pLV-TRE-DSR-Ubc-Bleo

Backbone: pLV-TRE EcoRI IRES2-EGFP BsrGI

Insert: EcoRI D5R-Ubc-Bleo BsiWI

Parts:

D5R (from NCBI):

atgctgccgccaggcagcaacggcaccgcgtacccggggcagttegetectataccagcagetggegcaggggaacge
cgtggggggctcggecgggggcaccgeccactggggeccctcacaggtggtcacegectgectgetgacecctactecatceca
tctggaccctgctgggcaacgtgectggtgtgegcageccatecgtgeggageecgecacctgegegeccaacatgaccaac
gtcttcatcgtgtctctggecegtgtcagaccttttegtggegetgetggtcatgecctggaaggcagtegeecgaggt
ggccggttactggccctttggagegttectgegacgtectgggtggecttegacatcatgtgeteccactgectecatee
tgaacctgtgcgtcatcagcgtggaccgctactgggccatctccaggecctteecgetacaagegcaagatgactcag
cgcatggccttggtcatggtcggecctggcatggaccttgtccatecctcatectecttcatteceggteccagetcaactyg
gcacagggaccaggcggcctcttggggcgggectggacctgccaaacaacctggccaactggacgecctgggaggagg
acttttgggagcccgacgtgaatgcagagaactgtgactccagecctgaatcgaacctacgeccatctettectegete
atcagcttctacatcccegttgeccatcatgatcgtgacctacacgegcatctacecgcatecgeccaggtgcagateceg
caggatttcctcecctggagagggeccgcagagcacgecgcagagectgececggagcagecgcagectgecgegeccgacaceca
gcctgecgegecttccatcaagaaggagaccaaggttctcaagaccectgteggtgatcatgggggtecttegtgtgttge
tggctgccecttcttcateccttaactgcatggtecectttectgecagtggacaccctgaaggecctececggeeggettecee
ctgcgtcagtgagaccaccttcgacgtcttegtetggtteggetgggectaactecctcactcaaccececgtcatectatg
ccttcaacgccgactttcagaaggtgtttgeccagetgetggggtgcagecacttetgeteeccgecacgecggtggag
acggtgaacatcagcaatgagctcatctcctacaaccaagacatcgtcttccacaaggaaatcgcagectgectacat
ccacatgatgcccaacgccgttacccceggcaaccgggaggtggacaacgacgaggaggagggtcecctttegategeca
tgttccagatctatcagacgtccccagatggtgaccctgttgectgagtectgtectgggagetggactgegagggggag
atttctttagacaaaataacacctttcaccccgaatggattccat-

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

Gagtgaacctctcagacagccacggagccatttcctececgtggtgteccgacgetagectcageggtctactattgecaac
taccccgacatttgaggccgectcggeccattaattaagt,gatctggectecgegeecgggttttggegecteecegeg
ggcgcccccctecctcacggecgagegetgeccacgtcagacgaagggecgcaggagegtectgatectteegeececggacg
ctcaggacagcggcccgctgctcataagactcggccttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacggga
cttgggtgactctagggcactggttttctttccagagagecggaacaggcgaggaaaagtagtcccttecteggegatt
ctgcggagggatctcecgtggggcggtgaacgeccgatgattatataaggacgegeccgggtgtggcacagectagttecg
tcgcageccgggatttgggtecgeggttettgtttgtggategetgtgategtcacttggtgagtagegggetgetggg
ctggccggggctttegtggececgececgggecgeteggtgggacggaagegtgtggagagaccgecaagggetgtagtet
gggtccgcgagcaaggttgececctgaactgggggttggggggagecgcagcaaaatggeggetgtteccecgagtettgaa
tggaagacgcttgtgaggcgggctgtgaggtcgttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggt
cttgaggccttcgctaatgcgggaaagctcttattecgggtgagatgggectggggcaccatctggggacecctgacgtyg
aagtttgtcactgactggagaactcggtttgtegtectgttgecgggggecggcagttatgeggtgeegttgggecagtge
acccgtacctttgggagcgcgegecctegtegtgtegtgacgtcacecegttetgttggettataatgecagggtgggg



ccacctgccggtaggtgtgecggtaggecttttctecgtecgecaggacgcagggttecgggectagggtaggetetectga
atcgacaggcgccggacctctggtgaggggagggataagtgaggcgtcagtttectttggteggttttatgtacctat
cttcttaagtagctgaagctccggttttgaactatgegectecggggttggegagtgtgttttgtgaagttttttagge
accttttgaaatgtaatcatttgggtcaatatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctgge
cgtttttggcttttttgttagacgaag, cgtgagctcgaggtcgactctagatgeccaccatggccaagectttgtet
caaga

Bleo (from pIRESBIleo3):

Ggacgtggttttcctttgaaaaacacgatgataagcttgccacaacccagcttgeccagectggggegeecctectggtaa
ggttgggaagccctgcagatctgatcacc,atggccaagttgaccagtgeccgttececggtgetcacecgegegegacgt
cgccggagceggtcgagttctggaccgacecggetegggttectecececgggacttegtggaggacgacttegecggtgtgg
tccgggacgacgtgaccctgttcatcagegeggtccaggaccaggtggtgecggacaacacecectggectgggtgtgg
gtgcgcggcctggacgagctgtacgecgagtggtecggaggtegtgteccacgaacttecegggacgectecgggeecgge
catgaccgagatcggcgagcagccgtgggggecgggagttcgececctgegegacececggecggcaactgegtgecactteg
tggccgaggagcaggac- ,ccgacgccgaccaacaccgccggtccgacgeggeccgacgggteccgaggecategte
gactctagataactgatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacct
ccccctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaact

D5R forward primer (DSR_fwd_EcoRI_kzk 2008-07-28):
Cgtagggaatt@gccaccatgctgecgecaggeag

DSR reverse primer (D5SR _rev_Sfil UbcOvlp 2008-07-28):
caccccgaatggattccatff@dt tggeegecteggectt

Reverse Compliment: cttatcgatggccgaggcggccttaatggaatccattceggggtg
Ubc forward primer (Ubc_fwd DSROvlp_ Sfil 2008-07-28):
catf@@t tggeegecteggeettcctecgtggtgtecgacge
Ubc reverse primer (Ubc_rev_kzk BleoOvlp 2008-07-28):

ccgtttttGgettttttgttagacgaaggce

Bleo forward primer (Bleo_fwd_UbcOvlp 2008-07-28):

gcttttttgttagacgaaggccaccatggccaagttgaccagtgececgtte

Bleo reverse primer (Bleo _rev_BsiWI 2008-07-28):

ggtccgaggcatcgtegactctaggtaegatecataad

Reverse Compliment: GCATGGGAATTCTCAGTCCTGCTCCTCGG

Final Construct:



Cgtagg-gccaccatgctgccgccaggcagcaacggcaccgcgtacccggggcagttcgctctataccagca
gctggcgcaggggaacgccgtggggggectecggegggggcaccgecactggggecctcacaggtggtcacegeectgee
tgctgaccctactcatcatctggacecctgectgggcaacgtgectggtgtgegcageccatecgtgeggageecgecacectg
cgcgccaacatgaccaacgtcttcatecgtgtctetggeccgtgtcagaccttttegtggegetgetggtcatgeecectg
gaaggcagtcgccgaggtggccggttactggececctttggagegttectgegacgtectgggtggecttegacatcatgt
gctccactgcctccatcctgaacctgtgegtcatcagegtggacecgectactgggecatcteccaggeecttecgetac
aagcgcaagatgactcagcgcatggccttggtcatggtcggecctggcatggaccttgtccatcctcatctectteat
tccggtccagctcaactggcacagggaccaggeggecctecttggggegggetggacctgeccaaacaacctggecaact
ggacgccctgggaggaggacttttgggagcccgacgtgaatgcagagaactgtgactccagecctgaatcgaacctac
gccatctcttectegectcatcagettctacatecececegttgecatcatgatecgtgacctacacgegecatctacegeat
cgcccaggtgcagatccgcaggatttecctececctggagagggeccgcagagcacgecgcagagectgececggagcagegeag
cctgcgcgecccgacaccagcctgegegetteccatcaagaaggagaccaaggttctcaagacecctgteggtgatcatg
ggggtcttcgtgtgttgectggetgeccttettcatecttaactgecatggtecectttetgecagtggacacecctgaagg
ccctceggecggettecectgegtcagtgagaccaccttegacgtettegtetggtteggetgggetaactectecac
tcaaccccgtcatctatgecttcaacgecgactttcagaaggtgtttgeccagetgetggggtgecagecacttetge
tccecgcacgecggtggagacggtgaacatcagcaatgagectcatctectacaaccaagacatecgtettecacaagga
aatcgcagctgcctacatccacatgatgcccaacgececgttacccceggcaaccgggaggtggacaacgacgaggagg
agggtcctttcgatcgcatgttccagatctatcagacgtccccagatggtgacecctgttgetgagtectgtetgggag
ctggactgcgagggggagatttctttagacaaaataacacctttcacccecgaatggattccatffdat tggeegecte
-ttcctccgtggtgtccgacgctagctcagcggtctactattgcaactaccccgacatttgaggccgcctcggc
cattaattaagtgatctggcctcecgegecgggttttggegecteccegegggegecececectectcacggegagegetg
ccacgtcagacgaagggcgcaggagcgtcctgatccttecegececggacgetcaggacagecggececegetgetcataag
actcggccttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacgggacttgggtgactctagggcactggtttte
tttccagagagcggaacaggcgaggaaaagtagtcccttctecggegattctgeggagggatctececgtggggeggtga
acgccgatgattatataaggacgcgccgggtgtggcacagctagttccgtecgecagecgggatttgggtegeggttet
tgtttgtggatcgctgtgatcgtcacttggtgagtagegggectgetgggetggecggggetttegtggeecgeeggge
cgctcggtgggacggaagcgtgtggagagaccgeccaagggctgtagtectgggtcecgecgagcaaggttgecctgaact
gggggttggggggagcgcagcaaaatggcggctgttcccgagtcttgaatggaagacgecttgtgaggegggetgtga
ggtcgttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggtcttgaggeccttegectaatgegggaaage
tcttattcgggtgagatgggctggggcaccatctggggaccctgacgtgaagtttgtcactgactggagaacteggt
ttgtcgtctgttgecgggggecggcagttatgeggtgeccgttgggcagtgcacecegtacctttgggagegegegeecte
gtcgtgtcgtgacgtcaccegttectgttggecttataatgecagggtggggeccacctgeecggtaggtgtgeggtagget
tttctcegtegecaggacgcagggttecgggectagggtaggetectecctgaatcgacaggegececggacctetggtgagg
ggagggataagtgaggcgtcagtttctttggtcggttttatgtacctatcttcttaagtagectgaageteceggtttt
gaactatgcgctcggggttggcgagtgtgttttgtgaagttttttaggcaccttttgaaatgtaatcatttgggtca
atatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctggcegtttttggettttttgttagacgaagg
ccaccatggccaagttgaccagtgccgtteccggtgectcaccgegecgegacgtecgecggageggtegagttetggace
gaccggctcgggttctceccgggacttegtggaggacgacttegeecggtgtggtcecgggacgacgtgaccctgtteat
cagcgcggtccaggaccaggtggtgccggacaacaccctggectgggtgtgggtgegeggectggacgagetgtacg
ccgagtggtcggaggtcgtgtccacgaacttccgggacgecctececgggececggecatgaccgagatecggegagecageecg
tgggggcgggagttcgccctgcgcgacccggccggcaactgcgtgcacttcgtggccgaggagcaggac-ccgac
gccgaccaacaccgccggtccgacgcggcccgacgggtccgaggcatcgtcgactcta_atccataag



