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RESUMEN

Giardia duodenalis es el parasito protozoario flagelado causante de la
giardiasis. La infeccion se transmite por el agua o alimentos contaminados con
quistes. Se estima que existen 280 millones de casos de giardiasis anualmente a

nivel mundial.

G. duodenalis se encuentra principalmente en dos estadios: quiste (forma
infectiva) y trofozoito (forma replicativa). Durante su ciclo de vida presenta varias
rondas de replicacion del DNA, citocinesis y cariocinesis; por lo tanto, el parasito
cambia constantemente de ploidia, y la reparacion de DNA es crucial para su
mantenimiento gendmico. EI genoma puede sufrir rupturas debido a factores
enddégenos o exdgenos, el cual es reparado por diferentes mecanismos. La lesion
mas dafina es la ruptura de la doble cadena de DNA (DSB, por sus siglas en
inglés). Los DSB’s también son introducidos de manera natural durante el proceso
de meiosis con el objetivo de generar diversidad genética a través de
recombinacién homologa ademas en eucariontes pueden ser producidos por la
expresion programada de endonucleasas especificas. Las meganucleasas son
pequefias enzimas (200 aa) de escision del DNA altamente especificas (cuyo sitio

de reconocimiento es relativamente largo >20 pb).

Torres-Huerta y colaboradores en el 2011 establecieron las condiciones de
dafio al DNA de Giardia mediante radiacion ionizante (formacion de DSB’s)
evidenciado por la fosforilacion de la histona GdH2A ademas se han estudiado y
caracterizado proteinas de reparacion por recombinacidn homodloga como
GdDMC1B, GdRad52, GdMre11y GdRad50.

En este trabajo, con el objetivo de construir un sistema que genere DSBs
dirigidas en el genoma de G. duodenalis y asi poder evaluar el reclutamiento en la
zona de la lesion a proteinas como GdRad51 y GdMre11, se introdujo el sitio
blanco de la meganucleasa |-Scel en el genoma de G. duodenalis mediante
recombinacion homadloga; por otro lado, se cloné el gen de la meganucleasa |-Scel
en un vector de expresion inducible en Giardia con 2 sefales de localizacion

nuclear (NLS) y una etiqueta para monitorear su expresion. Una vez transfectado
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el parasito con esta construccion, verificamos su expresién por RT-PCR, western
blot e inmunofluorescencia. De esta manera construimos un sistema de corte del
DNA de doble cadena que permitira, eventualmente, el estudio del
remodelamiento de la cromatina y el reclutamiento de factores involucrados

durante la reparacion del DNA.



SUMMARY

Giardia duodenalis is a flagellated protozoan parasite that commonly causes
diarrheal diseases, named giardiasis. Transmission occurs by water or food
contaminated with cysts. Giardia duodenalis has a global distribution causing an

estimated 280 million cases yearly.

G. duodenalis has a two-stage life cycle: the cyst (infective form) and the
trophozoite (replicative form). During its life cycle, several rounds of DNA
replication, cytokinesis and karyokinesis occur, therefore, the parasite is in
constant flux in ploidy, and DNA repair is crucial for maintaining the integrity of its
genome. Its genome can suffer ruptures due to endogenous or exogenous
factors, and this damage can be repaired by different mechanisms. The most
severe lesion is the DNA double-stranded break (DSB) since one single DSB not

repaired may induce apoptosis.

The DSB’s also are introduced naturally during meiosis process, in order to
generate genetic diversity by homologous recombination and into eukaryotic cells
may be produced by the programed expression of specific endonucleases.
Meganucleases are highly specific DNA cleaving enzymes that are encoded
within genomes of all forms of microbial life as in eukaryotic mitochondria and
chloroplasts. A hallmark of the meganucleases is the contrast between their small
size (200 aa) and their long DNA target sites (>20 pb).

In 2011, Torres-Huerta and cols. established a protocol to cause DNA
damage in Giardia trough ionizing radiation (DSBs generation) which was
evidenced by GdH2A histone phosphorylation; besides, proteins involved in DNA
repair trough homologous recombination have been studied, like: GdDMC1B,
GdRad52, GdMre11and GdRad50.

In this work, in order to construct a system that produces locus-directed DBSs
in Giardia genome that would allow us to evaluate GdRad51 and GdMre11
proteins recruitment at the break site, the meganuclease |-Scel target site was

introduced into the Giardia genome through homologous recombination;



separately, I-Scel nuclease was cloned in an inducible gene expression system
containing NLS (nuclear localization signal) and an epitope MYC in order to
monitor protein expression. In cells transfected and selected, plasmid presence
was confirmed by PCR analysis and I-Scel expression was verified by RT-PCR,
western blot and immunofluorescence. In this way, we constructed a DNA
double-stranded cleavage system that would allow us, eventually, to study the
chromatin remodeling and the recruitment of factors involved in DNA repair

process.



1 INTRODUCCION

1.1 Giardia duodenalis

Giardia duodenalis (Giardia intestinalis o Giardia lamblia) es un protozoario,
flagelado, perteneciente al orden Diplomonadida que habita en el intestino delgado
de humanos y otros vertebrados y es el agente causante de la giardiasis [60].
Caracterizaciones moleculares han demostrado la existencia de ocho ensambles o
grupos genéticos (ensambles del A al H) [60]. Las infecciones en humanos son
causados por los ensambles A y B (los cuales tienen un promedio de identidad de
aminoacidos de so6lo el 78% en regiones codificantes [3]), que también infectan a

otros mamiferos [60].

1.1.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de las especies de Giardia implica dos grandes transiciones
de desarrollo: desenquistamiento, que comprende desde el quiste latente
ingerido, el excizoito hasta el trofozoito y; enquistamiento, que comprende desde

el trofozoito replicante mévil, hasta regresar al quiste infeccioso [3].

Después de la exposicion al ambiente acido del estomago, por la ingestion,
los quistes se vuelven metabdlicamente activos e inician el proceso de
desenquistamiento [3]. Primero aparecen flagelos a través de una abertura en uno
de los polos del quiste, seguido por el cuerpo excizoito que contiene cuatro
nucleos [7]. El excizoito es una etapa de vida corta del parasito que inicia la
infeccion [3]. El excizoito liberado sufre citocinesis (division del citoplasma) dos
veces, sin pasar por la fase S, dando como resultado cuatro trofozoitos [5]. El
enquistamiento, es un proceso de diferenciacion largo que resulta en la
transformacion del trofozoito en el quiste infectivo [3]. Se produce después de que
los organismos han pasado por la replicacién nuclear pero antes de la citocinesis;

por lo tanto, los quistes contienen cuatro nucleos [1].

El trofozoito de G. duodenalis, la etapa causante de la enfermedad [3], es el
estadio vegetativo y replicativo; es anaerobio aerotolerante, requiere glucosa como

fuente de carbono, se divide por fisidon binaria longitudinal cada 9 a 12 horas [22],



tienen forma semejante a una pera atravesada longitudinalmente, el lado plano es
la superficie ventral y el lado convexo es la superficie dorsal. El trofozoito de G.
duodenalis tiene aproximadamente 12 a 15 ym de largo y 5-9 um de ancho [3]. El
trofozoito posee 2 nucleos que pueden ser diploides (4 N) o tetraploides (16 N) (N

es el genoma haploide).

Trofozoito R Fitucinesis

Divisiomnucl
wlsmn nuclear
ivisionjnuclear

Enqmstamlento
Replicacio

Desenquistamiento

k_l:itucinesn

_ _ Quiste |
| Excizoito

Esquema 1: Ciclo de vida de Giardia duodenalis. La infeccién inicia (flecha verde) cuando los
quiste son ingeridos. Esquema basado en Svard et al., (2003).

El quiste de Giardia es relativamente inerte, lo que le permite una
supervivencia prolongada en una variedad de condiciones ambientales, son
relativamente resistentes a cloracion y ozondlisis y pueden sobrevivir en agua fria
superficial durante varias semanas a meses [22]. Tienen forma ovalada y miden
de 8 a 12 um de longitud por 7 a 10 um de ancho [3]. El quiste esta protegido de

lisis hipotonica en el ambiente por: la pared del quiste que es una capa
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filamentosa externa y una capa membranosa interior con dos membranas [13]. La
pared exterior tiene de 0.3 a 0.5 ym de espesor y esta compuesta de
carbohidratos en un 60%, principalmente de [B(1-3)-N-acetil-D-galactosamina [16,
24] el 40% restante son proteinas de la pared del quiste (CWP1, CWP2 y CWP3)

[3]. El quiste posee cuatro nucleos tetraploides (16 N).

Durante su ciclo de vida presenta varias rondas de replicacion del ADN,
citocinesis y cariocinesis; por lo tanto, el parasito cambia constantemente de

ploidia, y la reparacién de DNA es crucial para el mantenimiento genémico [5].

1.1.2 Infeccién

La infeccion, llamada giardiasis en mamiferos, se transmite por el agua,
ocasionalmente por los alimentos y de persona a persona con poca higiene oral-
fecal por medio de la ingestion de los quistes. Tiene manifestaciones clinicas que
varian desde la infeccion asintomatica a la enfermedad aguda o cronica asociada

con diarrea recurrente.

La infeccion en un huésped puede iniciar cuando se ingieren quistes que
pueden ser tan pocos como 10 a 25 [22]. Los trofozoitos se replican rapidamente
en el intestino delgado superior, principalmente en el yeyuno, donde se adhiere a
la superficie de la mucosa para obtener los nutrientes necesarios, evitar el
trasporte mas alla del yeyuno y causa los sintomas de diarrea y mala absorcién [1,
53]. Después de la exposicién a los fluidos biliares algunos de los trofozoitos
forman quistes en el yeyuno y se pasan a las heces, completando el ciclo de

transmision al infectar a un nuevo huésped [1].

Aunque la giardiasis afecta a personas de todas las edades, las poblaciones
que se ven afectadas con mayor frecuencia son los nifios de 0 a 5 afios de edad
(muchos de estos nifios infectados son asintomaticos y pueden difundir los quistes
entre los miembros del hogar [22]); seguidos por adultos de 31 a 40 afios de edad,
entre los que se encuentran mochileros, campistas, cazadores y viajeros a zonas

endémicas de la enfermedad [22].
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Se estima que existen alrededor de 280 millones de casos de giardiasis
anualmente alrededor del mundo [31] teniendo mayor prevalencia en paises en
desarrollo, dénde las deficientes condiciones sanitarias favorecen la
contaminacion del agua y de los alimentos con los quistes [31, 60]. Desde el 2004,
la enfermedad fue reconocida por la organizacion mundial de la salud, WHO (por
sus siglas en inglés, World Health Organization) como parte de la iniciativa de
enfermedades descuidadas [3], sensibilizando sus impactos adversos en la salud

y socioeconomia en paises de bajos ingresos [47].

La giardiasis puede resultar en una enfermedad asintomatica, diarrea
autolimitada aguda o diarrea cronica, nauseas, vomito y mala absorcion (pérdida
de peso). Los sintomas aparecen de 6 a 15 dias después de la infeccion [14]. La
gravedad depende de la susceptibilidad del huésped y las diferencias genotipicas
del patégeno en la virulencia, siendo los mas afectados, ademas de los nifios

como ya se menciond, las personas desnutridas o inmunodeficientes [3].

Entre las personas que ingieren quistes de Giardia, del 5% al 15% transmiten
los quistes sin sintomas, del 25% al 50% desarrollan diarrea autolimitada aguda, y
del 35% al 70% no tienen evidencia de infeccion. El periodo de incubacién de la
giardiasis es de 7 a 14 dias. Los sintomas de la giardiasis son diarrea (89%),
malestar general (84%), flatulencia (74%), heces grasientas y malolientes (72%),
dolor abdominal (70%), distension abdominal (69%), nauseas (68% ), anorexia
(64%), y pérdida de peso (64%) [22].

La mala absorcion puede ocurrir con la diarrea cronica debida a la giardiasis.
Los nifilos que tienen giardiasis sintomatica pueden desarrollar esteatorrea y la
mala absorcion de vitamina A, B12, proteina, D-xilosa, y hierro [22]. Algunos
estudios sugieren que prolongados episodios de giardiasis en nifios con
subyacente mala nutricion resultan en efectos nocivos, como retraso en el
crecimiento, mala permeabilidad intestinal, bajo peso y talla para la edad, asi
como disminucién de la funcién cognitiva en comparacion con los nifios normales

que no tienen giardiasis [22].
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1.1.3 Organelos y organizacién genémica

1.1.3.1 Nucleo

Los trofozoitos tienen dos nucleos simétricos con respecto al eje largo. Los
nucleos son casi idénticos en apariencia, se replican aproximadamente al mismo
tiempo y ambos son transcripcionalmente activos [1, 27, 62]. La replicacién del
DNA inicia casi simultaneamente en ambos nucleos [59, 62]. Anteriormente se
pensaba que carecia de nucleolos, sin embargo recientemente se identificé un
compartimiento nuclear en cada nucleo mediante la localizacion de varios marcas

nucleolares [26].

1.1.3.2 Citoesqueleto

El citoesqueleto de los trofozoitos incluye un cuerpo medio, cuatro pares de
flagelos (anterior, posterior, caudal, y ventral), y un disco ventral [1]. El disco
ventral juega un papel central en la sobrevivencia del organismo en el intestino del
huésped, permite la union mecanica a la pared intestinal y también a la superficie
del recipiente utilizado para crecimiento axénico. El disco ventral es un
componente uUnico e importante del citoesqueleto de G. duodenalis. El cuerpo
medio es un componente del citoesqueleto que esta localizado en la linea media
dorsal al flagelo caudal, es unico para cada especie de Giardia. Los trofozoitos de

G. duodenalis suelen tener dos cuerpos medios en forma de martillos de garra [1].

1.1.3.3 Mitosomas

Durante mucho tiempo, G. duodenalis fue visto como un 'fésil viviente',
debido a su sistema de membranas poco desarrollada, su falta de intrones, su
presunta falta de nucleolos y su metabolismo tipo bacteriano, en el cual enzimas
metabdlicas clave habiendo sido introducidos en el genoma giardial mediante la
transferencia lateral de genes de las bacterias. La aparente ausencia de
mitocondrias reforzd esta opinion y sugirié que las especies de Giardia divergieron
antes de la adquisicion de este organulo. Sin embargo, el descubrimiento de un
homoélogo de la chaperonina 60 (Cpn60) codificado en los nucleos G. duodenalis
[45] desafié la vision largamente sostenida de que las especies de Giardia no

tienen mitocondrias, y la lista de organelos de las especies de Giardia se amplio
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en 2003 con el descubrimiento del mitosoma [57]. El numero de mitosomas varia
de 25 a 100 por célula, con acumulacion distinta en los cuerpos basales y en la

base de los axonemas flagelares [3].

Mirosomas
centrales

Vesiculas
periféricas

FPL /'
,"I Cuerpos

Medios Mitosomas
periféricos

Trofozoito

Esquema 2: Organelos del trofozoito y del quiste de Giardia. FA = flagelo anterior, FPL =
flagelo posterior/lateral FV = flagelo ventral, FC= flagelo caudal .Esquema basado en Ankarklev et
al. 2010.

1.1.3.4 Organizacion Gendmica

El genoma de G. duodenalis tiene las caracteristicas esperadas para células
eucariotas, incluyendo cromosomas lineales flanqueados por telémeros similares
en secuencia a los de otros eucariontes (TAGGG). EI DNA cromosomal de
eucariontes forma cromatina al asociarse con un core de 4 histonas (H2A, H2B,
H3 y H4) y a una histona enlazadora (H1) para formar nucleosomas. G. duodenalis

tiene las 4 histonas del core y son muy similares a las de otros eucariontes [1].

Los trofozoitos de G. duodenalis son binucleados y tienen 5 cromosomas de
tamano aproximado de 1.6 a 3.8 MB. La suma de los tamafios de los cromosomas
(3.8, 3.0, 2.3, 1.6, y 1.6 Mb) da el tamafio del genoma haploide estimado de 12.3
Mb, con un 46% de contenido de GC [1].
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Los trofozoitos se alternan entre 4 Ny 8 N, con la mayoria de los trofozoitos
estacionarios en el estado 4 N. Para cualquier organismo con una ploidia mayor
que 1, se espera cierto grado de heterocigosidad alélica. El grado de
heterocigosidad es generalmente bajo en los organismos sexuales a causa de la
recombinacion meidtica, pero pueden llegar a ser muy alta en los organismos
asexuales, como se ha demostrado en los rotiferos. Debido a que se supone que
la especies de Giardia son organismos asexuales antiguos, se podria esperar un
grado de heterocigosidad alélica muy alto sin embargo, el grado de

heterocigosidad alélica en G. duodenalis es bastante bajo [1].
1.1.1 Modelo de estudio

Las especies de Giardia son algunos de los eucariotas mas divergentes
examinados hasta la fecha y proporcionan oportunidades unicas para obtener
conocimientos basicos en las vias principales que caracterizan a las células
eucariotas de divergencia temprana y también para identificar nuevos mecanismos
moleculares [3]. Debido a su importancia clinica y evolutiva Giardia es un sistema
modelo interesante para estudiar la funcion de complejos proteicos en los diversos
procesos que lleva a cabo y sobre todo de gran interés ya que en varios de sus
sistemas se ha reflejado la caracteristica de parasito minimalista, término acufiado
por Morrison [25, 34].

1.2 Daiio al DNA

El DNA celular puede sufrir daio constantemente al estar expuesto a diversos
agentes, enddégenos o exdgenos. Los organismos eucariotas han desarrollado
varios mecanismos moleculares para garantizar la integridad de su informacion

genética [37].

Entre las lesiones del DNA, la mas dafiina parece ser la ruptura de la doble
cadena de DNA, DSB (por sus siglas en inglés, Double-Stranted DNA Break), ya

que un solo DSB no reparado puede inducir la muerte celular [42].
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1.2.1 DSB

La DSB es una lesion critica que resulta de la exposicion a agentes exdgenos
como radiacion ionizante, luz ultravioleta y agentes quimicos genotéxicos; ademas
pueden ser causadas por fuentes endégenas dentro de la célula como durante el
colapso de la horquilla de replicacion [van de Bosch, 2002] y durante el proceso de
meiosis, los DSB’s son introducidos de manera natural para generar diversidad

genética mediante recombinacion homologa.

Sin embargo, las células eucariotas también producen DSB mediante la
expresion programada de endonucleasas especificas para su propio beneficio. Por
ejemplo, su reparacion se utiliza para el cambio de tipo de apareamiento-en
levadura [36]; durante el proceso de meiosis, los DSB’s son introducidos por la
nucleasa HO para generar diversidad genética y el sitio de reconocimiento de esta
nucleasa solo existe una vez en el genoma de Saccharomyces para la correcta
segregacion cromosomica [28]; Igualmente se utilizan las nucleasas RAG1 Y
RAG2 para generar cortes y por NHEJ producir un repertorio inmune diverso en el
contexto de V (D) J [37].

La reparacion adecuada de DSBs es esencial para la estabilidad gendémica. La
reparacion de cromosomas rotos es un reto para las células en divisibn que
necesitan distribuir informacién genética igual a células hijas. Los DSB’s son
reparados principalmente por dos vias: unidn de los extremos no homodlogos,
NHEJ (por sus siglas en inglés NonHomologous End Joining) y recombinacion

homodloga, HR (por sus siglas en inglés, Homologous Recombination) [37].

1.2.2 Reparacién y Recombinacion

En todos los organismos, los procesos de reparacion del DNA son
esenciales para la sobrevivencia celular y el mantenimiento de la estabilidad
gendmica. Estos procesos requieren las actividades coordinadas de la maquinaria

conservada de reparacion del DNA.

NHEJ es la via que repara DSB por re-ligacion de sus dos extremos. Tiene

el potencial para ligar cualquier tipo de DSB terminal sin el requisito de una
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secuencia homologa, a diferencia de la via de HR [37]. Sin embargo, se considera
que la via NHEJ es un proceso propenso a errores, ya que se observo que genera

pequefias inserciones y deleciones [37].

Cuando se produce un DSB, se detecta principalmente por la interaccion
directa del DNA terminal con un complejo llamado MRN (Mre11, Rad50 y Nbs1 o
Xrs2) [37]. Este complejo tiene multiples funciones, esta implicado en la reparacion
de DSB y en el mantenimiento de los teldmeros. Siendo el primer reconocedor del
DSB, el complejo MRN esta involucrado en la deteccion de dafio al DNA y en
mantener unidos los extremos de DNA rotos. Ademas, el complejo MRN ha sido

encontrado en todos los dominios de la vida.

Uno de los primeros eventos que ocurren después de la formacién de un
DSB, es la fosforilacién del extremo carboxi terminal de la histona H2AX (yH2AX)
[44]. La distribucién de yH2AX, en grandes porciones de la cromatina, hacia
ambos lados de un DSB es responsable de la acumulacién estable de proteinas

implicadas en la respuesta a DSB’s, entre ellos el complejo MRN [8].

La reparacion de DSB’s por HR corresponde a un intercambio o una
transferencia de secuencias idénticas o casi idénticas entre la molécula de DNA
que lleva el DSB y otra molécula de DNA homdélogo intacto. HR es un mecanismo
fiel si la plantilla de DNA utilizado para la reparacion es idéntica a la secuencia de
DNA original que presenta el DSB. En caso contrario, la reparacion de DSB por la
via HR puede conducir a mutaciones locales o reordenamientos del genoma aun
mas perjudiciales [37]. El proceso de HR requiere regiones homadlogas extensas y
repara los DSB’s usando la informacién de la cromatida hermana no dafiada del

cromosoma homologo [48]

1.3 Meganucleasas

Las meganucleasas, también llamadas homing endonucleasas, son enzimas
de escision de DNA altamente especificas, que se encuentran dentro de todas las
formas de vida microbiana, asi como en mitocondrias y cloroplastos de

eucariontes [51]. Estan codificadas por genes que muestran movilidad genética y
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persistencia. La actividad de estas proteinas es directamente responsable del
comportamiento genético de sus correspondientes marcos de lectura, mediante la
induccion de eventos de conversion génica homologa, impulsados en el lugar de
DSB’s que dan lugar a la invasion de la cadena que lleva el gen de la

endonucleasa [51].

Los genes que codifican homing endonucleasas a menudo estan incrustados
dentro de elementos de auto-splicing tales como intrones del grupo |, intrones del
grupo Il e inteinas. Esta combinacion de funciones moleculares es mutuamente
ventajosa: la actividad endonucleasa permite a los alrededores de los intrones e
inteinas actuar como elementos de DNA invasores, mientras que la actividad de
splicing permite al gen de la endonucleasa invadir una secuencia de codificacion

sin interrumpir su producto.

El descubrimiento de los intrones moviles y sus homing endonucleasas se
remonta a la década de 1970. En 1978, una secuencia de intervencién dentro de
un DNA ribosomal (rDNA) mitocondrial de levadura se visualizd mediante
microscopia electronica [6]. Un estudio posterior [15] describié la secuencia y
organizacion de este elemento de la levadura, concluyendo que el rDNA fue
interrumpido por una insercién de aproximadamente 1 Kb. Estos articulos
proporcionan los detalles iniciales correspondientes a un locus en el genoma
mitocondrial de levadura, denominado 'Omega’, que habia sido previamente
observado para mostrar herencia dominante no mendeliana en experimentos de
apareamiento, un fendmeno que con el tiempo llegé a ser conocido como 'homing'
[51]. En los siguientes 2 anos, se determin®, a partir de varias cepas de levadura,
la secuencia completa de nucleétidos de dicho elemento mévil, que corresponde a
un intron del grupo |. Estos analisis indicaron que el intrén era excepcionalmente
largo (1143 pares de bases), y contenian un marco de lectura aparente que podria

codificar una proteina de 235 residuos [12].

La funcidn biolégica mas evidente de una homing endonucleasa es impulsar la
movilidad, invasién, y la persistencia de su propia secuencia de codificacion; como

tal, la proteina es el producto de una forma especifica de "DNA egoista". Sin
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embargo, esta funcion es en gran medida independiente de presion selectiva
originada por el huésped, debido a que la mera presencia y persistencia de un

intron movil no proporciona ningun beneficio obvio para el huésped [51].

La funcién mejor documentada es la denominada actividad 'maturase’, que
corresponde a la interaccion directa de la proteina codificada por el intréon con los
alrededores del intron una actividad especifica, de alta afinidad de uniéon que se
requiere para 'chaperonear' el elemento de RNA a través de pasos necesarios de

plegamiento que conducen a su eventual splicing [32].

Entre las proteinas que comparten plegamientos comunes y motifs cataliticos
con las homing endonucleasas se encuentran algunas proteinas que participan en
restriccion de fagos, en reparacion del DNA, en procesamiento de uniones y
estructuras cruciformes de DNA durante eventos de invasion de cadena que
conducen a integracion, transposicion y recombinacién, en regulacién
transcripcional, en remodelacion y mantenimiento de la cromatina y en eventos de

conversion génica [51].

En los ultimos 25 afnos se han descrito al menos seis familias Unicas de
homing endonucleasas de intrones del grupo | ('LAGLIDADG', 'HNH', 'caja His-
Cys', 'GIY-YIG', 'PD- (D/E) xK' y 'EDxHD') [51]. Cada una fue nombrada en base a
la presencia de motifs de secuencias conservadas que corresponden a residuos
estructurales y cataliticos conservados en el dominio catalitico y el sitio activo de
cada familia, y cada uno esta confinado en gran medida (aunque no del todo) a un

rango de hospederos bien definido [51].

Una caracteristica distintiva de todas las homing endonucleasas,
independientemente de su familia de origen, es el contraste entre su pequefio
tamano (generalmente proteinas de 200 residuos) y sus sitios blanco de DNA

largos (generalmente mayores a 20 pares de bases) [51].

La familia mas estudiada es la de las proteinas LAGLIDADG, que se han
encontrado en todos los reinos de la vida, por lo general codificadas dentro de

intrones o inteinas aunque también existen miembros de vida libre [49].
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El término meganucleasa fue acufado para designar estas proteinas: las
meganucleasas se definieron inicialmente como endonucleasas que reconocen
una secuencia especifica larga (> 12 pb) [54]. Sin embargo, el término
meganucleasa se ha convertido progresivamente en sindbnimo de meganucleasas
naturales o homing endonucleasas (HEs), tomando como referencia el proceso de

homing.

1.3.1 |-Scel

Es una meganucleasa monomérica codificada por un intron mitocondrial del
grupo | de Saccharomyces cerevisiae, es responsable de la difusion de este intrén
hacia copias de los mismos genes pero sin intron [9, 23], a través de
recombinacién homdloga cuando la proteina crea un DSB en un sitio especifico

del genoma. El proceso fue denominado ‘homing’ [35].

I-Scel, esta codificada en el intron opcional Sc LSU. 1 del gen del rRNA 21
S [10, 23, 33], es una proteina de 235 residuos aminoacidicos [38]. El sitio de
reconocimiento es de 18 pares de bases y la secuencia es asimétrica: 5'
TAGGGATAACAGGGTAAT 3' [10, 11]. Aunque sustituciones de una sola base
son toleradas dentro de esta secuencia, las sustituciones reducen la eficiencia de
la escision por varios grados [55]. El corte genera extremos 3' OH cohesivos de 4

pares bases [11].

I-Scel es la meganucleasa prototipica utilizado para la ingenieria del genoma [49].
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2 ANTECEDENTES

En vertebrados la fosforilacion de la variante de histona H2A.X (yH2AX) ocurre
rapidamente después de la formacion de DSB [44] y es llevado a cabo por ATM en
mamiferos o por Tel1 en levaduras [44] y se propaga a lo largo de la cromatina y
el reclutamiento de proteinas de reparacion del DNA en foci de DNA dafiados es

necesario [8].

En el 2005, se estudi6 el remodelado de la cromatina asi como el
reclutamiento de los factores de la maquinaria de reparacion en el sitio de
rompimiento de la doble cadena en Saccharomyces cerevisiae. Para elucidar las
vias de la cromatina que permiten la reparacién de DSB’s se aprovechd el sitio de
corte natural de la enzima HO en una cepa de S. cerevisiae carente de las
secuencias donadoras HMR y HML, asi se introdujo la enzima HO en un plasmido
de expresion inducible con galactosa. La hipotesis fue que el dafio solo podria ser
reparado por NHEJ, pero la mayoria de las proteinas de HR también fueron

reclutadas en el sito de ruptura [58].

También en el 2005, para estudiar la funcién de los teldbmeros en el
silenciamiento de genes del parasito Trypanosoma brucei, se introdujo el sitio de
corte de la meganucleasa |-Scel en el inicio de un telémero y se establecio la

expresion de la meganucleasa |-Scel a partir de un vector inducible [2].

En Giardia, existe evidencia de cariogamia e intercambio de material genético
ectdpico entre nucleos [39] y a través de analisis in silico se han identificado un
conjunto de genes involucrados en meiosis en este parasito, como mre11, rad50,
rad52, dmc1ay dmc1b [41].

En el 2011, se establecieron las condiciones de dafio al DNA de Giardia
mediante radiacion ionizante (formacion de DSB’s) evidenciado por la fosforilacion
de la histona GdH2A desde los 30 minutos post-irradiacion hasta la tercera hora
con una dosis de 100 Gy de IR (datos no publicados), lo que indica que existe una
proteina responsable de dicha fosforilacién a la cual se le denomin6 GdATM
putativa [56].
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En el 2013, se realiz6 la caracterizacion in vitro de GdRad52 y se determind el
nivel de expresion del mensajero en trofozoitos de G. duodenalis irradiados con
rayos gama. Los resultados revelaron un incremento significativo a 1 hora (M. en

C. Rosa Maria Martinez Miguel, manuscrito en preparacion).

En el 2015, se causaron DBS a trofozoitos de G. duodenalis por radiacion
ionizante con rayos gama lo que se corroboré6 mediante el incremento de los
niveles de fosforilacion en GdH2A y se evalud la participacion de GdMre11 vy
GdRad50 a nivel de transcrito y de proteina, los resultados revelaron que hay un

incremento significativo a 1-2 horas para el primero y 4 horas para el segundo [46].

Sin embargo, no se ha demostrado el reclutamiento de alguno de estos
factores en la lesién del DNA ni remodelaciéon de la cromatina en G. duodenalis a

consecuencia de dano al DNA.

3 JUSTIFICACION

Elucidar los mecanismos que utiliza el parasito para mantener la estabilidad de
su genoma podria contribuir a la determinacidon de posibles blancos terapéuticos
contra la maquinaria de recombinacidon homologa y asi establecer nuevas terapias

coadyuvantes o definitivas para el tratamiento de giardiasis.

Nuestro laboratorio ha establecido condiciones para generar DSB mediante
radiacion ionizante y ha estudiado la participacion de GdRad51 y Mre11 en la

reparacion del DNA.

El disefio de un sistema mediante el cual sea posible generar un DSB dirigido a
una region especifica en el genoma de G. duodenalis permitiria el estudio preciso
de procesos como el reclutamiento de complejos proteicos durante la reparaciéon

del DNA y el remodelado de la cromatina.
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4 HIPOTESIS

Si se genera un trofozoito de G. duodenalis transgénico que contenga el Sitio

Blanco para una meganucleasa en el genoma, cuando la enzima sea expresada

en el parasito, esta realizara un corte ocasionando un DSB.

5 OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Construccién de un sistema inducible y generador de un DSB dirigido en el

genoma de G. duodenalis.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1
5.2.2

523

524

Seleccionar una meganucleasa que genere DSB.

Generar trofozoitos transgénicos de G. duodenalis que contengan el
Sitio Blanco para la meganucleasa seleccionada.

Clonar y expresar a la meganucleasa seleccionada con NLS vy
3xMYC en un vector inducible en trofozoitos de G. duodenalis
transgénicos con el Sitio Blanco para meganucleasa seleccionada.

Establecer las condiciones de expresion de la meganucleasa
seleccionada.
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6 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO EXPERIMENTAL

Spleccionar una Genera | Clonar

mieganucleasa rroforoitas Meganucleasa en condiciones de
Particulares L que genere DSB | tran !:genll:ui plasmido inducible | expresion
N
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivo celular

Los trofozoitos de G. duodenalis ensamble A aislado WB (ATCC 30957)
fueron amablemente donados por la Dra. Bibiana Chavez del Departamento de
Infectomica y Patogénesis Molecular del Centro de Investigaciones y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional quien denomind a la cepa como C99;
se cultivaron a 37°C en tubos tipo falcon con medio TYI-33 libre de bilis con 10%
de suero fetal bovino y antibiéticos (penicilina 100 u/mL; Estreptomicina, 100

Mg/mL y; amfotericina B, 0.25 pg/mL) (medio completo) [29].

7.2 Busqueda en la literatura de meganucleasas
Para la busqueda de meganucleasas se utilizd el software del sitio

WWW.Scopus.com, con las palabras de busqueda o combinacion de ellas en todos

los campos: meganuclease, homing endonuclease y parasite.

7.3 Busqueda del Sitio Blanco para la meganucleasa seleccionada en el
genoma de G. duodenalis
Se realizd la busqueda de Ila secuencia del sitio blanco
(TAGGGATAACAGGGTAAT) de la meganucleasa I-Scel en el genoma de G.
duodenalis ensamble A aislado WB mediante la herramienta BLAST del sitio

http://giardiadb.org/giardiadb/ con los siguientes parametros: valor esperado = 10 y

baja complejidad. Las secuencias obtenidas fueron alineadas mediante el software
Seaview [20].

7.4 Seleccion de la region del genoma para insertar el Sitio Blanco
para la meganucleasa I-Scel, sbS
En el genoma de G. duodenalis ensamble A aislado WB del sitio

http://giardiadb.org/giardiadb/ rastreamos los genes correspondientes a proteinas

variables de superficie, VSP (por sus siglas en inglés, Variant-specific Surface
protein) asi como la longitud de los espaciadores intergénicos,|GS ( por sus siglas
en inglés, Intergenic spacer region) que las flanquean y enlistamos las secuencias

codificantes, CDS (por sus siglas en inglés, Coding DNA sequence) hasta 10 Kb

24


http://www.scopus.com/
http://giardiadb.org/giardiadb/
http://giardiadb.org/giardiadb/

de los IGS. Nos cercioramos de que el IGS tuviera un sitio de restriccion natural
esperando que al menos 400 pb quedaran en un extremo del IGS y fuera unico

una vez clonado en el vector de integracion al genoma.

7.5 Insercion del Sitio Blanco para la meganucleasa I-Scel, sbS

Para insertar el Sitio Blanco para la meganucleasa I-Scel en el genoma de G.
duodenalis utilizamos el protocolo establecido por Guerguenchon & Cande, 2011
[19], en el cual parte del extremo C-terminal del gen de interés es clonado en
marco con una etiqueta en un vector que contiene un cassette de resistencia a
antibidtico (seleccion). La region clonada debe contener un sitio de restriccidon
natural, de preferencia, unico en el vector de integracién al genoma. Por ultimo, el
plasmido es linealizado en el sitio de restriccion unico e introducido a los

trofozoitos, los cuales son seleccionados con el cassette de seleccion.

Vector | Vector lineal
Res Res
Linealizacion y
Electroporacion en Giardia
=
Eligueta tEtigqueta
Extremo 3' — * Recombinacion homologa
| Genoma | Gen 1 y seleccion

Genoma con

vector integrado | Ge"_ — s il Gen 1

gueta Extremo 3’

Genoma de Giardia con la etiqueta integrada
en el gen 1 y gen de resistencia para seleccion

Esquema 3: Técnica general para etiquetar genes en loci endégenos. Una porcion del gen (sin el
codon de paro y el extremo 5 del gen) es clonado en marco a una etiqueta en el extremo C-

terminal. En negro se muestran las secuencias del plasmido y en azul las secuencias cromosomales
de Giardia.

En este trabajo se amplificd el espaciador intergénico (IGS) 3’ de la Proteina
Variable de Superficie 160 (VSP-160, ID: GL50803_137612) con los
oligonucledtidos iVSP_F1 y iVSP_R1_Sacl. ElI amplicén se clond en el vector

transitorio pJET1.2 (Thermo Scientific, USA) y fue digerido con las enzimas de
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restriccion Spel (NEB, UK) y Nsil (NEB, UK) para insertar el Sitio Blanco para I-

Scel (sbS) obtenido de manera sintética, el cual consisti6 en los oligos
sbS_F1_Spel_Hindlll y sbS_R1_Nsil. ElI plasmido obtenido, pJiVSPsbS, fue
digerido con Hindlll (Fermentas, USA) y Sacl (NEB, UK) para subclonar el inserto

iVSPsbS en el plasmido pAC Svard plasmid previamente digerido con las mismas

enzimas, el cual contiene como cassette de seleccion el gen de resistencia a

puromicina. Finalmente, el plasmido pACSiVSPsbS fue linealizado con BamHI
(NEB, UK) y purificado.

)
5
T wse l g
QﬂiSj 3
|
4  (paivs
|

shS

pJiVSPsbhS U

i

NSF‘SIJS l

o |

Esquema 4: Estrategia para clonar el sbS en el
vector de integracion.
1) Seleccionar la regién gendmica de G. duodenalis
donde se integro el sbS
» Espaciador Intergenico (IGS) alejado de los
genes involucrados en reparacion.
2) Amplificar el IGS (iVSP)
» Se selecciono6 el IGS de una Proteina Variable de
Superficie (VSP-160)
3) Clonar el iVSP en vector transitorio, pJet.
> pJivsP
4) Insertar el Sitio Blanco para I-Scel (sbS) en pJiVSP
» pJiVSPsbS
5) Subclonar iVSPsbS en un vector integrable en el
genoma (pAC Svard plasmid)
> pACSiVSPsbS

pAC

Upnc SiVSPsbS
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Vector Vector lineal

Res Res
Linealizacion y
Electroporacion en Giardia
4
sbS - i Recombinacién homologa
| Genoma_ | iVSP y Seleccion

: Genoma con

| vector integrado | IVSI— Rcs sl |
. = < st J shS

Genoma de Giardia con el Sitio Blanco para |-Scel (sbS)
integrado en laiVVSP y gen de resistencia para seleccion

Esquema 5: Representacion de la integracion del sbS en el genoma de G. duodenalis. E| inserto
iVSPsbS (creado en pJET1.2) fue clonado en el vector de integracion al genoma, en negro se
muestran las secuencias del plasmido, en rosa la posicion del sbS y en azul las secuencias
cromosomales de Giardia.

7.6 Transfeccion de trofozoitos de G. duodenalis C99 mediante

electroporacion

A partir de cultivos confluentes de G. duodenalis C99 se recolectaron 1 x 107
trofozoitos en 300 uL de medio completo adicionando al menos 30 ug de plasmido
(pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel o pACSiVSPsbS/BamHI); la mezcla fue colocada
en una celda de 4 mm Gene Pulser ® (Biorad, USA) y se incidié un pulso (350 V,
1000 pyF y 700 Q) y se incubd en hielo durante 15 min. Finalmente, el cultivo fue
trasladado a un tubo tipo falcon con 15 mL medio completo y se incubd a 37°C. A
las 24 horas se adicion6 el antibiotico para la seleccion: geneticina (G418) (Sigma-
Aldrich, USA) a una concentracion final de 200 pyg/mL o puromicina a una
concentracion final de 100 uM para las células transfectadas con el plasmido
pNlop_2xNLS_3xMYC _I-Scel o pACSiVSPsbS/BamHI, respectivamente. La
colecta de trofozoitos resistentes continué durante 9 dias, cada tercer dia se
renovo el medio completo y el antibidtico de seleccion, hasta la obtencién de un

tubo confluente.
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7.7 Seleccion clonal

Con el objetivo de obtener clonas unicas de los trofozoitos transfectados con
el plasmido pACSiVSPsbS/BamHI se realizé subcultivo por dilucion limitante en
placas de 96 pozos. Las clonas transgénicas sbS fueron corroboradas mediante
PCR gendmico con los oligonucledtidos: iVSP_F1 (cuya secuencia solo se
encuentra en el DNA gendmico), iVSP_R1 Sacl, SpACSvard F1 'y
SpACSvard_R1.

7.8 Extraccion de DNA genémico de G. duodenalis (lisis alcalina)

La extraccion del DNA gendmico requiri6 de un cultivo confluente de
trofozoitos de G. duodenalis C99 crecidos en medio completo. El cultivo se incubd
en hielo durante 30 min para permitir que los trofozoitos adheridos a la pared del
tubo se despegaran, después se centrifugaron a 1,000 g durante 10 min a 4°C, al
termind el sobrenadante fue desechado y la pastilla celular fue lavada 1 vez con
PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM y ajustado
a pH 7.4) nuevamente se centrifugaron a 1,000 g durante 10 minutos a 4°C. La
pastilla resultante se incub6 toda la noche (~16hr) a 42°C en solucién de lisis
alcalina (Tris-HCI 10mM pH 7.4, EDTA 10 mM, NaCl 150mM, SDS 0.4% vy
proteinasa K 20 mg/mL), se utilizaron 400 uL por cada 10 millones de trofozoitos.
Transcurrida la lisis se adicion6 RNAsa a una concentracion final de 20 pg/mL 'y
se incubd a 37°C durante 30 min. Se agregd un volumen de fenol, se agitd
vigorosamente y se centrifugd a 14,100 g durante 15 minutos. Se recupero la fase
acuosa (superior) y se adiciond 0.1 volumenes acetato de sodio 3 M y dos
volumenes de etanol 100% frio, se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
Se centrifugd a 14,100 g durante 20 min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y la
pastilla se lavé con 1 mL de etanol 70% y se centrifugd a 14,100 g durante 10 min
a 4°C en cada lavado. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 50 uL de agua

bidestilada y se almacené a -20°C.
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7.9 Extraccion de DNA total de G. duodenalis con Isotiocianato de

Guanidinio.

Para la extraccion de DNA total (DNA gendmico y plasmidico) de los
trofozoitos de G. duodenalis se utilizé el buffer de extraccién descrito por Wang et
al, 2011 [61]. El tubo de cultivo se incubd en hielo durante 30 min para permitir que
los trofozoitos adheridos a la pared del tubo se despegaran, después se
centrifugaron a 7,000 g durante 15 min, se desechd el medio y se lavaron 1 vez
con PBS 1X. Se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en buffer de
extraccion [24 g de isotiocianato de guanidinio (Invitrogen life technologies, USA),
20 mL de Tris-HCI 0.1 M pH 6.4, 4.4 mL de EDTA pH 8 y 0.5 mL de Triton 100X].
Se incubd a 65°C durante 1 min y se agitaron en vortex durante 1 min en
intervalos de 5 s. El lisado se extrajo una vez con un volumen 1:1 de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugd a 14,100 g durante 15
min. La fase acuosa fue recuperada y precipitada con 2 volumenes de etanol
100% y 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M durante toda la noche. El DNA
precipitado se centrifugé a 14,1000 g durante 20 min a 4°C, se lavo 3 veces con
etanol 70% y se centrifugd a 14,100 g durante 10 min en cada lavado. El DNA se

resuspendioé en agua inyectable.

7.10 Reparacion de Oligos

Se utilizaron 500 ng de cada oligo purificado para reacciones de 30 uL de
volumen final. Por un lado, se mezclaron los oligos 2xNLS_F1 y 2xNLS_R1 y por
otro, los oligos 3xMYC_F1 y 3xMYC_R1. A cada par de oligos se le anadié 3 pL
de buffer 2 (NEB, UK) 3X (NaCl 150 mM, Tris-HCI 30 mM, MgCl2 30 mM, DTT 15
mM y BSA 0.1 mg/mL). La mezcla se incub6 a 37°C durante 45 min y después a
temperatura ambiente durante 20 min, para permitir que las regiones
complementarias hibridasen. Se afiadieron dNTP’s a una concentracién final de
250 uM y se agregd agua hasta completar 29 pL. Por ultimo, se afiadié 1 uL del
fragmento Klenow exo- (NEB, UK) de la DNA polimerasa y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min para extender los fragmentos en direccién 5’

> 3’, los extremos 3’ complementarios.
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La reaccion se extrajo con un volumen igual de fenol:.cloroformo pH 8, se
agitd vigorosamente y se centrifugdé a 13,100 g durante 10 min. Se recupero la
fase acuosa en un tubo nuevo y se extrajo con un volumen igual de cloroformo se
agitdé vigorosamente y se centrifugd a 13,100 g durante 10 min. Se tom¢ la fase
acuosa y se repitio la extraccion con cloroformo. Se precipité con 2 volumenes de
etanol 100%, 0.25 volumenes de acetato de amonio 9 M y 20 ug de glucégeno a -
20°C. Se centrifugd a 13,100 g durante 10 min y se realizaron 3 lavados con
etanol 70%. Los oligos reparados 2xNLS y 3xMYC se resuspendieron en agua

milli Q (Merk millipore, Alemania).
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Esquema 6: Reparacion de oligos. Para obtener la secuencia deseada del plasmido: extremo 5’ del
plasmido (promotor), NLS, sitio de restriccion para linealizacién, NLS, etiqueta 3xMYC y extremo 3’
del plasmido. Se mandaron sintetizar 4 cuatro oligonucleétidos capaces de aparearse en al menos
20 pb. El extremo 3’ de 2xNLS_F1 se aparea con el extremo 5 de 2xNLS_R1, al repararse se
construye el oligo 2xNLS. Se utilizé el mismo principio para la construccién del oligo 3xMYC. Un
extremo del vector se apareara con el extremo 5 de 2xNLS, mientras que el extremo 3’ de 2xNLS
apareara con el extremo 5' de 3xMYC y finalmente el extremo 3’ de 3xMYC hibridara con el otro
extremo del vector.

7.11 Reaccion de ligacion de Gibson

Para la construccion de los vectores pNlop_2xNLS_3xMYC vy
pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel se siguio el protocolo descrito por Gibson et al, 2009
[17]. Cuyo objetivo es ensamblar y reparar moléculas de DNA sobrelapantes en un

solo paso isotérmico.
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Esquema 7: Reaccion de ligacion de Gibson. Dos insertos (A y B) que comparten secuencias
terminales sobrelapantes entre ellos y con el vector (azul, rojo y naranja) son unidos con un vector
lineal en una molécula covalentemente cerrada (circular) en una reaccién isotérmica de un solo
paso.
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Esquema 8: Etapas de la reaccion de ligacion de Gibson. Sobrelapamiento: Seleccién de dos o
mas fragmentos de DNA (azul y verde) que comparten secuencias terminales sobrelapantes (rosa);
Reseccion de extremos 5': La exonucleasa 5' remueve los nucledtidos de los extremos 5’ de las
moléculas de DNA de doble cadena; Alineamiento: los extremos complementarios sobresalientes
de DNA de cadena sencilla se alinean; Extension 5 > 3': la polimerasa de DNA rellena los huecos
y; Ligacién: la ligasa de DNA sella los cortes. Se subrayan los componentes de la mezcla de reaccién
Gibson.
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Se ligaron 500 ng de vector lineal con lo necesario de inserto para obtener
una relacion 1:6 en mix de reaccion de Gibson (Buffer de reaccion isotérmica (Tris-
HCI 91 mM pH 7.5, MgCl2 9.1 mM, dNTP’s 182 uM, DTT 9.1 mM, PEG-800 45.5
ng/mL, Beta-NAD 909.1 uM), Exonucleasa T5 (Epicenter, USA) 3.63 U/mL,
Polimerasa Phusion de DNA (NEB, UK) 22.73 U/mL y Ligasa Taq de DNA (NEB,
UK) 3.64 U/uL); la reaccion se incubo a 50°C durante 1 h. Se utilizaron 11 yL para

transformar células E. coli TOP10 (Invitrogen, USA) quimio competentes.

7.12Construccion del plasmido inducible pNlop_2xNLS_3xMYC

El plasmido pNlop4 3Myc PAK_N (proporcionado por el Dr. Paredez,
Universidad de Washington) digerido con las enzimas Ncol y BamHI para liberar el
inserto 3Myc_PAK y purificado, se mezclé con los oligos reparados 2xNLS y
3xMYC a una relacién vector-inserto 1:6 siguiendo el protocolo de Reaccion de

Ligacion de Gibson.

7.13 Clonacién de la meganucleasa I-Scel en el plasmido inducible

pNlop_2xNLS_3xMYC

La secuencia de la meganucleasa seleccionada, |-Scel, se obtuvo del
plasmido pCBAScel donado por Maria Jasin (plasmido de Addgene # 26477) [43].
En este plasmido la secuencia de I-Scel esta precedida por NLS y una etiqueta de
HA; se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar la secuencia desde
la etiqueta HA y ademas para que los extremos hibridaran con plasmido
pNlop 2xNLS_3xMYC/BstEIll, los oligos fueron: [-Scel F1 e I|-Scel R1. El
amplicon se mezclod con el plasmido de expresion inducible pNlop 2xNLS _3xMYC,
previamente digerido con BstEll y desfosforilado con Fosfatasa alcalina (CIP) a
37°C durante 1 h a una relacién vector-inserto 1:6 y agua inyectable a un volumen

final de 7 pL, continuando con el protocolo de Reaccién de Ligacion de Gibson.

7.14Mutagénesis dirigida

Para insertar el nucledétido faltante se utilizé el QuikChange Lightning Site-
Directed Mutagenesis Kit (Thermo Scientific, USA) y siguiendo las instrucciones
del fabricante para 50 ng de plasmido ApNlop_2xNLS 3xMYC_I-Scel
(exceptuando la adicion de los oligos), la mezcla de reaccion se separé en 2
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partes iguales y a cada una se anadié 1 uL de oligo ml-Scel F1 65 ng/uL o de
oligo ml-Scel_R1 65 ng/uL. Se incubaron por separado durante dos ciclos y se
juntaron las reacciones para los 16 ciclos restantes Con el siguiente programa de
incubacion: desnaturalizacion inicial 95°C durante 2 min; 18 ciclos de 95°C durante
20 s, 60°C durante 10 s, 68°C durante 3.5 min y; extension final a 68°C durante 5

min.

Se tomaron 5 pL de la reaccion como control. El resto se traté con 0.8 uL de
enzima Dpnl a 37°C durante 5 min, utilizando 5 uL para transformar 50 pL de
células XL1-Blue quimio competentes. Al dia siguiente al resto de la reaccion se
volvio a tratar con enzima Dpnl (1 yL de enzima para 25 pL de reaccion) a 37°C

durante 30 min y se realiz6 el mismo procedimiento de transformacion.

Disefo de oligonucledtidos para mutagénesis dirigida

El disefio de los oligonucledtidos para mutagénesis dirigida se realizé en el sitio:

http://www.genomics.aqgilent.com/primerDesignProgram.jsp.

1. Sintesis de la cadena mutante
#—— -« Desnaturalizacion del templado de DNA
« Alinearmiento de los oligonucledtidos

mutagénicos gue contienen la mutacion
deseada
* Extension e incorporacion  de  los
oligonucledtidos con polimerasa de DNA
- de alta fidelidad

[

P o, b
"z" ‘\“ 2. Digestion del templado con Dpnl
1 H ! « Digestion del DNA parenteral metilado v
Ve, s hemimetilado con Dpnal
P

3. Transformacion
* Transformacion con las moléculas mutantes,
células competentes que reparen los cortes

O-0-0-©

Esquema 9: Mutagenésis dirigida.
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7.15Induccién con doxiciclina

La induccion de la expresion de |-Scel se realizé con 10 yg/mL de doxiciclina
(Sigma-Aldrich, USA) a diferentes tiempos (0, 0.5, 1.5, 3, 4.5, 7 y 10 hrs) o con 1
pug/mL a 7 h para la inmunofluorescencia, de acuerdo a Ching-Hung y
Jung_Hsiang, 2000 [52].

Sistema inducible

"l Proteina
represora

B @ Tetraciclina (o dosiciclina)

Transcripcion

—

T — e

Esquema 10: Induccién con doxiciclina. En ausencia de doxiciclina la proteina represora se
encuentra unida al operador lo cual impide que la polimerasa de RNA transcriba el gen. Al adicionar
doxiciclina, ésta se une a la proteina represora dejando libre el paso para la polimerasa.

7.16 Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales se utilizaron cultivos confluentes de
trofozoitos de G. duodenalis C99 o I-Scel (células transfectadas con el plasmido
pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel) con o sin induccion de doxiciclina y se colectaron
por centrifugacion a 7,000 g durante 15 min, lavando 3 veces con PBS 1X. Las
pastillas celulares se resuspendieron en amortiguador de extractos de proteinas
RIPA (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, desoxicolato de sodio 0.5%, Triton X-
100 1% y SDS 0.1%) con un coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Roche ® protease inhibitor cocktail) 3X y para la extraccion de proteinas de las

muestras tratadas con doxiciclina se afiadi6 MG132 (Calbiochem® Merk,
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Alemania) (inhibidor del proteasoma) a una concentracion final de 25 uM y se
incubaron durante 30 min en hielo. Los lisados se sonicaron con 30 pulsos al 85%,
con descanso de 1 min cada 10 pulsos y se centrifugaron a 14,100 g durante 30

min. Finalmente, se recuperd el sobrenadante.

7.17 Inmunodeteccion en fase solida (Western Blot)

Los extractos totales de proteinas se desnaturalizaron en soluciéon Laemmli
2X (2-mercaptoetanol 2.5%, azul de bromofenol al menos 0.0005%, glicerol 16%,
SDS 4% y Tris-HCI 100 mM pH 6.8) y se hirvieron durante 5 min. Se separaron
electroforeticamente en geles de poliacrilamida 12% durante 1.5 horas a 100 V en
soluciéon amortiguadora de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
dodecilsulfato de sodio (SDS) 1%), seguido de una transferencia a membranas de
nitrocelulosa en amortiguador de transferencia (Tris-base 47.8 mM, glicina 38.3
mM y metanol 20%) durante 40 min a 0.3 A en frio. Posteriormente las
membranas se bloquearon con leche al 10% en TBS-T (Tris-base 10 mM, NaCl
150 mM, Tween-20 0.1%) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizé
un lavado de 5 min con TBS-T para incubar con anticuerpo primario anti-HA
1:5,000 (Sigma-Aldrich, USA) y 5% de leche en TBS-T o anti-MYC 1:5000 (Santa
Cruz Biotechnology, USA) y 5% de leche en TBS-T durante 1.5 h a temperatura
ambiente seguido de 3 lavados de cinco minutos con TBS-T y de la incubacion
con anticuerpo secundario anti-inmonoglubulinas de ratén 1:10,000 acoplado a
peroxidasa de rabano durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente se
realizaron 3 lavados de 5 min con TBS y se reveld por quimioluminiscencia,
empleando el reactivo SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate

(Thermo Scientific, USA) la placa fue expuesta durante 5 min.

7.18 Inmunoprecipitaciéon con anti-HA

Para la inmunoprecipitacion de |-Scel, se utilizé el kit Pierce HA Tag IP/Co-IP
Kit. Se cosecharon 4 tubos de 50 mL de cultivo confluente de trofozoitos de G.
duodenalis C99 o |-Scel con o sin induccion de 10 ug /mL de doxiciclina durante 3
horas. Las proteinas totales fueron extraidas de acuerdo al protocolo previamente

descrito exceptuando la adicion de MG132 en el buffer de lisis. El sobrenadante
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se incubo con 10 yL de suspension de agarosa anti-HA y se dejé en agitacion
durante 1 h a 4°C. La mezcla se transfirié a las columnas de purificacion, para
después realizar 3 lavados con 500 pL de TBS-T (Triton X-100 0.1%). Finalmente,
se anadieron 25 pL de buffer no reductor de la muestra 2X para eluir las proteinas.
La columna se colocé en agua hirviendo durante 5 min. Finalmente a las proteinas
inmunoprecipitadas se afiadieron 2 pL de 2-mercaptoetanol. Los extractos se
separaron siguiendo el protocolo descrito en Western blot, pero sin la

desnaturalizacion en solucién Laemmli y el tratamiento por calentamiento.

7.19 Analisis de expresion de mRNA de Scel
Extraccién de RNA

La extraccion del RNA total de los trofozoitos de G. duodenalis se realizd
empleando el reactivo TRIzol™ (Life Technologies, INVITROGEN). Se emplearon
5 x 108 células inducidas a diferentes tiempos o no inducidas por cada 0.5 mL de
reactivo. Las células se lavaron 2 veces con 2 mL de PBS 1X y se centrifugaron a
7,000 g durante 15 min. Las células lavadas se resuspendieron en 0.5 mL de
reactivo TRIzol y las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5
min. Se afadieron 100 pL de cloroformo, se agitaron vigorosamente con la mano
durante 15 s y se incubaron durante 2 min a temperatura ambiente. Se
centrifugaron a 12,000 g durante 15 min a 4°C, recuperando la fase acuosa. Se
precipitd con 250 pL de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente durante
10 min y se centrifugaron a 12,000 g durante 10 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y el precipitado se lavo con 500 uL de etanol 75 % y se centrifugd a
7,500 g durante 5 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se dejo secar a
temperatura ambiente. Finalmente, el RNA fue resuspendido en H20 DEPC y se
cuantificd. 1 uyg de RNA se traté con 1 pL con DNasa | libre de RNasas (Thermo
Scientific, USA) durante 30 min a 37°C. La reaccion se detuvo adicionando EDTA
a una concentracion final de 5 mM e incubado a 75°C durante 10 min.

Sintesis de cDNA

Se tomaron 8 pL del RNA tratado con DNasa |, se mezclaron con 1 uL de
Oligo DT y 1 yL de dNTP’s 10 mM. La mezcla se incubd a 65°C durante 5 min. Se
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afiadieron 2 pL de M-MLV Buffer de reaccion 5X, 1 uL de Inhibidor de
Ribonocleasas Recombinant RNasin® y 1 yL de M-MLV RT y agua DEPC a un

volumen final de 25 L. La reaccion de incubo6 a 42°C durante 60 min.

7.20 Inmunofluorescencia

Del cultivo inducido con doxiciclina 1 ug/mL a 7 h, se tomaron 400 yL y se
colocaron en cubreobjetos (lavados previamente con etanol 96%). Se incubaron a
37°C durante 15 min y se lavaron 3 veces con 2 mL de PBS 1X estéril. Se
colocaron en acetona 100% a 4°C durante 10 min, se lavaron 3 veces con PBS
1X. Se trataron con Triton X-100 0.1% durante 10 min y se lavaron 3 veces con
PBS 1X. Para bloquear se utilizé gelatina grado biologia molecular 0.5% durante
45 min a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con PBS 1X. Se incubaron
primero con anticuerpo primario C-MYC de ratén (Santa Cruz Biotechnology, USA)
1:300 en PBS 1X durante toda la noche a 4°C. Se lavaron 3 veces con PBS 1X,
seguido de la incubacién con el anticuerpo secundario anti-raton acoplado al
fluoréforo Alexa-488 1:300 en PBS 1X durante 1 h. Se lavaron 3 veces con PBS
1X. Por ultimo, se incubaron con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 0.1 pg/mL
durante 15 min a temperatura ambiente y se lavdo 3 veces con agua milli Q.
Finalmente, se colocaron en portaobjetos con medio de montaje VECTASHIELD®.
Las laminillas se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss

Microscopy).

7.21Preparacion y transformacion quimica de células E. coli TOP10

Se inocularon 5 mL de medio de cultivo Luria Bertani (Para preparar un litro
se utilizaron 10 g de triptona, 5 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura) sin
antibiético con una colonia de la cepa TOP10 de E. coli (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG) y XL1 Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
lac [F" proAB laclg ZAM15 Tn10 (Tetr )]), se incubd en agitacién constante (150-
200 rpm) a 37°C durante toda la noche. En condiciones de esterilidad se tomé una
alicuota de 1 mL del cultivo y se inocularon 100 mL de medio LB sin antibiético

(dilucion 1:1,000), se incubd hasta una densidad optica de 0.5 a 600 nm. Se
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incubd en hielo durante 20 min y posteriormente, se centrifugé el cultivo a 1,700 g
durante 10 min a 4°C, la pastilla resultante fue resuspendida en 1/3 del volumen
inicial del cultivo de solucion reguladora TBF1 estéril (cloruro de rubidio 10 mM,
cloruro de manganeso 4+*H20 50 mM, acetato de potasio 30 mM, cloruro de calcio
10 mM vy glicerol 15% m/v, pH 5.8 ajustado con acido acético diluido y se esterilizé
por filtracion o en autoclave) y se incubd en hielo durante 15 min. Se centrifugaron
a 1,700 g durante 10 min a 4°C. La pastilla se resuspendio en 1/25 del volumen
inicial del cultivo de solucién reguladora TBF2 (MOPS 10 mM, cloruro de rubidio
10 mM, cloruro de calcio 75 mM, glicerol 15% m/v, pH 6.5 ajustado con hidroxido
de potasio y se esterilizoé por filtracidn o en autoclave). Se incub6 en hielo durante
15 min y se hicieron alicuotas de 50 pL, se congelaron con hielo seco y se

almacenaron a -70°C.

Para la transformacion, se tomaron 50 pL de bacterias quimio competentes y
se agregd el volumen indicado de producto de reaccion de ligacion (pJiVSP,
pJiVSPsbS, pACSiVSPsbS, pNlop 2xNLS 3xMYC o pNlop 2xNLS_3xMYC |-
Scel), se incubo en hielo por 30 min, posteriormente se colocé en un bano a 42°C
durante 1 min y se regreso a hielo por un momento, se adicion6 250 uL de medio
LB. Enseguida, se incubd horizontalmente en agitacion a 37°C por una hora.
Posteriormente se espatularon las células en medio de cultivo LB Agar con

ampicilina 100 uyg/mL. Se incub6 a 37°C durante toda la noche.

7.22 Extraccion de plasmido por Easyprep

Se tomaron muestras de las colonias obtenidas y cada una se sembré en 3
mL de medio de cultivo liquido LB con ampicilina 100 pg/mL, y se incub6 a 37°C
en agitacion toda la noche. Posteriormente, se centrifugé todo el cultivo, en tubos
eppendorf de 1.5 mL, a 14,100 g durante 30 s para obtener la pastilla de células,
se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 50 pL de solucion de lisis
(Tris-HCI 10mM pH 8.0, EDTA 1 mM, BSA 0.1 mg/mL, RNAsa A 0.2 mg/mL,
sacarosa 15% y lisozima 2 mg/mL), se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente, después se colocd en un bafio de agua hirviendo durante 60 s y se

coloco inmediatamente en hielo durante 60 s. Se centrifugd a 14,100 g durante 15
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min a temperatura ambiente y se recuperé el sobrenadante evitando tomar parte
de la pastilla. La calidad de plasmido se verific6 mediante electroforesis. Este DNA
plasmidico en algunas ocasiones se utilizd6 para restriccion y amplificacion por
PCR [4].

7.23 Extraccion de plasmido por Miniprep

Una vez identificadas las colonias de bacterias que contienen el plasmido de
interés  (pJiVSP, pJiVSPsbS, pACSiVSPsbS, ApNlop 2xNLS 3xMYC,
pNlop_2xNLS_3xMYC, ApNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel, pNlop_2xNLS_3xMYC_I-
Scel, pCBAScel) se seleccionaron colonias aisladas y se sembraron en 10 mL de
medio de cultivo liquido LB con ampicilina (100 ug/mL), se incubd a 37°C en
agitacion toda la noche. Se centrifugd todo el cultivo, en tubos eppendorf de 1.5
mL, a 11,300 g durante 30 s para obtener la pastilla de células, ésta se lavd con
350 uL de buffer de lisis STET (NaCl 0.1 M, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM
pH 8.0 y Triton X-100 al 5%), se volvio a centrifugar y la pastilla se disolvié en 350
ML de buffer lisis STET, se agregaron 25 uL de lisozima 10 mg/mL, se dejé incubar
a temperatura ambiente durante 10 minutos y se sometio a ebullicion durante dos
minutos, se coloco en hielo durante 30 s y se centrifugé a 11,300 g durante 10
minutos. Se recuperd el sobrenadante y se adicionaron 4 yL de RNasa A 10
mg/mL y se dej6 incubar durante al menos 20 minutos a 65°C, después de este
tiempo se agregd un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se
agitdé vigorosamente y se centrifugé a 11,300 g durante 5 minutos, se recupero el
sobrenadante en un tubo nuevo vy se agregaron 0.1 volumenes de acetato de
sodio 3 M y dos volumenes de etanol 100% frio, se mezcl6 bien y se colocé a -
20°C durante al menos una hora. Se centrifugé a 14,100 g durante 20 min, se
elimind el sobrenadante, y la pastilla se lavé con 1 mL de etanol 70%, tres veces,
se volvio a centrifugar a 14,100 g durante 10 min, se eliminé el sobrenadante y se
dejo secar a temperatura ambiente durante el tiempo necesario, finalmente se
resuspendié en agua inyectable. La calidad de plasmido se verific6 mediante
electroforesis y se cuantificd6 en Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Este

DNA plasmidico se utilizé para ligaciones, restricciones, PCRs y secuenciaciones.
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7.24 Extraccion de plasmido por midiprep

Se utilizo el kit HiSpeed® Plasmimd Midi Kit (QIAGEN®, Alemania) para 150
mL de cultivo. El plasmido (pNlop_2xNLS_3xMYC_|-Scel o pACSiVSPsbS) se
cuantifico en Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Este DNA plasmidico se

utilizé para transfecciones.

7.25 Ligaciones
Para la clonacion en pJET1.2 se siguio el protocolo recomendado por el
fabricante y se utilizaron 5 pyL de reaccion para transformar células TOP10 quimio

competentes.

Para las ligaciones con Ligasa T4 de DNA (Fermentas, USA) se siguio el
protocolo recomendado por el fabricante para 100 ng de plasmido; con relacion
molar vector-inserto 1:50 (pJiVSP y sbS) o 1:5 (pACSvard e iVSPsbS); se incubd
toda la noche a temperatura ambiente y se utilizaron5 yL de reaccién para

transformar células TOP10 quimio competentes.

7.26 Reaccion de secuenciacion.

Las secuenciaciones de las secuencias de interés insertadas en los
plasmidos y en el genoma de G. duodenalis se realizaron utilizando el kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. En un tubo para PCR se mezclaron 300 ng
del plasmido o producto de PCR purificado, 1 uL de oligo 10 uM correspondiente,
DMSO 1% en caso necesario y agua inyectable a 12 pyL. La mezcla se incubo a
72°C durante 5 min, y se dej6 enfriar a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente se agregaron 4 pL de buffer de secuenciacion 5X, y 4 pL de
mezcla de secuenciacién (BigDye terminator v3.1 Cycle sequencing RR-100). Se
colocé en el termociclador (TECHNE TC-312) con las siguientes condiciones 96°C
durante 2 min, 30 ciclos de 96°C durante 10 s, 50°C durante 5 s y 60°C durante 4

min, finalmente a 4°C.

El producto de reaccidén de secuenciacion se precipitd con EDTA-etanol; se
centrifugd ligeramente y se transfirio a un tubo de 1.5 mL, se agregaron 5 uL de
EDTA 125 mM pH 8.0 y 60 uL de etanol 100%, se agitdé brevemente y se dejo
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reposar durante 30 min a temperatura ambiente. Se centrifugdé a 14,100 g durante

20 min a 4°C, se removié completamente el sobrenadante y la pastilla se lavo 3

veces con 250 yL de etanol 70%, se centrifug6 a 14,100 g durante 5 min, se

removio el sobrenadante y se dejo secar. Una vez secos, los tubos se enviaron a

la unidad de acidos nucléicos del Departamento de Genética y Biologia Molecular

del CINVESTAV, para ser analizado por electroforesis capilar mediante el

secuenciador automatico Perkin EImer™ ABI PRISM™ 310 (Applied Biosystems).

Tabla 1: Lista de iniciadores y el DNA utilizado como templado.

Iniciador

SpNlop_F1
SpNlop_R1
SpNlop F2

SpNlop_R2
pJET1.2Forw.
pJET1.2Rev.
SpACSvard_F1

SpACSvard_R1
I-Scel F1
[-Scel_R1

Plasmido(s) o producto de PCR
SpNIop2xNLS3xMyc,
SpNIop2xNLS3xMyc_|-Scel
SpNIop2xNLS3xMyc_|-Scel
SpNIop2xNLS3xMyc_|-Scel,
pCBAScel

pJiVSP, pJiVSPsbS

pACSIiIVSPsbS, Producto de la
PCR3 del DNA gendmico del
transgénico sbS.
pACSiVSPsbS

pCBAScel
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Tabla 2: Lista de todos los oligonucleétidos utilizados y su secuencia.

Nombre
iVSP_F1
iVSP_R1_Sacl

sbS_F1_Spel_HindIIl

sbS_R1_Nsil
pJET1.2Forw.
pJET1.2Rev.
SpACSvard_F1
SpACSvard_R1

2xNLS_F1

2xNLS_R1

3xMYC_F1

3xMYC_R1

2xNLS

3xMYC

I-Scel_F1

I-Scel R1

SpNlop_F1
SpNlop_R1
SpNlop_F2
SpNIlop_R2
ml-Scel_F1
ml-Scel R1

Secuencia 5’ > 3’
ATGGAATCAACACTCACCGGGTCTATCG
GAGCTCAGAACTAGGCAGGCGTAATCCCAT
CTAGTAAGCTTTAGGGATAACAGGGTAATGCA
ATTACCCTGTTATCCCTAAAGCTTA
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
GGCTTGTACTCGGTGCCCATGGAT
GCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGT
ATAGAGACTAGGAAGCTTTCCATGGGACCCAAGAAG

AAGAGGAAGGTGGGGGTGACCCCCAAGAAGAAGAG
GAAGGTG

TCACTACGCAGCAGATCCTCCTCCGAGATCAGCTTCT
GCATTGATGCCACCTTCCTCTTCTTCTTGGGGGTCAC
CCcCC

GGAGGATCTGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTTATA
AGTGAAGAAGATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGAAAT
TAAT

ACGGAAAGAATTCGATTCAGGATCCTCATAAAAGGTC
CTCTTCTGAAATTAATTTCTGTTCCTCTGACCTCAATA
AAT

AGACTAGGAAGCTTTCCATGGGACCCAAGAAGAAGA
GGAAGGTGGGGGTGACCCCCAAGAAGAAGAGGAAG
GTGGCATCAATGCAGAAGCTGATCTCGGAGGAGGAT
CTGCTGCGTAGTGAAGAACAA

GAGGAGGATCTGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTT
ATAAGTGAAGAAGATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGA
AATTAATTTCAGAAGAGGACCTTTTATGAGGAATGGA
TCCTGAATCGAATTCTTT

AGAAGAAGAGGAAGGTGGGGGTGACCTACCCATACG
ATGTTCCTGACTAT

CCTTCCTCTTCTTCTTGGGGGTCACCCCTTTCAGGAA
AGTTTCGGAGGAGA
CCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCC
TAACCATTGAGGCCCAGGAACAAG
TCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
GTTACGCAGACCCTTAACCAGG
CTGTCCCCGCCGCACAAAAAAGAACGTGTTAACCAC
GTGGTTAACACGTTCTTTTTTGTGCGGCGGGGACAG
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8 RESULTADOS

8.1 Meganucleasas encontradas en la literatura:

Se encontraron al menos 6 meganucleasas reportadas en la literatura, la
mayoria proveniente de Saccharomyces cerevisiae, cuyos sitios blanco tienen una
longitud minima de 18 pb para I-Scel y maxima de 37 pb para PI-Scel; en la tabla
3 se muestran los detalles del organismo de origen, longitud y secuencia del sitio
blanco para 6 meganucleasas encontradas.

Tabla 3: Listado de meganucleasas encontradas en la literatura, organismo de origen,
longitud y secuencia de su sitio blanco.

Nombre Organismo de origen  pb Secuencia Sitio Blanco
Levadura

[-Scel Saccharomyces 18 TAGGGATAACAGGGTAAT
cerevisiae, mitocondrial
Chlamydomonas

I-Ceul eugametos, gen del o7 TAACTATAACGGTCCTAAG
rRNA largo de GTAGCGAA
cloroplasto

P|-Pspl Especies de 30 TGGCAAACAGCTATTATG

P Pyrococcus GGTATTATGGGT

Saccharomyces ATCTATGTCGGGTGCGGA

PI-Scel cerevisiae, gen de la 37 GAAAGAGGTAATGAAATG
ATPasa VMA G

I-Crel Chlamydomonas CAAAACGTCGTGAGACA

. reinhardtii, genoma del 22 GTTTG

homodimero C|Orop|asto
Saccharomvees TTTTAGTTTCAGCTTTCCG

HO (I-Scell) cerevisiae y 30 CAACAGTATAATTCAGCTT

TCCTCAACAGTATAA

También se buscod si estas habian sido expresadas en organismos
heterdlogos, I-Scel fue la mas versatil de todas, ya que se ha expresado en lineas
celulares humanas y murinas; en animales (Xenopus laevis y drosophila), en virus,
bacterias y parasitos (Trypanosoma brucei y Plasmodium falciparum). En la tabla 4

se resumen los organismos heterdlogos en los que se han expresado las
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meganucleasas |-Scel y HO. El antecedente de expresidn en parasitos convierte a

I-Scel en la mejor candidata ya que G. duodenalis al ser también un parasito,

podria aceptar la expresion de esta nucleasa exogena.

Tabla 4: Organismos heterélogos en los que se han expresado las meganucleasas.

Nombre

I-Scel

HO (I-Scell)

Organismos

Human myeloid leukemia cell line K562
Human B-lymphoblastoid cell lines TK6 and WTK1
Murine hematopoietic stem cells

Xenopus laevis (RANA)

Células de riiédn humanas 293

Nicotiana (planta de flor)

Drosophila

Oncolytic adenoviruses

Zebra fish (solo introduccién del plasmido)
Trypanosoma brucei

Plasmodium falciparum

Streptomyces coelicolor (bacterias gram +,
actinobacterias)

Adenovirus

Mouse

8.2 BLAST del Sitio Blanco para I-Scel (sbS) en el genoma de G.

duodenalis:

En el genoma de G. duodenalis se encontraron 4 sitios homoélogos pero no

idénticos al Sitio Blanco para I-Scel: un sitio en el cromosoma |, un sitio en el

cromosoma IIl y dos sitios en el cromosoma V, en la figura 1 se muestra el

resumen de los resultados del BLAST. Estas secuencias se alinearon el programa

seaview, observandose que no son idénticas al sbS en las 18 pb, figura 2.
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Figura 2: Alineamiento del sbS y las secuencias homoélogas. En la primer fila se observa la
secuencia del Sitio Blanco para I-Scel (sbS), en la segunda fila se observa la secuencia del sitio
homodlogo en el cromosoma I (C01) que es idéntico de la posicion cuatro a la quince (4..15),
descripcidn similar para el resto de las filas.

8.3 Sitio seleccionado para insertar el Sitio Blanco de I-Scel, sbS
Se enlistaron las Proteinas Variables de Superficie (VSP) y los CDS

circundantes (al menos su inicio y fin) para determinar la longitud de los
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espaciadores intergénicos (IGS) de las VSPs iniciando con el cromosoma |. En el

cromosoma uno se encontraron 13 VSP’s, ordenadas en la tabla 5. El tamafo de

los IGS en G. duodenalis es muy variable, hay algunos genes que estan

sobrelapados, por lo tanto no tienen IGS, y la de mayor longitud encontrada en el

cromosoma | fue de 4844-pb que corresponde a la IGS 3’ de la VSP-187.

Tabla 5: Lista de los IGS encontradas en el cromosoma 1.

CDS IGS
No. ID Descripcion
Inicio Fin Longitud
GLCHRO01:6,802..38,445
21026 21331 471
Variant-Specific Surface Protein
C1VSP1 GL50803_137614 180 (VSP-180) 21802 23445 106
23551 23667
GLCHRO01:112,431..144,512
hypothetical protein 125560 126036 1395
Variant-Specific Surface Protein
C1VSP2 GL50803 112113 159 (VSP-159) 127431 129512 865
unspecified product (deprecated) 130377 130637
GLCHRO01:159,065..191,662
Dipeptidyl-peptidase IlI 170598 172682
unspecified product (deprecated) 173413 173520 544
c1vsps GL50803_137612 Ygg?\r‘/;if’?gg')c Surface Protein 474065 176662 643
unspecified product (deprecated) 177306 178166
High cysteine membrane protein 178194 180692
Group 3
GLCHRO01:233,367..264,989
Variant-specific surface protein 247084 247257 1110
Variant-Specific Surface Protein
C1VSP4 GL50803_13727 183 (VSP-183) 248367 249989
Sin anotaciones
GLCHRO01:556,245..588,293
SOBRELAPADO
C2VSP5 GL50803 115797  Yarant-Specific Surface Protein 54 571545 573093 129
(VSP-54)
573422 573640
GLCHRO01:599,680..631,470
614333 614551 129
C1VSP6 iant- ifi i
GL50803_ 112208  Yariant-Specific Surface Protein - s44580  g16470 307

98.1 (VSP-98.1)
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616777 617022
GLCHRO01:746,170..776,727
SOBRELAPADO
CIVSP7 GL50803 10562  Yarant-Specific Surface Protein 97 76147 761727
(VSP-97)
SOBRELAPADO
GLCHRO01:950,361..981,647
964004 964270 1091
Variant-Specific Surface Protein
C1VSPS  GLS0B03_112647 o2\ sy 1 965361 966647 1808
968455 968571
GLCHRO01:1,055,013..1,086,344
1068117 1068860 1153
Variant-Specific Surface Protein
C1VSP9  GL50803 80315 (U OPRCT 1070013 1071344 4844
1076188 1076424
GLCHRO01:1,250,651..1,282,549
1264708 1265628 23
C1VSP10 GL50803_113163  Yanant-Specific Surface Protein 29 yyg5q51 1267549 14
(VSP-29)
1267563 1267754
GLCHRO01:1,353,870..1,385,720
1366847 1367554 1316
C1VSP11 GL50803 87628  Yanant-Specific Surface Protein 28 4350070 1370720  -67
= (VSP-28)
1370653 1370760
GLCHRO01:1,446,465.1,476,683
Kinase, NEK 1457702 1459231
C1VSP12 GL50803_ 38901 X‘/”‘S”Sf‘zt}s)pec'f'c Surface Protein 27 4450050 1461117 348
C1VSP13 GL50803 38910  VSP 1461465 1461683 483
GL50803_113094  Kinase, NEK 1462166 1462336 964

Al inicio en "negritas” se muestras las coordenadas en el genoma (ej: GLCHR01:6,802..38,445 se
refiere al cromosoma uno y se muestran de la base 6,802 a la base 38,445). CxVSPy se refiere a la
VSP nimero y (ej: VSP1) encontrada en el cromosoma x (ej: C1); en letras rojas se indica la proteina

selecciona para este trabajo.

Se decidio analizar los IGS de la tercer VSP encontrada en el cromosoma |,
C1VSP3, que corresponde a la Proteina Variable de Superficie 160 (VSP-160), ver

esquema en la figura 11, debido a que tienen una longitud (544 y 643-pb para el

IGS 5 y el IGS 3, respectivamente) que podria cumplir con el requisito de al
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menos 400-pb para realizar recombinacién homéloga, una vez insertado el sbS y

linealizado el plasmido de integracion al genoma.

Protd7T IGS &' Prot10
Prot0é rotl8 VSP-160 IG5 3 Prot09

N / /
QI < | J 1
)

Esquema 11: Esquema de VPS-160, sus IGS y los CDS vecinos. En azul se muestran los IGS de la
VSP-160. En lineas naranjas verticales se muestran las CDS, el sentido de las flechas indica el sentido
de la CDS.

Ademas, se encontraron la mayor cantidad de genes circundantes con
funcién asignada (5 CDS) y ninguno pertenece a genes involucrados en
reparacion o recombinacion y; se encontraron 18 CDS como proteinas hipotéticas

o inespecificas, ver tabla 6.
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e | s | —— - E— ]
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BLEOENS 24658 GL50803_ 39651
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Esquema 12: Esquema de VSP-160 y hasta 10-Kb de sus IGS. La VSP-160 aparece como flecha
roja bordeada en amarillo. En azul las CDS en la cadena sentido y en rojo en la cadena
complementaria. Se muestra la regién del cromosoma uno de la base 164,065 a la base 186,662.

Se eligi6 el IGS 3’ ya que cumple con el requisito de al menos 400-pb (502-

pb) una vez que el plasmido de integracién al genoma sea linealizado con un sitio

unico.
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Tabla 6: Detalle de los genes circundantes hasta 10-Kb de los IGS de la VSP-160.

GLCHRO01:164,065..186662

CDS IGS
No. ID Descripcion: . . .
Inicio Fin Longitud
1 GL50803_40920  hypothetical protein 163192 164100
2 GL50803_137695 [Kinase, CMGC DYRKIW 164184 166766
3 GL50803_1206 unspecified product (deprecated) 166729 166863
4 GL50803_15948  hypothetical protein 166878 167909
5 GL50803_842 unspecified product (deprecated) 167856 167981
6 GL50803_841 unspecified product (deprecated) 167881 168057
7 GL50803_24695  hypothetical protein 167980 170451
8 GL50803_3822  |Dipeptidylspeptidase i 170598 172682

9 GL50803_35077  unspecified product (deprecated) 172762 172878

10 GL50803_87492 hypothetical protein 172726 173331

11 GL50803_99145  unspecified product (deprecated) 173413 173520 544
C1 Variant-Specific Surface Protein

VSP3 GL50803_137612 160 (VSP-160) 174065 176662 643

12 GL50803_112125 unspecified product (deprecated) 177306 178166
13 GL50803_99712 unspecified product (deprecated) 177398 177514

14 GL50803_112126 _ 178194 180692

15 GL50803_94022  hypothetical protein 180170 180700
16 GL50803_1820 unspecified product (deprecated) 181408 181560

17 GL50803_12807

18 GL50803_40521 hypothetical protein 181971 182849
19 GL50803_39681 unspecified product (deprecated) 182408 182554

181487 182041

20 GL50803_15889 182931 184031
21 GL50803_18374  unspecified product (deprecated) 183760 184071
22 GL50803_15888  hypothetical protein 184061 185932
23 GL50803_13283  hypothetical protein 185993 187093

Resaltados en azul, las CDS con funcién asignada y resaltado en amarillo el IGS seleccionado.

8.4 Insercion del Sitio Blanco para I-Scel, sbS, en el genoma de G.
duodenalis
Para integrar el sbS en el genoma de G. duodenalis primero se extrajo el
DNA de G. duodenalis C99, después se amplificé el IGS 3’ de la VPS-160,
llamada iVSP y se cloné en pJET1.2 para insertar alli el sbS. Después, el inserto
iVSPsbS fue subclonado en el vector de integracion al genoma (pACSiVSPsbS).
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Una vez linealizado y purificado pACSiVSPsbS fue introducido a trofozoitos de G.
duodenalis C99.

Extracciéon de DNA de G. duodenalis

Las extracciones de DNA se realizaron mediante el protocolo de lisis
alcalina, se colocaron en un gel de agarosa, se colocé también marcador de 1
kilobase (kb) (Fermentas,USA), se resolvid por electroforesis y se tiid con
bromuro de etidio. Finalmente, se observaron en un fotodocumentador y se

identificaron las bandas de alto peso molecular caracteristicos.

a?"&'* Figura 3: DNA Genémico €99. Se observa el corrimiento del DNA
M oo extraido de dos muestras de G. duodenalis C99, se agregaron 3 pL
4 _. -_ de cada extraccién. El DNA gendmico se indica con una flecha

- - - ve rd e.

kb
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Construccion de pJiVSP:
Amplificacion del iVSP.

Se amplificd el iVPS con los oligonucledétidos iVSP_F1 e iVSP_R1_Sacl.
Debido al alto contenido de GC de la iVSP, los oligos fueron disefiados en los
CDS adyacentes. iVSP_F1 esta en la VSP-160 e iVSP_R1_Sacl en parte de la
proteina 9. Los sitios de restriccion naturales Spel y Nsil se emplearon para
insertar el sbS cuando el iVSP este clonado en pJET1.2 ya que dichos sitios no se
encuentran en pJET1.2. y el sitio de restriccion natural BamHI del iVSP sera el
sitio de linealizacion unico cuando este clonado en el vector de integracion al
genoma. En el oligo iVSP_R1_Sacl se agrego el sitio Sacl que se utilizara para

subclonar en el vector de integracion al genoma.
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Esquema 13: Esquema de iVSP en el genoma de G. duodenalis. Detalle de la posicion de los
oligonucleétidos para la amplificacién de iVSP y ubicacién de los sitios de restriccién importantes.

]

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue necesario agregar
DMSO a una concentraciéon final de 2% debido al alto contenido de GC del
amplicon (63%) y su alta Tm (92.7). Una vez terminada la reaccion se resolvieron
por electroforesis en gel de agarosa, éste fue tefiido con bromuro de etidio y se

observaron en un fotodocumentador.

Figura 4: PCR de iVSP con Pfx 50™ DNA
polymerase (Invitrogen, USA) con y sin DMSO.
En el primer carril se muestra el marcador de 1kb
(Invitrogen, USA), en el carril dos el control
negativo de PCR (esta reacciéon contiene la misma
mezcla que las demas, excepto el templado), en el
carril tres hay un control positivo de PCR, para este
caso se utiliz6 un DNA gendémico que habia en el
laboratorio; en los carriles 4 y 5 se observa el
amplificado del tamafo esperado (960 pb). En la
PCR de los carriles 6 a 9 (la descripcion
corresponde a los carriles 2 a 5) no se agregd
DMSO y no se observa producto.
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Ligacion

El plasmido pJiVSP fue construido por la clonacion del amplicén iVSP
desde el genoma de G. duodenalis C99 en el vector transitorio pJET1.2 (Thermo
Scientific, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Con este producto de
ligacion se transformaron células E. coli (TOP-10) quimio competentes. Se
obtuvieron varias colonias candidatas, las cuales se seleccionaron para
propagarlas y posteriormente realizar la extraccion de plasmido por miniprep. El
inserto iVSP contiene: los sitio Spel y Nsil que seran utilizados para la clonacién
del Sitio Blanco para I-Scel; el sitio Sacl (incluido en el oligo iVSP_R1_Sacl) para
subclonar en el vector de integracion al genoma junto con el sitio Hindlll (el cual
sera anadido en la siguiente modificacion) y el sitio BamHI para linealizar el vector

de integracién al genoma.

RJETI. Form Figura 5: pJiVSP. Detalle de las caracteristicas
A utilizadas para caracterizar el plasmido: los
" -'f"fg il oligos utilizados para PCR (iVSP_F1 e

iVSP_R1_Sacl), los oligos utilizados para
secuenciar (pJET1.2Forw y pJET1.2Rev.) y los
~WSP sitios de restriccion (Spel, Nsil, HindIl y Bgll).

=

pliVSP

Q‘N:f‘ __ ISP R Sact

SJETY 2w

Se analizaron 6 clonas por PCR, el amplicon se resolvio en un gel de
agarosa, éste fue tenido con bromuro de etidio y se observd en un
fotodocumentador, en el gel se muestra que hay varias candidatas que contienen
el plasmido con el inserto iVSP. En la figura 6 se observan los amplificados de

tamarno esperado de 960-pb.
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Figura 6: Producto de PCR de clonas pJiVSP con los oligos iVSP_F1 e iVSP_R1_Sacl. Carril uno:
marcador de 1 Kb (Fermentas, USA); carril dos: control negativo de PCR; carril tres: control positivo
de PCR que corresponde a una clona de una ligacion anterior y confirmada por secuenciacién (ver
en discusion); del carril cuatro al ocho: se muestran los fragmentos amplificados, de tamafo
esperado de 960-pb de las clonas analizadas.

Solo se eligieron las clonas 1 y § para caracterizar por digestion con
enzimas de restriccion. Para linealizar se utilizaron las enzimas Hindlll (cuyo sitio
se encuentra en pJET1.2), Spel y Nsil (cuyos sitios fueron agregados en el inserto
iVSP). Para realizar 2 cortes y liberar un fragmento se utilizé la enzima Bglll y
doble digestién con Spel y Nsil. Las reacciones se resolvieron en un gel de
agarosa, éste fue tenido con bromuro de etidio y se observd en un
fotodocumentador, en el gel, figura 7, se muestran las bandas obtenidas por la
digestion de las clonas 1 y 5 por diversas enzimas de restriccion. Todas las
enzimas fueron capaces de digerir el plasmido obtenido de la clona 5 por lo cual
ésta clona contiene los sitios de restriccion necesario para la siguiente

modificacion.
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Secuenciacién de pJiVSP clona5

La clona 5 también fue confirmada mediante secuenciacion con los oligos

los sitios de restriccion Spel y Nsil.

141

- Spel

23838 B

- ~. #1006 pb

Figura 7: Caracterizacion de pJiVSP clonas 1 y 5 por digestion con enzimas de restriccion.
Carril uno: marcador de 1 Kb (Fermentas, USA); carril dos: plasmido de la clona 1 y; carriles tres al
siete su digestion: solo cortaron las enzimas cuyo sitio se encuentra en el plasmido (HindIll que
linealizd y Bgl II que liberd un fragmento), Spel y Nsil no fueron capaces de digerirlo; carril ocho:
pldsmido de la clona 5 y; carriles nueve al trece su digestion: todas las enzimas fueron capaces de
digerir el plasmido.

pJET1.2Forw y pJET1.2Rev. El alineamiento con seaview muestra la integridad de

54

Esquema 14: Alineamiento de plJiVSP. Fila uno: secuencia tedrica; fila dos: la secuencia obtenida
con el oligo pJET1.2Forw y; fila tres: la secuencia obtenida con el oligo pJET1.2Rev.



Construccién de pJiVSPsbS

Digestion de pJiVSP con Spel y Nsil para la ligacion del inserto sbS.

La doble digestion se realizd en un solo paso en buffer 2.1 (NEB, UK). Nsil
tiene una eficiencia de corte de 75% mientras que Spel de 100% en ese buffer.
Las reacciones se resolvieron en un gel de agarosa, éste fue tefiido con bromuro
de etidio y se observé en un fotodocumentador, en el gel, figura 8, se muestran las
bandas obtenidas por la digestion de la clona 5 de pJiVSP con Spel y Nsil. La
banda de 3761-pb fue recortada, purificada y el DNA obtenido fue cuantificado.

B)

4 3781 BB

173 pb

Figura 8: Digestiéon pJiVSP con Nsil y Spel A) Carril uno: marcador de 1 Kb; carril dos: pJiVSP sin
digerir; carril tres: pJiVSP linealizado (flecha roja) con Nsil o Spel y; carril cuatro: la doble digestién y
el fragmento esperado de 3761 pb (flecha verde). B) Carril uno: marcador de 100 pb
(Invitrogen,USA); carril dos: pJiVSP sin digerir, carriles tres al cinco: la doble digestion y el
fragmento liberado esperado de 173 pb y; carril seis: pJiVSP linealizado con Spel o Nsil.

Formacioén del sbS sintético en doble cadena

Antes de realizar la ligacion se hibridaron los oligos sbS_F1_Spel_ Hindlll y
sbS_R1 Nsil en agua inyectable a una concentracion de 4 ng/uL. El oligo
sbS_F1_Spel_Hindlll consta de: los extremos cohesivos para los sitios Spel y Nsil
(ya que la Ay la T de los extremos, encerradas en circulos verdes, esquema 15,
no existen fisicamente, se muestran para ilustrar la secuencia de los sitios de
restriccion), el sitio Hindlll para la posterior subclonacién en el vector de

integracién al genoma y las 18 pb del sbS. El oligo sbS_R1_Nsil es la cadena

55



complementaria para dejar los extremos cohesivos para la ligacion en
pJiVSP/Spel_Nsil.

sbS

Spel )k Esquema 15: sbS sintético en doble
Hindlll Nsil cadena. Detalle de la secuencia de los

a iy nlyig et Y R T = o oligos utilizados.
ACTAGTAAGC TTITAGGGATA ACAGGGTAAT GCAT 9
~
L

for:
ATTCG ARAATCCCTAT TGICCCAIT

Ligacion

El plasmido pJiVSPsbS fue construido mediante la ligacion del sbS sintético
en doble cadena y el plasmido pJiVSP digerido con Spel y Nsil con T4 DNA ligasa
(Fermentas,USA) a temperatura ambiente durante toda la noche. Con este
producto de ligacion se transformaron células E. coli (TOP-10) quimio
competentes. Se obtuvieron varias colonias candidatas las cuales se
seleccionaron para propagarlas y posteriormente realizar la extraccion de

plasmido por miniprep.

Esquema 16: pJiVSPsbS. Detalle de

pJET!.ZForw o P ”
P las caracteristicas utilizadas para
- SR caracterizar el plasmido: los oligos
" 4 ff iiBhas: utilizados para secuenciar
bis & 4.:" TPl pea) (PJET1.2Forw. y pJET1.2Rev.) vy los
.5bS sitios de restriccion HindIll. También
[y W s se muestra la posicién del sbS, los
] pJIVSPsbS '-: '-I A, BenHL5hg) SItIOS- ut|||zad9§ para su ligacion (Spel
| ) | VSPsbs y Nsi), los sitios HindIll (501) y Sacl
4 S | para la subclonacién en el vector de
. VSPRY Sacl integracion al genoma, el sitio BamHI

...‘::-. —— . Y . .
~Sacl (1350) para linealizacién y los oligos iVSP_F1

\ pJETIRev e iVSP_R1_Sacl.
HindIIT fFEE

Rep Origin 1
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El vector pJiVSPsbS contiene el sitio Hindlll para la subclonacién del inserto

iVSPsbS en el vector de integracién al genoma.

El plasmido obtenido de las clonas propagadas se analizd por digestion con
enzimas de restriccion. Las reacciones se resolvieron en un gel de agarosa, éste
fue tefido con bromuro de etidio y se observd en un fotodocumentador, en el gel,
figura 9, se muestran las bandas obtenidas por la digestion de las clonas
obtenidas con Hindlll; de 9 clonas analizadas en tres se observa liberacion de
fragmento de 943-pb lo que indica que tienen el inserto sbS, debido a que alli se

adicion6 uno de los sitios Hindlll.

Figura 9: Caracterizacion de pJiVSPsbS mediante digestion con Hindlll. Carril uno: marcador de
1 Kb; carril dos: plJiVSP clona 5 sin digerir y; carriles tres a 12: digestién con Hindlll, la enzima
linealiza la clona 5 de pliVSP (carril tres), la cual solo contiene un sitio y se observa la banda
esperada de 3934-pb, mientras que en las clonas 7, 8 y 9 de pJiVSPsbS se observan dos bandas una
de 2850-pb y otra de 943-pb, que en conjunto suman 3793-pb, el tamafio del plasmido pliVSPsbsS.

Secuenciacién de pJiVSPsbS

Se secuenciaron las clonas 7 y 8 para confirmar su identidad con el oligo
pJET1.2Forw. El alineamiento con seaview confirma la integridad del sbS y los

sitios de restriccion Spel y Nsil utilizados para su clonacion.
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pJiVSPsbs
c7 F1
c8 F1

Esquema 17: Alineamiento de pJiVSPsbS, clonas 7 y 8. Fila uno: secuencia teodrica; fila dos: la
secuencia obtenida de la clona 7 con el oliogo pJET1.2Forw; fila tres: la secuencia obtenida de la
clona 7 con el oligo pJET1.2Forw.

8.5 Construccion de pACSiVSPsbs:

El plasmido pACSiVSPsbS se construyé clonando el inserto iVSPsbS
obtenido de la digestion secuencial de pJiVSPsbS con Sacl y Hindlll en el
plasmido pACSvard plasmid, éste ultimo fue previamente digerido con las mismas
enzimas para liberar el inserto que contenia, las digestiones se resolvieron en un
gel de agarosa, éste fue tenido con bromuro de etidio y se observdé en un
fotodocumentador, en el gel, figura 10, se muestran las bandas obtenidas por la
digestion de pAC Svard plasmid y pJiVSPsbS con Sacl y Hindlll; la banda de
3635-pb del inciso A y la banda de 689-pb del inciso B fueron recortadas,
purificadas y los DNAs obtenidos fueron cuantificados. La ligaciéon de estos dos
fragmentos se realiz6 con T4 DNA ligasa a temperatura ambiente durante toda la
noche. Con este producto de ligacion se transformaron células E. coli (TOP-10)
quimio competentes. Se obtuvieron varias colonias candidatas las cuales se
seleccionaron para propagarlas y posteriormente realizar la extraccion de

plasmido por miniprep.

En el esquema 18 se muestran algunas caracteristicas relevantes del
plasmido obtenido, pACSIiVSPsbS.
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Figura 10: Digestiones con Sacl y Hindlll. A) pAC Svard plasmid digerido con Sacl y Hindll, se
obtiene el fragmento deseado de 3635-pb. B) pJiVSPsbS digerido con Sacl y Hindlll, se obtienen 3
fragmentos debido a que el plasmido contiene 2 sitios Hindlll; el deseado es el de 689-pb (inserto
iVSPsbS). Para ambos incisos, carril uno: marcador de 1 Kb (Fermentas, USA); carril dos: plasmido sin

digerir y; carril tres: plasmido digerido secuencialmente.
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Esquema 18: pACSiVSPsbS. Detalle
de las caracteristicas utilizadas para
caracterizar el plasmido: los oligos
utilizados para PCR y secuenciar
(SpACSvard_F1 y  SpACSvard_R1).
También se muestra la posicién del
sbS, los sitios utilizados para su
ligacién (Hindll y Sacl), el sitio BamHI
para  linealizacibn y  posterior
integracion al genoma y el oligo
iVSP_R1_Sacl.



Este plasmido no contiene la secuencia del oligo iVSP_F1 utilizado para la
amplificacion de iVSP desde el genoma de G. duodenalis C99. La digestion con
Sacl y Hindlll eliminé el promotor del plasmido que no es necesario debido a que
el iVSPsbS no es un gen que requiera ser expresado.

El plasmido obtenido de las clonas propagadas se analizé6 mediante PCR.
Los amplicones se resolvieron en un gel de agarosa, figura 11 este fue teiido con

bromuro de etidio y se observo en un fotodocumentador; de 6 clonas analizadas
mediante PCR 5 contienen el inserto iVSPsbS.
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Figura 11: PCR de iVSP desde pACSiVSPsbS. Carril uno: control negativo de PCR de los oligos
SpACSvard_F1 y SpACSvard_R1; carril dos: marcador de 1 Kb; carriles tres y cuatro: control de PCR
de los oligos SpACSvard_F1 y SpACSvard_R1, se utilizd el pldsmido pACSvard cuyo amplicdn es de
mayor tamafio que el pACSiVSPsbS amplificado con el mismo par de oligos; carriles cinco a diez:
amplicdn de las clonas 1 a 6 de pACSiVSPsbS, fragmento esperado de 856-pb; carril 12: amplicon de
pJiVSPsbS con los oligos pJET1.2Forw. y pJET1.2Rev. cuyo tamafio (938-pb) es similar al del
producto deseado y; carril 13 control negativo de la PCR de pJiVSPsbS.
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Secuenciacion de pACSiVSPsbs

Finalmente, se confirmd la integridad del sbS mediante secuenciacion de las
clonas 1y 2 con el oligo SpACSvard_F1. El alineamiento con Seaview confirma la

integridad del sbS. Se selecciond la clona 1.

pACSiVSPsbS G GG GG

el Fl G GG GG

c2 F1 G GGGEl-BCRGG
T

sbS

Esquema 19: Alineamiento de pACSiVSPsbS, clonas 1 y 2. Fila uno: secuencia teorica; fila dos: la
secuencia obtenida para la clona 1 con el oligo SpACSvard_F1 y; fila tres: la secuencia obtenida para
la clona 2 con el oligo SpACSvard_F1.

8.6 Obtencion de trofozoitos transgénicos de G. duodenalis con el sbS

Linealizacion de pACSiVSPsbS con BamHI para transfeccién de

trofozoitos de G. duodenalis C99.

El plasmido obtenido por midiprep de la clona 1 fue digerido con BamHl, la
reaccion se resolvidé en un gel de agarosa, éste fue tefiido con bromuro de etidio y
se observé en un fotodocumentador, en el gel, figura 12, se muestra el plasmido
pACiVSPsbS linealizado.

& Figura 12: Digestion de pACSiVSPsbS
.53' Bamii con BamHLI. Carril uno: marcador de 1 Kb;
carril 2 pACSiVSPsbS sin digerir; carriles tres
al nueve: digestion de pACSiVSPsbS con
BamHL
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El plasmido linealizado fue lavado y concentrado con una unidad de
filtracion Amicon Ultra (Merck-Millipore, Alemania). Este plasmido purificado se

utilizé para transfectar trofozoitos de G. duodenalis C99.

Analisis de trofozoitos transgénicos sbS

Después de la recuperacion de los trofozoitos y la seleccién clonal, se
realizaron tres PCR’s para caracterizar el plasmido, el cual podria estar en dos
formas: integrado en el genoma o episomal circular. Sin embargo, se esperan tres
tipos de cultivos: con plasmido integrado en el genoma (lineal), con plasmido
circular o con ambos estados del plasmido ya sea porque el cultivo es una mezcla
de trofozoitos o porque el plasmido se encuentra en los dos estados en un mismo
trofozoito. Los amplicones de cada PCR se resolvieron en un gel de agarosa, éste
fue tefido con bromuro de etidio y se observd en un fotodocumentador. En los
geles de las figuras 13 a 15, se muestran los amplificados obtenidos para cada
PCR.

En la PCR1, figura 13, se utilizaron los oligos iVSP_F1 y SpACSvard_R1,
solo habra producto de PCR en las cepas que tengan el plasmido integrado en el
genoma debido a que la secuencia del oligo iVSP_F1 solo se encuentra en el

genoma.

En la PCR2, figura 14, se utilizaron los oligos SpACSvard F1 vy
SpACSvard_R1 y a pesar de que las secuencias se encuentran en el genoma no
pueden dar producto debido a que se encuentran en sentido opuesto, pero si

amplificaran el plasmido circular.

En la PCR3, figura 15, se utilizaron los oligos SpACSvard F1 vy
iVSP_R1_Sacl, se pretende amplificar la regién donde se encuentra el sbS, esta
PCR da producto en cualquier estado del plasmido; circular o lineal. Es muy
importante realizar esta PCR porque el amplicon se debe secuenciar para

confirmar la integridad del sbS.
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Figura 13: PCR1. A) Esquema del cromosoma de Giardia con el pldsmido integrado, en verde se
muestra la posicion de los oligos utilizados para la amplificacion (iVSP_F1 y SpACSvard_R1). B)
Esquema del pldsmido circular, solo contiene la secuencia del oligo SpACSvard_R1. C) PCR con los
oligos (VSP_F1 y SpACSvard_R1. Carril uno: marcador de 1 Kb; carril dos: control negativo; carril tres:
producto de C99 (no se esperaba producto ya que esta cepa de Giardia no contiene el plasmido);
carriles cuatro al diez producto de las clonas analizadas, en cuatro clonas se obtuvo el amplicén del
tamafio esperado (1062-pb) que son las clonas positivas para la PCR1: 2, 3, 8 y 11 (carriles 4, 5,6 y 9,
respectivamente), estas clonas tienen el plasmido integrado en el genoma; carril 13: producto del
pACSIVSPsbS (tampoco se esperaba producto, ya que no contiene la secuencia del oligo iVSP_F1).

63



A) B) \K

.'I. -N
. = PCR 2 ."!
VS o = | wspsbs_| | \
— lm? sh _l I:i ﬂ.ﬁCSW‘SPﬁhS
BemHI(8147) L _.',.-.- ~Aza4bp
sbs \ B
Puromycin R
- PCR 2 & f
1] o c?‘ N M B g R S ‘;‘.'
C) w1k & o 0 O g U o &
S000
2000
2000
1500-
1705%1] O — O = 4m 856 pb
500~
250

- ., - W Agarosa 0 8%
TAE 1X

DME0 2%

Figura 14: PCR2. A) Esquema del cromosoma de Giardia con el pldsmido integrado, en rojo se
muestra la posicion de los oligos utilizados para la amplificaciéon (SpACSvard_F1 y SpACSvard_R1),
no es posible obtener producto de PCR debido a que estdn en sentido opuesto. B) Esquema del
pldsmido circular, se muestra la posicion de los oligos. C) PCR con los oligos SpACSvard F1 y
SpACSvard_R1. Carril uno: marcador de 1 Kb; carril dos: control negativo; carril tres: producto de C99
(no se esperaba producto ya que esta cepa de Giardia no contiene el plasmido); carriles cuatro al
diez producto de las clonas analizadas, en dos clonas (2 y 8) se obtuvo el amplicén del tamafo
esperado (856-pb), correspondientes al plasmido circular, por lo tanto, las clonas negativas para la
PCR2, son las clonas 3 y 11 (carriles 5 y 9, respectivamente), estas clonas no tienen el plasmido
circular, s6lo esta en su forma integrada al genoma; carril 13: producto del pACSiVSPsbS del tamafo
esperado de 856-pb.
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Figura 15: PCR3. A) Esquema del cromosoma de Giardia con el plasmido integrado, en azul se
muestra la posicion de los oligos utilizados para la amplificacién (SpACSvard_F1 e iVSP_R1_Sacl). B)
Esquema del pldsmido circular, se muestra la posicion de los oligos. C) PCR con los oligos
SpACSvard_F1 e iVSP_RI_Sacl. Carril uno: marcador de 1 Kb; carril dos: control negativo; carril tres:
producto de C99 (no se esperaba producto ya que esta cepa de Giardia no contiene el plasmido);
carriles cuatro al diez producto de las clonas analizadas Se obtuvo amplicén de tamafio esperado
(753-pb) en las clonas 2, 3, 8 y 11, carriles 4, 5, 6 y 9 respectivamente; carril 13: producto del
pACSiVSPsbS del tamafio esperado de 753-pb.

Secuenciacion del producto de la PCR3

El producto de la PCR3 de las clonas 3 y 11 fue secuenciado con el oligo

SpACSvard_F1 para verificar la integridad del sbS.
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sbS
Esquema 20: Alineamiento del transgénico sbS, clonas 3 y 11. Fila uno: secuencia teorica; fila

dos: la secuencia obtenida para la clona 3 con el oligo SpACSvard_F1 vy; fila tres: la secuencia
obtenida para la clona 11 con el oligo SpACSvard_F1.

8.7 Construccion del plasmido pNlop_2xNLS_3xMYC
Purificacion y reparacion de oligos 2xNLS y 3xMYC

Los oligos 2xNLS_F1, 2xNLS_R1, 3xMYC_F1 y 3xMYC_R1 se purificaron
de gel de acrilamida, éste fue tefiido con bromuro de etidio y se observé en un
fotodocumentador, en el gel de la figura 16 inciso A se observan las bandas que
fueron recortadas, purificadas y el DNA obtenido fue cuantificado. Después, estos
se repararon y se resolvieron en un gel de agarosa para verificar su integridad,
éste fue tenido con bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador; en el

gel de la figura 16 inciso B se observan los oligos reparados en doble cadena.

A) B)
2XNLS 3xMyc
il
LT & <
@ & © O F
eSFC € I3
Doble
cadena
 Acrllamida 15% Agarosa 2%

Figura 16: Oligos Reparados. Carril uno de ambos incisos: marcador de 100-pb. A) Oligos
2xNLS_F1 (Fw) y 2xNLS_R1 (Rs) en los carriles 2 y 3, respectivamente y; los oligos 3xMYC_F1 (Fw) y
3xMYC_R1 (Rs) en los carriles 4 y 5, respectivamente. B) Oligos 2xNLS_F1 (Fw), 2xNLS_R1 (Rs) y en
doble cadena (2xNLS) en los carriles 2, 3 y 4, respectivamente y oligos 3xMYC_F1 (Fw), 3xMYC_R1
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(Rs) y en doble cadena (3xMYC) en los carriles 5, 6 y 7, respectivamente. La flecha indica donde
migra el fragmento de doble cadena.

Digestion del vector pNlop4 3Myc PAK N con BamHI| y Ncol

El plasmido pNlop4 3Myc PAK N fue digerido con las enzimas BamHI y
Ncol para liberar el inserto y después utilizarlo en la reaccidn de ligacion de
Gibson. La reaccion se resolvié en un gel de agarosa, éste fue tefido con bromuro
de etidio y se observé en un fotodocumentador; en el gel de la figura 17 se

muestran las bandas obtenidas.

n f’a ,‘EB Figura 17: Digestion del vector plasmido
£ & £ £ 4 pNlop4_3Myc_PAK_N con BamHI y Ncol.
L i i & '”g Carril uno: marcador de 1 Kb; carriles dos y

1kb™ i > tres: dos muestras distintas de plasmido;
! o= q a carril cuatro: digestion con BamHI 'y Ncol, en
: T el cual se observa la liberacion de un
1'3_';;; —— fragmento de aproximadamente 1800 pb vy;
;rmc- - carril seis: un plasmido como control
2000— R h & ~1800pb previamente digerido y purificado
SO0 -
1000 .
750 —
500 — .
250 Agarosa 1%

Reaccion de ligacion de Gibson

Para esta ligacion se utilizd como vector lineal el plasmido

pNlop4 3Myc PAK N/Ncol BamHl y los insertos 2xNLS y 3xMYC.

Las clonas se analizaron por PCR vy digestion con BamHIl y Ncol. El
amplicon se resolvié en un gel de agarosa, éste fue teflido con bromuro de etidio y
se observo en un fotodocumentador, en el gel, figura 18 inciso A se muestra el
fragmento esperado de aproximadamente 335-pb en todas la clonas analizadas.
Se eligieron las clonas 1.2 y 2.2 para analizar por digestion con BamHI y Ncol, las
reacciones se resolvieron en un gel de agarosa, éste fue teiido con bromuro de
etidio y se observé en un fotodocumentador, en el gel, figura 18 inciso B se

muestran las bandas obtenidas.
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Figura 18: Analisis de pNlop_2xNLS_3xMYC. Carril uno de ambos incisos: marcador de 100-pb. A)
PCR del inserto 2xNLS_3xMYC con los oligos SpNlop_F1 y SpNlop_R1. Carril dos: control negativo
(mezcla sin templado); carril cuatro: como control positivo pNlop4_3Myc_PAK_N amplificado con el
mismo par de oligos, se espera un inserto de aproximadamente 1800-pb por lo que no se aprecia
en este gel y; carriles cinco al 12: productos de PCR de las clonas analizadas. B) Digestién con BamH|
y Ncol. Carriles dos al cuatro: plasmido pNlop4_3Myc PAK Ny de las clonas 1.2 y 2.2,
respectivamente, sin digerir y; carriles cinco al siete: sus digestiones en el mismo orden.

Secuenciacion de clonas 1.2y 2.2

Se secuenciaron las clonas 1.2 y 2.2 con los oligos SpNlop F1 y
SpNlop_R1para confirmar a integridad del inserto. Sin embargo la secuenciacién
muestra que a estas clonas les faltan 54-pb en el extremo 5’, correspondiente al

inserto 2xNLS. Por lo que éste plasmido se denomind ApNlop 2xNLS_3xMYC.

MDA

54-pb faltantes

Esquema 21: Alineamiento de ApNlop 2xNLS_3xMYC, clonas 1.2 y 2.2. Fila uno: secuencia
tedrica; fila dos: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_F1 para la clona 1.2; fila tres: la secuencia
obtenida con el oligo SpNlop_F1 para la clona 2.2; fila cuatro: la secuencia obtenida con el oligo
SpNlop_R1 para la clona 1.2 y; fila cinco: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_R1 para la clona
2.2.

Para completar la secuencia, el vector ApNlop 2xNLS 3xMYC fue digerido
con Ncol para ligar con el inserto 2xNLS a través de la reaccion de ligacion de

Gibson. Las clonas obtenidas se analizaron mediante PCR. El amplicon se
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resolvié en un gel de agarosa, éste fue tefiido con bromuro de etidio y se observo
en un fotodocumentador, en el gel, figura 19, se muestra que todas las candidatas

analizadas contienen la secuencia completa.
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Figura 19: PCR de pNlop_2xNLS_3xMYC. Para la amplificacion se utilizaron los oligos SpNlop_F1y
SpNlop_R1. Carril uno: marcado de 100-pb (Fementas,USA); carril dos: el control negativo; carril tres:
el producto obtenido de ApNlop 2xNLS_3xMYC de 280_pb y; en resto de los carriles las clonas
analizadas en la cuales se obtuvo el amplicon esperado de 335-pb.

Secuenciacion de pNlop 2xNLS 3xMYC

Se confirmo la integridad del inserto mediante secuenciacion de las clonas 1
y 3 con el oligo SpNlop R1. Este plasmido contiene 2 senales de localizacion
nuclear (NLS) una en el extremo 5’ y otra en el extremo 3’, 3 etiquetas MYC en
tandem en el extremo 3’ y un sitio BstEll entre las dos NLS, para su linealizacion y

clonacion de cualquier gen que se desee expresar con ubicacién nuclear.

THPPHEENTE

54-ph anadlr!as

Esquema 22: Alineamiento de pNlop 2xNLS_3xMYC, clonas 1y 3. Fila uno: secuencia teorica; fila
dos: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_R1 para la clona 1; fila tres: la secuencia obtenida
con el oligo SpNlop_R1 para la clona 3 y; fila cuatro: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_R1
para la clona 1.2.
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Linealizacion de pNlop 2xNLS 3xMYC con BstEll

Para ligar el gen de |-Scel, primero se linealizé pNlop_2xNLS_3xMYC con
BstEll y se desfosforilo con CIP, después se resolvido en un gel de agarosa, éste
se tind con bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador. La banda fue

recortada, purificada y el DNA obtenido fue cuantificado.

Figura 20:pNlop_2xNLS_3xMYC/BstEIl. Carril uno:marcador de
g? 1 Kb; carril dos: pNlop_2xNLS_3xMYC sin digerir y; carril tres
M @ pNlop_2xNLS_3xMYC/BstEll y desfosforilado con CIP.
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8.8 Amplificacion de I-Scel desde pCBAScel con polimerasa de alta
fidelidad.

El gen de I-Scel fue amplificado a partir del plasmido pCBAScel con los
oligos I-Scel_F1 e I-Scel_R1, el amplicén se resolvié por electroforesis en gel de
agarosa, éste fue tenido con bromuro de etidio y se observd en un
fotodocumentador, en el gel, figura 21 se observa la banda de tamafio esperado

de 789-pb, la cual fue recortada, purificada y el DNA obtenido fue cuantificado.
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Figura 21: I-Scel. Para la amplificacion se utilizaron
los oligos I-Scel F1 e I-Scel R1. Carril uno: marcador
de 1 Kb; carril dos: control negativo (mix de reaccién
sin templado); carriles tres y cuatro: el amplicon de
tamafo esperado de 789-pb.

‘ 789pb

Finalmente se ligd el gen de |-Scel en pNlop 2xNLS_3xMYC/BstEll por
reaccion de ligacion de Gibson. Las clonas obtenidas se analizaron mediante
PCR; el amplicon se resolvid en un gel de agarosa, éste fue tefido con bromuro
de etidio y se observé en un fotodocumentador, en el gel, figura 22 se observa que

solo en una de ellas se obtuvo el amplicén de tamafno esperado de 1079-pb.

§
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Figura 22: PCR de pNlop_2xNLS _3xMYC_I-Scel. Para la amplificacion se utilizaron los oligos
SpNlop_F1 y SpNlop_R1. Carril uno: marcador de 1 Kb (Fermentas,USA); carril dos: control negativo
(mix de reaccién sin templado); carril cuatro: control positivo de amplificacién, el vector
pNlop_2xNLS_3xMYC y; en el resto de los carriles: las clonas analizadas, Unicamente en la clona 4
(carril 8) se obtuvo el amplicon de tamafio esperado de 1079-pb.
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3" pNlop4

Esquema 23: Esquema de pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel. La meganucleasa I-Scel esta flanqueada
por NLS y contiene una etiqueta de 3xMYC en el extremo 3'.

Secuenciacion de pNlop 2xNLS 3xMYC I-Scel

La identidad del gen de la meganucleasa I-Scel se confirmé mediante
secuenciacion de la clona 4 con los oligos SpNlop_F1, SpNlop_F2, SpNlop_R1y
SpNlop_R2, sorpresivamente la secuenciacion revel6 que faltaba un nucleétido “A”
en la posicion 2637, este plasmido se denomind ApNlop 2xNLS 3xMYC _|-Scel,;
fue necesario corregir esta mutacién ya que cambia el marco de lectura de la

proteina.

I-Scel
c4 F1
c4 F2
c4 R2

Esquema 24: Alineamiento de pNlop 2xNLS_3xMYC_I-Scel, clona 4. Fila uno: secuencia teorica;
fila dos: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_F1; fila tres: la secuencia obtenida con el oligo
SpNlop_F2;fila cuatro: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_R1 vy; fila cinco: la secuencia
obtenida con el oligo SpNlop_R1.

Secuenciacién de pCBAScel

Para averiguar si la falta de esa base venia desde el templado, se realizd
secuenciacion del gen de I-Scel a partir de este plasmido. La secuenciacion revelo

que el templado esta completo, la mutacion obtenida tuvo otro origen.
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I-Scel

PCBAS F1
PCBAS R1
PCBAS R2

Esquema 25: Alineamiento de pCBAScel. Fila uno: secuencia teorica; fila dos: la secuencia

obtenida con el oligo I-Scel_F1; fila tres: la secuencia obtenida con el oligo I-Scel_R1; fila cuatro: la
secuencia obtenida con el oligo SpNlop_R2.

8.9 Mutagénesis dirigida

Para agregar el nucleoétido faltante “A” se realizé mutagénesis dirigida con
los oligos ml-Scel_F1 y mI-Scel_R1. Se realiz6 PCR de las clonas obtenidas para
asegurar la presencia del inserto. El amplicon se resolvié en un gel de agarosa,
éste fue tenido con bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador, en el
gel, figura 23se muestra que en todas las clonas analizadas se obtiene el producto

de tamafo esperado 789-pb.
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Figura 23: PCR I-Scel. Para la amplificacion se utilizaron los oligos I-Scel_F1 e I-Scel F1. Carril uno:
marcador de 1 Kb (Fermentas,USA); carril dos: control negativo (mix de reaccion sin templado); carril
tres: control positivo de amplificacion (clona 4 de ApNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel) y; en resto de los
carriles: las clonas analizadas, en todas se obtuvo el fragmento esperado de 789-pb.
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Secuenciacion de pNlop 2xNLS 3xMYC I[-Scel

Para confirmar la adicion de la base “A”, se secuenciaron las clona 1, 2y 3
con el oligo SpNlop R2. El alineamiento en seaview muestra que las tres

contienen esta adicion.

1-Scel

ImGI-Scel
2mGI-Scel
3mGI-Scel

*

Esquema 26: Alineamiento de pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel, clonas 1, 2 y 3. Fila uno: secuencia
teodrica; fila dos: la secuencia obtenida con el oligo SpNlop_R2 para la clona 1; fila tres: la secuencia
obtenida con el oligo SpNlop_F2 para la clona 2 y; fila cuatro: la secuencia obtenida con el oligo
SpNlop_R2 para la clona 3.

De estas se seleccion¢ la clona 3 para secuenciar por completo el gen de I-
Scel, se utilizaron los oligos SpNlop_F1, SpNlop_F2 y SpNlop_R1. El alineamiento

confirmé que la secuencia esta completa y sin mutaciones.

8.10 Transfeccion de trofozoitos de G. duodenalis C99 con
pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel.

Después de la recuperacion de los trofozoitos, se extrajo el DNA total con
buffer de extraccion de isotiocianato de guanidinio para confirmar la presencia de
I-Scel. Se realizd6 PCR de DNA total; el amplicon se resolvié en un gel de agarosa,
éste fue tenido con bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador, en el
gel, figura 24, se muestra la banda obtenida con el DNA extraido de trofozoitos I-
Scel (trofozoitos C99 transfectados con pNlop 2xNLS_3xMYC_I-Scel).
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Figura 24: PCR de I-Scel desde el DNA gendmico y plasmidico. Para la amplificacion se utilizaron
los oligos I-Scel F1 e I-Scel F1. Carril uno: marcador de 1 Kb (Fermentas,USA); carril dos: control
negativo (mix de reaccidon sin templado); carril tres: control positivo de amplificacion
(pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel); carril cuatro: el DNA gendmico de C99 y; carril cinco: el DNA total de
los trofozoitos I-Scel, en el cual se obtuvo el fragmento esperado de 789-pb.

8.11Analisis de expresion de mRNA de I-Scel

Se indujo la expresion de I-Scel a diferentes concentraciones de doxiciclina
y se escogio6 la de 10 pg/mL de doxiciclina a diferentes tiempos, se extrajo el RNA
y sintetizd el cDNA para confirmar la transcripcion de I-Scel mediante PCR con los
oligos I-Scel_F1 e I-Scel_R1, especificos para |-Scel. El amplicon se resolvid en
un gel de agarosa, éste fue tefiido con bromuro de etidio y se observé en un
fotodocumentador, en el gel, figura 25 se muestra la banda obtenida con el cDNA

sintetizado.
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Figura 25: Analisis de expresion de mRNA de I-Scel. A) RNA de los tratamientos a diferentes
tiempos con doxicicina. B) PCR del cDNA obtenido. Para la amplificacion se utilizaron los oligos I-
Scel F1 e I-Scel F1. Carril uno: marcador de 1 Kb (Fermentas,USA); carril dos: control negativo (mix
de reaccion sin templado); carril tres: control positivo de amplificacion (pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel);
carril cuatro: el DNA gendmico de C99 y; en el resto de los carriles: el cDNA obtenido por la
induccion a diferentes tiempos con doxiciclina, en todos se obtuvo el fragmento esperado de 789-
pb.

8.12 Expresion de I-Scel

La expresion de I-Scel se analizé mediante Western Blot con el extracto total
de proteinas de los cultivos inducidos con doxiciclina 10 pug/mL a diferentes
tiempos y por inmunoprecipitacién con anti-HA. En la figura 26 se muestra el

Western-Blot de las extracciones de los tratamientos a diferentes tiempos.

También se determind la localizacion subcelular de [-Scel mediante
inmunofluorescencia, en la figura 27 inciso A, se muestra la deteccion de |-Scel en

el cultivo con inductor.
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Figura 26: Analisis de expresion de I-Scel A) Extracto de proteinas totales. Carril uno: marcador de
peso molecular (KDa); carril dos: un control positivo para el anticuerpo c-MYGC; carril tres: el extracto
de C99 y; en el resto de los carriles: los tratamientos con doxiciclina a diferentes tiempos en horas,
se toma como t 0, un cultivo que no contiene doxiciclina. B) Inmunoprecipitacion con anti-HA: Carril
uno: marcador de peso molecular (KDa); carril dos: un control positivo para el anticuerpo anti-HA;
carril tres: la inmunoprecipitacion de C99; carril cuatro: el tiempo cero del tratamiento (sin
doxiciclina) y; carril cinco: la induccion a tres horas, en la cual se observa una banda prometedora
(indicada con flecha verde) en el tamafo esperado de 36 kDa.

A) DAP

B)
Campo Claro

Figura 27: Inmunofluorescencia. A) Columna uno: las células con DAPI en verde; columna dos: las
células con c-Myc + Alexa 48, en rojo y; columna tres el Merge. B) Se muestran la misma laminilla
dias después para tomar el campo claro (columna uno) en el cual se observa la morfologia de los
trofozoitos, la cual no se alterd por la induccién o el ensayo.
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8.13 Transfeccion de trofozoitos de G. duodenalis transgénicos sbS
con pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel.

Para concluir la construccién del sistema de expresion inducible y generador
de DSB dirigido en el genoma de G. duodenalis, se transfectaron trofozoitos
transgénicos sbS con el plasmido pNlop 2xNLS 3xMYC _|-Scel. Después de la
recuperacion de los trofozoitos, se extrajo el DNA con buffer de extracciéon de
isotiocianato de guanidinio para confirmar la presencia de |-Scel. Se realizé6 PCR
de DNA total; el amplicon se resolvid en un gel de agarosa, éste fue tefiido con
bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador, en el gel, figura 28 inciso
A, se muestra la banda de tamano esperado para |-Scel de 789-pb. También se
corroboro la presencia del sbS mediante PCR, el amplicén se resolvié en un gel de
agarosa, éste se tiid con bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador,
en el gel, figura 28 inciso B, se muestra la banda de tamafio esperado para sbS de
753-pb.
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Figura 28: PCR del transgénico transfectado con pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel. A) PCR de I-Scel
con los oligos I-Scel_F1 e I-Scel_F1. B) PCR del sbS con los oligos SpACSvard_F1 e (VSP_R1_Sacl. Para
ambos incisos, carril uno; marcador de 1 Kb (Fermentas, USA); carril dos: control negativo (mix de
reaccion sin templado); carril tres (pI-Scel): el plasmido pNlop_2xNLS_3xMYC_I-Scel; carril cuatro
(psbS): el plasmido pACSIVSPsbS; carril cinco (C99 1): el DNA gendémico de C99 muestra 1 (en el
inciso B se agregd C99 muestra 2 en el carril seis); carril seis (siete para el inciso B): el DNA total de
trofozoitos I-Scel; carriles siete y ocho (ocho y nueve para el inciso B): el DNA gendmico de
trofozoitos sbS, clonas 3 y 11, respectivamente y; carriles nueve y diez (diez y once para el inciso B):
el DNA total de trofozoitos sbS transfectados con pNlo_2xNLS_3xMYC_I-Scel.
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9 DISCUSION

Debido a la relevancia clinica y evolutiva de Giardia es importarte desarrollar
sistemas que nos permitan estudiar principalmente los mecanismos que utiliza

este organismo para mantener la estabilidad de su genoma.

Desde el 2011 nuestro grupo de trabajo ha establecido las condiciones de
dafno al DNA de Giardia mediante radiacion ionizante [56] y ha estudiado proteinas
involucradas en la reparacion del DNA, enfocados particularmente en la
reparacion de DSB, por ejemplo: GdRad52, GdMre11 y GdRad50 (M. en C. Rosa
Maria Martinez Miguel, manuscrito en preparacién y [46]). El objetivo de este
trabajo fue disefar y construir un sistema inducible generador de DSB dirigido con
la finalidad de estudiar procesos como el reclutamiento de complejos proteicos en

el sitio de la lesion y el remodelado de la cromatina durante la reparacion del DNA.

El uso de una meganucleasa como agente generador de DSB tiene multiples
ventajas, iniciando por su tamafo reducido (200 aa) y la longitud de su sitio blanco
(>20 pb) cuya presencia dentro del genoma es altamente improbable con una
frecuencia de corte de 1/4", donde n = longitud del sitio blanco [21], en el caso de
[-Scel para una secuencia de DNA al azar (contenido de GC del 50%) la
probabilidad de ocurrencia del sitio es 1.4 x 107", es decir, un sitio blanco en
aproximadamente 20 veces el tamafo del genoma humano. I-Scel,
potencialmente, permite la escision de un genoma complejo en un solo sitio [54].
En el genoma de Giardia, que es de 12.3 Mb, no esperabamos encontrar el sitio
blanco para [-Scel lo cual nos permitié elegir a conveniencia el locus para

insertarlo, con lo cual tuvimos la ventaja de decidir la regidén de estudio.

Con respecto a la busqueda de meganucleasas al utilizar solo un sitio de
busquedas y palabras dirigidas exclusivamente para meganucleasas y parasitos,
presentd un sesgo, lo que evitd abarcar el numero total de publicaciones
existentes para meganucleasas, por ejemplo el estudio realizado en Plasmodium
falciparum [30], en el cual para mejorar el entendimiento sobre como el parasito de
la malaria repara DSBs y mantiene la integridad de sus genoma modificaron el

sistema de la nucleasa |-Scel para generar DSBs sitio especificos e inducibles
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dentro del genoma del parasito, no aparece como parte de los resultados que
arrojo la busqueda con los criterios de busqueda utilizados. Su hallazgo fue de
manera fortuita y se convirtié en una pieza importante para la conclusion de este

trabajo.

Por otra parte, a pesar de que la busqueda por alineamiento (BLAST) mostro
coincidencias para el Sitio Blanco de |-Scel y que las meganucleasas pueden
aceptar cambios en la secuencia de su sitio blanco, se decidio insertar en el
genoma de Giardia una secuencia probada debido a que con cada cambio de

nucleodtido en la secuencia disminuye la eficiencia de corte [55].

El locus elegido se buscé primero en las VSP ya que en Giardia se han
anotado mas de 200 genes para VSP [40] y ademas a Giardia le permiten evadir
el sistema inmune. En el laboratorio se crece en medio de cultivo por lo que la
posible pérdida de un gen para una VSP debida a la reseccién durante el proceso

de reparacion no comprometeria la viabilidad del parasito.

En la primer version de pJiVSP, la amplificacion se realiz6 con una Taq
recombinante dado que cambios pequefos en la secuencia no afectarian el
proceso, a menos que las mutaciones ocurrieran en los sitios de restriccion
elegidos sobre los cuales se disefio el proceso, sin embargo ocurrié en la primera
version: los sitios Spel y Nsil se encontraban mutados y las enzimas no
linealizaron esa primera version y los cambios fueron evidentes hasta que se tuvo
la secuencia. Esto nos permitié obtener un control positivo para la segunda version
de pJiVSP (figura 6). Por eso, aunque la secuencia no fuera un gen en cual sea
importante conservar la fidelidad de la secuencia, fue necesario amplificar el iVSP

con una polimerasas de alta fidelidad.

La reaccién de ligacion de Gibson nos ofrecio las ventajas de clonar en un
solo paso 2 insertos: 2xNLS y 3xMYC y de agregar un minimo de bases extras, y
por lo tanto aminoacidos, a la secuencia de la meganucleasa para ligarla. En este
caso solo se agregaron dos bases para conservar el marco de lectura que se

tradujeron en una glicina. Disefiamos pNlop_2xNLS_3xMYC de manera tal que
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permitiera la eleccion de las bases extra y por lo tanto que el aminoacido sea el

adecuado para cada inserto.

Para la construccién de pNlop 2xNLS 3xMYC se cuidé que el plasmido
(pNlop4_3Myc PAK_N/BamHI_Ncol) y los insertos (2xNLS y 3xMYC) empleados
en las ligaciones estuvieran en condiciones optimas (libres de bases no deseadas
y purificados) sin embargo la primera version de pNlop 2xNLS_3xMYC, carente
de 54 pb del oligo 2xNLS, nos muestra que en este sistema se debe tener mas
cuidado con el DNA que se utiliza para la ligacién y con la secuencia, ya que se
cerrd posiblemente por los repetidos de las NLS los cuales nos causaron un gran

problema (bajo numero de clonas positivas) cuando ligamos a I-Scel.

Diversas hipoétesis surgen para explicar la falta de una base en |-Scel en el
vector pNlop 2xNLS_3xMYC_I-Scel como que la enzima carece de fidelidad o
que la expresion de I-Scel (debida a la fuga transcripcional natural del promotor) a
E. coli, TOP-10 le resultara toxica y mutara la secuencia. Antes de elegir corregir
la secuencia por mutagénesis dirigida se buscaron mas candidatas mediante PCR
sin éxito. La baja cantidad de clonas positivas se debe a que
pNlop_2xNLS_3xMYC/BstEIll se linealiza entre las dos NLS, quedando extremos
sobrelapantes capaces de hibridar (principio de la reaccién de ligacion de Gibson
[17]), posiblemente en las condiciones utilizadas (relacion vector:inserto) era mas
probable que pNlop_2xNLS 3xMYC/BstEIl se cerrara consigo mismo a que se
ligara el inserto. También se intentd, sin éxito, realizar la ligacion utilizando 3
componentes: el plasmido ApNlop_2xNLS 3xMYC/Ncol, el oligo 2xNLS vy el
inserto I-Scel (en teoria cumplen con los requisitos de la reaccion de ligacion de
Gibson), el poco o nulo éxito en la ligacion se debidé una vez mas a que las
condiciones utilizadas (relaciéon vector:inserto), posiblemente, no fueron las
adecuadas. Por ultimo, se decidié completar la secuencia porque solo tenia
delecion de una base y aunque la mutacién dirigida tiene sus propias limitacion no
estan relacionadas con la que se nos presentaron durante la reaccion de ligacion
de Gibson.

81



En cuanto a la expresion de |-Scel en Giardia, se sabe que Trypanosoma
brucei [18] fue posible su expresidén con un sistema inducible con tetraciclina y
aunado a que en pCBAScel, adicional a la secuencia de la proteina, se encuentra
una etiqueta HA y una NLS lo cual nos habla de la plasticidad de la proteina, sin
embargo por inmunodeteccion no ha sido posible detectar la presencia de la
proteina con seguridad; ya sea por la existencia de fondo a la altura esperada de
la proteina, porque co-migra con una proteina intrinseca de Giardia, porque se
esta degradando o porque su expresion es tan baja (debido a que no tiene un uso
de codones optimizado para el parasito o porque se esta degradando) que no es

posible detectarla con el reactivo de quimioluminiscencia estandar.

En Giardia ya se han reportado problemas para expresar proteinas, por
ejemplo la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) cuya
expresion se detecto por fluorescencia, sin embargo la expresiéon no fue uniforme
y ademas la variabilidad en la fluorescencia detectada no fue estable; una posible

explicacion fue la diferencia en el numero de copias del episoma [50].

A pesar de las dificultades para detectar la expresion de |-Scel, en Giardia
fue posible obtener trofozoitos transgénicos sbS, trofozoitos [-Scel (transfectados
con el vector de expresion de I-Scel) y en el primer intento trofozoitos transgénicos
sbS transfectados con el vector de expresién de [|-Scel viables. Contrario a
Plasmodium falciparum en el cual, en el primer intento, no obtuvieron parasitos
viables que llevaran ambos vectores [30], para lograrlo emplearon el sistema de
expresion inducible que se basa en la fusion de un dominio de desestabilizacién
(degradacion) a la proteina de interés, en consecuencia regularon negativamente
la actividad de I|-Scel hasta crear parasitos estables transformados y para
estabilizar la expresion y actividad de |-Scel agregaron al cultivo Shield1 (escudo
para el dominio de degradacién) lo cual les permiti6 generar un DSB sitio
especifico y analizar los productos de la reparacion. Consideramos que la
estrategia utilizada en Plasmodium [30] nos podria permitir observar por

inmunodeteccion la expresion de |-Scel en Giardia.
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10 CONCLUSIONES

v' Se construyd el plasmido pACSiVSPsbS para integrar en el genoma el Sitio
Blanco para I-Scel. Se obtuvieron trofozoitos transgénicos con el Sitio Blanco
para |-Scel (sbS).

v' Se construyd el plasmido genérico pNlop 2xN_3xMYC, el cual es util para
clonar cualquier gen al cual se deseen afiadir NLS y etiqueta 3xMYC para
monitorear su expresion.

v' Se construyé el plasmido de expresion inducible pNlop 2xN_3xMYC_I-Scel.

v’ Se construyd un sistema de expresion inducible capaz de generar DSB dirigido
en el genoma de G. duodenalis a través de transfeccion de trofozoitos

transgénicos sbS con el plasmido pNlop_2xN_3xMYC_I-Scel.

11 PERSPECTIVAS

o Estandarizar las condiciones de expresion de |-Scel para generar DSB
dirigido.

o Explorar la posibilidad de que se estabilice |1-Scel mediante inhibidores del
proteasoma o mediante la edicion de etiquetas para promover su estabilidad.

o Utilizar el sistema estandarizado para estudiar el remodelado de la cromatina
durante el proceso de reparacion del DNA.

o Utilizar el sistema estandarizado para estudiar el reclutamiento en el sitio de

dafo de proteinas involucradas en reparacion del DNA.
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13 APENDICE

13.1Secuencia de los plasmidos

13.1.1 pJiVSP

GCCCCTGCAGCCGAATTATATTATTTTTGCCAAATAATTTTTAACAAAAGCTCTGAAGTCTTCTTCATTTAAATTCTTAGATGATACTTCAT
CTGGAAAATTGTCCCAATTAGTAGCATCACGCTGTGAGTAAGTTCTAAACCATTTTTTTATTGTTGTATTATCTCTAATCTTACTACTCGAT
GAGTTTTCGGTATTATCTCTATTTTTAACTTGGAGCAGGTTCCATTCATTGTTTTTTTCATCATAGTGAATAAAATCAACTGCTTTAACACT
TGTGCCTGAACACCATATCCATCCGGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGCCGCCAGATCTTCCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAA
GATATGGAATCAACACTCACCGGGTCTATCGCGAACACTACTCTGCAATCTGCAATCTCGGCACAGGGCCAGAAGGAGGTGGATTGAGCCGA
ATAGAACTGCGACTGTCTCAATGTGGATGTCATACTAGTGCACCTCGTGGCTCCGTTGCAATCTCTGCGGACCATCCAGTGCGAGCCAAAGC
TGCCACACGTGCACTGGGACAGCACGGCCCAGTAGCGGTCCAGAGCTTTCAATGGCCCCATCAACGGCCCACCGACAACTGCAAGGGCGACC
CCTGCAGCTCTGCACAACATGCATCCAAGGCCCGAGAGGCAGTGCACAGCAACGAGCGTCTCTCAGATGCGTCAGGAGCCCGTCCCAAGGAG
TGTTCAGCCCCAATACTGCTTGGTGTGACTGTGCTGCGTCTCATAAGGCACCTTCTGCAGCAGGGCTAGGATCCATAACTGCGTTCTCCATT
TGAAAAGTCAAAGGGAGCAGGACCGCCCGCCACGAGGAGCCGGCCCCCGGGACGGCTGGGGCGGCACGCCTGTCTGCGGACCCATCCCGGGL
TGTTGCGGTGCACTCCAGGCGTGTGGACACAGCAGCAGCCCAGGGCGCTCCGCCGGTTGCCGCGGCCGAGTCGATGGTCCGGTGGTCTCCCG
GCGCTACCGCACCAGCAGCAGGCCGAGCACTGGCCCCCGTCCCTGGCTCTGTCCGCGGGCCGCTCGCATTGGAGCAGGGGCAGAGCCGGAGA
TACTTTGTCCCCCGGGGCCCGTCTCTGGGGCGCCGCTGCCAGGTGGAGCCTGTCTGGGACGCGTCGTAGCGTGTGATTCTGTTAACACTACA
CCCAGAAAAGCGTTGACTGCATCTGGCGCATTTCCGGCAGACCTCTTCTGCGCCTGGTGCTGCTCGATGGGACGAGGGGGGCACTCATAGCC
CTCCGGTGGGCGGATGGGATTACGCCTGCCTAGTTCTGAGCTCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCG
ATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAG
GTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTT
TTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATC
CATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTAT
CCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTT
GCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTA
TTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATA
CGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCT
GGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT
ACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGA
AGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGT
TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTA
ACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGT
ATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTT
TGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAA
ACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAA
AGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGT
TGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCAC
CGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATT
AATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTC
GTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCT
TCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCA
TCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTC
AATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAA
ACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCAT
TTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAG
TGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCC

13.1.2 pJiVSPsbS

GCCCCTGCAGCCGAATTATATTATTTTTGCCAAATAATTTTTAACAAAAGCTCTGAAGTCTTCTTCATTTAAATTCTTAGATGATACTTCAT
CTGGAAAATTGTCCCAATTAGTAGCATCACGCTGTGAGTAAGTTCTAAACCATTTTTTTATTGTTGTATTATCTCTAATCTTACTACTCGAT
GAGTTTTCGGTATTATCTCTATTTTTAACTTGGAGCAGGTTCCATTCATTGTTTTTTTCATCATAGTGAATAAAATCAACTGCTTTAACACT
TGTGCCTGAACACCATATCCATCCGGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGCCGCCAGATCTTCCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAA
GATATGGAATCAACACTCACCGGGTCTATCGCGAACACTACTCTGCAATCTGCAATCTCGGCACAGGGCCAGAAGGAGGTGGATTGAGCCGA
ATAGAACTGCGACTGTCTCAATGTGGATGTCATACTAGTAAGCTTTAGGGATAACAGGGTAATGCATCCAAGGCCCGAGAGGCAGTGCACAG
CAACGAGCGTCTCTCAGATGCGTCAGGAGCCCGTCCCAAGGAGTGTTCAGCCCCAATACTGCTTGGTGTGACTGTGCTGCGTCTCATAAGGC
ACCTTCTGCAGCAGGGCTAGGATCCATAACTGCGTTCTCCATTTGAAAAGTCAAAGGGAGCAGGACCGCCCGCCACGAGGAGLCLCGGLCCCLCG
GGACGGCTGGGGCGGCACGCCTGTCTGCGGACCCATCCCGGGCTGTTGCGGTGCACTCCAGGCGTGTGGACACAGCAGCAGCCCAGGGCGCT
CCGCCGGTTGCCGCGGCCGAGTCGATGGTCCGGTGGTCTCCCGGCGCTACCGCACCAGCAGCAGGCCGAGCACTGGCCCCCGTCCCTGGCTC
TGTCCGCGGGCCGCTCGCATTGGAGCAGGGGCAGAGCCGGAGATACTTTGTCCCCCGGGGCCCGTCTCTGGGGCGCCGCTGCCAGGTGGAGC
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CTGTCTGGGACGCGTCGTAGCGTGTGATTCTGTTAACACTACACCCAGAAAAGCGTTGACTGCATCTGGCGCATTTCCGGCAGACCTCTTCT
GCGCCTGGTGCTGCTCGATGGGACGAGGGGGGCACTCATAGCCCTCCGGTGGGCGGATGGGATTACGCCTGCCTAGTTCTGAGCTCATCTTT
CTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTT
ATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAA
ATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTA
TTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCT
TTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAG
CCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTG
CATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGT
TCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAA
AAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGA
CGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGAC
CCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT
AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAAC
CCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAA
GTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCT
CTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGAT
CCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCAC
CTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG
AGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCA
TCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCG
CAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGC
GCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGA
GTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACT
CATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCT
GAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATC
ATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATC
TTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAAT
GTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAG
AAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAA
AAATAGGCGTATCACGAGGCC

13.1.3 pACSiVSPsbS

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCC
TGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCT
TCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
CGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCA
ACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAAC
GTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGC
CACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC
GCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAG
CGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCA
GCTGATCGGCGCCGGGATGGGGGTCCTGGGGCAGATAGCCGTTGGAACGGACAGCGACTTCCGCATCGTCAAGCACGCCCGTCGAACCCGGA
AAAGGTAAATATTCACTTCAGCCCTCACTCGAGGGCACCGGGCTTGCGGGTCATGCACCAGGTCGCGCGGTCCTTCGGGCACTCGACGTCGG
CGGTGACGGTGAAGCCGAGCCGCTCGTAGAAGGGGAGGTTGCGGGGCGCGGAGGTCTCCAGGAAGGCGGGCACCCCGGCGCGCTCGGLCCGLL
TCCACTCCGGGGAGCACGACGGCGCTGCCCAGACCCTTGCCCTGGTGGTCGGGCGAGACGCCGACGGTGGCCAGGAACCACGCGGGCTCCTT
GGGCCGGTGCGGCGCCAGGAGGCCTTCCATCTGTTGCTGCGCGGCCAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCATGCGCGGGCCGATCTCGGCGA
ACACCGCCCCCGCTTCGACGCTCTCCGGCGTGGTCCAGACCGCCACCGCGGCGCCGTCGTCCGCGACCCACACCTTGCCGATGTCGAGCCCG
ACGCGCGTGAGGAAGAGTTCTTGCAGCTCGGTGACCCGCTCGATGTGGCGGTCCGGGTCGACGGTGTGGCGCGTGGCGGGGTAGTCGGCGAA

90



CGCGGCGGCGAGGGTGCGTACGGCCCGGGGGACGTCGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCGTGGGCTTGTACTCGGTGCCCATGGATTTTAAAA
TCTGGGGCGCCTGTAATTAAAGGCGTTATTTGTGGTCAAGCTTTAGGGATAACAGGGTAATGCATCCAAGGCCCGAGAGGCAGTGCACAGCA
ACGAGCGTCTCTCAGATGCGTCAGGAGCCCGTCCCAAGGAGTGTTCAGCCCCAATACTGCTTGGTGTGACTGTGCTGCGTCTCATAAGGCAC
CTTCTGCAGCAGGGCTAGGATCCATAACTGCGTTCTCCATTTGAAAAGTCAAAGGGAGCAGGACCGCCCGCCACGAGGAGCCGGCCCCCGGE
ACGGCTGGGGCGGCACGCCTGTCTGCGGACCCATCCCGGGCTGTTGCGGTGCACTCCAGGCGTGTGGACACAGCAGCAGCCCAGGGCGCTCC
GCCGGTTGCCGCGGCCGAGTCGATGGTCCGGTGGTCTCCCGGCGCTACCGCACCAGCAGCAGGCCGAGCACTGGCCCCCGTCCCTGGCTCTG
TCCGCGGGCCGCTCGCATTGGAGCAGGGGCAGAGCCGGAGATACTTTGTCCCCCGGGGCCCGTCTCTGGGGCGCCGCTGCCAGGTGGAGCCT
GTCTGGGACGCGTCGTAGCGTGTGATTCTGTTAACACTACACCCAGAAAAGCGTTGACTGCATCTGGCGCATTTCCGGCAGACCTCTTCTGC
GCCTGGTGCTGCTCGATGGGACGAGGGGGGCACTCATAGCCCTCCGGTGGGCGGATGGGATTACGCCTGCCTAGTTCTGAGCTCCAATTCGC
CCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT
GCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATG
GGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTC
CTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGT
GCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGAC
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGA
TTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAG

13.1.4 pNlop4_3Myc_PAK_N

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCC
TGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCT
TCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
CGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCA
ACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAAC
GTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGC
CACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC
GCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAG
CGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCG
CTAGCAAGATCTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACTTTAAGATCTCCTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAG
AGACTAGGAAGCTTTCCATGGCATCAATGCAGAAGCTGATCTCGGAGGAGGATCTGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTTATAAGTGAAGAA
GATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGAAATTAATTTCAGAAGAGGACCTTTTATCCGGAATGTTCAAGAAGAAGAACAAGAAGAATGCGTTTAA
CGAACAGATCGAAAGCAGCTCCATCTCCCAGCCCTTTGATCTTAAGCGCGGGATAAGTGTGCGGTACGATCCCCAGACGGGGAAGTTCACTG
GCTTACCGGAGGAGTGGCAAAAGCTGGGGCTTATCCCAGAGTCTATGATAAGTACTATCACAGATATGGCCAACGCAGCTCCTAGCTTAGAG
GACGGTGGGAACGGTGACAAACCTCTCATTAAATTATCTAGCCAGTCTATTGACAAGCAGATAGACTTTCACACGGGTAACATAGCTCCTTC
CTTCTTGGCCACAAACGCTACTCTAGACTCTCTCTACCATATAGATCAGATGGACATTCTTACAGACGCCGTGAAACCGACGCTTCCTAGCA
AGAAGCTGCTGCGCAGCCTCCAAACGCAAAACATCTTCATCAGTAGACCCACCGGCTTTACACACAAGAATCACGTGACCGTAGATCCTACT
AATGCAACAAGGTACATTGGTCTGCCGAAGGAGTGGGAGGCGAAGCTGGAGGCCGTGGGGTTGGATATCCAGAAAATAGGGCAGAACAAGGA
CGATCTGGACGCTCTCTGCGCAATCATGGATAACTTTTATGATGATAAGATACCCATAAAACCAGATGATCAGGATTTCATGATCCAGGCAT
TTGATGGAACGGACAAGTATGCAGTCCCCAAGTTCCACAGCCTCCCCACAGCAGACACATATAATGACATTCTCGAGAAGCTCCACGACAAC
TTCACAGAAGTTAATACAATTGCAGATGTCTATAGCAATCCACAGGAGGTCGGGCACGGGTCGTCCGGGCATGTCTATCGCGCCACAGAGAT
AAAGACTGGCAATGTCGTTGCCATAAAATCTATATCTGCAATAAATTTCCTTACAGACGATGGAAAGAAGGTCCGTGACATAAAATCTGCGG
AAGCTGCGACACTCATGGCTCTGAAGAATGAAGTAGCCCTCATGTATCTTTCAAAAGAGTGCGAGTACATAGTAAAGCTCCACAAAGTATAC
TTTTCCAAGGCAGCCAAGGAGTTTTATATGATTATGGATTACTGCAACGCTAACTGTCTGACCAACATCTTGTCCAGGCACGGATACATAAA
GAACGAGCGTGTCTCCTGTATGATTATTCGTGACATTCTAAAAGCCCTGAACCATTTACACGAGAACCATAGAATTTACCGGGATCTGAAGT
CTGACAATGTCCTTCTAAACGCTGAGCTCATCAACAGCTTAGCCCAGGACGGGGCCATAACAAAGAAGAAGAAGTTTTCGCTAAAGCTGTCT
GACTTTGGCTTTGCAGTCCAGCTGAATACGAAGCAGCCTACGCGCAAGTCTGTGGTAGGCACTCCATTTTGGATGGCTCCCGAGCTCATACG
CGGCACAGAATACAACACAAAGGTAGATTGCTGGTCACTGGGAATTGTTGTGCTGGAGCTTTGCGAGTCTCTTCCCCCGCACATGGAGATGC
AGCCACTCAAGGCTGTTTTCAAAATTGTCACCAGCCCTGCTCCCAGCTTCAAGAAGCCATCGCAGTGGACACCAGAGCTCAACGACTTTTTG
GCCAGGTGCCTCGATAAGGACCCTGATAGTAGATGGAGCTGTGCCCAGCTCCTTGAGCATCCATGGATTAAGAGTGTGGACAACGCCCCCTT
GGATTTAAGTGATTACTTCTAGGGATCCTGAATCGAATTCTTTCCGTCGACCTTTGCATCATCGTTGCTCGGTCGTCTGCCTCGTTTACGAC
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CTGCTTGTTCCTGGGCCTCAATGGTTAGTGGTTTTCCTTCTTCCAACGGCGTTGGTCCATCCTCTGCAGGTAGTAAATGCGCTATCTTTCGG
GCTAAGAAAATAAATCGGTGGATGGCGGCGGGACCGACTCTTATCTCTCCACTGCGCTACACCGGCATAACTCCACTTGCAACTGACTTTCT
GGGGATAAGCTATAAGGCGCAGCGTGATGAAGACGGCGCTCTTCTAGCGGTTCGTTACATCGATACCGTCGACCTCGACAGCTCAATTTGAG
CTTCAAAAAATACCGCCAAAAAATGGCAATTCGGTTTTAAAAACATGGATCATCACCATCACCATCACTCTAGATTAGATAAAAGTAAAGTG
ATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAATGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGCCTAC
ATTGTATTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGCACCATACTCACTTTTGCCCTTTAG
AAGGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAAGTTTTAGATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTA
GGTACACGGCCTACAGAAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGCCAACAAGGTTTTTCACTAGAGAATGCATTATA
TGCACTCAGCGCTGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCAAGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTA
CTGATAGTATGCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCTTATTCGGCCTTGAATTGATC
ATATGCGGATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCTTAACTCGAGTGAGGGCTGAAGTGAATATTTACCTTTTCCGGGTTCGACGG
GCGTGCTTGACGATGCGGAAGTCGCTGTCCGTTCCAACGGCTATCTGCCCCAGGACCCCCATCCCGGCGCCGATCAGGGGGTGGGCGAAGAA
CTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGG
AATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGAT
AGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCA
CGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGAT
ATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGAGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGA
GCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGG
TCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGA
CAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCG
TCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCC
TGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGG
AGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCCTACTGTCTCTTGATCAGATCTGAAGCTGATTGGGTCAGACATGC
TACTCTCGGTTCCTGGGTTAAAGTTTTAATTTCGATTTAATTTATTTTACGGCTATCACCTCCTTGACAACTTTTTCTGTAAACGTGGCAAT
ATAAACTATAATCTTGAATCCAAGGCATCTCGCCAAACCCAGCTGGGACAGAACATCAGATGAAGGTAAAGACCCCCGCGTGGATAGCATCT
GTCATTGAAGCGGCTCAGACGGCGCACTTCTATATCATTGCCCAGCCGGGCCCTCTTGTGTTTGTGTTGAGGGGGCGCGACGATGATAGCAC
AGTGAAGGTCTCGCTGGGATCTCCCCATGTCTGTTCATGCGAAAGCGGCTCCCACGCTAATTATTGTATACATATTTCGTTCCTGTTGCAAC
GGAAGTACCACCTGCCCCCCGATCACCTGTGGACTGCACAAACATCCCTTACAAATGCAGATATCGAGTCTCTGCTGCAACTGCGGCATCTT
GCTGCTAAGAAGGTCCATCGTCCAACGCACCAAACACCAGCAGAAGACCAGCAGGCACAGCAAACCGCGGCTGTTCCGCGGCTCACACGGTC
ACGGAACCCTATAACAGAGTTAGACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTAT
TACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTT
CGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCG
GCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCT
TCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGA
CCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCT
TTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCC
TATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAG

13.1.5 ApNIlop 2xNLS_3xMYC

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCC
TGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCT
TCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
CGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCA
ACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAAC
GTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGC
CACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC
GCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAG
CGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCG
CTAGCAAGATCTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACTTTAAGATCTCCTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAG
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AGACTAGGAAGCTTTCCATGGCATCAATGCAGAAGCTGATCTCGGAGGAGGATCTGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTTATAAGTGAAGAA
GATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGAAATTAATTTCAGAAGAGGACCTTTTATGAGGATCCTGAATCGAATTCTTTCCGTCGACCTTTGCATC
ATCGTTGCTCGGTCGTCTGCCTCGTTTACGACCTGCTTGTTCCTGGGCCTCAATGGTTAGTGGTTTTCCTTCTTCCAACGGCGTTGGTCCAT
CCTCTGCAGGTAGTAAATGCGCTATCTTTCGGGCTAAGAAAATAAATCGGTGGATGGCGGCGGGACCGACTCTTATCTCTCCACTGCGCTAC
ACCGGCATAACTCCACTTGCAACTGACTTTCTGGGGATAAGCTATAAGGCGCAGCGTGATGAAGACGGCGCTCTTCTAGCGGTTCGTTACAT
CGATACCGTCGACCTCGACAGCTCAATTTGAGCTTCAAAAAATACCGCCAAAAAATGGCAATTCGGTTTTAAAAACATGGATCATCACCATC
ACCATCACTCTAGATTAGATAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAATGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAA
CTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGCCTACATTGTATTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTT
AGATAGGCACCATACTCACTTTTGCCCTTTAGAAGGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAAGTTTTAGATGTGCTTTAC
TAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTAGGTACACGGCCTACAGAAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGC
CAACAAGGTTTTTCACTAGAGAATGCATTATATGCACTCAGCGCTGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCA
AGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTACTGATAGTATGCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAG
AGCCAGCCTTCTTATTCGGCCTTGAATTGATCATATGCGGATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCTTAACTCGAGTGAGGGCTG
AAGTGAATATTTACCTTTTCCGGGTTCGACGGGCGTGCTTGACGATGCGGAAGTCGCTGTCCGTTCCAACGGCTATCTGCCCCAGGACCCCC
ATCCCGGCGCCGATCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCC
GAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAG
TCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAG
CCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATG
AATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGAGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGC
CTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTAC
GTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATG
GATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGAC
AACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACA
GGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCA
TAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCCTACTGTCTCTTG
ATCAGATCTGAAGCTGATTGGGTCAGACATGCTACTCTCGGTTCCTGGGTTAAAGTTTTAATTTCGATTTAATTTATTTTACGGCTATCACC
TCCTTGACAACTTTTTCTGTAAACGTGGCAATATAAACTATAATCTTGAATCCAAGGCATCTCGCCAAACCCAGCTGGGACAGAACATCAGA
TGAAGGTAAAGACCCCCGCGTGGATAGCATCTGTCATTGAAGCGGCTCAGACGGCGCACTTCTATATCATTGCCCAGCCGGGCCCTCTTGTG
TTTGTGTTGAGGGGGCGCGACGATGATAGCACAGTGAAGGTCTCGCTGGGATCTCCCCATGTCTGTTCATGCGAAAGCGGCTCCCACGCTAA
TTATTGTATACATATTTCGTTCCTGTTGCAACGGAAGTACCACCTGCCCCCCGATCACCTGTGGACTGCACAAACATCCCTTACAAATGCAG
ATATCGAGTCTCTGCTGCAACTGCGGCATCTTGCTGCTAAGAAGGTCCATCGTCCAACGCACCAAACACCAGCAGAAGACCAGCAGGCACAG
CAAACCGCGGCTGTTCCGCGGCTCACACGGTCACGGAACCCTATAACAGAGTTAGACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGT
GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACC
CAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCG
CCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTA
GGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT
TTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTA
ACGCTTACAATTTAG

13.1.6 pNlop 2xNLS_3xMYC

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCC
TGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCT
TCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
CGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCA
ACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAAC
GTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGC
CACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC
GCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAG
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CGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCG
CTAGCAAGATCTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACTTTAAGATCTCCTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAG
AGACTAGGAAGCTTTCCATGGGACCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGGGGGTGACCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGGCATCAATGCAGAAGCTG
ATCTCGGAGGAGGATCTGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTTATAAGTGAAGAAGATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGAAATTAATTTCAGA
AGAGGACCTTTTATGAGGATCCTGAATCGAATTCTTTCCGTCGACCTTTGCATCATCGTTGCTCGGTCGTCTGCCTCGTTTACGACCTGCTT
GTTCCTGGGCCTCAATGGTTAGTGGTTTTCCTTCTTCCAACGGCGTTGGTCCATCCTCTGCAGGTAGTAAATGCGCTATCTTTCGGGCTAAG
AAAATAAATCGGTGGATGGCGGCGGGACCGACTCTTATCTCTCCACTGCGCTACACCGGCATAACTCCACTTGCAACTGACTTTCTGGGGAT
AAGCTATAAGGCGCAGCGTGATGAAGACGGCGCTCTTCTAGCGGTTCGTTACATCGATACCGTCGACCTCGACAGCTCAATTTGAGCTTCAA
AAAATACCGCCAAAAAATGGCAATTCGGTTTTAAAAACATGGATCATCACCATCACCATCACTCTAGATTAGATAAAAGTAAAGTGATTAAC
AGCGCATTAGAGCTGCTTAATGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGCCTACATTGTA
TTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGCACCATACTCACTTTTGCCCTTTAGAAGGGG
AAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAAGTTTTAGATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTAGGTACA
CGGCCTACAGAAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGCCAACAAGGTTTTTCACTAGAGAATGCATTATATGCACT
CAGCGCTGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCAAGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTACTGATA
GTATGCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCTTATTCGGCCTTGAATTGATCATATGC
GGATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCTTAACTCGAGTGAGGGCTGAAGTGAATATTTACCTTTTCCGGGTTCGACGGGCGTGC
TTGACGATGCGGAAGTCGCTGTCCGTTCCAACGGCTATCTGCCCCAGGACCCCCATCCCGGCGCCGATCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAG
CATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGA
AATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGG
CGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTA
GCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGG
CAAGCAGGCATCGCCATGAGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCT
GATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAAT
GGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAG
ATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGG
CCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCT
GACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACC
TGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCCTACTGTCTCTTGATCAGATCTGAAGCTGATTGGGTCAGACATGCTACTCT
CGGTTCCTGGGTTAAAGTTTTAATTTCGATTTAATTTATTTTACGGCTATCACCTCCTTGACAACTTTTTCTGTAAACGTGGCAATATAAAC
TATAATCTTGAATCCAAGGCATCTCGCCAAACCCAGCTGGGACAGAACATCAGATGAAGGTAAAGACCCCCGCGTGGATAGCATCTGTCATT
GAAGCGGCTCAGACGGCGCACTTCTATATCATTGCCCAGCCGGGCCCTCTTGTGTTTGTGTTGAGGGGGCGCGACGATGATAGCACAGTGAA
GGTCTCGCTGGGATCTCCCCATGTCTGTTCATGCGAAAGCGGCTCCCACGCTAATTATTGTATACATATTTCGTTCCTGTTGCAACGGAAGT
ACCACCTGCCCCCCGATCACCTGTGGACTGCACAAACATCCCTTACAAATGCAGATATCGAGTCTCTGCTGCAACTGCGGCATCTTGCTGCT
AAGAAGGTCCATCGTCCAACGCACCAAACACCAGCAGAAGACCAGCAGGCACAGCAAACCGCGGCTGTTCCGCGGCTCACACGGTCACGGAA
CCCTATAACAGAGTTAGACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCG
CGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAG
CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCAT
TAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTT
CTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAA
AAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGG
TTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAG
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GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCC
TGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCT
TCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
CGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCA
ACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAAC
GTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGC
CACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
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AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC
GCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAG
CGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCG
CTAGCAAGATCTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACTTTAAGATCTCCTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAG
AGACTAGGAAGCTTTCCATGGGACCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGGGGGTGACCTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGTATGAAAAAC
ATCAAAAAAAACCAGGTAATGAACCTGGGTCCGAACTCTAAACTGCTGAAAGAATACAAATCCCAGCTGATCGAACTGAACATCGAACAGTT
CGAAGCAGGTATCGGTCTGATCCTGGGTGATGCTTACATCCGTTCTCGTGATGAAGGTAAAACCTACTGTATGCAGTTCGAGTGGAAAAACA
AAGCATACATGGACCACGTATGTCTGCTGTACGATCAGTGGGTACTGTCCCCGCCGCACAAAAAAGAACGTGTTAACCACCTGGGTAACCTG
GTAATCACCTGGGGCGCCCAGACTTTCAAACACCAAGCTTTCAACAAACTGGCTAACCTGTTCATCGTTAACAACAAAAAAACCATCCCGAA
CAACCTGGTTGAAAACTACCTGACCCCGATGTCTCTGGCATACTGGTTCATGGATGATGGTGGTAAATGGGATTACAACAAAAACTCTACCA
ACAAATCGATCGTACTGAACACCCAGTCTTTCACTTTCGAAGAAGTAGAATACCTGGTTAAGGGTCTGCGTAACAAATTCCAACTGAACTGT
TACGTAAAAATCAACAAAAACAAACCGATCATCTACATCGATTCTATGTCTTACCTGATCTTCTACAACCTGATCAAACCGTACCTGATCCC
GCAGATGATGTACAAACTGCCGAACACTATCTCCTCCGAAACTTTCCTGAAAGGGGTGACCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGGCATCAATGC
AGAAGCTGATCTCGGAGGAGGATCTGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTTATAAGTGAAGAAGATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGAAATTA
ATTTCAGAAGAGGACCTTTTATGAGGATCCTGAATCGAATTCTTTCCGTCGACCTTTGCATCATCGTTGCTCGGTCGTCTGCCTCGTTTACG
ACCTGCTTGTTCCTGGGCCTCAATGGTTAGTGGTTTTCCTTCTTCCAACGGCGTTGGTCCATCCTCTGCAGGTAGTAAATGCGCTATCTTTC
GGGCTAAGAAAATAAATCGGTGGATGGCGGCGGGACCGACTCTTATCTCTCCACTGCGCTACACCGGCATAACTCCACTTGCAACTGACTTT
CTGGGGATAAGCTATAAGGCGCAGCGTGATGAAGACGGCGCTCTTCTAGCGGTTCGTTACATCGATACCGTCGACCTCGACAGCTCAATTTG
AGCTTCAAAAAATACCGCCAAAAAATGGCAATTCGGTTTTAAAAACATGGATCATCACCATCACCATCACTCTAGATTAGATAAAAGTAAAG
TGATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAATGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGCCT
ACATTGTATTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGCACCATACTCACTTTTGCCCTTT
AGAAGGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAAGTTTTAGATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATT
TAGGTACACGGCCTACAGAAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGCCAACAAGGTTTTTCACTAGAGAATGCATTA
TATGCACTCAGCGCTGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCAAGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTAC
TACTGATAGTATGCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCTTATTCGGCCTTGAATTGA
TCATATGCGGATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCTTAACTCGAGTGAGGGCTGAAGTGAATATTTACCTTTTCCGGGTTCGAC
GGGCGTGCTTGACGATGCGGAAGTCGCTGTCCGTTCCAACGGCTATCTGCCCCAGGACCCCCATCCCGGCGCCGATCAGGGGGTGGGCGAAG
AACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGT
GGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG
ATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATAT
CACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATG
ATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGAGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGC
GAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGT
GGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGAT
GACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCC
CGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCC
CCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCC
GGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCCTACTGTCTCTTGATCAGATCTGAAGCTGATTGGGTCAGACAT
GCTACTCTCGGTTCCTGGGTTAAAGTTTTAATTTCGATTTAATTTATTTTACGGCTATCACCTCCTTGACAACTTTTTCTGTAAACGTGGCA
ATATAAACTATAATCTTGAATCCAAGGCATCTCGCCAAACCCAGCTGGGACAGAACATCAGATGAAGGTAAAGACCCCCGCGTGGATAGCAT
CTGTCATTGAAGCGGCTCAGACGGCGCACTTCTATATCATTGCCCAGCCGGGCCCTCTTGTGTTTGTGTTGAGGGGGCGCGACGATGATAGC
ACAGTGAAGGTCTCGCTGGGATCTCCCCATGTCTGTTCATGCGAAAGCGGCTCCCACGCTAATTATTGTATACATATTTCGTTCCTGTTGCA
ACGGAAGTACCACCTGCCCCCCGATCACCTGTGGACTGCACAAACATCCCTTACAAATGCAGATATCGAGTCTCTGCTGCAACTGCGGCATC
TTGCTGCTAAGAAGGTCCATCGTCCAACGCACCAAACACCAGCAGAAGACCAGCAGGCACAGCAAACCGCGGCTGTTCCGCGGCTCACACGG
TCACGGAACCCTATAACAGAGTTAGACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGT
ATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCT
TTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAG
CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCC
CTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTC
GACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGG
CCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAG
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