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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for & velge et polypeptid fra et bibliotek av polypeptider,

som omfatter trinnene med &

a. tilveiebringe et forste nukleinsyre-bibliotek, der hvert medlem i
nevnte forste nukleinsyre-bibliotek omfatter en polypeptidkodende sekvens som

koder for et medlem av et forste polypeptid-bibliotek,

b. tilveiebringe et andre nukleinsyre-bibliotek, der nevnte andre
nukleinsyre-bibliotek omfatter et flertall av medlemmer, der hvert medlem omfatter

en merke-kodende sekvens som koder for et deteksjonsmerke, der nevnte

deteksjonsmerke:

1. er karakterisert ved en aminosyresekvens som er forskjellig fra
aminosyresekvensen til ethvert annet deteksjonsmerke som er
kodet for med nevnte andre nukleinsyre-bibliotek,

1. er karakterisert ved en molekylmasse pa mellom 200 og 5000
Da, spesielt mellom 500 og 2500 Da, mer foretrukket mellom
omtrent 900 og 2200 Da, og

1. omfatter et forste fraskillebart element,

1v. er karakterisert ved en hydrofobisitetsverdi pd mellom -27 og
128 som beregnet med fremgangsmaten som er beskrevet her,

c. sette nevnte polypeptidkodende sekvens som er omfattet i nevnte

medlem av nevnte forste nukleinsyre-bibliotek inn i et medlem av nevnte andre
nukleinsyre-bibliotek, for derved & danne et merket nukleinsyre-bibliotek som koder
for et merket polypeptid-bibliotek, der hvert medlem av nevnte merkede polypeptid-
bibliotek omfatter et polypeptid og et deteksjonsmerke separert fra nevnte

polypeptid med nevnte forste fraskillebare element,

d. oppna et flertall av nukleinsyresekvenser fra nevnte merkede
nukleinsyre-bibliotek, der hvert av nevnte flertall av nukleinsyresekvenser omfatter

en polypeptidkodende sekvens og en merke-kodende sekvens,
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e. predikere et massespektrometri-fragmenteringsmenster for hvert
deteksjonsmerke som er kodet for av en merke-kodende sekvens som er oppnadd i

trinn d,

f. uttrykke nevnte merkede polypeptid-bibliotek fra nevnte merkede

nukleinsyre-bibliotek,

g. velge et medlem av nevnte merkede polypeptid-bibliotek i et

seleksjonstrinn, som gir et valgt polypeptid,

h. fraskille nevnte forste fraskillebare element, for derved & separere

nevnte deteksjonsmerke fra nevnte valgte polypeptid, for & gi et isolert

deteksjonsmerke,
1. identifisere nevnte isolerte deteksjonsmerke ved a
1. registrere et fragmenteringsmenster for nevnte isolerte
deteksjonsmerke med massespektrometri,
1. matche nevnte fragmenteringsmenster som er oppnddd 1 trinn
1. med nevnte fragmenteringsmenstre som er predikert i trinn
e., for derved a identifisere nevnte isolerte deteksjonsmerke,
] velge fra nevnte flertall av nukleinsyresekvenser som er oppnadd i

trinn d. en nukleinsyresekvens som omfatter en merke-kodende sekvens som koder
for nevnte deteksjonsmerke som er identifisert i trinn i., for derved & identifisere
medlemmet av nevnte merkede polypeptid-bibliotek som er assosiert med nevnte

deteksjonsmerke som er identifisert i trinn 1.

2. Fremgangsmate ifolge krav 1,

der nevnte isolerte deteksjonsmerke er karakterisert ved en hydrofobisitetsverdi pa

mellom -1 og 70.

3. Fremgangsmate ifolge ethvert av kravene ovenfor,
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der nevnte isolerte deteksjonsmerke omfatter et sekvenselement I som er valgt fra
en samling av sekvenselementer I, der nevnte sekvenselement I bestar av 5 til 10,
spesielt 7 aminosyrer, som uavhengig av hverandre er valgt fra A, S, T, N, Q, D, E,

V,L,LF, Y, W,GogP.

4. Fremgangsmate ifolge ethvert av kravene ovenfor,
der nevnte isolerte deteksjonsmerke bestir av

a. et sekvenselement III, der nevnte sekvenselement III er GS,

b. nevnte sekvenselement I, der nevnte sekvenselement I bestar av 5 til 10,
spesielt 7 aminosyrer, som uavhengig av hverandre er valgt fra A, S, T, N, Q,
D,E,V,L,LLF,Y,W,GogP,og

c. nevnte sekvenselement II som er valgt fra SEQ ID nr. 01 (WR), SEQ ID nr.
02 (WLR), SEQ ID nr. 03 (WQSR), SEQ ID nr. 04 (WLTVR) og SEQ ID nr.
05 (WQEGGR),

der spesielt rekkefolgen av nevnte sekvenselementer fra N-terminal til C-terminal er

sekvenselement III, sekvenselement I, sekvenselement II.

5. Samling av polypeptider,

der hvert medlem av nevnte samling av polypeptider er assosiert med et
deteksjonsmerke, spesielt minst ett, mer spesifikt minst to, enda mer spesifikt minst
fem, enda mer spesifikt minst 10, enda mer spesifikt omtrent tjue deteksjonsmerker,

og der nevnte deteksjonsmerke

a. er karakterisert ved en aminosyresekvens som er forskjellig fra
aminosyresekvensen til ethvert annet deteksjonsmerke av polypeptidene,

b. er karakterisert ved en molekylmasse pa mellom 200 og 5000 Da, spesielt
mellom 500 og 2500 Da, mer foretrukket mellom omtrent 900 og 2200 Da,

c. er separert fra nevnte medlem 1 nevnte samling av polypeptider med et forste
fraskillebart element,

d. er karakterisert ved en hydrofobisitetsverdi pa mellom -27 og 128, spesielt

mellom -1 og 70, som beregnet med fremgangsmaten som er beskrevet her,
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e. bestar av 7 til 21 sammenhengende aminosyrer og omfatter kun én aminosyre
som har en positivt ladd sidekjede som er lokalisert pd C-terminalen av

deteksjonsmerket og som er valgt fra arginin og lysin.

6. Samling av polypeptider ifelge ethvert av kravene 5,
der nevnte deteksjonsmerke omfatter

a. et sekvenselement I, der nevnte sekvenselement I bestdr av 5 til 10, spesielt 7
aminosyrer, som uavhengig av hverandre er valgt fra A, S, T, N, Q, D, E, V,
LLLF Y, W,GogP,og

b. et sekvenselement II som er valgt fra SEQ ID nr. 01 (WR), SEQ ID nr. 02
(WLR), SEQ ID nr. 03 (WQSR), SEQ ID nr. 04 (WLTVR) og SEQ ID nr. 05
(WQEGGR).

7. Samling av deteksjonsmerker,

som omfatter minst 96, mer spesifikt minst 500 000 deteksjonsmerker, enda mer
spesifikt minst 107 deteksjonsmerker, enda mer spesifikt omtrent 108

deteksjonsmerker, der hvert deteksjonsmerke:

a. bestdr av 7 til 18, mer spesifikt 11 til 15 aminosyrer, og

b. er karakterisert ved en aminosyresekvens som er forskjellig fra
aminosyresekvensen ifolge ethvert annet deteksjonsmerke som er omfattet i
nevnte samling av deteksjonsmerker,

c. omfatter kun én aminosyre som har en positivt ladd sidekjede som er
lokalisert pd C-terminalen til deteksjonsmerket og er valgt fra arginin og lysin,

d. er karakterisert ved en molekylmasse pd mellom 200 og 5000 Da, spesielt
mellom 500 og 2500 Da, mer spesifikt mellom 900 og 2200 Da,

e. er karakterisert ved en hydrofobisitetsverdi mellom -27 og 128, som beregnet

med fremgangsméten som er beskrevet her.

8. Samling av deteksjonsmerker ifolge krav 7,

der hvert deteksjonsmerke i alt vesentlig bestdr av
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a. et sekvenselement I, der nevnte sekvenselement I bestar av 5 til 10, spesielt 7
aminosyrer, som uavhengig av hverandre er valgt fra A, S, T, N, Q, D, E, V,
LLLF Y, W, GogP,og

b. et sekvenselement II som er valgt fra SEQ ID nr. 01 (WR), SEQ ID nr. 02
(WLR), SEQ ID nr. 03 (WQSR), SEQ ID nr. 04 (WLTVR) og SEQ ID nr. 05
(WQEGGR).

9. Samling av plasmidvektorer,

spesielt minst 96, mer foretrukket minst 500 000, enda mer foretrukket minst 10’
plasmidvektorer, enda mer foretrukket omtrent 10® plasmidvektorer, der hvert
medlem av nevnte samling av plasmidvektorer omfatter en merke-kodende
nukleinsyresekvens som koder for et deteksjonsmerke, der hvert deteksjonsmerke
bestér av 4 til 20, spesielt 7 til 18, mer foretrukket 11 til 15 aminosyrer og er
karakterisert ved en aminosyresekvens som er forskjellig fra aminosyresekvensen til
ethvert annet deteksjonsmerke som er kodet for av nevnte samling av
plasmidvektorer, og der nevnte kodede deteksjonsmerke er karakterisert ved en
hydrofobisitetsverdi mellom -27 og 128 som beregnet med fremgangsméten som er
beskrevet her, og bestar av 7 til 18 aminosyrer og omfatter kun én aminosyre som
har en positivt ladd sidekjede som er lokalisert pd C-terminalen til deteksjonsmerket

og er valgt fra arginin og lysin.

10. Samling av plasmidvektorer ifelge krav 9,
der nevnte deteksjonsmerke i alt vesentlig bestér av

a. et sekvenselement I, der nevnte sekvenselement I bestar av 5 til 10,
spesielt 7 aminosyrer, som uavhengig av hverandre er valgt fra A, S, T, N, Q,

D,E,V,L,LLF,Y,W,GogP,og

b. et sekvenselement II som er valgt fra SEQ ID nr. 01 (WR), SEQ ID
nr. 02 (WLR), SEQ ID nr. 03 (WQSR), SEQ ID nr. 04 (WLTVR) og SEQ ID
nr. 05 (WQEGGR).
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11. Fremgangsmate for proteindeteksjon,
som omfatter

a. tilveiebringe et nukleinsyre-bibliotek som koder for et polypeptid-bibliotek
der nevnte polypeptid-bibliotek omfatter et flertall av medlemmer og hvert
medlem er assosiert med et deteksjonsmerke, og der nevnte deteksjonsmerke

1. er karakterisert ved en aminosyresekvens som er forskjellig fra
aminosyresekvensen til ethvert annet deteksjonsmerke som er
kodet for av nevnte nukleinsyre-bibliotek,

1. er karakterisert ved en molekylmasse pa mellom 200 og 5000 Da,
spesielt mellom 500 og 2500 Da, mer spesifikt mellom omtrent

900 og 2200 Da, og

1il. er separert fra nevnte medlem av nevnte samling av polypeptider
med et forste fraskillebart element,

iv. er karakterisert ved en hydrofobisitetsverdi mellom -27 og 128,
som beregnet med fremgangsméten som er beskrevet her,

b. tilveiebringe en database som omfatter

1. et flertall av nukleinsyre- og/eller aminosyresekvenser, der
nevnte flertall av sekvenser omfatter sekvensene til alle
medlemmer av nevnte nukleinsyre-bibliotek, og der hver av
sekvensene omfatter en sekvens som spesifiserer et polypeptid
og en sekvens som spesifiserer et deteksjonsmerke,

ii. et predikert massespektrometri-fragmenteringsmenster for
hvert deteksjonsmerke som er kodet for av nevnte nukleinsyre-
bibliotek,

c. uttrykke nevnte polypeptidbibliotek fra nevnte nukleinsyre-bibliotek,

d. velge et medlem av nevnte polypeptid-bibliotek i et seleksjonstrinn, som gir et
valgt polypeptid,

e. fraskille nevnte forste fraskillebare element, for derved & separere nevnte
deteksjonsmerke fra nevnte valgte polypeptid, for 4 gi et isolert
deteksjonsmerke,

f. identifisere nevnte isolerte deteksjonsmerke ved &

1. registrere et fragmenteringsmenster for nevnte isolerte

deteksjonsmerke med massespektrometri,
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ii. matche nevnte fragmenteringsmenster som er oppnédd 1 trinn 1.
med nevnte fragmenteringsmenstre som er predikert i nevnte
database, for derved & identifisere nevnte isolerte
deteksjonsmerke,

g. velge fra nevnte flertall av sekvenser som er omfattet i nevnte database en
sekvens som spesifiserer nevnte deteksjonsmerke som er identifisert i trinn f.,
for derved 4 identifisere medlemmet av nevnte polypeptid-bibliotek som er

assosiert med nevnte deteksjonsmerke som er identifisert i trinn f.

12.  Fremgangsmate ifolge krav 11,

der hvert medlem av nevnte polypeptid-bibliotek eller der hvert deteksjonsmerke er
assosiert med et affinitetsmerke, spesielt et affinitetsmerke som er valgt fra gruppen
som omfatter et His-merke, et CBP-merke, et CYD-merke, et Strep-merke, et
Strepll-merke, et FLAG-merke, et HPC-merke, et GST-merke, et Avi-merke, et
biotinyleringsmerke, et Myc-merke, et 3XxFLAG-merke og et MBP-merke, og/eller,
der nevnte affinitetsmerke fortrinnsvis er separert fra nevnte deteksjonsmerke med
et andre fraskillebart element, og nevnte andre fraskillebare element blir fraskilt for

trinn f.

13.  Fremgangsmate for & assosiere et polypeptid med et unikt deteksjonsmerke,
som omfatter trinnene med &

a. tilveiebringe et forste nukleinsyre-bibliotek, der hvert medlem i nevnte
forste nukleinsyre-bibliotek omfatter en polypeptidkodende sekvens som

koder for et medlem av et forste polypeptid-bibliotek,

b. tilveiebringe et andre nukleinsyre-bibliotek, der hvert medlem av nevnte
andre nukleinsyre-bibliotek omfatter en merke-kodende sekvens som

koder for et deteksjonsmerke, der nevnte deteksjonsmerke:
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er karakterisert ved en aminosyresekvens som er forskjellig
fra aminosyresekvensen til ethvert annet deteksjonsmerke

som er kodet for av nevnte andre nukleinsyre-bibliotek,

er karakterisert ved en molekylmasse pa mellom 200 og
5000 Da, spesielt mellom 500 og 2500 Da, mer spesifikt
mellom omtrent 900 og 2200 Da,

er karakterisert ved en hydrofobisitetsverdi pd mellom -27
og 128, som beregnet med fremgangsméten som er

beskrevet her,

omfatter et forste fraskillebart element,

c. sette nevnte polypeptidkodende sekvens som er omfattet i nevnte medlem

av nevnte forste nukleinsyre-bibliotek inn i et medlem av nevnte andre

nukleinsyre-bibliotek, der

1.

ii.

nevnte forste nukleinsyre-bibliotek har en storrelse pa 5 til
100 000, spesielt 100 til 50 000, mer spesifikt 500 til 5000,
0g

nevnte andre nukleinsyre-bibliotek har en sterrelse pa 10°
til 10!, spesielt 10° til 10'°, mer spesifikt 10° til 10°, ende
mer spesifikt omtrent 108, for derved & generere et flertall

av polypeptid/merke-kombinasjonsplasmider,

d. velge en undergruppe av nevnte flertall av polypeptid/merke-

kombinasjonsplasmider, for derved a generere et merket nukleinsyre-

bibliotek som koder for et merket polypeptid-bibliotek.

14.  Fremgangsmadte ifolge krav 13,

der, i trinn d., den valgte undergruppen av flertallet av polypeptid-merke-

kombinasjonsplasmider er minst 3x, spesielt minst 5x, minst 10x, minst 15x, minst

20x eller minst 25, antallet medlemmer i det forste nukleinsyre-biblioteket.
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