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Patentkrav 

1. Fremgangsmåte for rensing av messenger-RNA (mRNA), omfattende 

(a) utfelling av mRNA fra et urent preparat; og 

(b) å utsette det urene preparatet som omfatter utfelt mRNA for en 

renseprosess som involverer membranfiltrering slik at det utfelte 5 

mRNA blir fanget opp av en membran; og 

(c) vasking av det fangede utfelte mRNA; og 

(d) eluering av det fangede utfelte mRNA fra membranen ved 

gjenoppløseliggjøring av mRNA, og som derved resulterer i en renset 

mRNA-løsning. 10 

 

2. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor renseprosessen som involverer 

membranfiltrering, er (i) tangensiell strømningsfiltrering, eller (ii) direkte 

strømningsfiltrering. 

 15 

3. Fremgangsmåte ifølge krav 1 til 2, hvor trinnet med utfelling av mRNA 

omfatter behandling av det urene preparatet med en løsning omfattende et reagens 

valgt fra gruppen bestående av litiumklorid, kaliumklorid, guanidiniumklorid, 

guanidiniumtiocyanat, guanidiniumisothiocyanat, ammoniumacetat og 

kombinasjoner derav, eventuelt hvor reagenset er guanidiniumtiocyanat. 20 

 

4. Fremgangsmåte ifølge krav 3, hvor løsningen omfatter: 

(i) 4M guanidiniumtiocyanat, 0,5% natriumlaurylsarkosyl og 25 

mM natriumcitrat; 

(ii) 4M guanidiniumtiocyanat og 0,5% natriumlaurylsarkosyl; eller 25 

(iii) 4M guanidiniumtiocyanat og 25 mM natriumcitrat. 

 

5. Fremgangsmåte ifølge krav 1 til 4, hvor trinnet med utfelling av mRNA 

omfatter et trinn for behandling av det urene preparatet med absolutt etanol. 

 30 

6. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 

membranen er valgt fra gruppen bestående av polyetersulfon (mPES) (ikke 

modifisert), polyetersulfon (mPES) hulfibermembran, polyvinylidenfluorid (PVDF), 

celluloseacetat, nitrocellulose, MCE (blandede celluloseestere), ultrahøy MW-

polyetylen (UPE), polyfluortetraetylen (PTFE), nylon og kombinasjon derav. 35 
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7. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 

vasketrinnet omfatter flere skyllesykluser som anvender en vaskeoppløsning 

omfattende en guanidiniumbuffer og etanol, fulgt av ca. 70-80% etanol, eventuelt 

hvor de flere skyllesyklusene er mer enn 5 sykluser. 

 5 

8. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 

elueringstrinnet omfatter gjenoppløseliggjøring av det fangede utfelte mRNA med 

RNAse-fritt vann, eventuelt hvor det RNAse-frie vannet blir resirkulert i 5-10 

minutter. 

 10 

9. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 

fremgangsmåten videre omfatter et trinn med dialysering av den rensede mRNA-

løsningen, eventuelt hvor den rensede mRNA-løsningen blir dialysert med 1 mM 

natriumcitrat ved anvendelse av en 100 kDa molekylvekt utesluttende membran 

(MWCO). 15 

 

10. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 

mRNA er syntetisert in vitro og det urene preparatet omfatter en in vitro mRNA-

syntesereaksjonsblanding, eventuelt hvor det urene preparatet omfatter for tidlig 

terminerte RNA-sekvenser og / eller enzymreagenser brukt i in vitro-syntese. 20 

 

11. Fremgangsmåte ifølge krav 10, hvor renseprosessen som involverer 

membranfiltrering, er tangentiell strømningsfiltrering og hvor den rensede mRNA-

løsningen inneholder mindre enn 1%, mindre enn 0,5%, mindre enn 0,1% for tidlig 

terminerte RNA-sekvenser og / eller enzym-reagenser brukt i in vitro-syntese, 25 

eventuelt hvor de for tidlig terminerte RNA-sekvenser og / eller enzymreagenser 

brukt i in vitro-syntese, måles via sølvfarging, gelelektroforese, HPLC, UPLC og / 

eller kapillær elektroforese, eventuelt hvor (i) de for tidlige terminerte RNA-

sekvenser omfatter mindre enn 15 baser, f.eks ca. 8-12 baser, eller (ii) 

enzymreagensene anvendt i in vitro-syntese omfatter T7 RNA-polymerase, DNAse 30 

I, pyrofosfatatase og / eller RNAse-inhibitor. 

 

12. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 

mRNA blir renset: 

(a) i en skala på eller større enn 1 gram, 10 gram, 100 gram, 1 kg, 10 35 

kg eller 100 kg per batch, og / eller 

(b)  

(i) før en hette og hale tilsettes mRNA, 

NO/EP3134506



3 

(ii) etter en hette og hale tilsettes mRNA, 

(iii) etter en hette tilsettes, eller 

(iv) både før og etter at en hette og / eller hale tilsettes mRNA. 

 

13. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 5 

mRNA: 

(a) er, eller er større, enn 1 kb, 1,5 kb, 2 kb, 2,5 kb, 3 kb, 3,5 kb, 4 kb, 

4,5 kb, 5 kb, 6 kb, 7 kb, 8 kb, 9 kb, 10 kb, 11 kb, 12 kb, 13 kb, 14 

kb, 15 kb, eller 20 kb i lengde, og / eller 

(b) omfatter en eller flere modifikasjoner for å øke stabiliteten, eventuelt 10 

hvor den ene eller flere modifikasjonene omfatter modifisert 

nukleotid og / eller modifisert sukkerfosfat-ryggrader eller er 

umodifisert. 

 

14. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor 15 

95%, 98%, 99% eller mer av det rensede mRNA ikke blir nedbrutt, bestemt ved 

RNA-agarosegelelektroforese i forhold til mRNA før rensing. 

 

15. Fremgangsmåte for fremstilling av messenger-RNA (mRNA) omfattende: 

å syntetisere av mRNA in vitro; og 20 

rensing av in vitro-syntetisert mRNA ved anvendelse av en 

fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav. 
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