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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufarbeitung in der Biotechnologie

Die mikrobielle- und zellkulturtechnische Produktion biotechnologischer Wertstoffe
kann grundsétzlich in zwei Bereiche unterteilt werden. Grob formuliert beginnt sie
mit der Auswahl und der Kultivierung der Wertstoffproduzenten (Upstream Bereich)
und setzt sich in der Abtrennung der Wertstoffe, deren Aufreinigung und
Formulierung fort (Downstream Bereich). Betrachtet man die Kosten fir die
Kultivierung, so sind die Kosten flur die Aufarbeitung etwa 2-mal (fOr
niedermolekulare Verbindungen) bis 10-mal (fir pharmazeutische Produkte) héher.
Vor allem aus diesem Grund kommt der ProzeBentwicklung fiir die Aufarbeitung
biotechnologischer Produkte eine besondere Aufgabe zu. Dabei ist h&aufig nicht
alleine die eigentliche Aufreinigung das Problem, sondern der Erhalt der
biologischen Aktivitdt des Produktes. Eine wichtige Voraussetzung fir die
Entwicklung von  Aufreinigungsverfahren ist die Kenntnis Uber die
Oberflacheneigenschaften (Ladung, GrdBe, Hydrophobizitdt, etc.) des
Produktmolekiils, die fir spezifische Wechselwirkungen ausgenutzt werden kann.
Eine Vielzahl biopharmazeutischer Aufarbeitungen im technischen MaBstab
basieren auf chromatographischen Verfahren, die Wechselwirkungen zwischen
Produktmolekiloberflache und einer festen Matrix ausnutzen. Diese zeichnen sich
einerseits durch ihre hohen Trennleistungen aus, der Einsatz chromatographischer
Verfahren ist dafir jedoch mit relativ hohen Kosten verbunden. Letztere sind
hierbei nicht nur auf die Beschaffung der stationaren Phasen zurlckzufGhren,
sondern vor allem auf die Bereitstellung und Entsorgung groBer Volumina der
mobilen Phase’. Im zunehmenden MaBe wird daher die Entwicklung alternativer
Verfahren wie z.B. Préazipitation, Kristallisation oder Extraktion vorangetrieben
(Przybycien et al. 2004), die je nach Anwendungsfall fir eine erste Grobreinigung
nach der Kultivierung interessant sind. Diese Dissertation ist somit ein Beispiel flr
die Entwicklung eines alternativen Verfahrens zur Plasmidaufreinigung, das nicht
auf chromatographischen Methoden basiert.

! Weitere Limitierungen der Festbettchromatographie werden unter 4.3 diskutiert.
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1.2 Eigenschaften von Plasmid DNA

Plasmide (pDNA) sind extrachromosomal vorkommende, meistens ringférmige,
doppelstrangige DNA-Molekile, die hauptsachlich in prokaryotischen, selten auch
in eukaryotischen Zellen vorkommen kdnnen (Abbildung 1.1). Sie vervielfaltigen
sich unabhangig vom bakteriellen Chromosom, so dass je nach Plasmidtyp und
Bedingungen die Stlckzahl pro Zelle von einem bis mehrere Hundert (high copy

Plasmid) variieren kann.

Abbildung 1.1: Schematische und elektronenmikroskopische Darstellung der pDNA.

Eine wichtige Eigenschaft von pDNA ist die Méglichkeit zum Austausch zwischen
Bakterienzellen, die Konjugation genannt wird. Dabei wird zwischen zum
Austausch befahigten (= fertilen) Zellen ein so genannter schlauchférmiger Sex
pilus ausgebildet, wodurch der Austausch der pDNA erfolgen kann. Uber die pDNA
kénnen auf diesem Weg Gene ausgetauscht werden, die zusatzliche Merkmale zur
Erhéhung der Anpassungsféhigkeit an Umweltbedingungen enthalten kdnnen.
Hiermit sind Gene gemeint, deren Genprodukte (also Proteine) z.B. zur
Inaktivierung von Antibiotika fihren (Resistenzfaktoren) kénnen, was ein Grund fir
die relativ schnelle Resistenzbildung von Bakterien ist. Aufgrund der Fahigkeit zur
Ubertragung von bestimmten Genen, die im Wirt auch chromosomal integriert
werden kénnen, wird pDNA schon lange in der Gentechnik angewendet. Die
Tatsache, dass mittels pDNA relativ einfach Gene beliebiger Herkunft vermehrt
werden kdnnen, wird in der Gentherapie bzw. in der DNA-Vakzinierung genutzt.
Dort dienen Plasmide als Vektor zur Ubertragung therapeutischer Gene in die zu
behandelnden Zellen des Patienten.
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Das in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Plasmid ist vom Typ pCMV (Abbildung
1.2). Das 7164 Basenpaare groBe Plasmid verfigt neben einem
Ampicillinresistenzgen (amp”) Ober ein lacZ-Gen, das zur Exprimierung des
Reporterproteins B-Galactosidase genutzt wird. Der Promoter (CMV-promoter)
stammt aus dem humanpathogenen Cytomegalievirus und wird daher haufig als
starker eukaryotischer Expressionsvektor in der Gentherapie eingesetzt, aber z. B.
auch zur heterologen eukaryotischen Expression von Proteinen in der
Zellkulturtechnik. Durch Insertion eines geeigneten Gens hinter dem Promoter wird
der Vektor zum gentherapeutischen Plasmid.
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Abbildung 1.2: Vektorkarte von pCMVB (Quelle: CLONTECH Laboratories, Inc.)

Isoliert man pDNA aus einem Zelllysat von E.coli, so stellt man unterschiedliche
Konformationen der Plasmide fest (Abbildung 1.3). Sie unterscheiden sich in
Topologie und GréBe, wobei aus Bakterienzellen isolierte pDNA fast ausschlieBlich
eine kovalent geschlossene, zirkuldre Struktur besitzen. Diese Form wird als
supercoiled bezeichnet, da die DNA-Helix zusatzlich durch enzymatische
Vorgange der Toposiomerase um sich selbst verdrillt wird. Obwohl noch nicht
eindeutig geklart, gibt es Hinweise darauf, dass die scDNA die hdchste
Biokompatibilitat zur Transfektion der eukaryotischen Zellen aufweist und daher die
héchste Effektivitat fir den Gentransfer zeigt (Marquet et al. 1997). Durch
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Nukleaseaktivitdt (Monteiro et al. 1999) oder auch starke mechanische
Beanspruchung (Levy et al. 1999) kann es zum Einzelstrangbruch kommen, was
eine Entwindung des Molekiils zur Folge hat und das Plasmid somit als offen
zirkulare Form vorliegt (0cDNA). Durch Bruch beider Strange an der gleichen Stelle
infolge von enzymatischen Verdaus durch Restriktionsendonukleasen wird die
pDNA linearisiert. Weitere Formen ergeben sich durch Zusammenlagerung von
pDNA, wodurch Dimere bzw. Oligomere entstehen kénnen, die entsprechend die

doppelte bzw. mehrfache Lange besitzen.
o N A AR S A O TR oy o

Abbildung 1.3: Plasmid Konformationen; ganz links: open circular (ocDNA), restliche
Abbildungen zeigen supercoiled Plasmide (scDNA) mit unterschiedlichem Grad der
Verdrillung (Voet und Voet 1990)

Fir das Downstream Processing von pDNA spielen die Oberflacheneigenschaften
die Hauptrolle. Hier ist die GréBe zu nennen, die ein Vielfaches eines
Proteindurchmessers betragt (pDNA: Mw > 10° Da, 50 - 500 nm Durchmesser;
BSA: 66000 Da, ca. 5 - 8 nm Durchmesser). Jeder Strang des pDNA Molekiils ist
ein lineares Polymer von Desoxyribonukleotiden, die Gber Phosphodiesterbriicken
miteinander verbunden sind. Diese Phosphatgruppen verleinen der DNA bei pH
Werten > 4 eine starke negative Ladung (polyanionisch), so dass die Nettoladung
des Molekills der Zahl der Nukleotide entspricht. Die Doppelhelix entsteht dann
durch die antiparallele, schraubenférmige Anordnung zweier Einzelstrange, die
durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementaren Basen und
Stapelkraften stabilisiert wird.

Eine Konsequenz der Nukleotidanordnung zu einer Helixstruktur ist die Ausbildung
von Vertiefungen in der Molekuloberflache, innerhalb derer die Nukleotidbasen fur
Lésungsmittelmolekile und Liganden erreichbar sind. Diese Zuganglichkeit far
aromatische Elektronen und die verfigbaren Wasserstoffbriickenbindungen sind
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entscheidende Eigenschaften fir DNA-Liganden-Interaktion und kdénnen
zusammen mit der polyanionischen Ladung fir die Entwicklung und Nutzung von

Aufreinigungsstrategien genutzt werden (Ferreira et al. 2000).

1.3 Plasmid DNA und deren Einsatzgebiete

Innerhalb der letzten beiden Jahrzehnte wurde die Aufreinigung von pDNA ein
Routineverfahren, das sowohl im Labor als auch in industrieller Umgebung
zunehmend Anwendung fand. Insbesondere fUhrten der Einsatz und die
Vermehrung von rekombinanter DNA in der Molekularbiologie zu einem
zunehmenden Bedarf an Aufreinigungsverfahren im LabormaBstab (Kitsystem).
pDNA spielte dabei eine besondere Rolle, da sie Vektor zur Ubertragung von
Genen zwischen Mikroorganismen dient und sie daher eine Schlisselposition fiir
die Gentechnik einnimmt. Fir eine Vielzahl von molekularbiologischen
Einsatzgebieten von pDNA sind unterschiedliche Reinheiten erforderlich, die sich
in der groBen Anzahl an bisher entwickelten Aufreinigungsverfahren widerspiegelt.
Zu den klassischen Verfahren zahlen Dichtegradientenzentrifugation und Phenol/
Chloroform-Extraktion, die heute nur noch vereinzelt Anwendung finden. Zwar
liefern beide Verfahren pDNA in sehr hoher Qualitdt und Reinheit, der Einsatz
giftiger Lésungsmitteln, hohe Investitionskosten und hoher Zeitbedarf waren jedoch
die Grinde dafir, dass diese Standardverfahren vielfach von kommerziellen Kit-
Systemen verdrangt wurden. Diese Einweg-Systeme basieren meist auf
chromatographischen Verfahren und liefern je nach Einsatzgebiet DNA im pg bis
mg MaBstab.

Seit einigen Jahren wird neben der Verwendung von pDNA fir
molekularbiologische Verfahren der Einsatz flr therapeutische Einsatzgebiete in
zahlreichen klinischen Studien getestet. Diese Verfahren werden im folgendem
kurz vorgestellt:

Gentherapie ist der Transfer von genetischem Material in Zielzellen, die defekte
Gene enthalten, mit dem Ziel, entsprechende Gene zu korrigieren oder die Zelle
abzutdten. Da durch dieses Verfahren Verdnderungen auf tiefster molekularer
Ebene vorgenommen werde kdnnen, ist ein breites Spektrum an

Behandlungsmdglichkeiten vorstellbar, fir die zumindest bis jetzt mit
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konventionellen Methoden keine erfolgreiche Heilung ermdglicht werden kann.
Vorstellbare Anwendungsgebiete sind Mukoviszidose als genetisch bedingte
Krankheit sowie Krebs und AIDS als nicht-genetische Erkrankung. Bei der
Behandlung unterscheidet man ex vivo und in vivo Verfahren. Bei der ex vivo oder
zellbasierten Anwendung werden Zellen vom Patienten entfernt, expandiert,
therapeutische Gene werden in die Zellen transferiert und schlieBlich Zellen mit
korrigierten genetischem Material selektiert. Letztere werden wiederum vermehrt,
bevor sie durch Transplantation oder Transfusion dem Patienten zugefuhrt werden.
Als Vorteil ist eine hohe Effektivitdt des Gentransfers zu nennen, nachteilig sind die
hohen Kosten fir Durchfiihrung der individuellen Behandlungen. Demgegeniber
stehen kostenglnstigere in vivo Verfahren, die allgemein und nicht nur
patientenspezifisch durchgefihrt werden kénnen. Hierbei wird ein Trager far das
genetische Material, ein Vektor, direkt im Korper des Patienten z.B. durch
Injektion, Inhalation oder ballistische Verfahren verabreicht. Nachteil dieses
Verfahrens ist die unspezifische Integration der Vektoren in Zellen und auch in das

Genom des Patienten.

Plasmide

Transfektion in z.B. Expression
oder ex vivo therapeutischer Proteine

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Gentherapie

Einen ersten Durchbruch erzielte die Gentherapie in den Jahren 2000 und 2002, in
denen eine erste erfolgreiche Behandlung von an SCID (servere combined
immunodeficiencies, schwere angeborene Immunerkrankung) erkrankten
Patienten erfolgte (Cavazzana-Calvo et al. 2000; Aiuti et al 2002).
Tragischerweise schlug die anfangliche Euphorie in eine Krise um, als bei zwei
behandelten Kindern leukdmieahnliche Anzeichen festgestellt wurden (Hacein-
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Bey-Abina et al. 2003). Bei den behandelten Patienten wurde der genetische
Defekt durch den Transfer eines therapeutischen Gens mit einem ,nicht
pathogenen’ Retrovirus behandelt. Diese Vektoren wurden bei dem durchgeflihrten
ex vivo Ansatz zur Infizierung von Knochenmarkzellen verwendet, die sich nach
Ruckfihrung in den Blutkreislauf der Patienten wieder in normale Immunzellen
differenzieren sollten. Tatséchlich zeigte sich, dass in einigen Fallen
therapeutische DNA in den chromosomalen Bereichen des Patienten auftraten, die
fir die Regulation der Zellteilung verantwortlich sind und dadurch Krebs
verursachten. Das Bekanntwerden dieser Falle fUhrte zu einem drastischen
Studien  (Abbildung  1.5).

Biotechnologieunternehmen zogen sich folglich aus der gentherapeutischen

Rlickgang entsprechender  Klinischer Viele

Forschung zurlick oder stiegen auf nicht virale Gentransfermethoden um, zu denen
der Einsatz von pDNA z&hlt (Cavazzana-Calvo et al. 2004).

37
ki

Number of Gene Therapy Clinical Trials
Approved Worldwide 1989-July 2005

12

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials “f

( XXX XX X X

Retrovirus 25% (n=272)
Adenovirus 25% (n=271)
Naked/Plasmid DNA 16% (n=174)
Lipofection 8.6% [n=93)

Pox virus 7.1% (n=76)

Vaccinia virus 6.3% (n=67)
Herpes simplex virus 3.3% [n=34)
Adeno-associated virus 3.1% (n=33)
RMNA fransfer 1.2% (n=13)

Others 2.1% (n=21)

N/C 3.9% (n=42)

The Journal of Gene Medicine, &

w.wilay.co.uk/genmed/clinical 2005 John Wiley and Sens Lid www.wiley.co.uk/ genmed/clinical

Abbildung 1.5: Uberblick iiber gentherapeutische Verfahren in klinischen Phasen (links) und
eingesetzte Vektoren in gentherapeutischen klinischen Studien (2005) (Quelle: Wiley)

Grundsétzlich existiert neben dem Verfahren, therapeutisch Gene mit viralen
die Madglichkeit, therapeutische DNA direkt oder

umschlossen von Liposomen anzuwenden. Als Vektor dient dann ein Plasmid, in

Vektoren zu Ubertragen,

das therapeutische Gene integriert und dann transferiert werden kdnnen. Im
Vergleich zu viralen Vektoren weist der Transfer mit pDNA ein weitaus geringeres
Sicherheitsrisiko auf, daflrr ist die Transfektionseffizienz verhaltnismaBig gering
(Tabelle 1.1).
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DNA Vakzinierung

Ein weiteres bedeutendes Einsatzgebiet von pDNA ist DNA Vakzinierung, was als
.impfen mit DNA" verstanden werden kann. Gegenlber der klassischen Impfung,
bei der das Immunsystem durch Verabreichung von Antigenen z. B. in Form von
abgeschwachten Krankheitserregern angeregt wird, exprimieren Zellen bei der
DNA-Vakzinierung die Antigene selbst. Die verabreichten Plasmide enthalten somit
therapeutische Gene, die z. B. ein virales Hullprotein codieren, das dann in der
Zelle exprimiert wird. Die Zelle ist somit ihr eigener Impfstoffproduzent. Da hier die
Expression eines Virusbestandteils wie bei einer tatséchlichen Infektion stattfindet,
wird hierdurch sowohl eine zellulédre als auch humorale Immunantwort angeregt.
Bei herkémmlichen proteinbasierten Impfverfahren wird in der Regel nur eine
humorale Immunantwort erreicht (Leitner et al. 1999), weshalb man bei der DNA-
Vakzinierung von einer héheren und spezifischeren Wirksamkeit ausgeht. Dartber
hinaus qilt die plasmidbasierte Impfung als sehr sicher, da hierbei weder
genetische Integrationen noch spezifische Immunreaktionen durch das Plasmid
selbst zu erwarten sind (Prather et al. 2003).

Tabelle 1.1: Vor- und Nachteile von Vektoren fiir den Gentransfer (Mountain 2000; Walther
und Stein 2000; Theodossiou 2002)

Vektor

Retroviren

Lentiviren

Adenoviren

Kationische Lipide

Kondensierte DNA
Partikel

Naked DNA

Vorteil

Stabile Integration ins Genom; relativ
lange Expression; hohe Transfektionsrate
ex vivo; geringe Immunitat; vielfache
klinische Erfahrung in der Anwendung

Stabile genomische Integration;
Transfektiert sowohl teilende als auch
nicht teilende Zellen; Transfektiert
hamapoetische Stammzellen

Hohe Transfektionseffizienz sowohl ex als
auch in vivo; Transfektiert sowohl teilende
als auch nicht teilende Zellen; vielfache
klinische Erfahrung in der Anwendung;

Relativ leichte Herstellung, Lagerung und
QC,; effiziente Transfektion ex vivo;
geringe Immunabwehr; hohe Sicherheit

Relativ leichte Herstellung, Lagerung und
QC,; effiziente Transfektion ex vivo;
geringe Immunabwehr; hohe Sicherheit;
gezielte Transfektion bereits gezeigt

Relativ leichte Herstellung, Lagerung und
QC; kaum Immunantwort; bereits
erfolgreiche klinische Anwendung; sehr
geringe Risiken

Nachteil

Geringe Transfektionsrate in vivo; limitierte
Insertgrosse (<8 kb); infiziert nur sich teilende
Zellen; potenzielle Mutagenese bei Integration;
Herstellung, Lagerung und QC extrem
problematisch

Virusgruppe potenziell pathogen; mégliche
immunologische Wirkung; Herstellung,
Lagerung und QC extrem problematisch;
limitierte InsertgrdBe (8 — 10 kb); geringe
klinische Erfahrung; potenzielle Mutagenese bei
Integration

Starke Immunabwehr bei wiederholter
Anwendung; limitierte InsertgréBe (7 - 8 kb);
Herstellung, Lagerung und QC problematisch;
geringe Expressionsdauer; keine genomische
Integration

Ineffiziente Transfektion in vivo; sehr kurze
Expressionsdauer; nur geringe klinische
Erfahrung; gezielte Transfektion ist kompliziert

Ineffiziente Transfektion in vivo; sehr kurze
Expressionsdauer; geringe klinische Erfahrung

Sehr ineffiziente Transfektion in und ex vivo;
sehr kurze Expressionsdauer in den meisten
Geweben; geringe klinische Erfahrung
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1.4 Produktion von Plasmid DNA

1.4.1 Upstream Processing

Die Produktion von pDNA in pharmazeutischer Qualitat lasst sich in drei Stadien
unterteilen (Abbildung 1.6):

Processing Processing
Vektor-
konstruktion
4 —

Stammselektion I

A

E
=
N

Upstream ‘ Kultivierung ‘ Downstream ‘

I Zelllyse
/7

—| Aufreinigung
4 i -
i v M
\
Medien- ~/
optimierung Anwendung

N

Abbildung 1.6: Die drei Stadien der Plasmidproduktion (nach Ferreira et al. 2000)

Das Upstream Processing zur Herstellung von Plasmid-DNA beginnt bereits mit
der Stammwahl und der Konstruktion des Vektors, der der eigentliche Trager der
therapeutischen Gene ist. Bei den verwendeten Bakterienstdmmen, in denen der
Vektor transformiert wird und in denen auch schlieBlich die Vermehrung stattfindet,
handelt es sich in der Regel um E. coli Stamme (z. B. K12, DH5a). diese sind
einerseits gut beschrieben und haben andererseits als Organismus der
Sicherheitsstufe S1 bislang keinerlei gefahrliches Potential aufgewiesen (Varley et
al. 1999). Neben Sicherheitsfragen werden bei der Stammoptimierung Parameter

wie Wachstumsraten und auch Bildungsraten von Kontaminanten (Endotoxine,
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Proteine, RNA, etc.) beriicksichtigt. Zur Erzielung hoher Plasmidkopienzahlen, die
abhangig von der PlasmidgréBe Gber 1000 betragen kdnnen, ist die Wabhl
geeigneter High copy Plasmide wichtig, was unter anderem durch das
Plasmidbackbone festgelegt wird. Daneben hat sich gezeigt, dass auch die Wahl
des Kultivierungsmediums ausschlaggebend flir die erreichte Kopienzahl ist
(O’Kennedy et al. 2000).

Erschwerend kommt bei der Kultivierung hinzu, dass auf Empfehlung der FDA
(Food and Drug Administration) und WHO (World Health Organization) mdéglichst
auf Resistenzfaktoren im Plasmidbackbone verzichtet werden sollte (FDA 1996).
Dies hat zur Folge, dass spezielle Bedingungen zur Vermeidung des
Plasmidverlustes wahrend der Kultivierung geschaffen werden muissen (Schleef
1999).

1.4.2 Downstream Processing

Das dritte Stadium im Rahmen der Plasmidproduktion ist das Downstream

Processing. Eine Auswahl an Verfahren fir die Aufreinigung von pDNA ist in der
Abbildung 1.7 dargestellt.

Kapazitat
Grobreinigung Hauptreinigung Feinreinigung
Ze(II:/Ieier];ﬁltration lektive Prazipitati >Festoetichromato-
; >selektive Prazipitation :
Zentrifugation) o graphie
>Mikrofiltration/ >Anionenaustausch
ZellaufschluB ‘ Ultrafiltration - >hydrophobe
(chemisch, mechanisch) . Interaktion
Fest- Flissig- Trennung e >Umkehrphase
- ) Zweiphasenextraktion inita
(Filtration,  Flokkulation, P >Affinitat
Zentrifugation) >FlieBbettadsorption >GroBenausschluB
>Mikrofiltration

Selektivitat

Abbildung 1.7: Generelle Verfahrenswege fiir das Downstream Processing von pDNA
(Ferreira 2005)
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Typischerweise nimmt beim ProzeB3 die Kapazitat mit jeder Reinigungsstufe ab,
wahrend die Selektivitdt zunimmt. Das Downstream Processing beginnt nach der
Kultivierung mit der Ernte der Biomasse, die durch Zentrifugation oder Filtration
erfolgen kann. Im Anschluf3 erfolgt der ZellaufschluB, der im folgenden Kapitel

erlautert wird.

1.4.3 Alkalische Lyse

Der erste kritische Schritt im Downstream Processing von pDNA ist die Zelllyse.
Mechanische AufschluBverfahren (Homogenisation, Kugelmuhle) fihren aufgrund
der hohen Scherkrafte zur Fragmentierung von pDNA und kdnnen daher nicht
angewendet werden (Levy et al. 1999; Chamsart et al. 2001). Abgesehen von
thermischen Lyseverfahren (Holmes und Quigley 1981; Zhu et al. 2005) wird in
den allermeisten Prozessen eine alkalische Lyse eingesetzt, die auf der Methode
von Birnboim und Doly (1979) basiert (Abbildung 1.8). Sie beginnt mit dem
vollstdndigen Resuspendieren der meist gefrorenen Biomasse in P1 Puffer (50 mM
Tris/Cl, 10 mM EDTA, pH 8), woran sich die Zugabe des Lysepuffers (200 mM
NaOH und 1 % w/v SDS) anschlieBt. Dabei bewirkt das starke anionische
Detergenz SDS eine Denaturierung und Solubilisierung der Membranproteine,
wodurch die Zellen aufgeschlossen werden. Bei diesem Schritt werden alle
intrazellularen Komponenten wie pDNA, RNA, chromosomale DNA (gDNA) und
Proteine freigesetzt, welche infolge der stark alkalischen Bedingungen denaturiert
werden. Nach angemessener Inkubationszeit (meist 5-10 min) wird der Ansatz mit
einem 3M Kaliumacetatpuffer (pH 5,5) neutralisiert, was eine sofortige Ausbildung
eines Prazipitats zur Folge hat. Dieser besteht hauptsachlich aus
Zellwandbestandteilen und denaturierten Proteinen, die als Kaliumdodecylsulfat-
Komplex (KDS-Komplex) ausfallen. Infolge der hohen Salzkonzentration kommt es
darlber hinaus zur Koprazipitation denaturierter gDNA und hochmolekularer RNA.
Plasmide hingegen renaturieren wahrend der Neutralisation (siehe auch 4.4) und
werden im Zentrifugationsiiberstand vom Prazipitat abgetrennt.

Die technische Herausforderung ist hierbei die mdglichst vollstandige Freisetzung
intakter supercoiled DNA, was mit zunehmender PlasmidgréBe jedoch erschwert
wird (Prazeres et al. 1999). Im groBen MaBstab ist vor allem die Zugabe des
Lysepuffers kritisch, da zur Vermeidung von lokalen pH Extrema, die zur

irreversiblen Denaturierung von pDNA fihren kdnnen, eine schnelle Vermischung
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erforderlich ist. Die relativ hohe Viskositat bei auftretender Lyse erschwert zudem
die vollstandige Vermischung, weshalb der Lysevorgang meist in kleinen Ansatzen
durchgefihrt wird. Eine Alternative hierzu ist die kontinuierliche alkalische Lyse, die
z. B. mit statischen Mischern durchgefiihrt werden kann (Wan et al. 1998; Urthaler
et al. 2004).

Ebenfalls kritisch ist die Vermischung wahrend der Neutralisation, bei der
auftretende Scherkrafte zur Bildung schwer abtrennbarer Fragmente der gDNA
fihren kénnen (Ciccolini et al. 1999; Levy et al. 1999; Levy et al. 1999). Eine
unzureichende Durchmischung hingegen fuhrt zur verringerten Plasmidfreisetzung
und durch inhomogene Neutralisationsbedingungen folglich zur unvollstadndigen
Renaturierung.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdglichst scherarme Durchmischung durch
manuelles Schwenken der Lyseflasche gewahrleistet, wie es auch beim
ReferenzprozeB erfolgt (1.4.4).

Resuspendierung der Zellen i

pDNA

gDNA

E. coli Zelle™

Alkalische Lyse i @- S~ \

Zusatz von NaOH und SDS / @

- Zellwandlyse _ .
- Denaturierung von pDNA und gDNA bei @
pH Wert von ca. 12 \ '

- Denaturierung von Proteinen durch SDS ]

Neutralisation i

Zusatz von Kaliumacetatpuffer, pH 5,5 O \
- Renaturierung der pDNA, Abtrennung im ’
Uberstand

- Bildung KDS Prézipitat, bestehend aus e
denaturierten Proteinen, gDNA  und O

hochmolekularer RNA

Abbildung 1.8: Prinzip der alkalischen Lyse
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1.4.4 Referenzverfahren zur Plasmidaufreinigung

Als Referenz fir das entwickelte Extraktionsverfahren gilt in diesem Projekt das
etablierte RNase freie Aufreinigungsverfahren von QIAGEN, das zur
Plasmidaufreinigung im GrammmaRBstab eingesetzt werden kann. Der ProzeB
(Abbildung 1.9) beginnt mit einer Batchkultivierung eines auf Plasmidproduktion
optimierten E.coli Stammes, bei der durch eine spezielle ProzeBfihrung auf
Antibiotika verzichtet werden kann. Nach AbschluB der Kultivierung wird die
Biomasse durch Batch-Zentrifugation geerntet und entweder sofort
weiterverwendet oder bis zur Weiterverarbeitung eingefroren. Das eigentliche
Downstream Processing beginnt mit der Resuspendierung der Biomasse zu einer
Konzentration von 7,5 % w/v in P1 Resuspendierungspuffer in 5 L Flaschen.
Hieran schlieBt die alkalische Lyse mit einem Volumenteil P2 Lysepuffer und 10
Minuten Inkubation an. Um eine mdglichst scherarme Durchmischung zu
gewahrleisten, wird der |Inhalt der Flaschen durch manuelle, rotierende
Schuttelbewegungen vermischt. Zur Neutralisation wird ein Volumenteil 4 °C kalter
P3 Puffer (3M Kaliumacetat, pH 5,5) zugegeben und wie bei der Lyse ebenfalls
vorsichtig durchmischt. Durch Anlegen eines Vakuums flotiert das Zellprazipitat
auf, was zu einer groben aber effektiven und scherarmen Abtrennung der festen
Bestandteile fuhrt. Nach anschlieBender Entfernung restlicher Partikel durch
Tiefenfiltration wird die Leitfahigkeit des geklarten Lysates auf optimale
Bindungsbedingungen (80 mS/cm) eingestellt und anschlieBend auf eine
equilibrierte Chromatographiesaule geladen. Hierbei handelt es sich um eine
Anionenaustauschermatrix mit DEAE (Diethylaminoethanol) Ligand auf einer
Silikamatrix, die Uber eine sehr gute Trennleistung zwischen DNA und RNA
verflgt. Darlber hinaus ermdglicht sie aufgrund einer speziellen Formulierung des
Beladungspuffers eine vollstandige Endotoxineliminierung. Nach mehreren
Waschschritten  erfolgt die  Elution  der gereinigten  pDNA  unter
Hochsalzbedingungen. Der Aufreinigungsproze3 endet mit einer Umpufferung
sowie Konzentrierung mittels UF/DF in einem Hohlfasermodul mit einer
AusschluBgréBe von 100 kDa.

Zu den Nachteilen des beschriebenen Verfahrens zahlt die Tatsache, dass das
Chromatographiematerial Uber keinen selektiven Abreicherungseffekt von gDNA

oder ocDNA verfugt.
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Abbildung 1.9: VerfahrensflieBbild der RNase- freien Plasmidaufreinigung bei QIAGEN

1.4.5 Weitere Aufreinigungsverfahren

Wie im QIAGEN-ProzeB, ist die Fliissigchromatographie in den meisten Prozessen
zur  Aufreinigung von pDNA das zentrale  Aufreinigungsverfahren.
Anionenaustauschchromatographie zahlt dabei zu den am héaufigsten eingesetzten
Bindungstechniken (Prazeres et al. 1998), woflr zahlreiche stationdre Phasen
erhéltlich sind. Sie basiert auf der Interaktion zwischen den negativ geladenen
Phosphatgruppen des DNA-Backbones mit den kationischen Liganden der
stationdren Phase. Mithilfe eines Salzgradienten werden die Nukleinsauren von
der Matrix verdréangt (Abbildung 1.10), wobei die Elutionsreihenfolge unter
anderem eine Funktion der Kettenlange und der Konformation der Nukleinsduren
ist. Aufgrund &ahnlicher Bindungsaffinititen von pDNA, pDNA Isomeren,
hochmolekularer RNA, gDNA und Endotoxinen haben viele stationare
Anionentauscherliganden eine nicht ausreichende Trennleistung, um scDNA in
einem Schritt aufzureinigen (Diogo et al. 2005). Im Fall der gDNA wird die
Trennung besonders dann erschwert, wenn wahrend der alkalischen Lyse
Fragmente mit plasmidahnlicher GroBe generiert wurden. Eine Verbesserung der
RNA-Abtrennung kann durch vorherige Zugabe von RNase erfolgen, was jedoch
aufgrund des tierischen Ursprungs aus regulatorischer Sicht unerwiinscht ist
(Ferreira et al. 2000). Um dennoch die geforderte Reinheit zu erreichen, missen in

der Regel zusatzliche Aufreinigungsschritte durchgeftihrt werden.
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Abbildung 1.10: Typische Plasmidaufreinigung mit Anionenaustauschchromatographie in
einer 1ml Q-Sepharose Séule (5 cm x 0,5 cm); FluBrate: 1 ml/min, Beladung: 1 ml geklartes
Lysat (RNase behandelt) mit 22 ug pDNA (2,7 kb), Wasch- und Elutionspuffer: 10 mM Tris, 1
mM EDTA, pH 8,0 mit NaCl in Konzentrationen der gestrichelten Linie; Peaks entsprechen
scDNA (SC), ocDNA (OC) und denaturierte pDNA (D) (aus Prazeres et al. 1998)

Ein weiteres Trennverfahren, das ebenfalls haufig zur Plasmidaufreinigung
eingesetzt wird, ist die hydrophobe Interaktionschromatographie (Diogo et al. 2000;
Diogo et al. 2000). Diese Aufreinigung basiert auf den unterschiedlichen
Hydrophobizitaten der Nukleinsduren und ermdglich eine sehr gute, RNase freie
Trennung zwischen pDNA und RNA. Im Gegensatz zur
lonentauschchromatographie erfolgt die Beladung der Saule unter hoher
lonenstarke kosmotroper Salze (haufig 1,5 M Ammoniumsulfat) und die Elution mit
abnehmender Salzkonzentration (siehe auch 2.5.1). Bei Beladungen mit héheren
Salzkonzentrationen konnte zudem gezeigt werden, dass eine Trennung zwischen
gDNA sowie ocDNA von scDNA mdéglich ist (Diogo et al. 2005). Ein weiteres
Verfahren, das selektive Aufreinigung von scDNA ermdglicht, ist die thiophile
Interaktionschromatographie (Lemmens et al. 2003). Ahnlich wie bei der HIC
erfolgt hierbei die Beladung der Saule unter Hochsalzbedingungen, wobei eine
selektive Adsorption der supercoiled Konformation an den aromatischen
Thioetherliganden erreicht wird.

Im Gegensatz zur Aufreinigung mit einer stationdren Phase erfolgt bei der
Gegenstromextraktion die Trennung aufgrund unterschiedlicher Verteilung in zwei
nicht miteinander mischbaren flissigen Phasen, wobei sowohl organisch-wassrige
als auch wassrige Zweiphasensysteme eingesetzt werden kénnen. Hierzu zeigt



16 Einleitung

eine Arbeit von Kendall et al. (2001), dass auch ocDNA und scDNA, die in
Phasensystemen eine sehr &ahnliche Verteilung zeigen, durch zahlreiche im

Gegenstrom erfolgenden Extraktionen voneinander getrennt werden kdnnen.

Ein Plasmidaufreinigungsproze, welcher nicht auf chromatographischen
Methoden beruht, wird von Merck & Co., Inc. (USA) eingesetzt (Lander et al.
2002). Dieser basiert auf der fraktionierten Fallung von pDNA bzw. der
Kontaminanten mit dem kationischen Detergenz CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid), welche auch eine Abtrennung von Endotoxinen
und Plasmid-lsoformen ermdglicht. Da die selektive Préazipitation bei relativ
niedrigen lonenstarken erfolgen muB, wird anstatt der alkalischen eine
enzymatische Lyse gewahlt, die bei vergleichsweise geringen Salzkonzentrationen
erfolgt.

1.4.6 Regulatorische Anforderungen

Falls die aufzureinigende pDNA als pharmazeutisches Produkt angewendet
werden soll, gelten sowohl fir die Herstellung als auch fir die Reinheit vom
Endprodukt besondere Regelungen, die von nationalen und internationalen
Gesundheitsbehérden festgelegt und Uberwacht werden. So wie bei allen
pharmazeutischen Produkten, die Menschen oder Tieren verabreicht werden,
unterliegt die Herstellung von pDNA den Anforderungen des Good Manufacturing
Practices (GMP), welche von der amerikanischen Food and Drug Administration
(FDA 1991) und der Européischen Arzneimittelagentur (EMEA) festgelegt wurde.
Dieses GMP-Regelwerk behandelt samtliche Schritte der Produktion, von der
Auswahl und Kontrolle der Rohstoffe und Materialien bis hin zur Verpackung und
zum Transport der finalen Produkte zum Einsatzort. Ein wichtiger Bestandteil im
GMP- Verfahren ist die ProzeBvalidierung. Diese ist eine aufwendige
Dokumentation zum Beweis, dass der gesamte ProzeB innerhalb bestimmter
Grenzen Uber die gesamte Produktionslaufzeit eine gleichbleibende
Produktspezifikation liefert. So muB z. B. gezeigt werden, dass ein Prozef3 zu einer
konsistenten Abreicherung von Kontaminanten fahrt.

Darlber hinaus gibt es hohe Anforderungen, die die geforderte finale Reinheit der

pDNA-Praparation betreffen. Je nach Anwendungsgebiet kdénnen sich die
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geforderten finalen Spezifikationen fir pDNA unterscheiden. Eine géngige
Richtlinie, die in Anlehnung an den Vorgaben der FDA und der WHO auch von
QIAGEN eingehalten wird, zeigt Tabelle 1.2. Eine Uberschreitung vorgegebener
Reinheiten kann bei der therapeutischen Anwendung zu Sicherheitsrisiken flhren.
Bedenken im Zusammenhang mit gDNA sind auf eine mégliche Beeinflussung von
Onkogenen zuriickzufiihren (Briggs und Panfili 1991; Riggin et al. 1996), obwohl
die damit verbundene Tumoraktivierung als eher unwahrscheinlich qgilt.
Proteinkontaminationen in der finalen pDNA Préparation kénnen zu
Immunreaktionen fihren und damit den Stoffwechsel der Zelle negativ
beeinflussen (Briggs und Panfili 1991). Ein besonderes Gefahrdungspotential geht
von Endotoxinen aus, die ein wesentlicher Bestandteil der duBeren Zellwand
gramnegativer Bakterien sind. Sie flhren bereits in sehr geringen Mengen zu einer
pyrogenen Wirkung, so dass grundsatzlich die maximale Aufnahme auf 0,5 ng pro
Kg Kérpergewicht und Stunde festgelegt wurde (Wicks et al. 1995).

Tabelle 1.2: Finale Spezifikation fiir pDNA

Parameter Spezifikation analytische Methode
Endotoxine <10 E.U./mg pDNA LAL Assay

gDNA <5 —20 pg/mg pDNA RT- PCR

RNA <1 —10 pg/mg pDNA Agarosegelelektrophorese
Proteine <7 pug/mg pDNA BCA Assay

scDNA/pDNA >90 % Agarosegelelektrophorese

Die hohen Anforderungen an den AufreinigungsprozeB3 werden deutlich, wenn die
Reinheitsanforderungen im zusammen mit der Zusammensetzung des
Bakterienlysates betrachtet werden (Abbildung 1.11). Zum einen wird die
Zusammensetzung durch Proteine und RNA dominiert, wahrend pDNA in relativ
geringen Konzentrationen auftritt. Dieses Verhaltnis zwischen pDNA und den
Kontaminanten muB durch eine effektive Aufreinigung so umgekehrt werden, dass
die resultierende Praparation mindestens eine Reinheit aufweist, die in der
Abbildung 1.11 b verdeutlicht wurde.
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Abbildung 1.11: a) Typische Zusammensetzung der Trockenmasse vom E. coli Lysat
(Shamlou 2003); b) grafische Darstellung der geforderten finalen pDNA Reinheit (siehe auch
Tabelle 1.2)

1.5 Historie und Einsatzgebiete der wassrigen
Zweiphasenextraktion

Die flussig-flissig Extraktion in wassrigen Zweiphasensystemen (engl. Aqueous
Two Phase System, ATPS) ist ein Verfahren, das zur Aufarbeitung
biotechnologischer Wertstoffe eingesetzt werden kann. Das Trennungsprinzip
beruht auf der Tatsache, dass sich verschiedene Biomolekile unterschiedlich in
den zwei koexistierenden Phasen verteilen, wodurch eine Trennung erfolgen kann.
Ziel der Verfahrensentwicklung ist es dabei, die Zusammensetzung des
Phasensystems und die dazugehdérigen Parameter so zu wahlen, dass méglichst
nur das gewinschte Produkt in die eine Phase extrahiert wird, wahrend andere
Kontaminanten in die anderen Phase verteilt werden.

Beispielsweise ist die organisch-wassrige Extraktion ein weitverbreitetes Verfahren
in der chemischen Industrie. Fir die Aufreinigung hochkomplexer Biomolekile
(Proteine, Nukleinsduren, Zellen, etc.) ist sie allerdings nicht geeignet, da sie
aufgrund der hohen Oberflachenspannungen z.B. zur Denaturierung von
Proteinen fihren kann. Im Gegensatz hierzu bieten wassrige Zweiphasensysteme
sehr milde Lésungsbedingungen, die das Beibehalten der biologischen Aktivitat
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ermoéglichen. Die erstaunliche Entdeckung, dass zwei wassrige Phasen
nebeneinander koexistieren kénnen, wurde erstmals von dem hollandischen
Mikrobiologen Beijerinck gemacht (1896). Dabei fand er heraus, dass Ldésungen
aus wasserléslicher Starke mit Gelatine ab einer gewissen Zusammensetzung eine
Tribung aufweisen und sich in zwei ineinander unléslichen Phasen trennen.
Nachdem dieses Wissen lange Jahre mangels Anwendung in Vergessenheit
geriet, wurde das Verfahren etwa 60 Jahre spater von dem Schweden Per Ake
Albertsson wiederentdeckt (Albertsson 1956). Nach eingehender Untersuchung
des Verfahrens beschrieb er zahlreiche Anwendungen, die sich aus der
Zweiphasenextraktion ergeben (Albertsson 1985). Dabei erforschte er
hauptsachlich PEG/ Dextran Systeme, welche aus zwei hydrophilen aber
inkompatiblen Polymeren bestehen. Ersetzt man das Dextran durch hohe
Konzentrationen kosmotroper Salze wie Sulfate, Citrate oder Phosphate, so erhalt
man Polymer/ Salz Systeme, welche aufgrund des relativ teuren Dextrans
bevorzugt flr groBtechnische Prozesse verwendet werden. Im Vergleich mit
chromatographischen Verfahren ist ATPS meist mit geringeren Kosten verbunden.
Je nach Anwendung reicht eine einfache Extraktion jedoch nicht aus, um die
gewulnschten Reinheiten zu erlangen, so dass mehrfache Extraktionen oder
zusatzliche Aufreinigungsschritte nachgeschaltet werden muissen. Ein groBer
Vorteil ist jedoch die Tatsache, dass wahrend der Extraktion ein gewisser
Feststoffanteil vorhanden sein kann und somit z. B. bei Aufreinigungen aus dem
Zellhomogenat eine gleichzeitige fest-flissig Trennung mdglich ist. Aus diesem
Grunde eignet sich ATPS besonders als Capturing Verfahren, also zur ersten
Abtrennung der grébsten Verunreinigungen im Aufreinigungsprozef3.

Ein kritischer Punkt bei der Verfahrensentwicklung mit ATPS ist die Abtrennung
des Produktes aus der Phase nach der Extraktion. Bei einer Proteinaufreinigung
aus dem Zellhomogenat ist dabei die typische Vorgehensweise, das Zielprotein
zuerst in die Oberphase zu extrahieren, wobei Zelltrimmer in die Unterphase
abgetrennt werden. AnschlieBend erfolgt dann eine Ruickextraktion des
Zielproteins in die Unterphase, wonach eine Entsalzung z. B. durch Ultrafiltration
erfolgen kann, wahrend eine Ultrafiltration aus der Oberphase aufgrund der hohen

Viskositat (PEG) nur erschwert méglich ist.
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Wéhrend wassrige Zweiphasensysteme in den Sechzigern bis Achtzigern intensiv
untersucht wurden, waren Entwicklungen bis zur groBtechnischen Anwendung
eher die Ausnahme. Das bessere Verstandnis der Extraktion (Brooks et al. 1985),
die theoretische, modellhafte Beschreibung der Phasenausbildung und der
komplexen Verteilung von Biomolekilen (Johansson et al. 1998; Asenjo et al.
2002) sowie die bessere technische Implementierung (Banik et al. 2003) fUhrten in
den letzten Jahren zu einem zunehmenden Interesse flr ATPS, das auch aus der
Industrie kam. Dies ist auch auf die Suche nach kostenglnstigeren
Aufreinigungsverfahren mit hohen Kapazitaten zurtickzufihren, die u. a. Folge der
fortschreitenden Entwicklungen im Metabolic Engineering und in der
Kultivierungstechnologie ist (Hustedt et al. 1985; Kula 1985; Kula und Selber
1999).

1.5.1 Kurze theoretische Beschreibung

Ein wichtiges Hilfsmittel bei der Untersuchung eines Phasensystems und flr die
ProzeBentwicklung ist das zugehdrige Phasendiagramm (Abbildung 1.12). Hierin
werden auf den beiden Achsen die Konzentrationen der phasenbildenden
Komponenten in Massenprozent in der wassrigen Gesamtlésung aufgetragen. Die
kurvenférmige Binodale (siehe auch 2.6) =zeigt den Grenzbereich der
Systemzusammensetzungen der beiden Komponenten an, so dass Systeme
oberhalb der Binodale inkompatibel sind und sich daher zu einem
Zweiphasensystem trennen. Systeme unterhalb der Binodale trennen sich nicht
und sind miteinander vollstdndig mischbar.  Phasensysteme, deren
Zusammensetzungen sich auf einer Konode befinden, haben eine identische
Zusammensetzung der jeweiligen Ober- bzw. Unterphase. Die Zusammensetzung
des Phasensystems mit der Zusammensetzung P kann durch die beiden
Schnittpunkte O und P der betreffenden Konode mit der Binodale bestimmt
werden. Somit hat das Phasensystem P, bestehend aus etwa 25 % w/w PEG und
19 % w/w Kaliumphosphat, eine Zusammensetzung der Oberphase von etwa 50 %
w/w PEG und 2 % w/w Kaliumphosphat (Schnittpunkt O), wahrend die Unterphase
etwa 1 % w/w PEG und 37 % w/w Kaliumphosphat (Schnittpunkt U) enthalt. Damit
enthalt die Oberphase hauptsachlich PEG, wéahrend die Unterphase mit der

Salzkomponente angereichert ist. Das Absetzen der Phasen ist auf die héhere
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Dichte  der salzreichen  Unterphase  zurlckzuflhren,  wobei  hohe
Dichteunterschiede und geringe Viskositaten der beiden Phasen ausschlaggebend
flr eine hohe Absetzgeschwindigkeit sind.

Die Punkte O, P und U geben dariber hinaus Auskunft C(ber das
Volumenverhaltnis der beiden Phasen. Befindet sich die
Phasenzusammensetzung nahe am Punkt O, so enthalt das System insgesamt
mehr PEG, weshalb das Volumen der Oberphase zunimmt und umgekehrt.
Dadurch ergibt sich aus dem Streckenverhéltnis PO/PU das Volumenverhéltnis
V(Unterphase)/ V(Oberphase).

60

50 .

40

30

20
| Binodale
10|

% (w/w) PEG 800

O T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
% (w/w) Kaliumphosphat

Abbildung 1.12: Phasendiagramm vom PEG 800- Kaliumphosphat-
system (pH 7,4; Raumtemperatur)

Die Verteilung von Substanzen in wéassrigen Zweiphasensystemen gilt als sehr
komplex (Albertsson 1985; Brooks et al. 1985) so dass eine umfassende
modellhafte Beschreibung sehr schwierig ist. Sie beruht auf der differentiellen
Energie bei der Interaktion von Partikel und Makromolekilen wie Proteine oder
Nukleinsauren mit den phasenbildenden Komponenten (Albertsson 1985).
Betrachtet man die Verteilung einer Substanz im Zweiphasensystem, so stellt sich
im Gleichgewicht ein bestimmtes Verhéltnis der Konzentrationen in Ober- und
Unterphase ein, welches durch den Verteilungskoeffizienten wiedergegeben wird
(Gleichung 1-1).
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Gleichung 1-1

Der Verteilungskoeffizient k;der Substanz i hangt von der Grenzflachenspannung A
im wassrigen Zweiphasensystem ab. Diese Grenzflachenspannung wiederum
steht im Zusammenhang mit den unterschiedlichen freien Energien der Substanz i
in der Wechselwirkung mit den Polymersegmenten, die das Phasensystem
ausbilden. Diese kann mit der Broenstedtgleichung (Gleichung 1-2) beschrieben

werden:

Gleichung 1-2

Anhand dieser Gleichung kénnen einige Eigenschaften der Verteilung qualitativ
abgeleitet werden:

1. Der Verteilungskoeffizient hangt exponentiell von den relevanten
Parametern des Phasensystems (A) und dem verteilten Material (A) ab.

2. Die Verteilung wird mit zunehmender GréBe bzw. mit steigendem
Molekulargewicht der betrachteten Substanz einseitig. Fir intakte Zelle oder
andere groBe Partikel ergeben sich somit x; — Werte von nahe 0 bzw.
unendlich. Ld&sliche Proteine zeigen einen Verteilungskoeffizient meist
zwischen 0,01 und 100, wahrend niedermolekulare Bestandteile der Zellen
ki —Werte um 1 aufweisen.

3. Die Verteilung wird mit zunehmender Lange der Konode (tieline length)

einseitig (d. h. A nimmt zu)
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1.5.2 Verdffentlichungen zur Plasmidaufreinigung mittels
wéssriger Zweiphasenextraktion

Bislang ist die Anzahl der Veréffentlichungen zur pDNA Aufreinigung mittels
wassriger Zweiphasensysteme verhaltnismaBig gering.

Eine erste Anwendung zur Aufreinigung von pDNA aus geklartem Lysat in PEG
Dextransystemen geht auf die Publikation von Ohlsson et al. zurlck (1978),
wahrend eine Aufreinigung in PEG/ Salz Systemen erstmals von Cole et. al. (1991)
beschrieben wurde. Ribeiro et al. (2002) veréffentlichten eine detailliertere Studie
mit PEG/ Kaliumphosphatsystemen zur Vorreinigung von pDNA im geklarten
Lysat. Dabei wurden PEG-Molekulargewichte und auch die Beladung mit
geklartem Lysat variiert, wobei ein System bestehend aus PEG 600 mit 40 %
geklartem Lysat mit einer Ausbeute von 42 % den besten Aufreinigungseffekt
zeigte. Kepka et. al (2004) untersuchten die Aufreinigung in einem
thermoseparierenden Phasensystem, das ebenfalls zur Vorreinigung diente.
Hierzu konnte in einem System, bestehend aus dem Copolymer EO50POso (50 %
Ethylenoxid — 50 % Propylenoxid) und Dextran T500, etwa 80 % der RNA und 53
% der Proteinfraktion von der gesamten pDNA abgetrennt werden. Nach
anschlieBender Erhitzung der pDNA-haltigen Oberphase auf 55 °C kam es zu
einer erneuten Ausbildung von zwei Phasen, die aus einer polymerreichen und
einer polymerarme Phase bestanden. Die pDNA konnte dabei vollstdndig in der
polymerarmen Phase abgetrennt werden. Nachteil dieses Verfahrens ist die
notwendige Entsalzung des geklarten Lysates vor der Extraktion mittels
Gelfiltration.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit wurde in Kooperation mit der QIAGEN GmbH in Hilden
durchgefiihrt. Dieses Biotechnologieunternehmen hat sich unter anderem auf die
Aufreinigung  von  Nukleinsduren und auf die  Vermarktung von
Aufreinigungssystemen spezialisiert. Zusammen mit der Abteilung Contract
Manufacturing & Process Development von QIAGEN wurde im Rahmen einer
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Diplomarbeit eine Machbarkeitsstudie durchgeftihrt (Frerix 2002), die sich mit der
Aufreinigung von Plasmid DNA (pDNA) durch Extraktion im wassrigen
Zweiphasensystem beschéftigte. Darauf aufbauend sollte in der anschlieBenden
Dissertation ein vollstandiger ProzeB entwickelt werden, der Plasmid DNA in
moglichst hoher Reinheit liefert und zudem skalierbar ist. Ziel war dabei, ein
Verfahren zu generieren, das hinsichtlich Plasmidausbeute und Plasmidqualitat
eine mdogliche Alternative bzw. Erganzung zu der derzeitig eingesetzten
Aufreinigungsmethode bei QIAGEN ergibt (siehe 1.4.4). Dieses Interesse war vor
allem darin begrindet, dass Prozesse mit wassriger Zweiphasenextraktion
allgemein als kostengulnstig gelten und zudem leicht skalierbar sind. Neben der
Verfahrensentwicklung war geplant, die Verteilung der Plasmid DNA und der
Kontaminanten im wassrigen Zweiphasensystem genauer zu untersuchen, um
weitere Selektivitdten der Extraktion zu finden. In einem vergleichenden Versuch
sollte der ExtraktionsprozeB dem QIAGEN Verfahren gegenibergestellt und
hinsichtlich Plasmidausbeute und Plasmidqualitat beurteilt werden. Zudem war

geplant, die Plasmidextraktion als Verfahren fir Kit-Anwendungen zu prifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.1: Verwendete Phasenkomponenten

Hersteller Qualitat Produkt

Merck zur Synthese Polyethylenglykol 600 und 1000

Merck DAB Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQOy4)
Merck DAB di- Kaliumhydrogenphosphat (KoHPOy)

Tabelle 2.2:Pufferzusammensetzung

Puffer Zusammensetzung
TE 10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 1 mM EDTA
Puffer P1

. 50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA
(Resuspendierungs Puffer)
Puffer P2 (Lyse Puffer) 200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v)
Phosphatpuffer

333,3 g K2HP04, 166,6 g KH2PO4, 500 g HQO

1000 g; pH 7,4; 50 % (w/w)

Tabelle 2.3: Zusammensetzung PEG Stammlésung

Mw(PEG) Zusammensetzung
800 (1000g, 75 % w/w) 285 g PEG 600
465 g PEG 1000
250 g H-O

Da Polyethylenglykole mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht zwischen
600 und 1000 gewdhnlich nicht erhaltlich sind, wurden Mischungen aus PEG 600
und PEG 1000 angesetzt. Die jeweiligen PEG-Anteile wurden so gewahlt, dass die
resultierende durchschnittliche OH- Zahl in der Mischung der Zusammensetzung
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eines homogenen PEG’s mit gewiinschtem Molekulargewicht (Mw) entspricht

(Hoechst 1992).

Die entsprechenden PEG-Anteile fir die Mischungen zeigt Abbildung 2.1:

2

10— — — — — — — ——

80 ]

60

PEG Anteil/ %

40

20

T T T T T
600 700 800 900 1000
PEG Mw (Mischung)

Abbildung 2.1: Gewichtsanteile von PEG 600 (weiB)
und PEG 1000 (grau) in PEG-Mischungen mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht zwischen 600
und 1000 Da.

.2 Nukleinsauren und Biomasse

Die fur die Versuche eingesetzten Nukleinsduren (Tabelle 2.4) sowie die
Feuchtbiomasse von E. coli DH5a wurden von der Fa. QIAGEN GmbH (Hilden) zur
Verfligung gestellt. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Tabelle 2.4: Konzentrationen der Nukleinsdure- Stammlésungen

Nukleinsaure

Konzentration der Stammlésung

Plasmid pCMV 3

1 mg/mlin TE

RNA aus E. coli

2,8 mg/mlin TE

gDNA aus E. coli

0,49 mg/mlin TE
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2.3 Ansatz von Phasensystemen

2.3.1 Anséatze ohne Biomasse

In gespikten (artifiziellen) Phasensystemen ohne Biomasse wurden
Stammlésungen von PEG (75 % w/w), Kaliumphosphat (50 % w/w) sowie Wasser
und Nukleinsduren nacheinander in graduierte ReaktionsgefaBe eingewogen,
durch mehrmaliges Invertieren griindlich vermischt und anschlieBend fir 5 min bei
2000g abzentrifugiert. Nach Volumenbestimmung und Entnahme von Proben aus

Ober- und Unterphase erfolgte die Analytik.

2.3.2 Anséatze mit Biomasse

Bei Ansatzen mit E. coli Biomasse erfolgte vor der eigentlichen Zwei-
Phasentrennung eine alkalische Lyse, die die Freisetzung der Plasmid-DNA aus
der Zelle bewirkte. Der prinzipielle Vorgang wird am Beispiel eines Systems mit 15
% PEG 800, 20 % Phosphat mit einem Gesamtgewicht von 5 g gezeigt:
Resuspendierung der Biomasse:
Die Aufreinigung begann mit der Resuspendierung der E. coli Biomasse, die nach
der Kultivierung meistens im gefrorenen Zustand vorlag. Die gefrorene Biomasse
wurde in P1 Resuspendierungspuffer zu einer Gesamtkonzentration von 10 % w/w
eingewogen und so lange bei Raumtemperatur vermischt, bis eine véllig
homogene Lésung vorlag (je nach Menge 30-120 min). Bis zur eigentlichen
Verwendung erfolgte die Lagerung auf Eis.
Alkalische Lyse und Extraktion:
Nachfolgende Schritte wurden in graduierten 5 ml Reaktionsrohrchen mit Stopfen
durchgefihrt?.

1 ml resuspendierte Biomasse (10 % w/w) mit

1 ml P2 Lysepuffer
- vermischen, 5-mal invertieren, 5 min Inkubation bei RT

2 g Kaliumphosphatpuffer (50 % w/w, RT) zugeben

1 g PEG 800 (75 % w/w) zugeben und vollstandig vermischen

2 Da die Dichte der resuspendierten Biomasse und des P2 Lysepuffers ndherungsweise 1 g/ml

betragt, wurden diese volumetrisch zugegeben.



28 Material und Methoden

- 5 min bei 20009 zentrifugieren, Volumen der Unterphase bestimmen und
anschlieBend abnehmen

2.3.3 Plasmidpréparation im Mikrogramm-MaBstab

FUr die Plasmidpraparation im kleinen MaBstab wurde folgender Ansatz im 2 ml
Reaktionsgefa3 verwendet:

400 ul resuspendierte Biomasse (10 % w/w E. coli mit pCMVB)

400 pl P2 Lysepuffer
- vermischen und 5 min inkubieren

475 pl Kaliumphosphatpuffer (50 % w/w; pH 7.4, entspricht ca. 700 mg)

400 ug PEG 800 (75 % w/w)
- vermischen und 3 min bei 3000 g zentrifugieren
- Abnahme der Unterphase (ca. 800 pl) und Filtration mittels 96well Nylonfilter-
platte, Waschen (300 pl 80 % Isopropanol) und Elution (200 ul TE)

2.4 Versuch zur MaBstabsvergroBerung

2.4.1 Durchfihrung des Referenzverfahrens

Als Standardverfahren diente der QIAGEN-Proze mit einer Ultrapure 100
Chromatographieséule, der unter 1.4.4 beschrieben wurde.

2.4.2 Durchfihrung der wéssrigen Zweiphasenextraktion

Fir den Versuch zur MaBstabsvergréBerung wurden Grobreinigung mittels ATPS
(4.1), reversible Membranadsorption (4.3) und Feinreinigung mittels ATPS (4.4)
miteinander kombiniert. Das Capturing (Abbildung 2.2) wurde in einer 5 L Flasche
durchgeflihrt, wobei die Vermischung wie beim Referenzproze durch scherarme,
manuelle Schiittelbewegungen erfolgte. Durch Zugabe der PEG-Stammldsung mit
einer Temperatur von etwa 60 °C wurde wahrend der Extraktion eine
Mischtemperatur von etwa 30 °C erreicht. Hierbei wurde erst nach Zugabe vom
Phosphatpuffer und PEG die Neutralisation durch Vermischen eingeleitet. Zur
Abtrennung der Unterphase dienten 5 x 1L Zentrifugenbechern, in denen bereits
bei relativ geringen Drehbeschleunigungen (5 min bei 3000g) ein vollstandiges
Absetzen der Phasen erfolgte. Zur Abnahme der Unterphasen aus den
Zentrifugenbechern wurden spezielle Deckel mit BelUftungsrohr und AblaBventil
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eingesetzt. Die so gepoolten Unterphasen wurden zur Entsalzung durch eine
Nylonmembrankapsule mit einer Filterflache von 1000 cm? vollstandig gepumpt
und durch Filtration von 80 % v/v Isopropanol gespdlt. Durch weitere Filtration von
P1 Resuspendierungspuffer wurde die pDNA von der Membran gelést und im
Eluat aufgefangen.

1. Resuspendierung der Bioma
1000 g P1 mit 10 % w/w E. coli DH
alpha Biomasse

J

2. Alkalische Lyse
+ 1000 g P2 Lysepuffer
- mischen und 7 min inkubieren

d

3. Neutralisation und Extraktion
+ 1750 g K- Phosphatpuffer
+ 1000 g PEG 800 Lsg. (ca. 60 °C)

ischen

4. Abtrennung der Unterphase
Abfiillung in 1 L Zentrifugenbechern, 5
min Zentrifugation bei 3000g (RT);
Unterphase gepoolt

_

5. Entsalzung der Unterpha
reversible Membranadsorption
Filtration der Unterphase durch PALL
Nylonfiltercapsule (Typ KA2NFPG); ca.
200 ml/min; AnschlieBend mit ca. 400 ml
% v/v Isopropanol gespllt und mit ca.

Abbildung 2.2: Grobreinigung mittels ATPS und Entsalzung



30 Material und Methoden

Im AnschluB erfolgte Feinreinigung mittels ATPS, die in der Abbildung 2.3
dargestellt wurde. Hierzu wurde durch Zugabe von NaOH zum Eluat eine
alkalische Denaturierung durchgefiihrt und mit K-Phosphatpuffer und PEG Lésung
neutralisiert und extrahiert. Die Abtrennung der Unterphase erfolgte ebenfalls
durch Zentrifugation in 2 x 1L Zentrifugenbechern, die anschlieBend gepoolt und
mittels UF/DF entsalzt und konzentriert wurde.

6. Alkalische Denaturierung

440 g Eluat nach Membranadsorption (von
Schritt 5)

+ 150 g 400 mM NaOH

- mischen und 2 min Inkubation

|

e

7. Neutralisation und Extraktion

+ 516 g K- Phosphatpuffer

+ 295 g PEG 800 Lsg. (ca. 60 °C)

in 2x 1L Zentrifugenbecher abgefillt, 5
min bei 3000g zentrifugiert (RT) und
Unterphase gepoolt (ca. 650 ml)

=T T
UV I'FE 4
i= E - o

13 ?:"; b

|

e

8. Umpufferung und Konzentrierung
Unterphase auf etwa 1 L mit dest. Wasser
aufgefullt, mittels UF/DF in TE
umgepuffert und konzentriert

Abbildung 2.3: Feinreinigung mittels ATPS
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2.5 Nukleinsaureanalytik

Zu Beginn der Arbeit stand die Etablierung einer Nukleinsdureanalytik im

Vordergrund:

2.5.1 HPLC

Zur schnellen Quantifizierung von pDNA, RNA sowie weiteren Verunreinigungen
wurde eine Trennung der Nukleinsduren durch eine Hydrophobe-Interaktions-
Chromatographie (HIC) eingesetzt, die in Anlehnung an der Arbeit von Diogo et al.
(2003) weiterentwickelt wurde. Zum Einsatz kam eine HP 1090 HPLC (Agilent,
Waldbronn) zusammen mit der HIC-Trennsaule SOURCE 15 PHE 4.6 (GE-
Healthcare, Freiburg). Folgende Tabelle 2.5 listet die verwendeten Parameter auf:

Tabelle 2.5: Parameter fiir HPLC-Analytik

HPLC HP 1090, Agilent

Trennsaule SOURCE 15PHE4.6

Detektion UV-Absorption bei 260 nm

Puffer A: 1.5 M (NH4)2SO4; 20 mM TrisCl; pH 8,0
Puffer B: 20 mM TrisCl; pH 8,0
Injektionsvolumen 25 ul

Volumenstrom 0,8 ml/min

Im resultierenden Chromatogramm (Abbildung 2.4) zeigt sich, dass unter den
gegebenen Bedingungen pDNA auf der Saule nicht gebunden wurde und
basisliniengetrennt bereits nach 1 Minute eluierte. Im AnschluBB folgten
zusammenliegend Salze, degradierte RNA und Proteine, die Retentionszeiten
zwischen 1,5 und etwa 3 min aufwiesen. RNA wurde nach linearem Gradient zu
100 % Puffer B mit einer Retentionszeit von etwa 6 min detektiert, so dass im
resultierenden Chromatogramm die wichtigsten Komponenten voneinander

getrennt und quantifiziert werden konnten.
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Abbildung 2.4: HIC-Chromatogramm vom geklarten Lysat

Die resultierenden Kalibrierfunktionen von pDNA und RNA sind in Abbildung 2.5

dargestellt. Die relative Standardabweichung der Analytik betrug 3,4 %.
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Abbildung 2.5: HPLC Kalibrierfunktionen fiir pDNA und RNA
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2.5.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Abschatzung des gDNA Anteils und des oc/scDNA Verhaltnisses in
Plasmidpraparationen sowie zur Bestatigung der HPLC-Resultate wurde eine
gelelektrophoretische Analytik eingesetzt. Folgende Tabelle 2.6 zeigt die
eingesetzten Bedingungen.

Tabelle 2.6: Bedingungen fiir die Gelelektrophorese

Elektrophoresekammer BIORAD, minisubcell GT

Laufpuffer TAE (40 mM Tris; 40 mM Essigsaure; 1 mM
EDTA; pH 7,5)

Agarosekonzentration 0,8 %

Auftragevolumen 10 ul Probe + 2 ul Blaumarker

Spannung 80 V, fliir ca. 45 min

Detektion Ethidiumbromidféarbung, 10 min in

Farbelésung (1pg/ml in TAE),10 min
Entfarbung in TAE

Gelbelichtung Pharmacia Biotec, Imagemaster VDS

Auswertung ImageQuant evaluation software

Als Beispiel ist in Abbildung 2.6 eine gelelektrophoretische Darstellung zu sehen,
die eine Probe eines geklarten Lysats zeigt (Spur 1) sowie Plasmidpréaparationen
in unterschiedlicher Reinheit (Spur 2-7). Der helle ,Schmier® in der Spur 1 oberhalb
der Plasmidbanden deutet auf gescherte gDNA hin, wahrend die Bande in der
Auftragetasche der Spur 6 auf einen hohen Gehalt denaturierter DNA schlieBen
|aBt. Zur densitometrischen Abschatzung des oc/scDNA Verhaltnisses wurden mit
der Software ImageQuant die Bandenintensitaten der opencircular und supercoiled
DNA Bande ermittelt und anschlieBend die Verhéltnisse berechnet. Zwar ist diese
indirekte  Bestimmung aus dem  Agarosegel fehlerbehaftet (relative
Standardabweichung etwa 10-15 %), sie genlgte jedoch, um tendenzielle
Anderungen des oc/scDNA Verhdltnisses zu erkennen.
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<— gDNA
<— ocDNA

<— scDNA

RNA

Abbildung 2.6: Beispiel fiir Agarosegel

2.5.3 Sequenzierung

Die Sequenzierbarkeit der pDNA wurde durch den Sequenzierservice von QIAGEN
auf einem ABI Prism 3730 DNA Analyser mit dem ABI BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit ermittelt.

2.6 Phasendiagramm

Die Bestimmung von Binodalen fiir Phasendiagramme erfolgte durch Titration bis
zur auftretenden Tribung (Bamberger et al. 1985). Dazu wurde eine
Phasenkomponente in hoher Konzentration geldst in Wasser (z. B. 75 % w/w PEG)
vorgelegt und unter Zugabe der anderen, ebenfalls gelésten Phasenkomponente
(z.B. 50 % w/w Kaliumphosphat), standig grindlich vermischt. Der
Titrationsendpunkt wurde durch eine plétzlich eintretende Tribung festgestellt.
Anhand der Massen der eingesetzten Phasenkomponenten wurde schlieBlich die
Konzentration des Binodalenpunktes in Massenprozent berechnet und im
Phasendiagramm eingetragen. Die Titration wurde mehrfach wiederholt, indem
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bekannte Massen Wasser bis zum Verschwinden der Tribung zugegeben wurde.
Zur Ermittlung der Konoden wurden PEG- und Phosphatkonzentrationen in Unter-
und Oberphasen mehrerer Phasensysteme quantifiziert. Der Phosphatgehalt
wurde colorimetrisch mittels Nanocolor Assay (Macherey-Nagel, Diren) bestimmt,
wahrend die PEG-Konzentration gravimetrisch durch Trockenmassebestimmung

abzlglich des Salzanteils ermittelt wurde.

2.7 Dynamische Lichtstreuung

Hydrodynamische Radien von pDNA und deren Agglomerate wurden mittels
dynamischer Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS) gemessen. Zum
Einsatz kam das DynaPro DLS System (Wyatt Technology Corp., CA, USA)
zusammen mit der Dynamics V6 Software. Zur Probenvorbereitung wurden alle
Lésungen fir 10 min bei 15000 g zentrifugiert, um Stérungen der Messung durch
feinste Partikel und Staub zu vermeiden. Die Lichtstreuexperimente wurden in 45
ul Kivetten bei 20 % Laserleistung flr 10 Sekunden pro Analyse und insgesamt 10
Wiederholungen je Probe durchgefihrt. Da fur die Berechnung der
hydrodynamischen Radien durch die Software Angaben zur Viskositat und zum
Brechungsindex der Proben notwendig waren, wurden nachfolgende GrdBen

bestimmt:

Tabelle 2.7: Brechungsindex (RI) und dynamische Viskositat von Ober- und Unterphase (15
% PEG 800, 20 % K-Phosphat), bei 20 °C

RI n
Oberphase 1,395 10,9 mPa s
Unterphase 1,375 2,4 mPas

2.8 Flammenphotometrie

Kaliumkonzentrationen wurden mit dem Flammenemissionspektrometer ELEX
6361 von Eppendorf bestimmt. Die Messungen in Ober- und Unterphase erfolgten
nach einer internen Kalibrierung im Bereich zwischen 0,3 und 6 mM K* in
entsprechender Verdinnung.
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2.9 Filtrationsexperimente

Falls nicht anders angegeben, wurden die Adsorptionsversuche mit Membranen
aus der Tabelle 2.8 durchgefiihrt. Die Charakterisierung der Membranen mittels
Durchbruchkurven erfolgte mit einem druckbetriebenen Filterhalter (Sartorius,
Gottingen) mit einem Gesamtvolumen von 50 ml. Lésungen mit 20 pg/ml pDNA in
30 % w/w Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) wurden mit einer FluBrate von 4-5 ml/min
durch unterschiedliche Membranen filtriert, und die resultierenden Fraktionen von

je 2 ml Volumen wurden mittels HPLC analysiert.

Tabelle 2.8: Verwendete Membrantypen

Membrantyp Filtertyp Filterflache | PorengroBe | Hersteller
Nylon Scheibe 12,5 cm? 0,2 um PALL
Polyvinylidenfluorid . 5
(PVDF) Scheibe 12,5¢cm 0,2 um PALL
hydrophil.
Polypropylen Scheibe 12,5 cm? 0,2 um PALL
(GHP)
Nitrocellulose Scheibe 12,5 cm? 0,2 um Sartorius
Celluloseacetat Scheibe 12,5 cm? 0,2 um Sartorius
Nylon Spritzenfilter 5 cm? 0,45 pm PALL
96 well filter
2
Nylon Platte 0,25 cm 0,2 um PALL
Nylon Filterkapsule 2 x 10000
Typ: KA2NFP2G | cm? 0.2 um PALL

2.10 Diagramme
Die grafische Darstellung der Daten in Diagrammen wurde mittels der Software
Origin 7.0 (OriginLab)
Zusammenhang bekannt ist, wurde zur Verdeutlichung des Kurvenverlaufs die

durchgefihrt. Da flar die Daten kein funktioneller

nichtrationale Kurvenanpassung ,B- Spline” verwendet.
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3 Ausgangssituation

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit (Frerix 2002) wurde eine
integrierte Aufreinigungsmethode fir pDNA aus E. coli Biomasse entwickelt, die
den Ablauf der alkalischen Lyse mit der Zweiphasenextraktion verbindet.

In dieser Arbeit wurden zunachst systematisch Zusammensetzungen von
Phasensystemen gesucht, bei denen entgegengesetzte Verteilungen von pDNA
als Produkt und RNA als Hauptkontaminant zu finden waren. Das Screening wurde
in Verteilungsexperimenten durchgefihrt, bei denen pDNA und RNA zu
verschiedenen Phasensystemen zugesetzt und anschlieBend die jeweilige
Verteilung der Nukleinsduren in den Phasen quantifiziert wurden. Aus diesen
Verteilungsexperimenten ging ein System bestehend aus 15 % PEG 800 und 20 %
Kaliumphosphat hervor, welches etwa 85 % der pDNA in die Unterphase extrahiert
und etwa 90 % RNA in die Oberphase abtrennt (eine genauere Betrachtung der
RNA und Plasmid Verteilung wird im Kapitel 4.2.2 vorgenommen.) Nachdem
dieses Phasensystem eine erste Trennung zwischen RNA und pDNA ermdglichte,
wurde die alkalische Lyse in das Extraktionsverfahren integriert (Abbildung 3.1).
Die ersten Schritte zur Resuspendierung der Biomasse und zur Lyse mit P2
Lysepuffer entsprechen dabei dem Standardverfahren der alkalischen Lyse, wie es
auch beim Referenzverfahren eingesetzt wird (1.4.4). Abweichend von der
herkdmmlichen alkalischen Lyse  wurde die Neutralisation mit
Kaliumphosphatpuffer durchgefiihrt, womit sowohl die Féllung des protein- und
gDNA- haltigen KDS- Komplexes eingeleitet als auch die Salzkomponente des
Phasensystems zugefihrt werden konnten. Durch Zugabe der PEG-Stammlésung
im nachfolgenden Schritt wurde die Extraktion eingeleitet, so dass schlieBlich nach
Vermischung und Zentrifugation zwei getrennte Phasen vorlagen. Dabei flhrt die
hohe Dichte der salzhaltigen Unterphase zu einer vollstdndigen Abtrennung des
KDS Prazipitates in die Oberphase. Dies ist insofern vorteilhaft, da damit eine
zusatzliche Entfernung des Prazipitates durch Mikrofiltration (siehe 1.4.4) oder
Zentrifugation wie bei konventionellen chromatographischen Verfahren (Prazeres
et al. 1998; Diogo et al. 2000; Ferreira et al. 2000) entfallt. Somit handelt es sich
bei dem hier entwickelten Verfahren um eine integrierte Grobreinigung mittels
ATPS (Frerix et al. 2005).
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P2 Lysepuffer Kaliumphosphat- PEG- Stammlésung

Vo4

1. Lyse 2. Neutralisation 3. Extraktion

Resuspendierte
Biomasse

(E. coli) <€—Plasmid

<€—RNA

5 min nach
Inkubation Zentrifugation

Abbildung 3.1: Integration der alkalischen Lyse in die wassrige Zwei-Phasenextraktion

Der Aufreinigungseffekt bei dieser Extraktion wird in den Chromatogrammen der
Abbildung 3.2 verdeutlicht. Bei diesem Extraktionsversuch konnte eine Plasmid
Ausbeute von ca. 90 % erzielt und der RNA Gehalt ebenfalls um etwa 90 %
reduziert werden. Im Vergleich zur Zusammensetzung der Biomasse konnte der
Proteingehalt um 90-95 % verringert werden, wobei der Hauptteil der Proteine
bereits im KDS Prazipitat wahrend der alkalischen Lyse abgetrennt wurde.

RNA EEEEEEEEEN]
<
: Geklartes Lysat
i (neutralisiert mit
= 250 ) 3M Kaliumacetat)
E 200 gl Proteine
§ 150 Unterphase
_ ] : (nach alkal. Lyse
100 E und Extraktion)
50 :." ".‘.
_—’-“-‘./-\.‘"
0 ; - : b
0 4 5 6 7 8 9

Abbildung 3.2: HIC Chromatogramme vom geklarten Lysat und Unterphase
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Ausgehend von diesem integrierten Verfahren behandelt die Dissertation folgende
Gesichtspunkte: In 4.1 werden Ergebnisse diskutiert, die die oben beschriebene
Kombination der alkalische Lyse mit dem Extraktionsverfahren weiter untersuchen.
Unterschiedliche Einflisse auf die Verteilung der pDNA und der RNA wurden unter
4.2 untersucht, wobei versucht wurde, eine mechanistische Erklarung flar das
Verteilungsverhalten zu geben. Wie das Chromatogramm in der Abbildung 3.2
erkennen 1aBt, beinhaltet die Unterphase eine relative hohe Salzkonzentration
(hauptsachlich Phosphatsalze). Hierzu wird in Kapitel 4.3 ein Verfahren zur
effektiven Entsalzung der Unterphase beschrieben. Da die Reinheit der durch die
Zweiphasenextraktion aufgereinigten pDNA in dem hier beschriebenen Fall fir
eine therapeutische Anwendung noch nicht ausreicht (siehe Chromatogramm),
wird unter Kapitel 4.4 ein auf ATPS basierendes Verfahren beschrieben, das eine
weitere  Feinreinigung  erméglicht.  Die  Kombination  der  einzelnen
Verfahrensschritte ergibt einen vollstdndigen ProzefB, der im Vergleich mit dem
QIAGEN-ProzeBB im Kapitel 4.5 getestet wird. Unter 4.6 wird schlieBlich der
Versuch unternommen, eine Minipraparation von Plasmid DNA mittels ATPS
durchzufihren.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Integration der alkalischen Lyse in die wassrige
Zweiphasenextraktion

4.1.1 Einleitung

Wie unter Punkt 1.4.3 beschrieben, qilt die alkalische Lyse als eine der kritischsten
Schritte im gesamten ProzeB (Ferreira et al. 2000). Ein zu niedriger pH-Wert
wahrend der Lyse und eine unvollstandige Vermischung kann eine unzureichende
Denaturierung der gDNA zur Folge haben. Zu starke Scherkréfte fihren vor allem
wahrend der Neutralisation zur Fragmentierung von gDNA, die aufgrund ihrer
ahnlichen Eigenschaften nur schwer von pDNA abzutrennen ist (Prazeres et al.
1999). Da abweichend von der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly (1979)
die Neutralisation nicht mit Kaliumacetat sondern direkt mit Kaliumphosphatpuffer
erfolgt, wurden die Bedingungen wéhrend der Lyse variiert, um mégliche Einflisse
auf die pDNA festzustellen.

Ein wichtiger Parameter wahrend der Lyse ist die Biomassebeladung. Wassrige
Zweiphasensysteme zeichnen sich unter anderem durch ihre hohe
Beladungskapazitaten aus (Albertsson 1985; Hustedt et al. 1985), die nur durch
die Ldslichkeit der Produkte im Phasensystem limitiert sind. Vor allem bei groBen
Molekllen wie pDNA ist dies gegenuber chromatographischen Methoden ein
Vorteil. Mit zunehmendem Molekulargewicht findet die Adsorption lediglich an der
Oberflache der stationdren Phase statt, weshalb die chromatographische
Bindungskapazitaten fir pDNA meist im Bereich von 1 mg/ml liegen, fir Proteine
hingegen bis zu 100 mal héher (Ljunglof et al. 1999; Diogo et al. 2005).

Daher wurde die Auswirkungen einer héheren Biomassebeladung auf die Reinheit
und die Ausbeute der pDNA untersucht, da eine Steigerung der Produktbeladung
zu einer h6éheren Auslastung bzw. Produktivitat der Extraktion fihrt und dadurch
die Wirtschaftlichkeit erhdht.
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4.1.2 Ergebnisse

a) Zusammensetzung P2 Lysepuffer

Fir den folgenden Abschnitt wurden Versuche mit unterschiedlichen
Lysebedingungen mit dem Ziel durchgefihrt, die einzelnen Einflisse der
Parameter wie NaOH- und SDS-Konzentration sowie die Lysedauer genauer zu
untersuchen. Beim ersten Ansatz wurde die Zusammensetzung des P2
Lysepuffers variiert und nach der alkalischen Lyse eine Zweiphasenextraktion
vorgenommen (Abbildung 4.1, Spuren 1-6). Bei NaOH Konzentrationen > 300 mM
konnten nach Extraktion in die Unterphase nur Spuren von DNA im Agarosegel
nachgewiesen werden (Spur 1+2), wahrend bei 200 mM NaOH (Spur 3) pDNA-
Konzentrationen festgestellt wurden, die mit der Bandenintensitdten im geklarten
Lysat (Spur 7) unter Standardbedingungen (200 mM NaOH, 1 % SDS in P2)
vergleichbar waren. Wurde die NaOH Konzentration auf 100 mM reduziert, so
waren die Bandenintensitaten von pDNA geringer, allerdings war eine deutliche
gDNA Bande und eine erhéhte RNA-Konzentration erkennbar (Spur 4). Eine
Verdopplung bzw. Verdreifachung der SDS Konzentration in Gegenwart von 200
mM NaOH (Spur 5 bzw. 6) hingegen ergab keine signifikante Anderung im
Vergleich zu 1 % SDS (Spur 3).

b) Inkubationsdauer wihrend der alkalischen Lyse

Neben der Zusammensetzung des Lysepuffers hat die Inkubationsdauer wahrend
der Lyse einen EinfluB auf die Plasmidqualitat in der Unterphase (Abbildung 4.2).
Durch Verlangerung der Lysedauer von 20 Sekunden auf 7,5 Minuten konnte der
gDNA Gehalt in der Unterphase auf weniger als ein Zehntel reduziert werden,
wahrend der relative scDNA Gehalt um etwa 15 % reduziert wurde. Der Anteil an
ocDNA verblieb in diesem Zeitraum bei etwa 20 bis 25 %, eine Ausdehnung der
Inkubation auf 15min fihrte zu einer Reduktion auf 15 %.
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Abbildung 4.2: EinfluB der Lysedauer auf gDNA,
scDNA und oc-Anteil; Proben aus UP 15 % PEG
800, 20 % K-Phosphat System; (Densitometrische
Quantifizierung aus Agarosegel)

Nouh~hWwWN

Abbildung 4.1: Variation der NaOH und SDS
Konzentrationen im P2 Puffer® wihrend der
alkalischen Lyse (5 min Lysedauer); Spur 1-
6 sind Proben aus der UP vom 15 % PEG
800, 20 % K- Phosphat System

c¢) Neutralisationsdauer

Der EinfluB der Neutralisationsdauer wurde in sechs Parallelansatzen verfolgt.
Dabei wurde der Zeitpunkt zwischen Zugabe vom Kaliumphosphatpuffer zur
Neutralisation und der Zugabe von PEG zum Beginn der Extraktion variiert. Die
Gesamtinkubationszeit von 20 min bei 37 °C war flir alle Proben gleich. Das
Diagramm in Abbildung 4.3 zeigt einen klaren Zusammenhang zwischen der
Neutralisationsdauer und dem ocDNA Anteil. Wurde PEG unmittelbar nach der

Neutralisation zugegeben und extrahiert, war der oc Anteil unter 10 %. Eine um

3 Die resuspendierte Biomasse wird mit dem Lysepuffer im volumetrischen Verhaltnis 1:1 vermischt.

Dadurch entspricht die NaOH Konzentration im Lyseansatz der halben Konzentration im P2 Puffer.
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eine Minute verzdgerte Extraktion lieB diesen Anteil bereits auf etwa 25 %
ansteigen, und erhdhte sich auf ca. 45 %, wenn die PEG Zugabe erst nach 15

Minuten erfolgte.
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oc Anteil / %
\

20 l .
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Minuten bis zur Extraktion

Abbildung 4.3: EinfluB der Neutralisationsdauer bis zur Extraktion auf
den oc Anteil in der Unterphase; Alle Proben hatten eine
Gesamtinkubationszeit von 20 min bei 37 °C; System: 15 % PEG 800, 20
% Phosphat; densitometrische Quantifizierung aus Agarosegel

d) EinfluB der Extraktionstemperatur

Es ist bekannt, dass Temperaturdanderungen bei Aufreinigungsprozessen mit
wassrigen Zweiphasensystemen erhebliche Auswirkungen auf die Systemleistung
haben kénnen (Albertsson 1985; Brooks et al. 1985). Zum einen besteht die
Gefahr, dass durch Verringerung der Temperatur bei Systemzusammensetzungen
nahe der Binodale eine Phasentrennung ausbleibt, zum anderen ist die Verteilung
von Substanzen grundsatzlich temperaturabhéngig* (siehe auch
Broenstedtgleichung unter 1.5.1). Aus diesem Grund wurden pDNA Ausbeuten
und RNA Abreicherungsraten bei unterschiedlichen Extraktionstemperaturen
ermittelt (Abbildung 4.4). Wahrend bei Temperaturen zwischen 5 und 10 °C nur

* siehe auch 4.2.2
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geringe pDNA Ausbeuten in der Unterphase gemessen wurden, nahm diese

zwischen 15 und 20 °C auf 35 und 85 % zu. Eine weitere Steigerung der

Temperatur auf 30 °C lieB die rechnerische Ausbeute auf Gber 110 % ansteigen,
wobei die RNA Abreicherung von 95 auf 90 % abnahm.

e) Plasmidléslichkeit

Zur Untersuchung der

Beladungskapazitdt wurde zunachst die maximale

Léslichkeit der pDNA in der Unterphase ermittelt (Abbildung 4.5). Hierzu wurden

Ansatze mit unterschiedlichen Plasmidkonzentrationen zentrifugiert und die

Plasmidkonzentra-tionen in den Uberstanden quantifiziert. Jede Lésung enthielt 30

%  w/w  Kaliumphosphat, und

Unterphasenzusammensetzung  eines

entsprach

etwa der

20 %

somit in

15 % PEG 800,

Kaliumphosphatsystems (siehe auch Phasendiagramm unter 2.6). Die Versuche

zeigten, dass bis zu der gemessenen Konzentration von 450 pg/ml keine

limitierende Ld&slichkeit festgestellt wurde. Die tatséchliche Léslichkeit konnten

hierbei nicht ermittelt werden,

Stammldsung keine héhere Beladung ermdglichte.
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Abbildung 4.4: pDNA Ausbeuten (X) und RNA
Abreicherung (H) als Funktion der
Extraktionstemperatur im 15 % PEG 800, 20 %
Phosphat System (Ausbeuten und
Abreicherungen wurden auf pDNA und RNA
Konzentrationen im geklarten Lysat bezogen;
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Abbildung 4.5: pDNA Léslichkeit in 30 % w/w
Kaliumphosphat; die Léslichkeit wurde durch
Quantifizierung der pDNA im Zentrifugations-
tberstand gemessen (5 min, 10000 g, RT)



Ergebnisse und Diskussion 45

f) Biomassebeladung im System mit alkalischer Lyse

Der EinfluB der Biomassebeladung wéahrend der alkalischen Lyse ist in der
Abbildung 3.8 dargestellt. Dabei erfolgten die Neutralisation mit Kaliumacetat und
die Quantifizierung der Nukleinsduren im durch Zentrifugation geklarten Lysat.
Anhand der ermittelten Plasmid- und RNA Konzentrationen im geklarten Lysat
wurden die erzielten Ausbeuten pro Gramm Biomasse gegen die Beladung
aufgetragen (Abbildung 4.6). Diese Versuche zeigen einen deutlichen
Zusammenhang zwischen der Biomassebeladung wéhrend der alkalischen Lyse
und der relativen freigesetzten Plasmid bzw. RNA-Mengen. Wé&hrend bei 5 %
Biomasseanteil im P1 etwa 800 pg pDNA/ g Biomasse ermittelt wurden, nahm
dieser Anteil bei einer Steigerung der Biomassebeladung auf 20 % w/w linear auf
etwa 400 mg/g Biomasse ab und halbierte sich demnach. Im gleichen Bereich

verringerte sich die freigesetzte RNA-Menge von 11 auf etwa 9 mg/g Biomasse.

g) Biomassebeladung im System mit alkalischer Lyse und Extraktion

Der EinfluB der Biomassebeladung auf die Extraktion wurde in Systemen
bestimmt, bei denen die Menge der resuspendierten Biomasse im P1-Puffer
variiert wurde. Die Abbildung 4.7 zeigt hierzu pDNA Ausbeuten und die RNA
Abreicherungen als Funktion der Beladung. Fir die Berechnung wurde von einer
theoretisch maximalen Ausbeute von 8,3 pug pDNA pro % w/w Biomassebeladung
in P1 ausgegangen. Dabei wurde in Systemen mit 10-15 % w/w Biomasseanteil in
P1 pDNA-Ausbeuten von etwa 93 % und RNA Abreicherung von 75-80 %
gemessen. Eine weitere Steigerung der Biomassebeladung zu 20 bzw. 22,5 % w/w
fihrte zu einer deutlichen Abnahme der Plasmidausbeute zu 70 bzw. 55 %,
wahrend die RNA Abreicherung auf 83 bzw. 90 % zunahm.
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Abbildung 4.6: Abhéngigkeit der pDNA (X) Abbildung 4.7: pDNA Ausbeuten (X) und RNA
und RNA (W) Freisetzung von der Abreicherung (H) in 15 % PEG 800, 20 %
Biomassebeladung im gekldarten Lysat Phosphat Systemen in Abhédngigkeit von der
(Neutralisation mit 3 M Kaliumacetat) Biomassebeladung (je System wurde 1 g P1
inkl. Biomasse im 5 ¢g Gesamtsystem
eingesetzt, die Ausbeuten bzw. Abreicher-
ungen beziehen sich auf 830 pug pDNA bzw.
11,5mg RNA pro g Biomasse; V(UP)= 2,4 ml)

4.1.3 Diskussion

Die Untersuchung der Lysebedingungen zeigt einen deutlichen Zusammenhang
zwischen den gewahlten Parametern und der extrahierten Ausbeute bzw. der
Reinheit der pDNA in der Unterphase. Wird die NaOH-Konzentration erhéht, so
fihrt dies zu einer verstarkten und beschleunigten Zelllyse und damit Freisetzung
von pDNA (siehe auch 1.4.3). Ein weiterer Effekt, der mit der Erhéhung des pH
Wertes auf 12-12,5 verbunden ist, ist die Denaturierung der DNA und damit die
Trennung der DNA-Doppelstréange. Dies wirkt sich positiv auf die Eliminierung der
denaturierten gDNA aus (Abbildung 4.1, Spur 3+4), fluhrt jedoch ab einem
gewissen Punkt auch zur irreversiblen Denaturierung von pDNA (siehe auch
Kapitel 4.4), die folglich nicht in die Unterphase extrahiert wird (Abbildung 4.1, Spur
1+2). Dieser Zusammenhang wurde ebenfalls in der Arbeit von Meacle et al.
(2004) fur die Zusammensetzung des geklarten Lysats gefunden. In den dort
durchgefihrten Versuchen fiihrte eine Erhéhung der P2 NaOH- Konzentration von
250 auf 300 mM ebenfalls zu einem deutlichen Verlust an scDNA, der auf
irreversible Denaturierung der pDNA zurlckgefihrt wurde.
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Eine leichte Erhdhung der SDS Konzentration Uber 1 % hingegen hatte keinen
EinfluB auf die Lyse, der sich positiv auf den pDNA Gehalt nach der Extraktion
auswirken wirde. Wahrend der Lyse bewirkt SDS lediglich die Solubilisierung der
Membranproteine und fihrt damit durch die Destabilisierung der Membran zur
Lyse. Ein Verzicht auf SDS im Lysepuffer wiirde hingegen die Plasmidausbeute
aufgrund des stark verminderten Zellaufschlusses deutlich reduzieren (Daten nicht
gezeigt).

Ebenso wie eine Steigerung des pH-Wertes infolge der erhéhten NaOH-
Konzentration wirkt sich auch die Dauer der Denaturierung auf das Ergebnis der
Extraktion aus. Die Zelllyse und damit die Freisetzung von pDNA erfolgt je nach
Vermischungsgrad innerhalb von 10-20 Sekunden. Das lokale Maximum der
Viskositatskurve nach 40 Sekunden (Abbildung 4.8, linker Pfeil) weist auf das Ende
der Zelllyse hin (Ciccolini et al. 1998; Ciccolini et al. 1999), wahrend das weitere
sich andeutende Maximum (rechter Pfeil) auf die vollstdndige Denaturierung und
beginnende Scherung der gDNA hindeutet. Diese Interpretation steht im Einklang
mit den Ergebnissen aus Abbildung 4.2, in der bereits nach kurzer Lysezeit pDNA
in die Unterphase extrahiert wird, wahrend die Denaturierung und damit
Abreicherung der gDNA deutlich langsamer ist. Da gegenlber den Versuchen von
Ciccolini et al. wahrend der Lyse keine kontinuierliche Vermischung erfolgte, tritt
das Minimum des gDNA Gehaltes erst nach etwa 6-7 Minuten auf (Abbildung 4.2).
So weist pDNA im begrenzten pH Bereich bis 12,5 eine hbhere Stabilitat
gegenlber alkalischen Bedingungen auf, die auf den Renaturierungseffekt
zurickzufihren ist (siehe auch 4.4). Clemson und Kelly (2003) zeigten im
geklarten Lysat, dass erst Inkubationszeiten von mehr als10 Minuten zur
Denaturierung und damit Reduktion der scDNA flhrten. Dies spiegelt sich in der
Abbildung 4.2 wider, in der bei langer Lysedauer sowohl eine Abnahme der
gesamt scDNA Menge, wie auch des ocDNA Anteils zu erkennen sind.’

Es konnte gezeigt werden, dass der wie im Standardprotokoll zur Plasmidreinigung
verwendete P2 Lysepuffer (200 mM NaOH; 1 % w/v SDS) mit einer 5 mindtigen
Inkubation die besten Bedingungen fur die alkalische Lyse mit der integrierten
Zweiphasenextraktion bietet. Eine Ausdehnung der Lysedauer auf 7,5 Minuten

> Eine ausfiihrlichere Diskussion wird unter 4.4.3 vorgenommen.
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wirde den besten KompromiB3 zwischen gDNA Abreicherung und scDNA Gehalt

bzw. Ausbeute ergeben.
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Abbildung 4.8: Viskositidt des Bakterienlysates wahrend der Lysereaktion;
Messungen erfolgten im Viskosimeter mit einer Scherrate von 46 s’ (aus
Ciccolini et al. 1999)

Die Untersuchung der Neutralisationsdauer zeigt einen deutlichen Einflu3 auf den
ocDNA Anteil der extrahierten pDNA, die auf die endogene Nukleaseaktivitat
zurlckzufihren ist. Wie hoch die enzymatische Restaktivitat nach der
Neutralisation noch ist, zeigen Inkubationsversuche von Monteiro et al. (1999), die
die endogene Nukleaseaktivitat zelleigener RNasen zum RNA-Abbau nutzten.
Gleichzeitig wurde dabei auch ein Verlust an scDNA festgestellt, der auf den durch
DNasen hervorgerufenen Einzelstrangbruch (engl.: nick) zurlckgeflhrt wurde. Bei
der alkalischen Lyse wird zwar der GroBteil der Enzyme infolge der hohen SDS
Konzentration und des pH Wertes inaktiviert, nach Neutralisation kann es jedoch
zur Renaturierung einiger stabiler Enzyme kommen, zu denen auch Nukleasen
zahlen. Nach Zugabe von PEG und Vermischen werden 90-95 % der Proteine
(Frerix 2002) in die Oberphase extrahiert, so dass die Nukleasen getrennt von der
pDNA vorliegen. Die direkte Einleitung der Extraktion und die dadurch bedingte
Trennung der Proteine von der pDNA reduziert dadurch den enzymatischen Abbau
der scDNA erheblich und wirkt sich somit stabilisierend aus.

Die Versuche zur Biomassebeladung wahrend der Extraktion zeigen, dass eine
Erhdéhung der Biomassekonzentration zu einer Abnahme der relativen Ausbeuten
fihrt (Abbildung 4.7). Unter den gegebenen Bedingungen liegt die maximal zu
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erwartende pDNA Konzentration im System mit 22,5 % Beladung bei ca. 77,8ug/ml
pDNA (187 pg pDNA in 2,4 ml Unterphase) und befindet sich innerhalb der pDNA
Léslichkeit in der Unterphase (Abbildung 4.5). Der gemessene Wert zeigt jedoch
eine Verringerung um etwa 50 % gegenUber der maximalen Ausbeute. Dass diese
Reduktion weder auf zu geringe Léslichkeit noch auf das Extraktionsverhalten im
ATPS zurtickzufuhren ist, zeigt die Tatsache, dass bereits die pro g Biomasse
freigesetzte Menge pDNA mit zunehmender Beladung abnimmt (Abbildung 4.6).
Diese Erkenntnis wurde auch in der Arbeit von Clemson und Kelly (2003)
gewonnen. Darin wurde festgestellt, dass bei einer 6-fachen Steigerung der
Biomassebeladung wahrend der Plasmidpraparation die Plasmidkonzentration im
Eluat nur um etwa 20 % erhdht wurde. Vermutlich ist dies im Zusammenhang mit
einer unvollstandigen Zelllyse und der Bildung von gréBeren Agglomeraten zu
sehen, die zum EinschluB von pDNA und damit zum Verlust im Prazipitat fihren.
Ungeklart bleibt, warum zwischen 10 und 15 % Biomassebeladung in P1 keine
Abnahme der Ausbeute festgestellt wird (Abbildung 4.7).

In diesem Zusammenhang soll noch erwahnt werden, dass eine VergréBerung des
Flockendurchmessers auch bei der Durchfihrung der alkalischen Lyse in gréBeren
GefaBen (bis zu 5 L Flaschen, siehe 4.5) festgestellt wurde. Diese kénnen zwar
durch eine starkere Vermischung zerkleinert werden, hatte aber moglicherweise
die Freisetzung von gDNA zur Folge (Ciccolini et al. 1999). Als mdgliche
Alternative zur Vermischung im Batchverfahren wird unter 4.5.3 der Einsatz von
statischen Mischern vorgeschlagen, mit denen zusatzlich zum scherungsarmen
Vermischen der ProzeBlésung eine kontinuierliche Lyse ermdglicht wird.

Bei der Variation der Extraktionstemperatur wird ein deutlicher Ausbeuteverlust bei
niedrigen Temperaturen (Abbildung 4.4) erkennbar. Es ist daher nicht sinnvoll, die
Extraktion bei dem untersuchten System bei niedrigen Temperaturen (<10 °C)
durchzufiihren, um damit die degradative enzymatische Aktivitdt zu verringern.
(Die Ursache fiir den deutlichen Ausbeuteverlust <20 °C wird unter 4.2 diskutiert).
Eine Erhdhung der Temperatur hingegen wirkt sich positiv auf die Ausbeute aus.
So fuhrt eine Temperaturerhéhung zu einer erhdéhten Léslichkeit und damit zu
einer verminderten Ausbildung des KDS-Prazipitates, wodurch die in der Fallung
eingeschlossene pDNA durch Extraktion leichter herausgeldst werden kann. Dies
erklart auch die hohen Ausbeuten von >100 %, da der Bezugswert flr die
Ausbeuten auf die Zusammensetzung des geklarten Lysates bei Raumtemperatur
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bezogen wurde. Ebenso flhrt die Temperatursteigerung zu einer Erhéhung der
Léslichkeit der am Prazipitat adsorbierten RNA und so zur Verringerung der RNA-
Abreicherung. Darlber hinaus zeigt auch die Abbildung 4.14 in Kapitel 4.2 eine
zunehmende RNA Verteilung in die Unterphase bei Erhéhung der

Extraktionstemperatur.

4.1.4 SchluBfolgerung

FOr das integrierte Extraktionsverfahren kénnen die Bedingungen der
herkdbmmlichen alkalischen Lyse (200 mM NaOH, 1 % w/v SDS im P2 Lysepuffer)
Ubernommen werden. Die Ergebnisse zeigen ferner, dass die pDNA Ausbeuten mit
zunehmender Biomassekonzentration im ATPS abnehmen. Die maximale
Beladung und damit die Produktivitdt der Zweiphasentrennung sind jedoch nicht
durch die Kapazitat der Extraktion begrenzt, sondern aufgrund der Bedingungen
wahrend der alkalischen Lyse limitiert. Durch Erhdhung der Extraktionstemperatur
kann die pDNA Ausbeute erheblich verbessert werden, wobei die direkte Einleitung
der Extraktion nach der Lyse zu einer Stabilisierung der scDNA fuhrt.

Unabhangig davon ist zu bericksichtigen, dass je nach Verfahren 60-90 % der
Gesamtproduktionskosten auf das Downstream Processing fallen (Lyddiatt und
O'Sullivan 1998; Banik et al. 2003) und die Bereitstellung der Biomasse demnach
mit vergleichsweise geringen Kosten verbunden ist. Somit kann eine hdéhere
Beladung des Phasensystems zur Erhéhung der Produktivitat auch bei begrenzten
Ausbeuteverlusten noch wirtschaftlich sinnvoll sein.

4.2 Strukturelle Einflisse auf die Verteilung von
Plasmid DNA

4.2.1 Einleitung

In Kapitel 4.1 wurde die Zwei-Phasenextraktion von pDNA aus der Biomasse mit
integrierter Zelllyse untersucht. Kapitel 4.2 beschaftigt sich mit unterschiedlichen
EinfluBparametern auf die Verteilung von pDNA und RNA im ATPS. Die
Durchfiihrung dieser Versuche dient einerseits dazu, die Stabilitdt der

Extraktionsleistung zu untersuchen. Andererseits gibt sie Rlckschlisse auf das
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mechanistische Prinzip, welches der Trennung von pDNA und Kontaminanten

zugrunde liegt.

Die Verteilung von Substanzen in Zweiphasensystemen (hier PEG/
Kaliumphosphat Systeme) hangt von zahlreichen Parametern ab (Albertsson 1985;
Brooks et al. 1985; Kula 1985; Johansson et al. 1998), die u. a. nachfolgend
aufgelistet sind:

e PEG Konzentration

e PEG Kettenldnge (Molekulargewicht)

e Art des phasenbildenden Salzes

e Salzkonzentration

e pHWert

e Temperatur®

Eine Untersuchung der Einflisse dieser Parameter dient nicht nur dazu, die
komplexe Verteilungsmechanismen besser zu verstehen, sondern erlaubt auch
Rlckschlisse auf die Stabilitdt gegentber veranderter ProzeBbedingungen, die
vor allem im technischen Verfahren eine entscheidende Rolle spielt.

Betrachtet man die aufgeflhrten Parameter, kénnen sich die unterschiedlichen
Einflisse auf das Phasensystem und somit auf die Zusammensetzung der
einzelnen Phasen auswirken. So bedeutet eine Variation der PEG- oder
Salzkonzentration ein Verricken des Systempunktes im Phasendiagramm,
wahrend Anderungen des PEG Molekulargewichtes, der Temperatur oder des pH-
Wertes zu einer Verschiebung der Binodale flihren (Albertsson 1985; Frerix 2002).
Andererseits kbnnen diese Parameter auch einen direkten EinfluB auf die Struktur
und somit Oberflacheneigenschaften der Substanzen haben, deren Verteilung
untersucht wird. Anderungen der Ladung, der GroBe oder der Hydrophobizitét
wirken sich dadurch ebenfalls auf die Verteilung aus. So wurde in einer Arbeit von
Ribeiro et. al. (2002) festgestellt, dass das PEG-Molekulargewicht zu einer

® Ein EinfluB der Temperatur wahrend der Extraktion wurde bereits unter 4.1

dargestellt.
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Anderung der Plasmid-DNA Verteilung im ATPS fiihrt. Dabei wurde vermutet, dass
die Ursache auf eine strukturelle Anderung der Plasmid-DNA zuriickgefiihrt
werden kann, die bereits als sogenannte Coil-Globule Transition bekannt ist.
Hierunter versteht man eine plétzlich auftretende Kontraktion von DNA Molekilen
bei Verschlechterung der L&sungsbedingungen (Abbildung 4.9). Die
mechanistische Begrindung ist wie folgt: Der Kontakt der relativ hydrophoben
PEG-Polymere mit der relativ hydrophilen DNA ist aus thermodynamischer Sicht
ungunstig. Demzufolge verschlechtern sich die Lésungseigenschaften der DNA bei
steigender PEG Konzentration zunehmend, so dass die Anziehung zwischen den
DNA-Monomeren zunimmt. Ab einer gewissen PEG-Konzentration sind die
Lésungseigenschaften der Umgebung so schlecht, dass es zu einer Kontraktion

der zuvor relaxierten DNA kommt.
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der DNA-Konformation
in Losung mit PEG; a) Zustand guter Kompatibilitat (Coil-
Zustand); b) Zustand der Segregation (globule Zustand)
(enthommen aus Vasilevskaya et al. 1995)

Aus biologischer Sicht kann man die Coil-Globule Transition als eine Art
Datenkomprimierung verstehen. So nimmt das aus 4,2 Millionen Basenpaaren
bestehende E.coli Chromosom beispielsweise etwa 1,4mm im expandierten
Zustand ein, muB jedoch in eine nur wenige Mikrometer groBe Zelle untergebracht
werden, was einem Kompressionsfaktor von etwa 1400 entspricht (Bloomfield
1997). Die in vivo Kompaktierung der DNA wird bei Eukaryoten durch
Histonproteine erreicht (Zinchenko et al. 2004), wahrend in vitro eine Vielzahl

kondensierender Substanzen bekannt sind. Mechanistisch kénnen letztere in zwei
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unterschiedliche Gruppen aufgeteilt werden: Zum einen sind dies kondensierende
Agenzien, die die AbstoBung zwischen den negativ geladenen DNA Segmenten
vermindern. In wéassriger Lésung sind fur die Neutralisation der negativ geladenen
Phosphatgruppen Kationen mit einer Ladung von 3+ (Spermin, 3+) oder héher
(Spermidin, 4+) notwendig. In diesem Fall fihrt eine Neutralisation von 90 % der
Phosphatladungen zur Kondensierung der DNA (Arscott et al. 1995). Zu der
anderen Gruppe der kondensierenden Agenzien zdhlen jene, die die
Wechselwirkung der DNA mit dem Ld&sungsmittel vermindern. Hierzu zahlen
neutrale Polymere, wie hohe Konzentrationen an PEG, die in der Anwesenheit
einer ausreichenden Menge von (monovalenten) Salzen eine Kondensation der
DNA hervorrufen kénnen. Dieser Effekt wird ebenfalls fir die Prazipitation von

Nukleinsauren eingesetzt.

Im Folgenden werden unterschiedliche EinfluBfaktoren auf die Verteilung von
pDNA untersucht und versucht, einen Zusammenhang zwischen der ermittelten

Verteilung und der Coil-Globule Transition herzustellen.

4.2.2 Verteilungsstudien

a) PEG Molekulargewicht

Bei den Untersuchungen mit unterschiedlichen PEG Molekulargewichten (d. h.
unterschiedlichen PEG 600/ PEG 1000 Mischungsverhaltnissen) auf die Verteilung
der Nukleinsauren wurde ein signifikanter Effekt auf das Verteilungsverhalten von
pDNA gefunden (Abbildung 4.10). Bei einem PEGuw von 650 wurden sowohl
pDNA als auch RNA zu tber 80 % in die Oberphase verteilt. Eine vergleichsweise
geringe Steigerung des PEGuw von 650 auf 700 ergab eine signifikante Anderung
des pDNA Verteilungskoeffizenten, der zu einer fast vollstandigen Verteilung von
pDNA in die Unterphase flhrte, wahrend die Verteilung von RNA davon nicht
beeinfluBt wurde. Der Unterschied in der PEG Mischung von PEG 650 zu 700, der
zu diesem Phasenwechsel flhrte, liegt bei einem etwa um 15 % gestiegenem PEG
1000 Anteil (Abbildung 2.1). Durch Erhéhung des PEGyw von 700 auf 950 wurde
die RNA Ausbeute in der Oberphase von 80 auf 53 % reduziert, wahrend sie sich
in der Unterphase auf 6 % erh6hte. Demnach lagen bei PEG 950 etwa 40 % der
RNA prézipitiert als makroskopisch sichtbare Interphase vor und fehlen daher in
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Ausbeute / %

Unterphase

der gemessenen Bilanz. Auf die Verteilung von pDNA wirkte sich die weitere
Steigerung des PEGyw auf 950 nicht signifikant aus.

b) PEG Konzentration

Das Verteilungsverhalten von pDNA und RNA als Funktion der PEG-Konzentration
ist in Abbildung 4.11 dargestellt. Bei einer PEG-Konzentration zwischen 10 und 15
% w/w wurden Uber 80 % der pDNA in der Unterphase des Phasensystems
lokalisiert. Bei einer Steigerung der Konzentration auf 20 % w/w befand sich die
pPDNA noch in der Unterphase, allerdings wurde eine Abnahme der gelésten pDNA
Menge auf etwa 50 % gemessen. Dieser Anteil geléster pDNA blieb in etwa auch
bei einer Steigerung der PEG-Konzentration auf 25 % w/w erhalten, die Verteilung
anderte sich jedoch vollstéandig in die Oberphase. Wahrend die RNA bei 10 % w/w
PEG in etwa gleich zu je 40 % in beide Phasen verteilt wurde, flhrte eine

Oberphase
Oberphase

Ausbeute / %

Unterphase .

650 675 700 750 800 850 900 950 10 15 20 25

PEG Mw PEG/ % (w/w)
Abbildung 4.10: EinfluB PEG Mw auf Abbildung 4.11: EinfluB PEG
Verteilung von pDNA und RNA; System 15 % Konzentration auf Verteilung von pDNA
w/w PEG, 20 % Phosphat, pH 7,4; RT; pDNA: und RNA; System PEG 800, 20 %
weiB; RNA: grau Phosphat, pH 7,4; RT; pDNA: weiB; RNA:
grau

Erhéhung der PEG-Konzentration auf 15 % zu einer Abnahme der RNA in der
Unterphase auf etwa 10 % und nahm in der Oberphase auf etwa 50 % zu. Durch
weitere Steigerung der PEG-Konzentration auf 25 % verteilte sich die RNA zu tber
80 % in die Oberphase, wahrend in der Unterphase keine RNA mehr gemessen

wurde.



Ergebnisse und Diskussion 55

¢) Kaliumphosphatkonzentration

Die Abhangigkeit der pDNA Verteilung von der Kaliumphosphatkonzentration
wurde in Abbildung 4.12 wiedergegeben. Bei einer Kaliumphosphatkonzentration
von 10 % w/w wurden etwa 50 % der pDNA in der Unterphase gemessen. Eine
Erhéhung der Salzkonzentration auf 15 % bewirkte eine gleichmaBige Verteilung
von pDNA in beide Phasen, wobei sich jedoch nur etwa 30 % der pDNA in Lésung
befanden. Durch weitere Steigerung der Phosphatkonzentration von 20 auf 25 %
w/w erhdhte sich der Anteil der pDNA in der Oberphase auf etwa 50 %, wobei in
der Unterphase nur noch sehr geringe Mengen gemessen wurden. Die Verteilung
von RNA hingegen wurde durch die Anderung der Salzkonzentration nur gering
beeinfluBt und verteilte sich zu etwa 50-80 % mit einer zunehmenden Tendenz in

die Oberphase.

d) pH Wert vom Kaliumphosphatpuffer

Seitens der Messungen zum pH- EinfluB (Abbildung 4.13) wurde zwischen pH 5,9
und 8,4 fast 90 % der pDNA in der Unterphase gemessen. Die RNA Ausbeute in
der Oberphase nahm zwischen pH 5,9 und 6,9 von 40 auf 70 % zu und verblieb
bei weiterer pH Steigerung auf diesem Niveau. Seitens der pDNA flihrte eine
Erhéhung des pH-Wertes von 8,4 auf 9,1 zu einer signifikanten Reduktion der
Ausbeute in der Unterphase von 89 auf 12 % und dadurch in der Oberphase zu

einem Anstieg von 2 auf 68 %.

e) Temperatur

Der EinfluB der Temperatur wurde durch Verteilungsexperimente im
Temperaturbereich zwischen 10 und 40 °C ermittelt (Abbildung 4.14). Wé&hrend
sich die pDNA fiir Temperaturen bis 15 °C vorwiegend in die Oberphase verteilte,
bewirkte eine weitere Temperaturerhéhung auf 20 °C eine Verteilungséanderung in
die Unterphase. RNA hingegen wurde Uber den gesamten Bereich hauptsachlich
in der Oberphase nachgewiesen, zeigte jedoch mit steigender Temperatur ein
ahnliches Verhalten wie bei der Variation des PEGuw, namlich eine zunehmende
Prazipitation und Bildung einer makroskopisch sichtbaren Interphase. Uber den
gesamten Temperaturbereich wurde eine Abnahme der RNA-Ausbeute und damit

Léslichkeit in der Oberphase von 100 auf etwa 40 % gemessen.
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Abbildung 4.12: EinfluB der Kaliumphosphat- Abbildung 4.13: EinfluB pH Wert auf
konzentration auf Verteilung von pDNA und Verteilung von pDNA und RNA; System 15
RNA; System 25 % w/w PEG 800; pH 7.,4; RT; % PEG 800, 20 % Phosphat; RT; pDNA:
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Abbildung 4.14: EinfluB der Extraktionstemperatur auf die Verteilung von
pPDNA und RNA; System 15 % w/w PEG 800; 20 % Kaliumphosphat; pH
7.4; pDNA: weiBB; RNA: grau

Die durchgefiihrten Verteilungsstudien zeigen, dass Variatonen der PEG- und
Salzkonzentration eine allmahliche Anderung der Plasmid- Verteilung von der
Unter- in die Oberphase bewirken, wahrend eine geringfiigige Anderung von pH-
Wert, Temperatur oder PEGuw zu einem rapiden Wechsel von der Ober- in die
Unterphase fuhrt. Die Kenntnis Gber diese Umschlagpunkte von pDNA ist aus
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prozeBtechnischer Sicht far die Entwicklung eines robusten
Aufreinigungsverfahrens von Bedeutung und hat auch die Trennung von pDNA
und RNA zur Folge. Dartber hinaus wurde diese Eigenschaft von pDNA und des
Phasensystems zum AnlaB einer weitergehenden Untersuchung genommen.

4.2.3 Untersuchungen zur Léslichkeit von Plasmiden

Die Verteilungsstudien in 4.2.2 deuten an, dass die Léslichkeit der betreffenden
Nukleinsauren in der polymerreichen Oberphase eine wichtige Rolle spielt
(Abbildung 4.14). Um dies genauer zu untersuchen, wurde ein Zweiphasensystem
bei 10 °C angesetzt, bei dem pDNA in die Oberphase verteilt wird (Abbildung
4.14). Aliquots dieser Oberphase wurden anschlieBend in einem
Temperaturbereich zwischen 10 und 20 °C inkubiert und fir 5 min bei 15000¢g
unter Beibehaltung der Inkubationstemperatur abzentrifugiert. Die Quantifizierung
der pDNA Konzentration im Zentrifugationsiiberstand dieser Aliquots aus der
Oberphase wurde in Abbildung 4.15 dargestellt. Die pDNA Konzentration im
Uberstand wurde zwischen 10 und 17 °C nicht beeinfluBt, eine weitere Erhéhung
fOhrte jedoch dazu, dass die L&slichkeit unter 5 pg/ml reduziert wurde. Ein
analoger Versuch mit pDNA, die zuvor bei 20 °C in die Unterphase extrahiert
wurde, zeigte infolge der Temperaturdnderung keine Anderung der Ldslichkeit
(Abbildung 4.15). Damit liegt ein Zusammenhang zwischen pDNA Léslichkeit in der
Oberphase und seiner Verteilung im Phasensystem vor.

Um die Effekte der einzelnen Systemparameter auf die pDNA Léslichkeit
unabhangig von der Ausbildung des Phasensystems zu betrachten, wurde die
Salzkomponente fiir nachfolgende Versuche von Kaliumphosphat auf Kalium- oder
Natriumchlorid geandert. Die beteiligten Konzentrationen wurden hierbei so
gewahlt, dass die Zusammensetzung aus PEG und K+ in etwa der einer
entsprechenden Oberphase eines Phasensystems entspricht. Tabelle 4.1 listet die
Zusammensetzungen der Ober- und Unterphasen der Systeme auf, die in der
Verteilungsstudie zum Einsatz kamen.
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Abbildung 4.15: pDNA Konzentration im Zentrifugations-iiberstand (pDNA wurde zuvor bei
10 °C in die Oberphase bzw. bei 20 °C in die Unterphase extrahiert); (’X) Oberphase; (H)
Unterphase’

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der Konzentrationen von PEG 800, P043' und K* der
Phasensysteme fiir die Verteilungsstudien und die Zusammensetzung der einzelnen Phasen.
Die angegebenen PEG-Konzentrationen wurden aus dem Phasendiagramm aus Abbildung
1.12 enthommen; Kaliumkonzentrationen wurden flammenphotometrisch bestimmt

Gesamtzusammensetzung Oberphase Unterphase
[PEG] [K-Phosphat] [PEG] [K*] [PEG] [K*]
% w/w % w/w % w/w mM % w/w mM

10 20 31 470 2 3450
15 20 41 325 1 3900
20 20 45 245 0,5 4750
25 20 51 205 0,5 5550
25 10 31 500 2 3350
25 15 42,5 305 0,5 4400
25 20 51 205 0,5 5600
25 25 56 135 0,2 6900
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a) Abhéngigkeit der pDNA-LGslichkeit vom PEG-Molekulargewicht

Abbildung 4.16 zeigt die pDNA Léslichkeit als Funktion vom PEGw, bei 325 und
500 mM K*. Fir 325 mM K* wurde zwischen PEG 900 und PEG 1000 eine
Reduktion der pDNA Ldéslichkeit von fast 100% auf unter 20% festgestellt. Bei 500
mM K™ trat diese Abnahme der Léslichkeit bereits zwischen den PEG Mischungen
650 und 750 auf. Vergleicht man die hier beschriebenen Léslichkeiten mit der
Verteilung von pDNA in Abbildung 4.10, so liegt eine qualitative Ubereinstimmung
der Loéslichkeitsanderung bei 500 mM K* zwischen PEG 650 und PEG 700 mit dem
ebenfalls dort eintretenden Phasenwechsel von pDNA vor.

b) Abhéngigkeit der pDNA-Léslichkeit von der PEG-Konzentration

Eine Erhéhung der PEG-Konzentration bei unterschiedlichen K+-Konzentrationen
(Abbildung 4.17) bewirkte eine deutliche Abnahme der L&slichkeit, die mit
steigender K+-Konzentration starker ausgepragt war. Durch weitere Erh6hung der
PEG Konzentration konnte diese Abnahme umgekehrt werden und der Anteil von
pDNA in L6sung nahm wieder zu. Dabei war der Bereich des Ldslichkeitsminiums
bei 0,5 mM K+ am gréBten ausgepragt, wahrend die Léslichkeit bei 0,3 mM K+ nur
geringflgig vermindert wurde. Das hier gefundene Léslichkeitsverhalten spiegelt
sich in den Verteilungsversuchen mit steigenden PEG Konzentrationen wider
(Abbildung 4.11). Eine sehr geringe L&slichkeit fur die Zusammensetzung der
Oberphase (31 % PEG, 470 mM K+) fluhrte zu einer pDNA Verteilung in die
Unterphase, wie im System mit 10 % PEG 800, 20 % Phosphat gemessen wurde.
Bei einer Erhéhung des PEG- Anteils in der Oberphase auf 41 %, wie im System
15 % PEG 800, 20 % Phosphat vorzufinden ist, lag die pDNA Ldgslichkeit im
Bereich zwischen 60 und 80 % (Abbildung 4.17). Eine weitere Steigerung des
PEG- Anteils von 41 auf 51 % PEG in der Oberphase flihrte zu einer annahernd
vollstdndigen Léslichkeit von pDNA (Abbildung 4.17), was in Abbildung 4.11
wiederum zu einer Verteilung in die Oberphase flhrte. Dabei ist zu erwarten, dass
eine Zunahme der PEG Konzentration in der Oberphase von 31 auf 51 % zu einer
gleichzeitigen Abnahme der K+- Konzentration von 470 auf 205 mM fuhrt (Tabelle
4.1).
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Abbildung 4.17: EinfluB der PEG-
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KCI; (A) 0.5 M KCI

c) Abhéngigkeit der pDNA-Léslichkeit von der K*-Konzentration

Die Loslichkeit von pDNA in Abhéngigkeit von der K'-Konzentration ist in
Abbildung 4.18 fir PEG Konzentrationen von 35 und 41 % dargestellt. Bei beiden
PEG Konzentrationen wurde eine deutliche Abnahme der L&slichkeit bei einer
Steigerung der K*-Konzentration von 300 auf 500 mM festgestellt. Diese
Zusammensetzung entspricht in etwa der Oberphase in den Verteilungsstudien mit
25 % PEG 800 und 10 bzw. 15 % K-Phosphat Systemen (Abbildung 4.12). In
diesen Systemen wurde mit zunehmender K-Phosphatkonzentration eine
Anderung der pDNA Verteilung von der Unter- in die Oberphase beobachtet.

Mit einer Zunahme der Gesamtphosphatkonzentration im Phasensystem wird
aufgrund des Binodalenverlaufes eine Abnahme der K*-Konzentration in der
Oberphase erwartet. Dieser Zusammenhang wird auch im Phasendiagramm
verdeutlicht (Abbildung 1.12) und ist zudem der Tabelle 4.1 zu entnehmen. Darin
fallt ebenfalls eine Zunahme des PEG-Anteils mit einer Verringerung der K*-
Konzentration in der Oberphase zusammen und verstarkt mit der gestiegenen
Léslichkeit eine Verteilung von pDNA in diese Phase. Dabei hat die Erhéhung der
PEG-Konzentration auf die Léslichkeit der pDNA einen geringeren Effekt als die
Steigerung der K*-Konzentration, weshalb sich die beiden Kurven fir 35 % und 41
% PEG nicht wesentlich unterscheiden (Abbildung 4.17). Innerhalb der in diesem

Abschnitt untersuchten Parameter flhrte eine Zunahme der PEG Konzentration
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von 31 auf 51 % auBerdem zur Umkehr des Fallungseffektes und wird durch
Abnahme der K*-Konzentration verstéarkt (Abbildung 4.17).

d) Abhéngigkeit der pDNA-Léslichkeit von der Temperatur

Zur Erganzung der in Abbildung 4.15 dargestellten Ergebnisse wurde der Effekt
der Temperatur auf die Loslichkeit von pDNA bei unterschiedlichen K-
Konzentrationen bestimmt (Abbildung 4.19). Eine deutliche Abnahme der
Loslichkeit wurde zwischen 10 und 15 °C bei 500 mM K* ermittelt, wahrend unter
25 °C bei 325 mM K" kein EinfluB beobachtet wurde, so dass erst bei einer
Temperatur von Gber 30 °C eine Abnahme der L&slichkeit eintritt. Auch diese
Ergebnisse spiegeln eine qualitative Ubereinstimmung der pDNA Verteilung in
Abbildung 4.14 wider.

Die Tatsache, dass bei den durchgefihrten Léslichkeitsversuchen allgemein nur
eine qualitative Ubereinstimmung der PEG und K+-Konzentrationen mit den
Verteilungsexperimenten vorzufinden war, wird damit begrindet, dass jede
Parameteranderung (Temperatur, PEGMw, pH, etc.) auch eine Anderung der K+-
und PEG Konzentration in der Oberphase bedeutet. Firr einen exakten Vergleich
ware somit eine Vielzahl von Analysen notwendig gewesen, wie sie flr
ausgewahlte Systeme in der Tabelle 4.1 aufgeflhrt wurden. Ebenso wére hierflr
eine aufwendige Analyse der individuellen Verteilung der PEG 600 und PEG 1000
Fraktionen aus der gesamt PEG- Mischung erforderlich.
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4.2.4 Coil-Globule Transition

Die in 4.2.3 gezeigten Resultate lassen einen konkreten Zusammenhang zwischen
der Loslichkeit von pDNA und seinem Verteilungsverhalten erkennen. Zudem
wurde deutlich, dass die Ld&slichkeitseffekte unabhangig von den
Zweiphasensystemen auftreten. Da geringe Anderungen der Parameter zu derart
signifikanten Veranderungen flhren, kann angenommen werden, dass hierflr
starke Veranderungen der Oberflacheneigenschaften von pDNA verantwortlich
sind (z. B. Ladungsanderungen).

In weiteren Lo&slichkeitsversuchen wurde KCI als Salzkomponenten durch NaCl
ersetzt.  Dadurch  konnten die gewonnenen Ergebnisse aus den
Léslichkeitsversuchen mit den Resultaten anderer Verdffentlichungen verglichen
werden, die ebenfalls NaCl als Salzkomponenten verwendeten (Vasilevskaya et al.
1995; Melnikov et al. 1997; Yoshikawa et al. 1997; Murayama und Yoshikawa
1999; Yoshikawa 2001). Abbildung 4.20 zeigt hierzu die pDNA Léslichkeit als
Funktion der Na* Konzentration fiir PEG 800 und PEG 8000. Dabei wurde eine
signifikante Abnahme der pDNA-L&slichkeit ab einer Na* Konzentration von 80 und
200 mM fir PEG 800 und PEG 8000 festgestellt. Die kritische Na* Konzentration
ist bei identischer PEG Konzentration demnach 220 mM niedriger als fir K.

Die in der Abbildung 4.20b ermittelten Ergebnisse kdnnen nun mit einer Coil-
Globule Untersuchung von Vasilevskaya et. al. (1995) verglichen werden. Die
Abbildung 4.21 zeigt hierzu die kritische Konzentration fiir das Auftreten der Coil-
Globule Transition von DNA als Funktion der NaCl und PEG Konzentration. Die
Messung erfolgte dabei mit fluoreszenzmarkierter T4-Phagen DNA, deren
Kontraktion in den globuldaren Zustand mit einem Fluoreszenzmikroskop
beobachtet und ausgewertet werden konnte. Im Vergleich mit Abbildung 4.20b
erkennt man, dass ab einer Konzentration von 100 mg/ml PEG 8000 und 200 mM
NaCl die Léslichkeit von pDNA verringert wird und diese Zusammensetzung auch
die kritische Konzentration fur die Coil-Globule Transition der DNA ist. Demnach
kénnte dies ein Hinweis daflr sein, dass die verringerte pDNA Léslichkeit ebenfalls
auf Coil-Globule Transition zurlickgefiihrt werden kann und damit auch Ursache fir
das Verteilungsverhalten von pDNA sein kénnte.
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Abbildung 4.20: Abhéangigkeit der pDNA Léslichkeit in PEG Lésungen von der NaCl

Konzentration; a) 90 pg/ml pDNA gelést in 41 % w/w PEG 800 und 0 - 170 mM NacCl;
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Abbildung 4.21: Abhangigkeit der kritischen Konzentration’ von der PEG 8000 (c) und der
NaCl Konzentration; (O) experimentelle Daten; (—) Modell; (entnommen aus Vasilevskaya et
al. 1995)

’ Kritische Konzentration: Zusammensetzung, die zur coli globule Transition der DNA fiihrt (hier T4-
DNA, 166 kbp)



64 Ergebnisse und Diskussion

Da die Coil-Globule Transition mit einer starken Kontraktion der DNA verbunden
ist, sollten nachfolgende Versuche mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS; siehe
2.7) zeigen, ob auch in dem hier beschriebenen Fall eine GréBenanderung von
pDNA vollzogen wird. Eine direkte Messung der pDNA Konformation im
Zweiphasensystem ist jedoch dadurch eingeschrankt, dass DLS extrem
empfindlich gegenlber groBen Partikeln (Staub) oder geringsten Tribungen
reagiert. Diese Tribung in den separierten Phasen ist auf das Vorhandensein von
Mikroemulsionen der anderen Phase zurlckzufUhren, die bereits bei geringen
Temperaturveranderungen auftreten kdénnen. Demnach wurden die Messungen
wiederum in Systemen mit PEG und NaCl durchgefihrt, die nicht zur
Phasenausbildung flhren. Hierzu zeigt Abbildung 4.22 die gemessenen
GroBenverteilungen von pDNA als Funktion der NaCl Konzentration bei einer
pDNA Konzentration von 100 pg/ml und 41 % PEG 800. Fir NaCl Konzentrationen
unter 50 mM wurde ein durchschnittlicher hydrodynamischer Radius im Bereich
von 60-70 nm ermittelt, wohingegen bei 85 mM eine Zunahme auf etwa 100 nm
erfolgte. Hohere NaCl Konzentrationen ergaben signifikant gréBere Radien >500
nm mit einer extrem breiten GréBenverteilung. Diese NaCl Konzentrationen von
>85 mM entsprechen denen aus Abbildung 4.20a, die zur Prazipitation von pDNA
fihren.

Die Abhangigkeit des hydrodynamischen Radius von der pDNA Konzentration ist
der Abbildung 4.23 zu entnehmen. Mit einer Abnahme der pDNA Konzentration
von 50 auf 0,25 pg/ml konnte eine deutliche Verringerung der mittleren
hydrodynamischen Radien von 700 auf 60 nm gezeigt werden. Ebenso verringerte

sich die Breite der GrdBenverteilung.



Ergebnisse und Diskussion

65

Intensitat/%

Abbildung 4.22: PartikelgroBenverteilung von pDNA und seinen Agglomeraten als
Funktion der NaCl Konzentration; gemessen mittels dynamischer Lichtstreuung
(DLS); Probenzusammensetzung: 41 % PEG 800, 100 pg/ml pDNA und 0 - 0.5 M NaCl

Intensitat/o,

Abbildung 4.23: Plot der PartikelgréBenverteilung von pDNA Agglomeraten im
globule state als Funktion der pDNA Konzentration; Zusammensetzung: 41 % PEG

800; 140 mM NaCl; 0,25- 50 pg /ml pDNA
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4.2.5 Diskussion

Zusammenhang Léslichkeit und Coil-Globule Transition

Die im vorigen Abschnitt durchgefiihrten Versuche zeigen einen Zusammenhang
zwischen der pDNA- Verteilung und der Coil-Globule Transition (Abbildung 4.24),
die auch als psi- Kondensation verstanden wird. Letztere wird, wie bereits unter
4.2.4 beschrieben, auf den thermodynamisch unginstigen Kontakt zwischen der
,steifen” DNA und dem ,flexiblen® PEG zurtickgefiihrt. Bei kritischen Werten der
PEG und Salz- Konzentration, der Temperatur und des pH- Wertes hat dieser
Kontakt ein Zusammenziehen der DNA in die globulare Konformation zur Folge. In
Studien konnte gezeigt werden, dass die kritischen Werte, die zur DNA Kontraktion
fihren, mit der minimal freien Energie der DNA und der umgebenden Lésung
beschrieben werden kénnen (Vasilevskaya et al. 1995; Kleideiter und Nordmeier
1999). In diesem Ansatz wird die freie Energie der Mischung durch die klassische
Flory-Huggins Theorie beschrieben, die auch gleichzeitig als Basis flr die
theoretischen Beschreibungen der Ausbildung und Verteilung in wassrigen
Zweiphasensystem dient (Johansson et al. 1998).

ATPS bei 15°C J ATPS bei 20°C J ATPS bei 20°C J
r Y
- Coil-Globule - Extraktion -
Transition der in die
g pDNA Unterphase
%

~f -y . -,
™ §
£§

Abbildung 4.24: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Coil-Globule
Transition und Verteilung im ATPS

Aufgrund der hohen biologischen Bedeutung fiir die Zelle und auch fir technische
Anwendungen (Kompaktierung flr spateren Gentransfer), wird das Phanomen der
Coil-Globule Transition intensiv von mehreren Forschungsgruppen untersucht
(Minagawa et al. 1994; Vasilevskaya et al. 1995; Yoshikawa et al. 1997; Murayama
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und Yoshikawa 1999; Yoshikawa 2001). Hierzu wird DAPI| markierte T4-DNA (166
kbp) mit einem Fluoreszenzmikroskop direkt visualisiert, so dass
GréBenanderungen unmittelbar zu beobachten sind. Die Auflésung dieser
Methode reicht jedoch bei weitem nicht aus, um das in dieser Arbeit eingesetzte
Plasmid pCMVB (6.7 kpb) ebenfalls zu visualisieren und damit zu untersuchen. So
erstaunt es um so mehr, dass trotz der massiven GrdéBenunterschiede und
unterschiedlichen Strukturen die Fallung der pCMVB pDNA und die Coil-Globule
Transition der T4 DNA in der gleichen Zusammensetzung (100 mg/ml PEG 8000,
200 mM NaCl, siehe Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21) auftreten.

Die Messungen der hydrodynamischen Radien zeigen jedoch keine Kontraktion,
sondern eine deutliche GréBenzunahme, welche auf die Préazipitation von pDNA
zurlckzufahren ist. Diese Zusammenlagerung von pDNA im globularen Zustand
fihrt zu einer weiteren Reduktion der effektiven Kontaktoberflache zwischen der
DNA und dem Lésungsmittel, weshalb bei der hier durchgefiihrten Messung keine
Verkleinerung der Radien festgestellt wurde. Um eine Kontraktion von pDNA im
globularen Zustand zu messen, miBte die Anziehung und damit die Agglomeration
der pDNA Molekile durch eine starke Verdinnung vermindert werden. Dass eine
Verdinnung zu einer Abnahme der gemessenen Durchmesser fuhrt, konnte in der
Abbildung 4.23 gezeigt werden. Der gemessene hydrodynamische Radius ist
jedoch bei geringer pDNA und hoher NaCl Konzentration signifikant héher als bei
den Messungen mit geringer NaCl Konzentration (Abbildung 4.22). Eine
tatsachliche Kontraktion und damit die Coil-Globule Transition konnte so nicht
gemessen werden, da hierfir eine deutlich héhere Verdinnung wie bei den
fluoreszenmikroskopischen Untersuchungen notwendig gewesen ware. Fir diese
Anwendung reicht die MeBempfindlichkeit der DLS jedoch nicht aus. Dennoch ist
der Zusammenhang zwischen Coil-Globule Transition und Prazipitation in der
Literatur lange bekannt. Niedrige DNA Konzentrationen und relativ niedrige
Konzentrationen kondensierender Agenzien fahren zu einer Bildung einer
I6slichen, kolloidalen DNA Struktur im globuldren Zustand, die nicht zur
Aggregierung neigt. Mit steigender Konzentration kondensierender Agenzien wird
der kolloidale Zustand der kompaktierten DNA geschwacht, so dass DNA Partikel
nach Kollision aneinander adsorbieren, Aggregate bilden und prazipitieren
(Yoshikawa 2001; Makita und Yoshikawa 2002). Sedimentationsstudien mit PEO
und Salz zeigen hierzu, dass in verdinnten DNA Lésungen die Kontraktion in
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einem mehr oder weniger kompakten Zustand erfolgt (Lerman 1971), wéahrend
eine Konzentrationssteigerung zur Kollision und Koaleszenz von Partikeln flhrt
(Jordan et al. 1972). Dies bestatigt das Ergebnis, dass die GrdBe der auftretenden
Aggregate eine Funktion der pDNA Konzentration ist (Abbildung 4.23).

Aggregierte DNA im globularen Zustand kann somit leicht durch Zentrifugation
abgetrennt werden (Kleideiter und Nordmeier 1999), was schnelle Messungen von
Konformationszustdanden durch einfache Léslichkeitsversuche ermdéglicht. Die
Versuche unter 4.2.3 konnten zeigen, dass die Steigerung des PEG-
Molekulargewichtes, der PEG und K*Konzentration sowie der Temperatur jeweils
den globularen Zustand beglnstigen. Wahrend die Lésung mit zunehmendem
PEG Molekulargewicht oder Konzentration hydrophober wird, fihrt eine Erhéhung
der K*- Konzentration zu einer verstarkten Neutralisation der sich gegenseitig
abstoBenden, negativen Ladungen der DNA. Eine Verstarkung der Coil-Globule
Transition durch Erhéhung der Temperatur wurde ebenfalls von Murayama und
Yoshikawa (Murayama und Yoshikawa 1999) berichtet, die Ursache ist hingegen

nicht vollstandig geklart.
Zusammenhang Léslichkeit und ATPS Verteilung

Die unterschiedliche Verteilung von Anionen und Kationen in Zweiphasensystemen
fihrt zur Ausbildung einer elektrostatischen Potentialdifferenz an der
Phasengrenzflache (Albertsson 1985). In PEG/ Phosphat Systemen ist diese
Potententialdifferenz positiv (siehe auch Tabelle 4.1), weshalb netto negativ
geladene Biopolymere eine Verteilung in die PEG reiche Oberphase zeigen
(Johansson et al. 1998). Darliber hinaus weist die Oberphase aufgrund des hohen
PEG-Anteils eine relativ hydrophobe Umgebung auf. Infolge der Coil-Globule
Transition werden Oberflacheneigenschaften der DNA signifikant verédndert, was
zum Beispiel fir T4 DNA eine Verkleinerung des effektiven Volumens um den
Faktor 10* bis 10° bewirkt (Yoshikawa 2001). Dies fiihrt dazu, dass die effektive
negative Ladung auf der Oberflache um mehrere Zehnerpotenzen verringert wird.

Im Zweiphasensystem ist der Zustand von globuldrer DNA in der Oberphase
jedoch nicht faBbar. Es kommt statt dessen zu einer Verteilung in die Unterphase,
in der die DNA den thermodynamisch glnstigeren Coil-Zustand ausbilden kann.
Die Faktoren, die zur Anderung der Ldslichkeiten von pDNA filhren, sind demnach
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die gleichen, die die Verteilung im Zweiphasensystem beeinflussen und beruhen
vermutlich auf Coil-Globule Transition. Damit kénnten die Einflisse von PEGwuw
und Temperatur auf das Verteilungsverhalten begriindet werden, der EinfluB des
pH Wertes ist jedoch noch nicht eindeutig bekannt. Da mit steigendem pH Wert im
Phosphatpuffer das Verhaltnis vom dibasischen Salz zum Monobasischen
zunimmt, liegt auch eine héhere K*-Konzentration vor. Diese ist als Ursache fiir
den Phasenwechsel eher anzunehmen, als Einfliisse infolge des hdheren pH
Wertes.

Der Zusammenhang zwischen Coil-Globule Transition und der pDNA Verteilung im
Zweiphasensystem erklart darliber hinaus die Abtrennung der RNA. Letztere tritt
vorwiegend einzelstrangig auf und zeigt aus diesem Grund eine hohere
Hydrophobizitat® (Diogo et al. 2001). Dies zeigt sich in der Retentionszeit im HIC
Chromatogramm (Abbildung 2.4) und auch in seinem Verteilungsverhalten.
Aufgrund der héheren Hydrophobizitat nimmt RNA im Vergleich zur DNA erst bei
hdéheren PEGw, bzw. PEG-Konzentrationen den globularen Zustand ein. Somit
kann hierdurch eine Trennung zwischen RNA in der Oberphase und pDNA in der
Unterphase erfolgen. Wahrend nun der Phasenwechsel der pDNA von der Ober- in
die Unterphase aufgrund Erhéhung von PEGw,, Temperatur und pH Wert damit
beschrieben wurde, kann der Phasenwechsel fur die Variation der PEG und
Salzkonzentration hiermit nicht erklart werden. Bei letzteren tritt ein
Phasenwechsel der pDNA von der Unter- in die Oberphase auf. Hydrophobe
Wechselwirkungen der pDNA mit PEG in der Oberphase kdnnen vernachlassigt
werden, da sich die fir die Wechselwirkung verantwortlichen kosmotropen Salze
hauptséachlich in die Unterphase verteilen. Die Ursache spiegelt sich jedoch in den
Léslichkeitsversuchen wider, in denen bei steigender PEG-Konzentration eine
Erhdhung der pDNA Léslichkeit gemessen wurde, was als Globule-Coil Transition
zu verstehen ware. Demnach nimmt die Léslichkeit von pDNA in der Oberphase
bei sehr hohen PEG-Konzentrationen wieder zu, wodurch eine Verteilung von der
Unter- in die Oberphase erfolgt. Eine erneute Relaxation der DNA bei sehr hohen
PEG-Konzentrationen wurde in der Arbeit von Vasilevskaya et. al. (1995) bestatigt,
eine Begrindung fir diesen Vorgang ist jedoch nicht bekannt.

8 Der Zusammenhang wird in 4.3 naher erlautert
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4.3 Entsalzung durch Membranadsorption

4.3.1 Einleitung

Der ProzeBschritt, der nach der Extraktion von pDNA in die Unterphase anschlieBt,
hat in erster Linie die Aufgabe, eine Umpufferung bzw. Entsalzung zu leisten. Die
Unterphase hat einen Anteil von etwa 30 % w/w Kaliumphosphat, was etwa einer 2

molaren Lésung entspricht. Standardverfahren zur Entsalzung sind

e Préazipitation
e Ultrafiltration/ Diafiltration (UF/DF)

o Gelfiltration

Ein Einsatz von Isopropanol, wie er gewohnlich zur Féllung von DNA aus
Hochsalzlésungen verwendet wird, kann hierbei nicht erfolgen. Hohe
Konzentrationen kosmotroper Salze zusammen mit Isopropanol oder Ethanol sind
nicht miteinander mischbar, was die erneute Ausbildung eines Zweiphasensystems
zur Folge hat (Greve und Kula 1991). In dem resultierenden System liegt ein Tell
der DNA préazipitiert in der Interphase vor, der Ubrige Rest befindet sich
hauptsachlich in der unteren Salzphase.

Eine Entsalzung mittels UF/DF ist grundsatzlich mdglich, aufgrund der relativ
hohen Viskositdt der Unterphase jedoch recht langwierig und technisch
vergleichsweise aufwendig. Gelfiltration wirde ebenfalls einen relativ groBen
technischen Aufwand bedeuten und fihrt in der Regel zu einer unerwiinschten
Verdinnung.

Eine Kombination der Zweiphasenextraktion von pDNA mit anschlieBender
hydrophober Interaktionschromatographie wurde von Trindade et. al.(2005)
beschrieben. Der dabei genutzte chromatographische Schritt fihrt zwar zu einem
weiteren Aufreinigungseffekt von pDNA, eine Entsalzung war hingegen nicht
moglich, da die pDNA unter Hochsalzbedingungen in 1,5 M Ammoniumsulfat

eluierte.
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Der nun folgende Abschnitt beschaftigt sich mit einem alternativen
Entsalzungsverfahren, das auf reversibler Membranadsorption von pDNA basiert

und sowohl im kleinen als auch im groBen MaBstab durchfihrbar ist.

Die Tatsache, dass denaturierte DNA und Komplexe aus DNA und RNA an
Nitrocellulose- und Nylonmembranen adsorbieren, wurde von Nygaard und Hall
(1963) erstmals beschrieben und findet im analytischen Bereich in Form von
Blottingtechniken breite Anwendung (Southern 1975).

Ein praparativer Nutzen dieser Eigenschaft wurde durch Levy et al. (2000) gezeigt.
Bei Filtration einer Plasmidlésung durch einen Nitrocellulosefilter kann durch
selektive Adsorption einzelstrangiger DNA der Gehalt an denaturierter gDNA von
27 auf unter 1 % gesenkt werden. Der zugrunde liegende Bindungsmechanismus
ist nicht vollstandig verstanden (Lui et al. 1996), vermutlich handelt es aber um
hydrophobe Interaktion (Popovic und Wintzerith 1983; Dubitsky und Perreault
2004). Verglichen mit doppelstrangiger DNA (dsDNA) zeigen einzelstrangige DNA
(ssDNA) und RNA eine hydrophobere Oberflache, die auf der Exposition
hydrophober Basen zurtickzufihren ist und damit eine héhere Retention auf der
Membran bewirkt.

4.3.2 Ergebnisse

a) Adsorptionsversuche

Die in der Abbildung 4.25 gezeigten Filtrationsversuche ergaben, dass ab einer
Konzentration von 28 % w/w Kaliumphosphat in der Filtrationslésung mehr als 95
% der eingesetzten pDNA adsorbiert wurden. Eine leichte Verringerung der
Salzkonzentration auf 25 % flihrte zu einer Abnahme auf 70 % Adsorption, womit
30 % der pDNA im Filtrat vorlagen. Die Abhangigkeit der pDNA Adsorption vom
Salz ist in der Abbildung 4.26 dargestellt. Hierzu wurden Filtrationsversuche mit
unterschiedlichen Salzen in einer Konzentration von 2,3 M durchgefihrt, die zum
Kaliumphosphatpuffer in etwa aquimolar waren. Wéhrend das Filtrat der NaCl-
Lésung fast 95 % der eingesetzten pDNA enthielt, wurden in den Filtraten mit
Kaliumphosphat und Ammoniumsulfat keine pDNA gemessen. Diese konnten
durch weitere Filtration von 5 ml TE Puffer zu >98 % von der Membran eluiert

werden.
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Abbildung 4.25: Adsorption von pDNA bei
Filtration durch 0.2 pm Nylonmembranschei-
ben (25mm); je Probe wurden 4 ml mit 20
Hg/ml pDNA filtriert und das Filtrat analysiert

Abbildung 4.26: EinfluB der Salze auf pDNA
Adsorption; je Ansatz 20 ml mit 9 pg/ml
pPDNA durch Nylonmembran (4,5 cm)
filtriert, Elution adsorbierter pDNA durch
anschlieBende Filtration von 5 ml TE-Puffer;

AS= Ammoniumsulfat

b) Bestimmung dynamischer Kapazititen

Ebenso wie bei der chromatographischen Verfahrensentwicklung, sind auch bei
der Membranadsorption dynamische Kapazitdten ein wichtiges Kriterium flr die
Auslegung und Beurteilung von Verfahren. Die Bestimmung erfolgte mit
sogenannten Durchbruchkurven, bei denen eine pDNA haltige Lésung (20 pg/ml)
mit einer Salzkonzentration von 30 % w/w K-Phosphat (entspricht etwa der
Salzkonzentration der Unterphase) durch hydrophobe Membranen filtriert wurden.
Die pDNA Konzentrationen in den Filtratfraktionen (2 ml) wurden bis zur
Erschépfung der Bindungskapazitdt der Membran quantifiziert (Abbildung 4.27).
Bei allen untersuchten hydrophoben Membranen wurden unter den gewahlten
Bedingungen pDNA Adsorption festgestellt, die resultierenden Kapazitaten
variierten jedoch betrachtlich. Die niedrigste Kapazitdt wurde mit der GHP-
Membran ermittelt, bei der es sich um hydrophilisiertes Polypropylen handelt. Die
bestimmte dynamische Kapazitat betrug hierbei 28 pug/cm? (Tabelle 4.2). Wahrend
eine mittlere Kapazitat von 68 pg/cm? bei PVDF gemessen wurde, zeigten Nylon
und Nitrocellulose mit etwa 85 pg/cm? die starkste Adsorption. Um die
Reversibilitdt der Adsorption zu untersuchen, wurde die membrangebundene



Ergebnisse und Diskussion

73

pDNA anschlieBend durch Filtration von TE Puffer eluiert und quantifiziert. Hierbei

konnten 86 % Ausbeute fir Nylon- und Nitrocellulosemembranen ermittelt werden.
Die Ausbeuten bei PVDF und GHP lagen mit 14 und 26 % wesentlich niedriger.

20
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10 b

pg/ml pDNA

[« \C I 2]
T
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—e— PVDF
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—v—GHP
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Abbildung 4.27: Durchbruchkurve von pDNA (20 pg/ml) in 30 % w/w
Kaliumphosphat (pH 7,4) mit 12,5 cm?2 Scheibenmembranen

Tabelle 4.2: Dynamische Kapazitaten von pDNA auf hydrophoben Membranen, ermittelt aus

Durchbruchkurven
Membran Jdyn [Mg/cm?] | Ausbeute nach Elution mit TE
Nylon 82 86 %
Nitrocellulose 86 86 %
PVDF 68 14 %
GHP 28 26 %
Celluloseacetat 33 81 %

c) Filtrationsversuche mit Unterphase

FOr Versuche mit extrahierter pDNA wurde eine integrierte Zweiphasenextraktion

mit Biomasse vorgenommen. Ein Teil der resultierenden Unterphase wurde dann

fir die Filtrationsversuche eingesetzt. Die HPLC-Chromatogramme (Abbildung
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4.28) zeigen hierzu die Zusammensetzung des geklarten Lysates (a) sowie die der
Unterphase (b). 10 ml dieser Unterphase wurden durch eine 0,2 pm
Nitrocellulosemembran filtriert, anschlieBend wurde die Membran durch weitere
Filtration von 5 ml TE Puffer gewaschen und die beiden Filtrate chromatographisch
analysiert. Wie das Chromatogramm vom ersten Filtrat erkennen laBt (Abbildung
4.28 c), adsorbierte die pDNA fast vollstidndig an die Membran, wahrend der
GroBteil der RNA und der Proteine nicht gebunden wurde. Wurden die
Hochsalzbedingungen durch Filtration von TE Puffer entfernt, konnten etwa 95 %
der pDNA im Eluat gemessen werden, wobei der RNA Gehalt im Vergleich zur
Unterphase um ca. 86 % verringert wurde (Abbildung 4.28 d; Tabelle 4.3).
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Abbildung 4.28: HPLC Chromatogramme (HIC) der pDNA Adsorption aus der Unterphase
an Nitrocellulosemembranen (12,5 cm2? Scheibenmembran); a) geklartes Lysat; b)
Unterphase nach Extraktion; c) Filtrat der Unterphase; d) Eluat nach Filtration von TE-
Puffer

% Puffer A

% Puffer A
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Tabelle 4.3: Ergebnisse der HPLC-Analyse (siehe Abbildung 4.28)

V/ml | m(pDNA)/ug | m(RNA)/ug pDNA RNA Ausbeute
Ausbeute
Unterphase | 10 265 575 100 % 100 %
Filtrat 10 5 500 2% 87 %
Eluat 5 250,5 82 95 % 14 %

d) Durchbruchkurven

Die unterschiedlichen Bindungsaffinitadten wurden in Durchbruchkurven untersucht,
bei denen eine Unterphase, die pDNA und RNA enthielt, durch eine
Nitrocellulosemembran filtriert wurde. Die resultierenden Filtratfraktionen wurden
anschlieBend mittels HPLC analysiert. Die ermittelten Kurven (Abbildung 4.29)
zeigen einen schnellen Durchbruch der RNA zu Ober 75 % in der ersten
gemessenen Fraktion und einen fast vollstdndigen Durchbruch nach 10 ml
(entspricht ca. 73 ug RNA). Bei der pDNA wurde ein Durchbrechen erst nach der
Filtration von 25 ml Unterphase (entspricht 600 pug pDNA) verzeichnet. Dazu wurde
ein Qqyn Wert von 48 ug/cm? ermittelt. Ahnliche Adsorptionscharakteristika wurden
bei einem analogen Versuch mit einer 96 well Nylonfilterplatte gefunden. Dabei
wurden nacheinander 100 pl Fraktionen der Unterphase in ein und demselben Well
filtriert und die Filtrate anschlieBend per HPLC analysiert. Abbildung 4.30 zeigt die
erhaltene Durchbruchkurve, in der bis zu einem Filtrationsvolumen von 500 ul
(entspricht 13,5 ug pDNA) keine pDNA gefunden wurde, wohingegen RNA bereits
in den ersten 100 pl zu etwa 65 % durchbrach. Die hierbei ermittelte dynamische

Kapazitat betrug 54 pg/cm? und lag somit etwas hdéher als die fur Nitrocellulose.
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Abbildung 4.29: Unterphasen Durchbruckkurve Abbildung 4.30: Unterphasen
mit 0.45 um Nitrocellulosemembran (12,5cm?); Durchbruchkurve mit 96 well Nylon-
HPLC- Analytik; Qgy= 48 pg/cm?2; Unterphase filterplatte; 0,25cm2 (Acroprep, PALL);
enthielt 24 pg/ml pDNA und 26 pg/ml RNA HPLC- Analytik; Qgn= 54 pg/cm?;

Unterphase enthielt 27 pg/ml pDNA und 46

Hg/ml RNA

e) Entfernung von Salzresten

Nach der Filtration der Unterphase durch Nylon oder Nitrocellulose ist die
Membran noch befeuchtet und enthélt somit Reste von Kaliumphosphatsalzen. Zur
Entfernung dieser Salzreste, die in nachfolgenden Applikationen unerwtiinscht sein
kénnen, wurden Waschschritte mit Isopropanol/ Wasser Gemischen getestet.
Hierzu wurden Versuche im 96 well MaBstab mit einer Nylonfilterplatte
durchgefihrt, bei denen nach der Filtration der Unterphase ein Waschschritt mit
einem Isopropanol/ Wasser Gemisch durchgefiihrt und anschlieBend mit TE eluiert
(Abbildung 4.31) wurde. Ohne Waschen ergaben diese eine pDNA Ausbeute von
96 % mit einer RNA Reduktion von etwa 70 %. Bei Isopropanolkonzentrationen in
der Waschlésung unter 55 % v/v wurden nur sehr geringe Mengen pDNA und RNA
im Eluat gemessen, was bedeutet, dass diese bereits beim Waschen von der
Membran eluiert wurden. Bei Isopropanolkonzentrationen von 75 % v/v und héher
konnten 90 % der pDNA im Eluat wiedergefunden werden, wobei der RNA-Gehalt
im Vergleich zur Zusammensetzung der Unterphase um etwa 85 % reduziert

wurde. Demnach wurden etwa 15 % der RNA durch den Waschschritt entfernt.
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Abbildung 4.31: Abhéangigkeit der pDNA und RNA Ausbeute im Eluat von
der Isopropanolkonzentration im Waschschritt vor der Elution in 96 well
Nylonfilterplatten. Die Unterphase enthielt 22 pg/ml pDNA und 77 pg/ml
RNA, Ausbeuten ohne Isopropanolwaschschritt: 96 % pDNA, 32 % RNA

f) Gelelektrophoretische Darstellung und Bilanzierung

Zur Beurteilung der DNA Qualitdt vor und nach der Entsalzung mittels
Membranadsorption (analog Abbildung 4.32) wurde eine gelelektrophoretische
Analytik (Abbildung 4.32) durchgefihrt, wahrend die quantifizierende Analytik
mittels HPLC erfolgte (Tabelle 4.4). Zwischen dem geklarten Lysat (Spur 1) und
der Probe aus der Unterphase (Spur 2) ist eine deutliche Reduktion der RNA
erkennbar. Bei der Extraktion wurde eine pDNA Ausbeute von etwa 86 % erzielt,
wahrend der RNA Gehalt um fast 82 % reduziert wurde. Im Filtrat nach
Nylonmembranadsorption (0,45 um, 12,5cm?) der Unterphase war keine pDNA im
Gel erkennbar (Spur 3), was auch in der HPLC-Analyse bestétigt wurde. Nach dem
Waschschritt und erfolgter Elution wurden annahernd 95 % der zur Filtration
eingesetzten pDNA im Eluat wiedergefunden und etwa 85 % der verbliebenen
RNA abgereichert. Dem |aBt sich entnehmen, dass ungefahr 23 % der RNA durch
den Waschschritt entfernt wurden. Das konzentrierte Eluat wurde in Spur 4
aufgetragen, wobei hier geringfliigige gDNA Reste und auch niedermolekulare RNA
erkennbar wurden. Insgesamt wurde durch Kombination von ATPS mit
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Membranadsorption eine Gesamtausbeute von fast 82 % pDNA und eine
Reduktion von tber 97 % RNA im Vergleich mit dem geklarten Lysat erreicht.

Spur 1 geklartes Lysat (KAc)
Spur 2 Unterphase

Spur 3 Filtrat

Spur 4 Membraneluat

gDNA
ocDNA

scDNA

RNA

Abbildung 4.32: Agarosegelanalyse vom Membranadsorptions- und EntsalzungsprozeB mit
Waschschritt (80 % v/v Isopropanol); siehe Tabelle 4.4; (Proben 1-3 wurden durch
Isopropanolfillung entsalzt)

Tabelle 4.4: Resultate der HPLC Analyse zur Membranadsorption (siehe Abbildung 4.32);
ATPS: 15 % PEG 800, 18 % Kaliumphosphat

V/iml m(pDNA)/ug  m(RNA)/ pDNA RNA pDNA RNA
ug Stufen- Stufen- | Gesamt- Gesamt-
ausbeute ausbeute | ausbeute ausbeute
1g Biomasse - 567 8500 100 % 100 % 100 % 100 %
Unterphase 25 489 1575 86.4 % 18.5 % 86.4 % 18.5 %
Filtrat 23 <0.1 978 <0.1 % 62 % <0.1 % 11.5%
Eluat 10 462 230 94.5 % 14.6 % 81.5 % 2.7 %
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4.3.3 Diskussion

Die prinzipielle Durchfihrung zur Entsalzung mittels Membranadsorption zeigt
Abbildung 4.33. Der Ablauf besteht analog der Chromatographie aus drei
Schritten: der Beladung, dem Waschen und der Elution. Ein Equilibrieren der
Membran hingegen ist nicht erforderlich, falls sich die Membran urspringlich im

trockenen Zustand befindet.

1. Membranbeladung \ 2. Waschschritt \ 3. Elution \

Waschlésung Elutionspuffer
ATPS (z.B. Isopropanol) (z.B. TE)

Unterphase

R | !

hydrophobe /l /l /l
Membran ﬁ/) ﬁ/) \‘//

Filtrat Filtrat entsalztes
(Entsorgung) (Entsorgung) pPDNA Eluat

Abbildung 4.33: Prinzipieller Ablauf der Entsalzung mittels Membranadsorption

Wéhrend beim analytischen Blotting je nach Membran nur ein Bruchteil der
eingesetzten DNA tatsachlich an die Membran bindet (Dubitsky und Perreault
2004), wurden fir die praparative Anwendung Bedingungen gefunden, die zur
vollstdndigen Adsorption der eingesetzten pDNA fihren. Die Versuche zeigen,
dass die Konzentration kosmotroper Salze in der Unterphase genau fir diese
Adsorption geeignet ist. Eine Interpretation der dabei zugrunde liegenden
Bindungsart erweist sich als schwierig. Der Zusammenhang zwischen steigender
Salzkonzentration und zunehmendem Adsorptionsverhalten deutet auf hydrophobe
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Interaktion beim Bindungsprinzip hin (Abbildung 4.26). Demnach wird eine
Membranadsorption nur in Gegenwart hoher Konzentrationen kosmotroper Salze
(Kaliumphosphat, Ammoniumsulfat) festgestellt, was auf hydrophobe Interaktion
als Bindungsmechanismus schlieBen laBt. Bei dem geringen Anteil adsorbierter
pDNA in NaCl-Lésung kénnte es sich um denaturierte DNA handeln, die aufgrund
ihrer relativ hohen Hydrophobizitat auch unter Niedrigsalzbedingungen adsorbiert
(Levy et al. 2000). Zu einem anderen Ergebnis kommt folgende SchluBfolgerung:
Betrachtet man die Elutionsreihenfolge im HIC Chromatogramm (Abbildung 4.28),
so zeigt diese eine hdhere Hydrophobizitat der RNA im Vergleich zur pDNA.
Hingegen weist pDNA im Vergleich mit Proteinen und vor allem RNA die starkste
Membranadsorption auf, obwohl diese im Chromatogramm die geringste
Hydrophobizitdt erkennen |aBt. Demnach zeigt die RNA eine geringere
Bindungsaffinitat zur Membran als pDNA, woraus der Abreicherungseffekt
resultiert. Zwar kdénnen beide Systeme (HIC Chromatographie und
Membranadsorption) aufgrund unterschiedlicher Salze und Matrix nicht direkt mit
einander verglichen werden, der zur Adsorption filhrende Mechanismus ist jedoch
nicht zwangslaufig reine hydrophobe Interaktion. Md&glicherweise ist der durch
kosmotrope Salze bewirkte Bindungsmechanismus eine Kombination von zwei
Effekten: Starkung der hydrophoben Interaktion und Abschirmung elektrostatischer
Effekte der DNA.

Der Waschschritt hingegen fihrt zu einer Entfernung der fir die Adsorption
verantwortlichen kosmotropen Salze (Abbildung 1.1). Die daraufhin resultierende
Bindung von pDNA an der Membran beruht somit auf Prazipitation. Da mit
Isopropanol ein vergleichsweise unpolares Lésungsmittel eingesetzt wurde, kann
hierbei gleichzeitig eine Entfernung hydrophober Verunreinigungen erfolgen, falls
diese nicht koprazipitieren. Letzteres flhrte jedoch dazu, dass eine vollstandige
Abtrennung der RNA hierbei jedoch nicht méglich war. Wahrend bei Fallungen von
Nukleinsauren gewdhnlich 0,7 Volumen Isopropanol zugesetzt werden, was etwa
40 % v/v entspricht, reicht diese Konzentration zum Waschen nicht aus. Vermutlich
sind wesentlich h6here Konzentrationen notwendig, da die Prazipitation von pDNA
bei der kurzen Verweilzeit sehr schnell erfolgen muB und sie sonst bereits von der
Membran gespult wird. In Vorversuchen wurden weitere Waschlésungen getestet,
die eine selektive Fallung der pDNA bewirken sollten, wahrend RNA in Lésung
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bleibt und eluiert. Wie im Kapitel 3.3 beschrieben, bewirken bestimmte PEG-Salz
Gemische unterschiedliche Loéslichkeiten von pDNA und RNA, die auch zur
Trennung im Zweiphasensystem flihren. So wurden in Versuchen analog zu
Kapitel 3.3.3 Bedingungen gefunden, in denen mit PEG und NaCl eine selektive
Fallung der pDNA erreicht werden konnte. Als Waschlésung verwendet, war
hingegen keine selektive Fallung der pDNA nachweisbar. Ebenso wie beim
Isopropanol waren wesentlich héhere Konzentrationen von PEG erforderlich, die
dann allerdings auch zur Féllung der RNA fliihrten. Analoge Versuche mit CTAB
(siehe auch 1.4.5) flihrten zu einem &hnlichen Ergebnis. Fir die weitere Suche
nach geeinigten Waschlésungen kann aufgrund der einfachen Durchfihrung der
Filtrationsversuche der Einsatz von HTS-Methoden (High Throughput Screening)

mit Pipettierrobotern hilfreich sein.

Hinsichtlich der dynamischen Kapazitaten und der Elutionsbedingungen schneiden
Nitrocellulose- und Nylonmembranen mit 86 pg/cm? am besten ab (Abbildung
4.27). Abhangig von der restlichen RNA Konzentration kann sich dieser Wert
jedoch verringern (Abbildung 4.29 und Abbildung 4.30). Die anderen getesteten
Membranen zeigen bei den Versuchen vor allem den Nachteil der unvollstandigen
Elution (Tabelle 4.2), die auf héhere Bindungskrafte zwischen der DNA und der
hydrophoben Membran schlieBen 1aBt. In diesem Fall sind Elutionsmittel mit
geringer Polaritat notwendig (z.B. verdiinnte Isopropanollésungen), was flr den
ProzeB jedoch unerwinscht ist. Aufgrund der hdéheren chemischen und
physikalischen Stabilitdt sind Nylonmembranen aus prozeBtechnischer Sicht die
bessere Wahl. Die Verfligbarkeit in vielen unterschiedlichen Modifikationen (z.B.
96 well Filterplatten, Membranscheiben, SpritzenvorsatZzfilter, Filterkapsulen und —
kartuschen) ermdglicht dartber hinaus Flexibilitdt in der Anwendung und ein
breites Einsatzspektrum (Abbildung 4.34).

Als Alternative zu den Membranen und zur Kapazitatssteigerung wurde in weiteren
Vorversuchen der Einsatz von Nitrocellulosewatte und Polyamidharzen zur
Adsorption der pDNA aus der Unterphase getestet. Diese wurden jedoch nicht

weiter verfolgt,
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Labormafstab techn. MaBstab

Abbildung 4.34: Verfigbarkeit von Nylonmembranen fiir Kit- Applikationen (96
well Filterplatten) und Produktion (Filterkapsulen)

da der Zugewinn an Bindungskapazitat verhaltnismaBig klein und eine Elution der
pDNA von der relativ hydrophoben Oberflache der Polyamidharze nicht méglich

war.

Insgesamt zeichnet sich das beschriebene membranchromatographische
Verfahren dadurch aus, dass die Entsalzung zusammen mit einem Aufreinigungs-
und Konzentrierungseffekt erfolgen kann. Was die fluiddynamischen Eigenschaften
der Membranadsorption betrifft, hat diese zahlreiche Vorteile gegenlber der
klassischen Saulenchromatographie (Ghosh 2002). Der Druckverlust bei der
Chromatographie im gepackten Bett ist je nach Kompressibilitdt der stationéren
Phase relativ hoch und nimmt aufgrund der weiteren Verdichtung des Bettes im
Laufe des Prozesses zu. Eine weitere erhebliche Limitierung ist die Abhangigkeit
von der intra-partikularen Diffusion far den Stofftransport der Substanzen zur
Bindungstelle (Ligand). Diese fihrt zu einer erheblichen Verlangerung der
ProzefBzeit, da dieser Transport vor allem bei sehr groBen Makromolekllen wie
Plasmide sehr langsam ist. Dies hat unter anderem eine VergréBerung des
Elutionsvolumens zur Folge. Kanalbildung und Verteilungsprobleme bei der
MaBstabsvergréBerung sind weitere Probleme, die im groBtechnischen MaBstab
auftreten.

Viele dieser Limitierungen existieren fur die Membranchromatographie nicht. Bei
diesen Prozessen basiert der Stofftransport hauptsachlich auf Konvektion,

wodurch ProzeBzeiten und Elutionsvolumina vermindert werden. Der schnelle
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Stofftransport, der geringe Druckverlust und die Tatsache, dass die Kapazitat tber
einen groBen Bereich unabhangig von der FluBrate ist, erlauben somit hohe
Durchsatze (Zhang et al. 2003). Zudem sind membranbasierte Trennverfahren
relativ leicht zu skalieren, und kénnen in dem hier vorliegenden Fall sowohl
groBtechnisch in Form von Kapsulen (siehe 4.5) als auch im kleinen MaBstab als
Filterplatten (siehe 4.6) eingesetzt werden. Da fir den AdsorptionsprozeB
Membranen verwendet werden, die eigentlich zur Partikelrlickhaltung entwickelt
wurden, erscheint eine weitere Steigerung der Kapazitat und der Selektivitat durch
Optimierung der Membraneigenschaften und der Oberflachenchemie durchaus
maoglich. Darlber hinaus erscheint die Kombination aus Zweiphasenextraktion mit
anschlieBender Membranadsorption aus der Unterphase auch fir andere

Aufreinigungsverfahren (Proteine, Antikérper) mdglich und sinnvoll.
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4.4 Feinreinigung mittels wassriger
Zweiphasenextraktion

4.4.1 Einleitung

Die Extraktion von pDNA im ATPS mit anschlieBender Entsalzung Uber
Membranadsorption fihrt zu einer deutlichen Reduktion der Kontaminanten wie
RNA und Proteine, fir eine humantherapeutische Anwendung ist die Reinheit und
Qualitat allerdings noch nicht ausreichend (siehe auch 1.4.6). Wie Abbildung 4.32
zeigt, enthalt das konzentrierte Eluat (Spur 4) neben der scDNA auch ocDNA,
gDNA und niedermolekulare RNA. Insbesondere die Abtrennung der ocDNA und
gDNA von der scDNA stellt im Downstream Processing die gréBte
Herausforderung dar, die in der hohen Ahnlichkeit der unterschiedlichen DNA-
Spezies begriindet liegt. Einige Verfahren aus dem Stand der Technik, die zur
Abtrennung von gDNA und ocDNA dienen, wurden bereits unter 1.4.5 vorgestellt.
Diese basieren zumeist auf chromatographischen Methoden (HIC), die relativ
aufwendig und teuer sind (rel. geringe Kapazitat, hohe Verluste, hoher Salzbedarf).
In diesem Kapitel wird ein alternatives Verfahren vorgestellt, das die reversible
Denaturierung mit einer anschlieBenden Zweiphasenextraktion kombiniert und in
diesem Zusammenhang Feinreinigung mittels ATPS verstanden wird. Das Prinzip
dieser Trennung ist auf der reversiblen Denaturierung von scDNA nach Einwirkung
alkalischer Bedingungen und anschlieBender Neutralisation begriindet, wahrend
gDNA und ocDNA groBtenteils irreversibel denaturiert werden. Durch
anschlieBende Zweiphasenextraktion im PEG/ Kaliumphosphatsystem wird die
denaturiert DNA von der nativen scDNA abgetrennt.

Diese Methode beruht auf der bekannten reversiblen Denaturierung der scDNA
(Rush und Warner 1970), die ebenso die Grundlage der nach Birnboim und Doly
(1979) beschriebenen alkalischen Lyse ist. Wahrend dieser alkalischen
Denaturierung kommt es zur Entwindung der scDNA Struktur und in einigen
Segmenten zu einer Schwachung der Wasserstofforiickenbindung des
Doppelstrangs, die zur Trennung in Einzelstrangen fuhrt. Bei pH Werten unter 12,5
verbleiben einige Segmente (vor allem GC-reiche Regionen) doppelstrangig

(anchor base pairs) und verhindern zusammen mit der sterischen Stabilisierung
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infolge des Supercoilings eine vollstdndige Trennung der komplementaren Basen.
Die Trennung der Doppelstrange wird hierbei durch die abstoBende Wirkung der
negativ geladenen Phosphatgruppen beider Strdnge verstarkt. Bei der
nachfolgenden Neutralisation (hier durch Zugabe des Kaliumphosphatpuffers)
dienen verbliebene doppelstrangige Bereiche als Ursprung fir eine vollstandige
Renaturierung der scDNA. Im Gegensatz hierzu werden andere doppelstrangige
DNA, wie lineare chromosomale Fragmente, gDNA und ocDNA, irreversibel
denaturiert und verbleiben auch unter nativen Bedingungen zumindest partiell
einzelstrangig. Das Ergebnis dieser selektiven Denaturierung ist, dass sich nun
ocDNA und gDNA in Form von ssDNA erheblich in den Oberflacheneigenschaften
von nativer doppelstrangiger scDNA unterscheiden. Wahrend bei doppelstrangigen
Nukleinsauren die hydrophoben aromatischen Basen durch den komplementaren
Strang abgeschirmt werden, sind diese bei einzelstrangigen (denaturierte DNA und
RNA) freiliegend. Daraus resultieren erhebliche Unterschiede in der
Hydrophobizitat, die fir eine nachfolgende Trennung z.B. mittels hydrophober
Interaktionschromatographie (Diogo et al. 1999) genutzt werden kénnen. Die
unterschiedliche Verteilung nativer und denaturierter DNA in PEG Dextran
Systemen wurde zudem von Pettijohn et. al. (1967) und Ohlsson et. al. (1978)
untersucht, ein praparative Anwendung wurde allerdings nicht beschrieben.

4.4.2 Ergebnisse

a) EinfluB der NaOH- Konzentration auf die Denaturierung

Zunachst wurde mittels Zweiphasenextraktion und Membranadsorption eine
entsalzte Plasmidpraparation angefertigt, die in den nachfolgenden Versuchen
eingesetzt wurde (Abbildung 4.35, Spur 1). Wahrend diese Plasmidpraparation
noch gDNA, ocDNA und RNA enthielt, konnte die RNA in der nachfolgenden
Extraktion bereits ohne Denaturierung abgetrennt werden (Spur2). Eine
Abtrennung der gDNA und ocDNA wurde erst bei einer NaOH Konzentration von
100 mM im Denaturierungsansatz erzielt (Spur 4). gDNA war daraufhin nicht mehr
im Gel detektierbar, wahrend der oc Anteil von etwa 15 % auf 5 % reduziert
werden konnte (Abbildung 4.36). Eine weitere Steigerung der NaOH Konzentration
machte sich erst bei 300 mM bemerkbar, wobei die scDNA Bandenintensitat
deutlich nachlieB und eine schwache Bande unterhalb der scDNA erkennbar

wurde.
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gDNA
ocDNA

scDNA
denatDNA

N

!

RNA

Spur 1
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5
Spur 6
Spur 7
Spur 8

Eluat nach ATPS 1
0 mM NaOH
50 mM NaOH
100 mM NaOH
150 mM NaOH
200 mM NaOH
250 mM NaOH
300 mM NaOH

Abbildung 4.35: EinfluB der NaOH Konzentration wéhrend der alkalischen Denaturierung auf den
ocDNA Gehalt nach der Extraktion; Proben 2- 8 wurden 5 min bei angegebener NaOH-Konzentration
denaturiert und anschlieBend im ATPS 2 (15 % PEG 800, 18 % K- Phosphat) extrahiert. Die
Unterphasen wurden mittels Membranadsorption entsalzt und auf das Gel aufgetragen.
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Abbildung 4.36: Abhéangigkeit ocDNA Anteil bei der Feinreinigung mittels ATPS
von der NaOH Konzentration bei der alkalischen Denaturierung; Densitometrische

Auswertung der Abbildung 4.35
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b) Denaturierungsdauer

Den EinfluB der Denaturierungsdauer zeigt Abbildung 4.37. Auch hierbei wurde
durch die zweite Extraktion ohne Denaturierung eine Abreicherung der restlichen
RNA erzielt, der Anteil an gDNA und ocDNA hingegen wurde nicht verandert
(Vergleich Spur 1 mit 2). Dem entgegen flUhrte bereits eine alkalische
Inkubationsdauer von etwa 5 Sekunden zu einer deutlichen Reduktion der gDNA
(Spur 3). Der Anteil der ocDNA wurde dabei von etwa 28 % auf unter 10 %
gesenkt (Abbildung 4.38). Eine weitere Verlangerung der Inkubation bis zur
Neutralisation mit dem Phosphatpuffer flihrte erst nach 10 min zu einer leichten
Verringerung der scDNA Bandenintensitat.

2 3ok b ¥ B Spur 1 Eluat nach ATPS 1

Spur 2 keine Denaturierung
Spur 3 0,1 min
Spur 4 0,5 min
Spur 5 2,5 min
scDNA Spur 6 5 min
Spur 7 7,5 min
Spur 8 10 min

ocDNA

RNA

Abbildung 4.37: EinfluB der Inkubationsdauer wahrend der alkalischen Denaturierung auf
den ocDNA Gehalt nach der Extraktion; Proben 3- 8 in einem Ansatz mit 100 mM NaOH bei
angegebener Zeit inkubiert und anschlieBend im ATPS 2 (15 % PEG 800, 18 % K-
Phosphat) extrahiert. Die Unterphasen wurden mittels Membranadsorption entsalzt und
auf das Gel aufgetragen.
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Abbildung 4.38: Abhangigkeit ocDNA Anteil bei Feinreinigung mittels ATPS von

der Inkubationsdauer bei der alkalischen Denaturierung; Densitometrische
Auswertung der Abbildung 4.37

c) Bestétigung der Ergebnisse mit SYBR GREENZ2 Farbstoff

Alternativ zu Ethidiumbromid wurde ein Agarosegel exemplarisch mit SYBR
GREEN 2 geféarbt (Abbildung 4.39). Dieses Gel zeigt eindeutig die Abnahme der
Bandenintensitat oberhalb der scDNA zwischen den Proben vor (Spur 2-4) und
nach der Feinreinigung mittels ATPS (Spur 5-7). Ob es sich bei der betreffenden
Bande um gDNA oder ocDNA handelt, ist nicht klar. Aufgrund der schlechten

Trennung im hochmolekularen Bereich (siehe 1 kb Leiter in Spur 1) laufen gDNA
und ocDNA mdglicherweise zusammen.

Spur 1 1 kb Leiter
Spur2  DNA Pré&paration vor

Feinreinigung, 10 pl

<«— OCDNA/
gDNA Spur3 5yl

<«— scDNA Spur4 254l
Spur5  DNA Praparation nach
Feinreinigung,10 pl
Spur6 5yl
Spur7 2,5 ul

Abbildung 4.39: Nachweis der ssDNA Abreicherung mittels SYBR GREEN 2 Farbung;
Bedingungen: 100 mM NaOH, 5 min Inkubation; Extraktion in 15 % PEG 800, 18 % K-
Phosphat; Entsalzung durch Membranadsorption; SYBR GREEN® 2 Farbung, prestainin
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d) Thermische Denaturierung

Der EinfluB einer thermischen Denaturierung wurde in zusammengesetzten
Systemen (bestehend aus ocDNA, scDNA und gDNA) bei unterschiedlichen
Temperaturen mit anschlieBender Extraktion im Zweiphasensystem untersucht
(Abbildung 4.40). Wahrend Temperaturen zwischen 22 und 75 °C (Spur 2-4)
keinen EinfluB auf die Zusammensetzung erkennen lieBen, flhrte eine weitere
Steigerung der Temperatur auf Gber 80 °C (Spur 5) zu einer Abnahme des ocDNA
Anteils von etwa 25 % auf 5 — 10 % (Abbildung 4.41). Dabei wurde ebenfalls der
gDNA Anteil unterhalb der Nachweisgrenze durch Ethidiumbromidfarbung
verringert. Die Intensitédt der scDNA Bande wurde bis zu einer Temperatur von 90
°C nicht signifikant verandert, wahrend eine weitere Erhitzung zu einer leichten
Abnahme flhrte. Bei der Extraktion der Proben 5-8 fiel eine deutliche Interphase

auf, die auf abgetrennte denaturierte DNA schlieBBen lieB.

Spur 1 nicht behandelt
Spur 2 22 °C
Spur 3 70 °C
Spur 4 75 °C
gDNA Spur 5 80 °C
ocDNA Spur 6 85 °C
Spur 7 90 °C
scDNA Spur 8 95 °C

Abbildung 4.40: EinfluB der Denaturierungstemperatur auf den oc und gDNA Gehalt nach der
Extraktion; 5 min Inkubation, dann auf Eis abgekiihlt; gespiktes System (100 pg/ml pDNA, 50
Hg/ml gDNA in TE); Die Unterphasen wurde mittels Membranadsorption entsalzt und auf das
Gel aufgetragen.
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Abbildung 4.41: Abhéangigkeit ocDNA Anteil bei Feinreinigung mittels ATPS von
der Inkubationstemperatur; densitometrische Auswertung der Abbildung 4.40

e) Feinreinigung mittels ATPS im Labormaf3stab

Zusammen mit den unter 4.4.2 ermittelten Parametern wurde die Aufreinigung von
scDNA im kleinen MafBstab erprobt. Hierzu zeigt Abbildung 4.42 das zugehdrige
Agarosegel mit Proben vor und nach der Feinreinigung mittels ATPS. Die entsalzte
plasmidhaltige Ausgangslésung (Spur 2+3) wurde durch die oben beschriebene
Grobreinigung mittels ATPS gewonnen, wobei durch eine Verlangerung der
Neutralisationsdauer absichtlich ein hoher oc Anteil von etwa 25 % generiert wurde
(siehe Abbildung 4.3). Fur die alkalische Denaturierung wurden Bedingungen mit
100 mM NaOH und 2 Minuten Inkubationszeiten gewahlt und eine anschlieBende
Extraktion in einem ATPS bestehend aus 15 % PEG 800, 18 % K- Phosphat
durchgefihrt. Da die Denaturierung nicht wie gewdhnlich mit 0,5 vol. 200 mM
NaOH sondern mit 0,33 vol. 400 mM NaOH durchgefihrt wurde, konnte das
Volumen des Gesamtansatzes um ein Drittel vermindert werden.

Wie Spur 5 und 6 zeigen, enthielt die entsalzte Unterphase nach der Feinreinigung
mittels ATPS einen ocDNA Anteil von lediglich 4 % und konnte somit deutlich
reduziert werden. Die Auftragung der resuspendierten Interphase in Spur 6
bestatigt die Abtrennung denaturierter DNA, die als Taschenkontamination sichtbar

wurde, sowie die Abreicherung von RNA an der Phasengrenzflache. Bei dieser
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Feinreinigung mittels ATPS wurde nach der Entsalzung eine scDNA Ausbeute von
etwa 95 % ermittelt (Tabelle 4.5).

Spur 1 geklartes Lysat (KAc) 30 % oc
Spur 2+3  Eluat nach ATPS 1 26 % oc
(Grobreinigung)
gDNA Spur 4+5  Eluat nach ATPS 2 4 % oc
(Feinreinigung)
ocDNA  gpure Interphase (in TE
resuspendiert)
SCONA  sour7  pDNA/ gDNA
Standard
RNA
Abbildung 4.42: Feinreinigung mittels ATPS
Tabelle 4.5: Ergebnisse der Plasmidanalytik zur Feinreinigung mittels ATPS
v/ c(pDNA) m(pDNA) / Y m(ocDNA)/ | m(scDNA)/
o OC
ml / (ug/ml) [ua] Hg Hg
vor Feinreinigung 9 36 324 26 84 240
nach Feinreinigung 8,5 28 238 4 10 228

4.4.3 Diskussion

Der prinzipielle Ablauf des zuvor beschriebenen Verfahrens zur Feinreinigung

mittels ATPS ist in Abbildung 4.43 dargestellt. Als Feedstock kann prinzipiell jede

Plasmidpraparation verwendet werden. Voraussetzung ist, dass die Losung eine

geringe Salzkonzentration aufweist (<50 mM). Der Entsalzung kommt eine

besondere Aufgabe zu: Enthalt die Plasmidpréaparation zu groBe Mengen an

Kaliumphosphatsalzen, so bewirkt die Pufferwirkung eine Absenkung des pH-

Wertes und wirkt somit der alkalischen Denaturierung entgegen. Gleiches bewirkt

die Abschirmung der negativen Phosphatladungen durch Salzreste, die die

treibenden Kréfte fir die Doppelstrangtrennung vermindern.
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1. Denaturierung \ 2. ATPS \ 3. Membranadsorption |

alkalische bzw. Extraktion der scDNA  Entsalzung der Unterphase durch
thermische Denaturierung in die Unterphase Membranadsorption, anschlieBend
der Plasmidpraparation Elution der gereinigten scDNA
Neutralisieren Filtration der
bzw. Abkiihlen Unterphase
Separation der Waschen

- Unterphase - /ll -
/ V Elution
—

angereicherte
scDNA

Abbildung 4.43: Prinzipieller Ablauf der Feinreinigung mittels ATPS

Die Versuche zeigen die effektive Abreicherung von gDNA und ocDNA mittels
Feinreinigung. Der verwendete Farbstoff Ethidiumbromid interkaliert jedoch
hauptsachlich in doppelstrangiger DNA, wodurch denaturierte, einzelstrangige
DNA schwacher angefarbt wird. Dennoch konnte die Abreicherung einzelstrangiger
DNA mit dem SYBR GREEN 2 Farbstoff nachgewiesen werden, der spezifisch
einzelstrangige Nukleinsauren anfarbt (Abbildung 4.39).

Wie bereits unter 4.1 im Zusammenhang mit der alkalischen Lyse beschrieben,
sind auch fir die alkalische Denaturierung die Parameter NaOH-Konzentration und
die Inkubationsdauer von entscheidender Bedeutung. Die Untersuchung der
Parameter wahrend der Denaturierung hat ergeben, dass die Endkonzentration
von 100 mM im Denaturierungsansatz wie bei der alkalischen Lyse mit Biomasse
ausreicht® (Abbildung 4.35 und Abbildung 4.36). Eine weitere Erhdhung filhrt nicht
zur Verbesserung des Aufreinigungseffektes, sondern kann zur irreversiblen
Denaturierung von pDNA fihren. Insofern stimmen diese Ergebnisse mit der
Untersuchung der alkalischen Lysebedingungen Uberein (Abbildung 4.1). Der
Zeitraum far die alkalische Inkubation von wenigen Sekunden bis zu mehreren

° Die NaOH Konzentrationen in Abbildung 4.1 beziehen sich auf den P2 Puffer und miissen fiir einen

Vergleich mit dem Denaturierungsansatz mit > multipliziert werden.
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Minuten (Abbildung 4.37) ermdglicht einen breiten Spielraum, der aus
prozeBtechnischer Sicht vorteilhaft ist. Um unerwinschte Nebenreaktionen der
DNA (z.B. Deadenylierung) unter alkalischen Bedingungen zu vermindern, ist
hingegen eine eher kurze Inkubation von Interesse.

Zum Vergleich wurde bei der alkalischen Lyse mit Biomasse eine langere
Inkubationsdauer ermittelt, die 5-7 Minuten betragt (Abbildung 4.2), die
hauptsachlich auf die Denaturierung der gDNA zuriickzufihren war. So erfolgt die
Denaturierung der gDNA in vorgereinigten Praparationen wesentlich schneller als
im Biomasselysat. Dies ist vermutlich auch der Grund dafir, dass die Abreicherung
nicht bereits bei der ersten Extraktion erfolgt. Mdéglicherweise verhindern
Bestandteile aus der Biomasse eine ausreichende Denaturierung der gDNA und
ocDNA. So ist bekannt, dass zweiwertige lonen (z.B. Mg®*) den Schmelzpunkt der
DNA erhdhen. Ebenso enthalt die Biomasse Polykationen, die eine Kompaktierung
der DNA bewirken und die Denaturierungseigenschaften verandern (Hackl et al.
2004). Durch die Grobreinigung mittels ATPS werden diese Bestandteile
gréBtenteils von der DNA abgetrennt und ermdglicht dadurch eine ausreichende
Denaturierung wahrend der Feinreinigung mittels ATPS.

Neben den alkalischen Bedingungen flhren auch hohe Temperaturen zur
Schwéachung der Wasserstoffbriickenbindungen im DNA Doppelstrang und
bewirken damit auch eine Denaturierung zu Einzelstrangen. Das Erhitzen erweist
sich daher als Alternative zur alkalischen Denaturierung und hat den Vorteil, dass
chemische Nebenreaktionen wie Deadenylierungen nicht auftreten. Die thermische
Denaturierung der DNA ist ein lange bekanntes Phanomen, das z.B. bei der PCR
zur Trennung der Doppelstrange eingesetzt wird. Der EinfluB der Temperatur auf
die Denaturierung der DNA ist sequenzabhangig und kann in Schmelzkurven
ermittelt werden. Der Schmelzpunkt nimmt mit zunehmenden GC Anteil der DNA
zu, da GC Basenpaare drei Wasserstofforiickenbindungen aufweisen, AT-
Basenpaare hingegen nur zwei. Somit bewirkt eine Erhdhung der Temperatur zu
einem gewissen Punkt zunachst eine Trennung der Doppelstrange in AT reichen
Regionen, wodurch es zur Bildung von kugelférmigen Gebilden (Globules) in der
DNA kommt (Yan und Iwasaki 2002). Die Anzahl und die GrdBe dieser Globules
nehmen mit weiter steigender Temperatur zu, so dass sich ein groBer Teil der DNA
in einzelstrangiger Konformation befindet. Wie auch bei der alkalischen
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Denaturierung fuhrt eine Erhdéhung der lonenstarke in der Lésung zu einer
Zunahme der Schmelztemperatur, so dass die pDNA auch hier in
Niedrigsalzpuffern wie TE vorliegen sollte. Aufgrund des relativ langsamen
Reannealings der komplementaren einzelstrangigen Regionen nach dem
schnellen AbkuUhlen auf Eis, wird die vollstindige Renaturierung der DNA
verhindert, so dass diese groBtenteils denaturiert vorliegt. sScDNA hingegen weist
aufgrund des Supercoilings eine hdhere sterische Stabilisierung auf, so dass im
bestimmten Temperaturbereich die Doppelstrangtrennung unterbleibt und/oder das
Reannealing erleichtert wird. AnschlieBend erfolgt dann die Trennung der nativen
scDNA von den hydrophoberen denaturierten DNA Spezies durch Extraktion im
PEG-Phosphat System, wobei scDNA in die Unterphase abgetrennt wird.

Die Berechnung des Ty- Wertes fir die pCMVB Sequenz ergab einen
Schmelzpunkt von 86°C und liegt etwa 5 °C hdher als flir ocDNA in Abbildung 4.40
ermittelt. Berlcksichtigt man die Tatsache, dass beim Schmelzpunkt die Halfte der
DNA denaturiert vorliegt'®, so bedeutet dies, dass auch Denaturierung von weniger
als 50 % der DNA zu einer vorwiegenden Verteilung in die Oberphase flihrt. Dies
wirde auch erklaren, warum ocDNA nicht vollstandig abgetrennt wurde, da hierfir
vermutlich eine vollstandige Denaturierung der ocDNA notwendig wére, wie es bei
der gDNA der Fall zu sein scheint. In Versuchen mit thermisch denaturierter DNA
in PEG- Dextran Systemen hingegen wurde ein anderes Verhalten festgestellt
(Pettijohn 1967; Ohlsson et al. 1978). Diese ergaben, dass sich helicale DNA
gréBtenteils in die PEG- reiche Oberphase verteilt, wohingegen denaturierte DNA
fast vollstandig in die dextranreiche Unterphase nachgewiesen wurde. Da sich die
Verteilungsprinzipien in Polymer/ Polymer und in Polymer/ Salz Systemen
grundlegend unterscheiden, ist ein direkter Vergleich der Ergebnisse jedoch nicht

moglich.

0 Der Tm Wert ist die Temperatur beim Schmelzen der DNA, bei der die Hélfte der Basenpaare

einzelstrangig vorliegen.
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4.5 Versuch zur MaBstabsvergroBerung

4.5.1 Einleitung

Nach der Untersuchung der Grobreinigung mittels ATPS, der Entsalzung Uber
reversible Membranadsorption und der Feinreinigung mittels ATPS in den vorigen
Kapiteln, wurde die entwickelten Verfahrensschritte kombiniert (Durchfihrung
sieche 2.4) und mit dem QIAGEN ProzeB (1.4.4) als Referenz verglichen. Zur
Veranschaulichung wurde die Durchflihrung in der Abbildung 4.44 dargestellt.

ATPS ProzeB: QIAGEN ProzeB:
ATPS Grobreinigung Alkalische Lyse
|
Unterphase
P I Vakuumklarung,
Membranadsorption Konditionierung
|
3 QIAGEN
umgepufferte IpDNA Chromatographie
ATPS Feinreinigung Eluat I
UF/DF
Unterphase I Retentat’ I
UF/DF ATPS Feinreiniauna
Retentat UF/DF
Retentatl
bulk Plasmid DNA* bulk Plasmid DNA?

Abbildung 4.44: Schematische Darstellung vom ATPS- und QIAGEN ProzeB; die Exponenten
1-4 kennzeichnen die untersuchten Proben
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Die finale Umpufferung erfolgte hierbei durch eine Ultra/ Diafiltration mit einem
Hohlfasermodul mit einer AusschluBgrenze von 100 kDa. Zusatzlich zum
eigentlichen QIAGEN ProzeB wurde die nach der Chromatographie mit einer
Ultrapure 100 Séaule aufgereingte pDNA umgepuffert und anschlieBend mittels
ATPS Feinreinigung weiterverarbeitet (Abbildung 4.44, grau unterlegt). In beiden
Prozessen wurde der MaBstab fur die Aufreinigung von Plasmid DNA so
ausgelegt, dass 100 g Biomasse verarbeitet werden konnten.

4.5.2 Ergebnisse

Die Proben, die wahrend beider Prozesse genommen wurden, sind als
gelelektrophoretische  Darstellung in Abbildung 4.45 abgebildet. Das
Referenzverfahren von QIAGEN lieferte insgesamt 37,5 mg pDNA und wurde als
BezugsgréBe zu 100 % Ausbeute gesetzt (Tabelle 4.6). Die im Anschluf3
durchgefiihrte ATPS Feinreinigung von dieser pDNA bewirkte eine Verringerung
des oc Anteils von 16 auf 4 %, wahrend gDNA im Gel nicht erkennbar war. Die
Ausbeute wurde hierbei durch die Extraktion und der anschlieBenden UF/DF auf
71 % reduziert. Mit dem ATPS Verfahren wurde eine Ausbeute von 176 %
ermittelt. Diese hohe Ausbeute ist auf eine RNA Kontamination in der Probe 3
zuriickzufiihren, die bei Uberbelichtung des Agarosegels festgestellt werden
konnte und damit die UV Bestimmung zur Quantifizierung von DNA verfélschte.
Abweichend von dem QIAGEN Verfahren konnte die aufgereinigte pDNA nicht
sequenziert werden. Das ermittelte A 260/280 Verhaltnis war mit 2,01 relativ hoch,
was auf Proteinkontaminationen deutet. Durch die Feinreinigung mittels ATPS
wurde dieses Verhaltnis auf etwa 1,9 reduziert. Zugleich konnte der oc Anteil von
16 auf 3 % verringert werden und die finale pDNA war zudem sequenzierbar. Im
Vergleich mit der QIAGEN Referenz wurde eine pDNA Ausbeute von 95 %
erreicht, wobei keine RNA Kontamination im Gel erkennbar war.



Ergebnisse und Diskussion 97

Spur Probe
1 QIAGEN Retentat nach UP100 und UF/DF
2 QIAGEN Retentat nach UP100 und UF/DF und

Feinreinigung mittels ATPS
ATPS vor Feinreinigung
ATPS nach Feinreinigung

Abbildung 4.45: Agarosegel zum Vergleich ATPS- mit QIAGEN ProzeB; die Proben 1-4 sind
auch in der Abbildung 4.44 als Exponent eingetragen

Tabelle 4.6: Analytische Auswertung zur Abbildung 4.45 (Bem: Die Quantifizierung der
Ausbeute erfolgte durch Adsorptionsmessung bei 260 nm, die Sequenzierung wurde von
QIAGEN durchgefiihrt.)

m(DNA)/ | Ausbeute/ oc Anteil/ | gDNA/ | Sequenzier-
Probe mg % A 260/280 o % barkeit
1. QIAGEN Standard | 375 100 1.89 16 P -
2. QIAGEN Standard | 26 5 71 1,89 4 <1 r
+ATPS Feinreinigung
3. ATPS vor
Feinreinigung 66 176 2,01 16 <1
4. ATPS nach
Feinreinigung 35,7 95 1,89 3 <1 et
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4.5.3 Diskussion

Der Versuch hat gezeigt, dass der generierte ATPS ProzeB eine Plasmidqualitat
liefert, die zumindest im Rahmen der untersuchten Parameter eine vergleichbare
oder sogar bessere Qualitat als das Referenzverfahren liefert. Zum Erreichen
dieser Reinheit tragt vor allem das ATPS Feinreinigungsverfahren bei, welches
eine zusatzliche Abreicherung von Proteinen, RNA und ocDNA bewirkt. Die
Sequenzierbarkeit der pDNA ist dartber hinaus ein Hinweis dafiir, dass das ATPS
Verfahren die Struktur und damit die biologische Aktivitdt der pDNA nicht negativ
beeinfluBt. Bezlglich der ermittelten RNA, ocDNA und gDNA Konzentrationen
kann mit dem Extraktionsverfahren eine Reinheit erreicht werden, die der
Spezifikation von QIAGEN entspricht (siehe Tabelle 1.2).

Eine weitere Erkenntnis von diesem Versuch ist die Tatsache, dass die
Feinreinigung mittels ATPS auch als erganzender Aufreinigungsschritt fir den
QIAGEN Prozef interessant ist. In diesem Fall wurde der oc Anteil auf einen Wert
innerhalb der Spezifikationen abgereichert (Tabelle 4.6). Nach Abzug des oc
Anteils sind durch dieses Verfahren etwa 20 % scDNA Ausbeuteverlust
festzustellen, wobei jedoch nicht nachzuvollziehen ist, wieviel pDNA bereits durch
die Umpufferung und Konzentrierung mittels UF/DF verlorengegangen ist. Neben
der erreichten Plasmidqualitat ist die relativ kurze ProzeBzeit des ATPS Verfahrens
hervorzuheben. Fir das gesamte Verfahren wurde etwa ein Arbeitstag bendétigt,
wahrend das QIAGEN Verfahren ungeféhr anderthalb Tage bendtigte.

Eine weitere MaBstabsvergréBerung des Extraktionsverfahrens ist aufgrund zweier
ProzeBschritte limitiert. Zum einen ist die alkalische Lyse im ProduktionsmaBstab
aus wirtschaftlicher Sicht in niedrigvolumigen Batchverfahren nicht praktikabel. Ein
groBtechnisches Batchverfahren zur scherungsarmen Mischung dieser
hochviskosen Ldsungen ist derzeit nicht realisiert (die Skalierungsprobleme der
alkalischen Lyse im Batchverfahren wurden unter 1.4.3 und 4.1.1 besprochen).
Eine mégliche Lésung hierflr kdnnte ein Zumischverfahren anbieten, bei dem z.B.
durch Einsatz von statischen Mischern eine kontinuierliche Zumischung von
Lysepuffer zur resuspendierten Biomasse und anschlieBend von K-Phosphatpuffer
sowie PEG-L6sung erfolgen kann (Abbildung 4.46). Dieses Verfahren hatte
volumenunabhangig konstante Bedingungen im Bezug auf Mischzeit,
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Scherwirkung und Flockenbildung zum Vorteil. Der Einsatz setzt allerdings voraus,
dass nachfolgende Verfahrensschritte ebenfalls kontinuierlich oder zumindest
semikontinuierlich durchgefihrt werden kénnen. Vorversuche mit dem in der
Abbildung 4.46 dargestellten Versuchsaufbau zeigten mit der Zeit aufkommende
Verstopfungsprobleme durch das Biomasseprazipitat, die bei den Kkleinen
verwendeten statischen Mischern auftraten aber durch die Verwendung gréBerer
Mischer umgangen werden kénnen. Eine prinzipielle funktionsweise konnte fir den
Versuchsaufbau festgestellt werden, auch wenn die weitere Verwendung aufgrund
der komplexen Dosierung der Zumischung nicht weiter verfolgt wurde.

Alkalische Lyse Neutralisation Extraktion

statischer Mischer

v

Absetzen der
Phasen

P1/ Biomasse

O

P2 Lysepuffer K-Phosphat- PEG
puffer

Abbildung 4.46: Moglicher ProzeB zur kontinuierlichen ATPS Grobreinigung mittels
statischer Mischer

Eine weitere Limitierung des Extraktionsprozesses ist die Abtrennung der
Unterphase. Wahrend beim Referenzverfahren die Beladung und das Waschen
der Chromatographiesaule die meiste Zeit bendtigen, ist beim ATPS ProzefB3 das
Absetzen der Phasen durch Batchzentrifugation und die anschlieBende Abnahme
der Unterphase am aufwendigsten. Eine weitere MaBstabsvergréBerung des
ATPS- Verfahrens ist daher zunachst aufgrund der Batchzentrifugation limitiert,

weshalb kontinuierliche Prozesse zur Abtrennung der Unterphase winschenswert
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sind. FUr Prozesse mit wassrigen Zweiphasensystemen eignen sich hierzu
Tellerseparatoren und scherarme Lamellenabscheider (Banik et al. 2003). In
Vorversuchen wurde jedoch festgestellt, dass das Biomasseprazipitat zum
Verstopfen des Lamellenabscheiders flhrt, da sich dieser Feststoff aufgrund seiner
mittleren Dichte zwischen Unter- und Oberphase im Abscheider ansammelt
(Abbildung 4.47).

Zulauf
ATPS
=

“Unterphase

Abbildung 4.47: Lamellenabscheider im Betrieb mit Standardsystem (15 % PEG 800, 20 % K-
Phosphat) und Biomasselyse (Grobreinigung mittels ATPS)

Neben der zwangslaufigen Verstopfung wird die Trennleistung des Abscheiders
verschlechtert, da die Strdémung zwischen den Lamellen erheblich behindert wird.
Analog wirde auch ein Tellerseparator verstopfen, da hierbei das Prazipitat weder
mit der leichten noch mit der schweren Phase aus der Zentrifuge ausgetragen
werden kann. Dennoch ist vorstellbar, dass eine gleichzeitige Feststoffabtrennung
durch die spezielle Auslegung eines Lammellenabscheiders bzw. Tellerseparators
moglich ist. Versuche ohne Biomasseprazipitat zeigten, dass mit dem verwendeten
Lamellenabscheider ein kontinuierliches Absetzen der Phasen mdglich ist. So wére
zumindest bei einer vorherigen Abtrennung des Biomasseprazipitates z.B. durch
Filtration oder Flotation der Einsatz von Lamellenabscheidern mdglich.
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4.6 Plasmidpraparation im Mikrogramm-MaBstab

4.6.1 Einleitung

Die Aufreinigung von Plasmid DNA im LabormaBstab bis etwa 20 pug wird auch als
Minipraparation bezeichnet (Abbildung 4.48) wund in erster Linie flr

molekularbiologische Anwendungen durchgeflhrt.

ATPS Minipraparation:

Alkalische Lyse

|
ATPS Grobreinigung

Filtration durch
96well Nyonfilter

Waschen der
adsorbierten pDNA

Elution mit TE

l

Plasmid DNA ‘

QlAprep:

Alkalische Lyse

Klarung durch
Zentrifugation

Uberstand |

Filtration durch
Silikamembran

Waschen der
adsorbierten pDNA

Elution mit TE

l

Plasmid DNA

Abbildung 4.48: Schematische Darstellung der Minipraparation von pDNA mittels ATPS und
QlAprep

Im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen Aufreinigung (siehe 4.5) spielt die
Ausbeute bei der Plasmidpréparation fir molekularbiologische Anwendung eine
geringere Rolle. Von groBerer Bedeutung sind hier die
Praparationsgeschwindigkeit, die Praktikabilitdt und die Praparationskosten. Die
Anforderungen an die Reinheit sind abhangig von den weiteren Einsatzgebieten

der pDNA. So sind far Restriktionsverdaus, Transformationen und
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gelelektrophoretische Darstellungen meist geringere Reinheiten ausreichend als
z.B. fur Transfektionen oder Sequenzierungen. Ebenso spielt der oc Anteil eine

eher untergeordnete Rolle.

Eine wichtige Voraussetzung fur Plasmidpraparationsverfahren ist die Tatsache,
dass die aufgereinigte Plasmid DNA flr die meisten molekularbiologischen
Anwendungen zunachst in Niedrigsalzpuffern (z.B. TE) vorliegen mufB. Dies wird
z.B. durch Methoden erreicht, die auf Silikaadsorption basieren (Boom et al. 1989),
wahrend mittels Anionenaustauscherharze aufgereinigte DNA (ber eine
zusétzliche Isopropanolfallung umgepuffert werden muB.

Wie im Kapitel 4.3 beschrieben, bietet auch die reversible Membranadsorption die
Méglichkeit, aufgereinigte pDNA schnell und einfach in anndhernd beliebigen
Puffern zu eluieren. Folglich wurden fir die Minipréaparation die Grobreinigung
mittels ATPS mit der reversiblen Membranadsorption kombiniert (Durchflihrung
sieheb2.9) und mit der gangigen Minipraparation von QIAGEN (QlAprep,

Durchflhrung laut Handbuch) verglichen.

4.6.2 Ergebnisse

Die mittels der ATPS Methode und QIAprep aufgereinigten pDNA-Proben wurde
gelelektrophoretisch untersucht (Abbildung 4.49). Die zugehdrigen Daten der UV
Bestimmungen zeigt die angehangte Tabelle. Die Proben 2-9, die mit der ATPS
Methode aufgereinigt wurden, enthielten niedermolekulare RNA-Reste, wahrend
die mittels QlAprep praparierten Plasmide keine RNA Kontaminationen aufwiesen.
Somit sind die mittels UV bestimmten pDNA Ausbeuten bei den Proben 2-9
verfalscht, was sich in den relativ hohen Werten von 22-25 ug widerspiegelt. Im
Vergleich wurden mit gleicher Biomassemenge durch QlAprep etwa 18 ug pDNA
aufgereinigt. Andererseits zeigt das Agarosegel, dass die mit QlAprep
aufgereinigte DNA plasmiduntypische Banden sowie relativ starke Schmierbanden
aufweist, die in den ATPS Proben nicht vorkommen. Alle getesteten Plasmide
zeigten darlUber hinaus eine gute Sequenzierbarkeit.
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Zur Beseitigung der RNA Reste bei der Minipraparation wurde in weiteren
Versuchen der RNase-haltige P1 Puffer vom QIAprep Kit verwendet. Zudem wurde
getestet, ob alternativ zu Nylonmembranen auch die Silikamembran vom QlAprep
Kit zur Membranadsorption verwendet werden kann (Abbildung 4.50). Im
entsprechenden Agarosegel sind RNA Reste der Proben 2-3 bzw. 6-7 nur bei
Uberbelichtung zu erkennen, wahrend in den Ansatzen mit RNase-Verdau keine
RNA erkennbar ist. Der Abbau der RNA wird auch in den mittels UV ermittelten
Ausbeuten deutlich, die fir die Proben mit RNase (Spuren 4-5 und 8-9) etwa 13-14
ug betrugen, ohne RNase hingegen etwa 21 ug (Spuren 2-3 und 6-7).

5 6 7 .8 5 40 11 12 13 14 .15 18 17 18_'192&

- — B W

D D D D S e ey Gt O S S e e G G W W

[ —

Spur Probe Ausbeute/ug A260/280 Sequenzierbarkeit
1 1 kb Leiter 22-25 2,10 ++
2-9 ATPS Nylon, 400 ul BM 22-25 2,10 ++
10-13 QlAprep minispin n.b. n.b. n.b.
14-15 QlAprep, 100 ul BM 3,5 1,88-1,90 ++
16-17 QlAprep, 200 pl BM 9 1,88-1,90 ++
18-19 QlAprep, 400 ul BM 18 1,88-1,90 ++
20 Lambda hind digest 18 1,88-1,90 ++

Abbildung 4.49: Agarosegel und zugehoérige Daten zum Vergleich ATPS mit QlAprep (Bem:
Die Quantifizierung der Ausbeute erfolgte durch Absorptionsmessung bei 260 nm; die
Sequenzierung wurde von QIAGEN durchgefiihrt, n.b. = nicht bestimmt)
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Spur Probe Ausbeute/ng | A260/280 Sequenzierbarkeit
1 1 kb Leiter

2-3 ATPS Silica 21,6 1,92 +

4-5 ATPS Silica + RNase 13,8 1,87 ++

6-7 ATPS Nylon 20 1,94 ++

8-9 ATPS Nylon + RNase 13,5 1,92 ++

Abbildung 4.50: Agarosegel (rechts liberbelichtet) und Daten zur ATPS Minipraparation (400
il BM) mit und ohne RNase (Bem: Die Quantifizierung der Ausbeute erfolgte durch
Absorptionsmessung bei 260 nm)

Neben der bekannten Tatsache, dass in der Unterphase geléste pDNA an Nylon
adsorbiert, wurde in den Versuchen festgestellt, dass unter diesen Bedingungen
auch eine Adsorption an Silikamembranen erfolgt. Die ermittelten Ausbeuten
zwischen Nylon und Silikamembran unterschieden sich dabei kaum. Auffallig ist
bei den Proben mit der Silikamembran eine zusatzliche Bande kurz unterhalb der
oc Bande, die nur in den Spuren 2-5 auftritt. Diese ist auch in der Abbildung 4.49 in
den Spuren 10-19 deutlich zu erkennen.

4.6.3 Diskussion

Ein ahnlicher wie der hier gezeigte Einsatz von ATPS zur Plasmidpréparation
wurde bereits in einer Arbeit von Cole et al. (1991) beschrieben, eine praktikable
Methode zur Umpufferung der plasmidhaltigen Phase wurde allerdings nicht
gegeben. Hierflr eignet sich die reversible Membranadsorption, die aufgrund ihrer
einfachen Durchfihrung automatisierbar und auch im 96 well MaBstab
durchfihrbar ist. Die Filtration kann sowohl durch Anlegen eines Vakuums als auch
durch Zentrifugation erfolgen. Wie auch in vorigen Kapiteln beschrieben (4.3 und
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4.4), reicht eine einfache Extraktion jedoch nicht aus, um niedermolekulare RNA
vollstandig abzureichern. Da die Durchflhrung einer zweiten Extraktion flr eine
routinemaBige Plasmidpraparation zu aufwendig ist, besteht die Mdglichkeit, die
RNA wahrend der alkalischen Lyse zu verdauen (Abbildung 4.50). Dies ist auch
das Prinzip, das zum Abbau der RNA bei der silikabasierten Aufreinigung mittels
QlAprep angewendet wird. Eine RNase freie Plasmidpréaparation erscheint
maoglich, falls die RNA durch einen selektiven Waschschritt von der
Nylonmembran gewaschen werden kann.

Interessant ist die Tatsache, dass pDNA in der Unterphase auch an
Silikamembranen adsorbiert. Lange galt die Erkenntnis, dass die Bindung lediglich
unter chaotropen Bedingungen erfolgt (Vogelstein und Gillespie 1979; Boom et al.
1990; Melzak et al. 1996). Jedoch wurde berichtet, dass Plasmide auch in 1 M
Kaliumacetat (im geklarten Lysat) direkt an Silikamembranen adsorbieren
(Neudecker und Grimm 2000). Publikationen Uber Bindung unter kosmotropen
Bedingungen sind hingegen nicht bekannt.

Bei der zusatzlichen Bande bei der mit QlAprep aufgereinigten pDNA, die sich kurz
unterhalb der oc Bande befindet, handelt sich wahrscheinlich um die als ,ghost
band“ beschriebene (Sayers et al. 1996) denaturierte pDNA Form. Diese tritt auch
in den ATPS Proben mit Silikaadsorption auf, nicht jedoch bei der Nylonadsorption.
Demnach wird diese pDNA Form durch die Nylonmembranadsorption entfernt und
nicht bereits durch die Zweiphasenextraktion.

Insgesamt zeigen die Agarosegele, dass die eingesetzte ATPS Methode
zusammen mit der Membranadsorption eine interessante Maoglichkeit bietet,
Plasmidpraparationen durchzuflihren. Wie die Ergebnisse zeigen, wirde je nach
Reinheitsanforderung (z.B. zur Sequenzierung) hierfir auch ein RNase-freier
Ansatz ausreichen. Als Vorteil gegentber der QlAprep Methode ist eine leicht
bessere pDNA Qualitdt und der Verzicht auf zu entsorgende Gefahrstoffe
(chaotrope Salze) zu festzuhalten. Unbekannt ist, ob die Plasmidpraparation
mittels ATPS auch kostengunstiger ist (die Chemikalienkosten fir ATPS liegen
etwa bei 0,3 Cent/ Minipréparation). Was die Dauer einer Praparation betrifft, ist
kein Vorteil zu sehen. Die Abnahme der Unterphase, die durch Anstechen des
ReaktionsgefaBes erfolgt, ist relativ aufwendig und ein wesentlicher Nachteil. Die
Entwicklung einer effektiven Phasenseparation ist daher winschenswert und ware

vor allem far den automatisierten Einsatz (High throughput screening) notwendig.
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5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein ProzeB beschrieben, der eine Aufreinigung
von Plasmid DNA mittels wéassriger Zweiphasenextraktion erméglicht. Zwar konnte
aufgrund fehlender analytischer Verfahren (Transfektion, Endotoxinabreicherung)
eine einwandfreie Plasmidqualitat abschlieBend nicht bestatigt werden, die bislang
erhaltenen Ergebnisse sind dennoch vielversprechend. Falls die Reinheit fir einen
humantherapeutischen Einsatz nicht ausreicht, ist dennoch der Einsatz flr
veterindrmedizinische und molekularbiologische Anwendungen denkbar (M. Muller
persdnliche Kommunikation). Die Frage, ob dieses Verfahren 6konomisch oder
technisch gegenuber etablierten Prozessen bestehen kann, steht schluBendlich
noch offen. Die Limitierungen der Skalierbarkeit, die in erster Linie auf mangelnde
groBtechnische Verfahren zum Absetzen der Unterphase zurlckzufUhren sind,
sind in diesem Zusammenhang noch ein ungelostes Problem. Als technischer
ProzeBbaustein erscheint die Feinreinigung mittels ATPS beim jetzigen Stand
noch am ehesten tauglich und kdénnte aufgrund mangelnder kostenglnstiger
Alternativverfahren zur gDNA und ocDNA Abreicherung auf reges Interesse
stoBen. Die vorher genannten Limitierungen gelten far das
Feinreinigungsverfahren nicht oder nur eingeschréankt, da einerseits durch die
Verwendung vorgereinigter und konzentrierter pDNA eine sehr hohe Beladung
eingesetzt werden kann und andererseits aufgrund des fehlenden
Biomasseprazipitates auch der Einsatz von Lamellenabscheidern mdglich
erscheint. Mithilfe eines Warmetauschers kénnte zudem eine kontinuierliche
Hitzedenaturierung erfolgen.

Eine weitere Uberlegung nutzt die sehr hohe Kapazitit der wassrigen
Zweiphasenextraktion aus: Durch PEG-Prazipitation im geklarten Lysat kénnte ein
GroBteil der Kontaminanten abgetrennt und pDNA erheblich konzentriert werden.
Im AnschluB durchgefihrte Zweiphasenextraktionen wirden zur Abtrennung von
RNA und im Fall der Feinreinigung mittels ATPS zur gDNA und ocDNA
Abreicherung flhren, wobei mit der konzentrierten pDNA hohe Beladungen
erreicht werden kénnten. Aufgrund des bereits abgetrennten Biomasseprazipitates
ware so auch hier der Einsatz von Lamellenabscheidern denkbar.
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Im Rahmen der Minipréparation mittels ATPS konnte ebenfalls eine Methode
aufgezeigt werden, die zumindest flr ausgewahlte Anwendungen (Sequenzierung)
eine ausreichende Plasmidqualitat bietet. Ein groBes Potential zur weiteren
Verbesserung der Plasmidqualitat bietet die weitere Untersuchung der
Membranadsorption. Durch die Wahl geeigneter Waschpuffer kdnnten z.B. eine
selektive Prazipitation der pDNA erfolgen und restliche Kontaminanten entfernt
werden. Wahrend die Zentrifugation der Eppendorfer ReaktionsgefaBe (2 ml)
routinemaBig erledigt werden kann, ist die Praktikabilitdt der Minipraparation
derzeit noch durch die aufwendige Abnahme der plasmidhaltigen Unterphase
sowohl manuell als auch mittels kommerzieller HTS (High Throughput Screening)
Plattformen eingeschrankt.

Neben der Plasmidaufreinigung erscheint auch die Praparation von RNA oder
genomischer DNA aus Blut oder Gewebe mittels Extraktion interessant. Aufgrund
der sehr guten Feststoffabtrennung wéahrend der Extraktion bietet sich ATPS auch
fir komplexe Matrices wie z.B. Stuhl oder Knochen an. Da sich pDNA und native
gDNA &ahnlich verteilen, ist bei der Wahl geeigneter proteolytischer
Lysebedingungen eine Aufreinigung chromosomaler DNA mdglicherweise bereits
mit geringflgigen Modifikationen des hier beschriebenen Extraktionsverfahrens
moglich.

Abgesehen von der Nukleinsdureaufreinigung kénnte das Membranadsorptions-
verfahren auch in der Proteinaufreinigung interessant sein. Hier kdnnte das
Adsorptionsverfahren als Methode zur schnellen Umpufferung und Konzentrierung
des Zielproteins in der Unterphase dienen.
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6 Zusammenfassung

Plasmide sind doppelstrangige und zirkulare DNA Molekulle, die vor allem als
Vektor zur Ubertragung von Genen bekannt sind. Aus diesem Grund haben sie
eine groBe Bedeutung in der Molekularbiologie bzw. in der Gentechnik. Zur Zeit
gibt es ein groBes Interesse, diese Eigenschaft der Plasmide auch zur
Ubertragung von therapeutischen Genen im Rahmen der Gentherapie und zur
DNA Vakzinierung einzusetzen. Im gentherapeutischen Ansatz ist der Einsatz von
Plasmid DNA im Vergleich mit virusbasiertem Gentransfer mit weniger Risiken
verbunden, die erreichte Transfektionseffizienz und die Expressionsdauer sind
jedoch vergleichsweise gering. Dies erfordert eine hohe Dosis flur eine
Behandlung, so dass effektive Verfahren notwendig sind, um groBe Mengen
Plasmid DNA in pharmazeutischer Qualitdt zu produzieren. Die Herstellung der
Plasmid DNA erfolgt biotechnologisch durch Kultivierung optimierter E. coli
Stamme. Die daran anschlieBende Aufreinigung der Plasmid DNA st
vergleichsweise aufwendig, weshalb hierfir ein Bedarf an neuen Verfahren
besteht. Diese Arbeit beschéaftigt sich mit der Entwicklung eines alternativen und
vor allem kostenginstigen Aufreinigungsverfahrens, das auf wassriger
Zweiphasenexiraktion basiert. Der generierte ProzeB8 besteht aus drei
Verfahrensschritten. Er beginnt mit einem alkalischen AufschluB der
Bakterienzellen und einer ersten Abtrennung grober Verunreinigungen durch eine
Zweiphasenextraktion. Hierzu wurde ein System bestehend aus 15 % PEG 800
und 20 % Kaliumphosphat eingesetzt, welches in der zuvor durchgefihrten
Diplomarbeit entwickelt wurde. Dabei wurden Bedingungen gefunden, die zu einer
Extraktion von etwa 90 % der Plasmide in die Unterphase flhren, wahrend der
GroBteil der Kontaminanten zusammen mit Feststoffen (Zellprazipitate) in die
Oberphase abgetrennt werden. Die durchgeflihrten Versuche zeigten fir den
AufschluB der Zellen, dass die Bedingungen der vielfach beschriebenen
alkalischen Lyse dbernommen werden konnten. Eine Verklrzung der
Neutralisationsdauer durch direktes Einleiten der Extraktion wirkte sich hierbei
durch Abtrennung von Nukleasen als stabilisierend auf die Plasmid DNA aus.
Durch Erh6hung der Extraktionstemperatur konnten zudem die Plasmidausbeuten

gesteigert werden, allerdings auf Kosten der Reinheit.
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Verteilungsexperimente mit Plasmid DNA und RNA, die in Abhangigkeit von der
Temperatur, pH Wert und vom PEG- Molekulargewicht durchgefihrt wurden,
zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen den gewahlten Bedingungen und
der Verteilung der Plasmid DNA. So wurde festgestellt, dass im untersuchten
Phasensystem eine Temperaturanderung von 15 auf 20 °C zu einer vollstandigen
Anderung der Plasmidverteilung von Ober- in die Unterphase fiihrt. Dies konnte
auf die Léslichkeit der Plasmid DNA in der Oberphase zurlickgefuhrt werden, die
sich durch Veranderung vom PEG Molekulargewicht bzw. von der Temperatur
drastisch verandert. Zudem wurde die Vermutung aufgestellt, dass diese
Léslichkeitsanderung im Zusammenhang mit einer Strukturédnderung der DNA
steht, die als Coil-Globule Transition bekannt ist.

Nachdem die Plasmid DNA im ersten Verfahrensschritt (Grobreinigung mittels
ATPS) unter den genannten Bedingungen vom GrofBteil der Verunreinigung
abgetrennt und in die Unterphase extrahiert wurde, war die Aufgabe des folgenden
Schrittes die Isolierung der Plasmid DNA aus der Unterphase. Dazu wurde eine
Methode entwickelt, die die hohe Kaliumphosphatkonzentration in der Unterphase
(ca. 30 % w/w) ausnutzt, um Plasmid DNA durch vermutlich hydrophobe
Interaktion an Nylonmembranen zu adsorbieren und durch anschlieBende Filtration
von TE- Puffer die Plasmid DNA zu eluieren. Fir diesen Entsalzungs- und
Konzentrierungsschritt wurde eine Stufenausbeute von etwa 95 % Plasmid DNA
ermittelt, wahrend sich der RNA Gehalt um 85 % verringerte.

Zur gezielten Abreicherung chromosomaler DNA und unerwinschter offen
zirkularer Plasmid DNA wurde ein dritter Verfahrensschritt entwickelt. Dieser
basiert auf der selektiven Renaturierung von supercoiled Plasmid DNA nach der
Einwirkung alkalischer Bedingungen und anschlieBender Neutralisation.
Chromosomale DNA und offen zirkuldre Plasmid DNA hingegen werden dabei
irreversibel denaturiert. Eine weitere wassrige Zweiphasenextraktion wurde
genutzt, um die denaturiete DNA von der in die Unterphase extrahierte
supercoiled Plasmid DNA zu trennen. Durch dieses Verfahren konnte der Anteile
offen zirkularer DNA auf etwa 4-6 % und von chromosomaler DNA auf <1 %
reduziert werden, wobei eine Ausbeute von 90-95 % supercoiled Plasmid DNA
erreicht wurde.

Der vollstandige ProzeB zur Aufreinigung von Plasmid DNA besteht aus der
Kombination der ersten Extraktion zur Abtrennung grober Verunreinigungen, der
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Entsalzung durch reversible Membranadsorption und der Feinreinigung zur
Abtrennung von chromosomaler DNA und offen zirkularer Plasmide. Dieser ProzeB
wurde zur Verarbeitung von 100 g Biomasse durchgefihrt und mit dem auf
Chromatographie basierten Verfahren von QIAGEN verglichen. Hierbei konnten
vergleichbare Ausbeuten erzielt werden, wahrend der Anteil an supercoiled
Plasmid DNA beim Extraktionsverfahren etwas héher war. Hinsichtlich des Anteils
an chromosomaler DNA, offen zirkularer Plasmide und RNA konnten mit dem
Extraktionsverfahren die gesetzten Spezifikationen erreicht werden. Eine weitere
MaBstabsvergroBerung des Extraktionsprozesses ist zur Zeit aufgrund von
Limitierungen der Phasenseparation eingeschranki. Extraktionsversuche im
kleinen MaBstab zeigten dartber hinaus, dass die Kombination aus Extraktion mit
der Entsalzung durch Membranadsorption eine interessante Alternative zur
Minipraparation von Plasmid DNA bieten kann.
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7 Summary

Plasmids are double stranded circular DNA molecules, mainly known as vectors for
transferring genes. Therefore, plasmids have a high importance for molecular
biology and gene technology respectively. Presently, there is a high interest to
utilize plasmids in gene therapy and DNA vaccination due to their ability to replace
or supplement genes. Compared with viral based gene transfer, the use of plasmid
for gene therapy is less risky, however, efficiency of transfection and duration of
expression are relatively low. Thus, high doses per application are necessary,
making effective processes for the manufacture of large quantities of plasmids in
pharmaceutical quality essential. The manufacturing of plasmid DNA is performed
using biotechnological processes by cultivation of optimized E. coli strains. Since
current downstream processing is comparatively elaborate, there is a high demand
for new approaches. This thesis deals with the development of an alternative and
cost-effective purification process based on aqueous two phase extraction (ATPS).
The developed three step process begins with an alkaline lysis of bacterial cells
and separation of crude impurities and cell debris using two phase extraction. In
this study, a systematic screening led to an optimal system comprising 15 % PEG
800 and 20 % potassium phosphate. This system resulted in a plasmid DNA
recovery of about 90 % plasmid recovery in the bottom phase, while most of
contaminants together with solids (cell precipitate) are separated into the top
phase. It was found that conditions of the standard alkaline lysis can be adopted.
Reducing the duration of neutralization by immediate extraction after lysis
stabilizes plasmid DNA due to separation of nucleases to the opposite phase. By
increasing the temperature of extraction, plasmid DNA vyields could be optimized,
however, to the expense of purity. Partitioning experiments of plasmid DNA and
RNA, performed as a function of temperature, pH and PEG molecular weight,
showed a close relation between system conditions and partitioning of plasmid
DNA. In the investigated two phase system it was found that changing the
temperature from 15 to 20 °C leads to a partitioning of plasmid DNA from top to
bottom phase. This could be attributed to the plasmid solubility in the top phase,

which is drastically affected by variation of PEG molecular weight and temperature
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respectively. The assumption is, that differences of solubility are associated with a
structural change of plasmid DNA, known as coil-globule transition.

After separation of the main contaminants (capturing) and extraction of plasmid
DNA into the bottom phase, the plasmid DNA is isolated from the bottom phase
using an adsorptive membrane step. The high potassium phosphate
concentrations in the bottom phase were exploited in order to facilitate hydrophobic
interaction for the adsorption of plasmid DNA on a nylon membrane followed by a
subsequent elution using TE-buffer.

During this desalting and concentration process, a step recovery of 95 % plasmid
DNA and an 85 % reduction of the RNA content could be determined.

For a specific depletion of chromosomal DNA and open circular plasmid DNA a
third process step was developed, which is based on a sequence comprising
denaturation of the nucleic acids present and selective renaturation of supercoiled
plasmid DNA followed by selective partitioning in an ATPS. During this procedure,
chromosomal and open circular DNA are irreversibly denatured. The drastic
change of hydrophobicity enabled the separation from native supercoiled plasmid
DNA using the second aqueous two phase system. With this procedure, the
fraction of open circular DNA is reduced to 4-6% and of chromosomal DNA to <1 %
together with a supercoiled DNA yield of 90-95%. The complete process for
purification of plasmid DNA is thus a combination of a first extraction for the
separation of main impurities (capture), followed by desalting step using reversible
membrane adsorption and polish step for the removal of chromosomal DNA and
open circular plasmids. Consequently, this procedure was applied for the
processing of 100 g biomass and compared to the chromatography based
purification method established and commercialized by QIAGEN. As a result,
comparable recoveries were achieved, whereas the fraction of supercoiled
plasmids was slightly higher for the extraction procedure. Regarding the fraction of
chromosomal DNA, open circular plasmids and RNA, the targeted specifications
were met. A further scale up of the process seems feasible after solving limitations
connected with the mechanical process of phase separation. In addition, extraction
in small scale by combining extraction with membrane adsorption shows an

interesting alternative for mini-preparation of plasmid DNA.
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10 Abklrzungsverzeichnis

ATPS Aqueous two phase system

BCA Bichinolinsdure Assay (zur Proteinquantifizierung)
BM Biomasse (E. coli)

BSA Bovines Serumalbumin

cccDNA siehe scDNA

CMmVv Cytomegalo-Virus

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

DAB Deutsches Arzneimittelbuch

DNA Desoxyribonukleinsaure

dsDNA double stranded DNA (doppelstrangige DNA)
EMEA Europaische Arzneimittelagentur
FDA Food and Drug Administration

gDNA genomische DNA (= chromosomale DNA)
GHP hydrophilisiertes Polypropylen

GMP Good Manufacturing Practices

HBC Hepatitis-B-Virus

HCV Hepatitis-C-Virus

HIV Human Immunodeficiency Virus

HSA Humanes Serum Albumin

KAc Kaliumacetat

LAL Limulus Amebocyte Lysate

LPS Lipopolysaccharid

MD Maltodextrin

Mw Molekulargewicht

ocDNA open circular pDNA

OoP Oberphase (aus ATPS)

pDNA Plasmid DNA

PEG Polyethylenglykol

PEGuw PEG Molekulargewicht

PEO Polyethylenoxid

pfu Plaque forming unit

PVDF Polyvinylidenfluorid

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

RT-PCR Realtime Polymerase Chain Reaction
scDNA supercoiled pDNA

SDS Natriumdodecylsulfat
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ssDNA single stranded DNA (einzelstrangige DNA)
TAE Tris-Acetat-EDTA Puffer

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer

UpP Unterphase (aus ATPS)

UP 100 Ultrapure 100 (QIAGEN Chromatographiesaule)
vol Volumenanteil

WHO World Health Organization

11 Symbolverzeichnis

Formelzeichen GréBe Einheit
A Grenzflachenspannung N/m

A; Oberflache fur Wechselwirkung m2

Cio Konzentration der Substanz i in der Oberphase g/l

(of Konzentration der Substanz i in der Unterphase g/l

k” Boltzmannkonstante J/IK

k; Verteilungskoeffizient der Substanz i -

Quyn dynamische Kapazitat pg/cm?

T absolute Temperatur K
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