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In der Gentechnologie
Ist die Neukombination
unterschiedlicher DNA-
Molekdle wichtig.

Das Verknupfen von DNA-
Molekiilen erledigt das
Enzym ,,DNA-Ligase*
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5-Ende

Die DNA-Ligase verkntpft zwel DNA-Molekdle
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E. coli DNA-LIigase

Die DNA-Ligasen sind in der Lage, Phospho-
diesterbindungen zu kntpfen. Sie brauchen dafC
Energie, die entweder durch ATP oder NAD+

geliefert wird
| Awe |



Die DNA-Ligase schlieBt nur ,,nicks™
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Die DNA-Ligase schlief3t nur ,,nicks™
5- 3




Substrate der
verschiedenen
Ligasen
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Bel1 der Ligation entstehen nicht nur die
gewiinschten rekombinanten Molekiile

Plasmid pBR 322 Stuger-DNA
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Selekiion: Mihrboden mit d | e
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linsertions-Inaktivierung) M Telracyclin




Wie kann man die Ligationsreaktion in die
gewunsche Richtung treiben?

Vektor und Integrat-DNA werden mit je zwei R-Enzymen
geschnitten, so dass jewells ein Molekiil inkompatible Enden hat

Die Vektor - DNA wird mit Hilfe von Phosphatase dephosphoryliert,
so dass der Vektor nicht rezirkularisieren kann

Die Konzentrationen von Vektor- und Integrat-DNA werden so,
gewihlt, dass tiberwiegend bimolekulare Reaktion erfolgt



Phosphatase-Behandlung
verhindert die Religation des Vektors

(Ps 3-OH
HO-3:
I Behandlung mit Phosphatase
HO-5' 3-OH
HO-3" 5'-0OH
@5' 3-0H
HO-3' 5(P)

nur mit Integrat-DNA kann eine Ligation erfolgen!



Asymmetrische Restriktion von
Vektor und Integrat-DNA

AATT

GGCC

CCGG

AATT
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Funktionen der Vektor DNA

Sorgt fur Replikation in der Wirtszelle
Stellt selektierbare Markergene bereit

Hat Vielzweck-Klonierungsstelle

Tragt Signalsequenzen fur Genexpression

Verschiedenste Modifikationen fur
spezielle Anwendungen (z. B. ,Shuttle”
zwischen Pro- und Eukaryoten; Elemente
far kinstl. Chromosomen)



Entscheidend fur den Erfolg in der
Gentechnologie 1st die Wahl des
geeigneten Vektors

Cloning Vectors

+ Plasmid

» Phage

« Cosmid

+ Yeast Artificial Chromosomes

* Bacterial and Phage Artificial
Chromosomes

* Human Artificial Chromosomes




Typische Vektoren besitzen einen Replikationsorigin,
selektierbare Marker-Gene und eine multiple Klonierungsstelle



Typische Vektoren besitzen einen Replikationsorigin,
selektierbare Marker-Gene und eine multiple Klonierungsstelle

Marker-Gene sind wichtig fir die Selektion
der gentechnisch veranderten Zellen

* Antibiotika-Resistenz

* [3-Galactosidase

* LUX-gene/Luciferase

* fluoreszierende Proteine
* Auxotrophie

* Suizid-Gene

* Augenfarbe

* (bei1 Drosophila)

Figure 1. Bright fluorescence of DsRed and GFP,



Inzwischen gibt es die verschiedensten
Farbvariationen als Marker oder Reportergene
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Figure 1 Excitation and emission spectra for new RFP variants. Spectra are normalized to the excitation and emission peak for each protein. (a,b) Excitation
(a) and emission (b) curves are shown as solid or dashed lines for monomeric variants and as a dotted line for dTomato and tdTomato, with colors
corresponding to the celor of each variant. (c,d) Purified proteins (from left to right, mHoneydew, mBanana, mOrange, tdTomato, mTangerine, mStrawberry,
and mCherry) are shown in visible light (c) and fluorescence (d). The fluorescence image is a composite of several images with excitation ranging from

480 nm to 560 nm.
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Plasmide als Vektoren

Plasmide sind extrachromosomale,
autonom replizierende,

meist zirkulare DNA-Molekdle,

die naturlicherweise In vielen
Bakterien vorkommen



E. coli DNA



Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
Plasmids in der Zustandsform
,supercoiled“(rechts) bzw. ,relaxed circle® (links)

http://www.gen.cam.ac.uk/Images/summers/plasmids.jpg



Tn10

z.B. Resistenzplasmide

Resistance-transferring segment

aus Weaver/Hedrick



Eigenschaften einiger natirlicher
Plasmide

Table 4.2 Properties of some conjugative and non-conjugative plasmids of
Gram-negative organisms

No. of plasmid
coples/chromosome

Plasmid Size (MDa) Conjugalive equivalent Phenolype

Col E1 4,2 No 10-15 Col ET1'produclion

RSF 1030 5.6 No 20-40 Ampicillin resistance

clo DF13 6 No 0 - - Cloacin produclion

REK 25 Yes _ 13-38 Ampicillin and streplomycin
' resislance |

i 62 Yes =2 : —

RI 62.5 Yes 3-6 Multiple drug resislance

Ent P 307 65 Yes 1-3 Enterotoxin produclion



ColE1-Ursprung unzihliger
Plasmid-Vektoren

oriVv

oriT

rom

colET, imm: genes for production of, and immunity te,colicin E1

mob :.codes for nuclease required for mobilisation

rem codes for protein required for effective control of copy number
oritT origin of conjugal transfer

oriV :origin of replication



Vektoren der |
pUC-Serie, die |
erfolgreichsten | Zoce
Vektoren aller °
Zeiten

b2 TEM-1

- TnZ? |:] ColE1 - M13mp18 - £ cefilac operon



Multi-cloning site

pUC18/19
(2,686 bp)

puUC18
85— lacZ 399
5—GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC—3"

EcoR | ni BamH | Pst | Hind 1I
Sacl 1P Smal Xba 1 , Sphl :
Xma | Sal | Sse8387 |
Acc|
puUC19 Hinc I
452‘ — facs 393

5' GGGAAGGTTGGATGGC TGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCC GGGTAGGGAGGTGGAATTG 3

Hind I Pst | BamH | Kon | EcoR |
" Sph | | Xba o smal P Sacl e

Sal | Xmal

I
Sse8387 | Acc |
Hine |l




Plasmide als Vektoren

Der Replikationsursprung
bestimmt die Art der Replikation

ColE1- ori:

relaxierte Replikation —— multicopy Plasmide

F-Plasmid - ori:
Stringente Replikation —» ,,single copy* Plasmide

f1-Phagen - ori:
Einzelstrang Replikation —» »single strand* Phagen



Vektor zur Klonierung von PCR-
Produkten

Xmn | 2009

MNae |
Scal 1890 i

2707
f1 ori

pGEM®-T Easy lacZ
Vector T 1
(3015bp)

Amp

7 1

Apal
gat [l
hl
Eﬁrf |
Neol
BstZ |
Mot |
Sacll

1 start

14
20
26
31
37
43
43
49
82

64

147 IVADSGA

1. Add PCR
praoduct
to T-Vector. l
2. Add Mew
2X Rapid
Ligation
Buffer and
I T4 DNA Ligase
3. Incubate
1 hour. 4. Transform
Competent
Cells.



Eigenschaften einiger PCR-

Polymerasen

Table 1. Comparison of PCR Product Properties for Some Thermostable DNA

Taq/

Characteristic AmpliTag®

Resulting DNA ends

5°®3" exonuclease
Activity

3’®5" exonuclease
activity

N.A.: not available

Polymerases.

VentR®/
TAl Tth

>95% >95%

3A 3 A
Yes Yes
No No

Deep
(Tli)

Blunt

No

Yes

VentR® Pfu Pwo

Blunt Blunt

No No No

Yes Yes Yes



Fir die Expression fremder Gene gibt es spezielle Expressionsvektoren mit
Signalsequenzen fur die korrekte Transkription und Translation in Bakterien

Vielzweck-
klonierungs-
schnittstelle

Terminator

Ribosomen-
bindungsstelle

-

induzierbarer
Promotor/
Operator

Expressions-
vektor




Plasmidvektoren, zur Expression von Fremdgenen

Konstruktion eines Expressionsvektors
(Schematischer Ablauf)

Vektor Regler

Signale fir Selektion Steuerelemente aus
und Replikation Wirtsorganismus
Plasmid pBR 322 E.coli K 12

Uberproduzent

Wirtszelle mit
Expressionsvektor
fOr Human-insulin




Komponenten eines bakteriellen
Expressionsvektors

Kinstliche Promotoren verstarken
die Expression

-35 Region -10 Region
—— : ! 10111
ook FTOACAl 1 s l8d RUTIIIRY TATAATF.
lac GGCITTTACA CTTTATGCTTCCGGCTCG TATATTGT
trp CTGITTGACA|ATTAATCAT CGAACTAG&TTAACT G
AP, GTGTTGACA|TAAATACCA CTGGCGGT GATACTGA
rec A CACITTGATA|ICTGTATGAA GCATACAG[TATAATTG
tac | CTGTTGACAIATTAATCAT CGGCTCG|[TATAAT }){4’,\(41
tac Il CTGHG_&Cﬁ.ATTAATCAT CGAACTAG TTTAﬂE

\bb. 2.70 Nucleotid-Sequenz der -10- und -35-Regionen von vier natlrlichen Promotoren und
wei Hybrid-Promotoren



Komponenten eines bakteriellen
Expressionsvektors

UAAGGAGGU

Die Shine-Dalgarno-Sequenz am

Anfang der mRNA 1st notwendig,

um die Ribosomenbindung an die
MRNA zu ermoglichen



GENE FUSION SYSTEMS

|
Bakterielle
EXpreSSIOn fusion protein
: - ) O
T TE T T TR TR T r
Zur schnellen
Reinigung des
exprimierten
Proteins dienen
Fusionskonstrukte Puriied
L 8
e f S




Expression von Fusionsproteinen
mit sog. ,His-tag”

PT5 - Jloc O loc O RBS | A1GH R MCS m
l

!
:

TAG yme
p2E-1
3.5kb

Ced E1

Gel
Bead

!

Metal-Chelate

niw €= Arm

Apply Protein
Mixture to
Gel

@

!

2

Wash away
non-bound
Proteins

Change pH
to Elute
Bound Protein
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FLAG Strategy
for Protein Expression, Detection and Purification

»wFlag“-Vektoren dienen der %fl
Expression und schnellen
Reinigung von Fusions-
Proteinen in Bakterien
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Suizidvektoren bringen alle Zellen um,
die nicht gentechnisch verandert sind |

* There are two
Nsil sites in

the multiple
cloning site.

ccd 8 ~Gen = conkolled ced oleatie :
(Dnnckihon oer z,jm‘o-m.m.'nw aer Cyrme)




,Gateway“-Klonierungssystem

DA fragments from:

| Restriction Endenuclease |
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,Gateway“-Klonierungssystem

_Km"
H‘"Entr Elnn§
L1 LZ
H]TIH
Entry GunL/.
L1 L2
A
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XPressio

PCR Product A‘"‘\
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,,Gateway Klonlerungssystem

‘ Entry Einrri_r/" ‘ I:Iesllnatmn Vector '\

LA CLONASE™
Ap® Km*
" ‘i:pres&iun EEFE_,/:' + I EII'_-.r*Frﬂdu[:l'___‘___/.
B1 B2 P1

Transform £, colf and Combining L x R
select Ap® transformants | gives B and P

w=s

»80-99% correct clones




,Gateway“-Klonierungssystem
GATEWAY SYSTEM

RE RE Bl B2
—[EPHE— iR

FCR Product
L1 i}j ‘/2 L2 i

P1 P2
C HoedBj e _|:|Et|d.ﬂ|j =
100 bp 100 bp 200 bp 200 bp
Entry Clone Donor Clone
kP kmP
g-" L1 L2

L Heened 5 BF C lanadg {ni + HF)

100 bp 100 bp Eﬂmlnjﬁ'ﬂ

Entry Clone

kmP
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O FeedBg 4 cdBH 5
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By-product =5 Destination “ector
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Vektoren auf der Basis von
Bakteriophagen

M13/f1-Phage
A—Phage
P1-Phage




Bakteriophage- M 13

IS




Replikation M13-Bakteriophage

replication
host (bi-directional

ENZVINEs orL) ©
- -

ntecting duplex DNA
8 viral replicative
E:,E’ﬂ":"l“& fl:ll'll'l g'El].'E II
mcks +
gene IT mcks rolling atrand

completed circle Y

© + stramd replication
@ cireularization

of completed
+ strand




I. Grundprinzipien der DNA-Klonrung

a. pEMBLE

gehaufe Restrikliorsgtoben
[siahn Abb 8 4a)

Konstruktion | oo

. | } von M13
CINes © g e i
Phagemids =

PEMBLE-Vekior

7N
| |
I\_ '/Il
— P
‘/ "\' { A\

( ]\ ,
\ //l '\.,.'___J.
M r,.—/ =" sinzelstrangige Molekile
wen pEMBLE

e

pEMBLE- Phagenpartikal”



Ssp I 19
2850

Xmn 1 2645
Sca 1 2526
: Pvu I 500

Bluescript, ez pro 1 529

elll BssH II 619

Sac I 657
5 pBluescript 1I KS +

klassisches phagemid vector om 1 756

Phagemid )

Pvu 1I 977

Sap 1 1037

Afl TII 1133

United States Patent 6803230
Inventors:
Bowdish, Katherine S. (Del Mar, CA)
Fredrickson, Shana (Solana Beach, CA)
Wild, Martha (Solana Beach, CA)

FIG. 1

T'?U

3}



Bakteriophage A
Genkarte

© ]
c
g 8 :
g £ 5
d 2 EE
k=) - .
5 8 § §
5 § g 2
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5 § ¢ §3
Bausteine und Aufbau Regionb2 & g 3 g8
des Capsids (nicht lebens- < 14 o & 3
f e 1 wichtig) ———— ——— " M4
AWBC DEFZUNGTHM LK J it xis exo cf Ndeo OP Q SR
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2.9 Die Genkarte von A. Eingetragen sind die Positionen der wichtigsten Gene und die Funktio-
nen der Gengruppen.



Bakteriophage |

A

Infektion und
Replikation

8. i-DNA In gestreckter Form

cos-site
CCOHCCGCTGRA

GGGCGGCGACTT
cos-site

a. J-DNA in Ringform
oos-Stelle

O

c. Repiikation und Verpackung der i-DNA

ey

Zusarmmenoau nauer Phagenpartikel



Bakteriophage A

Integrationsvektoren

Ao




Substitutionsvektoren

Linker Arm Stuffer" Rechter Arm
Integrat
J Ligation




Lambda gt10/11

The Lambda gt11 Vector
o Predigested with fcolt |
 For construction of cOMNA libraries

Ecof |

o Map of Lambda gt11 Vector

CLONING CAPACITY Capacity ol 7.2 kb




[Lambda EMBIL.3/4

BamH |
EcoR |
EcoR |
BamH |

NcrocllOPQRS

2t i g e ) s
L LYl oy s « LN ISC=




[Lambda
EMBIL3/4

Durch Doppelverdau mit
Sall und EcoRI erhalten die
Arme andere Enden als das
zentrale Fragment
(,,stuffer*), so dass eine
Religation des Vektors sehr
unwahrscheinlich ist,
insbesondere wenn die
Linker durch Fallung aus
dem Gemisch entfernt
werden

Sal Bam Eco

Eco Bam Sal

Linker Arm

LStuffer”

Rechter Arm

Sal Bam Eco

Verdau mit Sal | + Eco

Eco Bam Sal

[es

093

v

[es

093

Fallen mit Isopropanol

Integrat

es
[es

[es
es

093

093




Lambda Zap:

Moderne Vektoren

Mit Phagen und Plasmid-
eigenschaften

T3 T7
e
peMV- ; ; ;
A J Seript- att int xis  (nin5)
il EX

Lambda ZAP-CMV vector
1 Construct DNA library

T3 DNA insert T7
peMV- ; : :
A J Script- att int xis  (nin5)
il EX

1 in vivo excision

T3 DNAinsert T7

G

pCMV-Seript-EX

mammiakian expression vecior



[Lambda -
,,shuttle*
Expressions
vektoren

Sac e Bst X | Sac |le Not|e Srf | BamH | Pst e FcoR |8 FooR Ve
Hind [ll® Bsp106 | Clale Acc e Sal |8 Xho | Apa e Kpn |

t3

pCMV-Script-EX

mammalian expression vector

I—) insert ATG

Nbe 1 S Inser![lm,,,*
. L V40 3' splice si
: e ‘"f_, Saci\n 7 Kpn1, I s it
eukaryotic promoter | /acpromoter i i |
= . : g
| e consensus 5' splice site V40 polyadenylation site
I prokaryotic transcription

b
eukaryolic transcription




Cosmid Vectors

Cosmide,
Plasmide, die wie
Bakteriophagen
in die Zellen
eingeschleust
werden

SuperCos
cosmid vector

BamH |
i
Not |
EcoR |

EcoR |
Not|
13}
BamH |
17t

pWE15
cosmid vector




Spezialvektoren fur

,,Exontrapping‘

exon \
non-functional \
phosphatase 2

RSV LTR
 promoter

88 — bacterlal orl

-----
|||||
-----
.....

......
nnnnn
.....

e
aaaaaaaa
......
-------
o o
........
---------
..............
.............
............
.........




' Spezialvektdren fur
,,Exontrapping*

I.) Cloning into the Exontrap vector, pET01

. ' s e
S .
1 N i
——————————— R T
T
Sl Tl Taa
—eeeeee) L I
1 T T

-restriction enzyme cut
and ligation ‘

-transformation into E.coli.,
miniprep, DNA analysis




——4——Short Arm

pac loxP + e
Ad-2 Stuffer Insert DNA
ey

Pl and Plasmid
Repiicons; xan”, loxt

Ligate
Long Arm
F1 and Plasmid
poc [oxP Insert DNA Replicons; kas’, loxP Ad-2 StufTer
l 115 kb

. Pac extract cleaves at pac site and
e Or . inserts DNA inta P1 heads. I P1 Heads

Tails are attached.

and Tails

PAC:
P1 artificial R

hm! strain and inject DNA
into cre* host u:!I

chromosome |
. j
é -C-co

Cre recombinase protein circularizes injected DNA at the loxP sites, DNA replicates
using piasmid replicon. Plasmid copy¥ number {5 (ncreased by [Induction
of P1 lytic replicon.




BAC-Vektoren
bacterial artificial chromosomes*



MOT 11436
BRI
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AFALL 5012
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THNTFATT
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11490 bp

T
‘a\ MLUL (27900
wSACI [2800)
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LACZ' T7 promotor (100.0%) BamH] (355)
M13u (100.0%]
Sphl (383)

Hindlll (385)
SP6 promotor (100.0%)
M13r (100.0%)
Sfil (641)
Srfl (641)

Hpal (6998 Nan (147
parC AspEl (6855

Apal (6341 Scal (795)
CM(R)
Spel (6091
arB
P pBeloBAC11
7507 bp
// Xhol (2382)
SnaBl (5000} sl 2545,

parA
e

BsrGl (3149)
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Fig. 1 Basic functional elements of linear chromosomes.

L aus: Rosenfeld, M.: Human artificial chromosomes get real; Nature Genetics 15(4), pp 333-335 L




Y ACs = Yeast Artificial Chromosomes

Source DNA

Vector arm WV Vector arm
TRP1 CEN4 W\ NV\NWV\J
W\ W \v/

VN ANANANANAN
= Am VAV aVaVaYaVEvVe Ve Vel TEL

Large inserts of DNA are ligated between vector arms to form a YAC (from Ref. 1). The arms end in telomere sequances and contain
centromeres (CEN). replication origins (ARS) and selectable markers (here, TRPT and URAJ) to stabilize the YACs in yeast. A source DNA
fragment is ligated between two arms 1o form a YAC. The original vectors' also contained a suppressor tRNA (which, because it was split by
the insert, allowed YAC colonies to be recognized) and pBR322 sequences to facilitate mapping and recovery of one end of the insert as a

plasmid in E. coli (see Panel 2b). Note that this and other diagrams here are not.1o scalé: the arms total about 10 kb, the insert hundreds of kb.




" YACs = Yeast Artificial Chromosomes
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Mit Y ACs kann man schnell die
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Y ACs konnen fur homologe
Rekombination verwendet werden

6 GENE THERAPY/HOMOLOGOUS RECOMBINATION

Wild-type gene

X X

: _/—-ﬁ,k Mammalian
e - chromasome

Mutant gene
In principle, YACs could be used to provide an unafiected hemologue to celfls carrying a mutant gene asscciated with a disease. Repair of

the mutant aliele by homeoicgous recombination remains a distam possibility, but might be favored by the large size of the homologous region and
possibly by selectable markers, positive in the insert DNA (+) and negative in the vector arm (-) (see accompanying article'? and Ref. 15)




Y ACs konnen fur éﬁfmryotische

Expression eingesetzt werden

5 GENE EXPRESSION STUDIES

ek LIRA3

X
X

MNeo

.\'m‘? I + -

YACs can be large enocugh to contain genes longer than 200 kb, intact and in their normal context. When introduced into mammalian cells, for
example by spheropiast fusion they can be expressed into products seen after 1-2 days (transient expression) or after selection of cloned stable
transformants. YAC vectors may be designed so that they contain markers selectable in mammalian calis {a.g. the Nec” gene conferring G418
resistance), or existing YACs may be fitted with such markers by homologous recombination: in the example shown above, a DNA fragment

carrying the Neaf gehe and portions of the URA3 gene recombines with an existing YAC, yielding a new YAC that has a split URAJ gena and
has gained NeoR (adapted from B. Eliceiri af al, work in progress).




Vektoren, die fremde DNA 1n die
Chromosomen der Keimzellen einschleusen
konnen, gibt es nur wenige

Transposons und Retroviren sind
genetische Elemente, die sich gezielt in die
chromosomale DNA der Wirtszelle

einschleichen konnen




P-Elemente sind
aktive
Transposons bei
Drosophila
melanogaster und
verursachen
,,Hybrid-
dysgenesis

Hybrid
appears
normal,
but is
sterile

are normal

figure 33.21

Hybrid dysgenesis is asymmetrical; it is induced by P male x
Il.llv:male*: crosses, but not by M male x P female crosses.



P-Elemente sind Transposons bei D. melanogaster,
die eine Keimbahn-spezifisch aktive Transposase exprimieren

Figure 33.22

The P element has four exons. The first three are spliced
together in somatic expression; all four are spliced together in
germ line expression.

Intron3

p element @

Short RNA 5 U PR RIS,
Long RNA LR - - S T AR |

Somatic
mRNA TR PR TR H TR 1

66,000 dalton protein > naktiv

Germline
mRNA TR G e

87,000 dalton transposases > aktiv
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P-Elemente
sind extrem
nutzlich zum
Studium der
Genfunktion
z. B. beim
Nachweis von
Enhancer-
Elementen

~Enhancertrap*“-Methode

Bakieriolle DNA

Reporier-Gen Drosophile white-Gen

24
% % zB. lacZ
g5
a
|Bakdtermller Antell: Plaamid-DNA mit Raplikations-
ursprung, Antibiotika-Resistenzgen und
Rastrikticnsschnittstallen
Drasaphiia-P-Blement Promolor
Aegponer-Gen: Gen fir B~Galactosidase, durch
Farbreaktion lekcht nachwessbar
Transfer in
Drasophila white-Gen:- Markargan, verlht transganaer Fliegs
. rote Augsn
=P P-Element Invered repeats’, Signalsaquen-
zan 10r Transposase, verantwortiich 10r

Integration und Exzision des Konsirukies

‘transgenes’ Drosophiia-Chromasom mit integrieriam
Enhancar-trap-onstrukt. Der Integrationsort Ist zufallig.

Ty

00 00000000000 000000 AR
“_

Das Enhancar-trap-Konstrukt integrier nahe eines Gens , das
@inen Enhancer besitzt, Der starke Enhancer schaltet das lacZ'-Gan an,
A-Galactosidase wird exprmiart und 1831 sich im Gewebe durch
Blautiroung nachwaisan,



Mit der Enhancer-Trap- gy Fay |
Methode lassen sich sehr A4

spezifisch exprimierte
Gene erkennen

L \ P 44 hedgehog and Segmentation
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PiggyBac-Transposon aus Trichoplusia ni (Schmetterling) funktioniert

in einer grof3en Bandbreite von Organismen inklusive der Maus

H M
PB[Act-RFP]DS

PBIK14-Tyr]

K1a-Tyr

PBIK14-Tyr, Act-RFP] [ i

Act-RFP

4.9 kb

6.5 kb

N 9.1 kb

Act-RFP

K14-Tyr

PBIACt-RFP, MCK-TSC1] 4l

74 )] 14.3 kb

MCK-TSC1

> |

BGH pA

PBase rBG pA

[T >

Act-RFP

B
CMV-PBase I T

CMv
Act-PBase

Act

Prm1i-PBase I [T

Prmi

BG pA

(A) PB domnor constructs. Marker or endogenous genes (shaded boxes with arrows denoting transcription
direction)} driven by various promoters were placed between a pair of PB repeat termini (FBL and PBR.
black arrows). Arrowheads above the termim show the relative positions of primers used for inverse PCE.
Total lengths of the transposons are also indicated. Open boxes represent the plasnud backbone sequences.

M: Mfel. B: BamHI. S: Swal, A: Ascl. H: HindITT

(B) PB transposase helper constructs. The piggyBac transposase gene (PBase) driven by cytomegalovirus
(CMTV), B-actin (Aer), or Protamune 1 (Prml) promoters were followed by either bovine growth hormone

polyvA (BGH pA) or rabbit [i-globin polyA (#BG pA).

Cell Immediate Early Publication
Copynght @2005 by Cell Press

Published Online July 21, 2005
DOI: 10.1016/.cell.2005.07.013



PE Transposon for Mammals
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FVEBINJ PB[K14-Tyr. Act-RFP] CFO-70 FVBI/NJ PB[K14-Tyr, Act-RFP] CFO-T0

Figurs 5. Expressicn of Transgenas in pigoyBac Vectors



