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PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA
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DESCRIPCION

Procedimiento para la preparación de ácido
nucleico purificado y su utilización.

La presente invención hace referencia a la pre-
paración de ácido nucleico purificado y su utili-
zación, especialmente en la genoterapia.

La preparación de ácido nucleico replicable se
lleva a cabo habitualmente mediante la multi-
plicación del plásmido-DNA capaz de replicarse
en bacterias gramnegativas, como por ejemplo
la E. Coli. Tras la disgregación de la bio-
masa (generalmente lisis alcalina, con lisozima
o ultrasonidos) se centrifuga y el sobrenadante
se agita con fenol. A continuación, se realiza
una ultracentrifugación en un gradiente de clo-
ruro de cesio. (Birnboim & Doly, Nucleic Acid
Res. 7(1979) 1513-1523, Garger y cols., Bio-
chem. Biophys.Res.Comm.117(1983) 835-842).
Este tipo de preparados contienen sin embargo
endotoxinas, fenol, cloruro de cesio y/o bromuro
de etidio como colorante.

Otro método se ha descrito en QIAGEN©R Plas-
mid Handbook (Qiagen Inc., Chatsworth, USA)
y en EP-B 0 268 946. Según este, tras la disgrega-
ción habitual el celisato obtenido en QIAGEN©R -
TIP, que contiene una resina QIAGEN©R (un ma-
terial soporte a base de gel de śılice), es cromato-
grafiado. El inconveniente de este método es que
las protéınas enlazadas al DNA no se disuelven
por completo y por lo tanto la fracción plasmı́di-
ca purificada contiene protéınas y especialmente
endotoxinas (de la membrana de células huesped
gramnegativas) en un ámbito considerable.

En otro método, tras la lisis alcalina de la
E.coli-biomasa según Bimboin & Doly se rea-
liza una cromatograf́ıa del sobrenadante de la
centrifugación en unas condiciones altamente sa-
linas sobre columnas de intercambio aniónico
(por ejemplo, mono-Q, fuente Q de Pharmacia,
Macro-prep-Q de BioRad, Poros-Q de Persep-
tive Biosystems o bien HyperD-Q de Biosepra,
comparados con Chandra y cols., Analyt. Bio-
che. 203(1992)169-172; Dion y cols., J. Chrom.
535(1990)127-147). Aqúı también la fracción de
plásmido purificada contiene protéınas y en par-
ticular endotoxinas en un umbral considerable.

En otro método es posible tras la lisis al-
calina y la posterior extracción a base de fe-
nol/cloroformo realizar una cromatograf́ıa sobre
la filtración del gel (McClung&Gonzales, Ana-
lyt.Biochem.177(1989) 378-382;Raymond y cols.,
Analyt. Biochem. 173(1988) 125-133). Incluso
tras esta limpieza, la preparación de plásmido
contiene impurezas, especialmente fenol.

En la WO 95/21177 y WO/95/21179 se ha
descrito un método para el aislamiento y limpie-
za de ácidos nucléicos para su aplicación a la ge-
noterapia, donde la limpieza se lleva a cabo bá-
sicamente mediante el centrifugado, filtrado, una
cromatograf́ıa de afinidad o bien una cromatogra-
f́ıa en un material de cromatograf́ıa inorgánico.
Otro empobrecimiento de endotoxinas puede con-
seguirse entonces según la WO 95/21177, cuando
en un proceso de limpieza el ácido nucleico se
trata con un “tampón de eliminación de endo-
toxinas” que contiene un 10 % de Triton©R X 100
y 40 mmol/l de tampón MOPS (tampón de 3-
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morfolino-1-propanosulfonato) o bien 50 mmol/l
de tampón MOPS (WO 95/21179). Un incon-
veniente de este método es que de esta forma el
ácido nucleico purificado contiene impurezas de
Triton©R y tampón MOPS. Mediante este méto-
do puede ciertamente conseguirse un empobreci-
miento de las endotoxinas del orden de unos 100
EU/mg de DNA (Qiagen News 1/96, 3-5) o bien
según la WO 95/21179 de 10-17 EU/mg de DNA,
no obstante no es posible otra nueva eliminación
de endotoxinas.

Para una aplicación terapeútica, como por
ejemplo la prevista para la genoterapia, se ne-
cesita sin embargo una preparación de ácido nu-
cleico, que a ser posible esté libre de toda impu-
reza (especialmente libre de endotoxinas). Sobre
todo, el contenido en endotoxinas de las prepara-
ciones de plásmido es actualmente un problema
no resuelto, como ha descrito por ejemplo Cot-
ten y cols., Gene Therapie 1(1994) 239-246. Un
contenido reducido en endotoxinas (aprox. 100
EU/mg de DNA) puede conseguirse según la tec-
noloǵıa actual, como por ejemplo según la WO
95/21177, únicamente, cuando los ácidos nuclei-
cos se tratan con detergentes no iónicos, como por
ejemplo el Triton ( Tampón eliminador de endo-
toxinas de WO 95/21177). El Triton©R tiene sin
embargo un efecto biológico, como por ejemplo,
alteraciones pulmonares o descenso de la tensión
arterial (Fiedler, Lexicon der Hilfsstoffe für Phar-
mazie und Kosmetik und angrenzende Gebiete
(Tomo 9, 3a

¯ edición, 1989, Editio Cantor, DE)).
El tampón MOPS requerido además contiene asi-
mismo una sustancia problemática desde el punto
de vista de una aplicación terapeútica.

Mediante la invención se elabora una prepa-
ración, un plásmido-DNA de elevada pureza, en
la cual se empobrecen las endotoxinas, preferible-
mente sin bromuro de etidio, fenol, cloruro de ce-
sio, polimixina o detergentes no iónicos, aśı como
un método sencillo y eficaz para la purificación
de dichos ácidos nucleicos, en particular para el
empobrecimiento en endotoxinas.

El objeto de la invención es un plásmido-
DNA replicable en bacterias gramnegativas, con
un contenido inferior al 1 % de protéınas, preferi-
blemente menor al 0,1 % de protéınas y un conte-
nido inferior a 1 EU/mg de DNA, preferiblemen-
te de 0,01 a 0,1 BU/mg de DNA en endotoxinas.
Este plásmido-DNA, preferiblemente, estará libre
de bromuro de etidio, fenol y cloruro de cesio, de
detergentes a base de octilfenolpoli(etilenglicole-
ter)n, como por ejemplo detergentes de Triton©R ,
aśı como libre de sustancia tampón MOPS y de
RNasa.

Por amplificación se entiende el aumento del
número de copias de un ácido nucleico (especial-
mente de DNA y de plásmido-DNA) en base a la
replicación de un vector. Por lo que a partir de un
molde se fabrican una multitud de copias. Se re-
plica un vector, que representa al ácido nucleico,
o bien contiene el ácido nucleico clonado.

Por plásmido-DNA se entiende una molécula
duplex de DNA extracromosomal que habitual-
mente posee 1 hasta más de 200 kb y se presenta
en las células huésped en una hasta cientos de
copias. Los plásmidos frecuentemente se utili-
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zan para la construcción de vectores de clonación,
para la transfección de células procariónticas y
eucariónticas. Un aplicación terapeútica impor-
tante está relacionada con la genoterapia in vivo
y ex vivo. La molécula plásmido-DNA puede ce-
rrarse en forma lineal o circular. Se emplea pre-
feriblemente un DNA de cierre circular.

Otro objetivo de la invención es una compo-
sición farmacéutica que contenga una molécula
de plásmido-DNA conforme a la invención en
una cantidad eficaz desde el punto de vista te-
rapéutico, y si es preciso aditivos o material de
relleno farmacéuticos adicionales.

Las endotoxinas son lipopolisacáridos a base
de bacterias gramnegativas. Las endotoxinas pue-
den actuar en chupadores como pirógenos e in-
ducir un choque endotóxico. Los componen-
tes básicamente tóxicos de las endotoxinas son
los ĺıpidos A, donde la parte de polisacárido in-
terviene en la solubilidad del agua y la parte
liṕıdica actúa tóxicamente. El efecto biológico de
las endotoxinas en chupadores son especialmente
una hipersensibilización aśı como otras reaccio-
nes, que van acompañadas de fiebre.

El plásmido-DNA se amplifica conforme al
método estándar en E. Coli, una bacteria gramne-
gativa. Tras la fermentación, la biomasa obtenida
se disgrega y se destruyen las células. Se liberan
con ello las endotoxinas de la membrana celular.
Esto significa que, tras la amplificación del ácido
nucleico preparado conforme a la invención, espe-
cialmente del plásmido-DNA, en bacterias gram-
negativas y especialmente en E.coli, se requiere
un empobrecimiento de endotoxinas cuando esta
molécula de plásmido-DNA debe emplearse te-
rapeúticamente.

Para una aplicación terapeútica de los ácidos
nucleicos replicables preparados conforme a la in-
vención, especialmente el plásmido-DNA, se em-
plean dosis de 50 µg hasta de 10 mg y superiores.
La cantidad de la dosis depende de la enfermedad
y del tipo de aplicación. En un aerosol, por ejem-
plo, para el tratamiento de la fibrosis qúıstica, se
emplearán dosis de 400 µg y superiores. Lo mismo
sirve para el plásmido-DNA encapsulado en un
complejo liṕıdico (p.ej. en liposomas). Para po-
der disponer de cantidades de este tipo será pre-
ciso preparar el ácido nucleico replicable a gran
escala. Para ello, se necesitan lotes de fermen-
tación con 1-5kg de biomasa, donde puedan ais-
larse 1-5 g de ácido nucleico.

El objetivo de la invención es asimismo un
proceso para la preparación de ácido nucleico,
preferiblemente de un plásmido-DNA, con un
contenido inferior a 1 EU/mg DNA, preferible-
mente 0,01-0,1 EU/mg DNA de endotoxinas, que
se caracterice por que el plásmido-DNA se multi-
plique en bacterias gramnegativas como la E.coli,
la biomasa se disgregue y los componentes solu-
bles sean cromatografiados en hidroxilapatita y
seguidamente se aisle el mencionado plásmido-
DNA. Preferiblemente, antes de la cromatograf́ıa
en hidroxilapatita se realiza una cromatograf́ıa de
intercambio aniónico, con la cual básicamente se
separan el RNA y las protéınas extrañas. Asi-
mismo pueden eliminarse otras impurezas y se
consigue un contenido en ácido nucleico inferior
a un 1 % de protéınas, preferiblemente menor a
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un 0,1 % de protéınas, libre de bromuro de eti-
dio, fenol y cloruro de cesio. Dicha preparación
está libre preferiblemente de detergentes a base
de octilfenolpoli(etilenglicoleter)n y de sustancia
tampón MOPS.

Mediante el proceso conforme a la invención
se pueden evitar o eliminar una multitud de im-
purezas que contiene el plásmido-DNA. Lo que
se consigue sorprendentemente y de una forma
simple es reducir dramáticamente el contenido en
endotoxinas.

En un proceso conforme a la invención se con-
sigue un empobrecimiento importante de endoto-
xinas a través de la cromatograf́ıa con hidroxila-
patita. Esto es tan sorprendente ya que la croma-
tograf́ıa en hidroxilapatita únicamente se emplea
en la literatura para la separación de DNA y RNA
(Johnson &llan, Analyt. Biochem. 132(1983) 20-
25).

La acción cromatográfica de la hidroxilapatita
se basa esencialmente en la interacción entre los
grupos de calcio 2+ y la carga negativa del ácido
nucleico que se va a purificar y en un grado menor
en la interacción del ácido nucleico que va a pu-
rificarse con los grupos PO4

3− en la superficie de
la hidroxilapatita cristalina (vease por ejemplo,
Protein Purification Methods, Ed. By Elv. Ha-
rries y S. Angal, Oxford University Press 1989,
238-244). Básicamente, la cromatograf́ıa en hi-
droxilapatita para ácidos nucleicos puede concep-
tuarse como un paso de intercambio de aniones,
donde la DNA enlazada puede ser eluida no por
un aumento simple de la fuerza iónica (por ejem-
plo, NaCl) sino por un incremento de la concen-
tración, preferiblemente de fosfato o de citrato,
de iones metálicos bivalentes y/o de EDTA, de la
matriz de hidroxilapatita.

En un proceso conforme a la invención, se
enlazan en la cromatograf́ıa en hidroxilapatita
(por ejemplo, HA-ceramic, bio-gel HPHT, bio gel
HT/HTP de Biorad DE, HA-ultrogel de IBF ó
HA esferoidal de BDH, Macrosorb C de Ster-
ling Organics) inicialmente endotoxinas y el ácido
nucleico que va a purificarse por las interaccio-
nes dipolo-dipolo en hidroxilapatita. El equili-
brio se produce habitualmente a pH neutro en
tampón fosfato. Preferiblemente se añade un me-
dio desnaturalizante en el posterior lavado de la
columna. Sorprendentemente, es posible despla-
zar con iones fosfato, citrato o calcio, el ácido
nucleico de su enlace en hidroxilapatita, mientras
las endotoxinas permanecen enlazadas. El des-
plazamiento del ácido nucleico de su enlace en
hidroxilapatita, puede realizarse, en lugar de a
través de iones de calcio, a través de otros iones
metálicos bivalentes que pueden sustituir al calcio
en la apatita, como por ejemplo, el Mg, Fe, Mn.
Para la elución la concentración de iones es pre-
feriblemente de 100 mmol/l o más. Se prefieren
especialmente concentraciones de iones entre 100
y 500 mmol/l o bien 200 y 500 mmol/l. Se prefiere
utilizar especialmente una solución que contenga
iones fosfato (por ejemplo, tampón fosfato). An-
tes de la elución (sin medio desnaturalizante) se
lava convenientemente (con un medio desnatura-
lizante). Se ha comprobado que resulta preferible
si se emplea una solución de fosfato o de sulfato
(100-200 mmol/l) el añadir un medio desnatura-
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lizante (por ejemplo, urea o hidrocloruro de gua-
nidina) en una concentración desnaturalizante de
DNA (por ejemplo, 6 mol/l de urea).

En una forma de ejecución preferida se lleva
a cabo además una ultrafiltración después de la
cromatograf́ıa en hidroxilapatita.

Para la fabricación conforme a la invención de
los ácidos nucleicos se amplifican los plásmidos,
que contienen o presentan ácidos nucleicos, nor-
malmente en cultivos de bacterias gramnegativas.
Estos métodos son conocidos por el experto y
por ejemplo, se han descrito por J. Sambrook y
cols.(1989), Molecular Cloning: Alaboratory Ma-
nual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory
Press y por F.M. Ausubel y cols. Eds(1991) Cu-
rrent Protocols in Molecular Biology, Wiley In-
terscience, New York. Para ello los cultivos de
bacterias, que contienen plásmidos, son subculti-
vados inicialmente y seguidamente se cultivan en
un medio adecuado, si se requiere añadiendo un
medio de selección.

La disgregación de la biomasa se realiza asi-
mismo según el método indicado por el exper-
to (disgregación mecánica o enzimática, ver por
ejemplo, Birnboim y Doly, Nucleic Acids Re-
search 7(1979) 1513-1523), sin adición de RNa-
sa. Agitando con fenol puede evitarse cuando
la separación protéınica se realiza a través de la
cromatograf́ıa de intercambio aniónico. Tras la
disgregación y separación de componentes no so-
lubles, preferiblemente a través de la centrifuga-
ción y filtración por medio de un cartucho de fil-
tro (poros de 5 µm), se cromatograf́ıa el sobre-
nadante celular preferiblemente para la separa-
ción de protéınas en un intercambiador de anio-
nes. Como intercambiador de aniones son apro-
piados los intercambiadores aniónicos a base de
agarosa, como por ejemplo, la Q-sepharose. Otros
intercambiadores de aniones apropiados se basan
en el polimetacrilato (Macroprep/ Bio-Rad-Ale-
mania), poliestirol/divinilbenzol(Poros/Persepti-
ve, HyperD/Biosepra, Source/Pharmacia) o bien
gel de śılice, en cuya superficie se enlazan gru-
pos de dietilaminoetilo (DEAE) o dimetilamino-
etilo(DMAE).

Para optimizar el efecto de purificación, se
eluye el ácido nucleico por medio de un gra-
diente elevado salino, por ejemplo, gradiente de
NaCl (preferiblemente 0,65 mol/l-0,85 mol/l) en
tampón TE. Con ello es posible, sorprendente-
mente, separar en una sola etapa una multitud
de impurezas (RNA, protéınas).

Asimismo, es preferible que tras la cromato-
graf́ıa en hidroxilapatita se realice una precipi-
tación en isopropanol/etanol para minimizar la
carga de gérmenes aśı como para desalinizar. A
continuación, el ácido nucleico preparado con-
forme a la invención puede ser envasado en un
proceso estéril.

Los ejemplos siguientes describen la invención:
Ejemplo 1
Obtención de ácido nucleico de la biomasa de E.
coli

La biomasa de E.coli que contiene el plásmido-
DNA se disgrega mediante una lisis alcalina y el
plásmido-DNA liberado es cromatografiado sobre
Q-sepharose y HA-ceramic. La sustancia eluida
sufre un proceso de desalinización y concentración
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mediante una precipitación en isopropanol/etanol
y el sedimento de plásmido-DNA se suspende en
tampón TE.

Suspensión tampón: 50 mmol/l de Tris/HCl,
10 mmol/l de EDTA-Na2, pH 8,0±0,2
Tampón de acetato potásico: 3 mol/l de tampón
de acetato potásico pH 5,5

60 g de biomasa (húmeda, E.coli) se colocan
en una cubeta de centŕıfuga despirogenizada. Se
añaden 750 ml de suspensión tampón y se centri-
fuga lentamente durante como mı́nimo 24 horas
a 5±4◦C (aprox. 35 RPM), hasta que la bio-
masa está totalmente suspendida. Para ello se
incrementa lentamente la temperatura de la sus-
pensión hasta 25◦C.

A la suspensión se añaden 750 ml de NaOH
0,2 ml/l /SDS al 1 %, en agitación, con aprox. 80
RPM y se incuba durante 5 minutos a 25◦C. Se
añaden 750 ml de tampón de acetato potásico (ver
antes) agitando y la temperatura de la biomasa
se reduce rápidamente a ser posible a 4◦C.

La biomasa se centrifuga durante 30 minutos
a 26000 xg y 4◦C. El sobrenadante que contiene
plásmido-DNA se decanta y se filtra a través de
un cartucho de filtro de 5 µm.
Cromatograf́ıa en Q-sepharose ff

Tampón TE: 10 mmol/l de Tris-HCl, 1 mmol/l
EDTA pH 8,0 ± 0,2

Equilibrador/Tampón de lavado = Tampón
gradiente A: 10 mmol/lTris-HCl, 1 mmol/l de
EDTA, 0,65 mol/l NaCl pH 8,0±2

Tampón gradiente B: 10 mmol/lTris-HCl, 1
mmol/l de EDTA, 0,85 mol/l NaCl pH 8,0±0,2

Al residuo de la centŕıfuga decantado se aña-
den unos 350 ml de tampón TE/l de sobrena-
dante de centrifugación a una conductividad de
49-50 mS/cm y se enfŕıa a 5◦±4◦C. La croma-
tograf́ıa completa se lleva a cabo a esta tempera-
tura. El sobrenadante de la centrifugación ascien-
de en un volumen de 5-8 columnas (SV)/hora en
la columna equilibrada. Seguidamente, se lava la
columna a una velocidad de flujo de 5-8SV/hora
con aproximadamente 8 SV 10 mmol/l de Tris-
HCl, 1 mmol de EDTA, 0,65 mol/l de NaCl pH
8,0 ±0,2.
Elución

En la columna se fija un gradiente (5 SV
tampón A, 5 SV tampón B) y la sustancia eluida
se fracciona a una velocidad de flujo de 5-8
SV/hora. La detección se realiza a 254 nm. El
pico anterior (impurezas) se separa del pico prin-
cipal (plásmido-DNA). El contenido en endotoxi-
nas de la sustancia eluida se sitúa entre 1200 y
12000 EU/mg de plásmido/DNA.
Cromatograf́ıa en hidroxilapatita (HA ceramic)

La cromatograf́ıa se realiza a 5 ± 4◦C.
Tampón de equilibrio: 0,1 mol/l de fosfato potá-
sico, 6 mol/l de urea pH 7,0 ± 0,2
Tampón de lavado 1: 0,15 mol/l de fosfato potá-
sico, 6 mol/l de urea pH 7,0± 0,2
Tampón de lavado 2: 0,02 mol/l de tampón de
fosfato potásico, 6 mol/l de urea pH 7,0± 0,2
Tampón de elución: 0,5 mol/l de fosfato potásico
pH 7,0± 0,2

La detección se realiza a 254 nm con un de-
tector UV/unidad de registro. Como solución
patrón se emplea una solución del producto al
1 %(plásmido-DNA), se mide con un fotómetro
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calibrado.
El Q-Sepharose©R -Pool se lleva a una concen-

tración final de 1,1 mmol/l de cloruro de calcio y
se coloca en la columna equilibrada a una veloci-
dad de flujo de 5-8 SV/hora.

A continuación, la columna se lava a una ve-
locidad de flujo de 5-8 SV/hora con:

1) 0,1 mol/l de fosfato potásico, 6 mol/l urea
pH 7,0± 0,2 hasta que en el detector no se
detecta ninguna absorción,

2) 2-4 SV, 0,15 mol/l de fosfato potásico, 6
mol/l urea pH 7,0± 0,2

3) 5 SV, 0,02 mol/l de fosfato potásico pH
7,0± 0,2

Seguidamente a la etapa de lavado, se eluye
con 0,5 mol/l de tampón de fosfato potásico pH
7,0± 0,1 a una velocidad de flujo de 5-6 SV/hora.

El pico se concentra, se atempera a 25◦C y se
añade con un 10 % de su volumen a una solución
de KCl de 4 mol/l. Seguidamente, se mezcla con
0,7 partes en volumen(respecto al volumen de la
sustancia eluida) de isopropanol, las soluciones se
mezclan y se incuban a 25◦C durante 5-10 minu-
tos. Se centrifuga durante 30 minutos a >20000
xg, y el plásmido-DNA se queda en el sedimento.

El sedimento se mezcla con 20 ml de etanol
al 70 % y se centrifuga durante 10-15 minutos a
>20000 xg a 4◦C.

El sedimento, que contiene el plásmido-DNA
se suspende en tampón TE(10 mmol/l de Tris-
HCl, 1 mmol/l de EDTA pH 8,0± 0,2) y se ajusta
una concentración de plásmido de 1 mg/ml. El
contenido en endotoxinas es t́ıpicamente inferior
a 0,06 EU/mg DNA y entre 0,01 y 0,06 EU/mg
DNA.

La determinación del contenido en endotoxina
se realiza mediante la adición de la solución a in-
vestigar a una solución de Limulus-Amebocitos-
lisado (solución LAL). En esta mezcla las endo-
toxinas tienden a formar un gel.

En los preparados de control negativo no se
produce la formación del gel, y en las pruebas de
control positivo aśı como en las soluciones pro-
blema, junto con dos estándares de control λ de
endotoxinaa, debe producirse la formación de gel.

La primera etapa de dilución de la solución de
sustancia activa, para la cual se confirman estos
criterios, y en la que no se produce formación de
gel, se emplea la fórmula siguiente para el cálculo
del contenido en endotoxina:

E = V x λ (EE/ml)

E: contenido en endotoxina
V: factor de dilución
λ: sensibilidad del lisado (EE/ml)
Ejemplo 2
Preparación del plásmido según la técnica actual

La preparación de plásmido se lleva a cabo
según Birnboim y cols., Nucl.Acid.Res. 7 (1979)
1513-1523 y Meth. Enzymol.100(1983)243-255.
Después, se destruyen las células bacterianas en
NaOH/SDS, en presencia de RNasa. Se centrifu-
ga y el sobrenadante que contiene plásmido-DNA,
se trata de nuevo. El sobrenadante se carga en
una columna previamente equilibrada Qiagen©R .
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La masa bacteriana se suspende en 4 ml de so-
lución tampón (100 µg/ml RNasa A, 50 mmol/l
Tris-HCl, 10 mmol/l EDTA, pH 8,0). Se añaden 4
ml de tampón de lisis(200 mmol/l de NaOH 1 %)
y se incuba a temperatura ambiente durante 5 mi-
nutos. A continuación, se añaden 4 ml de tampón
de neutralización (3 mol/l de acetato potásico, pH
5,5) y se incuban a 4◦C durante 15 minutos. A
la misma temperatura se centrifuga durante 30
minutos a 30000xg y se trata el sobrenadante.
Una columna Qiagen©R se equilibra con 4 ml de
tampón de equilibrio (750 mmol/l de NaCL, 50
mmol/l MOPS, 15 % de etanol, pH 7,0, 0,15 % de
Triton©R X 100) y se añade el sobrenadante a la
columna. Se lava con 1 mol/l de NaCl, 50 mmol/l
de MOPS, 15 % de etanol, pH 7,0 y se eluye con
5 ml de tampón de elución (1,25 mol/l de NaCl,
50 mmol/l de Tris-HCl, 15 % de etanol, pH 8,5).

La sustancia eluida se precipita con isopropa-
nol (0,7 Vol) y se centrifuga a 15000xg a 4◦C du-
rante 30 minutos. El sedimento de DNA se lava
en un 70 % de etanol y se centrifuga de nuevo.
A continuación, se solubiliza el sedimento en 10
mmol/l de Tris-HCl, 1 mmol/l de EDTA, pH 8,0.

El contenido en endotoxina de dicha prepa-
ración de plásmido es habitualmente de 300-3000
EU/mg. Utilizando un “tampón de eliminación
de endotoxina” según la WO 95/21177 y Qia-
gen News 1/96, pág 3-5, puede reducirse el conte-
nido en endotoxinas hasta aproximadamente 100
EU/mg.
Listado de referencias
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REIVINDICACIONES

1. Preparación de un plásmido DNA que es
capaz de replicarse en bacterias gramnegativas
que tiene un contenido en protéınas inferior al
0,1% y un contenido en endotoxinas inferior a 1
EU/mg DNA

2. Preparación conforme a la reivindicación 1
con un contenido de 0,01 hasta 0,1 EU/mg DNA
en endotoxinas.

3. Preparación conforme a la reivindicación 1
ó 2, libre de bromuro de etidio, fenol, cloruro de
cesio, sustancia tampón MOPS y detergentes a
base de octilfenolpoli(etilenglicoléter)n.

4. Composición farmacéutica que contiene un
plásmido DNA replicable con un contenido infe-
rior al 0,1 % en protéınas aśı como con un conte-
nido inferior a 1 EU/mg DNA de endotoxinas en
una cantidad eficaz terapéutica y opcionalmen-
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te sustancias auxiliares farmacéuticas, aditivos o
rellenos.

5. Composición farmacéutica conforme a la
reivindicación 4, que se caracteriza por un con-
tenido del 0,01 hasta 0,1 EU/mg DNA de endo-
toxinas.

6. Proceso para fabricar un ácido nucleico que
tenga un contenido en endotoxinas inferior a 1
EU/mg, que se caracterice porque un plásmido
que contiene el ácido nucleico se replica en bacte-
rias gramnegativas, la biomasa se destruye y los
componentes solubles son cromatografiados en hi-
droxilapatita y dicho ácido nucleico es aislado.

7. Uso de un plásmido DNA replicable que
tiene un contenido en protéınas inferior al 0,1 % y
un contenido en endotoxinas inferior a 1 EU/mg
para fabricar un fármaco para la genoterapia ex
vivo e in vivo.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposición Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicación
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a España y solicitadas antes del
7-10-1992, no producirán ningún efecto en España
en la medida en que confieran protección a produc-
tos qúımicos y farmacéuticos como tales.

Esta información no prejuzga que la patente esté o
no inclúıda en la mencionada reserva.
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