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Plasmid-DNA (pDNA) hat ein großes Potenzial f�r den
Einsatz in der Gentherapie und DNA-Vakzinierung, und aus
diesem Grund genießt die biotechnologische Produktion
dieser neuen Medikamentengruppe sehr viel Aufmerksam-
keit. Hier pr�sentieren wir eine einzigartige Methode der
Fl�ssigchromatographie f�r die Trennung von Topoisomeren
der geschlossen-zirkul�ren (ccc) Plasmid-DNA, welche von
der US-amerikanischen Food and Drug Administration the-
rapeutisch als die am meisten aktive Form angesehen wird.[1]

Die Trennung beruht auf an Siliciumdioxidtr�gern immobi-
lisierten Chinincarbamat-Liganden und vermag die ccc-Form
der pDNA in ein normalverteiltes Muster aus diskreten und
schmalen Peaks aufzuspalten. Die Verwindungszahl als Maß
f�r die absolute Superspiralisierung dieser einzelnen Topo-
isomere, die aus dem HPLC-Eluat isoliert wurden, konnte
durch Kapillargelelektrophorese bestimmt werden. Eine
entsprechende Analyse von gesammelten Proben der In-
Prozess-Kontrolle zeigte deutlich eine �nderung der Topo-
isomerenmuster w�hrend der Fermentation. In Kombination
mit der hohen Beladbarkeit von Chinincarbamats�ulen
eignet sich die hier beschriebene Methode auch zur pr�pa-
rativen Isolierung von Topoisomeren mit einem bestimmten
Grad an Superspiralisierung.

Die nat�rliche ccc-Isoform ist eine Mischung aus mehre-
ren Topoisomeren, wobei jedes einen anderen Grad an Su-
perspiralisierung aufweist. DNA-Superspiralisierung wird

mathematisch als die Differenz DL k in der Verwindungszahl
zwischen dem zu bestimmenden Topoisomer i und dem re-
laxierten Zustand L k0 beschrieben. Die Verwindungszahl L ki

ist eine ganze Zahl, welche durch mechanische Verformung
des Molek�ls nicht ver�ndert werden kann.[2] L k0 ist der
Quotient der Plasmidgrçße, angegeben in N, der Zahl an
Basenpaaren, und h, der Zahl an Basenpaaren (bp) pro volle
Helixwindung. Unter Standardbedingungen (0.2m NaCl,
pH 7, 37 8C),[3] wird daf�r der Betrag von 10.5 Basenpaaren
pro Windung genommen (h0), und es gilt L k0 = N/h0 (f�r eine
gegebene pDNA mit 4896 bp wird L k0 zu 466). Geometrisch
wird die Superspiralisierung durch zwei Grçßen beschrieben:
die Windungzahl der Superhelix („Writhe“, bezeichnet die
Spiralisierung der Helixachse) und die Windungszahl der
Helix („Twist“, bezeichnet die Verdrehung der DNA-Str�nge
zueinander). F�r eine erfolgreiche Trennstrategie ist es not-
wendig, entweder die Superhelixwindungen (Writhe) selbst
zu erkennen, oder den Abstand zwischen benachbarten Ba-
senpaaren in Anlehung an furchenbindende Molek�le, oder
weiterhin den Abstand zwischen benachbarten Nukleobasen
wie im Fall von Interkalatoren. Die beiden letzten Ans�tze
w�rden einen unterschiedlichen Twist erkennen.

Weil f�r die Writhe-Erkennung intuitiv ein großer Se-
lektor nçtig w�re, Interkalatoren aber langsame Bindungs-
und Dissoziationsprozesse eingehen,[4] was zu breiten Peaks
f�hrt,[5] haben wir uns f�r einen niedermolekularen Selektor
entschieden, der benachbarte Strukturen in der DNA-Furche
erkennen kçnnte. Aus diesem Grund w�hlten wir einen Chi-
nincarbamat-Selektor, bei dem der Abstand zwischen dem
terti�ren Amin des Chinuclidin-Ringsystems und der Carb-
amatgruppe einige DNA-Furchen-bindende Molek�le nach-
ahmt,[6] deren Bindungsmechanismus gut charakterisiert ist.[7]

Zus�tzlich zu dieser geometrischen Unterscheidung liefert
das Heteroaren zus�tzliche konformative Stabilit�t, wie durch
unsere fr�heren Studien gezeigt werden konnte.[8] Die sta-
tion�re Phase mit dem beschriebenen Selektor ist in Abbil-
dung 1a gezeigt.

Freies Chinin ist zu einer interkalativen Bindung bef�-
higt;[9] aus diesem Grund war es von Interesse, ob der Chi-
nincarbamat-Selektor ebenfalls als Interkalator agieren und
damit auch die Grçßen Twist und Writhe ver�ndern kann,
was den Trennprozess entscheidend stçren kçnnte. W�hrend
der Aufnahme von rasterkraftmikroskopischen Bildern
(AFM) von hochkondensierter pDNA anhand unseres fr�-
heren Protokolls,[10] wurde die Form der pDNA-Partikel nach
Zugabe von n-Butylcarbamoylchinin, welche den chromato-
graphischen Selektor nachahmen soll, nicht ver�ndert. Al-
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lerdings entspannten sich die Partikel sehr wohl nach Zugabe
des Interkalators Chloroquin zur gleichen Lçsung, was auf ein
anderes Verhalten des Chinincarbamat-Molek�ls deutet
(Abbildung 1). Dessen Bindungsmechanismus �hnelt daher
mehr dem von furchenbindenden Molek�len, welche die
DNA-Konformation aus einer makroskopischen Sichtweise
nicht bedeutend ver�ndern.

Eine chromatographische Trennung von verschiedenen
Plasmiden unterschiedlichen Ursprungs ist in Abbildung 2 a–f
gezeigt, wobei jeder Peak einem einzelnen Topoisomer in
seiner nativen Form zuzuordnen ist. Solche Topoisomeren-
muster konnten bislang nur mit elektrophoretischen Techni-
ken aufgenommen werden.[11] Obwohl eine Antrennung von
niedrig-superspiralisierten Topoisomeren an RP-18-S�ulen
gezeigt wurde,[12] handelte es sich dabei um keine gezielte
Selektivit�t, und es konnte auch keine Trennung zwischen
nativen Topoisomeren erreicht werden. Demzufolge wird hier
die erste chromatographische Trennung einer nat�rlichen
Topoisomerverteilung pr�sentiert. Wir bezeichnen die vor-
gestellte Methode kurz als „topologische Analyse“, weisen
aber darauf hin, dass auch andere Autoren diesen oder einen
�hnlichen Begriff f�r die Auftrennung der Isoformen ver-

wenden, also die Trennung zwischen linearer, offen-zirkul�rer
und der geschlossen-zirkul�ren Isoform in ihrer Gesamtheit,
welche allerdings keine Topoisomere sind.

Um die Identit�t der getrennten Spezies zu best�tigen,
wurden sowohl f�r das pMCP1- als auch das pAcMC1-Plas-
mid mit 4.9 bzw. 9.9 Kilobasenpaaren (kbp) die Peakfl�chen
benachbarter Peaks in der Elutionsreihenfolge in einem x,y-
Diagramm dargestellt. An die erhaltenen Histogramme
wurde unter Verwendung von Gleichung (1) eine Gauß�sche
Verteilungskurve mit den Variablen a, b und x0 angepasst
(Abbildung 2g und h).

f ðxÞ ¼ a exp � 1
2

x� x0

b

� �2
� �

ð1Þ

x0 ist die kleine Winkelauslenkung,[13] und es gilt �0.5<
x0<+ 0.5. Die Ausgleichskurven korrelieren mit den gemes-
senen Daten sehr gut, was eine Maxwell-Boltzmann-Vertei-
lung der Peakfl�chen best�tigt und sich insofern rationali-
sieren l�sst, als dass die Unterschiede in der Freien Energie
der einzelnen Topoisomere gering sind, was folglich zu �hn-
lichen Wahrscheinlichkeiten ihres Vorliegens f�hrt. Im All-
gemeinen f�gt der Prozess der Superspiralisierung einem
Molek�l eine Torsionsspannung zu, daher ist die Freie Ener-

Abbildung 1. a) Der �ber eine Thioetherbr�cke an Siliciumdioxid ge-
kn�pfte Chinincarbamat(QC)-Ligand, der in dieser Studie f�r die topo-
logisch-selektive Chromatographie angewendet wurde. AFM-Bilder des
stark kompaktierten pMCP1-Plasmids, aufgenommen in fl�ssiger
Phase auf einer APTES-Glimmer-Oberfl�che. Nach Zugabe des Interka-
lators Chloroquin (CLQ) begannen sich die Plasmid-Nanopartikel zu
entspannen (b); 10 min nach CLQ-Zugabe), bis die Mehrheit der Dop-
pelstr�nge sichtbar war (c); 30 min nach CLQ-Zugabe). Nach Zugabe
von QC war keine makroskopische �nderung erkennbar (d); 30 min
nach QC-Zugabe). Gab man jedoch anschließend CLQ zu, entspann-
ten sich die Plasmide wieder (e); 20 min nach Zugabe von CLQ).

Abbildung 2. Trennung verschiedener nichtkommerzieller (a,b) und
kommerzieller Plasmide (c–f) auf der station�ren Phase aus Abbil-
dung 1a. Die ccc-Isoformen aller Plasmide konnten erfolgreich in ihre
Topoisomere aufgetrennt werden, was die allgemeine Anwendbarkeit
dieser Methode demonstriert. Die offen-zirkul�re Isoform ist mit
einem Stern markiert. In x,y-Diagrammen sind benachbarte Peakfl�-
chen von Topoisomeren gegen ihre Verwindungszahl in Bezug auf das
h�ufigste Topoisomer aufgetragen – beim Plasmid pMCP1 (g) wurden
Daten aus (a), beim Plasmid pAcMC1 (h) wurden Daten aus (b) ver-
wendet. Das h�ufigste Topoisomer wurde willk�rlich zu DLk = 0 ge-
setzt. Die durchgezogene Linie ist die angepasaste Gauß-Funktion
(siehe Text; R2 = 0.989 bzw. 0.990). „A“ steht f�r Absorption gemessen
bei 258 nm, „mAU“ steht f�r Milli-Absorptionseinheiten.
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gie von superspiralisierten Topoisomeren im Vergleich zur
entspannten pDNA zwingend hçher und daher energetisch
ung�nstiger.

Anschließend wurden einzelne Topoisomere isoliert, in
dem Eluate nach der UV-Detektorzelle gesammelt wurden.
Nach dem Einengen im Stickstoffstrom und anschließender
Dialyse, um den Großteil von Salzen zu entfernen, wurden
die Eluate unter identischen Bedingungen erneut chromato-
graphiert. Die Eluate lieferten dabei einzelne diskrete Peaks,
wobei deren Retentionszeit mit der Zeit, an der die Eluate
gesammelt wurden, �bereinstimmte. In Abbildung 3 wird

eine �berlagerung von chromatographischen L�ufen einer
pr�parativen Injektion von ccc-pDNA sowie drei isolierten
Fraktionen gezeigt. Die Elutionsreihenfolge ist umgekehrt
zur Elektrophorese, was durch Analyse der einzelnen Frak-
tionen durch Kapillargelelektrophorese gezeigt wurde (siehe
die Hintergrundinformationen). Um die getrennten Topo-
isomere vollst�ndig zu charakterisieren, wurde die Win-
dungszahl der Superhelix und damit die absolute Verwin-
dungszahl der Fraktion X aus Abbildung 3 bestimmt. Mithilfe
der Methode von Keller[14] wurde gezeigt, dass f�r das To-
poisomer in der Fraktion X DL k =�26� 2 gilt. Ber�cksich-
tigt man nun das Chromatogramm in Abbildung 3 und die
Regel, dass hçher superspiralisierte Topoisomere sp�ter elu-
ieren, m�ssen folglich die Fraktionen A bis C folgende Zahl
an negativen Superhelixwindungen aufweisen: 29� 2 (A),
32� 2 (B), 36� 2 (C). Weiterhin kann abgeleitet werden, dass
der Mittelwert der Topoisomerenverteilung in der nat�rli-
chen Probe des pMCP1-Plasmids ein Topoisomer mit einer
Differenz der Verwindungszahl DLk von �30� 2 ist, was
einer Superhelixdichte von�0.06 entspricht, was als mittlerer
Wert bei nat�rlichen Plasmiden angenommen wird.[15] Kon-
ventionsgem�ß betr�gt der Bestimmungsfehler der Verwin-
dungszahl die Anzahl der f�r die Bestimmung verwendeten
Gele, d.h. zwei in diesem Fall (siehe die Hintergrundinfor-
mationen).

Sobald ein solches Topoisomer f�r ein bestimmtes Plas-
mid charakterisiert ist, kann es als Referenzpunkt f�r zu-
k�nftige Messungen verwendet werden. Semipr�parative

L�ufe auf analytischen S�ulen zeigten eine exzellente Be-
ladbarkeit, da bei einer Injektion von 285 mg pDNA auf einer
120 � 4.0-mm-S�ule mit einer 5 mm porçsen (120 �) statio-
n�ren Phase keine �berladungsph�nomene auftraten (Ab-
bildung 3). Daher kçnnen ausreichende Mengen sowohl f�r
analytische Zwecke oder auch als einzelne Topoisomer-
Standards f�r Behçrden in kurzer Zeit produziert werden.

Die g�ltigen Richtlinien an die Industrie von der US-
amerikanischen FDA empfehlen die �berwachung von an-
deren Isoformen (linear, offen-zirkul�r), RNA, Proteinen
sowie anderen potenziell sch�dlichen organischen Verbin-
dungen im Endprodukt. In der Pharmaindustrie werden
große Mengen an pDNA �blicherweise in großen Fermen-
toren mithilfe von E. coli produziert, wobei die Plasmide im
Rahmen des „Upstream“-Prozesses vervielf�ltigt werden, um
dann w�hrend des „Downstream“-Prozesses (bestehend aus
mehreren Aufschluss- und Reinigungsverfahren) in reiner
Form gewonnen zu werden.[16] Proben aus Fermentations-
prozessen des pMCP1-Plasmids, sowie dessen Variante
pMCP1-3.5 (3.5 kbp) ohne des Antibiotikum-Resistenzgens,
wurden direkt einer topologischen Analyse unterzogen.
Aufgrund der hohen Kontamination der aufgeschlossenen
Zellmassen mit RNA, genomischer DNA und zellul�ren
Proteinen wurde eine zweidimensionale HPLC-Methode
aufgesetzt, wobei pDNA in der ersten Dimension durch
Grçßenausschlusschromatographie (SEC) an einer SEC-
S�ule mit porçsem Siliciumdioxid-Material (1000 �) isoliert
wurde. Die nach 2 min eluierende pDNA-Masse wurde auf
die topologisch-selektive S�ule transferiert (siehe die Hin-
tergrundinformationen).

Die serielle Injektion aller Fermentationsproben der In-
Prozess-Kontrolle ermçglicht einen direkten Vergleich der
Peakmuster durch das �bereinanderlegen der Chromato-
gramme (Abbildung 4a). In dieser Darstellung ist der Peak
mit der grçßten Fl�che in der Verteilung ein guter Sch�tzwert
f�r den mittleren Superspiralisierungsgrad zur Zeit der Pro-
benahme, deshalb wurde dessen Position gegen die Fermen-
tationsdauer aufgetragen. Dabei wurde eine beachtliche
Ver�nderung der Topologie w�hrend der Fermentation in
beiden F�llen festgestellt. Die Superspiralisierung des kleinen
Plasmids verringerte sich in den ersten Stunden („lag“-Phase)
sehr stark im Vergleich zum Anfangszustand, was sich auch in
der fr�heren Elution widerspiegelt, wobei sich der Zustand
danach einpendelte (Abbildung 4 b). Das pMCP1-Plasmid
wies dagegen ein anderes Verhalten auf, da der Anfangs- und
der Endzustand sehr �hnlich sind, jedoch w�hrend des Pro-
zesses betr�chtliche Spr�nge aufgetreten sind (Abbil-
dung 4c). Das zeigt, dass der Grad der Plasmid-Superspira-
lisierung innerhalb der Zelle auf die Fermentationsbedin-
gungen unterschiedlich reagieren kann, und interessanter-
weise kann dieser zwischen der anf�nglichen bakteriellen
Kultur und dem Endprodukt stark variieren. Diese Topolo-
gie�nderung ist wahrscheinlich mit dem Zellalterungsprozess
oder der Zahl an Zellteilungen verbunden. Ein circadianer
Rhythmus, der f�r das Cyanobakterium Synechococcus
elongates auf der Grundlage von Agarose-Gelektrophorese
mit Chloroquin-Zusatz beschrieben wurde,[17] kann mçgli-
cherweise die festgestellten Trends �berlagern. Wie erwartet,
kam es zu keiner �nderung der Superspiralisierung w�hrend

Abbildung 3. Chromatogramm eines semipr�parativen Laufs nach In-
jektion von 285 mg pMCP1 auf eine topologisch-selektive S�ule, bei
dem vier verschiedene Fraktionen gesammelt wurden. Die Fraktionen
A, B und C wurde einzeln erneut injiziert, und die entsprechenden
Chromatogramme sind farbig dargestellt (nur y-Achsen wurden nor-
miert). Fraktion X wurde f�r Bestimmung der Verwindungszahl verwen-
det.
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des „Downstream“-Prozesses anhand der Proben von ein-
zelnen Reinigungsschritten, da die entsprechende enzymati-
sche Aktivit�t von Topoisomerasen nicht mehr vorhanden ist.

Wir konnten zeigen, dass eine station�re Phase mit Chi-
nincarbamat eine einzigartig selektive Trennung von Topo-
isomeren geschlossen-zirkul�rer Plasmide ermçglicht, was
durch schnelle Bindungs- und Dissoziationsprozesse weiter
unterst�tzt wird, da der chromatographische Selektor nicht
�ber mçglicherweise stçrende interkalative Eigenschaften
verf�gt. Die Elutionsreihenfolge ist umgekehrt zu der Mi-
grationsreihenfolge in der Elektrophorese. Weiterhin wurde
die Topologie von Fermentationsproben zweier unterschied-
licher Plasmidpr�parationen mithilfe von zweidimensionaler
Chromatographie bestimmt. Mit diesem Aufbau bestehend
aus Grçßenausschlusschromatographie und topologisch-se-
lektiver Chromatographie wurde gezeigt, dass sich die To-
pologie w�hrend der Fermentation betr�chtlich �ndert.

Experimentelles
F�r die chromatographische Trennung wurde ein Mischgradient aus
Salz und 2-Propanol von 0 bis 100% in 15 Minuten (Abbildungen 2c–
f und 4) oder 60 Minuten (Abbildungen 2a,b und 3) angewendet.
Eluent A war eine Lçsung von 50 mmolL�1 NaH2PO4, eingestellt auf
pH 7.0 mit 5m NaOH. Eluent B war eine Lçsung von 50 mmolL�1

NaH2PO4, 0.6 molL�1 NaCl und 10% (v/v) 2-Propanol, eingestellt auf

pH 7.0 mit 5m NaOH. Zwischen den
analytischen L�ufen wurde die S�ule
mit Salz gewaschen (Injektion von
50 mL 3m NaCl in H2O) und 5 Minu-
ten mit 0% B �quilibriert. Die Fluss-
geschwindigkeit betrug 0.7 mLmin�1,
die Detektionswellenl�nge 258 nm,
und die Temperatur wurde auf 60 8C
eingestellt (mit Eluent-Vorheizung).
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Abbildung 4. a) Die �berlagerung zeigt eine Serie von Proben die nacheinander w�hrend einer 30-st�n-
digen Fermentation des Plasmids pMCP1-3.5 in E. coli in Intervallen von 2 Stunden gezogen und mit
2D-HPLC analysiert wurden. Die Pfeile kennzeichnen das Topoisomer mit der grçßten Peakfl�che (ent-
spricht dem h�ufigsten Topoisomer) und sind damit ein Maß f�r die mittlere Superspiralisierung. Die
Beschriftung gibt die Uhrzeit der Probenahme an. Die Verwindungszahl des h�ufigsten Topoisomer des
pMCP1-Plasmids (b) (Superspiralisierung ist in absoluten Zahlen angegeben, die durch Gelelektropho-
rese ermittelt wurden) und des pAcMC1-Plasmids (c) (nur relative Verwindungszahlen vorhanden, An-
fangszustand wurde willk�rlich zu Null gesetzt) wurde gegen die Fermentationsdauer aufgetragen.
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