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Beschreibung
Stand der Technik

[0001] Cyanin-Farbstoffe und damit verwandte Polymethin-Farbstoffe mit lichtabsorbierenden Eigenschaften
sind bereits in photographischen Filmen verwendet worden. Obgleich solche Farbstoffe lichtabsorbierende Ei-
genschaften erfordern, bendtigen sie keine Lumineszenz-(Fluoreszenz- oder Phosphoreszen-)Eigenschaften.
Cyanin-Farbstoffe mit Lumineszenz-Eigenschaften haben bislang eine nur sehr eingeschrankte Verwertung er-
fahren. Eine solche Verwendung ist beispielsweise die Markierung der Sulfhydrylgruppe von Proteinen. In ei-
nem Bericht, Salama, G., Waggoner, A.S. und Abramson J., wird unter dem Titel "Sulfhydrylreagens-Farbstoffe
I6sen die rasche Freisetzung von Ca*" aus Sarcoplasmin-Reticulum-Blaschen (SR)" aus Biophysical Journal,
47, 456a (1985), festgestellt, dal’ Cyanin-Chromophore mit einer lodacetylgruppe zur Bildung von kovalenten
Bindungen mit Sulfthydrylgruppen auf dem Sarcoplasmin-Reticulum-Protein bei einem pH-Wert von 6,7, um die
Ca*'-Freisetzung auszuldsen, verwendet wurden. In dem Bericht heift es auch, daB Fluoreszenz-Farbstoffe
dazu verwendet wurden, um diese Proteine zu markieren und zu isolieren.

[0002] Ineinem Bericht von Waggoner, A.S., Jenkins, P.L., Carpenter, J.P. und Gupta, R. mit dem Titel "Kinetik
von Konformationsveranderungen in einem Bereich des Rhodopsin-Molekiils, von der Retinyliden-Bindungs-
stelle entfernt" in Biophysical Journal, 33, 292a (1981), stellen die Autoren fest, dal3 die Sulfhydrylgruppe auf
dem F1-Bereich von Vieh-Rhodopsin mit einem Cyanin-Farbstoff mit einer Absorption bei 660 nm kovalent
markiert worden ist. Auch gemalR diesem Bericht werden Cyanin-Farbstoffe zum spezifischen Markieren der
Sulfhydrylgruppe eines Proteins verwendet. Die Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen wird jedoch in die-
sem Bericht nicht beschrieben.

[0003] Ein Artikel mit der Uberschrift "Internationaler Workshop iiber die Anwendung von Fluoreszenz-Pho-
tobleichungstechniken auf Probleme der Zellbiologie" von Jacobson K., Elson E., Koppel D., Webb W. in Fed.
Proc. 42:72-79 (1983), berichtet tiber einen Artikel, der von A. Waggoner eingereicht wurde.

[0004] Dieser bezieht sich auf Fluoreszenz-Sonden vom Cyanintyp, die an Proteine konjugiert werden kon-
nen und die im tieferen Rotbereich des Spektrums angeregt werden kénnen.

[0005] In den obengenannten drei Berichten werden als einzige Cyanin-Sonden nur solche erwahnt, die sich
kovalent spezifisch an die Sulfhydrylgruppe eines Proteins anheften. Die einzige speziell genannte Cyaninver-
bindung ist eine solche, die eine lodacetylgruppe aufweist, welche Gruppe bewirkt, dal’ der Cyanin-Farbstoff
gegeniber der Sulfhydrylgruppe kovalent reaktiv wird. In keinem der obenangegebenen Berichte wird die ko-
valente Reaktion eines Cyanin-Farbstoffs mit irgendeinem anderen Material als einem Protein oder mit ir-
gendeiner anderen Gruppe auf einem Protein als einer Sulfhydrylgruppe beschrieben.

[0006] Viele Nicht-Proteinmaterialien haben jedoch keine Sulfhydrylgruppen, und viele Proteine weisen keine
genugende Anzahl von Sulfhydrylgruppen auf, um diese Gruppen flir die Zwecke der Fluoreszenz-Sondierung
geeignet zu machen. Dazu kommt noch, da Sulfhydrylgruppen (-SHSH-) leicht zu Disulfiden (-S-S-) in Ge-
genwart von Luft oxidiert werden und daher fiir die kovalente Anheftung an eine Fluoreszenz-Sonde nicht mehr
verfigbar werden.

[0007] Erfindungsgemal wurden nun Cyanin- und damit verwandte Polymethin-Farbstoffe entwickelt, die
Substituentengruppen besitzen, die unter geeigneten Reaktionsbedingungen nicht nur mit Sulfhydrylgruppen,
sondern auch mit Amin-(-NH,-) und Hydroxy-(-OH-)Gruppen oder anderen Gruppen, wie Alde-
hyd-(-CHO-)Gruppen, auf Proteinen und anderen Materialien kovalent reaktiv sind, um eine Fluoreszenz- und
Phosphoreszenz-Erfassung dieser Materialien zu ermoglichen. Durch die Erfindung werden erhebliche Vortei-
le gegeniber der Verwendung der lodacetyl-Cyanin-Farbstoffe nach dem Stand der Technik und ihrer spezifi-
schen Reaktivitat mit Sulfhydrylgruppen realisiert. Amin- und Hydroxygruppen herrschen in Proteinen und an-
deren Materialien starker vor als Sulfhydrylgruppen, und sie sind stabiler. Wenn daher Fluoreszenz-Cya-
nin-Farbstoffe zur Erfassung des Vorhandenseins von bestimmten Proteinen verwendet werden, wird ein star-
keres Fluoreszenz- oder Phosphoreszenz-Lichtintensitatssignal abgegeben, weil eine grolRere Anzahl von
Farbstoffmolekilen an das zu sondierende Protein angeheftet werden kann. Weiterhin werden Amin- und Hy-
droxygruppen leichter an Komponenten, die markiert werden sollen, wie Polymerteilchen, die von Natur aus
weder Sulfhydryl-, Amin- oder Hydroxygruppen enthalten, angeheftet.

[0008] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren, bei dem Lumineszenz-Cyanin-Farbstoffe, die eine Gruppe
enthalten, die mit Amingruppen oder Hydroxygruppen oder anderen reaktionsfahigen Gruppen kovalent reaktiv
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sind, dazu verwendet werden, um Proteine oder andere Materialien mit einer Amin- oder Hydroxygruppe oder
einer anderen Gruppe, die dazu imstande ist, sich mit dem Farbstoff in einem Gemisch umzusetzen, verwen-
det, so da® das Vorhandensein und das Ausmal des markierten Proteins oder des anderen Materials erfaf3t
werden kann, nachdem die markierten Komponenten durch chromatographische Methoden abgetrennt wor-
den sind. Nach den obenangegebenen Druckschriften wurde offenbar die Sulfhydrylgruppe speziell deswegen
fur die kovalente Reaktion ausgewahlt, weil sich auf einem Proteinmolekul so wenige dieser Gruppen befinden
und weil in manchen Fallen die Sulfhydrylgruppe in der Funktion des Proteins eine signifikante Rolle spielt. Die
Autoren konnten daher annehmen, daf der spezielle Ort einer Sulfhydrylgruppe auf einer Proteinstruktur fest-
gestellt werden kann. GemalR diesen Druckschriften wurde der fir die Sulfhydrylgruppe spezifische Farbstoff
auch als Sonde verwendet, um Strukturveranderungen in einem speziellen Protein zu erfassen oder zu erzeu-
gen. Um eine Veranderung der Lichtabsorption durch den Farbstoff oder das durch die Farbstoffbindung frei-
gesetzte Calciumion zu interpretieren, war es erforderlich, zu wissen, wo die Sonde gebunden ist.

[0009] Da auf den meisten Proteinmolekilen so wenige Sulfhydrylgruppen sind, kénnen diese Gruppen nicht
genugend zahlreich sein, um eine angemessene Gesamtlumineszenz fur Erfassungsuntersuchungen zu erge-
ben. Demgegenuber sind Amin- und Hydroxygruppen signifikant zahlreicher, und sie sind auf einem Protein-
molekuil weit dispergiert, wodurch es ermdglicht wird, dafl eine Fluoreszenz-Sonde an vielfache Stellen auf
dem Molekil angefligt wird, wodurch eine Interpretation der Lichtabsorptions- und Fluoreszenzveranderungen
durch Erleichterung der Erfassung des Proteins ausgeschlossen wird.

[0010] Die vorliegende Erfindung betrifft die Markierung mit Lumineszenz-Polymethin-Cyanin- und verwand-
ten Polymethin-Farbstoffen, wie Merocyanin- und Styryl-Farbstoffen, von Proteinen und anderen Materialien
mit Einschlu® von Nucleinsduren, DNA, Arzneimitteln, Toxinen, Blutzellen, mikrobiellen Materialien, Teilchen,
Kunststoff- oder Glasoberflachen, Polymermembranen etc. an einer Amin- oder Hydroxystelle auf den genann-
ten Materialien. Die Farbstoffe sind vorteilhafterweise in einem walrigen oder einem anderen Medium, in dem
das markierte Material enthalten ist, 16slich. Die vorliegende Erfindung betrifft ein zweistufiges Markierungsver-
fahren zusatzlich zu einem einstufigen Markierungsverfahren. Bei dem zweistufigen Markierungsverfahren
kann eine primare Komponente, wie ein Antikdrper, an Stellen darauf mit Einschluf von Amin-, Hydroxy-, Al-
dehyd- oder Sulfhydrylstellen, markiert werden, und die markierte Komponente wird als Sonde fiir die sekun-
dare Komponente, wie ein Antigen, fir das der Antikdrper spezifisch ist, verwendet.

[0011] Gemal dem oben diskutierten Stand der Technik wurde die Spezifizitat der Stelle der Anheftung durch
eine Cyanin-Sonde dadurch erhalten, dalk eine Sonde verwendet wurde, die gegenuber einer Sulfhydrylgruppe
kovalent reaktiv ist. Gemal dem erfindungsgemaRen zweistufigen Verfahren kénnen Cyanin- und damit ver-
wandte Sonden in einer ersten Stufe mit Amin-, Aldehyd-, Sulfhydryl-, Hydroxy- oder anderen Gruppen auf ei-
ner ersten Komponente, wie einem Antikdrper, umgesetzt werden, worauf der Antikorper die gewtinschte Spe-
zifizitat in einer zweiten Komponente, wie einem Antigen, in einer zweiten oder Anfarbungsstufe erhalten kann,
wobei die Spezifizitdt durch die Antigenstelle der Anheftung an den Antikdrper bestimmt wird.

[0012] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Lumineszenz-Polymethin-Cyanin-Verbindungen und damit ver-
wandte Verbindungen, die Gruppen enthalten, die sie in die Lage versetzen, kovalent an Amin-, Hydroxy-, Al-
dehyd- oder Sulfhydrylgruppen auf einem Targetmolekul angeheftet zu werden. Die Erfindung richtet sich wei-
terhin auf monoklonale Antikérper und andere Komponenten, die mit diesen Lumineszenz-Cyanin-Verbindun-
gen markiert sind und die dazu imstande sind, Sonden flir Antigene zu sein. Wenn das Target eine Zelltype ist,
dann kann die vorliegende Erfindung dazu verwendet werden, die Menge der markierten Antikérper zu mes-
sen, die an die genannte Zelltype angeheftet ist. Die Messung kann in der Weise erfolgen, dafd man die relative
Helligkeit oder Abschwachung der Lumineszenz der Zellen erfal3t.

[0013] Die vorliegende Erfindung kann dazu verwendet werden, die Konzentration eines bestimmten Proteins
oder einer anderen Komponente in einem System zu bestimmen. Wenn die Anzahl der reaktiven Gruppen auf
einem Protein, das mit einer Sonde umgesetzt werden kann, bekannt ist, dann ist die Fluoreszenz pro Molekdil
bekannt, und die Konzentration dieser Molekiile in dem System kann anhand der Gesamt-Lumineszenzinten-
sitat des Systems ermittelt werden.

[0014] Das Verfahren kann dazu angewendet werden, um eine Vielzahl von Proteinen oder anderen Materi-
alien in einem System quantitativ zu bestimmen, indem man alle eines Gemisches von Proteinen in dem Sys-
tem markiert und sodann die markierten Proteine durch irgendwelche MaRnahmen, wie chromatographische
MaRnahmen, abtrennt. Die Menge der abgetrennten Proteine, die lumineszieren, kann bestimmt werden. In
chromatographischen Erfassungssystemen kann der Ort des Farbstoffs auf dem markierten Material ermittelt
werden.
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[0015] Die Erfindung kann auch dazu verwendet werden, um die Anzahl von verschiedenen Zellen, die mit
einem Antikorper etikettiert sind, zu bestimmen. Diese Bestimmung kann in der Weise erfolgen, dafl man eine
Vielzahl von Typen der Zellen in einem System etikettiert und sodann die etikettierten Zellen aufRerhalb des
Systems abtrennt. Auch kénnen die etikettierten Zellen von nichtetikettierten Zellen aul3erhalb des Systems
abgetrennt werden.

[0016] Eine weitere Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung umfallt ein Multiparameter-Verfahren, bei
dem eine Vielzahl von Lumineszenz-Cyanin- oder verwandten Farbstoffen verwendet wird, die jeweils an eine
Vielzahl von verschiedenen primaren Komponenten, wie Antikdrpern, angeheftet sind, wobei jeder Farbstoff
fur eine unterschiedliche sekundare Komponente, wie ein Antigen, spezifisch ist, um jeden einer Vielzahl der
genannten Antigene in einem Gemisch von Antigenen zu identifizieren. Gemaf dieser Ausfihrungsform wird
jeder der genannten Antikdrper gesondert mit einem Farbstoff mit verschiedener Lichtabsorption und verschie-
denen Lumineszenzwellenldngen-Eigenschaften als der Farbstoff, der zur Markierung der anderen Sonden
verwendet wird, markiert. Sodann werden alle markierten Antikdrper zu einem zu analysierenden biologischen
Praparat gegeben, das sekundare Komponenten, wie Antigene, enthalt, welche jeweils durch bestimmte mar-
kierte Antikdrper angefarbt werden kénnen. Irgendwelche nichtumgesetzten Farbstoffmaterialien kdnnen aus
dem Préparat beispielsweise durch Auswaschen entfernt werden, wenn sie die Analyse stéren. Das biologi-
sche Praparat wird sodann einer Vielzahl von Anregungswellenlangen ausgesetzt, wobei jede verwendete An-
regungswellenlange die Anregungswellenlange eines bestimmten konjugierten Farbstoffs ist. Ein Lumines-
zenz-Mikroskop oder ein anderes Lumineszenz-Erfassungssystem, wie ein FlieR-Cytometer oder ein Fluores-
zenz-Spektrophotometer, das Filter oder Monochrometer zur Auswahl der Strahlen der Anregungswellenlange
und zur Auswahl der Wellenlangen der Lumineszenz aufweist, wird dazu verwendet, um die Intensitat der
Strahlen der Emissionswellenlange, die der Anregungswellenlange entspricht, zu bestimmen. Die Intensitat
der Lumineszenz bei Wellenlangen, die der Emissionswellenlange eines bestimmten konjugierten Farbstoffs
entspricht, zeigt die Menge des Antigens an, die an den Antikdrper gebunden ist, an den der Farbstoff angefligt
ist. In bestimmten Fallen kann eine einzige Wellenlange der Anregung dazu verwendet werden, um Lumines-
zenz von zwei oder mehreren Materialien in einem Gemisch zu erregen, wobei jede Fluoreszenz bei einer ver-
schiedenen Wellenlange und die Menge jeder markierten Art dadurch gemessen werden kann, daf3 man ihre
individuelle Fluoreszenzintensitat bei der jeweiligen Fluoreszenzwellenlange erfallt. Gewiinschtenfalls kann
eine Lichtabsorptions-Erfassungsmethode angewendet werden. Das erfindungsgemale Zweistufen-Verfah-
ren kann auf ein beliebiges System angewendet werden, bei dem ein mit einem Farbstoff konjugiertes primares
Material und dem Farbstoff ge- oder Lichtabsorptions-Erfassungssystem verwendet wird, um das Vorhan-
densein eines anderen Materials zu erfassen, auf das das Konjugat aus dem primaren Material in dem Farb-
stoff gerichtet ist. So kann beispielsweise der Farbstoff an ein Fragment von DNA oder RNA konjugiert sein,
um ein mit Farbstoff konjugiertes DNA- oder RNA-Fragment zu bilden, das sodann auf einen Hauptstrang von
DNA oder RNA gerichtet wird, zu dem das Stiick komplementar ist. Das gleiche Testverfahren kann dazu ver-
wendet werden, um das Vorhandensein von irgendeinem komplementaren Hauptstrang von DNA zu erfassen.

[0017] Die erfindungsgemafien Cyanin- und damit verwandten Farbstoffe sind besonders gut fir die Analyse
eines Gemisches von Komponenten geeignet, bei dem Farbstoffe einer Vielzahl von Anregungs- und Emissi-
onswellenlangen erforderlich sind, weil spezielle Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe synthetisiert werden
koénnen, die einen weiten Bereich von Anregungs- und Emissionswellenlangen haben. Spezielle Cyanin- und
damit verwandte Farbstoffe mit spezifischen Anregungs- und Emissionswellenldngen kénnen synthetisiert
werden, indem die Anzahl der Methingruppen variiert wird oder indem die Cyanin-Ringstrukturen modifiziert
werden. Auf diese Weise ist es moglich, Farbstoffe mit besonderen Anregungswellenlangen zu synthetisieren,
um einer besonderen Anregungs-Lichtquelle, wie einem Laser, zum Beispiel einem HeNe-Laser oder einem
Diodenlaser, zu entsprechen.

[0018] Die Erfindung betrifft die kovalente Reaktion von hochlumineszenten und hochlichtabsorbierenden Cy-
anin- und damit verwandten Farbstoffmolekiilen unter Reaktionsbedingungen mit Amin-, Hydroxy-, Aldehyd-,
Sulfhydryl- oder anderen Gruppen auf Proteinen, Peptiden, Kohlenhydraten, Nucleinsauren, derivatisierten
Nucleinsauren, Lipiden, bestimmten anderen biologischen Molekilen, biologischen Zellen sowie nichtbiologi-
schen Materialien, beispielsweise |6slichen Polymeren, Polymerteilchen, Polymeroberflachen, Polymermem-
branen, Glasoberflachen und anderen Teilchen und Oberflachen. Da die Lumineszenz hochempfindliche opti-
sche Techniken umfalt, kann die Anwesenheit dieser Farbstoff-"Etiketten" erfal3t und selbst dann quantitativ
bestimmt werden, wenn das "Etikett" nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Somit kdnnen die Farbstoff-
markierungs-Reagentien dazu verwendet werden, die Menge eines Materials, das markiert worden ist, zu mes-
sen. Die am besten geeigneten Farbstoffe sind hoch lichtabsorbierend (¢ = 70.000 bis 250.000 I/mol-cm oder
héher) und sehr lumineszent, und sie haben Quantenausbeuten von mindestens 5% bis 80% oder mehr. Die
qualitativen Eigenschaften betreffen die Farbstoffe selbst und Farbstoffe, die an ein markiertes Material konju-
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giert sind.

[0019] Eine wichtige Anwendung fir diese Farbmarkierungs-Reagentien ist die Herstellung von lumineszie-
renden monoklonalen Antikérpern, Monoklonale Antikérper sind Proteinmolekiile, die sich sehr eng und sehr
spezifisch an bestimmte chemische Stellen oder "Marker" auf Zelloberflachen oder innerhalb von Zellen bin-
den. Diese Antikdrper besitzen daher eine enorme Forschungseignung und klinische Eignung zur Identifizie-
rung von bestimmten Zelltypen (zum Beispiel HLA-Klassifizierung, T-Zell-Subsets, Bakterien- und Virenklassi-
fizierung etc.) und erkrankte Zellen. In der Vergangenheit ist die Menge des an eine Zelle gebundenen Anti-
korpers dadurch quantitativ bestimmt worden, daf® man den Antikérper auf verschiedene Weise markiert hat.
Das Markieren ist mit einer radioaktiven Markierung (Radioimmuno-Assay), einem Enzym (ELISA-Techniken)
oder einem Fluoreszenz-Farbstoff (gewohnlich Fluorescein, Rhodamin, Texasrot® oder Phycoerythrin) bewerk-
stelligt worden. Die meisten Hersteller und Anwender von klinischen Antikérper-Reagentien mdchten von den
mit der Verwendung von radioaktiven Tracern inharenten Problemen wegkommen, so da® die Lumineszenz
als eine der vielversprechendsten Alternativen angesehen wird. Tatsachlich liefern nunmehr viele Firmen mit
Fluorescein, Texasrot®, Rhodamin und Phycoerythrin markierte monoklonale Antikérper.

[0020] In den letzten Jahren ist die optische/elektronische Instrumentierung fiir die Erfassung von fluoreszie-
renden Antikdrpern auf Zellen komplizierter geworden. So kann beispielsweise die Flie3-Cytometrie dazu ver-
wendet werden, um die Menge von fluoreszierendem Antikérper auf individuellen Zellen mit einer Rate von bis
zu 5.000 Zellen pro Sekunde zu bestimmen. Auch mikroskopische und Lésungs-Fluoreszenztechniken haben
Fortschritte erzielt. Diese Instrumente kénnen eine Fluoreszenz bei vielen Wellenldngen des UV-, sichtbaren
und nahen IR-Bereichs des Spektrums erregen. Doch kénnen die meisten der derzeit verfligbaren, verwend-
baren Fluoreszenz-Markierungs-Reagentien nur im 400- bis 580-nm-Bereich des Spektrums angeregt werden.
Die Ausnahmen sind einige der Pigmente vom Phycobiliprotein-Typ, die aus Meeresorganismen isoliert wor-
den sind und die kovalent an Proteine angeheftet werden kénnen. Diese kdnnen bei etwas niedrigeren Wel-
lenlangen angeregt werden. Es gibt daher ein grol3es Spektralfenster im Bereich von 580 bis ungefahr 900 nm,
wo es notwendig ist, dal neue Markierungs-Reagentien zur Markierung von biologischen und nichtbiologi-
schen Materialien verfligbar werden, wobei die Analyse mit der derzeit verfliigbaren Instrumentierung durchge-
fuhrt werden soll. Neue Reagentien, die in diesem Spektralbereich anregbar sind, wirden es ermoglichen, Mul-
tifarb-Lumineszenzanalysen von Markern auf Zellen durchzufihren, da Antikdrper mit verschiedenen Spezifi-
zitaten jeweils mit einem verschieden gefarbten Fluoreszenz-Farbstoff markiert werden kdnnten. Somit kdnnte
das Vorhandensein von mehreren Markern gleichzeitig fir jede analysierte Zelle bestimmt werden.

[0021] Die Erfindung betrifft auch lumineszierende (fluoreszierende oder phosphoreszierende) Cyanin-, Me-
rocyanin- und Styryl-Farbstoffe selbst, die an biologische und nichtbiologische Materialien kovalent angeknupft
werden koénnen. Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe werden fir die Zwecke dieser Erfindung als mit Cya-
nin-Farbstoffen verwandt angesehen. Die neuen Markierungs-Reagentien selbst, jedoch insbesondere dann,
wenn sie mit einer markierten Komponente konjugiert sind, kénnen durch Licht von ersten definierten Wellen-
langen, zum Beispiel durch Licht in Wellenlangenbereichen des Spektrums von 450 bis 900 nm, angeregt wer-
den. Die Hintergrund-Fluoreszenz von Zellen erfolgt im allgemeinen bei einer niedrigeren Wellenlange. Daher
werden sich die Markierungs-Reagentien gegentiber der Hintergrund-Fluoreszenz unterscheiden. Von beson-
derem Interesse sind die Derivate, die Licht bei 633 nm absorbieren, da sie durch billige, intensive, stabile und
langlebige HeNe-Laserquellen angeregt werden koénnen. Licht von zweiten definierten Wellenlangen, das
durch die markierte Komponente fluoresziert oder phosphoresziert wird, kann sodann erfallt werden. Das flu-
oreszierte oder phosphoreszierte Licht hat im allgemeinen eine groRere Wellenlange als das Anregungslicht.
In der Erfassungsstufe kann ein Lumineszenz-Mikroskop verwendet werden, das einen Filter zur Absorption
von Streulicht der Anregungswellenlange und zum Durchgang der Wellenlange hat, die der Lumineszenz ent-
spricht, die der jeweiligen Farbstoffmarkierung entspricht, die mit der Probe verwendet wird. Ein derartiges op-
tisches Mikroskop ist zum Beispiel in der US-PS 4 621 911 beschrieben.

[0022] Nicht alle Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe sind lumineszierend. Jedoch schlieRen die erfin-
dungsgemalen Farbstoffe solche Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe ein, die lumineszierend sind. Sie
sind relativ photostabil, und viele sind in der Reaktionslésung, vorzugsweise einer wafirigen Lésung, 16slich.
Die konjugierten Farbstoffe selbst, jedoch insbesondere, wenn sie mit einer markierten Komponente konjugiert
sind, haben molare Extinktionskoeffizieten (¢) von mindestens 50.000 und vorzugsweise mindestens 100.000
Liter pro mol-cm. Der Extinktionskoeffizient ist ein Mal} der Fahigkeit der Molekdle, Licht zu absorbieren. Die
erfindungsgemafen konjugierten Farbstoffe haben Quantenausbeuten von mindestens 2% und vorzugsweise
mindestens 10%. Dazu absorbieren und emittieren die erfindungsgemafen konjugierten Farbstoffe Licht im
Spektralbereich von 400 bis 900 nm und vorzugsweise im Spektralbereich von 600 bis 900 nm.
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Aufgabenstellung
Arylsulfonierte Farbstoffe

[0023] Es wurde nun gefunden, dal} die hierin beschriebenen Arylsulfonat- oder Arylsulfonsaure-Farbstoffe
ihrer Natur nach starker fluoreszierend sind und verbesserte Photostabilitdts- und Wasserldslichkeitseigen-
schaften haben als dhnliche Farbstoffe ohne Arylsulfonat- oder Arylsulfonsduregruppen. Die hierin verwende-
ten Bezeichnungen Arylsulfonat oder Arylsulfon saure sollen Arylsulfonsauregruppen oder Arylsulfonatgrup-
pen bezeichnen, wobei die genannten Gruppen an aromatische Ringstrukturen angefligt sind, mit Einschluf}
einer einzigen aromatischen Ringstruktur oder einer kondensierten Ringstruktur, beispielsweise einer Naph-
thalinstruktur. Die einzige aromatische Ringstruktur oder die kondensierte aromatische Ringstruktur kann in
Polymethin-, Cyanin-, Merocyanin- oder Styryl-Farbstoffen vorhanden sein.

[0024] Viele Farbstoffe mit planaren Molekularstrukturen mit Einschluf® von blichen Cyanin-Farbstoffen nei-
gen dazu, in walriger Lésung Dimere und Aggregate hdéherer Ordnung zu bilden, und zwar insbesondere
dann, wenn gleichfalls anorganische Salze vorhanden sind, wie es beispielsweise in gepufferten Lésungen und
physiologischer Kochsalzlésung der Fall ist. Diese Aggregate haben gewdhnlich Absorptionsbanden, die zu
der kurzen Wellenlangenseite der Monomerabsorption verschoben sind, und sie sind im allgemeinen sehr
schwach fluoreszierende Arten. Die Tendenz der Cyanin-Farbstoffe, in walriger Losung leicht Aggregate zu
bilden, ist insbesondere in der Photographie gut bekannt (West, W., und Pierce S., J. Phys. Chem., 69:2894
(1965); Sturmer, D.M., Spec. Top in Heterocyclic Chemistry, 30 (1974)).

[0025] Viele Farbstoffmolekile und insbesondere Cyanin-Farbstoffmolekdle neigen dazu, in waliriger Lésung
Aggregate zu bilden. Es ist gefunden worden, dal® die Arylsulfonat-Farbstoffe eine minimale Neigung haben,
diese Aggregate zu bilden. Bei Verwendung zur Bildung von fluoreszierenden Markierungs-Reagentien haben
die Arylsulfonat-Farbstoffe eine verminderte Neigung, Aggregate zu bilden, wenn sie mit hohen Oberflachen-
dichten an Proteine oder andere Molekiile, wie Antikérper, gebunden werden. Die Tendenz eines bestimmten
Farbstoffmolekils, Aggregate in einer Salzlésung (zum Beispiel 150 mM Natriumchlorid-Lésung) zu bilden,
kann als Mal} der Neigung des gleichen Farbstoffmolekils zur Bildung von Aggregaten auf der Oberflache von
Proteinen genommen werden. Fur Farbstoffmolekile wird es daher angestrebt, dal sie eine minimale Neigung
haben, in walrigen Salzlésungen Aggregate zu bilden. Die Werte der Fig. 2 zeigen, dal ein bestimmter aryl-
sulfonierter Farbstoff selbst bei hohen Konzentrationen in walriger Salzlésung nur eine niedrige Neigung hat,
Aggregate zu bilden.

[0026] Die Fig. 1 zeigt das Monomer-Absorptionsspektrum und das Dimer-Absorptionsspektrum eines typi-
schen Cyanin-Farbstoffs, gelost in einem walrigen Puffer. Der zur Erzeugung dieser Spektren verwendete
Farbstoff, N,N'-Di-sulfobutyl-indodicarbocyanin, weist keine Arylsulfonatgruppen auf und bildet selbst bei Kon-
zentrationen im submillimolaren Bereich leicht Dimere. Das Dimer-Spektrum wurde aus den Spektren des
Farbstoffs bei verschiedenen Konzentrationen errechnet (vgl. die Methode von West und Pearce, 1965). Bei
einer 3 mM-Konzentration in einer phosphatgepufferten Kochsalzlésung waren die Absorptionen der Mono-
mer- und Dimerbanden etwa gleich.

[0027] Das Spektrum des verbesserten Sulfoindodicarbocyanins, N,N'-Diethyl-indodicarbocyanin-5,5'-disul-
fonsaure, ist in Fig. 2 gezeigt. Dieser Farbstoff zeigte bei Konzentrationen bis zu 10 mM kein Anzeichen einer
Aggregation in der Kochsalzlésung.

[0028] Ublicherweise wird die Wirksamkeit, mit der sich ein bestimmter reaktiver Farbstoff an ein Protein, bei-
spielsweise einen Antikdrper, kuppelt, unter definierten Reaktionsbedingungen bestimmt. Der getestete Farb-
stoff war der Bis-N-hydroxysuccinimidester von N,N'-Di-carboxypentyl-indodicarbocyanin-5,5'-disulfonsaure.
Die Fig. 3 zeigt, dal3 dieser aktive Sulfocyanin-Farbstoff-Ester sich wirksam mit Schaf-Immunoglobulin in ei-
nem Carbonat-Puffer bei einem pH-Wert von 9,2 umsetzt, wodurch kovalent markierte Antikérpermolekile ge-
bildet werden, die ein Molverhaltnis von Farbstoff zu Antikdrper im Bereich von weniger als 1 bis mehr als 20,
je nach den relativen Farbstoff- und Antikdrperkonzentrationen, in der Reaktionslésung haben. Die Neigung
der linearen kleinsten Quadrate der Werte zeigen, daf3 unter diesen Bedingungen die Markierungswirksamkeit
dieses Farbstoffs etwa 80% ist. Bei ahnlichen Untersuchungen setzte sich Fluorescein-isothiocyanat (FITC)
mit einer Wirksamkeit von etwa 20% um.

[0029] Die Reaktivitat des aktiven Esters des neuen Sulfoindodicarbocyanin-Farbstoffs wurde dadurch unter-

sucht, daf3 Schaf-Immunoglobulin (IgG) markiert wurde. Das Protein (4 mg/ml) wurde in 0,1 m Carbonat-Puffer
(pH = 9,2) aufgeldst. Aliquote Teile des reaktiven Farbstoffs, geldst in wasserfreiem Dimethylformamid, wurden
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zu den Proteinproben gegeben, um die urspriinglichen Molverhaltnisse Farbstoff:Protein zu ergeben. Nach 30
Minuten wurde das Protein von dem unkonjugierten Farbstoff durch Gel-Permeationschromatographie (Seph-
adex G-50) abgetrennt. Die resultierenden Molverhaltnisse Farbstoff:Protein wurden spektrophotometrisch be-
stimmt, und sie sind in Fig. 3 dargestellit.

[0030] Bei niedrigen Verhaltnissen von Farbstoff zu Protein zeigen die Absorptionsspektren der markierten
Proteine Banden, die eng den Spektren des freien monomeren Farbstoffs entsprechen. Bei Antikdrpermoleku-
len, die stark markiert worden sind (hohe Verhaltnisse Farbstoff:Protein) oder die mit Farbstoffen mit grof3er
Neigung zur Aggregation in walrigen Lésungen markiert worden sind, wird oft festgestellt, daf} sie neue Ab-
sorptionspeaks haben, die bei kirzeren Wellenlangen erscheinen als die Absorptionsbanden des monomeren
Farbstoffs in walriger Lésung. Die Wellenlange des neuen Absorptionspeaks fallt haufig in einen Bereich, der
fur das Dimer-Absorptionsspektrum des Farbstoffs charakteristisch ist (vgl. Fig. 1).

[0031] Starker markierte Antikdrper haben héhere Verhaltnisse von kurzen zu langen Wellenlangen-Absorp-
tionspeaks. Dieser kurzere Wellenlangen-Absorptionspeak kann in Fig. 4 bei ungefahr 590 nm gesehen wer-
den. Der langere Wellenlangenpeak (bei 645 nm) in Fig. 4 ist auf monomere Farbstoffmolekile zurickzufiih-
ren, die an den Antikérper gebunden sind. Das Markierungs-Reagens, das verwendet wurde, um das Antikor-
per-Absorptionsspektrum in Fig. 4 herzustellen (der Bis-N-hydroxysuccinimidester von N,N'-Di-sulfobutyl-in-
dodicarbocyanin-5,5'-essigsaure) besitzt keine Arylsulfonatgruppen und bildet leicht in walrigen Salzlésungen
und auf Antikérpern, mit denen er umgesetzt worden ist, Dimere. Von entscheidender Bedeutung ist es, dal
die Fluoreszenz-Anregungsspektren dieser Antikdrper zeigen, dal® die Anregung der markierten Antikorper
beim kurzen Wellenlangenpeak nicht proportional so viel Fluoreszenz erzeugt wie es bei einer Anregung beim
langeren Wellenlangenpeak der Fall ist. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit der Idee, daR der
kirzere Wellenlangen-Absorptionspeak auf die Bildung von nichtfluoreszierenden Dimeren und Aggregaten
auf den Antikérpermolekilen zurtickzufiihren ist.

[0032] Es wurde gefunden, dall das zum Erhalt der Werte der Eig. 3 verwendete Markierungs-Reagens, be-
stehend aus einem Arylsulfonat-Cyanin-Farbstoff, auf den Antikérpermolekilen nicht ohne weiteres aggregiert.
Dies ergibt sich aus dem erheblich kleineren Absorptionspeak bei Wellenlangen, bei denen charakteristischer-
weise Dimere absorbieren (vgl. Eig. 5). Dies ist deswegen von Wichtigkeit, weil Antikérper und andere Prote-
ine, die mit diesen "nichtaggregierenden" Markierungs-Reagentien markiert worden sind, starker fluoreszieren-
de markierte Proteine ergeben sollten. Tatsachlich ergeben die Arylsulfocyanine selbst dann glanzend fluores-
zierende Antikérper, wenn das mittlere Verhaltnis Farbstoff pro Antikorper relativ hoch ist (vgl. Fig. 6).

[0033] Schaf-Immunoglobulin (IgG), das mit einem Carboxyindodicarbocyanin-Farbstoff markiert worden ist,
ist in Eig. 4 gezeigt. Die Eig. 5 zeigt das Protein, das mit dem neuen Sulfiindodicarbocyanin-Farbstoff konju-
giert worden ist. Die Anwesenheit von erhéhtem Dimeren (vgl. Fig. 1) in der erstgenannten Probe ist offensicht-
lich. Obgleich das Molverhaltnis Farbstoff:Protein bei beiden Praparaten ungefahr gleich war, war das in Fig. 5
dargestellte Protein erheblich starker fluoreszierend als die in Fig. 4 gezeigte Probe.

[0034] Um glanzende bzw. hell fluoreszierende Antikérper oder andere Proteine, die mit Fluoreszenz-Farb-
stoffen markiert worden sind, zu erhalten, ist es von Wichtigkeit, dal die mittlere Quantenausbeute pro Farb-
stoffmolekiil auf dem Protein so hoch wie mdglich ist. Es ist allgemein festgestellt worden, dalk, wenn die Ober-
flachendichte der Farbstoffmolekile auf dem Protein zunimmt (d.h., wenn das Verhaltnis von Farbstoff zu Pro-
tein zunimmt), dann die mittlere Quantenausbeute der Farbstoffe vermindert wird. Dieser Effekt ist manchmal
dem Ausldschen zugeschrieben worden, das als Ergebnis einer Farbstoff-Farbstoff-Wechselwirkung auf der
Oberflache von starker markierten Proteinen stattfindet. Die Bildung von nichtfluoreszierenden Dimeren auf
Proteinoberflachen kann mit Sicherheit zu diesem Ausléschen beitragen. Die Fig. 6 zeigt, dal die mittlere
Quantenausbeute eines Arylsulfocyanin-Farbstoffs langsam abnimmt, wenn das Farbstoff/Protein-Verhaltnis
zunimmt (Kurve mit Diamantensymbolen). Demgegenuber zeigt die Kurve mit den runden Symbolen, daR eine
sehr rasche Abnahme der mittleren Quantenausbeute flir das Konjugat eines Nicht-Arylsulfocyanin-Farbstoffs
(N,N'-Di-sulfobutyl-indodicarbocyanin-5-isothiocyanat) stattfindet, wenn das Farbstoff/Protein-Verhaltnis zu-
nimmt. Daher ergibt der in Fig. 6 gezeigte Sulfocyanin-Farbstoff stérker glanzend fluoreszierende Antikdrper
als der andere Farbstoff, und zwar insbesondere im Markierungsbereich von 1 bis 10 Farbstoffmolekiilen pro
Antikérpermolekdil.

[0035] Die mittlere Fluoreszenz-Quantenausbeute der einzelnen Farbstoffmolekiile auf den markierten Pro-
teinen ist ein Mal} des von diesen Biomolekilen erhaltlichen Fluoreszenzsignals. Werte von Schaf-Immuno-
globulin (IgG), das mit dem neuen Sulfoindodicarbocyanin-Farbstoff in phosphatgepufferter Kochsalzlésung
markiert worden war, sind in der Kurve mit Diamantensymbolen der Eig. 6 gezeigt. Die Kurve mit runden Sym-
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bolen der Fig. 6 zeigt Proteine, die mit einem reaktiven Indodicarbocyaninisothiocyanat-Farbstoff zum Ver-
gleich markiert worden sind. In Fig. 6 stellen die Quantenausbeuten bei einem Verhaltnis Farbstoff/Protein von
Null die Werte fir die Methylamin-Addukte der reaktiven Farbstoffe (freier Farbstoff) im Puffer dar.

Hintergrund-Verfahren

[0036] Lumineszenz-Sonden sind wertvolle Reagentien fiir die Analyse und Trennung von Molekilen und Zel-
len und fir die Erfassung und quantitative Bestimmung von anderen Materialien. Eine sehr kleine Anzahl von
lumineszierenden Molekdilen kann unter optimalen Umsténden erfalt werden. Barak und Webb sehen weniger
als 50 Fluoreszenz-Lipid-Analoge im Zusammenhang mit der LDL-Rezeption von Zellen unter Verwendung ei-
ner SIT-Kamera, J. Cell. Biol. 90:595-605 (1981). Die Flie3-Cytometrie kann dazu verwendet werden, um we-
niger als 10.000 Fluoresceinmolekule zu erfassen, die mit Teilchen oder bestimmten Zellen assoziiert sind
(Muirhead, Horan und Poste, Bio/Technology 3:337-356 (1985)). Einige spezielle Beispiele fir die Anwendung
von Fluoreszenz-Sonden sind (1) die ldentifizierung und Trennung von Subpopulationen von Zellen in einem
Gemisch von Zellen durch die Techniken der Fluoreszenz-FlieR-Cytometrie, der Fluoreszenz-aktivierten Zell-
sortierung und der Fluoreszenz-Mikroskopie; (2) die Bestimmung der Konzentration einer Substanz, die sich
an eine zweite Art bindet (zum Beispiel Antigen-Antikérper-Reaktionen), bei der Technik des Fluoreszenz-Im-
munoassays; (3) die Lokalisierung von Substanzen in Gelen und anderen unléslichen Tragern durch die Tech-
niken der Fluoreszenz-Anfarbung. Diese Techniken werden von Herzenberg et al., "Cellular Immunology", 3.
Auflage, Kapitel 22; Blackwell Scientific Publications, 1978 (Fluoreszenzaktiviertes Zellsortieren); und von
Goldman, "Fluorescence Antibody Methods", Academic Press, New York, 1968 (Fluoreszenz-Mikroskopie und
Fluoreszenz-Anfarbung); und in "Applications of Fluorescence in the Biomedical Sciences", herausgegeben
von Taylor et al., Alan Liss Inc., 1986, beschrieben.

[0037] Beider Verwendung von Fluoreszenzmitteln fiir die obigen Zwecke bestehen hinsichtlich der Wahl des
Fluoreszenzmittels viele Beschrankungen. Eine Beschrankung besteht in den Absorptions- und Emissionsei-
genschaften des Fluoreszenzmittels, da viele Liganden, Rezeptoren und Materialien in der Testprobe, zum
Beispiel Blut, Urin, Cerebrospinal-Flissigkeit, fluoreszieren und die genaue Bestimmung der Fluoreszenz der
fluoreszierenden Probe stéren. Diese Erscheinung wird als Autofluoreszenz oder Hintergrund-Fluoreszenz be-
zeichnet. Ein weiterer Gesichtspunkt ist die Fahigkeit des Fluoreszenzmittels, mit Liganden und Rezeptoren
und anderen biologischen und nichtbiologischen Materialien zu konjugieren, und der Effekt einer solchen Kon-
jugation auf das Fluoreszenzmittel. In vielen Situationen kann die Konjugierung an ein anderes Molekul zu ei-
ner wesentlichen Veranderung der Fluoreszenz-Eigenschaften des Fluoreszenzmittels fiihren und in manchen
Fallen sogar die Quantenleistung des Fluoreszenzmittels wesentlich zerstéren oder vermindern. Es ist auch
mdglich, dal die Konjugierung mit dem Fluoreszenzmittel die Funktion des zu markierenden Molekiils inakti-
viert. Eine dritte Erwagung liegt in der Quantenleistung des Fluoreszenzmittels, die fir eine empfindliche Er-
fassung hoch sein sollte. Eine vierte Erwagung ist die Lichtabsorptionsfahigkeit oder der Extinktionskoeffizient
des Fluoreszenzmittels, der so grofl® wie moglich sein sollte. Von Wichtigkeit ist auch, ob sich die Fluoreszenz-
molekiile miteinander umsetzen, wenn sie sich in enger Nahe befinden, was zu einem Selbstausléschen fiih-
ren wurde. Eine weitere Beflrchtung geht dahin, ob eine nichtspezifische Bindung des Fluoreszenzmittels an
andere Verbindungen oder Behalterwande entweder selbst oder in Verbindung mit der Verbindung, an die das
Fluoreszenzmittel konjugiert wird, erfolgt.

[0038] Die Anwendbarkeit und der Wert der obenbeschriebenen Methoden sind eng an die Verfiigbarkeit von
geeigneten fluoreszierenden Verbindungen gekoppelt. Insbesondere besteht ein Bedarf an fluoreszierenden
Substanzen, die in dem langeren Wellenlangenbereich des sichtbaren Bereichs (Gelb bis nahes Infrarot) emit-
tieren, da die Anregung dieser Chromophoren weniger Autofluoreszenz und auch vielfache Chromophoren er-
gibt, die bei verschiedenen Wellenlangen fluoreszieren, die gleichzeitig analysiert werden kénnen, wenn die
gesamten sichtbaren und die nahen Infrarotbereiche des Spektrums verwendet werden kénnen. Fluorescein,
eine weit verwendete fluoreszierende Verbindung, ist eine geeignete Emissionsverbindung im griinen Bereich,
obgleich bei bestimmten Immunoassays und Zellanalysensystemen die Hintergrund-Autofluoreszenz, welche
durch Anregung bei Fluorescein-Absorptionswellenlangen erzeugt wird, die Empfindlichkeit der Erfassung be-
schrankt. Jedoch hat sich das herkémmliche rotfluoreszierende Markierungsmittel Rhodamin als weniger wirk-
sam als Fluorescein erwiesen. Texasrot® ist ein geeignetes Markierungsmittel, das bei 578 nm angeregt wer-
den kann und maximal bei 610 nm fluoresziert.

[0039] Phycobiliproteine haben einen wichtigen Beitrag wegen ihres hohen Extinktionskoeffizienten und der
hohen Quantenausbeute gemacht. Diese Chromophor enthaltenden Proteine kdnnen kovalent an viele Prote-
ine gebunden werden, und sie werden in Fluoreszenz-Antikérper-Assays in der Mikroskopie und der FlieR-Cy-
tometrie verwendet. Die Phycobiliproteine haben jedoch folgende Nachteile: (1) die Protein-Markierungsver-
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fahrensweise ist relativ komplex; (2) die Protein-Markierungsleistung ist gewéhnlich nicht hoch (typischerweise
ein Mittel von 0,5 Phycobiliprotein-Molektile pro Protein); (3) das Phycobiliprotein ist ein Naturprodukt, und sei-
ne Herstellung und Reinigung ist komplex; (4) die Phycobiliproteine sind teuer; (5) es sind keine Phycobilipro-
teine als Markierungs-Reagentien verfugbar, die weiter zum roten Bereich des Spektrums als Allophycocyanin
fluoreszieren, welches maximal bei 680 nm fluoresziert; (6) die Phycobiliproteine sind chemisch relativ instabil;
(7) sie sind leicht einer Photobleichung unterworfen; (8) die Phycobiliproteine sind gro3e Proteine mit Moleku-
largewichten im Bereich von 33.000 bis 240.000, und sie sind grof3er als viele Materialien, die markiert werden
sollen, wie Metabolite, Arzneimittel, Hormone, derivatisierte Nucleotide und viele Proteine mit Einschluf® von
Antikérpern. Der letztgenannte Nachteil ist von besonderer Wichtigkeit, da Antikdrper, Avidin, DNA-Hybridisie-
rungs-Sonden, Hormone und kleine Molekiile, die mit den groRen Phycobiliproteinen markiert sind, nicht dazu
imstande sein kdnnen, sich an ihre Targets wegen sterischer Begrenzungen zu binden, die durch die GroRe
des konjugierten Komplexes auferlegt werden. Die Bindungsrate von Konjugaten an Targets ist gegentiber nie-
dermolekularen Konjugaten langsam.

[0040] Durch andere Techniken, wie Histologie, Cytologie, Immunoassays, wirden auch erhebliche Vorteile
durch die Verwendung eines Fluoreszenzmittels mit hoher Quanteneffizienz, Absorptions- und Emissionsei-
genschaften bei langeren Wellenlangen und mit einfacher Durchfiihrung der Konjugierung, die von einer
nichtspezifischen Interferenz im wesentlichen frei sind, erfahren.

[0041] Gemal der Erfindung werden reaktive fluoreszierende arylsulfonierte Cyanin- und damit verwandte
Farbstoffe mit relativ groRen Extinktionskoeffizienten und hohen Quantenausbeuten zum Zwecke der Erfas-
sung und quantitativen Bestimmung von markierten Komponenten verwendet.

[0042] Fluoreszierende Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe kbnnen zur Markierung von biologischen
Materialien, wie Antikdrpern, Antigenen, Avidin, Streptavidin, Proteinen, Peptiden, derivatisierten Nucleotiden,
Kohlenhydraten, Lipiden, biologischen Zellen, Bakterien, Viren, Blutzellen, Gewebezellen, Hormonen, Lym-
phokinen, biologischen Spurenmolekuilen, Toxinen und Arzneimitteln, verwendet werden. Fluoreszenz-Farb-
stoffe kdnnen auch zur Markierung von nichtbiologischen Materialien, wie 16slichen Polymeren und polymeren
und Glasteilchen, Arzneimitteln, Leitern, Halbleitern, Glas- und Polymeroberflachen, Polymermembranen und
anderen festen Teilchen, verwendet werden. Die zu markierende Komponente kann auch in einem Gemisch
mit anderen Materialien vorliegen. Das Gemisch, in dem die Markierungsreaktion stattfindet, kann ein flissiges
Gemisch, insbesondere ein walriges Gemisch, sein. Die Erfassungsstufe kann mit dem Gemisch in flissigem
oder trockenem Zustand, beispielsweise einem Objekttrager, durchgefihrt werden.

[0043] Erfindungsgemal ist es erforderlich, dal® Cyanin-Farbstoffe durch die Einarbeitung einer reaktiven
Gruppe in das Cyaninmolekul modifiziert werden. Diese reaktive Gruppe heftet sich kovalent an ein Ziel- bzw.
Targetmolekul, vorzugsweise an eine Amin- oder Hydroxystelle, und in manchen Fallen an eine Sulfhydryl-
oder Aldehydstelle. Die Erfindung verwendet auch die Modifizierung oder Verwendung von Cyanin- und damit
verwandten Farbstoffstrukturen, um ihre Ldslichkeit in der Testflissigkeit zu erhdhen, um (1) ihre Handhabung
bei Markierungsreaktionen leichter zu machen, (2) die Aggregation des Farbstoffs auf der Oberflache der zu
markierenden Proteine zu verhindern helfen und (3) die nichtspezifische Bindung von markierten Materialien
an biologische Materialien und an Oberflachen und die Assayvorrichtung zu verhindern helfen.

[0044] Die Cyanin- und die damit verwandten Farbstoffe bieten einen wichtigen Vorteil Gber derzeit verfligba-
re fluoreszierende Markierungs-Reagentien. Zum ersten sind Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe synthe-
tisiert worden, die in einem Bereich des Spektrums von 400 bis nahezu 1100 nm absorbieren und emittieren.
Somit kdnnen reaktive Derivate dieser Farbstoffe flir Assays hergestellt werden, die eine gleichzeitige Mes-
sung einer Anzahl von markierten Materialien erfordern. Die Vielfarben-(oder Multiparameter-)analyse dieser
Art kann im Interesse der Einfachheit, der Kostenwirksamkeit oder zur Bestimmung von Verhaltnissen von ver-
schiedenen markierten Arten auf jedem Teilchen in einem komplexen Gemisch von Teilchen zweckmafig sein
(zum Beispiel der Verhaltnisse von Antigen-Markern auf individuellen Blutzellen in einem komplexen Gemisch
durch Multiparameter-Flie3-Cytometrie oder Fluoreszenz-Mikroskopie). Zum zweiten absorbieren und fluores-
zieren viele Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe stark.

[0045] Zum dritten sind viele Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe relativ photostabil, und sie bleichen
nicht ohne weiteres im Fluoreszenz-Mikroskop. Zum vierten kénnen Cyanin- und damit verwandte Derivate
hergestellt werden, die einfache und wirksame Kupplungs-Reagentien sind. Zum flinften sind viele Strukturen
und synthetische Verfahrensweisen verfligbar, und die Klasse der Farbstoffe ist vielfaltig. Es kénnen daher vie-
le Strukturmodifikationen durchgefiihrt werden, um die Reagentien mehr oder weniger wasserléslich zu ma-
chen. lhre Ladung kann verandert werden, so daf} sie das Molekl nicht stéren, an das sie angefigt sind, wo-
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durch die nichtspezifische Bindung reduziert werden kann. Zum sechsten sind im Gegensatz zu den Phycobi-
liproteinen die Cyanin-Farbstoffe relativ klein (Molekulargewicht = 1000), so dal} sie nicht nennenswerterweise
mit der Fahigkeit des markierten Molekiils sterisch interferieren, ihre Bindungsstelle rasch zu erreichen oder
ihre Funktion auszulben.

[0046] Somit bringen Cyanin-Farbstoff-Markierungsmittel viele potentielle Vorteile mit sich. Diese Farbstoffe
kénnen dazu verwendet werden, um ein oder mehrere Komponenten in einer Flissigkeit, insbesondere einer
walrigen Flussigkeit, selektiv zu markieren. Die markierten Komponenten kdnnen sodann durch optische oder
Lumineszenzmethoden erfallt werden. Alternativ kann die markierte Komponente dazu verwendet werden, um
eine zweite Komponente anzufarben, fir die sie eine starke Affinitat besitzt. Die Anwesenheit der zweiten Kom-
ponente wird sodann durch optische oder Lumineszenzmethoden festgestellt. In diesem Fall wird der Farbstoff
mit einer Amin-, Hydroxy-, Aldehyd- oder Sulfhydrylgruppe auf der markierten Komponente umgesetzt. So
kann beispielsweise die markierte Komponente ein Antikérper sein, und die angefarbte Komponente, fiir die
sie eine starke Affinitat hat, kann eine biologische Zelle, ein Antigen oder ein Hapten oder eine biologische Zel-
le oder ein Teilchen, das das genannte Antigen oder Hapten enthalt, sein. GemaR einem weiteren Beispiel ist
die markierte Komponente Avidin, und die angefarbte Komponente kann ein biotinyliertes Material sein. Auch
kénnen Lectine, die mit Polymethin-Cyanin-Farbstoffen konjugiert sind, dazu verwendet werden, um spezielle
Kohlenhydratgruppen zu erfassen und quantitativ zu bestimmen. Weiterhin kdnnen Lumineszenz-Cyanin- und
damit verwandte Farbstoffe an Fragmente von DNA oder RNA angeheftet werden. Die markierten Fragmente
von DNA oder RNA koénnen als Fluoreszenz-Hybridisierungssonden verwendet werden, um das Vorhan-
densein und die Menge von spezifischen komplementaren Nucleotid-Sequenzen in Proben, die DNA oder
RNA enthalten, zu identifizieren. Auch kann der Farbstoff an ein Hormon oder an einen Liganden (zum Beispiel
ein Hormon, ein Protein, ein Peptid, ein Lymphokin, einen Metaboliten) angefligt werden, das bzw. der danach
an einen Rezeptor angefligt wird.

Fir andere Zwecke in Patentschriften beschriebene reaktive Cyanin-Farbstoffe

[0047] GemaR den US-PSen 4 337 063 (Miraha et al.), 4 404 289, 4 405 711 und 4 414 325 (Masuda et al.)
ist eine Vielzahl von Cyanin-Farbstoffen synthetisiert worden, die aktive N-Hydroxysuccinimidester-Gruppen
enthalten. Diese Patente zeigen, dal diese Reagentien als photographische Sensibilisatoren verwendet wer-
den kénnen. Die mdglichen Fluoreszenz-Eigenschaften dieser Reagentien sind in den Patenten nicht genannt.
Tatsachlich sind auch fiir diese Prozesse keine Fluoreszenz-Eigenschaften erforderlich. Die meisten der in die-
sen Patentschriften genannten Farbstoffe sind nur schwach fluoreszierend, und sie sind nicht besonders pho-
tostabil. Weiterhin sind ihre Ldslichkeitseigenschaften fur viele Anwendungszwecke nicht optimal, die eine Flu-
oreszenzerfassung von markierten Materialien beinhalten wirden.

[0048] In der GB-PS 1 529 202 (Exekiel et al.) werden zahlreiche Cyanin-Farbstoffderivate beschrieben, die
als kovalent reagierende Molekiile verwendet werden. Die in diesen Reagentien verwendete reaktive Gruppe
ist eine Azingruppe, zu der Mono- und Dichlortriazingruppen gehoéren. Diese Druckschrift bezieht sich auf die
Entwicklung und die Verwendung dieser Reagentien als Sensibilisatoren fir photographische Filme. Fir die-
ses Verfahren ist keine Fluoreszenz erforderlich, und die meisten der darin beschriebenen Reagentien sind
nicht fluoreszierend. Schlief3lich bezieht sich diese Druckschrift nicht auf die Entwicklung und Verwendung von
reaktiven Cyanin-Farbstoffen zum Zwecke der Erfassung und quantitativen Bestimmung von markierten Ma-
terialien.

[0049] Die vorliegende Erfindung betrifft Methoden zum kovalenten Anheften von lumineszierenden Cyanin-
und cyaninartigen Farbstoffen an biologische Materialien, nichtbiologische Materialien und Makromolekule und
Teilchen, damit diese Materialien lumineszierend markiert werden. Auf diese Weise kann das markierte Mate-
rial durch Lumineszenz-Erfassungsmethoden erfal’t und/oder quantitativ bestimmt werden.

[0050] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erfassung einer Komponente in einer Flissigkeit, das dadurch
gekennzeichnet ist, dal® man zu der genannten Flussigkeit einen Farbstoff zusetzt, der aus der Gruppe beste-
hend aus Cyanin-, Merocyanin- und Styryl-Farbstoffen ausgewahilt ist und der in der Flussigkeit 16slich ist und
einen Substituenten enthalt, damit er mit Amin- und Hydroxygruppen und maoglicherweise mit Aldehyd- und
Sulfhydrylgruppen auf der genannten Komponente kovalent reaktiv wird, so da® die genannte Komponente
markiert wird. Die markierte Komponente wird sodann durch Lumineszenz- oder Lichtabsorptionsmethoden er-
fallt und/oder quantitativ bestimmt. Wenn die markierte Komponente ein Antikérper, ein DNA-Fragment, ein
Hormon, ein Lymphokin oder ein Arzneimittel ist, dann kann die markierte Komponente dazu verwendet wer-
den, um das Vorhandensein einer zweiten Komponente, an die es gebunden wird, zu identifizieren, worauf die
zweite Komponente erfal3t und/oder quantitativ bestimmt werden kann.
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[0051] Jede beliebige Lumineszenz- oder Lichtabsorptions-Erfassungsstufe kann angewendet werden. So
kann beispielsweise die Erfassungsstufe eine optische Erfassungsstufe sein, bei der die Flissigkeit mit Licht
von ersten definierten Wellenlangen bestrahlt wird. Licht mit zweiten definierten Wellenlangen, das durch die
markierte Komponente fluoresziert oder phosphoresziert wird, wird hierauf erfa3t. Die Erfassung kann auch
durch optische Lichtabsorption erfolgen. So kann beispielsweise die Erfassungsstufe in der Weise durchge-
fuhrt werden, dal® man Licht mit ersten definierten Wellenlangen durch die Flissigkeit leitet und sodann die
Wellenlange des Lichts, das durch die Flissigkeit hindurchgelassen wird, bestimmt.

[0052] Gewilnschtenfalls kann die Erfassungsstufe auch eine chemische Analyse umfassen, um chemisch
eine Anheftung des Cyanins oder eines verwandten Chromophors an die Komponente zu erfassen.

[0053] Die Grundstrukturen der Cyanin-, Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe, die modifiziert werden kénnen,
um kovalente Markierungs-Reagentien zu erzeugen, sind nachfolgend gezeigt:

R7

7%k ( H I _4__
_ — —(CH = p— —_ —_
S Y C—— CH )=

CYANIN

R1 MEROCY ANIN

R1 STYRYL

[0054] Spezifischere Beispiele von Polymethin-Cyanin-Farbstoffen sind wie folgt:
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[0055] In diesen Strukturen sind
Xund Y aus der Gruppe, O, S und

RN

C/CH3
\CH

3

ausgewahlt;
Z ist aus der Gruppe O und S ausgewahlt und
m ist eine ganze Zahl, die aus der Gruppe bestehend aus 1, 2, 3 und 4 ausgewahlt ist.

[0056] In den obigen Formeln bestimmt die Anzahl der Methingruppen zum Teil die Anregungsfarbe. Die cy-
clischen Azinstrukturen kénnen auch zum Teil die Anregungsfarbe bestimmen. Oftmals tragen héhere Wert
von m zu einer gesteigerten Lumineszenz und Absorption bei. Bei Werten von m oberhalb 4 wird die Verbin-
dung instabil. Eine weitere Lumineszenz kann durch Modifikationen der Ringstrukturen verliehen werden.
Wenn m = 2, dann ist die Anregungswellenlange etwa 650 nm, und die Verbindung ist sehr stark fluoreszie-
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rend. Maximale Emissionswellenlangen sind im allgemeinen 15 bis 100 nm hdéher als die maximalen Anre-
gungswellenlangen.

[0057] Mindestens einer, vorzugsweise nur einer, und mdglicherweise zwei oder mehr der genannten Grup-
pen R;, R,, R;, R,, Rs, Ry und R, in jedem Molekil ist bzw. sind eine reaktive Gruppe zur Anheftung des Farb-
stoffs an die markierte Komponente. Fir bestimmte Reagentien kann mindestens eine der Gruppen R, R,, R,,
R, Rs, Rs und R; auf jedem Molekil auch eine Gruppe sein, die die Loslichkeit des Chromophors erhéht oder
die Selektivitat der Markierung der markierten Komponente beeintrachtigt oder die Position der Markierung der
markierten Komponente durch den Farbstoff beeintrachtigt.

[0058] In den genannten Formeln umfalt mindestens eine der genannten Gruppen R,, Ry (wenn vorhanden)
und R,, (wenn vorhanden) mindestens eine Sulfonatgruppe. Die Bezeichnung Sulfonat soll Sulfonsaure ein-
schlieRen, da die Sulfonatgruppe nur eine ionisierte Sulfonsaure darstellt.

[0059] Reaktive Gruppen, die direkt oder indirekt an den Chromophor angefiigt werden kénnen, um die Grup-
pen R, R,, R;, R, Ry, Ry und R, zu bilden, kénnen reaktive Gruppierungen einschliefien, beispielsweise Grup-
pen, die Isothiocyanat, Isocyanat, Monochlortriazin, Dichlortriazin, Mono- oder Dihalogen-substituiertes Pyri-
din, Mono- oder Dihalogen-substituiertes Diazin, Maleimid, Aziridin, Sulfonylhalogenid, Saurehalogenid, Hy-
droxysuccinimidester, Hydroxysulfosuccinimidester, Imidoester, Hydrazin, Azidonitrophenyl, Azid, 3-(2-Pyridyl-
dithio)-proprionamid, Glyoxal und Aldehyd enthalten.

[0060] Spezielle Beispiele flir die Gruppen R, R,, R;, R,, R, Rg und R,, die besonders gut fiir Markierungs-

komponenten mit verfiigbaren Amino-, Hydroxy- und Sulfhydrylgruppen geeignet sind, sind die folgenden
Gruppen:

— KCS NCS ; —{CH2)q NCS

—KCO NCO ; — (CH2)n NCO ;

N N—(
—(CHql—N—<" N, - /2R und — - N
(CHy): H—<N H s —(Chg)h H una (gl &

—

W 'Y W

wobei mindestens eines von Q oder W eine Austrittsgruppe, wie |, Br, Cl, ist:
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: $05
| | 0
D— iy ﬁ >\—-—EH/
—(CHol=C—0—=N | ; —I(CH)ly—C— 0 —N -
n N n
S—thy N CHy
i 7

/lc'H /'cH AL
—N ; —@4 —und —(CH9)y =N || —
N CH \I'ZIH T \IclH

[0061] Spezielle Beispiele von Gruppen R, R,, R;, R,, R;, R; und R,, die besonders gut zum Markieren von
Komponenten mit verfligbaren Sulfhydrylgruppen geeignet sind und die in einem Zweistufen-Verfahren zur
Markierung von Antikdrpern verwendet werden kénnen, sind die folgenden Gruppen:

0
It H H
—-EC-EHQU ; —QN- E"EHZU und——(CHz)m—N-lC|~ CHo Q
0 0

worin Q eine Austrittsgruppe, wie | oder Br, ist:

0 0 0
S—CH S—tH >—H
e I ;ON/ H .—(cnz)m—/ |
- ol S—CH

% % 7

Lonas 0O
k=L~ [Cn$=S- | ;O—ﬂ—c—(cuz)m—s-s (A oer
e )
——(Cﬁz)m—nt—(CHy)m——S—S Ny

worin n 0 oder eine ganze Zahl ist.

[0062] Spezielle Beispiele fir die Gruppen R,, R,, R;, R,, R;, R; und R,, die besonders gut zum Markieren
von Komponenten durch lichtaktiviertes Vernetzungsverkniipfen geeignet sind, sind die folgenden Gruppen:

15/22



DE 3943 870B4 2006.12.14
— Ny N3 und N3

NO2

[0063] Zum Zwecke der Erhdhung der Wasserloslichkeit oder der Verminderung einer unerwiinschten
nichtspezifischen Bindung der markierten Komponente an ungeeignete Komponenten in der Probe oder zur
Verminderung von Reaktionen zwischen zwei oder mehreren reaktiven Chromophoren auf der markierten
Komponente, was zum Ausléschen der Fluoreszenz fiihren kénnte, kénnen die Gruppen R, R,, R;, R,, Rs, R
und R, aus den gut bekannten polaren und elektrisch geladenen chemischen Gruppen ausgewahlt werden.
Beispiele hierfur sind -E-F, wobei F Hydroxy, Sulfonat, Sulfat, Carboxylat, substituiertes Amino oder quaterna-
res Amino ist und wobei E eine Abstandsgruppe, wie -(CH,),- ist, wobei n 0, 1, 2, 3 oder 4 ist. Geeignete Bei-
spiele sind zum Beispiel Alkylsulfonat, -(CH,),SO*® und (CH,),-SO*.

[0064] Die Polymethinkette der Lumineszenz-Farbstoffe gemaR der Erfindung kann auch eine oder mehrere
cyclische chemische Gruppen enthalten, die Briicken zwischen zwei oder mehreren der Kohlenstoffatome der
Polymethinkette bilden. Diese Briicken kdnnten dazu dienen, die chemische oder die Photostabilitdt des Farb-
stoffs zu erhéhen, und sie kdnnten dazu verwendet werden, die Absorptions- und Emissionswellenlangen des
Farbstoffes zu verandern oder seinen Extinktionskoeffizienten oder seine Quantenausbeute zu verandern.
Verbesserte Loslichkeitseigenschaften kdnnten durch diese Modifizierung erhalten werden.

[0065] Erfindungsgemal kann die markierte Komponente aus folgenden Substanzen ausgewahlt werden:
Antikdrpern, Proteinen, Peptiden, Enzymsubstraten, Hormonen, Lymphokinen, Metaboliten, Rezeptoren, An-
tigenen, Haptenen, Lectinen, Avidin, Streptavidin, Toxinen, Kohlenhydraten, Oligosacchariden, Polysacchari-
den, Nucleinsauren, Deoxynucleinsaduren, derivatisierten Nucleinsauren, derivatisierten Deoxynucleinsauren,
DNA-Fragmenten, RNA-Fragmenten, derivatisierten DNA-Fragmenten, derivatisierten RNA-Fragmenten, na-
turlichen Arzneimitteln, Virusteilchen, Bakterienteilchen, Viruskomponenten, Hefekomponenten, Blutzellen,
Blutzellkomponenten, biologischen Zellen, nichtzelluldren Blutkomponenten, Bakterien, bakteriellen Kompo-
nenten, natdrlichen und synthetischen Lipidblaschen, synthetischen Arzneimitteln, Giften, umweltverschmut-
zenden Stoffen, Polymeren, Polymerteilchen, Glasteilchen, Glasoberflachen, Kunststoffteilchen, Kunststoffo-
berflachen, Polymermembranen, Leitern und Halbleitern.

[0066] Ein Cyanin oder ein damit verwandter Chromophor kann auch hergestellt werden, der, wenn er mit ei-
ner Komponente umgesetzt wird, Licht bei 633 nm absorbieren kann. In der Erfassungsstufe kann ein Heli-
um-Neon-Laser verwendet werden, der Licht bei dieser Wellenlange des Spektrums emittiert. Auch kann ein
Cyanin- oder damit verwandter Farbstoff hergestellt werden, der, wenn er mit einer Komponente umgesetzt
wird, Licht maximal zwischen 700 nm und 900 nm absorbieren kann. In diesem Fall kann in der Erfassungs-
stufe eine Laserdiode verwendet werden, die Licht in diesem Bereich des Spektrums emittiert.

Selektivitat

[0067] Die obenangegebenen reaktiven Gruppen sind relativ spezifisch fur die Markierung bestimmter funk-
tioneller Gruppen auf Proteinen und anderen biologischen oder nichtbiologischen Molekilen, Makromolekdlen,
Oberflachen oder Teilchen, vorausgesetzt, dall geeignete Reaktionsbedingungen mit Einschluf® von geeigne-
ten pH-Bedingungen angewendet werden.

Eigenschaften der reaktiven Cyanin-, Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe und ihrer Produkte

[0068] Die Spektraleigenschaften der erfindungsgemafien Farbstoffe werden durch die hierin beschriebene
Funktionalisierung nicht nennenswert verandert. Die Spektraleigenschaften der markierten Proteine und der
anderen Verbindungen sind gleichfalls nicht sehr verschieden von denjenigen des Grund-Farbstoffmolekdls,
das nicht an ein Protein oder ein anderes Material konjugiert worden ist. Die hierin beschriebenen Farbstoffe
haben, allein oder an ein markiertes Material konjugiert, im allgemeinen groRe Extinktionskoeffizienten (¢ =
100.000 bis 250.000), hohe Quantenausbeuten so hoch wie 0,4 in bestimmten Fallen, und sie absorbieren und
emittieren Licht im Spektralbereich von 400 bis 900 nm. Somit sind sie von besonderem Wert als Markie-
rungs-Reagentien fur die Lumineszenz-Erfassung.
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Optische Erfassungsmethoden

[0069] Zur Erfassung bzw. Bestimmung einer markierten oder gefarbten Komponente kann jede beliebige
Methode angewendet werden. Die Erfassungsmethode kann eine Lichtquelle verwenden, die das Gemisch,
welches das markierte Material enthalt, mit Licht mit ersten definierten Wellenlangen bestrahlt. Bekannte Vor-
richtungen werden verwendet, die Licht mit zweiten Wellenlangen erfassen, welches Licht durch das Gemisch
hindurchgelassen worden ist oder das durch das Gemisch fluoresziert oder luminesziert wird. Solche Erfas-
sungsvorrichtungen sind beispielsweise Fluoreszenz-Spektrometer, Absorptions-Spektrophotometer, Fluores-
zenz-Mikroskope, Lichtdurchlassigkeits-Mikroskope und FlieR-Cytometer, optische Fasersensoren und Immu-
noassay-Instrumente.

[0070] Bei dem erfindungsgemalien Verfahren kdnnen auch chemische Analysenmethoden verwendet wer-
den, um die Anheftung des Farbstoffs an die markierte Komponente oder die markierten Komponenten zu er-
fassen. Beispiele fur chemische Analysenmethoden sind die Infrarot-Spektrometrie, die NMR-Spektrometrie,
die Absorptions-Spektrometrie, die Fluoreszenz-Spektrometrie, die Massen-Spektrometrie und die Chromato-
graphie.

Ausflihrungsbeispiel
[0071] Die Erfindung wird in den Beispielen erlautert.
Beispiel 1
Effekt des pH-Werts auf die Konjugierung von Sulfoindodicarbocyanin mit Protein

[0072] Proben von Schaf-y-Globulin (4 mg/ml) in 0,1 m Carbonat-Puffern (pH = 8,5, 8,9 und 9,4) wurden bei
Raumtemperatur mit einem 10fachen molaren UberschuR des folgenden aktiven Sulfoindodicarbo-cyanines-
ters (m = 2) vermischt.

© e

035 503
D oi=ch WCH=W

[0073] Zu geeigneten Zeitpunkten, die sich von 5 Sekunden bis 30 Minuten erstreckten, wurden Proteinpro-
ben von nichtkovalent angeheftetem Farbstoff durch Gel-Permeationschromatographie auf Sephadex® G-50
abgetrennt. Die maximale Markierung des Proteins erfolgte nach 10 Minuten und ergab End-Molverhaltnisse
von Farbstoff/Protein von 5,8, 6,4 und 8,2 fiir die Proben, die bei pH-Werten von 8,5, 8,9 bzw. 9,4 inkubiert
worden waren. Die Zeiten, die erforderlich waren, um ein Farbstoff/Protein-Verhaltnis von 5 und Quantenaus-
beuten der Produkte bei den verschiedenen pH-Werten zu ergeben, sind in der folgenden Tabelle zusammen-
gestellt:

pH-Wert Zelt (s) QA
8,5 115 0,09
8,9 53 0,09
9,4 6,5 0,17

[0074] Diese Werte zeigen, dald die Protein-Markierung mit diesem Farbstoff bei einem pH-Wert von 9,4 bes-
ser ist als bei einem pH-Wert von unterhalb 9. In dem Puffer mit héherem pH-Wert war die Konjugierungsre-
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aktion sehr rasch, doch war die Markierungswirksamkeit ausgezeichnet, und das Produkt war starker fluores-
zierend. Der Wert der Quantenausbeute gibt die mittlere Quantenausbeute pro Farbstoffmolekil auf dem mar-
kierten Protein wieder.

Beispiel 2
Konjugation des aktiven Sulfoindocarbocyaninesters mit Protein

[0075] Schaf-y-Globulin (1 mg/ml), gelést in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) mit einem pH-Wert
von 7,4, wurde mit 0,1 m Natriumcarbonat auf einen pH-Wert von 9,4 eingestellt. Ein Cyanin-Farbstoff-Markie-
rungsmittel (Struktur in Beispiel 1, m = 1) wurde zu aliquoten Teilen dieser Proteinlésung zugegeben, um ver-
schiedene Molverhaltnisse von Farbstoff/Protein zu ergeben. Nach 30minitiger Inkubation bei Raumtempera-
tur wurden die Gemische durch Gel-Permeationschromatographie auf Sephadex® G-50 unter Elution mit PBS
aufgetrennt. Das Molverhaltnis der Farbstoffe, die kovalent an die Proteine in den Produkten angeheftet wor-
den waren, war 1,2, 3,5, 5,4, 6,7 und 11,2 fiir Anfangsverhaltnisse von Farbstoff/Protein von 3, 6, 12, 24 bzw.
30.

Beispiel 3
Markierung von AECM-Dextran mit einem Sulfoindodicarbocyanin

[0076] N-Aminoethyl-carboxamidomethyl-(AECM-)Dextran mit einem Mittelwert von 16 Aminogruppen pro
Dextranmolekil wurde aus Dextran mit einem mittleren MW von 70.000 synthetisiert (Inman, J.K., J. Immunol.
114: 704-709 (1975)). Ein Teil des AECM-Dextrans (1 mg/250 pl), gelést in 0,1 m Carbonat-Puffer, mit einem
pH-Wert von 9,4 wurde zu 0,2 mg des aktiven Sulfoindodicarbocyaninesters (Struktur in Beispiel 1, m = 2) ge-
geben, wobei ein Farbstoff/Protein-Molverhaltnis von 10 erhalten wurde. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Dextran wurde sodann von nichtkonjugiertem Farbstoff durch Sephadex®
G-50-Gel-Permeationschromatographie unter Verwendung von Ammoniumacetat (50 mM) als Elutions-Puffer
abgetrennt. Ein Durchschnitt von 2,2 Farbstoffmolekilen war kovalent an jedes Dextranmolekil gebunden.

Beispiel 4
Markierung eines spezifischen Antikdrpers mit aktivem Sulfoindodicarbocyaninester

[0077] Gegen Murin IgG spezifisches Schaf-y-Globulin (1 mg/ml) in 0,1 m Carbonat-Puffer (pH = 9,4) wurde
mit dem aktiven Sulfoindodicarbocyaninester (Struktur in Beispiel 1, m = 2) mit einem Verhaltnis von 8 Farb-
stoffmolekiilen pro Proteinmolekul vermischt. Nach 30mindtigem Inkubieren bei Raumtemperatur wurde das
Markierungsgemisch durch Gelfiltration auf Sephadex® G-50, das mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (pH
= 7,4) ins Gleichgewicht gebracht worden war, aufgetrennt. Das gewonnene Protein enthielt einen Mittelwert
von 4,5 Farbstoffmolekiilen, die kovalent an jedes Proteinmolekil angeheftet waren.

Beispiel 5

Anfarbung und mikroskopische Sichtbarmachung von Human-Lymphozyten mit Sulfoindodicarbocyanin-Farb-
stoff, der an Schaf-Anti-Maus-lgG-Antikdrper kunjugiert war

[0078] Frisch isolierte periphere Blutlymphozyten wurden bei 0°C 30 Minuten lang mit Maus-Anti-B2-Mikro-
globulin (0,25 ug/10® Zellen) behandelt. Die Zellen wurden zweimal mit DMEM-Puffer gewaschen und sodann
mit dem mit Sulfoindodicarbocyanin markierten Schaf-Anti-Maus-lgG-Antikdrper (1 pug/108 Zellen) behandelt.
Nach 30mindtiger Inkubierung bei 0°C wurde Uberschiissiger Antikorper durch Zentrifugieren der Zellen ent-
fernt, und die Zellen wurden erneut zweimal mit DMEM-Puffer gewaschen. Aliquote Teile der Zellen wurden
auf Objekttragern zur Analyse durch Fluoreszenz-Mikroskopie befestigt. Unter dem Mikroskop wurden die
Lymphozyten auf dem Objekttrager mit Licht mit 610 bis 630 nm bestrahlt, und die Fluoreszenz bei 650 bis 700
nm wurde mit einer rotempfindlichen verstarkten COHU-Fernsehkamera erfafdt, welche an einen Bilddigitali-
sierer und einen Fernsehmonitor angeschlossen war. Die nach dieser Methode angefarbten Zellen zeigten un-
ter dem Mikroskop eine Fluoreszenz. In einem Kontrollexperiment wurde die Verwendung des primaren
Maus-Anti-B2-Mikroglobulin-Antikérpers weggelassen, doch wurde die Farbung und die Analyse sonst wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Die Kontrollprobe zeigte unter dem Mikroskop keine Fluoreszenz, was darauf
hinweist, dall der mit Sulfoindocyanin markierte Schaf-Anti-Maus-Antikdrper keine signifikante nichtspezifi-
sche Bindung an Lymphozyten ergibt.

18/22



DE 3943 870 B4 2006.12.14

Patentanspriiche

1. Lumineszierend markierte Komponente einer wassrigen Flissigkeit, umfassend einen Lumines-
zenz-Farbstoff, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Cyanin-, Merocyanin-, und Styryl-Farbstoffen, wo-
bei der genannte Farbstoff mit der genannten Komponente kovalent reaktiv und an diese gebunden ist, wobei
die Komponente ein Molekill ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus biologischen Zellen, Antikérpern,
Proteinen, Peptiden, Enzymsubstraten, Hormonen, Lymphokinen, Metaboliten, Rezeptoren, Antigenen, Hap-
tenen, Lektinen, Toxinen, Kohlenhydraten, Zuckern, Oligosacchariden, Polysacchariden, Nukleotiden, deriva-
tisierten Nukleotiden, Nukleinsduren, Deoxynukleinsauren, derivatisierten Nukleinsauren, derivatisierten Deo-
xynukleinsauren, DNA-Fragmenten, RNA-Fragmenten, derivatisierten DNA-Fragmenten, derivatisierten
RNA-Fragmenten und Arzneimitteln, oder wobei die Komponente ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus léslichen Polymeren, Kunststoffteilchen, Kunststoffoberflachen, Glasteilchen und Glasoberflachen.

2. Lumineszierend markierte Komponente nach Anspruch 1, wobei der genannte Farbstoff an einen aro-
matischen Kern angeheftet mindestens eine Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe enthalt.

3. Lumineszierend markierte Komponente nach Anspruch 1 oder 2, markiert mit einem Lumineszenz-Farb-
stoff aus der Gruppe:

R7
R3 | Y—\>(\—
(CH=C—=CH = —
J

\‘ N __//
@ |
R2
TYANIN
R7 RS
R3 P \ \\"\;(\
O D=tn-tag '
—_ l "
R1 MEROCY ANIN
R it R

R1 STYRYL'

wobei die gestrichelten Linien jeweils die zur Bildung des Farbstoffs erforderlichen Kohlenstoffatome angeben,
X und Y unabhéangig voneinander aus der Gruppe bestehend aus O, S und CH,-C-CH, ausgewahlt sind;
m eine ganze Zahl aus der Gruppe 1, 2, 3 und 4 ist;
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mindestens eine der genannten Gruppen R, R,, R;, R,, R, Rs und R, eine reaktive Gruppe ist, die mit Amino-,
Sulfhydryl-, Aldehyd- oder Hydroxylgruppen reaktiv ist; und

fir den Fall, dass eine der Gruppen R,, R,, R;, R,, Rs, Rs und R, keine reaktive Gruppe ist, diese tubrigen Grup-
penR,, R, R;, R, Rs, Rgund R; ausgewaéhlt sind aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff und einer polaren
Gruppe E-F, wobei E eine Abstandsgruppe mit der Formel -(CH,),- ist, wobei n 0, 1, 2, 3 oder 4 ist und F Hy-
droxy, Sulfonat, Sulfat, Carboxylat, substituiertes Amino oder quaternares Amino ist, oder aus der Gruppe:

R7
R3 i v __\}(L
=[—— (i = —
6 i N ___,/\<
| "8
R2

R "—-—
CYANIN

R7 D\x Rt

3 T X
?\ > (CH=C —4—/ a—RB
RFJ)/\_-.T \_.—>\

R MEROCY ANIN
R7 g

|
>_(‘ (H =1 = (_\ N'<
S

STYRYL

wobei die gestrichelten Linien jeweils die zur Bildung des Farbstoffs erforderlichen Kohlenstoffatome angeben,
X und Y unabhangig voneinander aus der Gruppe bestehend aus O, S und CH,-C-CH, ausgewahlt sind;

m eine ganze Zahl aus der Gruppe 1, 2, 3 und 4 ist;

mindestens eine der genannten Gruppen R;, R,, R;, R,, R, R; und R, eine reaktive Gruppe ist, die mit Amino-,
Sulthydryl-, Aldehyd- oder Hydroxylgruppen reaktiv ist; und

fur den Fall, dass eine der Gruppen R,, R,, R;, R;, R, R; und R, keine reaktive Gruppe ist, diese tbrigen Grup-
penR;, R,, R;, R, Ry, Ry und R, ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff und einer polaren
Gruppe E-F, wobei E eine Abstandsgruppe mit der Formel -(CH,),- ist, wobei n 0, 1, 2, 3 oder 4 ist und F Hy-
droxy, Sulfonat, Sulfat, Carboxylat, substituiertes Amino oder quaternares Amino ist; und

mindestens eine der Gruppen R, und Ry eine Sulfonat- oder eine Sulfonsauregruppe ist.

Ri.
><TTh

pr
Ry~

—_—_

Rs

= ___ =

1

4. Lumineszierend markierte Komponente nach Anspruch 3, wobei die reaktive Gruppe ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Isothiocyanat, Isocyanat, Monochlortriazin, Dichlortriazin, Mono- oder Dihalo-
gen-substituiertes Pyridin, Mono- oder Dihalogen-substituiertes Diazin, Aziridin, Sulfonylhalogenid, Saureha-
logenid, Hydroxysuccinimidester, Hydroxysulfosuccinimidester, Imidoester, Glyoxal und Aldeyhyd.

5. Protein, Nukleinsaure, Zelle, Zucker oder Kohlenhydrat mit mindestens einer Amino- oder Hydroxygrup-
pe, markiert mit einem Lumineszenz-Farbstoff wie in Anspruch 1 oder 2 definiert.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Fig.2.
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Anhangende Zeichnungen
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Fig.4.

Fig.S.

Fig.6.

DE 3943 870 B4 2006.12.14

Relative Absorption

Relative Absorption

Quantenausbeute

0,0 .
250
Wellenlénge {nm)

1 T T T 7
350 450

L .
550 '650

L

750

0,4 -

0,24

0,0 v

250

1 Y T
350 450 550

Wellenldnge  (wm)

- L}
650

+

750

0,4

0’3-

L ]

0,2 -

3 6 ®

(Farbstoff/Protein)
am Ende

22/22



	Titelseite
	Beschreibung
	Stand der Technik
	Aufgabenstellung
	Ausführungsbeispiel

	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

