(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 602 26 335 T2 2009.09.24

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 446 004 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 602 26 335.2
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/FR02/03992
(96) Europaisches Aktenzeichen: 02 796 854.4
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 2003/043415
(86) PCT-Anmeldetag: 21.11.2002
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 30.05.2003
(97) Erstveroffentlichung durch das EPA: 18.08.2004
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 30.04.2008
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 24.09.2009

shymtct: A0TK 67/027 (2006.01)
C12N 15/90(2006.01)
C12N 15/63(2006.01)
C12N 15/06 (2006.01)
C12P 21/00 (2006.01)

(30) Unionsprioritat:
0115111 22.11.2001 FR

(73) Patentinhaber:
Vivalis, Roussay, FR; Institut National de la
Recherche Agronomique (I.N.R.A.), Paris, FR;
Centre National de la Recherche Scientifique
(C.N.R.S.), Paris, FR; Ens - Ecole Normale
Supérieure de Lyon, Lyon, FR

(74) Vertreter:

Samson & Partner, Patentanwailte, 80538 Miinchen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI|, FR, GB,
GR, IE, IT, LI, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR

(72) Erfinder:
PAIN, Bertrand, F-69003 Lyon, FR; SAMARUT,
Jacques, F-69100 Villeurbanne, FR; VALARCHE,
Isabelle, F-44100 Nantes, FR;
CHAMPION-ARNAUD, Patrick, F-44300 Nantes,
FR; SOBCZYK, Andre, F-44100 Nantes, FR;
KUNITA, Ryota, Atsugi-shi, 243-0035 Kanagawa,
JP

(54) Bezeichnung: AVIARES EXPRESSIONSSYSTEM FUR FREMDPROTEINE

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte européaische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgeblihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentiibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 602 26 335 T2 2009.09.24

Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET:

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf die Verwendung einer Vogel-Zelle fir die Herstellung eines exogenen
Proteins von Interesse in einem Tier, welches zu der Spezies der Végel gehort, wobei die Zelle durch einen
Expressionsvektor transformiert ist, welcher das das Protein kodierende Gen umfasst, wobei die Zelle in die
Keimhdhle eines Embryos oder in den Blutkreislauf des Embryos eingefiihrt wird.

STAND DER TECHNIK:

[0002] Traditionell sind die ersten pharmazeutischen Wirkstoffe durch Extraktion aus Geweben unterschied-
licher Herkunft, wie Pflanzen, Tiere, wie sogar Menschen, erhalten worden. Drei Hauptfaktoren haben zu der
Entwicklung von Ersatzméglichkeiten zu dieser Extraktionstechnik beigetragen. Die Verknappung der Gewebe
aufgrund der Zunahme der Nachfrage, die den tierischen und menschlichen Produkten innewohnenden Risi-
ken haben mit dem Auftreten oder der Identifizierung von neuen Pathologien, insbesondere viralen und nicht-
konventionellen, zugenommen. Schlief3lich und vor allen Dingen haben die Forschung und die Ausnutzung der
Entdeckungen der verschiedenen Zweige der Biologie (Biochemie, Molekularbiologie...) es erlaubt, neue Mo-
lekile zu entdecken und folglich den standig wachsenden Bedarf an neuen Molekulen zu befriedigen.

[0003] Um der Nachfrage an therapeutischen Produkten zu entsprechen, sind die Expressionssysteme von
Molekilen, wie Proteinen mit therapeutischer Verwendung, mit einer aktiven biologischen Komponente (Bak-
terium, Hefe, hdhere eukaryotische Zelle...) und einem genetischen Element, das die fiir die Produktion erfor-
derliche Unterstitzung beitragt, kombiniert worden. Die verschiedenen eingesetzten genetischen Trager sind
zumeist entweder einfache Expressionsvektoren, die flir die Expression optimiert worden sind, deren Integra-
tion aber weiterhin zufallsgesteuert bleibt, oder virale oder retrovirale Systeme. Diese Letzteren erlauben nicht
mehr, weder den Ort noch das Niveau der Expression zu steuern.

[0004] Diese Herstellungsverfahren erleben gegenwartig eine neue sowohl numerische als auch qualitative
Revolution. So hat im Zeitraum von einigen Jahren dank der konstanten, schnellen Fortschritte der Genomik
und der Molekularbiologie die Anzahl von Molekilen, die ein oder mehrere therapeutische und medizinische
Potentiale aufweisen, signifikant zugenommen. Beispielsweise reprasentieren die Antikérper mit therapeuti-
scher Zielrichtung bereits etwa 50% von diesen Molekulen. Auflerdem hat sich die Komplexitat dieser rekom-
binanten Molekiile erhéht. Von einfachen Peptiden oder kleinen Zytokinen, die in Bakterien leicht hergestellt
werden, gelangt man fortschreitend zu komplexen Molekilen mit einer biologischen Aktivitat, die strikt von de-
ren Sekundarstruktur, von deren Faltung und von komplexen posttranslationalen Modifizierungen abhangig ist.
Folglich reicht das einfache Mittel einer Herstellung in Bakterien nicht mehr aus.

[0005] Es sind dann anspruchsvollere Techniken aufgetaucht, unter denen man die in vitro-Kultur von euka-
ryotischen Zellen, Hefen und Insektenzellen auffihren kann. Vor noch kirzerer Zeit sind die Fortschritte, die
im Bereich der Herstellung von transgenen Pflanzen und Tieren erzielt worden sind, mit Erfolg eingesetzt wor-
den, um diese komplexen Molekile entweder in Blatter oder Samenkoérner von Pflanzenspezies (Tabak,
Mais...) oder in den physiologischen Flissigkeiten von Tieren, wie der Milch von Tieren (Ziege, Kuh, Sau, Ka-
ninchen...), herzustellen.

[0006] Zudem ist die Korrelation zwischen der Wirksamkeit des zielgerichteten Ansteuerns (,Targeting”) eines
gegebenen Genorts und dessen Transkriptionsniveau, insbesondere auf der Ebene der durch den Vektor ziel-
gerichtet angesteuerten Zellen, darunter Stammzellen, nicht absolut. So weisen diese Methoden noch stets
Probleme, wie die Herstellungskosten, die Menge der erhaltenen Produkte und technische Schwierigkeiten,
wenn es sich darum handelt, komplexe Molekiile herzustellen, auf.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG:
[0007] Um diese Probleme zu I6sen, wird im Rahmen der Erfindung vorgeschlagen, therapeutische Molekile
herzustellen, indem die Expression zielgerichtet in speziellen Geweben, insbesondere im Ei und im Speziellen
im Eiweil3, erfolgt mit Hilfe von Tieren, die modifiziert sind mit Stammzellen, die ihrerseits durch Rekombinati-

onsvektoren modifiziert sind.

[0008] Die verschiedenen Schritte, die fur das Ausfiihren der Erfindung erforderlich sind, implizieren zualler-
erst die Konstruktion von Vektoren, die das zielgerichtete Ansteuern (,Targeting”) des gewahlten Genorts in
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einer Vogel-Zelle und insbesondere einer Stammzelle erlaubt, die Gewinnung von rekombinanten Zellen, die
diesen Vektor in dem gewahlten Genort integriert aufweisen, und die Erzeugung von mit diesen Zellen modifi-
zierten Tieren.

[0009] Einer der Vorteile der Gesamtheit dieses Systems ist der gesteuerte Charakter der Expression des
Proteins von Interesse. Tatsachlich erlaubt die Wirkung der substitutiven Ersetzung eines endogenen Vo-
gel-Genorts durch ein exogenes Gen oder Genfragment von Interesse, eine Produktion des eingeflihrten exo-
genen Proteins an Ort und Stelle des endogenen Genorts zu erhalten. Indem beispielsweise in den Genort des
Ovalbumins das zu produzierende Gen durch die Gesamtheit des beschriebenen Mechanismus eingeflhrt
wird, wird das Produkt von diesem Gen gemal dem Expressionsprofil des Ovalbumins, das perfekt bekannt
ist, produziert werden. So liefert die Erfindung eine Losung fir die Probleme, die durch die zufallige Integration
einer heterologen Sequenz, deren Expression von ihrer Chromatin-Umgebung abhangen kénnte, aufgeworfen
werden.

[0010] Auferdem undim Gegensatz zu den oben erwahnten Methoden erlaubt das Vogel-Produktionssystem
der Erfindung, hohere Mengen von aktiven Substanzen bei geringeren Kosten zu erhalten angesichts dessen,
dass sie leicht isoliert und gereinigt werden kénnen.

[0011] Ein Rekombinationsverfahren in einer Linie von lymphoiden Zellen (der Linie DT40) ist dank eines Re-
kombinationsverfahrens aufgrund einer besonderen Mutation (die Mutation wirkt sich auf das Expressionsni-
veau des Proteins Rad54 aus) ermdglicht worden (Kim et al., 1990; Baba et al., 1988; Buerstedde et al., 1990;
Buerstedde und Takeda, 1991; Bezzubova et al., 1993; Bezzubova et al., 1997). In dieser Verdffentlichung ge-
ben die Autoren zu, dass sie nicht in der Lage gewesen waren, eine homologe Rekombination mit ES-Zellen
auszufuhren.

[0012] Das Dokument WO 9919472 beschreibt die Herstellung von transgenen Hiihnern, welche ein hetero-
loges Gen von Interesse in den Zellen des Eileiters (Legedarms) exprimieren.

[0013] Das Dokument von Prelle, K., et al., (1999) in ,Cells, Tissues and Organs” (ISSN: 1422-6405), Band
165, Seiten 220-236, beschreibt bezliglich embryonaler Vogel-Stammzellen, dass diese die einzigen embryo-
nalen Stammzellen neben den embryonalen Stammzellen von der Maus sind, bei denen die Transmission in
der Keimbahn gezeigt worden ist.

[0014] Im Gegensatz zu dieser Lehre hat der Anmelder gezeigt, dass ein Verfahren zur zielgerichteten homo-
logen Rekombination eine Expression eines exogenen Molekiils von Interesse in Vogel-Systemen erlaubt und
dass genau dieses Verfahren auf der Versuchsebene in verschiedenen Arten von Vogel-Zellen, darunter Lini-
en, primare Zellen und Stammzellen und embryonale Stammzellen, bewaltigbar ist.

[0015] Der Gegenstand der Erfindung ist folglich:
ein Verfahren zur Gewinnung einer embryonalen Stammzelle (ES) von Végeln, welche durch homologe Re-
kombination modifiziert ist, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:
A) die Einfuhrung eines eine homologe Rekombination ermdéglichenden Vektors in die ES-Zelle von Végeln
durch ein Transfektionsverfahren;
B) die Selektion der Zellen durch die Zugabe eines Selektionsmittels in das Kulturmedium; und
C) das Screenen der resistenten Klone und Amplifizierung,
dadurch gekennzeichnet, dass:
der eine homologe Rekombination ermdglichende Vektor, der in Schritt A) eingefihrt wird, in einer Plas-
mid-Grundstruktur eine Aneinanderreihung von mindestens einem Element umfasst, welches nacheinan-
der ausgewahlt wird unter:
a) einem genomischen DNA-Fragment, enthaltend den 5' gelegenen Homologie-Sequenzabschnitt des
Zielgens, fusioniert mit
b) einer Sekretionssignal-Nukleotidsequenz, fusioniert mit
c) einer kurzen Intron-Nukleotidsequenz, fusioniert mit
d) einer Nukleotidsequenz, welche ein exogenes Protein von Interesse kodiert, fusioniert mit
e) einer poly A-Transkriptionsterminationssequenz, fusioniert mit
f) einer eine positive Selektion ermdglichenden Kassette, umfassend einen Promotor, ein Resistenz gegen
ein Selektionsmittel verleihendes Gen und eine poly A-Transkriptionsterminationssequenz, wobei die Kas-
sette fusioniert sein kann mit
g) einem genomischen DNA-Fragment, welches den 3' gelegenen Homologie-Sequenzabschnitt des Ziel-
gens enthalt,
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h) einer eine negative Selektion ermdglichenden Kassette, umfassend einen Promotor, ein Gen, welches
die Umwandlung eines in dem Kulturmedium vorhandenen Substrats zu einer fir die Zelle, die das Gen ex-
primiert, toxischen Substanz sicherstellt, und eine poly A-Transkriptionsterminationssequenz und

das dadurch gekennzeichnet ist, dass:

der Genort, der zielgerichtet durch den Rekombinationsvektor angesteuert wird, der Genort von Ovalbumin
oder der Genort von Lysozym ist.

ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins von Interesse, umfassend die Extraktion des in den Uberstand
der Zellen, die aus dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 stammen, exprimierten exogenen Pro-
teins.
eine Verwendung einer Vogel-Zelle, die durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 erhalten wor-
den ist, fur die Herstellung des exogenen Proteins von Interesse.
ein Verfahren zur Gewinnung eines Tiers, das zu der Spezies der Vigel gehort, welches in der Lage ist, ein
exogenes Protein von Interesse zu exprimieren, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgenden Schritte um-
fasst:
a) Gewinnung von Vogel-Zellen, die durch das gemaf einem der Anspriiche 1 bis 15 definierte Verfahren
modifiziert worden sind,
b) Einfuhrung der in Schritt a) erhaltenen Zelle in die Keimhohle eines Embryos oder in den Blutkreislauf
des Embryos und
¢) Inkubation (Bebriiten) des in Schritt b) erhaltenen Embryos.

ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins von Interesse, umfassend die Extraktion des in den Geweben
eines Tiers, das ausgehend von dem Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20 erhalten worden ist, ex-
primierten exogenen Proteins.

ein Verfahren nach Anspruch 21, das dadurch gekennzeichnet ist, dass das Protein aus dem Blut, dem Eigelb
oder dem Eiweil} extrahiert wird.

ein Ei, welches ausgehend von einem durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20 erhaltenen
Tier erhalten werden kann, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass ein Teil des Ovalbumins oder des Lyso-
zyms teilweise oder vollstdndig durch das exogene Protein von Interesse ersetzt ist.

[0016] Die Gesamtheit dieser Erfindung erlaubt folglich, ein neues System zur Herstellung von Molekilen von
Interesse gemal einer perfekt vorhersagbaren, denn sowohl auf rdumlicher wie zeitlicher Ebene gesteuerten
Weise vorzuschlagen, wodurch die Antworten auf die im Stand der Technik existierenden Probleme gegeben
werden.

BESCHREIBUNG

[0017] So bezieht sich unter einem ersten Aspekt die Erfindung auf die Verwendung einer Vogel-Zelle fir die
Herstellung eines exogenen Proteins von Interesse in einem Tier, das zu der Spezies der Vogel gehdrt, da-
durch gekennzeichnet, dass die Zelle durch einen Expressionsvektor, welcher das das Protein kodierende Gen
umfasst, transformiert ist, wobei die Zelle entweder in die Keimhohle eines Embryos oder in den Blutkreislauf
des Embryos eingefuhrt wird.

[0018] Unter Vogel-Zelle versteht man eine embryonale Stammzelle (ES), einen zellularen Klon der vorer-
wahnten Zellen, eine ausgehend von den vorerwahnten Zellen etablierte Linie oder einen ,embryoid body”, der
ausgehend von den vorerwahnten Zellen erhalten worden ist.

[0019] Die verschiedenen Zellen, die zuvor ins Auge gefasst worden sind, werden nachfolgend eingehender
definiert:
— Unter einer embryonalen Stammzelle (ES) versteht man eine nicht differenzierte Zelle, die sich von einem
Embryo ableitet und die die Potentiale aufweist, eine sehr grof3e Vielzahl von spezialisierten Zellen zu er-
geben.
— Unter einem zellularen Klon versteht man eine jegliche Gesamtheit von Zellen, die genetisch identisch
sind mit der Zelle, von welcher sie sich durch Teilung ableiten.
— Unter ,embryoid bodies” versteht man ein jegliches Aggregat von Zellen, die sich von in Kultur gehaltenen
embryonalen Stammzellen ableiten. Die ,embryoid bodies” nehmen an der normalen Entwicklung eines
Embryos nicht teil und werden nur in vitro beobachtet.
— Unter Linie versteht man eine jegliche Zellkultur, die in der Lage ist, unbegrenzt zu proliferieren, wobei sie
die gleichen phanotypischen Merkmale beibehalt.
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I. Verschiedene Vektoren kénnen fir die Transformation der Zellen eingesetzt werden:

[0020] Der fur diesen Zweck eingesetzte Vektor, ein Rekombinationsvektor, erlaubt eine gewebespezifische
Expression insbesondere im Eileiter (Legedarm), der Leber, dem Blut, dem Mark und den lymphatischen Or-
ganen.

1.1 — Rekombinationsvektoren.

[0021] Der homologe Rekombinationsvektor (eine homologe Rekombination erméglichende Vektor) erlaubt,
einen endogenen Genort zielgerichtet anzusteuern, um ein Gen von Interesse an Ort und Stelle dieses endo-
genen Genorts zu exprimieren. Auf der Ebene des Chromatins ist die homologe Rekombination ein Verfahren,
das darin besteht, partiell oder vollstandig einen Teil eines Gens durch ein Konstrukt zu ersetzen, das teilweise
oder in der Gesamtheit bestimmte Sequenzen, die mit eben diesem Gen identisch sind, in sich aufnimmt. Die
identischen Abschnitte erlauben, den Austausch der DNA, die sich in dem endogenen Genort befindet, zu rea-
lisieren und die modifizierten Teile in die betreffende und folglich bewahrte Umgebung des zielgerichtet ange-
steuerten Genorts einzufihren. Daraus resultiert eine Insertion von Modifizierungen, die sich in bestimmten
Abschnitten des Konstrukts befinden, in den zielgerichtet angesteuerten Genort. Die verschiedenen Abschnitte
des Konstrukts erlauben, die Expression der eingefihrten Kassetten zu steuern. Diese Kassetten sind entwe-
der abhangig von ihrem eigenen Promotor oder abhangig von der transkriptionellen Aktivitat des zielgerichtet
angesteuerten Genorts, wenn die Kassette unter die Abhangigkeit von dem internen Promotor platziert ist. Die
Rekombinationsreaktion kann in drei grof3e Schritte unterteilt werden:

— Der erste Schritt ist die unter Paarbildung erfolgende Anordnung der homologen Regionen, was zu einer

voribergehenden ,dreifachstrangigen” Struktur der DNA flhrt.

— Der zweite Schritt ist die Ausflihrung eines unabhangigen doppelten Crossing-Over in den Regionen von

Homologie, was zu der Bildung eines hybriden Molekuls zwischen dem zielgerichtet angesteuerten Chro-

mosom und dem eingefiihrten Vektor flihrt.

— Der Dritte ist die Integration dieses Vektors als stabiles genetisches Element des zielgerichtet angesteu-

erten Chromosoms, wobei die Modifizierung dann wie die Gesamtheit des genetischen Materials mit den

Zellteilungen vermehrt wird.

[0022] Ein jegliches Element, das in dem System vorhanden ist oder auf stabile oder voriibergehende Weise
hinzugeflgt worden ist, das diese verschiedenen Mechanismen steuert, modifiziert oder beeinflusst, wird einen
essentiellen Beitrag in dem Rekombinationsprozess und folglich hinsichtlich der Integrationseffizienz des Vek-
tors leisten.

[0023] Im Rahmen der Erfindung ist der Rekombinationsvektor, der erlaubt, die Molekile in dem Vogel-Sys-
tem, insbesondere im Huhn, herzustellen, nicht ein einfacher Zerstérungsvektor, sondern ein substitutiver Er-
setzungsvektor. Diese komplexen Vektoren sind das Ergebnis der geordneten und aufeinanderfolgenden Kom-
bination von wenigstens einem der folgenden Elemente in einem klassischen Klonierungsplasmid (pBSK,
pUC, ...):
— Ein genomisches DNA-Fragment von variabler GroRRe, enthommen strangaufwarts von dem ATG (Trans-
lationsstartstelle) des zielgerichtet angesteuerten Gens. Dieses Element bildet den 5'-Arm oder -Sequenz-
abschnitt.
— Eine cDNA oder ein Teil des oder der Gene von Interesse, platziert direkt unter die Abhangigkeit des ATG
des zielgerichtet angesteuerten endogenen Gens. Diese Kombination der Fragmente wird in den meisten
Fallen direkt durch eine Fusion der zweiten Aminosaure des Proteins mit dem ATG des zielgerichtet ange-
steuerten Genorts realisiert. Um die Exportierung des Proteins von Interesse direkt in das Ei zu erlauben,
muss aullerdem eine ein Signalpeptid spezifizierende Nukleotidequenz strangaufwarts von der cDNA von
Interesse und strangabwarts von den Signalen des zielgerichtetet angesteuerten Gens platziert werden.
Sie wird entweder durch das Fragment von Interesse oder durch eine ergdnzende exogene Nukleotidse-
quenz beigetragen.

[0024] Unter cDNA versteht man die Gesamtheit oder einen Teil einer ein Protein von Interesse kodierenden
Nukleinsauresequenz. Unter Protein von Interesse versteht man ein Protein, ein Fragment eines Proteins oder
ein Peptid, das einen therapeutischen Nutzen fir den Mensch oder das Tier aufweist, aber auch eine jegliche
Proteinform, die dem Menschen oder dem Tier eine Wohltat spenden kann, was seinen korperlichen Status,
seine Gesundheit, sein Verhalten oder seine Vitalitdt angeht, was insbesondere ein endogenes Protein oder
Peptid von Interesse und ein exogenes Protein oder Peptid von Interesse, das nachfolgend definiert wird, um-
fasst:

Unter endogenem Protein von Interesse versteht man ein jegliches in dem System, insbesondere dem Ei, vor-
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handenes Protein, das in variablen, aber in einer normalen physiologischen Situation nachweisbaren Konzen-
trationen vorhanden ist.

[0025] Unter exogenem Protein von Interesse versteht man ein jegliches Protein von zu dem System exoge-
ner Herkunft, das in einem normalen physiologischen Zustand in dem System, insbesondere dem Ei, nicht
identifiziert wird. Sein Vorhandensein ist das direkte oder indirekte Ergebnis der genetischen und/oder bioche-
mischen Modifizierung, die durch den Vektor in dem System induziert wird.
— Eine Resistenzkassette (sogenannte positive Selektionskassette (eine positive Selektion ermdglichende
Kassette) flr ein exogenes Selektionssystem), die im Allgemeinen aus einem Promotor, einer cDNA, die
die Resistenz gegen die exogene Selektion beitragt, und einer polyA-Sequenz, welche das Anhalten der
Transkription von diesem unabhangigen transkriptionellen Element erlaubt, gebildet wird. Der Promotor
kann von unterschiedlicher Herkunft sein.
— Ein genomisches DNA-Fragment von variabler Gro3e, entnommen strangabwarts von diesen verschie-
denen Elementen und folglich von dem ATG des zielgerichtet angesteuerten Gens. Dieses Fragment weist
im Allgemeinen eine Grofde auf, die sich von dem genomischen DNA-Fragment, das 5' gelegen ist, unter-
scheidet. Dieses Element bildet den 3'-Arm oder -Sequenzabschnitt.
— Eine erganzende, sogenannte negative Selektionskassette (eine negative Selektion ermdglichende Kas-
sette) kann in diesen Vektor eingebaut werden. Sie ist dann im Allgemeinen strangabwarts von dem geno-
mischen 3'-Arm integriert. 3' von dem 3'-Homologie-Arm gelegen, bleibt diese Kassette in dem Genom der
zielgerichtet angesteuerten Zelle nicht erhalten, wenn die Integration gemafR dem korrekten Schema statt-
findet. Nur die nicht korrekt rekombinierten Ereignisse sind fiir diese Wirkung empfindlich.
— Wenigstens eine einmalig vorkommende Linearisierungsstelle auf dem Vektor, die durch die Erfahrung
empfohlen wird. Dieser Schritt scheint fur die wirksame Einfihrung dieses Vektors in das genetische Erbgut
der zielgerichtet angesteuerten Zelle notwendig zu sein.
— Verschiedene Elemente, die insbesondere konditionelle Modifizierungen erlauben, kdnnen an verschie-
denen Stellen des Konstrukts inseriert werden.

[0026] Die hauptsachlichen Merkmale eines Rekombinationsvektors, wie sie bis zum heutigen Tage in Sau-
getier-Systemen beschrieben worden sind, beruhen auf der Aufeinanderfolge der verschiedenen Elemente in-
nerhalb des Plasmids und auf der Positionierung der genomischen Arme (Herkunft der DNA, Grofie der homo-
logen genomischen Elemente, relative Dissymetrie...). In der Hauptzahl der Falle ist die in vitro beobachtete
Rekombinationsfrequenz abhangig von dem zielgerichtet angesteuerten Genort und folglich der zielgerichtet
angesteuerten Chromatin-Umgebung (Ramirez-Solis et al., 1993; Hasty et al., 1995; Hasty et al., 1991). Diese
Umgebung ist eng verbunden mit der Physiologie der Zelle. Es erweist sich, dass der auf die transfizierten Zel-
len ausgeubte Selektionsdruck eine Anzahl von hauptsachlich nicht-homologen Integrationen bezogen auf die
Anzahl von homologen Integrationen erlaubt. Das Screeningverfahren, von dem Prinzip und Beispiele im Text
erlautert werden, erlaubt, die beiden Arten von Ereignissen zu unterscheiden. Das Kennen, Evaluieren und Be-
herrschen des Anteils von homologer Integration ist essentiell fur eine zufriedenstellende Expressionsstrate-
gie. Die Zuverlassigkeit der Rekombination zwischen den hinzugefligten Fragmenten und jenen des Ur-
sprungsmaterials muss gleichfalls die bestmdgliche sein. Dies scheint zumindest fir die ES-Zellen von der
Maus und die humanen Fibroblasten der Fall zu sein (Zheng et al., 1991; Lederman et al., 2000; Templeton,
2000).

[0027] AuBlerdem kann allein die Basenzusammensetzung eines Genorts die Rekombinationseffizienzen
stark beeinflussen, insbesondere durch das starke Vorhandensein von zahlreichen CpG-Inseln (Yanez und
Porter, 2000). Andere kryptische Elemente (Poison-Sequenz) kénnen gleichfalls die Effizienz des homologen
Rekombinationsprozesses modifizieren (Replikationsstartstellen, wiederholte Sequenzen...). Auflerdem
scheint die Frequenz der homologen Rekombination sehr stark von der Zielzelle abhangig zu sein mit beson-
deren Situationen, wie fir die Linie von lymphoiden Zellen DT40 vom Huhn, die beeindruckende Rekombina-
tionsraten (> 10%) aufweist. Diese Spezifitat ist mit einer Uberexpression des Molekiils Rad54 verbunden, die
zweifelsohne mit einer noch nicht identifizierten Mutation verbunden ist, die in die Kontrolle des Regulations-
niveaus dieses Gens eingreift (Bezzubova et al., 1993; Bezzubova et al., 1994; Bezzubova et al., 1997). Diese
Beobachtung kann zu einer Erhéhung der Rekombinationsfrequenz fuhren.

[0028] Im Rahmen der Erfindung ist die Effizienz der homologen Rekombination in embryonalen Zellen von
Voégeln und bestimmten anderen primaren Vogel-Zellen, die in Form einer Linie etabliert worden sind, gezeigt
worden.

[0029] In einer ergédnzenden Ausfihrungsweise kann man Rad54 oder ein Protein der rad-Familie Uberexpri-
mieren lassen mit dem Ziel, die Effizienz des Rekombinationsprozesses zu verbessern.
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Lange der homologen Fragmente

[0030] Einige Untersuchungen, die in embryonalen Stammzellen von der Maus an verschiedenen Genorten
ausgefuhrt worden sind, zeigen an, dass eine minimale Lange der 5' und 3' gelegenen Homologie-Sequenz-
abschnitte erforderlich ist, um eine Rekombination an dem Genort mit einer zufriedenstellenden Frequenz si-
cherzustellen (Hasty et al., 1991; Thompson et al., 1989; Thomas und Capecchi, 1987). Wenn eine minimale
GroRe von 250-500 bp ausreichend zu sein scheint, um ein Rekombinationsereignis von einer der beiden Sei-
ten sicherzustellen, bestiinde der Schliisselparameter mehr in der gesamten Lange der Homologie als in der
jeweiligen Grofte der Homologie-Sequenzabschnitte (Elliott et al., 2001; Philips und Calos, 1999; Fujitani et al.,
1995). Diese Grenze ware minimal 5 bis 6 kb. Die Extrapolation der Ergebnisse ausgehend von den sehr voll-
standigen Daten, die bei den Bakterien erhalten worden sind, kdnnte darauf hinweisen, dass der limitierende
Faktor bei der Rekombinationseffizienz nicht auf der Ebene der Untersuchung der Homologien zwischen den
durch den Vektor zugefuhrten Donor-DNA-Fragmenten und den Empfanger-DNA-Abschnitten des zielgerich-
tet anzusteuernden Genorts liegt (Yancey-Wrona und Caerini-Otero, 1995), sondern vielmehr in dem Aus-
tauschsystem zwischen diesen Fragmenten, das auf die Paarbildung folgt. Gleichwohl muss man grof3e Vor-
sicht walten lassen, was die Interpretation dieser Ergebnisse und deren Extrapolation in das eukaryotische
System angeht, die mdglicherweise empfindlich sind hinsichtlich des Vorhandenseins von Stellen, welche die
Rekombination an bestimmten Genorten vereinfachen (,hot spot”).

[0031] Die Genorte von Immunglobulinen scheinen in dieser Hinsicht sehr besonders zu sein. Es wurden Er-
eignisse von homologer Integration eines Vektors, der eine Homologie lediglich in dem 3'-Arm aufweist, beob-
achtet (Berinstein et al., 1992). AuRerdem scheinen die Rekombinationen in den Genorten von Immunglobuli-
nen besonders zu sein aufgrund der Aktivitat der Stellen, die durch die Rekombinasen, die diesen Genen eigen
sind, erkannt werden. Es kénnten mdéglicherweise bestimmte Interferenzen mit der Ausriistung von diesen Zel-
len und dem Rekombinationsverfahren beobachtet werden.

[0032] So ist der Vektor ein homologer Rekombinationsvektor, welcher Homologie zu den Sequenzen eines
gegebenen Genorts aufweisende 5'- und 3'-Sequenzabschnitte bzw. -Arme aufweist. Der zielgerichtet ange-
steuerte Genort wird unter dem Genort des Ovalbumins und des Lysozyms ausgewahlt.

Zu diesem Zweck umfasst der Vektor heterologe Segmente:

[0033] Dieses Vorhandensein eines bedeutenden homologen Anteils ist umso notwendiger, je bedeutender
die heterologen Segmente sind (Kumar und Simons, 1993). So erfahrt der isogene Ansatz (Te Riele et al.,
1992) eine Starkung durch die Beobachtung einer Verringerung der Frequenz der homologen Rekombination
im Falle einer Unterbrechung eines langen Homologien aufweisenden Fragments durch variable ,Stretchs”, die
mit dem Vorhandensein von Polymorphismus eines Genorts verbunden sind (Lukacsovich und Waldman,
1999). Aber das symmetrische Vorhandensein von heterologen Segmenten, die strangaufwarts von den eige-
nen homologen Elementen gelegen sind, kann gleichfalls die Niveaus von homologer Integration des Vektors
verstarken. Dieses Vorhandensein kénnte die Homologien vor den durch Exonukleasen induzierten Ab-
bau-Vorgangen schitzen.

Induktion eines zielgerichteten Schnitts

[0034] Eine jegliche zielgerichtete Induktion (beispielsweise durch eine Meganuklease) eines doppelstrangi-
gen Schnitts, eines in der DNA der Zielzelle spezifischen und seltenen Schnitts, erhoht die Rekombinations-
frequenzen. Es kdnnte scheinen, dass diese Induktion das Reparatursystem auslést und den Einbau der exo-
genen DNA vereinfacht (Bibikova et al., 2001; Sargent et al., 2000; Donoho et al., 1998; Sargent et al., 1997;
Brenneman et al., 1996; Hasty et al., 1992b). Dieser Ansatz wird insbesondere eingesetzt, indem eine Stelle
eingeflihrt wird, die spezifisch durch eine Meganuklease, insbesondere vom Typ 1-Sce1 oder einen anderen,
erkannt wird, um die Rekombinationsereignisse zu begiinstigen (Sang et al., 2000; Cohen-Tanoudji et al.,
1998; Robine et al., 1998; Jasin et al,. 1996).

Linearisierung eines Vektors
[0035] Es wurden Vergleichstests zwischen linearen und zirkularen Vektoren ausgefihrt. In dem Mause-Sys-

tem scheint es, dass die Linearisierung eine vorab erfolgende Notwendigkeit ist, um die Frequenzen zu erh6-
hen. Andere Abgabewirkungen haben manchmal einen Einfluss (Yanez und Porter, 1999).
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Konditionelle Struktur der Expressionsvektoren

[0036] Die verschiedenen gegenwartig in den Vektoren vorhandenen Elemente sind auf konstitutive Weise
aktiv, hat das homologe Rekombinationsereignis einmal stattgefunden. Indessen kann die Expression eines
exogenen Proteins im Ei eine etwaige Toxizitat zugleich auf der Ebene des Gewebes, das die Produktion si-
cherstellen wird, und gegebenenfalls auf der Ebene des Eis, dem Ort der letztendlichen Anh&ufung, zur Folge
haben. Diese Anhaufung muss folglich sowohl auf zeitlicher als auch rdumlicher Ebene induziert und beendet
werden kénnen.

[0037] Einer der mdglichen Ansatze besteht in der Verwendung von induzierbaren und konditionellen Syste-
men. Unter induzierbarem System versteht man beispielsweise das als Tet off/tet an bezeichnete System. Die-
ses Letztere wird aus zwei Elementen gebildet: dem Donor und dem Operator. Das Donor-System umfasst sei-
nerseits ein genetisches Konstrukt, das von einem Tetracyclinresistenz-System, das in einem bakteriellen
Tn10-Transposon identifiziert worden ist, abgeleitet ist. In Abwesenheit von Tetracyclin blockiert das konstitutiv
exprimierte Repressorprotein TetR die Transkription des Gens, wodurch die Resistenz gegen Tetracyclin si-
chergestellt wird. In Gegenwart von Tetracyclin kann sich der Repressor nicht mehr an die Kontrollsequenzen
binden. Dieses System ist erfolgreich eingesetzt worden, indem diese tetR-Sequenz mit der transaktivierenden
Domaéne des viralen Proteins VP16 fusioniert wurde (Gossens und Bujard, 1992), U.S.-Patent Nr. 5,589,362.
Daraus resultieren die Proteine tTA (fur ,Tetracycline controlled Trans Activator”), die auf den seinerseits mo-
difizierten Promotor TetO (fur , Tet Operator”) einwirken kénnen. In dem Falle der im Rahmen der Erfindung
beschriebenen Vektoren wird ein erster ,Donor”-Vektor (einfacher oder durch Rekombination zielgerichtet ei-
nen speziellen Genort beispielsweise des Eileitergewebes (Legedarmgewebes) ansteuernder Vektor) in die
Stammzelle eingefuhrt und die hinsichtlich der Wirkung von Tetracyclin empfindlichen Elemente werden inner-
halb des Rekombinationskonstrukts, das zielgerichtet beispielsweise den Genort von Ovalbumin ansteuert,
platziert. Diese Elemente werden in einer Region des Ovalbumin-Promotors inseriert, um auf transkriptioneller
Ebene das Ausmal von exprimiertem Protein zu steuern.

[0038] Unter den anderen induzierbaren Systemen kann man die Fusionen von diesen verschiedenen Akteu-
ren (VP16, Gal4...) mit Kontrollproteinsequenzen, wie bestimmten Rezeptoren fir die nukledren Hormone, die
mehr oder weniger modifiziert sind, um auf spezifische Weise auf das Vorhandensein von Analoga von Hor-
monen (mutierter ER, welcher Tamoxifen bindet (Metzger et al., 1995; Indra et al., 1999), der Ecdyson-Rezep-
tor, der PR, der RU486 bindet...) anzusprechen, auffihren.

[0039] Unter konditionellem System versteht man beispielsweise die Systeme, die bestimmte Enzyme, wie
bestimmte Rekombinasen, einsetzen. Diese Enzyme erkennen bestimmte und spezifische kleine Sequenzen
(loxP-Sequenzen fir das Enzym CRE, die Sequenz FLP fur die FRT-Rekombinase...), die dann in das zu steu-
ernde Konstrukt inseriert werden. Die allgemeine Wirkungsweise besteht darin, eine Deletion der zwischen
diesen Sequenzen gelegenen Elemente wahrend der Wirkung der Rekombinase vorzunehmen. Die Einfiih-
rung der Rekombinase erfolgt auf verschiedenen Wegen (voriibergehende Transfektion, stabile integrierte Ex-
pression...) und ihre Expression konditioniert die Exzisionsreaktion auf der Hohe der eingeflihrten Sequenzen.

[0040] Indem das Vorhandensein von diesen Rekombinasen mit den durch die Rezeptoren der nuklearen
Hormone induzierbaren Systemen kombiniert wird, macht man die Gesamtheit des konditionellen Systems in-
duzierbar. So kann man beispielsweise die CRE-Rekombinase mit der mutierten Form des ER, welche gegen-
Uber Tamoxifen empfindlich ist, fusionieren. Dieses System ist mit Erfolg in dem Mause-System eingesetzt wor-
den (Metzger und Chambon, 2001; Vallier et al., 2001). Fiir das Mause-System sind andere Systeme beschrie-
ben worden, wie FLT-EcDR (Sawicki et al., 1998).

Grundelemente der Konstrukte

[0041] Die Herkunft der Grundelemente der Vektoren ist variabel. Die Geruste der hauptsachlichen Plasmide
sind von kommerzieller Herkunft. Sie erlauben eine leichte Vermehrung der Konstrukte, die diese tragen, in
einer bakteriellen, gut beherrschten Umgebung, jener von E. coli, sogar wenn verschiedene Stamme einge-
setzt werden. So werden die Plasmide pBSK, pMCS5, pCl Néo eingesetzt, um eine allgemeine Grundlage fur
viele intermediare oder endglltige Vektoren zu sein.

[0042] Die positiven Selektionskassetten (eine positive Selektion ermdglichenden Kassetten) werden gebil-
det:
— aus einem Promotor, welcher aus unterschiedlicher, viraler Herkunft stammt, wie beispielsweise der CMV
(Zytomegalievirus)-Promotor, der Promotor des Virus SV40, die LTR des RSV, oder nicht-viraler Herkunft
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stammt, wie Promotoren von ubiquitaren Genen (wie der b-Actin-Promotor vom Huhn) oder Promotoren
von in bestimmten Phasen der Entwicklung spezifisch exprimierten Genen oder Promotoren von in be-
stimmten Geweben spezifisch exprimierten Genen. Ein besonderer Fall besteht darin, einen fir den Zu-
stand von Stammzellen spezifischen Promotor einzusetzen.

—aus einem Gen, welches eine ,positive” Resistenz gegen ein Antibiotikum kodiert, wie beispielsweise das
Neomycin-, Hygromycin-, Puromycin-, Phleomycin-, Zeomycin-, Blasticidin-, Viomycinresistenzgen, aber
auch das Gen DHFR (Dihydrofolatreduktase), welches die Resistenz gegen Methotrexat sicherstellt, das
Gen HPRT (Hypoxanthinphosphoribosyltransferase), welches die Transformation von speziellen vorhande-
nen Basen in dem HAT-Selektionsmedium (Aminopterin, Hypoxanthin, Thymidin) sicherstellt, wie auch an-
dere Gene, welche die Entgiftungen gegenuiber bestimmten Arzneimitteln bzw. Wirkstoffen sicherstellen.

[0043] Die negativen Selektionskassetten (eine negative Selektion ermdglichenden Kassetten) werden gebil-
det:
— aus einem Promotor, wie zuvor beschrieben,
—aus einem Gen, welches die Umwandlung eines in dem Kulturmedium vorhandenen Substrats in eine flr
die Zelle, die das Gen exprimiert, toxische Substanz sicherstellt. Unter diesen Molekilen kann man die Ent-
giftungsgene des Diphtherietoxins (DTA) (Yagi et al, 1998; Yanagawa et al., 1999), das Gen der Thymidin-
kinase des Herpesvirus (HSV TK), die gegeniber dem Vorhandensein von Ganciclovir oder FIAU empfind-
lich ist, auffihren. Das HPRT-Gen kann gleichfalls als negative Selektion durch Zugabe von 6-Thioguanin
(6TG) in das Medium eingesetzt werden.
— und fur die Gesamtheit der positiven und negativen Selektionen aus einer polyA-Transkriptionsterminati-
onssequenz von unterschiedlicher Herkunft, von der die klassischsten jene sind, die von dem polyA von
SV40 oder einem polyA eines eukaryotischen Gens (Rinderwachstumshormon, b-Globin vom Hasen...) ab-
geleitet sind.
— Ein besonderer Fall besteht darin, die positive Selektionskassette unter die direkte Abhangigkeit des ziel-
gerichtet angesteuerten endogenen Genorts zu stellen. Dieser Ansatz erfordert die Funktionalitat, folglich
die transkriptionelle Aktivierung des zielgerichtet angesteuerten Genorts, um eingesetzt werden zu kénnen
und um folglich die Selektion der Klone nach Transfektion mit einem bestimmten Differenzierungs- oder
Nicht-Differenzierungszustand zu verknipfen. Diese Beispiele sind nicht einschrankend.

[0044] So umfasst der homologe Rekombinationsvektor gemaR der Erfindung in einer Plasmid-Grundstruktur
eine Aneinanderreihung von wenigstens einem Element, welches nacheinander ausgewahlt wird aus:
h) einem genomischen DNA-Fragment, enthaltend den 5' gelegenen Homologie- Sequenzabschnitt des
Zielgens, fusioniert mit
h) einer Sekretionssignal-Nukleotidsequenz, fusioniert mit
h) einer kurzen Intron-Nukleotidsequenz, fusioniert mit
h) der Nukleotidsequenz, welche das Protein von Interesse kodiert, fusioniert mit
h) einer poly A-Transkriptionsterminationssequenz, fusioniert mit
h) einer eine positive Selektion ermdglichenden Kassette, umfassend einen Promotor, ein Resistenz gegen
ein Selektionsmittel verleihendes Gen und eine poly A-Transkriptionsterminationssequenz, wobei die Kas-
sette fusioniert sein kann mit
h) einem genomischen DNA-Fragment, welches den 3' gelegenen Homologie-Sequenzabschnitt des Ziel-
gens enthalt,
h) einer eine negative Selektion ermdglichenden Kassette, umfassend einen Promotor, ein Gen, welches
die Umwandlung eines in dem Kulturmedium vorhandenen Substrats zu einer fir die Zelle, die das Gen ex-
primiert, toxischen Substanz sicherstellt, und eine poly A-Transkriptionsterminationssequenz.

— Unter Promotor versteht man eine jegliche Nukleotidsequenz, die in der Lage ist, die Initiation der Trans-
kription eines Gens, das strangabwarts von dieser Sequenz platziert ist, sicherzustellen und zu dirigieren.

[0045] Dieser Vektor kann gleichfalls d) die das exogene Protein kodierende Sequenz fusioniert an ihrem
5'-Ende mit ¢) einer kurzen Intronsequenz, welche insbesondere die Sequenz SEQ ID NO: 1 umfasst, ihrer-
seits fusioniert mit b) einer Sekretionssignalpeptidsequenz, insbesondere der das Signalpeptid von Lysozym
kodierenden Sequenz, umfassend die Sequenz SEQ ID NO: 2, umfassen.

[0046] Der erfindungsgemale Vektor kann gleichfalls d) die das exogene Protein kodierende Sequenz fusio-
niert an ihrem 3'-Ende mit einer polyA-Sequenz umfassen. Der Vektor kann gleichfalls mindestens eine
IRES-Sequenz fusioniert mit wenigstens zwei das exogene Protein von Interesse kodierenden Sequenzen
oder wenigstens eine IRES-Sequenz fusioniert mit wenigstens zwei Sequenzen, welche unterschiedliche Ket-
ten, welche ein Protein von Interesse bilden, kodieren, insbesondere die schweren und leichten Ketten eines
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Antikérpers von beliebiger Natur, insbesondere eines monoklonalen Antikorpers, eines fab-Fragments, umfas-
sen.

[0047] Unter den IRES wahlt man die IRES der Gruppe | oder der Gruppe Il, insbesondere die Sequenzen
V130 (U.S.-Patente 5,925,565; WO 9601324, Idemfix und Zam (WO 99/29844), (Leblanc et al., 1997; 1999),
aus.

1.2 Einfacher Expressionsvektor (Vergleichsbeispiel)

[0048] Diese Vektoren sind gekennzeichnet durch die aufeinanderfolgende Kombination eines Promotors, ei-
ner cDNA oder eines Abschnitts eines Gens, einer polyA-Sequenz, welche das Anhalten der Transkription er-
laubt. Nach Transfektion von eukaryotischen Zellen mit diesen Vektoren weisen diese Vektoren den Vorteil und
den Nachteil auf, dass sie sich zufallig in das Genom integrieren. Die Effizienz ist oftmals gut und es kann eine
groflRe Anzahl von Integrationsstellen erhalten werden. Indessen macht der zufallige Charakter dieser Insertion
die Expression ausgehend von dem Promotor, den der Vektor enthalt, abhangig von der Umgebung der Inser-
tionsstelle (Methylierung, Imprinting, Enhancer, Silcencer...).

[0049] So kann man unter den einsetzbaren Promotoren, die diesen Schwierigkeiten entsprechen und mit ei-
nem Ziel einer gewebespezifischen Expression eingesetzt werden, auf nicht erschépfende Weise den Promo-
tor des Gens von Lysozym (von 2500 bis 100 bp), aber auch den Promotor des Gens des Ovalbumins in langen
Formen (von 5 bis 1 kb), enthaltend positive und negative Regulationsregionen, oder kurzen Formen (von 1000
bis 100 bp), wissend, dass ein minimaler Promotor von etwa 100 bp durch verschiedene Hormone spezifisch
aktiviert werden kann (Monroe und Sanders, 2000), erwahnen.

[0050] Das nachfolgende Beispiel 1 (Vergleichsbeispiel) veranschaulicht die Mdglichkeiten zur Gewinnung
von Stammzellklonen mit solchen einfachen Expressionsvektoren.

[0051] Der Vektor kann folglich ein Expressionsvektor sein, welcher die das Protein von Interesse kodierende
Sequenz fusioniert mit wenigstens einem Element, ausgewahlt aus
a) einem Promotor, insbesondere ausgewahlt unter den Promotoren der Gene des Ovalbumins, der
Ovomucoide, von Conalbumin und von Lysozym,
b) einer Signalpeptidsequenz
c¢) einer polyA-Transkriptionsterminationsnukleotidsequenz, umfasst.

[0052] Dieser Expressionsvektor und der Rekombinationsvektor kénnen eine IRES-Sequenz umfassen, die
mit wenigstens zwei das gleiche Protein von Interesse kodierenden Sequenzen oder unterschiedliche Sequen-
zen kodierenden Sequenzen fusioniert ist.

[0053] Die vorerwahnten Vektoren erlauben, eine Vogel-Zelle, wie zuvor definiert, zu transformieren.

[0054] In vorteilhafter Weise ist die Zelle eine embryonale primare Vogel-Zelle, eine embryonale Vo-
gel-Stammzelle, insbesondere die embryonalen Stammzellen, die aus der Kultivierung von Blastodermen
stammen.
— unter Blastoderm versteht man einen Vogel-Embryo in einem Stadium, das der Gastrulation vorangeht,
und umfassend eine einfache zelluldre Organisation mit wenigstens zwei Schichten von Zellen, die durch
einen Hohlraum getrennt sind.

[0055] Die embryonale Vogel-Zelle der Erfindung weist einen Phanotyp einer alkalische Phosphatase-positi-
ven embryonalen Stammzelle auf.

[0056] Die embryonalen Vogel-Zellen, die embryonalen Stammzellen und die embryonalen Keimzellen sind
dadurch gekennzeichnet, dass sie spezifisch mit mindestens einem Antikérper, ausgewahlt aus ECMA-7,
SSEA-1, SSEA-3, TEC-01, EMA-1 und EMA-6, reagieren.

[0057] In einer besonderen Ausflihrungsweise ist die Zelle eine Vogel-Zelle, die abgeleitet ist von embryona-
len Stammzellen, die induziert worden sind, so dass sie sich unter der Einwirkung von verschiedenen Indukto-
ren, insbesondere Retinsaure, Dimethylsulfoxid, TPA, oder speziellen Kulturbedingungen differenzieren, ins-
besondere durch die Bildung von ,embryoid bodies” (siehe obige Definition).

[0058] Alternativ ist in diesen Vergleichsbeispielen die Zelle eine in Form einer Linie etablierte Vogel-Zelle,
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insbesondere die hepatischen Zellen LMH, die Monozytenzellen HD11 und die Fibroblastenzellen QT6.

[0059] Wie zuvor erwahnt, kann die Zelle mit einem Expressionsvektor, welcher ein Protein der Familie Rad,
insbesondere das Protein Rad54 exprimiert, transformiert sein.

[0060] So bezieht sich unter einem zweiten Aspekt die Erfindung auf ein Verfahren zur Gewinnung einer
durch einen der vorstehend definierten Vektoren modifizierten Vogel-Zelle.

[0061] Dieses Verfahren kann die folgenden Schritte umfassen
a) Einflhrung des vorstehend definierten Vektors in eine embryonale Vogel-Zelle durch eine Transfektions-
methode, insbesondere mit Hilfe eines Liposoms, eines Polykations oder durch Elektroporation,
b) Selektion der Zellen durch die Zugabe eines Selektionsmittels in das Kulturmedium, insbesondere von
Geneticin in einem Konzentrationsbereich von 100 bis 500 pg/ml,
¢) Screening der resistenten Klone und Amplifizierung.

[0062] Diese Selektion erfolgt vorzugsweise wahrend wenigstens etwa 2 bis 10 Tagen, insbesondere 2, 3, 4,
5 oder 6 Tagen.

[0063] Die Erfindung bezieht sich in vorteilhafter Weise auf ein Verfahren zur Gewinnung einer embryonalen
Stammzelle von Végeln, die durch einen der vorstehend definierten Vektoren modifiziert ist, welches die fol-
genden Schritte umfasst:
a) Einfuhrung des gemaR einem der vorstehenden Anspriiche definierten Rekombinationsvektors in eine
embryonale Stammzelle von Végeln durch eine Transfektionsmethode, insbesondere mit Hilfe eines Lipo-
soms, eines Polykations oder durch Elektroporation,
b) Selektion der Zellen durch die Zugabe eines Selektionsmittels in das Kulturmedium, insbesondere von
Geneticin in einem Konzentrationsbereich von 100 bis 500 pg/ml,
¢) Gewinnnung von genetisch stabilen rekombinierten Klonen, die eine Morphologie und Charakteristiken
ahnlich zu den Ausgangszellen aufweisen (endogener Gehalt an alkalischer Phosphatase, Reaktivitat mit
Oberflachenantikérpern und Telomerase-Aktivitat)
d) Screening der resistenten Klone und Amplifizierung der resultierenden, korrekt rekombinierten resisten-
ten Zellen.

[0064] Unter einem bestimmten Aspekt steuert der Rekombinationsvektor zielgerichtet den Genort des Lyso-
zyms an.

[0065] Die Erfindung bezieht sich gleichfalls auf ein zuvor erwahntes Verfahren, das dadurch gekennzeichnet
ist, dass der Kulturiiberstand der rekombinierten Klone das exogene Protein von Interesse enthalt, insbeson-
dere nach Induktion des Klons mit Hilfe von verschiedenen Induktoren, insbesondere Retinsaure, Dimethylsul-
foxid, TPA, oder speziellen Kulturbedingungen, insbesondere durch die Bildung von ,embryoid bodies”.

[0066] In diesem Verfahren sind die beiden Allele des zielgerichtet angesteuerten Genorts vorzugsweise mo-
difiziert.

[0067] Auferdem sind die Zellen embryonale Stammzellen von Vdgeln, insbesondere die embryonalen
Stammzellen, die aus der Kultivierung von Blastodermen stammen. Diese Zellen weisen einen Phanotyp einer
alkalische Phosphatase-positiven embryonalen Stammzelle auf.

[0068] Die embryonalen Vogel-Zellen des Verfahrens sind dadurch gekennzeichnet, dass sie spezifisch mit
wenigstens einem aus ECMA-7, SSEA-1, SSEA-3, TEC-01, EMA-1 und EMA-6 ausgewahlten Antikorper rea-
gieren.

[0069] Die Erfindung bezieht sich gleichfalls auf ein vorstehend definiertes Verfahren, in welchem die Zellen
embryonale Stammzellen sind, die induziert worden sind, so dass sie sich unter der Einwirkung von verschie-
denen Induktoren, insbesondere Retinsdure, Dimethylsulfoxid, TPA, oder speziellen Kulturbedingungen, diffe-
renzieren, insbesondere durch die Bildung von ,embryoid bodies”.

[0070] Die vorstehend definierten Zellen kdnnen auflerdem mit einem Expressionsvektor, welcher ein Protein
aus der Familie Rad, insbesondere das Protein Rad54 exprimiert, transformiert sein.

[0071] Fur dieses Verfahren kann das eingesetzte Medium Anti-Retinsdure-Antikérper (ARMA) und ein Zyto-
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kin, ausgewabhlt in der aus LIF, IL-11, IL-6 und deren verschiedenen Mischungen bestehenden Gruppe, umfas-
sen.

[0072] Das eingesetzte Medium kann gleichfalls verschiedene Faktoren, insbesondere SCF, IGF-1, bFGF,
CNTF und Oncostatin, umfassen.

[0073] Unter einem dritten Aspekt bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zur Gewinnung eines Tiers,
das zu der Spezies der Vigel gehort, welches in der Lage ist, ein exogenes Protein von Interesse zu exprimie-
ren, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es die folgenden Schritte umfasst:

a) Gewinnung von Vogel-Zellen, die durch das vorstehend definierte Verfahren modifiziert worden sind,

b) Einfuhrung der in Schritt a) erhaltenen Zelle in die Keimhohle eines Embryos oder in den Blutkreislauf

des Embryos und

¢) Inkubation (Bebriitung) des in Schritt b) erhaltenen Embryos.

[0074] Der in dem Schritt a) eingesetzte Vektor erlaubt vorzugsweise eine gewebespezifische Expression,
insbesondere im Eileiter (Legedarm), in der Leber, dem Blut, dem Knochenmark und den lymphatischen Or-
ganen.
— Unter Knochenmark wird das Gewebe verstanden, das den Hohlraum des gré3ten Teils der Knochen aus-
fullt und welches die hamopoetischen Stammzellen, von welchen sich alle roten und weil3en Zellen des
Bluts ableiten, enthalt

[0075] Die Erfindung bezieht sich gleichfalls auf das vorerwahnte Verfahren, um ein Tier zu erhalten, das zu
der Spezies der Vogel gehort, welches eine gewebespezifische Expression eines exogenen Proteins von In-
teresse aufweist, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass der Vektor ein homologer Rekombinationsvektor
ist, welcher unter verschiedenen konstitutiven Elementen, die fiir sein Funktionieren erforderlich sind, 5'- und
3'-Sequenzabschnitte mit Homologie zu den Sequenzen eines Genorts, welcher unter dem Genort des Oval-
bumins und des Lysozyms ausgewahlt ist, aufweist.

[0076] Ein solcher Vektor kann die das exogene Protein kodierende Sequenz fusioniert mit wenigstens einem
Element, ausgewahlt unter einer Intronsequenz, einer Sekretionssignalpeptidsequenz, insbesondere dem Si-
gnalpeptid des Lysozyms, welches die Sequenz SEQ ID NO: 2 umfasst, einer polyA-Sequenz, einem IRES
und einem Promotor, insbesondere ausgewahlt unter den Promotoren der Gene des Ovalbumins, der Ovomu-
coide, von Conalbumin und von Lysozym, umfassen.

[0077] Der Schritt b) des Verfahrens, um ein Tier, das zu der Spezies der Vogel gehort, welches eine gewe-
bespezifische Expression eines exogenen Proteins von Interesse aufweist, zu erhalten, kann au3erdem die
Transformation der Vogel-Zellen mit einem Vektor, welcher ein Protein aus der Rad-Familie, insbesondere
Rad54, exprimiert, umfassen.

[0078] Unter einem erganzenden Aspekt bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zur Herstellung eines
Proteins von Interesse, welches die Extraktion des in den Geweben eines ausgehend von dem zuvor erlauter-
ten Verfahren erhaltenen Tiers exprimierten exogenen Proteins umfasst. In diesem Verfahren wird das Protein
vorzugsweise aus dem Blut, Eigelb oder Eiweil} extrahiert.

[0079] Alternativ kann das Verfahren zur Herstellung eines Proteins von Interesse in der Extraktion des im
Uberstand der aus dem erfindungsgeméafen Verfahren hervorgehenden Zellen exprimierten exogenen Prote-
ins bestehen.

[0080] Die Erfindung bezieht sich gleichfalls auf ein Tier, das zu der Spezies der Vogel gehort, welches aus-
gehend von dem oben beschriebenen Verfahren erhalten werden kann, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass es ein exogenes Protein in einem speziellen Gewebe, beispielsweise in der Leber, dem Blut, dem Kno-
chenmark, den lymphatischen Organen oder dem Eileiter (Legedarm), exprimiert.

[0081] Unter einem anderen Aspekt bezieht sich die Erfindung auf ein Ei, welches ausgehend von einem
oben beschriebenen Tier erhalten werden kann, das dadurch gekennzeichnet ist, dass ein Teil von diesen
Komponenten, insbesondere das Ovalbumin und das Lysozym, teilweise oder vollstandig durch ein exogenes
Protein von Interesse, welches insbesondere unter den Peptiden von therapeutischem Interesse, den Interleu-
kinen, den Zytokinen, den Hormonen und den Antikérpern ausgewahlt wird, ersetzt ist.
— Unter Antikorper versteht man ein Protein, welches eine spezifische Affinitat fur ein Antigen aufweist, um-
fassend die polyklonalen Antikérper, monoklonalen Antikérper und deren Fab-Fragment.
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[0082] Das Ei der Erfindung kann einen Anteil an exogenem Protein zwischen einigen mg (1 bis 10 mg) und

500 mg Trockensubstanz anstelle eines Teils oder der Gesamtheit von wenigstens einem endogenen Protein,
welches insbesondere unter dem Ovalbumin und dem Lysozym ausgewahlt wird, umfassen.

[0083] Nachfolgend werden nicht-einschrankende Beispiele von Ausfliihrungsweisen der Erfindung angege-
ben.

Abkurzungen

cDNA: komplementare DNA
CMV: Zytomegalievirus

DNA: Desoxyribonukleinsaure

ER: Ostrogenrezeptor

FGF: Fibroblastenwachstumsfaktor

GFP: "Green Fluorescent Protein”

GR: Glucocorticoidrezeptor

HRE: "Hormone Responsive Element”
IGF-1: Insulin-&hnlicher Wachstumsfaktor 1
PS: Lipopolysaccharide

LTR: Lange terminale Wiederholung

MAR: Matrix-Anheftungsregion
MCSF: Makrophagen-kolonie-stimulierender Faktor

NRE: Negatives Response-Element
PR: Progesteronrezeptor

RAR: Retinsaurerezeptor

RNA: Ribonukleinsaure

RSV: Rous-Sarkom-Virus

RXR: Retinoid-X-Rezeptor

SCF: Stammzellwachstumsfaktor
SDRE: Steroid-abhangiges regulatorisches Element
TPB: Tryptose Broth Phosphate
TPA: Triphorbolester

TR: Schilddriisenhormon-Rezeptor

VDR: Vitamin D-Rezeptor
Beispiel 1: Das Ei als Produktionssystem

[0084] Die Expression eines Proteins von Interesse in einer physiologischen Flissigkeit eines Tiers, bei-
spielsweise des Huhns, insbesondere im Ei und insbesondere im Eiweil} erweist sich als mit der Hilfe von ver-
schiedenen molekularen Hilfsmitteln (Tools), darunter den Expressionsvektoren, realisierbar. Das allgemeine
Prinzip der Erfindung besteht darin, direkt im Ei ein exogenes Molekiil von Interesse anstelle eines endogenen
Molekils oder eines Teils dieses endogenen Molekiils exprimieren zu lassen.

1.1 Die Proteine des Eiweil}
[0085] Das Ei ist ein fiir die Expression von exogenen Molekilen besonders gut angepasstes Medium. Das

Eiweil} ist ein komplexes Medium, dessen biochemische Zusammensetzung ziemlich gut charakterisiert ist
(siehe nachfolgende Tabelle I):

Tabelle 1: Mittlerer Gehalt (in g) fiir ein Ei von 60 g

Ganzes Ei Eiweil3 Eigelb
Wasser 40 31 9
Trockensubstanz 20 4 10
Proteine 6,9 3,6 3,2
Lipide 6,4 <0,2 6,4
Glucide 0,2 0,2 <0,1
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Nach Sauveur, 1988, op. cit.

[0086] Arm an Lipiden (0,02%), an anorganischen lonen und an Gluciden (0,5%, darunter freie Glucose), be-
steht das Eiweil® hauptsachlich zu 88% aus Wasser und aus in Ldsung befindlichen Proteinen (11,5%). Die
Proteine des Eiweil} sind in ihrer Ganze gut charakterisiert, wenn auch deren genaue Anzahl noch Schwan-
kungen unterliegt (Stevens, 1991; Li-Chan und Nakai, 1989; Sauveur, 1988). Man einigt sich im Allgemeinen
darauf, dass etwa 40 unterschiedliche Proteine identifiziert worden sind. Unter jenen unterscheidet man finf
hauptsachliche Proteine (Ovalbumin, Conalbumin, Ovomucoid, Ovomucin a und b und Lysozym), die ihrerseits
allein nahezu 83-84% der Proteine des Eiweil} reprasentieren. Angesichts dieser Zusammensetzung und ei-
nes mittleren Gewichts an Trockensubstanz von etwa 6-7 g reprasentieren diese hauptsachlichen Proteine
folglich das Aquivalent von etwa 4,8-5,6 g. Die in geringerem Ausmal vorhandenen, aber signifikant nach-
weisbaren Proteine machen 5 bis 6% der gesamten Proteine aus. Unter diesen in geringerem Ausmalf} vor-
handenen Komponenten kann man das Avidin auffihren, das in der Welt der Diagnostik fur seine sehr hohe
Affinitat und seine sehr hohe Spezifitdt gegenuber Biotin sehr bekannt ist. Die anderen Komponenten werden
in geringen, von einem Praparat zum anderen schwankenden Anteilen identifiziert und sind oftmals sowohl auf
biochemischer wie molekularer Ebene schlecht charakterisiert. Die Anzahl von Untersuchungen, die diese be-
treffen, ist auBerdem in Ubereinstimmung mit ihrer geringen Reprasentanz wenig bedeutend. Die physikalisch-
chemischen Eigenschaften der hauptsachlichen Proteine des Eiweill werden aufgefiihrt (siehe nachfolgende
Tabelle 2).
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Tabelle 2: Proteinzusammensetzung des Huhnereiweil}

Protein % des Pro- | MG pl % Kohlen Funktion AS S-S
teins hydr.
(carb.)
Ovalbumin | 54 45,0 4.5 3,5 Strukturell | 385 1
Conalbu- 12-13 77,7 6,0 2,6 Eisen- 686 15
min transport
Ovomuco- | 11 28,0 4.1 16 Proteinas- | 185 9
id einhibitor
Ovomucin | 1,5-3,5 210 4.5 1358 Strukturell | 1276
a Ovomu- 720 246
cinb
Lysozym 3,5 14,3 10,7 0 Proteolyti- | 129 4
sches En-
zym
Ovoinhibi- | 0,5-1,5 49,0 5,1 59,6 Proteinas- 21
tor einhibitor
Ovoglyco- | 0,5-1,0 244 3,9 ?
protein
Ovoflavo- 0,8 32,0 4.0 11 Riboflavin- | 234 9
protein transport
Ovostatin 0,5 780 4.9 5,8 Proteinas- | 2762
einhibitor
Ovoglobu- | > 1 47 4,9 ? ? 102
lin G2
Ovoglobu- | > 1 50 4.8 ? ? 103
lin G3
Cystatin 0,05 12,7 51 0 Proteinas- | 124 2
einhibitor
Avidin 0,05 68,3 10 7 Biotin- 4 x 129 4 x1
transport
Thiamin <0,05 38 0 Thiamin-
bindendes transport
Protein
Andere 9
Proteine

Nach: Stevens (1991), Corp. Bioch. Physiol. 100b 1-9 und Li-Chan und Nakai (1989), Critical review in Poultry
Biology 2, 21-58.

[0087] Die Proteine des Eiweild werden allesamt durch die Zellen des Eileiters (Legedarms) auf der Hohe des
Magnums hergestellt. Es werden verschiedene Zellarten gefunden und zwischen den Zellen, die fiir die Sekre-
tion verantwortlich sind, wird eine bestimmte Spezialisierung beobachtet. Die kalkbildenden (calciformen) Epi-
thelzellen (welche gleichfalls als mukdse Zellen bezeichnet werden) sind auf die Produktion von Avidin und
Ovomucin spezialisiert, wohingegen die Zellen der tubularen Driisen praferentiell Lysozym und Ovalbumin se-
kretieren. Die Verteilung dieser verschiedenen Zellarten ist im sekretorischen Epithel des Magnums variabel,
es wird aber keinerlei Regionalisierung beobachtet (Sauveur, 1988).

[0088] Die Synthese der Proteine des Eiweil} erfolgt auf der Ebene der Zellen kontinuierlich. Die glandularen
und kalkbildenden Epithelzellen ,lagern” die Proteine, die wahrend des Transits in das Magnum in einigen
Stunden (etwa 3 h 30) um das Eigelb herum abgegeben werden. Die mechanische Deformation induziert diese
sehr schnelle Sekretion und Ablagerung (Sauveur, 1988).
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[0089] So erscheint es fir den guten Ablauf der Sekretion der exogenen Proteine in das Eiweil} essentiell,
alle diese Regulationssignale auf molekularer und physikalischer Ebene aufrechtzuerhalten.

[0090] Aufder Ebene eines chimaren Tiers ist die Voraussetzung fir eine jegliche Produktion eines exogenen
Molekuls von Interesse das Vorhandensein der genetischen Modifizierung im Eileiter (Legedarm) und insbe-
sondere in den Zellen des Magnums. Der privilegierte Ansatz des Einsatzes von embryonalen Stammzellen
scheint diesen Mosaik-Charakter zu erlauben. Auf der Ebene der Etablierung einer Linie von Tieren wird dieser
Beitrag durch die adaquaten Kreuzungen automatisch auf den heterozygoten, dann homozygoten Zustand
Ubertragen, denn er ist auf der Ebene des Genoms integriert.

1.2 Die Komponenten des Eigelbs

[0091] Das Eigelb besteht im Wesentlich aus einer Anhaufung von Lipiden (Tabelle 1 oben) in Form von Li-
poproteinen. Es ist das Ergebnis einer engen Assoziierung der beiden Hauptproteine, des Vitellins und des Vi-
tellenins, mit Phospholipiden und Triglyceriden. Die anderen Bestandteile (Cholesterol, Vitamine und fettl6sli-
che Pigmente) sind in geringeren Mengen vorhanden. Im Gegensatz zu den Proteinen des Eiweil werden alle
Proteine und die Komponenten des Eigelbs durch die Leber synthetisiert und Gber den Blutkreislauf transpor-
tiert, um sich auf der Ebene des Eigelbs wahrend der Entwicklung der Follikel anzuhaufen (Sauveur, 1988;
Nau, 1987). Man findet im Eigelb gleichfalls einen nicht vernachlassigbaren Anteil von Immunglobulinen, die
direkt im Verlauf der Herstellung von diesem Vitellus angehauft werden. Das Vorhandensein von diesen Im-
munglobulinen mutterlicher Herkunft stellt iberdies einen gewissen Immunschutz im Verlauf der ersten Tage,
ja sogar mehr, des Lebens des Kiikens sicher. Es wird gerade damit begonnen, den Transportmechanismus
von diesen Immunglobulinen und deren Anhaufung im Ei zu untersuchen. Das Verfahren zur Reinigung dieser
fir den Vogel spezifischen IgY-Molekiile (Aquivalente zu den IgG der Saugetiere) wird gut beherrscht. Diese
Eigenschaft kann mit Erfolg eingesetzt werden, um Immunglobuline von Végeln in relativ bedeutender Menge
(manchmal in der GréRenordnung von 10 mg pro Ei) zu erhalten, ja sogar die Anhaufung davon durch eine
zielgerichtete Immunisierung des Eier legenden Tiers zu begtinstigen. Es ist aul’erdem gezeigt worden, dass
die humanen Immunglobuline sich gleichfalls in dem Eigelb anhdufen kdnnen durch einen Mechanismus, der
zu den endogenen Immunglobulinen dhnlich ist (Mohammed et al., 1998). Unter dieser Perspektive, durch das
Huhn bestimmte Immunglobuline produzieren zu lassen, kann eine spezifische Expressionsstrategie entwi-
ckelt werden.

Beispiel 2: Beschreibung der molekularen Genorte und deren transkriptionelle Regulation

[0092] Der Hauptteil der Gene, die die hauptsachlichen Proteine des Eiweil} spezifizieren, sind auf molekula-
rer Ebene untersucht worden. Die kodierenden Phasen sind im Allgemeinen identifiziert und der Hauptteil der
Sequenzen der entsprechenden cDNAs findet sich in den Genbanken. Auf genomischer Ebene sind die Fort-
schritte langsamer gewesen. Die Struktur der Genorte des Hauptteils der hauptsachlichen Molekiile ist voll-
standig oder partiell veréffentlicht worden. Gleichwohl kdnnen die veréffentlichten Sequenzen sich als unvoll-
standig erweisen (siehe Tabelle 3 unten).

Tabelle 3: Identifizierte Sequenzen des Proteine des Eiweil}

cDNA Gen Gen (partiell)
Ovalbumin V00383 J00895

Ovalbumin X J00917 5'ex 1 (Exon 1),
J00918 ex5, JO0919
ex6, J00920 ex7

Ovalbumin Y J00922

Conalbumin X02009 Y00407

Ovomucoid J00902 J00897 (5'), JO0898 (3,
kodierend), JO0899 (3,
nicht-kodierend)

Ovomucin O AB046524
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Lysozym X61198 X98408 J00882 5' ex1
X00589 J00883 ex2
X00591 J00884 ex3
X05461 J00885 ex4 3'
X05463
X05462

Ovoinhibitor (16 Exons) M15962 ex1, M16127

ex2,

M16128 ex3

M16129 ex4, M 16130
ex5,

M16131 ex6

M16132 ex7, M16133

ex8,

M16134 ex9

M16135 ex10, M16136
ex11,

M16137 ex12

M16138 ex13, M16139
ex14,

M16140 ex15

M16141 ex16

Ovostatin X78801

Cystatin J05077 M95725 X62413 (synthetische
Mut. V55D)

X62411 (synthetische
Mut. Q53N S56A)
X62412 (synthetische
Mut. R52L Q53E)
X62409 (synthetische
Mut. Q53N)

X62408 (synthetische
Mut. Q53E)

X62407 (synthetische
Mut. L54M G57A)
X62410 (synthetische
Mut. Q53N G57C)
X62406 (synthetische
Mut. G57A)

X14685 (1-23 SIM 129
189)

Avidin (Avd) X05343 AJ311647
Avr1 AJ311647 221611
Avr2 AJ311648 221554
Avr3 221612
Avrd 222883
Avrb 222882
Avro AJ237658
Avr7 AJ237659

2.1 Genort des Ovalbumins

[0093] Der Genort des Ovalbumins mit einer Gréke von 100 kb gehért zu der Multigen-Familie der Serpine
und enthalt 3 verwandte Gene, ova, ovaX und ovaY. Sie werden allesamt im Eileiter (Legedarm) eines im Zu-
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stand des Eierlegens befindlichen Huhns exprimiert (LeMeur et al., 1981; Baldacci et al., 1981). Durch elektro-
nenmikroskopische Untersuchungen strukturell seit 1979 bekannt (Gannon et al., 1979), befindet sich der Ge-
nort des Ovalbumins auf dem Chromosom 2 (Dominguez-Steglich et al., 1992). Die erste vollstandige Se-
quenz, die 1978 verdffentlicht worden ist, ist jene des Ovalbumins. Seine pra-mRNA hat eine GréRe von 7564
bp und umfasst 7 Exons (McReynolds et al., 1978). Die gespleilte mRNA enthalt 1872 bp (Woo et al., 1981).

[0094] Die Transkription des Ovalbumin kodierenden Gens (wie Uberdies jene des Conalbumins, siehe 2.3)
wird durch die Steroidhormone gesteuert. So stimuliert die Zugabe von Ostrogenen die Produktion von Oval-
bumin um das 20-fache und jene des Conalbumins um das 2,5-fache (N'guyen et al., 1979). Vor einer hormo-
nalen Stimulation sind die Transkripte des Ovalbumins in den Zellen des Eileiters (Legedarms) nicht nachweis-
bar, wohingegen sie proportional zu der Ostrogendosis mehr als 50% der gesamten Transkripte einer Zelle
nach maximaler Stimulation reprasentieren (Dean et al., 1983). Wahrend das Transkriptionsniveau des Con-
albumins zu der Menge der Ostrogenrezeptoren im Kern direkt proportional ist, weist jenes des Ovalbumins
darauf hin, dass es mehrere Bindungsstellen der Ostrogenrezeptoren auf der Ebene des Promotors gibt (Pal-
miter et al., 1981). Die nukleosomale Struktur der Gene des Ovalbumins und des Conalbumins modifiziert sich
im Verlauf der transkriptionellen Aktivierung. Die genomischen Fragmente assoziieren sich mit der nuklearen
Matrix und weisen vier Hauptregionen von ibermaRiger Empfindlichkeit gegeniiber DNAse infolge einer Be-
handlung mit den Hormonen auf (Ciejek et al., 1983). Diese Regionen befinden sich in der 5'-Region des Pro-
motors und 3' von dem letzten Exon auf der H6he der Polyadenylierungsstelle (Bellard et al., 1982; Bellard et
al., 1986) (Fig. 1: Regulationselemente des Gens des Ovalbumins). In Kombination mit den Ostrogenen sind
gleichfalls verschiedene Steroidhormone (Progesteron, Glucocorticoide oder Androgen) und verschiedene
Faktoren (Insulin, IGF-1, cAMP....) an der transkriptionellen Kontrolle beteiligt. Die Gesamtheit von diesen Fak-
toren erhéht Uberdies die Halbwertszeit der mMRNA des Ovalbumins, eine Halbwertszeit, die nach Zugabe von
bestimmten von diesen Faktoren 6 bis 24 h libersteigt (Arao et al., 1996; Kida et al., 1995; Evans und McKnight,
1984). Diese Faktoren erhdhen gleichfalls das Translationsniveau der mRNA (Skafar et al., 1985; Skoufos und
Sanders, 1992).

[0095] Die Ergebnisse von zahlreichen Arbeiten, die mit dem Promotor des Ovalbumins ausgefiihrt worden
sind, haben erlaubt, die verschiedenen Nukleotidregionen, die das Ziel der Wirkung von diesen Hormonen und
Faktoren sind, aufzuklaren (Sensenbaugh und Sanders, 1999). Sukzessive Deletionsarbeiten auf der Ebene
des Promotors und Transfektionsexperimente von verschiedenen Konstrukten zeigen, dass die Aktivierung
des Promotors in den priméaren Zellen des Eileiters (Legedarms) des Huhns in Gegenwart von Ostrogenen
oder nicht optimal ist. Das Vorhandensein von gewebespezifischen Aktivatoren und Repressoren ist folglich
fur die Expression von diesem Gen essentiell (Dierich et al., 1987). Die Fig. 1 veranschaulicht die hauptsach-
lichen Regulationsstellen, die identifiziert worden sind.

[0096] Man findet so aufeinanderfolgend eine HSIV-Region im Bereich von —6000 bp bezogen auf die Tran-
skriptionsstartstelle, die keine auf Ostrogene ansprechenden Elemente aufweist. Eine Region HS IlI, die zwi-
schen -3200/-2800 bp bezogen auf die Transkriptionsstelle lokalisiert ist, umfasst die hauptsachlichen Regu-
lationsstellen durch die Ostrogene. Die Deletion von dieser Region vernichtet den groBten Teil der HSIII-Reak-
tion, die durch vier wiederholte halbe ERE-Sequenzen, die voneinander durch etwa 100 Nukleotide getrennt
sind, vermittelt wird. Diese Elemente kooperieren mit der Stelle der in der Nahe gelegenen TATA-Box. Jede
Stelle bindet einen Rezeptor schwach, aber die Kooperation der verschiedenen Stellen stellt einen starken in-
duzierbaren Charakter in einer Umgebung eines Minimalpromotors oder heterologen Promotors sicher. Die
gleiche Region zeigt inhibitorische Elemente der Expression des Gens, Elemente, die in den nicht-produktiven
Zellen aktiv sind, aber in einer Situation auRerhalb des Eileiters (Legedarms) (Kato et al., 1992; Muramatsu et
al., 1995).

[0097] Die HS IlI-Region umfasst das SDRE (,Steroid Dependent Regulatory Element”), das zwischen —-800
und —-585 bp bezogen auf die Transkriptionsstartstelle (+1) lokalisiert ist. Diese Region weist Homologien zu
dem Promotor des Gens NF-kappa B auf, was Kontrollen durch gemeinsame Faktoren nahelegt (Schweers
und Sanders, 1991). Mehrere Faktoren aus der Familie der Proteine W-H, die Proteine Chirp-I, Chirp Il, Chirp
[l (,Chicken ovalbumin Induced Regulatory Protein 1”) binden sich gleichfalls an das SDRE einzig in Gegen-
wart von Ostrogen und von Glucocortidoiden (Dean et al., 1996; Dean et al., 1998; Dean et al., 2001). Erneut
fuhrt, wie um die Komplexitat der eingesetzten Regulationen zu zeigen, das alleinige Vorhandensein von die-
ser SDRE-Region innerhalb eines heterologen Promotors nicht zu einer von Steroidhormonen abhangigen Re-
aktion (Response). Gleichwohl scheint diese Region von diesen Hormonen abhangig zu sein, wenn sie mit der
HSI-Region assoziiert ist.

[0098] Diese Region HS I, die von —-350 bis —32 lokalisiert ist, ist die NRE (Negative Response Element)-Re-
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gion, die die hauptséachliche negative Regulation des Promotors kontrolliert. NRE reprimiert die Expression des
Gens in Abwesenheit von Steroidhormonen. Das Vorhandensein allein von NRE oder allein von SDRE reicht
nicht aus, um ein exogenes Gen zu regulieren. Diese Sequenzen missen kooperieren, um ,die Derepression
zu induzieren” (Hasty et al., 1994; Schweers et al., 1990; Sanders und McKnight, 1988). Aber die Ansicht ist
grob vereinfachend, denn diese HSI-Region wird tatsachlich aus einem veritablen Mosaik von Stellen, die eine
positive und negative Regulation der Transkription des Gens sicherstellen, gebildet. Es sind drei Domanen hin-
sichtlich des Einflusses von ihren Wirkungen unterscheidbar. Domane |. Die Region —239 bis —220 ist eine Se-
quenz vom Silencer-Typ. Die drei Zonen weisen Affinitat fir spezifische Proteinkomplexe der Zellen des Eilei-
ters (Legedarms) auf, aber die bedeutendsten sind die Regionen —280 bis —252 und —-134 bis —88. Diese Re-
gion umfasst das Motiv CAR (,COUP Adjacent Repression”). Die als NRE bezeichnete Region ist tatsachlich
komplexer als zu Anfang beschrieben (Haecker et al., 1995). Es ist auch eine positive Regulationsstelle, die
den Faktor delta EF1 (,Estrogen responsive transcription factor”) bindet, identifiziert worden. So tberlappen
sich die Wechselwirkungsstellen (—197 bis —95) des Progesterons und der Ostrogene partiell (Dean et al.,
1983; Dean et al., 1984). Strangabwarts von der Position von —95 bp haben erganzende Deletionen die beob-
achteten Konzentrationen der Transkripte dramatisch abfallen lassen (Knoll et al., 1983). Aufer den Ostrogen-
rezeptoren ist ein Wichtiger der Regulationsfaktoren der Orphelinrezeptor COUP TF (,Chicken Ovalbumin
Upstream Promoter Transcription Factor”) (Sawaya et al., 1996; Robinson et al., 1999). Dieser Faktor wird ubi-
quitar in allen Geweben exprimiert. Durch gemeinsame Reinigung mit dem Ostrogenrezeptor identifiziert, weist
er Affinitdt zu einer zwischen —90 und -70 bp gelegenen Region auf (Wang et al., 1987; Hwung et al., 19883,
Hwung et al. 1988b; Monroe und Sanders, 2000). Die Bildung von Rezeptor-Rezeptor-Komplexen zwischen
COUP-TF und den verschiedenen Rezeptoren firr die nuklearen Hormone (VDR, ER, TR, GR, PR, RXR,
HNF-4...) auf der Ebene der verschiedenen HRE, darunter ERE, beglnstigt die Bindungen an diese Regulati-
onselemente. COUP-TF reguliert die Wirkung von ER durch direkte Kontakte mit der DNA, aber auch Uber di-
rekte Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren (Klinge et al., 1997). Die Wirkungsweisen von
COUP-TF und verschiedenen verwandten Rezeptoren (COUP-TFIl oder APRI) sind komplex (Kimura et al.,
1993) in einem positiven oder negativen Sinne fir die Regulation der Transkription gemaf den im Spiel befind-
lichen Proteinpartnern. Unter den beteiligten Proteinen kann man nicht erschépfend ear 2 (Pereira et al., 1995);
N-CoR (,Nuclear Repressor Coreceptor”) und SMRT (,Silencing Mediator for retinoic acid and Thyroid hormo-
ne Receptor”) (Shibata et al., 1997) auffihren.

2.2 Der Genort des Lysozyms

[0099] Der Genort des Lysozyms ist ein Genort, der hinsichtlich der GroR3e starker beschrankt ist als jener des
Ovalbumins. Er wird auf etwa 40 bp geschatzt (Sippel et al., 1978; Short et al., 1996). Zwei MAR (,Matrix At-
tachment Region”)-Einheiten, die bei —11,1 kb/-8,85 kb und +1,3 kb bis +5,0 kb bezogen auf die Transkripti-
onsstartstelle (+1) gelegen sind, begrenzen diesen Genort genauer auf 22 kb. Diese MAR-Sequenzen beste-
hen aus mehreren Verankerungsstellen an die Proteinmatrix der nuklearen Membran (Loc und Stratling, 1988;
Phi-van und Stratling, 1996; Phi-van, 1996). Das Hinzufiigen von MAR-Sequenzen zu heterologen Genen er-
hoéht deren Transkription (Stief et al., 1989; Phi-Van et al., 1990). Noch zusatzlich zu dem Vorhandensein der
MAR gibt es wenigstens eine Replikationsstartstelle der DNA in dem Genort des Lysozyms, eine Startstelle,
die mehrere Initiationsgabeln der Replikation enthalt (Bonifer et al., 1997; Phi-van et al., 1998; Phi-van und
Stratling, 1999). Diese Stelle scheint Giberdies den Genort des Lysozyms ganz und gar besonders zu machen
hinsichtlich der Klonierung, da bestimmte Abschnitte ziemlich schwierig in Klonierungsplasmide subzuklonie-
ren sind. Das Gen des Lysozyms beim Huhn umfasst 4 Exons und weist eine bedeutende Homologie zu den
Genen des humanen Lysozyms und des Lysozyms von der Maus auf. Es wurden mehrere sekundare Trans-
kriptionsstartstellen nachgewiesen, die im Allgemeinen in Uber die Gesamtheit des Genorts verteilten wieder-
holten Sequenzen gelegen sind (Von Kries und Stratling, 1988). Von —14 kb bis +6 kb, d. h. tber die vollstan-
dige Gesamtheit des Genorts, wurden die Expression regulierende Sequenzen identifiziert. Das Gen des Ly-
sozyms wird in den reifen Makrophagen, Zellen, in denen das Lysozym als Differenzierungsmarker eingesetzt
wird, konstitutiv exprimiert, wohingegen seine Expression in den Zellen des Eileiters (Legedarms) unter die
Kontrolle der Steroidhormone gestellt ist (Short et al., 1996; Fritton et al., 1987; Jantzen et al., 1986; Fritton et
al., 1983). Diese Spezifitdten der Expression sind von verschiedenen Sequenzen, von denen die hauptsachli-
chen Stellen in der Fig. 2: Regulationselemente des Gens des Lysozyms, aufgefuhrt sind, abhangig.

[0100] Man unterscheidet zwei Kategorien von regulatorischen Sequenzen: die sogenannten positiven Regu-
lationssequenzen oder ,Enhancer” und die sogenannten negativen Regulationssequenzen oder ,Silencer”.
Diese Sequenzen wurden nach der Analyse der elektrophoretischen Profile der DNA, von Profilen, die nach
Behandlung mit DNAse | erhalten worden sind, als ,hypersensible” Regionen identifiziert.

[0101] Die hauptsachlichen Enhancer- und Silencer-Stellen sind jeweils die Regionen E-6,1 kb, E-2,7 kb,
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E-0,2 kb bzw. N-2,4 kb, N-1,0 kb und N-0,25 kb. Bestimmte sind fiir myeloische Zellen spezifisch (E-6,1 kb,
E-2,7 kb, E-0,2 kb fiir die reifen Makrophagen und N-2,4 kb in den Fibroblasten und unreifen Makrophagen)
(Steiner et al., 1987; Huber et al., 1995). In den Zellen des Eileiters (Legedarm) stellt das Element E-6,1 kb
den Hauptanteil der Spezifitdt sicher. Die sequentielle Aktivierung der Gesamtheit von diesen unterschiedli-
chen Stellen ist gleichfalls ein zell- und gewebespezifisches Regulationselement (Regenhard et-al., 2001; Kon-
taraki et al., 2000). Detaillierter besteht der Enhancer E-2,7 kb aus 4 Regionen (I bis 1V). Die Region | bindet
den Faktor FEF (,c-fes Expression Factor”), die Region Il enthalt eine Erkennungsstelle fir den Faktor PU.1
aus der EST-Familie und ist spezifisch fir Makrophagen (Ahne und Stratling, 1994). Alle diese unterschiedli-
chen Regulationselemente Uberlappen sich teilweise, zumindest in dem Gen vom Huhn, aber nicht auf der
Ebene des Gens von der Maus, einer Spezies, in welcher eine anzestrale Verdoppelung das Gen und seine
Regulationselemente voneinander getrennt hat. Es wurden andere Elemente lokalisiert, insbesondere die Bin-
dungsstellen von ubiquitaren Transkriptionsfaktoren, wie NF-1, aber auch AP1, gelegen bei —-0,2 kb und -6,1
kb, eine Stelle, fur welche eine Region von 157 bp die Spezifitdt der Expression in den Makrophagen sicher-
stellt (Goethe et al., 1994; Theisen et al., 1986; Grewal et al., 1992; Nowock und Sippel, 1982). Interessanter-
weise blockiert das Onkogen vmyc (das beispielsweise in den HD11-Zellen vorhanden ist), welches die Diffe-
renzierung der Monozyten zu Makrophagen inhibiert, die Transkription, indem es die Bindung des Faktors
C/EBP inhibiert (hink et al., 1996).

[0102] Die Elemente (HRE), welche die Empfindlichkeit der Transkription gegeniber den Steroidhormonen
(PRE fur Progesteron und GRE fir Glucocorticoide) sicherstellen, sind in der bei -0,2 kb von der Transkripti-
onsstartstelle (+1) des Promotors gelegenen Region vorhanden (Renkawitz et al., 1982; Renkawitz et al.,
1984a; Renkawitz et al., 1984b; Hecht et al., 1988). Spezieller stellen zwei Stellen zwischen —220 und -140 bp
und zwischen —-80 bp und -50 bp das Wesentliche der Regulation sicher (Altschmied et al., 1989; Dolle und
Stratling, 1990; Von der Ahe et al., 1986).

[0103] Ein bedeutender Teil der Regulation wird durch ,Silencer” gesteuert. Zwei von jenen (N-1,0 kb und
N-0,25 kb) inhibieren die Transkription, sogar von heterologen Promotoren (Baniahmad et al., 1987; Faust et
al., 1999). Der dritte (N-2,4 kb) wird durch die Rezeptoren fiir die Schilddriisenhormone (TR) und durch dessen
onkogenes Homolog v-erbA wie auch durch den Regulator NeP1 (,negative Protein 1”), welches auch als
,CTCF (CCCTC-binding factor” (Burcin et al., 1997; Darling et al., 1993; Kohne et al., 1993; Bhat et al., 1994))
bezeichnet wird, erkannt. NeP1 bindet sich auf der Héhe des F1-Abschnitts von 50 bp von N-2,4, wohingegen
der TR hauptséachlich im Bereich des Abschnitts F2 von diesem Element bindet. Die homodimeren oder hete-
rodimeren Assoziationen mit den anderen nuklearen Rezeptoren (RAR, RXR) modulieren das Transkriptions-
niveau von diesem Gen (Baniahmad et al., 1990; Arnold et al., 1996). Der Phosphorylierungszustand des
TR-Rezeptors ist gleichfalls ein wichtiges Element. SchlieRlich spielt der Faktor HNF-I alpha (,Hepatic nuclear
Factor-I"), der in den Zellen des Eileiters (Legedarms) exprimiert wird, eine Rolle bei der Regulation des Lyso-
zym-Gens. Der Promotor des Gens enthalt zwei Regionen, die durch dieses HNF-I-Protein erkannt werden.
Diese Regulation der Expression des Gens des Lysozyms durch NHF-I scheint auf der phylogenetischen Ebe-
ne zwischen den Vogeln und den Saugetieren verloren gegangen zu sein (Grajer et al,. 1993).

2.3 Der Genort des Conalbumins

[0104] Das Gen des Conalbumins, welches auch als Ovotransferrin bezeichnet wird, wurde zuallererst beim
Menschen identifiziert. Es erstreckt sich Uiber mindestens 33,5 kbp und umfasst 17 Exons. Das Gen vom Huhn
ist gleichfalls in 17 Exons und 16 Introns organisiert, aber nur Gber 10,5 kb. Die mRNA hat eine Gréf3e von
2376 bp (Cochet et al., 1979; Jeltsch und Chambon, 1982; Jeltsch et al., 1987; Schaeffer et al., 1987). Es wur-
den sehr wenig Untersuchungen Uber die Regulation der Expression von diesem Gen ausgeflihrt. Die Regu-
lation der Stabilitdt der mRNA ist besonders. Das Molekdl, das zu der Familie der Transferrine gehort, bindet
Eisen in ionischer Form und reguliert die Stabilitat und das Transkriptionsniveau von seiner eigenen mRNA.
Auch wenn viele Untersuchungen an dem humanen Transferrin und seinem Rezeptor (CD71) ausgefiihrt wor-
den sind, gibt es wenig Dokumentation hinsichtlich der Vogel-Formen.

Beispiel 3: Vereinfachende aul3ere Elemente

[0105] Beiden Eukaryoten ist die homologe Rekombination ein natirliches Ereignis, das tiberdies im Moment
der Meiose auftritt, um in einer grob vereinfachenden Aussage eine Durchmischung der Gene und der Allele
sicherzustellen. Die Rolle der homologen Rekombination ist wahrend einer mitotischen Teilung viel delikater
zu interpretieren. Die homologen und nicht-homologen Rekombinationsphanomene scheinen gleichwohl ent-
scheidend zu sein, sobald das genetische Material geschadigt ist. Zahlreiche Situationen im Leben einer Zelle
und eines Organismus exponieren so das genetische Material. Beispielsweise ein unerwarteter Replikations-
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fehler, eine mit Strahlungen verbundene radikalische lonisation, ein oxidativer Stress, die Wirkung von Endo-
nukleasen oder von Topoisomerasen, die mit der mitotischen Segregation verbundene mechanische Belas-
tung, kénnen zu zufélligen doppelstrangigen Schnitten fihren. Wenn auch die Hefe die homologen Reparatur-
mechanismen favorisiert, scheint die héhere eukaryotische Zelle die nicht-homologe Zusammenfligung bzw.
Reparatur von diesen Schnitten zu bevorzugen, obgleich auch die homologe Reparatur beobachtet wird. Aber
in allen Fallen, da die genetische Unversehrtheit eine Voraussetzung fiir eine jegliche Teilung ist, setzt die Zelle
ein ganzes Ensemble von Genen, die damit beauftragt sind, diese Schnitte zu reparieren, in Gang, um sich
dieser fur das geschadigte Material kritischen Situation zu stellen. Anfanglich in dem Hefesystem beschrieben,
wurden die Rad-Gene (rad51, rad52, rad53 und rad54) (Takata et al., 2000; Morrison und Takeda, 2000; Bell
et al., 1999; Shinohara et al., 1997; Bezzubova et al., 1997; Ivanonv und Haber, 1997; Porter et al., 1996), die
an der Reparatur durch homologe Rekombination beteiligt sind, auch in den héheren Organismen identifiziert.
Die Homologen Rad51 und Rad54 vom Huhn sind kloniert worden. Die DNA und das Protein weisen starke
Homologien zu den Sequenzen aus der Hefe, der Maus und dem Menschen auf (Essers et al., 1997; Dronkert
et al., 2000). Es werden auch Ahnlichkeiten bei der Wirkung beobachtet, aber auch Unterschiede, insbeson-
dere was die Wirkung von Rad51 angeht (Bezzubova et al., 1993). Ebenso sind die humanen Homologen der
Gene ku70 und ku8o von der Hefe zugleich an den nicht-homologen Reparaturen und an den Rekombinati-
onsphanomenen, die bei den Umlagerungen der Genorte der Immunglobuline beobachtet werden, beteiligt.
Man beginnt, sich den Beziehungen zwischen diesen verschiedenen Akteuren ebenfalls anzunahern, und hier-
bei wird die Bildung von Proteinkomplexen nachgewiesen, deren Regulationen ihrerseits komplex sind (Morri-
son et al., 2000; Morrison et al., 1999; Yamaguchi-lwai et al., 1999; Takata et al., 1998; Yamaguchi-lwai et al.,
1998). So kann eine nicht erschépfende Liste von Proteinen, die die Rekombination vereinfachen (Rekombi-
nase), angegeben werden, von dem einfachen bakteriellen Protein RecA (Shcherbakova et al., 2000) bis zu
den Mitgliedern der Rad-Familie, aber auch Proteine, wie BraC1 (Moynahan et al., 1999).

[0106] In einem Ansatz, der Ereignisse von homologer Rekombination vereinfachen soll, wird die Wirkung
von Rad 54 zum Zeitpunkt der Einfihrung des homologen Rekombinationsvektors ausgewertet. So sind zwei
Ansatze moglich. Der erste besteht darin, eine Cotransfektion eines Expressionsvektors von einem der Prote-
ine der Rad-Familie, insbesondere Rad 54, mit dem homologen Rekombinationsvektor vorzunehmen. Der
zweite besteht darin, die Zellen mit einem konditionellen Expressionsvektor von einem der Proteine aus der
Rad-Familie, insbesondere Rad 54, zu transfizieren. In diesem Falle werden die Zellen zuallererst selektioniert,
stabilisiert und etabliert, um erneut mit einem homologen Rekombinationsvektor transfiziert zu werden, dann
induziert, um das Protein aus der Rad-Familie maximal zu exprimieren. Die Wirkung von Rad54, die auf der
Ebene der Transfektionseffizienz getestet worden ist, ist in der nachfolgenden Tabelle 4 aufgefihrt:

Tabelle 4: Einfluss der Expression von Rad54 auf die Anzahl von transfizierten Klonen

Bedingun- 1 2 3 4 5 Vergleichs-
gen probe
ppréOvaRH | 5 5 5 5 5 0
(Hg)

pMCS5 (ug) | 5 4 3 2 0 10
pRad54 (ug) | O 1 2 3 5 0
Fugéne 30 30 30 30 30 30
DMEM 970 970 970 970 970 970
Anzahl von Klonen

Schale 1 344 304 172 248 292 0
Schale 2 128 324 212 264 300 0
Mittelwert 236 314 193 256 296 0

[0107] Um die Bedeutung von einem der Proteine aus der Rad-Familie zu testen, wird das Expressionsplas-
mid pRad54 (Expressionsplasmid des Proteins RAD54 unter der Kontrolle des CMV-Promotors) in Gegenwart
des Plasmids pOvaRH, einem Rekombinationsplasmid, welches keine cDNA von Interesse enthalt, fir eine
Cotransfektion eingesetzt. Die gesamte Menge von Plasmid betragt 5 ug von pOvaRH in Gegenwart von vari-
ablen Mengen von pRad54. Da die molare Ergédnzung durch ein ,Carrier’-Plasmid beitragen wird, hat das
pMCS5 kommerzieller Herkunft ungefahr die gleiche GréRRe wie pCMV Rad54. Die Stammzellen S86N werden
zu 1 x 10° Zellen pro Schale in Proliferationsmedium in Gegenwart von durch Bestrahlung inaktiviertem Feeder
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ausgesat. Die Transfektionsmischung wird zugesetzt und die Selektion mit Neomycin wahrend etwa 7 Tagen
angewendet. Die Klone werden dann nach Fixierung mit Methanol und Anfarbung mit Wright/Giemsa gezahlt.
Als Schlussfolgerung scheint das Vorhandensein von Rad54 die Effizienz der Gewinnung von Klonen nicht we-
sentlich zu modifizieren.

Beispiel 4: Wahl des Signalpeptids

[0108] Einer der Ansatze, die gewahlt wurden, um die exogenen Proteine zu produzieren, besteht in deren
Anhaufung im Ei. Die im Rahmen der Erfindung eingesetzte substitutive Ersetzungsstrategie nutzt die Verwen-
dung eines aktiven Systems (aber gegebenenfalls passiven Systems fiir spezielle Proteine, die dazu die Fa-
higkeit haben) zur Anhaufung des exogenen Proteins im Eiweil aus. So werden die kodierenden Phasen unter
die Abhangigkeit des endogenen Promotors des endogenen Zielgens gestellt und werden mit einem Refe-
renz-Signalpeptid fusioniert. Die Funktion des Signalpeptids besteht darin, die Translokation des Proteins in
Richtung der Aulienseite der Zelle durch die verschiedenen konstitutiven Elemente des sekretorischen Appa-
rats der Zellen (Retikulum, Golgi...) sicherzustellen. Die Signalpeptide sind dazu bestimmt, im Verlauf des Rei-
fungsprozesses des Proteins abgespalten zu werden. Jenes hauft sich dann in der physiologischen Flissigkeit
und insbesondere im Eiweild an. Man setzt entweder die Signalpeptide der endogenen Proteine oder Signal-
peptide von anderen Molekiilen, bekannte Sequenzen, um korrekt behandelt zu werden, ein. Insbesondere
wird das Signalpeptid des Lysozyms préaferentiell ausgewahlt, denn seine Struktur ist gut bekannt und die 18
ersten Aminosauren werden wahrend der Exportierung des reifens Proteins in das Eiweil abgespalten. AuRer-
dem gehort dieses Signalpeptid zu einem Protein, das sich von Natur aus im Eiweif3 anhauft.

[0109] Unter den anderen eingesetzten Signalpeptiden findet man jene der Interleukine, jene von bestimmten
Membranrezeptoren, jene von durch verschiedene Zellarten sekretierten Wachstumsfaktoren, jene von ande-
ren Proteinen, von denen bekannt ist, dass sie in verschiedenen biologischen Systemen sekretiert werden. Die
Liste ist nicht einschrankend.

Beispiel 5: Konstruktion von Rekombinationsvektoren
5.1 Gewinnung der intermediaren Elemente
— Kassette pCMV Néo polyA

[0110] Das kommerzielle Plasmid pCl Néo (Promega, Madison, USA) wird durch Hindlll-Verdau gedffnet und
intramolekular mit sich selbst ligiert, um das Plasmid pCl Néo (A Hindlll) zu erhalten, das das Gen der Neomy-
cinphosphotransferase unter die direkte Abhangigkeit des CMV-Promotors stellt. Die polyA-Ausgangssequenz
wird bewahrt.

— Herstellung der cDNAs von Interesse

[0111] Die cDNAs von Interesse werden hergestellt durch PCR-Amplifizierung mit

— einem Oligonukleotid Sma-3'incDNA S, enthaltend die Smal-Stelle, den 3'-Abschnitt des kiinstlichen In-
trons des kommerziellen Vektors pCINéo und den Beginn der spezifischen 5'-Sequenz der cDNA, wobei
das ATG der cDNA ausgelassen wurde, um das Leseraster der cDNA von Interesse im Raster direkt mit
jenem des Ovalbumins oder das Lysozyms zu verbinden.

— einem Oligonukleotid cDNA-Smal AS, enthaltend die Smal-Stelle und die 3'-Region der cDNA von Inter-
esse, wobei gegebenenfalls ein endogenes polyA ausgelassen wird, die cDNA und das 3'-Oligonukleotid,
enthaltend die spezifische Sequenz der cDNA und die Smal-Stelle

[0112] Das amplifizierte PCR-Fragment wird durch Smal hydrolysiert (unter der Voraussetzung der Abwesen-
heit von dieser Stelle in der cDNA) und in die Smal-Stelle in einem pMOS5-Vektor (Mobitech, Deutschland), in
welchen vorab eine polyA-Sequenz von 277 bp in die Xbal/Xhol-Stellen subkloniert worden ist, kloniert. Diese
polyA-Sequenz stammt ihrerseits aus einer Hydrolyse des Vektors pIRESHygro (Clontech) durch Xbal/Xhol.
Die Orientierung des Fragments wird dann durch einfachen Verdau mit der von der cDNA von Interesse gelie-
ferten Karte kontrolliert. Im Falle des Vorhandenseins einer Smal-Restriktionsstelle in der cDNA von Interesse
wird das amplifizierte PCR-Fragment der Wirkung der T4-DNA-Polymerase unterworfen, um die Enden stumpf
zu machen, und direkt in den an der Smal-Stelle gedtffneten Vektor pMCS5 (stumpfes Ende) kloniert.
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5.2 Gewinnung der genomischen Fragmente

[0113] Die genomische DNA von 6 bis 9 Tage alten Embryos von verschiedenen Stdmmen, darunter der
Stamm CNR (Cou Nu Rouge) und der Stamm S86N, wird entweder gemal einer klassischen Methode mit ei-
nem SDS-Proteinase K-Lysepuffer, gefolgt von Extraktionen mit Phenol und Phenol-Chloroform, oder mit Hilfe
eines Praparationskits (beispielsweise Promega- oder Qiagen-Kit) extrahiert. Die verschiedenen Protokolle lie-
fern Ausbeuten und Qualitaten von DNA, die mit deren jeweiliger Verwendung bei der Herstellung einer geno-
mischen DNA-Bank und einer Gewinnung von PCR-Fragmenten durch direkte Amplifizierung vertraglich sind.

[0114] In dem ersten Falle wird die genomische DNA partiell durch das Enzym Sau3Al verdaut und die er-
zeugten Enden durch die Klenow-Polymerase in Gegenwart von zwei der vier Nukleotide, die fiir die Synthese
notwendig sind, aufgefillt. Daraus resultiert eine partielle Auffullung, um die Bildung von konkatemeren Inserts
zu verhindern. Die so partiell aufgefillten Inserts werden durch Ligation in den Vektor A-GEM-12 inseriert. Die
aus dieser Vorgehensweise resultierenden Vektoren werden in Kapside von Phagen verpackt. Als Beispiel
wurden 3 unabhangige Isolate erzeugt und ihr Titer bestimmt, wobei jedes Isolat auf etwa 3 x 10° pfu/ml titriert
wurde. Die Qualitat der Bank wurde durch die Untersuchung von einigen zufallig ausgewabhlten inserts verifi-
ziert. Mit einer Ovalbumin-Sonde, erhalten durch genomische PCR mit ausgehend von der veroffentlichten Se-
quenz ausgewahlten Oligonukleotiden (Tabelle 3), erlaubt das Screening der Phagen, Inserts zu erhalten, die
in pBS SK+-Plasmidvektoren subkloniert werden, um das Plasmid #72 zu erhalten. Diese inserts, die einer Re-
striktionskartierung (darunter EcoRI und BamH]I) unterworfen worden sind, wurden dann sequenziert. Ein Ver-
gleich zwischen dem verdffentlichten Gen (Ref. JO0895 und Tabelle Nr. 3) und den beiden 5'- und 3'-Sequenz-
abschnitten des Vektors preRH wie auch den Fragmenten des Klons #72 zeigt, dass die Homologien auf der
Nukleotidebene extrem hoch sind. Allein zwei Segmente, die sich im Bereich der Introns 6 und 7 befinden, wei-
sen geringfiigige Abweichungen, die iber einige zehn Nukleotide verteilt sind, auf (Ergebnis nicht gezeigt).
Dieser Vergleich zeigt die starke Konservierung von diesem Gen zwischen den analysierten Stammen.

[0115] In dem zweiten Fall werden verschiedene Oligonukleotide, die ausgehend von der veréffentlichten Se-
quenz erhalten worden sind (Tabelle 3 oben) eingesetzt, um durch genomische PCR die Fragmente, die die
5'- und 3'-Sequenzabschnitte (-Arme) der Vektoren ergeben, zu erhalten.

[0116] Fur den 5'-Sequenzabschnitt des Vektors pOvaRH amplifizieren die Oligonukleotide OvalL 2995S und
Oval 80 AS, die bei —2995 bp bzw. bei +80 bp bezogen auf das ATG des Ovalbumingens gelegen sind, eine
Region von 3075 bp, die, wenn sie einer Hydrolyse durch Ncol unterworfen wird, ein Fragment von 2860 bp
freisetzt. Parallel dazu wird ausgehend von der Sequenz, die das Signalpeptid des Lysozyms spezifiziert, ein
als lyso 1-18 — intron bezeichnetes Fragment durch PCR-Amplifizierung an dem Genort des Lysozyms mit den
Oligonukleotiden Lyso 1-18 und GE-IN-AS hergestellt. Dieses letztere Oligonukleotid enthalt die 30 bp des
kiinstlichen Introns des Plasmids pCkNéo. Die beiden Fragmente (Ova5' und Lyso1-18 intron) werden unab-
hangig durch Ncol hydrolysiert, gereinigt, dann zusammen ligiert und die Amplifizierung an dem Ligationspro-
dukt mit den Oligonukleotiden Oval 2995S und GE-IN-AS liefert das Fragment Ova5' Lyso 1-18 von 3050 bp.
Dieses PCR-Produkt wird mit EcoRI-Adaptoren ligiert, die erlauben, diese Gesamtheit entweder an der Eco-
RI-Stelle in den Vektor pBSK oder in den durch EcoRV zu stumpfen Enden verdauten Vektor pMCS5 zu klo-
nieren.

[0117] Eine letzte Hydrolyse von diesem Fragment Ova5'Lyso1-18 durch Bst981 und Ascl setzt das geschnit-
tene Plasmid und ein kleines Fragment von 220 bp strangaufwarts von dem ova5'-Fragment frei. Diese kleine
Deletion erlaubt, zwei Oligonukleotide Ova5'.1S und Ovab5'.2S zu gestalten, die spater fir das Screening der
Rekombinationsereignisse eingesetzt werden.

[0118] Das geschnittene Plasmid wird der Wirkung der Klenow-Polymerase unterworfen, um die Enden
stumpf zu machen, bevor es mit Ascl-Adaptoren ligiert und intramolekular ligiert wird. Daraus resultiert ein
Plasmid pOvalyso, das strangaufwarts von dem Ova5'-Arm eine einmalig vorkommende Stelle, die eine Line-
arisierung des endguiltigen Vektors erlauben wird, enthalt.

[0119] Furden 3'-Arm des Vektors pOvaRH liefert die Amplifizierung der strangabwarts zwischen den Positi-
onen +1657 und —7707 bezogen auf das ATG des Ovalbumingens gelegenen Region mit den Oligonukleotiden
Oval 1657S und OvalL7707 AS ein Fragment von einer Grof3e von 6050 bp. Dieses Fragment wurde in die
EcoRV-Stelle von pMCS5 subkloniert, um das Plasmid pMCS5-Ova3' Sinn und pMCS5-Ova3' Antisinn zu er-
zeugen. Ausgehend von dem Plasmid pMCS5-Ova3' Antisinn erlaubt ein Verdau durch Hpal (stumpfe Enden)
und Narl (5'-Uberhdngend), das Fragment von 6 kb zu erhalten, das in pBS-SK an der Apal- (mit stumpfen En-
den versehen) und Accl-Stelle (kompatibel mit Narl) subkloniert wird, um das Plasmid pBS-SK Ovag3' zu erhal-
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ten.

[0120] Fur den 5'-Sequenzabschnitt des Vektors pLyso RH haben die proximalen Amplifizierungen mit den
Oligonukleotiden lyso 1789 S und GE-IN-Ceu-AS erlaubt, ein Fragment zu isolieren und dieses direkt nach Be-
handlung mit T4-DNA-Polymerase und Phosphorylierung durch die Polynukleotidkinase in den kommerziellen
Vektor pMCS5, der mit stumpfen Enden an der EcoRV-Stelle gedffnet worden ist, subzuklonieren. Dieses Frag-
ment pLyso 5' enthalt die teilweise nicht veroffentlichte 2900 bp lange Sequenz des proximalen Abschnitts des
Lysozym-Gens wie auch das Aquivalent der 18 ersten Aminos&uren des Exons 1, welches dem Signalpeptid
des Lysozyms entspricht. Dieses Fragment enthalt folglich ein Spleil3-Donorstelle wie auch die Sequenz des
kleinen kinstlichen Introns, einer durch das Oligonukleotid AS hinzugefligten Sequenz, wie zuvor hinsichtlich
des 5'-Sequenzabschnitts (-Arms) des Vektors pova5' beschrieben.

[0121] Fur den 3'-Sequenzabschnitt des Vektors pLysoRH haben die distalen Amplifizierungen mit den Oli-
gonukleotiden Lyso 2859S und Lyso 3185 AS erlaubt, ein Fragment von 2150 bp 3' von dem Gen zu isolieren.
Diese Oligonukleotide tragen an ihrem Ende Scel- und Miul-Stellen. Dieses einer Behandlung mit der
T4-DNA-Polymerase, einer Phosphorylierung durch die Polynukleotidkinase unterworfene und direkt in das
durch EcoRV mit stumpfen Enden gedffnete Plasmid pMCSS5 ligierte Fragment liefert das Plasmid plyso3'. Die
Hydrolyse von diesem Plasmid durch Aflll/Avrll, gefolgt von der Wirkung der T4-DNA-Polymerase und einer
intramolekularen Ligierung erlaubt, das Plasmid pLyso3' zu erzeugen.

5.3. Konstruktion des pOvaRH-Gerlsts

[0122] Der endglltige Zusammenbau des RH-Vektors durch aufeinanderfolgende Hinzufiigungen von ver-
schiedenen Kassetten (Selektionskassette, Insertion der cDNA oder des Gens von Interesse...) erfolgt gemaf
verschiedenen Schematas. Es wird ein Schema beschrieben, ohne dass dieses andere Mdglichkeiten, die in
Abhangigkeit von den in bestimmten cDNAs von Interesse vorhandenen Restriktionsstellen existieren, aus-
schlie3en soll. Das Plasmid pCMV NéoOva3' wird durch Ligation des Fragments Ova3', das aus der Reinigung
nach Schnitt des Plasmids pOva3' durch BamHI resultiert, mit dem gereinigten und dephosphorylierten Frag-
ment pCMV Néo polyA, erhalten durch Bglll/BamHI-Hydrolyse des Plasmids pCINeo(A-hindlll), konstruiert. Es
werden gleichfalls einige Modifizierungen des strangabwarts von dem Ovab'lyso-Insert vorhandenen Polylin-
kers vorgenommen, bevor die beiden Fragmente Ova5'lyso und pCMV-Néo-Ova3d' in einem Vektor pOvaRH
zusammengefligt werden (Fig. 3). Das Narl/Notl-Fragment, das in pOvalLyso vorhanden ist, wird durch einen
Notl-Adaptor ersetzt, um pOvalLyso-Notl zu erhalten, was erlaubt, unter Eliminierung von zahlreichen Stellen
die Notl-Stelle als einmalig vorkommende Klonierungsstelle der cDNAs von Interesse zu bewahren. Das Plas-
mid pOvalyso-Notl wird anfanglich durch Pacl geschnitten, dann mit der T4-DNA-Polymerase behandelt, um
die DNA mit stumpfen Enden zu versehen. Die Freisetzung des Inserts OvalLyso-Notl wird dann erhalten durch
einen Notl-Schnitt. Das 3 kb-Fragment Ovalyso Pacl?/Notl wird in die Kspl-Stelle, welche der Wirkung der
T4-DNA-Polymerase unterworfen worden ist, um die Enden stumpf zu machen, und die Notl-Stelle von
pCMV-Neo Ova3' kloniert. Diese gerichtete Klonierung erlaubt, den endgiiltigen Vektor pOvaRH zu erzeugen,
der von 5' nach 3' aufweist:

[0123] - die einmalig vorkommende Ascl-Stelle, die die Linearisierung des Vektors vor Transfektion erlaubt,
— den genomischen Sequenzabschnitt OvaS'lyso(1-18)-Beginn Intron,
— die einmalig vorkommende Notl-Stelle, eine einmalig vorkommende Klonierungsstelle fir cDNAs,
— die Neomycin-Selektionskassette
— den genomischen Sequenzabschnitt Ova3'.

[0124] Der Vektor pOva RH ist dann einsetzbar, um die verschiedenen cDNAs von Interesse zu inserieren.
5.4 Konstruktion des pLysoRH-Gerusts

[0125] Das Fragment Lyso 3', erhalten durch die Hydrolyse des Plasmids pLyso3' durch Mlul, wird in das Plas-
mid plyso%', das zuvor gedffnet und nach Hydrolyse durch Mlul dephosphoryliert worden ist, ligiert. Daraus re-
sultiert das Plasmid pLyso5'Lyso3', in welches das gereinigte und dephosphorylierte Fragment pCMV Néo po-
IyA, erhalten durch Notl/MIul-Hydrolyse des intermedidren Plasmids pMCS5 CMVNéoPolyA. Diese letztere
Subklonierung erfolgt, um die Selektionskassette 5' mit der Notl-Stelle zu flankieren, um diese Stelle fir die
Klonierungen der cDNAs von Interesse zu bewahren. Sie wird durch Insertion des Bglll/BamHI-Fragments des
Plasmids pCINéo(A-hindlll) in das an der EcoRV-Stelle gedffnete und dephosphorylierte Plasmid pMCS5 er-
halten.
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[0126] Der erhaltene Vektor pLysoRH enthalt aufeinanderfolgend von 5' nach 3"
— die einmalig vorkommende Ascl-Stelle, die die Linearisierung des Vektors vor einer Transfektion erlaubt,
— den genomischen Sequenzabschnitt Lyso5' mit dem Signalpeptid 1-18 — Beginn Intron,
— die einmalig vorkommende Notl-Stelle, eine einmalig vorkommende Klonierungsstelle fir cDNAs,
— die Neomycin-Selektionskassette,
— den genomischen Sequenzabschnitt Lyso3'.

[0127] Der Vektor plysoRH ist dann einsetzbar, um die verschiedenen cDNAs von Interesse zu inserieren
(Fig- 4).

5.5 Anwendung fir die Expression von verschiedenen Proteinen

[0128] Die cDNAs von verschiedenen Proteinen von Interesse oder Modellproteinen werden in diese Vekto-
ren pOvaRH und pLyso RH inseriert. Nicht erschopfend besteht die Strategie darin, die cDNA gemal dem zu-
vor prasentierten Schema herzustellen und diese in den an der Notl-Stelle gedffneten Vektor zu inserieren. Va-
rianten hinsichtlich der Reihenfolge der Klonierungen der verschiedenen Abschnitte kdnnen erforderlich sein.
Es erfolgen partielle Sequenzierungen oder Sequenzierungen zur Ganze, um die korrekte Aneinanderreihung
der verschiedenen inserierten Elemente zu verifizieren. So wurden als nicht erschépfende Beispiele Vektoren
mit den cDNAs des Erythropoietins pOvaRH Epo, pLysoRH Epo, der beta-Galactosidase pOva RH LacZ, pLy-
soRH LacZ, des Heliomycins (antibakterielles Peptid pO-vaRH Hélio, pLysoRH Hélio) konstruiert. Die Fig. 5
veranschaulicht den pOvaRH LacZ.

[0129] Ein besonderer Fall ist die Anwendung der Vektoren pOvaRH und pLyso RH auf die Herstellung von
Molekulen, die ihr eigenes Signalpeptid aufweisen. Die eingesetzte Konstruktionsstrategie unterscheidet sich
ein wenig von jenen, die zuvor beschrieben worden sind. Beispielsweise ist die cDNA des Interleukins 11 ein
Nukleotidfragment von 1100 bp, das in die EcoRI-Stellen in den Vektor pBS SK subkloniert ist. Wenn es folglich
nicht notwendig ist, die cDNA von Interesse mit dem Signalpeptid des Lysozyms zu fusionieren, wird die cDNA
direkt im Raster auf der Hoéhe des ATG des Ovalbumins inseriert, was zu einer Fusion auf der Hohe der zweiten
Aminosaure des Interleukins 11 fuhrt. In diesem Beispiel wird die cDNA von IL-11 der Wirkung der Tag-Poly-
merase in einer PCR-Reaktion in Gegenwart von zwei Sinn- und Antisinn-Oligonukleotiden, die die Hindlll- und
Xbal-Stellen aufweisen, unterworfen. Dieses Fragment wird so der doppelten Hindlll/Xbal-Hydrolyse unterwor-
fen und in den Vektor pMCS5, der seinerseits gedffnet an den Hindlll/Xbal-Stellen vorbereitet worden ist nach
doppelter Hydrolyse durch diese Enzyme und Dephosphorylierungsbehandlung mit CIAP, ligiert. Aus dieser
gerichteten Klonierung resultiert das Plasmid pMCS5-11-11. Dieses Letztere wird dem Hpal/Nsil-Verdau unter-
worfen, das Fragment wird gereinigt und in das Plasmid pOva5' AS, das seinerseits an der Ncol/Pstl-Stelle
geodffnet und zu stumpfen Enden durch die Wirkung der Klenow-Polymerase repariert worden ist, ligiert. Dar-
aus resultiert das Plasmid pOva5' IL-11.

[0130] Dieses Plasmid pOva5'-1111 wird dem Verdau durch Notl unterworfen, das Insert wird gereinigt und mit
dem Plasmid pCMVNéoOva3', das seinerseits durch Not' hydrolysiert und dephosphoryliert worden ist, ligiert.
Daraus resultiert das Plasmid pOvaRH II-11, das gebildet wird aus:

— der Notl-Stelle (Linearisierung des Vektors vor Transfektion)

— dem genomischen Sequenzabschnitt (Arm) Ova5' mit dem ATG des Ovalbumins,

— der cDNA von IL-11 fusioniert mit dem ATG und umfassend ein polyA

— der Selektionskassette, welche das Neomycinresistenzgen unter der Abhangigkeit des CMV-Promotors

enthalt,

— dem genomischen Sequenzabschnitt (Arm) Ovag3'.

[0131] Eine analoge Strategie erlaubt, den Vektor pLysoRH IL-11 in Gegenwart des endogenen Signalpeptids
von Lysozym und durch Delektion des Signalpeptids von IL-11 und umgekehrt durch Deletion des endogenen
Signalpeptids von Lysozym und Hinzuftuigen des Signalpeptids von IL-11 zu erhalten.
Beispiel 6: Transfektion von verschiedenen Vogel-Zellen mit den Vektoren
6.1 Transfektionsmethoden
[0132] Es werden zwei allgemeine Transfektionsmethoden eingesetzt: die Elektroporation und die Transfek-
tion durch Liposome. Es scheint, dass in dem Mause-System im Allgemeinen die Elektroporation gewahlt wird,

um die Rekombinationseffizienz der homologen Rekombinationsvektoren zu erhéhen. Gleichwohl sind wenig
vergleichende Untersuchungen ausgefiihrt worden.
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— die Elektroporation

[0133] Die Elektroporation ist ein Verfahren, welches erlaubt, eine DNA von sehr variabler Gré3e in eine Zelle
eintreten zu lassen, indem durch einen elektrischen Schlag eine voribergehende Pore auf der Ebene der Zell-
membran erzeugt wird. Unter den verschiedenen Parametern, die die Wirksamkeit dieses Experiments beein-
flussen kénnen, kann man die Zellkonzentration (von 1 bis 10 x 10° Zellen), die das Signal leitende Lésung,
welche die Mischung von Zellen und DNA enthalt (PBS, serumfreies Medium...), die Konzentration von im All-
gemeinen linearisierter DNA (von 5 bis 25 ug), den Abstand der Elektroden (Kivetten oder einfache Elektroden
direkt in der Kulturschale oder der Kulturvertiefung), die Amplitude des Signals, welche von der angewandten
Kapazitanz (von 10 bis 1000 pF) und der angelegten Spannung (von 5 bis 100 mV fiir Rechtecksignale und
von 200 bis 350 V fur die Nicht-Rechtecksignale), die Anzahl von abgegebenen elektrischen Schlagen und die
Form von diesem bzw. diesen angewandten elektrischen Schlag bzw. Schlagen auffihren. Unter Form versteht
man die Art und Weise, in der ein und dieselbe elektrische Ladung abgegeben wird, insbesondere gemal ei-
nem Rechtecksignal, Nicht-Rechtecksignal, exponentiellen inversen Signal...

[0134] Die Tabelle 5 veranschaulicht einige von diesen Parametern:

Tabelle 5: Elektroporationseffizienz des Plasmids pCINéo in Stammzellen

Kapazitanz 25 150 300 500 700 1000
(WF)

Klone A 5 122 226 335 408 286
Klone B 9 149 297 454 443 361
Klone C 10 180 218 361 402 365
Mittelwert 8 150 247 383 418 337
Standardab- | 3 29 43 63 22 45
weichung

[0135] Die Elektroporation des linearen Plasmids pCINéo erfolgt mit Hilfe eines BioRad-Elektroporationsge-
rats (Gene Pulser Il). Die dissoziierten, mit einem serumfreien Medium gewaschenen und auf eine Konzentra-
tion von 5 x 10° Zellen in 0,8 ml eingestellten Zellen werden in eine Elektroporationskiivette (4 mm-Kammer)
gegeben. 5 bis 20 ug linearisiertes Plasmid, hergestellt in TE, werden zu den Zellen hinzugegeben und man
lasst die Mischung 5-10 min bei Umgebungstemperatur stehen, dann wird der elektrische Schlag mit einer auf
560 uF festgelegten Kapazitanz angewendet. Die Zellen werden dann etwa 10 min bei 4°C platziert, dann in
Kulturschalen mit Feeder unter den Kulturbedingungen von diesen Zellen ausgeséat. Klassischerweise wird das
Aquivalent von einer Kiivette, d. h. 5 x 10° Zellen, in zwei 100 mm-Kulturschalen verteilt.

[0136] Die Tabelle fuhrt 3 mit 15 pg Plasmid bei 270 V ausgefuhrte Reihen auf. Die Klone werden nach Se-
lektion mit Neomycin wahrend 7 Tagen (250 pg/ml, Fixierung mit Methanol und Anfarbung mit Wright/Giemsa
gezahlt.

— die Liposome

[0137] Unter Liposomen versteht man ein jegliches chemisches Molekul, welches unter anderem Merkmale
von kationischen Lipiden aufweist, allein oder assoziiert mit anderen Elementen. Die Wirksamkeit von ver-
schiedenen Liposomen wurde an verschiedenen Zellarten verglichen. Da die embryonalen Stammzellen fragil
sind, ist das Vorhandensein von Serum wahrend der Transfektion ein wichtiger Faktor. Es wurden verschiede-
ne kommerzielle Materialien getestet. Daraus geht hervor, dass die Wirksamkeit und die Toxizitat von diesen
Komponenten variabel sind (Pain et al., 1999). AuRerdem erlaubt das Vorhandensein von Serum, die relativen
toxischen Wirkungen der Exposition der Zellen gegenilber den Lipofektionsmaterialien zu verringern und so
die Chancen zu bewahren, rekombinante Zellen in einem zufrieden stellenden physiologischen und morpho-
logischen Zustand zu erhalten. Ein Vorteil der Verwendung der Liposome ist unter anderem die geringe Anzahl
von Zellen, die pro Versuch eingesetzt werden. Die nachfolgende Tabelle 6 veranschaulicht eine relative Trans-
fektionseffizienz mit einem einfachen Expressionsvektor:

Tabelle 6: Transfektion von verschiedenen Zellarten mit Rekombinationsvektoren

[0138] Die Zellen werden in ihr jeweiliges Medium in einer Dichte von 5 x 10° bis 10 Zellen pro 100 mm-Scha-
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le fur jede Zellart ausgesat. Die Transfektionsmischung, welche von 10,5 ug Liposome/3,5 ug DNA bis 15 pg
Liposome/5 ug DNA pro 100 mm-Schale variieren kann, wird je nach Fall 3 bis 15 h auf die Zellen gegeben.
Die Selektion mit Neomycin wird mit einer Konzentration von 250 ug/ml angewendet und die Klone erscheinen
5 bis 10 Tage nach der Transfektion. Die Klone werden entnommen und durch PCR analysiert, um die Rekom-
binationsereignisse nachzuweisen.

[0139] Ein typisches Amplifizierungsbeispiel besteht in einer Klonierung in Vertiefungen einer Platte mit 24
Vertiefungen, in einer Passage in Vertiefungen einer Platte mit 12 Vertiefungen, dann einer Amplifizierung in
einer 60 mm- oder 100 mm-Schale. Die auf optimale Weise zwischen der Passage von den Vertiefungen einer
Platte mit 24 Vertiefungen zu den Vertiefungen einer Platte mit 12 Vertiefungen ausgefiihrten Screeningschritte
erlauben, die Amplifizierung allein auf die Klone, die durch PCR als positiv nachgewiesen worden sind, zu be-
schranken. Pro Vertiefung einer Platte mit 6 Vertiefungen erhalt man im Allgemeinen 5 x 10° bis 10° Zellen. So
werden als lebensfahig lediglich die durch PCR als positiv gescreenten Klone eingefroren. Die Amplifizierung
fur eine Southern-Blot-Analyse betrifft gleichfalls lediglich eine geringe Anzahl von Klonen.

[0140] Die Tabelle fasst verschiedene Beispiele, die mit Zellen unterschiedlicher Natur und mit unterschiedli-
chen Passagen erhalten worden sind, zusammen. Es ist notwendig, festzustellen, dass die Transfektionseffi-
zienzen und die Rekombinationseffizienz je nach den Vektoren variabel scheinen und fir ein und denselben
Vektor von der Physiologie (Alter, Zustand...) der eingesetzten Zellen abhangig sein kénnen.

Zellen (Nr. der Vektoren Analysierte Klone Anhand positiv von PCR e Klone
Passage)

nb nb %
LMH (p25) pOvaRH Hélio 35 1 3,8
HDI 1 pLysoRH GFP 40 1 2,5
HD11 pLysoRH Epo 36 3 8,3
Valo4 (p39) pOvaRH Hélio 64 1 1,6
Valo4 (p53) pOvaRH LacZ 28 1 3,6
S86N 48 (p13) pOvaRH Hélio 48 1 2,1
S86N 16 (p123) pOvaRH Hélio 264 23 8,7
S86N 16 (p129) pOvaRH LacZ 168 1 0,6
S86N 16 (p129) pOvaRH hélio 157 14 8,9
S86N 16 (p137) pOvaRH Hélio 96 3 3,1
S86N 16 (p140) pOvaRH LacZ 143 7 49
S86N 16 (p203) pLysoRHx 94 25 26
S86N 45 (p71) pLysoRHx 94 10 10,4
S86N 45 (p79) pLysoRH Hélio 96 15 15,6
S86N 88 (p14° pOvaRH LacZ 79' 1 1.2
Valo8 (p10) pOvaRH Hélio 35 1 2.8
Valo8 (p 13) pOvaRH Hélio 120 3 2.5

6.2 Effizienz hinsichtlich stabilen Transfektionen mit den Rekombinationsvektoren

[0141] Die Effizienz hinsichtlich stabilen Transfektionen wird anhand der Anzahl von Klonen, die nach Selek-
tion durch das Arzneimittel, das durch das in der Selektionskassette vorhandene Gen entgiftet wird, erhalten
werden, abgeschatzt. In den berichteten Fallen wird im Allgemeinen Neomycin eingesetzt. Abhangig von dem
Vorhandensein eines unterschiedlichen Resistenzgens in dem fiir die Transfektion eingesetzten Vektor kdnnen
andere Arzneimittel bzw. Wirkstoffe eingesetzt werden. Unter den klassischen Arzneimitteln findet man Neo-
mycin, Hygromycin, Puromycin, Phleomycin, Zeomycin, Blasticidin, Viomycin... Es kdnnen andere Selektions-
medien eingesetzt werden, wie das Hinzufligen von Basenanaloga, die klassischen Selektionsmedien, wie das
HAT-Medium....

[0142] Die Klone werden am Ende des Selektionszeitraums, welches dem Verschwinden der Zellen in den

27/58



DE 602 26 335 T2 2009.09.24

Vergleichsschalen des Experiments entspricht, gezahlt. Diese Vergleichsproben sind entweder nicht transfi-
zierte Zellen oder mit einem Vektor, der kein Resistenzgen fur das eingesetzte Antibiotikum enthalt, transfizier-
te Zellen.

6.3 Eingesetzte Zellen
6.3.1 Embryonale Fibroblasten vom Huhn (CEFs) (Vergleichsbeispiel)

[0143] Die embryonalen Fibroblasten vom Huhn (,Chicken Embryonic Fibroblasts”) werden ausgehend von
einem Inkulturnehmen von 9 bis 13 Tage bebriteten Hilhnerembryos gemaR einem gut etablierten und den
Fachleuten auf diesem Gebiet bekannten Protokoll erhalten. Diese primaren Zellen werden amplifiziert und
wahrend einer wenig bedeutenden Anzahl von Passagen (im Allgemeinen unter 30) in Kultur gehalten, denn
die Zellen zeigen schnell (im Allgemeinen ab den Passagen 15 bis 20) eine progressive Phase von Anhalten
der Proliferation und einen Eintritt in die Seneszenz, der durch eine geringere Teilungsrate, eine immer weniger
fibroblastische zur Schau gestellte Morphologie gekennzeichnet ist. Diese Seneszenzphase fiihrt zu dem Ver-
schwinden der Zellen bis auf sehr seltene Fallte, wo die spontane Etablierung von fibroblastischen Vogel-Zel-
len und insbesondere von Huhnerzellen beobachtet worden ist (Linie DF-1) (Himly et al., 1998; Kim et al.,
2001).

[0144] Die Transfektionen durch die homologen Rekombinationsvektoren erfolgen folglich wahrend friher
Passagen (von 1 bis 10), um zugleich die Méglichkeit, die gegeniber der Selektion resistenten Klone zu se-
lektionieren und zu amplifizieren, zu optimieren, aber auch um ein etwaiges karyotypisches Derivat und den
schnellen Eintritt in die Seneszenz zu begrenzen. Im Allgemeinen sind die erhaltenen Klone isolierbar, aber
nicht oder wenig amplifizierbar. Im Gegenzug kénnen sie als potentielle Quellen fur modifizierte Kerne fir nu-
kleare Klonierungsexperimente angesehen werden.

6.3.2 Linie LMH (Vergleichsbeispiel)

[0145] Die Zelllinie LMH ist eine Hepatozytenlinie vom Huhn, erhalten durch chemische Kanerzogenese (Ka-
waguchi et al., 1987). Diese Linie ist auf karyotypischer Ebene charakterisiert worden und weist eine bedeu-
tende Polyploidie auf. Die Zellen werden im Allgemeinen in DMEM oder HamF12 in Gegenwart von 8% fotalem
Kalberserum, 2% Hihnerserum, 10% TPB und von Antibiotika gehalten. Diese Zellen weisen einen interes-
santen dendritischen Zelltyp, der von den Monozytenzellen, Fibroblastenzellen und Stammzellen sehr ver-
schieden ist, auf und weisen eine relative Empfindlichkeit gegentiber verschiedenen Steroidhormonen auf. Die
Transfektionen von insbesondere diesen Zellen mit pOvaRH-Rekombinationsvektoren haben erlaubt, Klone
und Rekombinationsereignisse zu erhalten. Die Tabelle 6 veranschaulicht die Ergebnisse von diesen Trans-
fektionen.

[0146] 6.3.3 Linie HD11 (Vergleichsbeispiel) Die Zelllinie HD11 ist eine Monozytenlinie vom Huhn, die durch
das Vorhandensein des Onkogens v-myc, das durch ein Vogel-Retrovirus hinzugefligt worden ist, unsterblich
gemacht worden ist (Beug et al., 1979). Diese Linie ist Produzent von Viren, die das Onkogen propagieren kon-
nen. Bestimmte Klone kénnten gegebenenfalls keine Produzenten sein. Die Zellen werden im Allgemeinen in
HamF12-Medium, erganzt mit 5% fotalem Kalberserum, 2% Hihnerserum, 10% TPB, gehalten. Wie in der Ein-
leitung prazisiert, produzieren die aktivierten Makrophagen Mengen von endogenem Lysozym. Indem sie
durch die pLysoRH-Rekombinationsvektoren modifiziert werden, kénnen diese Zellen folglich als Produktions-
modell fur das in diesen Vektor inserierte Molekul dienen. Man realisiert so eine ,knock in”-Produktionsstrate-
gie. Die Tabelle 6 veranschaulicht vorstehend die Ergebnisse von diesen Transfektionen.

6.3.4 Embryonale Stammzellen

[0147] Die embryonalen Stammzellen vom Huhn, die in den Beispielen eingesetzt werden, sind Stammzellen,
die in vivo durch das Inkulturnehmen von Blastodermen vom Huhn erhalten worden sind (Pain et al., 1996; US
6,114,168; WO 96/12793). Die Zellen werden gehalten, in vitro amplifiziert und sind Gberdies in der Lage, tUber
lange Zeitraume hinweg zu proliferieren. Die Proliferationsprofile weisen im Verlauf der relativen Etablierung
der Zellen schnelle und langsamere Proliferationsphasen nach. Diese Besonderheit einer Etablierung ausge-
hend von einem primaren Isolat ist ganz und gar einzigartig fir eine Zelle von Vogel-Herkunft, ohne die Inter-
vention eines Immortalisierungsmittels oder eines chemischen Transformationsverfahrens von auf’en. Man
kann so willkurlich die friihen Proliferationsphasen von diesen Zellen, die wahrend der ersten Passagen (von
Passage 1 bis Passage 20) beobachtet werden, und die spateren Proliferationsphasen (Passagen >20) unter-
scheiden. Diese Stammzellen werden mit den verschiedenen Rekombinationsvektoren, die die cDNAs von In-
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teresse enthalten, transfiziert.

[0148] Die Tabelle 6 oben und die Tabelle 7 unten veranschaulichen die Ergebnisse, die mit verschiedenen
Vektoren erhalten worden sind. Es erweist sich, dass diese Stammzellen an verschiedenen Genorten durch
einen Ansatz von homologer Rekombination modifizierbar sind.

Tabelle 7: Transfektion von CECs-Zellen mit verschiedenen einfachen Expressionvektoren

[0149] 0,8 x 10° S86N16-Zellen in verschiedenen Passagen werden mit 5 pg pCINéo-Vektor mit 15 pg
Fugéne 6 (Roche) in seiner zirkularen Form transfiziert. Nach Anwendung der Selektion mit Neomycin durch
Zugabe von G418 (250 pg/ml) wahrend 5 bis 8 Tagen werden Klone erhalten. Die Schalen werden mit Metha-
nol (100%) fixiert und eine Anfarbung mit Giemsa erlaubt, die Klone schnell zu zahlen. Dieses Beispiel zeigt in
unabhangigen Versuchen, dass die Zellen stabil mit einfachen Vektoren transfizierbar und selektionerbar sind
und dass die Klone amplifiziert werden kénnen. Gleichwohl sind die Niveaus der Expression der Transgene
von einem Klon zum anderen sehr variabel, wie man dies leicht sichtbar machen kann, indem beispielsweise
die Fluoreszenzintensitat des Markers E-GFP ausgewertet wird.

Versu- 1 2 3 4 5 6 Mittel- Standard
che wert
abwei-
chung
Anzahl 75 90 135 124 146 106 113 27
von
Klonen

6.4 Physiologischer Zustand der Zellen

[0150] Unter physiologischem Zustand versteht man den Differenzierungs-, Transkriptions- und Aktivierungs-
zustand der eingesetzten Zellen. Da sie im Bereich der durch die einfachen Vektoren und die homologen Re-
kombinationsvektoren zielgerichtet angesteuerten Genorte modifiziert sind, zeigen die Zellen eine Reaktion
auf physiologischer Ebene. Es erweist sich folglich als nitzlich, diese abhangig von ihrer zukiinftigen Verwen-
dung zu verfolgen, von denen die hauptsachlichen die folgenden sind:
—die Injektion der modifizierten Zellen in Empfanger-Embryos, um deren Beitrag in den Embryos und spater
auf der Ebene der Kilken und der erwachsenen Tiere zu verfolgen,
—die in vitro-Produktion von Molekilen von Interesse, die in den Vektoren zugefiihrt werden, durch die mo-
difizierten Zellen insbesondere, aber nicht ausschlief3lich in dem Falle der LMH- und HD11-Zellen.

6.5 Klonierung und Nachweis der Rekombinationsereignisse
6.5.1 Klonierung

[0151] Die makroskopisch und mikroskopisch beobachteten Klone werden entnommen und direkt in eine
Platte mit 24 Vertiefungen gegeben. Es ist wichtig, die Klone so friih wie mdglich zu entnehmen, um die Mi-
schungseffekte zwischen Klonen zu begrenzen. Die Herkunft der Klone gemaf den verschiedenen Schalen
wird erwdhnt, um beispielsweise das Unabhangigkeitsniveau von zwei positiven Klonen zu kontrollieren. Die
Proliferationsbedingungen der Klone sind ungefahr die gleichen wie jene, die fir die Ausgangszellen einge-
setzt wurden.

[0152] Die Klone werden, einmal entnommen, taglich beobachtet und sobald die Dichte der Zellen dies er-
laubt, werden die Klone dissoziiert und flr eine Analyse amplifiziert.

6.5.2 Screening der Klone durch PCR

[0153] Die Zellen der in Proliferation befindlichen Klone in den Vertiefungen werden gewaschen, dissoziiert
und vorbereitet, um einerseits fir eine Amplifizierung erneut ausgesat zu werden und andererseits um analy-
siert zu werden. Die DNA wird prinzipiell mit Hilfe von klassischen Techniken, darunter kommerzielle Kits, ex-
trahiert. Es werden verschiedene Nachweise vorgenommen, um die Rekombinationsereignisse zu screenen.
Die Entwicklung von PCR-Bedingungen erfolgt fiir jedes Paar von Oligonukleotiden mit aus transfizierten, se-
lektionierten und nicht individuell klonierten Zellen extrahierter DNA. Dieser ,Pool’-Ansatz erlaubt, schnell zu
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testendes Material zu erhalten. Allgemein wird eine erste PCR ausgefiihrt, um den zielgerichtet angesteuerten
endogenen Genort nachzuweisen, um sich der Qualitat der Extraktionen und der DNA zu versichern. Es wird
eine zweite PCR ausgeflhrt, um ein Rekombinationsereignis zwischen einem beziiglich des Konstrukts exter-
nen Oligonukleotid und einer allen Vektoren aus ein und derselben Familie gemeinsamen Sequenz, beispiels-
weise der Signalpeptidsequenz lyso 1-18, nachzuweisen. Diese PCR wird als unterscheidend fir die Rekom-
binationsereignisse angesehen. An den positiven Klonen in dieser letzteren PCR werden neue Reihen von
PCR stets mit dem gleichen externen Oligonukleotid, aber mit einem anderen, fiir jede cDNA spezifischen Oli-
gonukleotid derart ausgefiihrt, dass man sich des Vorhandenseins und der allgemeinen fehlenden Modifizie-
rung der inserierten cDNA versichert. Diese PCR wird als unterscheidend angesehen und erlaubt, die Beob-
achtung der positiven Klone zu verstarken.

[0154] Die Fig. 6 veranschaulicht diesen Nachweis von Klonen durch PCR. Die Hauptanzahl der Klone wird
als negativ nachgewiesen, bestimmte werden als positive rekombinierte nachgewiesen. Diese letztere Ausle-
sung erlaubt, lediglich einige wenige Klone zuriickzubehalten, die amplifiziert, eingefroren und durch
Southern-Blot analysiert werden.

Legenden Fig. 6: Nachweis der positiven rekombinanten Klone durch PCR

[0155] Als Beispiel wird die DNA mit dem Promega-Kit (Madison, WS) extrahiert. Der zellulare Bodensatz von
jedem Klon wird in 300 pl Lysepuffer (Nuclei Lysis Solution, NLS) in Gegenwart von 20 ug/ml RNAse wieder
aufgenommen. Das Lysat wird homogenisiert, 30 min bei 37°C inkubiert und es werden 100 pl Proteinprazipi-
tationspuffer (Protein Precipitation solution, PPS) zugesetzt. Das Ganze wird nach kraftigem Mischen bei 4°C
inkubiert. Der Uberstand wird nach Zentrifugation abgenommen und 400 pl Isopropanol werden zugesetzt.
Nach Prazipitation und Zentrifugation wird der Bodensatz in 70°c Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl
TE (10.1) wieder aufgenommen. Die Volumen kénnen auf proportionale Weise fur Extraktionen mit mehr Zellen
eingesetzt werden. Die erhaltene DNA-Menge wird durch spektrophotometrische Quantifizierung abgeschatzt.
Die Extraktion eines zu einer Vertiefung einer Platte mit 24 Vertiefungen aquivalenten Bodensatzes liefert etwa
0,5 bis 2 ug DNA je nach der Dichte der Zellen in der Vertiefung. Die PCRs werden an etwa 100 bis 500 ng
ausgefihrt.

— Eine erste PCR wird an 38 Proben (Nr. 1 bis 39) ausgefiihrt, um den endogenen Ovalbumin-Genort nach-

zuweisen und sich der Qualitéat der Extraktionen und der DNAs zu versichern. Diese Reaktion setzt zwei

Oligonukleotide ein, was eine amplifizierte Bande mit einer Grofie von 2950 bp ergibt (Bahnen 1 bis 39,

oberer Abschnitt des Gels).

— Eine zweite PCR wird ausgefiihrt, um ein Rekombinationsereignis zwischen einem externen Oligonukle-

otid und der allen Vektoren gemeinsamen Sequenz, hier der Signalpeptidsequenz lyso 1-18, nachzuwei-

sen. Die in diesem Falle erwartete Grofe ist 2900 bp (Bahnen 1 bis 39, unterer Abschnitt des Gels).

— M: GréRenmarker

— C, Kontroll-DNA (erhalten aus einer Mischung von Klonen),

— Cn, Negativkontrolle der PCR ohne DNA.

[0156] Eine andere PCR wird ausgefihrt, um durch Ausschluss das Geschlecht der positiven Klone mit fir
eine wiederholte Region des Chromosoms W spezifischen Oligonukleotiden zu bestimmen. Nur die weiblichen
Klone (ZW) werden nachgewiesen werden kénnen, die mannlichen (ZZ) werden dies nicht. Die Fig. 7 veran-
schaulicht diesen unterscheidenden Nachweis an einigen Klonen.

Legende der Fig. 7. Nachweis des Geschlechts von verschiedenen identifizierten, anhand von PCR positiven
Klonen

[0157] Die DNAs von verschiedenen Klonen, die anhand von PCR hinsichtlich eines homologen Rekombina-
tionsereignisses als positiv nachgewiesen worden sind, werden einer genomischen PCR unterworfen, um das
Geschlecht der Klone zu bestimmen. Die eingesetzten Oligonukleotide sind spezifisch fir das Chromosom W
des Huhns. Sie kdnnen lediglich weibliche Klone nachweisen. In der Figur sind die Klone hauptsachlich mann-
lich, wie die eingesetzten Zellen (S85N16) mit der Ausnahme des Klons A5-1, der von friihen Zellen einer an-
deren Herkunft stammt (Zellen S86N 48).

Mit pOvaRH Hélio erhaltene Klone: C10, D21, C44, A5, A21, A5-1

Mit pOvaRH lacZ erhaltene Klone: A 5-2, A25, A28, B28, B36

Ausgangszellen: SN86N 16

Positivkontrolle: DNA aus weiblichem Blut

Negativkontrolle: DNA aus mannlichem Blut

M: Marker.
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6.5.3 Southern Blot

[0158] Um die Ergebnisse zu verifizieren, die im Rahmen einer genomischen PCR an den positiven Klonen
mit den beiden hinsichtlich des Nachweises eines Rekombinationsereignisses unterscheidenden PCRs erhal-
ten worden sind, wird eine Southern-Blot-Analyse mit aus den Klonen extrahierter DNA ausgefuhrt. Diese Ana-
lyse erlaubt zu verifizieren, dass:

die Grofien des zielgerichtet angesteuerten Genorts erhalten geblieben sind und dass es keine bedeutendere
Deletion gibt,

ein einziges Rekombinationsereignis stattgefunden hat und dass das Genom keine anderen zufalligen Integra-
tionen enthalt.

[0159] Die DNA der Klone wird gemal einer klassischen Methode mit Proteinase K-SDS mit phenolischer Ex-
traktion oder mit Hilfe eines kommerziellen Extraktionskits (Qiagen, Promega) extrahiert. In einem klassischen
Ansatz der Molekularbiologie wird eine variable DNA-Menge der Hydrolyse durch verschiedene Enzyme un-
terworfen, um zu erlauben, die Fragmente ausfindig zu machen, deren GréRe abhangig von dem Rekombina-
tionsereignis unterschiedlich ist.

[0160] Die Tabelle 8 veranschaulicht den Nachweis der Rekombinationsereignisse durch Southern-Blot ab-
hangig von den verschiedenen eingesetzten Sonden.

Tabelle 8: Nachweis von Rekombinationsereignissen durch Southern-Blot

[0161] Die hydrolysierten DNAs werden einer elektrophoretischen Wanderung, die die Fragmente nach ihrer
GroRe auftrennt, unterworfen. Es wird das klassische Southern-Blot-Verfahren angewendet mit einem Transfer
auf eine Hybond N+-Membran (Amersham Pharmacia biotech, Vereinigtes Koénigreich). Die fur die Hybridisie-
rung eingesetzten Sonden werden entweder durch PCR oder durch Reinigung eines Plasmidfragments, das
die verschiedenen Gene von Interesse enthalt, erhalten. Als Beispiel werden die Sonden lacZ (1159 bp) und
Néo (354 bp) durch PCR ausgehend von Plasmid-Matrix erhalten. Die Sonde Ovalbumin 3'ist eine Intron-Son-
de von 800 bp, erhalten ausgehend von genomischer DNA. Die Sonde Ovalbumin 5'ist eine Intron-Sonde von
870 bp. Diese Sonden werden durch PCR erhalten.

[0162] Die gereinigten Sonden werden mit alkalischer Phosphatase mit Hilfe des Kits AlkPhos (Amersham
Pharmacia Biotech, Vereinigtes Kdnigreich) markiert und kbnnen mehrere Monate bei —20°C aufbewahrt wer-
den. Fir den Nachweis werden die Membranen unter Bewegung in einer Menge von 1 ml/cm? in einem Hyb-
ridisierungspuffer vorhybridisiert und dann bei 55°C durch Zugabe der markierten Sonde (5 ng/ml) hybridisiert.
Die Membranen werden dann bei 65°C in dem primaren Puffer, der 2 M Harnstoff, 150 mM NaCl, 50 mM Na-
Phosphat, 1 mM MgCl,, 0,1% SDS und 0,2% ,blocking agent”, das durch den Kit bereitgestellt wird, enthalt,
dann in dem sekundaren Puffer, welcher 50 mM Tris-HCI, pH 10,0, 100 mM NaCl enthalt, bei Umgebungstem-
peratur gewaschen.

[0163] Das einsatzfertige Sichtbarmachungssystem durch Chemolumineszenz wird zu der gewaschenen
Membran hinzugesetzt (1 ml/cm?) und die Intensitat der Banden wird durch Autoradiographie sichtbar ge-
macht. Die Grof3e der nachgewiesenen Banden wird mit der erwarteten GréRRe verglichen.

[0164] Das Kriterium, um die Klone beizubehalten, ist eine gute Entsprechung zwischen der erwarteten Gro-
Re und jener, die beobachtet wird. Es wurden erganzende Hybridisierungen ausgefihrt (Ergebnis nicht ge-
zeigt).

Verdau BamHI Scal

Sonde -RH RH Hélio -RH RH Hélio
Ovalbumin 3' 18,5 kb 7 kb 12 kb 12,7 kb
Ovalbumin 5' 18,5 9,5 12 12,7
Neomycin / 2 / 12

[0165] Die Fig. 8 veranschaulicht diese Analyse abhangig von den erwarteten GréRen.

[0166] Die verschiedenen Kriterien, die eingesetzt wurden, um die Ausgangszellen zu charakterisieren, wer-

6.6 Charakterisierung der Klone
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den eingesetzt, um die klonierten Zellen zu charakterisieren.
6.6.1 Verifizierung des Karyotyps

[0167] Der Karyotyp der Zellen wird an den Metaphasen der Zellen, die gemaR einem klassischen Protokoll
nach einer Behandlung der in Proliferation befindlichen Zellen mit Colcemid (Puls von einigen Stunden mit 0,05
bis 0,15 pg/ml Endkonzentration, vorzugsweise 0,08 pug/ml) erhalten worden sind, analysiert. Die ausgebreite-
ten Metaphasen werden unter dem Mikroskop beobachtet und die Anzahl von Makrochromosomen gezahit.
Die Zahlung der Minichromosome ist machbar, aber delikater und eine detailliertere Auswertung durch in si-
tu-Hybridisierung kann gleichfalls ins Auge gefasst werden. AuRerdem unterstitzt die Verifizierung des Vor-
handenseins des Transgens durch FISH (in situ-Hybridisierung mit einer fluoreszierenden Sonde) die durch
Southern-Blot vorgenommenen Beobachtungen, was die Einmaligkeit des Ereignisses angeht.

6.6.2 Endogene alkalische Phosphatase-Aktivitat

[0168] Der erste eingesetzte immunzytochemische Test ist der Nachweis der endogenen alkalische Phospha-
tase-Aktivitat. Alle in der PCR positiven und durch Southern-Blot Analyse validierten Klone werden im Ver-
gleich zu den Ausgangszellen untersucht.

6.6.3 Oberflachenantikorper

[0169] Wenn die Ausgangszellen positiv sind, wird das Vorhandensein der fir Stammzellen spezifischen
Oberflachenantigene gleichfalls auf der Ebene der erhaltenen rekombinierten Klone untersucht. Die Reaktio-
nen mit den Antikdrpern SSEA-1, TEC-01 und EMA-1 werden systematisch ausgefihrt.

6.6.4 Telomerase-Aktivitat

[0170] Die Telomerase-Aktivitat erweist sich als eines der guten Kriterien, um den undifferenzierten Zustand
von Stammzellen zu beurteilen. Auch wird wie bei den Ausgangszellen die Telomerase-Aktivitat der verschie-
denen rekombinierten Klone analysiert. Wahrend der Passage der Klone zu deren Amplifizierung und Einfrie-
ren wird ein kleines Aliquot von 5 x 10° bis 5 x 10° Zellen in Form von zellularem Bodensatz hergestellt und
die Telomerase-Aktivitat von diesen Zellen wird mit Hilfe des Kits ,Telo TAGGGTélomerase PCR Elisa” (Roche)
ausgewertet. Das Niveau der Telomerase-Aktivitat scheint eine gute Wiederspiegelung der Qualitat der Klone
insbesondere nach dem durch das Arzneimittel ausgetibten Selektionsdruck zu sein.

[0171] Die nachfolgende Tabelle 9 veranschaulicht einige von diesen Eigenschaften an rekombinierten Klo-
nen:

Tabelle 9: Charakterisierung von pOvaRH Hélio-Klonen, die aus dem Screening durch PCR hervorgegangen

sind
Zellen AP-Nachweis* Antikérper TECO1 Antikérper EMA-1 Telomerase (Leer-
(%) (%) wert = 0,07)

-RA +RA -RA +RA -RA +RA -RA +RA
S86N16™ | ++++ - 90 <10 90 10 >1,5 <0,2
Cc10 +++ - 70 <10 90 <10 1,23 0,282
C44 +++ - 70 <10 90 <10 1,13 0,20
D21 +++ - 90 <10 90 <10 1,04 0,15
A5-1 NT NT NT NT NT NT 1,08 0,257
A21 +++ + NT NT NT NT 1,13 0,62
A 37 +++ +/- NT NT NT NT 1,09 0,566

[0172] Die Zellen werden in Vertiefungen einer Platte mit 12 Vertiefungen zu im Mittel 10* Zellen pro Vertie-
fung ausgesat. Die verschiedenen Charakterisierungen erfolgen nach Fixierung im Falle des AP- und Antikor-
per-Nachweises und an trockenem Bodensatz, der gemal dem in dem Roche-Kit etablierten Protokoll lysiert
wird, in dem Falle der Telomerase-Aktivitat (NT = nicht getestet).

Schlussfolgerung: die Klone sind in ihrer Ganze den Ausgangszellen (*S86N16) ahnlich, was die verschiede-
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nen Marker, die eingesetzt wurden, um den Zustand der Zellen zu charakterisieren, angeht.
6.7 Allelkonserversion

[0173] Die erhaltenen und nach PCR- und Southern-Blot-Analyse selektionierten Klone sind a priori auf ei-
nem einzigen Allel modifiziert (Nachweis des wilden Allels im Rahmen einer Southern-Blto-Analyse). Die Ge-
winnung von zwei modifizierten Allelen kann in vivo und in vitro ausgefuhrt werden. In vivo werden die hinsicht-
lich der Modifizierung homozygoten Tiere erhalten nach Kreuzung der heterozygoten Tiere, die ihrerseits von
chiméaren Tieren, die direkt nach Injektion der modifizierten Zellen erhalten werden, abstammen. In vitro ist die
Allelkonversion des zweiten, noch nicht modifizierten Allels insbesondere maéglich durch die Anwendung einer
Selektion mit hohen Dosen des Arzneimittels G418 (0,5 bis 5 mg/ml) an den Klonen. Dieser Ansatz erlaubt,
interessante Mengen von Proteinen zugleich in vitro als auch in vivo zu erhalten.

Beispiel 7: In vitro-Test der Rekombinationsvektoren hinsichtlich der Produktion der Proteine von Interesse

[0174] Das Ziel der Erfindung besteht darin, die Molekiile in der physiologischen Flissigkeit des Tiers, insbe-
sondere im Blut und Eiweif3, zu produzieren. Um diesen Ansatz zu realisieren, werden die Vektoren, insbeson-
dere die homologen Rekombinationsvektoren gemal den zuvor beschriebenen Schemata kontruiert. Diese
Rekombinationsvektoren steuern zielgerichtet verschiedenen Genorte, darunter hauptsachlich den Genort des
Ovalbumins und jenen des Lysozyms an. Ein wichtiger Punkt ist die Validierung dieser Vektoren durch einen
in vitro-Ansatz. Insbesondere ist es wichtig, die Faltung des herzustellenden Proteins, die in vitro in einem Vo-
gel-System erhaltenen posttranslationalen Modifizierungen und den Einfluss des homozygoten Zustands des
modifizierten Genorts auf die Expression des Molekils von Interesse zu verfolgen. Die Sekretionsstrategien
werden gleichfalls Gber ein in vitro-Modell mit je nach Konstrukt unterschiedlichen Signalpeptiden und Spleil3-
strategien untersucht.

[0175] Es wurden zwei komplementare Systeme entwickelt, um jede der hauptsachlichen Klassen von Vek-
toren zu untersuchen.

7.1 In vitro-Differenzierung der rekombinierten Klone

[0176] In einem ersten Ansatz kann die in vitro-Differenzierung der Klone von Stammzellen mit Erfolg einge-
setzt werden, um die Produktion der Molekiile im Uberstand der Kulturen zu verfolgen. Die eingesetzten Be-
dingungen von Medien sind auf die Bildung von ,embryoid bodies” gerichtet, die der Anwesenheit von verschie-
denen Mitteln, wie Induktoren, wie beispielsweise Dimethylsulfoxid, Retinsaure, TPA, PMA, LIPS, Faktoren,
wie beispielsweise FGF, TGFR, MCSF, cMGF, Hormonen, wie Steroiden, Ostradiol, Dexamethason, Progeste-
ron oder anderen Familien von Hormonen, ausgesetzt werden.

7.2 Stimulation der Zellen in rekombinierten Linien
7.2.1 Validierung der pOvaRH-Vektoren

[0177] Die LMH-Zellen sind Vogel-Zellen, die von einem hepatischen Tumor stammen. Nach einigen Beispie-
len, die der Literatur entnommen werden kénnen, scheint das Gen des Ovalbumins in der LMH-Linie gemaf
unterschiedlichen hormonalen Stimulationsbedingungen aktivierbar zu sein. Insbesondere erlaubt eine Kom-
bination von Insulin, Ostradiol und Dexamethason (Steroid, welches die Wirkung der Glucocorticoide nach-
ahmt) eine mehr oder weniger bedeutende Induktion des Gens des Ovalbumins. Diese Stimulation kann an
den rekombinierten Klonen der LMH-Zellen eingesetzt werden. Cotransfektionen mit den nukledren Rezepto-
ren ER und COUTF werden gleichfalls ins Auge gefasst, um die Konzentration von diesen Rezeptoren in den
Zellen zu erhéhen und so eine bessere Induktion des Gens des Ovalbumins unter der Wirkung der verschie-
denen eingesetzten Induktoren zu erlauben. Die Vektoren der Familie pOvaRH werden in diesem Ansatz be-
vorzugt eingesetzt.

7.2.2 Validierung der pLysoRH-Vektoren

[0178] Es erscheint mdglich, die Differenzierung der HD11-Linie, einer Linie von Monozyten vom Huhn, zu
Makrophagenzellen durch verschiedene Behandlungen, darunter eine Wirkung durch die Lipopolysaccharide,
zu induzieren (Goethe et al., 1994; Goethe und Phi-Van, 1998). In einem Ansatz einer Stimulation durch diese
Substanzen wird der Uberstand der insbesondere mit den Vektoren aus der Familie pLysoRH rekombinierten
Klone untersucht und erlaubt, bedeutende Mengen von Proteinen von Interesse zu erhalten.
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[0179] Die nachfolgende Tabelle 10 veranschaulicht diese Produktion von Molekulen von Interesse ausge-
hend von mit einem der Vektoren aus der pLysoRH-Familie rekombinierten HD11-Zellen spezifisch unter der
Wirkung von Induktor, darunter den LPS.

Tabelle 10: Stimulation von mit dem Vektor pLysoRH Epo tranfizierten HD11-Zellen

[0180] Die HD11-Zellen werden transfiziert und rekombinierte Klone mit dem Vektor pLysoRH Epo erhalten.
An den durch LPS (5 pg/ml) stimulierten Klonen werden zwei Analysen ausgefihrt:
A: eine RT-PCR-Reaktion, um die mRNAs des endogenen Lysozyms in den induzierten nicht-transfizierten
Zellen und die mRNAs des Erythropoietins in den rekombinierten Zellklonen nachzuweisen.
B: ein Nachweis durch Elisa-Reaktion (Kit Roche) des Uberstands der stimulierten oder nicht stimulierten
Klone erlaubt, das Vorhandensein von Erythropoetin zu titrieren

O. D. bei 450 Konzentration
Standard S1 0 0
S2 0,12 11
S3 0,26 20
S4 0,46 41
S5 0,86 86
S6 2,00 179
Positive Kontrolle 0,79 71,4
Negative Kontrolle 0,09 1,2
HD11-Ausgangszellen -LPS 0 <0,5
Nicht-rekombinierte Klo- | +LPS 0 <0,5
ne
Klon 1 pLysoRH Epo -LPS 0,67 61,3
+LPS 2,22 199

Schlussfolgerung: der Klon 1 produziert grolRe Mengen von Erythropoietin im Kulturiiberstand.
Beispiel 8: Injektion von modifizierten Zellen in Empfanger-Embryos und Gewinnung von Tieren

[0181] Die Klone von modifizierten Stammzellen werden mit Hilfe der verschiedenen zuvor beschriebenen
Immunzytochemie-Marker wie die Ausgangszellen charakterisiert. Am Ende von diesen Kontrollen werden be-
stimmte Klone eingesetzt, um modifizierte Tiere zu erzeugen, die dazu bestimmt sind, das Molekil von Inter-
esse zu produzieren. Unter den verschiedenen Strategien, die eingesetzt werden, um diese Tiere zu produzie-
ren, kann man unterscheiden:

8.1 Intrablastodermale Injektion

[0182] Die modifizierten Zellen werden in die Keimhdhle eines Empfanger-Embryos im Blastula-Stadium ge-
maR einem zuvor beschriebenen Protokoll (Pain et al., 1996. U.S.-Patente 6,114,168; WO 96/12793) injiziert.
Die im Rahmen dieses Ansatzes eingesetzten Embryos sind nicht bebrltet oder gerade bebrutet. Die Zellen
werden an der Besiedlung der Embryos teilnehmen. Verschiedene ergdnzende Methoden erlauben, das Aus-
mal an Beteiligung der injizierten Zellen auszuwerten; beispielsweise basiert eine Methode auf einem phano-
typischen Unterschied zwischen einem nicht-pigmentierten weiRen Empfanger-Stamm und einem gefarbten
Donor-Stamm (von dem die eingesetzten Zellen stammen). Eine andere Methode ist das Verfolgen des Vor-
handenseins des Transgens durch genomische PCR mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden.

[0183] Die Fig. 9 veranschaulicht den phanotypischen Beitrag eines mit einem einfachen Expressionsvektor
modifizierten Klons (Vergleichsbeispiel).
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Legende der Fig. 9: Gewinnung von Chimaren mit den modifizierten Klonen
[0184] Mit durch den einfachen Vektor pEGFP-SV40 Néo modifizierten Zellen erhaltene Chimare.

[0185] Die auf biastodermalem Wege injizierten Eier werden in verschiedenen Stadien gedéffnet und die Em-
bryos entnommen, um analysiert zu werden. Die extrahierte DNA wird einer genomischen PCR-Reaktion mit
verschiedenen Oligonukleotiden unterzogen, um das Vorhandensein des Transgens (hier E-GFP) nachzuwei-
sen. Der obere Abschnitt des Gels zeigt so 21 analysierte Proben, darunter unter den 15 analysierten injizierten
Embryos 11 positiv detektierte. Der untere Abschnitt zeigt die Analyse, die mit einem anderen Paar von Oligo-
nukleotiden, welches erlaubt, die Qualitat der DNA und der Extraktion zu validieren, ausgefuhrt worden ist.
Schlussfolgerung: die durch einen einfachen Expressionsvektor modifizierten embryonalen Zellen kénnen zu
den Embryos auf wirksame Weise beitragen und diese besiedeln.

[0186] Die nachfolgende Tabelle 11 veranschaulicht die Gewinnung von Chimaren mit einem rekombinierten
Klon.

Tabelle 11: Verschiedene phanotypische Chimare, die mit einem durch den Vektor pOvaRH Hélio rekombinier-
ten Klon, injiziert auf intra-blastodermalem Wege, erhalten werden. Das offensichtliche Ausmal} des chimaren
Charakters ist variabel.

Injizierte Zellen Vektor Lebende Tiere Chimare (%)
S86N 66(p5)* X 13 1(8%)
S86N 48 Klon A5 pOvaRH Hélio 37 1 (3%)
S86N 48 Klon A5 pOvaRH hélio 43 3 (7%)**

* Nicht-modifizierte Zellen zur Kontrolle
** 6 andere chimare Tiere wurden im embryonalen Zustand erhalten.

[0187] Die DNA der lebenden chimaren Tiere wurde aus einer Gefiederbiopsie extrahiert und ein PCR-Nach-
weis bestatigt das Vorhandensein des Transgens in den Proben (Ergebnis nicht gezeigt).

8.2. Intrakardiale Injektion

[0188] Die modifizierten Zellen werden in den Blutkreislauf eines Embryos mit 48 bis 72 h Bebritung tber den
intrakardialen Weg injiziert. In diesem Entwicklungsstadium erlaubt die Morphogenese des Embryos eine be-
deutende Zuganglichkeit der in Bildung befindlichen Herzhdéhle. Mit Hilfe von feinen Kapillaren werden die Zel-
len direkt injiziert. Die Entwicklung geht normalerweise ihren Gang bis zum Schlupfen.

[0189] Die nachfolgende Tabelle 12 veranschaulicht den phanotypischen Beitrag von modifizierten Klonen in
den Geweben von Embryos durch intrakardiale Injektion.

Tabelle 12: Gewinnung von phanotypischen Chimaren durch intrakardiale Infektion

[0190] Die Zellen eines mit einem einfachen Vektor modifizierten Klons (in dem Beispiel wird der Klon 14A mit
dem Vektor pWWS65, welcher pCMV E-GFP SV40 Néo enthalt, erhalten) oder eines mit einem Rekombinations-
vekfor modifizierten Klons werden intrakardial direkt in den Blutkreislauf eines einige Stunden (36 bis 72 h) be-
briteten Embryos injiziert. In dem Beispiel werden die Gewebe je nach Fall Embryos von 5 bis 21 Tage ent-
nommen. Eine genomische PCR erlaubt, das Vorhandensein des Transgens nachzuweisen, wohingegen eine
andere PCR an einem endogenen Gen die Qualitat der analysierten DNA validiert.
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Zellen Embryos mit Injek- | Analysierte Embry- | Positive Embryos %
tion 0s

Bsp. 1 40 16 2 12,5

Bsp. 2 40 18 3 16,7

Bsp. 3* 50 14 2 14,3

Bsp. 4* 50 18 2 11,1

Bsp. 5* 50 22 1 4,5

* Verschiedene Gewebe werden Kiken beim Schlipfen entnommen und analysiert. Die PCR-Nachweise sind
im Allgemeinen an mehreren unterschiedlichen Geweben positiv.

8.3 Verwendung der modifizierten Kerne als Quelle fir Kerne in einem nuklearen Transferverfahren (Ver-
gleichsbeispiel)

[0191] Die modifizierten Zellen sind Quellen fir modifizierte Kerne, die im Rahmen von nukledren Transfer-
techniken in eine Empfanger-Oocyte eingesetzt werden kdnnen, um einen Embryo zu rekonstituieren. In die-
sem Falle tragt das Tier in seinem genetischen Erbgut direkt die durch den Kern beigetragene Modifizierung
und diese wird folglich an alle seine Nachkommen weitergegeben. Die aktuellen Fusionstechniken der Zelle
und/oder allein des Kerns mit der vorbereiteten Oocyte erlauben, einen solchen Ansatz ins Auge zu fassen.
Die Aktivierungsphasen erlauben dann eine wirksame Reprogrammierung des Donor-Kerns anstelle des hap-
loiden Genmaterials der Empfanger-Oocyte.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> VIVALIS
INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE - INRA
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<120> System fiir die Expression von exogenen Proteinen in einem
Vogel-System

<130> D 19 900

<150> FR 01/15 111
<151> 2001-11-22

<160> 17
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 161
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Sequenz des kiinstlichen Introns der Vektoren pOvaRH und pLysoRH

<400> 1

gtaagtatca aggttacaag aattcgegge cgctctagaa ctagtggatc ccccgggetg 60
caggaattcg atatcaaget tataacttcg tataatgtat gectatacgaa gttatcccat 120
cattggtett actgacatcc actttgectt tctctccaca g 161

<210> 2

<211> 54

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Sekretionssignalpeptid des Lysozyms

<220>

<221> CDS (kodierende Sequenz)
<222> (1)..(54)

<400> 2
atg agg tct ttg cta atc ttg gtg ctt tge tte ctg ccc ctt gct gect 48
Met Arg Ser Leu Leu Ile Leu Val Leu Cys Phe Leu Pro Leu Ala Ala

1 S 10 15

ctt ggt 54
Leu Gly

<210> 3

<211> 18

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
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Sekretionssignalpeptid des Lysozyms

<400> 3

Met Arg Ser Leu Leu Ile Leu Val Leu Cys Phe Leu Pro Leu Ala Ala
1 5 10 15

Leu Gly

<210> 4

<211> 34

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid cDNA-Smal AS

<220>

<221> div._Merkmal

<222> (9)..(34)

<223> n bezeichnet a, t, c oder g

<400> 4
atacccggnn nnnnnnnnnn DNNDDADNNN DNnn 34

<210> 5

<211> 52

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid GE-Int-AS

<400> 5
aaccttgata cttactccaa gagcagcaag gggdgcaggaag caaagcacca ag 52

<210> 6

<211> 82

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid GE-Int-Ceu AS

<400> o
tcgctacctt aggaccgtta tagttattgt aaccttgata cttactccaa gagcagcaag 60
gggcaggaag caaagcacca ag 82

<210> 7

<211> 30

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid IL-11 (-ATG) S

<400> 7
ctgaagcttg ttaactgtgt ttgccgcctg

<210> 8
<211> 30
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid IL-11 3' ncRevAS

<400> 8
cgctctagat gtatgacaca tttaattccc

<210> 9
<211> 33
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Oligonukleotid Lyso 1-18 S

<400> 9
ggggaattcc atgggtatga ggtctttgct aat

<210> 10
<211l> 30
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid Lyso 1789 S

<400> 10
actatgacta ctggcaggag aatgaggaac

<210> 11

<211> 28

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<2235 Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Oligonukleotid Lyso 2859 S

<400> 11
acttgecacac ggaatatgga agggcatt

<210> 12
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<211> 33

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid Lyso 3185 AS

<400> 12
gtttgcgtat agtcgtttta atgagggatg cgt a3

<210> 13

<211> 40

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid OvaL 1657 S

<400> 13
cgegtctega gccagagage tcatcaattc ctgggtagaa 40

<210> 14
<211> 40
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid OvaL. 7707 AS

<400> 14
cgecgtetcga gttctatatg gggtgtggtg acagagcaat 40

<210> 15

<211> 39

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid OvaL 80 AS

<400> 15
aattcggatc ccatgatggc aatggggcag tagaagatg 39

<210> 16

<211> 40

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid Oval-2995 S

<400> 16
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aattcggatc caacatttac tgggaagcac atctatcatc 40

<210> 17

<211> 57

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotid Smal3' in cDNA S

<220>

<221> div._Merkmal

<222> (50)..(57)

<223> p bezeichnet a, t, ¢ oder g

<400> 17
ataccecggga ttggtettac tgacatccac tttgecttte tctccacagn nnnnnnn 57

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Gewinnung einer embryonalen Stammzelle (ES) von Végeln, welche durch homologe Re-
kombination modifiziert ist, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:
A) die Einflhrung eines eine homologe Rekombination erméglichenden Vektors in die ES-Zelle von Vdgeln
durch ein Transfektionsverfahren;
B) die Selektion der Zellen durch die Zugabe eines Selektionsmittels in das Kulturmedium; und
C) das Screenen der resistenten Klone und Amplifizierung,
dadurch gekennzeichnet, dass:
der eine homologe Rekombination ermdglichende Vektor, der in Schritt A) eingefiuhrt wird, in einer Plas-
mid-Grundstruktur eine Aneinanderreihung von mindestens einem Element umfasst, welches nacheinander
ausgewahlt wird unter:
a) einem genomischen DNA-Fragment, enthaltend den 5' gelegenen Homologie-Sequenzabschnitt des Ziel-
gens, fusioniert mit
b) einer Sekretionssignal-Nukleotidsequenz, fusioniert mit
c) einer kurzen Intron-Nukleotidsequenz, fusioniert mit
d) einer Nukleotidsequenz, welche ein exogenes Protein von Interesse kodiert, fusioniert mit
e) einer poly A-Transkriptionsterminationssequenz, fusioniert mit
f) einer eine positive Selektion ermoéglichenden Kassette, umfassend einen Promotor, ein Resistenz gegen ein
Selektionsmittel verleihendes Gen und eine poly A-Transkriptionsterminationssequenz, wobei die Kassette fu-
sioniert sein kann mit
g) einem genomischen DNA-Fragment, welches den 3' gelegenen Homologie-Sequenzabschnitt des Zielgens
enthalt,
h) einer eine negative Selektion ermdglichenden Kassette, umfassend einen Promotor, ein Gen, welches die
Umwandlung eines in dem Kulturmedium vorhandenen Substrats zu einer fiir die Zelle, die das Gen exprimiert,
toxischen Substanz sicherstellt, und eine poly A-Transkriptionsterminationssequenz und
dadurch gekennzeichnet, dass:
der Genort, der zielgerichtet durch den Rekombinationsvektor angesteuert wird, der Genort von Ovalbumin
oder der Genort von Lysozym ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor d) die das exogene Protein ko-
dierende Sequenz fusioniert an ihrem 5'-Ende mit c) einer kurzen Intron-Sequenz, umfassend insbesondere
die Sequenz SEQ ID No. 1, welche ihrerseits fusioniert ist mit b) einer Peptidsekretionssignalsequenz, insbe-
sondere der das Signalpeptid von Lysozym kodierenden Sequenz, welche die Sequenz SEQ ID No. 2 umfasst,
umfasst.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor d) die das exo-
gene Protein kodierende Sequenz fusioniert an ihrem 3'-Ende mit einer poly A-Sequenz umfasst.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor mindestens eine

interne Ribosomeneintrittssequenz IRES fusioniert mit mindestens zwei Sequenzen, welche das exogene Pro-
tein von Interesse kodieren, umfasst.
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor mindestens eine
IRES-Sequenz fusioniert mit mindestens zwei Sequenzen, welche unterschiedliche Ketten, welche ein Protein
von Interesse bilden, insbesondere die schwere und die leichte Kette eines Antikdrpers unabhangig von des-
sen Natur, insbesondere einen monoklonalen Antikérper, ein fab-Fragment, kodieren, umfasst.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dass die IRES-Sequenz aus
der Gruppe der IRES-Sequenzen der Gruppe | oder der Gruppe Il, insbesondere den Sequenzen V130, Idem-
fix, Zam ausgewahlt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt A) das Transfek-
tionsverfahren unter den Transfektionsverfahren mit Hilfe eines Liposoms, eines Polykations oder durch Elek-
troporation ausgewahlt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt A) das Transfektionsverfahren un-
ter den Verfahren durch Elektroporation ausgewahlt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen ES-Zellen von
Végeln sind, welche aus dem Inkulturnehmen von Blastodermen stammen.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen ES-Zellen von
Voégeln sind, die spezifisch mit mindestens einem unter ECMA-7, SSEA-1, SSEA-3, TEC-01, EMA-1 und
EMA-6 ausgewahlten Antikorper reagieren.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Kulturiiberstand der
rekombinierten Klone das exogene Protein von Interesse enthalt, insbesondere nach Induktion des Klons mit
Hilfe von verschiedenen Induktoren, insbesondere Retinsaure, Dimethylsulfoxid, TPA oder speziellen Kultur-
bedingungen, insbesondere durch die Bildung von ,embryoid bodies”.

12. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die beiden Allele des
Ziel-Genorts modifiziert sind.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die ES-Zellen Zellen
sind, die einen alkalische Phosphatase-positiven Phanotyp aufweisen.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass das eingesetzte Medium
ein Zytokin, welches in der aus LIF, IL-11, IL-6 und deren verschiedenen Mischungen gebildeten Gruppe aus-
gewabhlt wird, umfasst.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das eingesetzte Medium
verschiedene Faktoren, insbesondere SCF, IGF-1, bFGF, CNTF und Oncostatin, umfasst.

16. Verfahren zur Herstellung eines Proteins von Interesse, umfassend die Extraktion des in den Uber-
stand der Zellen, die aus dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 stammen, exprimierten exogenen
Proteins.

17. Verwendung einer Vogel-Zelle, die durch ein Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 15 erhalten
worden ist, fur die Herstellung des exogenen Proteins von Interesse.

18. Verfahren zur Gewinnung eines Tiers, das zu der Spezies der Vogel gehort, welches in der Lage ist,
ein exogenes Protein von Interesse zu exprimieren, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgenden Schritte
umfasst:

a) Gewinnung von Vogel-Zellen, die durch das gemaR einem der Anspriiche 1 bis 15 definierte Verfahren mo-
difiziert worden sind,

b) Einfihrung der in Schritt a) erhaltenen Zelle in die Keimhohle eines Embryos oder in den Blutkreislauf des
Embryos und

¢) Inkubation des in Schritt b) erhaltenen Embryos.

19. Verfahren zur Gewinnung eines Tiers, das zu der Spezies gehort, nach Anspruch 18, dadurch gekenn-

zeichnet, dass der in Schritt a) zur Gewinnung von modifizierten Vogel-Zellen eingesetzte Vektor eine gewe-
bespezifische Expression erlaubt.
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20. Verfahren zur Gewinnung eines Tiers nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der in Schritt
a) eingesetzte Vektor eine gewebespezifische Expression des exogenen Proteins in der Leber, im Blut, im Kno-
chenmark, in den lymphatischen Organen oder dem Eileiter erlaubt.

21. Verfahren zur Herstellung eines Proteins von Interesse, umfassend die Extraktion des in den Geweben
eines Tiers, das ausgehend von dem Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20 erhalten worden ist, ex-
primierten exogenen Proteins.

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Protein aus dem Blut, dem Eigelb
oder dem Eiweil} extrahiert wird.

23. Ei, welches ausgehend von einem durch ein Verfahren nach einem der Anspriche 18 bis 20 erhaltenen
Tier erhalten werden kann, dadurch gekennzeichnet, dass ein Teil des Ovalbumins oder des Lysozyms teilwei-
se oder vollstandig durch das exogene Protein von Interesse ersetzt ist.

24. Ei nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass das exogene Protein von Interesse unter den
Peptiden von therapeutischem Interesse, den Interleukinen, den Zytokinen, den Hormonen und den Antikor-
pern ausgewahlt wird.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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X: GroBenmarker

1: Negative Vergleichsprobe: DNA aus Hiihnerblut
22: Positive Vergleichsprobe: Plasmid pVVSé6Slin
2-16 : Embryos mit Injektion

17-21: Embryos ohne Injcktion

FIGUR 9

58/58



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

