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ES 2287 189 T3

DESCRIPCION

Procedimiento de separacién de ADN extracromosdmico de otros componentes celulares.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de separacion de ADN extracromosdmico de otros compo-
nentes celulares, por ejemplo, ARN, ADN gendmico, proteinas y endotoxinas. Mds particularmente se refiere a un
procedimiento para producir ADN extracromosémico de calidad farmacéutica sin someter el ADN extracromosémico
aun digesto de ARN. La invencién también se refiere a ADN extracromosémico producido mediante el procedimiento
y productos farmacéuticos derivados de tal ADN extracromosémico, por ejemplo, vacunas de ADN o productos de
terapia génica. La invencion también se refiere a un procedimiento de generacién de ADN extracromosémico con alta
pureza y con buenos rendimientos.

Antecedentes de la invencion

El ADN extracromosdmico, tal como, por ejemplo, ADN de pldsmido se estd volviendo cada vez mds importan-
te como producto biofarmacéutico por derecho propio. Como consecuencia, hay una necesidad de generar grandes
cantidades de tal ADN extracromosdmico con alta pureza y con buenos rendimientos.

Los esquemas de purificacién que suponen el uso de grandes cantidades de disolventes organicos inflamables (por
ejemplo, etanol e isopropanol), y productos quimicos téxicos (por ejemplo, bromuro de etidio, fenol y cloroformo),
o técnicas tales como, ultracentrifugacion y “columnas de centrifugacion” (spin columns), si bien son adecuados para
generar pequefias cantidades del material en investigacion, generalmente no son adecuados para generar las cantidades
de material necesarias para las aplicaciones biofarmacéuticas.

Ademads muchos procedimientos de purificacién de plasmidos actuales suponen la adicién de ARNasa, normal-
mente de origen bovino. Los materiales derivados de fuentes bovinas son cada vez menos deseados en la fabricacién
de productos farmacéuticos debido a problemas referentes a encefalopatias espongiformes bovinas (EEB).

En general, puede considerarse que los procedimientos de purificacién de pldsmidos comprenden dos fases dife-
renciadas:

Una primera fase que supone la liberacién del ADN de pldsmido de sus células para formar un lisado; y

Una segunda fase que supone separar y purificar el ADN de plasmido de los demds componentes celulares del
lisado.

La forma mds comun de poner en prictica la primera fase (véase la figura 1a) es liberar el ADN de pldsmido
mediante cualquiera de:

i) Llevar a ebullicién; o
ii) Usar un pH alcalino y solubilizaciéon mediada por detergente de las membranas celulares bacterianas.

La segunda fase (véase la figura 1b) normalmente supone una etapa de clarificacién en la que se eliminan las par-
ticulas insolubles, tales como, restos celulares, seguido por una pluralidad de etapas de purificacion o refinamiento en
las que, por ejemplo, se eliminan componentes celulares solubles tales como ADN genémico, ARN, proteinas y en-
dotoxinas. Por tanto, una purificacién tipica puede comprender una combinacion de diferentes etapas de purificacion,
tales como, por ejemplo:

Ultracentrifugacion a través de un gradiente de cloruro de cesio;

Precipitacion selectiva;

Cromatografia en columna por ejemplo de intercambio i6nico; y

Separacion en dos fases.

Una técnica usada para purificar ADN es la ultrafiltracién de flujo tangencial. El documento PCT/US97/13494
ensefia la purificacién de un 4cido nucleico a partir de una disolucién que comprende filtrar la disolucién a través de
una unidad de ultrafiltracién que comprende una capa de gel para proporcionar una disolucién de permeado y una
disolucién de material retenido. El 4cido nucleico queda retenido en la disolucién de material retenido. Con el fin

de eliminar el ARN, se trata en primer lugar el lisado con ARNasa para digerirlo hasta un tamafio que permita la
separacion que ha de lograrse mediante, por ejemplo, cromatografia de intercambio iénico.
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Las condiciones del procedimiento especificado incluyen:

1. El uso de un tamp6n de diafiltraciéon de Tris-HCI con un pH de 8,5 pero de concentracidn no especificada. Sin
embargo, puesto que el material retenido se carga en una columna de cromatografia rellena con una resina de croma-
tografia de intercambio anidnico, puede suponerse que el tampdn de diafiltracion tiene una concentracion salina tipica
de 10-50 mS. Esto estd respaldado por el comentario de que cuando va a complejarse ADN con un vehiculo lipidico
para su uso en terapia génica, es deseable intercambiar el ADN en un tampdn de baja conductividad, preferiblemen-
te mediante diafiltracion. Se dice que un tamp6n de baja conductividad incluye cualquier tampdn inferior a 10 mS,
preferiblemente inferior a 1 mS;

2. El uso de aproximadamente 50 intercambios de volumen de un tampén de diafiltracion;
3. El uso de un cartucho de canales abiertos con un tamafio de poro de 300 K; y
4. Una carga de plasmido de 1,076 g de 4cido nucleico/m? de membrana.

Este procedimiento tiene la desventaja de que se requiere ARNasa para digerir el ARN con el fin de que el ARN
pueda separarse del ADN de plasmido.

Mas recientemente, Kahn et al, Biotechnology and Engineering, Vol. 60, n° 1, 5 de julio de 2000 describe un
procedimiento de flujo tangencial para la purificacién de plasmidos que evita el uso de ARNasa. Sin embargo, con el
fin de eliminar el ARN tuvieron que digerirlo en primer lugar usando una lisis alcalina prolongada que dur6 24 horas.

Existen dos desventajas principales en este procedimiento:

1. En primer lugar el tiempo global para llevar a cabo el procedimiento aumenta significativamente y, de hecho, es
potencialmente una etapa limitante de la velocidad; y

2. En segundo lugar, la lisis prolongada lleva en si misma el riesgo de dafiar el ADN extracromosémico.
Segtn el articulo, se prepar6 ADN de plasmido mediante flujo tangencial en las siguientes condiciones:
1. El tamp6n era un tampén Tris-HC1 20 mM, pH 7,6;

2. El procedimiento us6 8-10 intercambios de volumen de tampdn de diafiltracion;

3. La membrana tenia un tamafio de poro de 500 o bien 1000 K; y

4. Las cargas de pldsmido fueron de 10-15 g de células/0,0464 m?> de membrana. (Aproximadamente 0,172 g de
plasmido/m?.)

Otros puntos de interés incluyen el hecho de que el tamafio del plasmido varié desde entre 5,6 Kb y 7,9 Kb para
una membrana con un tamafio de poro de 500 KDa y fue de 10,0 Kb para una membrana con un tamafio de poro de
1000 KDa.

En ambos procedimientos, es necesario digerir en primer lugar el ARN con el fin de que pueda separarse del ADN
extracromosémico mediante ultrafiltracién de flujo tangencial.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un procedimiento para separar ADN de ARN sin ARNasa,
procedimiento que es simple, ficilmente modificable a escala y no tiene las desventajas asociadas al procedimiento de
Kahn et al.

Sumario de la invencion

El solicitante ha determinado que puede obtenerse un ADN libre de ARN, por ejemplo un ADN extracromosémico,
simplemente y de manera facilmente modificable a escala usando ultrafiltracion de flujo tangencial mediante el control
cuidadoso de una o mads de las condiciones operativas.

Aunque se obtienen los mejores resultados mediante el control cuidadoso de varias condiciones operativas, debe
reconocerse que la optimizacién de una cualquiera o mds de las condiciones operativas puede proporcionar la elimi-
nacion significativa de ARN y, en consecuencia, se reivindica cada condicién optimizada individualmente asi como en
combinacién con una o mds de las otras condiciones operativas.

Por tanto, el solicitante ha determinado que, al contrario de lo que sugiere la técnica, es posible, mediante el
control cuidadoso de una o mas de las condiciones operativas del procedimiento de ultrafiltracion, separar ADN
extracromosémico de ARN, sin haber digerido en primer lugar el ARN mediante tratamiento con ARNasa o bien
realizando una lisis prolongada.
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Estos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:

1. Seleccionar el tamp6én basandose en su fuerza idnica, fuerza iénica que puede definirse en cuanto a su conducti-
vidad;

2. Proporcionar suficientes intercambios de volumen de tampdn de diafiltracion para lavar el ARN a través de la
membrana;

3. Seleccionar una membrana apropiada con un tamafio de poro apropiado para el ADN extracromosémico que se
esté purificando;

4. Seleccionar una presién transmembrana apropiada; y
5. Controlar las cargas.

Mais particularmente optimizando tanto la fuerza iénica y proporcionando suficientes intercambios de volumen del
tampodn de diafiltracion, y més preferiblemente todavia seleccionando adicionalmente una membrana apropiada con un
tamaiio de poro apropiado para el ADN extracromosémico que se estd purificando, es posible efectuar una eliminacién
sustancial de ARN sin la necesidad de un digesto de ARNasa o una lisis prolongada.

Ademds, como consecuencia del procedimiento, puede reducirse el nimero o la complejidad de las etapas necesa-
rias para conseguir un nivel deseable de purificacion. Esta reduccién en el nimero, o la complejidad de, las etapas de
purificacion es claramente beneficioso puesto que puede reducir los tiempos de procesamiento, costes y pérdidas de
plasmido.

Segin un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un procedimiento de separaciéon de ADN extra-
cromosomico de ARN sin digerir en primer lugar el ARN, comprendiendo dicho procedimiento:

1) lisar células que comprenden ADN extracromosémico para formar un lisado;
ii) clarificar el lisado; y

iii) someter el lisado clarificado a ultrafiltracién de flujo tangencial en condiciones que dejan que pase una cantidad
sustancial del ARN presente en el lisado a través de una membrana, mientras que queda retenido la mayoria del ADN
extracromosémico.

Por cantidad sustancial se quiere decir superior al 50%, mas preferiblemente superior al 90%, mas preferiblemente
todavia superior al 95%, y lo mds preferiblemente todavia superior al 98%.

La eliminacién significativa de ARN lograda con la etapa de ultrafiltracién significa que puede obtenerse ADN
extracromos6mico de calidad farmacéutica con tan sdlo otra etapa individual de purificacién o refinamiento.

Las una o mds otras etapas de purificacién o refinamiento pueden llevarse a cabo antes y/o bien tras la etapa
de ultrafiltracién. La(s) etapa(s) puede(n) ser para eliminar otro ARN u otros componentes celulares, tales como,
por ejemplo, endotoxinas, proteinas y ADN genémico. Naturalmente, se apreciard que también se eliminard una gran
proporcién de estos otros componentes celulares durante el procedimiento de ultrafiltracién. En una realizacién (figura
1b, ruta A) la etapa de ultrafiltracioén de flujo tangencial estd seguida por una etapa de cromatografia, tal como, por
ejemplo, con hidroxiapatita, etapa que se disefia para eliminar especificamente ARN de alto peso molecular. Por ARN
de alto peso molecular, se quiere decir ARN con un peso molecular que se aproxima al del ADN extracromosémico
del que se esta separando.

Aln en otra realizacién (figura 1b, ruta B) se lleva a cabo otra etapa de eliminaciéon de ARN tras la etapa de
ultrafiltracién. Preferiblemente, ésta es una etapa de precipitacién con CaCl, disefiada para eliminar especificamente
ARN de alto peso molecular.

La etapa de precipitacion con CaCl, puede estar seguida por otra etapa de ultrafiltracion y/o una etapa de desalacion
y/o una etapa de cromatografia en fase inversa, que a su vez puede estar seguida por una etapa de cromatografia, tal
como, por ejemplo de intercambio idnico o con hidroxiapatita.

Aln en otra realizacion (figura 1b, ruta C) una etapa de eliminacién de ARN, por ejemplo una etapa de precipitacion
con CaCl,, precede a la etapa de ultrafiltraciéon. En esta realizacion, la etapa de ultrafiltracién que sucede a la etapa
de precipitacién con CaCl, podria estar seguida por una etapa de cromatografia, tal como, por ejemplo, una etapa de
intercambio i6nico o una con hidroxiapatita.

El uso de una sal anticaotrdpica, tal como, por ejemplo, sulfato de amonio, sulfato de sodio, citrato de potasio,
cloruro de calcio, acetato de amonio o acetato de potasio, pero particularmente el cloruro de calcio puede afectar a la
eleccién de la membrana para ultrafiltracion.
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Las condiciones que dan lugar a la eliminacién sustancial de ARN incluyen las siguientes:

1. la seleccién de un tampdn que tiene una fuerza idnica baja. Esta seleccién demostrd ser critica para maximizar
la eliminacién de ARN. Cuanto menor es la fuerza i6nica, mayor es la eliminacién de ARN. Por fuerza iénica baja
normalmente se quiere decir que tiene una conductividad inferior a 10 mS, mas preferiblemente inferior a 5 mS,
mas preferiblemente todavia inferior a 2 mS y lo mas preferiblemente inferior a 1 mS. El tamp6n preferido es un
tampdn Tris-HCI o a tamp6n fosfato de sodio, aunque pueden ser adecuados otros tampones que funcionan en el
intervalo de pH 6-10. Ejemplos de otros tampones de este tipo incluyen: carbonato de sodio/CO,; imidazol; 2,4,6-
trimetilpiridina; MOPS; dietilbarbiturato de sodio; N-etilmorfolina; HEPES; TRICINA; EPPS; 2-amino-2-metil-1,3-
propanodiol; BICINA; borato de sodio y glicina. El pH preferido es de entre aproximadamente 7,5 y 8,5.

2. El uso de un niimero suficiente de intercambios de volumen durante la diafiltracion para garantizar que el ARN
se lava a través de la membrana. Preferiblemente, hay al menos 20 intercambios de volumen, mds preferiblemente
al menos 30 intercambios de volumen, més preferiblemente todavia al menos 40 intercambios de volumen y lo mas
preferiblemente 50 o mds intercambios de volumen, por ejemplo entre 50 y 100.

3. La seleccién de una membrana apropiada. Preferiblemente, se selecciona una membrana de polietersulfona con
un tamafio de poro de desde 300 KDa hasta 500 KDa aunque pueden usarse otras membranas adecuadas, incluyendo
acetato de celulosa, polisulfona, polivinilideno, polipropileno, poliamida, PES modificada, polivinilidenpirrolidina,
poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), nitrato de celulosa y triacetato de celulosa. La seleccion del tamafio de poro
es importante puesto que si se selecciona un tamafo de poro demasiado grande, se perderd pldsmido a través de la
membrana y si se selecciona un tamafio de poro demasiado pequefio, el ARN no podra pasar a través de la membrana.
Por tanto, el tamafio de poro podria oscilar, de hecho, desde 50 KDa hasta 1000 KDa, més normalmente de 100 KDa a
1000 KDa dependiendo de si el ADN extracromosdmico era particularmente grande o pequefio. Por tanto, la seleccién
real dependera del tamafio del plasmido y las condiciones operativas. Sorprendentemente, cuando se usa cloruro de
calcio, se ha encontrado necesario usar una membrana con un tamafio de poro menor al que se preveria normalmente
para un pldsmido de un tamafio dado. Por tanto, una membrana con un tamafio de poro de 100 K ha demostrado ser
particularmente eficaz para plasmidos de 5,9 kpb y 7,7 kpb.

4. También se ha encontrado que la presion transmembrana (PTM) inicial es significativa para lograr buenos ren-
dimientos de pldsmido. Preferiblemente, la PTM inicial es inferior a 68,95 kPa, mds preferiblemente todavia inferior
a 55,16 kPa, m4s preferiblemente todavia inferior a 41,37 kPa, y lo mds preferiblemente de aproximadamente 34,47
kPa. Se prefiere mantener ésta a o inferior a 103,4 kPa lo mds preferiblemente a o inferior a 68,95 kPa.

5. También se ha encontrado que las cargas de plasmido tienen un efecto significativo sobre el rendimiento y se
prefiere que las cargas estén en los extremos inferiores de los siguientes intervalos:

Para membranas de 300 K, las cargas de dcidos nucleicos totales oscilaron desde 2,153-10,76 g/m? (0,107-0,538
g/m’® de plasmido). Por tanto, para una membrana de 300 K, las cargas preferidas son inferiores a 0,323 g/m* de
pldsmido, més preferiblemente inferior a 0,215 g/m? de pldsmido.

Para una membrana de 500 K, las cargas de dcido nucleico totales oscilaron desde 10,76-32,29 g/m?* (0,538-1,615
g/m? de plasmido). Por tanto, para una membrana de 500 K, las cargas preferidas son inferiores a 1,076 g/m? pldsmido,
preferiblemente inferiores a 0,807 g/m? de pldsmido.

Los niveles de carga parecieron menos significativos sobre la membrana de 100 K en presencia de cloruro de
calcio.

En los experimentos que dan lugar a las observaciones 1 a 3 anteriores, se mantuvo generalmente una PTM a entre
68,95y 137,9 kPa y se mantuvo generalmente un caudal transversal de entre 5,382 y 10,76 1/min/m?. La combinacién
dio lugar a una velocidad de flujo del permeado de entre 16 y 26 1/h/m?. Tal como se indic6 en 4 anteriormente, se ha
encontrado entonces que una PTM inferior mejora los rendimientos de pldsmido.

Aunque se crefa que era necesario polarizar la membrana (recirculando la linea de permeado durante un periodo
suficiente para formar una capa de gel) para maximizar los rendimientos de plasmido se ha encontrado inesperada-
mente que esto no es necesario, en un procedimiento sin ARNasa, particularmente para una etapa de ultrafiltracién
UF1 de primera fase.

Segtin un segundo aspecto de la presente invencidn se proporciona un procedimiento de generacion de ADN ex-
tracromosémico con alta pureza y con buenos rendimientos en un procedimiento de ultrafiltracién de flujo tangencial,
procedimiento que comprende utilizar una pantalla disefiada para crear turbulencia en un canal de material retenido de
un aparato de ultrafiltracion.

Aunque la precipitacién con CaCl, de ARN es una forma simple y eficaz de eliminar contaminantes de ARN y
ADN gendmico de disoluciones de plasmido, la presencia de CaCl, da como resultado pérdidas de plasmido cuando
se concentra o se somete a diafiltracién la disolucién de plasmido mediante la ultrafiltracién de flujo tangencial.

Se cree que CaCl, compacta el plasmido dando como resultado pérdidas a través de la membrana de ultrafiltracion.
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Eliminando el CaCl, (y también el ARN) usando una matriz y agente de formacién de par iénico adecuados, se
encontré que una etapa posterior de cromatografia en fase inversa proporciona una separacion particularmente eficaz
(buena pureza y altos rendimientos de pldsmido).

Segtin un tercer aspecto de la presente invencidn se proporciona un procedimiento de generaciéon de ADN ex-
tracromosémico de alta pureza con buenos rendimientos en un procedimiento de purificacién que comprende una
etapa de precipitacién con CaCl,, caracterizado porque una etapa de cromatografia en fase inversa sigue a la etapa de
precipitacion con CaCl,.

Empleando una etapa de cromatografia en columna en fase inversa tras la etapa de precipitaciéon con CaCl,, puede
reducirse el procedimiento a una dnica etapa tras CaCl,.

Segin un cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento de purificacién de ADN de
otros componentes celulares caracterizado porque se separa el ADN usando cromatografia con hidroxiapatita a un pH
de desde 7,3 hasta 8,3.

Segtin otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un ADN extracromosémico purificado; una com-
posicién farmacéutica, una vacuna de ADN o producto de terapia génica obtenidos mediante un procedimiento de
cualquiera de las invenciones reivindicadas.

Segtin atin otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un ADN extracromosémico purificado que com-
prende:

menos del 0,13% en peso de proteina cuando se somete a prueba usando un kit BCA;

menos del 0,11% en peso de ADN genémico cuando se somete a prueba usando un procedimiento de Q-PCR
menos de 5 UE/mg de endotoxina cuando se somete a prueba usando una prueba LAL; y

menos del 1,0% en peso de ARN residual cuando se somete a prueba usando un ensayo de HPLC

Ahora se describirdn las invenciones, s6lo a modo de ejemplo, con referencia a la siguiente descripcién detallada
y los ejemplos:

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1a es un esquema de las etapas de procesamiento implicadas en la obtencién de un lisado;

La figura 1b es un esquema que muestra tres rutas alternativas de obtencién de ADN extracromosémico de calidad
farmacéutica usando un procedimiento segin la invencion;

La figura 2a es un perfil de HPLC de intercambio iénico del lisado del ejemplo 1;
La figura 2b es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado de diafiltracién del ejemplo 1;
La figura 2c es un perfil de HPLC de intercambio iénico de la combinacién de material retenido del ejemplo 1;

La figura 3a es un perfil de HPLC de intercambio iénico del lisado que va a someterse a diafiltracién frente al
tamp6n 500 mM, pH 7,5, del ejemplo 2;

La figura 3b es un perfil de HPLC de intercambio iénico de la combinacién de material retenido obtenida con el
tampén 500 mM, pH 7,5, del ejemplo 2;

La figura 3c es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del lisado que va a someterse a diafiltracién frente al
tamp6n 100 mM, pH 7,5, del ejemplo 2;

La figura 3d es un perfil de HPLC de intercambio i6énico de la combinacién de material retenido del tampén 100
mM, pH 7,5, del ejemplo 2;

La figura 3e es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del lisado que va a someterse a diafiltracion frente al
tamp6n 10 mM, pH 7,5, del ejemplo 2;

La figura 3f es un perfil de HPLC de intercambio iénico de la combinacién de material retenido del tampé6n 10
mM, pH 7,5, del ejemplo 2;

La figura 4a es un perfil de HPLC de intercambio iénico del lisado que va a someterse a diafiltracion frente al
tampdn 10 mM, pH 6,0, del ejemplo 3;
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La figura 4b es un perfil de HPLC de intercambio i6nico de la combinacién de material retenido del tampén 10
mM, pH 6,0, del ejemplo 3;

La figura 4c es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del lisado que va a someterse a diafiltracion frente al
tampén 10 mM, pH 9,0, del ejemplo 3;

La figura 4d es un perfil de HPLC de intercambio i6nico de la combinacién de material retenido del tampén 10
mM, pH 9,0, del ejemplo 3;

La figura 5 es una representacion grafica del flujo de permeado frente a los volimenes de diafiltracién para los
tampones del ejemplo 4;

La figura 6 es una representacion grafica de PTM frente a los volimenes de diafiltracion para los tampones del
ejemplo 4;

La figura 7a es un perfil de HPLC de intercambio iénico del lisado del ejemplo 5;

La figura 7b es un perfil de HPLC de intercambio iénico de la combinacién de material retenido del ejemplo 5;
La figura 8a es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del lisado del ejemplo 6;

La figura 8b es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado de concentracién del ejemplo 6;

La figura 8c es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del permeado de diafiltracién (10 equivalentes en volumen)
del ejemplo 6;

La figura 8d es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado de diafiltracién (20 equivalentes en volumen)
del ejemplo 6;

La figura 8e es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del permeado de diafiltracién (30 equivalentes en volumen)
del ejemplo 6;

La figura 8f es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del permeado de diafiltracién (40 equivalentes en volumen)
del ejemplo 6;

La figura 8g es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado de diafiltracién (50 equivalentes en volumen)
del ejemplo 6;

La figura 8h es un perfil de HPLC de intercambio iénico de la combinacién de material retenido del ejemplo 6;

La figura 8i es un perfil de HPLC de intercambio iénico de la combinacién de material retenido del ejemplo 6 a
carga doble comparado con la figura 8h;

La figura 9a es un perfil de HPLC de intercambio i6énico del permeado del ejemplo 8 tras una recirculacién de 20
minutos;

La figura 9b es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del lisado del ejemplo 8;

La figura 9c es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del material retenido del ejemplo 8 tras una recirculacién
de 20 minutos;

La figura 9d es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado durante la concentracion del ejemplo 8;

La figura 9e es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del permeado durante la diafiltracién, primeros 150 ml,
del ejemplo 8;

La figura 9f es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado durante la diafiltracién, segundos 150 ml,
del ejemplo 8;

La figura 9g es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del permeado durante la diafiltracién, terceros 150 ml, del
ejemplo 8§;

La figura 9h es un perfil de HPLC de intercambio iénico del permeado durante la diafiltracién, cuartos 150 ml, del
ejemplo 8;

La figura 9i es un perfil de HPLC de intercambio i6nico de la combinacién de material retenido del ejemplo 8 tras
la concentracién y la diafiltracion;
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La figura 9j es un perfil de HPLC de intercambio i6nico del lavado 1 del ejemplo 8;
La figura 9k es un perfil de HPLC de intercambio iénico del lavado 2 del ejemplo 8;

La figura 10a es un perfil de elucién que muestra la separaciéon de ADN de plasmido con Na,HPO, 10-500 mM a
pH 6,8;

La figura 10b es un perfil de elucién que muestra la separaciéon de ADN de plasmido con Na,HPO, 10 -500 mM a
pH 7.6;

La figura 10c es un perfil de elucién que muestra la separacién de ADN de pldsmido con Na,HPO, 10 -500 mM a
pH7.8;y

La figura 10d es un perfil de elucién que muestra la separaciéon de ADN de plasmido con Na,HPO, 10-500 mM a
pH 8.8.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Habiéndose descubierto inesperadamente que el ARN podria separarse del ADN en un procedimiento de ultra-
filtracion de flujo tangencial sin llevar a cabo en primer lugar un digesto de ARN, se concibié un protocolo basico
y se modificaron uno o mas factores en un intento de determinar qué factores tenian un efecto significativo sobre la

eliminacién de componentes celulares, particularmente ARN.

Se expone un esquema que ilustra varias rutas de separacion alternativas (1A, 1B y 1C) en las figuras lay 1by se
describen detalles de procesamiento mas completos a continuacién con mas detalle:

Protocolo de purificacion de pldasmidos sin ARNasa: escala de 300 g
1. Resuspension de células

Se afiadieron 2,5 1 de tampdn de resuspension (Tris 25 mM/EDTA 10 mM/dextrosa 55 mM pH 8,0.) a 300 g de
pasta celular para resuspender las células.

2. Lisis alcalina

Se afiadié tampdn de lisis (4,17 1 de NaOH al 0,96%, 830 ml de SDS al 6%) a la suspension celular y se mezcld
hasta homogeneidad, formando asi un lisado.

3. Precipitacion con acetato de potasio

Se afiadieron 2,5 1 de acetato de potasio 3 M al lisado, se agité durante 25-35 minutos y se centrifugd a 4600
rpm durante 20 min. Se elimind por decantacion el sobrenadante a través de una doble capa de Miracloth. Se pesé y
desech¢ el sedimento celular. Se hizo pasar el sobrenadante a través de filtros Sartopure PP de 1 x 1,2 um y Sartobran
P de 1 x 0,45/0,2 um. El filtrado es el lisado clarificado.

4. Ultrafiltracion

Materiales

Dispositivo Millipore con membranas de canales abiertos, Omega Centrasette, de PES de 300 K de 0,279 x 0,464
m>.

Esto se almacena en NaOH 0,1 M entre ejecuciones.

Bomba peristéltica Millipore Masterflex.

Tampén de diafiltracién: Tris 20 mM pH 7,5.

Preparacion del sistema

Se vacia el contenido del recipiente y los cartuchos de membrana a través de la linea de permeado. Se llena el
depdsito con 2 1 de tampdn de diafiltracion y se recircula a través de la linea de material retenido con la linea de
permeado cerrada. Se vacia el contenido del recipiente y los cartuchos de membrana a través de la linea de cerrada. Se

llena el recipiente con 2 1 de tamp6n de diafiltracion, se conecta la botella de tampén al recipiente y se irrigan 5 1 de
tampodn de diafiltracion a través de la linea de permeado. Se comprueba el pH del permeado.
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Formacion de la capa de gel

Se vacia el sistema. Se llena el recipiente con aproximadamente 1,8 1 de lisado clarificado y se conecta el extremo
que contiene lisado al sistema. Se recircula a una presion inicial de 68,95 kPa, volviendo la linea de permeado al
recipiente de lisado, durante 30 minutos (para acumular la capa de gel). Se vigila la presién del material retenido ya
que puede aumentar rdpidamente. No debe superar los 137,9 kPa. Se ajusta de nuevo a 137,9 kPa si esto se produce.

Concentracion

Se concentra el lisado hasta 500 ml. Se recoge el permeado de concentracion.

Diafiltracion

Se somete a diafiltracién a 137,9 kPa usando aproximadamente 50 volimenes de tampén de diafiltracién (25 1).
Se usa el modo de diafiltracién continua cuando se sustituye el filtrado por tampén nuevo a la misma velocidad. Se
recoge el permeado de diafiltracion en botellas de 5 x 5 1. Se registra el volumen, pH y conductividad.

Recogida

Al final de la diafiltracion, se recircula el contenido del recipiente y los cartuchos durante 30 minutos con la
véalvula de material retenido abierta y la linea de permeado cerrada. Se drena el dispositivo de UF a una botella de 500

ml (permeado UF1-D).

Se afiaden 500 ml de tamp6n de diafiltracion nuevo al recipiente y se recircula durante 30 minutos. Se drena el
dispositivo a una botella de 500 ml (lavado 1 de permeado UF1-D).

Se repite lo anterior (lavado 2 de permeado UF1-D).
Se combinan el permeado UF1-D, el lavado 1 de permeado y el lavado 2 de permeado.

Se filtra la combinacién de material retenido a través de un filtro 1 x Gelman Science de 0,45 um (y si requiere 1
x N66 Ultipor de 0,2 um).

Se expone el efecto de variacién de una o mds de las condiciones operativas de este protocolo con referencia a los
ejemplos 1 a 10 a continuacién, mientras que los ejemplos 11 a 15 muestran otras variaciones:
Ejemplo 1
Efecto de la fuerza ionica, parte 1

Se produjo un hallazgo muy significativo cuando se sustituy6é un tampén de diafiltracién de Tris 10 mM + NaCl
0,45 M, pH 8,5 (conductividad de 41,3 mS) por un tampdn de diafiltracién de Tris 0,1 M, pH 8,5 (conductividad de
6,89 mS).

Cuando se us6 este tampoén de fuerza idnica baja, se observé la eliminacién de una cantidad significativa de ARN.
Esto se demostré mediante una HPLC de intercambio i6nico en la que una muestra de permeado de diafiltracién mostré
la presencia de ARN pero no de pldsmido (figura 2b) mientras que el lisado mostro la presencia tanto de ARN como
de plasmido (figura 2a). La combinacién de material retenido también mostré eliminaciéon de ARN en comparacién

con el lisado. (Figura 2c).

Se confirmaron los resultados anteriores y se cuantificaron realizando un ensayo de ARN mediante HPLC en fase
inversa. Los resultados indicaron que:

el 32% del ARN que se encuentra en el lisado estaba presente en el permeado de diafiltracion;

el 43,7% del ARN que se encuentra en el lisado estaba presente en la combinacién de material retenido; y

el 0,9% del ARN se encontraba en el permeado de concentracion.

Aunque el solicitante no quiere limitarse a una teoria, los resultados sugieren que el ARN de bajo peso molecular

participa originalmente en la capa de gel pero luego se deja que se resolubilice por el tampdn de diafiltracién y puede
pasar a través de la membrana de ultrafiltracion.
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Ejemplo 2
Efecto de la fuerza ionica, parte 2

Se llevo a cabo otro experimento para determinar la significacién de la fuerza i6nica sobre la eliminacion de ARN.
Se compararon tres tampones Tris de diferentes fuerzas idnicas. Los tampones Tris tenian todos un pH de 7,5, pero
eran de concentraciones variables tal como se expone a continuacion:

500 mM (conductividad de 25,3)
100 mM (conductividad de 6,89)
10 mM (conductividad de 0,33)

Una comparacion de los perfiles de HPLC (lisado frente a combinacién de material retenido) demostré que cuanto
menor es la fuerza iénica, mayor es la eliminacién de ARN (figuras 3a a 3f).

Ejemplo 3
Efecto del pH

Habiendo deducido que la fuerza i6nica afectaba a la eliminacién de ARN, se investigé el efecto del pH sobre la
eliminacién de ARN. Se realiz6 la investigacion frente a un tamp6n Tris 10 mM a un pH de 6, 7,5 y 9. De nuevo
comparando los perfiles de HPLC (lisado frente a combinacién de material retenido) se determiné que un pH entre 7,5
y 9 proporcioné una mejor eliminacién de ARN que un pH de 6 aunque los resultados a pH 9 no fueron mejores que
apH 7,5 (figuras 4a a 4d y figuras 3e y 3f.)

Ejemplo 4
Efecto de la fuerza ionica sobre el flujo de permeado y la presion transmembrana

Ademds de afectar a la eliminacién de ARN, se observé que el flujo de permeado y la presién transmembrana
(PTM) se veian afectados por la concentracion idnica del tampén de diafiltracién. Por tanto, aunque el flujo de per-
meado era generalmente del orden de 40 1/m*/h al comienzo de la diafiltracién, se alteré con intercambios de volumen
crecientes. En el caso del tamp6n 500 mM, el flujo de permeado disminuy6 hasta aproximadamente 30 1/m?/h mien-
tras que para el tampén 100 mM, aument6 hasta aproximadamente 70 1/m?/h y para el tamp6n 10 mM, aumenté hasta
aproximadamente 140 I/m?/h. Estos hallazgos son significativos porque demuestran que puede llevarse a cabo el pro-
cesamiento a velocidades mds rdpidas para los tampones de menor fuerza idnica; en tanto como un factor de 5. Los
resultados se muestran graficamente en la figura 5.

También disminuy6 la PTM desde una presién inicial de aproximadamente 20 hasta aproximadamente 17 en el
caso del tampén 100 mM y hasta aproximadamente 10 en el caso del tampén 10 mM. Esto es en contraposicién al
tamp6n 500 mM para el que la PTM permaneci6 constante. Los resultados se ilustran en la figura 6.

Ejemplo 5
Efecto de los intercambios de volumen

Sorprendentemente, se encontré que en el caso del tampdén 10 mM, todavia estaban pasando cantidades signifi-
cativas de ARN a través de la membrana tras 32 intercambios de volumen. En consecuencia, se llev) a cabo otro
experimento para determinar cuando el ARN dejaba de eluirse.

Se retiraron 500 ml de lisado clarificado del almacenamiento a -20°C, se descongelaron y filtraron a través de un
filtro de 0,22 um. Se pusieron 150 ml del lisado filtrado en el recipiente de un dispositivo de TFF y se bombearon
alrededor del sistema a un caudal transversal de 5,920 /min/m?. Se fij6 la PTM a 60 kPa cerrando parcialmente
la vélvula de material retenido del dispositivo de TFF. Se recircul6 el lisado durante 20 minutos para polarizar la
membrana. Se concentrd el contenido del recipiente hasta aproximadamente 25 ml y luego se someti6 a diafiltracién
frente a 1600 ml de tamp6n de diafiltracion.

Al final de la diafiltracion, se cerrd la linea de permeado y se abri6 la valvula de material retenido para eliminar
la PTM. Entonces, se recircul6 el material retenido durante 10 minutos para lavar la membrana y luego se recogié en
una botella de Nalgene limpia. Se bombearon otros 30 ml de tamp6n de diafiltracién alrededor del sistema durante
10 minutos para lavar la membrana y luego se recogieron. Se realiz6 un total de dos lavados. Se midieron la PTM y
el flujo de permeado en todo el procedimiento, y se tomaron muestras para HPLC de intercambio i6nico como una
indicacién de la eliminacién de ARN.
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Se encontrd que con una diafiltracién prolongada, podia eliminarse todo excepto el 2% del ARN presente en el
lisado (figuras 7a'y 7b). Ademads, serd evidente a partir de la figura 7b que el pico del ARN que queda estd inmedia-
tamente bajo el pico del pldsmido indicando que el ARN que queda es todo ARN de alto peso molecular. Estos datos
sugieren que podria usarse el procedimiento conjuntamente con un procedimiento que es eficaz en la eliminacién de
ARN de alto peso molecular, tal como, por ejemplo, precipitaciéon con CaCl, para garantizar la eliminacion de todo el
ARN de una muestra.

Ejemplo 6
Efecto de la carga de pldsmido

El solicitante determiné inesperadamente que reduciendo la cantidad de pldsmido cargado en una membrana, podia
aumentarse adicionalmente la separaciéon de ARN del ADN de pldsmido. De hecho, al reducir las cargas de plasmido
desde 0,239 g de plasmido/m?* hasta 0,119 g/m? en una membrana de 300 KDa, pudo obtenerse ADN de pldsmido con
niveles significativamente inferiores de ARN presente.

Los resultados se muestran en las figuras 8a a 8i.

Para explicarlo, se someti6 a diafiltracién un plasmido de 7,6 Kpb frente a 50 equivalentes en volumen de Tris 20
mM pH 7,5 en una membrana de 300 K segtin el protocolo general. Los cromatogramas de HPLC-IE para la muestra
cargada a 0,119 g de pldsmido por m* de membrana se muestran en las figuras 8a a 8h.

La figura 8a es el lisado;

La figura 8b es el permeado de concentracion;

La figura 8c es el permeado de diafiltracién combinado, volimenes 1-10;
La figura 8d es el permeado de diafiltracién combinado, volimenes 11 -20;
La figura 8e es el permeado de diafiltracién combinado, volimenes 21-30;
La figura 8f es el permeado de diafiltraciéon combinado, voliimenes 31-40;
La figura 8g es el permeado de diafiltracién combinado, volimenes 41-50; y
La figura 8h es la combinacién de material retenido.

Por comparacién, la figura 8i es la combinacién de material retenido de los 0,239 g de plasmido por m?> de mues-
tra de membrana. Lo que demuestran los resultados es que a las cargas menores, el plasmido estd libre de ARN.
(Compdrese la figura 8h con la figura 8i.)

Los cromatogramas de HPLC-IE también demuestran cémo se elimina el ARN con el aumento de los equivalentes
en volumen de diafiltracién. (Compdrese 8c con 8 g y también 8a y 8b) Por tanto, en el lisado (figura 8a) puede obser-
varse un primer pico a la izquierda (proteina) seguido por un pico ancho de ARN con los picos de pldsmido a 8,057 y
8,356 también marcados. Los dos picos de plasmido son los picos de ADN abierto y superenrollado, respectivamente.
En el permeado de concentracién (figura 8b) puede observarse el pico de proteina, pero muy poco ARN lo que sugiere
que el ARN participa inicialmente en la capa de gel. A medida que se afiaden volimenes crecientes del tampén de
diafiltracion, hay un cambio marcado en la cantidad de ARN que esté eluyendo. Tras 10 volimenes (figura 8c), s6lo
se eliminan niveles bajos de ARN a través de la membrana; tras 20 volimenes, cuando el tampoén de diafiltracién esta
realmente teniendo efecto, tal como se evidencia por una disminucién en el pH y la conductividad, se elimina un pico
de ARN a través de la membrana (figura 8d). Desde 30 hasta 50 voliimenes, puede observarse que los niveles de ARN
disminuyen hasta que en el momento en que han pasado 50 volimenes a través de la membrana los niveles no son
significativos y puede detenerse la filtracién. La combinacién de material retenido (figura 8h) muestra plasmido puro
y nada de ARN.

El solicitante ha determinado inesperadamente que cuando se usan membranas con un tamafio de poro mayor,
las cargas de plasmido pueden ser superiores. Por ejemplo, con una membrana de 500 KDa, pueden usarse cargas de
pldsmido de hasta 1,615 g de pldsmido/m?. De hecho, el drea total de la membrana puede ser significativa por si misma
dado que las indicaciones iniciales sugieren que cuanto mayor es el drea de la membrana, son superiores las cargas de
plasmido que pueden usarse.

Ejemplo 7
Otra etapa de refinamiento

Aunque el uso de un tampén de fuerza idnica baja en combinacién con intercambios de volumen suficientes
del tampén pudieron eliminar el 98,6% del ARN presente inmediatamente después de lisis (Tris 10 mM, pH 7,5

11
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y 60 intercambios de volumen) el solicitante buscaba determinar si una segunda técnica diferente podria eliminar
cualquier ARN que quede, particularmente ARN de alto peso molecular, hasta niveles en los que el ARN demostré
ser indetectable.

Emprendieron un procedimiento basado en cromatografia tras la etapa de ultrafiltracién. La etapa de cromatografia
sometida a prueba fue una etapa con hidroxiapatita. Por tanto, se cargé la combinacién de material retenido en una
columna de hidroxiapatita (Bio-Rad MacroPrep Ceramic tipo II, tamafio de perla de 20 um) en condiciones que evitan
la unién de ARN (Na,HPO, 0,3 M, pH 7,8) de modo que el ARN se elimina en la fraccién no retenida mientras que se
maximiza la unién de plasmido. Entonces se eluyé el plasmido con una recuperacion del 93,4%. No se detect6 ARN
mediante HPLC de intercambio i6nico.

De manera interesante, el solicitante también determiné que el pH ha demostrado ser critico para el uso eficaz
de hidroxiapatita para separar ARN del ADN de pldsmido. Los resultados que demuestran el efecto del pH sobre la
separacion de ARN del ADN de plasmido se muestran en el ejemplo 10 que también muestra los beneficios de usar
un sistema de doble tampdn en el procedimiento de separacion.

Ejemplo 8
Efecto del canal

Se acepta generalmente que un canal abierto permite mas facilmente la formacion de una capa de gel que evita que
el ADN de plasmido pase a través de la membrana y hacia el permeado. De hecho, incluso se ha sugerido que el uso
de un cartucho de canales abiertos puede ser critico para el funcionamiento satisfactorio del procedimiento.

Dado que el solicitante experiment6 dificultades recuperando el plasmido de la membrana al final de la etapa de
ultrafiltracion, pero encontré que las membranas muy sucias podian restaurarse por medio de un digesto de dcido
nucleico, se conjetur6 que el dcido nucleico asociado con la capa de gel estaba de hecho uniéndose irreversiblemente a
la membrana. En un esfuerzo para determinar si se podria alterar esta unién, se usé una pantalla disefiada para producir
turbulencia en el canal de material retenido. El protocolo fue, por lo demds, tal como se describe a continuacién y se
usé una membrana con canales con pantalla en T “Omega”.

Se pusieron 180 ml de lisado clarificado (tratado con ARNasa) en el recipiente de un sistema Minim. Se encendi6
la bomba para facilitar un caudal transversal de 100 ml/min. Se cerrd ligeramente la valvula de material retenido hasta
facilitar una PTM de 80 kPa (presion de entrada de 150 kPa, presion de salida de 10 kPa.). Se hizo funcionar el sistema
en el modo de recirculacion total durante 20 minutos para dejar que se formara una capa de gel. Se tomaron muestras
del permeado y el recipiente para andlisis mediante HPLC. Se puso la linea de permeado en una botella limpia, y se
concentré el lisado hasta un volumen final de 30 ml. Entonces se sometié el concentrado a diafiltracién frente a 20
volimenes (600 ml) de Tris 10 mM / NaCl 0,45 M pH 8,5. Se recogieron cuatro muestras de permeado de 150 ml
durante la diafiltracién y una durante la concentracién y se analizaron mediante HPLC. Se abri6 la vélvula de material
retenido y se fijo la linea de permeado para eliminar la PTM. Se dejé el sistema durante 10 minutos para disolver
la capa de gel y recoger el pldsmido. Tras 10 minutos, se recogié el material retenido del recipiente y se sustituy6
por 30 ml de tampdn de diafiltracién. Esto se recirculé durante 10 minutos como antes, se recogié en un recipiente
separado, y se marcé como “lavado 17. Se repiti6 la etapa de lavado. Se midieron los volimenes de material recogido
del material retenido, lavado 1 y lavado 2 y se tomaron las muestras para el andlisis mediante HPLC. También se midi6
la absorbancia a 260 nm y 280 nm y se calcularon las proporciones 260/280.

Se usaron dos criterios para medir el efecto de usar un canal con pantalla. Estos fueron la recuperacién de plasmido
del procedimiento y la eliminacién de contaminantes mediante inspeccion visual de los cromatogramas de HPLC.

A partir de los cromatogramas, se sacaron varias conclusiones. Tras una recirculacién de 20 minutos, practicamente
no pasé plasmido a través de la membrana (figura 9a). La cantidad total de pldsmido en el recipiente fue de 12,78 mg
en comparacién con 16,33 mg en el material de partida (figuras 9b y 9c). Por lo tanto, puede deducirse que estan
participando 3,55 mg de plasmido en la capa de gel.

La inspeccién visual de las muestras de permeado (figuras 9d a 9h) mostré que los contaminantes pasan a través
de la membrana, pero no el pldsmido. Los cromatogramas del material recogido del material retenido y los lavados
(figuras 9i a 9k) mostraron una buena eliminacién de contaminantes.

Se recuperd el 82% del plasmido total en el material recogido del material retenido, y se recuperd el 13,7% en
el lavado. Esto fue significativamente superior a las recuperaciones observadas con un cartucho de canales abiertos
(normalmente del 70-80%) para el material recogido del material retenido y el lavado combinados.

Cuando se aplicé el procedimiento a un procedimiento sin ARNasa tal como se describié anteriormente en el
protocolo general, también se obtuvieron rendimientos de plasmido mejorados.

Claramente, el uso de canales con pantalla para mejorar los rendimientos de plasmido tiene aplicacién general a
cualquier procedimiento de ultrafiltracion y es un aspecto independiente de esta solicitud.
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Ejemplo 9
Efecto de otras etapas de cromatografia

Dado que el procedimiento sin ARNasa descrito es particularmente eficaz en la eliminacién de ARN de bajo
peso molecular, el solicitante deseaba determinar si podrian usarse otros procedimientos de eliminaciéon de ARN,
particularmente los que se sabe que eliminan ARN de alto peso molecular, en combinacién con su procedimiento sin
ARNasa como una etapa de ultrafiltracién o bien previa o bien posterior (véase la figura 1b). Por tanto, se emprendi6
el siguiente experimento para determinar el efecto de una etapa de precipitacién con cloruro de calcio posterior a la
ultrafiltracién.

Se prepar6 el material de carga siguiendo el protocolo general descrito previamente (se us6 tampén Tris 100 mM,
pH 7.5) para eliminar el ARN de bajo peso molecular durante la ultrafiltracién. Esto estuvo seguido por una etapa de
precipitacién con cloruro de calcio. (1,4 M, pH 7,5)

A un volumen de combinacion de material retenido se afiadié un volumen de cloruro de calcio 2,8 M en Tris
100 mM, pH 7.5. Se agit6 la mezcla y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se eliminé el material
precipitado mediante filtracién a través de un filtro de 0,22 ym.

Se sabe que las sales de cloruro de calcio interfieren tanto en la filtracién de flujo transversal como en la croma-
tografia de intercambio i6nico. Por lo tanto, si fuera a demostrarse que un procedimiento combinado es satisfactorio,
seria necesario efectuar la eliminacidn del cloruro de calcio. El solicitante determiné que podia usarse la cromatografia
en fase inversa no s6lo para separar el ADN de pldsmido de las sales de cloruro de calcio, sino que seleccionando un
agente de formacidn de par idnico podian eliminarse tanto el ARN como las sales de cloruro de calcio.

La investigacion de diversos factores que afectan a la cromatografia identificé el agente de formacién de par idénico
y la matriz como claves para la separacién del ADN de plasmido del ARN.

Si se busca eliminar sélo las sales de cloruro de calcio, podria usarse sin embargo un sistema mds simple.
Dos medios de fase inversa demostraron ser adecuados en combinacién con cloruro de tetrabutilamonio. Fueron:
Polyflow suministrado por Puresyn, tamafio de particula de 55 um, que es no poroso y es un polimero patentado; y

Poros 50 R1 suministrado por Poros, tamafio de particula de 50 um, que es poroso y es un polimero de poliestireno-
divinilbenceno.

La concentracién preferida del cloruro de tetrabutilamonio (TBAC) era de 2 mM.

Variaron las condiciones de elucién preferidas para las dos matrices:

Para Polyflow, la eliminacién del ARN fue con etanol al 10% y TBAC 2 mM vy la elucién del pldsmido fue con
etanol al 30%;

Para Poros 50 R1, la eliminacién del ARN fue con etanol al 25% y TBAC 2 mM, y la elucién del plasmido fue con
etanol al 40%.

En ambos casos, la recuperacién de pldsmido fue elevada (aproximadamente del 80%) y s6lo pudieron detectarse
niveles muy bajos de ARN.

Los mejores resultados se obtuvieron con cargas bajas.

La aplicacién de la cromatografia en fase inversa muestra claramente por si misma que tiene potencial en asociacion
con la precipitacién con cloruro de calcio tanto como técnica de separacién de ARN, independientemente de si se usa
en combinacién con el procedimiento de ultrafiltracion de flujo tangencial de la invencién, como medio para mejorar
los rendimientos de plasmido.

Ejemplo 10
Uso de cromatografia con hidroxiapatita

Se investigaron varios medios de hidroxiapatita para determinar su capacidad para separar ARN de ADN extracro-
mosémico. Se investigaron todos del efecto del pH, tipo de tampdn, protocolo de elucién, capacidad de la columna y
caudal. La metodologia fue sencilla y comprendi6 equilibrar una columna de hidroxiapatita con tampén a un caudal

dado, cargar una combinacién de material retenido (diluido en tampén) en la columna, lavar con tampén, hacer pasar
un gradiente lineal y regenerar la columna.
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Los hallazgos significativos de estos experimentos fueron los siguientes:

Se encontr6 que el pH era critico en la separacidn satisfactoria de ADN extracromosémico y ARN. Para hidroxia-
patita Macro Prep ceramic tipo II, 40 ym (Bio Rad) el pH 6ptimo era de 7,8 (véase la figura 10c) y una diferencia
de tan sélo 0,2 unidades de pH tuvo un efecto significativo sobre la separacion. Por tanto, a pH 6,8 (figura 10a) y 8,8
(figura 10d) no hubo separacién mientras que a 7,6 (figura 10b) se redujo significativamente la resolucién.

También, el tipo de tamp6n demostré ser significativo, funcionando mejor con tamp6n fosfato de disodio que con el
de fosfato de dipotasio mds soluble. De hecho, se obtuvieron los mejores resultados usando una etapa de doble elucién
combinando las propiedades de separacién del fosfato de disodio con la alta solubilidad del fosfato de dipotasio. Se
equilibré la columna de hidroxiapatita y se lavé con fosfato de disodio 10 mM a pH 7,8, se eluyé entonces el ARN
con fosfato de disodio 0,35 M a pH 7,8. Se eluy6 el ADN de pldsmido con fosfato de dipotasio 0,2 M a pH 7,8 con a

una recuperacion del 78,6% (tabla 1 a continuacién).

TABLA 1

Tampén Tampén Pico | Volumen | Recuperacion de
(elucién 1) (elucién 2) plasmido (%)

0,35 M 06M 1 2,5 6,6

Na;HPO, Na;HPO, 2 1,5 65,7

pH 7,8 pH 7,8

0,35 M 02M 1 2,0 2,5

Na;HPO, KzHPQ, 2 1,0 78,6

pH 7.8 pH 7.8

0,3 M 02M 1 3,0 9,9

Na;HPO, K:HPO, 2 1,0 76,2

pH 7.8 pH 7.8

La sustitucién del tampén de elucién del ARN por fosfato de disodio 0,3 M a pH 7,8 proporcioné recuperaciones
de pldsmido similares (76,2%) pero la eliminacién de ARN no fue tan eficaz. La sustitucién del tampén de elucién del
ARN por fosfato de dipotasio 0,6 mM a pH 7,8 dio como resultado una recuperacién de pldsmido inferior (65,7%).

La carga de la columna con mds de 0,5 mg de dcido nucleico total por ml de columna usando las condiciones de
elucion de la etapa indicadas en la tabla 1 dio como resultado pérdidas de plasmido en el pico de eluciéon de ARN del
56-58%.

A una capacidad de carga de 4cido nucleico total de 0,5 mg/ml, un caudal de 2 ml/min también condujo a una
fuerte pérdida de plasmido del 7,7% en la fraccién de elucién de ARN.

Las condiciones 6ptimas fueron las siguientes:

1. Se equilibra y se lava la columna con Na,HPO, 10 M, pH 7,8
2. Se eluye el ARN con Na,HPO, 0,35 M, pH 7,8

3. Se eluye el ADN de plasmido con K,HPO, 0,2 M, pH 7,8

4. Caudal de 0,5 ml/min.

5. Capacidad de la columna de 0,5 mg de dcido nucleico total por ml de columna o 25,4 mg de pldsmido por ml de
columna.

Estas condiciones dieron lugar a una recuperacién de plasmido del 78,6% y el producto parecid estar libre de ARN
(usando cromatografia de intercambio i6nico).
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Se obtuvieron resultados similares usando hidroxiapatita de Merck con la excepcion de que el pH 6ptimo era de 7,5
y el tampén Na,HPO, es mejor a 0,25 M. El objetivo es maximizar la unién del pldsmido para aumentar la capacidad
de la columna. Puesto que el ARN se une a la columna y estd presente en grandes cantidades, se lleva una gran parte de
la capacidad de unién de la hidroxiapatita. Sin embargo, puesto que el ARN tiene una afinidad menor por la columna
que el plasmido, se usan condiciones de alto contenido en fosfato para evitar que el ARN se una a la columna y
como resultado se maximiza la unién del pldsmido. Estas condiciones son Na,HPO, 0,35 M, pH 7,8 para BioRad y
Na,HPO, 0,25 M, pH 7,5 para Merck. En estas condiciones, pueden lograse capacidades de 300-500 ug/ml. Las rutas
alternativas ilustradas con referencia a la figura 1b dieron lugar a ADN de plasmido de diferentes grados de pureza y
diferentes rendimientos. Asi, por ejemplo, el procedimiento ilustrado como ruta B dio lugar a la eliminacién de hasta
el 96% de las endotoxinas y hasta el 99,89% de ADN gendmico, mientras que el procedimiento ilustrado como ruta C
dio lugar a la eliminacién de hasta el 99,97% de ADN gendmico.

Por lo tanto, la seleccién de cualquier procedimiento particular dependerd de varios factores. Aunque en los ejem-
plos anteriores, se llevo a cabo la etapa de ultrafiltracién segin el protocolo de purificacion de plasmidos sin ARNasa (a
escala de 300 g expuesto previamente) y suponia formar una capa de gel mediante la recirculacién durante 30 minutos,
el solicitante ha determinado que la recirculacién no es necesaria. Esto se demuestra en el ejemplo 11 a continuacién.
Ejemplo 11
UFE, sin recirculacion

a) Control (con ARNasa)

Se afiadi6 ARNasa durante la lisis alcalina y se carg6 el lisado clarificado en una membrana de ultrafiltracién
membrana sin recirculacion.

Constructo = plasmido de 7,8 kb
Membrana = 300K

Carga de pldsmido = 1,970 g/m?

PTM = 68,95 kPa

Tampoén de diafiltracion = 50 vol de Tris 10 mM pH 8
Resultados Recuperacién de plasmido = 52%

Pérdidas de pldsmido durante la concentracién/diafiltracién = 38%

b) comparacion (procedimiento sin ARNasa)

El constructo, membrana y tampén de diafiltracién fueron tal como se establece para el control. Vari6 la carga de
pldsmido (tal como se muestra) y se obtuvieron resultados a una PTM tanto de 34,47 como de 68,95 kPa. Véase la
tabla 2 a continuacion.

TABLA 2
Carga de Recuperacién | Pérdidas de HPLC-SEC
plasmido de plasmido plasmido
PTM = 34,47 kPa | 1,249 g/m® | 52% 3% NA
PTM = 68,95 kPa | 1,550 g/m®> | 90% 0 83% de ARN

La diferencia significativa en las pérdidas de plasmido entre a) control y b) la comparacién para un procedimiento
sin ARNasa indican que la recirculacién no es necesaria en un procedimiento sin ARNasa.

Sin querer restringirse a una teoria, es posible que la presencia de altos niveles de ARN en el procedimiento sin
ARNasa dé como resultado la formacién de una capa de gel “instantdnea” posiblemente debido a los altos niveles
de ARN. A este respecto, debe observarse que el lisado en el procedimiento sin ARNasa contiene el ~98% en peso
de ARN con respecto al ~2% en peso de ADN extracromosémico. De hecho, la hipétesis estd respaldada por los
resultados obtenidos en el ejemplo 12 a continuacidn, en el que se estudié el efecto de la concentracién de la carga de
plasmido.
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Ejemplo 12
Efecto de la concentracion de la carga

En este ejemplo, se estudid el efecto de reducir la carga de plasmido. Los resultados se indican en la tabla 3 a
continuacion.

TABLA 3
Cargade Recuperacién | Pérdidas de HPLC-SEC

plasmido de plasmido plasmido
Dilucién 2 x 0,926 g/m? | 72% 0,7% 78% de ARN
Dilucién 4 x 0,433g/m° | gsy 1.3% 65% de ARN
Dilucién 8 x 0,196 g/m* | goo, 7% 46% de ARN
Dilucién 16 x 0,0646 g/m* | 1419, 5%, 34% de ARN

Lo que es evidente a partir de los resultados es que diluyendo tanto el plasmido como el ARN en la carga de lisado,
aumentan las pérdidas de plasmido aunque la recuperacién de plasmido sigue siendo alta.

En vista de los resultados obtenidos en los ejemplos 11 y 12, el solicitante decidi6 investigar si era necesaria la
recirculacion en una ultrafiltracion de segunda fase (UF2) es decir una en la que se habia eliminado previamente la
mayor parte del ARN. El protocolo y los resultados se facilitan en el ejemplo 13 a continuacién.

Ejemplo 13
Recirculacion para UF de 2° etapa

En este experimento se estudi6 el efecto de:

i) La concentracion de plasmido en el material de partida

ii) LaPTM y

iii) El tamafo del plasmido

para determinar como afectan a la recuperacién de plasmido.

Se empled la UF2 para reducir el volumen de una combinacién tras TMAE, es decir una que se ha sometido a una
etapa de purificacién usando cromatografia.

Los materiales fueron los que se enumeran a continuacion:
Materiales

Combinacién tras TMAE que contiene plasmido (7,7 Kpb) en Tris 50 mM/ NaCl 0,74 M pH 8,5, almacenado a
2-8°C.

Combinacién tras TMAE que contiene plasmido (5,5 Kpb) en Tris 50 mM/ NaCl 0,74 M pH 8,5, almacenado a
2-8°C.

El tamp6n usado como diluyente fue Tris 50 mM/ NaCl 0,74 M pH 8,5

Se limpi0 el cartucho de ultrafiltracién usando NaOH 0,5 M y se almacené en NaOH 0,1 M segtin las instrucciones
del fabricante.

Parte experimental
Se diluyé el eluato de TMAE con Tris 50 mM/ NaCl 0,74 M pH 8,5 hasta la concentracién requerida. Se tomaron
muestras para andlisis mediante HPLC (Dionex) y medicién de A260. Se pusieron 500 ml en el recipiente, situdndose

el resto en una botella conectada al recipiente de 500 ml. Se encendié la bomba para facilitar un caudal transversal
(QR) de 900 ml/min. Se cerr6 ligeramente la valvula de material retenido para dar la presién transmembrana (PTM)
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requerida. Se puso la linea de permeado en una botella limpia, y se concentré el lisado hasta un volumen final de 250
ml. En total, se recogieron cuatro fracciones de permeado (volimenes dependientes de la concentracién de pldsmido
del material de partida). Se tomaron muestras para analisis mediante HPLC (Dionex) y medicién de A260.

Se abrid la valvula de material retenido y se fijé la linea de permeado para eliminar la PTM. Se dej6 recircular el
sistema durante 10 minutos para disolver cualquier pldsmido asociado con la membrana y recoger el pldsmido. Tras
10 minutos, se recogi6 el material retenido de UF2 del recipiente y se repuso con 100 ml de Tris 50 mM/ NaCl 0,74
M pH 8,5. Esto se recircul6 durante 10 minutos como antes, se recogié en un recipiente separado y se marcé como
“lavado 1”. Se repiti6 dos veces la etapa de lavado y los materiales recogidos se marcaron como “lavado 2 y “lavado
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3”. Se midieron los volimenes de material retenido de UF2, lavado 1, lavado 2 y lavado 3 y se tomaron muestras para

andlisis mediante HPLC (Dionex) y mediciéon de A260.

Los experimentos se llevaron a cabo en las condiciones indicadas en la tabla 4 a continuacion.

TABLA 4
N° de experimento | Conc. de plasmido | PTM (kPa) | Tamano de plasmido
(ng/mi)
064 200 68,95 7,7 kpb
065 400 68,95 7.7 kpb
066 600 68,95 7.7 kpb
068 100 68,95 7,7 kpb
069 400 103,4 7,7 kpb
070 300 68,95 5,5 kpb
071 250 103,4 5,5 kpb
072 200 137.9 5,5 kpb
Los resultados se facilitan en la tabla 5 a continuacién:
N° de experimento a Recuperado (%) | Perdido (%) | No tenido en cuenta

(%)
064 86,25 2,95 10,79
065 90,94 3,70 5,36
066 93,05 3,08 3,87
068 91,73 5,58 2,70
069 85,83 5,33 8,84
070 95,54 3,53 0,93
071 86,30 5,85 7,85
072 86,10 6,50 7,40

Los resultados sugieren que no es necesaria la polarizacién de la membrana de ultrafiltracion.

Puesto que, en un procedimiento de purificaciéon de ADN extracromosémico sin ARNasa, los niveles de ARN que
queda tras la lisis alcalina son particularmente altos (aproximadamente 20 veces la cantidad de ADN de plasmido en

peso) el solicitante considerd la manera de reducir los niveles de ARN antes de la ultrafiltracion.
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Haciendo referencia a las figuras 1b “c”, serd evidente que el solicitante habia propuesto usar CaCl, antes de la
etapa de ultrafiltracion. Esta etapa eliminaba cantidades significativas de ARN y, en consecuencia, se realizaron otras
investigaciones con vista a optimizar la etapa de ultrafiltracién en presencia de cloruro de calcio. Estas investigaciones
se exponen en el ejemplo 14.

Ejemplo 14
CaCl, y tamaiio de poro

Puesto que los experimentos previos con CaCl, sugieren que se pierden cantidades significativas de plasmido a
través de una membrana de 300 K, el solicitante plante6 la hipétesis de que el CaCl, podria estar “condensando” el
plasmido. Por lo tanto, se probé a usar una membrana con un tamafio de poro inferior (100 K). Sin embargo, esto s6lo
dio una recuperacién de plasmido inferior a la esperada. Esto se rectificé usando una PTM inferior (34,47 kPa frente
a 68,95 kPa). Se realiz6 la separacion de los restos celulares:

a) usando centrifugacion y
b) usando un tamiz
A continuacion se muestran experimentos comparativos con y sin recirculacion:
a) Lisado de carga de UF1 tras la precipitacion con cloruro de calcio con recirculacion

Se produjo lisado clarificado mediante lisis alcalina en una preparacion de 50 g. Se afiadi6é un volumen de disolu-
ci6n madre de CaCl, 2 M a 1 volumen de lisado clarificado con agitacion. Se incubé la mezcla a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se centrifugd el precipitado a 5000 rpm durante 10 minutos. Se hizo pasar el sobrenadante a
través de un filtro Sartobran 300 de 0,45/0,2 um. Se vaci6 un sistema de ultrafiltracién constituido por un dispositivo
Pall Filtron Centramate dotado con una membrana de canales abiertos Omega Centramate de 0,0929 m? y 100 K de
la disolucién de almacenamiento y se lavo con Tris 10 mM pH 8,5. Se llen6 el recipiente con aproximadamente 400
ml de lisado clarificado de una preparacién de 50 g y se conectd a una botella que contenia el resto del lisado. Se
llevé a cabo la recirculacién conectando la linea de permeado al recipiente. Se fijé la bomba Watson-Marlow a 158
rpm (caudal transversal de 10,76 I/min/m?), y se ajusté la valvula de material retenido para obtener una PTM de 34,47
kPa. La recirculacién dur6 20 minutos, tiempo durante el cual no se dejé que la PTM se elevara por encima de 68,95
kPa. Se concentro el lisado clarificado hasta 75 ml conectando la linea de permeado a una botella de 2 1 (permeado
de concentracién). Se inici6 la diafiltracién conectando el recipiente a una botella de disolucién de Tris 10 mM, pH
8,5 de modo que se sustituy¢ el filtrado perdido por tampén nuevo a la misma velocidad. Se recogi6 el permeado de
diafiltracién en 5 botellas de 1 1. A 30 volimenes (3 1) de Tris 10 mM pH 8,5 siguieron 20 volimenes (2 1) de Tris 50
mM + NaCl 0,54 M pH 8,5. Al final de la diafiltracion, se abri6 la vdlvula de material retenido (sin contrapresion), se
cerr6 la linea de permeado y se recircul6 el contenido del sistema de UF durante 30 minutos. Se recuper6 el concen-
trado sometido a diafiltracién de UF1 abriendo la linea de material retenido (material recogido del material retenido).
Se lleno el recipiente con 100 ml de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M pH 8,5 y se recircul6 durante 30 minutos. Se recuperd
el concentrado sometido a diafiltracién de UF1 abriendo la linea de material retenido (lavado 1 de material retenido).
Esto se repiti6 una vez mds (lavado 2 de material retenido). Se combinaron el material recogido del material retenido
de UF1 y 2 lavados y se hicieron pasar a través de un filtro Sartobran 300 de 0,45/0,2 um. Entonces se desinfecté el
sistema de UF1 recirculando 300 ml de NaOH 0,5 M durante 30 minutos. Se almacend el sistema de UF1 en NaOH
0,1 M. Se repiti6 el experimento pero se combind el lisado clarificado de 2 preparaciones de 50 g, se precipité con
cloruro de calcio y se procesoé a través de UF1 de modo que se dobl6 la carga de UF1.

b) Lisado de carga de UF1 tras la precipitacion con cloruro de calcio sin recirculacion
i) Usando centrifugacion para eliminar los restos celulares

Se produjo lisado clarificado mediante lisis alcalina en una preparacién de 100 g. Se afiadié un volumen de disolu-
ciéon madre de CaCl, 2 M a 1 volumen de lisado clarificado con agitacién. Se incubd la mezcla a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se centrifugé el precipitado a 4600 rpm durante 20 minutos. Se hizo pasar el sobrenadante a
través de un filtro Sartopure PP2 de 5 um seguido por uno Sartobran P de 0,45/0,2 um. Se vaci6 un sistema de ultra-
filtracién constituido por un dispositivo Pall Filtron Centramate dotado con una membrana de canales abiertos Omega
Centramate de 0,0929 m? y 100 K de la disolucién de almacenamiento y se lavé con Tris 10 mM pH 8,5. Se llend el
recipiente con aproximadamente 400 ml de lisado clarificado de una preparacién de 100 g y se conecté a una botella
que contenfa el resto del lisado. Se fij6 la bomba Watson-Marlow a 158 rpm (caudal transversal de 10,76 I/min/m?) y
se ajusto la vdlvula de material retenido para obtener una PTM de 34,47 kPa. Se concentrd el lisado clarificado hasta
75 ml y se recogi6 el permeado de concentracién en una botella de 2 1. No se dej6 que la PTM se elevara por encima
de 68,95 kPa. Se inici6 la diafiltracién conectando el recipiente a una botella de tampén Tris 10 mM pH 8,0 de modo
que se sustituy? el filtrado perdido por tampdn nuevo a la misma velocidad. Se recogié el permeado de diafiltracién
en 5 botellas de 1 1. 30 volimenes (3 1) de Tris 10 mM pH 8,0 estuvo seguido por 20 voltimenes (2 1) de Tris 50 mM +
NaCl 0,54 M pH 8.5. Al final de la diafiltracién, se abri6 la valvula de material retenido (sin contrapresion), se cerrd
la linea de permeado y se recircul6 el contenido del sistema de UF durante 30 minutos. Se recuperé el concentrado
sometido a diafiltracién de UF1 abriendo la linea de material retenido (material recogido del material retenido). Se
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llend el recipiente con 75 ml de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M pH 8,5 y se recirculé durante 30 minutos. Se recuperd
el concentrado sometido a diafiltracién de UF1 abriendo la linea de material retenido (lavado 1 de material retenido).
Esto se repiti6 una vez mds (lavado 2 de material retenido). Se combinaron el material recogido del material retenido
de UF1 y 2 lavados y se hicieron pasar a través de un filtro Sartobran 300 de 0,45/0,2 um. Entonces se desinfecté el
sistema de UF1 recirculando 300 ml de NaOH 0,5 M durante 30 minutos. Se almaceno el sistema de UF1 en NaOH
0,1 M.

ii) Usando filtracion para eliminar los restos celulares

Constructo de pldsmido: lineas células huésped de E. coli de 5,9 kpb:. Se dividieron 100 g de pasta celular bac-
teriana almacenada a -70°C en pequefios trozos con un mazo. Se afiadieron 500 ml de tamp6n de resuspension a un
recipiente de resuspensioén de Bellco a temperatura ambiente. Se afiadi6 la pasta celular dividida al recipiente y se
agité durante 1 hora a temperatura ambiente con un ajuste del agitador magnético de 8. Inmediatamente antes de la
lisis, se afiadieron 834 ml de NaOH al 0,96% frio a 166 ml de SDS al 6% en la sala frfa. Se transfirié la suspensién
celular a un vaso de precipitados de 4 1 con un agitador superior Heidolph y en la sala fria. Se afiadié la mezcla de
lisis a la resuspension celular y se agité durante 30 min. a 40 rpm. Se afiadieron 500 ml de acetato de potasio 3 M al
lisado y se agit6 durante 30 min. a 60 rpm a 4°C. Se tomdé una muestra de 20 ml de lisado y se centrifugé a 2500 rpm
durante 10 min. en una centrifuga MSE Mistral 2000. El sobrenadante era el lisado clarificado. A 1 volumen de lisado,
se afiadieron 0,66 volimenes de disolucién madre de CaCl, 3 M con agitacién. Se dej6 la mezcla en reposo durante
10 minutos a temperatura ambiente. Se agité la mezcla de nuevo y se vertio sobre un soporte Plastok dotado con un
filtro de malla de tamafio de poro de 200 um, didmetro de 350 mm. Se recuperd el filtrado en un vaso de precipitados
de 51 con gravedad. Se bombeo¢ el filtrado tras la malla a través de un cartucho de filtro de profundidad Millipore CE
15 y se recogié el filtrado en un vaso de precipitados de 5 1. Se bombeo el filtrado tras el filtro de profundidad a través
de un filtro Sartobran P de 0,45/0,2 um. Este material se denomind el lisado tras precipitacién con cloruro de calcio.
Se proces6 el lisado tras la precipitacién con cloruro de calcio a través de UF1 como anteriormente excepto porque la
diafiltracién fue frente a 35 volimenes de Tris 10 mM pH 8,0 seguido por 15 voldmenes de Tris 10 mM + NaCl 0,45
M pH 8,5. Se repitio el experimento pero se diluyé el lisado 2x con permeado de concentracién de UF1 antes de la
adicién de la disolucién de cloruro de calcio.

Desalacion

Se desalaron todas las muestras que contenian sal de cloruro de calcio (incluyendo el lisado tras la precipitacién
con cloruro de calcio, permeado de concentracién de UF1 y permeado de diafiltracién de UF1) antes del anélisis
mediante HPLC.

Se inyectaron 2 ml de muestra en columnas de desalacion HiTrap de 2x5 ml en serie equilibradas con Tris 50 mM,
pH 8,5 a un caudal de 5 ml/min y se recogié un pico de desalacién de 4,5 ml de absorbancia a 254 nm.

Andlisis mediante HPLC
Se determind la concentracién de pldsmido mediante HPLC-intercambio i6nico en una columna Dionex DNAPac.
Se determind el drea de pico del ARN mediante HPLC-exclusién por tamaiios en un columna G-ADN-PW de gel
TSK de TosoHaas en serie con una columna G3000SWXL. Tampén de ejecucién: Tris 0,1 M + NaCl 0,3 M + EDTA
1 mM, pH 7,5. Caudal = 0,3 ml/min. El contenido en ARN es la cantidad de ARN como un porcentaje de los dcidos
nucleicos.
Resultados

a) lisado de carga de UF1 tras la precipitacion con cloruro de calcio con recirculacion

Los resultados se muestran en la tabla 6 a continuacién que muestra: el efecto del aumento de la carga de 4cido
nucleico sobre el rendimiento de la UF1 tras la precipitacion con cloruro de calcio.

TABLA 6
Carga de UF1 (g de Recuperacion de Contenido en ARN
plasmido/m?) plasmido (HPLC-IE) (HPLC-SEC)
0,646 109,9% 2,61%

1,163 121,5% 4.51%
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Experimentos previos con un sistema TFF a escala de laboratorio de Millipore dotado con una membrana Omega
de 0,00929 m? y 300 K Centramate de bajo volumen sugirieron que, en presencia de sal de cloruro de calcio, se
perdian cantidades significativas de pldsmido a través de la membrana. Por lo tanto, se usé en su lugar una membrana
de 100 K membrana sin pérdidas significativas de pldsmido. Sin embargo, la recuperacién de pldsmido fue inferior a
la esperada pero esto se rectificé usando una PTM inicial inferior de 34,47 kPa en lugar de 68,95 kPa. Se maximiz6 la
eliminacién de ARN, como en la UF1 sin cloruro de calcio, usando un tampén de diafiltraciéon con una fuerza iénica
baja.

Se us6 un sistema Centramate de 0,0929 m? para confirmar los resultados a escala de laboratorio, cargando 0,646
g de pldsmido por metro cuadrado de membrana en presencia de sal de cloruro de calcio 1 M. La recuperacién de
plasmido fue alta, de mds del 100% y la eliminacién de ARN fue muy eficaz con un contenido en ARN de sdlo el
2,61% en el material retenido de UF1 (tabla 6). A diferencia de la UF1 sin cloruro de calcio, se eliminé ARN durante
la concentracion y los primeros 10 volimenes de diafiltracion.

Entonces se aumentd la carga de la membrana hasta 1,163 g pldsmido/m? con resultados similares en la recupera-
cion de plasmido (> 100%) y eliminacion de ARN (contenido del 4,51% en el material retenido de UF1).

Se llevé a cabo la diafiltracién en dos etapas: en primer lugar, se usaron 30 volimenes de Tris 10 mM, pH 8,5 para
maximizar la eliminacién de ARN. Esto estuvo seguido por 20 volimenes de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M, pH 8,5 para
intercambiar con tampo6n el plasmido y prepararlo para la carga directa en la columna de Fractogel TMAE.

b) Lisado de carga de UF1 tras la precipitacion con cloruro de calcio sin recirculacion

Se llevé a cabo UF1, sin recirculacidn, para acumular una capa de gel, con lisado tratado con cloruro de calcio.
Sélo se detectaron cantidades muy pequeiias de plasmido en el permeado (0,2%) y la recuperacién de plasmido fue
muy alta (de mds del 100%). El contenido en ARN en el material retenido de UF1 fue del 4,64% (tabla 7). Tabla 7:
ilustra el efecto de la concentracién de 4cido nucleico en la carga sobre el rendimiento de la UF1 sin recirculacién en
presencia de cloruro de calcio.

TABLA 7

Carga de Conc. de Recuperacién de plasmido Contenido
UF1 (g de plasmido | Permeado | Permeado | Material en ARN
plasmido/m?) | (ug/mt) de conc. de diaf. retenido (HPLC-

de UF1 SEC)
1,362* 69,9 0,2% 0 108,8% 4,64%
1,177 60,7 1,3% 0 90,5% 0
1,395 36,0 5,9% 72% 82,7% 1,93%

Constructo de plasmido: *7,7 Kpb, **5,9 Kpb

Se combinaron la etapa de eliminacién de restos celulares tras la neutralizacién y la etapa de eliminacién de
precipitado con cloruro de calcio. Se usé una disolucién madre de cloruro de calcio 3 M para minimizar los volimenes
del procedimiento. Se afiadieron directamente 0,66 volimenes de la disolucién madre a 1 volumen de lisado tras la
neutralizacién. Se hizo pasar la mezcla a través de un filtro de malla para eliminar los restos celulares, luego a través
de un filtro de profundidad para eliminar particulas mds finas. Este proceso fue mds rapido que la centrifugacién y
también se contiene mds facilmente. También se cambid el segundo tampdn de diafiltracién del que contenia NaCl
0,54 M a NaCl 0,45 M. Se cambio el constructo de pldsmido a un tamafio menor desde (7,7 Kpb) hasta (5,9 Kpb).

Las pérdidas de plasmido en el permeado de concentracion fueron superiores al 1,3%, lo que puede deberse al
menor tamafio del plasmido. La recuperacién de plasmido fue del 90,5% y no se detecté ARN en el material retenido
de UF1 (tabla 7).

Entonces se diluy6 el lisado 2 veces con permeado de concentracidn de una ejecucion previa, antes de la adicién
de cloruro de calcio, de modo que la concentracidn de pldsmido en la carga de UF1 load se redujo desde 60,7 hasta
36 pg/ml. Las pérdidas de plasmido en el permeado de concentracion aumentaron significativamente hasta el 5,9% y
la recuperacién de plasmido fue inferior al 82,7%. Esto podria indicar que los plasmidos mas pequefios de una cepa
huésped de baja produccién pueden dar recuperaciones menores en la fase de UF1.
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Pueden sacarse varias conclusiones a partir de los resultados de los experimentos expuestos en el ejemplo 14.

1. E1 ARN parece contribuir a la capa de gel durante la recirculacién de modo que sélo se eliminan niveles bajos a
través de la membrana durante la concentracion.

2. La fuerza idnica del tampoén de diafiltracion fue el factor mas importante en la eliminacién del ARN: una
conductividad baja aumentd significativamente el paso de ARN a través de la membrana durante la diafiltracion,
aunque no se entiende el mecanismo exacto.

3. Se recomiendan 50 volimenes de diafiltracién para proporcionar la eliminacién completa del ARN.
4. Se recomienda un tamafio de poro de la membrana de 300 K para tamafios de plasmido de 5 Kpb o superior.

5. El otro factor importante en la eliminacién de ARN fue la carga de acido nucleico: una carga menor dio como
resultado una eliminacién superior.

6. La adicién de cloruro de calcio al lisado para precipitar el ARN requirié la modificacién de las condiciones
usadas para la etapa UF1.

i) Fue necesaria una membrana menor, por ejemplo de 100 K para evitar las pérdidas de plasmido.
ii) También era deseable una PTM menor (34,47 kPa) para mejorar la recuperacion de plasmido.

Tras la precipitacion con cloruro de calcio, sélo quedaba el ARN de bajo peso molecular y éste se elimind eficaz-
mente mediante la etapa de ultrafiltracion.

7. Se encontré que no era necesaria la recirculacién para polarizar la membrana en un procedimiento sin ARNasa
en presencia o ausencia de cloruro de calcio. Esto puede deberse a la presencia de grandes cantidades de ARN que
rdpidamente se polarizan al principio de la concentracién. Sin embargo, la reduccién de la carga de dcido nucleico
no produjo las pérdidas de pldsmido observadas cuando se afiadi6 ARNasa durante la lisis y no se llevé a cabo la
recirculacién. En presencia de cloruro de calcio, se procesé un constructo de plasmido mds pequefio a través de la UF1
a la mitad de la concentracién normal con sélo pérdidas minimas de pldsmido a través de la membrana. Esto muestra
la robustez de la etapa de UF1 en presencia de cloruro de calcio sin recirculacion.

En vista de los hallazgos anteriores, el solicitante continu6 para determinar si podria optimizarse adicionalmente
un procedimiento usando, como un ejemplo de una sal anticaotrépica, CaCl,. Se estudiaron 3 regimenes alternativos
y se facilitan los resultados de estas investigaciones en el ejemplo 15 a continuacién:

Ejemplo 15

Los tres regimenes estudiados fueron:

Opcion 2 Opcidn 3 Opcion 4
Lisado clarificado Lisado clarificado Lisado
UF1 UF1 Precip. con CacCl,
Precip. con CaCl, Precip. con CaCl, Clarificacion
Fractogel TMAE UF2 UF1
Fractogel TMAE Fractogel TMAE
Procedimientos

Lisis

Se dividieron 100 g de pasta celular bacteriana almacenada a -70°C en pequefios trozos con un mazo. Se afiadieron
500 ml de tampdn de resuspension a un recipiente de resuspension de Bellco a temperatura ambiente. Se afiadio la pasta
celular dividida al recipiente y se agité durante 1 hora a temperatura ambiente con un ajuste del agitador magnético
de 8. Inmediatamente antes de la lisis, se afiadieron 834 ml de NaOH al 0,96% frio a 166 ml de SDS al 6% en la sala

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2287 189 T3

fria. Se transfiri6 la suspension celular a un vaso de precipitados de 3 1 con un agitador superior Heidolph y en la sala
fria. Se afiadi6 la mezcla de lisis a la resuspensién celular y se agité durante 30 min. a 40 rpm. Se afiadieron 500 ml
de acetato de potasio 3 M al lisado y se agit6é durante 30 min. a 80 rpm a 4°C.

Se centrifugd el lisado a 8000 g durante 10 min. en una centrifuga Sorvall RC5C Plus. Se filtr6 el sobrenadante a
través de una doble capa de Miracloth, luego se hizo pasar a través de un filtro Sartopure PP2 de 5 um seguido por uno
Sartobran P de 0,45/0,2 um. Este material se denominé el lisado clarificado.

UF1

Se vaci6 un sistema de ultrafiltracién constituido por un dispositivo Pall Filtron Centramate dotado con una mem-
brana de canales abiertos Omega Centramate de 0,0929 m? y 300 K de la disolucién de almacenamiento y se lavé con
tampodn de diafiltracion (Tris 10 mM, pH 8,0).

Se llend el recipiente con aproximadamente 500 ml de lisado clarificado y se conect6 a una botella que contenia
el resto del lisado. Se llevé a cabo la recirculacién conectando la linea de permeado al recipiente. Se fij6 la bomba
Watson-Marlow a 155 rpm (caudal transversal de 10,76 I/min/m?), y se fij6 la PTM a 34,47 kPa. La recirculacién dur
20 minutos, tiempo durante el cual no se dejé que la PTM se elevara por encima de 68,95 kPa.

Se concentro el lisado clarificado hasta 75 ml conectando la linea de permeado a una botella de 2 1 (permeado de
concentracion).

Se inici6 la diafiltracién conectando el recipiente a la botella de tamp6n de diafiltraciéon de modo que se sustituyd
el filtrado perdido por tampdn nuevo a la misma velocidad. Se recogi6 el permeado de diafiltracién en 5 botellas de 1
1. Se usaron 50 voliimenes (5 1) de tampdn de diafiltracion.

Al final de la diafiltracién, se abri6 la valvula de material retenido (sin contrapresion), se cerr6 la linea de permeado
y se recirculd el contenido del sistema de UF durante 30 minutos. Se recuperé el concentrado sometido a diafiltracién
de UF1 abriendo la linea de material retenido (material recogido del material retenido).

Se lleno el recipiente con 75 ml de tampdn nuevo de diafiltracion y se recirculé durante 30 minutos. Se recuperd
el concentrado sometido a diafiltracién de UF1 abriendo la linea de material retenido (lavado 1 de material retenido).
Esto se repitié una vez mas (lavado 2 de material retenido).

Se combinaron el material recogido del material retenido de UF1 y 2 lavados y se hicieron pasar a través de un
filtro de 0,45 ym Gelman Science.

Entonces se desinfect6 el sistema de UF1 recirculando 500 ml de NaOH 0,5 M durante 1 hora. Se almaceno el
sistema de UF1 en NaOH 0,1 M.

Precipitacion con cloruro de calcio

A 1 volumen de material retenido de UF1, se afiadieron 0,12 volimenes de CaCl, 2,8 M en Tris 0,1 M, pH 8,0
de modo que la concentracién final de cloruro de calcio fue de 0,3 M. Se incubd la mezcla durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Entonces se diluy6 la mezcla 2x con Tris 0,1 M, pH 8,5 para hacer la concentracién final de cloruro de calcio de
0.15 M. Entonces se elimind por filtracién el precipitado haciéndolo pasar a través de 3 filtros 25CE seguido por 4
filtros 40CE y finalmente dos filtros Sartobran P de 0,45/0,2 um.

Este material se denominé UF1 tras la precipitacion con cloruro de calcio.

Cromatografia de intercambio anionico con Fractogel TMAE

Se equilibr6 una columna Fractogel TMAE de 20 ml (1,6 x 10 cm) con 10 volimenes de columna de Tris 50 mM,
pH 8,5 a un caudal de 5,1 ml/min (152 cm/h).

Se carg6 la columna con aproximadamente 2,5 mg de pldsmido por ml de columna con UF1 diluido tras la preci-
pitacién con cloruro de calcio. Se lavé la columna con 2 volimenes de columna de Tris 50 mM, pH 8,5 seguido por 5
volimenes de columna de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M pH 8§,5.

Se eluyo el plasmido con un gradiente de 10 volimenes de columna de NaCl 0,54 a 3 M en Tris 50 mM, pH 8,5.

Se regener6 la columna con 4 volimenes de columna de Tris 50 mM + NaCl 3 M, pH 8,5.

Se volvié a equilibrar la columna con 5 volimenes de columna de Tris 50 mM, pH 8,5.
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UF2

Se vaci6 un sistema de ultrafiltracién constituido por un sistema a escala de laboratorio de Millipore dotado con
una membrana de canales abiertos Omega Centramate de 0,0929 m* y 100 K de disolucién de almacenamiento y se
lavé con tampén de diafiltracion (Tris 10 mM, pH 8,0).

Se llend el recipiente con material de UF1 no diluido tras cloruro de calcio. Se llev6 a cabo la recirculacién
conectando la linea de permeado al recipiente. Se fij6 la bomba en 4 (caudal transversal de 10,76 1/min/m?), y se fij6
la PTM a 34,47 kPa. La recirculacién dur6 20 minutos, tiempo durante el cual no se dejé que la PTM se elevara por
encima de 68,95 kPa.

La UF1 tras cloruro de calcio se concentrd hasta 35 ml conectando la linea de permeado a una botella de 500 ml
(permeado de concentracion).

Se inicid la diafiltracién conectando el recipiente a una botella de tampén Tris 10 mM, pH 8,0 de modo que se
sustituy¢ el filtrado perdido por tampdn nuevo a la misma velocidad. La diafiltracién fue frente a 40 volimenes de
Tris 10 mM pH 8,0 seguido por 10 volimenes de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M, pH 8.5. Se recogi6 el permeado de
diafiltracién en 4 botellas de 500 ml.

Al final de la diafiltracion, se abri6 la valvula de material retenido (sin contrapresion), se cerré la linea de permeado
y se recircul6 el contenido del sistema de UF durante 30 minutos. Se recuper6 el concentrado sometido a diafiltracién
de UF2 abriendo la linea de material retenido (material recogido del material retenido).

Se llend el recipiente con 50 ml de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M pH 8,5 y se recirculé durante 30 minutos. Se
recuperd el concentrado sometido a diafiltraciéon de UF1 abriendo la linea de material retenido (lavado 1 de material
retenido). Esto se repitié una vez mds (lavado 2 de material retenido).

Se combinaron el material recogido del material retenido de UF1 y 2 lavados y se hicieron pasar a través de un
filtro Sterivex GV.

Entonces se desinfect6 el sistema de UF1 recirculando 100 ml de NaOH 0,5 M durante 1 hora. Se almacend el
sistema de UF1 en NaOH 0,1 M.

Opcion 2 de procedimiento
Se llevo a cabo la lisis alcalina como anteriormente, seguido por UF1 como anteriormente, la precipitacién con
cloruro de calcio como anteriormente. Se cargaron 237 ml de UF1 tras la precipitacién con cloruro de calcio en la

columna de Fractogel TMAE. Se recogieron 240 ml de ruptura y lavado (pico 1) asi como 75 ml de eluato (pico 2).

Se produjeron 280 ml de material retenido de UF1 pero sé6lo se recuperaron 210 ml tras la filtracién. Parte del
material se perdio sobre los filtros y parte se perdié debido a fugas.

Se produjeron 482 ml de material retenido diluido de UF1 tras la precipitacién con cloruro de calcio. Sélo se
recuperaron 400 ml tras la filtracién.

Opcion 3 de procedimiento

Esta opcidn es similar a la 2 en que se llevé a cabo la lisis alcalina seguido por UF1 y precipitacién con cloruro de
calcio excepto porque el material retenido de UF1 tras la precipitacién con cloruro de calcio no se diluyd.

Se introdujo una etapa de ultrafiltraciéon (UF2) para eliminar las sales de cloruro de calcio que de otra forma
interferirian con la columna de cromatografia.

Se cargaron 90 ml de material retenido de UF2 en una columna Fractogel TMAE de 20 ml como anteriormente
excepto porque el gradiente de 10 volimenes de columna era de NaCl 0,54-1 M en Tris 50 mM, pH 8,5.

Se produjeron 315 ml de material retenido de UF1 pero sélo se recuperaron 295 ml tras la filtracion.

Se produjeron 330 ml de UF1 tras la precipitacién con cloruro de calcio pero sélo se recuperaron 320 ml tras la
filtracion.

Opcion 4 de procedimiento

Lisis

La etapa de lisis era como se describié anteriormente excepto porque no se centrifugé tal como se describi
previamente. En su lugar, el lisado se sometid a la precipitacion con cloruro de calcio y eliminacién de restos celulares

tal como se expone a continuacién:
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Precipitacion con cloruro de calcio y eliminacion de restos celulares

Se centrifugd una muestra de 20 ml de lisado en una centrifuga MSE Mistral 2000 a 2500 rpm durante 10 minutos.
El sobrenadante se denominé el lisado clarificado.

A 2100 ml de lisado, se afiadieron 1960 ml de disolucién de CaCl, 2 M con agitacién y luego se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se verti6 la mezcla sobre un soporte Plastok dotado con un filtro de malla de tamafio de poro de 200 ym, 350 mm
para eliminar los restos celulares y se recogi6 el filtrado en un vaso precipitados de 5 1 con gravedad. Se hizo pasar
entonces el filtrado a través de un cartucho de filtro de profundidad Millipore CE 15 seguido por un filtro Sartobran P
de 0,45/0,2 um. El filtrado se denomin6 el lisado tras la precipitacién con cloruro de calcio. (vol = 3350 ml).

UF1

Se vaci6 un sistema de ultrafiltracién constituido por un dispositivo Pall Filtron Centramate dotado con una mem-
brana de canales abiertos Omega Centramate de 0,0929 m? y 100 K de la disolucién de almacenamiento y se lavé con
tampo6n de diafiltracion Tris 10 mM, pH 8,0.

Se llend el recipiente con aproximadamente 500 ml de lisado tras cloruro de calcio y se conecté a una bote-
Ila que contenia el resto del lisado. Se llevd a cabo la recirculacién conectando la linea de permeado al recipien-
te. Se fij6 la bomba Watson-Marlow a 155 rpm (caudal transversal de 10,76 I/min/m?), y se fij6 la PTM a 34,47
kPa. La recirculacién duré 20 minutos, tiempo durante el cual no se dejé que la PTM se elevara por encima de
68,95 kPa.

Se concentr6 el lisado clarificado hasta 75 ml conectando la linea de permeado a una botella de 2 1 (permeado de
concentracion).

Se inici6 la diafiltracién conectando el recipiente a una botella de tampdén Tris 10 mM, pH 8,0 de modo que se
sustituyd el filtrado perdido por tampdn nuevo a la misma velocidad. Se llevé a cabo la diafiltracién con 35 volimenes
de Tris 10 mM pH 8,0 seguido por 15 volumenes de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M, pH 8,5. Se recogieron 5 muestras de
11 de permeado de diafiltracién.

Al final de la diafiltracién, se abri6 la vdlvula de material retenido (sin contrapresion), se cerré la linea de permeado
y se recirculd el contenido del sistema de UF durante 30 minutos. Se recuperé el concentrado sometido a diafiltracién
de UF1 abriendo la linea de material retenido (material recogido del material retenido).

Se llené el recipiente con 100 ml de Tris 50 mM + NaCl 0,54 M, pH 8.5 y se recircul6 durante 30 minutos. Se
recuperd el concentrado sometido a diafiltracién de UF1 abriendo la linea de material retenido (lavado 1 de material
retenido). Esto se repitié una vez mds (lavado 2 de material retenido).

Se combinaron el material recogido del material retenido de UF1 y 2 lavados (vol = 290 ml) y se hicieron pasar a
través de un filtro de 0,45 um Gelman Science (vol final = 270 ml).

Cromatografia de intercambio anionico con Fractogel TMAE

Esta fue tal como se describié previamente excepto porque el gradiente de 10 volimenes de columna fue de NaCl
0,54-1 M en Tris 50 mM, pH 8,5. Se cargaron 125 ml de material retenido de UF1 en la columna. Se recogieron 135
ml de ruptura y lavado (pico 1) asi como 135 ml de eluato (pico 2). Se sometieron las muestras a andlisis tal como se
expone a continuacion:
Andlisis de muestras

HPLC-intercambio ionico

Se determiné la concentracién de pldsmido mediante HPLC-intercambio anidénico en una columna Dionex DNA-
Pac PA-100 de 4 x 250 mm siguiendo el protocolo habitual. Se digirieron muestras con ARNasa para eliminar cualquier

interferencia de ARN: se afiadieron 2 ul de ARNasa de pancreas bovino a 100 ul de muestra.

Se determind la topologfa del pldsmido mediante HPLC-intercambio aniénico en una columna TSK DNA-NPR de
4,6 mm x 7,5 cm, 2,5 um siguiendo el protocolo habitual.

Ensayo de ARN
Se determiné la concentracion de ARN mediante BAD usando un ensayo basado en HPLC en fase inversa.

Se determiné la proporcion de plasmido/ARN mediante HPLC-exclusién por tamafios en una columna TSK G-
DNA-PW de 7,8 mm x 30 cm, 10 gm acoplada a una columna TSK G3000 SWXL de 7,8 mm x 30 cm, 5 um. La fase
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mévil era Tris 0,1 M + NaCl 0,3 M + EDTA 1 mM, pH 7,5. El caudal era de 0,3 ml/min. La inyeccién de la muestra
fue de 100 ul.

Ensayo de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas usando el kit de reactivo de ensayo de proteinas Micro BCA de Pierce.
Se represent6 graficamente una curva patrén usando disolucién de BSA en el intervalo de 0,625-20 ug/ml. Se diluyeron
de manera adecuada las muestras con PBS para que estuvieran dentro del intervalo de los patrones de BSA.

Ensayo de endotoxinas

Se determind la concentracién de endotoxinas mediante microbiologia farmacéutica usando un ensayo LAL habi-
tual.

Ensayo de ADN gendmico
Se determind la concentracién de ADN genémico mediante BAD usando un ensayo de PCR cuantitativo.
Desalacion

Se desalaron las muestras que contenian altos niveles de sal de cloruro de calcio (lisado tras la precipitacion con
cloruro de calcio, permeado de concentracion de UF1, permeado de diafiltracién de UF1) antes del anélisis. No se
desalaron las muestras de los procedimientos 2 y 3 que contenian sal de cloruro de calcio porque la baja concentracién
no estaba interfiriendo en los ensayos.

Se inyectaron 2 ml de muestra en una columna de desalacién HiTrap de 2 x 5 ml en serie equilibrada con Tris 50
mM, pH 8,5 a un caudal de 5 ml/min y se recogié un pico de desalacién de 4,5 ml de absorbancia a 254 nm.

Resultados y discusion

Los volimenes usados para todos los calculos se corrigieron para las pérdidas que se produjeron durante la filtra-
cién. Esto permitié una mejor comparacion entre cada opcion.

Seleccion de la opcion de procedimiento: opcion 2

Se someti6 el lisado clarificado a través de una etapa de UF1 modificada para maximizar la eliminacién de ARN.
Esto incluy6 la diafiltracién con 50 volimenes de un tampén de fuerza iénica baja y el uso de una PTM inicial de
34,47 kPa. La carga de pldsmido sobre la membrana de PES de 300 K, de 0,0929 m?, fue de 1,468 g de pldsmido
por m”. Entonces se precipité el ARN que quedaba con cloruro de calcio 0,3 M durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se diluy6 la mezcla 1 en 1 hasta una concentracién de sal de cloruro de calcio de 0,15 M y se elimind el
precipitado mediante filtracién. Entonces se cargd el filtrado directamente en una columna de intercambio aniénico
Fractogel TMAE. Fue necesaria la dilucién para evitar que la sal de cloruro de calcio interfiriera en la unién del
pldsmido a la columna. Se carg6 la columna a 2,47 mg de pldsmido por ml de columna, se lavo con Tris 50 mM para
evitar la elucién temprana del plasmido seguido por Tris 50 mM + NaCl 0,54 M para eluir el ARN que quedaba. Se
eluyé el pldsmido con un gradiente salino.

La recuperacién de pldsmido global fue alta del 89,2% (véase la tabla § a continuacién).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 8
Concentracion . .
Vol . Recuperacion | Recuperacion
(ml) de plasmido por etapas global
(ng/ml)
Lisado 1800 75,8 NA NA
Permeado de
concentracionde | 1700 0 0 0
UF1
Permeado de
diafiltracién de 5000 0 0 0
UF1
Material
retenido de UF1 280 381,8 78,3% 78,3%
UF1 tras la
precipitacion 480 208,7 124,9% 97,9%
con CaCl;
Pico 1 de TMAE 240 0 0 0
Pico 2 de TMAE 75 601,1 91,1% 89,2%

La eliminacién de ARN global fue del 99,84% (véase la tabla 9 a continuacién).

La etapa UF1 dio una recuperacién del 78,3% mientras que la recuperacién de la etapa de precipitacién con cloruro
de calcio fue superior al 100%. La recuperacion a través de la etapa de cromatograffa fue del 91,1%.

TABLA 9
Concentracion

Vol de ARN Recuperacion | Recuperacion

mil) por etapas lobal

( (ng/mi) 9
Lisado 1800 1579,1 NA NA
Permeado de
concentracion 1700 123,2 7,4% NA
de UF1
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Permeado de
diafiltraciéon de | 5000 3548 62,0% NA
UF1
Material
retenido de 280 2552,4 74 9% 74 9%
UF1

UF1 tras la
precipitacién 480 6,25 99,44% 99,86%
con CaCl,
Pico 1 de
TMAE
Pico 2 de
TMAE

240 18,21 > 100% NA

75 21,95 0% 99,84%

La etapa UF1 mejorada dio como resultado una eliminacién de ARN del 74,9%. El hecho de que la mayor parte del
ARN se eliminé durante la diafiltracién y que el ARN que quedaba era esencialmente de alto peso molecular sugiere
que el ARN particip6 inicialmente en la capa de gel pero se “resolubiliz6” entonces por el tampdn de diafiltracién de
fuerza iénica baja y se dejé que pasara a través de la membrana debido a su pequefio tamafio. Entonces se precipitd
el 99,44% del ARN recuperado en el material retenido de UF1 mediante tratamiento con cloruro de calcio. Se conoce
bien que el cloruro de calcio es un agente precipitante particularmente potente de ARN de alto peso molecular. Sin
embargo, la columna de intercambio anidnico no proporcioné mds eliminaciéon de ARN aunque se detecté ARN en la
ruptura de la columna: esto parece ser una contradiccién en el resultado del ensayo de ARN.

El andlisis mediante HPLC-exclusién por tamafios muestra el efecto del tratamiento con cloruro de calcio: la
proporcién de pldsmido/ARN aument6 desde el 16,11% en el material retenido de UF1 hasta el 89,76% tras la preci-
pitacién con cloruro de calcio (véase la tabla 10 a continuacién).

TABLA 10
%de plasmido | % de ARN
Material retenido de UF1 16,11 % 83,89%
UF1 tras la precipitacion con CaCl; 89,76% 10,24%
Pico 1 de TMAE 0% 100,0%
Pico 2 de TMAE 98,95% 1,05%

Al final del procedimiento, el contenido en ARN fue sélo del 1,05%.
El andlisis de la topologia de plasmido mediante HPLC-intercambio iénico muestra que le procedimiento no afect6

a los niveles de isoformas del plasmido: durante todo el procedimiento estaban superenrollados aproximadamente el
96% de los plasmidos siendo multiméricos aproximadamente el 3,4% (véase la tabla 11 a continuacion).
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TABLA 11
%: de % de % de
circulo superenrollado | multimeros
abierto
Material retenido de UF1 0,77% 95,76% 3,47%
UF1 tras la precipitacion 0% 96 69% 3.31 %
con CaCl,
Pico 2 de TMAE 0% 96,57% 3,43%
La etapa UF1 elimind el 99,87% de proteinas (véase la tabla 12 a continuacién)
TABLA 12
Vol Concentra'clon Eliminacién | Eliminacién
(ml) de proteina por etapas global
(ng/mi)
Lisado 1800 5768,6 NA NA
Permeado de
concentracion de 1700 5565,5 91,1% NA
UF1
Permeado de
diafiltracion de 5000 2778 13,3% NA
UF1
Material retenido
de UF1 280 52,6 99,87% 99,87%
UF1 tras la
precipitacion con | 480 NA* NA NA
CaCl,
Pico 1 de TMAE 240 NA NA NA
Pico 2 de TMAE 75 0 100,0% 100,0%
* se formé un precipitado turbio debido a la presencia de sal de cloruro de
calcio

Las proteinas son lo suficientemente pequefias para eliminarse de manera eficaz a través de una membrana de 300
K. Al final del procedimiento, no pudieron detectarse proteinas en el material de eluato de Fractogel TMAE.

La eliminacién global de endotoxinas fue alta de mas del 99,94% (véase la tabla 13 a continuacion).
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TABLA 13
Vol Concentrac-lon Eliminacidén | Eliminacion
(ml) de endotoxina por etapas global

(EU/ml)

Lisado 1800 102,0 NA NA

Permeado de

concentracion de 1700 <50 <4,6% NA

UF1

Permeado de

diafiltracién de 5000 440 119,8% NA

UF1

r:::::' retenido | g9 540,5 17.6% 17,6%

UF1 tras la

precipitacion con | 480 <25,0 > 89,4% >91,3%

CaCl,

Pico 1 de TMAE 240 0,65 NA NA

Pico 2 de TMAE 75 <0,50 NA > 99,94%

La etapa de cloruro de calcio dio una eliminacién de endotoxina alta: més del 89,4%. La etapa de intercambio
aniénico también proporcioné una eliminacién de endotoxina aunque no pudo calcularse la cifra exacta. La etapa UF1
no tuvo un efecto significativo sobre los niveles de endotoxinas: sélo se elimind en esta etapa el 17,6%.

Se redujeron los niveles de ADN gendmico mediante una combinacién de etapas: una reduccion del 55% para la
etapa UF1, un 77,6% para la etapa con cloruro de calcio y un 66,1% para la etapa de intercambio aniénico (véase la
tabla 14 a continuacién que muestra el efecto de la concentracién de 4cido nucleico en la carga sobre el rendimiento
de UF1 sin recirculacion en presencia de cloruro de calcio).

TABLA 14
Cargade UF1(g | Concentracién Recuperacion de plasmido Contenido
de plismido/m®) | de plasmido Permeado Material | en ARN
Permeado de
(ng/mi) de retenido { (HPLC-
concentracién
diaflitracién | de UF1 SEC)
1,362* 69,9 0.2% 0 108,8% 4,64%
1,177** 60,7 1,3% 0 90,5% 0
1,395 36,0 5,9% 7.2% 82,7% 1,93%
Constructo de plasmido: *7,7 kpb, **5,9 kpb

La eliminacion global fue del 96,6%. La etapa con cloruro de calcio no tuvo el impacto esperado probablemente

debido a la baja concentracién de 0,3 M usada.
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Seleccion de la opcion de procedimiento: opcion 3

La opcién 3 fue muy similar a la 2 excepto que se introdujo una segunda etapa de UF para eliminar las sales de
cloruro de calcio antes de la carga en la columna de intercambio aniénico. La membrana usada para la etapa UF2 tenia
un corte de peso molecular inferior de 100 K para evitar pérdidas de pldsmido en presencia de sal de cloruro de calcio.
Se us6 un tampén de fuerza idnica baja al comienzo de la diafiltracién para promover la eliminacién de ARN seguido
por Tris 50 mM + NaCl 0,54 M para intercambiar el tampon antes de la carga en la columna de cromatografia. Se
seleccion6 una PTM inicialmente baja de 34,47 kPa para mejorar la recuperacion de plasmido. La carga de membrana
fue de 9,785 g de pldsmido por m? de membrana.

Se eliminé la mayor parte del ARN que quedaba durante la concentracién y la diafiltracién temprana. La etapa de
intercambio aniénico se llevé a cabo tal como para la opcién 2.

La recuperacion de plasmido a través de la etapa UF1 fue del 74,5%, después superior al 100% a través de la etapa
de precipitacion con cloruro de calcio y del 71,1% para la etapa UF2 (véase la tabla 15 a continuacién).

TABLA 15
Vol (mi) Concentracién de | Recuperacién | Recuperacién
ol (m
plasmido (j1g/ml) por etapas global

Lisado 1800 71,2 NA NA
Permeado de

1730 0 0 NA
concentracion de UF1
Permeado de

5000 0 0 NA
diafiltracién de UF1
Material retenido de

315 303.0 74,5% 74 5%
UF1
UF1 tras la
precipitacién con 330 284,3 105,0% 78,2%
CacCl,
Permeado de

260 2,0 0.6% NA
concentracién de UF2
Permeado de

1000 0,77 0,8% NA
diafiltracién de UF2
Material retenido de

105 635,2 71.1% 57.3%
UF2
Pico 1 de TMAE 105 2016 37,0% 21,2%
Pico 2 de TMAE 90 305,8 41,3% 27.6%

Se detect6 un pico de absorbancia en la ruptura de la columna Fractogel TMAE: se perdi6 el 37% del plasmido en
la ruptura con el 41,3% recuperado en el eluato. La recuperacién global de las fracciones combinadas fue del 48,8%.
Aunque la carga de la columna fue de 2,86 mg de plasmido por ml de columna, que es ligeramente superior que en
la opcidn 2, no es seguro que esto pueda explicar las fuertes pérdidas de plasmido observadas. El tampdn de carga
también fue diferente: se cargd la columna en cloruro de calcio 0,15 M y Tris 0,1 M en la opcién 2 comparado con
Tris 50 mM + NaCl 0,54 M para la opcién 3, de modo que la fuerza idnica del tampén de carga puedo haber sido
demasiada alta.

La eliminacién global de ARN fue muy alta, del 99,985% (véase la tabla 16 a continuacion).
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TABLA 16
Concentracién de | Ellminacién Eliminacién
Vol {ml)
ARN (ug/mi) por etapas global

Lisado 1800 1749,5 NA NA
Permeado de

1730 117,2 6.4% NA
concentracion de UF1
Permeado de

5000 357,0 56.7% NA
diafiltracién de UF1
Material retenido de

315 2281.9 77.2% 77.2%
UF1
UF1 tras la
precipitacién con 330 25,0 98,8% 99,72%
CaCl,
Permeado de

260 185,4 >100,0% NA
concentracion de UF2
Permeado de

1000 10,74 > 100,0% NA
diafiltracion de UF2
Material retenido de

105 19,12 74,9% 99.93%
UF2
Pico 1 de TMAE 105 5,84 35,6% NA
Pico 2 de TMAE 90 4,20 78.0% 99,985%

La eliminacién de ARN fue del 77,2% para la etapa UF1, del 98,8% para la etapa de precipitacién con cloruro de
calcio, del 74,9% para la etapa UF2 y del 78% para la columna de cromatografia. Estos resultados son muy similares
a los obtenidos en el procedimiento, 2 excepto para la eliminacién afiadida proporcionada por la etapa UF2.

El andlisis mediante HPLC-exclusion por tamafios muestra un aumento en la proporcién de plasmido/ARN de
desde el 17,02% en el material retenido de UF1 hasta el 92,25% tras la precipitacion con cloruro de calcio, del 95,24%
en el material retenido de UF2 y el 98,91% tras la etapa de cromatografia de intercambio anidnico (véase la tabla 17).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 17

% de %de
plasmido | ARN

Material retenido
de UF1

UF1 tras la
precipitaciéon con | 9225% | 7,75%
CaC|2
Permeado de
concentraciénde | 22,67% |77,33%
UF2
Permeado de
diafiltracion de 4,93% |95,07%
UF2

Material retenido
de UF2

Pico 1 de TMAE 92,01% | 7,99%
Pico 2 de TMAE 98,91% | 1,09%

17,02% | 82,98%

95,24% | 4,76%

El andlisis de la topologia de pldsmidos mediante HPLC-intercambio i6nico muestra que estdn superenrollados
aproximadamente el 96% de plasmidos y el 3,5% son multiméricos en la fase de material retenido de UF1 y tras la
precipitacion con cloruro de calcio (véase la tabla 18 a continuacién).

TABLA 18
% de circulo
. % de superenrollado | % de muitimeros
abierto
Material retenido de
0% 96,21% 3,79%
UF1
UF1 tras la precipitacion
0% 96,49% 3,51%
con CaCl,
Material retenido de
22,73% 75.70% 1,57%
UF2
Pico 2 de TMAE 20,93% 78,54% 0,53%

Tras la etapa UF2, el 22,73% de pldsmidos son circulares abiertos estando superenrollados sélo el 75,5%. Es
posible que la bomba en el sistema UF a escala de laboratorio usado para la etapa UF2 fuera inadecuado y cortara el
plasmido dando como resultado altos niveles de circulo abierto. A partir de experiencias previas en esta fase, no se
cree que la etapa UF2 sea inadecuada por si misma. Este hallazgo, sin embargo, parece explicar los altos niveles de
plasmido en la ruptura de la etapa de cromatograffa: es bastante probable que el tampén de lavado de Tris 50 mM +
NaCl 0,54 M se disefiara para eluir pldsmidos circulares abiertos. En este tamp6n, el plasmido circular abierto cargado
en la columna evitaria entonces la unién.
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La eliminacién de proteinas en la etapa UF1 fue del 99,86% dando como resultado una eliminacién global del
99,997% (véase la tabla 19 a continuacién).
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TABLA 19
Concentracién )

Vol Eliminacién | Eliminacion

(ml) de proteina ta lobal

m por etapas globa

(ng/mi)
Lisado 1800 5881,5 NA NA
Permeado de
concentracion de 1730 5373,6 87,8% NA
UF1
Permeado de
o ] 5000 2778 13,1% NA

diafiltracion de UF1
Material retenido de

315 45,9 99,86% 99,86%
UF1
UF1 tras la
precipitacién con 330 ND* ND ND
caC|2
Material retenido de

105 3,7 ND 99,996%
UF2
Pico 2 de TMAE 90 2,94 20,5% 99,997%
*se formé un precipitado turbio debido a la presencia de sal de cloruro de sodio

La eliminacién de endotoxinas fue sélo del 27,9% en la etapa UF1 pero fue del 90% a través de la etapa de
precipitacion con cloruro de calcio (véase la tabla 20 a continuacién).

(Tabla pasa a pagina siguiente)

50

55

60

65

33



ES 2287 189 T3

TABLA 20

Vol Concentracién de | Eliminacién | Eliminacién
(ml) | endotoxina (UE/ml) | por etapas | global

Lisado 1800 95,40 NA NA
10 Permeado de
concentracién de 1730 <50 < 5,0% NA
UF1
15 Permeado de ‘
5000 17,53 51,0% NA

diafiltracion de UF1
Material retenido de

20 UE1 315 392,9 27,9% 27.9%

UF1 tras la

precipitacién con 330 35,07 90,0% 92,8%
25

CGC|2

Permeado de
20 concentracion de 260 <5,0 < 11,2% NA

UF2

Permeado de '

_ B 1000 0,15 1,3% NA

35 diafiltracion de UF2

Material retenido de

UF2 105 69,62 : 36,8% 95,3%
40 Pico 1 de TMAE 105 1,96 3,3% NA

Pico 2 de TMAE 90 <05 >99,3% > 99,967%

45
La etapa UF2 también dio una baja eliminacién del 36,8% confirmando que la ultrafiltracién no es una etapa de

eliminacion de endotoxinas significativa. Sin embargo, la etapa de cromatografia en Fractogel TMAE eliminé mds del
99,3% de la endotoxina que queda llevando la eliminacién global a més del 99,97%.

50 La eliminacion del ADN gendémico fue esencialmente el resultado de la etapa de precipitacién con cloruro de
calcio: se observo una eliminacion del 94% (véase la tabla 21).
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TABLA 21
Concentracién . . .
Vol de ADN Eliminacién | Eliminacién
e
(ml) (ugl l)g por etapas global
ug/m
Lisado 1800 1,74 NA NA
Permeado de
concentracion de 1730 0,01 0,6% NA
UF1
Permeado de
o ] 5000 0,14 22,3% NA
diafiltracion de UF1
Material retenido de
UF1 315 12,64 0% 0%
UF1 tras ia
precipitaciéon con 330 0,68 94,0% 92,4%
caCI2
Permeado de
concentracion de 260 0,01 1,2% NA
UF2
Permeado de
o ) 1000 0,004 1,8% NA
diafiltracion de UF2
Material retenido de
UF2 105 0,57 72.5% 97.9%
Pico 1 de TMAE 105 0,38 77.8% NA
Pico 2 de TMAE 80 0,23 59,6% 99.2%

Las otras cifras de eliminacién por etapas fueron: del 0% para la etapa UF1, del 72,5% para la etapa UF2 y del
59,6% para la etapa de cromatografia. La eliminacién del ADN genémico global fue del 99,2%.

Seleccion de la opcion de procedimiento: opcion 4

La etapa de eliminacion de los restos celulares tras la lisis alcalina se combind con la etapa de eliminacién de pre-
cipitado con cloruro de calcio. Se afiadi6 la disolucién madre de cloruro de calcio a 2 M al lisado tras la neutralizacién
con acetato de potasio, de modo que la concentracién de cloruro de calcio final fue de 1 M. Entonces se eliminaron los
restos celulares mediante un filtro con tamiz con poros de 200 um, después se separaron por filtracién las particulas
mads pequefias con un filtro de profundidad. Se llevé a cabo la etapa UF1 sobre una membrana de de PES 0,0929
m?, de 100 K para evitar pérdidas de plasmido en presencia de sal de cloruro de calcio. Se usé un tampén de fuerza
i6nica baja al inicio de la diafiltracién para maximizar la eliminacién de ARN seguido por Tris 50 mM + NaCl 0,54 M
para intercambiar el tampén antes de la carga en la columna de intercambio aniénico. Se redujo la PTM inicial hasta
34,47 kPa para mejorar la recuperacion de plasmido. La carga de la membrana fue de 2,583 g de pldsmido por m? de
membrana. Se realiz6 la cromatografia de intercambio aniénico en Fractogel TMAE como anteriormente, cargando a
2,83 mg de plasmido por ml de columna.

La recuperacion del pldsmido a través de la etapa con cloruro de calcio fue superior al 100%, después del 50,8% a
través de la etapa UF1 (véase la tabla 22).
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TABLA 22
Concentracién . )
Vol Eliminacién | Eliminacién
de plasmido
(ml) por etapas global
(ug/ml)
Lisado 1800 97,5 NA NA
Lisado tras la
precipitaciéon con 3350 71,8 137,0% 137,0%
caC|2*
Permeado de
] 3350 0 0 NA
concentracion de UF1*
Permeado de
) , 5000 0,16 0,3% NA
diafiltracion de UF1*
Material retenido de
290 452 4 50,8% 74,8%
UF1
Pico 1 de TMAE 135 66,8 15,9% 11,9%
Pico 2 de TMAE 135 341,4 81,5% 60,9%

* muestra desalada

Se perdi6 el 15,9% del plasmido cargado en la ruptura mientras que se eluy6 el 81,5%: la columna pudo haberse

sobrecargado a 2,83 mg/ml. La recuperacion de plasmido global de las 2 fracciones combinadas fue del 72,8%.

La eliminacion global de ARN fue del 99,9% (véase la tabla 23).

TABLA 23

Vol Concentracién | Eliminacién | Eliminacién

(ml) | de ARN (ng/ml) | por etapas global
Lisado 1800 1968,5 NA NA
Lisado tras
precipitacién con 3350 162,6 84,6% 84,6%
CaCl, *
Permeado de
concentracion de 3350 126,7 77,9% NA
UF1*
Permeado de

o ] 5000 84,5 77.6% NA

diafiltracion de UF1*
Material retenido de

290 427 97, 7% 99,65%
UF1
Pico 1 de TMAE 135 8,60 21,8% NA
Pico 2 de TMAE 135 10,98 72,2% 99.90%

* muestras desaladas
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La etapa de precipitacién con cloruro de calcio representd el 84,6% del ARN eliminado, esencialmente ARN de alto
peso molecular. Entonces se eliminé facilmente el ARN de bajo peso molecular mediante la etapa UF1 (eliminacién
del 97,7%). La eliminacién del ARN a través de la columna de cromatografia fue del 72,2%.

El andlisis mediante HPLC-exclusion por tamafios mostré un nivel de plasmido del 97,7% en el material retenido
de UF1, aumentando hasta el 98,62% en el eluato de Fractogel TMAE (véase la tabla 24)

TABLA 24

% de % de
plasmido | ARN

Material retenido
de UF1

Pico 1 de TMAE 97,07% |2,93%
Pico 2 de TMAE 98,62% | 1,38%

97,70% | 2,30%

El andlisis de la topologia del pldsmido mediante HPLC-intercambio iénico mostré que el lisado tras la precipi-
tacioén con cloruro de calcio estaba constituido por el 84,44% de plasmido superenrollado y por el 14% de circular
abierto (véase la tabla 25).

TABLA 25
% de
% de % de
circulo
superenrollado | multimeros
abierto
Lisado tras la
precipitacién con 14,0% 84,44% 1,56%
CaCi2
Material retenido
3,62% 93,34% 3,04%
de UF1
Pico 2 de TMAE 2,16% 94,76% 3,08%

La proporcién de superenrollado aument6 hasta el 94,76% en el eluato de Fractogel TMAE con el 2,16% de circulo
abierto y el 3,08% de multimeros.

No pudieron detectarse proteinas en el eluato de Fractogel TMAE. La etapa de precipitacién con cloruro de calcio

elimind el 95,8% de las proteinas mientras que la etapa UF1 elimind el 99,7% del resto (véase la tabla 26 a continua-
cidn).
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TABLA 26
Concentracién e L
Vol Eliminacion | Eliminacién
de proteina
(ml) por etapas global
(ng/ml)
Lisado 1800 6107,2 NA NA
Lisado tras la
precipitacién con 3350 138,6 95,8% 95,8%
CaCIz"
Permeado de
concentracion de 3350 117.,4 84.7% NA
UF1*
Permeado de
) ) 5000 0,52 0,6% NA
diafiltracion de UF1*
Material retenido de
290 52 99,7% 99,99%
UF1
Pico 2 de TMAE 135 0 100,0% 100,0%
* muestras desaladas
La eliminacién global de endotoxinas fue superior al 99,5% (véase la tabla 27).
TABLA 27
Vol Concentracién de | Eliminacién | Eliminacién
(ml) | endotoxina (EU/ml) | por etapas global
Lisado 1800 18,84 NA NA
Lisado tras la
precipitaciéon con 3350 < 11,05 > 0% > 0%
CaCl,*
Permeado de
concentracién de 3350 < 11,05 < 100,0% NA
UF1*
Permeado de
e 5000 <11 <14,9% NA
diafiltracion de UF1*
Material retenido de
290 < 50,0 > 60,8% >57.2%
UF1
Pico 1 de TMAE 135 2,43 <5,2% NA
Pico 2 de TMAE 135 <0,5 > 98,9% > 99,5%

* muestra desalada
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No fue posible determinar qué etapa contribuyé a la eliminacién a partir de los resultados del ensayo aunque la
eliminacién en la columna Fractogel TMAE fue superior al 98,9%.

La eliminacién de ADN genémico global fue del 99,8% (véase la tabla 28 a continuacién).
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TABLA 28
Concentracién .
Vol Eliminacién | Eliminacién
de ADNg
(ml) por etapas global
(ng/mil)
Lisado 1800 2.1 NA NA
Lisado tras la
precipitacién con 3350 0,02 98,0% 98,0%
CGC|2'
Permeado de
concentracion de 3350 0,002 0.2% NA
UF1*
Permeado de
. ) 5000 0,005 0,7% NA

diafiltracion de UF1*
Material retenido de

290 0,006 74,0% 99.5%
UF1
Pico 1 de TMAE 135 0,02 16,7% NA
Pico 2 de TMAE 135 0,03 75,0% 99,8%
* muestra desalada

Se eliminé el 98% del ADN gendmico en la etapa de precipitacion con cloruro de calcio, el 74% mediante la etapa
UF1 y el 75% mediante la etapa de cromatografia.

Los beneficios de los procedimientos alternativos pueden compararse de la manera mas simple en la tabla 29 a
continuacién.
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(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 29
Espec. de
Opcién 2 Opcién 3 Opcién 4 pec
producto
Recuperacion del
L 89,2% 48,8%* 72,8%*
plasmido
Eliminacion de ARN
99,84% 99,985% 99-90%
(RP-HPLC)
Proporcion p/p de
P s 3,65% 1,37% 3,13% < 5%
ARN
% de plasmido
98,95% 98,91% 98,62%
(HPLC-SEC)
Topologia de
plasmido (% de 96,57% 78,54% 94,76%
superenrollado)
Eliminacion de
. 100,0% 99,997% 100,0%
proteinas
Proporcion p/p de
poreion pip 0% 0,96% 0% < 1%
proteinas
Eliminacién de
) > 99,94% > 99,967% > 99,54%
endotoxinas
Endotoxina UE/mg <0,83UE/mg | <1,63UE/mg | <154 UE/mg | <100 UE/mg
Eliminacion de
96,6% 99,2% 99,8%
ADNg
Proporcién p/p de <5%
0,45% 0,07% 0,02%
ADNg
* pico 1 + pico 2

La recuperacién global de plasmido fue superior con las opciones 2 (89,2%) y 4 (72,8% para los picos com-
binados) que con la opcién 3 (48,8% para los picos combinados). Ninguna etapa individual dio recuperaciones de
plasmido bajas. La recuperacion global de plasmido baja para la opcidn 3 es esencialmente debido a la otra etapa de
UF introducida.

La eliminacién de ARN fue alta con las tres opciones (99,84-99,985%). La opcién 3 dio como resultado un con-
tenido en ARN del 1,37% en peso por peso del plasmido. Sin embargo las opciones 2 y 4 dieron contenidos en ARN
del 3,65 y del 3,13% respectivamente. Tanto las etapas de ultrafiltracién como con cloruro de calcio se realizaron de
manera eficaz, combinando bien, de hecho, con la etapa de ultrafiltracién que elimina ARN de bajo peso molecular
y con cloruro de calcio que precipita ARN de alto peso molecular. Las opciones 3 y 4 dieron niveles adecuados de
plasmido superenrollado al 96,6 y al 94,8%, respectivamente. Sin embargo, la opcién 3 generd altas proporciones de
plasmido circular abierto dando como resultado sélo el 78,5% de plasmido superenrollado. Esto fue debido al sistema
de ultrafiltracién usado para UF2 y no debe eliminarse la opcién.

La eliminacién de proteina fue alta para las 3 opciones con niveles no detectables para las opciones 3 y 4. Una
proporcién de proteinas del 0,96% en peso por peso para la opcién 3 puede deberse a la tendencia del ensayo BCA
de generar falsos resultados debido a la contaminacién més que la representacion precisa de los niveles de proteinas.
No existen razones para esperar niveles de proteinas superiores en la opcion 3, en la que hay otra etapa de purificacién
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comparada con la opcién 2. Tanto la etapa UF1 como la etapa con cloruro de calcio son muy eficaces en la eliminacién
de impurezas de proteinas.

La eliminacién de endotoxinas fue muy alta con niveles por debajo del limite de deteccion del ensayo en el material
final para todas las 3 opciones.

La etapa de precipitacién con cloruro de calcio y la etapa de intercambio anidnico dieron ambas alta eliminacion
de endotoxinas.

Finalmente, los niveles de ADN gendémico fueron muy bajos, especialmente para las opciones 3 y 4. La alta
eliminacién de ADN gendmico parece estar relacionada con los altos niveles de cloruro de calcio.

Tras evaluar todos los datos cuidadosamente, parece que no hay razones para eliminar ninguna de las 3 opciones
basandose en la eliminacién de impurezas puesto que todas de las 3 opciones dieron buena eliminacién de impurezas.
La opcién 3 dio la recuperacién del pldsmido mds baja pero también la mejor eliminacién de ARN. Se prefiri6 la
opcién 4 porque contenia menos etapas de purificacién y seria la opcidon més facil para ampliar a escala.

Conclusion

Las tres opciones difirieron sélo en si se introdujo la etapa de precipitacién con cloruro de calcio (después de la
lisis o bien después de la etapa UF1) o si requirié una segunda etapa de ultrafiltracién para eliminar la sal de cloruro
de calcio antes de la cromatografia. Los resultados mostraron que todas de las 3 opciones fueron viables dando mas
del 50% de recuperacién de plasmido y buena eliminacién de impurezas.

Se mejord la eliminacién de ARN cargando la columna de cromatografia a un nivel reducido de 1,2 mg de plasmi-
do/ml y usando una elucién en gradiente. De hecho, con el gradiente de elucién y corte de pico correctos, los niveles
de ARN final fueron tan bajos que estaban por debajo del limite de deteccién del ensayo.

El cloruro de calcio tuvo un efecto muy significativo en la reduccién de los niveles de ARN, proteinas, endotoxinas
y ADN genémico. Como resultado, los niveles finales de endotoxinas y ADN genémico son inferiores a los del
procedimiento que contiene ARNasa.

La solicitud de la que esta descripcion y reivindicaciones forman parte puede usarse como base de prioridad con
respecto a cualquier solicitud posterior. Las reivindicaciones de tal solicitud posterior pueden referirse a cualquier
caracteristica o combinacién de caracteristicas descritas en el presente documento. Pueden tomar la forma de reivin-
dicaciones de producto, composicién, procedimiento o uso y pueden incluir, a modo de ejemplo y sin limitacién, una
o mas de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de separacién de ADN extracromosémico de ARN sin digerir en primer lugar el ARN,
comprendiendo dicho procedimiento:

1) lisar células que comprenden ADN extracromosémico para formar un lisado; y

ii) separar una cantidad sustancial del ARN presente en el lisado del ADN extracromosémico usando una combi-
nacién de precipitacién con cloruro de calcio, clarificacion y ultrafiltracién de flujo tangencial.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el ADN obtenido comprende menos del 50% en peso del
ARN presente en el lisado.

3. El procedimiento segin la reivindicacién 2, en el que el ADN obtenido comprende menos del 10% en peso del
ARN presente en el lisado.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el ADN obtenido comprende menos del 5% en peso del
ARN presente en el lisado.

5. El procedimiento segtin la reivindicacion 4, en el que el ADN obtenido comprende menos del 2% en peso del
ARN presente en el lisado.

6. El procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que el ADN obtenido comprende menos del 1% en peso del
ARN presente en el lisado.

7. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la etapa de precipitacién con cloruro
de calcio precede a la etapa de ultrafiltracion.

8. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la etapa de precipitacién con cloruro
de calcio sigue a la etapa de ultrafiltracion.

9. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que se usan una o mds otras etapas de
purificacion o refinamiento.

10. El procedimiento segun la reivindicacién 9, en el que las una o més otras etapas de purificacion o refinamiento
son para eliminar una o mds de las siguientes entidades: endotoxinas; proteinas; ADN genémico y ARN.

11. El procedimiento segtin la reivindicacién 9 6 10, en el que las una o mds otras etapas de purificacién o refina-
miento siguen a la etapa de ultrafiltracion.

12. El procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 9, 10 u 11, en el que las una o més otras etapas de
purificacion o refinamiento comprenden una etapa de cromatografia.

13. El procedimiento segtin la reivindicacion 12, en el que la etapa de cromatografia es una etapa de cromatografia
de intercambio i6nico o con hidroxiapatita.

14. El procedimiento segun la reivindicacién 13, en el que la etapa de cromatografia es una etapa de cromatografia
de intercambio idnico.

15. El procedimiento segtin la reivindicacion 14, en el que la etapa de cromatografia de intercambio i6nico utiliza
Fractogel TMAE.

16. El procedimiento seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se elimina un precipitado
formado en la etapa de precipitado con cloruro de calcio mediante una malla o tamiz.

17. El procedimiento segiin la reivindicacién 16, en el que se elimina un precipitado formado en la etapa de
precipitado con cloruro de calcio junto con restos celulares mediante una malla o tamiz.

18. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de precipitacion con
CaCl, elimina ARN de alto peso molecular y ADN genémico.

19. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-18, en el que la etapa de ultrafiltracion utiliza una
membrana con un punto de corte del peso molecular inferior a 500 KDa y el ADN extracromosémico es de desde 2
Kb hasta 200 Kb.

20. El procedimiento segtin la reivindicacion 19, en el que la membrana tiene un punto de corte del peso molecular
inferior a 300 KDa, més preferiblemente de aproximadamente 100 KDa.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

65

ES 2287189 T3

21. El procedimiento segun la reivindicacién 19, en el que la membrana se selecciona del grupo que estd compues-
to por: polietersulfona; acetato de celulosa; polisulfona; polivinilideno; polipropileno; poliamida; PES modificada;
polivinilidenpirrolidina; poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF); nitrato de celulosa y triacetato de celulosa.

22. El procedimiento segtn la reivindicacién 21, en el que la membrana es una membrana de polietersulfona.

23. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que utiliza un tampdn de diafiltracién
que tiene un intervalo de pH de desde 6-10.

24. El procedimiento segtn la reivindicacién 23, en el que el tampdn de diafiltracién es un tamp6n Tris.

25. El procedimiento segun la reivindicacién 23, en el que se usa el tampdn de diafiltraciéon con mas de 10 inter-
cambios de volumen.

26. El procedimiento segun la reivindicacién 25, en el que se usa el tampdn de diafiltracién con mds de 20 inter-
cambios de volumen.

27. El procedimiento segun la reivindicacién 26, en el que se usa el tampdn de diafiltraciéon con mas de 30 inter-
cambios de volumen.

28. El procedimiento segun la reivindicacién 27, en el que se usa el tampdn de diafiltracion con mas de 40 inter-
cambios de volumen.

29. El procedimiento segun la reivindicacién 28, en el que se usa el tampén de diafiltracién en desde 50 hasta 100
intercambios de volumen.

30. El procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que se usa la membrana con un canal de pantalla.
31. El procedimiento segun la reivindicacién 30, en el que el canal de pantalla es una pantalla en T.

32. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se lleva a cabo el procedimiento
a una presion transmembrana inferior a 68,95 kPa.

33. El procedimiento segtin la reivindicacién 19, en el que el ADN extracromosdmico se carga sobre la membrana
en una cantidad inferior a 0,323 g/m” en el caso de una membrana de 300 K.

34. El procedimiento segiin la reivindicacion 13, en el que la etapa de cromatografia es una etapa de cromatografia
con hidroxiapatita.

35. El procedimiento segtin la reivindicacién 34, en el que la etapa de cromatografia con hidroxiapatita se lleva a
cabo a un pH de desde 7,3 hasta 8,3.

36. El procedimiento segin la reivindicacién 35, en el que la etapa de cromatografia con hidroxiapatita se lleva a
cabo a un pH de entre 7,6 y 8,0.

37. El procedimiento segun la reivindicacién 34, 35 6 36, en el que la hidroxiapatita es BioRad MacroPrep Ceramic.

38. El procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 34 a 37, en el que se usa un sistema de doble tamp6n
para separar ADN extracromosdmico de ARN.

39. El procedimiento segun la reivindicacién 38, en el que el sistema de doble tamp6n comprende Na,HPO, para
eluir el ARN y K,HPO, para eluir el ADN extracromosdmico.

40. El procedimiento segtn la reivindicacion 8, en el que la etapa de precipitacion con CaCl, va seguida por otra
etapa de ultrafiltracién o una etapa de desalacién o una etapa de cromatografia en fase inversa.

41. El procedimiento segtin la reivindicacién 40, en el que la otra etapa de ultrafiltracién o una etapa de desalacién
0 una etapa de cromatografia en fase inversa va seguida por la etapa de cromatografia.

42. El procedimiento segtin la reivindicacion 41, en el que la etapa de cromatografia es una de intercambio i6nico.
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