Supplementary data

Primer sequences sequences
LLO-SIINFEKL

FWD: 5’- TCT ATT ATT AAC TTT GAG aaa tta tca act -3’
REV: 5’- CTC AAA GTT AAT AAT AGA caa ata aac ttg -3’
rLLO-SIINFEKL
FWD: 5’- TCTATTATTAACTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAGTAAAAG — 3’
REV: 5’- CTCAAAGTTAATAATAGACGCCACACTTGAGATATATGCA -3’
rLLO-SPLIT3A (IINSVAFE)
FWD: 5'- TCTATTATTAACAGTGTGGCGTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAG — 3’
REV: 5’- CTCAAACGCCACACTGTTAATAATAGAGATATATGCAGGAGGATTITCTG -3’
rLLO-SPLIT3L (IINSVLFE)
FWD: 5'- TCTATTATTAACAGTGTGCTGTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAG -3’
REV: 5’- CTCAAACAGCACACTGTTAATAATAGAGATATATGCAGGAGGATTTTCTG — 3’
rLLO-SPLIT2V (IINSVFE)
FWD: 5'- TCTATTATTAACAGTGTGTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAG — 3’
REV: 5’- CTCAAACACACTGTTAATAATAGAGATATATGCAGGAGGATTTTCTG — 3’
rLLO-SPLIT2L (IINSLFE)
FWD: 5’- TCTATTATTAACAGTCTGTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAG -3’
REV: 5’- CTCAAACAGACTGTTAATAATAGAGATATATGCAGGAGGATTTTCTG — 3’
rLLO-SPLIT1V (IINVFE)
FWD: 5’- TCTATTATTAACGTGTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAG — 3’
REV: 5’- CTCAAACACGTTAATAATAGAGATATATGCAGGAGGATTTTCTG — 3’
rLLO-SPLIT1L IINLFE
FWD: 5’- TCTATTATTAACCTGTTTGAGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAG -3’

REV: 5’- CTCAAACAGGTTAATAATAGAGATATATGCAGGAGGATTTTCTG -3’

Plasmid sequences
LLO in pDONR221 (base plasmid for mutagenesis)

CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAG
CCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCC
CGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAA

CGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCT



TCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACG
TTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGG
CCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGG
ATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTG
ACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAG
CAGGCTCCAAAAAAATAATGCTAGTTTTTATTACACTTATATTAGTTAGTCTACCAATTGCGCAACAAACTGAAG
CAAAGGATGCATCTGCATTCAATAAAGAAAATTCAATTTCATCCATGGCACCACCAGCATCTCCGCCTGCAAGT
CCTAAGACGCCAATCGAAAAGAAACACGCGGATGAAATCGATAAGTATATACAAGGATTGGATTACAATAAA
AACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGCCAAGAAAAGGTTACAAAGATGGAAAT
GAATATATTGTTGTGGAGAAAAAGAAGAAATCCATCAGTCAAAATAATGCAGACATTCAAGTTGTGAATGCAA
TTTCGAGCCTAACCTATCCAGGTGCTCTCGTAAAAGCGAATTCGGAATTAGTAGAAAATCAACCAGATGTTCTC
CCTGTAAAACGTGATTCAGTAACACTCAGCATTGATTTGCCAGGTATGACTAATCAAGACAATAAAATAGTTGT
AAAAAATGCCACTAAATCAAACGTTAACAACGCAGTAAATACATTAGTGGAAAGATGGAATGAAAAATATGCT
CAAGCTTATCCAAATGTAAGTGCAAAAATTGATTATGATGACGAAATGGCTTACAGTGAATCACAATTAATTGC
GAAATTTGGTACAGCATTTAAAGCTGTAAATAATAGCTTGAATGTAAACTTCGGCGCAATCAGTGAAGGGAAA
ATGCAAGAAGAAGTCATTAGTTTTAAACAAATTTACTATAACGTGAATGTTAATGAACCTACAAGACCTTCCAG
ATTTTTCGGCAAAGCTGTTACTAAAGAGCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAATGCAGAAAATCCTCCTGCATAT
ATCTCAAGTGTGGCGTATGGCCGTCAAGTTTATTTGAAATTATCAACTAATTCCCATAGTACTAAAGTAAAAGC
TGCTTTTGATGCTGCCGTAAGCGGAAAATCTGTCTCAGGTGATGTAGAACTAACAATATCATCAAAAATTCTTC
CTTCAAGCCGTAATTTACGGAGGTTCCGCAAAAGATGAAGTTCAAATCATCGACGGCAACCTCGGAGACTAAC
GCGATATTTGAAAAAGGGCTACTTTAATCAGAAACCCAGGAGTTCCATTGCTTAACAACAACTTCTAAAAACAT
GAATAGCTGTATTAAAACACTCAAAATATTGAAACACTTCAAAGCTTAACAAGAAAACCCGCTTTCTGAAAAAT
TGGTTTAAGAACACTGGTTTAATTTTTTGGCAAAAAGGCCTTCTCCAAAAAACTTTTTTCCCCCGCAATCCCTAG
AGGCTTATGGGCAAGTTTTCGGGCCGGGCCGGTAAATTTGTTTTCCAAAAATAATCCAAAAAAGGCTTTCAAA
AAAGGGGGGGATAACAGAGGCCGGTAACTGGGTTTTTGGAGTGGGGCCCTGGGCCTGCAGGTGAAATACAG
GTCACTAATACCATCTAAGTAGTTGATTCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTT
TTTATGCAAAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTTG
GCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTT
GCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTG
TCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATA
AACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGG
ATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTAT
GGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAG
ATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGAT
GCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTG
AAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACA
GCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGAT
GACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATT
CAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATG
TTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCT
TCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATG
CTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGA
CGGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAA
AAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTA
CCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGC
AGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACA
TACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTC
AAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGG



AGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGA
GAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGG
AAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTC
AGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTT
GCTCACATGTT

Empty pET160-DEST

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAA
ATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCATCACCATCACCATGGTGCTGGTGGCTGTTGTC
CTGGCTGTTGCGGTGGCGGCGAAAACCTGTATTTTCAGGGAATTATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACG
AGAAACGTAAAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAGACTACATAATACTGTA
AAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGT
ATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGATCCGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAA
TCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCT
CAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAA
GTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGA
CGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCAT
CGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGT
GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTC
ACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACG
CAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCA
GAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAAACGCGTGGATCCGGCTTAC
TAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTTGCGCGCACCGGTGCTAGCGTATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGG
TGTGCTATGAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGT
CAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCG
GAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGG
GACTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAG
AGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAG
TCTCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATATCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAG
TGTGCCGGTCTCCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCGCCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATT
AACCTGATGTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGTGACT
GGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATC
ATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATAATTAATTAAGATCAGATCCGGCTGCTAACAAA
GCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAAC
GGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGG
CATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTC
ATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTAGCTTATCGATGATAA
GCTGTCAAACATGAGAATTAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCA
TGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTT
TTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAG
GAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCT
CACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTG
GATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTC
AGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATG
CAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAG
CTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAG
CCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGG



CGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTA
TCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAAC
TATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAA
GTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTG
ATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAA
GGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGT
GGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAA
ATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTC
TGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATA
GTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGA
CCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGG
ACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGC
GGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGC
AGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTA
AGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGA
CGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATG
TGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAA
GCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTC
TGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTG
TTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCC
CGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAG
GGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGA
TCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCAT
TCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCAT
TCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCG
TGGCCAGGACCCAACGCTGCCCGAGATGCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATATGTT
CTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCTCCAATTCTTGGAGTGGTGAATC
CGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGTCGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGG
GAGGCAGACAAGGTATAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCATA
AATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCCGCGAGCGATCCTTGAAGCTG
TCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCATGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCG
AGAAGAATCATAATGGGGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGTCG
GCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGA
GCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCC
TCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTG
CGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTC
GAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGA
AACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAG
GGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCA
GCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACA
TGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATG
GCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCA
TTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTG
CGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGC



GCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAA
TACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGC
AATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACC
GCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCG
AGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAA
CGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTT
TTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGC
ATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCA
TGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGC
ATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGA
GATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCG
AAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCG
GTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCG

Empty pDest-eGFP-N1 (not used in results)

catgttctttcctgegttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgecatgeattagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcata
gcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggceccgectggetgaccgeccaacgacceecgeccattgacgtcaataatgacgt
atgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatca
tatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttectacttggeag
tacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgeggttttggcagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacggggatttccaa
gtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaa
tgggcggtaggegtgtacggtgggaggtctatataagcagagetggtttagtgaaccgtcagatccgetagecatcaaacaagtttgtacaaaaaa
gctgaacgagaaacgtaaaatgatataaatatcaatatattaaattagattttgcataaaaaacagactacataatactgtaaaacacaacatat
ccagtcactatggcggccgceattaggcaccccaggctttacactttatgettccggetcgtataatgtgtggattttgagttaggatccgtcgagatt
ttcaggagctaaggaagctaaaatggagaaaaaaatcactggatataccaccgttgatatatcccaatggeatcgtaaagaacattttgaggea
tttcagtcagttgctcaatgtacctataaccagaccgttcagetggatattacggectttttaaagaccgtaaagaaaaataagcacaagttttatc
cggcctttattcacattcttgececgectgatgaatgcetcatccggaattecgtatggcaatgaaagacggtgagetggtgatatgggatagtgttca
cccttgttacaccgttttccatgagcaaactgaaacgttttcatcgctctggagtgaataccacgacgatttccggceagtttctacacatatattecge
aagatgtggcgtgttacggtgaaaacctggcectatttccctaaagggtttattgagaatatgtttttegtctcagecaateectgggtgagtttcacc
agttttgatttaaacgtggccaatatggacaacttcttcgcccccgttttcaccatgggcaaatattatacgcaaggecgacaaggtgetgatgecge
tggcgattcaggttcatcatgecgtttgtgatggcettccatgtcggecagaatgettaatgaattacaacagtactgegatgagtggcaggeggggce
gtaatctagaggatccggcttactaaaagccagataacagtatgegtatttgegegetgatttttgeggtataagaatatatactgatatgtatacc
cgaagtatgtcaaaaagaggtatgctatgaagcagcgtattacagtgacagttgacagcgacagctatcagttgctcaaggcatatatgatgtca
atatctccggtctggtaagcacaaccatgcagaatgaageccgtegtctgegtgecgaacgetggaaageggaaaatcaggaagggatggetg
aggtcgcccggtttattgaaatgaacggctcttttgectgacgagaacaggggcetggtgaaatgcagtttaaggtttacacctataaaagagagag
ccgttatcgtctgtttgtggatgtacagagtgatattattgacacgcccgggecgacggatggtgatcccecctggecagtgeacgtetgetgtcagat
aaagtcccccgtgaactttacceggtggtgcatatcggggatgaaagetggegeatgatgaccaccgatatggecagtgtgecggtetecgttate
ggggaagaagtggctgatctcagccaccgcgaaaatgacatcaaaaacgecattaacctgatgttctggggaatataaatgtcaggceteccttat
acacagccagtctgcaggtcgaccatagtgactggatatgttgtgttttacagtattatgtagtctgttttttatgcaaaatctaatttaatatattga
tatttatatcattttacgtttctcgttcagctttcttgtacaaagtggttcgatgggatccaccggtcgecaccatggtgagcaagggegaggagetg
ttcaccggggtggtgcccatectggtcgagetggacggcgacgtaaacggcecacaagttcagegtgteccggegagggegagggcegatgecacct
acggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggeaagetgeccgtgecctggeccaccctegtgaccaccctgacctacggegtgeagtge
ttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgecatgeccgaaggcetacgtccaggagegceaccatcttcttcaagga
cgacggcaactacaagacccgcegecgaggtgaagttcgagggcegacaccctggtgaaccgeatcgagetgaagggeatcgacttcaaggagg
acggcaacatcctggggcacaagcetggagtacaactacaacagecacaacgtctatatcatggecgacaagcagaagaacggeatcaaggtga
acttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagegtgcagcetcgecgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggecccgtgetget
gcccgacaaccactacctgagcacccagtecgecctgagcaaagaccccaacgagaagegegatcacatggtectgetggagttegtgaccgec
gccgggatcactctcggcatggacgagcetgtacaagtaaageggecgegactctagatcataatcagecataccacatttgtagaggttttacttg



ctttaaaaaacctcccacacctccccctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagettataatggttacaaa
taaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttaaggegtaaa
ttgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggeccgaaatcggecaaaatceccttataaat
Caaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcegaaa
aaccgtctatcagggcgatggceccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgecgtaaageactaaatcggaacccta
aagggagcccccgatttagagettgacggggaaagecggegaacgtggegagaaaggaagggaagaaagegaaaggagegggegetaggg
cgctggcaagtgtageggtcacgetgegegtaaccaccacacccgecgegcettaatgegecgctacagggegegtcaggtggeacttttcgggga
aatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcettcaataatattg
aaaaaggaagagtcctgaggeggaaagaaccagetgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtccccaggetccccagecaggeagaagt
atgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtccccaggcetccccagcaggcagaagtatgcaaageatgceatctcaatt
agtcagcaaccatagtcccgceccctaactecgeccateccgeccctaactecgeccagttecgeccatteteccgecccatggetgactaatttttttt
atttatgcagaggccgaggecgectcggectctgagcetattccagaagtagtgaggaggcettttttggaggectaggcettttgcaaagatcgatca
agagacaggatgaggatcgtttcgcatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggecgettgggtggagaggctatteggcetatgact
gggcacaacagacaatcggctgcetctgatgecgecgtgttecggetgtcagegeaggggegeeeggttcetttttgtcaagaccgacctgtecggtg
ccctgaatgaactgcaagacgaggcagegeggctategtggetggecacgacgggegttecttgegeagetgtgcetegacgttgtcactgaageg
ggaagggactggctgctattgggegaagtgecggggeaggatctectgtcatctcaccttgetectgecgagaaagtatecatcatggetgatgea
atgcggeggctgeatacgcttgatceggcetacctgeccattcgaccaccaagegaaacatcgeatcgagegageacgtactcggatggaageceg
gtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggcetegegecagecgaactgttcgecaggcetcaaggegageatgeccgacggega
ggatctcgtcgtgacccatggegatgectgettgecgaatatcatggtggaaaatggecgcttttctggattcategactgtggecggetgggtgtg
gcggaccgctatcaggacatagegttggetaccegtgatattgetgaagagettggeggegaatgggetgaccgettectegtgcetttacggtatc
geegcteccgattegecagegeategecttetategecttettgacgagttcttctgagegggactetggggttcgaaatgaccgaccaagegacgec
caacctgccatcacgagatttcgattccaccgecgecttctatgaaaggttgggcettcggaategttttccgggacgecggetggatgatectecag
cgcggggatctcatgetggagttcttcgeccaccctagggggaggctaactgaaacacggaaggagacaataccggaaggaacccgegctatg
acggcaataaaaagacagaataaaacgcacggtgttgggtcgttigttcataaacgeggggttcggtcccagggetggeactcetgtegatacccee
accgagaccccattggggccaatacgcccgegtttcttecttttccccacceccaccecccaagttcgggtgaaggeccagggetegecagecaacgt
cggggeggeaggecctgecatagectcaggttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatc
ctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatce
ctttttttctgcgegtaatctgetgecttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgeccggatcaagagctaccaactctttttccg
aaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtagecaccgect
acatacctcgctctgctaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggata
aggcgcagceggtegggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgage
tatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegecacgagggagctt
ccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggeggagec
tatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetca

Sequencing results after insertion into plasmid
rLLO-SIINFEKL

cggttttaccgtttcaattccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgcatcatcaccatcaccatggtgetggtggct
gttgtectggetgttgeggtggeggegaaaacctgtattttcagggaattatcacaagtttgtacaaaaaagcaggctccaaaaaaataatgcetag
tttttattacacttatattagttagtctaccaattgcgcaacaaactgaagcaaaggatgcatctgcattcaataaagaaaattcaatttcatccatg
gcaccaccagcatctccgectgcaagtcctaagacgccaatcgaaaagaaacacgcggatgaaatcgataagtatatacaaggattggattaca
ataaaaacaatgtattagtataccacggagatgcagtgacaaatgtgccgccaagaaaaggttacaaagatggaaatgaatatattgttgtgga
gaaaaagaagaaatccatcagtcaaaataatgcagacattcaagttgtgaatgcaatttcgagcectaacctatccaggtgctctcgtaaaageg
aattcggaattagtagaaaatcaaccagatgttctccctgtaaaacgtgattcagtaacactcagcattgatttgccaggtatgactaatcaagac
aataaaatagttgtaaaaaatgccactaaatcaaacgttaacaacgcagtaaatacattagtggaaagatggaatgaaaaatatgctcaagctt
atccaaatgtaagtgcaaaaattgattatgatgacgaaatggcttacagtgaatcacaattaattgcgaaatttggtacagcatttaaagetgtaa
ataatagcttgaatgtaaacttcggcgcaatcagtgaagggaaaatgcaagaagaagtcattagttttaaacaaatttactataacgtgaatgtt
aatgaacctacaagaccttccagatttttcggcaaagcetgttactaaagagcagttgcaagegcettggagtgaatgcagaaaatectectgeatat



atctcaagtgtggcgtctattattaactttgagaaattatcaactaattccatagtactaagtaaaagcetgcttttgatgetgecgtaageggaaaa
tctgtcccaggtgatgtagaactaacaatatcatcaaaaattcttccttcaagecgtaatttacggaggttccgcaaagatgaagttcaatcateg
acggcacctcgaaacttaccgaattttgaaaaagggctcttttatcgaaaacccggattcecttgettaccacaaatttccaaaagaatgaattac
tgttttaaaacactcaaaaattgaaaactcaaaaatttaaagaaaaacccccttttttggagggggggatttt

rLLO-SPLIT3L
Forward sequencing

gttgtgaacggaaaattttccctctagaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgcatcatcaccatcaccatggtgetggtggctg
ttgtcctggctgttgeggtggeggcgaaaacctgtattticagggaattatcacaagtttgtacaaaaaagcaggcetccaaaaaaataatgctagt
ttttattacacttatattagttagtctaccaattgcgcaacaaactgaagcaaaggatgcatctgcattcaataaagaaaattcaatttcatccatg
gcaccaccagcatctccgectgcaagtcctaagacgecaatcgaaaagaaacacgeggatgaaatcgataagtatatacaaggattggattaca
ataaaaacaatgtattagtataccacggagatgcagtgacaaatgtgccgccaagaaaaggttacaaagatggaaatgaatatattgttgtgga
gaaaaagaagaaatccatcagtcaaaataatgcagacattcaagttgtgaatgcaatttcgagectaacctatccaggtgcetctcgtaaaageg
aattcggaattagtagaaaatcaaccagatgttctccctgtaaaacgtgattcagtaacactcageattgatttgccaggtatgactaatcaagac
aataaaatagttgtaaaaaatgccactaaatcaaacgttaacaacgcagtaaatacattagtggaaagatggaatgaaaaatatgctcaagcett
atccaaatgtaagtgcaaaaattgattatgatgacgaaatggcttacagtgaatcacaattaattgcgaaatttggtacagcatttaaagcetgtaa
ataatagcttgaatgtaaacttcggcgcaatcagtgaagggataatgcaagaagaagtcattagttttaaacaaatttactataacgtgaatgtta
atgaacctacaagaccttccagatttttcggcaaagctgttactaaagagcagttgcaagegcttggagtgaatgcagaaaatcctectgeatata
tctctattattaacagtgtgctggttgaaaaactatcaactaattcccatagtactaaagtaaaagetgcettttgaagetgecgtaaccggaaaact
ggctcaggggaggagaactaacaatttcatcaaaattcttccttcaageggaatctacggaggtccgcaaaaatgagttcaatcatcgacggeac
cccgaaacttcccctttttttaaaaagggcctttttatcaaaaaaaccaaattcctttttttttaaaaaaattccaaaaaaaaaatttggttttaaaa
cccaaattttaaacc

Reverse sequencing

ccaagggttccaaaattcatttcgggcetgtgttagcagecggatctgatcttaattaattatcaccactttgtacaagaaaacaagggtattactct
gtataagcttttgaagttgtttcaatatattctgagttgtttttaataacagctaattcattgtcttttaggaagtttgttgtataagcaatgggaactc
ctggtgtttctcgattaaaagtagegecttttttcaaaatatcgegtaagtctccgaggttgecgtegatgatttgaacttcatcettttgeggaacctc
cgtaaattacggctttgaaggaagaatttttgatgatatttgttagttctacatcacctgagacagattttccgcttacggcagcatcaaaagcagce
ttttactttagtactatgggaattagttgataatttctcaaacagcacactgttaataatagagatatatgcaggaggattttctgcattcactccaa
gegcttgcaactgctctttagtaacagcetttgccgaaaaatctggaaggtcttgtaggttcattaacattcacgttatagtaaatttgtttaaaacta
atgacttcttcttgcattttcccttcactgattgegecgaagtttacattcaagctattatttacagetttaaatgectgtaccaaatttcgcaattaatt
gtgattcactgtaagccatttcgtcatcataatcaatttttgcacttacatttggataagcettgagceatatttttcattccatctttccactaatgtattt
actgcgttgttaacgtttgatttagtggcattttttacaactattttattgtcttgattagtcatacctggcaaatcaatgetgagtgttactgaatcac
gttttacagggagaacatctggttgattttctactaattccgaattcgcttttacgagagcacctggataggttaggctcgaaattgcattcacaact
tgaatgtctgcattattttgactgatggatttcttctttttctccacaacaatatattcattttccatctttgtaaccttttcttggeggeacatttgtcact
gcatctccggggataccaatacatggttttactggaacccaatccctggaataacttatcgattcatccgegtgttecttttecttggettctagaatt
gcecggeggaatactggggggccatggatgaaatgaattttcttaatgaatggcaagecccectttgtttegtttggtcccaattggaaaacaaaaaa
aaaaagggaaaaaaaaaaaactattttttttgggeccgcetttttgttaaaactggaaattccctaaaaactgttttcccccecccccaacccaaaaa
cccecccececcggggggggaggtaagtaattcccctaaaaaaaaattttca

rLLO-SPLIT3A

ttgtgtaccggtacaattccttctagaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgceatcatcaccatcaccatggtgetggtggetgtt
gtcctggcetgttgeggtggeggcgaaaacctgtattttcagggaattatcacaagtttgtacaaaaaagcaggctccaaaaaaataatgctagttt
ttattacacttatattagttagtctaccaattgcgcaacaaactgaagcaaaggatgcatctgcattcaataaagaaaattcaatttcatccatgge
accaccagcatctccgectgcaagtcctaagacgccaatcgaaaagaaacacgeggatgaaatcgataagtatatacaaggattggattacaat
aaaaacaatgtattagtataccacggagatgcagtgacaaatgtgccgccaagaaaaggttacaaagatggaaatgaatatattgttgtggaga
aaaagaagaaatccatcagtcaaaataatgcagacattcaagttgtgaatgcaatttcgagectaacctatccaggtgetctcgtaaaagegaat



tcggaattagtagaaaatcaaccagatgttctccctgtaaaacgtgattcagtaacactcageattgatttgeccaggtatgactaatcaagacaat
aaaatagttgtaaaaaatgccactaaatcaaacgttaacaacgcagtaaatacattagtggaaagatggaatgaaaaatatgctcaagcettatc
caaatgtaagtgcaaaaattgattatgatgacgaaatggcttacagtgaatcacaattaattgcgaaatttggtacagcatttaaagctgtaaata
atagcttgaatgtaaacttcggcgcaatcagtgaagggaaaatgcaagaagaagtcattagttttaaacaaatttactataacgtgaatgttaat
gaacctacaagaccttccagatttttcggcaaagctgttactaaagagcagttgcaagegcettggaatgaatgcagaaaatectectgeatatate
tctattattaacagtgtggcgtttgagaaattatcaactaattcccatagtactaaagagcagttgcaagegcettggaatgaatgcagaaaatect
cctgcattatttctattattaacagggtggcgtttgagaaattatcaactaattcccatagtactaaagtaaagetggecttggaaggaatgcagaa
aaccccccgcataatcccattataaaaggtgggggttgagaatttcaacaattccccaaaaaacaaaaaaaaatttgcaageccttggggtgat
ggagaaaaaaaccccctegeatttttttatttaaaagggggggggttgaaaaaaataaaaatccacaaaacaaaaaaaaaaaagecttttt

MonoQ Chromatograms
eGFP Pellet1JB

eGFP Pellet 2 JB



eGFP Pellet Lena

)
w,
. /4’"/
E—— \
Y |
ML
o 2 m . w wer e we o s e s e

m

rLLO-SPLIT3A

000

0000

zoom N

s00m

sam




rLLO-SPLIT3L

ss0am
smam
0am
mam

o0

iii N

00

o0

00

o0

MonoS Chromatograms
rLLO-SIINFEKL

oom

ey
m
L~




rLLO-SPLIT3A

wonm
00

rLLO-SPLIT3L




Gel Filtration Chromatograms
LLO WT

rLLO-SIINFEKL

rLLO-SPLIT3A

mon




rLLO-SPLIT3L




