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Beschreibung
Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung extra-chromosomaler DNA von anderen
zellularen Bestandteilen, z.B. RNA, genomischer DNA, Proteinen und Endotoxinen. Insbesondere betrifft die
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von extra-chromosomaler DNA in pharmazeutischer Qualitat, ohne die
extra-chromosomale DNA einem RNA-Verdau auszusetzen. Die Erfindung betrifft ebenfalls extra-chromoso-
male DNA, die durch das Verfahren hergestellt wird, und Pharmazeutika, die aus solch einer extrachromoso-
malen DNA abgeleitet sind, z.B. DNA-Impfstoffe oder Gentherapieprodukte. Die Erfindung betrifft ebenfalls ein
Verfahren zum Erzeugen extrachromosomaler DNA mit hohem Reinheitsgrad und in guten Ausbeuten.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Extra-chromosomale DNA, wie z.B. Plasmid-DNA, gewinnt selbst an zunehmender Bedeutung als ein
Biopharmazeutikum. Als eine Konsequenz besteht der Bedarf, gro3e Mengen solch einer extra-chromosoma-
len DNA mit hohem Reinheitsgrad und in guten Ausbeuten zu erzeugen.

[0003] Reinigungsschemata, die die Verwendung grof3er Mengen an entziindbaren organischen Losungsmit-
teln (z.B. Ethanol und Isopropanol) und toxische Chemikalien (z.B. Ethidiumbromid, Phenol und Chloroform)
einschlielen, oder Techniken, wie z.B. Ultrazentrifugation und "Spinsaulen", solange fir die Erzeugung kleiner
Mengen an Untersuchungsmaterial angemessen, sind im allgemeinen nicht geeignet zur Erzeugung von
Quantitaten an bendétigtem Material fir biopharmazeutische Anwendungen.

[0004] Zusatzlich schlielen viele der gegenwartigen Plasmid-Aufreinigungsverfahren die Zugabe von RNa-
sen, typischerweise von bovinem Ursprung, ein. Materialien, die aus bovinen Quellen stammen, sind aufgrund
von Bedenken hinsichtlich boviner spongiformer Enzephalopathien (BSE's) zunehmend unerwiinscht in der
Herstellung von Pharmazeutika.

[0005] Im allgemeinen kdnnen Plasmid-Aufreinigungsverfahren zwei verschiedene Arbeitsgdnge umfassen:
Einen ersten Arbeitsgang, der die Freisetzung der Plasmid-DNA von deren Zellen einschlie3t, um ein Lysat zu
bilden; und einen zweiten Arbeitsgang, der das Trennen und Aufreinigen der Plasmid-DNA von den anderen
zellularen Bestandteilen des Lysats einschlief3t.

[0006] Der am haufigsten vorkommende Weg fiir die Implementierung des ersten Arbeitsgangs (siehe
Fig. 1a) ist das Freisetzen der Plasmid-DNA durch entweder:
i) Aufkochen; oder
i) Verwenden einer durch alkalischen pH und Detergenz vermittelten Solubilisierung der bakteriellen Zell-
membranen.

[0007] Der zweite Arbeitsgang (siehe Fig. 1b) schlief3t typischerweise einen Klarungsschritt ein, bei dem un-
I6sliche Partikel, wie z.B. Zelltrimmer, entfernt werden, gefolgt von einer Vielzahl an Aufreinigungs- und Po-
lierschritten, bei denen z.B. I6sliche zellulare Komponenten, wie z.B. genomische DNA, RNA, Proteine und En-
dotoxine, entfernt werden. Daher kann eine typische Aufreinigung eine Kombination aus verschiedenen Auf-
reinigungsschritten umfassen, wie z.B.:

Ultrazentrifugation Uber einen Casiumchlorid-Gradienten; selektive Prazipitation;

Saulenchromatographie, z.B. lonenaustausch-Chromatographie; und Zweiphasentrennung.

[0008] Eine Technik, die fiir das Aufreinigen von DNA verwendet wird, ist die Tangentfluss-Ultrafiltration.
PCT/US97/13494 lehrt das Aufreinigen einer Nukleinsdure aus einer Losung, das das Filtrieren der Lésung
durch eine Ultrafiltrationseinheit umfasst, die eine Gelschicht umfasst, um eine Permeatldsung und eine Re-
tentatldsung bereitzustellen. Die Nukleinsaure wird in der Retentatlésung zurlickgehalten. Um die RNA zu ent-
fernen, wird das Lysat zuerst mit RNase behandelt, um diese in eine Gréf3e zu verdauen, die das Erreichen
einer Auftrennung durch z.B. lonenaustauschchromatographie erlaubt.

[0009] Die Verfahrensbedingungen schlief3en im Speziellen folgende ein:

1. Die Verwendung eines Tris-HCI-Diafiltrationspuffers mit einem pH von 8,5, jedoch mit unspezifischer
Konzentration. Da das Retentat jedoch auf eine Chromatographiesaule geladen wird, die mit einem Anio-
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nenaustauschchromatographie-Saulenmaterial gepackt ist, kann angenommen werden, dass der Diafiltra-
tionspuffer eine typische Salzkonzentration von 10 bis 50 mS hat. Dies wird durch die Anmerkung unter-
stutzt, dass, wo eine DNA mit einem flissigen Trager zur Verwendung in der Gentherapie zu komplexieren
ist, es winschenswert ist, die DNA in einen niedrigleitenden Puffer, vorzugsweise durch Diafiltration, aus-
zutauschen. Ein niedrigleitender Puffer schlie3t jeden Puffer ein, der weniger als 10 mS hat, vorzugsweise
weniger als 1 mS;

2. Die Verwendung von ungefahr 50 Volumenaustauschungen eines Diafiltrationspuffers;

3. die Verwendung einer open-channel-Kassette mit einer PorengréRe von 300 K; und

4. eine Plasmidbeladung von 100 mg an Nukleinsdure/ft* einer Membran. Dieses Verfahren leidet unter
dem Nachteil, dass RNase notwendig ist, um die RNA zu verdauen, damit die RNA von der Plasmid-DNA
getrennt werden kann.

[0010] Vor kurzem hat Kahn et al, Biotechnology and Engineering, Band 60, Nr. 1, 05. Juli 2000, ein Tangen-
tialflussverfahren zur Plasmidaufreinigung offenbart, das die Verwendung von RNase vermeidet. Um jedoch
die RNA zu entfernen, mussten sie zuerst diese unter Verwendung einer verlangerten alkalischen Lyse, die 24
Stunden dauerte, verdauen.

[0011] Es gibt zwei prinzipielle Nachteile fir dieses Verfahren:
1. Zum Einen ist die Gesamtzeit, um das Verfahren durchzufiihren, signifikant verlangert und ist daher ein
potenzieller Geschwindigkeits-begrenzender Schritt; und
2. zum Zweiten lauft die verlangerte Lyse Gefahr, die extra-chromosomale DNA selbst zu beschadigen.

[0012] Dem Schriftstiick zufolge, wurde die Plasmid-DNA durch Tangentialfluss unter den folgenden Bedin-
gungen hergestellt:
1. der Puffer war ein 20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,6;
2. das Verfahren verwendete 8 bis 10 Volumenaustauschungen des Diafiltrationspuffers;
3. die Membran hatte eine Porengréfe von entweder 500 oder 1.000 K; und
4. die Plasmid-Beladungen waren 10 bis 15 g an Zellen/0,5 ft> der Membran. (Ungefahr 16 mg an Plas-
mid(ft?).

[0013] Weitere anzumerkende Punkte schlieRen die Tatsache ein, dass die Plasmidgrof3e von zwischen 5,6
Kb und 7,9 Kb fir eine Membran mit einer Porengrof3e von 500 KDa variierte und 10,0 Kb fiir eine Membran
mit einer PorengréRe von 1.000 KDa war.

[0014] In beiden Verfahren ist es notwendig, zuerst die RNA zu verdauen, damit diese von der extra-chromo-
somalen DNA durch Tangentialfluss-Ultrafiltration getrennt werden kann.

[0015] Esistein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zum Trennen der DNA von RNA ohne RNase
bereitzustellen, wobei das Verfahren einfach ist, schnell skalierbar ist und nicht die Nachteile hat, die mit dem
Verfahren von Kahn et al. assoziiert sind.

Zusammenfassung der Erfindung

[0016] Der Anmelder hat festgestellt, dass eine DNA, die substanziell frei an RNA ist, z.B. eine extra-chromo-
somale DNA, einfach und in einer leicht skalierbaren Weise unter Verwendung einer Tangentialfluss-Ultrafilt-
ration durch vorsichtiges Kontrollieren einer oder mehrerer der Betriebsbedingungen erhalten werden kann.

[0017] Solange die besten Resultate durch die sorgfaltige Kontrolle einer Anzahl an Betriebsbedingungen er-
haltlich sind, sollte verstanden werden, dass die Optimierung jeder einzelnen oder mehrerer der Betriebsbe-
dingungen ein signifikantes Entfernen der RNA bereitstellen kann, und konsequenterweise wird jede optimierte
Bedingung unabhangig als auch in Kombination mit einer oder mehreren der anderen Betriebsbedingungen
beansprucht.

[0018] Daher hat der Anmelder festgestellt, dass im Gegensatz zu dem, was von den Fachleuten vorgeschla-
gen wird, es mdglich ist, durch sorgfaltiges Kontrollieren einer oder mehrerer der Betriebsbedingungen des Ul-
trafiltrationsverfahrens, extrachromosomale DNA von RNA zu trennen, ohne zuerst die RNA durch entweder
Behandlung mit RNase oder durch Durchfiihren einer verlangerten Lyse verdaut zu haben.

[0019] Diese schlieBen ohne Einschrankung die folgenden ein:
1. Auswahlen des Puffers auf der Basis seiner lonenstarke, dessen lonenstarke durch Bezug auf seine Leit-
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fahigkeit definiert sein kann;

2. Bereitstellen ausreichender Volumenaustauschungen des Diafiltrationspuffers, um die RNA durch die
Membran zu waschen;

3. Auswahlen einer angemessenen Membran mit einer angemessenen Porengrofde zum Aufreinigen der
extrachromosomalen DNA;

4. Auswahlen eines angemessenen Transmembrandrucks; und

5. Kontrollieren der Beladungen.

[0020] Insbesondere durch das Optimieren sowohl der lonenstarke als auch durch Bereitstellen ausreichen-
der Volumenaustauschungen des Diafiltrationspuffers, und besonders bevorzugt durch das zusatzliche Aus-
wahlen einer angemessenen Membran mit einer angemessenen PorengréRe zum Aufreinigen der extrachro-
mosomalen DNA, ist es moglich, eine substanzielle Entfernung der RNA zu bewirken, ohne den Bedarf an ent-
weder eines RNase-Verdaus oder einer verlangerten Lyse.

[0021] Des weiteren kann als eine Konsequenz des Verfahrens die Anzahl oder Komplexizitat der notwendi-
gen Schritte, um ein erwiinschtes Niveau der Aufreinigung zu erreichen, reduziert werden. Diese Reduzierung
in der Anzahl oder Komplexitat der Aufreinigungsschritte ist eindeutig vorteilhaft, da es die Verfahrenszeiten,
Kosten und Plasmidverluste reduziert.

[0022] Gemal einem ersten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird hier ein Verfahren zum Auftrennen ex-
tra-chromosomaler DNA von RNA, ohne die RNA zuvor zu verdauen, bereitgestellt, wobei das Verfahren fol-
gendes umfasst:
i) Lysieren von Zellen, die die extra-chromosomale DNA umfassen, um ein Lysat zu bilden;
ii) Klaren des Lysats; und
ii) Unterziehen des geklarten Lysats einer Tangentialfluss-Ultrafiltration unter Bedingungen, die es erlau-
ben, dass eine substanzielle Menge der in dem Lysat vorliegenden RNA durch eine Membran passiert,
wahrend der Uberwiegende Teil der extra-chromosomalen DNA zurlickgehalten wird.

[0023] Unter substanzieller Menge ist gréRRer als 50 %, besonders bevorzugt grof3er als 90 %, darliiber hinaus
besonders bevorzugt sogar gréRer als 95 % und darliber hinaus am meisten bevorzugt sogar gréRer als 98 %
gemeint.

[0024] Das signifikante Entfernen der RNA, das mit dem Ultrafiltrationsschritt erreicht wurde, bedeutet, dass
extrachromosomale DNA von pharmazeutischer Qualitat mit nicht mehr als einem einzelnen weiteren Aufrei-
nigungs- oder Polierschritt erhalten werden kann.

[0025] Ein oder mehrere zusatzliche Aufreinigungs- oder Polierschritte kdnnen entweder vor und/oder nach
dem Ultrafiltrationsschritt durchgeflihrt werden. Der/die Schritt(e) kann/kénnen eingesetzt werden, um zusatz-
liche RNA oder andere zellulare Komponenten, wie z.B. Endotoxine, Proteine und genomische DNA, zu ent-
fernen. Es wird natlrlich einzusehen sein, dass ein Grofteil dieser anderen zelluldren Bestandteile ebenfalls
durch das Ultrafiltrationsverfahren entfernt werden. In einer Ausfihrungsform (Eig. 1b, Weg A) folgt dem Tan-
gentialfluss-Ultrafiltrationsschritt ein Chromatographieschritt, wie z.B. Hydroxylapatit-Schritt, der entworfen
wurde, um speziell RNA mit hohem Molekulargewicht zu entfernen. Unter RNA mit hohem Molekulargewicht
ist RNA mit einem Molekulargewicht gemeint, das an das der extrachromosomalen DNA heranreicht, von der
es getrennt wird.

[0026] In noch einer anderen Ausfihrungsform (Fig. 1b, Weg B) wird ein zusatzlicher RNA-Entfernungs-
schritt nach dem Ultrafiltrationsschritt durchgefiihrt. Vorzugsweise ist dieser ein Calciumchlorid-Prazipitations-
schritt, der entworfen wurde, um speziell RNA mit hohem Molekulargewicht zu entfernen.

[0027] Der Calciumchlorid-Prazipitationsschritt kann von einem weiteren Ultrafiltrationsschrift und/oder einem
Entsalzungsschritt und/oder einem Reverse-Phase-Chromatographieschritt gefolgt werden, die wiederum von
einem Chromatographieschritt, wie z.B. lonenaustausch- oder Hydroxylapatit-Chromatographieschritt, gefolgt
werden kénnen.

[0028] In noch einer weiteren Ausfuhrungsform (Eig. 1b, Weg C) folgt ein RNA-Entfernungsschritt, z.B. ein
Calciumchlorid-Prazipitationsschritt, dem Ultrafiltrationsschritt. In dieser Ausfihrungsform kann der Ultrafiltra-
tionsschritt, der dem Calciumchlorid-Prazipitationsschritt vorausgeht, von einem Chromatographieschritt, wie
z.B. einem lonenaustausch- oder einem Hydroxylapatit-Schritt, gefolgt werden.
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[0029] Die Verwendung eines anti-chaotrophen Salzes, wie z.B. Ammoniumsulfat, Natriumsulfat, Kaliumcit-
rat, Calciumchlorid, Ammoniumacetat oder Kaliumacetat, jedoch insbesondere Calciumchlorid, kann die Wahl
der Membran fir die Ultrafiltration beeinflussen.

[0030] Die Bedingungen, die zu einer substanziellen Entfernung der RNA fihren, schlieen die folgenden ein:
1. Das Auswabhlen eines Puffers, der eine niedrige lonenstarke hat. Diese Auswabhl hat sich als kritisch im
Maximieren der RNA-Entfernung erwiesen. Je niedriger die lonenstarke, desto groRer das Entfernen der
RNA. Unter niedriger lonenstarke ist im Allgemeinen eine Leitfahigkeit von weniger als 10 mS, besonders
bevorzugt weniger als 5 mS, dariber hinaus besonders bevorzugt sogar weniger als 2 mS und am meisten
bevorzugt weniger als 1 mS gemeint. Der bevorzugte Puffer ist ein Tris-HCI-Puffer oder ein Natriumphos-
phatpuffer, wobei andere Puffer geeignet sein kdnnen, die im pH-Bereich 6 bis 10 funktionieren. Beispiele
fur weitere solche Puffer schlieRen folgende ein: Natriumcarbonat/CO,; Imidazol; 2,4,6-Trimethylpyridin;
MOPS; Natriumdiethylbarbiturat; N-Ethylmorpholin; HEPES; TRICIN; EPPS; 2-Amino-2-methyl-1,3-Pro-
pandiol; BICIN; Natriumborat und Glycin. Der bevorzugte pH ist zwischen ungefahr 7,5 und 8,5.

2. Die Verwendung einer ausreichenden Anzahl von Volumenaustauschungen wahrend der Diafiltration,
um sicherzustellen, dass die RNA durch die Membran gewaschen wird. Vorzugsweise gibt es mindestens
20 Volumenaustauschungen, besonders bevorzugt mindestens 30 Volumenaustauschungen, dariber hin-
aus besonders bevorzugt sogar mindestens 40 Volumenaustauschungen und am meisten bevorzugt 50
oder mehr Volumenaustauschungen, z.B. zwischen 50 und 100.

3. Die Auswabhl einer geeigneten Membran. Vorzugsweise wird eine Polyethersulfonmembran mit einer Po-
rengréfie von 300 KDa bis 500 KDa ausgewahlt, obwohl andere geeignete Membranen, einschlief3lich Cel-
luloseacetat, Polysulfon, Polyvinyliden, Polypropylen, Polyamid, modifiziertes PES, Polyvinylidinpyrrolidin,
Polyvinylidinfluorid (PVDF), Cellulosenitrat und Cellulosetriacetat, verwendet werden kénnen.

[0031] Die Auswahl der Porengrofe ist wichtig, da Plasmid durch die Membran verloren gehen wird, wenn
eine zu groRe Porengréle ausgewahlt wird, und die RNA nicht in der Lage sein wird, durch die Membran zu
passieren, wenn die PorengréfRe zu klein ausgewahlt wird. Daher kénnte in Wirklichkeit die Porengré3e von
50 KDa bis 1.000 KDa, typischerweise von 100 KDa bis 1.000 KDa, reichen, abhangig davon, ob die ex-
tra-chromosomale DNA besonders grof3 oder klein war. Daher hangt die eigentliche Auswahl von der Plasmid-
gréRRe und den Betriebsbedingungen ab.

[0032] Uberraschenderweise, wenn Calciumchlorid verwendet wird, wurde es fiir notwendig erachtet, eine
Membran mit einer kleineren Porengrdf3e zu verwenden als solch eine, die normalerweise fur ein Plasmid der
gegebenen Grofle vorhergesagt werden wirde.

[0033] Eine Membran mit einer PorengréfRe von 100 K hat bewiesen besonders effektiv fir Plasmide von 5,9
kbp und 7,7 kbp zu sein.
4. Der anfangliche Transmembrandruck (TMP) wurde ebenfalls als signifikant in dem Erreichen von guten
Plasmidausbeuten erachtet. Vorzugsweise ist der anfangliche TMP weniger als 10 psi, besonders bevor-
zugt sogar weniger als 8 psi, darliber hinaus besonders bevorzugt sogar weniger als 6 psi, und am meisten
bevorzugt ungefahr 5 psi. Es wird bevorzugt, diesen bei oder unterhalb 15 psi zu belassen, besonders be-
vorzugt bei oder unterhalb von 10 psi.
5. Plasmidbeladungen wurden ebenfalls dahingehend erachtet, dass diese einen signifikanten Effekt aus
die Ausbeute haben und es wird bevorzugt, dass die Beladungen an den unteren Enden der folgenden Be-
reiche liegen:
Fir eine 300K-Membran reicht die Gesamt-Nukleinsaure-Beladung von 200 bis 1.000 mg/ft? (10 bis 50 mg
Plasmid/ft?). Daher sind die bevorzugten Beladungen fiir eine 300K-Membran weniger als 30 mg Plas-
mid/ft?, besonders bevorzugt weniger als 20 mg Plasmid/ft?.

[0034] Fur eine 500K-Membran reichen die Gesamt-Nukleinsaure-Beladungen von 1.000 bis 3.000 mg/ft? (50
bis 150 mg Plasmid/ft?). Daher sind die bevorzugten Beladungen fiir eine 500K-Membran weniger als 100 mg
Plasmid/ft?, vorzugsweise weniger als 75 mg Plasmid/ft>.

[0035] Beladungsmengen schienen weniger signifikant auf die 100K-Membran in Gegenwart von Calcium-
chlorid zu sein.

[0036] In den Experimenten, die zu den obigen Beobachtungen 1 bis 3 flihrten, wurde ein TMP im Allgemei-
nen zwischen 10 und 20 psi gehalten und eine Kreuzflussrate wurde im allgemeinen zwischen 0,5 bis 1,0
1/min/ft> gehalten. Die Kombination ergab eine Permeat-Fluxrate von zwischen 16 und 26 1/h/m?. Wie oben
unter 4 angemerkt, wurden verbesserte Plasmidausbeuten flr einen niedrigen TMP festgestellt.
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[0037] Bisher hat man es als notwendig erachtet, die Membran zu polarisieren (durch Rezirkulieren der Per-
meatleitung fur einen Zeitraum, der ausreichend ist, eine Gelschicht zu bilden), um die Plasmidausbeuten zu
maximieren, jedoch wurde dies in einem RNase-freien Verfahren unerwarteterweise als unnétig befunden, ins-
besondere flr einen ersten Arbeitsgang mit Ultrafiltrationsschritt UF1.

[0038] Gemal einem zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird hier ein Verfahren zum Erzeugen ex-
tra-chromosomaler DNA in hoher Reinheit und in guten Ausbeuten in einem Tangentialfluss-Ultrafiltrationsver-
fahren bereitgestellt, wobei das Verfahren einen Screen umfasst, der entworfen wurde, um eine Turbulenz in
einem Retentatkanal eines Ultrafiltrationsapparates zu erzeugen.

[0039] Wahrend Calciumchlorid-Prazipitation ein einfacher und effektiver Weg ist, um RNA- und genomische
DNA-Verunreinigungen von Plasmidlésungen zu entfernen, fuhrt die Gegenwart von Calciumchlorid zu Verlus-
ten von Plasmid, wenn die Plasmidldsung durch Tangentialfluss-Ultrafiltration aufkonzentriert oder diafiltriert
wird.

[0040] Man geht davon aus, dass Calciumchlorid das Plasmid verdichtet, was zu Verlusten durch die Ultrafil-
trationsmembran fihrt.

[0041] Durch Entfernen des Calciumchlorids (und ebenfalls der RNA) unter Verwendung einer geeigneten
Matrix und eines Mittels zur lonenpaarung, wurde ein nachfolgender Reverse-Phase-Chromatographieschritt
befunden, eine besonders effektive Trennung (gute Reinheit und hohe Plasmidausbeuten) bereitzustellen.

[0042] Gemal einem dritten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird hier ein Verfahren zum Erzeugen extra-
chromosomaler DNA in hoher Reinheit in guten Ausbeuten in einem Aufreinigungsverfahren bereitgestellt, das
einen Calciumchlorid-Prazipitationsschritt umfasst, das dadurch gekennzeichnet ist, dass ein Reverse-Pha-
se-Saulenchromatographieschritt dem Calciumchlorid-Prazipitationsschritt folgt.

[0043] Durch Einsetzen eines Reverse-Phasen-Chromatographieschritts nach dem Calciumchlorid-Prazipita-
tionsschritt kann das Verfahren auf einen einzigen Nach-Calciumchloridschritt reduziert werden.

[0044] GemaR einem vierten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zum Aufreinigen der DNA
von anderen zellularen Bestandteilen bereitgestellt, das dadurch gekennzeichnet ist, dass die DNA unter Ver-
wendung einer Hydroxylapatit-Chromatographie bei einem pH von 7,3 bis 8,3 getrennt wird.

[0045] Gemal einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine aufgereinigte extra-chromosoma-
le DNA; eine pharmazeutische Zusammensetzung, ein DNA-Impfstoff oder Gentherapieprodukt, die durch ein
Verfahren einer jeden der beanspruchten Erfindungen erhaltlich sind, bereitgestellt.

[0046] Gemal noch einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine aufgereinigte extra-chromo-
somale DNA bereitgestellt, die folgendes umfasst:

weniger als 0,13 Gew.% Protein, wenn mit einem BCA-Kit getestet;

weniger als 0,11 Gew.% genomischer DNA, wenn mit einem Q-PCR-Verfahren getestet;

weniger als 5 EU/mg Endotoxin, wenn mit einem LAL-Test getestet; und

weniger als 1,0 Gew.% riickstandige RNA, wenn mit einem HPLC-Test getestet.

[0047] Die Erfindungen werden nun beispielhaft durch Bezug auf die folgende detaillierte Beschreibung und
Beispiele beschrieben:

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0048] Fig. 1a ist eine schematische Darstellung der Verfahrensschritte, die am Erhalt eines Lysats beteiligt
sind;

[0049] Fig. 1b ist eine schematische Darstellung, die drei alternative Wege aufzeigt, wie extra-chromosomale
DNA von pharmazeutischer Giite unter Verwendung eines erfindungsgemafen Verfahrens erhaltlich ist;

[0050] Fig. 2a ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 1;

[0051] FEig. 2b ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Diafiltrationspermeats aus Beispiel 1;

6/64



DE 60128 945 T2 2008.02.28
[0052] Fig. 2c ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung aus Beispiel 1;

[0053] Fig. 3aist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 2, das gegen den 500 mM Puffer,
pH 7,5, diafiltriert werden soll;

[0054] Fig. 3b ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung aus Beispiel 2, die durch den
500 mM Puffer, pH 7,5, erhalten wird;

[0055] Fig. 3c ist einen lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 2, das gegen den 100 mM Puf-
fer, pH 7,5, diafiltriert werden soll;

[0056] Fig. 3d ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung des 100 mM Puffers, pH 7,5, aus
Beispiel 2;

[0057] Fig. 3e ist einen lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 2, das gegen den 10 mM Puffer,
pH 7,5, diafiltriert werden soll;

[0058] Fig. 3f ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung des 10 mM Puffers, pH 7,5, aus
Beispiel 2;

[0059] Fig. 4a ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur aus Beispiel 3, das gegen den 10 mM Puffer, pH 6,0 dia-
filtriert werden soll;

[0060] Fig. 4b ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung des 10 mM Puffers, pH 6,0, aus
Beispiel 3;

[0061] Fig. 4c ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 3, das gegen den 10 mM Puffer,
pH 9,0, diafiltriert werden soll;

[0062] Fig. 4d ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung des 10 mM Puffers, pH 9,0, aus
Beispiel 3;

[0063] Fig. 5ist ein Diagramm des Permeatrefluxes gegen Diafiltrationsvolumina fir die Puffer aus Beispiel 4;
[0064] Fig. 6 ist ein Diagramm des TMP gegen Diafiltrationsvolumina der Puffer aus Beispiel 4;

[0065] Fig. 7a ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 5;

[0066] Fig. 7b ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung aus Beispiel 5;

[0067] Fig. 8a ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 6;

[0068] Fig. 8b ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Konzentrationspermeats aus Beispiel 6;

[0069] Fig. 8c ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Diafiltrationspermeats (10 Volumenaquivalente) aus
Beispiel 6;

[0070] Fig. 8d ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Diafiltrationspermeats (20 Volumenaquivalente) aus
Beispiel 6;

[0071] Fig. 8e ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Diafiltrationspermeats (30 Volumenaquivalente) aus
Beispiel 6;

[0072] Fig. 8f ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Diafiltrationspermeats (40 Volumenaquivalente) aus
Beispiel 6;

[0073] Fig. 89 ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Diafiltrationspermeats (50 Volumenaquivalente) aus
Beispiel 6;

[0074] Fig. 8h ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung aus Beispiel 6;
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[0075] Fig. 8iist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung aus Beispiel 6 bei zweifacher Be-
ladung im Vergleich zu Fig. 8h;

[0076] Fig. 9a ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Permeats aus Beispiel 8 nach 20minutiger Rezirku-
lierung;

[0077] Fig. 9b ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Lysats aus Beispiel 8;

[0078] Fig. 9c ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Retentats aus Beispiel 8 nach 20minutiger Rezirku-
lierung;

[0079] Fig. 9d ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Permeats aus Beispiel 8 wahrend Konzentrierung;

[0080] Fig. 9e ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Permeats aus Beispiel 8 wahrend Diafiltration, ersten
150 ml;

[0081] Fig. 9f ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Permeats aus Beispiel 8 wahrend Diafiltration, zwei-
ten 150 mi;

[0082] Fig. 9g ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Permeats aus Beispiel 8 wahrend Diafiltration, dritten
150 ml;

[0083] Fig. 9hist eine lonenaustausch-HPLC-Spur des Permeats aus Beispiel 8 wahrend Diafiltration, vierten
150 ml;

[0084] Fig. 9i ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Retentatvereinigung aus Beispiel 8 nach Konzentrie-
rung und Diafiltration;

[0085] Fig. 9j ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Wasche 1 aus Beispiel 8;
[0086] Fig. 9k ist eine lonenaustausch-HPLC-Spur der Wasche 2 aus Beispiel 8;

[0087] Eig. 10a ist ein Elutionsprofil, das die Plasmid-DNA-Trennung mit 10 bis 500 mM Na,HPO, bei pH 6,8
zeigt;

[0088] FEig. 10b ist ein Elutionsprofil, das die Plasmid-DNA-Trennung mit 10 bis 500 mM Na,HPQO, bei pH 7,6
zeigt;

[0089] FEig. 10c ist ein Elutionsprofil, das die Plasmid-DNA-Trennung mit 10 bis 500 mM Na,HPO, bei pH 7,8
zeigt; und

[0090] FEig. 10d ist ein Elutionsprofil, das die Plasmid-DNA-Trennung mit 10 bis 500 mM Na,HPQO, bei pH 8,8
zeigt.

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausfliihrungsformen

[0091] Nachdem unerwarteterweise festgestellt wurde, dass RNA von DNA in einem Tangentialfluss-Ultrafil-
trationsverfahren ohne vorherige Durchfiihrung eines RNA-Verdaus getrennt werden kann, wurden ein Grund-
protokoll entwickelt und ein oder mehrere Faktoren modifiziert, im Versuch zu bestimmen, welcher der Fakto-
ren einen signifikanten Effekt auf das Entfernen von zellularen Bestandteilen, insbesondere RNA, hat.

[0092] Eine schematische Darstellung, die eine Anzahl an alternativen Trennungswegen (1A, 1B und 1C) il-
lustriert, ist in Fig. 1a und Fig. 1b dargelegt, die weiterfihrende Verfahrensdetails werdem in gréferem Detail
unten beschrieben:

Aufreinigungsprotokoll fir RNase-freies Plasmid: 300 g MaRstab
1. Zellresuspension

[0093] 2,51 des Resuspensionspuffers (25 mM Tris/10 mM EDTA/55 mM Dextrose, pH 8,0) wurde einer 300
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g Zellpaste zugesetzt, um die Zellen zu resuspendieren.
2. Alkalische Lyse

[0094] Lysepuffer (4,17 1, 0,96 % NaOH, 830 ml 6 % SDS) wurde zur Zellsuspension zugegeben und bis zur
Homogenitat vermischt, um so ein Lysat zu bilden.

3. Kaliumacetat-Prazipitation
[0095] 2,51 an 3 M Kaliumacetat wurden dem Lysat zugesetzt, fur 25 bis 35 Minuten geriihrt und bei 4.600
Upm fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch eine Doppelschicht an Miracloth abgegossen.
Das Zellpellet wurde gewogen und verworfen. Der Uberstand wurde durch 1 x 1,2 ym Sartopure PP- und 1 x
0,45/0,2 ym Sartobran P-Filter passiert. Das Filtrat ist das geklarte Lysat.
4. Ultrafiltration
Materialien:
Millipore-Vorrichtung mit 3 x 5 ft? 300K PES, Omega Centrasette, Open-Channel-Membranen.
[0096] Diese wird zwischen den Laufen in 0,1 M NaOH gelagert.
Millipore Masterflex peristaltische Pumpe.
Diafiltrationspuffer: 20 mM Tris, pH 7,5.
Herstellungssystem

[0097] Entleere die Inhalte des Reservoirs und der Membrankassetten durch die Permeatleitung.

[0098] Fllle das Reservoir mit 2 | des Diafiltrationspuffers und rezirkuliere diesen durch die Retentatleitung,
mit der Permeatleitung geschlossen.

[0099] Entleere die Inhalte des Reservoirs und der Membrankassetten durch die Permeatleitung.

[0100] Fllle das Reservoir mit 2 | des Diafiltrationspuffers, verbinde die Pufferflasche mit dem Reservoir und
spiile 5 | des Diafiltrationspuffers durch die Permeatleitung. Uberpriife den pH-Wert des Permeats.

Bildung der Gelschicht:
[0101] Entleere das System.

[0102] Fulle das Reservoir mit ungefahr 1,8 | geklartem Lysat und Verbinde das grof3e Fass, das das Lysat
enthalt, mit dem System.

[0103] Rezirkuliere bei einem anfanglichen Druck von 10 psi, wobei die Permeatleitung zurtick in das Lysat-
gefald fuhrt, fur 30 Minuten (um die Gelschicht aufzubauen).

[0104] Behalte ein Auge auf den Retentatdruck, da dieser schnell steigen kann. Dieser sollte 20 psi nicht
Ubersteigen. Sollte dies passieren, dann adjustier ihn runter auf 20 psi.

Konzentrierung
[0105] Konzentriere das Lysat auf 500 ml. Sammle das Konzentrationspermeat.
Diafiltration
[0106] Diafiltriere bei 20 psi unter Verwendung von ungefahr 50 Volumina des Diafiltrationspuffers (25 1). Ver-

wende den durchgehenden Diafiltrationsmodus, bei dem das Filtrat durch frischen Puffer bei gleicher Rate er-
setzt wird. Sammle das Diafiltrationspermeat in 5 x 5 | Flaschen. Zeichne Volumen, pH und Leitfahigkeit auf.
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Ernte

[0107] Rezirkuliere am Ende der Diafiltration die Inhalte des Reservoirs und der Kassetten fir 30 Minuten,
wobei das Retentatventil offen und die Permeatleitung geschlossen ist. Fille den UF-Stand in eine 500 ml-Fla-
sche (UF1-D-Permeat) ab.

[0108] Gebe 500 ml an frischem Diafiltrationspuffer zum Reservoir und rezirkuliere fir 30 Minuten.
[0109] Flulle den Stand in eine 500 ml-Flasche (UF1-D-Permeatwasche 1) ab.

[0110] Wiederhole obigen Schritt (UF1-D-Permeatwasche 2).

[0111] Vereinige das UF1-D-Permeat, die Permeatwasche 1 und die Permeatwasche 2.

[0112] Filtriere die Retentatvereinigung durch einen 1 x Gelman Science 0,45 pm-Filter (und falls benétigt, 1
x N66 Ultipor 0,2 um).

[0113] Der Effekt des Variierens einer oder mehrerer der Betriebsbedingungen in diesem Protokoll wird mit
Bezug auf die folgenden Beispiele 1 bis 10 dargestellt, wahrend Beispiele 11 bis 15 weitere Variationen zeigen:

Beispiel 1 (Effekt der lonenstarke, Teil 1)

[0114] Eine sehr signifikante Feststellung trat ein, als ein 10 mM Tris + 0,45 M NaCl-Diafiltrationspuffer, pH
8,5 (Leitfahigkeit 41,3 mS) mit einem 0,1 M Tris-Diafiltrationspuffer, pH 8,5 (Leitfahigkeit 6,89 mS) ausge-
tauscht wurde.

[0115] Als dieser Puffer mit niedriger lonenstarke verwendet wurde, wurde die Klarung einer signifikanten
Menge an RNA beobachtet. Dies war ersichtlich durch lonenaustausch-HPLC, bei der eine Diafiltrationsper-
meatprobe die Gegenwart von RNA, jedoch nicht von Plasmid (Eig. 2b) zeigte, wahrend das Lysat die Gegen-
wart von sowohl RNA als auch von Plasmid (Eig. 2a) zeigte. Die Retentatvereinigung zeigte ebenfalls im Ver-
gleich zum Lysat ein Entfernen der RNA (Eig. 2¢).

[0116] Die obigen Resultate wurden durch Durchfiihren eines RNA-Tests durch Reverse-Phase-HPLC besta-
tigt und quantifiziert. Die Resultate zeigten folgendes auf:

32 % der RNA, die im Lysat gefunden wurde, lag im Diafiltrationspermeat vor;

43,7 % der RNA, die im Lysat gefunden wurde, lag in der Retentatvereinigung vor; und

0,9 % der RNA wurde im Konzentrationspermeat gefunden.

[0117] Wahrend der Aasmelder nicht durch die Theorie gebunden sein mdchte, deuten die Resultate darauf
hin, dass RNA mit niedrigem Molekulargewicht urspriinglich an der Gelschicht beteiligt ist, dieser jedoch dann
durch den Diafiltrationspuffer ermdglicht wird, sich aufzulésen und in der Lage ist, die Ultrafiltrationsmembran
Zu passieren.

Beispiel 2 (Effekt der lonenstarke, Teil 2)

[0118] Ein weiteres Experiment wurde durchgefuhrt, um die Signifikanz der lonenstarke auf die RNA-Entfer-
nung zu bestimmen. Drei Tris-Puffer mit unterschiedlicher lonenstéarke wurden verglichen. Alle Tris-Puffer hat-
ten einen pH von 7,5, variierten jedoch, wie unten dargestellt, in ihren Konzentrationen:

500 mM (Leitfahigkeit 25,3), 100 mM (Leitfahigkeit 6,89), 10 mM (Leitfahigkeit 0,33).

[0119] Ein Vergleich der HPLC-Spuren (Lysat gegen Retentatvereinigung) zeigte, dass je niedriger die lonen-
starke, desto groRer die RNA-Entfernung (Fig. 3a bis Fig. 3f).

Beispiel 3 (Effekt des pH)

[0120] Nach der Schlussfolgerung, dass die lonenstarke die RNA-Entfernung beeinflusst, wurde der Effekt
des pH-Werts auf die RNA-Entfernung untersucht. Die Untersuchung wurde gegen einen 10 mM Tris-Puffer
bei einem pH von 6, 7,5 und 9 durchgefihrt. Durch erneuten Vergleich der HPLC-Spuren (Lysat gegen Reten-
tatvereinigung) wurde festgestellt, dass ein pH zwischen 7,5 und 9 eine bessere RNA-Entfernung ergab als ein
pH von 6, obwohl die Resultate bei pH 9 nicht besser waren als bei pH 7,5 (Fig. 4a bis Fig. 4d und Fig. 3e und
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Fig. 3f.)
Beispiel 4 (Effekt der lonenstarke auf Permeatflux und Transmembrandruck)

[0121] Wie der Einfluss auf die RNA-Beseitigung, so wurde bemerkt, dass der Permeatflux und der Trans-
membrandruck (TMP) durch die lonenkonzentration des Diafiltrationspuffers beeinflusst wurde. Wahrend der
Permeatflux im Allgemeinen in der GroRenordnung von 40 I/m?/h bei Beginn der Diafiltration war, so anderte
sich dieser mit zunehmenden Volumenaustauschungen. Im Fall des 500 mM Puffers fiel der Permeatflux auf
ungefahr 30 I/m?/h ab, wahrend dieser im Fall des 100 mM Puffers auf ungefahr 70 I/m?h und im Fall des 10
mM Puffers auf ungefahr 140 I/m?h anstieg. Diese Feststellungen waren dahingehend signifikant, als dass sie
zeigten, dass das Verarbeiten bei hdheren Geschwindigkeiten fir die Puffer mit niedriger lonenstarke durch-
gefuhrt werden kann; um so viel wie Faktor 5. Die Resultate sind grafisch in Fig. 5 gezeigt.

[0122] Ebenfalls fiel der TMP von einem Ausgangsdruck von ungefahr 20 bis auf ungeféhr 17 im Fall des 100
mM Puffers und auf ungefahr 10 im Fall des 10 mM Puffers ab. Dies steht im Widerspruch zum 500 mM Puffer,
bei dem der TMP konstant blieb. Die Resultate sind in Eig. 6 illustriert.

Beispiel 5 (Effekt der Volumenaustauschungen)

[0123] Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass im Fall des 10 mM Puffers signifikante Mengen an RNA
die Membran nach 32 Volumenaustauschungen passierte. Konsequenterweise wurde ein weiteres Experiment
durchgefiihrt, um zu bestimmen, wann die RNA aufhért eluiert zu werden.

[0124] 500 ml an geklartem Lysat wurde aus der Lagerung bei —20°C entfernt, aufgetaut und durch einen 0,22
pm-Filter filtriert. 150 ml des gefilterten Lysats wurden in das Reservoir einer TFF-Vorrichtung platziert und
durch das System bei einer Querstromsrate von 550 ml/min/ft> gepumpt. Der TMP wurde auf 0,6 bar durch
teilweises Schlielen des Retentatventils der TFF-Vorrichtung eingestellt. Das Lysat wurde fiir 20 Minuten zur
Polarisierung der Membran rezirkuliert. Die Inhalte des Reservoirs wurden auf ungefahr 25 ml aufkonzentriert
und anschlieend gegen 1.600 ml des Diafiltrationspuffers diafiltriert.

[0125] Am Ende der Diafiltration wurde die Permeatleitung geschlossen und das Retentatventil gedffnet, um
den TMP zu beseitigen. Das Retentat wurde dann fiir 10 Minuten rezirkuliert, um die Membran zu waschen
und dann in eine saubere Nalgene-Flasche abgeerntet. Weitere 30 ml des Diafiltrationspuffers wurden durch
das System fur 10 Minuten gepumpt, um die Membran zu waschen, und dann abgeerntet. Insgesamt wurden
zwei Waschen durchgefihrt.

[0126] TMP und Permeatflux wurden wahrend des Verfahrens gemessen, und Proben fir die lonenaus-
tausch-HPLC, als ein Hinweis auf die RNA-KIarung, genommen.

[0127] Es wurde festgestellt, dass mit einer ausgeweiteten Diafiltration bis auf 2 % der RNA, die in dem Lysat
vorlag, alles entfernt werden konnte (Eig. 7a und Eig. 7b). Des Weiteren wird von Eig. 7b offensichtlich, dass
der zuriickgebliebene RNA-Peak genau unterhalb des Plasmid-Peaks liegt, was darauf schlieRen lalt, dass
die gesamte zuriickgebliebene RNA RNA mit hohem Molekulargewicht ist. Diese Daten weisen darauf hin,
dass Verfahren in Tandem mit einem Verfahren, dass effektiv beim Entfernen von RNA mit hohem Molekular-
gewicht ist, wie z.B. Calciumchlorid-Prazipitation, verwendet werden kann, um sicherzustellen, dass die ge-
samte RNA von einer Probe entfernt wird.

Beispiel 6 (Effekt der Plasmidbeladung)
[0128] Der Anmelder hat unerwarteterweise festgestellt, dass man durch Reduzieren der Menge der Plasmid-
beladung auf eine Membran die Trennung der RNA von Plasmid-DNA weiter erhéhen kann. In der Tat waren
sie in der Lage, durch Reduzieren der Plasmidbeladungen auf einer 300 KD-Membran von 22,2 mg an Plas-
mid/ft> auf 11,1 mg/ft?, Plasmid-DNA mit signifikant niedrigeren Levels an vorliegender RNA zu erhalten.

[0129] Die Resultate sind in Fig. 8a bis Fig. 8i gezeigt.

[0130] ZurKlarung, wurde ein 7,6 Kbp-Plasmid gegen 50 Volumenaquivalente an 20 mM Tris, pH 7,5, auf eine
300K-Membran gemaR dem allgemeinen Protokoll diafiltriert. Die IA-HPLC-Chromatographien fir die Proben,
die bei 11,1 mg an Plasmid pro ft* der Membran beladen wurden, sind in Fig. 8a bis Fig. 8h gezeigt.
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[0131] Fig. 8a ist das Lysat;

[0132] Fig. 8b ist das Konzentrationspermeat;

[0133] Fig. 8c ist das vereinigte Diafiltrationspermeatvolumina 1-10;
[0134] Fig. 8d ist das vereinigte Diafiltrationspermeatvolumina 11-20;
[0135] Fig. 8e ist das vereinigte Diafiltrationspermeatvolumina 21-30;
[0136] Fig. 8f ist das vereinigte Diafiltrationspermeatvolumina 31-40;
[0137] Fig. 8q ist das vereinigte Diafiltrationspermeatvolumina 41-50; und
[0138] Fig. 8h ist die Retentatvereinigung.

[0139] Zum Vergleich, Fig. 8i ist die Retentatvereinigung der Probe mit 22,2 mg an Plasmid pro ft* der Men-
branprobe.

[0140] Die Resultate zeigen, dass bei niedrigeren Beladungen das Plasmid frei an RNA ist.
(Vergleiche Fig. 8h mit Fig. 8i.)

[0141] Die IA-HPLC-Chromatographien haben ebenfalls gezeigt, wie RNA mit zunehmenden Diafiltrati-
ons-Volumenaquivalenten beseitigt wird. (Vergleiche Fig. 8c bis Fig. 8g und ebenfalls Fig. 8a und Fig. 8b).

[0142] Daher kann man im Lysat (Fig. 8a) einen ersten Peak auf der linken Seite (Protein), gefolgt von einem
breiten RNA-Peak mit den Plasmid-Peaks 8,057 und 8,356, ebenfalls markiert, sehen. Die beiden Plas-
mid-Peaks sind die offene bzw. super coiled DNA-Peaks.

[0143] Im Konzentrationspermeat (Eig. 8b) kann man im Protein-Peak jedoch wenig RNA sehen, was darauf
hinweist, dass die RNA urspriinglich an der Gelschicht beteiligt ist. Mit steigender Zugabe an Volumina des
Diafiltrationspuffers kann eine merkliche Anderung in der eluierten RNA-Menge beobachtet werden. Nach 10
Volumina (Eig. 8c) werden nur geringe Levels an RNA durch die Membran beseitigt, nach 20 Volumina, wenn
der Diafiltrationspuffer erste Effekte aufweist, was durch einen Abfall im pH und Leitfahigkeit ersichtlich ist, wird
ein Peak an RNA durch die Membran beseitigt ( Fig. 8d). Von 30 bis 50 Volumina ist zu beobachten, dass die
RNA-Level schwacher werden, bis zum Zeitpunkt, bei dem 50 Volumina die Membran durchlaufen haben, die
Level nicht mehr signifikant sind und die Filtration beendet werden kann. Die Retentatvereinigung (Eig. 8h)
zeigt reines Plasmid und keine RNA.

[0144] Der Anmelder hat unerwartet festgestellt, dass wenn Membranen mit einer groRen Porengrof3e ver-
wendet werden, die Plasmidbeladung hdher sein kann. Zum Beispiel kdnnen mit einer 500 KDa-Membran Be-
ladungen so hoch wie 150 mg des Plasmids/ft? sein. In der Tat kann die Gesamtflaiche der Membran selbst
signifikant sein, da friihe Anzeichen darauf hinweisen, dass je groRer die Membranflache, desto grof3er die zu
verwendende Plasmidbeladung sein kann.

Beispiel 7 (Zusatzlicher Polierschritt)

[0145] Wahrend die Verwendung eines Puffers mit niedriger lonenstarke in Kombination mit ausreichend Vo-
lumenaustauschungen des Puffers geeignet war 98,6 % der RNA, die sofort nach Lyse vorlag, zu entfernen
(10 mM Tris, pH 7,5, und 60 Volumenaustauschungen), so versuchte der Anmelder zu bestimmen, ob eine
zweite und andersartige Technik jedwede zuriickgelassene RNA, insbesondere RNA mit hohem Molekularge-
wicht, auf Levels zu entfernen, bei denen die RNA sich als undetektierbar erwies.

[0146] Sie unternahmen ein Verfahren auf Chromatographie-Basis, das dem Ultrafiltrationsschritt folgte. Der
getestete Chromatographieschritt war ein Hydroxylapatitschritt. Daher wurde die Retentatvereinigung auf eine
Hydroxylapatitsdule (Bin-Rad MacroPrep Keramik Typ Il, 20 um Perlengré3e) unter Bedingungen beladen, die
das Binden von RNA verhindern (0,3 M Na,HPQO,, pH 7,6), so dass die RNA mit dem Durchfluss beseitigt wird,
wahrend die Plasmidbindung maximiert wird. Das Plasmid wurde dann mit einer Riickgewinnung von 93,4 %
eluiert. Keine RNA wurde durch lonenaustausch-HPLC detektiert.
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[0147] Interessanterweise hat der Anmelder ebenfalls festgestellt, dass der pH sich als kritisch fur die effek-
tive Verwendung von Hydroxylapatit beim Trennen der RNA von der Plasmid-DNA erwiesen. Die Ergebnisse,
die den Effekt des pH-Werts auf die Trennung der RNA von Plasmid-DNA zeigen, sind in Beispiel 10 gezeigt,
das ebenfalls den Vorteil der Verwendung eines Doppelpuffersystems im Trennungsverfahren zeigt.

Beispiel 8 (Effekt des Kanals)

[0148] Es ist allgemein akzeptiert, dass ein Open-Channel die Bildung einer Gelschicht leichter ermdglicht,
die verhindert, dass Plasmid-DNA durch die Membran passiert und in das Permeat gelangt. In der Tat, es wur-
de sogar vorgeschlagen, dass die Verwendung einer Open-Channel-Kassette kritisch fir die erfolgreiche
Durchfiihrung des Verfahrens sein kann.

[0149] Da der Anmelder Schwierigkeiten in der Rlickgewinnung des Plasmids von der Membran am Ende des
Ultrafiltrationsschritts hatte, jedoch feststellte, dass sehr schlechte Membranen mittels eines Nukleinsaurever-
daus wieder hergestellt werden kénnen, vermuteten sie, dass die Nukleinsaure, die mit der Gelschicht assozi-
iert war, in Wirklichkeit irreversibel an die Membran gebunden war. In der Bemuihung zu bestimmen, ob sie die-
se Bindung méglicherweise stéren kdnnen, haben sie einen Screen entworfen, um eine Verwirbelung im Re-
tentatkanal zu verursachen. Das Protokoll war, wie auch unten beschrieben, und eine T-Screened-Chan-
nel-"Omega"-Membran wurde verwendet.

[0150] 180 ml des geklarten Lysats (RNase-behandelt) wurde in das Reservoir eines Minim-Systems gege-
ben. Die Pumpe wurde angeschaltet, um eine Querstromrate von 100 ml/min zu ergeben. Das Retentatventil
wurde leicht geschlossen, um einen TMP von 0,8 bar zu ergeben (Einlassdruck 1,5 bar, Auslassdruck 0,1 bar).
Das System lief im Gesamtrezirkulationsmodus fur 20 Minuten, um die Bildung einer Gelschicht zu ermdgli-
chen. Proben des Permeats und Reservoirs wurden flir HPLC-Analyse entnommen. Die Permeatleitung wurde
in eine klare Flasche platziert, und das Lysat auf ein Endvolumen von 30 ml aufkonzentriert. Das Konzentrat
wurde dann gegen 20 Volumina (600 ml) 10 mM Tris/0,45 M NaCl, pH 8,5, diafiltriert. Vier 150 ml-Permeatpro-
ben wurden wahrend der Diafiltration und eine wahrend der Aufkonzentration gesammelt und durch HPLC
analysiert. Das Retentatventil wurde geé6ffnet und die Permeatleitung abgeklemmt, um den TMP zu entfernen.
Das System wurde fiir 10 Minuten belassen, um die Gelschicht aufzulésen und das Plasmid zu ernten. Nach
10 Minuten wurde das Retentat aus dem Reservoir geerntet und durch 30 ml Diafiltrationspuffer ersetzt. Dies
wurde wie zuvor fur 10 Minuten rezirkuliert, in einem separaten Behalter abgeerntet und mit "Wasche 1" be-
schriftet. Der Waschschritt wurde wiederholt. Die Volumina der Retentaternten, Wasche 1 und Wasche 2 wur-
den gemessen und Proben fiir eine HPLC-Analyse genommen. Die Absorption bei 260 nm und 280 nm wurde
ebenfalls gemessen und das 260/280-Verhaltnis berechnet.

[0151] Zwei Kriterien wurden verwendet, um den Effekt der Verwendung eines "screened" Channels zu mes-
sen. Diese waren die Rickgewinnung des Plasmids vom Verfahren und die Beseitigung von Verunreinigungen
durch visuelle Inspektion der HPLC-Chromatogramme.

[0152] Von den Chromatogrammen wurden verschiedene Schlussfolgerungen gezogen. Nach 20 Minuten
Rezirkulierung passierte nahezu kein Plasmid die Membran (Eig. 9a). Die Gesamtmenge an Plasmid im Re-
servoir war 12,78 mg im Vergleich zu 16,33 mg im Ausgangsmaterial (Eig. 9b und Fig. 9¢). Es kann daher ge-
folgert werden, dass 3,55 mg Plasmid an der Gelschicht beteiligt sind.

[0153] Die visuelle Inspektion der Permeatproben (Fig. 9d bis Fig. 9h) zeigte, dass Verunreinigungen, jedoch
kein Plasmid, durch die Membran passierten. Die Chromatogramme der Retentaternte und der Waschen
(Fig. 9i bis Fig. 9k) zeigten gute Beseitigung der Verunreinigungen.

[0154] 82 % an Gesamt-Plasmid wurde in der Retentaternte riickgewonnen, und 13,7 % wurde in der Wasche
zuriickgewonnen. Dies war signifikant hoher als die Riickgewinnungen, die mit einer Open-Channel-Kassette
(typischerweise 70 bis 80 %) fir die vereinigte Retentaternte und Wasche zu beobachten waren.

[0155] Wenn das Verfahren in einem wie zuvor im allgemeinen Protokoll beschriebenen RNase-freien Ver-
fahren angewendet wurde, so wurden ebenfalls verbesserte Plasmidausbeuten erhalten.

[0156] Offensichtlich hat die Verwendung von durchmusterten Kanalen ("screened channels") zur Verbesse-

rung der Plasmidausbeute eine allgemeine Anwendung in jedem Ultrafiltrationsverfahren und ist ein unabhan-
giger Aspekt dieser Anmeldung.
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Beispiel 9 (Effekt von zusatzlichen Chromatographieschritten)

[0157] Da das beschriebene RNase-freie Verfahren insbesondere beim Entfernen von RNA mit niedrigem
Molekulargewicht effektiv ist, wiinschte der Anmelder zu bestimmen, ob andere RNA-Entfernungsverfahren,
insbesondere solche, fiir die bekannt war, dass sie RNA mit hohem Molekulargewicht entfernen, in Kombina-
tion mit ihrem RNase-freien Verfahren, entweder als ein Pra- oder Post-Ultrafiltrationsschritt, verwendet wer-
den kénnen (siehe Fig. 1b). Sie haben daher die folgenden Experimente durchgefihrt, um den Effekt auf einen
Calciumchlorid-Prazipitationsschritt nach Ultrafiltration zu bestimmen.

[0158] Das Beladungsmaterial wurde gemall dem zuvor beschriebenen allgemeinen Protokoll hergestellt
(100 mM Tris-Puffer, pH 7,5, wurde verwendet), um RNA mit niedrigem Molekulargewicht wahrend der Ultra-
filtration zu entfernen. Diese wurde von einem Calciumchlorid-Prazipitationsschritt gefolgt (1,4 M, pH 7,5).

[0159] Aufein Volumen der Retentatvereinigung wurde ein Volumen von 2,8 M Calciumchlorid in 100 mM Tris,
pH 7,5, gegeben. Das Gemisch wurde gerthrt und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten inkubiert. Das prazipi-
tierte Material wurde durch Filtration durch einen 0,22 um-Filter entfernt.

[0160] Fur Calciumchloridsalze ist bekannt, dass sie sowohl die Tangentialfluss-Filtration als auch die lonen-
austauschchromatographie stéren. Daher, falls sich ein kombiniertes Verfahren als zufriedenstellend erwies,
wirde es notwendig sein, das Calciumchlorid effektiv zu entfernen. Der Anmelder hat festgestellt, dass Re-
verse-Phase-Chromatographie nicht nur zur Trennung der Plasmid-DNA von Calciumchloridsalzen verwendet
werden kann, sondern dass durch Auswahl eines geeigneten Mittels zur lonenpaarung sowohl die RNA als
auch die Calciumchloridsalze entfernt werden kénnen.

[0161] Die Untersuchung von verschiedenen Faktoren, die die Chromatographie beeinflussen, identifizierten
das Mittel zur lonenpaarung und die Matrix als Schlissel fir die Trennung der Plasmid-DNA von RNA.

[0162] Falls nur Calciumchloridsalze entfernt werden sollen, kann jedoch ein simpleres System eingesetzt
werden.

[0163] Zwei Reverse-Phase-Medien haben sich in Kombination mit Tetrabutylammoniumchlorid als geeignet
erwiesen. Diese waren:

Polyflow, vertrieben durch Puresyn, Partikelgré3e 55 um, das nichtporés und ein gesetzlich geschutztes Poly-
mer ist; und

Poros 50 R1, vertrieben durch Poros, PartikelgréRe 50 um, das pords und ein Polystyroldivinylbenzolpolymer
ist.

[0164] Die bevorzugte Konzentration des Tetrabutylammoniumchlorids (TBAC) war 2 mM.

[0165] Die bevorzugten Elutionsbedingungen fiir die beiden Matrizes variierten:

fur Polyflow war die RNA-Entfernung mit 10 % Ethanol und 2 mM TBAC, und die Plasmidelution war mit 30 %
Ethanol;

fur Poros 50 R1 erfolgte die RNA-Entfernung mit 25 % Ethanol und 2 mM TBAC, und die Plasmidelution er-
folgte mit 40 % Ethanol.

[0166] In beiden Fallen war die Plasmid-Rickgewinnung hoch (ca. 80 %) und nur sehr niedrige Level an RNA
konnten detektiert werden.

[0167] Die besten Resultate wurden bei niedriger Beladung erhalten.
[0168] Die Anwendung von Reverse-Phase-Chromatographie zeigt deutlich, dass es selbst das Potenzial in
Verbindung mit einer Calciumchlorid-Préazipitation sowohl als eine RNA-Trennungstechnik, ungeachtet ob es
in Kombination mit dem Tangentialfluss-Ultrafiltrationsverfahren der Erfindung verwendet wird, als auch ein
Mittel zum Verbessern der Plasmidausbeute hat.

Beispiel 10 (Verwendung der Hydroxylapatit-Chromatographie)
[0169] Eine Anzahl an Hydroxylapatit-Medien wurde untersucht, um ihre Fahigkeit, RNA von extra-chromo-

somaler DNA zu trennen, zu bestimmen. Der Effekt von pH, Pufferart, Elutionsprotokoll, Saulenkapazitat und
Flussrate wurden alle untersucht. Die Methodologie war einfach und umfasste das Aquilibrieren einer Hydro-
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xylapatitsaule mit Puffer bei einer vorgegebenen Flussrate, Beladung einer Retentatvereinigung (verdinnt im
Puffer) auf die Saule, Waschen mit Puffer, Durchfiihren eines linearen Gradienten und Regenerierung der Sau-
le.

[0170] Die signifikanten Ergebnisse dieser Experimente waren wie folgt:

Der pH wurde als kritisch in der erfolgreichen Trennung von extrachromosomaler DNA und RNA befunden. Fir
die Macro Prep-Keramik-Hydroxylapatit Typ Il, 40 um (Bio Rad) war das pH-Optimum 7,8 (siehe Fig. 10¢), und
ein Unterschied von so wenig wie 0,2 pH-Einheiten hatten einen signifikanten Effekt auf die Trennung. Daher
war bei pH 6,8 (Fig. 10a) und 8,8 (Fig. 10d) keine Trennung, wahrend bei 7,6 (Fig. 10b) die Auflésung signi-
fikant reduziert war.

[0171] Ebenfalls erwies sich die Pufferart mit Dinatriumphosphat besser zu sein als mit dem I6slicheren Dika-
liumphosphatpuffer. In der Tat wurden die besten Resultate unter Verwendung eines Doppel-Elutionsschritts
erzielt, wobei die Trennungseigenschaften von Dinatriumphosphat mit der hohen Ld&slichkeit des Dikalium-
phosphats verbunden wurden. Die Hydroxylapatitsaule wurde aquilibriert und mit 10 mM Dinatriumphosphat
bei pH 7,8 gewaschen, und die RNA wurde dann mit 0,35 M Dinatriumphosphat bei pH 7,8 eluiert. Die Plas-
mid-DNA wurde mit 0,2 M Dikaliumphosphat bei pH 7,8 mit einer Rickgewinnung von 78,6 % eluiert (Tabelle
| unten).

Tabelle |

Puffer (Elution 1) Puffer (Elution 2) Peak Volumen PlasmidRickge-
winnung (%)

0,35 M 0,6 M 1 2,5 6,6
Na,HPO, Na,HPO, 2 1,5 65,7
pH 7,8 pH 7,8
0,35 M 02M 1 2,0 2,5
Na,HPO, K,HPO, 2 1,0 78,6
pH 7.8 pH 7,8
0,3M 02M 1 3,0 9,9
Na,HPO, K,HPO, 2 1,0 76,2
pH 7,8 pH 7,8

[0172] Das Ersetzen des RNA-Elutionspuffers mit 0,3 M Dinatriumphosphat bei pH 7,8 ergab gleiche Plas-
mid-Rickgewinnungen (76,2 %), jedoch war die RNA-Entfernung nicht so effektiv. Das Ersetzen des Plas-
mid-Elutionspuffers mit 0,6 mM Dinatriumphosphatpuffer bei pH 7,8 resultierte in einer niedrigeren Plas-
mid-Ruickgewinnung (65,7 %).

[0173] Eine Beladung der Saule mit mehr als 0,5 mg Gesamt-Nukleinsdure pro ml der Sdule unter Verwen-
dung der Schritt-Elutionsbedingungen, angemerkt in Tabelle 1, resultiert in Plasmidverlusten im RNA-Elutions-
peak von 56 bis 58 %.

[0174] Bei 0,5 mg/ml Gesamt-Nukleinsdure-Beladungskapazitat fihrte eine Flussrate von 2 ml/min ebenfalls
zu hohen Plasmidverlusten von 7,7 % in der RNA-Elutionsfraktion.

[0175] Die optimalen Bedingungen waren wie folgt:
1. Aquilibriere und wasche die Saule mit 10 mM Na,HPO,, pH 7,8
2. Eluiere RNA mit 0,35 M Na,HPO,, pH 7,8
3. Eluiere Plasmid-DNA in 0,2 M K,HPO,, pH 7,8
4. Flussrate 0,5 ml/min.
5. Saulenkapazitat: 0,5 mg Gesamt-Nukleinsaure pro ml der Saule oder 25,4 mg Plasmid pro ml der Saule.

[0176] Diese Bedingungen ergaben eine Plasmid-Rickgewinnung von 78,6 % und das Produkt erschient frei
von RNA zu sein (unter Verwendung einer lonenaustausch-Chromatographie.

[0177] Ahnliche Resultate wurden unter Verwendung von Hydroxylapatit von Merck erhalten, mit der Ausnah-

me, dass das pH-Optimum 7,5 war, und der Na,HPQO ,-Puffer am besten bei 0,25 M ist. Das Ziel ist die Bindung
des Plasmids zu maximieren, um die Saulenkapazitat zu erhdhen. Da die RNA an die S4ule bindet und in gro-
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Ren Mengen vorliegt, nimmt sie viel der Bindungskapazitat des Hydroxlapatit. Da die RNA jedoch eine niedri-
gere Affinitat zur Saule hat als das Plasmid, werden Bedingungen von hohem Phosphat verwendet, um das
RNA-Binden an die Saule zu verhindern, und als Resultat die Plasmidbindung zu maximieren. Diese Bedin-
gungen sind 0,35 M Na,HPO,, pH 7,8, fir BioRad und 0,25 M Na,HPQO,, pH 7,5, fir Merck. Unter diesen Be-
dingungen kdénnen Kapazitaten von 300 bis 500 pg/ml erreicht werden.

[0178] Alternative Wege, die mit Bezug auf Fig. 1b illustriert sind, fihrten zu Plasmid-DNA mit unterschiedli-
chen Reinheitsgraden und unterschiedlichen Ausbeuten.

[0179] Daher fuhrte z.B. das Verfahren, das als Weg B veranschaulicht ist, zum Entfernen von bis zu 96 %
der Endotoxine und bis zu 99,89 % der genomischen DNA, wobei das Verfahren, das als Weg C veranschau-
licht ist, zum Entfernen von bis zu 99,97 % der genomischen DNA fiihrte.

[0180] Die Auswahl eines bestimmten Verfahrens hangt daher von einer Anzahl an Faktoren ab.

[0181] Wahrend in den vorangegangenen Beispielen der Ultrafiltrationsschritt gemall dem RNase-freien
Plasmid-Aufreinigungsprotokoll durchgefiihrt wurde (300 g MafRstab, wie zuvor umrissen) und die Ausbildung
einer Gelschicht durch Rezirkulierung fur 30 Minuten beinhaltet, hat der Anmelder festgestellt, dass die Rezir-
kulierung nicht notwendig ist. Dies wird nachfolgend in Beispiel 11 gezeigt.

Beispiel 11 (UF, ohne Rezirkulierung)
a) Kontrolle (mit RNase)

[0182] RNase wurde wahrend der alkalischen Lyse hinzugegeben und das geklarte Lysat auf eine Ultrafiltra-
tionsmembran ohne Rezirkulierung geladen.

Konstrukt = 7,8 kb Plasmid

Membran = 300 K

Plasmidbeladung = 183 mg/ft?

TMP = 10 psi

Diafiltrationspuffer = 50 Vol, 10 mM Tris, pH 8

Resultate: Plasmidriickgewinnung = 52 %

Plasmidverlust wahrend

Aufkonzentration/Diafiltration = 38 %

b) Vergleich (RNase-freies Verfahren)
[0183] Das Konstrukt, die Membran und der Diafiltrationspuffer waren wie in der Kontrolle. Die Plasmidbela-

dung variierte (wie gezeigt) und die Resultate wurden bei einem TMP von sowohl 5 als auch 10 psi erhalten.
Siehe nachfolgende Tabelle 2.

Tabelle 2
Plasmidbeladung Plasmidrickgewin- | Plasmidverlust GA-HPLC
nung
TMP = 5 psi 116 mg/ft? 52 % 3% NA
TMP = 10 psi 144 mgl/ft? 90 % 0 83 % RNA

[0184] Der signifikante Unterschied in den Plasmidverlusten zwischen a) Kontrolle und b) dem Vergleich fir
ein RNase-freies Verfahren deutet darauf hin, dass die Rezirkulierung in einem RNase-freien Verfahren unno-
tig ist.

[0185] Ohne durch die Theorie gebunden zu sein, ist es mdglich, dass das Vorkommen von hohen Level an
RNA im RNase-freien Verfahren in der Ausbildung einer "Sofort"-Gelschicht resultiert, moglicherweise durch
die hohen Level an RNA. In dieser Hinsicht sollte angemerkt werden, dass das Lysat im RNAse-freien Verfah-
ren ca. 98 Gew.% RNA zu ca. 2 Gew.% extrachromosomaler DNA enthalt.

[0186] In der Tat wird die Hypothese durch die in Beispiel 12 nachfolgend erhaltenen Resultate unterstitzt,
worin der Effekt der Plasmid-Beladungskonzentration untersucht wurde.
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Beispiel 12 (Effekt der Beladungskonzentration

[0187] In diesem Beispiel wurde der Effekt der Reduzierung der Plasmidbeladung untersucht. Die Resultate
sind nachfolgend in Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3
Plasmidbeladung Plasmidriickgewin- | Plasmidverlust GA-HPLC
nung
2 x Verdlnnung 86 mg/ft? 72 % 0,7 % 78 % RNA
4 x Verdiinnung 42 mg/ft? 86 % 1,3 % 65 % RNA
8 x Verdlnnung 19 mg/ft? 82 % 7% 46 % RNA
16 x Verdlinnung 6 mg/ft? 141 % 5% 34 % RNA

[0188] Was von den Resultaten offensichtlich wird, ist, dass durch Verdiinnen sowohl des Plasmids als auch
der RNA in der Lysatbeladung die Plasmidverluste zunehmen, obwohl die Plasmid-Rickgewinnung hoch
bleibt.

[0189] In Anbetracht der Resultate, die in Beispielen 11 und 12 erhalten wurden, entschied sich der Anmelder
zu untersuchen, ob eine Rezirkulierung in einem zweiten Ultrafiltrations-Arbeitsgang (UF,) notwendig war, d.h.
einer, in dem das meiste an RNA zuvor entfernt worden war. Dieses Protokoll und die Resultate sind nachfol-
gend in Beispiel 13 wiedergegeben.

Beispiel 13 (Rezirkulierung fur 2. UF-Schritt)

[0190] In diesem Experiment wurde der Effekt
i) der Konzentration des Plasmids im Ausgangsmaterial,
ii) des TMP und
iii) der PlasmidgroRRe

untersucht, um zu bestimmen, wie diese die Plasmid-Riickgewinnung beeinflussen.

[0191] Der UF, wurde eingesetzt, um das Volumen einer post-TMAE-Vereinigung zu reduzieren, d.h. eine, die
einem Aufreinigungsschritt unter Verwendung von Chromatographie unterzogen wurde.

[0192] Die Materialien waren wie nachfolgend aufgelistet.
Materialien

[0193] Post-TMAE-Vereinigung, die das Plasmid (7,7 Kbp) in 50 mM Tris/0,74 M NaCl, pH 8,5, enthalt, gela-
gert bei 2 bis 8°C.

[0194] Post-TMAE-Vereinigung, die das Plasmid (5,5 Kbp) in 50 mM Tris/0,74 M NaCl, pH 8,5, enthalt, gela-
gert bei 2 bis 8°C.

[0195] Der Puffer, der als Verdiinnungsmittel verwendet wurde, war 50 mM Tris/0,74 M NaCl, pH 8,5.

[0196] Die Ultrafiltrationskassette wurde unter Verwendung von 0,5 M NaOH gereinigt und in 0,1 M NaOH
gemal den Anleitungen des Herstellers gelagert.

Versuche

[0197] Das TMAE-Eluat wurde mit 50 mM Tris/0,74 M NaCl, pH 8,5, auf die benétigte Konzentration verdiinnt.
Proben wurden fiir eine HPLC-Analyse (Dionex) und einer A260-Messung genommen. 500 ml wurden in das
Reservoir gegeben, wobei der Rest in eine Flasche, die mit dem 500 ml-Reservoir verbunden war, gegeben.
Die Pumpe wurde angeschaltet, um eine Querflussrate (QR) von 900 mi/min zu ergeben. Das Retentatventil
wurde leicht verschlossen, um den bendtigten Transmembrandruck (TMP) zu ergeben. Die Permeatleitung
wurde in eine saubere Flasche platzier und das Lysat auf ein Endvolumen von 250 ml aufkonzentriert. Insge-
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samt wurden vier Fraktionen des Permeats gesammelt (Volumina hangen von der Plasmidkonzentration des
Ausgangsmaterials ab). Proben wurden fir eine HPLC-Analyse (Dionex) und einer A260-Messung genom-
men.

[0198] Das Retentatventil wurde gedffnet und die Permeatleitung abgeklemmt, um den TMP zu entfernen.
Das System wurde stehen gelassen, um fir 10 Minuten zu rezirkulieren, um jedes Plasmid, das mit der Mem-
bran assoziiert war, zu I6sen und das Plasmid zu ernten. Nach 10 Minuten wurde das UF2-Retentat aus dem
Reservoir geerntet und durch 100 ml 50 mM Tris/0,74 M NaCl, pH 8,5, ersetzt. Dieses wurde fir 10 Minuten
wie zuvor rezirkuliert, in einen separaten Behalter abgeerntet und mit "Wasche 1" beschriftet. Der Waschschritt
wurde zweimal wiederholt und die Ernten mit "Wasche 2" und "Wasche 3" beschriftet. Die Volumina des
UF2-Retentats, Wasche 1, Wasche 2 und Wasche 3 wurden gemessen und Proben fiir eine HPLC-Analyse
(Dionex) und eine A260-Messung genommen.

[0199] Die Experimente wurden unter den Bedingungen wie nachfolgend in Tabelle 4 angemerkt durchge-
fuhrt.

Tabelle 4
Nr. des Experiments Plasmidkonzentration TMP (psi) PlasmidgrofRe
(Hg/ml)
064 200 10 7,7 kbp
065 400 10 7,7 kbp
066 600 10 7,7 kbp
068 100 10 7,7 kbp
069 400 15 7,7 kbp
070 300 10 5,5 kbp
071 250 15 5,5 kbp
072 200 20 5,5 kbp

[0200] Die Resultate sind nachfolgend in Tabelle 5 angegeben.

Tabelle 5

Experiment Nr. Rickgewonnen (%) Verlust (%) Ungeklart (%)
064 86,25 2,95 10,79

065 90,94 3,70 5,36

066 93,05 3,08 3,87

068 91,73 5,58 2,70

069 85,83 5,33 8,84

070 95,54 3,53 0,93

071 86,30 5,85 7,85

072 86,10 6,50 7,40

[0201] Die Resultate weisen darauf hin, dass eine Polarisierung der Ultrafiltrationsmembran unnétig ist.

[0202] Da die Level an RNA, die nach alkalischer Lyse zuriickbleiben, in einem RNase-freien Aufreinigungs-
verfahren fiir extra-chromosomale DNA besonders hoch sind (ca. 20 mal die Gewichtsmenge der Plas-
mid-DNA), suchte der Anmelder nach Wegen zum Reduzieren der RNA-Level vor der Ultrafiltration.

[0203] Bezugnehmend auf Fig. 1b "c" wird ersichtlich, dass der Anmelder bereits die Verwendung von Calci-
umchlorid vor dem Ultrafiltrationsschritt vorgeschlagen hat. Dieser Schritt entfernte signifikante Mengen an
RNA, und folgerichtig wurden weitere Untersuchungen mit dem Ziel der Optimierung des Ultrafiltrationsschritts
in Gegenwart von Calciumchlorid durchgefiihrt. Diese Untersuchungen sind in Beispiel 14 wiedergegeben.
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Beispiel 14 (Calciumchlorid und Porengrof3e)

[0204] Da vorherige Experimente mit Calciumchlorid darauf hinwiesen, dass signifikante Mengen an Plasmid
durch eine 300K-Membran verloren gingen, nahm der Anmelder an, dass das Calciumchlorid das Plasmid
moglicherweise "kondensiert". Sie haben daher versucht, eine Membran mit einer kleineren Porengréfie
(100K) zu verwenden. Dies alleine ergab jedoch eine Plasmid-Ruckgewinnung, die weniger war als angenom-
men. Dies wurde unter Verwendung eines niedrigeren TMP (5 psi gegen 10 psi) berichtigt.

[0205] Die Trennung der Zelltrimmer erfolgte:
a) unter Verwendung von Zentrifugation und
b) unter Verwendung eines Siebs.

[0206] Vergleichende Experimente mit und ohne Rezirkulierung sind nachfolgend gezeigt:
a) UF1-Beladungslysat nach Calciumchlorid-Prazipitation mit Rezirkulierung
[0207] Geklartes Lysat wurde durch alkalische Lyse in einer 50 g-Zubereitung hergestellt.

[0208] 1 Volumen einer 2 M Calciumchlorid-Stammlésung wurde zu 1 Volumen geklarten Lysats unter Riihren
hinzugegeben. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur fur 10 Minuten inkubiert. Das Prazipitat wurde bei
5.000 Upm fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,45/0,2 um Sartobran-300-Filter
durchpassiert.

[0209] Die Lagerungsldsung wurde aus einem Ultratiltrationssystem, bestehend aus einer Pall-Filtron-Cen-
tramat-Vorrichtung, ausgestattet mit einer 1 ft> groRen 100K-Omega-Centramat-Open-Channel-Membran, ent-
leert und die Vorrichtung mit 10 mM Tris, pH 8,5 gewaschen.

[0210] Das Reservoir wurde mit ca. 400 ml geklarten Lysat aus einer 50 g-Zubereitung geflllt und an eine
Flasche angeschlossen, die den Rest des Lysats enthielt. Die Rezirkulierung wurde durch Anschluss der Per-
meatleitung an das Reservoir durchgefiihrt. Die Watson-Marlow-Pumpe wurde auf 158 Upm gestellt (Quer-
flussrate von 1 I/min/ft?) und das Retentatventil adjustiert, um einen TMP von 5 psi zu erhalten. Die Rezirkulie-
rung dauerte 20 Minuten, wobei wahrend dieser Zeit dem TMP nicht erlaubt wurde, tber 10 psi zu steigen.

[0211] Das geklarte Lysat wurde durch Anschluss der Permeatleitung an eine 2 I-Flasche auf 75 ml aufkon-
zentriert (Konzentrationspermeat).

[0212] Die Diafiltration wurde durch Anschluss des Reservoirs an eine Flasche mit 10 mM Tris, pH 8,5, ge-
startet, so dass verloren gegangenes Filtrat durch frischen Puffer mit gleicher Rate ersetzt wurde. Das Diafilt-
rationspermeat wurde in 5 x 1 |-Flaschen gesammelt. 30 Volumina (3 1) an 10 mM Tris, pH 8,5, wurden von 20
Volumina (2 1) an 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gefolgt.

[0213] Am Ende der Diafiltration wurde das Retentatventil gedffnet (kein Riickdruck), die Permeatleitung ge-
schlos§en und die Inhalte des UF-Systems fur 30 Minuten rezirkuliert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde
durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentaternte).

[0214] Das Reservoir wurde mit 100 ml 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gefillt und fir 30 Minuten rezirku-
liert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentatwé-
sche 1). Dies wurde einmal wiederholt (Retentatwéasche 2).

[0215] Die UF1-Retentaternte und die beiden Waschen wurden vereinigt und durch einen 0,45/0,2 um Sar-
tobran 300-Filter passiert.

[0216] Das UF1-System wurde dann durch Rezirkulierung von 300 ml an 0,5 M NaOH fiir 30 Minuten desin-
fiziert.

[0217] Das UF1-System wurde in 0,1 M NaOH gelagert.
[0218] Das Experiment wurde wiederholt, jedoch wurde das geklarte Lysat von 2 x 50 g-Zubereitungen ver-

einigt, Calciumchlorid-prazipitiert und durch die UF1 weiter verarbeitet, so dass die UF1-Beladung doppelt so
grof® war.
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b) UF1-Beladungslysat nach Calciumchlorid-Prazipitation ohne Rezirkulierung
i) Unter Verwendung von Zentrifugation, um Zelltrimmer zu entfernen
[0219] Geklartes Lysat wurde durch alkalische Lyse in einer 100 g-Zubereitung hergestellt.

[0220] 1 Volumen einer 2 M Calciumchlorid-Stammlésung wurde zu 1 Volumen des geklarten Lysats unter
Ruhren zugegeben. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur fir 10 Minuten inkubiert. Das Prazipitat wurde
bei 4.600 Upm fiir 20 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 5 ym Sartopure PP2-Filter,
gefolgt von einem 0,45/0,2 ym Sartobran P-Filter passiert.

[0221] Die Lagerungslésung wurde aus einem Ultrafiltrationssystem, bestehend aus einer Pall-Filtron-Cen-
tramat-Vorrichtung, ausgestattet mit einer 1 ft groRen 100K-Omega-Centramat-Open-Channel-Membran, ent-
leert und das System mit 10 mM Tris, pH 8,5, gewaschen.

[0222] Das Reservoir wurde mit ca. 400 ml des geklarten Lysats aus einer 100 g-Zubereitung gefillt und an
eine Flasche angeschlossen, die den Rest des Lysats enthielt. Die Watson-Marlow-Pumpe wurde auf 158 Upm
gestellt (Querflussrate von 1 I/min/ft?) und das Retentatventil wurde justiert, um einen TMP von 5 psi zu erhal-
ten. Das geklarte Lysat wurde auf 75 ml aufkonzentriert und das Konzentrationspermeat in einer 2 I-Flasche
gesammelt. Dem TMP wurde nicht erlaubt, Gber 10 psi zu steigen.

[0223] Die Diafiltration wurde durch Anschluss des Reservoirs an eine Flasche mit 10 mM Tris-Puffer, pH 8,0,
gestartet, so dass verloren gegangenes Filtrat durch frischen Puffer bei gleicher Rate ersetzt wurde. Das Dia-
filtrationspermeat wurde in 5 x 1 I-Flaschen gesammelt. 30 Volumina (3 1) an 10 mM Tris, pH 8,0, wurde von
20 Volumina (2 1) an 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gefolgt.

[0224] Am Ende der Diafiltration wurde das Retentatventil gedffnet (kein Riickdruck), die Permeatleitung ge-
schlos§en und die Inhalte des UF-Systems fir 30 Minuten rezirkuliert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde
durch Offnung der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentaternte).

[0225] Das Reservoir wurde mit 75 ml an 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gefiillt und fir 30 Minuten rezir-
kuliert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentatwé-
sche 1). Dies wurde einmal wiederholt (Retentatwéasche 2).

[0226] Die UF1-Retentaternte und die beiden Waschen wurde vereinigt und durch einen 0,45/0,2 pm Sartob-
ran 300-Filter passiert.

[0227] Das UF1-System wurde anschlieRend durch Rezirkulierung von 300 ml an 0,5 M NaOH fir 30 Minuten
desinfiziert.

[0228] Das UF1-System wurde in 0,1 M NaOH gelagert.
i) Unter Verwendung von Filtrierung, um Zelltrimmer zu entfernen

Plasmidkonstrukt: 5,9 kbp E. coli-Wirtszelllinie:

100 g einer bakteriellen Zellpaste, die bei —70°C gelagert wurde, wurde mit einem Hammer in kleine Teile zer-
brochen. 500 ml eines Resuspensionspuffers wurde bei Raumtemperatur zu einem Bellco-Resuspensionsbe-
halter gegeben. Die zerbrochene Zellpaste wurde dem Behalter zugegeben und fiir 1 Stunde bei Raumtempe-
ratur unter Verwendung eines magnetischen Rihrers geriihrt, der auf 8 eingestellt war.

[0229] Unverziglich vor der Lyse wurden 834 ml einer kalten 0,96 % NaOH zu 166 ml an 6 % SDS im Kal-
traum zugegeben. Die Zellsuspension wurde in ein 4 |-Becherglas Uberfiihrt, das einen Heidolph-Uberkopfriih-
rer hatte, und wurde in den Kaltraum gestellt. Das Lysegemisch wurde zur Zellresuspension gegeben und fur
30 Minuten bei 40 Upm gertuhrt.

[0230] 500 mlan 3 M Kaliumacetat wurde zum Lysat gegeben und fiir 30 Minuten bei 60 Upm bei 4°C gerlhrt.

[0231] Eine 20 mi-Probe des Lysats wurde genommen und bei 2.500 Upm fur 10 Minuten in einer MSE Mistral
2000 zentrifugiert. Der Uberstand war das geklarte Lysat.
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[0232] Zu 1 Volumen des Lysats wurde 0,66 Volumen einer 3 M Calciumchlorid-Stammldsung unter Rihren
hinzugegeben. Das Gemisch wurde fir 10 Minuten bei Raumtemperatur belassen.

[0233] Das Gemisch wurde erneut gertihrt und in eine Plastok-Halterung, ausgestattet mit einem Maschenfil-
ter, 350 mm Durchmesser, 200 pm PorengréfRe, geschittet. Das Filtrat wurde unter Schwerkraft in einem 5
I-Becherglas zuriickgewonnen.

[0234] Das Filtrat nach Maschenfiltrierung wurde durch eine Millipore-CE15-"Depth"-Filterkartusche gepumpt
und das Filtrat in einem 5 |-Becherglas gesammelt.

[0235] Das Filtrat nach "Depth"-Filter wurde durch einen 0,45/0,2 ym Sartobran-P-Filter gepumpt. Dieses Ma-
terial wurde als Lysat nach Calciumchlorid-Prazipitation bezeichnet.

[0236] Das Lysat nach Calciumchlorid-Prazipitation wurde wie zuvor durch das UF1 weiterverarbeitet, mit der
Ausnahme, dass die Diafiltration gegen 35 Volumina an 10 mM Tris, pH 8,0, gefolgt von 15 Volumina an 10
mM Tris + 0,45 M NaCl, pH 8,5, war.

[0237] Das Experiment wurde wiederholt, jedoch war das Lysat 2fach mit UF1-Konzentrationspermeat vor der
Zugabe der Calciumchloridlésung verdinnt.

Entsalzen

[0238] Jede Probe, die Calciumchloridsalz enthielt (einschlieBlich Lysat nach Calciumchlorid-Prazipitation,
UF1-Konzentrationspermeat und UF1-Diafiltrationspermeat) wurden vor der HPLC-Analyse entsalzt.

[0239] 2 ml der Probe wurde in 2 x 5 ml HiTrap-Entsalzungssaulen, die in Reihe geschaltet und mit 50 mM
Tris, pH 8,5, aquilibriert waren, bei einer Flussrate von 5 ml/min injiziert und ein 4,5 ml entsalzter Peak bei einer
Absorption von 254 nm wurde gesammelt.

HPLC-Analyse

[0240] Die Plasmidkonzentration wurde durch lonenaustausch-HPLC auf einer Dionex DNAPac-Saule be-
stimmt.

[0241] Der RNA-Peakbereich wurde durch GréRenausschluss-HPLC auf einer Toso-Haas TSK-Gel
G-DNA-PW, in Reihe geschaltet mit einer G3000 SWXL-Saule, bestimmt. Laufpuffer: 0,1 M Tris + 0,3 M NaCl
+ 1 mM EDTA, pH 7,5. Flussrate = 0,3 ml/min. Der RNA-Gehalt ist die Menge an RNA als Prozentanteil der
Nukleinsauren.

Resultate

a) UF1-Beladungslysat nach Calciumchlorid-Prazipitation mit Rezirkulierung

[0242] Die Resultate sind nachfolgend in Tabelle 6 gezeigt, die zeigt: Effekt einer zunehmenden Nukleinsau-
rebeladung auf die Leistungsfahigkeit des UF1 nach Calciumchlorid-Prazipitation.

Tabelle 6
UF1-Beladung (mg Plasmid/ft?) Plasmid-Rickgewinnung RNA-Gehalt (GA-HPLC)
(IA-HPLC)
60,0 109,9 % 2,61 %
108,0 121,5 % 4,51 %

[0243] Vorangegangene Experimente auf einem Millipore Labscale-TFF-System, ausgestattet mit einer Nied-
rigvolumen-Centramat-300K-Omega-Membran, 0,1 ft?, deuteten daraufhin, dass in Gegenwart von Calcium-
chloridsalz signifikante Mengen an Plasmid durch die Membran verloren gingen. Daher wurde eine
100K-Membran anstelle verwendet, mit keinen signifikanten Plasmidverlusten. Jedoch war die Plasmid-Rick-
gewinnung niedriger als erwartet, wobei dies jedoch unter Verwendung eines niedrigeren Ausgangs-TMP von
5 psi, anstelle von 10 psi, berichtigt wurde. Die RNA-Beseitigung wurde, wie in UF 1, ohne Calciumchlorid, unter
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Verwendung eines Diafiltrationspuffers mit niedriger lonenstarke maximiert.

[0244] Ein 1 ft>-Centramat-System wurde verwendet, um die Labscale-Resultate zu bestatigen, wobei 60,0
mg des Plasmids pro Quadratfu® der Membran in Gegenwart von 1 M Calciumchloridsalz beladen wurde.

[0245] Die Plasmid-Ruckgewinnung war sehr hoch, bei tber 100 %, und die RNA-Beseitigung war mit nur
2,61 % RNA-Gehalt im UF1-Retentat sehr effektiv (Tabelle 6). Im Gegensatz zum UF1 ohne Calciumchlorid
wurde die RNA wahrend der Aufkonzentration und den ersten 10 Diafiltrationsvolumina beseitigt.

[0246] Die Membranbeladung wurde dann auf 108 mg Plasmid/ft? erhéht, mit gleichen Resultaten in der Plas-
mid-Ruckgewinnung (> 100 %) und RNA-Beseitigung (4,51 % Gehalt im UF1-Retentat).

[0247] Die Diafiltration wurde in zwei Schritten durchgefihrt: Zum Ersten wurden 30 Volumina an 10 mM Tris,
pH 8,5 verwendet, um die RNA-Beseitigung zu maximieren. Dies wurde von 20 Volumina an 50 mM Tris + 0,54
M NaCl, pH 8,5, gefolgt, um den Puffer, der das Plasmid enthalt, auszutauschen und es so fur die direkte Be-
ladung einer Fractogel TMAE-Saule vorzubereiten.

b) UF1-Beladungslysat nach Calciumchlorid-Prazipitation ohne Rezirkulierung

[0248] UF1, ohne Rezirkulierung, um eine Gelschicht aufzubauen, wurde mit Calciumchlorid-behandeltem
Lysat durchgefiihrt. Nur sehr kleine Mengen an Plasmid wurden im Permeat detektiert (0,2 %) und die Plas-
mid-Ruckgewinnung war sehr hoch (iiber 100 %). Der RNA-Gehalt im UF1-Retentat war 4,64 % (Tabelle 7).
Tabelle 7: illustriert den Effekt der Nukleinsaurekonzentration in der Beladung auf die Leistungsfahigkeit des
UF1 ohne Rezirkulierung in Gegenwart von Calciumchlorid.

Tabelle 7
UF1-Beladung | Plasmidkon- Plasmid-Rickgewinnung RNA-Gehalt
(mg Plas- Zentration Konzentration- | Diafiltration- UF1-Retentat | (GA-HPLC)
mid/ft’) (ug/ml) spermeat spermeat
126,5* 69,9 0,2 % 0 108,8 % 4,64 %
109,3** 60,7 1,3 % 0 90,5 % 0
129,6** 36,0 5,9 % 72 % 82,7 % 1,93 %

Plasmidkonstrukt: *7,7 kbp, **5,9 kbp

[0249] Der Schritt zur Entfernung der Zelltrimmer nach Neutralisierung und der Calciumchlorid-Prazipitatent-
fernungsschritt wurden kombiniert. Eine Calciumchlorid-Stammldsung von 3 M wurde verwendet, um das Ver-
fahrensvolumen zu minimieren. 0,66 Volumen der Stammlésung wurden direkt zu 1 Volumen des Lysats nach
Neutralisierung gegeben. Das Gemisch wurde durch einen Maschenfilter passiert, um Zelltrimmer zu entfer-
nen, und dann durch einen "Depth"-Filter, um feinere Partikel zu entfernen. Dieses Verfahren war schneller als
die Zentrifugation und ist ebenso einfacher zu kontrollieren. Der zweite Diafiltrationspuffer wurde ebenfalls ver-
andert, wobei 0,54 M NaCl durch 0,45 M NaCl ersetzt wurde. Das Plasmidkonstrukt wurde auf eine kleinere
GroRe verandert, von (7,7 Kbp) auf (5,9 Kbp).

[0250] Die Plasmidverluste im Konzentrationspermeat waren um 1,3 % hoher, was auf die kleinere Plasmid-
groRe zuriickzufiihren sein kdnnte. Die Plasmid-Rickgewinnung war 90,5 % und keine RNA wurde im UF1-Re-
tentat detektiert (Tabelle 7).

[0251] Das Lysat wurde dann 2fach mit Konzentrationspermeat verdiinnt, das aus einem vorherigen Lauf war,
bevor Calciumchlorid zugegeben wurde, so dass die Plasmidkonzentration in der UF1-Beladung von 60,7 auf
36 pg/ml reduziert wurde. Die Plasmidverluste im Konzentrationspermeat nahmen auf 5,9 % signifikant zu, und
die Plasmidriickgewinnung war mit 82,7 % niedriger. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass kleinere Plasmide
von einem wenig produzierenden Wirtsstamm niedrigere Rickgewinnungen im UF1-Arbeitsgang ergeben
koénnten.

[0252] Eine Anzahl an Schlussfolgerungen kann von den Resultaten der Experimente, die in Beispiel 14 auf-
geflhrt sind, gezogen werden.
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1. RNA schien zu der Gelschicht wahrend der Rezirkulierung beizutra gen, so dass nur niedrigere Level
durch die Membran wahrend der Aufkonzentration beseitigt wurden.

2. Die lonenstarke des Diafiltrationspuffers war der wichtigste Faktor beim Entfernen der RNA: eine niedrige
Leitfahigkeit erhohte signifikant das Passieren der RNA durch die Membran wahrend der Diafiltration, ob-
wohl der genaue Mechanismus nicht verstanden wird.

3. 50 Diafiltrationsvolumina sind empfehlenswert, um eine griindliche RNA-Beseitigung zu ergeben.

4. Eine Membran-Porengréfie von 300 K ist empfehlenswert fiir Plasmidgréen von 5 Kbp oder daruber.
5. Der andere wichtige Faktor in der Entfernung der RNA war die Nukleinsdurebeladung: eine niedrigere
Beladung resultierte in einer héheren Entfernung.

6. Die Zugabe von Calciumchlorid zum Lysat, um RNA zu prazipitieren, bendtigte die Modifizierung der fur
den UF1-Schritt verwendeten Bedingungen.

i) Eine kleinere Membran, z.B. 100 K, war notwendig, um Plasmidverluste zu verhindern.

ii) Ein niedrigerer TMP (5 psi) war ebenfalls wiinschenswert, um die Plasmid-Rickgewinnung zu verbes-
sern.

[0253] Nach der Prazipitierung mit Calciumchlorid war nur RNA mit niedrigem Molekulargewicht tbrig, und
diese wurde effizient durch den Ultrafiltrationsschritt entfernt.

7. Rezirkulierung zum Polarisieren der Membran wurde als unnétig in einem RNase-freien Verfahren in Ge-
genwart oder Abwesenheit von Calciumchlorid befunden. Dies kann aufgrund der Gegenwart von grof3en
Mengen an RNA sein, die zu Beginn der Zentrifugation schnell polarisieren. Jedoch erzeugte das Reduzie-
ren der Nukleinsaurebeladung keine Verluste des Plasmids im Vergleich, wenn RNase wahrend der Lyse
hinzugegeben und die Rezirkulierung nicht durchgefiihrt wurde. In Gegenwart von Calciumchlorid wurde
ein kleineres Plasmidkonstruktur durch das UF1 mit der Halfte der normalen Konzentration verarbeitet mit
nur minimalen Verlusten des Plasmids durch die Membran. Dies zeigt die Robustheit des UF1-Schritts in
Gegenwart von Calciumchlorid ohne Rezirkulierung.

[0254] In Anbetracht der oben aufgefiihrten Feststellungen machte der Anmelder weiter, um festzustellen, ob
er ein Verfahren, das Calciumchlorid, als ein Beispiel fir ein anti-chaotrophes Salz, verwendet, weiter optimie-
ren kann. Er untersuchte drei alternative Schemata, und die Resultate dieser Untersuchungen sind nachfol-

gend in Beispiel 15 wiedergegeben:

Beispiel 15
[0255] Die drei untersuchten Schemata waren:
Option 2 Option 3 Option 4
Geklartes Lysat Geklé&rtes Lysat . Lysat A
Calciumchlorid-
UL UFl l prédzipitation l
Calciumchlorid- Calciumchlorid- Kl&rung
prédzipitation v préazipitation
Fractogel TMAE ; UF2 y |UF1 v
Fractogel TMAE y |Fractogel TMAE v

[0256] 100 g einer bakteriellen Zellpaste, die bei —70°C gelagert wurde, wurde durch einen Hammer in kleine
Teile zerbrochen. 500 ml eines Resuspensionspuffers wurde bei Raumtemperatur zu einem Bellco-Resuspen-
sionsbehalter gegeben. Die zerbrochene Zellpaste wurde zum Behalter gegeben und fiir 1 Stunde bei Raum-
temperatur unter Verwendung eines magnetischen Rihrers geriihrt, der auf 8 eingestellt war.

[0257] Umgehend vor der Lyse wurden 834 ml an kalter 0,96 % NaOH zu 166 ml an 6 % SDS im Kalteraum
zugegeben. Die Zellsuspension wurde in ein 3 I-Becherglas Uberfiihrt, das einen Heidolph-Uberkopfriihrer hat-
te, und in den Kalteraum gestellt. Das Lysegemisch wurde zur Zellresuspension gegeben und fiir 30 Minuten

bei 40 Upm geruhrt.

[0258] 500 mlan 3 M Kaliumacetat wurde zum Lysat gegeben und fiir 30 Minuten bei 80 Upm bei 4°C gerlihrt.

Verfahren

Lyse
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[0259] Das Lysat wurde bei 8.000 g flir 10 Minuten in einer Sorvall RC5C Plus-Zentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wurde durch eine Doppelschicht an Miracloth filtriert, dann durch einen 5 pm Sartopure PP2-Filter,
gefolgt von einem 0,45/0,2 ym Sartobran P-Filter passiert. Dieses Material wurde als geklartes Lysat bezeich-
net.

UF1

[0260] Eine Lagerungslosung wurde aus einem Ultrafiltrationssystem, bestehend aus einer Pall-Filtron-Cen-
tramat-Vorrichtung, ausgestattet mit einer 1 ft> groBen 300 K-Omega-Centramat-Open-Channel-Membran ent-
leert und das System mit Diafiltrationspuffer (10 mM Tris, pH 8,0) gewaschen.

[0261] Das Reservoir wurde mit ca. 500 ml des geklarten Lysats gefiillt und an eine Flasche angeschlossen,
die den Rest des Lysats enthielt. Die Rezirkulierung wurde durch Anschluss der Permeatleitung an das Reser-
voir durchgefiihrt. Die Watson-Marlow-Pumpe wurde auf 155 Upm eingestellt (Querflussrate von 1 I/min/ft?)
und der TMP wurde auf 5 psi eingestellt. Die Rezirkulierung dauerte 20 Minuten, wobei wahrend dieser Zeit
dem TMP nicht gestattet wurde, tiber 10 psi zu steigen.

[0262] Das geklarte Lysat wurde durch Verbinden der Permeatleitung an eine 2 I-Flasche auf 75 ml aufkon-
zentriert (Konzentrationspermeat).

[0263] Die Diafiltration wurde durch Anschlielen des Reservoirs an die Diafiltrationspufferflasche gestartet,
so dass verloren gegangenes Filtrat durch frischen Puffer bei gleicher Rate ersetzt wurde. Das Diafiltration-
spermeat wurde in 5 x 1 |-Flaschen gesammelt. 50 Volumina (5 I) des Diafiltrationspuffers wurde verwendet.

[0264] Am Ende der Diafiltration wurde das Retentatventil gedffnet (kein Riickdruck), die Permeatleitung ge-
schlos§en und die Inhalte des UF-Systems fir 30 Minuten rezirkuliert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde
durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentaternte).

[0265] Das Reservoir wurde mit 75 ml an frischem Diafiltrationspuffer aufgefullt und fur 30 Minuten rezirkuliert.
Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentatwésche 1).
Dies wurde einmal wiederholt (Retentatwasche 2).

[0266] Die UF1-Retentaternte und die beiden Waschen wurden vereinigt und durch einen Gelman Science
0,45 pm-Filter passiert.

[0267] Das UF1-System wurde dann durch Rezirkulieren von 500 ml an 0,5 M Na-OH fir 1 Stunde desinfi-
Ziert.

[0268] Das UF1-System wurde in 0,1 M NaOH gelagert.

Calciumchloridprazipitation
[0269] Zu 1 Volumen an UF1-Retentat wurde 0,12 Volumen an 2,8 M Calciumchlorid in 0,1 M Tris, pH 8,0,
gegeben, so dass die Endkonzentration an Calciumchlorid 0,3 M war. Das Gemisch wurde fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.
[0270] Das Gemisch wurde dann zweifach mit 0,1 M Tris, pH 8,5, verdinnt, um eine Endkonzentration des
Calciumchlorids von 0,15 M zu ergeben. Das Prazipitat wurde dann durch Passieren durch 3 x 25CE-Filter,
gefolgt von 4 x 40 CE-Filtern und schlieBlich 2 x 0,45/0,2 ym Sartobran P-Filtern abfiltriert.
[0271] Dieses Material wurde als das UF1 nach Calciumchloridprazipitation bezeichnet.

Fractogel-TMAE-Anionenaustausch-Chromatographie

[0272] Eine 20 ml Fractogel-TMAE-S&aule (1,6 x 10 cm) wurde mit 10 Sdulenvolumina an 50 mM Tris, pH 8,5,
bei einer Flussrate von 5.1 ml/min (152 cm/h) aquilibriert.

[0273] Die Saule wurde mit ca. 2.5 mg Plasmid pro ml Sdule mit verdinntem UF1 nach Calciumchloridprazi-

pitation beladen. Die Saule wurde mit 2 Saulenvolumina an 50 mM Tris, pH 8,5, gefolgt von 5 Saulenvolumina
an 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gewaschen.
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[0274] Das Plasmid wurde mit einem 10 Sdulenvolumen-Gradienten von 0,54 bis 3 M NaCl in 50 mM Tris, pH
8,5, eluiert.

[0275] Die Saule wurde mit 4 Saulenvolumina an 50 mM Tris + 3 M NaCl, pH 8,5 regeneriert.
[0276] Die Saule wurde mit 5 Saulenvolumina an 50 mM Tris, pH 8,5 reaquilibriert.
UF2

[0277] Die Lagerungslésung wurde aus einem Ultrafiltrationssystem, bestehend aus einem Millipore Labsca-
le-System, ausgestattet mit einer 0,1 ft> groBen 100 K-Omega-Centramat-Open-Channel-Membran, entleert
und das System mit Diafiltrationspuffer (10 mM Tris, pH 8,0) gewaschen.

[0278] Das Reservoir wurde mit dem UF1-Material nach Calciumchloridprazipitation gefullt. Die Rezirkulie-
rung wurde durch Verbinden der Permeatleitung an das Reservoir durchgefiihrt. Die Pumpe wurde auf 4 ein-
gestellt (Querflussrate von 1 I/min/ft?), und der TMP wurde auf 5 psi eingestellt. Die Rezirkulierung dauerte 20
Minuten, wobei wahrend dieser Zeit dem TMP nicht erlaubt wurde, tiber 10 psi zu steigen.

[0279] Das UF1 nach Calciumchloridprazipitation wurde durch Verbinden der Permeatleitung an eine 500
mi-Flasche auf 35 ml aufkonzentriert (Konzentrationspermeat).

[0280] Die Diafiltration wurde durch Verbinden des Reservoirs an eine Flasche mit 10 mM Tris-Puffer, pH 8,0,
gestartet, so dass verlorengegangenes Filtrat durch frischen Puffer bei gleicher Rate ersetzt wurde. Die Diafil-

tration erfolgte gegen 40 Volumina an 10 mM Tris, pH 8,0, gefolgt von 10 Volumina an 50 mM Tris + 0,54 M
NaCl, pH 8,5. Das Didfiltrationspermeat wurde in 4 x 500 ml Flaschen gesammelt.

[0281] Am Ende der Diafiltration wurde das Retentatventil gedffnet (kein Riickdruck), die Permeatleitung ge-
schlossen und die Inhalte des UF-Systems fir 30 Minuten rezirkuliert. Das UF2-diafiltrierte Konzentrat wurde
durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentaternte).

[0282] Das Reservoir wurde mit 50 ml an 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gefiillt und fir 30 Minuten rezir-
kuliert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde durch Offnen der Retentatleitung zuriickgewonnen (Retentatwé-
sche 1). Dies wurde einmal wiederholt (Retentatwasche 2).

[0283] Die UF1-Retentaternte und die beiden Waschen wurden vereinigt und durch einen Sterivex-GV-Filter
passiert.

[0284] Das UF1-System wurde durch Rezirkulieren von 100 ml an 0,5 M NaOH firr 1 Stunde desinfiziert.
[0285] Das UF1-System wurde in 0,1 M NaOH gelagert.

Verfahrensoption 2
[0286] Die alkalische Lyse wurde wie zuvor durchgefihrt, gefolgt wie zuvor von UF1 und Calciumchloridpra-
zipitation. 237 ml des UF1 nach Calciumchloridprazipitation wurden auf eine Fractogel-TMAE-Saule geladen.

240 ml Durchbruch und Wasche (Peak 1) sowie 75 ml Eluat (Peak 2) wurden gesammelt.

[0287] 280 ml UF1-Retentat wurde hergestellt, jedoch wurden nur 210 ml nach Filtrierung zuriickgewonnen.
Einiges an Material war auf den Filtern und einiges war aufgrund eines Lecks verlorengegangen.

[0288] 482 ml des verdiinnten UF1-Retentats nach Calciumchloridprazipitation wurde hergestellt. Nur 400 ml
wurden nach Filtrierung riickgewonnen.

Verfahrensoption 3
[0289] Diese Option ist mit 2 dahingehend gleich, als dass die alkalische Lyse durchgefiihrt wurde, gefolgt
von UF1 und Calciumchloridprazipitation, mit der Ausnahme, dass das UF1-Retentat nach Calciumchloridpra-

zipitation nicht verdiinnt wurde.

[0290] Ein Ultrafiltrationsschritt (UF2) wurde eingefuhrt, um Calciumchloridsalze, die sonst die Chromatogra-
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phiesaule beeinflussen, zu entfernen.

[0291] 90 ml des UF2-Retentats wurde auf eine 20 ml Fractogel TMAE-Saule wie zuvor beladen, mit der Aus-
nahme, dass der 10 Saulenvolumengradient 0,54 bis 1 M NaCl in 50 mM Tris, pH 8,5, war.

[0292] 315 ml des UF1-Retentats wurde hergestellt, jedoch wurden nur 295 ml nach Filtrierung zuriickgewon-
nen.

[0293] 330 ml des UF1 nach Calciumchloridprazipitation wurde hergestellt, jedoch wurden nur 320 ml nach
Filtrierung zurickgewonnen.

Verfahrensoption 4
Lyse

[0294] Der Lyseschritt war wie zuvor beschrieben, mit der Ausnahme, dass nicht, wie zuvor beschrieben, zen-
trifugiert wurde. An dessen Stelle wurde das Lysat einer Calciumchloridprazipitation unterzogen und Zelltrim-
mer, wie nachfolgend aufgefihrt, entfernt:

Calciumchloridprazipitation und Entfernen der Zelltrimmer

[0295] Eine 20 ml Probe des Lysats wurde in einer MSE Mistral 2000 bei 2.500 Upm fir 10 Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde als das geklarte Lysat bezeichnet.

[0296] Zu 2.100 ml des Lysats wurden 1.960 ml an 2 M CaCl, unter Rihren gegeben und dann fir 10 Minuten
bei Raumtemperatur stehen gelassen.

[0297] Das Gemisch wurde auf eine Plastok-Halterung, ausgestattet mit einem Maschenfilter, 350 mm, 200
pm, geschiittet, um Zelltrtimmer zu entfernen, und das Filtrat wurde unter Schwerkraft in einem 5 |-Becherglas
gesammelt. Das Filtrat wurde dann durch eine Millistak 15CE-"Depth"-Filterkartusche, gefolgt von einem
0,45/0,2 pm Sartobran P-Filter passiert. Das Filtrat wurde als das Lysat nach Calciumchlorid bezeichnet (Vo-
lumen = 3.350 ml).

UF1

[0298] Lagerungslésung wurde aus einem Ultrafiltrationssystem, bestehend aus einer Pall-Filtron-Centra-
mat-Vorrichtung, ausgestattet mit einer 1 ft*> groBen 100K-Omega-Centramat-Open-Channel-Membran, ent-
leert und das System mit Diafiltrationspuffer (10 mM Tris, pH 8,0) gewaschen.

[0299] Das Reservoir wurde mit ca. 500 ml des Lysats nach Calciumchloridprazipitation gefillt und an eine
Flasche angeschlossen, die den Rest des Lysats enthielt. Die Rezirkulierung wurde durch Anschlief3en der
Permeatleitung an das Reservoir durchgefiihrt. Die Watson-Marlow-Pumpe wurde auf 155 Upm eingestellt
(Querflussrate von 1 I/min/ft?), und der TMP wurde auf 5 psi eingestellt. Die Rezirkulierung dauerte 20 Minuten,
wobei wahrend dieser Zeit dem TMP nicht erlaubt wurde, Uber 10 psi zu steigen.

[0300] Das geklarte Lysat wurde durch anschlieRen der Permeatleitung an eine 2 |-Flasche auf 75 ml aufkon-
zentriert (Konzentrationspermeat).

[0301] Die Diafiltration wurde durch Anschlie3en des Reservoirs an eine Flasche mit 10 mM Tris-Puffer, pH
8,0, gestartet, so dass verlorengegangenes Filtrat durch frischen Puffer bei gleicher Rate ersetzt wurde. Die
Diafiltration wurde mit 35 Volumina an 10 mM Tris, pH 8,0, gefolgt von 15 Volumina an 50 mM Tris + 0,54 M
NaCl, pH 8,5, durchgefihrt. 5 x 1 | Proben des Diafiltrationspermeats wurden gesammelt.

[0302] Am Ende der Diafiltration wurde das Retentatventil gedffnet (kein Riickdruck), die Permeatleitung ge-
schlossen und die Inhalte des UF-Systems fir 30 Minuten rezirkuliert. Das UF1-diafiltrierte Konzentrat wurde
durch 6ffnen der Retentatleitung zurlickgewonnen (Retentaternte).

[0303] Das Reservoir wurde mit 100 ml an 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, pH 8,5, gefiillt und fir 30 Minuten re-

zirkuliert. Das UF 1-diafiltrierte Konzentrat wurde durch Offnen der Retentatleitung riickgewonnen (Retentatwé-
sche 1). Dies wurde einmal wiederholt (Retentatwasche 2).
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[0304] Die UF1-Retentaternte und die beiden Waschen (Volumen = 290 ml) wurden vereinigt und durch einen
Gelman Science 0,45 pm-Filter passiert (Endvolumen = 270 ml).

Fractogel-TMAE-Anionenaustausch-Chromatographie

[0305] Diese wurde wie zuvor durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass der 10 Saulenvolumengradient 0,54 bis
1 M NaCl in 50 mM Tris, pH 8,5, war.

[0306] 125 ml des UF1-Retentats wurde auf eine Saule geladen. 135 ml an Durchfluss und Wasche (Peak 1)
sowie 135 ml an Eluat (Peak 2) wurden gesammelt.

[0307] Die Proben wurden, wie nachfolgend ausgefiihrt, einer Analyse unterzogen:
Probenanalyse:
lonenaustausch-HPLC
[0308] Die Plasmidkonzentration wurde durch Anionenaustausch-HPLC auf einer Dionex DNAPac
PA-100-Saule (4 x 250 mm) gemaf dem Standardprotokoll bestimmt. Die Proben wurden mit RNase verdaut,

um jegliche stérende RNA zu entfernen: 2 ul bovine Penkreas-RNase wurde zu 100 ul Probe gegeben.

[0309] Die Plasmidstruktur wurde durch Anionenaustausch-HPLC auf einer TSK DNA-NPR-Saule (4,6 mm x
7,5 cm, 2,5 um) gemal dem Standardprotokoll bestimmt.

RNA-Test

[0310] Die RNA-Konzentration wurde durch BAD unter Verwendung eines auf reverse-Phase-HPLC-basie-
renden Tests bestimmt.

[0311] Das Plasmid/RNA-Verhaltnis wurde durch GréRenausschluss-HPLC auf einer TSK G-DNA-PW-Saule
(7,8 mm x 30 cm, 10 pym), gekoppelt an eine TSK G3000 SWXL-Saule (7,8 mm x 30 cm, 5 ym) bestimmt. Die
mobile Phase war 0,1 M Tris + 0,3 M NaCl + 1 mM EDTA, pH 7,5. Die Flussrate war 0,3 ml/min. Die Probenin-
jektion war 100 pl.

Proteintest
[0312] Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung des Micro-BCA-Proteintest-Reagenzkits von
Pierce bestimmt. Eine Standardkurve wurde unter Verwendung einer BSA-Lésung im Bereich von 0,625 bis
20 pg/ml aufgetragen. Die Proben wurden geeigneterweise mit PBS verdinnt, um in den Bereich der
BSA-Standards zu fallen.

Endotoxintest

[0313] Die Endotoxin-Konzentration wurde durch Pharmaceutical Microbiology unter Verwendung eines
Standard-LAL-Tests bestimmt.

Test auf genomische DNA

[0314] Die Konzentration an genomischer DNA wurde durch BAD unter Verwendung eines quantitativen
PCR-Tests bestimmt.

Entsalzen
[0315] Proben, die hohe Level an Calciumchloridsalz enthielten (Lysat nach Calciumchloridprazipitation,
UF1-Konzentrationspermeat, UF1-Diafiltrationspermeat) wurden vor der Analyse entsalzt. Die Proben der Ver-
fahren 2 und 3, die Calciumchloridsalz enthielten, wurden nicht entsalzt, da die geringe Konzentration in den
Tests nicht stérend war.

[0316] 2 ml Probe wurde auf in Reihe geschalteten 2 x 5 ml HiTrap-Entsalzungssaulen, die mit 50 mM Tris,
pH 8,5 aquilibriert waren, bei einer Flussrate von 5 ml/min geladen und ein 4,5 ml entsalzter Peak mit einer
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Absorption bei 254 nm wurde gesammelt.
Resultate und Diskussion

[0317] Die Volumina, die fur die ganzen Berechnungen verwendet wurden, wurden auf Verluste, die wahrend
dem Filtrieren auftraten, korrigiert. Dies erlaubte einen besseren Vergleich zwischen jeder Option.

Auswahl der Verfahrensoption: Option 2

[0318] Das geklarte Lysat wurde durch einen modifizierten UF1-Schritt aufbereitet, um das Entfernen der
RNA zu maximieren. Dies schloss das Diafiltrieren mit 50 Volumina an Puffer mit geringer lonenstarke und die
Verwendung eines Ausgangs-TMP von 5 psi ein. Die Plasmidbeladung auf die 1 ft? groRe 300K-PES-Membran
war 136,4 mg des Plasmids pro Quadratful®. Die verbleibende RNA wurde dann mit 0,3 M Calciumchlorid fur
10 Minuten bei Raumtemperatur prazipitiert. Das Gemisch wurde 1:1 auf eine Calciumchloridsalzkonzentration
von 0,15 M verdinnt, und das Prazipitat durch Filtrieren entfernt. Das Filtrat wurde dann direkt auf eine Frac-
togel-TMAE-Anionenaustauschsaule geladen. Die Verdinnung war notwendig, um zu verhindern, dass das
Calciumchloridsalz die Bindung des Plasmids an die Saule stért. Die Saule wurde mit 2,47 mg Plasmid pro ml
Saule beladen, mit 50 mM Tris gewaschen, um frihes Eluieren des Plasmids zu verhindern, gefolgt von 50 mM
Tris + 0,54 M NaCl, um die verbleibende RNA zu eluieren. Das Plasmid wurde mit einem Salzgradienten elu-
iert.

[0319] Die gesamte Plasmid-Rickgewinnung war bei 89,2 % hoch (siehe nachfolgende Tabelle 8).

Tabelle 8
Volumen (ml) Plasmidkonzentra- | Schrittriickgewin- Gesamtrickgewin-
tion (ug/ml) nung nung
Lysat 1.800 75,8 NA NA
UF1-Konzentra 1.700 0 0 0
UF1-Diafiltration- 5.000 0 0
spermeat
UF1-Retentat 280 381,8 78,3 % 78,3 %
UF1 nach Calcium- | 480 208,7 124,9 % 97,9 %
chlorid-Prazipitati-
on
TMAE Peak 1 240 0 0 0
TMAE Peak 2 75 601,1 91,1 % 89,2 %

[0320] Der UF1-Schritt ergab eine Riickgewinnung von 78,3 %, wahrend die Rickgewinnung des Calcium-
chlorid-Prazipitationsschritts gréRer als 100 % war. Die Riickgewinnung iber den Chromatographieschritt war
91,1 %.

[0321] Die Gesamt-Entfernung der RNA war 99,84 % (siehe nachfolgende Tabelle 9).
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Tabelle 9
Volumen (ml) RNA-Konzentrati- | Schrittentfernung Gesamtentfernung
on (pg/ml)
Lysat 1.800 1.579,1 NA NA
UF 1-Konzentrati- 1.700 123,2 7.4 % NA
onspermeat
UF1-Diafiltration- 5.000 354,8 62,0 % NA
spermeat
UF 1-Retentat 280 2.552,4 74,9 % 74,9 %
UF1 nach Calcium- | 480 6,25 99,4 % 99,86 %
chlorid-Prazipitati-
on
TMAE Peak 1 240 18,21 > 100 % NA
TMAE Peak 2 75 21,95 0 % 99,84 %

[0322] Der verbesserte UF1-Schritt filhrte zu einer RNA-Beseitigung von 74,9 %. Die Tatsache, dass das
meiste der RNA wahrend der Diafiltration beseitigt wurde, und dass die verbleibende RNA im wesentlichen von
hohem Molekulargewicht war, weist darauf hin, dass die RNA urspringlich an der Gelschicht beteiligt war, je-
doch dann durch den Diafiltrationspuffer mit niedriger lonenstérke "wiedergeldst" wurde, und dieser ermdglich-
te aufgrund ihrer geringen GréRe, durch die Membran zu passieren. 99,44 % der RNA, die im UF1-Retentat
zurickgewonnen wurde, wurde dann durch Behandlung mit Calciumchlorid prazipitiert. Es ist wohlbekannt,
dass Calciumchlorid ein besonders potenter Prazipitant von RNA mit hohem Molekulargewicht ist. Die Anio-
nenaustauschsaule jedoch erméglichte keine weitere Entfernung der RNA, obwohl RNA im Saulendurchfluss
detektiert wurde: hier scheint ein Widerspruch in den RNA-Testresultaten.

[0323] Die Analyse durch GréRenausschluss-HPLC zeigt den Effekt der Behandlung mit Calciumchlorid: das
Plasmid/RNA-Verhaltnis stieg von 16,11 % im UF 1-Retentat auf 89,76 % nach Prazipitation mit Calciumchlorid
(siehe nachfolgende Tabelle 10).

Tabelle 10
% Plasmid % RNA
UF1-Retentat 16,11 % 83,89 %
UF1 nach Calciumchlorid-Prazipi- | 89,76 % 10,24 %
tation
TMAE Peak 1 0 % 100,0 %
TMAE Peak 2 98,95 % 1,05 %

[0324] Am Ende des Verfahrens war der RNA-Gehalt nur 1,05 %.

[0325] Die Analyse der Plasmidstruktur durch lonenaustausch-HPLC zeigt, dass das Verfahren die Level der
Plasmid-Isoformen nicht beeinflusste: wahrend des gesamten Verlaufs des Verfahrens waren 96 % der Plas-
mide supercoiled mit ca. 3,4 % multimerisch (siehe nachfolgende Tabelle 11).

Tabelle 11
% Offener Ring % Supercoiled % Multimere
UF1-Retentat 0,77 % 95,76 % 3,47 %
UF1 nach Calciumchlo- | 0 % 96,69 % 3,31 %
rid-prazipitation
TMAE Peak 2 0 % 96,57 % 3,43 %
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[0326] Der UF1-Schritt entfernte 99,87 % der Proteine (siehe nachfolgende Tabelle 12).

Tabelle 12
Volumen (ml) Proteinkonzentrati- | Schrittentfernung Gesamtentfernung
on (pg/ml)
Lysat 1.800 5.768,6 NA NA
UF 1-Konzentrati- 1.700 5.565,5 911 % NA
onspermeat
UF1-Diafiltration- 5.000 277,8 13,3 % NA
spermeat
UF1-Retentat 280 52,6 99,87 % 99,87 %
UF1 nach Calcium- | 480 ND* ND ND
chlorid-Prazipitati-
on
TMAE Peak 1 240 ND ND ND
TMAE Peak 2 75 0 100,0 % 100,0 %

* Ein unklares Prazipitat bildete sich aufgrund der Gegenwart von Calciumchloridsalz

[0327] Proteine sind klein genug, um effektiv durch eine 300K-Membran beseitigt zu werden. Am Ende des
Verfahrens konnte kein Protein im Fractogel-TMAE-Eluat detektiert werden.

[0328] Die Gesamtentfernung des Endotoxins war mit mehr als 99,94 % hoch (siehe nachfolgende Tabelle
13).

Tabelle 13
Volumen (ml) Endotoxinkonzent- | Schrittentfernung Gesamtentfernung

ration (EU/mI)
Lysat 1.800 102,0 NA NA
UF1-Konzentrati- 1.700 <50 <46 % NA
onspermeat
UF 1-Diafiltration- 5.000 44,0 119,8 % NA
spermeat
UF1-Retentat 280 540,5 17,6 % 17,6 %
UF1 nach Calcium- | 480 < 25,0 > 89,4 % >91,3%
chlorid-Prazipitati-
on
TMAE Peak 1 240 0,65 NA NA
TMAE Peak 2 75 <0,50 NA > 99,94 %

[0329] Der Calciumchloridschritt ergab eine hohe Entfernung des Endotoxins: mehr als 89,4 %. Der Anionen-
austauschschritt besorgte ebenfalls eine Endotoxin-Beseitigung, obwohl der genaue Wert nicht berechnet wer-
den konnte.

[0330] Der UF1-Schritt hatte keinen signifikanten Effekt auf die Endotoxinlevel: nur 17,6 % wurde in diesem
Arbeitsgang beseitigt.

[0331] Level an genomischer DNA wurden durch eine Kombination an Schritten reduziert: 55 % Reduzierung
fur den UF1-Schritt, 77,6 % fir den Calciumchloridschritt und 66,1 % fiir den Anionenaustauschschritt (siehe
nachfolgende Tabelle 14, die den Effekt der Nukleinsaruekonzentration in der Beladung auf die Leistungsfa-
higkeit des UF1 ohne Rezirkulierung in Gegenwart von Calciumchlorid zeigt).
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Tabelle 14
UF1-Beladung | Plasmidkon- Plasmid-Rickgewinnung RNA-Gehalt
(mg Plas- zentration Konzentration- | Diafiltration- UF1-Retentat | (GA-HPLC)
mid/ft?) (ug/ml) spermeat spermeat
126,5* 69,9 0,2 % 0 108,8 % 4,64 %
109,3** 60,7 1,3 % 0 90,5 % 0
129,6** 36,0 59 % 72 % 82,7 % 1,93 %

Plasmidkonstrukt: *7,7 kbp, **5,9 kbp

[0332] Die Gesamtbeseitigung war 96,6 %. Der Calciumchloridschritt hatte nicht die erwartete Auswirkung,
wahrscheinlich aufgrund der verwendeten niedrigen Konzentration von 0,3 M.

Auswahlverfahrensoption: Option 3

[0333] Option 3 war sehr ahnlich zu 2, mit der Ausnahme, dass ein zweiter UF-Schritt eingefihrt wurde, um
Calciumchloridsalze vor der Beladung auf die Anionenaustauschsaule zu entfernen. Die Membran, die fur den
UF2-Schritt verwendet wurde, hatte einen niedrigeren Molekulargewichtsausschluss von 100K, um Verluste
des Plasmids in Gegenwart des Calciumchloridsalzes zu verhindern. Ein Puffer mit niedriger lonenstarke wur-
de zu Beginn der Diafiltration verwendet, um die Beseitigung der RNA zu férdern, gefolgt von 50 mM Tris +
0,54 M NaCl, um den Puffer vor der Beladung auf die Chromatographiesdule auszutauschen. Ein niedriger
Ausgangs-TMP von 5 psi wurde ausgewahlt, um die Plasmid-Rickgewinnung zu verbessern. Die Membran-
beladung war 909 mg des Plasmids pro Quadratful? der Membran.

[0334] Das meiste der zurtickbehaltenen RNA wurde durch Aufkonzentration und friihe Diafiltration beseitigt.
Der Anionenaustauschschritt wurde wie fur Option 2 durchgefihrt.

[0335] Die Plasmid-Ruckgewinnung tber den UF1-Schritt war 74,5 %, dann Gber 100 % Uber den Calcium-
chlorid-Prazipitationsschritt und 71,1 % fur den UF2-Schritt (siehe nachfolgende Tabelle 15).

Tabelle 15
Volumen (ml) Plasmid-Konzent- | Schrittriickgewin- Gesamtrickgewin-
ration (pg/ml) nung nung
Lysat 1.800 71,2 NA NA
UF1-Konzentrati- 1.730 0 0 NA
onspermeat
UF 1-Diafiltration- 5.000 0 0 NA
spermeat
UF1-Retentat 315 303,0 74,5 % 74,5 %
UF1 nach Calcium- | 330 284,3 105,0 % 78,2 %
chlorid-Prazipitati-
on
UF2-Konzentrati- 260 2,0 0,6 % NA
onspermeat
UF2-Diafiltration- 1.000 0,77 0,8 % NA
spermeat
UF2-Retentat 105 635,2 1% 57,3 %
TMAE Peak 1 105 201,6 37,0 % 212 %
TMAE Peak 2 90 305,8 41,3 % 27,6 %

[0336] Ein Absorptionspeak wurde im Durchfluss der Fractogel-TMAE-Saule detektiert: 37 % des Plasmids
war im Durchfluss verloren gegangen, mit 41,3 % Ruckgewinnung im Eluat. Die Gesamtriickgewinnung der
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vereinigten Fraktionen war 48,8 %. Obwohl die Saulenbeladung 2,86 mg des Plasmids pro ml Saule war, ist
es zweifelhaft, dass dies fur den beobachteten hohen Verlust an Plasmid verantwortlich ist. Der Beladungspuf-
fer war ebenfalls anders: Die Saule wurde beladen in 0,15 M Calciumchlorid und 0,1 M Tris in Option 2 im Ver-
gleich zu 50 mM Tris + 0,54 M NaCl fir Option 3, so dass die lonenstarke des Beladungspuffers zu hoch ge-

wesen sein konnte.

[0337] Gesamtentfernung der RNA war bei 99,985 % hoch (siehe nachfolgende Tabelle 16).

Tabelle 16
Volumen (ml) RNA-Konzentrati- | Schrittriickgewin- Gesamtrickgewin-
on (pg/ml) nung nung
Lysat 1.800 1.749,5 NA NA
UF1-Konzentrati- 1.730 117,2 6.4 % NA
onspermeat
UF1-Diafiltration- 5.000 357,0 56,7 % NA
spermeat
UF1-Retentat 315 2.281,9 77,2 % 77,2 %
UF1 nach Calcium- | 330 25,0 98,8 % 99,72 %
chlorid-Prazipitati-
on
UF2-Konzentrati- 260 185,4 >100,0 % NA
onspermeat
UF2-Diafiltration- 1.000 10,74 >100,0 % NA
spermeat
UF2-Retentat 105 19,12 74,9 % 99,93 %
TMAE Peak 1 105 5,84 35,6 % NA
TMAE Peak 2 90 4,20 78,0 % 99,985 %

[0338] Die RNA-Beseitigung war 77,2 % fur den UF1-Schritt, 98,8 % fir den Calciumchlorid-Prazipitations-
schritt, 74,9 % fur den UF2-Schritt und 78 % fiur die Chromatographiesaule. Diese Resultate sind denen aus
Verfahren 2 erhaltenen sehr ahnlich, mit Ausnahme der zusatzlichen Beseitigung, die der UF2-Schritt lieferte.

[0339] Die Analyse durch Grofienausschlu-HPLC zeigt eine Zunahme im Plasmid/RNA-Verhaltnis im
UF 1-Retentat von 17,02 % auf 92,25 % nach Prazipitation mit Calciumchlorid, 95,24 % im UF2-Retentat und
98,91 % nach dem Anionenaustausch-Chromatographieschritt (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17

% Plasmid % RNA
UF1-Retentat 17,02% 82,98 %
UF1 nach Calciumchlorid-Prazipi- | 92,25 % 7,75 %
tation
UF2-Konzentrationspermeat 22,67 % 77,33 %
UF2-Diafiltrationspermeat 4,93 % 95,07 %
UF2-Retentat 95,24 % 4,76 %
TMAE Peak 1 92,01 % 7,99 %
TMAE Peak 2 98,91 % 1,09 %

[0340] Die Analyse der Plasmidstruktur durch lonenaustausch-HPLC zeigt, dass ca. 96 % der Plasmide su-
percoiled und 3,5 % multimerisch auf der Stufe des UF1-Retentats und nach Prazipitation mit Calciumchlorid

sind (siehe nachfolgende Tabelle 18).
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Tabelle 18
% Offener Ring % Supercoiled % Multimere
UF 1-Retentat 0 % 96,21 % 3,79 %
UF1 nach Calciumchlo- | 0 % 96,49 % 3,51 %
rid-Prazipitation
UF2-Retentat 22,73 % 75,70 % 1,57 %
TMAE Peak 2 20,93 % 78,54 % 0,53 %

[0341] Nach dem UF2-Schritt sind 22,73 % der Plasmide offen zirkular mit nur 75,5 % supercoiled. Es ist mdg-
lich, dass die Pumpe im Labscale UF-System, das fur den UF2-Schritt verwendet wurde, unbrauchbar ist und
das Plasmid schert, was zu einem hohen Level an offenen Ringen fuhrt. Von vorhergegangenen Experimenten
auf dieser Stufe kann nicht davon ausgegangen werden, dass der UF2-Schritt selbst unbrauchbar ist. Diese
Feststellung scheint jedoch die hohen Plasmid-Level im Durchfluss des Chromatographieschritts zu erklaren:
es ist durchaus mdglich, dass der Waschpuffer von 50 mM Tris + 0,54 M NaCl so entworfen wurde, um offen
zirkulare Plasmide zu eluieren. In diesem Puffer wirde dann das Binden des offenen zirkularen Plasmids, das
auf die Saule geladen wurde, verhindert.

[0342] Die Protein-Beseitigung auf der UF1-Stufe war 99,86 %, was zu einer Gesamtbeseitigung von 99,997
% fahrte (siehe nachfolgende Tabelle 19).

Tabelle 19
Volumen (ml) Protein-Konzentra- | Schrittentfernung Gesamtentfernung
tion (ug/ml)
Lysat 1.800 5.881,5 NA NA
UF 1-Konzentrati- 1.730 5.373,6 87,8 % NA
onspermeat
UF1-Diafiltration- 5.000 277,8 13,1 % NA
spermeat
UF1-Retentat 315 45,9 99,86 % 99,86 %
UF1 nach Calcium- | 330 ND* ND ND
chlorid-Prazipitati-
on
UF2-Retentat 105 3,7 ND 99,996 %
TMAE Peak 2 90 2,94 20,5 % 99,997 %

* Ein unklares Prazipitat bildete sich aufgrund der Gegenwart von Calciumchloridsalz

[0343] Die Endotoxin-Entfernung war nur 27,9 % auf der UF1-Stufe, jedoch war sie 90 % Uber dem Calcium-
chlorid-Prazipitationsschritt (siehe nachfolgende Tabelle 20).
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Tabelle 20
Volumen (ml) Endotoxin-Kon- Schrittentfernung Gesamtentfer-
zentration (ug/ml) nung
Lysat 1.800 95,40 NA NA
UF1-Konzentrati- 1.730 <50 <50% NA
onspermeat
UF 1-Diafiltration- 5.000 17,53 51,0 % NA
spermeat
UF 1-Retentat 315 392,9 279 % 27,9 %
UF1 nach Calcium- | 330 35,07 90,0 % 92,8 %
chlorid-Prazipitati-
on
UF2-Konzentrati- 260 <50 <11,2% NA
onspermeat
UF2-Diafiltration- 1.000 0,15 1,3 % NA
spermeat
UF2-Retentat 105 69,62 36,8 % 95,3 %
TMAE Peak 1 105 1,96 3,3% NA
TMAE Peak 2 90 <0,5 > 99,3 % > 99,967 %

[0344] Der UF2-Schritt ergab ebenfalls eine niedrige Beseitigung von 36,8 % was bestatigt, dass die Ultrafil-
tration kein signifikanter Entfernungsschritt fir Endotoxin ist. Der Chromatographieschritt mit Fractogel-TMAE
entfernte jedoch mehr als 99,3 % des zurlckgebliebenen Endotoxins, was die Gesamtbeseitigung auf mehr

als 99,97 % bringt.

[0345] Die Entfernung der genomischen DNA war im wesentlichen das Resultat des Calciumchlorid-Prazipi-
tationsschritts: 94 % Beseitigung wurde beobachtet (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21

Volumen (ml)

Konzentration ge-
nomischer DNA

Schrittriickgewin-
nung

Gesamtrickgewin-
nung

(Hg/ml)
Lysat 1.800 1,74 NA NA
UF1-Konzentrati- 1.730 0,01 0,6 % NA
onspermeat
UF 1-Diafiltration- 5.000 0,14 22,3 % NA
spermeat
UF1-Retentat 315 12,64 0 % 0 %
UF1 nach Calcium- | 330 0,68 94,0 % 92,4 %
chlorid-Prazipitati-
on
UF2-Konzentrati- 260 0,01 1,2 % NA
onspermeat
UF2-Diafiltration- 1.000 0,004 1,8 % NA
spermeat
UF2-Retentat 105 0,57 72,5 % 97,9 %
TMAE Peak 1 105 0,38 77,8 % NA
TMAE Peak 2 90 0,23 59,6 % 99,2 %

[0346] Die anderen Entfernungsschrittwerte waren: 0 % fur den UF1-Schritt, 72,5 % fur den UF2-Schritt und
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59,6 % fir den Chromatographieschritt. Die gesamte entfernte genomische DNA war 99,2 %.
Auswahlverfahrensoption: Option 4

[0347] Der Schritt zur Entfernung der Zelltrimmer nach alkalischer Lyse wurde mit dem Schritt der Entfernung
des Calciumchlorid-Prazipitats kombiniert. Eine Calciumchlorid-Stammlésung von 2 M wurde zum Lysat nach
Neutralisierung mit Kaliumacetat hinzugegeben, so dass die Endkonzentration an Calciumchlorid 1 M war. Die
Zelltruimmer wurden dann durch einen Siebfilter mit 200 um Poren entfernt, gefolgt von der Abfiltrierung klei-
nerer Partikel durch einen "Depth"-Filter. Der UF1-Schritt wurde auf einer 1 ft> groRen 100K-PES-Membran
durchgefiihrt, um Plasmidverluste in Gegenwart des Calciumchloridsalzes zu verhindern. Ein Puffer mit nied-
riger lonenstarke wurde zu Beginn der Diafiltration verwendet, um die RNA-Beseitigung zu maximieren, gefolgt
von 50 mM Tris + 0,54 M NaCl, um den Puffer vor Beladung auf die Anionenaustauschsaule auszutauschen.
Der Ausgangs-TMP wurde auf 5 psi reduziert, um die Plasmid-Ruckgewinnung zu verbessern. Die Membran-
beladung war 240 mg des Plasmids pro Quadratful der Membran. Die Anionenaustausch-Chromatographie
mit Fractogel-TMAE wurde wie zuvor durchgeflihrt, mit einer Beladung von 2,83 mg des Plasmids pro ml Sau-
le.

[0348] Plasmid-Rickgewinnung ber den Calciumchloridschritt war mehr als 100 %, dann 50,8 % tber dem
UF1-Schritt (siehe Tabelle 22).

Tabelle 22
Volumen (ml) Plasmid-Konzent- | Schrittriickgewin- Gesamtrickgewin-
ration (pg/ml) nung nung
Lysat 1.800 97,5 NA NA
Lysat nach Calci- 3.350 71,8 137,0 % 137,0 %
umchlorid-Prazipi-
tation*
UF1-Konzentrati- 3.350 0 0 NA
onspermeat*
UF1-Diafiltration- 5.000 0,16 0,3 % NA
spermeat*
UF1-Retentat 290 4524 50,8 % 74,8 %
TMAE Peak 1 135 66,8 15,9 % 11,9 %
TMAE Peak 2 135 341,4 81,5 % 60,9 %

* Entsalzte Probe

[0349] 15,9 % des beladenen Plasmids ist im Durchfluss verloren gegangen, wahrend 81,5 % eluiert wurde:
die Saule kdnnte bei 2,83 mg/ml berladen gewesen sein. Die Gesamt-Plasmid-Riickgewinnung der beiden
vereinigten Fraktinen war 72,8 %.

[0350] Die gesamte RNA-Beseitigung war 99,9 % (siehe Tabelle 23).
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Tabelle 23
Volumen (ml) RNA-Konzentrati- | Schrittentfernung Gesamtentfernung
on (pg/ml)
Lysat 1.800 1.968,5 NA NA
Lysat nach Calci- 3.350 162,6 84,6 % 84,6 %
umchlorid-Prazipi-
tation*
UF1-Konzentrati- 3.350 126,7 77,9 % NA
onspermeat*
UF 1-Diafiltration- 5.000 84,5 77,6 % NA
spermeat*
UF 1-Retentat 290 427 97,7 % 99,65 %
TMAE Peak 1 135 8,60 21,8 % NA
TMAE Peak 2 135 10,98 72,2 % 99,90 %

* Entsalzte Proben

[0351] Der Calciumchlorid-Prazipitationsschritt machte 84,6 % der entfernten RNA aus, die im wesentlichen
RNA mit hohem Molekulargewicht war. Die RNA mit niedrigem Molekulargewicht wurde dann einfach durch
den UF1-Schritt beseitigt (97,7 % Entfernung). Die RNA-entfernung Uber die Chromatographiesaule war 72,2

%.

[0352] Die Analyse durch Groflenausschluss-HPLC zeigte ein Plasmidlevel von 97,7 % im UF1-Retentat, die
auf 98,62 % im Fractogel-TMAE-Eluat anstiegen (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24
% Plasmid % RNA
UF1-Retentat 97,70 % 2,30 %
TMAE Peak 1 97,07 % 2,93 %
TMAE Peak 2 98,62 % 1,38 %

[0353] Die Analyse der Plasmidstruktur durch lonenaustausch-HPLC zeigte, dass das Lysat nach Calcium-
chlorid-Préazipitation aus 84,44 % supercoiled Plasmid und 14 % offen zirkular bestand (siehe Tabelle 25).

Tabelle 25
% Offener Ring % Supercoiled % Multimere
Lysat nach Calciumchlo- | 14,0 % 84,44 % 1,56 %
rid-Prazipitation
UF 1-Retentat 3,62 % 93,34 % 3,04 %
TMAE Peak 2 2,16 % 94,76 % 3,08 %

[0354] Das Verhaltnis des supercoils stieg im Fractogel-TMAE-Eluat auf 94,76 % mit 2,16 % offener Ring und

3,08 % Multimere.

[0355] Proteine konnten im Fractogel-TMAE-Eluat nicht detektiert werden. Der Calciumchlorid-Prazipitations-
schritt entfernte 95,8 % der Proteine, wahrend der UF1-Schritt 99,7 % der verbleibenden Proteine entfernte
(siehe nachfolgende Tabelle 26).
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Tabelle 26
Volumen (ml) Protein-Konzentra- | Schrittentfernung Gesamt-Entfer-
tion (ug/ml) nung
Lysat 1.800 6.107,2 NA NA
Lysat nach Calci- 3.350 138,6 95,8 % 95,8 %
umchlorid-Prazipi-
tation*®
UF1-Konzentrati- 3.350 117,4 84,7 % NA
onspermeat*
UF 1-Diafiltration- 5.000 0,52 0,6 % NA
spermeat*
UF 1-Retentat 290 5,2 99,7 % 99,99 %
TMAE Peak 2 135 0 100,0 % 100,0 %

* Entsalzte Proben

[0356] Die gesamte Entfernung des Endotoxins war mehr als 99,5 % (siehe Tabelle 27).

Tabelle 27
Volumen (ml) Endotoxin-Kon- Schrittentfernung Gesamtentfernung
zentration (EU/ml)
Lysat 1.800 18,84 NA NA
Lysat nach Calci- 3.350 < 11,05 >0% >0%
umchlorid-Prazipi-
tation*
UF 1-Konzentrati- 3.350 < 11,05 <100,0 % NA
onspermeat®
UF1-Diafiltration- 5.000 <1,1 <149 % NA
spermeat*
UF1-Retentat 290 < 50,0 > 60,8 % >57,2%
TMAE Peak 1 135 2,43 <52% NA
TMAE Peak 2 135 <0,5 >98,9 % >99,5 %

* Entsalzte Probe

[0357] Es war nicht mdglich, zu bestimmen, welche Schritte zur Entfernung in den Assay-Resultaten beitru-
gen, obwohl die Beseitigung auf der Fractogel-TMAE-Saule mehr als 98,9 % war.

[0358] Gesamtentfernung der genomischen DNA war 99,8 % (siehe nachfolgende Tabelle 28)
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Tabelle 28
Volumen (ml) Konzentration ge- | Schrittentfernung Gesamtentfernung

nomischer DNA

(Hg/ml)
Lysat 1.800 2,1 NA NA
Lysat nach Calci- 3.350 0,02 98,0 % 98,0 %
umchlorid-Prazipi-
tation*®
UF 1-Konzentrati- 3.350 0,002 0,2% NA
onspermeat*
UF 1-Diafiltration- 5.000 0,005 0,7 % NA
spermeat*
UF1-Retentat 290 0,006 74,0 % 99,5 %
TMAE Peak 1 135 0,02 16,7 % NA
TMAE Peak 2 135 0,03 75,0 % 99,8 %

* Entsalzte Probe

[0359] 98 % der genomischen DNA wurde auf der Stufe der Calciumchlorid-Prazipitation entfernt, 74 % durch
den UF1-Schritt und 75 % durch den Chromatographieschritt.

[0360] Die Vorteile der alternativen Verfahren kénnen am einfachsten anhand der nachfolgenden Tabelle 29

verglichen werden.

nis genomischer
DNA

Tabelle 29
Option 2 Option 3 Option 4 Produktspezifizie-
rung
Plasmid-Riickge- 89,2 % 48,8 %* 72,8 %*
winnung
RNA-Entfernung 99,84 % 99,985 % 99,90 %
(RP-HPLC)
RNA-Gewichtsver- | 3,65 % 1,37 % 3,13 % <5%
haltnis
% Plasmid 98,95 % 98,91 % 98,62 %
(GA-HPLC)
Plasmidstruktur (% | 96,57 % 78,54 % 94,76 %
Supercoiled)
Protein-Entfernung | 100,0 % 99,997 % 100,0 %
Protein-Gewichts- | 0 % 0,96 % 0 % <1%
verhaltnis
Endotoxin-Entfer- > 99,94 % > 99,967 % > 99,54 %
nung
Endotoxin EU/mg < 0,83 EU/mg < 1,63 EU/mg < 1,54 EU/mg <100 EU/mg
Entfernung geno- 96,6 % 99,2 % 99,8 %
mischer DNA
Gewichtsverhalt- 0,45 % 0,07 % 0,02 % <5%

* Peak 1 + Peak 2
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[0361] Die Gesamt-Plasmid-Rickgewinnung war héher mit Optionen 2 (89,2 %) und 4 (72,8 % fir die verei-
nigten Peaks) als fur Option 3 (48,8 % flr die vereinigten Peaks). Kein einzelner Schritt ergab niedrige Plas-
mid-Rickgewinnungen. Die niedrige Gesamt-Plasmid-Rickgewinnung fiir Option 3 ist im wesentlichen auf die
Einfihrung des zusatzlichen UF-Schritts zurtickzuflhren.

[0362] Die RNA-Entfernung war hoch mit allen drei Optionen (99,84 bis 99,985 %). Option 3 resultierte in ei-
nem RNA-Gehalt von 1,37 Gew.% pro Gewicht Plasmid. Jedoch ergaben Optionen 2 und 4 RNA-Gehalte von
3,65 bzw. 3,13 %. Sowohl die Ultrafiltrations- als auch die Calciumchloridschritte waren effizient, kombinierten
in der Tat die Entfernung von RNA mit niedrigem Molekulargewicht durch den Ultrafiltrationsschrift und das Pra-
zipitieren von RNA mit hohem Molekulargewicht durch Calciumchlorid gut. Die Optionen 3 und 4 ergaben ge-
eignete Level an supercoiled Plasmid bei 96,6 bzw. 94,8 %. Option 3 erzeugte jedoch hdohere Verhaltnisse an
offen zirkularem Plasmid, was nur zu 78,5 % supercoiled Plasmid fiihrte. Dies war aufgrund des Ultrafiltrati-
onssystems, das fiir UF2 verwendet wurde, und sollte nicht die Option ausschliel3en.

[0363] Die Protein-Entfernung war fir alle 3 Optionen hoch mit undetektierbaren Level fiir Optionen 3 und 4.
Ein Proteinverhaltnis von 0,96 Gew.% pro Gewicht fir Option 3 kénnte aufgrund der Tendenz des BCA-Tests
falsche Resultate zu erzeugen, aufgrund von Verunreinigungen, als auf eine akkurate Darstellung der Protein-
level zurickzufihren sein. Es gibt keinen Grund, héhere Proteinlevel in Option 3 zu erwarten, wo ein zusatzli-
cher Aufreinigungsschritt im Vergleich zu Option 2 vorkommt. Sowohl der UF1-Schritt als auch der Calcium-
chloridschritt sind sehr effizient im Entfernen von Proteinverunreinigungen.

[0364] Die Endotoxin-Entfernung war sehr hoch mit Leveln im Endmaterial unter der Detektionsgrenze fir
den Assay fir alle 3 Optionen.

[0365] Der Calciumchlorid-Prazipitationsschritt sowie der Anionenaustauschschritt ergab eine hohe Endoto-
xin-Beseitigung.

[0366] SchlieRlich waren die Level an genomischer DNA sehr niedrig, im Speziellen fir Optionen 3 und 4.
Eine hohe Entfernung genomischer DNA erschien mit hohen Calciumchloridleveln verknipft zu sein.

[0367] Nach vorsichtiger Evaluierung aller Daten schien es keinen Grund zu geben, irgendeine der 3 Optio-
nen auf der Basis der Entfernung der Verunreinigung auszuschlie3en, da alle 3 Optionen eine gute Entfernung
der Verunreinigungen hergaben. Option 3 ergab die niedrigste Plasmid-Riickgewinnung, jedoch auch die best
RNA-Beseitigung. Option 4 wurde bevorzugt, da es weniger Reinigungsschritte enthalt und wirde die ein-
fachste Option zum Scale-up sein.

Schlussfolgerung

[0368] Die drei Optionen unterscheiden sich nur darin, an welcher Stelle der Calciumchlorid-Prazipitations-
schritt eingefihrt wurde (entweder nach der Lyse oder nach dem UF1-Schritt) und ob ein zweiter Ultrafiltrati-
onsschritt bendtigt wurde, um das Calciumchloridsalz vor der Chromatographie zu entfernen. Die Resultate
zeigten, dass alle 3 Optionen praktikabel waren, um mehr als 50 % Plasmid-Ruckgewinnung und gute Unrein-
heitsentfernung zu ergeben.

[0369] Die RNA-Entfernung wurde durch Beladen der Chromatographiesaule bei reduziertem Level von 1,2
mg Plasmid/ml und der Verwendung einer Gradientenelution verbessert. In der Tat wurden die Endlevel an
RNA mit dem richtigen Elutionsgradienten und "Peak-Cutting" so niedrig, dass sie unterhalb der Detektions-
grenze des Assays waren.

[0370] Das Calciumchlorid hatte einen sehr signifikanten Effekt auf das Reduzieren der Level an RNA, Pro-
tein, Endotoxin und genomischer DNA. Als ein Resultat sind die Endlevel an Endotoxin und genomischer DNA
niedriger als im Verfahren, das RNase enthalt.

[0371] Die Anmeldung, fur die diese Beschreibung und Anspriiche einen Teil bilden, kann als eine Grundlage
fur die Prioritat in Bezug auf jede nachfolgende Anmeldung verwendet werden. Die Anspriiche solch einer
nachfolgenden Anmeldung kdnnen auf jedes Merkmal oder jede Kombination von Merkmalen, die hier be-
schrieben sind, gerichtet sein. Diese kénnen die Form von Produkt-, Zusammensetzungs-, Verfahrens- oder
Verwendungsansprichen annehmen und kdnnen als Beispiel und ohne Limitierung einen oder mehrere der
folgenden Anspriiche einschlielRen:
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Trennen extra-chromosomaler DNA von RNA, ohne die RNA zuerst zu verdauen, wobei
das Verfahren folgende Schritte umfaft:
i) Lysieren von Zellen, die extra-chromosomale DNA umfassen, um ein Lysat zu bilden; und
ii) Trennen einer substantiellen Menge der RNA, die in dem Lysat vorliegt, von der extra-chromosomalen DNA
unter Verwendung einer Kombination aus Calciumchlorid-Prazipitation, Klarung und TangentialfluR-Ultrafiltra-
tion.

2. Verfahren gemaf Anspruch 1, worin die erhaltene DNA weniger als 50 Gew.% der RNA, die in dem Lysat
vorliegt, umfaf3t.

3. Verfahren gemaf Anspruch 2, worin die erhaltene DNA weniger als 10 Gew.% der RNA, die in dem Lysat
vorliegt, umfaf3t.

4. Verfahren gemafR Anspruch 3, worin die erhaltene DNA weniger als 5 Gew.% der RNA, die in dem Lysat
vorliegt, umfaf3t.

5. Verfahren gemafR Anspruch 4, worin die erhaltene DNA weniger als 2 Gew.% der RNA, die in dem Lysat
vorliegt, umfaf3t.

6. Verfahren gemaR Anspruch 5, worin die erhaltene DNA weniger als 1 Gew.% der RNA, die in dem Lysat
vorliegt, umfaf3t.

7. Verfahren gemaf einem der Anspruche 1 bis 6, worin der Calciumchlorid-Prazipitationsschritt dem Ul-
trafiltrationsschritt vorangeht.

8. Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1 bis 6, worin der Calciumchlorid-Prazipitationsschritt dem Ul-
trafiltrationsschritt folgt.

9. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8, worin ein oder mehrere zusatzliche Aufreinigungs- oder
Polierschritte verwendet werden.

10. Verfahren gemafR Anspruch 9, worin der eine oder die mehreren zusatzlichen Aufreinigungs- oder Po-
lierschritte verwendet werden, um eine oder mehrere der folgenden Einheiten zu entfernen: Endotoxine, Pro-
teine, genomische DNA und RNA.

11. Verfahren gemal Anspruch 9 oder 10, worin der eine oder die mehreren zusatzlichen Aufreinigungs-
oder Polierschritte dem Ultrafiltrationsschritt folgen.

12. Verfahren gemaf Anspruch 9, 10 oder 11, worin der eine oder die mehreren zusatzlichen Aufreini-
gungs- oder Polierschritte einen Chromatographieschritt umfassen.

13. Verfahren gemaf Anspruch 12, worin der Chromatographieschritt ein lonenaustausch- oder Hydroxy-
lapatit-Chromatographieschritt ist.

14. Verfahren gemaR Anspruch 13, worin der Chromatographieschritt ein lonenaustausch-Chromatogra-
phieschritt ist.

15. Verfahren gemafR Anspruch 14, worin der lonenaustausch-Chromatographieschritt Fractogel TMAE
verwendet.

16. Verfahren gemaf einem der vorangegangenen Anspriiche, worin ein Prazipitat, das in dem Calcium-
chlorid-Prazipitationsschritt gebildet wird, durch ein Netz oder Sieb entfernt wird.

17. Verfahren gemal Anspruch 16, worin ein Prazipitat, das in dem Calciumchlorid-Prazipitationsschritt
gebildet wird, zusammen mit Zelltrimmern durch ein Netz oder Sieb entfernt wird.

18. Verfahren gemaf einem der vorangegangenen Anspriiche, worin der CaCl,-Prazipitationsschritt RNA
mit hohem Molekulargewicht und genomische DNA entfernt.
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19. Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1 bis 18, worin der Ultrafiltrationsschritt eine Membran mit ei-
nem Molekulargewichtsausschlufd von unterhalb 500 KDa verwendet und die extra-chromosomale DNA von 2
Kb bis 200 Kb ist.

20. Verfahren gemafR Anspruch 19, worin die Membran einen Molekulargewichtsausschluf} von unterhalb
300 KDa, besonders bevorzugt von ungefahr 100 KDa, hat.

21. Verfahren gemal Anspruch 19, worin die Membran aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus folgendem
besteht: Polyethersulfon, Celluloseacetat, Polysulfon, Polyvinyliden, Polypropylen, Polyamid, modifiziertes
PES, Polyvinylidenpyrrolidin, Polyvinylidenfluorid (PVDF), Cellulosenitrat und Cellulosetriacetat.

22. Verfahren gemafR Anspruch 21, worin die Membran eine Polyethersulfonmembran ist.

23. Verfahren gemal einem der vorangegangenen Anspruche, das einen Diafiltrationspuffer verwendet,
der einen pH-Bereich von 6 bis 10 hat.

24. Verfahren gemafl Anspruch 23, worin der Diafiltrationspuffer ein Tris-Puffer ist.

25. Verfahren gemafR Anspruch 23, worin der Diafiltrationspuffer mit mehr als 10 Volumenaustauschungen
verwendet wird.

26. Verfahren gemaf Anspruch 25, worin der Diafiltrationspuffer mit mehr als 20 Volumenaustauschungen
verwendet wird.

27. Verfahren gemafR Anspruch 26, worin der Diafiltrationspuffer mit mehr als 30 Volumenaustauschungen
verwendet wird.

28. Verfahren gemaf Anspruch 27, worin der Diafiltrationspuffer mit mehr als 40 Volumenaustauschungen
verwendet wird.

29. Verfahren gemaf Anspruch 28, worin der Diafiltrationspuffer mit 50 bis 100 Volumenaustauschungen
verwendet wird.

30. Verfahren gemal Anspruch 19, worin die Membran mit einem Screen Channel verwendet wird.
31. Verfahren gemal Anspruch 30, worin der Screen Channel ein T-Screen ist.

32. Verfahren gemaf} einem der vorangegangenen Anspriiche, worin das Verfahren bei einem Transmem-
brandruck von weniger als 10 psi durchgefiihrt wird.

33. Verfahren gemaf Anspruch 19, worin die extra-chromosomale DNA auf die Membran in einer Menge
von weniger als 30 mg/ft? im Fall einer 300 K-Membran geladen wird.

34. Verfahren gemaf Anspruch 13, worin der Chromatographieschritt ein Hydroxylapatit-Chromatogra-
phieschritt ist.

35. Verfahren gemaf Anspruch 34, worin der Hydroxylapatit-Chromatographieschritt bei einem pH von 7,3
bis 8,3 durchgefiihrt wird.

36. Verfahren gemafl Anspruch 35, worin der Hydroxylapatit-Chromatographieschritt bei einem pH zwi-
schen 7,6 und 8,0 durchgefihrt wird.

37. Verfahren gemal Anspruch 34, 35 oder 36, worin der Hydroxylapatit BioRad MacroPrep Ceramic ist.

38. Verfahren gemal einem der Anspriiche 34 bis 37, worin ein Doppelpuffersystem zum Trennen ex-
tra-chromosomaler DNA von RNA verwendet wird.

39. Verfahren gemafl Anspruch 38, worin das Doppelpuffersystem Na,HPO,, um die RNA zu eluieren, und
K,HPO,, um die extra-chromosomale DNA zu eluieren, umfalit.
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40. Verfahren gemaf Anspruch 8, worin der CaCl,-Prazipitationsschritt von einem weiteren Ultrafiltrations-
schritt oder einem Entsalzungsschritt oder einem Umkehrphasen-Chromatographieschritt gefolgt wird.

41. Verfahren gemaR Anspruch 40, worin der weitere Ultrafiltrationsschritt oder ein Entsalzungsschritt oder
ein Umkehrphasen-Chromatographieschritt vom Chromatographieschritt gefolgt wird.

42. Verfahren gemaR Anspruch 41, worin der Chromatographieschritt ein lonenaustausch-Chromatogra-
phieschritt ist.

Es folgen 22 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Zelipaste

‘ Resuspendiere Zellen

Resuspendierte Zellen

, ‘ Lysier Zellen

Lysat
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