

/translation =

(Circular / 11 057 bp)

Size
5519 bp
2002 bp

24 bp
2933 bp
2073 bp

36 bp
15 bp

15 bp

810 bp

ITIII®

1

Type

misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature

CDs

intron
CDS

CDs

Cbs

MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKT
RAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRD

HMVLLEFVTAAGITHGMDELYKALEYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGYPYDVPDYA

270 amino acids = 30,6 kDa

+ITIIIII

!

1

CDs

Cbs

Cbs

misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature
misc_feature

CDs

MVGSLNCIVAVSQNMGIGKNGDLPWPPLRNEFRYFQRMTTTSSVEGKQNLVIMGKKTWFSIPEKNRPLKGRINLVLSRELKEPPQGAHFLSRSLDDALKLTEQPELAN

KVDMVWIVGGSSVYKEAMNHPGHLKLFVTRIMQDFESDTFFPEIDLEKYKLLPEYPGVLSDVQEEKGIKYKFEVYEKNDAIRCRFEHIIRNQIVFGTYTISP*

v HA epitope (1) 4844 4870 27 bp
/note = note="HA" - complement(5968..5994)
/translation = YPYDVPDYA
9 amino acids = 1,1 kDa
v HA epitope (2) 4874 4900 27 bp
/translation = YPYDVPDYA
9 amino acids = 1,1 kDa
v HA epitope (3) 4904 4930 27 bp
/tra nslation = YPYDVPDYA
9 amino acids = 1,1 kDa
v overhang_inzert_A 4928 4941 14 bp
4 Inzert B 4942 6860 1919 bp
4 terminator CAM 4942 5519 578 bp
4 overhang_inzert_B 4942 4960 19 bp
v Resistance cassette 5526 8362 2837 bp
v ef-tgtp_promoter 5526 6221 696 bp
4 hDHFR 6228 6860 633 bp
/translation =
210 amino acids = 24,2 kDa
4 Plasmid Vektor PLOO1 6861 2008 6205 bp
v overhang_HindIII_3CRT 6861 6886 26 bp
4 3 UTRCRT 6867 8362 1496 bp
v Backbone 8369 11 051 2683 bp
v M13 fwd 8393 8409 17 bp
/note = common sequencing primer, one of multiple similar variants

v AmpR promoter
/gene =
v AmpR
F 2 segments
/gene =
/product =

/note =
/translation =

8883

bla
8988

bla
B-lactamase

8987

9848

105 bp

861 bp

tIIII

confers resistance to ampicillin, carbenicillin, and related antibiotics
MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA, HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVT
EKHLTDGMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMPTTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVA
GPLLRSALPAGWFIADKSGAGERGSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*

286 amino acids = 31,6 kDa

Printed from SnapGene®: Ctvrtek 4. dub 2024 12:39
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PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Feature Location Size (] = Type

4 ori 10019 .. 10607 589 bp O —_— rep_origin
/direction = RIGHT
/note = high-copy-number ColE1/pMB1/pBR322/pUC origin of replication

v CAP binding site 10895 .. 10916 22bp H I— protein_bind
/bound_moiety = E. coli catabolite activator protein
/note = CAP binding activates transcription in the presence of cAMP.

4 lac promoter 10931 .. 10961 31 bp O —_— promoter

F 3 segments

/note = promoter for the E. coli lac operon
v lac operator 10969 .. 10985 17bp H I—| protein_bind
/bound_moiety = /ac repressor encoded by /acI
/note = The lac repressor binds to the /ac operator to inhibit transcription in E. coli. This inhibition can be relieved by adding lactose or
isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG).
v M13 rev 10993 .. 11009 17bp H —p  primer_bind
/note = common sequencing primer, one of multiple similar variants
4 SP6 promoter 11 027 .. 11045 19 bp O —_— promoter
/note = promoter for bacteriophage SP6 RNA polymerase

85
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Primer

/ Bab_181

/sequence

v/ Bab_14

/sequence

v Bab_96

/sequence

v Bab_97

/sequence

v/ Bab_15

/sequence

v/ Bab_46

/sequence

v Bab_44

/sequence

v Bab_183

/sequence

v/ Bab_182

/sequence

v/ Bab_100

/sequence

v/ Bab_99

/sequence

v Bab_99

/sequence

v Bab_195

/sequence

v/ Bab_184

/sequence

v/ M13_f

/sequence

v M13_r

/sequence

PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

Length

36-mer

GGATAATAACCCTTCAAACCTAGGATGAAGAATGAG

39% GC / 11 134,4 Da

TCTTCCAATCAGAGATACGTCTGCG
48% GC / 7617,0 Da

GTGGAAGTATATCGCTGCTA
45% GC / 6172,1 Da

TTCCGGTTATCATGGTTATACA
36% GC / 6715,5 Da

TTACACCATCTCTGTCCAGATCAACC
46% GC / 7810,1 Da

CATCACCTTCTCCTTCACCAGAAAC
48% GC / 7465,9 Da

GCCTGACAATCACTATCTTTC
43% GC / 6316,2 Da

GCCTAAGCGGCCGCA
73% GC / 4563,0 Da

CGGTCCAGTACACAGCAATGC
57% GC / 6400,2 Da

CTACGGTGAGATAGTGTATGTGCCAAATAC

43% GC / 9270,1 Da

ATGGTTGGTTCGCTAAACTGCAT
43% GC / 7069,7 Da

ATGGTTGGTTCGCTAAACTGCAT
43% GC / 7069,7 Da

GTACTTAATGCCTTTCTCCTCCTGG
48% GC / 7550,0 Da

25-mer

20-mer

22-mer

26-mer

25-mer

21-mer

15-mer

21-mer

30-mer

23-mer

23-mer

25-mer

33-mer

CATTAAATCTGATATCGAAAAGCTTCTACGGTG

36% GC / 10 135,7 Da

GTAAAACGACGGCCAGT
53% GC / 5228,5 Da

GGAAACAGCTATGACCATG
47% GC / 5845,9 Da

Printed from SnapGene®: Ctvrtek 4. dub 2024 12:39

17-mer

19-mer

@

Binding Sites
1985 .. 2020
2054 .. 2078
2223 2242
2313 2334
3988 .. 4013
4205 .. 4229
4705 .. 4725
4928 .. 4942
4940 .. 4960
5452 .. 5466
6831 6860
6228 .. 6250
6228 .. 6250
6737 .. 6761
6853 6885
8393 8409

10995 .. 11013

b

1

61°C

60°C

53°C

53°C

60°C

59°C

54°C

62°C

61°C

45°C
61°C

60°C

60°C

59°C

59°C

56°C

52°C

Date Added

Ctvrtek 28. bre 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

Ctvrtek 28. bre 2024

Ctvrtek 28. bre 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

Ctvrtek 28. bre 2024

stfeda 3. dub 2024

stfeda 3. dub 2024

86
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Piiloha €. 3 — Aligment sekvence in silico klonovani se sekvenci plasmidu z pozitivni

kolonie
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PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

] <

1 <

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
TCTTGTTCTCTATGCGCATATTCATAGAAGGCAGTAATTCCAGCCATGCTAGATGTTTTTAGCGTTAATGTTTCCTCTATAAGCTATATACATTGCACATGTATGGCTTCATGTATTTTT

TCTTGTTCTCTATGCGCATATTCATAGAAGGCAGTAATTCCAGCCATGCTAGATGTTTTTAGCGTTAATGTTTCCTCTATAAGCTATATACATTGCACATGTATGGCTTCATGTATTTTT
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
CAGCATTACAACTGTTATCATATCTGGTATTCACCACTTAATGTCGCACTTTATGTGCTTTTATTTCTCTTCTCACGTTATAGCAGAGCATTATAGTATCATATATATTCGTGTGCTTAT

CAGCATTACAACTGTTATCATATCTGGTATTCACCACTTAATGTCGCACTTTATGTGCTTTTATTTCTCTTCTCACGTTATAGCAGAGCATTATAGTATCATATATATTCGTGTGCTTAT
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
CTCACCATAAGATTCAAATGCTGGTATTATTAATCCACGTTAATGTTTATTGTGGCATGAGCTATGTGTTGGCCCTACTTGGCGATTGTATATAATAATACAATATCGATGCATCACATA

CTCACCATAAGATTCAAATGCTGGTATTATTAATCCACGTTAATGTTTATTGTGGCATGAGCTATGTGTTGGCCCTACTTGGCGATTGTATATAATAATACAATATCGATGCATCACATA
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
TTTTGGAAGTGTTTAACAGTTTATTGTAGTAATATGCCTGATACCCATGATCCTTTACACTTATATTTAGCTACCGGCTGTATCAACATGAACTTTTTATCAACCATAATGTTTATTCCT

TTTTGGAAGTGTTTAACAGTTTATTGTAGTAATATGCCTGATACCCATGATCCTTTACACTTATATTTAGCTACCGGCTGTATCAACATGAACTTTTTATCAACCATAATGTTTATTCCT
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
TTACCATTACCCCAGCATTATAAACGGGCTTAGTTATAGATTGATGGCACGACTACTACACGAATTCCTATTTAATCTCTCACATGCGCAGATACTTTGTACATTTATTCGTGGAATTGA

TTACCATTACCCCAGCATTATAAACGGGCTTAGTTATAGATTGATGGCACGACTACTACACGAATTCCTATTTAATCTCTCACATGCGCAGATACTTTGTACATTTATTCGTGGAATTGA
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
GGACATATGCCATTCGCTTTTATGATGCACCGCCGCAGATAGTACCTAACAGTGCTAACATGCAGTCATGCATATGTTTATCAGCTATGGGATATATGCTGCCCCGTTGAGTTGCATAAA

GGACATATGCCATTCGCTTTTATGATGCACCGCCGCAGATAGTACCTAACAGTGCTAACATGCAGTCATGCATATGTTTATCAGCTATGGGATATATGCTGCCCCGTTGAGTTGCATAAA
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
ATGCGAGCAAATTAAAAATGAGGCCATGTCAACAATCAACAGATCTACAATGTAGCATGATGCTTCAAAGGCAATGCTGACAAGAATGTTCAAGATGGCACAAATCATAGGCTATAGATA

ATGCGAGCAAATTAAAAATGAGGCCATGTCAACAATCAACAGATCTACAATGTAGCATGATGCTTCAAAGGCAATGCTGACAAGAATGTTCAAGATGGCACAAATCATAGGCTATAGATA
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
AGCTCATTTCGGACAACATTGCCACATCACAAGACGTGCAATCGATGAATTCATGAATGTCACGCTTAGATTCAACAAAGAATCTATTAGATGACAACATGTGATATCAATGACCAAATG

AGCTCATTTCGGACAACATTGCCACATCACAAGACGTGCAATCGATGAATTCATGAATGTCACGCTTAGATTCAACAAAGAATCTATTAGATGACAACATGTGATATCAATGACCAAATG
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
CCAAAACAAGAAAACCGACATACCACCAAACAATAAAACATGTAATGGGTATGTTAACATGCCATGTTTGAACTAATTGTATACAGAAGATACACCCACAAAATATATTTTATGTTACTC

CCAAAACAAGAAAACCGACATACCACCAAACAATAAAACATGTAATGGGTATGTTAACATGCCATGTTTGAACTAATTGTATACAGAAGATACACCCACAAAATATATTTTATGTTACTC
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
GACAATAGTTAAATTGCTTACTACACAATAACGACAGTAACCTATAAAGGATCATAATATACAGGTGCAAATAATACACATCGCAGATAATAGTAATAAAGAGGTCACGAATTCTTTCAT

GACAATAGTTAAATTGCTTACTACACAATAACGACAGTAACCTATAAAGGATCATAATATACAGGTGCAAATAATACACATCGCAGATAATAGTAATAAAGAGGTCACGAATTCTTTCAT
FFTFEFT FFETE P T PR PR PSP PR PR P T T PR PR PP E P T PR PR FPEEE P T PR P PP T T

88

Printed from SnapGene®: Ctvrtek 4. dub 2024 12:59

Page 1



PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
TCAACCGAGATCTTGCAGATGGATAGAATTTTAATGGAAGATACACCAACAATCACATGGTCTACACATTACGATATAATGAGACTTAATATGTATGTGTGAAAAAAATATGAAAAGAGG

1 <
TCAACCGAGATCTTGCAGATGGATAGAATTTTAATGGAAGATACACCAACAATCACATGGTCTACACATTACGATATAATGAGACTTAATATGTATGTGTGAAAAAAATATGAAAAGAGG

T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
TCAGCTGTAGTGGTCTAAAGGCTGTCAGCCTTGTGAGAAATTGGATCTTAAATTTTCAAACTGTGGCGTGAAATTTTAACGGCTAATGTGGAAAAGGTTAGGCCTACGATACACATTAGG

TCAGCTGTAGTGGTCTAAAGGCTGTCAGCCTTGTGAGAAATTGGATCTTAAATTTTCAAACTGTGGCGTGAAATTTTAACGGCTAATGTGGAAAAGGTTAGGCCTACGATACACATTAGG
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
TACATAATGCGGCATTAGTAAATACACAAGATGCCATTATATTCCATGCATAAGGGCACCAATATTGCCGCGATTAGAGACGGGAGCCCCACGGAATCACCCTTTCAACGTGGCCACCTG

TACATAATGCGGCATTAGTAAATACACAAGATGCCATTATATTCCATGCATAAGGGCACCAATATTGCCGCGATTAGAGACGGGAGCCCCACGGAATCACCCTTTCAACGTGGCCACCTG
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
TGCATTGGAACAATCACAATAACCACTGTAATTCCTCTCTGATTACTCAACACCATATCAAAAGGCCCAATTTAAAACTCATTTCAAGGTACGTATGATGATCTACTATATCTGTTTCAC

TGCATTGGAACAATCACAATAACCACTGTAATTCCTCTCTGATTACTCAACACCATATCAAAAGGCCCAATTTAAAACTCATTTCAAGGTACGTATGATGATCTACTATATCTGTTTCAC
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
ATCTTACCTTTTCCGATCGACGTGCTGTGACACCAGAGTCAGCCCCTTGTTGTCGTGGGTATATTCATTTCACCCGGCGCCGTTCACATATTTTGTATATGCACTCAATGCATGAAAGCA

ATCTTACCTTTTCCGATCGACGTGCTGTGACACCAGAGTCAGCCCCTTGTTGTCGTGGGTATATTCATTTCACCCGGCGCCGTTCACATATTTTGTATATGCACTCAATGCATGAAAGCA
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
TAAAACGTATGCACCCATTTTCTGTTGTGTATACTGGTGATTCTGAGGTACTCGGTGGACCGGCGGCCCACTGAAAGAGGTTTATGTGTCGACTGCGTCAATGTGCACATCCACTAATAA

1 <
TAAAACGTATGCACCCATTTTCTGTTGTGTATACTGGTGATTCTGAGGTACTCGGTGGACCGGCGGCCCACTGAAAGAGGTTTATGTGTCGACTGCGTCAATGTGCACATCCACTAATAA

T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
GTTAAATGCTGTTATATCATAATTGTTTTTGCGCTTATTTTTGCCTCCATATCATCCACTTTTAGGATAATAACCCTTCAAACCTAGGATGAAGAATGAGTCGACCGTACCATCCAATGT

GTTAAATGCTGTTATATCATAATTGTTTTTGCGCTTATTTTTGCCTCCATATCATCCACTTTTAGGATAATAACCCTTCAAACCTAGGATGAAGAATGAGTCGACCGTACCATCCAATGT
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
AGCATCTACTGTATCTTCCAATCAGAGATACGTCTGCGCTTCTGTGCATCCAAGGGATCCACAATGTAGTAAAACCACCTTCTCACAGCATCAACAGTATGGCAAGGCGGTTGCGGAGAA

AGCATCTACTGTATCTTCCAATCAGAGATACGTCTGCGCTTCTGTGCATCCAAGGGATCCACAATGTAGTAAAACCACCTTCTCACAGCATCAACAGTATGGCAAGGCGGTTGCGGAGAA
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
ATCGGAAATGCCTACACATCATAAGGTGAATCCACGCAGCGGGCCACCGAATGACCCAGATTGTGGAAGTATATCGCTGCTAGAGCTGCCGCCTAACGCTGTCGATCATATCCAACACGT

ATCGGAAATGCCTACACATCATAAGGTGAATCCACGCAGCGGGCCACCGAATGACCCAGATTGTGGAAGTATATCGCTGCTAGAGCTGCCGCCTAACGCTGTCGATCATATCCAACACGT
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
GAACAAGAATGCATGCTGGCAGCACGATAGGATGTATAACCATGATAACCGGAATAAGAAGATTCAACACTGCGGGGATAACGTGGACTGCCGCCAGCCTCCTATGGCTAGGCACGGGTC

GAACAAGAATGCATGCTGGCAGCACGATAGGATGTATAACCATGATAACCGGAATAAGAAGATTCAACACTGCGGGGATAACGTGGACTGCCGCCAGCCTCCTATGGCTAGGCACGGGTC
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

89
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PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

1 <

1 <

1 <

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
TACAGAATGCAAGTCTGAGAAACACATGTTACGTGCAGCCGTCAGCATGGATTCACAAACCAGACCAGTATATAATTCGCTATGCACTAAATGCATGCCGGAGGAGGATAAGATTACGAA

TACAGAATGCAAGTCTGAGAAACACATGTTACGTGCAGCCGTCAGCATGGATTCACAAACCAGACCAGTATATAATTCGCTATGCACTAAATGCATGCCGGAGGAGGATAAGATTACGAA
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
GGGGTTCACGGGCCTTCTAATACAAACCCCAATTTTTAATTACGTCAATGAGCCCAAGCCACAGTCGTCGAGGGATGTGACTCCAACTTTTGACAGATCTTTGTTGATCCACGAAACTGC

GGGGTTCACGGGCCTTCTAATACAAACCCCAATTTTTAATTACGTCAATGAGCCCAAGCCACAGTCGTCGAGGGATGTGACTCCAACTTTTGACAGATCTTTGTTGATCCACGAAACTGC
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760
GCTCGTCGACGGAATGAGCATTAATGATGTGTATGAACTTTACAGTCACCGCTTGGGCAAGGGCAGCTACGGCCAGGTGCTCAAAGCAaTGCCACAGGGAGACTGGGGAAGTGAAGGCGGT

GCTCGTCGACGGAATGAGCATTAATGATGTGTATGAACTTTACAGTCACCGCTTGGGCAAGGGCAGCTACGGCCAGGTGCTCAAAGCATGCCACAGGGAGACTGGGGAAGTGAAGGCGGT
T T T I T F T e T P P S e T P T FFT S e Tl PRI PR FETE P T P P P S Fre e P

2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
TAAAGTGATCAGGAAGGCGAGTATAGAGAACGCCATGCGGATGAAGCGCGAGATTGCTATCATGTAAGTTTAGAGCTAAAAACATTTAACCTGCCGAAGGAAAACTCTGGATCATCCCAA

TAAAGTGATCAGGAAGGCGAGTATAGAGAACGCCATGCGGATGAAGCGCGAGATTGCTATCATGTAAGTTTAGAGCTAAAAACATTTAACCTGCCGAAGGAAAACTCTGGATCATCCCAA
T T T I T e e T T P e T P T P I P TS el PR T PR T PR Frrel P TS FEE Tl P S

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
CATTGTAAAGCTATTAGAAGTGTACGAAGATGAAGAGTGCCTCTATCTCGTGATGGAGATGTGCAGCGGCGGCGAGCTTTTTGATGAGATTGTAAGGCGCGGCTGTTTCAGTGAGGACTA

CATTGTAAAGCTATTAGAAGTGTACGAAGATGAAGAGTGCCTCTATCTCGTGATGGAGATGTGCAGCGGCGGCGAGCTTTTTGATGAGATTGTAAGGCGCGGCTGTTTCAGTGAGGACTA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
TGCCGCGACGGTAATGCGGCAGATCTTTTCTGCCATTTCCTACTGCCACGGTAAGAGTATCTTGCACCGAGACCTCAAGCCTGAAAACATTCTCTACGCAAATAAAAATAATGATTCGCC

TGCCGCGACGGTAATGCGGCAGATCTTTTCTGCCATTTCCTACTGCCACGGTAAGAGTATCTTGCACCGAGACCTCAAGCCTGAAAACATTCTCTACGCAAATAAAAATAATGATTCGCC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
AATCAAGGTGATTGACTGGGGGTTTGCTACGAAATGCCGCAAGGCGCATAAATTCCACACGTTGGTGGGCACACCATACTACGTAGCACCTGAGGTGTTACTTGGGAACTACGACAAGAG

AATCAAGGTGATTGACTGGGGGTTTGCTACGAAATGCCGCAAGGCGCATAAATTCCACACGTTGGTGGGCACACCATACTACGTAGCACCTGAGGTGTTACTTGGGAACTACGACAAGAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
TTGCGATATTTGGAGCGCTGGCGTCATTCTGTTCATCATGCTTGTTGGATACCCACCTTTCCACGGTAATGACAATGCAACCATTTTGCGAAATGTGAAGAGGGGGACGATCAACTTTGT

TTGCGATATTTGGAGCGCTGGCGTCATTCTGTTCATCATGCTTGTTGGATACCCACCTTTCCACGGTAATGACAATGCAACCATTTTGCGAAATGTGAAGAGGGGGACGATCAACTTTGT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480
ACCTCACCATTGGAAAAACATCTCCAAGAGCGCAATCGACCTTATCACACGCTGCCTTTCTTATGATCCAAGATACAGAATCACTGCGAAGGCGGCGTTCAATCATGAGTGGATCCTCCA

ACCTCACCATTGGAAAAACATCTCCAAGAGCGCAATCGACCTTATCACACGCTGCCTTTCTTATGATCCAAGATACAGAATCACTGCGAAGGCGGCGTTCAATCATGAGTGGATCCTCCA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
AAAGGCAACCTCTATTTATGTCAGCCCTGTACTACGTCAATCACTCACCAAGGATCTGGTCAAACGGTTCCAGAAGTTCGACCAGTACAACAGTATGAAGCGACTGGCGCTCACTTGTAT

AAAGGCAACCTCTATTTATGTCAGCCCTGTACTACGTCAATCACTCACCAAGGATCTGGTCAAACGGTTCCAGAAGTTCGACCAGTACAACAGTATGAAGCGACTGGCGCTCACTTGTAT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S
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1 <

1 <

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
TGCGCACCACCTGTCGGACATGGATATTGGTCCGCTCAGCACGGCCTTCGAAGTGCTAAACATGGAGGGCAACGGAGTGCTCTACGTTAAGGACATTGTGAAGGGTTTGCAAAATGATAA

TGCGCACCACCTGTCGGACATGGATATTGGTCCGCTCAGCACGGCCTTCGAAGTGCTAAACATGGAGGGCAACGGAGTGCTCTACGTTAAGGACATTGTGAAGGGTTTGCAAAATGATAA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
GGCCAGGGGTCAGTATGACCCCGCCATGGAGAGTCTCCTYgGAGAATCTTGACACGAATGGGAACGGTGCAATCGACTATGTCGAGTTCATCGCTGCTTCCATGGAGCAGGATGTTTATAT

GGCCAGGGGTCAGTATGACCCCGCCATGGAGAGTCTCCTGGAGAATCTTGACACGAATGGGAACGGTGCAATCGACTATGTCGAGTTCATCGCTGCTTCCATGGAGCAGGATGTTTATAT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950 3960
GCAGAAGGACTTCTGTATGAAGGCATTCAAGGTATTCGACCTGGAAGGCCAAGGTGTTATCACACGTGAGAACATGCGGAAGGTGTTTCAGTGCGACATGAGTCGCGGCGAGTTCTCCGA

GCAGAAGGACTTCTGTATGAAGGCATTCAAGGTATTCGACCTGGAAGGCCAAGGTGTTATCACACGTGAGAACATGCGGAAGGTGTTTCAGTGCGACATGAGTCGCGGCGAGTTCTCCGA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
TGATTTTGTGGAAGAGATATTCAATGAGGTTGATCTGGACAGAGATGGTGTAATAAACTACACCGACTTCTGTACCATGCTATACGGGCTGTCACGGCCCGGAGATGTAGCCACATTAGA

TGATTTTGTGGAAGAGATATTCAATGAGGTTGATCTGGACAGAGATGGTGTAATAAACTACACCGACTTCTGTACCATGCTATACGGGCTGTCACGGCCCGGAGATGTAGCCACATTAGA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
CGGCGCGCCtGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTATGAGTAAGGGAGAAGAGTTGTTTACTGGAGTTGTTCCAATTCTTGTAGAATTGGACGGAGATGTAAATGGTCACAAATT

CGGCGCGCCTGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTATGAGTAAGGGAGAAGAGTTGTTTACTGGAGTTGTTCCAATTCTTGTAGAATTGGACGGAGATGTAAATGGTCACAAATT

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
TTCAGTTTCTGGTGAAGGAGAAGGTGATGCTACATACGGTAAATTAACTTTAAAGTTCATTTGCACTACAGGAAAACTTCCAGTACCATGGCCTACTTTAGTTACCACCTTGACTTATGG

TTCAGTTTCTGGTGAAGGAGAAGGTGATGCTACATACGGTAA{Q{?ACTTTAAAGTTCATTTGCACTACAGGAAAACTTCCAGTACCATGGCCTACTTTAGTTACCACCTTGACTTATGG

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440
AGTTCAGTGCTTCTCACGTTACCCAGATCACATGAAGCAACACGACTTCTTTAAGTCTGCTATGCCAGAGGGATACGTTCAGGAGAGAACAATTTTCTTCAAAGACGACGGTAACTACAA

AGTTCAGTGCTTCTCACGTTACCCAGATCACATGAAGCAACACGACTTCTTTAAGTCTGCTATGCCAGAGGGATACGTTCAGGAGAGAACAATTTTCTTCAAAGACGACGGTAACTACAA

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
AACTCGTGCAGAGGTAAAATTTGAGGGTGACACCCTTGTTAACAGGATAGAACTTAAAGGTATTGATTTTAAGGAGGATGGTAATATTTTAGGACATAAGTTGGAATACAATTACAACAG

AACTCGTGCAGAGGTAAAATTTGAGGGTGACACCCTTGTTAACAGGATAGAACTTAAAGGTATTGATTTTAAGGAGGATGGTAATATTTTAGGACATAAGTTGGAATACAATTACAACAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
TCATAATGTGTATATTATGGCAGACAAGCAGAAAAATGGTATAAAAGTAAACTTTAAGATTAGGCATAACATTGAGGATGGAAGTGTGCAATTAGCTGACCACTATCAGCAAAATACACC

TCATAATGTGTATATTATGGCAGACAAGCAGAAAAATGGTATAAAAGTAAACTTTAAGATTAGGCATAACATTGAGGATGGAAGTGTGCAATTAGCTGACCACTATCAGCAAAATACACC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
TATTGGTGATGGTCCTGTATTGTTGCCTGACAATCACTATCTTTCTACACAAAGTAAATTAAGTAAGGACCCAAACGAGAAACGTGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTGACCGCCGC

TATTGGTGATGGTCCTGTATTGTTGCCTGACAATCACTATCTTTCTACACAAAGTAAATTAAGTAAGGACCCAAACGAGAAACGTGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTGACCGCCGC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S
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4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920
CGGTATTACTCACGGAATGGATGAGCTTTATAAAGCACTCGAGTATCCGTACGACGTCCCGGACTACGCTGGCTATCCCTATGATGTGCCCGATTATGCGGGTTATCCGTACGATGTTCC

1 <
CGGTATTACTCACGGAATGGATGAGCTTTATAAAGCACTCGAGTATCCGTACGACGTCCCGGACTACGCTGGCTATCCCTATGATGTGCCCGATTATGCGGGTTATCCGTACGATGTTCC

T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
AGATTATGCCTAAGCGGCCGCATTGCTGTGTACTGGACCGACGCGTTGGCCTCTGTAGCCTTGGTCTTCTGGTCATCATTTTCCCCTGTTCGCGCTGATACTTTGCGTAATACGGCTTAC

AGATTATGCCTAAGCGGCCGCATTGCTGTGTACTGGACCGACGCGTTGGCCTCTGTAGCCTTGGTCTTCTGGTCATCATTTTCCCCTGTTCGCGCTGATACTTTGCGTAATACGGCTTAC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160
CCTCTCGTTTCTCTCGCGCATAGTAGTCGCATAGCGATTTGATATAGTTGTTGATGTTCAAAACCTTATGCtTCACGCTCTCCTTGATGGAGGTGAGATCGCATCCTCGGTTGGCTTCAG

CCTCTCGTTTCTCTCGCGCATAGTAGTCGCATAGCGATTTGATATAGTTGTTGATGTTCAAAACCTTATGCTTCACGCTCTCCTTGATGGAGGTGAGATCGCATCCTCGGTTGGCTTCAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5170 5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
TTAGGTACTCATCCGCGACCTTAACAAGTCCTATGAGCAGGGTGTACTTCCCACACTCGGTTTTTGCCGGTTCAGGCTCCtTTTTGCGCGATGTGTGCCCGTAAGACAGGCAGCTAATGT

TTAGGTACTCATCCGCGACCTTAACAAGTCCTATGAGCAGGGTGTACTTCCCACACTCGGTTTTTGCCGGTTCAGGCTCCTTTTTGCGCGATGTGTGCCCGTAAGACAGGCAGCTAATGT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400
ACAGGTGTGTAGGCGCCGATGCGTGGGAGCTCAGCGCATCGCCACGTGTATTTGATCACGCGGCTTAATTTATGCTTAACCATCACGCCTAGCGACGGCGAAAACGCCGACCAAGTGTTT

ACAGGTGTGTAGGCGCCGATGCGTGGGAGCTCAGCGCATCGCCACGTGTATTTGATCACGCGGCTTAATTTATGCTTAACCATCACGCCTAGCGACGGCGAAAACGCCGACCAAGTGTTT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
ATTTATGGGGTCTGCCTTTGGCGCTGGTTGATAGGATTAAGGGTACATTTACTACGGTGAGATAGTTGTGTAACCAAATACTATTTGATTTCGTATAATGTGTTCGAACCGGCATCTGAA

1 <
ATTTATGGGGTCTGCCTTTGGCGCTGGTTGATAGGATTAAGGGTACATTTACTACGGTGAGATAGTTGTGTAACCAAATACTATTTGATTTCGTATAATGTGTTCGAACCGGCATCTGAA

T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600 5610 5620 5630 5640
CCGGTGTTTGGCACTGTTGCTCCGCCCAGGTGAAGTTACGTAGTCTTATAATGCTGATCAAAGGAACACTTGTTGAAGCTCCTGTGCCCCGTCATATTCTTTTCACGGGTGTTATTTTTA

CCGGTGTTTGGCACTGTTGCTCCGCCCAGGTGAAGTTACGTAGTCTTATAATGCTGATCAAAGGAACACTTGTTGAAGCTCCTGTGCCCCGTCATATTCTTTTCACGGGTGTTATTTTTA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
GCGAATTAGTTTATTTACCTGTATGGGTGGTACTGCGCCTTGCGGTTCCCAACAAGCGTCTCTATTATAGTGGCATGACTACCACGATTAGTTTAGATTCTGCGATTATTTCATCGAGAC

1 <
GCGAATTAGTTTATTTACCTGTATGGGTGGTACTGCGCCTTGCGGTTCCCAACAAGCGTCTCTATTATAGTGGCATGACTACCACGATTAGTTTAGATTCTGCGATTATTTCATCGAGAC

T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880
ATGTGTATGTCGAGTAGGTGTTTCATATCTTTCGTTTTATCGTTGCGTTTATAGTCACGCGTTACTCCTCTCTGTGCGAGTTCGTTCATTGTATGCTATCCGTCACGGCGTATAACTAGA

ATGTGTATGTCGAGTAGGTGTTTCATATCTTTCGTTTTATCGTTGCGTTTATAGTCACGCGTTACTCCTCTCTGTGCGAGTTCGTTCATTGTATGCTATCCGTCACGGCGTATAACTAGA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
ACGTGCACATAGTGTTTATATATATTATTTATGTACATTCGTATTAGGGCGCAATATTTGTCTCCTGGCGTGGGTGTTTGTTTCTCTTGGCTGGAGGACAGCTCTGTGCCTTGATGTTAT

ACGTGCACATAGTGTTTATATATATTATTTATGTACATTCGTATTAGGGCGCAATATTTGTCTCCTGGCGTGGGTGTTTGTTTCTCTTGGCTGGAGGACAGCTCTGTGCCTTGATGTTAT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S
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6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090 6100 6110 6120
ACGTCTGCCTTATATATGCGCCGCGGTTCGATGTTATGTGAGATATAGTTCCATATTAACGATACAATAGCCTATATCGCCATTACATTTTCCTACTCCGGTATAATTATACTGTAATAT

ACGTCTGCCTTATATATGCGCCGCGGTTCGATGTTATGTGAGATATAGTTCCATATTAACGATACAATAGCCTATATCGCCATTACATTTTCCTACTCCGGTATAATTATACTGTAATAT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6130 6140 6150 6160 6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240
GCGTTCTTCACGTTTACATCTTGTGTACTGTAATAAACCTCGCATTTGCATGTATACAGCTGATATTATAATCCTTTGCAGATTAATGGTACCTTGTAATCACTAGTATGGTTGGTTCGC

GCGTTCTTCACGTTTACATCTTGTGTACTGTAATAAACCTCGCATTTGCATGTATACAGCTGATATTATAATCCTTTGCAGATTAATGGTACCTTGTAATCACTAGTATGGTTGGTTCGC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320 6330 6340 6350 6360
TAAACTGCATCGTCGCTGTGTCCCAGAACATGGGCATCGGCAAGAACGGGGACCTGCCCTGGCCACCGCTCAGGAACGAATTTAGATATTTCCAGAGAATGACCACAACCTCTTCAGTAG

1 <
TAAACTGCATCGTCGCTGTGTCCCAGAACATGGGCATCGGCAAGAACGGGGACCTGCCCTGGCCACCGCTCAGGAACGAATTTAGATATTTCCAGAGAATGACCACAACCTCTTCAGTAG

T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6370 6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480
AAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAAGAAGACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGGTAGAATTAATTTAGTTCTCAGCAGAGAACTCAAGGAACCTCCAC

AAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAAGAAGACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGGTAGAATTAATTTAGTTCTCAGCAGAGAACTCAAGGAACCTCCAC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590 6600
AAGGAGCTCATTTTCTTTCCAGAAGTCTtGATGATGCCTTAAAACTTACTGAACAACCAGAATTAGCAAATAAAGTAGACATGGTCTGGATAGTTGGTGGCAGTTCTGTTTATAAGGAAG

AAGGAGCTCATTTTCTTTCCAGAAGTCTTGATGATGCCTTAAAACTTACTGAACAACCAGAATTAGCAAATAAAGTAGACATGGTCTGGATAGTTGGTGGCAGTTCTGTTTATAAGGAAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720
CCATGAATCACCCAGGCCATCTTAAACTATTTGTGACAAGGATCATGCAAGACTTTGAAAGTGACACGTTTTTTCCAGAAATTGATTTGGAGAAATATAAACTTCTGCCAGAATACCCAG

CCATGAATCACCCAGGCCATCTTAAACTATTTGTGACAAGGATCATGCAAGACTTTGAAAGTGACACGTTTTTTCCAGAAATTGATTTGGAGAAATATAAACTTCTGCCAGAATACCCAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800 6810 6820 6830 6840
GTGTTCTCTCTGATGTCCAGGAGGAGAAAGGCATTAAGTACAAATTTGAAGTATATGAGAAGAATGATGCTATTCGTTGCAGATTCGAGCACATCATAAGAAACCAGATCGTATTTGGCA

GTGTTCTCTCTGATGTCCAGGAGGAGAAAGGCATTAAGTACAAATTTGAAGTATATGAGAAGAATGATGCTATTCGTTGCAGATTCGAGCACATCATAAGAAACCAGATCGTATTTGGCA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6850 6860 6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960
CATACACTATCTCACCGTAGAAGCTTTTCGATATCAGATTTAATGCTAGTTAATTCAAAAAGCCTCTTGCAGCGGCTAGCACGGTTACCGATACATATTGGTACAGCTGCTGTTACGTAC

CATACACTATCTCACCGTAGAAGCTTTTCGATATCAGATTTAATGCTAGTTAATTCAAAAAGCCTCTTGCAGCGGCTAGCACGGTTACCGATACATATTGGTACAGCTGCTGTTACGTAC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040 7050 7060 7070 7080
TATAGGAGGTAGCACTAAATATTTAGTGGAGATGGAACGCTGCGTGAGTTCTTGCCTGTTGTGTATACGTCGACCACTTGCACGGGCATTAGGTAGCATCGTGCTACGGCCAAATACGCT

TATAGGAGGTAGCACTAAATATTTAGTGGAGATGGAACGCTGCGTGAGTTCTTGCCTGTTGTGTATACGTCGACCACTTGCACGGGCATTAGGTAGCATCGTGCTACGGCCAAATACGCT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7090 7100 7110 7120 7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200
CACCATGGCTTTCCTATGTCCCATAGTGCAACGCCACCAAATCGATTATTAAACTAGACGATTCTTATATGCTTATGAGTGTTATGTGGTGCGTGGCCTAGTGTACAATCGCCTTCCTTA

1 <=
CACCATGGCTTTCCTATGTCCCATAGTGCAACGCCACCAAATCGATTATTAAACTAGACGATTCTTATATGCTTATGAGTGTTATGTGGTGCGTGGCCTAGTGTACAATCGCCTTCCTTA

T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S
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1 <

7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280 7290 7300 7310 7320
GGACGTTGTACAACTCCCACGCGTTACCCTGAACCACTTCCGGTAAGTCGGCGCTCGACCCTTAGGAAATGTTAAATGAAAACAGTTTGACGGTTAAGTTGTTCCAATTGTAAGAAAACC

GGACGTTGTACAACTCCCACGCGTTACCCTGAACCACTTCCGGTAAGTCGGCGCTCGACCCTTAGGAAATGTTAAATGAAAACAGTTTGACGGTTAAGTTGTTCCAATTGTAAGAAAACC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7330 7340 7350 7360 7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440
GGCTCTTCTTTGTTGCACGTCATGGCTACGCTACGTGCTGCGTGTGTGTTTGGGTTAACGCTTCTGCTGGTTGTCAATAAACAGGTTAACTGTGTATCTGAGGAGGAAGATGATGATCAG

GGCTCTTCTTTGTTGCACGTCATGGCTACGCTACGTGCTGCGTGTGTGTTTGGGTTAACGCTTCTGCTGGTTGTCAATAAACAGGTTAACTGTGTATCTGAGGAGGAAGATGATGATCAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520 7530 7540 7550 7560
TTTACGCGGCATCTTCCTGCTTGCTCCATTGATGTAAGTGTTCATGGCTGCAGATTATTTGGGCGTTTAAGCCGCGTTGTTTGCACGGGGCTCCTTGGCTAACAGTGTCACTATGGCTTT

TTTACGCGGCATCTTCCTGCTTGCTCCATTGATGTAAGTGTTCATGGCTGCAGATTATTTGGGCGTTTAAGCCGCGTTGTTTGCACGGGGCTCCTTGGCTAACAGTGTCACTATGGCTTT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7570 7580 7590 7600 7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680
CACGCGTTCCACATATGAGGATGAAGGTGTTGTTTCAAGTGTGATAAGCTATTCTGATATCCAGCCCCGTGTTGTATTATTCACGGAGCTCAGCCCTTCTGTGAACATGTTTGGTTTCAT

CACGCGTTCCACATATGAGGATGAAGGTGTTGTTTCAAGTGTGATAAGCTATTCTGATATCCAGCCCCGTGTTGTATTATTCACGGAGCTCAGCCCTTCTGTGAACATGTTTGGTTTCAT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760 7770 7780 7790 7800
GATAGCCAAACCCTAATGGGGAAATAATATTGTTTTAGACGGAAAGAATGCTTGCTGCACTCAATAGCTACCGTGATTTTCATTCGTCACCACATCTCGAATGGTAGGATGCAACGGTTT

GATAGCCAAACCCTAATGGGGAAATAATATTGTTTTAGACGGAAAGAATGCTTGCTGCACTCAATAGCTACCGTGATTTTCATTCGTCACCACATCTCGAATGGTAGGATGCAACGGTTT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7810 7820 7830 7840 7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920
CGTTTCGTGGATCACGATGTTCAGGAGCAGCAAACTAGCGTCAGACGCTCGCAGGTCAGCGAACGAGGTTAGCGTTACCAAATCCGTCTTCACTTGTCGTAGCTGAGCCGCCGCGTTAGT

CGTTTCGTGGATCACGATGTTCAGGAGCAGCAAACTAGCGTCAGACGCTCGCAGGTCAGCGAACGAGGTTAGCGTTACCAAATCCGTCTTCACTTGTCGTAGCTGAGCCGCCGCGTTAGT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000 8010 8020 8030 8040
TGCAACCTTCCGCTGTATTACCGTGATGAGATTGGGACCAACTACGTTGCATCGGACGTCGCATCCTTCACGGAGGAGCTCGCTGCCAGGTTCTGGTACGAGGGCCACAGTGATTACGAC

TGCAACCTTCCGCTGTATTACCGTGATGAGATTGGGACCAACTACGTTGCATCGGACGTCGCATCCTTCACGGAGGAGCTCGCTGCCAGGTTCTGGTACGAGGGCCACAGTGATTACGAC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8050 8060 8070 8080 8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160
TTCCAGGAAGGTGGGTTACGAGAGTTAATAGTGTTTGACCATCATTGCAGGCGGTCCTGAGAACCGTAATCCCAATGTTTTGTCGTTTACGCAGCTCGTTTGGAAGTCCTCAAAGGTACC

TTCCAGGAAGGTGGGTTACGAGAGTTAATAGTGTTTGACCATCATTGCAGGCGGTCCTGAGAACCGTAATCCCAATGTTTTGTCGTTTACGCAGCTCGTTTGGAAGTCCTCAAAGGTACC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260 8270 8280
TTAGCACTCCCTGTTACATATTATATATGCCACAGGATGTTGGTTGCGGAGTTGCTTGCTGCGATAAGGAGCGGTTGATCCTTGTCTGTCGTTTTCACCCAGCTGGAAACATACAGGGTA

TTAGCACTCCCTGTTACATATTATATATGCCACAGGATGTTGGTTGCGGAGTTGCTTGCTGCGATAAGGAGCGGTTGATCCTTGTCTGTCGTTTTCACCCAGCTGGAAACATACAGGGTA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8290 8300 8310 8320 8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400
TGCTATGCTAGTGTGTCTAATGACATATTTATAGGCTACTATACACAGAACGTCCTTGAGAAGGTAAGTCACACTCCCTTAGTCTAGActatagtgagtcgtattacaattcactggecg

TGCTATGCTAGTGTGTCTAATGACATATTTATAGGCTACTATACACAGAACGTCCTTGAGAAGGTAAGTCACACTCCCTTAGTCTAGACTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S
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1 <

1 <

1 <

1 <

8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480 8490 8500 8510 8520
tcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgccttgcagcacatccccctttecgecagctggcgtaatagcgaagaggcccgcaccgatcgeccttece

TCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8530 8540 8550 8560 8570 8580 8590 8600 8610 8620 8630 8640
aacagttgcgcagcctgaatggcgaatggcgcctgatgeggtattttctecttacgcatctgtgecggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgectctgatgecgeat

AACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCAT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720 8730 8740 8750 8760
agttaagccagccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgetcccggecateccgecttacagacaagectgtgaccgtcteccgggagetgcatgtgtcagaggt

AGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8770 8780 8790 8800 8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880
tttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatg

TTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960 8970 8980 8990 9000
tgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaac

TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAAC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9010 9020 9030 9040 9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110 9120
atttccgtgtcgeccttattcccttttttgeggcattttgecttectgtttttgectcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttaca

ATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200 9210 9220 9230 9240
tcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgectatgtggecgeggtattateccecgtattgacgecg

TCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360
ggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgectgcca

GGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450 9460 9470 9480
taaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaac

TAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAAC

9490 9500 9510 9520 9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600
cggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatgccaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaat

CGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAAT%?CAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAAT

95

Printed from SnapGene®: Ctvrtek 4. dub 2024 12:59

Page 8



PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)

1 <

1 <

9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680 9690 9700 9710 9720
taatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggectggectggtttattgctgataaatctggageccggtgagegtgggtctegeggtatcattg

TAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9730 9740 9750 9760 9770 9780 9790 9800 9810 9820 9830 9840
cagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaage

CAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9850 9860 9870 9880 9890 9900 9910 9920 9930 9940 9950 9960
attggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatccctt

ATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

9970 9980 9990 10 000 10 010 10 020 10 030 10 040 10 050 10 060 10 070 10 080
aacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatctgectgecttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccag

AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 090 10 100 10 110 10 120 10 130 10 140 10 150 10 160 10 170 10 180 10 190 10 200
cggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtageccgtagttaggccaccacttca

CGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 210 10 220 10 230 10 240 10 250 10 260 10 270 10 280 10 290 10 300 10 310 10 320
agaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggecgataagtecgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataagg

AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 330 10 340 10 350 10 360 10 370 10 380 10 390 10 400 10 410 10 420 10 430 10 440
cgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagecttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgeccacgcttcccgaaggga

CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGA
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 450 10 460 10 470 10 480 10 490 10 500 10 510 10 520 10 530 10 540 10 550 10 560
gaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttg

GAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTG
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 570 10 580 10 590 10 600 10 610 10 620 10 630 10 640 10 650 10 660 10 670 10 680
agcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggectttttacggttcectggecttttgetggecttttgctcacatgttetttectgegt

AGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 690 10 700 10 710 10 720 10 730 10 740 10 750 10 760 10 770 10 780 10 790 10 800
tatcccctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagectgataccgctcgeccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgeccaatac

TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATAC
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S
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PLO32_assembled.dna (Circular/ 11 057 bp)
10 810 10 820 10 830 10 840 10 850 10 860 10 870 10 880 10 890 10 900 10 910 10 920
gcaaaccgcctctccececgegegttggecgattcattaatgcagectggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagectcactcattagg

1 <=
GCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG

T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

10 930 10 940 10 950 10 960 10 970 10 980 10 990 11 000 11 010 11 020 11 030 11 040
caccccaggctttacactttatgcttccggetegtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagctatttaggtgacact

CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACT
T T T P T P T T P S P T P T PR STl FEE T T PR el T PR T PR S el P TS PR R P S

11 050
atagaatactcCCCGGG

1 <=
ATAGAATACTCCCCGGG

FFFEE FETEE PR T FES

Original Sequence: PL032_assembled.dna
1..11 057

seq_pl032.plasmid_assembly <=
11 057 bases
1 .. 11 057 (3 mismatches)
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