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Beschreibung
TECHNISCHES FACHGEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung betrifft neue fluorierte Fluoresceinfarbstoffe, Reaktivfarbstoffderivate, Farbstoffkonjugate
und Farbstoffe, die Enzymsubstrate sind; sowie deren Verwendung.

STAND DER TECHNIK

[0002] Fluoreszente Farbstoffe sind bekannt dafir, besonders flr biologische Anwendungen geeignet zu sein,
bei denen ein hochempfindliches Nachweisreagens erwiinscht ist. Fluoreszente Farbstoffe werden benutzt,
um anderen Materialien sowohl eine sichtbare Farbe als auch Fluoreszenz zu verleihen. Die Farbstoffe dieser
Erfindung sind fluorsubstituierte Analoge von xanthenbasierten Farbstoffen, die typischerweise Fluorescein-
derivate sind.

[0003] Zuden ,Fluorescein”-Farbstoffen gehéren Derivate von 3H-Xanthen-6-0l-3-on, die an der 9-Position mit
einer 2-Carboxyphenylgruppe substituiert werden, wahrend zu den ,Rhodolfarbstoffen” Derivate von 6-Amino-
3H-xanthen-3-on gehdren, die an der 9-Position durch eine 2-Carboxyphenylgruppe substituiert werden.

[0004] Rhodole und Fluoresceine sind typischerweise an der 1-Position mit einem Derivat substituiert, das
einen 5- oder 6-gliedrigen Lacton- oder Lactamring bilden kann:

[0005] Die US-A-4318846 beschreibt symmetrisch mit Diether substituierte Fluoresceine und halt fest, dass
bestimmte Substituenten Halogen oder Fluor sein kénnen. Die Herstellung von fluorierten Fluoresceinen wird
nicht beschrieben.

[0006] Die WO 94/05688 und die WO 91/07507 betreffen Fluoresceinfarbstoffe, die dadurch gekennzeichnet
sind, dass sie 4,7-dichloro-substituiert sind. Wahrend Fluor als ein Substituent erwahnt wird, wird die Herstel-
lung von fluorierten Fluoresceinen erneut nicht beschrieben.

[0007] Die US-A-4997928 lehrt, dass nukleosidhaltige Reagentien ein Reportermolekiil enthalten kénnen, das
eine 4,7-disubstituierte Fluoresceinverbindung ist. Fluor ist in der Liste der Substituenten enthalten, jedoch
wird die Herstellung von fluorierten Fluoresceinen ein weiteres Mal nicht beschrieben.

[0008] Die US-A-5451343 offenbart in ahnlicher Weise fluorsubstituierte Fluoron- und Pyronin-Y-Derivate,
aber nicht deren Herstellung.

[0009] Durrani et al., J. Chem. Soc. Trans. 1, 1980, 1658-1666 offenbart die Synthese von Orsellinsaurederi-
vaten, wobei 5-Fluorresorcin als ein Zwischenprodukt benutzt wird.

[0010] Patrick et al., J. Org. Chem. 51, 3242 (1986) lehrt, dass Resorcine unter Verwendung von CsSO,F
fluoriert werden kdnnen; eine gefahrliche Verbindung, mit der vorsichtig umgegangen werden muss.
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[0011] Trotz der bekannten Tendenz von Halogenierung, die Wellenl&dnge von Fluoresceinen zu verschieben,
behalten neue fluorierte Fluoresceine die glinstigen Eigenschaften von Fluorescein, einschliel3lich hoher Ab-
sorption und Fluoreszenz, der Anregung bei 488 nm (z. B. Argonlaser) und der Kompatibilitdt mit standard-
mafigen Mikroskopfiltern, bei gezeigten Vorteilen tiber Fluorescein, einschliellich gréRerer Lichtstabilitdt und
einem bedeutend geringeren pK; (> 1,5 pH-Einheiten gegenlber den ansonsten unsubstituierten Farbstoffen,
siehe Fig. 3). Die verbesserten Eigenschaften der fluorierten Farbstoffe sind in ihren Konjugaten erhalten, und
die Fluoreszenzléschung des Farbstoffes auf Konjugaten ist verringert (z. B. Fig. 1). Die neuen Materialien
sind zur Verwendung in bekannten Anwendungen von Fluoresceinen geeignet, ausgenommen denjenigen, die
Empfindlichkeit beziiglich pH-Anderungen in der Nihe von pH 7 erfordern. Zudem stellt die Polyfluorierung
des Phenylsubstituenten, der in den meisten Fluorescein-(und Rhodol-)farbstoffen vorhanden ist, einen neu-
en Weg zu reaktionsfahigen Derivaten und Konjugaten dar. Bestimmte fluorierte Xanthene werden in Zellen
unerwartet gut erhalten.

[0012] Die einzigartige Chemie des Fluors ist mit den Verfahren, die typischerweise benutzt werden, um chlor-,
brom- oder iodsubstituierte Fluoresceinderivate herzustellen, inkompatibel, und es sind bisher keine effizienten
Verfahren zum Herstellen von Fluorresorcin- und Fluoraminophenol-Zwischenprodukten beschrieben worden.
Es wird auRerdem ein neues Mittel zum Herstellen von 1'- und/oder 8'-substituierten Xanthenen beschrieben.

BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNG

[0013] Fig. 1: Fluoreszenz gegen den Substitutionsgrad flir Farbstoffkonjugate von Anti-Maus-Immunoglobu-
lin von Ziegen G (GAM IgG). Die Fluoreszenz wird durch Messen der Quantenausbeute des Farbstoffkonjugats
im Verhaltnis zum freien Farbstoff und Multiplizieren mit der Anzahl der Fluorophore pro Protein bestimmt:
Verbindung 109 (&) Verbindung 64 (l), Verbindung 61 (*) und Fluoresceinisothiocyanat (FITC, 0).

[0014] Fig. 2: Relative Lichtstabilitdt von Farbstoffkonjugaten von GAM IgG. Die Konjugate von fluorierten
Farbstoffen zeigen im Verhaltnis zu nichtfluorierten Farbstoffen eine erhdhte Lichtstabilitat: Verbindung 59 (I),
Verbindung 109 (&) Verbindung 35 (00) und 6-Carboxyfluorescein (¢).

[0015] Fig. 3: Die Auswirkung der Fluorierung auf die pH-abhangige Fluoreszenz: Verbindung 35 (*) und 6-
Carboxyfluorescein (0) (Anregung/Emission bei 490/520 nm).

[0016] Fig. 4: Die relative Lichtstabilitdt von Phalloidinkonjugaten von 6-Carboxymethylthio-2',4,5,7,7'-pen-
tafluorfluorescein (B) und 6-Carboxyfluorescein ().

[0017] Fig. 5: Erhaltung der Fluoreszenz in Zellen, die mit 1) Fluoresceindiacetat (FDA) und 2) Verbindung
26 behandelt wurden.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG UND BESCHREIBUNG
DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0018] Die Erfindung stellt neue Xanthenfarbstoffe bereit.

[0019] Bei der Beschreibung der Farbstoffe bedeutet Carboxy -COOH, ein biologisch kompatibles Salz einer
Carbonséure oder einen biologisch kompatiblen Ester einer Carbonsaure; Sulfo bedeutet -SO;H oder ein bio-
logisch kompatibles Salz einer Sulfonsaure. Ein biologisch kompatibles Salz bezeichnet ein Salz, das fir bio-
logische Systeme nicht schadlich ist, einschlielich K*, Na*, Cs*, Li-, Ca*", Mg?* und NR,*-Salzen, wobei R =
H, C,-C,-Alkyl oder C,-C,-Alkanol oder Kombinationen davon ist. Ein biologisch kompatibler Ester bezeichnet
einen leicht hydrolysierbaren Ester, der in biologischen Systemen verwendet wird, z. B. a-Acyloxyalkylester
(typischerweise -CH,-O-(C=0)-R'8, wobei R'® C,-,-Alkyl ist, insbesondere Acetoxymethyl(CH;CO,CH,)-Ester).

[0020] Die Farbstoffe haben die Formel

Formel I
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wobei R'-R®, R und A wie in den Patentansprlichen definiert sind.
[0021] Wo A ORT ist, R'™ Aryl ist und R' Carboxy ist, ist der beschriebene Farbstoff ein Fluorescein.

[0022] Die fluorierten Xanthene der Erfindung besitzen optional eine reaktionsfahige Gruppe, die mittels einer
Einfachbindung oder einer Verknlpfungsgruppierung an das Fluorophor gebunden ist, und kénnen verwendet
werden, um ein Farbstoffkonjugat herzustellen. Die Farbstoffe enthalten optional einen R’-Substituenten, der
den Farbstoff photoaktivierbar oder eindringfahiger in die Zellen macht oder den Farbstoff zu einem Substrat
fur ein Enzym macht oder seine spektralen Eigenschaften modifiziert.

[0023] In einer Ausfiihrungsform ist eines oder mehrere von R" und R® F. In einer zusatzlichen Ausfiihrungs-
form ist keines von R'2, R, R™ R'" und R'® F. In noch einer weiteren Ausfiihrungsform ist mindestens eines
von R2, R®™, R™ R"™und R F. Alternativ sind R' und R® H, und R® und R* sind H, ClI, Br, | oder C,-C4-Alkoxy. In
einer weiteren Ausflihrungsform ist mindestens eines von R'?, R"®, R™ R und R'® F. In einer Ausflihrungsform
sind vier von R'2, R, R, R" und R F. In einer weiteren Ausfihrungsform sind mindestens drei und optional
alle von R™, R™, R™ und R'® F. In noch einer weiteren Ausfiihrungsform ist R'® F.

[0024] Wo jedes von R bis R'® fluoriert wird, reagieren die erhaltenen Farbstoffe bereitwillig mit Nukleophilen.

[0025] Eine bevorzugte Klasse von Farbstoffen hat die Formel

wobei

R®, R* unabhangig voneinander H sind;

R'? eine Carbonsaure, ein Salz einer Carbonsaure, ein Carbonsaureester eines C,-Cg-Alkohols, eine Sulfon-
sure oder ein Salz einer Sulfonsaure ist;

R™, R, R'" und R'® unabhéngig voneinander H, F, Carbonsaure, ein Salz einer Carbonsaure, ein Carbonsau-
reester eines C,-Cg-Alkohols, ein Carbonsaureester von -CH,-O-(C=0)-R'8, eine Sulfonsaure, ein Salz einer
Sulfonsaure oder C;-Cg-Alkylthio sind, die optional mit Carbonsaure, einem Salz einer Carbonsaure, einem
Carbonséaureester eines C4-C4-Alkohols oder einem Carbonsaureester von -CH,-O-(C=0)-R"® substituiert sind.

[0026] Die Erfindung stellt auch Verbindungen bereit, welche die Formel

haben, wobei

R', R?, R3, R*% R®% R® und A wie oben definiert sind; und exakt eines von R?, R* R” und R -L-S_. ist;

wobei L eine kovalente Einfachbindung ist oder L eine kovalente Verkniipfung mit 1 bis 24 Nichtwasserstoff-
atomen ist, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus C, N, O und S besteht, und aus einer beliebigen
Kombination von Einfach-, Doppel-, Dreifach- oder aromatischen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen, Koh-
lenstoff-Stickstoff-Bindungen, Stickstoff-Stickstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen und Kohlen-
stoff-Schwefel-Bindungen zusammengesetzt ist; und

S, eine konjugierte Substanz ist, die eine ionenkomplexierende Gruppierung ist.
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[0027] Weitere Aspekte und Ausfihrungsformen der Erfindung sind wie in den Patentanspriichen ausgefiihrt.

[0028] Bevorzugte Farbstoffe haben in wassriger Losung (pH = 6) eine Quantenausbeute von gréfler als 0,50.
Vorzugsweise besitzen diese Farbstoffe einen pK von kleiner als 5,0. Der Extinktionskoeffizient bevorzugter
Farbstoffe, gemessen bei einer Wellenlange von mehr als 490 nm bei pH 6,0, ist groRRer als 60.000 cm~'M-".
Vorzugsweise zeigen die fluorierten Farbstoffe ein Fluoreszenzemissionsmaximum, das im Verhaltnis zu je-
nem des nichtfluorierten Analogons um weniger als 15 nm verschoben ist. Die spektralen Eigenschaften aus-
gewahlter Farbstoffe sind in Tabelle 1 angegeben.
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Konjugate von Reaktivfarbstoffen

[0029] Eine Ausflhrungsform des fluorierten Fluorophors enthélt mindestens eine -L-R -Gruppe, wobei R,
die reaktionsfahige Gruppe ist, die durch eine kovalente Verknipfung L an das Fluorophor gebunden ist. In
bestimmten Ausfihrungsformen (siehe Tabelle 9) ist R, Uber mehrere dazwischenliegende Atome, die als ein
Abstandshalter dienen, an den Farbstoff gebunden. Die Farbstoffe mit einer reaktionsfahigen Gruppe (R,) mar-
kieren eine breite Vielfalt an organischen oder anorganischen Substanzen mit Fluoreszenz, die funktionelle
Gruppen mit geeigneter Reaktionsfahigkeit enthalten oder so modifiziert wurden, dass sie diese enthalten, was
zur chemischen Anbindung der konjugierten Substanz (S,) fuhrt und durch -L-S_ dargestellt ist. Die reaktions-
fahige Gruppe und die funktionelle Gruppe sind typischerweise ein Elektrophil und ein Nukleophil, die eine
kovalente Verknipfung bilden kénnen. Alternativ ist die reaktionsfahige Gruppe eine photoaktivierbare Gruppe
und wird erst nach Belichtung mit Licht einer geeigneten Wellenlange chemisch reaktionsfahig. Ausgewahite
Beispiele fur funktionelle Gruppen und Verknipfungen sind in Tabelle 2 dargestellt, wobei die Reaktion einer
elektrophilen Gruppe und einer nukleophilen Gruppe eine kovalente Verknipfung ergibt.

Tabelle 2: Beispiele flur einige Wege zu nutzlichen kovalenten Verknlpfungen

Elektrophile Gruppe Nukleophile Gruppe Resultierende kovalente Verkip-
fung
aktivierte Ester* Amine/Aniline Carboxamide
Acylazide Amine/Aniline Carboxamide
Acylhalogenide Amine/Aniline Carboxamide
Acylhalogenide Alkohole/Phenole Ester
Acylnitrile Alkohole/Phenole Ester
Acylnitrile Amine/Aniline Carboxamide
Aldehyde Amine/Aniline Imine
Aldehyde oder Ketone Hydrazine Hydrazone
Aldehyde oder Ketone Hydroxylamine Oxime
Alkylhalogenide Amine/Aniline Alkylamide
Alkylhalogenide Carbonsauren Ester
Alkylhalogenide Thiole Thioether
Alkylhalogenide Alkohole/Phenole Ether
Alkylsulfonate Thiole Thioether
Alkylsulfonate Carbonséuren Ester
Alkylsulfonate Alkohole/Phenole Ether
Anhydride Alkohole/Phenole Ester
Anhydride Amine/Aniline Carboxamide
Arylhalogenide Thiole Thiophenole
Arylhalogenide Amine Arylamine
Aziridine Thiole Thioether
Boronate Glycole Boronatester
Carbonséuren Amine/Aniline Carboxamide
Carbonséuren Alkohole Ester
Carbonsauren Hydrazine Hydrazine
Carbodiimide Carbonséauren N-Acylurea oder -Anhydride
Diazoalkane Carbonsauren Ester
Epoxide Thiole Thioether
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Haloacetamide Thiole Thioether
Halotriazine Amine/Aniline Aminotriazine
Halotriazine Alkohole/Phenole Trianzinylether
Imidoester Amine/Aniline Amidine
Isocyanate Amine/Aniline Urea
Isocyanate Alkohole/Phenole Urethane
Isothiocyanate Amine/Aniline Thiourea
Maleimide Thiole Thioether
Phosphoramidite Alkohole Phosphitester
Silylhalogenide Alkohole Silylether
Sulfonatester Amine/Aniline Alkylamine
Sulfonatester Thiole Thioether
Sulfonatester Carbonsauren Ester
Sulfonatester Alkohole Ether
Sulfonylhalogenide Amine/Aniline Sulfonamide
Sulfonylhalogenide Phenole/Alkohole Sulfonatester

* Aktivierte Ester, wie im Fachgebiet aufgefasst, weisen im Allgemeinen die Formel -COQ auf, wobei Q eine
gute Abgangsgruppe ist (z. B. Oxysuccinimidyl (-OC,H,0,), Oxysulfosuccinimidyl (-OC4H3;0,-SO3H), -1-Oxy-
benzotriazolyl (-OCgH4N), oder eine Aryloxygruppe oder Aryloxy, das mit elektronenabziehenden Substituen-
ten, wie z. B. Nitro, Fluor, Chlor, Cyano oder Trifluormethyl oder Kombinationen davon, einfach oder mehrfach
substituiert ist, die benutzt werden, um aktivierte Arylester zu bilden, oder eine Carbonsaure, die durch ein
Carbodiimid aktiviert ist, um ein Anhydrid oder ein gemischtes Anhydrid -OCOR? oder -OCN2NHR? zu bilden,
wobei R? und R®, die gleich oder verschieden sein kénnen, C;-C,-Alkyl, C,-Cg-Perfluoralkyl oder C;-Cg-Alkoxy
oder Cyclohexyl, 3-Dimethylaminopropyl oder N-Morpholinoethyl sind).

** Acylazide kénnen sich auch zu Isocyanaten umlagern. Die kovalente Verknipfung L bindet die reaktions-
fahige Gruppe R, oder die konjugierte Substanz S an das Fluorophor, entweder direkt (L ist eine Einfachbin-
dung) oder mit einer Kombination stabiler chemischer Bindungen, die optional Einfach-, Doppel-, Dreifach-
oder aromatische Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen sowie Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen, Stickstoff-Stick-
stoff-Bindungen, Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen und Kohlenstoff-Schwefel-Bindungen enthalten. L schlief3t
typischerweise Ether-, Thioether-, Carboxamid-, Sulfonamid-, Urea-, Urethan- oder Hydrazingruppierungen
ein. Bevorzugte L-Gruppierungen weisen 1 bis 20 Nichtwasserstoffatome auf, die aus der Gruppe ausgewahit
sind, die aus C, N, O und S besteht, und sind aus einer beliebigen Kombination von Ether-, Thioether-, Amin-,
Ester-, Carboxamid-, Sulfonamid-, Hydrazidbindungen und aromatischen oder heteroaromatischen Bindungen
zusammengesetzt. L ist vorzugsweise eine Kombination von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfachbindungen und
Carboxamid- oder Thioetherbindungen. Der langste lineare Abschnitt der Verkniipfung L enthalt vorzugsweise
4 bis 10 Nichtwasserstoffatome, einschlie3lich ein oder zwei Heteroatome. Beispiele fiir L sind substituiertes
oder unsubstituiertes Polymethylen, Arylen, Alkylarylen oder Arylenalkyl. In einer Ausfiihrungsform enthalt L 1
bis 6 Kohlenstoffatome; in einer weiteren ist L eine Thioetherverknipfung. In noch einer weiteren Ausfiihrungs-
form hat L die Formel -(CH,),(CONH(CH,),),-, wobei a einen beliebigen Wert von 0 bis 5, b einen beliebigen
Wert von 1 bis 5 aufweist und z 0 oder 1 ist.

[0030] Die Gruppe R, ist an einem beliebigen von R?, R oder R'>-R"¢, vorzugsweise an einem von R"*-R'6,
mehr bevorzugt an R oder R", direkt an das Fluorophor gebunden oder ist als ein Substituent an einem
Alkyl-, Alkoxy-, Alkylthio- oder Alkylaminosubstituenten vorhanden. In einer Ausfiihrungsform ist exakt eines
von R7, R'%, R™2. R®™, R R oder R'® eine -L-S_-Gruppierung. In einer weiteren Ausflihrungsform ist exakt
eines von R, R™ R" oder R'® eine -L-S_-Gruppierung. Wo exakt eines von R", R, R" oder R'® eine -L-
S.-Gruppierung ist, ist typischerweise entweder jedes der tibrigen von R'3, R™, R" oder R Fluor oder jedes
der Ubrigen von R™®, R, R"™ oder R'® Wasserstoff. In einer Ausfilhrungsform ist exakt eines von R™, R", R,5
und R® eine -L-R,-Gruppierung. In einer weiteren Ausflihrungsform ist exakt eines von R” oder R eine -L-R,-
Gruppierung. In einer weiteren Ausfiihrungsform, in der R'2 eine Carbonsaure oder eine Sulfonsaure ist, ist in
dem fluorierten Farbstoff eine zusatzliche -L-R -Gruppierung vorhanden.
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[0031] Die Auswahl der kovalenten Verkniipfung, die das Fluorophor an die konjugierte Substanz binden soll,
hangt typischerweise von der funktionellen Gruppe an der zu konjugierenden Substanz ab. Zu den Typen funk-
tioneller Gruppen, die in den organischen oder anorganischen Substanzen typischerweise vorhanden sind,
gehoren, nicht ausschlief3lich, Amine, Thiole, Alkohole, Phenole, Aldehyde, Ketone, Phosphate, Imidazole, Hy-
drazine, Hydroxylamine, disubstituierte Amine, Halogenide, Epoxide, Sulfonatester, Purine, Pyrimidine, Car-
bonséuren oder eine Kombination dieser Gruppen. An der Substanz kann ein einziger Typ einer reaktionsfa-
higen Stelle verflugbar sein (typisch fir Polysaccharide) oder eine Vielzahl an Stellen vorkommen (z. B. Amine,
Thiole, Alkohole, Phenole), wie es fiir Proteine typisch ist. Eine konjugierte Substanz kann an mehr als einem
Fluorophor, das gleich oder verschieden sein kann, oder an einer Substanz konjugiert sein, die zuséatzlich
durch ein Hapten modifiziert wird. Obwohl durch sorgféltiges Steuern der Reaktionsbedingungen eine gewisse
Selektivitat erhalten werden kann, wird die Selektivitat des Markierens am besten durch Auswahl eines geeig-
neten Reaktivfarbstoffes erhalten.

[0032] R, wird typischerweise mit einem Amin, einem Thiol oder einem Alkohol reagieren. In einer Ausfih-
rungsform ist R, eine Acrylamidgruppe, eine Gruppe eines aktivierten Esters einer Carbonsaure, eine Acyla-
zid-, eine Acylnitril-, eine Aldehyd-, eine Alkylhalogenid-, eine Amin-, eine Anhydrid-, eine Anilin-, eine Arylhalo-
genid-, eine Azid-, eine Aziridin-, eine Boronat-, eine Carbonsaure-, eine Diazoalkan-, eine Halogenacetamid-,
eine Halogentriazin-, eine Hydrazin-, eine Imidoester-, eine Isocyanat-, eine Isothiocyanat-, eine Maleinimid-,
eine Phosphoramidit-, eine Sulfonylhalogenid- oder eine Thiolgruppe. R, ist vorzugsweise eine Carbonsaure-,
eine Succinimidylester-, eine Amin-, eine Halogenacetamid-, eine Alkylhalogenid-, eine Sulfonylhalogenid-,
eine Isothiocyanat-, eine Maleinimid- oder eine Azidoperfluorbenzamidogruppe.

[0033] Die Substitution mit einem Halogenalkyl, Halogenacetamid, Halogenmethylbenzamid ermdglicht die
Erhaltung fluorierter Fluorophore in Zellen oder Organellen gemaf den zuvor beschriebenen Verfahren (US-
Patente 5,362,628 und 5,576,424 (in Zellen) und US-Patent 5,459,268 und UK 9420661.2 (in Mitochondrien)
). Farbstoffe, die an dem Bodenring fluoriert sind, ergeben Addukte von Glutathion (z. B. Verbindung 25) und
Protein, die in Zellen zurlickgehalten werden.

[0034] Zu nutzlichen Farbstoffkonjugaten gehéren Konjugate von Antigenen, Steroiden, Vitaminen, Arzneimit-
teln, Haptenen, Metaboliten, Toxinen, Umweltschadstoffen, Aminosauren, Peptiden, Proteinen, Nucleinsauren,
Nucleinsaurepolymeren, Kohlenhydraten, Lipiden, ionenkomplexierenden Gruppierungen und Polymeren. Al-
ternativ sind diese Konjugate von Zellen, Zellsystemen, Zellfragmenten oder subzellularen Teilchen. Beispiele
sind Virusteilchen, Bakterienteilchen, Viruskomponenten, biologische Zellen (wie z. B. Tierzellen, Pflanzenzel-
len, Bakterien oder Hefe) oder Zellkomponenten. Fluorierte Reaktivfarbstoffe markieren reaktionsfahige Stel-
len an der Zellenoberflache, in Zellmembranen, Organellen oder im Zytoplasma oder derivatisieren Verbin-
dungen von geringem Molekulargewicht zur Analyse mittels Kapillarzonenelektrophorese, HPLC oder anderer
Trenntechniken. Die konjugierte Substanz ist vorzugsweise eine Aminoséaure, ein Peptid, ein Protein, ein Po-
lysaccharid, eine ionenkomplexierende Gruppierung, ein Nucleotid, ein Oligonucleotid, eine Nucleinsaure, ein
Hapten, ein Arzneimittel, ein Lipid, ein Phospholipid, ein Lipoprotein, ein Lipopolysaccharid, ein Liposom, ein
lipophiles Polymer, ein Polymer, ein polymeres Mikroteilchen, eine biologische Zelle oder ein Virus.

[0035] In einer Ausfiihrungsform ist die konjugierte Substanz (S;) eine Aminosaure (einschliel3lich derjenigen,
die durch Phosphate, Kohlenhydrate oder C,- bis C,,-Carbonsduren geschitzt oder damit substituiert sind)
oder ein Polymer von Aminoséduren, wie z. B. ein Peptid oder ein Protein. Bevorzugte Konjugate von Peptiden
enthalten mindestens flinf Aminosauren, mehr bevorzugt 5 bis 36 Aminosauren. Zu den bevorzugten Peptiden
gehoren, nicht ausschlielllich, Neuropeptide, Zytokine, Toxine, Proteasesubstrate und Proteinkinasesubstrate.
Zu den bevorzugten Proteinkonjugaten gehéren Enzyme, Antikdrper, Lectine, Glycoproteine, Histone, Albumi-
ne, Lipoproteine, Avidin, Streptavidin, Protein A, Protein G, Phycobiliproteine und andere fluoreszierende Pro-
teine, Hormone, Toxine und Wachstumsfaktoren. Das konjugierte Protein ist typischerweise ein Antikdrper, ein
Antikérperfragment, Avidin, Streptavidin, ein Toxin, ein Lectin oder ein Wachstumsfaktor. Zu Farbstoff-Peptid-
und -Protein-Konjugaten gehdren diejenigen, die mit einem Farbstoff der Erfindung in Kombination mit einem
zweiten fluoreszierenden oder nichtfluoreszierenden Farbstoff markiert sind, um ein Energielibertragungspaar
zu bilden.

[0036] In einer weiteren Ausflhrungsform ist die konjugierte Substanz (S;) eine Nucleinsdurebase, ein Nu-
cleotid, ein Nucleotid oder ein Nucleinsdurepolymer, das optional einen zusatzlichen Verknipfer oder Abstand-
halter fir die Anbindung eines Fluorophors oder eines anderen Liganden enthélt, wie z. B. eine Alkinylverknip-
fung (US-Patent 5,047,519), eine Aminoallylverknipfung (US-Patent 4,711,955) oder eine andere Verknip-
fung. Das konjugierte Nucleotid ist vorzugsweise ein Nucleosidtriphosphat oder ein Desoxynucleosidtriphos-
phat oder ein Didesoxynucleosidtriphosphat.
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[0037] Bevorzugte Nucleinsdurekonjugate sind markierte, ein- oder mehrstréngige, naturliche oder syntheti-
sche DNA- oder RNA-Oligonucleotide oder DNA/RNA-Hybride, oder beinhalten einen ungewdhnlichen Ver-
knlpfer, wie z. B. morpholinderivatisierte Phosphate (AntiVirals, Inc., Corvallis, Oregon, USA), oder Peptidnu-
cleinsauren, wie z. B. N-(2-Aminoethyl)glycin-Einheiten, wobei die Nucleinsdure weniger als 50 Nucleotide,
noch typischer weniger als 25 Nucleotide, enthalt. Der Farbstoff ist typischerweise tUber eine oder mehrere Pu-
rin- oder Pyrimidinbasen durch eine Amid-, Ester-, Ether- oder Thioetherbindung gebunden oder an das Phos-
phat oder Kohlenhydrat durch eine Bindung gebunden, die ein Ester, Thioester, Amid, Ether oder Thioether
ist. Alternativ ist mindestens ein Farbstoff der Erfindung an ein Oligonucleotid konjugiert, das gleichzeitig mit
mindestens einem zweiten Farbstoff markiert ist, um ein Fluoreszenz-Energielibertragungspaar zu bilden, oder
an ein Hapten, wie z. B. Biotin oder Digoxigenin, oder an ein Enzym, wie z. B. alkalische Phosphatase, oder
an ein Protein, wie z. B. einen Antikérper. Nucleotidkonjugate der Erfindung lassen sich von DNA-Polymerase
leicht einbeziehen und kénnen zur In-situ-Hybridisierung (siehe unten) und Nucleinsduresequenzierung (z. B.
US-Patente 5,332,666; 5,171,534 und 4,997,928 und WO-Anmeldung 94/05688) verwendet werden.

[0038] In einer weiteren Ausflihrungsform ist die konjugierte Substanz (S;) ein Kohlenhydrat, das typischer-
weise ein Polysaccharid, wie z. B. Dextran, FICOL, Heparin, Glycogen, Amylopectin, Mannan, Inulin, Starke,
Agarose und Cellulose, ist. Bevorzugte Polysaccharidkonjugate sind Dextran- oder FICOL-Konjugate.

[0039] In einer weiteren Ausfihrungsform ist die konjugierte Substanz (S.) ein Lipid (typischerweise mit 6 bis
25 Kohlenstoffatomen), einschlief3lich Glycolipiden, Phospholipiden und Sphingolipiden. Alternativ ist die kon-
jugierte Substanz ein Lipidvesikel, wie z. B. ein Liposom, oder ein Lipoprotein (siehe unten). Die lipophile Grup-
pierung kann verwendet werden, um die Verbindungen in Zellen zurtickzuhalten, wie in US-Patent 5,208,148
beschrieben.

[0040] Konjugate, die eine ionenkomplexierende Gruppierung aufweisen, dienen als ein Indikator fur Calcium,
Natrium, Magnesium, Kalium oder ein anderes biologisch wichtiges Metallion. Bevorzugte ionenkomplexieren-
de Gruppierungen sind Kronenether, einschliellich Diaryldiaza-Kronenether (US-Patent 5,405,975), BAPTA
(US-Patent 5,453,517, US-Patent 5,516,911 und US-Patent 5,049,673), Derivate APTRA (AM. J. PHYSIOL.
256, C540 (1989)) und pyridin- und phenanthrolinbasierte Metallionenchelatbildner, vorzugsweise ein Diaryl-
diaza-Kronenether- oder ein BAPTA-Chelatbildner. Die lonenindikatoren werden optional an Kunststoff- oder
biologische Polymere, wie z. B. Dextrane, konjugiert, um deren Nutzlichkeit als Sensoren zu verbessern. Alter-
nativ wirkt der Farbstoff bei pH-Werten innerhalb von 1,5 pH-Einheiten des jeweiligen pK, des Farbstoffs selbst
als ein Indikator fiir H*. Diejenigen Ausflihrungsformen von Farbstoffen, die an R? und R® Fluor aufweisen, sind
im Bereich von pH 4 bis 6 die nitzlichsten pH-Indikatoren.

[0041] SchlieRlich sind die Konjugate optional Farbstoffkonjugate von Polymeren, polymeren Teilchen, poly-
meren Mikroteilchen, einschlieBlich magnetischen und nichtmagnetischen Mikroklgelchen, polymeren Mem-
branen, leitfahigen und nichtleitfahigen Metallen und Nichtmetallen und Glas- und Kunststoffoberflachen und
-teilchen. Konjugate werden optional durch Copolymerisation eines fluorierten Farbstoffes, der eine geeignete
Funktionalitat enthalt, wahrend des Herstellens des Polymers oder durch chemische Modifizierung eines Po-
lymers, das funktionelle Gruppen mit geeigneter chemischer Reaktivitat enthalt, hergestellt. Zu anderen Re-
aktionstypen, die zum Herstellen von Farbstoffkonjugaten von Polymeren nitzlich sind, gehéren katalysierte
Polymerisationen oder Copolymerisationen von Alkenen und Reaktionen von Dienen mit Dienophilen, Umes-
terungen oder Umaminierungen. In einer weiteren Ausfihrungsform ist die konjugierte Substanz ein Glas oder
Silica, das zu einer optischen Faser oder einer anderen Struktur gebildet werden kann.

[0042] Die Herstellung von Farbstoff konjugaten unter Verwendung von Reaktivfarbstoffen ist gut dokumen-
tiert, z. B. von R. Haugland, MOLECULAR PROBES HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND RESE-
ARCH CHEMICALS (Handbuch molekularer Sonden zu fluoreszierenden Sonden und Forschungschemikali-
en), Serie 1 bis 7 (1992) und Brinkley, BIOCONJUGATE CHEM. 3,2 (1992). Konjugate werden typischerweise
aus dem Vermischen geeigneter fluorierter Reaktivfarbstoffe und der zu konjugierenden Substanz in einem
geeigneten Lésemittel, in dem beide I6slich sind, erhalten. Fir diejenigen Reaktivfarbstoffe, die photoaktiviert
werden, erfordert die Konjugation die Belichtung der Reaktionsmischung, um den Reaktivfarbstoff zu aktivie-
ren. Das Farbstoff-Biomolekul-Konjugat wird in Lésung oder lyophilisiert verwendet.

[0043] Markierte Glieder eines spezifischen Bindungspaars werden als fluoreszierende Sonden fiir das kom-
plementare Glied dieses spezifischen Bindungspaars benutzt, wobei jedes spezifische Bindungspaarglied ei-
nen Bereich an der Oberflache oder in einem Hohlraum aufweist, der sich spezifisch an eine besondere raum-
liche und polare Organisation des anderen bindet und zu dieser komplementar ist. Typische spezifische Bin-
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dungspaare sind in Tabelle 3 dargestellt. Derartige Sonden enthalten optional einen BLOCK, der durch ein
Enzym oder Licht entfernt wird, oder R" ist H und die Verbindung fluoresziert nach der Oxidation.

Tabelle 3: Reprasentative spezifische Bindungspaare

Antigen Antikdrper

Biotin Avidin (oder Streptavidin oder Anti-Biotin)
IgG* Protein A oder Protein G
Arzneimittel Arzneimittel-Rezeptor

Toxin Toxin-Rezeptor

Kohlenhydrat Lectin oder Kohlenhydrat-Rezeptor
Peptid Peptid-Rezeptor

Protein Protein-Rezeptor

Enzymsubstrat Enzym

DNA (RNA) aDNA (aRNA) t

Hormon Hormon-Rezeptor

lon Chelator

* 1gG ist ein Immunoglobulin
t aDNA und aRNA sind die (komplementaren) Antisense-Strange, die zur Hybridisierung benutzt werden

BLOCKIERTE Farbstoffe und andere Substrate

[0044] In Ausfiihrungsformen, in denen R’ eine BLOCK-Gruppierung ist (die gleich oder verschieden sein
kann), welche die Fluoreszenz des Fluorophors wesentlich verandert, fiihrt die Entfernung von BLOCK die
Fluoreszenz des Mutterfarbstoffes wieder herbei. BLOCK ist typischerweise eine einwertige Gruppierung, die
durch Entfernen einer Hydroxygruppe aus einem Phosphat oder Sulfat abgeleitet ist, oder ein biologisch kom-
patibles Salz davon, oder aus einer Carboxygruppe einer aliphatischen oder aromatischen Carbonsaure oder
einer Aminosaure, einer geschitzten Aminosaure, einem Peptid oder einem geschitzten Peptid oder einem
Alkohol oder einem Mono- oder Polysaccharid abgeleitet ist. Die BLOCK-Fluorophor-Bindung an R ist typi-
scherweise eine Ether- oder eine Esterbindung. Alternativ ist BLOCK eine photolabile absperrende Gruppe
an einem Farbstoff oder einem Farbstoffkonjugat. Die Absperrung an R ist typischerweise ein substituiertes
oder unsubstituiertes Derivat von o-Nitroarylmethin (einschlieRlich a-Carboxy-o-nitroarylmethin und Bis-(5-t-
butoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl (Verbindung 101)), von 2-Methoxy-5-nitrophenyl oder Desyl.

[0045] Wo die Abspaltung von -BLOCK ein nachweisbares Ansprechen ergibt, welches das Vorhandensein
einer Enzymaktivitat anzeigt, ist die Verbindung ein Enzymsubstrat. Zu Enzymen, die daflr bekannt sind, dass
sie diese konjugierten Gruppierungen abspalten, gehéren mikrosomale Dealkylasen (z. B. Cytochrom-P450-
Enzyme), Glycosidasen (z. B. B-Galactosidase, B-Glucosidase, a-Fucosidase, B-Glucosaminidase), Phospha-
tasen, Sulfatasen, Esterasen, Lipasen, Guanidinobenzoatasen und andere. Fluorierte Fluoresceindiacetatver-
bindungen treten bereitwillig in unversehrte Zellen ein, in denen die Acetatgruppierungen durch intrazellulare
Esterasen in lebensfahigen Zellen gespalten werden, wodurch die Eigenfluoreszenz wiederhergestellt wird und
Durchfihrbarkeit angezeigt wird. In dhnlicher Weise treten fluorierte Farbstoffe, die mit Acetoxymethylestern
(wie beispielsweise fluorierten Analoga von Calcein-AM, z. B. Verbindung 99) substituiert sind, bereitwillig in
unversehrte Zellen ein und kdénnen als Zell-Tracer oder Lebensfahigkeitsindikatoren dienen.

[0046] Jeder der Substituenten, die oben zum Zurlickhalten der Farbstoffe in Zellen beschrieben sind, kann
benutzt werden, um die Substrate in Zellen zurlickzuhalten. Bevorzugte Enzymsubstrate sind am Bodenring
fluoriert. Besonders bevorzugte Substrate weisen zwei identische BLOCK-Gruppierungen auf, die Acetat oder
Glycosid sind, wie z. B. B-D-Galactopyranosid, die am Bodenring mindestens tetrafluoriert sind.

[0047] Farbstoffverbindungen, die in wassriger Losung einen pKg von < 6, mehr bevorzugt von kleiner als
etwa 5 aufweisen, sind bevorzugte Substrate in einer sauren Umgebung (z. B. einer sauren B-Galactosidase,
wie z. B. B-D-Galactopyranosid, oder in sauren Organellen, wie z. B. Substraten fir Lysosomalglycosidasen
(siehe Tabelle 14)). Substrate, bei denen -BLOCK durch ein Phosphataseenzym abspaltbar ist, sind niitzlich,
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um sowohl saure als auch alkalische Phosphatase nachzuweisen. Bevorzugte Substrate zum Nachweis von
Enzymen mit maximalen Umsatzraten unter pH 7 sind an den 2'- und 7'-Positionen fluoriert.

[0048] Im Gegensatz zu ihren nichtfluorierten Analoga sind fluorierte Dihydrofluoresceine ohne die Verwen-
dung von blockierenden Gruppen, die typischerweise die Loslichkeit verringern, in wassrigen Lésungen stabil.
Beispielsweise ist Verbindung 84 (9,5,6,7-Tetrafluordihydrofluorescein) in Wasser zu mindestens 2 mM I6slich.

Anwendungsverfahren

[0049] Die neuen Farbstoffe werden im allgemeinen verwendet, um eine Probe anzufarben, um unter ge-
winschten Bedingungen ein nachweisbares optisches Ansprechen zu ergeben, indem die interessante Probe
mit einer Lésung eines Farbstoffes (hergestellt gemanl Verfahren, die im Fachgebiet allgemein bekannt sind)
flr einen Zeitraum kombiniert wird, der ausreicht, damit die Farbstoffverbindung unter den gewlinschten Be-
dingungen ein nachweisbares optisches Ansprechen ergibt. Die erforderliche Konzentration fiir die Farbstoff-
I6sung (typischerweise nanomolar bis mikromolar) wird durch systematisches Variieren der Farbstoff- oder
Farbstoffkonjugatkonzentration bestimmt, bis ein zufriedenstellendes Anfarben mit dem Farbstoff erreicht wird.

[0050] Die Farbstoffverbindungen werden am vorteilhaftesten benutzt, um Proben mit biologischen Kompo-
nenten anzufarben. Die Probe kann heterogene Mischungen aus Komponenten (einschlief3lich unversehrter
Zellen, Zellextrakten, Bakterien, Viren, Organellen und Mischungen davon) oder eine einzelne Komponente
oder eine homogene Gruppe von Komponenten (z. B. natirliche oder synthetische Aminosauren, Nucleinsdu-
ren oder Kohlenhydratpolymere oder Lipidmembrankomplexe) umfassen. Diese Farbstoffe sind in den ver-
wendeten Konzentrationen fur lebende Zellen und andere biologische Komponenten im allgemeinen ungiftig,
obwohl diejenigen fluorierten Farbstoffe, die zusatzlich ein- oder mehrfach mit Br oder | substituiert sind, effi-
ziente Photosensibilisatoren sind.

[0051] Die Probe wird gemal bekannten Verfahren im Verlauf des Anfarbens optional mit anderen Lésungen
kombiniert, einschliel3lich Waschlésungen, Permeabilisations- und/oder Fixierlésungen und anderen Lésun-
gen, die zuséatzliche Nachweisreagentien enthalten. Mit ausgewahlten Ausfihrungsformen, die in Zellen gut
zuriickgehalten werden, bewahren die Zellen nach der Fixierung eine betréachtliche fluoreszierende Anfarbung.
Wenn das zusatzliche Nachweisreagens spektrale Eigenschaften besitzt, die von denjenigen der verwendeten
Farbstoffverbindungen abweichen, sind Mehrfarbenanwendungen moglich.

[0052] Nach dem oder wahrend des Anfarbens wird die Probe belichtet, um ein nachweisbares optisches An-
sprechen zu ergeben, und mit einem Mittel zum Nachweisen des optischen Ansprechens unter Verwendung
eines Fluorometers, Mikroskops, Mikroplattenlesers, Durchflusszytometers, Laserscanners, einer Handlampe
oder einer anderen Vorrichtung beobachtet. Das optische Ansprechen ist typischerweise eine Anderung der
Fluoreszenz, wie z. B. eine Anderung der Intensitat oder der Anregungs- oder Emissionswellenlénge, der Fluo-
reszenzverteilung, der Fluoreszenzlebensdauer, der Fluoreszenzpolarisierung oder eine Kombination davon.

[0053] Das Anfarben wird benutzt, um gemal bekannten Verfahren die Anwesenheit, die Quantitat oder die
raumliche oder zeitliche Verteilung von Komponenten oder eines Mechanismus in einer Probe zu bestimmen.
Die Farbstoffe der Erfindung sind zur Herstellung eines Kits gut geeignet, das einen fluorierten Reaktivfarbstoff
und Anweisungen fiir das Konjugieren des Farbstoffs an jede beliebige Substanz, die eine geeignete funktio-
nelle Gruppe besitzt, und optional flir das Zuriickgewinnen oder Reinigen der Materialien umfasst, die damit
markiert sind, einschliellich, aber nicht beschrénkt auf biologische Polymere (z. B. Proteine, Oligonucleotide
oder Kohlenhydrate), polymere Harze und Kunststoffe (z. B. Polystyrol), Metalle, Glaser und andere organische
oder anorganische Substanzen. Fluorierte Xanthenfarbstoffe sind auch nitzliche Haptene, da die Fluorierung
bei der Erkennung des Fluorophors durch den Anti-Fluoreszein-Antikdrper nicht stért, was typischerweise zu
einer Fluoreszenzléschung des Farbstoffes flhrt (siehe Tabelle 15).

Farbstoffsynthese

[0054] Der erste Schritt beim Herstellen eines fluorierten Fluoresceinfarbstoffes ist die Herstellung eines ent-
sprechend substituierten Resorcins. Obwohl Verfahren zum Herstellen von fluorierten Resorcinen bekannt sind
(Patrick et al., J. ORG. CHEM. 51, 3242 (1986); Lerman et al., J. ORG. CHEM. 49, 806 (1984)), werden fluo-
rierte Resorcine zweckmalRiger aus einem (handelsiblichen) Polyfluornitrobenzol oder einem alkoxysubstitu-
ierten Derivat synthetisiert. Die Fluoratome in ortho- und para-Stellung zum Nitro werden mit zwei Aquivalen-
ten von Alkoxid oder Benzyloxid verdrangt. Dann wird die Nitrogruppe reduziert, gefolgt von Diazotierung und
reduktiver Dediazotierung (siehe Tabelle 4). Alternativ werden die Diazoniumkationen als reine Salze isoliert,
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gefolgt von Reduktion mit Natriumborhydrid. Die Dealkylierung mit BBr; oder einem anderen etherspaltenden
Reagens oder, im Falle von Benzylethern, die katalytische Hydrogenolyse liefert reine fluorierte Resorcine.
Optional sind andere Substituenten wéhrend der Synthese anwesend, sofern diese das Syntheseverfahren
Uberstehen, z. B. Alkyl-, Carboxyalkyl-, Chlor-, Brom-, lod-, Alkoxy- und Hydroxygruppierungen.

[0055] Xanthyliumfarbstoffe, die im Xanthenabschnitt des Farbstoffes Fluorsubstituenten aufweisen, werden
typischerweise durch Kondensation eines fluorierten Resorcins mit einer Phthalsdure, einem Phthalsdurean-
hydrid, einer Sulfobenzoesdure oder einem Sulfobenzoesdureanhydrid (wie z. B. Phthalsdureanhydrid, Tri-
mellitsdureanhydrid, Nitrophthalsaureanhydrid, o-Sulfobenzoesédureanhydrid, Sulfoterephthalsdure) oder mit
Benzaldehyden (wenn von Oxidation gefolgt) oder mit aliphatischen Dicarbonsduren oder -anhydriden, wie
z. B. einem Bernsteinséure- oder Glutarsaureanhydrid, hergestellt. Die Kondensation wird optional katalysiert
(wie z. B. durch ZnCl, oder Methansulfonsédure) und ergibt nach wassriger Aufarbeitung den gewiinschten
fluorierten Xanthyliumfarbstoff.

[0056] Fluorierte Xanthyliumfarbstoffe werden auch durch Kondensieren von zwei Aquivalenten eines Res-
orcins mit einer fluorierten Benzolcarbonylverbindung, wie z. B. Tetrafluorphthalsdureanhydrid, Tetrafluorph-
thalsdure oder Fluorphthalsaurederivaten, Pentafluorbenzoesdure und fluorierten Benzaldehyden, wie z. B.
Pentafluorbenzaldehyd, hergestellt, obwohl nach der Verwendung von fluorierten Benzaldehyden ein Oxida-
tionsschritt erforderlich ist, um den fluoreszierenden Xanthyliumfarbstoff zu erhalten. Die entstehenden Farb-
stoffe sind an dem Arylring fluoriert, der an das Xanthenringsystem gebunden ist. Wenn der Arylring an der
4- und 6-Position fluoriert ist, kénnen Nucleophile, wie z. B. reduziertes Glutathion, Mercaptoessigsaure, Mer-
captoethylamin und Azid das Fluoridion an der 4- oder 6-Position verdréangen, wodurch ein Syntheseweg fir
die nachfolgende Konjugationschemie geschaffen wird (siehe Tabelle 8). Beispielsweise wird ein Mercaptoes-
sigsaureaddukt in einen Succinimidylester umgewandelt oder ein Mercaptoethylamino in ein Isothiocyanat,
Maleimid oder Halogenacetamid umgewandelt. Alternativ wird die Azidgruppe zu einem Amin reduziert, das
dann mit lodessigsaureanhydrid acyliert wird, um ein lodacetamid zu liefern.

[0057] Fluorierte Xanthyliumfarbstoffe werden auch von polyfluorierten Benzonitrilen ausgehend erhalten. Die
Zugabe eines Alkoxids oder eines Benzyloxids zu dem Benzonitril verdrangt die Fluoratome in ortho- und para-
Stellung zu der Nitrilgruppe. Die Zugabe eines arylorganometallischen Reagens, wie z. B. Pentafluorphenyl-
magnesiumchlorid, wandelt die Nitrilgruppe in ein Imin um, das anschlieend hydrolysiert wird und ein sub-
stituiertes Benzophenon mit Alkoxygruppen an der 2- und 4-Position liefert. Die Alkoxygruppen werden deal-
kyliert, z. B. mit Bromwasserstoffsdure und Essigsdure. Die Behandlung mit NaOH in Methanol ergibt dann
ein Xanthenon, in dem die 2-Hydroxygruppe das 2'-Fluoratom verdrangt hat; gleichzeitig verdréngt eine Alk-
oxygruppe das 4'-Fluoratom. Die 3-Hydroxygruppe im entstehenden Xanthon wird typischerweise durch eine
basestabile Schutzgruppe, wie z. B. einen 2-Methoxyethylmethylether (MEM-Ether) geschitzt, und dann wird
der Xanthoncarbonylgruppe ein arylorganometallisches Reagens, wie z. B. Pentafluorphenylmagnesiumchlo-
rid oder ein Alkyllithiumreagens, zugegeben. Die anschlieRende Behandlung mit Bromwasserstoff- und Essig-
saure entwassert das entstehende tertiare Carbinol zu dem gewiinschten Xanthyliumfarbstoff, bei gleichzeiti-
ger Umwandlung der 6-Methoxygruppe in eine Hydroxygruppe.

[0058] Fur asymmetrische Xanthyliumfarbstoffe, wie z. B. asymmetrische Fluoresceine, kann die Kondensa-
tion unter Verwendung von einem Aquivalent jedes der geeigneten substituierten oder unsubstituierten Res-
orcine mit einem Aquivalent eines anderen Resorcins (wie bei Khanna et al., US-Patent Nr. 4,439,359 (1984)),
eines Aminophenols und mit einem Aquivalent des geeigneten Phthalséurederivats oder Benzaldehyds durch-
gefihrt werden. Die Synthese kann gemeinsam oder schrittweise durchgefiihrt werden, wie in US-Patent Nr.
5,227,487 an Haugland et al. (1993) (siehe Tabelle 7) beschrieben.

[0059] Modifikationen fluorierter Xanthyliumfarbstoffe werden geman bekannten Verfahren zum Modifizieren
von Fluoresceinen durchgeflhrt. Beispielsweise kann das fluorierte Fluorescein mit einem geeigneten Halo-
genierungsmittel, wie z. B. flissigem Brom (z. B. Verbindung 31) halogeniert werden. Wo die 4'- und/oder 5'-
Position eines fluorierten Fluoresceins durch Wasserstoffatome besetzt sind, kénnen diese Positionen unter
Anwendung von Mannich-Bedingungen (wie bei Kirkemo et al., US-Patent Nr. 4,510,251, oben) mit Amino-
methylgruppen substituiert werden, insbesondere wenn das substituierte Amin Iminodiessigsdure oder eine
Aminoséure ist. Wenn am Bodenring ein Carboxylat vorhanden ist, kann es durch Reduktion, gefolgt von der
Behandlung mit HCI oder HBr, in einen Chlormethyl- oder Brommethylsubstituenten umgewandelt werden.
Wo zwei isomere Carboxylate vorhanden sind, werden diese optional getrennt (Allgemeines Verfahren J) oder
als eine Mischung aus Isomeren benutzt. Reduzierte Xanthyliumfarbstoffe mit der Formel 2 werden durch Re-
duktion des Xanthenons mit Zinkstaub oder Borhydrid in organischen Lésemitteln hergestellt (siehe Tabelle
11). Diese dihydrofluorierten Farbstoffe dienen als Substrate fir Enzyme, die Elektronen aufnehmen, oder
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werden beim Nachweis von Oxidationsmitteln, reaktionsfahigen Sauerstoffspezies oder Stickstoffmonoxiden
verwendet. Die Herstellung anderer Enzymsubstrate enthalt die Acylierung von phenolischen Hydroxylen mit
Phosphat, um Phosphatasesubstrate zu ergeben, mit Carbonsauren, um Esterasesubstrate zu ergeben, die
Alkylierung, um Dealkylasesubstrate zu ergeben, und mit Kohlenwasserstoffen, um Glycosidasesubstrate zu
ergeben.

[0060] Die Dihydroxanthen- und Xanthyliumvarianten der Farbstoffe der Erfindung sind durch gut bekann-
te Oxidations- oder Reduktionsmittel, einschlieBlich Borhydriden, Aluminiumhydriden, Wasserstoff/Katalysa-
tor und Dithioniten, frei ineinander umwandelbar. Eine Vielzahl an Oxidationsmitteln vermittelt die Oxidation
von Dihydroxanthenen, einschlief3lich molekularen Sauerstoffs in Gegenwart oder Abwesenheit eines Kataly-
sators, Stickstoffmonoxid, Peroxynitrit, Dichromat, Triphenylcarbenium und Chloranil. Die Xanthene werden
auch durch Enzymwirkung, einschliellich Meerrettich-Peroxidase in Kombination mit Peroxiden oder durch
Stickstoffmonoxid, oxidiert.

[0061] Die untenstehenden Beispiele sind gegeben, um die praktische Anwendung dieser Erfindung zu ver-
anschaulichen. Sie sollen den Gesamtumfang dieser Erfindung nicht begrenzen oder definieren.

Beispiele
Herstellung von fluorierten Resorcinen
Allgemeines Verfahren A

[0062] Natriummethoxid (1,0 M) wird durch portionsweises Zugeben von metallischem Natrium zu wasserfrei-
em Methanol (Aldrich) unter Stickstoff bei 0°C hergestellt. Zu einem reinen fluorierten Nitrobenzol (1,0 Aquiv.)
unter Stickstoff bei Raumtemperatur wird (iber 5 bis 10 Minuten Natriummethoxidlésung (2,2 Aquiv.) zugege-
ben. Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur gerihrt. Sobald die DC-Analyse zeigt, dass die Reak-
tion vollzogen ist (1 bis 24 Stunden), werden mehrere Tropfen 1 M Zitronensaure zugegeben. Wasser wird zu-
gegeben, gefolgt von der Extraktion mit Ether. Die organische Schicht wird mit Sole gewaschen, tber Na,SO,
getrocknet, eingedampft und aus Hexanen/CH,CI, umkristallisiert, um das gewulnschte Dimethoxyfluornitro-
benzol zu erhalten.

Allgemeines Verfahren B

[0063] Die Nitrogruppe des Fluornitrobenzols wird durch katalytische Hydrierung bei 40 psi in Ethanol/Ethy-
lacetat Uber 10% Pd/C reduziert. Wenn die DC-Analyse zeigt, dass die Reaktion vollzogen ist, wird der Kata-
lysator durch Filtration entfernt und das Filtrat wird verdampft, um das reine, aminsubstituierte fluorierte Benzol
zu ergeben.

Allgemeines Verfahren C

[0064] Die Nitrogruppe des Fluornitrobenzols wird durch homogene Reduktion in Ethylacetat/Ethanol (2:1, 0,
10 M) unter Riickfluss und Verwendung von Zinn(ll)-chloriddihydrat (5 Aquiv.) reduziert. Das Fortschreiten der
Reaktion wird mittels DC Uberwacht. Die Reaktionsmischung wird gekuhlt, in Wasser gegossen und mit 1 M
NaOH auf pH 7 neutralisiert. Die Mischung wird mit Ethylacetat extrahiert, mit Sole gewaschen, tber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Der Rickstand wird mittels Flash-Chromatographie gereinigt.

Allgemeines Verfahren D

[0065] Das gewiinschte Aminofluorbenzol in Wasser/HCI (2:1, 0,3 M) wird in Eis gekuhlt und mit einer kalten
Lésung aus NaNO, (1,05 Aquiv.) in Wasser behandelt. Die Diazoniumsalzlésung wird 15 Minuten lang geriihrt,
dann wird hypophosphorige S&ure (50%ige wassrige Lésung, 20 Aquiv.) iiber 5 Minuten zugegeben. Die Mi-
schung wird zwei Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt, dann mit Wasser verdunnt. Die Mischung wird
mit wassrigem Na,CO5; oder NaOH neutralisiert und zweimal mit Ether extrahiert. Der organische Extrakt wird
mit Wasser, dann mit Sole gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Die Losung wird eingedampft und der
Rickstand wird mittels Flash-Chromatographie gereinigt.
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Allgemeines Verfahren E

[0066] Eine Losung des fluorierten Dimethoxybenzols in wasserfreiem CH,Cl, (0,3 M) bei Raumtemperatur
unter Stickstoff wird mit eine Spritze mit BBr; (3,0 Aquiv., 1,0 M in CH,Cl,) lber fiinf Minuten behandelt. Die
DC zeigt, dass die Reaktion 24 bis 48 Stunden bendétigt, um Vollstédndigkeit zu erreichen; manchmal sind
zusétzliche 0,5 Aquiv. BBry-Ldsung notwendig, um Vollsténdigkeit zu erreichen. Die Lésung wird sorgfaltig
mit Wasser abgeschreckt und gerthrt, um Niederschlag aufzulésen. Die Lésung wird mit Ether extrahiert,
die Extrakte werden mit Sole gewaschen, uber Na,SO, getrocknet und eingedampft und mittels Sublimation
gereinigt, um das gewlinschte fluorierte Resorcin zu ergeben.

Tabelle 4: Referenzverbindungen

Ausgangs-— Verf. Produkt ‘ Ertrag ‘ m.p. ‘ Analyse
(°C)

material {(Brchn. Nr.)
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Herstellung von fluorierten Fluoresceinen

Allgemeines Verfahren H
[0067] Ein fluoriertes Resorcin (2 Aquiv.), eine Phthalséure oder ein Phthalsédureanhydrid (1 Aquiv.) und was-

serfreies ZnCl, (2,5 Aquiv.) werden bei etwa 170 bis 180°C 30 Minuten lang unter Riihren geschmolzen. Die
abgekiihlte Mischung wird in Wasser suspendiert und abgenutscht. Der Feststoff, der das fluorierte Fluorescein
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enthalt, wird durch Auflésen in Methanol/Wasser, gefolgt von Filtration durch Diatomeenerde und Eindampfen,
weiter gereinigt.

Allgemeines Verfahren H'

[0068] Alternativ wird das rohe fluorierte Fluorescein aus Verfahren H in Essigsaureanhydrid und Pyridin un-
ter kurzem Erhitzen in ein Diacetat umgewandelt, und die Mischung der wassrigen Aufarbeitung und chroma-
tographischen Reinigung oder Umkristallisierung des/der in organischen Lésemitteln I6slichen Produkts/Pro-
dukte unterworfen.

Allgemeines Verfahren |

[0069] Alternativ werden ein gewiinschtes fluoriertes Resorcin (2 Aquiv.) und ein Phthalsdureanhydrid (1
Aquiv.) in Methansulfonsaure als eine 10 gew./vol.-%ige Lésung fiir 48 Stunden auf 80 bis 85°C erhitzt. Die
abgekihlte Lésung wird in 7 Volumina einer Eis/Wasser-Mischung gegossen. Der Niederschlag wird aufge-
fangen, mit kaltem Wasser gewaschen, unter Vakuum bei 60°C getrocknet und, wie unter Verfahren H be-
schrieben, gereinigt.

Allgemeines Verfahren I'

[0070] Brom (6 Aquiv.) wird tropfenweise einer Lésung eines fluorierten Farbstoffes (1 Aquiv.) in MeOH zu-
gegeben. Die Mischung wird 3 Stunden lang gerlhrt, dann eingedampft. Der Riickstand wird mit Essigsaure-
anhydrid und Pyridin 1 Stunde lang geruhrt, mit Ethylacetat verdinnt, mit 1 M Zitronensaure, dann mit Sole
gewaschen und eingedampft. Der Rickstand wird mittels Sdulenchromatographie gereinigt, um den bromier-
ten Farbstoff zu erhalten.

Allgemeines Verfahren J

[0071] Isolierung von Carboxyfluorescein-lsomeren: Das fluorierte Carboxyfluorescein (1 Aquiv.), Pyridin (4
Aquiv.) und Essigsaureanhydrid (100 Aquiv.) werden 5 Minuten lang auf 80°C erhitzt. Die Reaktion wird 24
Stunden lang auf —4°C gekuhlt. Der kristalline Niederschlag (das Pyridiniumsalz des 6-isomeren Diacetats) wird
aufgefangen, mit Essigsaureanhydrid, dann mit Ether gewaschen und getrocknet, um ein gebrochen weilles
Pulver zu ergeben. Das Filtrat wird zusammen mit einem gleichen Volumen Wasser 30 Minuten lang gerihrt
und mit Ethylacetat extrahiert. Der kombinierte Extrakt wird mit Sole gewaschen, getrocknet, eingedampft
und aus CH,Cl, wieder kristallisiert, um das 5-isomere Diacetat als die freie Sadure zu ergeben. Das Filtrat
wird konzentriert, in Toluol wieder aufgeldst, 1,5 Aquiv. Pyridin werden zugegeben, und die Lésung wird bei
20°C 15 Stunden lang stehen gelassen. Der entstehende Niederschlag wird aufgefangen, mit Toluol, dann mit
Ether gewaschen und getrocknet, um weiteres 6-isomeres Diacetat als das Pyridiniumsalz zu ergeben. Das
Filtrat wird mit Ethylacetat verdiinnt, zweimal mit 1 M Zitronensaure, dann mit Sole gewaschen, getrocknet,
konzentriert und aus CH,Cl, wieder kristallisiert, um eine zweite Menge des 5-isomeren Diacetats als die freie
Saure zu erhalten.

Allgemeines Verfahren K
[0072] Hydrolyse eines fluorierten Fluoresceindiacetats: Eine 0,1 M Losung des Diacetats in THF/MeOH/Was-
ser (4:4:2) wird bei 20°C mit NH,OH (10 Aquiv.) behandelt. Nach 2 Stunden wird die Reaktionsmischung in
7 Volumina Eiswasser gegossen und mit HCI auf pH 2 angesauert. Der Niederschlag wird aufgefangen, mit
kaltem Wasser gewaschen und bei 60°C getrocknet, um das Produkt zu ergeben.

Tabelle 5: Verbindungen 27, 30, 32, 33, 34, 37, 40, 41 und 42 sind Vergleichsbeispiele

Reaktionspartner | Verfahren Produkt Ertrag,

{Berechn. Nr.) Kennzeichen
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25 + NE,OH K 90 %
%C:59,39
%H:1, 99
32 + NH,OH K 92 %
33 + NH.OH K 83 %
28 + NH,0H K 85 %
30 + NH,QH K 9z %
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COoH @ %H:2, 31
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{40}
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Herstellung von 1',8'-substituierten fluorierten Fluoresceinen

[0073] 1',8'-substituierte fluorierte Fluoresceine werden, wie in der Beschreibung beschrieben, aus polyfluo-
rierten Benzonitrilen hergestellt. Das unten stehende Reaktionsschema stellt die Herstellung von 1,2,4,5,7,8-
Hexafluor-6-hydroxy-9-pentafluorphenylxanthen-3-on als Beispiel dar. Die Auswahl von entsprechend substi-
tuiertem Benzonitril und arylorganometallischen Gruppen wird zu dem gewiinschten fluorierten Farbstoff fiih-
ren.

CN CN
F F NaOCH 5 F OCHy
———tt—etee
§ F F F
£ OCH,
(43)
NH
MgCl ocH, N F
¥ F F c f
43y + e
F F CHO FF F
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Herstellung von fluorierten Xanthenen

Herstellung von 2,7-Difluor-6-hydroxy-9-trifluormethylxanthen-3-on (56)
[0074] 4-Fluorresorcin (Verbindung 15, 0,10 g, 0,78 mmol) wird mit Trifluoressigséure (45 mg, 0,39 mmol) bei
80°C in Methansulfonsaure kondensiert. Das gewlinschte Produkt wird durch die Zugabe eines Uberschusses
an Wasser aus der Reaktionslésung gefallt. Das Produkt wird filtriert und getrocknet, um Verbindung 56 als
ein rétliches Pulver zu ergeben.

Herstellung von 2,7-Difluor-6-hydroxy-1-(1-naphthyl)xanthen-3-on (57)
[0075] Zwei Aquivalente von 4-Fluorresorcin (Verbindung 15) werden mit einem Aquivalent Naphthalin-1-car-

boxyaldehyd in warmer Methansulfonsaure kondensiert. Wenn die Reaktion durch DC-Analyse als vollzogen
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beurteilt wird, wird das Zwischenprodukt mit Wasser aus der Reaktionslésung gefallt. Der rohe Feststoff wird
filtriert und getrocknet. Das Zwischenprodukt wird in Chloroform aufgelést und mit Chloramin-T im Uberschuss
behandelt. Wenn die Oxidation vollstandig ist, wie mittels DC beurteilt, werden die flichtigen Bestandteile ent-
fernt und das Rohprodukt mittels Chromatographie gereinigt, um Verbindung 57 zu ergeben.

Herstellung von derivatisierten fluorierten Fluorophoren
Allgemeines Verfahren M zur Herstellung von Thioetherderivaten

[0076] Eine Lésung aus dem gewiinschten am ,Bodenring” fluorierten Fluorescein (1 Aquiv.) und Mercap-
toessigsaure (1,2 Aquiv.) in DMF, als 5 gew./vol.-%ige Lésung, wird 40 Minuten lang auf 80°C erhitzt. Die
Reaktionsmischung wird in Eiswasser gegossen, mit Ethylacetat extrahiert, mit Sole gewaschen, getrocknet,
eingedampft und unter Anwendung der Silicagel-Saulenchromatographie unter Eluieren mit CHCI;:Methanol:
Essigsaure (85:15:0,3), dann THF:Trifluoressigsaure (100:0,5) gereinigt. Die Fraktionen, die das reine Produkt
enthalten, werden kombiniert und eingedampft. Der Rickstand wird in einem Minimum an THF gel6st und in
Petrolether (Sdp. 30 bis 60°C) filtriert. Der Niederschlag wird aufgefangen, mit Petrolether gewaschen und
getrocknet.

Allgemeines Verfahren N zur Herstellung von Succinimidylesterderivaten

[0077] Zu einer Pyridinlésung des geeigneten fluorierten Fluoresceins werden 1,3 Aquiv. Succinimidyltrifluor-
acetat (STFA, hergestellt aus N-Hydroxysuccinimid und Trifluoressigsdureanhydrid) gegeben. Zusatzliches
STFA (2 x 1 Aquiv) wird zugegeben, um die Reaktion zur Vollstandigkeit zu zwingen. Nach 16 Stunden bei
20°C wird die Reaktionsmischung mit Ether verdiinnt, mit 1 M Zitronensaure, dann mit Sole gewaschen, ge-
trocknet und eingedampft. Der Rickstand wird unter Anwendung der S&aulenchromatographie und Eluieren
mit CHCI;:Methanol:Essigséure (95:5:0,1 bis 80:20:0,1 Stufengradient) gereinigt, um das gewlinschte Produkt
zu ergeben.

[0078] Alternativ wird ein carbonsduresubstituiertes fluoriertes Fluorescein an N-Hydroxysuccinimid gekop-
pelt, unter Verwendung eines Carbodiimid-Kopplungsmittels, wie z. B. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-car-
bodiimidhydrochlorid (EDAC) oder N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), und mittels Verfahren, die im Fachge-
biet gut bekannt sind.

Tabelle 6. Verbindungen 58 und 65 sind Vergleichsbeispiele

Rezktionspartner Verfahren Produkt Ertrag

(Berechn. Nr.)

34 M

26 M
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35 N 70 %
36 . N 72 %
5% N 67 %
40 + EDAC-Kopplung 22 %
O
/
N—OCH
(o}
{65)

[0079] Andere Derivate von fluoriertem Fluorescein werden mittels Verfahren hergestellt, die im Fachgebiet
bekannt sind, wie in Tabelle 7 gezeigt.

Tabelle 7

Ausgangsmaterial Reagens Produkt

(Berechn. Nr.)
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Herstellung von fluorierten Sulfonfluoresceinen und ihren Analogen

[0080] In einer Abwandlung des allgemeinen Verfahrens H ergibt die Kondensation eines entsprechend fluo-
rierten Resorcins mit Sulfoterephthalsdure das gewilinschte fluorierte Sulfonfluorescein.

Tabelle 8. Vergleichsbeispiel.

Ausgangsmaterial | Reaktionspartner Produkt

{(Berechn. Nr.)

S0 H

3
13 HOOC‘@COOH

COOH
(83

Herstellung von fluorierten Dihydrofluoresceinen

[0081] Fluorierte Fluoresceine lassen sich leicht in ihre reduzierten Dihydrofluorescein-Analoge umwandeln.
Das geeignete fluorierte Fluorescein wird in Essigsdure oder Essigsaure/Methanol gelést und bei Raumtem-
peratur unter Luft mit Zinkstaub behandelt. Nach 1- bis 3tdgigem Ruhren wird die Mischung filtriert und das
Rohprodukt mittels Chromatographie auf SEPHADEX LH-20 gereinigt.

Tabelle 9

Ausgangsmaterial | Reagens Produkt Ertrag

(Berechn. Nr.)

HO
35 Zn—-Staub 100 %
59 Zn-Staub

40 %
26 Zn-Staub
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Herstellung von fluorierten B-Galactosidasesubstraten
Allgemeines Verfahren O

[0082] Eine Mischung aus dem gewiinschten fluorierten Fluorescein (1 Aquivalent), Tetra-O-acetylbromga-
lactose (1,5 Aquivalente) und Silber(l)-oxid (1,5 Aquivalente) in wasserfreiem THF (0,02 M in Farbstoff) wird
bei Raumtemperatur unter Stickstoff geriihrt. Die Reaktion benétigt 72 bis 96 Stunden bis zur Vollstéandigkeit;
nach Bedarf wird mehr Silberoxid zugegeben. Die Mischung wird filtriert und durch Eindampfen konzentriert.
Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie gereinigt, um ein reines monoalkyliertes Produkt zu erge-
ben. Mit diesem Verfahrens wird 2',7'-Difluorfluorescein, Tetra-O-acetylgalactosid (90) in 92%iger Ausbeute
aus Verbindung 29 hergestellt.

Allgemeines Verfahren P

[0083] Eine Mischung aus dem gewiinschten fluorierten Fluoresceinmono(tetra-O-acetyl)galactosid (1 Aqui-
valent), Tetraacetobromgalactose (1,5 Aquivalente) und Cadmiumcarbonat (1,5 Aquivalente) in trockenem
Toluol wird vier Tage lang unter Rlckfluss erwarmt. Die abgekuhlte Reaktionsmischung wird filtriert und das
Filtrat konzentriert. Der Riickstand wird chromatographisch gereinigt, um die nichtfluoreszierenden geschitz-
ten Galactosidasesubstrate zu ergeben. Mit diesem Verfahrens wird 2',7'-Difluorfluorescein, Bis-tetra-O-ace-
tylgalactosid (92) in 62%iger Ausbeute aus Verbindung 90 hergestellt.

[0084] Die Acetylschutzgruppen werden durch Reaktion der geschiitzten Galactosidase mit weniger als einem
Aquiv. Natriummethoxid oder Lithiumhydroxid entfernt. Die Reaktion wird mit wéssriger Zitronenséure geldscht,
und das Produkt wird mittels praparativer DC oder Chromatographie auf SEPHADEX LH-20 gereinigt. Auf
diese Weise wird 2',7'-Difluorfluorescein, Bis-O-galactosid (94) aus Verbindung 92 hergestellit.

Herstellung von alkalischen Phosphatasesubstraten
Allgemeines Verfahren Q

[0085] Das allgemeine Schema fir die Herstellung von fluorierten Fluoresceinphosphatasesubstraten erfor-
dert typischerweise die anfangliche Phosphorylierung des Fluorophors mit Phosphoroxidchlorid. Der Fluore-
sceinfarbstoff wird typischerweise in Pyridin bei 0°C unter Stickstoff aufgeldst. Der Fluoresceinlésung wird eine
Pyridinlédsung von POCI; zugegeben. Nachdem die Reaktion mittels DC als vollstandig beurteilt wurde, wird
die Reaktion mit zerstoRenem Eis geléscht und mit NH,OH auf pH 7,0 neutralisiert. Das Pyridin wird mit Chlo-
roform extrahiert und die wassrige Phase wird lyophilisiert. Das Rohmaterial wird auf SEPHADEX LH20 unter
Eluieren mit Wasser gereinigt. Die Fraktionen des Reinprodukts werden vereinigt, gefroren und lyophilisiert, um
reine fluorierte Fluoresceindiphosphate als ihre Tetraammoniumsalze als blassgelbe Feststoffe zu ergeben.

[0086] Mit dem Verfahren Q wird 2',7'-Difluorfluorescein (29) in 2',7'-Difluorfluoresceindiphosphat, Tetraam-
moniumsalz (96) umgewandelt, und 2',4,5,6,7,7'-Hexafluorfluorescein (26) wird in 2'4,5,6,7,7'-Hexafluorfluo-
resceindiphosphat, Tetraammoniumsalz (97) umgewandelt.

Herstellung von fluorierten Analogen von Calcein-AM
Allgemeines Verfahren R

[0087] Der fluorierte Farbstoff wird in Ethanol gelést, und 6 M KOH wird zugegeben, um eine 0,2 M Lésung
herzustellen. Die entstehende Lésung wird mit 3 Aquiv. Iminodiessigséure, gefolgt von wassrigem Formalde-
hyd (4 Aquiv.) behandelt. Die Lésung wird (iber Nacht auf 65°C erwarmt; dann wird ihr Volumen mit Wasser/
Ethanol verdoppelt. Der pH wird unter Verwendung von wassrigem HCI auf 2,0 gesenkt und der Niederschlag
mittels Filtration aufgefangen. Das Zwischenprodukt wird durch Verreiben mit Aceton teilweise gereinigt, ge-
folgt von Filtration, Suspendieren in DMF und Behandlung mit 10 Aquiv. Diisopropylethylamin (DIEA) und Es-
sigséureanhydrid (4 Aquiv.). Nach 30 Minuten wird weiteres DIEA (7 Aquiv.) zugegeben, gefolgt von tropfen-
weise zugegebenem Wasser, bis Homogenitat erreicht ist. Brommethylacetat (15 Aquiv.) wird zugegeben und
die Losung uber Nacht geruhrt. Die Mischung wird zwischen Ethylacetat und Wasser aufgeteilt. Die organische
Schicht wird mit Sole gewaschen, konzentriert und dann mittels praparativer DC unter Verwendung von Hexan:
Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt, wodurch das reine Produkt als ein farbloses Ol erhalten wird.
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Tabelle 10. Vergleichsbeispiel

Ausgangsmaterial

Verfahren

Produkt (Berechn. Nr.)

29

R

(49)

[0088] Fluorierte Fluorophore werden unter Anwendung von Verfahren, die im Fachgebiet des Absperrens
von Fluoresceinen gut bekannt sind, abgesperrt. Beispielsweise liefert die Behandlung von 2',4,5,6,7,7'-Hexa-
fluorfluorescein (26) mit 5-(t-Butoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyliodid und Ag,O, gefolgt von der Reinigung
unter Anwendung von Chromatographie, nichtfluoreszierendes, durch Bis-(5-t-butoxycarbonylmethoxy)-2-ni-
trobenzyl abgesperrtes 2',4,5,6,7,7'-Hexafluorfluorescein (101) in 46%iger Ausbeute. Das Produkt ist anfang-

Herstellung von abgesperrten fluorierten Fluorophoren

lich I6schend, wird jedoch bei Bestrahlung fluoreszierend.

Herstellung von lonenindikatoren, in die fluorierte Fluorophore einbezogen sind

[0089] lonenindikatoren, in die fluorierte Fluorophore einbezogen sind, lassen sich unter Anwendung verof-

fentlichter Verfahren leicht herstellen.
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Tabelle 11. Verbindungen 102 und 104 sind Vergleichsbeispiele

Ausgangs-— Reagens Produkt
material (Berechn. Nr.}
AcQ
33 Isobutylchloroformat
(91 % Ertrag)
102 a) 5-Amino-BAPTA,
Tetramethylester
b) KOH
(32 % Ertrag)
102 5-Amino-BAPTA,

Tetraacetoxymethyl-

ester’

(52 % Ertrag)

N{CH%E>CH‘?OICJC!"|:,!)2 I\'(C‘.HZ'(.;OCHZO%‘CH3’32
a o [} [

(1O4)
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102 a) 5,5 -Diaminc-BAPTA,
Tetramethylester’

b) Thiophosgen

c) Aminodextran

102

b) NH,0H “

(106)

" US-Patent Nr. 5,453,517 an Kuhn et al., (1995)
Herstellung eines Nucleotidkonjugats von 2',7'-Difluorfluorescein-5-(und-6-)-Carbonsaure

[0090] Zu 2 mg 5-(3-Aminoallyl)-2'-desoxyuridin-5'-triphosphat, Ammoniumsalz in 100 pl Wasser werden 3 mg
von Verbindung 72 in 100 pl DMF, gefolgt von 5 pl Triethylamin, zugegeben. Nach 3 Stunden bei Raumtempe-
ratur wird die L6sung eingedampft und der Riickstand auf lipophilem SEPHADEX unter Verwendung von Was-
ser zur Eluierung gereinigt. Die ersten griin fluoreszierenden Fraktionen werden kombiniert und lyophilisiert,
um das fluoreszierende Nucleotidkonjugat als einen orangefarbenen Feststoff (Verbindung 107) zu ergeben.

[0091] Alternativ wird ein fluoreszierendes Konjugat (Verbindung 108) von Desoxyuridin-5'-triphosphat unter
Verwendung von 5-(3-Amino-1-propinyl)-2'-desoxyuridin-5'-triphosphat an Stelle von 5-(3-Aminoallyl)-2'-des-
oxyuridin-5'-triphosphat (wie oben in Hobbs, Jr. et al. beschrieben) hergestellt.

Herstellung eines Oligonucleotidkonjugats von 2',4',5',7'-Tetrafluorfluorescein-5-(und-6-)-Carbonsaure

[0092] Eine Probe von 500 pg einer mit 5'-Amin modifizierten, 24-basigen M13-Primersequenz wird in 220
pl 0,1 M NaHCO,, pH 8,5 geldst. Dazu wird 1 mg von Verbindung 65 in 35 yl DMF gegeben. Nach 16 Stun-
den bei Raumtemperatur werden 15 pl 5 M NaCl und 3 Volumina kaltes 100%iges Ethanol zugegeben. Die
Mischung wird auf —20°C abgekuhlt, zentrifugiert, das tUberstehende Ethanol wird abdekantiert, und das Pellet
wird gespdlt und in 100 pl H,O geldst. Das markierte Oligonucleotid wird mittels HPLC auf einer 300A-C8-
Umkehrphasensaule unter Anwendung eines Steigungsgradienten von 0,1 M Triethylammoniumacetat (pH ~7)
und Acetonitril (15-60% in 30 Minuten) gereinigt. Der gewlinschte Peak wird aufgefangen und eingedampft,
um das fluoreszierende Oligonucleotid zu ergeben.

Herstellung eines Arzneimittelkonjugats von 2',7'-Difluorfluorescein-5-(und-6-)-isothiocyanat

[0093] Ein fluoreszierender Dopamin-D2-Antagonist wird wie folgt hergestellt:

Zu 10 mg N-(p-Aminophenethyl)spiperon (Amlaiky et al., FEBS LETT, 176, 436 (1984)) und 10 pl N,N-Diiso-
propylethylamin in 1 ml DMF werden 15 mg 2',7'-Difluorfluorescein-5-(und-6)-isothiocyanat (Verbindung 76,
Beispiel 77) gegeben. Nach 3 Stunden wird die Reaktionsmischung in 5 ml Diethylether gegossen. Der Nieder-
schlag wird durch Zentrifugieren aufgefangen und durch Chromatographie auf Silicagel unter Verwendung von
10% Methanol in Chloroform gereinigt, um das reine Produkt als einen orangefarbenen Feststoff zu ergeben.
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Proteinkonjugate von fluorierten Farbstoffen

[0094] Eine Reihe von Farbstoffkonjugaten von Anti-Maus-IgG von Ziegen oder Streptavidin werden unter
Verwendung von Verbindung 64, Verbindung 61, 9-(4-Carboxy-2-sulfophenyl)-2,7-difluor-6-hydroxy-3H-xan-
then-3-on, Succinimidylester (Verbindung 109) und Fluoresceinisothiocyanat wie folgt getrennt hergestellt:
Eine Losung des gewulnschten Proteins wird zu 10 mg/ml in 0,1 M Natriumbicarbonat hergestellt. Die Markie-
rungsreagentien werden zu 10 mg/ml in DMF geldst. Vorbestimmte Mengen der Markierungsreagentien wer-
den den Proteinlésungen unter Rilhren langsam zugegeben. Ein Molverhaltnis von 10 Aquiv. Farbstoff zu 1
Aquiv. Protein ist typisch, obwohl die optimale Menge mit dem jeweiligen Markierungsreagens und dem Pro-
tein, das markiert wird, variiert. Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur eine Stunde lang oder auf
Eis fir mehrere Stunden inkubiert. Das Farbstoff-Protein-Konjugat wird auf CELLUFINE GH-25, ausgeglichen
mit PBS, von anderen Reagentien abgetrennt. Das urspriingliche proteinhaltige gefarbte Band wird aufgefan-
gen, und der Markierungsgrad wird durch die Absorption am Absorptionsmaximum jedes Fluorophors, unter
Anwendung des Extinktionskoeffizienten von 68.000 cm™'M" flir das Fluoreszein bei pH 8 und von 70.000
cm™'M-" fUr die anderen drei fluorierten Fluorophore bei ihren Absorptionsmaxima, bestimmt. Die Proteinkon-
zentration wird aus der optischen Dichte bei 280 nm, korrigiert fiir die Farbstoffabsorption bei derselben Wel-
lenldnge, bestimmt.

Gesamtfluoreszenz ausgewahlter Farbstoff-Protein-Konjugate als eine Funktion des Substitutionsgrades

[0095] Eine Reihe von Konjugaten von Anti-Maus-1gG von Ziegen wird unter Verwendung von Verbindung 64,
Verbindung 61, Verbindung 109 und Fluoresceinisothiocyanat, wie oben beschrieben, hergestellt, um Derivate
mit &hnlichen Substitutionsgraden zu erhalten. Die Fluoreszenz der Konjugate der fluorierten Fluoresceine ist
starker als die von FITC. Zudem erlischt die Fluoreszenz von Antikérperkonjugaten von Verbindung 59 und
Verbindung 109 selbst bei hohen Substitutionsgraden nicht nennenswert, wie in Fig. 1 gezeigt.

Markieren und Benutzen von Weizenkeim-Agglutinin mit 2',7'-Difluorfluorescein

[0096] Weizenkeim-Agglutinin (25 mg, EY Laboratories) wird in 5 ml Natriumcarbonatpuffer pH 9,0 gel6st, der
5 mM N-Acetylglucosamin enthélt, um die aktive Stelle zu schiitzen. Dazu werden 3,5 mg der Verbindung 76
gegeben. Nach 1 Stunde bei Raumtemperatur wird die Lésung, wie oben fiir Proteinkonjugate beschrieben,
gereinigt. Gefolgt von Lyophilisierung wird aus der Absorption bei 490 nm ein Substitutionsgrad von 2 bis
3 Farbstoffen pro Molekul bestimmt. Wenn das Konjugat gemaf Sizemore et al. (US-Patent Nr. 5,137,810)
benutzt wird, kann es zwischen grampositiven und gramnegativen Bakterien unterscheiden.

Markieren von Actinfilamenten mit Verbindung 73 und Photobleichen

[0097] CRE-BAG-2-Fibroblasten werden mit Formaldehyd fixiert, mit Aceton permeabilisiert und dann mit den
fluoreszierenden Phallotoxinen Fluoresceinphalloidin und Verbindung 73 angefarbt. Die angeféarbten Zellen
zeigen grun fluoreszierende F-Actinfilamente. Jede Probe wird kontinuierlich belichtet und unter einem Fluo-
reszenzmikroskop betrachtet. Das relative Photobleichen, wie in Fig. 4 gezeigt, zeigt deutlich die tUberlegene
Lichtstabilitat der fluorierten Farbstoffkonjugate.

[0098] Sobald die F-Actinfilamente angefarbt sind, werden optional zusatzliche Zellkomponenten unter Ver-
wendung anderer Farbstoffkonjugate angefarbt, die spektrale Eigenschaften aufweisen, die sich leicht von
denjenigen des fluorierten Farbstoffkonjugates unterscheiden lassen. Beispielsweise werden Zellkerne unter
Verwendung von DAPI fluoreszierend blau angeféarbt, wahrend Zellantigene unter Verwendung eines fluores-
zierenden Antikérperkonjugats eines Rhodamin- oder Carbocyaninfarbstoffes, wie z. B. des Farbstoffs TEXAS
RED bzw. des Farbstoffs CY-5, rot angefarbt werden. Sowohl das Anfarben als auch die anschlieRende Sicht-
barmachung der einzelnen Zellkomponenten kénnen gleichzeitig oder nacheinander erfolgen.

Herstellung eines Dextrankonjugats von Verbindung 76

[0099] Verbindung 76 wird mit Cyanurchlorid behandelt, um das Dichlortriazinaddukt (Verbindung 110) zu
ergeben, das benutzt wird, um die freien Hydroxygruppen eines Polysaccharids zu markieren.

[0100] Ein Dextran von MG 70.000 (50 mg) wird in 2,5 ml 0,2 M Na,CO5; (pH 9,5) geltst. Verbindung 110

(20 mg in 1 ml DMSO) wird zugegeben. Die Lésung wird 6 Stunden lang auf 50°C erhitzt, wobei der pH
mit 1 M NaOH auf 9,5 bis 10,0 gehalten wird. Das Farbstoff-Dextran-Konjugat wird auf SEPHADEX G-15

32/43



DE 697 31179 T3 2012.02.09

unter Verwendung von 30 mM Ammoniumacetat gereinigt. Das erste gefarbte Band wird aufgefangen und
lyophilisiert.

Herstellung von Aminodextrankonjugaten von fluorierten Fluoresceinen

[0101] Ein Aminodextran von MG 70.000 (50 mg) wird zu 10 mg/ml in 0,1 M NaHCO, gel6st. Verbindung 61
wird zugegeben, um ein Farbstoff/Dextran-Verhaltnis von 12 zu ergeben. Nach 6 Stunden wird das Konjugat
auf SEPHADEX G-50 unter Eluieren mit Wasser gereinigt und das Produkt wird lyophilisiert. Typischerweise
werden ~6 Mol Farbstoff an 70.000 g Dextran konjugiert.

Herstellung von fluoreszierenden Liposomen

[0102] Fluoreszierende Liposome, die in ihrem Inneren polare Derivate, wie z. B. Verbindung 36 oder 2',7'-
Difluorcalcein (hergestellt durch Hydrolyse von Verbindung 99) enthalten, werden im Wesentlichen hergestellt
und benutzt wie in J. BIOL. CHEM. 257, 13892 (1982) und PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 75, 4194 (1978)
beschrieben. Alternativ werden Liposome, die lipophile fluorierte Fluoresceine innerhalb ihrer Membranen ent-
halten, wie z. B. Verbindung 79, hergestellt durch gemeinsames Aufldsen des fluoreszierenden Lipids und
des unmarkierten Phospholipids oder der unmarkierten Phospholipide, die das Liposom bilden, bevor die Li-
posomdispersion gebildet wird, im Wesentlichen wie von Szoka, Jr. et al. (ANN. REV. BIOPHYS. BIOENG.
9, 467 (1980)) beschrieben.

Herstellung eines fluoreszierenden Lipoproteins von geringer Dichte

[0103] Kovalente Konjugate von Lipoproteinen von geringer Dichte (LDL) des Menschen, von denen bekannt
ist, dass sie von Makrophagen-, Endothel- und anderen Zellen, die ,Fénger’-Rezeptoren enthalten, die fir das
modifizierte LDL spezifisch sind, aufgenommen werden, werden unter Anwendung der Verfahren, die fir das
Herstellen von Proteinkonjugaten beschrieben sind, sowie Reinigung durch Gelfiltration, hergestellt. Das Bin-
den der fluoreszierenden Konjugate kann entweder durch Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie
nachgewiesen werden. Alternativ kann LDL, das in seinem Lipidbereich markiert ist, durch Inkubation des LDL
mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff, dispergiert in Puffer, gefolgt von Gelfiltration, hergestellt werden.

Herstellung von fluoreszierenden Konjugaten von Bakterien

[0104] Durch Hitze abgetdtete Escherichia coli werden zu 10 mg/ml in einem Puffer von pH 8 bis 9 suspendiert
und anschlielend mit 0,5 bis 1,0 mg/ml eines aminreaktiven fluorierten Farbstoffes inkubiert. Nach 30 bis
60 Minuten werden die markierten Bakterien zentrifugiert und mit Puffer gewaschen, um nichtkonjugierten
Farbstoff zu entfernen. Markierte Bakterien, die opsoniert sind, werden von Makrophagen aufgenommen, wie
mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Nutzlichkeit von Proteinkonjugaten als Immunoreagentien und Besténdigkeit gegenliber dem Photobleichen

[0105] Antikérperkonjugate von Verbindung 59, Verbindung 61, Verbindung 109 und Fluorescein, Succini-
midylester werden mit Substitutionsgraden von ungefahr 4 bis 6 hergestellt. INOVA-Objekttréger werden in
1% Rinderserumalbumin (BSA) in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) 30 Minuten lang rehydratisiert. Der
Objekttrager wird grindlich entwassert. Human-Auto-Antikdrper werden aufgebracht, der Objekttrager wird 30
Minuten inkubiert und mit PBS gespllt. Anti-Mensch-Antikérper von Mausen werden aufgebracht und der Ob-
jekttrager wird 30 Minuten inkubiert und mit PBS gespllt. Jedes griine, fluoreszierende Konjugat von Anti-
Maus-Antikdrpern von Ziegen wird als eine Losung von 10 pg/ml, mit 1% BSA/PBS verdinnt, aufgebracht.
Nach 30 Minuten werden die markierten Objekttrager in PBS, dann in 50 mM Tris pH 8,0 gespdilt, in 50 mM
Tris pH 8,0 eingesetzt und durch ein Langpass-Fluoresceinfilter betrachtet. Alle Proben ergeben vorwiegend
eine Kernanfarbung. Wahrend 100 Sekunden wird bei kontinuierlicher Belichtung der Probe unter Verwendung
eines Langpass-Fluoresceinfilters alle 5 Sekunden ein Bild des Objekttragers angefertigt. Unter Anwendung
dieses Verfahrens werden drei Zellengebiete gebleicht, und die Werte des Photobleichens werden normalisiert
und gemittelt. Der Mittelwert aus drei Durchgangen fir jedes Konjugat wird dann normalisiert und aufgezeich-
net. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt. Es wird beobachtet, dass Antikdrperkonjugate der fluorierten Farb-
stoffe bedeutend lichtstabiler sind als die Fluoresceinkonjugate.
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In-situ-Hybridisierung einer unter Verwendung von
fluoreszierenden Nucleotidkonjugaten hergestellten RNA-Sonde

[0106] Ein UTP-Konjugat von Verbindung 72 wird unter Verwendung von 5-(3-Aminoallyl)-uridin-5'-triphos-
phat, Ammoniumsalz (Sigma Chemical), hergestellt.

[0107] Fibroblasten von M&usen werden fixiert und unter Anwendung von Standardvorgéngen zur In-situ-
mRNA-Hybridisierung vorbereitet. Eine fluorophormarkierte RNA-Sonde wird vorbereitet durch In-vitro-Tran-
skription eines Plasmids, welches das Maus-Actin-Strukturgen, stromabwarts von einem Phage-T3-RNA-Po-
lymerasepromotor geklont, enthalt. Die Markierungsreaktionen bestehen aus dem Kombinieren von 2 pyl DNA-
Template (1 ug DNA), jeweils 1 pl 10 mM ATP, CTP und GTP, 0,75 pl 10 mM UTP, 2,5 pl 1 mM fluoreszie-
rendes UTP-Verbindung-72-Konjugat, 2 pl 10X-Transkriptionspuffer (400 mM Tris, pH 8,0, 100 mM MgCl,, 20
mM Spermidin, 100 mM NacCl), 1 yl T3-RNA-Polymerase (40 Einheiten/pl), 1 pyl BSA von 2 mg/ml und 8,75 pl
Wasser. Die Reaktionsmischungen werden bei 37°C fiir zwei Stunden inkubiert.

[0108] Das DNA-Template wird durch Behandlung der Reaktionsmischung mit 20 Einheiten DNase | fiir 15
Minuten bei 37°C entfernt. Das RNA-Transkript wird durch Extraktion mit einem gleichen Volumen Phenol:
Chloroform 1:1, dann mittels Chromatographie durch SEPHADEX G50 gereinigt. Die markierte RNA wird 5
Minuten lang bei 50°C denaturiert, dann unter Anwendung von Standardvorgéngen zu Zellpraparaten hybri-
disiert. Wenn die Praparate gewaschen und durch ein Fluoresceinfilter an einem Fluoreszenzmikroskop be-
trachtet werden, zeigen Zellen, die Actin-mRNA exprimieren, hellgriine Fluoreszenz.

Verwendung von Verbindung 96 zum Nachweis der Aktivitét saurer Phosphatase

[0109] Die Rate der Erzeugung von fluoreszierendem Produkt wird durch Anregen einer Lésung von 10 pM
Verbindung 96 oder Fluoresceindiphosphat (FDP) bei 490 nm gemessen, wahrend die Emission in einem
Fluorometer bei 515 nm in Gegenwart von 0,1 Einheiten prostataspezifischer saurer Phosphatase bei pH 5
Uberwacht wird. Unter diesen Bedingungen erzeugt die saure Phosphatase bei Verwendung von Verbindung
96 eine etwa 6,5mal gréRere Signaldnderung als bei Verwendung von FDP.

Verwendung von Verbindung 94 zum Nachweis der Aktivitat saurer 3-Galactosidase

[0110] Die Fluoreszenz, die aus dem Einwirken saurer $-Galactosidase aus Rinderinspektionen auf Fluore-
sceindigalactosid (FDG) und auf Verbindung 94 entsteht, wird verglichen. Die Fluoreszenzerhéhung bei 512
nm, wenn bei 490 nm angeregt, wird gegen die Zeit fir 50 uM Substrat mit 4,6 nM Enzym in Assaypuffer (200
mM Natriumphosphat + 75 mM Zitronensaure, pH 4,5) gemessen. Die anféngliche Rate der Fluoreszenzer-
zeugung durch Verbindung 94 ist 3mal grélRer als die, die unter Verwendung von FDG erhalten wird.

Markieren von Zellen mit fluorierten Fluoresceindiacetaten

[0111] Zellen einer Lymphoid-B-Zellkultur von Menschen in Medium RPMI 1640 werden bei 37°C 30 Minuten
lang mit 1 pM von Verbindung 26 oder Fluoresceindiacetat (FDA) behandelt. Im Anschluss an das Zentrifu-
gieren und Waschen in PBS werden die Pellets fur 15 Minuten wieder im Medium RPMI 1640 suspendiert,
wieder zentrifugiert, in PBS gewaschen, mit 3,7% Formaldehyd in PBS fixiert und mittels Durchflusszytometrie
unter Anwendung einer Anregung bei 488 nm analysiert. Zellen, die mit Verbindung 26 angefarbt sind, zeigen
nach zwei Stunden eine bedeutend gréfRere Fluoreszenz als diejenigen, die mit FDA angefarbt sind (Fig. 5).
Die Fluoreszenz in den Zellen kann mindestens 24 Stunden lang nachgewiesen werden, und der Farbstoff
Ubertragt sich nicht auf andere Zellen, wenn die markierten Zellen mit unmarkierten Zellen vermischt werden.
Zellen, die mit 2',4',5', 7"-Tetrafluorfluoresceindiacetat angefarbt sind, sind ebenfalls schwach fluoreszierend.
Alternativ werden die angefarbten und gewaschenen Zellen ohne Fixierung betrachtet oder analysiert.

Loschen der Fluoreszenz von 2',7'-Difluorfluorescein durch eine
polyklonale Anti-Fluorescein-lgG-(H+L)-Fraktion von Kaninchen

[0112] Losungen aus 5 x 10° M Fluorescein und 5 x 10° M Verbindung 29 werden in 100 mM Kaliumphos-
phatpuffer, pH 8,0, hergestellt.

[0113] Die Fluoreszenz jeder Losung wird mit einer Anregung bei 490 nm abgelesen. Aufeinander folgende
Zugaben von 0,5 mg/ml polyklonaler Anti-Fluorescein-IgG-(H+L)-Fraktion von Kaninchen (Molecular Probes,
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Inc.) werden zugegeben, und die Fluoreszenzmessungen werden wiederholt. Die Intensitaten sind in Tabelle
13 festgehalten:

Tabelle 13
Antikérper-Volumen (pl) Intensitat der Fluoreszenz
Fluorescein Verbindung 29

0 100% 100%
2 84,6% 83,6%
4 68,8% 67,3%
6 54,3% 51,9%
8 38,5% 36,5%
10 22,9% 23,8%
12 11,7% 13,4%
15 4,4% 6,3%

[0114] Die Ergebnisse zeigen ein praktisch identisches Binden und Léschen der zwei Farbstoffe.
Arbeitsvorgang fir die pH-Titration von fluorierten Fluorophoren

[0115] Der interessante Farbstoff wird zuerst in einer Reihe von Puffern gel6st, die alle unter Verwendung
eines pH-Meters kalibriert wurden. Acetatpuffer werden typischerweise in dem Bereich von pH 4 bis 6 und
Phosphatpuffer in dem Bereich von pH 6 bis 8 benutzt. Die Absorptionsmessungen werden unter Verwendung
von Lésungen durchgeflhrt, die eine Konzentration von ungefahr 10 uM aufweisen, und die Fluoreszenzmes-
sungen werden unter Verwendung von Losungen durchgefiihrt, die eine Konzentration von ungefahr 1 pM
aufweisen. Die Absorptions- oder Emissionsdaten werden dann Uber den pH aufgetragen, um die pK,-Werte
zu bestimmen. Beispielsweise zeigt Fig. 3 die Fluoreszenzemissionsdaten fiir 2',7'-Difluorfluorescein (pK, ~4,
7) und Fluorescein (pK, ~6,4), aufgetragen tber den pH der Lésung. Die Daten zeigen, dass die Fluorierung
des Fluorophors den pK, des Fluoresceins bedeutend vermindert hat. Der pK, des fluorierten Fluoresceins ist
sogar kleiner als der von 2',7'-Dichlorfluorescein (pKg ~5,1).

[0116] Es versteht sich, dass, obwohl die vorstehende Erfindung an Hand von Abbildungen und Beispielen
ausfuhrlich beschrieben wurde, zahlreiche Modifikationen, Ersetzungen und Anderungen mdglich sind, ohne
den Umfang der Erfindung zu verlassen.

Patentanspriiche

1. Verbindung mit der Formel |

wobei

R" und R® unabhangig H, F, CI, Br, |, C4-C4g-Alkyl oder C,-C,4-Alkoxy sind; R? und R® F sind; R® und R* unab-
hangig H, CI, Br, I, CN oder C,-C,5-Alkyl sind, wobei jedes Alkyl optional des Weiteren mit F, ClI, Br, |, Sulfon-
sdure, einem Salz einer Sulfonsédure, Carbonsaure, einem Salz einer Carbonséure, einem Carbonsaureester
eines C,-Cs-Alkohols, einem Carbonsaureester von -CH,-O-(C=0)-R"8 substituiert ist, wobei R ein C;-C4-Al-
kyl oder Amino, Alkylamino, Dialkylamino oder Alkoxy ist, deren Alkylabschnitte unabhéngig 1-6 Kohlenstoffe
aufweisen, oder eines oder beide von R® und R* -CH,N(CR"*"HCOOR""), ist/sind, wobei R'"® H oder ein C;-C;-
Alkyl ist, R"" H, ein biologisch kompatibles Gegenion, ein lineares oder verzweigtes Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffen
oder -CH,-O-(C=0)-R"8 ist,
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A OR' ist,

wobei R” unabhangig H; C,-C,s-Alkyl; ein C,-C,5-Acyl, das optional mit Amino, Hydroxy, Carbonsé&ure, einem
Salz einer Carbonséure, einem Carbonsaureester eines C,-Cg-Alkohols, einem Carbonsaureester von -CH,-
O-(C=0)-R"® substituiert ist; ein Trialkylsilyl, wobei jede Alkylgruppe unabhangig 1-6 Kohlenstoffe aufweist;
oder ein BLOCK ist,

wobei jede BLOCK-Gruppierung unabhangig eine einwertige Gruppierung ist, die durch das Entfernen einer
Hydroxygruppe von Phosphat oder von Sulfat abgeleitet ist, oder ein biologisch kompatibles Salz davon; oder
eine einwertige Gruppierung, die durch das Entfernen einer Hydroxygruppe von einer Carboxygruppe einer
aliphatischen oder aromatischen Carbonsaure oder einer Aminosaure, einer geschitzten Aminosaure, einem
Peptid oder einem geschitzten Peptid abgeleitet ist; oder eine einwertige Gruppierung, die durch das Entfernen
einer Hydroxygruppe von einem Alkohol oder von einem Mono- oder Polysaccharid abgeleitet ist, wobei der
BLOCK ausgewahlt ist, durch die Wirkung eines Enzyms von der Verbindung entfernbar zu sein; oder der
BLOCK eine photolabile, absperrende Gruppe ist;

R'° F, Carbonséaure, ein Salz einer Carbonsaure, ein Carbonséureester eines C,-C4-Alkohols oder ein Car-
bonsaureester von -CH,-O-(C=0)-R" ist; oder R'® C,-C,5-Alkyl, Alkenyl oder Alkinyl ist, das optional ein- oder
mehrfach mit F, Cl, Br, Carbonsaure, einem Salz einer Carbonsédure, einem Carbonsaureester eines C4-Cgs-
Alkohols, einem Carbonsaureester von -CH,-O-(C=0)-R"8, einer Sulfons&ure, einem Salz einer Sulfonsaure,
Amino, Alkylamino oder Dialkylamino substituiert ist, deren Alkylgruppen 1-6 Kohlenstoffe aufweisen; oder R
eine Arylgruppierung mit der Formel

ist, wobei R'2, R™3, R", R" und R'® unabhangig H, F, Cl, Br, |; oder Sulfonsaure, ein Salz einer Sulfonsaure,
Carbonséure, ein Salz einer Carbonsaure, ein Carbonsaureester eines C,-C4-Alkohols, ein Carbonsaureester
von -CH,-O-(C=0)-R'8, CN, Nitro, Hydroxy, Azido, Amino, Hydrazino; oder C;-C,5-Alkyl, C;-C,5 Alkoxy, C,-
Cg-Alkylthio, C4-C,g-Alkylamino, C,-Cs-Alkylester, C,-C,g-Alkylamido oder C;-C,g-Arylamido sind, deren Al-
kyl- oder Arylabschnitte optional ein- oder mehrfach mit F, Cl, Br, I, Hydroxy, Carbonsaure, einem Salz einer
Carbonséaure, einem Carbonsaureester eines C,-Cg-Alkohols, einem Carbonsaureester von -CH,-O-(C=0)-
R, Sulfonsaure, einem Salz einer Sulfonsaure, Amino, Alkylamino, Dialkylamino oder Alkoxy substituiert sind,
deren Alkylabschnitte jeweils 1-6 Kohlenstoffe aufweisen; oder ein Paar benachbarter Substituenten R' und
R, R" und R oder R" und R'®, wenn sie kombiniert werden, einen fusionierten 6-gliedrigen aromatischen
Ring bilden, der optional des Weiteren mit Carbonsaure, einem Salz einer Carbonsaure, einem Carbonsau-
reester eines C;-Cg-Alkohols, einem Carbonsaureester von -CH,-O-(C=0)-R"® substituiert ist;

oder wobei zumindest eines von R, R, R™?, R*®, R™, R'" und R'® -L-R, oder -L-S, ist, wobei jeder von -L-R,
und/oder -L-S, gleich oder verschieden ist; und

L eine kovalente Einfachbindung ist oder L eine kovalente Verknipfung mit 1-24 Nichtwasserstoffatomen ist,
die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus C, N, O und S besteht und aus einer beliebigen Kombination
von Einfach-, Doppel-, Dreifach- oder aromatischen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Stickstoff-
Bindungen, Stickstoff-Stickstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen und Kohlenstoff-Schwefel-Bin-
dungen besteht;

R, eine reaktionsfahige Stelle ist; und

S, eine konjugierte Substanz ist.

2. Verbindung nach Anspruch 1, wobei zumindest eines von R7, R', R'?, R, R™, R und R'® -L-R, ist.

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, wobei R, eine Acrylamidgruppe, eine aktivierte Estergruppe einer
Carbonsaure, eine Acylazid-, eine Acylhalogenid-, eine Acylnitril-, eine Hydroxy-, eine Aldehyd-, eine Alkylha-
logenid-, eine Sulfonat-, eine Amin-, eine Anhydrid-, eine Anilin-, eine Arylhalogenid-, eine Azid-, eine Aziridin-,
eine Boronat-, eine Carbonsaure-, eine Carbodiimid-, eine Diazoalkan-, eine Epoxid-, eine Glycol-, eine Ha-
logenacetamid-, eine Halogentriazin-, eine Hydrazin-, eine Hydroxylamin-, eine Imidoester-, eine Isocyanat-,
eine Isothiocyanat-, eine Keton-, eine Maleimid-, eine Phosphoramidit-, eine Silylhalogenid-, eine Sulfonylha-
logenid- oder eine Thiolgruppe ist.

4. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, wobei L eine kovalente Einfachbindung ist und R, eine Carbonséau-

regruppe, eine aktivierte Estergruppe einer Carbonsaure, eine Amin-, eine Azid-, eine Halogenacetamid-, eine
Alkylhalogenid-, eine Sulfonylhalogenid-, eine Isothiocyanat- oder eine Maleimidgruppe ist.
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5. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobei jedes L unabhangig 1-6 Kohlenstoffatome enthalt,
eine kovalente Einfachbindung ist oder das langste lineare Segment von L 4-10 Nichtwasserstoffatome, ein-
schliellich 1-2 Heteroatomen, enthalt.

6. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei zumindest eines von R?, R"?, R"?, R}, R R"
und R -L-S ist.

7. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei entweder
(i) exakt eines von R'2, R™3, R™ R und R -L-R, oder -L-S_ ist; oder
(ii) exakt eines von R” oder R -L-R, oder -L-S_ ist.

8. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei S,
(i) eine Aminosaure, ein Peptid, ein Protein, ein Polysaccharid, eine ionenkomplexierende Gruppierung, ein
Nucleotid, ein Oligonucleotid, eine Nucleinsaure, ein Arzneimittel, ein Lipid, ein lipophiles Polymer, ein nicht-
biologisches organisches Polymer, eine Tierzelle, eine Pflanzenzelle, ein Bakterium, eine Hefe oder ein Virus
ist; oder
(i) ein Phospholipid, ein Lipoprotein, ein Lipopolysaccharid oder Liposom ist; oder
(iii) eine Aminosdaure, ein Peptid, ein Protein, ein Nucleotid, ein Oligonucleotid, eine Nucleinsaure, eine ionen-
komplexierende Gruppierung, ein Polysaccharid oder ein nichtbiologisches organisches Polymer oder poly-
meres Mikropartikel ist; oder
(iv) ein Antikorper, ein Antikdrperfragment, ein Avidin, ein Streptavidin, ein Lectin, Protein A oder Protein G ist.

9. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei zumindest ein R” ein BLOCK ist.

10. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der BLOCK ein Ether eines Alkohols oder ein
Mono- oder Polysaccharid ist.

11. Verbindung nach Anspruch 9, wobei der BLOCK eine photolabile, absperrende Gruppe ist, die eine o-
Nitroarylmethin-, eine 2-Methoxy-5-nitrophenyl- oder eine Desylgruppierung ist.

12. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei R” der Formel | H ist.

13. Verbindung nach Anspruch 9, wobei der BLOCK ein Ester von Phosphat, Sulfat oder einer aliphatischen
oder einer aromatischen Carbonsaure ist.

14. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei R'® die folgende Formel aufweist:

16. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei R'?2 Carbonséaure, ein Salz einer Carbonsaure,
eine Sulfonsaure oder ein Salz einer Sulfonsdure ist.
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17. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei zumindest drei von R, R™, R"® und R"® sind.
18. Verbindung nach Anspruch 17, wobei R'2, R'3, R™, R'S und R'® F sind.

19. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, wobei jeder der Substituenten R, R%, R™®, R, R' und
R'® entweder F oder H ist.

20. Verbindung mit der Formel

wobei

R', R?, R®, R* R®, R®und A wie in Anspruch 1 definiert sind; und

exakt eines von R und R -L-S_ ist;

wobei L eine kovalente Einfachbindung ist oder L eine kovalente Verkniipfung mit 1-24 Nichtwasserstoffatomen
ist, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus C, N, O und S besteht, und aus einer beliebigen Kombination
von Einfach-, Doppel-, Dreifach- oder aromatischen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Stickstoff-
Bindungen, Stickstoff-Stickstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen und Kohlenstoff-Schwefel-Bin-
dungen besteht; und

S, eine konjugierte Substanz ist, die eine ionenkomplexierende Gruppierung ist.

21. Verbindung nach Anspruch 20, wobei die ionenkomplexierende Gruppierung ein Kronenether, ein BAP-
TA, ein APTRA, ein Pyridin oder ein Phenanthrolin ist.

22. Verbindung nach Anspruch 21, wobei L eine kovalente Einfachbindung ist und die ionenkomplexierende
Gruppierung ein BAPTA oder ein APTRA ist.

23. Verfahren zum Anfarben einer biologischen Probe, das die folgenden Schritte aufweist:
a) Herstellen einer Farbstofflésung, die eine Farbstoffverbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 22 in einer
Konzentration aufweist, die ausreichend ist, um unter den gewlinschten Bedingungen eine detektierbare opti-
sche Reaktion zu ergeben;
b) Kombinieren der interessanten Probe mit der Farbstofflésung fiir einen Zeitraum, der fir die Farbstoffver-
bindung ausreichend ist, bei Belichtung eine detektierbare optische Reaktion zu ergeben; und
c¢) Belichten der Probe bei einer Wellenlange, die ausgewahlt ist, um die optische Reaktion hervorzurufen.

24. Verfahren zum Anfarben nach Anspruch 23, des Weiteren aufweisend:
(i) das Kombinieren der Probe mit einem zusatzlichen Detektionsreagens, das spektrale Eigenschaften auf-
weist, die nachweislich verschieden von der optischen Reaktion sind; und/oder
(i) den Schritt des Bestimmens eines Kennzeichens der Probe durch Vergleichen der optischen Reaktion mit
einem Standard-Reaktionsparameter.

25. Verfahren zum Anfarben nach Anspruch 24, das des Weiteren das Aufsplren der Zeit oder des Ortes
der optischen Reaktion innerhalb der biologischen Probe aufweist.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Fluoreszenzemission
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Figure 4
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Relative zelluliare Fluoreszenz

Figure 5
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