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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON PLASTMID-DNA MITTELS EINES WASSRIGEN 2-PHASEN-

SYSTEMS

(57) Abstract: The invention relates to a method for the isolation of plasmid-DNA from biomasses, by means of an aqueous biphasic
system, comprising a polymer and a salt component, characterised in that the resuspension of the applied biomass, the alkaline lysates
of the biomass, the neutralisation of the alkaline lysate component and the separation of the plasmid-DNA from the contaminants
(such as cell remains, RNA and gDNA, for example) is carried out in a single reaction vessel (one-pot method). According to the
invention, the above is achieved, whereby the neutralisation of the alkaline lysate component is carried out in one and the same
container by the addition of potassium phosphate and hence one component of the aqueous biphasic system is already present and
the second component of the aqueous biphasic system is a PEG with a molecular weight of calculated average from about 600 g/mol
to 1000 g/mol, however, said second component is preferably formed by a mixture of PEG 600 and PEG 1000.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Biomasse mittels eines wissri-
gen 2-Phasensystems mit einer Polymer- und einer Salz-Komponente, dadurch gekennzeichnet, dass die Resuspension der eingesetz-
& ten Biomasse, die alkalische Lyse der Biomasse, die Neutralisation des alkalischen Lyseansatzes und die Trennung der Plasmid-DNA
& von den Kontaminanten (wie z.B. Zelltriimmer, RNA, gDNA) in einem einzigen ReaktionsgefiB (Ein-Topf-Verfahren) durchgefiihrt
wird. Dies wird erfindungsgeméss dadurch ermdglicht, dass die 10 Neutralisation des alkalischen Lyseansatzes in ein und demselben
Behiltnis durch Zugabe von Kaliumphosphat erfolgt und damit bereits eine Komponente des wéssrigen 2-Phasensystems vorhanden
ist, und dass die zweite Komponente des wissrigen 2-Phasensystems ein PEG mit einem Molekulargewicht von im rechnerischen
Mittel etwa 600 g/mol bis 1000 g/mol ist, vorzugsweise aber von einem Gemisch aus PEG 600 und PEG 1000 gebildet wird.
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Verfahren zur Gewinnung von Plasmid-DNA mittels eines wassrigen 2-

Phasensystems.

Die Erfindung betrifft ein zeitlich verkiirztes und vereinfachtes Verfahren zur
Isolierung von Plasmid-DNA aus Biomasse, wie z.B. Bakterien, mittels eines
wassrigen 2-Phasensystems mit einer Polymer- und einer Salz-Komponente sowie
die Verwendung der so gewonnenen Plasmid-DNA in der Gentherapie und in der
genetischen Vakzinierung. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Kit zur Durchfihrung

des Verfahrens.

Eine der Mdglichkeiten, Plasmid-DNA aus Biomasse zu isolieren, ist die Lyse der
Biomasse und die sich anschlieBende Trennung der geklarten Lysate der Biomasse
in einem wassrigen 2-Phasensystem. Der niederlandische Mikrobiologe Beijerinck
entdeckte .bereits 1896, dass sich nach dem Vermischen von Agar und I8slicher
Starke in Wasser nach einiger Zeit zwei wéassrige Phasen ausbilden. Diese
Eigenschaft einiger Polymere wurde von Per Albertson um 1960 wiederentdeckt und
weiterverfolgt. Er erkannte das Potential eines solchen Systems zur Aufreinigung von
Viren, Zellen und auch Zellbestandteilen. Aufgrund des hohen Wasseranteils des
biokompatiblen  Milieus sowie der stabilisierenden Eigenschaften der
Phasenkomponenten eignen sich solche Phasensysteme entsprechend besonders
zur Aufreinigung von sensiblen Biomolekulen. Wassrige 2-Phasensysteme werden
entweder durch Zugabe zweier unterschiedlicher Polymere (Polymer/Polymer-
System; z.B. Polyethylenglykol (PEG) und Dextran) erhalten oder durch ein Polymer
(z.B. Polyethylenglykol) und ein hochkonzentriertes Salz (z.B. Citrate, Sulfate,
Phosphate).

Die weitverbreiteten Techniken zur Herstellung rekombinanter DNA sowie das immer
weiter steigende Interesse an der Gentherapie zur Behandlung unterschiedlichster
Krankheiten und genetischer Vakzinierung hat den Bedarf an einem Verfahren zur
Aufreinigung von Plasmid-DNA, welches auch im industriellen MaBstab genutzt
werden kann, steigen lassen. Fur einen therapeutischen Einsatz gewonnene
Plasmid-DNA sind daher alternative Methoden, wie Zentrifugation im Céasiumchlorid
(CsCl)-Dichtegradienten oder Phenolextraktion, aufgrund der Toxizitat der
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Substanzen nicht vorstellbar, ebenso wie die flir eine Produktion im industriellen

Mafstab einzusetzende Menge der toxischen oder brennbaren Substanzen.

Im Stand der Technik finden sich auch Verfahren zur Isolierung von Plasmid-DNA in
denen wassrige 2-Phasensysteme mit einer Salz- und einer Polymer-Komponente
verwendet werden. Cole (Biotechniques. 1991 Jul;11(1):18, 20, 22-24) verdffentlichte
ein wassriges 2-Phasensystem zur Isolierung von Plasmiden unter Verwendung von
PEG als Polymer-Komponente und z.B. Ammoniumsulfat oder
Natriumdihydrogenphosphat als Salz-Komponente. Konkret beschrieben ist die
Isolierung des Plasmids pTZ 18U aus E.coli DH50. Das entsprechende Zellpellet
wurde mittels einem Lyse-Puffer beinhaltend SDS und NaOH aufgeschlossen. Das
Lysat wurde in ein entsprechendes Phasen-bildendes System gegeben, das
Gemisch wurde gemixt und anschlieBend zentrifugiert. Dieses wurde noch zweimal
mit der Unterphase und einer frischen, kein Lysat enthaltenden Oberphase
wiederholt. AnschlieBend wurde die Unterphase gegen einen Tris/EDTA-Puffer

dialysiert und so das Plasmid schlieBlich isoliert.

Weiterhin beschreiben Ribeiro et al. (Biotechnol Bioeng. 2002 May 20;78(4):376-84)
ein wassriges 2-Phasensystem mit PEG als Polymer-Komponente und
Dikaliumhydrogenphosphat (K:HPO,4) als Salz-Komponente. Berichtet wird die
Isolierung des Plasmids pCF1-CFTR aus E.coli DH50. Hierzu wurden die Zellen
zunéchst mittels alkalischer Lyse aufgeschlossen (Lyse-Puffer enthaltend NaOH und
SDS) und das Lysat anschlieBend mit 3 M Natriumacetat neutralisiert. Nachfolgend
wurden Zelltrimmer, Proteine und genomische DNA (gDNA) durch Zentrifugation
des Ansatzes entfernt. Das geklarte Lysat wurde in dem oben erwahnten wassrigen
2-Phasensystem eingesetzt. Dieses Verfahren weist jedoch die Nachteile auf, dass
es apparativ und zeitlich sehr aufwendig ist. Der zeitliche Aufwand liegt nicht zuletzt
darin begriindet, dass in diesem System zunachst eine Lyse der Biomasse in einem
getrennten Ansatz durchgefiihrt wird und damit fur ein solches Verfahren mehr als
ein Reaktionsgefa3 notwendig ist.

Die vorliegende Erfindung soll die Nachteile der aus dem Stand der Technik
bekannten Verfahren uberwinden, insbesondere bezweckt die Erfindung die

Vereinfachung und die zeitliche Verkirzung der aus dem Stand der Technik
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bekannten Verfahren zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Biomasse. Daneben stellt
sich der vorliegenden Erfindung die Aufgabe, ein Verfahren zur Verfligung zu stellen,
das nicht nur im LabormaBstab, sondern auch im industriellen MaBstab durchfihrbar
ist und mit dem z.B. Plasmid-DNA fir den klinischen Einsatz in der Gentherapie oder
der genetischen Vakzinierung hergestellt werden kann. Eine weitere Aufgabe der
vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, das

leicht automatisierbar ist.

Die Aufgabe wird erfindungsgeman geldst durch ein Verfahren zur Isolierung von
Plasmid-DNA aus Biomasse mittels eines wéassrigen 2-Phasensystems mit einer
Polymer- und einer Salz-Komponente, dadurch gekennzeichnet, dass die
Resuspension der eingesetzten Biomasse, die alkalische Lyse der Biomasse, die
Neutralisation des alkalischen Lyseansatzes und die Trennung der Plasmid-DNA von
den Kontaminanten (wie z.B. Zelltriammer, RNA, gDNA) in einem einzigen
ReaktionsgefaB (Ein-Topf-Verfahren) durchgefihrt wird. Dies wird erfindungsgeman
dadurch erméglicht, dass die Neutralisation des alkalischen Lyseansatzes in ein und
demselben Behéltnis durch Zugabe von Kaliumphosphat erfolgt und damit bereits
eine Komponente des wassrigen 2-Phasensystems vorhanden ist, und dass die
zweite Komponente des wassrigen 2-Phasensystems ein PEG mit einem
Molekulargewicht von im rechnerischen Mittel etwa 600 g/mol bis 1000 g/mol ist,

vorzugsweise aber von einem Gemisch aus PEG 600 und PEG 1000 gebildet wird.

Das erfindungsgemaBe Verfahren umfasst die folgenden Schritte:

a) Resuspension der Biomasse,

b) Zugabe von Lyse-Puffer, Inkubation fir einen zur Lyse der

Biomasse ausreichend langen Zeitraum,

c) Zugabe der Salz-Komponente, Inkubation fur einen ausreichend

langen Zeitraum,

d) Zugabe der Polymer-Komponente, durchmischen der L&sung,

Phasenausbildung abwarten.
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Vorteilhafterweise stellt das erfindungsgeméaBe Verfahren aufgrund der Einfachheit
durch das Ein-Topf-Verfahren ein automatisierbares Verfahrens zur Isolierung von
Plasmid-DNA dar. Es besteht ein immer weiter steigender Bedarf an der
Automatisierbarkeit solcher Verfahren im kleineren MafBstab, z.B. zur schnellen
Identifizierung von Klonen. Eine solche Automatisierbarkeit ist jedoch mit den
bekannten 2-Phasensystemen nur schwer realisierbar. Erst mit dem
erfindungsgemaBen Verfahren kann eine solche Automatisierung leicht erreicht

werden.

Ebenso vorteilhaft kann das beanspruchte Verfahren zur Produktion von Plasmid-
DNA im industriellen MaBstab eingesetzt werden. Dies liegt in der Einfachheit, dem
geringen apparativen Aufwand und der Verwendung nicht-toxischer sowie

kostengunstiger Komponenten begriindet.

Eines der erfindungswesentlichen Merkmale dieses Verfahrens ist, dass die
Resuspension der eingesetzten Biomasse, die alkalische Lyse der Biomasse, die
Neutralisation des Lyseansatzes und die Trennung der Plasmid-DNA von den
Kontaminanten in einem wéassrigen 2-Phasensystem nacheinander in einem einzigen
Behaltnis, also als Ein-Topf-Verfahren, stattfinden, ohne dass es einen
zwischenzeitlichen Zentrifugationsschritt mit anschlieBender Abtrennung eines
Préazipitats gibt. Das erfindungsgemé&Be Verfahren wird hierliber stark vereinfacht, ist
apparativ signifikant weniger aufwendig und ist zeitlich stark verkirzt im Vergleich zu
den aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren.

Das erfindungsgeméBe Verfahren bedient sich eines 2-Phasensystems aus einer
Polymer- und einer Salz-Komponente. Dies hat den Vorteil, dass die verwendeten
Salze im Vergleich zu einer zweiten Polymer-Komponente (z.B. Dextran) bei einem
2-Phasensystem mit zwei unterschiedlichen Polymer-Komponenten relativ

kostengunstig sind.

Im Falle der vorliegenden Erfindung umfasst der Begriff 'Plasmid-DNA' neben
Plasmiden auch Cosmide sowie Phasmide, aber auch eukaryotische Vektoren, wie
z.B. Hefe-Vektoren wie etwa yeast artificial chromosomes (YAC's) und &hnliche
Strukturen. Der Begriff '‘Biomasse' umfasst im Sinne der vorliegenden Erfindung alle
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Lebensformen, die fahig sind, diese Plasmid-DNA zu tragen und zu vermehren bzw.

auf ihre Nachfahren weiterzugeben, wie z.B. Bakterien, Hefen, etc.

Die Gewinnung der Biomasse, welche die Plasmid-DNA tragt, erfolgt dabei durch
Zentrifugation eines entsprechenden Inkubationsansatzes oder jedwede andere
geeignete Methode zur Aufkonzentrierung der Biomasse. Solche Methoden so wie
deren Durchfiihrung sind dem Fachmann gelaufig. Die Resuspension der Biomasse,
2.B. des Bakterienpellets, sowie die alkalische Lyse der Biomasse laufen
anschlieBend ebenfalls in flir den Fachmann bekannter Art und Weise ab, z.B.
mittels der kommerziell erhaltichen QIAGEN Plasmid Kits und der darin
enthaltenden Resuspensions-Puffer P1 sowie Lyse-Puffer P2 (QIAGEN, Hilden,
Deutschland) oder sonstiger geeigneter Puffer, in einem dem Fachmann als geeignet
erscheinenden Behalter. Ublicherweise wird bis zu diesem Punkt entsprechend der
jeweiligen bekannten Vorschriften vorgegangen. Vorzugsweise enthalt der Lyse-

Puffer als eine der Komponenten Natriumdodecylsulfat (SDS).

Vorteilhafter- und Uberraschenderweise kann die Lyse der Biomasse sowie das Lysat
bei und nach Zugabe der Salz-Komponente ferner auch unter Bewegung des
Lyseansatzes bzw. Lysats, wie starkem Schitteln und/oder Rihren oder ahnlichem,
durchgefiihrt werden. Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren weisen
den Nachteil auf, dass die bei einer solchen Behandlung des Lyseansatzes bzw.
Lysats zwangslaufig durch Scherung entstehenden Fragmente von gDNA nicht in
befriedigendem MaBe von der zu isolierenden Plasmid-DNA getrennt werden
konnen. Daher wird eine solche Behandlung des Lyseansatzes bzw. Lysats vom
Fachmann fir gewodhnlich vermieden. In dem erfindungsgemaBen wassrigen 2-
Phasensystem werden jedoch auch die so entstehenden Fragmente von gDNA von
der Plasmid-DNA abgetrennt. Damit ergibt sich zum einen eine geringere Anfalligkeit
des Systems gegeniiber Verunreinigungen der Plasmid-DNA durch gDNA, des
weiteren erhoht Bewegung des Lyseansatzes, wie z.B. starkes Rilhren, Schitteln
oder ahnliches, zusatzlich vorteilhafterweise die Freisetzung der Plasmid-DNA aus
der Biomasse und die Bewegung des Lysats, wie z.B. starkes Ruhren, Schiutteln
oder ahnliches, bei und/oder nach Zugabe der erfindungsgemaBen Salz-
Komponente erhéht zusétzlich vorteilhafterweise die Freisetzung der Plasmid-DNA

aus den sich bildenden Prazipitatagglomeraten, was zu einer deutlichen Erhéhung
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der Ausbeute an Plasmid-DNA fuhrt. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die
durch Bewegung des Lyseansatzes bzw. Lysats gescherte gDNA im Vergleich zur
sonst Ublichen Kaliumacetat-Fallung nach der Lyse der Biomasse zu >90% aus der
Plasmid-DNA entfernt, besonders bevorzugt zu >95% und ganz besonders bevorzugt
zu >99%.

Zur Neutralisation des Ansatzes der alkalischen Lyse und zur Fallung der Proteine
wird nicht auf die fur den Fachmann Ublichen Substanzen, wie z.B. Kaliumacetat,
zurtickgegriffen. Erfindungsgeman wird der alkalische Lyseansatz vorteilhafterweise
mit der erfindungsgeméaBen Salz-Komponente neutralisiert. Die Salz-Komponente im
Sinne der Erfindung ist Kaliumphosphat, worunter erfindungsgeman
Trikaliumphosphat  (K3sPO,4), Dikaliumhydrogenphosphat (K.HPO,) und/oder
Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,4) verstanden werden. Vorzugsweise wird der
alkalische Lyseansatz ausschlieBlich mit einem dieser oder einer Mischung dieser
Kaliumphosphate versetzt. Besonders bevorzugt wird Ko:HPO, und/oder KH,PO,
verwendet. Das erfindungsgeméaBe Verfahren ermdéglicht bei Verwendung von SDS
im Lyse-Puffer ferner die Fallung von Proteinen in Form von Kaliumdodecylsuifat

(KDS)-Protein-Komplexen aus dem Lyseansatz.

Erfindungsgeméan wird die Salz-Komponente so eingesetzt, dass sich in Verbindung
mit einer der erfindungsgeméBen Polymer-Komponenten-Zusammensetzungen und
—Konzentrationen ein 2-Phasensystem ausbildet, wobei jedoch die Konzentration der
Salz-Komponente, bei der die Plasmid-DNA aus der Unterphase (Salzphase), in der
sie sich bei niedrigeren Konzentrationen befindet, in die Oberphase (Polymer-Phase)
wechselt, nicht Uberschritten wird und Kontaminanten wie RNA und gDNA in der
Oberphase bzw. in der Interphase verbleiben. Es ist wohlbekannt, dass 2-
Phasensysteme erst bei Uberschreiten von Grenzkonzentrationen auftreten. Der
Verlauf solcher Grenzkonzentrationen kann in einem Phasendiagramm dargestellt

werden. Dies ist fir den Fachmann leicht zu bewerkstelligen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die
Abreicherung der Kontaminante RNA >80% aus der Plasmid-DNA im Vergleich zur

ublicherweise verwendeten Kaliumacetat-Féllung nach der Lyse der Biomasse,
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besonders bevorzugt' ist die Abreicherung der Kontaminante RNA >85% und ganz
besonders bevorzugt ist die Abreicherung der Kontaminante RNA >90%.

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren wird das Kaliumphosphat vorzugsweise in
Form eines Puffers zugefiihrt. Dabei enthalt der Puffer besonders bevorzugt ein
Gemisch aus K:HPO,; und KH,PO4. Die erfindungsgeméaBen Puffer werden mit
einem pH-Wert im Bereich von pH 5,8 bis pH 8,5 und bevorzugt mit einem pH Wert
im Bereich von pH 6,5 bis pH 8 eingesetzt. Beispielsweise ist eine
Zusammensetzung 3,83 M KHPO, und 2,45 M KH,PO, (es ergibt sich ein pH-Wert
von ca. 7) im erfindungsgemaBen Verfahren besonders bevorzugt anwendbar. Dabei
werden K;HPO,4 und KH,PO,4 bezogen auf das 2-Phasensystem in einer Gesamt-
Konzentration von 5 — 30 %(w/w) eingesetzt, vorzugsweise in einer Gesamt-
Konzentration von 10 - 25 %(w/w) und besonders bevorzugt in einer Gesamt-
Konzentration von 20 %(w/w). Die Zugabe des Kaliumphosphats erfolgt flr
gewodhnlich in einem Temperaturbereich zwischen eisgekihlt und Raumtemperatur.
Raumtemperatur im Sinne der vorliegenden Erfindung bezeichnet einen
Temperaturbereich von 18 bis 25 °C. Vorzugsweise wird im erfindungsgemafien
Verfahren ein eisgekihiter Phosphatpuffer eingesetzt. Eine lange Inkubationszeit ist
vorteilhafterweise nach der Zugabe des Kaliumphosphats nicht erforderlich,
entscheidend ist eine mdglichst vollstandige und gleichméBige Durchmischung der
Lésung nach der Zugabe. Ublicherweise betragt die Inkubationsdauer etwa 5 bis 15
Minuten. Vorzugsweise wird der Ansatz, wie oben erwahnt, wahrend und/oder nach
der Zugabe der Salz-Komponente bewegt, wie z.B. stark geschuttelt, geriihrt oder

ahnliches.

Bei der Polymer-Komponente im Sinne der Erfindung handelt es sich um PEG. Ein
weiteres wesentliches Merkmal des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dass
Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von im rechnerischen Mittel 600 bis
1000 g/mol, vorzugsweise von im rechnerischen Mittel 700 - 900 g/mol und
besonders bevorzugt von im rechnerischen Mittel 750 - 880 g/mol, als eine der
beiden Komponenten des 2-Phasensystems eingesetzt wird. Das eingesetzte PEG
besteht in der vorliegenden Erfindung vorzugsweise aus einem Gemisch aus
Polyethylenglykol mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 600 g/mol
(PEG 600) und Polyethylenglykol mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von
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1000 g/mol (PEG 1000). Beide PEG sind kommerziell erhaltlich (z.B. Fluka, Buchs,
Schweiz). Das einsatzfertige PEG-Gemisch besteht dabei aus 30 — 50 %(w/w)
PEG 600 und 50 — 70 %(w/w) PEG 1000, vorzugsweise 33 — 45 %(w/w) PEG 600
und 55 — 67 %(w/w) PEG 1000, besonders bevorzugt aus 36 — 40 %(w/w) PEG 600
und 60 — 64 %(w/w) PEG 1000 und ganz besonders bevorzugt aus 38 %(w/w)
PEG 600 und 62 %(w/w) PEG 1000.

Die Konzentration des PEG im erfindungsgeméaBen wassrigen 2-Phasensystem wird
so gewahlt, dass sich mit der Salz-Komponente zwei Phasen ausbilden, wobei
jedoch die PEG-Konzentration, bei der die Plasmid-DNA aus der Unterphase, in der
sie sich bei niedrigeren Konzentrationen befinden, in die Oberphase wechseln, nicht
Oberschritten wird. Vorzugsweise betragt der PEG-Gehalt aber mindestens 10
%(w/w) und wird nach oben begrenzt durch die Konzentration von PEG, bei der die
Plasmid-DNA aus der Unterphase, in der sie sich bei niedrigeren Konzentrationen
befinden, in die Oberphase wechseln. Nach der Zugabe von PEG sollte die Lésung
vorzugsweise eine Temperatur von 10 bis 50 °C aufweisen, besonders bevorzugt
eine Temperatur von 15 bis 40°C. Die Plasmid-DNA findet sich nach Ausbildung der
Phasen, was je nach Volumen des Ansatzes einige Minuten bis Stunden in Anspruch
nimmt, in der salzhaltigen Unterphase. Die Ausbildung der Phasen kann optional
durch Zentrifugation des Ansatzes beschleunigt werden, wodurch es
vorteilhafterweise zu einer weiteren zeitlichen Verkirzung des erfindungsgeméaBen
Verfahrens kommt. Die Bedingungen, unter welchen man einen solchen
Zentrifugationsschritt durchfuhrt, sind dem Fachmann gelaufig.

Wassrige 2-Phasensysteme haben gegentiber Phasensystemen, die auf der Basis
von Matrizes oder anderen festen Phasen arbeiten, den Vorteil, dass sie eine
weitaus hohere Kapazitat fur die aufzureinigende Plasmid-DNA, welche praktisch nur
durch die Léslichkeit in den Phasen begrenzt ist, aufweisen. Weiterhin ist das
Verfahren aufgrund extrem simpler Apparaturen nahezu beliebig dimensionierbar.
Aber erst mit den hier beanspruchten Vereinfachungen kénnen jedoch sowohl eine
Automatisierung als auch unabhangig davon eine Produktion im industriellen
Mafstab, beispielsweise zur Produktion von mehr als 2 g Plasmid-DNA pro
Lyseansatz, leicht erreicht werden. Ebenso kann mit der vorliegenden Erfindung
vorteilhafterweise die Plasmid-DNA in sehr hohem MaBe von Proteinen, RNA und
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gDNA befreit werden. Plasmid-DNA, welche nach dem erfindungsgemaBen
Verfahren isoliert wird, kann nach einem weiteren Reinigungsschritt (beispielsweise
uber QIAGEN-Resin, QIAGEN, Hilden, Deutschland) problemlos in der Gentherapie
oder der genetischen Vakzinierung eingesetzt werden. So kénnen vorteilhafterweise
groBe Mengen hochreiner Plasmid-DNA mit sehr geringem apparativen Aufwand
unter Verwendung nicht-toxischer Substanzen und bei Anfall vergleichsweise
geringer Kosten produziert werden. Hierzu sei erwahnt, dass die im
erfindungsgemaBen 2-Phasensystem eingesetzten Substanzen z.B. im Vergleich zu
anderen Isolierungsmethoden, wie z.B. CsClI-Dichtegradienten-Zentrifugation oder
Phenolextraktion, jedoch unbedenklich sind und vollstandig und leicht aus der

aufgereinigten Plasmid-DNA entfernt werden kénnen.

Einer der groBen Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dass es
Uberraschenderweise zu einer Abreicherung von open circular Plasmid-DNA
(ocDNA) aus der zu isolierenden Plasmid-DNA kommt. Die mit dem
erfindungsgemaBen Verfahren isolierte Plasmid-DNA weist im Vergleich zu Plasmid-
DNA, welche mit aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren isoliert wurde,
einen kleineren Anteil der Kontaminante ocDNA auf im Vergleich zur bevorzugten
supercoiled-Form (scDNA). Dieses Verfahren zeigt somit eine Selektivitat zur
Trennung von Plasmid-Topoisomeren, also von ocDNA und scDNA. Gerade diese
Trennung der Plasmid-Topoisomere sowie die bereits erwahnte Abreicherung der
gDNA sind besonders bei einer Isolierung von Plasmid-DNA im industriellen MaBstab
und bei nachfolgender klinischer Verwendung der Plasmid-DNA bei einigen
Applikationen von groBer Bedeutung und mit den bisherigen Verfahren zur Isolierung
von Plasmid-DNA nicht in befriedigendem MaRBe zu erreichen.

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgeméaBen Verfahrens wird die die
Plasmid-DNA enthaltende Unterphase entstehend in Schritt d) von der die
Kontaminanten enthaltenden Oberphase getrennt. Darauf hin wird die Unterphase
durch die Zugabe der Salz-Komponente in der Form, dass sich eine Konzentration
der Salz-Komponente geman Schritt ¢) ergibt, und anschlieBend durch die Zugabe
der Polymer-Komponente gemaB Schritt d) wieder zur Bildung eines 2-
Phasensystems ausgerichtet. Bei dieser Wiederholung des letzten Teils des
erfindungsgemaBen Verfahrens wird nach der Zugabe der Polymer-Komponente das
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Gemisch nochmals durchmischt und die Phasenausbildung abgewartet. Die Plasmid-
DNA findet sich auch hier in der Unterphase. Dieser Schritt kann optional einmal
oder in einer dem Fachmann sinnvoll erscheinenden Anzahl durchgefihrt werden.
Die Durchfuhrung dieses optionalen Schrittes fahrt zu einer wiederholten Reinigung
der Plasmid-DNA und damit zu einer weiteren Abreicherung von Kontaminanten, wie
z.B. RNA, aus der Plasmid-DNA. Der oder die zusétzliche(n) Reinigungsschritt(e)

umfassen folgende Schritte:

e) die Trennung der Unterphase entstehend in Schritt d) von der in
Schritt d) entstehenden und die Kontaminanten enthaltenden

Oberphase,

f) Zusatz der Salz-Komponente in der Form, dass sich eine
Konzentration der Salz-Komponente geman Schritt ¢) ergibt

g) erneuter Zusatz der Polymer-Komponente geman Schritt d),
h) durchmischen der Lésung, Phasenausbildung abwarten.

Im Anschluss an das erfindungsgeméaBe Verfahren muss die Plasmid-DNA noch aus
der in Schritt d) entstehenden Unterphase gewonnen werden. Die Isolierung und
Entsalzung der Plasmid-DNA aus der in Schritt d) entstehenden Unterphase erfolgt
ublicherweise durch Ultrafiltration/Diafiltration. Es kann jedoch im Sinne der
vorliegenden Erfindung auch jede weitere dem Fachmann sinnvoll erscheinende
Methode zur Isolierung und/oder Entsalzung der Plasmid-DNA aus der Unterphase
verwendet werden.

In einer alternativen Ausfihrungsform kann in dem erfindungsgemaBen Verfahren
auch anstelle der Biomasse als Ausgangsmaterial ein geklartes Lysat, welches die
zu isolierenden Plasmid-DNA enthalt, eingesetzt werden. In dieser Ausfihrungsform
der Erfindung entfallt naturgeman der Lyse-Schritt bzw. findet nach dem Lyse-Schritt
zusatzlich ein Klarung des Lysats statt. Alle dem Fachmann als geeignet
erscheinenden Methoden konnen zur Herstellung eines geklarten Lysats

angewendet werden. Eine im Stand der Technik Ubliche Methode ist die Klarung des
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Lysats durch Fallung mit Kaliumacetaf und anschlieBende Zentrifugation des
Gemisches zur Abtrennung des entstehenden Prézipitats. Fur diesen Fall wird das
geklarte Lysat zun&chst mit Kaliumphosphat entsprechend der oben gemachten
Angaben versetzt und anschlieBend erfindungsgemaB mit PEG versetzt. Alle
weiteren Schritte sind identisch zu dem erfindungsgeméaBen Verfahren, in dem als
Ausgangspunkt Biomasse eingesetzt wird. Wird der oben beschriebene
Fallungsschritt zur Klarung des Lysats mit Kaliumphosphat durchgefihrt, erfolgt die
Zugabe von PEG wie beschrieben direkt zum geklarten Lysat. Alle weiteren Schritte
sind identisch zu dem erfindungsgeméBen Verfahren, in dem als Ausgangspunkt
Biomasse eingesetzt wird. Die Versuchsbedingungen, welche fiir eine
Fallungsreaktion wie oben beschrieben sowohl bei Verwendung von Kaliumphosphat
als auch bei Verwendung von Kaliumacetat erforderlich sind, sind dem Fachmann

wohlbekannt.

Erlauterung der Abbildung

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse der Isolierung von pCMVp aus E.coli DH50 nach
dem erfindungsgeméBen Verfahren (siehe Beispiel 1) in Form einer
Gelelektrophorese (0,8% Agarose). In Spur 1 ist ein Langenstandard zu sehen,
Spur 2 zeigt die unbehandelte Oberphase, in der sich massiv RNA findet. Plasmid-
DNA konnte in der Oberphase nicht nachgewiesen werden. Spur 3 zeigt die
unbehandelte Unterphase, in der sich das Plasmid stark angereichert findet (groBe
unscharfe Bande), RNA konnte hier nicht nachgewiesen werden. Spur 4 zeigt die
Unterphase nach Entsalzung mittels Ultrafiltration. Auch hier kann nur Plasmid-DNA
nachgewiesen werden, groBtenteils liegt das Plasmid in der gewlinschten
supercoiled-Form (scDNA) vor, Spuren von open circular Plasmid-DNA (ocDNA)
konnten ebenfalls nachgewiesen werden. Spur 5 zeigt einen pCMVp-Standard
(18 ug/ml) und Spur 6 zeigt einen gDNA-Standard (23 ug/ml).
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Beispiel 1: Gewinnung von pCMVP aus E.coli DH5q

Zur lIsolierung des Plasmids pCMVP wurden 0,6 g Biomasse aus einer
Ubernachtkultur von E.coli DH5¢a. (1 | LB-Medium: 5 g/I Hefeextrakt, 10 g/l Trypton,
85,6 mM NaCl) durch Zentrifugation (5000 x g, 10 min, 4°C) gewonnen. 6,9 ml des
Resuspensions-Puffers P1 (QIAGEN, Hilden, Deutschland) wurden hinzugefigt und
das Bakterienpellet durch kraftiges Schitteln bei Raumtemperatur resuspendiert.
Nach vollistandiger Resuspension wurden 7,5 mi Lyse-Puffer P2 (QIAGEN, Hilden,
Deutschland; Raumtemperatur) hinzugefugt und durch mehrmaliges Invertieren
vermischt. Nach 5 min wurde der gesamte Ansatz mit KoHPO4/KH.PO,-Puffer (2,5 g
KH,PQ,, 5 g KoHPO4, 7,5 mi HxO; pH 7; eisgekiihlt) versetzt, vorsichtig invertiert und
10 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurde der gesamte Ansatz auf
Raumtemperatur erwarmt, PEG (2,137 g PEG 600, 3,488 g PEG 1000, 1,875 ml
H.0) wurde zugefigt und vorsichtig vermischt. Die Phasenseparation dauerte
wenige Minuten.

In der Unterphase konnte mittels Gelelektrophorese keine gDNA und keine RNA
nachgewiesen werden. Die Bande der Plasmid-DNA erscheint in der Abbildung 1
(Spur 3) untypisch grof3 und unscharf aufgrund der hohen Salzkonzentration in der
Unterphase. Entsalzung der Unterphase mittels Ultrafiltration (Spur 4) fihrte zu einer
entsprechend distinkten Bande, welche nahezu dem Plasmid-Standard entspricht
(Spur 5). Genomische DNA und Proteine finden sich im Kaliumdodecylsulfat (KDS)-
Flockulat und in der Interphase.

Beispiel 2: Gewinnung von pCMVB aus E.coli DH5a (20% PEG; 12% Phosphat)

Zur Isolierung des Plasmids pCMVB wurde eine 10%ige (w/w) Biomassesuspension
(E.coli DH5¢) in Resuspensions-Puffer P1 (QIAGEN, Hilden, Deutschland) durch
kraftiges Schitteln bei Raumtemperatur hergestelit. Nach volisténdiger
Resuspension wurden 10 g von diesem Ansatz mit 10 mi Lyse-Puffer P2 (QIAGEN,
Hilden, Deutschland; Raumtemperatur) vermischt und mehrmals invertiert. Nach
5 min wurde der gesamte Ansatz mit KoHPOJ/KH,PO,-Puffer (2 g KHxPO4; 4 g
KoHPO4;, 6 ml HO; pH 7,4; eisgekihit) versetzt, und 10 min auf einem
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Uberkopfschittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde der gesamte
Ansatz auf Raumtemperatur erwarmt, PEG (3,8 g PEG 600; 6,2 g PEG 1000;
8,003 ml H,0) wurde zugefiigt und weitere 10 min auf einem Uberkopfschiittler bei
Raumtemperatur vermischt. Durch Zentrifugation fur 5 min bei 1300 x g wurde die
Phasenseparation beschleunigt. Die resultierende Unterphase hatte ein Volumen von

etwa 15 ml.

Die Analytik erfolgte mittels HPLC (HP1090, Agilent, Waldbronn, Deutschland) und
Source 15PHE 4.6/100 (Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland) unter Einsatz
eines (NH4)2.SO4-Gradienten. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung bei
260 nm. Folgende Werte wurden fur die Unterphase des 2-Phasensystems ermittelt:
44 ug/ml Plasmid-DNA und 123 pg/ml RNA.

Diese Werte wurden mit den Werten aus einem geklarten Lysat verglichen. Zur
Herstellung dieses geklarten Lysats wurde 1 ml der anfangs beschriebenen 10%igen
Biomassesuspension mit 1 ml Lyse-Puffer P2 (QIAGEN, Hilden, Deutschland;
Raumtemperatur) durch mehrmaliges Invertieren vermischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml Neutralisationspuffer P3
(QIAGEN, Hilden, Deutschland; eisgekiihit) zugegeben und 10 min auf einem
Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min,
1300 x g, Raumtemperatur) wurde die Plasmid- sowie die RNA-Konzentration im
Uberstand (geklartes Lysat) mittels HPLC gemessen. Die eingesetzte Biomasse
enthielt im geklarten Lysat 710 xg Plasmid-DNA pro g Biomasse sowie 11 mg RNA
pro g Biomasse.

Bezogen auf die Ausgangswerte der Biomasse im geklarten Lysat ergeben sich fir
das 2-Phasensystem 93% Plasmid-Ausbeute und 83% RNA-Abreicherung.

Beispiel 3: Gewinnung von pCMVRB aus E.coli DH5a (13% PEG: 16% Phosphat)

Zur Isolierung des Plasmids pCMVB wurde eine 10%ige (w/w) Biomassesuspension
(E.coli DH5¢) in Resuspensions-Puffer P1 (QIAGEN, Hilden, Deutschland) durch
kraftiges Schitteln  bei Raumtemperatur hergestellt. Nach vollstandiger
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Resuspension wurden 10 g von diesem Ansatz mit 10 ml Lyse-Puffer P2 (QIAGEN,
Hilden, Deutschland; Raumtemperatur) vermischt und mehrmals invertiert. Nach
5 min wurde der gesamte Ansatz mit K;HPO,/KH,PO,-Puffer (2,666 g KH,POy;
5,333 g KoHPO4; 8 mi HxO; pH 7,4; eisgekihlt) versetzt und 10 min auf einem
Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde der gesamte
Ansatz auf Raumtemperatur erwarmt, PEG (2,471 g PEG 600; 4,032 g PEG 1000;
7,498 ml H,0) wurde zugeflugt und weitere 10 min auf einem Uberkopfschdittler bei
Raumtemperatur vermischt. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 1300 x g wurde die
Phasenseparation beschleunigt. Die resultierende Unterphase hatte ein Volumen von

etwa 25 ml.

Die Analytik erfolgte mittels HPLC (HP1090, Agilent, Waldbronn, Deutschland) und
Source 15PHE 4.6/100 (Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland) unter Einsatz
eines (NH,4),SO,4-Gradienten. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung bei
260 nm. Folgende Werte wurden fir die Unterphase des 2-Phasensystems ermittelt:
28,4 ug/ml Plasmid-DNA und 187 ug/ml RNA.

Diese Werte wurden mit den Werten aus einem geklarten Lysat verglichen. Zur
Herstellung dieses geklarten Lysats wurde 1 ml der anfangs beschriebenen 10%igen
Biomassesuspension mit 1 ml Lyse-Puffer P2 (QIAGEN, Hilden, Deutschland;
Raumtemperatur) durch mehrmaliges Invertieren vermischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml Neutralisationspuffer P3
(QIAGEN, Hilden, Deutschland; eisgekihlt) zugegeben und 10 min auf einem
Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min,
1300 x g, Raumtemperatur) wurde die Plasmid- sowie die RNA-Konzentration im
Uberstand (geklartes Lysat) mittels HPLC gemessen. Die eingesetzte Biomasse
enthielt im geklarten Lysat 710 ng Plasmid-DNA pro g Biomasse sowie 11 mg RNA
pro g Biomasse.

Bezogen auf die Ausgangswerte der Biomasse im geklarten Lysat ergeben sich far
das 2-Phasensystem >99% Plasmid-Ausbeute und 58% RNA-Abreicherung.
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Beispiel 4: Gewinnung von pCMVB aus E.coli DH5¢a. (30% PEG. 10% Phosphat)

Zur Isolierung des Plasmids pCMVRB wurde eine 10%ige (w/w) Biomassesuspension
(E.coli DH5¢) in Resuspensions-Puffer P1 (QIAGEN, Hilden, Deutschland) durch
kraftiges Schitteln bei Raumtemperatur hergestellt. Nach vollstandiger
Resuspension wurden 10 g von diesem Ansatz mit 10 ml Lyse-Puffer P2 (QIAGEN,
Hilden, Deutschland; Raumtemperatur) vermischt und mehrmals invertiert. Nach
5 min wurde der gesamte Ansatz mit KoHPOJ/KH,PO4-Puffer (1,666 g KH.POy;
3,333 g KoHPQy4; 5 ml HO; pH 7,4; eisgekihlt) versetzt und 10 min auf einem
Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde der gesamte
Ansatz auf Raumtemperatur erwarmt, PEG (5,7 g PEG 600; 9,3 g PEG 1000; 5 ml
H-O) wurde zugefigt und in einem Wasserbad bei 40°C fur 15 min und unter
mehrmaligem Invertieren temperiert. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 1300 x g
wurde die Phasenseparation beschleunigt. Die resultierende Unterphase hatte ein

Volumen von etwa 11 ml.

Die Analytik erfolgte mittels HPLC (HP1090, Agilent, Waldbronn, Deutschland) und
Source 15PHE 4.6/100 (Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland) unter Einsatz
eines (NH,4).SO,4-Gradienten. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung bei
260 nm. Folgende Werte wurden fur die Unterphase ermittelt: 61,8 yg/ml Plasmid-
DNA und 173 ug/ml RNA.

Diese Werte wurden mit den Werten aus einem geklarten Lysat verglichen. Zur
Herstellung dieses geklarten Lysats wurde 1 mi der anfangs beschriebenen 10%igen
Biomassesuspension mit 1 ml Lyse-Puffer P2 (QIAGEN, Hilden, Deutschland;
Raumtemperatur) durch mehrmaliges Invertieren vermischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml Neutralisationspuffer P3
(QIAGEN, Hilden, Deutschland; eisgekiihlt) zugegeben und 10 min auf einem
Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min,
1300 x g, Raumtemperatur) wurde die Plasmid- sowie die RNA-Konzentration im
Uberstand (geklartes Lysat) mittels HPLC gemessen. Die eingesetzte Biomasse
enthielt im geklarten Lysat 710 ug Plasmid-DNA pro g Biomasse sowie 11 mg RNA

pro g Biomasse.
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Bezogen auf die Ausgangswerte der Biomasse im geklarten Lysat ergeben sich fir
das 2-Phasensystem 96% Plasmid-Ausbeute und 83% RNA-Abreicherung.

Beispiel 5: Abreicherung von gDNA

Durch Einwiegen von 4 g Resuspensions-Puffer P1 (QIAGEN, Hilden, Deutschland)
und 1 g Biomasse (E.coli DH5a, kein Plasmid enthaltend) wurde eine 20%ige
Biomassesuspension hergestellt. Diese wurde mit Ultraschall (Branson Sonifier 250,
mit Konverter Typ 102, Einstellungen: Cylce 40%,; Intensitat 4, 2 mal 3 min) auf Eis
aufgeschlossen. Die gDNA wurde hierdurch aus der Zelle freigesetzt und stark
geschert bzw. fragmentiert. AnschlieBend wurde der Ansatz 10 min bei 5000 x g und
4°C zentrifugiert. 300 ug vom Uberstand wurden mit 300 ul Lyse-Puffer P2 (QIAGEN,
Hilden, Deutschland; Raumtemperatur) versetzt und vermischt. Nach 5 min wurde
der gesamte Ansatz mit K;HPO4/KH,PO4-Puffer (100 ug KH2PO4; 200 ug KoHPOy;
300 ul H,0; pH 7,4; eisgekiihlt) vermischt, und 10 min auf einem Uberkopfschiittler
bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde der gesamte Ansatz auf
Raumtemperatur erwarmt, PEG (85,5 ug PEG 600; 139,5 ug PEG 1000; 75 ul H20)
wurde zugefigt und weitere 10 min auf einem Uberkopfschittler bei Raumtemperatur
vermischt. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 1300 x g wurde die Phasenseparation
beschleunigt. Die Unterphase hatte ein Volumen von etwa 0.75 ml.

Die Analytik erfolgte mittels HPLC (HP1090, Agilent, Waldbronn, Deutschiand) und
Source 15PHE 4.6/100 (Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland) unter Einsatz
eines (NH4)2SO,4-Gradienten. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung bei
260 nm. Die gDNA-Konzentration im Aufschlussiiberstand (Zentrifugation nach
Ultraschall-Behandlung) wurde mit 433 ug gDNA/mI bestimmt. In der Unterphase des
2-Phasensystems wurde mittels HPLC eine Restkonzentration von 1,7ug gDNA/mI
ermittelt, was einer Abreicherung von >99% stark gescherter gDNA entspricht.
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Patentanspriiche

1.

Verfahren zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus Biomasse mittels eines
wassrigen 2-Phasensystems mit einer Polymer- und einer Salz-Komponente,
dadurch gekennzeichnet, dass die Resuspension der eingesetzten Biomasse,
die alkalische Lyse der Biomasse, die Neutralisation des alkalischen
Lyseansatzes und die Trennung der Plasmid-DNA von den Kontaminanten in
einem einzigen ReaktionsgeféB durchgefiihrt wird, umfassend die folgenden
Schritte:

a) Resuspension der Biomasse,

b) Zugabe von Lyse-Puffer, Inkubation fur einen zur Lyse der Biomasse
ausreichend langen Zeitraum,

c) Zugabe der Salz-Komponente, Inkubation flr einen ausreichend langen
Zeitraum,

d) Zugabe der Polymer-Komponente, durchmischen der L&sung,
Phasenausbildung abwarten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Polymer-

Komponente des wassrigen 2-Phasensystems Polyethylenglykol (PEG)

verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das eingesetzte
PEG ein Molekulargewicht von im rechnerischen Mittel 600 bis 1000 g/mol,
vorzugsweise von im rechnerischen Mittel 700 - 900 g/mol und besonders
bevorzugt von im rechnerischen Mittel 750 - 880 g/mol, aufweist.
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das eingesetzte

PEG eine Mischung aus 30 — 50 %(w/w) PEG mit einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 600 g/mol (PEG 600) und 50 — 70 %(w/w) PEG mit
einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 1000 g/mol (PEG 1000),
vorzugsweise aus 33 — 45 %(w/w) PEG 600 und 55 — 67 %(w/w) PEG 1000,
besonders bevorzugt aus 36 — 40 %(w/w) PEG 600 und 60 — 64 %(w/w) PEG
1000 und ganz besonders bevorzugt aus 38 %(w/w) PEG 600 und 62 %(w/w)
PEG 1000 darstellt.

. Verfahren nach einem der Anspriche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass

die Konzentration des PEG so gewahlt wird, dass sie mindestens so hoch ist,
dass sich mit der Salz-Komponente des 2-Phasensystems zwei Phasen
ausbilden, und maximal so hoch ist, dass die Konzentration, bei der die
Plasmid-DNA aus der Unterphase in die Oberphase wechselt, nicht
uberschritten wird und Kontaminanten wie RNA und gDNA in der Oberphase

bzw. in der Interphase verbleiben.

. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Gehalt von

PEG mindestens 10 %(w/w) und maximal so hoch ist, dass die Konzentration,
bei der die Plasmid-DNA aus der Unterphase in die Oberphase wechselt, nicht
uberschritten wird und Kontaminanten wie RNA und gDNA in der Oberphase
bzw. in der Interphase verbleiben.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Salz-

Komponente  Trikaliumphosphat  (K3PO,), Dikaliumhydrogenphosphat
(K2HPOQOy4) und/oder Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQ,), bevorzugt KoHPO,
und/oder KH,PO4, verwendet werden.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Salz-

Komponente in Form einer Pufferlésung zugefuhrt wird, vorzugsweise als
KgH PO4/KH2PO4-Puffer.
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9. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass
die Konzentration der Salz-Komponente so gewahit wird, dass sie mindestens
so hoch ist, dass sich mit der Polymer-Komponente des 2-Phasensystems
zwei Phasen ausbilden, und maximal so hoch ist, dass die Konzentration der
Salz-Komponente, bei der die Plasmid-DNA aus der Unterphase in die
Oberphase wechselt, nicht Gberschritten wird und Kontaminanten wie RNA
und gDNA in der Oberphase bzw. in der Interphase verbleiben. '

10.Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass KoHPQ,4 und/oder
KH2POy4 in einer Gesamt-Konzentration von 5 — 30 %(w/w), bevorzugt in einer
Gesamt-Konzentration von 10 - 25 %(w/w) und besonders bevorzugt in einer
Gesamt-Konzentration von 20 %(w/w) eingesetzt werden.

11.Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass
das Puffersystem der Salz-Komponente einen pH-Wert im Bereich von pH 5,8
bis pH 8,5 und bevorzugt einen pH-Wert im Bereich von pH 6,5 bis pH 8

aufweist.

12.Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass
zur Neutralisation des alkalischen Lyseansatzes K3PQO4, K>HPO, und/oder
KH2PO,, vorzugsweise ausschlieBlich die Salz-Komponente(n) des wéassrigen
2-Phasensystems, eingesetzt werden.

13.Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass
die zu isolierende Plasmid-DNA Plasmide, Cosmide, Phasmide sowie
eukaryotische Vektoren umfasst.

14.Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
eukaryotischen Vektoren Hefe-Vektoren sind.

15.Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass
die eingesetzte Biomasse alle Lebensformen umfasst, die fahig sind, die
Plasmid-DNA zu tragen und zu vermehren bzw. auf ihre Nachfahren

weiterzugeben, bevorzugt handelt es sich um Bakterien und/oder Hefen.
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16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass
die eingesetzte Biomasse mittels einer alkalischen Lyse, bevorzugt mit einem
Puffer enthaltend Natriumdodecyisulfat (SDS), in an sich bekannter Weise

aufgeschlossen wird.

17.Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Biomasse

unter Bewegung des Lyseansatzes lysiert wird.

18.Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass anstelle der
Biomasse ein geklartes Lysat als Ausgangsmaterial verwendet wird.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass
die Unterphase entstehend in Schritt d) aus Anspruch 1 zusatzlich mindestens

einmal von Kontaminanten gereinigt wird.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der oder die

zusatzliche(n) Reinigungsschritt(e) umfassen:

e) die Trennung der Unterphase entstehend in Schritt d) aus
Anspruch 1 von der in Schritt d) aus Anspruch 1 entstehenden und
die Kontaminanten enthaltenden Oberphase,

f) Zusatz der Salz-Komponente in der Form, dass sich eine
Konzentration der Salz-Komponente gemaB Schritt c) aus

Anspruch 1 ergibt

g) erneuter Zusatz der Polymer-Komponente geméaB Schritt d) aus
Anspruch 1,

h) durchmischen der Lésung, Phasenausbildung abwarten.
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21.Verfahren nach einem der Anspriche 1, 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet,
dass die Isolierung und Entsalzung der Plasmid-DNA aus der Unterphase,
entstehend in Schritt d) aus Anspruch 1, durch Ultrafiltration/Diafiltration

erfolgt.

22.Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Ausbildung
der Phasen in Schritt d) aus Anspruch 1 durch Zentrifugation des Ansatzes

beschleunigt wird.

28.Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus
Schritt ¢) aus Anspruch 1 wahrend und/oder nach der Zugabe der Salz-

Komponente bewegt wird.

24 .Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass

das Verfahren in einem automatisierten Prozess eingesetzt wird.

25.Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass
Plasmid-DNA im industriellen MaBstab, vorzugsweise zur Produktion einer

Menge von mehr als 2 g Plasmid-DNA pro Lyseansatz, hergestellt wird.

26.Plasmid-DNA, dadurch gekennzeichnet, dass diese mittels eines Verfahrens

gemanf der Anspriche 1 bis 25 isoliert wurde.

27.Verwendung der Plasmid-DNA geméaR Anspruch 26 in der Gentherapie oder
in der genetischen Vakzinierung.
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28.Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens geman einem der Anspriiche 1 bis 25

enthaltend die Komponenten:

a) PEG und/oder

b) Kaliumphosphat-Puffer und/oder

c) Alkalischer Lyse-Puffer und/oder

d) Resuspensions-Puffer.
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Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

Gemas Artike! 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

1. Anspriche Nr.

7
weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behérde nicht verpflichtet ist, ndmlich

Obwoh1 der Anspruch 27 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kérpers bezieht, wurde die Recherche durchgefiihrt und
grindete sich auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspriche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, ndmlich

3. D Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abh&ngige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestelit, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

1. I:I Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche.

2 D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine
’ zusétzliche Recherchengeblihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer soichen Gebihr aufgefordert.

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fir die Geblhren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4, ]___\ Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebuihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese istin folgenden Ansprichen er—
fapt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I:' Die zusétzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusétzlicher Recherchengebiihren erfoigte ohne Widerspruch.
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