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(57) Zusammenfassung: Technisches Problem:

Reaktive Fluoreszenzfarbstoffe, die unter milden Bedin-
gungen reagieren, andern dabei ihre Farbeigenschaften
nicht in vorhersagbarer Weise. Dieser Sachverhalt
erschwert eine Erfolgskontrolle der Reaktion und beein-
trachtigt analytische Anwendungen.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige
reaktive Leuko-Fluoreszenzfarbstoffe und reaktive
Fluoreszenzfarbstoffe, sowie deren Konjugate und
Verfahren zur Herstellung derselben unter besonders
milden Bedingungen. Desweiteren betrifft die vorlie-
gende Erfindung die Verwendung der erfindungsge-
maRen Stoffe in der Bioanalytik.

[0002] Fluoreszenzfarbstoffe sind besonders fir bi-
ologische Anwendungen geeignet, in denen ein
hochempfindliches Nachweisreagenz erwiinscht ist.
Leuko-Fluoreszenzfarbstoffe sind reaktive Vorlaufer-
molekile von Fluoreszenzfarbstoffen, deren Farbe
und Fluoreszenz erst nach Reaktion mit einem weite-
ren Molekdl erscheinen.

[0003] Typische Vertreter solcher Fluoreszenzfarb-
stoffe sind Verbindungen, welche auf Xanthen als
Grundgerust basieren. Beispiele fir Farbstoffe auf
Xanthenbasis sind Fluoresceinderivate, Rhodolderi-
vate und Rhodaminderivate. 3',6'-Diacetylfluorescein
ist ein bekanntes Beispiel fiir einen Leuko-Fluores-
zenzfarbstoff, der nach einer Reaktion, die zum Ab-
spalten mindestens einer Acetylgruppe fihrt farbig
und fluoreszierend wird.

[0004] Zu den Fluoresceinfarbstoffen gehdren Deri-
vate von 3H-Xanthen-6-0l-3-on, die an der 9-Position
mit einer derivatisierten Phenylgruppe, z. B. 2-Carb-
oxyphenylgruppe substituiert sind, wahrend zu ,Rho-
dolfarbstoffen” Derivate von 6-Amino-3H-xan-
then-3-on gehdéren und Rhodaminderivate von
6-Amino-3H-xanthen-3-imin abgeleitet sind. Fluores-
ceine, Rhodole und Rhodamine sind typischerweise
an der 1-Position mit einer funktionellen Gruppe sub-
stituiert, welche in der Lage ist, einen 5- oder 6-glied-
rigen Lacton- oder Lactamring zu bilden. Sie kdnnen
demnach in einer chinoiden Form oder in einer Lac-
tonform vorliegen. Eig. 1 zeigt die chinoiden Formen
und die Lactonformen von Flurorescein, Rhodol und
Rhodamin. Die Lactonform wird auch als Fluoran be-
zeichnet. Die vorliegende Erfindung umfasst beide
Grundstrukturen.

[0005] Der Grofiteil der im Markt verfigbaren Farb-
stoffe verandern bei kovalenter Bindung an ein Ziel-
molekul ihre Farbeigenschaften nur unwesentlich
oder auf schwer vorhersagbare Weise, so dass sich
diese Eigenschaft nicht zur Erfolgskontrolle einer
Markierungsreaktion verwenden lasst.

[0006] Von Fluorescein abgeleitete Leuko-Fluores-
zenzfarbstoffe, die nach einer Konjugationsreaktion
mit Thiolen Fluoreszenz zeigen, sind zwar ebenso
beschrieben (Griffin, B. A.; Adams, S. R.; Tsien, R. Y.,
Science 1998, 281, 269-272), wie deren Anwendun-
gen in vivo (Griffin BA, Adams SR, Jones J, Tsien RY.
Methods Enzymol. 2000; 327: 565-78). Jedoch ent-
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halten diese giftigen Leuko-Fluoreszenzfarbstoffe Ar-
sen, was eine Anwendung in biologischen Systemen
problematisch gestaltet. Darliber hinaus eignen sich
diese Verbindungen nur bedingt zur Markierung von
Biomolekilen und reagieren nur mit bestimmten Thi-
olen in Pepidmotiven.

[0007] Dariber hinaus ist der GroRteil der bereits im
Markt verfigbaren Farbstoffe unter milden Reakti-
onsbedingungen nur schwierig und in aufwendiger
Weise an das entsprechende Zielmolekil zu binden.
Eine hohe Reaktionsgeschwindigkeit und Stabilitat
des Farbstoffs unter biokompatiblen Bedingungen ist
jedoch eine zwingende Voraussetzung beispielswei-
se fur die routinemaflige Anwendung in Analytik und
Diagnose.

[0008] Reaktive Xanthenfarbstoffe, die unter milden
Bedingungen durch Subsitution an der 3' bzw. 6' Po-
sition mit einem Zielmolekil koppeln sind nicht be-
kannt. Dies wird in einer Publikation von Albers et al,
(Journal of the American Chemical Society (2006),
128(30), 9640-9641) klar, in der beschrieben wird,
dass NHS-Derivate von 3',6'-Dibromfluoran unter ge-
wissen Bedingungen mit Aminen gekoppelt werden
kénnen, ohne dass Substitution an der 3'- oder 6'-Po-
sition stattfindet. Aus dieser Arbeit wird klar, dass Ha-
logene an der 3'- oder 6'-Position in Fluoranen unter
weniger harschen Bedingungen nicht reaktiv sind,
und sich daher nicht als reaktive Komponente zur
Darstellung von Konjugaten mit Biomolekilen eig-
nen.

[0009] Xanthenfarbstoffe werden typischerweise
durch Kondensation von zwei Aquivalenten 1,3-Re-
sorcinolen oder 1,3-Aminophenolen mit verschiede-
nen Derivaten von Benzoesaure, Phtalsaure oder
Phtalsdureanhydrid oder Sulfobenzosaure oder Sul-
fobenzosaureanhydrid dargestellt, wie zum Beispiel
in DE 6981765 und DE 69731179 beschrieben ist.
Unsymmetrische Xanthenfarbstoffe, in denen die 3'-
und 6'-Positionen unterschiedlich substituiert sind,
wie zum beispielsweise Rhodole, kénnen durch Ein-
satz je einen Aquivalents zweier unterschiedlicher
Resorcinole oder 1,3-Aminophenole erhalten wer-
den. In diesem Fall entstehen Stoffgemische, deren
Auftrennung durch Chromatographie langwierig und
technisch aufwendig ist. Alternativ kbnnen unsymme-
trische Xanthenfarbstoffe auch stufenweise aufge-
baut werden, wie zum Beispiel in DE 60005787 be-
schrieben ist. Dazu wird ein ausgewabhltes 1,3-Resor-
cinol oder 1,3-Aminophenol mit einem Aquivalent des
entsprechenden Benzoesaure- oder Phtalsdurederi-
vates zu einem Benzophenon kondensiert, wonach
es typischerweise isoliert und aufgereinigt werden
muss, bevor es mit einem Aquivalent eines anderen
1,3-Resorcinol- oder 1,3-Aminophenolderivats zum
Farbstoff kondensiert wird. Die obengenannten Ver-
fahren erfordern hohe Temperaturbedingungen und
Saurekatalyse, also Bedingungen, unter denen Bio-

2/21



DE 10 2008 047 689 A1

moleklile zersetzt bzw. verandert werden oder unlos-
lich sind.

[0010] Direkte Umwandlungsreaktionen von Fluore-
sceinen in Rhodole sind nicht bekannt. Fluorescein
kann durch Umsetzung mit einem Chlorierungsrea-
genz wie Thionylchlorid oder Phosphorylchlorid in
3',6"-Dichlorfluoran uberfuhrt werden. Die Synthese
von unsymmetrischen Rhodaminen ausgehend von
3',6"-Dichlorfluoran durch nukleophile Substitution
der Halogenatome erfolgt in hochsiedenden Lo&-
sungsmitteln bei hoher Temperatur oder in der Ge-
genwart von Lewis-Sduren als Katalysator, also
ebenfalls unter solchen Bedingungen, unter denen
Biomolekule zersetzt bzw. verandert werden oder un-
I6slich sind. US 20060293523 beschreibt die Synthe-
se von unsymmetrischen Rhodaminen aus 3',6'-Di-
chlorfluoran bei 60°C in Sulfolan unter Verwendung
von AICl, als Katalysator. Dabei missen monosubsti-
tuierte Zwischenprodukte (6'-Chlor-3H-xan-
then-3'-imine, die am 3'-imin-Stickstoff substituiert
sind) aufwendig gereinigt werden.

[0011] In DE 19923168 werden Verfahren zur Syn-
these von Xanthenfarbstoffen beschrieben, die an
mindestens einer der beiden Positionen 3' oder 6' mit
einem aliphatischen elektronenziehenden Rest sub-
stituiert sind. Jedoch beinhalten die hier beschriebe-
nen Verfahren zur Herstellung von Xanthenfarbstof-
fen, ausgehend von wenig reaktivem 3'-6'-Dichlorflu-
oran, das Arbeiten unter Schutzgasatmosphare und
wasserfreien Bedingungen. und eine duferst auf-
wendige Isolation des Produkts.

[0012] Beispiele fir typische bekannte reaktive Flu-
oreszenzfarbstoffe sind NHS-Derivate, Isothiocyana-
te, oder Saurechloride von Xanthenfarbstoffen, wel-
che vielfaltig eingesetzt werden, um kleine Molekile,
Makromolekule und Biomolekile zu markieren. Das
Produkt dieser Markierung ist ein Konjugat aus Farb-
stoff und zu markierendem Molekil. Erwiinscht ist
eine Fluoreszenzmarkierung unter Bedingungen,
welche die zu markierenden Molekule nicht ander-
weitig chemisch verandern oder denaturieren. Fluo-
reszenzmarkierung wird besonders haufig verwen-
det, wenn mit geringen Stoffmengen solcher Molek-
le umgegangen wird, typischerweise im Femtomol
bis Nanomol Bereich. Wegen der geringen Stoffmen-
gen ist die Erfolgskontrolle der Fluoreszenzmarkie-
rung schwierig und haufig muss ein Teil der Reakti-
onsmischung zur Analyse geopfert werden. Eine Er-
folgskontrolle z. B. durch leicht messbare Anderung
der Farb- oder Fluoreszenzeigenschaften der Reak-
tivfarbstoffe ist hdchst wiinschenswert.

[0013] Somit besteht ein hoher Bedarf an verbes-
serten reaktiven Leuko-Fluoreszenzfarbstoffen, wel-
che unter einfacher Handhabung bei milden Bedin-
gungen reagieren und durch die erfolgreiche Reakti-
on, z. B. mit einem nukleophilen Analyten, Farbe und
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Fluoreszenz erlangen. Es besteht weiterhin Bedarf
an reaktiven Fluoreszenzfarbstoffen, die wahrend ei-
ner solchen Markierungsreaktion eine Veranderung
ihrer Farb- und Fluoreszenzeigenschaften erfahren,
zum Beispiel in Form einer Verschiebung zu grofe-
ren Wellenlangen.

[0014] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die
Aufgabe zugrunde, reaktive Leuko-Fluoreszenzfarb-
stoffe und reaktive Fluoreszenzfarbstoffe bereitzu-
stellen, welche unter milden Bedingungen mit Nukle-
ophilen wie beispielsweise Aminogruppen reagieren,
und welche bei dieser Reaktion Farbe und Fluores-
zenz entwickeln, oder welche bei dieser Reaktion
ihre vorhandenen Farb- bzw. Fluoreszenzeigen-
schaften verandern.

[0015] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist es, durch Umsetzung dieser reaktiven Leu-
ko-Fluoreszenzfarbstoffe und reaktiven Fluoreszenz-
farbstoffe Xanthenderivate zur Verfligung zu stellen,
deren Substituenten an den 3'- und 6'-Positionen Ma-
kromolekule und Biomolekiile sind.

[0016] Diese Aufgaben werden durch die in den An-
sprichen charakterisierten Ausfliihrungsformen ge-
I6st. Insbesondere wird ein Xanthenderivat nach For-
mel 1

Formel 1

bereitgestellt, wobei R, R,, R; und R, unabhangig
voneinander Wasserstoff, eine aminreaktive Gruppe,
Alkyl, Aryl, Heteroaryl, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, Halo-
gen, Isocyanat, Carboxy, Sulfonyl, oder Derivate da-
von sind, R;, R;, R;, Ry, Ry und R,, unabhangig von-
einander Wasserstoff, Polyethylen, Jeffamine, substi-
tuiertes oder unsubstituiertes Alkyl, Aryl, Heteroaryl,
oder Halogenid sind, X eine nukleofuge Abgangs-
gruppe oder ein Biomolekiil ist, und Y eine nukleofu-
ge Abgangsgruppe, ein elektronenziehender Rest,
ein substituierter oder unsubsitutierter Alkohol, oder
ein substituiertes oder unsubsitutiertes Amin, oder
ein Biomolekul ist.

[0017] Der Begriff ,Xanthenderivat” wie hierin ver-
wendet umfasst jedes Molekil, welches auf dem
Xanthengrundkdrper basiert. Daruber hinaus ist der
Begriff ,Xanthenderivat” nicht auf die eine wie in For-
mel 1 gezeigt Form beschrankt, sondern umfasst
auch die jeweils mdglichen Formen unterschiedlicher
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Isomere und Tautomere, wie beispielsweise in Fig. 1
dargestellt.

[0018] Der Begriff ,aminreaktive Gruppe” wie hierin
verwendet umfasst funktionelle Gruppen, die mit
Aminogruppen anderer Molekile Konjugate durch
kovalente Bindungen ausbilden. Bevorzugte aminre-
aktive Gruppen sind Saureester, Isothiocanat, Penta-
fluorophenol, Saureanhydrid, Saurehalogenid oder
N-Hydroxysuccinimidester.

[0019] Der Begriff ,Alkyl” umfasst sowohl lineare,
als auch verzweigtkettige C,-C,, Alkylreste. Beispiele
fur erfindungsgemafie Alkylgruppen sind Methyl,
Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, Sec-butyl,
tert-Butyl, Pentyl, Isopentyl, Hexyl, Heptyl, Octyl, No-
nyl, Decyl, Undecyl, Dodecyl, Hexadecyl und Octa-
decyl. Bevorzugte Alkylgruppen weisen 1 bis 10
C-Atome, besonders bevorzugte Alkylgruppen wei-
sen 1 bis 3 C-Atome auf.

[0020] Dariber hinaus ist der Begriff ,Alkyl” hier
nicht auf gesattigte Verbindungen beschrankt, son-
dern umfasst auch zyklische Alkylgruppen, Alkenyl-
gruppen und Alkinylgruppen und deren jeweils mog-
liche Strukturisomere.

[0021] Der Begriff ,zyklische Alkylgruppe” bezeich-
net von Cykloalkanen abgeleitete Substituenten, und
beinhaltet auch solche Cykloalkanen, die weitere Al-
kylgruppen am Ring tragen. Beispiele fur erfindungs-
gemale zyklische Alkygruppen sind Cyclopropyl, Cy-
clopentyl, Cyclohexyl, 4-Methylcyclohexyl, 4-Tert-bu-
tylcyclohexyl und Cyclooctyl, wobei eine zyklische Al-
kylgruppe bevorzugt 3 bis 14 C-Atome und beson-
ders bevorzugt 4 bis 8 C-Atome aufweist.

[0022] Der Begriff ,Alkenyl” bzw. ,Alkenylgruppe”
umfasst Alkylgruppen, die eine oder mehrere Dop-
pelbindungen enthalten.

[0023] Beispiel fur Alkenylgruppen sind Vinyl, Ally,
Crotyl, Tiglyl und Prenyl, wobei bevorzugte Alkenyl-
gruppen 2 bis 10 Atome aufweisen, und besonders
bevorzugte Alkenylgruppen 3 bis 6 C-Atome aufwei-
sen.

[0024] Der Begriff ,Substitutiertes Alkyl” bzw. ,Sub-
stitutierte Alkylgruppen” bezeichnet wie vorstehend
definiert Alkylgruppen, in denen 1 bis 10, bevorzugt 1
bis 5 Wasserstoffatome durch Substituenten wie Cy-
anogruppen, Azide, Nitrogruppen, Halogene wie Flu-
or, Chlor, Brom, Jod und ahnliche, Alkylgruppen wie
vorstehend definiert, Alkoxygruppen wie Methoxy,
Ethoxy und ahnliche, oder Aminogruppen ersetzt
sind.

[0025] Beispiele fur bevorzugte substituierte Alkyle
sind Chloromethyl, 2-Chloroethan 3-Chloropropan,
Trifluoromethan, 2,2,2-Trifluoroethansulfonat,
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3,3,3-Trifluoropropan und Trichloromethan.

[0026] Der Begriff ,Aryl” bzw. ,Arylgruppe” umfasst
sowohl monocyclische als auch multizyklische Aro-
maten, zum Beispiel Phenyl, Napthyl und Anthrace-
nyl. Die Arylgruppe kann 1 bis 5, bevorzugt 1 bis 3
Substitutenten aufweisen, welche keine wesentliche
Reaktivitat gegenuber Sulfonylchloriden zeigen. Bei-
spiele fir solche Substituenten sind Cyanogruppen,
Azide, Nitrogruppen, Halogene wie Fluor, Chlor,
Brom, Jod und ahnliche, Alkylgruppen wie vorste-
hend definiert, Alkoxygruppen wie Methoxy, Ethoxy
und ahnliche.

[0027] Beispiele fur erfindungsgemalfle substituierte
Arylgruppen sind Tolyl, Xylyl, Methoxyphenyl, Me-
thylthiophenyl, Methoxycarbonylphenyl, Chlorophe-
nyl, Bromophenyl, lodophenyl, Dimethylaminophe-
nyl, Diethylaminophenyl, Cyanophenyl, Pentafluoro-
phenyl, Tetrafluorophenyl, Trifluorphenyl, Fluoronitro-
phenyl, Azidophenyl. Bevorzugte Arylgruppen sind
Nitrophenyl, Dinitrophenyl und Triinitrophenyl.

[0028] Der Begriff ,Heteroaryl” bzw. ,Heteroaryl-
gruppe” umfasst monocylclische oder polycyclische
aromatische Gruppen, die mindestens ein, bevorzugt
ein bis drei Heteroatome, ausgewahlt aus Stickstoff,
Sauerstoff und Schwefel, enthalten.

[0029] Beispiele fir Heteroaryle sind 5- bis 6-glied-
rige Monocyclen wie Furyl, Thiophenyl, Pyrrolyl, Pyri-
dyl und &hnliche, und Polycyclen wie Benzofuryl,
Xanthenyl, Coumarinyl, Dibenzofuryl, Thianthrenyl,
Indolyl, Acridinyl und &hnliche. Die Heteroarylgruppe
kann 1 bis 5, bevorzugt 1 bis 3 Substituenten, wie
vorstehend fur Arylgruppen definiert, aufweisen.

[0030] Der Begriff ,Polyethylen” umfasst hierin Oli-
gomere oder Polymere von Ethylenoxid von der all-
gemeinen Formel HO-(CH,-CH,-O-),-H, worin n die
Anzahl der Ethylenoxideinheiten darstellt. Die Werte
fur n kdnnen zwischen 1 und 20, bevorzugt zwischen
2 und 10, und besonders bevorzugt zwischen 3 und
5 liegen.

[0031] Der Begriff ,Jeffamin” umfasst hierin Polye-
theramine, bevorzugt primare Diaminderivate von er-
findungsgemaRen Polyethylenen mit der allgemei-
nen Formel H,N-(CH,-CH,-O-) -CH,-CH,-NH, worin
n die Anzahl der Ethylenoxideinheiten darstellt. Die
Werte fir n kénnen zwischen 1 und 20, bevorzugt
zwischen 2 und 10, und besonders bevorzugt zwi-
schen 3 und 5 liegen.

[0032] Der Begriff ,nukleofuge Abgangsgruppe” wie
hierin verwendet umfasst Sulfonate, Sulfate, Phos-
phate, Phosphonate, und deren Derivate, sowie ahn-
liche elektronenziehende Gruppen. Bevorzugte nuk-
leofuge Abgangsgruppen sind Sulfonate.
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[0033] Der Begriff ,Sulfonat” umfasst Substituenten
entsprechend der in Formel 2 gezeigten Struktur,

9
_O_ﬁ_Rﬂ
0]

Formel 2

wobei R, ein wie vorstehend definierter substituierter
oder unsubstituierter Alkyl-, substituierter oder un-
substituierter Aryl-, substituierter oder unsubstituier-
ter Alkylaryl, oder substituierter oder unsubstituierter
Heteroarylrest ist.

[0034] Bevorzugte Sulfonate sind Ethansulfonat,
1-Propansulfonat, 2-Propanesulfonat, 1-Butansulfo-
nat, 2-Methyl-1-propansulfonat, Cyclopropansulfo-
nat, Cyclobutansulfonat, Cyclopentansulfonat, Cyclo-
hexansulfonat, 1-Octansulfonat, 1-Nonansulfonat,
1-Decansulfonat, 1-Dodecansulfonat, 1-Hexadecan-
sulfonat, 1-Octadecansulfonat Chloromethansulfo-
nat, 2-Chloroethanesulfonyl, 3-Chloropropansulfony-
at, 1-Hexansulfonat, Trifluoromethansulfonat,
2,2,2-Trifluoroethansulfonat, 3,3,3-Trifluoropro-
pan-1-sulfonat, Trichloromethansulfonat, Benzolsul-
fonat, o-Toluolsulfonat, = Phenylmethansulfonat,
4-tert-Butylbenzolsulfonat, Pentamethylbenzolsulfo-
nat, 2-Thiophenesulfonyl, 4-(Acetylamino benzolsul-
fonat, Benzolsulfonat, 4-(Trifluoromethyl)benzolsul-
fonat, Dansylsulfonat, Dabsylisulfonat, 9H-Fluo-
ren-9-Sulfonat, 2-Oxo-2H-1-benzopyran-6-sulfonat,
1-Napthylsulfonat, 2-Napthylsulfonat, Anthracensul-
fonat, Biphenyl-4-sulfonat, 8-Chinolylsulfonat, 4-Ace-
tylbenzenesulfonat, 2-Fluorobenzolsulfonat, 3-Fluor-
obenzolsulfonat, 4-Fluorobenzolsulfonat, 2-Cyano-

benzolsulfonat, 3-Cyanobenzolsulfonat, 4-Cyano-
benzolsulfonat, 2-Chlorobenzolsulfonat, 3-Chloro-
benzolsulfonat, 4-Chlorobenzolsulfonat, 2-Bromo-
benzolsulfonat, 3-Bromobenzolsulfonat, 4-Bromo-

benzolsulfonat, 2-lodobenzolsulfonat, 3-lodobenzol-
sulfonat, 4-lodobenzolsulfonat, (E)-2-Phenylethen-
sulfonat, 4-Methylbenzolsulfonat, 4-Ethylbenzolsul-
fonat, 3,5-Dimethylbenzolsulfonat, 2-Methoxybenzol-
sulfonat, 3-Methoxybenzolsulfonat, 4-Methoxyben-
zolsulfonat, Fluoromethylbenzolsulfonat Chlorome-
thylbenzolsulfonat Bromomethylbenzolsulfonat, lo-
domethylbenzolsulfonat, Difluorobenzolsulfonat, Di-
chlorobenzolsulfonat, Dibromobenzolsulfonat, Dijo-
dobenzolsulfonat, Chlorofluorobenzolsulfonat, Bro-
mofluorobenzolsulfonat, lodofluorobenzolsulfonat,
Trifluorobenzolsulfonat,  Tetrafluorobenzolsulfonat,
Pentafluorobenzolsulfonat, 2-(Trifluoromethyl)ben-
zolsulfonat, 3-(Trifluoromethyl)benzolsulfonat,
4-(Trifluoromethyl)benzolsulfonat, Chlorothiophene-
sulfonat, 4-lsocyanatobenzolsulfonat, 4-Propylben-
zolsulfonat,  4-lsopropylbenzolsulfonat,  4-Fluo-
ro-3-cyanobenzolsulfonat, 2-Nitrobenzolsulfonat,
3-Nitrobenzolsulfonat, 4-Nitrobenzolsulfonat, Dinitro-
benzolsulfonat, Trinitrobenzolsulfonat, Methylnitro-
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benzolsulfonat, Methyldinitrobenzolsulfonat, Dime-
thoxybenzolsulfonat, (Difluoromethoxy)benzolsulfo-
nat, (Triifluoromethoxy)benzolsulfonat, 2,4,6-Trime-
thylbenzolsulfonat, 4-(Phenylazo)benzolsulfonat,
4-Azidobenzolsulfonat, p-Toluolsulfonat und Methan-
sulfonat.

[0035] Besonders bevorzugte Sulfonate sind p-To-
luolsulfonat und Methansulfonat.

[0036] Der Begriff ,Biomolekul” umfasst jedes Mole-
kil, welches in lebenden Organismen vorkommt oder
auf solchen basiert. Dartber hinaus ist der Begriff ,Bi-
omolekul” nicht auf Molekile beschrankt, die in le-
benden Organismen synthetisiert werden oder dort
vorkommen, sondern umfasst auch Derivate davon,
die durch chemische oder enzymatische Modifikation
aulerhalb lebender Organismen in vitro erzeugt wer-
den, sowie gleiche oder ahnliche Molekdile und deren
Derivate, die vollstandig aufRerhalb lebender Orga-
nismen in vitro synthetisiert werden. Weiterhin ist der
Begriff ,Biomolekil”, wie hierin verwendet, nicht auf
Molekule beschrankt, von denen bekannt ist, dass sie
in lebenden Organismen vorkommen, sondern um-
fasst weiterhin Molekile, die zu Stoffklassen geho-
ren, von denen bekannt ist, dass sie in lebenden Or-
ganismen vorkommen, sowie Derivate hiervon.

[0037] Beispiele fir erfindungsgemale Biomolekile
sind Haptene, Antigene, Antikdrper, Proteine, Pepti-
de, Nukleinsauren, Mono- oder Oligo- oder Polynuk-
leotide, Nukleoside, Oligosaccharide, Polysacchari-
de, Locked Nucleic Acids (LNA), Peptide Nucleic
Acids (PNA).

[0038] Der Begriff Nukleophil umfasst alle Molekile,
die mit den erfindungsgemafRen Xanthenderivaten
unter Substitution einer Sulfonatgruppe reagieren
kénnen. Beispiel fur Nukleophile sind primare Amine,
sekundare Amine, Azidanion, Aniline, Hydrazine, Hy-
drazone, Hydroxyanionen, Alkoholate, Thiole, Thiola-
te, Mercaptane und ahnliche. Der Begriff Nukleophil
umfasst nicht nur kleine Molekule sondern auch Ma-
kromolekile und auch Biomolekiile, welche mit den
erfindungsgemaflen Xanthenderivaten unter Substi-
tution einer Sulfonatgruppe reagieren kénnen.

[0039] Bevorzugte erfindungsgemale Xanthenderi-
vate sind in Fig. 3, Fig. 4 und Fig. 10 abgebildet, be-
sonders bevorzugte erfindungsgemafe Xanthenderi-
vate sind in den Fig. 3 und Fig. 4 gezeigt.

[0040] Eine weitere Ausfiihrungsform betrifft ein
Xanthenderivat wie vorstehend definiert, wobei min-
destens einer der Reste R, bis R,, eine aktivierbare
Gruppe, ausgewahlt aus einem Saureester, Isothio-
canat, Pentafluorophenol, Sdureanhydrid, Saureha-
logenid oder N-Hydroxysuccinimidester ist.

[0041] Eine weitere Ausfiihrungsform betrifft ein
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Xanthenderivat wie vorstehend definiert, wobei X
und/oder Y ein wie vorstehend definiertes Sulfonat
darstellt/darstellen.

[0042] In einer bevorzugten Ausflihrungsform han-
delt es sich um ein Xanthenderivat wie vorstehend
definiert, wobei X und/oder Y ausgewahlt ist/sind aus
Methansulfonat, Ethansulfonat, 1-Propansulfonat,
2-Propansulfonat, 1-Butansulfonat, 2-Methyl-1-pro-
pansulfonat, Cyclopropansulfonat, Cyclobutansulfo-
nat, Cyclopentansulfonat, Cyclohexansulfonat, 1-Oc-
tansulfonat, 1-Nonansulfonat, 1-Decansulfonat,
1-Dodecansulfonat, 1-Hexadecansulfonat, 1-Octa-
decansulfonat Chloromethansulfonat, 2-Chloroetha-
nesulfonat, 3-Chloropropansulfonat, 1-Hexansulfo-
nat, Trifluoromethansulfonat, 2,2,2-Trifluoroethansul-
fonat, 3,3,3-Trifluoropropan-1-sulfonat, Trichlorome-
thansulfonat, Benzolsulfonat, p-Toluolsulfonat, o-To-
luolsulfonat, Phenylmethansulfonat, 4-tert-Butylben-
zolsulfonat, Pentamethylbenzolsulfonat, 2-Thiophe-
nesulfonyl, 4-(Acetylamino benzolsulfonat, Benzol-
sulfonat, 4-(Trifluoromethyl)benzolsulfonat, Dansyl-
sulfonat, Dabsylsulfonat, 9H-Fluoren-9-Sulfonat,
2-0Ox0-2H-1-benzopyran-6-sulfonat, 1-Napthylsulfo-
nat, 2-Napthylsulfonat, Anthracensulfonat, Biphe-
nyl-4-sulfonat, 8-Chinolylsulfonat, 4-Acetylbenzolsul-
fonat, 2-Fluorobenzolsulfonat, 3-Fluorobenzolsulfo-
nat, 4-Fluorobenzolsulfonat, 2-Cyanobenzolsulfonat,
3-Cyanobenzolsulfonat, 4-Cyanobenzolsulfonat,
2-Chlorobenzolsulfonat, 3-Chlorobenzolsulfonat,
4-Chlorobenzolsulfonat, 2-Bromobenzolsulfonat,
3-Bromobenzolsulfonat, 4-Bromobenzolsulfonat,
2-lodobenzolsulfonat, 3-lodobenzoisulfonat, 4-lodo-
benzolsulfonat, (E)-2-Phenylethensulfonat, 4-Methyl-
benzolsulfonat, 4-Ethylbenzolsulfonat, 3,5-Dimethyl-
benzolsulfonat, 2-Methoxybenzolsulfonat, 3-Metho-
xybenzolsulfonat, 4-Methoxybenzolsulfonat, Fluo-
romethylbenzolsulfonat Chloromethylbenzolsulfonat
Bromomethylbenzolsulfonat, lodomethylbenzolsulfo-
nat, Difluorobenzolsulfonat, Dichlorobenzolsulfonat,
Dibromobenzolsulfonat, Dijodobenzolsulfonat, Chlo-
rofluorobenzolsulfonat, Bromofluorobenzolsulfonat,
lodofluorobenzolsulfonat,  Trifluorobenzolsulfonat,
Tetrafluorobenzolsulfonat, Pentafluorobenzolsulfo-
nat, 2-(Trifluoromethyl)benzolsulfonat, 3-(Trifluorom-
ethyl)benzolsulfonat, 4-(Trifluoromethyl)benzolsulfo-
nat, Chlorothiophenesulfonat, 4-Isocyanatobenzol-
sulfonat, 4-Propylbenzolsulfonat, 4-Isopropylbenzol-
sulfonat, 4-Fluoro-3-cyanobenzolsulfonat, 2-Nitro-
benzolsulfonat, 3-Nitrobenzolsulfonat, 4-Nitrobenzol-
sulfonat, Dinitrobenzolsulfonat, Trinitrobenzolsulfo-
nat, Methylnitrobenzolsulfonat, Methyldinitrobenzol-
sulfonat, Dimethoxybenzolsulfonat, (Difluorometho-
xy)benzolsulfonat,  (Triifluoromethoxy)benzolsulfo-
nat, 2,4,6-Trimethylbenzolsulfonat, 4-(Phenyla-
zo)benzolsulfonat und 4-Azidobenzolsulfonat.

[0043] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform handelt es sich um ein Xanthenderivat wie
vorstehend definiert, wobei X und/oder Y aus p-Tolu-
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olsulfonat und Methansulfonat ausgewahilt ist/sind.

[0044] Eine weitere Ausfiihrungsform betrifft ein
Xanthenderivat wie vorstehend definiert, wobei X
und/oder Y ein Biomolekdl darstellt/darstellen.

[0045] Eine weitere Ausfiihrungsform betrifft ein
Xanthenderivat wie vorstehend definiert, wobei X ein
Biomolekil und Y ein Sulfonat ist.

[0046] Eine bevorzugte Ausfiihrungsform betrifft ein
Xanthenderivat wie vorstehend definiert, wobei das
Biomolekil aus einer Nukleinsaure, einem Oligonuk-
leotid, einem Nukleotid, einem Nukleosid, einem
Peptid oder einem Protein ausgewahlt ist.

[0047] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines wie
vorstehend definierten Xanthenderivats, umfassend
die Schritte: a) Auflésen eines Fluroesceinderivates
in Pyrimidin und Umsetzen mit einem Sulfonylchlorid,
b) Evaporieren von Losungsmittel, c) Entfernung von
residualem Sulfonylchlorid und d) Isolierung und Auf-
reinigung des Xanthenderivats.

[0048] Eine weitere Ausfliihrungsform betrifft ein wie
vorstehend definiertes Verfahren zur Herstellung ei-
nes wie vorstehend definierten Xanthenderivats, wo-
bei das Verfahren weiter zwischen Schritt ¢) und d)
den Schritt ¢') ,Umsetzung unter milden Bedingun-
gen mit einem Aquivalent eines Nukleophils” um-
fasst.

[0049] Eine weitere Ausfliihrungsform betrifft ein wie
vorstehend definiertes Verfahren zur Herstellung ei-
nes wie vorstehend definierten Xanthenderivats, wo-
bei das Verfahren weiter zwischen Schritt ¢) und d)
den Schritt c') Umsetzung unter milden Bedingungen
mit mindestens zwei Aquivalent eines Nukleophils
umfasst.

[0050] Eine weitere Ausfliihrungsform betrifft ein wie
vorstehend definiertes Verfahren, wobei das Nukleo-
phil ein Biomolekil ist.

[0051] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft eine Verwendung des Xanthenderivats
wie vorstehend definiert, zum Nachweis eines Bio-
molekils in einer Probe.

[0052] Eine weitere Ausfiuhrungsform der vorliegen-
den Erfindung betrifft eine Verwendung des Xanthen-
derivats wie vorstehend definiert, wobei das Biomole-
kil ein Protein oder eine Nukleinsaure ist.

[0053] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft ein Xanthenkonjugat, erhalten durch
Umsetzung eines wie vorstehend definierten Xan-
thenderivats mit einem Biomolekdil in einem wie vor-
stehend definierten Verfahren.
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[0054] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft ein Kit, umfassend ein Xanthenderivat
wie vorstehend definiert, und gegebenenfalls einen
oder mehrere Hilfsstoffe.

[0055] Eine weitere Ausfiuhrungsform der vorliegen-
den Erfindung betrifft ein Kit wie vorstehend definiert,
wobei der eine oder die mehreren Hilfsstoff(e) aus
Lésungsmittel, Puffer oder Salzen, Konservierungs-
stoffen und Stabilisatoren ausgewahlt sind.

[0056] Die Figuren zeigen:

[0057] Fig. 1 zeigt die typischen Vertreter der Xan-
thenfarbstoffe: Fluorescein, Rhodol, Rhodamin, je-
weils in der chinoiden und der Lactonform dargestellt.

[0058] Fig. 2 zeigt verschiedene Isomere des Xan-
thengrundkérpers.

[0059] Fig. 3 zeigt Synthese und Charakterisierung
von Fluorescein-6'-sulfonsaureester nach Methode A
wie in Beispiel 1.

[0060] Fig. 4 zeigt Synthese und Charakterisierung
Synthese von Fluorescein-3',6'-disulfonsaureester
nach Methode B wie in Beispiel 2.

[0061] Fig. 5 zeigt Synthese und Charakterisierung
von 3',6'-Di-Piperidinylrhodamin nach Methode C wie
in Beispiel 3.

[0062] Fig. 6 zeigt Synthese und Charakterisierung
von Rhodol-3'-jeffamin-148 nach Methode C wie in
Beispiel 3.

[0063] Fig. 7 zeigt Synthese und Charakterisierung
von 3',6'-Di-Piperidinylrhodamin nach Methode D wie
in Beispiel 4.

[0064] Fig. 8 zeigt Synthese und Charakterisierung
von 3'6'-Bis(jeffamin-154)-rhodamin nach Methode D
wie in Beispiel 4.

[0065] Fig. 9 zeigt Charakterisierung und Synthese
von 3-Glycin-6'-(jeffamin 154)-rhodamin nach Metho-
de E wie in Beispiel 5.

[0066] Fig. 10 zeigt Synthese und Charakterisie-
rung eines Fluoreszenzmarkierten Peptides nach
Methode F wie in Beispiel 6.

[0067] Die Xanthenderivate der vorliegenden Erfin-
dung reagieren mit Biomolekilen und Nukleophilen
unter Uberraschend milden Bedingungen unter Sub-
stitution der Sulfonatgruppen an den 3'- und 6'-Posi-
tionen. Bei der Reaktion mit Biomolekulen entstehen
in ihren Eigenschaften vorteilhafte Xanthenkonjuga-
te. Die spektralen Eigenschaften der erfindungsge-
malfen Xanthenderivate verandern sich bei einer sol-
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chen Reaktion Uberraschend stark, zum Teil handelt
es sich bei den erfindungsgemafRen Xanthenderiva-
ten vorteilhafterweise um Leukofarbstoffe, die vor der
Reaktion gar keine Farbe zeigen. Die erfindungsge-
mafen Farbstoffe und Leukofarbstoffe sind unerwar-
tet leicht zu synthetisieren und zu derivatisieren und
ermdglichen so einen vorteilhaften Einsatz in der bio-
analytischen Chemie, zum Beispiel Uberraschend
sensitive Nachweise von Biomolekiilen in einer Pro-
be insbesondere unter milden Bedingungen.

Beispiele

Beispiel 1: Synthese von Fluorescein-6'-sulfonsau-
reester (Methode A).

[0068] Zu einer 10% (w/v) Lésung von Fluorescein
in Pyridin werden unter Ruhren bei 0°C innerhalb 1
Stunde langsam 0,9 Molaquivalente eines Sulfon-
saurechlorids gegeben. Nach weiteren 30 min bei
0°C wird die Reaktionsmischung bei Raumtempera-
tur noch 60 min weitergerlhrt. Das Pyridin wird im Va-
kuum abdestilliert.

Beispiel 2: Synthese von Fluorescein-3',6'-disulfon-
saureester (Methode B).

[0069] Zu einer 10% (w/v) Lésung von Fluorescein
in Pyridin werden unter Ruhren bei Raumtemperatur
innerhalb 1 Stunde langsam 4 Molaquivalente eines
Sulfonsaurechlorids gegeben. Es wird weitere 120
min bei Raumtemperatur weitergerthrt. Pyridin und
Uberschissiges Sulfonsaurechlorid werden im Vaku-
um abdestilliert.

Beispiel 3: Umwandlung von Fluoresceinen in Rho-
dole (Methode C)

[0070] Zu einer 10% (w/v) Lésung von Fluorescein
in Pyridin werden unter Ruhren bei 0°C innerhalb 1
Stunde langsam 0,9 Molaquivalente eines Sulfon-
saurechlorids gegeben. Die Reaktionsmischung wird
bei Raumtemperatur noch 60 min weitergerthrt.
Dann wird auf 0°C gekiihlt und Piperidin im Uber-
schuss zugegeben. Nach weiteren 60 min Rihren bei
0°C wird die Reaktionsmischung im Vakuum bis zur
Trockene eingeengt.

Beispiel 4: Umwandlung von Fluoresceinen in sym-
metrische Rhodamine (Methode D)

[0071] Zu einer 10% (w/v) Lésung von Fluorescein
in Pyridin werden unter Rihren bei Raumtemperatur
innerhalb 1 Stunde langsam 4 Molaquivalente eines
Sulfonsaurechlorids gegeben. Es wird weitere 120
min bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Dann wird
die Reaktionsmischung im Vakuum zur Trockene ein-
geengt, um Uberschissiges Sulfonsaurechlorid zu
entfernen. Der Rickstand wird in Pyridin gelést und
nach Kuhlen auf 0°C werden 6 Molaquivalente Amin
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in einer Portion zu gefligt und es wird ber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmischung
wird im Vakuum bis zur Trockene eingeengt.

Beispiel 5: Umwandlung von Fluoresceinen in asym-
metrische Rhodamine (Methode E).

[0072] Zu einer 10% (w/v) Lésung von Fluorescein
in Pyridin werden unter Ruhren bei Raumtemperatur
innerhalb 1 Stunde langsam 4 Molaquivalente eines
Sulfonsaurechlorids gegeben. Es wird weitere 120
min bei Raumtemperatur weitergerthrt. Dann wird
die Reaktionsmischung im Vakuum zur Trockene ein-
geengt, um Uberschissiges Sulfonsaurechlorid zu
entfernen. Der Ruckstand wird in Pyridin gelést und
eine 10%ige (w/v) Losung von 1 Molaquivalent eines
Amins in Ethanol wurde im Zeitraum von 60 Minuten
unter Ruhren bei 0° zugetropft. Die Mischung wird bei
Raumtemperatur Uber Nacht gerihrt. Danach wer-
den 2,5 Mol&quivalente eines anderen Amins zuge-
geben und weitere 2 Stunden geruhrt.

[0073] Die Reaktionsmischung wird im Vakuum bis
zur Trockene eingeengt.

Beispiel 6: Fluoreszenzmarkierung von Peptiden auf
der Festphase (Methode F)

[0074] Oligopeptide werden nach Standardmetho-
den der Fmoc-Chemie in einer 2 ml Plastikspritze im
100 pymol Massstab entsprechend 175 mg Rink AM
Harz (Firma Novabiochem) synthetisiert. Es wird eine
Standardmethode angewendet, wie sie z. B. im Kata-
log der Firma Novabiochem zu finden ist. Zur N-ter-
minalen Fluroeszenzmarkierung wird nach der Ent-
fernung der letzten N-terminalen FMoc Schutzgruppe
festes 3',6'-Dimesylfluoran (10 Molaquivalente) zum
Harz in die Spritze gegeben und in 2 ml Pyridin ge-
I6st. Die Spritze wird Uber Nacht geschuttelt. Der
Fortgang der Reaktion I&sst sich an einer orange-lila
Farbung der Festphase erkennen. Die Reaktionsmi-
schung wird von der Festphase entfernt, die Festpha-
se mehrmals mit Dichlormethan gewaschen und
dann getrocknet. Das Produkt wird mit einer Losung
von TFA in Dichlormethan (95 v/v) von der Festphase
gespalten, filtriert und lyophilisiert.
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Patentanspriiche

1. Xanthenderivat nach Formel 1,

Formel 1

wobei R, R,, R; und R, unabhangig voneinander aus
Wasserstoff, substituiertem oder unsubstituiertem Al-
kyl, substituiertem oder unsubstituiertem Aryl, substi-
tuiertem oder unsubstituiertem Heteroaryl, Alkoxy,
Cyano, Hydroxy, Halogen, Isocyanat, Carboxy, Sulfo-
nyl, oder Derivaten davon ausgewahlt sind, R;, R,
R, Rs, Ry und R, unabhangig voneinander aus Was-
serstoff, substituiertem oder unsubstituiertem Alkyl,
substituiertem oder unsubstituiertem Aryl, substitu-
iertem oder unsubstituiertem Heteroaryl, Alkoxy, Cy-
ano, Hydroxy, Halogen, Isocyanat, Carboxy, Sulfonyl,
Polyethylen, Jeffamin oder Derivaten davon ausge-
wahlt sind,

X eine nukleofuge Abgangsgruppe, ausgewahlt aus
Sulfonat, Sulfat, Phosphat, und Phosphonat, oder ein
Biomolekul ist, und

Y eine nukleofuge Abgangsgruppe, ausgewahlt aus
Sulfonat, Sulfat, Phosphat, und Phosphonat, oder ein
Jeffamin, ein Polyethylen, ein substituierter oder un-
substituierter Alkohol, ein substituiertes oder unsubs-
tituiertes Amin, oder ein Biomolekdl ist.

2. Xanthenderivat nach Anspruch 1, wobei min-
destens einer der Reste R, bis R,, eine aminreaktive
Gruppe, ausgewahlt aus einem Saureester, Isothio-
canat, Pentafluorophenol, Saureanhydrid, Saureha-
logenid oder N-Hydroxysuccinimidester ist.

3. Xanthenderivat nach Anspruch 1 oder 2, wobei
X und/oder Y ein Sulfonat darstellt/darstellen.

4. Xanthenderivat nach Anspruch 3, wobei das
Sulfonat ausgewabhlt ist oder die Sulfonate unabhan-
gig voneinander ausgewabhlt sind aus Methansulfo-
nat, Ethansulfonat, 1-Propansulfonat, 2-Propansulfo-
nat, 1-Butansulfonat, 2-Methyl-1-propansulfonat, Cy-
clopropansulfonat, Cyclobutansulfonat, Cyclopen-
tansulfonat, Cyclohexansulfonat, 1-Octansulfonat,
1-Nonansulfonat, 1-Decansulfonat, 1-Dodecansulfo-
nat, 1-Hexadecansulfonat, 1-Octadecansulfonat
Chloromethansulfonat, 2-Chloroethanesulfonat,
3-Chloropropansulfonat, 1-Hexansulfonat, Trifluo-
romethansulfonat, 2,2,2-Trifluoroethansulfonat,
3,3,3-Trifluoropropan-1-sulfonat,  Trichloromethan-
sulfonat, Benzolsulfonat, p-Toluolsulfonat, o-Toluol-
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sulfonat, Phenylmethansulfonat, 4-tert-Butylbenzol-
sulfonat, Pentamethylbenzolsulfonat, 2-Thiophene-
sulfonyl, 4-(Acetylamino benzolsulfonat, Benzolsulfo-
nat, 4-(Trifluoromethyl)benzolsulfonat, Dansylsulfo-
nat, Dabsylsulfonat, 9H-Fluoren-9-Sulfonat,
2-Oxo0-2H-1-benzopyran-6-sulfonat, 1-Napthylsulfo-
nat, 2-Napthylsulfonat, Anthracensulfonat, Biphe-
nyl-4-sulfonat, 8-Chinolylsulfonat, 4-Acetylbenzolsul-
fonat, 2-Fluorobenzolsulfonat, 3-Fluorobenzolsulfo-
nat, 4-Fluorobenzolsulfonat, 2-Cyanobenzolsulfonat,
3-Cyanobenzolsulfonat, 4-Cyanobenzolsulfonat,
2-Chlorobenzolsulfonat, 3-Chlorobenzolsulfonat,
4-Chlorobenzolsulfonat, 2-Bromobenzolsulfonat,
3-Bromobenzolsulfonat, 4-Bromobenzolsulfonat,
2-lodobenzolsulfonat, 3-lodobenzolsulfonat, 4-lodo-
benzolsulfonat, (E)-2-Phenylethensulfonat, 4-Methyl-
benzolsulfonat, 4-Ethylbenzolsulfonat, 3,5-Dimethyl-
benzolsulfonat, 2-Methoxybenzolsulfonat, 3-Metho-
xybenzolsulfonat, 4-Methoxybenzolsulfonat, Fluo-
romethylbenzolsulfonat Chloromethylbenzolsulfonat
Bromomethylbenzolsulfonat, lodomethylbenzolsulfo-
nat, Difluorobenzolsulfonat, Dichlorobenzolsulfonat,
Dibromobenzolsulfonat, Dijodobenzolsulfonat, Chlo-
rofluorobenzolsulfonat, Bromofluorobenzolsulfonat,
lodofluorobenzolsulfonat,  Trifluorobenzolsulfonat,
Tetrafluorobenzolsulfonat, Pentafluorobenzolsulfo-
nat, 2-(Trifluoromethyl)benzolsulfonat, 3-(Trifluorom-
ethyl)benzolsulfonat, 4-(Trifluoromethyl)benzolsulfo-
nat, Chlorothiophenesulfonat, 4-Isocyanatobenzol-
sulfonat, 4-Propylbenzolsulfonat, 4-Isopropylbenzol-
sulfonat, 4-Fluoro-3-cyanobenzolsulfonat, 2-Nitro-
benzolsulfonat, 3-Nitrobenzolsulfonat, 4-Nitrobenzol-
sulfonat, Dinitrobenzolsulfonat, Trinitrobenzolsulfo-
nat, Methylnitrobenzolsulfonat, Methyldinitrobenzol-
sulfonat, Dimethoxybenzolsulfonat, (Difluorometho-
xy)benzolsulfonat,  (Triifluoromethoxy)benzolsulfo-
nat, 2,4,6-Trimethylbenzolsulfonat, 4-(Phenyla-
zo)benzolsulfonat und 4-Azidobenzolsulfonat.

5. Xanthenderivat nach Anspruch 3 oder 4, wobei
das Sulfonat oder die Sulfonate unabhéngig vonein-
ander aus p-Toluolsulfonat und Methansulfonat aus-
gewabhlt ist/sind.

6. Xanthenderivat nach Anspruch 1 oder 2, wobei
X und/oder Y ein Biomolekul darstellt/darstellen.

7. Xanthenderivat nach Anspruch 1 oder 2, wobei
X ein Sulfonat und Y ein Biomolekiil ist, oder wobei X
ein Biomolekll und Y ein Sulfonat ist.

8. Xanthenderivat nach Anspruch 6 oder 7, wobei
das Biomolekul aus einer Nukleinsaure, einem Oligo-
nukleotid, einem Nukleotid, einem Nukleosid, einem
Peptid oder einem Protein ausgewahlt ist.

9. Verfahren zur Herstellung eines Xanthenderi-
vats nach einem der Anspriiche 1 bis 8, umfassend
die Schritte:

a) Auflésen eines Fluroesceinderivates in Pyrimidin
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und Umsetzen mit einem Sulfonylchlorid,

b) Evaporieren von Lésungsmittel

¢) Entfernung von residualem Sulfonylchlorid

d) Isolierung und Aufreinigung des Xanthenderivats.

10. Verfahren zur Herstellung eines Xanthenderi-
vats nach Anspruch 9, wobei das Verfahren weiter
zwischen Schritt ¢) und d) den Schritt
¢') Umsetzung unter milden Bedingungen mit einem
Aquivalent eines Nukleophils
umfasst.

11. Verfahren zur Herstellung eines Xanthenderi-
vats nach Anspruch 9, wobei das Verfahren weiter
zwischen Schritt ¢) und d) den Schritt
¢') Umsetzung unter milden Bedingungen mit min-
destens zwei Aquivalent eines Nukleophils
umfasst.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei
das Nukleophil ein Biomolekiil ist.

13. Verwendung des Xanthenderivats nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 8 zum Nachweis eines Bio-
molekiils in einer Probe.

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei das
Biomolekdl ein Protein oder eine Nukleinsaure ist.

15. Xanthenkonjugat, erhalten durch Umsetzung
eines Xanthenderivats nach einem der Anspriiche
1-4 mit einem Biomolekiil in einem Verfahren nach
Anspruch 12.

16. Kit, umfassend das Xanthenderivat nach ei-
nem der Anspruche 1-8 und gegebenenfalls einen
oder mehrere Hilfsstoffe.

17. Kit nach Anspruch 16, wobei der eine oder
die mehreren Hilfsstoff(e) aus Lésungsmittel, Puffer
oder Salzen, Konservierungsstoffen und Stabilisato-
ren ausgewahlt sind.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Rhodamin
Fluorescein Rhodol

Lactonform
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Synthese von

3'-Mesyl-fluorescein

2010.03.25

Oo
1 SO

——ﬁ\o
o)
Chemical Formula:C H O S
Exact Mass: 410.05

Durchfithrung Methode A
Ansatz: Fluorescein 1g (3,0

mmol)Methansulfonsdurechlorid 232 uL

(2,7 mmol)
Reinigung: Umkristallisierung aus

Dichlormethan/Methanol (98/2 v/v).
Ausbeute 90%
Charakterisierung

Fluoreszenzemissionsspektrum bei Anregung
bei 499 nm

Anregungsspektrum fiir
Fluoreszenzemission bei 522 nm

— =1
g g
q o
g B
E L
509 600 700 300 400 500
Wellenlénge [nm] Wellenléange [nm]
FT-IR

Transmission [%]

i

b

3000 2000

Wellenzah! [cm1)

Maldi: m/z 411 [MH]".

|

Figur 3
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Synthese von

3’,6’-Dimesylfluoran

2010.03.25

C22H1605S>
Mol. Wt.: 488.487
Durchfithrung;: Methode B
Ansatz: Fluorescein: 3g (9,0 mmol)
Methansulfonsidurechlorid 2,78 ml (36
mmol)
Reinigung: Umkristallisieren aus Dichlormethan
Ausbeute : 95%
Charakterisierung "H-NMR, UV- VIS Absorptionsspektrum,
FT-IR
"H-NMR (D6-DMSO) UV-VIS Absorptionsspektrum
| 075
i
0.25¢
. | o, - ‘
l . “ 200 400 800
Ll - e i Wellenlange [nm]
90 70 50 30  ppm
FT-IR
100 _ ;
- WLV
2 9 r 1 ' 1 F il A
£ i
~== I
el , n
= I Woll
Y S T T SO TR TP S MR N S I R R R S TSR
4000 2800 1400 1000

WeIIenz%aor?lo[cm"]
Figur 4
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Synthese: Q
3'-Piperidinyl-thodol O

o
O:go‘orl

Durchfiihrung Methode C
Ansatz Fluorescein: 1g (3,0 mmol)
Methansulfonséurechlorid 232 uL (2,7 mmol)
Piperidin 1,8 mL (18,0 mmol)
Reinigung: Saulenchromatographische Aufreinigung (Flash) tiber Kieselgel
Stufengradient Dichlormethan/Methanol (9:1, 5:1, 1:1).
Ausbeute: 80 %
Charakterisierung UV-VIS Absorption, Fluoreszenzemission,
Fluoreszenzanregung, lH-NMR, FT-IR
Fluoreszenzemissionsspektrum bei Anregung Anregungsspektrum fiir Fluoreszenzemission
bei 503 nm _ bei 534 nm
8 - .
e 8, |
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E 2
w . . £
. . . u :
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Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
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) [ 05
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. g 03
- | B
2 .
:. 20,1
i 0
- - 200 ’ 400 600
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FT-IR
= 100
E‘
8
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0
£
[72]
§
= 70 i - N N N N . A
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Wellenzahl [em™]

Figur 5
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Rhodol-3'-jeffamin-148 Q O

O
HO O 0 O H/\/O\/\O/\/NHZ

Durchfithrung: Methode C
Ansatz Fluorescein: 0,5g (1,5 mmol)

Methansulfonsaurechlorid 100 uL (1,35 mmol)

Jeffamine 148 (CAS Nr 929-59-9) 268 mg (1,8 mmol)
Reinigung: Saulenchromatographischie (Flash)

Kieselgel

Stufengradient Dichlormethan/Methanol (9:1, 5:1, 1:1).
Ausbeute: 70 %
Charaktenisierung UV-VIS Absorption, Fluoreszenzemission,

Fluoreszenzanregung, 'H-NMR

Fluoreszenzemissionsspektrum bei Anregung | Anregungsspektrum fiir Fluoreszenzemission bei

bel 498 NI e 523 nm
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w o
55060 700 300 400 500
‘ Wellen?énge [nm] Wellenlénge [nm]

Absorption
o
oS
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Nm e ey

Wellenlédnge [nm]
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"‘: 70 "

3000

2000 1600 1000
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Figur 6
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Synthese:
3',6°-Di-Piperidinylrthodamin

O

oW,
e
C3gH3pN, 05

Exact Mass: 466.2256
Mol. Wt.: 466.5708

Durchfithrung: Methode D
Ansatz Fluorescein: 0,5 g (1,5 mmol)
Methansul fonsdurechlorid 700 mg (6 mmol)
Piperidin 1,5 mL (15 mmol)
Reinigung: Saulenchromatographischie (Flash)
Kieselgel
Stufengradient Dichlormethan/Methanol
(9:1, 5:1, 1:1).
Ausbeute: 70 %
Charakterisierung UV-VIS Absorption, Fluoreszenzemission,
Fluoreszenzanregung, | H-NMR, FT-IR
UV-VIS Absorption 'H-NMR (D4-Methanol)
0.9
0.5 “’ ]
ool I da
0.1
200 300 400 500 600 |ppm 70 50 30 10
Wellenldnge [nm] ‘ _ '
Fluoreszenzemissionsspektrum bei Anregung bei | Anregungsspektrum fiir

512 nm _ Fluoreszenzemission bei 573 nm
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FT-IR . 100
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Figur 7

18/21



DE 10 2008 047 689 A1

Synthese von 3°6°-bis(jeffamin 154)-rhodamin

2010.03.25

O

0o

iilll o llliil I“//\\V/C)\\//h\t)//\\v/’qHz

HzN\/\o/\/O\/\N
Durchfiihrung; Methode D
Ansatz
Reinigung: Préaparative TLC Kiesegel
Gradientenelution Dichlormethan/Methanol
(9:1,5:1, 1:1).
Ausbeute: n.d.
Charakterisierung UV-VIS Absorption, Fluoreszenzemission,
Fluoreszenzanregung, 'H-NMR, FT-IR
UV-Absorptionsspektrum "H-NMR (D6-DMSO)
07 !
0.6
c |05 [
2 o4
g- !
2|02 !
< |02 .
0.1 i 1 A
0
200 Wellenlédnge [nm]  s00 600 P " A A VI

Anregungsspektrum fiir Fluoreszenzemission

Fluoreszenzemissionsspektrum bei

bei 545nm Anregung bei 530 nm
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100
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E
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Synthese von 3-glycin-6"-(jeffamin 154)-rthodamin
o

3§
HOY\{:I* O o O ﬂf\/o\/\o/\/NH

0
Chemical Formula:C H NO

Exact Mass: 519.20
Durchfithrung: Methode E
Ansatz Fluorescein: 0,5 g (1,5 mmol)

Methansul fonsaurechlorid 350 pL (4,5 mmol)
Glycin 112 mg (1,5 mmol)
Jeffamine 148 (CAS Nr 929-59-9) 560 mg (3,75 mmol)

Reinigung: Saulenchromatographie an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (9:1, 5:1, 1:1).
Ausbeute: 20%
Charakterisierung UV-VIS Absorption, Fluoreszenzemission,
UV-Absorptionsspektrum Fluoreszenzamegu{lg, 'H-NMR
14 L
c i
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e y
[*] L
5 0.6 :
0.2 [
. : e M i y
200 300 400 500 600 ' — - - -
Wellenlange [nm] ppm 70 5.0 30
Anregungsspektrum flir Fluoreszenzemission Fluoreszenzemissionsspektrum bei
bei 524 nm Anregung bei 499 nm

Emission [au}
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Figur 9
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Synthese von 0 O
3’-(pentapeptidyl)-6’-mesyl-rhodol o

NH2-Asp-Lys-Gly-Asp-Gly-FL-Ms

Chemical Formula: C39H43N70158
Exact Mass: 881.25

Durchfiihrung: Methode F
Ansatz Rink-AM Harz 175 mg (100 pmol)
Dimesylfluorescein 500 mg (1 mmol) aus Beispiel 2
Reinigung: Préparative DC
Ausbeute: 20% (bezogen auf Rink-AM Harz)
Charakterisierung MALDI-TOF, 'H-NMR, CH-COSY-NMR
MALDI: 882 [MH]+ "H-NMR (D6-DMSO)
Maldi MS . : o
- NHyCHg - | E_
3 _
E e :
2 J' | . :
g k
=l || i w h by
Tttt A HI,,W i hxlm Muh
M‘uuﬂll.:n“ O l.z ..u ‘* W R
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m/z ratio
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CH-COSY-NMR
Figur 10
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