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(57)  Sammendrag

Regulatoriske DNA-sekvenser avledet fra hamster-EF-lo.-
genet. Ekspresjonskonstruksjoner som omfatter det
regulatoriske DNA, vertsceller transformert eller transfektert
med det regulatoriske DNA og fremgangsmater for gkning
av gentranskripsjon ved benyttelse av det regulatoriske
DNA, er ogsa beskrevet. Ekspresjonskonstruksjoner som
omfatter det regulatoriske DNA operativt bundet til
spesifikke gensekvenser, er dessuten ogsa beskrevet.
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Oppfinnelsens bakgrunn

Transkripsjon av ethvert gitt eukaryotisk gen ut-
fores av ett av tre RNA-polymeraseenzymer som hver for seg
virker pa et spesielt undersett av gener. Mens transkripsjon
av store, ribosomale RNA utfe¢res av RNA-polymerasel, og sma,
ribosomale RNA og tRNA transkriberes av RNA-polymeraseIlII,
transkriberes proteinkodende DNA-sekvenser og de fleste sma,
nuklezre RNA, av RNA-polymerasell. For hver gentype fordrer
transkripsjon interaksjon av den passende polymerase med gen-
ets promotorsekvenser og dannelse av et stabilt transkrip-
sjonsinitieringskompleks. Transkripsjon fra enhver av de tre
polymeraser fordrer generelt ogsd interaksjon av noen bin-
dingsfaktorer med promotorsekvensen og gjenkjennelse av bin-~
dingsfaktoren ved hjelp av en andre faktor som derved tillat-
er polymeraseinteraksjon med gensekvensen. Selv om denne me-
kanisme er det minimale krav for transkripsjon med RNA-poly-
merasel og -III, er prosessen som fgrer til transkripsjon med
RNA-polymerasell, mer intrikat.

Antakeligvis pad grunn av den enorme rekke av gense-
kvenser transkribert av RNA-polymeraseII og det faktum at re-
guleringsmgnstrene for disse gener er ytterst wvariable innen
den samme celle og fra celle til celle, pdvirkes transkrip-
sjon av RNA-polymeraselI av binding av et stort antall tran-
skripsjonsfaktorer i initieringskomplekset i tillegg til in-
teraksjonene av andre bindingsproteiner med regulatoriske
DNA-sekvenser andre enn promotoren. Disse andre bindingspro-
teiner kan tjene til & aktivere transkripsjon utover et
grunniva, eller hemme transkripsjon fullstendig. Repressor-
binding kan ogsa bli betraktet som et middel for a forhindre
aktivering pa bakgrunn av observasjoner av at basal tran-
skripsjon i hg¢yere eukaryoter vanligvis er meget lav. AKktive-
ring er pd den annen side vanligvis den siste respons pd et
fysiologisk signal og krever enten fjerning av repressorbin-
dingsproteiner eller endring av kromatinstruktur for & til-
late dannelse av aktivt transkripsjonsinitieringskompleks.

Kjernen i transkripsjonskompleksdannelse og en for-
utsetning for basalnivder av gengkspresjon, er promotorse-
kvensen betegnet "TATA"-boksen som er lokalisert oppstre¢ms
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fra polymerasell-transkripsjonsstartsetet. TATA-boksen er
bindingssetet for en ubikvitar transkripsjonsfaktor betegnet
TFIID, men som nevnt blir transkripsjon fra promotorsekvensen
i de fleste gener sterkt pdvirket av ytterligere regulator-
iske DNA-sekvenser som enten kan forh¢ye eller hemme gentran-
skripsjon. DNA-elementer av denne type, befinner seg 1 vari-
able posisjoner med hensyn til kodingssekvenser 1 et gen og
med hensyn til TATA-boksen. Disse ytterligere transkripsjons-
regulatoriske elementer virker ofte pd en vevs- eller celle-
spesifikk mate.

For ekspresjon av rekombinante proteiner er det
spesielt viktig & utvelge regulatoriske DNA som inkluderer
promotor-TATA-sekvensen og ytterligere regulatoriske elemen-
ter som er forenlige med vertscellens transkripsjonsmaski-
neri. Av denne &rsak er regulatorisk DNA som er endogent for
den valgte vertscelle, vanligvis foretrukket. Alternativt har
det vert meget vellykket & anvende regulatorisk DNA avledet
fra virusgenomsekvenser 1 betraktning av det generelt brede
vertsomrdde av virus og den demonstrerte aktivitet av regula-
torisk virus-DNA i forskjellige celletyper. Vel kjente og ru-
tinemessig anvendte, regulatoriske virus-DNA for rekombinant
proteinekspresjon, inkluderer f.eks. den SV40-tidlige genpro-
motor/enhancer [Dijkema, et al., EMBO J., 4:761 (1985)], Rous
sarkomavirus langt, terminalt gjentakelses-DNA [Gorman, et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 79:6777 (1982b)], bovine
papillomavirusfragmenter [Sarver et al., Mo. Cell. Biol.
1:486 (1981)] og humane cytomegaloviruspromotor/enhancer-
elementer [Boshart et al., Cell 41:521 (1985)]. Til tross for
det brede omradet av celletyper hvor de regulatoriske virus-
DNA er blitt vist & vare funksjonelle, er det mulig at ikke-
viruspromotor/enhancer-DNA-elementer eksisterer som tillater
forhgpyet transkripsjon av rekombinante proteiner i spesifikke
cellelinjer, gjennom mer effektiv anvendelse av vertscellens
transkripsjonsmaskineri.

Det foreligger sdledes et behov i teknikken for &
identifisere promotor/enhancer-regulatoriske DNA-sekvenser
som funksjonerer i homologe og heterologe celletyper for &
¢ke rekombinant proteinekspresjon og tilveiebringe et hgyt
utbytte av et ¢nsket proteinprodukt. Spesielt viktig er beho-
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vet for & identifisere et slikt promotor/enhancer-regulato-
risk DNA som kan benyttes mest effektivt i pattedyrceller for
4 ¢ke produksjon in vitro av rekombinante proteiner som er
glykosylerte pd en mate beslektet med glykosyleringsm¢nstre
som resulterer fra proteinekspresjon in vivo. Proteiner ut-
trykt pd denne méte, og administrert terapeutisk eller profy-
laktisk, har mindre sannsynlighet for & vare antigenet og
stgrre sannsynlighet for 4 vare fysiologisk aktive. Regulato-
riske DNA-sekvenser av denne type kan ogsa innfgyes i verts-
celler for & gke ekspresjon av gener som er endogent for
vertscellen eller gener som tidligere er innfert i genomet
ved hjelp av velkjente og rutinemessig anvendte teknikker.

Oppsummering av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse angdr rensede og isolerte
polynukleotider avledet fra hamsterceller som regulerer gen-
transkripsjon. Polynukleotidene omfatter regulatoriske DNA-
sekvenser 5' for translaterte omrdder av kinesisk hamsterova-
rie EF-la~genet. Det foretrukne DNA ifplge oppfinnelsen er
betegnet CHEFl-regulatorisk DNA og inkluderer ca. 3,7 kb DNA
som strekker seg fra et Spel-restriksjonssete til det initie-
rende metionin(ATG)-kodon av EF-lo-proteinet. Polynukleotid-
er mindre enn 3,7 kb er ogsd omfattet av oppfinnelsen, sé&
lenge som de mindre polynukleotidfragmenter er i stand til &
¢ke transkripsjon av et operativt bundet gen. Aktive fragmen-
ter av DNA ifglge foreliggende oppfinnelse, definert ved ka-
pasiteten til & regulere (dvs. forhgye) gentranskripsjon, kan
lett identifiseres ved hjelp av velkjente og rutinemessig ut-
forte delesjonsstudier. Regulatorisk DNA ifglge oppfinnelsen
inkluderer polynukleotider isolert fra naturlige kilder, slik
som dyrkede celler, sad vel som polynukleotider produsert ved
en enzymatisk eller ren kjemisk syntese. I en utfgrelsesform
tilveiebringer sdledes foreliggende oppfinnelse en fremgangs-
madte for fremstilling av CHEF1-DNA fra et genombibliotek. Al-
ternativt kan DNA konstrueres ved enzymatisk syntese ved
f.eks. anvendelse av polymerasekjedereaksjon (PCR) eller ren
kjemisk syntese, hvori enkle nukleotider tilfg¢res suksessivt
eller overlappende nukleotider hybridiseres og ligeres. DNA-
sekvensen av den mest foretrukne utf¢relsesform er vist i



10

15

20

25

30

35

SEK.ID. NR. 1. Oppfinnelsen omfatter videre DNA-sekvenser som
hybridiserer under stringente betingelser til DNA vist i
SEK.ID. NR.l. Stringente betingelser inkluderer vask ved ca.
65 °C 1 en buffer inneholdende ca. 2 x SSC og ca. 0,1 % SDS
eller ved ekvivalente betingelser.

Oppfinnelsen angdr dessuten plasmid-DNA omfattende
CHEFl-regulatoriske polynukleotider. Plasmider ifglge oppfin-
nelsen kan ogsa inkludere DNA-sekvenser som koder for et pro-
tein av interesse eller et RNA-produkt av interesse, opera-
tivt bundet til CHEFl-polynukleotidsekvensene. Oppfinnelsen
omfatter videre vertsceller transformert, transfektert
og/eller elektroporert med polynukleotider eller plasmider
ifplge oppfinnelsen. Plamid-DNA ifplge oppfinnelsen kan vare
integrert i genomet til vertscellen eller kan eksistere i
cellen i en lukket, sirkular plasmidform. Foretrukne plasmi-
der ifglge oppfinnelsen som er spesielt egnede for innfgyelse
av ¢gnskede DNA-sekvenser, inkluderer plasmider pDEF14 og
pDEF2. Bakterievertsceller transformert med pDEFl14 og pDEF2
ble hhv., deponert 9. april 1997 og 4. mérs 1997, hos the
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, og hhv. tildelt aksesjonsnr. 98389
og 98343.

Oppfinnelsen angdr ogsa linezrt, vektor-DNA omfat-
tende CHEFl-polynukleotider. Vektorer ifglge oppfinnelsen kan
oppnds fra viruskilder eller kan syntetiseres in vitro. Opp-
finnelsen omfatter videre vertsceller transfektert eller
elektroporert med de linezre vektorsekvenser. DNA av denne
type er spesielt anvendelig for ekspresjon av heterologe gen-
sekvenser operativt bundet til CHEF1l-DNA-sekvensene eller for
setedirrigert homolog rekombinasjon hvori CHEFl-sekvenser Kkan
innf¢yes i genomet til en vertscelle for a4 modulere ekspre-
sjon av en operativt bundet sekvens.

Oppfinnelsen tilveiebringer dessuten kimzre, rekom-
binante DNA-molekyler, hvori CHEF1-DNA er operativt bundet
til (dvs. fremmer transkripsjon av) gensekvenser som koder
for et ¢nsket proteinprodukt. Kimzre molekyler er generelt de
som omfatter domener som ikke vanligvis finnes i forbindelse
med en villtypeomgivelse; med foreliggende oppfinnelse kan et
kimert DNA omfatte en del av, eller hele, det CHEFl-regulato-
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riske DNA i forbindelse med en DNA-sekvens annen enn genet
som koder for hamster-EF-lo-protein. Proteinprodukter kodet
for av de kim®re molekyler, inkluderer fysiologisk aktive
proteiner, deler eller subenheter av aktive proteiner, sa vel
som marke¢r- eller rapporte¢rproteiner. Polynukleotidsekvensen
som koder for proteinproduktet, kan vare avledet fra komple-
mentart DNA (cDNA), genomisk DNA, syntetisk DNA eller DNA av-
ledet fra kombinasjoner av molekyler av disse typer. Protein-
produkter kan vare endogene (dvs. vanligvis funnet i CHO-
genomet uten at det er innfe¢rt DNA ved transformasjon, trans-
feksjon eller lignende) for kinesisk hamsterovarie(CHO)cel-
ler. Proteinprodukter kan dessuten vare innkodet av eksogene
kilder, der en eksogen kilde er en annen enn genomet i en
CHO-celle, inkludert f.eks. et syntetisert DNA. Foretrukne
kimere molekyler ifglge oppfinnelsen inkluderer de hvori
CHEF1-DNA er operativt bundet til DNA som koder for: (i) den
tunge - kjede av anti-ICAM3-antistoff ICM3, (ii) den lette
kjede av ICM3, (iii) den tunge kjede av anti-CDll/CDlB-anti-
stoff hu23F2G, (iv) den lette kjede av hu23F2G, (v) kitinase,
(vi) blodplateaktiverende faktor-acetylhydrolase (PAF-AH) og
(vii) makrofagavledet kjemokin (MDC). Bakterievertsceller
transformert med plasmid-DNA omfattende de kimere molekyler,
ble deponert 1. april 1997 hos American Type Culture Collec-
tion og gitt aksesjonsnummeret, hhv. (i) 98381, (ii) 98382,
(iii) 98383, (iv) 98384, (v) 98385, (vi) 98386 og (vii)
98387.

Oppfinnelsen angdr dessuten vertsceller transfor-
mert eller transfektert med CHEF1l-DNA ifplge oppfinnelsen.
Foretrukne vertsceller ifgplge oppfinnelsen er avledet fra
kinesiske hamstere (Cricetulus griseus) hvori det CHEFl-regu-
latoriske DNA vil forventes & tilveiebringe hgye nivaer av
proteinekspresjon. Oppfinnelsen omfatter imidlertid andre
celletyper avledet fra alternative arter, inkludert f.eks.
armeniske hamstere (Cricetulus migratoris) eller syriske
(gull) hamstere (Mesocricetus auratus), sa vel som celle-
typene avledet fra dyr fra andre slekter. Celler kan oppnéas
fra lunge, ovarie, peritoneum, muskel, pankreas, nyre, mela-
nom eller somatiske kilder, sd vel som fra helt foster eller
helt embryo. Vertsceller ifglge oppfinnelsen oppf¢rt ovenfor,
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sd vel som andre celletyper, f.eks. myelomcellelinjer hvori
det CHEFl-regulatoriske DNA vil forventes & tilveiebringe
h¢ye transkripsjonsnivder, kan oppnas fra the American Type
Culture Collection eller alternativt dyrket direkte fra dyre-
kilder.

Rekombinante molekyler if¢lge oppfinnelsen som in-
kluderer CHEFl-regulatorisk DNA, vil tilveiebringe ¢kte ni-
vader av mRNA-ekspresjon av de operabelt bundne, heterologe
(dvs. ikke vanligvis funnet i vertsgenomet der det ikke er
innf¢grt polynukleotider ved transfeksjon, transformasjon
eller lignende) polynukleotider. Avhengig av beskaffenheten
av polynukleotidet bundet til CHEFl-polynukleotidsekvensene,
ville ¢kt transkripsjon til sist fe¢re til forhe¢yede nivaer av
polypeptider, eller ¢kte mengder av forskjellige RNA-typer i
de tilfeller hvor det bundne polynukleotid f.eks. koder for
tRNA, ribosomalt RNA, lite nukleart RNA og lignende. RNA-
typer kan ogsd inkludere anti-sens-RNA komplementazrt med mRNA
transkribert fra en endogen eller eksogen gensekvens. @kt

polypeptidtranslasjon ville ngdvendigvis avhenge av at pas-'

'sende translasjonssignaler var til stede i mRNA.

Oppfinnelsen tilveiebringer dessuten fremgangsmater
for innfgyelse av CHEF1-DNA i spesifikke seter i genomisk DNA
fra vertsceller for a gke transkripsjonsnivder av en endbgen
gensekvens. Homolog rekombinasjon kan benyttes for & innfgye
hele, eller en del av, CHEF1-DNA. I vertsceller modifisert pa
denne mdte, er CHEF1-DNA operabelt bundet til kodende DNA-se-
kvenser. Se f.eks. PCT-s¢gknad nr. WO 94/12650; PCT-s¢knad nr.
WO 92/20808; og PCT nr. WO 91/09955. Oppfinnelsen omfatter
ngdvendigvis endrede genomiske DNA-sekvenser hvori det CHEFl-
regulatoriske DNA er blitt innfeyd.

Oppfinnelsen omfatter alternativt vertsceller hvori
eksogent DNA er innfgyd ved siden av og i en operativ posi-
sjon med hensyn til CHEF1-DNA til stede i genomet. Vertscel-
ler av denne type inkluderer CHO-celler og den innfpyde se-
kvens erstatter enten EF-lo-kodende DNA eller innf¢yes mel-
lom CHEFl-regulatorisk DNA og EF-la-kodende DNA. Oppfinn-
elsen omfatter ogsa vertsceller foruten CHO-celler, hvori
CHEF1-DNA tidligere er blitt innfgyd i genomet og ytterligere
DNA innfgpyes deretter i en operativt bundet posisjon.
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Oppfinnelsen tilveiebringer dessuten fremgangsmater
for ¢kning av transkripsjon av et gnsket gen, omfattende at
det i en vertscelle innfgres et polynukleotid som omfatter en
hamster-EF-loa-regulatorisk sekvens, pd en slik mdte at den
regulatoriske sekvens integreres i det genomiske DNA hos ver-
ten i en operativt bundet posisjon med hensyn til det ¢nskede
gen. Oppfinnelsen omfatter videre en fremgangsmdte for ¢gkning
av transkripsjon av et ¢nsket gen, omfattende at det i en
vertscelle innfgpres et polynukleotid som omfatter en hamster-
EF-lo-regulatorisk sekvens og en mdlsekvens, idet malsekven-
sen er konstruert pd& en mate som tillater integrasjon av de
regulatoriske sekvenser i en posisjon operativt bundet til
det ¢nskede gen som koder for et annet protein enn EF-ld.
Fremgangsmatene ifplge oppfinnelsen inkluderer midler for &
¢ke transkripsjon av gener som er endogene for CHO-celler, sa
vel som midler for & pke transkripsjon av gener som er ekso-
gene for CHO-celler.

Rekombinante molekyler ifgplge oppfinnelsen kan an-
vendes for produksjon av transgene dyr hvori kimart, rekombi-
nant DNA, inkludert CHEF1-DNA operativt bundet til en DNA-se-
kvens av interesse, innfgres i utviklende kimceller eller so-
matiske celler fra et dyr. Kimere, rekombinante molekyler kan
f.eks. innf¢res ved mikroinjeksjon, og nar den utf¢res uten
anvendelse av kimceller, kan cellene i dyret alle inkludere
det rekombinante DNA if¢plge oppfinnelsen. Alternativt kan ki~
mert, rekombinant DNA ifgplge oppfinnelsen innferes i celler
fra et embryo, og mange forskjellige celler i det resulte-
rende dyr, kan inkludere DNA ifglge oppfinnelsen.

CHEF1-DNA er ogsd anvendelig for identifikasjon av
nert beslektede regulatoriske DNA-sekvenser som kan gi okt
genekspresjon over og utover, det som tillates av CHEF1.
Kunnskap om CHEFl-DNA-sekvenser, tillater likeledes konstruk-
sjon av syntetiske DNA, enten fra de novo-syntese eller enkle
eller multiple modifikasjoner av CHEFl-sekvenser, idet de re-
sulterende syntetiske DNA har sekvenser som er lignende
CHEFl, men i stand til a fremme h¢yere nivaer av gentran-
skripsjon.
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Oppfinnelsen vedregrer dermed et renset og isolert
hamster-EF-la-transkripsjonsregulatorisk DNA, kjennetegnet ved
at det er valgt fra:

a) et DNA som omfatter nukleinsyresekvensen ifglge
SEK.ID. NR.1,

b) et DNA som omfatter en del av en nuklein-
syresekvens ifwlge SEK.ID. NR.1l som er i stand til & fremme
transkripsjon av et gen som er operativt bundet til det
regulatoriske DNA,

¢} et DNA som omfatter fra omtrent nukleotid 2114 til
omtrent nukleotid 3656 i polynukleotidet ifelge SEK.ID. NR.1,

d) en hamster-EF-loa-regulatorisk DNA-sekvens pa 11,7
kb i plasmid pDEF14 (ATCC-aksesjonsnummer 98398),

e) et DNA som omfatter nukleinsyresekvensen ifglge
SEK.ID. NR.28,

f) en hamster-regulatorisk DNA-sekvens som
hybridiserer med DNA ifglge SEK.ID. NR.1l ved betingelser som
inkluderer en siste vask ved 65°C i en buffer inneholdende
2XSSC og 0,1 % SDS eller

g) et DNA som omfatter omtrent 1,56 kb 5% i forhold
til ATG-startkodon i SEK.ID. NR.1.

Den angdr ogsd en vertscelle som omfatter DNA ifelge
oppfinnelsen kjennetegnet ved at dette DNA ikke er opererbart
bundet til EF-loa-kodende sekvenser, en vektor som omfatter DNA
ifelge oppfinnelsen, kjennetegnet ved at dette DNA ikke er
opererbart bundet til EF-lo-kodende sekvenser og en
vertscelle, kjennetegnet ved at den er transformert eller
transfektert med vektoren ifglge oppfinnelsen.

I tillegg gjelder oppfinnelsen et kimert polynuk-
leotid, kjennetegnet ved at det omfatter hamster-EF-la-
regulatorisk DNA ifelge oppfinnelsen, opererbart bundet til en
proteinkodende DNA-sekvens, der nevnte proteinkodende DNA-
sekvens koder for et annet protein enn hamster-EF-la, en
vertscelle, kjennetegnet ved at den er transformert eller
transfektert med kimart polynukleotid ifeglge oppfinnelsen og
et ekspresjonsplasmid, kjennetegnet ved at det omfatter det
kimere polynukleotidet ifelge oppfinnelsen.
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Oppfinnelsen gjelder ogsa et plasmid, kjennetegnet
ved at det er pDEF2 (ATCC—aksesjoﬁsnummer 98343), pDEFl4
(ATCC-aksesjonsnummer 98398), pDEFl./ICM3H.2 (ATCC-
aksesjonsnummer 98381), pNEF1/ICM3L.3 (ATCC-aksesjonsnummer
98382), pDEF1/P2GH.1 (ATCC-aksesjonsnummer 98383),
pPNEF1/F2GL.1 (ATCC-aksesjonsnummer 98384),pDEF1/CTN.1 (ATCC-
aksesjonsnummer 98385),pDEF2/HPH.4 (ATCC-aksesjonsnummer
98386)0og pDEF10/MDC.1 (ATCC-aksesjonsnummer 98387)og en
vertcelle transformert med disse plasmidene.

Oppfinnelsen gjelder i tillegg en fremgangsmidte for
gkning av transkripsjon av et gen av interesse i en verts-
celle, kjennetegnet ved at den omfatter integrasjon av et DNA
som omfatter hamster-EF-lo-regulatorisk DNA i genomisk DNA i
vertscellen i en posisjon opererbart bundet til genet av

interesse.
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10

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse er illustrert ved hjelp av
de f¢lgende eksempler. Eksempel 1 beskriver kloning av ham-
ster-EF-la-genet og det beslektede CHEFl-regulatoriske DNA.
Eksempel 2 angar subkloning og sekvensanalyse av den CHEFl-
regulatoriske sekvens. ERsempel 3 viser karakterisering av
CHEF1l-promotorpolynukleotidet og eksempel 4 gir en beskri-
velse av hvordan forskjellige ekspresjonsvektorer som inklu-
derte CHEF1-DNA, ble konstruert. Eksempel 5 beskriver tans-
feksjonsanalyse benyttet for & bestemme effektiviteten av det
CHEFl-regulatoriske DNA. Eksempel 6 beskriver i detalj en
sammenligning mellom ekspresjonsnivder for rekombinant pro-
tein, enten ved anvendelse av det CHEFl-regulatoriske DNA
eller cytomegalovirus(CMV)-promotoren. Eksempel 7 er en un-
dersgpkelse som viser forskjeller i regulatorisk kapasitet av
CHEF1-DNA med forskjellige lengder.

Eksempel 1
Kloning av CHEFl

Et kinesisk hamsterovarie-genomisk DNA-bibliotek
(CHO-K1) (Stratagene, La Jolla, CA) ble screenet med cDNA som
koder for humant EF-1d, i et forsgk pa 4 isolere en hamster-
homolog til det humane EF-la-gen.

CHO-Kl-biblioteket, en partiell Sau3A-spaltning i
lambda FIXII-Kkloningsvektor, ble anskaffet fra Stratagene (La
Jolla, CA) i vertscellestammer XL-1-Blu MRA og XL1l-Blu MRA
(P2). Vertscellene ble preparat i overensstemmelse med produ-
sentens foreslatte protokoll med de fplgende modifikasjoner.

Kort beskrevet ble celler fra glycerolkolonier
streket pa LB-plater som ikke inneholdt antibiotika. Enkle
kolonier ble utvalgt for inokulering av flytende LB-medium og
dyrket til sen log-fase og en 0Dy pd ca. 0,9. Ved dette
punkt ble cellene enten lagret i overensstemmelse med fabri-
kantens foreslatte protokoll eller anvendt umiddelbart som
beskrevet nedenfor.

Ved preparering av kulturer for utspredning ble
enkeltkolonier utplukket fra plater preparert som beskrevet
ovenfor, anvendt for inokulering og cellene ble dyrket i
50 ml LB-medium supplert med 0,5 ml1 1 M MgSO, og 1 ml 10 %
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maltose i deionisert vann. Etter dyrkning over natten ved

30 °C ble cellene innh¢stet ved sentrifugering i en bordsen-
trifuge (2 000 rpm i 5 min ved romtemperatur) og resuspendert
i 10 MgSO, ved en ODg P& O,5.

Lambda-fag, levert av produsenten, ble fortynnet i
SM-buffer (preparert til 1 liter staml¢sning inneholdende
5,8 g NaCl1, 2,0 g MgSO,H,0, 50 ml 1 M Tris-HCl, pH 7,5 og
5 ml 2% [vekt/volum] gelatin) i et omrdde fra 10 til 10°
ganger, og 2 pl av hver fortynning ble tilsatt til 400 pl
vertsceller i 10 mM MgSO, (ODgo = 0,5). Den resulterende
blanding ble inkubert i 15 min ved 37 °C for & tillate bind-
ing av fag til cellene, toppagar (0,75 % LBM-agarose ved
48 °C) ble tilsatt og hver blanding ble utstedt in duplo pa
LBM-agaroseplater. Resultatene indikerte et titer pa 3 x 10°¢
plakkdannende enheter (pfu)/ul fagle¢sning.

Friske vertsceller ble preparert som beskrevet
ovenfor, f¢r screening av biblioteket. Ca. 50 000 fag-pfu ble
tilsatt til 600 pl vertsceller (ved ODgio * 0,5) med 6,5 ml
0,75 % LBM-agarose ved 48 °C. Blandingen ble utspredt péa
agaroseplater som deretter ble inkubert i ca. 8 t ved 37 °C.
Platene ble deretter avkjplt 1 5 t ved 4 °C for & forhindre
at toppagarosen klebet seg til overlagene av nitrocellulose.
Membraner, BA-85, 0,45 um porest¢rrelse, (S + S, Keene, NH)
ble plassert over platene og overfgringen ble fortsatt i
2 min. Membranene ble fjernet fra platene og det overfgrte
DNA ble denaturert i 1,5 M NaCl/0,5 M NaOH i 2 min. Filteret
ble ne¢ytralisert 1 5 min i 1,5 M NaCl1/1,0 M Tris-HC1l
({pH 8,0), blottet pa Whatman 3-MM papir og bakt under wvakuum
ved 80 °C i ca. 1,5 til 2 t.

En human EF-lo-cDNA-sekvens [Uetsuki et al., J.

Biol. Chem. 264:5791-5798 (1989)], tidligere vist & vare 95 %

identisk med kodingsomrddet i CHO-EF-la [Hayashi et al., J.
Biochem. 106:560-563, 1989], ble anvendt som en probe for
bibliotekscreening og preparat som beskrevet nedenfor. Den
1,4 kb humane EF-lo-probe stammet fra plasmid M0107, en
pRc/CMV(Invitrogen, San Diego, CA)-vektor inneholdende humant
EF-la innfgyd i et EcoRl-sete. For f¢rst & bekrefte at plas-
mid M0107 inneholdt det forventede humane cDNA, ble innfgyd
DNA sekvensert med 3'- og 5'~vektorprimere.
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94-17 AGGCACAGTCGAGGCTGATC (SEK.ID. NR. 2)
94-18 TTCCAGGGTCAAGGAAGGCA (SEK.ID. NR. 3)

De forste 263 bp av innfgyelsen viste mer enn 90 %
identitet med den publiserte, humane EF-la-kodingssekvens,
og selv om sekvensen i 3'-enden var vanskelig & bestemme ngy-
aktig, kunne smd strekninger oppstilles pa linje med den for-
ventede sekvens. Kombinert indikerte disse oppstillinger
plasmidet der den gnskede sekvens var innkodet.

Hele den humane innf¢yelse ble fjernet fra plasmid
ved EcoRI-spaltning og et cDNA-b&nd pd 1,4 kb ble gelrenset
to ganger ved anvendelse av QIAGEN QIAquick gelekstraksjons-
sett i overensstemmelse med produsentens foresldtte proto-
koll. DNA ble eluert i 50 pl TE, den resulterende l¢sning ble
konsentrert i en mikrokon-10 (Amicon, Beverly, MA) til 25 ul,
og en aliguot ble merket med *?P-0-dTTP og *’P-a-dCTP ved an-
vendelse av et Boehringer Mannheim Random Primed DNA-merk-
ingssett i overensstemmelse med produsentens foreslatte pro-
tokoll. Merket probe ble renset ved anvendelse av en G50-
spinnkolonne for & fjerne uinkorporerte nukleotider og sam-
menligning mellom renset probe og aliquoten f¢r sentrifuge-
ring viste 46 % inkorporering av den radioaktive marke¢r med
tellinger pd 5 x 10° cpm/min/pl.

Nitrocellulosemembranene preparert som beskrevet
ovenfor, ble probet som fgplger. Det ble preparert en prehy-
bridisering/hybridiseringsstambufferl¢sning som inkluderte
22,5 ml 20 X SsC, 30,0 ml 50 X Denhardt's l¢sning, 3,0 ml 1 M
fosfatbuffer (pH 6,8) (69 ml 1 M NaH,PO,, 31 ml 1 M Na,HPO,),
0,75 ml 20 % SDS og 78,75 ml dH,0. For prehybridisering ble
1,4 ml 10 mg/ml laksesperma-DNA (Stratagene) kokt i 5 min med
0,6 ml dH,0 og deretter tilsatt 7 ml dH,0 og 72 ml stam-
bufferlgsning. Filtre ble inkubert ved 65 °C i minimum 2 t i
prehybridiseringsbuffer.

For hybridisering ble 30 ul probe, 200 ul 10 mg/ml
laksesperma-DNA og 770 pl dH,0 kombinert, kokt i 5 min og
tilsatt til 36 ml stambuffer med 3 ml dH,0. Prehybridiser-
ingslg¢sningen ble fjernet fra filterne, hybridiseringsbuffer
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ble tilsatt og filterne ble inkubert ved 65 °C over natten.
Etter hybridisering ble filterne vasket i 3 t ved 65 °C med 3
utskiftninger av buffer inneholdende 2 x SSC og 0,1 % SDS og
deretter autoradiografert i 48 t.

47 positive kloner ble identifisert og tilsatt til
1 ml sSM-buffer inneholdende 20 pl kloroform. For & luke ut
mulige pseudogener som manglet ett eller flere introner, ble
PCR-primerpar utformet til 4 flankere to introner hver: pri-
mere 95-136 (SEK.ID. NR. 4) og 95-137 (SEK.ID. NR. 5) som om-
spenner introner 2 og 3: primere 95-138 (SEK.ID. NR. 6) og
95-139 (SEK.ID. NR. 7) som omspenner introner 3 og 4: primere
95-140 (SEK.1D. NR. 8) og 96-141 (SEK.ID. NR. 9) som omspenn-
er introner 4 og 5: og primere 95-142 (SEK.ID. NR. 10) og 95-
143 (SEK.ID. NR. 1l1) som omspenner introner 6 og 7.

95-136 (SEK.ID. NR. 4) GCCACCTGATCTACAAATGT
95-136 (SEK.ID. NR. 5) GAGATACCAGCCTCAAATTIC
95-136 (SEK.ID. NR. 6) ATGTGACCATCATTGATGCC

95-136 (SEK.ID. NR. 8) GTTGGAATGGTGACAACATG
95-136 (SEK.ID. NR. 9) CAGGTTTTAAAACACCAGTIC
95-136 (SEK.ID. NR. 10) AATGACCCACCAATGGAAGC
95-136 (SEK.ID. NR. 11) ACAGCAACTGICTGCCTCAT

Forhandsberegnet st¢grrelse av PCR-produkter ved an-
vendelse av CHO EF-lo-templat-DNA, var basert pd ste¢rrelse
og beliggenhet av introner i den publiserte humane EF-lo-
sekvens. Hver PCR-reaksjon inkluderte 2 pl fag, 2,5 pl av
hver primer fra det passende par (100 pg/ml), 2 pl 2 mM GNTP-
blanding, 2,5 pul 10 x PCR-buffer (Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ), 1,5 ul 25 mM MgCl,, 0,125 1 Tag-polymerase
(5 enheter/ul) (Perkin Elmer) og 11,8 ul dH,0. Amplifikasjon
ble utfg¢rt i 4 min ved 94 °C, etterfulgt av 30 sykluser pé
1 min ved 90 °C, 2 min ved 50 °C og 4 min ved 72 °C.
Amplifikasjonsprodukter ble separert pd 1,2 % agarosegeler
eluert med 1 x TAE. 3 av de 47 positive plakker ble funnet &
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kode for ekte gener (nr. 2, 7 og 40) inneholdende alle intro-
ner, og 3 positive pr¢ver ble underkastet tertiar screening
som fglger: utspredningskulturer ble preparert som beskrevet
ovenfor med 10 til 10° fortynning av stamlgsninger preparert
for hver av de tre positive plakker. 20 til 50 isolerte plak-
ker fra hver stamlgsning ble screenet ved hjelp av PCR med de
fplgende resultater. Klon nr. 2 ga to positive prgver (beteg-
net 2.12 og 2.17) fra 20 screenede pr¢ver, klon nr. 7 ga én
(betegnet 7,44) av 40 screenet og klon nr. 40 ga én positiv
prove (betegnet positiv 40.24) av 40 screenede. Fag-DNA ble
isolert fra hver av de fire pr¢ver som fglger.

XL-1 Blue MRA (P2)-vertsceller ble utstreket pa LB-
agaroseplater og dyrket over natten ved 37 °C. En enkel kolo-
ni ble utvalgt til inokulasjon i 50 ml LB-medium (innehold-
ende 0,2 % maltose og 10 mM MgSO,) og kulturen ble dyrket
over natten ved 30 °C. Cellene ble innhgstet ved sentrifuge-
ring i 5 min ved romtemperatur ved 2 000 rpm i en borsentri-
fuge og cellene ble resuspendert i 50 ml 10 mM MgSO,. De re-
suspenderte vertsceller (50 ul) ble blandet med 100 pl stam-
1¢sning og hver positiv fag og inkubert i 15 min ved 37 °C
for & tillate binding til cellene. Ca. 500 pl LBM-medium ble
tilsatt og blandingen ble omrgrt i 2 t ved 37 °C. Ytterligere
200 pl vertsceller ble tilsatt og inkubasjonen ble fortsatt i
ytterligere 15 min ved 37 °C. Toppagar (8 ml 0,75 % LBM-
agarose ved 48 °C) ble tilsatt og deretter ble blandingen ut-
spredt og dyrket over natten ved 37 °C.

Etter dyrkning over natten ble 12 ml lambda-fortyn-
ningsmiddel (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgSO,) tilsatt til
hver plate og platene ble forsiktig vugget i 2 t. Fortyn-
ningsmidlet ble fjernet og sentrifugert i 10 min, 4 000 x g,
i en borsentrifuge. 1 ul av hver av 1 mg/ml RNase A og
1 mg/ml DNase I ble tilsatt og inkubasjonen ble utf¢rt ved
37 °C i 15 min. Et like stort volum utfellingsbuffer (20 %
PEG 8 000, 2 M NaCl, 20 mM Tris-HCl1l, pH 7,5, 10 mM MgS0O,) ble
tilsatt, etterfulgt av inkubasjon pa is i 1 t, hvoretter
blandingen ble sentrifugert ved 8 000 x g i 20 min, superna-
tanten ble fjernet og pelletten ble lufttgrket i 10 min ved
romtemperatur. Pelletten ble resuspendert i 500 pul TE, sen-~
trifugert i kort tid for & fjerne partikler og supernatanten
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ble overfgrt til et rent 1,65 ml epirpr. Ca. 2,5 ul 20 % SDS
ble tilsatt (med 5 min inkubasjon ved 65 °C), etterfulgt av
tilsetning av 2,5 Yl 10 mg/ml proteinase K (med inkubasjon i
én time ved 65 °C) og 10 pl 5 M NaCl. Blandingen ble ekstra-
hert én gang med et like stort volum fenol:CHCl; og én gang
med et like stort volum CHCl,. Et like stort volum isopropa-
nol ble tilsatt, etterfulgt av inkubasjon ved -70 °C i 3 t,
hvoretter blandingen ble sentrifugert i 15 min i en epifuge
ved topphastighet. Den resulterende pellet ble vasket med

70 % etanol, lufttgrket og resuspendert i 100 pl TE.

Eksempel 2
Subkloning av _den EF-la-regulatoriske sekvens

For & bestemme storrelsen av den innfgyde EF-la~DNA
ble fag-DNA, preparert som beskrevet i eksempel 1, spaltet

med NotI og de resulterende restriksjonsfragmenter ble sepa-
rert pa en 0,6 % 1X TAE-agarosegel. Kloner 2.12 og 2.17 viste
identiske spaltningsmgnstre med band pa 11 kb og 4,5 kb i
tillegg til de forventede, flankerende lambda-fragmenter pa
19 kb og 10 kb. Kloner 7.44 og 40.24 visteé ogsd identiske
spaltningsm¢gnstre med innfgyde band pad 12 kb og 7 kb som,
sammen med spaltningsinformasjonen for kloner 2.12 og 2.17,
indikerte tilstedevarelse av et internt NotI-restriksjonssete
i EF-la-DNA. Innfe¢yde fragmenter fra kloner 2.12 og 7.44 ble
subklonet som fg¢lger.

Fag-DNA (60 pl), preparert som beskrevet i eksempel
1, ble spaltet med NotI og deretter ble det spaltede DNA
utfelt ved tilsetning av 20 Ul 3 M natriumacetat og 400 ul
100 % etanol. Utfelt DNA ble oppsamlet ved sentrifugering,
vasket i 200 ul 70 % etanol, luftterket i 15 min, resuspen-
dert i 20 pul TE og oppvarmet til 65 °C i 10 min for tilsetn-
ing av 2 pl appliseringsbuffer for elektroforese. DNA ble
separert ved anvendelse av agarosegelelektroforese og band
pa 4,5 kb, 7 kb, 11 kb og 12 kb ble utskdret som agaroseskiv-
er. DNA ble ekstrahert fra hver gelskive ved anvendelse av
QIAGEN QIAquick gelekstraksjons-sett 1 overensstemmelse med
produsentens foresldtte protokoll. Bandets renhet og konsen-
trasjon ble beregnet ved & separere en 5 pl aliquot av hvert
isolert fragment pa en 0,6 % IX TAE-agarosegel.
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Individuelle fragmenter ble hver for seg ligert til
NotI-spaltet pBluescript SW'. Ved ligeringer med fragmentene
pa 11 kb og 12 kb ble den lineariserte vektor behandlet med
kalv-alkalisk fosfatase f¢r innfgring av fragmentinnfgyelsen.
2 pl av hver ligering ble anvendt for & elektroporere 40 pl
XL-1 Blue elektrokompetente celler. Transformerte celler ble
utspredt pd LBM/karb-agaroseplater med 40 pl 5 % X-gel i di-
metylformamid (DMF) og 20 pul 0,1 N IPTG pr. plate. Cellene
ble inkubert over natten ved 37 °C, og om morgenen ble plat-
ene overfort til 4 °C for & ¢ke intensiteten av blafargen.

I en- sekundar screening ble hvite kolonier ut-
streket pa LBM/karb-agaroseplater inneholdende X-gal og IPTG,
som beskrevet ovenfor, og kolonier som var hvite den etter-
fplgende dag ble dyrket i 3 ml LBM/karb over natten ved
37 °C. Plasmid-DNA fra hvite kolonier dyrket over natten ble

preparert ved anvendelse av WIZARD Plus Minipreps DNA-rens-

ingssystem (Promega, Madison, WI) i overensstemmelse med pro-
dusentens foreslatte protokoll.

Restriksjonsanalyse av det isolerte plasmid-DNA in-
dikerte at fragmentene pa 4,5 kb, 7 kb og 12 kb vellykket ble
ligert inn i pBluescript SW'-vektoren og de resulterende
plasmider ble hhv. betegnet pSK/EFl.4.5, pSK/EFl.7 og
pSK/EF1.12.

Hvert plasmid ble deretter preparert ved anvendelse
av et QIAGEN midi prep-sett i overensstemmelse med produsen-
tens foresldtte protckoll. PCR ble utfe¢rt pd hver nye vektor
ved uttitrering av templat-DNA og anvendelse av kodingsom-
rddeprimerne (SEK.ID. NR. 4-11, anvendt i par som beskrevet
ovenfor for a screene for pseudogener som mangler ett eller
flere av de forskjellige introner). Titreringen ble utfe¢rt
etter at det ble funnet at, ved hg¢ye konsentrasjoner, alle
tre fragmenter ble vist 4 inkludere det komplette EF-1l0.-
kodingsomrddet, hvilket antyder mulig krysskontaminering
mellom de tre plasmidpreparater. Ved titreringen ble PCR ut-
fort 1 reaksjonsblandinger inneholdende 2,5 pl templat-DNA
ved en konsentrasjon pa 0,001, 0,01, 0,1, 1 eller 10 ng/ul og
inkludert 2,5 1l 10 ¥ PCR-buffer (Perkin Elmer), 2,0 pl 2 mM
dNTP-blanding, 1,5 pl 25 mM MgCl,, 0,125 pl Tag-polymerase
(Perkin Elmer) og 11,4 pl dH,0. Amplifikasjon ble utfert
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under de f¢lgende betingelser: 4 min ved 94 °C, etterfulgt av
30 sykluser pad 1 min ved 90 °C, 2 min ved 50 °C og 4 min ved
72 °C. Resultatene indikerte at det komplette EF-lo-kodings-
omradet var lokalisert innen 4,5 kb- og 7 kb-fragmentene.

Et restriksjonskart ble frembrakt for hver innfg¢r-
else ved anvendelse av det ikke-radioaktive genkartleggings-
sett FLASH fra Stratagene, utformet for anvendelse med lambda
FIX II®-vektoren. Istedenfor anvendelse av fag-DNA ble det
imidlertid benyttet plasmid-DNA utskdret ved hjelp av Notl-
spaltning fra pSK-vektorene beskrevet ovenfor. Kartleggings-
protokollen var vesentlig den foresldtte av produsenten. Kort
beskrevet ble plasmider sekvensert med M13 (SEK.ID. NR. 12)
og M13 (SEK.ID. NR. 13) reverse primere (komplementare med
omrader innen det pBluescript SW'-multiple Kloningsomriadet)
for & lokalisere T3 (SEK.ID. NR. 14) og T7 (SEK.ID. NR. 15)
primersekvensene internt for NotI-setet for hver innfgyelse.

Ml3 GTAAAACGACGGCCAGT (SEK.ID. NR. 12)
MIl3rev GGAAACAGCTATGACCATG (SEK.ID. NR. 13)
T3 AA'ITA_ACCCTCACI‘AAAGGG (SEK.ID. NR. 14)
T7 GTTAATACGACTCACTATAGGGC (SEK.ID. NR. 15)

T7- og 73-primerne ble anvendt som prober i gen-
kartleggingsprotokollen. Fordi EF-lo-innfg¢yelsen var vist &
inkludere et internt NotI-sete, ble fragmentparene (4,5 kb/1l1
kb og 7 kb/12 kb) forhandsberegnet & inkludere den ene eller
den andre av primersekvensene og det ble sdledes bestemt at
4,5 kb- og 12 kb-innfpyelsene inkluderte T7-primersekvensen,
mens 7 kb-innfg¢yelsen inneholdt T3-sekvensen.

4,5 kb- og 7 kb-innf¢yelsene inneholdende EF-la-
kodingsomrddet, ble utskdret fra vektoren ved spaltning med
NotI. Spaltet DNA ble separert pd en agarosegel, de separerte
fragmenter ble skaret ut av gelen og DNA ble isolert fra hver
gelskive ved anvendelse av et QIAGEN QIAquick-gelekstrak-
sjonssett i overensstemmelse med produsentens foreslatte pro-
tokoll. Kartlegging ble utf¢grt ved anvendelse av 7 forskjel-
lige enzymer i partielle restriksjonsspaltninger. Reaksjons-
produkter ble separert pd agarosegel, DNA ble overfe¢rt til



10

15

20

25

30

35

18

* “Duralon=UV-nylonmembran og probet med T3- eller T7-oligo-

nukleotider som probe. Bandst¢rrelsene ble mdlt og restrik-
sjonskart ble formulert.

Plasmid pSK/EF1.7 ble sekvensert med de interne
primere opprinnelig utformet for PCR-screeningen (SEK.ID. NR.
4-11 {primere 95-136-95-143, beskrevet tidligere]) for &
sikre at gensekvensen var sekvensen av det tidligere identi-
fiserte protein. Orientering av kodingsomradet ble bestemt og
ytterligere primere ble utformet som tillot sekvensering til
det interne Notl-sete. Sekvensen av hele kodingsomradet ble
bestemt og ble deretter sammenlignet med den forventede cDNA-
sekvens beskrevet i Hayashi et al. [supra]. Sekvensanalyse
bekreftet at det isolerte DNA i realiteten kodet for de samme
EF-lo-sekvenser som beskrevet av Hayashi [supra]. Sekvensen
av det f¢rste ekson var dessuten identisk med den tidligere
publiserte hamster-EF-la-cDNA-sekvens ved 5'-enden [Hayashi,
supra] og 7 introner ble identifisert, hvilket gir en struk-
tur som er lignende den kjente for den humane homolog.

Sekvensen og restriksjonskartet oppnaddd fra 7 kb-
fragmentet indikerte at en del av det 5'-flankerende intron
og promotoren var lokalisert i 12 kb-fragmentet 5' for det
interne NotI-sete. Et SpeI/NotI 3 kb-fragment 5' for det in-
terne NotI-sete, ble utskaret fra 12 kb-innfgyelsen og sub-
klonet i pBluescriptSK' som tidligere var spaltet med de
samme enzymer og det resulterende plasmid ble betegnet
PSK/EF1.3. 3 kb-fragmentet ble kartlagt som beskrevet ovenfor
ved anvendelse av Kpnl og Clal for & bekrefte restriksjons-
setene og sekvensert ved anvendelse av et Erase-a-~basesett
(Promega, Madison, WI) under anvendelse av Clal- og KpnI-
setene for a danne hhv. 5'- og 3'-utvidelser. Sekvensanalyse
indikerte omrdder inneholdende promotoren, TATA-boksen og et
0,9 kb-intron i det 5'-utranslaterte, flankerende omrdde som
hadde den samme lengde som det fg¢rste intron i det humane gen
[Uetsuki, 1989, supral. Sekvensen for CHEFl-promotoren og 5'-
intronet er vist i SEK.ID. NR. 1, intronet omfattende nukleo-
tider 2699-3641.
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Eksempel 3
Karakterisering av det CHEF-regulatoriske DNA

Sekvensen oppstroms for og inkludert ATG-start-
kodonet for hamster-EF-la-genet, er vist i SEK.ID. NR. 1. De
fleste av de identifiserbare transkripsjonsfaktorbindings-
seter sfnes 4 ligge 3' for det oppstrgms Sacl-sete lokalisert
1,56 kKb 5' for det initierende ATG-kodon i EF-lo-genet. Hver
av ekspresjonsvektorene, inkludert CHEFl-sekvensene beskrevet
nedenfor, inneholder imidlertid ogsd 2 kb CHEFl-sekvens 5'
for Sacl-setet.

Sekvensering indikerte tilstedevarelsen av perfekt
konsensus-TATA-boks lokalisert ca. 1 kb 5' for det initie-
rende ATG-startkodon, og omradet mellom oppstrgms SacI-setet
og TATA-boksen inkluderer et stort antall potensielle tran-
skripsjonsfaktorbindingsseter [Boulikas, Crit. Rev. Euk. Gene
Exp. 4:117-321 (1994)], inkludert Spl-seter (SEK.ID. NR. 16
eller 17), ATF-seter (SEK.ID. NR. 18) og NF-l-seter (SEK.ID.
NR. 19).

GGCGGG SEK.ID. NR. 16
GGGCGG SEK.ID. NR. 17
TGACGY(C/A)R SEK.ID. NR. 18

TIGGCN;(T/G)CCR  ggK.ID. NR. 19

Likeledes som for det humane EF-loa-gen [Uetsuki et al, su-
pra] finnes det et 943 bp-intron i det 5'-utranslaterte om-
rdde (UTR) av hamster-EF-lo-genet, som fremgdr fra lokalise-
ringen av donor- og akseptor-spleisingssekvenser. Ved anven-
delse av Geneworks DNA-analyseprogram ble imidlertid sekven-
sen av intronet i 5'UTR funnet & vere kun 62 % identisk med
sekvensen i det humane gen. 5'-intronet inkluderer et stort
antall potensielle transkripsjonsfaktorbindingsseter, grovt
beregnet likt med antallet bindingsseter mellom SacI-setet og
TATA-boksen, hvilket indikerer at 5'-intronet kan vare viktig
for optimal transkripsjon fra EF-la-promotoren.

Ved anvendelse av Geneworks DNA-analyseprogram ble
CHEFl-sekvensen fra oppstr¢ms Sacl-setet nedstrgms for, men
ikke inkludert, 5'-intronsekvensene funnet & vare 64 % iden-
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tiske med den humane EF-la-sekvens. En sammenligning mellom
lokaliseringen av Spl-transkripsjonsfaktorbindingsseter i
bade de humane og hamsterregulatoriske sekvenser, er vist i
tabell 1. Den komplette humane EF-lo-gensekvens [Uetsuki et
al, supral] er vist i SEK.ID. NR. 29.

Tabell 1

Distanse for Spl-seter fra TATA-boksen

Hamsternukleotidposisjon |Humannukleotidposisjon
~424 -335
-304 -220
-183 -208
=171 432
-151 476
-135 ‘ 573
- 26 581

63 690
156 L
168
257
261
425
495
589
594
688

Eksempel 4

Konstruksjon av ekspresjonsplasmider
Et stort antall plasmider anvendt i etterf¢lgende

eksempler ble konstruert i overensstemmelse med de fg¢glgende

prosedyrer.

Plasmid pSv2-dhfr (ATCC aksesjonsnr. 37146) ble
spaltet med SphI/BamHI og et 1,8 kb fragment som koder for
dihydrofolatreduktase (DHFR), ble renset (fragment 1). Det
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DHFR-kodende fragment inkluderte ogsd SV40-promotor/operator-
og polyadenyleringssekvenser lokalisert hhv. 5' og 3' i for-
hold til dhfr-genet. Plasmid pSL1190 (Pharmacia) ble spaltet
med HindIII, de overhengende ender ble utfylt med Klenow og
det butt-endede DNA ble religert for & gpdelegge HindIII-setet
for & gi plasmid pSL1190H som deretter ble spaltet med
Sphl/BamHI og et 3,4 kb-fragment ble renset (fragment 2).
pSV2-dhfr 1,8 kb-fragmentet (fragment 1) ble ligert til
pSL1190H 3,4 kb-fragmentet (fragment 2) for 4 gi plasmid
pSL1190H-dhfr.

Plasmid pSL1190H-dhfr ble modifisert for & elimi-
nere flere restriksjonsseter som f¢lger. Plasmidet ble fprst
spaltet med Xbal/NheI (som gir komplementare overhengende
ender) og det lineazre plasmid ble religert for & eliminere
badde XbaIl~ og NheI-setene. I den andre prosedyre ble
pSL1190H-dhfr spaltet med HindIII, de overhengende ender ble
utfylt med Klenow og det line=re plasmid ble religert for &
eliminere HindIIl-setet. I den tredje prosess ble pSL1190H-
dhfr spaltet med Bglll, de overhengende ender ble utfylt med
Klenow og det linezre plasmid ble religert for & eliminere
BglII-setet. Sluttresultatet av disse tre trinn ga plasmid
pSL1190H-dhfr/NXHB, hvori XbaI-, NheI-, HindIII- og BglII-
setene var ¢delagt. Plasmid pSL1190H-dhfr/NXHB ble deretter
spaltet med EcoRI/BamHI og en NPBl/NPB2-linker [konstruert
fra annealing av oligonukleotider NPBI og NPB2 (SEK.ID. NR.
20 og 21)] ble innfpyd for & gi plasmid pSL/dhfr/NotI inne-
holdende et unikt NotI-restriksjonssete.

NPB1 GATCGCGGCCGCGTTTAAACGGATCC (SEK.ID. NR. 20)
NPB2 AATTGGATCCGTTTAAACGCGGCCGC (SEK.ID. NR. 21)

Det resulterende plasmid pSL/dhfr/NotIl ble spaltet
med Asp718/BamHI og et 1,8 kb fragment som koder for DHFR,
ble renset (fragment 3). Plasmid pRc/CMV (Invitrogen, San
Diego, CA) ble spaltet med Asp718/BgllI for a fjerne CMV-pro-
motor og bovint veksthormon (BGH) polyadenylerings-DNA og et
3,7 kb-fragment ble renset (fragment 4). 1,8 kb pSL/dhfr/-
NotI-fragmentet som koder for DHFE med SV40-promotor/operator
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og polyadenyleringssekvenser (fragment 3), ble ligert til
3,7 kb pRc/CMV-fragmentet (fragment 4) for & gi plasmid
pRc/DHFR/NotI.

Plasmid pRc/CMV ble spaltet med Asp718/Xbal og et
0,8 kb-fragment som koder for BGH-polyadenylerings-DNA, ble
renset (fragment 5). Plasmid pRc/DHFR/Notl ble spaltet med
BamHI/Asp718 og et 4 kb-fragment med DHFR, SV40-promotor/-
operator og polyadenyleringssekvenser ble renset (fragment
6). Plasmid pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA) ble spaltet med
BglIl/Sacl og et 0,7 kb-fragment som koder for CMV-promotor-
en, ble renset (fragment 7). 0,8 kb pRc/CMV-fragmentet (frag-
ment 5), 4 kb pRc/DHFR/NotI-fragmentet (fragment 6), 0,7 kb
pCEP4-fragmentet (fragment 7) og et syntetisk Sacl/Xbal-
adaptorfragment ble kombinert i en 4-veis ligering for & gi
plasmid pDCl. Adaptoren ble konstruert ved annealing av
oligonukleotider SXP1l og SXP2.

SXPI (SEK.ID. NR. 22)

5°-CGTTTAGTGAACCGTCAGATCTACATAACAACATTCCTC
CTCTAAAGAAGCCCCAAGCTTGATATCTGCAGAATTCT-3-

SXP (SEK.ID. NR. 23)

5 -CTAGAGAATTCTGCAGATATCAAGCTTGGGGCTTCTTTAGAG
GAGGAATGTTGTTATGTAGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCT-3”

Plasmid pDCl inkluderer derfor CMV-promotoren, et
polylinkeromrdde, et polyadenyleringssete fra BGH og dhfr-
genet under kontroll av en SV40-promotor og en SV40-spleis-
ings/polyadenyleringssekvens.

Plasmid pDCl ble spaltet med XhoI, et 4,5 kb-frag-
ment som mangler CMV-promotor og BHG-polyadenylerings-DNA,
ble isolert og ligert for & gi plasmid pDCil. Plasmid pDCil
ble deretter spaltet med BamHi/XhoI, og et 4,5 kb-fragment
ble renset (fragment 8). 4,5 kb pDCil-fragmentet (fragment 8)
ble ligert til et BamHI/Sall-spaltet PCR-fragment som koder

for en partiell CMV-promotorsekvens produsert ved anvendelse
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av primere 96-13 og 96-14 (plasmid pDCl som templat) for & gi
plasmid pDCiZ2.

Primer 96-13 (SEK.ID. NR. 24)
5°-AGTTCAGTCGACGGCGCGCCAACCCGGGAATCC
GGACGGGATCTATACATTGAATCAATATTGGCA-3”

Primer 96-14 (SEK.ID. NR. 25)

ATGTCAGGATCCACGCGGAACTCCATATATGGGCTATGAACT

Plasmid pDCi2 ble spaltet med Asp718/Spel og et
4,2 kb fragment som koder for DHFR med SV40-promotor/operator
og polyadenyleringssekvenser, ble renset (fragment 9) og pDCl
ble spaltet med Asp718/Spel og et 1,5 kb-fragment omfattende
partielt CMV~-promotor-DNA med BGH-polyadenyleringssignaler,
ble renset (fragment 10). 4,2 kb pDCi2-fragmentet (fragment
9) ble ligert til 1,5 kb pDCl-fragmentet (fragment 10) for &
gi plasmid pDC3l. Plasmid pDC31l var forskjellig fra pDCl ved
at flere nye restriksjonsseter, inkludert Smal og AscI, ved
5'-enden av CMV-promotoren, ble dannet. Plasmid pDC31l ble
spaltet med NotI, det overhengende DNA ble butt-endet ved an-
vendelse av T4-polymerase og Plasmidet ble religert for &
eliminere NotI-setet og gi plasmid pDC36. Plasmid pDC36 er
det samme som pDC31, med unntak av at NotI-setet ble ¢delagt.

Plasmid pDC36 ble spaltet med Apal/BamHI, overhen-
gende ender ble utfylt og plasmidet ble religert for & gi
pDC38. pDC38 er det samme som pDC36, med unntak av at
ApaI/BamHI-fragmentet som inneholder den bovine veksthormon-
polyadenyleringssekvensen, er blitt fjernet. Plasmid pDC38
ble spaltet med SmaI/HindIII og et 4,6 kb-fragment som mang-
ler CMV-promotor-DNA, ble renset (fragment 11).

Plasmid pSK/EF1l.3 ble spaltet med EcoRV/Notl/Pwvul
og et 2,9 kb-fragment som koder for CHEFl-promotoren og opp-
str¢gms DNA-sekvenser ble renset (fragment 12). Bluescript
SW'II (pSK') ble spaltet med NotI og et 2,9 kb-fragment ble
renset (fragment 13). 7 kb NotI-fragmentet fra lambda-fag
7.4, ble ligert til 2,9 pSK'-fragmentet (fragment 13) for &
gi plasmid pSK/EFl.7.
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Plasmid pSK' ble spaltet med HindIII/NotI og et
2,9 kb-fragment ble renset (fragment 14). Plasmid pSK/EFl.7
ble spaltet med NotI/Ncol og et 620 bp-fragment som koder for
en del av det CHEF1l 5'-utranslaterte intron, ble renset
(fragment 15). Et 123 bp HindIII/NcoI-spaltet PCR-fragment
som koder for resten av 5'-intronet, dannet med primere 96-~36
og 96-45 og pSK/EFl1.12 som templat, ble renset (fragment 16).

Primer 96-36 (SEK.ID. NR. 26)
GGCTIAGCTCCGAGGAGGG

Primer 96-45 (SEK.ID. NR., 27)

CGTGACAAGCTTGGTTTTCACAACAC

2,9 kb pSK'-fragmentet (fragment 14), 620 bp
PSK/EFl.7-fragmentet (fragment 15) og 123 bp HindlII/NcoI-
fragmentet (fragment 16) ble ligert for & gi plasmid
pSK/5'EF-1 som har den komplette CHEFl 5'-intronsekvens.
Plasmid pSK/5'EF-1 ble spaltet med HindIII/NotI og et 0,7 kb-
fragment som koder for 5'-intronet, ble renset (fragment 17).
4,6 kb pDC38-fragmentet som mangler CMV-promotoren (fragment
11), 2,9 kb pSK/EFl.3-fragmentet med CHEFl-promotor og opp-
strgms sekvenser (fragment 12) og 0,7 kb pSK/5'EF-l-fragmen-
tet som koder for det komplette 5'-intron (fragment 17), ble
kombinert i en 3-veisligering for & gi plasmid pDEFl som sd-
ledes inneholdt det komplette 5'CHEFl-regulatoriske DNA,
dhfr-genet og SV40-replikasjonsstartomradet som tillater re-
plikasjon til et meget hpyt kopiantall i cellelinjer trans-
formert med SV40 T-antigenet.

Plasmid pDEFl1l ble spaltet med HindIII, de overhen-
gende ender ble utfylt og plasmidet ble spaltet med Notl og
et 2,6 kb-fragment med CHEFl-promotor og oppstrpms DNA-se-
kvenser i tillegg til en partiell 5'-intro-sekvens ble renset
(fragment 18). Plasmid pDEF1l ble spaltet med NotlI/Asp718 og
et 1,3 kb-fragment som koder for resten av 5'-intronet, ble
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renset (fragment 19). Plasmid pDC38 ble spaltet med Smal/-
Asp718 og et 4 kb-fragment som koder for DHFR med SV40-
promotor/operator og polyadenylerings-DNA, ble renset (frag-
ment 20). 2,6 kb pDEFl-fragmentet (fragment 18), 1,3 kb
PDEFl-fragmentet (fragment 19) og 4 kb pDC38-fragmentet
(fragment 20) ble kombinert i en 3-veisligering for a gi
plasmid pDEF2. Plasmid pDEF2 i E. coli-stamme XL-1-Blue ble
deponert den 4. mars 1997 hos the American type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852, og
gitt aksesjonsnr. 98343. Plasmid pDEF2 er forskjellig fra
pPDEF1l ved at 0,3 kb HindIIIl/Spel-fragmentet 2,3 kb oppstroms
for CHEFl1l TATA-boksen, var fjernet og inneholder kun ett
HindIII-sete lokalisert i polylinkeromradet. pDEF2 anvendes 1
tilfeller hvor genet som skal uttrykkes, inkluderer sitt eget
polyadenyleringssete.

Plasmid pDEF2 ble spaltet med Asp718/Xbal for &
linearisere plasmidet, men dette eliminerte ogsd sekvensene 1
replikasjonsstartomradet, og et 7,4 Kkb-fragment ble renset
(fragment 21). Plasmid pDCl ble spaltet med Asp718/Xbal og.ét
0,8 kb-fragment som inkluderte en startomradeerstatning eller
et replikasjons-DNA i tillegg til BGH-polyadenyleringssekven-
ser, ble renset (fragment 22). 7,4 kb pDEF2-fragmentet (frag-
ment 21) og 0,8 kb pDC2l-fragmentet (fragment 22) ble kombi-
nert for & produsere plasmid pDEFl0 som er forskjellig fra
PDEFl pad samme mdte som pDEF2 er forskjellig. Plasmid pDEF10
er forskjellig fra pDEF2 ved at et polyadenyleringssete fra
det bovine veksthormongen, befinner seg pd 3'-enden av poly-
linkeromradet i pDEF10.

Plasmid pDEF1l0 ble spaltet med HindIII/Xbal for &
linearisere plasmidet og et 8,2 kb-fragment ble renset (frag-
ment 23). Plasmid pDC1/MDC, et plasmid som koder for det
humane kjemokinmakrofagavledede kjemokin (MDC), ble spaltet
med HindIII/Xbal og et 0,4 kb-fragment som koder for MDC, ble
renset (fragment 24). Ligering av 8,2 kb pDEF10-fragmentet
(fragment 23) med 0,4 kb pDCl/MDC-fragmentet (fragment 24)
produserte plasmid pDEF10/MDC.1.

Plasmid pRc/CMV ble spaltet med BamHI, de overhen-
gende ender ble utfylt med Klenow, plasmidet ble spaltet med
Asp718 og et 1,5 kb-fragment ble renset (fragment 25).
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Plasmid pDCl ble spaltet med NotI, de overhengende ender ble
utfylt med Klenow, plasmidet ble spaltet med Asp718, og et
3,9 kb-fragment ble renset (fragment 26). 1,5 kb pRe/CMV-
fragmentet (fragment 25) ble ligert med 3,9 kb pDCl-frag-
mentet (fragment 26) for a gi plasmid pNCX.

Eksempel 5
Transfeksjon av DG44-celler og produktivitetsanalyse

For transfeksjon av DG44-vertsceller med et enkelt
plasmid ble 50-100 pug plasmid vanligvis linearisert ved
spaltning med restriksjonsenzymene Pvul eller Ascl. For
transfeksjoner hvori to plasmider skulle innf¢res i CHO-
celler, ble plasmidene ikke spaltet. F¢r transformasjon ble
plasmidene utfelt med etanol og vasket to ganger med 70 %
etanol. DNA-pelleter ble tgprket i kort tid og resuspendert i
400 pl sterilt, destillert vann. Til det resuspenderte DNA
ble det tilsatt 400 pl steril 2 x HeBS (40 mM HEPES-NaOH, pH
7,0; 274 mM NaCl; 10 mM KC1l; 1,4 mM Na,HPO,; 12 mM dekst-
rose). Utransfekterte DG44-celler ble dyrket i DMEM/F-12-
medium supplert med hypoksantin (0,01 mM sluttkonsentrasjon)
og tymidin (0,0016 mM sluttkonsentrasjon), ogsd referert til
som "HT". For dyrkning av bade utransfekterte og transfekt-
erte DG44-celler, ble dialysert FBS tilsatt til mediet til en
sluttkonsentrasjon pa 5 til 10 volum%. DG44-celler ble prepa-
rert for transfeksjon ved dyrkning av kulturer til ca. 50 %
eller mindre konfluens i behandlede, 150 cm?, vevskultur-

flasker av polystyren (Corning). Cellene ble fjernet fra
plasten ved at mediet f¢rst ble fjernet, de adherente celler
ble vasket én gang med kalsium-magnesium-fri fosfatbufret
saltlgsning (CMF-PBS: 2,7 mM KC1; 1,5 mM KH,PO,; 137 mM NaCl;
8,1 mM Na,HPO,), 4 ml av en l¢gsning inneholdende 0,0125 %
bestrdlt trypsin (Worthington Biochemical Corporation) i CMF-
PBS, ble tilsatt og blandingen ble inkubert ved 37 °C i noen
minutter. Medium (4 ml) inneholdende bovint fosterserum (FBS)
ble tilsatt, cellekonsentrasjonen ble bestemt og aliquoter pa
2 x 10"-celler ble pelletert ved sentrifugering. Hver celle-
pellet ble vasket én gang 1 CMF-PBS og resuspendert i 0,8 ml
av en l¢gsning inneholdende HeBS med det ¢nskede plasmid-DNA.
De resuspenderte celler ble overf¢rt til en 0,4 cm genpulser-
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kyvette (Bio-Rad) ved romtemperatur og plassert i en Bio-Rad-
genpulser-elektroporeringsapparatur. Cellene ble elektro-
porert ved romtemperatur med en kondensatorutladning pa 290 V
og 960 puFD (9 til 11,5 msek puls) Celler ble oppbevart i
kyvetten 1 ca. 10 min fpr de ble tilsatt til 10 ml DMEM/F-12
supplert med 5-10 % dialysert FBS og HT. Mengden av d¢de
celler ble bestemt ved dette punkt (trypanblatt-ekskludering)
og ble typisk funnet & vare ca. 50 %. Cellene ble deretter
pelletert ved sentrifugering, resuspendert i 2 ml DMEM/F-12
supplert med 5-10 % dialysert FBS og HT ("ikke-selektivt
medium") og utspredt pa 10 cm vevskulturplater av polystyren.
Etter to dagers dyrkning ble cellene, vanligvis konfluente
ved dette punkt, fjernet fra platene ved anvendelse av tryp-
sin som beskrevet ovenfor, og applisert pa 10 cm? plater ved
forskjellige fortynninger i DMEM/F-12 supplert med 5-10 %
dialysert FBS og uten HT ("selektivt medium"). Fem og ni
dager senere ble cellene tilfgrt selektivt medium. Etter ca.
2 uker ble de transfektante kolonier (typisk mer enn 1 000
for hver transfeksjon) fjernet fra platene ved anvendelse av
trypsin som beskrevet ovenfor, og etter tilsetning av selek-
tivt medium, ble cellekonsentrasjonen bestemt. Fra hver tran-
sfeksjon ble minst to aliquoter med 2 x 10°-celler tilsatt
til 10 cm plater inneholdende 10 ml selektivt medium. Cellene
ble dyrket til alle celler var utdg¢dd, ved hvilket tidspunkt
de fleste celler hadde lgsnet fra platen pga. overbefolkning.
Supernatant fra de utd¢dde Kkulturer ble analysert ved ELISA
for & bestemme det gjennomsnittlige produkttiter.

Eksempel 6
Produksjon av rekombinant protein ved anvendelse av CHEF1l

DG44-celler beskrevet i eksempel 5, ble transfek-
tert med plasmider inneholdende genene vist i tabell 3 opera-
tivt bundet til CHEFl-regulatorisk DNA. Bakteriestammer
transformert med plasmider som koder for hvert av genene
anvendt i analysene, ble deponert den 1. april 1997 hos
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, og gitt aksesjonsnr. vist 1 tabell
2.
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Tabell 2

Aksesjonsnumre for plasmider

Innkodet gen Plasmidbetegnelse Akses jonsnummer
Antistoff ICM3 tung pDEF1/ICM3H.2 98381
kjede
Antistoff ICM3 lett pNEF1/1CM3L.3 98382
kjede
Antistoff 23F2G pDEF1/F2GH.1 98383
tung kjede
Antistoff 23F2G PpNEF1/F2GL.1 98384
lett kjede
Kitinase pDEF1/CTN.1 98385
Blodplateaktiver-
ende faktor-acetyl- pDEF2/HPH.4 98386
hydrolase (PAF-AH)
Makrofagavledet pDEF10/MDC. 1 98387

kjemokin (MDC)

Etter seleksjon for transfektanter ble en samling
av kolonier (flere enn 200) fra hver transfeksjon fjernet fra

hver plate ved anvendelse av trypsin og et identisk antall

celler fra hver transfeksjon ble utspredt pa nytt og dyrket

til de var utdpdd. Supernatantene ble fjernet og protein-

ekspresjon ble analysert ved enten ELISA eller enzymanalyse.
Resultatene er vist i tabell 3.
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Tabell 3

Proteinekspresjon ved anvendelse av CHEFl- og CMV-

regulatoriske sekvenser

Proteintiter
Transfektert gen CMV CHEF1
ICM3 H+ L 554 1 862
ICM3 H + L 288 2 153
Hu23F2G H + L 337 1 848
MDC 360 2 100
PAF-AH 590 6 574
Kitinase-1 3 200 2 300
Kitinase-2 8 900 12 850

Med unntak av det ferste eksperiment som undersgkte
kitinaseekspresjon (betegnet kitinase-1 i tabell 3), f¢rte
anvendelse av CHEFl-requlatorisk DNA til betydelig hgyere
proteinproduksjonsnivder der ¢kningene varierte fra 3 ganger
til 11 ganger hgyere enn ekspresjon med CMV-promotoren.

For 4 bestemme hvorvidt den reduserte ekspresjon
observert i analysen for kitinase var en anomali eller et re-
peterbart resultat karakteristisk for og/eller unikt for,
kitinase, ble eksperimentet utf¢rt en andre gang, men ved an-
vendelse av 2 separate transfeksjoner, i motsetning til den
enkle transfeksjon anvendt i det f¢rste eksperiment som re-
sulterte i et uvanlig lavt antall oppnadd transfektanter. Det
ble dessuten benyttet en annerledes analyse for kitinaseakti-
vitet som ble vist & vare mer ngyaktig enn teknikkene anvendt
i det fe¢rste eksperiment.

Transfeksjoner i det andre forsok forte til et an-
tall transfektanter som var mer overensstemmende med resul-
tater tidligere observert ved anvendelse av pDEF2-plasmid som
i andre eksperimenter produserte mer enn 150 % av antallet
transfektanter med CMV-plasmidet. Resultater fra det andre
eksperiment (betegnet kitinase-2 i tabell 3) var internt
overensstemmende, hvilket ga ytterligere tiltro til resulta-
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tene, selv om den observerte gkning i1 proteinekspresjon (ca.
1,4 ganger) i forhold til ekspresjon med CMV-promotoren, var
mindre enn den observerte for de andre tidligere undersgkte
proteiner.

Eksempel 7
Produksjon av rekombinant protein ved anvendelse av CHEFl-

regulatorisk DNA med forskjellige lengder

En ekspresjonsvektor omfattende ytterligere 8 kb av
5'-flankerende DNA fra EF-loa-genet ble ogsa konstruert og
betegnet pDEF1l4. Plasmid pDEF14 er forskjellig fra pDEF2 ved
at pDEF14 inneholder ca. 11,7 kb av hamster-EF-lo-5'-flanke-
rende DNA, mens pDEF2 inneholder kun 3,3 kb av de samme se-
kvenser. pDEFl4-plasmidet inkluderer ogsa 4 kb av hamster 3'-
flankerende DNA tilgrensende 3'-enden av DHFR-ekspresjons-
kassetten. Det ste¢rre pDEFl4-plasmid ble konstruert som be-
skrevet nedenfor.

Kort beskrevet ble et 2,6 kb AscIl/NotI-CHEFl-frag-
ment fjernet fra pDEF2 og et 11 kb AscI/NotI-CHEFl-fragment
ble innsatt i stedet for dette. Innfgyelse av den ste¢rre se-
kvens fordres feorst modifikasjon av et Xbal-sete lokalisert
11,7 kb 5' for det EF-la-initierende ATC til et AscI-sete.

Et 4 kb butt-endet NsiI/SalI-fragment, bestdende av CHEFl-
flankerende sekvens med start ved et Nsil-sete 118 bp 3' for
EF-lo-stoppkodonet, ble innf¢gyd i Pmel/Sall-setet 3' for
DHFR-ekspresjonskassetten lokalisert pd 3'-enden av poly-
linkeromrddet som gener som skal uttrykkes, er innf¢yd i. Den
komplette 3'DNA-sekvens, med start ved stoppkodonet til EF-
la-genet, er vist i SEK.ID. NR. 28. Bakterier transformert
med dette plasmid ble deponert den 9. april 1997 hos the
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, og gitt aksesjonsnr. 98398. Det
resulterende pDEFl4~plasmid inkluderer unike Xbal- og NotI-
seter sammen med multiple HindIII-seter, hvilket derved ngd-
vendiggjeor 3-veisligering for & innfgye et gen i plasmidet
for ekspresjon. Et gen kan f.eks. innf¢yes i plasmidet ved
ligering av et HindIII/Xbal-fragment som omfatter det ¢nskede
gen med et 737 pb NotI/HindIII-fragment fra pDEFl1l4 og et

19,7 kb XbalI/NotI-fragment fra pDEFl4.
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Proteinekspresjon ved anvendelse av denne vektor
ble sammenlignet med ekspresjon ved anvendelse av pDEF2-
vektoren som omfatter en mindre del av det EF-la-5'-flanke-
rende omrdde. I tidligere eksperimenter ble DNA som koder for
bade de tunge og lette kjeder av antistoffet 23F2G, subklonet
i badde pDEF2- og pDEFl4-vektorer, og ekspresjonsnivaer ble
bestemt etter transfeksjon i DG44-celler, som beskrevet oven-
for i eksempel 5. Gener som koder for begge antistoffkjeder,
ble arrangert lineart i vektorene og ekspresjon av begge ge-
ner ble styrt av CHEFl-sekvensen i de individuelle plasmider.
Kodingsomrader for de to kjeder i hvert plasmid ble separert
ved hjelp av identiske 4,3 kb av DNA avledet fra 3'-utransla-
tert omrade-humant IgG4.

Resultatene viste at 23F2G-ekspresjon fra den
stprre CHEFl-sekvens i pDEFl4 var fire ganger st¢rre enn
antistoffekspresjon fra den mindre pDEF2-sekvens. Dette re-
sultat var overraskende ved at de fleste av de identifiser-
bare pDEFl4-transkripsjonsbindingsfaktorseter ogsa er i DNA-
sekvensen i pDEF2. Det er derfor mulig at ett eller flere
ytterligere og uidentifiserte transkripsjonsfaktorbindings-
seter eller enhancersekvenser er lokalisert i CHEFl1-DNA i
pDEFl4-plasmidet. Alternativt kan det st¢rre CHEF1-DNA gi
fordelen med ¢kt transkripsjon som et resultat av 3'DNA-
sekvensegenskapene.

Et stort antall modifikasjoner og variasjoner av
foreliggende oppfinnelse som vist i de illustrerende eksemp-
ler ovenfor, forventes & fremgd for fagfolk. Oppfinnelsen bgr
sdledes kun begrenses i overensstemmelse med de medfplgende
krav.
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SEKVENSLISTER
(1) GENERAL INFORMATION:
(1) APPLICANT: Allison, Daniel S.
(ii) TITLE OF INVENTION: Hamster EF-10 Regulatory DNA
(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 29
(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS:
(A) ADDRESSEE: Marshall, O'Toole, Gerstein, Murray &
Borun
(B) STREET: 233 South Wacker Drive, 6300 Sears Tower
(C) CITY: Chicago
(D) STATE: Illinois
(E) COUNTRY: USA
(F) ZIP: 60606
(v) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30
(vi) CURRENT APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: US
(B) FILING DATE:
(C) CLASSIFICATION:
(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
(A) NAME: Williams Jr., Joseph A.
(B) REGISTRATION NUMBER: 38,659
(C) REFERENCE/DOCKET NUMBER: 27866/33537
(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(A) TELEPHONE: 312-474-6300
(B) TELEFAX: 312-474-0448

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1l:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 3678 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:

ACTAGTTCCA AAGATGAATT ACTAACCAGT GTTTCCARGG ARATAAATGA

ARGCRCAGAG
ATTAGTTCTA
TTGTTACARA
TAGGCACTAG
ARRTCTCTGT
GARAAAGOGA
GGCTTTTCTC
TGCCTTGCAT
CRGRARARAGC
TICTGTGGAT
TCTGGATTCT
TTGGTTACARA
TAARATCAGAA
ARCCTGCTTG
ARGRAACCTG
TGTGGTGGCG
TTAGARRTCA
ARGGCCAGCC
AGGTTCTGTC
TCCTTTCTTT
GTTTTGGAGC
CTATCCTGGC
AGCCRGCCTC
TGCTGGGATT
ARACRRARAAT
ARCATCAGGAR
AGCCTGACTC
TGAGTTGGAT
GGARGGTGTC
CTCTGGTCCC
ARTARTGCTA
TTTTTRARRA
TAGATRATAG
GTARGRATCA
TTTTATATTT
CAGTTTTTTT
AGTTCCTTTG
CAGATCCCAC
AGGTTGGTTC
AATAATATCA
GATCTCTTGA
GCCCATAATC
TTAGTGATAA
GAGTGCTTGC
TATTCCATTA
CARAATACCT
GTTTTTCTTT
CTTCTGAGAT
ARARAAAAAA
AARAAGARARA
GCCTTTAATC
CCAGCACGCA
GCCTGGTCTA

60
TTGCTAGTGT
120
GGTATCAAGA
180
TTTGTGAAAT
240
GCATAGACCC
300
AGRAAAATGAT
360
TTARCAGAAT
420
TAGAAGGTTG
480
CACGTCTGTA
540
TCAGCRACAC
600
TTTTTTTTTT
660
ACTAGCTCTG
720
ARAGGTATGC
780
GGTGGTGAGA
840
CCTTTAGAGC
900
CACACATAGC
960
AATTARRAARC
1020
AGTATCATGT
1080
CCTTCCTAGC
1140
ATGTGGACAC
1200
ATTGTTTGTT
1260
AGGTTATTAG
1320
CTGGTGTGCT
1380
TTTCACCGTC
1440
CCTGCCCAOA
1500
ARRGAAAAGR
1560
GGAGGCAGACG
1620

TTCATTTTCG

TAATTTTAAC

GAGAGAGOGT

TGTGTTTGAT

TAGTTATATA

TAAGTGCAAR

TAAGGCTCTG

ATCCCAGCAT

AGTGAGTTITC

TTTCTTTTCT

AAGAGCAGGC

ACCACCAACG

GGGCTCAGTG

TACATGGTTG

TATACACAGC

ARCAACAGTT

ARATTTGCTT

TTGACTGTCG

CGGACAROTAC

RCTAGGCRGT

CAATARATAC

GRGACCCTCGC

CCTAGCATTA

CGAGGCATTTA

ARRCAGGCTA

GCAGGGCGGA

TATATTTCTT

GRCTGGCTGA

ARTOTGGCCA

CTCTTARCAC

TACTTITAGG

CARRGCCAGA

TRRTATAGGA

TGGGAAGTAG

AGGCCACCCT

TTTTTTGGTT

TGGCCTCGAA

CCCCAGGTTT

GTCACAGGCA

AGGGAAGAGA

ATCTGCATTC

TGGGTTGTGA

TCARCTCATC

AGTCTTGTCC

GICCTCAARAT

GATGTTGTAC

TCTAAGGCTA

GTTCCATCTC

AGARRCARAA

ARACTGGCCA

GGGCCGGCAT

TCTCTGTGAG

ACRATTTCTC

GRACCCTAGA

TTATAGARAA

CCTCCTTGAC

GRARCGTAGT

AACCTCCTGA

ATTAGGAGAA

AGGTAGAAGA

GAACTACATC

TCTCTGTGTA

CTCAGAGATC

TGTCTCAAAC

TTCTCTGCRA

ACTGACTCCT

ACACACACTA

ARACTAGAAC

CCARAATTTG

GGAAGCAAAT

GCTCCTTATT

ATCTGGAGGA

ARAATGTAGC

CRACAACCCCA

CRACAAARGAR

GGGCCAAARA

GGTGGCGCAC

TTTGAGGTCA
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ARCAGCCRCR
CARTCAGARRC
GRCRRAGCATT
TARATAATAG
GGGATGGGCT
CTGGCGCGAGT
TTGATTAGAT
TCTTTTCATG
ACACRCACAC
ACACACACAR
AGRATCAGAAR
GTRRAGCTAA
CGTGRAGCGC
GCTTCRGGCT
GCCAGCACAG
GGGCAGATCC
GGCTGGGAAG
GGTCCCTAGG
GGGCTGACAT
CGGGAGCTGG
GCRGTGGAGT
CAGGAAGGGT
CCCACCCCCG
ATGCAGCCGA
GRATCCCRGG
GACCGTCGCT
CCCAGCGCGG
CGGGAGGAGC
GCCCACAGTC
CCCGGCGGTG
GGGCRRRCTG
GGARRGTGGT
AACGGTATAA
ARGTGCGGTA
GAACGCAGGT
GAGTGGCGGG
TCGGARCCGCC
GTGCGGGTGT
GCGGGCTGTG
CGGGAGGGCG
TGTCGGGCAT
GAGGCCTAGC
GCTGTCTGCC
CGGCTGCCCT
TGGAGCTGGC
TGGTAGGGAG
[olelclelelelelelele]
ACCGGGCCCa
GCGGCCTGTG
TCCTGATARG
CCCGAGTCCC
GGCCCGGTCT
CCCGCCCGCC
CGGCACCAGT
AGGAGCTCAR

TTCAGGGCAC
1680
CACAGCARAA
1740
GACGAGCCAT
1800
ARGATTGCTA
1860
TTCCTCGTGC
1920
TGCGCGCACA
1980
CTGTGGGACT
2040
TCCAGAGAAG
2100
GTCGAGCTCT
2160
ATTGTGCACC
2220
CCTCCACGGG
2280
AGGACAGATT
2340
GAGTAATTCA
2400
ARATTCTGGC
2460
CTGCGCCTAG
2520
GGGGRGGGGC
2580
GTCGTGTGCT
2640
GTCGCGTTGG
2700
TGTGGCCTCC
2760
CGTCGGCCGG
2820
AGGGGGGGAG
2880
GTGGCTTCCG
2940
CGATTGCCTG
3000
CCCCQTAGTC
3060
CCCETCCCGC
3120
GCGGCCGGGC
3180
GGCCAGTACC
3240
TGCGTGCGCG
3300

CCAGGGCTAR

CGCAGTTATG

TTTTGAGAAG

ATGCTGGCCT

TCTATCAAAT

CACAARATCC

TAAGTATTAT

CAGCTGGCGC

CGGCCACCGR

TCTCCCGCGC

AAGGGACACC

CTGGACGCCC

TACAAARGCA

CGGCCTCCCA

GACGGATCOC

GCGCTGRGCG

GGCTCCGCCC

ACGTTCTTTT

GCGGGCCCGO

GCTTCTCTGC

GCCTGGCGEC

CCCCCCCCCa

CCCACGGCCC

CGCATGTCGG

AGCACATGIC

GGTGGGTTTT

CCGTAGTGGC

GARRGATGGC

AGRGACTGTC

ATCCTTGGAR

CTCTGATTIC

CTAAATGRGA

ARCTGTRCCC

TTTTTTAGCT

TCTCARCGGA

TGGATGGART

GCTGAGCCCT

GGGACRRGCA

CGGATCTCGA

TCTTGGCCAG

GGGATCGCCT

GCCCGGARACC

aeeTCaacad

GGCGCCCGGG

TCTTCCCGRG

TCGCRAACGGG

GCTCCCTCCT

GAGCGTTCCC

GGCCCCGGAG

TGCCACCGCG

GGGCCARCAA

GCAGGGAGAG

CGACGCCGCC

AGATGCCGGG

TTAGCTCCGA

CGCTCCCGGG

34

TCAARARCAA
CTGTAGGART
ACAAGTGTCA
CCACGTGGAC
ARRTACRCRC
‘TARGAAGCCC
ACTCCCAGGG
GRACCAAGAG
TAGGTTCTGG
GGGGATGGCG
CRCAGCCTTG
TCCTCACCGC
TCGCCCCTGG
GCTGTGCCCG
GAGAGCACAA
AGCCRGCGCG
GGTGGGGGAG
TTTACCGTCA
TTGAGCGGGG
GCCCTGGATG
CCTCGCCTCG
GCCGCGCTTT
AGGGAGGGCG
CGGCAGCAGT
TGGACGGGTA
TTCAGGTGGC
GGAGGGCGAG

CCCTGTAGCA
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ARTGGAGGAC GCGGCAGCCC GGCGGAGCGG GGCGGGTGAG TCACCCACAC
ARRGGAAGAG 3360

GGCCTTGCCC CTCGCCGGCC GCTGCTTICCT GTGACCCCGT GGTGTACCGE
CCGCACTTCA 3420

GTCACCCCGG GCACTCTTTC GGAGCRCCAC TGACCTCCAC TGUGGGAGGSE
GATCTATCTA 3480

ATGCCCTTGC ACTTTCCTCA CATTTCGGTGGC GTGGRAGACTCG TAGCCAGGCC
AGCCTGGCCA 3540

TGGAAGTAAT TCTTGGAATT TGCCCATTIT GAGTTTGGAG CGAAGCTGAT
TGACARAGCT 3600

GCTTAGCCAT TCAAAGGTAT TCTTCGAACT TTTTTTTTAA GGTGTTGTGA
ARACCACCGC 3660

TAATTCAAAT CCAACATG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
AGGCACAGTC GAGGCTGATC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
TTCCAGGGTC AAGGAAGGCA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single

(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA

3678

ID NO:2:

ID NO:3:

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:

GCCACCTGAT CTACAAATGT

20

20

20
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(n)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 20 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
GAGATACCAG CCTCAAATTC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 20 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
ATGTGACCAT CATTGATGCC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 20 base pailrs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:
GTGACTTTCC ATCCCTTGAA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 20 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
GTTGGAATGG TGACAACATG

ID NO:5:

ID NO:6:

ID NO:8:

20

20

20

20
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 20 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ

CAGGTTTTAA AACACCAGTC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(c)
(D)

LENGTH: 20 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
AATGACCCAC CAATGGAAGC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 20 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11:
ACAGCAACTG TCTGCCTCAT

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:12:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 17 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:12:
GTAAAACGAC GGCCAGT

ID NO:9:

ID NO:10:

20

20

20

17
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:13:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

GGAAACAGCT ATGACCATG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:14:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:14:

AATTAACCCT CACTAAAGGG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:15:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 23 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
GTTAATACGA CTCACTATAG GGC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:16:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 6 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:16:

GGCGGG

SEQ ID NO:13:

ID NO:15:

19

20

23
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:17:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 6 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:17:

GGGCGG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:18:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 8 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:18:

TGACGYMR

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:19:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(a)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 13 base pailrs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
TGGCNNNNNKCCR

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:20:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 26 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:20:
GATCGCGGCC GCGTTTAAAC GGATCC

ID NO:19:

13

26
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:21:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 26 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ
AATTGGATCC GTTTAAACGC GGCCGC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:22:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 77 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ

CGTTTAGTGA ACCGTCAGAT CTACATAACA ACATTCCTCC TCTAAAGAAG
CCCCAAGCTT
GATATCTGCA GRATTCT

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:23:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 85 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ

CTAGAGAATT CTGCAGATAT CRAGCTTGCGG GCTITCTTTAG RGGAGGARTG
TTGTTATGTA
GATCTGACGG TTCACTAAAC GAGCT

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:24:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 66 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

ID NO:21:

ID NO:22:

ID NO:23:

26

60
77

60
85
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(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:24:

AGTTCAGTCG ACGGCGCGCC AACCCGGGAA TCCGGACGGG ATCTATACAT
TGAATCAATA
TTGGCA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:25:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 42 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:25:
ATGTCAGGAT CCACGCGGAA CTCCATATAT GGGCTATGAA CT

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:26:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(1i) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:26:
GGCTTAGCTC CGAGGAGGG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:27:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 26 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:27:
CGTGACAAGC TTGGTTTTCA CAACAC

(2) INFORMATION FOR SEQ 1D NO:28:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 4263 base pairs
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(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single

(D) TOPOLOGY:

linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:28:

TGAATATTAC
ARCGGTCTICA
GAACTATTTG
AATGATAACA
ATGCATCGGA
TTGTGTGTGT
GGCAGTTTTA
ACTTGACCAR
AAATCTGTCA
GTCTGTCTCT
GTTARTGCTG
GCCCATTTGT
GTTCCAAGGG
CTCRRGAGAT
GGCTTATTAC
ATGTTTTTGG
CAGACATGCT
GCCTTTGGGG
TTTACACARG
RAATRTATGAG
GCAGGCTTTA
CTTGTGCATT
GGATGTTTGA
TITATTTAGG
CTGGGATATA
AAAGGCCATC
TGGGGCACAA
TGAGTACTTC
ACACACTTTA
ARGGGCATCC
ACATCTGATT
GGAGRAAAAT
GCTCCCAACC
GAGATRAGGA
CARRRAGTTA
GGTGGTCTTA
ARTTGGGTTA
TTTTCACCTT
TCAGGAGAAA
TGCCCTCATC
ACTAARCCGG
RAGACGGTGAG
GAATTACTAT
AGGATTGAGT
CTCAGAACGT
TCAACTTAGT
GGTGTAGCGC
TGTGTTAGGA

CCCTAACACC TGCCACCCCR GTCTTAATCA GTGGTGGAARG

60
TCTCAATTAG
120
ARACCTTCAG
180
AGTTATTAGT
240
CAGRATTTTG
300
ARGTCATTAC
360
ATTGGACTGT
420
CTGTGGGTAT
480
GACTACCTTC
540
TARATGACAT
600
CTCTAGCAAT
660
TECTATCACT
720
AATAAGCCTT
780
AGATTAAGCA
840
ATGTGTGAGT
900
GTTTGGAAGG
960
GCTGARGCCC
1020
TAGTGTGGAG
1080
GGAGTCACTT
1140
CTGGTACACT
1200
TGACTAAARCG
1260
ACCTGCAAGG
1320
GTACACCATA
1380
CACCTACTGG
1440

CCATTTARGT

GAGGARAGGR

TTTCRRAATC

AGRCCCATTR

TAAGTGCTTA

TCATCAGGAC

CTTGAAGGTT

ATCTGGGTGR

CATACAGTTA

TTTAGAACTA

TAGAGTTTAR

TCTGTAGCTT

GARAAGGTAC

GCTTTAGTGC

CACCTTGTGG

TTGGTAATCT

TTGGTTGAGT

TGARAATACCT

TATCCATTCT

TTTGTCAGTRA

AGTCATTGCC

GGATATGGAA

CACTTTAARR

TTAATAGTGA

CAATGTTTTG

AGTACTTTTIT

ARATACAAGT

GCTTAGCRRG

CCAGAGCTGA

CTGGTTGGGA

GTTCAGTTGA

GIGTATTGTT

GTTTTCAGGA

ACTGRAAGTG

GTRRTGGTAT

RRCGTGAGAT

RTATAGTRCR

TTTCTGGGRA

GCAGGGTGTT

TGGTAGATGT

GGGCCATARG

ATAGTGCATG

TRAATGGATG

TGATCTGCCT

RARTTTGTCA

GCTTAGCATA

AAGACTGGTT

TGGAACATTT

AATGGRAACA

TTARTGAGAA

GTATGTGGAT

GTTTCAAGGG

CARRTTAGGA

TTTGTCTTCGA

AGTGAATATT

AAGGGTTCAT

CTCARGAGGT

CAGGAATTTA

TGGGGGACTT

RACTGCCAGAT

TTCAGARTTG

TATTTAGCAG

CATTRCAACA

CRRAGTGGCR

CTTGTTCAAT

CCGTTGTAGGC

GGRRAGGGGC

CGCCTAGCAT

GRGGRGCATG
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GCTCGGATGG
TACCAAATTA
ACTACATACC
AGCTAATATA
TATAGTGCTT
TGTGACTAGT
CTGGAGTTGA
ACACTCTAGT
ATGAGGAACC
CAAAACGAAG
CAATTTACAG
TTTTAARAAA
AGCTTTGACA
ACCAGGCTGG
GCTGAAATCT
CAACATTCTG
CTTCCATGTA
TGGTTGTGAG
CCACCATGTG
CTCTTAACCT
CTGAGCCATC
CRAACCCCCT
AGGCCTTCTG
AGGTTATTCG
GRAGCTGCRAGG
ATGCAGTGAA
GCCAAGCTGA
TCCTGACCCT
GATGACCAAG
TAARAGCATG
GGTCATTTTT
CCGCAGCGTG
TTTAAATTAA
TAGTGCCTTG
GCAGGTATAC
TTTCAGTCAG
GCTCAGGCAG
TGAGCCTATT
AGTATACCGA
TGCCTCCCAA
ATACTGGGAC
TCTACATTTT
TTGGGGGGCA
TCCTGGAACT
CTGTAGACCA
ARTTCTGGGA
TTRAAGCTCT
TTARRTTTAR
ARACRARAGT
AGCACTCAGG
TTTTGACTTT
GTARGGGCTA
CACRGAGRRA
AGGCTGGCCT
CGARCTCARG
CCACCAACAC

GATCCAGGGC
1500
AGCATACATC
1560
GCTTTATTTA
1620
ATTTGTCCTC
1680
TRATGGCCTG
1740
GAATTAGGAR
1800
GGATTTCTTT
1860
TGTCTGCCTG
1920
TATCTGCACA
1980
GTTGCTGGGA
2040
TCCAGCCCCA
2100
TCAGTAATGA
2160
TCTGCCTCAG
2220
GCTATATTTT
2280
CTGGGACACA
2340
AATGCTCTTG
2400
ACTAGTTTCG
2460
TACTGAACTC
2520
CCCTTAAACT
2580
TCAATATGTG
2640
TARAGGCTGC
2700
TGGGTGGGAG
2760
GGCTATTCTT
2820
CTGCTACTCC
2880
GGTTCTTTTA
2940
GTCCCAGGAR
3000
TCCTATTTGG
3060
AGARCCACCT
3120

CTCARGGTTT

AGTCCTTTAG

AGTCTAGCTG

AGACACGTAA

TACCAGGCAC

GGTATTCTTA

GTCATGGCTG

CCTGGCTTGC

TTAGAAGACG

ATTGAACTCA

GCTTGAGCAC

AGGGCTTTTG

TGCAGGTTTG

GTTTAAAAAA

AGTAGAACGAA

AGAAGGCTAT

AAATTTTCTT

TCCTCCTCAT

TGTGATTAAG

AATTTTTTTG

ACCACCACAA

AGCAGGGTTT

GAGCTCAGAT

TGCCTGGCTA

GRAGGGTGGT

TCAAGACTGC

AGCCTATCCT

GCCTCTGARAT

GCATGTAAAT

TGTTGAAAAA

ATTACGTGTT

AATGGAATTT

ARACGTOTCT

ACATTAARAC

TCCTGGAGCT

ACACTTTTTT

GCACCAGATC

GGACCTCTGG

ATTTTTAATC

GCTACCGAGA

GGAGTCCAGC

AARATARGTG

CATAGGCCAR

GCCTACACTA

TGGGGGTAAG

TCCTTTTTGT

CCTGAGARCA

GGATGGGGGT

CCTGOCTCTT

CTCTGTATTA

TAGCCTGTCT

CRRAGRCATT

TGGTGTTGGC

ATTACTGCCC

GGTARCTCGC

GCTGGTATTA

43

ARAAGCCCTT
CAGAAGGGAA
‘TGGTTGCCAG
GGGATTCACR
ATAAACTACA
ATTATGCGCR
AGTTGTGTAG
ATTATOGTATA
TCCTARTGGA
AAGAGCAGTG
GCTGGQRART
GTAGGATTTA
ATCTTAGARAR
GGTARAGTGC
TGCTCTRTAT
CTCTCAGCCA
CTATTTAACC
TTTTTAAGRR
GTTACGATTA
CAGGCCTCCC
GARATACTTT
GCCCTGGCTC
CTGCCTCCTA
TTTTTTTITC
ACATACTCCA
CCCCTCCCTC
TCTGTAGACC

AGGGCAGGCA
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CCAGCCTAAA
GRATAARCAT
TCTGTTTACA
ACCCGATCTC
ATAATGUATG
ACCTCTGGAA
GRGCAGTCAG
GGCTCTTGAG
ATAGGGTCTC
CACATAGCAC
CATGTACAGC
GGAGGATCAT
TTGAGCATAG
TTGAGAACTA
AGCTGATGCA
CGGTGGARACT
AATGTGTCAA
TGGGAATTAC
TGGATGTGTA
CCTATATGAA
AGARATGAGA
CCTGGTTCAT
GCTATTTAGG
TTCCTTATGT
GGCACCAARAG
TGACAACCTA
GAATAGCAAC
TTTTGCAAAA
TAGCTGTATG
GRAGAATTAA
GGTTGAGTTC
TACAGTGTTT
TCCTATTACG
GCCTGGTACC
TATATCGGCC
GGTATTAGCC
ACCATTTAGG
TGATCGAGTC
GAC

AAATGTCTTT
3180
ATATTCTGCT
3240
GTTGTGAGCC
3300
TGCTCTTAAC
3360
AAGTAGTTTG
3420
TGGCTTTACT
3480
GGAGTTAATA
3540
ARGCAAGTTT
3600
AGATGGCCTT
3660
AGACCTATAT
3720
CATACCCATT
3780
TTATTTTACT
3840
TCACTCACTC
3900
TCAAATACAT
3960
GATGGGTACT
4020
AGTTGAGTTC
4080
GTAAGTGTTT
4140
AGAAGAGGGC
4200
TGCTGGGAAT
4260
4263

TTTTTAAAGA

TCTATGTATA

ACCAAGTGGT

CTCTGAGCCA

AGACTGAGTT

TTACATGCGC

GTGAGGTCAT

GACTGAAGAA

GCATGTGTTT

CTTGACAGGA

TTGTTTCCCC

TGCARATCCT

CCATGATTTG

TTTCTCAGTA

ARATAGTGAG

AGCAGCAAGT

TGCCTGCAGG

TTTGGATCCT

TGAAACCAAG

TTTTTTTTTT

TCTGCACACT

TGCTGGGAAT

TCTCTCCAGC

GGCTATATAA

TCTTTTTGTC

GTTTTATCTA

GTCCAGTTTA

TAGATGATGA

GTGAARCAGTG

TARGAARTTCA

AGGTGCTCCC

CRAGTCTCTG

CCAATTTTGA

GTTATCTCCA

TTAAGGTTCA

AATATCTGTA

CTGGACTTGA

TCCTCTGOAR

44

TTTTTTTACA
AGAAGAGGGC
TGARCTCAGA
CCCTAARRRT
ACARGGCTGG
TCTGCACGCR
CTCTTCTGRR
TGAGARCAAG
CCCAGTCACT
TCTTATAGGT
CTTTTCCTARA
TTACCCAGTA
GGRACTTCCR
AGARAAAATA
GARGGCCTAT
TCCATTTTTIG
CCACATGCTT
ATTACAGATG

GARCAGCARG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:29:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:29:

(A) LENGTH: 4695 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA

CCCGGGCTGG GCTGAGACCC GCAGAGGAAG ACGCTCTAGG GATTTGTCCC

GGACTAGCGA

60

GATGGCAAGG CTGAGGACGG GAGGCTGATT GAGAGGCGAR GGTACACCCT

ARTCTCARTA

120
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CARCCTTTGG
CTTCCAGGCG
GCCTCCCCGT
ATTCATACAA
ARGGACTCGC
ACTAACGTAG
AACCCAGAGA
CRCTGAGGTG
GRGARGAGCA
TCGCCCACAG
TCCCCGAGAR
AGGTGGCGCC
GGGTARACTG
GGTGGGGGAG
ARCCGTATAT
TTTGCCGCCA
GARCACAGGT
GGTTATGGCC
CTTGCGTGCC
TGATCCCGAG
CTTCGGGTTG
CCCTTCGCCT
CGTGCTTGAG
CTGGTGGCAC
CTTCGCGCCT
TTGATGACCT
GCTGCGACGC
TCTGCACACT
GGTATTTCGG
GCGCACATCT
TCGGCGAGGC
GTCTCAAGCT
GGCCGGCCTG
CTGGGCGGCA
AGGCTGGCCC
CGGCCCTCCT
GCAGGGAGCT
GTCACCCACA
CAAAGGAAAA
GGAGTACCGG
GCGCCGTCCA
TTTAGGTTGG
GGGGAGGCCT
TGAAGTTAGG
CCAGCTTGGC
TGGATCTTGG
TTCATTCTCA
GGTGTCCTCGA
AARCTACCCC
TGTCGTCATT
GGACACGTAG
ATGCOGTGGC
ATCGACAAAA
TTTAATACCA
GRAAGGGARA
ATTTCCCCAG

AGCTAAGCCA
180
CACCACCCCC
240
CCCTGCCTTG
300
TCGCTGCGTT
360
TGCGTGAGGC
420
GTTGGGGGGA
480
GGAAAGTGAT
540
ARGTGCAGTA
600
AAGTGCCGTG
660
TTCAATTACT
720
GAAGTGGGTG
780
TTGAGGCCTG
840
GTCTCGCTGC
900
TTTTTTTCTG
260

GCARTGGTARG

CCCAACCCGC

GGGARTCCCA

CCCGCCCecT

TCCGGTGCCC

GGGGTCCACA

GTCGTGTRCT

GTCGCCGTGA

TGTGGTTCCC

TCCACGCCCC

GGAGAGTTCG

GCCTGGGCOC

TTTCGATAAC

GCAAGATRGT

L X X )

1020
GGGGCCTGCG
1080
CTCTGGTGCC
1140
GGTCGGCACC
1200
CAARATGGAG
1260
GGGCCTTTCC
1320
GGCACCTCGA
1380
TTTATGCGAT
1440
ACTTGATGTA
1500
AGCCTCAGAC
1560
TAAARGCCAR
1620
ATTCGGGCAA
1680
GAACCATTGA
1740
GATCAACTAA
1800

AGCGCGGCCR

TGGCCTCGCG

AGTTGCGTGA

GACGCGGCGC

GTCCTCAGCC

TTAGTTCTCG

GGAGTTTCCC

ATTCTCCTIG

AQTGATTCAA

ARTCGGAANC

GTCCACCACT

ARAATTIGAG

ARTGAGTTTT

AGGGRRGATT

CCCGACCGGA

GGGRCCGTCG

CACCCGCCCC

GTICRGTGGGC

RTTGAACCGG

GGCTCCGCCT

RCGTTICTITIT

GCGGGCCTGG

TGGCTGCAGT

AGGCCTTGCG

TGGGGCCGCC

TCTCTAGCCA

CTTGTRARTG

GACGGEGCCC

CCGRGRARTCG

CCGCCGTGTA

GCGGAAAGAT

TCGGGAGAGC

GTCGCTTCAT

AGCTTTTGGA

CACACTGACT

GARTTTGCCC

AGITTTTTTC

CGARAAGACTC

ACTGGCCATC

AAGGAGGCTG

RCCAGCAGRA

45

CTGCACGTCC

GCTGAGAGTA'

TTARACTCCC

CTCTCGTCAT

AGRGCGCACA

TGCCTAGAGA

TTTTCCCGAG

TCGCRACGGG

CCTCTTTACG

ACGTGATTCT

CTTAAGGAGC

GCGTGCGAAT

TTTARAATTT

CGGGCCAAGA

GTACGTCCCA

GACGGGGGTA

TCGCCCCGCC

GGCCGCTTCC

GGGCGGGTGA

GTGACTCCAC

GTACGTCGTC

CGGGTGGAGAC

TTTTTGAGTT

TTCCATTTCA

ATATCAACAT

TGATCTATAR

CTGAGGTATG

TCATTAGGTG
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ARCTAGTGAG
GRAATRATTT
TGCTTTTGGT
TAATAGTTAR
GATCCTACTT
ACCARAATCA
CTTTGGRCTT
RRGGRRATTG
ARGCTGOAGT
GATGCCAARG
GGCTCCTTCA
ACGTGGTATC
ACCATTGATA
TATCATTGAT
GCCCCAGCAC
GGTTGGCGATT
ARTRATTCTA
TGTCATTTGG
AGAGTTGACA
CCTGRTTGTT
GCTGCTGGTA
CCGAGAGCAT
GCCCTTCTGS
CARAATGGAT
TCCACTGRGC
AGTCAGCACT
TACATTAAGA
TTCTCCTTGC
RAATCGTCACA
CCRTTGTTAA
ARAGCTCTGG
TTTCAGATGC
CTTGCTTCAR
ACCACGCTGC
TTGAGGCTCT
TTGCGCCTGC
CTCTCCAGGA
GRATTTGAGT
TGRTAGAGTA
TTAGGTATTG
GTACTGTTCC
GTGGTCACCT
TTGCTCCAGT
GAAGCTTTGA
GTGAAGCTCT
GTCAAGCATC
TTCGTCGTGG
GCAGCTGGCT
TCACTGCTCA
AAGTCATTTG
AGACTTTGGA
TGARCCATCC
AGGCCAAATA
ACATTGCATG
CARGTTTGCT
TGGAAGATGG

TGGTTTAGAT
1860
GACTTCTGTA
1920
ATAARAGTTT
1980
GGAGTTGTAA
2040
TTGTGTTTTA
2100
AGTATGCCTG
2160
TCTCCTTGTG
2220
ACAGAGACTT
2280
GGTTTCTTTA
2340
GGGATATGTC
2400
TTGATORATT
2460
CTTACACACT
2520
CACCCTACAG
2580
ARATTGGCTA
2640
RCATGCTGGA
2700
GAATGGCGAT
2760
GGGATGGAAA
2820
GGACTGCATC
2880
TGTCTACAAA
2940
CTGTCTGCCT
3000
TGTTGUCCGA
3060
CARCGTTACA
3120
TCCTGGGGAC
3180
CRAACGTTGCT
3240
GGTAACAATT
3300
TTTGCACTGA
3360
AGCGCCGGCT
3420
GAGCTGAAGG
3480

CTGAATGCTA

ATCGTATTGC

GATTTTTGGT

AGTGGAAACT

GTAACCAAGT

GGTCTTGGAT

GAAATTTGAG

TATCAARAAC

TCCCAAARGG

TTTGCTTTCT

TGAAGCTGGT

GGGTGTGAAA

CCAGAAGAGA

CAACCCCGAC

GCCARCTGCT

TTCATGCTTA

GYTCACCCGTA

CTACCACCAA

ATTGGTGGTA

TCATAGGTAT

GTGGAGACTG

ACGGAAGTAR

AATGTGGGCT

GGTGACAGCA

TAAAGTAACA

ATGCAAATCT

ATGCCCCTGT

AARAAGATTOA

ATAGTTAAGA

TAGTGAGTAG

TGCTTCTCTA

GCCARTTRAG

AACGACTCIT

AAACTCARARG

ACCAGCAAGT

ATGATTACAG

CTTGCTTTGT

TTAAAGGCTG

ATCTCCARGA

CARCTARTTG

TATGAGGAAR

ACAGTAGCAT

ARCGTAACGTG

CACAARTTGG

ACCATCCCAR

CTCGTCCRARC

AGTTGGCTGT

TTAGTATGCT

GTAGTTCTCAR

ARTCTGTCGR

TCAATGTCAR

ARARTGACCC

TTARCTTATT

TTTTTCCAAG

ATTCCRTTGC

TCGCCGTTCT

46

CCTTACTTAT
ATTTGGATGT
ACCCAAAGTC
GGCTGGGGAC
AARTCCTTACA
CTGAGCGTGA
ACTATGTGAC
CGACATCTCA
ACRCTGGTTT
ACTGTGCTGT
ATGGGCRGRC
TCGGTGTTAA
TTGTTRAGGA
TTGTGCCAAT
CCTTTCARCR
CATGCTTGTG
TCCCAGTCGCR
TGRACAAGCCC
ARACARRGTT
GTARATATTT
ACCCGGTATG
ARTGCACCAT
CGARTGTGTCT
ACCAATGGARR
GCAGRGGCTA
GTGATTATCC
CRCACGGCTC

GGTARAARGC
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CCCTAAATTC
GCAAGCCCAT
GTGTGTTGAG
TARARTGTARA
ARRGTTGTGT
ATTAACTTTT
TTTTTAATAG
GGGTGTCATC
ARARGCAGTGG
CCAGAAAGCT
CAGAAGGCTA
CAGTGGTGGA
AGARCGGTCT
ARARGACTGG
TTARTGATAA
‘TGTGGACCAC
TTTGCTTTTC
TCAGTACTTT
TTAATGGARA
TAARARAGTT
RARATGAGARA
ARGACATCTA
ATTCTGGTTT
AARCACTTCTG
CGTGGAGART
ATCATTTARA
GCTATGGGAG
TGCTGATTGC
CTGTCACTAA
TCATCTTGCT
ARRCCRATGT
GATGTGCATG
TTOAAACGTG
GACATAAGAA
ATAAGTGTAG
AGTCAGTGGA
GTAAGCTTTA
CAGAATAGGA
ACAAGGTTCT
ACTAATTACA
TTGCTTTTCT

TTGAAGTCTG
3540
AGCTTCTCAG
3600
‘TAARGATGAA
3660
GTCGCTTTGC
3720
ACAAGAAGGC
3780
ARTGARATATT
3840
CAGARCTGTT
3900
CAATGCATCG
3960
TTTTTTGCGT
4020
CAACTTGACC
4080
CCTGTGTGTT
4140
TACGAATCTG
4200
AGGGTTGTTT
4260
GGTTTCTTTG
4320
AACAGGCCAA
4380
TAAGTGAATC
4440
GGTTAAAATG
4500
TGGCTAGTGT
4560
TGCCATTTTG
4620
AATAGARARR
4680

CCGAC

GTGATGCTGC

ACTATCCACC

AAATACAACT

TGTTCGTGAT

TGCTGGAGCT

ATCCCTAATA

TGTTTCAATT

TAAAACCTTC

GTGGCAGTTT

AARRAATTTGT

CCTTTGGTCA

GAAACTTCTT

TCCCCCCACA

ATTACAACAC

AAACTGAGTC

TTTGGAAACA

ACTGGGCAGT

ACACCCTATG

ATGGTTTCAC

GATGGCAATT

CATTGTTGAT

TTTGGGTAAG

GAACAGTACT

ATGAGACAGA

GGCAAGGTCA

CCTACCACCC

GGCCATTTAA

AGAAGGAARG

TAAGTTATTA

CACAGAATTT

ACACCGAGAC

GAAAATGTAA

TARTTGGAAC

TGGAGAGAAA

CTTGGATTGC

AARATGTTTCC

GAAAGTTGAC

AGTGGAAGGC

AAGTTCTATT

TGARGTAGCT

47

ATGATTCCTG

GATGACTACT

TTGGGTAATA

CAGTTGCGGT

CCAAGTCTGC

CACTCTTAAT

GTTTAGTAGT

GAGARTATTT

GTTTTTAARA

TGAGACCCAT

ATTTAGGTGA

TTCTTGAGTT

GGGAAGGAAT

TGCAGCATGT

ATAGAAAGCT

ARATTACTGG

TATTTGCCAT

TCCATTTTCGA

GAGTGCTATT

ATARRATTAG

4695
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Patentkrayw

1. Renset og isolert hamster-EF-lo-
transkripsjonsregulatorisk DNA,
karakterisert ved at det er valgt fra:

a) et DNA som omfatter nukleinsyresekvensen ifglge
SEK.ID. NR.1,

b) et DNA som omfatter en del av en
nukleinsyresekvens ifglge SEK.ID. NR.l som er i stand til &
fremme transkripsjon av et gen som er operativt bundet til det
regulatoriske DNA,

c) et DNA som omfatter fra omtrent nukleotid 2114 til
omtrent nukleotid 3656 i polynukleotidet ifelge SEK.ID. NR.1,

d) en hamster-EF-lo-regulatorisk DNA-sekvens pd 11,7
kb i plasmid pDEF14 (ATCC-aksesjonsnummer 98398),

e) et DNA som omfatter nukleinsyresekvensen ifglge
SEK.ID. NR.28,

f) en hamster- regulatorlsk DNA-sekvens som
hybridiserer med DNA ifglge SEK.ID. NR.1 ved betingelser som
inkluderer en siste vask ved 65°C i en buffer inneholdende
2XSSC og 0,1 % SDS eller

g) et DNA som omfatter omtrent 1,56 kb 5° i forhold
til ATG-startkodon i SEK.ID. NR.1l.

2. DNA ifelge krav 1,
karakterisert ved at det regulatoriske DNA
omfatter nukleinsyresekvensen vist i SEK.ID. NR. 1.

3. DNA ifelge krav 1,
karakterisert ved at det regulatoriske DNA
omfatter en del av en nukleinsyresekvens ifwlge SEK.ID. NR. 1

som er i stand til & fremme transkripsjon av et gen operativt
bundet til det regulatoriske DNA.

4. DNA ifelge krav 3,
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karakterisert ved at det regulatoriske DNA
omfatter fra omtrent nukleotid 2 114 til omtrent nukleotid
3 656 1 polynukleotidet ifplge SEK.ID. NR. 1.

5. Vertscelle som omfatter DNA ifelge ethvert av kravene
1 til 4,

karakterisert ved at dette DNA ikke er
opererbart bundet til EF-la-kodende sekvenser.

6. Vektor som omfatter DNA ifslge ethvert av kravene 1-
4,

karakterisert ved at dette DNA ikke er
opererbart bundet til EF-la-kodende sekvenser.

7. Vertscelle,
karakterisert ved at den er transformert eller -
transfektert med vektoren ifglge krav 6.

8. Kimert polynukleotid,

karakterisert ved at det omfatter hamster-EF-
lo-regulatorisk DNA ifglge krav 1 opererbart bundet til en
proteinkodende DNA-sekvens, der nevnte proteinkodende DNA-

sekvens koder for et annet protein enn hamster-EF-la.

9. Kimzrt polynukleotid ifelge krav 8,
karakterisert ved at det regulatoriske DNA
omfatter nukleinsyresekvensen ifglge SEK.ID. NR. 1.

10. Kimert polynukleotid ifglge krav 8,
karakterisert ved at det regulatoriske DNA
omfatter en del av en nukleinsyresekvens ifglge SEK.ID. NR. 1,
hvori denne delen er i stand til & fremme transkripsjon av et

gen opererbart bundet til det regulatoriske DNA.

11. Kimert polynukleotid ifglge krav 10,
karakterisert ved at det regulatoriske DNA
omfatter fra omtrent nukleotid 2 114 til omtrent nukleotid
3 656 i polynukleotidet ifglge SEK.ID. NR. 1.
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12. Kimart polynukleotid ifwlge krav 8§,
karakterisert ved at den proteinkodende DNA~
sekvensen koder for et protein, foruten EF-la, som er endcgent
for hamsterceller.

13. Kimert polynukleotid ifelge krav 8§,
karakterisert ved at DNA-sekvensen koder for

et protein som er heterologt for hamsterceller.

14. Vertscelle,
karakterisert ved at den er transformert eller
transfektert med kimert polynukleotid ifslge ethvert av

kravene 8-13.

15. Ekspresjonsplasmid, ‘
karakterisert ved at det omfatter det kimere
polynukleotidet ifwlge ethvert av kravene 8-13.

16. Ekspresjonsplasmid ifelge krav 15,
karakterisert ved at det ytterligere omfatter
nukleinsyresekvensen ifelge SEK.ID. NR. 28,

17. Ekspresjonsplasmid ifeglge krav 16,
karakterisert ved at nukleinsyresekvensen
ifelge SEK.ID. NR. 28 er beliggende 3' med hensyn til det
kim=re polynukleotidet.

18. Vertscelle,
karakterisert ved at den er transformert eller
transfektert med ekspresjonsplasmidet ifelge krav 15.

19. Vertscelle,

karakterisert ved at den er transformert eller
transfektert med ekspresjonsplasmidet ifglge enten krav 16
eller 17.

20. Plasmid,
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karakterisert ve
aksesjonsnummer 98343).

21. Plasmid,
karakterisert ve
aksesjonsnummer 98398).

22. Plasmid,
karakterisert ve

(ATCC-aksesjonsnummer 98381).

23. Plasmid,
karakterisert ve
(ATCC-aksesjonsnummer 98382).

24. Plasmid,
karakterisert ve
(ATCC-aksesjonsnummer 98383).

25. Plasmid,
karakterisert ve
(ATCC~aksesjonsnummer 98384).

26. Plasmid,
karakterisert ve
aksesjonsnummer 98385).

27. Plasmid,
karakterisert ve
aksesjonsnummer 98386).

28. Plasmid,
karakterisert ve

(ATCC-aksesjonsnummer 98387).

29. Vertscelle,

51

d

at

at

at

at

at

at

at

at

at

det

det

det

det

det

det

det

det

det

er

er

er

er

er

er

er

er

er

pDEF2 (ATCC-

pDEF14 (ATCC-

pDEF1./ICM3H

.2

pNEF1/ICM3L.3

pDEF1/P2GH.1

pNEF1/F2GL.1

pDEF1/CTN.1

pDEF2/HPH. 4

pDEF10/MDC.1

(ATCC~

(ATCC~
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karakterisert ved at den er transformert eller
transfektert med ekspresjonsplasmidet ifglge ethvert av
kravene 20-28.

30. Fremgangsmate for ekning av transkripsjon av et gen
av interesse i en vertscelle,

karakterisert ved at den omfatter integrasjon
av et DNA som omfatter hamster-EF-la-regulatorisk DNA i
genomisk DNA i vertscellen i en posisjon opererbart bundet til

genet av interesse.

31. Fremgangsmate ifglge krav 30,
karakterisert ved at DNA som skal integreres

ytterligere omfatter en malrettingssekvens.

32. Fremgangsmate ifelge krav 30,
karakterisert ved at vertscellen er en
kinesisk hamster-ovariecelle.

33. Fremgangsmate ifelge krav 32,
karakterisert ved at genet av interesse er
endogent for den kinesisk hamster-ovarievertscelle.

34. Fremgangsmate ifglge krav 30,

karakterisert ved at det enskede genet er
heterologt for kinesisk hamster-ovarieceller og er stabilt
integrert i genomisk DNA i kinesisk hamster-ovariecellene.
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