pLV-TRE-GLRA1-Ubc-Neo

Backbone: pLV-TRE EcoRI IRES2-EGFP BsrGI

Insert: EcoRI GLRA1-Ubc-Neo BsiWI

Parts:

GLRAI1 (from NCBI):

atgtacagcttcaatactcttcgactctacctttgggagaccattgtattcttcagecttgetgettctaaggagge
tgaagctgctcgctcecgcacccaagectatgtcacecctecggatttecctggataagectaatggggagaacctecggat
atgatgccaggatcaggcccaattttaaaggtcccccagtgaacgtgagctgcaacattttcatcaacagetttggt
tccattgctgagacaaccatggactatagggtcaacatcttcctgecggcagcaatggaacgacccecegectggecta
taatgaataccctgacgactctctggacctggacccatccatgetggactccatctggaaacctgacctgttetttg
ccaacgagaagggggcccacttccatgagatcaccacagacaacaaattgctaaggatctcccggaatgggaatgte
ctctacagcatcagaatcaccctgacactggcctgececccatggacttgaagaatttececccatggatgtccagacatg
tatcatgcaactggaaagctttggatatacgatgaatgacctcatctttgagtggcaggaacagggagccgtgcagg
tagcagatggactaactctgccccagtttatcttgaaggaagagaaggacttgagatactgcaccaagcactacaac
acaggtaaattcacctgcattgaggcccggttccacctggagecggcagatgggttactacctgattcagatgtatat
tcccagecctgctcattgtcatecctectcatggatectecttetggatcaacatggatgetgecacectgetegtgtgggee
taggcatcaccactgtgctcaccatgaccacccagagctcecggectctecgagcatctectgeccaaggtgtectatgtg
aaagccattgacatttggatggcagtttgcctgectctttgtgttctcagecctattagaatatgetgecgttaactt
tgtgtctcggcaacataaggagctgctccgattcaggaggaagecggagacatcacaaggaggatgaagctggagaag
gccgctttaacttectectgectatgggatgggeccagectgtctacaggeccaaggatggcatctcagtcaagggegece
aacaacagtaacaccaccaacccccctecctgcaccatctaagtccccagaggagatgecgaaaactcttcatccagag
ggccaagaagatcgacaaaatatcccgcattggcttccccatggecttectecattttcaacatgttctactggatceca
tctacaagattgtccgtagagaggacgtccacaaccag-

Ubc (from pLV-TRE-Sox17-Ubc-Bla):

Gagtgaacctctcagacagccacggagccatttcctececgtggtgteccgacgetagectcageggtctactattgecaac
taccccgacatttgaggccgectecggeccattaattaagt,gatctggecteccgegeecgggttttggegecteecegeg
ggcgcccccctectcacggecgagegetgeccacgtcagacgaagggecgcaggagegtectgatectteegeececggacg
ctcaggacagcggcccgctgctcataagactcggccttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacggga
cttgggtgactctagggcactggttttctttccagagagecggaacaggcgaggaaaagtagtcccttcteggegatt
ctgcggagggatctccgtggggcggtgaacgeccgatgattatataaggacgegeccgggtgtggcacagectagtteceg
tcgcageccgggatttgggtecgeggttecttgtttgtggategetgtgategtcacttggtgagtagegggetgetggg
ctggccggggctttegtggececgececgggecgeteggtgggacggaagegtgtggagagaccgecaagggetgtagtet
gggtccgcgagcaaggttgececctgaactgggggttggggggagecgcagcaaaatggeggectgttecececgagtettgaa
tggaagacgcttgtgaggcgggctgtgaggtcgttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggt
cttgaggccttcgctaatgcgggaaagctcttattecgggtgagatgggectggggcaccatctggggaccctgacgtg
aagtttgtcactgactggagaactcggtttgtecgtcectgttgecgggggecggcagttatgeggtgeegttgggecagtge
acccgtacctttgggagcgcgegecctegtegtgtegtgacgtcacecegttetgttggettataatgecagggtgggg
ccacctgccggtaggtgtgecggtaggecttttctecgtecgecaggacgcagggttecgggectagggtaggetectectga



atcgacaggcgccggacctctggtgaggggagggataagtgaggcgtcagtttectttggteggttttatgtacctat
cttcttaagtagctgaagctccggttttgaactatgegectecggggttggegagtgtgttttgtgaagttttttagge
accttttgaaatgtaatcatttgggtcaatatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctgge
cgtttttggcttttttgttagacgaag, cgtgagctcgaggtcgactctagatgeccaccatggccaagectttgtet
caaga

Neo (from pcDNA3.1(+)):

Gggagcttgtatatccattttcggatctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcge,atgattgaacaagatgga
ttgcacgcaggttctececggeccgettgggtggagaggectattecggectatgactgggcacaacagacaateggetgcete
tgatgccgcegtgttecggetgtcagegecaggggegeeceggttetttttgtcaagaccgacctgtecggtgeectga
atgaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggctggccacgacgggegtteccttgegecagetgtgetegacgtt
gtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgeccggggcaggatctectgtcatctcacettgetee
tgccgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgeggeggectgcatacgettgateceggetacectgeccattegace
accaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtecgatcaggatgatctggacgaa
gagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttecgeccaggectcaaggecgegcatgeccgacggecgaggatectegtegt
gacccatggcgatgcctgcttgeccgaatatcatggtggaaaatggecgettttetggattcatecgactgtggeegge
tgggtgtggcggaccgctatcaggacatagecgttggctacccgtgatattgectgaagagettggeggecgaatggget
gaccgcttcctegtgetttacggtatcgececgeteccecgattegecagegecategecttectategecttettgacgagtt
cttc- ,gcgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgeccatcacgag

GLRAI1 forward primer (GLRA1 _fwd_EcoRI_kzk 2008-07-30):
Cgtagg-gccaccatgtacagcttcaatactcttcgactctacct

GLRALI1 reverse primer (GLRA1 rev_Sfil UbcOvlp 2008-07-30):
gtagagaggacgtccacaaccaggat tggeegecteggectt

Reverse Compliment: blah
Ubc forward primer (Ubc_fwd GLRA1Ovlp_ Sfil 2008-07-30):

cagligat tggeegecteggeet tcctececgtggtgteecgacge

Ubc reverse primer (Ubc_rev_kzk BleoOvlp 2008-07-28):(works for Neo too)

ccgtttttGgettttttgttagacgaaggce

Neo forward primer (Neo _fwd_UbcOvlp 2008-07-30):
gcttttttgttagacgaaggccaccatgattgaacaagatggattgcacge
Neo reverse primer (Neo_rev_BsrGI_2008-07-30):

ctatcgccttcttgacgagttcttcgaegtacgatccataag

Reverse Compliment: blah

Final Construct:



Cgtagg-gccaccatgtacagcttcaatactcttcgactctacctttgggagaccattgtattcttcagcct
tgctgcttctaaggaggctgaagctgctecgecteccgcacccaagectatgtcacecteggatttecctggataagetaa
tggggagaacctccggatatgatgccaggatcaggcccaattttaaaggtcccccagtgaacgtgagectgcaacatt
ttcatcaacagctttggttccattgctgagacaaccatggactatagggtcaacatcttecctgecggcagcaatggaa
cgacccccgcctggectataatgaataccctgacgactctctggacctggacccatccatgetggacteccatetgga
aacctgacctgttctttgccaacgagaagggggcccacttccatgagatcaccacagacaacaaattgctaaggate
tccecggaatgggaatgtcctctacagcatcagaatcaccctgacactggectgecccatggacttgaagaatttecee
catggatgtccagacatgtatcatgcaactggaaagctttggatatacgatgaatgacctcatctttgagtggcagg
aacagggagccgtgcaggtagcagatggactaactctgccccagtttatcttgaaggaagagaaggacttgagatac
tgcaccaagcactacaacacaggtaaattcacctgcattgaggcccggttccacctggagecggcagatgggttacta
cctgattcagatgtatattcccagcctgctcattgtcatectectcatggatectecttectggatcaacatggatgetg
cacctgctecgtgtgggcctaggcatcaccactgtgctcaccatgaccacccagagcteceggetectecgagecatectetg
cccaaggtgtcctatgtgaaagccattgacatttggatggcagtttgecctgectectttgtgttctcageecctattaga
atatgctgccgttaactttgtgtctcggcaacataaggagctgcteccgattcaggaggaagecggagacatcacaagg
aggatgaagctggagaaggccgctttaacttctctgectatgggatgggecccagectgtctacaggeccaaggatgge
atctcagtcaagggcgccaacaacagtaacaccaccaacccccctectgcaccatctaagteccccagaggagatgeg
aaaactcttcatccagagggccaagaagatcgacaaaatatcccgcattggcttcecccatggecttectcatttteca
acatgttctactggatcatctacaagattgtccgtagagaggacgtccacaaccagiigat tggecgecteggesttc
ctccgtggtgtccgacgctagectcageggtctactattgcaactacccecgacatttgaggecgecteggecattaat
taagtgatctggcctececgegeecgggttttggegecteececgegggegeececeecctectcacggegagegetgecacgte
agacgaagggcgcaggagcgtcctgatccttcecgeccecggacgetcaggacageggececgetgectcataagactegge
cttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacgggacttgggtgactctagggcactggttttctttecag
agagcggaacaggcgaggaaaagtagtcccttctcggcgattctgeggagggatctcegtggggeggtgaacgeecga
tgattatataaggacgcgccgggtgtggcacagctagttcecgtegcagececgggatttgggtegeggttettgtttgt
ggatcgctgtgatcgtcacttggtgagtagecgggectgectgggetggececggggetttegtggecgecgggeecgetegg
tgggacggaagcgtgtggagagaccgccaagggctgtagtctgggtccgecgagcaaggttgececctgaactgggggtt
ggggggagcgcagcaaaatggcggctgttcccgagtcttgaatggaagacgettgtgaggegggectgtgaggtegtt
gaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggtcttgaggccttcgectaatgegggaaagectcttatt
cgggtgagatgggctggggcaccatctggggaccctgacgtgaagtttgtcactgactggagaactcggtttgtegt
ctgttgcgggggcggcagttatgeggtgececgttgggcagtgcaccegtacctttgggagegegegeecectegtegtgt
cgtgacgtcacccgttctgttggecttataatgcagggtggggeccacctgecggtaggtgtgeggtaggettttetee
gtcgcaggacgcagggttcgggcctagggtaggctctecctgaatcgacaggegecggacctectggtgaggggaggga
taagtgaggcgtcagtttctttggtcggttttatgtacctatcttcttaagtagectgaagecteccggttttgaactat
gcgctcggggttggcgagtgtgttttgtgaagttttttaggcaccttttgaaatgtaatcatttgggtcaatatgta
attttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctggeccgtttttggettttttgttagacgaaggccaccat
gattgaacaagatggattgcacgcaggttctcecggeccgettgggtggagaggectattecggetatgactgggecacaac
agacaatcggctgctctgatgccgeccgtgttececggetgtcagegcaggggegeceggttectttttgtcaagacegac
ctgtcecggtgcecctgaatgaactgcaggacgaggcagecgeggectategtggetggeccacgacgggegttecttgege
agctgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggecgaagtgeccggggcaggatctectgt
catctcaccttgctcctgeccgagaaagtatccatcatggetgatgcaatgeggeggectgcatacgettgatececgget
acctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagecgagcacgtactcggatggaagecggtecttgtegatca
ggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccageccgaactgttecgeccaggectcaaggecgegcatgececgacg
gcgaggatctcgtcecgtgacccatggecgatgectgettgecgaatatcatggtggaaaatggeecgettttetggatte
atcgactgtggccggctgggtgtggecggacecgectatcaggacatagegttggectaccegtgatattgetgaagaget
tggcggcgaatgggctgaccgecttectegtgetttacggtatecgecgeteccgattegecagegecategecttetate
gccttcttgacgagttcttcigaegtacgatecataad



