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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung betrifft Farb- und Fluoreszenzchemikalien, einschlielich reaktive Farbstoffe und Farb-
stoffkonjugate, sowie deren Verwendungen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Fluoreszenzverbindungen werden zur Vermittlung von Farbe und Fluoreszenz kovalent oder nicht ko-
valent an andere Materialien gebunden. Stark fluoreszierende Farbstoffe gestatten einen hochempfindlichen
Nachweis bzw. eine hochempfindliche Lokalisierung der gebundenen Materialien. Es konnte gezeigt werden,
daf bestimmte Carbocyaninfarbstoffe als Markierungsreagensien fiir verschiedene biologische Anwendungen
benutzt werden kénnen, z.B. US-Patente 4,981,977 an Southwick, et al. (1991); 5,268,486 an Waggoner et al.
(1993); 5,569,587 an Waggoner (1996); 5,569,766 an Waggoner et al. (1996); 5,486,616 an Waggoner et al.
(1996); 5,627,027 an Waggoner (1997); 5,808,044 an Brush, et al. (1998); 5,877,310 an Reddington, et al.
(1999); 6,002,003 an Shen, et al. (1999); 6,004,536 an Leung et al. (1999); 6,008,373 an Waggoner, et al.
(1999); 6,043,025 an Minden, et al. (2000); 6,127,134 an Minden, et al. (2000); 6,130,094 an Waggoner, et al.
(2000); 6,133,445 an Waggoner, et al. (2000); ebenso W0O97/40104, W0O99/51702, WO01/21624 und EP 1
065 250 A1; und TETRAHEDRON LETTERS 41, 9185-88 (2000). Trotzdem sind viele Carbocyaninfarbstoffe
dafir bekannt, da® sie gewisse Nachteile miteinander teilen, beispielsweise starkes Quenchen der Fluores-
zenz von Carbocyaninfarbstoffen in Biopolymerkonjugaten, z.B. das Quenchen von Cy5- and Cy7-Farbstoff-
varianten an Konjugaten, wie von Gruber et al., BIOCONJUGATE CHEM. 11,696 (2000) sowie in der EP 1 065
25 A1, 0004 erortert. Darliber hinaus sind bestimmte gewilinschte Sulfoalkylderivate der reaktiven Carbocya-
ninfarbstoffe schwierig herzustellen, wie fur die Cy3- and Cy5-Varianten von Waggoner und Mitarbeitern in Bl-
OCONJUGATE CHEM. 4,105,109 Sp. 2 (1993) gezeigt wurde. Ebenso besitzen Cyaninfarbstoffe eine sehr
starke Neigung zur Selbstanlagerung, (d. h. Aufeinanderstapeln), was zu einer betrachtlichen Verringerung der
Fluoreszenzquantenausbeuten filhren kann, wie in der ausfiihrlichen Ubersicht von Mishra, et al., CHEM. REV.
100, 1973 (2000) beschrieben.

[0003] Die Modifikation eines Indoliumrings des Carbocyaninfarbstoffs, um eine reaktive Gruppe oder konju-
gierte Substanz in 3-Stellung zuzulassen, verringert unerwarteterweise diese Probleme und fuhrt zu Farbstoff-
konjugaten, die auf Proteinen, Nukleinsauren und anderen Biopolymeren durchgehend eine wesentlich star-
kere Fluoreszenz aufweisen als Konjugate, die mit strukturell &hnlichen, Gber das Stickstoffatom in 1-Stellung
gebundenen Carbocyaninfarbstoffen markiert sind. Bestimmte erfindungsgemafe Ausfihrungsformen weisen
neben einer intensiveren Fluoreszenzemission als strukturell ahnliche Farbstoffe bei praktisch identischen
Wellenlangen sowie weniger Artefakten in ihren Absorptionsspektren nach Konjugation an Biopolymere auch
eine grolere Fotostabilitdt und eine héhere Absorption (Extinktionskoeffizienten) bei der (den) Wellenlange(n)
der maximalen Absorption auf als solche strukturell ahnlichen Farbstoffe. Diese Verbesserungen fiihren zu ei-
ner betrachtlich groReren Empfindlichkeit in Tests, bei denen diese Farbstoffe und ihre Konjugate verwendet
werden, wahrend dabei verfugbare Filter sowie bereits im Handel erhaltliche Gerate zur Verwendung mit ahn-
lichen Farbstoffen genutzt werden kénnen.

[0004] Weiterhin zeigen die erfindungsgemafen Farbstoffe typischerweise Absorptionsmaxima zwischen
etwa 530 nm und etwa 800 nm, sodaf man Farbstoffe dahingehend auswahlen kann, daR sie auf die Haupt-
emissionslinien der Quecksilberbogenlampe (546 nm), des frequenzverdoppelten Nd-Yag-Lasers (532 nm),
Kr-lonenlasers (568 nm und 647 nm), HeNe-Lasers (543 nm, 594 nm und 633 nm) oder langwelliger Laserdi-
oden (vor allem 635 nm und langer) passen. Die erfindungsgemaflen Azacarbocyaninfarbstoffe zeigen eine
bathochrome Spektralverschiebung (eine Verschiebung zu langeren Wellenlangen) von ungefahr 20 bis 50
nm, bezogen auf ansonsten strukturell dhnliche, im Fachgebiet bekannte Carbocyaninfarbstoffe. Einige erfin-
dungsgemalie Farbstoffe zeigen sehr langwellige Excitations- (mindestens 640 nm, doch bei einigen mehr als
etwa 730 nm) und Emissionsbanden (mindestens 665 nm und bei einigen mehr als etwa 750 nm), sodaR diese
sich insbesondere flur Proben eignen, die gegenuber Infrarotwellenlangen transparent sind.

BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0005] Fia. 1. Direkter Vergleich der Absorptionseigenschaften von Verbindung 30 (Cy5-artige Verknlpfung,
offene Kreise) mit Verbindung 24 (erfindungsgemaf, geschlossene Kreise) als Konjugat an GAR bei

DOS-Werten von ungefahr 2,8, 4,3 und 5,5 (die Absorptionsbanden bei 600 nm steigen mit zunehmendem
DOS-Wert an, und die Absorptionsbanden mit 650 nm sind auf 1,0 normiert) (siehe Beispiel 47).
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[0006] Fig. 2. Vergleich der Fluoreszenz von Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (GAR) -Konjugaten von Verbindung
13 (durchgezogene Linie) und derjenigen des spektralahnlichen Cy3-Farbstoffs (gestrichelte Linie) (siehe Bei-
spiel 49).

[0007] Fig. 3. Vergleich der Photostabilitat von Verbindung 9 (gefulite Kreise) mit Cy5 (offene Kreis), (40 x Ob-
jektiv, pH = 7,5 Lésung) (siehe Beispiel 50).

[0008] Fig. 4. Vergleich der Anderung in der Absorption von Verbindung 9 (geschlossene Kreise) und Cy5 (of-
fene Kreise) nach Einbau von DNA unter Verwendung der ULS-Methodik (siehe Beispiel 58).

[0009] Fig. 5. Vergleich der Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften identischer Konzentrationen von mit
Verbindung 9 (durchgezogene Linie) bzw. Cy5 (gestrichelte Linie) markierter cDNA (siehe Beispiel 60).

KURZE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG SOWIE BESCHREIBUNG BEVORZUGTER AUSFUHRUNGS-
FORMEN

[0010] Die vorliegende Erfindung beschreibt modifizierte Carbocyaninfarbstoffe und deren Konjugate. Die
Verbindungen weisen dabei wenigstens ein substituiertes Indoliumringsystem auf, wobei der Substituent am
3-Kohlenstoff des Indoliumrings eine chemisch reaktive Gruppe oder eine konjugierte Substanz enthalt. Bevor-
zugte Verbindungen beinhalten eine Azabenzazoliumringgruppierung und wenigstens eine Sulfonatgruppie-
rung. Die Farbstoffe und Farbstoffkonjugate werden zur Lokalisierung oder zum Nachweis der Wechselwirkung
oder Gegenwart von Analyten oder Liganden in einer Probe verwendet. Kits, die solche Farbstoffe und oder
Farbstoffkonjugate beinhalten, erleichtern ihre Verwendung in derartigen Verfahren.

Farbstoffe

[0011] Die erfindungsgemaflen Carbocyaninfarbstoffe umfassen typischerweise zwei heterozyklische iber
einen Polymethinlinker aneinandergebundene Ringsysteme gemaf der Formel: A-BRIDGE-B worin A flr ein
erstes heterozyklisches Ringsystem steht, bei dem es sich um einen substituierten Benzazoliumring, in dem
gegebenenfalls ein oder mehrere Stickstoffatome eingebaut sind, handelt (Azabenzazoliumringe), B fir ein
zweites heterozyklisches Ringsystem steht, bei dem es sich um einen substituierten Benzazolium- oder Aza-
benzazoliumring handelt, und BRIDGE fiir einen Polymethinlinker steht, der gegebenenfalls substituiert ist.
Das erste und zweite Ringsystem sowie der Polymethinlinker sind gegebenenfalls ferner mit verschiedenen
Substituenten substituiert oder an zusatzliche Ringe kondensiert, die gegebenenfalls weiter substituiert sind.
In allen erfindungsgemafRen Aspekten enthalt der Carbocyaninfarbstoff eine chemisch reaktive Gruppe oder
eine konjugierte Substanz, die am 3-Kohlenstoff eines Indoliumringsystems gebunden ist. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform ist der Carbocyaninfarbstoff ferner ein- oder mehrmals mit Sulfo- oder Sulfoalkyl substituiert.

[0012] Unter "Sulfo" ist Sulfonsaure oder ein Salz der Sulfonsaure (Sulfonat) zu verstehen. In &hnlicher Weise
ist unter "Carboxy" Carbonsaure oder ein Carbonsauresalz zu verstehen. "Phosphat", wie hier verwendet,
steht fir einen Ester der Phosphorsaure und umfal3t Phosphatsalze. Unter "Phosphonat", wie hier verwendet,
versteht man Phosphonsaure, wobei Phosphonatsalze auch umfalit sind. Die wie hier verwendeten Alkylan-
teile von Substituenten wie etwa Alkyl, Alkoxy, Arylalkyl, Alylamino, Dialkylamino, Trialkylammonium oder Per-
fluorolkyl sind, falls nicht anders angegeben, gegebenenfalls gesattigt, ungesattigt, linear oder verzweigt, wo-
bei alle Alkyl-, Alkoxy-, Alkylamino- und Dialkylaminosubstituenten gegebenenfalls selbst ferner mit Carboxy,
Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert sind.

[0013] Eine bevorzugte Ausfihrungsform ist eine Verbindung der Formel:

(R'%)3
S (Rt T
: ' hj /N+ 4
Y R2'_cR2=CR?2 < j wW
| ',' 4 ' N
'~ 7 3 R n £ \“ .
Semo o R DT -

Formel X
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und ihre Salze, wobei Y die zur Bildung von einem bis zwei kondensierten aromatischen Ringen mit jeweils 6

Atomen in jedem Ring notwendigen Atome darstellt, wobei die Atome ausgewahlt sind aus -CH, -C, -CR" und
—N(RZ)B, worin B jeweils gleich 0 oder 1 ist und R" jeweils unabhangig fiir L-R, oder fiir -L-S_ oder fir Amino,
Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder fiir C,-C4-Alkyl, C,-Cg-Alkoxy, C,-Cg-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino,
jeweils gegebenenfalls weiter substituiert, steht. Zur Feinabstimmung des Absorptions- und Emissionsspekt-
rums des erhaltenen Farbstoffs kénnen ein oder mehrere Nicht-Wasserstoff-Substituenten an den kondensier-
ten Ringen eingebaut werden. In einer Ausfliihrungsform liegt wenigstens ein Nicht-Wasserstoff-Substituent,
vorzugsweise Sulfo, ein Alkoxy oder Halogen vor; vorzugsweise handelt es sich bei dem Halogen um Brom.

[0014] R3 steht fur -L-R, oder -L-S_ (wie unten definiert). Die Substituenten R?, R*, R'?, R™ und R stehen
unabhangig fir -L-R, oder fiir -L-S oder fur ein C,-C,,-Alkyl oder C,-C,,-Arylalkyl, in dessen Alkylanteil jeweils
gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome, ausgewahlt aus N, O und S, eingebaut sind und dessen Alkylanteil
jeweils gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit Fluor, Chlor, Brom, lod, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phosphat,
Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-Cg-Alkoxy, C,-C,-Alkylamino, oder C,-C,,-Dialkylamino
oder C,-C,,-Trialkylammonium substituiert ist. Vorzugsweise stehen R*, R™ und R unabhéangig fir Alkyl mit
1-6 Kohlenstoffatomen, gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit Fluor, Chlor, Brom, lod, Hydroxy, Carboxy, Sul-
fo oder Amino substituiert; starker bevorzugt stehen R*, R™ und R fiir Methyl oder Ethyl. In einem erfindungs-
gemalRem Aspekt stehen R*, R und R™ fiir Methyl. Als Alternative bildet R* zusammengenommen mit R?' ei-
nen gegebenenfalls mit Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen substituierten 6-gliedrigen Ring, oder R* bildet zusam-
mengenommen mit R® einen gesattigten oder ungesattigten, mit -L-R, oder -L-S, substituierten Ring. Gleich-
falls vervollstandigen R™ und R' zusammengenommen gegebenenfalls einen 5- oder 6-gliedrigen geséttigten
oder ungeséttigten, gegebenenfalls mit -L-R, oder -L-S_ substituierten Ring, oder R™ bildet zusammengenom-
men mit einem der R*-Reste einen gegebenenfalls mit Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen substituierten 6-glied-
rigen Ring.

[0015] Vorzugsweise stehen R? und R'? unabhangig fur Alkyl mit 1-6 unsubstituierten oder einfach mit Hydro-
xy, Sulfo, Carboxy oder Amino substituierten Kohlenstoffatomen. Dort, wo entweder R? oder R'? mit Hydroxy,
Sulfo, Carboxy oder Amino substituiert ist, ist der Substituent vorzugsweise von dem Stickstoffatom des Indo-
liums oder eines anderen Benzazoliums durch 2-6 Kohlenstoffatome getrennt. Dort, wo R? und R fiir unsub-
stituierte Alkylgruppen stehen, handelt es sich bei diesen vorzugsweise um Methyl oder Ethyl, am starksten
bevorzugt um Methyl. R? und R" sind typischerweise identisch und stehen dabei fiir Methyl, Ethyl, Sulfopropyl
oder Sulfobutyl.

[0016] In &hnlicher Weise stellt W die zur Bildung von einem bis zwei kondensierten aromatischen Ringen mit
jeweils 6 Atomen in jedem Ring notwendigen Atome dar, wobei die Atome ausgewahit sind aus -CH, -C, -CR"
und —N(R“)B', worin B' jeweils gleich 0 oder 1 ist und R" jeweils unabhangig fir -L-R, oder -L-S_ oder fir Amino,
Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder fiir C,-C4-Alkyl, C,-Cg-Alkoxy, C,-Cg-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino,
wobei diese jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert sind, steht. Bil-
den die sechsgliedrigen Ringe ein Azabenzazolringsystem, so sind darin typischerweise 1-3 Stickstoffatome,
starker bevorzugt 1-2 Stickstoffatome, enthalten, die typischerweise im ersten 6-gliedrigen, an den Azolring
kondensierten aromatischen Ring eingebaut sind. In einem erfindungsgemalen Aspekt enthalt das Ringsys-
tem W nur Kohlenstoffatome, wobei es sich um ein Benzazolringsystem handelt.

[0017] Handelt es sich bei A oder B um ein Azabenzazolium, so enthalt dessen kondensierter aromatischer
Ring bzw. enthalten dessen kondensierte aromatische Ringe typischerweise 1-3 Stickstoffatome, starker be-
vorzugt 1-2 Stickstoffatome, die typischerweise im ersten 6-gliedrigen, an den Azolring kondensierten aroma-
tischen Ring eingebaut sind. Zu bevorzugten Ausflihrungsformen der Azabenzazolgruppierung gehéren, ohne
darauf beschrankt zu sein, die folgenden Strukturen (sowie dort, wo der Stickstoff durch R'? quaternisiert ist,
die dquivalenten Strukturen), worin X -CR°R* entspricht:
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[0018] Umfassen Y oder W ein oder mehrere Stickstoffatome, so ist wenigstens eines der Azabenzazol-Stick-
stoffatome quaternisiert, was zu einer formalen positiven Ladung fihrt. Dabei ist in einer Ausfilhrungsform das
Azol-Stickstoffatom quaternisiert und das Benzo-Stickstoffatom unsubstituiert. Vorzugsweise ist das
Azol-Stickstoffatom unsubstituiert und wenigstens ein Benzo-Stickstoffatom quaternisiert. Typischerweise ist
nicht mehr als ein Azol-Stickstoff oder ein gegebenes Azabenzazol quaternisiert, d. h. a =0 oder 1, § = 0 oder
1und a + gesamtes B = 1; und & = 0 oder 1, ' = 0 oder 1 und d + gesamtes B' = 1. Durch das Stickstoffatom
werden die Emissionsspektren relativ zu Farbstoffen mit einem Kohlenstoffatom in der gleichen Stellung zu ei-
ner langeren Wellenldnge hin verschoben. Das Vorhandensein zuséatzlicher kondensierter 6-gliedriger Ringe
(wie in der Formel VI oben) verschiebt die Wellenlange noch weiter.

[0019] Die Wahl der Gruppierungen X und Z kann ebenso die Absorptions- und Fluoreszenzemissionseigen-
schaften des Farbstoffs beeinflussen. Dabei sind X und Z gegebenenfalls gleich oder verschieden, wobei die
Spektraleigenschaften des resultierenden Farbstoffs durch sorgfaltige Auswahl von X und Z abgestimmt wer-
den kénnen. In einer Ausflihrungsform steht Z fiir einen Rest der Gruppe O, S, Se oder NR'", worin R fir H
oder eine Alkylgruppe mit 1-22 Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit Hydroxy, Carb-
oxy, Sulfo, Amino, Alkylamino mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder Dialkylamino mit 2-12 Kohlenstoffatomen sub-
stituiert ist, steht. Als Alternative steht Z fiir O, S, oder -CR"™R™, worin R' und R™, die gleich oder verschieden
sein kénnen, fur Alkyl oder Arylalkyl stehen und gegebenenfalls weiter substituiert sind. Typischerweise steht
X bzw. Z fur -CR?R* bzw. -CR™R™.

[0020] Dort, wo Z fiir -CR'™R™ steht, stehen die Substituenten R und R, die gleich oder verschieden sein
kénnen, unabhangig fur -L-R, oder -L-S, oder ein C,-C,,-Alkyl oder C,-C,,-Arylalkyl, in dessen Alkylanteil je-
weils gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome, ausgewahlt aus N, O und S, eingebaut sind, und dessen Al-
kylanteil jeweils gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit Fluor, Chlor, Brom, lod, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phos-
phat, Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-C4-Alkoxy, C,-C4-Alkylamino oder C,-C,,-Dialkylami-
no oder C,-C,g-Trialkylammonium substituiert ist. Als Alternative vervollstandigen R' und R zusammen einen
5- oder 6-gliedrigen gesattigten oder ungesattigten, mit -L-R, oder -L-S_, gegebenenfalls substituierten Ring,
oder bilden zusammen mit einem Methinsubstituenten einen Ring, wie unten beschrieben. Vorzugsweise ste-
hen R™ und R™ unabhéngig fur Alkyl mit 1-6 unsubstituierten oder einfach mit Hydroxy, Sulfo, Carboxy oder
Amino substituierten Kohlenstoffatomen. Dort, wo entweder R' oder R' mit Hydroxy, Sulfo, Carboxy oder Ami-
no substituiert ist, ist der Substituent vorzugsweise von dem Stickstoffatom des Indoliums oder eines anderen
Benzazoliums durch 2-6 Kohlenstoffatome getrennt. In einem erfindungsgemaien Aspekt stehen R'™ und R™
fur Alkyle mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, vorzugsweise Methyle. In einem weiteren erfindungsgemafien Aspekt
steht einer der Reste R™ und R™ fir Methyl, wobei der andere Rest fiir Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen,
das mit Carboxy oder mit Sulfo oder mit Hydroxy oder mit -L-R, oder -L-S_ substituiert ist, steht.

[0021] Die Lange der Polymethin-BRIDGE zwischen den heterozyklischen Ringsystemen beeinflult die Ab-

sorptions- und Emissionseigenschaften des Farbstoffs. Dabei ist typischerweise n = 1, 2 oder 3. Ist n > 3, so
weisen die Farbstoffe Spektren auf, die noch weiter in den Infrarotbereich verschoben sind. In einem bevor-
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zugten Aspekt der Azacarbocyaninfarbstoffe ist n = 2.

[0022] R?, R?? und R?, wenn vorhanden, stehen jeweils unabhangig fir H, F, Cl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffa-
tomen, Alkoxy mit 1-6 Kohlenstoffatomen, Aryloxy, eine N-heteroaromatische Gruppierung oder ein Iminiumi-
on. Als Alternative bilden zwei benachbarte Substituenten zusammengenommen einen 4-, 5- oder 6-gliedrigen
gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffring, der entweder unsubstituiert oder gegebenenfalls ein-
oder mehrfach mit einem gesattigten oder ungesattigten Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen, Halogen oder einem
Carbonylsauerstoff substituiert ist. In noch einer weiteren Ausfiihrungsform bildet R?' zusammen mit R* einen
gegebenenfalls mit Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen substituierten 6-gliedrigen Ring. Als Alternative bildet der
zu Z benachbarte Methinsubstituent zusammengenommen mit einem der Reste R'* und R einen mit Alkyl mit
1-6 Kohlenstoffatomen gegebenenfalls substituierten 6-gliedrigen Ring.

[0023] Typischerweise stehen R?', R?? und R? jeweils fiir H. Handelt es sich bei einem der Reste R?', R% und
R?% nicht um Wasserstoff, so ist dies typischerweise der Substituent am zentralen Kohlenstoffatom von
BRIDGE. In ahnlicher Weise befindet sich dort, wo BRIDGE einen 4-, 5- oder 6-gliedrigen Ring beinhaltet, die-
ser typischerweise im Zentrum der BRIDGE-Gruppierung, wie beispielsweise unten fir einem Heptamethin-
farbstoff gezeigt:

—CH=CH =—=CH-CH=—=

Formel IX

[0024] Eine bevorzugte erfindungsgemale Version besitzt die Formel:

(R12)5

- T

N,

NL 7 \
' |oR2—cp® __</Zj :W
n h

......

Formel XI

[0025] Dabei sind die Substituenten R®-R® unabhéngig ausgewahlt aus H, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen,
Alkoxy mit 1-6 Kohlenstoffatomen, Amino, Alkylamino mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder Dialkylamino mit 2—12
Kohlenstoffatomen, Sulfo, Carboxy, Perfluoralkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder Halogen.

[0026] In einem erfindungsgemafen Aspekt handelt es sich sowohl bei A als auch bei B um Benzazoliumrin-
ge gemal der Formel:

R12 R
At R®
4
H17
R'RM R16
Formle XXI

worin die Substituenten R'6-R' unabhangig ausgewahlt sind aus H, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen, Alkoxy
mit 1-6 Kohlenstoffatomen, Amino, Alkylamino mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder Dialkylamino mit 2-12 Kohlen-
stoffatomen, Sulfo, Carboxy, Perfluoralkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder Halogen.
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[0027] Der Einbau eines oder mehrerer Nicht-Wasserstoff-Substituenten an einen der oder beide Benzazoli-
umringe eignet sich zur Feinabstimmung des Absorptions- und Emissionsspektrums. Dabei liegt an jedem der
Benzazoliumringe typischerweise wenigstens ein Nicht-Wasserstoff-Substituent vor, vorzugsweise Sulfo, ein
Alkoxy- oder ein Halogensubstituent. Bei den Benzazoliumfarbstoffen handelt es sich bei den Substituenten
an den Benzoringen typischerweise um H oder Sulfo. In einer Ausfiihrungsform steht einer der Reste R®, R’,
R® und R® bzw. der Reste R'®, R", R'™ und R" fiir ein Dialkylamino, bei dem es sich um einen geséattigten 5-
oder 6-gliedrigen Stickstoff-Heterozyklus, wie z.B. Piperidin, handelt. Darliber hinaus bilden zwei beliebige be-
nachbarte Substituenten R®-R° gegebenenfalls zusammengenommen einen oder mehrere kondensierte aro-
matische Ringe. Diese zusétzlichen Ringe sind gegebenenfalls weiter substituiert, wie oben fiir R%-R® und
R'6-R" beschrieben, insbesondere mit Sulfons&uren.

[0028] Ausgewahlte Beispiele fir erfindungsgemale Carbocyaninfarbstoffe, die zusatzliche kondensierte
aromatische Ringe besitzen, sind unten angegeben (der Einfachheit halber sind mit Ausnahme von wenigen
Substituenten alle moglichen Substituenten als Wasserstoff dargestellt, und zwar mit der kiirzesten Polyme-
thinbricke):
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I Formel XVIi

Riz
|

Formel XVIII

?57—

Formel XX

[0029] Diese Grundstrukturen und ihre langerwelligen Analogen sind gegebenenfalls weiter wie in diesem Ab-
schnitt beschrieben substituiert. Zusatzliche Varianten, die nicht spezifisch oben dargestellt sind, liegen eben-
so im Rahmen der Erfindung, beispielsweise das "linkshandige" Indolium der Formel XVIII, das mit einem Ben-
zazolium der Formel XVII, XIX oder XX verknUpft ist.

[0030] In einem weiteren erfindungsgemalen Aspekt steht A flir ein Benzazolium und B fiir ein Azabenzazo-
lium gemaf der Formel:

Formel XXII
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worin die Substituenten R®-R® sowie R'®-R"® wie zuvor beschrieben sind. Bevorzugte Substituenten fiir R bis
R sind unabhangig H, -L-R, oder -L-Sc oder Amino, Trifluormethyl oder Halogen oder C,-C4-Alkyl, C,-C,-Alk-
oxy, C,-Cs-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, die jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino oder
Hydroxy substituiert sind. Vorzugsweise handelt es sich bei dem einzigen Nicht-Wasserstoff-Substituenten auf
der B-Seite, falls vorhanden, um ein Brom, vorzugsweise an R". Vorzugswese ist n = 2.

[0031] In einem erfindungsgemalen Aspekt sind die erfindungsgemaRen Carbocyaninfarbstoffe ein- oder
mehrfach sulfoniert. Falls der erfindungsgemaRe Farbstoff mit Sulfo substituiert ist, so ist er typischerweise an
R” oder/und R"" sulfoniert oder an R? oder/und R'? sulfoalkyliert oder ist sowohl sulfoniert als auch sulfoalkyliert.
Typischerweise ist dort, wo der aromatische Ring von Y oder W ein oder mehrere Stickstoffatome enthalt, die-
ser Ring nicht sulfoniert. Im allgemeinen sind im Handel erhéltliche reaktive Carbocyaninfarbstoffe bis zu drei-
mal (an R” und R" entsprechenden Stellungen sowie als Sulfoalkyl an einem der Reste R? und R'?) sulfoniert,
wobei einer der Reste R? und R fiir die Lokalisierung der reaktiven Gruppe (ibrig bleibt. Im Gegensatz dazu
kénnen durch Anbindung der reaktiven Gruppe (oder der konjugierten Substanz) an R® bestimmte erfindungs-
gemaRe Carbocyaninfarbstoffe wenigstens viermal (an R’, an R'” sowie als Sulfoalkyl an R? und R'?) sulfoniert
sein. Diese zusatzliche Sulfonierung fiihrt ebenso wie die Anderung der Anbindungsstelle zu reaktiven Farb-
stoffen und Farbstoffkonjugaten, die heller, besser I6slich in walrigen Losungen sowie resistenter gegen das
von Farbstoff-Farbstoff-Stapelwechselwirkungen herriihrende Fluoreszenzquenchen sind. Allerdings bendti-
gen die erfindungsgemafen Farbstoffe keine Sulfonierung mit vier oder mehr Sulfonsduren, um bessere Spek-
traleigenschaften als die strukturell ahnlicher Farbstoffe, die nicht tber die 3-Stellung des Indoliumrings ver-
knupft sind, aufzuweisen (Fig. 4).

[0032] Die Gruppierungen -L-R, oder -L-S_ sind an den Farbstoff an einem R?, R®, R*, R'?, R™ oder R™ ge-
bunden. Dabei steht in einer Ausflihrungsform einer oder beide Reste R? und R™ fur -L-R, oder -L-S.. In noch
einer weiteren bevorzugten erfindungsgemaRen Ausfiihrungsform stehen einer oder mehrere der Reste R®, R%,
R und R™ fir -L-R, oder -L-S_. Als Alternative stehen einer oder mehrere der Reste R*', R?? und R? fiir -L-R,
oder -L-S_.. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der erfindungsgemafRe Farbstoff nur mit einem -L-R, oder
-L-S, substituiert. R® steht immer fur -L-R, oder -L-S...

[0033] Viele Ausfliihrungsformen der erfindungsgemafen Verbindungen besitzen eine elektronische Gesamt-
ladung. Es versteht sich, dal’, wenn das Vorhandensein derartiger elektronischer Ladungen angezeigt wird,
diese durch das Vorhandensein eines entsprechenden Gegenions, das gegebenenfalls ausdricklich identifi-
ziert sein kann, abgeglichen werden. Ein biologisch kompatibles Gegenion, das bei einigen Anwendungen be-
vorzugt ist, ist bei biologischen Anwendungen nicht toxisch und besitzt keine stark schadigende Wirkung auf
Biomolekiile. Ist die erfindungsgemale Verbindung positiv geladen, so ist das Gegenion typischerweise aus-
gewahlt aus, ohne darauf beschrankt zu sein, Chlorid, Bromid, lodid, Sulfat, Alkansulfonat, Arylsulfonat, Phos-
phat, Perchlorat, Tetrafluorborat, Tetraarylborid, Nitrat sowie Anionen aromatischer oder aliphatischer Carbon-
sauren. Ist die erfindungsgemafe Verbindung negativ geladen, so ist das Gegenion typischerweise ausge-
wahlt aus, ohne darauf beschrankt zu sein, Alkalimetallionen, Erdalkalimetallionen, Ubergangsmetallionen,
Ammonium- oder substituierten Ammonium- oder Pyridiniumionen. Vorzugsweise sind alle benétigten Gege-
nionen biologisch kompatibel, bei ihrer Verwendung nicht toxisch und weisen keine stark schadigende Wirkung
auf Biomolekule auf. Gegenionen lassen sich leicht mitim Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren, wie bei-
spielsweise lonenaustauschchromatographie oder selektive Fallung, wechseln.

[0034] Es versteht sich, daf die erfindungsgemalen Farbstoffe in einer oder einer anderen bestimmten elek-
tronischen Resonanzstruktur gezeichnet wurden. Alle Aspekte der vorliegenden Erfindung gelten gleicherma-
Ren fir Farbstoffe, die formal mit anderen erlaubten Resonanzstrukturen gezeichnet wurden, da die elektroni-
sche Ladung auf den betreffenden Farbstoffen tber den gesamten Farbstoff selbst delokalisiert ist.
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Tabelle 1. Spektraleigenschaften. ausgewahlter erfindungsgemaler Farbstoffe

Verbindung Excitation Emission Quantenaus-

Nr. (nm, MeOH) (nm, MeOH) beutet (MeOH)
63 665 694 0,55
64 653 695 0,15
65 664 693 0,4

66 686 706 0,35
68 664 696 0,4

70 570 592 0,44
72 663 694 0,42
73 664 697 0,48
76 685 705 0,46
81 750 800 0,12

t Relativ zu Nilblau in Ethanol und CY5-Farbstoff in Methanol
Konjugate reaktiver Farbstoffe

[0035] In einer erfindungsgemafien Ausfiihrungsform enthalt der Farbstoff wenigstens eine Gruppe -L-R,, wo-
rin R, fiir die reaktive Gruppe steht, die an den Farbstoff (iber eine kovalente Verkniipfung L gebunden ist. In
bestimmten Ausfihrungsformen enthalt die den Farbstoff an R, bindende kovalente Verkniipfung mehrere Zwi-
schenatome, die als Abstandhalter dienen. Die Farbstoffe mit einer reaktiven Gruppe (R,) markieren viele ver-
schiedene organische oder anorganische Substanzen, die funktionelle Gruppen mit geeigneter Reaktivitat ent-
halten oder dahingehend modifiziert sind, was zu einer chemischen Anbindung der konjugierten Substanz (S,),
dargestellt durch -L-S_, fuhrt. "Reaktive Gruppe", wie hier verwendet, bedeutet eine Gruppierung an der Ver-
bindung, die zur chemischen Reaktion mit einer funktionellen Gruppe an einer anderen Verbindung unter Aus-
bildung einer kovalenten Verknipfung fahig ist. Typischerweise handelt es sich bei der reaktiven Gruppe um
ein Elektrophil oder Nukleophil, das eine kovalente Verkniipfung ausbilden kann, wenn es der entsprechenden
funktionellen Gruppe, bei der es sich um ein Nukleophil bzw. Elektrophil handelt, ausgesetzt wird. Als Alterna-
tive handelt es sich bei der reaktiven Gruppe um eine photoaktivierbare Gruppe, die nur nach Bestrahlung mit
Licht einer geeigneten Wellenldnge chemisch reaktiv wird. Typischerweise flhrt die Konjugationsreaktion zwi-
schen dem reaktiven Farbstoff und der zu konjugierenden Substanz dazu, daf} ein oder mehrere Atome der
reaktiven Gruppe R, in eine neue Verknuipfung L, die den Farbstoff an die konjugierte Substanz S, bindet, ein-
gebaut werden. Ausgewahlte Beispiele fur reaktive Gruppen und Verknipfungen sind in der Tabelle 2 gezeigt,
wobei die Reaktion einer elektrophilen Gruppe und einer nukleophilen Gruppe eine kovalente Verknlpfung er-
gibt.
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Tabelle 2: Beispiele einiger Wege zu geeigneten kovalenten Verknlpfungen

Elektrophile Nukleophile Resultierende
Gruppe Gruppe kovalente
Verknupfung
aktivierte Ester* |Amine/Aniline Carboxamide
Acrylamide Thiole Thioether
Acylazide** Amine/Aniline Carboxamide
Acylhalogenide Amine/Aniline Carboxamide
Acylhalogenide Alkohole/Phenole Ester
Acylnitrile Alkohole/Phenole Ester
Acylnitrile Amine/Aniline Carboxamide
Aldehyde Amine/Aniline Imine
Aldehyde oder Hydrazine Hydrazone
Ketone
Aldehyde oder Hydroxylamine Oxime

Ketone
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Alkylhalogenide Amine/Aniline Alkylamine
Alkylhalogenide Carbonsduren Ester
Alkylhalogenide Thiole Thiocether
Alkylhalogenide Alkohole/Phenole Ether
Alkylsulfonate Thiole Thiocether
Alkylsulfonate Carbonsauren Ester
Alkylsulfonate Alkohole/Phenole Ester
Anhydride Alkohole/Phenole Ester
Anhydride Amine/Aniline Carboxamide
Arylhalogenide Thiole Thiophenole
Arylhalogenide Amine Arylamine
Aziridine Thiole Thioether
Boronate Glykole Boronsaureester
Carbodiimide Carbonsauren N-Acylharnstoffe
oder Anhydride
Diazoalkane Carbonsauren Ester
Epoxide Thiole Thioether
Halogenacetamide Thiole Thicether
Halogenplatinat Amino Platinkomplex
Halogenplatinat Heterozyklus Platinkomplex
Halogenplatinat Thiol Platinkomplex
Halogentriazine Amine/Aniline Aminotriazine
Halogentriazine Alkohole/Phenole Triazinylether
Imidoester Amine/Aniline Amidine
Isocyanate Amine/Aniline Harnstoffe
Isocyanate Alkohole/Phenole Urethane
Isothiocyanate Amine/Aniline Thioharnstoffe
Maleimide Thiole Thioether
Phosphoramidite Alkohole Phosphitester
Silylhalogenide Alkohole Silylether
Sulfonsdureester Amine/Aniline Alkylamine
Sulfonsdureester Thiole Thiocether
Sulfonsaureester Carbonsauren Ester
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Sulfonsaureester Alkohole Ether

Sulfonylhalogenide | Amine/Aniline Sulfonamide

Sulfonylhalogenide | Phenole/Alkohole Sulfonsdureester

* Aktivierte Ester, wie sie im Fachgebiet verstanden werden, weisen im allgemeinen die Formel -COQ auf, wo-
rin Q fur eine gute Abgangsgruppe steht (z.B. Succinimidyloxy (-OC,H,02), Sulfosuccinimidyloxy
(OC,H;0,-SO4H), -1-Oxybenzotriazolyl(-OC4,H,N,) oder eine Aryloxygruppe oder ein ein- oder mehrfach mit
elektronenziehenden Substituenten, wie beispielsweise Nitro, Fluor, Chlor, Cyano oder Trifluormethyl oder
Kombinationen daraus substituiertes Aryloxy, verwendet zur Bildung aktivierter Arylester; oder eine durch ein
Carbodiimid unter Bildung eines Anhydrids oder gemischten Anhydrids OCOR? oder -OCNR®NHR?® aktivierte
Carbonsaure, worin R? und R®, die gleich oder verschieden sein konnen, fir C,-Cs-Alkyl, C,-Cq-Perfluoralkyl
oder C,-C,-Alkoxy stehen; oder Cyclohexyl, 3-Dimethylaminopropyl oder N-Morpholinoethyl).

** Acylazide kénnen sich auch zu Isocyanaten umlagern.

[0036] Die kovalente Verknlpfung L bindet die reaktive Gruppe R, oder die konjugierte Substanz S, an die
Verbindung, und zwar entweder direkt (L ist eine Einfachbindung) oder mit einer Kombination aus stabilen che-
mischen Bindungen, gegebenenfalls einschlieBlich Einfach-, Doppel-, Dreifach- oder aromatischen Kohlen-
stoff-Kohlenstoff-Bindungen, ebenso wie Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen, Stickstoff-Stickstoff-Bindungen,
Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Schwefel-Bindungen, Phosphor-Sauerstoff-Bindungen, Phos-
phor-Stickstoff-Bindungen und Stickstoff-Platin-Bindungen. L enthalt typischerweise Ether-, Thioether-, Carbo-
xamid-, Sulfonamid-, Harnstoff-, Urethan- oder Hydrazingruppierungen. In einer Ausfiihrungsform ist in der ko-
valenten Verknipfung ein Platinatom eingebaut, wie beispielsweise in US-Patent Nr. 5,714,327 beschrieben.
Bevorzugte Gruppierungen L weisen 1-20 Nicht-Wasserstoff-Atome, ausgewahlt aus der Gruppe C, N, O, P
und S auf und setzten sich aus einer beliebigen Kombination von Ether-, Thioether-, Amin-, Ester-, Carboxa-
mid-, Sulfonamid-, Hydrazidbindungen sowie aromatischen oder heteroaromatischen Bindungen zusammen.
Vorzugsweise steht L fir eine Kombination aus Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfachbindungen und Carboxamid-
oder Thioetherbindungen. Der langste lineare Abschnitt der Verknipfung L enthalt vorzugsweise 4-10
Nicht-Wasserstoff-Atome, einschlielich ein oder zwei Heteroatome. Zu L gehoéren beispielsweise substituier-
tes oder unsubstituiertes Polymethylen, Arylen, Alkylarylen, Arylenalkyl oder Arylthio. In einer Ausfiihrungsfor-
men enthalt L 1-6 Kohlenstoffatome; in einer weiteren Ausfihrungsform umfaf3t L eine Thioetherverknipfung.
In noch einer weiteren Ausfiihrungsform steht L fir bzw. beinhaltet die Formel -(CH,),(CONH(CH,),),- oder
(CH,)4(CON(CH,),NH(CH,)e),~, -(CH,),(CONH(CH,),NH,),-, -(CH,),(CONH(CH,), NHCO),-, worin d gleich
0-5, e gleich 1-5 und Z' gleich 0 oder 1 ist.

P

[0037] Die Wahl der zur Anbindung des Farbstoffs an die zu konjuguierende Substanz verwendeten reaktiven
Gruppe hangt typischerweise von der funktionellen Gruppe an der zu konjuguierenden Substanz sowie der
Lange der gewilinschten kovalenten Verknipfung ab. Zu den Arten von funktionellen Gruppen, die typischer-
weise an den organischen oder anorganischen Substanzen vorliegen, gehéren, ohne darauf beschrankt zu
sein, Amine, Amide, Thiole, Alkohole, Phenole, Aldehyde, Ketone, Phosphate, Imidazole, Hydrazine, Hydro-
xylamine, disubstituierte Amine, Halogenide, Epoxide, Carbonsaureester, Sulfonsaureester, Purine, Pyrimidi-
ne, Carbonsaure, olefinische Bindungen oder eine Kombination aus diesen Gruppen. Auf der Substanz kann
eine einzige Art von reaktiver Stelle verflugbar sein (typisch fir Polysaccharide) oder es kénnen verschiedene
Stellen auftreten (Amine, Thiole, Alkohole, Phenole), wie es fiir Proteine typisch ist. Eine konjugierte Substanz
kann an mehr als einen Farbstoff, der gleich oder verschieden sein kann, oder an eine Subtanz, die zusatzlich
mit einem Hapten, wie z.B. Biotin, modifiziert ist, konjugiert sein. Obwohl sich eine gewisse Selektivitat durch
sorgfaltige Steuerung der Reaktionsbedingungen erreichen lalt, erhalt man die Markierungsselektivitadt am
besten Uber die Auswahl eines entsprechenden reaktiven Farbstoffs.

[0038] Typischerweise reagiert R, mit einem Amin, einem Thio, einem Alkohol, einem Aldehyd oder einem
Keton. Vorzugsweise reagiert R, mit einer funktionellen Amin- oder Thiolgruppe. In einer Ausflihrungsform
steht R, fir ein Acrylamid, ein reaktives Amin (einschlief3lich einem Cadaverin oder Ethylendiamin), einen ak-
tivierten Ester einer Carbonsaure (typischerweise einen Succinimidylester einer Carbonsaure), ein Acylazid,
ein Acylnitril, einen Aldehyd, ein Alkylhalogenid, ein Anhydrid, ein Anilin, ein Arylhalogenid, ein Azid, ein Aziri-
din, ein Boronat, eine Carbonsaure, ein Diazoalkan, ein Halogenacetamid, ein Halogentriazin, ein Hydrazin
(einschlief3lich Hydrazide), einen Imidoester, ein Isocyanat, ein Isothiocyanat, ein Maleimid, ein Phosphorami-
dit, einen reaktiven Platinkomplex, ein Sulfonylhalogenid oder eine Thiolgruppe. Unter "reaktiver Platinkomp-
lex" versteht man insbesondere chemisch reaktive Platinkomplexe, wie etwa die in den US-Patenten Nr.
5,580,990; 5,714,327; 5,985,566 beschriebenen.
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[0039] Handelt es sich bei der reaktiven Gruppe um eine photoaktivierbare Gruppe, wie z.B. ein Azid, Diazi-
rinyl, Azidoaryl oder ein Psoralenderivat, so wird der Farbstoff nur nach Bestrahlung mit Licht einer entspre-
chenden Wellenlange chemisch reaktiv.

[0040] Steht R, fur einen aktivierten Ester einer Carbonséure, so eignet sich der reaktive Farbstoff insbeson-
dere zur Herstellung von Farbstoffkonjugaten von Proteinen, Nukleotiden, Oligonukleotiden oder Haptenen.
Steht R, fir eine Maleimid oder Halogenacetamid, so eignet sich der reaktive Farbstoff insbesondere zur Kon-
jugation an thiolhaltige Substanzen. Steht R, fiir ein Hydrazid, so eignet sich der reaktive Farbstoff insbeson-
dere zur Konjugation an periodatoxidierte Kohlenhydrate und Glykoproteine und stellt dartiber hinaus einen
durch Aldehyd fixierbaren polaren Tracer fur die Zellmikroinjektion dar.

[0041] Vorzugsweise steht R, fiir eine Carbonséaure, einen Succinimidylester einer Carbonsaure, ein Haloge-
nacetamid, ein Hydrazin, ein Isothiocyanat, eine Maleimidgruppe, ein aliphatisches Amin, eine Perfluorbenza-
mido-, eine Azidoperfluorbenzamidogruppe oder ein Psoralen. Starker bevorzugt steht R, fur einen Succinimi-
dylester einer Carbonsdaure, ein Maleimid, ein lodacetamid oder einen reaktiven Platinkomplex. In einer beson-
deren Ausflihrungsform steht R, flr einen reaktiven Platinkomplex oder einen Succinimidylester einer Carbon-
saure. Steht R, fur einen reaktiven Platinkomplex, so handelt es sich typischerweise um ein Halogenplatinat
oder ein Platinnitrat.

[0042] Aufder Grundlage der oben erwahnten Eigenschaften wird der entsprechende erfindungsgemalie re-
aktive Farbstoff zur Herstellung des gewiinschten Farbstoffkonjugats ausgewahlt, dessen vorteilhafte Eigen-
schaften sich fur eine groflRe Vielfalt von Anwendungen eignen. Im Vergleich mit Konjugaten allgemein verwen-
deter Carbocyaninfarbstoffe, bei denen die Anbindung an der 1-Stellung der Indoliumgruppierung erfolgt (z.B.
Amersham's Cy dyes™), weisen die Farbstoffkonjugate der vorliegenden Erfindung nachweislich bessere op-
tische Eigenschaften auf. Siehe beispielsweise Beispiel 49, in dem Proteinkonjugate des Farbstoffs Cy3 und
spektralahnliche Konjugate der erfindungsgeméafen Verbindung 13 verglichen werden (mit n = 1); Tabellen 2
und 4 mit einem ausfiihrlichen Vergleich von Proteinkonjugaten des Farbstoffs Cy5 mit den spektralahnlichen
Konjugaten der erfindungsgemaflen Verbindung 9 (mit n = 2); Beispiele 45-46, 48 und 50 sowie Fig. 2-Fig. 3.
Siehe ebenso Beispiel 52 mit einem Vergleich von Farbstoff-Fluorophorkonjugaten; ebenso wie Tabelle 5, Bei-
spiele 58-60 mit einem Vergleich von Farbstoff-Nukleinsdure-Konjugaten sowie Beispiele 48 und 52, sowie flr
einen durchfluBcytometrischen Vergleich von mit Farbstoffkonjugaten markierten Zellpopulationen. Das ge-
wiinschte Farbstoffkonjugat wird bezogen auf die vorgesehene Anwendung ausgewahlt.

[0043] Zu besonders geeigneten Farbstoffkonjugaten gehdren unter anderen Konjugate, bei denen S, fir ein
Antigen, Steroid, Vitamin, einen Arzneistoff, ein Hapten, einen Metaboliten, ein Toxin, einen Umweltschadstoff,
eine Aminosaure, ein Peptid, ein Protein, eine Nukleinsaure, ein Nukleinsaurepolymer, Kohlenhydrat, Lipid,
eine ionenkomplexierende Gruppierung oder fir Glas, Kunststoff oder ein anderes nichtbiologisches Polymer
steht. Als Alternative steht S, flr eine Zelle, ein Zellsystem, ein Zellfragment oder ein subzelluldres Partikel,
z.B. unter anderem ein Viruspartikel, Bakterienpartikel, einen Virusbestandteil, eine biologische Zelle (wie z.B.
eine Tierzelle, Pflanzenzelle, Bakterien, Hefe oder ein Protist) oder einen Zellbestandteil. Reaktive Farbstoffe
markieren typischerweise funktionelle Gruppen an der Zelloberflache, in Zellmembranen, Organellen oder im
Zytoplasma.

[0044] Typischerweise steht S, fir eine Aminsaure, ein Peptid, Protein, Tyramin, Polysaccharid, eine ionen-
komplexierende Gruppierung, ein Nukleosid, Nukleotid, Oligonukleotid, eine Nukleinsaure, ein Hapten, Psora-
len, einen Arzneistoff, ein Hormon, Lipid, einen Lipidverbund, ein Polymer, ein polymeres Mikropartikel, eine
biologische Zelle oder ein Virus. Noch typischer steht S_ fir ein Peptid, ein Protein, ein Nukleotid, ein Oligonu-
kleotid oder eine Nukleinsaure. Konjugiert man erfindungsgemalfe Farbstoffe an derartige Biopolymere, so
kénnen dabei mehrere Farbstoffe pro Molekul eingebaut werden, um das Fluoreszenzsignal zu verstarken. So
koénnen beispielsweise mindestens vier Molekiile derartiger Farbstoffe pro Antikdrpermolekil ohne Verlust an
Gesamtfluoreszenz eingebaut werden, wahrend die Fluoreszenz des spektralvergleichbaren Cy5 (mit n = 2)
stark gequencht wird, wenn mehr als ungefahr zwei Cy5-Farbstoffe pro Antikorper eingebaut werden. Diese
Ergebnisse bestatigen Probleme mit Cy-Farbstoffkonjugaten, die von anderen berichtet wurden, z.B. BIOCON-
JUGATE CHEM. 11, 696 (2000). Im Vergleich mitim Handel erhaltlichen Cy5-Konjugaten oder Konjugaten be-
kannter Farbstoffe fluoreszieren die optimal markierten erfindungsgemafien Konjugate typischerweise wenigs-
tens zweimal, Ublicherweise mehr als dreimal und manchmal mehr als viermal starker als Konjugate des
Cy5-Farbstoffs bei der gleichen Antikdrperkonzentration (Tabelle 3).

15/64



DE 601 26 297 T2 2007.11.15

Tabelle 3
Protein Quellev Verbindung |DOS{ [RQY? (TF§
GAR IgG Molecular Probes 9 210 |16 3,3
GAR IgG Molecular Probes 9 3,0 14 4,3
GAR IgG Molecular Probes 9 4,1 11 4,5
GAR IgG Molecular Probes 9 52 0,9 4,7
GAR IgG Molecular Probes 9 7,6 0,6 4,6
GAR IgG Molecular Probes 9 8,2 0,5 4,1
GAR IgG Molecular Probes Cy5 2,4 0,95 2,3
GAR IgG Molecular Probes Cy5 4,1 0,5 2,1
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GAR IgG Molecular Probes Cy5 4,5 0,2 0,9
GAR IgG " [Molecular Probes Cy5 5|08 |15
GAR IgG Molecular Probes Cy5 5,8 0,03 0,2
GAR IgG Jackson Labs Cy5 2,2 1,1 2,4
GAR IgG Chemicon Cy5 3,3 0,82 2,7
GAR IgG Zymed Cy5 47 053 |25
GAR IgG Amersham~Pharmacia - Cy5 5,7 0,22 1,3
Biotech
GAR IgG Kirkegaard & Perry Cy5 5,7 0,20 1,1
GAR IgG Rockland Cyd 10,1 }0,05 0,5
GAR IgG Molecular Probes 30 2,7 0,7 1,9
GAR IgG Molecular Probes 30 4,3 0,28 1.2
GAR IgG Molecular Probes 30 54 0,10 0,5
GAR IgG Molecular Probes 24 29 |08 2,2
GAR IgG Molecular Probes 24 4,3 0,33 14
GAR IgG Molecular Probes 24 5,6 0,15 0,8
GAR IgG Molecular Probes 25 2,0 0,7 14
GAR IgG Molecular Probes 25 29 10,35 1,0
GAR IgG Molecular Probes 25 39 10,13 0,5
GAR IgG Molecular Probes 27 2,0 0,9 1,8
GAR 1gG Molecular Probes 27 32 052 |16
GAR IgG Molecular Probes 27 4,2 0,28 1,2
GAR IgG Molecular Probes 26 14 [088  [0.81
GAR IgG Molecular Probes 26 2,1 0,3 0,61
GAR IgG Molecular Probes 26 ‘ 2,9 0,1 0,29
GAM IgG Molecular Probes 9 21 (14 2,9
GAM IgG Molecular Probes 9 22 - [1,4 3,1
GAM IgG Molecular Probes 9 3.1 1,1 3,5
GAM IgG Molecular Probes 9 42 [,,2 5,0
GAM IgG Molecular Probes 9 5,2 0,6 3,2
GAM IgG Jackson Labs Cyb 19 1,0 1,9
GAM IgG Molecular Probes Cy5 7 08 |18
GAM IgG Molecular Probes Cy5 3,3 0,5, 1,6
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GAM IgG Molecular Probes Cy5 4,8 0,09 0,4
Concanavalin A  [Molecular Probes 9 1,7 1,2 2,0
Concanavalin A olecular Probes 9 2,2 0,8 18
Concanavalin A  [Molecular Probes 9 3,3 0,9 2,9
Concanavalin A [Molecular Probes 9 3,7 0,6 2,3
Concanavalin A  [Molecular Probes 9 5,5 0,6 3,3
Concanavalin A  [Molecular Probes 9 5,6 0,8 4,5
Concanavalin A  [Molecular Probes Cy5 1,3 0,9 1,2
Concanavalin A  Molecular Probes Cy5 2,4 0,5 1,2
Concanavalin A  |Molecular Probes Cy5 3,1 0,2 0,6
Concanavalin A [Molecular Probes Cyb 3.3 0,8 2,6
Concanavalin A  [Molecular Probes Cy5 44 0,3 13
Concanavalin A  [Molecular Probes Cy5 6,5 0,1 0,7
Streptavidin Molecular Probes 9 2,2 2,4 5,4
Streptavidin Molecular Probes 9 2,8 1,9 5,3
Streptavidin Molecular Probes 9 3,4 19 6,6
Streptavidin Molecular Probes 9 4,1 1,8 7.3
Streptavidin Molecular Probes 9 4,5 1,7 7,6
Streptavidin Molecular Probes 9 5,2 16 8,3
Streptavidin Molecular Probes Cy5 1,6 1,8 2,8
Streptavidin Molecular Probes Cy5 2,7 15 4,1
Streptavidin Jackson Labs Cyb 33 (1,8 6,0
Streptavidin | Amersham~Pharmacia Cy5 3,6 14 5,0
Biotech
Streptavidin Molecular Probes Cy5 3,6 14 5,0
Transferrin Molecular Probes 9 18 15 2,7
Transferrin Molecular Probes 9 2,7 13 3,5
Transferrin Molecular Probes 9 3,7 1,2 4.4
Transferrin Molecular Probes 9 4,2 11 4,4
Transferrin Molecular Probes 9 5,8 0,7 4,1
Transferrin [Molecular Probes 9 5,9 0,6 3,5
Transferrin Molecular Probes Cyb 0,8 1,1 09
Transferrin [Molecular Probes Cy5 14 0,8 11
Transferrin Molecular Probes Cy5 2,7 - 10,5 1,4
Transferrin Molecular Probes Cy5s 3,0 0,7 2,1
Transferrin Molecular Probes Cys 5,3 0,1 0,5
Transferrin Molecular Probes Cy5 5,8 0,02 0,1

T RQY (Relative Quantum Yield [= relative Quantenausbeute]) wird gemessen, indem man die Absorption zwi-
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schen dem Biokonjugat und DDAO (7-Hydroxy-9H-(1,3-dichlor-9,9-dimethylacridin-2-on)) gegeneinander ab-
gleicht und die integrierten Fluoreszenzemissionsintensitaten vergleicht.

+ DOS (Degree of Substitution [= Substitutionsgrad]) steht fiir das ungefahre Molverhaltnis des Farbstoffs zum
Protein nach Konjugation. DOS-Abschatzung unter Verwendung molarer Extinktionskoeffizienten von 250,
OOOM™" em™ fiir Cy5 bzw. 239, OOOM"' cm™ fiir Biokonjugate von Cy5 bzw. Verbindung 9 sowie Proteinex-
tinktionskoeffizienten aus der Literatur und einem Sichtbarer-Farbstoff-Korrekturausdruck (bei 280 nm) von
3-5%.

§ TF (Total Fluorescence [= Gesamtfluoreszenz]) ist proportional zur Gesamthelligkeit des Biokonjugats und
definiert als Produkt aus RQY und DOS: TF = RQY x DOS.

[0045] Alternativ steht S, fir einen Liganden oder ein Hapten, wie etwa Biotin. Ein bevorzugtes Konjugat ist
ein Phenol, wie beispielsweise ein Tyramin (z.B. wie beschrieben in den US-Patenten 5,196,306; 5,583,001;
5,731,158; wobei sich das Konjugat als Substrat fur Meerrettich-Peroxidase eignet.

[0046] In einer Ausfihrungsform steht S, fir ein biologisches Polymer, wie beispielsweise ein Peptid, Protein,
Oligonukleotid oder Nukleinsdurepolymer, das auch mit wenigstens einem zweiten Nicht-Fluoreszenz- oder
Fluoreszenzfarbstoff (gegebenenfalls einem zusatzlichen Farbstoff der vorliegenden Erfindung) markiert ist,
sodal} ein Energielibertragungspaar gebildet wird. In einigen erfindungsgemafien Aspekten fungiert das mar-
kierte Konjugat als ein Enzymsubstrat, wobei die enzymatische Hydrolyse die Energielibertragung unterbricht.
Als Alternative ist S, selbst ein Fluoreszenz- oder Nicht-Fluoreszenzfarbstoff, gegebenenfalls ein zusatzlicher
Farbstoff der vorliegenden Erfindung, wobei das Farbstoffkonjugat einen Markierungskomplex bildet, der auf-
grund interner Energielibertragung eine grof3e Stokes'sche Verschiebung zeigt (wie in US-Patent 6,008,373
oben beschrieben) und sich zur Markierung einer organischen oder anorganischen Substanz eignet (Beispiel
52).

[0047] In einer Ausfluhrungsform steht S fUr eine Aminoséure (einschliellich solcher, die durch Phosphate,
Kohlenhydrate oder C,- bis C,,-Carbonsauren geschitzt oder damit substituiert sind) oder fiir ein Polymer aus
Aminosauren, wie beispielsweise ein Peptid oder Protein. Bevorzugte Peptidkonjugate enthalten wenigsten
funf Aminosauren, starker bevorzugt 5 bis 36 Aminosauren. Zu bevorzugten Peptiden gehoéren, ohne darauf
beschrankt zu sein, Neuropeptide, Cytokine, Toxine, Proteasesubstrate sowie Proteinkinasesubstrate. Zu be-
vorzugten Proteinkonjugaten gehdren Enzyme, Antikorper, Lectine, Glykoproteine, Histone, Albumine, Lipo-
proteine, Avidin, Streptavidin, Protein A, Protein G, Phycobiliproteine und andere Fluoreszenzproteine, Hormo-
ne, Toxine, Chemokine und Wachstumsfaktoren. In einem bevorzugten Aspekt handelt es sich bei dem konju-
gierten Protein um ein Phycobiliprotein, wie beispielsweise Allophycocyanin, Phycocyanin, Phycoerythrin, Al-
lophycocyanin B, B-Phycoerythrin, Phycoerythrocyanin und b-Phycoerythrin (siehe zum Beispiel US-Patent
5,714,386 an Roederer (1998)). Besonders bevorzugt sind Konjugate von R-Phycoerythrin und von Allophy-
cocyanin mit ausgewahlten erfindungsgemalfien Farbstoffen, die als Energieakzeptoren oder -donatoren im
angeregten Zustand dienen. Bei diesen Konjugaten fiihrt eine Energielibertragung im angeregten Zustand zu
einer langwelligen Fluoreszenzemission, wenn bei relativ kurzen Wellenlangen angeregt wird (Beispiel 52). In
einem weiteren erfindungsgemafen Aspekt handelt es sich bei dem konjugierten Protein um einen Antikorper,
ein Antikérperfragment, Avidin, Streptavidin, ein Toxin, ein Lectin, ein Hormon, ein Chemokin oder einen
Wachstumsfaktor. Ist die konjugierte Substanz ein Toxin, so handelt es sich dabei typischerweise um ein Neu-
ropeptid oder ein Phallotoxin, wie z.B. Phalloidin.

[0048] In einer weiteren Ausflihrungsform steht S_ fir eine Nukleinsdurebase, ein Nukleosid, Nukleotid (Bei-
spiel 55) oder ein Nukleinsdurepolymer (Beispiele 56-59), einschlieRlich solcher, die so modifiziert sind, dafl
sie einen zusatzlichen Linker oder Spacer zur Anbindung der erfindungsgemafen Farbstoffe, wie z.B. eine Al-
kenylverknupfung (US-Patent 5,047,519), eine Aminoallylverknipfung (US-Patent 4,711,955) oder einen he-
teroatom-substituierten Linker (US-Patent 5,684,142) oder eine andere Verknlipfung, besitzen. In einer weite-
ren Ausfihrungsform handelt es sich bei der konjugierten Substanz um ein Nukleosid- oder Nukleotidanalog,
bei dem eine Purin- oder Pyrimidinbase mit einer Phosphat- oder Polyphosphatgruppierung tber einen nicht-
zyklischen Spacer verknipft ist. In einer dritten Ausflihrungsform ist der Farbstoff an den Kohlenhydratanteil
eines Nukleotids oder Nukleosids konjugiert, und zwar typischerweise tber eine Hydroxylgruppe, jedoch zu-
satzlich Uber eine Thiol- oder Aminogruppe (US-Patent 5,659,025, US-Patent 5,668,268, US-Patent
5,679,785). Typischerweise handelt es sich bei dem konjugierten Nukleotid um ein Nukleosidtriphosphat oder
ein Desoxynukleosidtriphosphat oder ein Didesoxynukleosidtriphosphat. Der Einbau von Methylengruppierun-
gen oder Stickstoff- oder Schwefel-Heteroatomen in die Phosphat- oder Polyphosphatgruppierungen ist auch
sinnvoll. Nicht-Purin- und Nicht-Pyrimidinbasen, wie z.B. 7-Deazapurine (US-Patent 6,150,510) sowie Nukle-
insauren, die solche Basen enthalten, lassen sich auch an erfindungsgemafe Farbstoffe koppeln. Mit durch
Umsetzung depurinierter Nukleinsauren mit Amin-, Hydrazid- oder Hydroxylaminderivaten hergestellten Nuk-
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leinsdureprodukten wird ein zusatzliches Mittel zur Markierung und zum Nachweis von Nukleinsauren bereit-
gestellt, z.B. "A method for detecting abasic sites in living cells: age-dependent changes in base excision re-
pair." Atamna H, Cheung I, Ames BN. Proc Natl Acad Sci USA 97, 686-691 (2000).

[0049] Bevorzugte Nukleinsdurepolymerkonjugate sind markierte, einzel- oder mehrstrangige, natuirliche
oder synthetische DNA oder RNA, DNA- oder RNA-Oligonukleotide oder DNA/RNA-Hybride oder beinhalten
einen ungewdhnlichen Linker, wie beispielsweise mit Morpholin derivatisierte Phosphate (AntiVirals, Inc., Cor-
vallis OR), oder Peptidnukleinsauren, wie z.B. N-(2-Aminoethyl)glycin-Einheiten. Handelt es sich bei der Nuk-
leinsaure um ein synthetisches Oligonukleotid, so enthalt dieses typischerweise weniger als 50 Nukleotide,
noch typischer weniger als 25 Nukleotide. Fur einige Anwendungen kénnen Konjugate von Peptidnukleinsau-
ren (PNA) (Nielsen et al US-Patent 5,539,082 bevorzugt sein, da sie im allgemeinen schnellere Hybridisie-
rungsgeschwindigkeiten aufweisen.

[0050] Fluoreszenznukleinsaurepolymere werden typischerweise aus markierten Nukleotiden oder Oligonu-
kleotiden unter Verwendung einer mit Oligonukleotidprimern durchgefiihrten DNA-Polymerisierung (Beispiel
59) hergestellt, wie beispielsweise unter Verwendung der Polymerasekettenreaktion oder tUber Primerverlan-
gerung oder durch die von terminaler Transferase katalysierte Addition eines markierten Nukleotids an ein
3'-Ende eines Nukleinsaurepolymers. Fluoreszierende RNA-Polymere werden typischerweise aus markierten
Nukleotiden durch Transkription hergestellt. Dabei wird der Farbstoff typischerweise Gber eine oder mehrere
Purin- oder Pyrimidinbasen durch eine Amid-, Ester-, Ether- oder Thioetherbindung gebunden; oder wird an
das Phosphat oder Kohlenhydrat Giber eine Bindung, bei der es sich um einen Ester, Thioester, ein Amid, einen
Ether oder Thioether handelt, gebunden. Als Alternative wird das erfindungsgemale Farbstoffkonjugat gleich-
zeitig mit einem Hapten, wie z.B. Bioten oder Digoxigenin, oder an ein Enzym, wie z.B. alkalische Phosphata-
se, oder an ein Protein, wie z.B. einen Antikdrper, markiert. ErfindungsgemafRe Nukleotidkonjugate werden
leicht von DNA-Polymerase eingebaut und lassen sich zur In-situ-Hybridisierung sowie zur Nukleinsaurese-
quenzierung verwenden (z.B. US-Patente 5,332,666; 5,171,534; und 4,997,928 sowie WO-Anmeldung
94/05688). In einem weiteren erfindungsgemafien Aspekt ist in dem Oligonukleotid ein aliphatisches Amin, das
anschlieBend an einen erfindungsgemaflen aminreaktiven Farbstoff konjugiert wird, oder ein Thiol oder Thio-
phosphat, das an einen erfindungsgemalien thiolreaktiven Farbstoff konjugiert wird, eingebaut. In noch einem
weiteren erfindungsgemafRen Aspekt reagieren die Purinbasen des Oligonukleotids mit einem reaktiven Me-
tallkomplex (vorzugsweise einen Platinkomplex), der an einen erfindungsgemalen Farbstoff gebunden ist, wo-
bei ein Farbstoffkonjugat erhalten wird (Beispiel 58). Nukleinsdurekonjugate von erfindungsgemafien Farbstof-
fen, die in 3-Stellung des Indoliumrings verknlpft sind, weisen unerwarteterweise Spektraleigenschaften auf,
die besser sind als die strukturell ahnlicher Carbocyaninfarbstoffe, wobei der Farbstoff nicht in 3-Stellung des
Indoliumrings verkniipft ist (Beispiele 58-60, Tabelle 8).

[0051] In einer Ausfliihrungsform handelt es sich bei den erfindungsgemafen konjugierten Oligonukleotiden
um Aptamere fiir ein bestimmtes Zielmolekiil, wie beispielsweise einen Metaboliten, Farbstoff, ein Hapten oder
ein Protein. Das heifl}t, die Oligonukleotide wurde so ausgewahlt, daf3 sie vorzugsweise an das Zielmolekiil bin-
den. Verfahren zur Herstellung und zum Screening von Aptameren flr ein gegebenes Zielmolekiil sind bereits
beschrieben und im Fachgebiet bekannt (z.B. US-Patent 5,567,588 an Gold (1996).

[0052] In einer weiteren Ausfuhrungsform handelt es sich bei der konjugierten Substanz (S_) um ein Kohlen-
hydrat, bei dem es sich typischerweise um ein Polysaccharid, wie z.B. ein Dextran, FICOLL™, Heparin, Gly-
kogen, Amylopectin, Mannan, Inulin, Starke, Agarose und Cellulose, handelt. Alternativ ist das Kohlenhydrat
ein Polysaccharid, bei dem es sich um ein Lipopolysaccharid handelt. Bevorzugte Polysaccharidkonjugate sind
Dextran-, FICOLL™- oder Lipopolysaccharid-Konjugate.

[0053] In einer weiteren Ausflihrungsform handelt es sich bei der konjugierten Substanz (S,) um ein Lipid (ty-
pischerweise mit 6-60 Kohlenstoffatomen), einschliellich Glykolipiden, Phospholipiden, Sphingolipiden und
Steroiden. Alternativ handelt es sich bei der konjugierten Substanz um einen Lipidverbund, wie z.B. ein Lipo-
som. Die lipophile Gruppierung kann dazu verwendet werden, um die konjugierten Substanzen in Zellen zu-
ruckzubehalten, wie beispielsweise im US-Patent 5,208,148 beschrieben. Bestimmte polare erfindungsgema-
Re Farbstoffe kdnnen auch in den Lipidverbundanordnungen eingeschlossen sein.

[0054] Konjugate mit einer ionenkomplexierenden Gruppierung dienen als Indikatoren fiir Calcium, Natrium,
Magnesium, Zink, Kalium oder andere biologisch wichtige Metallionen. Bevorzugte ionenkomplexierende
Gruppierungen sind Kronenether (US-Patent 5,405,975 sowie US-Patent 6,962,992, Derivate von
1,2-Bis-(2-aminophenoxyethan)-N,N,N',N'-tetraessigsaure (BAPTA Chelatoren; US-Patent 5,453,517, US-Pa-
tent 5,516,911 und US-Patent 5,049,673); Derivate von 2-Carboxymethoxyanilin-N,Ndiessigsaure (APT-
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RA-Chelatoren; AM. J. PHYSIOL. 256, C540 (1989)) oder Metallionenchelatoren auf Pyridin- und Phenanthro-
linbasis (US-Patent 5,648,270) oder Derivate der Nitrilotriessigsaure, siehe z.B. "Single-step synthesis and
characterization of biotinylated nitrilotriacetic acid, a unique reagent for the detection of histidine-tagged prote-
ins immobilized on nitrocellulose"; McMahan SA, Burgess RR. Anal Biochem 236, 101-106 (1996). Vorzugs-
weise handelt es sich bei der ionenkomplexierenden Gruppierung um einen Kronenetherchelator, einen BAP-
TA-Chelator, einen APTRA-Chelator oder ein Derivat der Nitrilotriessigsaure.

[0055] Zu weiteren Konjugaten nichtbiologischer Materialien gehdren Farbstoffkonjugate organischer oder
anorganischer Polymere, Polymerfilme, Polymer-Wafer, Polymer-Membranen, Polymer-Partikel oder polyme-
re Mikropartikel (Beispiel 53), einschlieBlich magnetischen und nichtmagnetischen Mikroktigelchen, Eisen-,
Gold- oder Silberpartikeln, leitenden und nichtleitenden Metallen und Nichtmetallen sowie Glas- und Kunst-
stoffoberflachen und -Partikel. Konjugate werden gegebenenfalls durch Copolymerisierung eines Farbstoffs,
der eine entsprechenden Funktionalitéat enthalt, wahrend der Herstellung des Polymers oder durch chemische
Modifikation eines Polymers, der funktionelle Gruppen mit geeigneter chemischer Reaktivitat enthalt, herge-
stellt. Weitere Reaktionsarten, die sich zur Herstellung von Farbstoffkonjugaten von Polymeren eignen, umfas-
sen katalysierte Polymerisationen oder Copolymerisationen von Alkenen sowie Umsetzungen von Dienen mit
Dienophilen, Transesterifizierungen oder Transaminierungen. In einer weiteren Ausfuhrungsform handelt es
sich bei der konjugierten Substanz um ein Glas oder um Siliciumdioxid, das zu einer optischen Faser oder einer
anderen Struktur geformt werden kann.

[0056] In einem erfindungsgemalen Aspekt steht S, fir eine konjugierte Substanz, bei der es sich um einen
Antikorper (einschlieBlich intakter Antikdrper, Antikdrperfragmente und Antikdrperseren usw.), eine Aminosau-
re, ein Angiostatin oder Endostatin, ein Avidin oder Streptavidin, ein Biotin (z.B. ein Amidobiotin, ein Biocytin,
ein Desthiobiotin usw.), eine Blutproteinkomponente (z.B. ein Albumin, ein Fibrinogen, ein Plasminogen, usw.),
ein Dextran, ein Enzym, einen Enzyminhibitor, ein IgG-bindendes Protein (z.B. ein Protein A, Protein G, Protein
A/G, usw.), ein Fluoreszenzprotein, (z.B. ein Phycobiliprotein, ein Aequorin, ein grines Fluoreszenzprotein
usw.), einen Wachstumsfaktor, ein Hormon, ein Lectin (z.B. ein Weizenkeimagglutinin, ein Conconavalin A
usw.), ein Lipopolysaccharid, ein metallbindendes Protein (z.B. ein Calmodulin, usw.), einen Mikroorganismus
oder einen Teil davon (z.B. ein Bakterium, ein Virus, eine Hefe usw.), ein Neuropeptid und andere biologisch
aktive Faktoren (z.B. ein Dermorphin, ein Deltropin, ein Endomorphin, ein Endorphin, ein Tumornekrosefaktor
usw.), ein nichbiologisches Mikropartikel (z.B. aus Ferrofluid, Gold, Polystyrol, usw.), ein Nukleotid, ein Oligo-
nukleotid, ein Peptidtoxin (z.B. ein Apamin, ein Bungarotoxin, ein Phalloidin, usw.), ein phospholipidbindendes
Protein (z.B. ein Annexin, usw.), einen kleinmolekularen Arzneistoff (z.B. ein Methotrexat usw.), ein Struktur-
protein (z.B. ein Actin, ein Fibronectin, ein Laminin, ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, ein Tublin usw.), oder
ein Tyramid handelt.

[0057] In einer Ausfuhrungsform sind Konjugate biologischer Polymere, wie z.B. Peptide, Proteine, Oligonu-
kleotide, Nukleinsaurepolymere, auch mit wenigstens einem zweiten Fluoreszenz- oder Nicht-Fluoreszenz-
farbstoff, bei dem es sich gegebenenfalls um einen zusatzlichen Farbstoff der vorliegenden Erfindung handelt,
markiert, sodal® ein Energielibertragungspaar gebildet wird. In einigen erfindungsgemalfen Aspekten fungiert
das markierte Konjugat als ein Enzymsubstrat, wobei die enzymatische Hydrolyse die Energielibertragung un-
terbricht. Als Alternative ist die konjugierte Substanz selbst ein Fluoreszenz- oder Nicht-Fluoreszenzfarbstoff,
gegebenenfalls ein zusatzlicher Farbstoff der vorliegenden Erfindung, der einen Markierungskomplex bildet,
der aufgrund interner Energielibertragung eine groRe Stokes'sche Verschiebung zeigt (wie im US-Patent
6,008,373 an Waggoner et al., (1999) beschrieben). In einer weiteren erfindungsgemafien Ausflihrungsform
ist das Energielibertragungspaar, das einen erfindungsgemafen Farbstoff beinhaltet, an ein Oligonukleotid
konjugiert, das in seiner Haarnadelkonfirmation wirksames Fluoreszenzquenchen zeigt (die sogenannten "mo-
lecular beacons" von Tyagi et al., NATURE BIOTECHNOLOGY 16, 49 (1998)) oder Fluoreszenzenergielber-
tragung zeigt.

[0058] Die Herstellung von Farbstoffkonjugaten unter Verwendung reaktiver Farbstoffe ist gut dokumentiert,
beispielsweise von R. Haugland, MOLECULAR PROBES HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND
RESEARCH CHEMICALS, Kapitel 1-3 (1996); und Brinkley, BIOCONJUGATE CHEM., 3, 2 (1992). Konjugate
werden typischerweise erhalten, indem man entsprechende reaktive Farbstoffe und die zu konjugierende Sub-
stanz in einem geeigneten Losungsmittel, in dem beide I6slich sind, mischt. Die Mehrzahl der erfindungsge-
maRen Farbstoffe ist leicht in walrigen Lésungen I6slich, was die Konjugationsreaktionen mit den meisten bi-
ologischen Materialien erleichtert. Bei denjenigen reaktiven Farbstoffen, die photoaktiviert werden, ist fir die
Konjugation eine Bestrahlung des Reaktionsgemischs zur Aktivierung des reaktiven Farbstoffs erforderlich.

[0059] Markierte Mitglieder eines spezifischen Bindungspaars werden typischerweise als Fluoreszenzsonden
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fur das komplementéare Mitglied dieses spezifischen Bindungspaars verwendet, wobei jedes Mitglied eines
spezifischen Bindungspaars eine Zone auf der Oberflache oder in einer HOhlung aufweist, die spezifisch an
eine bestimmte raumliche und polare Anordnung des jeweils anderen Mitglieds bindet und dazu komplementar
ist. Bevorzugte spezifische Bindungspaarmitglieder sind Proteine, die nicht kovalent an niedermolekulare Li-
ganden, wie z.B. Biotin, Arzneistoffhaptene und Fluoreszenzfarbstoffe (wie z.B. einen Anti-Fluorescein-Anti-
korper) binden. Reprasentative spezifische Bindungspaare sind in Tabelle 4 gezeigt.

Tabelle 4. Reprasentative spezifische Bindungspaare

Antigen Antik&rper

Biotin Avidin (oder Streptavidin oder
Antibiotin)

IgG* Protein A oder Protein G

Arzneistoff Arzneistoffrezeptor

Toxin Toxinrezeptor

Kohlenhydrat Lectin oder Kohlenhydratrezeptor

Peptid Peptidrezeptor

Protein Proteinrezeptor

Enzymsubstrat Enzym

DNA (RNA) aDNA (aRNA) t

Hormon Hormonrezeptor

Ion Chelator

Psoralen Nukleinsaure

Zielmolekul RNA- oder DNA-Aptamer

- — . . ' - - . -

* 1gG ist ein Immunoglobulin
+ aDNA und aRNA sind die zur Hybridisierung verwendeten Antisens-Strange (complementaren Strange).

[0060] In einem erfindungsgemalen Aspekt wird die konjugierte Substanz ferner mit zusatzlichen Farbstoff-
gruppierungen markiert, sodal Fluoreszenzenergie entweder von dem erfindungsgemalfen Farbstoff aufge-
nommen oder darauf Ubertragen wird.

Synthese
[0061] Die Synthese der erfindungsgemafien Carbocyaninfarbstoffe hangt dort, wo die Anbindung an die
3-Stellung des Indoliums erfolgt, von der urspriinglichen Herstellung bestimmter Schlisselzwischenverbindun-

gen ab. Die Zwischenverbindungen weisen die folgende allgemeine Struktur auf (der Einfachheit halber sind
bis auf wenige Ausnahmen alle méglichen Substituenten als Wasserstoff dargestellt):

N
N
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[0062] Diese Grundstrukturen werden gegebenenfalls weiter substituiert, und zwar wahrend oder nach der
Synthese, sodal’ die entsprechenden Farbstoffsubstituenten mit der oben angegebenen Bedeutung erhalten
werden.

[0063] Die neuartigen Zwischenverbindungen werden leicht in einer Umsetzung synthetisiert, die einer Fi-
scher-Indolsynthese ahnlich ist (worin X fir einen gewiinschten Substituenten am erhaltenen Indolium, typi-
scherweise Sulfo, steht und R® sowie R* die oben angegebenen Bedeutungen besitzen):

NHNH, 0 Ry N

\
. >\—{ —
R Ay
) R

[0064] Bei dieser Reaktion wird ein entsprechend substituiertes Arylhydrazin, bei dem es sich typischerweise
um ein Phenylhydrazin eines entsprechend substituierten Naphthylhydrazins handelt, mit einem entsprechend
substituierten Methylketon unter Erhalt eines 3,3-disubstituierten 2-Methylindolderivats umgesetzt. Dabei wird
einer der Substituenten in 3-Stellung als chemisch reaktive Gruppierung oder eine Gruppe, die in eine che-
misch reaktive Gruppierung umgewandelt wird, wie beispielsweise ein Carbonsaurederivat (Beispiele 1, 2, 7),
ein Alkohol (Beispiel 16) oder ein Amin (Beispiel 17) ausgewahlt. Sie eignen sich insbesondere zur Nutzung
eines sulfonierten Phenylhydrazinderivats (wie in Beispiel 1-3) oder eines sulfonierten Naphthylhydrazinderi-
vats (wie in Beispiel 25) zur Erhéhung der Lslichkeit des endgiltigen Farbstoffs. Das 3,3-disubstituierte 2-Me-
thylindol wird dann am Stickstoffatom zu einem Indoliumderivat mit einem Alkylierungsmittel quaternisiert, bei
dem es sich typischerweise um ein Alkylhalogenid, wie z.B. Ethyliodid, ein Alkylsulfonat, wie z.B. Methyl-p-to-
luolsulfonat (Beispiel 7), oder ein zyklisches Sulfonat, wie z.B. Propansulton oder Butansulton (Beispiele 2-3)
handelt. Typischerweise werden die Indolium- oder Benzoindolium-Schlisselzwischenverbindungen ein- oder
mehrmals vor und nach der Quaternisierung an R? und anschlieRender Kondensation mit der Benzazolium-
gruppierung und Polymethingruppierung unter Bildung der betreffenden Farbstoffe sulfoniert. Verfahren zur
Synthese von Farbstoffen, wobei n =1, n =2 bzw. n = 3 ist, sind in Beispielen 12, 8 bzw. 21 aufgefihrt. Varia-
tionen dieser Verfahren sind im Fachgebiet allgemein bekannt und ergeben Substituenten an der Polymethin-
briicke oder am Indolium- oder Benzoliumanteil der Farbstoffvorstufe.

[0065] Ein sinnvoller Syntheseweg zu den Azacarbocyaninfarbstoffen der vorliegenden Erfindung lalt sich in
drei Teilen beschreiben, wobei der natirlichen Einteilung bei der Beschreibung der Verbindungen gefolgt wird.
Im allgemeinen bendtigt die Synthese dieser Farbstoffe drei Vorstufen: das entsprechende Benzazolium- oder
Azabenzazoliumsalz (die Gruppierungen "A" und "B") sowie eine Quelle fiir den Polymethinspacer. Typischer-
weise wird jede Komponente so ausgewahlt, dal® sie die entsprechenden chemischen Substituenten oder
funktionelle Gruppen, die in die entsprechenden Substituenten umgewandelt werden kénnen, beinhaltet. Die
Chemie, die fir die Herstellung und Kombination dieser Vorstufen benétigt wird, sodaf die jeweils betreffenden
Derivate erhalten werden, wird allgemein vom Fachmann gut verstanden. Zwar gibt es vier mogliche Variatio-
nen, die ein gleichwertiges Ergebnis ergeben kénnen, doch werden hier einige allgemeine Verfahren fir deren
Synthese und den Einbau chemischer Modifikationen vorbestellt.

[0066] Obwohl die hier beschriebenen Azacarbocyaninfarbstoffe und ihre Konjugate bislang noch nicht be-
schrieben wurden, wurden verschiedene nichtreaktive Azabenzazoliumderivate bereits beschrieben (siehe
z.B. Brooker, et al., J. AM. CHEM. SOC., 64, 199(1942); Heravi, et al., INDIAN J. CHEM. 36B, 1025 (1997);
Smith et al. SULFUR LETTERS 17, 197 (1994); Chu-Moyer et al. J. ORG. CHEM. 60, 5721 (1995); Turner, J.
ORG. CHEM. 48, 3401 (1983); Couture et al. J. HETEROCYCLIC CHEM. 24, 1765 (1987); Petric et al. J. HE-
TEROCYCLIC CHEM. 14, 1045, (1977); Barlin et al. AUST. J. CHEM, 37, 1729 (1984); Saikachi et al. CHEM.
& PHARM. BULL. 9, 941 (1961); Barlin AUST. J. CHEM. 36, 983 (1983); Foye et al., J. PHARM. SCI. 64, 1371
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(1975); Khanna et al. J. ORG. CHEM. 60, 960 (1995)); Britisches Patent Nr. 870,753 an Ficken et al. (1961);
Ficken et al., "Diazaindenes and Their Quaternary Salts-Part I" S. 3202-3212 (1959); Ficken et al., "Diazainde-
nes and Their Quaternary Salts-Part II" S.584-588 (1961). Syntheseverfahren zur Herstellung einiger Azaben-
zazoliumvorstufen wurden ebenso in der gleichzeitig anhangigen Anmeldung mit der Seriennr. 09/557,275 von
Haugland et al., eingereicht am 24. April 2000, US-Patent 6,664,047, beschrieben.

[0067] Die Substituenten an den aromatischen Kohlenstoffatomen der Azabenzazoliumgruppierung werden
typischerweise vor der Quaternisierung mit einem Alkylierungsmittel in das Aza- oder Polyazabenzazol-Aus-
gangsmolekul eingebaut. Allerdings kdnnen derartige Substituenten auch wahrend der Synthese der Azaben-
zazolgruppierung eingebaut werden. R¥R" wird (blicherweise durch Alkylierung des Ausgangsheterozyklus
mit einem Alkylierungsmittel, das die gewiinschte R?/R"?>-Gruppierung beinhaltet, erhalten.

[0068] Die Zwischenverbindung der Gruppierung B ist gegebenenfalls eine Azabenzazoliumvorstufe, wie
oben beschrieben, oder eine Benzazoliumvorstufe, wie sie im Fachgebiet allgemein bekannt ist (z.B. US-Pa-
tent Nr. 5,436,134 an Haugland et al., (1995). Die Gruppierung B wird gegebenenfalls an zusatzliche Ringe
kondensiert, was zu Farbstoffen fuhrt, die bei langeren Wellenlangen absorbieren und emittieren (siehe z.B.
US-Patent 6,027,709 an Little et al. (2000)).

[0069] Alkyl-, Alkoxy-, Carboxyl- und Halogensubstituenten an aromatischen Kohlenstoffatomen sind typi-
scherweise bereits als Substituenten an den Benzazol- oder Azabenzazolvorstufen oder an Verbindungen, die
leicht in solche Vorstufen mit im Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren umgewandelt werden, vorhanden.
Dabei werden Sulfonsauregruppen typischerweise vor der Kondensation des Cyaninfarbstoffs in die Vorstufen
eingefihrt (siehe z.B. US-Patent 5,767,287 an Bobrow et al. (1998)). Aminoalkylgruppen werden typischerwei-
se bei ihrer Einflihrung zunachst mit einer Schutzgruppe substituiert, typischerweise durch Substitution an der
Benzazol- oder Azabenzazolvorstufe. Die Schutzgruppe wird dann nach Kondensation des Cyaninfarbstoffs
entfernt. Aromatische Aminogruppen werden typischerweise durch Reduktion einer nitrosubstituierten Benza-
zoliumvorstufe hergestellt, die wiederum durch Nitrierung der Benzazolvorstufe hergestellt wird.

[0070] Die Gruppierung BRIDGE stammt typischerweise von dem bei der Konstruktion des Farbstoffs ver-
wendeten Kupplungsmittels. So ergibt beispielsweise N,N'-Diphenylformamidin bzw. Triethylorthoformiat
BRIDGE-Gruppierungen, wobei A und B jeweils gleich 0 ist. Malonaldehyd-bis(phenylimin)hydrochlorid,
1,1,3-Trimethoxypropan sowie 1,1,3,3-Tetramethoxypropan ergeben Farbstoffe, wobei a oder b gleich 1 ist,
und Glutaconaldehyddianilmonochlorid ergibt Farbstoffe, wobei a und b jeweils gleich 1 ist.

[0071] Die Syntheseverfahren fur Farbstoffe, die verschiedene reaktive Gruppen enthalten, wie beispielswei-
se die in Tabelle 2 beschriebenen, sind im Fachgebiet gut dokumentiert. Insbesondere eignen sich aminreak-
tive Farbstoffe, wie z.B. "aktivierte Ester" von Carbonsauren, die typischerweise durch Kopplung einer Carbon-
saure an eine relativ saure "Abgangsgruppe" synthetisiert werden. Zu weiteren bevorzugten aminreaktiven
Gruppen gehéren Sulfonylhalogenide, die aus Sulfonsauren unter Verwendung eines Halogenierungsmittels,
wie z.B. PCl, oder POCI,, hergestellt werden, Halogentriazine, die durch Umsetzung von Cyanurhalogeniden
mit Aminen hergestellt werden, sowie Isothiocyanate oder Isothiocyanate, die aus Aminen bzw. Phosgen oder
Thiophosgen hergestellt werden.

[0072] Amide und Hydrazide enthaltende Farbstoffe eignen sich insbesondere zur Konjugation an Carbon-
sauren, Aldehyde und Ketone. Diese werden am haufigsten durch Umsetzung eines aktivierten Esters einer
Carbonsaure oder eines Sulfonylhalogenids mit einem Diamin, wie z.B. Cadaverin, oder mit einem Hydrazin
synthetisiert. Als Alternative werden aromatische Amine haufig durch chemische Reduktion einer nitroaroma-
tischen Verbindung synthetisiert. Amine und Hydrazine sind besonders geeignete Vorstufen zur Synthese Thi-
ol-reaktiver Halogenacetamide oder Maleimide mit Standardverfahren.

[0073] Mit erfindungsgemafien Farbstoffen markierte Nukleoside und Nukleotide eignen sich insbesondere
fur einige Anwendungen der Nukleinsauremarkierung. Die Verwendung von Carbocyaninamiditen zur Markie-
rung von Nukleotiden und Nukleosiden wurde bereits beschrieben (U.S. 5,986,086 an Bruch et al. (1999); U.S.
5,808,044 an Brush et al. (1998); U.S. 5,556,959 an Brush et al. (1996)).

[0074] Beispiele fir einige Synthesestrategien flir ausgewahlte erfindungsgemale Farbstoffe werden ebenso

wie deren Charakterisierung, synthetische Vorstufen, Konjugate und Verwendungsverfahren in den Beispielen
unten bereitgestellt. Weitere Modifikationen und Permutationen sind fiir den Fachmann naheliegend.
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Anwendungen und Verwendungsverfahren

[0075] In einem erfindungsgemalen Aspekt werden die erfindungsgemafien Farbstoffverbindungen zur di-
rekten Anfarbung oder Markierung einer Probe verwendet, sodal die Probe identifiziert oder quantifiziert wer-
den kann. So kdnnen beispielsweise derartige Farbstoffe als Teil eines Tests fur einen biologischen Zielanaly-
ten, als nachweisbares Tracer-Element in einer biologischen oder nichtbiologischen Flissigkeit oder fiir solche
Zwecke wie photodynamische Therapie von Tumoren, bei der eine gefarbte Probe zur selektiven Zerstérung
von Tumorzellen und -geweben bestrahlt wird, oder zur Photoablation von arteriellen Plaque oder Zellen, Ub-
licherweise Uber die photosensibilisierte Produktion von Singulett-Sauerstoff, zugegeben werden. In einer be-
vorzugten Ausfihrungsform wird Farbstoffkonjugat zur Anfarbung einer Probe verwendet, die einen Liganden
umfaldt, fur den die konjugierte Substanz ein komplementares Mitglied eines spezifischen Bindungspaars dar-
stellt (z.B. Tabelle 4).

[0076] In einem erfindungsgemalen Aspekt wird die Probe direkt aus einer flissigen Quelle oder in Form ei-
ner Waschflissigkeit aus festem Material (organisch oder anorganisch) oder einem Wachstumsmedium, in das
Zellen zur Kultivierung eingefiihrt wurden, oder einer Pufferlésung, in der Zellen zur Beurteilung planiert wur-
den, gewonnen. Umfalt die Probe Zellen, so handelt es sich bei den Zellen gegebenenfalls um Einzelzellen,
einschlieBlich Mikroorganismen, oder um mehrere, mit anderen Zellen in zwei- oder dreidimensionalen Schich-
ten assoziierte Zellen, einschlieBlich vielzelligen Organismen, Embryos, Geweben, Biopsien, Filamenten, Bio-
filmen usw.

[0077] Als Alternative handelt es sich bei der Probe um einen Feststoff, gegebenenfalls um einen Abstrich
oder eine Ausschabung oder ein aus einer Flissigkeit oder Dampf durch Filtration abgetrenntes Retentat. In
einem erfindungsgemafien Aspekt wird die Probe aus einer biologischen Flussigkeit, einschliellich getrennter
oder unfiltrierter biologischer Flissigkeiten, wie beispielsweise Urin, Liquor, Blut, Lymphflissigkeiten, Gewe-
behomogenat, interstitieller Fliissigkeit, Zellextrakten, Schleim, Speichel, Sputum, Stuhl, physiologischen Aus-
scheidungen oder anderen ahnlichen Flissigkeiten gewonnen. Alternativ wird die Probe aus einer Umwelt-
quelle, wie beispielsweise Erdboden, Wasser oder Luft, oder aus einer gro3technischen Quelle gewonnen, bei-
spielsweise einem Abwasserstrom, einer Wasserquelle, einer Zuleitung oder einer Produktionscharge entnom-
men.

[0078] In noch einer weiteren Ausflhrungsform liegt die Probe auf oder in einer festen oder halbfesten Matrix
vor. In einem erfindungsgemafien Aspekt handelt es sich bei der Matrix um eine Membran. In einem weiteren
Aspekt handelt es sich bei der Matrix um ein Elektrophoresegel, wie es zur Trennung und Charakterisierung
von Nukleinséuren oder Proteinen verwendet wird, oder einen Blot, der durch Ubertragung von einem Elektro-
phoresegel auf eine Membran hergestellt wird. In einem weiteren Aspekt handelt es sich bei der Matrix um ei-
nen Siliciumchip oder einen Glasobjekttrager, wobei der interessierende Analyt auf dem Chip bzw. dem Ob-
jekttrager in einem Array immobilisiert wurde (z.B. die Probe umfalit Proteine oder Nukleinsaurepolymere in
einem Mikroarray). In noch einem weiteren Aspekt handelt es sich bei der Matrix um eine "Microwell"-Platte
oder einen mikrofluidischen Chip, wobei die Probe mit automatischen Verfahren, typischerweise mit verschie-
denen Verfahren eines Screening mit hohem Durchsatz, wie beispielsweise Arzneistoff-Screening, analysiert
wird.

[0079] Die erfindungsgemafien Farbstoffverbindungen werden im allgemeinen dahingehend verwendet, daf}
man eine erfindungsgemalfie Farbstoffverbindung wie oben beschrieben mit der interessierenden Probe unter
zur Erhaltung einer nachweisbaren optischen Reaktion ausgewahlten Bedingungen zusammenbringt. Dabei
bezieht sich der Begriff "Farbstoffverbindung”, wie er hier verwendet wird, auf alle Aspekte der beanspruchten
Farbstoffe, einschlielich sowohl reaktiver Farbstoffe als auch Farbstoffkonjugate. Die Farbstoffverbindung bil-
det typischerweise eine kovalente oder nichtkovalente Assoziation oder einen kovalenten oder nichtkovalenten
Komplex mit einem Element der Probe oder ist einfach innerhalb der Grenzen der Probe oder eines Anteils der
Probe vorhanden. Die Probe wird dann bei einer fir das Hervorrufen der optischen Reaktion ausgewahlten
Wellenlange bestrahlt. Typischerweise wird die Anfarbung der Probe zur Bestimmung einer spezifischen Ei-
genschaft der Probe verwendet, indem man ferner die optische Reaktion mit einer Standardreaktion oder er-
warteten Reaktion vergleicht.

[0080] Dabei versteht man unter einer nachweisbaren optischen Reaktion eine Veranderung oder das Auftre-
ten eines optischen Signals, das entweder durch Beobachtung oder instrumentell nachweisbar ist. Typischer-
weise handelt es sich bei der nachweisbaren Reaktion um eine Fluoreszenzanderung, wie beispielsweise eine
Anderung der Intensitat, der Excitations- oder Emissionswellenléngenverteilung der Fluoreszenz, der Fluores-
zenzlebensdauer, der Fluoreszenzpolarisierung oder einer Kombination daraus. Das Ausmalf3 und/oder die Lo-
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kalisierung der Anfarbung deutet im Vergleich mit einer Standard- oder erwarteten Reaktion an, ob und zu wel-
chem Grad die Probe eine gegebene Eigenschaft besitzt. Auch wenn manche erfindungsgemafe Farbstoffe
nur eine geringe Fluoreszenzemission zeigen, eignen sie sich dennoch als chromophore Farbstoffe. Derartige
Chromophore eignen sich als Energieakzeptoren bei FRET-Anwendungen oder dazu, einer Probe oder einem
Anteil einer Probe die gewiinschte Farbe zu verleihen.

[0081] Fur biologische Anwendungen werden die erfindungsgemafien Farbstoffverbindungen typischerweise
in einer walrigen, hauptsachlich wafrigen oder mit Wasser mischbaren Lésung verwendet, die gemaf im
Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren hergestellt wird. Die genaue Konzentration der Farbstoffverbin-
dung hangt von den experimentellen Bedingungen sowie den gewtiinschten Ergebnissen ab, liegt jedoch typi-
scherweise in einem Bereich von etwa einem Nanomolar bis ein Millimolar oder héher. Die optimale Konzent-
ration wird durch systematisches Variieren bis zum Erreichen zufriedenstellender Ergebnisse mit minimaler
Hintergrundfluoreszenz bestimmt.

[0082] Die Farbstoffverbindungen werden hdchst vorteilhaft zur Anfarbung von Proben mit biologischen Kom-
ponenten verwendet. Die Probe kann dabei heterogene Gemische von Komponenten (einschlielich intakten
Zellen, Zellextrakten, Bakterien, Viren, Organellen und Gemischen davon) oder eine einzige Komponente bzw.
homogene Gruppe von Komponenten (z.B. naturliche oder synthetische Aminosaure-, Nukleinsdure- oder
Kohlenhydratpolymere oder Lipidmembrankomplexe) umfassen. Diese Farbstoffe sind im allgemeinen gegen-
Uber lebenden Zellen und anderen biologischen Komponenten im Rahmen der Verwendungskonzentrationen
nicht toxisch.

[0083] Die Farbstoffverbindung wird mit der Probe so zusammengebracht, dal dadurch der Kontakt zwischen
der Farbstoffverbindung und den interessierenden Probenbestandteilen erleichtert wird. Typischerweise wird
dabei die Farbstoffverbindung oder eine die Farbstoffverbindung enthaltende Lésung einfach zu der Probe ge-
geben. Bestimmte erfindungsgemalRle Farbstoffe, insbesondere diejenigen, die mit einer oder mehreren Sul-
fonsauregruppierungen substituiert sind, neigen dazu, Membranen biologischer Zellen nicht durchdringen zu
kénnen und werden, wenn sie einmal im Inneren der lebensfahigen Zellen sind, typischerweise gut zurtickge-
halten. Zur Einfuhrung ausgewahlter Farbstoffverbindungen in Zellen kdnnen Behandlungen verwendet wer-
den, mit denen die Plasmamembran permeabilisiert wird, wie z.B. Elektroporation, Schockbehandlungen oder
hohe extrazelluldare ATP-Konzentration. Als Alternative lassen sich ausgewahlte Farbstoffverbindungen phy-
sisch in Zellen einfihren, beispielsweise durch Mikroinjektion unter Druck, "Scrape Loading", "Patch
Clamp"-Verfahren oder Phagocytose.

[0084] Farbstoffe, in denen ein aliphatisches Amin oder ein Hydrazinrest eingebaut ist, lassen sich in Zellen
mikroinjizieren, wo sie dann an Ort und Stelle mit Aldehydfixiermitteln, wie z.B. Formaldehyd oder Glutaralde-
hyd, fixiert werden kdnnen. Diese Fixierbarkeit fuhrt dazu, daf3 sich solche Farbstoffe fir intrazellulare Anwen-
dungen, wie beispielsweise neuronales "Tracing" eignen.

[0085] Farbstoffverbindungen, die einen lipophilen Substituenten besitzen, wie z.B. Phospholipide, lassen
sich nicht kovalent in Lipidanordnungen einbauen, beispielsweise zur Verwendung als Sonden fir die Memb-
ranstruktur oder zum Einbau in Liposome, Lipoproteine, Filme, Kunststoffe, lipophile Mikroktigelchen oder ahn-
liche Materialien oder zum Tracing. Lipophile Farbstoffe eignen sich als Fluoreszenzsonden der Membran-
struktur.

[0086] Chemisch reaktive Farbstoffverbindungen binden kovalent an eine entsprechende funktionelle Gruppe
auf vielen verschiedenen Materialien, wobei Farbstoffkonjugate wie oben beschrieben gebildet werden. Die
Verwendung von Farbstoffverbindungen zur Markierung reaktiver Stellen auf der Oberflache von Zellen, in Zell-
membranen oder intrazellularen Kompartimenten, wie z.B. Organellen, oder im Cytoplasma der Zelle, gestattet
die Bestimmung des Vorhandenseins oder der Menge, der Zuganglichkeit oder der raumlichen und zeitlichen
Verteilung davon in der Probe. Fotoreaktive Farbstoffe lassen sich auf ahnliche Weise zur Fotomarkierung von
Bestandteilen der auReren Membran biologischer Zellen oder als photofixierbare polare Tracer fiir Zellen ver-
wenden.

[0087] Gegebenenfalls wird die Probe nach der Anfarbung gewaschen, um verbliebene, Uberschiissige oder
nicht gebundene Farbstoffverbindung zu entfernen. Die Probe wird gegebenenfalls mit einer oder mehreren
anderen Ldsungen im Laufe der Farbung kombiniert, einschlieRlich Waschlésungen, Permeabilisierungs-
und/oder Fixierldsungen sowie Loésungen, die zuséatzliche Nachweisreagentien enthalten. Dabei produziert ein
zusatzliches Nachweisreagens typischerweise eine nachweisbare Reaktion aufgrund des Vorhandenseins ei-
nes spezifischen Zellbestandteils, einer intrazellularen Substanz oder eines Zellzustands gemal im Fachge-
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biet allgemein bekannter Verfahren. Weist das zusatzliche Nachweisreagens Spektraleigenschaften auf, die
sich von denen der betreffenden Farbstoffverbindungen unterscheiden, oder ergibt ein Produkt mit solchen
Spektraleigenschaften, so sind Anwendungen mit mehreren Farben mdéglich. Dies ist insbesondere dort sinn-
voll, wo es sich bei dem zusatzlichen Nachweisreagens um einen Farbstoff oder ein Farbstoffkonjugat der vor-
liegenden Erfindung mit Spektraleigenschaften, die sich von denen des Anfarbungsfarbstoffs nachweisbar un-
terscheiden, handelt.

[0088] Die erfindungsgemafien Verbindungen, bei denen es sich um Farbstoffkonjugate handelt, werden ge-
malR im Fachgebiet ausgiebig bekannter Verfahren verwendet; z.B. Verwendung von Antikdrperkonjugaten in
mikroskopischen und Immunfluoreszenztests; sowie Nukleotid- oder Oligonukleotidkonjugate fur Nuklein-
saurehybridisierungstests und Nukleinsduresequenzierung (z.B. US-Patente Nr. 5,332,666 an Prober et al.
(1994); 5,171,534 an Smith, et al. (1992); 4,997,928 an Hobbs (1991); und WO-Anmeldung 94/05688 an Men-
chen et al.). Farbstoffkonjugate mit mehreren unabhangigen erfindungsgemafien Farbstoffen besitzen einen
Nutzen fur Anwendungen mit mehreren Farben.

[0089] Zu einem beliebigen Zeitpunkt nach oder wahrend der Anfarbung wird die Probe mit einer zum Erhalt
einer nachweisbaren optischen Reaktion ausgewahlten Lichtwellenlange bestrahlt und mit einem Mittel zum
Nachweis der optischen Reaktion beobachtet. Als Gerate zur Bestrahlung der erfindungsgemafen Farbstoff-
verbindungen eignen sich unter anderem, ohne darauf beschrankt zu sein, Ultraviolett-Handlampen, Queck-
silberbogenlampen, Xenonlampen, Laser und Laserdioden. Diese Bestrahlungsquellen sind gegebenenfalls in
Laser-Scanner, Fluoreszenzmikroplatten-Ablesegerate, Standard- oder Minifluorometer oder chromatographi-
sche Detektoren integriert. Bevorzugte erfindungsgemafe Ausfiihrungsformen sind Farbstoffe, die bei oder
nahe den Wellenlangen 633-636 nm, 647 nm, 660 nm, 680 nm und oberhalb 700 nm angeregt werden kdnnen,
da diese Bereiche mit der Ausgangsleistung relativ kostenglinstiger Anregungsquellen gut tibereinstimmen.

[0090] Die optische Reaktion wird gegebenenfalls durch visuelle Inspektion oder durch Verwendung einer der
folgenden Vorrichtungen nachgewiesen: CCD-Kameras, Videokameras, photographischer Film, Laser-Scan-
ning-Vorrichtungen, Fluorometer, Photodioden, Quantenzahler, Epifluoreszenzmikroskope, Scanning-Mikros-
kope, DurchfluBcytometer, Fluoreszenzmikroplatten-Ablesegerate, oder mit Mitteln zur Signalverstarkung, wie
beispielsweise Photomultiplier-Réhren. Wird die Probe mit einem DurchfluRcytometer untersucht, so umfaft
die Untersuchung der Probe gegebenenfalls das Sortieren von Anteilen der Probe gemaR deren Fluoreszenz-
reaktion.

Kits

[0091] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in der Formulierung von Kits, die die praktische Durch-
fuhrung verschiedener Tests unter Verwendung eines der erfindungsgemafien Farbstoffe, wie oben beschrie-
ben, erleichtern. Dabei umfassen die erfindungsgemafien Kits typischerweise einen erfindungsgemafen ge-
farbten oder Fluoreszenzfarbstoff, der entweder als eine chemisch reaktive Markierung, die sich zur Herstel-
lung von Farbstoffkonjugaten eignet, oder als ein Farbstoffkonjugat, worin die konjugierte Substanz ein spezi-
fisches Bindungspaarmitglied oder ein Nukleosid, Nukleotid, Oligonukleotid, Nukleinsaurepolymer, Peptid oder
Protein darstellt, vorliegt. Der Kit umfal3t gegebenenfalls ferner ein oder mehrere Puffermittel, die typischerwei-
se in Form einer waRrigen Lésung vorliegen. Die erfindungsgeméafen Kits umfassen gegebenenfalls ferner zu-
satzliche Nachweisreagentien, ein Reinigungsmedium zur Aufreinigung der erhaltenen markierten Substanz,
Lumineszenzstandards, Enzyme, Enzyminhibitoren, organisches Lésungsmittel, bzw. Anleitungen zur Durch-
fuhrung eines erfindungsgemafien Tests.

[0092] Die nachfolgenden Beispiele sind zur Veranschaulichung der praktischen Durchfiihrung der vorliegen-

den Erfindung angegeben und sollen keine Beschrankung oder Definition des gesamten Umfangs der vorlie-
genden Erfindung darstellen.
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Beispiel 1. Darstellung von 3-(5-Carboxypentyl)-2,3-dimethyl-5-sulfoindolium, inneres Salz (Verbindung 1)

OH

Verbindung 1

[0093] Ein Gemisch aus 25 g 2-Methylacetoessigsaureethylester, 64 ml einer 21%igen Natriumethylatldsung
in Ethanol sowie 34 ml 6-Bromhexansaureethylester werden am Ruickflufl in 200 ml Ethanol Gber Nacht erhitzt.
Das Gemisch wird filtriert und das Lésungsmittel abgedampft. Der Riickstand wird zwischen 1 M HCI und Chlo-
roform verteilt. Die organische Schicht wird Gber Magnesiumsulfat getrocknet und an Kieselgel mit 1:10 Essig-
ester/Hexan als Elutionsmittel gereinigt, sodal® 22 g 2-(5-Carbethoxypentyl)-2-methylacetoessigsaureethyles-
ter erhalten werden.

[0094] Der so erhaltene Acetoessigester wird in 300 ml Methanol gelést und mit einer Lésung aus 10 g NaOH
in 100 ml Wasser versetzt. Das Gemisch wird bei 50°C Uber Nacht erhitzt. Die Lésung wird auf ~50 ml einge-
engt, auf ungeféhr ~pH 1 angesauert und mit Essigester extrahiert. Die organische Schicht wird iber MgSO,
getrocknet und eingeengt, sodal} 13,5 g 7-Methyl-8-oxononansaure erhalten werden. Die Nonansaure wird am
RuckfluR in 110 ml Essigsaure mit 13,5 g 4-Hydrazinobenzolsulfonsdure 5 Stunden erhitzt. Die Essigsaure wird
abgedampft und das Produkt an Kieselgel unter Erhalt von 23 g des Produkts aufgereinigt.

Beispiel 2. Darstellung von 2,3-Dimethyl-3-(5-carboxypentyl)-5-sulfo-1-(3-sulfopropyl)indolium, Natriumsalz
(Verbindung 2)

&l
50,

'NaOzS OH

Verbindung 2
[0095] Zu einer Methanollésung von 11 g Verbindung 1 gibt man 3,4 g wasserfreies Natriumacetat. Das Ge-

misch wird 5 Minuten gerihrt. Das Losungsmittel wird abgedampft und das erhaltene Natriumsalz mit 24,4 g
Propansulton 1 Stunde bei 110°C zur Erzeugung des Produkts erhitzt.
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Beispiel 3. Darstellung von 5-Sulfo-1-(3-sulfopropyl)-2,3,3-trimethylindolium, Natriumsalz (Verbindung 3A) und
5-Sulfo-1-(3-sulfopropyl-1,2,3,3-tetramethylindolium, Natriumsalz (Verbindung 3B)

sO%

Ne
N)—CH,

NaQ, CHg
) H3C

Verbindung 3

[0096] 15 g 5-Sulfo-2,3,3-trimethylindolium, inneres Salz (Mujumdar, et al. BIOCONJUGATE CHEMISTRY 4,
105 (1993)) in 60 ml Methanol werden mit 5,67 g Natriumacetat versetzt. Nach 5 Minuten bei Raumtemperatur
wird die Lésung eingeengt. Der schaumige Feststoff wird pulverisiert, in 60 ml Acetonitril gelést und mit 23 g
Propansulton 15 min geriihrt. Nach Abdampfen des Lésungsmittels wird der Riickstand bei 110°C getrocknet,
sodaly 5-Su1fo-1-(3-sulfopropyl)-2,3,3-trimethylindolium, Natriumsalz (Verbindung 3A) erhalten wird. 5-Sul-
fo-1,2,3,3-tetramethylindolium, (Verbindung 3B) wird auf dhnliche Weise dargestellt, auRer dall dabei Me-
thyl-p-toluolsulfonat anstelle von Propansulton eingesetzt wird.

Beispiel 4. Darstellung von 2-(4-Anilinobutadienyl)-3,3-dimethyl-5-sulfo-1-(3-sulfopropyl)indolium, Natriumsalz
(Verbindung 4)

/_/— 803
Ne
A\
= = N
N303 CH3
HaC

Verbindung 4

[0097] Verbindung 3A (15 g) wird mit 21,5 g Malonaldehyddianilhydrochlorid und 0,4 ml Triethylamin in 200
ml Essigsaure eine Stunde bei 110°C erhitzt. Das Lésungsmittel wird abgedampft und der Riickstand an Kie-

selgel unter Erhalt von 1,39 g des Produkts aufgereinigt.

Beispiel 5. Darstellung von 2-(Anilinovinyl)-3,3-dimethyl-5-sulfo-1-(3-sulfopropyl)indolium, Natriumsalz (Ver-

bindung 5)
/—_/—SQ?

Ne
N\

NaO. CH

HG - 3.

Verbindung 5
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[0098] Ein Gemisch aus 5 g Verbindung 3A, 2,72 g N,N'-Diphenylformamidin sowie 0,52 ml Essigsaureanhy-
drid wird 30 Minuten bei 150°C erhitzt, anschlieRend eingeengt und der Rickstand an Kieselgel aufgereinigt.

Beispiel 6. Darstellung von 2-(4-Anilinobutadienyl)-5-sulfo-1,3,3-trimethylindolium, inneres Salz (Verbindung 6)

CH,
/
_ Ne
:Q:z\/% @
&%.c” N
CHs
HC |

Verbindung 6

[0099] Die Vorgehensweise ist die gleiche wie die zur Darstellung von Verbindung 4 verwendete, aul3er daf}
anstelle von Verbindung 3A Verbindung 3B eingesetzt wird.

Beispiel 7. Darstellung von 3-(5-Carboxypentyl)-5-sulfo-1,2,3-trimethylindolium, inneres Salz (Verbindung 7)

CH3
N—CH,
(=) CO-H
H3C
Verbindung 7
[0100] Die Verbindung wird durch Erhitzen von Verbindung 1 mit 6 Aquivalenten p-Toluolsulfonsduremethyl-
ester Gber 1,5 Stunden bei 100°C dargestellt. Das Rohprodukt wird mit Essigester gefallt und an einer Kiesel-

gelsaule auf gereinigt.

Beispiel B. Darstellung von Verbindung 8.

soS

CO.H Verbindung 8
Verbindung 8
[0101] Verbindung 2 (1 g) und Verbindung 4 (1,5 g) werden mit 0,84 ml Triethylamin und 0,5 ml Essigsaure-

anhydrid zusammengegeben. Das Gemisch wird 1 Stunde bei Raumtemperatur gerihrt, anschlieRend einge-
engt und der Riickstand mit HPLC aufgereinigt.

30/64



DE 601 26 297 T2 2007.11.15

Beispiel 9. Darstellung von Verbindung 9.

o
) S0s

®
3 HNEtg

o) Verbindung 9
Verbindung 9
[0102] 55 mg Verbindung 8 in 1 ml DMF werden mit 0,034 ml Triethylamin und 21 mg 2-Succinimi-
do-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluorborat versetzt. Das Gemisch wird 30 Minuten bei Raumtemperatur ge-
rihrt und unter Erhalt des Succinimidylesters eingeengt.
Beispiel 10. Darstellung von Verbindung 10.

()
so
sO9 s

Verbindung 10

Verbindung 10

[0103] Verbindung 9 in Acetonitril wird mit 3 Aquivalenten Triethylamin und 1,2 Aquivalenten wasserfreiem
Hydrazin versetzt. Das Gemisch wird bei Umgebungstemperatur 15 Minuten gertihrt. Das Produkt wird mit 4
Volumen Essigester gefallt und mit HPLC aufgereinigt.
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Beispiel 11. Darstellung von Verbindung 11.

Verbindung 11
Verbindung 11
[0104] Verbindung 9 in Acetonitril wird bei Raumtemperatur mit 4 Aquivalenten Triethylamin und 1,2 Aquiva-

lenten N-(2-Aminoethyl)maleimid, Trifluoressigsauresalz, versetzt. Das Gemisch wird bei Umgebungstempe-
ratur 15 Minuten gerihrt. Das Produkt wird mit 4 Volumen Essigester gefallt und mit HPLC aufgereinigt.

Beispiel 12. Darstellung von Verbindung 12.

Verbindung 12
[0105] 6 mmol Verbindung 2 werden mit 2 g Verbindung 5 in 20 ml DMF, 4,2 ml Triethylamin sowie 1,8 ml

Essigsaureanhydrid versetzt. Der Reaktionsansatz wird eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt, anschlie-
Rend eingeengt und der Riickstand mit HPLC aufgereinigt.
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Beispiel 13. Darstellung von Verbindung 13.

e

so2 o
//// 3 HNEt,
(]

Verbindung 13

[0106] Die hier verwendete Vorgehensweise ist dhnlich wie die zur Darstellung von Verbindung 9, wobei an-
stelle von Verbindung 8 Verbindung 12 verwendet wird.

Beispiel 14. Darstellung von Verbindung 14.

Verbindung 14

[0107] Die Verbindung wird in DMF durch Mischen von jeweils einem Aquivalent Verbindung 4 und Verbin-
dung 7 und anschlieBender Zugabe von vier Aquivalenten Triethylamin und 1,5 Aquivalenten Essigsaureanhy-
drid dargestellt. Nach 2 stiindigem Rihren bei Raumtemperatur und Einengen wird der Riickstand mit HPLC

aufgereinigt.
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Beispiel 15. Darstellung von Verbindung 15.

Verbindung 15

Verbindung 15
[0108] Ein Gemisch aus 0,27 g Verbindung 6 und 0,6 mmol Verbindung 7 in 8 ml DMF wird mit 0,42 ml Triet-
hylamin und 0,1 ml Essigsaureanhydrid versetzt. Das Gemisch wird zwei Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt, anschlieRend eingeengt und der Riickstand mit HPLC aufgereinigt.

Beispiel 16. Darstellung von Verbindung 16.

8
o SO,

2]
3 HNEtg

Verbindung 16

Verbindung 16

[0109] 2-Methylacetoessigsaureethylester wird mit 6-Benzoyloxy-1-bromhexan in Gegenwart von 1,2 Aquiva-
lenten Natriumhydrid in THF alkyliert, wobei das erhaltene Produkt wie in Beispiel 1 in walkrigem NaOH hydro-
lysiert und decarboxyliert wurde, um das gewulinschte 9-Hydroxy-3-methyl-2-nonanon zu erzeugen. Das Non-
anon wird dann am RiickfluR mit einem Aquivalent 4-Hydrazinbenzolsulfonséure in Essigsaure zur Erzeugung
von 3-(6-Hydroxyhexyl)-2,3-dimethyl-5-sulfoindolium, inneres Salz, erhitzt. Das Hydroxy wird wiederum in
Form einer Benzoyloxygruppe geschutzt, und diese Zwischenverbindung wird dann in die geschitzte Form der
Zielverbindung wie in Beispiel 8 transformiert. AnschlieRend wird die Benzoyl-Schutzgruppe mit verdiinntem
NaOH entfernt.
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Beispiel 17. Darstellung von Verbindung 17.

Verbindung 17
[0110] Die Zwischenverbindung wird wie in Beispiel 16 dargestellt, auBer dal} anstelle von 6-Benzoylo-
xy-1-bromhexan 6-t-Butoxycarbonyloxy-1-bromhexan eingesetzt wird. Die t-BOC-Schutzgruppe wird mit Triflu-
oressigsaure bei Raumtemperatur nach Bildung des Zielfarbstoffs abgetrennt.

Beispiel 18. Darstellung von Verbindung 18.

soS

" COH

Verbindung 18

[0111] 1 mmol 2-Methyl-1-(3-sulfopropyl)-benzothiazolium, inneres Salz (aus einstiindigem Erhitzen von je-
weils einem Aquivalent Propansulton und 2-Methylbenzothiazol bei 110°C) und 150 mg Verbindung 31 in 5 ml
DMF werden mit 0,28 ml Triethylamin und 0,1 ml Essigsdureanhydrid versetzt. Der Reaktionsansatz wird ein
Stunde bei Raumtemperatur gerihrt, anschlieRend eingeengt und der Ruckstand mit HPLC aufgereinigt.
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Beispiel 19. Darstellung von Verbindung 19.

S0,
@
3 HNEY

1)
N@ - 3 o .
g e
~ =
®0,8 s OH
Verbindung 19

[0112] Verbindung 19 wird auf die gleiche Weise wie Verbindung 18 dargestellt, auer dal® man von 2-Me-
thyl-6-sulfobenzothiazol ausgeht, das durch Umsetzung von Schwefelsdure und 2-Methylbenzothiazol bei

Raumtemperatur dargestellt wird.

Beispiel 20. Synthese von 2-(6-Anilinohexatrienyl)-3,3-dimethyl-5-sulfo-1-(3-sulfopropylindolium), inneres Salz

(Verbindung 20).
&l
SOy
. /~/—

N

: O
NH
NaOgS

Verbindung 20
[0113] Ein Gemisch aus 1,9 g Verbindung 3A und 2,85 g N-(5-Anilino-2,4-pentadienyliden)anilin-hydrochlorid
in 30 ml Essigsaureanhydrid wird 30 Minuten bei 120°C erhitzt. Am Ende dieses Zeitraums wird mit 90 ml Es-
sigester versetzt und das Produkt filtriert und in diesem Zustand eingesetzt.

Beispiel 21. Synthese von Verbindung 21.

E)
SO, S0,

Verbindung 21

[0114] Ein Gemisch aus 1,05 g Verbindung 20, 2 mmol Verbindung 2, 10 ml DMF, 1,7 ml Triethylamin sowie
0,6 ml Essigsaureanhydrid wird tiber Nacht bei Raumtemperatur und danach zusatzlich 1,5 Stunden bei 35°C
geruhrt. Es wird mit 40 ml Essigester versetzt, und der Niederschlag wird mit HPLC aufgereinigt.
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Beispiel 22. Synthese von Verbindung 22.

Verbindung 22

[0115] Der Succinimidylester von Verbindung 21 (Verbindung 22) wird wie in Beispiel 9 beschrieben darge-
stellt.

[0116] Beispiel 23. Synthese von Verbindung 23.

]
soc SO5

Verbindung 23

[0117] Ein Gemisch aus 0,37 g 2-(4-Anilinobutadienyl)-3,3-dimethyl-1-(3-sulfopropyl)indolium (dargestellt
durch die Umsetzung von Trimethylindolin und Propansulton wie in Beispiel 3 mit anschlieRender Umsetzung
mit Malonaldehyddianil-hydrochlorid wie in Beispiel 4), 1,35 mmol 3-(5-Carboxypentyl)-3-methyl-1-(3-sulfopro-
pyl)indolium (dargestellt durch die Umsetzung von 7-Methyl-8-oxononansaure und Phenylhydrazin, wie in Bei-
spiel 1), 7 mI DM F, 0,42 ml Triethylamin und 0,1 ml Essigsaureanhydrid wird eine Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt. Es wird mit Essigester (30 ml) versetzt, und der Niederschlag wird an Kieselgel unter Erhalt von 55 mg
Verbindung 23 aufgereinigt.

Beispiel 24. Synthese entsprechender aktivierter Ester aus freien Sauren.
[0118] Die folgenden aktivierten Ester werden aus den entsprechenden freien Sauren gemafl dem Verfahren

in Beispiel 9 dargestellt:
Verbindung 24, dargestellt aus Verbindung 15

+
[(CHECH ) NH] o
Verbindung 24

Verbindung 25, dargestellt aus Verbindung 23
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SO0, 803

+
[(CHZCH)aNH] °
Verbindung

Beispiel 25. Darstellung von Verbindung 28.

Verbindung 28
[0119] Die Verbindung wird durch Quaternisierung von 1,1,2-Trimethylbenzindoleninium-1,3-disulfonat (Bio-
conjugate Chem., 356-362 (1996)) mit Propansulton dargestellt und anschlieBend mit zwei Aquivalenten Ma-
lonaldehyddianil-hydrochlorid in Essigsdure mit einer katalytischen Menge an Triethylamin unter Erhalt von
Verbindung 28 erhitzt.

Beispiel 26. Darstellung von Verbindung 29

SO, SO;

Verbindung 29

Verbindung 29

[0120] Die Verbindung wird dargestellt, indem jeweils ein Aquivalent Verbindung 28 und 3-(5-Carboxypen-
tyl)-2,3-dimethyl-5-sulfo-1-(3-sulfopropyl)-indoleninium inneres Salz, Natriumsalz, in Gegenwart von drei Aqui-
valenten Triethylamin und einem Aquivalent Essigsaureanhydrid in DMF eine Stunde bei Raumtemperatur un-
ter Erhalt von Verbindung 29 gerihrt wird. Verbindung 29 wird gegebenenfalls in dessen entsprechenden Suc-
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cinimidylester umgewandelt, wie in Beispielen 9 und 24 beschrieben.
Beispiel 27. Darstellung von Verbindung 30

[0121] Zum Vergleich mit erfindungsgemafien Farbstoffen (siehe Fig. 1) wird Verbindung 30 gemaR BIO-
CONJUGATE CHEM. 4, 105-111 (1993) dargestellt.

o O

O—N

@
(CHZCHp)NH

Verbindung 30

Beispiel 28. Darstellung von Verbindung 31

o
SO,

Verbindung 31
[0122] Ein Gemisch aus 45 mmol Verbindung 2 und 23 g Malonaldehyddianil-hydrochlorid wird am Ruickfluf
in 400 ml Essigsaure mit 0,65 ml Triethylamin eine Stunde erhitzt. Das Losungsmittel wird abgedampft und der
Ruckstand an Kieselgel unter Erhalt von 2,4 g des Produkts aufgereinigt.

Beispiel 29. Darstellung von 7-(3-Sulfopropyl)-2,3,3-trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridinium, inneres Salz (Ver-

bindung 51)
e
D
P N
| D—cHy
AN

Verbindung 51

39/64



DE 601 26 297 T2 2007.11.15

[0123] Ein Gemisch aus 9 g 2,3,3-Trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridin und 20,6 g Propansulton wird drei Stun-
den bei 60°C erhitzt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch in 100 ml Acetonitril gelést und mit 300 ml Es-
sigester versetzt. Der erhaltene klebrige Feststoff wird wiederum in 300 ml Essigester gerihrt, sodal 22 g des
Produkts erhalten werden.

Beispiel 30. Darstellung von 5-Brom-2,3,3-trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridin (Verbindung 52).

N

-
| S—cHs

Br\

HzC Chy Verbindung 52
Verbindung 52

[0124] 40 g 2,5-Dibrompyridin in 200 ml 2-Methoxyethanol werden mit 53 ml wasserfreiem Hydrazin versetzt,
und das Gemisch wird drei Stunden bei 110°C unter Erzeugung des 5-Brom-2-hydrazinopyridins erhitzt. Ein
Gemisch aus 10 g dieses Hydrazinopyridins wird am Rickflul Gber Nacht mit 11 ml 3-Methyl-2-butanon in 40
ml Benzol "equipped" am Riickflul erhitzt, wobei ein mit einer Dean-Stark-Falle ausgestatteter Kiihler verwen-
det wird. Alle fliichtigen Bestandteile werden unter vermindertem Druck abgetrennt und der erhaltene Rick-
stand in 62 g Polyphosphorsaure 45 Minuten bei 140°C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird in Wasser gegos-
sen, mit Natriumhydroxid neutralisiert und mit Essigester extrahiert. Der erhaltene Rohrickstand wird tUber
Chromatographie an Kieselgel aufgereinigt, wobei mit 1:1-Essigester/Hexan eluiert wird, soda® man 1,44 g
des Produkts erhalt.

Beispiel 31. Darstellung von 5-Brom-7-(3-sulfopropyl)-2,3,3-trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridinium, inneres
Salz (Verbindung 53).

SO2

H,C CH; verbindung 53

Verbindung 53
[0125] Ein Gemisch aus 1 g 5-Brom-2,3,3-trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridin (Verbindung 52, Beispiel 30) und

1,54 g Propansulton wird 2 Stunden bei 65°C erhitzt. Es wird mit Essigester versetzt und das erhaltene Ge-
misch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Erhalt von 2,26 g des Produkts gerihrt.
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Beispiel 32. Darstellung von Verbindung 54 und 55

CO.H

%

N+

A
7 N\F NH—O
0,8

Verbindung 54
;SO{
A
N\ N
K0sS

Verbindung 55

[0126] 2-(4-Anilinobutadienyl)-1-(5-carboxypentyl)-3,3-dimethyl-5-sulfoindolinium, inneres Salz und 2-(4-Ani-
linobutadienyl)-1-(3-sulfopropyl)-3,3-dimethyl-5-sulfoindolinium, Kaliumsalz (Verbindung 54 bzw. 55) werden
nach einem Literaturverfahren (Mujumdar, et al, BIOCONJUGATE CHEMISTRY 4, 105-111 (1993)) darge-

stellt.
Beispiel 33. Darstellung von Succinimidylestern von Carbonsauren

[0127] Succinimidylesterderivate werden typischerweise aus den entsprechenden Carbonsauren unter Ver-
wendung des 2-Succinimido-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafluorborats (Bannwarth et al. TETRAHEDRON
LETT. 1157-1160 (1991)) sowie entweder Triethylamin oder Diisopropylethylamin dargestellt. Succinimidyles-
terderivate lassen sich ebenso leicht durch Kopplung eines Carbonsaurederivats an N-Hydroxysuccinimid un-
ter Verwendung eines Aktivierungsmittels, wie z.B. eines Carbodiimids, darstellen.
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Beispiel 34. Darstellung von 7-(Carboxypentyl)-2,3,3-trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridiniumbromid (Verbindung

59).
f -
@;ﬁ

[0128] Ein Gemisch aus 0,54 g 2,3,3-Trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridin und 1,32 g 6-Bromhexansaure wird
eine Stunde bei 120°C erhitzt. Es wird mit Essigester (10 ml) versetzt, und das Reaktionsgemisch wird 15 Mi-
nuten am Rickflul erhitzt, anschlieRend auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Gberstehende Flissigkeit wird
unter Erhalt des Produkts abgegossen.

Verbindung 59

Beispiel 35. Darstellung von Verbindung 66 und Verbindung 67

$05 SOy
2 xHN*Etg

COzH
Verbindung 66

[0129] Ein Gemisch aus 0,32 g 2-(4-Anilinobutadienyl)-3-carboxypentyl-3-methyl-5-sulfo-1-sulfopropylindoli-
nium, Natriumsalz (Verbindung 31, Beispiel 28), 0,75 g 5-Brom-7-(3-sulfopropyl)-2,3,3-trimethyl-3H-pyrro-
lo[2,3-b]pyridinium, inneres Salz (Verbindung 53, Beispiel 31), 0,36 ml Triethylamin und 0,1 ml Essigsaurean-
hydrid wird in 13 ml DMF 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Versetzen mit 50 ml Essigester wird der Roh-
feststoff abfiltriert und mit HPLC aufgereinigt. Ein Succinimidylesterderivat (Verbindung 67) wird gemaf den im
Beispiel 33 angegebenen Verfahren dargestellt.
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Beispiel 36. Darstellung von Verbindung 68 und Verbindung 69

S0¢ SOy

2x HN'Elg

H
Verbindung 68
[0130] Die Verbindung wird auf ahnliche Weise wie Verbindung 66 hergestellt, auer dal® 7-(3-Sulfopro-
pyl)-2,3,3-trimethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridinium, inneres Salz (Verbindung 51, Beispiel 29) verwendet wird.
Das Rohprodukt wird mit HPLC aufgereinigt. Ein Succinimidylesterderivat (Verbindung 69) wird geman den in
Beispiel 33 angegebenen Verfahren dargestellt.

Beispiel 37. Darstellung von Verbindung 72

sO%

Verbindung 72

[0131] Ein Gemisch aus 150 mg 2-(Anilinobutadienyl)-3-(3-carboxypropyl)-5-sulfo-1-sulfopropylindolenium,
inneres Salz, Kaliumsalz, 160 mg 2,3,3,7-Tetramethyl-3H-pyrrolo[2,3-b]pyridiniumtosylat, 2 ml DMF, 0,13 ml
Triethylamin und 0,08 Essigsaureanhydrid wird 30 Minuten bei 40°C erhitzt. Flichtige Bestandteile werden ab-
gedampft und der Rohriickstand an einer Kieselgelsaule aufgereinigt.

Beispiel 40. Darstellung von Verbindung 82 und Verbindung 86

[0132] 6-Hydrazinonaphthalin-1,3-disulfonat (Bioconj. Chem., 356-362 (1996)) wird mit 7-Methyl-8-oxono-
nansaure in Essigsaure unter Erzeugung des 1-Carboxypentyl-1,2-dimethyl-6,8-disulfobenzindolenin erhitzt.
Das Benzindolenin wird mit Propansulton quaternisiert und mit Malonaldehyddianilhydrochlorid kettenverlan-
gert, soda® man das 2-(4-Anilinobutadienyl)-derivat (Verbindung 82) erhalt, das dann mit Verbindung 53 (Bei-
spiel 31) in Gegenwart von Essigsaureanhydrid und Triethylamin unter Erhalt des gewilinschten Produkts um-
gesetzt wird.
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SO;

Verbindung 82

S04 SOs

—

Verbindung 86

Beispiel 41. Darstellung von Verbindung 83

N

CO.H
Verbindung 83

[0133] Ein Gemisch aus 100 mg 4-Acetylcyclohexancarbonsaure und 120 mg Hydrazinobenzolsulfonsaure
wird am RuckfluB in 5 ml Essigsaure unter Gewinnung der gewlnschten Verbindung erhitzt.
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Beispiel 42. Darstellung von Verbindung 84

Y

CO,H
Verbindung 84

[0134] Ein Gemisch aus 2-(4-Carboxyphenyl)-butan-2-on und Hydrazinobenzolsulfonsaure in Essigsaure
wird am RuckfluR drei Stunden unter Gewinnung des gewiinschten Produkts erhitzt.

Beispiel 43. Darstellung von Verbindung 85

NN
N

Verbindung 85

[0135] Ein Gemisch aus 0,85 g 2-Hydrazinopyridin und 1,6 g 7-Methyl-8-oxo-nonansaure wird am RickfluR®
Uber Nacht in 10 ml Benzol erhitzt. Die fllichtigen Bestandteile werden angedampft und der Riickstand mit 0,2
g Zinkchlorid eine Stunde bei 250°C erhitzt sodal} das gewlinschte Produkt gewonnen wird.

Beispiel 44. Darstellung von Protein-Farbstoff-Konjugaten

[0136] Eine Reihe von Farbstoffkonjugaten von Ziege-anti-Maus-IgG (GAM [= goat anti-mouse]), Ziege-an-
ti-Kaninchen-IgG (GAR [= goat anti-rabbit]), Streptavidin, Transferrin und anderen Proteinen, einschlieRlich
R-Phycoerythrin (R-PE) und Allophycocyanin (APC) wird mit Standardmitteln hergestellt (Hauglund et al.,
METH. MOL BIOL. 45, 205(1995); Hauglund, METH. MOL. BIOL. 45, 223(1995); Hauglund, METH. MOL. BI-
OL. 45,235 (1995); Hauglund, CURRENT PROTOCOLS IN CELL BIOLOGY 16.5.1-16.5.22 (2000)), wobei
Verbindung 9 sowie ein Monosuccinimidylesterderivat des Farbstoffs Cy5 (Amersham-Pharmacia Biotech) ver-
wendet werden.

[0137] Das typische Verfahren zur Proteinkonjugation mit erfindungsgemafen Succinimidylestern ist wie
folgt. Die Verhaltnisse von Farbstoff zu Protein, Proteinkonzentration, Zeit, Temperatur, Pufferzusammenset-
zung und andere im Fachgebiet allgemein bekannte Variablen kénnen so variiert werden, dal® noch geeignete
Konjugate erhalten werden kénnen. Eine Losung des Proteins wird mit ~10 mg/ml in 0,1 M Natriumhydrogen-
carbonat hergestellt. Die Markierungsreagentien werden in einem geeigneten Lésungsmittel, wie z.B. DMF, mit
~10 mg/ml gel6st. Fir vier erfindungsgemafe Farbstoffe eignet sich Wasser als Losungsmittel. Vorbestimmte
Mengen der Markierungsreagentien werden unter Rihren zu den Proteinldsungen gegeben. Ein Molverhaltnis
von 10 Aquivalenten Farbstoff zu 1 Aquivalent Protein ist typisch, obwohl die optimale Menge je nach dem je-
weiligen Markierungsreagens, dem zu markierenden Protein sowie der Konzentration dieses Proteins variiert
und empirisch bestimmt wird. Bei der Optimierung der Fluoreszenzausbeute sowie Bestimmung der Auswir-
kung des Substitutionsgrads (DOS) auf diese Helligkeit wird typischerweise das Verhaltnis von reaktivem Farb-
stoff zu Protein Uber einen mehrfachen Bereich variiert. Das Reaktionsgemisch wird eine Stunde bei Raum-
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temperatur oder mehrere Stunden auf Eis inkubiert. Das Farbstoff-Protein-Konjugat wird typischerweise von
freiem nicht umgesetztem Reagenz durch GréfienausschlulRchromatographie, wie beispielsweise an mit phos-
phatgepufferter Kochsalzldsung (PBS [= phosphate-buffered saline]) equilibriertem BIO-RAD P-30-Harz ge-
trennt. Die erste, proteinhaltige gefarbte Bande wird gesammelt und der Substitutionsgrad aus der Absorption
beim Absorptionsmaximum jedes Fluorphors bestimmt, wobei jeweils der Extinktionskoeffizient des freien Flu-
orphors verwendet wird. Das so erhaltene Farbstoff-Protein-Konjugat 1af3t sich in Unterfraktionen aufteilen, so-
dafl Konjugate mit einem héheren, geringeren oder einheitlicheren DOS-Wert erhalten werden.

[0138] Eine Losung des gewulnschten Proteins wird bei 10 mg/mlin 0,1 M Natriumhydrogencarbonat herge-
stellt. Die Markierungsreagentien werden mit 10 mg/ml in DMF geldst. Vorbestimmte Mengen der Markierungs-
reagentien werden unter Rilhren zu den Proteinlésungen gegeben. Ein Molverhéltnis von 10 Aquivalenten
Farbstoff zu 1 Aquivalent Protein ist typisch, obwohl die optimale Menge je nach dem jeweiligen Markierungs-
reagens, dem zu markierenden Protein sowie der Konzentration dieses Proteins variiert und empirisch be-
stimmt wird. Das Reaktionsgemisch wird eine Stunde bei Raumtemperatur oder mehrere Stunden auf Eis in-
kubiert. Das Farbstoff-Protein-Konjugat wird typischerweise von freiem nicht umgesetztem Reagenz durch
Grolenausschlufichromatographie, wie beispielsweise an mit PBS equilibriertem BIO-RAD P-30-Harz ge-
trennt. Die erste, proteinhaltige gefarbte Bande wird gesammelt und der Substitutionsgrad aus der Absorption
beim Absorptionsmaximum jedes Fluorphors bestimmt, wobei jeweils der Extinktionskoeffizient des freien Flu-
orphors verwendet wird.

Tabelle 5: Fluoreszenz von Protein-Konjugaten von Verbindung 69 (Beispiel 36)

Protein DOS* Quanten-
ausbeutet
Ziege-anti-Maus-IgG 3,7 0,47
Streptavidin 4,5 0,85
Weizenkeim-Agglutinin 3,1 0,32
Ziege-anti-Kaninchen-IgG 4,4 0,5

(stark kreuzabsorbiert)

Ziege-anti-Huhn-IgG 4,5 0,33
Kaninchen-anti-Maus-IgG 3,0 0,67
Ziege-anti-Maus-IgG 4,4 0,63

(stark kreuzabsorbiert)

Ziege-anti-Meerschweinchen-IgG 5,1 0,33
Protein A (MR=4)# 2,1 0,64
Protein A (MR=8)# 4,9 0,39

* Extinktionskoeffizienten werden fir die freie Carbonsaure in waliriger Lésung bestimmt
1 Quantenausbeute relativ zu DDRO (7-Hydroxy-9H-(1,3-dichlor-9,9-dimethylacridin-2-on) gemessen
+ MR ist das ungefahre Molverhaltnis des Farbstoffs zu Protein nach der Konjugation
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Tabelle 6: Fluoreszenz von Protein-Konjugaten von Verbindung 67 (Beispiel 35)

Protein DOS* Quanten-

ausbeute
Ziege-anti-Maus-IgG 5,9 0,15
Streptavidin 4,8 0,66
Ziege-anti-Kaninchen-IgG 4,9 0,26

(stark kreuzabsorbiert)

Ziege-anti-Huhn-IgG - -

Kaninchen-anti-Maus-IgG 6,0 0,31

* Extinktionskoeffizienten werden fir die freie Carbonsaure in waliriger Losung bestimmt

[0139] Proteinkonjugate von Antikérperfragmenten, anderen Avidinen und anderen Proteinen werden auf
ahnliche Weise hergestellt und analysiert.

Beispiel 45. Gesamtfluoreszenz ausgewahlter Farbstoff-Protein-Konjugate in Abhangigkeit vom Substitutions-
grad (DOS)

[0140] Die Konjugate von Verbindung 9 zeigen gleiche oder groRere Fluoreszenz als die Konjugate des Farb-
stoffs Cy5 bei einem dhnlichen DOS-Wert und Konjugation an viele verschiedene Proteine (Tabelle 3). Prote-
inkonjugate werden mit verschiedenen DOS-Werten hergestellt (wie in Beispiel 44 beschrieben) und hinsicht-
lich Helligkeit (Gesamtfluoreszenz, TF [= total-fluorescence]) und relativer Quantenausbeute (RQY [= relative
quantum yield]; Definition unten in Tabelle 3) verglichen. Die Gesamtfluoreszenz ist zur Gesamtfahigkeit des
Biokonjugats proportional und als das Produkt aus den Werten fir RQY und DOS definiert: TF = RQY X DOS.

Beispiel 46. Gesamtfluoreszenz ausgewahlter Farbstoff-Protein-Konjugate in Abhangigkeit vom Substitutions-
grad

[0141] In Tabelle 3 ist das starke Quenchen der Fluoreszenz von Cy5-Konjugaten (selbst bei einem maRigen
DOS) gezeigt. Ein Vergleich von GAM-IgG-Verbindung 9 bei ~DOS 4,2 mit einem GAM-IgG-Cy5 bei DOS ~4,8
(siehe Tabelle 3) zeigt, daf’ das Verbindung 9-Biokonjugat ungefahr 5,0/0,4 (12,5) mal héher ist als das Cy5-Bi-
okonjugat. Diese Art von Muster wird fur alle Proteine in Tabelle 3 beobachtet. Im allgemeinen gilt, dal je héher
der DOS-Wert, desto heller sind Verbindung 9-Biokonjugate relativ zu den Cy5-Biokonjugaten, obwohl, wie
man sehen kann, die Verbindung 9-Biokonjugate bei allen getesteten DOS-Werten hdher sind.

[0142] Es stellt sich heraus, dal} die Abnahme des RQY-Werts der Cy5-Biokonjugate von einer Verstarkung
der 600-nm-Absorptionsbande relativ zur 650-nm-Absorptionsbande begleitet wird. Dieser Effekt gilt fur alle in
Tabelle 3 aufgefuhrten Biokonjugate. Die Erhdhung der Extinktion der 600-nm-Bande ist immer mit einem star-
ken Quenchen der Fluoreszenz assoziiert. Von Gruber et. al. (supra) wurde eine ahnliche Korrelation einer er-
héhten Absorption bei 600 nm und einer starken Abnahme der Fluoreszenzintensitat beobachtet. Diese allge-
meine Beobachtung wurde nun fir mehrere andere Proteine bestétigt (Tabelle 3).

[0143] Die Cy5- und Verbindung 9-Derivate von GAM warden sowohl mit Absorptionsspektroskopie als auch
Fluoreszenzexcitationsspektroskopie untersucht. Dabei wird bei jedem Derivat das Fluoreszenzexcitations-
spektrum (Emissionswellenldnge = 725 nm) jeweils auf sein Absorptionsspektrum bei 660 nm normiert. Die
Cy5-GAM-Absorptionsbande bei 600 nm emittiert keine Fluoreszenz, wie anhand des groRen Unterschieds
zwischen der Excitation und Absorption in diesem Bereich des Spektrums zu sehen ist. Die Absorptions- und
Excitationsspektren von Verbindung 9-Biokonjugaten Uberlappen fast in diesem Bereich und zeigen somit ein
drastisch verringertes Fluoreszenzquenchen. Wird dieser gleiche Cy5-GAM-Antikdrper in 6,0 M Guanidinium-
hydrochlorid (pH = 7,5) geldst, so nimmt die 600-nm-Absorptionsbande stark ab, die 650-nm-Absorptionsban-
de verstarkt sich und die Gesamtfluoreszenzintensitat steigt dramatisch an. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,

47/64



DE 601 26 297 T2 2007.11.15

daf} die starke Abnahme der Fluoreszenz durch das Verhalten des Cy5-Derivats auf der nativen Biokonju-
gatstruktur verursacht wird.

[0144] Ein ahnliches Ergebnis wurde fur Cy5-Derivate von mit Nuklease verdauter DNA erhalten (Beipsiel
59).

Beispiel 47. Vergleich zweier "Cy5-ahnlicher" Strukturisomere (Verbindung 30 und Verbindung 24)

[0145] Zum besseren Verstandnis des Ursprungs der anomalen Absorptionseffekte von Cy5-Biokonjugaten
und des wesentlich kleineren Effekts mit Verbindung 9 wurden zwei Cy5-Isomere synthetisiert und an GAR mit
verschiedenen DOS-Werten konjugiert (Verbindung 30 und Verbindung 24). Bei Fig. 1 handelt es sich um ei-
nen direkten Vergleich der Absorptionseigenschaften dieser beiden Isomere bei DOS-Werten von ungefahr
2,8, 4,3 und 5,5 an GAR. Der einzige Unterschied zwischen den chemischen Strukturen von Verbindung 30
und 24 besteht in der Anderung der Stellung der reaktiven Gruppierung von der 1-Stellung (Cy5-Position) zur
3-Stellung (von allen erfindungsgemafen Farbstoffen geteilt) des Indoliumrings. Dabei ist ersichtlich, daf die-
se chemische Anderung eine drastische Verbesserung des Verhaltens der Absorption von Verbindung 24 ge-
genuber Verbindung 30 verursacht hat. Ebenso stellt Verbindung 24 eine héhere Fluoreszenzemission als Ver-
bindung 30 bei allen diesen getesteten DOS-Werten dar (Tabelle 3).

Beispiel 48. Vergleich der Gesamtfluoreszenz von GAM-Konjugaten

[0146] Konjugate des Farbstoffs Cy5 mit GRM wurden von mehreren Quellen bezogen (Tabelle 3). Absorpti-
onsspektren von jedem dieser Konjugate bestatigen, da® alle Cy5-GAM-Konjugate bei 600 nm (relativ zur
650-nm-Bande) wesentlich gréRere Absorptionen als die ent-sprechenden Verbindung 9-GAM-Konjugate auf-
wiesen. Um die Fluoreszenzfahigkeiten zu vergleichen, werden die Proteine auf ungefahr die gleiche Konzen-
tration eingestellt, wie sie tber die Absorption bei 280 nm mit einer Korrektur fiir den Beitrag der Farbstoffab-
sorption bei 280 nm gemessen wird. Bei einigen kommerziellen Cy5-Biokonjugaten wurde aufgrund des Vor-
handenseins von Stabilisatoren mit einer Absorption bei 280 nm die von der Lieferfirma angegebene Protein-
konzentration verwendet. Die Konjugate werden bei 633 nm angeregt und das Fluoreszenzemissionsspektrum
gemessen. Die Ergebnisse in Tabelle 3 bestatigen starkere Fluoreszenzhelligkeit (TF) von GAM-Konjugaten
von Verbindung 9 im Vergleich mit den kommerziell erhaltlichen Cy5-Konjugaten von GAM.

[0147] Die erhohte Helligkeit wird auch in Experimenten deutlich, die am DurchfluBcytometer durchgefihrt
wurden. Die Intensitatsvergleiche am DurchfluRcytometer sind nicht auf die gleiche Art von RQY-, DOS- und
TF-Berechnungen angewiesen, wie sie fir die Fluoreszenzintensitatsvergleiche auf spektroskopischer Basis
bendtigt wird.

[0148] Menschliches peripheres Blut wird in ein R6hrchen mit Natriumheparin aufgezogen. 100 pl Blut werden
in ein Falcon-Réhrchen gegeben. Das Blut wird 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 5 pl monoklonalen
Maus-Antikdrpern gegen sowohl menschliches CD16 als auch menschliches CD32 (Caltag) blockiert. Die Zel-
len werden mit PBS gewaschen und auf 100 pl resuspendiert. Anschlieflend wird das Blut mit monoklonalen
Maus-Antikdrpern gegen Maus-anti-CD3 (Caltag) bei der empfohlenen Konzentration von 0,50 30 Minuten bei
37°C inkubiert. Nach der Inkubation mit dem primaren Antikdrper werden die Zellen gewaschen und resuspen-
diert. Das Blut wird dann mit GAM-Konjugaten von Verbindung 9 (hergestellt wie in Beispiel 44) sowie den kom-
merziellen GAM-Konjugaten von Cy5 von Jackson Laboratories (DOS-1, 9) und Amersham-Pharmacia
(DOS-11) bei einer Konzentration von 0,50 pg und 37°C 30 Minuten inkubiert. Die roten Blutzellen werden mit
einem Zellysepuffer lysiert und zur Abtrennung der lysierten roten Blutzellen zentrifugiert. Das Zellpellet wird
einmal mit PBS gewaschen und auf ein Endvolumen von 500 pl resuspendiert. Die Proben werden am Durch-
fluRcytometer FACScan (BD Biosciences) analysiert, wobei mit einem 488 nm- Argonionenlaser sowie einem
Langpali¥filter (> 650 nm) angeregt wird. Der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensitat fir die Verbin-
dung 9-Konjugate von GAM, von der der Hintergrund subtrahiert wurde, betragt 164, wohingegen die von den
Firmen Jackson Laboratories und Amersham-Pharmacia hergestellten Cy5-GAM-Konjugate Werte von 71
bzw. 30 aufweisen.

[0149] Durchflucytometrieuntersuchungen werden in Abhangigkeit von dem DOS fiir diesen Antikérper

durchgefihrt, wobei sich herausstellt, daR bei allen DOS-Werten das Konjugat von Verbindung 9 mit GAM 1,4
bis 5,9 mal heller ist als die kommerziell erhaltlichen Cy5-Konjugate von GAM (siehe Tabelle 7).
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Tabelle 7
DOS (Verbindung 9 GAM) / (Verbindung 9 GAM) /
Amersham Cy5 GAM) t Jackson Cy5 GAM) #

1,83 4,84 1,92
2,36 5,7 2,26
3,94 5,8 2,26
4,36 5,86 2,33
7,25 3,6 1,4

t, + Geometrischer Mittelwert der von mit Verbindung 9 markierten GAM erhaltenen Fluoreszenzintensitaten,
von denen der Hintergrund subtrahiert wurde, geteilt durch die Intensitat der Amersham-Pharmacia Biotech (1)
bzw. der Jackson Laboratories(# )-Cy5-Version dieses gleichen Antikorpers.

Beispiel 49. GAR-Konjugate von Verbindung 13 sowie derartige Konjugate des spektraldhnlichen Farbstoffs
Cy3

[0150] GAR wird mit Verbindung 13 sowie den Cy3-reaktiven Farbstoffen mit verschiedenen Substitutionsgra-
den im Bereich von 1,0-12 markiert. In allen Fallen ist die Helligkeit der GAR-Konjugate von Verbindung 13
besser als die des mit Cy3-Farbstoff markierten GAR (bei aquivalentem DOS). Ein typisches Beispiel ist in
Fig. 2 gezeigt (DOS ~6,3). Excitationswellenlange = 532 nm.

Beispiel 50. Photostabilitatsvergleich

[0151] "Photobleaching"-Experimente werden in kleinen Kapillarrohrchen bei einer Konzentration von jeweils
0,5 uM Verbindung 9 bzw. kommerziell erhaltlichen Cy5-reaktiven Succinimidylestern in PBS, pH 7,5 durchge-
fuhrt. Dabei wird das 40X-Objektiv eines Eclipse E-400-Gerats von Nikon sowie ein Cy3/Cy5-Filter XF92
(Omega) zusammen mit der Excitation einer 100 W-Quecksilberlampe verwendet. Die integrierten Intensitaten
werden unter konstanter Bestrahlung zeitabhangig gesammelt (Fig. 3). Nach 100 Minuten Bestrahlung ist Ver-
bindung 9 immer noch etwa zweimal héher als der Farbstoff Cy5.

Beispiel 51. Markierung von B-Galactosidase mit einem Thiolreaktiven Farbstoff

[0152] Eine Lésung von B-Galactosidase, einem an freien Thiolgruppen reichen Protein, wird in PBS herge-
stellt (2,0 mg in 400 ul). AnschlieBend wird die Proteinldsung mit einer Lésung von 20 mg/ml des Maleimidde-
rivats Verbindung 11 in DMF versetzt. Nicht umgesetzter Farbstoff wird an einer Spin-Saule abgetrennt. Der
Substitutionsgrad mit dem Farbstoff wird unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten des freien Farbstoffs
abgeschatzt. Die Proteinkonzentration wird aus der Absorption bei 280 nm abgeschatzt, wobei fiir die Absorp-
tion von Verbindung 11 bei dieser Wellenlange korrigiert wird.

Beispiel 52. Fluoreszenzenergietbertragung in Konjugaten von R-Phycoerythrin und Allophycocyanin

[0153] Das R-Phycoerythrin (R-PE)-Konjugat von Verbindung 9 wird wie in Beispiel 44 mit einem DOS-Wert
hergestellt, der ausreichend hoch ist, um die Donatorfluoreszenz fast vollstandig zu quenchen. (DOS ~4-8).
Das erhaltene Phycobiliproteinkonjugat wird bei 488 nm angeregt und die Fluoreszenzemission mit der von bei
der gleichen Wellenlange angeregtem nichtmodifiziertem R-Phycoerythrin verglichen. Es findet eine hocheffi-
ziente Energielbertragung (> 99%) vom Protein auf den Fluoreszenzfarbstoff statt.

[0154] Der an R-PE mit einem DOS-Wert von 4,7, 8,2 bzw. 13 konjugierte Verbindung 22 erzeugt Energiel-
bertragungseffizienzen von ~90%, ~99% bzw. ~99,3%. Ein Konjugat dieser Komplexe mit Streptavidin wird im
wesentlichen wie bei Hauglund (METH. MOL. BIOL. 45, 205 (1995), supra) hergestellt. Dieses Streptavidin-
konjugat behalt die Energietibertragungseigenschaften und eignet sich zur Anfarbung von Zellen in Durchfluf3-
cytometern, bei denen zur Anregung der Argonionenlaser verwendet wird.
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[0155] Ebenso lassen sich Tandemkonjugate von Allophycocyanin herstellen, wobei langerwellige erfin-
dungsgemale Farbstoffe, wie z.B. Verbindung 22, bei einer Anregung nahe 633 nm eine Emission weit jen-
seits von 700 nm ergeben.

[0156] Menschliches peripheres Blut wird wie in Beispiel 48 in ein R6hrchen mit Natriumheparin aufgezogen,
auller dal dabei als priméarer Schritt ein biotinylierter Anti-CD3-Antikdrper (Caltag) verwendet wird, wobei Tan-
dem-Farbstoffkonjugate von Verbindung 9-derivatisiertem Streptavidin-R-PE sowie der kommerziellen
Cy5-Version dieses Produkts (Gibco Red 670) zum Nachweis in Parallelexperimenten verwendet werden. Die
Proben werden am Durchfluficytometer FACScan (BD Biosciences) analysiert, wobei mit einem 488 nm-Argo-
nionenlaser und einem Langpal} (> 650 nm)-Filter angeregt wird. Das Signal-Rausch-Verhaltnis des aus Ver-
bindung 9 hergestellten Tandem-Konjugats ist ~4,5 mal heller als das entsprechende Cy5-Tandem-Konjugat.

Beispiel 53. Darstellung von mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Mikroktgelchen

[0157] Gleichférmige Mikrokigelchen werden mit einem von vier Verfahren an die erfindungsgemafien Farb-
stoffe konjugiert. In Verfahren A werden 1,0 ym grof3e, mit Amin derivatisierte Polystyrolmikroklgelchen bei
~2% Feststoffgehalt in 100 mM NaHCO3, pH 8,3 suspendiert und mit 2 mg/ml eines aminreaktiven Farbstoffs
versetzt. Nach einer Stunde werden die Mikrokiigelchen abzentrifugiert und mit Puffer gewaschen

[0158] Bei Verfahren B werden mit Carboxylat modifizierte Mikrokuigelchen in einer Lésung eines Proteins,
das an einen erfindungsgemaRen Farbstoff konjugiert ist, suspendiert. Das Protein wird passiv an die Mikro-
kligelchen absorbiert, und Uberschiissiges Protein wird durch Zentrifugation und Waschen abgetrennt. Mikro-
partikel mit einer Grofe, die sich nicht zentrifugieren 1at, werden von lberschissigem Protein mittels Dialyse
durch eine halbdurchlassige Membran mit einer Ausschuf3grenze fiir hohes MW oder mittels Gelfiltrationschro-
matographie getrennt.

[0159] Bei Verfahren C wird ein farbstoffmarkiertes Protein kovalent (iber seine Aminreste an die Carboxylat-
gruppen des Polymers unter Verwendung von Ethyl-3-(dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC) kovalent ge-
koppelt.

[0160] Bei Verfahren D werden biotinylierte Mikrokligelchen mit einem Streptavidin-, Avidin- oder Antibio-
tin-Konjugat eines erfindungsgemalfen Farbstoffs versetzt und die Konjugate wie bei Verfahren B isoliert.

[0161] Die gréReren Partikel lassen sich auf Gleichformigkeit der Anfarbung und Helligkeit mittels Durchfluf3-
cytometrie analysieren. Die Mikroklgelchen kénnen fir Tests ferner an Proteine, Oligonukleotide, Haptene und
andere Biomolekuile unter Verwendung von im Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren gekoppelt werden.

Beispiel 54. Herstellung fluoreszierender Liposome mit erfindungsgemafien Farbstoffen

[0162] Ausgewahlte erfindungsgemalie Farbstoffe sind hinreichend wasserléslich, um in das Innere von Li-
posomen mit im Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren eingebaut zu werden (J. BIOL. CHEM. 257, 13892
(1982) und PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 75, 4194 (1978)). Als Alternative werden Liposome, die erfindungs-
gemale Farbstoffe mit einem lipophilen Substituenten (z.B. Alkyl mit 11-22 Kohlenstoffatomen) in ihren Mem-
branen enthalten, hergestellt, indem man das fluoreszierende Lipid und die nichtmarkierten Lipide-Phospholi-
pid(e), die das Liposom bilden, vor der Bildung der Liposomdispersion zusammen |8st, im wesentlichen wie bei
Szoka, Jr. et al. (ANN. REV. BIOPHYS. BIOENG. 9, 467 (1980)) beschrieben.

Beispiel 55. Herstellung von Nukleotid-Farbstoff-Konjugaten

[0163] 2 mg 5-(3-Aminoallyl)-2'-desoxyuridin-5'-triphosphat (Sigma Chemical) in 100 pyl Wasser werden mit
Verbindung 9 oder 69 in 100 yl DMF und 5 pl Triethylamin versetzt. Nach drei Stunden wird die Lésung einge-
engt und der Rickstand mit HPLC aufgereinigt. Die Produktfraktionen werden unter Erhalt des rotfluoreszie-
renden Nukleotidkonjugats lyophilisiert.

[0164] Als Alternative werden Fluoreszenzfarbstoffkonjugate von Desoxyuridin-5'-triphosphat aus 5-(3-Ami-
no-1-propinyl)-2'-desoxyuridin-5'-triphosphat (wie bei Hobbs, Jr. et al, supra beschrieben) oder durch Behand-
lung eines thiolierten Nukleotids oder eines Thiophosphatnukleotids mit einem thiolreaktiven erfindungsgema-
Ren Farbstoff (wie z.B. des Maleimids, Verbindung 11) hergestellt.

[0165] Dariber hinaus wird 2'-(oder 3')-2-Aminoethylaminocarbonyladenosin-5'-triphosphat mit einem leich-
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ten Uberschul an Verbindung 9 umgesetzt, wobei nach der Fallung mit Ethanol das ribosemodifizierte Produkt
Uber praparative HPLC aufgereinigt wird.

Beispiel 56. Herstellung eines Oligonukleotid-Farbstoff-Konjugats

[0166] Eine 5'-Amin-modifizierte, 18-Basen-M13-Primersequenz (~100 pg) wird in 4 pl H,O geldst. Dazu wer-
den 250 pg Verbindung 9 oder 69 in 100 uyl 0,1 M Natriumborat, pH 8,5, gegeben. Nach 16 Stunden werden
10 pul 5 M NaCl sowie drei Volumen kaltes Ethanol zugegeben. Das Gemisch wird auf —20°C abgekuhlt, zen-
trifugiert, der Uberstand wird abgegossen, das Pellet mit Ethanol gespiilt und anschlieBend in 100 pl H,O ge-
I6st. Das markierte Oligonukleotid wird iiber HPLC an einer 300 A-C8-Reverse-Phase-Saule mit einem stei-
genden Gradienten von 0,1 M Triethylammoniumacetat (pH ~7) und Acetonitril (5-95% Uber 30 min) gereinigt.
Die gewilinschte Spitzenfraktion wird gesammelt und unter Erhalt des fluoreszierenden Oligonukleotids einge-
engt.

Beispiel 57. In-situ-Hybridisierung einer RNA-Sonde

[0167] Maus-Fibroblasten werden unter Verwendung von Standardverfahren fixiert und fir eine mRNA-in-si-
tu-Hybridisierung vorbereitet. Eine farbstoffmarkierte RNA-Sonde wird durch In-vitro-Transkription eines Plas-
mids, das das stromabwarts von einem Phage-T3-RNA-Polymerase-Promotor klonierte Actin-Strukturgen aus
der Maus enthalt, hergestellt. Fir die Markierungsreaktionen gibt man 2 ul DNA-Matrize (1 ug DNA), jeweils 1
pl 10 mM ATP, CTP und GTP, 0,75 pl 10 mM UTP, 2,5 pyl 1 mM Aminoallyl-markiertes UTP (Beispiel 55), 2
10X-Transkriptionspuffer (400 mM Tris, pH 8,0, 100 mM MgCl,, 20 mM Spermidin, 100 mM NaCl), 1 pl
T3-RNA-Polymerase (40 Einheiten/pl), 1 pul 2 mg/ml BSA sowie 8,75 ul Wasser zusammen. Die Reaktionsan-
satze werden 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

[0168] Die DNA-Matrize wird durch 15 minutige Behandlung mit 20 Einheiten DNase | bei 37°C entfernt. Das
RNA-Transkript wird durch Extraktion mit einem gleichen Volumen an Phenol:Chloroform, 1:1, und anschlie-
Rend durch Chromatographie an SEPHADEX G50 gereinigt. Die markierte RNA wird funf Minuten bei 50°C
denaturiert, und anschlielRend mit Standardverfahren an Zellpraparationen hybridisiert. Die langwellige Fluo-
reszenz der markierten Zellen wird durch Anregung Uber ein fir Cy5-ahnliche Farbstoffe optimiertes optisches
Filter (Omega XF47) nachgewiesen. Die raumlich integrierte Fluoreszenz aus dem FISH-Zielbereich (18 sepa-
rate Intensitaten) in Abhangigkeit von der Anzahl an pro Sondenbase eingebauten Farbstoffen fiir Konjugate
von Verbindung 9 und von Cy5 zeigt, daf? Kojugate von Verbindung 9 mehr als 50% heller sind als die entspre-
chende Cy5-Sonde (bei einem Einbau von —13 Basen pro Farbstoff).

Beispiel 58. Herstellung von DNA-Hybridisierungssonden mit Platin-Fluoreszenzfarbstoffverbindungen
(ULS-Verbindungen)

[0169] Ein fluoreszierender Platinkomplex (ULS) wird aus erfindungsgemafen Farbstoffen sowie aus
Cy5-Monosuccinimidylester durch Adaptieren der im US-Patent 5,714,327 an Houthoff et al. (1998) bereitge-
stellten Verfahren hergestellt. Dabei wird fur jede Markierungsreaktion jeweils ein Mikrozentrifugenréhrchen,
das 1 pg pUCI.77-Plasmid-DNA mit einer menschlichen Chromosom-1-a-Satellit-Sonde (DNase-behandelt un-
ter Erhalt einer FragmentgréRRe zwischen 500-1000 bp) in 5 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA enthalt, ~10 Minuten
bei 95°C zur vollstdndigen Denaturierung der DNA erhitzt. Die DNA wird auf Eis abgekihit. 1 pl einer 1
mg/ml-Lésung des hergestellten ULS-Komplexes wird zugegeben und anschlieRend mit 5 mM Tris, pH 8, 1
mM EDTA auf ein Gesamtvolumen von 25 pl versetzt. Die Proben werden 15 Minuten bei 80°C inkubiert. Die
Reaktionen werden auf Eis gestoppt. Die markierte DNA wird an einer Bio-Rad Micro Bio-Spin P-30 Tris Chro-
matography Column gereinigt. Die markierten DNA-Produkte eignen sich fiir In-situ-Hybridisierungsexperi-
mente.

[0170] Eine Reihe von Verbindung 9-ULS- und Cy5-ULS-DNA-Hybridisierungssonden wird untersucht, wobei
die Anzahl an Farbstoffen pro Base von 0 pro 100 Basen bis ungefahr 8 Farbstoffen pro 100 Basen variiert.
Ahnlich wie beim Verhalten der Cy5-Biokonjugate von Proteinen (Beispiel 48) und an Aminoallyl-markierter
DNA (Beispiel 60) verstarkt sich die einem Fluoreszenzquenchen unterworfene 600-nm-Absorptionsbande bei
einer héheren Anzahl von Cy5-Farbstoffen pro DNA-Base (entsprechend dem héheren DOS-Wert bei den Pro-
teinbeispielen) (offene Kreise, Eig. 4), jedoch nicht bei der Verbindung 9-ULS-markierten DNA (geschlossene
Kreise, Eig. 4).
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Beispiel 59. Herstellung von DNA-Hybridisierungssonden unter Verwendung von Amin-modifizierter DNA und
einem erfindungsgemaflen Amin-reaktiven Farbstoff

[0171] Eine Nick-Translation wird mit der eine menschliches Chromosom-1-a-Satellit-Sonde enthaltenden
pUCI.77-Plasmid-DNA durchgefiihrt. Dabei wird das folgende in der angegebenen Reihenfolge in ein Mikro-
zentrifugenréhrchen gegeben: 23,5 ul H,0O, 5 pl 10X Nick-Translations-Puffer (0,5 M Tris-HCI, 50 mM MgCl,,
0,5mg/ml BSA, pH 7,8), 5 pul 0,1 M DTT, 4 pl d (GAC) TP mix (0,5 mM dATP, 0,5 mM dCTP, 0,5 mM dGTP), 1
pl 0,5 mM dTTP, 4 pl 0,5 mM Aminoallyl-dUTP, 1 pl 1 pg/ul Matrizen-DNA, 5 pl DNase | (1 pyg/ml, 2000 Ku-
nitz-Einheiten/mg), 1,5 pyl DNA-Polymerase | (10 U/ul). Das Roéhrchen wird zwei Stunden bei 15°C inkubiert
und anschliefiend mit H,O auf ein Endvolumen von 100 pl gebracht. Zur Reinigung der Amin-modifizierten
DNA vom Enzym und von aminhaltigen Verbindungen wird die DNA unter Verwendung eines QIAQUICK
PCR-Reinigungskits (Qiagen) mit den folgenden Modifikationen aufgereinigt: der Waschpuffer wird gegen 75%
EtOH ausgetauscht, der Elutionspuffer wird gegen H,O ausgetauscht und die Elution wird zweimal fiir jeweils
funf Minuten durchgefthrt. Die DNA wird durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen
100% EtOH gefallt, 30 Minuten bei —70°C inkubiert, 15 Minuten zentrifugiert und mit 70% EtOH gewaschen.

[0172] Die Amin-modifizierte DNA wird in 5 pl H,O resuspendiert. Die Lésung wird mit 3 pl 25 mg/ml Natrium-
hydrogencarbonat sowie 50 ug Verbindung 9 oder 69 in 5 yl DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wird eine
Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert, anschlieffend mit 90 pl H,O versetzt und unter Verwendung
eines QIAQUICK PCR-Reinigungskits (QIAGEN) mit den folgenden Modifikationen gereinigt: drei Wasch-
schritte werden mit 75% EtOH sowie drei Elutionen von jeweils funf Minuten mit dem QIAGEN-Elutionspuffer
durchgefihrt. Die DNA wird wie zuvor gefallt. Die markierten DNA-Produkte eignen sich fir In-situ-Hybridisie-
rungsexperimente, zur Verwendung auf Mikroarrays und als Fluoreszenzdonatoren oder -akzeptoren in Tests
auf Hybridisierungsbasis. Ein Vergleich der Variation der Verhaltnisse von Amino-Allyl-dUTP zu -dTTP mit an-
schlieRender Konjugation der cDNA mit entweder Verbindung 9 oder Cy5 ist in der Tabelle 8 gezeigt. Bei Vor-
handensein eines Uberschusses an reaktivem Farbstoff kénnen sowohl Verbindung 9- als auch Cy5-Derivate
cDNA in dquivalentem Ausmal markieren.

Tabelle 8

Nukleotidverhaltnis | Verbindung 9 Cy5
AA-dUTP:dTTB Basen/Farbstoff Basen/Farbstoff

90 uM:10 uM 13,2 13,6

60 uM:10 uM 14,8 16,1

30 uM:10 uM 17,6 15

10 uM:10 uM 18,1 18,9

3 uM:10 pM 23,3 23,7

1 uM:10 uM 30,2 32,2

Beispiel 60. Vergleich der Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von Nukleinsduren

[0173] Nukleinsdurekonjugate von Verbindung 9 und von Cy5-Monosuccinimidylestern werden von der glei-
chen Charge von Amin-substituierter Nukleinsaure hergestellt (Beispiel 59). Unter Verwendung der obigen Vor-
schrift 1&Rt sich ein Farbstoff-Markierungsverhaltnis so auswahlen, dal} es im wesentlichen fiir sowohl das
Cy5-Derivat als auch das Verbindung-9-Derivat identisch ist (z.B. ein Farbstoff pro 23 bis 24 Basen, Tabelle 5).
Absorptionsspektren bei der gleichen Nukleinsdurekonzentration und dem gleichen Farbstoff-Markierungsver-
haltnis zeigen eine Verschiebung der Extinktion von der langwelligen 650-nm-Bande zu einer nichtemittieren-
den 600-nm-Bande fir das Cy5-Konjugat relativ zu dem Konjugat von Verbindung 9 (Eig. 5). Dieses Ergebnis
ist den bei Cy5-Konjugaten von Proteinen beobachteten Absorptionsdnderungen sehr dhnlich. Bei 600 nm an-
geregte Fluoreszenzemissionsspektren zeigen eine viermal gréRere Fluoreszenz des Konjugats von Verbin-
dung 9-cDNA gegenuber dem Cy5-cDNA-Konjugat (Eig. 5).

[0174] Die synthetisierte Cy5-markierte cDNA wird mit Mikrokokken-Nuklease (EC 3.1.31.1; Worthington Bi-
ochemicals) verdaut. Das Enzym wird dabei mit 1,0 mg/ml in Wasser in Reagentienqualitat geldst und auf un-
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gefahr 0,001 mg/ml in 0,1% Rinderserumalbumin vor der Zugabe zu den mit Cy5-Farbstoff und Verbindung
9-markierten cDNAs, pH = 8,8, 0,1 M Natriumborat, 0,01 M Calciumchlorid, verdiinnt. Man laRt die Reaktion
vier Stunden bei Raumtemperatur ablaufen.

[0175] Ein Vergleich der Absorptionsspektren der identisch markierten cDNA vor und nach der Behandlung
mit der Nuklease (die die cDNA zu dNMPs verdaut) zeigt, dal sich die Verzerrung in der Absorption des
Cy5-cDNA-Konjugats eliminieren laf3t, indem die cDNA bis zu ihren einzelnen Desoxynukleosidmonophospha-
ten verdaut wird. Gleichzeitig steigt die Fluoreszenz der Cy5-cDNA nach dem Verdau auf das ~15-fache an,
was zeigt, daR diese Anderung des Absorptionsmusters mit der starken Abnahme der mit dem Cy5-cDNA-Kon-
jugat assoziierten Fluoreszenz assoziiert ist.

Beispiel 61. Unterscheidung von lebenden und toten Zellen unter Verwendung der erfindungsgemafen Farb-
stoffe

[0176] Ausgewahlte erfindungsgemale Farbstoffe sind hochpolar und daher relativ unfahig, die Membranen
von lebenden Zellen zu durchdringen. Diese Farbstoffe lassen sich daher zur Unterscheidung von Zellen mit
intakten gegenuber solchen mit geschadigten Zellmembranen in einem Ein-Farben-Test wie folgt einsetzten:
Monocyten-Macrophagen, mit Abelson Leukemia Virus transformierte (RAW264.7) Zellen der Maus werden
trypsinisiert und mit PBS, pH 7,2 gewaschen. Ungefahr 8-10 Millionen, in 180 pl PBS, pH 7,2 suspendierte
Zellen werden in ein Glastestrohrchen gegeben und bei 50°C 20 Minuten in einem Wasserbad erwarmt, um
einen Teil der Zellen abzutéten. Ungefahr 60 pl (2-3 Millionen Zellen) der Zellsuspension werden zu 940 pl
PBS, pH 7,2 gegeben und anschlieen mit 0,1 pl einer 1 mg/ml-Lésung eines Succinimidylesterderivats eines
erfindungsgemafen Farbstoffs in DMSO versetzt. Das Gemisch wird 30 Minuten auf Eis inkubiert und zweimal
mit PBS gewaschen, wonach 200 yl PBS, pH 7,2 zugegeben werden. Eine identische Portion der Zellen wird
mit 2 pl einer 150 yM Lésung von Propidiumiodid in Wasser versetzt (als Kontrolle fur tote Zellen). Die Analyse
der Zellsuspension mittels DurchfluBcytometrie zeigt, dal® mit den vorliegenden Verbindungen angefarbte Po-
pulationen toter Zellen und solche, die mit Propidiumiodid angefarbt sind, sich sehr ahnlich sind.

Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel:

(R'2)5

',I ‘ N + "l,
Y RZ‘] R22 =CR2 /< j W
n

\ S 4
\ R R Z

und ihre Salze, wobei

R®fur -L-R, oder fur -L-S_ und R* unabhéngig fir -L-R, oder fiir -L-S_ oder firr ein C,-C,,-Alkyl oder C,-C,,-Aryl-
alkyl, in dessen Alkylanteil jeweils gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome, ausgewahlt aus N, O und S, ein-
gebaut sind und dessen Alkylanteil jeweils gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, I, Hydroxy, Carboxy,
Sulfo, Phosphat, Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-Cg-Alkoxy, C,-C,-Alkylamino oder
C,-C,,-Dialkylamino oder C,-C,,-Trialkylammonium substituiert ist, steht oder R® und R* zusammengenommen
einen funf- oder sechsgliedrigen gesattigten oder ungesattigten, mit L-R, oder mit -L-S, substituierten Ring ver-
vollstandigen und

L fir eine einzelne kovalente Bindung oder eine lineare oder verzweigte, zyklische oder heterozyklische, ge-
sattigte oder ungesattigte kovalente Verknipfung mit 1-20 Nichtwasserstoffatomen, ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus C, N, P, O und S, sodal} die Verknlipfung eine beliebige Kombination aus Ether-, Thioether-,
Amin-, Ester-, Amidbindungen oder aus Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfach-, -Doppel- oder -Dreifachbindungen
oder aromatischen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen oder aus Phosphor-Sauerstoff-, Phosphor-Schwefel-,
Stickstoff-Stickstoff-, Stickstoff-Sauerstoff- oder Stickstoff-Platin-Bindungen oder aus aromatischen oder hete-
roaromatischen Bindungen enthalt, steht,

R, fuir eine reaktive Gruppe steht,

S, fur eine konjugierte Substanz steht,

Y die zur Bildung von einem bis zwei kondensierten aromatischen Ringen mit jeweils 6 Atomen in jedem Ring
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notwendigen Atome darstellt, wobei die Y Atome ausgewahlt sind aus -CH, -C, -CR" und —N(Rz)ﬁ, worin {3 je-
weils gleich 0 oder 1 ist und R jeweils unabhangig fiir L-R, oder fir -L-S_ oder fir Amino, Sulfo, Trifluormethyl
oder Halogen oder fiir C,-C4-Alkyl, C,-Cg-Alkoxy, C,-Cg-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, wobei deren Alkylan-
teil jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert ist, steht,

R?, wenn vorhanden (bei a oder B gleich 1), jeweils unabhangig firr L-R, oder fir -L-S_ oder fir ein C,-C,,-Alkyl
oder C,-C,,-Arylalkyl, in dessen Alkylanteil jeweils gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome, ausgewahlt aus
N, 0 und S, eingebaut sind und dessen Alkylanteil jeweils gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, |,
Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phosphat, Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-Cg-Alkoxy, C,-C¢-Al-
kylamino, C,-C,,-Dialkylamino oder C,-C,.-Trialkylammonium substituiert ist, steht,

a gleich 0 oder 1 ist und a + gesamtes 3 = 1, und

W die zur Bildung von einem bis zwei kondensierten aromatischen Ringen mit jeweils 6 Atomen in jedem Ring
notwendigen Atome darstellt, wobei die W Atome ausgewahlt sind aus -CH, -C, -CR" und -N (R'?)g, worin §'
jeweils gleich 0 oder 1 ist und R’, jeweils unabhangig fiir L-R, oder fiir -L-S_ oder fiir Amino, Sulfo, Trifluormethyl
oder Halogen oder fiir C,-C4-Alkyl, C,-Cg-Alkoxy, C,-Cg-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, wobei deren Alkylan-
teil jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert ist, steht,

R™ jeweils unabhangig fur L-R, oder fir -L-S_ oder fiir ein C,-C,,-Alkyl oder C,-C,,-Arylalkyl, in dessen Alkyl-
anteil jeweils gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome, ausgewahlt aus N, O und S, eingebaut sind und des-
sen Alkylanteil jeweils gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, |, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phosphat,
Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-Cg-Alkoxy, C,-C,-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino oder
C,-C,,-Trialkylammonium substituiert ist, steht, & gleich 0 oder 1 ist und & + gesamtes ' = 1,

Z fir O, S oder CR"™R" steht,

R™ und R" unabhangig fur -L-R, oder fur -L-S_ oder fur ein C,-C,,-Alkyl oder C,-C,,-Arylalkyl, in dessen Alky-
lanteil jeweils gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome, ausgewahlt aus N, O und S, eingebaut sind und des-
sen Alkylanteil jeweils gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, |, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phosphat,
Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-Cg-Alkoxy, C,-Cs-Alkylamino oder C,-C,,-Dialkylamino
oder C,-C,-Trialkylammonium substituiert ist, stehen oder R und R™ zusammengenommen einen fiinf- oder
sechsgliedrigen gesattigten oder ungesattigten, gegebenenfalls mit L-R, oder mit -L-S_ substituierten Ring ver-
vollstandigen,

n gleich 1, 2 oder 3 ist und

R, R und R? jeweils unabhangig fur H, F, Cl, C,-C,-Alkyl, C,-C-Alkoxy, Aryloxy, einen Stickstoffheterozyk-
lus, ein Iminiumion, L-R, oder -L-S_ stehen, oder zwei beliebige benachbarte Substituenten von R*', R und
R?%, wenn zusammengenommen, einen 4-, 5- oder 6-gliedrigen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasser-
stoffring, der gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit C,-C4-Alkyl, Halogen oder einem Carbonylsauerstoff sub-
stituiert ist, bilden oder R?' zusammengenommen mit R* einen gegebenenfalls mit C,-C,-Alkyl substituierten
6-gliedrigen Ring bildet oder R?*, welcher neben Z liegt, zusammengenommen mit einem der Reste R'™ und
R einen gegebenenfalls mit C,-C,-Alkyl substituierten 6-gliedrigen Ring bildet.

2. Verbindung nach Anspruch 1, wobei die Atome fiir Y ausgewahit sind aus -CH, -C und -CR",
a gleich 1 ist,
R? und R jeweils unabhangig fir L-R, oder fir -L-S_ oder fiir ein C,-C,,-Alkyl, in das gegebenenfalls bis zu
sechs Heteroatome eingebaut sind und das gegebenenfalls substituiert ist, stehen,
0 gleich 0 oder 1 ist und & + gesamtes B' = 1 und & nur dann gleich 1 ist, wenn W keine Ringstickstoffatome
enthalt.

3. Verbindung nach Anspruch 2, wobei die Atome fiir W ausgewahlt sind aus -CH, -C, -CR" und -N (R"),,
wobei B' gleich 1 ist, aber héchstens eines der Atome in W -N (R'?)B' ist, & gleich 0 ist und Z fir CR™R™ steht.

4. Verbindung nach Anspruch 2, wobei die Atome fiir W ausgewahlt sind aus -CH, -C und -CR", & gleich 1
ist und Z fir CR™R™ steht.

5. Verbindung nach Anspruch 2, wobei
R* unabhangig fiir ein C,-C,-Alkyl, das gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, |, Hydroxy, Carboxy,
Sulfo, oder Amino substituiert ist, steht,
die Atome fur Y ausgewahlt sind aus -CH, -C und -CR’, worin R jeweils unabh&ngig fiir L-R, oder fur -L-S,
oder fur Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder flir C,-C4-Alkyl, das gegebenenfalls ferner mit Carboxy;,
Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert ist, steht,
die Atome fiir W ausgewahlt sind aus -CH, -C, -CR" und -N(R")p', wobei B' jeweils gleich 0 oder 1 ist, aber
héchstens eines solcher Atome -N(R'?)," ist und R" jeweils unabhangig fir L-R, oder fiir -L-S, oder fiir Amino,
Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder fiir C,-C,-Alkyl, das gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino
oder Hydroxy substituiert ist, steht,
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R? und R'? unabhangig fiir L-R, oder fiir -L-S, oder fiir ein C,-C4-Alkyl, das gegebenenfalls ein- oder mehrfach
mit F, Cl, Br, |, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, oder Amino substituiert ist, stehen,

einer der Reste R'™ und R fir ein C,-C,-Alkyl und der andere der Reste R'® und R" fir L-R, oder fir -L-S,
oder fiir ein C,-C,,-Alkyl, das gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, I, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phos-
phat, Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-C4-Alkoxy, C,-C4-Alkylamino oder C,-C,,-Dialkylami-
no substituiert ist, steht,

R?', R?? und R% jeweils fir H stehen, oder zwei beliebige benachbarte Substituenten von R?', R? und R, wenn
zusammengenommen, einen 4-, 5- oder 6-gliedrigen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffring,
der gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit C,-C4-Alkyl, Halogen oder einem Carbonylsauerstoff substituiert ist,
bilden.

6. Verbindung nach Anspruch 1, wobei
R fur -L-R, und R* unabhéngig fir ein C,-C,,-Alkyl, in das gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome eingebaut
sind und das gegebenenfalls substituiert ist, steht oder R® und R* zusammengenommen einen fiinf- oder
sechsgliedrigen gesattigten oder ungesattigten, mit L-R, substituierten Ring vervollstandigen und
R, jeweils fiir eine reaktive Gruppe steht, bei der es sich unabhangig um ein Acrylamid, einen aktivierten Ester
einer Carbonsdure, ein Acylazid, ein Acylnitril, einen Aldehyd, ein Alkylhalogenid, ein Anhydrid, ein Anilin, ein
Arylhalogenid, ein Azid, ein Aziridin, ein Boronat, eine Carbonsaure, ein Diazoalkan, ein Halogenacetamid, ein
Halogentriazin, ein Hydrazin (einschlieRlich Hydrazide), einen Imidoester, ein Isocyanat, ein Isothiocyanat, ein
Maleinimid, ein Phosphoramidit, einen reaktiven Platinkomplex, ein Sulfonylhalogenid, eine Thiolgruppe oder
eine photoaktivierbare Gruppe handelt,
hdchstens eines der Atome in Y —N(Rz)B ist und S, jeweils flir eine konjugierte Substanz, bei der es sich um
eine Aminosaure, ein Peptid, Polypeptid, Protein, Nukleotid, Oligonukleotid, Nukleinsaurepolymer, einen Zu-
cker, ein Polysaccharid, Oligosaccharid, einen Fluoreszenzfarbstoff oder ein Mikroktigelchen handelt, steht,
a nur dann gleich 1 ist, wenn W keine Ringstickstoffatome enthalt,
héchstens eines der Atome in W -N(R"), ist,
R? und R unabhéngig fir L-R, oder fiir -L-S_ oder firr ein C,-C,,-Alkyl stehen,
® nur dann gleich 1 ist, wenn Q keine Ringstickstoffatome enthalt,
Z fir CR™®R" steht,
R' und R unabhangig fir L-R, oder fiir -L-S_ oder fir ein C,-C,,-Alkyl stehen oder R™ und R™ zusammenge-
nommen einen fiinf- oder sechsgliedrigen geséattigten oder ungesattigten, gegebenenfalls mit L-R, oder mit
-L-S, substituierten Ring vervollstandigen und
R?", R* und R® unabhangig fir H, F, Cl, C,-C,-Alkyl, C,-C¢-Alkoxy, Aryloxy, einen Stickstoffheterozyklus, ein
Iminiumion, L-R, oder -L-S stehen.

7. Verbindung nach Anspruch 1, wobei
R®fur -L-S, und R* unabhangig fiir ein C,-C,,-Alkyl, in das gegebenenfalls bis zu sechs Heteroatome eingebaut
sind und das gegebenenfalls substituiert ist, steht oder R®* und R* zusammengenommen einen fiinf- oder
sechsgliedrigen gesattigten oder ungeséttigten, mit -L-S_ substituierten Ring vervollstdndigen und
S, fur eine konjugierte Substanz steht, bei der es sich um einen Antikérper oder ein Fragment davon, eine Ami-
nosaure, ein Protein, ein Peptid, ein Avidin oder Streptavidin, ein Biotin, ein Blutkomponentenprotein, eine io-
nenkomplexierende Gruppierung, ein Dextran, ein Enzym, einen Enzyminhibitor, ein Hormon, ein IgG binden-
des Protein, ein Fluoreszenzprotein, einen Wachstumsfaktor, ein Lectin, ein Lipopolysaccharid, ein metallbin-
dendes Protein, einen Mikroorganismus oder Teil davon, ein Neuropeptid, ein nichtbiologisches Mikropartikel,
ein Nukleotid, ein Oligonukleotid, ein Peptidtoxin, ein phospholipidbindendes Protein, einen niedrigmolekula-
ren Arzneistoff, ein Strukturprotein oder ein Tyramid handelt,
héchstens eines der Atome in Y —N(RZ)B istund -R, fir eine reaktive Gruppe, bei der es sich um einen aktivierten
Ester einer Carbonsaure, ein Amin, eine Carbonsaure, ein Halogentriazin, ein Hydrazid, ein Maleinimid, einen
reaktiven Platinkomplex handelt, steht und
a nur dann gleich 1 ist, wenn W keine Ringstickstoffatome enthalt,
héchstens eines der Atome in W -N(R"), ist,
R? und R'? unabhéangig fur L-R, oder fur -L-S_ stehen oder fiir ein C,-C,,-Alkyl stehen,
® nur dann gleich 1 ist, wenn Q keine Ringstickstoffatome enthalt,
Z fir CR™®R" steht,
R' und R unabhangig fir L-R, oder fiir -L-S_ oder fir ein C,-C,,-Alkyl stehen oder R™ und R™ zusammenge-
nommen einen fiinf- oder sechsgliedrigen gesattigten oder ungesattigten, gegebenenfalls mit L-R, oder mit
-L-S, substituierten Ring vervollstandigen, und
R?", R* und R® unabhangig fir H, F, Cl, C,-C,-Alkyl, C,-C.-Alkoxy, Aryloxy, einen Stickstoffheterozyklus, ein
Iminiumion, L-R, oder -L-S stehen.
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8. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-7, wobei L fiir eine einzelne kovalente Bindung oder eine line-
are oder verzweigte, zyklische oder heterozyklische, gesattigte oder ungesattigte kovalente Verknipfung mit
1-16 Nichtwasserstoffatomen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus C, N, P, O und S, in der eine Formel
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus -(CH,),(CONH(CH,).),-, -(CH,),(CON(CH,),NH(CH,),),’
-(CH,)4(CONH(CH,),NH,),", und -(CH,),(CONH(CH,),NHCO)~,' worin d gleich 0-5, e gleich 1-5 und Z' gleich
0 oder 1 ist, eingebaut ist.

9. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-8, wobei R?", R?? und R fir H stehen.

10. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-9, wobei S, fir eine konjugierte Substanz steht, bei der es
sich um einen Antikdrper oder ein Fragment davon, ein Avidin oder Streptavidin, ein Biotin, ein Dextran, ein
Enzym, ein Fluoreszenzprotein, ein Lectin, ein Lipopolysaccharid, einen Mikroorganismus, ein nichtbiologi-
sches Mikropartikel, ein Nukleotid, ein Oligonukleotid, ein Peptidtoxin, ein Protein A oder G, einen niedrigmo-
lekularen Arzneistoff oder ein Tyramid handelt.

11. Verbindung nach einem der Anspriche 1-10, wobei die Atome fiir Y ausgewahlt sind aus -CH, -C und
-CR’, worin R’ fiir Sulfo steht, wobei R? und R'? unabhangig fr ein C,-C4-Alkyl oder ein mit Sulfo substituiertes
C,-C4-Alkyl stehen und R™ und R unabhangig fir C,-C.-Alkyl stehen.

12. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-11, wobei R" jeweils fiir Sulfo oder Br steht.

13. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel:

R‘IZ

und ihre Salze, wobei

R3 fur -L-R, oder fir -L-S, steht und R* firr ein C,-C,,-Alkyl steht und gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F,
Cl, Br, I, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phosphat, Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-C-Alkoxy,
C,-C4-Alkylamino oder C,-C,,-Dialkylamino oder C,-C,,-Trialkylammonium substituiert ist oder R® und R* zu-
sammengenommen einen flnf- oder sechsgliedrigen gesattigten oder ungesattigten, mit L-R, oder mit -L-S,
substituierten Ring vervollstandigen und

L fir eine einzelne kovalente Bindung oder eine lineare oder verzweigte, zyklische oder heterozyklische, ge-
sattigte oder ungesattigte kovalente Verknipfung mit 1-20 Nichtwasserstoffatomen, ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus C, N, P, O und S, sodal} die Verknlipfung eine beliebige Kombination aus Ether-, Thioether-,
Amin-, Ester-, Amidbindungen oder aus Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfach-, -Doppel- oder -Dreifachbindungen
oder aromatischen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen oder aus Phosphor-Sauerstoff-, Phosphor-Schwefel-,
Stickstoff-Stickstoff-, Stickstoff-Sauerstoff- oder Stickstoff-Platin-Bindungen oder aus aromatischen oder hete-
roaromatischen Bindungen enthalt, steht,

R, fiir eine reaktive Gruppe steht,

S, fur eine konjugierte Substanz steht,

R® bis R? sowie R'® bis R'® unabhéngig fiir L-R, oder fiir -L-S_ oder fiir Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen
oder fiir C,-Cg-Alkyl, C,-C4-Alkoxy, C,-Cg-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, die jeweils gegebenenfalls ferner
mit Carboxy, Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert sind, stehen oder zwei beliebige benachbarte Substituen-
ten von R® bis R® oder R bis R' einen kondensierten Benzoring, der gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit
L-R, oder mit -L-S, oder mit Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder mit C,-C,-Alkyl, C,-C,-Alkoxy,
C,-C4-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, deren Alkylanteil jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo,
Amino oder Hydroxy substituiert ist, substituiert ist, bilden, R? und R'? unabhangig fir ein C,-C,-Alkyl oder ein
mit Sulfo substituiertes C,-C4-Alkyl stehen,

R und R™ unabhangig fiir ein C,-C4-Alkyl stehen,

n gleich 1, 2 oder 3 ist.

14. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel:
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R19

und ihre Salze, wobei

R® fir -L-R, oder flr -L-S_ steht und R* fiir ein C,-C,,-Alkyl steht und gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit F,
Cl, Br, I, Hydroxy, Carboxy, Sulfo, Phosphat, Amino, Sulfat, Phosphonat, Cyano, Nitro, Azido, C,-C,-Alkoxy,
C,-C4-Alkylamino oder C,-C,,-Dialkylamino oder C,-C,,-Trialkylammonium substituiert ist oder R® und R* zu-
sammengenommen einen flnf- oder sechsgliedrigen geséattigten oder ungesattigten, mit L-R, oder mit -L-S,
substituierten Ring vervollstandigen und

L fir eine einzelne kovalente Bindung oder eine lineare oder verzweigte, zyklische oder heterozyklische, ge-
sattigte oder ungesattigte kovalente Verknutpfung mit 1-20 Nichtwasserstoffatomen, ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus C, N, P, O und S, sodal} die Verknlpfung eine beliebige Kombination aus Ether-, Thioether-,
Amin-, Ester-, Amidbindungen oder aus Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfach-, -Doppel- oder -Dreifachbindungen
oder aromatischen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen oder aus Phosphor-Sauerstoff-, Phosphor-Schwefel-,
Stickstoff-Stickstoff-, Stickstoff-Sauerstoff- oder Stickstoff-Platin-Bindungen oder aus aromatischen oder hete-
roaromatischen Bindungen enthalt, steht,

R, fiir eine reaktive Gruppe steht,

S, fur eine konjugierte Substanz steht,

R® bis R? sowie R bis R unabhangig fir H, L-R, oder fiir -L-S_ oder fir Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Ha-
logen oder fiir C,-C4-Alkyl, C,-C¢-Alkoxy, C,-Cg-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, die jeweils gegebenenfalls
ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert sind, stehen oder zwei beliebige benachbarte Sub-
stituenten von R® bis R und R'® bis R einen kondensierten Benzoring, der gegebenenfalls ein- oder mehrfach
mit L-R, oder mit -L-S_ oder mit Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder mit C,-Cg-Alkyl, C,-C4-Alkoxy,
C,-C4-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, deren Alkyanteil jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Ami-
no oder Hydroxy substituiert ist, substituiert ist, bilden,

R? und R"? unabhéngig fir ein C,-C4-Alkyl oder ein mit Sulfo substituiertes C,-C4-Alkyl stehen,

R und R™ unabhéngig fir ein C,-C6-Alkyl stehen,

n gleich 1, 2 oder 3 ist.

15. Verbindung nach Anspruch 13 oder Anspruch 14, wobei R* fiir ein C,-C4-Alkyl steht.

16. Verbindung nach einem der Anspriiche 13-15, wobei R?® fiir L-R, steht, wobei es sich um einen aktivier-
ten Ester einer Carbonsaure, ein Amin, eine Carbonsaure, ein Halogentriazin, ein Hydrazid, ein Maleinimid
oder einen reaktiven Platinkomplex handelt.

17. Verbindung nach Anspruch 16, wobei -R, fiir eine Carbonsaure oder einen Succinimidylester einer Car-
bonsdure oder ein Maleinimid steht.

18. Verbindung nach einem der Anspriiche 13-15, wobei R® L-S_ ist und S_ fur eine konjugierte Substanz
steht, bei der es sich um einen Antikérper oder ein Fragment davon, ein Fluoreszenzprotein, ein Lectin, ein
Oligonukleotid, einen niedrigmolekularen Arzneistoff oder ein Tyramid handelt.

19. Verbindung nach Anspruch 14, wobei
R* R™und R" fur Methyl stehen,
L fiir eine kovalente Verknipfung steht,
R, fuir eine Carbonsaure, einen Succinimidylester einer Carbonséaure, Hydrazid oder ein Maleinimid steht,
s, flr einen Antikérper oder ein Fragment davon, ein Fluoreszenzprotein, ein Lectin, ein Nukleotid, ein Oligo-
nukleotid, ein Peptid, ein Protein, einen niedrigmolekularen Arzneistoff oder ein Tyramid steht,
R? und R unabhéngig fiir Methyl oder Sulfopropyl stehen und
R” und R fiir Sulfo und R%, R®, R®, R'®, R'® und R fiir H stehen.

20. Verbindung nach Anspruch 13, wobei
R* R™und R" fur Methyl stehen,
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L fiir eine kovalente Verknipfung steht,

R, fuir eine Carbonsaure, einen Succinimidylester einer Carbonséaure, Hydrazid oder ein Maleinimid steht,

S, fur einen Antikérper oder ein Fragment davon, ein Fluoreszenzprotein, ein Lectin, ein Nukleotid, ein Oligo-
nukleotid, ein Peptid, ein Protein, einen niedrigmolekularen Arzneistoff oder ein Tyramid steht, R®, R®, R®, R'®
und R fiir H stehen und (i) R’ fiir Sulfo steht, R'” fir Sulfo, Br oder H steht oder (ii) R” und R® einen gegebe-
nenfalls sulfonierten kondensierten Ring bilden, R'” fir Br steht, und

R? und R unabhéngig fiir Methyl oder Sulfopropy! stehen.

21. Verbindung nach einem der Anspriche 13-20, wobei L fiir eine kovalente Verknupfung steht, in der die
Formel -(CH,);(CONH(CH,).),- oder -(CH,);(CON(CH,),NH(CH,).),-, -(CH,)J(CONH(CH,),NH,),-,
-(CH,),(CONH(CH,),NHCO)-,-, worin d gleich 0-5, e gleich 1-5 und Z' gleich 0 oder 1 ist, eingebaut ist.

22. Verbindung nach Anspruch 21, wobei L fir -(CH,),(CONH(CH,),),- steht.

23. Verbindung nach Anspruch 14, wobei R® fir -L-R* steht.

24. Verbindung nach Anspruch 23, wobei R* fiir eine Carbonsaure oder einen Succinimidylester einer Car-
bonsdure oder ein Maleinimid steht.

25. Verbindung nach Anspruch 14, wobei R® fir -L-S, steht.

26. Verbindung nach Anspruch 25, wobei es sich bei S, um ein Protein, ein Peptid oder eine Nukleinsdure
handelt.

27. Verbindung nach einem der Anspriiche 23 bis 26, wobei L fur —-(CH,),(CONH(CH,),),- steht, worin d
gleich 0-5, e gleich 1-5 und z' gleich O oder 1 ist.

28. Verbindung nach einem der Anspriiche 23 bis 27, wobei R* fir C, ,,-Alkyl steht.

29. Verbindung nach einem der Anspriiche 23 bis 28, wobei R® bis R® sowie R'® bis R'® unabhangig jeweils
fur Wasserstoff oder Sulfo stehen.

30. Verbindung nach Anspruch 29, wobei R, R, R®, R'"® R'"® und R jeweils fiir Wasserstoff und R” und R"”
jeweils flr Sulfo stehen.

31. Verbindung nach einem der Anspriiche 23 bis 27, wobei
R* fiir C,_,,-Alkyl steht und
RS bis R® sowie R'® bis R'® unabhangig jeweils fiir Wasserstoff oder Sulfo stehen.

32. Verbindung nach Anspruch 31, wobei R, R®, R®, R'"® R'"® und R" jeweils fiir Wasserstoff und R” und R"’
jeweils fur Sulfo stehen. Polymer, wobei man in dem Verfahren:
eine eine Verbindung gemal einem der Anspriiche 1-25 umfassende Farbstofflésung, vorausgesetzt, dal
mindestens R® fiir -L-R, steht, mit einer ein Protein, Peptid oder Nukleinsaurepolymer umfassenden Probe zu-
sammenbringt, wodurch ein Farbstoffkonjugat gebildet wird.

33. Verfahren nach einem der Anspriche 1-32, worin n = 1 ist.

34. Verfahren nach einem der Anspriche 1-32, worin n = 2 ist.

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-32, worin n = 3 ist.

36. Verfahren zum Farben einer biologischen Probe, bei dem man:
eine einen der in den Ansprichen 1-35 beschriebenen Farbstoffe umfassende Farbstofflésung mit einer bio-
logischen Probe in einer Konzentration, die ausreicht, um eine nachweisbare optische Reaktion unter den ge-
wiinschten Bedingungen zu erhalten, zusammenbringt.

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei die Probe Zellen umfal3t.

38. Verfahren nach Anspruch 36, wobei die Probe Proteine oder Nukleinsaurepolymere in einem Mikroar-
ray umfalfdt.
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39. Verfahren nach Anspruch 36, wobei die Probe einen Liganden umfalt, bei dem es sich um ein Mitglied
eines spezifischen Bindungspaars handelt, fir das S, ein komplementares Mitglied darstellt.

40. Verfahren nach einem der Anspriche 36-39, wobei die Probe in oder auf einer festen oder halbfesten
Matrix, bei der es sich um eine Membran, ein Elektrophoresegel, einen Siliciumchip, einen Glasobjekttrager,
eine Microwell-Platte oder einen mikrofluidischen Chip handelt, vorliegt.

41. Verfahren zur Bildung eines Farbstoffkonjugats eines Proteins, Peptids oder Nukleinsaurepolymers,
wobei man in dem Verfahren:
eine eine Verbindung gemal einem der Anspriiche 1-35 umfassende Farbstoffldsung unter der Vorausset-
zung, dal wenigstens R® fiir -L-Rx steht, mit einer ein Protein, Peptid oder Nukleinsaurepolymer umfassenden
Probe zusammenbringt, wodurch ein Farbstoffkonjugat gebildet wird.

42. Kit zum Farben einer biologischen Probe, umfassend
eine eine der in den Anspriichen 1-35 beschriebenen Verbindungen oder deren Salze umfassende Farbstoff-
I6sung sowie
einen zur Verwendung mit einer solchen Probe geeigneten Puffer.

43. Kit zur Bildung eines Farbstoffkonjugats eines Proteins, Peptids, Nukleotids oder eines Nukleinsaure-
polymers, umfassend
eine eine der Verbindungen gemaf einem der Anspriiche 1-35 umfassende Farbstofflésung, vorausgesetzt,
dal mindestens R® fur -L-R, steht, sowie
einen zur Verwendung mit dem Protein, Peptid, Nukleotid oder Nukleinsaurepolymer geeigneten Puffer.

44. Verbindung der Formel:

und ihre Salze, wobei

R® fiir C,-C,-Carboxyalkyl und R* fiir ein C,-C,-Alkyl steht,

R? fiir H oder ein C,-C-Alkyl oder ein mit Sulfo substituiertes C,-C,-Alkyl steht,

R® bis R? unabhéngig fur H, Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder fiir C,-C,-Alkyl, C,-C.-Alkoxy,
C,-C¢-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, die jeweils gegebenenfalls ferner mit Carboxy, Sulfo, Amino oder Hy-
droxy substituiert sind, stehen oder zwei beliebige benachbarte Substituenten von R® bis R® einen kondensier-
ten Benzoring, der gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit Amino, Sulfo, Trifluormethyl oder Halogen oder mit
C,-C¢-Alkyl, C,-C4-Alkoxy, C,-C4-Alkylamino, C,-C,,-Dialkylamino, die jeweils gegebenenfalls ferner mit Carb-
oxy, Sulfo, Amino oder Hydroxy substituiert sind, substituiert ist, bilden.

45. Verbindung nach Anspruch 44, wobei
R® fir C,-C,-Carboxyalkyl und R* fiir Methyl steht,
R? fir Methyl oder Sulfopropyl steht,
R® und R’ einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit Sulfo substituierten kondensierten Benzoring bilden
oder R unabhangig fir H oder Sulfo und R® fiir H steht, sowohl R® als auch R® fir H stehen.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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