1 PENDAHULUAN

Dalam dua dekade terakhir, pemurnian molekul DNA plasmid (pDNA) menjadi
prosedur rutin di lingkungan laboratorium maupun industri. Pertama, pengenalan dan
perkembangan teknologi DNA rekombinan sebagai alat biologi molekuler umum
meningkatkan kebutuhan akan protokol skala laboratorium untuk isolasi pDNA.
Pengembangan paling akhir dalam pendekatan terapeutik (pengobatan), seperti vaksinasi
DNA dan terapi gen telah mendorong pengembangan proses pemurnian pDNA skala
besar. Singkatnya, vaksin DNA berdasarkan gen dapat mempertahankan imunitas
terhadap musuh besar seperti malaria, dimana terapi gen berperan dalam mengenalkan
satu atau lebih fungsi gen untuk pencegahan, penentuan, atau perawatan kerusakan
genetik, seperti fibrosis cystic, atau penyakit seperti kanker dan AIDS. Meskipun gen
terapeutik dapat ditransfer melalui beberapa jenis vektor virus, vektor pDNA telah
dipertimbangkan karena lebih aman, sederhana untuk digunakan dan lebih mudah
diproduksi pada skala besar. Konsekuensi penggunaan vektor pDNA dalam terapi klinis
dan preklinis meningkatkan kebutuhan pDNA dengan kemurnian tinggi dengan grade

farmasi.

1.1 Karakteristik Fisika dan Kimia pDNA

Plasmid adalah molekul DNA double stranded. Untuk aplikasi terapeutik, dapat
mengandung gen manusia atau non manusia, dan berukuran sangat besar (Mr>10% jika
dibandingkan dengan protein. Masing-masing untai molekul pDNA adalah polimer linier
dari asam deoksiribonukleat dihubungkan dengan ikatan fosfodiester. Gugus fosfat
bermuatan negatif pada pH>4. Untai anti paralel DNA membentuk struktur double helix
yang distabilkan dengan ikatan hidrogen Watson-Crick antara pasangan basa AT dan GC,
dan gaya pengikat. Di bagian dalam heliks bersifat sangat hidrofobik, berisi basa-basa
aromatik. Axis heliks pDNA dapat juga membentuk coil, yaitu membentuk molekul
pDNA supercoiled (SC). Fraksi populasi molekul pDNA dapat pula berada dalam bentuk
non supercoil atau bentuk open circular (OC). Varian yang lain yaitu linier, pDNA
terdenaturasi atau oligomerik dapat pula ditemukan dalam lisat sel. Bentuk linier

dihasilkan dari pemutusan kimia atau enzimatik dari ikatan fosfodiester dalam untai



DNA, bentuk terdenaturasi menggambarkan konformasi dimana ikatan hidrogen antara
untai yang komplementer pada lokasi tertentu telah rusak, dan oligomer adalah akibat dari

rekombinasi homolog.

1.2. Biosintesis dan Isolasi

Plasmid dibiosintesis secara replikasi otomatis dalam Escherichia coli, suatu
bakteri yang aman digunakan dalam bio-industri sebagai produser beberapa protein
rekombinan. Meskipun beberapa teknik dapat digunakan untuk merusak sel E. coli, untuk
melepaskan molekul pDNA (<1% massa sel kering), metode yang paling banyak
digunakan adalah lisis basa. Lisis basa adalah perusakan sel pada pH tinggi dengan NaOH
dan SDS, diikuti dengan pelepasan dan denaturasi DNA genomik (gDNA), material
dinding sel, dan kebanyakan protein seluler. Meskipun pDNA SC juga terpengaruh
karena rusaknya ikatan hidrogen akibat promosi basa, jika pH dijaga di bawah 12,5,
pasangan basa terjaga dari pemisahan sempurna untai komplementer. Basa-basa berperan
sebagai nuclei untuk renaturasi sempurna molekul pDNA selama tahap netralisasi [10].
Jika lisis sel dilakukan pada pH di atas 12,5, atau jika pH ekstrim dalam larutan, pasangan
basa plasmid dapat lepas dan terjadi denaturasi, membentuk pDNA single stranded.
Setelah tahap lisis, larutan dinetralisasi dengan kalium asetat, yang mengendapkan SDS
bersama-sama dengan gDNA terdenaturasi dandebris seluler. Pengerjaan berbeda dapat
menghilangkan material tidak larut ini, sedangkan mayoritas pDNA tinggal dalam
supernatan. Selama manipulasi, harus dijaga supaya tidak terjadi pemutusan gDNA
membentuk fragmen-fragmen kecil yang tidak akan membentuk agregat. Hasil klarifikasi
lisat alkaki biasanya mengandung protein, RNA, lipopolisakarida (LPS), fragmen gDNA,
dankurang dari 1% (b/b) pDNA.

Recovery dan pemurnian molekul pDNA dari lisat sel melibatkan beberapa
teknik. Para ahli biologi molekuler mengembangkan metode skala lab dengan
ultrasentrifugasi atau ekstraksi pelarut [11]. Beberapa protokol biasa menggunakan
reagen-reagen seperti fenol, ethidium bromida, CsCl atau enzim-enzim dari hewan, yang
tidak cocok untuk pembuatan terapeutik [12]. Kelemahannya lagi, kapasitas yang
terbatas, recovery rendah, dan biaya yang mahal. Dalam konteks ini bahwa LC berdiri

sebagai teknik pemurnian sentral, untuk skala lab dan skala proses.



2. PERANAN KROMATOGRAFI DALAM PEMURNIAN pDNA

2.1. Pendahuluan

Kromatografi cairan (LC) merupakan bagian penting dalam pembuatan skala

proses pDNA terapeutik (Gambar 1).
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Gambar 1. Peranan kromatografi dalam skala proses pembuatan pDNA terapeutik.



Keseluruhan proses harus menghasilkan produk pDNA, dengan kualitas
spesifikasi terkontrol seperti oleh Food and Drug Administration (FDA) dan European
Agency for the Evaluation of Medical Products (EMEA)[4]. Produk pDNA harus bebas
dari gDNA inang (<0.05 pug/nug pDNA), protein inang (tidak terdeteksi), RNA(tidak
terdeteksi) dan endotoxin (<0.1 EU/ug pDNA) [4]. Selain itu, lebih dari 90% pDNA
harus SC, karena bentuk ini adalah dianggap yang paling efektif pada transfer ekspresi
gen dibanding bentuk yang lain [4,5]. Untuk menghilangkan endotoxin sangat penting,
karena komponen LPS dari dinding sel E. coli [13] dapat memproduksi sindrom toksik
dalam jumlah tertentu [13]. Selanjutnya endotoxin dapat mengurangi efisiensi transfeksi
dalam beberapa sel dan memberi efek cytotoxic pada sel mamalia [13].

Meskipun percobaan telah melibatkan kromatografi setelah lisis, umumnya
dilakukan juga setelah ketidak murnian dikurangi dengan pengerjaan klarifikasi dan
pemekatan berurutan (Gambar 1) [14]. Peranan kromatografi adalah menghilangkan
komponen sel seluler (RNA, protein, fragmen gDNA, endotoxin) dan varian pDNA non-
SC, yang sebenarnya tidak mungkin untuk dihilangkan dengan pengerjaan lain (Gambar
1) [4]. Metode kromatografi seperti size-exclusion (SEC), anion-exchange (AEC),
hydrophobic interaction (HIC), reversed-phase (RPLC), ion-pair reversed phase
(RPIPC), thiophilic adsorption (TAC) dan affinity (AC) telah diitegrasikan, secara
tunggal atau kombinasi, ditunjukkan pada Tabel 1[12].

LC juga sangat berperan sebagai fool analitik untuk memonitor pembuatan dan
kontrol kualitas pDNA selama proses dan formulasi akhir (Gambar 1). Jenis analisis ini
merupakan dasar untuk menjamin produksi dari produk tetap dengan spesifikasi yang
diharapkan [15]. Jika tujuannya adalah memurnikan pDNA pada skala lab untuk aplikasi
biologi molekul secara umum, adalah mungkin untuk memilih antara sejumlah kolom
kromatografi gravity-flow atau “spin” disposable yang dijual di pasaran [25]. Throughput
tinggi dan protokol automasi serta prosedur yang menggunakan kolom-kolom cartridge
juga dapat diperoleh, dengan proses multiple samples dengan minimalisasi preparasi biasa

dan mengurangi resiko tercampurnya sampel [26].



Tabel 1 . Penggunaan kromatografi dalam proses pembuatan pDNA terapeutik

Proses Keterangan Referensi

I Isopropanol pp [16,17]
Ammonium acetate pp
Polyethylene glycol-8000 pp
SEC
Ethanol pp

1II RNase digestion [18]
Bag Filtration
EB AEC

111 Isopropanol pp [19]
Ammonium acetate pp
Isopropanol pp
RPIPC

v Isopropanol pp [20]
Ammonium sulphate pp
HIC
Dialysis

\Y% RNase digestion [21]
Diafiltration
AEC
RPLC

VI RNase digestion [22]
AEC 1
AEC 2
HIC

VII CaCl, pp [23]
AEC 1
AEC 2

VIII Conditioning with 2M (NH4),SO4 [24]
SEC
TC
AEC

Singkatan: pp, precipitation; SEC, size-exclusion chromatography; EBAEC, expanded
bed anion-exchange chromatography; RPLC, reversed phase chromatography; RPIPC,
ion-pair reversed-phase chromatography; HIC, hydrophobic interaction chromatography;
TAC, thiophilic adsorption chromatography.



2.2. Keterbatasan Kromatografi pDNA dan Kemungkinan Pemecahannya
Pemisahan dan pemurnian pDNA secara kromatografi berhadapan dengan
sejumlah keterbatasan (Tabel 2), yang berkaitan dengan sifat struktur fasa diam, molekul

pDNA yang terlibat dan campuran pengotor.

Tabel 2 Keterbatasan kromatografi pPDNA dan kemungkinan pemecahan

Spesifisitas pemisahan pDNA dan | Pemecahan
keterbatasannya

Kemiripan sifat fisika dan kimia antara pDNA | Mengurangi pengotor,
dan pengotor sebelum kromatografi
- Kurangnya selektivitas terhadap kompetisi

- Ko-elusi pengotor dalam pDNA

Viskositas tinggi larutan sampel Menghindari bead kecil
- Peningkatan dalam tekanan Dilute feed streams
- Kec. alir linier dan throughput rendah Penggunaan expanded bed

Ukuran pDNA besar, Ukuran besar RNA Mr | Pemadatan pDNA

tinggi, ukuran pori kecil Menurunkan ukuran bead

- Koefisien difusi kecil dan transfer massa | Gunakan bead dg “superpores” atau
internal kurang “tentacles”

- Puncak melebar, recovery rendah Gunakan format, seperti lapisan

- kecepatan alir kecil, waktu pemisahan lama membran dan monolith

- Kapasitas pDNA kuran, kurang aksesibilitas | Pre-digestion RNA Mr tinggi dg RNase

Gunakan fasa diam micropellicular

Rendahnya selektivitas dan ko-elusi adalah masalah secara langsung dari
kemiripan sifat fisika dan kimia antara pDNA dan pengotor (Tabel 3). Masalah ini dapat
diatasi dengan mengurangi pengotor sebelum kromatografi, atau menggunakan sejumlah

pengerjaan (Tabel 4). Proses kromatografi dapat dipilih. Mr pDNA yang tinggi dan




pengotor asam nukleat (Tabel 3) menyebabkan viskositas larutan yang tinggi dengan
kandungan beberapa solut [39]. Viscositas lisat basa dapat mencapai 15-60 MPa,
bergantung pada kecepatan penghancuran [40]. Untuk kromatografi yang dilakukan pada
mode packed bed konvensional, viscositas tinggi dapat diubah menjadi tekanan tinggi,
konsekuensinya, diperoleh rentang linear kecepatan alir dan throughput yang terbatas.

Masalah ini dapat dikurangi dengan pelarutan feed process, dengan menghindari
penggunaan partikel kromatografi dengan diameter kecil atau dengan melakukan
kromatografi dalam mode bed yang diperluas. Koefisien difusi dari pDNA dalam larutan
lebih rendah dibandingkan dengan protein [41], karena bukan hanya perbedaan massa

tetapi juga perbedaan size dan struktur.

Tabel 3. Karakterisasi asam nukleat dan komponen lain dalam sel E. coli [27]

Species Sspesies/sel | Mr rata-rata | Pengamatan
berbeda x 107
Air 1 0,018 -
Asam nukleat
Genomic DNA 1 2.8x10° Polianionik, terfragmentasi tinggi,
single/double stranded
Transfer RNA 40 28 Polianionik, single stranded
Ribosomal RNA 3 500-1000 Polianionik, single stranded
Messenger RNA 400-800 660-90 Polianionik, single stranded
Plasmid DNA 1 3300° Polianionik, double stranded,
isoforms padat
Protein 1100 8200 Anionik, kationik, netral,
hidrofobik, hidrofilik
Endotoxin 10 Anionik, bagian lipid
Molekul kecil dan 800-2000 <1 -
ion

* Pertumbuhan cepat sel E. coli memiliki rata-rata 4 molekul gDNA.
®Molekul pDNA dengan rata-rata 5 kb dipertimbangkan.




Tabel 4. Beberapa teknik yang digunakan untuk mengurangi pengotor sebelum

kromatografi

Pengerjaan Referensi
Filtrasi

Tanah diatomae [28]

Selulosa asetat [29]

nitroselulosa [30,31]
Filtrasi aliran tangensial [32-34]
Tahap pemecahan RNase [18,35]
Temperatur tinggi (=70 °C) [29]
Treatmen Mg>* panas [36]

Pengendapan dengan:
Isopropanol (0.6, v/v) [
Polietilen glikol (PEG) [
Agent pemadat (ch. spermine, spermidine) [37]
Garam chaotropic (ch. LiCl, KAc dan NH4Ac) [
Ion logam alkali tanah divalen [

Secara efektif, kebanyakan protein adalah globular, berukuran 2-10 nm [42]
sementara struktur plasmid berukuran mikron (>0.2 um), yang merupakan intermediet
antara suatu struktur flexible coil dan rigid [41]. Jenis koefisien difusi pPDNA SC adalah
10-8 cm?s, sementara protein dengan massa yang ekivalen, lebih besar [42]. Pengotor
asam nukleat yang lebih besar juga ditunjukkan dengan koefisien difusi yang kecil.
Dalam kromatografi, koefisien difusi yang kecil akan mengakibatkan transfer massa
internal yang rendah, suatu situasi dimana diperjelas dengan kenyataan bahwa pori
kebanyakan fasa diam tidak dikemas untuk makromolekul yang besar. Pembatasan dalam
transfer massa internal mengakibatkan pita menyebar dan recovery rendah [43].
Selanjutnya, konsekuensinya dibutuhkan untuk menggunakan kecepatan alir yang rendah
dan gradien yang dangkal membutuhkan waktu pemisahan yang lama [43].

Kontaminasi dari puncak pDNA dapat juga diakibatkan dari keterbatasan dalam
difusi makromolekul dalam pori partikel. Contohnya, difusi molekul RNA yang rendah
melewati pori dapat menahan molekul-molekul sehingga mengotori fraksi pDNA. Puncak

pDNA juga dapat dikontaminasi oleh pengotor yang secara normal terelusi lebih dulu.



Salah satu dari kebanyakan latar belakang kromatografi pPDNA adalah kurangnya
kapasitas fasa diam untuk pengikatan pDNA, seperti yang digambarkan oleh data
kapasitas pertukaran anion dari literatur yang ditunjukkan dalam Tabel 5. Batasan ini
diakibatkan dari suatu kekurangan pori dari kebanyakan fasa diam (<0.2 um) [53], yang
awalnya didisain untuk protein, digunakan untuk makromolekul seperti pDNA [35].
Suatu visualisasi mikroskopik dari pPDNA dalam pertukaran anion Q-Sepharose XL [54]
dan DEAE Streamline [55] mengkonfirmasikan bahwa pDNA mengadsorpsi terutama
dalam lapisan terluar bead. Studi dengan bead pertukaran anion dari ukuran yang berbeda
lebih jauh menunjukkan eksistensi korelasi kebalikannya antara jari-jari bead dengan
kapasitas pengikatan statik pDNA [44,45] dan dinamik pDNA [46], selanjutnya
mengkonfirmasi bahwa adsorpsi adalah superficial. Saran bahwa kapasitas dapat
ditingkatkan dengan menurunkan ukuran bead [54]. Kapasitas bead kromatografi untuk
pDNA juga dapat bergantung pada topografi permukaan atau kekasaran, “roughness”
[46,55,56].

Keterbatasan difusi dan kapasitas dapat kedua-duanya diatasi secara parsial
dengan pemadatan pDNA atau dengan meningkatkan ukuran pori dalam fasa diam.
Strategi pertama dengan menggunakan kation multivalen atau zat pemadat yang
menurunkan refulsi antara fosfat DNA, yang selanjutnya mengkondensasi molekul pDNA
dari keadaan coil terelongasi menjadi keadaan globular terpadatkan [37]. Dengan
menggunakan pemadat kationik spermidine dan spermine, kapasitas penukar anion Q-
Sepharose (Amersham Biosciences) untuk pDNA ditingkatkan hingga 40% [57].
Kenaikan ini menyebabkan akses pDNA lebih mudah terhadap pori dan juga untuk
menyatukan packing pDNA pada permukaan adsorben, dan ditemukan kerja yang paling
baik pada kekuatan ionik yang rendah [57]. Kondensasi molekul DNA juga dapat
dihitung untuk sifat-sifat yang homogen selama kromatografi, untuk menentukan puncak
yang lebih tajam, hasil yang lebih tinggi, dan selektivitas yang tinggi pula. Untuk tujuan
ini, penggunaan PEG dalam AEC dengan Q-Sepharose meningkatkan recovery dari 20—
80% [58], sementara dengan menggunakan buffer 2M ammonium sulfat selama SEC

dihasilkan produktivitas tinggi [24,53].



Tabel 5. Kapasitas pengikatan pDNA statik dan dinamik pada adsorben pertukaran anion

Fasa diam Ukuran bead (um) Ukuran pori(um) Kapasitas (mg/ml) pDNA (kb) Referensi
pDNA Protein

Bead
Q-Sepharose
besar 200 n.a. 0.7 70 4.8 [44]
Fast Flow 90 0.19 1.3 120 4.8 [44]
90 0.19 0.721 120 59 [33]
High Performance 34 n.a. 2.5 70 4.8 [44]
Streamline QXL 200 n.a. 3 >110 4.8 [44]
Q Hyper D 80 0.30 1.2 n.a. 3.5 [45]
60 0.30 2 ~106 3.5 [45]
60 0.30 3.31 (106 7.1 [46]
50 0.30 >5.37 (90 5.9 [33]
20 0.30 54 (85 3.5 [45]
10 0.30 10.0 (90 3.5 [45]
Fractogel EMD DEAE 40-90 0.80 2451 100 5.9 [33]
40-90 0.80 2.0 100 7.1 [46]
Poros 50 HQ 50 <0.80 (10.0 60 3.5 [47]
50 <0.80 2.12% 60 59 [33]
Monoliths
DEAE-CIM - 0.01-4 10.0 n.a. n.a. [48]
Membranes
Mustang-Q - 0.8 10.0 56 6.1 [49]
- 0.8 15.0f 56 6.3 [50]
- 0.8 6.0t 56 4.5 [51]
Cell microcarrier
Cytopore 230 30 ~31 n.a. 4.8 [52]

Data kapasitas untuk protein ditunjukkan untuk perbandingan

Penggunaan fasa diam dirancang dengan akomodasi “superpores” atau konfektif
aliran pori (>0.2 um) adalah strategi lain untuk memecahkan masalah kapasitas dan difusi
pDNA [59]. “Superporosity” tidak hanya meningkatkan akses pDNA terhadap halangan
internal tetapi juga menghasilkan aliran pori konfektif untuk mencapai tempatnya, dan
meningkatkan transfer massa [60,61]. Satu dari gambaran kapasitas pengikatan pDNA
tertinggi dalam bead pertukaran anion (~10 mg/ml) [47] telah diperoleh dengan
pendukung Poros (Applied BioSystems), disebut kromatografi perfusi. Kapasitas dicapai



hingga penetrasi molekul pDNA ukuran besar 0.6-0.8 um “superpores” yang
karakteristik dari arsitektur Poros [46,61]. Suatu keuntungan lain dari kromatografi
perfusi adalah kecepatan pemisahan 10-100 kali lebih cepat dari teknik HPLC
konvensional.

Eksperimen dilakukan dengan sel microcarrier penukar anion Cytopore (diameter
pori 30 wm) menghasilkan kapasitas DNA 1240 mg/g (=31 mg/ml), lebih tinggi
dabandingkan kapasitas pendukung kromatografi konvensional [52]. Kapasitas luar biasa
ini digabungkan dengan penetrasi dalam pDNA ke dalam “superpores” bead Cytopore
seperti ditunjukkan oleh mikroskop [53]. Meskipun media Cytopore tidak dapat
digunakan dalam kromatografi yang stabilitas mekaniknya kurang [53], kapasitas yang
mirip digambarkan jika bead agarosa superporous (diameter pori 25-75 m), seperti yang
digambarkan oleh Gustavsson dan Larsson [60].

Aksesibilitas tinggi untuk sisi pengikatan dan penurunan dalam keterbatasan
transfer massa internal, juga merupakan sifat dari pendukung monolitik dan membran
adsortif, membuat mereka atraktif untuk kromatografi pPDNA [48-51,62,63]. Monolith
(Bia Separations) adalah material tunggal berpori yang dikarakterisasi dengan jaringan
interconnected network of channels (0.01-4pum) [48], sementara membran adsorptif
dikembangkan oleh Pall memiliki pori 0.8 wm pores [49]. Peningkatan kapasitas
pengikatan statik pDNA dalam pertukaran anion (Tabel 5) merupakan kelebihan dari
“superpores’.

Topografi permukaan dapat juga dirancang dengan struktur tentaclelike yang
menonjol keluar dari permukaan dan membuat pDNA diraih lebih mudah oleh partikel
exterior [46]. Contohnya dalam Streamline QXL, yang menggunakan rantai dextran
dipasangkan dengan matriks agarosa. Dalam hal ini hubungan antara kapasitas statik dan
diameter bead telah dilaporkan (3 mg/ml untuk 200um bead; Table 5).

Masalah transport massa dapat juga dieliminasi menggunakan bead
mikropellicular, non porous [43]. Fasa-fasa diam dikarakterisasi dengan suatu core
material fluid-impervious ditutup dengan suatu lapisan tipis adsorptif. Meskipun daerah

total permukaan rendah, pendukung yang ada sangat mendorong sifat transfer massa dan



memberikan pemisahan yang cepat dan resolusi tinggi untuk molekul DNA double

stranded [43]. Kapasitas volumetrik, bagaimanapun, rendah.

3. APPLIKASI KROMATOGRAFI DALAM PEMURNIAN pDNA

3.1. Kromatografi berdasarkan Ukuran
3.1.1. Kromatografi size-exclusion

Size-exclusion chromatography (SEC) telah dikembangkan untuk pDNA (Tabel
6). Eksperimen yang lebih awal tidak menghasilkan hasil yang signifikan dengan fasa
diam yang ada untuk pemisahan asam nukleat dengan konformasi yang kompleks dan Mr
yang besar [64,65]. Keadaan berubah dengan dikembangkannya fasa diam rigid dan
berpori tinggi, komposit poliakrilamida/dekstran.

Tabel 6. Kromatografi berdasarkan ukuran pDNA

Jenis Fasa Diam Supplier Referensi

SEC Sephacryl S-1000 Amersham Biosciences 16,17,64,66-70]

[
Sephacryl S-500 Amersham Biosciences [18]
Superose 6B Amersham Biosciences [67,69,71]
Sepharose 6 FF Amersham Biosciences [24]
Zorbax GF 250 Agilent Technologies [72]
Fractogel TSK Merck [73]
SLC Asahipak GS-310 Asahi Chemical [74]

Sephacryl S-1000 (Amersham Biosciences) adalah salah satu fasa diam yang
banyak digunakan dalam SEC pDNA [14,16,17,64,66—70]. Fasa diam ini memiliki batas
ekslusi 20 kbp untuk DNA linier dan 400 nm untuk partikel spherical. SEC dengan
Sephacryl S-1000 dilaporkan sangat sederhana, tidak mahal dan reproducible,
menghasilkan sejumlah milligram pDNA SC kemurnian tinggi dari lisat E. coli. Tidak
bergantung dari pDNA target, kromatogram yang diperoleh setelah lisat dibersihkan
dalam kolom Sephacryl S-1000 selalu ditunjukkan dengan dua puncak terpisah dengan



baik. Puncak pertama biasanya melebar dan non-Gaussian, dan mungkin mengandung
bahu. Puncak besar ini merupakan keseluruhan bentuk DNA dalam lisat: gDNA, DNA
linier, terdenaturasi, pPDNA OC dan SC. Fraksi berurutan adalah puncak dari gDNA
dengan Mr tinggi, pDNA multimer dan OC pDNA. Fraksi setelah itu mengandung pDNA
essensial dan fraksi terakhir kaya dengan isoform SC. Kemampuan Sephacryl S-1000
untuk memfraksionasi pDNA OC dan SC ditunjukkan pada Gambar 2, suatu
superimposisi kromatogram yang diperoleh setelah injeksi pPDNA OC dan SC standar
dalam kolom 30 cm. Fraksionasi isoform pada puncak pertama bergantung pada Mr
pDNA. Dengan pDNA kecil (4.4 kbp) isoform secara parsial overlap, untuk ukuran di
atas 10 kbp pemisahan sempurna [69]. Dinyatakan bahwa bentuk OC terelusi lebih dulu
dibanding bentuk SC karena halangan sterik [69]. Beberapa penulis melaporkan bahwa
pDNA diperoleh 80-90%, dengan menggunakan konsentrasi rendah pDNA (0.5-1.0
png/ml) dalam sampel [64,68,70]. Dalam hal ini, gDNA dapat dibedakan sebagai bahu.
Jika lisat mengandung konsentrasi tinggi pPDNA (2—4ug/ml) [64], bahu gDNA tidak dapat
dibedakan. Yang mana pun kasusnya, akan selalu perlu untuk memotong dan membuang
bagian depan puncak untuk memperoleh pDNA bebas dari sejumlah gDNA yang dapat
diukur. Hasilnya mendekati 70% [67]. Overlapping antara gDNA dan pDNA juga
dilaporkan ketika memproses plasmid dengan Mr tinggi [75].

Puncak kedua dalam kromatogram Sephacryl S-1000 berhubungan dengan
molekul Mr kecil, seperti oligonukleotida, RNA dan protein. Puncak ketiga berhubungan
dengan RNA Mr rendah. Dalam kasus lisat yang terkontaminasi RNA, beberapa
overlapping dapat terjadi antara puncak DNA dan RNA dan terjadi penurunan hasil [75].
Kromatografi dengan Sephacryl S-1000 adalah lama hingga 200-300 menit diperlukan
untuk pemisahan sempurna, jika menggunakan tekanan kolom rendah. Latar belakang
secara parsial dapat diatasi dengan operasi kolom pada tekanan medium, 20 bar,
maksimum ditoleransi Sephacryl S-1000 [69]. Meskipun dalam kasus ini elusi sempurna

pDNA selama 45 menit, pemisahan isoform kurang baik.
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Gambar 2. Kromatografi size exclusion 2,7 kb pDNA open circular (OC) dan supercoil
(SC) standar (8 pg) dalam kolom Sephacryl S-1000 (30 cmx1 cm). Kecepatan alir, 0.5
ml/menit; volume injeksi, 1 ml; buffer elusi, 10mM Tris, ImM EDTA, 100mM NaCl; pH
8.0 (D.M.F. Prazeres, tidak dipublikasikan).

Media lain yang banyak digunakan untuk pemurnian pDNA adalah Superose 6B
(Amersham Biosciences) [67,69,71]. Fasa diam ini memiliki batas size-ekslusi lebih
rendah untuk DNA (450 bp) dibandingkan Sephacryl S-1000. Bagaimanapun, karena
bead Superose 6B lebih resisten terhadap tekanan, elusi pPDNA dapat dicapai hanya 20
menit pada konsentrasi yang lebih tinggi [69]. Di samping itu, treatment lisat dengan
RNase sangat penting untuk menghindari overloading kolom. Untuk menghilangkan
gDNA dan non-SC isoform sangat sulit dengan pendukung ini. Prosedur yang dioptimasi
untuk memperoleh resolusi dan waktu elusi; elusi plasmid dengan ukuran yang berbeda
(4.12-150 kbp) dicapai kira-kira 8 menit. Kemudian volume retensi pDNA tidak
dipengaruhi oleh ukuran. Untuk meningkatkan resolusi puncak pDNA, kapasitas kolom
untuk pDNA ditingkatkan. Studi komparatif untuk kinerja Sephacryl S-1000 dan
Superose 6 menunjukkan bahwa kedua fasa diamini dapat memecahkan 4.8 kbp pDNA
dan gDNA, dari pengotor molekul dengan Mr rendah [67]. Kinerja Superose 6 superior,
karena menghasilkan proses yang lebih baik dengan diperolehnya kecepatan alir yang
lebih tinggi. Bagaimanapun, Sephacryl S-1000 lebih baik dalam memisahkan pDNA
isoform. Meskipun perbedaan diameter pori antara Sephacryl S-1000 dan Superose 6 (400
versus 40 nm) juga akan membuat Sephacryl S-1000 lebih baik memisahkan gDNA dari



pDNA, pemisahan kurang baik dan tidak reproducible. Hal ini menyarankan untuk
memecahkan gDNA selama lisis alkali, suatu teknik yang sulit dikontrol [67].

SEC dengan Sephacryl 500 (Amersham Biosciences) juga memerlukan tahap
akhir dalam proses produksi pDNA terapeutik, yaitu penggunaan RNAse untuk
membersihkan pDNA dari molekul RNA [18].

Selektivitas pDNA versus RNA telah ditingkatkan dengan mengkombinasikan
Sepharose 6 Fast Flow (Amersham Biosciences) dengan suatu buffer elusi dengan
ammonium sulfat konsentrasi tinggi (>1.5 M) [24,53]. Efek ammonium sulfat berbeda
terhadap pDNA dan RNA. Lebih dari sepertiga volume kolom dapat dimasukkan per
elusi, menyebabkan produktivitas tinggi dalam tahap SEC.

SEC menggunakan media kinerja tinggi Zorbax GF250 sangat cepat (6 menit
untuk elusi pDNA) dan diperoleh pDNA bebas dari RNA dan protein. Tetapi pre-
digestion dengan RNase diperlukan untuk menghindari overlapping puncak RNA dan
DNA [72].

Fractogel TSK (Merck), suatu matriks SEC dibuat dari polimer vinil hidrofilik
memiliki sifat mekanik yang sangat baik [73], kombinasi kapasitas tinggi dengan resolusi
tinggi untuk pemurnian pDNA. Seperti untuk Sephacryl S-1000, suatu kolom Fractogel
TSK dinyatakan untuk pemisahan SC pDNA dari pengotor dan isoform pDNA lain.
Metode ini bagaimanapun sangat lama. Hasil yang ditunjukkan Vo-Quang et al. [69],
overlapping antara isoform SC dan OC lebih tinggi untuk pDNA lebih besar (26.5 kbp)
jika dibandingkan dengan yang lebih kecil (4.4 kbp).

Dengan semua sistem yang digambarkan di atas dapat diperoleh recovery pDNA
yang cukup untuk aplikasi biologi molekuler. Dalam kebanyakan studi, kemurnian PDNA
dievaluasi hanya dengan elektroforesis gel agarosa dan analisis restriksi. Kemungkinan
menggunakan SEC dengan Sephacryl S-1000 dalam proses pemurnian pDNA terapeutik
dievaluasi lebih teliti dengan monitorisasi pengotor, seperti endotoksin dan gDNA
[16,17].

Dalam proses yang digambarkan di atas, (proses I daralam Tabel I), pDNA
diisolasi, pre-purifikasi dan dipekatkan dengan SEC secara berurutan, dilakukan lisis
alkali, presipitasi isopropanol, presipitasi amonium sulfat, presipitasi amonium asetat,

presipitasi PEG-8000 dan filtrasi. Efek pemadatan dengan PEG menjadikan pDNa lebih



homogen dalam tahap SEC [58]. Profil eluen Sephacryl S-1000 menghasilkan 51% hasil,
diperoleh: Puncak pertama dengan bahu gDNA, diikuti pDNA difraksionasi menjadi
beberapa isoform CS dan OC. Produsibilitas proses, suatu yang karakteristik untuk
mengontrol proses, ditingkatkan dengan menempelkan kromatogram dari tiga kali
pemisahan [17]. Perbedaan besar dalam Mr antara pDNA yang digunakan (3x10°) dan
endotoksin (104 hingga 3x10°), bersama-sama dengan rentang fraksionasi Sephacryl S-
1000 (105 - 108) dihasilkan reduksi 3000-8000 kali lipat dalam melewatkan endotoksin
[17]. Pengotor seperti protein dan RNA tidak terdeteksi dalam hasil akhir pDNA, tetapi
residu gDNA E. coli berada dalam taraf yang diperlukan sebagai farmasetikal

rekombinan.

3.1.2.Kromatografi Slalom

Slalom chromatography (SLC) adalah suatu non-typical, teknik kromatografi
berdasarkan ukuran yang dapat digunakan untuk pemurnian pDNA [74]. Metode ini
pertama kali dikembangkan dengan HPLC paking microbeads (diameter <20 pm) dan
dielusi relatif pada kecepatan alir cepat (>0.3 ml/min) [74]. SEC [76] dan kolom HPLC
fasa terbalik [77] keduanya telah digunakan dalam SLC. Teknik ini hanya applicable
untuk molekul DNA besar (>5 kbp) yaitu, tidak seperti dalam SEC, elusi diharapkan
untuk meningkatkan ukuran molekuler. Meskipun presisi mekanisme pemisahan belum
jelas dipahami, efek hidrodinamik kemungkinan yang paling memainkan peranan. Apa
yang diketahui adalah penggunaan kecepatan alir awal yang tinggi dengan kecepatan alir
gradien dalam ruang kecil pembatas antara mikro bead, yang menyebabkan molekul DNA
mengembang. Karena molekul DNA memiliki waktu reorientasi lebih lama, lintasan
antara partikel menjadi lebih panjang. Hasilnya ditunjukkan dengan penahanan yang
terjadi dalam panjang DNA dan bukan massa. Kenyataannya, bentuk OC ditahan hanya
setengahnya dibandingkan bentuk linier, dengan ukuran yang sama. Viskositas pelarut,

temperatur, ukuran partikel dan kecepatan alir juga ditemukan berperanan penting.



3.2. Kromatografi berdasarkan Muatan
3.2.1. Kromatografi pertukaran anion

Kromatografi pertukaran anion, anion-exchange chromatography (AEC)
merupakan salah satu teknik untuk memperoleh, pemurnian, dan kuantisasi pPDNA (Tabel
7), yang menawarkan keuntungan kecepatan pemisahan, tidak diperlukan pelarut, sanitasi
dengan NaOH dan pilihan fasa diam yang banyak untuk skala proses [33]. Kromatografi
ini berdasarkan interaksi antara gugus fosfat yang bermuatan dalam backbone DNA
dengan ligan positif pada fasa diam [35]. Suatu garam bergradien, digunakan untuk
mengganti asam nukleat yang berbeda yang harus terelusi untuk meningkatkan densitas
muatan, suatu sifat yang menunjukkan fungsi dari panjang dan konformasi untai [4].
Dalam beberapa kasus, urutan dan komposisi basa berpengaruh dalam pola elusi asam
nukleat dalam pertukaran anion [88]. Beberapa penelitian menunjukkan hubungan
kebalikan antara waktu retensi dengan panjang untai dengan kandungan AT tinggi,
molekul lebih tertahan [43]. Hubungan ini dengan tekukan/bending asam nukleat pada
urutan poliA dapat mendorong alterasi dalam seluruh konformasi molekul dan juga dalam
densitas muatannya [6].

Dalam penggunaan AEC untuk pemisahan pDNA, sampel lisat yang telah
diklarifikasi harus selalu disertai dengan konsentrasi garam yang tinggi (>0.5M NaCl)
untuk menghindari adsorpsi yang tidak diperlukan dari pengotor dengan densitas muatan
rendah, seperti RNA Mr rendah, oligonukleotida, dan protein. Di bawah kondisi tersebut
sejumlah pengotor terelusi dalam aliran dan kapasitasnya dapat secara penuh untuk
adsorpsi pDNA [33,78]. Molekul dengan densitas muatan yang tinggi, seperti isoform
pDNA, RNA dengan Mr tinggi, dan gDNA akan tertahan dan kemudian terelusi dengan
naiknya kekuatan ion dari fasa gerak. Beberapa fasa diam AEC menunjukkan selektivitas
kurang baik terhadap pDNA dan pengotor (RNA Mr tinggi, pDNA concatamer, gDNA,
non-SC pDNA isoforms, endotoxin) karena kemiripan afinitas ikatannya. Dalam hal
gDNA, pemisahan akan lebih sulit jika lisis alkali menghasilkan fragmen dengan ukuran
hampir sama dengan pDNA [5]. Kekurangan selektivitas ini membuat pemurnian pDNA
sangat sulit untuk dicapai dengan tahap AEC tunggal [89]. Dalam kebanyakan kasus,
diperlukan kromatografi tahap kedua (Tabel 1), atau tahap pre-purifikasi (Tabel 4).

Contoh terkini adalah mengkombinasikan presipitasi kalsium klorida dan aliran filtrasi



tangensial untuk menaikkan rasio pDNA terhadap RNA dari 0.042 (w/w) hingga 2.57
(w/w) dalam AEC [33].

Tabel 7 Kromatografi berdasarkan muatan pDNA

Jenis Fasa Diam Supplier Referensi

AEC (analitik) Nucleogen-DMA-4000 Macherey-Nagel [78]
DEAE-NPR, Tosoh [79]
DEAE-5PW Tosoh [79]
DEAE-PS-DVB Non-commercial [80]
DMAE-LiChrospher Merck [17]
Poros HQ, QE, PI PerSeptive Biosystems [20,35,81,82]

AEC (preparatif) QIAGEN QIAGEN [83]
Protein-Pak DEAE 8HR Waters [84]
Protein-Pak DEAE 5PW Waters [85]
Gen-Pak FAX Waters [85]

Mono Q-Sepharose
HI-Load Q-Sepharose
Q-Sepharose Big Beads
Q-Sepharose XL
Q-Sepharose FF
Q-Sepharose
Sourcel5Q, 30Q
Poros HQ, PI
Fractogel DEAE

Q Ceramic HyperD F
Q Sephacryl S500 HR
Streamline QXL
DEAE Streamline
CIM monoliths

Mustang-Q membranes

Amersham Biosciences [29]
Amersham Biosciences [29]
Amersham Biosciences [14]
Amersham Biosciences [23]
Amersham Biosciences [33,35]
Amersham Biosciences [86]
Amersham Biosciences [23,24]

PerSeptive Biosystems [21,33,47]

Merck [33]
BioSepra [33]
Non-commercial [87]

Amersham Biosciences [44]
Amersham Biosciences [18]
Bia Separations [48]
Pall [49-51]




Kolom berdasarkan polimer Protein-Pak DEAE 8HR (Waters) memberikan
pemurnian hingga Smg pDNA total tunggal selama 50 menit, tanpa perluasan kapasitas
[84]. Suatu kolom preparatif Protein-Pak DEAE 5PW (Waters) juga dapat membuat 7.5
mg total pDNA tunggal selama 1 jam [85].

Q-Sepharose (Amersham Biosciences) telah digunakan pula untuk AEC pDNA
(Tabel 7). Penukar anion kuat ini dibuat dari partikel agarosa 6% dengan cross-linked
tinggi yang diturunkan dari gugus amino kuarterner. Perbandingan kinerja kolom Mono
Q- dan Hi-load Q-Sepharose pada skala kecil dan besar pemurnian pPDNA menunjukkan
bahwa kedua kolom dapat memisahkan isoform SC dan OC [29]. Dengan kolom Mono
Q-Sepharose, pDNA lebih besar dari 8 kbp tidak dapat dielusi dan menyebabkan
backpressure (tekanan belakang). Sebaliknya, dalam kolom Hi-load Q-Sepharose dapat
digunakan untuk pDNA yang sangat besar dan dapat ditangani untuk volume yang
(equivalen 0.5-2.0 L kultur bacteri) tanpa menyebabkan backpressure. Media lain
berdasarkan Q-Sepharose seperti Q-Sepharose Big Beads [14,66], Q-Sepharose XL [23],
Source 15Q [23,24] telah diuji untuk pemurnian preparatif dari pDNA SC terapeutik.
Penggunaan Q-Sepharose Big Beads memungkinkan untuk penerapan langsung dari hasil
lisis sel dengan AEC untuk memperoleh pDNA kualitas tinggi/murni [14]. Pengurangan
konstanta dielektrik dari buffer yang digabung alkohol, seperti isopropanol atau etanol
telah menunjukkan untuk selektivitas pengikatan pDNA dan [86].

Proses yang berkaitan untuk pemurnian preparatif pPDNA SC menggunakan Q-
Sepharose Fast Flow (FF) telah dilakukan dengan kolom 1, 10 dan 40 ml [35]. Kolom
lebih kecil pertama digunakan untuk menetapkan optimasi pemisahan. Gambar 3.
menunjukkan jenis kromatogram yang diperoleh setelah loading dengan lisat dibersihkan
RNA-se. Karakteristik aliran puncak diawali RNA Mr rendah dan protein, diikuti isoform
pDNA (terdenaturasi, OC dand SC) yang selektif dielusi dengan gradien garam. Interaksi
gDNA dengan Q-Sepharose FF sangat kuat dan hanya dihilangkan setelah treatment
NaOH [35]. Hubungan konformasi dan muatan/bentuk jelas memainkan peranan dalam
pemisahan isoform pDNA [43,88]. Ikatan yang lebih kuat dari pDNA SC yang lebih

padat dapat ditunjukkan terhadap keseluruhan yang lebih tinggi, densitas muatan yang



relatif terhadap isoform yang lain [29,78,84] atau terhadap interaksi yang lebih baik

dengan ligan dalam curvature pori fasa diam [78].
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Gambar 3. Pemurnian DNA plasmid dengan kromatografi pertukaran anion dalam kolom
Iml Q-Sepharose (5 cmx0.5 cm). Kec alir: 1 ml/min; sampel: 1ml lisat, mengandung 22
pg 2.7 kb pDNA; buffer pencuci dan pengelusi: 10mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0 dengan
NaCl pada konsentrasi ditunjukkan dengan garis putus-putus. Puncak menunjukkan
isoform pDNA SC, OC, dan terdenaturasi [35].

Scale-up (10 dan 40 kali) telah memperoleh hasil dengan lurus, dan konsisten
dalam hasil, kemurnian, kualitas, dan profil elusi. Tidak bergantung skala, gradien
digunakan untuk elusi pDNA dan loading, rata-rata diperoleh 62+8% pDNA SC [35].
Kapasitas dinamik dari 40 pug pDNA SC / ml telah ditentukan, sedangkan kapasitas gel
serum albumin manusia adalah 120 mg/ml [35]. Kapasitas yang rendah ini menunjukkan
fakta bahwa hanya fraksi kecil dari volume pori internal (limit ekslusi =1900 ° A) adalah
dapat mengakses molekul pDNA SC yang panjang (=3700 °A) dan tipis (=113 ° A) [35].

Fasa diam Anion-exchange perfusion chromatography “superporous” Poros PI/M
telah dilakukan untuk skala proses [21]. Hasil pDNA 80% diperoleh dengan melalukan
lisat tersaring, mengandung 5 g SC pDNA ke dalam kolom 3.6 L. Faktor pemisahan 2,
5.3,22.1 dan 283 untuk gDNA, protein dan RNA dan endotoxin, berturut-turut [21].

Laporan baru-baru ini menggambarkan rentang evaluasi dari penukar anion di
pasaran untuk kemampuan mereka dalam memisahkan pDNA total dan RNA, kapasitas

tinggi, dan kekuatannya [33]. Fractogel DEAE dioperasikan pada kondisi yang dioptimasi



(loading pada 0.63M NaCl, elusi dengan gradien linier 1M NaCl) diidentifikasi sebagai
penukar anion dalam kemurnian pDNA (100%), kapasitas dinamik (2.45 mg/ml),
recovery (94%), kekuatan dan reproducibilitas diperlukan untuk pembuatan pDNA
terapeutik skala besar.

Suatu jenis bead pertukaran anion dibuat dari matriks Sephacryl S-500 HR
(Amersham Biosciences) diturunkan dari gugus amin kuarterner digambarkan untuk
membedakan RNA dan pDNA [87]. Sifat yang dapat dibedakan dari bead adalah tipis (2—
3um) lapisan yang lebih luar tanpa gugus pertukaran ion. Pori dalam lapisan ini
mencegah molekul pDNA besar dari kontak dengan interior bermuatan, sementara RNA
dan protein melewati pori dan diadsorpsi. Strategi pemurnian pDNA dikembangkan yang
menggunakan kolom pertama yang dipak dengan bead yang mengakses terestriksi, dan
kedua dengan kolom AEC normal. Prosedur dapat menghilangkan 99.5% RNA dan 96%
protein dan menghasilkan 89% pDNA [87].

Beberapa kolom AEC dalam kit pemurnian pDNA seperti salah satunya Qiagen
adalah berdasarkan resin DEAE dimodifikasi [25,83]. Resin Qiagen mengandung bead
silika dengan ukuran pertikel 100 m, ukuran pori besar dan dilapisi permukaan hidrofilik.
Resin Qiagen dapat mengikat kuat molekul pDNA. Pada kekuatan ion rendah (<1.0M
NaCl) protein dan RNA tercuci keluar, elusi pDNA hanya pada kondisi garam tinggi
(1.6M NaCl, pH 7.0) [83]. Seleksi molekul pDNA double stranded dan beberapa DNA
single stranded juga bisa dilakuka. AEC dengan resin Qiagen juga telah digunakan untuk
skala pilot (7-1 kolom dipak dengan 2.8 kg resin) sebagai bagian dari proses yang
digunakan untuk macam-macam pembuatan klinis tahap I/II [83]. Kelemahan proses ini
adalah memerlukan RNase selama lisis alkali.

Penggunaan AEC untuk kuantitasi pDNA telah digambarkan dalam sejumlah
publikasi ([17,20,35,78-82]; Tabel 7). Dalam percobaan terdahulu, kolom HPLC
macroporous Nucleogen- DMA-4000 (Macherey-Nagel) dilaporkan untuk memisahkan
RNA dan gDNA dari pDNA, yang dielusi sebagai puncak yang mengandung 95%
isoform SC [78]. Analisis pDNA total dalam konteks pembuatan pDNA telah
digambarkan lebih akhir dengan penukar anion, Poros HQ [66], Poros QE [35], Poros PI
[20,81,82] dan DMAE-LiChrospher [17].



Meskipun tidak dapat memecahkan pDNA OC, SC dan linier, kolom Poros cocok
untuk menguji kemurnian dan kuantisai pDNA total dalam proses [20,35,66,81,82].
Menariknya, kolom Poros QE dapat memisahkan bentuk native dan terdenaturasi daro
pDNA- bentuk terdenaturasi terelusi setelah puncak pDNA total, dengan beberapa
overlapping parsial [35]. Ekstra retensi dari pDNA terdenaturasi berkaitan dengan
interaksi non-spesifik dari basa aromatik hidrofobik dalam pDNA terdenaturasi dengan
matriks Poros polystyrene-divinylbenzene (PS-DVB) yang sangat hidrofobik. Interaksi
ini kurang intensif dengan pDNA native, dimana basa hidrofobik terlindungi di bagian
dalam double helix. Meskipun polimer hidrofilik (PEI) digunakan sebagai pelapis
material Poros, hal ini tidak melindungi sempurna sifat hidrofobik dari matriks [35].
Pemisahan dan kuantitasi isoform OC dan SC telah dicapai dengan kolom DEAE-NPR
dan DEAE-5PW (Tosoh) [79]. Keberadaan ng pDNA OC dapat ditentukan dalam 30
menit [79]. Analisis lebih cepat isoform pDNA diperoleh dengan penukar anion non-
porous, micropelicular DEAE berdasarkan cross-linked tinggi partikel PS-DVB [80].
Sifat transfer massa dari pendukung jenis ini memberikan resolusi isoform pDNA dalam
kurang dari 3 menit.

Anion-exchange expanded bed chromatography (AEEBC) adalah suatu alternatif
yang efisien untuk AEC bed packed. Dalam EBC suatu fasa diam terbuat dari partikel
tebal denga distribusi ukuran tertentu yang difluidisasi dengan fasa gerak langsung untuk
membentuk bed stabil [56]. Dengan meningkatnya extrapartikel menghambat volume
membuat kemungkinan viskositas larutan tinggi yang menunjukkan pemisahan pDNA
dengan high-throughput tetapi tanpa membentuk tetesan tekanan tinggi [39]. Selanjutnya,
di bawah keadaan tertentu, bed yang diperluas dapat memproses sampel dengan material
partikulat kecil, hal itu memungkinkan untuk mempersingkat pengerjaan pembersihan
dan pemekatan [4].

Streamline QXL (Amersham Biosciences) telah digunakan untuk pemurnian
pDNA dari lisat crude sel dengan AEC in expanded bed mode [39]. Kolom lebih dari satu
volume tersedimentasi dari sampel terhadap agregasi dan lepasnya bed, mengakibatkan
penurunan hasil dan kemurnian fraksi yang mengandung pDNA. Untuk menghindari
masalah ini, pengendapan dengan isopropanol dilakukan untuk mengurangi pengotor,

viskositas larutan dan volume sampel. Dalam kasus ini, tidak ada agregasi media, dan



recovery meningkat. Bagaimanapun tidak ada kelebihan dari kinerja AEC in expanded
bed mode. Pemurnian skala besar pDNA terapeutik dengan AEC dalam mode bed yang
diperluas (AEC in expanded bed mode) juga telah diuji menggunakan DEAE Streamline
(Amersham Biosciences) [18]. Proses yang dikembangkan meliputi pengerjaan scaleable,
seperti filtrasi kantung yang didisain untuk mengirim dan membersihkan lisat sampel
untuk expanded bed AEC (process II dalam Table 1). Meskipun pembersihan dengan
filtrasi kantung tidak cukup untuk packed bed AEC konvensional, hal itu sukup sesuai
untuk pengerjaan dalam expanded bed mode. Setelah elusi, pDNA dimurnikan buffer
diganti dengan SEC menghasilkan produk grade farmasi.

Kenyataan bahwa AE-EBC pDNA dihambat oleh kekurang cocokan adsorben,
telah mendorong disain bead EBC prototipe kecil (diameter 20—40 pm), densitas tinggi
(>3.7 g/em?), untuk menangkap molekul biologi yang besar [46]. Material ini diperoleh
dengan bead fungsional dibuat dari core stainless steel dipak dalam suatu lapisan tipis
agarosa 6% agarose, dengan DEAE dan PEI, yang memiliki kapasitas pengikatan dinamik
lebih tinggi (25-70-kali lebih tinggi) untuk pDNA ketika dibandingkan dengan
pendukung EBC 200 wm di pasaran. Berlawanan dengan bead PEI, bead yang langsung
terikat DEAE dapat menangkap pDNA dengan beberapa pengerjaan sulit yang
dipertimbangkan sebagai suatu kemajuan signifikan melampaui pendukung AE-EBC di
pasaran. supports. Bead PEIl-linked, bagaimanapun memberikan sensitivitas terhadap
jembatan antar partikel dengan polimer asam nukleat, memberikan recovery rendah dan
sulit diregenerasi. Kenyataannya, polimer dengan muatan tinggi, seperti PEI, adalah
diketahui untuk kemampuan mereka untuk memekatkan asam nukleat are [56]. Dalam hal
ini, disimpulkan bahwa penggunaan struktur derivatisasi lemah kelihatannya paling baik
untuk pemurnian DNA sesuai dengan meningkatnya kapasitas tanpa menaikkan
sensitivitas cross-linking antar partikel [56]. Dari sukses awal penggunaan AE-EBC
untuk pemurnian pDNA , dapat disimpulkan bahwa teknik ini tidak cukup kuat untuk
penggunaan luas di industri [56].

Pemisahan pDNA yang cepat dapat diperoleh dengan mengurangi transfer massa
yang resisten terhadap pori//channel dari matriks super-porous [48]. Membran kinerja

tinggi [49-51,62,63] dan kolom monolithic [48] telah digambarkan telah berhasil



digunakan. Suatu kapsul kromatografi Mustang-Q (Pall), mengandung suatu membran
polyether sulfone membrane dengan gugus amin kuarterner dan dengan core silinder telah
digunakan untuk menangkap pDNA dari lisat larut (1.52 g pDNA dalam 71 1) [51].
Setelah pencucian denganbuffer 0.6M NaCl, pDNA dielusi dengan 1.2M NaCl. 95%
pDNA diperoleh kembali dalam pool 7.25 1, konsentrasi 10 kali lipat konsentrasi dalam
pDNA. Waktu keseluruhan 35 menit dan pemurnian pDNA antara 80 dan 90%.

Suatu proses bebas RNAse didisain untuk pemurnian pDNA dari lisat alkali
dengan AEC pada monolith CIM (Convective Interaction Media)-DEAE (Bia
Separations) telah dikembangkan [48]. RNA ditemukan kebanyakan dalam aliran
sementara pDNA dielusi sebagai puncak tajam. Kualitas pDNA, pada saat dites dengan
elektroforesis agarosa, penghancuran restriksi dan transformasi, dapat dibandingkan
denga kualitas pDNA yang diisolasi menggunakan Qiagen kit yang dijual ai pasaran.
Regenerasi telah berhasil dilakukan dengan monolith yang pendek dan waktu pemisahan

yang cepat (sekitar 7 menit) [48].

3.2.2. Kromatografi Hidroksiapatit

Senyawa anorganik Ca;o(PO4)¢ (OH), dikenal sebagai hidroksiapatit (HA) efektif
untuk pemurnian pDNA [90-93]. Kromatografi hidroksiapatit (HAC) merupakan mode
campuran pertukaran ion denga inklusi dari moieties positif dan negatif. Asam nukleat
diasumsikan terikat kepada HA dengan ikatan koordinasi antara fosfat dari backbone
DNA dan sisi kalsium pada permukaan fasa [93].
Beberapa prosedur pemurnian DNA menggunakan HA menggunakan elusi bergradien
berdasarkan kenaikan konsentrasi fosfat. Ion fosfat berlaku sebagai competing agent
untuk sisi pengikatan fasa diam [93]. Metode ini dapat membedakan antara pengotor yang
terelusi lebih dulu, dengan pDNA [90,93]. Keberadaan urea berpengaruh kuat pada sifat
retensi dan elusi asam nukleat dalam HAC. Dengan naiknya konsentrasi urea, perbedaan
antara molaritas elusi fosfat dari pDNA dan RNA menjadi besar [92]. Pengaruh ini
kemungkinan karena denaturasi asam nukleat oleh urea. HAC juga ditemukan dapat
memecahkan masalah isoform [93]. Suatu kelemahan HAC dalam pemurnian pDNA
adalah ion asetat dari lisis sel yang berinteraksi dengan HA menyebabkan pelarutan

medium [90]. Untuk menghindari masalah ini lisat yang mengandung pDNA, sebelumnya



di presipitasi, desalting, diafiltration atau dialysis. Atau lisat sel dapat diasamkan dengan
asam mineral dengan adanya garam anorganik, daripada dengan buffer asetat [90]. Dalam
hal ini, lisat dapat langsung diloading ke dalam kolom HA. Kemungkinan pemurnian
pDNA dari lisat menggunakan kolom HA dalam continuous annular chromatography
(CAC) telah dipelajari dan dibandingkan dengan kolom HA konvensional [93]. Kualitas
pDNA yang diperoleh dengan kedua metode adalah mirip.

3.3. Kromatografi berdasarkan Hidrofobisitas
Tabel 8. menunjukkan pengerjaan kromatografi untuk pemisahan dan pemurnian pDNA

berdasarkan hidrofobisitas.

3.3.1. Reversed-phase liquid chromatography

Retensi dalam reversed-phase liquid chromatography (RPLC) asam nukleat
berdasarkan interaksi hidrofobik antara basa hidrofobik aromatik dan ligan hidrofobik
dalam suatu matriks. Molekul yang terikat dielusi dengan kenaikan hidrifobisitas, suatu
sifat yang didefinisikan oleh komposisi basa, panjang untai, dan struktur [95]. Dalam hal
ini, naiknya ukuran asam nukleat akan ditahan lebih lama dalam RPLC. Keberadaan
lokasi yang kaya akan basa AT yang biasanya daerah bentuk single stranded dalam
molekul DNA menyebabkan terikatnya basa terhadap ligan, meningkatkan kekuatan
interaksi hidrofobik [43]. Hipotesis ini berkaitan dengan fakta bahwa oligonukleotida
single-stranded terikat lebih kuat pada matriks RPLC dibanding fragmen double-stranded
dengan ukuran yang sama [95]. Eksposisi basa hidrofobik juga menjelaskan waktu retensi
yang lebih tinggi dari molekul DNA terdenaturasi parsial.

Kolom RPLC-5 (Ashland Chemical Co.) telah berhasil digunakan untuk
pemurnian tRNA, oligonukleotida, dan fragmen DNA [78] dan pDNA [94].

Dalam hal pemurnian pDNA, pemisahan yang baik dari tiga isoform diperoleh
dengan optimasi gradien (0.05M NaCl/ml, 28-30 "C). Pemisahan lebih baik untuk isoform
pDNA SC dari linier dan OC diperoleh pada temperatur rendah. Bagaimanapun, karena
kolom tidak dapat dioperasikan pada tekanan tinggi, diperlukan 13-14 jam untuk
pemisahan sempurna dan volume puncak yang besar tidak dapat dihindari. Ketika

menggunakan kondisi ini, isoform SC terelusi lebih pada konsentrasi garam bersama-



sama dengan sejumlah kecil isoform OC.nBentuk pDNA linier dan OC dan gDNA
terelusi terakhir bagian puncak, pada konsentrasi garam yang tinggi. Faktor yang
mengatur elusi tRNA dari kolom RPLC telah membawa pada kesimpulan bahwa elusi
juga terjadi untuk struktur sekunder dan tersier [94]. Juga terlihat untuk isoform pDNA.
Bagaimanapun tidak dapat menjelaskan bagaimana perbedaan struktur dalam isoform

pDNA mempengaruhi perilaku elusi.

Tabel 8. Kromatografi berdasarkan hidrofobisitas pDNA

Jenis Fasa Diam Supplier Referensi
RPLC Adogen 464 Ashland Chemical Co. [94]
LiChrosorb RP18 Merck [95]
PRP-x Hamilton [96]
Poros R1 PerSeptive Biosystems [97]
Poros R2 PerSeptive Biosystems [21]
RPIPC PolyFlo Puresyn [19]
HIC 1,4-Butanediol Non-commercial [20,98]
diglycidyl ether-Sepharose
Butyl-6PW/Octyl-6PW Pharmacia [99]
Source 15PHE Amersham Biosciences [100]
TSKgel Butyl-NPR Tosoh Biosep LLC [101]
TAC 2-Mercaptopyridine-Sepharose 6 FF Non-commercial [24]

Protokol RPLC lain untuk pemurnian pDNA adalah berdasarkan penggunaan bead
silika C18 yang lebih hidrofobik. Salah satu yang telah dilaporkan adalah penggunaan
amonium sulfat untuk mengendapkan RNA dan protein secara RPLC [102]. Prosedur ini
bagaimanapun menghasilkan pDNA dengan kontaminan RNA sekitar 25% karena kolom
tidak dapat memilih untuk mengelusi pPDNA dan RNA. Suatu kolom LiChrosorb RP18
HPLC-RPLC (Merck) dapat memisahkan pDNA SC dari lisat cel yang sangat tidak murni
(RNA Mr rendah, fragmen gDNA dan pDNA linier) tetapi tidak ribosomal RNA [95].
Seperti yang diharapkan dari RPLC, DNA single stranded ditahan lebih dari DNA
double-stranded karena exposisi basa hidrofobik. Berlawanan dengan hasil yang
diperoleh oleh Best dan co-workers [94], pDNA SC terelusi setelah isoform OC dan
linier. Fraksi isoform SC diharapkan terelusi kemudian dalam RPLC, karena kekangan

pilinan negatifnya, diketahui menyebabkan denaturasi lokal dari DNA, menyebabkan



basa lebih mudah berinteraksi dengan fasa diam. Puncak pDNA yang kurang lebar untuk
pDNA SC juga menyarankan suatu pemisahan pDNA SC spesies berbeda berdasarkan
jumlah supercoil mereka. Dalam kasus pemisahan RNA, dapat diambil kesimpulan bahwa
perbedaan antara ribose dan deoksiribose juga mempengaruhi perilaku retensi,
membedakan RNA dari DNA. Teknik ini dapat diterapkan untuk tujuan analisis maupun
preparatif.

Teknik RPLC-HPLC lain untuk pemurnian pDNA menggunakan media PRP-
comedia (Hamilton) [96]. Kolom dapat digunakan untk memisahkan RNA dari DNA yang
terdapat dalam lisat sel bakteri. Karena DNA diserap ke dalam kolom sementara RNA
terelusi.

Reversed-phase perfusion chromatography dengan fasa diam “superporous” Poros
telah dilibatkan dalam proses pemurnian pDNA terapeutik [21,97]. Salah satu aplikasi,
suatu kolom Poros 50 R1 (PerSeptive Biosystems) telah digunakan [97]. Tahap penting
dalam proses adalah presipitasi ammonium sulfat untuk RPLC, yang dapat mengurangi
kontaminan gDNA hingga kurang dari 1%. Setelah kesetimbangan kolom dengan buffer
asetat lalu dijenuhkan hingga 80% dengan ammonium sulfat, larutan pDNA dilewatkan.
Pencucian dan elusi pDNA dilakukan dengan buffer yang sama yang disupplementasi
dengan 2.85 dan 11.7% ethanol, berturut-turut. Setelah RPLC, AEC digunakan sebagai
tahap akhir polishing.

Dalam aplikasi kedua (proses V dalam Table 1), RPLC dengan Poros R2/M
(PerSeptive Biosystems) dilakukan untuk skala proses [21]. Kolom diisi dengan
pertukaran anion pDNA pool (dengan pH diatur hingga 8.5 dan isopropanol 1.2%),
mengandung 3.2 g SC pDNA ke dalam kolom 7.0 l. Setelah pencucian, gradien
isopropanol dari 1.2 hingga 11.2% dilakukan. Fraksi SC pDNA dielusi pada 4%
isopropanol dengan hasil 77%. Faktor pemisahan 14.1, >30, >10 dan 194 diperoleh untuk
gDNA, protein dan RNA dan endotoxin berturut-turut [21].

3.3.2. Reversed-phase ion-pair chromatography
Reversed-phase ion-pair chromatography (RPIPC) menggunakan modifikasi
pasangan ion dalam fasa gerakuntuk mendapatkan selektivitas dan memberikan

pemisahan solut bermuatan. Fasa diam bersifat hidrofobik tetapi fasa gerak mengandung



eluen hidroorganik, mengandung ion amfifilik dan sebagian kecil counter ion hidrofilik
[43]. Ketika solut bermuatan berikatan dengan ion amfifilik hidrofobisitasnu meningkat
dengan efektif. Dalam beberapa kasus, hal ini merupakan keperluan mutlak untuk
pengikatan dengan fasa diam. Salah satu pasangan ion untuk asam nukleat yang banyak
digunakan adalah trietilamin. pDNA SC terapeutik dimurnikan dari lisat sel pada skala
pilot dengan RPIPC, menggunakan matriks polimer non porous, inert, PolyFlo (Puresyn)
[19]. Kromatogram menunjukkan elusi RNA Mr rendah dalam volume tertentu. Setelah
pencucian kolom dengan suatu buffer yang mengandung asetonitril, RNA dengan Mr
tinggi, gDNA Mr tinggi dan bentuk non monomer pDNA terelusi sebagai puncak tunggal.
Elusi gradien kedua dengan asetonitril konsentrasi tinggi menghasilkan satu puncak yang
mengandung terutama monomeric SC pDNA. Hasil kromatografi yang mirip diperoleh
ketika pDNA dimurnikan dari 1, 10 atau 100 g pasta sel. Pada tiap skala, lebih dari 90%
pDNA SC diperoleh kembali setelah kromatografi. Proses dipertimbangkan agar
reproducible dalam hal kromatogram dan hasil. pPDNA akhir mengandung pengotor yang
tidak terdeteksi dari RNA, protein, gDNA, endotoxin dan isoform pDNA lain. Ketika
dibandingkan dengan AEC dan SEC, aktivitas biologi pDNA dimurnikan dengan
kromatografi PolyFlo yang menunjukkan peningkatan kemampuannya untuk
mentransformasi sel E. coli kompeten.

Afinitas kolom yang tinggi terhadap lipid hidrofobik, suatu komponen endotoksin
(50000 EU/ml packed resin) dihasilkan dalam penurunan 200,000 lipat terhadap 3.3-6.6
EU/mg pDNA. Selanjutnya, endotoksin yang terikat tidak ko-elusi dengan pDNA dan
dihilangkan selama regenerasi 0.5M NaOH. Ini merupakan hasil penting, karena muatan
yang mirip dari pDNA dan endotoksin menghindari penggunaan AEC sebagai prosedur
tunggal untuk penghilangan pengotor ini. Kesimpulan penulis bahwa jika digunakan
pengerjaan tunggal atau kombinasi, RPIPC cukup untuk menghasilkan pDNA terapeutik

sesuai dengan petunjuk pembuatan cGMP.

3.3.3. Kromatografi Interaksi Hidrofobik
Pemurnian pDNA dengan hydrophobic interaction chromatography (HIC)
menjelaskan perbedaan hidrofobisitas pDNA, pengotor asam nukleat single-stranded, dan

endotoksin [101,103]. Experimen dilakukan dengan Sepharose CL-6B (Amersham



Biosciences) diderivatisasi dengan ligan hidrofobik (1,4-butanediol diglycidyl ether),
menunjukkan kemungkinan memisahkan pDNA SC dari asam nukleat pengotor yang
lebih hidrofobik (RNA, gDNA, oligonukleotida, pDNA terdenaturasi) dalam kondisi non-
denaturing [103]. Dengan adanya 1.5 M ammonium sulfat, pDNA total terelusi dalam
volume tertentu sementara pengotor terelusi kemudian, terpisah dari puncak pDNA
(Gambar 4). Sifat ini diterangkan oleh fakta bahwa molekul pDNA memiliki basa
hidrofobik di bagian dalam double helix, dan interaksi hidrofobik dengan media HIC
adalah minimal. Di sisi lain, pengotor asam nukleat single stranded menunjukkan lebih
banyak basa hidrofobiknya yang berinteraksi dengan ligan [103]. Material HIC yang lain
berdasarkan selulose dan Sepharose juga menunjukkan terjadinya ikatan dengan poli A,
DNA terdenaturasi atau RNA viral [104]. Sifat ligan dan ketergantungan terhadap garam
menyarankan bahwa pemisahan berdasarkan interaksi hidrofobik baik dilakukan [104].
Seperti digambarkan untuk RPIPC [19], endotoksin dengan sifat sangat hidrofob tertahan
lebih lama dalam kolom HIC dibandingkan pDNA [20,81,98].
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Gambar 4. Pemurnian pDNA dengan kromatografi interaksi hidrofobik dalam kolom (20
cmx1.6 cm) dipak dengan 334 ml Sepharose CL-6B diderivatisasi dengan 1,4 butanadiol
diglisidil eter. Kecepatan alir 10 ml/menit; sampel 60 ml lisat yang sebelumnya
dimurnikan dengan presipitasi amonium sulfat 2,5M, mengandung 4981 ug 6,7 kb
pDNA; buffer pencuci dan elusi, 10mM Tris/HCL, pH 8.0 dengan konsentrasi amonium
sulfat ditunjukkan garis putus-putus. Puncak berhubungan dengan pDNA (TpDNA) dan
pengotor (I) teridentifikasi (M.M. Diogo, tidak dipublikasikan).



Pendukung HIC diperoleh dengan derivatisasi Sepharose CL-6B dengan 1,4
butanediol diglycidyl ether telah dilibatkan dalam proses pemurnian vektor terapi gen
cystic fibrosis (pCF1-CFTR) dengan grade klinis [98]. Metode yang dikembangkan
meliputi lisis sel alkali diikuti presipitasi dengan amonium sulfat dan HIC. Hasil HIC
70% dan kualitas pDNA yang diperoleh kembali mendekati standar.

Suatu proses pemurnian pDNA telah dikembangkan berdasarkan kinerja HIC
dengan kolom hidrofobik Butyl-6PW (Tosoh) dan Octyl-6PW (Tosoh) digunakan dalam
tandem [99]. Kolom disetimbangkan dengan garam konsentrasi tinggi (2.0M ammonium
sulfat) yang dialiri dengan lisat. Kolom pertama mengadsorpsi protein dan RNA tetapi
tidak pDNA. pDNA dalam eluat dilewatkan pada kolom kedua dengan konsentrasi garam
yang sama untuk mengikat pPDNA dan gDNA. Kolom kemudian tidak disambungkan dan
pDNA dalam kolom kedua dielusi dengan menurunkan konsentrasi garam. Eluat yang
mengandung pDNA selanjutnya dimurnikan dengan AEC. Berdasarkan analisis
elektroforesis gel agarosa, fraksi pDNA CS kemurnian tinggi diperoleh. Dalam
perbandingan, beberapa pengotor terdapat dalam fraksi pDNA yang diperoleh dengan
hanya AEC saja. Kapasitas Octyl-6 PW untuk pDNA sekitar 1.1 mg/ml dan hasil
recovery diperoleh 90%.

HIC juga telah digunakan untuk monitor dan kontrol analitik kualitas PDNA.
Sepharose CL-6B diderivatisasi dengan 1,4-butanediol diglycidyl ether telah berhasil
digunakan untuk pemisahan isoform pDNA dengan adanya 1.5M ammonium sulfat [10].
pDNA native (SC + OC) dielusi dalam suatu flowthrough diikuti oleh pDNA
terdenaturasi. Bentuk terdenaturasi ditahan lebih lama dalam kolom karena interaksi
hidrofobik dari regangan DNA single-stranded dengan pendukung [100]. Kolom AHPLC
Phenyl Sepharose (Amersham Biosciences) telah digunakan untuk pemisahan cepat (7
menit) pPDNA double-stranded total. Kolom mampu menangani sampel dengan kadar
pengotor tinggi (<5% pDNA), tanpa memerlukan penggunaan pretreatmen sampel.
Pengulangan analisis menghasilkan standar deviasi kurang dari 2% dan limit deteksi

metode sekitar 1 pg/ml.



Isoform pDNA SC dan OC dalam rentang 4 sampai 30 kbp telah sukses
dipecahkan dalam kolom analitik TSKgel Butyl (Tosoh) [101]. Ligan hidrofobik adalah
gugus butil, terikat terhadap backbone methacrylate non-porous. Berdasarkan sifat
hidrofilik predominan pDNA, konsentrasi garam yang sangat tinggi (3M ammonium
sulfat) diperlukan untuk mengikat pDNA ke dalam permukaan resin. Gradien garam
kebalikannya digunakan untuk mengelusi urutan isoform OC dan SC. Pemisahan isoform
berdasarkan pada naiknya exposition basa hidrofobik karena underwinding S. Molekul
pDNA yang lebih besar memerlukan konsentrasi garam yang lebih rendah untuk terikat
pada kolom dan terelusi kemudian, ketika menggunakan garam konsentrasi sama. Puncak
ketiga yang terelusi setelah bentuk OC dan SC telah diidentifikasi dengan light scattering
sebagai bentuk concatamerik dari pDNA. Resolusi ditemukan naik dengan menurunnya
kecepatan alir dalam hal keterganutungan pada temperatur tetapi bukan pada ukuran
pDNA. Di lain pihak, resolusi juga meningkat dengan temperatur dalam hal
ketergantungan terhadap kecepatan alir. Isoform pDNA dapat dianalisis kurang dari 7

menit pada 1 ml/min untuk plasmid hingga 30 kbp.

3.3.4. Kromatografi Adsorpsi Tiofilik

Nama HIC pertama dikenalkan untuk menggambarkan pemisahan dengan media
garam untuk protein pada matriks dengan hidrofobik [105]. Akhir-akhir ini,
bagaimanapun, semua jenis interaksi dengan keberadaan garam konsentrasi tinggi
dikelompokkan: thiophilic adsorption chromatography (TAC), electron donor-acceptor
chromatography (EDAC) dan HIC. Suatu proses pemurnian pDNA dengan tiga tahap
kromatografi (SEC-TAC-AEC), yang melibatkan TAC telah diajukan [24] (proses VIII
dalam Tabel 1). Pertama, pDNA berada dalam lisat sel dipisahkan dari RNA dengan SEC
dalam kelompok mode pemisahan menggunakan Sepharose 6 Fast Flow (Amersham
Biosciences) dengan 1.5M atau lebih ammonium sulfat. Dibandingkan dengan jenis SEC,
kolom dapat dialiri lebih dari 30% volume kolom dan menghasilkan lebih tinggi dari
90% yang diperoleh tanpa pelarutan. Selanjutnya, kecepatan alir linier dapat setinggi 80
cm/jam dan tinggi bed 25 cm. Tahapan TAC, interaksi selektif dari molekul dengan ligan
tioeter aromatik, mengandung sulfur vicinal dalam keberadaan garam anti-chaotropic

konsentrasi tinggi. Suatu kolom dipak dengan adsorben jenis tioeter berdasarkan



pasangan 2-mercaptopyridine terhadap Sepharose 6 FF dan disetimbangkan dengan
amonium sulfat dapat menahan pDNA SC tetapi tidak pDNA OC. pDNA SC dapat
dielusi keduanya dengan menurunkan konsentrasi asam sulfat pada fasa gerak atau
dengan melakukan gradien NaCl 2M dalam buffer yang mengandung ammonium sulfat.
Karena beberapa pengotor berko-elusi dengan pDNA SC ketika diterapkan gradien
dengan konduktivitas rendah, elusi bergradien sampai NaCl 2M dipilih. Kenyataannya,
sejumlah trace protein, RNA dan endotoxin tidak dapat dielusi dengan penambahan
garam ini bahkan jika konsentrasi NaCl dinaikkan hingga jenuh (~3 M). Pengotor-
pengotor tersebut telah dihilangkan dari media kromatografi dengan menurunkan
konsentrasi amonium sulfat. Penulis berspekulasi bahwa struktur cincin aromatik dari
ligan dapat diendapkan dalam intercalasi jenis hidrofobik (7mr) dengan pDNA SC, double
helix, yang diajukan topoisomerase [24]. Mereka juga mengajukan bahwa atom sulfur
berperan sebagai pemberi elektron (charge transfer) dalam interaksi dengan nukleotida
spesifik. Kenyataan bahwa mungkin untuk mengelusi pDNA dari kolom dengan gradien
NaCl menunjukkan adanya interaksi pasangan ion. Kapasitas pengikatan kolom lebih dari
1 mg pDNA SC/ ml resin dan tahap ini menghasilkan 70% [24]. Tahap akhir dari proses
terdiri dari pemekatan dan polishing sampel menggunakan AEC dengan resin Source 30Q

(Amersham Biosciences).

3.4. Kromatografi berdasarkan Afinitas

Pengerjaan kromatografi berdasarkan interaksi afinitas antara pDNA dengan
pengotor menggunakan ligan spesifik yang diamobilisasi dalam fasa diam belum banyak
dikembangkan. Namun demikian aplikasi yang relevan dari literatur ditunjukkan dalam

Tabel 9.

3.4.1. Kromatografi afinitas triple-helix

Triple-helix affinity chromatography (THAC) adalah berdasarkan pembentukan
tripleks antara oligonukleotida yang diikatkan secara kovalen pada matriks kromatografi,
dan suatu urutan dupleks spesifik dalam pDNA target [107,108]. Bentuk trpleks
ditunjukkan ketika strand oligonukleotida homopyrimidine terikat dengan DNA dupleks



homopurine-homopyrimidine duplex DNA membentuk formasi ikatan hidrogen
Hoogsteen: thymine (T) - adenine (A) membentuk tripleks TA-T, dan protonasi cytosine
(C+)-guanine (G) membentuk tripleks CG-C+ [106-108,113]. Pembentukan triplex

biasanya lambat.

Tabel 9. Kromatografi berdasarkan Afinitas pPDNA

Jenis Fasa Diam Supplier Referensi
THAC Oligo-Sephacryl S1000 Non-commercial [106,107]
Oligo-HiTrap NHS Non-commercial [108]

PDNA-AC Zinc finger-glutathione Non-commercial [109]
S-transferase-gluthatione Sepharose

IMAC Iminodoacetic acid (IDA) resin charged with Cu(II) [110]
EndoAC Polymyxin B-Sepharose =~ Non-commercial [112,113]

Urutan target yang berulang dipilih untuk memperoleh posisi hibridisasi berlipat
dari nukleotida dengan pDNA [108]. Heliks tripel basa stabil pada pH asam mendekati
pKa sitosin (4.8), karena protonasi sitosin dalam oligonukleotida diperlukan. Selanjutnya
frekuensi dan distribusi triplet CG-C+ dalam urutan target mempengaruhi stabilitas pH
tripleka [106]. Lisat sel yang bersifat asam memadai untuk pembentukan tripleks stabil.
Tripleks-tripleks juga distabilisasi pada konsentrasi garam yang tinggi, karena selimut
repulsi coulombic kation antara gula-fosfat.

pDNA dapat ditangkap langsung dari lisat sel bakteri dengan pembentukan triple-
helix dengan oligonukleotida biotinilated 20 basa yang terikat dengan bead magnetik
dilapisi streptavidin [114,115]. Bagaimanapun metode pertama memerlukan waktu yang
lama, karena dua tahap amobilisasi oligo dan pembentukan triple-helix dibentuk dengan
periode 3 jam [114]. Metode kedua, dua tahap dapat dilakukan dalam waktu yang sama,
dalam waktu 15 menit. Beberapa plasmid yang diisolasi dan ditemukan sesuai dengan
restriksi enzim. Meskipun sangat menarik untuk skala lab, magnetic beads tidak cocok

untuk skala proses.



THAC telah dikembangkan untuk skala proses [108]. Urutan polypyrimidine
[(CTT)7, (CT)11, (CCT)7] secara kovalen digabungkan dengan kolom HiTrap-NHS
(Amersham Biosciences). Kolom diekuilibrasi dengan NaCl konsentrasi tinggi dan
digunakan untuk pemurnian plasmid, yang mengandung urutan [(GAA)17, (GGA)1S,
(GA)25]. Pengikatan plasmid melalui pembentukan tripleks adalah perlahan (2 jam, RT).
Elusi plasmid dilakukan dengan menaikkan pH hingga 9 untuk deprotonasi sitosin,
selanjutnya disosiasi triple heliks. Hasil terbaik adalah menggunakan 21-mer
oligonukleotida (CTT)7 diikatkan melalui linker (CH;);, [108]. Hasil menurun dengan
naiknya persentase sitosin dalam strand ketiga karena triplet CG-C+ didestabilisasi
dengan adanya CG-C+ [108]. 20-mer oligonucleotida menunjukkan efisiensi yang lebih
baik dibanding 32-mer [115]. Hasilnya juga lebih tinggi dengan target double strand yang
lebih panjang (51 versus 21 nucleotida) yang digunakan untuk membentuk tripleks
dengan oligonukleotida yang dikenali 21-mer [108]. Hal ini disebabkan karena posisi
hibridisasi yang lebih banyak. Hal lain adalah fraksi murni dengan persentase pDNA SC
yang tinggi dari bahan awal. Peneliti lain [114] menerangkan sifat yang berlawanan,
kemungkinan yang menunjukkan bahwa pengikatan preferential dari isoform spesifik
sebagai fungsi dari urutan target atau posisi plasmid [106]. Pemurnian plasmid dalam satu
tahap dari lisat dengan metode ini menunjukkan puncak tunggal dalam analisis HPLC.
Tidak ditemukan RNA dengan elektroforesis gel agarosa dan kontaminan gDNA dan
endotoksin dikurangi dengan dua orders of magnitude. Kinerja proses dapat ditingkatkan
dengan menyertakan THAC ke dalam proses pemurnian DNA yang melibatkan tahap
pemurnian klasik. Dalam hal ini, adalah mungkin untuk memperoleh pDNA dengan level
gDNA sangat rendah (0.01%) dan dengan level endotoksin cocok untuk injeksi
intravenous. Proses produksi ini akan menghasilkan pDNA grade farmasi untuk
pengobatan manusia.

Adsorpsi THA digambarkan kemudian oleh Schluep et al. [106]. Pembentukan
tripleks oligonucleotida 5’-TCTTCTTTCCTC TTT, diamobilisasi dengan ujung 5’ nya
pada bead kromatografi Sephacryl S-1000 hydrazide functionalized (batas ekslusi 20 kbp)
melalui spacer arm 16 atom hidrofilik. Berdasarkan batas ekslusi pendukung, sekitar 34%

ligan diharapkan dapat dicapai plasmid [106]. Beberapa percobaan adsorpsi batch telah



dilakukan menggunakan pDNA murni. Kapasitas bead adalah 28 pg/ml untuk pDNA dan
hasil pDNA mencapai 62%. Isolasi pPDNA dari lisat dengan penghilangan RNA, gDNA
dan protein juga telah berhasil. Selanjutnya, SC pDNA diamati dengan gel electroforesis
agarosa [106].

3.4.2. Kromatografi afinitas protein—-DNA

Interaksi protein-DNA juga telah digunakan untuk kromatografi afinitan pDNA.
Suatu protein bifungsional dibuat dengan suatu DNA zinc finger (ZF) yang mengikat
domain dengan glutathione S-transferase (GST) sebagai domain N-terminal [109].
Protein ZF protein adalah urutan konsensus protein ZF yang mengikat urutan 5°-GGG-
GCG-GCT-3’, sementara domain GST dapat mengikat matriks glutation yang
diamobilisasi. Dalam hal ini, suatu kompleks dapat dibentuk antara pDNA target, yang
mengandung urutan yang dikenali dan glutathione-Sepharose. Kompleks protein—pDNA
selanjutnya dapat diperoleh dari glutathione-Sepharose dengan elusi kompetitif dengan

buffer glutation tereduksi.

3.4.3. Kromatografi afinitas dengan logam yang diamobilisasi

Immobilised metal affinity chromatography (IMAC) telah digunakan akhir-akhir
ini untuk pemurnian pDNA, menggunakan resin asam iminodiasetat, iminodiacetic acid
(IDA) diberi muatan dengan Cu(Il) [110]. Resin ditemukan mengikat basa purin dalam
larutan. Dalam hal ini, terjadi ikatan DNA terdenaturasi dan RNA terhadap kolom IMAC
sedangkan pDNA tidak ditahan.

3.4.4. Kromatografi afinitas boronat

Salah satu perbedaan RNA dan DNA yang mendasari pemisahan adalah adanya
2’,3 cis-diol pada ujung 3’ molekul RNA [111]. Ligan boronat (seperti asam m-
aminophenylboronat)diikatkan pada matriks kromatografi yang dapat mengenali dan
mengikat molekul RNA melalui sifat ini, tanpa backbone deoksiribosa DNA.

Kromatografi afinitas boronat telah digunakan jika RNA yang dikehendaki. Meskipun



penggunaan BAC belum digunakan untuk pemurnian pDNA, dapat digunakan untuk

mengurangi RNA sebagai kontaminan [111].

3.4.5. Kromatografi afinitas polimiksin

Polymyxin B adalah antibiotik polpeptida kationik yang memiliki aktivitas
bakterisidal terhadap bakteri gram negatif. Aktivitas ini berdasarkan pada kemampuannya
mengacaukan dinding sel bakteri dengan interaksi spesifik polimiksin B dengan struktur
endotoksin lipid (Lipid A) [116]. Kemampuan ini digunakan untuk kromatografi afinitas
dengan mengikatkan polimiksin B terhadap Sepharose untuk menghilangkan kontaminan
endotoksin 9200-100.000 kali lipat) dalam larutan pDNA [112,113]. Bagaimanapun,
kekurangannya adalah interaksi non spesifik ionik antara pDNA dengan polimiksin B
[112]. Kekurangan lain dari teknik ini adalah berkaitan dengan neuro- dan
nephrotoksisitas polimiksin B dan stimulasi monocytes untuk melepaskan interleukin-1

[116].

4. PEMILIHAN TEKNIK KROMATOGRAFI

Pemilihan satu atau lebih teknik kromatografi untuk pemurnian pDNA SC
ditentukan oleh sifat dan distribusi pengotor dan kontaminan, dengan mengantisipasi
dosis pDNA [117]. Tabel 10 menunjukkan kelebihan dan kekurangan beberapa teknik
kromatografi dan aplikasinya pada proses pemurnian pDNA.

SEC merupakan metode yang wunik untuk pemurnian DNA karena
kemungkinannya memisahkan dari molekul-molekul pengotor asam nukleat mulai dari
massa molekul tinggi ke rendah dalam tahap yang sama (endotoxin, RNA,
oligonucleotida, protein, genomik DNA dan non-SC pDNA). Kekurangan SEC adalah
loading yang terputus (<2% volume kolom), kehilangan resolusi pada loading yang lebih
tinggi dan pelarutan produk pDNA. Lebih jauh, resolusi tinggi biasanya diperoleh dengan
waktu pemisahan yang lama. Dengan karakteristik tersebut, SEC sebaiknya dipilih pada
tahap akhir proses pemurnian pDNA. Akhir-akhir ini telah dilaporkan dengan loading
yang tinggi (30%) langkah SEC dengan Sepharose 6 FF digunakan untuk TAC dan AEC
[24].



Tabel 10. Kelebihan dan Kekurangan mode kromatografi untuk pemisahan dan

pemurnian pDNA

Jenis | Kelebihan Kekurangan Aplikasi

SEC Memisahkan endotoksin, Vol sampel rendah dan pekat Tahap akhir
gDNA, RNA MR tinggi dan Lama untuk resolusi tinggi Pemisahan kelompok
rendah,oligonucleotida, protein | Pelarutan produk Penghilangan
Fraksionasi isoform pDNA Skala terbatas untuk produksi endotoksin

AEC

HAC

RPLC
dan
RPIPC

HIC

TAC

THAC

Polimi
ksin B

Pemekatan pDNA

Cepat dan sederhana
Efisien menghilangkan
pengotor dengan densitas
muatan rendah

Beberapa fasa diam
memisahkan isoform pDNA

HA terdapat di alam
Memisahkan beberapa pengotor
dari pDNA

Memisahkan isoform pDNA

Elusi pDNA dalam pelarut
volatil

Memisahkan beberapa pengotor
dari pDNA

Memisahkan isoform pDNA

Memisahkan endotoksin dan
asam nukleat single stranded
Beberapa fasa diam
memisahkan isoform pDNA
Cepat

Memisahkan pDNA dari
pengotor dan isoform
PemekatanpDNA

Spasifisitas tinggi
Satu tahap pemurnian

Pemekatan pDNA

Spesifisitas

Resolusi pDNA Sc dari gDNA,
isoform lain dan multimer sulit
Ko-elusi pPDNA dengan
endotoksin dan RNA Mr tinggi
Kapasitas rendah

Elusi pDNa dalam konsentrasi
garam tinggi

Elusi pDNA dalam fosfat pekat
Ion asetat menyebabkan
disolusi fasa diam

Kehilangan integritas pPDNA
Bahaya pelarut
Lama

Dalam beberapa kasus pDNA
dielusi pada konsentrasi garam
yang tinggi

pDNA terelusi dalam flow
through

Elusi pDNA dalam larutan
garam konsentrasi tinggi

Mahal
Versatilitas rendah
Kapasitas rendah

Spesifisitas polimiksin B
mengikat pDNA non-spesifik
Toksisitas polimiksin B

Fraksionasi isoform

Menangkap pDNA
Pemekatan pDNA
kuantitatif

Menangkap pDNA

Menangkap pDNA
kuantitatif

Menangkap pDNA
atau pengotor
Pemekatan pDNA
kuantitatif

Menangkap pDNA
Pemekatan pDNA

Menangkap pDNA
Pemekatan pDNA

Menghilangkan
endotoksin




Media AEC mengikat pDNA dengan kuat terhadap molekul-molekul dengan
densitas muatan besar. Teknik ini sangat cepat dan sederhana, dapat untuk volume injeksi
sampel yang besar dan untuk elusi konsentrasi pDNA yang tinggi. AEC ideal untuk
menghilangkan oligoribonukleotida dan beberapa protein. Meskipun AEC pDNA
terbatasi oleh rendahnya kapasitas fasa diam di pasaran, sejumlah usaha telah dilakukan
untuk disain fasa diam (seperti bead ‘“‘superporous” , monolith, membran) untuk
menangani molekul besar pDNA. Selanjutnya, isolasi varian isoform SC pDNA telah
digambarkan beberapa kali. Bagaimanapun, untuk Mr tinggi, molekul bermuatan negatif,
seperti concatamer pDNA, RNA, gDNA, non-SC pDNA isoform dan LPS, sering
menyeberang puncak SC. Selektivitas yang kurang baik ini menurunkan kapasitas
pengikatan pDNA dan mengakibatkan resolusi dan kemurnian rendah. Namun demikian,
penggunaan RNAse untuk mendegradasi RNA inang dan meningkatkan resolusi, yang
diharuskan, sekarang telah ditinggalkan yang dalam strategi prose pre-pemurnian lain
harus dilakukan. Keterbatasan lain AEC adalah berkaitan dengan keharusan
menghilangkan garam yang digunakan selama kromatografi. Kesimpulannya, AEC sangat
berguna untuk pemurnian dan penangkapan pDNA tahap pertama, tetapi lemah dalam
selektivitas untuk tahap kromatografi selanjutnya.

RPLC pDNA biasanya memerlukan beberapa pengerjaan prepurifikasi, karena
RPLC itu sendiri tidak mampu untuk memurnikan produk. Ketika menggunakan RPLC
untuk pemurnian pDNA, hilangnya integritas struktur pDNA dapat ditingkatkan dengan
penambahan pelarut organik terhadap fasa gerak. Selanjutnya, beberapa pelarut organik
adalah toksik, volatil, bahkan eksplosif, sehingga harus dilengkapi fasilitas keamanan
personal [12]. Selain dari itu, ketika memproses pDNA, diperlukan waktu elusi yang lama
dan terjadi fraksi terlarut. Kenyataan bahwa pDNA diperoleh dalam pelarut volatil
kadang-kadang menguntungkan, karena memberikan formulasi produk akhir
menggunakan metode pasca kromatografi (rotaevaporasi, liofilisasi) yang tidak
mempengaruhi struktur SC [19].

HIC pDNA menyatakan lebih advance di atas AEC biasa. Kenyataannya, HIC
dapat memisahkan pDNA dari LPS, gDNA terdenaturasi, RNA dan pDNA terdenaturasi.
Lebih jauh lagi, pemisahan isoform pDNA adalah mungkin dengan beberapa fasa diam.

Kelebihan HIC di atas RPLC adalah penggunaan fasa mobil yang lebih lunak, tidak



mendenaturasi biomolekul. Jika kondisi yang digunakan untuk pengikatan pDNA, HIC
menjadi metode dengan high-throughput yang kompatibel dengan load tinggi dan
konsentrasi tinggi pDNA. Bagaimanapun, karena hidrofobisitas pDNA sangat kecil,
pengikatan terhadap fasa diam memerlukan penggunaan garam dan harus dihilangkan
pada akhir pemisahan, dengan operasi tambahan.

Kromatorafi Affinitas (AC) merupakan teknik yang powerful untuk satu tahap
pemurnian pDNA dari lisat. Volume yang besar dari lisat dapat diproses dan dapat
diperoleh pDNA konsentrasi tinggi. Bagaimanapun, karena masing-masing ligan dalam
fasa diam mentargetkan suatu urutan basa spesifik, maka kecakapan AC rendah. Hal ini
diterjemahkan ke dalam harga yang mahal, menyebabkan teknik yang tidak mudah untuk

dijadikan sebagai pilot tahap permunian skala proses.

5. TREND MASA DEPAN

Sejumlah teknik kromatografi telah dikembangkan untuk tujuan pemurnian
pDNA. Bagaimanapun, masih terdapat beberapa masalah yang harus dipecahkan.
Jelasnya, untuk penelitian ke depan harus difokuskan terhadap disain fasa diam baru,
dengan meningkatkan kapasitas untuk pDNA (seperti bead ‘““superporous”, bead dengan
permukaan ‘“hairy” , dsb). Penggunaan format lebih memadai untuk menangani molekul
pDNA, seperti membran dan monolith akan menjadi sangat penting dalam kromatografi
pDNA, bahkan pengembangan dari format bead tradisional. Selektivitas yang kurang baik
dari beberapa pendukung (seperti penukar anion) terhadap pemisahan pDNA dari
pengotor, meningkatkan perhatian untuk mengatur perantara masih merupakan hal sangat
penting. Penyelesaian imaginatif, seperti penggunaan restricted access beads, akan
disarankan untuk meningkatkan selektivitas. Pentingnya pemisahan isoform pDNA yang
berbeda akan terus menerus mendorong pengembangan fasa diam dan metode
kromatografi, untuk tujuan preparatif dan analitik. Kemampuan beberapa teknik
kromatografi menopang industri produksi pDNA untuk aplikasi terapeutik menjadi lebih
penting di tahun-tahun mendatang, sejak ekspansi besar-besaran vektor pDNA klinis

sukses di pasaran.
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e "Supercoiled" (or "Covalently Closed-Circular") DNA is fully intact with both
strands uncut.

e "Relaxed Circular" DNA is fully intact with both strands uncut, but has been
enzymatically "relaxed" (supercoils removed).

e "Supercoiled Denatured" DNA, is not a "natural" form present in vivo. It is a
contaminent often produced in small quantities following excessive alkaline lysis;
both strands are uncut but are not correctly paired, resulting in a compacted
plasmid form.

e "Nicked Open-Circular" DNA has one strand cut.

e "Linearized" DNA has both strands cut site at only one site.

The relative electrophoretic mobility (speed) of these DNA conformations in a gel are as
follows:

Supercoiled Denatured
Relaxed Circular (fastest)

e Nicked Open Circular (slowest)
e Linear
e Supercoiled



