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Patentkrav

1. Fremgangsmate for produksjon i stor skala av en terapeutisk sammensetning som
er beriket for mRNA-molekyler i full lengde som koder for et peptid eller polypeptid av
interesse for bruk ved levering til eller behandling av et subjekt, omfattende (i)
syntetisering av mRNA in vitro ved hjelp av en SP6 RNA polymerase, og (ii) tailing av den
syntetiserte mRNA-en,

der den terapeutiske sammensetningen omfatter mindre enn 20 % abortive transkripter,

og der minst 100 mg mRNA syntetiseres i én enkelt batch.

2. Fremgangsm%te i henhold til krav 1, der minst 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, 99,5 %, 99,9 % av de syntetiserte mRNA-molekylene oppviser full lengde, eller der

de syntetiserte mRNA-molekylene i det vesentlige oppviser full lengde.

3. Fremgangsméte i henhold til krav 1, der sammensetningen omfatter mindre enn
19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %,
5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1 % abortive transkripter, valdfritt nar

sammensetningen i det vesentlige er fri for abortive transkripter.

4. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der:

a) transkriptene i full lengde eller de abortive transkriptene av mRNA detekteres ved
elektroforese pa agarosegel, valgfritt der mMRNA denatureres av Glyoxal fgr elektroforesen
pd agarosegel ("elektroforese pd Glyoxal-agarosegel"), valgfritt der den syntetiserte
mRNA-en inneholder en ikke-detekterbar mengde abortive transkripter pd elektroforese
pd Glyoxal-agarosegel, eller

b) transkriptene i full lengde eller de abortive transkriptene av mRNA detekteres med
kapillzerelektroforese, valgfritt der kapillaerelektroforesen er forbundet med

i) en fluorescensbasert detektering, eller

ii) en detektering med UV-absorpsjonsspektroskopi;

valgfritt der den relative mengden transkripter i full lengde eller abortive transkripter av
syntetisert mMRNA bestemmes av de relative spissflatene som svarer til transkripter i full

lengde eller abortive transkripter.

5. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der fremgangsmaten

videre omfatter et trinn for 3 sette hette pa den syntetiserte mRNA-en.
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6. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der transkriptene i full
lengde eller de abortive transkriptene av mRNA detekteres:
a) for det settes hette pa den syntetiserte mRNA-en, eller

b) etter at det er satt hette pd den syntetiserte mRNA-en.

7. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der:

a) mRNA-molekylen i full lengde minst er 100 baser, 200 baser, 300 baser, 400 baser,
500 baser, 600 baser, 700 baser, 800 baser, 900 baser, 1 kb, 1,5 kb, 2 kb, 2,5 kb, 3 kb,
3,5 kb, 4 kb, 4,5 kb eller 5 kb i lengde, og/eller

b) mMRNA-en syntetiseres ved en temperatur p& mellom 37 og 42 °C.

8. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der:
a) fremgangsmaten videre omfatter et trinn for & rense syntetisert mRNA for & fjerne
abortive transkripter, eller

b) fremgangsmaten ikke inneholder et trinn for spesifikk fjerning av abortive transkripter.

9. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der:
a) SP6 RNA-polymerasen er en naturlig forekommende SP6 RNA-polymerase, eller
b) SP6 RNA-polymerasen er en rekombinant SP6 RNA-polymerase, valgfritt der SP6 RNA-

polymerasen omfatter en tag, valgfritt der tagen er en his-tag.

10. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der mRNA-en
syntetiseres av SP6 RNA-polymerasen basert pa en DNA-matrise, valgfritt der DNA-
matrisen omfatter en SP6-promoter som er forbundet funksjonelt med en DNA-sekvens
som koder for mRNA-sekvensen som skal syntetiseres, valgfritt der DNA-sekvensen er
optimalisert, f.eks. for & redusere risikoen for at en harndlsstruktur dannes i den

syntetiserte mRNA-en.

11. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der mRNA-en
syntetiseres i en reaksjonsblanding omfattende NTP-er i en konsentrasjon pa 1 til 10 mM
for hver NTP, DNA-matrisen i en konsentrasjon pa 0,01 til 0,5 mg/ml og SP6 RNA-
polymerasen i en konsentrasjon pa 0,01 til 0,1 mg/ml, valgfritt der reaksjonsblandingen
omfatter NTP-er i en konsentrasjon pa@ 5 mM for hver NTP, DNA-matrisen i en
konsentrasjon pa 0,1 mg/ml og SP6 RNA-polymerasen i en konsentrasjon pa 0,05 mg/ml,
valgfritt der

i) NTP-ene er naturlig forekommende NTP-er, eller

ii) NTP-ene omfatter endrede NTP-er.
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12. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der mRNA-en koder
for:

a) human Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR);

b) human Ornithine Transcarbamylase (OTC) eller

¢) human Retinoschisin 1 (hRS1).

13. Fremgangsmate i henhold til ett av de foregdende kravene, der mRNA-en er kodon-

optimalisert.
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