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Patentkrav
1. Fremgangsmate for fremstilling av et enkeltstrenget oligonukleotidprodukt med
minst en modifisert nukleotidrest, hvor modifiseringen er valgt fra gruppen bestdende
av modifisering ved 2'-posisjonen til sukkerdelen, modifisering av nukleobasen og
modifisering av ryggraden, og hvor produktet produseres i gram- eller kilogramskala,
eller stgrre, og/eller fremgangsmaten utfgres i en 1 liter reaktor eller stgrre,
omfattende:
a) a tilveiebringe et maloligonukleotid (I) som er komplementaert til sekvensen
til produktet, nevnte mal har egenskaper som gjgr det mulig 3 skille den fra
produktet;
b) & tilveiebringe en samling av oligonukleotider (II) inneholdende
oligonukleotider som er segmenter av produktsekvensen, hvor minst ett
segment inneholder minst én modifisert nukleotidrest og hvor modifikasjonen
er valgt fra gruppen bestdende av modifikasjon ved 2'-posisjonen til
sukkerdelen, modifisering av nukleobasen, og modifisering av ryggraden;
c) & kontakte (I) og (II) under forhold for & tillate hybridisering;
d) 38 sammenfgye segmentoligonukleotidene ved enzymatisk ligering med en
ligase for & fremstille produktet;
e) 3 endre betingelsene for 3 skille urenheter, omfattende a8 denaturere den
hybridiserte malen og urenhetsoligonukleotidstrenger og & separere
urenhetene;
f) @ endre betingelsene for & skille produktet, omfattende & denaturere den
hybridiserte malen og produktoligonukleotidstrenger og & separere produktet;
0g
g) a resirkulere malen for anvendelse i fremtidige reaksjoner.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvorved denatureringen skyldes en
temperaturgkning, endring av pH-en, eller endring av saltkonsentrasjonen i en

bufferlgsning.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, omfattende to trinn for 8 gke temperaturen: i)

3 denaturere hybridiserte urenheter og ii) & denaturere hybridisert produkt.

4. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor segmentene er 3

til 15 nukleotider lange.



10

15

20

25

30

35

NO/EP3481838

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor produktet
er 10 til 200 nukleotider langt, eventuelt 20 til 30 nukleotider langt, eventuelt 20 til 25

nukleotider langt.

6. Fremgangsmate ifglge krav 5, hvor nevnte produkt er 20 nukleotider langt, nevnte
produkt omfatter tre segmentoligonukleotider:
(i) et 5'-segment som er 7 nukleotider langt, et sentralt segment som er 6
nukleotider langt og et 3'-segment som er 7 nukleotider langt;
(ii) et 5'-segment som er 6 nukleotider langt, et sentralt segment som er 8
nukleotider langt og et 3'-segment som er 6 nukleotider langt; eller
(iii) et 5'-segment som er 5 nukleotider langt, et sentralt segment som er 10

nukleotider langt og et 3'-segment som er 5 nukleotider langt.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor egenskapen
som gjor det mulig & skille malen fra produktet er at malen er festet til et

stgttemateriale.

8. Fremgangsmate ifglge krav 7, hvor stgttematerialet er et Igselig stottemateriale,
eventuelt hvor stgttematerialet er valgt fra gruppen bestdende av polyetylenglykol, en
Igselig organisk polymer, DNA, et protein, en dendrimer, et polysakkarid, et

oligosakkarid, og et karbohydrat.

9. Fremgangsmate ifglge krav 7, hvor stgttematerialet er et ulgselig stgttemateriale,
eventuelt hvor stgttematerialet er valgt fra gruppen bestdende av: en glassperle, en
polymerperle, en fiberholdig stgtte, en membran, en streptavidinbelagt perle, cellulose

eller er en del av selve reaksjonskaret, f.eks. en reaksjonsvegg.

10. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 7-9, hvor flere, gjentatte
kopier av malen er festet pa en kontinuerlig mate via et enkelt festepunkt til

stgttematerialet.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-10, hvor egenskapen som

tillater at malen skilles fra produktet er molekylvekten til malen.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor

reaksjonen utfgres ved anvendelse av en kontinuerlig eller halvkontinuerlig
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stremningsprosess.

13. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
modifikasjonen er ved 2'-posisjonen til sukkerdelen og er valgt fra gruppen bestdende
av 2'-F, 2'-OMe, 2'-MOE, og 2'-amino, eller hvor oligonukleotidet omfatter en PMO, en
LNA, en PNA, en BNA eller en SPIEGELMER.

14. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor
modifikasjonen er i nukleobasen og er valgt fra gruppen bestaende av et 5-

metylpyrimidin, et 7-deazaguanosin og et abasisk nukleotid.

15. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
modifikasjonen er i ryggraden og er valgt fra gruppen bestdende av fosfortioat,

fosforamidat og fosfordiamidat.

16. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor det
resulterende produktet er minst 90% rent, eventuelt hvor produktet er minst 95%

rent, eventuelt hvor produktet er minst 98% rent.

17. Fremgangsmate for fremstilling av et dobbeltstrenget oligonukleotidprodukt, hvor
2 komplementaere enkeltstrengede oligonukleotider produseres ved fremgangsmaten
ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav og deretter blandes under

betingelser for a tillate hybridisering.

18. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor

fremgangsmaten er for 8 produsere et terapeutisk oligonukleotid.

19. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-16 eller 18, hvor

oligonukleotidproduktet er en gapmer.
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