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(54) 세포 용해물의 혼합용 용기

요약

본 발명은 세포 용해물 혼합용 용기에 관련한 것이다. 본 발명은 다양한 응용 분야에 사용하기 위해 핵산 또는 단백질같
은 고순도 생성물을 얻기 위한 세포 용해물을 혼합하는 용기의 사용 방법에 또한 관련한 것이다. 본 발명은 세포 현탁액
의 점도를 측정하여 세포 현탁액내의 세포 용해 정도를 관찰하는 방법에 또한 관련한 것이다.

대표도
도 1

색인어
세포 용해물, 혼합 용기, 임펠러

명세서

    기술분야

본 발명은 세포 용해물(lysate)을 혼합하기 위한 용기(vessel)에 관련한 것이다. 본 발명은 또한 다양한 응용에 사용
되는 핵산 또는 단백질과 같은 고순도의 생성물을 얻기 위해, 세포 용해물을 혼합하는 용기의 사용 방법에 관련한 것이
다.

    배경기술

세균 세포의 알칼리성 용해(lysis)는 숙주 세포로부터 플라스미드 DNA를 회수하기 위한 잘 정립된 실험 기술이다(Bi
rnboim 등,Methods Enzymol,100, 243-255, 1983). 상기 방법은 통상적으로 소듐 도데실 술페이트(SDS) 및 수산
화나트륨인 계면활성제를 세균 세포 현탁액에 첨가하는 것을 포함하고, 그리고 나서 단시간의 인큐베이션 후, 통상적으
로 아세트산 칼륨 또는 빙초산인 강한 중화 용액을 첨가한다. 이것은 또한 플록(floc)으로 칭해지는, 다량의 응집체를 
함유한 용액을 초래하는데, 이 용액은 변성된 염색체 DNA, 단백질, 세포벽 및/또는 막 물질을 함유한다. 플록은 거친(
coarse) 여과 또는 원심분리에 의해 용액으로부터 제거되어, 다양한 표준 방식에 의해 더 정제될 수 있는 플라스미드 
DNA를 함유하는 용액이 남게 된다.

이 방법은 우선 세포 벽 및 막의 화학적 파괴에 바탕을 두고, 이어서 알칼리성 용액에서 세포 성분의 가용화 및 변성화
가 뒤따른다. 플라스미드 DNA가 중화시 복원을 할 수 있는 능력 및 염색체 DNA가 그렇게 할 수 없는 능력은 플라스미
드 DNA의 분리를 가능하게 한다.

알칼리성 용해 방법과 알칼리성 용해 방법의 다양한 단계에서 생산된 용액의 성질은 이전에는 단지 학문적 관심의 대상
일 뿐이었다. 그러나, 인간 유전자 치료의 출현과 더불어,E.coli같은 숙주 세포로부터 얻어진 플라스미드 DNA를 이용
하면서, 매우 고순도인 플라스미드 DNA의 대량 생산이 요구되고 있다. 그러한 대규모 제조의 요구는 작업의 규모와 원
활함(robustness)이 요구되는 수준과 기준까지 증가될 수 있도록 새로운 기술의 필요성을 증가시켜왔다.

 - 2 -



공개특허 특2002-0009566

 
염색체 DNA는 원핵생물과 진핵생물 모두에서 발견되고, 그리고 점탄성 성질을 소유한 것으로 알려져서 종래에 DNA분
자의 크기를 결정하는데 사용되어 왔다 (Chase 등,Biophys. J.28, 93-105, 1979). 점탄성 성질은 알칼리성 용해 공
정이 세균으로부터 플라스미드 DNA를 분리하는데 사용될 때 또한 인지되어 왔다(Nienow, AIChE Annual Meeting, 
November 1998, Florida USA). 상기 공정의 한가지 특징은 과정의 여러 단계에서 용액의 유변적(rheological) 성질
의 변화이다. 이런 유변적 성질에 대한 연구는 초기 세포 현탁액이 뉴톤(Newtonian) 특성을 보이는 것을 나타내 왔다. 
뉴톤 유체의 특징은 세가지 기준에 따라 요약될 수 있다(1) 일정한 점도, 그리고 유체가 층류 조건하에서 흐를때: (2) 
전단 응력은 전단속도에 정비례한다, 그리고 (3) 생성되는 유일한 응력은 전단응력이다(Barnes 등.,Introduction to 
Rheology, 1989 및 Ciccolini 등.,Biotechnology and Bioengineering,60, 768-770, 1998). 세포 현탁액은 거의 
상수로서, 물과 매우 유사한 값 즉, 3mPa 미만 인 점도를 갖는 것으로 확인되어 왔다(Ciccolini 등.,Biotechnology a
nd Bioengineering,60, 768-770, 1998). 알칼리성 계면활성제 용액이 첨가될 때, 용액의 성질은 급격하게 변화하여 
습윤 세포 중량 120g/ℓ인 용액이 용해될때, 350/s의 전단속도에서 대략 22 mPas의 최대 값을 갖는 전단-의존의 비
교적 낮은 겉보기 점도를 갖는 용액이 된다. 용액의 낮은 겉보기 점도에도 불구하고, 매우 높은 점탄성을 갖고, 그리고 
큰 바이센부르크(Weissenburg) 효과를 보인다. 상기 바이센부르크 효과는 " 막대 기어오름(rod climbing)" 이라고 
또한 알려져 있고, 그리고 샤프트 또는 막대가 점탄성 용액내에서 회전될 때 발생하는 효과로 정의된다(Barnes 등.,In
troduction to Rheology, 1989). 샤프트 주위에 후프(hoop)처럼 작용하는 수직 응력(점탄성 유체의 특징)의 직접적
인 결과에 의해 탄성 유체가 샤프트위로 기어오르는 반면에, 뉴톤 유체는 관성에 의해 용기의 바깥 부분으로 향하게 된
다. 용해물 용액의 점탄성 성질은 진동 모드하에서 작동하는 레오미터(rheometer)를 사용하여 특징화되어 왔다. 용액
의 위상각(phase angle)은 58˚로 관찰되었는데, 0˚는 고체를 나타내고, 90˚는 비탄성 유체를 나타낸다. 이것은 용
액의 점탄성 성질을 나타낸다. 대부분 점탄성 유체는 역시 높은 겉보기 점도를 나타내기 때문에, 점탄성과 결합된 상대
적으로 낮은 겉보기 점도는 매우 이례적이다. 중화시에, 용액의 점탄성은 붕괴되어 다시 낮은 점도로 되어 물의 점도와 
근접하고, 점탄성을 나타내지 않게 된다.

플라스미드 DNA의 회수와 정제시 결정적인 단계로서 작용하는 동안, 용해와 중화 단계는 염색체 DNA의 작은 단편 및 
비가역적으로 변성된 플라스미드 DNA 같은 부가적인 오염물을 생성하는 잠재성을 갖게 된다.

이 문제점들은, 적어도 부분적으로, pH 및 시간에 관련된 것으로, 구체적으로 플라스미드 DNA가 알칼리성 세척 용액
에서 인큐베이트될 수 있는 기간에 관련된 것이다. 농축된 알칼리성 용액에 연장된 노출은 변성된 플라스미드 DNA의 
형성을 초래한다(Birnboim & Doly,Nuc.Acids.Res.,7, 1513, 1979 및 국제 특허 출원 제 WO 97/29190호). 변성된 
플라스미드 DNA는 복원된 플라스미드 DNA로부터 쉽게 정제될 수 없으므로 그것의 존재는 따라서 기능성 플라스미드 
수율에 심각한 손실을 초래한다. 따라서, 국부화된 pH의 극단(extreme)을 피하는 것을 보장하기 위해 혼합은 충분히 
격렬해야 하고, 그리고 이 조건들에 노출되는 것을 최소화하는 것이 중요하다.

    
혼합이 공정중의 어느 단계에서 너무 격렬하면, 염색체 DNA의 가닥이 물리적으로 파괴된다. 염색체 DNA는 단편이 중
화시 복원되고 그리고 회수 및 정제 과정으로 진행될 수 있는 크기로 단편화될 수 있다. 단편화된 염색체 DNA는 플라
스미드 DNA와 유사한 성질을 갖고 그리고 임상학적 생성물을 책임지는 단속 당국에 의해 요구되는 수준까지 크로마토
그래피같은 기술로 쉽게 분리될 수 없기 때문에, 용액을 오염시키고 그리고 심각한 정제 문제를 발생시킬 것이다. 또한, 
중화시에 혼합이 격렬하면, 기계적 응력때문에 형성된 플록이 너무 작게 되고, 그리고 원심분리 또는 여과에 의해 쉽게 
제거될 수 없다.
    

명백하게, 모든 혼합 공정은, 플라스미드 DNA에 원하지 않는 화학적 또는 기계적 손상을 발생하지 않고 또한 염색체 
DNA에 기계적 손상을 제한하고 그리고 이상적으로 플록화된 물질의 기계적 손상을 유발하지 않으면서, 신속한 혼합을 
달성해야 한다. 유사한 문제가 분리된 단백질이 세포 배양물을 형성할 때 발생한다.

그 공정 중에, 심각한 부피 변화가 발생한다. 세포 현탁액에 첨가된 알칼리성 계면활성제는 통상적으로 초기 현탁액의 
부피와 같거나 또는 두배이고, 그리고 중화 용액은 통상적으로 초기 세포 현탁액의 부피와 같다. 결과적으로, 초기 세포 
현탁액은 혼합될 최종 부피의 25%를 단지 나타낼 것이다.
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모든 혼합은 광범위한 부피에 걸쳐 효율적인 혼합이 수행되도록 부피상의 이런 변화들을 고려해야만 한다. 이것에 더하
여, 그리고 특히 작업에 1개 이상의 임펠러가 있는 시스템에서, 임펠러가 공기/액체 계면을 가로지르는 임펠러에 의해 
용액상에 공기 포집을 최소화하기 위한 단계들이 바람직하게 수행되어야 한다. 그러한 포집은 기계적 손상 및 염색체 
DNA의 단편화를 초래할 수 있다.

실험실 규모에서, 알칼리성 용해 공정은 시험 관 또는 병의 뒤집힘 같은 " 완만한 혼합" 에 의해 달성될 수 있다. 이 기
술은 명백하게 규모에서 제한이 되고, 그리고 작업자의 영향에 의존한다. 그러나, 일부 회사는 5 ℓ까지의 부피를 사용
하여 이 작업을 수행한다(Schleef M.의 구두 발표, Bio-Europe 1997, Cambridge, England, 1997).

플라스미드 DNA 또는 다른 요구되는 세포에서 유래된 생성물이 임상 시험에 적합한 순수한 형태로 생성되면, 용해 과
정중 혼합을 수행하는 규모조정이 가능한(scaleable) 방법이 상기 문제들을 해결하기 위해 요구된다.

고정된 혼합기를 사용하는 방법은, 예를 들어, 국제 특허 출원 제 WO 97/23061 호에 기재되어 있지만, 플라스미드의 
품질, 수율 및 순도의 문제를 다루지 않는다.

용해 공정중 용기내에서 혼합하는 방법의 일반적인 토의는 Marquet 등(Bio Pharm, September, 26-37, 1995)에 
의해 이루어졌지만, 그러나 상기한 문제점들을 다루는 시스템의 어떠한 설명이나 데이타들을 제공하지는 않는다.

    발명의 상세한 설명

본 발명에서 사용된 " 혼합" 및 " 교반" 이라는 용어는 본 발명의 용기의 내용물의 혼합을 의미한다.

본 발명은 세포 현탁액 및/또는 염색체 DNA 및 요구되는 생성물을 함유하는 세포 용해물의 혼합용 용기를 제공하는데, 
이 용기는:

(a) 임펠러 또는 임펠러들이 용기내의 내용물들 전체에 균등한 에너지의 분산(dissipation)을 부여하도록 위치된 하나 
이상의 낮은 동력수 임펠러들;

(b) 하나 이상의 임펠러들의 말단부 주위에 형성된 잘 혼합된 영역으로 공급물의 첨가를 가능하게 하는 하나 이상의 공
급라인(feedline); 및

(c) 용기의 내부 표면 주위에 실질적으로 등간격으로 위치되는 하나 이상의 배플(baffle)들을 포함하고, 여기서 하나 
이상의 배플들은 전체 또는 각각의 임펠러들의 회전 축에 실질적으로 평행하게 뻗어 있다.

용기의 내용물들 전체를 통한 균등한 에너지의 분산은 용기 내용물의 균일한 혼합을 달성한다.

요구되는 생성물은 단백질일 수 있다. 본 기술 분야에 숙련된 사람들에게 단백질들은 세포 배양물에서 분리될 수 있다
는 것은 주지된 바이고, 그리고 적합한 화학적 추출의 공정은 Falconer 등.,(Biotechnology and Bioengineering,53, 
453-458, 1997); (Biotechnology and Bioengineering,57, 381-386, 1998); 및 (Biotechnology and Bioengin
eering,62, 455-460, 1998)에 기재되어 있다. 요구되는 단백질은 항체, 사이토킨 호르몬, 성장 인자, 신경전달 물질, 
효소, 응혈 인자, 아폴리포 프로테인, 수용체, 약제, 종양 유전인자, 종양 항원, 종양 억제인자, 구조 단백질, 바이러스
성 항원, 기생성 항원(parasitic antigen) 및 세균성 항원을 포함한다. 이 단백질들의 구체적인 예는 프로인슐린, 성장 
호르몬, 디스트로핀(dystrophin), 안드로겐 수용체, 인슐린 유사 성장 인자 I, 인슐린 유사 성장 인자 II, 인슐린 유사 
성장 인자 결합 단백질, 표피 성장 인자 TGF-α, TGF-β, PDGF, 맥관형성 인자(산성 섬유 아세포 성장 인자, 기본 
섬유 아세포 성장 인자 및 안지오제닌(angiogenin)), 세포간질(matrix) 단백질(유형 IV 콜라겐, 유형 VII 콜라겐, 라
미닌), 페닐알라닌 하이드록실라제, 티로신 하이드록실라제, 종양 유전자들(ras, fos, myc, erb, src, sis, jun), E6 또
는 E7 형질 전환 서열, p53 단백질, Rb 유전자 생성물, 사이토킨들(즉, IL-1, IL-6, IL-8) 또는 그것들의 수용체, 
바이러스 캡시드(capsid) 단백질, 및 면역학적 반응을 유도하는데 사용되는 바이러스성, 세균성 및 기생성 생물로부터
의 단백질, 그리고 인체 내에 유용한 중요성을 갖는 다른 단백질들이 포함된다.
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그러나, 바람직하게는, 요구되는 생성물은 플라스미드 DNA이다.

본 발명에 사용된 " 용기" 라는 용어는 세포 현탁액을 보유할 수 있는 모든 용기를 의미한다. 상기 용기는 혼합하는데 
적합한 어떠한 형태도 가능하고, 그리고 바람직하게는 실린더형이다. 바람직하게는, 상기 용기는 약간 둥글거나 또는 
접시형의 바닥으로 오목한 형태의 내부 벽을 갖는다. 다르게는, 용기는 평평한 바닥을 갖는 것이 바람직하다. 용기는 바
람직하게 밀폐되어 있고, 그리고 밀폐된 용기는 기술 분야에 능숙한 사람들에게 주지되어 있다.

본 발명의 용기는 임펠러들을 회전하기 위해 적어도 하나의 회전성의 축(axle)이 있고, 그리고 둘 이상의 회전축을 가
질 수 있다. 발효 및 다른 혼합 용기들 내의 둘 이상의 회전축의 사용은 잘 알려져 있고, 그리고 현재 청구되는 용기에 
적용할만하다. 그러나 바람직하게는 용기는 하나의 축을 갖는다.

본 발명에 사용된 " 세포 현탁액" 이라는 용어는 세포들을 포함하는 배지를 의미한다. 본 발명에 사용된 " 용해물" 이라
는 용어는 세포들이 용해되는 배지를 지칭한다.

상기 세포들은 배지내에서 성장 또는 유지될 수 있는 어떠한 세포도 가능하고, 그리고 원핵 및 진핵세포를 포함한다. 바
람직하게는, 상기 세포들은E.coli같은 세균성 세포, 헬라(HeLa) 세포, CHO 세포 및 골수종 세포주와 같은 포유류 세
포, 그리고 곤충 세포들이다. 가장 바람직하게는, 상기 세포들은 원핵 세포들 또는 효모같은 하등 진핵 세포들이다. 세
포들은 미세담체 비드상에 존재할 수 있다. 세포 배양에 적합한 미세담체 비드는 기술 분야에 숙련된 사람들에게 잘 알
려져 있다.

본 발명에 사용된 " 염색체 DNA" 라는 용어는 세포의 염색체의 일부 또는 그것의 조각을 형성하는 DNA를 나타낸다.

본 발명에 사용된 " 플라스미드 DNA" 라는 용어는 세포들에 함유된 플라스미드의 부분을 형성하고 그리고 모든 형태
의 플라스미드 DNA를 둘러싸는 DNA를 나타내기 위해 사용되고, 에피족성 벡터(즉, BPV), 통합 벡터, 그리고 아데노
바이러스같은 바이러스성 벡터 및 리트로바이러스성 벡터같은 벡터, 코스미드, YACs, BACs 및 PACs를 포함한다.

    
본 발명에 사용된 " 임펠러" 라는 용어는 액체내에서 회전하는 요소로, 액체의 혼합을 야기한다. 바람직하게는, 상기 임
펠러는 액체의 혼합을 위해 하나 이상의 블레이드를 갖는다. 다른 유형의 블레이드를 갖는 수많은 다른 유형의 임펠러
가 있다. 본 발명에 사용된 적합한 임펠러는 Ekato handbook of mixing technology - Impeller Systems, Ekato, 
(Published by Ruhr and Mischtechnik GmbH)에 기재되어 있다. 바람직하게는, 임펠러는 축 임펠러이다. 축 임펠러
는 임펠러가 발생시키는 흐름내에 축 구성요소를 갖는 임펠러로 정의된다. 이러한 축 구성요소는 임펠러가 유체를 축 
방향으로 펌프하여 축방향으로 유체를 끌어내고 그리고 유체를 배출하게 하여 액체의 흐름이 임펠러의 회전축에 실질
적으로 평행한 용기의 측면을 따라 액체의 흐름이 이동된다. 이 임펠러는 Ekato handbook of mixing technology - 
Impeller Systems(supra)에 기재된 나선형 리본 유형의 임펠러이다. 나선형 리본 임펠러는 하나 이상의 바(bar)를 
갖는 용기의 회전축에 부착된 스트립 스피럴 (strip spiral) 또는 블레이드를 포함한다. 이 나선형 리본 임펠러는 변위 
(displacement)에 의해 축 흐름을 유도하고, 그리고 또한 접선 방향(tangential) 흐름을 생성한다.
    

본 발명에 사용된 임펠러들은 저 동력수 임펠러들이다. " 저 동력수 임펠러" 라는 용어는 다음의 식에 따라 계산된 임펠
러/용기 배치의 성질인 저 동력수(Po)를 갖는 임펠러를 지칭한다.

여기서,

2πNM은 동력(W)과 같다
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Po는 동력수이며 무차원이다

N은 임펠러 속도(rps)이다

M은 토크(Nm)이다

ρ는 혼합되는 액체의 밀도(kg/m3 )이다

D는 임펠러 길이(m)이다

저 동력수는 뉴톤 유체, 구체적으로 물에서 측정되었을때, 본 발명에서 2 미만, 더 바람직하게는 1 미만 그리고 가장 바
람직하게는 0.5 미만으로 정의된다.

바람직하게는, 이 임펠러들은 독일의 에카토(Ekato)사에서 제조한 INTERMIG     임펠러이다. INTERMIG    임펠러
는 간섭 다단계 향류 임펠러이다. INTERMIG    임펠러는 각각의 말단부에 외부 두개의 블레이드를 갖고, 그리고 두개
의 블레이드는 주위의 방향으로 엇갈린 위치로 배열된다. INTERMIG     임펠러의 축 효과는 외부 블레이드의 엇갈림에 
의해 증가된다. INTERMIG    임펠러는 제 3도에 나타내었다. 또한, 바람직한 임펠러는 Ekato handbook of mixing 
technology - Impeller Systems(supra)에서 정의된 나선형 리본 임펠러이다. 이 나선형 리본 임펠러는 연속적인 나
선형 임펠러일 수 있고 또는 액체의 첨가 후 임펠러가 공기/액체 계면을 가로지르지 않도록 변형될 수 있다. 이것은 나
선형 리본 임펠러를 섹션으로 분할하고, 그리고 임펠러의 각 섹션의 사이의 간격을 두어 축 상에 섹션들을 분리하여서 
섹션화된 나선형 임펠러를 형성함에 의해 달성될 수 있다. 나선형 리본 임펠러의 각 섹션은 분리된 임펠러로서 보여질 
수 있다. 적합하게 변형된 섹션화된 나선형 리본 임펠러는 제 4도에 도시된다. 또한, 본 발명은, 회전축 상에 존재할때 
블레이드 또는 임펠러의 블레이드의 일부를 포함하지 않은 섹션들 사이의 틈을 갖는 나선형 임펠러의 둘 이상의 섹션을 
포함하는, 섹션화된 나선형 리본 임펠러를 제공한다.

바람직하게는, 용기의 내경에 대한 임펠러 길이의 비는 0.5 보다 크고, 더 바람직하게는 0.6보다 크다.

용기내에서 하나 이상의 임펠러의 위치는 효율적인 혼합을 달성하는데 또한 중요하다. 임펠러들은 바람직하게는 용기로 
액체의 첨가 후에, 임펠러가 공기/액체 계면을 가로지르지 않고, 그로 인해 공기/액체 계면의 난류가 감소되고, 그리고 
공기 기포가 세포 현탁액으로 도입되는 위험이 또한 감소되는 것을 보장할 수 있도록, 위치된다.
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사용되는 용기의 크기에 따라서, 임펠러들의 수는 변한다. 예를 들어, 1 내지 5 ℓ의 용적을 갖는 용기는 바람직하게는 
적어도 두개의 임펠러, 그리고 더 바람직하게는 적어도 3개의 임펠러가 사용된다. 5 내지 60 ℓ의 용적을 갖는 용기에 
있어서, 바람직하게는 적어도 3 내지 5 개의 임펠러가 사용된다. 60과 1000 ℓ 사이의 용적을 갖는 용기에 있어서, 바
람직하게는 적어도 4 내지 6개의 임펠러가 사용된다. 그러나, 연속적인 나선형 임펠러가 사용되면, 그리고 나선형 리본 
임펠러가 용기 전체를 통한 혼합을 발생시키므로 단지 하나의 연속적인 나선형 리본 임펠러가 용기에 사용될 수 있다. 
그러나, 연속적인 나선형 임펠러가 임의로 Ekato handbook of mixing technology - Impeller Systems(supra)에
서 정의되었듯이 INTERMIG    임펠러 또는 프로펠러 임펠러같은 하나 이상의 비나선형 리본 축 임펠러와 조합하여 사
용될 수 있다. 용기의 내용물 전체의 혼합을 달성하고, 그리고 용기내의 어떤 지점에서 구획화되는 것을 피하기 위해서, 
본 발명의 용기내에서 임펠러들이 사용된다. 구획화는 용기 내용물의 나머지와 혼합되지 않은 용기 내용물의 일부분이 
있을때의 상황, 다시 말해서, 구획은 용기의 내용물의 나머지와 혼합되지 않는 용기의 내용물내에 형성된다. 많은 용기
들의 둥근 바닥 또는 접시형 바닥은 구획이 발생하는 부위일 수 있다. 바람직하게, 임펠러는 그러한 용기의 바닥에 접하
여 위치되어, 구획이 일어나지 않는 것을 보장할 수 있다. 특별히, 연속적인 나선형의 임펠러가 사용되지 않을 때, 분리
된 임펠러가 각 첨가 영역에 사용되는 것이 더 바람직하다. " 첨가 영역" 이라는 용어는 세포 현탁액, 용해 완충제 및 
중화 완충제의 세가지 용액중 하나를 용기에 첨가할때 충전되는 용기의 부분을 이른다. 용기의 임펠러 배치는 임펠러가 
공기를 액체속으로 포집하는지, 그리고 고정 동력 입력 한계로 구획이 발생하는지를 측정하기 위해 시험될 수 있다. 투
명한 유체에서 추적 입자의 거동 관찰, 탈색 같은 표준 시각화 기술 및 불투명한 유체에서 X-선 사진 기술을 사용하여 
용기가 시험될 수 있다(Elson 등.,Chem. Eng. Sci., 41, 2555-2562, 1986; Cronin 등.,Food Bioprod. Proc. Tra
ns. I. Chem. E., Part C, 72, 35-40; Smith 등.,Chem. Eng. Sci., 39, 1093,1975; 및 Kuboi 등.,Chem. Eng. Co
mm., 22, 29, 1983).

" 잘 혼합된 영역" 이라는 용어는 액체의 혼합이 야기되는 각 임펠러 주위의 부위를 이른다. 투명한 유체에서 추적 입자
의 관찰, 탈색을 포함하는 표준 시각화 기술 및 불투명한 유체에서 X-선 사진 기술에 의해 잘 혼합된 영역이 측정될 수 
있다(Elson 등.,Chem. Eng. Sci., 41, 2555-2562, 1986; Cronin 등.,Food Bioprod. Proc. Trans. I. Chem. E., 
Part C, 72, 35-40; Smith 등.,Chem. Eng. Sci., 39, 1093,1975; 및 Kuboi 등.,Chem. Eng. Comm., 22, 29, 198
3). 잘 혼합된 영역은 바람직하게는 가장 큰 흐름이 발생하는 각 임펠러 주위의 부위이다. 이 잘 혼합된 영역은 바람직
하게는 임펠러 또는 임펠러들의 말단부(distal end)에 인접한다.

    
본 발명에 사용된 " 공급라인" 이라는 용어는 유체를 잘 혼합된 영역으로 전달할 수 있는 요소를 지칭한다. 용기는 잘 
혼합된 영역으로 액체를 첨가할 수 있는 하나 이상의 공급라인을 포함한다. 잘 혼합된 영역은 일반적으로 하나 이상의 
임펠러들의 말단부에 인접하여 발견된다. 이 공급라인은 용기의 내부 벽에 존재하고 그리고 유체의 전달이 실질적으로 
용기 내에서 임펠러와 같은 높이(level)가 되도록 하는 튜브 또는 일련의 튜브들이다. 상기 유체는 튜브 또는 튜브들을 
통해서 임펠러의 높이와 용기내에서 실질적으로 같은 높이로 전달되고, 따라서 하나 이상의 임펠러들의 말단부에 근접
하고 그리고 잘 혼합된 영역으로 전달되는 것으로 생각된다. 바람직하게는, 유체는 튜브 또는 튜브들을 통해서 둘 이상
의 임펠러들의 말단부 근처로 전달된다. 각각의 임펠러에 대해 적어도 하나의 공급라인 및/또는 각각의 첨가 영역에 대
해 적어도 하나의 공급라인이 있는 것이 더 바람직하다. 더 작은, 즉 10 ℓ보다 작은 용기에서, 하나 이상의 임펠러들의 
높이에 하나의 첨가 포인트는 충분할 것이다. 그러나, 더 큰, 즉 10 ℓ보다 큰 용기에서, 용기의 내부 벽 주위의 여러 
포인트에서 임펠러의 높이로 유체가 용기안으로 유입되는 것이 바람직하다. 이것을 달성하는 한 방식은, 유체가 임펠러
의 회전시에 임펠러의 말단부에 의해 형성되는 아크(arc)에 인접하여 위치한 수많은 구멍을 통하여 동시에 유입되도록, 
유체를 고리 모양의 살포 라인을 통해 유입하는 것에 의한다. 또 다른 방식은 각각의 임펠러의 높이에서 다수의 구멍을 
사용하는 것에 의한다. 공급라인을 형성하는 튜브 또는 튜브들은 유체가 첨가되는 높이가 혼합중에 변경될 수 있도록 
용기내에서 이동가능할 수 있다.
    

공급라인은 유체가 임펠러를 향해 직접 첨가되도록 형성되는 것이 더 바람직하다.

또 다른 구현예에서, 공급라인은 하나 이상의 임펠러들을 관통하여 하나 이상의 임펠러들의 말단부에 인접하게 액체를 
전달하게 하는 임펠러들을 지지하는 회전축내의 도관이다.
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바람직하게는, 공급라인은 모두 하나 이상의 임펠러들의 말단부 주위에 일반적으로 형성된 가장 큰 혼합의 영역으로 유
체를 전달한다.

바람직하게는, 공급라인은 각각의 용액을 용기에 2분 미만내로 첨가하게 한다.

본 발명에서 사용된 " 종횡비" 라는 용어는 용기내의 용액의 폭에 대한 용기내의 용액의 높이의 비이다. 용기가 일정한 
높이 또는 폭을 갖지 못하는 곳에서, 최대 폭 및 높이가 종횡비를 계산하기 위해 사용될 수 있다. 본 발명의 구체적인 
구현예에서, 용기는 0.5 내지 2.5 범위의 종횡비를 갖는다. 작은 종횡비로 인해 용기는 더 효율적인 혼합을 증진한다. 
구체적인 바람직한 구현예에서, 용기의 종횡비는 1.0이다.

본 발명에서 사용된 " 배플" 은 용기내 액체의 흐름을 방향 전환할 수 있는 요소를 이른다. 배플들은 용기 내부에서 액
체가 회전하는 것을 방지하고, 상부에서 하부로 2차적인 흐름을 야기하고, 그리고 중앙의 소용돌이의 형성되어 결과로 
공기 포집을 방지하는 것을 돕는다. 추가 양들의 유체가 연속해서 첨가되고 그리고 각각이 효율적으로 용기의 전체 내
용물을 완전히 균일화되어야만 하므로, 상부에서 하부로의 2차적인 흐름의 발생은 용기전체의 혼합에서 중요하다. 가장 
통상적인 유형의 배플은 용기 내부 직경의 대략 10%의 폭을 갖는 스트립 물질로, 하나 이상의 임펠러의 회전축에 실질
적으로 평행한 방향으로 용기의 길이에 따라 뻗어 있다. 배플의 모서리는 용기의 내부 벽에 접해 있거나 또는 대략 0.1 
내지 5 cm의 간격을 두고 벽으로부터 떨어져 있다. 그러나 다른 유형의 배플은 Nagata(Mixing Pinciples and Appli
cations. John Wiley, New York, USA, 1975)에 의해 기재된 것과 같은 것들이 채택될 수 있다. 용기는 용기 내부 
표면 주위에 실질적으로 등간격으로 위치한 하나 이상의 배플들을 갖고, 여기서 하나 이상의 배플들은 임펠러의 회전 
축에 실질적으로 평행하게 뻗어 있다. 바람직하게는 적어도 두개의 배플들, 더 바람직하게는 적어도 네개의 배플들이 
용기내에서 사용된다. 바람직하게는, 상기 배플들은 용기의 전체 길이에 따라 뻗어 있다. 배플들은 폭이 용기의 내경의 
바람직하게는 3 내지 15%, 더 바람직하게는 6 내지 12%, 가장 바람직하게는 10%이다. 각각의 배플의 모서리는 용기
의 내부 벽에 접해 있거나 또는 용기의 내부 벽으로부터 떨어져 있다. 배플의 위치는 바람직하게는 배플들과 임펠러의 
회전시 임펠러의 말단부에 의해 형성된 아크 사이에 근소한 틈이 있도록 되어 있다. 바람직하게는, 상기 근소한 틈은 0.
1 과 10 cm 사이, 더 바람직하게는 1 내지 5 cm이다. 구체적인 바람직한 구현예에서, 용기가 내경이 약 0.45m이고, 
부피가 60 ℓ일 때, 각각 용기 내경의 10%의 폭을 갖는 4개의 배플들이 있는 것이 바람직하다.

혼합 용기에서 배플의 용도는Ekato handbook of mixing technology - Impeller Systems, Ekato (supra) 및 Nag
ata(Mixing Pinciples and Applications. John Wiley, New York, USA, 1975)에 기재되어 있다.

본 발명에서 사용된 " 실질적인 단편화" 라는 용어는 정제된 생성물내에 단편화된 DNA가 요구되는 생성물의 4 중량%
를 초과하는 수준까지의 염색체 DNA의 단편화를 이른다. 구체적으로, 요구되는 생성물이 플라스미드 DNA일때, 본 발
명에 사용된 " 실질적인 단편화" 라는 용어는 플라스미드 DNA가 국제 특허 출원 제 WO 97/29190호의 방법에 따라서 
정제될 때, 정제된 생성물내에 단편화된 DNA의 정도가 전체 DNA 함량의 4 중량%를 초과하는 수준으로 염색체 DNA
의 단편화를 지칭한다. 요구되는 생성물이 단백질일때, 염색체 DNA 불순물의 정도는 Falconer 등., (Biotechnology 
and Bioengineering, 53, 453-458, 1997)의 방법에 따라서 단백질이 정제된 후에 측정된다. 바람직하게는, 요구되
는 생성물이 단백질일때, 염색체 DNA 불순물의 정도는 정제된 단백질의 0.5 중량% 미만이다.

용기는 바람직하게는 5 ℓ 내지 1,000 ℓ의 용적, 더 바람직하게는 50 ℓ 내지 500 ℓ의 용적, 그리고 가장 바람직하
게는 50 ℓ 내지 100 ℓ 의 용적이다. 적합한 용해 용기는 영국 볼튼의 예이트손 엔지니어링 주식회사(Yateson Engi
neering Ltd. Bolton, United Kingdom)에서 제조된 것이다.

본 발명은 염색체 DNA 및 요구되는 생성물을 함유하고 있는 세포 현탁액의 세포의 용해시 본 발명의 용기의 사용에 대
한 방법을 또한 제공하고, 여기서 하나 이상의 임펠러들은 염색체 DNA의 실질적인 단편화 또는 응집된 물질의 플록을 
야기하기에 충분한 기계적 응력의 발생없이 효율적인 혼합을 얻을 수 있도록 선택된 속도로 회전한다. 바람직하게는, 
요구되는 생성물은 플라스미드 DNA이다.

    
본 발명의 방법은 바람직하게는 세포 현탁액을 용기에 첨가하고, 세포 현탁액을 혼합하고, 용해 용액을 세포 현탁액에 
첨가하고, 세포가 용해될 때까지 세포 현탁액을 혼합하고, 중화 용액을 첨가하고, 그리고 중화가 달성되고 그리고 응집
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된 물질의 플록이 생성될 때까지 혼합하는 것으로 이루어진다. 중화시에, 플라스미드 DNA는 변성된다. 그리고 나서, 
플라스미드 DNA는 백(bag) 여과 및 크로마토그래피 같이 기술 분야에 숙련된 사람들에게 잘 알려진 표준 공정을 사용
하여 더 정제될 수 있다.
    

본 발명의 방법에서, 용기에 첨가되는 용액은 용기내에 포함된 용액안에 잠겨 있는 공급라인을 이용하여 첨가되는 것이 
바람직하다. 바람직하게는, 각각의 용액은 용기내에서 4분 미만으로, 바람직하게는 2분 미만으로 혼합된다.

세포 현탁액은 어떠한 배지내에서 어떠한 세포 현탁액이 가능하다. 바람직하게는, 세포 현탁액은 70 내지 300g 습윤중
량/ℓ 의 세포 밀도를 갖는다.

    
세포 현탁액은 균일한 용액을 생성하고 유지하기 위해 바람직하게 혼합된다. 바람직하게는, 세포 현탁액은 용해 용액이 
첨가되는 동안 혼합된다. 용해 용액은 바람직하게는 수산화나트륨 및 SDS의 혼합물이다. 바람직하게는, 용해 용액은 
국제 특허 출원 제 WO 97/29290에 기재된 방법에 따라 첨가된다. 높은 pH와 계면활성제의 조합은 세포의 용해 및 염
색체 DNA의 변성뿐만 아니라 다른 세포 성분들이 발생을 초래한다. 바람직하게는, 용해 완충액에 존재하는 비가역적으
로 변성된 플라스미드 DNA의 형성이 그것에 의해 감소하지만 염색체 DNA에 기계적 손상을 야기할만큼 충분히 높지 
않은, 높은 pH 수준에 노출을 최소화하기 위해, 용해 용액은 세포 현탁액과 혼합되어 용해물을 가능한 단시간에 생성한
다.
    

일단 용해가 완결되면, 결과로 생성된 용해물의 점탄성 성질은 급격히 증가하고, 그리고 이것은 용해 완결의 측정으로 
사용될 수 있다. 점탄성 성질의 증가는 유체가 임펠러의 샤프트를 기어오르는 바이센부르크 효과를 관찰함으로써 직접 
시각화될 수 있다. 이것은 용해 용기의 교반 모터상의 토크를 측정함으로써 간접적이지만 더 객관적으로 또한 측정될 
수 있다. 토크로는(by torque) 임펠러 축의 모터에 의해 부과되는 회전 모멘트를 나타낸다.

저점도 뉴톤 유체처럼 거동하는 비용해된 세포 현탁액의 혼합동안, 안정적인 낮은 수준의 토크가 관찰된다. 용해시, 토
크는 용해가 완결될때까지 급속히 증가하고 최대값에서 안정화된다.

    
따라서, 본 발명의 이러한 측면은 하나 이상의 임펠러를 회전시켜 내용물이 혼합되는 용기내의 세포 현탁액의 용해 정
도를 측정하는 방법을 제공하는데, 이 방법은 임펠러의 축에 적용되는 토크를 측정하는 것으로 이루어지고, 여기서 토
크는 용해가 완결되어 최대값에서 안정화될때까지 세포 용해 정도에 비례하여 증가한다. 용해가 완결되면, 결과로 생성
되는 용해물의 점탄성 성질은 급격하게 증가할 것이고, 그리고 이것은 용해의 완결을 측정하는 것으로 사용될 수 있다. 
용해시, 토크는 일반적으로 일정한 값에서 안정화되기 전에 5 내지 15-배(즉, 500 - 1500%) 사이로 증가한다. 바람
직하게는, 초기 토크의 300% 이상의 증가는 용해를 나타내고, 더 바람직하게는 500% 이상, 좀 더 바람직하게는 100
0%의 증가 이상이다.
    

    
용해가 종결되거나, 또는 직후에, 사전에 결정된 인큐베이션의 기간은 바람직하게는 1 내지 60분, 더 바람직하게는 2 
내지 20분, 그리고 가장 바람직하게는 5 내지 10분이고 적절한 이송 공급라인을 통한 중화 완충액의 첨가가 개시된다. 
중화 완충액은 빙초산 같은 어떠한 강한 유기산 완충액도 가능하다. 바람직하게는, 중화 완충액은 3M KAc, 10mM E
DTA pH 5.5 이다. 바람직하게는, 중화 완충액은 용해물이 혼합되는 동안에 첨가된다. 효율적인 혼합 및 중화는 이 때 
용해물의 점탄성 성질의 손실로 인한 바이센부르크 효과의 소멸에 의해 직접적으로 시각화될 수 있다.
    

    
다시 한번, 이 효과는 교반기 상의 토크의 변화를 모니터하여 측정될 수 있는데, 여기서 용해물의 유변적 성질이 저점도 
뉴톤 유체의 성질으로 회복됨에 따라, 토크는 중화시 급격하게 강하한다. 본 발명의 이러한 측면의 방법에 있어서, 세포 
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용해물의 중화의 완결은 일반적으로 토크의 감소에 의해 표시되고, 바람직하게는 반응의 용해 단계동안 축 상의 최대 
토크의 50% 미만이다. 더 바람직하게는 최대값의 30% 미만까지 감소가 달성되고, 가장 바람직하게는 최대값의 25% 
미만이 중화의 지표이다.
    

3 mPas 미만의 점도 및 무시할만 한 점탄성 성질을 지닌 유체로 복구의 실패는 뒤따르는 정제 단계에서 불량한 여과 
특성을 초래하고, 그리고 전체적인 수율을 감소시키기 때문에, 완결된 중화는 중요하다.

따라서, 본 발명의 또 다른 측면은 용기내에서 세포 현탁액으로부터 요구되는 생성물을 제조하는 방법을 제공하는데, 
이 방법은 알칼리성 용해에 의해 상기 세포를 용해하여 세포 용해물을 발생하고, 상기 세포 용해물을 중화하고, 그리고 
세포 용해물로부터 요구되는 생성물을 제조하는 단계로 구성되며, 여기서 상기 용기의 내용물은 하나 이상의 임펠러를 
회전시켜 혼합되고, 그리고 용해 및 중화 반응의 진행은 임펠러의 축에 적용된 토크를 측정하여 모니터된다.

    
숙련된 독자가 알 수 있듯이, 용기의 내용물 내의 기계적 저항에 직접 또는 간접적으로 연관된 에너지 투입의 모든 측정
을 사용하여 토크는 측정될 수 있다. 예를 들어, 점탄성 성질의 증가는 유체가 임펠러의 샤프트를 기어오르는 바이센부
르크 효과를 관찰함에 의해 직접 시각화될 수 있다. 이것은 또한 용해 용기의 교반 모터상의 토크를 모니터하여 간접적
이만 더 객관적으로 측정될 수 있다. 전기 모터 구동 임펠러의 경우, 임펠러 회전의 일정한 속도를 유지하기 위해 유도
된 증가하는 전류를 측정하여 용이하게 조사될 수 있다. 본 발명의 이런 측면의 바람직한 구현예에서, 레오미터가 토크
를 측정하고, 따라서 반응의 진행을 모니터하기 위해 사용된다.
    

세포들에 포함된 플라스미드는 상기한 바와 같은 어떠한 플라스미드 또는 벡터일 수 있으나, 바람직하게는 DNA를 포
함하는 헥산 벡터이다. 플라스미드는 선형 또는 환형 구조일 수 있고, 그리고 기술 분야에 숙련된 사람들에게 알려진 문
헌의 방대한 본문에 설명되었듯이, 숙주 세포내의 에피종성 또는 통합된 존재로 적용될 수 있다.

본 발명은 또한 본 발명의 용기를 사용하여 용해된 세포 배양물로부터 얻어지는 플라스미드에 관한 것이다.

본 발명은 또한 본 발명의 용기를 사용하여 용해된 세포 배양물로부터 얻어지는 단백질에 관한 것이다.

본 발명은 다음의 도면들을 참조하여 첨부된 실시예에서 설명된다:

    도면의 간단한 설명

제 1도는 본 발명에 따른 5 ℓ 용기를 나타낸 개략도이다.

제 2도는 본 발명에 따른 60 ℓ 용기를 나타낸 개략도이다.

제 3도는 본 발명의 용기에서 사용되는 InterMIG 임펠러를 나타낸다.

제 4도는 본 발명의 용기에서 사용되는 섹션화된 나선형 리본 임펠러를 나타낸다.

제 5도는 INTERMIG 또는 분할된 나선형 리본 유형의 임펠러를 사용하여, 세포 용해 반응의 혼합 동안의 토크 측정 그
래프를 나타낸다.

    실시예

물질 및 방법

치료 발현 플라스미드 매개체 pTX0161의 축조
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pTX0161은 높은 복사수(복제의 ColE1 기원) 플라스미드 벡터로, 사이토메갈로 바이러스 즉시 초기 프로모터에 의해 
구동되는Escherichia coliB 니트로리덕타제 유전자(ntr)를 지니고 있다. 이 벡터를 포유동물 종양 세포로의 전달은, 
유전자 지정된 효소-프로드럭 요법 또는 GDEPT로 설명되는 증진된 암 화학요법의 한 형태인, 프로드럭 CB 1954 (D
rabek 등., Gene Therapy, 4, 93-100, 1997)에 의한 특정한 세포 사멸을 가능하게 한다. pTX0161은 pTX0160에
서 ntr 카세트(Williams 등., Nuc, Acids Res., 26, 2120-2124, 1998), ApaI-둔단화되고, XbaI 제한 효소 소화되
고, pTX0003(테트라사이클린 내성을 코드화하는 pUC19 유도 벡터)으로 삽입된 단편을 제거함에 의해 제조되었다.

생산 균주의 제조; DH1 pTX0161

10ng의 pTX0161 플라스미드 DNA가 칼슘 수용성E.coliDH1 세포를 형질변환시키기 위해 사용되었다(Hanahan,Mo
l. Biol., 166, 557-580, 1983). 우수한 제조 실시의 조건하에 생산 균주의 주 세포 저장소(MCB)를 생성하기 위해 
단일 형질변환체가 선택되었다. 지수적으로 성장하는 배양물로부터 수확된 세포들은 20% 글리콜에서 저온 저장되고, 
그리고 MCB를구성하도록 -80℃에서 저장되었다.

DH1 pTX0161의 발효

접종물 제조

MCB로부터 1 mℓ 바이알의 DH1 pTX0161을 취하여, 37℃에서 급격하게 녹였다. 이 바이알의 내용물을 30mℓ의 만
능병내에 테트라사이클린(12 ㎍/mℓ)이 보충된 5 mℓ의 LB배지(펩톤 10g/ℓ, 효모 추출물 5g/ℓ, 염화나트륨 5g/ℓ)
내로 무균상태로 접종하였다. 이것을 오르비탈 셰이커(200 rpm) 내에서 37℃에서 인큐베이션시켰다. 중간 지수적이 
성장 단계중, 이 배양물 4 mℓ를 500 mℓ의 삼각플라스크안에 테트라사이클린(12 ㎍/mℓ)이 보충된 46 mℓ의 테레
픽(Terefic) 배양액(Tartof and Hobbs, Focus, 9, 2-12, 1987)을 접종하는데 사용하였다. 상기한 바와 같이, 이것
을, 두 단계 (테트라사이클린을 갖는 테레픽 배양액 내의 200 mℓ 및 2000 mℓ 배양물)로 계대배양되기전에, 성장시
키고, 그리고 일단 성장한 발효기를 2 OD600nm 의 세포밀도로 접종하는데 사용하였다.

발효

KH2 PO4 (3g/ℓ), Na 2HPO4 (6g/ℓ), NaCl(0.5g/ℓ), 펩톤(2g/ℓ), (NH 4 )2 SO4 (10g/ℓ), 분자량 2025g인 폴리프
로필렌 글리콜(0.2%), 미량 성분 용액 0.05%[CoCl 2·6H2O(2g/ℓ), CuCl 2·2H2O(1.9g/ℓ), H 3BO3 (1.6g/ℓ), 
MnSO4·H2O(1.6g/ℓ), Na 2MoO4·2H2O(2g/ℓ), ZnCl 2·7H2O(2g/ℓ), Fe 2 (SO4)3·xH2O(1g/ℓ), CaCl 2·
2H2O(1g/ℓ) 및 구연산(60g/ℓ)으로 이루어진], CaCl 2·2H2O(0.03g/ℓ), FeSO 4·7H2O(0.04g/ℓ), 구연산(0.
02g/ℓ) 및 효모 추출물(20g/ℓ)의 최종 농도로 구성된 풍부한 복합체 회분식 배지를 제조하였고, 그리고 발효 용기 
내에 46 ℓ 용적으로 구성하였다. 인-시튜(in-situ) 멸균 후, 글리세롤(2.8%), MgSO 4 (0.5g/ℓ) 및 비타민 용액(5
mℓ/ℓ[비오틴 0.6g/ℓ, 엽산 0.04g/ℓ, 피리독신-염산 1.4g/ℓ, 리보플라빈 0.42g/ℓ, 판토텐산 5.4g/ℓ, 니아신 6.
1g/ℓ 로 이루어진]) 및 테트라사이클린(12mg/ℓ)을 무균성 첨가하였다. 그리고 나서, 용기를 상기한 바와 같이 접종
하였다. 발효는 37℃, pH 6.8에서 공기 포화의 50%의 용존 산소 설정값으로 수행하였다. 용기는 정기적으로 시료 채
취되고, 그리고 OD600nm 가 기록되어 비성장 속도의 계산을 가능하게 했다. 플라스미드 DNA는 정성분석을 위해 배양 
중에 샘플들로부터 분리되고, 그리고 정량적 비교를 위해 발효 종료점으로 부터 분리되었다(Qiagen Maxi plasmid p
urification kits, Qiagen Ltd.). 건조 중량 결정이 생물양(biomass)을 측정하기 위해 사용되었다.

플라스미드 복제수 측정

7796 기본 플라스미드인 pTX0161의 분자량은 5.06 x 10 6달톤이다. 특정 회수된 플라스미드 수율은 회수된 플라스미
드 복사수로 전화될 수 있는데, 이 발효 배양에서 1 OD 600nm 단위는 2 x 10

8세포/mℓ에 상응한다고 알려져 있다(K
ech and Brent, Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel 등., Eds, John Wiley Sons Inc., New York, 
1.2.2, 1995).

발효 세포 수확
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멸균된 1000mℓ 원심분리기 병 내에 4℃에서 25분동안 5000g으로 원심분리함에 의해 늦은 대수 성장기일 때, 세포들
을 수확하였다. 청등된 상징액을 제거하고, 그리고 세포 펠렛은 -80℃에서 동결되거나 또는 포트에서 제거하여 동결에 
앞서 백으로 이동시켰다.

수동 용해 방법

용해 용기 방법과 비교로서 사용된 수동 용해 방법은 퀴아겐 마이드 및 맥시 프로토콜(Qiagen Mide and Maxi proto
col(Qiagen Plasmid Purification Handbook 1997))이다.

변형된 알칼리성 세포 용해에 의한 주요 플라스미드 DNA 회수

5 ℓ 세포 용해를 위한 세포 현탁액의 제조

    
총 180g (습윤 중량)의 세포를 -80℃인 저장소에서 꺼내어 18℃에서 약 20분동안 녹였다. 세포 현탁 완충액(pH 8에
서 50 mM 트리스 10 mM EDTA)이 세포 펠렛을 가용해하기에 충분한 각각의 원심 분리기 병으로 첨가하였다. 재현탁
된 세포들을 모으고, 그리고 실버슨(Silverson) 고 전단력 혼합기로 혼합을 하여 균일한 현탁액을 생성하였다. 그리고
나서, 그 용적은 세포 현탁 완충액으로 1 ℓ가 되도록 맞추었다(중량으로). 최종 세포 농도는 180g 세포 습윤 중량/ℓ 
세포 현탁 완충액이다.
    

60 ℓ 세포 용해를 위한 세포 현탁액의 제조

    
총 1800g (습윤 중량)의 세포를 -80℃인 저장소에서 꺼내어 18℃에서 약 20분동안 녹였다. 세포 페이스트를 백으로
부터 제거하고 9 ℓ의 세포 현탁 완충액(pH 8에서 50 mM 트리스 10 mM EDTA)에 첨가하였다. 그리고 나서, 세포들
을 실버슨(Silverson) 고 전단력 혼합기를 사용하여 완충액속으로 현탁하여 균일한 혼합물을 생성했다. 그리고 나서, 
그 용적은 세포 현탁 완중액으로 15 ℓ가 되도록 맞추었다(중량으로). 최종 세포 농도는 120g 세포 습윤 중량/ℓ 세포 
현탁 완충액이다.
    

백 여과

보유 용기의 내용물을 폴리가드(Polyguard) 깊이 여과기(Millipore UK Ltd. Watford, England)에 의한 50㎛의 여
과에 앞서, 100㎛의 직조 나일론 백 여과기 (Plastok Holdings Ltd)를 통하여 펌프되었다.

확장 베드(expanded bed) 흡착 크로마토그래피

스트림라인 50 크로마토그래피 컬럼(Pharmacia)을 480mℓ DEAE 스트림라인 (Pharmacia)으로 채웠다. 크로마토그
래피 베드는 0.1 M 수산화나트륨을 사용하여 105 cm/hr의 속도인 상향의 선형 흐름에 의해 확장되고, 밤새 살균이 가
능하게 정지되고, 그리고 평형 완충액(0.8 M KAc, 10 mM EDTA pH 5.5)에서 재확장되어 로딩(loading)용 컬럼을 
제조했다. 플라스미드를 함유한 여과물을 동일한 선형 흐름 속도로 컬럼상으로 펌프하였다. 일단 로드가 되면, 컬럼은 
온라인 검출기(254nm에서 광학 밀도 또는 OD 254nm )가 최대값의 20% 이하로 감소될 때가지 평형 완충액으로 세척
하였다. 그리고 나서, 컬럼은 저염분 완충액(25mM 아세트산 칼륨, 10 mM EDTA pH 5.5)으로 세척하였고, 그리고 
유체 흐름 방향은 반대로 하였다. 이것은 컬럼에 크로마토그래피 겔을 채울 수 있게 하고, 그리고 다음의 단계들에 요구
되는 완충액 부피를 감소시킨다. 잔여 RNA 단편들을 0.5M 염분 세척 완충액(25mM 아세트산칼륨, 10mM EDTA, N
aCl pH 5.5)을 사용하여 컬럼으로부터 용출시키기 전에, 최대 OD 254mm 값의 5%에 도달할 때가지 세척을 계속하였다. 
그리고 나서, 플라스미드 DNA를 용출 완충액(0.75M NaCl, 25mM KAc, 10mM EDTA pH 5.5인)으로 용출하고, 그
리고 밤새 +4 내지 +8℃로 보관하였다.
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스트림라인 용출액의 농도

Pellicon XL 한외여과 장치(Millipore UK Ltd, Watford, England)를 0.1 M NaOH로 살균하고 그리고 용출 완충액
으로 세척하였다. 플라스미드가 풍부한 스트림라인 컬럼 용출액을 30 킬로달톤 분자량 컷-오프 막을 사용하여 한외여
과에 의해 약 25배로 농축하였다. 농축액을 경사분리시키고 그리고 시스템은 완충액으로 세척하여 농축액에 모여 있는 
잔여 플라스미드 DNA를 제거 하였다. 50 mℓ 까지의 풀(pool) 부피를 4-10℃에서 밤새 보관하였다.

크기 배제 크로마토그래피

분해된 RNA 단편과 같은 잔여 오염물을 제거하고, 그리고 플라스미드를 적합한 제조 완충액으로 전환시키기 위해, 농
축된 스트림라인 용출액을 약 112 mℓ의 Pharmacia S500HR 배지(베드 높이 56cm)로 채워진 Pharmacia XK16 컬
럼으로 로딩하였다. 컬럼 파이프워크(pipework)를 사전에 0.1 M NaOH로 살균하고, 그리고 0.3 M NaCl로 평형화하
였다. 전체 농축액을 1.2 mℓ/분으로 컬럼에 로딩하였다. 컬럼 용출액의 OD 254nm 를 가동(run) 및 모집된 2 mℓ 분
획들에 걸쳐 모니터하였다. 첫번째 OD260nm 피크(peak)에 있는 물질이 순수한 플라스미드 DNA로 여겨졌으며, 한곳
에 모았다. 풀의 부피는 약 20-25 mℓ이었다. 품질 조절 분석용 샘플들을 제거하고 그리고 ℓ의 플라스미드 풀의 잔
여물을 ℓ의, 그리고 -80℃에서 동결하였다.

품질 조절을 위한 DNA 분석

생성물 농도

총 핵산 농도(용액의 강도)는 260nm에서 광학 밀도를 기록하고, 그리고 이 값을 1 cm 패스(path) 길이 ℓ의 플라스
미드 DNA의 0.0005% 용액의 ℓ의 계수가 0.02 단위라는 ℓ의 mg/mℓ의 전환하여 분광측광법적으로 결정하였다. 고
농축 샘플들을 중량으로 희석하여 기록된 광학적 밀도가 색소포의 선형 반응 범위내에 있도록 하였다.

숙주 염색체 DNA

숙주 염색체 DNA 오염은E.coli게놈의 도처에 존재하는 요소에 상보적인 올리고누클레오티드 프라이머들을 채택하여, 
PCR 분석을 통하여 평가하였다. 이중 밀도 기울기 초원심분리(Sambrook 등., Molecular Cloning: a laboratary ma
nual, Nolan 등., (Eds), Cold Spring Harbor Laboratary Press, New York, 1989)에 의해 정제된 pTX0161의 표
준들은 DH1 숙주 염색체 DNA의 백분율(w/w)을 변화시키며 이 중으로 고정하였다(spiked). 동일한 양의 pTX0161
을 또한 그 반응을 시키고 그리고 1% 아가로스겔 전기영동에 의해 다른 샘플들처럼 분석하였다. 최대 오염 수준은 시
험되는 샘플에 대해 고정된 표준인 숙주 염색체 DNA의 강도의 비교에 근거하여 유도하였다.

내독소 오염

내독소 오염은 KQCL 동적 색소생산성 분석(Biowhittaker UK Ltd)을 사용하여 평가되었다. 생성물은 간섭을 극복하
기 위해 알려진 범위로 희석하였다. 양성 생성물 대조구들은 샘플이나 완충액 성분에 의한 반응 캐스캐이드의 비저해 
또는 향상이 일어났다는 것을 확인하기 위해 포함하였다.

실시예 1

    
용기(1)는 5 ℓ의 용적으로, 내경이 165 mm이고, 그리고 용기(1)내에 두개의 공급라인(2,3)으로 작동된다. 용기(1)
의 바닥으로부터 18 mm, 105 mm, 155 mm에 위치되어 있는 세개의 InterMig 임펠러(4, 5, 6)가 용기(1)에 있다. 
임펠러는 약 116 mm 길이이다. 첫번째 공급라인(2)은 가장 낮은 임펠러(4)와 동일한 높이로 유체가 전달되도록 위치
된다. 첫번째 공급라인(2)은 세포 현탁액을 첨가하는데 사용되고, 그리고 실질적으로 용해 완충액을 용기(1)에 첨가하
는데 사용된다. 두번째 공급라인(3)은 두번째 임펠러(5)와 같은 높이로 유체가 전달되도록 위치된다. 두번째 공급라인
(3)은 중화 완충액을 첨가하는데 사용된다.
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용기(1)는, 또한 용기(1)의 내부 수직벽 주위에 등간격으로 위치하고 실질적으로 임펠러들(4, 5, 6)의 회전축에 평행
한 네개의 배플(7)을 갖는다. 각각의 배플(7)은 15 mm의 폭이고, 그리고 약 315 mm의 길이이다. 배플들(7)은 용기
(1)의 내부 벽으로부터 5 mm의 간격을 두고 위치하고 있다. 배플들과 임펠러들의 회전에 의해서 형성되는 아크 사이
의 간격은 5 mm이다.

공급라인(2,3)은 바닥이 가늘어지는 부분이 제거되고 연동 펌프 배관의 길이와 연결된 상부에서 마개가 제거된 5 또는 
10 mℓ 피펫으로 제작된다. 공급라인(2, 3)은 약 4 mm의 내경을 갖는다.

용기(1)는 1.1의 종횡비(183/165)를 갖는다.

용해 프로토콜

    
플라스미드 pTX0161을 함유하는 E.coli DH1 세포 용액 180 g/ℓ(습윤 중량)를 상기한 바와 같이 실버슨 고 전단력 
실험실 혼합기를 사용하여 180 g의 동결 세포를 세포 현탁 완충액(50 mM 트리스 바탕, 10 mM EDTA pH8.0)으로 
재현탁시켜서 생성했다. 상기 용액을 균일한 용액이 얻어질 때까지 혼합했다. 그리고 나서, 부피가 1 ℓ가 되게 세포 현
탁 완충액으로 조절하였다. 이어서 상기 용액을 용해 용기(1)로 옮기고, 75 rpm으로 혼합하였다. 그리고 나서, 100 m
g의 RNaseA를 상기 용액에 첨가하고, 그리고 교반하면서 5분동안 인큐베이트하였다.
    

1 ℓ/분의 흐름 속도로 2 ℓ의 용해 완충액(0.155 M NaOH/1% SDS)을 첨가하고, 그리고 이 시점에서 용해 시간측정
을 시작하였다. 모든 용해 완충액이 첨가되었을 때(2분), 교반기 속도를 125 rpm으로 증가시키고, 그리고 모든 세포가 
가용화될 때까지(용해 시작후 4분) 유지되었다. 그리고 나서, 임펠러들을 껐다.

용해가 시작된 후 9분 30초일 때, 용기의 내용물은 75 rpm의 속도로 교반하였다. 용해 시작후 10분 일때, 1 ℓ의 중화 
완충액(3 M KAc, 10mM EDTA pH 5.5)을 500 mℓ/분의 흐름 속도로 첨가하였다. 상부 임펠러(6)가 완전히 덮힐 
때, 임펠러 속도를 100 rpm으로 증가시키고, 그리고 바이센부르크 효과가 소멸될 때까지(12분) 유지하였다. 그리고 
나서, 용해는 완결된 것으로 간주되고, 그리고 임펠러들을 껐다.

용기 내용물을 5℃의 냉각수를 용기 주위로 순환시켜서 내용물의 온도가 약 10℃정도로 감소하도록 40분동안 냉각시
켰다. 그리고 나서, 상기한 바와 같이 용기 내용물을 100 ㎛ 백 필터(Plastok Holdings Ltd., Birkenhead, England) 
및 5 ㎛의 깊이 필터(Millipore Ltd., Watford, England)를 통해 여과하였다. 그리고 나서, 수집된 여과물을 상기한 
바와 같이 확장 베드 크로마토그래피를 통하여 정제하였다.

용해에 앞서 균일한 세포 현탁액의 생성은 본 발명의 용기를 사용해서 달성될 수 있다는 것을 알아야 한다.

수율 및 오염은 상기한 바와 같이 측정되었다.

상이한 플라스미드 숙주 균주 조합을 사용한 플라스미드 수율의 결과

[표 1]
플라스미드 세포 농도 수율 (μg/g 습윤중량)

수동 용해 용해 용기
PTX 0161 120 g/ℓ 351 349

240 g/ℓ 328 345
PTX 0340 180 g/ℓ 280 277

180 g/ℓ 165 200

염색체 DNA 오염
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[표 2]
플라스미드 세포 농도 % cDNA

수동 용해 용해 용기 + 코브라방법
PTX 0161 120 g/ℓ 5 < 2

240 g/ℓ 2-4 < 2
PTX 0340 180 g/ℓ 4-5 < 2

180 g/ℓ 4-5 < 2

내독소 오염

[표 3]
플라스미드 내독소 (Eu/mg)
PTX 0161 74
PTX 0161 21.2
PTX 0340 616

실시예 2

용해 용기의 설명

    
용기(8)는 60 ℓ의 용적으로, 내경이 455 mm이고, 그리고 세개의 공급라인(9, 10, 11)으로 작동된다. 용기는 용기의 
주 본체에 밀폐된 밀봉을 형성하는 뚜껑(17)을 갖는다. 용기는 다섯개의 임펠러(12, 13, 14, 15, 16)를 갖는다. 첫번
째 임펠러(12)는 프로펠러 유형의 임펠러로 말단 포크같은 끝부분(16)이 제거된 InterMIG 임펠러(제 3도 참조)와 동
일한 피치(pitch) 각을 갖는다. 첫번째 임펠러 (12)는 길이가 190 mm이다. 나머지 4개의 임펠러들은 제 3도에 나타
냈듯이 InterMIG 임펠러이고 길이가 280 mm이다. 상기 임펠러들은 바닥으로부터 45 mm, 100 mm, 185 mm, 270 
mm 및 370 mm에 각각 위치되어 있다. 따라서, 첫번째 두개의 임펠러들(12, 13)은 용기(8)의 바닥 15 ℓ 높이 내에 
있고, 그리고 세포 현탁액의 교반에 사용된다. 세번째 및 네번째 임펠러들(14, 15)은 용기의 15 ℓ 내지 45 ℓ의 높이 
내에 있고, 그리고 첫번째 두 임펠러들(12, 13)과 함께 세포들을 용해 용액과의 혼합에 사용될 것이다. 다섯번째 임펠
러(16)는 용기의 45 ℓ 내지 60 ℓ의 높이 내에 있고, 그리고 첫번째 네개의 임펠러들(12, 13, 14, 15)과 함께 중화
된 용액의 혼합에 사용될 것이다.
    

    
첫번째 공급라인(9)은 첫번째 및 두번째 임펠러들(12, 13)의 높이 사이를 움직인다. 이 예에서, 공급라인은 첫번째 임
펠러(12)와 동일한 높이에 유체를 전달하도록 위치된다. 두번째 공급라인(10)은 첫번째 및 두번째 임펠러들(12, 13)
의 높이 사이를 움직인다. 이 예에서, 공급라인은 초기에 두번째 임펠러(13)와 동일한 높이에 유체를 전달하도록 위치
된다. 세번째 공급라인(11)은 두번째, 세번째, 네번째 및 다섯번째 임펠러들(13, 14, 15, 16)의 높이 사이를 움직인다. 
이 예에서, 공급라인은 초기에 세번째 임펠러(14)와 동일한 높이에 유체를 전달하도록 위치된다. 공급라인(9, 10)은 
연동 펌프(내경 1.75 cm인 실리콘 배관이 준비된 Watson Marlow 600 series(Watson Marlow Ltd., Falmouth, E
ngland))에 의해 수동 조절로 공급된다.
    

용기(8)는 또한 용기(8)의 내부 수직벽 주위에 등간격으로 위치하고, 실질적으로 임펠러들(12, 13, 14, 15, 16)의 회
전축에 평행한 네개의 배플(18)을 갖는다. 각각의 배플(18)은 45 mm의 폭이고, 그리고 약 330 mm의 길이이다. 배
플들(18)은 용기(8)의 내부 벽으로부터 10 mm의 간격을 두고 위치하고 있다.

용기(8)는 0.97의 종횡비(440/455)를 갖는다.

용해 프로토콜
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농도가 120 g/ℓ인 플라스미드 pTX0161을 함유하는E.coliDH1 세포 현탁액 15 ℓ의 용액을 1200g의 동결 세포를 4
℃에서 세포 현탁 완충액(50 mM 트리스 바탕, 10 mM EDTA pH8.0)으로 재현탁시켜서 생성했다. 재현탁은 상기한 
바와 같이 실버슨 고 전단력 혼합기(Silverson Machines Ltd.)를 사용하여 달성되었다. 상기 용액을 균일한 용액이 
얻어질 때까지 혼합하고, 그리고 나서 부피가 중량으로 15 ℓ 되게 세포 현탁 완충액을 사용하여 조절하였다. 세포들을 
상기에 개략화한 발후 프로토콜에 의해 생성하였고, 그리고 원심 분리에 의해 수확하고, 그리고 사용전에 -80℃에서 
보관하였다.

세포 현탁액을 용해 용기(8)로 옮기고, 8 rpm으로 혼합하였다. 15 mℓ의 세포 현탁 완충액에 재현탁된 1.5 g의 RNa
se(Sigma Chemicals)를 세포 현탁액에 첨가하고, 상온에서 5분동안 인큐베이트하였다.

    
임펠러 속도를 44rpm까지 증가시키고, 그리고 30 ℓ의 세포 현탁 완충액 (0.155 M NaOH, 1.0% SDS)을 용액에 첨
가시켰다. 초기에 이것은 7.4 ℓ/분의 흐름 속도로 첫번째 및 두번째 공급라인(9, 10)을 통하여 첨가하였다. 세번째 임
펠러 (14)가 액체로 완전히 덮혔을때, 용해 완충액을 또한 7.4 ℓ/분의 흐름 속도로 세번째 공급라인(11)을 통하여 첨
가하였다. 용해 용액의 첨가를 2분내에 완결하였다. 그리고 나서, 임펠러를 멈추고 용해물이 인큐베이트되도록 한 후, 
상기 용액을 2분 동안 더 교반하였다.
    

이미 세번째 임펠러(14)의 높이에 있던 세번째 공급라인(11)의 높이는 네번째 임펠러(15)의 높이로 상승되었다.

용해 완충액의 첨가 개시 10분 후에, 임펠러들을 74 rpm의 속도로 켜고, 그리고 15 ℓ의 중화 완충액(3 M 아세트산 
칼륨, 10mM EDTA 4℃에서 pH 5.5)을 3.75 ℓ/분의 흐름 속도로 동시에 모든 공급라인(9, 10, 11)을 통해 첨가하였
다. 이 첨가는 임펠러 속도가 26 rpm으로 감소된 후 2분 내에 완결하였고, 그리고 이 조건들은 임펠러 속도를 16 rpm
으로 추가 6분 동안 더 감소한 후 추가로 3분 동안 유지하였다.

그리고 나서, 상기한 바와 같이 용기 내용물을 100 ㎛ 백 필터(Plastok Holdings Ltd., Birkenhead, England) 및 5 
㎛의 깊이 필터(Millipore Ltd., Watford, England)를 통해 여과하였다. 그리고 나서, 수집된 여과물을 상기한 바와 
같이 확장 베드 크로마토그래피를 통하여 정제하였다.

수율 및 오염은 상기한 바와 같이 측정되었다.

결과

플라스미드 수율344 μg/g 습윤 중량

내독소 함량13 Eu/mg

염색체 DNA4 %

실시예 3

용해 용기를 실시예 1에서 기재한 바와 같이 다음에 따라 변형하였다. 혼합은 용기의 바닥으로 부터 50 mm의 간격으
로 위치한 세개의 INTERMIG 임펠러들, 또는 바닥 임펠러가 용기의 바닥으로 부터 3.8 cm이고 두개의 임펠러가 5.8 
cm 간격으로 떨어진 두개의 분할된 나선형 리본에 의했다.

용해 프로토콜

DH1 숙주 균주의 세포 현탁액 120 g/ℓ을 고 전단력 혼합기를 사용하여 제조하고, 그리고 나서 용해 용기로 옮기고, 
그리고 125 rpm으로 혼합하였다. 2 ℓ 용해 완충액을 1 ℓ/분의 흐름 속도로 이 용액에 첨가하고, 그리고 125 rpm의 
혼합 속도를 용해, 인큐베이션 및 중화 단계동안 유지시켰다. 인큐베이션 완결시, 1 ℓ의 중화 완충액을 1 ℓ/분의 흐름 
속도로 첨가하였다.
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모터 토크의 측정

모터 토크는 독일 코에스필드 메스 테크닉 게엠베하사(Coesfield, Mess Technich GMBH)에서 공급한 비스코-믹스
(Visco-Mix) 레오미터를 사용하여 측정하였다. 이것은 다양한 유형의 임펠러들이 부착된 혼합기 샤프트에 연결되었
고, 그리고 용해는 기재된 바와 같이 수행되었다.

결과

제 5도에 도시한 결과는 용해 완충액의 첨가동안 모터 토크의 급격한 증가를 타낸다. 이것은 용해 용액의 유변적 성질
에 있어서 변화를 나타낸다. 그래프는 두 유형의 임펠러 모두의 경우, 유변적 성질에 있어 더 이상의 변화가 일어나지 
않는 안정한 상태가 용해 완충액 첨가의 완결후 3분 이내에 달성되고, 그리고 그로부터 완결된 용해가 유추된다는 것을 
나타낸다.

중화 완충액의 첨가시, 모터 토크의 급격한 감소가 관찰된다; 안정한 상태가 뒤따르고, 다시, 유변적 성질에 있어 더 이
상의 변화가 일어나지 않고, 그리고 그로부터 완전한 중화가 발생한 것을 나타낸다.

본 발명에서 언급된 모든 참고 문헌은 참고 문헌으로 포함된다.

물론 본 발명은 실시예를 통하여 단지 설명되고, 그리고 상세 사항은 다음의 청구 범위에서 정의된 본 발명의 범위내에
서 수정될 수 있다는 것은 물론 이해될 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

염색체 DNA 및 요구되는 생성물을 함유하는 세포 현탁액 및/또는 세포 용해물의 혼합용 용기로, 상기 용기는:

(a) 상기 용기의 내용물 전체를 통해 균등한 에너지 분산을 부여하도록 위치된 하나 이상의 저 동력수 임펠러들;

(b) 하나 이상의 상기 임펠러들의 말단부에 인접한 유체들을 잘 혼합된 영역으로 첨가할 수 있는 하나 이상의 공급라인
; 및

(c) 상기 용기의 내부 표면 주위에 실제적으로 등간격으로 위치한 하나 이상의 배플들을 포함하고, 여기서 상기 하나 
이상의 배플들은 상기 임펠러들의 회전축에 실질적으로 평행하게 뻗어 있는 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 2.

제 1항에 있어서, 요구되는 생성물이 플라스미드 DNA인 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 3.

제 1항에 있어서, 요구되는 생성물이 단백질인 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 4.

제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 하나 이상의 임펠러들은 interMIG 임펠러인 것을 특징으로 하는 용
기.

청구항 5.
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제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 하나 이상의 임펠러들은 나선형 리본 임펠러인 것을 특징으로 하는 
용기.

청구항 6.

제 5항에 있어서, 상기 하나 이상의 나선형 리본 임펠러들은 분할된 나선형 리본 임펠러인 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 7.

상기 항들중 어느 한 항에 있어서, 상기 공급라인들은 상기 용기의 내부 표면에 존재하고 유체를 실질적으로 임펠러와 
동일한 상기 용기내의 높이로 전달하는 하나의 튜브 또는 일련의 튜브들인 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 8.

제 7항에 있어서, 상기 하나 이상의 공급라인들은 상기 용기내에서 이동이 가능하여 혼합중에 유체가 첨가되는 높이가 
변경될 수 있는 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 9.

제 1항 내지 제 3항중 어느 한 항에 있어서, 상기 공급라인은 상기 임펠러들을 지지하는 축 내의 관으로, 하나 이상의 
상기 임펠러들을 관통하여 지나가고, 그리고 상기 하나 이상의 임펠러들의 말단부에 인접하게 유체를 전달하는 것을 특
징으로 하는 용기.

청구항 10.

상기 항들중 어느 한 항에 있어서, 종횡비가 0.1 내지 2.5인 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 11.

상기 항들중 어느 한 항에 있어서, 상기 용기의 내경에 대한 임펠러 길이의 비가 0.5보다 큰 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 12.

상기 항들중 어느 한 항에 있어서, 4개의 배플을 갖는 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 13.

상기 항들중 어느 한 항에 있어서, 상기 배플들은 상기 용기 내경의 6 내지 15%인 폭을 갖는 것을 특징으로 하는 용기.

청구항 14.

세포 현탁액의 세포들의 용해시에 상기 항들중 어느 한 항에 따른 용기를 사용하는 방법으로, 상기에서 세포들은 염색
체 DNA 및 요구되는 생성물을 함유하고, 상기 하나 이상의 임펠러들은 염색체 DNA의 실질적이 단편화 또는 응집된 
물질의 플록을 야기하기에 충분한 기계적 응력을 발생시키지 않고 효율적인 혼합이 이루어지도록 선택된 속도로 회전
되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 15.
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하나 이상의 임펠러들을 회전하여 내용물이 혼합되는 용기 내의 세포 현탁액의 용해 정도를 측정하는 방법으로, 상기 
방법은 임펠러의 축에 적용된 토크를 측정하는 것으로 이루어지고, 여기서 상기 토크는 용해가 완결될 때까지 세포 용
해 정도에 비례하여 증가하고, 최대값에서 안정화되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16.

제 15항에 있어서, 세포 용해가 비용해된 세포 현탁액을 혼합하기 위해서 임펠러의 축에 적용되는 초기 토크에 비해 5
00% 내지 1500%의 토크의 증가를 초래하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17.

제 15항 또는 제 16항에 있어서, 세포 용해가 완결된 후, 추가로 상기 용기의 내용물을 중화하는 단계를 포함하는 것을 
특징으로 하는 방법.

청구항 18.

제 17항에 있어서, 세포 용해물의 중화 정도가 상기 임펠러의 굴대에 적용되는 토크를 측정하므로써 측정될 수 있는 것
을 특징으로 하는 방법.

청구항 19.

제 18항에 있어서, 세포 용해물의 중화의 완결은 반응의 용해 단계중 상기 축에 적용되는 최대 토크의 50% 미만으로 
토크가 감소하므로써 표시되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20.

용기내의 세포 현탁액으로부터 요구되는 생성물을 제조하는 방법으로, 상기 세포들을 알칼리성 용해로 용해하여 세포 
용해물을 제조하는 단계, 상기 세포 용해물을 중화하는 단계 및 상기 세포 용해물로부터 상기 요구되는 생성물을 제조
하는 단계로 구성되고, 여기서 상기 용기의 내용물은 하나 이상의 임펠러들을 회전하여 혼합되고, 그리고 용해 및 중화
의 진행은 제 15항 내지 제 19항중 어느 한 항에 따른 방법을 사용하여 측정하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 21.

제 1항 내지 제 13항중 어느 한 항의 용기를 사용하거나, 또는 제 14항 내지 제 20항중 어느 한 항에 따른 방법을 사용
하여 용해된 세포 배양물에서 얻어지는 것을 특징으로 하는 플라스미드.

청구항 22.

제 1항 내지 제 13항중 어느 한 항의 용기를 사용하거나, 또는 제 14항 내지 제 20항중 어느 한 항에 따른 방법을 사용
하여 용해된 세포 배양물에서 얻어지는 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 23.

축 상에 존재할 때, 블레이드 또는 임펠러의 블레이드의 일부분을 포함하지 않는 섹션 사이에 간격이 있는 나선형 임펠
러의 둘 이상의 섹션으로 구성되는 것을 특징으로 하는 섹션화된 나선형 리본 임펠러.
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