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Keksintd koskee harvinaisten maametallien
kryptaatteja, jotka koostuvat v&hint4in ~Y=7
yhdestd harvinaisen maametallin suolasta,
joka on kompleksoitu kaavan (I) tai (1I)
mukaiseen makropolysykliseen vyhdisteeseen,

1-Y-=NI-0C CD‘NH“Y“Z O O 11

H H

! N ///‘,k\\

joissa symboleilla Y, Z, R, B ja C on pa-

tenttivaatimuksessa 1 esitetyt merkityk-
set.



Uppfinningen avser kryptat av s8llsynta
jordmetaller, vilka bestdr av Aatminstone
ett sdllsynt jordmetallsalt som bildar
komplex med en makropolycyklisk f8rening
med nadgondera formeln

Z-Y-NIt-0C CO-Nl-Y-~7

-Y-2

C) 11

varvid symbolerna Y, 2, R, B och C har de
i patentkravet 1 angivna betydelserna.
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Harvinaisten maametallien 2,2-bispyridyylikryptaatteja,
menetelmid niiden valmistamiseksi, niiden synteesin vidli-
tuotteita ja niiden kdyttd fluoresoivina merkkiaineina

Esilld oleva keksintd, joka on tulosta yhteistyds-
sd professori J.M. Lehnin ja hd@nen tutkimusryhmd@nsd kans-
sa Louis Pasteur =-yliopistossa Strasbourgissa suoritetus-
ta tydstd, koskee fluoresenssin alaa ja tarkemmin ottaen
uutta ryhmdi harvinaisten maametallien makropolysyklisii
komplekseja tai harvinaisten maametallien kryptaatteja,
jotka soveltuvat fluoresoiviksi merkeiksi, erityisesti
immunologisiin mittauksiin.

FR-hakemusjulkaisussa 8 414 799 kuvataan harvi-
naisten maametallien makropolysyklisid komplekseja, jot-
ka koostuvat vdhintddn yhdestd harvinaisen maametallin
suolasta, joka on kompleksoitu makropolysykliseen yhdis-

teeseen, jonka yleinen kaava on

jossa Z on 3- tai 4-valenssinen atomi, R puuttuu tai on
vety, hydroksyyliryhmd, aminoryhmd tai hiilivetyradikaa-
1li, kaksivalenssiset radikaalit @ ,@ ja @ ovat toi-
sistaan riippumatta hiilivetyketjuja, jotka sisdltavit
mahdollisesti yhden tai useamman heteroatomin ja jotka
mahdollisesti katkaisee heteromakrosykli, jolloin vidhin-
tdédn yksi radikaaleista (B ,(®) ja (O kadsittdi lisdksi
vdhintddn yhden molekyylilajin tai se koostuu oleellises-
ti molekyylilajista, jolla sanotulla molekyylilajilla on
korkeampi triplettienergia kuin kompleksoidun harvinaisen
maametalli-ionin emissiotaso.
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Ndmd kryptaatit soveltuvat etenkin biologisten yh-
disteiden merkeiksi fluoresenssiin perustuvissa immunolo-
gisissa toteamis- ja mddritysmenetelmissi.

Kun nditd harvinaisten maametallien kryptaatteja
kdytetdidn biologisten molekyylien spesifiseksi leimaami-
seksi kovalentin sidoksen vdlitykselld, niiden yksi tai
useampi rakennemolekyylilaji voi olla substituoitu yhdel-
14 tai useammalla riittdvdn luoksepddstdvdlld substituen-
tilla, joka kdsittdd yhden tai useamman molekyylilajin,
joka mahdollistaa kovalentin kytkemisen biologiseen mole-
kyyliin toimintaolosuhteissa, jotka sopivat yhteen t&min
biologisen reaktiivisuuden kanssa.

Ndistd molekyylilajeista voidaan mainita ei-rajaa-
vina esimerkkeind alkyyliamino-, aryyliamino-, isotiosy-
aani-, syaani-, isosyaani-, tiosyaani-, karboksyyli-,
hydroksyyli-, merkapto-, fenoli-, imidatsoli-, aldehydi-,
epoksidi-, halogenidi-, tionyyli-, sulfonyyli-, nitro-
bentsoyyli-, karbonyyli-, triatso-, sukkinimido-, anhyd-
ridi-, halogeeniasetaatti-, hydratsino-, dihalogeenitri-
atsinyyli- jne. radikaalit (Biol. Chem. 245 (1970) 3059)
Ketjun, joka yhdistd&d kryptaatin kiinnostavaan biologi-

seen molekyyliin, pituus voi vaihdella esimerkiksi yh-
destd 20:een atomiin ja ketju voi sisdltdd hiiliatomien
ohella myds heteroatomeja kuten N, O, S, P.

Nyt on ldydetty kaksi ryhmd8id funktionaalisia har-
vinaisten maametallien kryptaatteja, joita voidaan kidyt-
tdd biologisten molekyylien fluoresoivina merkKkeini.

Keksintd koskee myds menetelmiid nididen kryptaat-
tien saamiseksi, sekd synteesin vdlituoteyhdisteiti.

Keksintd koskee myds nididen harvinaisten maame-
tallien Kryptaattien kdyttdd biologisten aineiden fluo-
resoivina merkkeini.

Keksintd koskee siten harvinaisten maametallien
2,2-bipyridyylikryptaatteja, jotka koostuvat vihintiin
yhdestd harvinaisen maametallin suolasta, joka on valittu
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ryhmdstd nitraatti, kloridi, asetaatti ja trifluoriase-
taatti ja joka on kompleksoitu substituoituun bipyridii-
nijohdannaiseen, jolla on kaava Ia, Ib, IIa tai IIb

5 HZNCSZCHZ-NH-OC CO-NH-CHZCHzNI-Iz

i N (Ia)

10

s - \ /7
/ o] o]
N N
\—lo o\——/
g S—

15

H,NCH,CH,-NH-0C | CO~NH-CH,CH,NH,

20 (Ib)
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Kaavan I ja II mukaisten yhdisteiden pyridyyliren-
kaan 4-asemassa olevan substituentin pddteaminoryhmit on
aktivoitava ennen kovalenttia kytkemistd biologiseen ai-

neeseen.
Yleensd ottaen keksinnén mukaiset kryptaatit voi-

daan saada joko

kondensoimalla rengas AN NR, joka

tarkoittaa \\%:>///

3T 7 C
ryhmaa HN/__‘ NH tai O p
\——IQ ;/o\__/ : Ql

makrosykli (22) H
N N
-

bis-bipyridiinimakrosykli

6,6'-dihalogeenimetyyli-2,2'-bipyridiiniin, joka on di-
substituoitu asemissa 4,4', substituoimalla sitten ryh-
mdlld -NH-Y-Z tai ryhmdlld -Y-Z, jossa Y on CH,-CH, ja Z
on NH, ja kompleksoimalla saatu makropolysyklinen yhdiste
harvinaisen maametallin suolaan, tai

kondensoimalla 6,6'-diaminometyyli-2,2'~bipyridii-
nimolekyyli, joka on disubstituoitu asemissa 4,4', kah-
teen 6,6'-dihalogeenimetyyli-2,2'-bipyridiinimolekyyliin,
jotka on disubstituoitu asemissa 4,4°', substituoimalla
sitten ryhmdlld -NH-Y-2 tai ryhmdlli -Y-2Z ja kompleksoi-
malla saatu makropolysyklinen yhdiste harvinaisen maame-
tallin suolaan.

Todetaan, ettd edeltédvissd menetelmissi komplek-
sointi harvinaisen maametallin suolaan voidaan suorittaa
ennen substituointivaihetta. T&md kompleksointi suorite-
taan edullisesti ennen substituointivaihetta.
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Eri menetelmid keksinndn mukaisten kryptaattien
saamiseksi kuvataan nyt yksityiskohtaisesti.
Menetelmd A:

R100C COOR1
O O + HN NH ——>
y \@/
X X e

1

_ CO-MH-Y-1
COOR 7-Y-NH-0C

O

~o~

3

%

jossa X on halogeeniryhmd ja R, on 1 - 10 hiiliatomia si-
sdltdvd alkyyliryhmd ja on edullisesti metyyli-, etyyli-
tai tert-butyyliryhmi. .

Tdmdn menetelmdn mukaan bipyridiinin halogeenijoh-
dannainen 1 kondensoidaan makrosykliin 2.

Tdmd reaktio suoritetaan edullisesti vedettdmidssi
orgaanisessa liuottimessa, kuten esimerkiksi asetonitrii-
lissd emdksen, kuten alkali-ionikarbonaatin, esimerkiksi
natriumkarbonaatin tai litiumkarbonaatin ldsnidollessa
liuottimen palautusjddahdytyslampdtilassa. Saatu makrobi-
sykli 3 on siten alkali-ionikryptaatin muodossa ja sitd
kdytetddn esimerkiksi natriumkryptaatin muodossa.
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Timin jdlkeen suoritetaan makrobisyklisen yhdis-
teen 3 aminolyysi saattamalla se reagoimaan amiinin kans-
sa, jonka kaava on H,N-Y-Z, jossa ryhmidt Y ja 2 ovat ku-
ten aiemmin miiritelty, jolloin funktionaalinen ryhmd 2
on mahdollisesti salvattu tavanomaisin keinoin. Edulli-
sesti ty&skennelldln typpisuojakaasussa ja ympdristdn
limpbtilassa. Reaktion pddatyttya amiiniylimd&rd poiste-
taan sopivalla tavalla ja kaavan 4 mukainen kryptaatti
otetaan talteen tavanomaisin keinoin.

Ndin saatu yhdiste muutetaan sitten harvinaisen
maametallin kryptaatiksi ionivaihdolla keittdm&lld palau-
tusjidihdyttden liuosta, jossa on makrobisyklin alkali-
ionikryptaatti 4 metanolissa, mahdollisesti kloroformin
lisnidollessa liuoksen kanssa, jossa on harvinaisen maame-
tallin halogenidi metanolissa.

Kuten aiemmin on mainittu, alkali-ionikryptaatti 3
voidaan ennen aminolyysi# muuttaa harvinaisen maametallin
kryptaatiksi ionivaihdolla edelld kuvatun suoritustavan
mukaan.

Makrobisyklinen yhdiste 3 on avainvdlituote kek-
sinndn mukaisten kryptaattien synteesissd. Tdmd vdlituote
voi olla alkali-ionikryptaatin tai harvinaisen maametal-
1lin kryptaatin muodossa. Sekin muodostaa keksinndn yhden
kohteen. Keksinndn tarkoituksiin erityisen edullisia vi-
lituotteita ovat kaavan 3 mukaiset yhdisteet, joissa R,
on ryhmd CH;, C,Hs; tai t-C.H,.

Tdmdn menetelmdn erddn suoritusmuodon mukaan alka-
li-ionikryptaatti voidaan dekompleksoida muuttamalla se
ensin vastaavaksi hopeakryptaatiksi kdyttdm&lld ylimd&rdd
hopeanitraattia, minkd jidlkeen saatua yhdistettd késitel-
1438n rikkivedylld (H,S) (Helvetica Chimica Acta 67 (1984)
2264 - 2269]. Tdten saadaan makropolysyklinen yhdiste 3
vapaan kryptantin muodossa, joka niinik&&n on synteesiva-
lituote ja joka voidaan sitten kompleksoida tavanomaisin
keinoin harvinaisen maametallin kryptaatiksi.
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Todetaan, ettd kaavan (I) tai (II) mukaiset kryp-
taatit, joissa Z on muu kuin aminoryhmi, voidaan saada
ldhtemdlld kaavan (I) tai (II) mukaisista kryptaateista,
joissa Z on aminoryhmd, kdytt&en tavanomaisia, alan am-~
mattilaiselle tuttuja menetelmii.
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Menetelmd B:

R"00C OO0R * R, R
42 ON
X X
6
aminolyysi
1=Y-NH-0C O-NH-Y-2
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10

Tadmin menetelmdn mukaan kaksi halogeenijohdannais-
molekyylid 6 kondensoidaan yhteen amiinijohdannaismole-
kyyliin 5. Edullisesti ty&skennellddn samoissa olosuh-
teissa kuin menetelmdn A ensimmidisessd vaiheessa, jolloin
siis tidmi kondensointi suoritetaan vedettdmdssd orgaani-
sessa liuottimessa, kuten asetonitriilissa emdksen, kuten
alkali-ionikarbonaatin, esimerkiksi natriumkarbonaatin
tai litiumkarbonaatin l&sndollessa. Tydskennelldan
liuottimen palautusjddhdytyslédmpdtilassa. Saadaan makro-
polysyklinen yhdiste 7, joka on avainvdlituote keksinndn
mukaisten kryptaattien synteesissd ja joka samoin kuuluu
keksintddn. Tidmd makropolysyklinen kompleksi on alkali-
ionikryptaatin muodossa, joka edullisesti muutetaan har-
vinaisen maametallin kryptaatiksi ennen aminolyysi&d aiem-
min middritellyn suoritustavan mukaan. Kuten menetelmdssd
A alkali-ionikryptaatti 7 voidaan er&&n suoritusmuodon
mukaan dekompleksoida vastaavan makropolysyklisen yhdis-
teen 7 tai vapaan kryptantin saamiseksi, joka sitten uu-
delleenkompleksoidaan harvinaisen maametallin kryptaatik-
si.

Sen jidlkeen suoritetaan yhdisteen 7 aminolyysi
aiemmin m#dritellyn suoritustavan mukaan ja saadaan mak-
ropolysyklinen kompleksi 8, eli keksinndn mukainen kryp-

taatti, jonka kaava on Ib, jossa -N N-= on

bis-bipyridiinimakrosykli ja ¥, Zz ja R' ovat kuten aiem-
min on mddritelty.

Amiinijohdannainen 5, joka kdytetddn ldhtdaineena
menetelmissid B, saadaan ldhtemdlld halogeenijohdannaises-
ta 1, joka muutetaan vastaavaksi atsidoyhdisteeksi reak-
tiossa NaN;:n kanssa keittdmdlld palautusjédhdyttéen or-
gaanisessa liuottimessa, kuten tetrahydrofuraanissa, min-
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11

kd jdlkeen ndin saatu atsidoyhdiste pelkistet&ddn pelkis-
tyskatalyytin kuten palladium-hiilen l&dsndollessa vetyil-

makehdssd ympdristdn lédmpdtilassa.

Menetelmd C:

EOSE
PACAN

M M

~o7

Tdmdn suoritusmuodon mukaan bipyridiinin sopivasti
substituoitu halogeenijohdannainen 9 kondensoidaan ensin
makrosykliin 2. Tdmd reaktio suoritetaan edullisesti ve-
dettdmdssd orgaanisessa liuottimessa, kuten esimerkiksi
asetonitriilissd emdksen, kuten alkali-ionikarbonaatin,
esimerkiksi natriumkarbonaatin tai litiumkarbonaatin las-
ndollessa. Ndin saadaan makropolysyklinen yhdiste 10 al-
kali-ionikryptaatin muodossa. Edullisesti tydskennellddn
liuottimen palautusjddhdytysladmpdtilassa.
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Sen jdlkeen makropolysyklinen yhdiste 10 substi-
tuoidaan saattamalla t&md yhdiste 10 reagoimaan halogeni-
din kanssa, jonka kaava on XYZ, jolloin Z ja Y ovat kuten
aiemmin on mddritelty ja X on halogenidi-ioni.

Saatu yhdiste 11 muutetaan sitten harvinaisen
maametallin kryptaatiksi ionivaihdolla, esimerkiksi aiem-
min md3dritellyn suoritustavan mukaan. Edullisesti harvi-
naisen maametallin halogenidi liuotetaan metanoliin ja
liuokseen lisdtddn liuos, jossa on alkali-ionikryptaattia
metanolissa, sekd tarvittaessa pieni tilavuus klorofor-
mia. Seosta keitetddn palautusjddhdyttden inertissid suo-
jakaasussa ja alkali-ionikryptaatin h&dvidmistd seurataan
ochutlevykromatografisesti.

Erddn suoritusmuodon mukaan alkali-ionikryptaatti
voidaan dekompleksoida aiemmin mddritellyn suoritustavan
mukaan (katso menetelmd@ A) ja muuttaa halutuksi harvinai-
sen maametallin kryptaatiksi.

Reaktion pddtyttyd harvinaisen maametallin kryp-
taatti eristetddn reaktioseoksesta tavanomaisten menetel-
mien mukaan. Se saadaan kiteisenid kiinted@ni aineena.

Bipyridiinin halogeenijohdannainen 9, jota edeltéi-
vidssd suoritusmuodossa kdytetddn, voidaan saada menetel-

mdn mukaan, jota esittdd seuraava reaktiokaavio:
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13
CH,0
3 0
CH,~C-0
N
N
0-C-CHy (
0
ocH,
14

R,= HtaicCH,.

Kaavan 12 mukainen 6,6'-dimetyyli-4,4'-di(p-metok-
sifenyyli)-2,2'-bipyridiini voidaan saada l#htem&lli 1,6-
di (p-metoksifenyyli)~-1,5-heksadieeni-3,4-dionista Krshn-
ken menetelmdn mukaan, joka kuvataan julkaisussa Synthe-
sis 1976, 1.

Yhdiste 13 saadaan saattamalla yhdiste 12 reagoi-
maan m-Klooriperbentsoehapon kanssa orgaanisessa liuotti-
messa, kuten kloroformissa.

Sitten valmistetaan johdannainen 14 keittimdlli
palautusjd&hdyttiden lietettd, jossa on yhdiste 13 asetan-
hydridissa.
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14

Keittdmdlld palautusjddhdyttden liuosta, jossa on
yhdiste 14 sekd halogeenivetyhappoa etikkahappoliuokses-
sa, saadaan yhdiste 9, jossa R, on H tai CH;, jolloin ai-
nakin toinen radikaaleista R, on vety.

Kaavan 9 mukainen yhdiste on avainvdlituote kek-
sinndn mukaisten yhdisteiden saamiseksi ja muodostaa
edelleen keksinnodn kohteen.

Keksinndn mukaiset yhdisteet, jotka ovat stabiile-
ja harvinaisten maametallien kryptaatteja, ovat liukoisia
veteen ja tiettyihin orgaanisiin liuottimiin, kuten meta-
noliin tai DMSO:hon.

Keksinndn mukaiset yhdisteet ovat hy&dyllisid bio-
logisten yhdisteiden fluoresoivina merkkeind ja ovat si-
ten kidyttdkelpoisia mittausreagensseja fluoresenssiin pe-
rustuvissa immunologisissa toteamis- ja mddritysmenetel-
missd, jolloin ne soveltuvat yhtd hyvin ns. kilpailumit-
tauksiin kuin ns. ylimddrdmittauksiinkin.

Tidmdn jdlkeen keksintdd kuvataan yksityiskohtai-
semmin seuraavissa havainnollistavissa esimerkeissid.

Esimerkki 1
[ (22) (p-OCH;-p-OCH,CH,NH,~diPhbpy) ] :n harvinaisen maame-
tallin -kryptaatti '

Kaava IIa: R = CH; (menetelmd C)

A. 6,6'-dimetyyli-4,4'~-di(p-metoksifenyyli)-2,2"'~
bipyridiini (yhdiste 12) .

Seosta, jossa on 1,6-di(p-metoksifenyyli)-1,5-
heksadieeni-3,4-dionia (3,07 g, 9,5 mmol), joka on val-
mistettu Krdhnken (Synthesis 1976, 1) menetelmdn mukaan,
l-pyridiniumpropan-2-onikloridia (3,27 g, 19,1 mmol), jo-
ka on saatu sekoittamalla ekvimolaariset madrdt pyridii-
nid ja 1-klooriasetonia, ja ammoniumasetaattia (19 g)
95,5 ml:ssa metanolia, keitetddn palautusjdahdyttden 38
tunnin ajan typpisuojakaasussa. Reaktioseoksen jddahdyttyd
ymparistdn lampdtilaan muodostunut kerman vdrinen sakka
suodatetaan eroon ja pestddn metanolilla. Raakatuotetta
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kdytetddn ilman lisdpuhdistusta. Se voidaan kiteyttdd me-
tyleenikloridi/heksaanista.

Saanto: 70 %.

TLC: R, = 0,5 (silikageeli, metyleenikloridi/meta-
noli, 95:5)

MS: 396 (M'), 381 (M'-CH;), 365 (M'-2CH;), 353
(M'-CH,-CO), 338 (M'-2CH;-CO), 198 M'/72).

B. 1,1'-4i(N-oksidi)=~6,6'-dimetyyli-4,4"'~-di(p-
metoksifenyyli)=-2,2°'-bipyridiini (yhdiste 13)

Liuokseen, jossa on yhdistettd 12 (3,45 g, 8,7
mmol) 800 ml:ssa kloroformia, lis&tddn tipoittain 0
°C:ssa liuos, jossa on m-klooriperbentsoehappoa (6 g,
34,8 mmol) 360 ml:ssa kloroformia. Seosta pidetdén ydn
yli ymp&ristén limpdtilassa sitd samalla sekoittaen. Sit-
ten seosta pestédidn kylldstetylld natriumbikarbonaatti-
liuoksella kunnes pH on alkalinen, minkd jdlkeen orgaani-
nen faasi erotetaan ja haihdutetaan kuiviin. Haluttu yh-
diste saadaan saostumaan lisdamdlld j&d&nnokseen heksaa-
nia. Sakka suodatetaan eroon ja liuotetaan sitten takai-
sin metyleenikloridi/metanoliin (90:10), minkd j&lkeen
liuos pestiddn 2 N natriumhydroksidiliuoksella. Yhdisteen
13 sisdltdvd orgaaninen faasi erotetaan ja liuotin pois-
tetaan haihduttamalla. Toisaalta saostuksesta saatu suo-
dos pestdin samoin 2 N natriumhydroksidiliuoksella, mink&
jdlkeen se haihdutetaan kuiviin ja j&&nndkselld suorite-
taan kromatografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa metylee-
nikloridilla eluoiden.

Saanto: 80 %. Sp. > 250 °C.

TLC: R, = 0,5 (aluminiumoksidi, metyleenikloridi/-
metanoli, 95:5).

MS: 429 (MH'), 411 (M'-H,0).

C. 6,6'-diasetoksimetyyli-4,4'-di(p-metoksi-
fenyyli)-2,2'-bipyridiini (yhdiste 14)

Lietettd, jossa on yhdistettd 13 (1,21 g, 2,82
mmol) 18 ml:ssa asetanhydridid, keitetddn palautusjdih-
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dyttden 1,5 tunnin ajan, mink3d jdlkeen saatu liuos haih-
dutetaan kuiviin. Tahnaiseen jidinndkseen lisitdin 5 ml
vettd ja 20 ml metyleenikloridia ja seos tehdiin emiksi-
seksi 1isddmdll8 natriumbikarbonaatin kyllédstettyd vesi-
liuosta. Orgaaninen faasi erotetaan ja vesifaasi uutetaan
kahteen kertaan 30 ml:1lla metyleenikloridia. Saatu orgaa-
ninen faasi kuivataan natriumsulfaatilla ja liuotin pois-
tetaan haihduttamalla. Raakatuotteella suoritetaan kroma-
tografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa metyleenikloridil-
la eluoiden.

Saanto: 90 %. Sp. 140 - 141 °c.

TLC: R, = 0,9 (aluminiumoksidi, metyleenikloridi/-
metanoli, 95:5).

MS: 513 (MH'), 469 (M'-C(O)CH;), 453 (M'-CH;COOH) ,
256 (M'/2).

D. 6,6'-dibromimetyyli-4,4"'-di(p-metoksifenyyli)-
2,2'-bipyridiini (yhdiste 9a: R, = CHy)

6,6'-dibromimetyyli-(4-p-metoksifenyyli-4'-p~
hydroksifenyyli)=-2,2'-bipyridiini (yhdlste 9b: toinen ra-
dikaaleista R, on H, toinen on CH;)

Liuosta, jossa on yhdistettd 14 (0,31 g, 0,60
mmol) 5 ml:ssa 33-%:ista HBr/AcOH -seosta, keitetiin pa-
lautusjédéhdyttéden 12 - 13 tunnin ajan. Liuokseen lisitiin
ympdristdn lémpStilassa 20 ml vettd ja 60 ml kloroformia,
minkd jdlkeen seosta pest&din kyllistetylld natriumbikar-
bonaattiliuoksella kunnes se on neutraali. Orgaaninen
faasi erotetaan ja vesifaasi uutetaan kahteen kertaan 20
ml:1lla metyleenikloridia. Saadusta orgaanisesta faasista
poistetaan liuotin haihduttamalla ja ji&nndkselld suori-
tetaan kromatografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa eluoi-
den ensin metyleenikloridilla ja sitten metyleeniklori-
di/metanolilla (95:5).

Yhdiste 9a: R, = CH;; saanto: 16 %; hajaantuu
210 - 215 °C:ssa.

TLC: R, > 0,9 (aluminiumoksidi, metyieenikloridi/—
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metanoli, 95:5).

MS: 556, 555, 553 (MH'), 556, 554, 552 (M'), 475,
473 (M'-Br), 394 (M'-2Br).

Yhdiste 9b: toinen radikaaleista R, on H; saanto:
35 %.

TLC: R, = 0,4 (aluminiumoksidi, metyleenikloridi/-
metanoli, 95:5).

MS: 542, 540, 538 (M'), 461, 459 (M'-Br), 380
(M'-2Br).

E. [(22) (p-OCH;-p-OH-diPhbpy) ]-natriumkryptaatti
(yhdiste 10)

Seosta, jossa on makrosyklid (22) (0,262 g, 1
mmol) ja natriumkarbonaattia (1,05 g, 10 mmol) 600 ml:ssa
vedetdntd metyylisyanidia, keitetddn palautusjddhdyttien
30 minuutin ajan typpisuojakaasussa. Sen jdlkeen seokseen
lisdtddn liete, jossa on yhdistettd 9b (0,54 g, 1 mmol)
450 ml:ssa vedetdntd metyylisyanidia. Seosta keitetdin
palautusjdédhdyttden 20 tunnin ajan typpisuojakaasussa.
Saatu liuos suodatetaan kuumana ja liuotin haihdutetaan
eroon. Raakatuotteella suoritetaan kromatografia-ajo alu-
miniumoksidikolonnissa metyleenikloridi/metanolilla
(95:5) eluoiden.

Saanto: 60 - 65 %.

TLC: R; = 0,6 (aluminiumoksidi, metyleenikloridi/-
metanoli, 90:10).

Ms: 663 (M), 640 (M'-Na), 625 (M'-Na-CH;), 609
(M'-Na-OCH;) , 595 (M'-Na-OCH;-OH) .

F. [(22) (p-OCH;-p-OCH,CN-diPhbpy) ] -natriumkryp-
taatti (yhdiste 11a: Z = CN; Y = CH,; R = CHy)

Liuokseen, jossa on yhdisteen 10 natriumkryptaat-
tia (0,042 g, 0,066 mmol) mahdollisimman pienessi tila-
vuudessa metyylisyanidia, lisdt&3n ylimddrin natrium-
hydridid (jauhemaisena) typpisuojakaasussa, ja seosta
keitetddn palautusjddhdyttden typpisuojakaasussa 1 tunnin
ajan. Liuos jddhdytetdin ympiristdn lémpdtilaan, minki
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jdlkeen siihen lisdtddn bromiasetonitriilid (1,2 ekvi-
valenttia). Seosta sekoitetaan yon yli ympédristén la&mpo-
tilassa typpisuojakaasussa. Seokseen lisdtddn 20 ml vettd
ja 10 ml metyleenikloridia, minkd@ jdlkeen se neutraloi-
daan lisddmdlld kyllastettyd natriumbikarbonaattiliuosta.
Orgaaninen faasi erotetaan ja vesifaasi uutetaan kahteen
kertaan 20 ml:1lla metyleenikloridia. Saatu orgaaninen
faasi kuivataan natriumsulfaatilla, minkd jdlkeen liuot-
timet poistetaan haihduttamalla. Raakatuotteella suorite-
taan kromatografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa metylee-
nikloridi/metanolilla (96:4) eluoiden.

Saanto: 75 %.

TLC: R, = 0,5 (sinivioletti t&pld) (aluminiumoksi-
di, metyleenikloridi/metanoli 92,5:7,5)

MS: 702 (M'), 679 (M'-Na), 663 (M'-Na-H-CH;), 654
(MH'-Na-CN), 640 (MH'-Na-CH,CN).

G. [(22) (p~OCH;~-p-OCH,CH,NH,-diPhbpy) ] -natriumkryp-
taatti (yhdiste 11b: Z = NH,; Y = =CH,-CH,; R = CH,)

Lietteeseen, jossa on yhdistettd 11a (0,078 g,
0,1 mmol) 8 ml:ssa vedetdntd THF:8d, lisdtddn 2 ml B,H,-
liuosta (1 M liuos THF:ssd) ja 5 ml ylimddrdistd THF:34.
Seosta pidetddn ydn yli ymparistdén ladmpdtilassa sitd sa-
malla sekoittaen. Seokseen lisdtddn 10 ml metanolia, min-
kd jdlkeen sitd sekoitetaan 20 - 30 minuutin ajan. Liuot-
timet poistetaan haihduttamalla ja jdidnndkseen lisidtdin
20 ml veden ja konsentroidun kloorivetyhapon seosta
(1:1), jolloin muodostuu keltaista sakkaa ja vapautuu
kaasua liukenemisen tapahtuessa vdhittdin. Liuottimet
poistetaan haihduttamalla ja saatuun jddnndkseen lisidtdin
natriumhydroksidin vesiliuosta (6 N). Amiini 11b uutetaan
25 ml:1lla metyleenikloridia, josta saanto on kvantitatii-
vinen. Yhdisteen muodostuminen todetaan 'H-nmr:n avulla.

H. Kompleksointireaktio: natriumin vaihto ioniin
Ln* (Eu, Tb)

LnCl,;.xH,0:ta (0,1 mmol) liuotetaan 25 ml:aan me-
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tanolia ja liuokseen lis&tdan liuos, jossa on edelld saa-
tua natriumkryptaattia (0,06 mmol) 4 - 8 ml:ssa klorofor-
mia (minimitilavuus). Seosta keitetddn palautusj&ddhdyt-
tien typpisuojakaasussa (6 tunnista 4 pdivddn kyseisestd
natriumkryptaatista riippuen). Natriumkryptaatin h&vii-
mistd seurataan TLC:n avulla (aluminiumoksidi, metyleeni-
kloridi/metanoli, 90:10). Kun reaktio on pddttynyt, reak-
tioseos suodatetaan tarvittaessa ja liuottimet poistetaan
haihduttamalla. J&dnnés uudelleenliuotetaan 15 - 20
ml:aan metanolia ja liuokseen lis&tddn eetterid, kunnes
samenema sidilyy (5 ml:sta 25 - 30 ml:aan). Muodostunut
harvinaisen maametallin kryptaatti kiteytyy tai saostuu
hyvin nopeasti tai usean tunnin kuluttua, kryptaatin
luonteesta riippuen. Kryptaatin muodostus todetaan 'H-
nmr:114 ja UV-spektroskooppisesti ndkyvdn valon alueella.

Tdmdn suoritusmuodon mukaan saatiin vastaavasti
kaavan 11 mukaiset europium- ja terbiumkryptaatit, joilla
on seuraavat spektriominaisuudet:

Europiumkryptaatti: UV/ndkyvd, metanolissa: 280 nm
maksimi; 292 nm olkapiikki; 320 nm maksimi.

Terbiumkryptaatti: UV/ndkyvd, vedessd: 282 nm; 310
nm olkapiikki.

Esimerkki 2

[bpy.bpy. (p~OCH;~p-OCH,CH,NH,~diPhbpy) ] :n harvi-
naisen maametallin kryptaatti

R = CHy; Y = =CH,-CH,~; Z = NH,; R' = H; -N

on bis-bipyridiinimakrosykli (menetelmd C).

A. [bpy.bpY.(p-OCH;-p-OH-diPhbpy) ]-natriumkryp-
taatti (yhdiste 10b)

Seosta, jossa on bis-bipyridiinimakrosyklii
(0,48 g, 1,21 mmol) ja natriumkarbonaattia (1,16 g,
11 mmol) 480 ml:ssa vedetdntd metyylisyanidia, keitetdin
palautusjdahdyttden 30 minuutin ajan typpisuojakaasussa.
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Seokseen lisdtddn liete, jossa on 6,6'-dibromimetyyli-(4-
p-metoksifenyyli-4'-p-hydroksifenyyli)-2,2'-bipyridiinii,
joka valmistettiin aiemmin (katso esimerkki 1, kohta D)
(0,65 g, 1,20 mmol), 340 ml:ssa metyylisyanidia. Saatua
liuosta keitetddn palautusjédihdyttden 24 tunnin ajan typ-
pisuojakaasussa. Reaktioseoksen j&&hdyttyd ympiristdn
lampdétilaan se suodatetaan ja liuotin poistetaan haihdut-
tamalla. Raakatuotteella suoritetaan kromatografia-ajo
aluminiumoksidikolonnissa metyleenikloridi/metanolilla
(98:2) eluoiden.

Saanto: 45 %.

TLC: R, = 0,4 (aluminiumoksidi, metyleeniklo-
ridi/metanoli, 90:10), violetti t#pld (254 nm), vihrei
tdpld (366 nm).

MS: a) IC (NH;): 795 (M'), 773 (MH'-Na).

b) FAB' (tioglyseroli): 875 (MBr'), 795 (M').

Saatu natriumkryptaatti muutettiin terbiumkryptaa-
tiksi esimerkissd 1H kuvattua suoritustapaa noudattaen.
Td11ld kryptaatilla on seuraavat spektriominaisuudet:

UV/ndkyvd, vedessd: 244 nm (maksimi); 303 nm (mak-
simi).

UV/ndkyvd, metanolissa: 244 nm (maksimi); 301 nm
(maksimi); 318 nm (olkapiikki). '

B. [bpy.bpy.(p-OCH;~-p~OCH,CN-diPhbpy) ]-natrium-
kryptaatti

Liuokseen, jossa on yhdisteen 10b natriumkryptaat-
tia (0,21 g, 0,24 mmol) 12 ml:ssa metyleenikloridia ja 12
ml:ssa metanolia, lis&dtddn liuos, jossa on natriumhydrok-
sidia metanolissa (1,5 ekvivalenttia 2 ml:ssa). Seosta
keitetddn palautusjiihdyttden 1,5 tunnin ajan typpisuoja-
kaasussa. Sitten seoksen jdihdyttyd ympiristdn ldmpéti-
laan liuotin poistetaan haihduttamalla; reaktiossa muo-
dostunut vesi poistetaan tislaamalla atseotrooppisesti
tolueenin kanssa. Ndin saatua tuotetta kuivataan yon yli
siipipumppua kdyttden. Saatu, vidrilt&#n kirkkaan oranssi
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tuote liuotetaan 35 ml:aan THF:84 (liuos on samea). Li-
sidttdessd liuokseen bromiasetonitriilid (30 mikrolitraa,
1,8 ekvivalenttia) liuos muuttuu ldpikuultavaksi. Liuos
jdtetddn reagoimaan ympdristdn l&mpodtilaan sitd samalla
sekoittaen typpisuojakaasuun yon ajaksi. Liuokseen lis&d-
td3n 20 ml vettd ja noin 10 ml metyleenikloridia. Seos
neutraloidaan lisdamd@lld kylldstettyd natriumbikarbonaat-
tiliuosta. Orgaaninen faasi erotetaan ja vesifaasi uute-
taan kahteen kertaan 20 ml:lla metyleenikloridia. Saatu
orgaaninen faasi kuivataan natriumsulfaatilla, minkd j&dl-
keen liuottimet poistetaan haihduttamalla. Raakatuotteel-
la suoritetaan kromatografia-ajo aluminiumoksidikolonnis-
sa metyleenikloridi/metanolilla (95:5) eluoiden.

Saanto: 92 %.

MS: FAB' 834 (M").

Saatu natriumkryptaatti muutettiin vastaavaksi
terbiumkryptaatiksi esimerkissd 1 kuvatun suoritustavan
mukaan. T&dlld kryptaatilla on seuraavat spektriominaisuu-
det:

UV/ndkyvd, metanolissa: 300 nm (maksimi); 314 nm
(olkapiikki).

C. [bpy.bpy. (p-OCH;-p=-OCH,CH,NH,-diPhbpy)]:n har-
vinaisen maametallin kryptaatti

Noudattaen esimerkin 1 kohdassa G kuvattua suori-
tustapaa saadaan edeltdvédn yhdisteen harvinaisen maame-
tallin kryptaatti.

Esimerkki 3

[ (bis-bpy)-bpy-di(amidoetyleeniamiini)]):n europi-
umkryptaatin valmistus (menetelmid A)

Kaavan Ib mukainen yhdiste: R' on vety.

A. [(bis-bpy)-bpy-diesteri]natriumkryptaatin val-
mistus

Kaavan 1 mukainen yhdiste, jossa R, on CH;.

Seosta, jossa on 0,300 g (7,61 x 107 mol) bis-bi-
pyridiinimakrosyklis ja 1,10 g (10,4 x 107 mol) natrium-
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karbonaattia, keitetddn palautusjddhdyttden 30 minuutin
ajan 450 ml:ssa metyylisyanidia. Sitten seokseen lisdtiin
liuos, jossa on 0,350 g (7,64 x 10™* mol) 6,6'-dibromime-
tyyli-(4,4'-p-dimetoksikarbonyyli)=~2,2'-bipyridiinid (yh-
diste 1; X = Br) 375 ml:ssa metyylisyanidia, samalla kii-
vaasti sekoittaen 60 minuutin aikana. Sen jdlkeen reak-
tioseosta keitetddn ja sekoitetaan edelleen palautusjidsh-
dyttden 18 tunnin ajan, minkd jdlkeen se jddhdytetddn ym-
pdristén lidmpdtilaan ja suodatetaan. Liuotin poistetaan
haihduttamalla tyhjossd pyorchaihduttimessa. Saatu kiin-
ted aine liuotetaan kloroformiin ja liuoksella suorite-
taan kromatografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa (jonka
pddssd on vdhdn silikageelid) eluoiden kloroformi/metano-
lilla (98:2). Liuottimet poistetaan tyhjdssd haihdutta-
malla, jolloin saadaan 0,230 g (38 %) haluttua komplek-
sia. Tdll3d on seuraavat fysiko-kemialliset ominaisuudet:

Sulamispiste: > 240 °C.

'H-nmr (CD;OD): 3,89 (s, 8H, CH,<~bpy), 3,98 (s, 4H,
CH,-bpy-diE), 4,03 (s, 6H, COOCH;), 7,42 (d, J=7,4 Hz,
4H-bpy), 7,92 (t-J = 7,4 Hz, 4H-bpy), 7,96 (d, J=1,2 Hz,
2H-bpy-diE), 8,10 (d, J=7,4 Hz, 4H-bpy), 8,60 (d, J=1,2
Hz, 2H-bpy-diE) (diE = diesteri).

“c-nmr (cDCl,): 52,9, 59,5, 119,7, 120,4, 123,4,
124,1, 138,2, 139,7, 155,2, 155,7, 158,3, 160,4, 164,9.

C,oH3,NgO,NaBr.4H,0 (865,71):

laskettu (%): C, 55,49; H, 4,89; N, 12,94;

todettu (%): C, 55,44; H, 4,33; N, 13,10.

B. Edeltavadn kryptaatin aminolyysi

Edelld saadulle kryptaatille (0,100 g, 1,26 x 107
mol) suoritetaan aminolyysi lis&dmdlld pienind erinid 4 ml
etyleenidiamiinia, joka on edeltd kidsin tislattu KOH:1lla
ja kuumennettu 90 °C:seen. Saatua reaktioseosta sekoite-
taan vield 1 tunnin ajan, minkd jdlkeen se jaidhdytetdidn
ympdristodn lémpdtilaan. Sen jdlkeen etyleenidiamiiniyli-
mddrd poistetaan tyhjossd haihduttamalla ja saadaan 81jy.
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Téamd 61jy lietetd&n 2 ml:aan kloroformin ja metanolin
seosta (2:1), joka sitten poistetaan tyhj&ssi haihdutta-
malla. Toistamalla puhdistus 5 kertaa saadaan haluttu
kompleksi; saanto on 89 %.

C. Edeltavdn kryptaatin muuttaminen vastaavaksi
europiumkryptaatiksi

Noudattaen esimerkin 1 kohdassa H kuvattua suori-
tustapaa saatiin [(bis-bpy)(bpy-di(amidoetyleeniamiini)]-
europiumkryptaatti, jolla on seuraavat spektriominaisuu-
det:

UV/nékyvd, vedessd: 240 nm; 303 nm (maksimi).

Esimerkki 4

[ (bis-bpy) - (bpy-di (amidoetyleeniamiini) J-europium-
kryptaatin valmistus (menetelmi A)
Kaavan Ib mukainen yhdiste: R' = H.

A. [(bis-bpy)-(bpy-diesteri))-europiumkryptaatin
valmistus

Edeltdvdn esimerkin kohdassa A saatua natriumkryp-
taattia (0,10 mmol) liuotetaan 8 ml:aan kloroformia ja
livos lis&dtddn liuokseen, jossa on EuCl;.6H,0:ta (0,15
mmol) 40 ml:ssa metanolia. Liuosta keitetiiin siti samalla
sekoittaen ja palautusjidihdyttien typpisuojakaasussa,
kunnes natriumkryptaatti on hidvinnyt (TLC, aluminiumoksi-
di, eluentti: metyleenikloridi/metanoli, 90:10). Reaktio-
aika on noin 48 tuntia. Reaktioseos jddhdytetdsn ympiris-
ton lampdtilaan ja suodatetaan, jos se on samea. Liuvotti-
met poistetaan pydrdhaihduttimessa haihduttamalla ja
jddnnds liuotetaan 20 - 25 ml:aan metanolia. Liuokseen
lis&tddn etyylieetteris tipoittain kunnes hyvin kevyt sa-
menema sdilyy. Europiumkryptaatti kiteytyy tdten ympidris-
ton lémpdtilassa. Liuottimet poistetaan pipetillid ja
kryptaatti kuivataan. Saanto: noin 40 % (ensimmdinen ki-
teytys). Suodos haihdutetaan kuiviin ja menettely toiste-
taan.

Saadulla yhdisteelld on seuraavat fysiko-kemialli-
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set ominaisuudet:

'H-nmr (D,0; t-BuOH): 10,51 (2H, s, CH(bpy-diE),
8,66 (2H, s, CH-bpy-diE), 8,06 (4H, t, CH-bpy), 7,08 (4H,
4, CH-bpy), 6,74 (4H, 4, CH-bpy), 4,66 (6H, s, OCH;), 0,9
(8H, s, CH,-bpy), -0,78 (4H, s, CH,-bpy-diE).

C,oHsNgO, - EuCl;.NaCl.9/2H,0 (1088,58):

laskettu (%): C, 44,13; H, 3,98; N, 10,29;

todettu (%): C, 43,93; H, 3,79; N, 9,88;

C, 44,06; H, 3,70; N, 10,03.

B. Europiumkryptaatin aminolyysi

Edelli saatu europiumkryptaatti (40 mg) lisdtddn
pienind erind 40 ml:aan edeltd kdsin KOH:1lla tislattua
etyleenidiamiinia. Ldpikuultavaa liuosta sekoitetaan 3
tunnin ajan typpisuojakaasussa ympdriston ldmpotilassa.
Etyleenidiamiini poistetaan tyhjossa pydréhaihduttimessa
haihduttamalla. Ji&nnds lietetddn muutamaan millilitraan
metyleenikloridi/metanolia (2:1) ja liuottimet poistetaan
tyhjossid haihduttamalla. Menettely toistetaan 5 kertaa
tiysin kiinte&n yhdisteen saamiseksi. Saatua kryptaattia
kuivataan 24 tunnin ajan tyhjdssd siipipumppua kdyttéaen.

Sulamispiste: 168 - 170 °C.

Tamdn europiumkryptaatin ominaisuudet ovat samat
kuin edeltivissi esimerkissd saadun europiumkryptaatin.
Nimi kaksi esimerkkii osoittavat siten, ettd alkali-ioni-
kryptaatti voidaan kompleksoida harvinaiseen maametal-
li-ioniin ennen substituutiota tai sen Jjidlkeen.

Esimerkki 5

[(22) bpy-di(amidoetyleeniamiini)]:n europium- tai
terbiumkryptaatin valmistus
Kaavan Ia mukainen yhdiste

A. [(22) bpy-diesteri)-natriumkryptaatin valmistus

Seosta, jossa on 0,114 g (4,37 x 10" mol) makro-
syklid (22) ja 0,460 g (4,34 x 10”® mol) natriumkarbo-
naattia, keitetddn 30 minuutin ajan palautusj&&hdyttéen
130 ml:ssa metyylisyanidia. Sen jdlkeen seokseen lis&dtdidn
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liuos, jossa on 0,200 g (4,37 x 10™* meol) yhdistetti 1
220 ml:ssa metyylisyanidia, samalla kiivaasti sekoittaen
60 minuutin aikana. Reaktioseosta keitet#din edelleen 15
tunnin ajan sitd samalla sekoittaen ja palautusjiihdytti-
en, minkd jdlkeen se jddhdytetddn ympiristdn lédmpsdtilaan
ja suodatetaan. Liuotin poistetaan tyhjdssd pyérdhaihdut-
timessa haihduttamalla. Saatu kiinted aine liuotetaan me-
tyleenikloridiin ja liuos puhdistetaan suorittamalla kro-
matografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa (jonka piissi on
pieni mddrd silikageelid). Metyleenikloridilla eluoituu
ensin epdpuhtaus. Muodostunut makrobisykli eluoidaan sen
jdlkeen metyleenikloridi/metanolilla (98:2). Liuottimet
tyhjdssd poistamalla saadaan 0,135 g (61 %) makrobisyk-
lid.

B. [(22) bpy-diesteri]:n europium- tai terbium-
kryptaatin valmistus

Noudattaen esimerkissd 1H kuvattua suoritustapaa
saatiin vastaavasti [(22) bpy-diesteri):n europium- ja
terbiumkryptaatit, joilla on seuraavat spektriominaisuu-
det:

europiumkryptaatti: UV/nikyvd, metanolissa, 242 nm
ja 324 nm (maksimeja);

terbiumkryptaatti: UV/n#kyvd, metanolissa, 242 nm
ja 325 nm (maksimeja).

C. [(22) bpy-di(amidoetyleeniamiini))-europium-
kryptaatin valmistus

Edelld saatua europiumkryptaattia (0,100 g, 1,43 x

10°
nia, joka on tislattu KOH:1la ja edelti pdin kuumennettu

mol) lisdtddn pienind erinid 5 ml:aan etyleenidiamii-

90 °C:seen. Reaktioseosta sekoitetaan vieli tunnin ajan,
minkd jdlkeen se j&ihdytet&din ympdristén lampdtilaan.
Etyleenidiamiiniylimddrid poistetaan tyhj&ssi haihdutta-
malla, jolloin saadaan &ljy. Tdmi 81jy lieteti&n 2 ml:aan
kloroformia, joka sitten poistetaan tyhjossd haihdutta-
malla. Toistamalla puhdistus 3 kertaa saadaan 93 mg (90
%) europiumkryptaattia. T&114 kryptaatilla on seuraavat
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spektriominaisuudet:
UV/ndkyvd, vedessd, 240 ja 315 nm (maksimeja).
Samalla tavalla kohdassa B saadulle terbiumkryp-
taatille voidaan suorittaa aminolyysi.
Esimerkki 6
[ (bpy-dikarbometoksi);]-natriumkryptaatin valmis-

tus (menetelmd B)

Kaava 7: R' = R" = OCHj; - - on

®)

N /.\N
\\<:}//
bis-bipyridiinimakrosykli. .

A. 4,4'-dikarbometoksi-6,6'-diatsidometyyli-2,2"'~
bipyridiinin synteesi

Seosta, jossa on 4,4'-dikarbometoksi-6,6'-dibromi-
metyyli-2,2'~bipyridiinid (0,50 g, 1,10 x 107 mol) ja
NaNy:a (1,0 g, 15,4 x 1073 mol), keitetddn palautusjddh-
dyttden 36 tunnin ajan 15 ml:ssa THF:8d. Reaktioseos
jddhdytetddn ympariston ldmpétilaan, suodatetaan selii-
tilld ja haihdutetaan kuiviin. J&d@nnos liuotetaan kloro-
formiin ja liuoksella suoritetaan kromatografia-ajo sili-
kageelissd eluoiden kloroformilla.

Liuotin haihduttamalla saadaan 0,40 g (95 %) ha-
luttua yhdistettd, jolla on seuraavat fysiko-kemialliset
ominaisuudet:

Sp. = 168 - 170 °C.

'H-nmr (CDC1,): 4,02 (s, 6H, COOCH;) ,- 4,63 (s, 4H,
CH,-H;), 7,94 (d, J=1,3 Hz, 2H), 8,96 (d, J=1,3 Hz, 2H);

“c-nmr (cDCl,): 52,7, 55,1, 120,0, 121,5, 139,7,
156,0, 156,8, 165,3;

IR (KBr): 1715 cm' (esteri), 2090 cm™' (atsidi).

MS: 383 ((MH)").

C.H,NgO, (382,34):

laskettu (%): C, 50,27; H, 3,69; N, 29,31;

todettu (%): ¢, 50,37; H, 3,51; N, 27,69.
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B. 4,4'-dikarbometoksi-6,6'-diaminometyyli-2,2°'-
bipyridiinin synteesi (yhdiste 5)

Seosta, jossa on kohdan A mukaan saatua yhdistetti
(0,126 g, 3,30 x 10 mol) ja 12,6 mg 10-%:sta Pd/C-kata-
lyyttid 38 ml:ssa metyleenikloridi/metanolia (2:1), se-
koitetaan ympdristén la&mpdtilassa vetyilmakehissd 12 tun-
nin ajan.

Reaktioseos suodatetaan seliitilld, mink# j&dlkeen
livuottimet haihduttamalla saadaan 0,100 g (92 %) haluttua
yhdistettd, jota kdytetddn puhdistamatta seuraavassa vai-
heessa.

C. [bpy-dikarbometoksi];-natriumkryptaatin syn-
teesi (yhdiste 7)

Seosta, jossa on yhdistettd 6 (R' = OCH;; X = Br)
(0,280 g, 6,11 x 10™* mol) ja natriumkarbonaattia (0,65
g, 6,13 x 1073 mol), keitetddn palautusjdihdyttden 500
ml:ssa metyylisyanidia. Sen jidlkeen reaktioseokseen lisi-
tddn 0,100 g (3,03 x 10 mol) yhdistetti 5 ja reaktio-
seosta keitet&ddn edelleen sitd samalla sekoittaen ja pa-
lautusjdidhdyttéden 48 tunnin ajan. Reaktioseos jddhdyte-
tddn ympdristén ldmpétilaan ja suodatetaan, minki jdlkeen
suodoksesta poistetaan liuotin tyhj&ssi haihduttamalla.
Jadnnds lietetddn kloroformiin ja lietteelld suoritetaan
kromatografia-ajo aluminiumoksidikolonnissa (jonka pédissi
on vdhdn silikageelid) kloroformi/metanolilla (98:2)
eluoiden. Liuottimet haihduttamalla saadaan 0,132 g (40
%) makrobisyklid 7 (R" = R' = OCH;) .

Sp. > 250 °c.

'H-nmr (CDCl,): 4,02 (s, 18H, COOCH;), 4,08 (s,
12H, CHp), 7,96 (d, J=1,2 Hz, 6H), 8,49 (d, J=1,2 Hz,
6H) ; .
“c-nmr (cDCly): 53,2, 59,2, 120,0, 123,8, 139,9,
155,6, 159,9, 164,8.

C,gH;NgO;,. NaBr.3H,0 (1079,84):

laskettu (%): C, 53,39; H, 4,48; N, 10,38;
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todettu (%): C, 53,40; H, 4,40; N, 9,75.

Edelli saadulle kryptaatille voidaan suorittaa
aminolyysi etyleenidiamiinia kdyttden edeltdvissd esimer-
keissid kuvattua suoritustapaa noudattaen. Yleensd saadaan
ryhm&118 CO-NH-CH,-CH,-NH, mono-, di-heksasubstituoitujen
kryptaattien seos. Ndméd yhdisteet voidaan erottaa tavan-
omaisin keinoin.

Esimerkki 7

[bis (bpy-dikarboksibutoksi), bpy-diamidoetyleeni-
amiini]-europiumkryptaatin valmistus
Kaava Ib: R' = t-Bu (tert-butyyli tai Bu')

A. [bis(bpy-dikarboksibutoksi), bpy-dikarboksi-
metoksi]-natriumkryptaatin valmistus '

Esimerkissid 6 kuvattua suoritustapaa noudattaen ja
kdyttden tdmid esimerkin kohdassa B saatua yhdistettd 5
sekd yhdistettd 6 (R' = COO(t-C,H,); X = Br) saatiin kaa-
van 7 mukainen natriumkryptaatti (R' = COO(t-CH,); R" =
COOCH;) , jolla on seuraavat fysiko-kemialliset ominaisuu-
det:

Sp. > 220 °C.

'H-nmr (CDCl,): 1,60 (s, 36H, COOBu‘), 3,99, 4,02,
4,06, (3s, 18H, CH,-bpy-di-COOMe + CH,-bpy-di-C00-Bu’',

+ -COOCH;), 7,81 (s, 4H, bpy-di-co0-Bu'), 7,95 (s, 2H,
bpy-di-coo-Me), 8,36 (s, 4H, bpy-di-coo-Bu'), 8,45 (s,
2H, bpy-di-COO-Me).

Bc-nmr (cDCl;): 28,0, 53,1, 59,1, 83,4, 119,8,
119,9, 123,4, 123,7, 139,8, 141,7;

CgoHeNgOp- NaBr.3H,0 (1248,18):

laskettu (%): C, 57,73; H, 5,81; N, 8,98;

todettu (%): ¢, 57,99; H, 5,31; N, 9,03.

Tidmd natriumkryptaatti muutettiin sitten vastaa-
vaksi europiumkryptaatiksi edelld kuvatun suoritustavan
mukaan.

Tille suoritettiin sitten aminolyysi etyleenidi-

amiinia kdyttéden.
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Yhden suoritusmuodon mukaan edeltfville yhdisteel-
le 7 voidaan ensin suorittaa aminolyysi, minkd j&lkeen
saatu natriumkryptaatti muutetaan vastaavaksi europium-
kryptaatiksi aiemmin kuvattuja suoritustapoja noudattaen.

Yhdisteiden k&yttd fluoresoivina merkkeini

Kuten edelld on mainittu, keksinnén mukaiset yh-
disteet soveltuvat biologisten aineiden leimaamiseen,
joka suoritetaan kytkemdlld keksinndn mukainen yhdiste
kovalentilla sidoksella mitattavaan tai todettavaan bio-
logiseen aineeseen. Tdmid kytkeminen voidaan suorittaa
tdlld alalla kdytettyjen tavanomaisten kytkemismenetel-
mien mukaan, kuten esimerkiksi menetelmilli, joissa kdy-
tetddn SMCC/SPDP:td tai karbodi-imidid (katso julkaisu
"Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Bio-
logy - Practice and Theory on Enzyme- and Immunoassays",
P. Tijssen, Elsevier, 1. painos, 1985).

Keksinndn mukaiset kryptaatit soveltuvat fluore-
soiviksi merkeiksi biologisten aineiden kaiken tyyppisiin
mddritys- tai toteamismenetelmiin ja erityisesti ns. kil-
pailu- tai ylimd&rdmittausmenetelmiin, homogeenisessa
faasissa tai heterogeenisessi faasissa, jotka menetelmit
ovat alan ammattilaiselle tuttuja ja joita kuvaa erityi-
sesti Landon, Ann. Clin. Biochem. 18 (1981) 253, ja Soi-
ni, Clin. Chemi. 25 (1979) 353. Niiti voidaan samoin
kdyttdd homogeenisessa toteamis- ja/tai mddritysmenetel-
mdssd, joka perustuu luminointiin ja jota kuvataan PCT-
hakemusjulkaisussa WO 87/00927.

Todettavina tai mddritettdvinid biologisina aineina
tulevat kyseeseen esimerkiksi vasta-aineet, antigeenit,
toksiinit, entsyymit, proteiinit, hormonit, hormoniresep-
torit, steroidit, avidiini, biotiini, streptavidiini,
mikro-organismit, hapteenit, nukleiinihapot, DNA- ja RNA-
fragmentit, lipidit, sokerit jne. Esimerkkejd tidllaisista
aineista mainitaan EP-hakemusjulkaisussa 17 908, joka si-
sdllytetddn tihdn selitykseen viitteeksi.
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Keksinnén mukaisten yhdisteiden kdyttodd fluoresoi-
vina merkkeind havainnollistetaan seuraavilla viidella
esimerkilld.

Seuraavissa kokeissa A, D ja E kdytettiin reagens-
seja SPDP ja sulfo-SMCC, jotka ovat vastaavasti: "N-suk-
kinimidyyli-3-(2-pyridyylitio)propionaatti”" ja "sulfosuk-
kinimidyyli-4-(N-maleimidometyyli)sykloheksaani-1l-karbok-
sylaatti". |

Koe A: Vasta-aine-kryptaattikonjugaatin muodostus
SMCC/SPDP:t& kidyttden

1) Esimerkin 3 mukaan saadun europiumkryptaatin
aktivointi

500 mikrolitraan liuosta, jossa on kryptaattia 1,5
mg/ml 20 mM fosfaattipuskurissa, pH 7, lisdtd&dn 50 mikro-
litraa liuosta, jossa on sulfo-SMCC:td 13,1 mg/ml samassa
puskurissa.

Sitten seosta inkuboidaan 30 minuutin ajan ympéa-
ristdn limpétilassa, minkd jdlkeen sitd sekoitetaan vor-
teks-sekoittajalla 5 minuutin ajan. Liuos sentrifugoidaan
sakan poistamiseksi. Suodos puhdistetaan kdyttdmdlla se
Pharmacia Mono Q -ioninvaihtokolonnissa, jolloin eluutio-
gradientti muodostettiin seuraavista: 4

puskuri A: 20 mM fosfaatti, pH 7 + 10 % DMF

puskuri B: 20 mM fosfaatti, pH 7 + 10 ¥ DMF + 1 M
NacCl.

Kryptaatti todetaan mittaamalla sen absorbanssi
307 nm:n aallonpituudella (e = 25 000 M'' cm™' 307
nm:ssd). Aktivoitu kryptaatti eluoituu kuolleessa tila-
vuudessa. Sulfo-SMCC-ylimddrd eluoituu gradientissa.

2) Vasta-aineen aktivointi

Kdytetty monoklonaalinen vasta-aine E, on prolak-
tiinin vastainen vasta-aine, jota sisdltdvdt prolaktiinin
immunoradiometrisiin mittauksiin tarkoitetut pakkaukset,
joita valmistaa Oris Industrie ja jotka tunnetaan nimelld
"Elsa Prol".



10

15

20

25

30

35

\O
N>
(@)
O
o

31

1,2 ml:aan liuvosta, jossa on vasta-ainetta E, 14,8
mg/ml 50 mM:n fosfaattipuskurissa, pH 7,1, joka kisittii
pitoisuuden 150 mM NaCl, lisiti#dn 30 mikrolitraa 30 mM
SPDP-liuosta vedett&missd etanolissa. Seosta inkuboidaan
30 minuutin ajan ympdristén lidmpdtilassa sitd samalla se-
koittaen. Liuos kéytetddn Pharmacia G25 -geelikolonnissa,
jota on tasapainotettu samalla fosfaattipuskurilla (e =
210 000 M cm' 280 nm:ssd). Haluttu fraktio eluoituu
kuolleessa tilavuudessa. Siihen lisdti#in 60 mikrolitraa
400 mM DTT- (ditiotreitoii-) liuosta fosfaattipuskurissa.

Liuosta inkuboidaan 15 minuutin ajan ympéristén
ldmpdtilassa sitd samalla sekoittaen, minkid jilkeen se
panostetaan fosfaattipuskurilla tasapainotettuun G25-ko-
lonniin, josta otetaan talteen kuolleessa tilavuudessa
eluoituva fraktio.

3) Aktivoidun vasta-aineen kytkeminen aktivoituun
kryptaattiin

60 mikrolitraan liuosta, jossa on aktivoitua vas-
ta-ainetta 2,6 mg/ml fosfaattipuskurissa, lisit#in S50
mikrolitraa liuosta, jossa on kryptaattia 200 mikromol/-
litra.

Liuvosta inkuboidaan 12 tunnin ajan ympdristén l&m-
pdtilassa, minkd jdlkeen se sentrifugoidaan. Supernatant-
ti dialysoidaan 50 mM:n fosfaattipuskuria, pH 7,4, vas-
taan.

Koe B: Vasta-aine-kryptaattikonjugaatin muodosta-

minen karbodi-imidi# kdyttden

1) Vasta-aineen sukkinilointi

83 mikrolitraa liuosta, jossa on meripihkahappoan-
hydridid 50 mg/ml seoksessa, jossa on 1/3 DMSO:ta ja 2/3
100 mM:n boraattiliuosta, pH 9, lis&t&din 3 erini 440 mik-
rolitraan liuosta, jossa on vasta-ainetta E, 9,4 mg/ml
100 mM:n boraattiliuoksessa, pH 9, ja jonka sisdltivi as-
tia on upotettu sulaviin j&ihin. '

PH pidetddn 9:ssd 1isiimilli natriumhydroksidia,
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ja seoksen annetaan reagoida 30 minuutin ajan 0 °C:ssa.

2) Puhdistaminen

Puhdistus suoritetaan kidyttden korkeapainekromato-
grafiaa TSK 3000 SW -geelisuodatuskolonnissa, jolloin
eluenttina kiytetdin 50 mM:n fosfaattipuskuria, pH 7,4.
vVirtausnopeus on 1 ml/min.

Sukkiniloitu vasta-aine otetaan talteen 3 ml:n
fraktiossa, jota konsentroidaan 370 mikrolitran tilavuu-
den saamiseksi. ‘

3) Sukkiniloidun vasta-aineen ja kryptaatin kytke-
minen toisiinsa

Liuos 1: sekoitetaan 25,5 mg karbodi-imidid 1335
mikrolitraan 50 mM:n fosfaattipuskuria, pH 7,4;

liuos 2: 50 mg/ml sulfo-N-hydroksisukkinimidid sa-
massa puskurissa (14,7 mg 222,7 mikrolitrassa);

liuos 3: 0,96 mg/ml esimerkin 3 mukaista kryptaat-
tia samassa puskurissa.

Tunnin ajan ympdristén ldmpétilassa annetaan rea-
goida seoksen, jossa on:

175 mikrolitraa sukkiniloidun vasta-aineen liuosta

480 mikrolitraa liuosta 3

72,5 mikrolitraa liuosta 1

10 mikrolitraa liuosta 2

Perusteellisen dialysoinnin jdlkeen 50 mM:n fos-
faattipuskuria, pH 7,4, vastaan tuotetta konsentroidaan
Amicon-suppilossa, jolloin saadaan konjugaattiliuosta,
jossa pitoisuus on 0,86 mg/ml.

Tuote jiidytetdin kyseisessd puskurissa, johon on
lisitty 1 mg/ml ihmisen seerumialbumiinia (HSA).

Tulokset: Prolaktiinin mittaus

Kdytetddn Elsa Prol -prolaktiinimittauspakkauksen

reagensseja.
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Kuhunkin putkeen, joka sisdltdd Elsa-pakkauksen
kiintedd faasia, lis&dtdin:

100 mikrolitraa standardiliuosta

300 mikrolitraa E;-kryptaattikonjugaattiliuosta,
joka on saatu kokeen A tai B mukaan ja joka on 50 mM:n
fosfaattipuskurissa, pH 7,4, joka sisdltdd 1 mg/ml
HSA:ta.

Putkien sisdltdd inkuboidaan 3 tunnin ajan 37
°C:ssa. Kiinted faasi pestdin 2 x 3 ml:lla vettd. Putkiin
lisdtdan 400 mikrolitraa puskuria, joka kdsittdid pitoi-
suuden 5 mM natriumdodekyylisulfaattia (SDS). 300 mikro-
litraa tdtd liuosta siirretddn fluoresenssin mittausta
silmdlldpitden Arcus LKB -laitteeseen.

Saadut tulokset on esitetty oheisessa kuviossa 1.
Tdssd Kuviossa ordinaataksi on merkitty fluoresointi-in-
tensiteetti ja abskissana on prolaktiinipitoisuus mikro-
U/ml.

Ndmd tulokset osoittavat, ettd keksinndén mukaiset
kryptaatit soveltuvat fluoresoiviksi merkeiksi immunolo-
giseen mittaukseen.

Tadmdn jdlkeen esitetyssd kokeessa C esitelldidn
keksinndén mukaisten kryptaattien kdyttdid PCT-hakemusjul-
kaisun WO 87/00927 mukaisessa homogeenisessa menetelmés-
sd.

Koe C: Prolaktiinin mittaus

I. Prolaktiinin homogeeninen mittaaminen

A. Jodin kiinnittidminen vasta-aineeseen

Monoklonaalinen anti-prolaktiini-G,-vasta-aine
leimataan Woodin reagenssilla [joka kuvataan julkaisussa
Anal. Biochem. 69 (1975) 339 - 349 esitetyssid synteesis-
sd).

2,93 mg Woodin reagenssia liuotetaan 40 mikrolit-
raan 0,5 N natriumhydroksidiliuosta. Liuokseen lis&t#din
400 mikrolitraa 200 mM:n karbonaattipuskuria, pH 9,3. T&a-
hdn liuokseen lisdt&d&@n 200 mikrolitraa liuosta, jossa on
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vasta-ainetta G, 10 mg/ml 100 mM:n karbonaattipuskurissa,
pH 9,3, ja seosta inkuboidaan 17 tunnin ajan 30 °C:ssa.
Liuos puhdistetaan Pharmacia PD10 -kolonnissa eluoiden
100 mM:n karbonaattipuskurilla, pH 9,3.

Kuolleessa tilavuudessa eluoituneet fraktiot ote-
taan talteen; konjugaatilla on tunnusomainen optisen ti-
heyden arvojen vdlinen suhe 320 ja 280 nm:ssd:

Do 320 = noin 1,4 - 1,5

Do 280

Konjugaatin pitoisuus arvioidaan ottaen huomioon,
ettd 90 % vasta-aineesta saadaan talteen. Konjugaatti-
liuos jaetaan eriksi, joita sdilytetddn -20 °C:ssa.

B. Prolaktiinin mittaaminen (kadyrd a)

Kdytetddn prolaktiinistandardiliuoksia, joissa pi-
toisuus on 0, 15, 30, 60 ja 150 ng/ml. Mittaus suorite-
taan kdyttden Eflabin 12 kuopan mittausliuskoja katalo-
ginro 9 602 107.

Kuoppiin lisdtddn perdjdlkeen:

100 mikrolitraa standardiliuosta

100 mikrolitraa vasta-aine-G,-Wood-liuosta, jonka
pitoisuus on 5 mikrogrammaa/ml

100 mikrolitraa kokeessa A saatua konjugaatti-E,-
liuosta, jonka pitoisuus on 0,375 mikrogrammaa/ml.

Seosta inkuboidaan 15 minuutin ajan ympdristén
lampdtilassa, minkd jdlkeen tulokset luetaan Arcus-lait-
teessa ja piirretddn standardikuvaaja esittidmdllid AF-ar-
vot standardiarvojen funktiona (kuvio 2), jolloin

AF=(standardille mitattu fluoresenssi - O-kokeen fluoresenssi

O-kokeen fluoresenssi
I. Prolaktiinin mittaaminen radioimmunometrisesti
(kuvaaja B)
Kdytetddn Elsa Prol -pakkausta (valmistaja Oris).
Elsa-putkeen mitataan:
300 mikrolitraa radioaktiivista leimaliuosta
100 mikrolitraa standardiliuosta.
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Sekoituksen jédlkeen inkuboidaan 3 tunnin ajan
37 °C:ssa, mink# j&lkeen putket pestdin 2 kertaan vedelli
ja niiden radioaktiivisuus mitataan laskijalla.

Muodostetaan arvo B/T kullekin standardille (kuvio
2), jolloin _

B = standardille mitattu radioaktiivisuus

T = 300 mikrolitralle radioaktiivista leimaliuosta
mitattu radioaktiivisuus.

Saadut tulokset (katso kuvio 2) osoittavat, ettd
keksinndén mukaiset kryptaatit soveltuvat merkeiksi PCT-ha-
kemusjulkaisun WO 87/00927 mukaiseen homogeeniseen menetel-
mdédn. Toisaalta voidaan todeta, ettd keksinn®dn mukaisten
kryptaattien ansiosta t&md homogeeninen menetelmi on eri-
tyisen edullinen verrattuna mittausmenetelmiin, jossa kdy-
tetddn radioaktiivista ainesosaa, joka edellyttii huomatta-
vasti pidemp&d&d inkubointiaikaa, pesuvaiheita ja radioaktii-
visten aineiden k&sittelyi.

Koe D: DNA-kryptaatti-konjugaatin muodostus SMccC/-
SPDP:td kdyttden

1. DNA:n funktionalisointi DNA-NH,:ksi

Modifioitu nukleotidi, S-amino(12)duTP (valmistajan
Calbiochem kaupallisesti saatavana oleva tuote) liitetddn
DNA:han nick-translatoimalla Calbiochem-yhtidn suosittele-

man suoritustavan mukaan. Sitten aminoitua DNA:ta puhdiste-~
taan pesemdlld kolme kertaa peridkkiin Centricon-suodatti-
mella (Amicon-yhtién markkinoima tuote) 10 mM:n fosfaatti-
puskuria, pH 7,4, kidyttden.

2. DNA-NH,:n kytkeminen SPDP:hen

55 mikrolitraa liuosta, jossa on 9 mikrogrammaa
DNA-NH,:ta (mitattuna UV:114) 0,1 M boraattipuskurissa,
PH 9,0, lisdtddn 5 mikrolitraan 20 mM:n SPDP-liuosta. Reak-
tion annetaan kest#di 4 tuntia 45 °C:ssa. Reagoimatta jdinyt
SPDP poistetaan pesemd#illd kolmeen kertaan Centricon-suo-
dattimella 50 mM:n fosfaattipuskuria, pH 7,0, kdyttéen.
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3. Suojaryhmén poistaminen DNA-SPDP:std ja kytkemi-
nen kryptaattiin

90 mikrolitraan liuosta, jossa on 6 mikrogrammaa
(arvioitu optisen tiheyden mittauksella) DNA-SPDP:td 50
mM:n fosfaattipuskurissa, pH 7,0, lisdtd&n juuri ennen kyt-
kemistd 10 mikrolitraa 10 mM:n DTT-liuosta samassa pusku-
rissa. Suojaryhmdn poisto kestda 20 minuuttia ympdriston
limpstilassa. Tdmdn jdlkeen suoritettavaa kytkemistd inhi-
boiva DTT poistetaan pesemdlld kolmeen kertaan Centricon-
suodattimella edeltidvidid puskuria kédyttden. DNA-SH-liuos
konsentroidaan Centricon-suodattimella 90 mikrolitran lop-
putilavuuteen.

90 mikrolitraa DNA-SH-liuosta saatetaan kosketuk-
siin 50 mikrolitran kanssa esimerkin 3 mukaista europium-
kryptaattiliuosta, jossa kryptaatti on aktivoitu SMCC:1la
kokeen A kohdan 1 mukaan (14 mM), 20 mM:n fosfaattipus-
kurissa, pH 7,0, joka sisdltdd 10 % DMF:8d. Kytkentd suori-
tetaan 30 °C:ssa 1 tunnin aikana. DNA-kryptaattikonjugaat-
tia puhdistetaan saostamalla kolmeen kertaan perdjédlkeen
etanolista. Kytkentdaste arvioidaan mittaamalla absorbanssi
260 nm:ssd ja fluoresenssi 620 nm:ssd.

4. Titen kryptaattiin kytkettyd DNA-koetinta voi-
daan kdyttdd komplementoivan nukleiinihapposekvenssin tote-
amiseksi ja mittaamiseksi jonkin menettelytavoista mukaan,
joita kuvaavat J. Matthews et al. julkaisussa Analytical
Biochemistry 169 (1988) 1 - 25, artikkelissa otsikolla
“"Analytical Strategies for the Use of DNA-Probes" (suom.
"Analyyttisii menettelytapoja DNA-koettimien kdytt&misek-
si").

Koe E: Kovalentin streptavidiini-kryptaattikonju-
gaatin muodostaminen

1. Streptavidiinin kytkeminen SDPD:hen

20 mikrolitraa 20 mM:n SPDP-liuosta 0,5 M:n karbo-
naattipuskurissa, pH 9,5, lis&dt&ddn 180 mikrolitraan liuos-
ta, joka sisdltdd 1 mg streptavidiinia samassa puskurissa.
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Reaktion annetaan kestdd tunnin ajan ympdristén
lampdtilassa. SPDP-ylimddrd poistetaan pesemilli neljd ker-
taa perdjdlkeen Centricon-suodattimella 0,1 M:n fosfaatti-
puskuria, pH 7,4, kdyttden.

2. Suojaryhmén poistaminen streptavidiini-sppp:sti
ja kytkeminen kryptaattiin

360 mikrolitraan liuosta, jossa on (noin 1 mg)
streptavidiini-SPDP:td 0,1 M:n fosfaattipuskurissa, pH 7,4,
lisdtd&n 40 mikrolitraa 100 mM:n DTT-liuosta samassa pusku-
rissa.

Reaktion annetaan kest&dd 15 minuuttia ympidristdn
lampStilassa reaktioseosta samalla sekoittaen, minki jal-
keen seos pestddn kolme kertaa Centricon-suodattimella
edeltavdd puskuria kdyttden.

Streptavidiini-SH:ta (noin 1 mg) kytket#in 625
mikrolitrassa 0,1 M:n fosfaattipuskuria, pH 7,4, 43 mikro-
grammaan esimerkin 3 mukaista europiumkryptaattia, joka on
aktivoitu SMCC:114 kokeen A kohdan 1 mukaan ja joka on 175
mikrolitrassa 20 mM:n fosfaattipuskuria, pH 7, joka sis#l-
tdd 10 % DMF:d3d. Kytkentidreaktion annetaan kestii 2,5
tuntia ympdristdn l&mpdtilassa. Reagoimatta jddanyt kryp-
taatti-SMCC poistetaan pesemiélld neljd kertaa Centricon-
suodattimella 0,1 M:n fosfaattipuskuria, pH 7,4, kdyttéen.

Kytkentdaste arvioidaan mittaamalla absorbanssi 280
nm:ssd ja fluoresenssi 620 nm:ssi.

Saatu konjugaatti puhdistetaan kiytt&ien geelisuo-
datusta TSKG3000 SW -kolonnissa ja 1 M:n NaCl-puskuria, jo-
ka sisdltdid 0,1 % TFA:ta. Toteaminen suoritetaan mittaamal-
la absorbanssi 280 nm:ssi ja fluoresenssi 620 nm:ssi.

3. Tdllaista streptavidiini-kryptaattikonjugaattia
voidaan kédyttdd fluoresoivana merkkini biotinyloiduille mo-
lekyyleille (nukleiinihapot, oligonukleotidit, vasta-ai-
neet, antigeenit, hapteenit tai muut biologiset aineet),
jotka tunnistavat biomolekyyleji, joille niilld on voimakas
affiniteetti tavanomaisen mittaus- tai toteamismenetelmin
mukaisessa seoksessa.
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Patenttivaatimukset

1. Harvinaisten maametallien 2,2-bispyridyylikryp-
taatit, jotka koostuvat vahintaan yhdesta harvinaisen maa-
metallin suolasta, joka on valittu ryhmastd nitraatti,
kloridi, asetaatti ja trifluoriasetaatti ja joka on komp-
leksoitu substituoituun bispyridiinijohdannaiseen, jolla on
kaava Ia, Ib, IIa tai IIb

H,NCH,CH,-NH-0C CO-NH-CH,CH,NH,
/N N
H,C CH, (Ia)
/s
-
N N
0 0
B NCH,CH,~NH-0C 'CO-NH-CH,CH,NH,
(Ib)

CH2 N
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. R-0 O-CH,CH,NH,

(IIa)
cH, cH,
\/‘T‘ﬂ/
N N
\—lo\__loh./
(IIb)
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joissa

R on metyyliryhmd tai ryhmd -CH,CH,NH,;

R' on vety tai ryhmd -COOR", jossa R" on C,-C,,-al-
kyyliryhmd ja edullisesti metyyli-, etyyli- tai tert-bu-
tyyliryhmd.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset kryptaatit, Jjoi-
den kaava on IIa tai IIb, jossa R on metyyliryhmd.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset kryptaatit, joi-
den kaava on Ib, jossa R' on ryhmd -COOR", jossa R" on
mddritelty kuten patenttivaatimuksessa 1.

4. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisten kryp-
taattien valmistamiseksi, joiden kaava on Ia tai Ib,
tunnettu siitd, ettid yhdisteelle, jonka kaava on
3a tai 3b

R,00C COOR,

3a

3b
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jossa R, on C, j,—alkyyliryhmd, suoritetaan aminolyysi
saattamalla se reagoimaan amiinin kanssa, jonka kaava on
NH,-CH,CH,-NH,, joka reaktio suoritetaan typpisuojakaasussa
ympdristdén l&mpdtilassa, minkd jédlkeen saatu yhdiste muu-
tetaan ioninvaihdolla harvinaisen maametallin kryptaatik-
si.

5. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisten kryp-
taattien valmistamiseksi, joilla on kaava Ib, t un -
nettu siitd, ettd yhdisteelle, jolla on kaava 7

R"00C  jCooR”
(OX(
R’ R'
cH, ~ CHp
N N
<{ (7)
N N
N N ')
R’ R’

jossa R' ja R" merkitsevdt samaa kuin patenttivaatimukses-
sa 1, suoritetaan aminolyysi saattamalla se reagoimaan
amiinin kanssa, jonka kaava on NH,-CH,CH,-NH,, joka reaktio
suoritetaan typpisuojakaasussa huoneen ldmpotilassa, minkd
jdlkeen saatu yhdiste muutetaan ioninvaihdolla harvinaisen
maametallin kryptaatiksi.
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6. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisten kryp-
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R’

Nz

OR,

92698

joilla on kaava IIa tai IIb,

ettd yhdiste, jonka kaava on 10a

10a

10b
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jossa R, on H tai CH;, substituoidaan halogenoidun yhdis-
teen kanssa, jonka kaava on X-CH,CH,-2', jossa Z' tarkoit-
taa ryhmdad NH, tai t&mdn prekursoria, ja on X on halogeni-
di-ioni, minkd jdlkeen ryhmd Z' haluttaessa muutetaan ryh-
mdksi NH,, ja saatu yhdiste muutetaan ioninvaihdolla harvi-
naisen maametallin kryptaatiksi.

7. Makropolysykliset kompleksit, joiden kaava on

R,00C COOR,

3a

tai

3b
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jossa R, on mddritelty kuten patenttivaatimuksessa 4.
8. Yhdisteet, joiden kaava on

R0 OR,

N N~
CHj CH, 10a
\mﬁm/
N N
\ 10\ /oL /
tai

10b

=

R’

jossa R, on H tai CH,.
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9. Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukaiset vilituot-
teet, jotka ovat vapaiden kryptanttien muodossa.

10. Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukaiset vilituot-
teet, jotka ovat alkalimetallikryptaattien tai harvinais-
ten maametallien kryptaattien muodossa.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukaisten
kryptaattien kdyttd fluoresoivina merkkeini.

12. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukaisten
kryptaattien kdyttd fluoresoivina merkkeinid menetelmissi
biologisten aineiden toteamiseksi ja/tai mddrittimiseksi
ja erityisesti homogeenisissa, luminointiin perustuvissa
menetelmissa.
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Patentkrav

1. 2,2-bispyridylkryptat av sdllsynta jordmetaller,
vilka kryptat bestar av minst ett salt av en s&dllsynt
jordmetall, vilken valts ur gruppen nitrat, klorid, acetat
och trifluoracetat och vilken komplexerats till ett subs-
tituerat bispyridinderivat med formeln 1Ia, Ib, IIa eller
IIb

HyNCH ,CH,~NH-0C CO-NH-CH,CH,NH,

a N (Ia)

[T
o o/

H,NCH,CH,-NH-OC | CO-NH-CH,CH,NH,

(Ib)
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O-CH,CH,NH,

O

CH,

\

OO

N N

cu,
/o %\ /

N
\_° _ f_/

92698

(ITa)

(IIb)
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R dr en metylgrupp eller en grupp -CH,CH,NH,;

R' dr vidte eller en grupp -COOR",

vari R" &r en

C,-Cjp-alkylgrupp och foretrddesvis en metyl-, etyl- eller

tert-butylgrupp.

2.

eller IIb, vari R dr en metylgrupp.

vari R'

3.
dr en grupp -COOR",

patentkrav 1.

4.

formeln Ia eller Ib enligt

t ecknat darav,

3b

R,00C

vari R"

patentkrav 1,

COOR,

COOR,

Kryptat enligt patentkrav 1 med formeln IIa

Kryptat enligt patentkrav 1 med formeln Ib,
&r definierad sésom i

Férfarande fér framstdllning av kryptat med

kdnne -

att en forening med formeln 3a eller

3a

3b



10

15

20

25

30

35

92698

49

vari R, &r en C,-C,,-alkylgrupp, underkastas en aminolys

genom omsdttning av densamma med en amin med formeln
NH,-CH,CH,-NH,, vilken reaktion utfdrs i kvdveskyddsgas vid
omgivningens temperatur, varefter den erhdllna féreningen
genom jonbyte omvandlas till ett Kkryptat av en sdllsynt

jordmetall.
5. Forfarande for framstdllning av kryptat med for-

meln Ib enligt patentkrav 1, kd@dnnetecknat

didrav, att en férening med formeln 7
R"00C COOR"
N, t>_<{ v

: N N
R' R'
~N
N N
<{ (7)

N N

C)'fz CHZ

vari R' och R" betecknar samma som i patentkrav 1, under-
kastas en aminolys genom omsd&ttning av densamma med en
amin med formeln NH,-CH,CH,-NH,, vilken reaktion utférs i
kvdveskyddsgas vid rumstemperatur, varefter den erhdllna
foreningen genom jonbyte omvandlas till ett kryptat av en
sdllsynt jordmetall.
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6. Forfarande for framstdllning av kryptat med for-
meln IIa eller IIb enligt patentkravl, k a@anne -
tecknat dirav, att en férening med formeln 10a el-
ler 10b

I10a

10b
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vari R, dr H eller CH;, substitueras med en halogenerad
forening med formeln X-CH,CH,-2', vari 2' betecknar en
grupp NH, eller dess prekursor och Y betecknar samma som

i patentkrav 1 och X &r en halogenidjon, varefter gruppen
Z', om sd énskas, omvandlas till en grupp NH,, och den er-
hdllna féreningen genom jonbyte omvandlas till ett kryptat
av en sdllsynt jordmetall.

7. Makropolycykliska komplex med formeln

R,00C COOR,
N N 3a
H,C CH,
\/-pm /
N N
N S 4
eller
3b
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R50
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eller

vari R, 4r H eller CH,.

OR,

OR,
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10a
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9. Mellanprodukter enligt patentkrav 7 eller 8 vil-
ka foreligger som fria kryptanter.

10. Mellanprodukter enligt patentkrav 7 eller 8
vilka foéreligger i form av alkalimetallkryptat eller Kkryp-
tat av sdllsynta Jjordmetaller.

11. Anvidndning av kryptat enligt ndgot av patent-
kraven 1 - 3 som fluorescerande midrken.

12. Anvidndning av kryptat enligt ndgot av patent-
kraven 1 - 3 som fluorescerande mdrken i forfaranden foér
detektion och/eller bestdmning av biologiska substanser
och speciellt i homogena férfaranden, vilka baserar sig pé

luminescens.
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