
1. Viengrandės RNR (ssRNR) gavimo būdas, apimantis:
(i) RNR preparato, apimančio ssRNR, pagaminimą transkripcijos in vitro būdu;

(ii) RNR preparato kontaktavimą su celiuliozės medžiaga, esant sąlygoms, kurios leidžia dvigrandei RNR (dsRNR) susirišti su celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR susirišti su celiuliozės medžiaga; ir

(iii) ssRNR atskyrimą nuo celiuliozės medžiagos, esant sąlygoms, kurios leidžia dsRNR susirišti su celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR susirišti su celiuliozės medžiaga;

kur
pakopoje (ii) RNR preparatas pateikiamas kaip skystis, apimantis ssRNR ir pirmąjį buferį, ir (arba) celiuliozės medžiaga pateikiama kaip suspensija pirmajame buferyje, kur pirmasis buferis apima vandenį, etanolį ir druską tokios koncentracijos, kuri leidžia dsRNR susirišti su celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR susirišti su celiuliozės medžiaga; ir

etanolio koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 14 iki 20 ( (t/t) ir druskos koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 15 iki 70 mM.

2. Viengrandės RNR (ssRNR) gavimo būdas, apimantis:

(i) RNR preparato, apimančio ssRNR, pagaminimą transkripcijos in vitro būdu;

(ii) RNR preparato kontaktavimą su celiuliozės medžiaga, esant sąlygoms, kurios leidžia dvigrandei RNR (dsRNR) ir ssRNR susirišti su celiuliozės medžiaga; ir

(iii) ssRNR atskyrimą nuo celiuliozės medžiagos, esant sąlygoms, kurios leidžia dsRNR susirišti su celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR susirišti su celiuliozės medžiaga;

kur

pakopa (iii) apima:

(1) celiuliozės medžiagos, prie kurios yra prijungtos dsRNR ir ssRNR, sumaišymą su pirmuoju buferiu purtant ir (arba) maišant, kur pirmasis buferis apima vandenį, etanolį ir druską tokios koncentracijos, kuri leidžia dsRNR susirišti su celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR susirišti su celiuliozės medžiaga; ir
(2) vandeninės fazės, apimančios ssRNR, atskyrimą nuo celiuliozės medžiagos; ir

etanolio koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 14 iki 20 ( (t/t), ir druskos koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 15 iki 70 mM.

3. Būdas pagal 1 punktą, kur pakopa (ii) apima RNR preparato, apimančio ssRNR, sumaišymą su celiuliozės medžiaga purtant ir (arba) maišant, pageidautina, bent 5 minutes, labiau pageidautina, bent 10 minučių.

4. Būdas pagal 3 punktą, kur
(a) druska, kurią apima pirmasis buferis, yra natrio chloridas; ir (arba)

(b) etanolio koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 14 iki 16 ( (t/t); ir (arba)

(c) druskos koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 20 iki 60 mM; ir (arba)

(d) pirmasis buferis papildomai apima buferines savybes suteikiančią medžiagą, pageidautina, tris(hidroksimetil)aminometaną (TRIS) ir (arba) kompleksoną, pageidautina EDTA; ir (arba)
(e) pakopoje (iii)

(α) RNR preparato, celiuliozės medžiagos ir pirmojo buferio mišinys pateikiamas mėgintuvėlyje, ir pakopa (iii) apima (1) mėgintuvėlio veikimą gravitacijos arba išcentrine jėga tokiu būdu, kad atsiskirtų skysta ir kieta fazės; ir (2) arba supernatanto, apimančio ssRNR, surinkimą, arba celiuliozės medžiagos pašalinimą; arba
(β) RNR preparato, celiuliozės medžiagos ir pirmojo buferio mišinys pateikiamas sukimo kolonėlėje arba filtro įtaise, ir pakopa (iii) apima (1’) gravitacijos, išcentrinės jėgos, slėgio arba vakuumo taikymą sukimo kolonėlei arba filtro įtaisui tokiu būdu, kad atsiskirtų skysta ir kieta fazės; ir (2’) pratekančio srauto, apimančio ssRNR, surinkimą.
5. Būdas pagal bet kurį iš 1, 3 ir 4 punktų, kur pakopos (ii) ir (iii) kartojamos vieną kartą arba du, arba daugiau kartų, kur ssRNR preparatas, gautas, atlikus pakopą (iii), pakopų (ii) ir (iii) viename cikle, yra naudojamas kaip RNR preparatas kito ciklo pakopoje (ii), ir pakopoje (ii) kiekviename pakopų (ii) ir (iii) cikle naudojama nauja celiuliozės medžiaga.
6. Būdas pagal 2 punktą, kur pakopa (ii) apima:

(1) RNR preparato, apimančio ssRNR, sumaišymą su celiuliozės medžiaga purtant ir (arba) maišant, pageidautina, bent 5 minutes, labiau pageidautina, bent 10 minučių; ir
(2) celiuliozės medžiagos, prie kurios yra prisirišusios dsRNR ir ssRNR, atskyrimą nuo likučio.

7. Būdas pagal 6 punktą, kur pakopoje (ii) RNR preparatas pateikiamas kaip skystis, apimantis ssRNR ir antrąjį buferį, ir (arba) celiuliozės medžiaga yra pateikiama kaip suspensija antrajame buferyje, kur antrasis buferis apima vandenį etanolį ir druską, pageidautina, natrio chloridą tokios koncentracijos, kuri leidžia dsRNR ir ssRNR rištis su celiuliozės medžiaga.

8. Būdas pagal 7 punktą, kur
(a) etanolio koncentracija antrajame buferyje yra bent 35 ( (t/t); pageidautina, nuo 38 iki 42 ( (t/t); ir (arba)

(b) druskos koncentracija antrajame buferyje yra nuo 15 iki 70 mM, pageidautina, nuo 20 iki 60 mM; ir (arba)

(c) antrasis buferis papildomai apima buferines savybes suteikiančią medžiagą, pageidautina, tris(hidroksimetil)aminometaną (TRIS), ir (arba) kompleksoną, pageidautina EDTA; ir (arba)

(d) pakopoje (ii)(2)

(α) RNR preparato ir celiuliozės medžiagos mišinys, gautas pakopoje (ii)(1), pateikiamas mėgintuvėlyje, ir pakopa (ii)(2) apima (2a) mėgintuvėlio veikimą gravitacijos arba išcentrine jėga tokiu būdu, kad atsiskirtų skysta ir kieta fazės; ir (2b) arba supernatanto pašalinimą, arba celiuliozės medžiagos, prie kurios yra prisirišusios dsRNR ir ssRNR, surinkimą; arba
(β) RNR preparato ir celiuliozės medžiagos mišinys, gautas pakopoje (ii)(1), pateikiamas sukimo kolonėlėje arba filtro įtaise, ir pakopa (ii)(2) apima (2a’) gravitacijos, išcentrinės jėgos, slėgio arba vakuumo taikymą sukimo kolonėlei arba filtro įtaisui tokiu būdu, kad atsiskirtų skysta ir kieta fazės; ir (2b’) pratekančio srauto pašalinimą; ir (arba)

(e) pakopa (ii) papildomai apima (3) antrojo buferio alikvotinės dalies pridėjimą į celiuliozės medžiagą, prie kurios yra prisirišę dsRNR ir ssRNR; (4) susidariusio mišinio inkubavimą purtant ir (arba) maišant, pageidautina, bent 5 minutes, labiau pageidautina, bent 10 minučių; ir (5) celiuliozės medžiagos, prie kurios yra prisirišę dsRNR ir ssRNR, atskyrimą nuo skystos fazės; ir, pasirinktinai, (6) pakopų nuo (3) iki (5) pakartojimo vieną kartą arba du, arba daugiau kartų.

9. Būdas pagal bet kurį iš 2 ir 6-8 punktų, kur
(a) pakopoje (iii)(1) celiuliozės medžiaga, prie kurios yra prisirišusios dsRNR ir ssRNR, sumaišoma su pirmuoju buferiu purtant ir (arba) maišant bent 5 minutes, pageidautina, bent 10 minučių; ir (arba) 

(b) druska, kurią apima pirmasis buferis, yra natrio chloridas; ir (arba) 

(c) etanolio koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 14 iki 16 ( (t/t); ir (arba)

(d) druskos koncentracija pirmajame buferyje yra nuo 20 iki 60 mM; ir (arba)

(e) pirmasis buferis papildomai apima buferines savybes suteikiančią medžiagą, pageidautina, tris(hidroksimetil)aminometaną (TRIS), ir (arba) kompleksoną, pageidautina EDTA; ir (arba)

(f) pakopoje (iii)

(α) celiuliozės medžiagos ir pirmojo buferio mišinys pateikiamas mėgintuvėlyje, ir pakopa (iii)(2) apima (2a) mėgintuvėlio veikimą gravitacijos arba išcentrine jėga tokiu būdu, kad atsiskirtų skysta ir kieta fazės; ir (2b) arba supernatanto, apimančio ssRNR, surinkimą, arba celiuliozės medžiagos atskyrimą; arba

(β) celiuliozės medžiagos ir pirmojo buferio mišinys pateikiamas sukimo kolonėlėje arba filtro įtaise, ir pakopa (iii)(2) apima (2a’) gravitacijos, išcentrinės jėgos, slėgio arba vakuumo taikymą sukimo kolonėlei arba filtro įtaisui; ir (2b’) pratekančio srauto, apimančio ssRNR, surinkimą; ir (arba)

(g) pakopos (ii) ir (iii) kartojamos vieną kartą arba du, arba daugiau kartų, kur ssRNR preparatas, gautas, atlikus pakopą (iii) pakopų (ii) ir (iii) viename cikle, yra naudojamas kaip RNR preparatas kito ciklo pakopoje (ii), ir pakopoje (ii) kiekviename pakopų (ii) ir (iii) cikle naudojama nauja celiuliozės medžiaga.

10. Būdas pagal 2 punktą, kur pakopoje (ii) celiuliozės medžiaga pateikiama kolonėlėje, pakopa (ii) apima RNR preparato užnešimą ant kolonėlės, esant sąlygoms, kurios leidžia dsRNR ir ssRNR prisirišti prie celiuliozės medžiagos, ir pakopa (iii) apima ssRNR eliuavimą iš celiuliozės medžiagos, esant sąlygoms, kurios leidžia dsRNR rištis su celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR rištis su celiuliozės medžiaga.
11. Būdas pagal 10 punktą, kur pakopoje (ii) RNR preparatas pateikiamas ir užnešimą ant kolonėlės kaip skystis, apimantis ssRNR ir antrąjį buferį, kur antrasis buferis apima vandenį, etanolį ir druską, pageidautina, natrio chloridą tokios koncentracijos, kuri leidžia dsRNR ir ssRNR rištis su celiuliozės medžiaga.

12. Būdas pagal 11 punktą, kur
(a) etanolio koncentracija antrajame buferyje yra bent 35 ( (t/t); pageidautina, nuo 38 iki 42 ( (t/t); ir (arba)

(b) druskos koncentracija antrajame buferyje yra nuo 15 iki 70 mM, pageidautina, nuo 20 iki 60 mM; ir (arba)

(c) antrasis buferis papildomai apima buferines savybes suteikiančią medžiagą, pageidautina, tris(hidroksimetil)aminometaną (TRIS), ir (arba) kompleksoną, pageidautina EDTA; ir (arba)

(d) pakopa (iii) yra atliekama naudojant pirmąjį buferį kaip eliuentą, kur pirmasis buferis, pageidautina, yra pirmasis buferis pagal 9(b) punktą, 9(c) punktą, 9(d) punktą ir (arba) 9(e) punktą.

13. Būdas pagal bet kurį iš 1-12 punktų, kur
(a) RNR preparatas pagaminamas naudojant RNR polimerazę, parinktą iš grupės, susidedančios iš T3, T7 ir SP6 RNR polimerazių; ir (arba)

(b) prieš pakopą (ii) RNR preparatui atliekamas bent vienas išankstinio gryninimo apdorojimas, kur bent vienas išankstinio gryninimo apdorojimas, pageidautina, apima vieną arba daugiau iš šių: nukleorūgščių nusodinimas; nukleorūgščių surišimas su magnetiniais rutuliukais; ultrafiltracija; ir DNR degradacija; ir (arba)

(c) ssRNR yra mRNR arba inhibuojanti RNR, tokia kaip priešprasmė RNR, siRNR arba miRNR; ir (arba)
(d) ssRNR pasižymi bent 2700 nukleotidų ilgiu, pageidautina, bent 3000 nukleotidų, labiau pageidautina, bent 3500 nukleotidų, labiau pageidautina, bent 4500 nukleotidų; ir (arba)
(e) celiuliozės medžiaga apima celiuliozės pluoštus, pageidautina, celiuliozės pluoštus, tinkamos kokybės naudoti kaip pasiskirstymo chromatografijos reagentas; ir (arba)
(f) prieš kontaktavimą su RNR preparatu pakopoje (ii), celiuliozės medžiaga pateikiama kaip plauta celiuliozės medžiaga.

14. Būdas pagal 13(f) punktą, kur celiuliozės medžiagos plovimas apima

(I) celiuiliozės medžiagos sumaišymą su plovimo tirpalu purtant ir (arba) maišant, pageidautina, bent 5 minutes; ir

(II) arba skysčio pašalinimą, arba celiuliozės medžiagos surinkimą; ir, pasirinktinai,

(III) pakopų (I) ir (II) pakartojimą vieną kartą arba du, arba daugiau kartų.

15. Būdas pagal 14 punktą, kur
(A) jei pakopa (ii) atliekama, esant sąlygoms, kurios leidžia dsRNR susirišti su plauta celiuliozės medžiaga ir neleidžia ssRNR susirišti su plauta celiuliozės medžiaga, plovimo tirpalas turi pirmojo buferio kompoziciją, kaip apibrėžta 1 punkte, 4(a) punkte, 4(b) punkte, 4(c) punkte ir (arba) 4(d) punkte; arba

(B) jei pakopa (ii) atliekama, esant sąlygoms, kurios leidžia dsRNR ir ssRNR susirišti su plauta celiuliozės medžiaga, plovimo tirpalas turi antrojo buferio kompoziciją, kaip apibrėžta 7 punkte, 8(a) punkte, 8(b) punkte ir (arba) 8(c) punkte.

