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(67) Sammendrag:
Garceller indeholdende DNA-plasmider med fremmed DNA,
hvor det fremmede DNA er udtrykt, er beskrevet. F.eks. er
DNA, som koder for hepatitis B og dets virusoverfladean-
tigen (HBsAg) ligeret til et gar-plasmid til dannelse af
et produkt, som anvendes til at transformere garceller.
Plasmidet ifplge opfindelsen har PyK promotorer og er i
stand til at replikere enten i en gazrcelle eller en bak-

teriecelle.
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For maksimal udtrykkelse af fremmede gener i mikrobiolo-
giske systemer er det sadvanligvis hensigtsmassigt at an-
vende homologe reguleringselementer inden for udtrykkel-
sesvektoren. Effektiviteten af udtrykkelsen (produktdan-
nelsen) antages at vare en funktion af og proportional
med styrken af den anvendte promotor. Endvidere vil regu-
lering af gen-udtrykkelsen ved hjalp af ernzringsfaktorer
under kontrol af forsegsudeveren tilvejebringe endnu et
velegnet manipulatorisk varktej. De glycolytiske enzym-
gener for gar, dvs. sddanne som koder for pyrodruesyre-
kinase (PyK), besidder de ovennavnte vardifulde egenska-
ber, dvs. hej grad af udtrykkelse (og er saledes ved in-
terferens meget effektive promotorer) og susceptibilitet

til regulering ved komponenter af vakstmediet.

Opfindelsen vedrerer sdledes isolation, produkter og an-
vendelsen af garudtrykkelses-plasmider af DNA-fragmenter,
svarende til de 5'-ikke-kodende regioner af de regulerba-
re gener PyK i ger. Disse fragmenter, som indeholder DNA-
sekvenser med stark transscriptionspromoverende aktivi-
tet, kaldes "promotorer". Disse er ideelle komponenter af
DNA-vektorer til teknisk fremstilling af store mangder
proteiner, kodet af fremmede gener under deres trans-
scriptionelle kontrol. Det fremmede gen er hepatitis B

overfladeantigen eller dele deraf.

Endvidere angar opfindelsen gzr-udtrykkelsesplasmider,
som omfatter en egnet terminator til at danne en "kasset-
te" af promotor-fremmed gen-terminator. Tilstedevarelse

af terminatoren foreger udtrykkelsen af det fremmede DNA.
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Et tidligt forseg pa at udtrykke fremmed DNA i gar er
svigtet (Beggs, J.D. et al., Nature (1980) 283:285)., I

denne rappert blev hamoglobin DNA (indfert sammen med sin

egen promotor) transscriberet, men der var ikke splejset

RNA. En r&kke forklaringer for dette resultat er mulige,
f.eks. en ukorrekt beliggenhed for initiering af trans-
scription og/eller en dirlig evne fAr gercellerne til at

udfore splejsning af berorte sekvenser (introner).

PyK-genet er blevet klonet, men kun ved genetisk komple-
mentering (ingen strukturstudier er udfert) (Kawasaki, G.
and Fraenel, D.G., Biochem. Biophys. Res. Comm. (1982)
108:1107). Andre garpromotorer, f.eks. for alkohol-dehy-
drogenase I (Valenzuela, P. et al., Nature (1982) 298:347
og Hitzeman, R.A. et al., Nature (1981) 293:717) og phos-
phoglycerat-kinase (Tuite, M.F. et al., EMBO J. (1982)
1:603 og Hitzeman, R.A. et al., Science (1983) 219:620)
er blevet knyttet til fremmede gener til fremstilling af
gerudtrykkelse, men der har ikke varet anvendt terminato-
rer. Ved den foreliggende opfindelse tilvejebringes hig-
til ukendte promotorer for gar-udtrykkelsessystemer,
hvorved der opnas fordele ved hejt udtrykkelige promoto-
rer, kombineret med forbedret udtrykkelse, som er fundet

med passende ligerede terminatorer.

Publiceret europazisk patentansegning (EP 072 318)
offentligger konstruktionen af et gar-udtrykkelsessystem
som, ved induktion, udtrykker  hepatitis B virus
overfladeantigen (HBsAG) S-protein under kontrol af gar

alkohol dehydrogenase I (ADH-I) promotoren.

Den foreliggende opfindelse angar saledes en vektor for
udtrykkelse i ga&r og af den i indledningen til krav 1 an-

givne art.
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Vektoren er ejendommelig ved det i den kendetegnende del
af kxrav 1 anferte. Vektoren koder for hepatitis B virus
(HBV) overfladeantigen (HBsAg), der er under trans-
scriptionel kontrol af en gar-PyK-promotor. Terminatorer
kan ogsa vere tilknyttet pad passende made. Udtrykkel-
sesvektoren har typisk en gar-replikationsoprindelse og
en bakteriel replikationsoprindelse og er i stand til at
replicere i begge celletyper. Udtrykkelsesvektoren, an-
vendt til at transformere gerceller, vil give vasentlige
mengder af proteinet, der er kodet af segmentet af frem-
med DNA. Udtrykkelse af HBsAg under kontrol af gar-PyK-
promotor giver overraskende hejt udbytte, jvnf. eksempel
4 og tabel 1.

Opfindelsen skal forklares ved hjalp af tegningen, hvor

fig. 1 nucleotid-sekvens af pyrodruesyre-kinase (PyK)-

gen, og

fig. 2 strukturen for ger-udtrykkelsesplasmid indeholden-

de PyK-promotor-region.

I princippet har ger-udtrykkelsesplasmider szrlige forde-
le, herunder de i det efterfolgende angivne. Gar kan dyr-
kes i stor malestok ved velkendte produktionsbetingelser.
Derimod er bakterier, dyrket som kultur i stor mdlestok,
udsat for det hyppigt forekomne problem med "phage-out".
Gar synes ogsd at have samme evne som animalske eller hu-
mane celler at kunne tilfore carbonhydratgrupper til ny-
lig syntetiserede proteiner, en evne bakterier ikke er i
besiddelse af. Da cDNA-sekvenser er let tilgzngelige, kan
problemet med udtrykning af gener, der har introner, let

undgar.
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Endvidere angdr opfindelsen en fremgangsmade til udtryk-
kelse af det i vektoren indeholdte DNA-kodningssegment i
ger, hvilken fremgangsmidde er ejendommelig ved det i den

kendetegnende del af krav 6 anfoerte.

Den omhandlede vektor omfatter promotorer med usadvanlig
hej effektivitet. En promotor er heri defineret som et
DNA-segment, der kan fungere ved at indlede transscripti-
on af et tilsluttet DNA-segment. Transscription er synte-
sen af RNA (her defineret som messenger RNA eller mRNA),
der er komplementart til den ene streng af det i promo-
tor-regionen tilsluttede DNA. I eukaryoter katalyseres
messenger RNA-syntese ved et enzym betegnet RNA-polymera-
se II. De minimale essentielle elementer af promotor-
funktionen er folgende: for at tilvejebringe et udgangs-
punkt for initieringen af transscription og danne et bin-
dingssaede for at geore det muligt at udvalge den aktuelle
streng af DNA som en stgbeform for messenger RNA-syntese.
Endvidere fungerer en eukaryotisk promotor til at regule-
re den relative effektivitet af transscription af kod-
ningssegmenter under kontrol heraf. En aktiv promotor er
en, som frembringer syntese af forholdsvis store mzngder
mRNA, der er komplementart med en streng af det tilslut-

tede DNA-Xkodningssegment.

De strukturmessige korrelationer for promotor-funktion er
endnu ikke tydeligt opklaret. Et promotor-segment kan
sedvanligvis identificeres som en region, der ligger nar
ved 5'-enden af et givet strukturelt gen. (Referencerne
til 5'- og 3'-enderne af et gen vil forstds til at inji-
cere de tilsvarende respektive ender af mRNA, der er
transscriberet derfra, og disse korrelerer med henholds-
vis NH-- og =-COOH-endegrupperne i det kodede protein}.
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Sammenligninger af nucleotid-sekvenserne for promotorer
for forskellige gener fra forskellige arter har kun af-
sloret nogle fa korte regioner af nucleotidsekvens med
stor indbyrdes lighed. Mest bemerkelsesvardig for disse
er "TATA Box", der er et segment pa 5-10 nucleotider, an-
bragt generelt ca. 70-230 nucleotider i retning fra sadet
fra transscription-initiering, og med en sekvens generelt
lignende TATAA. En oversigt af strukturmessig sammenlig-
ning fremgar af Breathnach, R. og Chambon, P., Ann. Rev.
of Biochem. (1981) 50:349. TATA Box antages at fungere

ved initiering af transscription.

Det fremmede gen vil vare frit for eller i det vasentlige
frit for codoner fra det normale strukturelle gen, knyt-
tet til promotoren. Sadvanligvis vil det fremmede gen
vaere sluttet til en ikke-kodende 3'-ende af den regule-
rende region, der omfatter promotoren, og saledes vare
fri for de aminosyrer ved N-terminus af endogent gen, der
naturligt er associeret med den regulatoriske region.
Dvs. at fzrre end 3 codoner (9 nucleotider) vil vare til-
bageholdt med den regulatoriske region, nar den er slut-
tet til det fremmede gen.

Tilstedevarelsen af terminator-sekvensen ved 3'-enden af
kodningssegmentet forhejer udtrykkelsen. Effekten er i
almindelighed tilsvarende tilsatning af rho-faktoren til
prokaryotiske transscriptionssystemer, hvori hastigheden
af frigivelsen af RNA-polymerase er foreget til at produ-
cere en forogelse af hastigheden af reinitieringen af
transscription. Det vil forstds, at medens terminator-
sekvenserne ikke kraves til paviselig udtrykkelse af
fremmede DNA-segmenter, foretrakkes det pa passende méade

at knytte dem til forhejet udtrykkelse. Terminatorregion-
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en kan vare naturligt associeret med det samme eller for-

skellige strukturelle gener som promotor-regionen.

Den mest velegnede DNA-vektor for PyK-konstruktion ifelge
opfindelsen er en skyttel-vektor. Disse vektorer kan
veksle som en skyttel mellem en bakteriestamme, f.eks. E.
coli, og ger, fordi de har en bakteriel replikationsop-
rindelse og en gar-replikationsoprindelse, se f.eks. Am-
merer, G. et al., Recombinant DNA, Proc. Third Cleveland
Symposium Macromolecules (Walton, A.G., ed.), p. 195,
Elsevier, Amsterdam (1981). En typisk bakteriel replika-
tionsoprindelse er f.eks. afledt af pBR322. Den mest
egnede gar-replikationsoprindelse er fundet i det ekstra-
chromosomale genetiske element, der er kendt som 2 mi-
cron-cirkel. I laboratoriestammer har 2 mikroplasmid DNA
vist sig at vere til stede i tilnarmelsesvis 50 kopier
pr. celle og opretholdes stabilt. En oversigt heraf frem-
gar f.eks. af Curr. Topics Micro. Imm. (1982) 96:119.
Dette garplasmid er ogsad blevet bestemt (Hartley, J.L. et
al., Nature (1980} 286:860).

Reprasentative prover af plasmiderne og vartscellerne,
der anvendes ved strukturen ifelge opfindelsen, er depo-
neret hos American Type Culture Collection, 12301 Park-
lawn Drive, Rockville, Maryland. Plasmid pPyK 9.1.1 og
gercelletransformanter 2150-2-3/pHBS-56 og 2150-2-
3/pHBS56PYyK blev deponeret 18. februar 1983 og har faet
ATCC-registreringsnumrene 40061 og 20666.

Mange af de 1 de efterfelgende eksempler omtalte teknik-
ker, reaktioner og adskillelsesprocedurer er i og for sig
velkendte. Alle enzymer, med mindre andet er angivet, kan
tilvejebringes fra en eller flere kommercielle kilder,
sasom New England Biolabs, Beverly, Méssachusetts; Colla-
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borative Research, Waltham, Massachusetts; Miles Labora-
tories, Elkhart, Indiana; Boehringer Biochemicals, Inc.,
Indianapolis, Indiana og Bethesda Research Laboratories,
Rockville, Maryland. Puffere og reaktionsbetingelser for
enzymprocesser blev valgt efter anbefaling fra leverande-
ren af hvert enkelt enzym, med mindre andet er angivet.
Standardmetoder for andre enzymreaktioner, gel-elektrofo-
rese-separationer og E. coll transformation er beskrevet
i Methods in Enzymology, (1978) 68. Transformation af
gzrprotoplaster kan udferes som beskrevet af Beggs, Natu-
re (1978) 275:104.

Stammen af E. coli, der egner sig til transformation, om-
fatter X1776; Kl2-stammen 294 (ATCC no. 31446); RRl og
HB101. Garstammer XV610-8¢ med genotypen (a ade2 adeb
leu2 1lysl trpl canl) og GM-3C-2, genotype: (Leu2 Trpl
His4 CYCl-1CYP3-1) (Faye, G. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. (1981) 78:2258) kan typisk anvendes til gartransfor-
mationer. Det vil dog forstds, at praktisk taget enhver
gerart er velegnet til transformation. Bakterie kan dyr-

kes og udvalges i overensstemmelse med en procedure, som
er beskrevet af Miller, J.H., Experiments in Molecular
Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor, New York (1972). Ger kan dyrkes pd felgende medier:
YEPD med 1% (w/v) garekstrakt, 2% (w/v) pepton og (w/v)
glucose; og, i tilfzlde af plademedium, 3% (w/v) agar,.
YNB plus CAA indeholder 6,7 g gernitrogenbase (Difco La-
boratories, Minneapolis, Minnesota), 10 mg adenin, 10 mg
uracil, 5 g casaminosyrer (CCA) (Difco), 20 g glucose; og
i tilfalde af plademedier, 30 g agar pr. liter. Udvalgel-
se af tryptophanprototrofi kan ske pd plader indeholdende
6,7 g gezrnitrogenbase (mangel-aminosyre), supplementer
med alle vakstbetingelser for den stamme, der skal trans-

formeres, med undtagelse af tryptophan.
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EKSEMPEL 1

Kloning af ger-pyrodruesyre—-kinase-gen

Pyrodruesyre-kinase-genet blev klonet ved komplemente-
ring. En ger-pyrodruesyre-kinase minus mutant blev trans-
formeret med en portion rekombinant YEp24 plasmider inde-
holdende gar-genomisk DNA. Gazrstammerne S288C {(genotype:
SUC2, mal, gal2, CUP1) og PyK 1-5 (genotype a, adel,
leul, metl4, ura3, pykl-5) blev leveret fra Yeast Genetic
Stock Center, Department of Biophysics, University of Ca-
lifornia, Berkeley. Den anvendte ger-genombank bestar af
et partielt Sau3A praparat af total DNA fra stammen S288C
klonet i BamHI-sadet af "skyttel"-vektor YEp24. Vektoren
YEp24 indeholder pBR322-sekvenser til udvaelgelse og vakst
i bakterier, gar URA3-genet til udvalgelse i ger og et
EcoRI-fragment af ger 2 n cirkel til sikring af plasmid-

replikation og segregering i ger. Portionen omfatter til-
straekkeligt uafhzngige rekombinant-plasmider til at re-

prasentere hele gar-genomet.

Stammen pykl-5 er ikke i stand til at gro pa& medium inde-
holdende glucose eller manglende uracil pa grund af muta-
tioner i denne stamme ved henholdsvis PyKl og URA3-sader-
ne. Transformation af denne stamme med YEp24 genomisk bi-
bliotek og udvalgelse for transformanter, der kan gro pa
et medium, som mangler uracil og indeholder glucose, ud-
velger sadanne celler, som har erhvervet YEp24, indehol-
dende pyrodruesyre-kinase-genet. Transformation af 3,5 x
10° pykl-5 garceller med 10 pg YEp24 rekombinant-plasmid-
DNA gav 5 uafhzngige transformanter, som voksede i frava-

relse af uracil og i nervarelse af glucose.
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Karakterisation af det indsatte DNA 1 disse transforman-
ter ved restriktionsenzym-analyse angav, at de indeholdt
overlappende DNA-indsatninger. Der er fokuseret pa en en-
kelt transformant, pPyK 9,1, som indeholdt en 7,0 kb ind-
sats. Pyrodruesyre-kinase-genet blev lokaliseret inden
for denne indsatning ved bestemmelse hvilken inds@tnings-
specifik restriktions-fragmenter, som hybridiserede til
et mRNA pd ca. 1,7 kb, hvilket er forventet for pyrodrue-
syre-kinase-mRNA. Lokalisering af PyK-genet blev bekraf-
tet ved underkloning af passende regioner af det indsatte
DNA og iagttagelse af komplementering af funktion i pykl-
S5-mutant. En underklon pPyK 9.1.1, som indeholdt PyK-ge-
net pa en 4,4 kb indsztning blev rakkebestemt og anvendt

til udtrykkelse af plasmidstrukturer.

EKSEMPEL 2

Sekvens af gar-pyrodruesyre-kinase-gen

Ialt 2885 nucleotider af PyK-genet er blevet rakkebe-
stemt, omfattende 1487 nucleotider i en enkelt &ben kzde,
911 nucleotider af 5'-ikke-translaterede region og 477
nucleotider af 3'-ikke-translaterede region (se fig. 4).
Genet forkoder for et polypeptid med 499 aminosyrer til
opnaelse af en monomer molekylvagt pa 54,608 dalton,
hvilket er i god overensstemmelse med den ventede verdi
for gar-PyK. Aminosyrekompositionen, afledt fra nucleo-
tidsekvensen svarer ogsd noje til den, som er midlt for
det isolerede gar-protein. Nucleotidsekvensen forudsiger
en carboxy-terminalvalin, som er fundet for ger-pyrodrue-

syre-kinase.
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EKSEMPEL 3

Struktur for gar-udtrykkelses-plasmider under anvendelse

af pyrodruesyre-kinase-promotor-region

To forskellige strukturer blev fremstillet: pHBS16 PyK og
pHBS56 PyK. Proceduren er den i fig. 5 illustrerede.

Plasmidet pPyK 9.1.1, som indeholder gar-PyK-genet klonet
i pBR322 blev omsat med Xbal, og de udragende ender blev
fyldt op med deoxynucleotider ved hjalp af DNA-polymerase
I. Produktet blev omsat med BamHI for endeligt at isolere
et 912 bp BamHI-afstumpet fragment, indeholdende PyK-pro-
motor og 8 baser fra PyK-kodningsregion. Dette fragment
blev legeret til plasmid-pHBS-6 (indeholder HBsAg-genet,
hvori den S5'-ikke-kodende region er blevet fjernet, klo-
net i pBR322), forud omsat med NcoI, fyldt ind ved hjzlp
af DNA-polymerase og omsat med BamHI. Efter transformati-
on af E. coli blev pHBS-6PyK isoleret. Dette plasmid in-
deholder PyK-promotor med codoner for 3 ekstra aminosy-
rer, smeltet i fase med HBsAg-kodningssekvens,

ATGTCTAG CATG
L ] 1 J

pPHBS-6PyK blev omsat med BamHI til afslutning og delvis
reageret med EcoRI til isolering af 1750 bp BamHI-EcoRI-
fragment, indeholdende PyK-promotor, smeltet til HBsAg-
genet. Dette 1750 bp-fragment blev ligeret til det store
fragment, som er opndet efter omsatning af pHBS-16 (ATCC
register No. 40043, plasmid, beskrevet i USA patentanseg-
ning nr. 442 687, med benazvnelsen "Adenovirus Promotor in
Yeast", med BamHI og EcoRI og anvendt til transformering

af E. coli. Der opnadedes gar-udtrykkelsesplasmidet pHBS-
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16PyK. Dette pHBS-16PyK blev omsat til afslutning med
Sphl og Xbal, og et 1200 bp SphI-XbaI-fragment (indehol-
dende 200 bp af pBR322, PyK-promotoren og 100 bp af 5'-
region af HBsAg-~genet) blev isoleret. Dette 1200 bp SphI-
XbaI-fragment blev ligeret til et 1070 bp XbalI-SphI-frag-
ment (isoleret fra pHBS-56) indeholdende 3'-enden af
HBsAg-genet og ADH-l-terminatoren. Efter omsatning med
Sphl isoleredes et SphI-SphI 2300 bp-fragment (kassette)
indeholdende PyK-promotor, HBsAg-gen og ADH-l-terminator.
Dette kassette-fragment blev klonet i pHBS-56, som forud
var omsat med SphI. Gar-~udtrykkelsesplasmid pHBS-56 PyK
blev opndet. Dette plasmid blev anvendt til at transfor-
mere garstammen AB102 (se eksempel 2) eller stammen 2150-

2-3 (se eksempel 2).

EKSEMPEL 4

Syntese af HBsAg i ger under PyK-promotor-kontrol

100 ml Kulturer af stammen AB102, indeholdende plasmid
pHBS-56 PyK blev dyrket til optisk tathed ved 650 nm af
1-2. Cellefrit lysat blev fremstillet ved omrering med
glaskugler og fjernelse af celle-debris ved centrifuge-
ring. HBsAg blev malt ved Abbott Ausriall radioimmunopro-
ver, og protein-koncentrationen blev bestemt ved Coomas-
sie-blat-bindingsmetoden. Resultaterne fremgdr af tabel
2. De viser, at PyK-promotor er mindst to gange mere ef-
fektiv end ADH-l-promotor for udtrykkelse af proteinpro-
duktet i gear.

Tilsvarende resultater blev opndet ved at benytte gar-
stammen 2150-2-3 i stedet for stammen AB102 og i ovrigt

gentage eksempel 4.
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I
|TABEL 1: Syntese af HBsSAG i ger
l

I
| (a) fra pHBS-56 (kontrol, ADH-I promotor)

I Spec.

|Exp# sAg protein aktivitet

| (ng/ml) (mg/ml) (ngsAg/mg protein)
|

| 8,2 24 0,34

[ 7,2 24 0,32

| 4,7 27 0,23

I

| (b) fra pHBS-56 PyK (PyK-promotor)

I Spec.

|Exp# SAq protein aktivitet

| (ug/ml) (mg/ml) (ngsAg/mg protein)
|

| 1 18 2,5 0, 68

|2 10,6 22 0,48

| 3 15,2 27 0,56

L

s —— A— —— — — —— ——— — — — — — St — o— — ——t— o— o—

L

Tilsvarende resultater blev opnadet ved at benytte gar-
stammen 2150-2-3 i stedet for stammen AB102 og i evrigt

gentage eksempel 4.
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Patentkravw

— - ——- —— - W = ——— -

1. Vektor for udtrykkelse i ger, bestdende af et fremmed
DNA-segment, der er under kontrol af en ger-pyrodruesyre-
kinasepromotor, K end e t e gn e t ved, at segmentet
er orienteret korrekt for transscription og har farre end
tre codoner fra gar-pyrodruesyre-kinase ved 5'-enden af
det navnte fremmede DNA, som koder for hepatitis B

overfladeantigen eller en del deraf.

2. Vektor ifelge krav l, k ende tegnet ved, at
den omfatter en terminator, knyttet til 3'-enden af seg-

mentet med fremmed DNA.

3. Vektor ifelge krav 1, Xk end e t e gnet ved, at
den omfatter gar 2 micron plasmid-DNA eller en del deraf.

4. Plasmid pHBS-56 PyK, der har ATCC nummer 20666.

5. Fremgangsmade til udtrykkelse af et DNA-kodningsseg-

ment i ger, kendetegnet ved,

{a) at kodningssegmentet indsattes i en gar-udtryk-
kelsesvektor, hvilken vektor omfatter et DNA-segment, som
indeholder gar-pyrodruesyre-kinase-promotor, der  har
ferre end tre codoner fra 5'-enden af gar-pyrodruesyre-
kinase, hvilken promotor er knyttet til 5'-enden af det
indsatte DNA-kodningssegment og saledes orienteret, at
transscriptionen, der initieres i den navnte promotor,
omfatter kodningssegmentet, sdledes at der opstar en
kodningssegment-udtrykkelsesvektor, hvori DNA-segmentet
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koder for hepatitis B overfladeantigen eller en del

deraf.

(b) at gercellerne med kodningssegment-udtrykkelses-

vektoren transformeres.

6. Fremgangsmdde ifelge krav 5, Xk e n d e t e gne t
ved, at gar-udtrykkelsesvektoren yderligere omfatter en
terminator, der er knyttet til 3'-enden af det indsatte
DNA-kodningssegment.

7. Fremgangsmidde ifelge krav 5, x end e t e gn et
ved, at gar-udtrykkelsesvektoren yderligere omfatter en
bakteriecelle-replikation og er i stand til at replikere

1 en bakteriecelle.

8. Fremgangsmade ifelge krav 6, k end e t e gn et
ved, at den navnte terminator omfatter alkohol-dehydroge-

nase I terminator fra ger.

9. Fremgangsméde ifelge krav 6, k end e t e g n e t
ved, at den navnte terminator bestdr af PyK-terminator
fra gar.
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strukturen for gar-udtrykkelsesplasmid indeholdende PyK-promotor-

region
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