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DESCRIPCION

Procedimiento de purificacion de moléculas biolégicas tales como ADN plasmidico utilizando cromatografia de intercambio
anionico

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona nuevos métodos mejorados para la purificacion o el aislamiento de ADN plasmidico
(ADNp). El método incluye la eliminacion simple y efectiva de impurezas tales como ARN, ADN gendmico, proteinas,
fracciones celulares o combinaciones de los mismos. Los métodos novedosos de la presente invencion son particularmente
adecuados para plantas de produccién a gran escala y proporcionan ADNp purificado con excelente calidad y buenos
rendimientos, al mismo tiempo que permiten tiempos de procesamiento mas rapidos y costos reducidos.

El ADNp purificado obtenido por el método de la presente invencién es particularmente adecuado para aplicaciones en
sectores tales como la produccién transitoria sintética, la terapia génica ex vivo, agentes terapéuticos de ARN, vacunas de
ADN, anticuerpos de ADN, terapia génica no viral y vectores virales. El ADNp purificado obtenido a través del método de
la presente invencion también se puede usar, por ejemplo, en vacunas, terapia viral, terapia génica y celular, produccién
de moléculas tales como ARN y polipéptidos in vivo o in vitro, o en la terapia de células T con receptor de antigeno quimérico
(CAR).

La presente invencién también describe el uso novedoso de un recipiente en forma de tulipan que se puede usar
favorablemente durante la clarificacion de una muestra que comprende la molécula biol6gica de interés. El recipiente o
tanque en forma de tulipan se puede usar ventajosamente durante la separaciéon de fases para separar componentes
solidos de la mezcla que contiene la molécula biologica. Mas especificamente, la presente invencion proporciona el uso
novedoso de un recipiente o tanque en forma de tulipan para recoger la fase inferior (es decir, mas densa) de la mezcla
que contiene la molécula biolégica durante la separacion de fases.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El ADN plasmidico es una pequefia molécula separada fisicamente del ADN cromosémico y puede replicarse de forma
independiente. El ADN plasmidico existe tipicamente en tres conformaciones diferentes: ADNp superenrollado, ADNp
circular abierto y ADNp lineal. Dadas las diversas aplicaciones terapéuticas de ADNp, que incluyen, pero no se limitan a la
produccién de proteinas transitorias sintéticas, terapia génica ex vivo, agentes terapéuticos de ARN, vacunas de ADN,
anticuerpos de ADN, terapia génica no viral y vectores virales, los expertos en la técnica apreciaran que son altamente
deseables métodos mejorados de purificacion o aislamiento de ADNp.

Teniendo en cuenta la alta carga negativa del ADNp, la cromatografia de intercambio aniénico se usa con frecuencia en
métodos para purificar o aislar el ADNp. El material de intercambio aniénico contiene grupos cargados positivamente. Por
lo tanto, la cromatografia de intercambio anidnico separa moléculas tales como proteinas contenidas en solucion de
acuerdo con sus cargas mediante el uso de un material de intercambio aniénico. Como apreciaran los expertos en la
técnica, la concentracion de las sales utilizadas durante la cromatografia de intercambio anidnico variara dependiendo de
la sustancia que se ha de eluir. Ejemplos de materiales de intercambio aniénico tipicos incluyen diversos tipos de
membranas, perlas y resinas de intercambio aniénico. Las proteinas unidas al material de intercambio aniénico se eluyen
luego mediante el uso de un gradiente de concentraciones crecientes de sal incluidas con una solucion tampén apropiada.
Asi, en métodos de cromatografia de intercambio anidnico conocidos, la carga de la muestra se lleva a cabo tipicamente
con un tampoén que tiene una baja concentracion de sal, y la concentraciéon de sal se incrementa posteriormente durante
la etapa de elucion.

Al purificar ADNp mediante cromatografia de intercambio aniénico, particularmente a escala industrial, hay varias etapas
aguas arriba que tipicamente ocurren antes de cargar la solucion que contiene ADNp en la columna de intercambio de
aniones. Estas etapas incluyen normalmente la fermentacién por lotes alimentados, la recogida y el lavado de células, la
lisis celular continua, la neutralizacion, la eliminacion de ARN, la filtracién profunda de eliminacion de floculados, la
concentracién de plasmidos y la diafiltracién. Posteriormente, el proceso de purificacion de ADNp incluye tipicamente el
uso de cromatografia de intercambio anidnico (AEX), que incluye la unién del ADNp al material de intercambio aniénico
usando una sal de baja conductividad, seguida de la eluciéon del ADNp con una sal de mayor conductividad, filtracién por
flujo tangencial con intercambio de tampdn, y luego someter las fracciones que contienen ADNp a una etapa de purificacion
adicional para enriquecer atin mas el ADNp superenrollado, p. ej., por cromatografia PlasmidSelect Xtra® (PSX) (disponible,
p. €j., de GE Healthcare Technology), a menudo seguida de una etapa adicional de filtracién por flujo tangencial con un
intercambio de tampon utilizando un tampon de llenado final. En estos métodos conocidos para purificar o aislar ADNp
usando cromatografia de intercambio aniénico, la etapa de elucion se logra tipicamente aumentando gradualmente la
concentracién de sal en el tampdn de elucion.

Por ejemplo, Franco-Medrano et al., Bioprocess and Biosystems Engineering (2017), vol. 40, paginas 463-471 describe
una purificacién de un vector de ADNp especifico usando, entre otros, cromatografia de intercambio aniénico utilizando
elucion en gradiente de cloruro de sodio convencional. Similarmente, Syren et al., Journal of Chromatography B (2007),
vol. 856, paginas 68-74 describe la purificacion de ADN plasmidico usando "Sartobind Q" (un material de cromatografia de
intercambio anidnico comercial), eluyendo el ADN plasmidico con altas concentraciones de cloruro sddico. También, Eon-
Duval et al., Journal of Chromatography B, 2004, vol. 804(2), paginas 327-335 describen un método para la purificacién de
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ADN plasmidico de calidad farmacéutica a partir de cultivo celular empleando una etapa de cromatografia de intercambio
aniénico usando elucion de gradiente salino convencional con cloruro de sodio.

Después de las etapas iniciales de unién y elucion, se requieren etapas adicionales con el fin de obtener el ADNp con una
pureza y un rendimiento aceptables, como se mencioné anteriormente. Aln mas, se sabe que los métodos existentes de
purificacion de ADNp dan como resultado una escasa selectividad y una mala recuperacion. Los métodos conocidos son,
por lo tanto, incapaces de proporcionar una separacion eficiente y rentable del ADNp. También vale la pena sefalar que
muchos de estos métodos conocidos adolecen de la desventaja de usar PEG u otros aditivos, que pueden no ser deseables
en la preparacion de ADN plasmidico, ya que requieren etapas adicionales de separacion, eliminacion y control de calidad.
Estas pueden ser dificiles, consumen mas tiempo y son mas costosas. Como estas etapas adicionales agregan costos al
proceso de purificacion y aumentan el tiempo necesario para la purificacion, existe la necesidad de un método para la
purificacion o el aislamiento de ADNp que elimine la necesidad de muchas de las etapas adicionales durante la purificacion,
reduciendo asi la cantidad de tiempo requerido para la purificacién, sin comprometer la pureza o el rendimiento del ADNp.

Como apreciaran los expertos en la técnica, adn otro inconveniente de los procesos conocidos para la purificacion de
biomoléculas (tales como ADNp) es la dificultad de aplicar métodos de este tipo en la produccién a gran escala, en particular
la produccioén a gran escala de ADNp de calidad farmacéutica. Hay muchas restricciones existentes en la produccién a
gran escala, por ejemplo, problemas de seguridad personal y consideraciones sobre residuos peligrosos. Ademas, la
aplicacion de procesos de purificacion a escala de laboratorio de ADNp a mayor escala casi siempre da como resultado
una disminucion del rendimiento del ADNp purificado. Dadas estas limitaciones, seria deseable proporcionar un método
de purificacién o aislamiento de ADNp que no solo proporcione ADNp con una pureza mejorada y un alto rendimiento, sino
que también pueda usarse para la produccién a gran escala.

SUMARIO DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un método para aislar o purificar ADN plasmidico ("ADNp") de
interés a partir de una mezcla, comprendiendo el método poner en contacto la mezcla que comprende el ADN plasmidico
de interés con un material de intercambio anidnico (AEX) en presencia de una solucién que comprende una sal
cosmotrdpica a una concentracion que permite la unién selectiva del ADN plasmidico de interés al material de intercambio
aniénico; y eluir el ADN plasmidico de interés con un eluyente que comprende una sal caotropica a una concentracion que
proporciona un eluyente que contiene el ADNp purificado. La sal cosmotrépica de este método se selecciona del grupo
que consiste en: sulfato de amonio, citrato de amonio, fosfato de amonio, fosfato de potasio, citrato de sodio, fosfato de
sodio y mezclas de los mismos, y

en el que la concentracién de la sal cosmotrdpica es superior a aproximadamente 0,5 M. En algunas realizaciones, la
fraccion o fracciones que comprenden dicho ADN plasmidico de interés en el eluyente se recoge o recogen opcionalmente.
El ADN plasmidico purificado de interés puede, en algunos casos, aislarse posteriormente de una cualquiera de las
fracciones recogidas o de todas ellas.

En algunas realizaciones, la sal utilizada a una concentracion que permite la union selectiva de la biomolécula de interés
al material AEX es una sal cosmotropica, por ejemplo, citrato de amonio, sulfato de amonio, fosfato de amonio, fosfato de
potasio, citrato de sodio, fosfato de sodio 0 mezclas de dichas sales.

En algunas realizaciones, la sal caotropica que esta presente en el eluyente a una concentracién que proporciona un
eluyente que contiene el ADN plasmidico purificado se selecciona de cloruro de amonio, cloruro de potasio, cloruro de
sodio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, nitrato de magnesio, hidrocloruro de guanidinio o mezclas de los mismos.

El ADN plasmidico a purificar mediante los métodos de la invencion es tipicamente una biomolécula altamente polar /
cargada. Se encontré que el nuevo método descrito en este documento es particularmente adecuado para una purificacion
rapida y altamente efectiva de ADN plasmidico, en particular ADN plasmidico superenrollado de calidad farmacéutica
(ADNp sc), que debe estar libre de ADN gendmico bacteriano, ARN, proteina y endotoxinas.

La presente invencién también describe una etapa ventajosa de preparacién de muestras que puede usarse
ventajosamente antes de poner en contacto la mezcla que contiene el ADN plasmidico de interés con el material AEX.

En esta etapa de preparacién de la muestra, los componentes sélidos (tales como residuos celulares u otros materiales
insolubles en el sistema tampdn) de la mezcla que comprende el ADN plasmidico de interés se separan convenientemente
mediante separacién de fases y/o filtracién. En algunos casos, la eliminacion de los componentes sélidos se logra a través
de una simple separacién de dos fases, en la que se agrega un tampon para aumentar la densidad de la mezcla a mas de
aproximadamente 1,1 kg/L. El aumento en la densidad de la mezcla hace que los componentes sélidos floten en la parte
superior, y la parte liquida de la mezcla (que comprende el ADN plasmidico de interés) puede luego drenarse
convenientemente, sin requerir una etapa de filtracion (o al menos ofreciendo una mayor capacidad de filtracion debido al
contenido de material sélido significativamente reducido, lo que permite la escalabilidad del proceso, es decir, lo hace Uutil
para la produccién a gran escala). Esta etapa de preparacién de la muestra puede combinarse ventajosamente en algunos
casos con el nuevo método de purificacién descrito en este documento.

Relacionado con lo anterior, la presente invencion también describe el uso de un recipiente o tanque en forma de tulipan
para la etapa de separacion de fases anterior. Se encontr6 que el recipiente en forma de tulipan era particularmente
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ventajoso para la separacion conveniente y eficaz de los componentes sélidos de la parte liquida de la mezcla que
comprende el ADN plasmidico de interés.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa una vista esquematica del vector plasmido pUC19 utilizado como una biomolécula de muestra para
ser purificada en los ejemplos de trabajo.

La Figura 2A - D muestra datos de electroforesis en gel de agarosa (AGE) en los resultados de una deteccién de tampdn
de union utilizando Sartobind Q como material AEX.

La Figura 3A - D muestra datos de electroforesis en gel de agarosa (AGE) en los resultados de una deteccién de tampdn
de union utilizando Sartobind Q como material AEX.

La Figura 4 representa un perfil de cromatografia de la unidad de cromatografia AEX (Sartobind Q) ampliado en el gradiente
de elucién.

La Figura 5 muestra datos de electroforesis en gel de agarosa de fracciones de la etapa de cromatografia AEX (Sartobind
Q).

La Figura 6 muestra trazas de AEX-HPLC del material eluido 1 de Sartobind Q como se representa en la Figura 3 (linea
discontinua) y el patron (linea continua).

La Figura 7 muestra datos de andlisis SDS-PAGE de la carga y el material eluido de la etapa de cromatografia Sartobind
Q.

La Figura 8 incluye una representacion esquematica del proceso de recuperacién primaria, incluida la etapa de
cromatografia AEX.

La Figura 9 muestra un perfil de cromatografia de la unidad AEX utilizando Sartobind Q.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como apreciaran los expertos en la técnica, a la vista de las diversas aplicaciones terapéuticas para el ADN plasmidico,
es muy deseable desarrollar un método simple y escalable para purificar el ADN plasmidico con una pureza excelente y
en gran cantidad, en particular debido a que muchas etapas de aislamiento/purificacion conocidas que tipicamente son
mas adecuadas para la produccion a pequena escala, tales como la produccién a escala de laboratorio y de sobremesa,
no se pueden traducir adecuadamente a una escala mayor.

La presente invencion proporciona métodos para el aislamiento o la purificacién de ADN plasmidico como se define en las
reivindicaciones adjuntas. En algunas realizaciones, la presente invencion incluye métodos de purificacién o aislamiento
de ADN plasmidico superenrollado libre de impurezas, incluidos ADNp circular abierto, ADNp lineal, endotoxinas, ARN,
lipopolisacaridos, ADN gendmico, proteinas y/o combinaciones de los mismos mediante el uso de cromatografia de
intercambio aniénico en condiciones inusuales definidas. Los métodos de la presente invencion son particularmente
adecuados para el aislamiento o la purificacion a gran escala de ADN plasmidico (en particular ADN plasmidico
superenrollado), en un nimero limitado de etapas, con alta pureza y excelentes rendimientos. En particular, los métodos
de purificacion de la presente invencion pueden usarse ventajosamente para la produccion a gran escala para voliumenes
de hasta 10.000 litros de volumen de trabajo de fermentacion.

Se apreciara que las expresiones "ADN plasmidico de interés", "ADN plasmidico", "molécula diana" se utilizan todas como
sindnimos, refiriéndose a la molécula que se ha de purificar de otros componentes o impurezas presentes en la mezcla
sometida al método de purificacion.

Las impurezas incluyen, pero no se limitan a proteinas de células huésped, endotoxinas, ADN y/o ARN de células huésped.
Se apreciara que lo que se considera una impureza puede depender del contexto en el que se pongan en practica los
métodos de la invencion. Una "impureza" puede derivar o no de una célula huésped, es decir, puede ser o no una impureza
de la célula huésped.

"Aislar" o "purificar” el ADN plasmidico significa el enriquecimiento de la molécula diana a partir de otros componentes con
los que la molécula diana esta inicialmente asociada. En el presente documento se proporcionan los grados de purificacion
deseados y/u obtenibles. Preferiblemente, los métodos de la invencion dan como resultado un enriquecimiento de
aproximadamente cinco veces, preferiblemente un enriquecimiento de aproximadamente 10 veces, preferiblemente un
enriquecimiento de aproximadamente 20 veces, preferiblemente un enriquecimiento de aproximadamente 50 veces,
preferiblemente un enriquecimiento de aproximadamente 100 veces, preferiblemente un enriquecimiento de
aproximadamente 200 veces, preferiblemente un enriquecimiento de aproximadamente 500 veces, preferiblemente un
enriquecimiento de aproximadamente 1000 veces. Alternativamente, el grado de purificacion puede expresarse como un
porcentaje del primer componente con respecto a otro componente, o con respecto a la preparacién resultante. En el
presente documento se proporcionan ejemplos de porcentajes de este tipo.
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Los inventores descubrieron sorprendentemente que es posible purificar el ADN plasmidico, tal como el ADN plasmidico
(superenrollado), de una manera répida, sencilla y directa. Esto se logra poniendo en contacto la mezcla que comprende
el ADN plasmidico de interés con un material de cromatografia de intercambio aniénico (AEX) en condiciones que producen
una unién altamente selectiva de la molécula bioldgica a purificar, mientras que los demas componentes de la mezcla no
se unen al material AEX.

A este respecto, los inventores encontraron que cargar la mezcla que comprende la biomolécula a purificar con el material
AEX en una solucion que tiene una concentracion bastante alta (> 0,5 M) de una sal cosmotrdpica da como resultado una
union altamente especifica de la biomolécula deseada al material AEX, es decir, la mayoria de los componentes de la
solucién no estan unidos al material AEX. Se cree que estas condiciones de carga son bastante inusuales para la
cromatografia AEX, en donde la muestra que se ha de purificar tipicamente se pone en contacto con el material AEX en
condiciones de baja fuerza idnica y, posteriormente, se eluye (gradualmente o por etapas) aumentando la concentracién
de sal/fuerza i6nica del tampon de elucion. En otras palabras, las condiciones de carga especificas identificadas por los
presentes inventores permiten un enriquecimiento efectivo de la molécula fijadora de objetivo ya durante la fase de carga
de la etapa de cromatografia AEX, con una purificacién adicional posible durante condiciones de elucion seleccionadas
adecuadamente, como se describird en detalle a continuacion.

Por lo tanto, la etapa de cromatografia AEX, cuando se emplea en las condiciones identificadas por los presentes
inventores, permite separar el ADN plasmidico deseado de esencialmente todos los contaminantes no deseados en una
sola etapa de purificacién. De hecho, las condiciones encontradas por los inventores permiten incluso prescindir de una
serie de etapas preparatorias pre-purificacion comiunmente aplicadas en la purificacion del ADN plasmidico de interés
debido a su union eficaz y altamente selectiva de la molécula diana al material AEX, ya que muchos de los contaminantes
simplemente no se unen en esas condiciones cuidadosamente seleccionadas, como se explicara con mayor detalle mas
adelante.

La presente invencién generalmente se refiere a un método para aislar o purificar un ADN plasmidico de interés de una
mezcla, en el que el método comprende poner en contacto la mezcla que contiene la molécula biologica de interés con un
material de intercambio aniénico (AEX) en presencia de una solucion que comprende una sal cosmotrépica seleccionada
del grupo que consiste en sulfato de amonio, citrato de amonio, fosfato de amonio, fosfato de potasio, citrato de sodio,
fosfato de sodio, y mezclas de los mismos, a una concentracién superior a aproximadamente 0,5 M, que permite la union
selectiva del ADN plasmidico de interés al material de intercambio aniénico; y eluir el ADN plasmidico de interés del material
AEX con un eluyente que comprende una sal caotrépica a una concentracién que proporciona un eluyente que contiene
el ADN plasmidico de interés purificado.

"Unién selectiva" en el contexto de la presente invencién significa que la gran mayoria de los deméas componentes de la
mezcla no se unen al material AEX cuando se ponen en contacto con una soluciéon que comprende la sal cosmotrépica a
la concentracion adecuada. Un experto en la técnica apreciara que en biologia (y quimica) la union, elucion, etc., nunca
sera 100 % exclusiva, pero para los propdsitos de la presente invencion, "union selectiva” significa que al menos el 70 %,
el 80 %, el 85 %, el 90 % o incluso el 95 % de los otros componentes ("contaminantes") en presencia de la solucién salina
cosmotrdpica no se unira al material AEX tras el contacto. En aras de la conveniencia, al contacto de la mezcla con el
material AEX también puede aludirse aqui como una "etapa de carga" (como se usa cominmente en la cromatografia en
columna, aunque el presente método, por supuesto, no se limita a la cromatografia en columna), y a la solucién salina
cosmotrdpica que incluye la mezcla a purificar también se la alude como "tampén de carga" o "solucion de carga”. A la
propia solucién salina cosmotrdpica también se la puede aludir en este documento como "tampo6n de union".

Tipicamente, se recoge o recogen la fraccién o fracciones que comprenden el ADN plasmidico purificado de interés en el
eluyente, aunque esto no siempre es necesario (por ejemplo, en procesos de purificacion analitica en donde la
concentracién / pureza de la molécula de interés se puede medir directamente en la solucién), p. ej., por espectroscopia
UV). Asimismo, en la mayoria de los casos, el ADN plasmidico de interés se aisla luego de una cualquiera o de todas las
fracciones recogidas para su uso posterior, como se describe mas adelante en el presente documento.

Para la mayoria de las biomoléculas, el aislamiento no significa necesariamente la precipitacion y el secado, sino mas bien
mantener la molécula purificada en una solucién, tipicamente tamponada, que garantiza la estabilidad frente a la
degradacion, p. €j., en almacenamiento a largo plazo. Por tanto, el aislamiento también puede incluir la concentracion, es
decir, la eliminacién de parte del disolvente para aumentar la concentracién de la molécula diana. Como es bien sabido en
la técnica, las soluciones que comprenden una biomolécula (ya sean biomoléculas basadas en proteinas o acidos
nucleicos) en muchos casos pueden almacenarse ventajosamente en una solucién congelada, aunque en algunos casos,
también se puede eliminar el disolvente, p. €j., por liofilizacién.

La cromatografia AEX se caracteriza tipicamente por cargar la mezcla que se ha de purificar en el material AEX en un
tampon que comprende una sal/tampdn con baja fuerza idnica, es decir, a concentraciones de sal mas bien bajas. Estas
condiciones permiten que las moléculas altamente polares y/o cargadas se unan a los grupos cargados en el material AEX,
mientras que los componentes que tienen una polaridad / hidrofilicidad méas baja no se uniran en tales condiciones. A
continuacion, la molécula de interés se eluye tipicamente de la columna aumentando sucesivamente la concentracion de
la sal/tampdn de modo que el mayor nimero de iones compita con la unién de las moléculas aun unidas al material AEX.
Con el fin de lograr el alto grado de pureza deseado, se utiliza tipicamente un gradiente que aumenta la fuerza i6nica del
tampédn de elucion para las purificaciones mediante cromatografia AEX. En muchos casos, sin embargo, la cromatografia



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES29294/7/0T3

AEX convencional no logra una pureza lo suficientemente alta porque demasiados contaminantes (especialmente
contaminantes cargados/altamente polares) también se unen al material AEX durante la fase de carga y luego se eluyen
al mismo tiempo que la molécula de interés.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que es posible llevar a cabo la etapa de carga (es decir, el contacto
inicial de la mezcla con el material AEX) en soluciones que comprenden sales cosmotrépicas a concentraciones
relativamente altas (superiores a aproximadamente 0,5 M). Sales cosmotrdpicas contribuyen a la estabilidad y estructura
de las interacciones agua-agua ("generadoras de orden") al hacer que las moléculas de agua interactten favorablemente,
lo que también conduce a una estabilizacion de las interacciones intramoleculares en macromoléculas como las proteinas.
Los cosm6tropos idnicos se caracterizan por una fuerte energia de solvatacion que tipicamente conduce a un aumento de
la cohesion general de la soluciéon (como se indica a menudo por un aumento de la viscosidad y densidad de la solucién).
En contraste, los agentes/sales caotrépicos (generadores de desorden) tienen el efecto opuesto, alterando la estructura
del agua, aumentando la solubilidad de las particulas de disolvente no polares y desestabilizando los agregados de soluto.

Los inventores han descubierto que el uso de una sal cosmotropica de este tipo en la solucion en contacto con el material
AEX a una concentracion suficientemente alta conduce a una unién altamente selectiva de determinadas biomoléculas (en
particular, biomoléculas que tienen una alta densidad de carga, como el ADN plasmidico), al tiempo que evita que otros
componentes se unan a dicho material AEX. Por lo tanto, en algunos casos, el "flujo continuo" de la etapa de carga en una
solucién que comprende una sal cosmotropica a una concentracion suficientemente alta ya contendra la mayoria, si no
esencialmente todos los contaminantes de la mezcla que comprende la biomolécula de interés.

Se apreciara que la propiedad de ser cosmotropico o caotrpico se atribuye especialmente al ion especifico y no a una sal
(que comprende un contraién). Por lo tanto, bien puede ser que una sal comprenda un anién que se sabe que es
cosmotrépico, mientras que se sabe que el contraién es mas bien caotropico. Sales de este tipo pueden funcionar (o no)
en la union selectiva de la molécula diana al material AEX. Sin embargo, los expertos en la técnica podran averiguar si una
sal dada, a altas concentraciones, asegurara la union selectiva de la molécula diana al material AEX simplemente
realizando experimentos de rutina.

En la mayoria de las realizaciones, la elucién de la molécula diana del material AEX se puede lograr mediante un eluyente
(es decir, una soluciéon o tampdn que se usa para separar los componentes unidos al material AEX) que comprende una
sal caotropica en una concentracion suficientemente alta para eluir la molécula bioldgica de interés. Por lo tanto, la fase de
eluciéon en muchas realizaciones no es materialmente diferente de la cromatografia AEX convencional, pero debido a la
mayor especificidad en la unién al material AEX durante la fase de carga, la pureza del eluyente a menudo aumenta
significativamente.

En los métodos de la presente invencion, la molécula biolégica a purificar es ADN plasmidico. EI ADN plasmidico existe a
menudo en diferentes conformaciones: ademas de la conformacion superenrollada (SC) "nativa”, el ADN plasmidico
también puede estar presente en forma circular abierta (OC), o incluso en forma lineal. Dado que el ADN plasmidico
superenrollado (ADNp sc) representa tipicamente la conformacién deseada (y comercialmente relevante) para el ADN
plasmidico, la biomolécula de interés en algunas realizaciones de este aspecto de la presente invencién es ADNp sc.

El ADN plasmidico a purificar/aislar puede comprender tipicamente ADN de mamifero, ADN bacteriano, ADN no codificante
o ADN viral. En algunos casos, el ADN plasmidico comprendera ADN capaz de expresar un polipéptido de interés. El
método de purificacion no dependera generalmente del tamafio del ADN plasmidico, es decir, los minivectores con solo
350 pb, asi como los vectores de plasmido grandes que comprenden hasta 20 genes (35 kpb), y cualquier elemento
intermedio puede purificarse de manera efectiva mediante el método descrito en este documento.

El método de la presente invencion permite la purificacion eficaz de ADN plasmidico de otros contaminantes. En
consecuencia, en determinadas realizaciones, la pureza resultante del ADN plasmidico es al menos el 90 %, o al menos
el 93 %, o al menos el 95 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 % o al menos el 99 %.

En algunas realizaciones, el método incluso logra el fraccionamiento de ADN plasmidico superenrollado a partir de otras
formas de ADN plasmidico, tales como ADN plasmidico lineal, ADN plasmidico circular abierto y, opcionalmente, otras
moléculas de &cido nucleico.

Dado que el ADN plasmidico de interés se obtiene tipicamente mediante procesos biologicos (tales como procesos de
cultivo/fermentacion celular), la mezcla que comprende la molécula diana incluird en muchas realizaciones ADN plasmidico
(incluido el ADNp superenrollado, el ADNp circular abierto y el ADNp lineal), ADN gendmico, ARN, lipopolisacaridos,
endotoxinas, proteinas o cualquier combinacion de los componentes anteriores.

Se apreciara que la concentracién de la sal cosmotrdpica que permite la union selectiva de la molécula biol6gica de interés
al material AEX durante la etapa de carga depende tipicamente de la naturaleza de la molécula diana y del material AEX
elegido. En algunas realizaciones, la unién altamente selectiva de la molécula diana se ha logrado con concentraciones de
sal mayores que aproximadamente 0,5 M, o mayores que 0,6 M o mayores que 0,8 M. En determinadas realizaciones, la
concentracién de sal de la solucién que permite la union selectiva de la molécula diana esta entre aproximadamente 0,5 M
y aproximadamente 4,0 M, o entre aproximadamente 0,8 M y aproximadamente 2,0 M, o entre aproximadamente 1,0 My
aproximadamente 2,0 M, tal como 1,5 M.
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El término "aproximadamente” se usa en este documento para significar aproximadamente, en la region de, apenas o
alrededor. Cuando el término "aproximadamente" se usa junto con un intervalo numérico, modifica ese intervalo al extender
los limites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, el término "aproximadamente" se
usa en este documento para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor establecido en una varianza
del 10 %.

Como se indicé anteriormente, las sales cosmotropicas en las concentraciones anteriores se emplean para la etapa de
carga del presente método de purificacién. En cualquier caso, la concentracion ideal de dicha sal para la etapa de carga
depende de las propiedades reales de la molécula diana y del material AEX, pero un experto en la técnica puede
determinarla facilmente mediante experimentos de rutina. Una vez que se ha determinado una concentracion adecuada,
puede ser Util para una union consistente y reproducible equilibrar el material AEX con un tamp6n que comprenda la sal
cosmotrdpica a la misma concentracién que en la solucién de carga que comprende la molécula diana a purificar.

En cualquier caso, ejemplos de sales cosmotrépicas adecuadas incluyen sulfato de amonio, citrato de amonio, fosfato de
amonio, fosfato de potasio, citrato de potasio, citrato de sodio, fosfato de sodio o mezclas de los mismos. Por ejemplo, se
encontr6 que el sulfato de amonio es una sal cosmotrdpica particularmente Util para la fase de carga cuando la molécula
diana a purificar es ADN plasmidico.

Como puede verse en el Ejemplo 1, la carga de la mezcla en una membrana AEX pre-equilibrada opcionalmente en una
solucién que comprende altas concentraciones (> 0,5 M) de sulfato de amonio aseguré una unién altamente selectiva del
ADNp al material AEX, mientras que el ARN y otros contaminantes no se unié a la membrana AEX (véanse las Fig. 2A'y
2B). En consecuencia, una concentracion util de sulfato de amonio en la solucién de carga es en determinadas
realizaciones de aproximadamente 0,5 M a aproximadamente 2,0 M.

Un experto en la técnica apreciara que otros factores pueden ejercer una influencia sobre el comportamiento de unién de
los componentes en la mezcla. Uno de estos factores es el pH de la solucién. Para las biomoléculas, el intervalo de pH
disponible para las purificaciones es, naturalmente, bastante limitado. Con el fin de evitar condiciones de pH que puedan
afectar negativamente a la estabilidad de la molécula diana (p. €j., al fomentar la hidrdlisis de la biomolécula), los valores
de pH durante la carga y elucion de la biomolécula de interés oscila tipicamente entre pH 2 y pH 11, aunque los valores de
pH generalmente se preferirdn mas cercanos a neutros, especialmente para biomoléculas que son sensibles a la
degradacion en condiciones acidas o alcalinas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el pH de la solucion que comprende
la sal cosmotrdpica en contacto con el material AEX (es decir, el "tampon de carga”) esta entre pH 4 y pH 9, o entre pH 5
y pH 8, 0 entre pH 6 y pH 10, o entre pH 6,0 y 8,0, p. €j., alrededor de pH 7,0. Los expertos en la técnica apreciaran que
un experto en la técnica puede determinar las condiciones 6ptimas de pH mediante experimentos de rutina.

Se apreciarda ademas que un cambio de pH, por ejemplo, durante la etapa de elucion, puede cambiar el comportamiento/la
fuerza de unién de las biomoléculas unidas al material AEX y, por lo tanto, puede usarse en algunas realizaciones para la
liberacion controlada y selectiva de la molécula diana del material AEX. Sin embargo, en otros casos, la unién de la
molécula diana al material AEX sera esencialmente independiente del pH. Por ejemplo, la uniéon del ADN plasmidico no
cambid dentro de un amplio intervalo de pH (tan bajo como pH 2).

Con respecto a las condiciones seleccionadas para la elucién de la molécula diana, la concentracion de la sal caotropica
que proporciona un eluyente que contiene la molécula biolégica purificada de interés es tipicamente de aproximadamente
0,25 M a aproximadamente 4,0 M, o de aproximadamente 0,4 M a aproximadamente 3,0 M, o de aproximadamente 0,5 M
a 2,0 M. Como es bien sabido en la técnica, la etapa de elucién puede incluir una eluciéon en gradiente variando la
concentracién de la sal (preferiblemente caotropica) en el eluyente, lo que generalmente implica aumentar (continuamente
0 por etapas) la concentracién de la sal caotrépica en el eluyente.

En algunas realizaciones, la sal caotropica para la etapa de elucion se selecciona del grupo que consiste en: cloruro de
amonio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, nitrato de magnesio, hidrocloruro
de guanidinio y mezclas de los mismos. Una sal particularmente Util, especialmente para la purificacién de ADN plasmidico,
es sulfato de magnesio. En estas realizaciones, la concentracién de sal caotrépica, p. €j., sulfato de magnesio o cloruro de
sodio, es tipicamente de al menos aproximadamente 0,5 My, en algunos casos, puede variar de 0,5 M a aproximadamente
2,0 M o de aproximadamente 0,5 M a aproximadamente 1,0 M.

Nuevamente, como en el caso de la sal cosmotrépica contenida en el tampdn de carga, la sal caotrépica y su concentracién
Optima para la elucién de la molécula diana depende de la naturaleza de la molécula biologica de interés y del material
AEX especifico elegido para la purificacién y puede determinarse facilmente por un experto en la técnica a través de la
experimentacion de rutina (véanse los Ejemplos). Dado que el material AEX se puede reutilizar tipicamente para otro
proceso de purificacion, puede ser Util agregar una elucién de alta concentracion de sal al final (p. ej., con NaCl
aproximadamente 2,0 a 4,0 M) que eliminara esencialmente cualquier material unido del material AEX.

En principio, cualquier material AEX disponible puede usarse en el contexto del método de la presente invencion. Por
ejemplo, el método se puede aplicar con configuraciones AEX débiles y fuertes, con densidad de ligando alta y baja, con
diferentes quimicas de perlas y/o enlazadores. Materiales AEX adecuados estan disponibles, por ejemplo, como una
membrana de intercambio aniénico, una resina de intercambio anidnico, una estructura de hidrogel microporoso
tridimensional, un lecho empaquetado de perlas superporosas, perlas macroporosas, un monolito, perlas de agarosa,
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agarosa reticulada, perlas de silice, geles de poros grandes, perlas a base de metacrilato, perlas a base de poliestireno,
perlas a base de celulosa, perlas a base de dextrano, perlas a base de bisacrilamida, perlas a base de poliviniléter, perlas
a base de material ceramico o perlas a base de polimeros. Ejemplos de materiales AEX disponibles comercialmente
incluyen, entre otros, Sartobind Q®, Mustang Q®, Mustang E®, Poros XQ®, Poros HQ®, Nuvia Q®, Capto Q®, Bakerbond
PolyQuat®, DEAE Sepharose®, NH2-750F®, Q Sepharose®, Giga Cap® Q-650M, Fractogel® EMD COO, NatriFlo® HD-Q y
3M™ Emphaze™ Purificador hibrido AEX (todos los nombres de marcas registradas).

Particularmente para purificaciones a mayor escala industrial, el método puede llevarse a cabo usando cromatografia de
membrana AEX o cromatografia de lecho de resina. En algunas realizaciones, la membrana de intercambio aniénico tiene
un tamafio medio de poros de aproximadamente 3,0 um a aproximadamente 5,0 um, preferiblemente el tamafo medio de
poros es de aproximadamente 3,0 um.

Alternativamente, el método puede llevarse a cabo usando cromatografia en columna AEX. En estas realizaciones, la
resina de intercambio aniénico tiene preferiblemente un didmetro medio de particula de aproximadamente 30 um a
aproximadamente 300 pm.

En cualquier caso, los expertos en la técnica apreciaran que el método descrito en este documento no requiere que el
material AEX esté en una forma especifica, es decir, otros materiales AEX en cualquier forma, como las otras alternativas
mencionadas anteriormente, pueden también puede emplearse como el agente de purificacién en el método de purificacion
descrito en este documento.

Dado que el método proporciona excelentes capacidades de purificacion, tipicamente se puede llevar a cabo en ausencia
de cualesquiera disolventes organicos, detergentes, glicoles, hexamina cobalto, espermidina y/o polivinilpirrolidona, por lo
que ya no es necesario eliminar dichos agentes antes de proporcionar la molécula diana final en forma aislada.

Si bien la etapa de purificacion AEX representa el aspecto principal de la presente invencién, se apreciara que un método
de purificacion para una biomolécula de interés incluira tipicamente mas etapas del método, incluidas las etapas llevadas
a cabo antes de la etapa de cromatografia AEX, pero también, opcionalmente, etapas adicionales realizadas después de
la etapa de cromatografia AEX.

Como se senald anteriormente, las moléculas bioldgicas de interés, como el ADN plasmidico, a menudo se obtienen a
partir de células cultivadas en un denominado cultivo celular. En determinados casos, la molécula biolégica de interés
puede obtenerse del cultivo celular de una manera bastante directa cuando las células secretan la molécula en el medio
de cultivo celular circundante. Sin embargo, en la mayoria de los casos sera necesario liberar la molécula diana de las
células mediante la destruccion de las células via lisis celular, lo que puede lograrse por medios fisicos y/o quimicos, como
es bien conocido en la técnica. La lisis celular producira tipicamente la molécula diana junto con un gran nimero de
contaminantes solubles e insolubles en agua derivados de la célula huésped, tales como membranas celulares, organelas
celulares, ADN genémico, ARN y proteinas de la célula huésped. Por lo tanto, una purificaciéon de una molécula diana
requerira tipicamente la eliminacién de estos contaminantes, donde en particular los contaminantes sélidos (es decir, no
solubles) se eliminan antes de la etapa de cromatografia AEX, tipicamente por medios mecanicos.

En consecuencia, en algunas realizaciones de la presente invencion, el método comprende, ademas, separar los
componentes solidos de la mezcla que comprende el ADN plasmidico de interés antes de poner en contacto la mezcla con
un material AEX.

La eliminacion de los componentes solidos de la mezcla a purificar puede lograrse, por ejemplo, mediante filtracion o
separacién de fases. En algunos casos, esta etapa del método logra la eliminacion de componentes sélidos a través de
una separacion de dos fases tal como una separacion de fase solida-liquida.

Con el fin de lograr una mejor separacion, la mezcla que comprende componentes solidos puede modificarse en algunas
realizaciones, por ejemplo, aumentando la densidad de la mezcla, por ejemplo a una densidad superior a aproximadamente
1,1 kg/L. Este aumento en la densidad de la mezcla da como resultado que los componentes sélidos (tales como residuos
celulares u otra materia precipitada) floten sobre la mezcla. La solucién que comprende el ADN plasmidico de interés se
puede drenar convenientemente desde la parte inferior del recipiente/tanque que contiene la mezcla. El ajuste de la
densidad, tal como por lo menos a aproximadamente 1,1 kg/L, por lo tanto produce una mezcla en la que no se requiere
filtracion para obtener una mezcla clarificada que puede someterse posteriormente a cromatografia AEX. La densidad de
la solucion se puede aumentar generalmente mediante una diversidad de operaciones. Por ejemplo, una sal hidrosoluble,
un carbohidrato (p. €j., glucosa, sacarosa, glicerol, etc.), urea u otros componentes que aumentan la densidad de una
solucién acuosa. Sin embargo, en particular en el contexto del método de purificacion de la presente invencion, puede ser
ventajoso emplear una sal cosmotropica que también sea adecuada para la etapa de carga de la etapa de cromatografia
AEX, tales como cualquiera de las sales cosmotropicas descritas anteriormente en este documento.

Alternativamente, también se pueden lograr técnicas de separacion de fases para eliminar contaminantes insolubles
modificando la densidad de la mezcla de otras formas. Por ejemplo, al agregar alcoholes (p. ej., etanol, metanol,
isopropanol, etc.) a la mezcla, la densidad disminuiria, lo que provocaria que los componentes sélidos sedimentaran en el
fondo del recipiente o tanque (opcionalmente, la sedimentacion podria ser asistida por centrifugacion). Otra opcién seria
agregar compuestos liquidos no acuosos a la mezcla para establecer un sistema de dos fases liquido/liquido, p. €j., un
sistema de dos fases PEG/sal, en donde las particulas insolubles estaran en la fase PEG y el ADN plasmidico en la fase
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salina.

Ademas, se entendera que en determinados casos aun se puede aplicar una filtracién ligera, por ejemplo, una filtracion de
profundidad, ya sea para la parte liquida drenada de la mezcla y/o para el volumen restante final de la mezcla (para
maximizar rendimientos). La etapa de filtracién adicional opcional asegura la eliminacién de cualquier particula soélida
restante en la parte liquida de la mezcla. En cualquier caso, se apreciara que una filtraciéon de este tipo sera mucho mas
rapida y no obstruira el filtro debido al contenido de sélidos mucho mas bajo en la mezcla. Los dispositivos de filtracion de
profundidad estan disponibles comercialmente, por ejemplo, bajo el nombre de filtro de profundidad Clarisolve® de Merck-
Millipore.

Dado que esta etapa del método también se puede utilizar en la fase preparatoria de otros métodos de purificacion, la
presente divulgacion también describe las dos separaciones de fase anteriores per se, es decir, no seguida o no seguida
necesariamente por la etapa de cromatografia AEX de la presente invencion.

Los inventores también han encontrado que un recipiente o tanque en forma de tulipan es particularmente (til para la
eliminacién de componentes sélidos en la mezcla, particularmente cuando la densidad se ajusta a por lo menos
aproximadamente 1,1 kg/L, lo que asegura que los componentes sélidos flotaran en la parte superior de la mezcla de dos
fases sélido/liquido, es decir, en donde el diametro del recipiente/tanque es mayor que en la parte inferior del recipiente del
que se drena la fase liquida (véase, por ejemplo, el recipiente en forma de tulipan en la Figura 8). En consecuencia, el uso
de un tanque o recipiente en forma de tulipan para la separacion de dos fases descrita anteriormente representa otra parte
de la presente divulgacion.

La separacién en dos fases descrita anteriormente representa un método altamente eficaz, rapido, reproducible y
econdmico para preparar la solucion que comprende la molécula bioldgica de interés para cualquier etapa de purificacion
posterior, como la etapa de cromatografia AEX de la presente invencion. Particularmente cuando el ajuste de densidad ya
se logra con una concentracion relativamente alta de la sal cosmotrépica como se usa en la etapa de cromatografia AEX
subsiguiente (p. €j., sulfato de amonio), la separacion de dos fases puede ser la Unica etapa (posiblemente combinada con
una filtracion de profundidad antes de poner en contacto la mezcla con el material AEX) requerida después de recoger el
sobrenadante celular. Dado que algunas de las sales cosmotropicas actian como tampon, otra ventaja de ajustar la
densidad de la mezcla con dichas sales cosmotrépicas es que se requiere menos tampdn de neutralizacién (para evitar la
posible degradacién de la molécula diana) inmediatamente después de la lisis celular.

Ademas, la eliminacién conveniente de los componentes solidos mediante el simple drenaje de la solucién mas densa que
contiene la molécula diana es muy ventajosa para la filtracién de profundidad posterior (aunque opcional), sobre todo
porque el area de filtro requerida se reduce en gran medida como solo una pequefa fraccion de las particulas insolubles
se procesan sobre el filtro.

El método de cromatografia AEX de la presente invencién puede contener, en algunas realizaciones, etapas adicionales
después de la elucion del ADN plasmidico purificado de interés. Por ejemplo, en algunos casos, el método comprende
ademas la etapa de precipitar el ADN plasmidico de interés del eluyente. La precipitacion se puede lograr mediante una
diversidad de métodos generalmente conocidos en la técnica, tales como cambiar el pH de las fracciones de eluyente que
comprenden la molécula diana o agregar antidisolventes u otros aditivos al eluyente, provocando asi que la molécula diana
precipite del eluyente.

Después de la precipitacion, el método puede comprender, en algunos casos, ademas, filtrar el eluyente mediante filtracion
de flujo tangencial para aislar el ADN plasmidico precipitado. Por ejemplo, en algunos casos, el tamafio medio de los poros
de la membrana de filtracion utilizada en la etapa de filtracion de flujo tangencial sera < 0,45 pm o incluso < 0,2 um.

En algunos casos, el método puede incluir, ademas, la liofilizacion del ADN plasmidico purificado de interés, opcionalmente
en presencia de un carbohidrato que puede estabilizar el ADN plasmidico en forma liofilizada durante el almacenamiento.
Se pueden usar muchos monosacaridos o disacaridos para dicho propésito, como se sabe generalmente en la técnica.

En otras realizaciones, el método incluira, ademas. la dilucion, concentracién o intercambio de tampdn de la(s) fraccion(es)
que comprende(n) la molécula diana purificada. En determinados casos, la molécula diana puede modificarse
quimicamente (p. €j., biotinilacion, metilacién, acetilacion) o cortarse en trozos mas pequenos (p. €j., digestién por enzimas
de restriccion en el caso de los acidos nucleicos).

Dependiendo del problema de purificacién especifico y de la fuente de la molécula diana, en algunos casos puede ser Util
recoger adicionalmente el flujo de la etapa de carga (es decir, la etapa de poner en contacto la mezcla con un material AEX
en presencia de la solucién que comprende la sal cosmotrdpica a una concentracion superior a aproximadamente 0,5 M,
lo que permite la unién selectiva del ADN plasmidico al material de intercambio anionico).

Como se comenta en este documento, la etapa de cromatografia AEX es capaz de unir selectivamente un ADN plasmidico
de interés al material AEX, es decir, la mayoria de los componentes no deseados de la mezcla no se uniran al material
AEX en estas condiciones de carga. Por ejemplo, para la purificacion de ADN plasmidico de un cultivo celular, el flujo
continuo puede comprender ARN, ADN gendmico, proteinas, fracciones celulares o combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, el flujo continuo comprendera sustancialmente todo (es decir, al menos el 80 %, al menos el 90 %
o incluso al menos el 95 %) el ARN que estaba presente en la mezcla en contacto con el material AEX.
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En algunos casos, la purificacion puede mejorarse incluyendo, ademas, una etapa de lavado. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, el método comprendera ademas lavar el material AEX con una solucién tampon de lavado antes de la elucién
del ADN plasmidico de interés. En algunos casos, el lavado puede continuar con un tampén de "carga" limpio adicional (es
decir, que comprende una sal cosmotropica en una concentracion relativamente alta). En otros casos, una solucién tampdn
de lavado puede comprender una sal caotropica en una concentracion inferior a la concentracién requerida para la elucion
de la molécula biologica de interés.

En estos casos, el tamp6n de lavado también puede comprender todavia la sal cosmotrdpica (posiblemente en menor
concentraciéon que en el tampon de carga), o puede comprender solo la sal caotrépica. La sal caotrépica para el tampdn
de lavado se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en: cloruro de amonio, cloruro de potasio, cloruro de sodio,
sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, nitrato de magnesio y mezclas de los mismos. En particular, cuando la sal
caotropica no tiene capacidad tampdn, el tampon de lavado puede comprender, ademas, una sustancia tampdn adecuada
para mantener el pH en el nivel deseado. Para simplificar, el tampén de lavado comprendera en muchos casos la misma
sal caotrépica que el eluyente, aunque esto puede no ser necesario en términos de eficiencia de purificacién.

Se apreciara, ademas, que, particularmente cuando la purificacion de la molécula diana debe producir el producto a un
nivel muy alto de pureza, el método de la presente invencién puede comprender, ademas, una etapa de purificacién
adicional, que tipicamente sigue a la etapa de elucion y, opcionalmente, aislar la molécula biolégica de la etapa de
cromatografia AEX. En algunas realizaciones en las que la molécula diana a purificar es ADN plasmidico superenrollado,
la segunda etapa de purificacion puede implicar, por lo tanto, el uso de un medio de cromatografia de adsorcién aromatica
tiofilico, disponible por ejemplo de GE Healthcare Life Sciences con el nombre comercial PlasmidSelect Xtra®, o abreviado
"PSX"). Se sabe que esta resina particular tiene una excelente selectividad para separar el ADN plasmidico superenrollado
del ADN plasmidico lineal y/o circular abierto y, por lo tanto, puede usarse para el enriquecimiento final de la conformacion
superenrollada del ADN de calidad farmacéutica.

En algunas realizaciones, el método comprendera, ademas, después de la purificacién y el aislamiento del ADN plasmidico,
una etapa adicional de utilizar dicho ADN plasmidico para la expresién de un polipéptido de interés codificado por dicho
ADN plasmidico. El polipéptido producido a través del ADN plasmidico tipicamente se recogera y, opcionalmente, se
purificara. Finalmente, el método puede incluso, en algunos casos, incluir la formulacion del polipéptido (obtenido mediante
la expresion del ADN plasmidico purificado) en una composicion farmacéutica que puede comprender opcionalmente uno
0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

Alternativamente, cuando el ADN plasmidico esta destinado al uso farmacéutico directamente, el método puede incluir la
formulacién del acido nucleico en una composicion farmacéutica, que nuevamente puede comprender opcionalmente uno
0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El ADN plasmidico purificado por el método de la presente invencion se
puede usar como una vacuna basada en ADN o se puede usar como un "profarmaco” en el que el plasmido luego
involucrard el aparato de transcripcion y traduccién de la célula para biosintetizar la entidad terapéutica in situ.

En adn otras realizaciones, el método comprendera, ademas, el uso del ADN plasmidico purificado para la produccién de
ARN, incluidos farmacos basados en ARN, para la produccion de oligonucleétidos mas cortos, tales como ARNip o
aptameros (segmentos cortos de acido nucleico monocatenario (tipicamente 20-60 nucleétidos), o para la produccion de
ADNzimas (analogos de ribozima con una cadena principal de ARN reemplazada por motivos de ADN que confieren una
estabilidad biolégica mejorada).

Una variante preferida del método de purificacion que implica cromatografia AEX comprende, antes de dicha etapa de
cromatografia AEX, las etapas de recoleccion y lavado de células, lisis celular, neutralizacion y eliminacién de floculados
antes de poner en contacto la solucién que comprende el ADN plasmidico de interés con el material AEX.

Como se indicé anteriormente, las condiciones identificadas para la etapa de carga de AEX permiten la unién selectiva del
ADN plasmidico al material AEX. Por lo tanto, el ARN, que tipicamente también se une al material AEX en condiciones
estandar bajas en sal, no se une o no se une sustancialmente al material AEX en las condiciones de carga descritas en
este documento y, por lo tanto, puede eliminarse cuantitativamente de la molécula diana en una sola etapa.

El método descrito en este documento tiene la gran ventaja de que no es necesario eliminar el ARN con una etapa de
precipitacion de cloruro de calcio (CaClz). Por supuesto, evitar etapas de purificacion adicionales es beneficioso en términos
de rendimiento, costos y duracion del método de purificacion global. En consecuencia, el método en determinadas
realizaciones se caracteriza, ademas, porque no comprende una etapa de precipitacién de cloruro de calcio (CaCl).

Lo mismo es cierto para las proteinas que tampoco se unen al material AEX en las condiciones identificadas en este
documento. Dado que el ADNp circular abierto, el ADNp lineal y el ADN gendmico tienen todos una fuerza de interaccion
diferente con los ligandos AEX en comparacion con el ADN plasmidico superenrollado, sus niveles pueden reducirse
considerablemente durante la etapa de cromatografia AEX. En consecuencia, el método como se describe y reivindica en
este documento permite la purificacién simple, rapida, altamente efectiva y econémica de ADN plasmidico de interés que
involucra esencialmente solo una Unica etapa cromatogréafica que involucra materiales que tienen ligandos AEX.

Muchas etapas adicionales cominmente necesarias en los procedimientos de purificacién de ADN plasmidico descritos
en la técnica anterior, tales como el intercambio de tampén, filiraciones de profundidad (mdltiples), se puede evitar la
precipitacion de CaClz o etapas cromatograficas adicionales, tales como la cromatografia PSX (dependiendo del contenido
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requerido de ADNp sc). Finalmente, el método descrito en este documento permite escalarlo para grandes plantas de
produccién.

Habiendo descrito los diversos aspectos de la presente invencidn en términos generales, sera evidente para los expertos
en la técnica que son posibles muchas modificaciones y ligeras variaciones sin apartarse del alcance de la presente
invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Deteccidnde las condiciones de unidn y eluciéon con material de intercambio aniénico Sartobind Q para
una muestra de ADN plasmidico (pUC19)

Todos los tampones utilizados durante todo el proceso se filtraron a través de filtros de 0,2 um antes de su uso. Se
cultivaron, lisaron y aclararon células de E. coli que albergaban el plasmido pUC19 (una descripcion esquematica de este
ADN plasmidico se encuentra en la Fig. 1) mediante métodos de filtracion como se describe con mas detalle a continuacion.

Las células se cultivaron en biorreactores a pequefia escala en condiciones de lote alimentado hasta una densidad 6ptica
de 65 - 90, medida a 600 nm (DOsoo). Las células se recogieron por centrifugacion (4.400 - 4.800, 45 minutos). Las células
recogidas al final del crecimiento celular se resuspendieron en tampén P1 (Tris 50 mM, EDTA 10 mM; pH 7,4). Luego se
afadié tampon P2 (NaOH 0,2 M, SDS al 1% (p/v)) en una relacion 1:1 (v/v), con el fin de realizar la lisis alcalina de las
células. La mezcla se homogeneizé suavemente y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Para
detener la lisis celular y neutralizar la mezcla, se anadi6 el volumen adecuado de tampoén P3 frio (acetato de potasio 5 M,
acido acético, 4 °C), aproximadamente el 25 % en volumen de los demas tampones. Después de una suave
homogeneizacién, se afadio el tampo6n de acondicionamiento que contenia sulfato de amonio 3 M en una relacion de 1:1
(v/v), con el fin de cambiar la densidad de la solucion, lo que provocd que los restos celulares flotaran en la parte superior
de la solucién. A continuacién, la solucion se someti6 a una filtracion de profundidad final (filtro de profundidad Clarisolve,
Merck-Millipore, con tamanos de poro de 40 a 0,5 um) para eliminar cualquier residuo celular restante, asi como algunas
proteinas y ADN genomico precipitados. Después de la filtracion, el pH de la solucion filtrada se ajusté a pH 7,0 afadiendo
un volumen apropiado de NaOH 1 M al filirado.

La deteccion de las condiciones de union y elucion se realizé en un robot de manipulacion de liquidos (Freedom Evo 150;
Tecan) y permiti6 ejecutar 96 etapas de cromatografia en paralelo. Se usaron placas de pocillos Sartobind Q 96 (Cat n%:
991EXQ42GC ----- V, Sartorius) para la deteccion. El acondicionamiento de la carga se realiz6 cambiando el tamp6n con
la ayuda de placas desaladoras Zeba Spin (Cat n® 89808, ThermoScientific) y el respectivo tampoén de union. Las unidades
Sartobind Q se equilibraron con el tampon de unién antes de aplicar 2,0 mL de la solucion de carga. La membrana se lavé
con 1 mL del respectivo tamp6n de unién y 1 mL de tampon de lavado (fosfato sddico 20 mM, pH 7,5). El material se eluy6
aplicando 1 mL de tampo6n de elucién seguido de una etapa de extraccion con 1 mL de NaCl 4 M. Los andlisis de las
muestras se realizaron por electroforesis en gel de agarosa (AGE), en donde se pueden estimar cantidades y calidades.

a) Deteccion de tampon de union

En una primera ronda, se detectaron varios tampones de union a diferentes concentraciones y la elucién se realizé con un
tampédn de elucion que comprendia NaCl 2 M en fosfato s6dico 20 mM a pH 7,5. Los geles de agarosa se cargaron con
productos eluidos de acuerdo con Tabla 1 que figura méas adelante. Las sales tampdn de unién enumeradas en la tabla se
usaron junto con fosfato de sodio 20 mM a pH 7,0, a menos que se indique lo contrario.
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Tabla 1. Esquema de carga de muestras sometidas a diferentes condiciones de tampén de unién

| Salestampéndeunion

1 Escalera ADN 1 kb Escalera ADN 1 kb

2 MilliQ-H20 27 | Sulfato de Amonio 750 mM, pH 7,0
3 Sulfato de Tetrametil-amonio 250 mM 28 |Sulfato de Amonio 1000 mM, pH 7,0
4 Sulfato de Tetrametil-amonio 500 mM 25 | Sulfato de Amonio 1250 mM, pH 7,0
5 Sulfato de Tetrametil-amonio 750 mM "EG Sulfato de Amonio 1500 mM, pH 7,0
B8 Sulfato de Tetrametil-amonio 1000 mM 31 |Sulfato de Amonio 1750 mM, pH 7,0
T Sulfato de Tetrametil-amonio 1250 mM 32 | Sulfato de Amonio 2000 mM, pH 7,0
8 Citrato de Amonio 250 mM 33  |Sulfato de Amonio 250 mM, pH 6.0
8 Citrato de Amonio 500 mM 34 | Sulfato de Amonio 500 mM, pH 6,0
18 | Citrato de Amonio 750 mM 35 | Sulfato de Amonio 750 mM, pH 6,0
11 Citrato de Amonio 1000 mM 36 |Sulfato de Amonio 1000 mM, pH 6,0
12 |Citrato de Amonio 1250 mM 37 | Sulfato de Amonio 1250 mM, pH 6,0
13 |Citrato de Amonio 1500 mM 38 | Sulfato de Amonio 1500 mM, pH 6,0
14 |Citrato de Amonio 1750 mM 39 | Sulfato de Amonio 1750 mM, pH 6,0
15 |Citrato de Amonio 2000 mM 40 |Sulfato de Amonio 2000 mM, pH 6,0
16 Sulfato de Amonio 250 mM, pH 8,0 41 Sulfato de Amonio 250 mM, pH 5,0
17 | Sulfato de Amonio 500 mM, pH 8,0 42 | Sulfato de Amonio 500 mM, pH 5,0
18 |Sulfato de Amonio 750 mM, pH 8,0 43 | Sulfato de Amonio 750 mM, pH 5,0
19  |Sulfato de Amonio 1000 mM, pH 8,0 44 {Sulfato de Amonio 1000 mM, pH 5,0
20 |Sulfato de Amonio 1250 mM, pH 8,0 45 | Sulfato de Amonio 1250 mM, pH 5,0
21 |Sulfato de Amonio 1500 mM, pH 8,0 46  |Sulfato de Amonio 1500 mM, pH 5,0
22  |Sulfato de Amonio 1750 mM, pH 8,0 47  |Sulfato de Amonio 1750 mM, pH 5,0
23  |Sulfato de Amonio 2000 mM, pH 8,0 48 | Sulfato de Amonio 2000 mM, pH 5,0
24 Sulfato de Amonio 250 mM, pH 7,0 49 |Fosfato de Amonio 250 mM

25  |Sulfato de Amonio 500 mM, pH 7,0 50 | Carga

26 |Escalera ADN 1 kb 51 Escalera ADN 1 kb
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ista_ [Sales ampéndeunion

52 | Escalera ADN 1 kb Escalera ADN 1 kb

53 Fosfato de Amonio 500 mM 78 Citrato de Sodio 500 mM
54 Fosfato de Amonio 750 mM 79 [Citrato de Sodio 750 mM

55 (Fosfato de Amonio 1000 mM 80 [Citrato de Sodio 1000 mM
56 | Fosfato de Amonio 1250 mM 81 |Citrato de Sodio 1250 mM
BT Fosfato de Amonio 1500 mM g2 iCitrato de Sodio 1500 mM
58 Fosfato de Amonio 1750 mM 83 iFosfato de Sodio 250 mM
59 | Fosfato de Amonio 2000 mM g4 Fosfato de Sodio 500 mM
80 | Citrato de Potasio 250 mM g5 Cloruro de Amonio 250 mM
§1 | Citrato de Potasio 500 mM 868 Cloruro de Amonio 500 mM
g2 |Citrato de Potasio 750 mM 87 {Cloruro de Amonio 750 mM
63 (Citrato de Potasio 1000 mM 88 iCloruro de Amonio 1000 mM
&4 iCitrato de Potasio 1250 mM 89 Cloruro de Amonio 1250 mM
&5 | Citrato de Potasio 1500 mM 80 | Cloruro de Amonio 1500 mM
&6 | Citrato de Potasio 1750 mM g1 Cloruro de Amonio 1750 mM :
BT MilliQ-H20 - 82 (Cloruro de Amonio 2000 mM
B8 Fosfato de Potasio 250 mM g5 Cloruro de Sodio 250 mM
&9 |Fosfato de Potasio 500 mM 24 Cloruro de Sodio 500 mM
70 | Fosfato de Potasio 750 mM g5 Cloruro de Sodio 750 mM
71 Fosfato de Potasio 1000 mM 86 Cloruro de Sodio 1000 mM
72 Fosfato de Potasio 1250 mM g7 iCloruro de Sodio 1250 mM
74 |Fosfato de Potasio 1500 mM 98 (Cloruro de Sodio 1500 mM
74 Fosfato de Potasio 1750 mM 89 Cloruro de Sodio 1750 mM
75 Fosfato de Potasio 2000 mM 400 (Cloruro de Sodio 2000 mM
76 Citrato de Sodio 250 mM 401 (Carga

77 Escalera ADN 1 kb 402 iEscalera ADN 1 kb

Los resultados del esfuerzo de deteccion del tampdn de unién se muestran en las Figuras 2A a 2D, en donde el panel
superior e inferior muestran el mismo gel después de diferentes tiempos de exposicion (panel superior = tiempo de
exposicidon mas corto; panel inferior = tiempo de exposicién mas largo). El marcaje en el lado derecho del gel representa
las bandas de impurezas de ADN plasmidico pUC19 y ARN pUC19 circulares abiertas (oc) y superenrolladas (sc) dentro
del gel de agarosa.

Los resultados sugieren que la union a altas concentraciones de sal es factible, particularmente cuando se usan sales
cosmotrdpicas (p. €j., citrato de amonio, sulfato de amonio, fosfato de amonio, citrato de potasio, fosfato de potasio, citrato
de sodio, fosfato de sodio, etc.), y es esencialmente independiente del pH del tampdn de union. Los resultados también
demuestran que, particularmente a concentraciones de sal mas altas, la unién de ARN se reduce notablemente en
comparacion con la carga (véanse las pistas 50 y 101) o no se une en absoluto (p. €j., pistas 10 - 15).

b) Deteccion del tampon de elucion

En una segunda ronda, se examinaron varios tampones de elucion a diferentes concentraciones y la union de la mezcla
de muestra se logré con un tamp6n de uniéon que comprendia fosfato de Na 20 mM y sulfato de amonio 1,5 M a pH 7,0.
Los geles de agarosa se cargaron con productos eluidos de acuerdo con la Tabla 2 que figura mas adelante. Las sales de
tampdn de elucion enumeradas en la tabla se usaron junto con fosfato de Na 20 mM a pH 7,0, a menos que se indique lo
contrario.
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| Escalera ADII\I“'I kb .

1 Escalera ADN 1 kb

2 Acetato de Sodio 250 mM 2V Cloruro de Sodio 250 mM

3 Acetato de Sodio 500 mM 28 Cloruro de Sodio 500 mM

4 | Acetato de Sodio 750 mM 29 | Cloruro de Sodio 750 mM

) Acetato de Sodio 1000 mM 30 | Cloruro de Sodio 1000 mM

8 Acetato de Sodio 1250 mM 31 Cloruro de Sodio 1250 mM

7 | Acetato de Sodio 1500 mM 32 | Cloruro de Sodio 1500 mM

8 Acetato de Sodio 1750 mM 33 | Cloruro de Sodio 1750 mM

g Acetato de Sodio 2000 mM 34  [Cloruro de Sodio 2000 mM

18 {Cloruro de Amonio 250 mM 35 | Sulfato de Magnesio 250 mM
11 | Cloruro de Amonio 500 mM 38 {Sulfato de Magnesio 500 mM
12 | Cloruro de Amonio 750 mM 27 | Sulfato de Magnesio 750 mM
13 | Cloruro de Amonio 1000 mM 28 | Sulfato de Magnesio 1000 mM
14 | Cloruro de Amonio 1250 mM 39 | Sulfato de Magnesio 1250 mM
15 | Cloruro de Amonio 1500 mM 40 | Sulfato de Magnesio 1500 mM
48 . Cloruro de Amonio 1750 mM 47 Sulfato de Magnesio 1750 mM
17 1 Cloruro de Amonio 2000 mM 42 | Sulfato de Magnesio 2000 mM
18 | Cloruro de Potasio 250 mM 43 | Cloruro de Magnesio 250 mM
19 | Cloruro de Potasio 500 mM 2.1 Cloruro de Magnesio 500 mM
28 | Cloruro de Potasio 750 mM 45 | Cloruro de Magnesio 750 mM
21 | Cloruro de Potasio 1000 mM 48 Cloruro de Magnesio 1000 mM
22 | Cloruro de Potasio 1250 mM 47 {Cloruro de Magnesio 1250 mM
23 | Cloruro de Potasio 1500 mM 48 | Cloruro de Magnesio 1500 mM
24 iCloruro de Potasio 1750 mM 48 | Cloruro de Magnesio 1750 mM
25 | Cloruro de Potasio 2000 mM 50 Carga

28 | Escalera ADN 1kb 51 Escalera ADN 1 kb
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52 Escalera ADN 1 kb 77 | Escalera ADN 1 kb

|53 Cloruro de Magnesio 2000 mM 78 | Formiato de Sodio 50 mM, pH 3,5
54 Nitrato de Magnesio 250 mM 78 | Formiato de Sodio 50 mM, pH 4,0
5 Nitrato de Magnesio 500 mM 80 | Formiato de Sodio 50 mM, pH 4,5
(3 Nitrato de Magnesio 750 mM 81 Fosfato de Na 50 mM, pH 5,5
57 Nitrato de Magnesio 1000 mM B2 Fosfato de Na 50 mM, pH 6,0
58 Nitrato de Magnesio 1250 mM 83 | Fosfato de Na 50 mM, pH 6,5
59 Nitrato de Magnesio 1500 mM B4 Fosfato de Na 50 mM, pH 7,0

| B0 MilliQ-H20 85 |Tween20al1%

181 Citrato de Sodio 20 mM, pH 2,0 g6 (Tween20al0,1%

82 Citrato de Sodio 20 mM, pH 2,5 87 (CTABal1%
|83 Citrato de Sodio 20 mM, pH 3,0 88 | CTABal0,1%
64 Citrato de Sodio 20 mM, pH 3,5 88 | SDSal1%
65 Citrato de Sodio 20 mM, pH 4,0 8¢ SDSal0,1%
68 Citrato de Sodio 20 mM, pH 4,5 91 (SDSal1%
87 Citrato de Sodio 20 mM, pH 5,0 92 1(SDSal0,1%
|68 Citrato de Sodio 20 mM, pH 5,5 93 EtOH al 30 %
Bg Glicina 50 mM, pH 2,0 g4 | IPAal30%
70 Glicina 50 mM, pH 2,5 - 95 | DMSOal 15 %
71 Glicina 50 mM, pH 3,0 88 |urea7M.
72 Acetato de Sodio 20 mM, pH 3,5 87 | GuHCI6 M
73 Acetato de Sodio 20 mM, pH 4,0 g8 |Arginina 0,8 M
T4 Acetato de Sodio 20 mM, pH 4,5 898 |Lisina0,8 M
75 Acetato de Sodio 20 mM, pH 5,0 100 {Histidina 0,25 M

|78 Formiato de Sodio 50 mM, pH 3,0 101 | Carga

77 Escalera ADN 1 kb 402 | Escalera ADN 1 kb

Los resultados del esfuerzo de deteccion del tampoén de eluciéon se muestran en las Figuras 3A a 3D, en las que el panel
superior e inferior muestran el mismo gel después de diferentes tiempos de exposicion (panel superior = tiempo de
exposicidn mas corto; panel inferior = tiempo de exposicién mas largo). El marcaje en el lado derecho del gel representa
las bandas de impurezas de ADN plasmidico de pUC19 y ARN circulares abiertas (oc) y superenrolladas (sc) dentro del
gel de agarosa.

Los resultados demuestran que el ADN plasmidico se puede eluir de la resina AEX cuando se usan sales caotrdpicas (p.
ej., cloruro de amonio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, nitrato de magnesio,
etc.), incluso en los casos en los que la conductividad del tampén de elucion es significativamente menor que la
conductividad del tampén de unién. Ademas, la mayoria de los tampones de elucion testados eluyen el ADNp sc mejor
que el ADNp oc y no eluyen el ARN. Sin embargo, se observé que determinadas sales caotrépicas, p. e€j., nitrato de
magnesio, preferentemente ADNp oc eluido frente a ADNp sc (véase la Fig. 3C).

Ejemplo 2: Purificacion de pUC19 utilizando Sartobind Q y sulfato de magnesio para la eluciéon con un sistema
tampon fosfato

a) Procedimiento de purificacion

Todos los tampones utilizados durante todo el proceso se filtraron a través de filtros de 0,2 um. Se cultivaron y lisaron
células de E. coli que albergaban el plasmido pUC19 como se describe en el Ejemplo 1.

La solucién de 150 mL que contenia pUC19 se acondicion6 con 150 mL de tampdn acondicionador (fosfato de Na 40 mM,
pH 7,0, sulfato de amonio 3 M). La unidad de cromatografia se equilibré con 20 volimenes de columna (CVs) de fosfato
de Na 20 mM, sulfato de amonio 1,5 M, pH 7,0 a un caudal de 4 CVs/min. A continuacion, se aplico la carga acondicionada
a la unidad de intercambio de aniones. La unidad se lavo aplicando 20 CVs de tamp6n de equilibrio seguido de un segundo
lavado de 20 CVs de tampdn de lavado 2 (fosfato de Na 20 mM, sulfato de magnesio 0,5 M, pH 7,0) que se encontrd que
eliminaba las impurezas de ARN. A continuacion, se eluyé el ADN del plasmido aplicando un gradiente del tamp6n de
lavado 2 al tampdn de elucion (fosfato de Na 20 mM, sulfato de magnesio 1,0 M, pH 7,0) en 25 CVs. Finalmente, la unidad
de cromatografia se depur6 aplicando 30 CVs de NaCl 4 M.

Un perfil de cromatografia representativo de la unidad de intercambio de aniones (Sartobind Q) se muestra en la Figura 4
con un zoom en el gradiente de elucion. Se establecieron dos grupos: el Grupo 1 que comprende las fracciones 1C2 a 2B4
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(recuadro gris claro) y el Grupo 2 que comprende las fracciones 1C4 a 2B2 (recuadro gris oscuro).
b) Evaluacion de impurezas residuales

Las fracciones de la etapa de cromatografia AEX con Sartobind Q se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
(véase la Tabla 3 que figura a continuacion para el esquema de carga del gel de agarosa) y los resultados se muestran en
la Figura 5.

Tabla 3: Esquema de carga de fracciones de la etapa de cromatografia de intercambio aniénico (Sartobind Q)
analizadas por electroforesis en gel de agarosa.

Pocillo n® Muestra Pocillo n° Muestra Pocillo n® Muestra

1 escalera de 1 kb 6 Fr.1C3 11 Fr. 2A4

2 Carga 7 Fr.1C4 12 Fr. 2B1

3 Carga FT 8 Fr.1C5 13 Fr. 2B3

4 Lavado 2 9 Fr. 2A1 14 Depuracion

5 Fr.1A2 10 Fr. 2A2 15 escalera
de 1 kb

Se cargaron grandes cantidades en el gel de agarosa para visualizar las impurezas. La Figura 5 muestra que el ARN se
elimin6 en gran medida durante la segunda etapa de lavado (véase, p. €j., la pista 4; tampdn de lavado: Tris-base 50
mM/TAPS (acido [tris(hidroximetil)metilamino]propanosulfénico), sulfato de magnesio 0,5 M, pH 7,0). Para el gradiente de
elucion en las condiciones elegidas, se observé que el ADNp oc tenia un tiempo de retencion mas bajo que el ADNp SC
(véase de nuevo la Figura 5).

Las fracciones de la etapa de cromatografia AEX (Sartobind Q) también se analizaron por HPLC. Trazas de AEX-HPLC
del grupo de elucion 1 de Sartobind Q (véase la Figura 4; linea discontinua) y un patrén (linea continua) se muestran en
la Figura 6 y los resultados se resumen en la Tabla 4 que figura mas abajo. Para medir el ARN residual dentro del grupo
de carga y elucién 1, el ADNp se transfiri6 al agua realizando una etapa de filtracion de flujo tangencial (casete Pellicon 3,
30 kDa, tamiz C, membrana Ultracel, Cat. n®: P3C030C00, Merck Millipore). Dado que el grupo 2 era un subconjunto del
grupo 1, no se midi6 el ARN residual para el grupo 2.

Tabla 4: Resultados analiticos para el funcionamiento de la unidad AEX.

Muestra Absorcion UV AEX HPLC ARN

Descripcion del producto |A260 (AU) | Titulo de ADN (ug/mL) |Suma OCy Forma L (% impurezas) | ARN residual (ug/mL)

Carga 1,2 60 n/d 591
Grupo 1 6,0 302 4 <1,6
Grupo 2 8,5 425 3 <LoQ

Los resultados resumidos en la Tabla 4 anterior demuestran que el ARN se elimind cuantitativamente. EI ADNp oc y el
ADNp lineal se redujeron a niveles bajos de 4 % y 3 % para el Grupo 1 y el Grupo 2, respectivamente. En conjunto, la
elucién en gradiente permitié la separacion del ARN, asi como el ADN plasmidico circular abierto (ADNp oc) del ADN
plasmidico superenrollado (ADNp sc). El analisis SDS-PAGE (Figura 7) confirm6 que las impurezas proteinicas también
se eliminaron cuantitativamente mediante la etapa de cromatografia AEX (véase la Tabla 5 para el esquema de carga del
gel SDS-PAGE).
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Tabla 5: Esquema de carga de muestras analizadas por SDS-PAGE.

Pista | Muestra Pista | Muestra

1 Escalera 6 Blanco

2 Blanco 7 Carga 1:2 dilucién

3 Carga no 8 Elucion grupo
diluida no diluido

4 Blanco 9 Elucion 1:1 dilucién
Carga 1:1 10 Elucién 1:2 dilucién
dilucién

Ejemplo 3: Proceso mejorado de recuperacion primaria y purificacion de ADNp pUC19 utilizando Sartobind Q y
sulfato de magnesio para la elucion con un sistema tampon Tris

Células de E. coli que albergan el plasmido pUC19 se cultivaron y lisaron como se describe con mas detalle a continuacion.
Todos los tampones utilizados durante todo el proceso se filtraron a través de filtros de 0,2 pum. Una representacion
esquematica del proceso de recuperacion primaria que incluye la etapa de cromatografia AEX se muestra en la Figura 8.

Para la recuperacién primaria, se suspendi6 un sedimento de 76,4 g de E. coli que albergaba el plasmido pUC19 con 764
mL de tampon de suspensién (Tris 50 mM, EDTA 10 mM) durante 1 hora. La adicion de 764 mL de tampédn de lisis (SDS
al 1 %, NaOH 0,2 M) inicié la lisis de las células. El proceso de lisis se detuvo después de 4 minutos mediante la adiciéon
de 198 mL de tampon de neutralizacion (acetato de potasio 3 M, acido acético 2 M, enfriado a 5 °C). Se encontré que 0,26
volimenes son suficientes para la neutralizacion.

Se acondicionaron 1800 mL de la solucion neutralizada en un tanque con forma de tulipan agregando 1800 mL de tampdn
acondicionador (Tris-base/TAPS 200 mM, sulfato de amonio 3 M, pH 7,0) para aumentar la densidad de la solucion. El
tanque en forma de tulipan facilita la eliminaciéon de particulas insolubles y, por lo tanto, mejora el comportamiento de
filtracion de la solucion acondicionada cuando se aplica a un filtro de profundidad (Clarisolve; Cat n®: CS40MS01L3; 40
pm, Merck Millipore). El valor de pH del filtrado se ajusté a 7,0 mediante la adicion de 194 mL de NaOH 1 M.

La unidad de cromatografia se equilibré con 20 volimenes de columna (CVs) de Tris-base/TAPS 50 mM, sulfato de amonio
1,5M, pH 7,0 a un caudal de 4 CVs/min. A continuacion, el filtrado profundo se aplicé a la unidad AEX (Sartobind Q; Catn®
96IEXQ42EUC11-A; volumen de lecho de 3 mL; Sartorius). La unién del ADN plasmidico se realizd a una concentracion
de sulfato de amonio 1,5 M. El flujo continuo de carga mostro altos valores de absorbancia, lo que indica que las proteinas
y una cantidad significativa de especies de ARN no se unieron al material AEX en estas condiciones de carga. A
continuacion, la unidad se lavé aplicando 20 CVs de tampén de equilibrio seguido de un segundo lavado con 20 CVs de
tampén de lavado (Tris-Base/TAPS 50 mM, sulfato de magnesio 0,5 M, pH 7,0) para eliminar las impurezas de ARN. El
ADN plasmidico se eluyé aplicando un gradiente de lavado a tampén de elucion (Tris-Base/TAPS 50 mM, sulfato de
magnesio 1,0 M, pH 7,0) en 25 CVs. La eluciéon en gradiente permitio la separacion de principalmente dos especies, en las
que el primer pico contenia ADNp oc y el segundo pico contenia ADNp sc. La unidad de cromatografia se depuro6 finalmente
aplicando 30 CVs de NaCl 4 M. Un perfil de cromatografia representativo de la unidad de intercambio de aniones (Sartobind
Q) se muestra en la Figura 9.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

ES29294/7/0T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar o purificar un ADN plasmidico ("ADNp") de interés a partir de una mezcla, comprendiendo el
método:

poner en contacto la mezcla con un material de intercambio aniénico en presencia de una solucién que
comprende una sal cosmotrdpica a una concentracion que permite la unién selectiva del ADN plasmidico
(ADNp) de interés al material de intercambio anionico;

en el que la sal cosmotrépica se selecciona del grupo que consiste en: sulfato de amonio, citrato de amonio,
fosfato de amonio, fosfato de potasio, citrato de sodio, fosfato de sodio y mezclas de los mismos;

en el que la concentracién de la sal cosmotropica es superior a aproximadamente 0,5 M; y

eluir la molécula de acido nucleico de interés con un eluyente que comprende una sal caotrdpica a una
concentracién que proporciona un eluyente que contiene la molécula de acido nucleico purificada;

opcionalmente en el que

(i) se recoge(n) la(s) fraccion(es) que comprende(n) dicha molécula de acido nucleico en el eluyente;
y/o

(i) dicha molécula de &cido nucleico de interés se aisla de cualquiera o todas las fracciones recogidas;
y/o

(iii) el método se lleva a cabo en ausencia de disolventes organicos, detergentes, glicoles, hexamina cobalto,
espermidina y/o polivinilpirrolidona.

2. Elmétodo de la reivindicacion 1, en el que
(i) el ADN plasmidico es ADN plasmidico superenrollado (ADNp sc); y/o

(if) el ADN plasmidico comprende ADN de mamifero, ADN bacteriano, ADN no codificante o ADN viral;
opcionalmente en el que el ADN plasmidico comprende ADN capaz de expresar un polipéptido de interés;
y/o

(iii) la mezcla comprende ADN plasmidico superenrollado, ADN plasmidico circular abierto, ADN plasmidico lineal,
ADN gendmico, ARN, lipopolisacaridos, endotoxinas, proteinas o cualquier combinacion de los mismos.

3.  El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que la pureza del ADN plasmidico purificado y/o aislado
es al menos del 90 %, o al menos del 95 %, o al menos del 98 %.

4.  Elmétodo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
(i) la concentracion de la sal cosmotrépica es de aproximadamente 0,8 M a aproximadamente 4,0 M; y/o

(i) la concentracion de la sal caotropica que proporciona un eluyente que contiene la molécula de acido
nucleico purificado es de aproximadamente 0,25 M a aproximadamente 4,0 M; y/o

(iii) la etapa de elucién comprende una elucién en gradiente variando la concentracion de la sal caotropica en el
eluyente; opcionalmente en el que se aumenta la concentracion de la sal caotropica en el eluyente.

5.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que la etapa de elucién incluye el fraccionamiento
del ADN plasmidico superenrollado de otras formas de ADN plasmidico, tales como el ADN plasmidico lineal y el
ADN plasmidico circular abierto y, opcionalmente, otras moléculas de &cido nucleico.

6. Elmétodo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que

(i) la sal cosmotrépica es sulfato de amonio; opcionalmente en el que la concentracion de sulfato de amonio
es de aproximadamente 0,5 M a aproximadamente 2,0 M; y/o

(i) en el que la sal caotropica se selecciona del grupo que consiste en: cloruro de amonio, cloruro de potasio,
cloruro de sodio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, nitrato de magnesio, hidrocloruro de guanidinio
y mezclas de los mismos, en el que opcionalmente la sal caotropica es sulfato de magnesio; ademas,
opcionalmente, en el que la concentracién de sulfato de magnesio es de aproximadamente 0,5 M a
aproximadamente 1,0 M; y/o

(iiiy la solucién que comprende la sal cosmotropica tiene un pH en el intervalo de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 10,0, o de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0, o de aproximadamente 6,0 a
aproximadamente 8,0, o aproximadamente pH 7.
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el material de intercambio aniénico se selecciona
de una membrana de intercambio anidnico, una resina de intercambio idnico, una estructura de hidrogel microporoso
tridimensional, un lecho empaquetado de perlas superporosas, perlas macroporosas, un monolito, perlas de agarosa,
agarosa reticulada, perlas de silice, geles de poros grandes, perlas a base de metacrilato, perlas a base de
poliestireno, perlas a base de celulosa, perlas a base de dextrano, perlas a base de bisacrilamida, perlas a base de
poliviniléter, perlas a base de ceramica, o perlas a base de polimeros;

opcionalmente en el que el material de intercambio aniénico es

(i) una membrana de intercambio anidnico; opcionalmente en el que la membrana de intercambio aniénico
tiene un tamano medio de poros de aproximadamente 3,0 um a aproximadamente 5,0 um; preferiblemente
en el que el tamano medio de los poros es de aproximadamente 3,0 um; o

(ii) una resina de intercambio i6nico, opcionalmente en el que la resina de intercambio iénico tiene un diametro
medio de particula de aproximadamente 30 um a aproximadamente 300 um.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el método comprende, ademas, separar los
componentes solidos de la mezcla que comprende la molécula de acido nucleico de interés antes de poner en
contacto la mezcla con un material de intercambio aniénico en presencia de la solucion que comprende la sal a una
concentraciéon que permita la unién selectiva de la molécula de acido nucleico al material de intercambio anidnico,

opcionalmente en el que dicha eliminacion de componentes sélidos se logra mediante filtracion o separacion de fases.

El método de la reivindicacién 8, en el que la eliminacion de componentes sélidos se logra a través de la separacion
de dos fases,

opcionalmente en el que

(i) se anade un tampo6n para aumentar la densidad de la mezcla para que sea superior a aproximadamente
1,1 kg/L, opcionalmente en el que el tampon comprende una sal cosmotrdpica, preferiblemente en el que la
sal cosmotrépica es sulfato de amonio; y/o

(i) en el que la fase inferior de la mezcla de dos fases que tiene una densidad mayor que la fase superior se
somete a una filtracion de profundidad.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el método comprende, ademas, la etapa de
(i) precipitar la molécula de acido nucleico del eluyente; y/o

(i) filtrar el eluyente por filtracién de flujo tangencial para aislar la molécula de &cido nucleico; opcionalmente
en el que el tamafno medio de los poros de la membrana de filtracién utilizada en la etapa de filtracion de flujo
tangencial es < 0,2 um; y/o

(iii) liofilizar la molécula de acido nucleico purificada de interés, en el que opcionalmente la liofilizacion se
lleva a cabo en presencia de un carbohidrato; y/o

(iv) recoger un flujo continuo tras la etapa de poner en contacto la mezcla con un material de intercambio
anioénico en presencia de la solucién que comprende la sal a una concentracion que permita la unién selectiva
de la molécula de &cido nucleico al material de intercambio aniénico; opcionalmente en el que el flujo continuo
comprende ARN, ADN gendmico, proteinas, fracciones celulares o combinaciones de los mismos,
preferiblemente en el que el flujo continuo comprende ARN; y/o

(v) lavar el material de intercambio aniénico con una soluciéon tampén de lavado antes de la elucién de la molécula
de acido nucleico de interés; opcionalmente en el que la solucion tampoén de lavado comprende una sal caotropica
a una concentracion inferior a la concentracion requerida para la elucién de la molécula de acido nucleico de
interés, en el que la sal caotrdpica se selecciona preferentemente del grupo que consiste en: cloruro de amonio,
cloruro de potasio, cloruro de sodio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, nitrato de magnesio y mezclas de
los mismos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el método comprende, ademas, una etapa de
purificacion adicional que sigue a la etapa de eluir y, opcionalmente, aislar la molécula de acido nucleico;

opcionalmente, en el que la segunda etapa de purificacion comprende el uso de un medio de cromatografia de
adsorcion aromatica tiéfila que tiene una selectividad que permite separar el ADN plasmidico superenrollado del ADN
circular abierto y/o ADN lineal.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el método comprende, ademas, la etapa de

(i) usar el acido nucleico para expresar un polipéptido de interés; preferiblemente en el que el &cido nucleico es
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ADN plasmidico; o

(i) usar el acido nucleico para producir y recoger un polipéptido de interés; preferiblemente en el que el acido
nucleico es ADN plasmidico; opcionalmente, en el que el método comprende, ademas, la etapa de formular el
polipéptido de interés en una composicion farmacéutica.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11, en el que el método comprende, ademas, la etapa de
utilizar el ADN plasmidico purificado para la produccion de ARN.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el método incluye las etapas de recogida y
lavado de células, lisis celular, neutralizacion y eliminacion de floculados antes de poner en contacto la mezcla
resultante que comprende la molécula de &cido nucleico de interés con el material de intercambio aniénico.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el método no comprende una etapa de
precipitacion de CaClz para eliminar el ARN.

20



ES29294/7/0T3

Fig. 1:
0
lacZa
396-454
Polienlazador
500
pUC19
2000 2686 pb
1500

Figs. 2A a 2D:
Fig. 2A

21

ARN



ES2929470T3

Fig. 2B

Fig. 2C

{ARN

ARN

o




Fig. 2D

ES2929470T3

23

ARN



ES2929470T3
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