0180492 The present invention, which is the result of work carried out in
col | abdération with Professor J. M | S research team at the
Universite Louis Pasteur in Strasbourg, relates to the field of 5
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15 Dans certains cas, les améliorations apportées é l'apparelllage de mesure ne suffisent pas & améliorer
de fagon sensible cette limite de détection ou sont trés colteuses (Laser, monochromateurs, etc.).

Cet état de fait est encore plus génant dans le domaine de la biochimie et de I'immunologie ol la
mesure de trés petites quantités de molécules actives doit s'effectuer dans des milieux biologiques qui

\_ peuvent présenter un trouble ou contenir des protéines ou autres molécules elles-mémes fluorescentes
20 (trouble et fluorescence intrinséque du sérum).

Dans les dosages immunologiques utilisant un traceur fluorescent, et lorsque I'on marque I'antigéne ou
I'anticorps avec la molécule fluorescente, celle~ci doit posséder les propriétés suivantes :

- elle doit posséder une fonction chimique permettant un couplage avec la molécule biologique sans la
dénaturer ni modifier ses propriétés immunologiques ;

25 - le coefficient d'absorption molaire de la molécule fluorescente doit étre le plus élevé possible ;

- le rendement quantique de fluorescence doit ire le plus élevé ;

- le déplacement de Stokes doit &tre le plus important possible ;

- la longueur d'onde d'émission doit &tre si possible supérieure 2 500 nm;

b - elle doit &fre soluble dans I'eau ou les solutions tampon. Ces conditions sont précisées par exemple
30 dans I'article de E. SOINI dans Clin. Chem. 25, 353 (1979).
Or les molécules connues jusqu'a présent sont loin de posséder toutes ces qualités.

La fluorescence de certains chélates de terres rares est connue depuis de nombreuses années grice
aux travaux concernant leur application dans le domaine des lasers (A.P.B. SINHA Spectroscop Inorg
Chem. 2, 255 (1971)).

35 Ces complexes sont formés :

- d'une part d'une molécule chélatante possédant un systtme électronique capable de peupler I'état
triplet T1 par conversion inter-systéme aprés excitation de I'état singulet S; suite & I'absorption
d'énergie lumineuse ;

- d'autre part d'un ion de terre rare, qui dans le cas des applications de fluorescence posséde une forte

40 intensité de fluorescence d'ion (Eu, Tb) ou une intensité moyenne (Sm, Dy) et dont le niveau résonant
est peuplé par transfert d'énergie non radiative 2 partir de I'état triplet du complexant.

Pour obtenir une forte fluorescence du chélate de terre rare il faut que I'énergie triplet de la molécule
complexante soit supérieure 2 celle du niveau résonant de I'ion et que sa durée de vie soit suffisante
(prépondérance de ce type de désactivation vis-a-vis d'autres processus, tels que phosphorescence et

45 désactivation non radiative, par exemple thermique).

Dans ce cas, aprés excitation dans la bande d'absorption du chélate on observe une fluorescence
caractéristique de I'ion de terre rare.

Ces composés possédent de grands avantages dans le domaine de la détection par mesure de
fluorescence ; par exemple ils sont caractérisés par :

60 - un déplacement de Stokes important ,

- un coefficient d'absorption molaire ¢ élevé par rapport 4 celui de la terre rare ,

- une possibilité de détection simultanée de plusieurs chélates en changeant la terre rare ,

- un spectre d'émission caractéristique de la terre rare (spectre de raie, A d'émission maximale > 500
nm),

55 - durée de vie longue (de la microseconde 2 Ia milliseconde).

Le brevet US 4 058 732 décrit une méthode de spectroscopie analytique par fluorescence mettant en
oeuvre des molécules fluorescentes (chélates de terres rares) ayant une durée de vie relativement longue.
Etant donné que la diffusion due aux particules de la matrice et que la fluorescence de la plupart des
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- LM VALLARINO ef al. in Automation of Uterine Cancer Cytology 2 Proceeding of 2nd Int. Conf., GL
WIED, G.F. GAHR, PH. BARTEL Editors Tutorials of Cytology Chicago LL 1977.
Or, dans la pratique on constate que les chélates utilisés jusqu'a présent ne présentent pas toutes les

16 qualités suivantes exigées par ces applications, qui sont principalement :

- un rendement quantique de fluorescence et un coefficient d'absorption molaire élevés,

- une énergie Triplet du chélatant adaptée,

= une non-inhibition par le solvant (eau ou autre) ou par des molécules présentes dans le milieu ol

U s'effectue la mesure,
20 - une facilité de la fonctionnalisation en vue d'un couplage sur des molécules d'interst biologique ou

autres,

- une sélectivité de la chélation en faveur de la terre rare et aux dépens d'autres cations qui peuvent se
trouver en quantité importante dans le milieu de mesurs,

- une solubilité dans I'eau dans les conditions d'application des dosages immunologiques,

25 = une grande stabilité en particulier 2 faible dilution. _

Les chélates de g-dicétones décrits dans le brevet US 4 058 732 ne sont que peu ou pas solubles dans
I'eau et les milieux biologiques et leur fluorescence est inhib&e en grande partie par I'eau.
D'autres chélates ont ét6 proposés comme marqueurs dans des dosages immunologiques ; on peut
K/ citer notamment les chélates dérivés d'EDTA, HEDTA et DTPA, d'imidodiacétate et similaires décrits par

30 exemple dans : Proc. Nat. Acad. Sci. USA 72 4764 (1975), le brevet US 4 374 120 et dans les demandes
de brevets EP-A-0068875 et DE-OS 3 033 691. Leur efficacité est supposée provenir de la valeur élevée de
leur constante de stabilité en général supérieure 2 10, '

Un tel critére, basé uniquement sur des considérations thermodynamiques, n'est certainement pas
suffisant puisqu'il a 6t montré qu'il se produit une augmentation de la durée de vie d'un complexe Tb ()

35 EDTA par addition d'apotransférine (Biochem. 19, 5057, 1980), caractéristique d'une liaison protéine -
chélate. —

Récemment, il a ét conseillé, lors de I'utilisation de marqueurs du type Eu () EDTA, tels que ceux
décrits dans le brevet US 4 374 120, d'utiliser un tampon contenant du DTPA pour éliminer I'europium libre
qui s'est dissocié du chélate, ce qui prouve bien I'instabilité de tels chélates (Clin. Chem. 29, 60, 1983).

40 Cot état de I'art antérieur montre que les chélates de terres rares mis en oeuvre jusqua présent ne sont
pas utilisables 2 faible dilution dans des milieux aqueux contenant d'autres cations ou dans des milieux
biologiques et en particulier dans les dosages immunologiques et qu'il convient de ténir compte des
critdres, tels que la stabilité cinétique (vitesse de dissociation du complexe) et la sélectivité de la
complexation de la terre rare.

45 On notera d'ailleurs que la plupart des chélates de Iart antérieur ont trouvé, grice 2 leur constants de
formation élevée (en général > & 10'°) une application en imagerie y technique dans laquelle on utilise des
ions lourds émetteurs y de durée de vie relativement faible, obtenus en solutions aqueuses diluées. La
fixation de I'ion doit alors s'effectuer rapidement sur la molécule d'intérét biologique portant le chélatant ; en
particulier la vitesse de formation du chélate doit &tre élevés :

k
1
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greater than 500 nm - It nmust be soluble in water or buffer solutions.
These tonditions are specified, TgpoaggdpeBy i N the 10 article by E

Soini in din. Chem, 25, 353 (1979) Now t he nol ecul es known to date are
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15 de métaux ont déja été décrits. A cet effet, on peut citer notamment le brevet FR 2.088.519 qui a pour objet
des hétéro-imines macropolycycliques s'apparentant aux composés "couronne”, "lanterne” ou "haltére™.

On a maintenant trouvé des complexes macropolycycliques de terres rares qui possédent d'excellentes
propriétés de sélectivité et de stabilité, notamment de stabilité cinétique dans les milieux aqueux et les

\/ milieux biologiques. Ces complexes macropolycycliques conviennent particuliérement bien comme mar-

20 queurs fluorescents de substances biologiques dans des techniques de détection ou de détermination
immunologiques par fluorescence. lis sont également appropriés comme réactifs dans des réactions de
luminescence.

On a en effet trouvé qu'il était possible d'exalter la fluorescence d'un ion de terre rare en solution
aqueuse en complexant celui-ci & I'aide d'un composé macropolycyclique possédant un motif donneur

25 d'énergie triplet supérieure & celle du niveau émissif de I'ion de terre rare et en excitant le motif donneur.

Alors que I'excitation d'un ion de terre rare produit une trés faible fluorescence étant donné que les
terres rares possédent en général des coefficients d'absorption molaires ¢ faibles, I'excitation du motif
donneur du composé macropolycyclique défini ci-aprds permet d'obtenir une exaltation de la fluorescence

: caractéristigue de l'ion de terre rare. Les complexes de terres rares ainsi formés sont d'excellents
— 30 marqueurs fluorescents, qui de plus sont des cornposés stables en milieu aqueux, doués d'une trés grande
sélectivité vis-a-vis des ions terres rares.

Contrairement aux chélates de I'art antérieur, caractérisés par une constante de formation élovée, los
complexes de terres rares selon I'invention possédent, comme caractéristique essentielle, une stabilité
cinétique élevée (faible vitesse de dissociation). Cette caractéristique est d'autant plus importante que les

35 solutions biologiques utilisées dans les méthodes de détection et de détermination immunologiques
contiennent en général des protéines capables elles aussi de fixer I'ion terre rare. Par contre la vitesse de
formation des complexes de I'invention n'est pas critique. La complexation de I'ion terre rare d'une part et
le couplage du complexe obtenu sur la molécule biologique d'autre part peuvent &tre réalisés séparément. Il
en résulte que la complexation de I'ion terre rare selon l'invention peut éire réalisée dans des conditions

40 non biologiques (utilisation de solvants organiques, apports d'énergie possibles, temps, etc.)

Sous un premier aspect, la présente invention conceme donc ['utilisation, & titre de marqueurs
fluorescents, notamment dans les méthodes de détection et de détermination immunologiques, de com-
plexes macropolycycliques de terres rares qui sont constitués d'au moins un sel de terre rare complexé par
un composé macropolycyclique de formule générale :

®

50 R ~-2

55
dans laquelle Z est un atome ayant trois ou quaire valences, tel que I'azote, le carbone ou le phosphore, R
est rien ou représente I'hydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarbongé, les
radicaux bivalents @, ® et © sont indépendamment I'un de l'autre des chates hydrocarbonées qui



of the resonance level of the ion and for it to have a sufficient lifetine

(preponderance of this type of qgegiso/fdaipn Wi th respect to other
processes, such as 35°* phosphorescence and non-radi ant deactivation,
exanpl e thermal deactivation). In this case, after excitation in the
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b‘ et les complexes de lanthane et de praseodyme avec le composé ci-dessus dans lequel Ry est NHz. Ces
30 derniers sont décrits dans le document Chemical Abstracts, vol. 99, n* 10 (5 Septembre 1983), p.676, n*
81500 q.

Ainsi la présente invention concerne également 2 titre de composés nouveaux les complexes de terres
rares constitués d'au moins un sel de terre rare complexé par composé macropolycyclique de formule | ci-
dessus 2 la condition que, lorsque le sel de terre rare est un sel d'suropium ou de terbium, Z est I'azote, @

35  ost -(CHz)2-0-Cs HsR1-0-(CHz)2- avec Ry = H ou NHz, ® et © ne sont pas simultanément I'un le radical
=(CH2)2-0-(CHz2)2-0-(CHz).- et "autre le radical -(CHz)2-0-(CHz)2- ot que lorsque la sel de terre rare est un
sel de lanthane ou de praseodyme, Z est I'azots, (® est -(CHz)2-0-CsHsNH2-0-(CHz).- ® et © ne sont
pas simultanément -(CHz)2-0-(CHz)2- et -(CHz)2-O-(CHz)2-0-(CHz)2-.

Les chaines hydrocarbonées qui constituent les radicaux @ , ® et {© peuvent contenir 2 atomes de

40 carbone ou plus et 8tre éventuellement interrompues par un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi les
atomes d'oxygéne, de soufre ou d'azote.

Les chaines hydrocarbonées préférées aux fins de l'invention sont les chalnes de polyéthers, en
particulier les chaines oxyéthylénées ou polyoxyéthylénées.

Le motif moléculaire, qui constitue un élément essentiel du composé macropolycyclique selon I'inven-

45 tion, est motif donneur d'énergie triplet composé de molécules ou de groupes de molécules possédant une
énergie de triplet supérieure & celle du niveau émissif de I'ion de terre rare complexé.

Le transfert d'énergie s'effectue depuis le niveau triplet du motif donneur vers I'un des niveaux émissifs
de la terre rare complexée. Par exemple I'europium posséde les niveaux émissifs 5Do & 17270 cm™ ; 5Dy
2 19030 cm™" et éventuellement °D> et le terbium le niveau émissif 5Dy & 20480 cm™".

50 Les motifs donneurs d'énergie triplet qui conviennent aux fins de Iinvention doivent posséder une
énergie triplet supérieure ou égale A celle des niveaux émissifs de I'ion de terre rare. Par exemple, dans le
cas des complexes d'europium et de terbium selon I'invention, le niveau triplet du motif donneur doit &tre
supérieur 3 17270 cm™".

Le phénoméne de phosphorescence étant di 2 la désactivation radiative d'un état triplet, un critére de

55 choix des motifs donneurs peut étre la longueur d'onde d'émission de phosphorescence de ces motifs. On
choisira par exemple les motifs qui émettent une phosphorescence & des longusurs d'ondes inférieures
(énergies supérieures) aux longueurs d'ondes correspondant au peuplement des niveaux émissifs de la
terre rare. Dans le cas présent la longueur d'onde de phosphorescence du motif donneur devra éire

he
500



anal ytical spectroscopy by fluorescence using fluorescent 15 nol ecul es
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15 = C2Hs - X; - CHz - GgHy - CHz - X2 - C2Hs - dans lesquelles

X1 ot Xz pouvant &tre identiques ou différents désignent I'oxygéne ou le soufre :
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X étant I'oxygéne ou I'hydrogéne.

Les complexes macropolycycliques de terres rares selon I'invention peuvent &tre obtenus par les
procédés classiques de préparation de complexes métalliques, qui consistent 2 faire réagir le composé
complexant avec un composé donneur du cation & complexer. Des procédés de ce type sont décrits

45 notamment dans les brevets US 3 888 377, 3 966 766 et 4 156 683, cités dans la présente description
fitre de référence.

Par exemple, les complexes macropolycycliques psuvent 8tre obtenus par réaction d'un composé
donneur de cation de terre rare avec le composé macropolycyclique ayant les caractéristiques définies ci-
dessus, chaque composé étant avantageusement en solution, de préférence dans le méme solvant ou dans

60 des solvants compatibles inertes vis-3-vis de la complexation. En général on utilise comme solvant
I'acétonitrile, le DMSO, I'éthanol.

A titre de composé donneur de cation de terre rare on peut utiliser un sel quelconque de terre rare,
avantageusement un chlorure, un acétylacétonate ou un nitrate.

On opére avantageusement 2 la température d'ébullition du solvant.

55 Lorsque le complexe macropolycyclique formé est soluble dans le solvant réactionnel, il est isolé de la
solution par évaporation & siccité. Si le complexe macropolycyclique formé cristallise dans le solvant
réactionnel, il est séparé par filtration ou tout autre moyen classique approprié. Les complexes ainsi obtenus -
peuvent 8tre purifiés par cristallisation.



Now, |n practice, it is observed that the - 4 - chelates used hitherto
do not“have all the follow ng prepagidd 42 gemanded by these applicati ons,
which are mainly: - * a high quantumyield of fluorescence and a high 5
nol ar absorption coefficient, - a suitable triplet energy of the

chel at i ng Gegenitégalement effectaerilnigadtion ¢idessusgn utiidast une srluliendu cofpesté eracropalycyddit her
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sel ectivit “%fa P‘H‘é @n@l présenta dascriptionopn déﬁ'g"ﬁ rﬁ@alﬁ'a% Péhr‘f’YPtaé?fa '&‘t c?"f‘fée"@( ense
of ot hef“ t par "cryptang

ure telle quz“ per }
reasur o P?"@ “‘ famwmjﬁm T TR St & o
I n p%t I"Ct Ieéa‘ rz%s c(amnengegut aux fins de la présent% van?iEr( ]TOlﬂéftljg toﬁ) Bl%fére?a c%[o?t es

descri bﬂlq p sbnte scence d'ion la plus intense, soit Terbium et Europium, et, & un degré moindre,
Samarium et Dysprosmm
A titre de composés macropolycycliques qui conviennent aux fins de I'invention on peut utiliser les
agents cryptands connus, par exemple :
15 1) les benzo-cryptands de formule générale :

®

20
N\/ "
” ©
dans laquelle @ , ® et © représentent indépendamment les uns des autres les groupes 2g, 2, 1
ayant les significations ci-aprés :
L 2g = «CaHq = X1 - CgHe - Xz - C2H4 -~ ou
30 “CoHs = X3 - CHa - CgHy - CHz - X2 - CoHs -

2 <CaHy - Yy - CoHy - Y2 - C2Hy -
1 -C2Hy - 21 - C2Hs -
dans lesquels Xi2, Y12 6t Z; représentent chacun un hétéroatome choisi parmi I'oxygéne et le souirs,
X1z et Y1Y2 pouvant étre identiques ou différents.
35 A titre d'sxemples de tels cryptands, on peut citer ceux dans lesquels les motifs @ , ® , © ., sont
composés respectivement comms suit :
@ ® © = (2s11); (2821) ; (2822) ; (2p282) ; ot lo composé de formule :

'"’ DAt
\/4\_/\—\"/

® KA

2) les agents cryptands comportant des hétérocycles azotés, tels que ceux décrits dans JACS 99 4683
50 (1977) de formule 1 dans laquelle : —
- @ et ®, identiques, représentent la chathe polyoxyéthylénée de formule - (CHz)2-O-(CHz)2-O-
(CHz): -
- @ est une chaine hydrocarbonée comportant un héiérocycle azoté comme motif donneur
d'énergie. A titre d'exemples de tels composés, on peut citer notamment les composés ci-aprés :
85 - (22) pyridine amide :
2,6-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne) bis(aminocarbonyl)]-pyridine



US 4,058, 732 have little or no solubility in water and biol ogi cal nedia and
their Fluorescence is largely inhgpptiggaygyater. O her chel ates have been
proposed as | abels in*25 i mrunol ogi cal determ nations; in particular,
there may be nentioned the chel ates derived from EDTA, HEDTA and DTPA,

i m dodi acetate and the |ike, described, exanple, in: Proc. Nat. Acad.
Sci. USA, 72, 4764 (1975), Patent US 4,3 ') nd in Patent Applications
EP- A- 0, 068, 875 30 and DE-OS 3,033, N rr efficacy is assuned

to originate fromthe high val ue of {(ﬁei. spabi Nty constant, which is
generafly greater than [err]. Such a M{/ ased solely on

t hernodynam ¢ considerations, is certarnly not sufficient since it has 35
been shown th%j)t heﬁlmigf s‘?‘t ime of a Tb(II1) EDTA conplex is increased by

addi tion of a W E& Bi ach 9 5057 1980), which is
characjeristicor a pr T g’ﬁ%@?@?’ﬁ%@%@#&f.(aml"}om%%’én}P‘g@%\'?\tIy been reconmended,

during the use - 5 - of labels of Eu(lll) EDTA type, such as those
described in Patent US 4,374,120, to use. uf fer contai ni ng DTPA

N
15 \‘_v/?\dﬁ«:’)'

W - {22) bipyridine:
20 6,6™-[N, N', N, N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyldne)-bis(aminométhyl)]2,2'-bipyridine.
O
25 . IC 2 ?2

o, o X
/A
, 0\__/)
— g
- (22) bipyridine amide :

8,6'-[N, N', N, N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyl@ne)-bis(aminocarbonyl)}-2,2"-bipyridine.

35

OO

0=C : =0
| ,z
40 N 0
N/ \_/\_/
WAL
45 - (22) azopyridine :

6,6"IN, N', N, N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)-bis(aminocarbonyl)}-2,2'-azopyridine.

. P



in order to renove the free europi umwhich has dis- sociated fromthe

chel at®, which clearly proves teEpa f80 4028t abi ity of such chelates (din.
Chem, 29, 60, 1983).*This state of the prior art shows that the rare earth
chel ates used hitherto cannot be used at |ow dilution in aqueous nedi a

cont ai ni rid) lestagents eratands somportant plysielre itéredycleseatoés commeb metitpdanndurs. telsraup i

i mrunol ogicmpesé g formyeciapi@s nat i ons, and that it is advisable to take into
account criteria such as kinetic stability (rate of dissociation of the
conpl ex) and the selectivity of the conplexation of the rare earth.
Moredver, it will be noted that the ity of 15 the chel ates of the
prior art have found, by virtue of t rjJhigh formation constant (in
general > [err]), an applicatiom irt ﬁTEab.y i magi ng, in which

[err]-em tting heavy ions of atively short \ifetime, obtained in dilute
aqueqQys solutions, are used. e fixatjhgon of thy 20 ion on the nol ecul e
of biological interest T carries @p chel ati nmust then take

pl ace rapidly; in par , ther ormation of t chel at e nust be
high: [err] [err] [gf ' e congflants of formation

hi g \\\ifrrk-an@
15 \/\ O
0 1\I\o

: décrit dans J. Am. Chem. Soc. 1979, 101 p. 1047.
4) Les agents cryptands polycycliques contenant des motifs aromatiques, par exemple les composés
répondant 2 la formule ci-aprés :

25

35

ou les composés de formule | dans lesquels la chaine hydrocarbonée portant le ou lss motifs donneurs
est interrompue par un hétéromacrocycle tels que les composés de formules ci-aprés :

80

55

10



25 di ssoci ation respectively; at equilibrium the situation is: [err]
[err] For the conpl exes used hithgpt@iggud gor t he reasons referred to
above, chel ates have & ways been used - 6 - which nake it possible to
obtain a high value of [err] [[err] for [err]+ EDTA - see J. Inorg. Nucl.
Chem, 1971, 33, p. 127]. The result there§f is that for a given value of

K, the dissociation rate condt2 Is 5 ...;.eLa.Li)deI yMMf\Mi ch nmeans
that the rate of ion excha Wee ﬁ?e chelaﬁe ?ﬂd t;he solytion is

relatively fast. QG her macropoYycCy¢lic conpou ofe fu0f M ng
conpl exXes cont ai ni ng certain nefal "ions have 10 al ready bee& escri bed.
To this end, there may espegial cited Patent FR 2,088,519 Nthe subject
of which is nmacropol ycycli d (@d Oi gs bel ong¥ng gO The ™y (w]"-,x

"lantern" or "dunbbell" co

. Macropot yeyalic Jare eartB conpl exes
have ngy 15 been found which have excel I§nt p Y

selectivity

. 1{-_‘\0/—\0/""\ o
Cg\_ﬂ\__/ox_fl
SRS -

D 5e

De tels composés sont décrits notamment dans :
- Angew. Chemie 86 443 (1974)
35 Tet. letters 21 941 (1980) et Chem. Comm. 833, 1981.

On peut également utiliser comme agents cryptands les composés macropolycycliques de formule | ci-
dessus dans laquelle le ou les motifs moléculaires possédant une énergie triplet supérieure 2 I'énergie de la
terre rare 3 crypter sont choisis parmi la phénanthroline, I'anthrackne, les bipyridines et les bi-quinoléines,
éventuellement substitués en des positions appropriées et par des groupes susceptibles d'augmenter

40 I'efficacité du transfert d'énergie ou de modifier le spectre d'sxcitation du cryptate de terre rare [J. Phys.
Chem. 1964, vol. 68, p. 3324]. A titre d'exemple de tels groupes on citera notamment lo groupe phényle.

Dans ces nouveaux composés macropolycycliques, au moins I'un des radicaux ®, ® ou © répond

de préférence 2 I'une des formules ci-aprés :

50

11



-and stability, especially of kinetic stability in aqueous media and

bi ol ogrcal media. These macropolggcy ¢8g o209y pl exes are particularly well
suited as fluorescent |abels for biological substances in imunol ogical
detection or 20 determi nation techni ques using fluorescence. They are
equally suitable as reagents in | um nescence re It has actually
been found that it was 'bIe to enhance the f cence of a rare earth
ion in aqueous sol uj+eH 1
macr opol ycycli c copfp
that Bf the enissid
unit. Whereas the ' es a very weak
fl uorescence, gjver L 39 eart Ms generally have | ow nol ar
absorption coef zylents e, excit&F on of Bpe donor unit ofChe
nacrqgolycyclic ound defined Pel ow makep it possible tjo enhance the
characteristic fluorescence of the rare earth ion. The rare earth

conpl exes thus forned excel lent 35 fl ugfesdent | abel s which
furthernore are compou ch are stable in aqg medi um and whi ch have
a very high selectivity respect  to rare eart In contrast to the
chel ages of th@ prior ar ich areﬂcharacteriz a high formation
const ant , the..c_..cu2 CH5~CHy—

CHy— C— 3 -—Cl-li—CH2

i pl et energy than
citing the donor

20

. 00

30

- & O

«  (O)y—0O

H,C CH

/

50 Une classe particulidre de ces composés macropolycycliques est constituée par les composés de
formule |, dans laquelle Z est I'azote, @ et ® sont deux chaines mono- ou polyoxyéthylénées, de
préférence dioxyéthylénées et © répond A 'une des formules ci-dessus.

Parmi ces composés macropolycycliques nouveaux figurent également les composés de formule | dans
laquelle @ et ® représentent chacun le groupe

12



- 7 - rare earth conpl exes according to the invention have, as an essenti al
characteristic, a high kinetic stgpiplighded BpW rate of dissociation). This
characteristic is all the nore inportant as the biol ogical solutions used
inb5 i mrunol ogi cal detection and determ nation mnethods generally
contain proteins which are al so thensel ves able of fixing the rare earth
ion. On the other hand, the rate of the conpl exes of the
invention is not critical. The f rare earth ion 10
conpl ex, on the one hand, and the t he conpl ex obtained with the
bi ol ogfcal nol ecule, on the oth hand, can bé\carried out separately. The
result thereof is that the forphtion of the rang, earth ion conpl ex
according to the invention cagp"fe carried out u r non-bi ol ogi cal 15
condi tions (use of or gdni c solvents, .-possible introductions of
energy,, time, and the like). Accordi.ng to a first Maspect, the present
inven- tion therefore relates to the use, as fluorescent |abels, especially
in met hody e st DATMHAQ AEks ﬁhmgqtection and 20 determ nation, of
macropol ycyclic rare earth conpl exes which consist of at |east one rare
earth salt conpl exed by a macropol ycyclic conmpoun
15

general formul a:

O)r—0O)

20

25

-~ (Oy<0

35

H,C CH

'// Q{_

Une autre classe particuliére de ces composés macropolycycliques nouveaux est constitue par les

composés de formule |, dans laquelle Z est I'azote et @, ® st © sont identiques et représentent I'un des
45 hétérocycles ci-dessus, notamment la 2,2"-bipytidine et la phénanthroline.

Les composés macropolycycliques de formule |, dans laquelle le ou les motifs moléculaires sont la
phénanthroline, l'anthracéne, les bipyridines ou les quinoléines sont des composés nouveaux & 'exception
des composés de formule | dans laquelle ® et ® sont chacun une chaihe de formule -(CHz)2-O~(CHz).-
0O-(CHz)2-et © est le groupe de formule :

O~

H,C CH

/ \

50

&5
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[err] in which [err] is a trivalent or tetravalent atom such as 25

ni trogen, carbon or phosphor us,gpRy gt €xi st or represents hydrogen,

t he hydroxyl group, an am no group or a hydrocarbon radical, the bivalent
radicals , [err] and are, independently from each other, hydrocarbon
chai ns wilegrouppde formalel y cont ai n one or nore heteroatons 30 and are
optionally interrupted by a heteronmacrocycle, at |east one of the radicals
[err] , [[err] or J[err] noreover conprising at |east one nol ecul ar

N unit, the said nol ecular unit
pat of the em ssion | evel of
gdnot her aspect, the invention

- 8 -Shaving a triplet energy
the conpl exed rare earth ion.
also relates to a process for hanci ng the Yl uorescence of a 5 rare
earth ion, which consists i nmpl exi ng at | eagigone rare earth ion with a
nacrogolycyclic conpound, such as defined abovey having a donor nol ecul ar

. 10 . . > .
unit With a triplet energy greater than that of the em ssion | evel of the

rare eaﬁlgilgo,jt Q8RR Ydnd eﬁWrHHﬂ%&- f9%5p| ex thus 10 formed at the
absor pti Oq.eé"’%’rﬁ'ﬁgél% r Blyéyblﬁu&a& folth Pl peuvent &tre obtenus par des procédés chimiques
connus, mettant principalement en oeuvre des réactions de condensation et/ou d'addition.

15 A titre d'exemples de tels procédés, on peut citer notamment les procédés décrits dans le brevet FR 70
21079 (2052947) et les brevets US 3 888 877, 3 966 766 et 4 156 683. Ces procédés conviennent
notamment pour {'obtention de composés de formule | dans laquelle Z est I'azote ou le phosphore.

Pour I'obtention de composés de formule | dans laquelle Z est le carbone et R est tel que défini

\_ précédemment, on utilisera des procédés de condensation par analogie.

20 Dans tous les cas il suffit d'utiliser comme produits de départ des composés chimiques comportant
chacun un des radicaux @ , ® ou © et des groupes terminaux capables d'étre substitués ou comportant
des radicaux facilement éliminables.

A titre d'exemple on indiquera que le composé de formule | dans laquelle Z est le carbone, R est le
groupe hydroxy et @ , ® et © représentent chacun la 2,2-bipyridine peut &tre obtenu par condensation

25 de la 8,6"-dilithiobipyridine avec la 6,6'-dicyano-2,2"-bipyridine, hydrolyse du groupe cyano du macrocycle
ainsi obtenu et condensation du produit résultant avec la 6,6-dilithiobipyridine.

Selon un mode opératoire préféré les nouveaux composés macropolycycliques de formule ldans
laquelle Z est I'azote, @ et @ sont des chaines polyoxyéthylénées, peuvent étre obtenus par réaction :

- du macrocycle azoté constitué par les deux chaies polyoxyéthylénées avec
— 30 - la chale hydrocarbonée comportant ledit motif moléculaire, ladite chaine ayant des groupss termi-
naux clivables, tels que par exemple des groupes halogéno.

Cette réaction de couplage est avantageussment réalisée dans un solvant anhydre, par exemple le
diméthylsulfoxyde (DMSO),.I'acétonitrile, éventuellement en présence d'un agent réducteur, tel que I'hydru-
re de sodium ou le carbonate de sodium. On obtient alors le composé macropolycyclique sous la forme

35 d'un sel de sodium. .

On opére de préférence 2 une température inférieurs au point d'ébullition du solvant, par exemple entre
60 et 100°C.

Pour obtenir le composé macropolycyclique libre, on peut faire réagir le sel de sodium ainsi obtenu
avec du nitrate d"argent pour former le complexe macropolycyclique d"argent correspondant, qui est ensuite

40 traité avec un courant de HzS. Le précipité forme, est ensuite neutralisé avec une solution de N(CHs)¢ OH et
exirait avec du chlorure de méthyléne.

On notera que le complexe macropolycyclique de terre rare selon l'invention peut &tre obtenu & partir
du complexe libre ou d'un sel de celui-ci, par exemple le sel de sodium.

Dans le procédé ci-dessus on peut utiliser avantageusement comme macrocycle I'un quelconque des

45 composés macrocycles monocycliques azotés décrits dans le brevet US 3 866 766, les composés préférés
étant : le 1,7,10,18-t6traoxa-4,13-diazacyclooctadécane de formule générale :

50 HN

55
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unit.

descr i beduien!. 1. 16rickad ddrdintacyClodériansede faxtmule générals : \/ol .
p. 676, No. 81500qg. 20
rel at es,
at |l east one rare earth galt
formul 8 |
europi um or terbium 25

1983)

H or
ot her

and

The rare earth conpl exes defi ned above are new conmpounds except for
t he eur opi um and terbi um conpl exegp plagaigoegiWi t h t he nacropol ycyclic
conmpound of the formula below. [err] 0 and the | anthanum and praseodym um
conpl exes with the above conpound in which [err] is [err]. The latter are

by way of new co d

above with th rovi so _ the rare earth salt is a

[err] and are not sinultaneously one the [err] radical and

15

20

25

30

35

45

50

56

R 8n no Lr r[‘; eg%gn xle Q LQQ]L 'im\ﬁﬁtmn,tom 44 BarfiiHe br\agr é Eeé -dBssus
anthagg, on Tt ol ok ey Poegs Sgon e, ciepls’8 far Yop daiovoier S fiome

r sur @) Foins I'une des chafnes hydrocarbonées ont été substitués par des motifs donneurs d'énergie
(en général aromatiques ou polyaromatiques pouvant contenir des hétéroatomes).

Les cryptates d'europium de types 222 ou 221 possédent des vitesses de dissociation trés faibles en
solutions aqueuses, bien que leur constante de formation soit relativement basse (K = 10%8 et 1059
respectivement pour les cryptates 221 et 222 - Inorganic Chem. 1981, 20 p. 616 et J.A.C.S. 1980 102 p. 22
78). De tels cryptates ne répondent pas aux critdres de stabilité définis dans I'art antérieur. Par contre, la
substitution des motifs éther par des motifs donneurs d'énergie, qui fournit les complexes préférés selon
I'invention, ne modifie pas la caractéristique de dissociation de ces cryptates, mais permet par i'excitation
du motif donneur d'énergie dans sa bande d'absorption d'obtenir une fluorescence fortement exaltée et
caractéristique de la terre rare cryptée.

Lorsque les cryptates de terres rares, objet de la présente invention, sont utilisés pour marquer
spécifiguement des molécules biologiquement actives & l'aide d'une liaison covalente, ils psuvent &tre
substitués sur I'un ou plusieurs de leurs atomes constitutifs par un ou plusieurs substituants suffisamment
accessibles et possédant un ou plusiours motifs moléculaires permettant le couplage covalent avec la
molécule biologique dans des conditions opératoires compatibles avec son intégrité biologique.

Parmi ces motifs moléculaires on peut citer, & titre d'exemples non limitatifs, les radicaux alkylamino,
arylamino, isothiocyano, cyano, isocyano, thiocyano, carboxyle, hydroxyle, mercapto, phénol, imidazole,
aldéhyde, époxyde, halogénure : de thionyle, de sulfonyle, de nitrobenzoyle, de carbonyle ; triazo,
succinimido, anhydride, halogénoacétate, hydrazino, dihalogénotriazinyle etc. (Biol. Chem. 245, 3059
(1970)). La longueur du bras liant le complexe macrocyclique 2 la molécule d'intérét biologique peut varier
par exemple de 1 & 20 atomes et contenir des atomes de carbone mais aussi des hétéroatomes tels que N,
0, S, P. L'invention conceme donc également les complexes biologiques constitués d'une molécule
biologique associée par couplage ou adsorption & un complexe macropolycyclique selon I'invention.

Pour réaliser le couplage on psut utiliser tous les réactifs décrits & cet effet dans la litiérature et séparer
la molécule marquée du complexe macropolycyclique n'ayant pas réagi par tout moyen de séparation
adapté (filtration sur gel par exemple).

Parmi les molécules d'intérét biologique présentant un intérét pour le marquage avec I'objet de la
présente invention on pourra citer de fagon non limitative les antigdnes, les anticorps, les anticorps
monoclonaux, les fragments et combinaisons Anticorps-fragments, les drogues, les récepteurs, les hormo-
nes, les récepteurs hormonaux, les bactéries, les stéroides, les aminoacides, les peptides, les vitamines, les
virus, les nucléotides ou poly-nucléotides dans les méthodes d'hybridation, les enzymes et leurs substrats,
les lectines, les acides nucléiques, I'ADN et I'ARN.

Les complexes macropolycycliques de tetres rares selon la présente invention trouvent une application
importante & titre de marqueurs fluorescents dans les dosages immunologiques, aussi bien dans les
méthodes de dosage dites par compétition ou par excés, en phase homogéne ou hétérogéne, décrits dans
I'art antérieur (LANDON, Ann. Clin. Biochem. 1981, 18, p. 253 et SOINI Clin. Chem. 25, 353, 1979).

Dans les méthodes hétérogénes on peut utiliser avantageusement : -

- des tubes revétus d'anticorps spécifiques de la substance & doser et réaliser la lecture de la
fluorescence par les méthodes décrites plus haut, directement au travers du tube (Clin. Chem. 29, 60,
1983),

- ou une phase solide autre, en particulier une bandelette ou un film gélatineux sur lequel on a déposé
préalablement un milieu contenant un anticorps spécifique, 1a lecture de la fluorescence étant réalisée
a un angle différent de I'excitation et de la réflexion de I'onde excitatrice ou directement au travers du
support, si celui-ci est transparent.

Il est également possible en raison du spectre de raie de ces marqueurs de détecter simultanément
plusieurs antigénos soit en utilisant des cryptates de différentes terres rares dont les raies de fiuorescence
ne se recouvrent pas (par exemple Tb et Eu), soit en utilisant des marqueurs fluorescents classiques
(fluorescéine ou rhodamine) et des marqueurs selon la présente invention.

18
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en, J[err] is[err] with [err] =

t he



not sinultaneously [err] and [err] 5 [err]. The hydrocarbon chai ns which
constitute the radicals [err], [Epgjso4eedeierr] can contain 2 or nore
carbon atons and can optlonally be interrupted by one or nore heteroatons
chosen from oxygen, sul phur or nitrogen 10 atons. The preferred
hydr ocar béne et apglichtion cerigerng Limpwanshimisf olt i Buoreseenes: deoln cellule mastuie péi alfteetfrai ns,
i n par t pauierpscenis eana dagt Rar Refr: NAIN, daps SPlpayeseond Peotpinc Fregingslongman Gravn BdUl ar
unit, Wﬁ(ﬁﬁ“@é‘ﬂ@?ﬂt %s?""éeﬂ?fﬂ'ﬁde'aé%‘ﬂ‘@ﬁmﬂ conponent of the
macr o &ipe japtes RPB??B%‘U peered; degorss e s?'?I\/BWPFtBFl °°'P°§"'% I3 eyt gé’tete'?r"er
donor u'F'i'P'E’sé’ ﬁgi'a@%au df’“"ﬁ‘ﬁ'f”é&ﬂ'l' egrqa?u sfgﬁggt ‘B‘fsf’ﬁﬁ'leé’@d?'%é Whg%deﬁ'ﬂ\'%ﬁ et
energy ﬁ‘?“% H‘a'iql’\?i'fs

e pus, avec rr r r %.dl I

e g i o af'fcz : %’Z‘ Rl

Egro%a gﬁeg s tﬂféc gL wéﬁ b um has e em ssion eveﬁqe‘rr

3 s0NTIXES.

&FJ pltcm dohdebheQiutiRAtioh AYs Qpﬂ%s &mie]ﬁs Mk GBloR laCoréseitd #Ibrtiord OF
t he pur 9&@ %sdoﬂfams B génidV R tih@ babdinple A\ite Aindickiblr @hnsGd3@8delons tRigraation, fehds OF
equal t guddafids dBéritds#BnsA8Y dofmbriies de brevets EP-A-0 070 685 et 0 070 687.
16 L'invention va &tre maintenant décrite plus en détail par les exemples illustratifs non limitatifs ci-aprés.

Exemple 1 Préparation du (22) phénanthroline : 2,8-[N,N.NN' -bis(3,6-dioxaoctaméthylene)bis-
(aminométhyl)}-1,10-phénanthroline (dénommée ci-aprés : (22) phén)

b.
20
VvV S~
2 O O + HN "M Na H
< AN/ o ’L/o N
60"100"0[/O \J
| B Br | N
(N 30 di CH2 Br phén - macrocycle N204 (22)phen

Le solvant utilisé dans cette synthdse est le DMSO qui a été séché plusieurs jours sur tamis
moléculaire 4 A, et éventuellement distillé sous vide.
35
1 mmol (366 mg) de composé dibromométhylphénanthroline (di CHz Br Phén) sec et fraichement
chromatographié a été dissous dans 10 & 20 ml de DMSO. Il a é1é transféré dans une ampoule & addition
séche ; le volume a 61 complété 2 100 mi avec du DMSO sec.
On a placé 100 3 200 mg de NaH dans de I'huile (FLUKA) dans un ballon sec ; on a ajouté § ml de
40 tolugne sec {ou hexane) au mélange et on a laissé décanter. La solution a été évaporée sous vide (1 Torr)
pendant 1 h. On a redissous NaH dans 20 ml de DMSO sec (dégagement Hz). On peut éventuellement
chauffer & 50°C.
On a séché 1 mmol du macrocycle N2Qs (262 mg) et on a ajouts 10 & 20 ml de DMSO ssc.
Les solutions de NaH et N20, macrocycle ont été chacune introduites dans une ampoule & addition et
45 le volume a ét& complété 2 100 m! par du DMSO sec.
Dans un ballon tricol on a placé 100 ml de DMSO sec. On a équipé ce ballon avec les deux ampoules
& addition, un réfrigérant & reflux et un systdme désséchant (Silicagel). Le ballon a été chauffé & 60-100°C
avec une agitation magnétique.
Pendant 1 & 2 h on a ajouté goutte & goutte et simultanément le contenu des deux ampoules.
50 Le mélange réactionnel a été chauffé 1 h aprés I'addition des réactifs. Le mélange a ensuite 6té distillé
sous vide pour éliminer le solvant.
Il est possible d'ajouter une petite quantité d'eau pour éliminer les hydrures et les bases.
Le mélange réactionnel a 61 amené & sec ; on a obtenu un résidu rouge sec ou pateux.
On a ajouté 100 & 200 ml de CH2Cl» ; la pate a été triturée 3 température ambiante pendant au moins
s6 30 min. Le résidu & ét8 filtré et lavé. La phase liquide organique a été conservée et évaporée sous vide. Le
résidu obtenu a éié séché sous vide (1 Torr, au moins 30 min).
On a ajouté 100 ml d'éther éthylique au résidu, on a mélangé, on a laissé décanter ; cette opération a
été répétée 3 2 4 fois.
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level s of the rare earth ion. For exanple, in the case of 30 t he europi um
and terbi um conpl exes according tepphgoisgygfti on, the triplet level of the
donor unit must be greater than 17,270 [err]. As the phenonenon of
phosphorescence is due to the radi ant deactivation of a triplet state, a
criterion 3Pour élbfiine hiai fegonogiust doenplidnio rresta idt Snooauycld . Oh en phajaigthar eside 56 anl

em ssi on dikaxepé ehtjinh defCHE Ok ; larsolution d-é1é éwapardpbais vidai(thsufiagd KBgdnleiussin'd@ J'eppatiiion c h
enit a pfdb&ﬂh@h‘%d%mw*aétéﬂ@améth/awerepﬁféﬂgléhson(ﬂmngefOlSenergl es) than the
vvavel engt hsltecsidemuggp A terle pas chiomatogspriiiessur plgauef(Palygams fox My« |de\Machereyf t he
- - &1 dYagellelgmigration An milieu Ll iy Ot 3 @ donnf des ypleysiyPEdfcence wavel engt h of
the donor (A% Fhepy II ha\)ﬁ't 4b@,- l ess than 580 nm It will be noted that the
donaqr unlts

Lo e 1 w '“@%@B BT el
tre, %ﬁp gﬁ; él

[err], { € oy way of nol ecular units, in
a non-1"imt Itloﬁsio%rjjé.}/l ng the 10 required tri pI et

for S g]ae '
energy, ofrd %B o%teB % s%l §o(&fu ')H\én de formule [Na*C(22 ph&n)Br ; H20] dont I'analyse

élémentaire était la suivante :

1 trouvd: | C5300 | HE,21 | N944

calculé: | C53,16 | H6,18 | N9,55

U
20 B - Formation du complexe [Eu3+*C(22)phén]
0,07 mol{19,4 mg) de EuClz anhydre ont été mis en solution dans 4 ml de CHsCN sec et on a chauffé
2 reflux pendant 1 h 30. On a ajouté 35 mg du sel de sodium du (22)phén obtenu précédemment dans 2,5
ml CHzCN. On a chauffé & reflux pendant 2 h 30. Aprés avoir laissé le mélange reposer une nuit 2 4*C on
25 a filtré le précipité jaune.
Le précipité recusilli (11 mg) présente une forte fluorescence de mdme quand il est en solution dans
H20 et CH;OH (UV 254 nm).
On n'a pas noté de modification des specires d'excitation et d'émission aprés trois mois en solution
-\/ aqueuse & une concentration inférieure & 10~* mol/.

30 .
Exemple 2 Préparation du (22) phénanthroline amide : 2,9-[N,N', N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyli®ne)bis-
(aminocarbonyl)]-1,10-phénanthroline (dénommée ci-aprés (22) phén amide)

35 O
O
/ \d ‘o \ 0 N
N — 0
Lﬂ\__/o
diCOCl phén | (22) ' (22)phén amide
45 .

Le solvant utilisé dans cette synthdse est I'acétonitrile distillé sur P2Os. On a opéré dans un
appareillage en verre anhydre.

50 305 mg de di COCI phén {1 mmot) recristallisé et sec ont é18 dissous dans 50 mi de CHaCN ; aprés
une nuit, la solution a été filtrée et transférée dans une ampoule 4 addition ;le volume a éié complété a 90
ml par CHsCN.
524 mg de (22) (2 mmol) ont été séchés sous vide (< 1 Torr ; pendant une nuit). Le produit a été
dissous dans 90 ml de CH3CN et transféré dans une ampoule & addition.
65 Les deux ampoules ont ét¢ montées sur un ballon de 2 & 3 | contenant 1 litre de CHzCN. L'addition
simultanée des deux réactifs s'est effectuée en 2 h & 2 h 30 sous agitation rapide (magnétique). L'agitation
a 616 poursuivie 30 min aprés I'addition. Le solvant a été éliminé sous vide & 50° C. Le résidu a éit6 séché 1
h au moins & P < 1 Torr. Le résidu a été brassé 30 min dans 300 ml de CH:Cl: et filtré. Le filtrat a été
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Patent Application EP-A-0,068,875 or in Spectroscop. Inorg. Chem, 2, 255,
1971, these docunents being cit ¢p g {Bol4a g3r esent description by way of
reference. Particularly preferred nolecular units for the 15 pur poses of
the invention are phenanthroline, anthracene, benzene, naphthal ene,

bi phenyévaponéla sexx: b la étéydhromdiographié- sud Alme activé)d0oneutrenicolonss 30 tm @okS tr)ckdiuant étanie

bi i soqufibiiceatenantfig¥ Cix@ikiine régupéré Isi preymiér gpraduit éhéz obenzene, azopyri di ne,

pyri di ne &n axscupérdi3ie mgde ri2Aihdreamiggavec un rendementTdiectict alenrodyitla ¢ metiptallies
ment i ongass jerméiange oénedpxapg 1 ekanpl es of radical s [err] , [err] and
[err]s cOitfian i 09_33%Cener y donor unit: [err] [err] in which 25 [err]
and [er'rgf’a“ﬂhﬁ’&' P 3 36305@°1 denti cal or different, represent oxygen or

sul phur Spectre daJspaspe M* 3 494 ppuiEN) 54948% hydr ogen. The macropol ycyclic rare
earth conplexes accord- ing to the invention can be obtaiped by the
convgntional pr oc efs dadlysb éBmbrtdre PCR[HIS B OOy ofC mgt aH qonpl ekes, which 5

C0n$| t Inreactin L TIE (..Ull[.&a%él%llg colrpounu e\ﬁl'l_'él &11 11,33

Trouvé (59,8 5,7 10,5
(59,9 59 10,6

15

B - Formation du complexe [Eu3*C{22)ph&n amide]

. 45 mg (0,17 mmol) de EuCls anhydre ont été dissous dans 10 ml CHsCN sec. On a chauffé 2 reflux
— 2 pendant 3 h 80 mg (0,16 mmol) de (22)phén amide dissous dans 2 ml de CHzClz ; on a ajouté 50 ml
CH3CN ; on a chauffé & ébullition du CH3sCN (CHzCl> est éliminé par évaporation). On a alors ajouté la
solution de Eus*,
On a chauffé & reflux pendant 2 h puis on a laissé reposer 3 température ambiante. Le précipité blanc a
€16 récupéré par filtration (50 mg). Il présentait une forte fluorescence rouge (A excitation : 2564 nm) ainsi
qu'en solution dans H20, CH3OH et DMSO.

%6 Analyse élémentaire pour Eu G (22)phén amide (OH) Clz. 2H20

Cz6Ha7Ns O10Cl.Eu PM = 788,47 c H N
U % Calculé 3061 | 473 | 7,11
Trouvé (40,1 49 7.2

(903 | 48 | 7.1

On n'a pas noté de modifications des specires d'excitation st d'émission de ce complexe aprés trois
35 mois en solution aqueuse & une concentration inférisure & 10~* mol/l.

Exemple 3 Préparation du (22) anthracdne amide : 9,10-[N,N'.N,N' -bis (3,6-dioxaoctaméthyléne)bis-
(carbamoylméthyl)]anthracéne

40 |COC1
Cﬂz

7N\ N \,

+ HN
-
5 cocl
1 2

56
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conmpound whi ch donates the cation to be conpl exed. Processes of this type
are described especially in Patenggsg 4o 482588, 377, 3,966, 766 and 4, 156, 683,
cited in the present description by way of ref erence. 10 For
exanpl e, the macropol ycyclic conpl exes can be obtained by reacting a

conmpound whi ch donates a rar tr1;?u44u%£yt macr opol ycyclic
conpound havi ng the charactg????fbio efine ove, ach conpound advant age-

ously being in solution, prgferably’in the sane solwent 15 or in conpatible
sol vents which are inert mn‘Q respety to c ex fo t|on I n general,
acetonftrile, DMBO or ethangl sed he s t I's possible to

use, as rare earth cation ddnor conpound, any rare arth salt,

advant ageously a chl ori de, an acety etonate or fa nitrate. The reaction
i s advant ageously carried ou} at the IN1g t enper ! ture of the solvent.
When tge macr opol ycyclic ©s#gl ex for S soluble 0% he reaction sol vent,
it is Tsolated fromthe - 12 - by evap ration to dryness. |f

t he macropoly- cyclic conpl stalllzgﬁ2 in the reaction

15

3

20 Dans cet exemple, on fait appel & la méthode de haute dilution.

- 0,564 g du dichlorure d'acide 1 (1,7 mmol) ont été dissous dans 70 ml de CH>Cl: anhydre et
introduits dans une ampoule  addition de 100 ml,
- 0,446 g du macrocycle (22), soit 1,7 mmol, et 0,47 ml de triéthylamine (2 x 1,7 mmol) ont &t
25 également dissous dans 70 ml de CH2Cl> anhydre et introduits dans une ampoule & addition de 100
ml.
Dans un tricol de 3 1, on a introduit 0,4 mi de toluéne et 0,15 1 de chlorure de méthyléne anhydre.
Lintroduction simultanée dans le tricol des deux réactifs préparés ci-dessus dans les ampoules & addition
, s'est effectué en 5 h (14 mih),
-/ 30 On a recusilli la phase organique, que I'on a concentrée jusqu'a quelques millilitres, puis passée sur
une colonne de SiO2 sous pression (diamétre de la colonne 3,5 cm ; hauteur = 17 cm ; éluant CHzClz - 1
% méthanol).
On a obtenu un produit fluorescent jaune péle cristallisé.
Rendement : 45 %
35 Chromatographie en couche mince (CCM)
solvant CH2Clz / 2 % méthanol ; SiOz ; Rf = 0,6
RMN 'H : solvant CDCls/CD2Cl2 5/5 & 200 MHz

P ppm 2,53 (m)
2,93 (m)
3,18 (m) 24 H, HCH2 + OCH2 couronne'
3,42 (m)
4,02 (d)
8, = 4,62
GB = 5,03
50 7,6 (m) 4H
8,43 (d) 2H aromatii;ue
8,82 (d) 2H

J AB = 16 Hz 4H OCCHZN

55
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solvent, it is separated by filtration or any other suitable conventional
means.’ The conpl exes thus obt ai iEpdy fgocf@ ge purified by crystallization.
The above reaction can al so be carried out by using a solution of the

macr opol ycycli ¢ conpound and the cation donor conpound in the crystalline
form A synergic agent fo T, St—deacty vati on can al so be 10

I ntroduced into the coordi hgrosnace Hdg% 2the catilon, as is described in
J. Chem Phys., 40, 2790 (X&u¥ aR®9.29 | HSEP7 (|1868%.] In the remmi nder of the
present description, the v}ré"c‘?%% | ¢898T i|cHE8Pmll BRE3 Jaccording to the

i nvertion are 15 al so denoted by "cryptates” and the macropol ycyclic
conpoungoidymdidchalel 520,65 al so denoted by "cryptand". The nonencl ature as

defi ned byse ldehiorusi d'dcidoa @ilisspdomehepRdoar BéldEpart dams €t BREIMPIet foat Sreyddledd par 1691d t he
Crypt anpecédédéctitaipar MWL plillscet al. @ard rRRWCAmitidny Ploe TAWMNEY @8 06C 7abd4p (1995)tdaga2 0
articl eB.MWIKHANOV lizvbut Akal. BankUSS. OsdbKidin Mpnk. Bas| 420%6,; CAGI2, 6850973 and Acc.

- Chem Res., 11, 49 (1978). Al rare earth ions are suitable for the

pur pos eExegiplet 41 Bréparation Ay (32h entimadeom: 9. HBINSN/NN'-bis [ dioxapritaniéthir@nedbis(dminodthylil-

i nt enseantiecend uor escence, i.e. terbium and europium 25 and, to a | esser
degree, samarium and dysprosium w Il be preferred. It is possible to use,
as mggropol ycyclic com

CH

25

C=0 CH2 . HZ

0=

" \/ N N\ N NN
AN AA

3 4

380 mg du diamide 3 (0,73 mmol) ont été partiellement dissous dans 20 ml de THF anhydre conienus
dans un ballon. -
40 On a mis le ballon avec un reflux sous atmosphére d'argon et on a ajouté & température ambiante 8 ml
de BzHs 1,1 M dans du THF anhydre.

On a maintenu le tout sous reflux pendant une nuit puis on a détruit & 0*C I'excés de diborane par
quelques gouttes d'eau distiliée.

On a évaporé les solvants et on a ajouté au solide blanc résiduel 40 ml d'une solution 6 N d'HCI.

On a chauffé 2 reflux pendant 30 h sous atmosphére d'argon, la solution est devenue vert foncé.

On a laissé refroidir, puis on a évaporé ['eau et on a essoré le solide résultant 3 la pompe & paletts
pendant 1 h, puis on I'a dissous dans 50 ml d'eau distillée ; on a ajouté 50 ml de CH.Cl: et on a agité les
deux phases, puis on a séparé la phase aqueuse que I'on a basifiée & 0°C par une solution aqueuse de
LiOH jusqu'a pH 13 ; un solide a précipité. On a ajouté encore 50 ml de CH2Clz, on a agité les deux
phases et on a laissé décanter. On a récupéré la phase organique que I'on a séchée sur MgSOa.

On a passé le brut sur une colonne d'alumine et on a élué avec CH2Cl> 1 % méthanol. On a récupéré
un produit cristallin pur sur plaque de chromatographie couche mince.

Rendement : 62 - 70 %

CCM : Al O3 ; éluant CH2Clz 6 % MeOH
Rf: 0,33

Point de fusion : > 260°C

RMN 3C : solvant CDCls

45

55
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pounds which are suitable for the purposes of the inven- tion, the known
cryptands, for exanple: 30 1) EpbaspeswBtcryptands of general formula: N
Nin which J[err] ,[err] and [err] represent, independently of one

anot her, the groups 2, 2 or 1, which have the fol- | ow ng neanings: - 13
- [err]=T[err] or [errppR 25,2 [(€Hj]arbmatique}err] 5 in which [err]
and[err] each represent a he)laegoa)tom chosen from oxygen and sul phur, it

bei ng possible for X1, [err]5¢4Rd )[ eReH, macteeye et bPeacher different. There
may be nentioned, as exanpl €s’0f ‘such cryptands, those in which the units
[err] °,[err] and 10  ar®,Bedpegin vabyrdegemosed as fol lows: [err] =
([err]), ([err]), ([err]), (A% Pr]) ancf the conpound of fornula: 2) t he
cryptands containing nitroggnggs higt eyocycles, spuch as those described in
JACS, 99, 4683 (1977) of 2

125,5 (2)
70
129,9 (3)
131,9 (4)
75  RMN 'H : solvant CDClz
ppm 2,39 (t) 8H NCH, macrocycle
. £ *
~ 2,55 et 2,76 (m)-2 x 4HocH, N/ Vo
* g

2,89 et 3,19 (m)- 2 x 4H OCH, o/ " VNo

3,03 et 3,82 (t) - 2 x 4H - cH, - CH,

26
7,47 et 8,31 (AB) - 4H ) .
7,50 et 8,36 (AB) - 4H ) H aromatiques
O
microanalyse : Czo Hio Os N2 (poids moléculaire 492,6)
Calculé : C 73,13 H 8,18 N 5,6
Trouvé : C 73,06 H 8,04 N5.2
386
En opérant selon le mode opératoire décrit 2 I'exemplie 1 on a préparé le complexe [Eu3* C(22)-
anthracéne].
40
45

50

&5
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15 formula I in which: - [err] and [err] , which are

i denti'cal, represent a pol yoxyetgpy) fgpadee@ichain of fornula [err] [err] -
[err] i s a hydrocarbon chain containing a nitro- 20 genous
het erocycle .as energy donor unit. As exanples of such conpounds there
may espBemalel § Piéparation tdu cawpbst macopeiyspcinebsdeh ioimule (7) : 66787 BI\IL8TT "rhisirittdletri-

2, 6- [ N, fmethleng)liris(22[-bipysiding) ek duoromplexexfpuropium correspondant
nethylene)bls(anlnocarbonyl)]pyrldlne - (22) pyri di nam ne:

2,6-[N, N 3, 6-di oxaoct a- net hyl ene) bi s(am nqnet hyl ) ridine
14 - & (2 © 6)6'-[ NN, NN'-bi s(3, 6-di oxa-
oct anet hyl onet hyl )] - I 2, 2" -bi pyridine. N
a N5 bi pyri di nam de:
,6'-[N, N 6- di oxa- 0=C
oct apt hyl [
CH,,CN
-3
Na,CO
15 2773
—/
20
= s 5 A
( A - Préparation du 8,6'-bis-bromométhyl-2,2'-bipyridine
' @
O \ NBS
O CcCl 4 ) O O
35 N N
(B O)2
CH cn.
3 3 '
' Br r
0 poids moléculaire 184 poids moléculaire 342
C12%12% . CoR 1oNzBr2

45 Un mélange de 6,6’-diméthyl-2,2'-bipyridine (2,76 g, 15 mmol) et de N-bromosuccinimide (5,10 g, 28,6
mmol) dans CCl. (150 ml) est porté au reflux pendant 30 min. Puis on a alors ajouté au mélange du
péroxyde de benzoyle (30 mg) et le mélange a été & nouveau porté & reflux pendant 2 h, puis le
succinimide a éi8 filtré. La solution a 16 refroidie jusqu'a 0°C et le solide filiré et lavé avec du méthanol
pour donner du bis-dibromure sous la forme d'un solide blanc cristallin (1,65 g).

50

Rendement 32 % ; point de fusion 180-181°C.
La solution de CCls a ét8 concentrée et chromatographiée sur colonne (gel de silice) par élution avec
un mélange dichlorométhane/méthancl 98 : 1 pour donner :
- 6,6"-bis-dibromométhyl-2,2"-bipyridine 0,9 g 12 %
55 - B,6"-bis-bromométhyi-2,2'-bipyridine 1,38 g 27 %
- B-méthyl-6"-bromométhyl-2,2-bipyridine 0,55 g 14 %
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N ~~~N 2, 2' - bi pyri di ne. \ g -

(22) aZzopyri di ne: EP 0 180 492 BY 10

6,6 -[ NN, N, N -bis(3, 6-di oxa- r oct anmet hyl ene)bi s(am nocar bonyl) ]-
NN \- "N 2,2 -azopyridine. 3) The cryptands cont ai ni ng several

ni t r ogendusPrépatationgiu comppdsé magrgpolyoyrliqueuni t s, such as the conpound of the 15
formula below 0 ~0 0 00\ \~~0 /. @ described in J. Am
Chem Soc. ,YUniméiange ggmacrecycl bia-bipyrigine de fpneul?@ 3981038 mma)) ddésyifdanscb Rtga PMmg

aromat i c 1863 (18 4848 et 9o Nasi (04 ) Saspbendionitilec@ %@ﬁcﬁ%?lﬁ 3y reflyx of efistilg| uge

bel ow, § solution g 6.85bis-hromemetnyt2.p' 'bm‘(fldlﬂg (012 9. 0,38 yqmol) aété a q_pendant une période de 3
h. Ensuute le mélange a été porté au reflux pendant 20 h. Le NazCOs a ét8 filtré et le filtrat évaporé. Le

résidu a été filtré sur une courte colonne d'alumine en éluant avec CH2Cl./MeOH 98 : 2 pour obtenir le sel
de sodium du macrobicycle tris-bipyridine sous la forme d'un solide blanc (0,16 g ; 73 % ; point de fusion
supérieur & 270°C).

10

microanalyse : Cas Hao Nz, Na Br (677,6)

Calculé : C 63,81 H 4,46 N 16,53
Trouvé : G 63,79 H 4,48 N 16,49

15

RMN 'H : solvant CDCls

3.85 (s, 6CH2) ;

7.33 (dd, J=7.2; 1,2 ; 6H ; H-C(5) ; H-C(5'))
7.82 {t, J=7,2 ; 6H ; H-C(4) ; H-C(4")

7,90 (dd, J=7,2; 1,2 ; 6H ; H-C(8) ; H-C(3")

Un méiange de nitrate d'argent AgNOs (15 mg, 0,08 mmol) et du sel de sodium obtenu ci-dessus (20
mg, 0,03 mmol) a été chaufié avec 5 ml de CH:OH pendant 30 min. Le méthanol a é1é évaporé et lo
complexe résultant a été purifié par passage sur une colonns de gel de silice avec CHzCl2/CHs OH comme
éluant (96:4).

Le complexe d'argent ainsi obtenu (20 mg) a été dissous dans un mélange eau/méthanot (1:1 - 5 mi) et
traité avec un courant de H2S pendant 15 min. Le précipité formé a été centrifugé et la solution a été
) neutralisée avec N(CH3).OH 0,1N et extraite avec du chlorure de méthyléne (3,5 ml). La solution a été
\_ a0 séchée sur MgSO; et évaporése ; le solide résultant a été filtré sur gel de silice CH2Clz : CHa OH (986:4) pour

donner le complexe libre (18 mg ; 86 %) ayant les caractéristiques suivantes :
RMN 'H : solvant CDCls

25

3,82 (s, 12H, CH,)

35 7,44
7,78 systéme ABX J=8 , 7,5 et 0,9Hz)
7,83

40

microanalyse : Css Hso Nz (574,7)

Calculé : C 75,24 H 5,26 N 19,50
Trouvé : C 75,37 H 4,98 N 19,41

A partir du composé macropolycyclique obtenu, on a préparé le complexe [Eu®*C (macropolycycle tris-
bipyridine)] en opérant selon le mode opératoire décrit & 'exemple 1.
Les longueurs d'ondes d'excitation et d'émission caractéristiques de ce complexe figurent dans le
50 tableau ci-aprés.

Exemple 6 Préparation-du composé macropolycyclique bis-bipyridine phénanthroline de formule (9) : 2,9-
[N,N",N,N*-[bis(2,2™-bipyridine -8,6"-diméthyl)lbis(aminométhyl)}-1,10-phénanthroline et du complexe d'euro-
pium correspondant

55
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or the conpounds of fornula I in which the hydro- carbon chain carrying the
donor ‘unit(s) is inter- rupted Bp o4gbapeBeanacrocycl e, such as the conpounds

of the fornmulae below. x Ss oX0// C CC 0> 1 ~~~2 C N)s X -

H ZNN \ | \/R JO -N

[)-aS) ~~~~~ e
..... - 16 - Such conpounds are descri bed especial |y Angew.

Chem e, 86, 44 \O74) Tet —\21,, 941 (198(Q Conm , 833,

1981. 5

LS alsq:p |@De to use, as
' above in wh\c
t he energy of

ne, anthrace

cn’3cn reflux

havi ng a

crypt at ed £ om{phenant hr ol

10 .M Na,CO
a
Ay . 2773

o, io ®

8

- c,,H..N
. 2472276

20
5

25
Dans un ballon bicol de 500 ml, on a pesé 0,158 mmol du macrocycle bis-pyridine (5). On a ajouté 0,75
mmol de NaxCO3 (excés 5 fois environ) et 105 ml de CH3CN fraichement distillé. On a chaufié & reflux et
sous agitation magnétique pendant 30 min.

' 3 On a ajouté alors goutte & goutte la solution de dibromophénanthroline équimoléculaire dans 100 ml

d'acétonitrile.

L'addition assez lente (2 h 10 min) a eu lieu tout en maintenant le reflux et I'agitation magnétique.

On a chauffé alors encore 18 h sous les m8mes conditions. La solution obtenue a été évaporée A sec.
Le produit brut en solution dans CH2Cl> a été lavé & I'eau. (chromatographie couche mince sur alumine :

ss5 éluant : CH2Cl2/MeOH : 90/10).

Ce produit brut a &t€ purifi€ sur colonne d'alumine standardisée (Activité I-ll). L'éluant est

CH2Cl2/MeOH : 98/2.

© microanalyse : Cas Hao Ns, NaBr, H20 (719,8)
Calculé : C 63,42 H 4,45 N 15,57
Trouvé: | C62,77 H 4,46 N 1531
& RMN 'H : solvant CDCly

3,91 (s, 8H, CHz-bpy)
4,07 (s, 4H, CHz-phén)
7,36 (dd, J=7,2; 1,3 ; 4H ; H-C(5) ; H-C(5") de la bipyridine)
7,64 (d, J=82 ; 2H ; H-C(3) ; H-C(8) de la phénantroline)
7,78 (s, 2H, H-C(5) ; H-C(6) de la phénantroline
7,83 (t, J=7.2 ; 4H ; H-C(4) ; H-C(4") de la bipyridine)
791 (dd, J=7,2 ; 1,3 ; 4H ; H-C(3) ;: H-C(3") de la bipyridine)
8,27 (d, J=8,2 ; 2H ; H-C(4) ; H-C(7) de la phénantroline)
A partir du composé macropolycyclique ainsi obtenu on a préparé le complexe [Eu?*C{macropolycycle
bis-bipyridinephénanthroline)] en opérant selon le mode opératoire décrit 2 l'exemple 1.
Les longueurs d'ondes d'excitation et d'émission caractéristigues de ce complexe flgurent dans le
tableau ci-aprés.
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10 quinolines optionally substituted in suitable positions and by groups
whi ch ‘are capabl e of increasing tEreoq8d 492 Bf ency of the energy transfer or
of nodifying the excitation spectrumof the rare earth cryptate [J. Phys.
Chem, 1964, vol. 68, p. 3324]. The phenyl group may 15 especially be
ment i onedxemplahh exanpl e of such groups. In these new macr opol ycyclic

corrpounds at | east one of the radicals or @

pr ef er abl y Eoeréest sapisietpods rrpérgipirg He l'%mpﬁeﬂa@'ebéqswmés macrgglycycliques ;(22)

N N p&umeieude et (222g) on ggbtenu regpectivement les complexes macropolycycliques m-a;z?s

CH2 00° [ Eud* C(22) pyridine amide ] 0 -C-CH ( CH C :- CHT-CH2
Q (38 ¢2=)] 0 H2C CH2  o=c
o/ TR ique, B2) bisdsoquinoléine de forule (2) : 1,1

CH2 A sp
10 correspondant

- OO . Hnm"/—_\/_\uu
. /NSNS

20 Br Br

,3'-biisoquinoléine et du complexe d'europium

Ciz Hyg ¥y O

2 - macrocycle ;\204

10 11
25

35

45
a) Préparation du 1,1'-bis(bromométhyl)-3,3"-biisoquinoléine de formule 10

Co composé a été fabriqué & partir du 1-méthyl-3-hydroxyisoquinoléine de formule

50

25



pounds consists of the conpounds of formula | in which Z is nitrogen,

and are two nono- OEpPide-292 B1 Ooxyet hyl enated, preferably

di oxyet hyl enat ed, chains and corresponds to one of the above formul ae.
These new rracropol ycyclic compounds al so i nclude the conpounds of formula I
i n whi ch Le 1-méthyl-3-hydrogyisaquinoléing adiéarinépad paiccyclisation e Nef+)mhdnylEIHg-diéthoxyacétami-

CH 10 degg de ce compasé seiopart, pideard edldndaimede gpémigirg :déedt par-H. -FUKUMI st 4 dans
CH2 "HETEROCYCLES"™ 9(9) 1197 (1978) et pugi§i4 par distillation sous pression réduitg (140°C - 0,1 g Hg),

C~t ont ${§ vers§g)(ggutte igauttg et Nus ﬁpq@n, pendant une heure_dans 4¢§ pikde H2SO, ‘concentrs
5 refroidi 4 10°C. Le méla \'afrg iCPyrS: d%p%gggorbpoulr Aged! W %pol y_
el e

HC
(r:]?/,f lr 1)8 e% gersg'pear?;wtesgans %lr élap(!;ﬁe g@:f:cgeg fi atlon,fmt?qiln?rb alf:ré%? ?eég ;’%’EC @h e of

g’ u % sous refrondlssement e pI'éCIpI jaune a ec e I'eau et
the abo é§1 ':e}?%lg;%w ! % 6nu 41,5 g de 1-méthyl-3-hydroxyisoquinoléine (rendement 90%).

La 1-methyl-3-hydroxy|soqmnoleme ainsi obtenue a ensuite été tosylés.

Une suspension de 41,5 g de 1-méthyl-3-hydroxyisoquinol§ine a 68 agitée avec de la pyridine (250 ml)
sous refroidissement dans un bain de glace. On a ensuite progressivement ajouté en 30 min du chiorure de
p-toluénesulfonyle (70 g, 1,5 équivalent). Le composé de départ jaune a alors disparu. La réaction a été
suivie par chromatographie couche mine. Dés que la réaction a été terminée, on a ajouté de I'eau (50 ml) et

76 agité pendant encore une heure. Le mélange a été dilué dans 700 ml d'eau et neutralisé avec du Na2COs
solide. Le précipité formé a été filtré, lavé soignsusement avec de I'eau st séché. On a obtenu 70,5 g d'un
produit non hygroscopique stable & I'air (rendement 86%).

La 1-méthyl-3-p-tolugnesulfonyloxyisoquinoléine ainsi obtenue a été ensuite couplée selon le mode

U opératoire décrit par M. Tiecco et al. dans SYNTHESIS 736, 1984,

20 Dans un ballon a trois tubulures, équipé d'un agitateur magnétique, purgé 4 I'argon, on a introduit 11 de
diméthylformamide (DMF), 236,3 g de triphénylphosphine et 53,5 g de NiClz,8H.0 qui ont formé une
solution bleu-vert foncé. Lorsque la température du bain d'huile a atteint 50°C, on a ajouté 14,64 g de
poudre de zinc et la couleur de la solution est passée au rouge-brun. Aprés une heure, la solution du
produit de départ (70,5 g dans 200 ml de DMF), 3 savoir la 1-méthyl-3-p-toludnesulfonyloxyisoquinoléine, a

25 été ajoutée rapidement, goutte & gouite et sous agitation, sous chauffage & 50°C, lequel a été maintenu
pendant 8 h. Aprés refroidissement jusqu'a la température ambiante, le mélange réactionnel a été versé
dans 4 | d'ammoniac dilué (1,5 | de H20 et 500 ml de NHz & 20%). Un courant d'air vigoureux a été envoyé
dans la suspension pour oxyder le complexe Ni*(PhsP). (Ph = phényle). La fin de I'oxydation a été

- indiquée par la disparition de la couleur brune. La suspension a été filirée, lavée avec de I'eau et placée
— 30 dans 400 ml de HCI & 20% pour transformer la biisoquinoléine en son chlorhydrate insoluble dans I'sau. La
suspension a été agitée avec deux portions de 400 mi d'éther éthylique pour éliminer la triphényliphosphine
ot la couche acide a été filtrée, lavée avec 100 ml d'eau et de I'acétone pour éliminer les traces de PhsP et
de PhsPO. Le chlorhydrate a été placé dans un ballon 3 fond rond avec 200 ml d'ammoniaque & 20% et
agité toute la nuit pour libérer la base. Le produit blanc obtenu (26 g), & savoir la 1,1'-diméthyl-3,3-

35 biisoguinoléine, a été filtré, lavé soigneusement avec de l'eau et séché sous vide (rendement 81%). Ce
produit était peu soluble dans la plupart des solvants et [égérement soluble dans CHCI; et THF.

La 1,1-diméthyl-3,3"-biisoquinoléine ainsi obtenue a été ensuite bromée pour former le 1,1'-bis-
(bromométhyl)-3,3"-biisoquiloléine.

1,20 g de 1,1'-diméthyl-3,3"-biisoquinoléine ont été dissous dans 500 ml de CCl; au reflux et du N-

40 bromosuccinimide (2,26 g, 3 équivalents) a été ajouts. Aprés 10 min, 10 g de 2,2"-azobis{2-méthylpropioni-
trile) ont été ajoutés. La réaction a €té sulvie par chromatographie couche mince. Deux autres portions
d'intitiateur (10 mg chacune) ont été ajoutées en 1 h. Aprés 3 h, la solution a été évaporée jusqu'a siccité et
le résidu a été traité avec 150 ml de méthanol, agité pendant 30 min et filtr§. Le solide abtenu a &té lavé
avec 100 ml de méthanol. Le giteau de filtration a ét€ lavé sous vide, dissous dans du tolugne bouillant

45 (100 ml) et filtré rapidement. Le produit a précipité pendant la nuit au réfrigérateur (1,28 g - rendement
68%).

b) Préparation du composé macropolycyclique de formule 12

50 A un mélange agité de 1,416 g du macrocycle N204 et 3,38 g de NaCOz dans 250 ml de CH3CN, on
a ajouté en 3 h une suspension de 1,1'-bis(bromométhyl)-3,3'-biisoquinoléine dans CH:CN (100 ml).
L'agitation a été maintenue pendant 20 h. Aprés filtration et lavage avec du CH3CN et évaporation, on a
obtenu un produit brut qui a 6t chromatographié doux fois, tout d'abord sur alumine (éluants : 3 % CH;OH
dans CHCly, puis 10% CH;OH dans CHCL: v/v) et ensuite sur du gel de silice (éluant : 10 % de CH3OH

55 dans CHCIs). Le rendement pour les deux purifications a €16 de 0,289 g, soit 14 %. Une autre purification a
é1é effectuée par cristallisation dans un mélange éthanol-éther par diffusion de vapeur.
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especially 2,2"-bipyridine and phenanthroline. The macropolycyclic
conpounds of formula I, in which gpphgo4g®Becul ar unit(s) are

phenant hrol i ne, ant hracene, bi pyri di nes or quinolines, are new conpounds 10
with the exception of the conpounds of forrmula I in which and @ are
each a cthnépandﬂori dy coniplexe [ECHZ22)biisofquind§iRe]O- (CH2) 2- and O is the group of
formula: N or the group of formula H C - CH2 O 0

whi ch are d%!‘sﬁdm Hetguivalentige pitratejdiguropium anhydre @niGité] @issousBians 0.5 ml de CH@IL gbytire.
(1978). 'Fﬁémﬁel@feo‘i?oﬂ%‘ c‘l‘ei e (%?Mmum!@neo@wmw& 0.3 phee Sés%ﬂéienwtéo? Rnown

cheni c&l 'éfgnf m%aémﬁudéwtaderwlea%& PFCRIE Jaune Bale
There mayf @ fehayiie penda '-"’g;%‘@%%'a'sﬁ?g AdatPmpéraiure no
processed 'é%t?: P?"ﬂ%’lﬁ p'i"ﬁel'l‘f%i?‘fé?\ @‘ ‘2‘1‘1‘5"?9" f’?@@?} de foyest%ent s US
3,888,877, 3. 96 4, 156é683 'qhes‘e Jo Sl 8 eS ecially suitable
- 19 - fag A SOMPASC [Paciopolyayplique jpyjiding g, 8=

15

20

25

30

35

40 a) Préparation de la 6,6'-bis(bromométhyl)-4,4'-diphényl-2,2'-bipyridine (16)

Ce composé a été préparé & partir de la 4,4’-diphényl-2,2"-bipyridine disponible dans le commerce,
selon le mode opératoire ci-aprds :

45 - 6,8'-diméthyl-4,4'-diphényl-2,2'-bipyridine

A une suspension agitée de 4,4'-diphényl-2,2'-bipyridine (4 g, 13 mmol) dans du tétrahydrofuranne
anhydre (THF), refroidie avec un bain de glace, on a ajouté goutte & goutte du méthyllithium 1,5 M (3
équivalents) sous atmosphére d'azote. Aprds cette addition, la solution a été agitée pendant encore 30 min

so dans les m8mes conditions. Le mélange rouge foncé obtenu a été ensuite chauffé et agité & 40 ° C pendant
3 h sous azote.

Un excés d'eau a été lentement ajouté & 0°C sous azote. La phase organique a été séparée et la
phase aqueuse a ét exiraite trois fois avec du dichlorométhane. On a ensuite ajoutdé du dioxyde de
manganése (20 & 40 fois le poids du composé de départ) & la solution organique orange. Le mélange a éié

55 agité & la température ambiante pendant 30 & 50 min. La réaction a été suivie par chromatographie couche
mince {Al203 - éluant : toludnse).

On a ensuite ajouté du sulfate de magnésium au mélange réactionnel, qui a été agité pendant 30 min
supplémentaires. On a ensuite filiré et évaporé le filtrat. Le résidu a été chromatographié sur alumine
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To obtain conpounds of fornmula | in which Zis carbon and Ris as defined

above,’ anal ogous condensation 5gp PfigdpEs W |1 be used. In all the cases,
it is sufficient to use, as starting materials, chem cal conmpounds each
cont ai ni ng one of the radicals @ or and end groups

capabl e(éwént beiubgptexdbdos t n)tanblealomnucdeuxt;mdmmg 10 radi cal s which can easily
be r enplad®-diB§thykety-dighéeyl-2 A ipyridinet (0,88 ¢ | 199€) shown t hat t he conpound of

f or mul alajé-nionomgtiyt-th4'Ziphényb2i2 thipwiding (0.45 @ HE8%Idr oxyl group and ( o

and @ each represent 2,2'-bipyridine can be obtained by condensation of
6, 6' -5 158.8-dimétyl-ht-diphdaylra. ?érpingidinmRtNleowds - di cyano- 2, 2' - bi pyri di ne,
hydr ol ysis of the ano roup of the macrocycl e thus obt ai ned and

condensat iP§ ?F‘H‘fba!"l’\"eal

A ﬁ’ﬂ%lé‘ﬂ‘f"%ﬂ't‘ ﬁonepoeé e 6786 §?’"HP'P1 gans lo
Q}?C?g?;g#??fma grpg I orme I) L'agn Pgégo sumaé)en ant'3 ounds
b
pol ydky t"ﬁS{ }” a'T & été"% oh g&% L .aa%h% sofln §men
e
sai d chabrreormeman& CHEAVa gt se%stql? O Uné 58 ErroBbarlo QLIPS

15 été effectuée sur de I'alumine standard pour purifier complétement le produit (0,21 g ; 68 %).

- 8,6'-bis(acétoxyméthyl)-4,4'-diphényl-2,2'-bipytidine

U On a chauffé pendant une heurs au reflux 0,21 g (0,57 mmol) du composé ci-dessus dans de
20 Il'anhydride acétique (1,3ml). La solution a été concentrée sous vide et du toluéne a été ajouté jusqu'a la
formation de I'azéotrope du mélange.

Le solide résultant a été redissous dans du dichlorométhane, lavé avec une solution aqueuse 2 10 % de
bicarbonate de sodium, séché et lo solvant a ét¢ évaporé. Le produit brut a été passé sur une colonne de
gel de silice et élué avec du dichlorométhane pour donner 0,126 g (49 % rendement) du composé attendu.

25
- 8,6™-bis(bromométhyl)-4,4'-diphényi-2,2'-bipyridine 16

Une solution agitée du composé ci-dessus (0,053g) ; 0,117 mmol) et d'acide bromhydrique & 47 % (0.9

o ml) a été chauffée pendant 4 h & 130°C.

— 30 La solution a été ensuite refroidie dans un bain de méthanol/glace. On y a ajouté 15 ml d'eau, 40 ml de
chloroforme, puis, graduellement, une solution saturée de carbonate de sodium jusqu'a ce que le pH de la
solution devienne alcalin.

La phase organique a ét¢ séparée et la phase aqueuse a été extraite avec du chloroforme (2 fois 10

mil). Toutes les fractions organiques ont été combinées et évaporées. Le résidu a €té chromatographié sur

35 une colonne d'alumine avec le chloroforme comme éiuant. On a obtenu 40 mg (rendement 69 %) du
dibromure de formule 1_6

b) Préparation du sel [Na* C(22)diphénylbipyridine Br] de formule 18

40 On a opéré selon lo mode opératoire décrit 2 I'exemple 5 B en utilisant :
21,2 mg (0,081 mmol) du macrocycle N2Os de formule 17
43 mg (0,40 mmol) de carbonate de sodium -
40 mg (0,081 mmol) du dibromure de formule 16
On a obtenu 29,8 mg (rendement 53 %) du complexe de formule 18.
45

50

55
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This coupling reaction is advantageously carried out in an anhydrous

sol vent, for exanple dinethyl 30 gpaybphiexgfle (DVBO) or acetonitrile,
optlonally in the presence of a reducing agent, such as sodi um hydride or
sodi um car bonat e. The macropol ycyclic conmpound is then obtained in the form
of a sodiumsalt. The reaction is preferably canried out at a 35

t enperature bel ow the boi poi nt of the 0 \t{, for exanple between 60
and 100C. In order to obt he free nacroso(ZE clic conmpound, the sodium
salt thus obtained can be ilye nitrate to form the
correspondi ng - 20 - macropyl Llfer conplex which is then
treated with a stream of H2S. i Xe formed is then neutral - ized
wi th an N(CH3)40H sol ution an ‘” h nmet hyl ene chloride. 5

It will be noted that the macr [
t he in%ention can be obt ai neg
| atter, for exanple the sodi
to advan-

,5 LUJ‘

romthe free

onpl ex orégron1a salt of the
salt. ln t he

bove process, it is possible

N
20
Exemple 10 E@paration du complexe macropolycycique diphénylbipyridine- bis-bipyridine de formule 19 :
6,6'-[N,N',N,N'-[bis (2,2"-bipyridine-6,6"-diméthyl)Jbis(aminométhyl)]-4,4"-diphényl-2,2'-bipyridine
25
— &
19
35 -
Br
40
45
50 On a répété lo mode opératoire de l'exemple ci-dessus en utilisant le macrocycle bis-pyridine de

formule (5) (exemple 5) & la place du macrocycle N2Os de formule IZ.

On a utilisé :
24,7 mg (0,063 mmol) du macrocycle bis-pyridine 5
s5 31,1 mg {0,063 mmol) du bibromure de formule 16
0,1 mg (0,94 mmol) de carbonate de sodium. -
La réaction a duré 23 h et on a obtenu le composé de formule 19 avec un rendement de 20 %.
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10 t ageously use as nmacrocycle any one of the nitrogenous nonocyclic

macr ocycl e conpounds descri bed igp ¢péocste 84S 3, 966, 766, the preferred
conpounds being: 1,7,10,16- tetraoxa-4, 13-di azacycl ooct adecane of general
formula: /N 0 ~ or 1,7,16-trioxa-4,13-di azacycl odecane of

gener al Exefple 11dirépatation du\compdsg macropghiciclibus isngtinalinethis- bipjriging de flasnvie 80 chhipl exes
accor di IGN'tINN'{he62.2" ipiridine 66 -dimeihlilbintamiroméiy 38 -kilbnavinolginec r ocycl es, can be
regarded as derivatives of cryptates of 222 or 221 type, in which the ether
units in at |east 20 one ocar bon chai ns have been substituted
by enfergy donor units (in tic or polyaromatic units which can
contain heteroatons). The tates of 222 or 221 type have very

| ow di ssociation rates in a tions, 25 al though their formation
constant is relatively 1qg nd 1059' respectively for the
cryptates 221 and 222 - 1981, 20, p. 616 and J..A C. S.
1980, 102, p. 2278). Su corresponﬂgto the stability
criteria defined in the ot her hand, substitution of
ether units by energy do

15

20

25

On a répété le mode opératoire de I'sxemple 8 en utilisant le macrocycle bis-bipyridine de formule 5 a

la place du macrocycle N2Os de formule 11. On a utilisé des quantité équimoléculaires du composé de
formule 5 et du dibromure de formule 10, et on a obtenu le composé de formule 20.

- 30 Exemple 12 - Préparation du composé macropolycyclique (22)bipyridine

On a opéré selon le mode opératoire de I'exemple 5 en utilisant le macrocycle N2Os de formule 11 4 la
place du macrocycle bis-bipyridine de formule 5 et on a obtenu le composé macropolycyclique de formule
21 :
36

40

Exemple 13

En opérant selon le mode opératoire de I'exemple 1 avec les composés macropolycycliques obienus
s5 selon les exemples 9 A 12, on a obtenu respectivement les complexes macropolycycliques ci-aprés :
[Eust C(22)bipyridine] : complexe Eud* de 6,6"-[N,N',N,N'-bis (3,6-dioxaoctaméthyléne)-bis(aminométhyl)]-
2,2-bipyridine
[Eud* C(bpy.bpy.biisoq.)] : complexe Eu3* de 1,1-[N,N',N,N'-(bis 2,2"-bipyridine-6,6'-diméthyl)bis-

30



- 21 - units, which provides the preferred conpl exes according to the

i ‘nvent’i on, does not nodi fy the digsoqamhaom characteristic of these
cryptates but nakes it possible, by excitation of the energy donor unit in
its absorption 5 band, to obtain a greatly enhanced fluorescence which is
char actel(aﬂsllonéthwﬂu'woqmwﬁnat ed rare earth. Wien the rare earth cryptates,
whi ch ar éELt“hQ(ZgldlDwayﬂ :gomplpe Bt de BN kY -Pig {3, G-QP@OMV!%S)QQ(&IMW hyBhl | y
| abel bi é|4ogp'@9x'*? & -Hipyfidiee nol ecul es with the ai a coval ent_bond,

they can[BB" &(2Bbryridinplcanples, &0° de rﬁ?r[é' "b?‘ N-pig K%G'Q!‘B‘Wﬂw?ﬂe) ais@RRoMsYBhe or
nmore sfib t"’l 'P'EVé'H'f‘% whigh are suffic accessi bl e and whi ch_have one. or

bi ol 0gi 'CS'E; i g&v N A 351( gefgagefg E"”egrv%e??@o"n %ﬂﬁqﬁﬁé(%@%%g% e

ith it . th
Vr:en_ IUOEQ osgﬁ‘a&aAG b tb% Orgn]'és lflgol::ee A%éﬁ%cg,f e’igle? w(p%?*an&u‘olmeg Ig rr%g cl:.g ano,
cyano, |soc ano, car 6" roxy mer capt o, phenol,

i m dazol e, -al dehyde, epo \: deﬁL.h' m“" hakd dﬂ sulpho yl hal i de,

ni trobenzoyl halide, carbriggroanalyse: CerdlssNe, NaBr. 20 (7676)s [c ci ni i do.

anhydri de, hal oacetate, hydtarégsnd erest hplvd, 14 dzNAye rladi cal s and
15 Trouvé:. | C6523 | H4,28 | N13,10

RMN 'H : solvant CDCls

4,03 4,45 (irds large ; AB, 12H, CHz)
— p 7/88(d J=81;6H; H-C@); H-C(8)

7,78 (s, 6H, H-C(5); H-C(B))

8,27 (d, J=8,1 ; 6H ; H-C(4) ; H-C(7))

Caractéristiques fluorescentes des cryptates de I'invention.

% a) pics d'excitation pour une longueur d'onde d'émission donnée

Pour chaque complexe, on a déterminé, pour une longueur d'onde d'émission donnée, caractéristique
_ de I'ion de terre rare du complexe, les longueurs d'ondes d’excitation ; les pics d'excitation enregistrés ne
b 30 correspondent pas & ceux de l'ion de tetre rare seul. Par ailleurs, on a constaté qu'en excitant le complexe
2 la longueur d'onde correspondant au pic d'excitation déterminé ci-dessus, le maximum de fluorescence
était caractéristique de I'ion de terre rare.
Les déterminations ci-dessus ont été effectuées avec un spectrométre PERKIN-ELMER LS 5 dans les
conditions opératoires indiquées dans le tableau | ci-aprés.

% b) mesure de la durée de vie r des cryptates d'europium et de terbium

Sur un spactrométre LS5, on a enregistré le spectre d'émission du pic situé entre 610 et 620 nm pour
I'europium et entre 540 et 550 pour le terbium, la solution étant excitée dans I'un des pics d'absorption. On
a opéré en mode "phosphorescence”, la valeur de la fenBtre a été fixée 2 1 ms = ig. Les enregistrements

o ont ét6 réalisés pour plusieurs valeurs de ty (délai), soit 0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 ot 0,5 ms. On a mesuré
I'intensité du pic |, et déterminé r par la formule :
=t
45 It =TI G © T
= 0,434 ¢t
. o -
g IO log ]’.t
50
En tragant la courbe log I en fonction de td, on peut déterminer |, et calculer 7. Les résuitats obtenus
figurent dans le tableau Il ci-aprés.
65
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the like (Biol. Chem, 245, 3059 (1970)). The length of 25 t he arm
bondi ng the macrocyclic conpl exgpo 1ghasaBhiecul e of biological interest can
vary, for exanple, from1l to 20 atons and can contain carbon atonms but al so
het eroatons such as N, O S or P. The invention therefore also relates to

bi ol ogi cal conpl exes consisting of a 30 bi ol ogi cal nol ecule which is

associ ated by coupl i[ng of, aAdSorpTT off Wit a magr opor ycycrjc comgl ex
according to the inJerti | g rdey to carry qut the couFIing it is
possi ble to use any |rdg FgE i pbed to that pnd an thelliterd- 35 ture
and ®o separate thell s ecuj e frgn1the nreg ed Tagr%polycyclic
conpl ex by any suit gi§ I on negns (gel fliltr8t4 on,|fBr ®Fedanpl e).)
. Ay Y . «” . - . [
Among the nol ecul es |d4 @l ipt8re®t which caﬁ-—advaﬂﬁggously be
. i ., Bo
| abelled with the SLig e a2 pregeni.lnvention _there may be
menti oned, in a&non- way, Bntigens, anﬁ[bodies,gTDnocldnal anti -
. 10 (o] <) . . . S ) E
bodi &s, fragnmergs arid y-=<f r agjrents conbi nati ong, drufsg regeptors,
hor nones, hor al rleqeptofs, Ractefiaf5 . steroid®, anin® agids,
peptides, vitahins,] kPuBes, ™ ~ b I I
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nucl eoti des or pol ynucl eoti des,
substrates, lectins, nucleic acigp,g
eart h conpl exes accord- 10

applica- tion as fluorescent

| abel s in i munol ogi cal

e present

determ na- ti

I n hybridization methods, enzynmes and their

{q?ﬁgggq RNA. The nacropol ycyclic rare
t nvention find an inportant

ons, both

in so-called conpetition and so-called excess determ nati on nethods, in the

honogeneous or het er of
Ann. 15 Cin. Bioche
1979). In the heterogs

- tsubes coated wt
substance to be deter

descri bed above, direg¢
or anot her solidzphas«

gel atinous film @& wh
deposi’®ed bef or elgand,
fromthe excitatign a
directly through® he

15

25

TABLEAU I (suite)

CARACTERISTIQUES D'EXCITATION ET D'EMISSION DES COMPLEXES DE L'IN
(Perkin Elmer LS 5)
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‘* mesure faite en mode phosphorescence ; délai td = 0,1 milliseconde
*% mesure faite ‘en mode phosphorescence ; délai td = 0,2 milliseconde

It is also possible, because of the line spectrumof these |abels,
detect several antigens sinultageg1gbgdysiei ther by using cryptates of
different rare earths, whose fluorescence
exanpl e, Tb and Eu), or by using conventional fluorescent
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transfers the energy and which can be generated with a single source
(laser, for exanple), to obtain igpq fdp 492fB1uorescence line spectra
characteristic of the tw cryptated ions (for exanple Tb and Eu) and thus
di sclos- ing the respective biological nolecules to mhlch the cryptates are

fi xed. Another appl i eattpn~—tetates—to—i-he—tise—ef—t-are—28——eat+R Cryptates
according to the prdgsent|invention in the field of genetic englﬂeerlng for
exanpl e as indicatorls i nfhybridization reactions, such as those|{described
in Patent Applicatiagng EE—A—O ~070, 685 and @, 070, 687. The. |nvgnt|on will now
be destribed in gregt8r p5% tletall"by t"he“tnon-lwﬁ'tm%tlllu?.trqltive
exanpl es bel ow. ExanpPe L © PPepBrafion® of (22)phenaftthrol Pnef . 2.09-
rNN . N. N - bi s(3. 6-dijoxaog¢t anet hvl enel bi s(am nonet hvl )| - 1. 10-phg¢nant hroli ne
(hereinafter call ed:|¢t22TREem 000~V ~miE—r]_a H_ (r
L ~ Jjj ueg-1oo0Cc \fig Br Br di (CH2Br) phen N20,
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-+ 24 -. and optionally distilled u r.v m 1 nmol (366 .
freshly chromat o- graphed di brom%ﬁﬂwgg?eﬁént hrol i ne comwnmmﬂ““—mlﬂ“m
phen) was dissolved in.10 to 20 M of DMSO. It was 5 trans erre tom ory«+
droppi ng funnel; the _vol une was nmade up to 100 m wth dry DVSO_ 100 to 200

ng of NaH in 0|I (Fluka) |were placed in a dry round-bottoned flagk; 5 m of
dry toluene (or. hexane) re added to the mxture, which was lef{ to 10
settle. The sol utionjwas jevaporated under vacuum (1 torr) .for 1 p. The NaH
was regissolved in 20 g1 |ofg diy QVBQ (H2ggiRen of f )3 Hedti ng ganf optional |y
be carried out to 500 1 ramlo ofc't e N284 &acrocyet e (262 ngF. whs dried 15
and,10 to 20 ml of dfy DYSO were added. The NaH and N204 .nacrocygl e
solutions were each |nfroduced into a dropping funnel and the volune was
made up to 100 M wifh drfy DMSO. 100 m of dry DMSO were placed | n a
t hr ee-pecked, 20 rpund-lbottomed flask. This round-bottomed |flask was
equi pped with two drpppiffg funnels, a reflux condenser :and- a dry| ng system
(silica gel). The rorrﬁd-tot’coﬁ‘ed’flask was heated to 60-1000C wi fh magnetic
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25 ~ added dropw se and sinmultaneously over 1 to 2 h. The r w '
was heated for 1 h after additiogpofighlage Bgactants. The m'x'ﬂ Iﬂ%“nﬂ‘mmm
distilled under vacuumto renove the solvent. It is possible tocadd ansnal s
gquantity of water 30 to remove the hydrides and bases. The reaction

m xture waSonsktuisgiau mainscinysebdesterre rat qomplexppatup compbsé ewirdpnlycyaiqueadst faimaled.

100 to 2009¢Aéraler: CH2C12 were added; the paste was triturated at room
tenperature for at least 30 min. The 35 residue was filtered and washed.
The organic liquid phase was retai and evapor ated under vacuum The

resi die obtained was dried under 1l torr, at least 30 mn). 100 mni

of ethyl ether were added taq e residue, - 25 - mxing was carried out
and the mxture wasg, | eft settle;,TRIi S operat+pn_w repeat%d3t04
times. In order to'ténovekpe renai RBEr of th 04 ndnocycl e ‘nore

compl gtely, 50 ml of hexane 1 mM of 5 OH were added to the residue;
the solution was evaporated unde (gentle heating) until the

dans laquelle Z est un atome choisi parmi I'azots, le carbone ou le phosphors, R est rien ou représente
15 I'hydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radicaux bivalents @
, ® ot © sont indépendamment I'un de I'autre des chathes hydrocarbonées contenant au moins
deux atomes de carbone et éventuellement un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi I'oxygéne ou le
soufre et étant éventusllement interrompues par un hétéromacrocycle, au moins I'un des radicaux @,
\_ ® ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essentisliement constitué par un
20 motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supérieure 2 celle du niveau
émissif de I'ion de terre rare complexé.

2. Application selon la revendication 1, caractérisée en ce que lesdits complexes de terres rares sont

substitués par un radical choisi parmi les radicaux alkylamino, arylamino, isothiocyano, cyano, isocya-

25 no, thiocyano, carboxyle, hydroxyle, mercapto, phénol, imidazole, aldéhyde, époxyde, halogénure : de

thionyle, de sulfonyle, de nitrobenzoyle, de carbonyle ; triazo, succinimido, anhydride, halogénoacétate,
hydrazino, dihalogénotriazinyle. :

\/ 3. A titre de produits nouveaux, les complexes macropolycycliques de terres rares constitués d'au moins
30 un sel de terre rare complexé par un composé macropolycyclique de formule :

R z % Z R

dans laquelle Z est un atome choisi parmi I'azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou représente
Fhydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radicaux bivalents @
, ® et © , sont indépendamment I'un de I'autre des chaines hydrocarbonées contenant au moins
45 deux atomes de carbone et éventuellement un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi I'oxygéne et le
soufre et éventuellement interrompues par un hétéromacrocycle, au moins I'un des radicaux ®.6
ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essentielloement constitué par un
motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supérieure 2 celle du niveau
émissif de I'ion de terre rare complexé, & la condition que, lorsque le sel de terre rare est un sel
50 d'suropium ou de terbium, Z est I'azote, @ est -(CHz)2-0-C¢ HsR:-0-(CHz)2-avec Ry = H ou NHz, ®
et © ne sont pas simultanément I'un le radical -(CHz)2-O-(CHz)2-O-(CHz)2- ot I'autre le radical -(CHz)-
2-0-(CHz)2-, et que lorsque le sel de terre rare est un sel de lanthane ou de praseodyme, Z est I'azote,
@ est -(CHz2)2-0-CsHaNH2-O-(CHz2)>- ® et © ne sont pas simultanément -(CHz)2-O-(CHz)z- et
=(CHz)2-0-(CHz)2-O-(CHz)s.
56
4. Complexes selon la revendication 3, caractérisés en ce que les chathes hydrocarbonées sont des
chaines oxyéthylénées ou polyoxyéthylénées.
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appear ance of cloudiness; the solution was allowed to settle ﬂﬂ H;I“H)“lll“l"l
operation was repeated several ti sy 1ggup2g@d resi due was tes I
chromat ography 10 (Pol ygram Al ox N UV254 from Macher ey- Na )

m gr ation in 9/1 CH2A 2/ CH30OH medi um gave the foll ow ng val ues (22) Phen

Rf 0. 4- 8. ErPBAsNIACOYrdyeiiques sBbn: I'ie ZeDreGendinationscd bud) @ardddisés BnaisRue Gbrmd) € d

on a col unm ' rare@esiheisiparmi HeGropiu, lp&ddwdlmammunmnlerd&kpr@um vated al um ni um

oxi de 90 70 230 mash (I\/Erck) the eI uent consisting of the m xtures:

CH2dl 2/ cHS (: N5y quelcng@-fias aqvandicationg 3V &|cdectérfséd én teo 35

% dependi ng ‘15' 'Pl f‘ﬂ?ﬂ%‘?“éf' F’f?gi'ez%)une Qngeys 4'ondp de phpprhpresarpags inférigure 1588imed t he

-H2 who el enent al
sod: um salt of %22)4])?10 n lof c"fqo L?ﬁ g |’£ne queCI((. 22p hen)gren ag@? X\ gecaractﬂlsés qHEOs
anal ysi s WaS ;g'iﬂ ol C lr eﬁ hoisi parmi Ia Be Iar‘(!ﬁ% |e(9ﬁ zgqle. {emgphtaléne, les

|-|s

cal cul at ed: bi- 6t Lle, I ne l'azm%ugwe Ind lgﬁqﬂeyaplaﬁéﬁsm@wm Rotgmment

r Eu3+ 2)n
sol ve(ctl:(’izn)4h an SWas heated at reflux for 1 h

30. 35 ny of-dzh‘e.ﬁqﬂ.kumﬁ,,aJéHzofxz 36,H, -GaRRhaReobt ai ned above, in 2.5 m of
S‘BCN wer e q@eethoukitardlidehtigiss dﬁ@fﬁéﬂﬁ@tj@sﬁ% I'zx%é% bl s@lire? N 30. After
avi ng

15

_ 0 0
, o c@ - /@
/o ’ 0
25 - CH,, —-@~CH2-

N

X étant I'oxygéne ou I'hydrogéne.

40

8. Complexe macropolycyclique selon I'une quslconque des revendications 3 & 7, caractérisé en ce qu'il

est constitué de I'ion terbium ou europium complexé par I'un des composés macrocycliques ci-aprés :
2,9-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne) bis(aminométhyl)}-1,10-phénanthroline ; 2,9-[N,N',N,N'-bis-
(3,6-dioxaoctaméthylgne) bis(aminocarbonyl)}-1,10-phénanthroline ; 9,10-[N,N',N ,N'-bis(3,6-dioxaocta-

45 méthylene) bis (aminoéthyl)] anthracéne ; 9,10 {N,N',N N'-bls(3 6-dioxaoctaméthylene) bis-
(carbamoyliméthyl)Janthracéne ; 1,1'-[N,N',N,N"-bis(3, 6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)]-3,3"-biiso-
quinoléine ; 6,6'[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminomethyl)}-4, 4'-diphényi-2,2'-bipyridins ;
6,6"-[N,N",N,N"-bis(3,6-dioxaoctaméthyiéne)- bis(aminométhyl)}-2,2'-bipyridine ; 6 ,6'-[N,N",N,N’-bis(3,6-
dioxaoctaméthyléne)- bis(aminocarbonyl)}-2,2"-bipyridine ; 6,6',6",6",6™ 6" -bis[nitrilotri(méthyléne)]

50 tris-2,2-bipyridine ; 2,2',2",9,9',9"-bis[nitrilotri(méthyl&ne)] tris(1,10-phénanthroline) ; 2,9-[N,N',N,N"-bis-
(2,2'-bipyridine-8,6™-diméthyl)bis(aminométhyl)] -1,10-phénanthroline ; 1,1'-[N,N',N,N"-bis(2,2"-bipyridine-
8,6'diméthyl) bis(aminométhyl)}-3,3"-biisoquinoléine ; 6,6'[N,N',N,N"bis(2, 2'-bipyridine-6,6'-diméthyl)
bis(aminométhyl)]-4,4'-diphényl-2,2"-bipyridine.

s5 9. Complexes macropolycycliques selon la revendication 3, caractérisés en ce qu'ils répondent & la
formule (I) dans laquelle Z = N.
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left the m xture standing overnight at 4C, the yel |l ow preci gy"m
filtered. The precipitate coll ecgp@ fgdhesBY shows a strong ﬁ”’”]"”!!‘g””m
fl uorescence both when it is in solution in H20 and in CH30H (WY 254 & e
No nodification in the excitation and em ssion spectra was observed after

t hr ee not®t Remplexes macronelycynliduet ide teras rarescronstithéd d'at moins rebad\do idhedardbhploxs -

- 26 - ExanpP¥ up compmsé magrenolyoneliqup, carolel @n e uerlediticompisél eacrapoficycligi est chibisi'

- bi s( 3. 6- dPYRHBLEAWEERPHaRE) bi s(am no- car bonyl ) 1- 1. 10- phenant hrol i ne
(hereinafter call ed (22) Rhenam de) O0~~+i N 0

00 6\do/\ N © -0 N~ =00\
sopi \C Cf 04 5 p T (22)
(22) phenanm de The sol vent us, in th synt hesi s is acetonitrile

distilled over P205. The rea®pn S rrif¥oout in anhydrous gl ass
equi ppent. 305 ng of dry, reotky’st ize di (COC) phen
0 0

et

- (22) pyridine amide
5

“ - %/@\f

. AP
N A~
A/
- (22) pyridine amine
25
10
Y "
30 N O\JN
o]
- (22) bipyridine
35
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N
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- (22) bipyridine amide
50 On Q.

T
. (WAWAw/



10 (1 rinol) were dissolved in 50 m of CH3CN, after one n
soluti'on was filtered and transfegp@dghasgpdr oppi ng funnel ; “w H t"'"[mﬁ”",
made up to 90 mM with CH3CN. 524 ng of (22) (2 mml) were dr

vacuum 15 (< 1 torr; overnight). The product was dissolved in 90 rri

CH3CN and trand®2ezopwtidine a dr oppi ng funnel. The two dropping funnels were
-mounted on a 2 to 3 1 round-bottoned flask containing 1 litre of CH3CN. The
si mul t aneous addition of the two re ntsw carried 20 out over 2 hto
2 h 30 with rapid stirring (nagneti W71 R was continued for 30 nin
after dddition. The sol vent was repoved under acuum at 50WC. The residue
was dried for at least 1 h at P @ to g_._}i&%’r‘é@d due was m xed for 30 mn
in 300 mM of CH2Cl2 and filtered. {rate was evaporated to
dryness. It was chromato- graphed eut pal Jactivated Al ox 90 (columm 30
cm * 1.5 cm, the eluent being CHC arfning 1% CH30H. The first
product eluted was recovered. 310 ng of (22)phenam de were recovered with a
- 27 - yield of 63 % The product was recrystallized froma 1/1

15
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t ol uene/ hexane m xture. Melting point: 300-3020C IR am band at 1630
cnv' 5 Mass spectrum M Epto féMgb®1 MV = 494.55 El E'I"Hﬂ " II
C26H30N406 C H N Cal cul at ed 63. 15 c s

59. 8 5.7 10.5 Found 10 ( 9"
5.9 10.6 B - Formation of the rEu34C(22) Rhenam del conpl ex 45

(0.17 mml) of anhydrous EuCI3 were #irst Bolved in 10 m of dry CHSCN 80
ng (0.16 mmol) of (/22\*) m de, di'ssolved in 2 of CH2Cl2, were heated

at 15 ref lux.fo MCI—BCI\IWerea and the m xture was
heat €d at the boj wm nt ft CH3CN (CcH2d renoved by
evaporation). The wasYt hen added. The m xture was heated at

ref lux for 2 hland then was left t¢ stand at roomtenperature. The white

precipi- 20 t 2he was recovered bylifiltration It showed a strong
red f)uorescence(1l excitation: 25 m a8 %el I solution in H20,
CH30H and DVsQO. {El enent al _anal ysi s ftor EuC(22) ph e(OH) d 2 2H20
C26H37NA101CL2EU 78 H N 25

Cal cul ated 39.61 \_/@ und - ( 49. 4.9 . 7.2
L/ 20 ) —@

11. Complexes macropolycycliques de terres rares constitués d'au moins un sel de terre rare complexé

25 par un composé macropolycyclique de formule | selon la revendication 3, caractérisés en ce que Z =
N, @ et ® sont deux chaines mono ou polyoxygénées et en ce que © répond 2 ['une des formules
ci-aprés :
\_ a0

35

" e . — CHs~CH,)~—
4 — ¢ —CH, Q CH,—C— 3 Ciz-Cliz Q 2772

50

55
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( 40.3 4.8 7.1 No nodifications in the excitation and 1Ssion . -
spectr'a of this conplex were obsegpgdggihpsepit hree nonths 30 Emﬂ&'ﬂ:m&ﬁm"l“l .
solution at a concentration below 10 nol/I. Exanple 3 Prepa L s |k
(22) ant hr acenam de: 9.10- rN.N

, N, N - bi s(3. 6-di oxaoct anet hyl ene) bi s(car banovl -
<) ~~~~+ .HN f
2 - 28 - CH2 O) e 3
met hod i s enpl oyed.

lant hracene coCd CH2
e~ CH2 COC2
tpe hi gh-di | ution
(1.7 mmol) was

(@)
=
—
>
(0]
QD
e
®)
= -

N N-cle
dissol@eq in 70 m anh 2C12 and /i ntroduced into a 100
m dropping funnej ¢ c<2 0= o0
/ \

10

) o o w (OO

N\, " _ / \

25
12. Complexes macropolycycliques de terres rares constitués d‘au moins un sel de terre rare complexé

par un composé macropolycyclique de formule | selon la revendication 3, caractérisés en ce que @ et
® représentent chacun le groupe

ON NO

CH CH

/ 2

35

et © est I'un des groupes suivants :

O
O

50

85
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- 0.446 g of the (22) macrocycle, i.e. 1.7 mol,

Lipeiamne (2.1 1,71 mol) e glgpagigect ved L1 720”‘ o ’ "”wwﬂmﬂlﬂl
of toluene and 0.15 1 of anhydrous nethylene chloride were i ntroduced

into a 3 1, three- necked flask. The sinultaneous introduction into the
t hr ee- necked flask of the two reactants pr¢ ed above in thg dMoppi ng

funnels was carried out over 5 h (14 nm/h). d yani ¢ phase
was col |l ected, concentrated to a few mlli t hrough a
Si 2 €ol umm uy pressure (col amm\di anet er 17 cm el uent

CH2A 2/1 %
was obt ai ned.
nmet hanol sol ven

Mz - 29 - ppm}—g. {2.93 (m
: CH H,C CH,
2 2 L 2
/ N / N

15

13. Complexes macropolycycliques de terres rares constitués d'au moins un sel de terre rare complexé
W par un composé macropolycyclique de formule | selon la revendication 3, caractérisé en ce que Z = N
20 : @, ® ot © sont identiques et représentent I'un des hétérocycles ci-aprés :

25
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1) 24 H HCH2 + OCH2 crown 3.42 (i)2

3.18 ( [ 5
4.02 (d) aA = 4.62 Jw = 16 2N aB = 5.03 7. El “lm l )|
4H 7 843 () o TErgitnd R SN
2H J m croanal ysis: C30H3606N2 Cal culated C 69.70 H 6.97 ¢ N 538 *
Found 14. GSmpb<s. hkéropolydytliqiie @fbndant Mia femdid : Mol ecul ar wei ght  520. 55 15

The acid dichloride 1 used as starting material in this exanple can be
obtained by the processes described by MW Mller et al. in RW

Am don and P. O, Tawney, J.ACS., 2845 (1955) or by B.M

M khai lov, |zvest. Akad. Nank., . i m 20 Nank., 1948, 420-6;

CA, 42, 6350. Exanpl e -4 Prepgkt wacene: 9,10-rN.N ,N N -

bi s(3. 6-di oxaoct aneghyl erehi —aéene B cHec2e2

12 B2 1i, 0 =C
4

CH2 3

10

dans laquelle Z est un atome choisi parmi I'azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou représente
I'hydrogéne, le groups hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radicaux bivalents @®
15 , ® ot © sont indépendamment I'un de l'autre des chaies hydrocarbonées contenant au moins
deux atomes de carbone et éventuellement un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi I'oxygéne ou le
soufre et étant éventuellement interrompues par un hétéromacrocycle, au moins I'un des radicaux @ ,
® ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essentiellement constitué par un
/ motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supérieure 3 celle du niveau
20 émissif de l'on de terre rare complexé et étant choisi parmi la phénanthroline, I'anthrackne, les
bipyridines et les bi-quinoléines notamment les bi-isoquinoléines, & la condition que, lorsque Z est
I'azote et @ répond A I'une des formules ci-aprés :

) O
N
z . \2 / \
® et © ne sont pas simultanément -(CHz)2-0O~(CHz)2-0-(CHz)2-.
35

15. Composé selon la revendication 14, caractérisé en ce que Z est I'azote et @ et ® sont des chatnes
polyoxyéthylénés.

16. Composé selon I'une des revendications 14 ou 15, caractérisé en ce qu'il est 'un des composés ci-
40 aprés :
2,9-[N,N",N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne) bis(aminométhyl)}-1,10-phénanthroline
2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne) bis(aminocarbonyl)}-1,10-phénanthroline
9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyl2ne) bis (aminoéthyl)] anthracéne
9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthylne)bis(carbamoylméthyl)] anthracéne
45 1,1"-[N,N'",N,N'-bis~(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)]-3,3"-bi-isoquinoléine
6,6'IN,N',N,N’-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)] -4,4'-diphényl-2,2'-bipyridine

17. Composé selon la revendication 14, caractérisé en ce que ledit composé est tel que défini dans I'une
quelconque des revendications 9 & 13.

50
18. Composé selon la revendication 14, caractérisé en ce qu'il est 6,6',6",6™,6"",6" " -bis[nitrilotri-
(méthyléne)]tris-2,2"-bipyridine ; 2,9-[N,N',N,N'-bis(2,2-pyridine-6,6-diméthyl)bis(aminométhyl)]-1,10-
phénanthroline ; 1,1'-[N,N',N,N'-bis(2,2'-bipyridine-8,6™-diméthyl) bis(aminométhyl)}-3,3'-biisoquinoléine ;
2,2',2",9,9",9"-bis[nitrilotriiméthyl&ne)}tris(1,10-phénanthroline); 6,6"-[N,N',N,N'- bis(2,2"-bipyridine-6,8'-
65 diméthyl) bis(aminométhyl)]-4,4'-diphényl-2,2-bipyridine.

19. Complexe biologique, caractérisé en ce qu'il est constitué d'une molécule biologiquement active
associée par couplage avec, ou adsorption sur, un complexe macropolycyclique de terre rare tel que

43



- 30 - 380 ng of the diamde 3 (0.73 mmol) were parti- ally dissolved in 20

mM of anhydrous THF contained in ttomed flask. The ﬂ
fl ask, fi%/t ed with aref lux 5 Eigg;]fggﬁgze? was pl aced under“mmmumlnlmﬁ "I
at rmsphere and 8 ml of 1.1M B2H6 in anhydrous THF were added &t fodm " *

t enper at ur @éfinlTdees lah wivendicaiant 1,84 181 xt ure was kept under reflux overni ght and

t he excess di borane was destroyed at OC 10 with a few drops of distilled
wat er . T#0e Cemplgrenhialogigue solo lapravanticaiom el ca@cifisé sh @ @il IH@DbIsswd biblogiquemente

added to t Aeve @8t ¢haisiP Rafmitles antipangs. lescanticams. lea sntivares imdoateuxates rfragrhamss étor 30
h und&r an ?%%ﬁ ?@Hﬂ\tse leg qpgyas doss Epaptelsnlepearaenes, dﬁrfﬁoeyplee hormarux, les

The sol uti % 5 leg Aminopgides. Jas peptigess lep yiEys. (of ingsclgs Augifotides ou
resul ting SBYM %ﬂ%s 5? F’E&‘“?fs\eﬁas@%@s [5EHRpS. o8 acides pucisigyes. hADN et '8N ved i n
\?gr(raﬂ o:‘% glp§ Jél éee aﬁn d1 9 ﬁ‘i?B‘f?s 2 vver eagadded the t\ﬁ/oco hasgs

ox a e rare }:P A !
?Ejr?ﬁer\l\%gﬁ I ?‘H{Eéﬁé I e%?terulsf ﬁ ol{g (%:ﬁ ltcomgggéé gl&ﬂtploq Brdéfglf éﬁsed A

Revendications pour I'Etat contractant suivant : AT

16 1. Procédé d'exaltation de la fluorescence d'un ion de terre rare, caractérisé en ce qu'il consiste &
complexer un ion de terre rare avec un composé macropolycyclique de formule générale | ci-aprds ou
un de ses sels :

N\
20
R — 2 @ 7 — I
25 \@/
\./ dans laquelle Z est un atome choisi parmi I'azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou représente
30 I'hydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radicaux bivalents @

, ® et © sont indépendamment I'un de l'autre des chaines hydrocarbonées contenant au moins
deux atomes de carbone et éventusllement un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi I'oxygéne ou le
soufre et étant éventuellement interrompues par un hétéromacrocycle, au moins I'un des radicaux @ ,
® ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essentiellement constitué par un
35 motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supérieurs & celle du niveau
émissif de I'ion de terre rare complexé, et & exciter le motif moléculaire dudit composé macropolycycli-
que.

2. Procédé d'obtention de complexes macropolycycliques de terres rares, caractérisé en ce qu'il consiste
40 & faire réagir au moins un sel de terre rare avec un composé macropolycyclique de formule :

) /@\
R —Z\g/z

50

dans laquelle Z est un atome choisi parmi I'azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou représente
I'hydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radicaux bivalents @

, ® et © sont indépendamment I'un de l'autre des chaines hydrocarbonées contenant au moins

55 deux atomes de carbone et éventusllement un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi I'oxygéne et le
soufre et éventuellement interrompues par un hétéromacrocycle, au moins I'un des radicaux @ , ®

ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essentiellement constitué par un

motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supérieure 2 celle du niveau
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added, the two phases were agitated and were left to sett| |
phase was recovered and dried ovelgp\§ 4924 Th_eitu %’Iﬁmmumm
* L sV :

was passed through an alumna colum and elution was ic _

CH2C 2/1 % met hanol . A crystalline product was recovered which is pure on a
thin | ayer dimissifrge dign alp Herreplamt @mplykécbda cGiditigiD i Bitsque le sl del teke rare AdtAM3sel

el uent CH2CIauppium vk @pitaRtfium, Z esDllag®e, \B| ssi (GHz p -Gt R: -O-(1CH2 o 0Be@BLC=NMR NHz, ®
CDC13 sol verft SO pgs sirayitanementd'urle23dicg 5 (CHz)2-0-(CHz)2-0-(CHa k- 81)I'alitre I@HIRal -(CHz)-
macrocycl e - 1ﬂ°t519°32;°69!9 | decgq@ rare et ye §ot Helaatizane ou de praséodyme, Zespljazote, -

o) :
_ _ st ~(CHz)2-0-Cs Ja NHz-01(GHz )5 ne sontpas simultanément -(CHz)2-O-(CHz)- et
31 123.9 ]l:?z)z-o-(CHz)z-O-(CHz)z. @( %) @

3. Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que les chaihes hydrocarbonées sont des chaines
oxyéthyléndes ou polyoxyéthylénées.

10
4. Procédé selon |'une des revendications 2 ou 3, caractérisé en ce que l'ion de terre rare est choisi
parmi I'europium, le terbium, le samarium et le dysprosium.
5. Procédé selon l'une quelconque des revendications 2 & 4, caractérisé en ce que le motif donneur
15 d'énergie a une longueur d'onde de phosphorescence inférisure 2 580 nm.
6. Procédé selon I'une quelconque des revendications 2 & 5, caractérisé en ce que le motif moléculaire
est choisi parmi la phénanthroline, I'anthracéne, le benzéne, le naphtaléne, les bi- et ter-phényle,
\_ I'azobenzéne, I'azopyridine, la pyridine, les bipyridines, les bi-quinoléines notamment les bi-isoquinoléi-
20 nes et les composés de formules ci-aprés :
=~ C2Hy - X1 - CgHs - Xz ~ CoHs-
- C2Hs - X1 - CHz - CsHs - CHz - Xz - CoHs -
dans lesquelles X; et X2 pouvant 8tre identiques ou différents désignent I'oxygéne ou le soufre ;
25
e [O] s
—C Q’ c
— % o
O N
~CH,
35
40
45

X étant I'oxygéne ou I'hydrogéne.

7. Procédé selon l'une quelconque des revendications 2 2 6, caractérisé en ce que le complexe

50 macropolycyclique est constitué de I'ion terbium ou suropium complexé par I'un des composés
macrocycliques ci-aprés :

2,9-[N,N',N,N"-bis(3,8-dioxaoctaméthylgne)bis(aminométhyl)}-1,10-phénanthroline ; 2,9-[N,N'.N,N'-bis-

(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminocarbonyl)}-1,10-phénanthroline ; 9,10-{N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamé-

thyléne)bis(aminoéthyl)]anthracéne ; 9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(carbamoyiméthyl)]-

55 anthracéne ; 1,1'-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyldne)bis(aminométhyl)}-3,3-biisoquinoléine ; 6,6'-

[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)}-4,4'-diphényl-2,2"-bipyridine ; 6,6'-[N,N',N,N'-

bis(3,6-dioxaoctaméthyl@ne)bis(aminométhyl)-2,2'-bipyridine ; 8,8'[N,N',N,-N'-bis(3,6-dioxaoctaméthylé-

ne)bis(aminocarbonyl)}-2,2'-bipyridine ; 6,6',6",6',6"",6""-bis[nitrilofri{méthyléne)ltris-2,2-bipyridine ;
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319(r’r) 2 X 4H, OCH2 0303and

7.47 and 8.31 (AB) - 4H) ) aromatic H 7.50 and 8. 36 (AB) - 4H)

ni cr oanal y&4'.2".9.Ca0bHAGIbK AN hyBhe s 110-phénanhrolind)d 2,.96),NTRNEhid(22 biyridDe-653di4 3

H 8.18  médthyl)5 big{ahBométhyl)l-1,10-phénanth@dlingnd 1.1°-[N.N"ICN'-BI2, Y Bipyridinet6,68diddthyl)bisN 5. 2
By carryi rigminenéthypls.¥-biisequinoléineic c or df.$idN.NNN'Hhis(QA-biowsdine-8.6'dlimetmilbed i his-
Exanpl e 1, @ninendtglst4Cdip@ndr2ipiewridisene] conpl ex was prepared. Exanple 5
Prepafratlon of , the macropol vcyclic conpound of 20 formula (7):

6, 6' . 6" 8g"Procégs selon da revengjcation 2, P?’W%‘P@?r(‘??é’é’ﬁg °s‘l'é§?f-?) ltris(2.2" -bipvridine)

and Of E)he Cc%dé %Ogdrlev%ﬁdlga ion car Osgp en ce que 6{6) c?{%pza%g\aﬂopoycychque ost cholg}
~~r parmi les Iﬁomlr\?sés %_aprés

10

gk, i) ooyt 35 and 2ghy e, 1 -~ IO B

15 oﬁc\ o o C§°

20
- (22) pyridine amide

: SO

\_PL_/O\/
!\/ 30 - (22) pyridine amine
@)
N
35 N 0, 0\_/1\7
"ol
- (22) bipyridine
40
JOR O
CH2 1-12
" l

50
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5. 6 7 - 32 - A - aration

6, 6' - bi s(brononet hyl )-2,2 -bipyri d S ~ NN (B z0)2 r

nol ecul ar wei ght 184 nol e'ﬂﬁrar v%e?ght 342 C12H 2N2|E'IIIII "llll “IH"III " |II|
Cl2H1ION2Br2 A m xture of &GHdeHM-ZZ'mpwlmneS

15 mmol )  and -of22N\eigyrigipepamideci ni mi de  (5.10 g, 28.6 mmol) in CCl4 (150 n1)
is maintained at reflux for 30 mn. Benzoyl peroxide (30 ng) was then added
to the m xture, the mxture was again h at f lux for 2 h and the
succinimde was then filtered off. The ' s 10 cooled to OC and
the solfd filtered and washed with gmitfanol t 'e.the bisdibromde in the
formof a white crystalline solid (1}65 g). Yiel % % nelting point
180-1811C. The CCl14 sol ution was conée

ntrated _and chromato- 15 graphed on
a colum (silica gel) by elution with\a 1 fMinchlor onet hane/ met hanol
m xturg,to give: 0\_/0\_/0

- (22) azopyridine

15

20 \NN \ ) \’\

25

35

50

47



- 6,6"-Dbis(di bromonethyl)-2,2"-bipyridine, 0.9 g, 12 %-

6,6" - bi's(br omonet hyl ) -2, 2' - bi pyrEﬁor‘go4§2§$ g, 27 %- II“IUMr“l“llLIIHIII
6- met hyl - 6' - br omornret hyl - 2, 2' - bi pyridine, 0.55 g, 14 % 20

of the macrovol ycyclic conpound A m xture of t he blsblpyrldlne nacrocycle

of formula (5) (0.15 g, 0.38 nmml) (d ibed in J. Og. Chem, 1983, 48,
4848) and of Na2CO8 (0.4 Q) 120?E?§§QLLrile (200 M) was heated at

reflux and then a 25 solution g N 0

6, 6' - bi s(bromonet hyl ) -2, 2' - bi py#i dine (0.12 g,
period of 3 h. The mixture i i
Na2CO3 was filtered off i was evap

x for 20 h. The
The residue was

filtered through a shegft alumna col eluting wit\ 98/2
CH2Cd 2/ MeOH, to pro t he t ki sbi pyridine
macr ol cycle in the a white solid (0 fg_gfuigvzyz’ | ting point
greater than 2700C). m.croanal ysis: C3,6H30N8 NaBr Calculated C

63. 81 H 4.46 N Found 63. 79 H 4.48

16

k
OO GH"_C\("\J

= w9
‘:,':’ \\\mL\\c_Egi;] X=0,H
' N ‘cu"'c“~ﬂ/P—\°f—“\¢r_“\
°ﬁ
. o/**\b/——\k c=x
. e \’\ﬁ/ﬁc\/\_/\_/
[N N\
" AN W @
© -
0 LNW\./l

55
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7.33 (dd, J =7.2, 1.2, 6H HC5), HCH5')) 7.82 (t, J = 7. , ;
vy " 0 o0 o semavmaen o oo s SRIANTT NN
m xture of silver nitrate AgNGB (15 ng, 0.08 mmol) and L *
salt obtai ned above (20 ng, 0.03 mmol) was heated with 5 m of CH30H for 30
m n. The MetRienddd sajonda wvengdioation &ctamciéhist bece @l £iN) @D @b B lsent dsuashalifis mono ou
purified by RONSYPINGes 4t et cryireOgfnone A I'uneldesiotmules ciipteh : CH2C12/ CH30H as el uent
(96/4). The silver conplex thus obtained (20 ng) was dissolved in a

wat er / net hanol m xture (1/1-5 mM) and treated with a streamof H2S for 15
mn. The precipitate 20 ed was centrifuged, o\ uti on was
neutralized with 0. 1N ) and extracted w cepe chloride (3.5
m ). The sol ution was /d 7 OSO4 and evapg
was filtered through §i « C12/ CH30H (% e/the free
conpl ex, 25 (13 ny; 8§ he follow ng B Ycs: '"H NWVR
CDC13 solvent 3.82 (s 4 7.78 ABX system J =%, 7.5 and 0.9

cH2) 7.

Hz) 30 7. 83%wccr oanal ysis: Cx=80N, (574.7) Calcul ated cgC 75.24
H 5.26 N 19.50/ \ 2! | 2
15
0 Q 0 @
: " 1"
\— . —C—CH, @ CHy— C— ; —CH;CHj @ CHs—CH,—
25
35
40
45

50
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Found C 75.37 H 4.98 N 19.41 The (EU3C (trishj el
macr opol ycycl e)] conpl ex 35 wagp prigpaseg1from t he macr opommﬂui&mﬁ"ﬂw ,",
conpound obtai ned, the reaction being carried out according c SC %
described in Exanple 1. The excitation and em ssion wavel engt hs charac-

teri sti cloProgdd selordapsvendicatiop @naractérist lae c¢ ausl @ dv B eanrésentent ch@eunle @supapl e 6 -
Preparation of the bis(bipyridine)phenan- throline nmacropolycyclic
conmpound of forrmula (9): 2.9- r NN ,N N - r bis(2.2 -bipvyridine-6,

6-di net hyl )| bi s(am no- nethvl)l-1, ‘
corredponding 5 eur opi um conpl eg

C N

N N N/C3Creflux\ NV HN N Br Br
~~~~~~ Na2co3 /0 N~~~~~~~~~ 14H10
00 IN 24 226
CE’I2 CH
10 /

. O\
- O~ . )Xo

35

45
12. Procédé selon la revendication 2, caractériss ence que Z = N; @, ® et © sont identiques et
représentent I'un des hétérocycles ci-aprés :

50

55
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5, . 3SH30NS 0. 158 nmol of the bispyridine? cle (5
was wei ghed into a 500 m, two-ne@pesi1gy 482k bot t omed f ask. : gﬂiﬁiﬂﬁ, I“III
Na2CO3 (approximately 5 tinmes excess) and 105 nl of freshly bl . .

were added. The mixture 10 was heated at reflux and with nagnetic
stirring for 30 mn. An equi nol ecul ar di bronophenant hroline solution in 100
m of acetonitrile was then added dropw se. The fai ow (2 h 10 mn)
addi tion took place ile Lnt ai ni ng refl ux ane g stirring. The
m xture was then he er 18 h unde <E§ ditions. The
sol uti oh obt ai ned dryness. Th , in selution
In CH2CA 2, was washe ] —{20 (Thin I N chNorqt ogr aphy on
al um na: el uent: 2C12/ MeOH: 90X 10). This cryde product wasS purified on
a standardi zed -35- alumna col\um (activity 1I1-111). S
is CH2G, 2/ MeOH: 9%4@. nicroanalysis¢u§38H30N%. Br H20 (719.6) CH

/ \ / D

“ . O)—O

25 /

13. Procédé pour I'obtention de composés macropolycycliques de formule :

Y/ 30

dans laquelle Z est un atome choisi parmi I'azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou représente
I'nydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radicaux bivalents @
, ® et © sont indépendamment I'un de I'autre des chaines hydrocarbonées contenant au moins
deux atomes de carbone et éventuellement un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi I'oxyg&ne ou le
45 soufre et étant éventusllement interrompues par un hétéromacrocycle, au moins I'un des radicaux @,
® ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essentisllement constitué par un
motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supérieure 3 celle du niveau
émissif de l'ion de terre rare complexé et étant choisi parmi la phénanthroline, I'anthracene, les
bipyridines et les bi-quinoléines, notamment les bi-isoquinoléines, & la condition que, lorsque Z est
50 I'azote et @ répond & I'une des formules ci-aprds :
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Cal culated C 63.42 H 4.45 N 15.57 5

62.77° H 4.46 N 15.31 1H gg\y R sol vent 391 (s, 1 ;lmwiu
4.07 (s, 4H CH2-phen) 7.36 (dd, 3 273043, 4H H5).| mﬁm "lll,

10 bi pyridine) 7.64 (d, J = 8.2, 2H, H—C(3) H C(8) of
the phenantroline) 7.78 (s, 2H H ((5), HC(6) of the phenantroline) 7.83"
(t, J = 7.2, 4H H, . of the 15 yridine) 7.91

(dd, J =7.2, 1.3, /4 3') of the 7 (d, J =
8.2, 2H, H-C(4) e phenantroli The
[ Eu3+E( bi s(bi pyridi I ne macro- po | ex was
prepared fromthe cropol ycyclic’ gonpound phifs obtained by C@igying out

t he reaction accg% ing to the pro& dur e desqylbed i n Exanpl e The
excitation and e ssion wavel engt hsMchar ac- teristic of this conplex
appear in the tabl e bel ow. Exanple 7 By carrylng out the reaction according

to tHe progedirg of oo ARk Rindnelbl S OB 52O RLEY el s ARSI Sonsiste 2

condenser des composés chimiques comportant chacun un des radicaux @ , ® ou © et des
groupes terminaux capables d'étre substitués ou comportant des radicaux facilement éliminables.

15 14. Procédé selon la revendication 13, caractérisé en ce que Z est l'azote et ® et ® sont des chaines
polyoxyéthylénées, caractérisé en ce qu'il consiste :
1) & faire réagir :
- le macrocycle azoté constitué par les deux chaines polyoxyéthylénées avec
\_ - une chaine hydrocarbonée comportant ledit motif moléculaire, ladite chaihe ayant des groupes
20 terminaux clivables, tels que par exemple des groupes halogéno,
dans un solvant anhydre et éventusliement en présence d'un agent réducteur tel que I'hydrure de
sodium ou le carbonate de sodium et
2) éventuelloment & transformer le sel obtenu en composé macropolycyclique libre.

25 15. Procédé selon I'une des revendications 13 ou 14, pour I'obtention des composés ci-aprés :
2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)]-1,10-phénanthroline ; 2,9-[N,N',N,N'-bis-
(3,6-dioxaoctaméthyldne)bis(aminocarbonyl)]-1,10-phénanthroline, 9,10-[N,N’,N,N'-bis(3,6-dioxaoctamé-
thyléne)bis(aminoéthyl)]-anthracéne ; 9,10-[N,N’,N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthylne)bis(carbamoyiméthyl)-

O Janthracéne ; 1,1{N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)]-3,3"-biisoquinoléine ; 6,6'-
— s [N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctaméthyléne)bis(aminométhyl)}-4,4'-diphényl-2,2'-bipyridine.

16. Procédé selon la revendication 13, pour I'obtention des composés ci-aprés :
6,6',6",6™,6"",6"""-bis[nitrilotriiméthyléne)ltris-2,2'-bipyridine ; 2,9-[N,N*',N,N'-bis(2,2'-bipyridine-6,6'-di-
méthyl)bis(@minométhyl)}-1,10-phénanthroline  ;  1,1"-[N,N',N,N'-bis(2,2'-bipyridine-6,6'-diméthyl)bis-

35 (aminométhyl)]-3,3"-biisoquinoléine ; 2,2',-2",9,9',9"-bis[nitrilotri(méthyléne)ltris(1,10-phénanthroline) ;
6,6"[N,N',N,N'-bis(2,2"-bipyridine-6,8'-diméthyl)bis(aminométhyl)]-4,4'-diphényl-2,2"-bipyridine.

17. Procédé de préparation d'un comploxe biologique, caractérisé en ce que I'on associe une molécule
biologiquement active par couplage avec, ou adsorption sur, un complexe macropolycyclique de terre
40 rare obtenu par un procédé tel que défini dans I'une des revendications 2 & 12.

18. Procédé selon la revendication 17, caractérisé en ce que la molécule biologiquement active est choisie
parmi les antigénes, les anticorps, les anticorps monoclonaux, les fragments et combinaisons Ac-
fragments, les drogues, les récepteurs, les hormones, les récepteurs hormonaux, les bactéries, les

45 stéroldes, les aminoacides, les peptides, les virus, les vitamines, les nucléotides ou polynucléotides, les
enzymes, leurs substrats, les lectines, les acides nucléiques, I'ADN et I'ARN,

Claims

Claims for the Contracting States : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE
50 .
1. Application, as labels of biological products in the methods of immunological detection and determina-

tion by fluorescence, of macropolycyclic complexes of rare earths consisting of at least one rare earth

salt complexed by a macropolycyclic compound of general formula:
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(22) pyridi nam de and (222w), the macropolycyclic com 30 - plexes bel ow

were respectively obtained: [Eu3"gkg3apeuss gynam de] [Th3C (jmm mlll(lmwm 1“‘
Exanpl e 8 Preparation of the (22)bisisoguinoline macro- vol

of formula (12): 1,1'-rN.N N. N - bi s(3, 6-di oxaoct anet hyl ene *
bis(aninonethylI-3,3'-biiso- qui nole and of the correspondi ng europi um
conplex O0~~ i s c Ao N H N Br Br 5
C20H, 4N2Br 2 '
N204 macrocycle 115 N-~~
10 af Preparatton

I
z R 0 C32H38N404 NaBr 12
=3 3 %biiso-

10
in which Z is an atom chosen from nitrogen, carbon or phosphorus, R does not exist or represents
hydrogen, the hydroxyl group, an amino group or a hydrocarbon radical, the bivalent radicals @ , ®
and © are, independently from each other, hydrocarbon chains containing at least two atoms of
carbon and optionally one or more heteroatoms chosen from oxygen or sulphur and being optionally

15 interrupted by a heteromacrocycle, at least one of the radicals @ , ® and © moreover comprising at
least one molecular unit or essentially consisting of a molecular unit, the said molecular unit having a
triplet energy greater than that of the emissive level of the complexed rare earth ion.

\/ 2, Application according to Claim 1, characterised in that the said rare earth complexes are substituted by
20 a radical chosen from the alkylamino, arylamino, isothiocyano, cyano, isocyano, thiocyano, carboxyl,
hydroxyl, mercapto, phenol, imidazole, aldehyde, epoxide radicals; from thionyl halides, sulphonyl
halides, nitrobenzoyl halides, carbonyl halides; from the triazo, succinimido, anhydride, haloacetate,

hydrazino, dihalotriazinyl radicals.

25 3. As new products, the macropolycyclic rare earth complexes consisting of at least one rare earth salt
complexed by a macropolycyclic compound of formula:

o
N :

R z \B / 2 R

35

in which Z is an atom chosen from nitrogen, carbon or phosphorus, R does not exist or represents
40 hydrogen, the hydroxy! group, an amino group or a hydrocarbon radical, the bivalent radicals @ , ®
and © are, independently of each other, hydrocarbon chains containing at least two atoms of carbon
and optionally one or more heteroatoms chosen from oxygen and sulphur and optionally interrupted by
a heteromacrocycle, at least one of the radicals @ , ® and © moreover comprising at least one
molecular unit or essentially consisting of a molecular unit, the said molecular unit having a triplet
45 energy greater than that of the emissive level of the complexed rare earth ion, with the proviso that,
when the rare earth salt is a europium or terbium salt, Z is nitrogen, @ is -(CHz2)2-0-CcHs R1-0-(CHz)2-
with Ry = Hor NH2, ® and © are not simultansously one the -(CHz)2-0-(CGHz)2-0-(CHz).- radical
and the other the -(CH2)2-0-(CHz)z- radical, and that, when the rare earth salt is a lanthanum or
praseodymium salt, Z is nitrogen, @ is -(CHz2)2-0-CsHaNH2-O-(CHz),-, ® and © are not
50 simultaneously -(CHz)2-0-(CHz)2- and -(CHz)2-0-(GHz2)2-0-(CHz)o.

4. Complexes according to Claim 3, characterised in that the hydrocarbon chains are oxyethylenated or
polyoxyethylenated chains.

56 5. Macropolycyclic complexes according to one of Claims 3 and 4, characterised in that the rare earth ion
is chosen from suropium, terbium, samarium and dysprosium.
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- dried

hydr oxyi sogui nol i ne of formula gpoiso4g2B1° OH 113 - llli" "I'I" Illl

1- Met hyl - 3- hydr oxyi soqui nol i ne was prepared by cycllzatlon o]

(phenyl et hyl ) di et hoxyacetanide. 72 g of this starting material, pr epar ed

accor di rég Mecrépolycyslicocpubleres accaldgrtoiabedne of[Blaims $io 5, charkoienized in ¢at b energy-n 5

" Het er ocy ctiangt'ynit 9¢s08 phosph&Fscericd weveleagtil ofjess itfan 880 oy di stil - | ati on under

reduced pressure (140C-0.1 mm Hg), were poured, dropwi se and with stirring,

over ond- h¥egropolyeyclic cpoplexgs aggordingrie amy ang b@laime 3w 6.ccherpairiisedgn Yratitite mylaeular

- react Fon niiitizphesapdiomabenagtirolingy anepcengcbonerne.peiithalepe. brbanyljapd temphenyl, azoben-

~ t enper at ur E"&AEPYHYRe: aYidig.fhe) bipuridings, the biquipglings, inRatticylar dhe piisoqyinolines apd theg f or
10 h at rofffPP °’QHae?ellPé’n poured in 600 g of ice. After filtration,

~the light S8BT %ﬁgllzed with 20 % aqueous anmonia with ef fi ci ent

- cool i 19 Th h}é g( 4\% |§Tw??r&4e}e t, ﬁglasen?ox en o?suﬁwﬂ W th water and

Loqu

aui noline of fornmula 10 This conmpound was manuf act ured from “Iﬂmﬂ[’

N wi N
under Wacaum

. obt ai ned (y| eld 90 9.

~ ~CH, —(O\/l—cnz- Q

25

o'l"f ne were

X being oxygen or hydrogen.

35

8. Macropolycyclic complex according to any one of Claims 3 to 7, characterised in that it consists of the

terbium or europium ion complexed by one of the macrocyclic compounds below:
2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaocctamethylene)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanthroline; 2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-
dioxaoctamethylene)bis(aminocarbonyl)]-1,10-phenanthroline; 9,10-[N,N',N,N'"-bis(3,6-dioxaoc-

40 tamethylene)bis(aminosthyl)lanthracense; 9,10-[N,N',N,N' -bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis-
(carbamoylmethyl)]anthracense; 1,1°-[N,N’,N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)}-3,3'-
bisisoquinoline; 6,6"-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-4,4'-diphenyl-2,2'-
bipyridine; 6,6'-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)}-2,2"-bipyridine; 6,6'[N,N',N,N'-
bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminocarbonyl)]-2,2"-bipyridine; 6,6',6",6',6'",6"""-bis[nitrilotri-

45 (methylene)] tris-2,2"-bipyridine; 2,2',2",9,9',9"-bis|nitrilotri(methylens)] tris(1,10-phenanthroline); 2,9-
[N,N',N,N'-bis(2,2"-bipyridine-6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanthroline;  1,1-[N,N',N,N'-bis-
(2,2-bipyridine-6,6'"-dimethyl)bis(aminomethyl)]-3,3"-biisoquinoline;  6,6"-[N,N',N,N'-bis(2,2'-bipyridine-
6,6’-dimsthyl)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2'-bipyridine.

s0 9. Macropolycyclic complexes according to Claim 3, characterised in that they correspond to the formula
(1) in which Z = N.

10. Macropolycyclic rare earth complexes consisting of at least one rare earth sait complexed by a

macropolycyclic compound, characterised in that the said macropolycyclic compound is chosen from
55 the compounds below:
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The 1-nethyl - 3- hydr oxyi soqui nol i ne thus obtai ned was then tosyl ated

A suspension of 41.5 g of 1-nethylepdp hetd4eed so- qui nol i ne vvasuwl(iﬂuﬂaiwumnm
pyridine (250 m) with cooling in an ice bath. p-Tol uenesul pho O ydEs T«
(70 g, 1.5 equivalent) was then progressively added over 30 mn. The yellow
starting material has then di sappeared. The 25 reacti on was nonitored by
thin | ayer chromatography. As soon he R { on was conpl ete, water (50

m ) was added and stirring was carr@wff further hour. The m xture
was diluted in 700 mM of water and_ fedtralized\with solid Na2CO3. The
precipitate formed was 30 filteﬁ-f\j, ref Ilyfﬁlashed w th water and

dried. 70.5 g of a non-hygroscopic, ir-\stJ;th’éuproduct were obtained (yield
86 % . The 1-nethyl-3-(p-tolylsul ph XYy)e.sgd4ui nol i ne thus obtai ned was

t hen coupl ed according to the procedu e V8! “escri bed by M Tiecco et al.

in Synthesis, 736, 1984. 1 1 of dinethylformam de (DWF), 236.3 g of

tri phenyl phosphiopgyadieh amie> 9 Of NG 2 6H20, which formed a dark bl ue-green
solution, were Introduced into a three- necked, round-bottormed fl ask

equi pped with a nagnetic

Ve N
9 O a2
@ - (22) pyridine amine
/©\
25 N
N
S
O w - (22) bipyridine
| lc 2 ’;z
N N

- (22) bipyridine amide

50
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- 38 - stirrer and purged with argon. Wen the terrperature' of the oil bath

reached 501C, 14.64 g of zinc poppgrggagesadded and the col ﬂﬂl“ﬂ“ﬂ‘"""lll"l"l
sol ution changed to brown- red. After one hour, the solutio

starting 5 material (70.5 g in 200 M of DWF), nanely 1-nethyl-3+(p? * *
t ol yl - sul phony2paappyrgiogui nol i ne, was rapidly added, dropwi se and with
stirring, and with heating at 50'C, which heating was mai ntained for 6 h.
After cooling to room tenperature, regcta m xture was poured into 10
4 1 of dilute amonia (1.5 1 of HZQ of 20 % NH3). A strong

ai rst feam was passed into the suspem¥on in der to oxidize the N o(Ph3P)4
conpl ex (ph = phenyl). The end QF‘{ he @xi dati o yes i ndi cated by the

di sappearance of the brown col our. WTTTe \sugpendi on was 15 filtered, washed
with water and placed in 400 m of 0 Y HJ tp convert the biisoquinoline
into jts water- insoluble hydrochlory U’ﬁe’guspensi on was stirred with
two portions of 400 ml of ethyl ether to renove the triphenyl phosphi ne and
the acidic layer was filtered and 20 washed with 100 mM of water and
acetone to renove the traces of Ph3P and of Ph3PO. The hydrochl ori de was

pl aced in a round-bottoned flask wt O mM of 20 % aqueous anmoni a and
stirrgd overnight to rel ease the bas¢.OThe white product obtained (26 g),
nanely 1,1'-dinmethyl -3, 3- 0 N \o

= /~~ /f@\ .
2 o /@\o

35

X=0, X

50 e \C-
@@ \lz\g/uh°ﬁ;3"/ X
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25 bi i soqui noline, was filtered, mashed carefully with water and dried
under Vvacuum (yield 81 % . This Prgpdy! {ittle sol ubi lit

majority of solvents and was slightly so ‘Pﬁ e irn CHC13 and; TMHI“H 1“"""””"'
1,1 -di nethyl -3, 3" -biisoquinoline thus 30 obtained was therf brton*nat ed*
to form1,1'-bis(brom- nethyl)-3,3"-bij gqqyj noline. 1.20 g of

1,1"-dinethyl -3, 3" -biisoquinoline were di ssol ved in 500 m of CCl4 at
reflux and N bronosuc -26 g, 3 equival eas) was added. After 10

mn, 35 10 g of 2, | propionitril wer e added. The
reacti dh was nonit hr omat ogr aphy wo ot her portions of
initiator (each 10}{ng) over|1 h. After 3't, the solution was
evaporated to dryng¢ss and the residue s treated wh 150 m of - 39 -
met hanol, stirred(gdr 30 mn and filt d. The sol Yned was washed
wth 100 ml of nethpanol. The filtra- n cake was under vacuum

di ssol véd in boili gt ) &nd quickly filtered. The product 5
precipitated overmiﬁﬂLi:;gireagige r (1.28 g - yield 68 9.
T
15

20

11. Macropolycyclic rare earth complexes consisting of at least one rare earth salt complexed by a

macropolycyclic compound of formula | according to Claim 3, characterised inthat Z = N, ® and ®

25 are two chains containing one or more oxygen atoms and in that @© corresponds to one of the
formulae below:

35 Oae c c,o

y ©
0
== —CH v I C- ; —CHy~CHj Q CHs-CHy—
“ ©

50

N
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b). Preparation of the nmacropolycyclic conpound of formula 12 A
suspension of 1,1'-bis(bronomegpyligpdeBer 10  biisoqui no ﬂl"Lﬂ“ﬁEﬂJ' |II| :
(100 mM) was added, over 3 h, to a stirred m xture of 1. 416 :
macrocycle and 3.39 g of Na2CO3 in 250 ml of CH3CN. Stirring was rai -
tained for 20 h. After filtration and washing with_CH3CN and evaporation, a
crude product was phed twice, first of
all through al um then.10 % CH30H in
CHA 2, . vol une/ vol efuent: 10 % CH30H in
CHC13f. The yield i.e. 14 % Another

purification arried out 20 by crygdtallization n1an et hanol / et her
m xture by vapoul?’ diff usi on. \3Prep8r%t|on of the rﬁg
(221bi i soct ui nolf nel conpl ex 24 5 (1/eqU|vaIent) of anhydrous europi um

nitraje were dissolved in 0.5 m of anhydrous CH3CN. The 25 sodi um
conplex of (22)biisoquinoline (37.0 ng) in 0.3 m of CH3CN wag—added and

the resulting m xture was treated accordi ng/t i bed in
Exanple 2 B. The pal e- yeIIOM/precipitate oH m  of
acetonitrile a Reat ed for 2 h. sol uti o bom
t enpegsat ure f chﬁMIl Formula 12
was obt ai ned.
or
N\ //
2 \
CH
Hz/c c\az Hf- \z
25
12. Macropolycyclic rare earth complexes consisting of at least one rare earth salt complexed by a
macropolycyclic compound of formula | according to Claim 3, characterised in that @ and ® each
o represent the group
\—
N N
85
/FHZ Cﬁi\
40
and © is one of the following groups:
45
50
55

58



- 40 - Exanple 9 Preparation of the (22)d' henyl bi pvri d

i Snobt oyt oo b (am nomehg 1O N mnyl l!llﬂgﬂmulmuuunm
17 16 r ~~Br O Br 18bl5pyrldlne (161

Preparati on of 6,6'-bis(bronnnethy| -4 4' di phenvl
Thi s conmpound was connerC|aIIy 3

4, 4" - di phenyl - 2, 2| ording to el ow. 10 -
6, 6' -di met hyl -4. 4 bipyridine um (3,
equi val®ent s) was agde under a nitrg fe, to d stirred

4, 4" - di phenyl -
rofuran (THF),

, 2" - bi pyridi
cooled wt
CHz 4

10 / \ /

anhydr ous tetrqp%
2

15

or
-/
20
25
13. Macropolycyclic rare earth complexes consisting of at least one rare earth salt complexed by a
macropolycyclic compound of formula | according to Claim 3, characterised in that Z = N; @, ® and
L/ © are identical and represent one of the heterocycles below:

30

35

© <Y - (B
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\
15 an ice bath. After this addition, the soluti-on was

further 30 mn under the sanme cogslptippige Bfhe dark red m mm’gﬂﬂmww

then heated and stirred at 401C for 3 h under nitrogen. :An*exce
was added slowly at 00C under 20 ni trogen. The organic phase was
separ at €4 Mpriorohieyclingenpernd poreespondingsto thetformatt:ed three times with _
di chl or onet hane. - 41 - Manganese dioxide (20 to 40 times the weight of
the starting material) was then addgd to the orange organic solution. The
m xture was stirred at roomterrp e for 30 to 50 min. The reaction was
monit®red by thin layer 5 A1203 - eluent: toluene).

Magnesi um sul phate was tDe 'ﬁQ;%L éu&gé rﬂtﬁhfrffered

stirred for an add® t++o ;
and the filtrate evaporate chromat ogr aphed on al um na 10
products were obtai ned:

(eluegt: toluene/hexane 1/1)
6, 6' -di net hyl -4, 4' -di phenyl -2, 2' - bNa¥ri di ne (0.85 g; 19 %
6- nonomet hyl - 4, 4' - di phenyl -2, 2' - bi pyri di ne (0.45 g;
in which Z is an atom chosen from nitrogen, carbon or phosphorus, R does not exist or represents
hydrogen, the hydroxyl group, an amino group or a hydrocarbon radical, the bivalent radicals ®. ®
15 and © are, independently of each other, hydrocarbon chains containing at least two atoms of carbon
and optionally one or more heteroatoms chosen from oxygen or sulphur and optionally interrupted by a
heteromacrocycle, at least one of the radicals @, ® and © comprising moreover at least one
molecular unit or essentially consisting of a molecular unit, the said molecular unit having a triplet
'\/ energy greater than that of the emissive level of the complexed rare earth ion and being chosen from
20 phenanthroline, anthracene, the bipyridines and the biquinolines, in particular the biisoquinolines, with
the proviso that, when Z is nitrogen and ® corresponds to one of the formulae below:

*

25

#,C CH 0=C C=0

% 30 ;’ \z / \

® and © are not simultaneously -(CHz)2-0-(CHz)2-O-(CHz)z-.

35 15. Compound according to Claim 14, characterised in that Z is nitrogen and @ and ® are
polyoxysthylenated chains.

16. Compound according to one of Claims 14 and 15, characterised in that it is one of the compounds
below:

40 2,9-[N,N",N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanthroline
2,9-[N,N",N,N'"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminocarbonyl)}-1,10-phenanthroline
9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminoethyl)Janthracene
9,10-[N,N’,N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis{carbamoylmethyl)]anthracene
1,1*-[N,N",N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-3,3"-bisisoquinoline

45 6,6"-[N,N',N,N'"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2'-bipyridine.

17. Compound according to Claim 14, characterised in that the said compound is such as defined in any
one of Claims 9 fo 13.

50 18. Compound according to Claim 14, characterised in that it is 6,6',6",6",6"",6"""-bis[nitrilotri(methylene)-
Tiris-2,2"-bipyridine; 2,9-[N,N',N,N"-bis(2,2"-bipyridine-6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanth-
roline; 1,1°-[N,N',N,N'-bis(2,2"-bipyridine-6,6'-dimethyl)bis(aminomethy!)}-3,3'"-bisisoquinoline;
2,2',2",9,9',9"-[nitrilotri{methylene)ltris(1,10-phenanthroline); 6.6'-[N,N",N,N'-bis(2,2'-bipyridine-6,6'-
dimethyl)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2"-bipyridine.

55

19. Biological complex, characterised in that it consists of a biologically active molecule associated by
coupling with, or adsorption on, a macropolycyclic rare earth complex such as defined in Claims 1, 3 to
13.
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15 10.8 % - 6,6.'-Dimethyl -4, 4" - di phenyl -2, 2' - bi pyri di
A sol ution of mchl oroperbenzoic @&14@4957319 - 3.3 mol ) | n Eﬂm mmﬂ glll
m ) was added gradually to a 20 250 m  round-bottomnmed

a solution, stirred and cooled in an ice bath, of the above conmpound (0. 28
g, 0.83 n#®|Biclagicalcérmpion faoeording6i0 Gdin . 19 Stharacteringd \iva thatc the: thiologieally factive 3ndculelis i ng
whi ch t he nickesgp dromcantigess, tantihodiess tmonerlong antiwries, dragreentst andeAb-f§ment combinations,The
reacti on mi Xdygscregrpiors, hemnopes. Wprmpanah resepters, chiclarin stoteisssaninaraeidsi peplidssnvituess,

sol ution (3.VamifpInyciqoides 30 pPrivRycledtides. enayamas: cheistrubeiralpm dectisp Avdisiceapidgn@NA and
evaporaied iMer vacuun1 The residue was redissolved in dichloro- 30

nmet hane ) ass d throu h a basic  alumna colum. |t was

chr omat og egiﬂ’% of %QQ f’%‘ A Lian q'%ﬁu?ﬁa Hsgd dp dfiet ity eomsisis |"P ely
purify the $§I§§3 > i)negrare W b :macrop ycyc l(:j compound such as defined in Claims 1,

6. 6' - Bi, (ace oXyner (TTQ Hmeﬁ’nh@% fresaideompgund. i pyridine 0.21 g (0.57
mol ) of ciahﬁ‘sf% ﬁi\é%l thadtihg®tRl | gy anhydride (1.3 nl) was heated for

one hour at ref The SO utlon was concentrated under vacuum and tol uene
was addedqu rl\ﬁétﬂodtch%xaﬁﬁﬂt STORE fbbreskdhe 15t %1 rloCoallfiSon, characterised in that it consists in

complexing a rare earth ion with a macropolycyclic compound of general formula | below or one of its
15 salts

20

25

in which Z is an atom chosen from nitrogen, carbon or phosphorus, R does not exist or represents
hydrogen, the hydroxyl group, an amino group or a hydrocarbon radical, the bivalent radicals @, ®
. and © are, independently from each other, hydrocarbon chains containing at least two atoms of
(O 30 carbon and optionally one or more heteroatoms chosen from oxygen or sulphur and being optionally
interrupted by a heteromacrocycle, at least one of the radicals @, ® and © moreover comprising at
least one molecular unit or essentially consisting of a molecular unit, the said molecular unit having a
triplet energy greater than that of the emissive level of the complexed rare earth ion, and in exciting the
molecular unit of the said macropolycyclic compound.
35

2, Method for obtaining macropolycyclic compounds of rare earths, characterised in that it consists in

reacting at least one rare earth salt with a macropolycyclic compound of formula:

40

9

in which Z is an atom chosen from nitrogen, carbon or phosphorus, R does not exist or represents
50 hydrogen, the hydroxyl group, an amino group or a hydrocarbon radical, the bivalent radicals @, ®
and © are, independently of each other, hydrocarbon chains containing at least two atoms of carbon
and optionally one or more heteroatoms chosen from oxygen and sulphur and optionally interrupted by
a heteromacrocycle, at least one of the radicals @, ® and © moreover comprising at least one
molecular unit or essentially consisting of a molecular unit, the said molecular unit having a triplet
65 energy greater than that of the emissive level of the complexed rare earth ion, with the proviso that,
when the rare earth salt is a europium or terbium salt, Z is nitrogen, @ is -(CHz2)2-0-Cs Hs Ry -O-(CHz).-
with Ri = Hor NHz, ® and ® are not simultaneously one the -(CHz)2-0-(CHz)2-O-(CHz)z- radical
and the other the -(CH2).-O-(CH:2)2- radical, and that, when the rare earth salt is a lanthanum or
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- 42 - formed. The resulting solid was redissolved in dichl

washed with a 10 % aqueous sodi ugp Bi1geadpgat e sol ution, dl’llm Nr"ﬂmmrm””
sol vent was evaporated. The crude 5 product was passed throug ca silwucas ge=
columm and eluted with dichloronethane to give 0.126 g (49 %yield) of the
expect ed comrseodymium salf 'is- Biregehr (@Diset(WDz)O-aslﬂNHdomiﬁhul ®. 2id Opwre dtne 16
A stirred Souitaneaysly d€HAHQR(Gblvand clGHpoOeHLO-(CHEB. 053 g; 0.117 mmol) and
of 47 % hydrobromic acid (0.9 nl) was heated for 4 h at 1300C. The

sol uti orf th%é‘i?“é't%l"%&?'af"nh aChEPCcREsad i fhelethp dwdrocarbgn ghaings arguarvsthylanated 40 i
of chPor of B?W@"%Mﬂ"sfhereto and t hen, gradual ly, a saturat ed sodi um
car bonat to until the pH t he, sol ution
becones &‘gﬁh?‘h r#'ﬂ%% %Tf q'?nﬁggs@éé a'%"éeﬁ'é"?ddf‘ St A e ﬁ@thdﬂfhﬁc?ﬂ%s%ﬁ%‘ge was

extract ed W ?pn"m m orufar Al'l the organic fractions \l/ver e
nb t '
Col unit vk ¢ Ny ARy 56 any R, & amd, 2% 4 q“?"y it Bb?* BB ot hale ™ "

6. Method according to any one of Claims 2 to 5, characterised in that the molecular unit is chosen from
phenanthroline, anthracene, benzene, naphthalene, biphenyl and terphenyl, azobenzene, azopyridine,
15 pyridine, the bipyridines, the biquinolines, in particular the bisisoquinoclines and the compounds having
the formulae below: '
=C2Hy-X1-Cs Hy -X2-Cz Ha-
-C2Hs-X;-CH2-Cs Hy ~-CHz-X2-C2He -
\/ in which X; and Xz, which can be identical or different, represent oxygen or sulphur;

v [O
25 -——C—Q-C

35

40

X being oxygen or hydrogen.

45 7. Method according to any one of Claims 2 to 8, characterised in that the macropolycyclic complex
consists of the terbium or europium ion complexed by one of the macrocyclic compounds below:
2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-1,10-phenanthroline; 2,8-[N,N',N,N'-bis(3,6-
dioxaoctamethylene)bis(aminocarbonyl}}-1,10-phenanthroline; 9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoc-
tamethylens)bis(aminoethyl)]anthracene; 9,10-[N,N',N,N’,-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis-

s0 (carbamoyimethyl)]anthracene; 1,1"-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-3,3'-
bisisoquinoline; 6,6'-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2'-
bipyridine; 6,6'-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-2,2'-bipyridine; 6,6™-[N,N',N,N'-
bis(3,6-dioxaoctamsthylene)bis(aminocarbonyl)}-2,2"-bipyridine; 6,6',6",6"",6"",6" " -bis[nitrilotri-
(methylene)] tris-2,2-bipyridine; 2,2',2",9,9',9"-bis[nitrilotriimethylene)] tris(1,10-phenanthroline); 2,9-

65 [N,N',N,N"-bis(2,2'-bipyridine-8,6"-dimethyl)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanthroline;  1,1-[N,N',N,N'-bis-
(2,2'-bipyridine-6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)}-3,3'-bisisoquinoline;  6,6™-[N,N',N,N'-bis(2,2"-bipyridine-

' 6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)]-4,4'-diphenyl-2,2'-bipyridine.
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of Formula 16 were obtained. b) Preparation of the
rNa+C( 22) di phenvl bi pyri di ne Bri Ss@plo fdo 4oyl @ 18 25 (! m me”!’”m
* Nc

reaction was carried out according to the procedure describe
B, using: 21.2 ng (0.081 mmol) of the N204 macrocycle of Formula 17 43

(0. 40 mmoB.) MNgfthod @chiotdling ¢aClBimrPatharad@rised imghat @ isOftbgemo| ) of the di broni de of
Formula 16. 30 29.8 ng (yield 53 %9 were obtained of the conpl ex
of For nul & Mpthod according to Clajm 2, chargciqrised in fgt the said macropolycitlic gompound is shoséh from
Exanpl e 10 s copaeusds kAipwof t he di phenyl bii yri di nebi sbi- pyridine

macr opd ycyclic conplex of Formula 19: 6,6'-

rNN' , N.N -rbis(2,2"-bipyridine-6,6'-dj yI~||s- '
(am nomet hvl ) 1- 4, 4' - di phenyl -2. 2' b|@g| e 19 Na
~~~Br

10 0=5

\/‘/\_/\—\N/ e

Ko o

15
- (22) pyridine amide

N
<y hY
N /A A
\._/o\_/c\/
25 - {22) pyridine amine |
G
O f
30 h ,O O\JN
o)
- (22) bipyridine
35
O
40 IC 2 riz
N b, o X
N\
\—
45
- (22) bipyridine amide
. O o)
60 N

l |



- 44 - The procedure of the above exanple was repeated usin

A4 - T : g :
orep i mcronyc < of Form e bsiogeems < 5 v o ece R IAMILIND

bi spyridine macrocycle 5 31.1 ng (0.063 mml) of the bibrom de of Formula
16 0.1 ng (0. 922 mep¥ridinef sodi um car bonate. The reaction lasted 23 h and the
conpound of Fornula 19 was obtained with a yield of 20 % 10 Exanple 11
Preparati on of the isoguinolinebisbipyridine macroRol ycyclic conmpound of
Formula 20: 1,1'-rN.N . NN - e N

rbis(2.2' -bipyridine-6.6'-dinethyl) éﬁgﬁgiéthvl)l- 3.3 -biisocuinoline
o e 20 f; Xb=14 "EN he procedure of Exanple 8 was
repeated using the 15 bisbipyriarhb,nﬂQQg?xﬁkecﬁg Formula 5 in place of the
N204 nmacrocycle of Formula 11. EquiMmol e a A%Dunts of the compound of
Fornuka 5 and of the di brom de of #Q%EngflO re used and the conpound of
For nu

macropol y- 20 cylic conpound

i ,,/133]‘\\
¢] N 0

/
” ' ‘:":’ 0\\\32 Tj

a 20 was obtai ned. Exanple 12 Pr ari on of the (22)bipyridine

‘\~%._——R X=0,E
X
) cn"g“~u/F_\°f_“\¢r—ﬂ\
@@\Q/ : \_.A__/\__)‘ cl - X
o/
45 N

e N Y anWan NS EF
So \"’\5/’\ A AT

80

55
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The reaction was carried out according to the procedure of Exanp Ie 5, Us

t he N204 macrocycl e of - 45 - gprgvdoebB1 N pl ace of the bi I‘ﬂ@“‘“‘
macrocycle of Formula 5, and the nmacropol ycyclic conpound of F

obtained: 21 Na + ~~~Br Exanple 13 5 By carrylng out the
reaction according to the procedure of Exanple 1 with the macropol ycyclic
conpounds obtai ned according to Exanpl g Lo 12, the macropoly- cyclic

conpl exes bel ow were respectively obtalne [Eu3+CX 2) bi pyridine]: Eu3+

complex of 6,6"-[N, N Né——aq
bi s( 3, 6> dloxaoctanet er )bIS anln net hyl )] -2, 2 byri di ne
[ Eu3+C( bpy. bpy. bi i of 1,1 , N -
(bis2,2"-bipyridinge- - |s( nlnonethyl)]‘s 3 - bi i soqui noline 15
[ Eu3C(22) di ph. bpy]§ Eu + conplex -[ NN,

bi s(3, Qodloxaoct hylene)bls(anlno yl)h{4 4 ‘) CD

phenyl -2, 2' - bi pyr /gi ne

208>

\ o\ O

. () ¥ (e

10. Method according to Claim 2, characterised in that Z = N, @ and ® are two chains containing one or
25 more oxygen atoms and in that © corresponds to one of the formulae below:

O c=¢°

36 /

o

—C— H —C?.:!—C'Az Q C':Ii—C?.z—

@@@

50

55
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[ Tb3+C(22) bi pyridine]: Th3+ conplex of 6,6-(N N NN -
bi s(3, 6- di oxaoct aret hyl ene) bi s( agp paghag2 Bl - 2, 2' “bi - ?jmﬂlﬂmnl“ "III "I“l
Li kewi se, by carrying out the reaction accordlng to the pr o

Exanple 5, the [Eu3+C(trisphenanthro- |ine macropol ycycle)] conplex ( Fu3¥
conplex of 2,2',2",-

9,9 ,9"-bis[nitrilotri( 46 - |line) was
prepared by using 6,6'- |an1ne
macrocycl e. The corresp ;
charalteristics bel ow 6) 5

Cal cul ated: C 65.7 . 65. 23 H
4.26 N 13.10 1H - CDC13 sol vent®ip 03 H=45 (very broadgseB 12H, CH2)
7.66 (d, J = 8.1/ 6H, HC(3), H-C(\S)) 10 J 7.78 (s, 6H,

H C(5),, HC(6)) 8.27 (d, J =8.1, 6H HC4), HC7)) Fluorescent

characteristics of the crYvtates of the i nvention a) Excitation peaks for
a given em ssion wavel ength <3§§i: <<:> .

QO O)
O)— o

-, [ / \

25

% /ca., czti
40 and © is one of the following groups:

/A
Hzc/ _\C':{ " / \

2

/ \ / K

50

55
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15 For each conplex, the excitation wavel engt hs

for a Qgiven enission wavel ength, ¢pag fgyagedds stic of the r\zgﬂ“mmllmﬂu"mt‘llll
t he conpl ex; the excitation peaks recorded do not correspond*tocthose of *

the rare earth ion on its own. Mreover, it has been 20 observed that, by

exciting the conplex at the wavel ength corresponding to the ex tion peak
det erm ned above, the fluorescence naxi mum aracteristic ?i:f e rare
earth ion. The above determ nati ons were ca out with a 2

Perkin-Elmer LS 5 spectroneter _under the erating condit

Tabl e 15 bel ow. Nbasurenent fo ye lifetine of the europi um and
R 30 ram of the pgak Sjtua bet ween

terbi um crypt &
610 and 620 n Netween FH and

recorded on an LS 2 the solution b
absor ptjon peaks. cordi ng as arrled out in "phosphorescenc
the value of the ndow was fixedN\at 1 nms = tg.”/ The 35 recordi
carried out at -'s,everal td (time del'6§) val uegCie. 0.1, 0.2, 0.3,
0.5 nms. The |n5ﬁn5|ty of the peak It \nas ng;sured and v was deternl d by
t he formul a:

15

node and

12. Method according to Claim 2, characterised inthat Z = N; @, ® and © are identical and represent
one of the heterocycles below:

20

25

35

50

55
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T L T 57 O et 15 ey recort o

results obtained appear in Table Il bel ow O ov in O 4C*ul ¢40+-.4"%4 - *
0 o] 04 0~ ~~~~~ ez -~~~ oV 0
45 - E S ninzwhi¢h~Z-is(an atom chosen fronDnitiog@h, carbon or phosphords]’R GoeXAotOexisDor refebéehis 1 0%
~l m  OnqLhydrogen, the hydroxyl grougkian-emino-greup-er-a-hydrocarbon rddicakl the bivalbnt radicals @ YV®
and © are, independently of each other, hydrocarbon chains containing at least two atoms of carbon
and optionally one or more heteroatoms chosen from oxygen or sulphur and optionally interrupted by a
5 heteromacrocycle, at least one of the radicals @, ® and © comprising moreover at least one
molecular unit or essentially consisting of a molecular unit, the said molecular unit having a triplet
energy greater than that of the emissive level of the complexed rare earth ion and being chosen from
phenanthroline, anthracens, the bipyridines and the biquinolines, in particular the bisisoquinolines, with
the proviso that, when Z is nitrogen and @ corresponds to one of the formulae below:
10

O O
15 N N—-\

H,C cH 0=C C=0

7 \ / \

20 _
® and © are not simultaneously -(CHz)2-O-(CHz2)2-O-(CHz)2-, characterised in that it consists in
condensing chemical compounds each comprising one of the radicals @, ®, and © and terminal
groups capable of being substituted or comprising radicals which can easily be eliminated.

25 14. Method according to Claim 13, characterised in that Z is nitrogen and ® and ® are polyox-
yethylenated chains, characterised in that it consists:
1) in reacting:
- the nitrogen-containing macrocycle consisting of the two polyoxyethylenated chains with
. - a hydrocarbon chain comprising the said molecular unit, the said chain having cleavable
—/ 30 terminal groups such as, for example, halo groups, in an anhydrous solvent and optionally in
the presence of a reducing agent such as sodium hydride or sodium carbonate, and
2) optionally in converting the salt obtained into a free macropolycyclic compound.

156. Method according to one of Claims 13 and 14, for obtaining the compounds below:

35 2,9-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-1,10-phenanthroline;
2,9-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminocarbonyl)]-1,10-phenanthroline,
9,10-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminoethyl)]anthracene;
9,10IN,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(carbamoylmethyl)]anthracene;
1,1"-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis{aminomethy!)]-3,3"-bisisoquinoline;

40 6,6'-[N,N’,N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylene)bis(aminomethyl)]-4,4'-diphenyl-2,2'-bipyridine.

16. Method according to Claim 13, for obtaining the compounds below:
6,6',6",6"',6"" 6" "-bisInitrilotriimethylene)Jtris-2,2"-bipyridine; 2,9-[N,N',N,N'-bis(2,2"-bipyridine-6,6'-
dimethyl)bis(aminomethyl)}-1,10-phenan throline; 1,1'-[N,N’,N,N'-bis(2,2"-bipyridine-6,6'-dimethyl)bis-
45 (aminomethyl)}-3,3'-bisisoquinoline; 2,2',2",9,9',9"-[nitrilotri(methylene)ltris(1,10-phenanthroline); 6,6'
[N,N',N,N'"-bis(2,2'-bipyridine-6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2'-bipyridine.

17. Method for preparing a biological complex, characterised in that a biologically active molecule is
associated by coupling with, or adsorption on, a macropolycyclic rare earth complex obtained by a
50 method such as defined in one of Claims 2 to 12.

18. Method according to Claim 17, characterised in that the biologically active molecule is chosen from
antigens, antibodies, monoclonal antibodies, fragments and Ab-fragment combinations, drugs, recep-
tors, hormones, hormonal receptors, bacteria, steroids, aminoacids, peptides, viruses, vitamins,

65 nucleotides or polynucleotides, enzymes, their substrates, lectins, nucleic acids, DNA and RNA.
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1. Verwendung von makropolyzyklischen Komplexen von ssltenen Erden, die mindestens aus einem Salz

5 von seltenen Erden bestehen, das durch eine makropolyzyklische Verbindung der allgemeinen Formel:

[EEY
S-b

o —

10

-~ R I

[y ]

« ®
5

komplexiert ist, in der Z ein Atom, ausgewdhit aus Stickstoff Kohlenstoff oder Phosphor ist, R nichts ist

o oder Wasserstoff, dis Hydroxygruppe, eine Aminogruppe oder ein Kohlenwasserstofiradikal darstelit,

20 die bivalenten Radikale @, ® und © unabhingig voneinander Kohlenwasserstoffketten sind, die

mindestens zwei Kohlenstoffatome umfassen und gegebenenfalls ein oder mehrere Heteroatome, die

aus Sauerstoff oder Schwefel ausgewi#hlt und gegebenenfalls durch einen Hetero-Makrozyklus unter-

brochen sind, mindestens eines der Radikale ® , ® oder © zusitzlich mindestens ein molekulares

Motiv aufweist oder im wesentlichen durch ein molekulares Motiv gebildet ist, das molekulare Motiv

25 eine Triplett-Energie besitzt, die hher ist als die des Emissionsniveaus des komplexierten seltenen

Erdions - als Markierungen von biologischen Produkten in den immunologischen Detektions- und
Bestimmungsverfahren durch Fluoreszenz.

c 2. Verwendung gem#B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die besagien Komplexe von seltenen

(O 30 Erden durch ein Radikal substituiert sind, das ausgew#hit ist aus den Radikalen Alkylamino, Arylamino,
Isothiocyano, Cyano, Isocyano, Thiocyano, Carboxyl, Hydroxyl, Mercapto, Phenol, Imidazol, Aldehyd,
Epoxid, Halogen : von Thionyl, von Sulfonyl, von Nitrobenzoyl, von Carbonyl; Triazo, Succinimido,
Anhydrid, Halogenacetat, Hydrazino, Dihalogentriazinyl.

35 3. Makropolyzyklische Komplexe von seltenen Erden, die mindestens aus einem seltenen Erdsalz beste-
hen, das durch eine makropolyzyklische Verbindung der Formel:

o (O
| / ()

\B -

™~~~

™~
o
-t

o«
)

komplexiert ist, in der Z ein Atom, ausgew&hlt aus Stickstoff Kohlenstoff oder Phosphor ist, R nichts ist
50 oder Wasserstoff, die Hydroxygruppe, eine Aminogruppe oder ein Kohlenwasserstoffradikal darstellt,
die bivalenten Radikale @ , ® und © unabhingig von einander Kohlenwasserstoffkstten sind, die
mindestens zwei Kohlenstoffatome umfassen und gegebenenfalls ein oder mehrere Heteroatome, die
aus Sauerstoff und Schwefel ausgewihit und gegebenenfalls durch sinen Hetero-Makrozyklus unterbro-
chen sind, mindestens eines der Radikale @ , ® oder © zusitzlich mindestens ein molekulares
85 Motiv aufweist oder im wesentlichen durch ein molekulares Motiv gebildet ist, das molekulare Motiv
eine Triplett-Energie besitzt, die hBher ist als die des Emissionsniveaus des komplexierten seltenen
Erdions, vorausgesetzt, daB,
wenn das seltens Erdsalz ein Europium- oder Terbiumsalz ist, Z Stickstoff ist, @ -(CHz)2-0-CsHsR1-O-
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10 . rq~~ - @ -4 0 0 40 }
o In W "0 In xn-—gpoltabbe2s ) AR ONRY V11
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04 8 EX (PHz2)2- mit Ry = H oder NH: ist, ® und © hicht gleichzeifig das ein@ d&-Radikel~(CH2 )prOr(OH)% -

Nn N O-(CHz)¢+ und das andere das Radikal -(CHz)2-O-(CHz)z- ist und da8,

oM m wenn-das seltene [Epgisalz ein Lanthaxy\pder gin Praseodymsalz ist, @ StipkstgH istg @ (-(CHz2)2-0O-

RR 9 - 1 4CsHaNH2-0-(CHz)z-= ist, B) unq &> night gleighzeitig -(ng))g-o-(CHz)g- nd «(CHz2)2-0-(PHz)2-0-(CHz)- ~

' ds 2- sind, als neue Produkte. M X ) 10 - ~ ~ o)

N 4 K A jadueh gekennbei i 3 f

4aS H . Kompl e@gm.’iB H:spruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Kohlenwassers{offlwtten Oxyethylen-

0 ! o??r Polyoxysethylen e&en W

10 5. Makropolyzyklische Komplexe gem&B einem der Ansprliche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB
das seltene Erdion ausgewihit ist aus Europium, Terbium, Samarium und Dysprosium.

6. Makropolyzyklische Komplexe gem4B irgendeinem der Ansprliiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
daB der Motiv-Energiedonor eine Phosphoreszenzwellenlénge unterhalb von 580 nm besitzt.
15
7. Makropolyzyklische Komplexe gem#B irgendeinem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dal das molekulare Motiv ausgewdhlt ist aus Phenanthrolin, Anthracen, Benzol, Naphthalin, den Bi- und
Terphenylen, Azobenzol, Azopyridin, Pyridin, den Bipyridinen, den Bichinolinen, insbesondere den
\_ Biisochinolinen und den Verbindungen der nachfolgenden Formeln:
20 =C2Hs-X1-Cs He -X2-C2 Hs -
-C2Hg-X1 -CH2-Cs Hy -CHz-X2-C2 Hy -
in denen X1 und Xz gleich oder verschieden sein kdnnen, Sauerstoff oder Schwefel bezeichnen;

25 0 --0
: (O] :

0 o
' O P o\
N
X X
35 - - - -
C-CH,~0 /0 CH,~C

: (0)—~0)

45
X Sauerstoff oder Wasserstoff ist.

8. Makropolyzyklischer Komplex gemaB irgendsinem der Anspriiche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet,
daB er aus dem Terbium- oder Europiumion, das durch eine der nachfolgenden makropolyzyklischen

50 Verbindungen komplexiert ist, besteht:
2,9-[N,N",N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)]-1,10-phenanthrolin,  2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-
dioxaoctamethylen)bis(aminocarbonyl)}-1,10-phenanthrolin, 9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)-
bis(aminoethyl)]anthracen, 9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis{carbamoylmethyl)janthracen,
1,1"[N,N",N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)}-3,3'-biisochinolin,  6,6'-[N,N',N,N'-bis(3,6-
55 dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2"-bipyridin,  6,6'-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctame-
thylen)bis(aminomethyl)]-2,2-bipyridin,  6,6'-IN,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminocarbonyl)}-
2,2-bipyridin,  6,6°,6",6"",6"""-bis[nitrilotri(methylen)]tris-2,2'-bipyridin,  2,2',2",9,9',9"-bis[nitrilotri-
(methylen)]tris(1,10-phenanthrolin), 2.9-[N,N',N,N'-bis(2,2'-bipyridin-6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)]-
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N N- Malgppplyzyklische Komplexe gemé8 Anspruch 3, dadurch gekennzeichnat,ylaB sie Formel (I) entspre- 0
0 085 chen, in der Z = Nist.

10. Makropolyzyklische Komplexe von seltenen Erden, die aus mindestens einem seltenen Erdsalz beste-
hen, das durch eine makropolyzyklische Verbindung komplexiert ist, dadurch gekennzeichnet, daB die
makropolyzyklische Verbindung aus den nachfolgenden Verbindungen ausgewéhit ist:

10

15 0= o 0 X0
. Lo oS
—
20
- (22) Pyridinamid
O
% ;\\Q\ﬂ
. N\ N
— =0
- (22) Pyridinamin
i@
35 N.
N\ \ O\__/N
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p - (22) Bipyridin
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11. Makropolyzyklische Komplexe von seltenen Erden, die mindestens aus einem seltenen Erdsalz beste-
25 hen, das durch eine makropolyzyklische Verbindung nach Formel (I) gem&B Anspruch 3 komplexiert ist,
dadurch gekennzeichnet, daB Z = N, @ und ® zwei mono- oder polyoxygenlerte Ketten sind, und

daB © einer der nachfolgenden Formeln entspricht:

o ©,
OO O,—0
35 N ‘N ’ N N
O c=0° H.C CH,
° N |
‘“
- O
4 --—'é-—ca2 @ CH,— c— ; ~CH5CH3 @ Cy-CH,—
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* C L MS * - 52- 0180492 CLAI Ms f
Contracting States: BE, CH, DE, Figpdfbodozeil! . LU N, SE ||l| llm "ﬂll”m
Application, as |abels of biological products in methods o

detection and determ nation by 5 fl uorescence, of nacropolycyc ic rare
earth conpl exes consisting of at |east one rare earth salt conpl exed by a
macropol ycyclic conpgun | formul
Z - Rinwiich Zis fromnig ) é nyor 10

phosphorus, R does nyt i presents gen, o hydr oxyl group, an
am no droup or a hydyoc cal , the byvallent rBargals and @

are, independentl rom each ot hen, hydroc rbon chai ns cpntaining at |east
two atons of carb and optional | \*fne op=gore 15 het eceat ons chosen from
oxygen or squhurJan bei ng optlonSXIy i ntyerrupted by a heteromacrocycl e,

at Ieagt one of the radicals D, or @ noreover conprising at |east
one nolecul ar unit or essentially consisting of a nolecular unit, the said
nmol ecul ar unit having a 20 triplet energy greater than that e

em ssion | evel of @

’ O \O oder Q

- ’ " | / \

H,.C CH

v \:

N

.

25

12. Makropolyzyklische Komplexe von selienen Erden, die mindestens aus einem seltenen Erdsalz beste-
: hen, das durch eine makropolyzyklische Verbindung der Formel (I) gem&B Anspruch 3 komplexiert ist,
— dadurch gekennzeichnet, daB @ und ® jeweils die Gruppe

35 N N

2 2
. / ) \

D s GRA RN

55 : \ / {



the conplexed rare earth ion. 2. Appl i cation according

characterised in that the said gpre1gdgelBicompl exes are subs“m MHE L””III :
radi cal chosen fromthe al kyl am no, aryl am no, i sothio-

i socyano, thiocyano, carboxyl, hydroxyl, nercapto, phenol, im dazole,

al dehyde, epoxide, thionyl halide, sul phonyl hali de, nitrobenzoyl hal i de,
carbonyl halide, triazo, succinimdo, anhy
di hal otriazinyl radicals. 30 3. As
rare earth conpl exes consisting of atodeea

by a %racr opolaeycl i ¢ conpound ¢ Qr mul a: :
53 - RZ {‘:::’, -Rin whic

chosen from
{ s hydr ogen,
5 t he

her,

nitrogen, ca ;
t he hydroxyl groy oup or a hydrocy
bivahgnt radi cal s Q are, independen
hydr ocar bon chagﬂg containing &f |east two atdns of carbon a optionally
one or nore heE oat oms chosen f eg1oxygeq%gnd sul phur and opthgglly

i nterrupted 2 \3 //’ N

15

13. Makropolyzyklische Komplexe von seltenen Erden, die mindestens aus einem seltenen Erdsalz, das

\/ durch eine makropolyzyklische Verbindung der Formel (l) gemaB Anspruch 3 komplexiert ist, bestehen,

20 dadurch gekennzeichnet, da8 Z = Nist, @, ® und © identisch sind und einen der nachfolgenden
Heterozyklen darstelien: :

25

Oy—(O
— %

35

50
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by a heteronacrocycle, at |east one of the radicals |, nor eover

conpri'sing at |east one nol ecul ar gpry jsooz2gsenti al |y consm,, m l"mm'"

nol ecul ar unit, the said nolecular unit having a triplet e ’m .
t han that of the em ssion | evel of the conplexed rare earth ion,

provi so t HatMakigbalvzyklisnhe Verbiadung ptépreshdnd dersFommel:5  eur opi um or ter b| um sal t :
Zis nitrogen, G is -(CH2)2-0- C6H3R1-O (CH2)2- with RL = Hor NH2, B
and C are not sinultaneously one t -(CH2) 2-0- (CH2 ) 2-- (CH2 ) 2-
radi cal and the other the -(CH2)2-. radi cal, and that, when the rare
earth falt is a |anthanum or 20 Z is nitrogen, IS

- (CH2) 2- O- C6H3NH2- O { CH2) 2/ ngt SI mul t aneousl y
-(CH2) 2-- (CH2) 2- "and °© Gonpl exes
according to Cl aim 3, charactem e hydrocar bon chains are
oxyet hy] enated or poly- 25 oxye d chains. 5. Macr opol ycyclic

conpl exes according to one of C ains or 4, characterised in that the rare
earth ion is chosen from europium terbium samariumand dyspros- ium 30

6. MachipRer ¥ Coi Iatom, GBI stis AiieidioH] RéhiehnStotP B¥er BHBscbr s, H Wlents idk Do
char act er i saghsishstdi @l HydRxRNPPE]YelrdORRRogHpbd oA iR KEHRARIBLGH SMACRrstolt, die
wavel ergt h ®fvalbiténSRidkaie @O ®Mund © unabhlingig voneinander Kohlenwasserstoffketten sind, die
mindestens zwei Kohlenstoffatome umfassen und gegebenentfalls ein oder mehrere Heteroatome, die
aus Sauerstoff oder Schwefel ausgewéihlt und gegebenenfalls durch einen Hetero-Makrozyklus unter-
brochen sind, mindestens eines der Radikale @, ® oder © =zusitzlich mindestens ein molekulares
U Motiv aufweist oder im wesentlichen durch ein molekulares Motiv gebildet ist, das molekulare Motiv
20 eine Triplett-Energie besitzt, die hSher ist als die des Emissionsniveaus des komplexierten seltenen
Erdions und ausgew&hlit wird aus Phenanthrolin, Anthracen, Bipyridin und den Bichinolinen, insbeson-
dere den Biisochinolinen, vorausgesetzt, daB, wenn Z Stickstoff ist und @ einer der nachfolgenden

Formeln:

25

0=C c=0

/- \

85 entspricht, ® und © nicht gleichzeitig -(CH2)2-0O-(CHz)2-0-(CHz)2- sind.

156. Verbindung gem#B Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB Z Stickstoff ist und ® und ®
Polyoxyethylenketton sind.

40 16. Verbindung gem#B sinem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine der
nachfolgenden Verbindungen ist:
2,9-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanthrolin,  2,9-[N,N',N,N"-bis(3,6-
dioxaoctamethylen)bis(aminocarbonyl)]-1,10-phenanthrolin, 9,10-[N,N’,N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)-
bis(aminoethyl)]anthracen, 9,10-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(carbamoylmethyl)Janthracen,

45 1,1"-[N,N’,N,N'-bis(3,8-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)]-3,3"-biisochinolin,  6,6"-[N,N',N,N'-bis(3,6-
dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)}-4.4'-diphenyl-2,2"-bipyridin.

17. Verbindung gem#B Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung so ist, wie in irgendei-
nem der Anspriiche 9 bis 13 definiert.
50
18. Verbindung gemiB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB sie 6,6',6",6™,6"" 6" "-bis[nitrilotri-
{methylen)]tris-2,2'-bipyridin, 2,9-[N,N',N,N'-bis(2,2'-bipyridin-6,6'-dimethyl)bis{aminomethyl)}-1,10-phen-

anthrolin, 1,1-[N,N',N,N"-bis(2,2'-bipyridin-6,6"-dimethyl)bis(aminomethyl}}-3,3'biisochinolin,
2,2',2",9,9',9"-bis[nitrilotri(methylen)tris(1,10-phenanthrolin), 6,6'-[N,N’,N,N’-bis(2,2'bipyridin-6,6'-dime-
65 thyl)bis(aminomethyl)}-4,4'-diphenyl-2,2"-bipyridin.

19. Biologischer Komplex, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einem biologisch aktiven Molektil besteht,
das durch Adsorption auf oder Kupplung mit einem makropolyzyklischen Komplex von seltenen Erden,

77



7. Macropol ycyclic conpl exes according to any one - -

to 6, ‘characterised in that the pmbagokggsynit is chosen f”!m" m‘u&mum’

phenant hrol i ne, ant hracene, benzene, naphthal ene, bi phenyl
azobenzene, azopyri- dine, pyridine, the bipyridine, the b|qU|noI|nes

in‘s

parti cul ar wielinedeniAnsnrighenilo B ibisd 8 definigrt,tasseziipdispounds havi ng the formul ae bel ow

- C2H4- X1- C6H4- X2- C2H4- - C2H4- X1- CH2- C6H4- CH2- X2- C2H4- in which X1 and X2,

whi ch ceﬁq BlalogigebertKomalex gamadiAnsnsich 19, dadurch gekespreicnst dakdas gislegienh asliye Melekll 0~~
~~~~~~ ewﬁyét wird augden Ag@genen, don Antlkbrpern, den n)qnq) onal AntikGrgpm, den Fragmepnien _ C—

0
/' X bin %E@‘H’"ﬁ fon mn i I 07, RESSRIDER 1o Hopaip
any one gf fﬂ nopdurep, o Pepter, i Yien. den

Vitaminen, den uc o lden oder #;tnucleg en, den zymen, i straten, den Le
Nucleinsuren, DNS und RNS.

inen, den

10 21. Exaltationsverfahren der Fluoreszenz von seltenen Erdionen, dadurch gekennzeichnet, daB es darauf
beruht, mindestens ein selten Erdion mit einer makropolyzyklischen Verbindung, wie in den Ansprl-
chen 1, 3 bis 13 definiert, zu komplexieren und das molekulare Motiv der Verbindung anzuregen.

Patentanspriiche fiir folgenden Vertragsstaat : AT
15
1. Exaliationsverfahren der Fluoreszenz eines seltenen Erdions, dadurch gekennzeichnet, daB es darin
besteht, ein seltenes Erdion mit einer makropolyzyklischen Verbindung der nachfolgenden allgemeinen
Formel | oder einem ihrer Salze zu komplexieren:

(O
20 /®\
2 O—=i—s o
® \@/
\—/ 30 in der Z ein Atom, ausgew#hit aus Stickstoff, Kohlenstoff oder Phosphor ist, R nichts ist oder

Wasserstoff, die Hydroxygruppe, eine Aminogruppe oder ein Kohlenwasserstoffradikal darstellt, die
bivalenten Radikale ®, ® und © unabhingig voneinander Kohlenwasserstoffketten sind, die
mindestens zwei Kohlenstoffatome umfassen und gegebenenfalls ein oder mehrere Heteroatome, die
aus Sauerstoff oder Schwefel ausgewZhlt und gegebenenfalls durch einen Hetero-Makrozyklus unter-

35 brochen sind, mindestens eines der Radikale @, ® oder © =zusitzlich mindestens ein molekulares
Motiv aufweist oder im wesentlichen durch ein molekulares Motiv gebildet ist, das molekulare Motiv
eine Triplett-Energie besitzt, die h&her ist als die des Emissionsniveaus des komplexierten seltenen
Erdions - und das molekulare Motiv der makropolyzyklischen Verbindung anzuregen.

40 2. Herstellungsvenfahren von makropolyzyklischen Komplexen von seltenen Erden, dadurch gekennzeich-

net, daB es darin besteht, wenigstens ein seltenes Erdsalz mit einer makropolyzyklischen Verbindung
der Formel:

45 /@\
R z @ z
\@/

50

umzusetzen, in der Z ein Atom, ausgew&hlt aus Stickstoff, Kohlenstoff oder Phosphor ist, R nichts ist
55 oder Wasserstoff, die Hydroxygruppe, eine Aminogruppe oder ein Kohlenwasserstoffradikal darstellt,
die bivalenten Radikale @, ® und © unabhingig von einander Kohlenwasserstoffketten sind, die
mindestens zwei Kohlenstoffatome umfassen und gegebenenfalls ein oder mehrere Heteroatome, die
aus Sauerstoff und Schwefel ausgewihit und gegebenentfalls durch einen Hetero-Makrozyklus unterbro-
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terbi um or europiumion conpl exed by one of the 15 macr oc

bel ow.’ 2,9-[ N, N , N, N -bi s(3, 6-di osparigaabi|il ene) bi s(am no il" "l ﬂiﬂ Iml ﬂlll
thyl)]-1, 10- phenanthrol i ne; 2,9-[NN , NN - bi s(3, 6-

di oxaoct anet hyl ene) bi s(am nocar bonyl )] - 1 10- phenant h- rol i ne;

9, 10-[ N, N, I9heq sins}, ﬂ@emlmé@'tmlh)@e@)@BQ 2Qsétzlich mindestens ein molekulares

(am noet hyI )"f%lh?'}'ﬂ’%ﬁ!é’ﬁé’ imgwegentiichenngurck) eig molblulgies Mptivigebidst ist, das molekulare Motiv

oct anet hyl er? gr-glg%gwmfeqmwﬂ lghels glig dop Emissionsnivepus) des komplexierten seltenen
3, 3' - bi%i so "° E'dsa' E”"[ "N° TNb'U'B?aJ,,Zg%; %Stie ?(/ﬁgggdst ® ~(CH2)2-0-CsHgRy-O-
oct anet hyl e | s eine das Radikal -(CHz)z-O-(CHF)z-
g ? und flaBy i ne:
TARER ek el Uy e

[NN,NN-  VBI2HR0BSPIzh Bty net hyl ene) bi s(ani nonet h

| === 11~ aé@em La an- n Pr eodymsalz ist, f Stlcistoff gtl pér -( Hz)z-0-
e?tP

( 3, 6- di oxaoct anet hyI ene) b| s(am nocar bonyl )] -2, 2' bi pyri - dine;

6,6",6" ", 8 'Veridhren gem85 Anspruclblzstiaﬂurélf Qék%ﬁélcfhﬂﬁtmld' ie Ia)h Jloffk tten Oxyethylen-
tris-2,2 - bioBetFolloiysthylenkstidn sifd. - 9, 9 bi s[ ni - tr| ot r | ene I']y
tris(1, 10- phenant hrol i ne); 2,9-

tN. N, MN mbi\fa(féﬁraa'gehﬁpyh'erﬁlidaemﬁprﬁbhed 6%k 3y badbrck ganghri2Bichnet, daB das seltene Erdion
nmet hyl )] - 1, hGsgpiwihi ahbusiEntopinm®, Telbiul, Shbribin,uby Displakie.2, 2' -

5. Verfahren gem#8 irgendeinem der Ansprliche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Motiv-
U Energiedonor sine Phosphoreszenzwellenldnge unterhalb von 580 nm besitzt.
20 : .
6. Verfahren gem&B irgendeinem der Ansprliche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molekulare
Motiv ausgewdhit ist aus Phenanthrolin, Anthracen, Benzol, Naphthalin, den Bi- und Terphenylen,
Azobenzol, Azopyridin, Pyridin, den Bipyridinen, den Bichinolinen, insbesondere den Biisochinolinen
und den Verbindungen der nachfolgenden Formeln:
25 =C2Hs-X1-Ce Hy-X2-Co He -
=C2Hs -X1-CH2-Cs He -CH2-X2-C2 Hy -
in denen X1 und Xz gleich oder verschieden sein kénnen, Sauerstoff oder Schwefel bezeichnen:;

35
—C&, _@‘C

40

45

50
X Sauerstoff oder Wasserstoff ist.

7. Verfahren gem&B irgendeinem der Anspriiche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der makropolyzyk-
lische Komplex aus dem Terbium- oder Europiumion, das durch eine der nachfolgenden makropolyzyk-

55 lischen Verbindungen komplexiert ist, besteht:
2,9-[N,N',N,N'"-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)]-1,10-phenanthrolin,  2,9-[N,N',N,N"-bis(3,6-
dioxaoctamethylen)bis(aminocarbonyl)}-1,10-phenanthrolin, 9,10-[N,N',N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)-
bis(aminoethyl)Janthracen,  9,10-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(carbamoylmethyl)]anthracen,
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6,61 N N Nebi (2,20 -bi pyr cremovosasals [ TWITHIIRLAND /]
net hyl ) bi s(am nonet hyl )] -4, 4" -di phenyl -2, 2" - bi pyri d| ne. 9.

Macr opol ycycl i ¢ conpl exes according to CI aim 3, charact erl 'sed in that they
cor r espond1:1"dNNRRNFaig(hErtiiexagdtamethylenibis(emingmethyll-3,3-Biisochinlin,  6,6' NN ebis(8By | i C
rare eart hd'@@ﬂeﬁr@ﬂybn)életﬁ@in@mﬂw I-4f -dighenyle:25bipysidie, r B.6'dNALN.Nibis{3§-tioxaoctames x ed
by a macr othV'HB'P'?WE‘?“?' Aeinis) o in, ¢ GETINANNTHisHE-gioxaedtamethy leibisarnigocarbonyl)}-

macr opol yc9e Y §"i6s" 'hM“'?‘FW“V'H@]"E@r?pB%G@' HRed'.89.9" 8"-bis[pjtrilotri-

(22) pSri di ns(1 10-phena '%z_:m) AL I% ’QSZZ.% P}iﬂep ﬁgFﬁlrngwl)bls(amlnor@,ethyu- S
L N'-bis(2, 2'-b|pyr -6 yl) 0
i - 56 zﬁﬁﬂlnﬁﬂls(éj é '-bipyridin- 6'-d|methy|)b|s(am|nome yl)]-4]g)2<?;§: |i’blpI\;?u?] QPﬁOHH‘ @IC
=0
8. Verfahren gem#B Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB Z Stickstoff ist.
10
9. Verfahren gem&B Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die makropolyzyklische Verbindung aus
den nachfolgenden Verbindungen ausgewihit ist:
” josac)
og\\ N \ / \f\/
o
20 \/ o\)
- (22) Pyridinamid
25
\_/ a0
\__/OLJc\/
- (22) Pyridinamin
35
@
/ N
40 N\_JO\_\’JIO\JN
- (22) Bipyridin
45
O >—0O

50
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N |- (22)azopyr|d|ne An n %

oo e eemamgi 00 00,ZCIIIIIIIIJI[IIIIIIIIIIIIIIIIIII

0, H 1111 111212 11121 111121 11111 -58-
L MX - 0, H/®R Bipyridinamichl N Ni ck 11. Macropol ycyclic rare earth
conpl exes consi sting
OY— QO
5 /—N
0=C c=0
' ;
N 0 0
N/ \_/ \_/
1 o/
- (22) Azopyridin
75
S
) N
—_< \
N 0=, 9 Cx
20 \NN \ ,0\,\ /e
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50
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of at least one rare earth salt conpl exed by a macro- polycyc

of formula | according to O ai mgpoGhghgcherised in that Z = Mﬂmmﬂm”mm”m |
are two chains 5 containing one or nore oxygen atons and in that ¢ t w s &
corresponds to one of the formul ae below O 0 Ax-CH 2. CH2_

C - CHT- CH. C-i-HH C/ \211 "cCu

CH2- G ;- CHf CR2 Q CHf - CH2- 59- I M |
1111 0 ; On0O. N N 0 ST N. H2C

CE2 0=C c=o \ /,\/ QU , -be. '~~0 H2C CH2
HC ¢ CH 7 2~~2 12.

Macr opol ycyclic rare e
salt conpl exed by a

onpl exes PO sting ast one rare earth
cro- polycycli ogpound of formul® | according to
Claim 3, characteri i /&pa%—(bi and¥’s Nhe 5 group

O
\/\o N /\/

15
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c X=0,g
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, €N

CgN H2C

-N
2A HC

NN 22 and @ is one ﬂé&?i;ﬁ%ﬁ,&ﬁ:ghg;oﬁﬂsi 50 - oﬁ“‘“ﬂh i@b\\l\lﬂﬂl\

C; 13. Macr opol ycyclic rare earth conplexes

consisting of at |east one rare earth salt conpl exed by a macro- polycyclic

conpound of fornula I accordlng to agmg,zcharacterised in that Z = N,

0J and @ are identi- cal and represent one of, the heterocycl es bel ow
N / \ T\ /++1JC~ ~~~~~~ C H2 2C
C\ s /HC 0 @
(/’\h_Jo\__q/o\__/h\\] ,
10 C:) R = /liilliil/
v
N o 0 XW/ '
e/ \_./ ~
15 O )0
/\ .
\/ OXC) O)
20
10. Verfahren gem#B Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB Z = N, @ und ® zwei mono- oder
25 polyoxygenierte Ketten sind, und da8 © einer der nachfolgenden Formein entspricht:
O ®
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14. X Macr opol ycyclic conmpound corresponding to the for a- AD ~~ R _
z ZR | in which Z is angppqgpggpgen from nitrogenrz H ﬂﬂgmum’”“" :
phosphorus, R does not exist or represents hydrogen, the hydy I l

am no group or a hydrocarbon radical, the bivalent radicals 6N, an

are, independently of each other, hydrocarbon chai ng& cantaining at | east
two atons of carbon optio y one or nore ke r ons_ 10 chosen from
oxygen or sul phur i ondl nterrupted b heter pprachNocycl e, at

h ar

N the's

one mpl ecul ar

nmol ecul ar unit
n level of the
ant hr acene,

| east one of ther
unit &r essentially Bisting
having a triplet engrgy greater than that 15
conpl exed rare eart/h ion and bei ng chosen fro
the bipyr- idineg @nd the biquinolggpes, in u
qui noj,i nes, with fhe proviso that, when Z i€ nitrogen and @@corﬁéggonds to
one of the fornul/fae bel ow F \ g ‘f~ ~>~~[ \
ffC ~~~CH2 o=C c=0 20 and are not
simul taneously -(CH2)2-O(CH2)2-O (CH2 ) 2- Compound rding to
Claim 14, characterised in
15

W (::) (::) oder

20 -N N

onprsi sing no
a nol ecul ar

40 darstellen, und da8 © eine der nachfolgenden Gruppen ist:

esd

H.C . \
50 2 c;{Z
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that Z is nitrogen and and G are pol yoxyet hyl enat ed chai n 16.
T 6me o che Sompotngs bey 2B, - 62 - char fllllﬂ1||l||’fﬂj LT
2,9-[ NN, NN - bi s(3, 6-di oxaoct anet hyl ene) bi s(am no- '

met hyl )]-1,1 O phenant hrol i ne
\ hocar- 5
;j '/no- et hyI )] an Q

2,9-[N, N, N, N -bis(3,6-di oxaoct anet hyl ene) bi
t hyl ene) bi s(am
7

bonyl )] -1, 10- phenant hrol i ne
9,10-[N, N, NN - bi s(3, 6-di oxaoct anet hyl ene) bi

9,10-[ N, N, NN -bi-s{( 3, 6- di oxaccta
10 1,1 -[N, ;
methyl)]-3,3" -R i i
6,6'-[N,N, NN -b

met hyl )] - 4, 4' - di pheny (i dine. 17. mpdund adcording to Claim
14, characterised in 15 that thg sai d conpoungis such as defiwed in any
one of Clainms 9,to 13. 18. Co nd acco&d@ng to daiml4, CH,
characteri sed i 2 hat it is 6,6 6"~@"' 6'2" 6 "' -bis~ nltrlloth(ne-

/ /

ene

15

12. Verfahren gem3B Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB8 Z = Nist, @, ® und © identisch sind
U und einen der nachfolgenden Heterozyklen darstellen:
' 20
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e
thylene)]tris-2,2"-bipyridine; 2,9-[NN,NN -bis(2, 2

bi pyri di ne-6,6' -di nethyl)bis (argm 1,10- phenan- thro
bipyridine-6,6'-di met yl ) bi s ( anemoriged o - U T 0
di et hyl ) bi s(am nonet hyl )] -3, 3' - bii soqui nol i ne;

2, 2", 2" "139Vaytahren 2ur Herstplilung vanl neskropglyzpitiisohéreYeedifdunges @ér, Fbfmel: phenant hr ol i ne) ;
6,6'-[N,N,N N -bis(2,2" -bipyridine- 25

6, 6' - di net hyl ) bi s(am nonet hyl )]-4, 4 <di phenyl -2, 2' - bipyridine. 19.

Bi ol ogi cal conplex, characterised that it consists of a biologically
active nol ecul e associ ated by _eoupl | ngM adsorption on, a

macr opol ycyclic rare 30 qrth comphex such defined in Clalms 1, 3to

13. 20. Bi ol ogRcat— & ng to O gkt 19, Xcharact terised in

that the biologically activ lecule is c en from antigens, antibodies,
nmonoc),onal anti bodi es, fragnent ragnment conbi nations, drugs,
receptors, 35 hor nones, hor nonal eptors, bacteria, steroids, am no-

aci ds, pept i des, viruses, vitam ns, nucleotides or pol ynucleotides,

enzynes, tReid SURSAAR! RigewsRE b BickAME GhGnsRR Ghor PhdohoR 1, R¥onts2ie oder
Process fOWaS%&’QﬁfﬂCdlélﬂy(ﬁrB@gﬁ:ﬂzﬂéo biRS Qﬁﬂﬁ@’uﬂfe dd¥ 6in KohlenwassgrstoﬁlladldedaéelIt die
15 bivalenten Radikale @, ® und © unabhingig voneinander Kohlenwasserstoffketten sind, die
mindestens zwei Kohlenstoffatome umfassen und gegebenenfalls sin oder mehrere Heteroatome, die
aus Sauerstoff oder Schwefel ausgewi#hit und gegsbenenfalls durch einen Hetero-Makrozyklus unter-
brochen sind, mindestens eines der Radikale @&, ® oder © =zusitzlich mindestens ein molekulares
W Motiv aufweist oder im wesentlichen durch ein molekulares Motiv gebildet ist, das molekulare Motiv
20 eine Triplett-Energie besitzt, die hdher ist als die des Emissionsniveaus des komplexierten seltenen
Erdions und ausgewdhlt wird aus Phenanthrolin, Anthracen, den Bipyridinen und den Bichinolinen,
insbesondere den Biisochinolinen, vorausgesetzt, daB, wenn Z Stickstoff ist und @ einer der

nachfolgenden Formeln entspricht:

25

/
N N— N N —
7 N N
35 ® und © nicht gleichzeitig ~(CHz2)2-0~(CHz)2-O-(CHz)2- sind, dadurch gekennzeichnet, daB es darin

besteht, chemische Verbindungen, deren jede eines der Radikale @, ® oder © und Endgruppen
aufweist, die geeignet sind, substituiert zu werden oder die leicht eliminierbare Radikale aufweisen.

14. Verfahren gem#B Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB Z Stickstoff ist und @ und ®
40 Polyoxyethylenketten sind,
dadurch gekennzeichnet, daB es darin besteht:
1)
- den stickstoffhaltigen Makrozyklus, der durch die bseiden Polyoxyethylenketten gebildet ist, mit
- einer Kohlenwasserstoffkette, die das molekulare Motiv aufweist, wobei die Kette abspaltbare
45 Endgruppen, wie beispielsweise Halogengruppen, hat
in einem wasserfreien L&sungsmittel und gegebenenfalls in Gegenwart eines Reduktionsmittels, wie
Natriumhydrid oder Natriumcarbonat
umzusetzen, und
2) gegebenentalls das erhaltene Salz in die freie makropolyzyklische Verbindung umzuwandsin.
50
15. Verfahren gem#B einem der Ansprliche 13 oder 14 zur Herstellung der nachfolgenden Verbindungen:
2,9-IN,N',N,N'*-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)}-1,10-phenanthrolin,  2,9-[N,N',N,N"-bis(3,6-
dioxaoctamethylen)bis(aminocarbonyl)}-1,10-phenanthrolin, 9,10-[N,N’,N,N'-bis(3,6-dioxaoctamethylen)-
bis(aminoethyl)Janthracen, 9,10-[N,N',N,N’-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis{carbamoylmethyl)]anthracen,
55 1,1°-[N,N',N,N"-bis(3,6-dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)]-3,3"-biisochinolin,  8,6'-[N,N’,N,N'-bis(3,6-
dioxaoctamethylen)bis(aminomethyl)]-4,4'-diphenyl-2,2"-bipyridin.



| east ‘one rare earth ion with a mpprgofuel4esss! i ¢ conpound s

- 63 - earth ions, characterised in that it consists in comﬂnyaummm"

Claims 1, 3 to 13, and in exciting the nolecular unit of the sai

10

15

35

50

16.

17.

18.

Verfahren gem#B Anspruch 13 zur Herstellung der nachfolgenden Verbindungen:
6,6',6",6™,6"",6"""-bis[nitrilotriimethylen)tris-2,2-bipyridin,  2,9-[N,N',N,N’-bis(2,2'-bipyridin-6,6'-dime-
thyl)bis(aminomethyl)]-1,10-phenanthrolin, 1,1-[N,N’,N,N'-bis(2,2"-bipyridin-6,6"-dimethyl)bis-
(aminomethyl)]-3,3'-biisochinolin,  2,2',2"'9,9",9"-bis[nitrilotriimethylen)ltris(1,10-phenanthrolin},  6,6'-
[N,N',N,N"-bis(2,2-bipyridin-6,6'-dimethyl)bis(aminomethyl)}-4,4"-diphenyl-2,2"-bipyridin.

Herstellungsverfahren eines biologischen Komplexes, dadurch gekennzeichnet, da8 man ein biologisch
aktives Molekill durch Adsorption auf oder Kupplung mit einem makropolyzyklischen Komplex von
seltenen Erden assoziiert, der durch ein Verfahren erhalten wurde, wie in einem der Ansprliche 2 bis 12
definiert.

Verfahren gemi8 Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB das biologisch aktive Molekil ausgewihit
wird aus den Antigenen, den Antikdrpern, den monoklonalen Antikérpern, den Fragmenten und
Kombinationen von AntikSrper-Fragmenten, den Arzneimitteln, den Rezeptoren, den Hormonen, den
Hormonrezeptoren, den Bakterien, den Steroiden, den Aminos8uren, den Peptiden, den Viren, den
Vitaminen, den Nucleotiden oder Polynucleotiden, den Enzymen, ihren Substraten, den Lektinen, den
Nucleins&uren, DNS und RNS.
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