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Beskrivelse

BAKGRUNN

Omradet for oppfinnelsen

[0001] Oppfinnelsen tilveiebringer & eksprimere rekombinante proteiner i eukaryote celler.
Spesielt gjelder oppfinnelsen framgangsmater for forbedret ekspresjon av proteiner i
eukaryote celler ved a anvende ekspresjonsforsterkende nukleotidsekvenser.
Oppfinnelsen gjelder sekvenser med regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet
(EESYR) som letter forsterket og stabil ekspresjon av rekombinante proteiner i eukaryote
celler, og framgangsmater for a bruke slike sekvenser.

Beskrivelse av relatert teknikk

[0002] Utviklingen av ekspresjonssystemer er et viktig mal for a tilveiebringe en palitelig og
effektiv kilde av et gitt protein for forskning og terapeutisk bruk. Rekombinant
proteinekspresjon i pattedyrceller er ofte foretrukket for & produsere terapeutiske proteiner
pa grunn av for eksempel evnen pattedyrs ekspresjonssystemer har til & modifisere
rekombinante proteiner hgvelig etter translasjon.

[0003] Flere vektorer er tilgjengelig for ekspresjon i pattedyrverter, som hver inneholder
ulike kombinasjoner av cis- og, i noen tilfeller, trans-regulerende elementer for a oppna
haye nivaer av rekombinant protein med korte inkubasjonstider. Til tross for
tilgjengeligheten av mange slike vektorer er ekspresjonen av et rekombinant protein som
oppnas i pattedyrsystemer ofte uakseptabelt lav eller pa annen mate utilfredsstillende.
Dessuten krever det & utvikle en cellelinje som palitelig eksprimerer tilstrekkelig hgye
nivaer av et gnsket protein, ofte tidkrevende klonings- og amplifikasjonstrinn. Falgelig
finnes det i teknikken et behov for forbedrede pattedyrekspresjonsystemer.

[0004] Schmerling Doron et al. beskriver sterk og ubikviteer ekspresjon av transgener
malrettet inn i beta-aktin-locus ved hjelp av loxP-Cre-kassettutskifting (Journal of Genetics
and Development, vol.42, s. 229-235 (2005)).

KORT SAMMENDRAG

[0005] Oppfinnelsen tilveiebringer en isolert celle som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5, og minst ett
rekombinasegjenkjenningssete som befinner seg i en nukleotidsekvens i SEKV ID NR: 1,
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3 eller 5. Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa en CHO-celle som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens som er nukleotidene 6 400-6 500 i SEKV ID NR: 5,
videre omfatter minst ett rekombinasegjenkjenningssete flankert 5' eller 3' av et humant
gen av interesse (GOI), der det humane GOl-et opsjonelt er flankert 5' av det farste
rekombinasegjenkjenningssetet, og CHO-cellen videre omfatter et andre
rekombinasegjenkjenningssete som flankerer 3' det humane GOl-et. Oppfinnelsen
tilveiebringer videre en isolert celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens
valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5 og minst ett eksogent tillagt GOl i den
ekspresjonsforsterkende sekvensen.

[0006] Oppfinnelsen tilveiebringer i tillegg en framgangsmate for a lage et protein av
interesse, som omfatter: (a) a tilveiebringe en vertcelle som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5, eller nukleotidene
6 400-6 500 i SEKV ID NR: 5, (b) a sette inn i vertcellen, innenfor den
ekspresjonsforsterkende sekvensen, et gen av interesse (GOI) som er funksjonelt knyttet
til en promotor; (c) a opprettholde vertcellen i (a) under betingelser som gjar at GOl-et kan
eksprimere et protein av interesse; og (d) a hente ut proteinet av interesse. Oppfinnelsen
tilveiebringer videre bruk av oppfinnelsens isolerte celle eller oppfinnelsens isolerte CHO-
celle for a lage et antistoff eller fragment av dette.

[0007] Her er ogsa beskrevet en isolert nukleotidsekvens som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant en sekvens i SEKV ID NR:1-6, eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av dette.

[0008] De ekspresjonsforsterkende sekvensene som er beskrevet her, omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens med SEKV ID NR:5 som befinner seg i en posisjon
innenfor SEKV ID NR:5 valgt blant nukleotider som strekker seg over posisjonene med
nummer 10-13 515; 20-12 020; 1 020-11 020; 2 020-10 020; 3 020-9 020; 4 020-8 020;

5 020-7 020; 6 020-6 920; 6 120-6 820; 6 220-6 720; 6 320-6 620; 6 420-6 520; 6 460-

6 500; 6 470-6 490; og 6 475-6 485. Andre ekspresjonsforsterkende sekvenser som er
beskrevet her, er valgt fra gruppen som bestar av nukleotidene 5 000-7 400 i SEKV ID
NR:5; 5 000-6 500 i SEKV ID NR:5; 6 400-7 400 i SEKV ID NR:5; og nukleotidene 6 400-
6 500 i SEKV ID NR:5.

[0009] Rekombinasjongjenkjenningssetet kan vaere posisjonert som beskrevet ovenfor og
tilveiebringe at den ekspresjonsforsterkende sekvensen omfatter en sekvens som er minst
90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst 99
prosent identisk, med den ekspresjonsforsterkende sekvensen i SEKV ID NR:5 eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av denne.

[0010] De ekspresjonsforsterkende sekvensene kan videre omfatte minst ett
rekombinasegjenkjenningssete som omfatter en sekvens uavhengig valgt blant et loxP-
sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, og et frt-sete. Rekombinasegjenkjenningssetet kan
vaere innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Rekombinasegjenkjenningssetet
kan veere umiddelbart tilstatende i 5'-retningen mot det terminale nukleotidet i 5'-enden,
eller umiddelbart tilstatende i 3'-retningen mot det terminale nukleotidet i 3'-enden av den
ekspresjonsforsterkende sekvensen.
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[0011] Minst to rekombinasegjenkjenningsseter kan veere til stede innenfor den
ekspresjonsforsterkende sekvensen. To rekombinasegjenkjenningsseter med motsatt
orientering kan veere til stede innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Tre
rekombinasegjenkjenningsseter kan veere til stede innenfor den ekspresjonsforsterkende
sekvensen.

[0012] Videre er her beskrevet en isolert nukleotidsekvens som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens som er minst 80 prosent identisk, fortrinnsvis minst 90
prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst 99
prosent identisk med en ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:1-6 eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av denne. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan
oppvise den nevnte identiteten med en sekvens i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0013] Her er beskrevet en isolert eukaryot celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende
sekvens valgt blant SEKV ID NR:1-6, eller et ekspresjonsforsterkende fragment av dette.
Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte en ekspresjonsforsterkende sekvens
i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0014] Den eukaryote cellen kan veere en muse-, rotte-, hamster-, eller human celle. Den
eukaryote cellen kan vaere en CHO-celle.

[0015] Den eukaryote cellen kan videre omfatte minst én
rekombinasegjenkjenningssekvens innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Den
minst ene rekombinasegjenkjenningssekvensen kan vaere uavhengig valgt blant et loxP-
sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, og et frt-sete. Rekombinasegjenkjenningssetet kan
veere umiddelbart tilstgtende i 5'-retningen mot det terminale nukleotidet i 5'-enden, eller
umiddelbart tilstgtende i 3'-retningen mot det terminale nukleotidet i 3'-enden av den
ekspresjonsforsterkende sekvensen.

[0016] Minst to rekombinasegjenkjenningsseter kan veere til stede innenfor den
ekspresjonsforsterkende sekvensen. To rekombinasegjenkjenningsseter med motsatt
orientering kan veere til stede innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Tre
rekombinasegjenkjenningssekvenser kan veere til stede, og én av de tre
rekombinasegjenkjenningssekvensene er i en orientering motsatt de to gjenvaerende
rekombinasegjenkjenningssekvensene.

[0017] Som beskrevet her kan rekombinasegjenkjenningssetet i den
ekspresjonsforsterkende sekvensen i SEKV ID NR:5 befinne seg i en posisjon innenfor
SEKYV ID NR:5 valgt blant nukleotider som strekker seg over posisjonene med nummer 10-
13 515; 20-12 020; 1 020-11 020; 2 020-10 020; 3 020-9 020; 4 020-8 020; 5 020-7 020;

6 020-6 920; 6 120-6 820; 6 220-6 720; 6 320-6 620; 6 420-6 520; 6 460-6 500; 6 470-

6 490; og 6 475-6 485. Rekombinasegjenkjenningssetet kan veaere i en sekvens som er
valgt fra gruppen som bestar av nukleotidene 5 000-7 400 i SEKV ID NR:5; 5 000-6 500 i
SEKV ID NR:5; 6 400-7 400 i SEKV ID NR:5; og nukleotidene 6 400-6 500 i SEKV ID
NR:5. Rekombinasegjenkjenningssetet kan befinne seg innenfor nukleotidene 6 400—

6 500 i SEKV ID NR:5. Rekombinasegjenkjenningssetet kan settes inn for, etter, eller
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innenfor «actx»-tripletten av nukleotidene 6 471 til 6 473 i SEKV ID NR:5 i en
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:5.

[0018] Rekombinasjongjenkjenningssetet kan vaere posisjonert som beskrevet ovenfor,
med det forbehold at den ekspresjonsforsterkende sekvensen omfatter en sekvens som er
minst 90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst
99 prosent identisk, med den nukleotidene 5 218 til 6 048 i SEKV ID NR:5 eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av dette.

[0019] Cellen kan vaere en CHO-celle der rekombinasegjenkjenningssetet settes inn i
CHO-cellegenomet ved eller innenfor «act»-tripletten av nukleotidene 6 471 til 6 473 i
SEKV ID NR:5.

[0020] Et farste GOI kan settes innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen i SEKV
ID NR:5 som beskrevet ovenfor, og det fgrste GOI-et opsjonelt funksjonelt knyttet til en
promotor, der det promotor-tilknyttede GOl-et (eller GOIl-et) er flankert 5' av et forste
rekombinasegjenkjenningssete og 3' av et andre rekombinasegjenkjenningssete. Et andre
GOl kan settes inn 3' pa det andre rekombinasegjenkjenningssetet, og det andre GOl-et
flankert 3' av et tredje rekombinasegjenkjenningssete.

[0021] GOl-et kan veere funksjonelt knyttet til en promotor som er i stand til & drive
ekspresjon av GOl-et, der promotoren omfatter en eukaryot promotor som kan reguleres
av en aktivator eller hemmer. Den eukaryote promotoren kan vaere funksjonelt knyttet til
en prokaryot operator, og den eukaryote cellen kan opsjonelt videre omfatte et prokaryot
repressorprotein.

[0022] En eller flere valgbare markarer kan vaere inkludert mellom det farste og det andre
og/eller det andre og det tredje rekombinasegjenkjenningssetet. Det fgrste og/eller det
andre genet av interesse og/eller den ene eller flere valgbare markgrene kan veere
funksjonelt knyttet til en promotor, der promotoren kan vaere den samme eller ulik.
Promotoren kan omfatte en eukaryot promotor (sa som for eksempel en CMV-promotor),
opsjonelt kontrollert av en prokaryot operator (sa som for eksempel en tet-operator).
Cellen kan videre omfatte et gen som koder en prokaryot repressor (sa som for eksempel
en tet-repressor).

[0023] Cellen kan videre omfatte et gen som er i stand til & eksprimere en rekombinase. |
en spesifikk utfarelsesform er rekombinasen en Cre-rekombinase.

[0024] En isolert eukaryot celle ogsa beskrevet her som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens som er minst 80 prosent, fortrinnsvis minst 90 prosent,
mer foretrukket minst 95 prosent, mest foretrukket minst 99 prosent identisk med en
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR: 1-6 eller et ekspresjonsforsterkende
fragment av dette. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan vaere en sekvens i SEKV
ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0025] Her er beskrevet en eukaryot vertcelle som omfatter en ekspresjonsforsterkende
sekvens valgt fra SEKV ID NR:1-6 eller et ekspresjonsforsterkende fragment av dette, som
omfatter et farste rekombinasegjenkjenningssete fulgt av en farste eukaryot promotor, et
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fagrste markgrgen, en andre eukaryot promotor, et andre markgrgen, et andre
rekombinasegjenkjenningssete, en tredje eukaryot promotor, et tredje markgrgen, og et
tredje rekombinasegjenkjenningssete. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan vaere i
SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0026] Det farste, andre og tredje rekombinasegjenkjenningssetet kan veere ulike.
Rekombinasegjenkjenningssetene kan vaere valgt blant et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox
2272-sete, og et frt-sete.

[0027] Det forste markagrgenet kan veere et legemiddelresistensgen.
Legemiddelresistensgenet kan veere et puromycinresistensgen. Det andre og tredje
markgrgenet kan kode to ulike fluorescerende proteiner. De to ulike fluorescerende
proteinene kan veaere valgt blant Discosoma coral (DsRed), grgnt fluorescerende protein
(GFP), forsterket grant fluorescerende protein (eGFP), cyan-fluorescerende protein (CFP),
forsterket cyan-fluorescerende protein (eCFP), og gult fluorescerende protein (YFP). De to
ulike fluorescerende proteinene kan veere eCFP og DsRed.

[0028] Den farste, andre og tredje promotoren kan veere den samme. Den fgrste, andre
og tredje promotoren kan veere ulike. Den fgrste promotoren kan veere ulik den andre og
tredje promotoren, og den andre og tredje promotoren er den samme. Den farste
promotoren kan veere en SV40-senpromotor, og den andre og tredje promotoren er hver
en human CMV-promotor.

[0029] En eukaryot vertcelle ogsa beskrevet her, som omfatter en
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt fra SEKV ID NR:1-6, eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av dette, minst ett rekombinasegjenkjenningssete i den
ekspresjonsforsterkende sekvensen, og minst ett gen av interesse (GOI) i den
ekspresjonsforsterkende sekvensen. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan vaere
en sekvens i SEKV ID NR:5, som beskrevet ovenfor.

[0030] Cellen beskrevet her kan omfatte et farste rekombinasegjenkjenningssete fulgt av
en fgrste promotor funksjonelt knyttet til et farste GOI. Det farste GOI-et kan veere fulgt av
et andre rekombinasegjenkjenningssete. Det andre rekombinasegjenkjenningssete kan
veere fulgt av en andre promotor funksjonelt knyttet til et andre GOI. Det andre GOl-et kan
veere fulgt av et tredje rekombinasegjenkjenningssete. Minst én marker kan veere
funksjonelt knyttet til en tredje promotor og befinne seg mellom det andre
rekombinasegjenkjenningssetet og den andre promotoren. Det farste
rekombinasegjenkjenningssetet kan veere orientert i en motsatt orientering av det andre og
tredje rekombinasegjenkjenningssetet. Den fgrste og andre promotoren kan veere
eukaryote promotorer funksjonelt knyttet til en prokaryot operator. Den farste og andre
promotoren kan veere CMV-promotorer funksjonelt knyttet til tet-operatorsekvenser. Cellen
kan videre omfatte et gen som er i stand til & eksprimere en prokaryot repressor. Den
prokaryote repressoren kan veere en tet-repressor. Cellen kan omfatte et gen som er i
stand til a eksprimere en Cre-rekombinase.

[0031] Et farste og et andre markargen kan befinne seg mellom det andre
rekombinasegjenkjenningssetet og den andre promotoren, og en IRES er mellom det
forste og andre markargenet. Det farste kodonet (ATG) pa det farste markargenet kan
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vaere umiddelbart 5' til det andre rekombinasegjenkjenningssetet, og det andre kodonet pa
det farste markargenet er umiddelbart 3' til det andre rekombinasegjenkjenningssetet. Det
farste markgrgenet kan inneholde et intron, og det andre rekombinasegjenkjenningssetet
befinner seg i intronet, slik at den amino-terminale halvdelen av det farste markargenet og
5'-halvdelen av intronet befinner seg 5' av det andre rekombinasegjenkjenningssetet, og
3'-halvdelen av intronet og den karboksy-terminale halvdelen av det farste markargenet er
umiddelbart 3' til det andre rekombinasegjenkjenningssetet.

[0032] Det farste, andre og tredje rekombinasegjenkjenningssetet kan veere ulike.
Rekombinasegjenkjenningssetene kan vaere valgt blant et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox
2272-sete, og et frt-sete.

[0033] Det farste markgrgenet kan veere et legemiddelresistensgen.
Legemiddelresistensgenet kan veere et hygromycinresistensgen. Det andre markgrgenet
kan kode et fluorescerende protein. Det fluorescerende proteinet kan vaere valgt blant
DsRed, GFP, eGFP, CFP, eCFP og YFP.

[0034] Den forste, andre og tredje promotoren kan veere den samme. Den fgrste, andre
og tredje promotoren kan vaere ulike. Den tredje promotoren kan veere ulik den farste og
andre promotoren, og den fgrste og andre promotoren den samme. Den tredje promotoren
kan veere en SV40-senpromotor, og den farste og andre promotoren er hver en human
CMV-promotor.

[0035] Den farste og andre promotoren kan veere funksjonelt knyttet til en prokaryot
operator. Operatoren kan veere en tet-operator.

[0036] Vertcellelinjen kan ha et eksogent tillagt gen som koder en rekombinase integrert i
genomet sitt, funksjonelt knyttet til en promotor. Rekombinasen kan vaere en Cre-
rekombinase. Vertcellen kan ha et gen som koder et regulerende protein integrert i
genomet sitt, funksjonelt knyttet til en promotor. Det regulerende proteinet kan vaere et tet-
repressorprotein.

[0037] Det farste GOl-et og det andre GOl-et kan kode en lett kjede, eller fragment av
dette, av et antistoff, eller en tung kjede, eller fragment av dette, av et antistoff. Det farste
GOl-et kan kode en lett kjede av et antistoff, og det andre GOl-et kan kode en tung kjede
av et antistoff.

[0038] Her beskrives en framgangsmate for a lage et protein av interesse, som omfatter:
(a) a tilveiebringe en vertcelle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens valgt fra
en sekvens i SEKV ID NR:1-6; (b) a fgre inn i vertcellen, innenfor den
ekspresjonsforsterkende sekvensen, et gen av interesse (GOI) som er funksjonelt knyttet
til en promotor; (c) a opprettholde vertcellen i (a) under betingelser som gjar at GOl-et kan
eksprimere et protein av interesse; og (c) a hente ut proteinet av interesse.

[0039] Cellen kan veere en CHO-celle, og nukleotidsekvensen er en
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0040] GOl-et kan settes inn i cellen ved hjelp av en malrettet vektor for homolog
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rekombinasjon, der den malrettede vektoren omfatter en 5'-homologiarm homolog med en
sekvens til stede i minst én av SEKV ID NR:1-6, et GOI, og en 3'-homologiarm homolog
med en sekvens til stede i minst én av SEKV ID NR:1-6. Konstruktet kan videre omfatte to,
tre, fire, eller fem eller flere gener av interesse. Ett eller flere av genene av interesse kan
vaere funksjonelt knyttet til en promotor.

[0041] GOl-et kan settes inn ved hjelp av en integraseteknologi, for eksempel
integraseteknologi som gjer bruk av att-seter, sa som Invitrogen's Gateway™ og Multisite
Gateway™ kloningssystemer som gjar bruk av att-seterekombinasjon med bakteriofag
lambda.

[0042] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte ett eller flere
rekombinasegjenkjenningsseter som beskrevet ovenfor, og GOl-et settes inn i den
ekspresjonsforsterkende sekvensen gjennom handlingen til en rekombinase som
gjenkjenner rekombinasegjenkjenningssetet.

[0043] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte to
rekombinasegjenkjenningsseter.

[0044] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte et fgrste, et andre og et
tredje rekombinasegjenkjenningssete. Det fgrste, andre og tredje
rekombinasegjenkjenningssetet kan vaere ulike. Det fgrste, andre og tredje
rekombinasegjenkjenningssetet kan vaere i ulik orientering. Det farste setet kan veere 5' il
det andre setet, og det andre setet 5' til det tredje setet. Det andre og tredje setet kan
vaere i motsatt orientering i forhold til det farste setet.

[0045] Et farste og et andre GOl settes inn i den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Det
farste GOl-et kan settes inn mellom det fgrste og det andre
rekombinasegjenkjenningssetet, og det andre GOl-et settes inn mellom det andre og det
tredje rekombinasegjenkjenningssetet. Rekombinasegjenkjenningssetene kan veere
uavhengig valgt blant et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, og et frt-sete.

[0046] Det farste GOl-et flankert av rekombinasegjenkjenningsseter pa en fgrste vektor og
det andre GOl-et flankert av rekombinasegjenkjenningsseter pa en andre vektor kan
settes inn i en celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens som omfatter tre
rekombinasegjenkjenningsseter i et enkelt trinn.

[0047] GOl-et kan veere funksjonelt knyttet til en eukaryot promotor. Den eukaryote
promotoren kan vaere funksjonelt knyttet til en prokaryot operator. Den eukaryote
promotoren kan veere en CMV-promotor, og den prokaryote operatoren en tet-operator.

[0048] Cellen kan omfatte et gen som er i stand til & eksprimere en prokaryot repressor.
Den prokaryote repressoren kan veere en tet-repressor.

[0049] Cellen kan omfatte et gen som er i stand til & eksprimere en rekombinase.
Rekombinasen kan vaere en Cre-rekombinase.

[0050] En eukaryot celle er ogsa beskrevet her, der den eukaryote cellen omfatter minst
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én ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:1-6 og minst ett eksogent tilsatt gen i
den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Det eksogent tilsatte genet kan vaere funksjonelt
knyttet til en eksogent tilsatt promotor.

[0051] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan vaere en sekvens i SEKV ID NR:5, og
det minst ene eksogent tilsatte genet integrert eller innsatt i den ekspresjonsforsterkende
sekvensen er et humant gen. Den eukaryote cellen kan veere en CHO-celle, det eksogent
tilsatte genet er et humant gen, og det humane genet er funksjonelt knyttet til en eksogent
tilsatt eukaryot promotor.

[0052] Her er ogsa beskrevet en malrettet vektor for homolog rekombinasjon, der den
malrettede vektoren omfatter en 5'-homologiarm, et GOl og en 3'-homologiarm, der hver
homologiarm er homolog med en sekvens i én av SEKV ID NR:1-6. 5'- og 3'-
homologiarmene kan vaere homologe med sekvenser i SEKV ID NR:5. Den malrettede
vektoren kan omfatte to, tre, fire, eller fem eller flere gener av interesse. GOIl-et kan vaere
funksjonelt knyttet til en promotor. Hvert av de to, tre, fire, eller fem eller flere av genene
av interesse kan veere funksjonelt knyttet til en promotor.

[0053] Her er videre beskrevet en ekspresjonsvektor som omfatter en
ekspresjonsforsterkende nukleotidsekvens valgt blant SEKV ID NR: 1-6 eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av dette. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan
veere i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0054] Vektoren kan videre omfatte en promotor. Promotoren kan vaere en human CMV-
promotor.

[0055] Vektoren kan videre omfatte et kloningssete for et eksprimerbart gen av interesse
(GOI). Nukleotidsekvensen valgt blant SEKV ID NR: 1-6 eller ekspresjonsforsterkende
fragment av dette kan befinne seg 3' i forhold til kloningssetet for det eksprimerbare GOI-
et. Nukleotidsekvensen valgt blant SEKV ID NR: 1-6 eller ekspresjonsforsterkende
fragment av dette kan befinne seg 5' i forhold til kloningssetet for det eksprimerbare GOI-
et.

[0056] Vektoren kan omfatte en nukleotidsekvens valgt blant SEKV ID NR:1-6 eller et
ekspresjonsforsterkende fragment, en human CMV-promotor, et GOI, og en
termineringssekvens, der nukleotidsekvensen valgt blant SEKV ID NR: 1-6, eller det
ekspresjonsforsterkende fragmentet av dette, befinner seg 5' i forhold til CMV-promotoren.
Vektoren kan videre omfatte et intron valgt blant et CMV-MIE-intron og et 3-globin-intron
fra kanin.

[0057] Her er ogsa beskrevet en ekspresjonsvektor som omfatter en
ekspresjonsforsterkende nukleotidsekvens som er minst 80 prosent identisk, fortrinnsvis
minst 90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst
99 prosent identisk med en sekvens valgt blant SEKV ID NR: 1-6 eller et
ekspresjonsforsterkende fragment av dette.

[0058] Her beskrives videre en framgangsmate for a lage et protein av interesse, som
omfatter: (a) a sette inn i en vertcelle en ekspresjonsvektor som omfatter en
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ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant en sekvens i SEKV ID NR:1-6 og et GOl som
koder et protein av interesse, der GOl-et er funksjonelt knyttet til en promotor og
funksjonelt knyttet til den ekspresjonsforsterkende sekvensen; (b) a dyrke vertcellen i (a)
under betingelser som gjer at GOI-et kan eksprimeres; og (c) a hente ut proteinet av
interesse.

[0059] Sekvensen med regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet kan veere en
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:1-6. Den ekspresjonsforsterkende
sekvensen kan veere i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0060] Det rekombinerende proteinet kan veere valgt fra gruppen som bestar av en
underenhet av et immunoglobulin eller fragment av dette, og en reseptor eller
ligandbindende fragment av dette. Det rekombinerende proteinet kan veere valgt fra
gruppen som bestar av en antistofflettkjede eller antigenspesifikt fragment av dette, og en
antistofftungkjede eller antigenspesifikt fragment av dette.

[0061] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan veere plassert i den indikerte
orienteringen som indikert i SEKV ID NR:1-6, eller i det motsatte av orienteringen indikert i
SEKV ID NR:1-6.

[0062] Ethvert av aspektene og utfgrelsesformene av oppfinnelsen kan brukes sammen
med ethvert annet aspekt eller utfgrelsesform av oppfinnelsen, med mindre noe annet er
spesifisert eller apenbart ut ifra sammenhengen.

[0063] Andre gjenstander og fordeler vil bli apenbare ved en gjennomgang av den
folgende detaljerte beskrivelsen.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

[0064]

Fig. 1. Skjematisk diagram av et retroviralt konstrukt, pTE252, som brukes til a
sette nukleinsyrekonstruktet inn i et cellegenom. LTR: long terminal repeat (lang
enderepetisjon); LoxP: Cre-rekombinasegjenkjenningssekvens:
ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTGT (SEKV ID NR:7); Lox511: en
mutasjon av LoxP-sekvenser: ATAACTTCGTATAATGTATACTATACGAAGTTAG
(SEKV ID NR:8); Lox511-sekvensen gjenkjennes av Cre-rekombinasen, men
Lox511-setet rekombinerer ikke med et LoxP-sete. GFP: Grgnt fluorescerende
protein; CMV MIE: humant cytomegalovirus stgrre umiddelbar tidlig promotor; npt:
neomycin fosfotransferase; bla: beta laktamase; IRES: internt ribosomalt
inngangssete.

Fig. 2 illustrerer et plasmid konstrukt som brukes til a identifisere en EESYR.
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Fig. 3A og 3B viser en sammenstilling av EESYR-sekvenser fra kinesisk hamster-
ovarium (CHO), mus, menneske og rotte for et fragment av SEKV ID NR:5.

Fig. 4 viser en sammenstilling av SEKV ID NR:5 med sekvenser fra mus,
menneske og rotte.

Fig. 5 illustrerer at en EESYR, funksjonelt knyttet til et gen av interesse (GOI),
oppviser forsterket ekspresjon over et GOl som ikke er funksjonelt knyttet til en
EESYR.

Fig. 6 viser EESYR-er sammenliknet i sin relative evne til a forsterke ekspresjon av
et funksjonelt tilknyttet GOI.

Fig. 7 illustrerer kloningsegenskaper hos celler nar det gjelder EESYR-
funksjonalitet.

Fig. 8 illustrerer at EESYR-celler giennomgar spesifikk og effektiv rekombinasjon.
Fig. 9 illustrerer sjeldenheten av tilfeldige integrasjonshendelser i EESYR-celler.

Fig. 10 illustrerer testing av cis-fungerende elementer ved hjelp av EESYR-
sekvenser.

Fig. 11 illustrerer testing av promotorer, introner og UTR-er ved hjelp av et EESYR-
system.

Fig. 12 illustrerer optimalisering av proteinekspresjon ved hjelp av et EESYR-
system.

DETALJERT BESKRIVELSE

[0065] Far de foreliggende framgangsmatene beskrives, skal det forstas at denne
oppfinnelsen ikke er begrenset til spesifikke framgangsmater og eksperimentelle vilkar
som beskrives, ettersom slike framgangsmater og vilkar kan variere. Det skal ogsa forstas
at terminologien som brukes her, bare har som formal a beskrive spesifikke
utfgrelsesformer, og ikke har til hensikt & veere begrensende, ettersom den foreliggende
oppfinnelsens omfang bare vil begrenses av de medfglgende kravene.

[0066] Slik de brukes i denne patentteksten og de medfglgende kravene, omfatter
entallsformene i ubestemt og bestemt form ogsa et flertall av det henviste med mindre
sammenhengen klart tilsier noe annet. Dermed omfatter for eksempel en henvisning til «en
framgangsmate» én eller flere framgangsmater og/eller trinn av den typen som beskrives
her, og/eller som vil vaere apenbare for fagpersonen som leser denne patentteksten.

[0067] Saframt de ikke er definert annerledes eller spesifisert annerledes, har alle tekniske
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og vitenskapelige begreper som brukes her, samme betydning som de vanlig forstas av
den vanlige fagpersonen innenfor det omradet denne oppfinnelsen hgarer til.

[0068] Selv om alle framgangsmater og materialer som er like eller ekvivalente med de
som beskrives her, kan brukes i utgvelsen eller testingen av den foreliggende
oppfinnelsen, beskrives na spesifikke framgangsmater og materialer.

Definisjoner

[0069] DNA-regioner er funksjonelt sammenknyttet nar de er funksjonelt relatert til
hverandre. For eksempel er en promotor funksjonelt knyttet til en kodesekvens dersom
promotoren er i stand til & delta i transkripsjonen av sekvensen; et ribosombindende sete
er funksjonelt knyttet til en kodesekvens dersom det befinner seg i en posisjon der det
tillater translasjon. Generelt kan funksjonell tilknytning omfatte, men krever ikke,
kontiguitet. | tilfellet med sekvenser som sekretledere er kontiguitet og riktig plassering i en
leseramme typiske egenskaper. En EESYR er funksjonelt knyttet til et GOl der den er
funksjonelt relatert til genet av interesse, for eksempel der dens naerveer forer til forsterket
ekspresjon av GOl-et.

[0070] Nar termen «forsterket» brukes til & beskrive forsterket ekspresjon, omfatter den en
forsterkning pa fra minst omkring 1,5 ganger til minst omkring 2 ganger forsterkning i
ekspresjon over det som typisk observeres ved tilfeldig integrasjon i et genom, for
eksempel sammenliknet med en pool av tilfeldige integranter av en enkelt kopi av det
samme ekspresjonskonstruktet. Ganger ekspresjonsforsterkning observert ved hjelp av
sekvensene fra oppfinnelsen er i sammenlikning med et ekspresjonsniva av samme gen,
malt under vesentlig samme forhold, i fravaer av en sekvens fra oppfinnelsen. Slik det
brukes her, brukes uttrykket «ekspresjonsforsterkende» synonymt med «forsterket
ekspresjon og stabilitet» nar det gjelder en region eller en sekvens. En «region med
forsterket ekspresjon og stabilitet», her ogsa kalt en «<EESYR», er en region eller en
sekvens som oppviser mer effektiv rekombinasjon, innsettingsstabilitet og hayere niva av
ekspresjon enn det som typisk observeres ved tilfeldig integrasjon i et genom.

[0071] Forsterket rekombinasjonseffektivitet omfatter en forsterkning av evnen en locus
har til & rekombinere (for eksempel ved hjelp av rekombinasegjenkjenningsseter).
Forsterkning betegner en effektivitet over tilfeldig rekombinasjon, som typisk er 0,1 %. En
foretrukket forsterket rekombinasjonseffektivitet er omkring 10 ganger over tilfeldig, eller
omkring 1 %. Med mindre det er spesifisert, er ikke den krevde oppfinnelsen begrenset til
en spesifikk rekombinasjonseffektivitet.

[0072] Der uttrykket «eksogent tilsatt gen» eller «eksogent tilsatt GOl» anvendes med
henvisning til en EESYR, viser uttrykket til ethvert gen som ikke er til stede i EESYR-en
slik EESYR-en finnes i naturen. For eksempel kan et «eksogent tilsatt gen» i en CHO-
EESYR (f.eks. en EESYR som omfatter en sekvens i SEKV ID NR:5) veere et hamstergen
som ikke finnes i CHO-EESYR-en i naturen (dvs. et hamstergen fra en annen locus i
hamstergenomet), et gen fra en annen art (f.eks. et humant gen), et kimeert gen (f.eks.
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menneske/mus), eller et annet gen som ikke er funnet & eksistere i CHO-EESYR-en i
naturen.

[0073] Prosent identitet nar en EESYR beskrives er ment & omfatte homologe sekvenser
som oppviser den angitte identiteten langs regioner med kontigugs homologi, men
tilstedeveerelsen av mellomrom, slettinger, eller innsettinger som ikke har noen homolog i
den sammenliknede sekvensen, er ikke tatt hensyn til ved beregning av prosent identitet.
Ved forklaring av bruken av «prosent identitet» i denne sammenhengen vil det henvises til
folgende sekvenssammenlikning:

EESYR 5595 AGATTCTGTGGGCTCTGAGGCAACTTGACCTCAGCCAGATGGTATTTGAATAACCTGCTC 5654
Rat Ch3 5619 AGATTCTGTGGGTTCTGAGACAACTTGACTTCAGCCAGATGGCATTTGAATAAC-————— 5672
M Mus Ch2 6618 AGATTCTGTGGGTTCTGAGACAACTTGACTTTAGCCAGATGGTATTTGAGTAATCTGGG- 6676
H. Sap. Ch20 6620 AGATTCAGTGGGCTTTGGGACAGCTTGACTTCAACTAGATGGTATTTGAATAATCTGCT- 6678

Fkdkdrkk dhkkdd d kdk Kk ok dkdkkdkhk ok Kk Kk AARAkAE AEXKAAK Kkok

[0074] Slik det brukes her, vil ikke en bestemmelse av «prosent identitet» mellom
«EESYR»-sekvensen ovenfor (for en CHO-celle-EESYR eller fragment av dette) og en
rottehomolog («Rat Ch3») omfatte en sammenlikning mellom CHO-sekvensene 5649 til
5654, ettersom rottehomologen ikke har noen homolog sekvens a sammenlikne i en
sammenstilling (dvs. at CHO-EESYR-en har en innsetting ved det punktet, eller at
rottehomologen har et mellomrom eller en sletting, alt etter som). | sammenlikningen
ovenfor vil dermed prosent identitet-sammenlikningen strekke seg fra «<AGATTC» i 5'-
enden til <xAATAAC» i 3'-enden. | det tilfellet skiller rottehomologen seg bare ut ved at den
har en «T» i CHO-EESYR-posisjon 5607, en «A» i CHO-EESYR-posisjon 5614, en «T» i
CHO-EESYR-posisjon 524, og en «C» i CHO-EESYR-posisjon 5637. Ettersom
sammenlikningen er over 54 kontigugse baser i en lengde pa 60 basepar, med bare fire
ulikheter (som ikke er mellomrom, slettinger, eller innsettinger), er det over 90 % identitet
mellom de to sekvensene (CHO og rotte) fra CHO-EESYR-posisjon 5595 til CHO-EESYR-
posisjon 5654 (ettersom «prosent identitet» ikke omfatter fradrag for mellomrom, slettinger
og innsettinger).

Generell beskrivelse

[0075] Oppfinnelsen er i det minste delvis basert pa oppdagelsen av at det finnes
sekvenser i et genom som oppviser mer effektiv rekombinasjon, innsettingsstabilitet, og et
hayere niva av ekspresjon enn andre regioner eller sekvenser i genomet. Oppfinnelsen er
ogsa i det minste delvis basert pa avdekkingen av at nar slike ekspresjonsforsterkende
sekvenser er identifisert, kan et egnet gen eller konstrukt tilsettes eksogent i eller neer
sekvensene, og at det eksogent tilsatte genet kan eksprimeres pa en fordelaktig mate.
Slike sekvenser, kalt regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet (EESYR), kan lages
slik at de omfatter rekombinasegjenkjenningsseter for plassering av gener av interesse for
a skape cellelinjer som er i stand til & eksprimere proteiner av interesse. EESYR-er kan
ogsa inkluderes som i ekspresjonskonstrukter som for eksempel ekspresjonsvektorer.
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Ekspresjonsvektorer som omfatter EESYR-er kan brukes til & eksprimere proteiner
transient, eller kan integreres i et genom ved tilfeldig eller malrettet rekombinasjon som for
eksempel homolog rekombinasjon eller rekombinasjon formidlet av rekombinaser som
gjenkjenner spesifikke rekombinasjonsseter (f.eks. Cre-lox-formidlet rekombinasjon).
Ekspresjonsvektorer som omfatter EESYR-er kan ogsa brukes til a vurdere effektiviteten
av andre DNA-sekvenser, for eksempel cis-fungerende reguleringssekvenser.

[0076] CHO-EESYR-en beskrevet i detalj her ble identifisert ved tilfeldig integrasjon av
DNA som omfattet lox-seter, inn i et CHO-cellegenom, fulgt av utvelgelse for a identifisere
sekvenser der ekspresjon var forsterket. Tilfeldig integrasjon og innsetting av lox-setet ble
oppnadd ved hjelp av et retroviralt konstrukt. Utvelgelse og filtrering ble oppnadd ved hjelp
av legemiddelresistensmarkarer og detekterbare markeringer (f.eks. fluorescerende
proteiner med FACS-filtrering), ved bruk av rekombinasjonsframgangsmater som benyttet
setespesifikk rekombinasjon (f.eks. lox-seter og Cre-rekombinase). Utvelgelse fortsatte til
minst 1,5 til 2 ganger forsterket ekspresjon over ekspresjon observert ved tilfeldig
integrasjon av et ekspresjonskonstrukt inn i CHO-cellegenomet. Etter identifisering av
EESYR-en ble rekombinasegjenkjenningsseter (i eksempelet som er gitt, lox-seter)
opprettholdt i EESYR-en for a sette inn ekspresjonskassetter som omfatter et
eksprimerbart GOI, sammen med andre gnskede elementer som for eksempel promotorer,
forsterkere, markgrer, operatorer osv.

[0077] En illustrasjon av et plasmidkonstrukt brukt til & identifisere en EESYR beskrevet i
denne patentsgknaden er vist i fig. 2. Plasmidredningskonstruktet omfatter en
ekspresjonskassett drevet av en promotor, der kassetten er flankert pa 5'- og 3'-enden
med rekombinasegjenkjenningsseter (representert ved kule og strek i fig. 2). Det er vist
innsetting i en EESYR-locus, der innsettingen farer til at plasmidredningskonstruktet
kommer i stedet for en ekspresjonskassett som omfatter en promotor og en markgr, der
ekspresjonskassetten i EESYR-locusen er flankert pa sin 5'- og 3'-ende av
rekombinasegjenkjenningsseter (se fig. 2).

[0078] Her er beskrevet sammensetninger og framgangsmater for a stabilt integrere en
nukleinsyresekvens i en eukaryot celle, der nukleinsyresekvensen er i stand til forsterket
ekspresjon ved a veere integrert i eller naer en EESYR. Her er beskrevet celler som
inneholder en rekombinasegjenkjenningssekvens i eller neer en EESYR, bekvemt for &
sette inn et GOI, for & oppna ekspresjon av et protein av interesse fra GOl-et. Her er ogsa
beskrevet sammensetninger og framgangsmater for & bruke EESYR-er i forbindelse med
ekspresjonskonstrukter, for eksempel ekspresjonsvektorer, og for a tilsette en eksogen
EESYR i en eukaryot celle av interesse.

Fysiske og funksjonelle egenskaper hos en EESYR

[0079] Nukleinsyresekvensene kalt EESYR-er ble empirisk identifisert ved sekvenser
oppstrams og nedstrems integrasjonssetet pa et nukleinsyrekonstrukt (som omfattet en
ekspresjonskassett) hos en cellelinje som eksprimerte et rapportgrprotein pa et hgyt niva.
EESYR-nukleinsyresekvensene beskrevet her er sekvenser med en ny funksjonalitet
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tilknyttet forsterket ekspresjon av en nukleinsyre (for eksempel en eksogen nukleinsyre
som omfatter et GOI) som ser ut til & fungere annerledes enn det som tidligere er
beskrevet for cis-fungerende elementer sa som promotorer, forsterkere,
locuskontrollregioner, stillastilknytningsregioner eller matrisetilknytningsregioner. EESYR-
er ser ikke ut til & ha apne leserammer (ORF), noe som gjer det usannsynlig at EESYR-er
koder nye trans-aktivatorproteiner. Transfeksjonseksperimenter viste at EESYR-sekvenser
oppviser noen av egenskapene til cis-fungerende elementer. EESYR-aktivitet detekteres
ikke i transiente transfeksjonsassayer; EESYR-sekvenser ser ogsa ut til & veere distinkte
fra promotor- og forsterkerelementer, som detekteres ved hjelp av disse
framgangsmatene.

[0080] Selv om EESYR-sekvenser beskrevet i detalj her ble isolert fra genomet i to
cellelinjer, er EESYR-sekvenser fra disse to cellelinjene de samme. EESYR-aktivitet ble
identifisert i et 6 472 kb fragment av CHO-genomisk DNA 5' i forhold til et unikt
integrasjonssete hos en retroviral vektor omfattende en DsRed-rapportgrkodende sekvens
og i et 7 045 kb fragment av CHO-genomisk DNA 3' i forhold til integrasjonssetet.
Ekspresjonsvektorer omfattende den isolerte 6 472 kb regionen og den isolerte 7 045 kb
regionen og kortere fragmenter av dette var i stand til & gi CHO-cellene som var transfisert
med dem, hgye nivaer av ekspresjon av rekombinerende proteiner.

[0081] Her er ogsa beskrevet ekspresjonsvektorer som omfatter reversorienterte EESYR-
fragmenter. Reversorienterte EESYR-fragmenter var ogsa i stand til & gi CHO-celler som
var transfisert med dem, hgye nivaer av ekspresjon av rekombinerende proteiner.

[0082] Andre kombinasjoner av fragmentene beskrevet her kan ogsa utvikles. Eksempler
pa andre kombinasjoner av fragmentene beskrevet her som ogsa kan utvikles, omfatter
sekvenser som omfatter flere kopier av EESYR-en beskrevet her, eller sekvenser derivert
ved & kombinere den beskrevne EESYR-en med andre nukleotidsekvenser for a oppna
optimale kombinasjoner av regulerende elementer. Slike kombinasjoner kan vaere
kontigugst lenket eller arrangert for a tilveiebringe optimal avstandsfordeling av EESYR-
fragmentene (f.eks. ved a sette inn avstandsholdende nukleotider mellom fragmentene).
Regulerende elementer kan ogsa arrangeres slik at de tilveiebringer optimal
avstandsfordeling av en EESYR i forhold til de regulerende elementene.

[0083] EESYR-sekvensene beskrevet her var isolert fra CHO-celler. Homologe
ekspresjonsforsterkende elementer er forventet a eksistere i celler fra andre pattedyrarter
(som for eksempel mennesker; se fig. 3) samt i cellelinjer derivert fra andre vevtyper, og
kan isoleres ved hjelp av velkjent teknikk, for eksempel hybridisering mellom arter eller
PCR-baserte teknikker. | tillegg kan det gjgres endringer i nukleotidsekvensen presentert i
SEKV ID NR:1-6 ved hjelp av seteinnrettede eller tilfeldige mutageneseteknikker som er
velkjent teknikk. De resulterende EESYR-variantene kan deretter testes for EESYR-
aktivitet som beskrevet her. DNA som er minst ca. 80 prosent identisk, fortrinnsvis minst
ca. 90 prosent identisk, mer foretrukket minst ca. 95 prosent identisk, mest foretrukket
minst ca. 99 prosent identisk i nukleotidsekvens med SEKV ID NR:1-6 eller fragmenter av
dette og som har EESYR-aktivitet, er isolerbare ved rutinemessig eksperimentering, og
forventes a oppvise EESYR-aktivitet. For fragmenter av EESYR viser prosent identitet il
den delen av den refererte native sekvensen som finnes i EESYR-fragmentet. Fglgelig er
homologer av EESYR og varianter av EESYR ogsa beskrevet her. Fig. 3A og 3B viser en
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sammenstilling av sekvenser fra mus, menneske og rotte med varierende homologi til et
fragment av SEKV ID NR:5.

[0084] Cellepopulasjoner som eksprimerer forsterkede nivaer av et protein av interesse,
kan utvikles ved hjelp av framgangsmatene tilveiebrakt her. Det absolutte
ekspresjonsnivaet vil variere med det spesifikke proteinet, avhengig av hvor effektivt
proteinet prosesseres av cellen. Cellepooler utviklet ved hjelp av EESYR er stabile over
tid, og kan behandles som stabile cellelinjer for de fleste formal. Kloningstrinn kan utsettes
til senere i utviklingsprosessen enn det som er vanlig for rekombinerende proteiner.

EESYR-er og ekspresjonsforsterkende fragmenter av disse

[0085] EESYR-ens genomiske locus bevares i genomet hos mennesker, mus og rotter.
Fig. 4 viser prosent identitet blant EESYR-sekvenser. EESYR-sekvenser homologe til

13 515 kb av klonet CHO-EESYR-DNA i SEKV ID NR:5 ble identifisert blant det publiserte
genomet hos mennesker, rotter og mus ved hjelp av BLAST. Sekvenser ble sammenstilt
for a bestemme prosent homologt ved hjelp av MacVector (9.0). Tjuefem bp-inkrementer i
sammenstillingen er plottet som prosent identitet blant EESYR-sekvenser fra CHO,
menneske, mus og rotte for hvert pafglgende 25 bp-segment. Som vist i fig. 4 markerer
den vertikale linjen stedet for setespesifikke rekombinasjonshendelser for & eksprimere
rekombinerende proteingener av interesse. Prosent identitet av EESYR-sekvenser
tilstetende et sted for setespesifikk rekombinasjon i en EESYR er vist i panel B i fig. 4. Ti
baseparinkrementer i de sammenstilte sekvensene som svarer til nt 5022-6110 i en CHO-
celles EESYR-sekvens (nukleotidene 5022 til 6110 i SEKV ID NR:5) er plottet som prosent
identitet blant EESYR-sekvenser fra CHO, menneske, mus og rotte for hvert pafglgende
10 bp-segment. Sekvensene ble sammenstilt ved hjelp av MacVector™ 9.0. Som vist i
panel B er en signifikant identitet i sekvens til stede i dette fragmentet av EESYR-en klonet
fra CHO-celler. Det skal legges merke til at sammenlikningen i fig. 4 indikerer en lengde pa
ca. 1400 baser, mens sekvensen i SEKV ID NR:5 inneholder 13 515 baser. Basene i fig. 4
ser ut til & strekke seg over en lengre lengde pa grunn av tilstedeveerelsen av mellomrom.
De nevnte nukleotidintervallene er de som svarer til nummereringen i SEKV ID NR:5 med
mindre annet er angitt. Nukleotidintervallet fra ca. 6200 til ca. 7600 som vist i fig. 4B svarer
til nukleotidene i SEKV ID NR:5 nummerert ca. 5 200 til ca. 6 000.

[0086] Falgelig er her beskrevet et ekspresjonsforsterkende fragment av en
nukleotidsekvens i SEKV ID NR:5, der det ekspresjonsforsterkende fragmentet omfatter
nukleotidsekvensen indikert av posisjoner omkring residuene 5022 til ca. 6110 i SEKV ID
NR:5, eller ca. 5218 til ca. 6048 i SEKV ID NR:5; eller ca. 6200 til ca. 7600, ca. 6500 til ca.
7400, eller ca. 6400 til ca. 6500 vist i panel B i fig. 4. Her er ogsa beskrevet et
ekspresjonsforsterkende fragment av en nukleotidsekvens som er minst 80 prosent
identisk, fortrinnsvis minst 90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk,
mest foretrukket minst 99 prosent identisk med nukleotidsekvensen som er indikert ved
posisjonene ca. 6200 til ca. 7600, eller ca. 6500 til ca. 7400, eller ca. 6400 til ca. 6500 vist
i panel B i fig. 4. Videre er her beskrevet vektorer som omfatter et slikt fragment, inkludert
for transient eller stabil transfeksjon. Ytterligere beskrevet her er en eukaryot celle som
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omfatter et slikt fragment, der fragmentet er eksogent og er integrert i cellegenomet, og
celler som omfatter et slikt fragment, har minst ett rekombinasegjenkjenningssete som er
inne i, umiddelbart 5', eller umiddelbart 3' til fragmentet.

[0087] Et ekspresjonsforsterkende fragment av SEKV ID NR:5 kan befinne seg i en
posisjon innenfor SEKV ID NR:5 valgt blant nukleotider som strekker seg over posisjonene
med nummer 10-13 515; 20-12 020; 1 020-11 020; 2 020-10 020; 3 020-9 020; 4 020-

8 020; 5 020-7 020; 6 020-6 920; 6 120-6 820; 6 220-6 720; 6 320-6 620; 6 420-6 520;

6 460-6 500; 6 470-6 490; og 6 475-6 485.

[0088] | én utfarelsesform anvendes EESYR-en til & forsterke ekspresjonen av et GO,
som illustrert i fig. 5. Fig. 5 viser et GOl som er funksjonelt knyttet til en promotor (med en
oppstrams markgr som har sin egen promotor) integrert i en ikke-EESYR-posisjon i et
CHO-cellegenom, og en FACS-utlesning som viser fordelingen av ekspresjon i en stabilt
transfisert cellepopulasjon. Til sammenlikning er vist et GOl som er funksjonelt knyttet til
en promotor integrert i en EESYR-posisjon i et CHO-cellegenom, og en FACS-utlesning
som viser fordelingen av ekspresjon i en stabilt transfisert cellepopulasjon, er ogsa vist. |
denne utfgrelsesformen viser GOl-et eksprimert i EESYR-locusen en forsterket ekspresjon
pa omkring to ganger sammenliknet med GOl-et eksprimert i en ikke-EESYR-locus.

[0089] | ulike utfgrelsesformer kan ekspresjon av et GOI forsterkes ved a plassere GOl-et i
en EESYR, 5'til en EESYR, eller 3' til en EESYR. Den ngyaktige avstanden mellom GOI-
et og EESYR-en, der GOl-et er enten 5' eller 3' til EESYR-en, skal veere slik at EESYR-en
er funksjonelt knyttet til GOl-et. En EESYR er funksjonelt knyttet til GOl-et der ekspresjon
av GOl-et — ved den valgte avstanden fra EESYR-en (i 5'- eller 3'-retningen) — beholder
evnen til a forsterke ekspresjon av GOl-et over for eksempel ekspresjon typisk observert
pa grunn av en tilfeldig integrasjonshendelse. | ulike utfgrelsesformer er forsterkningen
minst omkring 1,5 ganger til omkring 2 ganger eller mer. Fortrinnsvis er forsterkningen i
ekspresjon sammenliknet med en tilfeldig integrasjon, eller tilfeldig ekspresjon, omkring 2
ganger eller mer.

[0090] Fig. 6 viser en utfgrelsesform der SEKV ID NR:1 («kEESYR 5'») og SEKV ID NR:2
(«EESYR 3'») er sammenliknet i sin relative evne til a forsterke ekspresjon av et
funksjonelt tilknyttet GOI, der GOl-et er funksjonelt knyttet til en promotor ogsa (en marker
og en promotor funksjonelt knyttet til markaren er vist 5' til GOl-promotoren). Orientering
av EESYR-en er vist ved retningen av pilen under termen «kEESYR». Konstruktene er
tilfeldig integrert i et CHO-cellegenom. Ekspresjon er relativ til det tilfeldig integrerte
konstruktet som ikke omfatter noen EESYR. FACS-utlesninger som viser relativ
ekspresjon, er vist til hayre. | fig. 6 anvender det forste EESYR-konstruktet SEKV ID NR:1;
det andre EESYR-konstruktet anvender SEKV ID NR:3; det tredje EESYR-konstruktet er
SEKV ID NR:2; det fierde EESYR-konstruktet er SEKV ID NR:4. Som vist i figuren
oppviser SEKV ID NR:3 en 2,4 ganger forsterkning i ekspresjon, og SEKV ID NR:1
oppviser en 2 ganger forsterkning av ekspresjon.

[0091] EESYR-rekombinerende cellepooler oppviser kloningsegenskaper. Fig. 7 illustrerer
EESYR-rekombinantpoolers kloningsegenskaper. | det tofargede FACS-plottet som
representerer et toparameterhistogram av celler merket med r@gde eller granne markarer
(rade celler er vert-CHO-celler; grgnne celler er rekombinanter som eksprimerer et GOI),
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viser EESYR-rekombinantpooler klyngedannelse i plottet som gjenspeiler vesentlig
identisk vekst og ekspresjon, stramningscytometriprofil og Southern-analyse (ikke vist). Et
histogram av ELISA-er av enkeltceller viser uniform ekspresjon i alle kloner.
Kloningsstabiliteten er ogsa hgy etter tre maneder uten utvelgelse.

[0092] EESYR-rekombinanter gjennomgar spesifikk og effektiv rekombinasjon, som vist i
fig. 8. Panel A viser to markgrer separert av en IRES og flankert av
rekombinasegjenkjenningsseter, og en tredje markar som ikke er flankert av
rekombinasegjenkjenningsseter som en tilfeldig integrasjonskontroll. Nar det rekombineres
ved en EESYR-locus som omfatter en markgr flankert av to
rekombinasegjenkjenningsseter, er rekombinasjonen spesifikk. Panel B viser lite tilfeldig
integrasjon ved fraveer av rekombinase, men effektiv og setespesifikk integrasjon ved
tilstedeveerelsen av rekombinase.

[0093] Tilfeldig integrasjon ved hjelp av setespesifikk rekombinasjon ved en EESYR er
sjelden (se fig. 9). Fig. 9 viser at nar tilfeldige integrasjonshendelser visualiseres,
representerer slike hendelser bare en grliten del av integrasjonshendelsene.

[0094] EESYR-cis-fungerende elementer kan vurderes ved hjelp av framgangsmatene og
sammensetningene beskrevet her. Som vist i fig. 10 tillater EESYR-rekombinerende celler
sammenlikning av cis-fungerende elementer ekvivalent. Ettersom EESYR-rekombinanter
oppfarer seg som en kloningspopulasjon, kan forskjeller i genekspresjon som falge av for
eksempel tilstedevaerelsen eller fraveeret av mistenkte cis-fungerende elementer
sammenliknes direkte. Isogene cellelinjer tillater direkte sammenlikning av cis-fungerende
elementer. Ved bruk av et EESYR-system befinner cis-fungerende elementer som for
eksempel promotorer, introner og UTR-er seg fortrinnsvis mellom rekombinasjonssetene.
Ekspresjonsoptimalisering kan ogsa oppnas, inkludert for eksempel
ekspresjonskassettorientering og kodonoptimalisering. Som et eksempel viser fig. 11
kassetter flankert av rekombinasjonsgjenkjenningsseter som inneholder en promotor, en
markgr, ulike cis-elementer (her introner i panel A; UTR-er i panel B), og et GOI var
integrerti en EESYR (SEKV ID NR: 1i 5-enden, SEKV ID NR:2 i 3'-enden). Relativ
ekspresjon av GOl-et er vist il hgyre.

[0095] Fig. 12 viser et eksempel pa hvordan proteinoptimalisering kan oppnas ved hjelp av
framgangsmatene og sammensetningene beskrevet her. Fig. 12 bekrefter at opsjonell
plassering av et cDNA for et lettkjedeantistoffgen er 5' til et cDNA for et
tungkjedeantistoffgen.

Proteiner av interesse

[0096] En nukleinsyresekvens som koder et protein av interesse, kan bekvemt integreres i
en celle som omfatter en EESYR som har et rekombinasegjenkjenningssete, gjennom for
eksempel en rekombinaseformidlet kassettutvekslingsprosess (RMCE). Et hvilket som
helst protein av interesse som er egnet for ekspresjon i eukaryote celler kan brukes. For
eksempel kan proteinet av interesse veere et antistoff eller fragment av dette, et kimaert
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antistoff eller fragment av dette, en ScFv eller fragment av dette, et Fc-merket protein eller
fragment av dette, en vekstfaktor eller et fragment av dette, et cytokin eller et fragment av
dette, eller et ekstracellulaert domene av en celleoverflatereseptor eller fragment av dette.

Nukleinsyrekonstrukter

[0097] Rekombinerende ekspresjonsvektorer kan omfatte syntetiske eller cDONA-deriverte
DNA-fragmenter som koder et protein, funksjonelt knyttet til et egnet transkripsjons-
og/eller translasjonsregulerende element derivert fra pattedyr-, virus- eller insektgener.
Slike regulerende elementer omfatter transkripsjonspromotorer, forsterkere, sekvenser
som koder egnede mRNA-ribosombindende seter, og sekvenser som kontrollerer
termineringen av transkripsjon og translasjon, som beskrevet i detalj nedenfor.
Ekspresjonsvektorer hos pattedyr kan ogsa omfatte ikke-transkriberte elementer sa som
en replikasjonsstart, andre 5'- eller 3'-flankerende ikke-transkriberte sekvenser, og 5'- eller
3'-ikke-translaterte sekvenser sa som donor- og akseptorseter for sammenbinding. Et
utvelgbart markgrgen for a lette gjenkjennelse av transfektanter kan ogsa inkorporeres.

[0098] Transkripsjons- og translasjonskontrollsekvenser i ekspresjonsvektorer som kan
brukes til a transfisere vertebratceller, kan tilveiebringes av viruskilder. For eksempel
deriveres vanlig benyttede promotorer og forsterkere fra virus sa som polyoma, adenovirus
2, simian virus 40 (SV40), og humant cytomegalovirus (CMV). Virusgenompromotorer,
kontroll- og/eller signalsekvenser kan benyttes til a drive ekspresjon, forutsatt at slike
kontrollsekvenser er kompatible med vertcellen som er valgt. Ikke-virale cellepromotorer
kan ogsa brukes (f.eks. B-globinet og EF-1a-promotorene), avhengig av celletypen det
rekombinerende proteinet skal eksprimeres i.

[0099] DNA-sekvenser derivert fra SV40-virusgenomet, for eksempel SV40-starten, tidlige
og sene promotor-, forsterker-, sammenbindings- og polyadenylasjonsseter kan brukes til
a tilveiebringe andre genetiske elementer som kan brukes til a eksprimere en heterolog
DNA-sekvens. Tidlige og sene promotorer er seerlig nyttige ettersom begge enkelt
framskaffes fra SV40-viruset som et fragment som ogsa omfatter SV40-
virusreplikasjonsstarten (Fiers et al., Nature 273:113, 1978). Mindre eller starre SV40-
fragmenter kan ogsa brukes. Typisk er den ca. 250 bp-sekvensen som strekker seg fra
Hind Ill-setet mot Bgll-setet lokalisert i SV40-replikasjonsstarten, inkludert.

[0100] Bicistroniske ekspresjonsvektorer brukt til ekspresjon av flere transkripter er
tidligere blitt beskrevet (Kim S. K. and Wold B. J., Cell 42:129, 1985; Kaufman et al. 1991,
supra) og kan brukes i kombinasjon med en EESYR-sekvens som er beskrevet her. Andre
typer ekspresjonsvektorer vil ogsa veere nyttige, for eksempel de som er beskrevet i U.S.
Pat. nr. 4 634 665 (Axel et al.) og U.S. Pat. nr. 4 656 134 (Ringold et al.).
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Vertceller og transfeksjon

[0101] De eukaryote vertcellene som benyttes i oppfinnelsens framgangsmater er
pattedyrvertceller som omfatter for eksempel CHO-celler og museceller. Her er beskrevet
en nukleinsyresekvens som koder en EESYR-sekvens fra CHO-celle. Et integrasjonssete,
for eksempel et rekombinasegjenkjenningssete, kan veere plassert i en EESYR, eller &'
eller 3' til EESYR-sekvensen. Ett eksempel pa et egnet integrasjonssete er et loxP-sete. Et
annet eksempel pa et egnet integrasjonssete er to rekombinasegjenkjenningsseter, for
eksempel et loxP-sete og et lox 5511-sete. EESYR-sekvensen kan befinne seg pa
kromosom 6 i et CHO-cellegenom. EESYR-sekvensen kan befinne seg i en sekvens valgt
fra gruppen som bestar av nukleinsyrer som omfatter nukleotidene 1-6473 og 4607-6473 i
SEKV ID NR: 1; og 1-7045, 1-3115, 1-2245, 1-935 og 1-465 i SEKV ID NR:2.

[0102] Her er ogsa beskrevet en pattedyrvertcelle transfisert med en ekspresjonsvektor
beskrevet her. Selv om en hvilken som helst pattedyrcelle kan brukes, er vertcellen
fortrinnsvis en CHO-celle.

[0103] Transfiserte vertceller omfatter celler som er blitt transfisert med
ekspresjonsvektorer som omfatter en sekvens som koder et protein eller polypeptid.
Eksprimerte proteiner vil fortrinnsvis vaere sekretert inn i kulturmediet, avhengig av
nukleinsyresekvensen som er valgt, men kan holdes tilbake i cellen eller deponeres i
cellemembranen. Ulike cellekultursystemer fra pattedyr kan anvendes for a eksprimere
rekombinerende proteiner. Eksempler pa egnede pattedyrvertcellelinjer omfatter COS-7-
linjene med apenyreceller, beskrevet av Gluzman (1981) Cell 23:175, og andre cellelinjer
som er i stand til a eksprimere en egnet vektor, inkludert for eksempel CV-1/EBNA (ATCC
CRL 10478), L-celler, C127, 3T3, CHO, HelLa og BHK-cellelinjer. Andre cellelinjer utviklet
for spesifikke utvelgelses- eller amplifikasjonsskjemaer vil ogsa kunne brukes med
framgangsmatene og sammensetningene som er tilveiebrakt her. En foretrukket cellelinje
er CHO-cellelinjen kalt K1. For & oppna malet om storvolumproduksjon av rekombinerende
proteiner bar vertcellelinjen forhandstilpasses bioreaktormediet i det enkelte tilfellet.

[0104] Flere transfeksjonsprotokoller er kjent teknikk, og er giennomgatt i Kaufman (1988)
Meth. Enzymology 185:537. Transfeksjonsprotokollen som velges vil veere avhengig av
vertcelletypen og GOl-ets natur, og kan veere valgt pa grunnlag av rutinemessig
eksperimentering. De grunnleggende kravene til slike protokoller er a farst sette inn DNA
som koder proteinet av interesse i en egnet vertcelle, og deretter a identifisere og isolere
vertceller som har inkorporert det heterologe DNA-et pa en relativt stabil, eksprimerbar
mate.

[0105] En vanlig benyttet framgangsmate for & sette inn heterologt DNA i en celle er
kalsiumfosfatpresipitering, for eksempel som beskrevet av Wigler et al. (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:3567, 1980). DNA som settes inn i en vertcelle ved hjelp av denne
framgangsmaten, undergar ofte omarrangering, noe som gjar denne prosedyren nyttig for
kotransfeksjon av uavhengige gener.

[0106] Polyetylenindusert fusjon av bakterielle protoplaster med pattedyrceller (Schaffner
et al., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2163) er en annen nyttig framgangsmate for a
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sette inn heterologt DNA. Protoplastfusjonprotokoller gir ofte flere kopier av plasmid-DNA-
et integrert i pattedyrvertcellegenomet, og denne teknikken krever at utvelgelses- og
amplifikasjonsmarkgren er pa samme plasmid som GOl-et.

[0107] Elektroporasjon kan ogsa benyttes til & sette DNA direkte inn i cytoplasmaet til en
vertcelle, for eksempel som beskrevet av Potter et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7161,
1988) eller Shigekawa et al. (BioTechniques 6:742, 1988). | motsetning til protoplastfusjon
krever ikke elektroporasjon at utvelgelsesmarkaren og GOl-et er pa samme plasmid.

[0108] | det senere er det blitt beskrevet flere reagenser som kan brukes til a sette
heterologt DNA inn i en pattedyrcelle. Dette omfatter Lipofectin™-reagens og
Lipofectamine™-reagens (Gibco BRL, Gaithersburg, Md.). Begge disse reagensene er
kommersielt tilgjengelige reagenser som brukes til & danne lipid-nukleinsyrekomplekser
(eller liposomer) som, nar de anvendes pa dyrkede celler, letter opptaket av nukleinsyren i
cellene.

[0109] En framgangsmate for & amplifisere GOl-et er ogsa onskelig for & eksprimere det
rekombinerende proteinet, og involverer typisk bruken av en utvelgelsesmarkgr
(giennomgatt i Kaufman supra). Resistens mot cytotoksiske legemidler er den egenskapen
som oftest benyttes som utvelgelsesmarkgar, og kan veere resultatet av enten et dominant
anlegg (kan f.eks. brukes uavhengig av vertcelletype) eller et recessivt anlegg (kan f.eks.
brukes i visse vertcelletyper som har mangler i den aktiviteten det utvelges for). Flere
amplifiserbare markarer egner seg til bruk i oppfinnelsens ekspresjonsvektorer (f.eks. som
beskrevet i Maniatis, Molecular Biology: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, NY, 1989; s. 16.9-16.14).

[0110] Nyttige utvelgbare markgarer for genamplifikasjon i legemiddelresistente
pattedyrceller er vist i tabell 1 hos Kaufman, R. J., supra, og omfatter DHFR-MTX-
resistens, P-glykoprotein og multippel legemiddelresistens (MDR) — ulike lipofile
cytotoksiske virkestoffer (f.eks. adriamycin, colchicin, vincristin), og adenosindeaminase
(ADA)-Xyl-A eller adenosin og 2'-deoksykoformycin.

[0111] Andre dominante utvelgbare markarer omfatter mikrobielt deriverte
antibiotikaresistensgener, for eksempel neomycin-, kanamycin- eller hygromycinresistens.
Disse utvelgelsesmarkgrene er imidlertid ikke blitt vist & vaere amplifiserbare (Kaufman, R.
J., supra,). Flere egnede utvelgelsessystemer finnes for pattedyrverter (Maniatis supra, s.
16.9-16.15). Kotransfeksjonsprotokoller som anvender to dominante utvelgbare markarer
er ogsa blitt beskrevet (Okayama and Berg, Mol. Cell Biol 5:1136, 1985).

[0112] Nyttige regulerende elementer som er tidligere beskrevet eller kjent teknikk, kan
ogsa inkluderes i nukleinsyrekonstruktene som benyttes til & transfisere pattedyrceller.
Transfeksjonsprotokollen som velges og elementene som utvelges til bruk der, vil veere
avhengig av typen vertcelle som brukes. Fagpersonen vil kienne mange ulike protokoller
og vertceller, og kan velge et egnet system for a eksprimere et gnsket protein ut ifra
kravene til cellekultursystemet som brukes.

[0113] Andre trekk ved oppfinnelsen vil bli apenbare i lgpet av de fglgende beskrivelsene
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av eksemplariske utfgrelsesformer som er gitt for a illustrere oppfinnelsen og ikke er ment
a avgrense den.

EKSEMPLER

[0114] De folgende eksemplene er presentert for a vise den ordinaere fagpersonen
hvordan framgangsmatene og sammensetningene her skal lages og brukes, og er ikke
ment & avgrense omfanget av hva oppfinnerne anser som sin oppfinnelse. Det er gjort
forsgk pa a sikre ngyaktig bruk av tall (f.eks. mengde, temperatur osv.) men det ma tas
hgyde for noen eksperimentelle feil og avvik. Med mindre annet er angitt, er andeler
vektandeler, molekylvekt er gjennomsnittlig molekylvekt, temperatur er i grader Celsius, og
trykk er ved eller neer atmosfeerisk.

Eksempel 1. Generering av RGC9- og RGC16-cellelinjer.

[0115] CHO-K1-celler (1 x 107) ble infisert med pantropisk retrovirus produsert med
plasmid pTE252 (fig.1), med et loxP-sete i seg, ved en MOI pa mindre enn 1 for a
generere en stabil pool av celler med for det meste én retroviral innsetting per celle. Celler
i den stabile poolen som eksprimerte et markarprotein ved et hgyt niva, ble utvalgt og
ekspandert. Trettiseks kloner ble isolert og ekspandert ut i 36 cellelinjer. Kloner som
oppviste den hgyeste ekspresjons- og rekombinasjonseffektiviteten ble identifisert og
klonet, der hver av klonene inneholdt minst ett rekombinasegjenkjenningssete i en
forsterket ekspresjonslocus. Atte cellepopulasjoner med den beste ekspresjons- og
rekombinasjonseffektiviteten ble utvalgt, og revurdert for forsterket proteinekspresjon. To
cellepopulasjoner ble utvalgt og benevnt RGC9 og RGC16. Southern blot-analyse av
cellepopulasjonene fra de opprinnelige 36 cellelinjene som svarte til disse to cellelinjene,
viste at en enkelt kopi av et rapportgrkonstrukt var integrert i CHO-cellegenomet ved
samme locus for begge cellepopulasjoner, og integrasjonens lokalitet ble bestemt a veere
ved trippel-«act»-en ved nukleotidposisjon 6 471 til 6 473 i SEKV ID NR:5. Minst én av
disse to cellelinjene ble anvendt i eksperimenter beskrevet nedenfor.

Eksempel 2. Ekspresjon av FcFP1-protein i serumfritt produksjonsmedium

[0116] RGC38-celler ble derivert fra RGC9-celler og ble tilpasset til & vokse i suspensjon i
et serumfritt produksjonsmedium. RGC38-celler ble brukt som vertceller for ekspresjonen
av FcFP1-protein (Fc-fusjon-protein-1). RGC38-celler ble transfisert i en ti-centimeters skal
med en FcFP1-ekspresjonsvektor, pTE851 og et Cre-plasmid, pRG858. FcFP1-plasmidet
har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en SV40-senpromotor, et hygromycinresistent gen, en
IRES, en eGFP, en CMV-MIE-promotor, et gen som koder et FcFP1-protein, og et
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Lox511-sete. Celler ble dyrket i F12-medium med 400 pug/ml hygromycin i to uker etter
transfeksjon. Celler som eksprimerte eGFP men ikke DsRed, ble isolert ved hjelp av
stramningscytometri og benevnt som RS421-1. Isolerte celler var vesentlig isogene, selv
om de var derivert fra ulike morceller. RS421-1-celler ble ekspandert i suspensjonskulturer
i serumfritt produksjonsmedium. FcP1-protein i kondisjonert medium med 3 dager gamle
kulturer ble undersgkt i SDS-PAGE med Coomassie-blatt. FcF1-protein i det kondisjonerte
mediet var rikelig til stede og kunne sees uten rensing.

Eksempel 3. Regulert ekspresjon av FcFP1-protein i serumfritt produksjonsmedium

[0117] RGC49-celler ble derivert fra RGC16, ble tilpasset til & vokse i serumfritt
produksjonsmedium, og inneholdt et stabilyt integrert tetR-YFP-ekspresjonsplasmid, og
pcDNAG6/TR. TetR-proteinet tillater regulering av transkripsjon fra promotorer som omfatter
en tet-operatorsekvens, ved hjelp av tetracyklin eller doksycyklin. RGC49-celler ble
kotransfisert med pTE851 og pRG858. De transfiserte cellene ble utvalgt med 400 pg/ml
hygromycin i to uker. Celler som eksprimerte eGFP men ikke YFP, ble isolert ved hjelp av
stramningscytometri og benevnt som RS569-1. RS569-1-celler ble ekspandert i
suspensjonskulturer i serumfritt produksjonsmedium ved tilstedeveerelse eller fravaer av
doksycyklin. FcP1-protein i kondisjonert medium med 3 dager gamle kulturer ble
undersgkt med SDS-PAGE og Coomassie-blatt. RS569-1-cellene eksprimerte FcFP1-
protein pa samme mate som RS421-1 ved tilstedeveerelse av 1 ug/ml doksycyklin i
kulturmediet. Sveert lite FcFP1-protein ble detektert fra RS569-1-cellene i fraveeret av
doksycyklin.

Eksempel 4. Bruk av et tredje Lox-sete (Lox2272) ved EESYR for a skape
dualekspresjonskassett

[0118] Celler fra en hvilken som helst cellelinje som bzerer et DsRED-gen flankert av et
LoxP-sete og et Lox511-sete ved EESYR-locus transfiseres med pRG858 og en vektor
som omfatter, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en fgrste promotor, en YFP, et Lox2272-
sete, en andre promotor, en eGFP, og en Lox511. Celler som eksprimerer eGFP og YFP,
men ikke DsRed, isoleres. Isolerte celler transfiseres deretter med pRG858, pRG1167 (en
vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en SV40-senpromotor, et
hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, en DsRed og et Lox2272-sete) eller
pRG1234 (en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et Lox2272-sete, en SV40-senpromotor, et
hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, en DsRed og et Lox511-sete). Celler
som er i stand til a eksprimere noen av DSRED og eGFP, men ikke YFP, eller DsRED og
YFP, men ikke eGFP, isoleres.
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Eksempel 5. Antistoffekspresjon fra RGC38-vertceller

[0119] RGC38-celler ble transfisert med pTE963 og pRG858. pTE963 har, i 5'- til 3'-
retning, et LoxP-sete, en SV40-senpromotor, et hygromycinresistent gen, en IRES, en
eGFP, en CMV-MIE-promotor, et antistoffs lettkjedegen, en CMV-MIE-promotor, et
antistoffs tungkjedegen, og et Lox511-sete. De transfiserte kulturene ble utvalgt med
hygromycin ved 400 pg/ml hver i to uker. Celler som eksprimerte e GFP men ikke dsRed,
ble isolert ved hjelp av stramningscytometri. De isolerte cellene ble ekspandert i
suspensjon i serumfritt produksjonsmedium og ble benevnt RS533-celler. For
produksjonen av antistoffer ble RS533-celler dyrket i en bioreaktor i 10 dager. Alikvoter av
brukt medium fra dag seks til dag ti ble oppsamlet, og proteinsammensetningen deres ble
analysert med SDS-PAGE. Tungkjede- og lettkjedepeptidet til antistoffet i det
bioreaktorbrukte mediet ble lett detektert ved hjelp av Coomassie-blatt.

Eksempel 6. Uthenting og subkloning av EESYR-sekvenser

[0120] En CHO-cellelinje (benevnt RGC21) som eksprimerte hgye nivaer av et
rapportgrgen, DsRed, ble utvalgt for isolasjon av EESYR-sekvenser, ettersom Southern
blot-analyse indikerte at den hagye ekspresjonen av DsRed-ekspresjon observert for denne
cellelinjen er drevet av en enkelt integrasjon av en ekspresjonskassett som koder DsRed.
Genomsekvenser 5' til ekspresjonskassetten ble uthentet ved a transfisere RGC21-celler
med lineariserte pTE494-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, et
ampicillinresistensgen, en bakteriell replikasjonsstart, et multippelt kloningssete (EcoRl,
Bglll, Xbal, Apal), en CMV-MIE-promotor, et neomycin-fosfotransferasegen, en IRES, en
eGFP og et Lox511-sete. Celler som eksprimerte eGFP men ikke DsRed, ble isolert ved
hjelp av stremningscytometri som en pool. Genomisk DNA ble isolert, apnet med Xbal-
restriksjonsendonuklease, og selvligerte slik at det dannet pRG1106. Genomsekvenser 3'
til ekspresjonskassetten ble uthentet ved a transfisere RGC21-celler med sirkulaere
pTE495-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en CMV-MIE-
promotor, et neomycin-fosfotransferasegen, en IRES, en eGFP, en bakteriell
replikasjonsstart, et multippelt kloningssete (EcoRI, Bglll, Xbal, Apal), et
ampicillinresistensgen, og et Lox511-sete. Celler som eksprimerte eGFP men ikke DsRed,
ble isolert ved hjelp av streamningscytometri som en pool. Genomisk DNA ble isolert, apnet
med Mfel-restriksjonsendonuklease, og selvligerte slik at det dannet pPRG1099.

Eksempel 7. Plasmidkonstruksjon for EESYR-analyse

[0121] EESYR-sekvenser ble eksidert fra enten pRG1106 eller pPRG1099 som Agel-
fragmenter og satt inn i Agel- og NgoMIV-setene pa pTE575, et plasmid som eksprimerer
FCFP2, for a gi plasmid pTE809. pTE575-plasmidet har, i 5'- til 3'-retning, en SV40-
senpromotor, et hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, og et gen som koder
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FCFP2-protein. | stabilt transfiserte CHO-celler ga pTE809 og pTE575 at henholdsvis
97,22 % og 38,57 % av cellene eksprimerte detekterbare nivper av FCFP2-protein.
Gjennomsnittlig fluorescens hos FcFP2 detektert av et FITC-konjugert antistoff var 482,54
og 279,75 for kulturer transfisert med henholdsvis pTE809 og pTE575. Dermed okte
inklusjonen av EESYR i ekspresjonsvektorer ekspresjonen av FCFP2-protein i stabil
transfeksjon.

Eksempel 8. Uthenting og subkloning av EESYR-sekvenser

[0122] En CHO-cellelinje (benevnt RGC21) som eksprimerte hgye nivaer av et
rapportgrgen, DsRed, ble utvalgt for isolasjon av EESYR-sekvenser, ettersom Southern
blot-analyse indikerte at den hagye ekspresjonen av DsRed-ekspresjon observert for denne
cellelinjen er drevet av en enkelt integrasjon av en ekspresjonskassett som koder DsRed.
Genomsekvenser 5' til ekspresjonskassetten ble uthentet ved a transfisere RGC21-celler
med lineariserte pTE494-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, et
ampicillinresistensgen, en bakteriell replikasjonsstart, en CMV-MIE-promotor, et neomycin-
fosfotransferasegen, en IRES, en eGFP og et Lox511-sete. Celler som eksprimerte eGFP
men ikke DsRed, ble isolert ved hjelp av streamningscytometri som en pool. Genomisk
DNA ble isolert, apnet med Xbal-restriksjonsendonuklease, og selvligerte slik at det dannet
pRG1106. Genomsekvenser 3' til ekspresjonskassetten ble uthentet ved a transfisere
RGC21-celler med sirkulaere pTE495-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et
LoxP-sete, en CMV-MIE-promotor, et neomycin-fosfotransferasegen, en IRES, en eGFP,
en bakteriell replikasjonsstart, et ampicillinresistensgen, og et Lox511-sete. Celler som
eksprimerte eGFP men ikke DsRed, ble isolert ved hjelp av stremningscytometri som en
pool. Genomisk DNA ble isolert, apnet med Mfel-restriksjonsendonuklease, og selvligerte
slik at det dannet pRG1099.

Eksempel 9. Plasmidkonstruksjon for EESYR-analyse

[0123] EESYR-sekvenser ble eksidert fra enten pRG1106 eller pPRG1099 som Agel-
fragmenter og satt inn i Agel- og NgoMIV-setene pa pTE575, et plasmid som eksprimerer
FCFP2, for a gi plasmid pTE809. pTE575-plasmidet har, i 5'- til 3'-retning, en SV40-
senpromotor, et hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, og et gen som koder
FCFP2-protein. | stabilt transfiserte CHO-celler ga pTE809 og pTE575 at henholdsvis
97,22 % og 38,57 % av cellene eksprimerte detekterbare nivper av FCFP2-protein.
Gjennomesnittlig fluorescens hos FcFP2 detektert av et FITC-konjugert antistoff var 482,54
og 279,75 for kulturer transfisert med henholdsvis pTE809 og pTE575. Dermed okte
inklusjonen av EESYR i ekspresjonsvektorer ekspresjonen av FCFP2-protein i stabil
transfeksjon.

24



NO/EP2150617

LISTE OVER SEKVENSER

[0124]
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet
<130> 3051A

<140> Skal tildeles
< 141> 2008-06-04

<150> 60/933 213
< 151> 2007-06-04

<160> 8

<170> FastSEQ for Windows versjon 4.0
<210> 1

< 211> 6473

< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus
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<400> 1

tctagaaaca
tgacaaaaat
gatggtagaa
tgtgtgtgta
Cttcaaagac
cacatgccag
cacagagagyg
tectgececetty
ttccattagt
agtcagatgy
gaggggtcayg
gcactggatyg
gacatgacaa
gtcagatact
tgaaaaaaca
ccgggtccat
ttggatgcaa
ttgecacagtyg
agagagatcc
actgtgtgaa
actgtgtgaa
ggactgcectyg
ttctgacatt
gtactctgca
atgtgacaca
gatgccccca
agaggggtgy
gacttcactc
tccaacacac
gcacacacac
ctatacatac
gcacacacat
tgcatacaca
cacacacata
tatatgcatt
acatacattt

aaaccaaaaa
acacaaattc
taaaaatctg
tgtgtgtctg
aggagagaag
aggaggtgag
gccagaagca
gaggttcctg
acagtgacta
ccatgaaagce
gggcaagtta
gcceccacttg
ggyggtgatctc
ttgtaacaca
caatgacatt
tcatgcaaat
atgtggcectce
tgactaagtg
ttttaaattg
taatctgtge
taatcrtgtgt
tgtygctactgy
ttraataaat
ttttggtrtc
gaaggtgttc
aactgttgtc
aaatcaagat
cceccaagtga
acacacacac
gaactacatt
cacacataca
acataggcac
cacaggcaca
ggcacacatt
tgtatatgca
gtgtatgcac

tattaagtca
ctggctttet
aaacataggt
tgtgtgtgece
agtgacctgg
gactgaacca
ctcagaactc
aggaggaggc
gagagagctg
ctagacaagc
gtgggagagg
tcaaccagca
ggtttttaaa
aatgagtact
ctggctgeaa
actcagggac
ttcattttac
atggagtgtt
aaagtaagct
acatacacaa
gcagecttte
gaccctgaat
tcageggett
tgtgacattt
cctctggaga
cagtgtttgg
gtgtctgagt
gggaggccat
acacacacac
tcacaaacca
cacccctcececa
acattcacac
cagacaccac
gagcacacac
cacatgcatg
acatgcacac

ggcttggett
aaggcttttt
gatgtatctg
cagacagaaa
gaaggactcc
ttcaacacaa
cagggggtca
ttccatattg
agggaccact
acttccgggt
tcttccagat
aaagcttgga
aggctttgtyg
tggcctgtat
cacctggaga
agattcttca
tacaagtcac
gactgcagcece
caaagttacc
accatgtgaa
cttacctact
gtceccaccy
ccecectectget
ctctgtgact
catgtgatgt
gaaagtgaca
atctcatgtc
ggtgagtaca
acgcacgcac
catacgcata
cacatcacac
accacacata
acacatgcat
atacatttgt
cacacataca
accaatcaca
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caggtgcetgg
cggggattca
ccatactgca
taccatgaag
ccaatgagat
gtggtgaata
ggagtggttc
aaaatgtagt
ggactgaggc
ggaaaggaaa
gaagtagcag
tcttgttcta
ttacctaatc
tttagaaact
ctcccageca
ctaggtactg
catgagtcag
attcccggece
acgaagccac
taatctgtgt
accttccagt
ctgtccectg
ctgtgectag
ctgctacatt
ccctgtecatt
cgtgaaggag
cctgagtggt
cacacctcac
gcacgcacge
ttacacccca
acataccaca
tacatttgtg
tgtgtacgca
gtacgcacac
taggcacaca
tgggaagact

ggtggagtgc
ggtattgggt
tgggtgtgta
gaaaaaaaca
gagaactgag
gtcctgcaga
tctggaggcet
tagtggcegt
ctagatgctc
cagcaggtgt
gaacggagac
agaggccagyg
acttctatta
tctgggatcec
ggcecetggac
atgagctgtce
gaggtgctgt
ccagcecttgtyg
acatgtataa
acatgtataa
gatcaggttt
tcttttacga
ctataccttyg
ctcagatgac
agtggaatca
gatcaggaaa
ccaggcetgcet
acatactata
acgcacacat
aacgtatcac
cccacacaca
tatgcataca
cacatgcata
tacatagaca
tagagcacac
caggttcttc

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
2160
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actaaggttc
tggagaagag
ggtttaaaaa
ctacccaagce
tgtaccagct
tgtgcgtgaa
ggaggccagg
gtgtggggtc
tgagccatcece
ggctttaggce
ttactttttt
cectectgtet
ctttagagtce
atatatatat
gctctaagag
attagctaca
tctttctete
atgccaagag
aaggcyggaca
gtcectggtyg
gctygtcgea
actctgggat
azagagttct
agcgcecagygc
cctgcaaacy
gaaaaagaag
aacactctcc
agtgcgggcy
atgccgggaa
acgaaatcac
gaggatcaga
9gggaggagg
acaaagattc
tatattccct
tatcctatte
aaattttcac
ctaggggctyg
tcccaccaca
ttatttagag
cecrgrteagy
tgctgattga
caggaggaat
tgtgagggtg
tgagctcaat
atgtggagac
tgagtggtag
ctgcaacagyg
taagetaggy
tcegecaacy
trggotggte
tccgtgaaag
aatttcttta
cctgggtgat
gatttatctg
cgcccacceyg
gaggaggcat
gcaggcattyg
aggcacctgg
tgaataacct
aactctcact
caaaaacaag

acatgaactt
gaagcgttgy
tgagagggtc
caactgagag
gggcttcatg
taccttgett
agagggcatg
tgggaactygg
ctccagette
ttgtttgttce
gggatagaat
cagtctacca
cccageeat

atatatatat
tatcatatat
tgtcacctgt
ttettettet
tctegttggg
gactggtygtg
Ltcacctctia
ggtctgeccac
taaaggcget
gcaaaataat
acgggttcee
gcctgaatga
aagtgtctet
attgagaatc
gggggaggac
ccgaaacgcyg
ttcgattgtt
gagggaqgyygqg
ggaggagggg
ggagaaagtg
gtcgtctaat
aagacagtaa
ttratttcat
atgtgctggyg
gttagagctt
acagggtctc
rttcocaaagr
agaaaacctc
gagagaatztc
agctcaatgt
gtggagactg
ctgtatcaag
agcagttagt
aagggaygygga
aatgagagag
cctagtgaca
gggaaaggca
tttctgeoey
attgtctect
gtcatgaagz:
gggtgtcaaa
aattttggct
ggggtcctag
cacagtttca
gtagagat:c
gctcttagag
ttgecectgags
tgagaaattg

agcagttcct
cttgagccct
tcaatgtgga
caaaggcaga
ctattttgtt
gcataaatgt
gatcctecgyg
gtcttagtgt
aagaaactta
agcaaatact
cacattctge
ggtygataaga
ctggacactt
atatattgtg
atccttgatt
atgcgtetgt
cacccecaay
ggagatggtyg
ggtctttgga
cagccaacac
acaaccccaa
gectggtegt
acccgcagag
taggaaatgg
tctggeacte
ggaagcgggce
tggagtgcgy
cgtgctagea
gaactaaagt
ttcetetttt
aggggcgggg
aagggatgga
caccgctagt
ggaatcaaac
ctacagccca
ttctgtgact
cagtagagtt
gctgagagag
atactgtagt
acrggagtta
aagtgggttt
aaggtttgee
ggagactgtg
tgagggtgag
ataataatag
tgatttgaca
ggaagygygyy
gaaggaagaa
tectgtgeac
ttttcagett
ttaacaagaa
ggtgttctgg
ccccaaagac
aggaaaagaa
tggcaaccgt
gaggacagga
gaaggagatt
tgtgggctet
ggaaaacaga
catgtgcgge
aagacaatcc

ggttatctcg
ggcagcaatt
acccgcacygg
ggyatgaacc
atatctttat
atgggcactg
agctggectt
tcecgeaagtyg
ttttcttagg
cttttegtgt
agctcagget
ttactgatgt
gttccaagta
tgtgtgtgtt
tgcttttaat
atcatctata
catctatttt
agggggegat
gagctcagga
cattttotgg
tctggececcceca
ctccagetgg
tcacagtccce
ggccttgett
tgegttgeca
gcgctcacac
ttgcectcta
tccttecacg
caagtcttge
tactggaatt
agacggaggg
ggaaaatact
gaccgggagyg
tettggttee
cacggaagag
gcatgttcac
ctgagcecgt
ggaggccectt
ccaagctage
tgagtgtgtg
ggctaatcce
agagccacag
agggtgagct
ctcaatgtgg
tagtagtaac
tgcttgaggt
gaacgagaga
acgggaagaa
accctraaggt
gttgcagaac
gtctctacta
gttttgecatt
acagtggggc
gggaaacagg
ggtggaggag
agcagaaygga
acagcatgac
gaggcaactt
catagcaaac
catgcccagg
gtggtggcag
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tgaaacttgg
aaccccgccc
cgccagttca
tygggatgtag
taaatattct
tatgtgttct
tgagacagtt
cagctgggge
acatggggga
attttgaatt
¢cggcctgaac
gagcctgget
taatatatat
tgtgtgtgta
ttatttttta
tatccttect
caaatccttg
acaggggaag
caatagcagce
cctggcagaa
agaaaaggca
acttgaaact
aggttccegt
gccaagctcee
ctgggatgaa
aaacccgcaa
ctggggagcet
ctgctegetyg
tttggtggaa
cttggatttg
aggaggggag
aacttttcta
aggaatgcce
agcaccaagg
cctatacaac
atgtagagag
taactggaac
ggtgagattt
ctccagetea
ttaattgaac
cacgacccca
ggtgagctea
caatgtggag
agactgtgag
aatgcaggcg
ctecececggtece
gaggaaagag
attcagactc
ggactttgtg
tgccacagta
cttgtgacct
tttgtttcta
tgtgttggat
cacttgggaa
caagaaacac
gagagctygyg
tgagttttta
gacctcagec
agagccacgt
ggtcaggcetg
ctactggaag

aagattgctg
agaagaagta
gagaagagac
tttyaacctc
tttagtttta
tggtgccoggt
gtgacccaca
tcttaaccte
agggatccag
ttattttatt
tcatcaaaat
ttgacaagca
atatatatat
tgagacactt
attaaaaatg
tcettetete
tgccgaggag
agcaggagga
gatcttcect
gagttgtcaa
cctgtgtgtyg
ccegtttaat
gctttectga
cacggcttge
atggaaaaaa
cgattgtgta
gaagacagct
gctgtygygtgce
ctgacaatca
atagatgggg
gaggggagga
attcaacatg
tattgggecat
attctgagee
tgaagaaata
ccacctgtgt
aacccagaac
ctttgtgtat
cagaaattct.
gctaagaatt
gaggctgagg
atgtggagac
actgtgaggyg
ggtgagctca
agggtgtggt
atctglggec
agacagaagc
cttectgagt
tggcactgge
gcatgctgygg
caccagtgaa
aggatacatt
tgggaaagat
aatgtcctcc
gtggacgttt
ctgacagcect
gggatccaac
agatggtatt
ttagtgatga
acactcaact
ggccaccaca

2220
2280
2330
2400
2460
2520
2580
26410
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
36560
3720
3780
3840
3900
39560
4020
4080
41490
4200
42560
4320
4380
4440
4500
4550
4520
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5150
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
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tccceccagaaa
catggagcag
attcagtgtg
aaatggaaat
tttcacacgce
gggtaaaaag
gctattcectt
aaaagatcte
ctccctecte
tctececttte
taacgggaaa

<210> 2

gagtggagct
agattacgga
ggaaacccag
aaaaattqggg
acagtggata
cacatcttaa
aattagtacc
tcettetett
tcecteccte
ttcttecattt
acacaggctc

< 211> 7045
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 2

actagcgtgce
atttggcacg
ctataatgga
gcctgttaaa
tcectcaagaa
gaaaagcectt
ctttatattt
gaaccacatg
acaccacaca
gcaagagcag
taattgttca
ttatatatat

tgtgtgtgtyg,

tcactgcatt
atcttccectcet
aagtagcagt
tgaggagaga
acggctgtgg
gagcagtgaa
ggtatcgtga
ctcagggtca
aagaaggcaa
ccggacagca
tatgaaatgt
aacaaaggta
ttctgcccyge
gctgataget
atctacattc
tgcecttetg
ctgctgacca
gacttgggtg
tcctettect
tagaatggag
tgtaatcata
gctctagagce
gccacgagga
gacctgecca
ttcaactctt
ggggggtgta
gttaagagaa
ggctcacaac
ggcagaaagc
gccgggtgtt

aattcagagg
gcacttagga
ctgtttggga
tggtactctt
agaagggaga
agtatgaatc
atttgtgtgt
tagcaggtgce
tggttatgag
caactgttct
ttttagtaaa
catatacata
tgtgtgtgtg
tctctgaagy
ttgggaatct
gtcttaaacc
tttactgagce
agtggagccet
gaaagggtgyg
gcacaccagc
ggcagtcaca
agtaccacct
tgcaaccage
gattcgytac
ccttggetet
caattcccay
caggcttgtt
tgccacgtga
ctteecagag
agcatttata
ctcceccecte
gctcttecte
gagtgcccat
agcgatggac
aacttctggy
agggagtgag
caagcatgct
aagaaaatgt
aaaaatcctc
ctggttgcectce
catctgtaat
tgtatacata
ggtggcgecac

gctaaaaagc
aaaatcgaga
acgcttcecat
gcttgaattt
attttcatgt
gagttatgag
cccttecacce
ctttctecece
ccectttect
attctaagta
aagcagctta

tgggtgaaga
agtggaacat
agctcctggg
atttgcaaag
aaggatatgg
agatagaacc
gtgtgtgtgt
tggaggaggc
ctgcctgatg
Cttaactgat
ttttattcat
tcaaggatga
tgtgttattt
atttcaaagg
gacccaaatg
caaatgtgcet
ggaagacaag
gtgctcaggt
agatggagygc
tggttgactt
ttgcttgaag
cttccecgac
tggttagagce
atctggagaa
gggagctaca
ataaccaata
actagctaac
ctttaccttg
tcecttagtet
attaatatta
ctcattgcca
ctccacccct
aggcatgcaa
acaattcaag
gcagaatcac
tttgtctgag
ttgttaatca
gaattctcac
aagaatatgg
ttctagacat
gcgacctggt
gtaaattgat
gcctttaatce

catttgtgat
atgttaatga
cccctaaaag
ggcaaatgat
tggagtttat
gttctacgaa
tgtggtaatt
cteceectect
tctttetttg
gcttttaaca
gagaagattg

taaaaggcaa
gcctaatcta
caaccgattce
aaggctgtaa
ctagacatat
tatttttaac
gtgtgtgtgt
cagaagaggg
tgggtgcetgg
gagccatctc
aatcaattat
cagtgagggg
gtgtgtgtgc
aatgagacat
aggtattcetyg
gtctagagaa
cgctetttga
ctgaggcager
agggtgygay
gtggtctgty
ctgaatgggt
ccaggtcact
ttcagggaaa
aatttataat
tgacattgac
tggaggctca
tctteccaact
tacttcectgt
ggtrcreetg
agtctcceaqg
tcecgtgtere
ccttrecatag
agaaaccagt
ccacagagtg
agaggrgagtt
ctagaagcta
tgtgggatct
attaaaattt
atttctygggg
tctgagttca
gccatcttct
aaatcttttt
ccagcactcect
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aggcacagtt
ggcaacattc
gaacatcttg
tcagaactct
ttgtgctaaa
taaaaataat
tcectgagata
ctecectcecect
ctccttctece
gcacaccaat
atctgtgttce

acatttgagg
ctggtttgta
tggcatctca
cttgtagctt
ctaatagact
tcagttttga
gtgtgtgtgt
caccagatct
Ggaactgaact
tccagccececce
cacagtataa
gatatgtgtg
tttttaagaa
grcrgretge
aggaacrgaa
agtcaacgtc
ttraagtgqgce
ctrrygctage
cagggcratg
ggtcagqgcgt
gaggcaacac
tctyggttat
acttgatgtce
gotgqaotcag
ttgtagycayg
atattaatta
taaatgaacc
teectctect
Cltdaccuta
LgaqacLctc
crrcorreccet
tattqgatggce
taggatgerce
aagacyggaag
tctgacttyga
cggoccacct
gattttccrce
agat atacgt
gTcygagaga
attcccagea
gacatgcatg
ttaaaaagag
ggaggcagag

atcttgaatg
gagttgagtc
ctctcagtca
gtgtaggtat
aggcagaaaa
gttacttaca
gtcagtggyg
cccteectece
tectgectect
tacctgtgta
act

ccatttecett
ccacctttee
ttggtcagag
taaaagcctce
taaccactgt
aaaaaataat
gtgtgtgtgt
cctggaactyg
ctcgtgttet
cccataattt
aacaatgatt
tgtgtgtgtg
ggtgccatag
caggaaccct
tgaagagcete
atcagtgagce
tcgaacagtc
cagctgtgat
gttcagacta
tgtaaacgce
agagagtgca
agctgagact
tgcatgttgce
tcaagcactg
acttttettt
taaatgctcg
catttctatt
tgtctgactc
tcctgeecayg
atccagggag
cgcttceceee
aagggtgttc
tgtgaggggt
gatgcactgt
gggcgaagag
cttggtagca
taaatctatg
cttttggtagy
tggctcagag
accacatggt
gatacatgca
tatggattct
gcaggtggat

5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6473

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
1630
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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ctctgtgagt
cacagagaaa
gtatggattc
gaagaacaga
gttgttttga
ctctacctcet
aagttatggt
tgaatcccag
ttagaaaaga
ttgctatcca
tttygtgctac
caatgttygaa
cctagagaaa
ctaaagtgaa
tcatctgtge
tgaaggaaac
ggaagatgtt
atttectgta
gctttgcaaa
gggagggtyg
tagaccacag
gaacgttgct
caggagtagce
tgttccacag
ctceccageg
gttgatttgc
ggaaggtaat
agtttgcacc
ttcttgcgat
ttagcactca
cacggactaa
cttattgtge
gtttctaggc
tgctagaatyg
atcatgggga
acaccatgag
gttttagtac
gagaaaggga
ggtaccctga
aagccatracc
tgctataaca
gtggcageey
ctgtgagzzc
acagttctag
gctgggacct
cactgaatca
aggegeecac
agactgaagt
attgcaccct
cacagaczca
ttttatcoga
attcagagcc
accccteece
tgatacactc
tgaagtgrtt
LggcagcaLry
tagctggetg
ttaccaaaca
aaggtgggcy
tgttctetgy
ttecetggget

tcgagaccag
ccctetecteg
taagaaagcc
cattcatgat
gaccggcetcet
caagtcctgg
tgtacaaacc
acaatgactg
tagactggag
gggccactct
tgtgtgtgtg
ggggasatat
ggaatggcee
ggagaaataa
cgtggtggag
acctcecaata
ccaacagtgg
tcacttgtga
aagctgttte
gyacgaagatg
gggcgegygcyg
agtgttcgea
gtggctgget
tgggtgtgat
ttcgttggta
ctttaacagg
gctcccatgt
cagetettet
ggacacattc
ggaacgeeea
ctaaazacca
tgggccatac
accacgaatgg
aaccactata
gtaggggaga
catggcaact
attgtcatca
tgagagtcct
gcataggaaa
tcctaatagt
cttteaagta
aggtgcacgce
aagaccagcc
gatagecttce
gtctctgett
gctgcaaaat
ttgtettete
agagatggca
gggastagtc
ctcccaggtt
tgcttectte
cagggtcgte
ccattttcte
cttgtcttece
gacatgaaga
tacccgaaat
ctcagccage
aacaaacaaa
gctcecttgget
cctaaatggg
gggctgtgtyg

cctggtctat
aaaaaccaaa
gtaacagctg
gaaacacccc
tatgctctece
gactacttgg
gtgggggtca
catctcagga
ggtggaaaag
ggagtcetgt
tgtgtglgtyg
gtataccaca
ctgcagaata
acatccttec
gcetggecaa
ggaagaggag
gaataaatgg
aactggaggt
aaagcagaga
gagacagaga
gggggcagygg
gcgtaagegt
tgtgtgctge
tttcecctegg
tttgtttecca
tgacaaaaaa
agagcaatgg
gatygcaggaa
tgcacacaaa
tgatgcatcet
gtgtttttaa
gtagagcaag
cctagaacta
ccagectgee
atacacttat
ct-ataaagg
tggctgggaa
acatcttgca
ccrncacagec
gccacteect
ttttattttt
ctttaatcce
tggtctataa
aaagccacag
tggttgcttc
aaactcctgg
gcagyattgc
gtggcagaga
tggaaatgaa
gactcacacg
ccaaaatgcee
ctecettaace
tatcagaagg
tgaagatcta
cttggtctta
ccecagaacty
ctagctgaat
caaataataa
cttgaggaat
gtgggagtgg
ctctaggceca

aagagctagt
aaaaaaaaaa
gagcetgtgta
aggattttta
aggctggeet
ctcataaaac
atatactcac
cagttgggaa
cagcaggaac
ggcaagatgg
tgtygtgtgtyg
ttgattctgg
gacagagtga
atagagtttc
cagttaaaaa
agccacctca
tcaaaggggy
tgatttgggg
aatggaatag
agtggaagct
9cggggggcy
gaatgtgcaa
ttgtaatcce
agagcatgag
agatgttagt
agctcaacca
gacccatcte
gygaagttggt
ggctcaggag
gtgattaget
attgtcaage
tgctctgeat
actcacaatc
tgectgecta
cttagttagg
aaaacattta
catgatggca
ggcaacagga
caccctcaca
atgagatgac
attattgtaa
agcacttggg
gagctagttyg
agaagtgctg
ccactccccece
atLcctetet
catagacttt
ctgggaaggc
ccttcaaaac
tgtaaatatt
aagtgtacaa
tggacttgte
tctgagcaga
acttctgacc
agaactggag
gggaggtaga
tgccaaattce
Caacaacaac
gactcaccca
¢gcagagaca
ccaggaactt
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tccaggacag
aaaaaaaaaa
cggagticay

cttagtatct

caaactgctg
agtttttgte
ttgggcagag
gaggacaatg
agagaaacaa
aagccggcta
tgtgtglgat
gagcaattct
atggtgcect
aggtaaatga
gattagacac
ttcteotaact
gatttttaat
cataggacaa
agacaattat
gactttaggg
gggctcaaaqg
gegtetttgt
agtctttgag
ggctcectgett
gggtgagaca
ggagacattt
taaggtgagg
ggygcaagceaa
gggagaaggce
gtctecatct
ctttzaggtg
tggeccaacc
ctccececattec
cctgecttee
gtttctattg
gttgoggtgge
tgcagacaga
cctcagetga
gtgacatatt
agggccaatt
attatgtatg
aggcagagge
caaggaagga
tcttgaaaac
agagctggac
Lgteaacagga
ttctgtgtge
tgceaacgaaa
ttgctteatg
cctgactatg
ggtgagggaa
tttctecgge
gttggggcac
cageaaagatg
caggggaaaa
gacyggatgag
caactcctat
aacaacaaac
aacccaaagc
gagacagaga
tcctgtettyg

ccTccaaage
aaaaaaaaga
cgtggtacta
agtttccatt
atcttceege
gggcteectg
agagaaggtc
gcagaaggac
aacaggaagc
ggggaataca
caalgcctat
cagtatctgg
ttatcatttyg
accccacagt
ggacaaagtc
ttcctcaagyg
taggaaaacg
tagatttgat
gtagcgagga
aagaggaaca
gaggcagtgg
gg-=gtgtgac
gtttccacac
tcececacatce
aagcectcetet
ttgccttett
ctactcttge
gactgtttgc
tgtttgatgt
gtggagcaga
aggaaattga
ceccggcetcety
aggtctcagy
taaattttaa
ctgtgaagag
agtttcagag
catggtgcty
gacactggcet
teccttcaaca
acattcaaac
Tagctgggtyg
agatggatct
~atacaaaga
caaaaattgt
tcttggtcaa
gueegaagle
ccaccattcce
acaggaagtt
“tcagttgta
Tctgcactge
Tcacccttgg
agcctcetceac
gctecatgtece
gctaaggtgg
aagtcggatg
tgccegggge
tgaaaaacct
taccccatac
ttgcecacege
gagacatgac
ctctetgtet

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
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
5240
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ggcacagcca
aaacacaggt
gaaacaacat
agcagctgag
gcecgggectg
ttgaaatgct
gaccatgttt
gtctatcatc
atctatcttc
agtatttctc
tcaaactcac
caccaacgcc
taactatcca
tctatcatce

<210>3

gagcaccagce
gcecttggtet
tgtecectggatt
gcagaggcaa
ctttctgcaa
ctcaaatgte
caccgtgcat
tatcaatcat
taactagtta
tgagtgacag
agagatccaa
ccgctctatce
tcatctgtct
atctataatc

< 211> 6473
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 3

agtgaacaca
gtaattggtg
agaggagaadg
gggagggagy
gactatctca
aacattattt
ccttttagea
cacagagttc
gagcaagatyg
ctcgaatgtt
gataactgty
gcecttecag
tgtcagecety
taaacgtgge
tctyggetgag
ccctaaaaac
cagecccagct
cacgtgttrc
attttcccaa
ccaatccaac
ccttagaaac
gtgaggtcac
tgctactygty
ccacacaaag
aaggagtctg
tctetettte
gatggaccgyg
cctegectge
accctcacag
agtctccaca
cattgagctc
ctctggggre
agcgttcaat
ctgtgagetg
aagaaatctc
gttgttccag
tggctcteta
tcagttgtat
aatccttggt
atagggcatt

gatcaatctt
tgctgttaaa
gagcaaagaa
gagaggagqgyg
ggaaattacc
ttattcgtag
caaataaact
tgaatcattt
ttccttttag
gcctcecattaa
cctatcacaa
tagctgecac
acccctggge
tctgtttget
gtcaagttgce
tcagtcatgce
ctctecttet
ttgctectee
gtgcectgttt
acagccccac
aaaaatgcaa
aagtagtaga
gcagttctge
gccaccttag
aatrtecttce
ccceeteteg
gagacctcaa
attgttacta
tctccacatt
ttgagctcac
accctgtgge
gtggggatta
taacacacac
gaggctagcet
accaagggcce
ttaacgggct
catgtgaaca
agcctcecttce
gctggaacca
cctecteceg

acccagcagg
gtctattgaa
ttatttctac
atgcaaggaa
gccecttctet
actttcaaag
tatctttctg
ctatctatct
tcatttattt
ccttggctgt
ctgcetetge
atctatttat
atccatcatc
aattg

ctctaagctg
agctacttag
agaaggaaag
gagggggaga
acaggtggaa
aacctcataa
ccaacatgaa
gccaaattca
gggatggaag
cattctcgat
atggetttet
cacggattgt
atggccgceac
atgtctgttt
ctcagagccce
tgtaatctec
gcttectgtce
accacggttg
ccecttettte
tgtgtctttg
aacccagaac
gacttcttgt
aacaagctga
ggtgtgcaca
cgtttettece
ttceceeccect
gcatgtcaaa
ctactattat
gagctcaccc
cctcacagtc
tctggcaaac
gccaaaccca
tcataactcce
tggactacag
tccctetete
cagaactcta
tgcagtcaca
gtgtgggctg
agagtttgat
gtcactagcy

tgcacacacc
ccggagtaag
tgttgtgata
tgctgectcee
cceecattgge
aaggcecttctce
ctgtctgtcet
atcttctatt
atttgtttac
cctggaacce
ctetetggtyg
gtacttatta
tatctatcta

cttgagcctg
aataaatgaa
g49gagggag
aagaagagaa
gggggtacta
ctcrtaagat
adttatccac
agccccaatt
cgrctggatt
ttttccgtaa
agcagcectcca
cttcaattte
atgactcagg
tcectctaag
acagaatctc
ttcrgaaact
crtectaggac
ccaagccaaa
certttgaca
gggacttcat
accaggagac
taacgggcay
aaatgcettet
ggatgrcact
trccLctcectce
tcctecctece
tcaactaact
tatctrtgata
tcacagtctc
tccacattga
cttgaattct
ctrgaggtrt
agtactttgg
tatgagaccc
agcaagcectct
crgcccagea
gaaatgaaat
tagttactgt
tccattagac
gtgcactttc
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tcecectecgtyg
ttcttgcaga
aaaaccgggyg
tagcttgctce
atgcctgaca
tgatcttget
gtctgtctgt
tatctaccta
ttactttttt
attctgtaac
ctggggttaa
ttcagtcatt
tctatctatce

tgttttceceg
gaagaaaggg
ggagaggagg
ggagagatct
attaaggaat
gtgcttttta
tgtgegtgtyg
tttatttcca
tcccacactg
tctectgetcee
ctctttetygg
tcacttgttt
caaagtgaga
agcaggttat
tacccaggtc
gtgcaatgce
ccecatgectce
attcgggtgg
ccecagataa
gacatcaccc
aattaaagaa
aaactttcac
ccecgaccacce
aggcgttgge
attccctatc
cttcctgttg
gctctaccac
caggtctcca
cacattgagc
gctcaccctc
ctcattccte
tcttcaatca
aaaccggaac
tgtctctaaa
aactgtggtg
catcagccec
aaagtgaaaa
cttgaatagg
gacagggaat
tccgaatett

cttcttgagce
tgtatgcatg
aactccagga
cccatggett
tgaacagegt
aactaaatca
ctgtcetatcet
tcattcaatc
tatttgagac
caggctgtcc
agacgtgcac
atctatcctce
tatctatcta

ttatacacag
agaaggaggc
gagggaggga
tttcceccact
agctgtaagt
cccttttetg
aaaataccta
ttttgactga
aatgactcaa
atgcattcaa
ggatgtggtg
ttgagttgag
gtttecatcac
tcaaatacca
cctgttggat
tgcaggcetgt
ctcaaacgtc
gcgggaggac
atcatctttc
aggaatgtat
attttcactg
ggacccagca
caagccagtg
ggaactcagg
ttagettetyg
cagggccaca
tcaaccacac
cattgagctc
tcaccctcac
acagtctcca
ctgcctcage
gcaaattcett
aggagaattt
taaatacaca
ggagttctgyg
tagacacagyg
ttttatttct
ataggctcag
ataatgcceca
tgtcatgttg

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7045

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
2160
2220
2280
2340
2400
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aattagaaaa
ctcctececet
tatcaaatcc
cagttccacc
agccageygayg
ttcagctece
tcgttgeggg
catttcatce
gtgggagett
agcacgggaa
gggagtttca
aggtgccttt
ctcttectygce
atcgctgceta
gctcttcecce
gcacaaggat
ggaaggaagg
aattaaaaaa
tcatacacac
tatatatata
caaagccagyqg
tgagttcagg
taaaattcaa
cettececceca
agagccccag
cacaactgtc
ccaagaacac
aaaagaatat
aaactacatc
ctctgaactg
tectgggeggg
cttccaagtt
ctgagtctte
ctatgtgtgce
gtagtgtgcyg
gtgtgcgtac
atacacaaat
gggtgtggta
gtttggggtg
cgtgcgtgeg
tgtgtgaggt
tggaccactc
atcctectte
actaatgaca
gagaatgtag
tagctaggca
agacagggga
atcactggaa
tgtacacaga
tgtgtggett
tggggccggg
ctcctgactce
catcagtacc
gcctggetgyg
agaagtttct
agtgattagg
tcttagaaca
ttectgetac
ctgtttectt
taggcctcag
ctaactacat

agagaaccac
gactattcac
ctcatctcat
ttectteatg
ccatgcagta
acctgaatcc
accccagcac

gttagtattt
ccteectecy
aagaattcca
aaagcaagac
caccgtcgaa
cagtagaggyg
tttgtgtgag
cagtggcaac
ggcaagcaag
cctggcactg
agtccagety
tcttggogee
aggccacaaa
ttctcctgag
tgtatcgecece
ttgaaaatag
atatatagat
taaattazaa
acaaacacac
ttatacttgg
Ctcacatcag

.cccagectga

aatacacgaa
tgtcctaaga
ctgcacttgc
tcaaacgeca
atacagtgcc
ttaataaaga
ccaggttcat
gcgecectgeyg
gttaattgct
tcacgacgata
ccatgtgatt
ctatgtatgt
tacacaaatyg
acaatgcatg
gtatatctgt
tgtgtgtgat
taatatgcgt
tgcgtgegtyg
gtgtgtactc
agggacatga
acgtgtcact
gggacatcac
cagagtcaca
cagagcagag
cagcggtggg
ggtagtaggt
ttattcacat
cgtggtaact
aatggctgca
atggtgactt
tagtgaagaa
gagtctccag
aaaatacagg
taacacasag
agatccaagc
ttcatctgga
tccaccegga
tccagtggte
tttcaatatg

tcectgacccec
cacttgtgtt
tggggagtce
gtatttctgt
tggcagatac
ccgaaaaagce
ctgaagccaa

tecctecatece
tctececegee
gtaaaaagag
ttgactttag
ggatgctagc
caaccgcact
cgcgeeeget
gcagagtgcee
gceccattte
tgactctgeg
gagacgacca
agattggggt
atggtgttgy
ctctccaaag
cctcaccatc
atgettgggyg
gatacagacg
gcaaatcaag
acacacaata
aacaagtgtc
taatcttatc
gctgcagaat
aagagtattt
aaataagttt
ggaacactaa
gctcecggagg
catacattta
tataacaaaa
cectetgecet
ggttccacat
gccagggcetce
accaggaact
ggtgtgtgca
gtygcatgecat
tatgtgtgtg
tgtgtggtgt
ggtgtgtgaa
gtgtggaggyg
atgtggtttg
cgtgtgtgtyg
accatggect
gatactcaga
ttcccaaaca
atgtctccag
gagaaatgtc
gggaagccgce
gacartcagg
aaggaaaggc
ggtttgtgta
ttgagcttac
gtcaacactc
gtagtaaaat
tctgtecctyg
gtgttgcage
ccaagtactc
ccttttaaaa
ttttgctggt
agacctctece
agtgcttgtce
cctecagetet
gaagcctect

ctggagttct
gaatggttca
ttceecaggte
ctgggcacac
atcacctatg
cttagaaagc
gcctgactta

cttcecectcee
ccteecctec
gasaacaatc
Ltcegegttt
acggtcctee
ccagattcte
tccagagaca
agatcattca
ctagggaacce
ggtattattt
ggcagcgect
tgtgtggcag
ctgtaagagg
acccacacca
tceeccaacg
gtgagaagaa
catacaggtg
gatatatatg
tatatatata
cagaagggct
acctggtaga
gtgattctat
gctgaacaaa
cttgaagcetyg
gacccagttc
atccatgcecce
tgcaagcaag
taccatgaag
ttcectecteag
tgagaccctce
aagccaacgc
gctaagttca
tgtgtgcata
gtctgcatat
ctcaatgtgt
ctctgtgect
tgtgtgccta
gtgtgtatgt
tgaaatgtag
tgtgtgtgtg
ccctcecacttg
cacatcttga
ctggacaaca
agggaacacc
acagaaacca
tgaatttatt
gtcecagtage
tgcacacaga
tgtgcacaga
tttcaattta
catcacttag
gaagaggcca
agtatttgca
cagaatgtca
atttgtgtta
accgagatca
tgacaagtgg
cactaacttg
taggctttca
ctctagtcac
cctcaggaac

tcecectecte
ccectcetgatce
gaagtgattt
cggtteceygy
cgeecegeccecece
aat.ggagagt
cttettettt
ggcegtttge
cgtgectgge
tgcagaactc
ttaaccccag
acctgcgacce
tgacaccagg
gtctgtcecece
agactcttgg
gaagagagaa
acatgtagct
atacccttag
tatatatata
ggggactcta
ctgagacagg
cccaaaaaag
caagcctaaa
gagggatggc
ccagaccocca
tctcectggee
gtattcacge
cccagetggt
ttggcttggg
tcatttttaa
ttcctettet
tgtgaacctt
cacaaatgta
acaaatgcat
gcctatgtgt
gtgtgtgtat
tgtatgtgtg
gtggtatgta
ttcgtgtgtg
tgtgtgtgtt
ggggagtgaa
tttccaccce
gtttggggge
tcctgtgtea
aaatgcagag
aaaaatgtca
acacaggcag
ttattcacac
ttattcacac
aaaggatctc
tcacactgtg
catttgcatc
tgaatggacc
ttgtgttttt
caaagtatct
cccttgteat
ggccatccag
ccectgaccece
tggccatcty
tgtactaatg
ctccaagggce

cectectecce
ctceeccatce
cgttgattgt
catgcaccac
actagctgtce
gtttacacaa
tzctttttte
agggcaagcce
gcttecaggaa
titattaaac
agtcacacac
agcttgacaa
gacagggaag
ctttectcect
catctocteg
agagagagaa
aatcattttt
agcaagtgtce
tatatatata
aagtgcttgt
aggattttga
taaaataaaa
gcectggatce
tcagaggtta
cactgtgggt
tccaccggea
acataaaact
acagaggttc
taggtctett
acctacttct
ccacagcaat
agtgaagaac
tgtgtgtget
atatgtctat
gtgtatgcat
gcatgtatge
tgctgtgtgt
taggtgatac
tgcatgtgtg
ggatatagta
gtcagcagcc
tettttectg
atctgattcce
catgtcatct
taccaaggta
gaatcgtaaa
tccaaacctg
agtttataca
agtttataca
tctcacaage
caaacagcac
caagacagct
cgggtccagg
tcaggatccc
gactaataga
gtcectggece
tgcgtcteeg
ctcacacctg
actgagcatc
gaaacggcca
agaagccetcece

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
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

gagtgcttct
gtcctecaccet
actcttcetet
acacagacac
tttcagattt
caggaatttg
atatttttgg
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ggccectetet
cctctggeat
cctgtetttg
acatacacac
ttattctacc
tgtatttttyg
ttttgtttcet

gtgtctgcag
gtgctcagtt
aagtgttttt
acatacacac
atcacccaat
tcagcactece
aga

6120
6180
6240
6300
6360
6420
6473
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<210>4

< 211> 7045
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 4

caattgatta
tggatagaca
tagatgatag
ggcagttgga
caaggctgtce
aatgataact
gatagatgat
agataatgca
aaagtgacat
agggcttgca
tgcatttgee
aataaaacca
tagacagacc
tgggtgctgg
tagagcacac
ccecaceeecat
tcaagagceca
atttgtttgt
gctaggetgg
ctgggatttce
ccaagtcttce
cttcaggaag
tgatagagaa
aggaggacga
tttgggaayg
gagtcaacct
ttccagacta
gccactgeca
cctgcgagaa
agtttatttt
aaccaaagca
gctttgaagg
gaccaggcetg
taaaggcgtyg
taaaatactt
gtggcactat
tgaggtttce
gatgtaggac
agccatgatg
ataagagttg
tgtattctcc
gctggtatag
ctaggccatt
tctacgtatg
aacactggtt
catcaggyggce
gtgcagaatg

tagatggatyg
gatgatggat
agcggggcegt
tctectgtgag
actcagagaa
agttagaaga
tgatagatga
cggtgaaaca
ttgagagcat
gaaagcaggce
tctgeccteag
ggacaatgtt
aaggcacctg
tgctctgget
agcccagccec
ttaggccaga
agagccgecec
ttgtttgttt
ctgagcagcece
gggtacatgc
atgtcaaaca
acaaggagtg
aatgggggga
ccectgggcete
aagcatcaga
gggagtgagt
ttcccagggt
tctctacttc
gacaagtggg
gcagctgatt
gagacaggtc
ctatectaga
gtcttgaact
cacctcggcet
taaagtgtta
taggaggtat
tatgctcagg
tctcatccect
acaatgtact
ccatgctcat
cctactcece
tggttcattc
ctggtgccta
gcccagcaca
tttagttagt
cttcctgagt
tgtccatcge

atagatagat
agttagagga
tggtggtgca
tttgaggaca
atactgtcte
tagatgattg
tagacagata
tggtctgatt
ttcaaacgct
ccggcaagcce
ctgcttectg
gtttccatge
tgtttgctca
gtgccagaca
aggaagtcat
gaacagctgt
accttgtatg
ggtaaaggtt
agctagcccce
tgccacatcc
cttcaccacc
tatcaggaca
ggggtgtcag
tgaatccaag
taaaagcagt
ctgtgtacaa
gcaataactt
agtctggaat
cgcctgactt
cagtgttgac
ccagcacaat
actgttettt
cacagagatc
gccaccaccce
tagcagtttyg
ggctttgttg
gtaccagcca
ttctccagea
aaaacctctyg
ggtgtctctt
atgatttaaa
tagcacctga
gaaaccagag
ataagtcaat
ccgtgtetge
gctaaacatc
aagaagcaaa

agatagatag
tagataatga
cgtctttaac
gecctggttac
aaataaaaaa
aatgataggt
gacagacaga
tagttagcaa
gttcatgtca
atggggagca
gagttccceqg
atacatctgc
agaagcacgg
gagagcaaga
gtctctetcet
ggcaagcttt
gggtagtttg
tttcaatagg
gggcactcat
gacttttttc
ttagccatct
tgagcgtgec
aggctgccygg
ggtgattccc
gcagacatag
ctgaacatga
cctgtttteg
ggtgggcaca
cgggctectyg
caagagtcca
ttttggtttt
gtatatcctt
catctgcctce
agctacatac
aatgtaattg
aaggaaatat
gtgtctcage
ccatgtctat
aaactgccac
cacagcaata
atttaggaag
gacctggaat
ccgggggttyg
ttcctecaccet
tccacagatg
aaacagcectt
cagtcttgct
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atagatagat
ctgaataata
cccagcacca
agaatgggtt
agtaagtaaa
agataaatag
cagacagaca
gatcagagaa
ggcatgccaa
agctaggagg
gtttttatca
aagaacttac
agggaggtgt
caggaaagtt
gtctctgtct
gogtttgggt
ttgttgttgt
agttggaatt
ccgtctcectac
ccctgetceca
ttctgggtca
ccaactctge
agaaagacaa
tcaccttgta
tcaggaatat
agcaagtttt
ttgcagectt
cagaaaaagt
ttacaagaga
gctetggggy
caagacagca
ccttgcaact
tgcctcecccaa
ataatttaca
gcectgtceat
gtcactgtga
tgaggtectg
ctgcatgeca
ccaactaaat
gaaaccctaa
gcaggtaggce
gggaggattg
gcccaatgeca
taaaggcttg
gagacagcta
ctececectect
tgcccaccaa

agatagatga
agtacataaa
gagaggcaga
ccaggacagc
caaataaata
aagatagata
gacagcagaa
gcecttetttg
tggggagaga
cagcattcct
caacagtaga
tcecggttcaa
gtgcacctgce
cctggtggec
ctgccccacce
gagtcattcc
tgttgttatt
tggcaattca
ctccececagtt
gttcttaaga
gaagttagat
tcagaccttc
gtccaggtta
cacttggcat
ttacacgtgt
gaagcttcat
cccagtcectcet
ctatggcaat
ggaatccagg
agtgggaagc
cttctectgtg
agctcttata
gtgctgggat
ataataaaaa
ctcataggga
gggtgggctg
ttgcctgecaa
tcatgttcee
gtttteettt
ctaagataag
aggcaggeag
tgagttagtt
gagcacttge
acaatttaaa
atcacagatg
gagcctttagt
cttecttect

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
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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gcatcagaag
gctctacatg
tgtcacctgt
acaaatacca
ggaaaatcac
acacaagcca
tacgctgega
ceceeccgeee
gtctecatcet
gctttgaaac
cagtttcaca
tattcccact
cttectatte
caggcctceca
gatgtrratt
tgcaggggec
tatacatatt
acacacacac
actccagagt
ccaccctcca
agatgcagtc
cccacggttt
tagtcccagg
gcataagagc
gtttcatcat
gttacggett
tttttcgaga
ccaggetggt
aaggegtgcy
tttactatgt
gtcgcattac
tagaagagca
ttcttgagga
aattcacatt
aacaaagcat
acaaactcac
tetgeccecag
attgtgtcca
tgcctatggy
tggaggagga
atgaggagygg
ttaattataa
aaggactctyg
taaagtcacy
ctagtaacaa
gttatctgyy
ctcccaaage
cagatgtacc
aaccagcrgg
ggaagayggrg
agcaatgtga
aaccagctyy
catctecacce
agcacaggygct
cttccgetca
atttgggtet
gggt.cagatt
gaaatcctte
acacacacac
cttgatatgt
taaaatttac

agctgggtgce
ggagcattac
taaaggcaaa
acgaacgctyg
acccactgtyg
gccacgetac
acactagcaa
cgceccetgtg
tcgececcace
agctttttge
agtgatacag
cttggaacat
gaggtgtttc
ccacggceaca
tctectteac
attcctttcect
tccectteaa
acacagtage
ggccctggat
gtctatcttt
attgtctggyg
gtacaaccat
acttgagagyg
cggtctcaaa
gaatgtctgt
tcttagaate
cagggtttcet
ctcgaactca
ccaccaacac
atacagcettt
agatggttgt
accagttctce
ttrettacac
ttcttaagag
gcrrgrggge
tccecttectae
aagttgctcet
tcgcttatga
cactcctcca
agagcaggaa
gggagcaccce
atgcrtggtce
ggaagcagaa
tggcagaatg
gcctgageta
aattqacygyg
caaggracct
Gaatcacatt
ttgcatgcty
gtactttgee
ctgccrgace
tgtgctcacy
ctttertcac
ccactrccaca
gtaaatctct
aagacactgc
ccecaaagagy
agagaaatge
acacacacac
atatgatata
taaaatgaac

aaactgcaag
cttccaagaa
tcaacagaga
gggaggatgt
gaacagtgtg
t.cetggtecac
cgttcccact
gtctatgttce
ctcecctecte
aaagcatcaa
gaaatcgttt
cttceecttg
cttcagactt
gatgaactgt
tttagcaaat
ctaggccaga
cattgatagg
acaaatgtat
agcaagcttc
tctaagtcect
attcagacct
aacttcaggy
tagaggcggyg
acaacaatgg
tcttetagta
catactettt
ctgtggettt
cagagatcca
ccggcagaat
ctgectgeat
gagccaccat
ttaacctctg
ceeeececacc
ttgaacatag
aggtctgceta
gtggectett
agagcacagt
ttacaacccc
ttctagaaca
gaggaggggayg
aagtcctecec
agcagctggy
gggcagagtc
tagataalag
tcagccgagce
cagaaaaaaa
ttgttcagtyg
tcatagcaac
teccggagtet
ttctttgcac
ctgagggcgt
atacctagte
tgctcatcac
gccgtgactg
ccTcagcetca
tacttgagct
aagatagggt
agtgactatg
acacacacac
tataaaatca
aattaaaatt

agtagcctca
ggcaaaaatg
ggctttgtce
gygggaadagca
gaaacctcaa
acaccacaaa
gcctectttg
ctcttceccta
gctacataaz
atctattgtc
tcctaattaa
aggaaagtta
tgtcecgtgte
ggggttcatz
gataaagggc
tactgagaat
cattgatcac
tceectagece
ctgttttgrz
tctgeecattyg
tctctectetg
agcccgacaa
aagatcagca
aaactagata
ccacgetgaa
ttttttette
ggaggctgte
cctgectcetg
ccatactcett
ctatccatge
gtggttgczg
agccatctct
aazagacgra
atttagagga
ccaagaggtg
cgccectcaag
gcatcctteo
tcacagagca
cecttgecat
aagcgaggga
tggatgagag
caggataagg
agacaaggag
aaatgggttc
atttataatt
aaagtctgece
cttgactgag
atgcagacat
cagctataac
tctetgtgtt
ttacaacgce
tgaaccatag
agctggctag
ttcgagccac
ctgatgacgt
cttcattcayg
tcctggcaga
gcaccttett
acacacacac
ttgttttata
atgggggggy
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ccttagagat
tctectggtt
cacccactaa
gagccectceat
agactgggat
gacgcttgea
agecccgeece
aagtcagctt
tgtctctatt
ctatgccceca
aaatccececece
cagaatgaqgy
taatcttrtt
tacctgaaac
accattcact
tgctceccaga
acacacacac
cgcttccate
tctctgttee
tcctcttecce
cccaagtgag
aaactgtttt
gtttgaggcc
ctaagtaaaa
cteegtacac
tttttttttt
ctggaactag
cctecagagt
tttaaaaaaa
atgtcagaag
ggaattgaac
ccggecccca
tatctaaatt
aaatcagatc
ggccgtaget
tcagaaacte
gtcttcactce
tectaactgyg
caatactatg
agaggaagac
tctecactggyg
ttagocagga
aggaaacagg
atttaagttg
aatattgagc
tacaagtcaa
ccagcattat
caagttttcce
ccagaagtga
gcctecacccea
tgacccacag
ccctgcetcecee
caaagactgce
ttaastcaaa
tgactttcte
ttcctcagaa
cagacatgtce
aaaaagcaca
atatcccect
ctgtgataat
ctgcagagat

gggtcccatt
gagctttttt
catcttggaa
gctcteccecgag
tacaagcagce
cattcacget
cecgeeectg
ccacttctet
ccatttctect
aatcaaccte
tttgaccatt
tggctctect
aactgttggce
tctatggaag
ctgtctattce
atcaatgtgg
acacacacac
ttgccacagg
tgctgetttt
aactgtccetg
tatattgacc
atgagccaag
agcctggaga
atcctggggt
agctecaget
ttttttttgg
ctcttataga
geTgggatta
gatttatcaa
atggcaccag
tcagaatgtc
gaaatccata
ttaatgtygag
ccacatgatt
tctagcetcag
accctgtgat
tgtggettga
tttetttgea
aaaggagggg
acggatggea
agacttaata
gaaccagact
aagtacaagyg
gaagagttag
ctceatattg
tgtcatgtag
aaattttctce
ctgaagctct
cctgggtcgg
ttcagcttca
accacaactc
accetgecte
ctcagacctg
gagcgcttgt
Tagacagcac
tacctcattt
tcattccettt
cacacaaata
cactgtcatc
tgattatgaa
ggctcatcag

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
5140
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
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ttaagagaac
ggcagctcat
ctccageacce
cacacacaca
tatctgattc
tcectttetee
caaataagag
gagcttccca
ccacttccta
acccacctct

<210>5

agttgctget
aaccatgtgt
tgctacatgt
caaataaata
atactaaggc
cttetttett
taccatttaa
aacagtccat
agtgcecgtge
gaattgcacg

<211> 13515
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 5

tctagaaaca
tgacaaaaat
gatggtagaa
tgtygtgtgta
cttcaaagac
cacatgccag
cacagagagg
tctgeecttg
ttccattagt
agtcagatgyg
gaggggtcag
gcactggaty
gacatgacaa
gtcagatact
tgaaaaaaca
ccgggtcecat
ttggatgcaa
ttgcacagtyg
agagagatcc
actgtgtgaa
actgtgtgaa
ggactgectg
ttctgacatt
gtactctgca
atgtgacaca
gatgccecca
agagggygtgyg
gacttrcactc
tccaacacac
gcacacacac
ctatacatac
gcacacacat
tgcatacaca
cacacacata
tatatgcatt
acatacattt
actaaggttc
tggagaagag
ggtttaaaaa
ctacccaagc
tgtaccagct
tgtgcgtgaa
ggaggccagyg
gtgtggggtc

aaaccaaaaa
acacaaattc
taaaaatctg
tgtgtgtctyg
aggagagaag
aggaggtgag
gccagaagcea
gaggttcctg
acagtgacta
ccatgaaagc
gggcaagtta
gceccecacttg
gggtgatctc
ttgtaacaca
caatgacatt
tcatgcaaat
atgtggcctce
tgactaagtg
ttttaaattg
taatctgtge
taatctgtgt
tgtgctactg
tttaataaat
ttttggtttc
gaaggtgttc
aactgttgtc
aaatcaagat
ccccaagtga
acacacacac
gaactacatt
cacacataca
acataggcac
cacaggcaca
ggcacacatt
tgtatatgca
gtgtatgcac
acatgaactt
gaagcgttgg
tgagagggtc
caactgagag
gggcttcatg
taccttgett
agagggcatg
tgggaactgg

cttgcagaac
ggtgtcagtt
ggttcacaca
taaagattat
ttttcacagt
gaggagaggc
caggcctcetyg
tatagggaaa
caaataagga
ctagt

tattaagtca
ctggctttct
aaacataggt
tgtgtgtgece
agtgacctgg
gactgaacca
ctcagaactc
aggaggaggc
gagagagctg
ctagacaagc
gtgggagagg
tcaaccagca
ggtttttaaa
aatgagtact
ctggctgcaa
actcagggac
ttcattttac
atggagtgtt
aaagtaagct
acatacacaa
gcagcctttc
gaccctgaat
tcagcgygctt
tgtgacattt
cctcectggaga
cagtgtttgg
gtgtctgagt
gggaggccat
acacacacac
tcacaaacca
caccccetceca
acattcacac
cagacaccac
gagcacacac
cacatgcatg
acatgcacac
agcagttcect
cttgagecect
tcaatgtgga
caaaggcaga
ctattttgtt
gcataaatgt
gatccteccgg
gtcttagtgt

acgagagttc
ccaggagatc
cacacacaca
ttttttcaaa
ggttaagtct
ttttaaagcect
accaatgaga
ggtggtacaa
aatggcctca

ggcttggett
aaggcttttt
gatgtatctg
cagacagaaa
gaaggactcc
ttcaacacaa
cagggggtca
ttccatattg
agggaccact
acttccgggt
tcttecagat
aaagcttgga
aggctttgtg
tggcctgtat
cacctggaga
agattcttca
tacaagtcac
gactgcagcece
caaagttacc
accatgtgaa
cttacctact
gtccccaccyg
ccectetget
ctctgtgact
catgtgatgt
gaaagtgaca
atctcatgtc
ggtgagtaca
acgcacgcac
catacgcata
cacatcacac
accacacata
acacatgcat
atacatttgt
cacacataca
accaatcaca
ggttatctcg
ggcagcaatt
acccgcaggyg
gggatgaacc
atatctttat
atgggcactg
agctggcegtt
tccgcaagtg
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agttcccage
tggtgcecte
cacacacaca
actgagttaa
attagatatg
acaagttaca
tgccagaatc
accagtagat
aatgtttgcc

caggtgctygg
cggggattca
ccatactgca
taccatgaag
ccaatgagat
gtggtgaata
ggagtggttc
aaaatgtagt
ggactgaggc
ggaaaggaaa
gaagtagcag
tcttgttcta
ttacctaatc
tttagaaact
ctceccageca
ctaggtactg
catgagtcag
attceccggcec
acgaagccac
taatctgtgt
accttccagt
ctgtccectg
ctgtgcctag
ctgctacatt
ccectgteatt
cgtgaaggag
cctgagtggt
cacacctcac
gcacgcacge
ttacacccca
acataccaca
tacatttgtg
tgtgtacgea
gtacgcacac
taggcacaca
tgggaagact
tgaaacttgg
aaccccecgceee
cgccagttca
tgggatgtag
taaatattct
tatgtgttct
tgagacagtt
cagctggggc

acccacatca
ttctggecte
cacacacaca
aaataggttc
tctagccata
gecttetttg
ggttgcccag
taggcatgtt
ttttatcttc

ggtggagtgc
ggtattgggt
tgggtgtgta
gaaaaaaaca
gagaactgag
gtcctgeaga
tctggaggct
tagtggeegt
ctagatgcetce
cagcaggtgt
gaacggagac
agaggccagyg
acttctatta
tctgggatcce
ggccctggac
atgagctgtce
gaggtgctgt
ccagcttgtyg
acatgtataa
acatgtataa
gatcaggttt
tcttttacga
ctataccttg
ctcagatgac
agtggaatca
gatcaggaaa
ccaggctgct
acatactata
acgcacacat
aacgtatcac
cccacacaca
tatgcataca
cacatgcata
tacatagaca
tagagcacac
caggttcttc
aagattgctg
agaagaagta
gagaagagac
tttgaacctc
tttagtttta
tggtgccggt
gtgacccaca
tcttaaccte

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7045

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
2160
2220
2280
2340
2400
24560
2520
2580
2640

NO/EP2150617



tgagccatcee
ggctttdggce
ttactttttt
cctectgtet
ctttagagtc
atatateatat
gctctaagyg
attagctaca
tctttetete
atgccaagag
aagggggeca
gtcectggtyg
gctggtcgea
actctggggt
aaagagttct
agcgecagge
cctgcaaacy
gaaaaagaag
aacactctce
agtgggcgeg
atgccggcaa
acgaaatcac
gaggatcaca
ggggaggacce
acaaagattc
tatattccct
tatcctatte
aaattttcac
ctaggggcete
tcccaccaca
ttatttacac
cetgtteeaga
tgctgattga
caggaggaat
tgtgagggtyg
tgagctcaat
atgtggacac
tgagtagtag
ctgceaacagyg
taagatacggg
tcecgecaaca
ttgggtgcte
tcecgtgaaag
aatttcttta
cctgggtgat
gatttatctyg
cgcccaccey
gayygeggeat
gcaggcattg
agggacctgg
tgeataacct
aactcetcact.
cazazacaag
tccececagaaa
catggagcag
attcagtgtg
aaatggaaat
tttcacacgce
gggtaaaaag
gctattectt
aaeagatctce

ctccagette
ttgtttgttce
gggatagaat
cagtctacca
cccagecctt
atatatatat
tatcatatat
tytcacctgt
trcttetect
tctegttggyg
gactggtgtg
tcacatctta
ggtctgecac
taaaggcgcet
gcaaaataat
acgggttcce
gcctgaatga
aagtgtctcet
attgagaatc
gggggaggac
ccgaaacgcyg
ttcgattgte
9999gaggyyg
9gaggaggyyg
ggagaaagtg
gtcgtctaat
aagacagtaa
tttattecat
atgtgctggyg
gttagagett
acagggtctce
tttccaaagt
agaaaacctce
gagagaattc
agctcaatgt
gtygagacty
ctgtatcaaqg
agcagttagt
aagggaggga
aatgagagaq
cctagtgaca
gggaaaggca
tttctgeecy
attgtctcct
gtcatgaagt
gggt gyt Cdetel
aattttgyct
ggggrecorag
cacagtrrca
gtagagattce
gctcttagag
ttgcctgagt
tgagaaattyg
gagtggagct
agattacgga
ggaaacccag
aaaaattggg
acagtggata
cacatcttaa
aattagtacc
tccttctett

aagaaactta
agcaaatact
cacattctgc
ggtgataaga
ctggacactt
atatattgtyg
atccttgatt
atgcgtctgt
cacccccaag
ggagatggtg
ggtctttgga
cagccaacac
acaaccccaa
gectggtegt
acccgcagag
taggaaatgg
tectggecactce
ggaagcgggc
tggagtgcgy
cgtgctagea
gaactaaagt
ttcctetttt
agyggcggygyg
aayyggatgga
caccgctagt
ggaatcaaac
ctacagcccea
ttctgtgact
cagtagagtt
gctgagagag
atactgtagt
actggagtta
aagtgggttt
aaggtttgec
ggagactgty
tgagggtgag
ataataatag
tgatttgaca
ggaaggygygygg
gaaggaagaa
tcctgtgcac
ttttcagett
ttaacaagaa
ggtgtectgy
ccccaaagac
agyaaaagaa
tggcaaccgt
gaggacagga
gaaggagatt
tgtgggcetct
ggaaaacaga
catgtgeggce
aagacaatcc
gctaaaaagce
aaaatcgaga
acgctteeat
gcttgaattt
attttcatgt
gagttatgag
cectteccacce
ctttctecece

ttttecttagy
cttttegtgt
agctcaggct
ttactgatgt
gttccaagta
tgtgtgtytt
tgcttttaat
atcatctata
catctatttt
agggggcgat
gagctcagga
cattttgtgg
tetggececca
ctccagetgyg
tcacagtgcece
ggccttgett
tgcgttgeca
gcgctcacac
ttgceccteta
tcettecacg
caagtcttgc
tactggaatt
agacggagygyg
ggaaaatact
gaccgggagg
tcteggrtce
cacggaagay
catgttcac
ctgagccegt
qggaggccectt
ccaagctagc
tgagtgtgty
ggctaatccc
agagccacag
agggtgaqgzrot
ctcaatgtgy
tagtagtaaw
tgcttgagyt
gaacgagafa
acgygaagaa
accctaagqt
gttgcagaac
gtctcotacta
gttrttgeati t
acagrggaac
gggaaacag s
ggtyggagg.ac
agCagadiiia
acaqgcat ga-s
gaggcaantt
catagcaaac
catgcccagy
gtggrggsag
catttgtgat
atgttaatga
cccctaaaag
ggcaaatgat
tggagtttat
gttctacgaa
tgtggtaatt
ctcecctect
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acatggggga
attttgaatt
gggcctgaac
gagcctggcet
taatatatat
tgtgtgtgta
ttattcttta
tatccttcct
caaatccttg
acaggggaag
gaatagcagc
cctggcagaa
agaaaaggca
acttgaaact
aggttcccegt
gccaagctcce
ctgggatgaa
aaacccgcaa
ctggggagct
gtgctcgctg
tttggtggaa
ctrggatttg
aggaygyggayg
aacttrrcta
aggaatgcce
agcaccaagqg
geratacaac
atgtagagag
taactggaac
ggtgagattt
crccagcetca
ttaattgaac
cacgaccceca
ggtgagctca
caatatggaqg
agattygtgag
aatgcagricy
croseantec
(Gaa3QGaaaliag
altoagaltc
gqaccttigry
trcazagta
CLLALgalTt
trtgreeota
Lo gragat

Cactiarjad

Cded et ek
QattnQ It gyg
taanstitta
JalTlCa il
AaiCaTygt
gl Tagycrg
TLACTLgGgaag
agglacagtt
gglaacCattc
gaacatTtrg
tCagaactet
ttgrgcraaa
taaaaataat
tcctgagata
crtcecteect

agggatccag
ttattttatt
tcatcaaaat
ttgacaagca
atatatatat
tgagacactt
attaaaaatg
tccttetetce
tgccgaggag
agcaggagga
gatcttececet
Jagttgtcaa
cctgtgtgtyg
ccegtttaat
gctttectga
cacggcttge
atggaaaaaa
cgattgtgta
gaagacagcet
gctgtggtge
ctgacaalca
atagatgggg
gaggggagga
attcaacatg
tattgggcat
attctgagece
tgaagaaata
ccacctgtgt
aacccagaac
ctttgtgtat
cagaaattct
gctaagaatt
gaggctgagyg
atgtggagac
actgtgaggg
ggtgagctca
agggtgtggt’
atctgtggece
agacagaagc
cttcectgagt
tggcactggce
gcatgctggg
caccagtgaa
aggatacatt
tgggaaagat
aatgtcctcce
gtggacgttt
ctgacagcct
gggatccaac
agatggtatt
ttagtgatga
acactcaact
ggccaccaca
atcttgaatg
gagttgagtc
ctctcagtca
gtgtaggtat
aggcagaaaa
gttacttaca
gtcagtgggg
ccctcectee

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4030
4140
4220
4260
4320
4380
44490
4500
4560
4620
4680
4740
4300
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5520
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5000
5060
5120
5180
5240
5300
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ctecectecte
tcteecttte
taacgggaaa
aattcagagy
gcacttagga
ctgtttggga
tggtactett
agaagggaga
agtatgaatce
atttgtgtgt
tagcaggtge
tggttatgag
caactgttct
ttttagtaaa
catatacata
tgtgtgtgty
tctetgaagyg
ttgggaatct
gtcttaaacc
tttactgage
agtggagcct
gaaagggtgg
gcacaccage
ggcagtcaca
agtaccacct
tgcaaccage
gattcggtac
cecttggettt
caattccecag
caggettgtt
tgccacgtga
ctteacagay
agcatttata
ctceeeecte
gctcttecte
gagtgcccat
agcgatggac
aacttctggg
agggagtgag
caagcatgcet
aagaaaatgt
aaaaatcctce
ctggttgctc
catctgtaat
tgtatacata
ggtggcgcac
tcgagaccag
cectygtcteg
taagsaaagcce
cattcatgat
gaccggctcet
caagtcctgyg
tgtacaaacc
acaatgactg
tagactggag
gggccactct
tgtgtgtgtg
ggggaaatat
ggezatqggccc
ggagaaataa
cgtggtggag

tcectececte
ttcttcecattt
acacaggctc
tyggtgaaga
agtggaacat
agctectggyg
atttgcaaag
aaggatatgg
agatagaacc
gtgtgtgtgt
tggaggaggce
ctgcctgatg
cttaactgat
ttttattcat
tcaaggatga
tgtgttattt
atttcaaagg
gacccaaatg
caaatgtgct
ggaagacaag
gtygctcaggt
agatggaggce
tggttgactt
ttgcttgaag
cttececegac
tggttagagce
atctggagaa
gggagctaca
ataaccaata
actagctaac
cttraccertg
tccttagtcet
attaatatta
ctcattgcca
ctccacccect
aggcatgcaa
acaattcaag
gcagaatcac
ttogtcrgag
ttgttaatca
gaattctcac
aagaatatgg
ttctagacat
gcgacctggt
gtaaattgat
gcctttaatce
cctggtctat
aaaaaccaaa
gtaacagctg
gaaacaccec
tatgctectee
gactacttgg
gtgggggtca
catctcagga
ggtggaaasag
ggagtcctgt
Lgtgtgtgty
gtataccaca
ctgcagaata
acatccttec
gcectggcecaa

ccectttect
attctaagta
aagcagctta
Laaaaggcaa
gcctaatcta
caaccgattc
aaggctgtaa
Cctagacatat
tatttttaac
gtgtgtgtgt
cagaagaggg
tgggtygctgg
gagccat.ctce
aatcaattat
cagtgagggg
gtgtgtgtge
aatgagacat
aggtattctg
gtctagagaa
cgctetttga
ctgaggcagt
agggtgggag
gtggtctgtyg
ctgaatgggt
ccaggtcact
ttcagggaaa
aatttataat
tgacattgac
tggaggctca
tcttccaact
tacttcotgt
ggttctcctg
agtctcccag
tcegtgtcett
cctttcatag
agaaaccagt
ccacagagtg
agggtgagtt
ctagaagcta
tgtgggatct
attaaaattt
atttctgggg
tctgagttca
gccatcecttet
aaatcttttt
ccagcactct
aagagctagt
adaaaaaaaa
gagctgtgta
aggattttta
aggctggect
ctcataaaac
atatactcac
cagttgggaa
cagcaggaac
ggcaagatgg
tygtgtgtgtg
ttgattctgg
gacagagtga
atagagtttce
cagttaaaaa

tctttetttg
gcttttaaca
gagaagattg
acatttgagg
ctggtttgta
tggcatctea
cttgtagett
ctaatagact
tcagttttga
gtgtgtgtgt
caccagalct
gaactgaact
tccagcecec
cacagtataa
gatatgtgtg
tttttaagaa
gtctgtctge
aggaactgaa
agtcaacgtc
tttaagtggc
ctttgctage
cagggctatg
ggtcaggegt
gaggcaacac
tctgggttat
acttgatgtc
gctggectcag
ttgtaggcag
atattaatta
taaatgaacc
ttectetect
cctaacctta
tgagactctc
cctetteecet
tattgatgge
taggatgctc
aagacggaag
tctgacttga
cggcccaccet
gattttocte
agatatacgt
gccggagaga
attecccagea
gacatgcatg
ttaaaaagag
ggaggcagag
tccaygacag
daaaaaaaaa
cggagttcag
cttagtatct
caaactgctg
agtttttgte
ttgggcagay
gaggacaatg
agagaaacaa
aagcgggcta
tgtgtgtgat
gagcaattct
atggtgcect
aggtaaatga
gattagacac
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cteettetec
gcacaccaat
atctgtygtte
ccattteett
ccacctttec
ttggtcagag
taaaagcectce
taaccactgt
aaaaaataat
gtgtgtgtgt
cctggaactyg
ctegtgttet
cccataattt
aacaatgatt
tgtgtgtgtg
ggtgccatag
caggaaccct
tgaagagctc
atcaglgagc
tcgaacagtc
cagctgtgat
gttcagacta
tgtaaacgce
agagagtgca
agctgagact
tgcatgttge
tcaagcactyg
acttttttet
taaatgctcg
catttctatt

tgtctgactc
tcctgeccag
atccagggag
cgcttecece
aagggtgttce
tgtgaggggt
gatgcactgt
gggcgaagag
cttggtageca
taaatctatg
cttttggtgg
tggctcagag
accacatggt
gatacatgca
tatggattct
gcaggtggat
cctccaaagc
aaaaaaaaga
cgtggtacta
agtttccatt
atcttececege
gggcteectg
agagaaggte
gcagaaggac
aacaggaagc
gygggaataca
caatgecetat
cagtatctgg
ttatcatttg
accccacagt
ggacaaagtc

Tctgectect
Tacctgtgta
actagcgtge
atttggcacy
ctataatgga
gcctgttaaa
Tcctcaagaa
gaaaagcctt
ctttatattt
gaaccacatg
acaccacaca
gcaagagcag
taattgttca
ttatatatat
tgtgtgtgtyg
tcactgcatt
atcttecctet
aagtagcagt
tgaggagaga
acggcetgtgg
gagcagtgaa
ggtatcgtga
ctcagggtca
aagaaggcaa
ccggacagea
tatgaaatgt
aacaaaggta
tzctgeecege
gctgataget
atctacattc
tgcecttetg
ctgctgacca
gacttgggtg
tcctettect
tagaatggag
tgtaatcata
gctctagaygc
gccacgagga
gacctgceca
ttcaactett
ggggggtata
gttaagagaa
ggctcacaac
ggcagaaagc
gccgggatgtt
ctetgtygagt
cacagagaaa
gtazggattc
gaagaacaga
gttgttttga
ctctacctet
aagttatggt
tgaatcccag
ttagaaaaga
ttgctatcca
tttgtgctac
caatgttgaa
cctagagaaa
ctaaagtgaa
tcatctgtge
tgaaggaaac

6350
5420
5480
5540
6600
5650
5720
5780
6840
5900
6950
7020
7080
7140
7200
7250
7320
7380
7440
7500
7550
7620
7680
7710
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8150
8220
8280
8340
3400
8450
8520
8580
8640
3700
8760
8820
8880
8940
9000
9050
9120
9180
9240
9300
9350
9420
9480
9540
9600
9650
9720
9780
9840
9900
9950
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acctcgaata
ccaagagtgg
tcacttgtga
aagctgtttc
ggcgaagatg
g999cggggcy
agtgttcgca
gtggctgget
tgggtgtgat
ttcgttggta
ctttaacagg
gctceccatgt
cagctcttetr
ggacacattc
ggaaggcccce
ctaaaaacca
tgggccatac
accagaatgg
aaccactatea
gtaggggaga
catggcaact
attgtcatca
tgagagtcct
gcataggaaa
tcctaatagt
cLttaaagta
aggtgcacgc
aagaccagcce
gatagccttce
gtctetgett
gctgcaaaat
ttgtcttcte
agagatggca
gggaatagtc
ctcccaggtt
tgcttectto
cagggtcgte
ccattttctce
cttgtcttee
gacatgaaga
tacccgaaat
ctcagceccage
aacaaacaaa
gctcecttgget
cctaaatggy
gggcrgtgty
gagcaccagc
geoecttggtet
tgtcctyggte
gcagaggcaa
ctttctgceaa
ctcaaatgtc
caccgtgcat
tatcaatcat
taactagtta
tgagtgacag
agagatccaa
cegetetate
tcatctgtcet
atctataatc

<210>6

ggaagaggag
gaataaatgg
aactggaggt
aaagcagaga
gagacagaga
gggggcaggyg
gcgtaagcgt
tgtgtgctge
tttcectegy
tttgtttcca
tgacaaaaaa
agagcaatgg
gatgcaggaa
tgcacacaaa
tgatgcatct
gtgtttttaa
gtagagcaag
cctagaacta
ccagectgee
atacacttat
cttataaagg
tggctgggaa
acatcttgca
cctcacagcec
gccactcecect
tcttatotet
ctttaatccc
tggtctataa
aaagccacag
tggttgctte
aaactcctgg
gcaggattgce
gtggcagaga
tggaaatgaa
gactcacacg
ccaaaatgcc
ctcettaacce
tatcagaagqg
tgaagatcta
cttggtctta
cccagaactg
ctagctgaat
caaataataa
ctrtgaggaat
grgggygtgy
ctctaggygcca
acccagcagy
gtctattgaa
ttatttctac
atgcaaggaa
gcecettetet
actttcaaag
tatctttcery
ctatctatct
tcatttattt
ccttggetygt
ctgcectetge
atctatttat
atccatcatc
aattg

< 211> 14553
< 212> DNA
< 213> Mus musculus

agccacctcea
tcaaaggcgy
Lgatttgagy
aatggaatag
agtggaacgct
gcggggyggcy
gaatgtgcaa
ttgtaatcece
agagcatgag
agatgttagt
agctcaacca
gacccatctce
ggaagttggt
ggctcaggay
gtgattaget
attgtcaagc
tgctctgeat
actcacaatc
tgcctgecta
cttagttagyg
aaaacattta
catgatggca
ggcaacagga
caccctcaca
atgagatgac
attattgtaa
agcacttggq
gagctagtty
agaagtygctyg
ccactceccce
attcctctcet
catagacttt
ctgggaaggc
gcttcaaaac
tgtaaatatt
aagtgtacaa
tggacttgtc
tctgagcaga
acttctgacce
agaactggaqy
gggaggtaga
tgccaaattc
caacaacaac
gactcaccca
ggcagagaca
ccaggaactt
tgcacacacc
ccggagtaag
tgttgtgata
tgctgecteo
cccecattyggce
aaggcttctc
ctgtctgect
atcttctatt
atttgtttac
cctggaaccc
ctctectggtyg
gtacttatta
tatctatcta

ttctgtaact
gatttttaat
cataggacaa
agacaattat
gactttaggg
gggctcaaag
gcgtetttgt
agtctttgaqg
ggctctgcett
gggtgagaca
ggagacattt
taaggtgagg
gggcaagcaa
gggagaaggce
gtctccatct
ctttaaggtg
tgggccaacc
ctcecattcece
cecrygecttee
grrtctatte
grtgggrgge
tgcagacaga
cctcagcetga
gtgacatatt
agggccaatt
attatgtatg
aggcagaggce
Caaggaagga
tctrgaaaac
agagctggac
tgrtaacagga
trctgtgrge
tgcaacgaaa
trgcrtcatg
ccrgactatg
ggtgagggaa
trrctecygce
grtggggeac
Cafjadagatg
caggggaaaa
gacggatgag
caactcctat
aacCdalaaac
aacccadagce
gagacagaga
tectgtetrg
tcectecgty
ttcLtgcaga
adadccygyyg
ragcttgcetce
atgeotgaca
tgatcttget
gtctgtcetgt
tatctaccta
ttactrettt
attctgraac
ctggggttaa
ttcagtcatt
tctatctatc
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ttcctcaagg
taggaaaacy
tagatttgat
gtagcgagga
aagaggaaca
gaggcagtgg
ggtgtgtgac
gttteccacac
tccccacatce
aagcctctet
ttgcettett
ctactcttge
gactgtttgce
tgtttgatgt
gtggagcaga
aggaaattga
ccecggcetcetg
aggtctcagg
taaattttaa
ctgtgaagag
agtttcagag
catggtgctg
gacactggct
tccttecaaca
acattcaaac
tagctgggtg
agatggazct
tatacaaaga
caaaaat-yt
tcttggtcaa
gecegaagtce
ccaccatztcc
acaggaagtt
ttcagttgta
tctgecactge
tcacccttgg
agcctctgac
gctcatgtec
gctaaggtgg
aagtcggatg
tgcececgggge
tgaaaaacct
taccccatac
ttgccacagc
gagacatgac
ctctcrgtcet
cttcttgagce
tgtatgcatg
aactccagga
cccatggett
“gaacagcgt
aactaaatca
ctgtctatct
“cattcaatc
tatttgagac
caggctgtcc
agacgtgceac
atctatccte
tatctatcta

ggaagatgtt
atttcctgta
gctttgcaaa
gggagggotgg
tagaccacag
gaacgttgct
caggagtagc
tgttccacag
ctcceccagecyg
gttgatttgce
ggaaggtaat
agtttgcacc
ttcttgegat
ttagcactca
cacggactaa
cttattgtgce
gtttctaggce
tgctagaatg
atcatgggga
acaccatgag
gttttagtac
gagaaaggga
ggtaccctga
aagccatacc
tgctataaca
gtggcagccyg
ctgtgagttc
acagttctag
gctgggacct
cactgaatca
aggegeccac
agactgaagt
attgcaccct
cacagactca
ttttatctga
attcagagcce
accectcececece
tgatacactc
tgaagtgttt
tggcagcatg
tagctggety
ttaccaaaca
aaggtgggcg
tgttctctgy
ttcctggget
ggcacagceca
aaacacaggt
gaaacaacat
agcagctgag
gccgggectyg
ttgaaatcct
gaccatgttt
gtctatcatc
atctatctte
agtatttcte
tcaaactcac
caccaacgece
taactatcca
tctatcatee

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
121890
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
131490
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13515
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<400> 6

cttgaagaac
gctectetec
agtgctectc
gttagtgctc
aaatgggcta
aagctacgaa
agttgaagaa
tggatactgce
gcecccaatga
taaaacccta
ttcctttgaa
atggagatta
atttgaactyg
ataaagacag
aaagtctgece
gtggctgege
tactcaggga
ctcttcattt
gcgaggggat
gtcacacata
tggcatccag
gctetgtect
tactcggtgt
actctgetge
ctgtcactag
gtacagaagc
ctcagtcacyg
acaaccctat
9g999g9agggg
gggagaggga
atgaccaaag
aattcagtcc
aagagttcta
agagcttgag
acttcaacaa
atgagtctat
cacacacaca
cacacacaca
caaggttcta
ttgggttcac
caaagtgttyg
aaaataaggyg
agccaactgce
ttgctacatc
tatttgtgta
ctttggaact
ttagtcttcyg
tttattttet
ttcttttcat
acactctata
atatgattac
gttttaagga
aattagttcec
cttecectete
gttgagggag

acatgttttc
tgtaggttag
tcctataggt
ctctgetceta
ggcccgaagt
agagcagtgt
acagaagaac
catgctccca
aatattgttt
aataaggcag
agaatgtgga
atgggtcatc
tgttgacctg
tttttgtgot
tgagactaaa
tatctggaaa
cagagatgcet
gactacatgt
gctgacggta
cacgagecgg
cctetcaage
ctgctgctta
ctacttctac
attectgggt
tggaatcaga
agaagaggaa
catgctgctg
acacactgtg
gaggcggagg
gagggagagyg
caactcttat
attctcacca
tatcctgatce
catagaacat
agacacacct
gagggtcaaa
ctctcataca
ccacacacac
cttatctcag
atggacttag
agcccaaggce
ggcatcaagg
tcgaagtcaa
tttagtaaat
caccataggt
ggaattatag
agagcggcca
tggacatcag
gtatattaaa
tagctcagge
agatgtgagt
tatcagatat
gtgtcacctg
ccaccttecece
atgatgaccg

caagagggag
tgctectttg
tagtgctect
ggttagtcct
gcagagacaa
gaagggtcag
tgagagccac
ccttgatgat
ttatgagagt
aagttggtac
tttggtgact
aattcctagt
gcctaagaga
attttggtga
gtgaagagaa
cttacagcca
tgactctygta
cacgatgagt
gctgttctag
gtggagaacc
ttggactgcc
tgatactgac
ctggatgttc
gacatgtgga
tgccccaagt
gggtgaaaac
attggaacta
tccatttcte
gggaggggga
gagagggaga
aaaggacaac
tggtgggaag
tgaaggcagc
caaagccectt
cctaacggtg
gctcttcaaa
cacacacaca
acacacacac
acacactgcc
cagttcttgg
ctggccacac
tgaagccagce
aagcgatgaa
gttcttttag
gttcctaggg
acacttgtta
gtgctcttaa
gacaggatcc
ttttatgtta
tgggtttgaa
ctgactttgg
atccttgatt
aatatgtgta
aggtacctgt
agacagagce

cacccatgtt
ctataggtaa
ctcectatagg
gctctcectat
acagctatgg
ggcttgtgea
tgggtatcat
aatggaatga
tgcecttggte
cagtattgcect
ttggatttgce
aggaatatgg
tttcaaagga
agaatgtggce
tcagattaat
gcctcecttgga
ctgatgagtt
caggagctge
ctttgaaggt
tgtctgtgtyg
tgtgtgctcce
attttaaaag
ctcatttatg
cacccetgtcee
gttgtcctgt
ggaaatgtca
ctcagcatga
tctectetett
gggagaggga
gggagagttt
atttaattgyg
catgcaggta
caggagaaga
cecccacactt
ccactccctg
ccaccacact
cacactcaca
agagttctat
aggaattgtg
tgatcctgaa
attagtcctg
aggggctgac
tcecccatatce
ttgtatgcegt
cctatggagg
cccatagagt
cctttggtceg
agggctttga
ttttgettte
ttcagtttcee
tatcaaagtc
tgctttgaat
tgtcacctac
ctgtcttcat
actggggaag
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ggaatgacaa
gtgctcectcet
ttagtgctce
agtacctaga
aagactgggt
gttagtaggg
cctectgege
acctctgaac
atgctgtctyg
gtgatagacc
aacacagtgg
aagactttgt
gaagaatttce
tactttttgce
tgcattgaca
cctecgggtga
gtcttggatyg
tctctccaga
aagcctgcecac
gagacacctt
tggactctgg
aatccagtgg
ttctgtgaca
ctttgcagac
gtttgggaac
cagcagecatc
gagagggceca
acacagagag
gtgggagagyg
aatgtctgtg
ggctggctta
gatgtggtgce
ctgectcette
cctccaacaa
tggaccaacc
catgtacaca
cacacacaca
tttgcactgt
tgggaagact
agatttctgce
tctagatgaa
ttagagagga
cagctgtgec
atgaatattt’
ccagaagagg
agattgtggg
tttctccagg
gcttgtttet
tttttcececa
ctgtctcagt
cccagecectt
tttcttttta
atagtcttcc
atccttgtge
ggagatgggc

tgtagttagt
cctataggtce
tctectacag
gagctagggc
aagcacttce
gagatcttcc
catgccttec
ctgtaagcca
ttcacagcag
tgaccatget
aatgctttaa
tgctgggagt
agaatgtggc
ccttgtctga
agggaagttt
cttacgcaaa
caaatatggg
gtgtgacaaa
ttatgctaaa
tcattacctg
aggtcccact
ttcececectyg
cttctetotg
catgatgtca
gtgacaggca
tgatgtgtgce
tggtgaatac
agagggagga
gagagggaga
aagagatacc
caggttcaga
tggaggaacc
tgcacagggc
ggtcatacat
atttaaacgc
cacacacaca
cacacacaca
ttcactgtca
ttcagtttct
agaaagaagc
caggggttta
gacccaccca
cggtgctgtc
tgcttgcata
gcatcagatc
aaatgagcect
tctttgagac
tcagccagcet
agacagaatc
ctaccgggta
ctggatatgt
gttacaacat
ttettectett
tgagagtctt
tagtgcaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
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
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cttcagagag
agccaccgec
gceccecleccaga
gtgctgectyg
acagggtctyg
tttectgtga
aattatctgg
gcacacacac
aaccecaccee
gcectetget
cctggtgeac
tgcttttett
gtggactgag
gatagacggt
ggggcgggag
tttggagaaa
tgactgttga
tccgacataa
ttttcacttt
tctcaaccty
ttcataacag
tgtgtgtgtyg
ccagcagcta
tceccaccca
acttctttat
ctcatggcaa
atatacagta
acgccaygagg
tgagctcaat
tecaggtgggg
caggaagagc
agagaaaaag
aatgagaaag
agagggagga
cgagaaagaa
acagaatgcyg
aaatgaggaa
agaaaagaaa
agggaaaaag
gaaatgagaqg
aaagagagag
gaaagggaga
ggaaaagaga
agaaatgaaa
aagagaaaga
accgccaaaqg
gtcttaaaga
tcaggagagr
tgatctcace
tttctaagga
ttagatgggg
taaatggggce
ggagataagyg
agaaggagag
catggctgag
caacttgact
aacagggcca
cctgaggtca
taatccacag
ggggtggggc
gaggttacac

gagctcgtga
atgctgtgge
cccagtctga
gttgtctcca
cagagtccct
agtaggactt
taccctgceat
acacacacac
cccagcaacg
ggggagatga
acgggctctg
ttterttttt
tgacaatcag
gggagagggt
gcgggggacy
gccgcactga
ttccagegece
taactccaac
catgactata
ggggtcacga
tagcaaaatt
tgggggggta
gtgtgttgga
ccacagcatt
gtatttattt
ttctectect
aggatttatt
ctgagycagg
tttgacactt
ceggtgattyg
ggagaatgag
gaaaagagag
aggaaaggga
agagagaaaa
gaaatgagaa
agagagggag
agcgagaaag
agacagaatg
gaaaatgagg
agagaaaaga
gaagggaaaa
aagaaatgag
ggaaaggatg
tgagagagag
gaaagaggaa
coctggtygcea
tggrctyayc
gctgagtygcyg
atcgaaaatt
tacattcttg
aaagacagtc
acttgggaaa
catacacagt
gctgggctga
ttttcagagy
ttagccagat
catttagtga
ggctggeect
ccacagccac
tatgagaaag
aaaaacctag

atattgtage
ctggcagaag
tcccaagaaa
gcttgacttg
gggccaggtce
tgctegecaa
tgcecgttcaa
acacacacac
gcggtgtaaa
aggcagcttg
glgcatgacg
tttttttttt
tgaaatcact
cagaggagaa
aggaaaacgt
gtgacccagce
atgcagagaa
caacacggaa
caatcactzc
tccececactt
gcagctatga
tcaccttaac
cttaggttct
gaggecccat
agagacgaat
ccagtttcct
gactgaagaa
aggegcegeaa
ggtgcggtgt
gacacacrttg
aggaaagaga
aggaaaggaa
gaaagaaatqg
aggaaaagag
agaggaaagg
gaagagagaa
aagaaatgag
cgagagaggg
aaagagagaa
aaagacagaa
tggaaaatga
cgagataaaa
gagaaaagag
agagagacac
ggctectett
tactgtaca:
ggtcagaaaa
tgaaagztgc
tetttaattg
ggtgatgzca
tgctgaggat
gtggcectcta
agttagcagg
cagcatgcaa
tcctacagag
ggtatttgag
cgaaactctce
cagctcaaaa
tggaaagggc
ttagtgattg
aatgtcattce

ccectttagte
tgaataagtt
gggcratctgt
acactccecte
cctgtgetgt
gcteccacgg
tacgcagagt
acacacacac
cactctcecat
ctgggggcga
ggaacggaaa
Tttttttttt
taggttgttt
ggggagggat
gctaacttct
agaaggaatc
tctaggctgg
aagaaaggct
caggtagtaa
ttctgcatat
agtaacaatg
atttactgta
gggtatatta
gcagggcttg
actcattagg
aagtactgga
aatctcaagt
gytcaayggct
tagtagtaat
gggtctecctg
gaaaagacag
aaaggaaaat
agagagagaa
agaggaaagg
gagaaagaaa
aaaggaaaag
aaagaggaaa
aggaagagag
agaagaaatg
tgcgagagag
ggaaagcgag
gacagaattt
agaaagaaag
aaagagccag
ggacacatct
tctytacact
gggtattgtt
tgccegttaa
tcteoctggatyg
caaagtccce
ttatctggaa
gtttgacttc
aggcaacagg
tcattgcata
ccecgtggtay
taatctggga
actttgactg
acaagcgagqg
cacatcccca
tagragttat
aatgtgggaa
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cctggecatgt
gtccagcectet
gtctgtctet
cttaataaga
cctggaatgc
cttgccectte
atcactggaa
acacgccceac
caggaagctg
ggaccgtget
cgcggaacta
treceLeeeee
ttctecttett
ggggagagag
ccaatcctac
caggaatgtc
taggaacatt
atacaagtga
cacgtgtctea
cagacatttt
aaatgcattt
agaaggttca
ttagcaatag
ctgggagagy
taggccaage
ctcaggagtg
ggctttgott
tgcectggect
agtaaagetg
gtccatctge
aatgagagag
gaggaaageg
aagaaaagac
aaaaacgaaa
tgagagagag
agagaggaag
gggagaaaga
aaaaaggeaa
agaaagagga
ggaggaagag
aaagaagaaa
gagagaggqga
agagatgaaa
agagagaaga
tcctttatcet
gttcattcaa
aacttgtttg
ggagaagtct
ttctggattt
aaagacacgg
ctgtcagaag
tggcttagcea
gtcctgggag
gtctccaaaqg
agattctgtg
gagagaaaac
ttgagtcatt
aactgaagca
gagacagcac
ctagaatgtg
accgagaggce

cctettgtat
tgacaggect
gaggccgtaa
gtaccacaga
caggcgtgaa
acatagccag
ccgegegege
tccatcttta
aaacgcagtt
agcaaccttc
aagtcagtcc
ggcgttggtyg
cgttgggttt
ggaggaggga
azgacaaagqg
cgctggaatc
ctttgtecta
agaaatggca
gcacageggt
tacgttgtta
atggtgegtg
geatactgcet
ccaaccagaa
cactgataag
tagcgtcaaa
tgttgecate
egatccectact
acatatagag
aaggtgtggc
agctgtgcaa
agggaggaag
agaaagaaga
agaatgcgag
atgaggaaag
aaaagaaaag
ggaaaaagga
aatgagagag
agagagagga
aagggagaaa
agaaaaagga
tgagaaagag
ggaagaaata
gagagaaagyg
aaaaagggga
ttceectaggyg
aacaggctcet
caaaactgcc
ctactacttg
tgcagttttyg
tggagctgty
gaaaagaagyg
aaggttygtyg
gacgcgagye
gagattgcaa
ggttctgaga
agctacagca
tgcagtgggc
attactcaga
agcaggggtg
cggagcagag
tcccaagceece

3360
3420
3480
35490
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4240
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5000
5060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6950
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taaaaggaac
aatgattcag
gagtttattt
tatgaataaa
atttattggg
cctectectee
tcttetetzo
tcttttttet
ctecectecte
cctectectt
tgaacagcac
ggaagattgc
tccatgtlcac
ccaccttcac
tgggctagag
agttttaaat
gatacggcta
gatacatctt
gtatgcttgt
gaagagggga
ggtgctggga
tctcctecee
tacttatcac
tgaggggaga
acaagggace
gagtgcagtg
atgctgtcca
ggaaagccce
cagtgcggey
ggctgtgatt
gcgctctggt
cccagcecagy
ttatagcgag
tgataaatat
gcaccacggc
tcctctteca
cttcactgtt
tttatttatt
cacaccagaa
ggggcectctg
tcaccgtote
cattatcttt
tcectactct
tctecectect
cctectette
tctagaatgg
ggtacaanto
acccccagge
ggtttcagga
gecactgtac
tcaactctta
aaaaaaaggg
agagcactct
aacaacagtc
gtactcatat
atcctaagaa
cagagttcat
gggtcttgtg
tgggattact
accaggaggyg
ctgctgecte

agtttgettt
accttctgtg
gaactaaaag
atcatttact
ctagtcaagg
tccecteeee
acccectect
cccecttett
ctecteatcec
ttccagececet
tactccogttt
tttttgectcet
aggaagggay
ttctaaggaa
gactcttaaa
cecttccaca
ggtgtctagt
tttaacttat
gtgtgtgtge
cctgatctec
acagaactct
atccccccaa
agcateaaac
tgegtgtget
gaggcgtgece
ctcegaagaa
gacaaagtcc
cctecageatyg
gcggecgegt
agcacgggga
ctcctaagcet
cagtcaagtyg
gctgaegaca
ggataaaacy
tttggggaca
tctcttecce
tcttactatt
tatttattta
gagggcgtca
gaaggaccgce
tcttcaatct
ctceectttcet
tttectgect
cctcettect
ctcteectec
aggagtgtcc
agggaggqcece
agaatcatga
aggacgaqgtt
aagcgtgett
aggaaacgtg
gatcttaaga
ctgctctecc
tttaatgaat
aaataaaata
agccatcaga
gceecececggygy
tggtccaggce
tggttcctaa
tctatacact
tcggggcaaa

cagccaaaat
taggtgtctt
acagaaatgg
tacagctatc
aagaaaagat
tcettgacct
cececteeect
ctctttetee
tceicttect
accracctte
agttgtgtat
ctggaggcag
acatgccgaa
atgtttggga
tggcactctt
caacaattgce
agactttace
tctogtaaag
ctgtgtgtat
tggagctaaa
ggtcttectge
atacatttaa
aaggatttta
cecttetgggt
tgtctgeeag
gtaaaagacg
agcttcatta
gcgaaagtcce
ggagcttgtg
ggcaggactg
gtagtcagcg
gctccaaget
ccgtgetett
tataacgctc
acagagtact
tttcetcact
tttacaaaag
tttatttaat
agttccatta
cagtgctctt
tcttectett
tcctctecte
ccetectecet
tctcectete
ttctccacce
cctaggcact
gtggggatgg
ggttggttcc
tgtctgagat
tattaaccac
aactttcaca
atattaagca
agagygtcctg
tctaatgecce
aagaaattta
gctggagcca
ttcttacrta
tggccttgaa
aagtatctcc
cgctcaggta
tggagtgaag

cgaaataaaa
taaatgcaca
tgaaaagcac
acttaattag
cttcecectect
tectetacte
cctectgtact
ccectectet
cttcatccectce
cectttettet
aaaaggaaaa
atgatgacag
tctaccagtt
agctacctac
atttgtttaa
tactctctga
actttgaaaa
acaaaaacaa
accacatgtc
gctatccatg
aagagcaaca
ttattcattt
tatatattac
gtctgtgett
gagctgtett
acctcatgaa
gtgctctgag
actttgattg
ctcgagtcyy
c¢agtgaagga
cctcaagatt
gaagactqgca
tcatgadayc
gatcaatcga
gactcgttyg
tcctectect
attttattta
gtatgcgayt
gagatggttt
aaccccrgay
ccttctecac
cecttettee
cecectetcat
ccocletecce
crecrgrcac
aacgaaagcc
aagggttgtg
ggattcqcag
aggagttaca
gtgggattaa
ttcaaattta
taggcyygctg
agttcaattc
tcttetggrg
aaaaaatgaa
tgtgtgggat
ttatcacatt
ctcatcttre
gtcaagctcce
gagggagaag
gacagcggea
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tttggggcett
gcagattgat
acctgaagaa
tacctccette
cctretetee
cttttecccete
ccteceettt
tecectectet
ttctecttece
tcatttattc
tgcaggtcca
ttcaagatca
tgcagccace
caaccacttc
taaaggaggt
ccaaaaaaga
gccttaatat
aactttattt
gctggtgecy
gttctgagct
agcctectcet
tagcagcttt
atqgcaatcga
ttgaagaatg
cttcccttgg
gcaatgtctt
gagagactta
aagtgactcg
aagcggcatc
agagttgggg
tgraacctgce
aagtgcceect
cggatgtctg
atcgaaggag
gaggacttygg
reccrrctcca
trrartttate
acactgtage
cgagolacca
ccatttctcce
trrccttgte
tcotecactyg
rceeccerect
rereecet
agtatcaatg
agltagagatg
CLOITOatlt Ca
gOTal«aallC
tctgatgtct
atcrecttre
QacLLqagc
gagagatgge
ctagcaacca
tgtetgaaga
tarraggcat
cctgettgge
ttcatcgreg
agcectctace
ctggtgttat
atccgaatct
gaaggattta

aaatctyggca
tttcatgttyg
attgagatgc
caccttygcetg
tecteceect
cteecacctet
cctceccaatce
tcezeectec
tccctectect
aaagtagcett
agcagcttgg
ttecttttge
tacacaggat
tggcatctca
tgTgacgtgt
agggagacag
aaatcaggta
ttatttgtgt
gagaacacca
gcctgatgtg
taactacgaa
atttegtaac
ggataagagt
taagcagtgce
actctgaget
caacccaaac
ctgagcctea
aaagccatgg
tttgtcagge
gcggggetta
cttectgeett
aaccttttgy
aaatccgatt
ctcacgattg
atacttcceccce
ttttcteect
tatttattta
tgtcttcaga
tgtggttget
agtacccttce
ttcttggttt
tagttttcct
ctttcctect
cecttetece
gcaagggtgt
ctctgagacy
ttctggagea
agaagaggaa
tggcagcaga
aaatttattt
tcttatgggg
tcageggtta
cataatagtt
cagttacagt
agattcctgg
gctggagggg
ttttgaaaca
tcacaggtte
ggctgtgceca
ctgacaggca
ggaaagatgg

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
71920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
§400
8460
8520
€580
8640
8700
8760
8820
8880
8340
9000
9050
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
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acgggagagt
gggctcaaga
ggg9gcaggg
caggtctcag
gtttgitaaa
atctgcgetg
caagcaacac
tcagecececcgg
cctgetggeg
ttaaggcacg
gaaggatgga
gggcttggcet
tgtcatggag
acaccagatg
ttttaagtag
ggcacaggac
gggrggrtag
aggctaggta
tggatgtgeg
ctgctaatgt
ccatcgagag
tgtgatgaca
aaccccagga
tctcectgagte
tggtgggaaa
cgtggggcaa
agctgtetee
tcaaactttt
ttgagatggg
ctccecagetg
atgggaagtg
agccaagggg
gagaggagca
aaaatagglLa
gcaggtggat
cggctataca
cgatgtaatt
cggccacact
tttttgtigt
tceectgagy
ggagactcct
tgggagtcte
agaaggtoct
tcecetyggaga
ttcatctcgy
gactttcagyg
aggctgtgga
gaggaggagg
agggaagggy
gaagggaggy
ggaaagaaga
ttttgtggty
tctgtgaagy
ttaggttcat
agatgctaac
accteggetoc
cgtcectget
ttggtrttzae
ctctgatcaa
cceecttetg
tgtctectgte

ctetgtctcet
tatctcctaa
gaaatctttg
caagctcact
caggctcecag

ggaaatgctg
gcggagggat
gcggggtgcec
tagctgacct
gtgaaggaga
tggaggccetyg
acggctectt
aatcaggtag
tctceccatta
tggttttcca
gcceggattt
ggacttgccce
tcagectage
gtctgagage
gaagatgctt
aatggatttg
agtcaggagt
gggctgagag
tgtatctttyg
cagtgtecggg
cagcagggcet
gggcgtggga
catttlgcag
caggtcactce
gcaagattgt
aggctgattg
atctatgaag
aacccgacag
gtcttttgtg
ctgggatgag
ggggagaata
ccggagttac
gtgtgtactc
ctacgggceat
ttctgagttte
gagaaaccct
gtgctcaaac
ggttctatct
tgttgttgac
agectgttttt
gtgtggcagt
tttccecteece
agaatgatta
ggtcgttgtyg
gagattccgce
tcttectgege
tggaactcgg
gaggaggaag
ctgaczagaa
aaggggcetga
gaagggtaag
atcagctgta
agcattcaca
taatacagga
tgtagecggt
ctggggggty
gtgacagact
tcaggatatt
cactgaagag
tcecetcecect
tctgtetctg

gtctetgtet
atggctggag
ttcttaacag
tcctcecteact
ctccaggttyg

cagaagccag
gcgagggggce
agcacctagt
agagaaagga
aataaatatt
gggaacagtt
cecgtaagggt
tccgtaaaca
ccaaaataga
gggtagatga
Ttttttttte
agttcttagg
cttctcactt
agggataaat
ttctgtatta
gmgttttgca
ggggtgggac
gaggcggtgg
tgatatatga
999999999t
cctcteteca
tgaaatctct
tcttggaaygyg
ttgcagttceg
ttgcttgttg
acgtacagcg
cagacaaaga
caagcgctct
cactagactg
ccgctataac
cagtttaaag
aggcggctaa
ttgaccaaac
ggtggtgcac
gaggccagcec
gtcttgaaaa
atgcaaaccg
gggtgacagg
acagtgattt
aaagecgtge
cggtgaagca
tcectgtgete
agtttccaag
tgttccggag
ctggaggacc
aattcagtga
tggtagagtt
aggaagaaag
gagagaagag
caagaagaga
aagaaactgt
atcecttgatt
ctggctggee
agtcccagec
tygagaaagc
ggtgcactgt
gtaactggaa
ttatcgcagt
ttacaaaaca
tcettetege
tctctgtete

ctgtctctgt
gccatgctag
ttctgaagtyg
ctgtcttaat
ctccggageg

aaaacaaagc
tgcgcaggaa
cacctgaagg
gcgycceccta
ctttcaaaga
aaaaagaccce
ccatgattcet
caatgagtgt
gggatagtca
gctttggett
ttttttttte
cccagtettce
cccttcaget
ggtgtgccett
cattgettgt
aggactgttt
gggatggggyg
gaacttcttg
ccocggagecey
cccatactgt
tacatccteg
ctgttggttt
cagtgcctce
cactcagctce
agatagacac
ttcaggaacy
gttataaaaa
gtcecectggge
gcctagaact
cagtctgect
tatgcagatc
catgggtgcet
aggtcecegtcet
acctttaatc
tggtctacaa
caaaacaaca
aggggactgt
aaatcagtat
ttctatcaaa
tttgaaaaac
ggcecctetge
aaatagcaaa
gctgaagagce
tctgcaaggt
caagttcaag
gacccagtcet
ctgggtttac
aagaagagaa
€gagggaggyg
gaagagggag
tccaatggtc
tgacacaacc
tgtgggcgtg
cactacaaat
aagcaagctg
gtctetrtggt
ttgrgagett
aacagaaaca
ggctgaggaa
tcceteectt
tgtctectgee

aggaagectg
catttagecgt
ggaaatgctt
cagaggagac
atcttaggtg
tgacacacac
ctgaagaatc
tttactectge
cgtgagctca
ctggaaccat
tattagcaat
Ltaactgcecg
cgaataggaa
tgtctttcag
gaaaccggaa
cageagagag
aagagaagga
agttagcgceca
tgtagctggce
tccacagggyg
ccagcattcce
gacagaccgt
atgtggagcece
ttcagatgca
attctccaca
cctetggtag
aaatcaatgt
taatccctag
cacgatctta
gccttectaa
tgacagcagg
gggaactgac
ctccagtccc
ccagcactag
aatgagttcc
acaaaatagg
atgcataaga
ttttattttt
aacattattt
cattgaagga
aggcaggctg
tgtcaggcett
ttecectgtit
gcctttggtyg
ccectgecectga
acaastaaaa
tccctagagg
gggaagagga
gagggaaagyg
ggaggggagyg
tgggeccacag
tagaatctygg
catgtgggag
ggcttegttc
tggataccce
attttezaagt
tagtccttta
agaccaggac
acaaactttc
gcceccctcte
tcteeectec

ctgtccagtg
ctgcgtctat
gcccagggeag
acgggtcact
agcccagttce
ccaaggcaaa
agccccggaa
agaagtccag
cecggetegat
tatggggcac
tgatttgett
atctgaagtc
gaggaggtgce
tatttcegtta
gttgatteccqg
aggagtggaa
agggccagac
gcagtaaact
tccgatagta
ctgcacattc
ttgttgttte
gaagaagctc
gtggagcceca
ggagagacgt
caaaggctca
agctatgatt
tttcaaattg
cecctggttte
gtgttccage
attttaagtg
aacctggcaa
ccaggtectt
cgtagtatta
ggaggcagag
aggacageca
tactacaaag
aagagaaaga
cacattcatt
cttttatagt
gcagaggcag
gccctggact
caatgtagct
gcclttecact
atgcgggatgg
gctacagagt
agtaaaaaga
aggggagaag
gaaggaaggg
aaggggaaag
gaaaggaagg
agtgatggcc
gaagcgagtt
actgtcataa
catacccaag
acgctcttte
cctgecttga
gttttctacg
acttgatctc
ttcteccetet
tcectgtete
cctcecectec

10680
10740
10800
10850
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13240
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280

14340

ctctgtectet gtctetgtec
ctcaatgttg aactttgaac
ctgaagtggt ggtttagtct
gaccaaatct gccatttccce
gag
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ctttctecte
acgtatttag
ctcggectga
taaaacagca

14400
14460
14520
14553
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<210>7

<211> 34

< 212> DNA

< 213> Kunstig sekvens

<220>
< 223> Syntetisk

<400> 7
ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttgt 34

<210> 8

<211> 34

< 212> DNA

< 213> Kunstig sekvens

<220>
< 223> Syntetisk

<400> 8
ataacttcgt ataatgtata ctatacgaag ttag 34
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Patentkrav

1. Isolert celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID NR:
1, 3 eller 5, og minst ett rekombinasegjenkjenningssete som befinner seg i en
nukleotidsekvens i SEKV ID NR: 1, 3 eller 5.

2. Isolert celle ifglge krav 1, der det minst ene rekombinasegjenkjenningssetet er
uavhengig valgt fra gruppen som bestar av et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete,
og et frt-sete.

3. Isolert celle ifglge krav 1, som videre omfatter et fgrste gen av interesse (GOI) som
koder et protein, der det fgrste GOl-et er integrert ved det minst ene
rekombinasegjenkjenningssetet; der GOI-et opsjonelt er funksjonelt knyttet til en promotor.

4. Isolert celle ifalge krav 3, som videre omfatter et andre GOl som koder et protein, der et
rekombinasegjenkjenningssete er til stede mellom det fgrste GOI-et og det andre GOl-et;
som opsjonelt videre omfatter et rekombinasegjenkjenningssete 5' til det farste GOl-et og
et rekombinasegjenkjenningssete 3' i forhold til det andre GOl-et.

5. Isolert celle ifglge krav 1, der cellen er en CHO-celle, og der den
ekspresjonsforsterkende sekvensen er SEKV ID NR: 5.

6. Isolert celle ifglge krav 5, der rekombinasegjenkjenningssetet befinner seg ved en
posisjon mellom nukleotidene 5.000-7.400 i SEKV ID NR: 5; nukleotidene 5.000-6.500 i
SEKV ID NR: 5; nukleotidene 6.400-7.400 i SEKV ID NR: 5; eller nukleotidene 6.400-
6.500 i SEKV ID NR: 5.

7. CHO-celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens som er nukleotidene
6.400-6.500 i SEKV ID NR: 5, videre omfatter minst ett rekombinasegjenkjenningssete
flankert 5' eller 3' av et humant gen av interesse (GOI), der det humane GOl-et opsjonelt
er flankert 5' av det farste rekombinasegjenkjenningssetet, og CHO-cellen videre omfatter
et andre rekombinasegjenkjenningssete som flankerer 3' det humane GOl-et.

8. CHO-celle ifalge krav 7, som videre omfatter et andre humant GOI som flankerer 3' det
andre rekombinasegjenkjenningssetet; som opsjonelt videre omfatter et tredje
rekombinasegjenkjenningssete som flankerer 3' det andre humane GOl-et.
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9. CHO-celle ifglge krav 8, som videre omfatter minst ett mark@rgen mellom det andre
rekombinasegjenkjenningssetet og det andre genet av interesse.

10. CHO-celle ifglge krav 9, som videre omfatter en promotor som er funksjonelt knyttet til
det farste humane GOl-et, og en promotor som er funksjonelt knyttet til det andre GOl-et;
der promotorene opsjonelt er eukaryote promotorer, og de eukaryote promotorene er
funksjonelt knyttet til en prokaryot operator.

11. CHO-celle ifglge krav 10, der det andre og det tredje rekombinasegjenkjenningssetet
er i en orientering motsatt av det fgrste tredje rekombinasegjenkjenningssetet.

12. Isolert celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID
NR: 1, 3 eller 5 og minst ett eksogent tillagt GOl i den ekspresjonsforsterkende sekvensen.

13. Isolert celle ifalge krav 12, der cellen er en CHO-celle, den ekspresjonsforsterkende
sekvensen omfatter SEKV ID NR: 5, det minst ene eksogent tilsatte GOI-et er et humant
gen, og det humane genet er funksjonelt knyttet til en eksogent tilsatt promotor.

14. Framgangsmate for a lage et protein av interesse, som omfatter:
(a) a tilveiebringe en vertcelle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens
valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5, eller nukleotidene 6.400—-6.500 i SEKV ID NR:
S,

(b) a sette inn i vertcellen, innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen, et gen
av interesse (GOI) som er funksjonelt knyttet til en promotor;

(c) a opprettholde vertcellen i (a) under betingelser som gjgr at GOI-et kan
eksprimere et protein av interesse; og

(d) & hente ut proteinet av interesse.

15. Isolert celle, CHO-celle eller framgangsmate ifalge et av de foregaende kravene, der
det farste og/eller andre GOl-et koder et protein valgt blant en antistoff-lettkjede eller
antigenspesifikt fragment av dette, en antistoff-tungkjede eller antigenspesifikt fragment av
dette, en ligand, og en reseptor eller ligandspesifikt fragment av dette.

16. Bruk av isolert celle ifglge krav 1 eller CHO-celle ifglge krav 7 for a lage et antistoff
eller fragment av dette.
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