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(57) Sammendrag

Oppfinnelsen vedrarer en forbedret prosess for bestemmelsen av y-sekretaseaktiviteten, individuelle
komponenter i prosessen og anvendelsen av prosessen. Den foreliggende oppfinnelsen vedrarer en
forbedret prosess for bestemmelsen av y-sekretaseaktiviteten og for deteksjonen av y-sekretase, et
subenhetsprotein av y-sekretase, eller en y-sekretaselignende proteinase. Bestemte
utferelsesformer av prosessen vedrerer pa den ene siden prosesser for identifiseringen av en y-
sekretase eller av et cDNA som koder for en y-sekretase, et subenhetsprotein og y-sekretase eller
en y-sekretaselignende proteinase og pa den andre siden til prosesser for & identifisere substanser
som kan hemme aktiviteten av en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-
sekretaselignende protease. Slike substanser har spesiell viktighet ettersom de kan anvendes for
eksempel som farmasgytisk aktive forbindelser, for eksempel for behandlingen av Alzheimers
sykdom.
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Foreliggende oppfinnelse vedrerer forbedrede prosesser for bestemmelse av y-sekretase
aktivitet,

Alzheimers sykdom (AD) er en neurodegenerativ sykdom i hjernen som felges pa det
celluleere nivaet av et massivt tap av neuroner i det limbiske systemet og i den cerebrale
hjernebarken. I hjernen kan omréder som er affisert, proteindeponeringer, sikalte plakk,
oppdages pa det molekylere nivaet, som er en vesentlig karakteristikk for Alzheimers
sykdom. Proteinet som oftest finnes i disse plakkene er et peptid pd 40-42 aminosyrer
som betegnes som AB-peptid. Dette AB-peptid er et klayvningsprodukt fra et signifikant
stgrre protein pd 695-770 aminosyrer, det sékalte amyloide forlgperproteinet (APP).

APP er et integraltransmembranprotein som forst gér gjennom lipidlaget. Sterstedelen
av proteinet er ekstracellulaert, mens det kortere C-terminale domene er rettet inn mot
cytosol (figur 1). AB-peptidet er vist morkegratt i figur 1. Ca % av AB-peptidet kommer
fra det ekstracellulere domene, og ca Y5 fra det transmembrane domene av APP.

Foruten membranbaserte APP, kan en utskilt form av amyloidforleperproteinet
detekteres som bestar av det store ektodomene til APP og blir betegnet som APPg..
(’utskilt APP”). APP,.. dannes fra APP ved proteolytisk klgyvning som utferes av a-
sekretasen. Den proteolytiske klayvningen skjer pa et sted i aminosyresekvensen til
APP som er innen aminosyresekvensen til Ap-peptidet (etter aminosyreresidue 16 i AB-
peptidet). Proteolyse av APP ved a-sekretasen eksluderer dermed dannelsen av AB-
peptidet.

AB-peptidet kan dermed bare dannes fra APP i en alternative prosesseringsrute. Det er
postulert at to videre proteaser er involvert i denne prosesseringsrute, en protease som er
betegnet som B-sekretase, som klayver ved den N-terminale enden av AB-peptidet i
APP, og den andre proteasen som er betegnet y-sekretase, som frigjer den C-terminale
delen av AB-peptidet (Kang, J. et al., Nature, 325, 733) (figur 1).

A lzere mer om sekretasene (a-sekretase, B-sekretase, y-sekretase) er av stor interesse,
spesielt i sammenheng med undersgkelser pd Alzheimers sykdom, for eksempel for
identifiseringen av sekretasene eller faktorer som er involvert i sekretaseregulering og
AB-peptiddannelse (Wolfe, M.S. (2001), J. Med. Chem., 44(13), 2039-2060).
Hemmingen av B-sekretase og spesielt av y-sekretase kan fore til en reduksjon i1 AB-
produksjonen, pé den andre siden kan en aktivering av a-sekretasen gke prosesseringen
av APP i APPsec, og ville dermed samtidig redusere dannelsen av AB-peptidet. En
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transgen C. elegans som er funnet under slike undersegkelser, er beskrevet i den tyske
patentseknaden DE 198 49 073 Al.

Det er mange indikasjoner pa at AB-peptidet (APB) er en viktig faktor ved
tilstedeverelsen av Alzheimers sykdom. Blant annet er nevrotoksisitet av AB-fibriler i
cellekultur blitt postulert (Yankner, B.A. et al., (1990) Proc Natl Acad Sci USA, 87,
9020). I pasienter med Downs syndrom, hvor genet som koder for APP finnes i en
tilleggskopi, har man ogsa de nevropatologiske karakteristikane til Alzheimers sykdom
selv ved en alder pa 30 ar. Her antas det at overuttrykket av APP folger en okt
omdannelse til AB-peptidet (Rumble, B. et al., (1989), N. Engl. J. Med., 320, 1446).

Antagelig er den sterkeste indikasjonen pa den sentrale rollen til AB-peptidet de
familizre formene til Alzheimers sykdom. Mutasjoner som her finnes i APP-genet
rundt omréadet for B- og y-sekretaseklayvningsstedene eller i to videre AD-assosierte
gener (preseniliner), som i cellekultur forer til en signifikant gkning i AB-
peptidproduksjon (Scheuner, D. et al., (1996), Nature Medicine, 2, 864).

Det er en rekke indikasjoner pa det faktum at APP forst klgyves til AB-peptidet av -
sekretasen ilegpet av dens prosessering for 4 tjene deretter som et substrat for y-sekretase.
y-sekretasen har derfor en viktig rolle i dannelsen av AB-peptidet (Wolfe, M.S. (2001),
loc.cit).

Generelt er deteksjonen av AB-peptid vanskelig, fordi bare en liten mengde APP blir
omdannet (Simons M, et al., Neurosci (1996) 1;16(3):899-908). Videre er AB-peptidet
et veldig lite fragment pa ca 4 kDa, som har en stor tendens til selvaggregering, som
skyldes dets hydrofobe karakter. Falgelig presipiterer AB-peptid lett under fysiologiske
tilstander (Hilbich, C. et al., (1991) J. Mol. Biol., 218, 149) og er i sin presipiterte form
ikke tilgjengelig for deteksjon.

Deteksjonen av AB-peptidet i eukaryote celler utfores ved hjelp av immunbiologiske
fremgangsmaéter slik som for eksempel ELISA, immunpresipitering og Westerblotting
(Suzuki, N. et al., Science 1994, 27, 264(5163) 1336, Haass, C. et al., (1992) Nature,
359, 322). En in vito-analyse for bestemmelsen av y-sekretaseaktivitet fra rensede
membranfraksjoner som inneholder PS1 (presenilin 1) ble videre beskrevet av Wolfe et
al. (1999). Disse prosesser er veldig tidkrevende ettersom de involverer
inkuberingstrinn med passende antistoff, trinn for 4 adelegge cellene som skaffes tilveie
fra passende cellekulturer eller modellorganismer (for eksempel C. elegans). De nevnte



10

15

20

25

30

35

334058

3

fremgangsmatene er ikke passende i et automatisert analysesystem, for eksempel for
hay kapasitetsscreening, og for 4 identifisere forbindelser, som spesifikk hemmer eller
senker aktiviteten av en y-sekretase. Delvis skyldes dette at y-sekretaseaktivitet er
avhengig av en sammenstilning av proteiner (Mattson, (2003) Nature 422, 385), som pé&
det ndverende tidspunkt bare er aktiv i et komplekst membranlipidmilje.

Aktiviteten til y-sekretasen kan videre pévises som angitt i WO00/34511A2, som
beskriver en prosess for bestemmelsen av y-sekretaseaktivitet og for deteksjonen av y-
sekretase ved deteksjonen av AB-peptidet. Prosessen beskrevet i WO00/34511A2
benytter et transgen som koder for et fusjonsprotein som omfatter amionosyresekvensen
GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML (SEQ IDNR. 1) som det enzymatiske malstedet
for y-sekretase, et signalpeptid (SP) i den 5’ enden, en promoter og, hvis det er
passende, videre kodende og/eller ikke-kodende nukleotidsekvenser, som er inkorporert
i en celle for & uttrykke det nevnte fusjonsproteinet.

Nér fusjonsproteinet blir spesifikt klagyvet av y-sekretasen som er tilstede i cellen, blir et
forste delprotein dannet som inneholder aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVYV (SEQ
IDNR. 2), og et andre delprotein som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML
(SEQ IDNR. 3). Deretter blir det nevnte forste og/eller andre delproteinet detektert, for
eksempel ved & anvende en passende reporter, som for eksempel er et reportergen, som
blir aktivert ved frigjoringen av en transkripsjonsaktivator koblet til det forste og/eller
andre delproteinet.

Grunnet de kjente problemene som falger deteksjonen av AB-peptid, sd er mélet med
den foreliggende oppfinnelsen & forbedre prosessen i WO00/34511A2, for eksempel
ved & senke bakgrunnssignalet og/eller & gke signalspesifisiteten, for & forbedre
signal/bakgrunnsforholdet i analysen.

Overraskende er det mulig & forbedre signal/bakgrunnsforholdet i en prosess ifelge
WO000/34511A2 ved & senke den uspesifikke frigjeringen av forste og/eller andre
delvise protein som skyldes den uspesifikke proteaseaktiviteten. Dette oppnés for
eksempel i fusjonspeptidet i WO00/34511A2, ved eksklusjonen/unngéelsen av noen
andre sekvenser/motiver for proteasekloyvningssete og/eller internaliseringssekvenser —
ved siden av y-sekretaseklayvningssete. Den foreliggende oppfinnelsen vedrarer derfor
en forbedret prosess for bestemmelsen av y-sekretaseaktivitet og deteksjonen av et
protein som har y-sekretaseaktivitet.
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Bestemte utforelsesformer av prosessen vedrarer prosesser for identifikasjonen av en y-
sekretase, av et cDNA som koder for en y-sekretase, et subenhetprotein av y-sekretase,
eller en y-sekretaselignende proteinase, og prosesser for identifikasjonen av en
farmaseytisk aktiv forbindelse som kan modulere for eksempel senke eller hemme
aktiviteten av et protein som har y-sekretaseaktivitet. Slike substanser er av spesiell
interesse hvis de er farmasgytisk akseptable og passende for behandlingen av
Alzheimers sykdom.

Et forste aspekt ved foreliggende oppfinnelse vedrerer en prosess for deteksjonen av

aktiviteten til y-sekretase, hvori

A. et transgen som koder for et fusjonsprotein blir anvendt, hvori nevnte transgen

omfatter:

a) en forste nukleotidsekvens som koder for et protein som inneholder
aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML (SEQ IDNR. 1),
hvori nevnte protein kan klgyves inne i nevnte aminosyresekvens av y-
sekretase som er tilstede i en celle; hvorved et forste delprotein, som
inneholder aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVYV (SEQ IDNR. 2), og et
andre delprotein som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ
IDNR. 3) blir dannet;

b) ved 5’ enden av den forste nukleotidsekvensen er det en andre
nukleotidsekvens som koder for et signalpeptid;

c) en promoter; og

d) ytterligere kodende nukleotidsekvenser som koder for et protein som blir
utrykt som et fusjonsprotein med nevnte forste delprotein og nevnte andre
delprotein og som blir anvendt for deteksjon av det nevnte andre delprotein,
og hvis passende ytterligere ikke-kodende nukleinsyresekvenser;

B. dette transgen blir inkorporert inn i en human celle in vitro eller en ikke-human

eukaryot celle og fusjonsproteinet blir uttrykt;

C. fusjonsproteinet blir kloyvet inne i aminosyresekvensen SEQ IDNR. 1 av y-
sekretasen som er tilstede i cellen hvorved det ferste delprotein og det andre
delprotein blir dannet; og

D. det andre delproteinet blir detektert;

kjennetegnet ved at nevnte fusjonsprotein, med unntak av SEQ IDNR. 1, ikke

inneholder en eller flere peptidmotiver som virker som et signal for endo- eller

eksocytose og/eller proteasekloyvningssete.
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Et andre aspekt ved foreliggende oppfinnelse vedrarer en prosess for deteksjonen av

aktiviteten til y-sekretase, hvori

A. et transgen som koder for et fusjonsprotein blir anvendt, hvori nevnte transgen

inneholder felgende bestanddeler:

a) en forste nukleotidsekvens som koder for et protein som inneholder
aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML (SEQ IDNR. 1),
hvori nevnte protein kan klgyves inne i nevnte aminosyresekvens av y-
sekretase som er tilstede i en celle; hvorved et forste delprotein, som
inneholder aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVYV (SEQ IDNR. 2), og et
andre delprotein som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ
IDNR. 3) blir dannet;

b) ved 5’ enden av den forste nukleotidsekvensen er det en andre
nukleotidsekvens som koder for et signalpeptid;

c) en promoter; og

d) ytterligere kodende nukleotidsekvenser som koder for et protein som blir
utrykt som et fusjonsprotein med nevnte forste delprotein og nevnte andre
delprotein og som blir anvendt for deteksjon av det nevnte andre delprotein,
og hvis passende ytterligere ikke-kodende nukleinsyresekvenser;

B. dette transgen blir inkorporert inn i en human celle in vitro eller en ikke-human

eukaryot celle og fusjonsproteinet blir uttrykt;

C. fusjonsproteinet blir kloyvet inne i aminosyresekvensen SEQ IDNR. 1 av y-
sekretasen som er tilstede i cellen hvorved det ferste delprotein og det andre
delprotein blir dannet; og

D. mengde av det andre delproteinet blir bestemt og aktiviteten til y-sekretasen blir

bestemt utifra mengde av det andre delprotein som blir dannet;

kjennetegnet ved at nevnte fusjonsprotein, med unntak av SEQ IDNR. 1, ikke

inneholder en eller flere peptidmotiver som virker som et signal for endo- eller

eksocytose og/eller proteaseklayvningssete.

Prosessene ifelge oppfinnelsen er passende for in vivo-deteksjon av en y-sekretase
(protein som har y-sekretaseaktivitet) eller av aktiviteten til en y-sekretase, som
muliggjer 4 benytte prosessene universelt, selv for eksempel i hoy kapasitetsscreening
("HTS”)-analyser. Prosessene har ikke de ovenfor nevnte ulempene til de
konvensjonelle deteksjonsprosessene, spesielt unngas laboratorieisolering og
deteksjonstrinn og det spesifikke signalet til y-sekretaseaktiviteten er signifikant
forbedret. Det mer spesifikke signalet oppnds ved hjelp av et betraktelig redusert
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bakgrunnssignal og unngielse, henholdsvis senking av frigjeringen av det forste og
andre delproteinet som skyldes virkningen til uspesifikke proteaser.

Et viktig element i prosessene ifalge oppfinnelsen er at det C-terminale APP-fragmentet
som klayves av y-sekretasen til to fragmenter — et forste delprotein som inneholder
aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVYV (SEQ IDNR. 2) og et andre delprotein som
inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ IDNR. 3), det andre delproteinet
som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ IDNR. 3) diffunderer inn i
cellers cytosol (figur 2). Dette andre delprotein som lett kan detekteres i cytosol til en
celle, for eksempel som et fusjonsprotein med en transkripsjonsaktivatorfaktor (TAF)
og ved hjelp av et reportergen; tjener som et deteksjonsredskap for tilstedevaerelsen av
y-sekretase eller kvantifiseringen av en y-sekretaseaktivitet. y-sekretaseklogyvningssete
er lokalisert i transmembran domene til APP (Kang, J. et al., (1987) Nature, 325, 733).
APP transmembran domene har amonosyresekvensen GAIIGLMVGGV Vo 1A4,
TVIVITLVML. y-sekretasen klayver etter Vi, A4, eller Ta3. AB-peptider som
produseres av eukaryote celler i cellekultur utskilles i mediesupernatanten.

Med hjelp av et passende reportersystem (for eksempel TAF og det korresponderende
reportergenet), sd kan frigjoringen av det andre delproteinet aktivere uttrykket av et
reporterprotein, som kan detekteres i eukaryote celler. Ved hjelp av deteksjonen av
reporterproteinet kan det demonstreres at en y-sekretaseklayvning har funnet sted i APP.
Som et resultat kan y-sekretasen eller aktiviteten av y-sekretasen bestemmes kvalitativt
og/eller kvantitativt.

Bestanddelene til prosessen kan karakteriseres i sterre detalj som felger:

Den forste nukleotidsekvensen koder for et amyloidforlaperprotein (APP) eller en del
av det som omfatter SEQ IDNR. 1, hvor nevnte APP eller del av det ikke inneholder
noen videre peptidmotiv som virker som et signal for endo- eller eksocytose og/eller
proteaseklgyvningssete. Helst koder nevnte forste nukleotidsekvens for et protein som
inneholder en aminosyresekvens som omfatter SEQ IDNR.1, for eksempel SEQ IDNR.
6 eller SEQ IDNR. 14. I videre utferelsesformer koder den forste nukleotidsekvensen
for et avkortet APP eller et modifisert APP, for eksempel som kan skaffes tilveie ved
hjelp av setedirigert mutagenese, for & unngé kodingen av et peptidmotiv som virker
som et signal for endo- eller eksocytose og/eller proteaseklayvningssete ved siden av
SEQ IDNR. 1. I enda en annen utforelsesform er nevnte APP eller del av det, som kodes
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for av den nevnte forste nukleotidsekvensen, et protein utledet fra APP hos mennesker,
mus (for eksempel APLP1 eller APLP2).

Den andre nukleotidsekvensen koder helst for ethvert passende signalpeptid (”SP”).
Signalpeptidet inneholder for eksempel SP’ene ifolge SEQ IDNR. 5 (SP til humant

APP), SEQ IDNR. 12 (SP til gjaer SUC2, ”SP2”) eller SEQ IDNR. 13 (SP til BM40,
”SP3”) eller ethvert annet signalpeptid som er kjent for eksempel ifalge Heijne et al.
(Nucl. Acids. Res. (1986), 14(11) 4683-4690).

Som en promoter er det mulig 4 anvende enhver passende regulerbar eller konstitutiv
promoter. Promoteren kan vare passende for eksempel for ekspresjon i pattedyrceller, i
C. elegans, i gjeer eller i Drosofila. Passende promoterer for pattedyrceller er for
eksempel CMV, HSV, TK, SV40, LTR (alle: Clontech, Heidelberg, Tyskland), og RSV
(for eksempel Invitrogen™ life technologies, NV Leek, Nederland). Promotere som kan
anvendes for C. elegans er for eksempel unc-119, unc-54, hsp16-2, goa-1 og sel-12. For
uttrykket i gjeer er promoterne ADH1 (konstitutiv) (Vickova et al. (1994) Gene, 25(5),
472-4), GALI (kondisjonelt induserbar) (Selleck et al. (1987) Nature 325, 173-7),
MET3 (kondisjonell) (Cherest et al. (1987) Mol Gen Genet 210, 307-13) og MET25 (cf.
for.eksempel, Kerjan et al. (1986) Nucleic Acids Res. 14(20), 7861-71) passende. 1
Drosophila er det mulig & anvende for eksempel promoterne MT (metallotionin), Ac5
eller Ds47 (alle: Invitrogen™ life technologies).

Helst blir en eukaryot celle brukt i prosessen, for eksempel en humancelle eller ikke-
humancelle, for eksempel ape, hamster, mus, Drosophila, zebrafisk eller gjer. For
eksempel kan HeLa, HEK293, H4, SH-SYSY, H9, Cos, CHO, N2A, SL-2 eller
Saccharomyces cerevisiaeceller brukes. I en bestemt utfarelsesform i oppfinnelsen blir
en C. eleganscelle benyttet. Cellen kan vaere en bestanddel til et transgent, ikke-humant
dyr. I en bestemt utforelsesform kan den transgene cellen vere en bestanddel til en
transgen C. elegans. Spesielt vedrarer oppfinnelsen prosesser hvor gjerceller, for
eksempel fra stammen MaV203 (Invitrogen™ life technologies, Rockville, MD, USA)
eller EGY 48 (OriGene Technologies, Inc. Rockville, MD, USA), ble anvendt.

Transgenet koder for et fusjonsprotein; dette er sammensatt av de delproteinene som
kodes for av den forste og den andre nukleotidsekvensen, og hvis det er passende videre
nukleotidsekvenser. Fusjonsproteinet inneholder dermed det farste delproteinet og det
andre delproteinet, og hvis det er passende, et videre delprotein. Det er imidlertid viktig
at fusjonsproteinet ikke inneholder noe peptidmotiv som virker som et signal for endo-
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eller eksocytose og/eller proteaseklayvningssete, unntatt for SEQ IDNR. 1. Kjente
proteasekloyvningsseter er kjent for fagfolk fra proteasedatabaser, for eksempel
MEROPS (Rawlings et al. (2002) MEROPS: proteasedatabasen. Nucleic Acids Res. 30,
343-346).

Helst inneholder fusjonsproteinet ifglge den foreliggende oppfinnelsen ikke et
proteaseklgyvningssete som er et caspasekloyvningssete, for eksempel IVL)ExD,
spesielt VEVA, VEVD og i en annen utferelsesform inneholder fusjonsproteinet ifolge
den foreliggende oppfinnelsen ikke videre et signalpeptid for endo- eller eksocytose
som er et signal for APP internalisering, for eksempel NpxY eller Di-leucin spesielt,
NPTY.

I en spesifikk utforelsesform har fusjonsproteinet aminosyresekvensen SEQ IDNR. 14. 1
tillegg til SEQ IDNR. 1 inneholder nevnte fusjonsprotein ikke noen (en eller flere)
videre peptidmotiv som virker som et signal for endo- eller eksocytose (for eksempel
APP internaliseringssignal) og/eller protease (for eksempel caspase) klayvningssete.

Spesielt kan et transgen som har nukleotidsekvensen ifalge SEQ IDNR. 15 (SPC55GV
TAG) benyttes i prosessen. I bestemte foretrukne utfarelsesformer av prosessen, er
transgenet tilstede i en vektor. Denne spesifikke utferelsesform i oppfinnelsen er ogsé
betegnet som SP-C55-Gal-4-VP16 ( det vil si SPC55GV). I dette tilfellet blir et
fusjonsprotein som bestér av signalpeptidet til APP, C55-fragmentet til APP, GAL4 og
VP16 uttrykt. Dette protein som er lokalisert i det transmembrane domene klayves
innen C55-fragmentet og det andre delproteinet, det vil si delen av fusjonsproteinet som
inneholder en del av C55-fragmentet, GAL4 og VP16 blir detektert ved hjelp av et
reporterplasmid.

Ved siden av transgenkonstruksjonen SPC55GV, er ogsa andre reporterkonstruksjoner
mulige hvor for eksempel det transkripsjonsaktiverende domene kunne settes inn
mellom transmembrandomene og cytosoldomene til SPC5S5 eller en Tag (for eksempel
MYC, FLAG) pé den N- eller C-terminale enden og mellom transmembran og
cytosoldomene til SPCS5S5.

Den videre kodende nukleotidsekvensen kan for eksempel kode for et protein som kan
anvendes for deteksjonen av det andre delproteinet. Helst er derfor den videre kodende
nukleinsekvensen lokalisert i den 3’ enden av den forste nukleotidsekvensen. Den
videre kodende nukleotidsekvensen koder for eksempel for et kimert protein eller et
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annet protein som er konstruert fra en rekke domener, for eksempel et protein som
inneholder et DNA-bindende domene og et transkripsjonsaktiverende domene. I en
bestemt utforelsesform av oppfinnelsen koder den videre kodende nukleotidsekvensen
for et protein som bestar av et GAL4-bindende domene og av det
transkripsjonsaktiverende domene til VP16 (GAL4-VP16, ’GV?”), og det videre
delproteinet har helst da aminosyresekvensen SEQ IDNR. 7.1 gjerceller kan det videre
delproteinet ogsa inneholde et LexA-bindende domene (for eksepel Lex A-VP16). Dette
videre delproteinet er spesielt passende for prosesser hvor cellene i gjeerstammen
EGY48 anvendes.

Spesielt vedrarer oppfinnelsen prosesser hvor celler som er kotransfektert med et
reporterplasmid anvendes. Reporterplasmidet inneholder et reportergen under kontrollen
av en regulerbar promoter. For eksempel kan reportergenet kode for GFP og dets
derivater, for eksempel EGFP (forsterket gront fluoriserende protein), EBFP, EYFP,
d2EGFP, GFPuv eller Luciferase (for eksempel Promega, Mannheim, Tyskland), CAT
(for eksempel Promega), SEAP (for eksempel Clontech), BGal (for eksempel Clontech),
korallvev fluoresserendeprotein (RCFP, Clontech) eller apoptoseinduserende faktorer,
for eksempel Fas, TNF-R1, deddomene og homologer (Tartaglia et al. (1993) Cell 74,
845-53), ced3, ced4, ced9. Som en regulerbar promoter kan reporterplasmidet
inneholdet en minimal promoter, for eksempel et GAL4-bindende sete i kombinasjon
med den minimale promoteren til HIV, til CD2-promoteren eller til mec7-promoteren.
Valget av den passende regulerbare promoteren er avhengig av det
transkripsjonsaktiverende domene som benyttes.

En bestemt utforelsesform av oppfinnelsen vedraer implementeringen av prosessen,
hvor cellene som anvendes er gjarceller. Som et alternativ til gjaerekspresjonsvektoren
pDBTrp (Invitrogen™ life technologies, The Netherlands, Cat. No. 10835023) som i en
spesiell utfarelsesform av oppfinnelsen en MET-25-promoter er integrert inn i (SEQ
IDNR. 10), s& kan et stort antall andre ekspresjonsvektorer med forskjellige promotere
(for eksempel den induserbare GAL1-promoteren, den konstitutivt aktive ADH1-
promoter) og med forskjellige seleksjonsmarkerer (ADE, LEU, TRP, HIS, LY S, PHE)
selekteres.

En bestemt utforelsesform ved oppfinnelsen vedrerer anvendelsen av gjerceller som
inneholder GAL4- eller LexA-induserbare reportergener enten stabilt integrert i deres
genom eller ekstrakromosomalt. I disse utferelsesformer blir helst gjaerstammene
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MaV203 (Invitrogen™ life technologies Inc., Rockville, MD, USA) or EGY48
(OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD, USA) anvendt.

En bestemt utferelsesform av prosessene vedrerer anvendelsen av en celle som er
tilleggstransfektert med en videre rekombinant vektor. Helst har cellen som er anvendt i
disse utforelsesformene normalt ikke eller knapt noen endogen y-sekretase eller
endogen y-sekretaseaktivitet, og er ikke detekerbar ved & anvende de ovenfor nevnte
prosessene. Denne celle kan benyttes transformert med en videre vektor hvor en
nukleotidsekvens — helst et cDNA — finnes som koder for en y-sekretase, et
subenhetsprotein av y-sekretase, eller en y-sekretaselignende protinase. For eksempel
kan et cDNA-bibliotek benyttes. Denne utferelsesform av prosessen kan s anvendes
blant annet for 4 identifisere en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en
y-sekretaselignende proteinase eller et cDNA som koder for en y-sekretase, et
subenhetsprotein av y-sekretase, eller en y-sekretaselignende protinase. cDNA-
biblioteker som kan benyttes til & sgke for en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-
sekretase eller en y-sekretaselignende protease kan lages fra celler eller vev fra enhver
organisme, for eksempel B-celler, neuroner, gliaceller, hippokampus, hel hjerne,
placenta, nyre. Helst blir cDNA laget fra virveldyr (for eksempel hamster, rotte, mus,
hund, ape, menneske), spesielt fra humane celler eller humane vev.

I tilfelle med celler, som uten transfeksjon ikke hemmer y-sekretaseaktivitet, men som
etter tranfeksjon med et cDNA-bibliotek som utviser y-sekrataseaktivitet, kodes det
DNA som er tilstede i cellen for en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller
en y-sekretaselignende protinase. Dette cDNA kan isolere ved hjelp av kjente prosesser
fra celler, som utviser denne oppfoersel, og kan videre analyseres ved hjelp av kjente
fremgangsmater.

Foreliggende beskrivelse omtaler ogsé et transgen som koder for et fusjonsprotein, og
som inneolder de folgende bestanddelene:
a) en forste nukleotidsekvens som koder for et protein som inneholder
aminosekvensen GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML (SEQ IDNR. 1),
b) en andre nukleotidsekvens som koder for et signalpeptid i den 5’ enden av
den forste nukleotidsekvensen,
C) en promoter og
d) minst en videre nukleotidsekvens i den 5’ enden av den forste
nukleotidsekvensen som koder for et DNA-bindende domene og for et
transkripsjonsaktiverende domene, hvor ved siden av SEQ IDNR. 1 nevnte
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fusjonsprotein ikke inneholder et eller flere peptid som virker som et signal
fra endo- eller eksocytose og/eller proteasekloyvningssete.

Helst koder den forste nukleotidsekvensen for APP eller en del av det, som ikke
omfatter i tillegg til SEQ IDNR. 1 noen videre peptidmotiv som virker som et signal for
endo- eller eksocytose og/eller proteaseklayvningssete. Transgenet kan for eksempel ha
nukleotidsekvensen SEQ IDNR. 15.

Transgenet kan vare tilstede i en passende vektor, for eksempel pcDNA 3.1 + eller
pDBTrp. En annen utforelsesform i beskrivelsen er en prosess som vedrerer
anvendelsen av transgenet og/eller av vektoren for produksjonen av en transgen celle
hvorved valgfritt, nevnte transgene celle anvendes for 4 bli en bestanddel av en ikke-
human organisme. Passende som en in vivo-reporterorganisme. For eksempel kan
nevnte transgen og/eller vektor anvendes for produksjonen av en transgen C. elegans. I
en annen utferelsesform sd blir nevnte transgen og/eller vektoren anvendt for

produksjonen av transgene gjerceller, for eksempel S. cerevisia.

Beskrivelsen omtaler ogsé en prosess for produksjonen av en transgen ikke-human
organisme, for eksempel av en transgen C. elegans hvor nevnte transgen og/eller en
vektor som omfatter nevnte transgen mikroinjiseres inn i gonadene til organismen, for
eksempel til en C. elegans. Oppfinnelsen vedrarer ogsd en celle som inneholder et
transgen ifalge oppfinnelsen, og en transgen C. elegans som inneholder nevnte transgen.
Oppfinnelsen vedrarer ogsé en celle, spesielt en gjercelle, som inneholder nevnte
transgen i oppfinnelsen, helst tilstede i en passende vektor. Videre omtaler beskrivelsen
spesielt celler, helst gjerceller, som inneholder transgenet og et cDNA-bibliotek,
”resp”., er passende for & bli underlagt et cDNA-ekspresjonsbibliotek (cDNA-bibliotek).

Beskrivelsen omtaler anvendelsen av nevnte transgene eller rekombinante celler, helst
celler fra gjeer eller C. elegans i en prosess for bestemmelse eller for identifiseringen av
y-sekretase, cDNA som koder for y-sekretase, cDNA som koder for et subenhetsprotein
av y-sekretase, cDNA som koder for en y-sekretaselignende proteinase, eller aktiviteten
til y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase, eller en y-sekretaselignende protease,
anvendelsen av nevnte celler i en prosess for identifikasjonen av hemmere til y-
sekretaseaktiviteten (y-sekretase, en subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-
sekretaselignende proteinase) og prosesser av dem.
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Spesielt omtaler beskrivelsen prosesser for identifikasjonen av substanser (effektorer),

som modulerer (det vil si hemmer, senker, eker eller forandrer) aktiviteten til en y-

sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-sekretaselignende proteinase,

prosessen inneholder de folgende trinnene:

1. produksjon av en transgen ikke-human organisme, for

eksempel av en transgen C. elegans eller Saccharomyces
cerevisia eller av en transgen celle, den transgene ikke-
humane organismen eller den transgene cellen som inneholder
transgenet,

den transgene ikke-humane organismen eller den transgene
cellen som videre inneholder et reporterplasmid,
reporterplasmidet barer et proteinbindingssete, en minimal
promoter og et reportergen og,

hvis det er passende et cDNA som koder for y-sekretasen,
subenhetsproteinet til y-sekretasen eller y-sekretaselignende
proteinase hvor den transgene ikke-humane organismen eller
den transgene cellen uttrykker transgenet, og hvis det er
passende, y-sekretasen, et subenhetsprotein av y-sekretasen
eller en y-sekretaselignende protease som kodes for cDNA;
den transgene ikke-humane organismen eller den transgene
cellen blir inkubert med en testsubstans som skal undersekes;

og

3. mengden av det andre delvise protein blir detektert.

Beskrivelsen omtaler ogsé en prosess for identifikasjonen av effektorer av y-sekretase,

et subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-sekretaselignende proteinase hvor

1.
2.

et transgen ifelge oppfinnelsen lages/anvendes;

nevnte transgen og et reporterplasmid, og hvis det er
passende, et cDNa som koder for en y-sekretase, et
subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-sekretaselignende
proteinase blir integrert inn i genomet til en celle og
fusjonsproteinet som kodes for av det nevnte transgenet, og
hvis passende, y-sekretasen, subenhetsproteinet til y-
sekretasen, eller y-sekretaselignende proteinasen som kodes
for av cDNAet blir uttrykt i nervaeret av en substans som skal
undersokes;

fusjonsproteinet er
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a) kleyvet innen aminosyresekvensen SEQ IDNR. 1 av y-
sekretasen som er tilstede i cellen slik at

b) et forste delvis protein som inneholder aminosyresekvensen
GAIIGLMVGGVYV (SEQ IDNR. 2) og et andre delvis protein
som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ
IDNR. 3) dannes; og

4. nevnte andre delvise protein blir bestemt kvalitativt eller
kvantitativt.

Beskrivelsen omtaler ogsé prosesser for identifikasjon av substanser som hemmer
aktiviteten av en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en vy-
sekretaselignende proteinase hvor et transgen som koder for et protein som inneholder
et signalpeptid og SEQ IDNR. 1 uttrykkes i n@rvaeret av en substans som skal
undersgkes og av et reporterplasmid, og effekten av substansen som skal undersgkes pé
mengden av andre delvise protein dannet blir bestemt, det andre delproteinet inneholder
aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ IDNR. 3).

Beskrivelsen omtaler ogsd hemmere av en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-
sekretase eller en y-sekretaselignende proteinase som er identifisert ved prosesser i
oppfinnelsen.

For eksempel kan prosessene anvendes for eksempel sammen med C55-Gal 4-VP16-

systemet (det vil si et fusjonsprotein som bestér av C55, GAL4 og VP16 eller ved &

anvende en nukleinsyre som koder for et korresponderende fusjonsprotein) for:

L. Identifikasjon og bestemmelse (kvalitativ og/eller kvantitativ) av aktiviteten til
en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eler en y-sekretaselignende

proteinase.

2. Identifikasjon av y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-
sekretaselignende proteinase i forskjellige vev, celler og organismer eller arter.
Identifikasjon og isolering av cDNA ’ene det dreier seg om som koder for y-
sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase, eller en y-sekretaselignende
proteinase og den videre anvendelse av cDNA’ene.

3. In vivo-screening for eksempel i gjeerceller (for eksempel Saccharomyces
cerevisiae), i C. elegans eller i cellekultur, gjor det mulig & bestemme aktiviteten
av y-sekretasen, et subenhetsprotein av y-sekretasen, av et subenhetsprotein av y-
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sekretasen eller av en y-sekretaselignende proteinase uten & anvende
immunbiologiske fremgangsmaéter.

4. Anvendelse av prosessen i forliggende oppfinnelse for identifikasjon og
karakteriseringen av substanser, for eksempel farmakologisk aktive forbindelser,
som modulerer den enzymatiske eller biologiske aktiviteten av y-sekretasen, av
et subenhetsprotein av y-sekretasen, eller av en y-sekretaselignende protease, for
eksempel effekter av (hemmere, aktivatorer, modulatorer ) av y-sekretasen, av et
subenhetsprotein av y-sekretasen, eller av en y-sekretaselignende proteinase.
Spesielt kan denne prosess benyttes i en HTS (hay kapasitetsscreening). Ved
anvendelse av HTS-analysesystemer, kan substanser identifiseres som kan
benyttes for behandlingen av Alzheimers sykdom og/eller for preventiv
behandling.

5. Undersakelse pé eller i sammenheng med Alzheimers sykdom, vil for eksempel
fremme en dypere forstdelse av mutert APP og fragmenter av disse, eller
funksjonen av membranbaserte proteaser.

6. De beskrevne fusjonsproteiner/transgener, for eksempel C55 i SP-C55-Gal 4-
VP16, kan erstattes av andre fragmenter ifolge oppfinnelsen, og y-sekretasen, et
subenhetsprotein av y-sekretasen eller en y-sekretaselignende proteinase, dets
aktivitet og regulering kan undersgkes ved hjelp av prosessene.

En annen utferelsesform ifolge foreliggende beskrivelse er en farmaseytisk
sammensetning som omfatter en farmaseytisk aktiv forbindelse som hemmer aktiviteten
av en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-sekretaselignende
proteinase som er blitt identifisert ved hjelp av en prosess som beskrevet ovenfor.

En videre utforelsesform ifelge foreliggende beskrivelse er en prosess for & lage en
farmasegytisk sammensetning som omfatter en prosess som beskrevet, og & formulere

den nevnte identifiserte farmasgytiske aktive forbindelsen.

Enda en videre utferelsesform ifelge foreliggende beskrivelse er en prosess for 4 lage et
farmasgytika som omfatter a) en prosess som beskrevet og b) & blande den identifiserte
farmasgytiske aktive forbindelse med et farmasgytisk uvirksom uorganisk og/eller
organisk hjelpemiddel.
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Enda en annen utferelsesform ifelge foreliggende beskrivelse er et testkit for & detektere
aktiviteten til y-sekretase, til et subenhetsprotein av y-sekretase eller til en y-
sekretaselignende proteinase, som omfatter transgene, vektoren eller celle som
beskrevet ovenfor.

Figur 1: Figur 1 viser det amyloid forleperproteinet (Isoform APP695 og Isoformene
APP770 eller APP751) og sekretasekloyvningsprodukter.

Figur 2: Viser skjematisk prinsippet som prosessene er basert pa: 3-
sekretasekloyvningssete i den N-terminale enden; y-sekretasekloyvningssete i det
transmembrane domene; C100 = C100-fragment til APP; GAL4-VP16 = DNA-
bindende domene, transkripsjonsaktiverende domene (som bestir av DNA-bindende
domene og transkripsjonsaktivator), som binder seg til det proteinbindende domene pé
DNA et pé reporterplasmidet.

Figur 3: Konstruksjon av ekspresjonsplasmidene SP-C100-GAL4-VP16: aa =
aminosyrer; restriksjonskleyvningsseter Sac I, Hind III og Kpn I indikerer posisjonen til
klgyvningssetet pa plasmidet.

Figur 4: Ekspresjonsplasmid pDBTrp-MET25-SP-C100-GAL4-VP16: konstruksjon av
ekspresjonsplasmidet for ekspresjonen av transgenet i gjer.

EKSEMPLER

Eksempel 1:

Konstruksjon av ekspresjonsplasmidet pcDNA3.1+ som omfatter SP-C100-
GAL4/VP16

Plasmidet koder for APP-signalpeptidet (SP) som er fusert til det C-terminale 100-
aminosyreresiduet til APP (C100). C100 begynner med den N-terminale enden av Af-
peptidet og slutter med den C-terminale enden av APP. Det ma i tillegg klayves av y-
sekretasen for & frigjore AB-peptidet.

GAL4/VP16 (SEQ IDNR. 7) ble fusert til den C-terminale enden av SP-C100 (SEQ
IDNR. 6). GAL4/VP16 omfatter de forste 147 aminosyreresiduene til
gjertranskripsjonsaktivatoren GAL4 og de 78 C-terminale aminosyreresiduene til
VP16, en transkripsjonsaktivator fra herpes simplex-viruset. Som et fusjonsprotein tar
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GALA4-fragmentet over funksjonen av DNA-bindingen, mens VP16-fragmentet
aktiverer transkripsjonen (Sadowski et al., 1988).

pcDNA3.1+ (Invitrogen™ life technologies, Nederland, Cat.nr. V79020) tjener som
plasmidvektoren.

Eksempel 2:

Konstruksjon av reporterplasmidet pGL2-MRGS-EGFP

Det pattedyrcellereporterplasmidet pGL2-MRGS5 er pGL2 (Promega) hvor et cDNA-
fragemt fra pMRGS5 (Ikeda et al., 1998) som omfatter fem GAL4 DNA-bindingssete
oppstrems for det humane immundefisiente virus (HIV) core promoteren (Kretzschmar
et al, 1994), er satt inn oppstrems for luciferasereportergenet i pGL2. For lettere
deteksjon i cellekultur ble luciferasereportergenet erstattet av genet for EGFP
(forsterkeet gront fluorisserende protein) skaffet tilveie fra vektoren pEGFP-N1
(Clontech Laboratories, Heidelberg).

Eksempel 3:

Co-transfeksjon av humane neuroblastomaceller.

Humane neuroblastomaceller SH-SYS5Y (ATCC CRL-2266) ble co-transfektert med
begge plasmidene fra eksemplene 1 og 2 og deretter mikroskopisk analysert under
straling med lys ved belgelengde 480 nm, hvor EGFP blir eksitert. Det var mulig &
detektere EGFP-uttrykkende celler som utviste sterk grann fluoressens. For & sikre at
den grenne fluoressensen spesifikt er avhengig av ekspresjonen av EGFP ved
reporterplasmidet, ble SH-SY5Y-celler transfektert bare med reporterplasmidet pGL2-
MRGS5-EGFP. 1 disse cellene var det ingen grenn fluoressens detekterbar. Uttrykket ble
aktivert av GAL4-VP16, som forutsetter en proteolytisk frigjering av GAL4/VP16 fra
den C-terminale enden av SP-C100-GAL4/VP16.

Eksempel 4:

Anvendelse av C100-Gal4/VP16-systemet for deteksjonen av et cDNA som koder
for en y-sekretaseaktivitet i cDNA-biblioteker.

SP-C100-Gal4/VP16 ble klonet i gjerekspresjonsvektoren pDBTrp (Invitrogen™ life
technologides, Nederland, Cat.nr. 10835023) under kontrollen av MET25-promoteren
ved 4 erstatte delen av pDBTrp som inneholdt ADH-promoteren og GAL4DB-domener
(posisjonert mellom CYH2-genet og det multiple kloningssetet) med et DNA-fragment
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som inneholdt MET25-promoteren fra p4A1SMET25 (Mumbert et al, 1994) oppstrems
for SP-C100-Gal4-VP16. Gjarstammen MaV203 (Invitrogen™ life technologies) ble
transformert med denne konstruksjon. MaV203 er genetisk modifisert og inneholder tre
GAL4-induserbare reportergener (URA3, HIS3, lacZ), som er stabilt integrert inn i
genomet (Vidal et al., 1996). I MaV203 resulterte den proteolytiske frigjeringsen av
GALA4/VP16-domenet fra SP-C100-Gal4-VP16-protein i aktiveringen av URA3 og
HIS3 ”read-out” som tillater vekst for plater som mangler uracil eller histidin.

Ekspresjonen av SP-C100-Gal4-VP16 cDNa i MaV203 resulterte bare i lav aktivitet av
reporterne, slik at dette in vivo-funksjonelle analysesystem er passende for & screene for
og deteketere ekspresjon av et cDNA for en y-sekretase i et cDNA-bibliotek.

Eksempel 5:

Identifisering av y-sekretaser ved i screene et humant B-celle cDNA-bibliotek.
Den rekombinante MaV203 gjaerstammen fra eksempel 4 ble anvendt for formalet med
a screene et humant B-celle cDNA-bibliotek (ATCC 87286; American Type Culture
Collection, Manassas, USA; Elledge et al., 1991) for et cDNA som koder for et protein
med y-sekretaseaktivitet. Alternativt kan et humant hippocampal cDNA-bibliotek
integrert inn i gjerekspresjonsvektorene p415-MET25 (Mumberg et al., 1994) eller
p415-ADHI1 (Mumberg et al., 1995) ogsa benyttes for & screene etter et cDNA som
koder for en y-sekretase eller et protein som har y-sekretaselignende aktivitet.

Eksempel 6:

Kloning av SP2-C100 og SP2-C100-GAL4/VP16.

Den kodende regionen for det humane signalpeptidet til SP-C100-GAL4/VP16 (som
beskrevet i eksempel 1) ble erstattet med et signalpeptid utledet fra gjeer SUC2-genet
(SP2; SEQ IDNR. 12), som resulterer i en konstruksjon som koder for SP2-C100-
GAL4/VP16 (SEQ IDNR. 19).

SP2-C100 ble konstruert med & oppformere den kodende regionen til den modne
formen av C100 (uten signalsekvensen, jamfor SEQ IDNR. 4) med en 5’ primer, som
inkluderte den kodende sekvensen for SUC2-signalpeptidet (SEQ IDNR. 12) og en 3’
primer som korresponderer til det naturlige stopkodonet (Kang et al., (1987)). For &
fasilitere utbyttingen av signalpeptidet, ble primerne EH47 (SEQ IDNR. 23) og EH49
(SEQ IDNR. 24) designet slik at det resulterende PCR-produktet inneholdt et tilleggs
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Nhel-sete som forbinder de kodende regionene for signalpeptidet og det modne
peptidet.

EH47: 5’-GCTAGAATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGC
AGCC AAAATATCTGCAGCGCTAGCTGATGCAGAATTCCGACATGAC-3’
EH49: 5’-CGGGATCCCTAGGCGCCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAAC-3’.

SP2-C100-GAL4/VP16 ble skaffet tilveie ved hjelp av EcoR1-klgyving for & fjerne
C100-fragmentet i SP2-C100 og erstatte det med C100-GAL4/VP16. Fragmentene ble
klonet inn i gjarekspresjonsvektoren pDBTrp (Invitrogen™ life technologies,
Nederland, Catnr. 10835023) som inneholdt MET25-promoteren, som beskrevet i
eksempel 4.

Eksempel 7:

Kloning av SP2-C-BAL4/VP16-100
For & skaffe tilveie konstruksjonen SP2-C-GAL4/VP16-100 (SEQ IDNR. 17), ble tre
vavehengige PCR-reaksjoner utfort ved & anvende de foalgende primerne:

EHS53: 5’>-ACTATATCTAGAATGCTTTTGC-3’

EH54: 5’>-TTCGATAGAAGACAGTAGCTTGCCAGATCTACCTTTCTTCTTCAGCAT
CACCAA-¥»

EHS5: 5’>-TTGGTGATGCTGAAGAAGAAAGGTAGATCTGGCAAGCTACTGTCTTCT
ATCGAA-3’

EHS56: 5’-ATGATGAATGGATGTGTACTGGCCACTAGTACCCCCACCGTACTCGTC
AATT-3

EHS57: 5’-AATTGACGAGTACGGTGGGGGTACTAGTGGCCAGTACACATCCATTC
ATCAT-3

EHS59: 5’-CGATAAGCTTGATATCGAATTC-3":

1) Ved & anvende SP2-C100 som et templat, ble ectodomene og
transmembrandomene til C100 oppformert ved & anvende primerne EH53
(SEQ IDNR. 25) og EH54 (SEQ IDNR. 26) pé en slik mate at PCR-produktet
inneholdt ogsa den 3’ flankerende regionen som overlapper med den
GAL4/VP16 kodende regionen.
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2) Ved & anvende primerne EHS55 (SEQ IDNO. 27) og EH56 (SEQ IDNO. 28),
og GAL4/VP16 som DNA-templatet ble en PCR-reaksjon utfort ved &
identifisere den kodende regionen med 5°- og 3’-flankerende regioner som
korresponderer til hver side av SP2-C100.

3) Det 3’segmentet til SP2-C100 som koder for det cytoplasmatiske domene til
C100 ble oppformert ved & anvende primerne EH57 (SEQ IDNR. 29) og EH
59 (SEQ IDNR. 30), og resulterte i en 5’ overlapp med den GAL4/VP16
kodende regionen. De resulterende PCR-produktene (péa ca 200 bp,m 720 bp
og 100 bp) ble renset og anvendt i en slutt-PCR i nzrver av EH53 og EH59
som korresponderer til de 5’ og 3’ endende til SP2-C100. Slutt-PCR-produktet
pa ca 1 000 bp blir klonet inn i en gjerekspresjonsvektor utledet fra pDBTrp
(Invitrogen™ life technologies, Nederland, Catnr. 10835023) som inneholder
MET25-promoteren, som beskrevet i eksempel 4.

Eksempel 8:

Kloning av SP3-C100, SP3-C100-GAL4/VP16 og SP3-C-GAL4/VP16-100.

For & lage de tre plasmidvektorene for ekspresjon av SP3-C100, SP3-C100-GAL4/VP16
(SEQ IDNR.21), og SP3-C-GAL4/VP16-100 (SEQ IDNR. 32) i pattedyrcellesystemer,
sa ble enten C100, C100-GAL4/VP16 eller C-GAL4/VP16-100 subklonet fra
gjerekspresjonsvektorene i eksempel 6 eller 7 inn i den pattedyrekspresjonsvektoren
pRc/CMYV (Invitrogen, Catnr. V75020), som inneholder den kodende regionen for
BM40-signalpeptidet (SP3; SEQ IDNR. 13). De kodende regionene til C100, C100-
GAL4/VP16 eller C-GAL4/VP16-100) ble ligert i leseramme fra den SP3-kodende
regionen ved det unike Nhel-restriksjonssete som ble beskrevet i eksempel 6.

Eksempel 9:

Forbedring av ekspresjonen av C100-GAL4/VP16 i gjeer.

Kvantifisering av ekspresjonsnivéet til forskjellige konstruksjoner i rde lysater fra
transformert gjaer vista at ekspresjonen av SP-C100-GAL4/VP16 var veldig lav
sammenlignet med lysater fra gjarceller transformert med vektorer som koder for
fusjoner med gjaer SUC2-signalpeptidet. For eksempel resulterte ekspresjon av SP2-
C100-GALA4/VP16 i den sterke ekspresjonen av et spesifikt bind av den forventede
storrelsen. Imidlertid kunne ogsé bidnd med hayere elektroforetisk mobilitet detekteres
ved immunblotting, noe som indikerer ikke spesifikk degradering av det rekombinante
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proteinet i gjeer. Stabiliteten til proteinet ble forbedret i tilfellet med C-GAL4/VP16-100
(se nedenfor) hvor GAL4/VP16-domene ble satt inn i leseramme i C00, ner y-
sekretasekloyvningssete. Begge fusjonsproteiner ga ekspresjonsnivéer som var
sammenlignbare med konstruksjonen som koder for C100 uten GAL4/VP16, noe som
indikerer at de to forskjellige fusjonene mellom C100 og GAL4/VP16 ikke intefererte
med proteinekspresjon.

Eksempel 10:

Forbedring av bakgrunnen i gjer.

Den gkede ekspresjonen av C100-GAL4/VP16 som skyldes utbyttingen av
signalpeptidene korrelerte med en sterk ekning i ikke-spesifikk aktivering av URA3,
HIS3 og lacZ reportersystemene i gjerstammene MaV203. Fordi gjer mangler y-
sekretaseaktivitet var dette mest sansynlig pa grunn av ikke-spesifikk prosessering av
C100-GALA4/VP16 av cellulzere proteaser og frigjeringen av aktiv GAL4/VP16.

Ved & flytte GAL4/VP16-domene n®rmere y-sekretaseklayvingssete ble den ikke-
spesifikke proteolytiske klgyvingen som ble detektert med C100-GAL4/VP16 ved seter
mellom transmembrandomene til C100 og den aminoterminale enden til GAL4/VP16-

domene essensielt eliminert.

Klgyvning av de forskjellige konstruksjonene ble testet i MaV203 ved & underseke
GAL4/VP16-avhengig aktivering av reportersystemene. Transformering av MaV203
med SP-C100-GAL4/VP16 utviste en Ura’, His fenotype (jamfor eksempel 4). Gking av
ekspresjonsnivaene ved & erstatte SP-signalpeptidet med SP2-peptidet (for & gi SP2-
C100-GALA4/VP16) resulterte i en sterk aktivering av alle “read-outs” til et nivd som
lignet det som ble detektert i den positive kontrollen, MaV203 som konstitutiv uttrykker
fullengde GAL4-protein (kodet av plasmid pCl1; Clontech Laboratories).

I motsetning til dette utviste MaV203-celler som uttrykker SP2-C-GAL4/VP16-100,
som uttrykkes ved nivier som er sammenlignbare med SP2-C100-GAL4/VP16, en ura’,
Hisfenotype som ogsa ble utvist av MaV203 som var transformert med en tom
vektorkontroll.

Derfor kan SP2-C-GAL4/VP16-100 uttrykkes sterkt i gjeer, men fremdeles vise veldig
lav ikke-spesifikk aktivering av de GAL4-avhengige reporterne. Haynivaekspresjon av
SP2-C-GAL4/VP16-100-proteinet, kombinert med en lav bakgrunn av ikke-spesifikk
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klayving/reporteraktivering, er en forutsetning for et “read-out”-system med et
overraskende optimalisert signal til bakgrunnsratio.

Eksempel 11

Prosessering av SP3-C-GAL4/VP16-100 med y-sekretase i pattedyrceller.

For & demonstrere at SP3-C-GAL4/VP16-100-protein uttrykt i pattedyrceller
prosesseres korrekt av y-sekretaseaktivitet, ble SP3-C-GAL4/VP16-100 transfektert inn
i pattedyrceller som har vert vist  uttrykke y-sekretaseaktivitet endogent (Haass et al.,
1992). For ekspresjon i pattedyrceller ble signalpeptidet i SP2-C-BAL4/VP16-100
erstattet som beskrevet i eksempel 8, med et pattedyrsignalpeptid utledet fra det basale
membranproteinet BM40, som er kjent for hayt niviekspresjon (SP3; SEQ IDNR. 13).
Prosessering av y-sekretase ble malt ved & kvantifisere sekresjonen av AP i
dyrkningsmediet. Det utskilte AP ble detektert ved hjelp av en sandwich ELISA ved &
anvende monoklonale antistoffer 6E10 og biotinylert 4G8 (Senetec PLC, Napa,
California, USA; jamfer Kim et al., 1990) som henholdsvis fangings- og
deteksjonsantistoffer.

Etter transfeksjon med SP3-C100 ble en atte gangers gkning i AB-sekresjon observert
sammenlignet med den tomme vektorkontrollen. Sender transfektert med SP3-C100-
GAL4/VP16 eller SP3-C-GAL4/VP16-100 utskilte lignende mengder av AP, noe som
indikerer at verken den C-terminale eller den juktamembranfusjonen av GAL4/VP16
interfererer med proteolytisk prosessering ved y-sekretase.

Eksempel 12:

Transkripsjonell aktivering av GAL4/VP16-avhengig reportergen ved C-
Gal4/VP16-100 uttrykt i pattedyrceller.

Prosessering av C100-GAL4/VP16 og C-GAL4/VP16-100 ved y-sekretase resulterte i
frigjeringen av et polypeptid som innehnoldt GAL4/VP16 og tilleggsaminosyrer fra
flankerende deler av C100. SP3-C100-GAL4/VP16 og SP3-C-GAL3/VP16-100 ble
kotransfektert med det pattedyrreporterplasmidet pGL2-MRGS5-EGFP (Ikeda et al.,
1998) beskrevet i eksempel 2, som inneholder fem GAL4 DNA-bindende seter
oppstrems for den humane immundefisiente virus (HIV) kjernepromoteren og cDNA’et
som koder for EGFP. Kotransfeksjonen av pGL2-MRGS5-EGFP med GAL4/VP16-
inneholdende fusjonene resulterte i tilstedevaerelsen av GFP-positive celler i begge
tilfeller.
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Eksempel 13:

Konstruksjon av pattedyrekspresjonsplasmidet SP3-CS55-GAL4/VP16.
Konstruksjoner som inneholder C100-sekvensen til APP og GAL4/VP16 inneholder
begge klayvningsseter for y-sekretase og et kloyvningssete for caspaselignende
proteaser. For & unngd at en uspesifikk caspaselignende aktivitet kunne keyve SP3-
C100-GAL4/VP16 mellom det autentiske y-sekretasesete og GAL4/VP16-domene for &
frigjore GAL4/VP16 og aktivere reportersystemet i pattedyrceller, ble det 45 aminosyre
C-terminale segmentet til C100 som fantes i SP3-C100-GAL4/VP16, som koder for det
cytoplasmatiske domene til APP, slettet. Fjerning av de C-terminale 45-aminosyrene i
C100 eliminerer ogsa et "internaliseringssignal”peptid i den C-terminale enden av APP
som dirigerer endocytosen av APP etter & ha blitt satt inn i plasmamembranen.

Pattedyrekspresjonsplasmidet SP3-C55-GAL4/VP16 omfatter dermed BM40-
signalpeptidet (SEQ IDNR. 13), de N-terminale 55 aminosyreresiduene (C55; SEQ
IDNR. 6) til APP-C100 og GAL4/VP16. C55 begynner med den N-terminale enden av
AB-peptidet og slutter med det transmembrane domene til APP. I SP3-C55-
GAL4/VP16-protein er bare klgyvningssete for y-sekretase tilstede. C55 omfatter y-
sekretaseklgyvningssete og mé klayves av [3-sekretase for & frigjare AB-peptidet og
GAL3/VP16. Fordi det endocytiske internaliseringssignalpeptidet ikke er tilstede i SP3-
C55-GAL4/VP16, vil videre bare y-sekretase som katalyserer klayvninger
plasmamembranassosiert C55-GAL4/VP16 frigjere AB-peptid og akativere
GAL4/VP16-avhengig transkripsjon av reportersystemet.

Ekspresjonsplasmidet ble utledet fra vektoren SP3-C-GAL4/VP16-100 ved
introduksjonen av et stoppkodon (TAG) etter GAL4/VP16-sekvensen. Dette ble utfort
ved & erstatte Hpal-Clal-fragmentet i SP3-C-GAL4/VP16-100 med et DNA-fragment
laget ved PCR ved & anvende SP3-C-GAL4/VP16-100 som DNA-templatet, en 5’
primer oppstrems for det unike Hpal-sete i GAL4/VP16 og en 3’ primer (5°-
CCATCGATTTTCTAACCCCCACCGTA-3’; SEQ IDNR. 31) som introduserer et
TAG-stoppkodon (understreket) og et Clal-restriksjonssete i den C-terminale enden av
GALA4/VP16 &pne leseramme.
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Eksempel 14:

Stabile transfikterte HEK293-celler.

HEK?293-celler (Human Embryonisk nyrecellelinje, (ATCC)) ble cotransfektert med
plasmidet SP3-C55-GAL4/VP16 og luciferasereporterplasmidet PGL2-MRGS
(beskrevet i eksempel 2). Deretter ble stabile cellelinjer selektert ved & inkubere med
400 pg/ml geneticin (GibcoBRL) for & selektere for Neomycinresisitente kloner og
deretter karakterisere for stabil ekspresjon av SP3-C55-GAL4/VP16 og luciferase.

Eksempel 15:

Transient transfeksjon av HEK 293-celler.
HEK293-celler ble kotransfektert med SP3-C55-GAL3/VIP16-vektoren (0.03 pg) og
pGL2-MRGS5-luciferasereportervektoren (1 pg) i multibrenn 12 plater.

Forbindelsene DPAT (fra Elan Pharmaceuticals; Dovey et al., 2001) og L-685,458 (fra
Merck Pharmaceuticals; Shearman et al., 2000), begge kjente y-sekretasechemmere,
hemmet doseavhengig luciferaseaktivitet og AB-produksjon og utviste en ICsp pa
henholdsvis 14nM (DAPT) og 19nM (L-685,458), respektivt.

Luciferaseaktivitet ble kvantifisert ved Bright-Glo Luciferase Assay kittet (Promega).
AP i cellemediet ble kvantifisert med ELISA ved & anvende antistoffene 4G8 og 6E10
(fra Senetek), som beskrevet i eksempel 11. Disse antistoffer er spesifikke for
aminosyrene 17-24 (4G8) og 1-17 (6E10) i AB-peptidet.

I transiente transfeksjonseksperimenter ble AP ogsé identifisert ved immunpresipitering
og ved immunblotting. Begge fremgangsmaéter identifiserte et 4 kDa-bénd som
korresponderer til AB-peptid.

Eksempel 16:

Farmakologisk karakterisering av de stabilt transfekterte HEK293-celler.

En klon med HEK293-celler som stabilt uttrykker bdde SP3-C55-GAL4/VP16 og
MRGS5-luciferasekonstruksjonene ble identifisert ifalge eksempel 14. Denne celleklon
ble anvendt for & underseke responsen til det stabilt transfekterte
pattedyrcelleanalysesystemet til DAPT (fra Elan Pharm.; Dovey et al., 2001), og L-
685,458 (fra Merck Pharm.; Shearman et al., 2000)., begge forbindelser utviste
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doseavhengig hemming av Luciferaseaktivitet (24 timers behandling) med en ICs, pa
henholdsvis 230nM (DAPT) og 130nM (L-685,458).

Eksempel 17:

Identifikasjon av hemmere til y-sekretase.

For identifikasjonen av y-sekretasehemmere, ble stabilt dobbelttransfekterte HEK293-
celler (se eksempel 14) inkubert i multibrenns 96-plater, i nerveret av forbindelsen
eller forbindelsene som skulle undersgkes (for eksempel sammensatt bibliotekscreening
ved en konsentrasjon pd 10 pM eller mindre i analysen, og luciferaseaktivitet ble
bestemt 24 timer senere. Luciferaseaktivitet kan kvantifiseres med
luciferaseanalysesystemkittet (Promega), Brigh-Glo Luciferaseanalysekittet (Promega)
eller ved hjelp av andre fremgangsmater for luciferasekvantifisering. En nedgang i
luciferaseaktiviteten reflekterer en nedgang i y-sekretaseaktivitet.
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For generelt rekombinant DNA-arbeid:
Sambrook, J., Fritsch, E. F., og Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2. utg., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY

For gjeerarbeid (DNA-transformering):

Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. G., Smith, J. A.,
og Struhl, K. (1994) Current Protocols in Molecular Biology, s. 13.7.1-13.7.2, Greene
Publishing Associates/Wiley-Interscience, New York

For C. Elegans-arbeid (transgener):

Mello, C. og Fire, A. (1995) DNA-transformering. I: Epstein, H.F.

og Shakes, D.C., ed. Caenorhabditis elegans: Modern Biological Analysis of an
Organism. Methods in Cell Biology, Vol. 48. Academic Press, San Diego, CA, s. 451-
482.

SEQ IDNR. 1 (APP-fragment)
GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML

SEQ IDNR. 2 (APP-fragment (forste delvise protein))
GAIIGLMVGGVV

SEQ IDNR. 3 (APP-fragment (andre delvise protein))
VIVITLVML

SEQ IDNR. 4 (C100-fragment)
LDAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKG AIIGLMVGGYV VIATVIVITL
VMLKKKQYTS IHHGVVEVDA AVTPEERHLS KMQQNGYENP TYKFFEQMQN

SEQ IDNR. 5 (Signalpeptid til humant APP (SP))
MLPGLALFLL AAWTARA

SEQ IDNR. 6 (C55-fragment)
LDA EFRHDSGYEV HHQKLVFFAE DVGSNKGAII
GLMVGGVVIA TVIVITLVML KK
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SEQ IDNR. 7 (GAL4-VP16)

MKLLSSIEQA CDICRLKKLK CSKEKPKCAK CLKNNWECRY SPKTKRSPLT
RAHLTEVESR LERLEQLFLL IFPREDLDMI LKMDSLQDIK ALLTGLFVQD
NVNKDAVTDR LASVETDMPL TLRQHRISAT SSSEESSNKG QRQLTVSPEF
PGIWAPPTDV SLGDELHLDG EDVAMAHADA LDDFDLDMLG DGDSPGPGFT
PHDSAPYGAL DMADFEFEQM FTDALGIDEY GG

SEQ IDNR. 8 (SP-C100-GAL4-VP16)
GGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTT
TTGCGCTGCTTCGCGATGTAC
GGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGGGGTCATTAGTTC
ATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCC
TGGCTGACCGCCCAACGACC
CCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGG
GACTTTCCATTGACGTCAAT
GGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCA
TATGCCAAGTACGCCCCCTA
TTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGA
CCTTATGGGACTTTCCTACTT
GGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTG
GCAGTACATCAATGGGCGTG
GATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAA
TGGGAGTTTGTTTTGGCACC
GCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGA
ACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACC
CAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTCACAGCTAGCGCA
CTCGGTGCCCCGCGCAGGGTCGCGATGCTGCCCGGTTTGGCACTGTTCCTGC
TGGCCGCCTGGACGGCTCGGGCGCTGGATGCAGAATTCCGACATGACTCAG
GATATGAAGTTCATCATCAAAAATTGGTGTTCTTTGCAGAAGATGTGGGTTC
AAACAAAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGTGTTGTCATAGCGAC
AGTGATCGTCATCACCTTGGTGATGCTGAAGAAGAAACAGTACACATCCAT
TCATCATGGTGTGGTGGAGGTTGACGCCGCTGTCACCCCAGAGGAGCGCCA
CCTGTCCAAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAAATCCAACCTACAAGTTCTT
TGAGCAGATGCAGAACGCGCGGGGTACCCCGGCG ATGAAGC
TACTGTCTTC TATCGAACAA GCATGCGATA TTTGCCGACT TAAAAAGCTC
AAGTGCTCCA AAGAAAAACC GAAGTGCGCC AAGTGTCTGA
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AGAACAACTG GGAGTGTCGC TACTCTCCCA AAACCAAAAG GTCTCCGCTG
ACTAGGGCAC ATCTGACAGA AGTGGAATCA AGGCTAGAAA
GACTGGAACA GCTATTTCTA CTGATTTTTC CTCGAGAAGA CCTTGACATG
ATTTTGAAAA TGGATTCTTT ACAGGATATA AAAGCATTGT TAACAGGATT
ATTTGTACAA GATAATGTGA ATAAAGATGC CGTCACAGAT AGATTGGCTT
CAGTGGAGAC TGATATGCCT CTAACATTGA GACAGCATAG AATAAGTGCG
ACATCATCAT CGGAAGAGAG TAGTAACAAA GGTCAAAGAC
AGTTGACTGT ATCG CCGGAATTCCCGGGGATCTGGGC CCCCCCGAC
CGATGTCAGC CTGGGGGACG AGCTCCACTT AGACGGCGAG
GACGTGGCGA TGGCGCATGC CGACGCGCTA GACGATTTCG ATCTGGACAT
GTTGGGGGAC GGGGATTCCC CGGGGCCGGG ATTTACCCCC CACGACTCCG
CCCCCTACGG CGCTCTGGAT ATGGCCGACT TCGAGTTTGA GCAGATGTTT
ACCGATGCCC TTGGAATTGA CGAGTACGGT GGGTAG

SEQ IDNR. 9 (humant APP)

AGTTTCCTCG GCAGCGGTAG GCGAGAGCAC GCGGAGGAGC GTGCGCGGGG
GCCCCGGGAG

ACGGCGGCGG TGGCGGCGCG GGCAGAGCAA GGACGCGGCG GATCCCACTC
GCACAGCAGC

GCACTCGGTG CCCCGCGCAG GGTCGCGATG CTGCCCGGTT TGGCACTGCT
CCTGCTGGCC

GCCTGGACGG CTCGGGCGCT GGAGGTACCC ACTGATGGTA ATGCTGGCCT
GCTGGCTGAA

CCCCAGATTG CCATGTTCTG TGGCAGACTG AACATGCACA TGAATGTCCA
GAATGGGAAG

TGGGATTCAG ATCCATCAGG GACCAAAACC TGCATTGATA CCAAGGAAGG
CATCCTGCAG

TATTGCCAAG AAGTCTACCC TGAACTGCAG ATCACCAATG TGGTAGAAGC
CAACCAACCA

GTGACCATCC AGAACTGGTG CAAGCGGGGC CGCAAGCAGT GCAAGACCCA
TCCCCACTTT

GTGATTCCCT ACCGCTGCTT AGTTGGTGAG TTTGTAAGTG ATGCCCTTCT
CGTTCCTGAC

AAGTGCAAAT TCTTACACCA GGAGAGGATG GATGTTTGCG AAACTCATCT
TCACTGGCAC

ACCGTCGCCA AAGAGACATG CAGTGAGAAG AGTACCAACT TGCATGACTA
CGGCATGTTG
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CTGCCCTGCG GAATTGACAA GTTCCGAGGG GTAGAGTTTG TGTGTTGCCC
ACTGGCTGAA

GAAAGTGACA ATGTGGATTC TGCTGATGCG GAGGAGGATG ACTCGGATGT
CTGGTGGGGC

GGAGCAGACA CAGACTATGC AGATGGGAGT GAAGACAAAG TAGTAGAAGT
AGCAGAGGAG

GAAGAAGTGG CTGAGGTGGA AGAAGAAGAA GCCGATGATG ACGAGGACGA
TGAGGATGGT

GATGAGGTAG AGGAAGAGGC TGAGGAACCC TACGAAGAAG CCACAGAGAG
AACCACCAGC

ATTGCCACCA CCACCACCAC CACCACAGAG TCTGTGGAAG AGGTGGTTCG
AGTTCCTACA

ACAGCAGCCA GTACCCCTGA TGCCGTTGAC AAGTATCTCG AGACACCTGG
GGATGAGAAT

GAACATGCCC ATTTCCAGAA AGCCAAAGAG AGGCTTGAGG CCAAGCACCG
AGAGAGAATG

TCCCAGGTCA TGAGAGAATG GGAAGAGGCA GAACGTCAAG CAAAGAACTT
GCCTAAAGCT

GATAAGAAGG CAGTTATCCA GCATTTCCAG GAGAAAGTGG AATCTTTGGA
ACAGGAAGCA

GCCAACGAGA GACAGCAGCT GGTGGAGACA CACATGGCCA GAGTGGAAGC
CATGCTCAAT

GACCGCCGCC GCCTGGCCCT GGAGAACTAC ATCACCGCTC TGCAGGCTGT
TCCTCCTCGG

CCTCGTCACG TGTTCAATAT GCTAAAGAAG TATGTCCGCG CAGAACAGAA
GGACAGACAG

CACACCCTAA AGCATTTCGA GCATGTGCGC ATGGTGGATC CCAAGAAAGC
CGCTCAGATC

CGGTCCCAGG TTATGACACA CCTCCGTGTG ATTTATGAGC GCATGAATCA
GTCTCTCTCC

CTGCTCTACA ACGTGCCTGC AGTGGCCGAG GAGATTCAGG ATGAAGTTGA
TGAGCTGCTT

CAGAAAGAGC AAAACTATTC AGATGACGTC TTGGCCAACA TGATTAGTGA
ACCAAGGATC

AGTTACGGAA ACGATGCTCT CATGCCATCT TTGACCGAAA CGAAAACCAC
CGTGGAGCTC
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CTTCCCGTGA ATGGAGAGTT CAGCCTGGAC GATCTCCAGC CGTGGCATTC
TTTTGGGGCT

GACTCTGTGC CAGCCAACAC AGAAAACGAA GTTGAGCCTG TTGATGCCCG
CCCTGCTGCC

GACCGAGGAC TGACCACTCG ACCAGGTTCT GGGTTGACAA ATATCAAGAC
GGAGGAGATC

TCTGAAGTGA AGATGGATGC AGAATTCCGA CATGACTCAG GATATGAAGT
TCATCATCAA

AAATTGGTGT TCTTTGCAGA AGATGTGGGT TCAAACAAAG GTGCAATCAT
TGGACTCATG

GTGGGCGGTG TTGTCATAGC GACAGTGATC GTCATCACCT TGGTGATGCT
GAAGAAGAAA

CAGTACACAT CCATTCATCA TGGTGTGGTG GAGGTTGACG CCGCTGTCAC
CCCAGAGGAG

CGCCACCTGT CCAAGATGCA GCAGAACGGC TACGAAAATC CAACCTACAA
GTTCTTTGAG

CAGATGCAGA ACTAGACCCC CGCCACAGCA GCCTCTGAAG TTGGACAGCA
AAACCATTGC

TTCACTACCC ATCGGTGTCC ATTTATAGAA TAATGTGGGA AGAAACAAAC
CCGTTTTATG

ATTTACTCAT TATCGCCTTT TGACAGCTGT GCTGTAACAC AAGTAGATGC
CTGAACTTGA

ATTAATCCAC ACATCAGTAA TGTATTCTAT CTCTCTTTAC ATTTTGGTCT
CTATACTACA

TTATTAATGG GTTTTGTGTA CTGTAAAGAA TTTAGCTGTA TCAAACTAGT
GCATGAATAG

ATTCTCTCCT GATTATTTAT CACATAGCCC CTTAGCCAGT TGTATATTAT
TCTTGTGGTT

TGTGACCCAA TTAAGTCCTA CTTTACATAT GCTTTAAGAA TCGATGGGGG
ATGCTTCATG

TGAACGTGGG AGTTCAGCTG CTTCTCTTGC CTAAGTATTC CTTTCCTGAT
CACTATGCAT

TTTAAAGTTA AACATTTTTA AGTATTTCAG ATGCTTTAGA GAGATTTTTT
TTCCATGACT

GCATTTTACT GTACAGATTG CTGCTTCTGC TATATTTGTG ATATAGGAAT
TAAGAGGATA
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CACACGTTTG TTTCTTCGTG CCTGTTTTAT GTGCACACAT TAGGCATTGA
GACTTCAAGC

TTTTCTTTTT TTGTCCACGT ATCTTTGGGT CTTTGATAAA GAAAAGAATC
CCTGTTCATT

GTAAGCACTT TTACGGGGCG GGTGGGGAGG GGTGCTCTGC TGGTCTTCAA
TTACCAAGAA

TTCTCCAAAA CAATTTTCTG CAGGATGATT GTACAGAATC ATTGCTTATG
ACATGATCGC

TTTCTACACT GTATTACATA AATAAATTAA ATAAAATAAC CCCGGGCAAG
ACTTTTCTTT

GAAGGATGAC TACAGACATT AAATAATCGA AGTAATTTTG GGTGGGGAGA
AGAGGCAGAT

TCAATTTTCT TTAACCAGTC TGAAGTTTCA TTTATGATAC AAAAGAAGAT
GAAAATGGAA

GTGGCAATAT AAGGGGATGA GGAAGGCATG CCTGGACAAA CCCTTCTTTT
AAGATGTGTC

TTCAATTTGT ATAAAATGGT GTTTTCATGT AAATAAATAC ATTCTTGGAG
GAGC

SEQ IDNR. 10 (rekombinant plasmid pDBTrp-MET25-SP-C100-GAL4-VP16)
ACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATA
ATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTATCT
TTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTT
TTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGGAAT
GAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTAC
TTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACATTC
GATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCT
ACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGAG
CAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTT
CGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTTTTAA
TTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGA
TGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAA
CCCTGATAAATGCTTCAATAATCTGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTC
TGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTG
TCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG
GAAACGTCTTGCTGGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTAT
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ATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCT
TTCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCA
AAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGC
TGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGA
TGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCGCGGGAAAACAGCATTCCAGGT
ATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGT
GTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCG
ATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGT
TGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGT
CTGGAAAGAAATGCATACGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACT
CATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAG
GTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTG
CCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTICTCCTTCATTACAGAAACGGCT
TTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCAT
TTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACT
GGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCATGACCAAAATCCCTTA
ACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGG
ATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAA
AACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTT
CTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTA
CATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAA
GTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCA
GCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAAC
GACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCAC
GCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCG
GAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGGAACGCCTGGTATCTTT
ATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCCGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTAT
CCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGC
TCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGG
AAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATT
AATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCA
ACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTT
TATGCTTCCGGCTCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCAC
ACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCGGAATTAACCCTCAC
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TAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGATCCCGAGCTTTGCAAATTAAAGCCTIT
CGAGCGTCCCAAAACCTTCTCAAGCAAGGTTTTCAGTATAATGTTACATGCG
TACACGCGTCTGTACAGAAAAAAAAGAAAAATTTGAAATATAAATAACGTT
CTTAATACTAACATAACTATAAAAAAATAAATAGGGACCTAGACTTCAGGT
TGTCTAACTCCTTCCTTTTCGGTTAGAGCGGATGTGGGGGGAGGGCGTGAAT
GTAAGCGTGACATAACTAATTACATGATATCGACAAAGGAAAAGGGGCCTG
TTTACTCACAGGCTTTTTTCAAGTAGGTAATTAAGTCGTTTCTGTCTTTTTCC
TTCTTCAACCCACCAAAGGCCATCTTGGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

'yl rr el
ITTTTTTTTTTTTCATAGAAATAATACAGAAGTAGATGTTGAATTAGATTAA
ACTGAAGATATATAATTTATTGGAAAATACATAGAGCTTTTTGTTGATGCGC
TTAAGCGATCAATTCAACAACACCACCAGCAGCTCTGATTTTTTCTTCAGCC
AACTTGGAGACGAATCTAGCTTTGACGATAACTGGAACATTTGGAATTCTAC
CCTTACCCAAGATCTTACCGTAACCGGCTGCCAAAGTGTCAATAACTGGAG
CAGTTTCCTTAGAAGCAGATTTCAAGTATTGGTCTCTCTTGTCTTCTGGGATC
AATGTCCACAATTTGTCCAAGTTCAAGACTGGCTTCCAGAAATGAGCTTGTT
GCTTGTGGAAGTATCTCATACCAACCTTACCGAAATAACCTGGATGGTATTT
ATCCATGTTAATTCTGTGGTGATGTTGACCACCGGCCATACCTCTACCACCG
GGGTGCTTTCTGTGCTTACCGATACGACCTTTACCGGCTGAGACGTGACCTC
TGTGCTTTCTAGTCTTAGTGAATCTGGAAGGCATTCTTGATTAGTTGGATGA
TTGTTCTGGGATTTAATGCAAAAATCACTTAAGAAGGAAAATCAACGGAGA
AAGCAAACGCCATCTTAAATATACGGGATACAGATGAAAGGGTTTGAACCT
ATCTGGAAAATAGCATTAAACAAGCGAAAAACTGCGAGGAAAATTGTTTGC
GTCTCTGCGGGCTATTCACGCGCCAGAGGAAAATAGGAAAAATAACAGGGC
ATTAGAAAAATAATTTTGATTTTGGTAATGTGTGGGTCCTGGTGTACAGATG
TTACATTGGTTACAGTACTCTTGTTTTTGCTGTGTTTTTCGATGAATCTCCAA
AATGGTTGTTAGCACATGGAAGAGTCACCGATGCTAAGTTATCTCTATGTAA
GCTACGTGGCGTGACTTTTGATGAAGCCGCACAAGAGATACAGGATTGGCA
ACTGCAAATAGAATCTGGGGATCCCCCCTCGACGGATGCAAGGGTTCGAAT
CCCTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGAG.GTSGTCACATGATCGC
AAAATGGCAAATGGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTT
GGCAAATGACTAATTAAGTTAGTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGT
AACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGGCACCTTGTCCAATTGAACACG
CTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAAGCGTCTGTTAGA
AAGGAAGTTTTTCCTTITTTCTTGCTCTCTTGTCTITTCATCTACTATTTCCTTC
GTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTATTACCCCCATCCA
TACATCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCIT
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CACAGCTAGCGCACTCGGTGCCCCGCGCAGGGTCGCGATGCTGCCCGGTTT
GGCACTGTTCCTGCTGGCCGCCTGGACGGCTCGGGCGCTGGATGCAGAATT
CCGACATGACTCAGGATATGAAGTTCATCATCAAAAATTGGTGTTCTTTGCA
GAAGATGTGGGTTCAAACAAAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGT
GTTGTCATAGCGACAGTGATCGTCATCACCTTGGTGATGCTGAAGAAGAAA
CAGTACACATCCATTCATCATGGTGTGGTGGAGGTTGACGCCGCTGTCACCC
CAGAGGAGCGCCACCTGTCCAAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAAATCCA
ACCTACAAGTTCTTTGAGCAGATGCAGAACGCGCGGGGTACCCCGGCGATG
AAGCTACTGTCTTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAAAAGC
TCAAGTGCTCCAAAGAAAAACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTGAAGAACAACT
GGGAGTGTCGCTACTCTCCCAAAACCAAAAGGTCTCCGCTGACTAGGGCAC
ATCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACTGGAACAGCTATTTCTAC
TGATTTTTCCTCGAGAAGACCTTGACATGATTTITGAAAATGGATTCTTTACA
GGATATAAAAGCATTGTTAACAGGATTATTTGTACAAGATAATGTGAATAA
AGATGCCGTCACAGATAGATTGGCTTCAGTGGAGACTGATATGCCTCTAAC
ATTGAGACAGCATAGAATAAGTGCGACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAA
CAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGCCGGAATTCCCGGGGATCTGGGC
CCCCCCGACCGATGTCAGCCTGGGGGACGAGCTCCACTTAGACGGCGAGGA
CGTGGCGATGGCGCATGCCGACGCGCTAGACGATTTCGATCTGGACATGTT
GGGGGACGGGGATTCCCCGGGGCCGGGATTTACCCCCCACGACTCCGCCCC
CTACGGCGCTCTGGATATGGCCGACTTCGAGTTTGAGCAGATGTTTACCGAT
GCCCTTGGAATTGACGAGTACGGTGGGTAGGGATCCACTAGTCCAGTGTGG
TGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGACCCCGGGTGCT
AGCAAGGCCTTGTGGCCAGCCATGGCAACTAGTGCGGCCGCTAAGTAAGTA
AGACGTCGAGCTCTAAGTAAGTAACGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGA
CTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCT
ACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGATGGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGA
TACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTAT
TATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCT
TAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTGTTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAGGTCA
GGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCTCTAC
CGGCATGCCGAGCAAATGCCTGCAAATCGCTCCCCATTTCACCCAATTGTAG
ATATGCTAACTCCAGCAATGAGTTGATGAATCTCGGTGTGTATTTTATGTCC
TCAGAGGACAATACCTGTTGTAATCGTTCTTCCACACGGATCCCAATTCGCC
CTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGAC
TGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTT
TCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC



10

15

20

25

30

35

34

AGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAG
CGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGC
CCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCG
GCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAG
TGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGT
AGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCA
CGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTAT
CTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGT
TAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATAT
TAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTA
TTTCACACCGCAGGCAAGTGCACAAACAATACTTAAATAAATACTACTCAG
TAATAACCTATTTCTTAGCATTTTTGACGAAATTTGCTATTTTGTTAGAGTCT
TTTACACCATTTGTCTCCACACCTCCGCTTACATCAACACCAATAACGCCAT
TTAATCTAAGCGCATCACCAACATTTTCTGGCGTCAGTCCACCAGCTAACAT
AAAATGTAAGCTTTCGGGGCTCTCTTGCCTTCCAACCCAGTCAGAAATCGAG
TTCCAATCCAAAAGTTCACCTGTCCCACCTGCTTCTGAATCAAACAAGGGAA
TAAACGAATGAGGTTTCTGTGAAGCTGCACTGAGTAGTATGTTGCAGTCTTT
TGGAAATACGAGTCTTTTAATAACTGGCAAACCGAGGAACTCTTGGTATTCT
TGCCACGACTCATCTCCATGCAGTTGGACGATATCAATGCCGTAATCATTGA
CCAGAGCCAAAACATCCTCCTTAGGTTGATTACGAAACACGCCAACCAAGT
ATTTCGGAGTGCCTGAACTATTTTTATATGCTTITACAAGACTTGAAATTTTC
CTTGCAATAACCGGGTCAATTGTTCTCTTTCTATTGGGCACACATATAATAC
CCAGCAAGTCAGCATCGGAATCTAGAGCACATTCTGCGGCCTCTGTGCTCTG
CAAGCCGCAAACTTTCACCAATGGACCAGAACTACCTGTGAAATTAATAAC
AGACATACTCCAAGCTGCCTTTGTGTGCTTAATCACGTATACTCACGTGCTC
AATAGTCACCAATGCCCTCCCTCTTGGCCCTCTCCTTTTCTTTTTTCGACCGA
ATTAATTCTTAATCGGCAAAAAAAGAAAAGCTCCGGATCAAGATTGTACGT
AAGGTGACAAGCTATTTTTCAATAAAGAATATCTTCCACTACTGCCATCTGG
CGTCATAACTGCAAAGTACACATATATTACGATGCTGTCTATTAAATGCTTC
CTATATTATATATATAGTAATGTCGTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTG
CTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGA
CGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTG
ACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAAC
GCGCGA

SEQ IDNR. 11 (SP-C100-GAL4-VP16 fusjonsprotein)
MLPGLALFLL AAWTARALDA EFRHDSGYEV HHQKLVFFAE DVGSNKGAII
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GLMVGGVVIA TVIVITLVML KKKQYTSIHH GVVEVDAAVT PEERHLSKMQ
QNGYENPTYK FFEQMQNARG TPAMKLLSSI EQACDICRLK KLKCSKEKPK
CAKCLKNNWE CRYSPKTKRS PLTRAHLTEV ESRLERLEQL FLLIFPREDL
DMILKMDSLQ DIKALLTGLF VQDNVNKDAV TDRLASVETD MPLTLRQHRI
SATSSSEESS NKGQRQLTVS PEFPGIWAPP TDVSLGDELH LDGEDVAMAH
ADALDDFDLD MLGDGDSPGP GFTPHDSAPY GALDMADFEF EQMFTDALGI
DEY GG

SEQ IDNR. 12 (Signalpeptid til gjeer SUC2-gen (SP2))
MLLRAFLFLLAGFAAKISAALA

SEQ IDNR. 13 (Signalpeptid til pattedyrbasalt membranprotein BM40 (SP3))
MRAWIFFLLCLAGRALA

SEQ IDNR. 14 (SP-C55-GAL4-VP16)

MLPGLALFLL AAWTARALDA EFRHDSGYEV HHQKLVFFAE DVGSNKGAII
GLMVGGVVIA TVIVITLVML KKKGRSGKLL SSIEQACDIC RLKKLKCSKE
KPKCAKCLKN NWECRYSPKT KRSPLTRAHL TEVESRLERL EQLFLLIFPR
EDLDMILKMD SLQDIKALLT GLFVQDNVNK DAVTDRLASV ETDMPLTLRQ
HRISATSSSE ESSNKGQRQL TVSPEFPGIW APPTDVSLGD ELHLDGEDVA
MAHADALDDF DLDMLGDGDS PGPGFTPHDS APYGALDMAD FEFEQMFTDA
LGIDEYGG

SEQ IDNR. 15 (SP-C55-GAL4/VP16-TAG)

1 gacggatcgg gagatctcee gatecectat ggtegactet cagtacaate tgetetgatg
61 ccgcatagtt aagccagtat ctgetecctg ctigtgtgtt ggaggteget gagtagtgeg
121 cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gettgaccga caattgcatg aagaatctge
181 ttagggttag gegttttgeg ctgettcgeg atgtacgggce cagatatacg cgttgacatt
241 gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata
301 tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atggeccgece tggetgacceg cccaacgace
361 cccgeccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgecaata gggactttee
421 attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactgccca cttggeagta catcaagtgt
481 atcatatgcc aagtacgecc cctattgacg tcaatgacgg taaatggece gectggeatt
541 atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttggea gtacatctac gtattagtca
601 tcgctattac catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggegtgga tageggtitg
661 actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc

721 aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactcege cecattgacg caaatgggeg
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781 gtaggcegtgt acggtgggag gtctatataa geagagetet ctggetaact agagaaccca

841 ctgcttaact ggcttatcga aattaatacg actcactata gggagaccca agettetgee

901 tgccgectge ctgeetgeca ctgagggttc ccageaccat gagggectgg atettcttte

961 tcctttgect ggecgggagg getctggeag cecegetage tgatgeagaa ttccgacatg

1021 actcaggata tgaagttcat catcaaaaat tggtgttctt tgcagaagat gtgggttcaa
1081 acaaaggtgc aatcattgga ctcatggtgg geggtgttgt catagegaca gtgatcgtea
1141 tcaccttggt gatgctgaag aagaaaggta gatctggeaa getactgtct tctatcgaac
1201 aagcatgcga tatttgecga cttaaaaage tcaagtgetc caaagaaaaa ccgaagtgeg

1261 ccaagtgtct gaagaacaac tgggagtgtc getactctce caaaaccaaa aggtetcege

1321 tgactagggce acatctgaca gaagtggaat caaggctaga aagactggaa cagctatttc
1381 tactgatttt tcctcgagaa gaccttgaca tgattttgaa aatggattct ttacaggata

1441 taaaagcatt gttaacagga ttatttgtac aagataatgt gaataaagat gccgtcacag
1501 atagattgge ttcagtggag actgatatge ctctaacatt gagacagcat agaataagtg
1561 cgacatcatc atcggaagag agtagtaaca aaggtcaaag acagttgact gtatcgecegg
1621 aattcccggg gatctgggee cccecgacceg atgtcagect gggggacgag ctecacttag
1681 acggcgagga cgtggegatg gegceatgeeg acgegetaga cgatttcgat ctggacatgt
1741 tgggggacgg ggattcceeg ggtecgggat ttacceecca cgacteecgee cectacggeg
1801 ctctggatat ggeegacttc gagtttgage agatgtttac cgatgecctt ggaattgacg
1861 agtacggtgg gggttagaaa atcgataccg tcgaggecge tcgageatge atctagaggg
1921 ccctattcta tagtgtcacc taaatgctag agetcgetga tcagectega ctgtgectte
1981 tagttgccag ccatetgttg tttgececte ceeegtgect tecttgacee tggaaggtgc
2041 cactcccact gtcctttcct aataaaatga ggaaattgea tcgeattgte tgagtaggtg

2101 tcattctatt ctggggggtg gggtggggca ggacagcaag ggggaggatt gggaagacaa
2161 tagcaggcat getggggatg cggtgggcte tatggaacca getggggcte gaggggggat
2221 ccccacgege cetgtagegg cgeattaage geggegggtg tggtggttac gegeagegtg
2281 accgctacac ttgccagege cctagegecee getecttteg ctttetteece ttectttete

2341 gccacgttcg ceggcetttce ccgtcaaget ctaaatcggg geatcccttt agggttcega
2401 tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa aaacttgatt agggtgatgg ttcacgtagt
2461 gggccatcge cctgatagac ggtttttcge cctttgacgt tggagtccac gttetttaat

2521 agtggactct tgttccaaac tggaacaaca ctcaacccta tctcggteta ttcttttgat

2581 ttataaggga ttttggggat ttcggectat tggttaaaaa atgagcetgat ttaacaaaaa

2641 tttaacgcga attttaacaa aatattaacg tttacaattt aaatatttge ttatacaatc

2701 ttectgtttt tggggctttt ctgattatca accggggtgg gtaccgaget cgaattetgt

2761 ggaatgtgtg tcagttaggg tgtggaaagt ccccaggcete cccaggeagg cagaagtatg
2821 caaagcatgc atctcaatta gtcagcaacc aggtgtggaa agtccccagg ctccecagea
2881 ggcagaagta tgcaaagcat geatctcaat tagtcageaa ccatagtcce gecectaact
2941 ccgeccatee cgeecctaac teegeccagt tcegeccatt ctecgececa tggetgacta
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3001 atttttttta tttatgcaga ggeccgaggece gectcggect ctgagcetatt ccagaagtag
3061 tgaggaggct tttttggagg cctaggcttt tgcaaaaage tccegggage ttggatatee
3121 attttcggat ctgatcaaga gacaggatga ggatcgtttc gcatgattga acaagatgga
3181 ttgcacgcag gttctcegge cgettgggteg gagaggcetat tcggetatga ctgggeacaa
3241 cagacaatcg getgetetga tgeegeegtg ttccggetgt cagegeaggg gegeeeggtt
3301 ctttttgtca agaccgacct gtccggtgee ctgaatgaac tgcaggacga ggeagegegg
3361 ctatcgtgge tggecacgac gggegttect tgegeagetg tgetcgacgt tgtecactgaa
3421 gcgggaaggg actggetgcet attgggcgaa gtgecgggge aggatctect gteatctcac
3481 cttgetectg cecgagaaagt atccatcatg getgatgeaa tgeggegget geatacgett
3541 gatccggceta cetgeccatt cgaccaccaa gegaaacate geatcgageg ageacgtact
3601 cggatggaag ccggtettgt cgatcaggat gatctggacg aagagceatca ggggetegeg
3661 ccagccgaac tgttcgecag getcaaggeg cgeatgeeeg acggegagga tetegtegtg
3721 acccatggceg atgectgett geegaatate atggtggaaa atggecgctt ttetggatte
3781 atcgactgtg geeggetggg tgtggeggac cgetatcagg acatagegtt ggetaceegt
3841 gatattgctg aagagcettgg cggegaatgg getgacegcet tectegtget ttacggtate
3901 geegeteecg attcgeageg catcgectte tatcgectte ttgacgagtt cttctgageg
3961 ggactctggg gttcgaaatg accgaccaag cgacgeccaa cetgecatca cgagattteg
4021 attccaccge cgecttctat gaaaggttgg gettcggaat cgttttcegg gacgeegget
4081 ggatgatcct ccagegeggg gatctcatge tggagttett cgececcaccee aacttgttta
4141 ttgcagctta taatggttac aaataaagca atagcatcac aaatttcaca aataaagcat
4201 ttttttcact geattctagt tgtggtttgt ccaaactcat caatgtatct tatcatgtct

4261 ggatccegte gacctcgaga gettggegta atcatggtca tagetgttte ctgtgtgaaa
4321 ttgttatccg ctcacaattc cacacaacat acgagccgga agcataaagt gtaaagectg
4381 gggtgcctaa tgagtgaget aactcacatt aattgegttg cgetcactge cegetttcca
4441 gtcgggaaac ctgtcgtgee agetgeatta atgaatcgge caacgegegg ggagaggegg
4501 tttgcgtatt gggcgcetctt ccgettecte getcactgac tegetgeget cggtegtteg
4561 gctgeggega geggtatcag ctcactcaaa ggeggtaata cggttatcca cagaatcagg
4621 ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa
4681 ggcegegttg ctggegtttt tccatagget cegeeceect gacgageate acaaaaateg
4741 acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac aggactataa agataccagg cgtttccece
4801 tggaagctcc ctegtgeget cteetgttce gaccetgeeg cttaccggat acctgteege
4861 ctttctcect tcgggaageg tggegcettte tcaatgetca cgetgtaggt atctcagtte
4921 ggtgtaggtc gttcgeteca agetgggcetg tgtgeacgaa ceeccegtte ageecegaceg
4981 ctgcgcectta tccggtaact atcgtcttga gtccaacceg gtaagacacg acttatcgec
5041 actggcagca gecactggta acaggattag cagagegagg tatgtaggeg gtgctacaga
5101 gttcttgaag tggtggccta actacggeta cactagaagg acagtatttg gtatctgege
5161 tctgetgaag ccagttacct tcggaaaaag agttggtage tettgatceg geaaacaaac
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5221 caccgcetggt ageggtggtt tttttgtttg caagcagceag attacgegea gaaaaaaagg
5281 atctcaagaa gatcctttga tcttttctac ggggtetgac getcagtgga acgaaaactc
5341 acgttaaggg attttggtca tgagattatc aaaaaggatc ttcacctaga tccttttaaa
5401 ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag tatatatgag taaacttggt ctgacagtta
5461 ccaatgctta atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt ctatttcgtt catccatagt
5521 tgectgacte ccegtegtgt agataactac gatacgggag ggcettaccat ctggeccecag
5581 tgctgeaatg ataccgegag acccacgcetc accggetcea gatttatcag caataaacca
5641 gccagecgga agggecgage geagaagtgg teetgeaact ttatccgect ccatccagte
5701 tattaattgt tgccgggaag ctagagtaag tagttcgeca gttaatagtt tgegceaacgt
5761 tgttgeeatt getacaggea tegtggtgte acgetegteg tttggtatgg cttcattcag
5821 cteceggttee caacgatcaa ggegagttac atgatcccee atgttgtgea aaaaageggt
5881 tagctcctte ggtecteega tegttgtcag aagtaagttg gecgeagtgt tatcactcat
5941 ggttatggcea geactgeata attctcttac tgtcatgeca tcegtaagat gettttetgt
6001 gactggtgag tactcaacca agtcattctg agaatagtgt atgcggegac cgagttgete

6061 ttgcceggeg tcaatacggg ataataccge gecacatage agaactttaa aagtgetcat
6121 cattggaaaa cgttcttcgg ggcgaaaact ctcaaggate ttaccgetgt tgagatccag
6181 ttcgatgtaa cccactegtg cacccaactg atcttcagea tettttactt tcaccagegt

6241 ttctgggtga geaaaaacag gaaggceaaaa tgecgeaaaa aagggaataa gggegacacg

6301 gaaatgttga atactcatac tcttcctttt tcaatattat tgaagcattt atcagggtta
6361 ttgtctcatg agcggataca tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc
6421 gcgceacattt ccccgaaaag tgecacctga cgte

SEQ IDNR.16 (rekombinant plasmid pDBTrp-MET25-SP-C-Gal4/VP16-100)

1 gacgaaaggg cctcgtgata cgectatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggtit
61 cttaggacgg atcgettgee tgtaacttac acgegecteg tatcttttaa tgatggaata
121 atttgggaat ttactctgtg tttatttatt tttatgtttt gtatttggat tttagaaagt
181 aaataaagaa ggtagaagag ttacggaatg aagaaaaaaa aataaacaaa ggtttaaaaa
241 atttcaacaa aaagcgtact ttacatatat atttattaga caagaaaagc agattaaata
301 gatatacatt cgattaacga taagtaaaat gtaaaatcac aggattttcg tgtgtggtct
361 tctacacaga caagatgaaa caattcggca ttaatacctg agagcaggaa gagcaagata
421 aaaggtagta tttgttggeg atcccectag agtettttac atcttcggaa aacaaaaact
481 attttttctt taatttcttt ttttactttc tatttttaat ttatatattt atattaaaaa
541 atttaaatta taattatttt tatagcacgt gatgaaaagg acccaggtgg cacttttcgg
601 ggaaatgtgc gcggaacccce tatttgttta tttttctaaa tacattcaaa tatgtatceg
661 ctcatgagac aataaccctg ataaatgctt caataatctg cagetetgge cegtgtetea
721 aaatctctga tgttacattg cacaagataa aaatatatca tcatgaacaa taaaactgtc

781 tgcttacata aacagtaata caaggggtgt tatgagccat attcaacggg aaacgtettg
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841 ctggaggcceg cgattaaatt ccaacatgga tgctgattta tatgggtata aatgggctcg

901 cgataatgtc gggceaatcag gtgegacaat ctttcgattg tatgggaage cegatgegee

961 agagttgttt ctgaaacatg gcaaaggtag cgttgccaat gatgttacag atgagatggt

1021 cagactaaac tggctgacgg aatttatgcc tcttccgacce atcaagceatt ttatccgtac
1081 tcctgatgat geatggttac tcaccactge gatccgeggg aaaacagceat tccaggtatt
1141 agaagaatat cctgattcag gtgaaaatat tgttgatgeg ctggceagtgt tectgegeeg
1201 gttgcattcg attcctgttt gtaattgtee ttttaacage gatcgegtat ttegtetcge

1261 tcaggcgceaa tcacgaatga ataacggttt ggttgatgeg agtgattttg atgacgageg
1321 taatggctgg cctgttgaac aagtctggaa agaaatgeat acgcttttge cattctcace
1381 ggattcagtc gtcactcatg gtgatttctc acttgataac cttatttttg acgaggggaa

1441 attaataggt tgtattgatg ttggacgagt cggaatcgea gaccgatace aggatcttge
1501 catcctatgg aactgecteg gtgagttttc tccttcatta cagaaacggc tttttcaaaa

1561 atatggtatt gataatcctg atatgaataa attgcagttt catttgatge tcgatgagtt

1621 tttctaatca gaattggtta attggttgta acactggceag agcattacge tgacttgacg

1681 ggacggcgcea tgaccaaaat cccttaacgt gagttttcgt tccactgage gtcagaccee
1741 gtagaaaaga tcaaaggatc ttcttgagat cctttttttc tgecgegtaat ctgetgettg

1801 caaacaaaaa aaccaccgct accageggtg gtttgtttge cggatcaaga getaccaact
1861 ctttttccga aggtaactgg cttcagcaga gegeagatac caaatactgt ccttctagtg
1921 tagccgtagt taggccacca cttcaagaac tetgtageac cgectacata cetegetetg
1981 ctaatcctgt taccagtggce tgctgecagt ggegataagt cgtgtettac cgggttggac
2041 tcaagacgat agttaccgga taaggcegceag cggtegggct gaacgggggg ttegtgeaca
2101 cagcccaget tggagegaac gacctacace gaactgagat acctacageg tgagcattga
2161 gaaagcgcca cgcettccega agggagaaag geggacaggt atccggtaag cggeagggte
2221 ggaacaggag agcgcacgag ggagcttcca ggggggaacg cetggtatet ttatagtect
2281 gtcgggtttc gecacctetg acttgagegt cgatttttgt gatgetegte aggggggceeg
2341 agcctatgga aaaacgccag caacgeggcec tttttacggt tcetggectt ttgetggect
2401 tttgctcaca tgttctttce tgegttatce cetgattetg tggataaccg tattaccgee

2461 tttgagtgag ctgataccge tcgecgeage cgaacgaccg agegeagega gtcagtgage
2521 gaggaagcgg aagagcgecc aatacgcaaa cecgectetee cegegegttg geegattcat
2581 taatgcagct ggcacgacag gtttcccgac tggaaagegg geagtgageg caacgcaatt
2641 aatgtgagtt acctcactca ttaggcaccc caggctttac actttatget tccggetect
2701 atgttgtgtg gaattgtgag cggataacaa tttcacacag gaaacagcta tgaccatgat
2761 tacgccaage tcggaattaa ccctcactaa agggaacaaa agetggtace gatccegage
2821 tttgcaaatt aaagccttcg agegtcccaa aaccttetca agcaaggttt tcagtataat
2881 gttacatgcg tacacgegtc tgtacagaaa aaaaagaaaa atttgaaata taaataacgt
2941 tcttaatact aacataacta taaaaaaata aatagggacc tagacttcag gttgtctaac
3001 tecttecttt tcggttagag cggatgtggg gggagggegt gaatgtaage gtgacataac
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3061 taattacatg atatcgacaa aggaaaaggg gcctgtttac tcacaggctt ttttcaagta
3121 ggtaattaag tcgtttetgt ctttttcctt cttcaaccca ccaaaggeca tettggtact
3181 tttttttttt tetttttttt ttettttttt tetttttttt teetteettt tetetteett

3241 tttttttttt tetttttttt tetttttttt tttcatagaa ataatacaga agtagatgtt

3301 gaattagatt aaactgaaga tatataattt attggaaaat acatagagct ttttgttgat
3361 gcgcttaage gatcaattca acaacaccac cageagetct gattttttct tcagecaact
3421 tggagacgaa tctagctttg acgataactg gaacatttgg aattctaccc ttacccaaga
3481 tcttaccgta accggetgee aaagtgtcaa taactggage agtttcctta gaagcagatt
3541 tcaagtattg gtctctettg tettctggga tcaatgtcea caatttgtee aagttcaaga
3601 ctggcettcca gaaatgaget tgttgettgt ggaagtatct cataccaacc ttaccgaaat
3661 aacctggatg gtatttatcc atgttaattc tgtggtgatg ttgaccaccg gecataccte
3721 taccaccggg gtgctttctg tgettaccga tacgaccttt accggetgag acgtgacctc
3781 tgtgctttct agtcttagtg aatctggaag geattcttga ttagttggat gattgttctg

3841 ggatttaatg caaaaatcac ttaagaagga aaatcaacgg agaaagcaaa cgccatctta
3901 aatatacggg atacagatga aagggtttga acctatctgg aaaatagcat taaacaagcg
3961 aaaaactgcg aggaaaattg tttgegtcte tgegggcetat tcacgegeca gaggaaaata
4021 ggaaaaataa cagggcatta gaaaaataat tttgattttg gtaatgtgtg ggtectggtg
4081 tacagatgtt acattggtta cagtactctt gtttttgetg tgtttttcga tgaatctcca

4141 aaatggttgt tagcacatgg aagagtcacc gatgctaagt tatctctatg taagctacgt
4201 ggcgtgactt ttgatgaage cgcacaagag atacaggatt ggcaactgca aatagaatct
4261 ggggatccee cetecgacgga tgecaagggtt cgaatcectt agetetcatt attttttget
4321 ttttctettg aggtcacatg atcgcaaaat ggcaaatgge acgtgaaget gtcgatattg
4381 gggaactgtg gtggttggca aatgactaat taagttagtc aaggcegccat cctcatgaaa
4441 actgtgtaac ataataaccg aagtgtcgaa aaggtggcac cttgtccaat tgaacacgcet
4501 cgatgaaaaa aataagatat atataaggtt aagtaaagcg tctgttagaa aggaagtttt
4561 tcctttttct tgetetettg tettttcate tactatttee ttecgtgtaat acagggtegt

4621 cagatacata gatacaattc tattacccce atccatactc tagaatgcett ttgcgagett
4681 tccttttcct cttggetggt tttgcageca aaatatctge agegetaget gatgeagaat
4741 tccgacatga ctcaggatat gaagttcatc atcaaaaatt ggtgttcttt gcagaagatg
4801 tgggttcaaa caaaggtgca atcattggac tcatggtggg cggtgttgtc atagcgacag
4861 tgatcgtcat caccttggtg atgctgaaga agaaaggtag atctggcaag ctactgtctt
4921 ctatcgaaca agcatgcgat atttgccgac ttaaaaagct caagtgetcc aaagaaaaac
4981 cgaagtgcge caagtgtctg aagaacaact gggagtgtcg ctactctcee aaaaccaaaa
5041 ggtctceget gactagggea catctgacag aagtggaatc aaggctagaa agactggaac
5101 agctatttct actgattttt cctcgagaag accttgacat gattttgaaa atggattctt

5161 tacaggatat aaaagcattg ttaacaggat tatttgtaca agataatgtg aataaagatg
5221 ccgtcacaga tagattgget tcagtggaga ctgatatgece tctaacattg agacagceata
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5281 gaataagtgc gacatcatca tcggaagaga gtagtaacaa aggtcaaaga cagttgactg
5341 tatcgcegga attceegggg atctgggecce ceceegaccga tgtecagectg ggggacgage
5401 tccacttaga cggcgaggac gtggcegatgg cgeatgecga cgegetagac gatttcgate
5461 tggacatgtt gggggacggg gattccecegg gtecgggatt taccceccac gacteecgece
5521 cctacggcege tetggatatg gecgacttcg agtttgagea gatgtttace gatgececttg
5581 gaattgacga gtacggtggg ggtactagtg gecagtacac atccattcat catggtgtgg
5641 tggaggttga cgeegetgte accccagagg agegecacct gtccaagatg cageagaacg
5701 gctacgaaaa tccaacctac aagttctttg agcagatgea gaacggegece tagggatcce
5761 ccgggetgea ggaattcgat atcaagetta tcgataccgt cgacceeggg tgctageaag
5821 gcecttgtgge cagecatgge aactagtgeg geegetaagt aagtaagacg tegageteta
5881 agtaagtaac ggcegecace geggtggage tttggactte ttcgecagag gtttggtcaa
5941 gtctecaate aaggttgtcg gettgtetac cttgecagaa atttacgaaa agatggaaaa
6001 gggtcaaatc gttggtagat acgttgttga cacttctaaa taagcegaatt tcttatgatt

6061 tatgattttt attattaaat aagttataaa aaaaataagt gtatacaaat tttaaagtga

6121 ctcttaggtt ttaaaacgaa aattcttgtt cttgagtaac tctttcctgt aggtcaggtt

6181 gctttctcag gtatagcatg aggtcgcetct tattgaccac acctctaccg geatgecgag
6241 caaatgcctg caaatcgcete cccatttcac ccaattgtag atatgetaac tccagcaatg
6301 agttgatgaa tctcggtgtg tattttatgt cctcagagga caatacctgt tgtaatcgtt

6361 cttccacacg gatcccaatt cgecctatag tgagtcgtat tacaattcac tggecgtegt
6421 tttacaacgt cgtgactggg aaaaccctgg cgttacccaa cttaatcgece ttgcageaca
6481 tceececttte gecagetgge gtaatagega agaggeccge accgategee cttcccaaca
6541 gttgcgeage ctgaatggeg aatggacgceg cectgtageg gegeattaag cgeggegggt
6601 gtggtggtta cgecgeagegt gaccgetaca cttgecageg cectagegee cgetecttte
6661 gctttcttee cttectttct cgecacgtte geeggettte cccgtcaage tetaaategg
6721 gggctecctt tagggtteeg atttagtget ttacggeace tcgaccccaa aaaacttgat
6781 tagggtgatg gttcacgtag tgggccatcg ccetgataga cggtttttcg cectttgacg
6841 ttggagtcca cgttctttaa tagtggactc ttgttccaaa ctggaacaac actcaaccct
6901 atctcggtct attcttttga tttataaggg attttgecga tttcggecta ttggttaaaa

6961 aatgagctga tttaacaaaa atttaacgcg aattttaaca aaatattaac gtttacaatt

7021 tcctgatgeg gtattttcte cttacgeate tgtgeggtat ttcacaccge aggcaagtge
7081 acaaacaata cttaaataaa tactactcag taataaccta tttcttagca tttttgacga

7141 aatttgctat tttgttagag tcttttacac catttgtctc cacacctccg cttacatcaa

7201 caccaataac gccatttaat ctaagegceat caccaacatt ttctggegte agtccaccag
7261 ctaacataaa atgtaagctt tcggggctct cttgecttce aacccagtca gaaatcgagt
7321 tccaatccaa aagttcacct gtcccacctg cttctgaatc aaacaaggga ataaacgaat
7381 gaggtttctg tgaagctgea ctgagtagta tgttgeagtc ttttggaaat acgagtcttt
7441 taataactgg caaaccgagg aactcttggt attcttgcca cgactcatct ccatgeagtt
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7501 ggacgatatc aatgccgtaa tcattgacca gagccaaaac atcctectta ggttgattac
7561 gaaacacgcce aaccaagtat ttcggagtgce ctgaactatt tttatatgcet tttacaagac
7621 ttgaaatttt ccttgcaata accgggtcaa ttgttctctt tctattggge acacatataa

7681 tacccagcaa gtcagcatcg gaatctagag cacattctge ggectetgtg ctetgeaage
7741 cgcaaacttt caccaatgga ccagaactac ctgtgaaatt aataacagac atactccaag
7801 ctgectttgt gtgcttaatc acgtatactc acgtgetcaa tagtcaccaa tgeectecct
7861 cttggecectce tecttttett ttttcgaccg aattaattct taatcggcaa aaaaagaaaa
7921 gctceggate aagattgtac gtaaggtgac aagctatttt tcaataaaga atatcttcca
7981 ctactgccat ctggegteat aactgcaaag tacacatata ttacgatgcet gtctattaaa
8041 tgcttcctat attatatata tagtaatgtc gtttatggtg cactctcagt acaatctgcet

8101 ctgatgccge atagttaage cagececcgac accegecaac accegetgac gegeecetgac
8161 gggcttgtct geteceeggea tecgettaca gacaagetgt gacegtetee gggagetgea
8221 tgtgtcagag gttttcaccg tcatcaccga aacgegega

SEQ IDNR.17 (SP2-C-GAL4/VP16-100)

atgcttttgcgagctttecttttcetettggetggttttgcagecaaaatatctgecagegetagetgatgcagaattcegacatgact
caggatatgaagttcatcatcaaaaattggtgttctttgcagaagatgtgggttcaaacaaaggtgcaatcattggactcatggtg
ggcggtgttgtcatagecgacagtgatcgtcatcaccttggtgatgetgaagaagaaaggtagatctggeaagcetactgtettcta
tcgaacaagcatgcgatatttgccgacttaaaaagetcaagtgetccaaagaaaaaccgaagtgegecaagtgtetgaagaac
aactgggagtgtcgctactctcccaaaaccaaaaggtetcegetgactagggcacatctgacagaagtggaatcaaggcetag
aaagactggaacagctatttctactgatttttcctcgagaagaccttgacatgattttgaaaatggattctttacaggatataaaage
attgttaacaggattatttgtacaagataatgtgaataaagatgccgtcacagatagattggcttcagtggagactgatatgectet
aacattgagacagcatagaataagtgcgacatcatcatcggaagagagtagtaacaaaggtcaaagacagttgactgtatcge
cggaattcceggggatctgggeccccccgaccgatgtcageetgggggacgagcetecacttagacggegaggacgtggeg
atggcgcatgccgacgegetagacgatttcgatctggacatgttgggggacggggattccecggggeegggatttaccecee
acgactccgecccctacggegetctggatatggecgacttecgagtttgageagatgtttaccgatgececttggaattgacgagt

acggtgggggtactagtggccagtacacatccattcatcatggtgtggtggaggttgacgeegetgtcaccccagaggageg
ccacctgtccaagatgcagcagaacggctacgaaaatccaacctacaagttctttgagcagatgcagaacggegectag

SEQ IDNR.18 (SP2-C-GAL4/VP16-100)
mllraflfllagfaakisaaladaefrhdsgyevhhqgklvffaedvgsnkgaiiglmvggvviatvivitlvmlkkkgrsgkl
Issieqacdicrlkklkcskekpkcakclknnwecryspktkrspltrahltevesrlerleqlfllifpredldmilkmdslqd
ikalltglfvqdnvnkdavtdrlasvetdmpltlrghrisatssseessnkgqrqltvspefpgiwapptdvslgdelhldge
dvamahadalddfdldmlgdgdspgpgftphdsapygaldmadfefeqmftdalgideygggtsgqytsihhgvvev
daavtpeerhlskmqqngyenptykffeqmqnga*
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SEQ IDNR.19 (SP2-C100-GAL4/VP16)
atgcttttgecgagctttecttttectettggetggttttgcagecaaaatatctgeagegetagetgatgeagaattcecgacatgact
caggatatgaagttcatcatcaaaaattggtgttctitgcagaagatgtgggttcaaacaaaggtgceaatcattggactcatggte
ggeggtgttgtcatagecgacagtgatcgtcatcaccttggtgatgetgaagaagaaacagtacacatccattcatcatggtgtgg
tggaggttgacgecgetgtcaccccagaggagegecacctgtccaagatgecageagaacggetacgaaaatccaacctaca
agttctttgagcagatgcagaacgegceggggtaccceggcegatgaagetactgtcttctatcgaacaagceatgegatatttgee
gacttaaaaagctcaagtgcetccaaagaaaaaccgaagtgegecaagtgtctgaagaacaactgggagtgtegetactctece
aaaaccaaaaggtctccgetgactagggeacatctgacagaagtggaatcaaggetagaaagactggaacagctatttctact
gatttttcctcgagaagaccttgacatgattttgaaaatggattctttacaggatataaaagcattgttaacaggattatttgtacaag
ataatgtgaataaagatgccgtcacagatagattggcttcagtggagactgatatgectctaacattgagacageatagaataag
tgcgacatcatcatcggaagagagtagtaacaaaggtcaaagacagttgactgtatcgecggaattceceggggatetgggee
cceecgaccgatgtcagectgggggacgagetecacttagacggegaggacgtggegatggegeatgeecgacgegetag
acgatttcgatctggacatgttgggggacggggattceceegggteecgggatttaccececcacgacteegeeccctacggeget

ctggatatggccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgatgecctiggaattgacgagtacggtggotag

SEQ IDNR.20 (SP2-C100-GAL4/VP16)
mllraflfllagfaakisaaladaefrhdsgyevhhqklvffaedvgsnkgaiiglmvggvviatvivitlvmlkkkqytsih
hgvvevdaavtpeerhlskmqqngyenptykffeqmqnargtpamkllssieqacdicrlkklkcskekpkcakclkn
nwecryspktkrspltrahltevesrlerleqlfllifpredldmilkmdslqdikalltglfvgdnvnkdavtdrlasvetdm
pltlrghrisatssseessnkgqrgltvspefpgiwapptdvslgdelhldgedvamahadalddfdldmigdgdspgpgf
tphdsapygaldmadfefeqmftdalgideygg

SEQ IDNR.21 (SP3-C100-GAL4/VP16)
atgagggcctggatcttctttctectitgectggecgggagggctetggeageccegetagetgatgeagaattcegacatgac
tcaggatatgaagttcatcatcaaaaattggtgtictttgcagaagatgtgggttcaaacaaaggtgeaatcattggactcatggt
gggeggtgttgtcatagcgacagtgategtcatcaccttggtgatgetgaagaagaaacagtacacatccattcatcatggtgtg
gtggaggttgacgecgetgtcaccccagaggagegecacctgtccaagatgecageagaacggetacgaaaatccaacctac
aagttctttgagcagatgcagaacgecgeggggtaccccggegatgaagetactgtettctatcgaacaageatgegatatttge
cgacttaaaaagctcaagtgctccaaagaaaaaccgaagtgegecaagtgtetgaagaacaactgggagtgtegetactetee
caaaaccaaaaggtctccgetgactagggcacatctgacagaagtggaatcaaggcetagaaagactggaacagctatttctac
tgatttttcctcgagaagaccttgacatgattttgaaaatggattctttacaggatataaaagcattgttaacaggattatttgtacaa
gataatgtgaataaagatgccgtcacagatagattggettcagtggagactgatatgectctaacattgagacagceatagaataa
gtgcgacatcatcatcggaagagagtagtaacaaaggtcaaagacagttgactgtatcgecggaattceccggggatcetgggc
cceeeccgaccgatgtcagectgggggacgagetecacttagacggegaggacgtggegatggegeatgecgacgegeta
gacgatttcgatctggacatgttgggggacggggattcccegggtecgggatttacccececacgactecegeccectacggeg
ctctggatatggccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgatgeccettggaattgacgagtacggtggg
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SEQ IDNR.22 (SP3-C100-GAL4/VP16)
mrawiffllclagralaapladaefrhdsgyevhhgklvffaedvgsnkgaiiglmvggvviatvivitlvmlkkkqytsih
hgvvevdaavtpeerhlskmqqngyenptykffeqmqnargtpamkllssieqacdicrlkklkcskekpkcakclkn
nwecryspktkrspltrahltevesrlerleqlfllifpredldmilkmdslqdikalltglfvgdnvnkdavtdrlasvetdm
pltlrghrisatssseessnkgqrgltvspefpgiwapptdvslgdelhldgedvamahadalddfdldmlgdgdspgpgf
tphdsapygaldmadfefeqmftdalgideygg

SEQ IDNR.23 (Primer EH47)
GCTCTAGAATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGC AGCC
AAAATATCTGCAGCGCTAGCTGATGCAGAATTCCGACATGAC

SEQ IDNR.24 (Primer EH49)
CGGGATCCCTAGGCGCCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAAC

SEQ IDNR.25 (Primer EH53)
ACTATATCTAGAATGCTTTTGC

SEQ IDNR.26 (Primer EH54)
TTCGATAGAAGACAGTAGCTTGCCAGATCTACCTTTCTTCTTCAGCATC
ACCAA

SEQ IDNR.27 Primer EHS5)
TTGGTGATGCTGAAGAAGAAAGGTAGATCTGGCAAGCTACTGTCTTCT
ATCGAA

SEQ IDNR.28 (Primer EH56)
ATGATGAATGGATGTGTACTGGCCACTAGTACCCCCACCGTACTCGTC
AATT

SEQ IDNR.29 (Primer EH57)
AATTGACGAGTACGGTGGGGGTACTAGTGGCCAGTACACATCCATTC
ATCAT

SEQ IDNR.30 (Primer EH59)
CGATAAGCTTGATATCGAATTC

SEQ IDNR.31 (Primer C55-3")
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CCATCGATTTTCTAACCCCCACCGTA

SEQ IDNR.32 (Plasmid SP3-C-GAL4/VP16-100)
gacggatcgggagatctcccgatcccectatggtcgactctcagtacaatctgetetgatgecgeatagttaagecagtatetget
ccctgettgtgtgttggaggtecgetgagtagtgcgegageaaaatttaagetacaacaaggeaaggcettgaccgacaattgeat
gaagaatctgcttagggttaggcegttttgegetgettcgegatgtacgggecagatatacgegttgacattgattattgactagtta
ttaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggececgeetgg
ctgaccgcccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgecaatagggactttccattgacg
tcaatgggtggactatttacggtaaactgcccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgeccaagtacgecccctattgacgtca
atgacggtaaatggcccgectggceattatgeccagtacatgaccttatgggactttcctacttggeagtacatctacgtattagte
atcgctattaccatggtgatgeggttttggcagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacggggatttccaagtctcca
ccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgeccecattgacg
caaatgggcggtaggegtgtacggtgggaggtctatataagcagagcetcetetggetaactagagaacccactgettaactgge
ttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagcttctgectgeecgectgectgectgecactgagggttcccageac
catgagggcctggatcttctttctectttgectggecgggagggetetggeageccegetagetgatgeagaattcegacatga
ctcaggatatgaagttcatcatcaaaaattggtgttctttgcagaagatgtgggttcaaacaaaggtgceaatcattggactcatgg
tgggeggtgttgtcatagegacagtgatcgtcatcaccttggtgatgetgaagaagaaaggtagatctggeaagetactgtette
tatcgaacaagcatgcgatatttgccgacttaaaaagcetcaagtgetccaaagaaaaaccgaagtgegecaagtgtetgaaga
acaactgggagtgtcgctactctcccaaaaccaaaaggtctcegetgactagggeacatetgacagaagtggaatcaagget
agaaagactggaacagctatttctactgatttttcctcgagaagaccttgacatgattttgaaaatggattctttacaggatataaaa
gcattgttaacaggattatttgtacaagataatgtgaataaagatgccgtcacagatagattggettcagtggagactgatatgee
tctaacattgagacagcatagaataagtgcgacatcatcatcggaagagagtagtaacaaaggtcaaagacagttgactgtate
gecggaattcceggggatctgggeccccccgaccgatgtcagectgggggacgagetccacttagacggegaggacgteg
cgatggcgcatgececgacgegetagacgatttcgatetggacatgttgggggacggggattcecceggggecgggatttaccec
ccacgactccgecccctacggegetetggatatggecgacttcgagtitgageagatgtttaccgatgeccttggaattgacga
gtacggtgggggtactagtggccagtacacatccattcatcatggtgtggtggaggttgacgeecgetgtcaccccagaggag
cgccacctgtccaagatgcagcagaacggetacgaaaatccaacctacaagtictttgagcagatgcagaacggegectagg
gatcccecegggetgeaggaattcgatatcaagettatcgataccgtcgaggecgetcgageatgeatctagagggecctattet
atagtgtcacctaaatgctagagetegetgatcagectegactgtgecttetagttgecagecatetgttgtttgececteeeeegt
gectteettgacectggaaggtgcecactcecactgtectttcctaataaaatgaggaaattgeatcgeattgtetgagtaggtgte

attctattctggggggtggggteggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggeatgetggggatgcg

gtgggctctatggaaccagetggggcetcgaggggggatceecacgegecctgtageggegeattaagegeggegggtete
gtggttacgegeagegtgaccgetacacttgecagegeectagegeeegetectttegetttetteecttectttetegecacgtt

cgeeggctttcececegtcaagetctaaatcggggcatcecectttagggttcegatttagtgetttacggeacctegaccccaaaaaa
cttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtccacgttctttaata
gtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatcteggtctattettttgatttataagggattttggggatttcggectat
tggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcegaattttaacaaaatattaacgtttacaatttaaatatttgettatacaatct
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tectgtttttggggcttttectgattatcaaccggggtgggtaccgagetcgaattetgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaa
gtceccaggetecccaggeaggeagaagtatgcaaageatgceatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtceccag

getccccageaggeagaagtatgcaaageatgeatctcaattagtcageaaccatagtccegeccctaactcegeccateeeg
cccctaactcegeccagttcegeccattctccgecccatggetgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecgectegge
ctctgagctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcettttgecaaaaagetcecgggagettggatatecattt
tcggatctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgcatgattgaacaagatggattgecacgeaggtictceggecgettgg

gtggagaggctattcggcetatgactgggeacaacagacaatcggetgetetgatgeecgeegtgttceggetgtcagegeagg

ggegececggttetttttgtcaagaccgacctgtecggtgecctgaatgaactgeaggacgaggeagegeggetategtggetg
gecacgacgggcegttecttgegeagetgtgetcgacgttgtcactgaagegggaagggactggetgetattgggegaagtge
cggggcaggatctectgtcatctcaccttgetectgecgagaaagtatccatcatggetgatgeaatgeggeggetgeatacge
ttgatccggcetacctgeccattcgaccaccaagegaaacatcgeatcgagegageacgtactcggatggaageeggtettgte
gatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggcetcgegecagecgaactgttcgecaggetcaaggegegeatgeecga
cggegaggatctegtegtgacccatggegatgectgettgecgaatatcatggtggaaaatggecgcettttctggattcatcga

ctgtggeecggetgggtgtggeggaccgcetatcaggacatagegtiggetaceegtgatattgetgaagagettggeggegaat
gggctgaccgettectegtgetttacggtatcgecgeteccgattcgeagegeategecttetatcgecttettgacgagttettet
gagcgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagegacgeccaacctgecatcacgagatttcgattccaccgeegectte
tatgaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgeeggetggatgatcctccagegeggggatcetcatgetggagttette

gcccacccecaacttgtttattgcagcettataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcact
gcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcccgtegacctecgagagcettggegtaatcatggt
catagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaagceataaagtgtaaagectgggg
tgcctaatgagtgagcetaactcacattaattgegttgegetcactgeeegetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeatt
aatgaatcggccaacgegeggggagaggeggtttgcgtattgggegetettcegettectegeteactgactegetgegeteg
gtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgeaggaa
agaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetcegee

ccectgacgagcatcacaaaaatcgacgcetcaagtcagaggtggcegaaaccegacaggactataaagataccaggegttte

ccectggaagceteectegtgegetetectgticecgacectgeegettaccggatacetgteegectttectececttcgggaagegt

ggegctttctcaatgetcacgetgtaggtatetcagttcggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgeacgaaccecce
gttcagcccgaccgetgegecttatccggtaactatcgtettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeagea
gecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgetacagagttettgaagtggtggectaactacggetacac
tagaaggacagtatttggtatctgecgetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetettgatccggeaaacaa
accaccgcetggtageggtggtttttitgtitgcaagcageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatett
ttctacggggtctgacgcetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctag

atccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagtga

ggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactceeegtegtgtagataactacgatacgggagggcett
accatctggccccagtgetgeaatgataccgegagaccecacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagec

ggaagggccgagegeagaagtggtectgeaactttatcecgecteccatccagtctattaattgttgecgggaagetagagtaagt
agttcgccagttaatagtttgegcaacgttgttgecattgetacaggeategtggtgtcacgetegtegtitggtatggettcattca
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geteeggttecccaacgatcaaggegagttacatgateceecatgttgtgecaaaaaageggttagetectteggtectecgategt
tgtcagaagtaagttggccgeagtgttatcactcatggttatggeageactgeataattetettactgtcatgecatecgtaagatg
cttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgecggegaccgagttgetcttgeceggegtcaatac
gggataataccgcgecacatagcagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatet
taccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgeacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtg
agcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttecttttte
aatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttce
gcgceacatttccccgaaaagtgecacctgacgte
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Patentktraywv

1.

Prosess for deteksjonen av aktiviteten til y-sekretase, hvori

A. et transgen som koder for et fusjonsprotein blir anvendt, hvori nevnte transgen

omfatter:

a) en forste nukleotidsekvens som koder for et protein som inneholder
aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML (SEQ IDNR. 1),
hvori nevnte protein kan klgyves inne i nevnte aminosyresekvens av y-
sekretase som er tilstede i en celle; hvorved et forste delprotein, som
inneholder aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVYV (SEQ IDNR. 2), og et
andre delprotein som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ
IDNR. 3) blir dannet;

b) ved 5’ enden av den forste nukleotidsekvensen er det en andre
nukleotidsekvens som koder for et signalpeptid;

c) en promoter; og

d) ytterligere kodende nukleotidsekvenser som koder for et protein som blir
utrykt som et fusjonsprotein med nevnte forste delprotein og nevnte andre
delprotein og som blir anvendt for deteksjon av det nevnte andre delprotein,
og hvis passende ytterligere ikke-kodende nukleinsyresekvenser;

B. dette transgen blir inkorporert inn i en human celle in vitro eller en ikke-human

eukaryot celle og fusjonsproteinet blir uttrykt;

C. fusjonsproteinet blir klgyvet inne i aminosyresekvensen SEQ IDNR. 1 av -
sekretasen som er tilstede i cellen hvorved det forste delprotein og det andre
delprotein blir dannet; og

D. det andre delproteinet blir detektert;

k arakterisert v e d atnevnte fusjonsprotein, med unntak

av SEQ IDNR. 1, ikke inneholder en eller flere peptidmotiver som virker som et signal

for endo- eller eksocytose og/eller proteaseklayvningssete.
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2.

Prosess for deteksjonen av aktiviteten til y-sekretase, hvori

A. et transgen som koder for et fusjonsprotein blir anvendt, hvori nevnte transgen

inneholder felgende bestanddeler:

a) en forste nukleotidsekvens som koder for et protein som inneholder
aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML (SEQ IDNR. 1),
hvori nevnte protein kan klgyves inne i nevnte aminosyresekvens av y-
sekretase som er tilstede i en celle; hvorved et forste delprotein, som
inneholder aminosyresekvensen GAIIGLMVGGVYV (SEQ IDNR. 2), og et
andre delprotein som inneholder aminosyresekvensen VIVITLVML (SEQ
IDNR. 3) blir dannet;

b) ved 5’ enden av den forste nukleotidsekvensen er det en andre
nukleotidsekvens som koder for et signalpeptid;

c) en promoter; og

d) ytterligere kodende nukleotidsekvenser som koder for et protein som blir
utrykt som et fusjonsprotein med nevnte forste delprotein og nevnte andre
delprotein og som blir anvendt for deteksjon av det nevnte andre delprotein,
og hvis passende ytterligere ikke-kodende nukleinsyresekvenser;

B. dette transgen blir inkorporert inn i en human celle in vitro eller en ikke-human

eukaryot celle og fusjonsproteinet blir uttrykt;

C. fusjonsproteinet blir kloyvet inne i aminosyresekvensen SEQ IDNR. 1 av y-
sekretasen som er tilstede i cellen hvorved det forste delprotein og det andre
delprotein blir dannet; og

D. mengde av det andre delproteinet blir bestemt og aktiviteten til y-sekretasen blir

bestemt utifra mengde av det andre delprotein som blir dannet;

k arakterisert v e d atnevnte fusjonsprotein, med unntak

av SEQ IDNR. 1, ikke inneholder en eller flere peptidmotiver som virker som et signal

for endo- eller eksocytose og/eller proteasekloyvningssete.

3.
Prosess ifolge ettavkravenelog2, k ar a k terisert ved
at peptidmotivet er et caspasekloyvningssete.

4.
Prosess ifelge ett avkravene 1til3, k a r a k terisert ved
at den forste nukleotidsekvensen koder for et amyolidforleperprotein (APP) eller en del
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derav, hvori nevnte peptidmotiv som virker som et signal for endo- eller eksocytose er
NPTY og nevnte peptidmotiv som virker som et proteasekloyvningssete er VEVD.

5.

Prosess ifolge ett eller flere av kravene 1til4, k a r a k t e ri s e r t
v e d atden forste nukleotidsekvensen koder for et protein som er utledet fra
aminosyresekvensen SEQ IDNR. 4.

6.

Prosess ifolge ett eller flere av kravene 1til5, k a r a k t e ri s e r t
v e d at den andre nukleotidsekvensen koder for signalpeptidet til humant APP
(SEQ IDNR. 5), SUC2 (SEQ IDNR. 12) eller BM40 (SEQ IDNR. 13).

7.
Prosess ifelge ett eller flere avkravene 1til6, k a r a k t e r i s e r t
v e d at signalpeptidet har aminosyresekvensen SEQ IDNR. 5.

8.

Prosess ifelge ett eller flere avkravene 1till7, k a r a k t e r i s e r t
v e d at promoteren er en promoter for ekspresjon i pattedyrceller, i C. elegans, i
gjar eller i Drosophila.

9.

Prosess ifelge ett eller flere avkravene 1til8, k a r a k t e r i s e r t

v ¢ d atpromoteren er CMV, HSV TK, RSV, SV40, LTR, unc119, unc54, hsp16-2,
GoAl, sel-12, ADH1, GAL1, MET3, MET25, MT, AcS5 eller Ds47-promoter.

10.
Prosessifelgekravl, k ar a k teris ert v e d atcelleneren
HeLa, 293, H4, SH-SYSY, H9, Cos, CHO, N2A, SL-2 eller gjarcelle.

11.
Prosess ifolgekravl, k ar a k t e r i s ert v e d atcelleneren
C. eleganscelle.
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12.
Prosessifelgekravl, k a r a k teris ert v e d atcelleneren
bestanddel av en transgen C. elegans.

13.
Prosess ifolgekravl, k a r a k t e r i s ert v e d atcelleneren
Saccharomyces cerevisiacelle.

14.
Prosess ifolge ett eller flere avkravene 1til13, k a r a k t e r i s e r t
v ¢ d at fusjonsproteinet inneholder aminosyresekvensen SEQ IDNR. 6.

15.

Prosess ifolge ett eller flere av kravene 1til14, k a r a k t e r i s e r t
v e d atden ytterligere kodende nukleotidsekvensen er lokalisert i den 3° enden av
den forste nukleotidsekvensen.

16.

Prosess ifelge ett eller flere av kravene 1til15, k a r a k t e r i s e r t
v e d atden ytterligere kodende nukleotidsekvensen koder for et protein som
inneholder et DNA-bindende domene og et transkripsjonsaktiverende domene.

17.

Prosess ifelge ett eller flere avkravene 1till16, k a r a k t e r i s e r t

v ¢ d atden ytterligere kodende nukleotidsekvensen koder for et protein som bestér
av et GAL4-bindende domene og av det transkripsjonsaktiverende domenet til VP16
(GAL4-VP16).

18.

Prosess ifelge ett eller flere av kravene 1til17, k a r a k t e r i s e r t
v e d atcellen er kotransfektert med et reporterplasmid hvor reporterplasmidet
inneholder et reportergen under kontrollen av en regulerbar promoter.

19.
Prosess ifelgekrav18, k a r a k t eris ert v e d atden
regulerbare promoteren er aktiverbar av det transkripsjonsaktiverende domenet.
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20.

Prosess ifelgekrav19, k ara kterisert ved at
reporterplasmidet koder for reportergenet for EGFP (forsterket grant fluoriserende
protein), Ura 3, His 3 eller Lac Z og at den regulerbare promoteren inneholder GAL4-
bindende seter og en minimal promoter til HIV.

21.
Prosess ifolge ett eller flere av kravene 11120, k a r a k t e r i s e r t
v ¢ d attransgenet omfatter en nukleotidsekvens som koder for SEQ IDNR. 14.

22.
Prosess ifolge ett eller flere avkravene 1til21, k a r a k t e ri s e r t
v ¢ d attransgenet er tilstede i en vektor.

23.
Prosess ifolge ett eller flere av kravene 1til22, k a r a k t e ri s e r t
v ¢ d atdenrekombinante vektoren er pcDNA 3.1+.

24,
Prosess ifelge ett eller flere avkravene 1til23, k a r a k t e ri s e rt
v ¢ d atingen endogen y-sekretaseaktivitet er detekterbar i cellen.

25.
Prosess ifelge ett eller flere av kravene 1til24, k a r a k t e r i s e r t
v e d atcellen er kotransfektert ved 8 anvende et cDNA-bibliotek.

26.

Prosess ifolgekrav25, k a r a kt erisert v e d atcDNA
laget fra humant eller ikke-humant vev eller humane eller ikke-humane celler er tilstede
i cDNA-biblioteket.

27.
Anvendelsen av en prosess ifolge ett eller flere av kravene 24 til 26 for identifisering av
et cDNA som koder for en y-sekretase, et subenhetsprotein av y-sekretase eller en y-
sekretaselignende protease hvori

a) en celle er identifisert hvor aktiviteten av en y-sekretase er detekterbar og

b) cDNA som koder for y-sekretasen er isolert fra denne celle.
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SEQUENCE LISTING
<110> Avent;s Pharma Deutsehland GmbH
;120> Improved AfR-Peptide screening assay
<130> DEAV2003/0046

<140>
<l41>

<160> 32
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 24

<212> PRT )
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: APP fragment

<400> 1
Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala Thr Val

1 5 10 . 15

Ile Val Ile Thr Leu Vval Met Leu
20

<210> 2

<211> 12

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220> ) .
<223> Description of Artificial Sequence: APP fragment

<400> 2 .

Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val -
1 5 ’ 10

<210> 3

<211> 9



——

i

<400> 5

Met Leu Pro Gly Leu Ala Leu Phe Leu-Leu'Ala Ala Trp Thr Ala Arg
1 5 ’ 10 15

Ala

<210> 6

<211> 55

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequénce: C55 fragment

<400> 6 . -
Leu Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln
1 5 10 15

Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile
20 25 . ) 30

Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala Thr Val Ile Val Ile
35 40 ' 45

Thr Leu Val Met Leu Lys Lys
50 55

<210> 7

<211l 232

<2125 PRT

<213> Axrtificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: GAL4-VP16

<400> 7
Met Lys Leu Leu Ser Ser Ile Glu Gln Ala Cys Asp Ile Cys Arg Leu
1 5 10 ' 15

Lys Lys Leu Lys Cys Ser Lys Glu Lys Pro Lys Cys Ala Lys Cys Leu
20 25 _ 30

334058



o

<400> 8

ggcaaggcett
ttecgegatgt
aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttcc
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
tttggcagta
accccattga
aagcagagct
gactcactat
actcggtgec
ctggacggct
tcaaaaattg
catggtgggc
gaaacagtac
ggagcgccac
tgagcagatg
agcatgcgat
caagtgtctg

' gactagggca

actgattttt
aaaagcattg
tagattggct
gacatcatca
attcccggag

" cggcgaggac

gggggacggg
tctggatatg

gtacggtggg

<210> 9

<21l> 3354
ﬁ212> DNA
<213> Homo

<400> 9

agtttccteg
acggcggcegyg
gcactcggtyg
gcctggacgg
ccccagattyg
tgggattcag
tattgccaag

gaccgacaat
acgggccaga
ggggtcatta
ccegectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctctggctaa
agggagaccc
ccgcgcaggg
cgggcgetgg
gtgttctttg
aggtgttgtca
acatccattc
ctgteccaaga
cagaacgcgc
atttgccgac
aagaacaact
catctgacag
cctcgagaag
ttaacaggat
tcagtggaga
tcggaagaga
atctgggccc

gtggcgatgg

gattcccecgg
gccgacttcg
tag -

sapiens

gecagcggtag
tggcggegeg
ccecegegeayg
ctegggeget
ccatgttctg
atccatcagyg
aagtctaccc

tgcatgaaga
tatacécgtt
gttecatagec
tgaccgcceca
ccaataggga
gcagtacatce
tggccegect
atctacgtat
cgtggatage
agtttgtttt
ctagagaacc
aagctggcfa
tcgegatget
atgcagaatt
cagaagatgt
tagcgacagt
atcatggtgt
tgcagcagaa
ggggtacccce
ttaaaaagct
gggagtgtcg
aagtggaatc
accttgacat
tatttgtaca
ctgatatgcc
gtagtaacaa
cccecgaccga
cgcatgccga
ggccgggatt
agtttgagca

——

gcgagagcac
ggcagagcaa
ggtcgegatg
ggaggtaccc
tggcagactg
gaccaaaacc
tgaactgcag

atctgettag
gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcgce
ggtttgactc
ggcaccgcgt
cactgcttac
gcgtttaaac
gcceggtttg
ccgacatgac
gggttcaaac
gatcgtcatc
ggtggaggtt
cggctacgaa
ggcgatgaag
caagtgctcc
ctactctecce
aaggctagaa
gattttgaaa
agataatgtg
tctaacattg
aggtcaaaga
tgtcagectg
cgcgctagac
tacccecccac
gatgtttacc

gcggaggage
ggacgceggcyg
ctgceceggtt
actgatggta
aacatgcaca
tgcattgata
atcaccaatg

ggttaggcgt
attgactagt
gttcecgegtt
ccecattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
gtacggtggg
tggcttatceyg
ttaagcttca
gcactgttcc
tcaggatatg
aaaggtgcaa
accttggtga
gacgccgcty
aatccaacct
ctactgtctt
aaagaaaaac
aaaaccaaaa
agactggaac
atggattctt
aétaéagatg
agacagcata
cagttgactg
ggggacgagc
gatttcgate
gactccgece
gatgcecttyg

gtgcgegggg

gatcccactc
tggcactgct -

atgectggcecet
tgaatgtcca
ccaaggaagg
tggtagaagce

tttgcgetge
tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggactatt
acgcccccta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctcc
aggtctatat
aaattaatac
cagctagcgce
tgctggecegce
aagttcatca
tcattggact
tgctgaagaa
tcaccccaga
acaagttctt
ctatcgaaca
cgaagtgcge
ggtctececget
agctatttet
tacaggatat
ccgtcacaga
gaataagtgc
tatcgeccgga
tccacttaga
tggacatgtt
cctacggege
gaattgacga

gcceccgggag
gcacagcagce
cctgctggece
gctggctgaa
gaatgggaag
catcctgeag
caaccaacca

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1813

60

120
180
240
300
360
420

334058




ey

ttcaatttgt ataaaatgét gttttcatgt aaataaatac attcttggag gage

<210> 10
<211l> 8331
<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>

<223>

plasmid

<400> 10

acgaaagggc
ttaggacgga
tttgggaatt

aataaagaag’

tttcaacaaa
atatacattc

ctacacagac

aaggtagtat
ttttrttettt
tttaaattat
gaaatgtgceg

tcatgagaca.

aatctctgat
gcttacataa
tggaggccge
gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact
cctgatgatg
gaagaatatc
ttgcattcega
caggcgcaat
aatggctgge
gattcagtcqg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtattg
ttctaatcag
gacggcgcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata

ctcgtgatac
tcgecttgect
tactctgtgt
gtagaagagt
'aagcgtactt
gattaacgat
aagatgaaac
ttgttggcga
aatttctttt
aattattttt
cggaaccect
ataaccctga
gttacattge
acagtaatac
gattaaattc
ggcaatcagg
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact
ctgattcagg.
ttcectgtttyg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgcctegg
ataatcctga
aattggttaa
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat

gcctattttt
gtaacttaca
ttatttattt
tacggaatga
tacatatata
aagtaaaatg
aattcggcat
tcececectaga
tttactttect
atagcacgtg
atttgtttat
taaatgctte
acaagataaa
aaggggtgtt
caacatggat
tgcgacaatce
caaaggtagc
atttatgcct
caccactgcg
tgaaaatatt
taattgtecct
taacggtttg
agtctggaaa
tgatttctca
tggacgagtc
tgagttttct
tatgaataaa
ttggttgtaa
ccttaacgtg
tcttgagatce
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg

aaggcgcagce’

ataggttaat
cgcgectcegt
ttatgttttg
agaaaaaaaa
tttattagac
taaaatcaca
taatacctga
gtcttttaca
atttttaatt
atgaaaagga

ttttctaaat.
aataatctgc

aatatatcat
atgagccata
gctgatttat
tttecgattgt
gttgccaatg
cttécgacca
atccgecggga
gttgatgecge
tttaacagcg
gttgatgcga
gaaatgcata
cttgataacc
ggaatcgcag
ccttcattac
ttgecagtttc

cactggcaga

agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgce
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtegggetg

Description of Artificial Sequence: recombinant

gtcatgataa
atcttttaat
tatttggatt
ataaacaaag
aagaaaagca
ggattttegt
gagcaggaag.
tcttcggaaa
tatatattta
cccaggtgge
acattcaaat
agctctggee
‘catgaacaat
ttcaacggga
atgggtataa
atgggaagce
atgttacaga
tcaagcattt
aaacagcatt
tggcagtgtt
atcgegtatt
gtgattttga
cgcttttgcee
ttatttttga
accgatacca
agaaécggct
atttgatget
gcattacgct
ccactgagcg
gcgcgtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt

taatggtttc
gatggaataa
ttagaaagta
gtttaaaaaa
gattaaatag
gtgtggtctt
agcaagataa

acaaaaacta'

tattaaaaaa
actttteggg
atgtatcege
cgtgtctcaa
aaaactgtcet
aacgtcttge
atgggctegce
cgatgcgcceca
tgagatggtce
tatccgtact
ccaggtatta
cctgegecgg
tegtcteoget
tgacgagegt
attctcaccg
cgaggggaaa
ggatcttgece
ttttcaaaaa
cgatgagttt
gacttgacgg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaacte
cttctagtgt
ctcgetetge
gggttggact
tcgtgeacac

33512

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140 -

1200
1260

1320
1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

334058




catcatggtg
atgcagcaga
cggggtacce
cttaaaaagc

‘tgggagtgte

gaagtggaat
gaccttgaca
ttatttgtac
actgatatgce
agtagtaaca
cccecegaccyg
gcgcatgeceg
gggccgggat
gagtttgagce
actagtccag
ggtgctagca
cgtcgagctc
aggtttggtc
aaagatggaa
tttcftatga
attttaaagt
gtaggtcagg
cggcatgccg
actccagcaa
gttgtaatcg
actggccgtc
ccttgecagca
cecttceecaa
agecgcggcgg
ccegeteett
gctctaaate
aaaaaacttg

cgccctttga-

acactcaacc
tattggttaa
acgtttacaa
gcaggcaagt
catttttgac
cgcttacate
tcagtccace
cagaaatcga
gaataaacga
atacgagtct
ctccatgcag
taggttgatt
cttttacaag
gcacacatat
tgctectgcaa

tggtggaggt
acggctacga
cggcéatgaa
tcaagtgctc
gctactetee
caaggctaga
tgattttgaa
aagataatgt
ctctaacatt
aaggtcaaag
atgtcagcct
acgcgctaga
ttaccccceccea
agatgtttac
tgtggtggaa
aggccttgtg
taagtaagta
aagtctccaa
aagggtcaaa
tttatgattt
gactcttagg
ttgctttcete
agcaaatgcc
tgagttgatg
ttcttccaca
gttttacaac
catcecectt
cagttgegea
gtgtggtggt
tcgectttett
gggggctcce
attagggtga

‘cgttggagtc

ctatcteggt
aaaatgagct
tttecctgatg
gcacaaacaa
gaaatttgct
aacaccaata
agctaacata
gttccaatcc
atgaggtttc
tttaataact
ttggacgata
acgaaacacg-
acttgaaatt
aatacccage
gccgéaaact

tgacgccget
aaatccaacc
gctactgtct
Caaagaaaaa
Caaaaccaaa

aagactggaa’

aatggattct
gaataaagat
gagacagcat
acagttgact
gggggacgag
cgatttcgat
cgactcecgcee
cgatgccctt
ttctgcagat
gccagccatg
acggccgcca
tcaaggttgt
tcgttggtag
ttattattaa
ttttaaaacg
aggtatagca
tgcaaatcgc
aatctcggtg
cggatcccaa
gtegtgactg
tcgecagetg
gcctgaatgg
tacgcgcage
ccctteettt
tttagggttc
tggttéacg;
cacgttettt
ctattctttt
gatttaacaa
cggtattttc
tacttaaata

attttgttag

acgccattta
aaatgtaagc
aaaagttcac
tgtgaagctg
ggcaaaccga
tcaatgccegt
ccaaccaagt
ttcettgecaa
aagtcagcat
ttcaccagtg

gtcaccccag
tacaagttct
tctatcgaac

ccgaagtgcg

aggtctcege
cagctattte
ttacaggata
gccgtcacag
agaataagtg
gtétcgccgg
ctccacttag
ctggacatgt
ccctacggceg
ggaattgacg
atccagcaca
gcaactagtg
ccgeggtgga
cggcttétct
atacgttgtt
ataagttata
aaaattcttg
tgaggtcgct
tccececattte
tgtattttat
ttcgecectat

ggaaaaccct-:

gcgtaatage
cgaatggacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg

agtgggccat:

aatagtggac
gatttataag

aaatttaacg
tccttacgea
aatactactc
agtcttttac
atctaagcgce
tttcggggcet
ctgtcecace
cactgagtag
ggaactcttg
aatcattgac
atttcggagt
taaccgggtc
cggaatctag
gaccagaact

aggagcgcca
ttgagcagat
aagcatgcga
ccaagtgtct
tgactagggc
tactgatttt
taaaagcatt
atagattgge
cgacatcatc
aattcceggg
acggcgagga
tgggggacgg
ctctggatat
agtacggtgg
gtggcggecg
cggccgcetaa
gctttggact
accttgccag
gacacttcta
aaaaaaataa
ttcttgagta
cttattgacc
acccaattgt
gtcctcagag
agtgagtcgt
ggcgttacce
gaagaggccce
cgcectgtag
cacttgccag
tcgeecggett
ctttacggca
cgccctgata
tettgttcea
ggattttgce
cgaattttaa
tectgtgeggt
agtaataacc
accatttgtce
atcaccaaca
ctcttgectt
tgcttctgaa
tatgttgcag
gtattcttge
cagagccaaa
gcctgaacta
aattgttctc
agcacattct
acctgtgaaa

cctgtccaég
gcagaacgeg
tatttgecga
gaagaacaac
acatctgaca
tecctecgagaa
gttaacagga
ttcagtggag
atcggaagag
gatctgggece
cgtggcgatg
ggattcceceg
ggcecgactte
gtagggatcc
ctcgaccceg
gtaagtaaga
tettegecag
aaatttacga
aataagcgaa
gtgtatacaa
actctttect
acacctctac
agatatgcta
gacaatacct
attacaattc
aacttaatcg
gcaccgatcg
cggcgcatta
cgcectageg
tcececgteaa
cetecgaccee
gacggttttt
aaétggaaca
gatttcggec
caaaatatta
atttcacacc
tatttcttag
tccacaccte
ttttetggeg
ccaacccagt
tcaaacaagg
tettttggaa
cacgactcat
acatccteet

tttttatatg

tttctattgg
gcggcecctctg
ttaataacag

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860

334058



Cys Arg
Léu Thr
Leu Ile
Leu Gln

210

Vval Asn
225

Met Pro

Glu Glu

" Phe Pro

Glu

Phe

195

Asp

Lys

Leu.

Ser

Gly

275

Leu His
290

Asp Asp
305

Gly Phe
Asp Phe
Tyr Gly

<210> 12
<211> 22

Leu

Phe

Thr

Glu

Gly
355

<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 12

Ser

Val
180

Pro

Ile

Asp
Thr
Ser
260
Ile
Asp
Asp

Pro

Phe
340

Pro
165
Glu
Arg
Lys
Ala
Leu

245

Asn
Trp
Gly
Leu
His

325

Glu

Lys

Sexr

Glu

Val

230

Arg

Lys

Ala

Glu

Asp

310

Asp

Gln

Thr

Arg

Asp

Leu

215

Thr

Gln

Gly

Pro

Asp

295

Met

Ser

Met

Lys

Leu

Leu

200

Leu

Asp

His

Gln

Pro

280

Val

Leu

Ala

Phe

Arg

Glu

185

Asp

Thr

Arg

Arg

Arg

265

Ala

Gly

Pro
330

Thr
345

Ser

170

Arg

Met

Gly

Leu

Ile

250

Gln

Asp

Met

Asp

Asp

Pro

Leu

Ile

Leu

Ala

235

Ser

Leu

Val

Ala

Gly

315

Gly

Ala

Leu

Glu

Leu

Phe

220

Ser

Ala

Ser

Thr

Gln

Lys

205

Val

Val

val

Leu

" 285

His
300
Asp

Ala

Leu

Ala

Ser

Leu

Gly

Arg

Leu

190

Met

Gln

Glu

Ser

Ser

270

Gly

Asp

Pro

Asp

Ile
350

Ala
175
Phe
Asp
Asp
Thr
Ser
255

Pro

Asp

Ala

Gly

Met

‘335

Asp

His

Leu

Sex

Asp

240

Ser

Glu

Glu

Leu

Pro

320

Ala

Glu

334058




Ser
Cys
Glu
His
Leu
145
Ser
Asn
Asp
Sexr
Glu
225
Glu
Leu
Pro

Ala

Glu
305

Ser

Ser

Cys

Leu

130

Leu

Leu

Val

Met

Glu

210

Phe

i.eu

Asp

Gly

Asp
290

Ile

Lys

Arg

Glu

Glu
100

115 ,

Ile

Gln

Pro
185

Glu

Pro

His

Asp

Phe

275

Phe

Gly

Glu

Phe
Asp
Lys
180
Leu
Ser
Gly
Leu
Phe
260
Thx
Glu

Gly

Gln
85

Lys

Ser

Val

Pro
Ile
165

Asp

Ser
Ile
Asp
245
Asp

Pro

Phe

Ala

Pro

Pro

Glu

Arg
150

Lys

Ala

Leu

Trp
230
Gly
Leu

Kis

Glu

Cys
Lys
Lys
Ser
135
Glu
Ala
Val

Arg

Lys.

215

Ala

Glu

Asp

Asp

Gln
295

Asp

Cys

120

Arg

Asp

Leu

Gln
200
Gly
Pro
Asp

Met

Ser
280

Met

Ile

Ala
105

Lys

Leu.

Leu
Leu
Asp
185
His
Gln
Pro
\'Ial
Leu
265

Ala

Phe

Cys

90

Lys

Arg

Glu

Asp

Thr
170

Arg

Arg

Arg

Arg

Cys

Ser

Arg

Met

155

Gly

Leu

Ile

Gln’

Leu
Leu
Pro
Leu
140
Ile
Leu
Ala

Ser

Leu

T 220

235

Ala
250

Gly

Pro

Thr

Met

Asp

Tyx

Asp

Val
Ala
G_ly
Gly

Ala
300

Lys

Lys

Lys

Asn

. 110

Leu

125

Glu

Leu

Phe

Ser

Ala

205

Ser

His

Asp

Ala

285

Leuw

Gln
Lys
Val

Val
190

Val

Leu

Ala

Ser

270

Leu

Gly

Leu
-85

Asn

Arg

Leu

Met

Gln

175

Glu

Ser

Ser

Gly

ABp

255

Pro

Asp

Ile

Lys

Trp

Ala

Phe

Asp

160 °

Asp

Thr

Ser

Pro

Asp

240

Ala

Gly

Met

Asp

334058



gccacgttceg
tttagtgcectt
gggccatcge
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ttectgtttt

ggaatgtgtg

" caaagcatgc

ggcagaagta
ccgeecatee
atttttttta
tgaggaggct
attttcggat
ttgcacgcag

. cagacaatcg

ctttttgtca
ctatcgtgge
gcgggaaggg
cttgetcctg
gatccggcta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggceg

'atcgaétgtg
gatattgctg

gcegeteeeg
ggactctggg
attccaccgce
ggatgatcct
ttgcagetta
tttttteact
ggatccegte
ttgttateceg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgcggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttctecect
ggtgtaggte
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgectgaag

ceggetttee
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttggggat
attttaacaa
tggggctttt
tcagttaggg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccctaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctgatcaaga
gttctcegge

gctgetctga

agaccgacct
tggccacgac
actggctgct
ccgagaaagt
cctgccecatt
ccggtettgt
tgttcgcecag
atgcctgett
gccggetggg
aagagcttgg
attcgcageyg
gttcgaaatg
cgcecttctat
ccagcgeggg
taatggttac
gcattctagt
gacctcgaga
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtegtgece
gggecgcetctt
geggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggce
ctcgtgcgcet
tcgggaageg
gttcgeteca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct

ccgtcaagct
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggeetat
aatattaacg
ctgattatca
tgtggaaagt
gtcagcaacce
gcatctcaat
tcegececagt
ggccgaggcec
cctaggcettt
gacaggatga
cgcttggétg
tgcegeegtg,
gtccggtgcec
gggcgttcet
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcg
gccgaatatce
tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgectte
accgaccaag
gaaaggttgg_
gatctcatge
aaataaagca
tgtggtttgt
gcttggcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgcttcecete
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecetgttee
tggegettece
agctgggetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag

ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
tttacaattt
accggggtag
ccccaggcete
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tcegeccatt
gcecteggecet
tgcaaaaagc
ggatcgttte
gagaggctat
ttecggetat
ctgaatgaac
tgcgecagetg
gtgcegggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gaﬁctggacg
cgcatgcceg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccgct
tatcgcctte
cgacgcccaa
gcttcggaat
tggagttctt
atagcatcac
ccaaactcat
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgececccet
aggactataa
gaccctgcceg
tcaatgctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagce

gcatcecttt
agggtgatgg
tggagtccac
tctcégtcta
atgagctgat
aaatatttge
gtaccgagct
cccaggcagy
agtccccagg
ccatagtccce
cteecgeccea
étgagctatt
tcecegggage
gcatgattga
tcggectatga
cagcgcaggg
tgcaggacga
tgctcgacgt
aggatctcet
tgcggegget
gcatcgagcg
aagagcatca
acggegagga
atggccegett
acatagegtt
tcctegtget
ttgacgagtt
cctgecateca
cgttttcegg
cgceccaccce
aaatttcaca
caatgtatct
taéctgtttc
agcataaagt
cgctcactge
caacgecgegg
tcgetgeget
cagttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg
tcttgatceg

agggtteccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttecttttgat
ttaacaaaaa
ttatacaatc
cgaattctgt
cagaagtatg
ctecccagea
gcececctaact
tggctgacta
ccagaagtag
ttggatatcc
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgececeggtt
ggcagegegg
tgtcactgaa
gtcatctcac

‘gcatacgctt

agcacgtact
ggggctcgeg
tctegtegtg
ttctggatte
ggctacccgt
ttacggtatc
cttctgageg
cgagatttceg
gacgccggcet
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgecttteca
ggagaggcgg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcececee
acctgtccge
atctcagttce
agccecgaccg
acttatcgcee
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac

334058

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000°
3060
3120
3180
3240
3300°
3360 -
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



cgataatgtc
agagttgttt
cagactaaac
tcctgatgat
agaagaatat
gttgcattcg
tcaggcgcaa
taatggctgg
ggattcagtc
attaataggt
catcctatgg
atatggtatt
tttctaatca

ggacggegcea

‘'gtagaaaaga

caaacaaaaa
ctttttecga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgaggttte

agcctatgga-

tttgectcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt

atgttgtgtg’

tacgccaagce

tttgcaaatt

gttacatgecg
tcttaatact
tccttecttt
taattacatg
ggtaattaag
ttttttetet
tttttettet
gaattagatt
gcgettaage
tggagacgaa
tcttaccgta
tcaagtattg
ctggcttcca
aacctggatg
taccaccggg

gggcaatcag
ctgaaacatg
tggctgacgg
gcatggttac
cctgattcag
attcctgttt
tcacgaatga
cc}gttgaac
gkcactcatg
tgtattgatg
aactgcctcg
gataatcctg
gaattggtta
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttceega
agcgcacgag
gccacctetg
aaaacgccag
tgttctttce
ctgataccgc
aagagcgccc
ggcacgacag
acctcactca
gaattgtgag
tcggaattaa
aaagcctteg
tacacgegtc
aacataacta
tcggttagag
atatcgacaa
tecgtttetgt
tttttttett
tteettteet
aaactgaaga
gatcaattca
tctagetttg
accggctgec
gtectctcttg
gaaatgagct
gtatttatcc

gtgctttetg

gtgcgacaat
gcaaaggtag
aatttatgcc
tcaccactgc
gtgaaaatat
gtaattgtcc
ataacggttt
aagtctggaa

gtgatttcte,

ttggacgagt
gtgagttttc
atatgaataa
attggttgta
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcc
tgcgttatcce

tcgecegeage

aatacgcaaa
gtttccecgac
ttaggcaccc
cggataacaa
ccctcactaa
agcgtcccaa
tgtacagaaa
taaaaaaata
cggatgtggg
aggaaaaggg
ctttttcett
tttttetett
ttettttett
tatataattt
acaacaccac
acgataactg
aaagtgtcaa
tcttectggga
tgttgcttgt
atgttaattc
tgcttaccga

ctttcgattg
cgttgeccaat
tcttcegacce
gatccgeggg
tgttgatgcg
ttttaacagc
ggttgatgeg
agaaatgcat
acttgataac
cggaatcgca
tccttcatta
attgcagttt
acactggcag
gagttttcgt

ccttttttre

gtttgtttgc
gcgecagatac
tctgtagcac
ggcgéﬁaagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
ggggggaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccg
ccgcétctcc
tggaaagcgg

caggctttac’

tttcacacag
agggaacaaa
aaccttctca
aaaaagaaaa

‘aatagggacc

gggagggegt
gcctgtttac
cttcaaccca
tttttttttt
tttcatagaa
attggaaaat
cagcagctct
gaacatttgg
taactggagc
tcaatgtcca
ggaagtatct
tgtggtgatg
tacgaccttt

tatgggaagc
gatgttacag

atcaagcatt’

aaaacagcat
ctggcagtgt

gatcgegtat’

agtgattttg
acgcttttgce
cttatttttg
gaccgatacce
cagaaacggce
catttgatgce
agcattacgc
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggagg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgte
tcctggecett
tggataaccg
agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgagcg
actttatgct

gaaacagcta

agctggtacc
agcaaggttt
atttgaaata
tagacttcag
gaatgtaagc
tcacaggcett
ccaaaggcca

tttteeetet

ataatacaga
acatagagct
gattttttet
aattctaccc
agtttcctta
caatttgtcc
cataccaacc
ttgaccaccg
accggctgag

ccgatécgcc
atgagatggt
ttatccgtac
tccaggtatt
tcectgegeeg
ttecgtetege
atgacgagcg
cattctcace
acgaggggaa
aggatcttge
tttttcaaaa
tcgatgagtt
tgacttgacg
gtcagacccc
ctgctgettg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetcetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcéttga
cggcagggtc
ttatagtecct
aggggggccyg
ttgctggect
tattaccgce
gtcagtgagc
gccgatteat
caacgcaatt
tceggetect
tgaccatgat
gatcccgagce
tcagtataat
taaataacgt
gttgtctaac
gtgacataac

ttttcaagta’

tcttggtact
ttttettett
agtagatgtt
ttttgttgat
tcagccaact
ttacccaaga
gaagcagatt
aagttcaaga
ttaccgaaat
gccatacctce
acgtgaccte

960
1020

-1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

*2100 -

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

334058




getttettee
gggctcecett
tagggtgatg
ttggagtcca
atctcggtct
aatgagctga
tcctgatgeg
acaaacaata
aatttgetat
caccaataac

_ctaacataaa

tccaatcecaa
gaggtttctyg
taataactgg

ggacgatatc
gaaacacgce

‘ttgaaatttt
- tacccagcaa

cgcaaacttt
ctgeetttgt
cttggccecte
gctccggatc
ctactgeccat
tgcttcctat
ctgatgeege
gggcttgtet
tgtg?cagag

<210> 17
<211l> 1089
<212> DNA

cttectttet
tagggttécg
gttcacgtag
cgttctttaa

attcttttga’

tttaacaaaa
gtattttete
cttaaataaa
tttgttagag
gccatttaat
atgtaagectt
aagttcacct
tgaagctgceca
caaaccgagg
aatéccgtaa
aaccaagtat
ccttgcaata
gtcagcatcg
caccaatgga
gtgcttaatc
tecettttett
aagattgtac
ctggcgtcat
attatatata
atagttaagce
gctcececggcea
gttttcaccg

cgccacgtte
atttagtget
tgggccatcg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgcg
cttacgcatc
tactactcag
tcttttacac
ctaagcgcecat
tcggggetet
gtcccacctg
ctgagtagta
aactcttggt
tcattgacca
ttcagagtgce
accgggtcaa
gaatctagag
ccagaactac
acgtatactc
ttttcgaceg
gtaagétgac
aactgcaaag
tagtaatgte
cagccccgac

tccgettaca

tcatcaccga

<213> Artificial Sequence

<220>

a

10

gcecggettte
ttacggcacc
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgccga
aattttaaca
tgtgecggtat
taataaccta
catttgpctc
caccaacatt
cttgecttee
cttctgaatc
tgttgcagtc
attcttgcca
gagccaaaac
ctgaactatt
ttgttctctt
cacattctgc
ctgtgaaatt
acgtgctcaa
aattaattct
aagctatttt
tacacatata
gtttatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcga

cccgtcaagc
tcgaccccaa
cggttttteg
ctggaacaac
ttteggecta
aaatattaac
ttcacaccgce
tttcttagca
cacacctccg
ttctggegte
aacccagtca
aaacaaggga
ttttggaaat
cgactcatct
atccteetta
tttatatgct
tctattggge
ggcctctgtyg
aataacagac
tagtcaccaa
taatcggcaa
tcaataaaga
ttacgatgcect
cactctcagt
aceccgetgac
gaccgtctce

<223> Description of Artificial Sequence: Mutagen

<400> 17

atgettttge
ctagctgatg
ttctttgcag
gttgtcatag
ggcaagctac
tgctccaaag
tctceccaaaa
ctagaaagac
ttgaaaatgg
aatgtgaata

gagctttcct
cagaattccg
aagatgtggg
cgacagtgat
tgtcttctat
aaaaaccgaa
ccaaaaggtc
tggaacagct
attctttaca
aagatgccgt

tttectecttg
acatgactca
ttcaaacaaa
cgtcatcacc
cgaacaagca
gtgcgccaag
tcegetgact
atttctactg
ggatataaaa
cacagataga

gctggttttg
ggatatgaag
ggtgcaatca
ttggtgatgce
tgcgatattt
tgtctgaaga
agggcacatc
atttttcctce
gcattgttaa
ttggcttcag

cagccaaaat
ttcatcatca
ttggactcat
tgaagaagaa
gccgacttaa
acaactggga
tgacagaagt
gagaagacct
caggattatt
tggagactga

tctaaatecgg
aaaacttgat
ccctttgacg
actcaacccect
ttggttaaaa
gtttacaatt
aggcaagtge
tttttgacga
cttacatcaa
agtccaccag
gaaatcgagt
ataaacgaat
acgagfcttt
ccatgcagtt
ggttgattac
tttacaagac
acacatataa
ctctgcaage
atactccaag
tgcecectececet
aaaaagaaaa
atatcttcca
gtctattaaa
acaatctgct
gegeectgac
gggagctgeca

atctécagcg
aaaattggtg
ggtgggcggt
aggtagatct
aaagctcaag
gtgtcgctac
ggaatcaagg
tgacatgatt
tgtacaagat

tatgcctecta

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260

7320

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8259

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

334058



145

Leu
Phe
Ser
:Aia
225
Ser
His
Asp
Ala
Leu

305

Ile

Lys

Lys

Vval

val
210
val
Leu
Ala
Ser
Leu
290
Gly
His
His

Phe

<210> 19
<211> 10

<212>

Met
Gln
Glu
195
Ser
Ser
Gly
Asp
Pro
275
Asp
Ile
His
Leu
Phe

355

80

DNA

Asp

Asp

180

Thr
Se?
Pro
Asp
Ala
260
Gly
Me.t
Asp
Gly
Ser

340

élu

Ser

165

Asn

Asp

Ser

Glu

Glu

245

Leu

Pro

Ala

Glu

val

325

Lys

Gln

150

Leu

Val

Met

Glu

Phe

230 .

Leu
Asp
Gly
Asp
310
Vval
Met

Met

Gln

Asn

Pro

Glu
215

Pro

His

Phe

Phe

295

Gly

Glu

Gln

Gln

<213> Artificial Sequence

Asp

Lys

Leu

200

Ser

Gly

Leu

Phe

Thr

280

Glu

Gly

val

Gln

Asn
360

Ile

Asp

185

Ser

Ile

Asp

Asp

265

Pro

Phe

Gly

Asp

Asn

345

Gly

11

155

Lys Ala
170

Ala Val
Leu Arg
Asn Lys

Trp Ala
235

Gly Glu
250

Leu Asp
His Asp
Glu Gln
Thr Ser

315

Ala Ala
330

Gly Tyr

Ala

Leu

Gln
Gly
220

Pro

Asp

Met

Ser

Met

300

Gly

val

Glu

Leu

Asp.

His
205
Gln
Pro
val
Leu
Ala
285
Phe

Gin

Asn

Thr
Arg
190
Arg
Arg
Thr
Ala

Gly

270

Pro.

Thxr

Pro

Pro

. 350

Gly

175

Leu

Ile

Gln

Asp

160

Leu

Ala-

Ser

Leu

val

- 240

Met
255

Asp

Asp

Glu
335

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

Ser

320

Glu

Tyr

334058



Sex

Glu

Lys

Ile

Arg

Lys

Leu

" 130

Lys

145

Thr

Gln

Lys

val

225

Val

Thr

Val

Leu

305

Ser

Leu
Asn

Arg

Leu’

Met

210

Gln

Glu

ser

Ser

Gly

290

Asp

Pro

His

His

Phe.

115

Leu

Lys

.Txp

Ala
Phe
198

Asp

Asp

Ser

Pxro

278

Asp

Ala

Gly

His-

Leu
100
Phe
Ser
Cys

Glu

His

180

Leu.

Ser

Asn

.Asp

Ser

260

Glu

Glu

Leu

Pro

Gly

85

Ser
Glu
Ser
Ser
Cys
165
Leu
Leu
Leu
Val
Met
245
Glu
Phe
Leu

Asp

Gly
325

Val

‘Lys

Gln

Ile

Lys

150

Arg

Thr

Ile

Gln

Asn

230

Pro

Glu

Pro

His

asp

310

Phe

Val
Met
Met
Glu

135

Glu

Glu
Phe
Asp
215

Lys

Leu

-Ser

Gly

Leu
295

Phe

Glu

Gln

Gln

120

Gln

Lys

Ser

Val

Pro

200

Ile

Asp

Ser

Ile

280

Asp

Asp

Pro

val

Gln

105

Asn

Ala

Pro

Pro

Glu

185

Arg

Lys

Ala

Leu

Asn
265

Trp

Gly

Leu

12
Asp
90

Asn

Ala

Lys
Lys
170
Serxr
Glu
Ala
val

Arg

250

Lys

Ala

Glu

Asp

Asp
330

aAla

Gly

Arg

Asp

Cys

155

Thr

Arg

Asp

Leu

235

Gln

Gly

Pro

Asp

Met

315

Ser

Ala

Gly
Ile
140
Ala
Lys
Leu
Leu
Leu
220
Asp
His
Gln
Pro
val
300

Leu

Ala

Val

Glu

Thr
125

Cys
Lys
Arg
Glu
Asp
205
Thr
Arg
Arg
Arg
Thr
285
Ala
Gly

Pro

Asn
110

Pro

Arg

Cys

Sexr

Arg

190

Met

Gly

Leu

Ile

Gln

270

Asp

Met

Asp

Tyr

Pro

95

Pro

Ala

Leu

Leu

Pro

175

Leu

Ile

_Leu

Ala

Ser

255

Leu

Val

Gly

Gly
335

G;u
Thr
Met
Lys
Lys

160

Leu

-Glu

Leu

Phe

Ser

240

Ala

Ser

His

Asp

320

Ala

334058

|



val

Lys

val

€5

Ile

Lys

Leu

Leu
145

Leu

Met

Gln

225 -

Glu

Ser

Ala
His
Gly

50
Ile
His
His
Phe

Leu

Pro

His
35

Ala

val:

His

Leu

_ Phe

115

Ser

130

Lys

Trp

Ala

Phe

Asp

210

Asp

Thr

Ser

Cys

Glu

His,

Leu
195

Ser

asp

Ser

Leu
20

.Gln

Ile
Ile
Gly
Ser
100
Glu
Ser
Ser
Cys
Leu
180
Leu
Leu
val
Met

Glu
260

Ala

Lys

Ile

Val

Asp

Leu

Gly

Leu

70

val

85 -

Lys
Gln

Ile

Lys.

‘Arg

165

Ile

Gln

Asn

Pro

245

Glu

Met

Met

Glu

Glu

150

Glu

Phe

Asp

Lys

230

Leu

Ser

Ala
val

Leu

55

Val

Glu

Gln

Gln

Gln

135

Lys

Ser

val

Pro

Ile
215

Asp

Thr

Ser

Glu

Phe

40

Met

Met

vVal

Gln

Asn

120

Ala

Pro

Pro

Glu

Arg

200

Lys

Ala

Leu

Asn

Phe

25
Phe
vVal
Len
Asp
Asn
105
Ala
Cys
Lys
Lys
Ser
185
Glu
Ala
val

Axg

Lys
265

13

Arg
Ala
Gly
Lys
Ala

90
Gly
Arg
Asp
cys
Thr
170
Arg
Asp
Leu
Thr
Gln

250

Gly

Glu

Gly

Lys

75

Ala

Gly

Ile

Ala

155

Lys

Leu

Leu

Leu

Asp
235

His

Gln

Asp

Asp

Vval

60

Lys

val

Glu

Thx

Cys

140

Lys

Arg

élu

Asp

Thx

220

Arg

Arg

Arg

Ser

Val

45

Val

Gln

Asn

Pro

Gly
30

Gly

Ile

Pro

Pro

110°

Ala

125 -

Arg

Cys

Ser

Axrg

Met

205

Gly

Leu

Ile

Gln

Leu

Leu

Pro

Léu

190

Ile

Leu

Ala

Ser

Leu
270

Tyr
Ser
Ala
Thr
Glu

95
Thr
Met
Ly-s

Lys

Leu

175

Glu

Leu

Phe

Ser

Ala

255

Thxy

Glu

Asn

Ser
80

Glu _

Tyr

Lys

Lys

Asn

160

Gln

Lys

Val

Val

240

Val

334058



”;220>

14

<212> DNA
<213> Artificial Sequence’

-

<223> Description of Artificial Sequence: Primer:

- <400> 25
. actatatcta gaatgctttt gc.

<210> 26

<211> 54

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence: Primer

<400> 26

ttégatagaa gacagfagct tgccagatct acctttctte ttqagcatca ccaa

<210> 27
<21l> 54
<212> DNA

.<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Primer

<400> 27

ttggfgatgc tgaagaagaa agétagatct ggcaagctac tgtcttctat-cgaa'

' <210> 28

<211l> 52
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Primer

<400> 28
atgatgaatg gatgtgtact ggccactagt acccccaccg tactcgtcaa tt

<210> 29
<21l1l> 52

22

54

54

52

334058



gattattgac
tggagtteccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tcgetattac
actcacgggg
aaaatcaacqg
gtaggegtat
ctgcettaact
tgcegectge
tcctttgect
actcaggata
acaaaggtgc
tcaccttggt
aagéatgcga
ccaagtgtct
tgactagggc
tactgatttt
taaaagcatt
. atagattggc
cgacatcatc
aattcceggg
acggcgagga
tgggggacgg
ctctggatat
agtacggtgg
acgccgctgt
atccaaccta
aggaattcga
ccctattcta
tagttgccag
cactcccaét
tcattctatt
tagcaggcat
cceccacgege
accgctacac
gccacgtteg
tttagtgctt
gggccatecge
agtggactct
ttataéggga
tttaacgcga
ttecetgtttt
ggaatgtgtg
céaagcatgc
ggcagaagta

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtaééccc
catgacctta
catggtgatg
atttccéagt
ggactttcca
acggtgggag
ggcttatcga
ctgcctgeca
ggccgggagg
tgaagttcat
aatcattgga
gatgctgaag
tatttgcega
gaagaacaac
acatctgaca
tcctegagaa
gttaacagga
tteagtggag
atcggaagag
gatctgggec
cgtggcgatg
ggattccccg
ggccgactte
gggtactagt
caccccagag
caagttcttt
tatcaagctt
tagtgtcacc
ccatctgttg
gtcetttcet
ctggggggtg
gctggggatg
cctgtagegg
ttgccagege
ceggetttec
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
tttrggggat
attttaacaa
tggggcttet

tcagttaggg"-

atctcaatta
tgcaaagéat

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctccaccceca
aaatgtegta
gtctatataa
aattaatacg
ctgagggttce
gctctggeag
catcaaaaat
ctcatggtgg
aagaaaggta
cttaaaaagc
tgggagtgtc
gaagtggaat
gaccttgaca
ttatttgtac
actgatatgc
agtagtaaca
cceccgaceqg
gcgeatgeeg
gggccgggat
gagtttgage
ggccagtaca
gagcgccacc
gagcagatgc
atcgataccg
taaatgctag
tttgcececte
aataaaatga
gggtggggea
cggtgggete
cgcattaagce
cctagcgeec
ccgtcaagcet
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggectat
aatattaacg
ctgattatca
tgtggaaagt
gtcagcaacc
gcatctcaat

15

ttacggggte-

atggcecgece
ttccecatagt
aaactéccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctct
actcactata
ccagcaccat

.cccegetage

tggtgttcett
gcggtgttgt

.gatctggcaa

tcaagtgcte
gctactctce
caaggctaga
tgattttgaa
aagataatgt
ctctaacatt
aaggtcaaag
atgtcagecet
acgcgctaga
ttacccecca
agatgtttac
catccattca
tgtccaagat
agaacggegce
tcgaggoege
agctcgctga
cceecgtgect
ggaaattgca
ggacagcaag
tatggaacca
gcggegggtg
gctcettteg
ctaaatcggg
aaacttgatt

cctttgacgt:

ctcaacccta
tggttaaaaa
tttacaattt
accggggtagg
cccecaggetce
aggtgtggaa
tagtcagcaa

attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcee
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact
gggagaccca
gagggcectgg
tgatgcagaa
tgcagaagat
catagcgaca
gctactgtet
caaagaaaaa
caaaaccaaa
aagactggaa

.aatggattet

gaataaagat
gagacagcat
acagttgact
gggggacgag
cgatttcgat
cgactccgee
cgatgccctt
tcatggtgtg
gdagcagaac
ctagggatcc

‘tegagcatgce

tcagcetega
tcettgaccce
tecgecattgtce
ggggaggatt
gctggggetc
tggtggttac
ctttcttecece
gcatcccttt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggtceta
atgagctgat

aaatatttgc

gtaccgaget
cccaggeagg
agtcceccagg
ccatagtccc

agcccatata
Ccccaacgacc
gggactttec
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggég
agagaacceca
égct;ctgcc
atcttcttte
ttccgacatg
gtgggttcaa
gtgatcgtca
tctatcgaac
ccgaagtgcg
aggtctccge
cagctattte
ttacaggata
gccgtcacag
agaataagtg
gtatcgcegyg
ctccacttag

.ctggacatgt

ccctacggeg
ggaattgacg
gtggaggttg
ggctacgaaa
cccgggc;gc
atctagagdg
ctgtgectte
tggaaggtgce
tgagtaggtg
gggaagacaa

gaggggggat,

gcgcagegtg
ttectttete
agggttccga
ttcacgtagt
gttetttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
ttatacaatc

cgaattetgt’

cagaagtatg
ctcecccagea
gccectaact

300
360
420
480
540
600
660

720

780
840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620.

1680
1740

1800 -

1860
1520
1980
2040
2100
2160

22207

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

334058



cteccggttec
tagctcecttce
ggttatggca
gactggtgag
ttgcececggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
- ttetgggtga

gaaatgttga
" ttgtcteatg
gcgcacattt

caacgatcaa
ggtcctecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttcgg
cccactegtg
gcaaéaacag
atactcatac
agcggataca
cceccgaaaag

ggcgagttac
tcgttgtcag
attctettac
agtcattctg
ataataccge
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteetttt
tatttgaatg
tgccacctga

16

atgatccecc
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtce

atgttgtgcé
gccgcagtgt

-tccgtaagat

atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

aaaaagcggt
tatcactcat
gettttetgt
cgagttgctce
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttce

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6634

334058
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Fig. 2/4:
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Fig. 3/4:
VP16 (C-terminale 78 aa)
Gal 4 (1147 aa)
| SP- C100° |
CMV-. | BGH poly A
promoter poly

lSm: 1(1820)
Kpn 1(1316)

Sac 1(819)
Hin 4100 (912)

334058



Fig. 4/4:
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