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regul atory %egﬁgr%e cas, n géne HPRT muté a ét& corrigé. Thomson et al. ont étendu leurs expériences jusqu'a
l'obtention de souris chiméres et ont constaté le passage de la modification génétique dans la lignée
45 cellulaire germinale.

Dans chacun des documents cités, le site précis de lintégration a ét§ ciblé par recombinaison
homologue entre, d'une part, des séquences exogénes comportant la mutation ou correction incluses dans
un vecteur, sous le contrble d'un promoteur exogéne, et, d'autre part, leur homologue génomique. Ceci
étant, il faut remarquer que les auteurs antérieurs ont réalisé leurs expériences sur un géne spécifique

50 (HPRT) dont "activation par mutation s"accompagnait d'un phénotype décelable. La mutation ciblée décrite
par Thomas et al., avait pour effet d'inactiver le gdne HPRT et, par conséquent, de faire disparaitre le
phénotype décelable normalement associé avec le HPRT. Le géne de sélection NeoR, sous le contrSle d'un
promoteur TK, était donc incorporé dans I'ADN d'insertion afin de permettre la sélection des transformants.
il est & noter que les expériences décrites dans T'art antérieur impliguaient une sélection soit par le géne

65 receveur (p. ex HPRT) soit par le géne d'insertion (p. ex Neo®). Le site de I'insertion et/ou le type de géne

' inséré est donc limité 2 des génes conférant un caractére sélectable.

En outre, dans l'art antérieur, les séquences exogénes sur le vecteur servent donc 2 la fois 3 cibler le

site d'intégration et & introduire la modification. Suite 3 la recombinaison homologue, le géne modifié se
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compren Iul-méme le gg\% jmsertlon et deux séquences dltes "flanquantes™ de part et d'autre du géne
d'insertion, respectivement homologues aux deux séquences génomiques qui jouxtent le site d'insertion
souhaité dans le gérie receveur.
Le procédé de l'invention permet, donc, grace au phénomene de recombinaison homologue, d'insérer
4 d'une manitre ciblée des gdnes éfrangers , en particulier des séquences codantes dépourvues du
promoteur qui leur est normalement associé, dans le génome d'un organisme eucaryote & un site qui
permet leur expression sous fe conirble du promoteur endogéne du géne ol se fait linsertion,’ et par
conséquence, d'inactiver le géne endogéne ciblé.

Selon un mode de réalisation préféré de Pinvention, le géne receveur ciblé est un géne qui est présent

s0 dans le génome en au moins deux exemplaires. L'utilisation de la technique d'électroporation (Ref. 11)
assure l'introduction d'une copie seulement du géne étranger.

Selon cette variante de linvention, [insertion ciblée du géne d'intérét (c'est-a-dire le géne dit
d'insertion) a pour effet d'inactiver la seule copie du géne celiulaire endogéne ol se fait I'insertion et laisse
intacte et fonctionnelle la ou les autre(s) copie(s) de ce géne.

55 De cette fagon, le fonctionnement génétique de 1'animal transgénique n'est pas ou. peu perturbé par
I'introduction du géne étranger, m&me si I'insertion inactive une seule copie d'un géne essentiel receveur
pour le développement de I'animal. Soit son développement ne serait donc pas affecté par I'insertion du
géne étranger, soit les perturbations mineures possibles dans le cas de l'inactivation d’'un géne critique ne
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endogenoug Ggdlence codante code pour une protéine facilement décelable, par exemple, le s-Gal, lo développement
de fa grille de transcription du géne endogéne remplacé peut étre suivi. Le vecteur pGN est un exemple de
ce type de construction.
Selon. un autre mode de réalisation de l'invention, ’ADN d'insertion peut comporter une séquence
régulatrice étrangére. Lo site d'insertion et, par conséquence, les séquences flanquantes sont choisies en
50 fonction du but désiré, 4 savoir soit I'insertion de la séquence régulatrice étrangére pour donner un effet de
"double promoteur” avec la séquence régulatrice endogéne, ou soit le remplacement d'un promoteur
endogéne par le promoteur étranger. La séquence codante qui se trouve sous le contrSle de la séquence
régulatrice peut étre endogéne.
Une autre possibilité serait 'insertion ciblée d'un ADN étranger qui comporte & la fois une séquence
55 régulatrice et une séquence codante. Il est possible que la séquence régulatrice soit celle qui est
naturellement associée avec la séquence codante.
Le procédé de l'invention met en oeuvre un vecteur contenant deux séquences "flanquantes”™ de part et
d'autre du géne éiranger. Ces séquences flanquantes ont au moins 150 paires de bases et sont de
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preferred g &ddomﬁ.e@tamé; Borlah¥sERAiAaRE, paiffa@ w yobiib, INA CONt A ns ween

tRes f 1 anki Ng saRAUR NeRSnte HEEES Be ARBnA, Nés cdi uSeRfdies B6adsEbRibg eéhcﬁé% ehfbryon-
“ ecombi ned niiet (ot K@ a@mE).ementary DNA in the recipient gene to yield a

reconbi nant g®mrefet, @edelRR E3H mutde pBut@tré Rfectiétghs an 8RBHRPESR oI, a_gesfrsmpamauon,
sel ective agematnaipe sousiuhé fogme eliiredrd.i Sk Kghéd deemihdlaos badnisas ps Iacelluia motée,maiimsl
per m tti ngchimiye dsssmetra ¢ miradonSie baeddstandanag at Ja duites on @aunRi cbserveq oe @ffetsi de tétle
r econbi ranmuigtianea d'édi hapotygrte cher esstainoindigdusd st tieur wiévelobpethentnietr compdrioment. leur
sel ect abl e métaboligie, jphepethplogi® etcl.n t hi s way, the selection of the

t r ansf or mant d2ifigure bmpitetiepigsmidedSendent of the nature of the recipient q%ene

uf t he i rsefiguns askb mopkant i8p ynotéepiasREMAet PGIND rgspectiveraant conateyites & pastirt
ich t ﬂ@sﬂi"ﬁ’ﬁs@"f Rl - e?rbatbqé"? Hex-3-b Gep plastpid é%dweﬁ%@%qéﬂ%ﬁet kes dejire
for an é'%pf@'g"g %?Blf niseungene Ha 3%@?’%6;‘1 FORNTEASr 1P AYSS . '“?‘Pi’@
homeéo™ en noir. x-3.1 ont

usnces correspondante clon es dans le p!asmlde pGN. (A
signal de polyadénylatuon Enh/Pro : enhancer-promoteur).
07 ot 08 figurent les deux oligonuciéotides utilisés dans la PCR.

Les figures 3 3 6 montrent les plasmides utilisés dans la construction du pGN.

45 La figure 7 illustre la détection de recombinaison homologue avec la technique Réaction de Polymérase
en Chaine (P.C.R.) sur des cellules E.S. transfecies.

La figure 8 (2) st (b) montre des analyses de Southern de clones individus positifs (LS et F2) et cellules
ES. (C.C.E).

Le procédé de Pinvention est d'application industrielle trés large et peut varier selon la nature du géne

s0 éiranger introduit.

La génétique des mammiféres va progresser de maniére considérable grice 2 la possibilité récente de
mutagéniser spécifiguement n'importe quel géne, permettant ainsi de mieux définir son rdle. Par cette
technologie qui fait intervenir recombinaison homologue et cellules E.S., des informations précieuses seront
apportées sur des oncogénes, des facteurs de croissance, des facteurs de transcription, etc..., génes qui

55 concernent des sujets trés actuels de la recherche fondamentale ou la recherche appliquée. Un débouché
important pour la recherche médicale est la possibilité de reproduire une maladie humaine dont la
détermination génétique est connue (certaines maladies humaines & pathologie, telle ia myopathie de
Duchesne) ceci afin de mieux en étudier les mécanismes et de rechercher une thérapeutique.
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‘sy?stem developed by the inventors pernits total flexibility as

regards the nature of the recipient gg@iagkgs prand of the inserted gene, or -

of the gene formed by honol ogous reconbi nati on. The i nventors f ound,
surprisingly, that the insertion of |arge-sized sequences (for exanple of

- appr oxi mat el y Ep. @ppliabdnt #oprecéddtde dinvention, uh @éfiar capoe ceryme Btabtorgrorsglle si'une certaine
reconbi nat i mladig gst inséré d'une matifse eibifedans hgdopmeneiyner eslivig E-S¥animal ¥Resaénigesr qui e
of the DNA 8’@ édw'faeréwmungmfi%e iilgj de cg isof the i nvention i ncl udes,
dependi ng on %’&bﬁ ﬁ%“é pf“ﬁé‘é‘l“t f°'¥”€ﬂ““°@3?a'ﬁ1ﬂ @“F‘@BFBE’@H’E ReUVRYt &xre

lI"lS

lem
coi i bt ng Rt % @%ﬁﬁﬁca i) et
g % ay‘ Z onc jouer d'un arq Ialre (g jere, des
expr essi on %de dg on eg cﬂe§d Ifrl (?ecoﬁc% Elglu wie

repl ace a co he Bins \ﬂf e@es %%%r Gréc
sequence yh E'%Q ﬂﬂm@ Sqeaéécél thét -GLlééRfs‘udSsQ et esp&&ri} t@‘a@ {ﬁo@&
that 25 ?ﬁ@s" ﬁeﬁﬁénp@treo tué S oh Lt aiﬁerg'ﬁ’éqﬁteQ QAR 18 triRY tfp8 R es de
expressi on gdyykd font 3tk eteciiel St uh BRYakifko GNtidr Qid o&frs N@év@@ppement
proteins, \A&L&ibt&e&wtsi ebﬁtuhbﬁi\ BSobtiMIL d'aimAud dhilktF3 0 krinsgéhiqual . According to
this enbodi NENbs Afenfolle oftRVRRLS dUhe maRizre strp@ndntdSqub td 1Equenbd deraddmbiREi$onihBmologue
bet ween trhienst pakafegéesRe|tiesddierbde feagheitedeathilgiaipsrtanid Cian grempig ellac &SCdite observation
pronot er, t heuggédiangineaus moe laktedhniguecdeirecombinaisonchogalogrie Geret bien ddaptéea linsertion
sel ect abl e d'gues géndhiestéralgaestquiosontoiAeiledmpottantd.ai n, i n addi ti on, downstream of
the codi ng sedifondda BBsibilitgdaimerdifiof o giromaestan apinel. lelpeoaddé g "lquﬂmmtééga' picBtre
cqding for wliieds| enctentisue "fa@am génigye’o psvtientionsties pluspivisiepiescpongitierpient @ inagtiver los
expressi @h Pines He rdcanienes d'egepts infackeux Hyinys wayactéﬂn@ M dpdques Shertie mugaginiep s'avérait

sequence nmifthele il fppdeajt fé&?"'ﬁ%ﬁi‘%?ﬂ ReFflug d%s pibjlte pxag ﬁ'b'ﬁ%lé’“tgﬂ@ modifi g_
desired pro ‘Etlpé'é' uny1g),ré @R‘S ourral} Sirg, %{'i F‘P Goliyle putds. 2 at'°"
transcripti BYFEpt <=1'3’ Gyoquse, e'efg a's P17 V°aﬂ?“ é’at["l"%f?%fg

cel I's being o T't

al ;:é
‘))') aus lglﬁ gﬁr?lr é s leﬁ‘%arjgi Q?él é Eregg' c;[er'u? hﬁ\talgigl Ogsoallﬁgs.

codi ng 5 Seges.. E b éB t 68 DA e iLe e, 1nSthe individ.
exanpl e, 0" SGLEhlidte b nﬁ%f@s B0 anecr e e D qp ¢
het er ol 090U§vof?<?. %y.t‘é%qlé 41§ Qe of %eg&tn du S -qhé"nét Ene rﬁJlaQI?e &ﬁ
This is espegl glgbde diRdeAb a&afcodsmué» aa?neogéqyuaﬁdudgrau&& dnl2@MREEIA Fanikidl tranSdshigi 1@
fRom ES gl haakprimiditiote amaru@edldeﬁaon aStivisCRr |8 nlaR6ige proportion of the genes
‘remains i nact iLufendttd vd &t NTKGe okl LRBM AEIEARBAR Phismidb GRNdL 1B utfiisAl6H @dnS PiREuRion
The Hox- 3. lcigied @'uh Gerdléteagencez, Gbddntipdir 'ehREND B-gRGbERIasdVE €61l @tins 16 fgéddi® d'une
codi ng sequesicie dESdassolnit Leogehe el Z lagtélchoisi ofl eliso Hbdait Gue spi @fp@bsion peiitétre facilsman|
b- Gal [ si cliéceléd btesstchimpismapirietivd illodtratithe t r anscri ption pattern of the repl aced
endogenows gerte phasy cislanté dé I'awyanb s-Gdlastosidast dIE.GolEiled Z 120958, fesinphée agéc unhisdquencpe
of const r ucoénomiquerF2a2r3y din gne anusim biotet (Rehiith débwteriar lefcodan aiinitiatianrdeice igéne2En effet. he
i nsertion DR&égusncecayirrédde lg chdanetinjiiationdpuiictddrept identjgrericle séaynes pansensysi appprvée
site, and coif3daguenibry (Reh ). pereranhg "%eqmem’éyux de waduelion de, laj Apalgeteddesmenaa les
wi B t he deS§Higtdeyerfbrisa g e@PFrPéfrthh uq m'é'réei @HWV'#H@W@MWW\@@?‘M% y
sequence ¥4 oc?j“'?ﬁe'aalupa& ‘b‘F ¢ a?‘?'i"te endo eno

ier

a@?

regul atory ﬁee j;g nl %::?1 o éig

t he forei gngfl 3?2‘; un d a galact 'r‘l ﬂ‘p he

regul at ory # 6 celhe Yi-A4al ele c)f?n %ant

targeted 4§0Ies oéllUlﬁ@&n&ath@(R ) pgﬂant \@bﬁrﬁﬁnt uh (Bl%hlﬂll fﬂ&esc eu nt 8tre
isolées & I'aide d'un trieur de cellules ou FACS (fluorescence-activated cell sorter).

L'unité de transcription du géne de résistance & la néomycine provient, en grande partie, du plasmide
pRSV neo (Ref. 5). Le LTR (long terminal repeat) du virus du sarcome de Rous procure des séquences
activatrice ot promotrice trés puissantes dans de nombreuses cellules eucaryotes (Ref. 6). Du transposon

50 bactérien Tn5, viennent un promoteur actif dans E.Coli et la phase codante de I'enzyme phosphotransférase
(Ref. 7), qui est suivie du signal de polyadénylation du virus SV40. Le m&me géne sous le double contrble
des promoteurs RSV et Tnb psut conférer la résistance & la néomycine ou la kanamycine aux bactéries et
la résistance au G418 aux cellules sucaryotes.

Par 'effet d'une simple mutation ponctuslie, 'unité B des séquences activatrices (enhancer) de la

55 souche PYEC F9.1 du virus du Polyome est devenue beaucoup plus active dans différents types de
cellules, st en particulier dans les cellules de carcinome embryonnaire (EC) (Ref. 8). Deux copies de cet
enhancer Py F9.1 ont été insérées en tandem dans le plasmide pGN, en amont du LTR-RSV, et dans
I'orientation "promoteur tardif" de la région régulatrice du Polyome.
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1

| = I ' . '
regulatory sequence and a codi ng sequence. It is possible for the

"regul atory sequence to be the one BPbGHe st BRt ural ly associated with the
codi ng sequence The net hod of the invention enploys a vector 35 :
containing two "flanki ng" sequences on each side of the foreign gene. These
fl anki ng seqafimdenélionyd @mtx de asductod Odebla shogphétransiéiasd, tarséqysncsf précétidny les casbh er
t han t he |dnigatin eftétrmagifiéeioissfune muiggdntse pat oligenugieatidn tAingl la saguench EJeC WA U G
f1 anki ng s@ﬁéﬂé’ﬁ@eﬁ € & Ge Adhantonespensiant Heauprup migyx §dm eAgeence consegsus glinjistiocdeda
whi ch adj ofaduatiprechge lep vesgbres(Befr i on site. The flank| n sequence of the

vect or Vhi ch'9S ”&é" e'era@ %ﬁé 'tun'éé qedfra '}‘?? é?dﬁ inp entypy By | y

homol ogouseSBees|s |r s g‘;{gl g Plgsmidey, ¢

the i nsert‘f"8r‘f° " ert a h 3 QF ?ﬂ‘e% F”"\/\ﬂ?@?ﬁv
an

lies dovvns ﬁgue% 1Neo glr‘étppar nouveau, ondeatﬂcé ;rﬁc
L R &i tre n § sneq ram tegrao o it

Qoo"?

sequenceo

'g‘t‘?
poss.metﬁq %qu [TTet oy CIAUBAB o8 Bliociln GUuRM Lot OF

the flankigge RELR) @G RneH ‘% ees dﬁb&ru @eep&poraf.&rdo%m& sm'éﬁmpaeﬁmegramn
perm ttingygRlseqd épp. Of transformants, narkers, sequences

permtting cLopisitidePdGN ERtionE 6h Biiire, B Griginteae rédmeanor‘r Bﬁ:téﬂé}ﬁ»b b @8 coik1,pBRSS, qui

I Nt er posd N (B4 IOAARBs Miids préparationd RAPECHE. t 0 the forei gn gene nust, however,
be chosen soEn, tiddite HO clprage/ @iHipld (VEC.R) Bynehéts dvitad, qidi e cdnisnt ugrdeg sitee de coupure
especi al | yunijued duss pGN, @iétrinséré dn argonbDiNas 2.clie deciaciltier disutiltshtionsoderde piabmidd. t he
endogenous pirenstencesr"flanqentes pasinidiquéshipi rovdaupetie tesombipison Henmipgerespricaipitées
ugder the aweKtrégiités ¢f pid@ide pldrapidg findadsgtidnaiumiagmide emement de lpo @) pasan isiie qmcs

i NSer't i en @eifise e BN Macpurenge.ties s§quendee fignaeanien ehorsips seri Bomalegres ayy séay

whi ch enco??ﬂmy%'ss&“rﬂ?rﬂﬂ‘ﬁ dagntuliériewpinent infepyanir daps | secpmpkingisgh Bomolpguey nurrber of
i ntegrations# @“f"rﬁ(%t“ c%m"s‘é'tte % BAI Sphplapide,pGRL par t’??"‘?fb‘?"lqe P31 Pang ce

t ar get ed |‘|‘?§-é1"? i"‘i??f“ %?ésmf ?fEf oS Fs&ti‘{éq“ e"t“ mpso '8? s&Fﬁﬁa'tr‘FBt“"e
somevvhere '879 te(f’ﬁ prp ! 00 est% g
;géu: 3 h;\e/d q éJ’ naément d %%ﬁmblnalson i'ser:\olqgueu %gant ( §ez g &e

fol | ow ng &_fﬁé £

S

emo B Skl uth %99%
of the veCLeg fﬂ@ahorﬂ b &.—‘té I-S?sh@ trang It be! 15 pRsHHOIr&HRRSs ¥bdnBert ﬁ'faité?r%ﬁtrg on
Skre thtphceE%r @bd. Bfmbthode'dd TBRRLH NoREIRIEB iiNait@Mnadtver untBe farke
®place. Wieg iRBRbPBS uil Sbstituish, aeri&buam&emw PréSshteOiRlanagd EppBm&RAH A5 GBivoir
whi ch are &Bghdef Bexpredsioh de laeWQ&&éSa%lﬁrmtgéﬁe AR/ Enfin, IOMCS aelio ile3tfoniges tik1e
sequences #dgineits genoigals. the i nitiati on codon in order to inprove the |evel

of translation (upstream sequences), and - 10 - sequences which are-
replicass BXEMALE®: term nation sequences, I n particul ar ' -

pol yadenyl ati on sites (downstream sequences).  The insertion gene can be
any gene of- ion tu plgsmide PGNr e nay be nentioned, as non-linmting exanpl es,

he lacZ gene (as in the nodel -described below), the genes coding for
|n | euki n &9 Rlasmides iglemddisifgs sens numgrotés splenlewséPe. f or exanpl e for the
retinoi C"amg or beta3- adrenergic or H'V receptor, and genes known to be
| i nked 10 ®certain disorders, for exanple nyopathy, and the |ike.

insertion d'un site Xho I dans le site i i de pRSV neo
Insertion d'un linker Xho | dans le site Bgl | de pRSV neo, rempll par le fragment Klenow de I'ADN
45 polymérase d'E. Cola

2° étape:

Insertion d'un site Cla | dans le site Nde | du plasmide p1
so Insertion d'un linker Cla | dans le site Nde | de p1, rempli par la polymérase Klenow.

3 étape :

Insertion d'enhancer Py F9.1 dans le site Cla | du plasmide p2
55 Insertion d'enhancer Py F9.1 Pvu ll-Pvu Hl isolé par un site unique, Acc |, dans le site Cla ! de p2. Sélection
d'un clone contenant deux enhancers orienté dans le sens "promoteur tardif”.




Actording to a preferred variant of the invention, the eukaryotic cells are
enbryonic stemcells (see Ref. 14 amgpdaigedimeffect, a nutated ES cell may
"be injected into 15 an early enbryo which, after reinplantation, will be
‘able to be born in a chineric form If the germline is colonized by the .
mut at ed cel 14° &4pe:chinmeric animal will transnmit the nutation to its
progeny. Thereafter, it vm'II be OSSIb|e to observe the effects of thIS

fovel opment Lep ‘: Siss ouaig gymt At Jauia o g‘?rgm kol |
eve oprrent e ' % ° ° re

%e?tﬁ’és | MR, ft i E;i%mg?f Qﬁ(% g il
const ruct ed, erg'f)g%%ﬂ?@pm"dfaooo BN in rel atlrgn to the Hox-3.1

the plas d:B
gene. These JQl ds are nut agene5| s pl asm ds. The two portions of the
codi ng franeﬁghe Hox- 3.1 gene are shown on chronosone 15 with the

"homeo” bgx 'nm&hﬁﬁhmltaemep%@ﬁemmas pauAgees of Hox-3.1 were 30

cl oned i nt 0 \RERASTUHEh Ikt Xhd FYans le s BaWEHI AU Plaskvidd BCH ﬁbWhaquE@hblPﬁaQIapolymlérase
enhancer - prmm;,er) 07 and 08 note the two ol'i gonucl eot i des used th
PCR Figures 3 to 6 showthe plasm ds used in the 35 construction of pGN.
Figure 7 illessttapat es the detection of honol ogous reconbination with the

pol ymer ass chain reaction (PCR) technique on transfected ES cells. Figure 8
(a) and (b) shiosestio®bdu 8'HaexZdpolyA SV 8 dans def plasmidp@4i t i ve i ndi vi dual clones (L5
and F2) and LESafi€8Re Iz phass codgitedee igelectesidasehsuiviertiucsianal sla ppliyadéylafien du virpSi40
i ndustrial aglisideaiplspmidnep Reples diap Yhodweidk ol clagferdansiinplaside peperjpemismostsitee.
f%el gn gene introduced. The genetics of mammals is going to progress
cons+der affl - £8P8:result of the recent possibility of specifically

mut ageni zi ng an y enabé_ng its role to be better defi ned. By

thi s technol ogy \ ,- 0gous re :
val uabl e i nf:'8 e 9 A by 8% Y ?4 (feur ata%en H’a '&‘fq&ﬁ ?IagPhSrmacla% pa’”
transcripf |onsfactors He"T reaeto very topi cal
subj ect s | n sbgé_g .resear ch or appl [ ed resear ch. An i nportant prospect

for medi cal fesearch is the possibility of reproducing a human

di sor der V\hoseﬁggng{hﬁé:séql%@er hddub Pibx-8.5 aleB R 1a.g€r t ai N human di sorders with
a_ pat hol ogi qab " gédRiduel du [gBRe TAGKES, Tlonde dans lo vERAP&ENYEkt pirifiée Pdr AffJostiohsd
study i tsh RRsBRIVeSHH r&eﬁﬁﬂacarpdusb& ISRRIasd MRS bt Yt erd par M'enzyme Apa IBJ6t insert est
‘gappl yi ng t hausigahdavdc O&f pdres'i d8 i€ Plias® Bodaite @6 N sigalaNRIdase (A cloRgP aasi b pRsrliay pa
certain di saligd@rpat apd e Ll prothind aihsh fugiennéel contient @& cotiont ddinitidlien ge ladGnuctidn dargheS
cell. The t rHar8geuivicde saphasel coddnieclb lal Ssgajariosidase (iérifide ensvilbpad Eqenegent s a usef ul
nodel of “this disorder. 25 | f necessary, and as described above,
the nornme#s genetic functionings can be substantially maintained in spite of

the insertion of the foMetgn Seme. SUO'[ her applacatpay th mepm)d

of the inventg @@l @49 an ins r-pro i .
|y det d whi f
14,15 GETeG ThE TERRAR . TANGRE SRR aTh be:

anl mals 4re faC|I|tat saﬁ d the breed can be nonitored. Insertion of the

lacZ gene as IGEFAGQ AYE AGC T | 8 Smal
GGTCG TAC
) $ nucléase Mung bean
CCAGC ATG GGG GATCCC
GGTCG TAC « CCCCTG GGG
Mst Gy Asp Pro
50 CCAGC ATG GGG GATCCC

GGTCG TACCCGCCTA GGG

55 9° étape:

Insertion de Hox-3.1-5' lac.Z dans le plasmide p6
La fusion Hox-3.1-5' ac.Z est isolée du plasmide p8 par les sites Apa I-Sac | et clonée dans le plasmide p6
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35 nmkes pronpter studies possible. As a result of the possibility of
detecting [err]-gal act osi dase acti gpowtgedeacti vity and specificity of
di fferent - endogenous pronoters nmay be studied by targeting different sites
in the same type or different types of cells. The sane - 12 - studies
may be perfapiermbmen sites\eotianager pon efiet dedenor\aﬁglerdeohﬂsepwem dole 4-gplaciatidage)tans
state, usm?qmé‘i'ﬁ nmeric or transgenic animal techniques. The inventors found,
surpri si ngll that the 5 frequency of honol ogous reconbi nation is not

affected ®f nsertion of | ar ge- si zed fragments, for exanple Lac Z. This

obser vat®i on uggest, Lok He L ENVE DL t hat the honol ogous reconbi nation

t echni que Wog ':’ Py LA } fﬁh o) o1 AT QEﬁo%.fL, genes
Le gen 3 a promote CO e |

which 10 dd 3,1317%%&,&;. Héﬁapﬁschﬁw P e b HHREG

an animal 'S gen o € i nvention may a SO se as "gene

t her apy’, {rh%%?t obvi ous uses would consist in |nact|vat| ng the genes for
receptors infectious agents (viruses or bacteria) or toxic agents.
Should this m{agg,ggéefel|§séan@,\4@d-inﬁ5ubabe Ndof i@l be necessary to re-establish
the | ost funé&hiente WinkiBH de N€ tradedibm 83 laphhd3photriieiémed &st triowfitideypdunéthaitsntigtie 2 1a
agents. A sobnce Eoneshs@eoiBeredadinad)let 96rébrés bt pormeaitee fibsd lun ey sapékieur Abnitiation de la

r ei nt r okl Crediuctim tanc dnk aésistantanbaetlie a0 ad4i8 pour Uas| cothdes dehaammiiiiieb.i l@arhedification giée be
br ought abégalembnt uh sittripe §bas paree derbanhdleri l'eificaciBlrieda mateéhdseat i on of t he '
genotype woul d confer on the aninmal ‘an imunity agai nst the disorder in

guestion. 25 This protocol may al so occ i o the context of -

ayt ografting. Sick or healthy cells taken from a_m.could be treated
anth-#mreéhi zed, q i@t 0 t heggane | Mnl que of
t he i nvention aI Iends I'tse to studles act|V|

pharmaceutical products presuned to have an act|V|ty W th respect to the

caser the | pid s‘iﬁgscﬁgde PRSI @%@ o ke A
i ”ace“t%f hm%?%‘i b S ﬂﬁu o 9@. ca'bﬁna aien

view to m%anywams&. o KBS ﬁbnﬁééatv eaede JoRMgnbi on
will be il é:ﬁébﬁfd G Bl E%lyfm@ra RSBk tﬁ) Idn Dadi&BpHafe The
target ed | A& tahfbm on%ei)&fté?ibﬂ Ros BIBHE miuléa Soht crib@slh nadefdarrou Rucléotide mhRjué au.®2P.

[ eLr]- 9@ acd MRARARSE a 616 vérificE BT WGRanDBar Fpa L%hsu hud gat Sqidngaggenone of a nouse ES
*cell. The | acZ gene was chosen on account of the fact that its expression

may be readi-lgapdetected, and is sinply by way of illustration. 5

The coding frame of the [err]-gal actosi dase enzyrre of E Coli (lacz

1- 3057), f us@dmpladement dg érsdnuepcestinjiiationciany 1§ pBMid) P9 of t he nuri ne Hox. 3-

gene ( Ref Un tragment gdntanamti e [séqueree | mdififen tiindintion oldoia teductidni dn genecde tepistaree éc'@

t he sequentfomygitecdst isoléacducniasmidp o1 nar les eneyrens Hind dbFrgd et qlgnde dang le plagmide p@ par les
i dentical WeMmesfllesconsensus sequence observed in vertebrates (Ref. 2), '
t her eby permttlng a better level of translation of [err]-gal actosidase in
veretbr at IX AP "The | ac. yA gene is followed by a pol yadenyl ation signal,

for exaﬁ‘bl € ?nser%on du sYe ée clonag ﬁltuple Jéns le plasmu% plgg ryotic

- Deux oligonuciéotides compiémentaires sont synthétisés (Gene Assembler, Pharmacia) puis phosphorylés.
Aprés appariement, le MCS est cloné dans les sites Apa |- Sac Il du plasmide p12 gréice 3 ses exirémités

cohésives
45
Xmal Asp7i8 _Xmn!
~Apal __ _Smal _ Kont Xbal __ Nsil
o 5 GOGCGGGGGTACGTOTAGAATGOATTOGGO s

3 CCGGGGGGCCCCCATGGAGATCTTACGTAAGG 5‘

Le site de clonage multiple a également été vérifié par séquengage.
56
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115ﬂ genes so as to stabilize the nessenger RNAs. The activity of E. Coli
[err]-gal act osi dase, which is functlﬁghg&ﬁﬂ(aryotlc cells, may be
detected in different ways. Cells expressing the |acZ gene take on a bl ue
coloration, after fixation, in the presence of X- 20 Gal, which is a
substrate f dr- Additian| degaée@eﬂoes Telamantss Radx. extRimité sAdurpdasmisie b N ﬁ@a@.é efBfont de lac.Z' par
(fluoroscei nnsiteduM.CS di-[err]-gal acto- pyranoside), enables the
[err]-gal. activity to be detected and assayed whil e keeping the cells

al i ve (Ref. 4)LlesGShyescesijsnausaipmtfilipéae Pnta#ie ghaigiegten fandfion, dy é%%gme'ﬁﬂnmuwé et
my 25 Be @‘@Eﬂ"’aﬁ@@hs’f"hggé"cﬁé IPG%PH&MQM FACS fI uorescence- activat ed

cell sorter) 4 $o8 iPlgRm ?1?? "‘B 9 PE'L“&'HE'%Q éHé"’%’F@‘

in large par 2]% i “"e fa Q&?@%

\II‘\;R gl ong té uﬁ (ejfbras 3 co men snte é‘ ?B % |
Rl Jotedl ko P 130 & u Es eear H?

t r ansposof G ( 15ne té c, :

frame of thgy a&@ 3 n§{cer%tsapaemsv omerft hél'

SV40 virus Cﬁb"ée & padenyl ation si gnal . The sarre gene under t e ua

control of theidppémiiatie MitagHassEst Msiss pdd rﬁﬁ Sstbrdved RS i Blamt¥icRtrdpBraliRQIEK6iIuRs 15,
“kanamnyci nss0rseb AftsmitesAsont1 férrhés ided dedk Brab @ériothiidesOdlonBs! Kkl 1168 Asa 1@ | 6t NsT IME&LN By
the effect ohkcteurpGRgl € poi nt nutati on, - 14 - the B unit of the
activator (enhengamidepaydaiepassernd pqsmb-yﬁgrmada/;ioryudénﬁétmhmd?g BXelds .rdsiskaacsamats, on
much -nor e aabvanabe,i présenté s Entenceetiche bry pié espansetile eilipe dégeeddhtipn iséleativendeymRINA insérée
carci nona ( [Ed)s lg edquencé Refintrod du Hppd! dogldsmigie.of this Py F9.1 5 enhancer were
i n3 ted 20i n  Umetreplashide de pliagfnbss. RABM. Pégpsteriemfmesiruciie orSly AGHR meinepntiont lehe
"l ate pronotsignauxgiepehadaiaien ¢ffde tesmingizen i frensritinn duSYY etne gy résente pag '%-‘?éa!q"%tw
i nprove t he degié@rpdaion da mANA gn P@hdtbqén% Neo" fle §1s &ﬁavoaﬁg‘fa@f“a%o@r byt He fég’é' de
precedi ng t H@nsegis do N"?P tqang ?Q?ﬁ'%?fd&?ﬁ‘s Hineatsting vene-

é@ r%com Fﬁﬁon @ogg BR D-Pt H % crgis
e, T e R S e e ﬁ%}sgé;%%ﬁ il
tsequence in V % Lx menég?es $€uwent lo protocoIeTJa&t gpfhﬁ%ﬁégﬁ %{? @%’,e‘i c#t%s&Jf'e |
ranscripti uHQ ['Jdu mjk éﬂ stance gene & e estimted by
transfectin ryon| C st em (ES) cells. At equal plasmd molarity, a

csm/structgoorh,Wr,{,“g)fe;nlﬂ,(,n1 dE Yellalds embHARdNeEds Bifeduced 7. 5x as many (A418-resi st ant
#c| ones as 20 ~PRSV Neo, and 2 to 3X as many as the pMCl Neo described by

Capecchi et al La féthdde ddetite pafFAdnibsort 4181, Nesdeste @liisss [pBut ABnMRBr HdaCdoMMs RFNbABRANaI-
equi val ent trgs do6buris. @hublishtion deQa R¥MIGue @6 r'éidtiopsRtionl 3sbuRg) IibtFoaudtibr B'Gnedselld ltopie du
initiati on spRgeRagr (R PaOGius ApRE Gaisiettion, phisiews toree expriantiid y-gaiadtasideseant éts
25 depessdiisuggson t he experinental conditions applied (e.g. 1/1000 for
HPRT, ref. - 13)lesAlasmidesode miutagshisy ipAYD at pEMhont & dindaiisén ebiftfaduitsarac§ledtroporatiorc dans
ver y usef ul ,deatdlluiehieSrafin de favoribayi'insertion fi'unstcopitr seulembrg derisde génope(réft 11bn

ondi ti ons nai ksytragsfectionsi igiialesgont 68 ¢fiectudgs @pur campsrerdisfliacivhde sibjsge dg(iox-3.1 des
PI éem d pGN Riasmides P@V'A?trPGME’dY‘{"ﬁ%WFaUBc bacterial origin of replication of the
col E1, pBR322 type, which permts cloni n_(lgs and preparations in E. Coli.
Lastly, a mul tiple cl oni ng site aP , synthesized in vitro,
whi ch contains only unique cleavage 35 SLLPS ln pGN__was inserted
~upstream of jlacZ in order to Rmombmi@hbonioheuaxhasleg&netfhx-mpI asmd. The

plasmd Isl méJq:P Pl§s?t9&’éed3%gmk§ NG %?gnsemble analysé | Nb de clones formant] Nb de résultats
: : l'ensemble P.C.R. positifs
i pGMA 3 600 0(2)
il pGMD 5 250 3(5)
50 i pGMD 84 _ 23 5(5)

La lignée celiulaire E.S. "C.C.E.” (réf. 16) a été maintenue d'une maniére continue sur des couches
nourricigres fibroblastiques (réf. 17). Pour les expériences | et ll, 1.5 x 107 cellules E.S. dans 1.5 ml HeBS
ont été élecfroporées (réf. 11) & 200 V, avec 40 mg de plasmide linarisé, puis étalées sur quatre boftes de

§5 cultures (diamétre 100 mm). Pour I'expérience lil, le choc a été effectué dans les m&mes conditions mais
un quart des cellules ont &té étalées sur quatre plaques & 24 puits. Le lendemain, 250 ug mi~' G418 ont
été ajoutés. Chaque transfection a donné lieu & environ 2400 clones avec pGMA et environ 1000 clones
avec pGMD.
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',‘hofml ogous reconbination are added to the ends of plasmd pGN after
‘linearization of the plasm d upstr epry Al eefB{, through a site of the MCS
(see Fig. 2). In this instance, the chosen flanking sequences are

honol ogous to the chronbsonal sequences originating fromHox-3.1 which are
subsequent | y Le norabre mopent decilqnest do celliles E.S.trésistanted1an@418 gansschique ensmbigisitiediquén.

Fi gure 2 ptians isstaliidan |rainsicave leenopbrestansabise dénnantum tésuitat resitif@ned i techriqye PEHR. U

t he Hox- 3. dsufetmesitf|Signifin g'ynecbasde dey1.p Kb &b Elmeliservborset d'ageEos) PP fig) bromure
sequences HpAbidENirdEGirdp nem 'qaémse@b'esr dongapt up signg) BeRitanrespp pnaivse dg,Sopfiern du

i nserti on BlAgRE- ‘b‘%gf bridationsd unesende Seficigrerquiigerongnat predespEAHENCeS BF 18 sty
its total IAEaURTEHesesWasP 0 pGN brings together several advantages for

this metho app y gene. Since the honol ogous
r econbi nat E%e‘.%%zdgr'arem‘m"wqu"°‘r°‘y‘"°1a§e°'£?'g?‘2 (of the order of 1 per

1000 ~ ngp- p%’ﬂ’%@.&%‘@cﬂé@ oaw'aaéa ran drlserhtio U5 S8/ Yo 1eraRBeditl PubiPvat by Re 2
| arge nunbgl "7 pmk QRCSME 056, gt dnddiibes [d8 15andebidn Sit fohi! &1 GRdiJs¥s ShbRBE ohO
be express ﬁdlaﬁg@ar@ BG4 & 5600 chilbfes. A8 8dices b7 6t 0BREsEds Gis| 9P S. rénPlalsBftience
phosphot r aBSERBASR: phidmide deAEEES (1BN2)UIY fiagmét Ge 11810 BEJnrarE cetteddagiAs 3'1rd
these probpgaere ampis qiEbsHede c& d'urdLibEBRSSHh ombldgue. NRETHIETALE eff B ARSINNGSI ON
I S equi yal sseditats PoditiaCt i vating a gene by an insertion or a substitution, but
pl asm d pGN ha®Ntdeelohas .S arétéastépart sagemeit do ¢ rigiquelsuchittecenstilisart ld rodtiodé rmma@
expr essi onprofingse K digegtioh oolingS (€538 40aycleshddmpiificatioh ¢40rsatondesd e Bel mineis @169;C.t he
MCS faci | i 7 atirefes 32 * €) o é¥ gffeatifés gensomi msiangeangantiorng de ESQA\MPLEAGNat 67 mM Tris-HCL
CO}:ZLF uct i oH &9, 1617mMi(HRSRe .Y mM MgClz, 10 miphyamereaptopthangh B0t %Pk ofiase, 2R 1M

nuitber ede aoTh ATHY at IGTRe|1p0 MHGTESIWSW@E’"J‘%G@T i @98 er deyrrhagyp 3:'“°§i°t @ i‘nt o
the Bgl | AMECEETHIRTGCHAT O 08 Pﬁ@%‘i’t“dﬁ BCAAGCTE) 6t $U P?'mééﬁ“ iTAd §f agarr(;Bgl |

site of pRg?luﬁ)ré‘GWeFldFI‘%"'lFﬁ’aW‘tlr‘? mRqifie de

pol ymer ase 97 Fneplos aupromusg; dipthiiym. LBf'“aéF“&f'&e Jaillg Fﬁ?'ﬁﬁsb&l" @lﬁa &
16 - plasm.d pl ertion of .a Cal linker into the Nde | S|te of pl,
filled i*h M—ﬂé—%olymrase 3rd step: 5 _ I nsertion of Py

Py F9.1 enpane mbl i nPa& @négnwmate@ e ar ahdiys® db B ,aaarés
site of p2u.ge%ﬁ nEfebd Qe& agaﬁcu&ﬁna.@waaag lat f| aas %n%m%F |eecma@al splifids
the "I atsp B RRikSh dasﬁdcﬁ&tcédtr@ Mos 1645 Rocshisiids ot S5HB éhx sorfied Biktéreresdnt Bis ABIBESE P3
#The tWO @ \eRfyse d8iIbirBgits 3DhddMct 8BS dans n&&nonemmébet Juahgwseﬁumbs rEES: triod-
Thi's del et imaded € Sonintinbih (NS 6f. Ld Premid® sondSVaiiitt comeriue Gers, les/ddiyiicds Horot
very usef ubj danplastder A sRGgEPE eCisxbhlyait lo tld@bre dihtégRationsOfle vedidue et leurs liaisons
phosphot r apmjiiqieasén tgsatviodianpd feCombinds tontenéihensdugure copie du plasmide intégrée au hasard
35 - (fig. 8 a, clone F2). La deuxidéme sonde "b” qui n'était pas contenue dans le vecteur de mutagénése faisait
la distinction enire les alldles Hox-3.1 recombinées et sauvages (fig. 8 b). Le locus recombiné Hox-3.1
présentait, avec les deux sondes, Iimage d'hybridation attendue 2 partir des cartes de restriction du
. vecteur de mutagéndse et du locus intact. En outre, l'existence de deux domaines de recombinaison dans
b’ le bras 3' du vecteur a éié confirmée par la présence ou I'absence de la-séquence AT dans le locus Hox-
40 3.1 recombiné (par exemple fig. 8, clone L5). L'extrémits 5' du locus Hox-3.1 a également été analysée
pour I'événement de recombinaison homologue. Des enzymes de restriction ne présentant pas de sites
dans la séquence Hox-3.1 5' de 6.8 Kb du vecteur de mutagénése ont été utlisés dans la digestion des
ADNs des clones récombinés. Ces ADNs ont ensuite ét¢ soumis 2 une électrophorése dans un champ
pulsé pour différencier les fragments de poids moléculaire élevé. Une analyse de Southern de ce gel a
45 également indiqué les alltles recombinées correctement ot les alidles Hox-3.1 sauvages, en utilisant une
sonde présentant une séquence en amont du plasmide de mutagéndse.
Les analyses de Southern ont démontré q'une alldle du géne Hox-3.1 a été recombinée comme prévu.
La recombinaison homologue était équivalente & un double "crossing-over” entre les bras génomiques du
plasmide de mutagénése et les séquences chromosomales homologues (Fig. 2).
50 Dans les clones recombinants, le géne lac Z a 6t placé sous le contrble des séquences promotrices et
régulatrices du Hox-3.1 en amont du codon AUG, mais les signaux 3' de maturation do mRNA provenaient
du SV40. Dans ces clones recombinés, I'expression de lac Z n'était pas décelable par coloration avec 8-
Gal, ce qui est cohérent avec I'absence de transcription de Hox-3.1 dans des cellules E.S. déterminée par
analyse de protection de RNase. L'activité de g-Gal pouvait étre induite dans certaines cellules aprés 3 ou
56 4 jours de culture en présence de 5.10~7M acide rétinoique, conditions connues comme induisant la
transcription de Hox-3.1 (réf. 19).
En uiflisant le vecteur de mutagénése pGMA, qui présente une homologie totale de 8.3 Kb ADN avec le
locus Hox-3.1, un fragment de 120 pb a &té remplacé par une insertion de 7.2 Kb. La fréquence de ce

FO. 1 enhan?r%[s cﬁoﬂés m(]i éig ll:lLse foomet?aﬁma %0931 e(fdg ifid! PQ fP (?N 0'{ ¢
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| n'?sertii'on of an Xho | ‘site into the BamH site 20 of pCH110 I nsertion of

an Xho | linker into the BamH sitapodqf@emsBid pCH 110 (Pharmacia), filled
in with Kl enow polymerase [sic]. 6th step: 25 I nsertion of 3
| ac. Z-SV 40 polyA into Plasm d p4 The 3" portion of the [err]-gal actosi dase

‘codi ng f r ameemplagtricotieiblé 61200 est Bynpa@big idrasle phtdnyeybeamyment (1(PO0Y RYPRAIPRT (1. 13) ou
i sol ated f r@Yﬁcpﬁ"é’sﬁﬂZ@p) 68F. 20)r l6 figomaent bétplegup Insgre éial‘t Gopandant ﬂ?ﬂﬁ Get geraiers icag dune

%

plasnid p4 tae ltpn@°'§%m?°§?"!"e§1 g5 KW??P%OE' "*) ? "raa feoﬁufrse"afrt%ld' g o8
into the veé’?’lﬁ'f“é Lune- q‘B“ ?F‘H‘?P"B'F”c hpmo 8‘1‘°r “E(?B??}(g PG e
is isolattd} Mask gnffh%\%%'g P““?llz es
g‘nﬂ c| OnedFl ne f Le ra .vb ﬁgﬁ u"?re ue splus
th step: @éﬁﬁ EE\E idg drjassrgf nl> eaaﬁe ?é ences
sequence of os i Q’&Q tquun uence rrat umir,
purl fied 113y| %sﬁo\(ﬁe uwfan‘i‘éS dn IS pl tfg@ d sa Jﬂﬁ@ra e
bean nucl eaiﬁ‘s‘?m 16s3S8qudhcd¥ Fiok-3:1N Goidhids mnepeﬁmapéwem &émﬂd&&%& Arsceﬁy% 13
the 5 portiQiudlsnd beial&idn] ArYales pbundiortagegic @O Maiisfe plTR R e Bhp-brin, 2040
plasm d p7 @ 1g&scRemydomBl HRB.1) LeSHBdtle. de rdddmbiRsicdh @iitbrigLé) bitez fid ISReb SUQGBr& g sdrdne
t ransl ati on niti@ipkd ultél @chafige0dRIbriad, bib GueHe échnidme Bs1@cdmbinkissn@dmblygub sdte inconnu chez
[ err] - gal mctes sulidgsies plackdonglekesane (thereafter verified by sequencing). Wt
Ser La figure 8 montre ledsult@h Yo I'analyse de SoutherPyflechBEAGes\FiGhed@Cividus positifs (L5
ATT CCC CGGeGRT et@8 ce®uF(iES. TRCEICG AGG TAA GGG CCC CTA GG
CCAGC ATG AGC ®¥s sondes utilisées n’hybrident qu'avec des séquences Hox-33nigciysegsdansde vagteyr (a) ou
ngcl ease nmueluse aH vectmleAmatagéngse (b). Llimage d'hybridation du locus Hox-3.1 recombinéfxianglesT
CGoTAgerts) se dlstmgue clairoment du locus sauvage (iriangles non's)Cw @q@s muerwéqs b:@pgﬁ
ASP  Pro °@M’” dw'mﬂuﬁ' 'P}éefée;wm L@@@'qw de @t"ﬁ e%%ﬁfgest E

I nsertion oiR' %A BN Iamb nt Ia

is isolated,f ° Gecleﬁ” f

| asmi d vB 1 so ndlquf;ﬁ n}b oles que

P p an Ia ] e cds, Ha &)ﬁ\ molo

re- formng uﬁé%he ertl r %s&pl 8 EQ mutg GHeLE. Lal) ahs oﬁdg

step: Inser tuvfll {9&bs Qhns I' Iﬁ alb n?m&t oM QLIQJ $ utitidées dans laﬂgureBsont

NEOMYCi N- 1 ©5sSaHES- BT H DA E ol#h Ol A7 6a1 20, xnPNOSPNOL F ansfer ase

coding frame) is 1sol ‘ated from pRSV neo through the Hnd Ill-Eco Rl sites

akd’ cl oned iV Modubtfon URMbYbnstehiteleSt I at agene) . 11th step: Mitagenesis of the

Neo[err] initiatron sequence 1n 25 pl0 The phosphotransferase

transl ati on iuUnetmidloinattios Efhe 6L blastocysted] iaf ét€ GffechBe atek: ddu® diBes IEGR tédotbihants O

t he CONS eorganant Be gid@Noe-3dhsant vash al¥le wesnbhiiér @b elbnes Al doritdnaient taacune autre copie du

_ plasmide de mutagéndse. Les kariotypes de ces cellules étaient normaux.

35 Dix A quinze cellules mutées ont €6 microinjectées par blastocyste. Aprés réimplantation dans des
meres porteuses, les embryons ont été recueillis 3 9.5, 10.5 et 12.5 jours p.c. et analysés pour expression
de lac Z. La grille de transcription de Hox-3.1 & ces stades avait été déterminée au préalable par analyse
d'hybridation in situ (réf. 1). Les transcrits Hox-3.1 sont détectables pour-la premidre fois au stade de

R O gastrulation tardive et sont répartis dans tous les tissus de la partie postérieure de I'animal. Plus tard, la

40 répartition devient progressivement limitée dans I'espace et spécifique au tissu. Au stade de 12.5 jours p.c.,
la transcription est localisée dans la région cervicale du tube neural, au niveau du coeur. Au cours de
'embryogenéss, la répartition de la transcription de Hox-3.1 subit donc des modifications. Le stads 10.5
jours p.c. semble 8tre une période de transition, la transcription ayant lieu & la fois dans les deux régions
arridres et dans le tube neural cervical.

45 Dans des embryons chimériques de 9.5 et 10.5 jours p.c., la partie caudale au bourgeon postérieur
présentait une activité B-Gal intense, tandis que le marqueur n'a jamais ét¢ détecté dans la région
thoracique antérieure ou la t8te (Fig. 9a). Dans la région postérieure, des cellules colorées par le 8-Gal ont
€té observées dans tous les tissus et de toutes les couches embryonnaires. Entre les deux bourgeons qui
donnent les membres, des cellules colorées étaient réparties dans des zones restreintes, dans I'ectoderme

so superficiel (Fig. 8b), comme dans les régions arriéres (Fig. 9c) et, en forme de lignes étroites ou rayures,
dans le tube neural (Fig. 9b). Ces rayures présentaient une répartition irréguliére et asymétrique sur la paroi
du tube neural. La transcription de Hox-3.1 n'a pas ét6 détectée dans la couche mince de cellules vers la
formeture du tube neural. Ces cellules n'ont peut-Eire pas résisté aux traitements appliqués lors de
I'hybridation in situ. Il a ét€ observé que les cellules de I'ectoderme neural font partie, trés tdt, de parties

55 différentes du systéme nerveux et migrent dans une direction radiale, suivant des mouvements latéraux
étroits (réf. 21). Ces résultats sont donc cohérents avec cetie observation.

L'expression de Lac Z a donc illustré correctement la premiére partie de la transcription de I'homéoga-
ne Hox-3.1, c'est-a-dire dans tous fes tissus des régions caudales des embryons de 9.5 et 10.5 jours p.c.,
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‘ permt a higher level of translation initiation, hence an enhanced .
resistance to 9418 for mammal i an gplolgae e2hB1nodi ficati on al so creates an
Apa LI site which enables 5 the efficiency of the nmutagenesis to be
nonitored. [err] GITTCGCATG GTéBCAC%TG An

- ol i gonucl etatioutht de nouvell¢GTTHERIBRACINCATECLIT (ofe dAPOserRiR ni g 42 g of

a?ifgﬁ; lc du %ra

m spai ri ng i révanche I'pROsieneds Lae FUEHE® 1% ARFRYTY 14
Asserbl er demiryanaplimargs den@-Stiowes nidansia iig F'gfg_a b Qﬁ. ey

lis Eﬁ) Ei ¥ 15& vidﬁnce
I
ﬁce? 18 atm:b!-:ﬁ Sont Eﬂﬁﬁtész 8dis Ei’é"géne

pol ynucl elstrésulist R‘Fﬁﬂ%% Pa’t",&“’% PtH é”‘§'?' % 0
@ LBkidaRen AL duTHox13at " aienPlid ihfiugitse.

prepar ed QiseMee gartiidy 1??1 |Ies
t he nut agB‘?‘ié%‘it"é"éd’Pl 4 8?8 é;-m:jji & G‘sg

repaired Wt “§<°e 8 r°m°t°"r

. r
'g‘r |t e:‘)nt r ?F? ' XP '°ST'° qr s le %&ha?ﬂeedﬂtéﬁéu?rw%ﬁalae " §06dg @8 @Bhel poungit alss
Q. L gonug kah 1 rp]usuerﬁonﬁEdgasﬁaes DibsopBia &/ &1f idémathédgénst
I gest i’ g &Yorlatich Ye Nm;ﬂ@@ﬂ&ﬂi@lﬂm ot lediphotéiroe gas h@@eobox.

Repl acem?ﬁ Tc ob&hk éréiit HOh FRRUPESHEdS Mops.f tansdle Autior sayrab@st wantenyi PArY t he
modi fi ed He@daﬁi‘atsbﬁﬂamé’llﬁnb@ﬁm@m dSA CaIsla rauredt dvbie um@ﬁetydpmamteftan%ﬂ%r@éﬂegehe is
i sol at ed {giabrito dvaradPushuruNvaiRle dobiement produisit ki proiéing HoxEolg lel signelid'edtivatiensepalt
into plasqind spes BeuR p@otelre. laaéductiohtdzstoindcByationsdapples dewdast pquEsH! gpsi gopguire 2

mul tiple gh@méthgal b aitatod de Phresiplich. Pac? paumeit eXpHGYPTRAHIGHCh BYCURY PRSI BJRF des
are synt hesiégamtotiGiedzns Bégion Aeicakbiiuctpbe nepiakrembpions de 1984t 1ApHr hosphor yl at ed.
After pairing, the MCSis cloned into the ApaI-Sapl I.tes of asmd pl2
by -means of- Fasssgecdstiempdjisation dans la lignéejagliulaire gorninale : pre ﬁt‘?’lgaﬁ'ma"x transgen fidlad"

OBCERGEEBTACCTCTAGAATGCATTCCOGC 3

nul tiple clloniefiys e ft &t or\Bps de !?I ?S"f'c%t a??°§§ ;é%%lgﬂ@%ﬁ phaene {él on
of the "f Ireprehetign deschimarme &8 p?séagfﬁg °ac‘§'f’" "2 n?% p%@,gfé %ﬂgr 1 zae%itéupstream :
of lac.Z thrcugh lg site 5 of the I\/CS The flankl ng sequences used were

chosen |n e with the desired insertion site (for exanple, Hox-3.1,
e Fig 415 fi‘ t]ucplg“@bnémnep Braid, b E1B&3) hsie bbb, ibHessmut agenesi s
.pl asmd %;‘F\{@ ng ksao@es at the Hox-3.1 locus were -
clonea at t éns{em..ﬂ. N?Nlod,lass@ﬁ (1986)EMBES). Bif3133@4aect or pGN. The 5'

ar m begi ns Qt NdidAEa PaFiefidg, S KiBolds S E@rzenberg LA, €1988) c. 2. Avkd.tSaic USRS, 2608- ¢ 21
cDNA. Thi's bLE@gment " ext ends over 6.8 kb on the 5 side up to the 15 first
g BamHl site. glE@man CAP&NARMBhaRSR.a% Howed, BpE (10833 iSciench.BBGEE)53at nucl eot i de 885
of the c21 @DBYmankCM.fMAWOEGT. Witingaaks M astah, & eldipwerd. BHE (82)frere Nath ACH- t he
first Pstl it 8sAa Anedwzersil i nker was inserted into.the BanH site of the 5"
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Revendications

1. Procédé de remplaoement ou d'insertion spécifique, d'un géne notamment par ciblage d'un ADN, dit

55 ADN d'insertion constitué par la totalité d'un g&ne, ou par une partie d'un géne susceptible d'ére rendu
fonctionnel, ou dont le fonctionnement peut &tre rendu plus efficace, lorsqu'il est racombiné avec un

ADN de complément pour alors fournir un géne recombinant complet dans le génome d'une cellule

eucaryote, caractérisé en ce que
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1. Procédé de remplacement ou d'insertion spécifique, d'un géne notamment par ciblage d'un ADN, dit

55 ADN d'insertion constitué par la totalité d'un géne, ou par une partie d'un géne susceptible d'étre rendu

fonctionne!, ou dont le fonctionnement peut &tre rendu plus efiicace, lorsqu'il est recombiné avec un

ADN de complément pour alors fournir un géne recombinant complet dans le génome d'une cellule
eucaryote, caractérisé en ce que
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'(see Fig. 7). The nunber of sets giving a positive signal aft

Southern analysis of the PCR mpggheoemash 25 hybridi z “‘“Hm “‘““‘\‘“\“\
speci fic probe which did not contain sequences of the primers=*istshHowt!

- brackets (Fig. 8). Detection of honol ogous reconbination with PCR PCR was
perforned on 105 deditb d'inseriicr sedrpuvefda®3m gdhesheisi. it ghne recevourropisfet eantapent 'ADN deee
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h I
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Taq pol yner aseApPWPas lcompidhant pouCelons Syumircupvgéne theomhinantl @mpltdans lo génere @'ime. colid f
of t he reactuoﬁuoawetwectévaeeraqymueed 15 to a 0.7% agarose gel stained with
: hi di um broni de. leT¥e ddrisortionragrtiouve dars ynrptaR: ehoish dit.gdnp FRgeveyn cheffl Rt gentanent oMb e
= Sout ¥er n analcﬁw%ﬁ@é"fﬂﬁ% endent clones of ES cells cont ai ni nr‘g t he

S lnS |
sé tan

mut at ed Hox- 3. 1 ( H?’F‘P?‘%d’% "F’ER)’“%P‘%S PYoG | U V@gte%m'fw f,sfagqf% fhur
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anal ysi s of the Bmeh qla o a& agoln nomou el at cegleotreae ahis b€

unmutated ES cell t?ecrtebdt}gjraﬁ 1 ﬁ&uﬁ: n nI dine Ricdmbinkhc pfeﬁ&an@'iep om@de YioSeliule
contained in the rydtel sequences of the nutagenesis plasmd, and

_deodnstraged the ndigEaSFecsiburisBhaBgBAd Gi) RorMbloRéht, n'edigfas Bins@iNgint RRbiule[iyEEy okal

®¥| i nkages. One of the three reconbi nant clones contained, in addition, a
copy of the 3l astdod sbiot Rgsvehdkaticit 1 6waRcanctEfss @n c8aype HIOABN H?r)sertidﬁh@nmcmdme
probe "b", whi edyustascadatte soltinbaséqatics MgdidiesnUt agenesi s vector, nade a

di stinction betwedss siuen®@s flanquaatss étantchpisiesaaiidl daipexhetisper feenmbBaigonatiotelbgye selon
(Fig. 8b)s The redoedsi sl Hexpidesion3le Ja $équance elidents deyRADN dlinserion erdiertsaus (ﬁﬂp@m’éb des
the picture of shysancesiréguieticesn ducgbpe escengur, Soitoiipxpression daaq pdquerice Fodepl uggene
the mJt agenesij s ' vaeoewr gugile gontrdlg de sequences rEgiatrices JaARN RSP t he exi st ence
of -Y'ZBR- I‘gé(g)'ﬁbl ngts(:'etl)cg@grral rr‘;?ﬂnhln t he 3' arm of the Ve‘%'&&‘,ﬁj{'ﬁ?ﬁ'

|rrred by*t
Hox 3.1 | 8cus §?“8 M H0e-Frpencepqogantasd P&‘i"&'ﬂéﬁgﬁ‘?“‘ d?ﬁ%gq'é“me‘??&‘"t_'i‘t"“‘t 0 Rrpseteyr T"

| ocus was al s0°8POPBh, ysed for the honologous reconbination event.

Restri cti on £NBIES LB) PAISARILNS SlakBie’ & & \oSraBn Bndiiot Bificind uRP BHEHES

of the nutagengglgmaector were us

45
6. Procédé selon la revendication 5 caractérisé en ce que le promoteur endogéne du géns receveur est
" inactif dans les cellules eucaryotes fransfectées.

7. Procédé de remplacement spécifique d'une séquence régulatrice d'un géne, dit géne receveur par
50 ciblage d'un ADN, dit ADN d'insertion, ledit ADN d'insertion contenant une séquence régulatrice,
caractérisé en ce que
- l'on transfecte des cellules sucaryoles avec un vecteur contenant un insert comprenant lui-méme
I'ADN d'insertion et deux séquences dites "flanquantes”™ de part et d'autre de I'ADN d'insertion,
respectivement homologues & deux séquences génomiques qui jouxtent le site d'insertion
55 souhaité dans le géne receveur,
-" I'ADN d'insertion étant hétérologue vis-2-vis du géne receveur et,
- les séquences flanquantes é&tant choisies afin de permetire par recombinaison homologue
I'expression d'une séquenca codante du géne receveur sous le contrble de séquences régulatri-
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_‘th?e di gestion of the DNAs of the reconbinant clones. These DNAS were then

subjected to pulsed-field el ectro- gp sis in order tj ] ' S
the fragnents of high nol ecul ar vveiEg?l)t".w%biS)gﬁt hern anal ysi J?lmlﬂmjmm'mmll
al so showed the alleles which had recombi ned correctly and the ‘wi d-fype *
Hox-3. 1 all el es, cesslenigDMid'psegtive. possessi ng a sequence upstream of the

mut agenesi s plasmd. 15 The Sout hern anal yses denonstrated that

an all el e & Rrprédéjenton3a teveydication sarpatirish e pRogve des PrmelBlY epdogene P SBNeJRTAVRN 8tis
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arnms of ¥$he nutagenesis plasm d and t he honol o s chro omal se nces
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the AUG coqene Ul L oRloBRl Sesl SlondBiiohs Hléotdandl, FEMNSOL) & JRlRLhuld QT
sio. 25, iR el e it e e S
det ect abfe byéipe ng wth [err]- ) Ich i's consistent wth the absence
of transcri pt?on of ‘Fox-3.1 in ES cell s, determ ned by anal ysis of

prot ecti on 49f pR4AE Relod Plire] qusRdng@S tibs/ Idvdhdicgtidhs] 12 10,NEbieRASE! 6h SO 1Be 18! defluleO
after 3 or 4 gaxpotéisomtdbd delifosisbuchdiempryos@insgesf. 5 x 10[err] retinoic

aci d, gondi tions known to induce the transcription of Hox-3.1 (ref.
19).. Usi ng 12heroctdé agenniamé desvieehdicatignsdécédehtes, tacitt@ist @y o zud BADN diinsantioh eghyunof
8.3 Kb DNA wi géne hérérolbjus oBurib paxtie d'sn gime B&érologhid @ I'bypdertrapsiestée. was repl aced by
an insertion of 7.2 Kb. The frequency of this targeted replacenment (1/900)
i 8 conpar aliBeProsdé lseien Bive slpseevendicationst ir§cédentes.CRFAEHREIaN GEPINT 1§ vasteur qoglenpyfles

Wi The En-22 ( 1/ s@epnegsindrealésgintre fepdng dhigeartion ot lefesbayeptes Joguatef-agnent bei ng,
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24 I n si.ze 1.1
and - 1.5 R, Proeddsaelan g gvendication, 13, cpractérisé en cq queeassenyangay ingicalantas eonpepngnt
frequency of Fﬁ?%‘b ?Jgp?”é?’?’b ot ?“BFP"%I_L‘%;W) seeghian feg kensiReMaYT 8%“%%%‘%%@
vector pGWVD. 998 "POHRYBY OFPEIRlass 5 “signals from maturation of nRNA and

the addi®i f the segue far d ' t '
resi st ancqu'e%".egg%slg:‘%g"ee%% geg?"%ﬁt'oﬁg%g%%gg'&?é%%tgg cgnﬁjr%%fm%%ac %#eks?mée
resistant to it f/’ .QI._(Tab'Ie ). The specific targeting ratio was al nost
10 times agghb@lkad Qeron re s Adendicatiods scsddniph, SathctsrisB B EiPdue T Bbchnifile de Polymerase
ool ogoys T egRiPhdaich WCRY Skt JiRgs pﬂﬁéﬁﬂ\pﬁiﬁﬂ‘ Gk @fdndentr AN 02 ELRT o 6B MitSIindbriidh
FpGWD. - A possi fuEveitde had1Bsbriidh «u bl @RS IelsRSdbitaRs.Woul d be that an AT sequence
of 51 bp could furnish, in vivo, an open |loop in the nutagenesis plasmd on
account of 1irt Brodédé selbrom@é quskbiqué gest revepdicatidns lpeécédefited teeactéaségdntoeLgue MPNHDnses- 1
sequences of {uplompate ube parief dugane dallitagriston] de libeziedling, decginescdsiTéceptders s qubide AT
regi on, sshey oaptatr deckacitle Wtolgues-Biadiémrgiduy oi le rédeptewiHiyl eu dunrgineliéR weanaladigi t h
t he Hox-3.1 céwdngsoled. | ocus. The nodel of mitotic reconbination in 20
yeast suggests that it would be initiated by such an exchange of strands,
al t hough' t H& Feeddd splamiiups auslsarsie desurevendications iPréaddenias. cRrpRifiad o GAGHB FAPY Ainssr e
cotpf ex eukar Jot @gworts, Guirecle séqyerites flanguapies J'yne B3Rt g FEqpERGy EARY desfinde a Stre
"perforne®® on Ezegvtméeevch N idg| GapPidmegt deas L@“%WBQWJI‘::&’HH‘- Hun gepay %et’
cel I's. The pr8B&e RIdHge AeAyprce corant ngL% Tﬁé!?%&ﬂe’ﬁ‘.‘ o B ereion fes TRuPioRgs P
the vector (ay"BPUSEPRARY" FPRRTione PN si s vector (b). The picture of

hybridi zati@npolekhg LEGRIR Mo et CobRclsRRClh b | 3B Hef Dhiides €4.680! ¥
30 disgi nguﬁ?ﬂé%ééj%r;ghe Seadd #E%ﬁ%f&l&éﬁaﬁfﬁqﬁ%a t1§'ef1@dfi'I lé%sg ur"ll"événement de

recombinaison homologue, & savoir I'intégration correcte du géne étranger, les cellules sont injectées
dans des embryons 3 un stade ol ils sont aptes & intégrer les cellules transfectées, par exemple au
stade blastocyste, ceux-ci sont ensuite réimplantés dans une mére porteuse et, les individus chiméres
obtenus au terme de la gestation et chez lesquels est constaté la colonisation par les cellules E.S. de la

50 lignée germinale, sont accouplés pour obtenir des animaux transgéniques hétérozygotes pour le géne
remplacé.

20. Séquence d'acide nucléique, dite séquence d‘insertion, comprenant :
i) une séquence comprenant tout ou partie d'un géne susceptible d'8tre rendu fonctionne! ou dont lo
55 fonctionnement peut &tre rendu plus efficace lorsqu'il est recombiné avec un ADN de complément
pour alors fournir un géne recombinant complet dans le génome d'une cellule eucaryots, & condition
que lorsque la partie du géne est constituée par une séquence codants, il s'agit d'une séquence
codante autre que celle d'un géne codant pour un agent de sélection ,
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ectoderm (Figainib), as well as in the hind regions (Fig. 9c) and, in the -
form of stgaight |ines - 26 - or stripes, in the neural tube (Fig. 9b).
These stripeb Mothod foydhe seecificrreplagerhent orainsdrtigs pharaene; ip pditicudar ibly dargeting ® ANA.Hermed
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these DNA and two so-called "flanking” sequences on each side of the insertion DNA, which are
45 homologous, respectively, to two genomic sequences which adjoin the desired insertion site in
the recipient gene,
- the insertion DNA being heterologous with respect to the recipient gene, and
- the flanking sequences being chosen from those which constitute the abovementioned com-
plementary DNA and which permit, by homologous recombination with corresponding sequences
50 of the recipient gene, the reconstitution of a complete recombinant gene in the genome of the
eukaryotic cell, on condition that, when the insertion DNA consists of a coding sequence, it is not
the coding sequence of a gene coding for a selectable agent.

2. Method for the specific replacement or insertion of a gene, in particular by targeting a DNA, termed

55 insertion DNA, consisting of the whole of a gene or of a portion of a gene capable of being rendered

functional, or whose functioning may be rendered more effective, when it is recombined with a

complementary DNA to yield then a complete recombinant gene in the genome of a eukaryotic cell,
characterized in that
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., Condam ng,a,act ized MUkt Bruilet, P. . Genes & Devel opnment . 2,
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40
8. Method according to Claim 7, characterized in that the endog_enous promoter of the recipient gene is
normally inactive in the transfected eukaryotic cells.

9. Msthod according to any one of the preceding claims, characterized in that the recipient gene is
45 present in the genome of the eukaryotic cell in at least two copies.

10. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that each of the flanking
sequences has a length greater than 150 base pairs, and smaller than the length of the recipient gene.

s0 11. Method according to any oﬁe of Claims 1 to 10, characterized in that the eukaryotic cells are
embryonic stem (ES) cells.

12. Method according to one of the preceding claims, characterized in that the insertion DNA is a gene
which is heterologous or a portion of a gene which is heterologous with respect to the transfected
55 species.

13. Method according to one of the preceding claims, characterized in that the vector contains sequences
interposed between the insertion gene and the flanking sequences.
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a chosen gene, terned chosen recipient gene, containi n t he: conpl enent ar%
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sequences bei ngr C osen 'h oggte\/\%}@{ const [ tute the abovement | oned

conpl enentars, RiAsicLsh éé@deﬁ& Qﬁﬁd&‘n&serh&yse&%ﬁw QfBksngr €COMbi nation with
*correspondi ng Seﬂ‘d%ﬁtﬁ'ﬁcd)éorﬂphﬁnd AC bR 20fRAE capﬁlkl@of Sy hdetddt ol o wHdze

conpl et e recombi QARbNPERE e terddRd HRADEMCINE, WhbiFit RUBRMBIAED WithC#£Edmplefiantary DNA to

condition that, whemeh BeonhpsierstonibinahiBneia it gahidinedt a dulagtticltgll, 38 Gondiierethatj wheh S

not the codi ng swe pértidheof tHe gandgieunsists ofck uging Sdquéncs @l iee taligsequgauatothePthan that of a

Met hod f oes t he sgeme cdding for@pblactabissagbntor | nserti on 30 of a gene, in

particul ar by t ai)geweadhgida oDNé\sequerse iewlo so-calied "flanking” sequences homologous, respectively, to

} the two genomic sequences which adjoin the desired insertion site in the recipient gene.

\af‘ ~ 21. Nucleic acid sequence according to Claim 20, characterized in that it comprises, in addition, between
40 the flanking sequences, a sequence coding for a selective agent permitting selection of the transfor-
mants and a promoter permitting expression of the selective agent.
22. Nucleic acid $equence according to Claim 20 or 21, characterized in that it comprises, in addition, a
sequence removed by the homologous recombination process, and enabling the transformants originat-
45 ing from homologous recombination events to be selected.
23. Vector containing the nucleic acid sequence according to either of Claims 20 and 21.
24. Nucleic acid sequence containing plasmid pGN as illustrated in Figure 1 and, on each side of the pGN
" 50 sequence, two flanking sequences homologous, respectively, to the two genomic sequences which
adjoin a desired insertion site in a recipient gene.
25. Eukaryotic cells transformed by the method of Claim 1, 2 or 7.
55 26. Cells according to Claim 25, characterized in that they are ES cells.

27. Use of the nucleic acid sequence according to Claim 20 for the modification of eukaryotic cells for the
purpose of rendering the expression of the said sequence, or of an endogenous sequence, functional or
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_tRansfegped eukaryotic cells Met hod for the specific.replacenment
#of a regul a- \teasryen&ememecreiﬁ Aﬁ’stdﬂﬁﬂhﬁ)dertzﬁd’ﬁ’ﬁ?ﬂls&ﬁﬁ InBérin loingBhs, iYedondefLdurdhy
DNA, terned idesiatet iemfihiehlBinel DRASWILEI diel TRIAtsOion INA dap Gbsaimthein ginés G&@lddal ausy
sequence, chadirant ili siresl Gens bestehi) aits in enekmnkjiorisilec Fare | Uberfliut evetdem Rarh extibredbswdnt h
a vect or contmnklienalitdiggestaigérns@ddn Kabrs eerdn esonipeines kovnaplereatiiem HNA trékombifdd\wigd) dmt wo
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wiederum die DNA-Insertio umfaBt und 2wei sogenannte "flankierende™ Sequenzen beiderseits

der DNA-insertion, die jewsils homolog sind zu zwei genomischen Sequenzen, die neben der
gewlnschten Insertionsstielle in dem Empfingergen liegen,
- die DNA-Ifisertion in bezug auf das Empféngergen heterolog ist, und
- die flankierenden Sequenzen aus solchen ausgewdhlt sind, die die obengenannte komplementére
45 DNA darstellen und die liber eine homologe Rekombination mit korrespondierenden Sequenzen
des Empféngergens die Rekonstitution eines vollstiindigen rekombinanten Gens in dem Genom
der eukaryontischen Zelle erm&glichen,
- das Empféngergen ein Gen ist, das normalerweise in der eukaryontischen Zelle nicht transkribiert
wird.
50 '
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Insertion entweder eine
codierende Sequenz oder eine regulatorische Sequenz umfaft,
- die flankierenden Sequenzen derart gewihlt sind, daB sie aufgrund homologer Rekombination je
nachdem entweder die Expression der codierenden Sequenz der gesamten DNA-Insertion unter
55 . der Kontrolle von regulatorischen Sequenzen des Empféngergens erlauben oder die Expression
einer codierenden Sequenz dos Empféngergens unter dar Kontrolle der regulatorischen Sequen-
2en der DNA-Insertion.
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in that ES cells are transfected by the method according to one of Clains 1
to;18 and sdBeVabien sechisinemsryprengelisaden Aneniishi edusth aolenzeichpel,ap ot Maktor zwi
corFect i gt egr #heipmpFen;depingesiop prstlen Hankierepdee Sequpnzen igtevenigipnde Seqyefizep gnthalt.
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-of the gepmqkl Q&rahren LA Hinbiier FWringBidhddf] Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Transfektion
mittels Elekiroporation durchgeflihrt wird.

16. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB8 die Polymerase-
kettenreaktion (P.C.R.) verwendet wird flir die Ampilifikation der DNA-Sequenz des Locus, an dem sich
50 die Insertion befindet, um nachzupriifen, ob die Insertion an der gewlinschten Stelle stattgefunden hat.

17. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Insertion
einen Teil eines Interferongens, eines Interleukingens, eines Rezeptorgens, wie z.B. des Retinsdurs-,
des g-3-adrenergen oder des HiV-Rezeptors, oder eines mit einer Krankheit in Verbindung stehenden

&5 Gens oder des lacZ-Gens umfaBt.

18. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da8 die DNA-Insertion
zwischen den flankisrenden Sequenzen einerseits eine DNA-Sequenz enthilt, die dazu bestimmt ist,
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23. Vektor, enthaltend die Nuclein_sﬁuresequenz nach Anspruch 20 oder 21.

R 24. Nucleinsiuresequenz enthaltéhd das Plasmid pGN, wie in Figur 1 dargestellt, und beiderssits der pGN-
\/ ' Sequenz zwei flankierende Sequenzen, die jewsils homolog sind zu zwei genomischen Sequenzen, die
40 neben einer gewlinschton Insertionsstelle in einem Empféingergen liegen.

25. Eukaryontische Zellen, die gem#8 dem Verfahren nach Anspruch 1', 2 oder 7 transfofmiert wurden.
26. Zellen nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um E.S.-Zellen handelt.

27. Verwendung der Nucleinsiuresequenz nach Anspruch 20 flir die Modifikation eukaryontischer Zellen im
Hinblick auf eine funktionelle oder effizientere Expression der Sequenz oder einer endogenen Sequenz.

28. Nucleinsuresequenz umfassend:
50 i) eine regulatorische Sequenz, die dazu vorgesehen ist, mit einer komplementéaren DNA rekombi-
niert zu werden, um so in dem Genom einer sukaryontischen Zelle ein vollstindiges rekombinantes
Gen zu erzeugen, und :
ii) beiderseits der unter i) genannten Sequenz zwei sogenannte "flankierende™ Sequenzen, die
jeweils homolog sind zu zwei genomischen Sequenzen, die neben der gewlinschten Insertionsstelle
55 in einem Empfingergen liegen.
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