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7 - Aes (ELHIE ) @ -SMA BT O
e

SMA-710-F |5 -GTC CTT AAG CTT GAT ATC AAG GGT CAG CG (37) -710 ~ -582

SMA-30R 5 -GGC TTC TGA ATT CTG GGT GGG TGG TGT CT (38) +1 ™~ +29

SMA-245F 5 -TGT TCT CAG GCT CAG GAT G (39) -252 ~ -235

SMA-190F 5 -CTG TTT CGA GAG AGC AAA GCT TAG G (40) -203 ~ -181

SMA-100 5 -GAG TGA ACG GCC AGC TTC (41) # -100
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SEQUENCE LISTING

({110) Odenthal, Margarete
[(120) Gene Expression, Genomealteration And Reporterexpression
[ In Myofibroblasts And Myofibroblast-like Cells

[(130) 011547wo/TH/ul

(140>
(141)
{160) 41

{210) 1
{211) 764
{212) TNA

{400) 1
acggicctta
acctaagggt
ggctggtgaa
[cacacagact
‘tcgcagetza
[gtcccagcta
lggctagecte
lgcttcatzac
[tttatececea
[ggaagagacc
(gttetegttag
(gggaggeegat
[cccacccaga
[

O

C
C
L
C
L
L
{
L
L
L

agcatgatat
taacgcagtt
tectgattac
ccagactaca
cccaageatc

{170) PatentIn Ver. 2.1

{213) Rattus norvegicus

caagegicag
acagtgattc
atacttccat
tacaatgteg
ttttgttata

gtcagagaca ggccecttect

acaggaagag
actagcccag
taagcagetig
cacgctcteg
agtgaacgge

ctggeatctt
tgtctgeeca
aactgectee
ccacccagat
cagcttcage

cagaccaggg ggctatataa

gteggagaage

ccagccagic

cgataaacca
tgacttctaa
atgtaataca
cticcataaa
gectaccttt
catctcaage
ctgaggaatg
tttgagcagt
tgtttcgaga
tagagagttt
ctgtetttge
cccttcagea
gccatcageg

ooooooooooano
gboooboobobad
ooooooooooano
g obooooboao
U oboooboobod

(18)

oooooooooao
gbooobooobogdd
U oocoooooao

ooooboobod
g ooooooo 0O

ugoooaooaod
ooooooan
goooobood
ooooooan
goooood

acaacatgca cgtggactigt 60

gttcctctta gggtaacata 120
tacagacttc attgatacta 180
atgatcactc ctctgcagat 240
tgcaacagig ttgccttaaa 300
ccttagetaa tggacccaaa 360
tgcaaaccat gectgegtct 420
tgtictgage getcaggatg 480
gcagagcaga ggaatgeagt H40
tgtgcigage tccctatatg 600
tectigttte ggaagegagt 660
ttcagectee ceagacacca 720
taag 764
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210y 2
(211) 745
(212) DNA

({213) Mus musculus

r{400) 2
[atggtcctta

ﬁggttaaagc

[ttaatcctca

[ataaacagtg
[catcttttga

acaggccect
ctggcatett
tgtctgeeca
agetgectee
ccacccagat
cagcttcage
ggctatataa
cccagecagt

L
L
L
L
L
C
L

[(210) 3
[(211) 763
[{212) DNA
((213) Homo
[{400; 3
latggteecta
(caaaaaaaig
[Beetgteaac
[aatgtataag
O

atcatgetgt
agttacagig
ctacatactt
tgcctaccat
tctaggctac
tecttateca
cigaggaatg
tttaagcagt
tgtttegegga
tagagagttt
cegtetttge
ceeticagee
cgcigicagg

sapiens

cttatgetge
aatgtagtta
ctigtcteea
tacaatgtag

(19)

taagggtcag taaaaageca geaacatget ggaatgttaa 60

attctgactt ctaagttact
caattcctat ttccactcac
aaaatcatga ctcctetgea
ctttigcaac agigitgett
agtccteage taatggecca
tgcaaaccgt gectgegtet
tgttctgagg gettageatg
gcagaacaga ggaatgeagt
tgigctgagg tccctatatg
tecttgtite geagecgagt
ftcagectee ccgggacace
gtaag

taaattgcte ggigacaaat
tagtaatgca gaaticcaaa
tacttcagtt cctggttitea
cttccataaa aacatcacte

ctttgggcaa
cteecteaag
tatttatgeg

cacagectge 120
aacttgattt 180
tgactegaag 240

aaaaaicgca gctagicaga 300

aaagactage
gtcccatgac
tttatcccea
ggaagagace
giigigttag
gggagggeat
acceacceag

tagtagacaa
ttcctetiig
ttgaaccaac
cctetatgta

ctgacagggg 360
actageccag 420
taacgagctg 480
cacgetetgg H40
agtgaacgge 600
cagagcaagg 660
agtggagaag 720

745

agctaatgea 60
taagacatag 120
acaaagacac 180
tttatagaca 240

JP 2004-502448 A 2004.1.29

10

20



[Bctgaagaaa tatctitett
[Ectaggcaga gecagecett
aaattccage atgatagcaa
rtecccattac cctagetcag
[tgtttatete ccacaagegg
(38188aagag acccacgeic
[atggttgtgt tagactgaac
agtgegagga gageaggeca
ccacccagtg tggagcagee

L

{210) 4

{211) 747

{212) DNA

{213) Gallus gallus

acactaggat gaagctigic
gatattgatt gtcacccatt
[tacacagcct tcaaagaccc
[tccccccagt gcagacctitt
[ccgaaagtat teteattget
laacactttcc ctattacaaa
lctgtgaagge cagegectet
letgtcecagg cacgetttte
lagctgaaagt ctectectet
[geetgiegac ccagattaga
[tteggetetg teteteteat
[tgaagggeget atataaccct
[tccecageca ageactgtca
[

[

L
{
L
L
{
L
L
L

ctttgeatce
tetgecectt
gctggeatee
tgictcigge
cigaactgce
cggccaceea
gacaggcica
aggggetata
cagccaagea

cacagticct
acaggctagg
taccatgaac
taagtgaatt
ttggtccaaa
tgactgcict
ctetettgtt
ttgetgeatt
ttcatgagct
ggttttigta
ctetgetect
ggtectttig
gegtaag

(20)

taccgtegta gaageggtttt
tetgttetea gtttattage
tctgtggaat gtcaatacca
catttctgca gitgttciga
teecgtttca tgagcagace
gattagagag ttttgtgctg
agtcigtett tgctectigt
taacccttca gctttecaget
cigtcagegt aag

agtectitgg aaataaactg
gacaccataa caaccigtta
cctatgcaac agcaggtact
tgteggcaaaa ticagtaget
tetttaacta atgcaaagig
ttcagttttc actctgcctce
tgaacgtigig ctetteciga
ttagcaagtt ctgeagtgtt
ctgcgttgga atgcagigga
ataaggtcee tatatggttt
tetttgggag getggtgega
gatacacagt gcaccatcce

aaaagtccgt 300
aaatggcctg 360
tgectgeate 420
aggcttggeg 480
agtggaatge 540
aggticectat 600
ttgggaagca 660
teectgaaca 720

763

atggagacag 60
gcagaacgtit 120
tcttttagta 180
gtttagetteg 240
tetecttaaa 300
ttggatgttc 360
cagagegtgt 420
tatcttacac 480
agggactgac 540
tgt tagagac 600
ggagaagage 660
agagctgcta 720

747
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{210y 5
{211) 716
(212) DNA

[(213) Rattus norvegicus

{400) 5

[tgatatcaag ggtcagegat
[gcagttacag tgattctgac
[gattacatac ttecatatgt
actacataca atgtggcttc

L

[agcatctttt gitataggct

[gagacaggcc cttecteate

aaaccaacaa
ttctaagitc
aatacataca
cataaaatga
acctittgeca
fcaagecctt

gaagageigg catcttctga ggaatgigea

gcccagigic tgggcatiteg
cagctgaact gectectgtt

[
[aacggccagc ftcagectgt
[ccagggggct atataaccct
[

(2109 6

[(211) 142

[{212) DNA

agcagttgtt
tcgagageag

cctctggeac ccagattaga gagtitigig

cttigetcct
fcagcattca

[(213) Rattus norvegicus

({400 &

(21)

catgeacgtg gactigtacet aagggttaac 60
ctcttagegt aacataggct ggtgaatcet 120
gacttcattg atactacaca cagactccag 180
teactectet geagattege aggigaccca 240
acagtgttge cttaaagicc cagctagica 300
agctaatgga cccaaagget agecigacag 360
aaccatgect gegtetgete catggeacta 420
ctgagggctc aggatgtita tccccataag 480
agcagaggaa tgcagiggaa gagacccagg 540
cigaggtcee tatatggitg tgttagagig 600
tgtttgegaa gegagigega geggatcaga 660
gecteeecag acaccaceca cccaga 716

lggtcectata tegitgtgtt agagigaacg gecagettca gecigtctit getectigtt 60
(tggzaagcega gigeggagege atcagaccag geggctatat aaccctteag catteageet 120
[ccecagacac caccecaceea £a

C

[€210) 7
[{211) 207
O

142
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(22)

[¢212) DNA

({213) Rattus norvegicus

[(400) 7

[gagcagagga atgcagigea agagacccag gectctggea cecagattag agagtittet 60
[Bctgaggtce ctatatggtt gigttagagt gaacggeeag cticagectg tetttgetee 120
[ttgtttggga agegagtigee aggggatcag accaggggge tatataacce ttcageatte 130
[agcctcccca gacaccacce acccaga 207

[(210) 8

{211y 232

{212) DNA

{213) Rattus norvegicus

{400) 8

tgaactgect cctgtitcga gageagagea gaggaatgea gtggaagaga cccaggecte 60
tggcacccag attagagagt titgtgeiga ggtecctata tggtigigit agagigaacg 120
gccagettca geetgtettt getectigtt teggaagega gigggageee atcagaccag 180

[ggggctatat aaccctteag cattecagect ccccagacac cacccaccea ga 232

[

La10) 9

L¢a11) 262

[(212) DNvA

((213) Rattus norvegicus

[{400) 9

lgggcicagea tgtttateee cataagcage tgaactgect cctgtttcga gageagagea 60
[gaggaatgca gtggaagaga cccaggecte tggcacccag attagagagt tttgigetga 120
[ggtecetata tggttgtgtt agagigaacg gecagetica geetgtettt getectigtt 180
[tgggaagcga gigggageee atcagaccag gegegctatat aacccttcag cattcageet 240
[ccecagacac cacccaceea ga 262
[

O

L
C
L
L
{
L
L
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(23)

(€210 10

[$211) 502

(£212) DNA

((213) Rattus norvegicus

r{400) 10

[tcctctgcag attcgcaggt gacccaagea tcttttgita taggctacct tttgeaacag 60

[tgttgcctta aagtcccage tagticagaga caggcccttc ctcatctcaa geecttaget 120

[aatggaccca aaggctagee {gacaggaag ageiggeatc ticigaggaa tgigcaaace 180

[atgcctgcgt ctgetecatg geactagece agtgtetgge catttgagea giigitctga 240

[gggctcagga tgtttatcce cataagcage tgaactgect cctgtttcga gageagagea 300
aggaatgca giggaagaga cccaggecte tggcacccag attagagagt tiigitgeiga 360

ggtcectata tggttgtgtt agagigaacg gecagettca geectgtettt geteettgtt 420
tgggaagega gigggageee atcagaccag ggggctatat aacccttcag cattcagect 480

[ccccagacac cacccaceea ga 502

[(210> 11

[211) 539

L212) DNA

[(213) Rattus norvegicus

[¢a00) 11

[cagactacat acaatgtggc ttccataaaa tgatcactcc tctgcagatt cgcaggtgac 60
lccaageatct tttgttatag getacctttt geaacagtgt tgccttaaag tcccagetag 120
ltcagagacag geecttecte atetcaagee cttagetaat ggacceaaag getageetga 180
lcaggaagagc tggcatciic tgaggaatgt gcaaaccatg ccigegictg ctecatggea 240
letagceeagt gtetgggeat tigageagtt gtictgageg ctcaggatgt ttatccecat 300
(aageagetga actgectect gittcgagag cagageagag gaatgeagig gaagagacce 360
laggcctctgg cacccagatt agagagitii gigetgaget cccitataige tigigttaga 420
[gtgaacggee agettcagee tgtctitget cctigitige gaagegagig ggaggggate 480
[agaccagggg getatataac cecttcageat tcagecteee cagacaccac ceacccaga 539
O
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[
[(210) 12

({211 65

((212) DNA

[(213) Rattus norvegicus
[(400) 12

(24)

[gagcagagga atgcagigga agagacccag gectciggeca cccagatiag agagittigt 60

[EC tga

[(210> 13
{211) 25
[
{212) DNA

[(213) Rattus norvegicus

[(400) 13

Etgaactgcct cctgtttcga gagea
Lo10) 14

La11y 30

L¢212) DNA

[(213) Rattus norvegicus

[{a00) 14

lgggctcagea tgtttateee cataageage
[

[{210) 15

[{211) 240

[({212) DNA

[{213) Rattus norvegicus

[¢400) 15

65

25

30

[teetetgeag attegeaggt gacccaagea tettttgtta taggetacet tttgcaacag 60

O
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(tettgcctta aagtcccage tagtcagaga
[aatggaccca aaggctagec tgacaggaag
atgecetgegt ctgetecatg geactageee
[

[£210) 16

[(211) 37

[(212> DNA

[(213) Rattus norvegicus

{400, 16

cagactacat acaatgtggc ttccataaaa

{211y 177

{212) DNA

{213) Rattus norvegicus

[(400> 17

[tgatatcaag ggtcagegat aaaccaacaa
lgcagttacag tgattctgac ttctaagttc
[gattacatac ttccatatgt aatacataca
[

(210 18

[(211) 697

({212) DNA

[{213) Mus musculus

[{400) 18

(tgctgttaag getcagtaaa aagecageaa
(acagtgattc tgactictaa gitactcttt
[atacttcaat tcctatttec actcacctce
[taccataaaa tcatgactcc tctgcatatt

0

L
t
L
[(210) 17
[
L

(25)

caggcecttc cicatctcaa geecttaget 120
agctggcate ttctgaggaa tgtgcaaace 180
agtgtctgeg cattigagea gitgttctga 240

tgatcac 37

catgeacgtg gactgtacet aageettaac 60
ctcttagegt aacataggci getgaatect 120
gactticattg atactacaca cagactc 177

catgetggaa tgttaagggt taaageagtt 60
gggcaacaca ggciggttaa tecicactac 120
ctcaagaact tgatttataa acagigigee 180
tatgggigac tcgaageate ttttgatcta 240
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egctaccttt
tatccaagte
#8aatgtgca
[agcagtigtt
[tcgggageag
[Bagtttigtg
[ctttgctcct
tcagectica

{210) 19
{211) 715
{212) DNA
{213} Homo
{400) 19
tgctgctaaa
tagttatagt
[tctccatact
latgtagettc
Ctttcttcttt
[gccctttctg
(tagcaagcte
lgctcagtate
laagcgge tga
lacgctcegac
[ctgaacgaca
laggccaaggg
[

[{210) 20
({211 699

O

C
L
{
L
L
{
L
C

tgcaacagig ttgcitaaaa
ctcagetaat ggcccaaaag
aaccgtgeet gegtetgice
ctgagegctt aggatgtita
aacagaggaa tgcagiggaa
ctgaggtcee tatatggitg
tgttteeeag gcgagtgeea
geeteeeegg gacaccacee

sapiens

tigctcggig acaaattagt
aatgcagaat tccaaattce
tcagtteetg gtttcattga
cataaaaaca tcactccctc
gcatcctace gtggtagaag
cceetttetg ttetcagitt
gcatcctctg tgeaatgica
tetgggeatt tetgcagiig
actgeeteee gttteatgag
cacccagatt agagagtttt
ggctcaagic tgtetttget
gctatataac ccttcagett

(26)

atcgcageta gicagagaca ggccctteet 300
actagcctga caggggetgg catettetga 360
catgacacta gcccagtgte tgegeattta 420
tccecataac gageigaget gectectgtt 480
gagacccacg ctetggecac ceagattaga 540
tgttagagtg aacggecage ttcagecegt 600
geegegatcaga geaagggget atataaccet 660
acccaga 697

agacaaagct aatgcacaaa aaaatgaatg 60
tctttgtaag acataggect gicaaccitg 120
accaacacaa agacacaatg tataagtaca 180
tatgtattta tagacagcig aagaaatatc 240
gettttaaaa gtccgigeta gegcagageca 300
attaggaaat ggectgaaat tccageatga 360
ataccatgcc tgcatctgec cattacccta 420
ttctgaagge ttggcgtatt tatctcecac 480
cagaccagig gaatgeagtg gaagagacce 540
gigetgaggt cectatatgg tigigitaga 600
cctigtitgg gaageaagte ggaggagage 660
tcagetteee tgaacaccac ccagt 715
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27)

[¢212) DNA

{213) Gallus gallus

(400 20

ctigtccaca gttectagte ctttggaaat aaactgateg agacaggata
[cccattacag gctagggaca ccataacaac cigttagcag aacgtttaca
[agaccctacc atgaacccta tgcaacagca ggtacttctt ttagtatcce
[accttttaag tgaatiigig gcaaaatica gtageigitt agctigecga
[attgctttgg tccaaatctt taactaatgc aaagigtctc ctiaaaaaca
[tacaaatgac tgetetttca gtttteacte tgectetigg atgttcctgt
[gcctctctct ctigtttzaa cgigigetct tcctzacaga gggigictgt
ctittetige tgcattitag caagtictge agtgtitate ttacacaget
tecctgtttca tgagetctge gttggaatge agiggaagegg actgacgect
[attagaggtt tttgtaataa ggtccctata tggttttegtt agagacticg

tetcatctet getecttgtt tg@ggaggetg gtgegaggag aagagetgaa

[aaccctggtg cttttggata cacagigcac catcccaga
[

Lo10y 21

L211) 845

[212) DNA

[(213) Artificial sequence

({220

((223) Description of artificial sequence: EGFP

[{400) 21

latggizagca agegcgagga gctgttcace geegigetee ccatcetast
([ggegacgtaa acggecacaa gitcagegig tecggegage gegagggega
[ggeaagetga cectgaagtt catctgeace aceggeaage tgeccgtgee
[ctcgtgacca cccigaccta cggegigeag tgcitcagee getacceega
[cagcacgact tcttcaagtc cgccatgece gaaggetacg tccaggageg
[ttcaaggacg acggcaacta caagacccge geccgaggtiga agtlicgagegg
O

tigattgtca 60
cagecticaa 120
cecagtgcag 180
aagtattctc 240
ctttccctat 300
gaaggccageg 360
cccaggeacg 420
gaaagtcice 480
gicgacecag 540
gectctgtete 600
geggctatat 660
699

cgagctggac 60
tgecacctac 120
ctggeccace 180
ccacatgaag 240
caccatctte 300
cgacaccetg 360
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(28)

[Btgaaccgca tcgagctgaa gegeatcegac ttcaaggage acggcaacat
aagctggagt acaactacaa cagccacaac gtctatatca tggccgacaa
[g8catcaagg tgaacttcaa gatccgecac aacatcgagg acggcagegt
[gaccactacc agcagaacac ccccatcgge gacggccccg tgctgetgee
rtacctgagea cccagtcege cctgageaaa gaccccaacg agaagegega
[ctgctggagt tegtgaccge cgccgggate actcteggea tggacgaget
[cttagccatg gcttcccgce ggaggteegag gageagegate atggcacgct
[tgtgcccagg agagcgeggat ggaccgicac cetgeageet gitgettetge
[gtgta

[(210> 22
[

{211) 666

[(212> DNA

[(213) Artificial sequence

(2209

[(223) Description of artificial sequence: Red

[ Fluorescent Protein

La00) 22

[aagaatgtta tcaaggagit catgaggtit aaggtiicgca tggaaggaac
lcacgagtttg aaatagaage cgaaggagag gggaggccal acgaaggcca
laagcttaage taaccaagee gggacciitg ccatttegctt gggatatttt
(tttcagtate gaagcaaget atatgtcaag caccctgecg acataccaga
letgteattte ctgaaggatt taaatgggaa agegtcatga actttgaaga
[gttactgtaa cccaggattc cagtttgcag gatgectett tcaictacaa
lattggegiga acttteette cgatggacct gttatgcaaa agaagacaat
[gecageactg agegtitgta tectegtgat ggegigttga aaggagagat
[cigaagctga aagacggigeg tcattaccta gitgaatica aaagtatita
[aagcctgtge agetaccagg gtactactat gttgacteca aactggatat
[aacgaagact atacaatcgt tgagcagtat gaaagaaccg agggacgeca
[

cctggggcac 420
gcagaagaac 480
geagetegee 540
cgacaaccac 600
tcacatggtc 660
gtacaagaag 720
gcccatgtet 780
taggatcaat 840

845

getcaatgeeg 60

caatacegta 120
gtcaccacaa 180
ctataaaaag 240
cgetggegte 300
ggtcaagtic 360
gggetgegaa 420
tcataagget 480
catggcaaag 540
aacaagcecac 600
ceatetgtte 660
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[ctttag

[

{210) 23

(211) 719

{212) DNA

[(213) Artificial sequence

[(220>

[(223) Description of artificial sequence: GFP
[(400) 23

(29)

666

[atggtgagca agggcgagea gcigitcace geggtiggtge ccatcctggt cgagetgegac 60
cgacgtaa acggecacaa gitcagegig teeggegagg gegagggega tgecacctac 120
ggcaageiga ccctgaagtt catctgeace accggeaage tgecegtgee ciggeccace 180
cicgigacca cccigaccca cggcgigeag tgcticagee gctaccccga ccacatgaag 240
cagcacgact tcticaagic cgecatgece gaaggetacg tccaggageg caccatette 300
ttcaaggacg acggcaacta caagacccge gccgaggiga agiicgaggg cgacaccctg 360
[gtgaaccgca tcgagetgaa gggcatcgac ttcaaggagg acggcaacat cctiggggcac 420

L

aagctggagt acaacticaa cagecacaac gtctatateca tggecgacaa gcagaagaac 480

[ggcatcaagg tgaacttcaa gatccgecac aacatcgagg acggcagegt gcagetcgee 540
[gaccactacc agcagaacac ccccaicggc gacggccecg tgctgctgee cgacaaccac 600
[tacctgagca cccagtecge ccigageaaa gaccccaacg agaagcegega tcacatggte 660
[ctgctegagt tcgtgaccege cgccgggate actctcggca tggacgaget gtacaagta 719

[

[{210) 24

[{211) 937

[{212) DNA

[{213) Artificial sequence

({220

[{223) Description of artificial sequence: Renilla
[ Luciferase

[
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({400 24

atgacttcga
[teggcecagat
[daacatgcag
[cgacatgttg
[atgggcaaat
cttactgcat
tggggtgctt
[gttcacgctg
[gaagatattg
ttegtggaaa
gcatatctig
cgtgaaatce
aatgcttate
ttcttticca
gtaaaaggtic

t
L

L
L
L

L

tegttegtig
[

C(210)
[¢211)
FEAE))

[(213) Artificial sequence

[{220)

25
3144
DNA

aagtttatga tccagaacaa
gtaaacaaat gaatgttctt
aaaatgctgt tattttttta
tgecacatat tgagccagta
caggcaaate tggtaatggt
getttgaact tcitaattta
gtttggeatt tcattatage
aaagtgtagt agatgtgatt
cgttgatcaa atcigaagaa
ccatgttgee atcaaaaatc
aaccattcaa agagaaaggt
cgttagtaaa aggtggtaaa
tacgtgcaag tgatgattta
atgctattgt tgaaggtgcc
ttcatttttc gcaagaagat
agegagttct caaaaatgaa

aggaaacgga
gattcattta
catggtaacg
gegeggtgta
tettataget
ccaaagaaga
tatgageate
gaatcatgeg
£2agaaaaaa
atgagaaagt
gaagttegte
ccigacgtig
ccaaaaatgt
aagaagtttc
gcaccigatg
caataat

(30)

tgataactgg
ttaattatta
cggectetie
ttataccaga
tacttgatca
tcatttttgt
aagataagat
atgaatggee
tggtttigea
tagaaccaga
gtccaacatt
tacaaatigt
ttattgaate
ctaatactga
aaatggeaaa

[{223) Description of artificial sequence: beta

L
(<400}

Galactosidase
25

tecgeagige 60
tgattcagaa 120
ttatttatgg 180
ccttattggt 240
ttacaaatat 300
cggccatgat 360
caaagcaata 420
tgatattgaa 480
gaataacttc 540
agaatttgea 600
atcatggeet 660
taggaattat 720
ggacccagga T30
atttgtcaaa 840
atatatcaaa 900
937

latgtcgitta ctttgaccaa caagaacgig attttcgtig ccggicigge agecatiggt 60

[ctggacacca gcaaggaget gctcaagege gatccegieg tittacaacg tegtgactge 120
[Eaaaacccetg gegttaceea acttaatege ctigeageac ateccccttt cgecagetgg 180

O
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[cEtaatagcg
[aatggegct
Batctteetg
[Bcgcccatet
[Bagaatccga
[ggccagacge
[cgctgggtcg
ttacgcgeceg
[ctggaagatc
[aaaccgacta
[cgcgctgtac
[

L

acagtttctt
gaaattatcg
aacccgaaac
accgccgacg
attgaaaatg
cacgageate
cigcigaiga
cigiggtaca
lacccacegea
lagcgaacece
(tcgctegeea
(tetgtegate
[gatattattt
laaatggtcca
[gaatacgcee
[cgicagtatc
[aaatatgatg
[aacgatcgece
O

L
L
L
L

L
[

aagagecccg caccgaicge
ttgeetggtt tceggeacca
aggccgatac tgtegtegtce
acaccaacgt aacctatcce
cgggttgtta ctegeteaca
gaattattit tgatggegit
gitacggeca ggacagicgt
gagaaaaccg ccicgeggtg
aggatatgtg geggatgage
cacaaatcag cgatttccat
tggaggctga agttcagatg
tatggcagegg tgaaacgeag
atgagegtieg tggitatgce
tgtggagege cZaaateceg
gcacgcigat (Zaagcagaa
gictgetget gctgaacgge
atcctetgea tggteaggic
agcagaacaa ctttaacgcc
cgcigigega ccgctacgge
tggtgecaat gaategtetg
taacgcgaatl ggigcagege
atgaatcagg ccacggeget
cttececegeee ggtgeagtat
gcecgatgta cgcgcgcete
tcaaaaaatg getttegeta

cciteccaac
Zaageggtige
cectcaaact
attacggtca
tttaatgtig
aactcggegt
tigeecgtctg
atggtgetge
ggeattttee
gttgccacte
tgeggegagt
gtcgecageg
gatcgcgica
aatctctatce
geetgegatg
aagccgttge
atggatgage
gigcgctgtt
cigtatgigg
accgatgatce
gatcgtaatc
aatcacgacg
gaaggcegecg
gatgaagacc
cctggagaga

G

agttgcgcag
cggaaagetg
ggcagatgca
atccgeegit
atgaaagcig
tteatetgtg
aatttgacct
gttggagtga
gtgacgtete
gctitaatga
tgcgtgacta
geacegegee
cactacgtct
gtgcggtagt
tegetitecg
tgattcgage
agacgatggt
cgcattatee
tggaigaage
cgegetgget
acccgagtigt
cgetgtateg
gagccegacac
agccctticee
cgegeceget

cctgaatgge 240
geteggagige 300
cggttacgat 360
tgttcccacg 420
gctacaggaa 480
gtgcaacggg H40
gagecgcattt 600
cggcagitat 660
gttgetgeat 720
tgatttcage 780
cctacgggta 840
ttteggeggt 900
gaacgtcgaa 960
tgaactgecac 1020
cgaggtecge 1080
cgttaaccgt 1140
geaggatate 1200
gaaccatccg 1260
caatattgaa 1320
accggegatg 1380
gatcatctgg 1440
ctggatcaaa 1500
cacggecace 1560
gectgtgecg 1620
gatectttge 1680

acgegatgeg taacagtictt ggeggtiteg ctaaatactg geaggegttt 1740
ccegtttaca gggegectic gictgegact gggtggateca gicgetgatt 1800
aaaacggeaa ceegiggteg gettacggeg gigattitgg cegatacgeeg 1860
agticigtat gaacggtctg gicttigeeg accgeacgee geatecageg 1920
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[clgacggaag caaaacacca gcagcagtit
[gaagtgacca gcgaataccet gttecgteat
[Begetggatg gtaageeget ggeaageggt

[aaacagttza
[acagtacgcg
[tggcagcagt
[atcccgcatc
caatttaacc

L

[C tgacgecge

[gaagcgaccc
[caggccgaag
acgaccgctc
cggattgatg
[ccgcatccgg
[tggctcggat
[cgctgggatc
¢ tgege tacg

[ttcaacatca
[C aCgcggaag
(gactectaga
lcagt tegtct
[

({210) 26
[{211) 1558

[{212) DNA

ttgaactgcc
tagtgcaace
ggegtieigae
tgaccaccag
gccagteage
tgcgegatea
gcattgacce
cagegttgtt
acgegtggea
gtagiggica
cgeggatteg
tagggccgcea
tgecattgte
ggacgegega
gcegetacag

{gaactaccg
gaacgcegace
ggaaaaccic
cgaaatggat
ctttctttca
gttcaccegt
taacgccizgg
gcagtgcacg
gcatcaggeg
aatggegatt
cctgaactge
agaaaactat
agacatgtat
attgaattat
tcaacagcaa

ttecagttee
agcgataacg
gaagtgectce
cagccggaga
geatggteag
agtgtgacge
ttttgcatcg
cagatgtgga
geaccgetge
gtcgaacget
gcagatacac
aaaaccttat
accgttgatg
cagctggege
cccgaccgce
accccgtacg
ggceeeacace
ctgatggaaa

aaggcacatg gcigaatatc gacggttice

geeegteagt
getgicaaaa

atcggeggaa
ataa

[{213) Artificial sequence

[(220)

ttacagctga

(32)

gtitatcegg
agcteetgea
tggatgtege
gcgecgggcea
aagceegggea
teecegeege
agctegggtaa
ttggegataa
ataacgacat
ggaaggcgec
ttgetgatee
ttatcageeg
ttgaagigec
aggtageaga
ttactgccge
tcttcccgag
agtggegegg
ccagccatcg
atatgegeat
gegeeggteg

[{223) Description of artificial sequence: SEAP

[{400) 26
O

gcaaaccatc 1980
ctggategte 2040
tecacaaggt 2100
actctggcte 2160
catcagegee 2220
gteecacgee 2280
taagegttgg 2340
aaaacaactg 2400
tggcgtaagt 2460
gegecattac 2520
ggtgctgatt 2580
gaaaacctac 2640
gagcgataca 2700
gegggtaaac 2760
ctgttttgac 2820
cgaaaacggt 2880
cgacttecag 2940
ccatctgctg 3000
tggtggcgac 3060
ctaccattac 3120

3144
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(atgcigctge
[t tgaggagg
[aagaagetgc
ategzestet
[Bggcctgaga
[aatgtagaca
[aagggcaact
[acacgeggea
[ggagtggtaa
[gtgaaccgca
[caggacatcg
cgaaagtaca
getgggaccea
[gcccggtatg
[catctcatgg
[ctggacccct
cgeagcttct
[gcttaccggg
[ctcaccagee
"t tcegagact
lgacaggaage
lggegeceaee
lgeagtgecee
lccgcagecac
[ttegeegecet
[gacgeegege
[

{210y 27
[{211) 1651

O

tgctgctect
agaacccgga
agecigeaca
ctacggtgac
taccectgge
aacatgtgec
tccagaccat
acgaggtcat
ccaccacacg
actggtactc
ctacgcaget
tgtttcgcat
EEctggaceg
tgtggaaccg
gictcttiga
cccigategga
tectettegt
cactgactga
aggaggacac
acceccigeg
cctacacegt
cggatgttac
tggacgaaga
acctggtica
geetggagee
acccgggtta

gctgggecig
cttctggaac
gacageegee
agcigccagg
catggaccge
agacagtgga
tggcttgagt
ctccgtgatg
agtgcageac
ggacgccgac
cafctccaac
gggaacccca
gaagaatctg
cactgagetc
gcctggagac
gatgacagag
ggagggtagt
gacgatcatg
gctgagecic
agggagetee
cctcctatac
cZagagcgag
gacccacgea
cggcglgcag
ctacaccgee
ctctagagtc

(33)

aggctacage fctceecigeg
cgcgagegcag cegaggecct
aagaacctca tcatcttect
atcctaaaag ggcagaagaa
tteccatatg tggetctgic
gccacageca cggectacet
gcageegeee geittaacea
aatcgggeca agaaagcagg
gcctegecag ceggeaccta
gigectgeet cggeccgeca
atggacattg acgtgatcct
gaccctgagt acccagatga
gtgcaggaat ggctggcgaa
atgcaggett cectggacce
atgaaatacg agatccaccg
gctgeectge gectgctgag
cgeategace atggteatea
ttcgacgacg ccatigagag
gtcactgeeg accactccea
atctteggge tggcceetgg
ggaaacggtc caggctatgt
agegegagee ccgagtateg
ggcgaggacg tggeggtatt
gagcagacct tcatagcgca
tgegacetgeg cgecccecge
ggggeggecg geegettega

catcatccca 60
gegtgccgee 120
gggegatggg 180
geacaaactg 240
caagacatac 300
gtgeggggtic 360
gtgcaacacg 420
gaagtcagig 480
cgeccacacg 5H40
ggaggegtge 600
aggtggagge 660
ctacagecaa 720
gcgecageet T80
gtetgtgace 840
agactccaca 900
caggaaccce 960
tgaaagcagg 1020
gecegegegccag 1080
cgtettetee 1140
caaggeeegeg 1200
gctcaagegac 1260
gcagcagtica 1320
cgegegegge 1380
cgtcatggee 1440
cggeaccace 1500
gcagacat 1558
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[{212) DNA

$213) Artificial sequence

[(220)

34)

[(223) Description of artificial sequence: Luciferase

[ Firefly

[(400) 27

catggaagac gccaaaaaca
aaccgctgga gageaactge
tgcttttaca gatgeacata
cgttcggttg gcagaageta
atgcagtgaa aactctctte
tgcagttgeg cccgegaacg
ftcgecageet accgiggtgt
aaaaaagctc ccaatcatee
atttcagtcg atgtacacgt
[ttttgtgcca gagtccticg
[atctactggt ctgectaaag
[gcatgccaga gatcctattt
ltgttceattc catcacegtt
ltcgagtegtc ttaatgtata
[caagattcaa agtgcegctec
lgattgacaaa tacgatttat
(taaggaagtc ggggaagegs
(tgegcicact gagactacat
lcgeggteggt aaagttgttc
laacgetggge gttaatcaaa
(ttatgtaaac aatccggaag
(tggagacata gcttactgge
[tctgattaag tacaaaggct
O

t
C
L
L
L
L
L
L

taaagaaagg
ataaggctat
tcgaggtgga
tgaaacgata
aattctttat
acatttataa
fcgtttccaa
aaaaaattat
tcgtcacatce
atagggacaa
gigtegetet
ttggcaatca
ttggaatgtt
gatttgaaga
tggtgccaac
ctaatttaca
ttgccaagag
cagctattct
catttttiga
gaggegaact
cgaccaacgc
acgaagacga
atcaggtgge

cccgecgcca
gaagagatac
catcacttac
tgggctgaat
geeggtette
tgaacgtgaa
aaagegetig
tatcatggat
tcatctacct
gacaattigea
gecteataga
aatcattccg
tactacactc
agagetgtit
cctattetec
cgaaattget
gttecatetg
gattacaccc
agcegaaggtt
gtgtgigaga
cttgattgac
acacttcttce
tecegetgaa

ttctatccge
geeetggtte
getgagtact
acaaatcaca
ggegegttat
ttgctcaaca
caaaaaattt
tctaaaacgg
cceggtitta
ctgatcaiga
actgcctgeg
gatactgcga
ggatattiga
ctgaggagec
ttcttegcca
tetggtgges
ccaggtatea
gageeggaig
giggatcteg
ggtectatga
aaggatggat
atcgttgace
ttggaatcca

tggaagateg 60
ctggaacaat 120
tcgaaatgte 180
gaatcgtcgt 240
ttatcggagt 300
gtatgggeat 360
tgaacgtgca 420
attaccaggg 480
atgaatacga 540
actcctctgg 600
tgagattete 660
ttttaagigt 720
tatgtggatt 780
ttcaggatta 840
aaagcactct 900
cteecctete 960
ggcaaggata 1020
ataaaccggg 1080
ataccgggaa 1140
ttatgteegg 1200
gectacattc 1260
gectgaagte 1320
tettgeteeca 1380
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(35)

acaccccaac atcticgacg caggigicge aggicticce gacgatgacg cceggigaact 1440
rtecegeegee gitgitgtit tegageaceg aaagacgate acggaaaaag agatcgigea 1500
rttacgtcgee agtcaagtaa caaccgcgaa aaagtigege ggaggagiig tgttigigga 1560
[cEaagtaccg aaaggictta ccggaaaact cgacgcaaga aaaatcagag agatcctcat 1620
(aaggccaag aagggcggaa agatcgecgt g 1651

E(ZlO) 28

[(211) 658

{212) DNA

{213) Artificial sequence

{220)

{223) Description of artificial sequence: CAT

{400) 28

atggagaaaa aaatcactgg atataccace gttgatatat cccaatggea tcgtaaagaa 60
cattttgagg catttcagtic agttgctcaa tgtacctata accagaccgt tcagctggat 120
attacggcct ttttaaagac cgtaaagaaa aataagcaca agttttatcc ggcctttatt 180
cacattcttg cccgecigat gaatgetcat ccggaactce gtatggeaat gaaagacggt 240
[gagctggtga tatgggatag tgttcaccect tgttacaccg tittccatga geaaactgaa 300
[acgttttcat cgeiciggag tgaataccac gacgattice ggcagttict acacatatat 360
[tcgcaagatg tggegigita cggigaaaac ciggectatt teectaaagg gittatigag 420
laatatgtttt tcgtctcage caatccctgg gtgagttica ccagtttiga titaaacgtg 480
lgecaatatgg acaacttett cgecccegtt ttcacgatgg gcaaatatta tacgeaagge 540
lgacaaggtge tgatgecget ggegattcag gttcatcatg cegtttgtga teggettecat 600
l[gtcgecagaa tgcttaatga attacaacag tactgcgatg agiggcagee cegegegt 658
[

[

{210y 29

[{211) 582

[{212) DNA

O

L
C
L
L
L
L
L

[
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[{213) Artificial sequence
{220}

(36)

({223) Description of artificial sequence: hGH

{400) 29

[atgttcccaa ctattecact gagtegectg ttcgataacg cgatgetgeg tgegeategt 60
[ctgcaccaac tggetttega cacttaccag gagttcgaag aageatacat cccgaaagaa 120

[cagaaataca gcttectica gaacccacag acctegttgt
[accccttcta accgegaaga gacccageag aaatcgaace
[ctgcttctca tteagtegtg getggageca gtacagtice
[tcactggtat acggtigegic tgacagtaac gtttacgace

atccaga cccigatggg tegeciggaa gatggticac

gtttctctga aagtatcccg 180
ttgaactget tegtateteg 240
tgegtteggt tttegeaaac 300
tgctgaaaga ccttgaagaa 360
cacgecactgg tcagatetic 420

aaacagactt actccaaatt cgatactaac tctcataacg atgatgctict getzaaaaac 480
tacggcctge tgtactgttt ccgtaaagat atggataaag tigaaacttt cctgegtate 540

[
[gttcagtgtc gttetgtiga agggicgigt ggcttctaat

[(210> 30

[a11) 119

[212) DNA

[(213) Oryctolagus cuniculus

[¢400 30

(tataaataaa ccectetget aaccatgitc atgectictt

ag 582

cittitccta cagctectge 60

lgcaacgtget gettgttgte ctgtctcate attttggcaa agaattcact cetcaggtg 119

[

[210) 31

[{211) 802

[({212) DNA

[{213) Gallus gallus

[{400) 31

[ccetttgtge ggggegegage ggctegggeg gtgegigegt
[

gtgtgigtee giggggageg 60
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[ccecgteceg
tgcgeteege
[Betgegages
[teeececeec
[ggcccggctt
[ggggggtggc
[tcgggggagg
[gccattgcct
[ggcggagccg
[tgcggcgccg
ceecttetee
ggggeaggec
Etgttcctccg

[(210) 32

L211) 1032
Le212) DNA

Q7

cccgcgctge ceggcggcteg tgagegctige gggegcggceg cegeectitg 120
gtgtgegega geggagegeg geegegeece gtgeccegeg gigegeegee 180

gaacaaaggc
ggtcgegectg taaccccecc
cgegtgegeg geteegtgeg
ggcaggtgeg ggtgecgggc
ZECECEECEE CCCCEZagcE
tttatggtaa tcgtgegaga
aaatctggga ggcgecgecg
gCaggaagea aatgeggceeg
atctecagee teggggetge
ggggttegege tteiggegig
cagccageca g

L(913) Bacteriophage P1

La00y 32
[atgtccaatt
lgatgaget tc
lacctggaaaa
leggaaatggt
lcgcggtctas
leggtecggge
(cgaaaagaaa
[gatttcgace
[ctggeattte
[agggttaaag
O

tactgaccgt acaccaaaat
gcaagaacct gatggacatg
tgcttetgte cgtttgecee
ttccegeaga acctgaagat
cagtaaaaac tatccagcaa
tgecacgace aagigacage
acgttgatge cggtgaacgt
aggttcgtic actcatggaa
tggggattge ttataacace
atatctcacg tactgacggt

tgegtgeges gigigigegt gggggggiga geagggegtig 240

ctgcacccee ciccccgagt
gegcgtggceg cggegetege
ggggeggege cgectegggc
ccggcggcte tcgagecece
gggegeaggg actteetttg
cacceeetet agegggegeg
gageggecttc gtgcgtcgcc
cgcaggeggga cggetgectt
tgaccggcgg ggtttatate

ttgectgeat taccggtega
ttcageggatc gccaggegit
tegigggege catggigeaa
gttegegatt atcttctata
catttgegce agctaaacat
aatgetgttt cactggttat
gcaaaacagg ctctagegtt
aatagcgatc gctgccagea
ctgttacgta tagccgaaat
gggagaatgt taatccatat

tgctgagecac 300
cgtgeeggge 360
cgeggagege 420
gcgagecgea 480
tececaaatet 540
gegcgaagege 600
gcgecgecgt 660
cggegageac 720
tteccticte 780

802

tgcaacgagt 60

ttctgageat 120
gttgaataac 180
tettcaggeg 240
gcttcatcgt 300
gegeeggate 360
cgaacgcact 420
tatacgtaat 480
tgecaggate 540
tggecagaacg 600

JP 2004-502448 A 2004.1.29

10

20



(38) JP 2004-502448 A 2004.1.29

[aaaacgctgg ttagcaccge aggigtagag aagecactia gccigggegt aactaaactg 660
Etcgagegat geatttecgt ctetggigta getgatgate cgaataacta cetgttttge 720
[cggticagaa aaaaiggigt tgeegegeca tcigecacca gecagetate aactegegee 780
[ctegaaggga titttgaage aactcatcga tteatttacg gcgctaagga tgactciget 840
[cagagatacc tggeetggtic tggacacagt gecegigicg gagecgegeg agatatggee 900
[cgcgctggag tttcaatace ggagatcatg caageiggig geitggaccaa tgtaaatatt 960
[gtcatgaact atatccgtaa cciggatagt gaaacagegegg caatggigcg ccigetggaa 1020
[gatggcgatt ag 1032

[(210> 33

{211) 34

{212) DNA

{213) Bacteriophage P1

{400y 33

[ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat 34

10

L
L
{
L

Lo10) 34

L211) 384

[212) DNA

((213) Streptomyces avidinii

[{a00) 34 20
lgctgctgaag caggtateac cggeacctgg tacaaccage tcggctegac cttcategtg 60
laccgegegeg cegacggege cotgacegga acctacgagt cggeegtegg caacgeegag 120
lagccgctaceg tcctgaccge tegitacgac agegecccgg ccaccgacgg cageggcace 180
[geectcggtt ggacggtgge ctggaagaat aactaccgea acgeccactc cgegaccacg 240
(tggageggee agtacgtegeg cggegecgag gegagegatea acacceagtg getgetgace 300
[tccggcacaa ccgaggecaa cgeciggaag tccacgetgg tcggccacga caccttcace 360
[aaggtgaage cgtecgeege ctee 384
[

O



(39)

[€210) 35

{211) 42

(£212) DNA

((213) Artificial sequence

{220

[(223) Description of artificial sequence: mye epitope
[(400> 35

[ggatccgaac aaaagctgat ctcagaagaa gafctatgea ta

[(210> 36

{211) 18

{212) DNA

{213) Artificial sequence

{220)

{223) Description of artificial sequence: 5xHis
Sequence

Cca00) 36
[

[

({210 37

[(211) 29

[(212) DNA

[{213) Artificial sequence
({220

[{223) Description of artificial sequence: Primer
[{400) 37

[giccttaage tigatatcaa gggicageg
[

{210y 38

[

s B e B e B e B e |

catcaccatc atcattaa

42

18

29
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(40)

[{211) 29

{212) DNA

({213) Artificial sequence

[(220)

[(223) Description of artificial sequence: Primer
[(400) 38

@gcttctgaa tteteeggtee giggigtct

E<210> 39
[(211> 19

[(212) DNA

{213) Artificial sequence

20)

[(223) Description of artificial sequence: Primer
[(400> 39

Etgttctcagg ctcaggatg

L210) 40

L2121y 25

[(212) DNA

[(213) Artificial sequence

[{220)

[{223) Description of artificial sequence: Primer
(¢400) 40

lctgtttcgag agagcaaage ttagg

[

[

({210 41

[{211) 18

[

[¢212) DNA

{213) Artificial sequence

[(220>

(¢223) Description of artificial sequence: Primer
[{400) 41

[gagtgaacgg ccagetic
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good

A

AL TANGCALGRT ATCARGGGTCACCE ATARACCARCARC) TGTRCCTAAGGGTTARCE
ChGT TACAGTGATTCTGACT TCTAAGT TCCTCT TABGG TARGATAGGCTGETGRATCCTCATTACATACTTECAT
AIGTARTACKTACAGACT TCATTERTACTACACACAGACTCCAGACTACATACART STEGCTTCCATAARATGAT
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RRGAGCTGGCRATCTT CTGAGEARTGTGCARACCATECCIGLGTCTECTTCATEALACTAGCCCAGTGTCTGRECA
TITGAGCAGT TG TTCTGAGGCECTCASGATGT TTATCCCCATAAGCAGCTSAACTECCTCCTGTTTCGAGAGCAGH
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ATGETCCTTARTCATGCT GT EAAGGHTCACTARARAGCCRGCARCATGCTGGARTGT TAAGGETTANAGCAGTTA.
CAGTCATTCTEACT PCTARG T TAC TS T TTHGGCARL TARTCCTCRCTACATRCTTCAATTCCTAT
T CCACTCACCT COCTCARGAACT TEATT TATARACAGT ETGOCTALC TCCTCTMGCATATTT
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Genexpression, Genomalteration und Reporterexpression:in Myofi-

broblasten und myofibroblast-ahnlichen Zellen

Gebiet dar Erfindung

Die Erfindung betrifft spezifische, regulatorische Sequenzbereiche des al-
pha Smoocth Muscla Aklin-Gens (a-SMA-Gens), Fusionskonstrukte, in de-
nen solche regulatorische Seguenzbereiche des o~SMA-Gens mit weiteren
funktionellen Nukleinsiiuresequenzen operativ verkniipft”sind, sowie die
Verwendung solcher reguiaterischer Sequenzbareiche zur zelityp- und dif-
ferenzierungspezfischen Repoerterexpression (insbesondere in Myofibro-
plasten und myofibroblast-dhnlichen Zellen}, zu zelltyp- und differenzie-
rungsspezifischen Genverdnderungen {Alteration, Mutation) und zu Gen-
aexpressionsverénderungan in Zellen und Crganismen.

Im einzelnen betrifft die vorliegende Erfindung Fusionskonstrukte, in de-
nen der genannte spezifische Sequenzbereich, der im wesentlichen aus
Sequenzen besteht, die sich im 5 -terminalen Berelch des a-SMA-Gens
befinden, mit einer weiteren funktionellen Nukleinsduresequenz, vor-
zugsweise mit peptid- oder proteinkodierenden Nukleinséuresequenzen,
regulatorischen DNA-Sequenzen oder funktionellen RNA-kodierentien Se-
quenzen cperativ verknitpft ist; ein Verfahren, in dem die oben genannten
Fusionskonstrukte in einen Vektor operativ inseriert werden und das velk-
torkenstrukt in eukaryoniische Zellen eingebracht wird; ein Verfahren, in
dem die mit dem Vektorkonstrukt transient oder stabil transfizierten,
transfarmierten oder infizierten Zellen, einen Reporter unter Kontroile der
genannien regulatorischen Sequenzen des e-SMA-Gens exprimieren und
die Reporferexpression zur I1solierung oder zur Sichtung embryonal oder
transient a-SMA-positiver Zellen, inshesondere von Myofibroblasten oder
mycfibroblastéhnlichen Zellen aus einem Zeilgemisch, einer Zellpopula-
tion, einem Zellaggregat oder einem Organismus genutzt wird; sowie ein
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Verfahren, bei dem mittels der genannten Fusionskonstrukte (die regula-
torische Sequenzen des o-SMA-Gens und peptld- oder proteinkodierende
bzw. RNA-kodierende Seguenzen enthalten) die Genexpression bzw. die
Zalifunktion von o-SMA-positiven Zellen, insbesondere Myofibrablasten
und myofibroblastdhnlichen Zellen in Qrganismen bzw. in Organen unter
Nutzung transgener oder knock-out/-in-Technologie ader gentherapeuti-
scher Fusionsvektorapplikation manipuliert werden.

Hintergrund der Erfindung

Das o-SMA-Gen Tst ein Mitglied der Aktin-Multigenfamilie, die fir verschie-
dene Iscformen der zytoskeletalen Akbine kodiert. Die Expression der
verschiedenen Aktine ist in hchem Grade zelltypspezifisch und differen-
zierungsabhéngig reguliert. Sco wird adult das skelettale o-Aktin in der
Skelettmuskulatur, das cardiale a-Alktin in der Herzmuskulatur und das a-
SMA in der glatten Muskulatur exprimiert. Die transkriptionalle Regulation
des a-SMA-Gens wird durch ein Zusammensplel von pasitiv und negativ
wirkenden regulatorischen Elementen des 5°-Bereiches vermittelt (Blank,
R. 5. et al, 1, Biol. Chem. 267: 984-98% (19%2); Carrol, 5. L. et al,, 1.
Biof. Chem. 261: §955-8875 {1886); Carrol, S. L. et al., Mal. Cell, Biol. 8:
241-250 (1988); Nakano, Y. et al., Gene. 99: 275-289 (15891); Min et al,,
1. Biol. Chem. 265: 16667-16675 {1990)). Der 5'-Bereich des o-SMA-
Gens enthalt verschiedene konservierte cis-Elemente wie zwei CArG-Ele-
mente (CArG-A und B} (Carrol, S, L, et al., Mol. Cell. Biol. 8: 241-250
(1988) und Blank, R. 5. et al,, 1. Biol. Chern, 267: 984-988 (1992)). Die
CArG-Mative bestehen aus einem A/T Repeat, das von CC/GG flankiert
wird, und werden als mafgebliche Elemente der muskelspezifischen Gen-
regulation diskutiert (Chow, K, L., Schwartz, R, 1., Mol. Cell. Biol., 10, 528
- 538 (1990) und Scbuc, K. et al., Mol. Cell. Biochem. 190:105-118
{1999)}. Reporterstudien an trangenen Reporterméausen zeigten, dak eine
weitere CArG-Box (0) im ersten Intron des o-SMA-Gens fiir eine in vivo
Expression von o-SMA in glatten Muskeizellen notwendig ist (Mack, C. P,
Owens, G. K,, Circ. Res., B4: 852 - 861 (1999)),

JP 2004-502448 A 2004.1.29



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

20

25

0

(49)

WO 004509 PCI/EROLAT S

Der & -Bersich des a-SMA-Gens enthalt ebenfalls zwel E-Box Konsensus-
sequenzen (CA NN TG), petentislle Bindestellen fUr basic helix-loop-halix
Transkriptionsfaktoren (Johnsen, A. D.. Owens, G. K, Am. J. Physiol.,
276, C1420 - C1431 (19%9)) und weitere Konsensussequenzen (Haut-
mann, M. B, et al., J. Biol. Chem,, 272: 10948-10956 {1997) und McNa-
mara, C, A. et al., Am. 1. Physiol., 268: C1259-C1266 (1595)), deren Be-
deutung im einzelnen nicht geklart ist.

Das u~5MA-Gen wird zelltypspezifisch In glatten Muskelzellen {SMC) expri-
miert (Vanderkerckhove 3. and Weber K., Differentiation 14: 123-133
{1579) Skalli, O. et al., J. Cell. Biol., 103: 2787-27386 {1986} und idem, 1.
Histochem. Cytochem., 37: 315-321 (1989)). WO 00/24254 offenbart ein
Verfahren, in dem die regtlatorische Sequenzen des 5 -Bereichs und des
erstan Introns des e-SMA {ir die Expression ven heterologen Genen in
SMC genutzt werden. Diese Druckschrift beschreibt ebenfails die Verwen-
dung dieser Sequenzen innerhalb ven Vektoren fiir die Sichtung von Ge-
webeumstrukturierungen, die SMC tnvolvieren, die magliche Sichtung von
Agonisten und Antagonisten der SMC assoziierte Gewebeumsirakturie-
rungen sowie die Sichtung von therapeutischen Agenzien der SMC- asso-
Ziierten Gewebnumstruktuderungen. Im  einzelnen offenbart die WO
a0/24254 aina allgamsaing Sequenz des o-SMA-Gens (SEQ. ID. NO:1: von
-2558 bp bis + 2784 bp des Ratten «-SMA-Gens, ¢. h. den -2558 bp 5-
Bereich und den Bereich +1 bis +2784 bp des erste Exons und des ersten
Introns) und den Sequenzbereiche des ersten Introns (+ 773 bis +1098;
siehe SEQ ID NO:2), die fir eine in vive -Expression In SMC notwendig ist.

Neben der zellspezifischen Expression bei SMC wird aber auch das'«-SMA-
Gen transient in der Embryogenese wihrend der Differenzierung von ske-
lettalen und cardiaten Muskelzellen (Ruzicka, D. L. et al., 1. Cell Biol., 107:
25775 - 25786 (1988); Woodcock-Mitchell, 1., Mitchall, 1. 1., Differantia-
tion 39: 161 - 166 (1988)), aber auch in Myofibroblasten wahrend der

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Wundheilung sowig nach myofibroblastischen Verdnderungen verschiede-
ner Zelitypen fn Vernarbungs- und Gewebeumstrukturierungsprozessen
nach chronischer Organschadigung exprimiert {Desmoulidre A. et al., Exp.
Nephrol. 3: 134-139 (1995}, Gabbian! G., Cardiovasc. Res. 38: 545-548
(1998); idem, Pathol. Res. Pract. 150: 851-853 (1994); idem, Am. J. Pa-
thol. 83: 457-474 (1974)).

Myofibroblasten sind Zelltypen mesodermalen Ursprungs, die sich durch
eine ausgepragte Matt;ixproduktlon, ein hetercgenas Intermediatfilament-
muster mit Desmin oder Vimentin auszeichnen und durch die o-SMA-Ex-
pression die Fahigkeit zur Kontraktilitdt besitzen (Desmouligre, A. et al.,
Exp. Nephrol. 3: 134-139 (1995); Gabbiani, G., Cardiovasc. Res, 38: 545-
548 (1998); idem, Pathol. Res. Pract. 190: 851-853 (1994); idem, Am. J.
Pathol. 83: 457-474 (1976}). Sie treten tempordr bei der Wundhellung
auf, wahrend persistiarende Myofibhroblasten bhel chronischen Vernar-
bungsprozessen an der Bindegewebs- und der Organumstrukturierung
beteiligt sind. In verschiedenen Fibroseerkrankungen aufgrund chranischer
Organschidigung wie z.B. der Hepatitis, der Glemerulonephritis, der Mye-
lofibrose oder fibrosierenden Lungenerkrankungen sind Myofbroblasten die
Hauptmatrixpreduzenten (Friedman, S. L., New. Engl. J. Med. 328: 1828-
35 (1993); Gressner, A. M., Kidney Int. 49: 39-45 (1996); MacPherson, B.
R. et al., Hum. Pathol., 24:710 - 716 {1993); Alpers, C. E. et al., Kidney
Int. 41: 1134-1142 (1992); Thiele 1, et al., 1, Submicrosc, Cytol. Pathol.
23(1}:109-21 (1991); Johnson, R. 1. et al., 1. Clin. Invest. 87: 847-858
(1991); Kapanci, Y. et al., Mod. Pathoi. 10: 1134-42 (1997)). Daher wur-
den Myofibroblasten auch als modulierte Fibroblasten bezeichnet; ihre
Varlduferzelitypen sind jedoch abhéngig vom Organtyp sehr unterschied-
lich. Chronische Nierenschidigungen flhren zu einer Transdifferenzierung
von Mesangialzelien zu myofibroblastischen Zellen (Iohnson R. 1. et al., 1.
Clin, Invest, 87: 847-858 (1591); MacPherscn B. R, et al,, Hum. Pathol.
24: 710-716 (1993}). In der Leber kommt es nach chronischer Schidi-
gung unabhéngig, ob die Ursache chronischer Alkoholabusus, virale Hepa-
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titis B oder C-Infektionen oder andere chronische Schadigungen sind, zur
Leberfibrose, in der Hepatische Sternzellen (HSC) zu Myofibroblasten
transdifferenzieren (Friedman 5. L., MNew. Engl. 1. Med. 328: 152B8-35
(1983}; Gressner A.M., Kidney Int. 49: 359-45 (1996); Ramador! G. et al.,
Virch. Arch. [B] 59: 349-357 (1990)). Hepatische Sternzellen besitzen
perizytére Eigenschaften und speichern im ruhenden Zustand 80 % des
kérpereigenen Vitamin A {Friedman $. L., New. Engl. J. Med. 328: 1828-
35 (1993)). Nach myofibroblastischer Transdifferenzierung, die naben der
Matrixproduktion und der o-SMA-Expression vermittelten Kontraktilitst
durch eine ginsetzende Proliferation, Vitamin A-Verlust und ein verinder-
tes Wachstumsfaktorenprofil gekennzeichnat ist, sind sie maBgeblich an
der Aufrechterhaltung und dem Fortlauf der Leberfibrose beteiligt (Fried-
man, S. L., New., Engl. J. Med, 328: 1828-35 (1993); Gressner, A. M.,
Kidney Int. 49: 39-45 (1996)).

Bei bronchialen Asthma-Erkrankungen und fibrotischen Lungenerkrankun-
gen sind Myofibroblasten die wesentliche Matrixpraduzenten (Tremblay,
GG.M. et a!., Can. Respir. 1. 5{1}:59-61 (1998); Gizycki, M.1. et al., Am. 1.
Respir. Cell. Mol. Biol. 16(6):664-73 (1997); Gabbrielli, S. et al., Pathalo-
gica.86(2):157-60) (1954)).

Beim Ubergang von in situ Karzinomsn in invasive Karzinome treten
ebenfalls Myafibroblasten mit den typlschen Elgenschaften von induzierter
extrazefluldrer Matrixproduktion und Kontraktilitét auf (Cintotino, M. et al.,
Int. 1.. Cancer 47: 832 - 836 (1984); Gabbiani, G. et al.,, Am. 2. Pathal.
83:457 - 474 (1976)).

In einer Vielzahl von Karzinomen sind die Stromazellan Myofibroblastan
(Terada, T. et al., J. Hepatol. 24: 706-12(1994); Fsouzi, S. at al., 1. He-
patol. 30{2): 275-84 (1999); Kosmehl, H. &t al., Br. ]. Cancer. 81(6):
1071-9 {1999 Pujuguet, P. et al,, Am. J. Pathol. 148 579-92 {1996);
Chomette, G. et al,, Pathol, Res. Pract, 186(1): 70-9 (19920); Ronnov-les-
s&n, L. et al., 1. Clin. Invest. 95{(2): §59-73 (1995)), die in parakriner Ab-
héngigkeit das Tumorwachtum beeinfluBen {Neaud, V. et al., Hepatology
26: 1458-66 {1997); Tomlinson J. et al., Clin. Cancer Res. 5(11): 3516-22
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(1999). Aber die Tumorzellen kénnen auch selber aus myofibroblastischen
Abkdmmlingen bestehen wie z.B. bei Myofibroblastorien und Myofibrosar-
comen verschiedener Organe {Gocht, A, et al., Pathel. Res Pract. 195(1):
1-10 (199%);Unden, A.B. et al., J. Invest. Dermatol, 107 (2): 147-53
(1996}; Auger, M. et al., Arch. Pathel tab. Med. 113(11): 1231-5
(1989)).

Gentherapeutische Ansdtze fUr chronische Fibroseerkrankungen und Tu-
morarkrankungen: Da- Myofibroblasten die zentralen Zelltypen in vielen
sklerosierenden Erkrankungen und mancher Tumecrerkrankungen sind,
sind sie ideale Zielzellen der Therapie, auch der Gentherapie. Durch eine
zelltypspezifische, differenzierungsabhangige Kentrolle der Expression

(a} von Genen kodlerend flir 2.B. intrazelluiaren Signalmediatoren (Wal-
ther, W., Stein, U., Mol. Biotechnol. 13(1}: 21 - 28 {1999)) oder

(b} RNA-kodierenden Sequenzbereiche, die durch Anlagerung die
Transkription oder die Translation bestimmter Gene beinflussen (Bai, J. et
al., Mol. Ther. 1(3): 244 - 254 {2000)) oder

{c) eines Enzyms fiir eine zyklische Rekombination (CRE), das floxP-flan-
kierte Genbereiche verandert {Saver, B. Methods 14: 381 - 392 (2998)),
wird eine Gentherapie bastimmter Zielzellen erméglicht. Als Vekoren wer-
den vieffach virale Vesikel wie z.B. adenovirale oder retrovirale Abkémm-
linge (Miller, N. Whelan, 1. Hum. Gene Ther. 8, 803 - 815; Mountaln, A.,
Tibtech. 18: 119 - 128 (2000C); Schiedner, G. et al., Nat. Genet. 18, 180 -
183 (19598); Parr, M. ., Nat. Med. 3, 1145 - 1149 (1997); Ory, D. S. at
al., Proc. Natl. Acad. 5ci. 93:11400 - 11406 (1996); Feng, M. et al., Nat.
Biotechnel. 15: BG6 - 8§70 (1997)) benutzt. Aber auch die DNA eines
Plasmidkonstruktes kann blank oder in Aggregaten mit Liposomen oder
Polymerkdrpern verabreicht werden {Hengge, U. et al., Nat. Genet.
10:161 - 166 (1995); Gottschalk, S, et al., Gene Ther. 3:3410 - 3414
(199Q); Wagner, E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci, 87:3410 - 3414 (1990)).
Fiir gentherapeutische Angitze und Verdnderungen der myofibroblasti-
schen Zellfunktion sind geeignete regulatorische Sequenzen bzw. ein Pro-
moter notwendig, die/der die entsprechenden Zellfunktionseingriffe und
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Verdnderungen in der Expression in Mygcfibroblasten dirigieren kann,
voraussetzende Bedingung, die aber bislang nicht erfiitit ist. Denn erst
durch den Einsatz regulaterischer Saquenzen innerhalb eines Promoters,
die die Zellfunktionseigenschaften (a) durch aine veranderte Genexpres-
sicn, (b) durch eine Einwirkung in die Proteinsynthese oder {c} durch
Genomalteration myofibroblastensprechend dirigleren, kinnern myofibro-

blastische Zellen gentherapeutisch angesprochen werden.

Zusammenfassung der Erfindung

Bei der Charakterisierung des regulierenden Sequenzbereichs des a-SMA-
Gens (nachfolgend auch "u-SMA-5'-Sequenzbereich™) wurde Uberraschen-
derweise gefunden, dass einzelna Bereiche hierin, némlich innerhalh -698
bis +18 des u-SMA-5'-Sequenzbereichs (Nummerierung, falls nicht anders
angegeben, bezogen auf das in Fig. 7A gezeigte «-SMA-Gen aus rattus
norvegicus} Aktivitdten aufweisen, die sich von der Aktivitat des Gesamt-
bersiches unterscheiden, So wurde gefunden, dass der Bereich -189 his
+18 des «-SMA-Gens transkriptionsaktivierend ist, wohingegen der Be-
reich —698 bis -190 zelltypspezifische und differenzierungsabhingige re-
gulative Eigenschaften aufweist, d. h. in Verbindung mit dem Core-Bereich
(-189 bis +18) fiir die zelitypspezifischa Kontrolle zustandig ist. Autbauend
auf den Befund, dass die Genexpression und/oder Zelifunktion in Myo-
fibroblasten, myofibroblastdhnlichen Zellen oder auch embryonal, tran-

© sient oder induziert SMA-exprimierenden Zellen steuern kénnen, wurde

ein System fiir eine myofibrablastischen Steuerung erarbeitet, Die vorlie~
gende Erfindung betrifft demgemass

(1) eine Nukleinsdureseguenz, umfassend

{i} efnen oder mehrera funktionelle Bereiche aus dem regulierenden Se-
quenzbereich des alpha-Smooth-Muscle-Actin-Gens (o-SMA-Gensy und

(i) wenigstens eine weitare funktionelle Nukleinsduresequanz, die mit der
Sequenz (i) opearativ verknipft ist, wobei vorzugsweise der regulatorische
Seguenzbereich aus den Nukleotiden -858 bis +18 des «-SMA-Gens be-

steht (wobei die Nummerierung auf die in Fig. 5A und 7A gezeigte Se-

JP 2004-502448 A 2004.1.29



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

20

25

(54)

WO 004509 PUCTIEPOTINTIN S
8

quenz aus rattus norvegicus bezogen ist), und wobei die weitere funktio-
nefle Nuklzinssurasequenz nicht fiir das natijrliche «-SMA kodiert;

(2) eine bevorzugte Ausfithrungsform der in {1} definierten Nukleinséure-
sequenz, wobei der regulierande Sequenzbeareich von der Ratfe stammt
und die Nukleinsdureseguenz vorzugsweise einen oder mehrere  funktio-
nelle Bereiche aus der in Fig. 5A gezeigten Sequenz (SEQ ID NO:1), ins-
hesondere aus der in Fig. 7A gezelgten Sequenz (SEQ ID NO:5), umfasst;
(3} elne beverzugte Ausfihrungsform der in (2) definierten Nukleinsdure-
sequenz, wobei der funktionelle Bereich eine transkriptionsaktivierende
Nukleinsgureseqguenz 15t und insbesondere aus der Sequenz -189 bis +18
der Fig. 7A (d.h. aus der Sequenz der Fig. 7C; SEQ 1D NO:7) stammt;

(4) eine bevorzugte Ausfiihrungsfarm der in (2} definiarten Nuk/einsgdure-
sequenz, wobel der funidionelle Bereich eine zellbypspezifische Nuklein-
séyresequenz ist und inshesondere aus der Sequenz -698 bis -190, be-
sonders hevorzugt aus der Sequenz -698 bis -215, der Fig. 7A stammt;

{5} eine bevorzugte Ausfilhrungsform der in (1) definierten Nukiginsdure-
sequenz, wobei der regulierende Sequenzbereich ven der Maus stammt
und die Nukleinsduresequenz vorzugsweise einen oder mehrere funktio-
relle Bereiche der in Fig. 5B gezeigten Sequenz (SEQ ID NO:2} insbesan-
dere aus der in SEQ ID NO: 18 gezelgten Seguenz aufwelst;

{5} eine bevorzugte AusfChrungsform der in (5) definierten Nukleinséure-
segquenz, wobel der funkticnelte Bereich

{a) eine transkriptionsaktivierande Nukleinsgduresequenz ist und inshason-
dare aus den Nuklectiden 420 bis 597 der in SEQ ID N0:18 gezeigtan Se-
guanz stammt und/oder

{b) eine zelltypspezifische Nukleinsduresequenz ist und insbesondere aus
den Nukleotiden 1 bis 489 der in SEQ ID NO:18 gezeigten Sequenz
stammt;

{7} eine bavorzugte Ausfihrungsform der in (1) definierten Nukleinsdure-
sequenz, wobel der regulierende Sequenzbereich vam Menschen stammt
und die Nukleinsduresequenz vorzugsweise einen oder mehrere funktio-
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nelle Bereicha der In Fig. 5C gezeigten Sequenz (SEQ ID NO:3) insbeson-
dare sus der in SEQ ID NO:15 gezeigten Sequenz aufweist;

(8) elne bevorzugte Ausflihrungsform der in {(7) definierten Nukieinsdure-
sequenz, wobel der funktionelle Bereich )

(a) eine transkriptionsaltivierende Nuldeinséiuresequen.z st und insbe-
sondere aus den Nukleetiden 513 bis 715 der in SEQ ID NO:19 gezeigten
Sequenz stammt und/ocer

(b} eine zelltypspezifische Nulkieinsduresequenz ist und insbesondere aus
den Nukleotiden 1 bis 512 der in SEQ ID NO:19 gezeigten Sequenz
stammi; :

(2) eine bevorzugte Ausfihrungsform der in (1) definierten Nukleinssure-
sequenz, wobei dar regulierende Sequenzbereich vom Huhn stammt und
die Nuiieinsduresequenz vorzugsweijse einen oder mehrere funktionelle
Bereiche der in Fig. 5D gezeigten Sequenz insbesondere aus der in SEQ 1D
NO:20 gezeigten Sequenz aufweist;

(10} =ine bevorzugte Ausfihrungsform der in {9) definierten Nuldeinsdu-
resequenz, wobei der funkiionelle Bereich

[2) eire transkriptionsaktivierende MNuklelnsSuresequenz ist und inshe-
sondere aus den Nukleotiden 497 bis 699 der in SEQ ID NC:20 gezeigten
Sequenz stammt und/oder

{b) eine zelltypspezifischa Nulkleinsduresequenz ist und insbhesondere aus
den Nukleotiden 1 bis 496 der in SEQ ID NO:20 gezeigten Sequenz
stammt;

{11) eine transkriptionsaktivierende Nukleinsdureseguenz, wie in (3), (&),
{8) oder (10) definiert;

{12) eine zelltypspezifische Nuklainsaureseguenz, wie in {4), {6), (8) ader
{10) definlert;

{13) einen Vekior, enthaitend eine Nukleinsduresequenz, wie in (11)
und/oder {12} definiert;

{14) einen Vektor, in dem eine Nukleinsduresequenz, wie in (1) his (10)
definiert, inseriert ist;

{15) eukaryontische Zellen oder Organismen, die mit einer Nukleinsiure-
sequenz, wie in (1) bis (10) definiert oder einem Vektor, wis in {13) oder

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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(14) definiert, transignt oder stabil transfiziert transformiert oder infiziert
sing; '

(16} ein Verfahren zur Herstellung der eukaryontischen Zellen, wig ir {15)
definiert, umfassend das Transfizieren, Transformteren oder Infizieren von
Ausgangszellan mit den Nukleinsiuresquenzen, wie in (1} bis (10) defi-
niert oder mit Vektoren, wie in (13) oder (14) definiert;

(17) ein Verfahren zur Herstellung der Organismen, wie in (15) definiert,
umfassend das Injizieran von ES-Zellen, die mit den Nuklelns@uresquen-
zZen, wie in (1) bis {1(5‘-) definiert oder mit Vekteren, wie in {13) oder (14)
definiert, transfiziert sind, in Blastozysten der Organismen und Eimnsetzen
in die Leihmutter;

{18) ein Verfahren zur Isolierung oder zur Sichtung von Glatten Muskel-
zellen, Myofibroblasten oder myofibroblastahnlichen Zellen aus einem
Zeflgemisch, einer Zellpopulation, einem Zellaggregat oder einem Orga-
nismus, umfassend die Expression eines Reportergens in einer eukaryonti-
sthen Zelle oder einen Grganismus, wis in (15) definiert;

{19) ein Verfahren zur Manipulation der Genexpression und/oder der
Zellfunktion von glatten Muskelzellen oder Myofibreblasten In Orgarismen
oder Organen, umfassend Einbringen von Nukleinsguresequenzen, wie in
(1) bis (10} definiert oder einem Vektor, wie In (14) definiert, in die Orga-
nismen ader Organe;

(20) ein Arzneimittel, enthaltend eine Nukleinsauresequenz, wie in (1) bis
(10), (11) oder (12} definiert, oder einen Veklor, wie in (13) oder (14)
definiart und

(21} dle Verwendung eines funktionellen Beraichs aus dem regulierenden
Sequenzbereich des oc-§MA-Gens, wie vorstehend unter {1) bis (12) defi-
niert, zur Herstellung eines Arzneimittels zur zelltyp- und differenzierungs-
spezifischen Reporterexpression, zur zelityp- und differenziarungsspezifi-
schen Genverdnderung und zur Manipulation der Genexpression und/odear
Zellfunktion, inshesondere in trangient embryonal SMA-positiven Zellen, in
Myofibroblasten und mycfibroblastéhnlichen Zellen.
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Die Erfindung wird nachfolgend anhand der beigefiigten Figuran und Bei-
spiele ndher aridutert.

Figurenbeschreibung

Fig 1; Messung der Luziferasereporteraktivitdt in ruhender und mycfibro-
blastisch-aktivierten Hepatischen Sternzellen (HSC) unter Kontrolle des
PRL-70D-Reporterkonstruktes.

Fig 2a: Immuncytologie nach Einzelzelidissoziation von differenzierten EB
und Kultivierung der vom Verband geltisten Zellen. In pSMA-GFP-190
trensfizierten Zellen zeigten auch e-SMA-negative Zellen (1C) elne GFP-
Expression (1B). In pSMA-GFP-700 transfizierten Zellen war die GFP~Ex-
pression (2B} auf «~SMA-exprimierenden Zellen begrenzt {2C).

Fig 2b: Aufbau des SMA-GFP-700 bzw. SMA-GFP-190 Reportervektor fir
stabile Transfektionen In embryonale Stamrmzallen oder transgene Re-
pertermausmodelle, In die Konstrukte ist zwischen den GFP-Reporter
(EGFP-variante) und den 716bp (SEQ ID NO:5) bzw. 207bp (SEQ ID
NO:7) aus der 5'-Region des «-SMA-Gen  als heterologe regulatorische
Sequenz das erste Intron des chicken B-Actins kloniert. Zur Selektion von
stabiten Transfektanten hat das Konstrukt, neben der Ampiciliinresistenz
gine weitere Resistenz gegen Neomycin, die in eukaryotischen Zellen eine
G418 Selektion erlaubt,

Fig 3a: ludferasereporteraktivititen unterschiedlich langer SMA-Kon-
strukte {SMA-125 bis SMA-700; vergleiche auch Fig. 7) die nach tran-
sienter Transfektion in embryonalen Myotuben und Myoblasten der Zalilnie
L6 ermitialt wurden. L6-Zellen, die nach Serumentziyg in «-SMA-exprimie-
rende Myctuben differenzieren, zeigtan aine 4- bls Sfache Induktion aller
Konstrukte im Vergleich zu den Vorl&ufer L6-Myoblasten. Das SMA-190-
Konstrukt besitzt einen stark transakiivierenden Einfluss, Das SMA-700-
Konstrukt dirigiert dagegen eine differenzierungsabhingige Reporterex-
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pressicn. Die Aktivitaten der SMA-Konstrukte wurden mit der Aktivitdt des
Sv40-Promoter (100%) in Relation .gesetzt. Die Versucha wurden in drel
unabhgngigen Experimanten mit Doppelansitzen durchgeflhrt.

Fig_3b: Plasmidkonstrukt zur Expression eines Peptids oder Polypeptids
von Interesse unter Kontrolle der 716 bp-5'-Sequenz (SEQ ID NO:5) des «
-5MA-Gens. Zur Detektion der Expression kann in den Consensus des Le-~
serasters (ORF) ein oc_i_er mehrere Erkennungssequenzen (Tags) eingabaut
warden wie die kodierende Sequenz filr Strepravidin (SEQ ID NQ:34)
und/oder ein von einem Antikdrper (9E10) erkanntes Epitop wie myc (SEQ
10:35), und/oder zur Aufreinigung auch etne fiir finf Histidine kodierende
Sequenz (SEQ ID NO:36) enthalten. Sowohl die Sequenz des Peptids von
Interesse als auch die damit verknipften TAG-Sequenzen unterliegen der
zelltypspezifischen und differenzierungsabhéngigen Kentrolle des regulati-
ven Sequenzbereichs des o-SMA-Gens.

Fig 4: LoxP-vermittelte Cre-Rekombination unter Kontrolle des «-SMA-5 -

Genbereichs:

a.: Aufgrund der transkriptioneflen Kontreille des Cre-Gens (SEQ ID
ND:32) durch den 57 -Bereich des w-SMA-5'-Sequenzbereichs {SEQ 1D
NO:5) in Kombination mit dem ersten Intron des G-Actins (SEQ ID NO:31)
kommt as nach myofibrobiastischer Differenzieruny zur Expression des
Cre-Gens In Myofibroblasten (1), der Cre-vermittelten Excision des loxP-
fiankierten Necmycin-Gens (nec) (2} und der anschileBenden Expression
des Gens von Interesse (3).

h.r Aufgrund der transkriptioneilen Kontrolle des Cre-Gens (SEQ ID
NO:32) durch den 57 -Bereich des ax-SMA-5"-Sequenzbereichs (SEQ ID
NOD:5) in Kombination mit dem ersten Intron des B-Actins (SEQ 1D NO:31)
kommt es nach rmyofibroblastischer Differenzierung zur Expression des
Cre-Gens in Myofibroblasten (1), der Cre-vermittelten Excision des loxP-
Rankierten Gens von Interesse (2), sodaB eine anschlieBende Expression
des Gens von Interesse unterbrochen wird (3).
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c.: Aufgrund der transkriptionellen Kontrelle des Cre-ER-Fusionsgens (SEQ
ID NG:32 +ER™, Danielian PS et al., Mol Endocrinol. 7: 232-240, 1993)
durch den 5"-Bereich des a-SMA-5"-Saequenzbereichs (SEQ IB NG:5Y in
Kombination mit dem ersten Intron des B-Actins (SEQ ID NO:31) kommt
es nach myofibroblastischer Differenzierung zur Expression des Cre-ER-
Fusionsgens in Myofibroblasten (1), Nach Zusatz bzw. Injektion von 0,1
bis 2 mg 4-OHT kann im nachsten Schritt die Bindung des Liganden durch
das ER-Peptid erfolgen und sich ein Cre-ER/4-OHT-Komplex biden, An-
schlieBend transloziert der Kompex in den Kern und. es werden durch Cre
die in Fig. 4a und b gezeigten genetischen Verdnderungsschritte {23 und
(3) durchgefiihrt,

In Flg. 4 bedeutet: nS3: nukledre Signalpeptidsequenz; schraffierte Fliche:
Intronsequenz; LP: Linker Peptidsequenz; ER™:Sequenz fiir alterierten
Ostrogenrezeptor mit hoher Affinitdt for den synthetischen Liganden, 4-
Hydroxytamoxifen {4-OHT}, der aber endogen produziertes 175-Estradiol
nicht bindet; B-A: B-Aktin-Intron (SEQ ID NO:31}; und 4-OHT: 4-Hydro-
Kytamoxifen

Fig 5: 57 -upstream Region und Anfang Exonl des a-SMA in verschiedenen
Spazien {Region -713 bis +52, Nummerierung bezogan auf Sequenz A)

A: Ratte (Rattus norvegicus; SEQ 10 NO:l; Acc. No S76011 ; Blank, R.S.
etal., ). Biol. Chem . 267(2): 984 -989 {1992)).

B: Maus (Mus musculus; SEQ 1D NO:2; Acc. Nos. M57409 M35194; Min,
B.H. et al., 1. Biol. Chem. 265: 16667-16675 {1990)).

C: Mensch (Homo sapiens; SEG IR NO:3; Acc. No. J05193; Reddy, 5. et
al., J. Biol. Chem. 265(3): 1683-1687 (19903).

D1 Hubn (Gallus gallus; SEQ ID NO:4; Acc. M13756 DD0041 NODO41;
Carroll, 5.L. et al., 1. Bioi. Chem. 261(19): 8955-8976 (1$86)).

Figa. 6: Alignment der in Fig. 5 gezsigten Sequenzen.
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Fig. 7: zeigt die bevorzugte, aus Ratte (Rattus norvegicus) stammenden ¢

-5MA Sequenzen der vorliegenden Erfindung (SEQ ID NQ:)
A: 5 Genbereich das o-SMA-Gens; -698 bis +18 (5}
B: 5 Genbereich des a-SMA-Gens: -124 bis +18 {6}
C: 5'Genbereich des «-SMA-Gens: -189 bis +18 (N
D: 5 Genbereich des o-SMA-Gensg: -214 bis +18 {8)
E: 5 Genbergich das a-SMA-Gens: -244 his +18 {%)
F: 5" Genbereich des x=SMA-Gens: ~484 bis +18 (10}
G 5"Genbereich des «-SMA-Gens: -521 bis +18 (11}
H: 5 Genbereich des «u-SMA-Gens: -189 bis -125 (12)
1: 5’ Genbareich des «-SMA-Gens: -214 bis -190 (13)
J: 5 "Genbereich des a-SMA-Gens: -244 bis -215 (14)
K: 5 'Genbereich des g-SMA-Gens: -484 bis -245 (15}
L: 5°Genbereich des z-SMA-Gens: -521 bis -485 {16}
M: 5‘Genbereich des n-SMA-Gens: -698 his —522 (17}

Fig. 8A: B-1-Globin-Gen von Oryctolagus cunicuius; [ntron II /Exeon II1-
Ubergang; Acc.No: Y00882: Sequenz 1250-1343 (SEQ 1D NO:30)

Fig. 8B: Cytaplasmisches B-Actin-Gen von Gallus gallus; Acc, No: X00182,
Intron I {544-1542); gezeigt ist die Sequenz von 550 his 1503 (SEQ ID
NO:31).

Fig. 8C: Skizze einar floxP-site: Die FloxP-Sequenz (siehe auch SEQ ID
NO:33) besteht aus 13 bp invertierten Repeats (horizontale Pfeile), die
eine 8 bp asymmetrische Core-Ragion flankizren, welche an zwei Stellen
{vertikale Pfeife) durch Cre geschnitten wird.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung
Die vorliegende Erfindung beruht auf den Uberraschenden Befund, dass
durch spezifische requlatorische Sequenzen des o-SMA-Gens, insheson-

dere solche die eine cder mehrere der in Fig. A bis M von Fig. 7 (SEQ ID
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NOs:5 bis 17) gezeigten Sequenzen enthalten, die Genexpression der
hiermit operativ verknlpften funktionallen Mukleinsduresequenz so z. B.
eines Reportergens oder eines anderen funktioneflen Gens in. Myofibro-
blasten oder myofibroblastdhnlichen Zellen gesteuert wird.

Die Nukleinsduresequenz der Ausfithrungsform (1) der Erfindung enthik
einen oder mehrere funktionatle Bereiche aus dem regulierenden Se-
quenzbereich des u—S!\_‘WA—Gens. Dieser regulierende Sequenzbereich kann
dabei ven Saugern, insbescndere von Primaten oder Nagern oder Vdgeln
und besonders bevorzugt von Ratte, Maus, Mensch oder Huhn stammen
(Blank, R.5. et g, 1, Biol. Chem . 267(2): 984 -989 {1992}; Min, B.H, &t
al., 1. Biel. Chem. 265: 16667-16675 (1990); Reddy, S. et al., J. Biol.
Cham. 265 (3}: 1683-1687 (1990}, Carroll, 5.L. et al., 1. Biol. Chem, 261
(193: 8965-8976 (1986)}).

In der bevorzugten Ausflhrungsform (2) stammt der regulierende Se-
quenzbereich, wie vorstehend erwdhnt, von der Ratte (Btaﬁk, R.S. etal.,
1. Biol. Cham. 267: 984-989 {1992)). Besonders bevorzugt ist dahet, dass
der funktioneile Bereich eine transkriptionsakiivierende Nukleins&urese-
quenz aufweist und besonders bevorzugt aus der in Fig. 7C gezeigten Se-
quenz stammt, Hierbei sind insbesondere solche transkriptionsaktivierende
Sequenzen hevorzugt, die wenigstens 10, vorzugsweise wenigstens 40
und besonders bevorzugt wenigstans 60 konsekutive Basen aus der in Fig.
7C gezeigten Sequenz aufweisen und besonders bevorzugt die in Fig. 7B
oder 7C gezeigten Sequenzen (SEQ ID NOs:6 oder 7) umfassen. Alternativ
oder zusdtzlich hierzu kann der funktionelle Bereich eine zelitypspezifisch
oder differenzierungsabhingig regulierende Nukleinsguresequenz sein,
bevarzugt eine sclche, die aus der Sequenz -698 bis -190 der. Fig. 7A
(Nukleotide 1 bis 509 von SEQ ID NO:5), besonders bevorzugt aus der
Sequenz -698 his -215 der Fig. 7A, stammt. Dabei sind solche zelitypspe-
zifische Sequenzen bevorzugt, die wenigstens 25, vorzugsweise wenigs-
tens 35, konsekutive Basen aus der Sequenz -698 bls -190 der Fig. 7A

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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aufweisan und besonders beverzugt die in Fig. 71 ader 7M gezeigten Se-
quenzen umfassen.

GeméB der bevorzugten Ausfiihrungsformen (5) - (10) stammt der regu-
lierende Senuenzbereich azlternativ von der Maus, dem Menschen oder
dem Huhn (Min, B.H. et al., 1. Biol. Chem. 265: 16667-16675 (1990);
Reddy, S. et al., J. Biol. Chem, 265 (3): 1683-1687 (1990); Carroll, S.1..
et al., 1. Biol. Chem. 261 (19): 8965-8976 (1986)), wohel die funktione!-
len Bereich vorstehend untar (5) bis (10) definlert sind. Besonders bavor-
zugt im Sinne der vofliegenden Erfindung ist auch hier, dass die transkrip-
tionsakiivierende Nukleinsauresequenz wenigstens 10, hevorzugt wenigs-
tens 40 und besonders bevorzugt wenigstens 60 konsckubive Basen aus
der unter {6), (8) oder (10) definierten transkriptionsaktiviefenden Se-
guenz aufweist bzw. wenigsiens 25, vorzugsweise wenigstens 35, konse-
kutive Basen aus der vorstehend unter (5}, (8) oder (1D} definierten zell-
typspezifischen Sequenz aufwelst. Insbesondere sind solche Teilsequenzen
aus in den SEQ ID NOQs:18, 19 und 20 gezeigien Sequenzen heverzugt,
die den Sequenzen 7A - 7M der Seguenz aus Ratte entsprechen (gernsss
dem Atignment in Fig. &).

Die weliters funktionelle Nukleinsiuresequenz gemas AusfGhrungsform (1)
der Erfindung kann dabei eine peptid- oder proteinkodiarende DNA-Se-
quenz (einschlieﬁ]ilch jedoch nicht elngeschrankt auf Reportergene, Se-
quenzen, die flr pharmakalogisch aktive Proteine kodieren und regulatori-
sche DNA-Sequenzen) oder eine funkiionelle RNA-kodierende Sequenz
(=inschlieBlich jedoch nicht singeschrankt auf einr Ribozym) sein.

Frilhara Arbeiten haben die Verknipfung von «-SMA-Gen-Fragmenten mit
Reporterganen gezelgt {u.a, Nakano, Y. et al., Gene 98(2): 285-9 (1991);
Blank, R.S. et al., J. Biol. Chem. 15, 267(2): 984-9 (1992); Johnson, A.D.
und Qwens, G.K., Am. 1. Physiol. 276: C1420-31 {1999); Hautmann, M.B.
et al., J Biol Chem. 272(16): 10948-56, (1997); Simonscn, M,S. et al.,

JP 2004-502448 A 2004.1.29



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

WO 004509

Anl. 1. Physiol. 268(4 Pt 2): F760-9 (1995); Kim, 1.H, et al., Biochem. Bi-
aphys. Res, Commun. 190(3): 1115-21 (19563); McNamara, C.A. et al.,
Amm. 1. Physiol. 268; C1259-86 {(1995) sowie WO 00/24254 und. US-Patent.
5,885,769). Geeignete Reportergene fiir eine myofibroblastische Steue-
rung sind z. B, die in der nachfolgenden Tabelle 1 aufgefiihirten Gena. An-
dere funktionelle Gene Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind z, B.
Gena, die fiirr pharmakologisch aktive Proteine oder Peptide kodizsren, und

17

regulaterische DNA- unc RNA-Sequenzen.

Tab. 1: Beispiele mbglicher Reporter, deren Expression durch dig a~SMA-

5’'-Sequenz kontrolliert werden kann

(63)

PUCTIEPOTINTIN S

Reporter Detektion Sequenz Refarenz
(SEQ ID NO)

destabilisiertes EGFP 483-507 nm 21 EP-A-0892D47

rad fluorescent Protein |538-583 nm 22

GFP und Varianten

z.B, Blue Variant 380-440 nm 25 EP-A-0802047

Renilla Luziferase 24

Luzifarase Firafly Lumineszenz 27

SEAP! BCIP?, NBT? 26

caTt 28

hGH® 29 IP 1985234584

B-Galactosidase x-Gay’ 25

Harseradish Peroxidase |DABS, AECT EP-A-0234075

* SEAP: secreted alkaline phosphatase
? BCIP: 5-Bromo-4-chloro-3-Indelylphosphat

* MBT: Nitroblue-Tetrazolium

* CAT: Chloramphenfcol-Acstyltransferase

® hGH: human growth hormene

® DAB! 2,3"-Dlaminobenzidin

7 AEC: 3-Amine-9-Ethylcarbazot

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Der Vektor gemaB Ausfihrungsform (13) umfasst konventionelie Trans-
fektionsvektoren und fiir den Gentransfer geeignete Vektaren.

Die eukaryontischen Zellen cder Organismen gemidb Ausfikrungsiorm
(15} der vorliegenden Erfindung kénnen durch dem Fachmann wohlbe-
kannte Transfektions-, Transformations- oder Infektionsverfahren von
Ausgangszellen bzw. Infizieren von ES-Zellen In Blastozysten der Orga-
nismen und Einsatzen in die LeThmutter erhalten werden.

Bislang war es nicht moglich den Vorgang der myofibroblastischen Akti-
vierung durch einen Reporter zu sichten, da ein regulierender Sequen=-
bereich, der spezifisch auf den Aktivierungstbergang von riehenden Zellen
zU myvlibroblastischen Zellen anspricht, nicht gefunden wurde: Durch die
Fusion des Sequenzbereichs von -6938 bis +18 (SEQ ID NQ:5) mit einem
Repartergen (siehe Tabelle 1} und Insertion in einen Transfervelkior und
anschiiefiender Transfektion kann die myofibroblastische Aktivierung ge-
sichtet werden (Fig. 1). In bisherigen Methoden wurde fiir eine Sichtung
des myoftbroblastischen Aktivierungsvergangs immunzytologische ader
immunhistelogische Verfahren gewshlt, die mehrere Atbeitschritte wie
Fixieren der Zellen, Antigenblocken, Antikérperinkubation und Detektion
beinhaiteten (F. Hofman, Current protocols (n immunology, Chapt 5.8:
Immunohistochemistry; Eds. J.E. Coligan et al., National Institute of
Health, USA (19%6)). Zur immunzytologischen bzw. immunhistologischen
Detektion von Myofibroblasien konzentrierten sich die Verfahren auf die
immunochemische Anfarbung des «-SMA-Proteins. Quantitative Aussagen
lber die Altivierung z.B. durch ein toxikologisches Reagenz waren aller-
dings auf diese Welse nicht maglich. In der vorgelegten Erfindung wurde
als o-SMA-5"-Sequenz kontrollierter Reporter des myoﬁbrohlastisc_hen
Transformationsprozel  vorzugswelse Jumineszierands Reporterproteine
gewdhit und die Aktivierung der Zellen quantitativ ung sehr empfindlich
durch ein Luminometer (MLX Microplate Luminometer der Fa, Dynex
Technologies, Chantllly, USA) gemessen (Fig. 1). Durch eine quantitative

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Reporterbastimmung ergibt sich durch das Verfahren erstmals die Maglich-
keit toxikologische und pharmakologische Studien guantitativ durch-
zufiihren, die dann Aussagen (Ober das myofibroblastische Aktivierungs-
potential der Substanz ergeben und damit die Moglichkeit der Detektion
des chronisch relevanten Crganschidigungspotential.

Die Bestimmung des myofibroblastischen Ubergangs an Zellen, die den
Vektor mit dem oc~S_MA-5-Sequenz-Reporterfusionkonstrukt beinhalten,
birgt auch die Maglichkeit, therapeutische Medilkamentsichtungen durch-
zufiihren; hisr Kann eine Verminderung der myofibroblastischen Akbtivie-
rung, z.B. induziert durch ein ToxIn oder einen fibrogenen Wachtumsfakior
wie z,8. Transforming Growth Factor beta (TGF 8), anhand des ¢-SMA-5"-
Sequanz kontrollierten Reparters ausgelesen warden.

[as erfindungsgemiie vorgelegte Verfahren, in dem o-5MA-5"-Sequenz-
bergiche (~-698 bis +18) zur Repartersteuerung genutzt werden, umfait
neben der Sichtung der myofibroblastischen Aktivierung die Isolisrung von
bestimmten Zellen anhand der «-SMA-5'- gesteuerten Reporterexpras-

sion. Dies wird in dem vorgestellten Verfahren vorezugsweise durch opera-.

tive Verknipfung von  o-SMA-5"-Sequenzbereichen mit  einem
flupresziarenden Reporter {z.B. GFP siche Tabelle 1} durchgefiihrt, so dal
nach Elnhringen des Vektorkenstruktes In einen QOrganismus oder einer
Zellpopulation die Isolierung von transient embrycnal SMA-positiver Zallen
oder von myofibroblastisch induzierten Zelien aus ainem Zellgemisch oder
Verbandes aufgrund der Fluoreszenz mithilfe eines FACS-Gerites (FACS:
Fluorescence activated cell sorting) durchgefithrt werden kann. Alternativ
erlaubt die Verknipfung des «-SMA-5"- Sequenzbereichs mit anderen Re-
portern die Isolierung wvon Myofibroblasten und Arealen mit smyo-
fibroblast&hnlichen Zellen durch Mikrodissektion unter licht- oder fluores-
zenzmikroskopischer Kontrolie,

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Die vorgelagte Erfindung umfalt ebenfalls die Rolle des  Sequenzbereichs
-698 bis +18 des «-SMA-Gens fir dis spez[ﬁsché Genexpression in em-
brycnalen Stammzelien (ES), die in Embrycid Bodies zu embryonalen Kar-
diomyozyten, glatten Muskelzellen oder Skelettmuskelzellen differanzieren
kénnen (Evans, M. 3., Kaufmann, M. H., Nature, 282, 154 - 156 (1981)).
Per Vergleich verschiedener stabil in ES-transfezierter Konstrulkte mit
unterschiedlichen Domédnzan des «-SMA-5'- gelegenen Sequenzbereichs
zeigte, daf3 fir eine Selektion von Kardiomyoryten, Skelettmuskelzellen
und Glatten Muskeizellen aus embrygnalen Zellaggregaten eine Reporter-
steuerung durch den Sequenzpersich -189 bis -+18 (Fig. 7C; SMA-190)
nicht ausreicht, sondern zusdtzliche 5-gelegena Domdnen im Bereich -
698 bis -190 des w-SMA-Gens ( Seq. I, 1, K, L. und M der Fig. 7) notwendig
sind (Fig. 2 }.

Die Erfindung betrifft ebenfalis die operative Verknipfung des a-5MA-5"~
Sequenzbereichs oder Teilbereiche der Seguenzen (Seq. A bis M van Fig.
7} mit anderen die Expression beeinfluBenden Nukleinséureseguenzen.
Beispiel sind Intronseguenzen wie die des B-Globin- (siehe Fig. Ba, SEQ ID
NO:30) oder des Huhn-B-Aldin-Gens (siehe Fig. 8b, SEQ ID NQ:31), aber
auch andere Enhancersequenzen wie die des viralen CMV wige in dem
Vektor von Fig. 3. Aber auch andere hier nicht genannte expresslons-
beeinfluBende Sequenzen kdnnen mit den «-5MA-57- Sequenzen oder

Doménen aus denen (Seq. A bis M von Fig. 7) operativ verknupft werden.

Wird nicht ein Reportergen, sondern ein anderer paptid- oder proteinko-
dierender Genberelch mit den o-SMA-5'- Sequenzhereichen {(SEQ ID
NOs:5 bis 17) verkniipft, kemmt es zu einer «-SMA-5"-gasteuerten Ex-
pression des operativ verknlpften Genbereichs. In der bevorzudten Aus-
fliihrungsform der Erfindung wird Sequenz A von Fig. 7 fur elne Steuerung
der Expression des Genbereichs von Interesse benutzi. Fig, 1 oder Fig, 3
zeigt die differenzierungsabhéngige Expression unter transkriptioneller
Kontrolle der Sequenz A von Fig. 7: Die transkripticnelle Kontrolle durch

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Sequenz A verhindert die Expression in Myoblasten oder ruhenden myc-
fibroblastischen Varldufer, wahrend sie nach Myctubendifferenzierung-oder
nach myofibroblastischer Transdifferenzierung zur Expression. des ver-
knipiten Genbereichs flhrt. Wird Sequenz C von Fig. 7 mit dem Zielgen
verkniipft, kommt es auch zur Expression in vielen Zelitypen wie z.B. in
Fibroblasten, bel Varkniipfung der Sequenzen A, F, G voh Fig, 7 in myg-
fibroblastischen Zellen cder SMC-Abkémmlingen. Der durch o-SMA-5 -
Sequenzbereiche (Seq. A bis M ven Fig. 7} transkriptionell gesteuerte
Genbereich kann wiederum ebenfalls mit zusitzlichen Sequenzdomanen
verknlpft werden. Die Verkniipfung unter Berlcksichtigung des Leseras-
ters mit kodierenden Seguenzen fir bestimmte Tags oder Reporterdo-
médnen (Fig. 3b)} ermdglicht die Verfolgung der Genexpression oder die
Aufreinigung Proteins oder Peptids des durch c-SMA-Sequenzen transkrip-
tioneall gestauerten Genbereichs.

Durch die operative Verkniipfung der «-SMA-5"- Sequenzbereiche {Seq. A
bis M von Fig. 7} mit Sequenzen, die RNA kodierende DNA oder Genbe-
reiche fir Signalmediatoren enthalten, kann funktionell in den Phanotyp
myofibroblastischer Zellen singegriffen werden, Mach Insertion soclcher
Konstrukie in einen Vekior, dar sich zur Gentherapie eignet (wie z.B. ver-
schiedene Generatlonen von adenoviralen, retroviralen oder lentiviralen
Vektoren und deren Abkémmlinge (Ory, D. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
93: 11400 - 11406 (1996); Feng, M. et al., Nat, Biotechnel. 15: 866 - 870
(1997)) bzw. nackte oder in Aggregaten mit geladenen Polymeren oder
Lipasomen zusammengefaBte Plasmidvektoren) {Hengge, U. &t al,, Nat.
Genet. 10: 161-166 (1995); Gottschalk, S. et al., Gene Ther. 3! 448 - 457
(1996)) wird die Varaussetzung filr gentherapeutische Ansdtze myo-
fibroblastischer Zellen und myofibroblastéhniicher Zellen geschaffen, die
hei sklerosierenden Erkrankangen {Desmouliere, A, et al,, Exp. Nephrol.
3: 134-139 (1995); Gabbiani, G., Cardiovasc. Res. 38: 545-548 {1958):
idem, Pathol. Res. Pract. 190: 851-853; idem Am. J. Pathol. 83: 457-474
{1576)) und Tumorerkrankungen (Terada, T et al., 1. Hepatol, 24: 706~

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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12(1996); Faouzi, S. et al., 1. Hepatol. 30(2): 275-84 (1999); Kosmeh!,
H. et al., Br. ,J Cancer. BL{6): 1071-9 (1999); Pujuguet, P. et al., Am. 1.
Pathol. 148: 579-52 (1996); Chomette, G. et al., Pathol Res. Pract
186{1): 70-9 (1990); Ronnov-lessen, L. et al, 1. Clin. Invest, 85(2}: 859-
73 (1995); Gocht, A et al., Pathol, Res. Pract. 195(1): 1-10 (1999)) ge-
nutzt warden kénnen.

Die cperative Verknpfung von Sequenzbereichen aus Sequenz A bis M
aus Fig. 7, wobaei in dieser Erffindung varzugsweise die Sequenz A aus Fig.
7 benutzt wurde, mit dem Enzym flir die zykilsche Rekombination (Cre)
(SEQ ID NO:32) ermbglicht es, in myofibroblastisch-differenzierten Zellen
Genbereiche, die mit einer floxP-Sequenz (Fig. 8¢, SEQ 1D NO:33) flan-
kiert wurden, neu zu rekombinieren. Hier kann nach Funktion des Cre-En-
zyms und der Orientierung der floxP-Sequenzen eine Inversion, eine
Excision, Tntegration oder Translokation des gefloxten Genbereichs unter
Kontrolla der gewshlten regulierenden a-SMA-5"- Sequenzbereiche erfol-
gen. In dieser Erfindung gewshlte mbgliche Konstruktionen des Vektors
sind in Fig. 4 dargestefit. ‘

m dem Verfahren (17) geméas der vorliegenden Erfindung werden transfi-
zierte ES-Zellen in Blastozysten eines Wirtsarganismus injiziert und in die
Leihmutter eingesetzt (V. Papaloanncu, R. Johnson, Gene Targeting. A
Practical Approach, ed. A.L: Joyner, Oxford UK {1883); T. Doetschman,
Transgenis Animal Technolegy. A Laboratory Handbook, Academic Press
Inc. San Diego, USA {1994)). Nach Rickkreuzungen dger geborenen und
herangewachsenen transgenen Chimdre werden homozygote Tiere intoxi-
ziert und auf ihre transgene Genexpression untersucht,

Alternativ kinnen in dem Verfahren (17} die Konstrukie ohne vekior-
riiclkrad durch Miokroinjektion in den Vorkern eingebracht werden und zu
transganan Qrganismen fithren {1.W. Gordon st al,, Methods Enzymol.
101: 411-33 {1983); B. Hogan et al., Manipulating the mouse embryo. A
laboratary manual, Gold Spring Harbor, NY {1994)).

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Organismen gemas der Ausflihrungsformen {15} und (17} der vorliegen-
den Erfindung umfasst Sduger einschlieflich, aber nicht eingeschrinkt auf
Primaten, MNager und Huftiere (wobei es sich - falls humane Organismen
unter den betreffenden nationalen oder regionalen Patentvoraussetzungen
nicht schutzfahig sind - bei den Sdugern um nicht-humane Siuger han-
delt), Die eukaryotischen Zelien gemall Ausfiihrungsform {15} umfassen
alle moglichen Zellen und Zelllinien aus den obengenannten Saugern,

Dig "Arzneimittel” gerﬂéﬁ Ausfihrungsformen (20) und {21) der vorliegan-
den Erfindung {je nach Aufgzhenstellung, Anwendung, Art der weiteren
funktionsllen Mukleinsiuresequenz usw. kann es sich dabel auch um ein
Diagnostikum handein) kdnnen - in Abhdngigkeit von der Applikationsform
- neben den erfindungsgemniben Nulkieinsduresequenzen/Vekteren nach
handelsibliche Zusatzstofie, Verdiinnungsmittel und dergleichen enthal-
ten, Die Arzneimittet sind dabet zur Manipulaticn der Genexpression
und/oder der Zelffunktion von Myofibroblaten oder myofibreblastéhnlichen
Zellen geelgnet, d.h. sie sind fiir die Behandlung und Diagnose einer Viel-
zahl von Erkrankungen (wie in dem Abschnitt "Hintergrund der Erfindung"
ausgefiihrt) einschlieBlich Fibroseerkrankungen aufgrund chronischer Qr-
ganschadigung {wie z.B. der Hepatitis, der Glomerulonephritis, der Myelo-
fibrose oder fibrosierenden Lungenerkrankungen) und Tumorerkrankun-
gen einsetzbar.

Die Erfindung wird anhand der folgenden, nicht einschréankenden Beispiefe
niher erlautert.

Beispiele
Materialien Und Methoeden
Tabelle 2: Verwendete Primer

Primer Sequenz (SEQ. ID, NO) Bereich im o~
SMA-Gen

SMA-7I0F |5'~GTC CTT AAG CTT GAT ATC AAG GGT CAG CG (37) - 710 bis -682

SMA-30R |5 -GG TTC TGA ATT CTG GGT GGG TGE TGT CT (38) +1 bis +29

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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SMA-245F | 5°-TGT TCT CAG GCT CAG GAT G (39) -252 bis -235
SMA-190F |5°-CTG TTT CA GAG AGC AAA GCT TAG G (40} ~ |-203 bls -181
SMA-100 |5 -GAG TGA ACG GCC AGC TTC (41) urn -100

Folgende kommerziell erhiltliche Vektoren wurden im Verlauf der Arbeit

henutzt:

Als allgemeine IKionierungsvektoren dienten pBluescript-SKII+ (Clontech,
Heidelberg) und pGEMAZ {Promega, Mannheim). Bereiche des a-SMA-Pro-
maoter wurden anschlieBend in den promoterlosen Luciferase-Vektor pRL-
null (Promega, Mannheim) kloniert, Um die Aktivitdt erzeugter Konstukte
zit vergleichen wurdan aus der pRL-Famifie zusitzlich pRL-SV4G und pRL-
CMY oder auch Vektoren der pGL3-Familie (Promega, Heide]berg) ver-

wendet.

Beijspiel 1: Herstellen der o-SMA-5"-Sequenz

Aus isolierter Ratten-DNA wurde zundchst ein ?36bp langes Fragment aus
dem 5'-Promoterbereich des «-SMA-Gens amplifiziert und klontert. Dazu
erfolgte zundchst eine PCR-Amplifikation des Bereichs van -708 bis +28
aus genomischer Ratten-DNA mit den Primer SMA-710F {HindII[} und
SMA-30R (EcoRI), die die angegebenen Restriktionsschnittstellen in ihrer
Sequenz beinhaiten. Nach Restriktion wurde das Fragment (-698 bis +18)
in pRL-null durch Ligation inseriert und der resultierende Vektor pRL-SMA-
700 far Untersuchungen an eukaryontischen Zellen in £ coff K12-5t&m-
men amplifiziert (siehe auch Saguenz van Fig. 7A}.

Beispiel_2: Sichtung der myofibroblastischen Differenzierung durch Re-

porferexpression unter Kontrolle des 5 - Bereichs des o- SMA-Gens
A. Herstellen von durch e-SMA-5 " -Sequenzbereiche regulierten Reporter-

vektoren: Fir die Herstellung der «-SMA-5-Genbereich-Reporterkonstrukte
wurden in Reportervektoren unterschiedliche 57 -Genbereichen des a-SMA
inseriert. Das mit den Primern SMA-710-F und SMA-30-R hergestellte
Amplifikat (s. 0.} von genomischer Ratten-DMA wurde mit EcoRl und
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HindIIl geschnitten und in pBESK + (Stratagena) kloniart und so pB-SMA-
700 erzeugt. Unter Nutzung der verhandenen Restriktionschnittstellan im
5'-Bereich des e~-SMA-Gens wurden die Fragmente SMA-480 (Pstl), SMA-
215 (Pvull) und SMA-125 {Drall) erreugt, indem sie mit ECoRT und dem
spezifischen Restriktionsenzym aus pB-SMA-700 geschnitten wurden und
zundchst in pGEM (Promega) oder pB-5K (Stratagene) klontert wurden.
Dabei entstanden folgende Plasmide: pGEM-5MA-489, pGEM-SMA-215 und
pB-SMA-125. Mit den Primer SMA-245F (Pstl) oder SMA-190F(HindIIL) als
sense Primer und SMAvBOR als antisense Primer wurden spezifische Frag-
mente generiert, die anschlieBand Uber ihre primer-assoziierten Restrilcti-
onsschnittstellen Idoniert wurden, dadurch entstanden pGEM-5MA-245
und pB-SMA 190,

Alle Promoterfragmente des ¢-SMA-Promoter wurden Ober EeoRI1/HindIIl
oder EcoRI/Sacl in pRL-null kloniert, wodurch 6 unterschiedliche lange
Deletionsraporterkonstukte SMA-700 bis SMA-125 erzeugt wurden.

B. Transiente Transfektion: Transfektionen wurden mit dem Transfekti-

ensreagenz FUGENE™6 (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) durch- -

gefiitrt. Pro Ansatz wurde 1,5 pg Plasmid-DNA verwendet, di@ sich aus
1,2 pg pRL-700 und 0,3ug pGL3-Kontroliplasmid zusammensetzten, was
einem DNA/Reagenz-Verhdltnis von 1 : 3 entspricht. Fr die Tranfektionen
wurden rihende Hepatische Sternzellen (HSC), die durch enzymatische
Leberperfusion und Dichtegradientenzentrifugation aus der Rattenleber
isoliert wurden {Knack, D. 5., de Leeuw, A. M., Exp. Cell, Res., 139, 468
471 (1982)) und  nach Kultur auf Plastikschalén (Falcon} in Myo-
fibroblasten differenzierte HSC verwendet (Geerts, A. et al., J. Hepatology,
3, 59 - 68 (1989)).

C. Bestimmung der Reporteraktivitdt unter Kontrolle van Sequenz A in ru-
henden HSC und in myofibreblastischen HSC: Eine Messung der Akiivita-
ten erfolgte mit dem Dualen-Luciferase Reporter-Assay-System (DLR™,
Promega, Mannheim). In den transienten Transfektionen zeigten nur my-
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- ofibroblastische Zellen eine deutliche Aktivitst des pRL-700-Reporterkon-

strukt. o-SMA-negative Zellen zeigen Raeporteraktivitdten, die unterhalb
von einem Prozent der relativen Aktivitdt lagen. In Myofibroblastan wurde
der Reporter um den Faktor 14 induziert. Ruhende Zelien hatten keine
Aktivitdten (»1%) (Fig. 1). Damit kann das Konstrukt nach Transfelktion

2ur Sichtung der myofibroblastischen Differenzierung verwendet werden.

Beispie! 3: Reperier unter Kontrolle einer o-SMA 5°-Sequenz in stahil

fransfizierten Organismen und Zeilen

A. Konstruktion eines Reporter-Vektors unter Kontrolle des «-SMA: Aus
ainem madifizierien GFP-Expressionvektor (pCAGGS) (Tkawa, M. et al.,
Develop. Growth Differ, 37: 455 ~ 459 (1995)) mit einem Fragment des
Chicken-B-Actin-Promoter und dem ersten Intren des Chicken-B-Actins
{SEQ ID NO:31) wurde das kardiale Promoterslement durch einen
Restriktionsverdau mit SnaBI und Apal exzidiert und mit den jeweiligen o-
SMA-5'-Sequenzbereichen (SEQ ID NG:5 oder SEQ ID NO:7) nach Verdau
ven pRL-700 oder pRL-190 mit Xhol und EcoRL srsetzt. Nach Aufrefnigung
der Banden Uber ein Agarosegel wurden die Enden aufgefiilt, um eine
‘Blunt End -Klonierung durchfihren zu kénner. Um eine Religation des
Vektors zu verhindern, wurden bei diesem zusétzlich eine Dephosphory-
ferung der 5°-Enden durchgefBhrt. Nach einer Ligationsreaktion und
Transformation in £ cofi wurden positive Klone isoliert, deren Plasmid-
DNA aufgereinigt und Sequenziert und so der Einbau der o-SMA-5'-Se-
quenzbereiche in der richtigen Orientierung Uherpriift. Die Sequenziarung
wurde unter Verwendung des mariderten Primers SMA-100 (TM=63°(C),
der im Bereich -100 des «-SMA-Promaoter bindet, durchgefiihrt, Die Kon-
strukte sind in Fig. 2b dargestellt.

B. Sichtung und Isolierung von stzbilen Transfektznten anhand der o-
SMA-5-Sequenz {Sequenzen von Fig. 7A und 7C) kantrollierten Reporter-
aktivitdt: Zur Erzeugung von stabilen ES-Transfektanten wurden die bei-
den GFP-Reporterkonstrukte pSMA-GFP-700 und -190 (Abb.2b) hargestellt
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und in embryonale murine D3-Stamirzellen transfiziert., Die stabil transfi-
zierten Klone wurden mittels threr Neomycin (G41B)-Resistenz, die im
GFP-Konstrukt beinhaltet ist, selektioniert. Dazu wurde 24 Stunden nach
der Transfektion zum erstenmal 50 pg/m! Neomycin (10 mag/ml, Gib-
coBRL,.Eggens‘tein) zugesetzt.

Zur Differenzierung von Stammzellen wurden diese ochne Feederzellen und
ohne Zugabe von LIF in DMEM {440 mg D-Glukose, 110 mg Natriumpyru-
vat, L-Glutamin, Sigma) mit 20 % FCS (GibcoBRL, Gaithersburg, MD), 1x
nicht-essentielien Aminséuren (GibcoBRLY, 1x Penfcillin-Streptomycin
(GibcoBRL) und 0,1 wmM p-Mercaptoethancl {Sigma) kultiviert. Fur-den
Ansatz von Embrycid Bodies {EB) wurden 2,25 x 10° bzw. 4,25 x 10°
Zellen in 1 ml Kulturmedium verdiinnt. Jeweils 20 pi der Zellsuspension
(450 oder 200 Zellen) wurden als hangende Tropfen kulliviert (Drab, M. et
al., FASEB, 11: 905-611 (1997) und Koalossov, E. st al., 1, Celi, Biol,, 143:
2045-2056 (1958)).

Die Immunhistolgie an EB, die mit dem pSMA-GFP-lQO Promoterfragment
transfiziert wurden, zeigte, dald GFP-positive Zelareale nicht immer aine «
-SMA-Expression hatten und nicht alle o-SMA-positiven Zellen GFP expri-
mierten. GFP-paositive Zellen konnten Actinin-exprimierenden kardialen
oder skelettalen Muskalzelitypen zugeordnet werden. Caldesmon-posttive
glatte Muskelzellen wiesen keing GFP-Expression auf.

Im Gegensatz dazu zeigte das pSMA-GFP-700 Konstrukt eine spezifische
GFP-Expression, dle GFP-Expression konnte dabei sowohl in kardialen und
skelettalen Bereichen als auch in caldesmonpositiven glatten Muskelzellen
gefunden werden. Das gesichtete Reportermuster unter Kontrolle der
Sequenz A in Fig. 5 des ¢-SMA-Gens entspricht in differenzierten ES-Zel-
len demjenigen wéhrend der Embrycgenese. Daher ist das SMA-700-
Fragment {SEQ ID NO:5} eine funktionsfihige Steuerungssequenz fUr dis
embryonal und transiant SMA-positiven Zellen.
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Anhand der Reporteraktivitdt konnten Zellen durch Trypsinierung verein-
zelt werden {Fig. 2.a) und getrennt untersucht werden.

Beispiel 4: Herstellen ven Mdusen mit transgener Genexpression in myo-
fibroblastischen Zellen

A. Stabile Transfektion des in Fig. 2b/3 gezeigten Konstrukts in ES-Zellen:
Zur Herstellung von stabil transfizierten embryonalen Stammzellen wur-
den die «-SMA-Transgan-Viktoren zunachst durch elnen Restriktionsver-
daw, dessen Schnittstelle im Ampicillingen liegt, linearisiert und nach einer
Alfreinigung in HzO geldst {1 pg/ul). AnschlieBend wurde eine Elekiropo-
ration vorgenemmen. Dazu wurden 5 x 10% ES-Zellen in 0,7 ml PBS auf-
genormmen, resuspendiert und in eine Kivette Oberfilhit. Pro Elektropora-
tionen wurden 30 pg linearislerte Plasmid-DNA in einem Voluman von 100
ul verwendet. Nach Zugabe der DNA in die Kilvette erfolgte zunschst eine
Inkubation fir 10 min auf Eis, die der Bildung von Prakempiexen diente.
Danach wurde mit einem Elektroporator der Firma Biorad (Minchen) bei
500 pF und 0,24 V ein Impuls erzeugt. Zur Regensration wurden die Zel-
len zunachst Fitr 20 Minuten auf Eis inkublert und anschlieBend auf neo-
mycinresistene Feederzellen plattiert.

Dle BES- Zellen wurden in Blastozysten einer Wirtsmaus injeziert und in die
Leihmutter eingesetzt (V. Papzicannou, R. Johnson, in Gene Targeting. A
Practical Approach, ed. A.L: Joyner, Oxford UK (1993); T. Doetschman,
Transgenis Animal Technology. A Laboratory Handbook, Academic Press
In.c San Diego, USA {(1994)). Nach Riickkreuzungen der geborenen und
herangewachsenen transgenen Chimare wurden homozygate Tiere intoxi-
ziert und auf ihre transgene Genexpressicn untersucht.

Alternativ kénnen Konstrukte ohne Vektorriickrad {siehe Fig.28) durch Mi-
okroinjektion in den Vorkern eingabracht werden und zu transganen Miu-
sen fihren {1.W. Gordon et al., Methods Enzymal. 101: 411-33 (1983}; B,
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Hogan et al., in Manipulating the mouse embryo. A laborstory manual,
Gold Spring Harbor, NY (1594)).

B: Chronische Leberschadigung durch Intoxikation und myofibreblastische
Sichtung

Zur Indukticn einer chromischen Leberschidigung wurden zwei wichentli-
che Gaban ven 4 % igem Tetrachlorkohlenstoff in MinersI®l (& mifkg Kiér-
pergewicht) den Mausen intraperitoneal 2, 4, 6 oder & Wochen lang ver-
abreicht. Die Mause t;uurden auf eine Pulmenitis und Nephritis sowie auf
das Auftreten mycfibroblastischer Zellen in der Lunge und der Niere unger-
sucht. Da Tetrachiorkohlanstoff Vor allem zu einer Hepatitis fohrt, wurde
in den Lebern transgener GFP-Mause die Aktivierung von myofibrobtasti-
sehen Zellen gesichiet,
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Patentanspriiche

1. Verwendung einer Nukleinsjuresequenz, umfassend

(i) einen ader mehrere funktionelle Bereiche aus dem regulierenden Se-
quenzbereich des alpha-Smooth-Musde-Actin-Gens  (o-SMA-Gens), der
aus Nukleotiden -698 bis +18 des o-SMA-Gens besteht, wobet diz Num-
merierung auf die in Fig. A ung 7A gezeigte Sequenz aus rattus norveni-
cus bezogen ist, und

(ii} wenigstens eine weitere funktionelle Nukleinsdureseqguenz, die nicht
fir das natUrliche o-SMA kediert und dle mit der Sequenz (i) operativ ver-
knOpft ist

zur Herstellung eines Arzneimittels zur Manipulation der Genexpression
und/oder der Zellfunktion von transient- oder nach Aktivierung SMA-posi-
tiver Zellen, von Myofibroblasten eder myafibrablastéhntichen Zellen.

Z. Verwendung nach Anspruch 1, wobei in der Nukleinsduresequenz der
regulierande Sequenzbersich des x-SMA-Gens

- wenigstens 10, vorzugsweise wenigstens 20 konsekitive Basen aus den
Nukleotiden -698 bis +18 des a-SMA-Gens aufweist und/oder

- voh S3ugern, Insbesondere von Primaten oder Nagern, oder Végein
stammt und besonders hevorzugt von Ratie, Maus, Mensch oder Huhn
stammt.

3. verwendung nach Anspruch 2, wobei der regulierende Seguenzbereich
von der Ratte stammti und die Nukleinsiuresequenz vorzugsweise einen
oder mehrere funktionelle Bereiche aus der in Fig. 5A gezeigten Sequenz
{SEQ 1D NO:1), insbesondere aus der in Fig. 7A gezeigten Sequenz (SEQ
ID NQ:8), umfassat.

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei der funktionelle Bereich
{i} eine transkriptionsaktivierende Nuldeinsiiureseguenz ist und insheson-
dere aus der in Fig. 7C gezeigten Sequenz (SEQ ID NO.7) starmt, und
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wobel vorzugsweise dig trenskriptionsaktivierende Sequenz wenigstens
10, bevorzugt wenigstens 40 und besonders hevorzugt wenigstens 60
konsekutive Basen aus der in Fig. 70 gezelgten Seguenz aufweist und be-
sonders bevorzugt die in Fig. 7B oder 7C gezeigte Sequenz (SEQ ID NOs:6
oder 7} umfasst; oder

{ii) eine zelltypspezifische Nuklelhsauresequenz Ist und insbesondere aus
der Sequenz -698 bis -190 der Fig. 7A {Nuklectide 1 bis 509 von SEQ ID
NO:5), besonders bevorzugt aus der Sequenz -688 bis -215 der Fig. 7A
(Nukleotide 1 bis 484 von SEQ ID NO:5} oder aus der Sequenz der Fig. 71
(SEQ ID NO:13) stammt, und wobei vorzugsweise die zellsperifische Se-
quenz wenigstens 25, bevorzugt wenigstens 35 konsekutive Basen aus det
Sequenz -698 bis -190 der Fig. 7A aufweist und besonders bevorzugt die
in Fig. 71 odar 7M {SEQ ID NO: 13 oder 17) gezeigre Sequenz umfasst.

5. Verwendung hach Anspruch 3 oder 4, wobei die Nuklelnsauresaquenz
sowohl eine transkriptionsaktivierende als auch eine zelltypspezifische
Nukleinsduresequenz umfasst und/oder eine der in SEQ ID NCOs:5 bis 17
gezeigten Sequanzen aufweist.

6. Verwendung nach Anspruch 2, wobei der regulierende Sequenzbersich
von der Maus stammi und die Nukfeinséuresequenz vorzugsweise einen
cder mehrere funktionelle Bereiche der in Flg. 5B gezeigten Sequenz
{SEG ID NG:2) inshesondere aus der in SEG ID NO: 18 gezeigten Sequenz
aufweist.

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei der funktionelle Bereich

{a} eine transkriptionsaktivierende Nukleinsduresequenz ist und insheson-
dere aus den Nukleotiden 490 bis 697 der in SEQ 1D NO:18 gezeigten Se-
quenz stammt und/oder

(h) eine zelltypspezifische Nukleinsduresaquanz ist und inshesondere aus
den Nuklectiden 1 bis 488 der in SEQ [D NO:18 gezeigten Sequenz
stammt.
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2. Verwandung nach Anspruch 2, wabef der regulierende Sequenzbereich
vorn Menschen stammt und die Nukleinséuresequenz vorzugsweise einen
oder mehrere  funktionelle Bereiche der in Fig. 5C gezeigten Sequenz
(5EQ ID NO:3) insbesondere aus der in SEQ ID NO:19 gezeigten Sequenz
aufweist,

9. Verweandung nach Anspruch 8, wabei der funktionelie Bereich

(a) eine transkriptionsaktivierende Nukleinsduresequenz ist und insbe-
sondere aus den Mukleatiden 513 bis 715 der in SEQ ID NO:19 gezeigten
Sequenz stammt und/oder

(b) eine zelitypspezifische Nukleinsduresequenz ist und insbescnders aus
den Nuklectiden 1 bis 512 der in SEQ ID NO:19 gezeigten Sequenz

stammt.

10, Verwendung nach Anspruch 2, wobei der regulierende Sequenzbereich
vom Huhn stammt und die Nukieinsduresequenz vorzugsweise einen oder
mehrere funktionelle Bereiche der in Fig. 5D gezeigten Sequenz (SEQ 1D
ND:4) insbesondere aus der in SEQ ID NO:20 gezeigten Sequenz aufweist.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei der funktionelie Bereich

(a) eine transkriptionsaktivierende Nukleins&uresequenz ist und insbe-
sondere aus den Nukleotiden 497 bis 699 der in SEQ ID NO:20 gezeigien
Sequenz stammt und/oder

{b} eine zelitypspezifische Nukleinsureseguenz ist und insbesondere aus
den Nukleotiden 1 bis 496 der in SEQ ID NO:20 gezeigtan Sequenz
stammt.

12, Verwendung gemdB einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 11,
wobel die weitere funktionelle MNukleinsiduresequenz éine peptid- oder
proteinkondierende DNA-Sequenz, inshesaondere ausgewdhit ist aus Re-
partergenen, Sequenzen, die fOr pharmakoalogisch aktive Proteine kodie-
ren, und regulatorische DNA-Sequenzen, eder eine funkticnelle RNA-ko-

dierende Sequenz, inshesondere ein Ribozym, ist.

JP 2004-502448 A 2004.1.29



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

20

30

(79)

WO 004509 PUCTIEPOTINTIN S
33

13. Varfahren zur Manipulation der Genexprassion und/oder der Zellfunk-
tion von Mychbreblasten oder myofibroblastahnbichen Zellen in CGrganis-
men oder Grganen, umfassend das Einbringen von Nukleinsguresequen-
zan, wie in Anspriichen 1 bis 12 definiert, oder von Vektoren, in die solche

Nukleinsdureseguenzen inseriert sind, in die CGrganismen oder Organa.

14, Verfahren nach Ansprich 13, das ein in vivo oder in vitro Verfahren ist
und waobei inshasondere

(1) das Einbringen in die Organismen oder Organe unter Nutzung transge-
ner ader knock-out /-in Technaotogle erfolot, oder

(i) das Verfahren eine gentherapeutischer Fusionsvektorapplikation ist.

15. Nukleinsduresequenz, umfassend

(¥) einan ovder mehrera funkiionelle Beraiche aus dem regulierenden Se-
quenzbereich des aipha-5mooth-Muscle-Actin-Gens (w-SMA-Gens), der
aus Nukleotiden -698 bis +18 des x-SMA-Gens besteht, wobe! die Num-
merierung auf die in Fig. 5A und 7A gezeigte Sequenz aus rattus norvegt-
cus hezogen ist, und

(1) wenigstens eine weitere funktionelle Nukleinsduresequenz, die mit der
Sequenz (i} operativ verknUpft ist und die nicht fir das natiriiche o-SMA
kodiert und ausgewdhlt ist aus DNA-Sequenzen, die fir pharmakologisch
aktive Protieine kodieren, regulatorische DNA-Sequenzen und funktionellen
RNA-kodierenden Sequenzen.

16. Mukleinsiureseqenz nach Anspruch 15, die wie in denAnsprichen 2 bis
11 definiert ist.

17. Transkriptionsaktivierende Nukleinsduresequenzen oder zelltypische
nukleinsguresequenzen, wie in Anspriichen 4, 7, 9, oder 11 definiert.
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18. Vektor, umfassend eine Nuklelnsiuresequenz, wie in Anspruch 17 de-
finiert, oder in dem eine Nukleins&urasequenz, wie in Anspruch 15 oder 16
definiert, inseriert ist.

19. Eukaryontische Zellen eder Crganismen, die mit einer Nukleinsaurese-
quenz, wie in Anspruch 15, 16 oder 17 definiert, oder einem Vektar, wie in
Anspruch 18 definiert, transient oder stabil transfiziert, transformiart oder
infiziart sind, und die vorzugsweise

(i) einen Reporter unter Kontrolle der regulatorischen Sequenzen des -
SMA-Gens exprimieren; oder

{ii) gin pharmakologisch aktives Protein, eine regulaterische DNA-Sequenz
oder eine funktionelle RNA-Sequenz unter Kontrolle des ¢-SMA-Gens

exprimieren oder aufweisen,

20. Verfahren zur Berstellung der eukaryontischen Zellen, wie in Anspruch
19 definiert, umfassend das Transfizieren, Transformieren oder Infizieren
von Ausgangszellan mit den Nukleinsauresguenzen, wie in Anspruch 15,
16 oder 17 definiert, oder mit Vekioren, wie in Anspruch 18 definiert.

21. Verfahren zur Herstellung der Organismen, wie in Anspruch 19 defi-
niert, umfassend das Injizieren von ES-Zellen, die mit den Nukleinsguw-
resquenzen, wig in Anspruch 15, 16 oder 17 definiert, oder mit Vektoren,
wig in Anspruch 18 definiert, transfiziert sind, in Blastozysten der Orga-

nismen und Einsetzen in die Leihmutter,

22. Verfahren zur Manipulation der Genexpression und/oder der Zellfunk-
tion von Glatten Muslkelzellen oder Myofibroblasten in Organismen oder
Drganen, umfassend das Einbringen von Nukleinsdureseguenzen, wie in
Anspruch 15, 16 oder 17 definlart, oder Vektoren, wis in Anspruch 18
defintert, in die Organismen oder Qrgane,

{i) wobei das Einbringen in die Organismen oder Organe vorzugsweise
unter Nutzung transgener oder knack-out /-in Technologie arfolgt, oder

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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(i) wobei das Verfahren vorzugsweise eine gentherapeutischer Fusions-
vektarapplikation ist.

23. Arzneimittel, enthaltend eine Nukleinsiuresequenz, wie in Anspriichen
1 his 12, 15, 16 oder 17 definiert, oder einen Vektar, wie in Anspruch 18

definiert, wobei das Arzneimittal vorzugsweise zur Manipulation der Gen-

exprassion und/oder der Zellfunktion von glatien Muskelzellen odar Myo-. .

fibroblasten in Organismen oder Organen geeignet ist.

24, verwendung eines funktionellen Bergichs aus dem regulierenden Se-
guenzbereich des  «-SMA-Gens  zur  mycfibroblastischen - und
differenzierungsabhédngigen Reporterexpression und zur myofibroblasti-
schen und differenzierungsabhdngigen Genverdnderung, wobei vorzugs-
weise der funktionelle Bereich des o-SMA-Gens

(i) eine Nukleinsauresequenz, wie in Anspruch 17 definiert, ist;

{ii} eine Nukleinsguresequenz, wie in Ansprichen 1 bis 12 oder 15 bis 16
definiert, ist und/eder

{iii} in einem Vektor , wig in Anspruch 18 definiert, vorliegt.

25. Verfahren zur Isallerung cder zur Stchtung von transienten oder nach
Aktivierung SMA-positiven  Zelien, von Myofibroblasten oder myo-
fibroblastahnlichen Zeilen aus einem Zellgemisch, einer Zellpopulation,
einem Zellaggregat oder einem Grganismus, umfassend

- die Expression eines Repartergens in einer eukaryontischen Zelle cder
ein Organismus, die/der einen Reporter unter Kentrolle der reguiatori-
schen Sequenzen des a-SMA-Gens, wie in Ansprichen 1 bis 12 oder 15 bis
16 definiert, exprimiart und

- die Detektion des Reporters.

26 Verwendung der requlatorischen Seqguenzen des o-SMA-Gens, wie in
Anspriichen 1 bis 12 oder 15 bis 16 definiert zur Herstallung efnes Di-

agnestikums zur Isolizrung oder zur Sichtung von transienten oder nach

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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Aktivierung SMaA-positiven  Zellen, von  Myofibroblasten oder myo-
fibroblastdhnlichen Zellen aus einem Zellgemisch, einer Zellpopulation,
einem Zellaggregat oder ainem Organismus
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Fig, 5

I:

ALCCICCT TAAGCATGATATCAAGGSTCAGCGA TAARCCAATAACALGCACGTGEACTS TACC TRAGG G I TAACH
CAGTTACAGTEATTCIGACT TCTARGT PCCTCT TACGETAACATRGECTGGTEARTCCTERTTACKTACTTCCAT
ATGTARTACATACAGACTTCATIGATACTACACACAGACTCCAGAC T ACATACART GTGECTTCUATAMAR TS AT
CRETCCTOTRCAGAT TCGCAGSTENCCCARGCATC TT TG I TATAGSCTACCT TTTGCAACRG TGT IGCCT TARA
GTCCCAGCTAGTCEGAGRCRGGCCCT ILCTCATCT CARGUCCITAGG TAATGEACCORARGECTAGCCTRACAGG
ARGAGCTEGCATCTICTGAGGAATE R GERAACCATGCCTECOTCIGOTTCATCACACTAGCCCAGTETCTUGERA
TITEAGCAGTTETTCTGAGGGEL TCAGEAT I I IATCCCCATAAGEAGCTCAAC TGCCTCETGE T TCGAGARGCAGR
GCAGAGGAATGCAG T BERMGACRLCCACECICTGGUCACCCAGATTAGNGAS T TTYGTGUTGAGG TOCCYATA TS
GTEGTGT TAGAG TENACGECCAGCTTCAGLCTE TCTT TECTCC T IG T T TGEGARGCERG TCCGAGEGGAT T AGRG
CARGGGGCTATATARCCCITCAGCAT TCAGCCTCOCCRAGATACCACCCALCCAGRAG TG GRAGRAGCCCAGCUAGTC
GCCATCAGGGTRRAG

B

ATGGTCLTTAATCATGCTGE TTAAGGGTCAGTARARAGCCRAGCAACRTGCTGRART BT TAACGGT TANAGCAGTTA
CAGTGATTCTEACT TCTRAGTTACTC I TIGEGOARCACRGGCTEE T TARTCOTCACTACATRACT TCARTTCCTAT
TTCCACTCACCTOCC TCARGAAGT TGATTTAT ARRCAGTGIGCC TACCATARABRT CATGRCTCCTCTCCATATTT
ATGGGTGACTCGARGCATCT T T IEATCTAGGCTACCT I TGCARCACTG TG C TTAAARATCGCAGCTAGTCAGA
GRCRGGCCCTTCCI TRTCCARGTCCTCAGCTART GECCCARRAGRCTAGCCTGACAGEGECIGGLATCTTCTGAG
GRATGTGCAARCCRTGCCTGCETC TGTCCCATEACACTAGCCCAGTG TC TGGECATT TARGCAGTIGTTCTGAGS
GOTTAGGATGTTTATCCCCATAROGAGCTGAGE TALCTCCTGTT TCGCGAGCAGRACRGAGGARTECAGT GGRASG
AGACCCACGCTCTGGUCACCCAGATTAGRLAGTT I TG TEC TGAGGTCCOTATATGE T TG TE T AGRGTCARC GGC
CABCTTCAGCOCETCT T TECTCCT TGT TIGGGAGGCGAGTGGEAGGGGATCASAGCARGGEECTATATEACCCTT
CAGCCITCAGCCTCCCCCEGACACCACCCACCCACAGTEGAGARGCCCAGCCAGTLGCTGICAGEETAAS

[a3 .
ATGGTCOCTACTTATGCTGCTAAA T GoT CEETGACAAATTAGTAGACARAGC TAATGCACARRARART GARTGT
AGTTATAGTAATGCAGART TCCARATTCCTCTT TGTAAGRC ATAGECC TCTCARCCTTGTCTICCATACTTCAGET
COTEGTTICATTGARCCAACACRRAGACRCMATGTATARGTACRAT G TAGCT TCCATARRMECATCACTOCC TCT
ATGYAT T TATAGACASCTCAAGRARTATCT TTC T IO Y GCATCCTACCETCS TAGAAGES TT I TRARAGTCCGT
GOTASGCRGAGEOAGCCCT TICTECOCCTTTCTGP IO TCAST I TAT TAGGARA TGRSO TGARAT TCCRAGCATGRT
AGCRAGUTGGCATCCT CTGTEGAR TG TCAR T ACCATGCCTECATE THCCIAT TACCOTAGCTCAGYG TCLICTGER
CATTTCTGCAGTTGT TCTEARG GO TIGGEETG TT TAT CTCCCACRACCEGCTGARCTGCOTCCCE I TTCATEAGE
AGAGCCABTGGAATGCAGTELAAGREACUCACGC TCOGECCACCORGAT TAGAGRGT TTGTGCTEACETCCOTAT
ATGGTTGTGTTAGAC TEARCEACAGGCICARGTLTGICTITCCTCC TG T TG ECAAGCAAG TGGAGGAGRECA
GECCRAGEEGC TATATARCCCTLCAGCT T TCAGC T TCCC TEARCACCACCCAG T IGGAGCAGCTCAGCCARGCA
CIGTCAGGETAAG ’

D:

ACRCTAGGATGEAAGCTTGTCCACRGT TCCTAGTGC T T IGGAARTARRCTGATGGAGARCAGEAT AT TEATTGTOAT
CCARTTACRGGCTAGEGACACCATARCARCCTGT TRAGCASANCGT TTACACAGCCT TCARNGACCC TACCATGARD
CCTATGCAACAGCAGGTACTTCTT TFAGTATCOCCOCAGT GCAGACCT TTTARGT GAATTTGTOGCARBATTCRG
TRGCTGTTIAGCTIGCOGBAAGTATTCTCATTGCT TIGETCCARATCT I TAAC TART GCRAAG TG TCTCC TTRAR
BAACACTTICCCTAL TACRAATGACTGLYCTTTCAGT TP TCACTCLGCCTCTTSGATCTTCCTETGARGGUCAGGE
CoTCCTCICTTG I EGRACG TG LGCTC T TCC L GACAGAGEGT G YC TR T COCACGCACGCL T TTCTTGCTGCAT T
TTAGCEAGT ICTECAG TG T T TATCTTACACAGC TGRAAGTCTCC TCOTGTT T CAT CRGCTCTGCGT TGGARTGON
GIGGRALGGACTGACECCTGTURACCCAGATTAGAGGT T TTGTAATAAGG TCOCTATATGET T TC TTAGAGAC
TTCGECTCTGTCTCT CTCAT CTCIGCTCCT TRT T L GGEAGGCT GG CEHAGGAGRAGAGCLGARGGGECTATATA
PLCCTEETGCTT T TEERTACACAETGCACCRECCCAGRGC TG TATCCOCAGCCARGCAC TG TCAGG S TANG

6710
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GGACTGTACC
TARCATAGGC
GRTRCTACAC
TGCAGATTLG
CCTTARRGIC
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TGEGTCTECT
CAGGATGTTT
ATGCAGTGGR
CTATATEETT
AGDGAGTGGE
GACRCCACCC

CTATATGGIT
AGCGRGTEGG
GRCRCCACCT

DATGCAGTEGR,
CTATATGGTT
AGCGAGTGGG
GRCACCACCC

ATGCAGIGGA
CTATATGGTT
AGCCGAGTEEGE
GRERCCACEC

CAGEATGTITT
BTGCAGTGEA
CTRTATEETT
AGCGAGTGGG
GBCRCCACCC

TARGGCTTAA
TGGTGARTCC
ACRGRCICCR
CRAGGTEACCE
CCNGCIAGTC
TAGCCTGRCR.
CCRTGGCACT
ATCCCCATAR
AGRGRCCEAG
GTSTTAGRGT
AGSGGATCAS
ACCCRGH

GTGETTAGAGT
AGGGGATCRG
RCOCRGR

MGAGACCOAS
GTGTTAGAGT
AGEGGATCAG
ACQCRGR

NGAGACCCAS
GTGTTAGAGT
AGCGEAYCAG
ACCCRGR

ATCCCCATAR
AGAGALCCAG
GTGTTAGAGT
AGGGGATCAG
RCCCRGA

F1G, 7

TENLRYCRA
CGCAGTTACA
TGATTACATA
GRCTRCATAC
BARAGCRTCTTT
AGAGALCAGET
GEARGRGEITG
AGCCCAGTEYT
GCAGCTGARE
GCCTCTEGCA
GRACGGCOAG
ACCRGGLLEE

GARACGGCCAG
ACCAGGGGET

GCCTOTGRECA
GRACGGCCAG
ACCAGEGEGGED

TGAN
GLCTCIGECA
GRACGGLCHG
ACCAGEGEEGC

GCAGCTGRAC
GCCTCTGERA
GRACGGCORG
ACCRGGGEES

&0

GGETCAGCGH
GTGRITCTGA
CTTCCATATG
BATGTGGLTT
TGTTATARES
CCTTCCTCAT
GCATCTTCTG
CTGGECATTT
TEOCTOCTST
CCCRGRTTAG
CTTCRGCOTG
TATATRACCC

CTITCAGCCTG
TATATAACCT

CCCAGRYTAG
CTTCAGCCTG
TATATARCCC

TGCCTCCTGY
CCCAGATTAG
CITCAGCCIG
TATATARCCC

TGCCTCCTGT
CCCBRGRTTAG
CITCAGCCTG
TATRTAACCC
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TARACCRACA RCATGCACGT -530
CTTCTAARGYTT CCTCTITAGGGE -800
TAATRCATAC AGACLTCATT -S540
CCETRAARTG ATCRCTCCOTS -af(
TAZCTTTTGC AACAGTCGTTG -420
CTCRRGCCCY TRGCTAATGG -360
BGGARTGTGC RABAUCHATGCC -3G0
GAGCAGTTGT TCIGAGGGCT -240
TTCGRGFAGCA GAGCAGNGEGA - 180
RGRGTTTIGT GCTGAGGETCC -120
TCTTIGOTCC TTETTTGGGA - 60

TICAGCATTC AGCCTCCCCA b3
+18
GEICC. -120

TCTTIHFCTCC TIGTTFGGEA - 60
TTCRGCATTC AGUITCCCCA 1
+18

GAGCAGRGEGA -130

RGAGTTTIGT GCTGAGETCC -120
TCTTTGCICE TTGTTTGGER - 60
TTCRGCATTC AGCCTCCCCA, 1
+18

TICGAGRGCA BAGCAGAGGA -187
BGAGTTTIGT GCTIGAGGTCC -1Z0
TCITTGCTCN TTGITIGGGA ~ 60
TTCRGCATTC AGCCTCCCCA 2

+18

GGGCT -240

TTCGAGRGCR GAGCAGRAGGA 180
AGAGTITIGT GLTBAGGTCC -120
TCTTTGCICE TTGTTTEGEGA - 60
TECRGCATTC AGCUTCCCCA 1
+18
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CTATATGGTT
AGCGAGTEGE
GARCRCCACCC

ATGCAGTGEA

CAGGATGTTE

TECAGRTTICG
CCTTRRRGTC
BCCCARRAGGC
TGLGTOTGCT

GGACTETACC
TRACATRGEC
GARTARCTACAC
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FIG. 7 (Fortsetzung)

TTUCTC ~480
CAGGTGALCT ARGCATCETT TGTTATAGGE TACCTTTIGC ARCAGTGTIC -420
CCAGCENGTC AGRGACAGGC CCTTCCTCAT CTCRAGCCCT TAGCTAATGE -360
TAGCCTGACA GLMAGAGCTG GCATCTTCTG AGGRATGETGE ARLLCATGOS ~300
CCATGGCACT AGCCCAGTGT CTGGGUATTT GASCAFITGT TCIGAGSGCT ~740
ATCCCCATAR GCAGCTGRAC TGCCTCCTGY TTCGAGAGCR GAECAGRGGA -180
AGAGACCCAG GCCTCTGGCA COCAGATTAG AGRAGLTTTGET GCLGAGSTCC -120
GTETTAGAGT GAROGGICAG CTECAGCCTG TCTTTGCTCC TEGTTTGSGA - 60
AGGGGATCAG ACCAGGGGGC TATATARCCC PPCAGCATTC AGCCTCCCCA i
RCCCAGH +18

Ch GRCTACATAC RATGTGGCIT CCATARARTG ATCRCTCCTC ~4B80
CAGGTBACCC BAGUATOTYT TGITATACGC TACCTTTTEC ARCAGTGTIC -420
CCAGCTRGTC RGASACAGEC CCITCCTCONT CTCARGCCCT TAGUTARTGE -360
TAGCCTGACE GGRAGRGCTG GCATCITUTG AGGAATGTGC ABRACCATGCC -300
CCRTGECACT AGCCCAGTCGT CTCGGTATTT GAGCAGTTEY TCTGAGGGLT -240
ATCCCCATAR BCASCTGAAC TGCCTCOTGT TTUGRGAGCAE GAGCAGRGGA -100
AGAGACCCRG GCCTUTGECA CCCAGATIAC AGRGTIITGT GUIGAGGLCC -120
GTGTTACAST CRARCCECCAG CTICAGCCTG TCTTTGCTCC TTETETGGGA - GO
AGGGBATCAG ACCAGGGGGC TATATAACCC TICAGCATTC AGCCTCCCCA 1
ACCURGA +18

GRECAGRAGGR ~180
AGAGRCCCAG GUCTCTGECR CCCRGATTAG AGAGTTTTGT GCTGA

TEARC TGCCTCCTGT TTCEAGAGCR -180

CEGCT -240
ATCCCCRTAR GCAGT

TCCTC —-180
CRAGGTEACCT ARGCATCTIT TOTTATAGSC TACCTITTGC AACAGTETTC -420
CCRGCTAGIC AGAGRCAGGC COTYCCTCAY CTCARGCCCT TAGCTRRTGEG -3460
TRGCCTGRCR GGARGAGCTG GCATUTTCTE AGGARTGLGC ARACCATGCC -300
COATGECACT AGUCCAGTGCT CTGGGCATTT CAGCAGTTGY TCIGA

€A GRCYACATREC AATGTGGCTT CUATARAATG ATCAC —-480

TGRIATCAR GEGTCRECGA TABRUCAACK ACRTGCACET -660
TRAGGGTTAR CGCAGITACA GTGATTCTIGR CTTCTAAGTT CCTCTTAGGG -600
TCETGANTCC TGATTACATA CYTCCATATG TARTRCATAC BGRCTTCRIT -540
ACAGACTE

@in
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<400> 2

aktggtoctta
gugttaaage
ttastectoa
akaaacagkg
oatctttkga
gacaggooot
ckggoatott
tgtctgggea
agebgect oo
2¢acceagat
cagettoago
ggotatataa
cocagooaght

atocatgetge
agtbacagtg
ctacatactt
tgoctaceat
tetagyetac
toctiatoea
ctgaggaatyg
tttaagoagt
tgtttoggga
tagagagttt
cogtebtbge
coccttcagen
cgotgteagy

raagggtoag
acagtgattc
atactiocat
tacaatgtgy
tttbgrtata
ggeccttoct
ctggeatett
tytetgggea
aactgcctco
cCACeerRgRt
cagettecags
cactatataa
ccagoeaghkc

taagggteag
attctgactl
caatteootat
azaatcatga
ctittgeaac
agtockeage
tgoaaacegt
tattetgagy
grasascaga
tgtoctgaag
toottgtitg
ttdagootec
agtzaag

cgataaacca
tgacttociaa
atgtaataca
cibocataaa
ggctaccktt
catoboaage
ctoaggaatg
tttgagoagt
totttcgaga
tagagagttt
ctglottbge
cococttoagea
gccatcaggg

taaaazgeca
ctaagtiack
ticractcac
ctectotgea
agtgkbtgett
taatgygcoeca
gectgeghet
gotbaggaty
guaztgoagh
tcocctatatg
agaggegagt
ccgggacace

acaacskgca
gttoctotta
tecagactic
atgatcacke
tgcaacaghg
cottagttan
tgcaaanccat
tottctgagg
goagagcaga
tgtgdétgagg
tocttgtitrg
tteagecten
taag

graadatget
atttaggcas
ckeootcaay
tatttatggg
aazaatoges
aaacactage
gtcocatgec
tttatceoca
ggaagagace
gttgtgitay
gggaggggat
acccarcoag

cotggactak
gogtaacata
attgatacta
cteorgoagat
tegocttans
tygachcaas
goctgogtet
gcteoaggaty
gaaatgoagt
tocotakatg
ggaagegagt
coagacadca

gygaatgttaa
cacaggoiyy
macttgabht
tgactcgaag
getagboaza
ctyzcazggg
actagcecag
teacgagctg
cacgekotgg
agtgsacgge
cagagrasgg
agkggagaag

120
180
240
300
160
£z0
+50
540
B00

T30
T84

&0

12¢
ig0
240
300
360
420
480
540
aed
660
724
745
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<Z10> 3
<211> 763
<213= DNA
<Z1l> Homo

<4005 3

atggtoocta
caszasaatyg
goctgteaac
aatgtataay
gotgaagaaa
dotaggcaga
2a2Ltocagc
tgcocattac
{gcttakbote
agtogaagag
atggttgbgt
agtgggagga
vraccoagty

<2Ll0> 4
<211> 747
<21Z> DNA

sapiens

ctrtatgotge
aztgtagtia
cthgootooa
tacaakgtag
tatchbticth
ggcagoeckl
atgatagoasa
cchagocteag
Coacaagody
acccacgcte
tagactgasa
gagcaggoca
tggagoagoe

<2135 Gallus gallus

400> 2

acactagaat
gatattgatt
tacacagect
Eccocoocagt
cegaaagtat
aacactttec
ctgtgaagge
ctgtaooagg
agotgmaagt
goectgtogac
troeggoetany
tgaaggggat
tecoocageoa

<Z10> &
<2l 71
=<212> DNA

qaagettabo
gtcacocoatt
Loasagacns
geagaccttt
tcktcattgot
ctattaczaa
cagggootet
eacgettbto
ctooteckgt
ccagattaga
tobebgreat
atataacoct
agcackgkca

taaatkbgote
tagtaatgoa
tactteagte
cthocataaa
chibtgeaten
tobgoaockl
Qorggcacce
tgtetotagg
chgaactoad
cggocatoca
gacaggotaa
aggggctata
cagcoaagea

cacagtbeat
acaggctagqy
racratgazc
taagtgaatt
ttoggtooasa
tgactgetok
ctotottytt
Etgotgoatt
ttcatgaget
ggtttttgta
crhobgonoor
ggtgotbttg
gggtaag

<213> Raitus norvegicus

<400> §

Tgatatcaag
geagthacay
gattacatac
actacataca
2gcatoLitt
gagacaggec
gaagagotygg
goocagtyte
cageckgaact

© eckekggcac

aacggooage

ggtgacaaat
gaattcoaad
cotyggttbea
aadateacto
taccgrggta
totgttotoa
cotgrggaar
cattickgoa
tecogthbca
gatragagay
agtatgtott
taaccottca
ctgtcagggt

agtogetitog
gacaccatag
cdetzbgeaac
tgtggeaaaa
tctttaacta
tteagtttto
tgaacgigty
ttagcaagtt
¢lgogttgyga
ataaggtcor
tgttoggay
cabacacagt

a9 gat
tgatbcigac
ttecatatgt
atgtgogcets
grttatagact
cthcobcata
catcttotgs
tygguaLLty
gooctootgte
ccagatbaga
ticagectgt

aa

Etetaaghte
satacataca
cataaaatga
acacictgoa
teaagenctt
ggaatgtgoa
ageagotgtt

cat: gtg
ctoktaggak
gactroartyg
toactactct
acagtgitoo
agctaatgga
aaccatgoct
ctgagygote
age

tagtagacaa
ttooctotetg

tgazdcaac
cctotatgta
gaaggaibtbt
gtttattagg
greaatacea
gttgbbckya
tgagcagaco
TLETgEgty
tgotaatbgl
gokthcaget
aag

aaatzaackg
caacckgkta
agcaggtact
tteagtagek
atgeoaaacty
actetgecte
crotiootga
ctgoagkglbt
atgeagtgga
tatatggitt
gotagtggya
gegocatoue

gastgtaock
aacatagget
atactacaca
goagattogo
ctraaagico
coecasagact
gegtotgokr
aggatgtita

(94)

agctaatgea
tadgacatag
acaaagacac
tttatagaca
aazagtoogth
aaatggecty
tgactgeate
agucttggeg
agtggaatge
aggtodaekal
ttaggaagea
tccctgaaca

atggagacag
geagaacgto
tertrtagta
gtttageteg
tetcettasa
ttggatgttc
vagagggtgt
takcttacac
agggactgac
tgttagagac
Sgagaagage
agagetgota

Aagggttaac
ggtgaatoet
cagactccag
aggtgaccoa
cagctagtoa
agoctgacag
catggracka
Eecccataag

£ ag
gagttttgtg
eLitgetoct

chgaggtoce
tgtttgogaa

£ 9
tatatgghtyg
gcgagtgoga

agg
tgttagagrg
gazgatcagn

5o

120
180
240
300
380
420
480
S40
€00
GED
20
763

60

izo
130
240
oo
360
420
480
Sa0
EQO
650
720
747

GO

120
180
240
00
3ED
420
480
540
B0
BHO
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WO 0L450Y
3
ceaggggget atataacget teageabttca goctocceag acacecaccra cocaga 7i6
«210= €
211> 1432
<212> DRA

««3T3x Rotbus morveglowns

400> B

ggtcectata tggttgtott agagtgaacg gocagottca goctghottt gotcckigit so
tgggaagega otgggagggg atcagaccay ggggetatat aagocitcag cattoagoot 120
CrCCAgAcRs CACCRACCCA ga 142

<2102 7
<211 207
<212> DHA
«213> Ratktus norvegicus

<ABD= 7

gageagagga atgocagtgga agagacceag goctotggea cccagattag agagttitgt so

gergaggbes ctatatggtt gtghbtadagh gaacgguocag cileageoctg totbtgotos 120
ttgtttggga agogegbggg aggggatcaq accagogayc totataaccc ticagoattc 180
agectaccea gacaccacoe acocaga 207

<210= 8

<21t> 232

<213= DA

<213> Rattus norvegicus

400> 8

tgaacigockt ccigttleoga ¢agoagageca gaggaatgoa giggaagaga ecocaggoote €0
tggracoeay attagagagt tttghbgctye ggbtecetata tgghtigtgtt agagtgaacy 120
geoagotica gockgheret getocttght taggaagoega gbgggagggg atcagaccag 18O
ggggctatat aaccctbcag daktcagcot cocoagasac casccacsea ga 230

<210 3

<Zil> 262

«212> DA

=212> Rattus morvegicus

200> 4

gggcteagga tgtttatcec cataagcage tgaactgeoet ectgtttege Qagcagagca a0
gaggaatgea glbggaagaga cccaggecto tggracecag abtagagagh tttgtaotga 120
ggbecctata tggttghgtt agaghtgaacg gocageottca goctgtettt goroortger 180
tgggaagega g9tgggagggy atcagaccag ggggctatat aacccttcag eatteagock 240
coocagacac caccoacoca ga 262

<210> 10

“211> 502

<212 DWA

<213> Rattus norveglens

<400> 10
tcototgeag attogeaggt gacceaagea totttbghba baggetaccht tttgoaacag &0
tgttgootta aagtowcage tagtoagaga cadgocectte cteztotcaa geccttaget 120

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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aatggaceea aaggotagec tgacaggaag
atgectgogt ctoctocatyg goactageooo
ggdctcagga tgtttatecce cabaagoago
gaggaatgod gtgyaagaga cocaggedto
gatcocectata tgattgtgti agagtgaacg
tygyaagega gtgggagggg atcagaccag
CCOCCAgECAC CacCoaccea ga

«210= 11

<211l> 539

312> DHA

<213> Raktus norvegicus

<£00> 11
cagactacat acaatgtgge thocataaaa
ccaagoatot tttgttatay getaccthtk

k¢agagacag gooctboote akctczagae cotbtagotaat

caggaayadgc LyJcatcibd tgagyaatgt
ctagecaagt gkctgggoet ttgagcagtt
azagragecbga actgoctect gtttegagag
aggoototgy cacooagatt adagagreth
gtgaacggos agotbeagon hgtotttget
agatvagggy getatatase cotteageat

<210= 12

<211l> &5

<212 DNA

«212> Rattus norveglcus

<£&00= X2

4

agctograte
agtgtetggg
tgaactgect
tggeacoeag
gédagekeca
ggggotatat

tgateacteoe
gaacagtgt

graaaccatg
gttotgagag
cagagosgag
gtgctgaggt
ceoktgbttgg
toagectoes

ttotgaggas
catttoagea
coctgtttoga
attagagagt
gookgtobtt
aacccitcag

totgeoagatt
tgoolbbaaag
ggacdcaaag
cctgogtotg
ctecaggatgt
gaatgeagto
ccctatatagg
gaagegagty
cagacaccac

(96)

totgoaaaoc
gttglttotga
gageagagos
titgbgotga

getectbgte-

catteagoot

cgcaggtmac
tocoagetag
gotageoctga
ctacabgycs
ttatooccat
gaagagacce
Etgtgttaga
ggaggugate
ccaccoaga

180
240
300
3160
420
480
502

(34

1zo
18g
240
300
360
420
480
5389

gagoatagya atgoaghgga agagaccoag gootictgora cocagattayg agagtbtbgt 60

gotga

<210= 13

«211= 25

=2]%> DHA

<213> Rattur nervegious

<400 12
tgaactoeet cotgtibeoga gagea

<210= 14

<21ll> 20

<212> DREA

<213> Raktus norvegicus

<400> 1d
gogctcagga tgtttatece cataagcago

<210> 15

«2lis 240

<212> DNA

<213> Rattus neorvegicus

&5

30
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<400 15

Lodttotgeag
tgttgcctta
aaltggaccea
atgootgegr

attogoayggt
aangtcoccage
azggurtages
ctgclocatyg

gacccazgea
tagtcagags
Lgacaggaaq
gcactagooo

=210% 1€

<211 37

«212= DHRA

<212> RaCtus norvegicus

<400> 16

tetttbgtta
caggecorLe
agotggcate
agtgrorggy

cagactagat acaatgtgge bttecataaaz bgateac

=230 17

<211= 177

=212> DNA

213> Rabttus norvegicus

<400> 17

taggetacet
croatotoag
Ltctgaggaz
catctgagoa

7))

PUCTIEPOTINTIN S

ELtgcaacag 60
geccktager 120
tgtgcaaace 1&0
gttgttatys 240

a7

tgatatcaay gotoagogat a2aaccaacas catgoacgtq Sactotacct aagggttaac &0
geagttacay tgattetgac bictaagrbte chottagggt aacatagact ggtgaatect 12n
gattacatac ttccatatgk satacataca gacttcattg atactacaca nagacte 177

<2102 18
=211 637
212> DRA

<2313> Mus msculug

<400 18

tactgttaag
acagtgatic
zkacttcaat
Lacdatanaa
gactacettt
Latccaaglte
fggaatgrgca
agoagttgtt
tegggagoag
gagtttrgrg
cthtgotect
toagecttea

<230= 15
<211> 715
=312> DHA
<213» Home

<400 12

tgctgotaaa
tagcraktagt
tokocatsct
atgtagctic
tetottorer
gcocethtokg

ggtcagtaas
tgacttataa
tectattter
teabgactan

tgcaacagty

ctoagotaak
azcagtgoct
ctgagggett
aatagaggas
cteaggtceoe

tgr.tr.gggag
geckeeccgg

sapiens

ttgctcggts

aatgeoagaat

tcagttoekyg
cataanaaca
gcatoctace
pcecctkEetg

aagoccagoaa
gbtactobth
actcacctoe
tetgeatatt
ttgokbtasas
ggoccaaaag
gogretgros
agoatgttta
bEgcagtagaa
tatatggktg
gcgagtgggs
gacaccaces

acaaatkegt
torasattoe

gtttecattga

teacteecte
gtggtagaag
ttekoagthe

catgetggaa
gayCaaTaca
ctcaagaact
tatgugtgac
atocgocagcta
actagoctga
catgacacta
Eoceceataac
gagacoeacy
cgttagagig
ggggatcaga
acecaga

agaczaagst
totttgraag
accaacacan
tatgtatita
ggttttaaaa
attaggaaak

tgttaaggot
ggotggthbaa
tgatttataa
togaageats
gtocagagaca
caggggeigyg
goocoagrgra
gagokgagot
ctotggaead
aacggccage
goaaggagct

aatgcacaaa
acataggoot
agacacaaty
tagacagctg
gteogtacta
ggcrotgasat

taaagragtk &0
tectcactac 120
aoagtgtace 1680
ttttgatcta 247
ggeoceteet 300
ratottctga 360
Tyggeateta 420
gectootgtt 480
ccagabtaga 540
ttcagoccegrt &£00
ztataacoat G8J

€97

saaatgaztg 60
gicaaceity 120
tatzagtaca lac
aagaaatate 240
ggcagaggea 300
kccagoatga 2s0
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tageaagetg
cekcagtgte
aagegachtga
acootoecgge
ctgaacgaca
aggccaaggyg

<210 20
<21lhx €29
212> DNA

goatoototyg
tetggocatt
actgoetooe
caccragatt
ggcicaagte
gctatataac

<213> Gallus gallus

=400» 20

ctbgtocaca
cocattacay
agaccctace
accttthaag
aktbkgettegg
tagaaatgac
gootototot
cktttctige
toctgttica
attagaggtt
tetcatctet
aaccctggtyg

210> 2L
=211~ H45
<Z12> DA

gttectagtg
dgetadggaca
atgaacccta
tgaaktkgtg
koeaaatett
tgctotttca
cktgttbgaa
tgeatibtag
tgagetotgo
thigtaataa
geeectrgtn
cttttggata

tggaatgtca
totgoaghty
grettcatgag
agagagttkl
tgtctthgot
aektecagett

&tbbgganat
ccakzacaac
tgoancagea
geaasaktea
Laactaztge
gtttteactc
cgbgtactct
caagttetge
gtiggastac
ggteccctata
tgggagactg
CACAZEICRC

<213> Kinstliche Sequenz

«220>

6

ztaccatgee
ttctgaagye
cagaccagtg
gtgctgaggt
cottgtttyy
teagcktoco

aaactaatgy
ctgttageag
gatartbabt
ogtagotgttt
azagtgkcte
tgoctottag
tectgacaga
agtgtiiate
agtggaagay
toggttteght
gtggygaggag
catcocaga

<223> Peschreibung der kiinstlichen Sequenz:

400> 21
atggtgagea
ggegacgtaa
ggeaagctga
ctegtgacca
cageacgact
Etcaaggacy
Gryaaceges
aagctoggagt
ggcatcaagy
gaccactaco
tacctgageoz
ctactogagt
cttageeaty
Lgtgeecagg
gtgta

<210+ 22
«21l> 666
<212= DNA

agggegagga
acggecacaa
cooctgaagtt
cccbgaacta
tottcaagte
acggcaacta
tegagetgaa
araactacaa
tgaacttcaa
agoagaacac
cceagtooge
toghgaccge
gottecogon
agageoggat

gctgtteace
ghteagogtg
catctgeace
cggcgtgoag
cgocatgeca
[EEET Eliulelete)
gggeatdgac
cagooaraac
gatcegoeac
crooategge
cctgagoaas
cgceggoatc
ggaggtggag
ggaccghcac

«2123> Kinstliche Sequenw

gegatagrgc
tecggogagy
accggcaago
tgctreages
gaaggotadg
grcgaggrga
ticaaggagyg
gteotatabea
ascatcgagy
gecggeceog
gaceacaacg
acteteggea
gagaaggaty
ccbgeagect

tgcatectgao
ttggogtgte
castogcagty
coctatatgg
gaagdaaghy
tgeacacaac

agacaggata
aacgtttaca
ttagtakbcce
agcttgrega
cttaazaaca
atgtecctgt
gggtgtotat
ttacacagct
actgacgoct
agagacttog
aagagctgaa .

EGFF

ceateckggt
gogadggoyga
tgecoghtgee
gotaceooga
tooaggagog
agttcgaaag
acggcaacat
tggeogacaa
acggcagcgh
tgotgotgee
agasgcgoga
tagacgaget
atggoaoget
gtgottctge

(98)

cattacceota
tatotcocac
gaagagaceo
ttatgtbaga
ggaggagags
coagt

thgattgten
cagecttoxa
cocagtgoag
aagtateore
crttocctat
gaaggroagg
coCaggoacy
gaazgtotoe
grogacecag
goketgiote
ggggotatat

cgagerggad
tgocacctan
ctggucoace
ccacatgazgy
caceratcotto
Cchacacedty
catggggoan
geagaagaac
gcagetogoo
cgacaaccac
toacatggte
ghacaagaag
goccatgicte
taggatoaat

420
480
540
G0e
&60
T15

&0

120
1EG
240
Ioq
3e0
420
480
540
aC0
BEDQ
658

&0

120
18p
240
200
T
420
430
540
800
[1-3)
720
T8O
§40
845
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2220

€223> Beschreibung der kdnstlichen Sequenz:
Fluorescent Protein

400> 22
aagaatgtta
cacgagttty
aagcbtragg
tttecagtatg
ctgkcattko
gttackytaa
atiggcgtaa
goccagocactg
ctgaagotga
zagoccbgtge
acgagact
ctttag

«210=> 232
2211 719
212> DNA

Lcaaggagtt
aaatagaagy
taaccasggg
gaageaaggt
ctgaaggatt
ocvaggabta
actttoctic
agogtkbgta
aagacygtgg
agctaccagy

atracasbcgt-

catgaggttt
cgazggagay
gggacebttg
atatgtcaag
taaatgggas
cagtthgeag
cgatagacct
toctogigat
teattaceta
gractactat
tgagcagtat

<213» Ehnstliche Sequenc

250>

aaggtteges
gggaggeeat
crattigroet
caccekgeeg
agggtratgs
gatggotght
gtratgczan
ggcgtgttgs
gtrgaatbes
gttgactocea
gaaagaaceg

222> Beschreibung der kinctlichen sequenz:

<400 23

satggtgagca
ggrgacgtaa
ggcaagotga
ctegtgacca
cagcacgact
ttoaaggacy
gkgaaccgoa
aagetggagt
agcaktcangy
gaecackace
tacctgagos
cbgotgoagt

<210> 24
«211= 937
<312 DNA

ag93gT5A3TR
acggoocacaa
cectgaagtt
ccctgacoea
tcttcaagto
acygcaacka
togageotgaa
acaacttcaa
tgaactteoan
aggagaacac
¢ccagbooge
tegtgacoge

gotgtheace
gttcagegkg
catoctgence
cggegtacag

cgeratgoes

g9gggtgotac
taoggogags
adcggcasge
tgcttecagec

Red

tggaaggaac
ACgasaggoca
gggatattet
acakaccaga
actbtgaaga
tcatctacaa
agaagacaat
asggagagat
aaagtattta
aactogatat
agggacgoda

GFP

coatcotage
FeFAGIFOI2
tgcoocgtgoe
gctaccocga
toa

caayacecge
gggoatogac
cagccacaac
gatoogogas
ccecatcago
ccbgagcaaa
cgoogogato

<213» Kinstliche Sequenz

=120

gaaggctacg
gedgagghga
tboaaggagy
gtotatatca
Radatdgagy
FaCggocooy
gaccooaacy
acTotoggca

«223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Lucifoeraze

<400 2%

atgacttcga
tgggecagat
arzcatgeag
cgacatattyg
atgogoaaat
cttactgeat
tggggtgett

aagtttatga
gtaaacasat
aaaatgebgl
tgooacatat
caggcaaake
gghttgaact
gtttggcgtt

toccagascan
gaatgtiorl
tatttthtta
tgagocagta
tggtaatoygt
tettaatita
teabtatage

aggasscgga
gattcattta
catggtaacg
geocggtgta
tettataggh
coasagasga
tatgagcate

agbbcgaggy
acggcaacak
tageegacasn
acggcagogh
bootgetgen
agaagogrga
tggacgagat

Renilla

bgataactgy
Etsattatta
cggoctatoe
ttataccaga
tacttgatca
tcatttttgt
aagataagat

(99)

ggteaatygs
caataccgta
groaccacaa
ctataanaay
cgetggogho
ggtcazgtto
ggdetgggaa
toataaggel
catggcaaag
aacaagecac
coatokgtte

cyagetrggac
tgocacetac
ckggeoccare
coacatgaag
aapoatotbe
cgaracectg
cotggggoac
goagaagags
gragetoegre
dgacaaccac
tecacatggte
gtacaagta

teegoagtgg
tgattcagaa
tratttakge
ccttattogt
ttacazatat
cagecatygat
caaagcaata

60

120
180
240
200
L
420
480
540
600
640
BEE

&0

e
180
240
ane
350
420
480
5440
€00
660
715

&0

130
184
240
300
350
220
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attcacgety
gaagatattg
ttogtogaaa
goaktateotig
cgtgasatoo
astgeitate
trettiboca
gtaaaaggtc
regttogotyg

210> 25
<211 3244
<202% DR

aragkgtagt
cgttgatocaa
ceatgttaco
aagecattcaa
cgttagtasa
Lacglgraay
atgctattgt
tteoatbttkbe
agogagtbral

agatgtgatt
atctgaagaa
atcaaaaske
agagaaaggl
aggtggtbaaa
tgatyattia
toazggtgcoo
graagaagak
caazaatgaa

«213> Kinstliche Sequensz

<220>

]

Faatcatggg
ggagaaanaa
atgagaaagt
gaagttogic
ccrgacgatog
ccaszaztgh
dagaagttie
gracctgaty
caztaat

=233> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Galac

<400= 25

atgtegttta
ctggacaceca
gaaaaceckg
cgtaatagog
gaatggeget
gatcttectg
gcgoooatot
gagsatcoga
ggccagacgs
ogetoggtey
thacgogocoy
ctoggaagate
aaaccgacta
cgogetgtac
acagtttotl
gaaattatog
adcccgaaac
accgoogacy
attgaaaaty
cacgagcatc
ctgctgatga
ctgtggtaca
accoacggoa
agegaacgog
tegotggagga
tetgbogate
gataktattt
aaatggtoca
gaatacgcoe
cgtoagtats
aaatatgatg
aacgatcgoo
ctgacggaag
gaagtgacca
gogotggaty
asacagttga
avagtacgceg
tggoageagt

tosidaze

ctttgaceaa
gcaaggageh
gogthacdea
azgaggoeag
ttgootgght
aggocgatad
acaccaacat
cgagttgtta
gazttakttt
gktacggora
gagaaaaccy
aggatatgty
cacaaakbcay
tggaggetaa
tatggeaggy
atgagegtgg
tgtggagege
goacgotgak
globgebget
akectchgra
agoagaacaa
cgoigtgega
tggtgeooaat
taacgogaat
atgaatcagg
cttcoogoee
geoogakglha
toasaaaaty
acgegatggg
ceogithaca
anaacggoaa
agttobgbat
caaaacacca
gogaakacet
ataagcoget
ttgaactgeo
tagtgoaace
ggcgbetygge

caagaacgrg
getoaagege
acttaatcge
caccgatoge
tecggoacca
tgtegtegie
aacctatece
ctegotocaca
tgatggcgtt
ggacagtegt
coctogeggbg
goggatgage

cgattteocat

agttcagatg
tgaaacgcag
tggttatgee
cgaastceceg
tgasgeagaa
grhglanggs
tggteaagte
ctbtaacgee
cogctacggo
gaategtoty
gatgtagoyge
coacggoget
ggkgeagtat
egegegeghby
grbttegota
tzacogtete
gggeggette
coegtagtog
gaacggtcty
goagoagtit
gtteegteoat
gaciagoggt
tga=mctacog
gaacgcgacc
ggasaaccke

aktttecgttg
gateeegtog
cktacagcac
crtteecaac
gaageggtge
cockeaaact
aktacggtea
tttaakgttg
aactcggegt
ttgoogtetg
atggtgctge
qaeatbitce
gttgooackc
tgcygogagt
gtegecagog
gatcgecgtca
aatctcotake
guetgedgatg
&agoocghtge
atggatgage
gtyegotgrt
ctgtatgtgg
Accgatgate
gakcgkaatc
gatrcacgacg
gaaggeggeg
gaktgaagace
<ctggagaga
ggeggttheg
gtetgggact
getbacggeg
gtckbtgecy
ttecagtioo
agegataacg
gragkgcetae
cagrogyaga
goakggtoag
agtghtgacge

(100)

atgaatggec tgatattgas
tggttttgen gaataactte
tAgRACCAZS agaatttgoa
atccaacalt atcatggeoet
tacazatbagt taggaattat
ttattgaate ggacccagaa
ctaatactga atttgtcaaa
azatgggara atatatcaaz

beta

coggtotggy aggoeatiogh
ttttacaacg tcgbgactag
atceococtkt cgocagotgy
agtbtgogeag cctgaatoge
cggaaagoetg gotogagtac
ggoagatgca cggbtacgat
atcogeegtt tgbtoocacg
atgaaagetg gotacaggaa
tteatetghty gbgcazcogy
aatbktgacot gagogeattt
grtggagtga cgocagttat
gtgacgtcte gttgetgoat
goctktaatya tgabttcage
tgogtgacta cotacgggta
geaccgegee tticggogot
cactacgtet gaasgtogaa
gtgeggtggh tgaactgoac
teggtbbecg cgagghacoy
tgattrgagy cgttaaccgr
agacgatggh goaggatate
egeattatoe gaaccatocg
bggatgaagc caatattgaa
cgegotguct accggegaty
accogagtgt gatoatetgy
cgetgbatog ctggatcaaa
JRgCCGACAT CACggocacs
agcoottoce ggokgbgocg
cgegeoccgekt gatcotttge
cteaatactyg goaggcgttt
sggkggatoa gtogectgatt
gitgattttgy cgatacgecg
acogoragos goatocagcy
gEtialoogy goaaaccate
agctocotooa ctggatagty
tggatgtege bocacaaggh
geguegggea acktotggeto
aagoogggoa cakoagegoo
toocoegodge gtoccasgoo

480
540
600
BEQ
720
80
B4A0
200
237

120
ER:D]
240
200
360
420
280
40
500
580
720
780
820
so0
250
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
800
1BGO
1920
1580
2040
21lc0
2160
2220
2280
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atccegoate tgacoaccag wgaaatggat ttitgeakcg
caatitaace cocaghbeagy ctticktbca cagatgtgga
ctgacgooge tgegogatea ghtoacecgr graccgotgg
daggogacce goatigadel Laacgoctay gtegaacget
caggcogaay cagedttgit goagtcracy goagatacas
acgaccgote acgcghggea geoatcagggg aasaccttat
cggattgaty gtagtggtca aatggegatt accghbbtgaty
cogeatoogg cgeggattgo cotgaactge cagetggoge
tggcteggat tagggoegea sgaaaackat cocgacogoc
cgotgggetc tgocakbbgbe sgacatgtat accccgtacg
ctgegetgey Sgacgegega attgaattat ggoocscace
ttcaacatca googortacag toanacagoas ctgatgmaaa
cacgoggaag szggcacaty gotgaatatc gacggtttes
gactectgga gocegteagt atoggoggaa thacagotga
cagitggbct ggtgtoaaas dbas

210>
211
«212>
<213>

2220
<221

<400

26

1558

DHA

Kinetliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Seguenz:

26

atgetgetge kgobgobget gotgggoety aggetacage
gttgagyagg agsacccgga cttetggaac cgogaggoeg
aagaagctge agoctguaca gacagoogad aagaacctoa
atgggggtat ctacggbgas agetgooagy atockaaaag
gggoctgega tacccoctgge catggaccge bteccatatg
aatgtagaca aacatgktgec zgacagigga geocacagoea
aagggcaact taqagacoat bggottgagt geagoogoca
acacgeagea acwaggbcat etcogtgaty aategggeca
ggagkbggtaa ccaccacady adtgcageac gockogocay
gtgaacogoa astgghacte ggacgoegac ghgectgact
caggacatdy Cchadgdagol Catotocaad abggacabty
cgaaagtaca tgttbogoat gggaacocca gaccctgagh
ggtgggacca ggetggacgg gasgaabtcty gtgcaggaat
gooeggrang tytggaacog cactgagote atgeaggott
catoteoatgy ghetotttga geokggagas atgaaaracg
ctggaccest ccobgatgga gatgacagay gotgoootys
cgeggcttet toctetrogt ggagggtagr cocatcgaco

Jottacoggy cactgacitga gacgatcaty kb

agetgggtaa
tbtggogabad
aktaacgacak
ggaaggegge
ttgotgatge
Etatcagooy
Ltgaagtgge
aggtageaga
ttactgocga
totbcoogag
agtggcgegg
coagecatoy
atabggegat
degeocgghog

SERP

tcbacctggg
cogaggooct
tocatettoer
ggeagaagaa
togctotgtc
cggectacet
gattbazoca
Agaaageagy
coggraccta
cggeccgeca
acgtgatact
acccagatoa
ggctygogaa
cootggacec
agatncacey
gootgotgag
atggrcatea
coat

(101)

taagoghbtygy
#daacasctg
tagcgtaagt
gggecattag

ggtgobgatt:

gaaaacctac
g=Egogataca
Sdgggtaaac
ctgtttigec
Cgaaaacggt
cgactEcaag
coatetgety
tgytggcgac
ctaccattac

catoatocca
gggtgoegoo
gggegatyagy
goacaaacty
caagacatan
gtgeggggte
gtgeaacacg
gaegtoagtg
cgcocacacg
ggagagytac
aggtggagge
ctacagocaa
gcgcoagggt
Frotgtyace
agastgcaca
caggaacese
tgaaageayg

ctesecagey aggaggacas gotgagoete gtoactgeoy
ttoggaggct accccotgey agggagetec atchhboggoo
cacaggaagg cotacacggt cotcotatac goasacggte
ggcgecaogge cggatgttac cgagagogay

geaghgetee tggacgasaga gaccoacgea gycgaggacy
cogoagocge acctggttoa cggegigoag gegoagacot
ttocgeogoct goctggagor ctacaccgcc tgogacctgyg
gacgoogeqe acaecqygtta ctoctagagte ggggogoccg

=210
%211
=212
213

accactecea
tyggecectyy
Taggctargt

27

1651

DHA

EKinstliche Sesgquens

tateg
tygegatgtt
toatagogoa
cgooccooga
gecgettoga

cay
cghoktetes
caaggeoogy
gorcaaggac
goagoagtoa
cgegogoggn
cgtoatggoc
cggcaccacs
geagacak

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2B20
2830
2340
3000
3060
3120
3244

60
129
180
240
360
360
420
480
540
B0
g60
120
780
84n
seo
SE0
1020
lo80
1140
13200
1260
1329
1380
1440
1500
1558

JP 2004-502448 A 2004.1.29



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

]

il

an

35

40

45

50

55

WO 004509

=220

U

<223 Beschreibung der kinstlichen Soquens:
Firafly

=400> 27

catguangud
aaccgotoga
bgekttbaca
cgtbtoggttg
atgeagtgaa
turagttges
ttogeagoct
adaaaagcke
atttoagtos
tttkgtgeca
atctactogt
geakgooags
ktgttecatte
teogagtogto
caagattcoaa
gattgacaaa
taaggaagic
tgggcteact
egegghboggt
aacgctgoge
ttatgtaaac
tgoagacata
tctgattaag
acaccccasat
tocogeogen
tkscgtogen
cgaagtaccy
adagyecaay

«310> 28
<211> 458
<312 DA

gocaanaada
gagcaactgc
gatgeacata
goagaagota
aactototto
corgogaacy
accgtggtgt
coaatcateeo
atgtacacgt
gagtockbteg
ctgoctaaag
gateotatbtt
catcacggtt
ttaatghtata
agktgogeige
tacgatctat
gaogaagegy
gagacktacat
azagtbabic
gttaakcaaa
zatccggaag
gettactogy
tacaaagget
atctteogacy
gregrhgett
agtcaagtaa
maaggtctta
aagggoggaa

tasagraagg
atasggotat
tegaggtoga
tgazacgata
aattetttat
agattrataa
togtbtccaa
aaasasttat
togtcacate
atagggacaa
gtgtogotot
trggeaatca
thogaatati
gattigaaga
tggtgocaac
ctaatitaca
ttgcoaagag
cagctattcol
catbttittga
gaggcgaact
cgaccaacge
ACTRAGACTA
ato=zgotggc
caggtgtoge
egyagoacey
CAACCHCYAA
ccggaazact
agatcgoegk

<Z13> Kingtlicle Sequenz

<220

cooggugota
gaagagabac
catcacttac
tgggetgaat
greggkgtty
tgaacgtgaa
aaagggetig
tateatggat
traketacet
gacaattgca
gcctoataga
aatcattecg
tactacacte
agagectgthbt
cotatkeken
cgaaaktgot
gttooatotg
gattacacce
agegaaggtl
gtgtgtgaga
cktgattgac
acavktekte
tococgotgaa
aggtotteoce
aaagacgaty
aaagttgege
CJACGCRATR
g

=223> Beschreibung dex kinstlichen Sequenz:

=400= 2B

atggagaaaz
cattbtgagy
attacggeot
cacactcttg
gagehoagtgs
acgtittcat
tocgezagatg
astargbbtt
cocartakygg
gacaaggtqgce
sheggoagaa

<210= 29

aaatcactgg
catitcaghte
ttttaaagac
coogectgat
tatgggatag
cgobotggagy

tggogtotta-

tegtotoage
acaacttebt
taatgoogot
tgecktaatga

atataccace
agttgeotcaa
cgtasagaaa
gaatgetcat
tgttecaccot
Lgaatacoad
cggtgasaac
caatoectgg
wgecaocoghl
ggegattoag
attacaacag

gktgakatat
tgtacetata
aataagcaca
ccggaacteoe
tgttacaccg
gadgattbec
ctagecratt
gtgagtttca
ttoaegatgg
gttecatcatg
ta

Luciferase

tictatcege
geentaghtc
getgagkack
acaaaktozca
goegegttat
ttgrtoaaca
caaaasatt
tctanaacgg
cecaghttia
ctgatcatga
actgoetgey
gatackgegs
ggatatbtga
ctgaggagee
thohtogeea
retgghages
ccaggkateoa
gagggggaty
gtygatotgy
ggtoctatga
aaggakbggat
ategtbtgace
ttggaatceoa
gacgakgacy
acggaaasag
ggaggagtty
aaaatcagay

CAT

cocazbggon
accagacagh
agtttlater
gtatggoaat
ttttceatga
ggoegttict
tooctaangy
coagohotga
graaatatta
coattbgtge

(102)

tggaagatgg
ckggaacaat
tcgaaatghke
gaakboegtogt
ttatcggagt
gtatgogoat
tgaacgtgos
attaccagag
atgaatacga
actoctotgg
tgagattete
thttaagkgt
tatgtggatt
ttcaggatta
eaagcactot
chorecbcte
ggcaaggata
ataaaccggg
zkaccgggaa
ttatatcegg
ggctacattc
gectgaagtc
tottgotooa
ceggtgaact
agatcgtgga
tatttghgga
agatocteat

tegtaaagaa
teagokggat
ggectitate
gaaagacgght
gcaaactgas
acadatatat
gtttattgay
tttaaacgtg
tacgcaagge
tggeotteocat

EAc

&0
120
180
250
o0
360
420
480
540
&00
660
720
7680
840
00
260
1020
1080
1140
1za0
1360
1226
1380
1440
1500
1580
1820
is51

60

iz
180
240
140
360
420
480
540
600
58
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=211> S8Z
=Z12> DWa

©213> Kimetliche Sequenz

<2i0x

<223> Begchreibung der kinstlichen Sequenz:

200> 28

atgttaccaa
otgeaceaas
cagaaataca
acccckicta
ctgottotca
toactggtat
gggabccaga
aaacagactt
Lacggeatge
gttcagtgte

«210= 20
211> 1319
=2]2» DNAE

ctattooasckt
tggotttoga
gcetockbea
accgcgaaga
ttoagtoghe
acggbgogte
cockoatgay
acteoasakt
Cgbactyrer
gtrotgttga

gagtcgectg
cacttacoay
gaacceacay
gacedagcag
gotggagaca
tgacagtzac
togookggaa,
cgatackaac
cograzagae
agggtegtgt

<2137 Oryetolagua cuniculus

400> 20

ttegataanyg
gagttoguag
acctoghbbgt
zaatcgaacc
gtasagtboe
gtitacgzee
gatggbttoao
tctoataacy
atggataday
ggcttotaac

heH

cgatgetgoy
aaguatacat
gtttotctga
Etgaactgot
tacgttoggt
tgetgasaga
cacgractey
akgatgorot
tbgaaacttt
&g

(103)

tgegoategt
coocgazagaa
aagtatecog
tegtatebeg
tttegcaaac
eetegaagaa
teagatetto
gotgaaaaac
cecbgegtake

L4

120
lgo
250
oo
380
424
483
540
E82

cataaataaa coootetget zacoabgtre atgoottotht ctictteocta cagotoctgg 60
goaacgtget ggbtgtbgbg ctgbckbeate attltggeaa agasttoact cotcagatg

«210= 31
«211s 00Z
212> DNRE

233> Gallus gallus

cd30> 2T

ceecttigtge
cegegtgeag
bgogetooge
getgegaggy
tgggegegge
ggeccgaekt
gygaggtsge

oggggggage
Soagoga by
gitgtgogega
gaacaaaggo
ggtegggety
cgggtyeggy
Sgcangtagy

ggcteggggg
acggegaota
ggugagogeg
tgegegeggg
taaccooooon
goteogtgeg
ggtgccggge

gtgegtgoegt
tgageqetyge
gLCgIgIgey
gtgtgtgegt
cEgraceced
gggegtggey
39IFCIEHIC

3
gooattgogt
ggcggagoeg
tgoggegecy
cooottotoc
doggcaggge
tgttoctecy

<210 32
=21)> 1033
<212> DHn

9gEgoggcag
tLtatggtaa
aaatcrgaga
yoaggaagga
atctecages
Ygggttogge
Cagtcageca

coocoggagog

tegtgogaga
IICICOGLoy
aatyggegeg
toggggebge
tretgdegty
tg

«<213» Bacteriophage P1

<400 32

ceggeggety
gggegeagyg
cacteoetet
gagggeetto
cgeagggga
tgaccggegg

gtgtgtgtge
gggegegdeg
gtgcooocgeg
g9gggggtga
atocoegagt
cggggstege
cgocteggge
tegaggegeg
acktoctily
agegggegcy
gtgegtegee
aggebgeett
ogbtlhatate

gtggggagcy
cggggctttg
gtgoagygey
geagggggty
tgetgagcac
wgtooogggo
coggagggce
gogagoogoa
Lescasatet
agtgnagcay
gogoegeogh
cgggagggac
ttooottete

112

[34)

120
180
240
100
360
220
430
540
60
660
720
780
G032

atgtcoaatt bastgacegt acaccaasat ttgoobgeab taceggteaa tgeazcgagt 40
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gaktgaggete
acctggaaaz
cagasatggh
cgeggtebga
cggtecggge
cganaagaaa
gatttcgace
ctagcattte
agggttaaag
aaaacygctag
gtegagegak
cgggboagas
ctogaagaga
cagagatace
cgogotggag
gkoatgaact
gatggeogath

<31l0> 33
«211» 34
«232s DR

goaagaacat
tgottebgre
ttecegoaga
cagtaazaac
tgeoacgacs
acgttgatgoe
agattocgttc
Lggggattge
atatoboacg
ttagcaccge
ggattbcegt
saaatggtgt
Lttttgaage
tggockggte
tttoaataco
atatcegtaa
ag

gatggacalkg
cgtitgocgg
acctgaagat
tatoeagoaa
aagtgacage
cggtgaacat
actcatggaa
ttatzacacc
tactgacggt
aggtgtagug.
ctctggtgta
tgoegegocs
aactcatoga
tggncacagt
ggagatrcatg
cetggatagt

<213> Pagterlophage P1

«&00» 33

12

tieagggatc
tegtgggogg
gttecgegatt
catttaggoe
aabgctgtit
graseacagg
aatagcgatce
ctgttacgta
gggagaatgt
aaggcactta
getgatgate
totgecacca
trgatitacg
groocgtgtcg
caagctggtg
gaaacagugd

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat

<210> 34
=211~ 28B4
<212> DNFA

<213 Streptomyces avidinii

<400> 34

getgetgasag
accgegggeg
agcogetacg
gococtoggte
tagagogges
Looggoagas
arggtgzagl

<210 38
<211> 43
<212> DA

caggtatcac
Cegacggoge
toctgrecag

cggeacctgg
cotgacogga
tecgthacgac

tacaaccage
acctacgagh
agcgeceogg

geocaggogtt
czbggtgcaa
abtcttctata
agctaaacat
CactggrLat
ctokagegtt
goetgocagga
tagoogasat
taatccatat
geotggggat
cgaataacta
gueagetate
gegotaagga
gagcogegey
getggaccaa
caatgg oo

tegactegao
eggzogtegg
coacogacgg

gstggc
agtacgtogy
CCHAggCCRR
cgicegecge

ct
cggegecgay
cgeebggeag
cted

2213> Kinstliche Sequenz

=220

azact
gogaggatoa
tecacgekgg

te
acacocagty
teggoracga

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: myc epitop

«400= 35

ggatcogaac aasagchgat cicagangaa gatctatgea ta

€210= 36
<211 18
©21Z> DHA

<213> Kimstliche Sequenz

(104)

trevgageat
gttgaataac
kcttcaggeg
getteatogt
geggeggatc
cgaacgract
tatacgtaat
tgoocaggatco
tggcagaacy
aactaaacty
cocbatkbibge
aactogogoc
tgactcetogh
agatatggeo
tgtaaatatt
cctgetggaa

cktoataghy
caacgoegag
cagoggoane
cgogaccacy
gotgotgaco
caccttraco

120
180
210
300
B0
430
460
540
600
640
730
TED
B40
200
360
10z2¢
1432

34

60

120
180
240
ang
360
304

47
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n

20

25

30

35

40

5

55

WO 004509
13
220
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequens:
Soguenz
<400> 35

catcaccatc atcattaa

«210> 37

211> 2%

«21Z> DNA

<212 Kinstliche Sequenc

220>

222> Bepchreibung der kinctlichen fequenz:

<400> 37
gtoortaage ttgatateas gggtcagog

310> 18

=211 2%

<212> DNA

<213» Funstliche Sequenz

<220

=223>» Beschreibung der kanstlichen Segquenz:

<400= 28
ggcktctgaa ttckgggtog gtogtgtet

=210= 133

<2ll» 12

<21%Z> DFER

<213> Xinstliche Sequenz

=220

=223> Beschrelbung der kimatlichen Sequenz:

<400> 28
tgthcteagyg choaggaty

<2A0=> 40

=Z11> 25

<z1%~ DHA

<213> Kinstliche Sequensz

<2230

<223> Besehreibung der kimstlichen Segquenz:

«d80> 40
ctgtttegag agegoaaage ttagg

<230> 41

Sxllis

Brimer

Primer

Primer

Primex

(105)

13

23

13

25
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(106) JP

WO 004509 PUCTIEPOTINTIN S

<211> 18
«212> DNA
<213> Kinstliche Sequensz

<2203
=223 Beschreibung der Kinstlichen Sequenz: Primer

<400 41
gagtyaacgg coagebte 18

2004-502448 A 2004.1.29
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{12) NACH DEM VERTRAG VIRER DIE INTERNATIONALE ZIBAMMENARBET AVE DEM GEBIKT DES
PATERTWESENS (PCT) VERDFFEATLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19 Weltorgunisation (i geitiges Eigentum
Inermationales Biire

e i

(43) Internationales Yersffentlich ungsdatom {10) Internationale Verilentlichungsnun

17. Januar 2002 {17.01,2002) PCT WO 02/004502 A3

{51 Toteenn Lonale Pateotklassifkation s COHTE 14547 (T4 Anwiiltes TIRLRING, Jbmp nsw: Von Hreisder Seltiag
Wernar Postiach 1022 41 50462 Kiin (DI

21y Toteenn onales Ahbenegiching TCTERIIN S

(81) Bistimurnogsseanten inimeadit Al AG, Al AWM, AT,

(22) luternulivuales Anmehdedatum: ALl AZ. BA.RR. B BRLBY. 7 CA, CHLONL OO CR.
10, 11§ 3001 (100730001 -

DE. K. DL DZ FC.FR.FS.FLLGR. GI. GE.

[ — . = L ITR. N IDL DL RIS TR KE, KG. KE KR, KZ.

125) Fiureichungsprache; [etsch ©LE, LR, LS LT LU, TN, MA, MI3, MG, ME, MY,

- ) . AW, BIX, M2, MO, K2, PL, L, RO, RL, 5D, BL, 56, 51,
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[Portscizung auf der nachsten Seirc]

{54) Title: GLNE LXP LON, GLMOME ALTERATION AND REPORILR LXPRUSSION IN MYOLIBROBLASLS AND
MYCFIBROBLAST-LIEL CELLS
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PCTYEIP D1/07913

A. GLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

IFC 7 CO7K14/47

Azconding b Imerngiional Palent Chassileation (IPC) =1 Yo bai: national classifizalion ard 190

8. FIELDS ScAACHED

IPC 7 CIZN CO7K ASLK ADIK

it Etgumeriaiion searched {classil'calion sytlem ‘Glitvied by Claesiicalion syinbok)
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cited in the application
page 16, Vine 7-16

page 32, line 7-13
¥ + see 6.1.3 on page 48 #
+ sge 6.2.1 on page B0 *

page 13, Tine 15 -page 14, line 4
page 18, line 27-36; figures 12,13
page 20, line 17 -page 22,
page 26, 1Tne 8 —page 27,

line 12
line 35
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-

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory *

Chiation of doruir-ant, witr. rkcalnr.whera Approgriata, of I-a rlsvanl passAgas

Ralzvert to claim No.

JUNG FRANK ET AL: “Characterization of an
E-box-dependent cis element in the smooth
muscle alpha-actin promoter.™
ARTERIOSCLEROSIS THROMBOSIS AND VASCULAR
BIOLOGY,

vol. 19, no. 11, MNovember 1999 (1999-11),
pages 2b%1-2599%, XPO00998280

ISSN: 1079-6642

page 2594, right-hand columm, paragraph 2
figures 4,b

figure 1

BLANK R 5 ET AL: “ELEMENTS DF THE SMDOTH
MUSCLE ALFHA-ACTIN PROMOTER REQUIRED IN
C1S FOR TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION IN
SMOOTH MUSCLE. EVIDENCE FOR CELL
TYPE-SPECIFIC REGULATION"
JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY,US ,AMERICAN SOCIETY OF
BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, MD,
vol. 267, no. 2,

15 January 1992 (1992-01-15}, pages
9834-980, XP002923266

ISSN: 0021-9258
cited in the application
the whole documsnt
COGAN JOHN G ET AL: “Plasticity of
vascular smaoth muscle alpha-actin gene
transcription: Characterization of
myltiple, single-, and double-strand
specific DNA~binding prateins in myocblasts
and Fibroblasts.”

JOURNAL QF BIOLDGICAL CHEMISTRY,

vol. 270, po. 19, 1995, pages 11310-11321,
¥POO0G93134

ISSN: 0021-9258

figures 1,6

SARA HIRGSHI ET AL: "Phenotype-dependent
expressian of alpha-smooth muscle actinm in
visceral smooth muscie cells.™
EXPERIMENTAL CELL RESEARCH,

vol. 247, no. 1,

25 February 1999 (1999-02-25), pages
279-292, (P000992496

I35N: CDid-4827

figures 6,7

[y —

1-5,12,
15-20,
23-26

6-11,13,
14,21,22

1,2,
10-12,
15-20,
24-26

1,2,6,7,

15-20,
23-26

1.2,
16-1z2,
16-20,
23-26
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CONSERYED SEQUENCE MOTIFS WITHIN A
FURCTIDNAL PROMOTER™

JOURNAL OF BTOLDGICAL CHEMISTRY,

vol. 265, no. 27, 1990, pages 16667-166/5,
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IS5N: 0021-9258

figures 2,3
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figure 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tnternationa! applicatios No.

PCT/EPO1/07913

Fonn DCTASAZZIN

ADDITIONAL MATTER PCTISA/Z10

‘The International Searching Authority found that this international application contains
multiple (groups of) inventions, as follows:

1. Claims Nos. 1, 2, 12-26 (in part) and 3, 4, 5 (in full)

Nucleie acid sequences comprising () at least one functional regien from the regulatory
sequence region of the alpha-SMA and (ii) at least one olher functional nucleic acid sequence
which is operationally linked with the sequence (i), the reguiatory sequence region coming
from the rat; vector comprising one such nucleic acid sequence; eukuryotic cells or organisms
{ransfected by one such nucleic acid sequence; methed for producing the evkaryotic cells or
organisms by means of transfeciion of the mventive nucleic acid sequences; method for
isalating or classifying smeoth muselc cells, myofibroplasts or myofibroplast-like cells,
including the expression of a reporter genc which is expressed under the control of the
regulatory sequences of the alpha-SMA gene; mcthod for manipulating the gene cxpression of
smooth muscle cclls and myofibroblastz, including introducing the inverive nucleic acid
sequences Mmto the organisms or organs; phannaccuticals eontaining said nuclcic acid
sequUEnces.

2, Claims leos, 1, 2, 12-26 (in part) and 6, 7 {in full)

Asg invention 1, but the regulatory sequence comes from the mouse.
3. Cluims Nos. 1, 2, 12-26 (in par) and 8, 9 (in full)

As invention 1, but the regulatory sequence comes from bumans.

4. Claims Nos. |, 2, 12-26 {in part) and 10, 11 (in {ull)

As invention 1, but the regulatory sequence comes from the chicken.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tnternationa! application No.

PCT/BPOIATNLS

ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210
Contimuation of box 1.1
Although Claims INos. 13, 14, 19, 21, 22 and 23, as long us an in vive method is being

described, relate to o method for irealment ol the human or animal body, the search was
carried oui and was based o the cited effects of ths compaund or compaosition,

Form PCTASAR210
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT K -

Inteie  @al Applicalion No

i PCT/EP 01/07913

Brmation on patent lamliy members

i*atant document Publication T Fa:emlar;w - ] Fublivator
alied In search report datey members) e
W0 0024254 A 44-05~200C AU 1588640 A 15-05-2000
WO (024254 Al 14-05-2000

(

Foim P2 ASA2 18 (et by Bra) ity 1731
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INTERMATIONALER RECHERCHENBERICHT

Intarry  males Aktanzeichen

FLT/EF 01/07913

DTG ANMELRL DES

A KL
IPK 7 CO7K14/47

Kach der Inle—atienaien Fatenikassdiation {IFK) ecar rac der natianalsn Klass iicilion und rer 1PK

P. RECHERCHIERTE GERIETE

Archoren ersr Windespritsloll i) wirnd st kal }

i
IPK 7 Cl2N CO7K A61K AN1K

L& h aber nizhl z6m elDierdy Verten, whurgen, stweil diebe uner dle ieanrhisren Goriete fen

Wlabnd e intwneliaeden Huchmcts kensllisrie elzidronische Lia'en2an (ame ce- Dalentan< wnd evl. verwendele Suchbenirfe)

EPC-Internal, BIOSIS, CHEWM ABS Data, EFMBL, GENSEQ

0. ALS WESENTLICH ANC UNTERLAGEN

Kaltgons* | Bozochn.ng dor \eiomonnichin. scwcl erfordonich uniar Angabe der in Beirachl komme=ds Talke Beir, Anspruch It

X WO 00 24264 A {BLAMK RANDALL ;UNIY 1-5,
YIRGINIA (US}; OWENS GARY K (US); MACK 12-26
CHRISTQ) 4. Mai 2000 (2000-05-04)
I tn der Anmaldung erwihnat
Seite 13, Zeile 15 -3eite 14, Zeile 4
Seite 16, Zeile 7-16
I Seite 18, Zelle £7-36; Abbildungen 12,13
Saite 20, Zeile 17 -Seite 22, Zejle 12
Seite 26, Zeile & -Seite 27, Zefie 35 |
i Seite 32, Zaije 7-13

# sep 6.1.3 on page 48 * | 13,14,
= see 6.2.1 on page 50 = | 21,22

Weilere Verdfienllichunge . s:nd cer Forse12.ng von Feld G 2u
eninrhmen

Sighe: Anhang Patenifamits

» Besuiirzare Kaleounen von angagevene Ve Sleniici-ngen T Bpdle-s erdenlistng. dle oaeh don: [awalanalen Aninaidedubar
Ve N - W [t vercfterdicht worden s ung 1t
¢ Werifonilchunz. iz don aigemeinan Slan:! der Techit definiar, o e, <o o I

abet nicr L 2ls bosord ofs becoutsam anzusehen is r
g 2l 0an PTic2IEE DAr 0ar dF 2Uqriny te
et Gl (i G061 iNGIMalich 2k nm::"ue ?,.,'V' CPAAaSh FTICZIPE 1" GeT i 2Ugrin e e
e 2t e Udind.ng
kann akzin aurw-:ld.e . Varefiar ik mcmals new cclar suf
etfincerlscier “allgleil beruhend bateachiel womdon

llerzs Mo imen:,
Anmrkadsn

en Pror (dlsansprac Tsiteh
0 Voidftsnll chungscbmem e
2ANtan Voulttondhehing Litkegt verden

sellodar 2o aus ainem anteren bosodaten Grmd e geckean iol ke e e e Talghedl o L Edndung
s WETEN, Wel dir YerGtent e il cianr oo moh-0ren sndren
o Verr"emmmns de sich arf eine minea Denharang. UetSfiantliliungen che3Cr Katcganic In Vatbindung gebracti wird und
g o, ains Assiclung o ances Maishmen begert clese Vetbhadng W clien, Facamann ~ahclicgrid o
s
ean sz sl R~ worion eellantishung, sie b il deneer Palitbawts is!
Caturdes Ausdilusses dor iaternaliohzlen Recherehe Absergedalym teg i maliaialen RethelCha nbanghls
11. Januar 2002 23/01/2002
tiacne win Postanachrt ds- interalionialen Recharcherendrie Bevohe-Schigiee Bedenshatar
n%, PR SR14 Pab
KL zauHY :
af [wAT-ThAad] 20 TR T N1 epaont
Fan 175 380-3215 i ALCONADA RODRIG.., A

i sha PCI SA/EIH B! 3, LaT 10021
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mated lales Aktenzoichen

PCT/EP 01/07913

£.(Forisetzung) ALS WESERTLIGH ANGESEHENE UNTERLAGERN

Hategone”

Limzeiclrall i U Veritientichung, suweilar'obslich uater A7l dsr ' Belcadht bommanden Tails Belr. Anspruch Nr.

JUNG FRAMK ET AL: "Characterization of an

© hox-dependent cis element 1n the smooth
scle alpha-actin promater.”

ARTERIOSCLEROSIS THROMBOSIS AND VASCULAR

BLOLOGY,

Bd. 19, Nr. 11, November 1999 {(1999-11)},

Seiten 2591-2589, XP000S98230

T53N: 1079-5642

Seite 2594, rechte Spalte, Absatz 2;

Abbiidungen 4.5

AbbiYdung 1

BLANK R 5 ET AL: “ELEMENTS OF THE SMOOTH
MUSCLE ALPHA-ACTIN PROMOTER REQUIRED IM
CL5 FOR TRANSCRIPTIOMAL ACTIVATION IN
SMOOTH MUSCLE. EVIDENCE FOR CELL
TYPE-SPECIFIC REGULATION"

JOURNAL OF BIOLOGICAL

CHEMISTRY,US, AMERTCAN SOCIETY OF
BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, MD,

Bd. 267. Nr. 2,

15. Januar 1992 (1992-01-15), Seiten
984-030, XPO02023256

ISSN: 0021-9258

in der Anmeldung erwihnt

das ganze Dokument

COGAN JOHN & ET AL: "Plasticity of
vascular smooth muscle aipha~actin gene
transcerigtion: Characterization of
multipla, single—, and double-strand
spectfic DNA-binding proteins in myoblasts
and fibreblasts.”

JOURMAL OF BTCLOGICAL CHEWISTRY,

Ba. 270, Nr. 19, 1995, Seiten 11310-11321,
%P000993134

ISSN: 0021-9288

Abk1ldungen 1,6

SAGA HIROSHI ET AL: "Phenotype-dependent
sxprassion of alpha-smaoth muscle actin in
visceral smooth muscle cells. ™
EXPERIMENTAL CELL RESEARCH,

Bd. 247, Nr. 1,

25. Februar 1999 (199%-02-25), Seiten
279-292, KP0O0992496

ISSN: 0014-4827

Abbiidungen &.7

1-5,12,
15-20,
23-26

6-11,13,
14,21,22

1,2,
10-12,
15-20,
24-286

1,2,6,7,
1

15-20,
23-2%

1,2,
10-12,
15-20,
23-26

Farmplat PETASALTY (21icamung v Sl 2; (uk 125
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT ttern,  wales ARtenaeichen
PCT/EP 01/079132

C[Fertacizimg) ALS WESENTLIGH ANGESEHENE UNTEALAGEN

Kategena” dar g owed ih wAter Argabe der in BatacL kunmen don Teile ek, ANSRIuSh N,

¥ MIN B ET AL: "THE 5'-FLANKING REGTON OF 6,7,12,
THE WOUSE VYASCULAR SMOOTH MUSCLE ALPHA 15-20,
ACTIN GENE COMTAINS EYOLUTIONARILY 23-26

CONSERVED SEQUENCE MOTIFS WITHIN A
FUNCTIONAL FROMOTER®
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

Bd. 265, WNr. 27, 1990, Seiten 168667-16675,
APOD0992508

ISSN: 0021-9258

Abb1 1dungen 2,3

¥ NAKANG Y ET AL: "TRANSCRIPTLONAL 8,9,12,

REGULATORY ELEMERTS IN THE &' UPSTREAM AND i5-20,
FIRST INTRON REGIONS OF THE HUMAN SMGOTH 23-26

MUSCLE AORTIC TYPE ALPHA ACTIN-ENCODING
GENE”
GENE {AMSTERDAM),

Bd. 99, Nr. 2, 1991, Selfen 285-290,
AP000992809

TSSN: 0378-1119

AbbiTdung 1

Y CARROLL 5 L ET Al: "STRUCTURE AND 10-12,

COMPLETE NUCLECTIDE SEQUENCE OF THE 15-20,
CHICKEN ALPHA-SMOOTH MUSCLE AORTIC ACTIN 23-26

GENE AN ACTIN GENE WHICH PRODUCES MULTIPLE
MESSENGER RNA SPECIES"
JDURNAL OF BIOLREICAL CHEMISTRY,

Bd. 261, Nr, 19, 1986, Seiten 80965-897%,
XP000958146

ISSN: 0021-9258

Abbildung 2
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[ernationtes Akenzeichen PCTEP 01 A7913

WEITERE ANGABEN PCTASA 210

Die internatfonale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese
internationale Anmeldung mehrere (&ruppen von) Erfindungen enthdlt,
nimlich:

1. Anzpriche: 1, 2, 12-26 (partiell} und 3, 4, & {vallstindig)

Mukleinsiurasequenz, umfassend (i) 2inen oder mehrers
funktionelie Bereiche aus dem regulierendsn Sequenzhereich
des alpha-SMA und {i1) wenigsten eine weitera funktionelle
Nukleinsiuresequenz, die mit der Seguenz (i} operativ
verknilpft ist; wobel der reguitierende Sequenzherich von der
Ratte stamnl; Vektor, umfassend eine solche
Nukleinsauresequenz; eukaryobtischen Zellen oder Organismen,
die mit einer selchen Mukleinsiuresequenz transtiziert sind;
Verfahren zur Herstellung der eukaryolischen Zellen oder
Organismen durch Transfektion der Mukleins3ureseguenzen der
Erfindung; Verfahren zur Isolierung oder sichtung ven
glatten fuskelzellen, Myofibrobiasten oder
Myofibroblasianhlichen Zellen, umfassend die Expressian
elnes Reportergens, die unter Kontrolle der regulatorischen
Sequenzen des alpha-SMA gens exprimiert sind; Verfahren zur
Manipuiation der Genexpression von glatien Muskelzellen,
Myofibroblasten, umfassend das Einbringen von den
Nukleinsduresequenzen der Erfindung in die Organismen oder
Drganen; Arzneimittel, erthaltend die Nukleinsiureseguenz
der Erfindung.

2. Anspriche: 1, 2, 12-26 (partieil) und 6, 7 (vollsténdig)
Wie Erfindung 1, aber wobei die reguiierende Sequenz von der
Maus stammi .

3. Anspriiche: 1, 2, 12-26 {(partiell) und 8. 9 (vollstdndig)
Wie Erfindung 1, aber wobei die reguiierende Sequenz vom
Mensch stammL.

4, Anspridche: 1, 2, 12-21 (partiell) und 10, 11 (vallstindig)

Wie Erfindung 1, aber wobei die regulierende Seguenz vom
Huhn stammt.

JP 2004-502448 A 2004.1.29



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

(123)

Ieerratianzlas axtanzsichen PGTEP 01 07913

WEITERE ANGABEN PGTASA! 7210

Fertsetzung von Feld 1.1

Obwohl die Anspriche 13, 14, 19, 21, 22 un¢ 25, sc weii sie ein in vivo
Verfahren betreffen, sich auf ein Yerfahren zur Behandiung des
manschlichen/tierischen Kirpers beziehen, wurde die Recherche
durchgeflhrt und grindete sich auf dfe angeflhrten Wirkungen der
Verbindung/Zusanmensetzung.

JP 2004-502448 A 2004.1.29
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(124)

Inlemy  yies Aldenzeithon

FCT/TH 01/07913

I Racharhaenbercht Lanum der Milgliszier) car J Datur. ger
Angeliaries Patantdokinant Verdraniichung Patent-amilie Verétfentichung
WO 0024254 A 04-05-2000 AU 1598600 A 15-05-2000
WO

0024254 Al 04-05-2000

Tomrcian BTaR A 10 o ey Palendfarrdba il 1882)
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