pLV-TRE- HCN2-Ubc-Bla

Backbone: pLV-TRE_Nhel_IRES2-EGFP_BsrGl

Insert: Nhel HCN2-Ubc-Bla_BsrGl

Parts:

HCN2 (from NCBI):

atggacgcgcgecgggggcggecgggecggeccggggagageccgggegegagecccacgaccgggecgecgecgecgee
gcccccgcgcccccccaaacagcagecgecgecgecgecgecgeccgecgeccccccccgggeccecgggeccgegecce
cccagcacccgccccgggeccgaggegttgeccececggaggeggeggatgagggeggeececgeggggecggetecgeage
cgcgacagctecgtgecggeccgecececggecaccececgggegeggecgagcacggccaagggcageccgaacggegagtgegg
gcgcggcgagccgcagtgcagecececgeggggeccgagggeccggegegggggeccaaggtgtegttetegtgeegeg
gggcggccteggggccegegecggggecggggccggeggaggaggegggcagegaggaggegggeceggegggggag
ccgcgcggcagccaggccagcttcatgecagegecagtteggegegetecctgecageecgggegtcaacaagtteteget
gcggatgttcggcagccagaaggccgtggagecgcgagcaggagecgegtcaagteggegggggectggatcatecace
cgtacagcgacttcaggttctactgggacttcaccatgectgctgttcatggtgggaaacctcatcatcatcccagtg
ggcatcaccttcttcaaggatgagaccactgcccecgtggategtgttcaacgtggtctecggacaccttecttectecat
ggacctggtgttgaacttccgcaccggcattgtgatcgaggacaacacggagatcatcctggaccccgagaagatca
agaagaagtatctgcgcacgtggttcgtggtggacttcecgtgtccteccatccecegtggactacatcttecttategtg
gagaagggcattgactccgaggtctacaagacggcacgcgccctgegecatecgtgegettcaccaagatecctcagect
cctgeggctgetgecgectectcacgectgatececgetacateccatcagtgggaggagatcttecacatgacctatgace
tggccagcgcggtgatgaggatctgcaatctcatcagcatgatgctgetgetctgecactgggacggetgectgecag
ttcctggtgectatgectgcaggacttcecececgegcaactgetgggtgtccatcaatggcatggtgaaccactegtggag
tgaactgtactccttcgcactcttcaaggeccatgageccacatgetgtgecategggtacggecggcaggegeeccgaga
gcatgacggacatctggctgaccatgctcagcatgattgtgggtgeccacctgectacgeccatgttcateggeccacgee
actgccctcatccagtcgetggactecctecgeggegeccagtaccaggagaagtacaagcaggtggagcagtacatgte
cttccacaagctgccagctgacttcecgeccagaagatccacgactactatgagcaccgttaccagggcaagatgtttg
acgaggacagcatcctgggcgagctcaacgggcccctgegggaggagatcgtcaacttcaactgeccggaagetggtg
gcctccatgeecgectgttegccaacgeccgacceccaacttegtcacggecatgetgaccaagectcaagttcgaggtett
ccagccgggtgactacatcatccgecgaaggcaccatcgggaagaagatgtacttcatccagcacggegtggtcageg
tgctcactaagggcaacaaggagatgaagctgtccgatggctecctactteggggagatctgectgetcacecegggge
cgccgcacggcgagcgtgegggectgacacctactgecgectectattegetgagegtggacaacttcaacgaggtget
ggaggagtaccccatgatgcggcgcgeccttcgagacggtggeccatecgaccgectggaccgcatcggcaagaagaatt
ccatcctcctgcacaaggtgcagcatgacctcaactcgggegtattcaacaaccaggagaacgeccatcateccaggag
atcgtcaagtacgaccgcgagatggtgcagcaggeccgagectgggtcagegegtgggectettecegeecgeecgeecgee
gccgccgcaggtcacctecggeccatecgeccacgetgcagcaggeggeggecatgagettetgececgecaggtggegegge
cgctecgtggggccgetggegeteggetegecgegectegtgegecgececgeecececeggggececgecacctgeecgecgee
tcaccecgggececcececgeccecececgecagecccccgggegegeccgecagececececgggecacecgeggacctegeecctacgg
cggcctgccecgeecgecccececttgetgggececgeecctgecegegegecgectgagecgegegtegegeccactgteeg
cctcgcagccctegectgectcacggegeccececggeccecgeggecteccacacgececggecagecagecteccacacecgege



ttggggcccacgeccecgectgeccecgggecgecgegeccagecccggaccgecagggacteggectcacceggegeecgeecgg
cggcctggacccccaggactccgcgcgctcgcgcctctcgtccaacttg-

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

Ggcacggaatccaaccagcccactgagctecctaggggaggtggaccgcacggaattcgaacagtatctgecectttgt
gtataagcccgagatgggtcttcecctaccagggacacgactgeggagtgaacctctcagacageccacggageccattt
cctcegtggtgteccgacgectagectcageggtctactattgcaactacceccgacatttgaggeecgecteggeccattaa
ttaagt,gatctggcctcecgecgecgggttttggegectececegegggegecececectectcacggecgagegetgecacg
tcagacgaagggcgcaggagcgtcctgatccttececgeccggacgectcaggacagecggeccecgetgetcataagacteg
gccttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacgggacttgggtgactctagggcactggttttetttee
agagagcggaacaggcgaggaaaagtagtcccttctecggegattectgeggagggatectecegtggggeggtgaacgee
gatgattatataaggacgcgccgggtgtggcacagctagttcegtegcageccgggatttgggtegeggttettgttt
gtggatcgctgtgatcgtcacttggtgagtagecgggectgetgggetggecggggetttegtggeecgeecgggeegete
ggtgggacggaagcgtgtggagagaccgccaagggctgtagtctgggtccgegagcaaggttgecectgaactggggg
ttggggggagcgcagcaaaatggcggctgttccecgagtcttgaatggaagacgettgtgaggegggectgtgaggteg
ttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggtcttgaggccttecgectaatgecgggaaagectctta
ttcgggtgagatgggctggggcaccatctggggaccctgacgtgaagtttgtcactgactggagaacteggtttgte
gtctgttgecgggggcggcagttatgeggtgecgttgggcagtgecaccegtacectttgggagegegegeecctegtegt
gtcgtgacgtcacccgttctgttggecttataatgcagggtggggccacctgecggtaggtgtgeggtaggettttet
ccgtcgcaggacgcagggttcgggecctagggtaggectctectgaatcgacaggecgecggacctetggtgaggggagg
gataagtgaggcgtcagtttctttggtcggttttatgtacctatcttcttaagtagetgaagecteceggttttgaact
atgcgctcggggttggcgagtgtgttttgtgaagttttttaggcaccttttgaaatgtaatcatttgggtcaatatg
taattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctggececgtttttggettttttgttagacgaagegtgag
ctcgaggtcgactctagatgccaccatggccaagectttgtctcaagaagaatccaccctcattgaaagagcaacgg
ctacaatcaacagcatccccatctctgaagactacagcgtcgeccagegecagetectectctagegacggeecgecatette
actggtgtcaatgtatatcattttactgggggaccttgtgcagaactcgtggtgectgggcactgctgetgectgegge
agctggcaacctgacttgtatcgtcgcgatcggaaatgagaacaggggcatcttgagccecectgecggacggtgecgac
aggtgcttctcgatctgcatcctgggatcaaagccatagtgaaggacagtgatggacageccgacggcagttgggatt

cgtgaattgctgccctectggttatgtgtgggagggcas

HCN2 forward primer (HCN2_fwd_Nhel _kzk 2008-07-24):
BEEEEEEEEEEEy ccaccatggacgegegeggg

HCN2 reverse primer (HCN2_rev_UbcOvlp 2008-07-24):

Cgcctctegtecaacttglf@ggcaacaca

Ubc-Bla forward primer (UbcBla_fwd HCN2Ovlp 2008-07-24):

ccaacttgfllggcaacacatttgaggccgectegg
Ubc-Bla reverse primer (UbcBla_rev_BsrGIl_2008-07-24):
ctggttatgtgtgggagggciEatgtacaateaauaEs

Final Construct:



BEEEEEEEEEgE ccaccatggacgegegegggggeggegggeggeccecggggagagececgggegegagecccacgac
cgggccgccgccgccgeccgeccceccgecgecccccccaaacagcagccgecgecgecgecgecgeccgecgecccccecegg
gccccgggcccgcgceccccccagecaccecgecececgggecgaggegttgececececggaggeggeggatgagggeggececg
cggggccggctcecgcagecgegacagetegtgeggecgeccecggcaccececgggegeggecgagcacggeccaagggeag
cccgaacggcgagtgecgggecgeggegagecgecagtgecagecececgeggggececgagggececggegegggggeccaagg
tgtcgttctegtgecgeggggeggecteggggececgegeecggggecggggecggcggaggaggcgggcagegaggag
gcgggcccggcgggggagecgegeggecagecaggecagecttcatgecagegecagtteggegegetectgecageeggg
cgtcaacaagttctcgctgcggatgttcggcageccagaaggeccgtggagecgegagcaggagegegtcaagteggegg
gggcctggatcatccacccgtacagcgacttcaggttctactgggacttcaccatgectgetgttcatggtgggaaac
ctcatcatcatcccagtgggcatcaccttcttcaaggatgagaccactgcccegtggatecgtgttcaacgtggtecte
ggacaccttcttcctcatggacctggtgttgaacttccgcaccggcattgtgatcgaggacaacacggagatcatce
tggaccccgagaagatcaagaagaagtatctgcgcacgtggttecgtggtggacttegtgtecctccateccececgtggac
tacatcttccttatcgtggagaagggcattgactccgaggtctacaagacggcacgecgccctgegecategtgegett
caccaagatcctcagcctcctgeggetgetgegectectcacgectgatecgetacatccatcagtgggaggagatet
tccacatgacctatgacctggccagcgeggtgatgaggatctgcaatctcatcagcatgatgetgetgetetgecac
tgggacggctgcctgcagttecctggtgectatgetgecaggacttccegegecaactgetgggtgteccatcaatggecat
ggtgaaccactcgtggagtgaactgtactccttcgcactcttcaaggccatgagccacatgectgtgcategggtacg
gccggcaggcgcccgagagcatgacggacatctggetgaccatgetcagcatgattgtgggtgecacctgetacgee
atgttcatcggccacgccactgccctcatccagtecgetggactecctegeggegeccagtaccaggagaagtacaageca
ggtggagcagtacatgtccttccacaagctgccagetgacttccgeccagaagatccacgactactatgagcacegtt
accagggcaagatgtttgacgaggacagcatcctgggcgagctcaacgggccecctgegggaggagatecgtcaactte
aactgccggaagctggtggcctccatgecgetgttecgeccaacgeccgacececcaacttecgtcacggecatgetgaccaa
gctcaagttcgaggtcttccageccgggtgactacatcatccgecgaaggcaccatcgggaagaagatgtacttcatcee
agcacggcgtggtcagcgtgctcactaagggcaacaaggagatgaagctgtccgatggectectactteggggagate
tgcctgectcaccecggggeccgecgcacggecgagegtgegggetgacacctactgeecgectectattegetgagegtgga
caacttcaacgaggtgctggaggagtaccccatgatgcggcgecgecttecgagacggtggccatcgacecgectggace
gcatcggcaagaagaattccatcctcctgcacaaggtgcagcatgacctcaactecgggegtattcaacaaccaggag
aacgccatcatccaggagatcgtcaagtacgaccgcgagatggtgcagcaggeccgagectgggtcagegegtgggect
cttcecegeecgeecgecgecgecgecgecaggtcacectecggecatecgecacgectgecagcaggeggeggeccatgagettet
gccecgcaggtggcgeggecgetegtggggecgetggegeteggetegeecgegectegtgegecgecegecceecgggg
cccgcacctgecgecgectcaccecgggecceccgeccecccgecageccccecgggegegeccgecagecececcgggeace
gcggacctcgeccctacggeggectgecececgeecgeccececttgetgggecegeecectgecegegegecgectgageecgeg
cgtcgecgcccactgtcecgectecgecageecctegetgectcacggegecececcggecececgeggectccacacgececggee
agcagctccacaccgecgcttggggcccacgeccgetgeccecgggeccgecgegeccageccggaccgecagggactegge
ctcacccggcgccgccggcggcctggacccccaggactccgcgcgctcgcgcctctcgtccaacttg-ggcaact
cgggcaacacatttgaggccgcctecggeccattaattaagtgatectggectececgegecgggttttggegectecegeg
ggcgcccccctectcacggcgagegetgecacgtcagacgaagggecgcaggagegtectgateccttecgeceggacg
ctcaggacagcggcccgctgctcataagactcggecttagaaccccagtatcagcagaaggacattttaggacggga
cttgggtgactctagggcactggttttctttccagagagecggaacaggcgaggaaaagtagtccctteteggegatt
ctgcggagggatctccgtggggecggtgaacgecgatgattatataaggacgegecgggtgtggcacagectagtteeg
tcgcagcecgggatttgggtecgeggttettgtttgtggatecgetgtgategtcacttggtgagtagegggetgetggg
ctggcecggggetttegtggecgecgggecgeteggtgggacggaagegtgtggagagaccgecaagggetgtagtet
gggtccgcgagcaaggttgccctgaactgggggttggggggagegcagcaaaatggeggetgtteccecgagtettgaa
tggaagacgcttgtgaggcgggctgtgaggtcgttgaaacaaggtggggggcatggtgggcggcaagaacccaaggt
cttgaggccttcgctaatgegggaaagectecttattecgggtgagatgggectggggcaccatectggggacectgacgtg
aagtttgtcactgactggagaactcggtttgtcgtctgttgegggggeggcagttatgeggtgecegttgggecagtge
acccgtacctttgggagcgecgecgecctegtegtgtegtgacgtcacecegttetgttggettataatgecagggtgggg
ccacctgccggtaggtgtgeggtaggecttttectececgtecgcaggacgcagggttecgggectagggtaggetctectga
atcgacaggcgccggacctcectggtgaggggagggataagtgaggegtcagtttetttggteggttttatgtacctat



cttcttaagtagctgaagctccggttttgaactatgegectecggggttggegagtgtgttttgtgaagttttttagge
accttttgaaatgtaatcatttgggtcaatatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgctaaattctgge
cgtttttggecttttttgttagacgaagecgtgagctcgaggtcgactctagatgeccaccatggeccaagectttgtete
aagaagaatccaccctcattgaaagagcaacggctacaatcaacagcatccccatctctgaagactacagegtegece
agcgcagctctctctagcgacggccgcatcttcactggtgtcaatgtatatcattttactgggggaccttgtgcaga
actcgtggtgctgggcactgctgectgectgeggcagectggcaacctgacttgtategtecgegatcggaaatgagaaca
ggggcatcttgagcccctgecggacggtgeccgacaggtgettectegatectgecatecctgggatcaaageccatagtgaag
gacagtgatggacagccgacggcagttgggattcgtgaattgectgeccctetggttatgtgtgggaggge



