PAGE  

1. Nukleotido kompozicijos, apimančios oligonukleotidą, gavimo būdas, kur minėtas būdas apima pakopas:
(a) oligonukleotido tirpale I pateikimą, kur minėtas oligonukleotidas apima mažiausiai vieną poli G segmentą;
ir kur minėtas I tirpalas apima šarminę pH, kur geriau minėta pH yra 8-13, dar geriau minėta pH yra 12;

(b) minėto oligonukleotido disagregaciją, kur minėta disagregacija apima pakopas:

(i) I tirpalo temperatūros sureguliavimą iki I temperatūros, kur minėta I temperatūra yra 4-70 oC, geriau 45-70 oC, dar geriau apie 50 oC ir geriausiai 50 oC;

(ii) minėto oligonukleotido inkubavimą minėtame I tirpale minėtoje I temperatūroje, kur minėtas inkubavimas yra vykdomas iki minėtas oligonukleotidas apima santykinį piko pradžios greitį virš 110 %; ir

(iii) minėto I tirpalo temperatūros sureguliavimą iki II temperatūros, kur minėta II temperatūra yra 0-70 oC, kur geriau minėta II temperatūra yra žemiau I temperatūros ir kur papildomai geriau II temperatūra yra 0-25 oC, geriausiai 0-2 oC;

(c) minėto I tirpalo pH sureguliavimą iki pH 5-8, kur geriau minėto I tirpalo minėtos pH minėtas sureguliavimas yra vykdomas iki minėta pH yra 6-7; ir

(d) minėto oligonukleotido agregavimą, kur minėtas agregavimas apima pakopas iš:
(i) minėto oligonukleotido II tirpale pateikimą, kur minėtas II tirpalas apima pH 5-8 ir mažiausiai 20 mM katijono, kur minėtas katijonas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš Na+, K+, NH4+, Li+, Ca2+ ir Mg2+; ir kur geriau minėtas II tirpalas apima 200-275 mM minėto katijono, geriau 250 mM;

(ii) II tirpalo temperatūros sureguliavimą iki III temperatūros, kur minėta III temperatūra yra 50-99 oC, geriau 80-90 oC, dar geriau apie 85 oC ir geriausiai 85 oC;

(iii) minėto oligonukleotido inkubavimą II tirpale III temperatūroje, kur minėtas inkubavimas yra vykdomas iki minėtas oligonukleotidas apima 50-100 % santykinį piko pradžios greitį; ir

(iv) II tirpalo temperatūros sureguliavimą iki IV temperatūros, kur minėta IV temperatūra yra žemiau 50 oC, kur geriau minėta IV temperatūra yra 0-25 oC, dar geriau apie 0-2 oC.

2. Būdas pagal ankstesnį punktą, kuriame minėto I tirpalo temperatūros minėtas sureguliavimas iki II temperatūros yra vykdomas su mažiausiai 3,6 oC/min temperatūros kilimu ir/arba kur II tirpalo temperatūros minėtas sureguliavimas iki IV temperatūros yra vykdomas su mažiausiai 3,6 oC/min temperatūros kilimu.
3. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur minėtas I tirpalas apima šarminio metalo hidroksidą, geriau kalio hidroksidą arba natrio hidroksidą, geriausiai natrio hidroksidą, kur minėto hidroksido koncentracija yra 10-200 mM, geriau apie 25 mM, geriausiai 25 mM.

4. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur minėtas katijonas yra Na+ arba K+, kur geriau minėtas katijonas yra Na+.
5. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur minėto oligonukleotido koncentracija minėtame I tirpale yra nuo 50 µM iki 2 mM, geriausiai 260 µm ir/arba kur minėto oligonukleotido koncentracija minėtame II tirpale yra nuo 50 µM iki 2 mM, geriau nuo 100 iki 300 µM, geriausiai 175 µM.

6. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur minėto oligonukleotido inkubavimas II tirpale III temperatūroje yra vykdomas iki minėtas oligonukleotidas apima 80-95 % santykinį piko pradžios greitį, geriau 80-90 %, dar geriau 83-90 %, dar geriau 85-90 % ir geriausiai 88 %.

7. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur minėtas oligonukleotidas apima jo 5‘ gale mažiausiai 3 ir daugiausiai 15 guanozino liekanų ir jo 3‘ gale mažiausiai 3 ir daugiausiai 15 guanozino liekanų ir kur geriau minėtas oligonukleotidas apima palindrominę seką, kur papildomai geriau minėta palindrominė seka yra GACGATCGTC (SEQ ID Nr. 1) ir kur dar geriau minėtas oligonukleotidas apima nukleorūgščių seką, parinktą iš grupės, susidedančios iš:
(a) "G4-4" GGGGGACGATCGTCGGGG (SEQ ID Nr. 2);

(b) "G5-5" GGGGGGACGATCGTCGGGGG (SEQ ID Nr. 3);

(c) "G6-6" GGGGGGGACGATCGTCGGGGGG (SEQ ID Nr. 4);

(d) "G7-7" GGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGG (SEQ ID Nr. 5);

(e) "G8-8" GGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 6);

(f) "G9-9" GGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 7);

(g) "G10" GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 8);

(h) "G11" GGGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 9).

8. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur minėtas oligonukleotidas turi nukleorūgščių seką „G10“ GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 8).

9. Kompozicijos, apimančios (i) viruso tipo dalelę, kur minėta viruso tipo dalelė yra RNR bakteriofago viruso tipo dalelė, ir (ii) oligonukleotidą, kur minėtas oligonukleotidas yra supakuotas į minėtą viruso tipo dalelę, gavimo būdas, kur minėtas būdas apima pakopas iš:
(a) minėto RNR bakteriofago apvalkalo baltymo pateikimą;
(b) oligonukleotido pateikimą;

(i) kur minėtas oligonukleotidas apima mažiausiai vieną poli-G segmentą; ir

(ii) kur minėtas oligonukleotidas apima 50-110% santykinį piko pradžios greitį;

(c) mišinio paruošimą, kur mišinys apima:

(i) minėtą apvalkalo baltymą,

kur geriau minėto apvalkalo baltymo koncentracija minėtame mišinyje yra 1-4 mg/ml, geriau 2,5 mg/ml ir/arba kur dar geriau minėto oligonukleotido koncentracija minėtame mišinyje yra 25-100 µM, dar geriau 62,5 µM;

(ii) agentą, galintį užkirsti kelią minėto apvalkalo baltymo savitvarkai,

kur geriau minėtas agentas apima denatūruojantį junginį, parinktą iš karbamido ir guanidinhidrochlorido, kur dar geriau kai minėtas denatūruojantis junginys yra karbamidas ir dar geriau, kai minėto karbamido koncentracija minėtame mišinyje yra 0,25-7,2 M, geriau 1M;
(iii) minėtą oligonukleotidą;

(d) minėto agento pašalinimą iš minėto mišinio, kur geriau minėto agento minėtas pašalinimas iš minėto mišinio yra vykdomas pirmuoju buferio pakeitimu su pirmuoju buferiu, kur minėtas pirmasis buferis apima natrio chloridą, kur geriau minėto natrio chlorido koncentracija minėtame pirmajame buferyje yra 0-1 M, geriau 0-550 mM, dar geriau 0-350 mM, dar geriau 50-350 mM ir geriausiai 250 mM; ir

(e) minėto apvalkalo baltymo savitvarką į viruso tipo dalelę.
10. Būdas pagal 9 punktą, kur minėtas apvalkalo baltymas apima arba alternatyviai iš esmės susideda iš, alternatyviai susideda iš rekombinantinių baltymų arba jų fragmentų, RNR bakteriofago, kur geriau minėtas RNR bakteriofagas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš:
(a) bakteriofago Qβ;

(b) bakteriofago R17;

(c) bakteriofago fr;

(d) bakteriofago GA;

(d) bakteriofago SP;

(e) bakteriofago MS2;

(f) bakteriofago M11;

(g) bakteriofago MX1;

(h) bakteriofago NL95;

(i) bakteriofago f2;

(j) bakteriofago PP7; ir

(k) bakteriofago AP205.

11. Būdas pagal 9 punktą, kur minėtas RNR bakteriofagas yra Qβ.

12. Būdas pagal 11 punktą, kur minėto oligonukleotido ir minėto apvalkalo baltymo molinis santykis minėtame mišinyje yra nuo 0,5 iki 1,2, geriausiai 0,7.

13. Būdas pagal 9 punktą, kur minėtas apvalkalo baltymas apima arba geriau susideda iš sekos, parinktos iš grupės, susidedančios iš:

(a) SEQ ID Nr. 10 (Qβ CP);

(b) mišinio iš SEQ ID Nr. 10 ir SEQ ID Nr. 11 (Qβ A1 baltymas);

(c) SEQ ID Nr. 12 (R17 apvalkalo baltymas);

(d) SEQ ID Nr. 13 (fr apvalkalo baltymas);

(e) SEQ ID Nr. 14 (GA apvalkalo baltymas);

(f) SEQ ID Nr. 15 (SP apvalkalo baltymas);

(g) mišinio iš SEQ ID Nr. 15 ir SEQ ID Nr. 16;

(h) SEQ ID Nr. 17 (MS2 apvalkalo baltymas);

(i) SEQ ID Nr. 18 (M11 apvalkalo baltymas);

(j) SEQ ID Nr. 19 (MX1 apvalkalo baltymas);

(k) SEQ ID Nr. 20 (NL95 apvalkalo baltymas);

(l) SEQ ID Nr. 21 (f2 apvalkalo baltymas);

(m) SEQ ID Nr. 22 (PP7 apvalkalo baltymas); ir
(n) SEQ ID Nr. 23 (AP205 apvalkalo baltymas).
14. Būdas pagal bet kurį iš 9-13 punktų, kur minėtas oligonukleotidas apima palindrominę seką, kur minėta palindrominė seka yra GACGATCGTC (SEQ ID Nr. 1) ir kur minėta palindrominė seka yra apsupta jos 5‘ gale mažiausiai 3 ir daugiausiai 15 guanozino liekanomis ir kur minėta palindrominė seka yra apsupta jos 3‘ gale mažiausiai 3 ir daugiausiai 15 guanozino liekanomis ir kur geriau minėtas oligonukleotidas apima nukleorūgščių seką, parinktą iš grupės, susidedančios iš:

(a) "G4-4" GGGGGACGATCGTCGGGG (SEQ ID Nr. 2);

(b) "G5-5" GGGGGGACGATCGTCGGGGG (SEQ ID Nr. 3);

(c) "G6-6" GGGGGGGACGATCGTCGGGGGG (SEQ ID Nr. 4);

(d) "G7-7" GGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGG (SEQ ID Nr. 5);

(e) "G8-8" GGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 6);

(f) "G9-9" GGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 7);

(g) "G10" GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 8);

(h) "G11" GGGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGGG (SEQ ID Nr. 9).

15. Būdas pagal bet kurį iš 9-14 punktų, kur baltymo išeiga mažiausiai yra 75 % ir/arba kur oligonukleotido išeiga yra mažiausiai 75 %.

