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(57) Zusammenfassung: Aufgabe war es, auf möglichst ein-
fache Weise und ohne die Verwendung von Antikörpern Ste-
roidhormone und deren Wechselwirkung mit steroidbinde-
nen Proteinen auch in vivo mit hoher Nachweisempfindlich-
keit und Spezifität direkt lichtoptisch sowie ohne Zuhilfenah-
me radioaktiver Markierungen zu detektieren.
Erfindungsgemäß werden neue Steroid-Styrylfarbstoff-Kon-
jugate der allgemeinen Formel I vorgeschlagen:
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft neue Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate, die sich überraschend physiologisch wie
Steroid-Hormone verhalten und die sowohl in vivo als auch in vitro in Zellen und Geweben steroidspezifisch mit
Proteinen Wechselwirken oder an diese binden. Dies dient einerseits in der funktionellen Analytik dem Nach-
weis der Interaktion von Steroid-Hormonen in Zellen und Geweben, z. B. mittels mikroskopischer Methoden,
andererseits ermöglicht es auch quantitative Bestimmungen von Steroid-Hormonen und von deren Bindungs-
proteinen, beispielsweise mittels spektroskopischer Verfahren.

[0002] Zu den bekannten steroidbindenden Proteinen gehören sowohl gut untersuchte Steroid-Rezeptoren
als auch systemische steroidbindende Proteine, beispielsweise das Sex hormone binding Globulin (SHBG).

[0003] Bisher ist man darauf angewiesen, die entsprechenden Bindungsproteine immunhistochemisch zu de-
tektieren, um so indirekt auf potentielle Bindungsstellen besagter Steroidhormone Rückschlüsse ziehen zu
können. Dabei können nur potentielle Bindungsstellen und Proteine detektiert werden, die bereits bekannt
sind und für die es entsprechende Antikörper gibt. Da Steroidhormone generell in sehr komplexer Weise eine
Vielzahl genomischer und nichtgenomischer Effekte induzieren, die über Steroid-Protein-Wechselwirkungen
vermittelt werden, ist davon auszugehen, dass viele (wenn nicht gar die meisten) dieser Steroid-Targets un-
bekannt sind. Ein direkter Nachweis derartiger Steriodinteraktionen in lebenden Zellen ist in der Fachwelt bis-
lang nicht bekannt geworden und wäre von fundamentaler Bedeutung, weil erstens durch die Veränderung
der nativen Steroidstruktur, z. B. durch den Einbau von Farbstoffen zu Steroid-Farbstoff-Konjugaten, die Hor-
monwirkung verändert wird bzw. völlig verloren geht, weil zweitens die Konstrukte von lebenden Zellen nicht
aufgenommen (Membranbarriere) werden bzw. weil sie drittens zytotoxisch sind.

[0004] Steroidhormone gehören zu den wichtigsten Botenstoffen im menschlichen Körper. Sie werden dabei
vor allem von spezifischen Bindungsproteinen transportiert. Auf Grund ihrer Fettlöslichkeit sind sie in der Lage,
Zellmembranen zu überwinden und in das Innere von Zellen zu gelangen. Sie binden beispielsweise an Rezep-
toren im Zellkern, die als Transkriptionsfaktoren wirken. Steroide beeinflussen daher direkt die Eiweißsynthese,
das Zellwachstum und die Zellteilung. Steroidhormone spielen in der Klinik eine große Rolle. Sie werden u. a.
als Medikamente verwendet (Antibabypille, Cortisonsalbe, Vitamin D). Steroide spielen aber auch bei der Ent-
stehung bestimmter Krebsarten eine bedeutende Rolle. Krebserkrankungen der Brustdrüse, der Gebärmutter,
der Eierstöcke, der Prostata und des Hodens werden unmittelbar mit Steroiden in Zusammenhang gebracht.
Für die klinische Diagnostik und nachfolgende Therapie dieser Erkrankungen ist es daher höchst bedeutsam,
festzustellen, in wie weit Tumorgewebe auf Steroidhormone reagieren oder nicht. In der pathologischen Rou-
tinediagnostik werden zum Beispiel Biopsien von Brustkrebsgewebe, die intraoperativ gewonnen werden, auf
das Vorhandensein von Estrogenrezeptoren untersucht. Dazu wird üblicherweise eine Gewebeprobe im his-
tologischen Schnittpräparat mit einem Antikörper gegen den Estrogenrezeptor immungefärbt. Je nachdem, ob
das Gewebe Estrogenrezeptor positiv oder negativ ist, wird dann eine Antiestrogentherapie verordnet.

[0005] Der Nachteil bisheriger hochauflösender optischer Diagnoseverfahren besteht in diesem Zusammen-
hang darin, dass nur das Rezeptorprotein, sofern es überhaupt bekannt ist, nachgewiesen werden kann, die
Interaktion und Bindung des Steroids selbst aber nicht. Insofern sind bisherige immunhistochemische Verfah-
ren in ihrem diagnostischem Wert und ihrer therapeutischen Relevanz umstritten.

[0006] Diese indirekten Verfahren beruhen auf der hohen Spezifität, mit der Antikörper vor allem Proteine
(sog. Antigene) erkennen und dort binden. Die Antikörper sind dabei mit einem Enzym, welches ein Substrat
in ein farbiges oder lumineszierendes Produkt umsetzt, gekoppelt. Alternativ können diese Antikörper auch
direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen oder mit radioaktiven Isotopen gekoppelt (gelabelt) werden. Auch werden
Sekundärantikörper eingesetzt, die an den ersten (Primär-)Antikörper binden und die entsprechend gelabelt
sind.

[0007] Der Begriff Durchflusszytometrie beschreibt dabei eine Anwendungsform immunologischer Detektions-
verfahren. Das Akronym FACS (= fluorescence activated cell sorting), wird häufig synonym zur Durchflusszy-
tometrie verwendet.

[0008] Dieses Meßverfahren beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens einer wie oben beschrie-
ben gelabelten Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Hierbei werden die in einer Lösung befindlichen
Zellen z. B. durch eine Kapillare gesaugt und passieren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die Zellen
streuen einen Teil des Lichts, welches mittels Detektoren (Photomultiplier) nachgewiesen wird. Die Menge, Art
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der Streuung und Wellenlänge des gestreuten Lichts korreliert mit der Größe der Zelle, mit ihrer Komplexität
und der Art des verwendeten Labels.

[0009] Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS) ist damit ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Oberflächenmolekülen oder auch intrazellulären Proteinen von Zellhomogenisaten. Die Anwendungen sind
vielfältig. Ein Beispiel ist die Detektion und die Analyse der Funktion von Steroidrezeptoren (Regulation of
functional steroid receptors and ligand-induced responses in telomerase-immortalized human endometrial epi-
thelial cells. S. Hombach-Klonisch, A. Kehlen, P. A. Fowler, B. Huppertz, J. F. Jugert, G. Bischoff, E. Schlüter,
J. Buchmann, T. Klonisch. Journal of Molecular Endocrinology (2005) 34 517–534). Derartige Anwendungen
sind auch Gegenstand der Patentliteratur (z. B.: Detection of steroid receptors an circulating carcinoma cells
and treatment. R. M. Lorence, M. Lu, US 20090291920).

[0010] Der direkte Nachweis der Interaktion von Steroiden mit Proteinen ist mit derartigen Immuntechniken
nicht möglich. Auch lassen sich nur solche steroidbindenden Proteine nachweisen, von denen bereits bekannt
ist, dass sie mit Steroiden interagieren und für die es bereits geeignete Antikörper gibt. Andere steroidbindene
Proteine bleiben unerkannt. Außerdem sind diese Verfahren nicht auf hochauflösende bildgebende mikrosko-
pische Techniken übertragbar und auf Antikörpern basierende Labels sind nur bedingt in lebenden Geweben
applizierbar. Dies liegt vor allem an der Molekülgröße dieser Labels und den damit im Zusammenhang ste-
henden Problem der Überwindung von auftretenden Membranbarrieren und Diffussionsgradienten.

[0011] Ein direkter Nachweis von an Proteine gebundenen Steroiden war bisher in vivo nur mit Hilfe von ra-
dioaktiv markierten Steroidhormonen, welche gleichzeitig detektierbare niedermolekulare Sonden darstellen,
und mittels damit im Zusammenhang stehenden autoradiographischen Verfahren möglich. Der Bindungspro-
zess selbst und dynamische Steroid-Protein-Interaktionen bleiben dabei unerkannt, da hochauflösende bild-
gebende und in Echtzeit arbeitende bildgebende Verfahren zur Auswertung von Radio-Labeln aus prinzipiel-
len Gründen nicht bekannt sind. Die Divergenz der auftretenden Streustrahlung verhindert hier die Anbindung
optisch hochauflösender bildgebender Verfahren. Solche Methoden lassen sich außerdem naturgemäß für
eine klinische Diagnostik nur sehr eingeschränkt anwenden. Patienten würden dabei radioaktiver Strahlung
unmittelbar ausgesetzt. Außerdem sind diese Verfahren sehr aufwändig, teuer und erfordern einen hohen si-
cherheitstechnischen Aufwand (Handling, Transport, Beachtung von Halbwertszeiten und Aktivität, problema-
tische Entsorgung).

[0012] Für den Nachweis von spezifischen Biomolekülen in Zellen und Geweben spielen damit Fluoreszenz-
Marker auf Grund ihrer hervorragenden Nachweisempfindlichkeit eine überragende Rolle. Molecular Imaging
ist ein schnell wachsendes interdisziplinäres Forschungsgebiet. Bildgebende Verfahren ermöglichen oftmals
eine frühzeitige Diagnose und bessere Klassifizierung von Tumorerkrankungen sowie das Therapiemonito-
ring. Neben optischen Verfahren spielen Computertomographie, Ultraschall, Magnetresonanzspektroskopie
und -tomographie immer noch trotz ihrer ebenfalls immensen Nachteile (Sicherheitsbestimmungen, schwierige
Handhabung, Kosten, Spezialgeräte) ebenso wie nuklearmedizinische Techniken wie PET und SPECT eine
wichtige Rolle. So kann beispielsweise der Estrogenrezeptorstatus beim Mammakarzinom mit radioaktiv mar-
kiertem 16β-[18F1-17β-estradiol mittels PET ermittelt werden. Mit Ausnahme der optischen Verfahren haben
alle hier genannten bildgebenden Verfahren den gravierenden Nachteil der oben beschriebenen nur sehr be-
grenzten optischen Auflösung.

[0013] Verfahren, welche die selektive Markierung bestimmter Analyte (einzelne Moleküle oder Epitope in
komplexen Antigenen) oder Zellorganellen durch spezifische physikochemische oder chemische Fluorochrom-
Bindung zum Ziel haben, sind bekannt und wurden auch patentrechtlich geschützt, z. B. US 5,686,261 A (Mi-
tochondien mit Xanthylium-Farbstoffen), US 6,291,203 B1 (Zellen und Mitochondien mit Cyanin-Farbstoffen),
und US 5,656,449 A (Oligonukleotide und Nukleinsäuren mit unsymmetrischen Cyanin-Farbstoffen).

[0014] In der sehr umfangreichen Steroid-Literatur wurden bislang auch in anderem Zusammenhang sowohl
Steroid-Farbstoff-Konjugate als auch Steroid-Verbindungen mit Styrylstrukturfragmenten beschrieben. So wer-
den beispielsweise Steroid-Fluorochrom-Konjugate beschrieben, die Styryl-Fragmente enthalten. Diese stam-
men aus dem Bereich der physiko-chemischen Grundlagenforschung bzw. den Materialwissenschaften und
verwenden zumeist Cholesterol bzw. dessen Abkömmlinge als spezifisches Strukturfragment zur Erzeugung
von Chiralität bzw. Amphiphilie zum Triggern molekularer Selbstorganisationsprozesse oder anderer Materi-
aleigenschaften. Auf diesen Konjugaten beruhende bildgebende Verfahren zur Erkennung von Proteininter-
aktionen spielen in diesem Zusammenhang keine Rolle. Außerdem haben Cholesterin und seine Derivate in
Biologie und Materialwissenschaft zwar eine herausragende Bedeutung als strukturbestimmende und struk-
turstabilisierende Gruppen, zeigen aber keinerlei Hormonwirkung und gehören damit nicht zur Klassse der
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Steroidhormone. Rückschlüsse oder gar die Detektion der in situ-Bindung bzw. Wechselwirkung von gonalen
z. B. andrenalen Steroidhormonen mit Proteinen im Zuge von bildgebenden Verfahren sind mit diesen und den
nachfolgend genannten Verfahren nicht möglich.

[0015] Es sind Cholesterol-Analoga (z. B. US 2008/0177059 A1) bekannt, die mit BODIPY-Fluorochromen
gekoppelt sind. Ziel ist das Monitoring des Umbaus von Cholesterol in lebenden Zellen (in Membranen etc.),
vgl. auch: Synthesis and Spectral Properties of Cholesterol- and FTY720-Containing Boron Dipyrromethene
Dyes (Z. Li, R. Bittman. J. Org. Chem., 2007, 72/22, 8376–8382).

[0016] Bekannt sind auch optoakustische Kontrastreagenzien und deren Anwendungsformen für das thera-
peutische und diagnostische Imaging (beispielsweise WO 2005/058153). Dabei werden auch Cholesterol-
Farbstoffkonjugate genannt, die zur Bildung bzw. Stabilisierung von molekulardispersen Phasen (Mycellen
bzw. Vesikel als Anwendungsformen) dienen.

[0017] In der CA 1,241,947 A werden konjugierte Polyen-Sterol-Derivate als fluoreszierende Membranson-
den beschrieben. Potentielle Anwendung in klinischen (auch in vivo) Assays zur Bestimmung von Cholesterol-
Leveln und Zell-Membraneigenschaften bleiben aber darauf beschränkt. Aryl-substituierte konjugierte Doppel-
bindungssysteme können sich dabei auch in der Seitenkette befinden (siehe auch J. Drew, M. Letellier, P.
Morand, A. G. Szabo: Synthesis from pregnenolone of fluorescent cholesterol analog grobes with conjugated
unsaturation in the side chain, Journal of Organic Chemistry 1987, 52/18 und J. Drew, J. R. Brisson, P. Mo-
rand, A. G. Szabo: Proton and carbon-13 nuclear magnetic resonance assignment of fluorescent olefinic sterol
derivatives for use as membrane grobes, Canadian Journal of Chemistry 1987, 65/8, 1784–1794).

[0018] Die rein physiko-chemischen Grundlagenstudien von Cranneya et al. (M. Cranneya, R. B. Cundalla,
G. R. Jones, J. T. Richardsa, E. W. Thomas: Fluorescence lifetime and quenching studies an some interesting
diphenylhexatriene membrane grobes, Biochimica et Biophysica Acta, Biomembranes 1983, 735/3, 418–425)
sind auf Diphenylhexatrien-Cholesterol-Konjugate beschränkt.

[0019] Von Sentman und Gin werden auf Cholesterol-Styrylfarbstoff-Konjugaten beruhende Flüssigkristalle
als neuartige lichtemmitierende Mesophasen beschrieben (A. C. Sentman, D. L. Gin: Fluorescent Trimeric
Liquid Crystals: Modular Design of Emissive Mesogens, Advanced Materials 2001, 13/18, 1398–1401), aller-
dings nicht für bioanalytische Anwendungen. Dies gilt entsprechend auch für die Veröffentlichungen von Yel-
amaggad et al. (C. V. Yelamaggad, N. L. Ronde, A. S. Achalkumar, D. S. S. Rao, S. K. Prasad, A. K. Prajapati,
Frustrated Liquid Crystals: Synthesis and Mesomorphic Behavior of Unsymmetrical Dimers Possessing Chiral
and Fluorescent Entities, Chem. Mater., 2007, 19/10, 2463–2472) sowie von Geiger et all. (Organgels Resulting
from Competing Self-Assembly Units in the Gelator: Structure, Dynamics, and Photophysical Behavior of Gels
Formed from Cholesterol-Stilbene and Cholesterol-Squaraine Gelators, Langmuir, 1999, 15/7, 2241–2245).

[0020] Von Cooper et al. (M. E. Cooper, B. P. Hoag, D. L. Gin: Design and synthesis of novel fluorescent
chemosensors for biologically active molecules, Polymer Preprints (American Chemical Society, Division of
Polymer Chemistry), 1997, 38/1, 209–210 werden Cholesterol-Farbstoff-Konjugate und sich davon ableitende
Copolymere beschrieben. Ziel ist das Design von fluoreszierenden Chemosensoren für biologisch aktive Mo-
leküle. Es kommen auch Styrylgruppen-tragende Farbstoffe zum Einsatz. Steroidbindende Proteine können
damit ebenfalls nicht erfasst werden, Außerdem sind in vivo-Anwendungen nicht möglich und die Verwendung
bleibt auf Cholesterolderivate beschränkt.

[0021] Bekannt sind auch Farbstoff-Steroid-Konjugate (einschl. Androstan-Derivaten) im Zusammenhang mit
zirkulardichroitischen Untersuchungen zur Strukturuntersuchung chiraler Analyte (z. B. K. Tanaka, G. Pesci-
telli, K. Nakanishi, N. Berova: Fluorescence Detected Exciton Coupled Circular Dichroism: Development of
New Fluorescent Reporter Groups for Structural Studies, Monatshefte für Chemie/Chemical Monthly, 2005,
136/3, 1434–4475). Die Publikation beinhaltet reine physiko-chemische Grundlagenforschung; bioanalytische
Anwendungen werden nicht beschrieben.

[0022] Es wurde auch eine HPLC-Methode zur Identification von Ferulasäurederivaten von Sterolen (Oryzan-
ole) bereits publiziert (E. J. Rogers, S. M. Rice, R. J. Nicolosi, D. R. Carpenter, C. A. McClelland, L. J. Romanc-
zyk: Identification and quantitation of γ-oryzanol components and simultaneous assessment of tocols in rice
bran oil, Jr. Journal of the American Oil Chemists' Society 1993, 70/3, 301–307). Im eigentlichen Sinn handelt
es sich hier nicht um Farbstoffkonjugate, sondern ausschließlich um Sterole. Die Veröffentlichung beinhaltet
keine bioanalytische Behandlung von Zellen und Geweben.
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[0023] Im Zusammenhang mit materialwissenschaftlichen Untersuchungen wurden häufig und ausschließlich
Cholesterin-Derivate beschrieben. Neben vorgenannten Anwendungen sind in Kombination mit Farbstoffen
weitere Beispiele publiziert (beispielsweise S. Abraham, R. K. Vijayaraghavan, S. Das: Tuning Microstructures
in Organgels: Gelation and Spectroscopic Properties of Mono- and Bis-cholesterol-Linked Diphenylbutadiene
Derivatives, Langmuir, 2009, 25/15, 8507–8513).

[0024] Darüber hinaus sind Steroid-Farbstoff-Konjugate bekannt (z. B. US 4,215,102 A und darin zitierte Vor-
gänger-Patente), EP 0 003 583 B1) zur bioanalytischen in vitro-Detektion von steroidbindenden Proteinen in
Zellen, Geweben und deren Homogenisaten, bei denen Fluorochrome zum Einsatz kommen. Die mit Proges-
teron und Estrogen konjugierten (nicht-stilbenoiden) Farbstoffe dienen zum Nachweis entsprechender Steroid-
Rezeptoren an fixierten Kryotomschnitten, werden also nicht in vivo eingesetzt.

[0025] Die US 7,495,115 B2 offenbart Steroid-Protein-Konjugate für therapeutische Anwendungen. Diese wer-
den zwar in vivo appliziert, sind aber nicht zur Detektion mit bildgebenden Verfahren geeignet.

[0026] In der US 2008/0206886 A1 werden (symmetrische) Tricarbocyanin-Farbstoffe und deren Konjugate
für bioanalytische in vivo und in vitro-Fragestellungen beschrieben. Diese enthalten eine exocyclische Dop-
pelbindung, sind aber keine Styrylfarbstoffe. Steroidkonjugate und dereren Anwedungen werden in diesem
Zusammenhang nicht explizit genannt.

[0027] In ähnlicher Weise sind in der US 2009/0215148 A1 Cyanin-Farbstoff-Konjugate aufgeführt, wobei
Steroide als Kopplungspartner namentlich erwähnt werden. Dies gilt auch für die US 2009/0252687 A1 im Zu-
sammenhang mit asymmetrischen Cyanin-Farbstoffen. In o. g. Veröffentlichungen werden Steroide am Ran-
de als mögliche Konjugations-Partner im Zusammenhang mit genannten Farbstoffklassen nur formal mit ein-
geschlossen, Hinweise oder Ansprüche auf damit im Zusammenhang stehende oder vorstellbare besondere
biologische Eigenschaften oder Anwendungen werden nicht gemacht.

[0028] In einer Studie von Sharma et al. wird ein Estradiol-11-Derivat mit einem Porphyrin-Farbstoff konjugiert
(W. M. Sharmana, J. E. van Liera and C. M. Allen: Targeted photodynamic therapy via receptor mediated
delivery systems, Advanced Drug Delivery Reviews, 56/1, 2004, 53–76). Dieses Konjugat wird auch in vivo
appliziert und dort zellulär aufgenommen. Allerdings steht diese Anwendung allein im Zusammenhang mit der
photodynamischen Therapie (PDT) und ermöglicht nicht die Detektion von Steroid-Protein-Wechselwirkungen
bzw. Steroidbindungsproteinen.

[0029] Wüst et al. beschreiben Radiopharmaka basierend auf Steroid-Rhenium btw. Technetium Labels (in
Form von Konjugaten) für das in vivo Imaging von Steroidhormon-Rezeptor positiven Carcinomen der Brust
und der Prostata (F. Wüst, K. E. Carlson, J. A. Katzenellenbogen, H. Spies, and B. Johannsen: Synthesis
and binding affinities of new 17a-substituted estradiol rhenium ”n + 1” mixed-ligand and thioethercarbonyl
complexes, Steroids 1998, 63, 665–671). Allerdings sind diese auf Radioaktivität beruhenden Verfahren nicht
hochauflösend und nicht mit lichtoptischen Verfahren vergleichbar.

[0030] Die Synthese von lumineszenten Steroid-Mimetika wird beschrieben (A. W. Scribner, S. A. Haroutouni-
an, K. E. Carlson, J. A. Katzenellenbogen: 1-Aryl-2-pyridyl-3,4-dihydronaphthalenes: Photofluorogenic Ligands
for the Estrogen Receptor, J. Org. Chem., 1997, 62/4, 1043–1057). Diese Substanzen werden allerdings nicht
für die Detektion von Bindungsproteinen in lebenden Zellen und Geweben eingesetzt. Gleiches gilt für die Pu-
blikation von Bagnich et al. (S. A. Bagnich, N. N. Khropik, A. L. Mikhalchuk, D. B. Rubinov: Phosphorescence
of Enaminodicarbonyl-8-Azasteroids and Related Compounds, Journal of Fluorescence, 2003, 13/6, 2003).

[0031] Es ist auch ein Fluoromoner EL-Kit geheimgehaltener Zusammensetzung bekannt. Dieser Kit basiert
vermutlich auf fluoresierenden Steroid-Mimetika. Diese sind an ein Steroid-Rezeptor-Protein gebunden und
dienen zur ex-vivo-Bestimmung der Steroid-Rezeptor Bindung eines zu untersuchenden Steroids anhand von
Verdrängungsstudien unter Auswertung von Polarisationsfluoreszenz-Anisotopie-Messungen. Derartige Ste-
roid-Mimetika sind umfangreich in der Patentliteratur zu finden („Rezeptor-Modulatoren”). Hintergrund sind hier
therapeutische Anwendungen, beispielsweise in US 2008/0033049 A1, US 2006/020185 A1, US 6,838,584 B2,
US 6,576,645 B1, US 7,186,838 B2, US 6,077,852 A, US 6,132,774 A.

[0032] Fluoreszierende Derviate von Strophanthidin (F. Oesch, J. A. Waters, J. W. Daly, B. Witko: Fluore-
scent derivatives of strophanthidin, Interaction with sodium- and potassium-activated adenosine triphosphata-
se, Journal of Medicinal Chemistry 1972, 15/7, 757–759), die im eigentlichen Sinne keine Farbstoffkonjugate
darstellen (z. B. Salicylsäurederivate als Chromophor), sind Inhibitoren der Na/K-ATPase. Salicylsäurederivate
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zeigen dabei eine Fluoreszenz im UV-vis-Bereich (Emissionswellenlängen 430 nm bis 464 nm) und können so
als Label bei der Reinigung dieser ATPase eingesetzt werden. Die Verwendung ist beschränkt auf herzaktive
Steroide und ist in vivo nicht möglich.

[0033] Darüber hinaus sind auch Arbeiten bekannt, die sich mit der Herstellung von Steroid-Fluorochrom-
Konjugaten beschäftigen, welche allerdings nur ex vivo untersucht werden (beispielsweise W. B. Dandliker, A.
N. Hicks, S. A. Levison, R. J. Braven: A fluoresceinlabeled derivative of estradiol with binding affinity towards
cellular receptors, Biochemical and Biophysical Research Communinications 1977, 74 /2; M. Adamczyk, P. G.
Mattingly, R. E. Reddy: Synthesis of 6β-aminoestradiol and its biotin, acridinium, and fluorescein conjugates,
Steroids 1998, 63/3, 130–134; H. Hauptmann, B. Paulus, T. Kaiser, P. B. Luppa: Concepts for the syntheses
of biotinylated steroids, Part I: Testosterone derivatives as immunochemical grobes, Part II: 17β-Estradiol de-
rivatives as immunochemical grobes, Bioconjugate Chem., 2000, 11/4, 239-252 und 537–548; T. Kaiser, P.
Gudat, W. Stock, G. Pappert, M. Grol, D. Neumeier, P. B. Luppa: Biotinylated steroid derivatives as ligands for
biospecific interaction, analysis with monoclonal antibodies using immunosensor devices, Analytical Bioche-
mistry 2000, 282, 173–185). Im letzteren Zusammenhang werden nur Steroid-Biotin-Konjugate beschrieben,
die aber dann nicht mit Farbstoffen kombiniert werden. Steroid-Proetein-Wechselwirkungen werden hier nicht
lichtoptisch detektiert, sondern mittels eines Biochips. Auch sind diese Techniken nicht in vivo anwendbar.

[0034] Es ist auch eine in vivo-Applikation von Tamoxifen (ein Steroidmimetikum mit modulierter Hormonwir-
kung) bekannt (A. P. Brogniez, S. R. Mordon, J.-M. Devoisselle, I. Farré, D. Querleu, J.-M. Brunetaud: Endo-
metriosis: Fluorescence of experimental endometriosis in rabbits, using tamoxifen-eosin association, Human
Reproduction 1995, 10/4, 927–931). Nach einer solchen in vivo-Applikation wird das am Steroid-Rezeptor ge-
bundene Tamoxifen später ex-vivo über eine ionische Wechselwirkung (Salzbildung) mit Eosin fluoreszenz-
optisch nachgewiesen.

[0035] In einer anderen Publikation werden Steroid-vermittelte Signal-Kaskaden in lebenden Zellen unter-
sucht, jedoch gelingt die Darstellung von Estrogen-Rezeptoren nur an fixiertem und damit permeabilisiertem
Zellmaterial mit Steroid-Farbstoffkonjugaten (C. M. Revankar, D. F. Cimino, L. A. Sklar, J. B. Arterburn, E. R.
Prossnitz: A transmembrane intracellular estrogen receptor mediates rapid cell signaling, Science 2005/11,
307, no. 5715, 1625–1630). Dazu wird 17α-konjugiertes Estradiol eingesetzt, welches über einen „gemischten”
Ethinylphenyloxycarbonyl-alkyl-Spacer mit einem handelsüblichen Alexa-Farbstoff verbunden ist.

[0036] Ferner sind Hybridsonden bekannt, die werden von lebenden Zellen (vermutlich via Endozytose) auf-
genommen; allerdings ist das hier verwendete Cholesterin zwar ein Steroid, zählt aber nicht zu den Steroid-
hormonen (S. L. Hussey, E. He, B. R. J. Peterson: Fluorescein-cholesteramine chimera, Am. Chem. Soc. 2001,
123, 12712–12713).

[0037] Somit sind gegenwärtig spezifische Fluoreszenz-Sonden, die den direkten in vivo-Nachweis von Ste-
roidenwechselwirkungen mit Proteinen mittels bildgebender Verfahren ermöglichen, unbekannt.

[0038] Sonden für das in vivo-Imaging müssen neben den spezifischen Steroid-Eigenschaften noch folgende
generelle Kriterien erfüllen: Die Nachweissubstanzen müssen Membranbarrieren überwinden, was eine ge-
naue Balance zwischen Hydrophillie und Hydrophillie bzw. einen definierten Grad an Amphiphillie erfordert.
Dem stehen eine oft ausgeprägte Lipophillie oder auch Hydrophillie (bzw. auch geladene funktionelle Grup-
pen) solcher Konstrukte entgegen. Zudem dürfen die entsprechenden Sonden nicht metabolisch abgebaut
werden und müssen unter physiologischen Bedingungen in ihren Eigenschaften (z. B. Fluoreszenz, molekula-
re Erkennung, molekularer Fit, Spezifität etc.) möglichst unverändert bleiben. Das gilt auch für Anwendungen
in Homogenaten, z. B. für die Fluorometrie. Desweiteren dürfen die Sonden nicht in Organellen irreversibel
inkorporiert werden, z. B. im Zuge eines endozytotisch-endosomalen ”Schicksals”. Darüber hinaus müssen sie
hochspezifisch sein und dauerhaft mit hoher Affinität an entsprechende Zielmoleküle binden. Derartige Son-
den sollten dabei eine hohe Methodenkompatibilität und hohe Fotostabilität aufweisen sowie kostengünstig
und möglichst einfach herstellbar sein. Außerdem sollten sie durch hohe chemisch-strukturelle Variabilität für
unterschiedliche Auswerteverfahren oder durch entsprechendes spektrales Fein-Tuning gekennzeichnet sein,
im gebundenen Zustand hohe Quantenausbeuten ermöglichen sowie ein möglichst günstiges Signal/Rausch-
Verhältnis besitzen. Insbesondere der letzte Punkt ist immens wichtig, da stets in Gegenwart von überschüssi-
gem Reagenz gearbeitet wird und selbst bei Anwendung aufwändiger Reinigungsschritte, z. B. in der Cytome-
trie, stets ebenfalls fluoreszierendes Reagenz noch anteilig bzw. im Gleichgewicht vorliegt und zwangsläufig
messtechnisch mit erfasst wird.
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[0039] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, auf möglichst einfache Weise und ohne die Verwendung von
Antikörpern Steroidhormone und deren Wechselwirkung mit steroidbindenen Proteinen auch in vivo mit hoher
Nachweisempfindlichkeit und Spezifität direkt lichtoptisch sowie ohne Zuhilfenahme radioaktiver Markierungen
zu detektieren.

[0040] Die Detektion soll kompatibel sein sowohl zu spektroskopischen als auch zu hochauflösenden bildge-
benden Nachweisverfahren, wie beispielsweise der Fluoreszenzmikroskopie.

[0041] Erfindungsgemäß wird diese Aufgabe durch neue Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate gelöst, bei denen
jeweils zumindest ein Steroidhormon und zumindest ein signalgebendes Chromophor mittels einer beliebigen
Spacergruppe entsprechend der allgemeinen Formel I

miteinander verknüpft sind, wobei
S: das die spezifische Bindungsreaktion vermittelnde zumindest eine Steroidhormon verkörpert,
X: die zumindest eine Spacergruppe, insbesondere eine 1,ω-n-Alkyl oder 1,ω-Ethylenglykolethergruppe mit
Kettenlängen vorzugsweise im Bereich von 2 bis 12 Atomen darstellt,
Y: ein Doppelbindungen tragender Teil des signalgebenden Chromophors ist, wobei Reste, insbesondere sub-
stituierte Aryl- oder Heteroaryl-Reste, zur Anwendung kommen, welche die Spacergruppe X vorzugsweise,
aber nicht notwendigerweise, über ein Heteroatom wie ein quartäres heterocyclisches N-Atom, tragen,
Z: eine vorzugs- aber nicht notwendigerweise in 4-Position gebundene Donorgruppe, wie Alkoxy, N-Alkylami-
no, N,N-Dialkylamino, N-Arylamino, N,N-Diarylamino, OH oder NH2, ist, aber auch H oder ein über eine Ein-
fachbindung gebundener beliebiger Aryl bzw. Heteroarylrest sein kann,
R* und R** gleich H oder Substituenten, wie für Z beschrieben, oder beliebige andere, insbesondere annelierte
hetero- oder carbocyclische Ringsysteme oder auch heteroatomtragende Substituenten darstellen, vorzugs-
weise solche, die eine hohe Spezifität der Markierung sowie hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und Foto-
stabilität begünstigen,
R1 und R2 vorzugsweise, aber nicht notwendigerweise, gleich H sind, aber auch Alkylgruppen oder andere
Reste oder auch Teile eines carbo- oder heterocyclischen Ringsystems sein können,
a + b möglichst klein und insgesamt maximal (für X = H) 5 ist und
n vorzugsweise 1, 2 oder 3 ist, ohne darauf beschränkt zu sein.

[0042] Als Reste R1 und R2 können beispielsweise jeweils gleiche oder ungleiche beliebige, vorzugsweise
Kohlenstoff tragende Substituenten, wie Alkyl- oder CN-Reste, eingesetzt werden.

[0043] Zweckmäßig finden als Teil des signalgebenden Chromophors Y Heteroarylreste, wie

Verwendung, wobei:
R3: H, Alkyl, Aryl, Heteroaryl, substituiertes Alkyl oder Aryl, OH, Alkoxy, NH2, Dialkylamino sein können sowie
A: ein beliebiges Anion, vorzugsweise Halogenid wie Jodid, Bromid, oder auch Perchlorat und
X': S, O, NH oder auch N-Alkyl, -CH=CH- sind.

[0044] Als Spacergruppe X können beispielhaft die Verbindungen
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eingesetzt werden. Vorteilhaft können als Steroidhormon S an sich bekannte gonadale oder adrenale Steroide,
beispielsweise

ausgewählt werden.

[0045] Die vorgeschlagenen neuartigen Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate können auch in vitro zur Detektion
von Steroid-Bindungsproteinen und deren Interaktionen sowohl in homogener Phase, beispielsweise im Ser-
um, als auch in immobilisierter Form auf beispielsweise geeigneten Trägermaterialien, zur Anwendung kom-
men.

[0046] Mit diesen neuartigen Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugaten gelingt es erstmals, in vivo Steroide nachzu-
ahmen und ihren Verbleib sowie ihre spezifischen Wechselwirkungen mit bindenden Proteinen in lebenden
Zellen direkt zu verfolgen bzw. nachzuweisen. Dieser Nachweis gelingt mit vorzugsweise niedermolekularen
Styryl-Fluoreszenzfarbstoffen, die erfindungsgemäß mit den Steroiden über beliebige Spacer gekoppelt sind.
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Die insbesondere gonadalen und adrenalen Steroidhormone werden auf diese Weise markiert, ohne dass ih-
re biologischen Eigenschaften verändert werden oder gar verloren gehen, d. h. die Eigenschaften der nach-
zuweisenden Hormone bleiben auch bei in vivo-Verwendung der neuen Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate voll
erhalten. Damit stellen die vorgeschlagenen Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate optische Sonden dar, die sich
in vivo jeweils selbst wie ein Steroidhormon verhalten und dessen Wechselwirkungen mit Bindungsproteinen
sowie die Steroidhormon-Transportwege adäquat widerspiegeln. Auf gesundheitsgefährdende, teure und auf-
wändige Techniken, die auf radioaktiv markierten Steroiden beruhen und die zudem kein optisch hochaufge-
löstes vital-Imaging ermöglichen, kann somit verzichtet werden.

[0047] Zur Anwendung der Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate ist ein Applikationskit vorteilhaft, welcher wenigs-
tens ein Gefäß mit dem Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugat in fester oder bereits gelöster Form, zumindest ein
Gefäß mit Hilfsreagenzien, wie beispielsweise einen Puffer, sowie eine Anwendungsvorschrift enthält.

[0048] Zur Synthese der erfindungsgemäßen Steroid-Styrylfarbstoffkonjugate kommen vorzugsweise Metho-
den zur Anwendung, bei denen die C/C-Doppelbindung des Chromophors aufgebaut wird, z. B. durch Knoeve-
nagel-Kondensation entsprechender Arylcarbaldehyde (Formel 1, R1 = H, Aryl-Substituentenmuster Z und R*,
R**) oder Acylaryle (Formel 1, R1 = Alkyl, Aryl-Substituentenmuster Z und R*, R**) mit geeigneten C-H-aciden
Verbindungen R-CH2-R2 oder in umgekehrter. Weise durch Knoevenagel-Kondensation von Carbonylverbin-
dungen des Typs R-CO-R2 mit ausreichend C-H-aciden Benzylderivaten der allgemeinen Formel R1-CH2-Ar
wie beispielsweise Phenylessigsäure- oder Phenylacetonitrilen (Aryl-Substituentenmuster Z und R*, R**). Die
Kondensation kann dabei entweder durch mehrstündiges direktes Schmelzen der Ausgangsstoffe (z. B. zur
Herstellung von Styrylchinolinium-Farbstoffen nach M. S. A. A. Mottaleb, A. M. K. Sherief, Z. phys. Chem.
1984/265, 154–160) ohne oder auch mit Hilfsbasen wie Piperidin (beispielsweise zur Darstellung von 4-Ami-
no-Stilben-Wirkstoffen nach M. Artico, A. Ermili, R. Giuliano, D. Steinhoff, R. Bierling, E. Grundmann; Il Far-
maco 1967/22, 272–286) erfolgen. Alternativ kann in geeigneten Lösungsmitteln, wie Ethanol oder Methanol,
gearbeitet werden, was in der Regel den katalytischen Einsatz von reaktionsbeschleunigenden Basen, wie
Natriummethoxid (z. B. zur Darstellung von Dialkylaminoalkoxyphenylphenylacrylnitrilen als Pharmaka durch
G. M. K. Hughes, P. F. Moore und R. B. Stebbins in J. Med. Chem. 1964/7, 511–418 beschrieben), Piperidin
(vgl. beispielsweise F. Walkow in: J. prakt. Chem. 1988/330, 461–469, zur Darstellung von Cyanostilbenen),
Triethylamin (V. P. Rao, A. K. Jen, K. Y. Wong, K. Drost, R. M. Minimi; SPIE 1992/1775, 32–42 zur Herstel-
lung von NLO-Farbstoffen) oder Diethylamin (beispielsweise zur Darstellung von 4-Amino-Stilben-Wirkstoffen;
M. Artico,. A. Ermili, R. Giuliano, D. Steinhoff, R. Bierling, E. Grundmann; Il Farmaco 1967/22, 272–286) not-
wendig macht. Die Anwendung wasserentziehender Solventien, wie Acetanhydrid, erfordert keine weiteren
katalytischen Zusätze, ergibt aber im Fall von Phenolen zunächst die entsprechenden Acetate, welche sich
leicht z. B. mit Natronlauge zu Phenolen spalten lassen (J. P. Phillips, R. Breese, E. M. Barrall; J. Org. Chem.
1959/24, 1104–1106, Darstellung von Stryryl-Derivaten des 8-Hydroxychinolins; H. Gilman, J. Towle, R. K.
Ingham; J. Org. Chem. 1956/21, 595–596; Darstellung biol. aktiver Styrylpyridine und Styrylchinoline). Auch
weniger reaktive Carbonylverbindungen wie z. B. Acylaryle (Formel 1, R1 = Alkyl, vorzugsweise Methyl) kön-
nen in der Schmelze bereits ohne Hilfsbasen mit geeigneten C-H-aciden Partner, wie Arylacetonitrilen oder
Arylessigsäuren, zur Reaktion gebracht werden (vgl. z. B. A. I. Kiprianov, F. A. Mikhailenko; J. of general chem.
of the USSR 1961/31, 1236–1244). Die Kondensation von wenig reaktiven Zimtaldehyd-Derivaten zu vinylog-
homologen Verbindungen mit Z = Ar (oder Het-Ar)-CH=CH- in Formel 1 gelingt z. B. mit Ameisensäure als
Lösungs- und Kondensationsmittel (W. Schneider, A. Pothmann; Chem. Ber. 1941/74, 471–493, Darstellung
von Phenolbetainen der Chinolinreihe).

[0049] Weiterhin zeigen quartäre Stilbazoliumsalze nach Formel 1 unter Einwirkung geeigneter Aldehyde un-
ter Zusatz von Piperidin eine Reaktion unter Spaltung der C=C-Doppelbindung unter Aldehydabspaltung und
Neuformation einer C=C-Doppelbindung, was ebenfalls zur Darstellung der erfindungsgemäßen Styrylderivate
herangezogen werden kann (G. Drefahl, H. Rogasch, J. prakt. Chem. 1960/12, 115–119).

[0050] In analoger Weise lassen sich auch 1,3-Dicarbonylverbindungen mit aromatischen Aldehyden konden-
sieren. Dabei kann die bevorzugte Kondensation an der freien Methylengruppe zwischen beiden Carbonyl-
gruppen zu 2-Methylen-1,3-dicarbonylen durch Chelatisierung verhindert werden (vgl. z. B. H. J. J. Pabon:
Darstellung von Curcumin und verwandten Verbindungen über Bor-Chelate von Acetylaceton, in: Recuil 1964/
83, 379–386).

[0051] Die Gruppe Z in Formel kann im Falle von X = OH vorzugsweise direkt ohne Zuhilfenahme von Schutz-
gruppen aus entsprechenden Phenolvorzustufen nach oben genannten Synthesen generiert werden, eine
Spaltung z. B. von Phenolethern zu Phenolen im letzten Reaktionsschritt ist ebenfalls möglich (z. B. mit Jod-
wasserstoffsäure/Eisessig: H. Gilman, J. Towle, R. K. Ingham; J. Org. Chem. 1956/21, 595–596; Darstellung
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biologisch aktiver Styrylpyridine und Styrylchinoline; oder mit Bromwasserstoffsäure/Eisessig: W. Schneider,
A. Pothmann; Chem. Ber. 1941/74, 471–493, Darstellung von Phenolbetainen der Chinolinreihe). Dagegen ist
im Fall von Z = NH2 der Einsatz geeigneter Amino-Schutzgruppen notwendig. Günstiger ist die Kondensation
von C-H aciden Verbindungen bzw. Carbonlyen mit aktivierender Nitrogruppe, welche dann im letzten Synthe-
seschritt zum Amin reduziert wird, z. B. mit Zinn-IIchlorid/Salzsäure (H. Kauffmann; Chem. Ber. 1917/50, 1614–
23) oder besser insbesondere für R1=CN in Formel 1 mit Zinkstaub/Calziumchlorid/Ethanol (z. B. Synthese von
2-Aminofluoren: W. E. Kuhn, Org. Synthesis 1943, Coll. Vol. II, 447–448). Eine elegante Alternative stellt eine
Umlagerung dar, bei welcher aktivierte Styrylderivate nach Bromierung der Doppelbindung und nukleophilem
Bromaustausch mit Silberazid direkt in die 4-Azido-Styrylderivate überführt werden (K. Hohenlohe-Gehringen,
Monatsh. Chem. 1958/89, 469–476).

[0052] Die Vielzahl der so generierbaren Steroid-konjugierten Farbstoffe und ihre individuellen physiko-che-
mischen Eigenschaften, welche entsprechend der eingesetzten Steroide spezifische Bindungsprodukte erge-
ben, ist durch die Variabilität der einzelnen Substituenten sehr groß. Y im Zusammenspiel mit Z bestimmt vor
allem durch Art und Größe des π-Systems maßgeblich die spektralen Eigenschaften. Dies ermöglicht die An-
passung an spezielle Anforderungen wie z. B. die Separation der Fluoreszenz-Emissionswelle von der anderer
Sonden bei Multianalyt-Multicolor-Fluoreszenztechniken.

[0053] Fluoreszenzeigenschaften und das Verhältnis von Hydrophillie/Lipophillie werden weiterhin durch R1

und R2, aber auch durch R* und R** und Z beeinflusst. Die Länge der Spacergruppe X sollte vorzugsweise,
aber nicht notwendigerweise, im Bereich von 2 bis 12 Atomen liegen. Alkylspacer bedingen im Gegensatz zu
analogen Elhylenglykol-Ethern eine stärkere Gesamt-Lipophilie des Konjugates ohne die Wasserlöslichkeit im
Anwendungskonzentrationsbereich nachteilig einzuschränken. Mögliche Anwendungskonzentrationen liegen
vorzugsweise, aber nicht notwendigerweise, in der Größenordnung von 0,01 bis 10 μM.

[0054] Die Erfindung soll nachstehend anhand von in der Zeichnung dargestellten Ausführungsbeispielen
näher erläutert werden. Es zeigen:

[0055] Fig. 1: eine Zusammenstellung spezieller Steroid-Styrylpyridinium-Konjugate aus der Estrogen-Reihe

[0056] Fig. 2: Synthesewege zu Steroid-Styrylpyridinium-Konjugaten aus der Estrogen-Reihe (vgl. Fig. 1) am
Beispiel von Pyridinium-Salzen im Chromophor

[0057] Fig. 3: den Einbau von fluoreszierendem Estradiol (helle Bereiche) in lebende CHO Zellen; a) nach 20
Sekunden, b) nach 60 Sekunden, c), 140 Sekunden und d) nach 960 Sekunden (zur Anwendung kam Steroid-
Konjugat 1a (vgl. Fig. 1) mit Pyridinium-Strukturfragment, n = 8, m = 4, X = Br)

1. Diagnose von Brustkrebsbiopsien in der Durchflusscytometrie:

[0058] Biopsien werden intraoperativ entnommen, in einer Trypsinlösung kurz angedaut und in einer Zellkul-
turnährlösung zerkleinert. Die Zellsuspension wird mit einem in vivo fluoreszierenden Kernfarbstoff in Kombi-
nation mit einem erfindungsgemäßem fluoreszierendem 17-β-Estradiol-Farbstoffkonjugat (Konzentration 10–5

M) gemischt und sofort im Durchflusscytometer untersucht. Die Anzahl der Estrogen-fluoreszierenden Zellen
im Vergleich zu den Kern-fluoreszierenden Zellen ist ein direkter Parameter für den Estrogenrezeptorgehalt
des Gewebes. Es kann daher intraoperativ über die Eigenschaften des Tumors und damit über das weitere
therapeutische Vorgehen entschieden werden.

2. Androgenempfindlichkeit des Prostatatumors:

[0059] Operationsgewebe, welches bei der transuretralen Prostataresektion anfällt, wird in einem Reagenz-
glas in einer Zellkulturnährlösung mit 10–5 M Dihydrotestosteron-Farbstoffkonjugat inkubiert. Das Gewebe wird
schockgefroren und im Schnellschnittlabor histologisch aufgearbeitet. Die Kryotomschnitte werden fluores-
zenzmikroskopisch untersucht. Die Androgen-Sensibilität des Tumorgewebes ist unmittelbar sichtbar und ent-
scheidet mit über das weitere therapeutische Vorgehen, zum Beispiel über eine Antiandrogenbehandlung im
Falle eines Prostatacarzinoms.

3. Synthese der Steroid-Farbstoffkonjugate:

[0060] Die Herstellung der erfindungsgemäßen Farbstoffe und ihrer Konjugate soll stellvertretend anhand von
Styrylpyridinium-Steroidkonjugaten aus der Estrogenreihe (Konjugate 1a bis f und 2a bis f) näher erläutert
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werden. Die generelle Anwendbarkeit des Verfahrens ist auch für andere Steroidklassen, insbesondere go-
nadale und adrenale Steroide, und deren Styrylfarbstoff-Konjugate möglich und in analoger Vorgehensweise
bezüglich der Synthese- und Applikationsvorschriften übertragbar.

[0061] In der Zeichnung zeigen Fig. 1 eine Zusammenstellung ausgewählter Beispiele von Steroid-Styrylpy-
ridinium-Konjugaten aus der Estrogen-Reihe und Fig. 2 einen Syntheseweg für diese Beispiele.

[0062] Nachfolgend sollen allgemeine Vorschriften für diese Synthese beschrieben werden:
Knoevenagel-Kondensation von Hydroxy-substituierten Benzaldehyden mit C-H-aciden Verbindungen wie z.
B. 2-Alkyl-benzothiazolium Halogiden, 2- oder 4-Alkylchinolinium Halogeniden (Formel 1, Z = OH, R* und/oder
R** = H, OH, NO2, R1 = H, R2 = H oder Alkyl, Y = Benzothiazolium-2-yl-halogenid, Chinolinium-2- oder 4-yl-
halogenid) zur Herstellung des Chromophors.

[0063] Vorschrift 1 – allgemeine Arbeitsvorschrift für die Knoevenagel-Kondensation: 2,0 mmol der C-H-aci-
den Verbindung und 2,1 mmol der entsprechenden Carbonylverbindung werden in Gegenwart von 0,2 ml Pi-
peridin in 12 ml absolutem Ethanol 60 min unter Rückfluss erhitzt. Weniger reaktionsfähige Recktanten erfor-
dern ggf. längere Reaktionszeiten (Dünnschichtkontrolle). Man lässt über Nacht im Tiefkühlschrank (bei ca. –
18°C) stehen, saugt ab, wascht mit wenig kaltem Ethanol. In der Regel sind die so erhaltenen Rohprodukte von
ausreichend hoher Reinheit (> 95%, NMR- und Dünnschicht-Kontrolle). Bleibt die Fällung des Rohproduktes
aus, kann dies durch langsamen Zusatz von wenig Wasser erreicht werden. In Alkoholen oder Wasser leicht
lösliche quartäre Ammoniumsalze können als Tetraphenylfluoroborat durch Zusatz einer äuqimolaren Menge
von Natriumtetrafluoroborat (30%-ige Lösung in Methanol oder Ethanol) gefällt werden. Nicht kristallisierende
oder schwer fällbare oder zur Zersetzung neigende Reaktionsprodukte werden nach dem Entfernen des Lö-
sungsmittels am Rotationsverdampfer säulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Essigester/Hexan, bei
salzartigen Verbindungen unter Zusatz von 1 bis 5% Methanol).

[0064] Vorschrift 2 – Kondensation aromatischer hydroxysubstituierter Aldehyde mit C-H-aciden Verbindun-
gen in Acetanhydrid und anschließende Spaltung des gebildeten Acetates – allgemeine Vorschrift am Beispiel
der Herstellung von 2-(4-Hydroxystyryl)-8-hydroxychinolin:
2 mmol 8-Hydroxychinaldin werden mit 2,1 mmol 4-Hydroxybenzaldehyd und 3 ml Acetanhydrid versetzt und
6 Stunden unter Rückflussbedingungen erhitzt. Man engt am Rotationsverdampfer ein und rührt das erhaltene
braune Öl 30 min mit 10 ml 10%-iger Natronlauge bei Raumtemperatur. Man saugt oder dekandiert ab, wascht
mit Wasser und hydrolyiert das erhaltene ockerfarbene Acetat durch einstündiges kochen mit 10 ml 10%-iger
Natronlauge. Man filtriert heiß (G4-Fritte) und säuert nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur mit Salzsäu-
re an und saugt das ausgefallene ockerfarbene Produkt ab. Nach dem Waschen mit Wasser, Natriumhydro-
genkarbonat und zuletzt nochmals mit Wasser wird aus Ethanol umkristallisiert: 68% leuchtend dottergelbes
Produkt (F 234–236°C). Mit Vorteil (höhere Reinheit und Ausbeute) kann auch das Hydrochlorid durch Ausfäl-
len aus einer ethanolischen Lösung des Rohproduktes mit 1–2 ml konz. Salzsäure gefällt und bei Bedarf aus
Ethanol/Wasser mit Zusatz einer geringen Menge an konzentrierter Salzsäure umkristallisiert werden: 70%
gelbes amorphes Pulver (Rohprodukt: F = 215–217°C, > 185°C Zers.).

[0065] Die anschließende Konjugation mit Steroiden erfolgt mit Standard-Methoden entsprechend dem Stand
der Technik. Alternativ kann, wie in Fig. 2 gezeigt, das Chromophor an entsprechenden Steroid-Vorstufen
schrittweise aufgebaut werden. Diese Vorgehensweise erlaubt die größte Variabilität der Konjugate bezüglich
ihrer physiko-chemischen Eigenschaften. Außerdem werden analytisch einheitliche Produkte erhalten, was
häufig bei Standard-Konjugations-Techniken (z. B. mit Hilfe kommerzieller Kits) insbesondere bei multifunktio-
nellen Verbindungen, wie sie häufig Steroide oder auch Farbstoffe darstellen, nicht gelingt.

[0066] Vorschrift 3 – Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Alkylierung von 3-Hydroxyestra-1,3,5(10)-trienen am
Beispiel von 17-β-Estradiol (Fig. 2, Schritt 1). Herstellung von 3-(4'-Brombut-1'-yloxy)-17β-hydroxy-estra-1,3,5
(10)-trien:
1,36 g ß-Estradiol (5 mmol), 2,76 g wasserfreies und vorgetrocknetes Kaliumcarbonat (20 mmol), 100 mg
18-Krone-6 (0,38 mmol) und 8,64 g 1,4-Dibrombutan (40 mmol) werden in 80 ml trocknem Toluol bei 110°C
in einer Argon-Atmosphäre intensiv gerührt. Nach 20 Stunden (Dünnschichtkontrolle, Laufmittel Essigester/
Hexan = 2:1, Kieselgel Silufol-Platten) wird durch Zugabe von 40 ml Wasser und 30 ml Essigester aufgearbeitet.
Das Gemisch wird noch ca. 10 min intensiv gerührt und die Phasen werden getrennt. Man extrahiert jeweils
noch einmal mit 30 ml Lösungsmittel nach, trocknet die vereinten organischen Phasen über Natriumsulfat und
engt am Rotationsverdampfer ein. Das erhaltene farblose Öl wird säulenchromatografisch gereinigt (200 g
Kieselgel 60, Elutionsmittel: Essigester/Hexan, Gradient 1:10 bis 2:1). Nach Umkristallisation aus Methanol
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und Trocknung im Exsikkator (P2O5) werden 1,3 g (Ausbeute 66,1%, M = 393,36 g/mol) 3-(4'-Brombut-1'-yloxy)
-17β-hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien erhalten: F = 101,5–103,0°C), Rf = 0,58 (Essigester/Hexan = 2:1, Silufol).

[0067] Vorschrift 4 – Allgemeine Arbeitsvorschrift zur N-Alkylierung von Stickstoffheterocyclen mittels der unter
Vorschrift 3 erhaltenen ω'-Brom-1'-(17β-hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien-3-yl)alkane am Beispiel von 3-(4'-Brom-
but-1'yloxy)-17β-hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien. (Fig. 2, Schritt 2). Herstellung von N-1'[(17β-hydroxy-estra-1,
3,5(10)-trien-3-yloxy)-but-4'-yl]-4-methylpyridinium Bromid und Perchlorat: 1,3 g 3-(4'-Brombut-1'-yloxy)-17β-
hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien (3.3 mmol) und 4 ml γ-
Picolin werden unter Argon 3 Stunden auf 100°C erhitzt. Anschließend wird das hellbräunlich-heterogene Re-
aktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekühlt und mit Ether sorgfältig 3 × gewaschen. Das amorphe beige
Rohprodukt (1,25 g, 77,9% Ausbeute, M = 486,49 g/mol; Rf = 0,45 Methanol/Wasser/Essigsäure = 4:2:0,5;
Silufol) kann direkt weiterverarbeitet werden. Alternativ kann das Perchlorat durch lösen des Rohproduktes
in Wasser und Zugabe einer gesättigten Ammoniumperchloratlösung durch Fällung in feinkristalliner Form er-
halten werden (Rf = 0,50, Methanol/Wasser/Essigsäure = 4:2:0,25; Rf = 0 bei Essigester/Hexan = 2:1; Silufol).
Umkristallisation ist im Gegensatz zum Bromid möglich, vorteilhafter Weise aus 25%-igem wässrigem Ethanol
(Rf = 0,45 Methanol/Wasser/Essigsäure = 4:2:0,25; Silufol). Ausbeute bei einem 1,3 g-Ansatz nach Trocknung
über P2O5: 1,5 g (89,8% Ausbeute, M = 506,03 g/mol), F = 172–175°C.

[0068] Vorschrift 5 – Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Knoevenagel-Kondensation von C-H-aciden heterocy-
clischen Steroid-Konjugaten mit Aldehyden am Beispiel von N-1'-[(17β-hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien-3-yloxy)-
but-4'-yl]-4-methylpyridinium Perchlorat. (Fig. 2, Schritt 3). Herstellung von N-1'[(17β-hydroxy-estra-1,3,5(10)
-trien-3-yloxy)-but-4'-yl]-4-(4''-dimethylaminostyryl-)pyridinium Perchlorat (Fig. 1, Formel 1a mit Pyridinium-
Strukturfaragment, n = 4, m = 1, X = ClO4):
140 mg N-1'[(17β-hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien-3-yloxy)-but-4'-yl]-4-methylpyridinium Perchlorat (0,277 mol)
und 100 mg 4-Dimethylaminobenzaldehyd (0,670 mmol) werden in 20 ml absolutem Ethanol 3 Stunden unter
Rühren und Rückflußbedingungen gekocht. Man lässt über Nacht bei 4°C stehen, saugt ab (G4-Fritte) und
wäscht gründlich mehrmals mit Ether. Nach Umkristallisation aus Ethanol/Aceton (4:1), waschen mit Ether und
Trocknung erhält man 153 mg (86,7% Ausbeute, M = 637,21 g/mol) eines leuchtend weinrotes Produktes: F
= 140–145°C. Dieses ist dünnschichtchromatographisch einheitlich (Rf = 0,69, Methanol/Wasser/Essigsäure
= 4:2:0,25; Rf = 0 bei Essigester/Hexan = 2:1; Silufol).

4. Anwendung der erfindungsgemäßen Steroid-Stryryffarbstoff-Konjugate
in der Histologie und fluoreszenzmikroskopische Auswertung – Fig. 3:

[0069] Das fluoreszierende Estradiol-Styrylfarbstoff-Konjugat 1a (mit Pyridinium-Strukturfragment, n = 8, m
= 4, X = Br; vgl. Fig. 1) zeigt hier stellvertretend für andere erfindungsgemäße Steroid-Styrylfarbstoff-Konju-
gate die hohe Bioverfügbarkeit und Biokompatibilität dieser Konstrukte: Sie überwinden effizient die äußere
Zellmembranbarriere von lebenden CHO-Zellen einer Zellkultur. Ihre Aufnahme erfolgt dabei sehr schnell: a)
Status nach 20 Sekunden, b) nach 60 Sekunden, c), nach 140 Sekunden und d) nach 960 Sekunden. Helle
Bereiche markieren dabei spezifisch an Steroid-Bindungsproteine gebundenes internalisiertes Steroid-Farb-
stoff-Konjugat. Cytotoxische Effekte, die an Veränderungen der Zellmorphologie erkennbar wären, treten nicht
auf. Auch weist die Kontinuität des Internalisierungsprozesses auf einen stabilen bioenergetischen Zellstatus
hin. Die lichtoptische Detektion gelingt wie hier gezeigt mit hoher Sensitivität (1 μM Konjugat Konzentration)
mit üblichen Fluoreszenzmikroskopen (hier Zeiss AxioImager, Zeiss Jena, Germany).
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Patentansprüche

1.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate zur Simulation und direkten lichtoptischen Detektion des Verhaltens von
Steroiden im lebenden biologischen Gewebe und in Gegenwart von steroidbindenden Proteinen gemäß der
allgemeinen Formel I

von zumindest einem Steroidhormon mit zumindest einem signalgebenden Chromophor über eine Spacer-
gruppe,
wobei
S: das die spezifische Bindungsreaktion vermittelnde zumindest eine Steroidhormon verkörpert,
X: die zumindest eine Spacergruppe, vorzugsweise eine 1,ω-n-Alkyl oder 1,ω-Ethylenglykolethergruppe mit
Kettenlängen vorzugsweise im Bereich von 2 bis 12 Atomen darstellt,
Y: ein Doppelbindungen tragender Teil des signalgebenden Chromophors ist, wobei Reste, insbesondere sub-
stituierte Aryl- oder Heteroaryl-Reste, zur Anwendung kommen, welche die Spacergruppe X vorzugsweise,
aber nicht notwendigerweise, über ein Heteroatom wie ein quartäres heterocyclisches N-Atom, tragen,
Z: eine vorzugs- aber nicht notwendigerweise in 4-Position gebundene Donorgruppe, wie Alkoxy, N-Alkylami-
no, N,N-Dialkylamino, N-Arylamino, N,N-Diarylamino, OH oder NH2, ist, aber auch H oder ein über eine Ein-
fachbindung gebundener beliebiger Aryl bzw. Heteroarylrest sein kann,
R* und R** gleich H oder Substituenten, wie für Z beschrieben, oder beliebige andere, insbesondere annelierte
hetero- oder carbocyclische Ringsysteme oder auch heteroatomtragende Substituenten darstellen, vorzugs-
weise solche, die eine hohe Spezifität der Markierung sowie hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und Foto-
stabilität begünstigen,
R1 und R2 vorzugsweise, aber nicht notwendigerweise, gleich H sind, aber auch Alkylgruppen oder andere
Reste oder auch Teile eines carbo- oder heterocyclischen Ringsystems sein können,
a + b möglichst klein und insgesamt maximal (für X = H) 5 ist und
n vorzugsweise 1, 2 oder 3 ist.

2.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Reste R1 und R2

jeweils gleich und beliebige, vorzugsweise Kohlenstoff tragende Substituenten, wie Alkyl- oder CN-Reste, sind.

3.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Reste R1 und R2

nicht gleich und beliebige, vorzugsweise Kohlenstoff tragende Substituenten, wie Alkyl- oder CN-Reste, sind.

4.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Teil des signalge-
benden Chromophors Y Heteroarylreste, insbesondere

Verwendung finden, wobei:
R3: H, Alkyl, Aryl, Heteroaryl, substituiertes Alkyl oder Aryl, OH, Alkoxy, NH2, Dialkylamino sein können sowie
A: ein beliebiges Anion, vorzugsweise Halogenid wie Jodid, Bromid, oder auch Perchlorat und
X': S, O, NH oder auch N-Alkyl, -CH=CH- sind.
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5.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Spacergruppe X
die Verbindung

Verwendung findet.

6.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Spacergruppe X
die Verbindung

eingesetzt wird.

7.  Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Steroidhormon S
ein gonadales oder adrenales Steroid, insbesondere
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Verwendung findet.

8.  Kit zur Applikation der Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate gemäß einem oder mehreren der Ansprüche 1
bis 7 enthaltend
– wenigstens ein Gefäß mit dem Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugat in fester oder bereits gelöster Form
– zumindest ein Gefäß mit Hilfsreagenzien, insbesondere Puffer sowie
– eine Anwendungsvorschrift.

9.  Verfahren zur Detektion von Steroid-Bindungsproteinen der Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate gemäß ei-
nem oder mehreren der Ansprüche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die steroidbindenden Proteine in
homogener Phase, insbesondere im Serum, zur Anwendung kommen.

10.   Verfahren zur Detektion von Steroid-Bindungsproteinen der Steroid-Styrylfarbstoff-Konjugate gemäß
einem oder mehreren der Ansprüche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die steroidbindenden Proteine in
immobilisierter Form, zur Anwendung kommen.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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