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F�r viele physikalisch-chemische und biochemische Prozesse
ist die Vorhersage molekularer Eigenschaften unter Vorgabe
der Molek�lstruktur von großem Interesse.[1] Besonders im
Bereich der chromatographischen Trennungen, die auf mo-
lekularen Wechselwirkungen zwischen den zu trennenden
Molek�len und einem aus zwei Phasen bestehenden Trenn-
system beruhen, gibt es Bestrebungen, Retentionszeiten
theoretisch vorherzusagen.[2, 3]

Lineare-Freie-Enthalpie-Beziehungen modellieren die
chromatographische Retention als Summe von energetischen
Einzelbeitr.gen (Dispersions-, Dipol-Dipol-, p-p-, Protonen-
Donor-Acceptor-Wechselwirkungen usw.).[4] Bei Biopolyme-
ren wie Peptiden oder Nucleins.uren greift man wegen der
komplexen Molek�lstrukturen dagegen oft auf eine Addition
empirisch ermittelter Retentionsbeitr.ge der individuellen
Aminos.uren bzw. Nucleotide zur�ck und korrigiert diese
durch Terme, die die Gesamtstruktur des Molek�ls ber�ck-
sichtigen.[5,6] F�r komplexere Molek�le sind diese Vorhersa-
gemodelle jedoch ungenau und die zugeh:rigen Deskriptoren
nur sehr aufw.ndig zu bestimmen. Sequenzinformation (ab-
gesehen von der Gesamtzusammensetzung) und Information
�ber Sekund.rstrukturen werden in diesen Modellen nicht
ber�cksichtigt.

F�r Peptide wurden Modelle ausgearbeitet, die die Re-
tention nicht aus den Eigenschaften der Molek�lbausteine
ableiten, sondern diese aus mit Testanalyten bekannter
Struktur gewonnenen Datens.tzen erlernen.[7] Die Retenti-
onsdaten von ca. 7000 Peptiden wurden beispielsweise dazu
verwendet, ein k�nstliches neuronales Netzwerk (KNN) f�r
die Vorhersage von Peptid-Retentionszeiten aus den Peptid-
sequenzen mit einer Genauigkeit von 3 bis 10% zu trainie-
ren.[8] Weitere Verfahren aus dem Bereich des statistischen
Lernens, z.B. Supportvektormaschinen (SVMs), lassen sich
f�r Regressionsprobleme anwenden. Neben dem Vorteil, zu
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exakt einer global optimalen L:sung zu f�hren (im Unter-
schied zu KNNs), haben sich Supportvektor-Ans.tze auch in
praktischen Anwendungen auf chemische Probleme be-
w.hrt.[9,10]

F�r die Vorhersage der Retention von Oligonucleotiden
in der Ionenpaarumkehrphasenchromatographie (IP-RPC)
wurde ein Retentionsmodell ausgearbeitet, das auf der Be-
stimmung und Addition der Retentionsbeitr.ge der Nucleo-
tide beruhte.[11] Dieses Modell lieferte zufriedenstellende
Ergebnisse f�r relativ hohe Trenntemperaturen (60 8C), bei
denen Sekund.rstrukturen wenig ausgepr.gt sind, w.hrend
bei niedrigeren Temperaturen der Einfluss von Haarnadeln
oder partiellen Doppelstr.ngen zu einer schlechteren Fber-
einstimmung zwischen Vorhersage und Experiment f�hrte
(eigene Messergebnisse).

Unser Modell f�r die Retention von Oligonucleotiden in
der IP-RPC auch bei niedrigeren Trenntemperaturen beruht
auf der von Sch:lkopf et al. vorgeschlagenen n-Supportvek-
torregression (SVR).[12] Diese Methode bestimmt ein Modell
f�r einen gegebenen Datensatz, das gleichzeitig den Modell-
fehler und die Modellkomplexit.t minimiert. Das Trainieren
dieses Modells erfolgt mit einer recht geringen Zahl von 50
bis 100 Oligonucleotiden. Ein Testdatensatz wurde durch
Messung der Retentionszeiten von 72 Oligonucleotiden er-
stellt. Um den Einfluss der Sequenz auf die Retention zu
erfassen, wurden 41 der Oligonucleotidsequenzen durch Va-
riation der Sequenz eines 24mers (GTA CTC AGT GTA
GCC CAG GAT GCC) generiert. Zur Ber�cksichtigung
m:glicher Sekund.rstrukturen wurden vier weitere Sequen-
zen so ausgew.hlt, dass auch bei h:heren Temperaturen sta-
bile Haarnadelstrukturen gebildet werden. Die restlichen
Sequenzen wurden schließlich so gew.hlt, dass sie einen
L.ngenbereich von 15 bis 48 Nucleotiden abdeckten.

Quantitative Struktur-Eigenschafts-Beziehungen (QSPR)
codieren die Eingabestrukturen in Form von Merkmalsvek-
toren. Solche f�r die vorherzusagende Eigenschaft relevanten
Merkmale sind z. B. die L.nge, Sequenz und Sekund.rstruk-
tur der untersuchten Oligonucleotide. Diese Merkmale
werden in numerische Werte �bersetzt, die direkt in das
Modell einfließen. Zu jeder gemessenen Retentionszeit yi

wird die Sequenz und Struktur des Oligonucleotides durch
einen Vektor xi beschrieben. Merkmal-Werte-Paare (xi, yi)
dienen zur Bestimmung einer optimalen Funktion [Gl. (1)].

f ðxÞ ¼ w � x þ b mit w, x 2 <n, b 2 < ð1Þ

Diese Funktion erm:glicht die Vorhersage von Retenti-
onszeiten y= f(x) f�r einen beliebigen Merkmalsvektor x,
also f�r eine beliebige Sequenz. F�r mathematische Details
verweisen wir auf die einschl.gige Literatur.[13,14]

In unserem Modell besteht der Merkmalsvektor aus elf
Werten, die sich aus der Sequenz und der Sekund.rstruktur
ableiten. F�nf der Werte beschreiben die Sequenz (L.nge und
relativer Anteil der vier Basen), die restlichen sechs Werte die
Schmelzkurve der Sekund.rstruktur. Dazu wurde f�r die
Temperaturen 30, 40, 50, 60, 70 und 80 8C die Sekund.r-
struktur mit der Software Vienna RNA Package Ver. 1.4[15]

vorhergesagt und der Prozentsatz der Basen in gepaarten
Bereichen errechnet. Aus dem Modell ergaben sich die Ge-

samtl.nge, der Anteil der verschiedenen Basen sowie der
Anteil der gepaarten Basen als wichtigste Merkmale eines
Oligonucleotids. Andere Merkmalsvektoren, die z. B. die
Basenabfolge, Basenstapelung oder andere Codierungen der
Sekund.rstrukturinformation enthalten, erbrachten keine
besseren Ergebnisse.

Das Trainieren des SVR-Modells erfolgte durch Auftei-
lung des Testdatensatzes in drei Teile (je 24 Datenpunkte).
Zwei Drittel der Testdaten wurden f�r das Trainieren des
SVR-Modells verwendet, das restliche Drittel wurde zur
Validierung der Vorhersage genutzt. Insgesamt wurde drei-
fach kreuzvalidiert. Die Werte R2 und Q2 geben dabei jeweils
die Korrelation des SVR-Modells auf dem Trainingsdatensatz
bzw. die Korrelation der vorhergesagten Retentionszeiten mit
den experimentellen Zeiten an.

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse f�r die dreifach kreuz-
validierten Modelle bei 30 und 80 8C. Die geringe Streuung

der Datenpunkte und das Fehlen von signifikanten Ausrei-
ßern belegen die Leistungsf.higkeit der SVR-Modelle zur
Vorhersage der Retention �ber einen großen Temperatur-
bereich und den gesamten L.ngenbereich von 15 bis 50 Nuc-
leotiden. Im Unterschied zu anderen Modellen sagt dieses
Modell auch die Retention der Haarnadelstrukturen bei
beiden Temperaturen mit guter Fbereinstimmung vorher.

Abbildung 1. Retentionsvorhersage bei 30 und 80 8C; R2-Werte entspre-
chen der quadrierten Korrelation zwischen dem Modell und den expe-
rimentellen Retentionszeiten. Haarnadelstrukturen sind durch Dreiecke
markiert.
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Beispiele f�r gemessene und simulierte Chromatogramme
sind in Abbildung 2 wiedergegeben. Hier wurden 61 der 72
gemessenen Datenpunkte zum Trainieren des Modells ver-
wendet, um die Retentionszeiten der restlichen elf Oligo-

nucleotide zu simulieren. Tabelle 1 belegt, dass alle Retenti-
onszeiten mit einer Abweichung von maximal 4%, meist
weniger als 2%, vorhergesagt wurden. Auch die Retention
von Haarnadelstrukturen, die bei erh:hter Temperatur stabil
sind, wurde durch unser Modell korrekt wiedergegeben
(Abbildung 2e). Interessant ist ebenfalls, dass auch die ge-
messene Retention f�r das relativ lange 39mere Oligonucle-

otid sehr gut mit dem Modell �bereinstimmt, obwohl es f�r
diesen L.ngenbereich nur wenige Trainingsdatenpunkte gab
(Abbildung 2d).

Die Anwendung unseres Verfahrens auf eine reale Oli-
gonucleotidmischung ist in Abbildung 3 gezeigt. Es handelt

sich um eine Mischung von Oligonucleotid-Primern, die f�r
eine multiplexe Amplifikation durch Polymerasekettenreak-
tion verwendet wurde. Die St.rke des Modells zeigt sich
darin, dass nicht nur die Retentionszeiten der relativ unge-
w:hnlichen, A,T-reichen Sequenzen, sondern auch die Re-
tentionsreihenfolge der kurzen Oligonucleotide mit Ausnah-
me einer Inversion der Reihenfolge der Oligonucleotide 5
und 6 korrekt und mit einer durchschnittlichen bzw. maxi-
malen Abweichung von 1.6% bzw. 3.2% vorhergesagt
werden konnten. Die gute Fbereinstimmung zwischen
Theorie und Experiment ist Indiz daf�r, dass die im Modell
integrierten Strukturparameter die Wechselwirkungen zwi-
schen Oligonucleotid und station.rer Phase in der IP-RPC
sehr gut beschreiben.

Zusammenfassend wurde erstmals ein Modell ausgear-
beitet, das eine Vorhersage der Retention von Oligonucle-
otiden mit einer Genauigkeit von besser als 3% �ber den
gesamten Temperaturbereich von 30 bis 80 8C erm:glicht.
Das Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass sich das Trai-

Abbildung 2. Vergleich der gemessenen und simulierten Chromato-
gramme von Oligonucleotiden bei 80 8C. F3r die Peakprofile in den Si-
mulationen wurden die experimentell bestimmte mittlere Peak-Stan-
dardabweichung von 0.0575 min und eine Gauß-Funktion verwendet.

Abbildung 3. Vorhersage einer Trennung von sieben Oligonucleotid-Pri-
mern mit L1ngen von 14 bis 18 Nucleotiden bei 50 8C. 1=GTA GAG
GTA GGT TGG, 2=GAA GAG TTT TTG GA, 3=GGG TTA ATT TGA
GGT, 4=TTT AGT TAG AAA AAG TT, 5=GTT TAA ATA GGA AAT TT,
6=GTT GGG ATT TTT GTA TTG, 7=TAA GTT TTT TTT TGT TGT.
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nieren des Modells auf 50 bis 100 Oligonucleotide beschr.nkt
und der Einfluss von Sekund.rstrukturen auf die Retention
ber�cksichtigt wird. Durch die M:glichkeit zur Aufnahme
und Evaluation beliebig vieler Strukturparameter l.sst sich
schnell und einfach feststellen, welche Struktureigenschaften
f�r die Wechselwirkungen eines Molek�ls in einem chroma-
tographischen Trennsystem ausschlaggebend sind. In Folge-
arbeiten m:chten wir das Verfahren auch zur verbesserten
Vorhersage von Peptid-Retentionszeiten nutzen.

Experimentelles
Die Retentionszeiten der Oligonucleotide (jeweils 2.5 ng injiziert)
wurden in einer monolithischen Poly(styrol/divinylbenzol)-S.ule
(60 J 0.20 mm Innendurchmesser) mithilfe eines 30-min�tigen Gra-
dienten von 0–16% Acetonitril in einer w.ssrigen L:sung von
100 mmolL�1 Triethylammoniumacetat und 0.5 mmolL�1 Ethylendi-
amintetraessigs.ure mit Detektion bei 254 nm und S.ulentempera-
turen von 30–80 8C bestimmt. Die Flussgeschwindigkeit wurde mit-
hilfe eines HPLC-Systems mit aktivem Split (U3000, LC Packings,
Amsterdam) bei 2.0 mLmin�1 konstant gehalten. Die Standardab-
weichung der gemessenen Retentionszeiten von (dT)18 aus 20 Wie-
derholungsmessungen lag zwischen 1.3 s (RSD 0.097%) bei 40 8C und
3.1 s (RSD 0.28%) bei 70 8C. Durch Korrektur �ber interne Stan-
dards (jeweils 1 ng (dC)14 und (dT)26) reduzierten sich die relativen
Standardabweichungen (RSDs) der gemessenen Retentionszeiten
auf 0.028% (40 8C) bzw. 0.072% (70 8C). Die normierte Nettoreten-
tionszeit t’ errechnete sich aus Gleichung (2). t ist die experimentelle

t0 ¼ ðt�tCÞ
�ttT��ttC

tT�tC
þ�ttC ð2Þ

Retentionszeit des Oligonucleotids, tC und tT sind die Retentionszei-
ten von (dC)14 bzw. (dT)26, t̄C und t̄T sind die durchschnittlichen Re-
tentionszeiten von (dC)14 bzw. (dT)26 �ber alle Experimente. Das
SVR-Modell wurde mit dem Softwarepaket libSVM in der Version
2.8[16] erstellt.
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Tabelle 1: Vergleich gemessener und vorhergesagter Retentionszeiten von Oligonucleotiden bei 30 und
80 8C.[a]

Sequenz Retention bei
30 8C [min]

rel.
Fehler

Retention bei
80 8C [min]

rel.
Fehler[%]

gem. ber. [%] gem. ber. [%]

GTG CTC AGT GTA ACC CAG GAT GCC 17.64 17.76 �0.64 13.99 13.93 0.42
GTG CTC AGT ATA GCC CAG GAT GCC 17.50 17.59 �0.51 14.00 13.78 1.59
ATG CTC AGT GTA GCC CAG GAT GCC 17.77 17.64 0.73 14.08 13.87 1.49
CTG CTC AGT GTA GCC CAG GAT GCC 17.23 17.49 �1.56 13.47 13.59 �0.83
GTG CTC AGT GTA GCC CAG GAT GCG 17.40 17.52 �0.69 13.67 13.58 0.64
GTG CTC AGT GTA GCC CAG GAT GCA 17.82 17.58 1.37 13.99 13.88 0.83
GTG CTC AGT GTA GCC CAG AAT GCC 17.29 17.65 �2.08 13.62 13.81 �1.39
GTG CTC AGT GTA GCC CAG GAT ACC 17.46 17.65 �1.06 13.85 13.81 0.34
GTG CTC AGT GTA GCC CAG GAT GAC 17.61 17.63 �0.12 13.88 13.82 0.46
GAG AGA GAG AGA TCT CTC TCT CTC 13.22 13.76 �4.11 14.08 14.26 �1.30
GTG CTC AGT GTA ACC CAG TTT TTT

GAT GCC GTA GAT CAT

20.93 20.98 �0.28 17.80 17.76 0.24

Q2 : 0.989 0.987

[a] Fettgedruckte Buchstaben kennzeichnen Modifikationen gegen3ber der ersten 24mer-Sequenz.

Angewandte
Chemie

7169Angew. Chem. 2006, 118, 7166 –7169 � 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de

