APPLICATION NOTE

YML

Reinheitsbestimmung von Oligonukleotiden mit IP-RP

Bei der Festphasensynthese von Oligonukleotiden
werden in der Regel Nukleosid-Phosphoramidite als
chemische Bausteine eingesetzt. Um unerwlinschte

Nebenreaktionen zu verhindern, werden Schutzgruppen
in die Nukleoside eingefiihrt. So wird z.B. die 5-Hydroxy-
gruppe des Zuckerteils mit einer Dimethoxytritylgruppe
(DMT) geschutzt.

Doch auch bei diesem Ansatz kdnnen Verunreinigungen
und Abbauprodukte entstehen. Dabei ist die groBte He-

rausforderung bei der Aufreinigung von Oligonukleotiden
das Vorkommen von strukturell &hnlichen Verunreinigun-
gen. Es sind so genannte ,Shortmers”(n—x) und ,Long-
mers“(n+x), die sich nur schwer vom Zielprodukt trennen
lassen. Der Einsatz von analytischer Chromatographie ist
deshalb unerlasslich, um Qualitdt und Quantitat vor und
nach der Aufreinigung zu Uberwachen. Selbstverstand-
lich missen die Ergebnisse zuverldssig und reproduzier-
bar sein.

Fioretti et al. (1) beschreiben die Trennung eines
Oligonukleotid-Syntheseprodukts. Zur Analyse des
Produkts wird eine YMC-TriartC18 UHPLC-Saule im
lonenpaar-Umkehrphasenmodus (IP-RP) verwendet. Die
Methode bestimmt die Reinheit des Produkts, hier ein

Tabelle 1: Oligonukleotid-Sequenz

20-mer Einzelstrang-Nukleotid (s. Tab. 1). Darlber hinaus
kénnen auch Verunreinigungen identifiziert werden. Zur
weiteren Optimierung der Oligonukleotid-Analyse, fur
eine noch hdohere Ausbeute und Sensitivitat, ist die YMC-
Accura Triart Bio C18-S&ule eine gute Alternative.

Einzelstrang-DNA  5°-ATA CCG ATT AAG CGA AGT TT-3
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Tabelle 2: Chromatographische Bedingungen

Séaule: YMC-Triart C18 (1,9um, 12nm) 100 x 2,0 mm ID
Artikelnummer: TA12SP-1002PT
Eluent: A) 4mM Triethylamin - 100 mM HFIP*
B) Methanol
Gradient: 5%-10%B (1-3min), 10%-20%B (3-20min), 20%-90%B (20-22 min)
Flussrate: 0,2 ml/min
Temperatur: 50°C
Detektion: UV bei 260 nm
Injektion: 0,5 ul
Probe: Oligonukleotid-Syntheseprodukt

*Hexafluoroisopropanol
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Abbildung 1: Trennung des Oligonukleotid-Syntheseprodukts mittels lonenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie unter
Verwendung einer YMC-Triart C18 UHPLC-Sé&ule.
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