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Abstract: Der Einsatz von Licht als externer Schalter ist ein
zielgerichtetes und leicht kontrollierbares Verfahren zur
r�umlichen und zeitlichen Steuerung chemischer Reaktionen.
Zwei o-Nitrobenzylderivate – Benzoyl-NPPOC und Thio-
phenyl-NPPOC – steigern die Photolyseeffizienz in der Mik-
roarraysynthese um den Faktor 2 bzw. 12 gegenîber derjenigen
der herkçmmlichen NPPOC-Gruppe.

Photolabile Gruppen werden in der chemischen Synthese in
einer Vielzahl von Anwendungen eingesetzt. Hierzu z�hlen
beispielsweise die in der Polymerchemie verwendete ortho-
gonale Erweiterung,[1] die Photopolymerisation sowie die
Funktionalisierung und Vernetzung.[2] Weitere Anwen-
dungsgebiete sind die dreidimensionale (3D-)Musterung und
Herstellung[3] von Molekîlen, die bei Bestrahlung mit Licht
eine andere Substanz freisetzen: photoaktivierbare (caged)
Molekîle.[4] Die gel�ufigsten lichtempfindlichen Gruppen,
die in diesen Bereichen eingesetzt werden, sind o-Nitroben-
zylgruppen. Sie zeichnen sich durch ihre vielseitige Einsetz-
barkeit als Schutzgruppen fîr zahlreiche funktionelle Grup-
pen aus.[5] Im Unterschied zu chemisch abspaltbaren Schutz-
gruppen bieten photolabile Gruppen die Mçglichkeit einer

r�umlichen Kontrolle chemischer Reaktionen, was besonders
nîtzlich fîr die kombinatorische Synthese von Biopolymer-
mikroarrays ist. Diese Methode wurde von der Industrie fîr
die Synthese hochdichter Mikroarrays mit > 106 Sequenzen
pro Quadratzentimeter angewendet.[6]

Die photolytische Synthese wurde erstmals bei der Her-
stellung von Peptidmikroarrays eingesetzt.[7] Dabei wurden
Nitroveratryloxycarbonyl(NVOC)-Schutzgruppen zum
Schutz N-terminaler Aminogruppen verwendet. Fîr die
Synthese von DNA-Mikroarrays wurde die photolytische
Synthese erst sp�ter adaptiert. Zun�chst wurden hier 5’-(a-
Methyl-2-nitropiperonyl)oxycarbonyl(MeNPOC)-[8] und
Dimethoxybenzoincarbonat(DMBOC)-Phosphoramidite[9]

als Schutzgruppen eingesetzt. Limitiert werden Synthesen mit
diesen Schutzgruppen durch eine relativ geringe Ausbeute,
weshalb sie sich nur fîr die Herstellung kurzer Oligonu-
kleotide eignen.[10] Erst die Entwicklung der 2-(2-Nitrophe-
nyl)propoxycarbonyl(NPPOC)-Schutzgruppe ermçglichte
die Synthese von Mikroarrays mit langen Oligonukleoti-
den,[11] da hier nicht nur fast quantitative Ausbeuten, sondern
auch substanziell hçhere photolytische Quantenausbeuten
erzielt werden. Hohe photolytische Effizienz, resultierend aus
dem Produkt des Absorptionskoeffizienten und der photo-
lytischen Quantenausbeute (ef), ist eine wesentliche Deter-
minante fîr die meisten Anwendungen photolabiler Grup-
pen. Dies ist nicht nur in der hohen Ausbeute und der hohen
experimentellen Durchsatzrate begrîndet, sondern auch in
der Verringerung der Bestrahlungsdauer – je kîrzer die Be-
strahlungsdauer, desto geringer das Risiko photochemischer
Nebenreaktionen. Wegen dieser Vorteile z�hlt die NPPOC-
Gruppe zu den meistverwendeten Schutzgruppen bei photo-
chemischen Synthesen und wird nicht nur fîr die Synthese
von DNA-Mikroarrays, sondern auch fîr diejenige von Ap-
tamermikroarrays,[12] von Gene-Assembly-Mikroarrays,[13]

von spaltbaren Linkern[14] und von photoaktivierbaren Mo-
lekîlen[15] eingesetzt. Weitere Anwendungen umfassen die
Synthese von RNA-[16] und Peptidmikroarrays[17] sowie Koh-
lenhydratsynthesen.[18]

NPPOC hat mit einer hohen photolytischen Quanten-
ausbeute (0.41 in MeOH) einen entscheidenden Vorteil, zeigt
allerdings nur ein geringes Absorptionsvermçgen (e365nm/MeOH

� 230m¢1 cm¢1), was die Suche nach NPPOC-Derivaten mit
hçherem Absorptionsvermçgen[19] begrîndet. Zudem werden
Schutzgruppen angestrebt, die sich fîr die Entwicklung von
Photosensibilisatoren eignen, die auf dem Prinzip von intra-
und intermolekularem Energietransfer von Triplettsensibili-
satoren basieren.[20] Bisher gibt es jedoch keine NPPOC-De-
rivate, die sich in der Mikroarraysynthese von komplexen,
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langen Oligonukleotiden als robuster Ersatz fîr die NPPOC-
Schutzgruppe bew�hrt haben.

In der hier vorgestellten Arbeit wurden zwei NPPOC-
Derivate identifiziert, die eine verbesserte Effizienz in der
photolytischen Synthese von Mikroarrays aufweisen
(Schema 1): Benzoyl-2-(2-nitrophenyl)propoxycarbonyl (Bz-
NPPOC) und Thiophenyl-2-(2-nitrophenyl)propoxycarbonyl
(SPh-NPPOC). Beide Gruppen schîtzen die 5’-Hydroxy-
gruppe des DNA-Phosphoramidits. Weiterhin wurde unter-
sucht, ob sich Bz-NPPOC und SPh-NPPOC als Ersatz fîr die
NPPOC-Gruppe eignen. Unsere Resultate zeigen, dass diese
neuen NPPOC-Derivate gleich gut wie NPPOC oder sogar
besser als dieses fîr die Synthese von DNA-Mikroarrays ge-
eignet sind. Da sie wesentlich weniger Licht fîr die Photolyse
bençtigen, kann in einem photolytischen System eine gerin-
gere numerische Apertur (NA) des optischen Systems genutzt
werden. Hierdurch wird zum einen ein ausreichend großer
Tiefenfokus erzielt, und zum anderen werden Synthesefehler
durch Streuung reduziert. Allerdings verringert die niedrige
NA die nutzbare Lichtenergie einer beliebigen Lichtquelle.[21]

Die funktionelle Charakterisierung der NPPOC-, Bz-
NPPOC- und SPh-NPPOC-DNA-Phosphoramidite erfolgte
mithilfe der Maskless-Array-Synthese (MAS).[21,22] Die MAS
ist eine bew�hrte photolitographische Methode, die fîr die
In-situ-Synthese von hochdichten DNA-Mikroarrays entwi-
ckelt wurde. Diese Methode wird meist bei Genomikanwen-
dungen eingesetzt, aber auch zur Synthese von RNA-, Peptid-
und Kohlenhydratarrays. Bei der MAS wird das Licht der Hg-
Lampe mithilfe digital gesteuerter Mikrospiegel auf den
Syntheseort gerichtet. Um eine Synthese von hochkomplexen
Mikroarrays zu ermçglichen, erfolgen die Bestrahlung mit
einer Hg-Lampe und der Transport der Reaktanten an den
Syntheseort synchron (Details zur Methode siehe Hinter-
grundinformationen).

Abbildung 1 zeigt die Absorptionsspektren von mit
NPPOC, Bz-NPPOC und SPh-NPPOC an der 5’-OH-Position
geschîtztem Thymidin-Phosphoramidit gemeinsam mit den
Spektrallinien der Hg-Lampe bei l = 365, 405 und 436 nm. In
der Spektralregion um l = 365 nm ist die Absorption von
NPPOC und Bz-NPPOC sehr �hnlich. Daraus l�sst sich
schließen, dass eine verbesserte Effizienz der Photolyse von

Bz-NPPOC auf dessen erhçhte photolytische Quantenaus-
beute zurîckzufîhren ist. Die Absorption von SPh-NPPPOC
hingegen ist in der Region um l = 365 nm siebenmal hçher als
jene von NPPOC, und das Absorptionsspektrum reicht bis l

� 420 nm, wobei die Absorption bei l = 365 nm > 87% der
Gesamtabsorption betr�gt. Die Spektrallinie bei l = 436 nm
ist zwar vorhanden, aber nicht relevant. Die Hg-Spektralli-
nien, die im Absorptionsspektrum nicht pr�sent sind, wurden
herausgefiltert, um eine DNA-Sch�digung und Erhitzung des
Systems zu vermeiden.

Zur Bestimmung der optimalen Belichtungsst�rke fîr die
Abspaltung der NPPOC-, Bz-NPPOC- und SPh-NPPOC-
Schutzgruppen wurden Mikroarrays mit Oligonukleotiden
îbereinstimmender Basensequenzen mit graduellem Anstieg
der Lichtexposition synthetisiert. Anschließend erfolgte die
Hybridisierung der jeweiligen Oligomere mithilfe komple-
ment�rer Sequenzen, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert waren. Nach der Hybridisierung wurden die Fluo-
reszenzintensit�ten mit einem Mikroarray-Scanner ausgele-
sen. Es zeigte sich, dass mit zunehmender Lichtexposition die
Sequenzgenauigkeit bis zum Maximum des Hybridisierungs-
signals zunahm. Zur Bestimmung der optimalen Belich-
tungsst�rke werden oftmals Mikroarrays mit einem graduel-
len Anstieg der Exposition synthetisiert und anschließend
hybridisiert. Diese Methode ist sehr empfindlich, da jeder
Datenpunkt durch eine Vielzahl von aufeinanderfolgenden
Photolysereaktionen bestimmt wird. Es wird nur dann ein
starkes Hybridisierungssignal erhalten, wenn alle Einzelre-
aktionen vollst�ndig abgelaufen sind. Abbildung 2 zeigt den
Einfluss des Anstiegs der Lichtexposition auf die Fluores-
zenzintensit�t des Farbstoffs fîr die drei photolabilen Grup-
pen mit Oligonukleotiden, die eine L�nge von 25 bzw.
60 Basen aufwiesen. Der Wert der Strahlungsexposition von
Bz- und SPh-NPPOC wurde mit einem Faktor von 2.1 bzw.
12.0 multipliziert, um eine Angleichung an die NPPOC-Ex-
positionswerte zu erzielen. Diese Angleichung zeigt, dass die
Photolysekinetik von Bz- und SPh-NPPOC in ihrem Verlauf
sehr �hnlich zu der von NPPOC ist, jedoch im Fall von Bz-
NPPOC mit hçherer und fîr SPh-NPPOC mit wesentlich
hçherer Geschwindigkeit abl�uft.

Außer der Photolysegeschwindigkeit ist auch die gene-
relle Ausbeute der jeweiligen Oligomersynthese von Bedeu-
tung. Fîr den Vergleich der Syntheseausbeuten wurden
Mikroarrays mit Oligonukleotiden mit îbereinstimmenden

Schema 1. a) Strukturen und Spaltprodukte der an der 5’-OH-Position
mit NPPOC, Bz-NPPOC und SPh-NPPOC geschítzten DNA-Phospho-
ramidite.

Abbildung 1. Absorptionsspektren der Phosphoramidite in DMSO ge-
meinsam mit den Hg-Linien um l = 365, 405 und 436 nm, gemessen
am Reaktionsort.
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Sequenzen unter Verwendung der drei Schutzgruppen syn-
thetisiert. Die Ergebnisse fîr die NPPOC-Gruppe wurden als
Referenz fîr die Bewertung der Testgruppen Bz-NPPOC und
SPh-NPPOC herangezogen.

Die mittels NPPOC-Schutzgruppe synthetisierten Oligo-
mere wurden mit einer Belichtungsst�rke von 6 J cm¢2 be-
strahlt, die aus dem Hybridisierungssignal, das sich aus den
Expositionsexperimenten ergab, bestimmt wurde. Anschlie-
ßend erfolgte der Vergleich des fîr NPPOC erzielten Hybri-
disierungssignals mit demjenigen fîr Bz- und SPh-NPPOC,
wobei fîr die Synthese von Bz-NPPOC- und SPh-NPPOC-
geschîtzten Oligomeren mit 2.7 und 0.5 Jcm¢2 proportional
geringere Belichtungsst�rken auf Basis von Abbildung 2
verwendet wurden. Da die Photolyse von NPPOC auf einer
durch geringe Konzentrationen an Aminbasen begînstigten,
photoinduzierten b-Eliminierung beruht,[19b, 23] ist anzuneh-
men, dass die Protonenabstraktion ein geschwindigkeitsbe-
stimmender Schritt bei schnellen Photolysereaktionen ist.
Dies kçnnte durch die Erhçhung der Basenkonzentration
(Imidazol in DMSO) in der Expositionslçsung und durch eine
l�ngere Reaktionszeit bei geringer Belichtungsst�rke kom-
pensiert werden. Insgesamt zeigen unsere Daten, dass unter
Verwendung der Bz-NPPOC- und SPh-NPPOC-Schutzgrup-
pen unter allen getesteten Bedingungen �hnliche oder sogar
bessere Hybridisierungssignale als mit NPPOC erzielt werden
(Abbildung 3). Zudem erwies sich, dass durch den Einsatz
von geringeren Belichtungsst�rken ein besseres Hybridisie-
rungssignal erzielt werden konnte und dass eine hçhere Imi-
dazolkonzentration zwar keine Verbesserung der Intensit�t

des Hybridisierungssignals, jedoch eine Steigerung der Ho-
mogenit�t des Signals bewirkte.

Die Experimente, in denen die optimale Expositionszeit
getestet wurde, liefern gemeinsam mit den Extinktionskoef-
fizienten genaue Werte fîr die relative Quantenausbeute. Zur
Bestimmung der absoluten Quantenausbeute der Photolyse-
reaktionen wurden die an der 5’-OH-Position geschîtzten
Thymidin-Phosphoramidite in Lçsung eine definierte Zeit
lang direkt bestrahlt. Die Ausgangsverbindungen NPPOC,
Bz-NPPOC sowie SPh-NPPOC und ihre Reaktionsprodukte
wurden per HPLC analysiert. Die Ermittlung der Konzen-
tration c der jeweiligen photolabilen Gruppe als Ausgangs-
verbindung erfolgte anhand der photokinetischen Glei-
chung (1).[24]

_c ¼ ¢1000I0
Fd
V

1¢ 10¢AðtÞ

AðtÞ efc ð1Þ

Hierbei sind I0 die Belichtungsst�rke, F der Querschnitt
der Exposition, d die Wegl�nge, V das Volumen der Probe
und A(t) das gesamte Absorptionsvermçgen der Probe. Ab-
bildung 4 zeigt die kinetischen Zerfallsraten der einzelnen
Produkte, (1¢10¢A(t))/A(t). Die Quantenausbeuten f wurden
durch die numerische Integration der photokinetischen Fak-
toren ermittelt. Tabelle 1 fasst die Ergebnisse zusammen.
Diese stimmen sehr gut mit den Ergebnissen der Mikroar-
rayanalyse îberein, aus der eine 2-mal hçhere Photolyseef-
fizienz fîr Bz-NPPOC als fîr NPPOC erhalten wurde. Fîr
SPh-NPPOC wurde anhand der spektroskopischen und pho-
tochemischen Resultate eine 10-fach hçhere Effizienz der
Photolyse gegenîber jener von NPPOC berechnet. Dieser

Abbildung 2. Hybridisierungsintensit�ten von A) 60-Basen- und B) 25-
Basen-Oligonukleotidarrays, die mit einem graduellen Anstieg der Ex-
position synthetisiert wurden. Der Wert der Strahlungsexposition fír
Bz- und SPh-NPPOC wurde mit 2.1 (2.2) bzw. 12.0 multipliziert; die
Werte vor dieser Multiplikation werden durch die gestrichelten Linien
angedeutet.

Abbildung 3. Auf NPPOC bezogene Hybridisierungsintensit�ten von
Bz- and SPh-NPPOC fír verschiedene Leistungen der Strahlungsexpo-
sition (mWcm¢2) und fír Photolysereaktionen, die mittels 1 und 4%
Imidazol in DMSO initiiert wurden. Die Fehlerbalken und die Stan-
dardabweichung der Replikate wurden als Indikatoren fír die Homoge-
nit�t der Synthese herangezogen.

Tabelle 1: Extinktion, Quantenausbeute und Photolyseeffizienz der
photolabilen Gruppen.[a]

photolabile
Gruppe

e365nm

[m¢1 cm¢1]
f365nm ef365nm

[m¢1 cm¢1]

NPPOC 260 0.40 104
Bz-NPPOC 240 0.84 202
SPh-NPPOC 1560 0.68 1064

[a] e : molarer Extinktionskoeffizient, f : Quantenausbeute durch Photo-
lyse, ef : photolytische Effizienz; alle bei l = 365 nm.
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Wert f�llt etwas geringer aus als der Faktor 12 aus den Mik-
roarrayexperimenten, da dort ein Beitrag der 405-nm-Linie
der Hg-Lampe zu berîcksichtigen ist.

Um das Potenzial der hier getesteten photolabilen
Gruppen in einem Verfahren zu testen, das hçchste Ansprî-
che an solche Gruppen stellt, wurden hochdichte Genex-
pressionsmikroarrays mithilfe von 5’-NPPOC, Bz-NPPOC
sowie SPh-NPPOC synthetisiert. Jeder Mikroarray enthielt
zwei Replikate von jeweils mindestens drei spezifischen Oli-
gomeren mit einer L�nge von 60 Basen fîr mehr als 45000

humane Gene. Zus�tzlich waren 20–100 Replikate der Qua-
lit�tskontrolle und der Referenzsequenzen enthalten, sodass
insgesamt 382 536 Oligonukleotide fîr die Synthese zur Ver-
fîgung standen. Die Mikroarrays wurden durch die Hy-
bridisierung mit einer fluoreszenzmarkierten cDNA, die aus
kultivierten humanen Kolonkarzinomzellen (Caco-2) ge-
wonnen wurde, getestet. Jeder einzelne Mikroarray, der mit-
hilfe der drei photolabilen Gruppen synthetisiert wurde, wies
eine hohe Qualit�t auf und war in seinen Qualit�tsmerkmalen

mit den weiteren hergestellten Mikroarrays vergleichbar
(siehe Hintergrundinformationen). Abbildung 5 zeigt Details
der gescannten Bilder, die die Hybridisierungsintensit�ten
der Genexpressionsmikroarray-Experimente mit den drei
photolabilen Gruppen darstellen. Zus�tzlich zu den Hybri-
disierungsintensit�ten sind Log2-Scatterplots gezeigt, bei
denen die Robust-Multi-Array-Analysis(RMA)-normierten
Daten der Kontrolle gegen diejenigen der cDNA-Probe auf-
getragen wurden.[25]

Abbildung 4. Kinetik der Photolyse von NPPOC-, Bz-NPOOC- und SPh-
NPOOC-geschítztem Thymidin, die durch Licht mit l =365 nm indu-
ziert wurde. Fír NPPOC und Bz-NPPOC wurde eine Belichtungsst�rke
von 16.2 mWcm¢2 und fír SPh-NPPOC eine Belichtungsst�rke von
15.0 mWcm¢2 genutzt. Die Erstellung der Reaktionskurven zu c(t)/c(0)
erfolgte auf Basis von Gleichung (1) und numerischer Integration der
photokinetischen Daten.

Abbildung 5. Linke Spalte: Ausschnitt der gescannten Genexpressions-
mikroarrays, die mittels NPPOC (oben), Bz-NPPOC (mittig) und SPh-
NPPOC (unten) synthetisiert und anschließend mithilfe von Cy3-mar-
kierter DNA hybridisiert wurden. Die Grçße jedes Quadrats betr�gt
14 mm Ö 14 mm. Rechte Spalte: Scatterplots der RMA-normierten Gen-
expressionsmikroarrays.
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Zusammenfassend konnten wir hier zeigen, dass die
beiden lichtempfindlichen Gruppen Benzoyl- und Thiophe-
nyl-NPPOC, die fîr photolytische und fîr r�umlich kontrol-
lierbare Synthesen eingesetzt werden, der herkçmmlichen
und bis dato am h�ufigsten verwendeten NPPOC-Gruppe in
Photolysereaktionen îberlegen sind. Unter Verwendung von
Bz-NPPOC und SPh-NPPOC konnte eine 2- bzw. 12-fache
Steigerung der Photolyseeffizienz gegenîber der von NPPOC
erzielt werden. Hieraus folgt eine signifikant reduzierte
Herstellungsdauer fîr photolithographische Mikroarrays. Bz-
NPPOC sowie SPh-NPPOC als Ersatz fîr NPPOC und
andere photolabile Gruppen kçnnten auch auf weitere An-
wendungen îbertragen werden.

Stichwçrter: Mikroarrays · Photochemie · Photolyse ·
Schutzgruppen
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