pLV-TRE-GLRA1-2A-gephyrin-Ubc-Neo

Backbone: pLV-TRE Nhel IRES2-EGFP_BsrGI

Insert: Nhel GLRAI1-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-

P2A:

Gccaccaacttctcectetgetgaagecaggeccggecgacgtggaggagaacccaggeeca

gephyrin (from NCBI):

atggcgaccgagggaatgatccttactaaccacgaccatcaaatccgtgtcggagtccttacagtgagtgatagttg
cttcaggaatcttgcagaagaccgcagtgggataaatctcaaagatctcgtacaagatccttctttgttgggtggga
ctatatcagcatacaagatagtaccagatgaaatagaagaaatcaaggaaaccctgatagattggtgtgatgaaaag
gaacttaatttgatattaacaactggaggaacaggatttgcaccacgagatgtcactccagaggccacaaaagaagt
aatagaacgggaagcaccagggatggccctggcaatgctgatgggatcacttaatgttacacctctgggcatgetect
ctaggcctgtatgtggaatcagagggaaaacgcttataattaacctgccaggtagcaagaaaggatctcaggaatgce
tttcaattcatactgccagctctacctcatgeccattgaccttttacgtgatgeccattgtaaaagtaaaggaggtgeca
tgatgaacttgaagatttgccttccccaccteccectetttecectectectactaccagececccataaacagacag



aagacaaaggagttcaatgtgaggaagaggaagaagagaagaaagacagtggtgttgcttcaacagaagatagttcc
tcatcacatataactgcagcagccattgctgccaagaagcatccattctacaccagtecctgetgttgtcatggcaca
cggtgaacagcccatccctggtctcatcaattattcccatcattcaacagatgaacggattccagactccatcattt
ctcgtggtgttcaggtgctcccacgagacacagectececctcagcactactecttcagaategectegtgetcagget
acatctcgcctctctacagcttecctgeccaacaccaaaagtccagtccaggtgcagcagcaaggagaacattctcag
agccagtcacagtgctgtcgatatcaccaaggtggctagaagacatcgcatgtctecttttectectgacatctatgg
acaaagcctttatcacagtcctggagatgactcecggtgecttgggacagaaatcatcaattaccgagatggaatgggg
cgagtccttgctcaagatgtatatgcaaaagacaatttacccceccttcccagcatcagtaaaagatggctatgetgt
ccgagctgctgatggcccaggagatcgtttcatcattggggaatcccaagectggtgaacageccaactcagacagtaa
tgccaggacaagtcatgcgggttacaacaggtgctccaataccctgeggtgectgatgcagtagtacaagtggaagat
accgaacttatcagggaatcagatgatggcactgaagaacttgaagtgcgaattctggtgcaagctcggccaggecca
agatatcaggcccatcggccatgacattaaaagaggggaatgtgttttggccaaaggaacccacatgggcececctcag
agattggtcttctggcaactgtaggtgtcacagaggttgaagttaataagtttccagtggttgcagtcatgtcaaca
gggaatgagctgctaaatcctgaagatgacctcttaccagggaagattcgagacagcaatcgttcaactcttectage
aacaattcaggaacatggttaccccacgatcaacttgggtattgtaggagacaacccagatgacttactcaatgect
tgaatgagggtatcagtcgtgctgatgtcatcatcacatcagggggtgtatccatgggggaaaaggactatctcaag
caggtgctggacattgatcttcatgctcagatccattttggcagggtttttatgaaaccaggcttgccaacaacatt
tgcaactttggatattgatggtgtaagaaaaataatctttgcactacctgggaatcctgtatcggectgtggtcacect
gcaatctctttgttgtgecctgcactgaggaaaatgcagggcatcttggatcctecggccaaccatcatcaaagcaagg
ttatcatgtgatgtaaaacttgatcctcgtccagaataccatcggtgtatactaacttggcatcaccaagaaccact
accttgggcacagagtacaggtaatcaaatgagcagccgtctgatgagcatgegcagtgccaatggattgttgatge
tacctccaaagacagaacagtacgtggagctccacaaaggcgaggtggtggatgtcatggtcattggacggcta-

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

Gagtgaacctctcagacagccacggagccatttcctcecgtggtgteccgacgetagectcageggtctactattgecaac
taccccgacatttgaggccgectcggeccattaattaagt,gatctggecteccgegeecgggttttggegecteecegeg
ggcgcccccctecctcacggecgagegetgeccacgtcagacgaagggecgcaggagegtectgatectteegeececggacg
ctcaggacagcggcccgctgctcataagactcggccttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacggga
cttgggtgactctagggcactggttttctttccagagagecggaacaggcgaggaaaagtagtcccttecteggegatt
ctgcggagggatctcecgtggggcggtgaacgeccgatgattatataaggacgegeccgggtgtggcacagectagttecg
tcgcageccgggatttgggtecgeggttecttgtttgtggategetgtgategtcacttggtgagtagegggetgetggg
ctggccggggctttegtggececgeccgggecgeteggtgggacggaagegtgtggagagaccgecaagggetgtagtet
gggtccgcgagcaaggttgececctgaactgggggttggggggagecgcagcaaaatggeggetgtteccecgagtettgaa
tggaagacgcttgtgaggcgggctgtgaggtcgttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggt
cttgaggccttcgctaatgcgggaaagctcttattecgggtgagatgggectggggcaccatctggggaccctgacgtg
aagtttgtcactgactggagaactcggtttgtegtctgttgecgggggecggcagttatgeggtgeegttgggecagtge
acccgtacctttgggagcgcgegecctegtegtgtegtgacgtcacecegttetgttggettataatgecagggtgggg
ccacctgccggtaggtgtgecggtaggecttttctecgtecgecaggacgcagggttecgggectagggtaggetectectga
atcgacaggcgccggacctctggtgaggggagggataagtgaggcgtcagtttectttggteggttttatgtacctat
cttcttaagtagctgaagctccggttttgaactatgegectecggggttggegagtgtgttttgtgaagttttttagge
accttttgaaatgtaatcatttgggtcaatatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctgge
cgtttttggcttttttgttagacgaag, cgtgagctcgaggtcgactctagatgccaccatggccaagecctttgtet
caaga

Neo (from pcDNA3.1(+)):

Gggagcttgtatatccattttcggatctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcge,atgattgaacaagatgga
ttgcacgcaggttctececggeccgettgggtggagaggectattecggectatgactgggcacaacagacaateggetgete



tgatgccgcegtgttecggetgtcagegecaggggegeececggttetttttgtcaagaccgacectgtecggtgeectga
atgaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggctggeccacgacgggegtteccttgegecagetgtgetegacgtt
gtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgeccggggcaggatctectgtcatctcacettgetee
tgccgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgeggeggectgcatacgettgateceggetacctgeccattegace
accaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaa
gagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgeccaggectcaaggecgegcatgeccgacggecgaggatectegtegt
gacccatggcgatgcctgcttgeccgaatatcatggtggaaaatggecgettttetggattcatecgactgtggeegge
tgggtgtggcggaccgctatcaggacatagecgttggctacccgtgatattgectgaagagecttggeggegaatggget
gaccgcttcctegtgetttacggtatcgeecgeteccecgattegecagegecategecttectategecttettgacgagtt
cttc- ,gcgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgeccatcacgag

GLRAI1 forward primer (GLRA1 _fwd_Nhel kzk 2008-08-05):

Cgtagggetageoccaacatgtacagettcaatactettegactetacct

GLRAI reverse primer (GLRA1 _rev_2A 2008-08-05):

ccgtagagaggacgtccacaaccaggccaccaacttctectectgctgaagcaggecggcga

Reverse Compliment: blah
gephyrin forward primer (gephyrin_fwd 2A 2008-08-05):
Egaagcaggeeggcgacatggaggagaacccaggecedatggcgaccgagggaatgatee
gephyrin reverse primer (gephyrin_rev_2008-08-05):
gtcatggtcattggacggctaff@tcag

Ubc forward primer (Ubc_fwd_gephyrinOvlp 2008-08-05):

ggtcattggacggctaff@tcagcggtctactattgcaactacce

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):

ctatcgccttcttgacgagttcttcgaegtacgatccataad

Reverse Compliment: blah

Final Construct:



Cgtagg-gccaacatgtacagcttcaatactcttcgactctacctttgggagaccattgtattcttcagcct
tgctgcttctaaggaggctgaagctgctecgecteccgcacccaagectatgtcacecteggatttecctggataagetaa
tggggagaacctccggatatgatgccaggatcaggcccaattttaaaggtcccccagtgaacgtgagectgcaacatt
ttcatcaacagctttggttccattgctgagacaaccatggactatagggtcaacatcttecctgecggcagcaatggaa
cgacccccgcctggectataatgaataccctgacgactctctggacctggacccatccatgetggacteccatetgga
aacctgacctgttctttgccaacgagaagggggcccacttccatgagatcaccacagacaacaaattgctaaggatce
tccecggaatgggaatgtcctctacagcatcagaatcaccctgacactggectgecccatggacttgaagaatttecee
catggatgtccagacatgtatcatgcaactggaaagctttggatatacgatgaatgacctcatctttgagtggcagg
aacagggagccgtgcaggtagcagatggactaactctgccccagtttatcttgaaggaagagaaggacttgagatac
tgcaccaagcactacaacacaggtaaattcacctgcattgaggcccggttccacctggagecggcagatgggttacta
cctgattcagatgtatattcccagcctgctcattgtcatectectcatggatectecttectggatcaacatggatgetg
cacctgctecgtgtgggcctaggcatcaccactgtgctcaccatgaccacccagagecteceggetectecgagecatectetg
cccaaggtgtcctatgtgaaagccattgacatttggatggcagtttgecctgectectttgtgttctcageecctattaga
atatgctgccgttaactttgtgtctcggcaacataaggagctgecteccgattcaggaggaagecggagacatcacaagg
aggatgaagctggagaaggccgctttaacttctctgectatgggatgggecccagectgtctacaggeccaaggatgge
atctcagtcaagggcgccaacaacagtaacaccaccaacccccctectgcaccatctaagteccccagaggagatgeg
aaaactcttcatccagagggccaagaagatcgacaaaatatcccgcattggcttcecccatggecttectcatttteca
acatgttctactggatcatctacaagattgtccgtagagaggacgtccacaaccagGccaccaacttcectctetgetyg
aagcaggccggcgacgtggaggagaacccaggcccaatggecgaccgagggaatgateccttactaaccacgacecatea
aatccgtgtcggagtccttacagtgagtgatagttgecttcaggaatcttgcagaagaccgcagtgggataaatctca
aagatctcgtacaagatccttctttgttgggtgggactatatcagcatacaagatagtaccagatgaaatagaagaa
atcaaggaaaccctgatagattggtgtgatgaaaaggaacttaatttgatattaacaactggaggaacaggatttgce
accacgagatgtcactccagaggccacaaaagaagtaatagaacgggaagcaccagggatggccctggcaatgectga
tgggatcacttaatgttacacctctgggcatgctctctaggecctgtatgtggaatcagagggaaaacgcttataatt
aacctgccaggtagcaagaaaggatctcaggaatgctttcaattcatactgccagctctacctcatgeccattgacct
tttacgtgatgccattgtaaaagtaaaggaggtgcatgatgaacttgaagatttgccttccccacctecececectettt
cccctectectactaccageccecccataaacagacagaagacaaaggagttcaatgtgaggaagaggaagaagagaag
aaagacagtggtgttgcttcaacagaagatagttcctcatcacatataactgcagcagccattgectgecaagaagca
tccattctacaccagtcctgectgttgtcatggcacacggtgaacagecccatcecctggtctcatcaattatteccate
attcaacagatgaacggattccagactccatcatttctecgtggtgttcaggtgctcccacgagacacageccteecte
agcactactccttcagaatcgcctecgtgectcaggctacatctegectectctacagettectgeccaacaccaaaagt
ccagtccaggtgcagcagcaaggagaacattctcagagccagtcacagtgctgtcgatatcaccaaggtggctagaa
gacatcgcatgtctccttttectectgacatctatggacaaagectttatcacagtecctggagatgactececggtgett
gggacagaaatcatcaattaccgagatggaatggggcgagtccttgctcaagatgtatatgcaaaagacaatttace
ccccttecccagecatcagtaaaagatggectatgetgteccgagetgetgatggeccaggagategtttcatcattgggg
aatcccaagctggtgaacagccaactcagacagtaatgccaggacaagtcatgcgggttacaacaggtgctccaata
ccctgeggtgectgatgcagtagtacaagtggaagataccgaacttatcagggaatcagatgatggcactgaagaact
tgaagtgcgaattctggtgcaagctcggccaggccaagatatcaggecccatcggeccatgacattaaaagaggggaat
gtgttttggccaaaggaacccacatgggcccctcagagattggtcttectggcaactgtaggtgtcacagaggttgaa
gttaataagtttccagtggttgcagtcatgtcaacagggaatgagctgctaaatcctgaagatgacctcttaccagg
gaagattcgagacagcaatcgttcaactcttctagcaacaattcaggaacatggttaccccacgatcaacttgggta
ttgtaggagacaacccagatgacttactcaatgccttgaatgagggtatcagtcgtgctgatgtcatcatcacatca
gggggtgtatccatgggggaaaaggactatctcaagcaggtgctggacattgatcttcatgectcagatccattttgg
cagggtttttatgaaaccaggcttgccaacaacatttgcaactttggatattgatggtgtaagaaaaataatctttg
cactacctgggaatcctgtatcggctgtggtcacctgcaatctectttgttgtgectgcactgaggaaaatgcaggge
atcttggatcctcggccaaccatcatcaaagcaaggttatcatgtgatgtaaaacttgatcctecgtccagaatacca
tcggtgtatactaacttggcatcaccaagaaccactaccttgggcacagagtacaggtaatcaaatgagcageccgte
tgatgagcatgcgcagtgccaatggattgttgatgctacctccaaagacagaacagtacgtggagctccacaaagge
gaggtggtggatgtcatggtcattggacggcta-tcagcggtctactattgcaactaccccgacatttgaggccg



cctcggccattaattaagtgatctggecctecegegecgggttttggegecteccegegggegeecececectectecacggeg
agcgctgccacgtcagacgaagggcgcaggagcgtcctgatcctteegeccggacgectcaggacageggeececgetge
tcataagactcggccttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacgggacttgggtgactctagggcact
ggttttctttccagagagcggaacaggcgaggaaaagtagtceccttcteggegattectgeggagggatcteegtggg
gcggtgaacgccgatgattatataaggacgcgeccgggtgtggcacagectagttececgtegecageecgggatttgggteg
cggttcttgtttgtggatcgctgtgatecgtcacttggtgagtagegggetgetgggectggeecggggetttegtggee
gcecgggccgctecggtgggacggaagegtgtggagagaccgeccaagggectgtagtectgggteccgegagcaaggttgee
ctgaactgggggttggggggagcgcagcaaaatggcggctgttcccgagtecttgaatggaagacgecttgtgaggegg
gctgtgaggtcgttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggtcttgaggecttegectaatgeg
ggaaagctcttattcgggtgagatgggctggggcaccatctggggaccctgacgtgaagtttgtcactgactggaga
actcggtttgtecgtcectgttgegggggeggcagttatgeggtgeecgttgggcagtgecacececgtacectttgggagegeg
cgccctegtegtgtegtgacgtcaccegttetgttggettataatgecagggtggggeccacctgeecggtaggtgtgeg
gtaggcttttctcecgtecgcaggacgcagggttcgggectagggtaggectctectgaatecgacaggecgecggacctet
ggtgaggggagggataagtgaggcgtcagtttctttggtcggttttatgtacctatcttcttaagtagectgaagecte
cggttttgaactatgcgctcggggttggecgagtgtgttttgtgaagttttttaggcaccttttgaaatgtaatcatt
tgggtcaatatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctggecegtttttggettttttgttag
acgaaggccaccatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggccgettgggtggagaggectattecggeta
tgactgggcacaacagacaatcggctgctctgatgccgeccgtgttececggetgtcagegcaggggegeceggttettt
ttgtcaagaccgacctgtccggtgececctgaatgaactgcaggacgaggcagecgeggctatecgtggetggeccacgacg
ggcgttccttgegcagetgtgetecgacgttgtcactgaagecgggaagggactggectgectattgggecgaagtgeeggg
gcaggatctcctgtcatctcaccttgetectgecgagaaagtatccatcatggetgatgcaatgecggeggetgeata
cgcttgatccggctacctgecccattcgaccaccaagecgaaacatcgcatcgagecgagcacgtactcggatggaagee
ggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgecgeccageccgaactgttecgeccaggetcaagge
gcgcatgecccgacggcgaggatctegtegtgacccatggecgatgectgettgecgaatatcatggtggaaaatggee
gcttttctggattcatcgactgtggececggetgggtgtggeggacecgectatcaggacatagegttggectacecegtgat
attgctgaagagcttggcggcgaatgggctgacecgecttecctegtgetttacggtategecgetececcgattegecageg
catcgccttetategecttettgacgagttettcgaegtacgatecataad



