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Forbedrede vektorer lil ekspression af klonede gener af proka-
ryotisk eller eukaryatisk oprindelse og fremgangsmide til fremstilling
af sddanne vektorer beskrives, hvilke forbedrede vektorer omfatter
promotorer og operatorer fra A fager og fortrinsvis ikke indehoider
et aktivt cro-gen elier et aktivt N-gen, hvilke veklorer har mindst
€t endonukiease genkendelsespunkt til kloning af gnskede gener
mindre end ca. 300 basepar fra promotorerne og operatorerne, og
som, ligesom de fremgangsmider der udnytter vektorerne, kan an-
vendes til fremstilling af en lang rakke prokaryotiske, eukaryotiske
og virale polypeptider, hormoner, enzymer, antigener, proteiner og

aminosyrer.
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Den foreliggende opfindelse angdr forbedrede, hidtil ukendte
plasmid-vektorer, som er ejendommelige ved det i krav 1’s kendetegnende
del angivne, en fremgangsmdde til fremstilling af sadanne vektorer,
hvilken fremgangsmiade er ejendommelig ved det i krav 7’s kendetegnende
del angivne, samt en fremgangsmade til fremstilling af polypeptider,
hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved det i krav 12's kendetegnende
del angivne. De her omhandlede vektorer og fremgangsmader udmerker sig
ved forbedret ekspression af klonede gener, isar af eukaryotisk
oprindelse i prokaryotiske varter. Som det vil kunne forstas af det
félgende, kan disse vektorer og fremgangsmider anvendes til forbedring
af produktionen af forskellige polypeptider, proteiner og aminosyrer i
vartsceller.

Produktionsniveauet af et protein i en vartscelle styres af tre
hovedfaktorer, nemlig antallet af kopier af dets gen i cellen, effekti-
viteten, hvormed disse genkopier transkriberes, og effektiviteten, hvor-
med den resulterende budbringer-RNA ("mRNA") translateres. Effektivite-
ten af transkription og translation (som tilsammen udger ekspression) er
igen afhangig af de nukleotidsekvenser, som normalt er placeret forud
for den gnskede kodningssekvens. Disse nukleotidsekvenser eller ekspres-
sionskontrolsekvenser definerer inter alia den position, hvor RNA-poly-
merase indvirker (promotorsekvensen) til initiering af transkription, og
hvor ribosomer binder og indvirker med mRNA’en (produktet for transkrip-
tion) til initiering af translation.

Ikke alle sadanne ekspressionskontrolsekvenser fungerer med lige
stor effektivitet. Det er derfor ofte en fordel at adskille den speci-
fikke kodningssekvens for et gnsket protein fra dens tilgrensende
nukleotidsekvenser og i stedet fusionere denne til andre ekspressions-
kontrolsekvenser for herved at favorisere hgjere ekspressionsniveauer.
Nar dette er blevet opndet, kan det nysplejsede DNA-fragment indfegres i
et hgjere kopiantal plasmid eller et bakteriofag-derivat for at forgge
antallet af genkopier i cellen og herved yderligere forbedre udbyttet af
ekspressioneret protein.

Da overproduktion af selv normalt non-toxiske gen-produkter kan
vere skadelig for vartsceller og fgre til formindsket stabilitet af
serlige varts-vektorsystemer, bgr en god ekspressionskontrolsekvens,
udover at forbedre effektiviteten af transkription og translation af
klonede gener, ogsa vare kontrollabel for modulering af ekspression
under bakteriel vekst. F.eks. er de foretrukne ekspressionskontrol-
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sekvenser sadanne, som kan afbrydes for at tillade vertscellerne at pro-
pagere uden for stor opbygning af gen-produkter og derefter tilsluttes
for at fremme ekspressionen af stegrre mengder af de gnskede protein-
produkter.

Adskillige ekspressionskontrolsekvenser, der tilfredsstiller nogle
af de ovenfor anfgrte kriterier, har veret anvendt til forbedring af
ekspressionen af proteiner og polypeptider i bakterielle varter. Disse
omfatter f.eks. de operator-, promotor- og ribosom-bindende og -inter-
aktionerende sekvenser af lactose-operonen af E. coli (f.eks. K. Itakura
et al., "Expression In Escherichia coli Of A Chemically Synthesized Gene
For The Hormone Somatostatin", Science, 198, pp. 1056-63 (1977); D.V.
Goeddel et al., "Expression In Escherichia coli Of Chemically Synthe-
sized Genes For Human Insulin", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, pp. 106-
10 (1979)) de tilsvarende sekvenser af tryptofan-syntetasesystemet af E.
coli (J.S. Emtage et al., "Influenza Antigenic Determinants Are
Expressed From Haemagglutinin Genes Cloned in Escherichia coli", Nature,
283, pp. 171-74 (1980); J.A. Martial et al., "Human Growth Hormone:
Complementary DNA Cloning And Expression In Bacteria", Science, 205, pp.
602-06 (1979)) og hoved-operator- og -promotor-omraderne af fag A (H.
Bernard et al., "Construction Of Plasmid Cloning Vehicles That Promote
Gene Expression From The Bacteriophage Lambda PL Promoter", Gene, 5, pp.
59-76 (1979)). Den foreliggende opfindelse vedrgrer den sidste af disse
ekspressionskontrolsekvenser.

Bakteriofag A indeholder tre hovedpromotorer -- PL’ PR 0g P’R. Et
repressor-protein, produktet af fag gen cI, vides at kontrollere aktivi-
teten af promotorer PL 0g PR‘ Repressoren binder til de respektive
operator-omrader -- OL 0g 0R -- for disse promotorer og blokerer initie-
ring af transkription fra den tilsvarende promotor. Endvidere er én kopi
af cI-genet pa kromosomet for en lysogenisk stamme, pa grund af dets
autoregulerende syntesemade (M. Ptashne et al., "Autoregulation And
Function Of A Repressor In Bacteriophage )", Science, 194, pp. 156-61
(1976)), i stand til fuldstendigt at undertrykke PL- eller PR-promotor-
erne, som er til stede i et multikopi plasmid (infra). Det bgr bemzrkes,
at i systemer, som involverer lac-promotoren, er repression af promotor-
en under non-inducerede betingelser kun partiel (K. Itakura et al.,
supra; D.V. Goeddel et al., supra).

Den kontrol, som udeves af repressoren over promotorer PL og PR’
kan andres ved modifikation af repressor-proteinet eller dets gen.



10

15

20

25

30

35

DK 171301 B1

3

F.eks. kendes der én mutation, hvor repressor-proteinet er temperatur-
felsomt. Nar denne mutation anvendes, kan promotorerne aktiveres eller
inaktiveres ved at variere dyrkningstemperaturen og hermed repressorens
stabilitet.

Bakteriofag A indeholder ogsd gener N og cro. N-genet er under PL
kontrol. Produktet af N-genet vides at virke som en anti-terminator i
bakteriofag A. Anti-terminering er fordelagtig ved at overskygge
transkript-terminering eller fartnedszttelse fordrsaget af tilstede-
verelsen af termineringssekvenser, termineringslignende sekvenser eller
transkriptions-fartnedsettende sekvenser i de bestemte DNA-sekvenser,
som skal transkriberes. Endvidere kan polaritetseffekter indfert ved
tilstedeverelsen af nonsens-codoner i promotor-transkriptet fjernes af
N-gen-produktet (N. Franklin & C. Yanofsky, "The N Protein of X: Evidens
Bearing On Transcription Termination, Polarity And The Alteration Of E.
coli RNA Polymerase" i RNA Polymerase (Cold Spring Harbor Laboratory)
pp. 693-706 (1976)).

Produktet af det fra PR-promotoren transkriberede cro-gen vides at
vere en sekundar repressor for begge promotorer PL 0g PR (J. Pero,
"Deletion Mapping Of The Site Of The tof Gene Produkt", i The Bacterio-
phage X, (Cold Spring Harbor Laboratory), pp. 549-608 (1971); H. Echols,
"Role Of The cro Gene In Bacteriophage X Development", J. Mol. Biol.,
80, pp. 203-16 (1973); A. Johnson et al., "Mechanism Of Action Of The
cro Protein Of Bacteriophage A", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, pp.
1783-87 (1978)). Da cro-gen-produktet coproduceres sammen med de @gnskede
produkter af vartsvektorkombinationen, har cro-gen-produktets virkning
pa ekspression fra PL- og PR-promotorerne tendens til at stige med
tiden. Derfor er i ethvert system, hvor der enskes kontinuerte hgje
ekspressionsniveauer fjernelse eller inaktivering af cro-genet
ngdvendig.

Effektiviteten af PL-promotoren til ekspression af klonede gener er
blevet pavist ved at inkorporere tryptofan (trp)-operonen af E. coli i
fag A. (N. Franklin, "Altered Reading Of Genetic Signals Fused To The N
Operon Of Bacteriophage A: Genetic Evidence For Modification Of
Polymerase By The Protein Product Of The N Gene", J. Mol. Biol., 89, pp.
33-48 (1979); A. Hopkins et al., "Characterization Of XA trp - Trans-
ducing Bacteriophages Made In Vitro", J. Mol. Biol., 107, pp. 549-69
(1976)). 1 denne modificerede fag kan trp-generne transkriberes enten
fra deres egen promotor eller fra PL-promotoren. PL-medieret ekspression
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blev fundet at vere 3-4 gange hgjere end de fra den homologe trp-
promotor opnaede niveauer.

Virkningen af repressor pa PL-medieret ekspression pavistes ogsa i
denne modificerede fag. F.eks. var i fraver af repressor PL-kontro11eret
ekspression af antranilat-syntetase (det fgrste enzym i trp-operonen) 11
gange stgrre end observeret for enzymet under trp-promotion i fravar af
trp-repressor (J. Davison et al., "Quantitative Aspects Of Gene Expres-
sion In A X trp Fusion Operon", Molec. gen. Genet., 130, pp. 9-20
(1974)). Alligevel blev i nervarelse af et aktivt cI-gen PL-medieret
ekspression af enzymet reduceret med mindst 900 gange. Disse studier
viste ogsd, at kontinuert hgjt niveau af PL—medieret transkription Kkun
var mulig, safremt cro-genet ikke var funktionelt i varten.

Problemet er, at, selv om de ovenfor beskrevne X\ trp-fager viser
anvendeligheden af PL—promotoren til ekspression af indferte gener, er
brugen af sidanne fager i nogen grad begranset ved vanskeligheder i
opbygning og stabil propagering af cro -acceptor-fager. Uden sddanne
fager falder de iagttagne hgje ekspressionsniveauer hurtigt, nar
niveauet af det coproducerede cro-gen-produkt vokser og undertrykker
transkription fra PL-promotoren.

Selv om ulempen ved A-fager i nogen grad er blevet overvundet ved
at klone X-kontrolelementerne pd et autonomt replicerende plasmid, sasom
Col EI eller dets derivater (J. Hedgpeth et al., "Lambda Phage Promoter
Used To Enhance Expression Of A Plasmid-Cloned Gene", Molec. gen.
Genet., 163, pp. 197-203 (1978) og D.R. Helinski et al., "Construction
and Properties of Plasmid Cloning Vehicles" in Recombinant Molecules;
Impact on Science and Society, Raven Press, New York (1977), s. 151-165)

eller ved konstruktion af mindre plasmider, som kun inkorporerer A PL—
systemet (H. Bernard et al., supra), har disse sidstnazvnte vektorer
ulemper ved afstanden mellem de punkter, som er tilgzngelige for
indfgring af klonede gener og PL-promotoren. F.eks. indeholder de af
Helinski et al., supra, beskrevne Col El1 vektorer trp B-, C-, og D-gener
og kraver et funktionelt N-gen, som begranser placeringen af punkter til
gen-indfering. I vektorerne beskrevet af Bernard et al, supra, er
afstanden mellem punkterne for gen-indfgring og PL-promotoren pa
vektoromradet fra ca. 300 til ca. 8600 baser. De mere almindeligt
anvendte EcoRI og BamHI indfgringspunkter i Bernard et al.’s vektorer er
ikke tattere end henholdsvis 600 til 1000 baser pa PL—promotoren.
Desuden er Hpal punktet af Bernard et al.’s vektor pHUBZ, det punkt, der
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er narmest ved ca. 300 baser fra PL promotoren, lokaliseret inden for N-
gen-kodningssekvensen af denne vektor. Endvidere kan virkningen af N-
gen-produktet pa transkription af de gnskede DNA-sekvenser ikke let
fastlegges i Bernard et al.’s vektorer, fordi N-gen-produktet indkodes
pa selve plasmidet og ikke er af kromosomal oprindelse. Endelig er der
foruden manglende direkte bevis for, at Bernard et al.’s vektorer
bevirker hgjere niveauer af protein-ekspression, ingen angivelse hos
Bernard et al. om, at disse vektorer kan anvendes med nytte ved
ekspressionen af eukaryotiske gen-produkter i prokaryotiske varter.

Den foreliggende opfindelse lgser de omtalte problemer ved at
tilvejebringe forbedrede vektorer og fremgangsmider til fremstilling af
sadanne vektorer og til ekspression af klonede gener i vartsceller.

Mere specielt tilvejebringes i overensstemmelse med den foreliggen-
de opfindelse en plasmid-vektor omfattende mindst én DNA-sekvens, der
omfatter den venstrevendte promotor og operator afledt af bakteriofag X,
PLOL, hvilken DNA sekvens er ejendommelig ved fraveret af et aktivt cro-
gen og et aktivt N-gen, og ved i det mindste ét endonuklease genken-
delsespunkt, hvilket endonuklease genkendelsespunkt er lokaliseret
mindre end 300 basepar nedstrgms fra PLOL og lokaliseret opstrems fra
vilkarlige sekvenser af X\ DNA nedstrems fra Haelll punktet (73,1%), der
kan vere til stede i navnte DNA sekvens, hvilken DNA sekvens yderligere
omfatter, i et af navnte endonuklease genkendelsespunkter, en DNA
sekvens, som indeholder et kodningsomride for et eukaryotisk, prokaryo-
tisk eller viralt protein, polypeptid, enzym, hormon, antigen eller
fragment deraf.

PL-promotoren for fag A i plasmid-vektorerne ifglge den foreliggen-
de opfindelse fremmer transkriptionen af DNA-sekvenser, som er indfert i
disse vektorer. Vektorerne ifglge den foreliggende opfindelse er yder-
ligere ejendommelige ved tilstedeverelsen af en eller flere passende
genkendelsespunkter for indfgring af enskede DNA-sekvenser i vektorerne
nar PL-promotoren. Afstanden mellem PL-promotoren 0og genkendelsespunkt-
erne er mindre end ca. 300 basepar og mere foretrukket mindre end ca.
150 basepar. De foretrukne vektorer ifglge opfindelsen er ogsa sadanne,
hvori aktive N-gener og aktive cro-gener mangler. Derfor kan ved valg af
passende vart, f.eks. en indeholdende eller manglende et aktivt kromoso-
malt N-gen, enhver af vektorerne ifglge opfindelsen anvendes til
ekspression af DNA-sekvenser i narvarelse eller i fravar af N-gen-
produktet.
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Som det vil kunne forstds af den fglgende beskrivelse, tillader
vektorerne og fremgangsmaderne ifglge opfindelsen konstruktion af varts-
vektorkombinationer, som muligggr forbedret ekspression af prokaryotiske
og eukaryotiske produkter i vartsceller.

Der henvises i det fglgende til tegningen, hvor:

Figur 1 er en skematisk oversigt over et omrade af fag A trp 44
cIAt, cro . Ikke alle restriktionspunkter er blevet vist. Afstandene
er kortlagt i A-enheder som beskrevet af E. Szybalski og W. Szybalski,
"A Comprehensive Molecular Map Of Bacteriophage Lambda", Gene, 7, pp.
217-70 (1979).

Figur 2 er en skematisk oversigt over opbygningen af vektorer i
overensstemmelse med den foreliggende opfindelse -- pPLc2A, pPLc20 og
pPLa23.

Figur 3 er en skematisk oversigt over opbygningen af vektorer i
overensstemmelse med den foreliggende opfindelse -- pPLa2311, pPLa231 og
pPLa8.

Figur 4 er en skematisk oversigt over opbygningen af vektorer
i overensstemmelse med den foreliggende opfindelse -- pPLa83, pPLa831,
pPLa832, pPLc2, pPLc23, pPLc236 og pPLc28.

Figur 5 er en skematisk oversigt over opbygningen af vektorer
i overensstemmelse med den foreliggende opfindelse -- pPLc24.

Figur 6 viser nukleotid-sekvensen for OLPL~omrédet af pPLa2311.

Figur 7 viser omdannelsen af et PstI-punkt i B-lactamase til et
BamHI -punkt.

Figur 8 er en autoradiografi for maling af proteinsyntese ved 28°C
0g 42°C § E. coli K12aHI (pPLa23) og E. coli M5219 (pPLa23).

Figur 9 er en autoradiografi, der maler proteinsyntese ved 28°C 0g
42°C i E. coli K124HI (pPLa23trp,) og E. coli KI2AHI (pPLa23trpA,).

Figur 10 er en autoradiografi, der maler proteinsyntese ved 28°¢C 0g
42°C i E. coli K12AHI (pPLc23trpA,).

Figur 11 er en autoradiografi, der maler proteinsyntese ved 28°¢ og
42°C i E. coli K12AHI (pPLa2311R,).

Figur 12 er en skematisk oversigt over opbygningen af pPLc28$Vt5 0g
pPLc28$Vt5-37.

Figur 13 viser opbygningen af pPLc28$Vt5—37 fra pPLc28$Vt5 pa
nukleotid niveauet.

Figur 14 er en autoradiografi, der maler proteinsyntese ved 28°¢ og
42°C af E. coli K12AHI (pPLcZSSVt5-37-9) og immunofaldning med serum
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fra en SV40-tumor-barende hamster af proteinerne syntetiseret fra denne
vert efter indfering ved 42°c sammenlignet med immunofazldning af
autentisk small-t antigen syntetiseret i SV40-inficerede nyreceller fra
afrikansk grgn abe med samme antiserum.

Til narmere forstdelse af opfindelsen gives i det fglgende en mere
detaljeret beskrivelse.

I denne beskrivelse anvendes fglgende udtryk:

Nukleotid - En monomer enhed af DNA eller RNA bestdende af en
sukkerdel (pentose), et phosphat og en nitrogenholdig heterocyklisk
base. Basen er bundet til sukkerdelen via det glykoside carbonatom
(carbon 1’ i pentosen), og denne kombination af base og sukker er et
nukleosid. Basen karakteriserer nukleotidet. De fire DNA-baser er adenin
("A"), guanin ("G"), cytosin ("C") og thymin ("T"). De fire RNA-baser er
A, G, C og uracil ("U").

DNA-sekvens - En line®r serie af nukleotider, som er bundet til
hinanden ved phosphodiester-bindinger mellem nabostillede pentosers 3’-
og 5’-carbonatomer.

Codon - En DNA-sekvens af tre nukleotider (en triplet), der gennem
dens templat eller budbringer RNA ("mRNA") indkoder en aminosyre, et
translations-startsignal eller et translations-slutsignal. F.eks.
indkoder nukleotid-tripletterne TTA, TTG, CTT, CTC, CTA og CTG for
aminosyren leucin ("Leu"), TAG, TAA og TGA er translations-stopsignaler
og ATG er et translations-startsignal.

Polypeptid - En Tinear serie af aminosyrer, som er forbundet til
hinanden ved hjelp af peptid-bindinger mellem a-amino- og carboxy-
grupperne i nabostillede aminosyrer.

Strukturelt gen - En DNA-sekvens der gennem dens mRNA indkoder en
sekvens af aminosyre, som er karakteristisk for et specifikt polypeptid.

Transkription - Fremgangsmaden til fremstilling af mRNA ud fra et
strukturelt gen.

Translation - Fremgangsmidden til fremstilling af et polypeptid ud
fra mRNA.

Ekspression - Den proces et strukturelt gen undergdr til dannelse
af et polypeptid. Det er en kombination af transkription og translation.

Plasmid - En non-kromosomal dobbeltstrenget DNA-sekvens, der omfat-
ter en intakt "replicon", sdledes at plasmidet repliceres eller formeres
i en vartscelle. Nir plasmidet anbringes i en unicellular organisme,
endres eller transformeres egenskaberne af denne organisme som fglge af
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plasmidets DNA. F.eks. transformerer et plasmid, der barer genet for
tetracyclin-resistens (TetR), en celle, der forud var felsom over for
tetracyclin, til en celle, der er resistent derfor. En vartscelle, som
er transformeret med et plasmid, kaldes en "transformant".

Fag eller bakteriofag - Bakterielle virus, hvoraf mange omfatter
DNA-sekvenser, der er indkapslet i en proteinomslutning eller et
proteinovertrak ("capsid").

Klon-barer eller vektor - Et plasmid, en fag-DNA eller andre DNA-
sekvenser, der er i stand til at formeres i en vartscelle, karakterise-
ret ved én eller et Tille antal endonuklease-genkendelsespunkter, hvor
sadanne DNA-sekvenser kan skazres pa en determinerbar made uden ledsagen-
de tab af en essentiel biologisk funktion for DNA’en, f.eks. formering,
produktion af overtrazkningsproteiner eller tab af promotor eller
bindings-positioner, og som indeholder en marker, der er egnet til brug
ved identifikationen af transformerede celler, f.eks. tetracyclin-
resistens eller ampicillinresistens.

Kloning - Processen til opndelse af en population af organismer
eller DNA-sekvenser afledt af én siddan organisme eller sekvens ved
asexuel reproduktion.

Rekombinations-DNA-molekyle eller hybrid DNA - Et molekyle, der
bestar af segmenter af DNA fra forskellige genomer (den fuldstzndige DNA
af en celle eller et virus), der ende-mod-ende er blevet splejset uden
for levende celler, og som besidder evnen til at inficere en vartscelle
og forblive deri.

Ekspressions-kontrolsekvens - En DNA-sekvens af nukleotider, der
kontrollerer og regulerer ekspressionen af strukturelle gener ved
operativ binding til disse gener.

Vertscellerne ifglge opfindelsen

Enhver blandt et stort antal tilgengelige vartsceller kan anvendes
i vertsvektorkombinationerne ifglge opfindelsen udvalgelsen af en be-
stemt vart afhznger af et antal i og for sig kendte faktorer. Disse om-
fatter f.eks. forenelighed med den valgte vektor, toxicitet af proteiner
indkodet af det hybride plasmid, udvindingslethed af det snskede pro-
tein, ekspressionskarakteristika, biosikkerhed og omkostninger. En
afbalancering af disse faktorer ma baseres pa en forstaelse af, at ikke
alle varter kan vere lige effektive til ekspression af et bestemt
rekombinations-DNA molekyle. Inden for disse almene retningslinier kan
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verdifulde verter omfatte stammer af E. coli, Pseudomonas, Bacillus
subtilis, Bacillus stearothermophilus og andre bacilli, gararter og
andre fungi, dyre- eller plantevarter, sidsom dyr (herunder mennesker)
eller planteceller i kultur eller andre verter.

De foretrukne vartsceller ifglge opfindelsen er E. coli-stammer K12
cItSAHI (K12 M72 1acam AtrpEA2 SmR (Ac1857 Nam7Nam53AHI bio"))
("K12AHI") (H. Bernard et al., supra) og M5219 (K12 M72 1acam trpam
st (AcI857 AHI bio252)) ("M5219") (H. Greer, "The kil Gene Of
Bacteriophage A", Virology, 66, pp. 589-604 (1975)) eller enhver anden
stamme, der fgrer til enten et kromosomalt - eller plasmid-kodet cI1857
gen (eller dets ®kvivalent).

Begge stammer forer til et defekt non-exciserbart A-profag barende
et mutant cI gen. Det mutante gen koder for en temperaturfglsom
repressor og muligger sdledes, at transkription fra PL-promotoren kan
aktiveres ved justering af temperaturen -- ved 28°C er repressoren
aktiv, og transkription fra PL-promotoren undertrykkes, men ved 42°C
inaktiveres repressoren, og transkription fra PL promotoren tilsluttes.

AHI-udslettelse af profagen fjerner en del af cro-genet og alle
andre gener yderligere til hgjre for cro i profagen (M. Castellazzi et
al., "Isolation And Characterization Of Deletions In Bacteriophage )
Residing As Prophage In E. coli K12", Mol. gen. Genet., 117, pp. 211-18
(1972)).

Stamme M5219 indeholder endvidere en bio252 udslettelse, som fjer-
ner alle gener til venstre for cIII, herunder kil i profagen. Endvidere
udtrykker stamme M5219 ved temperaturinduktion et funktionelt N-gen-pro-
dukt fra et kromosomalt N-gen. Stamme K12AHI har pd den anden side to
ambi-mutationer i N, som ggr den funktionelt N-negativ.

De to stammer muligger derfor eksperimentel tilslutning eller af-
brydelse af ekspression af PL-promotoren' Endvidere muligger et valg af
K12AHI eller M5219, at medieret transkription kan forlgbe i fravar
eller narvarelse af N-gen-prouktet. Og fordi hverken E. coli K12AHI
eller E. coli M5219 udtrykker et funktionelt cro-gen-produkt, undgas
sekundar repression af PL-medieret ekspression i disse.

Konstruktion af nogle udfgrelsesformer af vektorer ifglge opfindelsen.

Selv om der findes flere velerkendte kilder for fag X promotorerne,
valgtes med henblik pd de fglgende udferelseseksempler pd konstruktionen
af vektorer ifelge den foreliggende opfindelse fag A trp 44 cIAt, cro”
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som kilde for fag A promotorer.

Fremstillingen af fag A trp 44 cIAt, cro er beskrevet af N.
Franklin, "The N Operon Of Lambda: Extent And Regulation As Observed In
Fusions To The Tryptophan Operon Of Escherichia Coli", i The Bacterio-
phage A (Cold Spring Harbor Laboratories), pp. 621-38 (1971). At,-
mutationen i cIl-genet ger repressoren termolabil (M. Lieb, "Studies Of
Heat-Inducible Lambda Bacteriophages. Order Of Genetic Sites And Proper-
ties Of Mutant Prophages", J. Mol. Biol., 16, pp. 149-63 (1966)). cro -
mutationen hindrer sekundar repression af PL funktion. Det bgr naturlig-
vis forstas, at selv om crot fager er mindre foretrukne til langtids-
ekspression, kan de anvendes i vektorerne ifglge opfindelsen. Fagen
bzrer ogsi et funktionelt N-gen og aktiv PL—promotor. Fagen giver 3 til
4 gange hgjere niveauer af trp enzym ekspression, end selve den homologe
trp promotor ger (N. Franklin, supra).

En A trp 44 cIAt, cro” DNA fremstilledes ud fra denne fag ved
phenolekstraktion fra CsCl-rensede fag-partikler. Strukturen af PLOL
omradet for denne fag er vist i figur 1.

PL-promotoren og tilgransende operatorer (OL) er sammen med starten
af N-gen-sekvensen defineret inden for en strazkning af DNA, der er ca.
100 basepar lang, lokaliseret ved ca. 73,4% pd A-kortet (figur 1) (T.
Maniatis et al., "Recognition Sequences Of Repressor And Polymerase In
Operators Of Bacteriophage X", Cell, 5, pp. 109-13 (1975); J. Dahlberg &
F Blattner, "Sequence Of Promoter-Operator Proximal Region Of The Major
Leftward RNA Of Bacteriophage )", Nucleic Acids Res., 2, pp. 1441-58
(1975)). Tilsvarende er PR promotoren og tilgreznsende operator (OR)
sammen med starten pa cro-gen-sekvensen defineret inden for en strakning
af DNA, lokaliseret ved ca. 76,6% pa A-kortet (figur 1) (T. Maniatis et
al., supra).

Enhver blandt adskillige mider til isolering af disse omrader fra
fag X DNA kan anvendes til fremstilling af kloner indeholdende de
gnskede promotorsekvenser. F.eks. kan forskellige kombinationer af re-
striktionsenzymer anvendes til spaltning af de gnskede omrader fra fag A
DNA’en (figur 1). Disse fragmenter kan dernzst anvendes direkte til
fremstilling af kloner, eller fragmenterne kan yderligere behandles til
trimning eller forlangelse af disse pd i og for sig kendt made for
kloning.

Efter fremstilling af det passende DNA-fragment kan det indferes i
enhver blandt adskillige kloningsbarere eller vektorer. F.eks. kan an-
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vendelige kloningsberere bestd af segmenter af kromosomale, non-kromoso-
male og syntetiske DNA-sekvenser, sasom forskellige kendte derivater af
SV40 og kendte bakterielle plasmider, f.eks. plasmider fra E. coli, her-
under Col E1, pCR1, pBR322, pMB9 og deres derivater, videre varts-omrade
plasmider, f.eks. RP4, fag DNAér, f.eks. de talrige derivater af fag X,
andre DNA fager, filamentgse enkeltstrengede DNA-fager, f.eks. M13, og
vektorer afledt af kombinationer af plasmid og fag DNA‘er eller gartype-
plasmider, sasom 2y plasmidet eller derivater deraf.

Endvidere kan inden for hver specifik kloningsbazrer forskellige
punkter anvendes til indfering af fag A DNA fragmentet. Disse punkter
betegnes sadvanligvis ved den restriktionsendonuklease, som afskarer
dem. F.eks. er i pBR322 forskellige restriktionspunkter tilgengelige for
DNA fragmentindfegring (F. Bolivar et al., "Construction And Characteri-
zation Of New Cloning Vehicles II. A Multi-Purpose Cloning System",
Gene, 2, pp. 95-113 (1977); J.G. Sutcliffe, "pBR322 Restriction Map Der-
ived From The DNA Sequence: Accurate DNA Size Markers Up To 4361 Nucleo-
tide Pairs Long", Nucleic Acids Res., 5, pp. 2721-28 (1978)). Se ogsa
figur 2 og 4. Det skal naturligvis forstds, at en kloningsbarer, som er
anvendelig i forbindelse med den foreliggende opfindelse, ikke behgver
at have et restriktionspunkt til indfgring af fag A DNA fragmentet. I
stedet kan bareren forbindes med fragmentet pd alternativ mide til frem-
stilling af den gnskede vektor i overensstemmelse med opfindelsen.

A. Vektorer ifglge opfindelsen indeholdende PL-promotoren
i orientering modsat uret med hensyn til replikations-
oprindelsen. *

1. pPLa23

Idet der nu henvises til figur 2, fremstilledes en forbedret vektor
ifelge opfindelsen pPL23 i en rzkke af trin. Disse er afbildet i figur 2
og narmere beskrevet nedenfor.

(a) Mellem-plasmid pPLc2A
Den ovenfor isolerede X trp 44 cIAt, cro” DNA fordgjedes med
BamHI og EcoRI til afskaring et fragment forlgbende fra ca. 71,3% til

* Orientering af oprindelsessegmentet tages, som det er til stede
i pBR322 som normalt reprasenteret (Sutcliffe et al., supra).
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81,02% pa A-kortet (figur 1 og 2). P& tilsvarende miade fordejedes pBR322
med BamHI og EcoRI, og fag A DNA fragmentet indfgrtes i stedet for det
afskarne EcoRI-BamHI pBR322 fragment (figur 2).

Den resulterende vektor betegnedes pPLc2A, hvor "c" tjener til at
indicere orienteringen modsat urets omdrejning af PL-promotoren med hen-
syn til1 replikationsoprindelsen. XA-informationen pa dette molekyle
strekker sig fra BamHI punktet pa fagen (71,3% X) til EcoRI punktet
(81,02% X) og omfatter genet N, OLPL omradet, gener rex og cl (mutant),
ORPR omradet, gener cro (mutant) og cII og del af gen O (figur 1 og 2).

E. coli C600 (CaCl, kompetent) transformeredes med den ovenfor
fremstillede pPLc2A under passende betingelser og omgivelser. Transfor-
manter udvalges ved 34°¢ pa LB plader podet med 10° pfu af fag Ac1ear
mutant (M. Lieb, supra) og ogsa indeholdende 100 pg/ml carbenicillin.
Det valgte X\ DNA fragment omfatter cIAt, genet, og transformanter
indeholdende dette fragment vil derfor vare resistente over for fag
Xc]ear mutant ved 34°C. Endvidere omfatter det valgte pBR322 fragment
genet for ampicillinresistens, sdledes at verter transformeret med
plasmider med dette gen intakt vil vokse i kultur indeholdende dette
antibiotikum til udelukkelse af vaerter, der ikke er sdledes transforme-
rede.

Tyve transformanter udvalgtes, og kulturer dyrkedes ved 34% i LB
medium indeholdende 100 ug/ml carbenicillin og 10'2M MgClZ. For at sik-
re, at transformanterne var sande transformanter, som rummer et cI-gen
og ikke sjeldne bakterier, der er ude af stand til at adsorbere X fag,
clear eller A (F.
Jacob & E. Wollman, "Etude Génétique d’un Bacteriophage Tempere
d’Escherichia Coli. I. Le Systéme Génétique du Bacteriophage )", Ann.
Inst. Pasteur, 87, pp. 653-90 (1954)). Alle tyve transformanter udviste
resistens over for Ac1ear og sensitivitet over for Avir'

Form I DNA fra én af disse tyve transformanter isoleredes under
anvendelse af standard teknik, begraznsedes med EcoRI og BamHI og
vurderedes over for standard markgrer. DNA’en udviste to bdnd svarende
til de forventede storrelser af pBR322 fragmentet og fag A fragmentet.

inficeredes portioner af disse kulturer med enten A vir

(b) Mellem-plasmid pPLa20 -- eliminering
af BglIl fragmenter fra pPLc2A
) omradet for pPLc2A omfatter fire Bg1II punkter Tokaliseret ved
73,77, 78,80, 80,16 og 80,28% X (figur 1 og 2) (V. Pirotta, "Two
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Restriction Endonucleases From Bacillus Globigi;", Nucleic Acids Res.,
3, pp. 1747-60 (1976); H. Szybalski & W. Szybalski, "A Comprehensive
Molecular Map Of Bacteriophage )", Gene, 7, pp.217-70 (1979)).

For at eliminere Bgl1II fragmenterne mellem 73,77% X og 80,28% A
fordgjedes pPLc2A DNA med Bg1II, gensngredes ved en DNA koncentration pa
mindre end 1 ug/ml og transformeredes i E. coli W6 (Arex) (CaC]2 kom-
petent) med en kromosomal A- repressor cI for at hindre PL-afhangig
transkription (figur 2). Carbenicillin-resistente kloner udvalgtes ved
dyrkning i L-substrat indeholdende 100 pg/ml carbenicillin og screenedes
for tab af Arex funktion under anvendelse af T, rII 638 mutant. , ..
funktionen hindrer vekst af T, rII 638 mutanten (B. Howard, "Phage A
Mutants Deficient In rII Exclusion", Science, 158, pp. 1588-89 (1967)).
Derfor viste disse BglIl begrensede transformanters mangel pa at hindre
veksten af T, rII 638 mutanten sammenlignet med manglen pd vekst af
mutanten i verter transformeret med pPLc2A, at rex funktionen var blevet
elimineret fra pPLc2A rekombinations DNA molekylet ved BglII-fjernelsen.

Restriktionsanalyse af rekombinatins-DNA molekylerne af disse Bglll
begrensede transformanter viste tilstedevarelsen af et enkelt BgllI
punkt. Endvidere producerede fordgjelse med EcoRI og BamHI to fragmenter
--ét svarende til det forventede pBR322 fragment, og det andet til den
forventede stgrrelse (1900 basepar) af fag A DNA fragmentet efter
eliminering af denne del mellem BglIl punkter 73,77% X og 80,28% X.
Dette modificerede plasmid betegnede pPLc20. Dets A DNA indfering
forlgber fra BamHI punktet (71,3%) til BglII punktet (73,77%) og fra
Bg1II punktet (80,28%) til EcoRI punktet (81,02%). Det omfatter gen N,
OLPL omradet og del af gen O (figur 1).

Selv om den resterende del af dette eksempel pd konstruktionen af
udfgrelsesformer af vektorer ifglge opfindelsen fokuserer pa PL pro-
motoren --PR promotoren er blevet elimineret fra pPLc2A med BglII-BgllI
fragmentet --skal det forstds, at tilsvarende manipulationer kunne have
veret anvendt til eliminering af PL-promotoren fra pPLc2A og til kon-
struktion af en vektor, som bibeholder PR-promotoren. Endvidere kunne
vektorer ifglge opfindelsen konstrueres ved hjelp af tilsvarende midler
med bade PL og PR-promotorerne til stede, saledes at de to promotorer
virker i harmoni eller opposition til mediering af ekspressionen af ind-
ferte DNA sekvenser.

(c) pPLa23 -- Indfering af et EcoRI punkt i en
kort afstand pa nedlgbssiden fra PL



10

15

20

25

30

35

DK 171301 B1

14

Bg1II-BamHI fragmentet, som er til stede pd pPLc20 indeholder et
enkelt Haelll punkt [73,1% X, figur 1] Tokaliseret ca. 150 nukleotider
pa nedigbssiden fra PL (B. Allet og R. Solem "Separation And Analysis Of
Promoter Sites In Bacteriphage A DNA By Specific Endonucleases" J. Mol.
Biol., 85, 475-84 (1975)). Dette punkt kan omdannes til et EcoRI punkt
ved "flush-end" afsngring af en dben Haelll ende til en aben EcoRI ende,
der forud har varet "flush-end"-behandlet ved forlengelse af den
recesserede 3’-ende med DNA polymerase I i narverelse af deoxyribonu-
kleosid-triphosphater (K. Backman et al. "Construction Of Plasmids
Carrying The cI Gene Of Bacteriophage A", Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
73, pp. 4174-78 (1976)). Detaljer vedrerende proceduren er beskrevet
nedenfor og vist i figur 2.

Seks pmol pBR322 fordgjedes med EcoRI. Efter varmedrab af enzymet
feldedes DNA’en og oplgstes i 250 ul af en puffer indeholdende 50 mM
Tris-HC1 (pH 7,8), 5 mM MgC]Z, 1 mM B-mercaptoethanol, 2uM af hver af de
fire deoxyribonukleosid-triphosphater (med a-32P-dATP (345 Ci 32P/mmo]))
og 50 pg BSA/ml. Seks enheder DNA polymerase I fra E. coli (Worthington)
tilsattes, og blandingen inkuberedes ved 16°C i 90 minutter. Denne
proces resulterede i "flush-ending" af det abne 3’ EcoRI punkt i det
lineariserede pBR322.

Efter varmeinaktivering af enzymet justeredes blanding til 50 mM
NaCl, 7 mM B-mercaptoethanol og DNA’en fordgjedes med BamHI. Fragmenter-
ne adskiltes ved elektroforese pa en 1,4% agarose-gel og bestemtes ved
autoradiografi. En gel-skive indeholdende det stgrste af de to fragment-
er --pBR322 indeholdende et abent BamHI punkt og et "flush-ended"" EcoRI
punkt --blev udskaret og frosset ved -90°C. Dette agaroseemne centrifu-
geredes dernest (SS34 rotor (Sorvall)) i 20 minutter ved 20.000 opm. Den
udstedte supernatant fjernedes, og frysnings- og centrifugeringstrinnene
gentoges endnu to gange. Under disse betingelser blev ca. 30% af den i
agaroseskiven indeholdte DNA udstgdt i supernatanten. Den udstedte DNA
feldedes fra de forenede supernatanter og oplgstes i 10 pl 10 mM Tris-
HC1 (pH 7,4), 50 mM NaCl, 7 mM B-mercaptoethanol.

To pmol pPLc20 fordejedes med Bg1II og BamHI, og fragmenterne sepa-
reredes pa agarose-gel. Det mindste fragment (BglII-BamHI) elueredes fra
gelen som beskrevet ovenfor og fordgjedes med BspRI, en isoschizomer af
HaelIl (A. Kiss et al., "A New Sequence-Specific Endonuclease (Bsp) From
Bacillus Sphaericus", Gene, 1, pp. 323-29 (1977)) til dannelse af en
blanding af BamHI-BspRI- og BspRI-BglII-fragmenter, den sidstnavnte
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barende PL-promotoren. Enzymerne BglII og BamHI giver identiske abne
ender, siledes at en &ben BglIl ende kan sngres til en abnet BamHI ende
og vice versa. Endvidere er resultatet af ingen af afsngringerne langere
et substrat for BglII eller BamHI, men erkendes af enzymet Sau3Al (Mbol)
(V. Pirotta, supra).

To pmol af det ovennazvnte stgrre pBr322-EcoRI-BamHI fragment snere-
des til 0,8 pmol af blandingen af BamHI-BspRI- og BspRI-Bg11I-fragmen-
ter. Efter afsngring (det abne BamHI punkt p& pBR322 fragmentet er til-
gengelig for sngring til enten de &bne BgllIl- eller BamHI-punkter pa
pPLc20 fragmenterne og det "flush-end"-behandlede EcoRI punkt for pBR322
fragmentet er tilgangeligt for sngring til BspRI (Haelll) punkterne for
pPLc20 fragmenterne) fordejedes blandingen med BamHI til eliminering af
de rekombinationsmolekyler, som indeholdt det ugnskede BamHI-BspRI frag-
ment indfert i pBR322 vektoren. Den resulterende blanding transformere-
des til E. coli M5219, og transformanter udvalgtes for resistens over
for carbenicillin. Ialt 23 transformanter opnaedes. Alle disse trans-
formanter var felsomme over for tetracyclin (ogsa baret af pBR322), for-
di BamHI restriktionen af pBR322 gjorde genet, der koder for TetR ikke
lengere intakt i det modificerede plasmid (figur 2).

Den fortsatte tilstedeverelse i disse kloner af det PL-barende
BspRI-Bg11I fragment kontrolleredes ved fordgjelse af DNA’en med HincII.
Da pBR322 indeholder to HincII punkter (J. Sutcliffe, supra), og det
forventede A PL fragment indeholder et enkelt HincII punkt (73,4% X,
figur 1) (B. Allet og R. Solem, supra), ber korrekt konstruerede rekom-
binatins-DNA molekyler indeholde tre HincII punkter. Blandt de opnaede
23 transformanter indeholdt fem de tre forudsete HincII punkter. Tre af
disse havde et unikt EcoRI punkt, hvilket indicerede, at den korrekte
forbindelse mellem BspRI (Haelll) punktet for pPLc20 fragmentet og
"flush-end" EcoRI punktet for pBR322 fragmentet var blevet foretaget i
disse kloner. Disse tre kloner manglede ogsd et BamHI punkt som forudset
ved den forventede afsngring af BglII enden af pPLc20 fragmentet til
BamHI enden af pBR322 fragmentet. En af disse kloner valgtes til yder-
ligere arbejde og betegnedes pPLa23 (figur 2).

pPLa23 bestar af et pBR322 fragment, som forlgber fra BamHI punktet
(basepar 377 for pBR322) til EcoRI punktet (basepar 4362 for pBR322) (J.
Sutcliffe, supra) (figur 2). Den resterende del af pBR322 er i pPLa23
blevet erstattet af fragmentet af X trp 44 cIAt, cro DNA lokaliseret
mellem HaellI punktet ved 73,3% X (nu et rekonstrueret EcoRI punkt) og
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Bg1II punktet ved 73,77% X (nu et Sau3A punkt (figur 2). Sterrelsen af
dette fragment skgnnedes ved agarose-gel elektroforese at vare ca. 300
basepar. Inde i dette fragment er indeholdt OLPL omradet og de fgrste
115 nukleotider for N-gen-transkriptet (J. Dahlberg & F. Blattner,
supra). Transkriptionsretningen af PL-promotoren er fra BglII punktet
mod HaelIl punktet og Tgber i samme forstand som transkription fra 8-
Tactamase protoren for pBR322 (J. Dahlberg & F. Blattner, supra; J.
Sutcliffe, supra).

To egenskaber ved plasmidet er af serlig interesse: 1) omriderne,
som koder for PL-promotoren og for B-Tactamase genet er til stede pa et
enkelt Bglll fragment, delineeret af BglIl punkterne ved basepar 2720 0g
436 for pBR322 (figur 3) (J. Sutcliffe, supra; B. Allet og R. Solem,

supra); V. Pirotta, supra). 2) Replikationsoprindelsen er lokaliseret pi

et 370 basepar Bg1II fragment i narheden af det B-lactamase-barende
Bgl1II fragment (figur 3). En funktionel replikationsoprindelse kraver,
at bindingen omkring Bg1II punktet ved position 2720 opretholdes (A. Oka
et al, "Nucleotide Sequence Of Small Col E1 Derivatives. Structure Of
The Regions Essential For Autonomous Replication And Colicin El
Immunity", Mol. gen. Genet., 172, pp. 151-59 (1979)). Disse egenskaber
ved pPLa23 blev udnyttet til indfgring af en anden antibiotisk
resistensmarkgr i vektoren.

2. pPLa231 og pPLa2311 -- Indfgring af en kanamycin

resistensmarkgr i pPLa23

Idet der nu henvises til figur 3 er de til fremstilling af andre
vektorer ifglge opfindelsen fra pPLa23 anvendte trin afbildet. Disse
trin beskrives nermere nedenfor.

Et Haell fragment, som koder for resistens mod kanamycin opniedes
fra plasmid pMK20 (M. Kahn et al., "Plasmid Cloning Vehicles Derived
From Plasmids ColEl, F, R6K and RK2", Methods in Enzymology, 68, pp.
268-80 (1979)). Replikationsoprindelsen p& plasmid pMK20 er stort set
indeholdt inden for et 359 basepar Haell fragment. Oprindelsen spander
imidlertid ogsd over bindingen mellem dette fragment og et tilgrznsende
Haell fragment (M. Kahn et al., supra). Nukleotidsekvensen omkring dette
Haell punkt er identisk med den i pBR322 fundne sekvens omkring Haell
punktet ved position 2720 (A. Oka et al., supra; J. Sutcliffe, supra).

En blanding af pPLa23 og pMK20 fordpjedes til fuldstzndighed med
Haell, gensngredes og transformeredes til E. coli M5219 (CaC]2 kompe-
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tent) (figur 3). Korrekt transformerede kolonier udvalgtes pa basis af
deres resistens over for carbenicillin og kanamycin, fordi kun kloner
indeholdende B-lactamase genet fra pBR322 og kanamycin genet fra pMK20
vil udvise dual antibiotisk resistens. Tolv dual resistente transforman-
ter udvalgtes. Plasmid DNA isoleredes fra disse transformanter som fgr
og analyseredes ved Haell restriktion og fragmentstgrrelsesbestemmelse
pa en 6% acrylamid-gel. Fem af disse kloner havde kun tre Haell fragmen-
ter -- et Haell fragment svarende til Haell fragmentet for pPLa23, som
barer PL-promotoren og B-lactamase genet, et Haell fragment svarende til
Haell fragmentet pa pMK20, som barer genet for kanamycinresistens og et
1ille Haell fragment, som ogsa afledes af pMK20 og krzves til plasmid-
replikation (figur 3).

De fem udvalgte kloner undersggtes yderligere til bestemmelse af
orienteringen af kanamycin genet indeholdende Haell fragment fra pMK20
med hensyn til det rekonstruerede EcoRI punkt i Haell fragmentet fra
pPLa23. Kanamycin genet indeholdende Haell fragment fra pMK20 vides at
indeholde et unikt asymmetrisk HindIII punkt (M. Kahn et al., supra)
(figur 3). Derfor giver dette punkt et middel til bestemmelse af
orienteringen af fragmentet.

De fem kloner fordgjedes med HindIII og EcoRI, og de resulterende
fragmenter stgrrelsesbestemtes som fgr. Fire af fem kloner havde den
storre del af det HindlII-spaltede kanamycin gen indeholdende Haell
fragment fra pMK20 i narheden af det 1i11e Haell fragment indeholdende
oprindelsen. En klon havde den modsatte orientering. Disse to s®t af
kloner betegnedes arbitrart henholdsvis pPLa231 og pPLa2311 (figur 3).

pPLa2311 udvalgtes arbitrart fra de ovenfor konstruerede plasmider,
og nukleotidsekvensen af PL omradet bestemtes.

Forud for sekventeringen fremstilledes to sa&t restriktionsfragmen-
ter fra pPLa2311 -- EcoRI-HincIl fragmenter og HincII-EcoRI-Xhol frag-
menter (ikke vist i figur 3). I begge tilfelde fordéjedes pPLa2311 med
det ferste restriktionsenzym, og de resulterende fragmenter merkedes med
32p under anvendelse af T, polynukleotid kinase (P-L Biochemi-
cals). Dernest fordgjedes fragmenterne med det andet restriktionsenzym
eller par af enzymer, i tilfaelde af EcoRI-Xhol, og fragmenterne adskil-
tes pd en 6% agarose-gel. Sekventering foretoges konventionelt under
anvendelse af procedurerne ifglge A. Maxam & W. Gilbert, "A New Method
For Sequencing DNA", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, pp. 560-64 (1977).

Nukleotidsekvensen af dette omradde er afbildet i figur 6. Det for-
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1gber fra Haell punktet i pBR322 til det rekonstruerede EcoRI punkt ved
bindingen mellem X fag fragmentet og pBR322. Den bestemte sekvens har
felgende egenskaber i forhold til kendte sekvenser: (1) Nukleotidsekven-
sen for OLPL operator-promotor omradet er identisk med sekvensen for
dette omrdde i fag A (7. Maniatis et al., supra); (2) sekvensen mellem
Haell punktet og Sau3A punktet ved bindingen mellem XA fag fragment og
pBR322 er identisk med bindingen i autentisk pBR322 (J. Sutcliffe,
supra); (3) sekvensen af N-gen transkriptet er i overensstemmelse med
den af Dahlberg & Greenblatt (supra) bestemte sekvens ved mRNA niveauet,
bortset fra en fjernelse af en adenosinrest ved position 41 af tran-
skriptet; og (4) sekvensen indehoider ikke oversattelsesstartsignalet
for N-genet (N. Franklin & G. Bennett, "The N Protein Of Bacteriophage
A, Defined By Its DNA Sequence, Is highly Basic", Gene, 8, pp. 107-19
(1979)).

3. pPLa4 og pPLa8 -- Omdannelse af Pstl punktet i
B-lactamase genet for pPLa2311 til et BamHI punkt.

Figur 3 og 7 afbilder i skematisk oversigt omdannelsen af Pstl
punktet i B-lactamase genet for pPLa2311 til et BamHI punkt. Plasmid
pPLa2311 lineariseredes med PstI. Efter phenol- og chloroformekstraktion
feldedes DNA’en, genoplgstes til en koncentration pa 50 pmol/ml i 25 mM
NaCOOCH3 (pH 4,5), 1 mM ZnCOOCH3, 125 mM NaCl og behandledes med S1 nu-
klease (Sigma) ved 1,5 enheder pr. pmol DNA i 90 minutter ved 25%C til
fjernelse af de 3’-udragende ender (figur 7). Reaktionen afsluttedes ved
tilsetning af EDTA ti1 5 mM. S1 nuklease fjernedes ved inkubation af
blandingen i narvarelse af 0,2% SDS i 10 minutter ved 70°C efterfulgt af
phenol- og chloroformekstraktion. DNA’en feldedes ved tilsatning af 4
vol. 2 M NH4COOCH3 og 14 vol. ethanol.

Den udvundne DNA "blunt-end"-sngredes til en 10 gange molart over-
skud af BamHI bindingsmolekyler (Collaborative Research In.) (C. Bahl et
al. "A General Method For Inserting Specific DNA Sequences Into Cloning
Vehicles", Gene, 1, pp. 81-92 (1977)) (figur 7). Efter spaltning med
BamHI og gensngring ved lav DNA koncentration (figur 7) spaltedes bland-
ingen med PstI til modudvalgelse af de molekyler, som var undsluppet Sl
nuklease behandling og bibeholdt et intakt PstI punkt. To pg behandlet
DNA transformeredes dernast i E. coli M5219, og transformanter udvalgtes
ved hjelp af kanamycinresistens. Ialt 10 transformanter opniedes, to af
hvilke manglede et Pstl punkt og havde faet et BamHI punkt. Rekombina-
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tions-DNA molekylerne af de to sidstnavnte transformanter betegnedes
pPLa8 og pPLa4 (figur 3, pPLa4 er ikke vist i figur 3). De efter kombi-
neret EcoRI-BamHI fordgjelse af rekombinations-DNA molekylerne af disse
transformanter opniet fragmenter comigrerede pa en 1,4% agarose-gel med
de fragmenter, som var opndet af pPLa2311 efter EcoRI-Pstl spaltning.
Derfor er Pstl punktet i pPLa2311 blevet erstattet af et BamHI punkt.
Idet der igen henvises til figur 7, er afbildet virkningen af den
ovenfor beskrevne sekvens af trin pa g-lactamase genet. Som vist i figur
7 er slutresultatet af konstruktionen en erstatning af Ala aminosyre-
resten ved position 182 i B-lactamaseproteinet med sekvensen Arg-Ile-
Arg. Da denne substituering vil efterlade laserammen i B-lactamase genet
intakt, forventedes det, at transformanter af de rekonstruerede kloner
ville udvise resistens over for carbenicillin. Uventet var vartsceller
transformeret med pPLa4 og pPLa8 ikke resistente over for carbenicillin.

4. pPLa83 -- Indfering af et BamHI punkt ved siden af
EcoRI punktet i pPLa8.

Plasmid pAD3 (en gave fra H. Schaller) indeholder en 47 basepar
sekvens indfgrt i BamHI punktet pad pBR322. Denne sekvens bestar af
fglgende enheder -- BamHI punkt-EcoRI punkt-lacetose operator-EcoRI
punkt-BamHI punkt. For at indfere denne sekvens i det rekonstruerede
BamHI punkt pa pPLa8 fordgjedes pPLa8 og et 10 gange overskud af pAD3
med BamHI, genafsngredes og transformeredes til E. coli W6 (Arex) (figur
4). Transformanterne udvalgtes pa plader indeholdende minimalt medium,
50 pg/ml kanamycin, 0,1% glucose, 40 ug/ml X gal (5-brom-4-chlor-3-
indolyl1-B-D-galactosid) (J. Miller, Experiments In Molecular Genetics
(Cold Spring Harbor Laboratory), p. 48 (1972)), fordi tilstedevarelsen
af X gal farvestof tillader bestemmelse af transformanter, som
indeholder et lactose-operator fragment. I virkeligheden er lactose-ope-
rator holdige transformanter bla i dette medium og kan derfor let skel-
nes fra andre transformanter.

Rekombinations-DNA molekylerne isoleredes fra en af de bla kolonier
som for og fordgjedes med EcoRI. De resulterende to fragmenter comigre-
rede i det vesentlige pd agarose-gel med to fragmenter opndet fra EcoRI-
BamHI fordgjelse af pPLa8 og bekraftede herved, at det gnskede 47 base-
par fragment fra pAD3 var blevet korrekt indf@rt pa det rekonstruerede
BamHI punkt i pPLa8. Plasmidet kaldtes pPLa83 (figur 4).
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5. pPLa831 -- Bringning af et BamHI punkt

narmere til PL-promotoren i pPLa83.

For at bringe et BamHI punkt nzrmere til PL-promotoren i pPLa83
fjernedes EcoRI-EcoRI fragmentet ved fordgjelse af pPLa83 med EcoRI og
gensngring ved fortyndet DNA koncentrering (figur 4). Transformering af
de resulterende rekombinations-DNA molekyler i E. coli W6 (Arex) og
dyrkning pa plader indeholdende minimalt medium suppleret som far med X
gal og kanamycin tillod udvalgelse af de kloner, som ikke lengere inde-
holdt lactose-operator omriddet. Restriktion af DNA fra en udvalgt trans-
formant med BamHI-Xhol og en sammenligning af migreringen af de resulte-
rende fragmenter med de ved EcoRI-Xhol fordgjelse af pPLa8 opndede to
fragmenter bekrzftede, at BamHI punktet i det modificerede plasmid som
forventet var ca. 150 basepar fra PL-promotoren. Det modificerede plas-
mid kaldtes pPLa831.

Det skal naturligvis forstds, at manipulationer svarende til de
under ethvert af punkterne 3, 4 og 5 ovenfor beskrevne kan anvendes til
tilvejebringelse af andre endonukleasegenkendelsespunkter mindre end end
300 basepar fra den valgte promotor og de valgte operatorer i vektorerne
ifelge opfindelsen. Eksempler pa sadanne manipulationer omfatter de
nedenfor beskrevne.

6. pPLa832 -- Indfgring af et HindIII punkt ved

siden af BamHI punktet i pPLa831.

Plasmid pAD16 (en gave fra H. Schaller) indeholder et 36 basepar
fragment indfgrt i BamHI punktet pa pBR322 bestaende af BamHI punkt-
HindIII punkt-HindIII punkt-BamHI punkt. Til indfgring af denne sekvens
pa BamHI punktet i pPLa831 spaltedes pPLa831 og et 10 gange overskud af
pAD16 spaltedes med BamHI, genafsngredes og transformeredes i E. coli
M5219 til udvaelgelse for kanamycin resistens (figur 4). Da der ikke fin-
des nogen let screeningsmetode til bestemmelse af korrekt indfgring af
det gnskede BamHI fragment i pPLa831, afhang analyse af transformanter-
ne, som voksede i narvarelse af kanamycin, a restriktionsspaltning af
individuelle tilfaldigt valgte kloner. Blandt 32 analyserede kloner
fandtes én, som producerede to fragmenter efter spaltning med HindIII
(figur 4). Stgrrelsen af disse fragmenter kunne pa en 1,4% agarose-gel
ikke skelnes fra fragmenter opnaet efter BamHI-HindIII spaltning eller
EcoRI-HindIII spaltning af pPLa831. Dette modificerede plasmid kaldtes
pPLa832.
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B. Vektorer indeholdende PL-promotoren i orientering
efter urets retning med hensyn til replikations-
oprindelsen

1. pPLc2 -- kloning af det PL berende fragment

af pPLa832 _

En zkvimolar blanding af pBR322 og pPLa832 spaltes med BamHI og
derefter med HindIII (figur 4). Blandingen gensngredes og transformere-
des i M5219 til udvalgelse for resistens mod carbenicillin. Da korrekt
fremstillede rekombinations-DNA molekyler af denne konstruktion ikke
lengere indeholder intakt gen for tetracyclin, screenedes transformant-
erne ogsd for tab af resistens over for tetracyclin. Rekombinations-DNA
molekylet isoleredes som fer fra udvalgte transformanter og analyseredes
ved restriktion. Det udvalgte plasmid indeholdt et enkelt HindIII punkt.
Forenet HindII1I1-BamHI fordejelse producerede to fragmenter, som i det
vesentlige comigrerede pd agarose-gel med de to ved enkelt EcoRI for-
dgjelse producerede fragmenter. Tilstedevarelsen af det PL barende frag-
ment verificeredes ved HinclI fordgjelse. Dette enzym spaltede vektoren
i tre fragmenter, hvis sterrelser var i overensstemmelse med strukturen
af de i figur 4 viste fragmenter. Dette plasmid kaldtes pPLc2, hvor "c"
tjener til at indicere orienteringen i urets retning af PL-promotoren
med hensyn til replikationsoprindelsen.

2. pPLc23 -- Fjernelse af ét EcoRI fra pPLc2

Plasmid pPLc2 indeholder to EcoRI punkter -- et afledt af stam-
pBR322-vektoren og et ner ved BamHI punktet indfgrt ved indfering af
HindIII-BamHI fragmenterne fra pPLa832 (figur 4). Det fra pBR322 afledte
EcoRI punkt fjernedes ved spaltning af pPLc2 med HindIII og Xhol efter-
fulgt af fordejelse med Bal3l’en i 30 minutter ved 25°C i 0,6 M NaCl,
12,5 mM hver CaC]2 og MgSO4, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HC1 (pH 8,1). Exonu-
klease Bal3l nedbryder 3’- og 5'-termini pa trinvis made (H. Gray et
al., "Extracellular Nucleases of Pseudomonas Bal3l. I. Characterization
of Single Stand-Specific Deoxyriboendonuclease And Double-Strand Deoxy-
riboexonuclease Activities", Nucleic Acids Res., 2, pp. 1459-92 (1975)).

Blandingen ekstraheredes med phenol og chloroform, fortyndes til en
DNA koncentration pd 1 ug/ml og afsngredes. Efter afsngring spaltedes
DNA’en igen med Xhol og HindIII til eliminering af parental plasmid
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molekyler og transformeredes til M5219 til udvelgelse for resistens over
for carbenicillin. 'En transformant blev fundet, som manglede et HindIII
og et Xhol punkt. Dette plasmid indeholdt et enkelt EcoRI punkt og besad
tre Hincll punkter (figur 4). Denne sidstnavnte egenskab bekrzftede, at
PL omrddet stadig var til stede. Dette plasmid kaldtes pPLc23.

Til bestemmelse af graden af exonukleolytisk nedbrydning af Bal3l
enzymet spaltedes pPLc23 DNA samtidigt med BamHI og PstI, og fragmentern
storrelsesbestemtes pa en 1,4% agarose-gel. I forhold til PstI-BamHI
fragmentformen udviste stam-pPLc2 PstI-BamHI-fragmentet fra pPLc23 en
fjernelse pa mere end 800 basepar. Kombineret fordgjelse med EcoRI-PstI-
Haell i forhold til EcoRI-Pstl spaltning bekrzftede, at Haell punktet
ved bindingen mellem det PL berende fragment og kanamycinfragmentet var
blevet bibeholdt.

3. pPLc236 -- Indfering af et HindIII punkt i pPLc23

Plasmid pPLc23 indeholder unike EcoRI og BamHI punkter lokaliseret
ca. 150 nukleotider pa nedstrgmssiden fra PL-promotoren (figur 4). Et
HindIII indfgringspunkt indfertes i pPLc23 ved afsngring af BamHI-
HindIII-HindIII-BamHI fragmentet opndet fra pPLa832 i BamHI punktet for
pPLc23. Transformanter opndedes i M5219 og screenedes ved restriktions-
analyse for tilstedevarelsen af et HindIII punkt. Strukturen af en
representativ klon bekraftedes ved agarose-gel elektroforese pid de efter
PstI-EcoRI, PstI-BamHI eller PstI-HindIII fordsjelse opndede fragmenter.
De efter hver af disse kombinerede fordgjelser opnidede fragmenter
comigrerede i det vasentlige pa en 1,4% agarose-gel, hvilket viser, at
EcoRI, BamHI og HindIII punkterne er lokaliseret i den umiddelbare nar-
hed af hinanden. Dette plasmid kaldtes pPLc236 (figur 4).

Den sterre del af plasmid pPLc236 afledes af pBR322 fra BamHI
punktet ved position 377 (J. Sutcliffe, supra) indtil i det mindste
starten af B-lactamase-genet omkring position 4160 (J. Sutcliffe,
supra). Den resterende del er sammensat af 1) sekvenser afledt fra en
del af kanamycin-genet, som befinder sig mellem Xhol punktet og én Haell
ende af dette fragment, 2) et Haell-BamHI fragment indeholdende PL pro-
motoren omfattende ca. 300 nukleotider og afledt af pPLa832, 3) en
sekvens, der koder for BamHI-HindIII-HindIII-BamHI punkter.

4. pPLc28 -- Fjernelse fra pPLc236
Overlappende de to tilgrensende HindIII punkter i pPLc236 findes et
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Ball punkt (ikke vist i figur 4). Plasmidet indeholder et unikt Pvull
punkt ved basepar 2067 for pBR322 delen (J. Sutcliffe, supra) (figur 4).
Enzymerne Ball og Pvull producerer begge flush ender. pPLc236 DNA spal-
tedes med Ball og Pvull og genafsngredes ved lav DNA koncentration.
Transformanter'opnéedes i M5219 til udvalgelse for resistens over for
carbenicillin. DNA for en reprasentativ klon analyseredes ved restrikti-
on. BamHI spaltning producerede et enkelt fragment, der pa 1,4% agarose-
gel comigrerede med den stgrre del af pPLc236 efter BamHI-Pvull spalt-
ning. Forenet fordejelse med enten PstI-EcoRI, PstI-BamHI eller PstI-
HindIII producerede i hvert tilfalde to fragmenter, hvoraf den mindste i
det vesentlige comigrerede pa en 1,4% agarose-gel med et PstI-EcoRI
fragment opndet fra pPLc236. Dette plasmid kaldtes pPLc28 (figur 4).

pPLc28 kan lige som de gvrige plasmider beskrevet i overensstemmel-
se med den foreliggende opfindelse naturligvis manipuleres yderligere
ti1 indféring af andre restriktionspunkter. F.eks. er et fragment inde-
holdende fglgende: Xba restriktionspunkt - Sal restriktionspunkt - Xba
restriktionspunkt - Pst restriktionspunkt - Xba restriktionspunkt blevet
indfert i pPLc28 pad HindIII restriktionspunktet. Dette plasmid kaldtes
pPLc2819. En anden tilsvarende manipulation gav et plasmid indeholdende
fragmentet Pst restriktionspunkt - Sal restriktionspunkt - Xba restrik-
tionspunkt - Sal restriktionspunkt - Xba restriktionspunkt indfegrt pa
BamHI punktet i pPLc28. Dette plasmid kaldtes pPLc2833.

5. pPLc24 -- Indfering af ribosom-bindingspunktet
og aminoterminaldelen af bakteriofag MS2 replicase
protein i pPLc28
Et 431 basepar EcoRI BamHI fragment, der koder for ribosom-bind-
ingspunktet og de fgrste 98 aminosyrerester i bakteriofag MS2 replicase-
genet opndedes fra plasmid pMS2-7 (R. Devos et al., "Construction And
Characterization Of A Plasmid Containing A Nearly Full-Size DNA Copy Of
Bacteriophage MS2 RNA", J. Mol. Biol., 128, pp. 595-619 (1979)). Dette
fragment indfertes i plasmid pPLc28 til erstatning for det oprindelige
EcoRI-BamHI fragment deri (figur 5). Strukturen af det resulterende
plasmid, kaldet pPLc24, verificeredes ved restriktionsanalyse med EcoRI-
BamHI og sterrelsessammenligning af de resulterende fragmenter med de
efter EcoRI-BamHI fordejelse af pMS2-7 og pPLc28 opnaede. I pPLc24 for-
1gber translation af MS2 replicase protein fragmentet colinezrt med
transkriptionen fra PL-promotoren og er saledes under P kontrol.
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Biologiske egenskaber af vartsceller transformeret med vektorerne ifglge
opfindelsen

1. Stabilitet ved 28°C.

Stammer K12AHI eller M5219, der var transformeret med vilkarlige
blandt de ovenfor beskrevne vektorer, dyrkedes ved 28°C i 20 generation-
er i LB medium uden udvalgelse for den antibiotiske resistens marker.
Egnede fortyndinger af kulturerne blev dernast pladeudstreget ved 28°c
enten i narvarelse eller fraver af det @nskede antibiotikum. I alle til-
felde var antallet af opnaede kolonier det samme uanset udvalgelsen for
den antibiotiske resistens, hvilket viste, at vektorerne var fuldt sta-
bile i disse varter ved 28°C (se tabel I, infra).

Alle vektorer kunne ogsd transformeres i en vartsstamme, der var
lysogen for bakteriofag A. Sddanne stammer, hvor den iboende fag syn-
tetiserer et vild-type cl produkt var levedygtigt ved forhgjet tempera-
tur (37°C). I modsa@tning hertil kunne non-lysogene varter ikke transfor-
meres med disse vektorer. I stedet indeholdt de sjeldne transformanter
opnaet fra disse forsgg til stadighed vektorer med udslettelser, der
havde fjernet hele eller det meste af PL omradet.

2. Opfersel af celler indeholder PL vektorer efter

forlenget induktion ved 42°%

Effektiviteten af pladeudstrygning ved 42°C af stammer K12AHI og
M5219 transformeret med vektorerne ifglge opfindelsen bestemtes enten i
nervaerelse eller fravaer af antibiotisk udvalgelse.

Vektorer med PL indfgrt i urets omdrejningsretning med hensyn til
replikationsoprindelsen (pPLc-type) opférte sig tilsvarende.

De med pPLc236 opndede resultater er anfgrt i tabel I, infra. Stamme
K12AHI transformeret med pPLc236 var lige god ved pladeudstrygning ved
42°c og 28°C, uanset om antibiotisk udvalgelse anvendtes eller ikke.
Stamme M5219 transformeret med pPLc236 havde ved pladeudstrygning pa
non-selektive plader en effektivitet pa 1. Nar imidlertid antibiotisk
udvaelgelse anvendtes, faldt effektiviteten af pladeudstrygningen med
mindst 1000 gange. Kolonier opnaet ved 42°%C pa non-selektive plader
havde ikke lzngere nogen resistens mod den antibiotiske marker.

Vektorer med PL indfgrt modsat urets omdrejning med hensyn til
replikationsoprindelsen (pPLa-type) udviste et mere kompleks mgnster for
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kolonidannelse ved 42°C. Transformanter af stamme M5219 dannede ikke
kolonier ved 42°C, selv i fraver af antibiotisk udvelgelse (effektivi-
teten af pladeudstrygning var mindre end 10'3, tabel I). Opferslen af
transformanter af stamme K12AHI ved 42°C afhang af naturen af den til-
stedeverende vektor. F.eks., medens transformanter indeholdende pPLa832
til stadighed udviste i det mindste en 1000 reduktion af pladeudstryg-
ningens effektivitet, bdde med og uden antibiotisk udvalgelse, udviste
transformanter indeholdende pPLa23 eller pPLa2311 pladeudstrygnings-
effektiviteter varierende fra 1 til 10'3, ofte med vid heterogenitet i
kolonistgrrelse.

Ekspression af pPLa-type vektorer ved 42°C bevirker derfor inter-
ferens med vartsmetabolisme, hvilket ger cellerne ude af stand til at
overleve ved denne hgje temperatur, selv i fraver af udvalgelse for
plasmidet. Denne virkning er mere udtalt ved anvendelse af M5219 varter.
Omvendt interfererer pPLc-type vektorer ikke direkte med vartscellemeta-
bolisme, fordi der iagttages 100% overlevelse af inducerede celler i
fraver af selektivt tryk. Fortsat transkription fra PL-promotoren side-
lgbende med ekspression af N-genet i M5219 kan imidlertid resultere i
inhibering af vektorreplikation i M5219 stammer. Dette er belyst ved den
manglende evne hos sddanne celler til at vokse ved 42°C pa selektive
plader.
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Ekspression af gener i vektorerne ifglge opfindelsen

1.  Almen procedure

Vektorerne ifglge opfindelsen kan med nytte anvendes til frem-
stilling af en rekke polypeptider og proteiner ved indfering af DNA
sekvenser omfattende gener, der koder for de gnskede polypeptider eller
proteiner i vektorerne ved ét af endonuklease genkendelsespunkterne i
nerheden af promotoren og operatoren, transformering af passende varter
med vektorer indeholdende disse indfgrte DNA sekvenser, dyrkning af
verterne og opsamling af polypeptiderne eller proteinprodukterne. Eksem-
pler pa sadanne polypeptider og proteiner omfatter leukocyt-interferon,
insulin, antigener af hepatitis, antigener af mund- og klovsyge, fibro-
blast-interferon, humant vaksthormon, immun-interferon og en lang rakke
andre prokaryotiske, eukaryotiske og virale enzymer, hormoner, polypep-
tider, antigener og proteiner.

Til belysning af disse fremgangsmader bestemtes syntesen af
specifikke gen-produkter i vektorerne ifglge opfindelsen ved impuls-
merkning af inducerede celler og analyse af de merkede proteiner ved
polyacrylamidgel-elektroforese.

Celler transformeret med vektorerne ifglge opfindelsen dyrkedes i
LB medium uden antibiotikum ved 28°C til en tathed pa 2 x 108/m1. Cel-
lerne opsamledes ved centrifugering og resuspenderedes i det oprindelige
volumen af et medium bestaende af 19 mM NH4C1, 86 mM NaCl, 42 mM
NaZHP04, 1 mM MgSO4, 0,2% glucose, 0,05% casaminosyrer (Difco), 0,01%
gerekstrakt og 50 pug/ml L-tryptofan til merkning af cellerne med
14C-aminosyreblanding eller ovennavnte medium bortset fra en erstat-
ning med 5% methionin preévemedium (Difco) for casaminosyrerne og gar-
ekstrakten ti1 merkning af cellerne med ?5S-methionin. Inkubation
ved 28°C fortsattes i 60 minutter. Halvdelen af kulturen ndredes til
42°c. Ti1 forskellige tidspunkter efter induktion som indikeret ved an-
tallet af minutter anfert over banerne i figur 8-11 merkedes portioner
fra kulturerne ved 28°C 0g 42°C med 14C-aminosyreblanding eller med
35S-methionin (Amersham).

Inkorporering af merkning afsluttedes ved phenolekstraktion. De
syntetiserede proteiner faldedes fra phenollaget ved tilsatning af 5
vol. ethanol og genoplegstes i 1% SDS, 1% B-mercaptoethanol, 10% glyce-
rol, 62,5 mM Tris-HC1 (pH 6,8). Prgver kogtes i 5 minutter, centrifuge-
redes 12000 x g og elektroforesebehandledes i SDS-holdige polyacrylamid-
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geler (10% ti1 15% acrylamid) i henhold til proceduren ifglge U.
Laemmli, "Cleavage Of Structural Proteins During the Assembly Of The
Head Of Bacteriophage T4", Nature, 227, pp. 680-82 (1970). Efter elek-
troforese prapareredes gelerne for fluorografi i henhold til fremgangs-
maden ifglge W. Bonner & R. Laskey, "A Film Detection Method For
Tritium-Labelled Proteins And Nucleic Acids In Polyacrylamide Gels",
Eur. J. Biochem., 46, pp. 83-88 (1974) bortset fra, at EN3HANCE (NEN)
anvendtes i stedet for PPO-DMSO.

2. Prokaryotiske gener
(a) B-lactamase-genet

pPLa23 (figur 3) omfatter B-lactamase-genet i nedstremsorientering
fra PL-promotoren. Derfor kan produktion af protein kodet for ved hjzlp
af B-lactamase-genet bestemmes som en indikation for effektiviteten af
vektoren til ekspression af prokaryotiske gener.

Transformanter af K12AHI og M5219 med pPLa23 -- E. coli KI2AHI
(pPLa23) og E. coli M5219 (pPLa23) -- fremstilledes som foran beskrevet,
og deres proteinsyntese bestemtes. Resultaterne er vist i figur 8. Her
kan det ses, at der kort efter induktion af transformanterne ved 42°c
skete en dramatisk forggelse i syntesehastigheden for to proteiner med
tilsyneladende olekylvaegte pa henholdsvis 27,5K og 30K. Sterrelserne af
disse udtrykte proteiner er i overensstemmelse med den forventede mengde
af moden B-lactamase og dens prakursor (J. Sutcliffe, supra). Endvidere
blev induceret syntese af disse proteiner ledsaget af en voksende enzy-
matisk aktivitet af B-lactamase bestemt ved fremgangsmaden ifglge
0’Callaghan et a., "Novel Method For Detection Of B-Lactamases By Using
A Chromogenic Cephalosporin Substrate", Antimicrobial Agents and Chemo-
therapy, 1, pp. 283-88 (1972), og begge proteiner feldedes specifikt ved
hj2lp af anti-B-lactamase serum. Som kontrol bestemtes proteinsyntesen i
veérter, der ikke var transformeret med vektor pPLa23. Ingen syntese af
nogen af de to ovenfor beskrevne proteiner iagttoges fra disse non-
transformerede varter.

Som vist i figur 8 er det samlede mgnster for proteinsyntese i
disse transformanter meget 1ig hinanden ved 28°¢C 0g 42°C. Imidlertid
synes syntesehastigheden af visse proteiner at blive &ndret signifikant
ved &ndring af cellerne til 42°C. Tilsvarende opfersel er blevet iagt-
taget i celler, der ikke er transformeret med pPLa23. Endvidere bliver
som vist i figur 8 den relative mengde af det stprste af de to B-lacta-
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mase-relaterede proteiner -- den ubehandlede prakursor for B-lactamase -
- stgrre med tiden efter induktion. Denne forskydning mod en opbygning
af prekursor-protein kan indicere en metning af B-lactamase behandlings-
maskineriet i cellen.

Til bestemmelse af den procentuelle syntese af B-lactamase i for-
hold til total de novo proteinsyntese af transformanten blev protein-
bandene for B-lactamsen (27,5K) og den prazkursor (30K) udskaret fra den
terrede gel og deres radioaktivitet sammenlignet med den totale radio-
aktivitet tilfert gelen. Disse resultater er vist i tabel II.

Tabel I

Procentuel syntese af B-lactamase i forhold
til total de novo proteinsyntese

Minutter efter Stamme

induktion ved 429C K124HI M5219
0-10 8% 9%
10-20 9% 16%
20-30 10% 25%
30-40 16% 24%
40-50 23% 30%
50-60 27% -
60-70 30% -
70-80 33% -
Kontrol ved 28%C 5% 4%

Som vist i tabel II ndr syntese af B-lactamase og dens prakursor et
maksimalt niveau pa ca. 30% af total de novo proteinsyntese i begge
vertscellestammer. Kinetikken til opndelse af dette niveau er imidlertid
forskellig for de to stammer -- stamme K12AHI er ca. 20 minutter efter
stamme M5219 til opnaelse af 30% niveauet. Uden at det @#nskes at vare
bundet af teori kan det vare, at N-gen-produktet, som er coproduceret
ved induktion af stamme M5219, men mangler i stamme K12AHI, kan over-
vinde visse transkriptionsfartnedsattende signaler i DNA sekvenserne pa
nedstrgmssiden fra PL-promotoren og herved fremskynde B-lactamase-
syntese i stamme M5219.

Til bestemmelse af hastigheden af total proteinsyntese i disse
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transformanter bestemtes total radioaktivitet inkorporeret i lgbet af et
specifikt tidsrum og sammenlignedes med den i l1gbet af 0-10 minutters
intervallet inkorporerede (dvs. at oprindeligt interval arbitrart blev
valgt som 100% for reference). Resultaterne er vist i tabel III.

Tabel III

Hastighed af total proteinsyntese

Minutter efter Stamme

induktion ved 429C K12AHI M5219
0-10 100% 100%
10-20 104% 92%
20-30 134% 56%
30-40 113% 31%
40-50 120% 10%
50-60 113% 7%
60-70 96% 3%
70-80 96% 3%
150-160 20% -

Som vist i tabel III standses total proteinsyntese i E. coli M5219
hurtigt efter induktion. Dette stemmer overens med den tidligere iagt-
tagne mangel pa M5219 transformanter pa at overleve 42°c. Ingen til-
svarende inhibering af proteinsyntese iagttages i E. coli M5219
(pBR322). En vasentlig reduktion i total proteinsyntese iagttages ogsa i
E. coli K12AHI (pPLa23) efter forlanget inkubation ved 42°C. Disse
celler er imidlertid i stand til at overleve temperaturer pa 42°c.

(b) Tryptofan syntetase A-genet
(i) pPLa23

Et EcoRI fragment (5300 b.p.) indeholdende trp A cistronet af
Salmonella typhimurium opndedes fra pES9 (E. Selker et al., "Mitomycin C
Induced Expression Of trp A Of Salmonella tryphimurium Inserted Into The
Plasmid ColE1", J. Bacteriology, 129, pp. 388-94 (1977)) og indfgrtes i
pPLa23 pa dets EcoRI punkt. To reprasentative plasmider med dette
fragment indfert i hver af de to mulige orienteringer med hensyn til
retningen af PL-promotoren betegnedes pPLa23trpA, og pPLa23trpA,.
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Induktionsprofiler af stamme K12AHI indeholdende enten
pPLa23trpA; eller pPLa23trpA, er vist i figur 9. Et sterre protein
pa ca. 25000 daltons induceredes ved hjelp af pPLa23trpA,, men mangle-
de i inducerede celler indeholdende pPLa23trpA,. Den observerede mole-
kylvegt af dette protein er i overensstemmelse med den teoretiske verdi
(28500) forudset ud fra nukleotidsekvensen af S. typhimurium trp A-genet
(B. Nichols & C. Yanofsky, "Nucleotide Sequences Of trp A Of Salmonella
tryphimurium And Escherichia coli: An Evolutionary Comparison", Proc
Nat1. Acad. Sci. U.S.A., 76, pp. 5244-48 (1979). Endvidere voksede
enzymaktivitet i overensstemmelse med tilstedevarelsen af et trp A-gen-
produkt som bestemt i henhold til metoderne ifglge 0. Smith & C.
Yanofsky "Enzymes Involved In The Biosynthesis Of Tryptophan", Methods
in Enzymology, 5, pp. 794-806 (1962) sidelgbende med akkumuleringen af
dette inducerede protein.

Efter forlenget induktion af bade pPLa23trpA, og pPLa23trpA,
syntetiseres et protein med en omtrentlig molekylvegt pa 18K (figur
9). Den procentuelle syntese af dette protein i forhold til total de
novo proteinsyntese af transformanten er uafhengig af orienteringen af
EcoRI trp A fragmentet med hensyn til transkriptionsretningen fra PL-
promotoren. Derfor kontrolleres syntesen af dette protein formentlig af
en maske let temperaturafhezngig bakteriel promotor, som er til stede pa
5300 basepar EcoRI trp A fragmentet, hvis kodningskapacitet i virkelig-
heden er meget stgrre end ngdvendig for trp A. (E. Selker, supra).

Den procentuelle syntese af trp A i forhold til den totale de novo
proteinsyntese i transformanten bestemtes i det vasentlige som tidligere
beskrevet for B-lactamase. Resultaterne er vist i tabel IV. Igen ndede
trp A syntese et maksimalt niveau pa ca. 30% af total de novo syntese.
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Tabel IV

Procentuel syntese af trp A i forhold til
total de novo proteinsyntese

Minutter efter K12AHI K124HI
induktion ved 42°C /pPLa23A, /pPLa23A,
0-10 3% 2%
30-50 4% 2%
60-80 14% 1%
90-110 21% 2%
120-140 24% 2%
150-170 33% 2%
Kontrol ved 289%¢ 2% 3%
(i1) pPLa2311

Et rekombinations-DNA molekyle identisk med pPLa23trpA,, men
baseret pa pPLa2311, fremstilledes ogsa i det vasentlige som tidligere
beskrevet. K12AHI transformanter med pPLa2311trpA; opferte sig pa
tilsvarende made som af pPLa23trpA; (bortset fra at det maksimale
niveau af total de novo syntese i dette forseg kun var 20% efter 150
minutter). Igen fgrte forlanget induktion til en netto formindskelse i
total proteinsyntese.

(iii) pPLc23

EcoRI fragment af pES9 har én ende beliggende inden for trp B genet
og indeholder et enkelt Sall punkt ca. 2500 basepar fra EcoRI punktet
(E. Selker et al., supra). Da trp A genet ikke indeholder et Sall punkt
(B. Nichols & C. Yanofsky, supra), ma trp A genet vere lokaliseret fuld-
stendigt i den del af EcoRI fragmentet af pES9, som strazkker sig fra det
forste EcoRI punkt til Sall punktet. Derfor fordgjedes det tidligere
fremstillede EcoRI fragment af pES9 med Sall, og det resulterende frag-
ment indfertes i pPLc23 som en erstatning for EcoRI-Sall fragmentet deri
(figur 4). Baseret pa den iagttagne translationsretning af trp A genet i
pPLa23trpA, og pPLa23trpA, blev det pPLc23 baserede rekombinations-
DNA molekyle med trp A genet colineart med transkription fra PL-pro-
motoren betegnet pPLc23trpA,.
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Ved induktion (42°C) af E. coli K12AHI (pPLc23trpA,)
syntetiseredes trp A til et maksimalt niveau pad ca. 40% af total de novo
protein syntese efter 3 timers induktion. Endvidere blev dette hgje
niveau af de novo syntese opretholdt i 2 timer (figur 10). Disse
resultater er vist i tabel V, infra. I modsztning til opferslen af pPlLa-
-type vektorerne falder proteinsyntesen af pPLc-type transformanterne
derfor ikke fgr indtil 5 timer efter induktion.

Tabel V
Minutter efter Procentuel Hastighed for
induktion ved syntese af total protein-
42%¢ trp A* syntese
30-50 11% 100% (reference)
60-80 17% 198%
120-140 31% 228%
180-200 41% 162%
240-260 36% 205%
300-320 39% 213%

Kontrol ved 28%C 3% -
* I forhold til total de novo proteinsyntese.

Den aktuelle mengde induceret protein, som er akkumuleret i de
ovennavnte transformanter mdltes ogsd ved hjelp af kontinuert merkning
af de inducerede celler. E. coli K12AHI (pPLc23trpA,) dyrkedes ved
28%C i LB medium til en tethed pi 1 x 107 celler/ml. Dernast maerkede
cellerne med 10 uCi 14C-aminosyreblanding. Ved en dyrkningstzthed pa
4 x 107 celler/ml @ndredes cellerne til 42°C, og inkubation fortsattes.
Da kulturen ndede metning (6 timer efter induktion), ekstraheredes pro-
teinerne fra cellerne og adskiltes pa SDS-polyacrylamidgeler. Den pro-
centuelle inkorporerede radioaktivitet i trp A bandet bestemtes. Under
de anvendte betingelser kan det antages, at cellerne er blevet ensartet
merket, saledes at den i et protein inkorporerede radioaktivitet reflek-
terer den aktuelle mengde af protein, som er til stede i cellen. trp A
proteinet viste sig at udgere 10% af totale celleproteiner.

Denne 10% koncentration af trp A i de totale celleproteiner af E.
coli K12AHI (pPLc23trpA,) tjener ogsa til pavisning af de vigtige
forskelle mellem de X PL holdige vektorer ifglge H. Bernard et al.,
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supra, og vektorerne ifglge den foreliggende opfindelse. I modsztning
til den 10% aktuelle trp A koncentration, som tilvejebringes af vektor-
erne ifglge opfindelsen, rapporterer H. Bernard et al. kun en 6,6% kon-
centration af trp A -- skennet pd basis af trp A enzymatisk aktivitet og
en antaget specifik aktivitet for proteinet. Det skal ogsd bemzrkes, at
den af Bernard et al. rapporterede 6,6% trp A koncentration blev iagt-
taget med vektorer, som ogsd omfattede et aktivt N-gen, og derfor var
transkription formentlig foregdet i narvarelse af det anti-terminerende
N-gen-produkt. Kun en 2% trp A koncentration rapporteredes af H. Bernard
et al. med en vektor, som ikke indeholdt et aktivt N-gen. I modsatning
hertil fandtes den 10% trp A koncentration, som iagttoges med forbedrede
vektorer ifglge opfindelsen, i fravar af N-gen-produkter. De foreliggen-
de vektorer og fremgangsmider udger derfor en markant forbedring i for-
hold til de tidligere beskrevne vektorer og fremgangsmader.

(c) Bakteriofag MS2 replicase protein gen

Plasmid pMS2-7 indeholder en narved fuld sterrelse kopi af genomet
af RNA bakteriofagen MS2 (R. Devos et al., supra). Fag-replicase genet
(R) er indeholdt i et EcoRI-Pstl fragment. Dette fragment indfertes i
pPLa2311 ved simpel erstatning af EcoRI-PstlI fragmentet for denne
vektor. Transformanter E. coli K12AHI (pPLa2311R,) screenedes for
sensitivitet over for carbenicillin, da genet for ampicillin resistens
ikke lengere er intakt i pPLa2311R,. Identiteten af det indfarte
fragment etableredes ved coelektroforese pa agarose-geler med de kendte
fragmenter fra pMS2-7 DNA. I pPLa2311R, forlgber transkription af MS2
replicase proteinet colineart med transkription fra PL-promotoren.

Inducerede celler af E. coli KI2AHI (pPLa2311R,) syntetiserer
et protein med en tilsyneladende molekylvagt pa 59K (figur 11). Sterrel-
sen af dette protein er i overensstemmelse med den 60692 daltons mole-
kylvegt, som beregnes for MS2 replicasen fra sekvens data for den virale
RNA (W. Fiers et al., "Complete Nucleotide Sequence Of Bacteriophage MS2
RNA: Primary And Secondary Structure Of The Replicase Gene", Nature,
260, pp. 500-507 (1976)).

Tilstedevarelsen af funktionelt MS2 replicase protein i protein-
produkterne for celler transformeret med pPLa2311R, verificeredes
ogsa ved komplementationsanalyse med MS2 ambi-mutanter. Denne analyse
bekraftede, at celler transformeret med pPLa2311R; producerede et pro-
dukt, som specifikt komplementerede produktet af en MS2 mutant barende
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en lesion i replicase genet, og at celler, som ikke var transformeret
med pPLa2311R,, ikke komplementerede produktet for en sadan mutant.

Med hensyn til MS2 replicase protein syntese opferte bade E. coli
K12AHI (pPLa2311R;) og E. coli M5219 (pPLa2311R;) sig tilsvarende
-- efter 30 minutters induktion var den procentuelle syntese af MS2
replicase 29% af total de novo protein syntese, idet protein syntese
niveauet hurtigt faldt ved yderligere induktion (figur 11). Da en sadan
formindskelse i synteseniveauet ikke iagttoges ved syntesen af f-
lactamase eller trp A, kan reduktionen vere forarsaget af en besynderlig
egenskab ved MS2 replicasen. F.eks. kan den ijagttagne tendens hos fag-
replicase til at binde til sin egen mRNA pd et punkt nar midten af
cistronen (Meyer et al., "The Binding Sites Og Q8 RNA", Experienta, 31,
pp. 143 et seq. (1975)) interferere med yderligere translation af den
kompleksbundne mRNA.

3. Eukaryotiske gener
(a) Small-t antigenet af Simian Virus 40 gen

Et HindIII DNA fragment indeholdende den fuldstendige kodnings-
sekvens for SV40 small-t antigenet (G. Volckaert et al., "Nucleotide
Sequence Of The Simian Virus 40 Small-t Gene", Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 75, pp. 2160-64 (1978)) indfertes i HindIII punktet pa pBR322
(figur 12). Orienteringen af indfgringen bestemtes ved restriktions-
analyse baseret pa tilstedevarelsen af et asymmetrisk lokaliseret Taql
punkt. Fra dette hybride DNA molekyle blev udskaret et EcoRI-BamHI frag-
ment omfattende det ovennavnte HindIII fragment og portioner af pBR322,
og indfegrtes i pPLc28 som erstatning for dets EcoRI-BamHI fragment, sa-
ledes at oversattelsesmaden for small-t antigenet forlgbet colineart med
transkription fra PL-promotoren (figur 12). Det resulterende rekombina-
tions-DNA molekyle kaldtes pPLCZSSVtS.

For at forkorte afstanden mellem PL-promotoren og den initierende
codon (ATG) for genet, der koder for small-t antigen, modificeredes
pPLC28$Vt5 til eliminering af EcoRI-HindIII fragmentet mellem genet of
PL-promotoren. Disse manipulationer er vist i figur 12 og 13. De bestod
i spaltning af pPLC28$Vt5 med Clal, tilbagetygning af 3’-enden for
DNA’en i to adskilte trin under anvendelse af 3’ exonukleaseaktiviteten
for T4 DNA polymerase i narvarelse af henholdsvis GTP og TTP, yderligere
behandling med S1 nuklease, tilsatning af EcoRI bindere til den stumpe
ende, spaltning af fragmentet med EcoRI og gensngring af de
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komplementere ender.

Transformation af E. coli K12AHI med disse modificerede hybride
DNA molekyler og induktion bevirkede ekspression af temmelig store
mengde af et protein med en tilsyneladende molekylvagt pd 14K (figur
14). Dette protein produceredes ikke uden induktion og produceredes ikke
af vertsceller, som ikke var blevet transformeret med vektorer
indeholdende SV40 DNA.

Selv om autentisk small-t antigen har en molekylvagt pa 19K, og det
i disse transformerede celler producerede protein kun feldedes meget
svagt af antistoffer opfostret over for large-T antigenet af SV40, be-
kreftede to dimensionelle fingeraftryk (elektroforese ved pH 3,5 efter
fulgt af kromatografi i butanol/eddikesyre/pyridin/vand (15:3:10:12)) af
tryptiske peptider afledt af dette protein og autentisk small-t antigen,
at de to var relateret. Uden at det gnskes at vare bundet til teori, kan
det vere, at den sekundzre struktur af mRNA’en, som begynder ved PL-pro-
motoren, er en siddan, at initiering af en intern initierende codon af
small-t antigen favoriseres i forhold til initiering af det sande
startsignal. Denne hypotese stemmer ogsd overens med den sekundare
struktur, som kunne udledes under anvendelse af proceduren ifgige D.
Iserentant & W. Fiers, "Secondary Structure Of mRNA And Efficiency Of
Translation Initiation", Gene, 9, pp. 1-12 (1980)) ud fra nukleotid se-
kvenserne af nogle af disse SVt holdige vektorer.

£t af de modificerede pPLc28$Vt5 rekombinations-DNA molekyler frem-
stillet ovenfor udtrykte mindre mengder af en 17K komponent foruden den
storre 14K proteinkomponent. Dette molekyle kaldtes pPLcSVt5-37. Selv om
tilstedeverelsen af 17K proteinet kun kunne pavises initialt ved speci-
fik immunofzldning med large-T antiserum, tillod yderligere modifikation
af molekylet forbedret syntese af 17K komponenten. Denne modifikation,
som bestod i spaltning af pPLc28$Vt5-37 med EcoRI under forlangelse af
de recesserede 3’'-ender med DNA polymerase I (K. Backman et al., supra)
og gensngring af de stumpe ender, kan have #ndret den sekundzre struktur
af mRNA’en. Verter transformeret med pPLcZBSVt5-37-9 gav omtrentlig 4%
af deres totale de novo proteinsyntese som en 17K proteinkomponent ved
induktion. Disse resultater er vist i figur 14. Som vist i linie c i
figur 14 immunofeldedes 17K komponenten med serum fra en SV40-tumor-bar-
ende hamster i det vasentlige i samme omfang som autentisk small-t anti-
gen dyrket i SV40 inficerede nyreceller fra afrikansk gren abe.
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(b) Human fibroblast interferon (HFIF) gen
Som beskrevet i EP patent nr. 41.313 indleveret 1. april 1981
indfgrtes genet, der koder for human fibroblast interferon i vektorer
pPLa8 og pPLc24 til fremstilling af rekombinations-DNA molekyler, som er
i stand til i transformerede varter efter passende induktion af udtrykke
proteiner med en antiviral, fysio-kemisk, immunologisk og biologisk
aktivitet, der tat svarer til autentisk human fibroblast interferon.

(c) Et FMDV antigen gen

Som beskrevet i EP patent nr. 40.922 indleveret 11. maj 1981 ind-
fortes en DNA sekvens, der koder for et polypeptid, som udviser specifi-
citeten af FMD virale antigener, i vektor pPLc24 til dannelse af rekom-
binations-DNA molekyler, der er i stand til i transformerede varter
efter passende induktion af udtrykke polypeptider med specificiteten for
FMD virale antigener.

Mikroorganismer og vektorer fremstillet ved hjelp af de her be-
skrevne fremgangsmader er eksemplificeret ved kulturer deponeret i
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA den 8. sep-
tember 1980 og identificeret som PL-A til PL-D:

. coli M5219 (pPLa2311)
. coli KI12AHI (pPLa8)

. coli K12AHI (pPLc28)
. coli M5219 (pPLc24)

O O w >
m M mMm m

Disse kulturer blev tildelt accessionsnumrene ATTC 31694-31697,
respektive, og er blevet konverteret til deponeringer ifglge Budapest
traktaten.

Endvidere er mikroorganismer og vektorer fremstillet ved hjalp af
de her beskrevne fremgansmiader og ogsa indeholdende indfgrte DNA sekven-
ser til ekspression deri eksemplificeret ved kulturer deponeret i kul-
tursamlingen Deutsche Sammlung von Mikroorganismen in Gottingen, Vest-
tyskland og identificeret som fglger:

HFIF-D: E. coli M5219 (G.pPLa-HFIF-67-12) [DSM 1851]
HFIF-E:  E. coli KI2AHI (G-pPLa-HFIF-67-12) [DSM 1852]
HFIF-F: E. coli M5219 (G-pPLa-HFIF-67-12A19) [DSM 1853]
HFIF-G:  E. coli M5219 (G-pPLc-HFIF-67-8) [DSM 1854]
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FMDV-A: E. coli W6 (Arex - pPL-VP1-1) [DSM 1879]
FMDV-B: E. coli NFI] (XN'cro'cItS-pPL-VPl-l) [DSM 1880]
FMDV-C:  E. coli NF1 (kN'cro'cIts-pPL-VPl-S) [DSM 1881]
Kulturer HFIF-D til HFIF-G blev deponeret den 5. juni 1980. Kulturer
FMDV-A til FMDV-C blev deponeret den 30. juli 1980. Disse deponeringer
er blevet konverteret til deponeringer ifglge Budapest traktaten.

Selv om der i det foregdende er beskrevet et antal udfgrelsesformer
af opfindelsen, er det klart, at den basale konstruktion kan @ndres til
tilvejebringelse af andre udfgrelsesformer, som udnytter fremgangsmader-
ne og midlerne ifglge den foreliggende opfindelse. Det vil derfor kunne
indses, at opfindelsens rammer defineres af de fglgende patentkrav
snarere end af de specifikke udfgrelsesformer, som eksempelvis er anfert
i det foregaende.

PATENTKRAY

1. Plasmid-vektor omfattende mindst én DNA sekvens, der omfatter
den venstrevendte promotor og operator afledt af bakteriofag A, PLOL’
hvilken DNA sekvens er KENDETEGNET ved fravaret af et aktivt cro-gen og
et aktivt N-gen, og ved i det mindste ét endonuklease genkendelsespunkt,
hvilket endonuklease genkendelsespunkt er lokaliseret mindre end 300
basepar nedstrgms fra PLOL og lokaliseret opstrems fra vilkarlige
sekvenser af A DNA nedstrgms fra Haelll punktet (73,1%), der kan vare
til stede i navnte DNA sekvens, hvilken DNA sekvens yderligere omfatter,
i et af navnte endonuklease genkendelsespunkter, en DNA sekvens, som
indeholder et kodningsomradde for et eukaryotisk, prokaryotisk eller
viralt protein, polypeptid, enzym, hormon, antigen eller fragment deraf.

2. Vektor ifslge krav 1, KENDETEGNET ved, AT genkendelsespunktet
omfatter EcoRI, BamHI, HindIII, Pstl, Xbal eller Sall.

3. Vektor ifelge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, AT genkendelses-
punktet, hvori DNA sekvensen er blevet indfgjet, er lokaliseret mindre
end 150 basepar nedstrgms fra PLOL'
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4. Vektor ifglge et hvilket som helst af kravene 1-3, KENDETEGNET
ved, AT den omfatter et ribosom bindingspunkt lokaliseret mellem PLOL og
endonuklease genkendelsespunktet, hvori DNA sekvensen er blevet
indfejet.

5. Vektor ifglge krav 4, KENDETEGNET ved AT ribosom bindingspunktet
er afledt af bakteriofag MS2 replikase.

6. Plasmid-vektor ifglge krav 1, hvori DNA sekvensen indfgjet i
genkendelsespunktet indeholder kodningsomradet for et polypeptid valgt
fra gruppen bestdende af leukocyt interferon, fibroblast interferon,
immun interferon, insulin, humant vaksthormon, animalsk vaksthormon,
antigener af hepatitis og antigener af mund- og klovsyge.

7. Fremgangsmade til fremstilling af en forbedret plasmid-klonings-
vektor, KENDETEGNET ved, AT man i en eksisterende kloningsbarer indfprer
i det mindste én DNA sekvens, som omfatter den venstrevendte promotor og
operator afledt af bakteriofag A, PLOL’ hvilken DNA sekvens er
karakteriseret ved fraveret af et aktivt cro-gen og et aktivt N-gen,
tilvejebringende i navnte kloningsbarer i det mindste ét endonuklease
genkendelsespunkt, hvilket endonuklease genkendelsespunkt er Tokaliseret
mindre end 300 basepar nedstrgms fra PLOL og lokaliseret opstrgms fra
vilkarlige sekvenser af X DNA nedstregms fra Haelll punktet (73,1%), der
kan vere til stede i navnte DNA sekvens, og i et af navnte endonuklease
genkendelsespunkter indfgrer en DNA sekvens, som indeholder et
kodningsomriade for et eukaryotisk, prokaryotisk eller viralt protein,
polypeptid, enzym, hormon, antigen eller fragment deraf.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, KENDETEGNET ved, At genkendelses-
punktet omfatter EcoRI, BamHI, HindIII, PstI, Xbal eller Sall.

9. Fremgangsmade ifglge krav 7 eller 8, KENDETEGNET ved,
AT genkendelsespunktet, hvori DNA sekvensen er blevet indfgjet, er
lokaliseret mindre end ca. 150 basepar nedstrems fra PLOL'

10. Fremgangsmidde ifplge et hvilket som af kravene 7-9, KENDETEGNET
ved indfgring af et ribosom bindingspunkt i vektoren mellem P, 0, og
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endonuklease genkendelsespunktet, hvori DNA sekvensen er blevet
indfgjet.

11. Fremgangsmade if@lge krav 10, KENDETEGNET ved, AT ribosom
bindingspunktet er afiedt af bakteriofag MS2 replikase.

12. Fremgangsmdde til fremstilling af et polypeptid, KENDETEGNET
ved, AT man dyrker en vert, som er transformeret med en plasmid-vektor
ifelge krav 1, og opsamler polypeptidet.

13. Fremgangsmade ifglge krav 12, KENDETEGNET ved, AT polypeptidet
omfatter Teukocyt interferon, fibroblast interferon, immun interferon,
insulin, humant vaksthormon, animalsk vaksthormon, antigener af
hepatitis og antigener af mund- og klovsyge.

14. Plasmid-vektor deponeret ved kultursamiingen Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen og identificeret som DSM 1851, DSM 1852, DSM 1853,
DSM 1854, DSM 1879, DSM 1880 og DSM 1881 og ved American Type Culture
Collection og identificeret som ATCC 31694, ATCC 31695, ATCC 31696 og
ATCC 31697.
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