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1. Map

pLEM415-ldhl-NK2-link-USP45-T7-UL16
8862 bp

890

1780
2670

3560

4450

5340

62
30

71
20

8010

ldhl promoter

U
L16

or
i

AmpR

f1 ori

2. Construct Information

Construct name pLEM415-ldhl-NK2-link-USP45-T7-UL16

Construct size (bp) 8862 bp

3. Sequence



GGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCG
CCCCTACACGACGTTCCGCTAATTCAACCCATTGCGGTCCCAAAAGGGTCAGTGCTGCAACATTTTGCTGCCGGTCACTCGCGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAACCCATGGC

M13 fwd T7 promoter

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

GGCCCACTGAGAAGTTGCTCTCCCCAGTCGACGTTTGTTATTGCTGTTTATTATACCATACCCGTTTTTCTTTCTATATTAGGGAATAAATAGTTTTCTGAAAATTTAAACAAAATTAGC
CCGGGTGACTCTTCAACGAGAGGGGTCAGCTGCAAACAATAACGACAAATAATATGGTATGGGCAAAAAGAAAGATATAATCCCTTATTTATCAAAAGACTTTTAAATTTGTTTTAATCG

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

GAACTTTCATGCAAACTATGCTATACTGGTTTTCGAAATGAAGAATTGTTTTACAGAAAGGACGTCATTATATTGGCAAACATTGAAAAAGATCACCAAAAAGTTATCCTCGTCGGCGAA
CTTGAAAGTACGTTTGATACGATATGACCAAAAGCTTTACTTCTTAACAAAATGTCTTTCCTGCAGTAATATAACCGTTTGTAACTTTTTCTAGTGGTTTTTCAATAGGAGCAGCCGCTT

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

AGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGGTAGAAAAAATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGATACTGAGAAGTTGCTCTCCCCAGTCGACGTTTGTATTG
TCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGCCATCTTTTTTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCTATGACTCTTCAACGAGAGGGGTCAGCTGCAAACATAAC

ldhl promoter

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

CTGTTTATTATACCATACCCGTTTTTCTTTCTATATTAGGAAATAAATAGTTTTCTGAAAATTTAAACAAAATTAGCGAACTTTCATGCAAACTATGCTATACTGGTTTTCGAAATGAAG
GACAAATAATATGGTATGGGCAAAAAGAAAGATATAATCCTTTATTTATCAAAAGACTTTTAAATTTGTTTTAATCGCTTGAAAGTACGTTTGATACGATATGACCAAAAGCTTTACTTC

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

AATTGTTTTACAGAAAGGACGTCATTATATTGGCAAACATTGAAAAAGATCACCAAAAAGTTATCCTCGTCGGCGACGGCGCTGTTGGTTCCTACTACGCTTATGCTTTAACATTACAAG
TTAACAAAATGTCTTTCCTGCAGTAATATAACCGTTTGTAACTTTTTCTAGTGGTTTTTCAATAGGAGCAGCCGCTGCCGCGACAACCAAGGATGATGCGAATACGAAATTGTAATGTTC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720

GTATTGCACAAGAAGTTGGTATCGTAGATATCTTTAAAGAAAAAACACAAGGTGATGCAATCGATTTATCTGATGCATTAGCTTTCACTTCTCCTAAGAAAATCTATGCTGCTGAATACT
CATAACGTGTTCTTCAACCATAGCATCTATAGAAATTTCTTTTTTGTGTTCCACTACGTTAGCTAAATAGACTACGTAATCGAAAGTGAAGAGGATTCTTTTAGATACGACGACTTATGA

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840

CAGATGCAAAAGATGCTGACGTTGTTGTTATCACTGCTGGTGCACCACAAAAGCCAGGTGAAACACGTTTAGACTTAGTAAGCAAAAACCTTAAAATCTTGAAGACAATCGTTGATCCTA
GTCTACGTTTTCTACGACTGCAACAACAATAGTGACGACCACGTGGTGTTTTCGGTCCACTTTGTGCAAATCTGAATCATTCGTTTTTGGAATTTTAGAACTTCTGTTAGCAACTAGGAT

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

TTGTTGAATCAGGCTTTAACGGTATCTTCTTAGTTGCTGCTAACCCAGTTGATATCTTAACTTACGCTACATGGAAATTATCAGGTTTCCCTAAGGAACGCGTTATCGGTTCAGGTACAT
AACAACTTAGTCCGAAATTGCCATAGAAGAATCAACGACGATTGGGTCAACTATAGAATTGAATGCGATGTACCTTTAATAGTCCAAAGGGATTCCTTGCGCAATAGCCAAGTCCATGTA

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

CACTTGACTCAGCTCGTTTCCGTAAAGATATCGCTGAAATGGTTAACGTTGACGCACGTTCGGTCCATGCTTACATCATGGGTGAACATGGTGATACAGAATTCCCTGTATGGTCACATG
GTGAACTGAGTCGAGCAAAGGCATTTCTATAGCGACTTTACCAATTGCAACTGCGTGCAAGCCAGGTACGAATGTAGTACCCACTTGTACCACTATGTCTTAAGGGACATACCAGTGTAC

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

CTAACATCGGTGGCATCAAGATTTCTGAATGGGTTAAAGCTCATCCAGAAGTTAAAGAAGAAGAACTTGTTAAGATCTTCGAAAGTGTTCGCGACGCTGCTTACACAATCATTAACTTAA
GATTGTAGCCACCGTAGTTCTAAAGACTTACCCAATTTCGAGTAGGTCTTCAATTTCTTCTTCTTGAACAATTCTAGAAGCTTTCACAAGCGCTGCGACGAATGTGTTAGTAATTGAATT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

AAGGTGCTACATTCTACGGTATCGGTACTGCATTAGCTCGTATTACTAAGGCTATCTTAGATGACGAAAATGCTGTCTTACCATTATCAGTATTCATGGATGGCCAATACGGCTTGAACG
TTCCACGATGTAAGATGCCATAGCCATGACGTAATCGAGCATAATGATTCCGATAGAATCTACTGCTTTTACGACAGAATGGTAATAGTCATAAGTACCTACCGGTTATGCCGAACTTGC

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440



ATATCTTTATCGGTTCACCTGCTGTTATCAACCGTTCAGGTATTACTAACATCCTTGAAATTCCATTGACAGACCACGAAATGGAAAGCATGCACAAATCTGCAAAACAATTAAAAGATA
TATAGAAATAGCCAAGTGGACGACAATAGTTGGCAAGTCCATAATGATTGTAGGAACTTTAAGGTAACTGTCTGGTGCTTTACCTTTCGTACGTGTTTAGACGTTTTGTTAATTTTCTAT

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

TCGTTACAAAAGCTTTTGAAGAATTAGATATCGAAACTCGCCAATAATCTCGATTATTGCTGATCAAAAAGGGATCAGGACAAATTAATTTTTGCCCTGACCCCTTTTTTAATGTCTCTT
AGCAATGTTTTCGAAAACTTCTTAATCTATAGCTTTGAGCGGTTATTAGAGCTAATAACGACTAGTTTTTCCCTAGTCCTGTTTAATTAAAAACGGGACTGGGGAAAAAATTACAGAGAA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

TTTAATTAGCGTGTTCCAACGTAGCCTAGGGCTCTACAAATAAATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTATGAAAATTCTGCGCGGCGTGTGCAAAAAAATTATGCGCACCTTTCTGCGC
AAATTAATCGCACAAGGTTGCATCGGATCCCGAGATGTTTATTTAGCTATTCGAACTATAGCTTAAGGATACTTTTAAGACGCGCCGCACACGTTTTTTTAATACGCGTGGAAAGACGCG

NK2

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

CGCATTAGCAAAGATATTCTGACCGGCAAAAAACTGGAAATCTCATCAACTTGCGACGCTATGAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCTGCC
GCGTAATCGTTTCTATAAGACTGGCCGTTTTTTGACCTTTAGAGTAGTTGAACGCTGCGATACTTTTTTTTCTAATAGAGTCGATAAAATTACAGATGTCACTATGAAAGACGACGACGG

linker USP45

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

CCGTTGTCAGGTGTTTACGCTGACACAAACTCAGATATTGCTAAACAAGATGCGTAGGCAGCTAATTGGGTGTTCATGACGACCAATAATAGTATCAGGAGTCCAACCTGCCTTGATTTG
GGCAACAGTCCACAAATGCGACTGTGTTTGAGTCTATAACGATTTGTTCTACGCATCCGTCGATTAACCCACAAGTACTGCTGGTTATTATCATAGTCCTCAGGTTGGACGGAACTAAAC

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

CGCATGGATATAGTTAACTTCGATAGTTGGCAGTTGGGTCTGCTTCCGACCACAACGACGCTTATGTCGCTGATAAGTCTGAAGATATTGGTCGATGGTTTTACCGTCGTTGAGGAAACG
GCGTACCTATATCAATTGAAGCTATCAACCGTCAACCCAGACGAAGGCTGGTGTTGCTGCGAATACAGCGACTATTCAGACTTCTATAACCAGCTACCAAAATGGCAGCAACTCCTTTGC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720

ATAAACACGATAGATGGTTTCTTGACTACGCTGAAGTAATTTAGCAGCCCGATAAGCTTTTAATACGACTCACTATAGATGGAACGCCGCCGCGGCACTGTTCCACTGGGCTGGGTTTTC
TATTTGTGCTATCTACCAAAGAACTGATGCGACTTCATTAAATCGTCGGGCTATTCGAAAATTATGCTGAGTGATATCTACCTTGCGGCGGCGCCGTGACAAGGTGACCCGACCCAAAAG

T7 UL16

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840

TTCGTTCTGTGCCTGTCAGCTTCATCACCATGCGCTGTTGACCTGGGCTCAAAGTCATCAAACTCAACTTGCCGCCTGAACGTTACTGAACTGGCTTCAATCCACCCAGGCGAAACTTGG
AAGCAAGACACGGACAGTCGAAGTAGTGGTACGCGACAACTGGACCCGAGTTTCAGTAGTTTGAGTTGAACGGCGGACTTGCAATGACTTGACCGAAGTTAGGTGGGTCCGCTTTGAACC

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

ACTCTGCACGGCATGTGCATCTCAATCTGCTACTACGAAAACGTTACTGAAGACGAAATCATCGGCGTTGCTTTCACTTGGCAACACAACGAATCAGTTGTTGACCTGTGGCTGTACCAA
TGAGACGTGCCGTACACGTAGAGTTAGACGATGATGCTTTTGCAATGACTTCTGCTTTAGTAGCCGCAACGAAAGTGAACCGTTGTGTTGCTTAGTCAACAACTGGACACCGACATGGTT

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

AACGACACTGTTATCCGCAACTTCTCAGACATCACTACTAACATCCTGCAAGACGGCCTGAAGATGCGCACTGTTCCAGTTACTAAGCTGTACACTTCACGCATGGTTACTAACCTGACT
TTGCTGTGACAATAGGCGTTGAAGAGTCTGTAGTGATGATTGTAGGACGTTCTGCCGGACTTCTACGCGTGACAAGGTCAATGATTCGACATGTGAAGTGCGTACCAATGATTGGACTGA

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

GTTGGCCGCTACGACTGCCTGCGCTGCGAAAACGGCACTATGAAGATCATCGAACGCCTGTACGTTCGCCTGGGCTCACTGTACCCACGCCCACCAGGCTCAGGCCTGGCTAAGCACCCA
CAACCGGCGATGCTGACGGACGCGACGCTTTTGCCGTGATACTTCTAGTAGCTTGCGGACATGCAAGCGGACCCGAGTGACATGGGTGCGGGTGGTCCGAGTCCGGACCGATTCGTGGGT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

TCAGTTTCAGCTGACGAAGAACTGTCAGCTACTCTGGCTCGCGACATCGTTCTGGTTTCAGCTATCACTCTGTTCTTCTTCCTGCTGGCTCTGCGCATCCCACAACGCCTGTGCCAACGC
AGTCAAAGTCGACTGCTTCTTGACAGTCGATGAGACCGAGCGCTGTAGCAAGACCAAAGTCGATAGTGAGACAAGAAGAAGGACGACCGAGACGCGTAGGGTGTTGCGGACACGGTTGCG

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440



CTGCGCATCCGCCTGCCACACCGCTACCAACGCCTGCGCACTGAAGACTAAAGTACCTTGATACCAAAAATCAGCTATGAGAGTTAATTCACGTGTGGTAAGATGTTTATAGGTCATTTG
GACGCGTAGGCGGACGGTGTGGCGATGGTTGCGGACGCGTGACTTCTGATTTCATGGAACTATGGTTTTTAGTCGATACTCTCAATTAAGTGCACACCATTCTACAAATATCCAGTAAAC

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

TGATTGCCTTTCTTTTGATTAAGGATATTCAAAAGTCTATCACAAATGGCTTTTTATTTTTTCTAACTTAATTTTACAAACGACGAAACAAAAAAAGAGGCTGATTAAGTTCAGTCTCTT
ACTAACGGAAAGAAAACTAATTCCTATAAGTTTTCAGATAGTGTTTACCGAAAAATAAAAAAGATTGAATTAAAATGTTTGCTGCTTTGTTTTTTTCTCCGACTAATTCAAGTCAGAGAA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

TTTTAATTAATTGTGTGATTCTTCAATTTCAGCCAACTTAGATGAAGCTTGATAGATCAGTGATTCTGCGTCACTCAATAGAGATAATATATCATCATATGAGCCATCATCTGCTTGGCT
AAAATTAATTAACACACTAAGAAGTTAAAGTCGGTTGAATCTACTTCGAACTATCTAGTCACTAAGACGCAGTGAGTTATCTCTATTATATAGTAGTATACTCGGTAGTAGACGAACCGA

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

CAAAATTCGCTTTTTAAAATCCTCTAAATTATCAGCCAACTGCTCGCTAATCGTCCCATAAATTTTTGACTGTTCAATAATTGCATCAATGCCTTTTACATCTCTTAACTCCATAACTTT
GTTTTAAGCGAAAAATTTTAGGAGATTTAATAGTCGGTTGACGAGCGATTAGCAGGGTATTTAAAAACTGACAAGTTATTAACGTAGTTACGGAAAATGTAGAGAATTGAGGTATTGAAA

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

CACTCCCAACTTACATAATCGCTAACACTACAATTCCACTTATACATTACCTTTTTTACAATTTCAGAATCATCATTAGTGGCACTTACATTAATCAGATCATCTTCATTTTCATCAAAT
GTGAGGGTTGAATGTATTAGCGATTGTGATGTTAAGGTGAATATGTAATGGAAAAAATGTTAAAGTCTTAGTAGTAATCACCGTGAATGTAATTAGTCTAGTAGAAGTAAAAGTAGTTTA

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

AACAAACTATGTCTAATATCTTTTAACAATCCGCCAAAACTCAACTGCCTAGATCCCTGCAATCCCTTTTCTAGTTCGTTTAAAATAACCAAATCAGATTCTTGATCATTCGTTATATAA
TTGTTTGATACAGATTATAGAAAATTGTTAGGCGGTTTTGAGTTGACGGATCTAGGGACGTTAGGGAAAAGATCAAGCAAATTTTATTGGTTTAGTCTAAGAACTAGTAAGCAATATATT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720

TCAGAATTTTTTACTTGGTACTTAGCAACTTCTTTAGCTGAATCAACTAATGCCGATTGACCATGTTTACTTTTAGTTCTTATCTTACGAATATCAATAATAGGATCATAATCGAGTTTT
AGTCTTAAAAAATGAACCATGAATCGTTGAAGAAATCGACTTAGTTGATTACGGCTAACTGGTACAAATGAAAATCAAGAATAGAATGCTTATAGTTATTATCCTAGTATTAGCTCAAAA

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840

CTAGCACGACGCCAAAGTTTTATCCAATCATCTTTTGTCAAATAATTTTTTGAATTAAAATAACTTGTCTTCATTAACAATAATAAATGCATATGTTGATGAAACGTATAATTATCTCGA
GATCGTGCTGCGGTTTCAAAATAGGTTAGTAGAAAACAGTTTATTAAAAAACTTAATTTTATTGAACAGAAGTAATTGTTATTATTTACGTATACAACTACTTTGCATATTAATAGAGCT

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

TTGACTGTAATTTCAGAAGATCGTACATAGCCAATCATATTTTTAGCTACTTTTTTATACTGAATTAAGCGTCTAACTGAACTATTCATATTTTTTAAATTTATTTTTAATTCTCCAATT
AACTGACATTAAAGTCTTCTAGCATGTATCGGTTAGTATAAAAATCGATGAAAAAATATGACTTAATTCGCAGATTGACTTGATAAGTATAAAAAATTTAAATAAAAATTAAGAGGTTAA

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

TCGGAATTTTCCTCTGTAAGAGTTAAAAATAAATAAATCGCATTTGGATTTTTAACATGCGCTATATCTAAAATTTGTTGCAACTCGTAACTATTTTTTAAAGATCTTCTCCAAGAACAC
AGCCTTAAAAGGAGACATTCTCAATTTTTATTTATTTAGCGTAAACCTAAAAATTGTACGCGATATAGATTTTAAACAACGTTGAGCATTGATAAAAAATTTCTAGAAGAGGTTCTTGTG

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

AATGGACATAACCTAGAGTGACAGAACCACGTTTGATACAGTTTCATTCCATCCTTGCCTATAGCAAATTGTAATACTTCACCACAATCTTTAACACGATTAGCTTTCTTAAATTTTAAA
TTACCTGTATTGGATCTCACTGTCTTGGTGCAAACTATGTCAAAGTAAGGTAGGAACGGATATCGTTTAACATTATGAAGTGGTGTTAGAAATTGTGCTAATCGAAAGAATTTAAAATTT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

ACCTCCAAATATTGCGCATAAGTAAGATTAGCTAGTTTCTTTTCTCGCCATGGTCTTACTTTGCCACTATATTTAGAGGTATCTCTTAGTCTTTCACCTGTATACACTTATAAATACCTC
TGGAGGTTTATAACGCGTATTCATTCTAATCGATCAAAGAAAAGAGCGGTACCAGAATGAAACGGTGATATAAATCTCCATAGAGAATCAGAAAGTGGACATATGTGAATATTTATGGAG

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

TTTACTGAAATTCATGCAGTAAAGAGAGTTAGCTATACTAATTGATATAATAATAATTAACTACTATAATAGATAATTGATAATATTAGATAACTAGCTCATGCACCTACCGATCGCCAA
AAATGACTTTAAGTACGTCATTTCTCTCAATCGATATGATTAACTATATTATTATTAATTGATGATATTATCTATTAACTATTATAATCTATTGATCGAGTACGTGGATGGCTAGCGGTT

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

ATCTAAAGGGACTGCATGAGTTTTTTATTTACGAATAAATTATACCTCTATTCTATTAGTAATCAAAATTTCTACAAACATTGATATATCAACGCTTTAACAGCATTTTAAAAAATGACG
TAGATTTCCCTGACGTACTCAAAAAATAAATGCTTATTTAATATGGAGATAAGATAATCATTAGTTTTAAAGATGTTTGTAACTATATAGTTGCGAAATTGTCGTAAAATTTTTTACTGC

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680



TTGTTTCTATAAGTATCAAGATAAGTAGACACGCGATTAAAATCGCGTGTCTTAGGGCGCTGTCGCCCCTAAAACCCCGACCAAGCGTCGGACGCTTGACCCCCGCTAGCCCTTGCTAGA
AACAAAGATATTCATAGTTCTATTCATCTGTGCGCTAATTTTAGCGCACAGAATCCCGCGACAGCGGGGATTTTGGGGCTGGTTCGCAGCCTGCGAACTGGGGGCGATCGGGAACGATCT

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

CGGCGGGCGAAAAATAAATTTTTCACCAAATAAAAGGGTCACTCACTATTATTCGTCAAGGGTTGCCTTGCTTCCCTCCGGTCGCAAGCGTGTGCCCCTTGACGAATGGCATCTAATAGA
GCCGCCCGCTTTTTATTTAAAAAGTGGTTTATTTTCCCAGTGAGTGATAATAAGCAGTTCCCAACGGAACGAAGGGAGGCCAGCGTTCGCACACGGGGAACTGCTTACCGTAGATTATCT

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

GGGCTACGCCACCAGCCCACAATTAGCAAAAAGGCAACATTCCTCCGCACGGCGGGTTATGTTGCCTTTTTGCTTTTTAAAAATTAAACTTAAGGAATATCAAGCTTCATAGCGCCTAAA
CCCGATGCGGTGGTCGGGTGTTAATCGTTTTTCCGTTGTAAGGAGGCGTGCCGCCCAATACAACGGAAAAACGAAAAATTTTTAATTTGAATTCCTTATAGTTCGAAGTATCGCGGATTT

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

ATATAGGGAGTTGTTTCCTCCCGTTAAATAATAGATAACTATTAAAAATAGACAATACTTGCTCATAAGTAATGGTACTTAAATTGTTTACTTTGGCGTGTTTCATTGCTTGATGAAACT
TATATCCCTCAACAAAGGAGGGCAATTTATTATCTATTGATAATTTTTATCTGTTATGAACGAGTATTCATTACCATGAATTTAACAAATGAAACCGCACAAAGTAACGAACTACTTTGA

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

GATTTTTAGTAAACAGTTGACGATATTCTCGATTGACCCATTTTGAAACAAAGTACTTATATAGCTTCCAATATTTATCTGGAACATCTGTGGTATGGCGGGTAAGTTTTATTAAGACAC
CTAAAAATCATTTGTCAACTGCTATAAGAGCTAACTGGGTAAAACTTTGTTTCATGAATATATCGAAGGTTATAAATAGACCTTGTAGACACCATACCGCCCATTCAAAATAATTCTGTG

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

TGTTTACTTTTGGTTTAGGATGAAAGCATTCCGCTGGCAGCTTAAGCAATTGCTGAATCGAGACTTGAGTGTGCAAGAGCAACCCTAGTGTTCGGTGAATATCCAAGGTACGCTTGTAGA
ACAAATGAAAACCAAATCCTACTTTCGTAAGGCGACCGTCGAATTCGTTAACGACTTAGCTCTGAACTCACACGTTCTCGTTGGGATCACAAGCCACTTATAGGTTCCATGCGAACATCT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720

ATCCTTCTTCAACAATCAGATAGATGTCAGACGCACGGCTTTCAAAAACCACTTTTTTAATAATTTGTGTGCTTAAATGGTAAGGAATATTCCCAACAATTTTATACCTCTGTTTGTTAG
TAGGAAGAAGTTGTTAGTCTATCTACAGTCTGCGTGCCGAAAGTTTTTGGTGAAAAAATTATTAAACACACGAATTTACCATTCCTTATAAGGGTTGTTAAAATATGGAGACAAACAATC

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840

GGAATTGAAACTGTAGAATATCTTGGTGAATTAAAGTGACACGAGTATTCAGTTTTAATTTTTCTGACGATAAGTTGAATAGATGACTGTCTAATTCAATAGACGTTACCTGTTTACTTA
CCTTAACTTTGACATCTTATAGAACCACTTAATTTCACTGTGCTCATAAGTCAAAATTAAAAAGACTGCTATTCAACTTATCTACTGACAGATTAAGTTATCTGCAATGGACAAATGAAT

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

TTTTAGCCAGTTTCGTCGTTAAATGCCCTTTACCTGTTCCAATTTCGTAAACGGTATCGGTTTCTTTTAAATTCAATTGTTTTATTATTTGGTTGAGTACTTTTTCACTCGTTAAAAAGT
AAAATCGGTCAAAGCAGCAATTTACGGGAAATGGACAAGGTTAAAGCATTTGCCATAGCCAAAGAAAATTTAAGTTAACAAAATAATAAACCAACTCATGAAAAAGTGAGCAATTTTTCA

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

TTTGAGAATATTTTATATTTTTGTTCATGTAATCTCTCCTGAAGTGATTACATCTGTAAATAAATACAGAAGTTAAACGATTTGTTTGTAATTTTAGTTATCTGTTTAAAAAGTCATAAG
AAACTCTTATAAAATATAAAAACAAGTACATTAGAGAGGACTTCACTAATGTAGACATTTATTTATGTCTTCAATTTGCTAAACAAACATTAAAATCAATAGACAAATTTTTCAGTATTC

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

ATTAGTCACTGGTAGGAATTAATCTAACGTATTTATTTATCTGCGTAATCACTGTTTTTAGTCTGTTTCAAAACAGTAGATGTTTTATCTACATTACGCATTTGGAATACCAACATGACG
TAATCAGTGACCATCCTTAATTAGATTGCATAAATAAATAGACGCATTAGTGACAAAAATCAGACAAAGTTTTGTCATCTACAAAATAGATGTAATGCGTAAACCTTATGGTTGTACTGC

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

AATCCCTCCTTCTTAATTACAAATTTTTAGCATCTAATTTAACTTCAATTCCTATTATACAAAATTTTTAAACGAATTTTTTAAAAATGTATTGAGCTTCTGCCAATTAATTTTAGGAAC
TTAGGGAGGAAGAATTAATGTTTAAAAATCGTAGATTAAATTGAAGTTAAGGATAATATGTTTTAAAAATTTGCTTAAAAAATTTTTACATAACTCGAAGACGGTTAATTAAAATCCTTG

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

AGCAATGTGACTAATCCCTATCCCATCTCGATATATCAGTCCTTGACCAACATTGTTGTTAAGCCAATCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGC
TCGTTACACTGATTAGGGATAGGGTAGAGCTATATAGTCAGGAACTGGTTGTAACAACAATTCGGTTAGACGTCGGGCCCCCTAGGTGATCAAGATCTCGCCGGCGGTGGCGCCACCTCG

SK primer

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

TCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGC
AGGTCGAAAACAAGGGAAATCACTCCCAATTAACGCGCGAACCGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGACACACTTTAACAATAGGCGAGTGTTAAGGTGTGTTGTATGCTCGGCCTTCG

T3 promoter M13 rev lac operator lac promoter

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680



ATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAA
TATTTCACATTTCGGACCCCACGGATTACTCACTCGATTGAGTGTAATTAACGCAACGCGAGTGACGGGCGAAAGGTCAGCCCTTTGGACAGCACGGTCGACGTAATTACTTAGCCGGTT

CAP binding site

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGG
GCGCGCCCCTCTCCGCCAAACGCATAACCCGCGAGAAGGCGAAGGAGCGAGTGACTGAGCGACGCGAGCCAGCAAGCCGACGCCGCTCGCCATAGTCGAGTGAGTTTCCGCCATTATGCC

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

TTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGAC
AATAGGTGTCTTAGTCCCCTATTGCGTCCTTTCTTGTACACTCGTTTTCCGGTCGTTTTCCGGTCCTTGGCATTTTTCCGGCGCAACGACCGCAAAAAGGTATCCGAGGCGGGGGGACTG

ori

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

GAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTT
CTCGTAGTGTTTTTAGCTGCGAGTTCAGTCTCCACCGCTTTGGGCTGTCCTGATATTTCTATGGTCCGCAAAGGGGGACCTTCGAGGGAGCACGCGAGAGGACAAGGCTGGGACGGCGAA

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

ACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCC
TGGCCTATGGACAGGCGGAAAGAGGGAAGCCCTTCGCACCGCGAAAGAGTATCGAGTGCGACATCCATAGAGTCAAGCCACATCCAGCAAGCGAGGTTCGACCCGACACACGTGCTTGGG

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

CCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT
GGGCAAGTCGGGCTGGCGACGCGGAATAGGCCATTGATAGCAGAACTCAGGTTGGGCCATTCTGTGCTGAATAGCGGTGACCGTCGTCGGTGACCATTGTCCTAATCGTCTCGCTCCATA

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720

GTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCT
CATCCGCCACGATGTCTCAAGAACTTCACCACCGGATTGATGCCGATGTGATCTTCTTGTCATAAACCATAGACGCGAGACGACTTCGGTCAATGGAAGCCTTTTTCTCAACCATCGAGA

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840

TGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCT
ACTAGGCCGTTTGTTTGGTGGCGACCATCGCCACCAAAAAAACAAACGTTCGTCGTCTAATGCGCGTCTTTTTTTCCTAGAGTTCTTCTAGGAAACTAGAAAAGATGCCCCAGACTGCGA

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

CAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
GTCACCTTGCTTTTGAGTGCAATTCCCTAAAACCAGTACTCTAATAGTTTTTCCTAGAAGTGGATCTAGGAAAATTTAATTTTTACTTCAAAATTTAGTTAGATTTCATATATACTCATT

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGC
TGAACCAGACTGTCAATGGTTACGAATTAGTCACTCCGTGGATAGAGTCGCTAGACAGATAAAGCAAGTAGGTATCAACGGACTGAGGGGCAGCACATCTATTGATGCTATGCCCTCCCG

* W H K I L S A G I E A I Q R N R E D M T A Q S G T T Y I V V I R S P

AmpR

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

TTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTA
AATGGTAGACCGGGGTCACGACGTTACTATGGCGCTCTGGGTGCGAGTGGCCGAGGTCTAAATAGTCGTTATTTGGTCGGTCGGCCTTCCCGGCTCGCGTCTTCACCAGGACGTTGAAAT
K G D P G L A A I I G R S G R E G A G S K D A I F W G A P L A S R L L P G A V K

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320



TCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTT
AGGCGGAGGTAGGTCAGATAATTAACAACGGCCCTTCGATCTCATTCATCAAGCGGTCAATTATCAAACGCGTTGCAACAACGGTAACGATGTCCGTAGCACCACAGTGCGAGCAGCAAA
D A E M W D I L Q Q R S A L T L L E G T L L K R L T T A M A V P M T T D R E D N

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

GGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCC
CCATACCGAAGTAAGTCGAGGCCAAGGGTTGCTAGTTCCGCTCAATGTACTAGGGGGTACAACACGTTTTTTCGCCAATCGAGGAAGCCAGGAGGCTAGCAACAGTCTTCATTCAACCGG
P I A E N L E P E W R D L R T V H D G M N H L F A T L E K P G G I T T L L L N A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

GCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATG
CGTCACAATAGTGAGTACCAATACCGTCGTGACGTATTAAGAGAATGACAGTACGGTAGGCATTCTACGAAAAGACACTGACCACTCATGAGTTGGTTCAGTAAGACTCTTATCACATAC
A T N D S M T I A A S C L E R V T M G D T L H K E T V P S Y E V L D N Q S Y H I

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

CGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTA
GCCGCTGGCTCAACGAGAACGGGCCGCAGTTATGCCCTATTATGGCGCGGTGTATCGTCTTGAAATTTTCACGAGTAGTAACCTTTTGCAAGAAGCCCCGCTTTTGAGAGTTCCTAGAAT
R R G L Q E Q G A D I R S L V A G C L L V K F T S M M P F R E E P R F S E L I K

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

CCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAG
GGCGACAACTCTAGGTCAAGCTACATTGGGTGAGCACGTGGGTTGACTAGAAGTCGTAGAAAATGAAAGTGGTCGCAAAGACCCACTCGTTTTTGTCCTTCCGTTTTACGGCGTTTTTTC
G S N L D L E I Y G V R A G L Q D E A D K V K V L T E P H A F V P L C F A A F F

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

GGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAAT
CCTTATTCCCGCTGTGCCTTTACAACTTATGAGTATGAGAAGGAAAAAGTTATAATAACTTCGTAAATAGTCCCAATAACAGAGTACTCGCCTATGTATAAACTTACATAAATCTTTTTA
P I L A V R F H Q I S M

AmpR promoter

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720

AAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGG
TTTGTTTATCCCCAAGGCGCGTGTAAAGGGGCTTTTCACGGTGGATTTAACATTCGCAATTATAAAACAATTTTAAGCGCAATTTAAAAACAATTTAGTCGAGTAAAAAATTGGTTATCC

f1 ori

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840

CCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAA
GGCTTTAGCCGTTTTAGGGAATATTTAGTTTTCTTATCTGGCTCTATCCCAACTCACAACAAGGTCAAACCTTGTTCTCAGGTGATAATTTCTTGCACCTGAGGTTGCAGTTTCCCGCTT

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

AAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTT
TTTGGCAGATAGTCCCGCTACCGGGTGATGCACTTGGTAGTGGGATTAGTTCAAAAAACCCCAGCTCCACGGCATTTCGTGATTTAGCCTTGGGATTTCCCTCGGGGGCTAAATCTCGAA

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

GACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTA
CTGCCCCTTTCGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCCTCGCCCGCGATCCCGCGACCGTTCACATCGCCAGTGCGACGCGCATTGGTGGTGTGGGCGGCGCGAAT

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

ATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAG
TACGCGGCGATGTCCCGCGCAGGGTAAGCGGTAAGTCCGACGCGTTGACAACCCTTCCCGCTAGCCACGCCCGGAGAAGCGATAATGCGGTCGACCGCTTTC

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
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