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A talalmany plazmidot tartalmazé vizes oldatbél plazmid
DNS tisztitasi eljarasokat biztosit, beleértve a gazdaseijt szennye-
z6k, mint példaul az endotoxinok, RNS-ek, fehérjék és a
gazdasejt DNS eltavolitasat, valamint olyan eljarasokrél gondos-
kodik, melyek hidroféb kézeg segitségével a szupertekeredett,
toréses vagy relaxalt plazmid DNS keveréket tartalmazé vizes
oldatbol a szupertekeredett plazmid DNS elkulonitését és

tisztitasat biztositjak.
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DNS tisztitasi eljarasok és a tisztitott DNS

A jelen talalmany plazmidot tartalmaz6 vizes oldatbol plaz-
mid DNS tisztitasi eljarasokat biztosit, beleértve a gazdasejt
szennyezdk eltavolitasat, mint amilyenek példaul az endotoxinok,
RNS-ek, fehérjék és a gazdasejt DNS, valamint olyan eljarasokrol
gondoskodik, melyek hidrofob kézeg segitségével a szuper-
tekeredett, toréses vagy relaxalt plazmid DNS keveréket tar-
talmaz6 vizes oldatbol a szupertekeredett plazmid DNS elkulo-
nitését és tisztitasat biztositjak. Ezen kivul javitott kismennyi-
ségl, mint példaul laboratéoriumi vagy asztali méret, DNS tisz-
titasi eljarasokat és az ilyen eljarasokhoz eszkézoket is biztosit. A
jelen talalmany tisztitott és/vagy elkulonitett DNS-rél gon-
doskodik, mint példaul plazmidrol, elényésen szupertekeredett
DNS-rél.

A human betegségek kezelésében a génterapia egy uj keze-
lési paradigmat jelent. A genetikai hatteri betegségek, mint pél-
daul cisztikus fibrozis, ktilonboz6 rakbetegségek, stb., kezelésé-
hez és a betegség elleni immunizalashoz DNS felhasznalasa a te-
rapia igéretes modjat jelenti, amit napjainkban széles kérben ki-
probalnak. A géntermékkel kolcsonhatasba 1ép6, vagy magaval a
géntermékre haté szerek hasznalata helyett, igy a betegség
fenotipusanak megvaltoztatasa nélkil, a génterapia elméletileg

azokat a specifikus géneket valtoztathatja meg, melyek a



betegség gyogyulasat eredményezik, vagy kezelését jelentik. A
génterapia mint gyogyszerszallitasi rendszer is alkalmazhato.
Ennek megvalositasahoz a hasznos terméket (RNS, peptid,
fehérje, stb.) eléallité gént vagy magat a hasznos terméket (mint
példaul az antiszensz DNS haszndalata) a személy vagy gazdasejt
homolog, heterolog vagy autolog DNS-ébe vagy sejtjébe
beépithetjik, hogy azt a késébbiekben egy személybe, akar in
vivo, akar in vitro beadjuk. Példaul erek mutétjekor az
antikoagulans faktort készité gén a sejt DNS-ébe beépithetd,
felhasznalva az ereket a veszélyes vérrogék képzédésének
megakadalyozasara. Szamos mas korulmény is kinalkozik ezen
altalanos megkozelités terapias megvalositasahoz.

A tobb mint 4000 ismert genetikai betegség kozill szamos
esetében a génterapias kezelés eredményes eszkdznek tarthato,
beleértve a cisztikus fibrozist, a szivbetegségeket, a daganatos
betegségeket és mas betegségeket. Altalaban a génterapia a
genetikai anyag (DNS) egyedbe valéo bevitelét igényli. A
génszallitas vagy a genetikai anyag szallitasa a virus vagy
plazmid DNS-t tartalmazo gén koézvetlen vérbe vagy szévetekbe
juttatasaval érheté el, vagy kozvetetten a laboratériumban
atalakitott sejtek bejuttatasan at, melyek igy idegen DNS-t
hordoznak, amelyeket a szakirodalomban ismert kilonbézé
tokoz6 vagy hordozo technikak felhasznalasaval alakitottak ki. A
napjainkban megjelent koézlemények arra utalnak, hogy
kozvetlen DNS bevitel is lehetséges. A szomatikus génbevitelhez

szamos kulonbo6zé rendszert alkalmaznak, vagy tartanak szem



elott. Ezek ko6zé tartozik példaul a DNS (lecsupaszitott vagy
komplexben 1évé), RNS virusok (retrovirusok) és DNS virusok
(adenovirus, adenoval tarsulé virus [AAV], herpesz virus €s
poxvirus).

A nem-viralis génterapia, mint példaul a plazmid DNS hasz-
nalat, kulcselénye a nagymennyiségi eléallitas egyszeruisége, a
nagyfoku biztonsag, a gazdasejt DNS-be a heterolog DNS beépui-
lésének altalanos hianya, valamint a latszolag behatarolatlan
méretli és szamu gén(ek) vagy génfragmens(ek) hasznalatanak
lehet6sége. Tovabba, a génterapiaban a plazmid DNS hasznalata
altalaban kilsé gén(ek) vagy fehérjék hasznalataval nem jar,
amelyek a befogadoban nem-kivant immunvalaszt
indukalhatnanak. Raadasul a ©plazmid DNS hasznalat
alternativajaként példaul a viralis vektorok eldallitas sokkal
koltségesebb.

A jelenlegi modszerek altalaban olyan plazmid DNS-t bizto-
sitanak, melyek szupertekeredett plazmid DNS-t és mutermék-
ként toréses (vagy relaxalt) DNS-t tartalmaznak, melyek a
plazmid DNS végsé alkalmazasaban altalaban nem hasznosak. A
jelen talalmany eljarasai a szuperterkeredett és réses plazmid
DNS nem lebonté elkillénitési eljarasait biztositja, teszi ezt ugy,
hogy a  szupertekeredett plazmid DNS kinyerése ¢és
hasznalatanak modszereit példakon keresztul bemutatja, és igy a
szakirodalomban jartas szakemberek szamara nyilvanvald, hogy
az elkulonitett plazmid DNS barmely formaja a jelen

talalmanyban koézzétett eljaras hasznos terméke lehet. Tovabba,



mivel a jelen szabadalmi bejelentés a génterapiaval kapcsolatban
a szupertekeredett plazmid DNS nagyobb tisztasaga iranti
igényét kihangsulyozza, ezért a szakirodalomban jartas
szakemberek szamara nyilvanvalé, hogy a plazmid DNS széles
korben a rekombinans molekularis biologiai eljarasokban a
génterapias készitményeken tul is hasznosithaté és a jelen
kozzététel az elkuilonitett és tisztitott szupertekeredett plazmid
DNS elsallitasi eljarasaként széles kérben alkalmazhaté.

A jelenleg rendelkezésre allo eljarasok a plazmid DNS két
formajanak elkuilonitéséhez ioncserés kromatografiat hasznalnak
(a génterapiahoz a plazmidok tisztitasanak 0j és gyors modszere
a szakirodalomban megtalalhaté [Bhikhabhai és Blanche:
Amersham Pharmacia Biotech R & D, 75184 Uppsala, Sweeden
and RPR Gencell, Rhone-Poulenc Roer, Center de Recherche de
VitryAlfortville, 13 quai Jules Guesde, 94400 Vitry sur Siene,
Franciaorszag, publikdcié szama: 18-1129-51]; a szupertekere-
dett plazmid DNS anioncserés kromatografiaval végzett prepa-
rativ tisztitasi eljarasat szintén leirtdk [Prazeres és mtsai:
Journal of Chromatography A, 606 31-45 (1998)] vagy
méretkizarasos kromatografiaval [Prazeres: A comparison of Gel
Filtration Chromatographic Supports for Plasmid Purification,
Biotechnology Techniques 11(6), 417-420 (1997)], amelyet
adalékanyag hasznalataval egészitettek ki, mint példaul polieti-
lénglikol (PEG), detergensek és mas komponensek, mint példaul
hexamin-kobalt, spermidin és poli(vinil-pirrolidon) (PVP). A szu-

pertekeredett plazmid DNS PEG adalékanyagos eljarasat napja-



inkban leirtak a szakirodalomban [Horn és mtsai: 5,707,812
szamU Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés].
Bar, a jelenlegi eljarasok a szupertekeredett €s a téréses (vagy re-
laxalt) DNS hatékony és gazdasagos eléallitasara nem képesek.
Tovabba, az ismert modszerek PEG-et vagy mas adalékanyagot
tartalmaz6é formai olyan hatranyokkal rendelkeznek, melyek a
plazmid DNS-ek eléallitasaban nem elénydsek, és igy tovabbi el-
kulonitési, elontési és minéségi modszereket igényelnek, melyek
sokkal idéigényesebbek és koltségesebbek.

A szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS elktlonitési
modszereinek alternativ formai nagyon koltséges, védjegyes
gyantakat alkalmaznak, amelyekhez a folyamatban példaul
acetonitrilt, etanolt és mas komponenseket, mint példaul
trietilamint és tetrabutil-ammoénium-foszfatot, hasznalnak
oldoszerként. Az olddészerek hasznalata miatt ezek az eléallitasi
eljarasok altalaban nagymennyiségii termék eléallitasahoz nem
felelnek  meg. Tovabba, kiindulasi  anyagként nem
alkalmazhatunk olyan anyagokat, melyekben a relaxalt plazmid
DNS mennyisége jelentés, mivel a kiindulasi anyagban a
nagymennyiségll szennyez6é relaxalt plazmid DNS e gyantak
elvalasztasi képességeit csokkenti [Green és mtsai: Bio. Pharm.,
10(5), 52-62 (1997)].

A szupertekeredett és a relaxalt DNS-ek elkulonitésének
tovabbi eljarasai méretkizarasos kromatografian alapulnak, mely
a két plazmidforma elkulénitését azok kis méretkulonbsége

alapjan végzi. Ezek az oszlopok viszonylag hosszuak, ami jelentés



meéretnovelési problémahoz vezethet, és ezért a nagymennyiségu
DNS termelésében keresztulvihetetlen. Raadasul a méretkizara-
sos eljarasokhoz betémeényitett mintaoldatok sziikségesek, ami a
plazmid DNS oldatoknal keresztiilvihetetlen, mivel a DNS igen
viszkozus. A szakirodalomban a gélsztiréses kromatografias plaz-
mid-tisztitasi eljarasokat Osszehasonlitottak [Ferreira és mtsai:
Biotechnology Techniques, 11(6), 417-420 (1997)].

A bakterialis eredetti plazmid DNS készitmények, melyek
gyakran relaxalt és szupertekeredett plazmidok keverékeit tartal-
mazzak, gyakran endotoxin eltavolitast igényelnek. Ezt az FDA
megkdveteli, mivel sok bakterialis gazda altal eléallitott endotoxin
gyulladasos reakciot okoz, ami a plazmid DNS-sel kezelt személy-
nél lazzal vagy végsé esetben vérmeérgezéssel jarhat. Ezek az en-
dotoxinok altalaban lipopoliszacharidok, vagy a Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranjanak alkotoi, €s ezek a DNS készit-
ményben, melyeket példaul a génterapiaban a plazmid DNS kife-
jezéséhez és gyartasahoz hasznalunk, a gazdasejtek mutermékét
jelentik vagy annak nagy részét adjak, ezek lehetnek példaul a
gazdasejt membranjai vagy makromolekulai. Igy az endotoxinok
eltavolitasa a plazmid DNS tisztitasanal a terapias vagy megel6zé
hasznalathoz alapveto és sztikséges lépés.

Az endotoxin plazmid DNS oldatbél valo eltavolitasa elsédle-
gesen a negativan toltott endotoxin stukturan alapul, bar a plaz-
mid DNS is negativan toltott, és igy az elvalasztas altalaban ani-
oncserélé gyantan toérténik, melyhez ezek a molekulak kétédnek,

és olyan koérulmények kozott, melyek elénydsen eltavolitjak a



plazmid DNS-t az oszloprol, mig az endotoxinokat kétve tartja.
Ezek az elvalasztasi modszerek azonban a plazmid DNS-sel
egyutt jelentés mennyiségu endotoxint eredményeznek, €s/vagy
a plazmid kinyerés igen gyenge. A szakirodalomban szamos
szabadalmaztatott eljarasban detergens hasznalatat irtak le, ami
szintén problémakat eredményez. (Az endotoxinok kimeritésére
vagy eltavolitasara szabadalmi bejelentést tettek [Coplan és
mtsai: 5,747,663 szamu Amerikai Egyesult Allamok-beli
szabadalmi bejelentés]). Tovabba e gyantak kotési kapacitasa
csak 103-104 EU (endotoxin egység)/ml gyanta nagysagrendbe
esnek, mivel a gyantat mind az endotoxin, mind a plazmid DNS
elfoglalja, példaul tipikusan 3-80 liter gyanta szlikséges, a
beszamoléban megadott 50000 EU/ml — 2000 EU/ml-hez {Green
és mtsai: Bio. Pharm, 10(5), 52-62 (1997), Sterogene technical
profile DNA Etox, Sterogene, 5922 Farnsworth Cr.,Carlsbad, CA
92008].

A jelen talalmany olyan plazmid DNS elvalasztasi, elktiléni-
tési és/vagy tisztitasi eljarasokat biztosit, melyek kombinaciéoban
vagy egymastol fliggetlentil is felhasznalhatok. Részletesebben a
jelen talalmany a szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS
elvalasztasi, tisztitasi és vagy elkulonitési eljarasairol gondosko-
dik, valamint a gazdasejtek szennyezéitdl, mint példaul az endo-
toxinokat tartalmazo alkotOktol és fragmensektdl, vald elva-
lasztasi, tisztitasi és/vagy elkuilonitési eljarasokat biztositja. A
tisztitott, elvalasztott és/vagy elkulonitett plazmid DNS, elsésor-

ban a szupertekeredett plazmid DNS, Osszetételeket a jelen ta-



lalmany szintén biztositja. A jelen talalmany a plazmid DNS labo-
ratoriumi vagy laboratériumi-meérett elvalasztasahoz, elktlonité-
séhez és/vagy tisztitasahoz eljarasokat és készulékeket is
biztosit.

A jelen talalmany a keverékben 1évé mas komponensektdl a
kivant polinukleotid tipusok elkul6énitéséhez eljarasokat biztosit,
ahol a keverékben ezek a polinukleotidok eléfordulnak, melyek
eredményeként a kivant tipusu polinukleotidokkal gazdagitotott
osszetételeket kapunk. Az eljaras a hidroféb kolcsénhatast bizto-
sitd kozegben az elegyeket szennyez6é nem-kivant komponensek-
t6l a polinukleotidok elvalasztasat foglalja magaban. A polinukle-
otidok mas komponensektél térténé elktilénitése, valamint a poli-
nukleotid tipusok elktilénitése a polinukleotidok és a tébbi nem
kivant komponens hidroféb kézeggel mutatott kiillénb6zé affinita-
sa alapjan, kiilénbo6zé ion-kértilmények kozott térténik. Igy a ta-
lalmany eljarasaiban hidrofob kolcsdnhatast biztosité kozegeket
hasznalnak, melyek a lipopoliszacharidokat és a lipoproteineket
a polinukleotidokhoz képest jobban koétik, ez az elényos koétédés
az elvalasztasi eljarasban alkalmazott ion-kértilmények tartoma-
nyain belul fordul elé. A talalmany a szupertekeredett DNS és a
relaxalt DNS elvalasztasat is magaban foglalja. Az eljarasok olyan
ion-korilményeket alkalmaznak, melyeknél a szupertekeredett
DNS elénydsen a hidrofob koélcsonhatas biztosité kozeghez
inkabb kétédik, mint a relaxalt DNS. A szakirodalomban jartas
szakemberek szamara nyilvanvalé, hogy amikor a jelen

talalmanyban hasznalt soékoncentraciokrol beszélink, akkor



ionerdsségben egyenértékd kulénbozé so6k hasznalhatok.
Kulondésen az endotoxint kimerité és eltavolitdo eljarasokra
vonatkozoan azt is meg kell értentink, hogy azok plazmid vagy
nem-plazmid DNS esetében egyarant alkalmazhatok.

Meg kell értentink, hogy ha a jelen talalmany eljarasaban
hasznalt s6koncentraciorol irunk, akkor a kiilénbo6zé sok egyen-
értékul ionerdsségét hasznaljuk. Azt is meg kell értentink, hogy
kulénésen az endotoxint kimerité és/vagy eltavolito eljarasokkal
kapcsolatban ezek mind plazmidra, mind nem plazmidra alkal-
mazhatok.

A jelen talalmany egyik targykore a gazdasejt szennyezdéket
tartalmazo készitménybdl a plazmid DNS elvalasztasi, elktilonité-
si és/vagy tisztitasi eljarasait biztositja.

A talalmany egy masik targykore a plazmid DNS és az
endotoxin, mely komponenseket vagy fragmenseket tartalmaz,
elvalasztasi, elkullonitési €s/vagy tisztitasi eljarasait biztositja.

A jelen taldlmany egy tovabbi targykore a szupertekeredett
és a relaxalt plazmid DNS elvalasztasi, elktilonitési és/vagy tisz-
titasi eljarasait biztositja.

A tisztitott, elvalasztott és/vagy elkllonitett plazmid DNS,
kulénosen a szupertekeredett plazmid DNS, Osszetételeket a
jelen taldlmany szintén biztositja.

A jelen talalmany egyik megvalositasi formajaban az endo-
toxin és mas sejtes szennyezdk (példaul RNS, kromoszdémalis
DNS, fehérje) elkuilonitése a plazmid DNS-t6l hidrofob kélcsénha-

tast biztosité kortlmények koézott torténik, ahol az endotoxin és
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mas szennyez6 anyag a hidroféb kélcsénhatast biztosito kozeghez
kapcsolédva komplexet képez és ezzel a plazmid DNS és a komp-
lex elkilénilése biztositott. A jelen talalmany eljarasaban az
elvalasztott endotoxin a Gram-negativ mikroorganizmusokbél
szarmazé endotoxint, valamint fragmenseket és ezekhez az
endotoxinokhoz és endotoxin fragmensekhez kétédé cellularis és
szubcellularis komponenseket foglalja magaban. A hidroféb
koélcsénhatast biztositéd kézeg az RNS-t is koti, beleértve a t-RNS-
t, az r-RNS-t és az m-RNS-t, valamint a gazdasejt fehérjéit és
kromoszémalis DNS-ét. A jelen talalmanyban hasznos hidrofob
kolcs6nhatast biztosité kdzeg gyanta, membran vagy mas alapot
biztosité anyag lehet.

A jelen talalmany egyik elényben részesitett megvaldsitasi
formaja a kévetkezéket foglalja magaban: a plazmid DNS szaba-
don megvalaszthatéan mas szennyezé gazdasejt komponenssel,
beleértve a jelenlévd endotoxint, oszlopra vagy agy-matrixra
torténé felvitele, mely hidrofob kélcsénhatast biztosit, amire
elény6sen az endotoxin és a gazdasejt szennyez6k kétédnek, vagy
a hidroféb kélcsénhatast biztositod kézeg visszatartja azokat, és az
effluenssel (ataramlé kézeg) vagy szabadon megvalaszthatdéan a
hidrofob koélcsénhatast biztosité kézeg mosasaval/mosasaival a
plazmid DNS &sszegyujtése, ami a gazdasejt szennyezék és az
endotoxin visszatartasat nem zavarja vagy szakitja meg, és/vagy
a hidrofob kdélcsénhatast biztosito koézeget nem befolyasolja.
Miutan a plazmid DNS-t 0sszegyujtéttiik, az oszlop vagy az agy-

matrix, a kotés vagy a visszatartott sejtszennyezdk és endotoxin
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elualasaval, a  hidroféb kdlcsénhatas korilményeinek
megvaltoztatasaval vagy médositasaval regeneralhaté, példaul az
oszlopon vagy az agy-matrixon 1évé sé koncentracidjanak
megvaltoztatasaval.

A jelen talalmany egy alternativ megvalésitasi formaja az
ioncserés vagy a meéretkizarasos kromatografia vagy mindketts
hianyaban megvalésithaté elvalasztasi eljarasokat biztosit.

Az egyik ilyen elényben részesitett megvalésitasi formaban
az oszlop- vagy az agy-térfogatot kezdetben amménium-szulfattal
egyensulyba hozzuk, amit olyan koncentraciéban alkalmazunk,
ami a szennyezdk szelektiv koétését a hidroféb kélcsénhatast
biztosité oszlopon lehet6vé teszi, ez elénydsen kértilbeltil 2 M-t
Jelent. A jelen taldlmany eljarasaiban hasznalhaté sék az anionok
és kationok keveréke, melyeket anélkil, hogy erre korlatoznank
magunkat a kévetkezék kézil valaszthatunk ki: acetat, foszfat,
karbonat, SO42-, ClI,, Br-, NOs-, Mg2?*, Li*, Na*, K*, NH4*. Sékeveré-
kek is hasznalhatok. Tovabba a plazmid DNS és mas szennyezok,
mint példaul endotoxin, elegyét elénydsen dializis pufferrel az
oszlopra vagy agy-matrixra térténé felviteltik elétt dializaljuk, ez-
zel eltavolitva azokat a sokat és mas szennyezéket, melyek az en-
dotoxin, a plazmid DNS és mas szennyezék hidrofébitasat az am-
monium-szulfat reakciéelegyben megvaltoztathatjak. A reakcio-
elegy eldnybsen példaul a kovetkezékkel pufferelt: trisz-HCI,
melynek pH-tartomanya anélktil, hogy erre korlatoznank magun-
kat 6,8 — 8,5 kozé esik, elénydsen 7,4. A szakirodalomban jartas

szakemberek szamara mas pufferek is ismertek, anélkuil, hogy
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erre korlatoznank magunkat a koévetkez6k hasznalhatok: trisz,
TES (N-trisz(hidroximetil)metil-2-aminoetan-szulfonsav), Tricine
(N-trisz(hidroximetil)metilglicin), foszfat, PIPES (Piperazin-N,N'-
bisz(2-etan-szulfonsav), MOPS (3-(N-morfolino)-propanszulfon-
sav), MES (2-(N-morfolino)-etanszulfonsav), MEPES (3-N(N-mor-
folino)etilpiperazin-N'-2-etanszulfonsav) és Bicine (N,N-bisz(2-
hidroxietil)glicin).

A jelen talalmany eljarasai elktilonitett és/vagy tisztitott
plazmid DNS-t, és plazmid DNS-t tartalmazé 6sszetételeket bizto-
sitanak, melyek alapvetéen csdkkentett endotoxin tartalmuak,
vagy endotoxin mentesek, igy a plazmid DNS endotoxin terhelése
tobb mint 95 %-ban csékkent, elénydsen tébb mint 98 %-ban,
elény6sebben tébb mint 99 %-ban, alternativaként tébb mint
99,9 %-ban, és legeléony6sebben 99,99-99,999 %-ban attél
mentes. A jelen talalmany eljarasa nagy kiindulasi
ez legalabb 200000-400000 endotoxin egység (EU/milliliter
oldat), feltéve, hogy a hidroféb matrix kapacitasa legalabb
600000 - 3000000 EU/ml]. Tovabba a jelen talalmany folyamata
plazmid DNS termékrél gondoskodik, mely 1 mg DNS-re
kevesebb mint 10-2500 EU, vagy kevesebb mint 1-300 EU
endotoxint tartalmaz. Alternativaként, a jelen talalmany szerinti
eljaras olyan plazmid DNS terméket biztosit, mely 1 mg DNS-re
kevesebb mint kértilbeltill 50-1000 EU-t, vagy kevesebb mint
kortlbeltil 10-50 EU-t tartalmaz. A jelen talalmany szerinti elja-

ras a fehérjetartalmat kevesebb mint 0,1 témeg%-ra, az RNS



tartalmat kevesebb mint 1 %-ra és a kromoszémalis DNS-t
kevesebb mint 1 %-ra csékkenti.

A jelen talalmany egy masik megvaldsitasi formaja a
szupertekeredett plazmid DNS és a relaxalt plazmid DNS
elvalasztasat biztositja, ami a kovetkezé lépéseket tartalmazza:
az els6é reakcio-kérulmeények kozétt a szupertekeredett és a
relaxalt plazmid DNS elegy valamint a hidrofob kélcsénhatast
biztosité kézeg kapcsolatba hozasa, ahol mind a szupertekeredett
plazmid DNS, mind a relaxalt plazmid DNS az elsé elegy
kialakitasdhoz a hidrofob koélcsénhatast biztosité kézeghez
kotédik; az elsé reakcioelegy korilményeinek megvaltoztatasa
olyan masodik koértlménnyé, hogy az elsé reakcidelegybdl a
relaxalt plazmid DNS-ek eltavolitasa lehetévé valjon, a kialakult
masodik kapcsolasi elegy és a relaxalt plazmid elkiiléntilése
révén; és a masodik kotési elegy koérulményeinek atalakitasa
harmadik reakcio-kérulménnyé, mellyel a hidroféob
korulmeényeket biztosito kozeg és a szupertekeredett plazmid
DNS egymastél elkuilonithet6vé valik.

A fenti eljaras masik megvalositasi formaja szerint a
valtoztatas vagy modositas az elualé puffer vagy oldat pH-
valtoztatasaval hajthaté végre, ugy, hogy a sé6 jellemzéinek
megvaltoztatasaval vagy valtozatlanul hagyasa mellett a relaxalt
és a szupertekeredett formak ktilonb6z6é pH koértilmények kozott
elualhatéva valnak.

A fenti eljaras egy masik megvalositasi formaja a valtozta-

tast vagy modositast izokratikus elualas révén biztositja, ahol



azonos Osszetételll oldat, ebben az esetben elényésen a sé kon-
centracidja a képes plazmid DNS két formdjanak elualasara, a
ko6tott plazmidot tartalmazé oszlopon ateresztve a két format egy-
mas utan kulon-kuilén frakcioba elualja.

Egy masik megvalositasi formaban a sé jellemzéi és/vagy
mas koriulmények ugy modosithaték, hogy a relaxalt formaju
plazmid nem-kotott frakcioként gyujthetd, mig a
szupertekeredett forma a gyantadhoz koétve marad. A
szupertekeredett format ezutan a fentiekben koérvonalazott
koérulmeények kozott elualhatjuk.

Az eljaras egy masik megvaldsitasi formajaban a valtoztatas
vagy a modositas ugy hajthaté végre, hogy molekulakat vagy
molekula keverékeket hasznalunk, melyek a ligandokhoz teljes
mértékben koétédnek ("displacers”) és a kotott plazmid DNS
formakat a matrixrol elkiilé6nilé komponensenként biztositjak.

Egy masik megvaldsitasi formaban a hidroféb kdélcsénhata-
son keresztul kapcsolédni képes molekulak vagy molekula keve-
rékek a plazmid DNS oldattal 6sszekeverheték, melyek az oszlop-
ra vite]l utan sorbanleszorithatok, eredménytil megkapva a
kuldénboz6 formaju DNS-eket.

A megvalésitasi forma utobbi két kivitelezését altalanosan
»Kiszoritasos” és ,frontalis” kromatografias formaknak hivjak,
ahol a hozzaadott molekulak a termékkel egyutt elualédhatnak,
amelyek ezutan a legtdbb esetben a szakirodalomban ismert

eljarasokkal hatasosan elvalaszthatok.



A kiszoritasi (displacement) kromatografiaban a gyantahoz
kapcsolodott két vagy tobb molekula a gyantahoz nagyobb affini-
tast mutaté kiszorité molekulaval helyet cserél, melynek hatasa-
ra a ket vagy tobb kotott molekula eludlasa megy végbe. Napja-
inkban a hidroféb kélcsénhatasu gyantak kiszoritéi haromszoros
blokk-polimerek, igy polimetil-metakrilatot, akrilsavat és polidi-
metilaminoetil-metakrilatot tartalmaznak [Ruaan és mtsai:
"Hydrophobic displacement chromatography of proteins using
triblock copolymers as displacers, 1998 AIChE meeting]). A ki-
szoritasi kromatografia hidroféb kélcsonhatast gyantainak mas
kiszoritoit 1s sikeresen kifejlesztették [Shukla és mtsai:
Hydrophobic displacement chromatography of proteins in 1998
Annual AIChE meeting]. A forditott fazisu kromatografiaban pél-
daul a 2-(2-butoxietoxi)etanol kiszorité lehet hasznos.

A plazmid két formajanak kétédése utan a kiszoritd, mint
példaul a fentiekben felsoroltak egyike, a szupertekeredett és a
relaxalt DNS egymas utani kicseréléséhez az itt leirt HIC-en (hid-
rofob kolcsonhatasu oszlop) alkalmazhato.

A "frontalis" mddszerti kromatografiaban az oszlopot kettés
eleggyel toltjuk, mely komponenseinek gyantahoz kotédési aktivi-
tasa eltérd, és az oszlop folyamatos tultéltésével az egyik kompo-
nens a masikat kicseréli, ami a két komponens egymas utani
elucigjat eredményezi. A jelen talalmany ezen modszerének
alkalmazasaban a két DNS forma példaul egy HIC oszlopra

tolthetd és a minta taltoltésével a relaxalt forma Kicserélédése
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végbemegy, ami igy a relaxalt és a szupertekeredett forma kulon-
kulon gytjtését lehetéve teszi.
E kivitelezés egyik formajanak megvaltoztatasa és modosi-

tasa a relaxalt plazmid DNS és a szupertekeredett plazmid DNS

o s s

v e s

A relaxalt plazmid DNS-t az elsé elualt térfogatban a talalmany
ezen megvalositasi formajanak kivitelezésekor 0sszegylijtjik és a
szupertekeredett plazmid DNS-t pedig a masodik elulalt térfogat-
ban gyujtjuk.

E kivitelezés egy masik elényben részesitett formajaban
mind a szupertekeredett, mind a relaxalt plazmid DNS-eket ugy
valasztjuk szét, hogy elészor mindkét format a hidrofob
kolcsonhatast biztosito koézeghez kapcsoljuk, egy agyon vagy az
oszlopon, magas soOkoncentracional, vagy azzal egyenértékui
ionerésségnél példaul 2,5-4 M, elényésen 3 M ammoénium-
szulfatnal vegezzuk el, és ezutan lépcsés vagy folyamatos
gradienssel az oszloprol a két elvalé forma lejon, a s6
koncentracigjanak valtoztatasaval, vagy azzal egyenértéku
ionerésség mellett, ahol az elsé tartomany kortlbeltl 2,45-2,35
M ammonium-szulfat és a masodik tartomany szintén
ammonium-szulfat esetében korulbeltl O M-tél (valészintleg 1
M-tol) koérulbeltl 2,3 M-ig (a 1épcsds elualaskor) terjed, vagy az
ammoénium-szulfatot folyamatosan korulbelil 2,5-4 M tarto-

manytol egy masodik tartomanyig valtoztatjuk, ami kéralbeliill O
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M-tél (valészinuileg 1 M-t6l) korulbelul 2,3 M-ig terjed, korulbelul
1-30 oszlop- vagy agytérfogattal, elénydsen legalabb 6 oszlop-
vagy agytérfogattal végezzUk (folyamatos gradiens alkalmaza-
sakor). A fenti formak mindegyikében a relaxalt plazmid DNS az
oszloproél vagy az agyrol korulbelul 2,35 M-tél koérulbelul 2,45 M-
ig (ammonium-szulfat) terjedé koncentracional jon le, mig a szu-
pertekeredett plazmid DNS az oszloprol vagy az agyrél koértlbeltl
0 M-tdl korulbeltll 2,3 M-ig (ammoénium-szulfat) terjedé koncent-
racional elualhaté.

A talalmany egy masik megvaldsitasi formaja a szuperteke-
redett plazmid DNS elkulonitésére a kovetkezéket tartalmazo
eljarast biztositja:

a szupertekeredett plazmidot tartalmazé minta hidroféb
kolcsonhatast biztosité kézegre térténé felvitele olyan ion-koéril-
mények kozott, mely a szupertekeredett plazmidot elsédlegesen a
kozeghez koti, szemben a nem-szupertekeredett plazmiddal; és

az ion-kérulmények beallitasa ugy, hogy azzal a szuper-
tekeredett pazmidot a kézegroél eltavolithatjuk.

Egy masik megvaldsitasi formaban a jelen talalmany a szu-
pertekeredett DNS mennyiségét a relaxalt DNS-hez képest, ezek
keverékében, megndveli, azzal jellemezve, hogy az eljaras a ko-
vetkezo 1épeseket foglalja magaban: (1) a szupertekeredett DNS-t
€s a relaxalt DNS-t tartalmazé elegyet a hidrofob kdélcsdnhatast
biztositd, alkilcsoportot tartalmazé koézeggel ionos koértilmények
kozott egyesitjiik, amelyhez els6dlegesen a szupertekeredett DNS
kotédik; (2) a szupertekeredett DNS-t és a relaxalt DNS-t tartal-
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mazo6 hidroféb koélcsdnhatast biztosité kézeg ionos korilmények
kozott kezeljik, ami elsdédlegesen a relaxalt DNS eltavolitasat
teszi lehetévé; és (3) a hidrofob kdélcsénhatast biztosité kozegrol a
szupertekeredett DNS-t elualjuk.

Egy tovabbi elényben részesitett megvaldsitasi formaban a
jelent talalmany a DNS-t tartalmazo Osszetételekbdl a lipopoli-
szacharidok (LPS) eltavolitasahoz biztosit eljarast, azzal jellemez-
ve, hogy az eljaras a kovetkezd 1épéseket foglalja magaban: (1) a
DNS-t és LPS-t tartalmazd elegy és az alkilcsoportot tartalmazoé
hidrofob koélcsdnhatast biztositdé kézeg egyesitése, ahol az ionos
korilmények kozott a kélesonhatas elsédlegesen az LPS és a hid-
rofob koélcsonhatast biztositéo kézeg kapcsolodasat teszi lehetéve,
szemben a DNS-sel; és (2) a DNS-t és LPS-t tartalmazd hidrofob
kolcsbnhatast biztosito kozeg kezelése, mellyel a DNS szelektiven
eltavolithato.

A jelen taldlmany eljarasa elkulonitett és/vagy tisztitott
plazmid DNS-t, és szupertekeredett plazmid DNS-t tartalmazoé
osszetételeket biztosit, melyek elényosen endotoxin mentesek,
azzal jellemezve, hogy az Osszetételben 1évé szupertekeredett
plazmid teljes mennyisége a jelen talalmanyban koézzétett eljaras
eredményeként legalabb kortilbeltil 50-99 témeg%, elénydsen
legalabb koérulbelil 60-95 tomeg, elénydsebben legalabb koérul-
beltl 70-90 témeg%, legelénydsebben legalabb kértlbelil 75-85
tomeg% szupertekeredett plazmid DNS.

Az itt bemutatott példakban a tdmeg%-ot HPLC-vel mértuk,

DNS-NPR HPLC oszlopon, gradienssel, ahol az eredménytil
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kapott csucsok alatti tertilet a megfelel6 komponens témegével
aranyos. A szupertekeredett forma szazalékat a szupertekeredett
és a relaxalt plazmid DNS csucsok teljes teriilete és a megfeleld
szupertekeredett csuics alatti tertilet aranyabdl szamitottuk ki.

Az elényben részesitett hidroféob kolcsonhatast biztositd
kozegek, melyek a jelen talalmany gyakorlataban
felhasznalhatok, olyan hidroféob  kélcsénhatast  biztosito
kromatografias gyantak, melyek példaul metakrilat polimert vagy
kopolimer vazakat, mint példaul metakrilat/etilénglikol és/vagy
metakrilat/propilénglikol kopolimereket (TosoHaas,
Montgomeryville, PA), és/vagy agar6zt vagy Sepharose-t
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,20 NJ), mint példaul
keresztko6tott vagy nem-keresztk6tétt agarozt, Sepharose-t,
dextrant, szilikat-tartalmu  polimert, szerves polimereket
(természetes vagy  szintetikus), keramia-tartalmu, vagy
gélmatrixokat, vazakat tartalmaznak, vagy ezek barmelyikének
Cs3-Cio alkillal alkotott kombinaciéjat, mely utébbiak egyenes
vagy elagazo lancu kinyul6 ligandok lehetnek. Elényben része-
sitjilk a kovetkezé kinyulo ligandokat: propil-, butil-, hexil-
és/vagy oktil-csoport. Ezek a ligandok elénydés Kkotési
kolcsOnhatast biztositanak, amit a jelen talalmany elvalasztasi,
tisztitasi és/vagy izoldlasi eljarasainal fel is hasznalunk. A
szakirodalomban jartas szakemberek szamara nyilvanvalé, hogy
a hidroféb koélcsénhatast biztosité gyantak alkil ligandjai
kicserélheték, és a jelen talalmany szempontjabdl ezek is

hasznosak. Az ilyen ligandok példai, anélkil, hogy erre
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korlatoznank magunkat a kovetkezdék: fenil, oktil, butil, propil,
neopentil, hidroxipropil, benzil, oktadecil, difenil és metil,
valamint ezek szubsztitualt és szubsztitualatlan szarmazékai, és
ezek kombinaciéi. A jelen talalmanyban megfeleléen
alkalmazhaté gyantakat vagy koézegeket a szakirodalomban
leirtak [EP 964057, EP 99109441, JP 2000035423, JP 99127700
és JP 98127665 (Kitamura és mtsai), melyeket itt teljes terjedel-
mukben hivatkozasként épitettik be).

A hidrofob kélcsdénhatast biztosité kozeg gyongyodk formaja-
ban lehet, amely oszlopokba vagy reaktorokba tolthetd, vagy ke-
resztkotott porusos koézegként fordulhat elé. A gydngy mérete
2,5-100 um koz6tt lehet. A gydngy atmérdje elénydésen kortilbeltil
30-110 pm, példaul 35-100 um, vagy alternativaként 35-90 um.
A hidroféb koélcsonhatast biztosité kézeg membran is lehet, mint
példaul celluloz, vagy celluloz vaza szarmazék, poliéterszulfon,
poliszulfon és ezek szarmazékai, és/vagy mas, az elvalasztasi
szakirodalomban ismert anyag, beleértve a mianyagokat, és ide
tartoznak a mikrotiter lemezek, petricsészék vagy sejttenyésztd
edények is.

A "Streamline" (Amersham Pharmacia Biotech) oszlopban
hasznalt gyéngydk tipikusan nagyobbak, eltéré strtiséggel, és
ezeket kull6nbozé gyartok allitjak eld, beleértve, de nem korlatoz-
va magunkat az Amersham Pharmacia Biotech-re, ahol a kitisz-
tult lizatumot ezeken a "megnoévelt agyakon" ateresztik, melyeken

a szennyezések gyongyokhoz kotdédésével azok elvalaszthatok,
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amikor a gyéngyok hidrofob kélcsdonhatast biztosité ligandokat
tartalmaznak.

Kisebb gyongyoket tipikusan a nagy kitermelést biztosito el-
valasztasoknal alkalmaznak, beleértve a HPLC-t, ami ennél a ta-
lalmanynal azt biztositja, hogy a plazmidokat vagy a kulénb6zé
formaju DNS-eket mennyiségileg, analitikai minéségben elva-
lasztja.

A jelen talalmany szempontjabol a gyéngyok kuléndsen a
plazmid DNS-ek két formajanak elvalasztasara szolgalnak, nem
szukséges, hogy porusosak legyenek, mivel a plazmid DNS altala-
ban tul nagy ahhoz, hogy a poérusokat elfoglalja, és azért sem
szikséges, mivel ez tovabbi kapacitast biztosit. Bar, a
szennyezOk kotésére a porusok a kapacitast hatékonyan
novelhetik, mivel ezek a szennyez6 molekulak RNS-ek, fehérjék,
endotoxinok és DNS fragmensek, melyek a poérusoknal kisebb
méretuek. Ebben az esetben a porozitas fontos tényezé lehet, és
igy a porusos gyantak elényosek szamunkra.

Elényosen a jelen talalmany eljarasai szerves oldoszereket,
adalékanyagokat vagy detergenseket, mint példaul glikolok,
polietilénglikol, hexamin-kobalt, spermidin vagy poli(vinil-
pirrolidon) nem igényelnek, melyek a szupertekeredett plazmid
DNS termék elvalasztasat kovetelnék azok felhasznalasa el6tt,
példaul a génterapiaban.

Ezutan réviden ismertetjuk az abrakat.

Az 1. abra a szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS

kluilonbozé elvalasztasi 1épéseit mutatja be.
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A 2. abra a példakban leirt eljarasokhoz a ligand-kémiaval
kapcsolt ktillonb6z6 hidroféb alapok konceptualis leirasat mutatja
be.

A 3. abra az endotoxin és a plazmid DNS elvalasztasi eljara-
sanak kiilonbozé 1épéseit mutatja be.

A 4. abra (inszert) az 5. példabol szarmazo agardzgél (butil
HIC) pasztazott képét mutatja be, melyet SYBR GOLD-dal festet-
tink, és ahol az 1. oszlop a szupertekeredett DNS létrat, a 2. és
a 3. oszlop az 1. csucsbdl szarmazoé (relaxalt) mintat és a 3-5.
oszlop a 2. csucsbdl szarmazé (szupertekeredett) mintat mutatja
be. (Az oszlopokat balrdl jobbra szamoztuk.) Az abszorbanciat a
térfogat fUggvényében bemutato 5. példabdél szarmazo
kromatogramm a relaxalt (1. csucs) és a szupertekeredett DNS
(2. csucs) szétvalasztasat mutatja be.

Az 5. abra (betuzés) a 6. példabol szarmazoé agarézgél (butil
HIC) pasztazott képét mutatja be, melyet SYBR GOLD-dal festet-
tink, és ahol az 1. oszlop a markert, a 2. és a 3. oszlop az 1.
csucsbol szarmazo (relaxalt) mintat és a 4-6. oszlop a 2. csucsboél
szarmaz0 (szupertekeredett) mintat mutatja be. (Az oszlopokat
balrél jobbra szamoztuk.) A 6. példabdl szarmazé kromatogramm
a relaxalt (1. csucs) és a szupertekeredett DNS (2. csucs) szétva-
lasztasat mutatja be.

A 6. abra (bettizés) a 7. példabol szarmazo agarozgél (butil
HIC) pasztazott képét mutatja be, ahol az 1. oszlop a markert, a
2. és a 3. oszlopra vitt anyagot, a 4. oszlop a mutermékbél szar-

mazo6 anyagot, az 5. oszlop a 2,4 M AS elualasboél szarmazé anya-
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got, és a 6. oszlop az 1 M AS elualasbdl szarmazé anyagot mutat-
ja be. (Az oszlopokat balrél jobbra szamoztuk.) A 6. példabodl
szarmazo kromatogramm a relaxalt és a szupertekeredett
plazmid szétvalasztasat mutatja be, ahol a mutermék a
legszélesebb csucs (balra), amit jobbra a relaxalt és a
szupertekeredett DNS csucsok kovetnek.

A 7. abra (inszert) a 8. példabdl szarmazé agardzgél (hexil
HIC) pasztazott képét mutatja be, ahol az 1. oszlop a markert, a
2-4. oszlop az 1. csticsbdl szarmazoé (relaxalt) anyagot és az S. és
a 6. oszlop a 2. csticsbdl szarmazo (szupertekeredett) mintat mu-
tatja be. (Az oszlopokat balrél jobbra szamoztuk.) A kromato-
gramm a relaxalt és a szupertekeredett formak szétvalasztasat
mutatja be.

A 8. abra (inszert) a 9. példabdl szarmazo6 agar6zgél paszta-
zott képét mutatja be, melyet SYBR GOLD-dal festettiink, és ahol
az 1. oszlop a markert, a 2. oszlop az oszlopra vitt anyagot és a
3-5. oszlop az 1-3. mosasok mintait, a 6. oszlop az 1 M eluacié
mintajat és a 7. oszlop a vizzel tértént elualas mintajat mutatja
be.

A jelen talalmany eljarasai a szupertekeredett plazmid
DNS, a relaxalt plazmid DNS és a sejtszennyezék, mint példaul
endotoxin, hidrofébitasanak ktilénb6zéségeit hasznaljak fel.

Az 1tt kozzétett eljarasok a szupertekeredett plazmid DNS,
kozmidok és fagemid vektorok elvalasztasara és tisztitasara hasz-
nosak. Ezek a vektorok és plazmid DNS-ek barmely forrasbol

szarmazhatnak. Raadasul, az élesztében és az emlds sejtekben
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lévé plazmid DNS és kozmidok a hasonlé szennyezék elegyeibél
is tisztithatok, beleértve az endotoxinokat, RNS-eket, fehérjéket
és kromoszomalis DNS-t, melyek ezekben a készitményekben
el6fordulhatnak. Ezekbél a forrasokbdol a plazmid és a kozmid
DNS szupertekeredett formajanak kinyerésére is sziikség van,
amihez az itt leirt eljarasok - a DNS tisztitasaban -
felhasznalhatok.

A "hidrofob koélcsonhatast biztosité koézeg" a kovetkezbket
tartalmazhatja: (a) tamasztécsoport és (b) hidrofébcsoport, ami
akar kozvetlenul, akar kézvetetten a tamasztocsoporhoz kétve le-
het. Az itt leirt tamaszté csoportok és hidroféb csoportok a szak-
irodalomban ismertek. Az itt leirt eljarasokban a hidroféb csopor-
tok a kotédés elsédleges alapjat biztositjak. A "hidrofob kélcson-
hatast biztosité6 koézeg" példai a szakirodalomban ismertek, és
ezek kozlul néhanyat leirtunk. A hidroféb kélcsé6nhatast biztosito
kozeggel kapcsolatos itt hasznalt, egyéb kifejezések példaul a ko-
vetkezdk: "gyanta", "matrix", "oszlop", "kbézeg", "gydngyok" és "hid-
rofob kélcsdnhatasu ligand".

A "DNA" jelentése barmely formaju dezoxiribonukleinsav,
beleértve, anélkil, hogy erre korlatoznank magunkat a plazmid
(fhggetlenul szupertekeredett és/vagy relaxalt vagy toréses jelle-
gétdl), kozmid vagy mesterséges kromoszoma.

A "tOoréses" vagy ‘'relaxalt" DNS jellemzdéje, hogy nem
szupertekeredett. A  "szupertekeredett” DNS fogalma a

szakirodalomban j6l ismert.
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A "szennyezdédés" barmely anyag lehet, amitél a DNS-t elva-
lasztjuk vagy elkulénitjik. A szennyezék kozé, anélkuil, hogy erre
korlatoznank magunkat a kévetkezok tartoznak, gazdasejt fehér-
jék, endotoxin, gazdasejt DNS és/vagy RNS. Meg kell értentink,
hogy a szennyezédés jelentése attdl fiigg, hogy a jelen talalmany
melyik eljarasaval van dolgunk. A "szennyezddés" lehet sejtes
eredetl1, vagy nem, azaz lehet sejtszennyezd, vagy mas mint sejt-
szennyezo.

Az els6é komponens, (mint példaul DNS) ,elktilénitése” vagy
stisztitasa” az els6 komponensnek mas, az els6 komponenssel
mar kezdetben is egyttt el6fordulo, komponensekhez viszonyitott
megnovelését jelenti. A kivant és/vagy a kaphaté tisztitds mérté-
két itt biztositottuk. Elénydsen a talalmany eljarasai 6tszoérés no-
velést eredményeznek, elény6sen koértilbeltil 10-szerest, elényo-
sen korulbelul 20-szorost, elénydsen koérulbeltl 50-szerest, el6-
nyo6sen korulbeliill 100-szorost, elénydsen koéritlbeliil 200-szorost,
elényosen kortlbeltil S00-szorost, és legelényésebben kortilbeltil
1000-szeres novekedést jelentenek. Alternativaként a tisztitas fo-
ka az elsé komponens masik komponenshez, vagy az eredményuil
kapott készitményhez viszonyitott szazalékat jelenti. Az ilyen sza-
zalékok példait megadtuk.

A komponens ,elsédleges” vagy ,szelektiv’ kétédése vagy el-
tavolitasa adott kértilmények kozott azt jelenti, hogy az elsé kom-
ponens a masik komponenshez képest nagyobb mértékben kap-

csolédik vagy tavolithato6 el.
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A szakirodalomban jartas szakemberek szamara nyilvanva-
16, hogy az ,eltavolitas” vagy ,koété6dés” nem sziikségszeruen, sét
nem kivanhatéan, jelent 100 %-os eltavolitast vagy kotédést.

A ,vizes” oldat altalaban vizes alapu oldatot jelez (azaz a {6
oldoszer a viz), ami vagy 100 %, vagy nem.

A rekombinans bakteridlis sejtekben eléallitott plazmid
DNS izolalasa a sejtek lizisét és a sejttérmelékek eltavolitasat
foglalja magaban, ami ki1lénb6zé eljarasokkal megvalosithato. A
végeredményként kapott oldat plazmid DNS-t tartalmaz,
tipikusan tébbek ko6z6tt nagy mennyiségli endotoxin kiséretében.
A jelen talalmany eljarasai a kulcs-szennyez6k, mint példaul
RNS, genomialis DNS, fehérje és endotoxin, jelentés mennyiségu
eltavolitasat biztositjak, elsé lépésként felhasznalva a hidroféob
kélcsdnhatason alapulé kromatografiat, ahol a plazmid
szabadon, kotédés nélkul atfolyik. A jelen talalmany egyik
eljarasa szabadon megvalaszthatéan a bakterialis lizatumbol
kapott oldat dializalasat foglalja magaban, egy olyan pufferbe,
melynek pH-ja 6,8-8,5 koz6tt van, elénydésen a pH 6,8-7,4 k6zotti
értéket vesz fel, és amely elényésen 2 M ammoénium-szulfatot
tartalmaz, 10 mM etiléndiamintetraecetsavval (EDTA) kiegészitve
vagy anélkiil, és ezutan ebben az eljarasban szabadon
megvalaszthatéan a dializdlt vagy nem dializalt oldatot a
kromatografias oszlopon ateresztjik, mely a hidroféb koél-
csénhatast biztositd kromatografias alapon ligandot vagy li-
gandokat tartalmaz, mint példaul propil, butil, oktil, hexil ligand

vagy ezek barmilyen keveréke, amelyet el6zéleg 6,8-8,5 pH-tarto-
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manyu (elényésen pH 6,8-7,4) pufferrel egyensulyba hozhatunk,
ami egyben 2 M ammonium-szulfatot is tartalmaz, 10 mM EDTA-
val, vagy anélkul. Az ataramlo oldat tipikusan kortlbelll 2 M-os
sooldat, mint példaul ammoénium-szulfat, és féleg plazmid DNS-t
(a szupertekeredett és a relaxalt formak elegyét) tartalmaz, keve-
sebb mint 2 % szennyezd jelenlétében. A méretnioveléstél fliggéen
a szupertekeredett DNS szazaléka 50 és 95 tomeg% koézott lehet,
tipikusan koérulbellll 75-85%, alternativaként 80-85%, ami tovab-
bi tisztitasra szorul, beleértve a plazmid DNS relaxalt formajanak
eltavolitasat az elegybdl.

A jelen talalmany eljarasai tisztitott plazmid DNS elsallita-
sat teszik lehetéveé, melyeknek endotoxin szintje a meghatarozott
szint alatt van, azaz tipikusan < 10 EU/mg plazmid DNS. A jelen
talalmany endotoxint eltavolité eljarasai nagy és kis mennyiség-
ben torténd eldallitashoz adaptalhaték, lehetové téve a terapias
és a laboratéoriumi mindéségli anyagok gazdasagos termelését.
Ezek az eljarasok az endotoxin itt leirt hidroféb gyantakhoz
térténé szelektiv kotédését hasznaljak ki, ami a nagylzemi
termeléshez a hasznalt gyanta milliliterére vonatkoztatva
meghaladja az 1000000 egységet.

Az endotoxin eltavolitas hagyomanyos eljarasainak kapaci-
tasa alacsony (1000-50000 EU/milliliter gyanta), és/vagy
plazmid DNS Kkitermelésik alacsony és/vagy olyan kémiai
vegyuleteket és/vagy eljarasokat hasznalnak, melyek a terapias
mindségli anyagok eléallitasahoz nem j6l alkalmazhatdok

[5,747,663 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi
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bejelentés]. A jelen talalmany endotoxin eltavolitd eljarasa az
endotoxin és a plazmid DNS séoldatba, mint példaul kértilbelil 2
M ammonium-szulfat vagy natrium-klorid oldatba valo felvételét
foglalja magaban, ami az endotoxint lényegesen hidrofébba teszi
mint a plazmid DNS-t, és az endotoxin kétédését vagy elsédleges
kolcsénhatasat, és az endotoxinhoz képest az endotoxin
elvalasztasat a gyantan biztositja, mely hidroféb kélcsénhatasu
ligandokat tartalmaz, mint példaul butil-, oktil- és/vagy
hexilcsoportok, biztositja. Az alkalmazott sokoncentracié az RNS,
a fehérje és az endotoxin jobb koétédésének érdekében
optimalizalhat6. Az alacsonyabb soékoncentracid csak az
endotoxin kétédéséhez lehet megfeleld, mivel az endotoxinnak az
itt leirt hidroféob kélcsonhatast biztosité ligandokhoz nagyobb az
affinitasa. Az endotoxin-eltavolitas e modszerének vonzo jellege a
gyanta roppant nagy endotoxin kapacitasanak készonheté, ami 1
ml gyantanal 1000000 EU, raadasul az egyszeri, t6bb mint 95
%-o0s plazmid DNS visszanyerés is fokozza ezt az elényt. Példaul
az 500 mg plazmidot és 10 milli6 EU endotoxint tartalmazoé
plazmid DNS oldat 10 ml gyanta felhasznalasaval tisztithatova
valik, mig legalabb 1000-4000 ml anioncserélé gyanta kellene a
plazmid DNS és az endotoxin kétédéséhez, azzal a hatrannyal,
hogy az ilyen anioncserélé gyantan a visszanyerés szegényes. A
jelen talalmany eljarasa ezért 100-400-szoros gyantakoltség meg-
takaritast jelent, valamint ehhez jarul a termék nagyobb mennyi-
sége. A kereskedelemben vasarolhaté DNS Etox gyanta napjaink-

ban legalabb nyolcszor dragabb, mint azok a gyantak, amelyeket
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a jelen talalmany eljarasaiban hasznalunk. Egy masik
kereskedelemben beszerezheté gyanta (PolyFlo - PureSyn Inc., 87
Great Valley Pkwy Malvern, PA 19355) szabadalmaztatott
kémiaval, az endotoxin eltavolitasara 5-10-szer dragabb, és
oldoszerek, valamint ionpar-képzé vegylletek alkalmazasat
igényli.

A jelen talalmany eljarasai j6 minéségu plazmid DNS-t biz-
tositanak, melyek a gyengébb minéségii anyagbdl (azaz a kiindu-
lasi anyagbol, mely a relaxalt és a szupertekeredett DNS elegyét
tartalmazza) tobb mint 90 % szupertekeredett plazmid DNS-t
allitanak el6. Tovabba a jelen talalmany eljarasai a tipikusan
génterapiaban  hasznalhaté plazmid DNS  eléallitasahoz
megnovelt méretben is alkalmazhaték. A jelen talalmany
eljarasai a j0 mindéségu plazmid DNS megbizhaté termelését
teszik lehetévé, fuggetlentl az eltérésekbol, melyek tipikusan a
minéség csOkkenéséhez vezetnek, azaz a relaxalt/toréses
formajii plazmid DNS kialakulasahoz. Ezek az eltérések a
plazmid DNS-t termeld baktérium ndévesztése alatt, és ezen kiviil
az ezt koveté elkulonitési és tisztitasi Iépésekben léphetnek fel.

A szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS elvalasztasi
eljarasai és a plazmid DNS és az endotoxin elvalasztasi eljarasai
a jelen talalmanyban azon a megfigyelésen alapulnak, hogy a
plazmid DNS formai és az endotoxin a hidroféb kélcsé6nhatast
biztositdé, kromatografias gyantan kuilonbézé kotési specifitast
mutatnak, példaul ezek a gyantak Cs-Cio-alkilcsoportot, elagazo

vagy egyeneslancu ligandokat és elényésen butil vagy hexil
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ligandokat tartalmaznak. Ezek a ligandok biztositjak az
elsédleges kotédést, amit a jelen taldalmany eljarasaiban az
elvalasztasnal, a tisztitasnal és az elktlilonitésnél kihasznalunk. A
szakirodalomban jartas szakemberek szamara nyilvanvald, hogy
a hidrofob gyantak ezen alkil ligandokon kiviill masokat is
tartalmazhatnak, melyek a jelen talalmany gyakorlataban
szintén hasznosak. Az ilyen ligandok példait a fentiek szintén
leirtuk. A kovetkezé nem Kkorlatozo jellegtl példak a kozzétett
talalmanyt részletesebben bemutatjak. A koévetkez6 altalanos
eljarasokat hasznaltuk, vagy hasznalhattuk volna.

A génterapias alkalmazashoz plazmidokat a megfelelé gaz-
daszervezetbdl, példaul Escherchia coli-b6l tenyésztés utan
kivontuk. A talalmany koézzétett kovetkezé példaiban az
Escherichia coli STBL-2 térzset hasznaltuk, mely a pE1A-K2 plaz-
midot tartalmazza. A pE1-A-K2 plazmid egy pUC plazmidszar-
mazék, mely az 5. adenovirus tipus szupresszor génjét, és
szelekcios markerként a kanamicin gént tartalmazza. A mik-
roorganizmus tenyésztését aerob korulmeények kozott a megfeleld
élesztékivonatot/glukozt, valamint szervetlen sékat, mint példaul
kalium-hidrogénfoszfatot, natrium-dihidrogénfoszfatot, ammo-
nium-szulfatot és magnézium-szulfatot tartalmazé taptalajban
végeztik ahol a pH-t 6,5-7,8 k6z6tt tartottuk, elényésen a pH =
7,0, és a hémérséklet pedig 37 °C-on. A levegdztetés biztositasara
a tenyészeteket 800 rpm-mel korkérés mozgast végzé razégépen
razattuk. A sejteket a glukéz kimeruléséig a fenti kortilmények

kozott tenyésztettiik, majd a fermentacio oldott oxigén szintjét a
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glikoz utanpotlassal és razatassal szabalyoztuk. A tapanyagkie-
gészitést a kovetkezé Osszetétell taptalajjal végeztik: gltikéz (160
g/1) életsztékivonat (80 g/l) és sok (1,5 g/l ammonium-szulfat,
MgSO4, 1,5 g/l foszfat pufferben). Miutan a tenyésztést
befejeztiik a sejteket centrifugalassal 6sszegyujtottiik, vagy ultra
vagy mikrofiltraciés membranokon atszurtik, és TE pufferrel
(lasd késébb) mostuk (pH = 7,4). A sejteket egyenlé térfogatu
0,15 N - 0,2 N NaOH-t és 1 % natrium-dodecilszulfatot (pH =
11,5-13) tartalmazé oldattal gyenge keverés kézben lizaltuk. A
Iagos oldatot kalium-acetattal semlegesitettik. Az anyagot
ezutan centrifugalassal, vagy sorozatszuréssel tisztitottuk. A
plazmid oldatokat ultrasziir6 membranokkal betéményitettiik és
TE pufferrel szemben diafiltraltuk (pH = 7). A diafiltralas vissza-
maradt részét kozvetlenil az itt leirt kézegre vittuik fel.

A lizatum plazmid DNS tartalma az dsszes nukleinsavhoz
viszonyitva, ami RNS-t és kromoszémalis DNS-t tartalmaz, altala-
ban kevesebb mint 2 %. Raadasul a lizatum endotoxinnal és sejt-
fehérjékkel szennyezett.

A jelen talalmany gondoskodik a kis-, laboratériumi és a ki-
sérleti izemi -mérett DNS izolalasi és tisztitasi eljarasokrél is, és
az ezekhez felszerelt oszlopokrél valamint az ezekhez itt hasznos
elvalaszto berendezésekrél is. A szakirodalomban jartas szakem-
berek szamara nyilvanvalo, hogy a kismérett1 plazmid DNS ter-
melés mas kihivasokat tartogat mint a nagy méretekben meg-
valositott termelés. Részletesebben, a kisméretl elvalasztas a ki-

indulasi anyagban 1évé szennyez6 RNS nagyobb részének elva-
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lasztasat eredmeényezi, mikdézben a nagy meéretben végzett
termelésnél a plazmid : RNS arany, ahogy azt a fentiekben
megjegyeztuk, korulbelul 2 témeg%, szemben a kisméret(i eljaras
koérulbeltl 0,1 térfogat%-aval. Tovabba a kisméreti mintak
tenyésztési térfogata altalaban korulbeltll 2 ml és 2 liter ko6zott
van, szemben a nagymeéretli elvalasztas 5-1000 literével. A jelen
talalmany kisméretii elvalasztasa korulbelill 100 pg-tél 1 mg
plazmidot tartalmaz, ahol a reaktor vagy az oszlopagy térfogata
koértlbelul 1-20 ml; altalaban koértlbeliill 10-15 ml-ben. Ezért a
jelen talalmany kismeérték(i izolalt és/vagy tisztitott DNS
termelést biztosit, ahol elény6sen mentesiti a szupertekeredett
DNS-t a szennyezdéktdl, mint példaul endotoxintol, RNS-tél és
relaxalt DNS-tél.

Bar a jelen talalmany példaiban kilénb6zé eljarasokat
hasznaltunk, mégis a szakirodalomban jartas szakemberek sza-
mara nyilvanvald, hogy a jelen talalmany Kkivitelezésénél mas

preparativ eljarasok és kiindulasi anyagok is lehetségesek.

1. Példa

Az endotoxin eltavolitasa butil alapti hidroféb kolcsOénhatast

biztosito kromatografiaval (kis méretii)

A pE1A-K2-t hordoz6 Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd sziiréssel a kapott oldatot
tisztitottuk. A hasznalt pufferek mindegyikét 0,2 um szlrén
szartik at, és az endotoxin meghatarozasahoz a mintakat

polisztirol csévekben taroltuk.
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A diafiltracios maradékot (~ 400 ml) TE-vel szemben (50
mM trisz, 10 mM EDTA, melynek pH-jat sésavval 7,4-re allitottuk
be) dializaltuk, pH = 7,4. Hozzaadtuk a 2 M-hoz szlikséges
ammonium-szulfatot (AS), majd az oldatot TE-vel 100 ml-re
kiegészitettikk (pH = 7,4), igy részleges oldodast kaptunk. Ezt az
oldatot hozzaadtuk a dializalt mintahoz, mellyel a végtérfogat 575
ml-re nétt, ebbdl a kisérlethez 475 ml-t hasznaltunk fel.

A 2,6 cm atmérdju és 15 cm agymagassagu butil 650S osz-
lopot (Butyl 650S gyanta, TosoHaas Inc., 156 Keystone Drive,
Montgomeryville, PA 18936) hozzavetéleg 75 ml agytérfogatra
toltottuk, és 2 M AS-t tartalmazé TE pufferrel pH = 7,4 egyen-
sulyba hoztuk. A mintat 5 ml/perc sebességgel vittiik fel az osz-
lopra. Az ataramlott folyadékot Gsszegyujtottiik, és a DNS anali-
zishez mintakat vettink (DNS betéményités, agaréz gél, és endo-
toxin vizsgalat). Az endotoxin vizsgalatot a csucsoknal végeztik,
és a mintakat hozzavetéleg ugy higitottuk, hogy a PPC (pozitiv
termékkontroll) visszanyerés elfogadhaté tartomanyba kertljon.
Az endotoxin koncentraciokat BioWhittaker Kinetic-QCL
Chromogenic LAL vizsgalattal hataroztuk meg, ahogy azt a BW
kozzétette (BW publication No. PS0-650U-5, Kinetic-QCL Test Kit
Manual). A minta felvitele utan 2 M amménium-szulfatot tartal-
mazé TE-t engedtiink at az oszlopon és a mintakat gyGjtéttuk.
Ezutan az oszlopot TE puffer - pH 7.4, USP tisztitott vizzel mos-
tuk, és 0,5 N natrium-hidroxiddal tisztitottuk, majd tébb mint
15-sz6rés térfogatu USP tisztitott vizet engedtiink at rajta. E

mosasokban 1évé endotoxin mennyiséget az 1. tablazatban
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tintettik fel. Raadasul ez a kivalé endotoxin eltavolitasi haté-
konysag jelentés mennyiségii RNS, fehérje és DNS fragmens

eltavolitasaval tarsult, eredményiill jelentdsen tisztitott mintat

kaptunk.
1. Tablazat

Minta DNS konc. |Endotoxin {Osszes EU|Endo- |EU/mg

EU/ml EU/ml egység toxin DNS
toltés 0,70 472200 22400000 |100 674571
ataramol- |0,38 1,64 771 0,003 14,31
tatott
mosas 0,56 7,48 1196 0,005 |[13,42
1 ml gyanta endotoxin kapacitasa: 3 millié EU/ml.
Az endotoxin csokkenés a mintaban: 99,992 %.

2. Példa

Az endotoxin eltavolitasa butil alapu hidroféb kolcsonhatast

biztositd kromatografiaval (nagy méretu)

A pE1A-K2-t hordozé Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd a kapott oldatot sziiréssel
tisztitottuk.

A diafiltracios maradékot (~ 650 ml) TE-vel szemben (50
mM trisz, 10 mM EDTA, melynek pH-jat sésavval 7,4-re allitottuk
be) dializaltuk, pH = 7,4. Hozzaadtuk a 2 M-hoz sziikséges
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ammonium-szulfatot (AS), majd az oldatot 1200 ml-re
kiegészitettik TE-vel (pH = 7,4), igy feloldottuk. Az oldat
vegtérfogatat 1300 ml-re allitottuk be. Ezt az oldatot a dializalt
mintahoz hozzaadtuk, mellyel a végtérfogat 1950 ml-re nétt, és a
pH-t sésavval 7,4-re beallitottuk.

Az 5 cm atméréju és 15 cm agymagassagu butil 650S oszlo-
pot (Butyl 650S gyanta, TosoHaas Inc., 156 Keystone Drive,
Montgomeryville, PA 18936) hozzavetdleg 275 ml agytérfogatra
toltottuk, és 2 M AS-t tartalmazé TE pufferrel (pH = 7,4) egyen-
sulyba hoztuk. Az ataramlott folyadékot Osszegyujtottiik, és a
DNS analizishez mintakat vettlink (DNS betéményités, agaroz
gél, és endotoxin vizsgalat, ahogy azt a fentiekben leirtuk).

Miutan a mintakat felvittik 2 M ammoénium-szulfatot tar-
talmaz6 TE-t engedtiink at az oszlopon és a mintakat gyujtottuk.
Ezutan az oszlopot TE puffer - pH 7,4, USP tisztitott vizzel mos-
tuk, és 0,5 N natrium-hidroxiddal tisztitottuk, majd tébb mint
15-sz0ro6s térfogatt USP tisztitott vizet engedtiink at. E mosasok-
ban 1évé endotoxin mennyiséget a 2. tablazatban tuntettik fel.
Raadasul ez a kivalé endotoxin eltavolitasi hatékonysag jelentés
mennyiségll RNS, fehérje és DNS fragmens eltavolitasaval

tarsult, eredménytl jelentdsen tisztitott mintat kaptunk.

2. Tablazat

Minta DNS konc. |Endotoxin |Osszes EU|Endo- |[EU/mg
EU/ml EU/ml egység toxin |DNS




toltés 1,59 271500 17647500 |100 170754
0
ataramolta- |0,34 <0,5 1325 0,007 (1,45

tott + mosas

1 ml gyanta endotoxin kapacitasa: 0,64 millié EU/ml.

Az endotoxin csokkenés a mintaban: 99,993 %.

3. Példa

Az endotoxin eltavolitasa hexil alapu hidroféb koélcsénhatast

biztosito kromatografiaval (kis méret1)

A pE1A-K2-t hordoz6 Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd a kapott oldatot szliréssel
tisztitottuk. A feliiluszot 20 mM kalium-fosztat pufferrel (20 mM
kalium-hidrogénfosztat, 20 mM  kalium-dihidrogénfoszfat
megfelelé aranyban, hogy a pH 6,8 legyen) szemben dializaltuk,
és a 2 M koncentraci6 biztositasdhoz a mintakhoz 20 ml KPB-t
(20 mM kalium-foszfat puffer) adtunk, mely 2 M AS-t
tartalmazott, pH = 6,8, amivel feloldottuk. Ezt az oldatot 5 ml
dializalt mintahoz adtuk, igy a végtérfogat 25 ml volt, melynek
pH-jat 6,8-ra allitottuk be.

Az 1,6 cm atmérdju és 4 cm agymagassagu hexil 650C osz-
lopot (TosoHaas) hozzavetéleg 8 ml agytérfogatra toltottiik, és 2
M AS-t tartalmazé KPB pufferrel (pH = 6,8) egyensulyba hoztuk.
A mintat 2 ml/perc sebességgel vittiuk fel az oszlopra. Az

ataramlott folyadékot oOsszegyUjtéttik, és a DNS analizishez
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mintakat vettiink (DNS betéményités, agaroz gél, és endotoxin
vizsgalat, ahogy azt a fentiekben leirtuk). A minta felvitele utan
az oszlopon a 2 M ammoénium-szulfatot tartalmazé KBP-t
engedtiink at és a mintakat gytijtéttik. Ezutan az oszlopot KPB
puffer - pH 6,8, USP tisztitott vizzel mostuk, és 0,5 N natrium-
hidroxiddal tisztitottuk, majd az oszlopon tébb mint 15-szdrds
térfogata USP tisztitott vizet engedtink at. E mosasokban 1évé
endotoxin mennyiséget az 3. tablazatban tiintettiik fel. Raadasul,
mivel ez a kivalé endotoxin eltavolitasi hatékonysag jelentés
mennyiségli RNS, fehérje és DNS fragmens eltavolitasaval

tarsult, eredménytl jelentésen tisztitott mintat kaptunk.

3. Tablazat

Minta DNS konc. {Endotoxin |Osszes EU|Endo- |EU/mg
EU/ml EU/ml egység toxin DNS

toltés 2,43 593500 29675000 |100 244238

ataramolta- |0,037 0,5 35 0,0001 |14

tott + mosas

1 ml gyanta endotoxin kapacitasa: 3,7 millié6 EU/ml.

Az endotoxin csbkkenés a mintaban: 99,9999 %.

4. Példa

Az endotoxin eltavolitasa oktil alapu hidroféb kolcsénhatast

biztosité kromatografiaval (kis mérett)
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A pE1A-K2-t hordoz6 Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd sztiréssel a kapott oldatot
tisztitottuk. A kisérletben a feltiliszé6t hasznaltuk. A mintat
ammonium-szulfattal 2 M-ra allitottuk, amit 20 ml TE-ben 1évé
oldatban oldottunk fel, pH = 7,4. Ezt az oldatot 10 ml dializalt
mintahoz adtuk, igy a végtérfogat 25 ml volt, melynek pH-jat 7,4-
re allitottuk be.

Az 1,0 cm atméréji és 10 cm agymagassagua Octyl
Sepharose 4 Fast oszlopot (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) aminek hozzavetéleg 8 ml az agytérfogata, 2 M
AS-t tartalmazé TE pufferrel (pH = 7,4) egyensulyba hoztuk. A
mintat 2 ml/perc sebességgel vittiik fel az oszlopra. Az ataramol-
tatott folyadékot 6sszegyijtottiik, és a DNS analizishez mintakat
vettiink (DNS betdéményités, agaroz gél, és endotoxin vizsgalat,
ahogy azt a fentiekben leirtuk). A minta felvitele utan a 2 M am-
monium-szulfatot tartalmazé TE-t engedtiink at az oszlopon és a
mintakat gyujtéttik. Ezutan az oszlopot TE puffer - pH 6,8, USP
tisztitott vizzel mostuk, és 0,5 N natrium-hidroxiddal tisztitottuk,
majd tébb mint 15-sz6rds térfogatin USP tisztitott vizet engedtiink
at. Az ezekben a mosasokban 1évé endotoxin mennyiséget az 4.

tablazatban tintettik fel.

4. Tablazat

Minta DNS konc. |Endotoxin |Osszes EU|Endo- |EU/mg
EU/ml EU/ml egység toxin |DNS
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toltés 2,43 593500 59350000 |100 244238

ataramolta- |0,037 32 2240 0,004 |280

tott + mosas

1 ml gyanta endotoxin kapacitasa: 7,42 milli6 EU/ml.

Az endotoxin cs6kkenés a mintaban: 99,996 %.

5. Példa

A szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS formak elva-

lasztasa butil alapu hidrofob kolcsénhatast biztositd kromatogra-

fiaval - gradiens elticio

A pE1A-K2-t hordozé Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd szuréssel a kapott oldatot
tisztitottuk, ahogy azt a fentiekben leirtuk. A f6 szennyezék, mint
példaul endotoxin, RNS, fehérje, kromoszémalis DNS stb.
eltavolitasara a plazmid DNS nagymeértékti tisztitasanal butil
hidroféb koélcsénhatast biztositéo kromatografiat alkalmaztunk,
melynél 2 M ammoénium-szulfat koncentracional a plazmid DNS
az oszlopon atfolyik, mig a szennyezék az oszlophoz koétédnek
(lasd a fentieket).

A plazmid DNS-t tartalmazo atfoly6o oldatot dializaltuk és
anioncserélé (Bio Sepra) oszlopra vittik, mely tovabbi tisztitast
nem eredményez. A butil-oszlopos elvalasztashoz a Q anioncsereé-
16 oszlopon torténé atengedést nem feltétlenul kell végrehajtani.
A Q anioncserélé eluatumat 30 kD-os regeneralt celluléz

membranon (0,1 m2, Millipore Corporation) diafiltraltuk. A
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dializalt anyagot szilard ammoénium-szulfattal 3 M-ra
beallitottuk.

A 2,6 cm atmérégji és 15 cm agymagassagua Butyl
(Toyopearl Butyl 650S - TosoHaas) oszlopot hozzavetéleg 15-20
ml/perc sebességgel megtoltéttiik. Az oszlopot 3 M trisz-EDTA
pufferben 1évé (pH = 7,4) ammonium-szulfattal egyensulyba hoz-
tuk. A mintat 5 ml/perc sebességgel vittiik fel az oszlopra. Az
oszlopot ezutan 2-3 oszloptérfogatnyi pufferes 3 M ammoénium-
szulfattal mostuk. Az oszlopot ezek utan 3 M - 1 M 6 oszloptér-
fogatnyi ammonium-szulfat gradienssel elualtuk. A gradiens elu-
alas alatt két csucsot kaptunk, az elsé a relaxalt formaju plazmid
DNS-t tartalmazta, mig a masodik a szupertekeredett plazmid
DNS-t, ahogy azt agar6z gélelektroforézissel megallapitottuk (4A.
abra). A kromatogrammot a 4B. abran mutattuk be. Az eredmé-
nyeket HPLC vizsgalattal tovabb erdsitettiik, melynél a két forma
szazalékat meghataroztuk (5. tablazat).

A vizsgalat érzékenységi tartomanyan beltll megerdsitettik,
hogy a masodik csucs 85 % szupertekeredett format tartalmaz,
mig a kiindulasi anyagban a szupertekeredett forma 50-60 %. A
kiindulasi szupertekeredett plazmid DNS legalabb 90 %-at ki-
nyertik. A csucsok elkuléntlése a szétvalasztas hatékonysagaval
jo egyezést mutatott, még a 15 cm-es oszlopmagasségnél is. Ez
arra utal, hogy a szupertekeredett és a relaxalt plazmidformak
elvalasztasa butil hidroféb kélcsénhatast biztosité kromatogra-
fiaval hatasos. Raadasul ez a kivalé endotoxin eltavolitasi haté-

konysag jelentés mennyiségii RNS, fehérje és DNS fragmens el-
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tavolitasaval is tarsult, eredményul jelentésen tisztitott mintat

kaptunk, ami a génterapia igényeinek megfelel.

5. Tablazat

Minta Szupertekeredett forma (%)

Kiindulasi anyag 63

1. csucs 8
2. csucs 83
6. Példa

A szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS formak el-

valasztasa butil alapt hidrofob kdlcsonhatast biztosité kromatog-

rafiaval - gradiens elticié hosszu oszloppal

A pElA-K2-t hordozé E. coli sejteket tenyésztettik és
kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd szuréssel a kapott oldatot
tisztitottuk, ahogy azt a fentiekben leirtuk. A f6 szennyezék, mint
példaul endotoxin, RNS, fehérje, kromoszémalis DNS stb.
eltavolitasara a plazmid DNS nagymeértéku tisztitasanal butil
hidrofob kolcsonhatast biztosité kromatografiat alkalmaztunk,
melynél 2 M ammoénium-szulfat koncentraciénal a plazmid DNS
az oszlopon atfolyik, mig a szennyezék az oszlophoz kétédnek
(lasd a fentieket). A plazmid DNS-t tartalmazo atfoly6é oldatot
dializaltuk és anioncseréld oszlopra vittik, mely tovabbi tisztitast
nem eredmeényez. A Q anioncserélé oszlopon torténé atengedést

nem feltétlenul kell végrehajtani a butil oszlopos elvalasztashoz.
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A Q anioncserélé eluatumat 30 kD-os regeneralt celluloz
membranon diafiltraltuk. A dializalt anyagot szilard ammoénium-
szulfattal 3 M-ra beallitottuk.

A 2,6 cm atméréji és 30 cm agymagassagu Butyl
(Toyopearl Butyl 650S - TosoHaas) oszlopot hozzavetéleg 15-20
ml/perc sebességgel megtoltétttik. Az oszlopot 3 M trisz-EDTA
pufferben 1évé (pH = 7,4) ammonium-szulfattal egyensulyba hoz-
tuk. A mintat 5 ml/perc sebességgel vittiik fel az oszlopra. Az
oszlopot ezutan 2-3 oszloptérfogatnyi pufferes 3 M ammonium-
szulfattal mostuk. Az oszlopot ezek utan 3 M - 1 M 6 oszloptér-
fogatnyi ammoénium-szulfat gradienssel elualtuk. A gradiens elu-
alas alatt két csucsot kaptunk, az elsé a relaxalt formaju plazmid
DNS-t tartalmazta, mig a masodik a szupertekeredett plazmid
DNS-t, ahogy azt agar6z gélelektroforézissel megallapitottuk (5A.
abra). A kromatogrammot a 5SB. abran mutattuk be. Az eredmé-
nyeket HPLC vizsgalattal tovabb erdsitettiik, melynél a két forma
szazalékat meghataroztuk (6. tablazat).

A vizsgalat érzékenységi tartomanyan bellll megerdsitettik,
hogy a masodik csucs 90 % szupertekeredett format tartalmaz,
mig a kiindulasi anyagban a szupertekeredett forma 50 %. A
hosszabb oszlopnal a csucsok elkuldontilése alapvonali szinten
nagyobb. Ez a példa azt mutatja, hogy a szupertekeredett és a
relaxalt plazmidformak elvalasztasa butil hidrofob kélcsénhatast
biztosité kromatografiaval hatasos. Raadasul ez a kivalo endo-

toxin eltavolitasi hatékonysag jelentés mennyiségii RNS, fehérje
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és DNS fragmens eltavolitasaval tarsult, eredménytl jelentésen

tisztitott mintat kaptunk, mely a génterapia igényeinek megfelel.

6. Tablazat
Minta Szupertekeredett
(%o)
Kiindulé anyag 53

1. csucs, 36. frakcio 15

2. csucs, 47. frakcié 83
3. csucs, 49. frakcio 95
4. csucs, 52. frakcio 91
7. Példa

A szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS formak el-

valasztasa butil alapu hidrofob kdélcsdonhatast biztositd kromato-

grafiaval - 1épcsds elacio

A pE1A-K2-t hordozé Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd szliréssel a kapott oldatot
tisztitottuk, ahogy azt a fentiekben leirtuk. A f6 szennyezék, mint
példaul endotoxin, RNS, fehérje, kromoszémalis DNS stb.
eltavolitasara a plazmid DNS nagymértéku tisztitdsanal butil
hidrofob koélcsonhatast biztosité kromatografiat alkalmaztunk,
melynél 2 M ammoénium-szulfat koncentraciéonal a plazmid DNS
az oszlopon atfolyik, mig a szennyezdék az oszlophoz kétédnek

(lasd a fenti 1. példat). A plazmid DNS-t tartalmazé atfolyo
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oldatot és a mosatot Osszegyujtotttik és 30 kD ultrafiltracios
membrannal, tangencialis aramlasi sztréssel, betéményitettiik.
A koncentralt plazmid DNS-t szilard ammoénium-szulfattal 3 M
ammonium-szulfat végkoncentraciora allitottuk be.

Az 1 cm atmeérdjii és hozzavetéleg 30 cm agymagassagu
Butyl (Toyopearl Butyl 650S - TosoHaas) oszlopot hozzavetéleg 6
ml/perc sebességgel megtoltéttiik. Az oszlopot 3 M TRISZ-EDTA
pufferben 1évé (pH = 7,4) ammonium-szulfattal egyensulyba hoz-
tuk. A mintat 2 ml/perc sebességgel vittiik fel az oszlopra. A
plazmidot 3 M amménium-szulfatt pufferrel 2-3 agytérfogatnyi
mennyiséggel mostuk. Az oszlopot ezek utan kiilénb6z6 koncent-
M, 2,7M,26M,255M, 2,5M, 2,4 M, 1 M. A csticsok agaroz
gélelektroforézis képét a 6A. abran mutattuk be. A csucsok gél-
elektroforézise a szupertekeredett és a relaxalt formak éles
elvalasat mutatta. A 2,4 M-os eludlas a relaxalt format
eredményezi, mig az 1 M-os a szupertekeredett plazmid DNS-t. A
kromatogrammot a 6B. abran mutattuk be. Az eredményeket
HPLC vizsgalattal tovabb erdsitettiik, melynél a két forma
szazalékat meghataroztuk (7. tablazat).

A vizsgalat érzékenységi tartomanyan bellil megerésitettiik,
hogy a masodik cstcs 93 % szupertekeredett format tartalmaz,
mig a kiindulasi anyagban a szupertekeredett forma csak 62 %
volt. A hosszabb oszlopnal a cstucsok elkiiléntilése alapvonali
szinten nagyobb. Ezeket az eredményeket a kovetkezé

kisérletben megerésitettiik, ahol a 2,3 és a 2,2 M-os elulalasok
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nem eredményeznek elvalast, és a 2,4 M-os elualas ismételten a
relaxalt forma eltavolitasat biztositotta, amivel az 1 M-os
elualasnal a szupertekeredett forma névekedését okozta. A
lépcsés elualasi elvalasztas a nagy mennyiségt elvalasztasnal
jelentds, ezzel az megbizhatébban végrehajthaté. Ez a példa
tisztan bemutatja, hogy a szupertekeredett és a relaxalt
plazmidformak elvalasztasa butil hidroféb kélcsénhatast biztosité
kromatografiaval hatasos. Raadasul ez a kivalé endotoxin
eltavolitasi hatékonysag jelentés mennyiségti RNS, fehérje és
endotoxin eltavolitasaval tarsult, eredményutl jelentésen tisztitott

mintat kaptunk, mely a génterapia igényeinek megfelel.

7. Tablazat

Minta Szupertekeredett
(%)

Kiindulasi anyag |62

2,4 M-os elualas | 8

1 M-os elualas 93

8. Példa

A szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS formak elva-

lasztasa hexil alapi hidroféb kélcsdnhatast biztosité kromato-

grafiaval - gradiens eliicié hosszu oszlopon

A pE1A-K2-t hordozé Escherichia coli sejteket tenyésztettiik

és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd szturéssel a kapott oldatot
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tisztitottuk, ahogy azt a fentiekben leirtuk. A f6 szennyezék, mint
példaul endotoxin, RNS, fehérje, kromoszomalis DNS stb. elta-
volitasara a plazmid DNS nagymeértékl tisztitasanal hexil hidro-
fob kdlcsénhatast biztosité kromatografiat alkalmaztunk, melynél
2 M ammonium-szulfat koncentraciénal a plazmid DNS az
oszlopon atfolyik, mig a szennyezék az oszlophoz kétédnek (lasd
a fenti 1. példat). A plazmid DNS-t tartalmazé atfoly6é oldatot
dializaltuk és anioncserélé oszlopra vittliik, mely tovabbi tisztitast
nem eredményez. A Q anioncserélé oszlop eluatumat 30 kD-os
regeneralt celluloz membranon diafiltraltuk. A dializalt anyagot
szilard ammonium-szulfattal 3 M-ra beallitottuk (lasd a fentie-
ket).

Az 1 cm atmeérdji és hozzavetéleg 30 cm agymagassagu
Hexyl (Toyopearl Butyl 650S - TosoHaas) oszlopot hozzavetéleg 5-
10 ml/perc sebességgel megt6ltottiik. Az oszlopot 3 M TRISZ-
EDTA pufferben lévé (pH = 7,4) ammoénium-szulfattal egyen-
sulyba hoztuk. A mintat 2 ml/perc sebességgel vittlik fel az
oszlopra. Az oszlopot ezutan 2-3 oszloptérfogatnyi pufferes 3 M
ammonium-szulfattal mostuk. Az oszlopot ezek utan 3 M- 1 M 6
oszloptérfoatnyi ammoénium-szulfat gradienssel elualtuk. A
gadiens elualas alatt két csticsot kaptunk, az els6 féleg a relaxalt
formaju plazmid DNS-t tartalmazta, mig a masodik a szuper-
tekeredett plazmid DNS-t, ahogy azt agardz gélelektroforézissel
megallapitottuk (7A. abra). A kromatogrammot a 7B. abran
mutattuk be. Mennyiségileg a masodik csucs agaroz gél-

elektroforézis alapjan jelentésen tobb szupertekeredett plazmidot
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tartalmazott, mint a kiindulasi anyag. Igen kival6 csucsfelbontast
kaptunk, mivel a hexilnél az agyméret 100:m, mig a butilnal

35:m.

9. Példa

Az endotoxin eltavolitasa butil alapu hidrofob kolcsdnatast

biztosité kromatografiaval (natrium-kloriddal)

A pE1A-K2-t hordoz6 Escherichia coli sejteket tenyésztettiik
és kémiai eljarasokkal lizaltuk, majd szuréssel a kapott oldatot
tisztitottuk. A kisérlethez a fellilisz6t hasznaltuk. A mintakat
anioncserélé oszlopon (Q Hyper D - BIOSEPRA Inc.) tisztitottuk.
Ehhez a kisérlethez eluensként 2 M natrium-kloridot hasz-
naltunk. A mintak 2 M NaCl-t tartalmaz6é 50 mM TRISZ, 10 mM
EDTA pufferben voltak (pH = 7,4). Az 1 cm atméréji és hozza-
vetdleg 20 cm agymagassagu Butyl HIC-t (Butyl 650S gyanta,
TosoHaas Toyopearl Butyl 650S - TosoHaas) oszlopot hozza-
vetéleg 10 ml/perc sebességgel megtoltéttik, és 3 M natrium-
kloridot tartalmazé TE-vel egyensulyba hoztuk. A mintat 10
ml/perc sebességgel vittiik fel az oszlopra. Az ataramoltatott
folyadékot Osszegyjtottiik, és a DNS analizishez mintdkat
vettink (DNS betémeényités, agaroz gél, és endotoxin vizsgalat). A
minta felvitele utan a 2 M ammonium-szulfatot tartalmazé TE-t
engedtunk at az oszlopon és a mintakat gy(jtéttiik. Ezutan az

oszlopot TE pufferrel mostuk.

8. Tablazat
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Minta DNS konc. |Endotoxin |Osszes EU|Endo- |[EU/mg
EU/ml EU/ml egység toxin |DNS

toltés 0,27 642 16050 100 2377

ataramolta- |0,13 5 350 2 38

tott + mosas

1 ml gyanta endotoxin kapacitasa: 1570 EU/ml.

Az endotoxin csékkenés a mintaban: 98 %.

10. Példa

Plazmid tisztitasa butil alapu hidroféb kolcsbénhatast biztosito

kromatografiaval (kis méret1)

A kis méretu plazmid DNS tisztitast a kereskedelemben va-
sarolhato készlet segitségével hajtottuk végre, ezek kézul a legis-
mertebb a Qiagen's Miniprep készlet. Az itt leirt plazmid DNS
tisztitasi eljarasok a kereskedelemben beszerezheté készletekkel
szemben szamos elényt mutatnak. A koévetkez6é példa a jelen ta-
lalmany szerinti hidroféb kélcsénhatast biztosité kromatografia-
val végzett kis méretu plazmid DNS tisztitasi eljarast mutatja be.

A tisztitashoz a kiindulasi anyagot standard eljarasokkal
kaptuk meg. Részletesebben, a koértilbeltll 4,65 kb. mérett plaz-
midot hordozo Escherichia coli sejteket 100 pg/ml ampicillint
tartalmaz6 Luria Broth-on 37 °C-on névesztettiik. A sejteket OD
2,7-nél 6sszegy(jtottik. A sejteket a taptalajbél centrifugalassal
valasztottuk el. Majd ezek utan az uledéket 50 mM TRISZ-HCI,
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10 mM EDTA-ban felvettiik (pH = 8,0). Egyenlé térfogatat 200 mM
NaOH-t és 1 % SDS-t tartalmazé oldatot adtunk hozza, jol
Osszekevertik, és szobahémeérsékleten 5 percig inkubaltuk. Ezzel
a lépéssel a sejtek lizalasat értik el, ami a sejttartalom felszaba-
dulasaval jar, beleértve a plazmid DNS-t. Az oldat semlegesitését
egyenld (eredeti) térfogatt 3,1 M kalium-acetat oldattal végeztiik
(PH = 5,5), amit elézéleg jol Osszekevertink. A csapadék
eltavolitasa érdekében a semlegesitett lizatumot ezutan gézen
atszurtuk. A kitisztult lizatumot 70 % izoporpanollal kicsaptuk (3
ml tiszta lizatumhoz 2,1 ml izopropanolt adtunk). A csapadékot
centrifugalassal elvalasztottuk, és az Uuledéket 70 % etanollal
mostuk, szaritottuk és 10 mM TRISZ-HCI, 0,1 mM EDTA puffer-
ben (pH = 8,0) feloldottuk. Ezt a készitményt felhasznalasaig —20
oC-on fagyasztva taroltuk, és ez képezte a tisztitasi kisérlet
kiindulasi anyagat.

A Butyl 6508 oszlopot, melynek térfogata 20 ml, magassaga
10 cm és atméréje 1,6 cm (Pharmacia XKl16/20), 2,2 M ammo-
nium-szulfatot (AS) tartalmaz6 10 mM TRISZ-HCI, 10 mM EDTA
(TE) pufferrel (pH = 7,4) egyensulyba hoztuk. A felvitelhez a min-
tat szilard ammonium-szulfattal 2,2 M végkoncentraciéra allitot-
tuk be. A mintat 2,2 M AS-t tartalmazd TRISZ-EDTA-ban (pH =
7,4) 10 ml-re higitottuk.

A tisztitasi kérulményeket ugy allitottuk be, hogy a plazmid
DNS az eluatumban, mig a szennyezdék az oszlophoz kététten le-

gyenek.
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A mintat 2 ml/perc sebességgel vittik fel, és az ataramlo
folyadékot 6sszegyujtottiik. Az oszlopot 35 ml 2,2 M AS-t tartal-
mazo TE pufferrel mostuk és a mosatokat gytjtétttik: 1. mosas
(10 ml), 2. mosas (14,5 ml) és 3. mosas (10 ml). A mosas alatt
csucs jelentkezett. Az oszlopot 55 ml 1 M AS-t tartalmazé TE-
pufferrel mostuk (pH = 7,4) és az 1 M-os 1. mosast (10 ml) és az
1 M 2. mosast (45 ml) 6sszegy(yjtottilk. Az 1 M-os AS-nél csucsot
kaptunk. Az oszlopot 50 ml USP-tisztitott vizzel elualtuk. Csuiicsot
kaptunk. Az alabbi tablazat a fenti frakciokban 1évé 6sszes nuk-
leinsav mennyiségét mutatja be. A koncentraciékat a 260 nm-es

abszorbancia alapjan szamitottuk ki. (konc (ug/ml) = A260 * 50)

9. Tablazat
Oszlopfrakciok Koncentracié pg/ml |Témeg png
Toltés 550,0 5503
1. mosas 7,6 76
2. mosas 40,4 607
3. mosas 5,0 50
Gyujtott (plazmid DNS) 20,9 733
1 M-os elualas 35,8 1611
Vizes elualas 30,5 1523

A mintakat agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk. A 8. abra
a gél fotéjat mutatja be. A gélfoté a mosasi frakciokban (3.,4.,5.

oszlop) a plazmid DNS-t mutatja. A felviteli mintaval egybevetve
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(2. oszlop) a mosasi frakciokban RNS-t nem lathatunk. Az RNS-t
tartalmazé frakcidk elualodasat a 6. és 7 oszlopon lathatjuk. A
gy(ijtétt mosatban az endotoxint Kinetic QCL endotoxin vizsgalati
modszerrel hataroztuk meg. A mintakban a kimutatasi hatar
alatti endotoxint nem mutattunk ki, mely egyébként 0,005.
EU/ml. A plazmid kitermelése 100 ml tenyészetbdl 733 pug, ami a
kereskedelemben kaphaté készletekkel nyert mennyiséggel
megegyezik.

Az itt és az alabbiakban idézett hivatkozasok tartalmat tel-
jes egészében hivatkozasként épitettiik be [Marquet és mtsai:
Production of pharmaceutical-grade plasmid DNA, 5,561,064
szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés;
Cole, Kenneth: Concentration and size-fractionation of nucleic
acids and viruses in porous media, 5,707,850 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés; Horn és mtsai:
Purification of plasmid DNA during column chromatography,

5,707,812 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi

bejelentés].
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras legalabb egy sejtszennyez6t tartalmazé plazmid
elegyb6l a plazmid DNS tisztitasara, azzal jellemezve, hogy a
kovetkez6 lépéseket tartalmazza:

(1) a szoban forgd elegyhez kell6 mennyiségi s6 adasa annak
elérésére, hogy az igy nyerhetdé oldatbdél legalabb egy
sejtszennyez6é a hidroféb koélcsdnhatast biztosito kézeghez
szelektiven kétédjon;

(2) a plazmid DNS-t tartalmazé széban forgd oldat egyesitése
a szoban forgo hidrofob koélcsénhatast biztosité kozeggel,
olyan koérulmények kozott, ami a komplex kialakitasa
érdekében a szoban forgd szennyezédés legalabb egyikét a
hidroféb koélcsOnhatast biztosité kézeghez koti; és

(3) a szoban forgd komplexbdl és a hidrofob kolcsénhatast
biztosité6  kozegb6l a nem-koétédétt plazmid DNS
Osszegyujtése;

ahol a széban forgd eljarast oldészerek, detergensek, glikolok,
hexamin-kobalt, spermidin és poli(vinil-pirrolidon) nélkal végez-
zuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
legalabb egy szennyezét a kovetkezék kozil valasztjuk ki: RNS,
endotoxin, kromoszomalis DNS és fehérje.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

legalabb az egyik szennyezd endotoxin.
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4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
s6 anionokat és kationokat tartalmaz, amelyeket a kovetkezé
csoportbol valasztunk ki: acetat, foszfat, karbonat, SO42-, Cl-, Br,
NO3-, Mg?+, Li*, Na*, K*, NHas*.

S. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
s6 ammonium-szulfat, amit a 2-4 M tartomanyban alkalmazunk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
ammonium-szulfat koncentraciéja 2 M.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
oldat 2-4 M koncentracio tartomanyban natriumsékat tartalmaz.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
s6 natrium-klorid.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
natrium-klorid koncentracioja kortlbelul 2 M.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az oldat pH-ja a koérulbelul 6,8-7,4-ig terjeddé tartomanyban van.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az oldat pH-ja koérulbeltl 7,4.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hidroféb koélcsdnhatast biztosito kdézeg kromatografias alapot tar-
talmaz kinyulé hidrofob csoportokkal.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kinyuléo hidroféb csoportokat a C3-Cio alkilt tartalmazé
csoportbol, vagy ezek keverékébdl valasztjuk ki.

14. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

hidroféb koélcsénhatast biztosité kozeget a kovetkezdket tartalma-
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z6 csoportbol valasztjuk ki: metakrilat polimer vagy kopolimer
vaz legalabb egy kovetkezé liganddal: propil, butil, hexil, oktil,
nonil vagy decil.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kozeg legalabb egy metakrilat etilénglikol kopolimer vaz vagy
keresztkotéses agaroz vaz.

16. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
gyanta 15-100 um-es gyongy formajaban van.

17. Eljaras szupertekeredett plazmid DNS-t és a relaxalt
plazmid DNS-t, valamint szabadon legalabb egy sejtszennyezét
tartalmazé oldatbdl a szupertekeredett plazmid DNS elvalaszta-
sara, azzal jellemezve, hogy a kovetkezo lépéseket tartalmazza:

(1) egy olyan elegy elkészitése sO0 hozzaadasaval, melyben
szupertekeredett plazmid DNS és a relaxalt plazmid DNS,
valamint szabadon megvalaszthatéan legalabb egy
sejtszennyez6 talalhato;

(2) az elsé reakcio-koérulmények kézott a szupertekeredett és
a relaxalt plazmid DNS elegy, valamint a hidroféb kélcson-
hatast biztosité kozeg kapcsolatba hozasa, ahol mind a
szupertekeredett plazmid DNS, mind a relaxalt plazmid
DNS az els6 elegy kialakitasahoz a hidroféb koélcsénhatast
biztositdé kézeggel koétédik;

(3) az elsé elegy reakcidkdérulményeinek megvaltoztatasa
olyan masodik koértlménnyé, hogy az elsé elegybdl a
relaxalt plazmid DNS-eket eltavolitja, a kialakult masodik

kapcsolasi elegy €s a relaxalt plazmid elkilonitésével; és
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(4) a masodik koétési reakcidelegy korilményeinek atalakitasa
harmadik koértilménnyé, mellyel a hidroféb kérilményeket
biztosité koézeg és a szupertekeredett plazmid DNS
egymastol elkiilonithetéveé valik.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
legalabb egy sejtszennyezét a kovetkezék koézull valasztjuk ki:
RNS, endotoxin, kromoszémalis DNS és fehérje.

19. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
legalabb az egyik sejtszennyezé endotoxin.

20. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hidroféb koélcsénhatast biztosité kozeg kromatografias alapot tar-
talmaz kinyulé hidroféb csoportokkal.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kinyal6é hidroféb csoportokat a C3-Cio alkilcsoportok kozul va-
lasztjuk ki.

22. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hidroféb kélcsonhatast biztosité kézeget a kovetkezoket tartalma-
z6 csoportbol valasztjuk ki: metakrilat polimer vagy kopolimer
vaz legalabb egy kovetkezd liganddal: propil, butil, hexil, oktil,
nonil vagy decil.

23. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kozeg legalabb egy metakrilat etilénglikol kopolimer vaz vagy
keresztkotéses agaroz vaz.

24. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

gyanta 15- 100 pm-es gyongy formajaban van.
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25. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
s0 anionokat és kationokat tartalmaz, amelyeket a koévetkezd
csoportbdl valasztunk ki: acetat, foszfat, karbonat, SO42-, Cl-, Br-,
NOs-, Mg?+, Li*, Na*, K*, NH4".

26. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
s6 ammoénium-szulfat, amit 2-4 M tartomanyban alkalmazunk.

27. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az els6 allapot a széban forgé kézeggel torténdé egyensulyba ho-
zast foglalja magaban egy olyan séoldattal, melyben az ammo-
nium-szulfat koncentraciéja 2,5-4 M.

28. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
masodik allapot mosast tartalmaz egy olyan oldattal, melyben az
ammonium-szulfat koncentraciéja 2,35-2,45 M.

29. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
harmadik allapot a szoban forgé masodik elegy soéval torténd
mosasat tartalmaz egy olyan oldattal, melyben az ammoénium-
szulfat koncentraciéja 1-2,3 M.

30. Eljaras az endotoxin elvalasztasara a plazmid DNS-t4l,
azzal jellemezve, hogy az endotoxin €s a plazmid DNS elegyét a
hidroféb koélcsénhatast biztositdo kozeggel olyan koridlmények
kozott egyesiti, melynél az endotoxin a hidrofob koélcsénhatast
biztosito kozeggel kapcsolodva komplexet alkot, és a szoban forgd
plazmid DNS-t és a szoban forgdé komplexet elvalasztja.

31. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

s6 anionokat és kationokat tartalmaz, amelyeket a koévetkezé
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csoportbdl valasztunk ki: acetat, foszfat, karbonat, SO42-, Cl-, Br-,
NOj3-, Mg?+, Li*, Na*, K*, NHas*.

32. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szoban forgo6 elegy ammonium-szulfatot tartalmaz, amit az 1,5-4
M koncentracio-tartomanyban alkalmazunk.

33. A 32. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szoban forgé ammoniumsé ammoénium-szulfat, koértlbelill 2 M
koncentraciéban.

34. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hidroféb kolcsénhatast biztositoé kézeg kinyulé hidroféb csoporto-
kat tartalmaz.

35. A 34. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kinyulé hidrofob csoportokat a Cs3-Cio alkilcsoportok koéziil va-
lasztjuk ki.

36. A 34. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hidroféb kélcsdnhatast biztosito kézeget a kovetkezéket tartalma-
z6 csoportbodl valasztjuk ki: metakrilat polimer vagy kopolimer
vaz legalabb egy koévetkezé liganddal: propil, butil, hexil, oktil,
nonil vagy decil.

37. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kozeg legalabb egy metakrilat etilénglikol kopolimer vaz vagy
keresztkodtéses agaroz vaz.

38. A 34. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

gyanta 15-100 um-es gyéngy formajaban van.
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39. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szoban forgé elegy pH-ja koérulbellll 6,8-7,4-ig terjed6 tartomany-
ban van.

40. A 35. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az oldat pH-ja kértilbeltl 7,4.

41. A szupertekeredett plazmid DNS és a relaxalt plazmid
DNS elvalasztasi eljarasa, azzal jellemezve, hogy a koévetkezé
lépéseket tartalmazza: az els6 Kkorllmények kézdétt a
szupertekeredett és a relaxalt plazmid DNS elegy valamint a
hidrofob kélcsénhatast biztosité kézeg kapcsolatba hozasa, ahol
mind a szupertekeredett plazmid DNS, mind a relaxalt plazmid
DNS az elsé elegy kialakitasdhoz a hidrofob kélcsénhatast
biztosito kozeggel kotédik; az elsé elegy koéralményeinek
megvaltoztatasa olyan masodik koérdlménnyé, hogy az elsé
elegybdl a relaxalt plazmid DNS-ek eltavolitasa lehetévé valjon, a
kialakult masodik kapcsolasi elegy és a relaxalt plazmid
elkiiléniilése révén; és a masodik kotési elegy kérulményeinek
atalakitasa harmadik koérulménnyé, mellyel a hidrofob
kérilményeket biztosito koézeg és a szupertekeredett plazmid
DNS egymastol elkuilonithetévé valik.

42. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hidrofob koélcsénhatast biztosité kézeg kinytilé hidroféob csoporto-
kat tartalmaz.

43. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kinyul6 hidrofob csoportokat a C3-Cio alkilcsoportok és ezek ke-

verékei kozul valasztjuk ki.
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44. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szoban forgé hidroféb koélcsonhatast biztositd gyanta metakrilat
polimer vagy kopolimer vaz legalabb egy kovetkezék kozil valasz-
tott liganddal: propil, butil, hexil, oktil, nonil vagy decil.

45. A 44. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szoban forgd gyanta legalabb egy metakrilat etilénglikol
kopolimer vaz vagy keresztkodtéses agaréz vaz.

46. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
gyanta 15-100 pm-es gyongy formajaban van.

47. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az elsé allapot a szoban forgo kozeggel torténé egyensulyba ho-
zast foglalja magaban egy olyan so6oldattal, melyben az ammo-
nium-szulfat koncentraciéja 2,5-4 M.

48. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
masodik allapot a szoban forgé elsé kotétt elegy mosasat tartal-
mazza egy olyan oldattal, melyben az ammoénium-szulfat kon-
centracidja 2,35-2,45 M.

49. A 48. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
harmadik allapot a széban forgé masodik elegy soval torténd mo-
sasat tartalmaz egy olyan oldattal, melyben az ammoénium-
szulfat koncentraciéja 1-2,3 M.

50. A 17. és a 41. igénypontok barmelyike szerint eljaras,
azzal jellemezve, hogy a széban forgdé megvaltoztatast és a szoban
forgdo modositast egy folyamatot eljarasban egyesitjik, ami a szo6-
ban forgo relaxalt plazmid DNS és szupertekeredett plazmid DNS

gradiens elualasat tartalmazza, Ggy, hogy a kotott elsé elegyet
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sot tartalmazé ammonium-szulfattal 3 és 1 M kézétt
folyamatosan valtoztatva elualjak, és a szoban forgdé relaxalt
plazmid DNS-t az els6é elualasi térfogattal Osszegyujtjik és a
szoban forgé szupertekeredett DNS-t pedig a masodik térfogattal
nyerjuk ki.

51. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szoban forgo elvalasztott relaxalt és a szoban forgd elvalasztott
szupertekeredett plazmid DNS-eket elkiilonitve 0sszegytijtjuk.

52. A szupertekeredett DNS mennyiségének a relaxalt DNS-
hez képest torténé megnovelési eljarasa ezek keverékénél, azzal
jellemezve, hogy az eljaras a koévetkezé 1épeseket foglalja maga-
ban:

(1) a szupertekeredett DNS-t és a relaxalt DNS-t tartalmazé
elegyet a hidrofob koélcsonhatast biztosité, alkilcsoportot
tartalmazo kozeggel ionos koértilmények kozott egyesitjuk,
amelyhez elsédlegesen a szupertekeredett DNS kotodik;

(2) a szupertekeredett DNS-t és a relaxalt DNS-t tartalmazo
hidrofoéb kélcsénhatast biztosité kézeg ionos korulmények
kozott végzett kezelése, mely elsédlegesen a relaxalt DNS
eltavolitasat teszi lehetévé; és

(3) a hidrofob koélcsonhatast biztosité kozegrél a szuper-
tekeredett DNS elualasa.

53. DNS-t tartalmazé Osszetételekbdl a lipopoliszacharidok
(LPS) eltavolitasi eljarasa azzal jellemezve, hogy az eljaras a

kovetkezd 1épeseket foglalja magaban:
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a DNS-t és LPS-t tartalmazé elegy és az alkilcsoportot
tartalmazo hidrofob koélcsénhatast biztosité koézeg egye-
sitése, ahol az ionos kérilmények kozott lezajléo kdlcsdn-
hatas elsédlegesen az LPS-nek a hidroféb kélcsénhatast
biztosité koézeghez valo kapcsolodasat teszi lehetévé,
szemben a DNS-sel; és

a DNS-t és LPS-t tartalmazé hidroféb koélcsénhatast biz-
tosité koézeg kezelése, mellyel a DNS szelektiven eltavolit-

hato.

A meghatalmazott:
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