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(57) Abstract: The invention relates to specific, regulatory sequence re-

A Aktivitdt pRL-700 in HSC

gions of the alpha smooth muscle actin gene (a-SMA gene), and fusion

structures in which said regulatory sequence regions of the a-SMA gene

HSC-ruhend  HSC-aktiviert
C D

..ACTIVITY pRL-700 IN HSC (HEPATIC STELLATE CELL)
...RELATIVE ACTIVITY

...HSC RESTING

...HSC ACTIVATED

are operationally linked to other functional nucleic acid sequences. The
invention also relates to the use of said regulatory sequence regions for
cell type specific and differentiation specific reporter expression, for cell
type specific and differentiation specific gene changes (alteration, muta-
tion) and for gene expression changes in cells and organisms.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft spezifische, regulatori-
sche Sequenzbereiche des alpha Smooth Muscle Aktin-Gens (a-SMA-
Gens), Fusionskonstrukte, in denen solche regulatorische Sequenzberei-
che des a-SMA-Gens mit weiteren funktionellen Nukleinsduresequenzen
operativ verkniipft sind, sowie die Verwendung solcher regulatorischer
Sequenzbereiche zur zelltyp- und differenzierungspezifischen Reporter-
expression, zu zelltyp- und differenzierungsspezifischen Genverdnderun-
gen (Alteration, Mutation) und zu Genexpressionsverdnderungen in Zel-
len und Organismen.
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Lt dochumenl which may Igrow goubt% [on prlor(iilyl clafim(s) ﬁr involve an inventive step when the document is taken alone
which is cited to establish the publication dale of another *y* document of particular relevance; the claimed invention
citation or other special reason (as specified) cannot be considered to involve an inventive step when the
*Q" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or document is combined with one or more other such docu—
other means ments, such combination being obvious to a person skilled
*P* document published prior to the international filing date but in the art.
later than the ptiority date claimed *&" document member of the same patent family
Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
11 January 2002 23/01/2002
Name and mailing address of the 1SA Authorized officer

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rjjswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 1,
o ) o g 0 et epon ALCONADA RODRIG.., A

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intern, jal Application No

PCT/EP 01/07913

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ° | Citation of document, with indication,where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X 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, November 1999 (1999-11),
pages 2591-2599, XP000998280

ISSN: 1079-5642
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ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210

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)

Nucleic acid sequences comprising (i) at least one functional region from the regulatory
sequence region of the alpha-SMA and (ii) at least one other functional nucleic acid sequence
which is operationally linked with the sequence (i), the regulatory sequence region coming
from the rat; vector comprising one such nucleic acid sequence; eukaryotic cells or organisms
transfected by one such nucleic acid sequence; method for producing the eukaryotic cells or
organisms by means of transfection of the inventive nucleic acid sequences; method for
isolating or classifying smooth muscle cells, myofibroplasts or myofibroplast-like cells,
including the expression of a reporter gene which is expressed under the control of the
regulatory sequences of the alpha-SMA gene; method for manipulating the gene expression of
smooth muscle cells and myofibroblasts, including introducing the inventive nucleic acid
sequences into the organisms or organs; pharmaceuticals containing said nucleic acid
sequences.

2. Claims Nos. 1, 2, 12-26 (in part) and 6, 7 (in full)

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

As invention 1, but the regulatory sequence comes from humans.
4. Claims Nos. 1, 2, 12-26 (in part) and 10, 11 (in full)

As invention 1, but the regulatory sequence comes from the chicken.
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described, relate to a method for treatment of the human or animal body, the search was
carried out and was based on the cited effects of the compound or composition.
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IPK 7 CO7K14/47

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

IPK 7 Cl2N CO7K A61K AO01K

Recherchierier Mindestpriifstoff (Kiassifikationssystem und Kiassifikationssymbole )
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Seite 13, Zeile 15 -Seite 14, Zeile 4
Seite 16, Zeile 7-16

‘ Seite 18, Zeile 27-36; Abbildungen 12,13

Seite 20, Zeile 17 -Seite 22, Zeile 12
Seite 26, Zeile 8 -Seite 27, Zeile 35
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Y * see 6.1.3 on page 48 = 13,14,
* see 6.2.1 on page 50 * 21,22
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Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
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Siehe Anhang Patentfamilie

° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen

*A* Verbffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum verdtfentlicht worden ist

E
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scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer

soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)
Verbffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Aussiellung oder andere MaBnahmen bezieht
*P* Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchien Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist

0

Verbffentlichung, die geeignet isl, einen Prioritdisanspruch zweifelhaft er~

anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden

*T* Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

*X* Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erindung
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet werden

*Y* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
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Y Abbildung 1

X BLANK R S ET AL: "ELEMENTS OF THE SMOOTH
MUSCLE ALPHA-ACTIN PROMOTER REQUIRED IN
CIS FOR TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION IN
SMOOTH MUSCLE. EVIDENCE FOR CELL
TYPE-SPECIFIC REGULATION"

JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY,US,AMERICAN SOCIETY OF
BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, MD,

Bd. 267, Nr. 2,

15. Januar 1992 (1992-01-15), Seiten
984-989, XP002923256

ISSN: 0021-9258

in der Anmeldung erwdhnt

das ganze Dokument

X COGAN JOHN G ET AL: "Plasticity of

- vascular smooth muscle alpha-actin gene
transcription: Characterization of
multiple, single-, and double-strand
specific DNA-binding proteins in myoblasts
and fibroblasts."
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
Bd. 270, Nr. 19, 1995, Seiten 11310-11321,
XP000993134
ISSN: 0021-9258
Abbildungen 1,6

X SAGA HIROSHI ET AL: "Phenotype-dependent
expression of alpha-smooth muscle actin in
visceral smooth muscle cells.”
EXPERIMENTAL CELL RESEARCH,

Bd. 247, Nr. 1,

25. Februar 1999 (1999-02-25), Seiten
279-292, XP000998496

ISSN: 0014-4827

Abbildungen 6,7

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

Formbiatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2} (Juli 1992)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT intern;

nales Aktenzeichen

PCT/EP 01/07913

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verbffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Befr. Anspruch Nr.

Y MIN B ET AL: "THE 5’-FLANKING REGION OF
THE MOUSE VASCULAR SMOOTH MUSCLE ALPHA
ACTIN GENE CONTAINS EVOLUTIONARILY
CONSERVED SEQUENCE MOTIFS WITHIN A
FUNCTIONAL PROMOTER"

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

Bd. 265, Nr. 27, 1990, Seiten 16667~16675,
XP000992808

ISSN: 0021-9258
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Abbildung 1
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WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehirde hat festgestellt, daB diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdlt,
namlich:

1. Anspriiche: 1, 2, 12-26 (partiell) und 3, 4, 5 (vollstandig)

Nukleinsduresequenz, umfassend (i) einen oder mehrere
funktionelle Bereiche aus dem regulierenden Sequenzbereich
des alpha-SMA und (i1) wenigsten eine weitere funktionelle
Nukleinsauresequenz, die mit der Sequenz (i) operativ
verknipft ist; wobei der regulierende Sequenzberich von der
Ratte stammt; Vektor, umfassend eine solche
Nukleinsauresequenz; eukaryotischen Zellen oder Organismen,
die mit einer solchen Nukleinsauresequenz transfiziert sind;
Verfahren zur Herstellung der eukaryotischen Zellen oder
Organismen durch Transfektion der Nukleinsduresequenzen der
Erfindung; Verfahren zur Isolierung oder sichtung von
glatten Muskelzellen, Myofibroblasten oder
Myofibroblastdnhlichen Zellen, umfassend die Expression
eines Reportergens, die unter Kontrolle der regulatorischen
Sequenzen des alpha—-SMA gens exprimiert sind; Verfahren zur
Manipulation der Genexpression von glatten Muskelzellen,
Myofibroblasten, umfassend das Einbringen von den
Nukleinsauresequenzen der Erfindung in die Organismen oder
Organen; Arzneimittel, enthaltend die Nukleinsauresequenz
der Erfindung.

2. Anspriiche: 1, 2, 12-26 (partiell) und 6, 7 (vollstandig)

Wie Erfindung 1, aber wobei die regulierende Sequenz von der
Maus stammt.

3. Anspriiche: 1, 2, 12-26 (partiell) und 8, 9 (vollstandig)
Wie Erfindung 1, aber wobei die regulierende Sequenz vom
Mensch stammt.

4. Anspriiche: 1, 2, 12-21 (partiell) und 10, 11 (vollstandig)

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




Internationales Aktenzeichen PCTEP 01 07913

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld I.1

Obwoh1 die Anspriiche 13, 14, 19, 21, 22 und 25, so weit sie ein in vivo
Verfahren betreffen, sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kdérpers beziehen, wurde die Recherche
durchgefiihrt und griindete sich auf die angeflihrten Wirkungen der
Verbindung/Zusammensetzung.
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