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(57) Sammendrag:

Fremgangsmade til frembringelse af en polynukleotidsekvens eller population af
sekvenser ud fra enkeltstrengede moderpofynukieotidsekvenser, og som indkoder én
eller flere proteinmotiver, idet fremgangsmaden omfatter trinnene, hvor man a) tilveje-
bringer en forste population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler og en nummer
to population af enkeltstrengede polynukieotidmolekyler, idet den farste og nummer to
populationen tilsammen udger plus- og minusstrenge af moderpolynukleotid-
sekvenser; b) udfgrer en reaktion til fordgjelse af den ferste og nummer to
populationen af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler med en exonuklease for at
frembringe tilsvarende populationer af enkeltstrengede polynukleotidfragmenter; c)
bringer de polynukleotidfragmenter, der er frembragt fra plusstrengene, i bergring med
fragmenter, der er frembragt fra minusstrengene; og d) formerer de fragmenter, som
hybridiserer til hinanden for at frembringe i det mindste én polynukleotidsekvens, der
indkoder én eller flere proteinmotiver, som har aendrede egenskaber sammenlignet
med det eller de proteinmotiver, som indkodes af moderpolynukleotiderne, hvorved
der i trin b) i det mindste er én parameter i den reaktion, der anvendes til fordejelse af
den ferste population af enkeltstrengede polynuklectidmolekyler, der er forskellig fra
den eller de aekvivalente parametre, der anvendes i reaktionen til fordejelse af
nummer to populationen af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler. Reaktionspara-
meteren vaelges fortrinsvis blandt exonukleasetypen, exonukleasekoncentrationen,

fortsaettes



reaktionsvolumenet, varigheden af fordgjelsesreaktionen, temperaturen af reak-
tionsblandingen, pH af reaktionsblandingen, langden af de enkeltstrengede moder-
polynuklectidsekvenser, mzsngden af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler og
puffersammensaetningen af reaktionsblandingen.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til frembringelse af en polynukleotidsekvens eller population af
sekvenser ud fra enkeltstrengede moderpolynukleotidsekvenser, og som indkoder én
eller flere proteinmotiver, idet fremgangsmaden omfatter trinnene, hvor man
a) tilvejebringer en forste population af enkelisirengede polynukieotid-
molekyler og en nummer to population af enkeltstrengede polynukleotid-
molekyler, idet den farste og nummer to populationen tilsammen udger
plus- og minusstrenge af moderpolynuklectidsekvenser;

b)  udfgrer en reaktion til fordejelse af den farste og nummer to populationen
af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler med en exonuklease for at
frembringe tilsvarende populationer af enkeltstrengede polynukleotidfrag-

menter;

c) bringer de polynukieotidfragmenter, der er frembragt fra plusstrengene, i

bergring med fragmenter, der er frembragt fra minusstrengene; og

d) formerer de fragmenter, som hybridiserer til hinanden for at frembringe i
det mindste én polynuklectidsekvens, der indkoder én eller flere protein-
motiver, som har a&ndrede egenskaber sammenlignet med det eller de
proteinmotiver, som indkodes af moderpolynukleotiderne,

hvorved der i trin b) i det mindste er én parameter i den reaktion, der anvendes til
fordojelse af den ferste population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, der er
forskellig fra den eller de =kvivalente parametre, der anvendes i reaktionen til

fordejelse af nummer to populationen af enkelistrengede polynukieotidmolekyler.

2. Fremgangsméade ifelge krav 1, hvorved reaktionsparameteren vaelges blandt
exonukleasetypen, exonukleasekoncentrationen, reaktionsvelumenet, varigheden af
fordejelsesreaktionen, temperaturen af reaktionsblandingen, pH af reaktions-
blandingen, laengden af de enkeltstrengede moderpolynuklectidsekvenser, maengden
af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler og puffersammenszetningen af reaktions-

blandingen.
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3. Fremgangsmade ifelge krav 1 eller 2, hvorved den exonuklease, der anvendes til
fordejelse af den ferste population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, er
forskellig fra den exonuklease, der anvendes til fordgjelse af nummer to populationen

af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler.

4. Fremgangsmade ifelge krav 3, hvorved den exonuklase, der anvendes til fordgjelse
af den ferste population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, er en 3'-exo-
nuklease og den exonuklease, der anvendes til fordejelse af nummer o populationen

af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler er en 5'-exonuklease.

5. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved den
exonukleasekoncentration der anvendes til fordgjelse af den ferste population af
enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, er forskellig fra den exonukleasekoncentra-
tion, der anvendes til fordgjelse af nummer to populationen af enkeltstrengede poly-
nukleotidmolekyler.

6. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved det
reaktionsvolumen, der anvendes til fordejelse af den ferste population af enkelt-
strengede polynukleotidmolekyler, er forskellig fra det reaktionsvolumen, der anvendes

til fordgjelse af nummer to populationen af enkeltstrengede poiynukleotidmolekyler.

7. Fremgangsmade ifelge et hvilkket som helst af de fregdende krav, hvorved
varigheden af den fordejelsesreaktion, der anvendes til fordgjelsen af den forste
population af enkeltstrengede polynukieotidmolekyler, er forskellig fra varigheden af
den fordgjelsesreaktion, der anvendes til fordejelse af nummer to populationen af

enkeltsirengede polynukleotidmolekyler.

8. Fremgangsmade ifslge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved
temperaturen af den reaktionsblanding der anvendes til fordejelse af den forste
population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, er forskellig fra temperaturen af
den reaktionsblanding, der anvendes til fordejelse af nummer to populationen af
enkeltstrengede polynukleotidmolekyler.

9. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved pH af
den reaktionsblanding, der anvendes til fordgjelse af den ferste population af
enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, er forskellig fra pH-vaerdien af den reaktions-
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blanding, der anvendes til fordejelse af nummer to populationen af enkeltstrengede

polynukleotidmolekyler.

10. Fremgangsméade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved
lzengden af polynukleotiderne i den ferste population af enkeltstrengede polynukleotid-
molekyler er forskellig fra leengden af polynukleotiderne i nummer to populationen af
enkeltstrengede polynukleotidmolekyler.

11. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved
puffersammensaetningen af den reaktionsblanding, der anvendes til fordgjelse af den
ferste population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler, er forskellig fra puffer-
sammensaetningen af den reaktionsblanding, der anvendes til fordajelse af nummer to

populationen af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler,

12. Fremgangsmade ifalge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved
maengden af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler i den farste population af enkelt-
strengede polynukleotidmolekyler er forskellig fra mangden af enkeltstrengede poly-
nukleotidmolekyler i nummer to populationen af enkeltstrengede polynukleotid-
molekyler.

13. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved den
forste population af enkeltstrengede polynukleotidmolekyler udger plusstrenge af
moderpolynukleotidsekvenser, og nummer to populationen af enkeltstrengede poly-
nukleotidmoelekyler udger minusstrenge af moderpolynukleotidsekvenser.

14. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved
polynukleotidmolekylerne i trin a) er DNA-molekyler.

15. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved trin c)
yderligere omfatter, at man tilseetter primersekvenser, som hybridisere til 3'- og/eller 5'-
enderne af i det mindste et af moderpolynukleotiderne under hybridiseringsbetingelser.

16. Fremgangsmade ifalge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved den
exonuklease, der anvendes til at fordaje den farste og/eller nummre to populationen af

enkeltstrengede potynukleotidmolekyler er valgt fra gruppen bestdende af BAL31,
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Exonuklease |, Exonuklease V, Exonuklease VI, Exonuklease T7genB, bakteriofag

lambda exonuklease og Exonuklease Rec J.

17. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved en

moderpolynukleotidsekvens eller -sekvenser underkastes mutagenese.

18. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved én
eller begge af populationen af fragmenter, der er frembragt i trin b), underkastes

mutagenese.

19. Fremgangsmade ifelge krav 17 eller 18, hvorved mutagenesen er fejltibgjelig
PCR.

20. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foreagende krav, hvorved trin b)
udferes for at frembringe populationer af enkeltstrengede fragmenter med varierende

lzengder.

21. Fremgangsmade ifalge krav 20, hvorved trin b) reguleres for at frembringe en
population af enkeltstrengede fragmenter med en genemsnitlig leengde pa mere end
omkring 50 nukleotider.

22. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav og som
yderligere omfatter det trin, hvor man eksprimerer i det mindste én polynukleo-
tidsekvens, der er frembragt i trin d), for at frembringe det indkodede polypeptid.

23. Fremgangsmade ifglge krav 22 og som yderligere omfatter trinnet, hvor man tester
det indkodede polypeptid for enskede egenskaber.

24. Fremgangsmade ifelge et hvilkket som helst af de foregdende krav, hvorved

moderpolynukleotidsekvensen indkoder et antistof eller fragment deraf.

25. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav, hvorved
moderpolynukleotidsekvensen indkoder et enzym,

26. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvorved
moderpolynukleotidsekvensen indkoder et antigen.
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27. Fremgangsmade til fremstilling af et polypeptid med enskede egenskaber, idet

fremgangsmaden omfatter de felgende trin:

a) frembringelse af forskelige former af et moderpalynukleotid ved
anvendelse af en fremgangsmade ifalge et hvilket som helst af kravene 1
il 26;

b)  eksprimerer de forskellige polynukleotider, der er frembragt i trin a), for at
frembringe forskellige polypeptider;

¢)  screening af de forskellige polypeptider for anskede egenskaber; og

d) udveelgelse af et polypeptid med onskede egenskaber fra de forskellige

polypeptider.

28. Polypeptid opnaet ved en fremgangsmade ifelge krav 27.

29. Farmaceutisk sammensaetning omfattende et polypeptid ifelge krav 28 og en

farmaceutisk acceptabel baerer.

30. Polypeptid ifelge krav 28 til anvendelse i medicin.

31. Anvendelse af et polypeptid ifelge krav 28 i fremstillingen af et lazzgemiddel ti!
behandling, terapi og/eller diagnose af en sygdom.

32. Fremgangsmade til fremstilling af en farmaceutisk sammensaetning, hvilken
fremgangsmade omfatter, at man efter identifikationen af et polynukleotid og/eller et
indkodet polypeptid med enskede egenskaber ved en fremgangsmade ifelge et hvilket
som helst af kravene 1 til 26, filsaetter polynukleotidet og/eller det indkodede
polypeptid til en farmaceutisk acceptabel baerer.

33. Fremgangsmade som omfatter, at man efter identifikation af et polynukleotid
og/eller et indkodet polypeptid med enskede egenskaber ved en fremgangsmade
ifalge et hvilket som helst af kravene 1 til 26, anvender dette polynukleotid og/eller
indkodede polypeptid helt eller delvis inden for medicinen.

34. Fremgangsmapde ifelge krav 33, hvorved anvendelsen inde for medicinen er i

behandlingen, terapien og/eller diagnosen af en sygdom.
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35. Fremgangsmade som omfatter, at man efter identifikation af et polynukieotid med
gnskede egenskaber ifalge en fremgangsmade ifalge et hvilket som helst af kravene 1
til 26, anvender dette polynukleotid til pavisning af og/eller formering af et
matpolynukleotid i en prove.
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FIGUR .1
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FIGUR. 2
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FIGUR 4
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FIGUR 5

b — — ——— s

Gensamlings-PCR




2004 01821 L

FIGUR 6
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FIGUR 7
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FIGUR. 8
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FIGUR. 9
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FIGUR 10
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FIGUR 11
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FIGUR 12
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FIGUR 13
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FIGUR 14
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FIGUR 17
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FIGUR 13
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FIGUR 19
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FIGUR. " 21
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FIGUR. 25 (b)
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FIGUR 25 (d)
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FIGUR 26(0)
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FIGUR 26 (d)
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FIGUR 27
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