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Patentkrav 

 

1. Fremgangsmåte for valg av en aptamer som binder en ligand i eukaryote celler, 

omfattende trinnene: 

(a) tilveiebringelse av et bibliotek med aptamerer, 

(b) innføring av elementene i biblioteket av aptamerer i en polynukleotidkassett for den 

ligandmedierte ekspresjonen av et rapportørgen for å lage et bibliotek av ribobrytere, 

(c) innføring av biblioteket av ribobrytere i eukaryote celler, og 

(d) bringe de eukaryote cellene i kontakt med en ligand, og 

(e) måling av ekspresjon av rapportørgenet, 

hvori polynukleotidkassetten omfatter et alternativt spleiset ekson, flankert av et 5'-

intron og et 3'-intron, og en ribobryter omfattende (i) en effektorregion omfattende en 

stamme som inkluderer 5'-spleisestedsekvensen til 3'-intronet og en sekvens 

komplementær til 5'-spleisestedsekvensen til 3'-intronet, og (ii) en aptamer posisjonert 

mellom 5'-spleisestedsekvensen til 3'-intronet og den komplementære sekvensen, 

hvori det alternativt spleisede eksonet omfatter et stoppkodon som er i ramme med 

rapportørgenet når det alternativt spleisede eksonet spleises inn i rapportørgenet 

mRNA. 

  

2. Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvori biblioteket av aptamerer deles inn i et mindre 

aptamerbibliotek før det innføres i polynukleotidkassettene omfattende trinnene: 

(a) tilveiebringelse av et randomisert aptamerbibliotek hvori aptamerene i biblioteket 

omfatter flere 5'- og 3'-konstante regioner og ett eller flere randomiserte nukleotider, 

(b) utførelse av en to-syklus PCR ved anvendelse av det randomiserte 

aptamerbiblioteket som malen og en første primer og andre primer som er 

komplementære til 5'- og 3'-konstante regioner, 

(c) isolering av produktene fra to-syklus PCR, og 

(d) PCR-amplifisering av en delmengde av de isolerte produktene fra to-syklus-PCR 

ved anvendelse av primere komplementære med en delmengde av de unike 5'- og 3'-

konstante regionene. 

3. Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller 2, hvori biblioteket av ribobrytere deles inn i ett 

eller flere delbiblioteker av ribobrytere før de innføres i de eukaryote cellene, eventuelt, 

hvori biblioteket av ribobrytere deles inn i delbiblioteker omfattende trinnene: 

(a) innføring av ribobryterbiblioteket i bakterier; 
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(b) samling av bakteriekloner og ekstrahering av plasmid-DNA for å oppnå 

plasmiddelbiblioteker av ribobrytere for å generere ett eller flere primære 

delbiblioteker; 

(c) eventuelt generering av sekundære delbiblioteker av ribobrytere fra et primært 

plasmiddelbibliotek av ribobrytere ved innføring av et primært delbibliotek i bakterier, 

samling av bakteriekloner og isolering av plasmid-DNA-et. 

  

4. Fremgangsmåte for valg av en ligand som binder en aptamer i en eukaryot celle, 

omfattende trinnene: 

(a) tilveiebringelse av et bibliotek av ligander, 

(b) tilveiebringelse av en polynukleotidkassett for den ligandmedierte ekspresjonen av 

et rapportørgen, 

(c) innføring av polynukleotidkassetten i den eukaryote cellen, 

(d) bringe individuelle grupper av den eukaryote cellen i kontakt med elementer av 

biblioteket av ligander, og 

(e) måling av ekspresjonen til rapportørgenet, 

hvori polynukleotidkassetten omfatter et alternativt spleiset ekson, flankert av et 5'-

intron og et 3'-intron, og en ribobryter omfattende (i) effektorregion omfattende en 

stamme som inkluderer 5'-spleisestedsekvensen til 3'-intronet og en sekvens 

komplementær til 5'-spleisestedsekvensen til 3'-intronet, og (ii) aptamer posisjonert 

mellom 5'-spleisestedsekvensen til 3'-intronet og den komplementære sekvensen, 

hvori det alternativt spleisede eksonet omfatter et stoppkodon som er i ramme med 

rapportørgenet når det alternativt spleisede eksonet spleises inn i rapportørgenet 

mRNA. 

  

5. Fremgangsmåten ifølge er hvilket som helst av kravene 1, 3 eller 4, hvori liganden 

er 

(a) lite molekyl; eller 

(b) molekyl fremstilt av den eukaryote cellen valgt fra gruppen som består av en 

metabolitt, nukleinsyre, vitamin, kofaktor, lipid, monosakkarid og andre budbringer. 

  

6. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1, 3 eller 4, hvori den 

eukaryote cellen velges fra gruppen som består av en pattedyrcelle, en insektcelle, en 

plantecelle og en soppcelle. 
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7. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1, 3 eller 4, hvori 

rapportørgenet velges fra gruppen som består av 

(a) fluorescerende protein, luciferase, β-galaktosidase og pepperrotperoksidase; eller 

(b) cytokin, et signalmolekyl, et veksthormon, et antistoff, et regulatorisk RNA, et 

terapeutisk protein eller et peptid. 

  

8. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1, 3 eller 4, hvori 5'- og 3'-

intronene 

(a) avledes fra intron 2 av det humane β-globingenet; 

(b) hver uavhengig fra 50 til 300 nukleotider i lengde; eller 

(c) hver uavhengig fra 125 til 240 nukleotider i lengde. 

  

9. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1, 3 eller 4, hvori 

effektorregionstammen er 

(a) 7 til 20 basepar i lengde; eller 

(b) 8 til 11 basepar i lengde. 

  

10. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1, 3 eller 4, hvori det 

alternativt spleisede eksonet 

(a) avledes fra gruppen som består av ekson 2 av det humane 

dihydrofolatreduktasegenet (DHFR), mutant human Wilms tumor 1 ekson 5, mus 

kalsium/kalmodulinavhengig proteinkinase II deltaekson 16 og SIRT1 ekson 6; 

(b) er et modifisert ekson 2 fra humant DHFR; 

(c) ikke avledes fra et naturlig forekommende ekson; eller 

(d) omfatter én eller flere av gruppen som består av en endret ekson-spleiseforsterker, 

en endret ekson-spleisedemper, en tilsatt ekson-spleiseforsterker og en tilsatt ekson-

spleisedemper. 

  

11. Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller 3, hvori aptamerbiblioteket omfatter aptamerer 

som har ett eller flere randomiserte nukleotider. 

  

12. Fremgangsmåten ifølge krav 2 eller krav 3, hvori den første eller den andre 

primeren i to-syklus PCR omfatter en markør valgt fra gruppen som består av biotin, 

NO/EP3494229



4 

digoksigenin (DIG), bromdeoksyuridin (BrdU), fluorofor og en kjemisk gruppe anvendt 

i klikk-kjemi. 
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