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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Qualititskontrolle von Oligomerrastern, das dadurch gekennzeichnet ist, da man an bestimmte

Rasterpositionen eine Phosphateinheit, die mit einer signalgebenden Reportergruppe verkniipft ist bzw. wird, ankondensiert, anhand des
Signals der Reportergruppe den Grad der Oligomersynthese bestimmt und anschlieBend die Reportergruppe wieder abspaltet.
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Verfahren zur Qualitatskontrolle beim Aufbau von Oligomerra-
stern

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Qualitatskontrolle beim Aufbau von Oligo-

merrastern.

Fur diagnostische Screenings werden Mikrochips mit Oligomeren in Form von
Rastern beschichtet (Oligomerchips/Biochips). Mit diesen kann dann eine Probe
nach einem passenden, d.h. damit hybridisierenden, Molekd! abgesucht werden.
Solche Oligomerraster auf einem Chip kdnnen aus Nucleinsaureoligonukleotiden,
wie DNA-, RNA- oder Nucleinsaurebiopolymeren oder analogen Verbindungen
dazu bestehen, die auf einer festen Phase aufgebracht sind.

Die Fixierung der Oligomeren erfolgt nicht immer quantitativ, so daB nicht immer
Chips mit dem gleichen Beschichtungsgrad erhaiten werden. Nach dem Aufbau
solcher Oligomerraster muB daher Uberprift werden, ob die Synthese erfolgreich
verlaufen ist, bzw. der Grad der erfolgreichen Synthese muB ermittelt werden.
Bisher wurden hierzu mit einem permanenten (Fluoreszenz)label versehene Phosp-
hatreagenzien verwendet. Da diese Label nicht wieder abgespalten werden konn-

ten, beeintrachtigen sie ggf. die anschlieBende Verwendung des Biochips.

Ein definierter Qualitatsassay fur den Aufbau von Oligomerrastern auf einer Chip-
oberflache, der keine storenden Nebeneffekte auslést, ist daher bisher nicht
bekannt. Auf dem noch in der Entwicklung begriffenen Gebiet der Biochip-Techno-
logie ist jedoch eine Qualitdtskontrolle unumgénglich, um eine reproduzierbare

Herstellung gleicher Qualitat zu gewahrleisten.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Qualitatskon-

trolle von Oligomerrastern bereitzustellen. Das Verfahren soll universell einsetzbar
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sein und sich mit geringem Aufwand rasch durchfluhren lassen. Ferner soll durch
die Qualitdtskontrolle die anschlieBende Verwendung als Biochip nicht beein-

trachtigt werden. Das Verfahren soll sich fiir alle Arten von Oligomerrastern eignen.

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren geméaB Patentanspruch 1 geldst. Vor-
teilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den Unteransprtchen.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB eine Qualitatskontrolle ohne Beein-
trachtigung der weiteren Verwendung des Chips durchgefihrt werden kann, wenn
an das sich auf dem Chip befindliche Oligomerraster eine Phosphateinheit an-
kondensiert wird, die reversibel mit einer signalgebenden Reportergruppe versehen
ist bzw. mit einer solchen verbunden wird. Durch Detektion des Signals der an die
Oligomeren an den Rasterpositionen gebundenen Reportergruppe kann der Erfolg
der Synthese kontrolliert werden, bzw. verschiedene Rasterpositionen kdnnen
miteinander verglichen werden. Nach erfolgter Qualitdtskontrolle wird die Reporter-

gruppe wieder abgelost.

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Qualitatskontrolle von Oligomerra-
stern, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man an Oligonukleotide an bestimmten
Rasterpositionen (vorzugsweise an alle oder an eine vorher ausgewéhlte Anzahl)
eine Phosphateinheit, die mit einer signalgebenden Reportergruppe verknlpft ist
bzw. wird, ankondensiert, anhand des Signals der Reportergruppe den Grad der
Oligomersynthese bestimmt und anschlieBend die Reportergruppe wieder ab-

spaltet. Ein allgemeines Schema ist in Fig. 5 bzw. 6 gezeigt.

Durch Detektion der von den besetzten Rasterpositionen ausgehenden Signalen
der Reportergruppe kann der Umfang des Syntheseerfolgs kontrolliert werden.
Nach erfolgter Qualitatskontrolle kann die Reportergruppe wieder abgespaiten
werden und flhrt so bei den anschlieBenden Experimenten zu keinerlei stdrenden
Effekten. Lediglich die Phosphatgruppe bleibt mit den Oligomeren verbunden. Sie
stért jedoch die nachfolgende Verwendung, z.B. bei einer Hybridisierung, nicht,

sondern erhdht ggf. vorteilhafterweise zudem noch die Schmelztemperatur des an
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die feste Phase gebundenen Oligomers.

Erfindungsgeman soll unter einer Phosphateinheit eine solche durch Methoden der
Phosphoramidit-Chemie aufkondensierte Einheit verstanden werden. Desweiteren
kdnnen die Phosphateinheiten auch durch bekannte Verfahren der Phosph-

ormonoester-, Phosphordiester- oder H-Phosphonat-Chemie erzeugt werden.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Phosphoramidit als Basis der Phosp-
hatgruppe beschrieben, was erfindungsgeméaBe bevorzugt ist. Dies ist jedoch nicht
als Beschrankung auszulegen. Erfindungsgeman wird die Phosphateinheit durch
Reaktion des bereits an der festen Phase befindlichen Oligomers an dessen 5'-
oder 3'-Ende mit dem Phosphoramidit nach Oxidation erzeugt. Hierbei wird das
Phosphoramidit unter Zuhilfenahme eines aciden Katalysators (z.B. Tetrazol,
Tetrazol-Derivate, Pyridinhydrochlorid) mit dem an der festen Phase befindlichen
Oligomer-Strang umgesetzt. Nachfolgende Oxidation, z.B. mit Jod, tert-Butylhy-
droperoxid etc., ergibt eine stabile Phosphor(V)-Verbindung (=Phosphateinheit).
Vorteilhaft erweist sich, daB man sich hierbei der Ublichen Schritte der Synthese
von Oligonukleotiden bedienen kann, die sich problemlios auf einem kommerziell
erhaltlichen DNA/RNA-Synthesizer automatisieren lassen. Hierbei sind keine
Abé&nderungen der Ublicherweise verwendeten Reagenzien oder Syntheseproto-

kolle nétig.

Die signalgebende Reportergruppe kann jedes beliebige signalgebende Molekdl
sein, das sich Uber einen entsprechenden Linker an ein Phosphoramidit ankoppeln
iaBt. Der Linker sorgt dafur, daB nach erfolgter Umsetzung des Phosphoramidits
mit dem Oligomer auf der festen Phase und nach Detektion der Reportergruppe
eine Abspaltung der Reportergruppe erfoigen kann. Signalgebende Reporter-
gruppen kénnen beliebige fluoreszierende, farbgebende, radioaktive, chemolumi-
neszierende Verbindungen sein. Bevorzugt sind fluoreszierende Verbindungen, wie
Dansylethanol, Fluorescein oder Pyren. Beispiele flur weitere Reportergruppen sind
fur die Ankopplung an die Phosphatgruppe geeignet derivatisierte Derivate von
Cy3, Cy5, Dabsylchlorid, TAMRA, Hexachlorofluorescein. Erfindunggema&B kann die
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Reportergruppe bereits mit der Phosphateinheit verbunden sein, wenn diese mit
dem Oligomer verbunden wird (1-stufiger ProzeB, s. Fig. 1 und 5) oder es kann der
Linker mittels einer Phosphateinheit an das Oligomer gebunden werden bevor die
Reportergruppe mittels einer weiteren Phosphateinheit angeknlpft wird (2-stufiger

ProzeB, s. Fig. 6).

Der 1-stufige ProzeB ist ausfihrlich in Beispiel 1 beschrieben. Kennzeichnend flr
den 1-stufigen Prozef ist, daB das Reportermolekdl (z.B. Fluoreszenz-Tag) und der
abspaltbare Linker Teile eines einzigen chemischen Molekils (z.B. 2-Cyanoethyl-2-
dansylethyl-N,N-diisopropyl-phosphoramidit) sind. Dieses wird im Rahmen des
letzten Schrittes der Oligonukleotid-Synthese auf den Chip kondensiert. Nach
Oxidation, um einen stabiien Phosphodiester zu bilden, wird der Chip mittels
Nachweis der Reportergruppe auf seine Qualitéat gecheckt. Danach wird die Repor-
tergruppe, z.B. durch Basenbehandlung, entfernt. Vorzugsweise, aber nicht not-
wendigerweise, kénnen die Phosphatschutzgruppen im gleichen Schritt oder erst
spater entfernt werden. Zurlckgelassen wird eine Phosphateinheit als Anhéngsel
an einem Ende des jeweiligen Oligomerstrangs. Dann kann der Array in Standard-
experimenten (z.B. in Hybridisierungen) eingesetzt werden.

Beim 1-stufigen ProzeB enthalt der Linker eine durch S&ure, Base oder Licht
spaltbare Einheit (nachstehend: X), z.B. Sulfonylethyl, 2-(2,2-dicarboxyethyl)propyl,
2-(2-nitrophenyl)propyl, 2-(2-nitrophenyl)ethyl. Desweiteren enthéit der Linker fur
die Anknlipfung der signalgebenden Reportergruppe eine Hydroxy- oder Amino-
Funktion (nachstehend: H). Weiter enthalt der Linker einen Spacer (nachstehend:
M), der die spaltbare Einheit (X) von der Amino- oder Hydroxylfunktion (H) raum-
lich trennt. Der Linker (L) kann deshalb durch folgende allgemeine Formel wie-

dergegeben werden:

L = H-M-X- mit X = spaltbare Einheit
H = Hydroxyl oder Amino
M = Alkyl-, Aryl, usw.

Vor der Kondensation an den Oligomerarray wird ein Reagenz gebildet, bei dem

der Linker mit einer Phosphitamid-Einheit und mit der Reportergruppe verbunden
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ist. Die Anknipfung der Reportergruppe erfolgt mittels geeigneter Reporter-Deri-
vate. Bevorzugt sind Anknupfungen an die Hydroxy- oder Amino-Funktion (H) Gber
eine Ester- oder Amid- oder Sulfonamid-Brlcke, da hierfir kommerziell geeignete
derivatisierte Verbindungen (z.B. Carbonséauren, Sulfonylchloride) nahezu aller
bekannten Reportergruppen verfigbar sind. Das Reagenz hat folgende allgemeine
Formel:

L = spaltbare Linker-Einheit
R' = Phosphatschutzgruppe, z.B. B-Cya-
O NR2RS noethyl, 2-(4-Nitrophenyl)ethyl, 2-(4-cyano-
Reporter ——L P phenyl)ethyl
R? = Isopropyl-, Ethyl, Methyl-
O—~R! R® = Isopropyl-, Ethyl, Methyl-
Reporter = signalgebende Reportereinheit

Beim 1-stufigen ProzeB ist ein Linkersystem vom Typ 2-(4-Aminophenyisuifo-
nyl)ethyl- bevorzugt, wobei auch andere dem Fachmann bekannte spaltbare Linker
einsetzbar sind. Die Verwendung von 2-(4-Aminophenylsulfonyl)ethanol erlaubt
durch Umsetzung der Aminofunktion mit signalgebenden Reportergruppen, die
eine Sulfonyl- oder Carboxylgruppe tragen, den Zugang zu nahezu allen bekann-

ten signalgebenden Reportergruppen.

Beim 2-stufigen ProzeB (s. Fig. 6) sind das Reportermolekdl (z.B. Fluoreszenz-Tag)
und der abspaltbare Linker (z.B. Sulfonylethyl-Linker) Teile von zwei verschiedenen
chemischen Molekdlen.

Als Linker im 2-stufigen ProzeB kommen bevorzugt Phosphateinheiten mit spalt-
baren Einheiten zum Einsatz. Die Linker (nachstehend: L) haben bevorzugt fur die
Anknupfung der néchsten Phosphateinheit eine geschitzte Hydroxyl- oder Amino-
funktion (nachstehend: H). Geeignete Hydroxyl- oder Amino-Schutzgruppen
(nachstehend: G) sind dem Fachmann bekannt und sind z.B. saurelabil (z.B.
Dimethoxytrityl, Monomethoxytrityl), basenlabil (z.B. Fmoc) oder photolabil (z.B.
MeNPQOC, NPPOC). Der Linker enthalt weiter eine durch Séure, Base oder Licht
spaltbare Einheit (nachstehend: X), z.B. Sulfonylethyl, 2-(2,2-dicarboxyethyl)propyl,
2-(2-nitrophenyl)propyl, 2-(2-nitrophenyl)ethyl). Weiter enthalt der Linker einen

Spacer (nachstehend: M), der die spaltbare Einheit (X) von der Amino- oder
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Hydroxylfunktion (H) rdumlich trennt. Der Linker (L) kann deshalb durch folgende
allgemeine Formel wiedergegeben werden:

L = G-H-M-X- mit X = spaltbare Einheit
H = Hydroxyl oder Amino
G = Schutzgruppe flr H
M = Alkyl-, Aryl, usw.

Der Linker wird mit einer Phosphitamid-Einheit verbunden. Das entstehende Linker-
Phosphoramidit-Reagenz wird dann wie vorstehend beschrieben an den Oligomer-
Array kondensiert. Das Linker-Phosphoramidit-Reagenz hat vorzugsweise folgende

allgemeine Formel:

L = geschutzter spaltbarer Linker

0 NR2R3 (s.oben)
e
L \P/ R' = Phosphatschutzgruppe, z.B.
B-Cyanoethyl, 2-(4-Nitrophe-
O —R' nyl)ethyl, 2-(4-cyanophenyl)ethyl

R? = |sopropyl-, Ethyl, Methyi-
R® = Isopropyl-, Ethyl, Methyi-

Bevorzugte Linker-Phosphoramidit-Verbindungen im 2-stufigen ProzeB sind:

2-[2-(4.4'-dimethoxytrityloxyJethyisulfonyllethyl-i 2-cvancethyl)-
(N.N-diisopropy!)-phosphoramidit
(Eurogentec, Liege, Belgium)

NC-CHCH—C_
/P-— O —CHzCH2 8O~ CHy CH Q—DMTr

[3-(4.4 -Dimethoxytrityloxy )-2.2-dicarboxyethylpropyl-(2-cyanoethyl)-N,N-
diisopropyl)phosphoramidite

EtC0C COCEt
TrO 0 N
DMTT \></ \P/ :

O—— CH,CH2CN
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Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des 2-stufigen ProzeBes ist in Fig. 6 beschrie-
ben. Zuerst wird das Linker-Phosphoramidit-Reagenz (z.B. 2-[2-(4,4'-dimethoxy-
trityloxy)ethylsulfonyi]ethyl-(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)-phosphoramidit)anden
Oligomerarray kondensiert. Nach Oxidation, um eine stabile Phosphat-Bindung zu
erzeugen (und event. Capping, um unkontrollierte Kettenverlangerungen zu verhin-
dern) und Entfernen der eingesetzten terminalen Schutzgruppe (z.B. der Dimethox-
ytrityl-Gruppe durch Saure-Behandlung) wird eine Reportergruppe (z.B. eine mit
Phosphoramidit derivatisierte Cy5-Gruppe = Cy5-Phosphoramidit; Fa. Pharmacia)
an die spaltbare Linker-Einheit ankondensiert. Nach Oxidation, um eine stabile
Phosphodiesterbindung zu bilden, wird der Array "gescannt' (z.B durch Fluo-
reszenz-Scanning), um die vorher angebrachte Reportergruppe nachzuweisen.
Durch Abspaltung des Linkers (z.B. durch Basenbehandlung im Fall des Sulfonylet-
hyl-Linkers) wird die Reportergruppe im gleichen Schritt mitentfernt. Vorzugsweise,
aber nicht notwendigerweise, kénnen die Phosphatschutzgruppen im gleichen
Schritt oder erst spater entfernt werden. Zuruckgelassen wird eine Phosphateinheit
als Anhéngsel an einem Ende des jeweiligen Oligomerstrangs. Dann kann der

Array in Standardexperimenten (z.B. in Hybridisierungen) eingesetzt werden.

Das Verfahren kann auf beliebige Oligomerraster aus Oligonukleotiden/Nuclein-
sdurebiopolymeren angewendet werden, z.B aus DNA, RNA und/oder Analogen
davon. Unter Analogen sind beispielsweise Phosphorthioate, PNA, modifizierte
DNA- oder RNA-Nucleinsauren (z.B. 2'-O-Methyl- ) oder auch andere Nucleinsaure-
Typen mit verandertem "Backbone" oder Zucker (z.B. pRNA, homo-DNA, alpha-
para-NA) oder deren Chimaren zu verstehen. Desweiteren 1Bt sich das Reporter-
gruppen-markierte Phosphoramidit auch mit dem N-terminalen Ende von Pepti-

den/Proteinen umsetzen und wie vorstehend beschrieben verwenden.

Die Qualitdtskontrolle erfolgt beispielsweise bei einer fluoreszenten Reporter-
Gruppe dadurch, daB der feste Trager, auf dem sich das markierte Oligomer-
Raster befindet, mit einem fur diesen Farbstoff geeigneten Lesegerat (z.B. Fluo-
reszenz-Mikroskop, Fluoreszenz-Scanner) ausgewertet wird. Hierbei wird vom

Lesegerét fur alle Oligomer-Positionen ein relativer Intensitatswert, der der relativen
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Menge an synthetisiertem Oligomer an dieser Stelle entspricht, ermittelt. Ein
Vergleich der ermittelten relativen Intensitaten zueinander erlaubt einen quantitati-
ven Vergleich der jeweiligen Belegung mit Oligomer an allen Stellen des Tragers
bzw. gibt Auskunft Gber die Qualitat des synthetisierten Oligomer-Rasters. Dieser
Vergleich der relativen Intensitaten an den verschiedenen Positionen des Rasters
erlaubt im Folgeschritt (Auswertung eines Hybridisierungs-Experiments des Oligo-
mer-Chips mit Sonden) einen sicheren Vergleich der Intensitaten, die sich hierbei
ergeben. Beispielsweise, wenn beim Qualitats-Check fur eine bestimmte Position
nur eine geringe Oligomer-Konzentration relativ zu einer anderen gemessen wird,
kann bei Verwendung dieses Chips in einem Hybridisierungsexperiment fir diese
Position erwartungsgemaB auch nur eine geringe Intensitat realtiv zu anderen

ermittelt werden.

Nach erfolgter Qualitatskontrolle wird die Reportergruppe wieder abgespailten. Dies
erfolgt bei Reportergruppen, die Uber ein Sulfonylethyl-ahnliches System an die
Phosphor/Phosphatgruppen gebunden sind, durch Behandlung mit einer starken

Base, z.B. DBU, Ammoniak, DBN, Diisopropylethylamin.

Das Verfahren 188t sich automatisieren und ist daher zum Massenscreening groBer

Chipchargen geeignet.

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren erlautert, welche zeigen:

Fig. 1: Herstellung Phosphoramidit (2-Cyanoethyl-2-dansylethyl-N,N-di-
isopropyl)phosphoramidit)

Fig. 2: Kopplung des Phosphoramidits an das Oligomer

Fig. 3 Durchfihrung der Qualitatskontrolle

Fig. 4. Abspaltung der Reportergruppe
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Fig. 5: Schema des erfindungsgemaBen Verfahrens (1-Schritt-Verfahren)
Fig. ©: Schema des erfindungsgemaBen Verfahrens (2-Schritt-Verfahren)

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher erlautert.

Beispiel 1

Qualitatskontrolle an einem Oligomerchip

a) Herstellung von (2-Cyanoethyl-2-dansylethyl-N.N-diisopropyl)-phosphora-

midit

4,83 g 2-Dansylethanol (17,3 mmol) und 5,92 mi Diisopropylethylamin (34,6 mmol)
werden in 30 mi wasserfreiem Dichlormethan aufgeldst und in einem Eisbad
gekthit. Dann werden langsam 4,5 g Chior-(2-Cyanoethoxy)-diisopropyla-
minophosphan (19,0 mmol) zugesetzt. Das Eisbad wurde entfernt. Es wurde
weiterger(hrt, bis die die DC eine vollstdndigen Umsetzung anzeigte. Das Reak-
tionsgemisch wurde mit einer geséttigten Natriumbicarbonatiésung und Di-
chlormehtan extrahiert, die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet
und eingedampft. Das so erhaltene Ol wurde mittels Flash-Chromatographie (50g
SiO,; Toluol/Ethylacetat; 0-20% Ethylacetat) gereinigt. 5,7g des Produkts wurden
als fluoreszierendes Ol erhaiten. Die Ausbeute betrug 69%. Das Reaktionsschema

ist in Fig. 1 gezeigt.

b) Kopplungdes(2-Cyanoethyl-2-dansylethyl-N.N-diisopropyl)-phosphoramidits

an das Oligomere

Die Ankopplung erfolgt automatisch mit Hilfe eines DNA-Synthesizers. Hierzu wird
das fluoreszent-markierte Phosphoramidit analog eines 'normalen’ Nucleo-

sidbausteins (-Phosphoramidits) in trockenem Acetonitril geldst (0.5 molar) und auf
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die bereits bestehenden, an der festen Phase befindliche Oligomere aufkon-
densiert. Dies erfolgt unter Zuhilfenahme von Tetrazol. Ublicherweise erfoigt nach
der Kondensation am DNA-Synthesizer ein sog. Capping-Schritt (z.B. Reagenz
Essigséureanhydrid mit Acylierungskatalysator N-Methylimidazol), um das unkon-
trollierte Weiter-Wachsen der Oligomerenkette zu verhindern; dieser Schritt ist hier
nicht notwendig, stort aber auch nicht, da mit dem fluoreszent-markierten Phosph-
oramidit ohnehin die Oligomerenkette das Ende des Wachstums erreicht hat.
Wichtig ist der nachfolgende Oxidationsschritt, der die instabile Phosphor(iif)- in
eine stabile Phosphor(V)-Verbindung Uberfuhrt. Hierzu wird eine Jod/Pyridin/THF/-
Wasser-Mischung benutzt. Nun steht der so fluoreszenz-markierte DNA-Chip sofort
zur qualitativen Uberpriifung durch einen geeigneten Array-Reader zur Verfigung.

Das Reaktionsschema ist in Fig. 2 gezeigt.

c) Durchfiihrung der Qualitdtskontrolie

Die Qualitatskontrolle erfolgt direkt im Anschluss an (b). Hierbei wird durch Be-
strahlung des Chip mit der fUr den Farbstoff geeigneten Wellenlange (Dansyl: 350
nm) die Fluoreszenz angeregt. Die Emission der Fluoreszenz (Dansyl: 510 nm)
wird dann durch einen geeigneten Reader (Fluoreszenzmikroskop oder Fluores-
zenzscanner) fUr jede Position des Chip ausgelesen und quantifiziert (typischerwei-
se Graustufenwerte). Ist z.B. an einer bestimmten Rasterposition gar keine Fiuo-
reszenz detektierbar, obwohl dort eine Oligomerensequenz aufgebaut sein sollte,
so kann daraus gefolgert werden, daB an dieser Position die Synthese nicht
erfolgreich war. Dieser Chip soll dann verworfen werden. Durch Vergleich der
gemessenen Intesitaten kann auf die Menge der an dieser Position synthetisierten
Oligomers geschlossen werden. Dies kann dann bei der Verwendung des Oligo-
mer-Chips in Hybridisierungsexperimenten bertcksichtigt werden. So kann dann
fur jeden einzelnen Chip ein Qualitatsprofil durch die realtiven Fluoreszenzintensité-
ten aller Rasterpostionen (z.B. im Sinne einer Excel-Tabelle) erstellt werden. Dies
hilft dem Anwender entsprechend bei der Auswertung seiner Hybridisierungs-

experimente. Das Reaktionsschema ist in Fig. 3 gezeigt.
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d)  Abspaltung der Dansylverbindung

Nach erfolgtem Qualitats-Check kann die Dansylverbindung durch Behandlung mit
einer starken Base, z.B. DBU oder DBN wieder abstrahiert werden. Dies wird
zweckmaessig durch Schwenken des Oligomer-Chip in der Base erreicht. Im Falle
des oben angeflihrten Dansylfarbstoffes und unter Verwendung von 1 M DBU in
Acetonitril ist das bereits spétestens nach 1-2 min erreicht. Gleichzeitig mit der
Abspaltung des Dansylrestes erfolgt simultan die Abspaltung der B-Cyanoethyl--
Phosphatschutzgruppe. Die Reste (Styrol-Derivate) des Dansyl- und der Cyanoet-
hyl-Gruppen verbleiben in der basischen Losung und kénnen einfach weggewa-
schen werden. Der DNA-Chip steht nach der Abspaltung und nach Waschen sofort
fur die angestrebte Verwendung (z.B. Hybridisierungsexperimente) zur Verflgung.
Die am QOligomer verbleibende Phosphat-Gruppierung erhdéht zudem vorteilhafter-
weise die Temperatur, bei der die Hybridisierungsexperimente erfolgen kdnnen.

Das Reaktionsschema ist in Fig. 4 gezeigt.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Qualitétskontrolle von Oligomerrastern, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man an an bestimmten Rasterpositionen gebundenen Qligo-
nukleotiden eine Phosphateinheit, die mit einer signalgebenden Reporter-
gruppe spaltbar verkntpft ist bzw. wird, ankondensiert, anhand des Signals
der Reportergruppe den Grad der Oligomersynthese bestimmt und an-
schlieBend die Reportergruppe wieder abspaltet.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonu-
kleotide aus DNA, RNA und/oder Analoga bestehen.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die Reportergruppe eine fluoreszierende, farbgebende, radioaktive, oder

chemolumineszierende Gruppe ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB
die Abspaltung der Reportergruppe unter basischen Bedingungen erfoigt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB
im Falle der Verwendung einer fluoreszierenden Gruppe das Signal der
Reportergruppe mittels Fluoreszenz-Mikroskop oder Fluoreszenz-Scanner

bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, wobei die Verknlpfung zwi-

schen Phosphateinheit und Reportergruppe mittels eines Linkers erfolgt.

Abspaltbare Markierung zur Qualitatskontrolle von Oligomerrastern, dadurch

gekennzeichnet, daB es aus einer Phosphateinheit und einer signalgeben-
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den Reportergruppe und ggf. einem Linker besteht.

Markierung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die signalge-

bende Reportergruppe eine fluoreszierende Gruppe ist.
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