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(54) 형광성 란타니드 킬레이트에 의한 검체의 분석

(57) 요약

본 발명은 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물을 포함하는 인디케이터 분자에 샘플을 노출시킴으로써 샘플 내 검체의 존

재 또는 농도를 측정하기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다. 샘플 내 검체의 존재 또는 농도는 검체가 착물 내의 하나 또

는 하나 이상의 인식 성분에 결합할 때 란타니드 금속 킬레이트 착물에 의해 방출되는 형광 강도의 변화를 관찰 및/또는 측

정함으로써 결정될 수 있다. 형광 인디케이터 분자는 여러가지 유형의 형광 감지 장치에서 이용될 수 있으며, 에너지, 의

학, 및 농업을 포함하는 다양한 분야에서 유용하다.

대표도

도 1

특허청구의 범위

청구항 1.

다음 화학식을 갖는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물을 포함하는, 비표지된 검체의 농도를 검출하기 위한 인디케이터

분자:

M(--Ch(-RX))Y

상기 식에서,

M은 란타니드 금속 이온이고; Ch는 리간드를 포함하는 킬레이터이고; R은 보로네이트기, 아르세나이트기 또는 저마네이

트기 또는 그들의 혼합물을 포함하는 검체-특이적 인식 성분이고; X는 각 킬레이터에 결합되는 인식 성분 R의 개수를 나

타내고; X=0 내지 4이고, Y=1 내지 4이고; 하나 이상의 킬레이터에 대해 X>0인 경우, 인식 성분 R의 개수는 같거나 다를

수 있고; 검체의 농도는, 검체가 인식 성분을 통해 착물의 하나 이상의 킬레이터에 결합될 때 란타니드 금속 킬레이트 착물

에 의해 방출되는 형광의 변화를 측정함으로써 검출되고, 상기 하나 이상의 킬레이트의 리간드는 β-디케톤 또는 그의 질
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소 유사체, 사이클렌, 디히드록시, 카르복실 배위 헤테로사이클, 에놀, 매크로비사이클릭 크립탄드, 폴리아미노-폴리카르

복실산, 페닐포스폰산, 1 내지 10 탄소 원자를 포함하는 알켄기, 질소, 황 또는 연결된 카르복실의 헤테로사이클, 포스핀

옥사이드 또는 카르보사이클릭 모이어티 중 하나 이상을 포함하는 유기 리간드이고, 상기 하나 이상의 리간드는 상기에서

언급한 것들 이외에 상기 란타니드 금속 이온과 직접적으로 킬레이트화 되지 않는 방향족 기를 포함하고, 상기 방향족 기

는 5개 까지의 원자에 의해 상기 란타니드 금속 이온으로부터 분리되고, 상기 하나 이상의 킬레이터는 음이온이고 상기 란

타니드 금속 이온과 배위 결합할 수 있는 총 8개 부위를 포함한다.

청구항 2.

제 1 항에 있어서, 란타니드 금속 킬레이트 착물의 M은 유로피움 이온 또는 테르븀 이온인 것을 특징으로 하는 인디케이터

분자.

청구항 3.
삭제

청구항 4.

제 1 항에 있어서, 상기 하나 이상의 킬레이터의 리간드는 β-디케톤 및 사이클렌으로 구성된 군에서 선택되는 모이어티를

포함하는 것을 특징으로 하는 인디케이터 분자.

청구항 5.

제 1 항에 있어서, 상기 보로네이트기, 아르세나이트기 또는 저마네이트기는 방향족 모이어티에 결합된 것을 특징으로 하

는 인디케이터 분자.

청구항 6.

제 1 항에 있어서, 하나 이상의 킬레이터는 킬레이트 착물을 고체 지지체에 부착하기 위한 치환기를 더 포함하는 것을 특

징으로 하는 인디케이터 분자.

청구항 7.

제 6 항에 있어서, 킬레이트 착물을 고체 지지체에 부착하기 위한 치환기는 카르복실기, -NH2 기 또는 -OH 기인 것을 특

징으로 하는 인디케이터 분자.

청구항 8.

제 1 항에 있어서, 인식 성분은 다음의 화합물들로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 인디케이터 분자:
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상기 식에서, n은 왼쪽 구조에서는 0 또는 1이고, 오른쪽 구조에서는 0, 1, 또는 2이다;

상기 식에서, n은 1이다;

상기 식에서, n은 0 또는 1이다;

상기 식에서, n은 2이다;
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상기 식에서, m은 0-5이고, n은 1 또는 2이다; 및

상기 식에서, n은 0 또는 1이고, 붕산 및 아민 치환기는 1 및 10 위치에, 3 및 4 위치에, 6 및 7 위치에, 7 및 8 위치에, 또는

9 및 10 위치에 쌍으로 위치하고; 그리고 적용가능한 모든 구조에서, R' 및 R"는 각각 독립적으로, 융합 아릴; 지방족; 일

차, 이차, 또는 삼차 아민; 아미드; 카르복실; 케톤; 에스테르; 알콜; 또는 알데히드를 나타내고; 그리고 Y 및 Z는 각각 독립

적으로 지방족, 알콕시 또는 아릴 및 그 유도체를 나타낸다.

청구항 9.

다음 화학식을 갖는 비표지된 검체의 농도를 검출하기 위한 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물:

M(--Ch(-RX))Y

상기 식에서,

M은 란타니드 금속 이온이고; Ch는 리간드를 포함하는 킬레이터이고; R은 보로네이트기, 아르세나이트기 또는 저마네이

트기 또는 그들의 혼합물을 포함하는 검체-특이적 인식 성분이고; X는 각 킬레이터에 결합되는 인식 성분 R의 개수를 나

타내고; X=0 내지 4이고, Y=1 내지 4이고; 하나 이상의 킬레이터에 대해 X>0인 경우, 인식 성분 R의 개수는 같거나 다를

수 있고; 검체의 농도는, 검체가 인식 성분을 통해 착물의 하나 이상의 킬레이터에 결합될 때 란타니드 금속 킬레이트 착물

에 의해 방출되는 형광의 변화를 측정함으로써 검출되고, 상기 하나 이상의 킬레이트의 리간드는 β-디케톤 또는 그의 질

소 유사체, 사이클렌, 디히드록시, 카르복실 배위 헤테로사이클, 에놀, 매크로비사이클릭 크립탄드, 폴리아미노-폴리카르

복실산, 페닐포스폰산, 1 내지 10 탄소 원자를 포함하는 알켄기, 질소, 황 또는 연결된 카르복실의 헤테로사이클, 포스핀

옥사이드 또는 카르보사이클릭 모이어티 중 하나 이상을 포함하는 유기 리간드이고, 상기 하나 이상의 리간드는 상기에서

언급한 것들 이외에 상기 란타니드 금속 이온과 직접적으로 킬레이트화 되지 않는 방향족 기를 포함하고, 상기 방향족 기

는 5개 까지의 원자에 의해 상기 란타니드 금속 이온으로부터 분리되고, 상기 하나 이상의 킬레이터는 음이온이고 상기 란

타니드 금속 이온과 배위 결합할 수 있는 총 8개 부위를 포함한다.

청구항 10.

제 9 항에 있어서, M은 유로피움 이온 또는 테르븀 이온인 것을 특징으로 하는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물.
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청구항 11.
삭제

청구항 12.

제 9 항에 있어서, 하나 이상의 킬레이터의 리간드는 β-디케톤 또는 시클렌을 포함하는 것을 특징으로 하는 형광성 란타니

드 금속 킬레이트 착물.

청구항 13.

제 9 항에 있어서, 상기 보로네이트기, 아르세나이트기 또는 저마네이트기는 방향족 모이어티에 결합된 것을 특징으로 하

는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물.

청구항 14.

제 9 항에 있어서, 인식 성분은 다음의 화합물들로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 형광성 란타니드 금

속 킬레이트 착물:

상기 식에서, n은 왼쪽 구조에서는 0 또는 1이고, 오른쪽 구조에서는 0, 1, 또는 2이다;

상기 식에서, n은 1이다;

등록특허 10-0718953

- 6 -



상기 식에서, n은 0 또는 1이다;

상기 식에서, n은 2이다;

상기 식에서, m은 0-5이고, n은 1 또는 2이다; 및

상기 식에서, n은 0 또는 1이고, 붕산 및 아민 치환기는 1 및 10 위치에, 3 및 4 위치에, 6 및 7 위치에, 7 및 8 위치에, 또는

9 및 10 위치에 쌍으로 위치하고; 그리고 적용가능한 모든 구조에서, R' 및 R"는 각각 독립적으로, 융합 아릴; 지방족; 일

차, 이차, 또는 삼차 아민; 아미드; 카르복실; 케톤; 에스테르; 알콜; 또는 알데히드를 나타내고; 그리고 Y 및 Z는 각각 독립

적으로 지방족, 알콕시 또는 아릴 및 그 유도체를 나타낸다.

청구항 15.

a) 다음 화학식을 갖는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물을 포함하는 인디케이터 분자에 샘플을 노출시키는 단계:

M(--Ch(-RX))Y

상기 식에서,

M은 란타니드 금속 이온이고; Ch는 리간드를 포함하는 킬레이터이고; R은 보로네이트기, 아르세나이트기 또는 저마네이

트기 또는 그들의 혼합물을 포함하는 검체-특이적 인식 성분이고; X는 각 킬레이터에 결합되는 인식 성분 R의 개수를 나

타내고; X=0 내지 4이고, Y=1 내지 4이고; 하나 이상의 킬레이터에 대해 X>0인 경우, 인식 성분 R의 개수는 같거나 다를

수 있고; 검체의 농도는, 검체가 인식 성분을 통해 착물의 하나 이상의 킬레이터에 결합될 때 란타니드 금속 킬레이트 착물

에 의해 방출되는 형광의 변화를 측정함으로써 검출되고, 상기 하나 이상의 킬레이트의 리간드는 β-디케톤 또는 그의 질
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소 유사체, 사이클렌, 디히드록시, 카르복실 배위 헤테로사이클, 에놀, 매크로비사이클릭 크립탄드, 폴리아미노-폴리카르

복실산, 페닐포스폰산, 1 내지 10 탄소 원자를 포함하는 알켄기, 질소, 황 또는 연결된 카르복실의 헤테로사이클, 포스핀

옥사이드 또는 카르보사이클릭 모이어티 중 하나 이상을 포함하는 유기 리간드이고, 상기 하나 이상의 리간드는 상기에서

언급한 것들 이외에 상기 란타니드 금속 이온과 직접적으로 킬레이트화 되지 않는 방향족 기를 포함하고, 상기 방향족 기

는 5개 까지의 원자에 의해 상기 란타니드 금속 이온으로부터 분리되고, 상기 하나 이상의 킬레이터는 음이온이고 상기 란

타니드 금속 이온과 배위 결합할 수 있는 총 8개 부위를 포함한다; 및

b) 검체가 검체-특이적 인식 성분을 통해 착물의 하나 이상의 킬레이터에 결합될 때 란타니드 금속 킬레이트 착물에 의해

방출되는 형광의 변화를 측정하여, 이로써 검체의 존재 또는 농도를 검출하는 단계;

를 포함하는 샘플 내 비표지된 검체의 농도를 검출하기 위한 방법.

청구항 16.

제 15 항에 있어서, 란타니드 금속 킬레이트 착물의 M은 유로피움 이온 또는 테르븀 이온인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17.

제 15 항에 있어서, 상기 보로네이트기, 아르세나이트기 또는 저마네이트기는 방향족 모이어티에 결합된 것을 특징으로 하

는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물.

청구항 18.

제 15 항에 있어서, 하나 이상의 킬레이터의 리간드는 β-디케톤 또는 시클렌을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 19.

제 15 항에 있어서, 상기 검체는 글루코스인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20.

제 15 항에 있어서, 인식 성분은 다음의 화합물들로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 방법:

상기 식에서, n은 왼쪽 구조에서는 0 또는 1이고, 오른쪽 구조에서는 0, 1, 또는 2이다;
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상기 식에서, n은 1이다;

상기 식에서, n은 0 또는 1이다;

상기 식에서, n은 2이다;

상기 식에서, m은 0-5이고, n은 1 또는 2이다; 및
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상기 식에서, n은 0 또는 1이고, 붕산 및 아민 치환기는 1 및 10 위치에, 3 및 4 위치에, 6 및 7 위치에, 7 및 8 위치에, 또는

9 및 10 위치에 쌍으로 위치하고; 그리고 적용가능한 모든 구조에서, R' 및 R"는 각각 독립적으로, 융합 아릴; 지방족; 일

차, 이차, 또는 삼차 아민; 아미드; 카르복실; 케톤; 에스테르; 알콜; 또는 알데히드를 나타내고; 그리고 Y 및 Z는 각각 독립

적으로 지방족, 알콕시 또는 아릴 및 그 유도체를 나타낸다.

명세서

기술분야

본 발명은 액체와 같은 매질 내 검체의 존재 및 농도를 검출하기 위한 인디케이터 분자로서 유용한 형광성 화합물 및 그러

한 검출을 행하기 위한 방법에 관한 것이다. 더욱 상세하게는, 본 발명은 치환된 리간드를 포함하는 형광성 란타니드 금속

킬레이트 착물과, 생물학적 유액와 같은 액체 매질을 포함하는 매질 내의 글루코스 또는 다른 시스-디올 등의 검체의 존재

및 농도를 검출하기 위한 인디케이터 분자로서의 그 이용에 관한 것이다.

배경기술

특정한 희토류 금속 킬레이트는 자외선 및 다른 형태의 가시광선(예를 들어, 자색 또는 청색 광선)을 조사하면 가시 광선을

방출하는데, 그 방출은 킬레이트 양이온에 의해 특징지워진다. 유로피움(Eu3+), 사마리움(Sm3+), 테르븀(Tb3+), 그리고

보다 약한 정도로는 디스프로슘(Dy3+), 및 네오디뮴(Nd3+)과 같은 일부 란타니드 이온은, 특히, 적당한 들뜸 에너지로 매

개되어 유기 리간드에 킬레이트될 때, 상기 이온에 의해 특징화되는 전형적인 형광을 나타낸다. 이들 화합물의 형광 특성-

-긴 스트로크 쉬프트, 좁은 밴드-타입 방출 선, 그리고 유별나게 긴 형광 수명--으로 인해, 이것들은 형광 면역 분석과 시

간-분석(time-resolved) 형광측정 기술을 위한 매력적인 후보들이다.

이들 형광성 란타니드 킬레이트의 주된 방출 선은, 초고감도(hypersensitive) 전이라고 불리는 전이로부터 형성되며,

Eu3+는 613-615nm, Tb3+는 545(그리고 490)nm, Sm3+는 590-643nm, 그리고 Dy3+는 573nm 근처이다. Hemmila,

Application of Fluorescence in Immunoassays, 140-42 (1991)을 보시오. 또한 Spectroscopy in Inorganic

Chemistry, Vol. 2, 255-85(Academic Press 1971)을 보시오. 킬레이트는 보통 유기 리간드의 특유 파장에서 방사선을

흡수하며, 방사선은 리간드로부터 중앙 금속 이온으로의 분자내 에너지 전이로 인해 금속 이온의 특유한 선 스펙트럼으로

서 방출된다. 유기 리간드는 에너지를 흡수하여 싱글렛 바닥 상태, S0로부터 첫 번째 싱글렛 들뜸 상태, S1의 진동 멀티플

렛 중 어느 하나로 자극되거나 여기되고, 여기서 여분의 진동 에너지를 빠르게 잃어버린다. 이러한 점에서, 두가지의 가능

성: S1->S0 전이(리간드 형광)에 의한 이완, 또는 트리플렛 상태 중 하나인, T1으로 가로지르는 내부시스템이 존재하게 된

다. E. P. Diamandis 외, Analytical Chemistry 62:(22):1149A(1990)을 보시오. 또한 Spectroscopy in Inorganic

Chemistry, vol. 2, 255-85(Academic Press 1971)을 보시오.

형광 유로피움 킬레이트는, 들뜸 스펙트럼과 방출 스펙트럼의 중첩 없이 큰 스트로크 쉬프트(-290nm)를 나타내며,

615nm에서 아주 좁은(10-nm 밴드넓이) 방출 스펙트럼을 나타내는 것으로 알려져 있다. 덧붙여, 킬레이트의 긴 형광 수명

(종래의 형광단에 대해 측정가능했던 나노초 수명 대신에 마이크로초로 측정가능)은, 낮은 형광 수명을 갖는 다른 방해물

과 잡음을 걸러내는 것을 돕는다. 긴 형광 수명은 따라서 마이크로초 시간-분석 형광 측정에 킬레이트의 사용을 가능하게

하며, 이는 더 나아가 관찰된 바탕 신호를 감소시킨다. 유로피움 킬레이트를 사용하는 또다른 이점에는, 유로피움 킬레이

트가 산소에 의해 소광(quenching)되지 않는다는 점이 포함된다.
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두 가지의 유로피움(Eu) 킬레이트, Eu-디벤조일메티드와 Eu-벤조일아세토네이트의 선 발광으로 인하여, 이 킬레이트들

은 레이저에서의 사용에 있어서 매력적인 후보들이다. H. Samuelson, 외 (J. Chem. Physics 39(1): 110-12 (1963))를

보시오. Samuelson, 외는 고체로서 그리고 용액으로서의 상기 두가지 유로피움 킬레이트의 형광 및 흡광을 연구하였다.

Samuelson, 외는 다양한 조건 하에서의 유로피움 킬레이트의 형광 수명을 다른 화합물 내에서의 유로피움 형광의 수명과

비교하였다. 이러한 비교에 기초하여, Samuelson 외는 두 그룹의 유로피움 화합물들 사이의 수명의 다양함은 유로피움 킬

레이트 내의 리간드-Eu 상호작용의 결과라는 것을 제안하였다. 구체적으로 말하면, Samuelson 외는 Eu-디벤조일메티드

로부터의 다양한 방출 선은 다른 유로피움 화합물에서의 형광 수명보다 훨씬 큰 480 +/- 50 μs 의 형광 수명을 나타내는

것이라고 규정하였다.

Crosby, 외, J. Chem. Physics 34:743 (1961)은 이미 유로피움 디벤조일메티드 및 유로피움 벤조일아세토네이트 킬레이

트를 포함하는 희토류 금속 킬레이트로부터의 이온 방출 증감시의 분자 내 에너지 전이의 역할을 연구하였다. Whan 외, J.

Mol. Spectroscopy 8: 315-27 (1962)는 란타니드 금속 이온 그룹(Eu3+, Tb3+, Dy 3+ 및 Sm3+)의 킬레이트로부터의 방

출은 개별적인 희토류 금속 이온 특유의 밝은 스펙트럼 선에 의해 지배되었다고 기록하였다. Whan, 외는 Eu3+ 및 Tb3+의

벤조일아세토네이트 및 디벤조일메티드 양자 모두가 특히 밝은 에미터라는 것과, 이들 킬레이트로부터의 밝은 선 방출과

낮은 인광 수율은, 이들 킬레이트의 리간드로부터 Eu3+ 및 Tb3+ 이온으로의 분자 내 에너지 전이가 효과적으로 일어나고

있다는 것을 나타내는 것임을 발견하였다. Whan 외, 324.

N. Filipescu, 외, J. Physical Chem. 68(11):3324 (1964)는 유로피움 및 테르븀 β-디케톤 킬레이트의 형광 스펙트럼은,

이 킬레이트의 유기 리간드 부분에서 치환기가 바뀌는 경우 변경된다고 보고하였다. Filipescu, 외는, 유로피움 및 테르븀

킬레이트의 형광 선의 상대적 강도, 스펙트럼 분산, 쉬프팅, 및 스플리팅에 대하여, 치환기들의 성질, 그들의 위치, 분자 구

조, 및 전체 분자 내 에너지 전이와 관련하여 논하였다. Filipescu, 외는, 이온 특유의 전체 형광 강도는 두가지 요인: 즉, 1)

유기 트리플렛에서 이용가능한 에너지의 양 및 2) 이온으로의 에너지 전이의 효율에 따라 달라진다는 것을 발견하였다.

Filipescu, 외는 또한 상기 두가지 요인이 치환기가 달라짐에 따라 변화한다는 것을 발견하였다. 예를 들면, 킬레이트상의

메타 위치에 전자-공여체 메톡시기를 갖는 유로피움 디벤조일메티드 킬레이트의 치환은 유로피움 이온의 형광 방출을 증

대시킨다는 것이 발견되었으며, 반면에 파라메톡시 치환은 유로피움 형광을 감소시킨다는 것이 발견되었다. 부가적으로,

메톡시-일치환된 디벤조일메티드보다 이-치환에 대하여 더 큰 효과가 주장되었다. 반대로, 유로피움의 니트로-치환된 디

벤조일메티드에 대해서는 반대의 효과가 관찰되었다. 파라 또는 메타 위치에 부착되는 전자-흡인성 니트로기는 유로피움

의 총 이온 방출을 감소시키는 것으로 알려졌다. 부가적으로, 일치환된 디벤조일메티드보다 이-치환에 대하여 더 큰 효과

가 주장되었다.

Filipescu, 외는, 유로피움 파라-페닐디벤조일메티드에 의해 방출되는 강한 이온 형광은, 방향성 계의 크기를 증가시키면

유로피움 이온으로 전이되는 에너지의 양이 증대된다는 것을 나타내는 것임을 더 발견하였다. 이러한 사실은, 디벤조일메

티드 킬레이트보다 실질적으로 높은 이온 방출을 갖는 것으로 발견된 나프틸-치환된 디케톤에 대해 얻어진 방출 결과에

의해 확인되었다. Filipescu, 외, 3328-29.

E. Diamandis, 외, Analytical Chemistry 62(22):1149A (1990)은, 유로피움 킬레이트가 형광 면역분석과 DNA 하이브

리디제이션 분석에서 어떻게 표지로서 사용될 수 있는지에 대해 기재하였다. 형광 면역분석에 관하여, 저자는 유로피움 킬

레이트가, 경쟁적 혹은 비경쟁적 분석을 포함하여 다양한 분석 형태에서 면역학적 표지로서 사용될 수 있다고 기재하였다.

U. S. Patent No. 4,374,120 (Soini, 외)는 마커로서 형광 란타니드 킬레이트 착물을 사용하여 물질을 검출하는 방법을 기

재하고 있다. U. S. Patent No. 4,374,120은 또한 특정 란타니드 킬레이트, 특히 유로피움 및 테르븀의 킬레이트의 강한

형광 특성을 촉진시키기 위한 강화 리간드로서 β-디케톤의 사용을 기재하고 있다.

Wallac (Turku, Finland)은 면역분석 수행용 방사선 택(tag)을 대신하는, 다음의 구조를 갖는 란타니드 금속을 개발하였

다.
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Wallac 분자는 묽은 용액에서 매우 효율적으로 행동한다는 것이 밝혀졌다. Hemmila, Applications of Fluorescence in

Immunoassays, P. 149 (1991)을 보시오.

생물학적 유액와 같은 수용액 내에서 란타니드 금속 킬레이트를 사용하기 위해서는 특정한 조건이 요구된다. 예를 들어,

첫째로 킬레이트를 수용액에 용해시켜야한다는 것과, 둘째로 란타니드 이온의 빈 배위 사이트를 채우려는 경향이 있는 물

분자에 의해 킬레이트가 소광되는 것을 피해야한다는 사실이 알려져 있다. 그러나, 포스핀, 포스핀 산화물 또는 질소 헤테

로사이클과 같은 다양한 첨가제 또는 루이스 염기를 리간드 구조에 부가적으로 사용하여서 란탄이온 주변에 "분리 시트"

("insulating sheet")를 형성하여 물 분자가 착물의 구 내부로 침투하는 것을 방지함으로써 형광성을 증대시켜왔다. 예를

들어, 수계에서의 란타니드 형광 측정(예를 들어, 면역분석)을 위해 개발된 용액은, 상승작용제를 형성하는 첨가제로서 β-

디케톤 및 산화 트리옥틸포스핀("TOPO")과, 그리고, 미셀을 형성하고 배위 착물의 용해를 돕는 세제(예를 들어, Triton

X100)를 포함한다. Applications of Fluorescence in Immunoassays, 146-47을 보시오.

란타니드 금속 킬레이트 착물은, 글루코스 또는 다른 시스-디올을 검출하기 위한 보로네이트기와 같이, 구별되고 특정된

인식 성분 특징을 이용하여 킬레이트 착물 내에 포함된 하나 또는 그 이상의 리간드를 통해 검체의 적극적 검출을 행할 목

적으로 이전에 시험되거나 구성되어진 적이 없었다. 상기에서 논하여진 바와 같이, 란타니드 금속 킬레이트는 주로 방사성

동위원소에 대한 치환 표지, 레이저 색소로서의 이용을 위하여, 그리고 면역분석의 표지로서 항체에의 부착을 위하여 주로

연구되었다. 란타니드 금속 킬레이트는 또한 테트라시클린 검출을 위한 정성 분석 과정에 이용되어 왔다.

글루코스는 살아있는 생물체에 필수 불가결한 유기 화합물이고, 유기체 내에서 정보 전달, 에너지 대사 및 구조체 형성에

있어서 중요한 역할을 담당한다. 예를 들어, 글루코스 그리고 더 상세하게는 D-글루코스는, 여러 가지 세포에 있어서 다양

한 조직 구성의 에너지원으로서 중요하다. 글루코스는 글리코겐으로 간에 저장되며, 이것은 에너지 소비를 위하여 필요할

때 체액 내에 방출된다. 글루코스의 생성 및 소비는 정상의 또는 건강한 인간의 체액내에서 균형을 잘 이루어서, 체액 내

글루코스 농도를 일정하게 유지한다. 따라서, 혈액 또는 소변 내 글루코스의 낮은-수준 또는 초과-수준의 검출은 당뇨 또

는 부신 결핍(adrenal insufficiency)과 같은 질병의 진단에 가치있는 정보를 제공한다.

효소(예를 들어, Yellow Spring Instrument(YSI), Ohio에 의해 만든 것)를 사용하는 글루코스 센서가 가장 잘 알려진 글루

코스 검출의 실용적인 측정법이다. 이 기술은 효소(글루코스 산화효소)로 글루코스를 분해하는 과정과, 적당한 수단을 통

하여 분해함으로써(예를 들어, 전극에 의해서) 생성되는 과산화수소의 양을 측정하는 과정을 포함한다. 이 방법이 잘 확립

되어 있음에도 불구하고, 생체로부터 유래된 효소의 질은 시간이 지나면 비가역적으로 변화되며, 재사용을 위하여 재활용

될 수 없다. 덧붙여, 글루코스가 검출 반응에서 실제로 소비되기 때문에, 검체의 낮은 수준을 측정하기 위한 글루코스 센서

의 본질적인 능력이 그로인해 제한된다.

붕산-함유 화합물이 글루코스에 결합한다는 사실은 공지되어 있다. 그 메카니즘은, 하기한 바와 같이, 글루코스의 인접한

히드록실기들이 보로네이트 모이어티의 히드록실기에 결합하는 것을 통해 일어나는 것으로 생각되어지고 있다.

글루코스를 포함하는 탄수화물과 페닐붕산과의 착물화는 오랜 기간 동안 공지된 것이며, 그 반응의 가역성은 설탕의 크로

마토그래피 분리에 대한 원리로서의 역할을 해 왔다. 더 상세하게는, 1959년, Lorand 및 Edward는, 페닐붕산과 많은 포

화 폴리올과의 수성 회합(association)에 대한 회합 상수를 보고하였다; 매우 약한(예를 들어, 에틸렌 글리콜,

Kd=360mM)것부터 중간정도로 강한(예를 들어, 글루코스 Kd=9.1mM) 범위에 걸친 결합 상호작용. J. Yoon, 외,

Bioorganic and Medicinal Chemistry 1(4):267-71 (1993)을 보시오.

U. S. Patent 5,503,770 (James, 외)는, 글루코스를 포함하는 당류에 결합하여 높은 강도의 형광을 방출하는 형광성 붕산

-함유 화합물을 기재하고 있다. 형광 화합물은 형광단, 적어도 하나의 페닐 붕산 모이어티, 그리고 적어도 하나의 아민-공

급 질소 원자를 포함하는 분자 구조를 갖는데, 여기서 질소 원자는 붕산과 분자 내 상호작용을 할 수 있도록 페닐 붕산 모
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이어티에 근접하게 배치된다. 이러한 상호작용으로 인해, 화합물은 당류와 결합할 때 형광을 방출하게 된다. U. S. Patent

5,503,770은 당류를 검출하기에 적절한 화합물을 기재하고 있다. 또한 T. James, 외, J. Am. Chem. Soc. 117(35):8982-

87 (1995)를 보시오.

부가적으로, 혈당을 검출하기 위해 안트릴붕산-함유 화합물을 사용하는 형광 센서는 업계에서 공지된 것이다. 예를 들어,

J. Yoon, 외, J. Am. Chem. Soc. 114:5874-5875(1992)는 글루코스와 프럭토스의 결합을 포함하는 탄수화물 결합 신호

용 형광 화학센서로서 안트릴붕산이 사용될 수 있음을 기재하고 있다.

발명의 상세한 설명

본 발명의 목적은, 검체가 검체-특이적 인식 성분을 통해 란타니드 금속 킬레이트 착물의 하나 또는 하나 이상의 킬레이터

와 결합할 때 란타니드 금속 킬레이트 착물에 의해 방출되는 형광의 어떠한 변화를 측정함으로써, 액체 또는 가스와 같은

매질 내의 검체의 존재 또는 농도를 검출하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 액체와 같은 매질 내의 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물과 같은 검체의 존재 또는 농도를

검출하기 위한 인디케이터 분자로서, 검체-특이적인, 인식 성분-함유 란타니드 금속 킬레이트 착물을 제공하는 것이다.

발명의 요약

본 발명은 다음과 같은 화학식을 갖는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물을 포함하는, 검체의 존재 또는 농도를 검출하

기 위한 인디케이터 분자에 관한 것이다.

M(--Ch(-RX))Y

상기 식 중:

M은 란타니드 금속 이온을 나타내고; Ch는 리간드, 바람직하게는, β-디케톤 또는 그것의 질소 유사체, 디히드록시, 카르

복실 배위 헤테로사이클, 에놀, 매크로비시클릭 크립탄드(즉, 케이지-타입 리간드), 페닐포스폰산, 또는 폴리아미노-폴리

카르복실산 중 어느 하나 또는 그 이상을 포함할 수 있는 유기 리간드를 포함하는 킬레이터를 나타낸다. Ch의 유기 리간드

는 또한 질소의 헤테로사이클, 황, 그리고 연결된 카르복실 중 어느 하나 또는 그 이상을 포함할 수 있다. Ch의 유기 리간드

는, 바람직하게는 벤질기, 나프틸기, 안트릴기, 페난트릴기, 또는 테트라실기를 포함하는 방향성, 카르보시클릭 또는 헤테

로시클릭 모이어티와, 1 내지 10 탄소 원자를 포함하는 알칸 또는 알켄기 중 어느 하나 또는 그 이상을 더 포함할 수 있다.

더욱이, M과 착물화된 하나 또는 그 이상의 킬레이터는 같은 킬레이터 또는 다른 킬레이터들의 혼합물일 수 있다(소위 "혼

합된 리간드 또는 "삼중 킬레이트(ternary chelates)").

R은 검체-특이적 인식 성분을 나타내는데, 이중 하나 또는 하나 이상은 킬레이트 착물의 하나 또는 하나 이상의 리간드에

결합하지만, 킬레이트 착물의 모든 리간드에 결합될 필요는 없다. 본 발명의 바람직한 구체예에서, R은 글루코스 또는 다

른 시스-디올 화합물을 검출하기 위한 보로네이트기 또는 보로네이트기를 포함하는 화합물일 수 있다.

X는 하나 또는 하나 이상의 킬레이터 각각에 결합되는 인식 성분 R의 개수를 나타낸다. X는 0에서 8까지의 정수 중 하나

일 수 있고, 본 발명의 어떤 바람직한 구체예에서는, X=0 내지 4 또는 X=0 내지 2이다. 부가적으로, 하나 또는 하나 이상

의 킬레이터 각각에 결합되는 인식 성분 R의 개수는, 하나 또는 하나 이상의 킬레이터에 대해 X>0인 경우, 같을 수도 다를

수도 있다. Y는 M과 착물화된 킬레이터의 개수를 나타내며, 1 내지 4의 정수 중 하나일 수 있다. 본 발명의 어떤 바람직한

실시예에서는, Y=1, Y=3, 또는 Y=이다.

본 발명은 또한 상기와 같이 정의된 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물에 관한 것이다.

본 발명은 더 나아가 상기한 인디케이터 분자 및 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물을 이용하여 검체의 존재 또는 농도

를 검출하는 방법에 관한 것이다. 이 방법은 샘플을 상기에서 정의된 화학식을 갖는 형광성 란타니드 금속 킬레이트 착물

을 포함하는 인디케이터 분자에 노출시키는 단계, 그리고 란타니드 금속 킬레이트 착물에 의해 방출되는 형광의 어떠한 변

화를 측정함으써 검체의 존재 및 농도를 검출하는 단계를 포함한다.
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본 발명에서, 검체의 존재 및 농도는, 검체가 하나 또는 하나 이상의 검체-특이적 인식 성분을 통해 킬레이트 착물의 하나

또는 하나 이상의 킬레이터에 결합될 때 란타니드 금속 킬레이트 착물에 의해 방출되는 형광의 어떠한 변화를 측정함으로

써 검출한다. 상세하게는, 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물과 같은 검체의 존재 및 농도는, 검체가 킬레이트의 검체-

특이적 인식 성분(글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물을 검출하려고 할 때는 보로네이트-함유 인식 성분)에 결합할 때

형광성 금속 이온에 의해 방출되는 형광의 강도 또는 수명의 변화(즉, 형광은 파장에 따라 감쇄하거나 증대되거나 또는 시

프트된다)를 관찰 및/또는 측정함으로써 결정한다.

본 발명은, 긴 스토크 시프트와 충분한 길이의 형광 수명(나노초 대신에 마이크로초로 측정가능)을 갖는 형광 인디케이터

분자를 이용하고, 그로써 검체 검출의 민감도를 감소시킬 수 있으며 소광되는 농도가 아닌 어떠한 배경 잡음 및 다른 방해

물의 영향을 감소시킴으로써, 액체 또는 가스와 같은 매질 내에서 검체-특이적 방법으로 글루코스 또는 다른 시스-디올

화합물과 같은 검체를 검출할 수 있다는 이점을 제공한다.

발명의 상세한 설명

상기에서 서술한 바와 같이, 본 발명에서 검체의 존재 또는 농도는, 인디케이터 분자 내의 하나 또는 하나 이상의 검체-특

이적 인식 성분을 통하여 검체에 결합한 후 형광 인디케이터 분자에 의해 방출되는 형광의 강도 또는 수명의 변화를 관찰

및/또는 측정함으로써 결정한다. 형광 인디케이터 분자는 다음과 같은 화학식을 갖는 란타니드 금속 킬레이트 착물을 포함

한다.

M(--Ch(RX))Y

상기 식 중:

M은 란타니드 금속 이온을 나타내고; Ch는 리간드, 바람직하게는 β-디케톤 또는 그것의 질소 유사체, 디히드록시, 카르복

실 배위 헤테로사이클, 에놀, 매크로비시클릭 크립탄드(즉, 케이지-타입 리간드), 페닐포스폰산, 시클렌(테트라 지방족 카

르복실레이트 또는 1,4,7,10-테트라아자시클로도데칸의 포스포네이트), 또는 폴리아미노-폴리카르복실산 중 어느 하나

또는 하나 이상을 포함할 수 있는 유기 리간드를 포함하는 킬레이터를 나타낸다. Ch의 유기 리간드는 또한 질소의 헤테로

사이클, 황, 그리고 연결된 카르복실 중 어느 하나 또는 하나 이상을 포함할 수도 있다.

R은 검체-특이적 인식 성분을 나타내는데, 이 중 하나 또는 하나 이상은 킬레이트 착물의 하나 또는 하나 이상의 리간드에

결합하지만, 킬레이트 착물의 모든 리간드에 결합될 필요는 없다. 본 발명의 바람직한 구체예에서, R은 글루코스 또는 다

른 시스-디올 또는 시스-디올로 행동하는 화합물을 검출하기 위한 기일 수 있다. 상기 기들은 보로네이트, 아르세나이트

및 저마네이트, 그리고 이들 기들을 포함하는 화합물을 포함한다. 대표적인 보로네이트-함유 화합물은 다음의 일반적인

구조(각 구조에서, R' 및 R"는 각각 독립적으로 융합 아릴; 지방족; 일차, 이차, 또는 3차 아민; 아미드; 카르복실; 케톤; 에

스테르; 알콜; 또는 알데히드이고; 그리고 Y 및 Z는 각각 독립적으로 지방족, 알콕시 또는 아릴이다)를 갖는 것들을 포함한

다:

상기 식 중, n은 왼쪽 구조에서는 0 또는 1이고, 오른쪽 구조에서는 0, 1, 또는 2이고;
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상기 식 중, n은 1이고;

상기 식 중, n은 0 또는 1이고;

상기 식 중, n은 2이고;

상기 식 중, m은 0-5이고, n은 1 또는 2이고; 그리고

상기 식 중, n은 0 또는 1이고, 붕산 및 아민 치환기는 1 및 10 위치에, 3 및 4 위치에, 6 및 7 위치에, 7 및 8 위치에, 또는

9 및 10 위치에 쌍으로 위치한다.

상세한 보로네이트-함유 화합물 중 일부는 다음을 포함한다:
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글루코스 외의 시스-디올 검체 화합물의 예는 프럭토스 및 글리세롤과 같은 다른 당을 포함한다. 도파민, 에피네프린 및

노르에피네프린과 같은 호르몬을 포함하여 카테콜(o-디히드록시벤젠) 및 카테콜아민은, 보로네이트 인식 성분과의 반응

성에 관하여 시스-디올과 흡사한 인접하는 (오르토) 히드록실을 포함한다.

란타니드 금속 이온 M은 유로피움(Eu3+), 사마리움(Sm3+), 테르븀(Tb3+), 디스프로슘(Dy3+) 또는 네오디뮴(Nd3+)의 이

온일 수 있고, 그리고 바람직하게는 유로피움(Eu3+), 또는 테르븀(Tb3+)의 이온이다.
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킬레이터 Ch의 리간드는 또한, 벤질, 나프틸, 안트릴, 페난트릴 또는 테트라실기를 포함하는 방향족, 카르보시클릭 또는

헤테로시클릭 모이어티 뿐만 아니라, 바람직하게는 1 내지 10 탄소 원자를 포함하는 알칸 또는 알켄 기 중 어느 하나 또는

하나 이상을 포함하는 유기 리간드일 수 있다.

리간드는 또한 리간드가 검체-특이적 인식 성분 R이 결합될 수 있는 모이어티를 더 포함하는 한, 원한다면 -CF3 및 C2F5

와 같은 기들을 포함할 수도 있다. 부가적으로, 킬레이트 착물의 어떠한 리간드는 유기 리간드 대신 무기 리간드일 수도 있

다.

X는 하나 또는 하나 이상의 킬레이터 각각에 결합된 인식 성분 R의 개수를 나타낸다. X는 0 내지 8의 정수 중 하나일 수 있

고, 본 발명의 바람직한 특정 구체예에서는, X=0 내지 4 또는 X=0 내지 2이다. 부가적으로, 만약 하나 또는 하나 이상의

킬레이터에 대하여 X>0이라면, 하나 또는 하나 이상의 킬레이터 각각에 결합되는 인식 성분 R의 개수는 같을 수도 있고

다를 수도 있다. Y는 M과 착물을 이루는 킬레이터의 수를 나타내며 이는 1 내지 4의 정수 중 하나일 수 있다. 본 발명의 바

람직한 특정 구체예에서는, Y=1, Y=3 또는 Y=4이다.

본 발명의 바람직한 특정 구체예에서, 란타니드 금속 킬레이트 착물은, 서로다른 킬레이터들로서 이중 하나 또는 하나 이

상의 킬레이터는 검체-특이적 인식 성분 R을 함유하지 않는 킬레이터들의 혼합체를 포함할 수 있다. 삼중 리간드 킬레이

트라고도 알려진 그러한 혼합된 리간드 킬레이트를 사용하는 이점에는, 폴리아미노-폴리카르복실산과 같은 일부 유기 리

간드는 β-디케톤과 같이 다른 리간드보다 물에 더 잘 녹는다는 사실이 포함된다. 그러므로, 본 발명의 적어도 하나의 구체

예에서 란타니드 금속 킬레이트 착물은 첫째, 하나 또는 하나 이상의 검체-특이적 인식 성분을 함유하는 하나 또는 하나

이상의 β-디케톤, 그리고 둘째, 킬레이트 착물의 물 용해도를 촉진시키는, 폴리아미노-폴리카르복실산과 같은 하나 또는

하나 이상의 다른 리간드를 포함할 수 있다.

본 발명의 다른 구체예에서, 킬레이트 착물의 하나 또는 하나 이상의 킬레이터는 -NH2 또는 -OH기, 또는 킬레이트 착물

이 폴리리신과 같은 폴리머나 링커에 공유적으로 부착될 수 있도록 하는 치환기, 또는 다른 고체 지지체를 더 포함할 수 있

다.

착물의 흡광 부분에서 란타니드 금속 이온으로의 에너지 전이를 실행하기 위하여, 흡광 부분의 트리플렛 상태 에너지는 바

람직하게는 약 230kJ/mol 이상이다. 바람직한 흡광 부분은, 페난트리딘(258kJ/mol), 소랄렌(262kJ/mol), 페녹사진

(261kJ/mol), 페난트렌(258kJ/mol), 트리페닐렌(280kJ/mol), 벤조페논(287kJ/mol), 카바졸(293kJ/mol) 및 쿠마린

(258kJ/mol)을 포함한다.

본 발명의 란타니드 금속 킬레이트 착물의 형광은, 하나 또는 하나 이상의 인식 성분 R을 통하여 킬레이트 착물의 하나 또

는 하나 이상의 킬레이터에 검체가 결합함으로써 검체-특이적 방법으로 조절된다.

본 발명의 형광 인디케이터 분자는, 검체-특이적 인식 성분 R과 반응을 일으키며 그로인한 특정 방법으로 검출될 수 있는

여러 가지 가능한 다른 화학적 검체들을 검출하는 데 사용될 수 있다. 본 발명을 이용하여 검출되는 바람직한 검체는 글루

코스, 프럭토스 및 다른 시스-디올 화합물과 같은 검체들이다. 그러나, 인식 성분의 선택에 따라서는, 본 발명의 인디케이

터 분자들은 다른 많은 검체들을 검출하는데에도 유용하다. 예를 들어, 다음의 분자는 pH 인디케이터로서 유용하도록 할

수 있는 인식 성분을 갖는다(Lippitsch, 외, Sinsors and Actuators B 38-39 (1997) 96-102를 보시오):

부가적으로, 다음은 아연 검체에의 결합에 이용될 수 있는 인식 성분을 포함하는 많은 가능한 화합물 중 하나이다(예를 들

어, Huston, 외, JACS 1988, 110, 4460을 보시오):
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도시된 바와 같은 아연 결합은, 상기 인디케이터 분자의 형광 및 유사한 인식 성분을 포함하는 그와 비슷한 다른 화합물의

형광을 증가시킬 것이다. 더 나아가, 다음은 칼륨 검체의 검출에 이용될 수 있는 인식 성분을 포함하는 많은 가능한 화합물

들 중 하나이다(예를 들어, Sousa, 외, ACS Symposium Series 538, 1992, pp. 10-24):

이 화합물에서, 칼륨 이온은 왕관 에테르 모이어티 내에 배위되어서 3차원 구조 변화를 일으켜, 분자의 아닐린 부분이 페

난트리딘 부분 위로 포개어 짐으로써 형광이 소광되는 결과를 낳는다.

본 발명의 인디케이터 분자를 이용하여 검출가능한 화학적 검체는 여러 가지 다양한 고체, 기체, 및 액체 형태로 존재할 수

있다. 부가적으로, 액체 및 기체 매질 모두를 포함하는 여러 가지 매질 내에서 본 발명의 인디케이터 분자를 이용하여 검체

를 검출할 수 있다.

본 발명의 형광 화합물에 대해, 가능한 용도들이 다수 존재하는데, 여기에는 에너지, 의학, 및 농업의 분야에서 인디케이터

분자로서의 이용이 포함된다. 예를 들어, 형광 화합물은 혈액 또는 소변 내 글루코스의 낮은-수준 또는 초과-수준을 검출

하기 위한 인디케이터 분자로 이용됨으로써, 당뇨 및 부신 결핍과 같은 질병을 진단하기 위한 가치있는 정보를 제공할 수

있다. 인간 치료의 적용을 위해 글루코스의 의학적/약학적 생성은 관찰되고 조절될 것이 요구된다. 본 발명의 농업에의 가

능한 이용에는, 콩 및 다른 농업적 생산물 내에서 글루코스와 같은 검체의 수준을 검출하는 것 등이 있다. 포도주용 포도와

같이 고가의 생산물에 대한 중요한 수확 결정에 있어서, 글루코스는 주의깊게 측정되어야 한다. 글루코스는 발효 공정에서

가장 값비싼 탄소원이자 공급재료이므로, 최적의 반응기 공급율 조절을 위한 글루코스 관찰은 에너지원 알콜(power

alcohol) 생산에서 중요하다. 생산에 거대한 양의 글루코스와 발효가능한 (시스-디올) 당을 모두 소모하는 소프트 드링크

및 발효 음료의 생산 동안에도 반응기 글루코스 농도의 혼합 및 조절은 품질 조절에 역시 중요하다.

다양한 검출 기술 또한 당업계에서 알려져 있는데, 거기에 본 발명의 형광 화합물을 이용할 수 있다. 예를 들어, 본 발명의

형광 화합물은 형광 감지 장치(예를 들어, U. S. Patent No. 5,517,313)에 사용될 수 있고, 또는 눈으로 볼 수 있는 검사를

위한 테스트 종이와 같은 폴리머 물질에 결합될 수 있다. 후자의 기술은 예를 들어, 리트머스 종이의 탈색으로 pH를 측정

하는 것과 유사한 방법으로 글루코스 측정을 할 수 있다. 여기에서 기술된 형광 분자는 또한 Shimdzu, Hitachi, Jasco,

Beckman 및 그외 사람들에 의해 만들어진 분광형광계 또는 임상적인 분석기와 같은 표준 benchtop 분석 기구에서 간단

한 시약으로 이용될 수도 있다. 이들 분자들은 또한 Ocean Optics (Clearwater, 플로리다), 또는 Oriel Optics에 의해 제

조된 섬유 광학에 기초한 센서 및 분석 형광계에 있어서 검체 특이적 화학적/광학적 신호 변환을 제공한다.

본 발명의 바람직한 구체예에서, 하나 또는 그 이상이 란타니드 금속 이온과 착물화할 수 있는 여러 가지 가능한 킬레이터

들은, 검체-특이적 인식기 R로서 거기에 부착된 하나 또는 하나 이상의 보로네이트기를 갖는 유기 리간드를 포함하며, 그

예는 아래에 나타낸다.

A. β-디케톤
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본 발명의 란타니드 금속 킬레이트 착물의 킬레이터 Ch는 β-디케톤에 기초한 리간드일 수 있다. 그 예는 아래와 같다.

B. 매크로비시클릭 크립탄드(케이지-타입 리간드)

본 발명의 킬레이터 Ch의 또다른 예는 매크로비시클릭 크립탄드(또는 케이지-타입 리간드)일 수 있으며, 그 예를 아래와

같고 다음과 같은 형태를 갖는다:
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본 발명의 또다른 구체예에서 킬레이터 Ch는 다음과 같은 구조를 갖는 매크로비클릭 크립탄드일 수 있다.

C. 질소 헤테로사이클 및 카르복실레이트 배위 리간드

본 발명의 란타니드 금속 킬레이트 착물의 킬레이터 Ch의 구체예는 또한 다음의 질소 헤테로사이클 및 카르복실레이트 배

위 리간드를를 포함한다.
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본 발명의 가장 바람직한 형광성 보로네이트 인식 성분-함유 란타니드 킬레이트의 일부는 다음과 같은 구조를 포함하는

다음의 유로피움 킬레이트(명확성을 위하여 하나의 리간드만을 갖는 것으로 도시하였다)를 포함한다:

본 발명의 바람직한 구체예에서, 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물에 대한 검체 특이성을 갖는 보로네이트-함유 인식

성분은 형광 유로피움 (테트라키스) 베타-나프토일트리플루오로아세테이트 (Eu-bNTA) 킬레이트에 부착되었다. 킬레이

트의 유기 리간드 부분은 아래에 도시한 바와 같이 란타니드 금속 이온(예를 들어, 유로피움) 주위로 껍데기를 형성하는 것

으로 알려져 있다:
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부가적으로, 용매가 달라짐에 따라 란타니드 금속 이온의 형광 붕괴 시간에 영향을 미친다는 사실(예를 들어, 물은 유로피

움 이온의 형광을 소광한다) 또한 알려져 있다. 따라서 검체-특이적 인식 성분(예를 들어, 보로네이트-함유 인식 성분)을

갖는 외부 껍데기의 유기 리간드를 변경하는 것이 유로피움 이온의 붕괴 시간을 눈에 띌 정도로 동요시킬 수 있을지가 연

구되었다. 다음의 유로피움 킬레이트, 유로피움 (테트라키스) 나프토일트리플루오로메탄 (Eu-bNTA) 보로네이트를 합성

하여 테스트하였다.

Eu-bNTA 보로네이트는 약 340nm의 들뜸 파장과 다른 유로피움 킬레이트에 대해서와 같은 약 613nm의 방출 파장을 갖

는 것으로 밝혀졌다.

글루코스를 포함하는 시스-디올의 검출을 위한 다른 구체예 화합물은 다음의 것등이 있다.
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도 4 및 도 5에 나타낸 바와 같이, 본 발명의 이점은 에탄올 용액 내에서 Eu-bNTA의 형광 강도 및 수명에 카테콜(o-디히

드록시벤젠)이 미치는 영향을 측정함으로써 바람직한 구체예에 의해 설명되어 질 수 있다. Eu-bNTA의 존재 하의 에탄올

용액에 카테콜을 첨가한 후 검출되고 측정되어진 형광 강도의 변화를 도 5에 나타내었다. 보로네이트-함유 인식 성분이

없는 Eu-bNTA의 형광 수명은 362μs ± 1μs인 반면, Eu-bNTA 보로네이트의 형광 수명은 270μs ± 4μs로 감소하였다.

Eu-bNTA 보로네이트를 카테콜에 노출시킨 후, 분자의 형광 수명은 209μs ± 15μs로 더 감소하였다.

Eu-bNTA 보로네이트의 형광 강도 및 수명에 카테콜이 미치는 영향은 물에서도 측정하였는데, 킬레이트의 유로피움 이온

의 형광을 소광하는 것으로 나타났다. 그 후, 산화 트리옥틸포스핀("TOPO")을 첨가함으로써 유로피움 킬레이트 착물의 내

부 껍데기에 위치한 배위 사이트를 보호하여 물의 영향으로 소광되는 것을 방지하였다. Eu-bNTA 보로네이트를 함유하는

수용액에 TOPO를 첨가한 것은 도 3에 도시하였다.

Eu-NTA 보로네이트는 또한 메탄올 내에서 글루코스의 존재를 검출할 수 있었다. 더 상세하게는, Eu-NTA 보로네이트로

써 글루코스 적정을 메탄올 내에서 행하였다. 글루코스 적정으로부터 얻어진 데이터는 도 6 내지 도 8에 나타내었다. 도 6

은 글루코스의 농도 증가에 대한 Eu-NTA 보로네이트 적정을 도시하고 있다. 도 7에 나타난 결과는 Eu-NTA 보로네이트

가 정상의 생리학적 수준인 대략 4.7 mMol보다 훨씬 낮은 농도에서 글루코스의 존재를 검출할 수 있다는 것을 설명하고

있다. 도 7에 도시된 데이터로 나타난 바와 같이, 글루코스 농도의 차이는 약 0.5 mMol 미만의 생리학적 범위 내에서 식별

될 수 있다. 0.001 mMol 글루코스 밑의 데이터 점들이 아주 근접하기 때문에 도 7이 글루코스 농도의 변화에 대한 Eu-

bNTA 보로네이트의 민감한 하측 말단을 보여주지 못하지만, 도 8은 글루코스 농도 대 I/IO의 세미-로그 플롯으로서 도 7

의 낮은 범위를 도시한다.

도 9는 메탄올 내 글루코스 및 프럭토스에 대해 유로피움 디벤조일메탄 (Eu(DBM)) 및 Eu(붕소화 DBM) 각각을 적정한 결

과를 나타낸다. 상세하게는, 글루코스 및 프럭토스 농도는 0.0005, 0.005, 0.05, 1, 5, 10 및 20mM로 변화시켰다. 도 9 내

의 글루코스 B 및 프럭토스 B에 대한 데이터 플롯은 Eu(붕소화 DBM)의 글루코스 및 프럭토스 적정을 나타낸다. 붕소화

유로피움 디벤조일메탄의 형광 강도는 약 0.01 mM 이상의 글루코스 및 프럭토스 농도에 노출되었을 때 상당히 증가하는

반면, 붕소화되지 않은 Eu(DBM)의 형광 강도는 글루코스 및 프럭토스의 첨가시에도 눈에 띌 정도로 변화하지는 않는다는

것을 도 9의 결과로부터 금방 알 수 있다. 특이성을 갖는 인식 성분(예를 들어, 보로네이트)이 없으면, 란타니드 금속 킬레

이트 착물은 글루코스, 프럭토스, 또는 다른 시스-디올 화합물의 존재에 대해 반응을 나타내지 않는다. 따라서, 검체-특이

적 인식 성분(본 예에서는 보로네이트기)가 있을 때, 본 발명의 란타니드 킬레이트 착물은 글루코스, 프럭토스, 및 다른 시

스-디올 화합물의 존재에 대해 반응을 나타내며 따라서 상기와 같은 그리고 다른 검체의 존재 및 농도를 검출하는데 이용

될 수 있다.

도 10 내지 도 13은, 샘플 내 글루코스 및/또는 프럭토스의 존재 및 농도를 검출할 수 있는, 본 발명에 따른 란타니드 금속

킬레이트 착물의 능력을 더 설명하고 있다.

상기에서 서술한 바와 같이, 본 발명의 형광 인디케이터 분자는 수많은 상이한 유형의 형광 센서에 이용될 수 있다. 형광

인디케이터 분자는 생물학적 유액 및 더 상세하게는 인간의 액체를 포함하는 리간드 샘플과 같은 샘플 내의 글루코스 또는

다른 시스-디올 화합물과 같은 검체의 존재 또는 농도를 검출하는 센서에 이용될 수 있다. 예를 들어, 본 발명에 따른 형광

인디케이터 분자는 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물에 침투할 수 있는 폴리머 매트릭스에 분산될 수 있다. 그리고 나

서 액체 매질과 같은 매질 내의 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물의 존재 또는 농도는, 하나 또는 하나 이상의 보로네

이트-함유 인식 성분을 통하여 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물에 결합될 때 인디케이터 분자에 의해 방출되는 형광

의 강도 또는 수명의 변화를 측정함으로써 결정될 수 있다.
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U. S. Patent 5,517,313은 여기에서 그 내용이 참고 문헌으로서 포함되어 있는데, 액체 매질 내에서 글루코스 또는 다른

시스-디올 화합물과 같은 검체의 존재 또는 농도를 측정하기 위하여 본 발명의 형광 인디케이터 분자가 사용될 수 있는 형

광 감지 장치를 기재하고 있다. 이 감지 장치는 형광 인디케이터 분자-함유 매트릭스(이하 "형광 매트릭스"라고 함), 고투

과 필터 및 광검출기가 층상 배열되어 있는 것을 포함한다. 이 장치에서, 광원, 바람직하게는 광-방출 다이오드("LED")가

적어도 일부분은 인디케이터 물질 내에 위치해있기 때문에, 광원으로부터의 입사광은 인디케이터 분자가 형광을 내도록

한다. 고투과 필터는 방출된 빛이 광검출기에 도달하도록 하는 동시에 광원으로부터의 산란된 입사광을 걸러낸다.

U. S. Patent 5,517,313에 기재된 장치에 채용된 인디케이터 분자의 형광은 글루코스 또는 다른 시스-디올 화합물과 같은

검체의 부분적인 존재에 의해 감쇄하거나 증대되거나 하여 변화된다.

U. S. Patent 5,517,313에 기재된 센서에서, 인디케이터 분자를 가지고 있는 물질은 검체에 대해 투과성을 갖는다. 따라

서, 검체는 둘러싸고 있는 테스트 매질로부터 그 물질내로 확산될 수 있으며, 그로써 인디케이터 분자에 의해 방출되는 형

광에 영향을 미친다. 광원, 인디케이터 분자-함유 물질, 고투과 필터, 그리고 광검출기는 배열형성되어서, 인디케이터 분

자에 의해 방출되는 형광의 적어도 일부가 광검출기에 영향을 주고, 둘러싸고 있는 매질 내에서의 검체(예를 들어, 글루코

스)의 농도를 표시하는 전기적 신호를 생성한다.

본 발명의 형광 인디케이터 분자를 이용하는 다른 가능한 구체예에 따르면, 형광 감지 장치는 또한 공동-계류 중인 U. S.

Patent Application Nos. 08/855,234, 08/855,235, 그리고 08/855,236에 기재되어 있으며, 이것들은 모두 참고문헌으로

서 여기의 내용에 포함되어 있다.

본 발명의 형광 인디케이터 분자는, 당해 기술분야의 숙련자라면 하기하는 통상의 과정에 따르는 반응 메카니즘을 포함하

여 쉽게 알려진 반응 메카니즘 및 시약을 사용하여, 알맞은 양의 실험으로써 제조할 수 있다.

붕소화 유로피움 테트라키스 β-디케톤 착물의 제조

1. Frontier Scientific (Logan, Utah)로부터 입수가능한 나프탈렌-1-붕산을 톨루엔에 용해시킨다.

2. 우선, 붕산을 2,2-디메틸-1,3-프로판디올(Aldrich Chemical Company)과 반응시키고, 동시에 딘-스타크(Dean-

Stark) 트랩에 의해 물을 공비적으로 제거함으로써 붕산을 보호하여(덮개를 씌운다), 2,2-디메틸프로판-1,3-디일 1-나

프틸보로네이트를 하기와 같이 생성하도록 한다:

3. 그리고 나서, 상기의 덮개가 씌어진 붕산은, 붕산을 무수 이황화 탄소 내에서 무수 초산 및 삼염화 알루미늄과 반응시킴

으로써 프리델-크래프트 아세틸레이션에 의해 아세틸화하여 2,2-디메틸프로판-1,3-디일 5-아세틸-1-나프틸보로네이

트를 생성할 수 있다. 점성 액체로 나타나는 반응 생성물은 일반적으로 대략 70%의 수율로 하기와 같이 얻어질 것이다:
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4. 그리고 나서, β-디케톤을 형성할 수 있으며, 보로네이트는 하기한 바와 같이 축합제로서 나트륨 메톡시드(건조 에테르

내의)를 사용하여 (3)과 삼불화초산 에틸(Aldrich) 사이의 클라이센 축합에 의해 덮개를 벗길 수 있다:

5. 그리고 나서, 중간 생성물 (4)의 5-나프토일-트리플루오로아세톤붕산은, 염화 메틸렌으로 용리하면서 준비된 실리카

겔 TLC에 의해 정제할 수 있다. 적어도 하나의 제제에서 세 번째 밴드 용리(Rf = 0.70-0.85)가 플레이트로부터 회수되었

고, 프로톤 NMR에 의해 400MHz에서 분석되었다. 상기 NMR 스펙트럼은 β-디케톤의 에놀 형태의 특징적인 패턴을 보여

주며, 더 상세하게 말하면 시그마 6.69(싱글렛) 및 시그마 15.28(브로드 싱글렛)에서 피크를 나타낸다.

6. β-디케톤 (4)을, 무수 에탄올 내의 유로피움 트리클로리드 헥사하이드레이트(Aldrich) 및 피페리딘과 반응시킴으로써,

하기와 같이 검체-특이적 인식 성분으로서 보로네이트기를 함유하는 최종적인 유로피움 테트라키스 인디케이터 착물을

생성한다:

그리고 나서 이 용액을 70℃로 3시간동안 가열한다. 가열 후, 결과 용액은 휴대용 장파장 자외선 광원으로 조사했을 때 오

랜지-레드 방출의 특징을 보여준다. 부가적으로, Shimadzu 형광계에 의한 형광 주사는 340nm의 피크 들뜸 파장과

613nm의 유로피움 착물의 특징적인 피크 방출 파장을 보여준다.

본 발명에 유용한 화합물을 제조하기 위한 다른 합성 개략도를 아래에서 도시한다.
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상기에 도시된 합성 개략도의 내용과 관련하여 부가적인 더 상세한 사항에 대해서는, 참고문헌으로서 여기에 포함된 다음

간행물의 내용을 보시오:
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실시예

본 발명은 더 깊은 이해를 위하여 다음 실시예에 의해 설명하도록 한다.

실시예 1

Eu(4-디벤조일메탄붕산)을 이용한 글루코스 및 프럭토스의 검출

25μl의 6.5mM Eu(4-디벤조일메탄붕산)4 PyCl을 525μl의 메탄올에 가하고 소용돌이 시켰다. 메탄올 재료 용액(4μM,

400μM, 4mM 및 40mM)으로부터, 글루코스 및 프럭토스 각각에 대해 0.5μM, 5μM, 50μM, 1mM, 5mM, 10mM, 및

20mM의 농도로 샘플을 각각 준비하였다. 도 9에 나타난 결과인 613nm에서의 Eu 킬레이트 착물의 형광 방출 강도는, 요

구되는 들뜸 파장인 365nm에서 Eu 킬레이트 착물을 여기시킨 후에, 글루코스 및 프럭토스의 분리된 샘플 각각에 대해 관

찰하였다.

실시예 2

유로피움 테트라키스-5-나프토일-트리플루오로아세톤붕산의 합성

I. 2,2-디메틸프로판-1,3-디일-1-나프틸보로네이트(1)의 제조

다음의 과정에 따라, 유로피움 킬레이트 착물의 합성 동안에 수반되는 반응 환경에 의해 야기되는 어떠한 잠재적인 역효과

로부터 전구물질의 보로네이트기를 보호하였다:

나프탈렌-1-붕산 (15.2 그램, 0.0884 몰)과 2,2-디메틸-1,3-프로판디올 (10.0그램, 0.0960 몰, 1.1 당량)을 톨루엔

(200ml) 내에서 환류시키면서 딘-스타크 트랩을 사용하여 28시간 동안 물을 공비적으로 제거하였다. 그리고 나서 약

80℃의 온도에 도달할 때까지 2시간동안 가열하면서, 간단한 증류와 이어지는 흡기 압력 증류를 통하여 톨루엔을 증발시

켰다. 그리고 나서, 1시간 동안 60℃까지 가열하면서, 반응하지 않은 2,2-디메틸-1,3-프로판디올을 진공 상태(0.5mm)에

서 제거하였다. 흰 고체 (20.94 그램, 99% 순도)의 2,2-디메틸프로판-1,3-디일-1-나프틸보로네이트를 얻었다.
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그 생성물을 1HNMR(CDCl3, 400MHz)에 의해 확인하였다.

II. 프리델-크래프트 아세틸레이션 : 2,2-디메틸프로판-1,3-디일-5-아세틸-1-나프틸보로네이트(2)의 제조

다음의 과정에 따라, 전구물질의 방향성 구조에 아세틸기를 도입하여 디케톤을 형성하였다:

2,2-디메틸프로판-1,3-디일-1-나프틸보로네이트(1) (21.0 그램, 0.0878 몰)을, 얼음욕 안의 250ml 둥근 바닥 플라스크

내에서 교반하면서 150ml의 건조 이황화탄소에 용해시켰다. 삼염화 알루미늄의 분리된 일부(28.7 그램, 0.215 몰)를 2시

간에 걸쳐서 가하였다. 그리고 나서 그 혼합물을 교반하고, 1시간에 걸쳐서 실온으로 천천히 데웠다. 플라스크 내부에 끈

적끈적하고, 어두운 반고체가 침전되는 것이 보였다. 그 혼합물을 다시 얼음욕 안에서 냉각하고, 그 후 환류 냉각기를 플라

스크에 가하였다. 그리고 나서 무수 초산 (8.93 그램, 0.0875 몰)을 2시간에 걸쳐서 가하였다. 그리고 나서 그 혼합물을

40℃까지 데워서 반응을 개시하였다. 무수 초산을 첨가하는 동안, 반응 중에 일어날 수도 있는 발열 반응을 제어하기 위하

여 이따금씩 반응 혼합물을 교반(손으로 휘젓는다)할 필요가 있었다.

상기 반응 혼합물을 2시간 동안 실온에 놓아둔 후, 혼합물을 1시간에 걸쳐서 50℃까지 천천히 가열하고 그 온도에서 3시

간 동안 유지시켰다. 어두운 색의 고체가 반응 혼합물 내에서 형성되는 것이 관찰되었다.

800ml의 얼음물, 15ml의 진한 염화 수소, 그리고 250ml의 염화 메틸렌을 같이 사용하여 반응 혼합물을 2개의 선명한 층

으로 분해, 추출하였다. 그리고 나서 바닥의 유기층을 수집하여 황산 나트륨 위에서 건조시키고, 그리고 감압상태에서 3

시간 동안 80℃까지로 증발시켜서, 반고체 형태의 디메틸프로판-1,3-디일-5-아세틸-1-나프틸보로네이트(2) 19.39g을

산출하였고, 수율은 78%였다.

III. 클라이센 축합 : 5-나프토일-트리플루오로아세톤붕산(3)의 제조

β-디케톤 리간드를 다음과 같이 형성하였다:

수산화 나트륨의 혼합물을 10ml의 건조 에테르 내의 2ml의 메탄올 (0.313 그램, 0.01302 몰)과 반응시켰다. 만들어진 용

액을 감압 하에서 2시간 동안 100℃까지로 건조시켜서 고체 형태의 나트륨 메톡시드를 산출하였다. 그리고 나서 나트륨

메톡시드를 45ml의 건조 에테르로 처리하고 얼음욕 안에서 냉각시켰다. 그 후 삼불화초산에틸 (1.763 그램, 0.0124 몰)을

가하고, 이어서 10 분 후에, 20ml의 건조 에테르 내의 디메틸프로판-1,3-디일-5-아세틸-1-나프틸보로네이트(2) (3.50

그램, 0.0124 몰) 용액을 가하되, 10분에 걸쳐서 한방울씩 가하였다. 그리고 나서 이 혼합물을 30분간 실온에서 교반하고,

70시간 동안 가열하여 환류시켰다. 얼음욕 내에서 상기 혼합물을 교반하면서, 25ml의 물과 8ml의 10% 염화 수소를 가하

여 물층을 pH 1로 산성화하였다. 그 후 2 개의 선명한 층이 플라스크 안에 나타났다.

그리고 나서 윗층의 에테르 층을 수집하여 황산 나트륨 위에서 건조시키고, 그리고 감압하에서 1 시간 동안 60℃까지로 증

발시켜서 어두운 색의 액체 형태(4.36 그램)의 β-디케톤을 산출하였다. 만들어진 β-디케톤을 준비된 실리카겔 TLC에 의

해 염화 메틸렌으로 용리함으로써 정제하였다. TLC 플레이트로부터 25% 수율의 5-나프토일-트리플루오로아세톤붕산

(3) (1.20 그램)으로서 세 번째 밴드(Rf = 0.70-0.85)를 회수하였다.

이 생성물은 β-디케톤의 에놀 형태의 특징적인 패턴인 시그마 6.69 (싱글렛) 및 시그마 15.28 (브로드 싱글렛)에서의 피크

를 갖는 프로톤 NMR(400MHz) 스펙트럼에 의해 확인하였다.

IV. 킬레이션/착물화 : 유로피움-(베타-디케톤붕산) 테트라키스 착물(4)의 형성

그 후, 형광 인디케이터 분자로서 사용되는 란타니드 킬레이트 착물을 다음과 같이 생산하였다:

0.5ml 무수 에탄올 내의 유로피움 트리클로리드 헥사하이드레이트(0.7 mg, 0.0019 mmole) 용액을 0.5ml 무수 에탄올

내의 5-나프토일-트리플루오로아세톤붕산 (3) (2.2mg, 0.0058mmole) 및 피페리딘 (130mg) 용액에 가하였다. 이 혼합

물을 2 시간에 걸쳐서 70℃로 천천히 가열하고, 그 온도에서 추가로 약 3 시간 동안 유지시켜서 유로피움 테트라키스 착물

(4)을 형성하였다.
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만들어진 용액은 휴대용, 장파장 자외선 광원으로 조사했을 때 오랜지-레드 방출 특성을 보였다. 부가적으로, 형광 스펙트

럼은 Shimadzu 형광계로써 측정했을 때와 같이, 340nm의 피크 들뜸 파장과 613nm의 유로피움 킬레이트 착물의 특징적

인 방출 패턴을 나타내었다.

본 발명은 특정한 바람직한 구체예와 연결되어서 설명되어졌다. 당해 기술 분야의 숙련자들은 본 발명의 정신과 범위 내에

서 변경과 개선이 이루어질 수 있다는 것을 인식할 것이다.

도면의 간단한 설명

본 발명의 인디케이터 분자의 바람직한 구체예는 첨부되는 도면을 참조하여 설명될 것이다.

도 1은 본 발명에 따른 붕산-함유 유로피움 킬레이트를 도시하고 있다(명확성을 위하여 하나의 리간드만을 갖는 것으로

도시하였다).

도 2는 또한 본 발명에 따른 붕산-함유 유로피움 킬레이트를 도시하고 있다.

도 3은 산화 트리옥틸포스핀("TOPO")의 존재하의 수용액 내에서 복수의 붕산-함유 리간드를 포함하는 유로피움 킬레이

트 착물을 도시하고 있다.

도 4는 본 발명에 따른 붕산-함유 유로피움 킬레이트를 포함하는 에탄올 용액에 카테콜을 첨가한 효과를 도시하고 있다.

도 5는 유로피움 β-나프토일트리플루오로아세테이트(Eu-bNTA)를 포함하는 에탄올 용액에 대한 카테콜 첨가의 영향을

도시하고 있다.

도 6-8은 메탄올 내의 글루코스에 대한 Eu-NTA-보로네이트 적정을 도시하고 있다.

도 9는 메탄올 내의 글루코스 및 프럭토스에 대한 유로피움 디벤조일메탄(Eu(DBM)) 적정과 Eu(붕소화된 DBM) 적정 사

이의 비교를 도시하고 있다.

도 10은 메탄올 내의 글루코스에 대한 Eu-NTA 보로네이트 적정을 도시하고 있다.

도 11은 메탄올 내의 글루코스 및 프럭토스에 대한 Eu-NTA 보로네이트 적정을 도시하고 있다.

도 12는 메탄올 내의 글루코스 및 프럭토스에 대한 Eu(테오닐-4-벤조일메탄붕산) 적정을 도시하고 있다.

도 13은 메탄올 내의 글루코스 및 프럭토스에 대한 Eu(벤조일-트리플루오로메틸아세톤붕산) 적정을 도시하고 있다.

도면
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도면3
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도면4

도면5

도면6
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도면7

도면8

도면9
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도면10
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도면11
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도면12
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도면13
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