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(57) Zusammenfassung: Expressionsvektor zur Enzym-Ex-
pression in Zellen und Verfahren zu dessen Verwendung
Aufgabe war es, Expressionsvektor-transfizierte Zellen
schnell und auf méglichst einfache Weise gezielt zu beein-
flussen, beispielsweise um diese mit hoher Reinheit zu se-
lektieren.

Es wird ein Expressionsvektor vorgeschlagen, der erfin-
dungsgemaf zum Zweck der Aktivierung einer Peptid-inhi-
bierten siRNA die genetische Information zur Expression ei-
nes die besagte Peptid-inhibierte siRNA spaltenden Enzyms
enthalt, das von den Expressionsvektor-transfizierten Zellen
sonst nicht generiert werden kann. Der Expressionsvektor
und die Peptid-inhibierten siRNA, auf welche die genetische Beispiel-Gen
Expressionsinformation abzielt werden in die zu beeinflus-
senden Zellen eingebracht.

Anwendung kann dieser Expressionsvektor und das besag-
te Verfahren beispielsweise zur schnellen und einfachen Se-
lektion Expressionvektor-transfizierter Zellen, sowie fiir dia-
gnostische und zellphysiologische Betrachtungen finden.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein spezielles Vektor-
konstrukt zur Enzym-Expression sowie ein Verfah-
ren, um mit diesem Vektorkonstrukt transfizierte Zel-
len in einer Zellkultur schnell, mit geringem Aufwand
und mit hoher Spezifitat — insbesondere zum Zweck
ihrer Isolation — beeinflussen zu kénnen.

[0002] Das erfindungsgemalie Vektorkonstrukt und
das vorgeschlagene Verfahren kénnen insbesonde-
re in der Molekularbiologie zur schnellen und einfa-
chen Selektion von Zellklonen nach Transfektionen
Anwendung finden.

[0003] Die Ubertragung von Genen ist ein in der
Grundlagenwissenschaft weit verbreitetes Verfahren,
mit dem die Funktion verschiedener Gene bzw. Pro-
teinen in Zellen untersucht werden kann. Perspekti-
visch kdnnte es auch dazu genutzt werden, Erbkrank-
heiten zu behandeln. Mit dieser Methode kénnen voll-
stédndige oder Teile von Genen bzw. DNA-Abschnit-
te in Zellen eingebracht, sowie durch die Einbringung
von shRNA die Expression von Genen gezielt vermin-
dert werden. Eine grof3e Anzahl von auf Viren basie-
renden Systemen fir den Transfer von Genen wurde
bereits beschrieben. Gegenwartig sind vor Allem Re-
trovirale Vektorsysteme am weitesten verbreitet (bei-
spielsweise US 5,219,740 A. D. Miller und G. J. Ros-
man: Improved Retroviral Vectors for Gene Transfer
and Expression, BioTechniques 7, 1989, 980-990;
A. D. Miller: Retrovirus Packaging Cells, Human Ge-
ne Therapy 1, 1990, 5-14; J. C. Burns et al.: Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90, 1993, 8033-8037 sowie K.
Boris-Lawrie und H. M. Temin: Recent advances in
retrovirus vector technology, Curt. Opin. Genet. Dev.
3, 1993, 102-1009).

[0004] Verwendete Vektorsysteme enthalten dabei
oft die vollstandige virale Erbinformation, oder es wur-
den Teile der viralen Gene eliminiert, beispielsweise
die genetischen Informationen tber Hillproteine, En-
zyme zur Prozessierung von Proteinen oder zur Ver-
packung des genetischen Materials in die Virushil-
len.

[0005] Vektoren kénnen beispielsweise 5'LTR(H1-,
sowie CMV-)Regionen besitzen, die als Promotoren
dienen. Des Weiteren enthalten Vektoren oft Schnitt-
stellen fiir Restriktionsenzyme, an denen die Vekto-
ren aufgeschnitten und DNA-Segmente ausgeschnit-
ten oder eingesetzt werden kénnen. AuRerdem wer-
den oftmals Resistenzen flr spezifische Antibiotika
oder Chemotherapeutika (Ampicillin, Neomycin, Am-
photheracin, u. a.) verwendet, um Zellklone nach
dem Einbringen der Vektoren selektieren zu kénnen
(WO 2008/077545).
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[0006] Als Reportergene werden oftmals Griin-fluo-
reszierende Proteine (GFP, EGFP) oder Luciferase
verwendet; dies dient dazu die erfolgreiche Trans-
fektion in Zellen und die Expression der Plasmid-
Gene nachzuweisen. (US 5,625,048; US 5,777,079;
US 6,054,321).

[0007] Die beschriebenen Reportergene und die An-
tibiotikaresistenzgene kdénnen dazu verwendet wer-
den, die Zellen, welche die viralen oder synthetischen
Vektoren enthalten, zu selektieren. Die Selektion mit-
tels "Cell Sorting” tiber die Expression des GFP flhrt
allerdings aufgrund der Methodik zu Zellstress; die
Selektion mittels Antibiotikaresistenz ist langwierig
und flhrt oft zu keiner reinen Zellpopulation nach der
Selektion. Deshalb muss oft der Selektionsprozess
wiederholt werden, oder es ist erforderlich, standig
Antibiotika zuzugeben.

[0008] Des Weiteren wurde beschrieben
(US 6,589,526), dass die genetische Information von
Rezeptoren (beispielsweise CD3) in Vektoren einge-
bracht wurde. Diese Rezeptoren wurden dann als Re-
porter exprimiert und die Zellen kbnnen durch Bin-
dung von Antikdrpern (beispielsweise magnetisch)
selektiert werden. Auch dieses Verfahren fiihrt nicht
zu einer vollstédndigen Selektion; die Expression die-
ser Rezeptoren kann ebenfalls nachteilig fur die Zel-
len, beispielsweise fir Immunzellen, sein.

[0009] Adharent wachsende Zellen werden in der
Regel in Kulturflaschen oder Kulturschalen kultiviert
und in diesen Gefalen beispielsweise mittels Viren
oder Transfektionsreagenzien oder in Kivetten mit-
tels Elektroporation transfiziert. Nach der Transfek-
tion erfolgen eine erneute Kultivierung in besagten
GefaRen und die anschlieRende Selektion (Beatrice
Riteau, Catherine Menier, Iman Khalil-Daher, Silvia
Martinozzi, Marika Pla, Jean Dausset, Edgardo D.
Carosella and Nathalie Rouas-Freiss: HLA-G1 co-ex-
pression boosts the HLA class I-mediated NK lysis
inhibition. International Immunology, Vol. 13, No. 2,
193-201, February 2001).

[0010] Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde,
Vektor-transfizierte Zellen schnell und auf méglichst
einfache Weise gezielt zu beeinflussen, beispielswei-
se um diese mit hoher Reinheit zu selektieren.

[0011] Es wird ein Expressionsvektor vorgeschla-
gen, der neben zumindest einem bekannten Promo-
tor sowie Schnittstellen zum Einfligen von verwen-
dungsspezifischen Gensequenzen erfindungsgeman
zum Zweck der Aktivierung einer Peptid-inhibierten
siRNA die genetische Information zur Expression ei-
nes (die besagte Peptid-inhibierte siRNA spaltenden)
Enzyms enthélt, welches von den Expressionsvek-
tor-transfizierten Zellen sonst nicht generiert werden
kann. Dieses Enzym ist in der Lage, die kovalente
Bindung der besagten Peptid-inhibierten siRNA, wel-
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che ebenfalls in die Zellen eingebracht wird, aufzu-
brechen und somit die siRNA zu aktivieren, welche
danach die Expression zellularer Gene beeinflusst.

[0012] Zur Aktivierung der Peptid-inhibierten siRNA
werden der Expressionsvektor, welcher die speziel-
le genetische Information zur Expression eines spe-
zifischen Enzyms zur Aktivierung der Peptid-inhibier-
ten siRNA aufweist, und die Peptid-inhibierte siR-
NA (WO 002008098569) gleichzeitig oder zeitlich
versetzt, zweckmafig mittels Transfektionsreagenz,
in die zu beeinflussenden Zellen eingebracht. Die
Sequenz der Peptid-inhibierten siRNA, welche er-
findungsgemanR durch den Expressionsvektor bzw.
durch die in diesem enthaltenen genetischen Infor-
mation zur Enzymexpression aktiviert wird, ist gegen
die mMRNA eines Gens der Wirtszelle, beispielsweise
gegen die mRNA eines Adhasionsmolekils, gerich-
tet.

[0013] Das exprimierte Enzym, beispielsweise eine
Protease oder Peptidase, kann dabei zur verlass-
lichen Selektion dieser enzymexprimierenden Zel-
len gegeniber anderen (nicht enzymexprimierenden)
Zellen der Zellkultur verwendet werden. So ist ins-
besondere eine verfahrenstechnisch vorteilhafte und
aufwandgeringe Isolation der auf vorgenannte Wei-
se selektierten Zellen mdglich, wenn in den Expres-
sionsvektor-transfizierten Zellen einer Zellkultur, die
gewodhnlich in einem KulturgefalR gewachsen sind
und in diesem Wachstumsprozess an demselben an-
haften (was durch die Expression von speziellen Ad-
hasionsmolekllen bewirkt wird), diese besagte Ad-
hasions-Molekulexpression gehemmt wird. Durch die
Expression der Protease oder Peptidase in den Ex-
pressionsvektortransfizierten Zellen kann eine spezi-
elle Peptid-inhibierte siRNA aktiviert werden, welche
nach deren Aktivierung beispielsweise die Expressi-
on des genannten Adhadsionsmolekils unterbindet.
Infolge der Hemmung der Expression dieses oder
dieser Adhasionsmolekiile 16sen sich die Expressi-
onsvektor-transfizierten Zellen vom Kulturgefal3, so
dass diese von den ubrigen nicht enzymexprimierten
Zellen, beispielsweise zu ihrer Isolation, leicht sepa-
riert werden koénnen.

[0014] Nicht mit dem Expressionsvektor-transfizier-
te Zellen sind nicht in der Lage, die Peptidinhibier-
te siRNA zu aktivieren; es kommt zu keiner RNA-In-
terferenz und zu keiner Zellenablésung von Kultur-
gefal’. Auf diese Weise kdnnen die Expressionsvek-
tortransfizierten Zellen mit dem Uberstand abgenom-
men und erneut kultiviert werden. Der Gehalt der siR-
NA in den Zellen nimmt nach einigen Stunden bzw.
Tagen ab, und es kommt wieder zu einer Expressi-
on der Zell-Adh&sionsmolekiile und somit zu einer
erneuten Adhasion der Zellen an dem Kulturgefal.
Somit ist die physiologische in vitro Wachstumssi-
tuation wieder gegeben, und die Expressionsvektor-
transfizierten Zellen wurden selektiert. Fir den Fall,
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dass die Reinheit der transfizierten Zellen nicht aus-
reichend grol ist, kann der beschriebene Selektions-
schritt mittels Einbringung von Peptid-inhibierter siR-
NA wiederholt werden.

[0015] Sollten Zellen wahrend dieser Prozesse ab-
gestorben sein, schwimmen diese ebenfalls im Zell-
kultur-Uberstand und werden zusammen mit den Ex-
pressionsvektor-transfizierten Zellen in das beschrie-
bene neue Kulturgefald bernommen. Diese toten
Zellen werden aber nicht wieder adharieren und kén-
nen somit im Rahmen der Routine-Zellkultur abge-
nommen werden.

[0016] Die Verwendung des vorgeschlagenen Ex-
pressionsvektors zur Aktivierung einer Peptidinhibier-
ten siRNA ist allerdings nicht auf die vorgenannte Se-
lektion/Isolation der enzymexprimierenden Zellen be-
schrankt. Anwendung kann die Erfindung beispiels-
weise auch zur gerichteten Abtotung Expressions-
vektor- Zellen finden. Dies ist vor Allem in der Stamm-
zellforschung interessant, bei welcher Stammzellen
in vivo eingebracht werden und mdglicherweise nicht
die gewunschten Effekte zeigen bzw. Terratome bil-
den. Werden diese Zellen vor deren Einbringung mit
einem Expressionsvektor vorgeschlagener Art trans-
fiziert, kann eine Peptid-inhibierte siRNA in vivo ein-
gebracht und ausschliel3lich in diesen Zellen aktiviert
werden. Das Zielgen der siRNA kdnnte hierbei ein flr
die Zelle Uberlebenswichtiges Gen sein, was zum Ab-
sterben der Zelle fihren wirde. Dadurch kénnten Ne-
benwirkungen von in vivo eingebrachten Stammzel-
len verringert werden, wobei die beispielhaft genann-
te Anwendung nicht auf Stammzellen beschrankt ist.

[0017] Des Weiteren kann der beschriebene Mecha-
nismus fur diagnostische oder physiologische Be-
trachtungen verwendet werden.

[0018] Die Erfindung soll nachstehend anhand von
in der Zeichnung dargestellten Ausfuhrungsbeispie-
len naher erlautert werden.

[0019] Es zeigen:

[0020] Fig. 1: Schematische Darstellung eines Ex-
pressionsvektors mit einem Promotor, einem an-
wendungsspezifischen Beispielgen und einer geneti-
schen Information zur Expression eines (eine Peptid-
inhibierte siRNA spaltenden) Enzyms

[0021] Fig. 2: Schematische Darstellung eines Ex-
pressionsvektors mit zwei unabhangigen Promotoren
fur ein anwendungsspezifisches Beispielgen und ein
die besagte Peptid-inhibierte siRNA spaltendes En-
zym

[0022] Fig. 3: Konkretes Beispiel zur Ausflihrung
des Expressionsvektors gemal Fig. 2 mit einer Re-
gion zum Einfigen mehrerer Beispielgene, wobei der
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Expressionsvektor zur Replikation in E.coli eine spe-
zifische Apmicillin-Resistenz aufweist

[0023] Fig. 4: Verfahren zur Verwendung des erfin-
dungsgemalen Expressionsvektors fir die Selektion
von Zellen in einem Kulturgefafd

[0024] In Fig. 1 ist in Ubersichtlicher schematischer
Darstellung ein Expressionsvektor 1 abgebildet, der
nacheinander angeordnet einen Promotor 2, ein Bei-
spiel-Gen 3, welches durch den Promotor 2 expri-
miert wird, sowie (weiter nachfolgend) eine geneti-
sche Information 4 zur Expression eines Enzyms ent-
halt, welches zur Spaltung einer in Fig. 1 nicht darge-
stellten an sich bekannten Peptid-inhibierten siRNA
vorgesehen ist.

[0025] In diesem Ausfiihrungsbeispiel sind der Pro-
motor 2, das Beispiel-Gen 3 und die genetische In-
formation 4 zur Expression des besagten Enzyms in
der genannten Reihenfolge hintereinander auf dem
Expressionsvektor 1 angeordnet. Da sich die gene-
tische Information 4 hinter dem Beispiel-Gen 3 be-
findet, wird das besagte Enzym nur dann exprimiert,
wenn auch das eingebrachte Beispiel-Gen 3 expri-
miert wird. Der Promotor 2 ist somit fiir beide genann-
ten Wirkungen (sowohl fiir die Expression des Bei-
spiel-Gens 3 als auch fiir die Enzymexpression aus
der genetischen Information 4) vorgesehen. Die Wir-
kungsrichtung des Promotors 2 ist durch einen Pfeil
5 symbolisiert.

[0026] Fig. 2 zeigt ebenfalls in Gbersichtlicher sche-
matischer Darstellung einen Expressionsvektor 6,
der jedoch im Unterschied zum Expressionsvektor
1 von Fig. 1 zwei Promotoren 7, 8, zur separaten
Expression des Beispiel-Gens 3 und einer Enzym-
expression aus einer am anderen Ende dieser An-
ordnungskette angesiedelten genetischen Informati-
on 9 enthalt. Das Enzym dient wiederum zur Spaltung
einer in Fig. 2 ebenfalls nicht dargestellten an sich
bekannten Peptid-inhibierten siRNA. Der Promotor 7
ist somit zur Expression des diesem unmittelbar be-
nachbarten Beispiel-Gens 3 vorgesehen (siehe auch
Pfeil 10), wahrend der Promotor 8 die Expression der
diesem benachbarten genetische Information 8 be-
wirkt (vgl. Pfeil 11). Das besagte Enzym und das ein-
gebrachte Beispiel-Gen 3 werden somit unabhangig
von einander exprimiert.

[0027] Als beispielhafte spezielle Ausfiihrung des in
Fig. 2 dargestellten Expressionsvektors 6 mit den
zwei separaten Promotoren 7, 8 zeigt Fig. 3 einen
Expressionsvektor 12, der als ersten Promotor (ent-
sprechend Promotor 7 in Fig. 2) einen H1-Promotor
13 fiir Beispiel-Gene oder fir shRNA aufweist, die in
einer dem H1-Promotor 13 benachbarten DNA-Regi-
on 14 eingefiigt werden kénnen. Hierzu sind beispiel-
haft Schnittstellen (Hindlll, BamHI, Notl, SexAl, Bglil,
Munl) zur Aufspaltung der DNA des Expressionsvek-
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tors 12 und Einfligung der besagten Gensequenzen
bzw. shRNA dargestellt. Eine LTR-Region 15 tragt
zur erhéhten Expression dieser Sequenzen bei.

[0028] Als zweiten Promotor (entsprechend Promo-
tor 8 in Fig. 2) weist der Expressionsvektor 12 einen
PGK-Promotor 16 auf zur Expression des besagten
Enzyms aus der dem PGK-Promotor 16 benachbar-
ten genetischen Information 9 sowie zur Expression
eines Reportergens EGFP aus einer genetischen In-
formation 17, welche hinter der genetischen Informa-
tion 9 auf dem Expressionsvektor 12 angeordnet ist.
Damit erfolgt die Expression des Reportergens EGFP
nur, wenn das Enzym aus der genetischen Informa-
tion 9 exprimiert wird. Durch die separaten Promoto-
ren (H1-Promotor 13 und PGK-Promotor 16) erfolgen
die Expressionen des Enzyms aus der genetischen
Information 9 sowie der in der DNA-Region 14 einge-
figten Beispiel-Gene bzw. shRNA jedoch unabhan-
gig voneinander (vgl. wiederum die Wirkungsrichtun-
gen der Promotoren durch symbolische Darstellun-
gen mit den Pfeilen 7, 8).

[0029] Ferner ist eine genetische Information 18
(Amp) vorhanden, durch welche der Expressionsvek-
tor 12 zur Replikation in E.coli eine Ampicillin-Resis-
tenz aufweist.

[0030] Fig. 4 zeigt schematisch ein Verfahren zur
Verwendung des beispielhaften Expressionsvektors
1 fur die Selektion von in einem Kulturgefal® 19 ge-
wachsenen Zellen 20. Aus einem Gefall 21 wer-
den die Expressionsvektoren 1 durch Pipettierung (in
Fig. 4a symbolisiert durch Pfeildarstellung) in das
Kulturgefal® 19 gegeben, in welchem die Zellen 20 in
einem Nahrmedium 22 gewachsen sind und am Bo-
den anhaften.

[0031] Wie in Fig. 4b dargestellt, werden die in das
Kulturgefald 19 pipettierten Expressionsvektoren 1 in
einige der Zellen 20 eingebracht (symbolisiert durch
die Zellen 20a). Die ubrigen Zellen bleiben von den
Expressionsvektoren 1 unberiihrt. Im Ubrigen ster-
ben auch einige der Zellen 20 bei dieser Transfektion
ab (nicht explizit dargestellt).

[0032] Aus einem Gefall 23 werden jetzt zusatzlich
Peptid-inhibierte siRNA-Molekule 24 (in Fig. 4b sym-
bolisiert durch Pfeildarstellung) in das Kulturgefafd 19
gegeben, die ebenfalls in die darin befindlichen und
am Boden des KulturgefaRes anhaftenden Zellen 20
transfiziert. In denjenigen Zellen, in die bereits der
Expressionsvektor 1 eingedrungen ist (symbolisiert
durch die Zellen 20a in Fig. 4a) wird durch das expri-
mierte Enzym desselben die Peptidbindung der Pep-
tid-inhibierten siRNA-Molekile 24 aufgebrochen, wo-
durch die siRNA dieser Molekule 24 aktiviert wird. In
diesem Beispiel ist diese siRNA-Sequenz gegen die
mMRNA eines oder mehrerer Adh&sionsmolekile der
Zellen gerichtet, so dass die Zelladhasion aufgeho-
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ben wird und sich die Zellen (dargestellt als Zellen
20b in Fig. 4c vom Boden des Kulturgefalles 19 ab-
l6sen sowie unter Anderung ihrer Zellform im Nahr-
medium 22 nach oben schweben.

[0033] In die anderen Zellen 20 (vgl. Zellen 20b
in Fig. 4c) kénnen zwar auch, wie dargestellt, die
Peptid-inhibierten siRNA-Molekile 24 eingedrungen
sein, jedoch wird, sofern in diese kein Expressions-
vektor 1 transfiziert ist, deren Peptidbindung nicht
aufgebrochen, so dass die Peptid-inhibierten siRNA-
Molekile 24 weiterhin in ihrer siRNA-Wirkung inakti-
viert bleiben und somit nicht gegen die mRNA des be-
sagten Zell-Adhasionsmolekiils wirken kénnen. Die
Zellen bleiben weiterhin am Boden anhaften (vgl. Zel-
len 20c in Fig. 4c).

[0034] Auf diese Weise ist eine rdumliche Selektion
der Zellen 20 in die am Boden haften bleibenden Zel-
len 20c und die im Nahrmedium 22 nach oben schwe-
benden Zellen 20b (siehe Fig. 4c) gegeben, so dass
die im Uberstand des Nahrmediums 22 schwimmen-
den bzw. schwebenden Zellen 20b mit einer Pipette
abgenommen werden und entsprechend Fig. 4d (se-
pariert von den Zellen 20c in Fig. 4¢) in ein anderes
Kulturgefall 25 mit einem Nahrmedium 26 Uberflhrt
werden kénnen.

[0035] Durch Zellteilung und Degradierung der siR-
NA-Molekile nimmt deren Konzentration innerhalb
der Zellen 20b ab und es kommt wieder zu einer Ex-
pression des vorher gehemmten Gens bzw. Prote-
ins, so dass im vorliegenden Beispiel die Wirkung
gegen die mRNA des besagten Zell-Adhasionsmo-
lekuls nachlasst und das besagte Adhasionsmolekul
der Zellen 20b in dessen Expression nicht mehr ge-
hemmt wird, wodurch diese Zellen (vgl. Fig. 4e), ins-
besondere fiir eine erneute bzw. weitere Kultivierung
wieder am Boden nunmehr des neuen Kulturgefa-
Res 25 anwachsen. Bei dieser Methode abgestorbe-
ne Zellen, die ebenfalls mit in das neue Kulturgefad
25 Uberfuhrt wurden, kdnnen im Rahmen der norma-
len Zellkultur im Uberstand des Nahrmediums 26 ab-
genommen werden.

Bezugszeichenliste

1, 6,12 Expressionsvektor

2,7,8 Promotor

3 Beispiel-Gen

4,9 genetische Information zur Enzym-
expression

5,10, 1 Pfeil

13 H1-Promotor

14 DMA-Region

15 LTR-Region

16 PGK-Promotor

17 genetische Information fur Repor-

tergen EGFP
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19, 25
20

20a
20b
20c
21,23
22, 26
24
Hindlll
BamHI
Notl
SexAl
Bglll

Munl
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genetische Information fiir Amicillin-
Resistenz

Kulturgefay

Zellen

Zellen mit transferiertem Expressi-
onsvektor 1

Zellen mit zusatzlich transferierter
Peptid-inhibierter siRNA

Zellen mit nicht transferierter Pep-
tid-inhibierter siRNA

Gefaly

Nahrmedium

Peptid-inhibierte siRNA-Molekiile
DNA-Schnittstellen des Expressi-
onsvektors 12

DNA-Schnittstellen des Expressi-
onsvektors 12

DNA-Schnittstellen des Expressi-
onsvektors 12

DNA-Schnittstellen des Expressi-
onsvektors 12

DNA-Schnittstellen des Expressi-
onsvektors 12

DNA-Schnittstellen des Expressi-
onsvektors 12
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Patentanspriiche

1. Expressionsvektor, enthaltend mindestens ei-
nen Promotor und Schnittstellen zum Einfugen von
verwendungsspezifischen Gensequenzen, dadurch
gekennzeichnet, dass der Expressionsvektor (1, 6,
9) flir den Zweck der Aktivierung einer Peptid-inhi-
bierten siRNA die genetische Information (4, 9) zur
Expression eines eine Peptid-inhibierte siRNA (24)
spaltenden Enzyms enthélt.

2. Expressionsvektor nach Anspruch 1, gekenn-
zeichnet durch eine Protease als die Peptidinhibierte
siRNA (24) spaltendes Enzym.

3. Expressionsvektor nach Anspruch 1, gekenn-
zeichnet durch eine Peptidase als die Peptid-inhibier-
te siRNA (24) spaltendes Enzym.

4. Expressionsvektor nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass zwischen dem zumindest ei-
nem Promotor (2) und der genetischen Information
(4) zur Expression des die Peptid-inhibierte siRNA
(24) spaltenden Enzyms weitere verwendungsspezi-
fische genetische Informationen (3, 14) vorhanden
sind.

5. Expressionsvektor nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass fiir die Expression der gene-
tischen Information (4, 9) des Enzyms und weiterer
Gene (3, 14) unterschiedliche Promotoren (7, 8) vor-
handen sind.

6. Expressionsvektor nach Anspruch 5, dadurch
gekennzeichnet, dass die weiteren Gene (3, 14) fur
die Expression von Proteinen vorgesehen sind.

7. Expressionsvektor nach Anspruch 5, dadurch
gekennzeichnet, dass die weiteren Gene (3, 14) fur
die Expression von shRNA vorgesehen sind.

8. Verfahren zur Verwendung des Expressionsvek-
tors gemaf einem oder mehreren der vorgenannten
Anspriiche 1-7, bei dem der Expressionsvektor in in
einem Kulturgefall gewachsene Zellen eingebracht
wird, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich zum
Expressionsvektor eine Peptid-inhibierte siRNA in die
Zellen eingebracht wird und diese in den Zellen durch
die Expression des auf dem Expressionsvektor ko-
dierten und exprimierten Enzyms aktiviert wird.

9. Verfahren geman Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass durch die Aktivierung der Peptid-inhi-
bierten siRNA zum Zweck der Ablésung der im Kul-
turgefal gewachsenen und Expressionsvektor-trans-
fizierten Zellen von demselben die Expression eines
Adhésionsmolekuls der Zellen vermindert wird und
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auf diese Weise die Expressionsvektortransfizierten
Zellen selektiert werden.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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