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특허청구의 범위

청구항 1 

하기의 화학식 1로 표시되는 화합물을 포함하는 시아닌계 형광 프로브:

[화학식 1] 

.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 

아연 이온(Zn
2+
) 검출용으로 사용되는, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 

상기 시아닌계 형광 프로브가 아연 이온(Zn
2+
)과 반응하여 착물을 형성을 하는 것인, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 4 

제 3 항에 있어서, 

상기 Zn
2+
와 반응하여 최대 발광 파장에서 청색에서 적색으로 변화가 나타나는 것인, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 5 

제 4 항에 있어서,

상기 Zn
2+
와의 반응에 의해 발광 파장 및 흡광 파장에서 단파장 이동을 나타내는 것인, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 6 

제 4 항에 있어서, 

상기 Zn
2+
와의 반응에 의해 최대 발광 파장에서 730 nm 부터 590 nm으로 단파장 이동이 나타나는 것인, 시아닌계
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형광 프로브.

청구항 7 

제 1 항에 있어서, 

상기 CTMPA 내의 피리딘 및 메조-치환되는 질소가 상기 Zn
2+
와 반응하여 배위결합하는 것인, 시아닌계 형광 프로

브.

청구항 8 

제 3 항에 있어서, 

CTMPA와 상기 Zn
2+
가 1 : 1의 비율로 복합체를 형성하는 것인, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 9 

제 1 항에 있어서, 

생체 내 내인성 아연 이온(Zn
2+
)을 검출하는, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 10 

제 1 항에 있어서, 

아연 이온을 nM 범위 내에서 검출하는 것인, 시아닌계 형광 프로브.

청구항 11 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 시아닌계 형광 프로브를 이용하는, 생체 내 아연 이온의 검출 방법.

청구항 12 

제 11 항에 있어서, 

생체 내 내인성 아연 이온의 분포를 이미지화할 수 있는 것인, 생체 내 아연 이온의 검출 방법.

청구항 13 

하기 화학식 2로 표시되는 TMPA를 염화 트리카르보시아닌과 반응시키는 것을 포함하는, 시아닌계 형광 프로브의

제조방법

[화학식 2]
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.

청구항 14 

제 13 항에 있어서, 

상기 TMPA와 상기 염화 트리카르보시아닌은 아르곤 분위기 하에서 70℃ 내지 100℃에서 열처리하여 반응시키는

것인, 시아닌계 형광 프로브의 제조방법.

청구항 15 

제 13 항에 있어서, 

상기 시아닌계 형광 프로브를 정제시키는 것을 추가 포함하는 것인, 시아닌계 형광 프로브의 제조방법.

청구항 16 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항에 따른 시아닌계 형광 프로브를 포함하는, 형광 센서.

청구항 17 

하기의 화학식 1로 표시되는 시아닌계 화합물:

[화학식 1]

.

명 세 서

기 술 분 야

본원은, 시아닌계 형광 프로브, 이를 이용한 검출방법, 및 이의 제조방법에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술
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아연 이온은 다양한 생물학적인 과정에서 필수적인 성분이고 단백질 내에서 단단하게 결합된 형태로 흔히 존재[0002]

한다.  게다가, 이동성 있는 세포 내 아연 이온은 또한 뇌, 장, 췌장, 및 망막을 포함한 다양한 인간 조직 내에

존재한다.   더욱이,  아연  이온은  세포사멸(apoptosis)의  조절에 있어서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져

있고, 이러한 과정 중에 세포 내 금속 단백질로부터 방출된다.  유리(free) 아연 대사(metabolism)로부터 발생

하는 질환들은, 알츠하이머병, 간질, 파킨슨씨병, 뇌졸증, 및 유아 설사증과 같은 많은 생리 상태와 밀접하게

연관된다.  병태생리학적인 과정에서 이동성 아연 이온의 참여의 분자적 근거가 광범위하게 연구되어 왔음에도,

기초적인 의문, 특히 세포사멸의 조절에 있어 이동성 아연 이온에 의해 작용하는 역할에 관한 질문들은 해결되

지 않은 채 남아있다.  따라서, 상기 이동성 아연 이온을 정량화하고 시각화하기 위한 개선된 방법들의 개발은

매우 중요하다. 

형광 센서는 생물학적으로 관련된 종들의 인비트로(in vitro) 및 인비보(인비보(in vivo)) 수준(level)을 관찰[0003]

하고 이들의 기능을 이해하기 위한 강력한 도구가 되어 왔다.  Zn
2+
 선택성 형광 센서는 아연 생물학에 대한 많

은 정보를 획득하는데 사용되어 왔다.  상기 대부분 분야의 경우에서, 아연 이온에 대한 센서를 개발하는데 사

용된  전략은  플루오레세인(fluorescein),  쿠마린(coumarin),  및  4-니트로벤족사디아졸(4-

nitrobenzooxadiazole)과 같은 형광 발색단에 아연 특이 수용체를 컨쥬게이팅(conjugating)하는 것에 집중되어

왔다.  일부 형광 아연 센서는 생체 세포들 및 해마 절편(hippocampus slices) 내 내인성 Zn
2+
를 이미지화하는

데 사용되어 왔다.  더욱 흥미롭게도, 가시광 활성 형광 프로브가 제브라피쉬 발달 중에 내인성 Zn
2+
를 추적하기

위해 사용되어 왔다. 

상기 프로브들의 매력적인 특성에도, 현재 개발된 형광 아연 이온 센서는, 자가형광(autofluorescence), 높은[0004]

광산란, 및 상대적으로 낮은 결합 친화성에 의해 일어나는 고유의 시그널 오염(signal contamination)을 포함하

여, 일부 심각한 약점이 있다.  특히, Zn
2+
와 결합에 따른 상기 프로브의 최대 흡광 및 발광에서 상대적으로 작

은 파장 이동이 부분적으로 발생하는 강한 배경 시그널(background signals)은 심각한 문제이다.  이러한 심각

한 문제들의 한계를 극복하기 위하여, 장파장에서 발광하는 높은 아연-선택성 형광 프로브가 생체 세포들 및 생

물 내 내인성 아연 이온의 수준을 검출하기 위해 좀 더 바람직한데, 상기 프로브는 낮은 자가형광 배경을 나타

내고 생물학적 시료에 손상을 덜 일으키기 때문이다.  게다가, 분석 농도가 두 개의 파장에서 흡광 또는 형광

강도의 비율을 측정함으로써 결정되는 비율계량법(ratiometric  method)은 주변 효과를 제거하고 신호 신뢰도

(signal fidelity)를 증가시키는 빌트-인 보정(built-in correction)을 제공한다.  지금까지, 장파장에서 발광

하는 몇 개의 비율계량 형광 프로브가 내인성 Zn
2+
의 인비보(인비보(in vivo)) 검출을 위해 고안되었다.  

종래 개발된 방법과 관련된 이러한 한계를 인식해서, 본 발명자들은 생체 세포들 및 생물 내 아연 이온에 반응[0005]

하여 큰 발광 파장 변화를 나타내는 고선택성의 장파장-흡수 형광 Zn
2+ 

센서를 개발하는 데 목표를 두는 연구를

수행해 왔다.  생체 세포 및 생물 내의 아연 검출에 대한 고감도 및 고선택성 검출용 프로브의 요구에도, 아직

고감도 및 고선택성 아연 형광 프로브에 대한 많은 연구가 이루어지지 않고 있다.  예를 들어, "서로 다른 형광

색의 이광자 형광 프로브를 이용하여 나트륨/칼슘 활성을 동시에 이미지화하는 방법 및 이광자 형광 프로브의

제조방법[대한민국 공개특허 제2012-00013627호]" 등의 연구에서 형광 프로브를 이용한 나트륨/칼슘 활성을 이

미지화하는 방법에 관한 연구가 있었다.  그러나 고감도 및 고선택성 아연 형광 프로브에 대한 연구 보고는 거

의 이루어져 있지 않았다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본원은, 장파장에서 발광하는 아연-선택성 프로브로서, 아연에 대한 고감도 및 고선택성을 가지며, 생체 세포들[0006]

및 생물 내 내인성 아연과 반응하여 최대 발광 파장에서 청색에서 적색으로 변화를 나타내고 큰 단파장 이동이

나타나는 아연 이온 검출용 시아닌 유도체로서, 시아닌계 형광 프로브, 상기 이를 이용한 검출방법, 및 이의 제

조방법을 제공하고자 한다.

그러나 본원이 해결하고자 하는 과제는 이상에서 언급한 과제로 제한되지 않으며, 언급되지 않는 또 다른 과제[0007]

들은 아래의 기재로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단
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본원의 제 1 측면은, 생체 세포들 및 생물 내 내인성 아연 이온에 대한 고선택성과 고감도를 가지며, 청색에서[0008]

적색으로 변화를 나타내고 큰 단파장 이동이 나타나는 시아닌계 형광 프로브를 제공할 수 있다.

본원의 제 2 측면은, 상기 시아닌계 형광 프로브를 이용한 검출방법을 제공할 수 있다. [0009]

본원의 제 3 측면은, 상기 시아닌계 형광 프로브의 제조방법을 제공할 수 있다.[0010]

본원의 제 4 측면은, 상기 시아닌계 형광 프로브를 포함하는 형광 센서를 제공할 수 있다. [0011]

본원의 제 5 측면은, 하기 화학식 1로 표시되는 시아닌계 화합물을 제공할 수 있다.[0012]

발명의 효과

본원의 발명에 따라 고감도 및 고선택성 시아닌계 형광 센서 CTMPA가 고안되어 제조되고, 생체 세포들 및 생물[0013]

내 내인성(endogenous) Zn
2+
이온을 검출하는데 이용될 수 있다.  CTMPA의 용액에 Zn

2+
의 첨가에 따라, UV-VIS 분

광분석법을 사용하여 분석함으로써 관찰될 수 있는 청색의 밝은 적색으로 변화가 발생하고, 동시에 CTMPA의 최

대 발광 내에 현저하게 큰 단파장 이동(hypsochromic shift)이 730 nm 부터 590 nm으로 약 140 nm 파장 변화를

보이고, 셀 이미지 또는 신경 소구의 이미지 검출도 가능하다.  CTMPA는 Zn
2+
에 의하여 유도된 큰 스펙트럼 이동

(spectral shift), 낮은 형광 백그라운드(fluorescence background), 및 Zn
2+
에 대한 고감도를 포함하는 유용한

특징 때문에 생체 세포들 및 생물 내 아연 이온을 검출하는데 사용될 수 있다.  CTMPA가 세포사멸(apoptosis)

중에 방출된 내인성 아연 이온을 관찰하기 위하여 사용될 수 있고, 상기 프로브는 제브라피쉬(zebrafish) 발달

과정  중에  무손상(intact)  Zn
2+
를  추적하는데  사용될  수  있다.   상기  CTMPA의  낮은  백그라운드  및  고감도

때문에, CTMPA는 제브라피쉬 내 신경소구(neuromasts)의 첫 번째 형광 검출용 프로브로서, CTMPA가 아연 생물학

연구에서 매우 유용하다.  최종적으로, 금속 이온 배위결합에 의해 촉진된 시아닌 분자들의 π-전자 컨쥬게이션

길이의 변화에 의존하는 전략은 신규 시아닌계 프로브의 창출을 위한 커다란 잠재력을 가짐을 보여줄 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본원의 일 구현예에 따른 형광 Zn
2+
프로브 CTMPA의 합성을 나타낸 개략도이다. [0014]

도 2는 본원의 일 실시예에 따른 10% CH3CN를 포함하는 HEPES 완충액(10 mM, pH = 7.4) 중 Zn
2+ 
(0 μM, 0.5 μ

M, 1.0 μM, 1.5 μM, 2.0 μM, 2.5 μM, 3.0 μM, 3.5 μM, 4.0 μM, 4.5 μM, 및 5.0 μM)를 이용하여 적정

한 CTMPA (5.0 μM)의 흡광 및 발광 스펙트럼을 나타낸 것이다.  

도 3은 본원의 일 구현예에 따른 Zn
2+
에 대한 CTMPA의 제시된 결합 모드를 나타내는 개략도이다.

도 4는 본원의 일 실시예에 따른 CH3CN-H2O (1 : 9)의 혼합물 중 CTMPA의 pH 프로파일 (a) 및 (b) 흡광도 변화,

(c) 730 nm에서 형광 강도 변화, (λex = 670 nm) (d) I590nm/I730nm, 의 형광 강도 비율, (λex = 560 nm)을 나타낸

것이다.  

도 5는 본원의 일 구현예에 따른 CTMPA의 제시된 pH-반응 모드에 대한 개략도이다.  

도 6은 본원의 일 실시예에 따른 Zn
2+
를 이용하여 적정 과정 중에서 CD3CN 내 CTMPA의 

1
H NMR 스펙트럼을 나타낸

것이다.   (a)  유리  CTMPA의  스펙트럼이며,  (b)  [Zn
2+
]/[CTMPA]의  0.5  :  1의  혼합물의  스펙트럼이고,  (c)

[Zn
2+
]/[CTMPA]의 1 : 1의 혼합물의 스펙트럼을 나타낸 것이다.  

도 7은 본원의 일 실시예에 따른 CD3CN 중 Zn
2+
 적정 과정에서 CTMPA의 

1
H NMR 스펙트럼을 나타낸 것이다.

도 8은 본원의 일 실시예에 따른 CH3CN-HEPES (1:9) (λex = 560 nm) 중 Zn
2+ 
적정을 이용한 CTMPA (1 μM)의 (a)

흡광 스펙트럼 및 (b) 발광 스펙트럼을 나타낸 것이다. 

도 9는 본원의 일 실시예에 따른 완충용액 중 CTMPA (1 μM) 대 log10 C[Zn2+]free의 (a) 흡광비율 (A510 nm/A670 nm)
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및 (b) 형광비율 (I590 nm/I730 nm)을 나타내는 그래프이다.  

도 10은 본원의 일 실시예에 따른 CTMPA의 금속 이온 선택성을 보여주는 막대그래프이다. 

도 11은 본원의 일 실시예에 따른 CTMPA를 이용하여 (a) C2C12 및 (b) NIH3T3 세포들 내 외인성 아연 이온의 형

광 이미지를 나타낸 것이다.  

도 12는 본원의 일 실시예에 따른 CTMPA를 이용하여 세포사멸 중에 방출된 (a) C2C12 및 (b) NIH3T3 세포들 내

무손상 아연 이온의 형광 이미지를 나타낸 것이다.  

도 13은 본원의 일 실시예에 따른 CTMPA를 이용하여 (a) C2C12 및 (b) NIH3T3 세포들 내 사멸세포 중에 방출된

무손상 아연 이온의 형광 이미지를 나타낸 것이다.

도 14는 본원의 일 실시예에 따른 1 시간 동안 CTMPA를 이용하여 배양된 수정 후 (a) 24 시간, (b) 36 시간,

(c) 48 시간, (d) 72 시간, 및 (e) 96 시간 경과된 제브라피쉬 내 무손상 아연 이온의 형광 검출 사진이다. 

도  15는  본원의  일  실시예에  따른  CTMPA를  이용한  제브라피쉬  내  내인성  아연  이온의  검출을  나타내는

사진이다.

도 16은 본원의 일 구현예에 따른 (A) 측면 및 (B) 등쪽면 영역에서의 그룹화시킨 생체에 따른 신경소구의 분포

를  도시화한  이미지이다.   상안와  영역  (supraorbital  region)은  시각교차앞  (preoptic,  PO),  및  상안와

(supraorbital, SO) 신경소구를 포함한다.  미골-두개골 영역 (caudal-cranial region)은 귀 (otic, O), 후두

부 (occipital, OC), 등 (dorsal, D) 및 중간열 (middle, MI) 신경소구를 포함하며, 후부(posterior, P) 신경

소구는 트렁크(trunk) 영역 내 놓여진 것이다. 

도 17은 본원의 일 실시예에 따른 화합물의 NMR 및 질량 분석기 스펙트럼을 나타낸 것이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 첨부한 도면을 참조하여 본원이 속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수 있도[0015]

록 본원의 구현예 및 실시예를 상세히 설명한다.

그러나 본원은 여러 가지 상이한 형태로 구현될 수 있으며 여기에서 설명하는 구현예 및 실시예에 한정되지 않[0016]

는다.  그리고 도면에서 본원을 명확하게 설명하기 위해서 설명과 관계없는 부분은 생략하였으며, 명세서 전체

를 통하여 유사한 부분에 대해서는 유사한 도면 부호를 붙였다.

본원 명세서 전체에서, 어떤 부분이 어떤 구성요소를 "포함" 한다고 할 때, 이는 특별히 반대되는 기재가 없는[0017]

한 다른 구성요소를 제외하는 것이 아니라 다른 구성 요소를 더 포함할 수 있는 것을 의미한다.  본원 명세서

전체에서 사용되는 정도의 용어 "약", "실질적으로" 등은 언급된 의미에 고유한 제조 및 물질 허용오차가 제시

될 때 그 수치에서 또는 그 수치에 근접한 의미로 사용되고, 본원의 이해를 돕기 위해 정확하거나 절대적인 수

치가 언급된 개시 내용을 비양심적인 침해자가 부당하게 이용하는 것을 방지하기 위해 사용된다.  본원 명세서

전체에서 사용되는 정도의 용어 "~(하는) 단계" 또는 "~의 단계"는 "~를 위한 단계"를 의미하지 않는다.

본원의 제 1 측면은, 생체 세포들 및 생물 내 내인성 아연 이온에 대한 고선택성과 고감도를 가지며, 청색에서[0018]

적색으로 변화를 나타내고 큰 단파장 이동이 나타나는 시아닌계 형광 프로브를 제공할 수 있다.

 종래 개발된 방법과 관련된 이러한 한계를 인식해서, 본 발명자들은 생체 세포들 및 생물 내 아연 이온에 반응[0019]

하여 큰 발광 파장 변화를 나타내는 고선택성의 장파장-흡수 형광 Zn
2+ 

센서를 개발하는 데 목표를 두는 연구를

수행해 왔다.  이러한 목적을 위하여, 근적외선 영역(650 nm 내지 900 nm)에서 보통 큰 흡광 계수(extinction

coefficient)를 가지고 빛을 흡수하기 때문에 트리카르보시아닌(tricarbocyanine)이 발색단/형광단으로서 선택

되었다.  이러한 유형의 발색단/형광단을 사용함에 따른 하나의 잠재적 곤란성은 시아닌 분자의 π-전자계의 변

조(modulation)가 두 개의 질소 원자들 사이에 용이하게 변형되지 않는 폴리메틴 π-전자계가 존재하기 때문에,

흔히 어려운 것이다. 

이러한 장애를 극복하기 위하여, 상기 π-전자계의 컨쥬게이션의 정도에 있어 변화에 의존하는 상기 시아닌 부[0020]

위의 최대 흡광 및 발광에서 상당한 파장 이동이 발생하도록 신규 전략이 채택되었다.  상기 시아닌계 Zn
2+
-선택
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성 프로브를 디자인하는데 있어서 두 가지 요소가 고려되었다.  첫 번째 요소로서, 상기 프로브는 Zn
2+
에 강하고

선택적인 결합을 나타내는 부위를 함유해야 한다.  이러한 목적을 위하여, 트리스-피리딘 부위(TMPA)의 큰 Zn
2+

결합 친화성 때문에 트리스피리딘 부위(TMPA)가 상기 프로브 내로 도입되었다(도 1).  두 번째 요소로서, 좀 더

중요하게, 상기 센서는 Zn
2+
결합이 상기 트리카르보시아닌 발색단/형광단의 폴리메틴 π-전자계 상에 메조-치환

기의 효과를 변경할 수 있도록 하는 특징을 포함해야 한다.  이러한 방법에 있어서,
 
Zn

2+
의 결합은 최대 흡광 및

발광에 있어서 큰 이동을 초래해서, 낮은 형광 배경을 나타낼 것이다. 

이러한 기준을 토대로 해서, Zn
2+
의 복합체화(complexation)에 따른 상기 시아닌 발색단/형광단의 π-전자계 내[0021]

에 명확하고 가역적인 변화를 가지는 것이 예상되었던 상기 형광 Zn
2+
프로브 CTMPA가 내인성 아연 이온의 인비보

(in vivo) 검출을 위한 센서로서 고안되었다(도 1).  하기에, CTMPA의 제조 및 이것의 인비보(in vivo) 응용을

탐구하는 연구의 결과가 설명된다.  이러한 노력으로 얻어진 관찰은 CTMPA가 Zn
2+
-유도된 큰 흡광 및 발광 파장

이동, 낮은 형광 배경, 및
 
생체 세포들 및 생물 내 내인성 Zn

2+
를 추적하게 하는 특유의 적용가능성을 포함하는

여러 가지의 유용한 특징이 있다는 것을 입증한다.   

본원의 일 구현예에 따르면, 하기의 화학식 1로 표시되는 화합물(CTMPA)을 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것[0022]

은 아니다. 

[화학식1] [0023]

[0024]

본원의 일 구현예에 따르면, 아연 이온(Zn
2+
) 검출용으로 사용되는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. [0025]

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 시아닌계 형광 프로브가 아연 이온(Zn
2+
)과 반응하여 착물을 형성을 하는 것일[0026]

수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  예를 들어, 상기 시아닌계 형광 프로브가 생체 내 내인성 아연 이온

(Zn
2+
)을 검출하는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 Zn
2+
와 반응하여 최대 발광 파장에서 청색에서 적색으로 변화가 나타나는 것일[0027]

수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 Zn
2+
와의 반응에 의해 발광 파장 및 흡광 파장에서 단파장 이동을 나타내는 것[0028]

일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 Zn
2+
와의 반응에 의해 최대 발광 파장에서 730 nm 부터 590 nm으로 단파장 이[0029]

동이 나타나는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 CTMPA 내의 피리딘 및 메조-치환되는 질소가 상기 Zn
2+
과 반응하여 배위결합하[0030]

는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, CTMPA와 상기 Zn
2+
가 약 1 : 약 1의 비율로 복합체를 형성하는 것일 수 있으나, 이[0031]

에 제한되는 것은 아니다.
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본원의 제 2 측면은, 상기 시아닌계 형광 프로브를 이용한 검출방법을 제공할 수 있다. [0032]

본원의  일  구현예에  따르면,  아연  이온을  nM  범위  내에서  검출하는  것일  수  있으나,  이에  제한되는  것은[0033]

아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, 생체 내 내인성 아연 이온의 분포를 이미지화할 수 있는 것일 수 있으나, 이에 제[0034]

한되는 것은 아니다.

본원의 제 3 측면은, 상기 시아닌계 형광 프로브의 제조방법을 제공할 수 있다.[0035]

본원의 일 구현예에 따르면, 하기 화학식 2로 표시되는 TMPA를 염화 트리카르보시아닌과 반응시키는 것을 포함[0036]

하는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

[화학식 2][0037]

[0038]

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 TMPA와 상기 염화 트리카르보시아닌은 아르곤 분위기 하에서 약 70℃ 내지 약[0039]

100℃에서 열처리하여 반응시키는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본원의 일 구현예에 따르면, 상기 시아닌계 형광 프로브를 정제시키는 것을 추가 포함하는 것일 수 있으나, 이[0040]

에 제한되는 것은 아니다.

본원의 제 4 측면은, 상기 시아닌계 형광 프로브를 포함하는 형광 센서를 제공할 수 있다.[0041]

본원의 제 5 측면은, 하기 화학식 1로 표시되는 시아닌계 화합물을 제공할 수 있다.[0042]

이하, 실시예와 도면을 참조하여 구체적으로 설명하도록 한다.  그러나, 본원이 이러한 실시예와 도면에 제한되[0043]

는 것은 아니다.

[실시예 1] 시아닌계 형광 프로브 유도체 및 제조[0044]

<물질 및 방법> [0045]

별다른 언급이 없는 한, 물질들은 Aldrich의 제품을 사용하였고, 추가적 정제 없이 사용되었다.  
1
H NMR 및 

13
C[0046]

NMR 스펙트럼은 Bruker AM-300분광계를 사용하여 내부 표준물질로서 테트라메틸실란(TMS)을 포함하는 CDCl3 용액

상에서 측정되었다.   질량 스펙트럼은 JMS-HX  110A/110A  Tandem  질량 분석기(JEOL)를 사용하여 획득하였다.

UV-VIS 스펙트럼은 25℃에서 Scinco 3000 분광광도계 (1 cm 석영셀)를 사용하여 획득하였다.  형광 스펙트럼은

25℃에서 RF-5301/PC (Shimada) 형광 분광광도계 (1 cm 석영셀)상에서 기록되었다.  탈이온수는 모든 수성 용액

을 제조하기 위하여 사용되었다. 
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<TMPCl를 비롯한 CTMPA의 합성을 위한 전구체 합성 >[0047]

[0048]

티오닐 클로라이드 (15  mL)를  30  분에 걸쳐 0℃에서 추가 깔때기를 통하여 2,6-비스(하이드록시메틸)피리딘[0049]

(2.0 g, 14.4 mmol)에 첨가시켰다.  실온에서 따뜻하게 한 후, 상기 반응 혼합물은 5 시간 동안 열처리하여 환

류시켰고, 그리고 나서 실온으로 냉각시켰다.  톨루엔 (20 mL)이 백색 고체를 침전시키기 위하여 상기 혼합물에

천천히 첨가되었다.  상기 여과된 염산염이 200 mL 물 중에 용해되었고, 고체 Na2CO3은 pH 7에 도달할 때까지 천

천히 상기 용액에 첨가되었다.  백색 고체를 침전시켜, 여과시키고, 물을 이용하여 반복적으로 세척시켰다.  상

기 미정제 생성물을 석유 에테르로부터 재결정화시켜서, 무색 바늘형 (needle)으로서 생성물이 제공되었다: 
1
H

NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.78 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, 피리딘-H), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 2 H, 피리딘-H), 4.67

(s, 4 H, Py-CH2-).

[0050]

CH3CN 30 mL 중 2,6-비스(클로로메틸)피리딘 (1.25 g, 0.71 mmol)의 용액에 프탈이미드 및 K2CO3 (1.32 g, 0.71[0051]

mmol)를 첨가시켰다.  상기 반응 혼합물은 열처리되어 밤새 환류시키고, 그리고 나서 실온에서 냉각시켰다.  상

기 혼합물은 여과시키고, 감압 하에 농축시켜 백색 고체가 제공되었다.  상기 미정제 생성물은 에틸 아세테이트

/헥산 1 : 1 (v/v)을 이용하여 용출되는 실리카 겔 상에 플래쉬 컬럼 크로마토그래피에 의하여 정제되어 백색,

바늘형 결정 생성물이 제공되었다 (0.85 g, 51% 수율): 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.59 (s, 2 H, CH2Cl),

5.02 (s, 2 H, -CH2-프탈), 7.17 (d, J = 7.5 Hz, 1 H), 7.38 (d, J = 7.5 Hz, 1 H), 7.67 (t, J = 7.5 Hz, 1

H), 7.74-7.77 (m, 2 H), 7.88-7.91 (m, 2 H)(도 17a 참조). 

[0052]

비스(2-피코릴)아민 (0.62 g, 3.11 mmol) 및 TMPCl (0.8 g, 2.82 mmol)을 CH3CN 30 mL 중에 용해시켰다.  칼륨[0053]

카보네이트 (0.83 g, 6.01 mmol)를 상기 혼합물에 첨가시켰고, 그리고 상기 반응 혼합물을 12 시간 동안 열처리

하여 환류시켰다.  상기 미정제 생성물은 CH2C12/CH3OH (15:1, v/v)를 이용하여 용출되는 실리카 겔 상에 플래쉬
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컬럼 크로마토그래피에 의하여 정제되어 노란색-백색의 고체 (1.1  g,  86%  수율)가 제공되었다: 
1
H  NMR  (300

MHz, CDCl3) δ 3.76 (s, 2 H, CH2), 3.82 (s, 4 H, 2CH2) 5.00 (s, 2 H, CH2-프탈), 7.08-7.13 (m, 3 H), 7.40

(d, J = 7.5 Hz, 1 H), 7.51 (d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.59 (t, J = 7.5 Hz, 3 H), 7.71-7.74 (m, 2 H), 7.86-

7.89 (m, 2 H), 8.49 (d, 2 H, 피리딘-H)(도 17b 참조).

<TMPA의 합성>[0054]

메탄올 20 mL 중 TMPP (0.85 g, 1.89 mmol)의 교반시킨 용액에, 히드라진 수화물 (1.0 g, 20.0 mmol)을 첨가시[0055]

키고, 밤새 열처리하여 환류(reflux)시켰다.  상기 용매는 감압 하에 제거되어 백색 고체를 획득했다.  상기 백

색 고체를 CHCl3에 용해시키고, 1 M NaOH 200 mL를 상기 용액에 첨가하였다.  상기 유기층이 분리되었고, Na2SO4

상에서  건조시켰으며,  여과시켰고,  감압  하에  농축시켰다.   상기  미정제(crude)  생성물(오렌지  레드)은

CH2Cl2/CH3OH(10:1, v/v)을 이용하여 용출시킴으로써 실리카 겔 상에 플래쉬 컬럼 크로마토그래피를 실시하여 노

란색-적색 고체 생성물(0.55  g,  91%  수율)이 제공되었다: 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.84 (br, 2 H, NH2)

3.88 (s, 2 H, CH2), 3.90 (s, 4 H, CH2), 3.94 (s, 2 H, CH2), 7.11-7.17 (m, 3 H), 7.45 (d, J = 7.5 Hz,

1H),  7.59-7.69  (m,  5  H),  8.54  (d,  2  H);  
13
C  NMR  (75  MHz,  CDCl3)  δ 47.5,  60.1,  60.1,  119.3,  120.8,

121.9,  122.8,  136.4,  136.9,  149.0,  158.7,  159.4;  ESI-MS  for  [C19H21N5+H
+
]  calcd  for  320.1875,  found

320.1875(도 17c 내지 도 17e 참조). 

<CTMPA의 합성> [0056]

IR-780 (0.25 g, 0.38 mmol)의 용액 및 무수 DMF (15 mL) 중 TMPA (0.12 g, 0.40 mmol)은 아르곤 분위기 하에[0057]

10 시간 동안 80℃ 내지 90℃에서 열처리 되었다.  상기 용매는 감압 하에 제거되었고, 상기 미정제 생성물은

실리카 겔 상에 플래쉬 컬럼 크로마토그래피에 의하여 정제된 후 CH2C12/MeOH (40:1)을 이용하여 용출시킴으로써

진한 청색 고체 (120 mg, 32%)로서 원하는 생성물이 제공되었다: 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.05 (t, J = 7.5

Hz, 6 H, NH(CH2)2CH3), 1.55 (s, 12 H, -CH3), 1.80-1.87 (m, 6 H, NHCH2CH2CH3 ,및 시클로헥실 H), 2.55 (t, J

= 6.0 Hz, 4 H, 시클로헥실 H), 3.84 (t, J = 7.2 Hz, 4 H, NHCH2CH2CH3), 3.90 (s, 4 H, 피리딘-CH2-), 3.94

(s, 2 H, 피리딘-CH2-), 5.06 (s, 2 H, 피리딘-CH2-), 5.73 (d, J = 12.6 Hz, 2 H, 알켄-H), 6.90 (d, J = 7.8

Hz, 2 H, Ph-H), 7.09 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, 피리딘-H), 7.24 (d, J = 7.8 Hz, 2 H, Ph-H), 7.29 (t, J = 7.5

Hz, 2 H, Ph-H), 7.43 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, 피리딘-H), 7.61 (d, J = 7.8 Hz, 2 H, Ph-H), 7.72 (d, J =

12.6 Hz, 2 H, 알켄-H), 7.68-7.74 (m, 4 H, 피리딘-H), 7.84 (t, J = 7.8 Hz, 2 H, 피리딘-H), 8.16 (br,

-NH-),  8.52  (d,  J  =  3.6  Hz,  2  H,  피리딘-H);  
1
H  NMR  (300  MHz,  CD3CN)  δ 0.99  (t,  J  =  7.5  Hz,  6  H,

NH(CH2)2CH3), 1.45 (s, 12 H, -CH3), 1.74-1.82 (m, 6 H, NHCH2CH2CH3 및 시클로헥실 H), 2.55 (t, J = 6.0 Hz,

4 H, 시클로헥실 H), 3.87-3.86 (m, 10 H, NHCH2CH2CH3, 4 H 및 피리딘-CH2-, 6 H), 4.93 (d, J = 5.4 Hz, 2 H,

피리딘-CH2-), 5.80 (d, J = 13.2 Hz, 2 H, 알켄-H), 7.04-7.13 (m, 4 H, Ph-H), 7.15-7.20 (m, 2 H, 피리딘-

H), 7.27-7.35 (m, 4 H, Ph-H), 7.60-7.73 (m, 6 H, 피리딘-H), 7.70 (t, J = 13.2 Hz, 2 H, 알켄 -H), 7.83

(t, J = 7.5 Hz, 1 H, 피리딘-H), 8.47 (d×m, J = 4.8 Hz, 2 H, 피리딘-H);
 13
C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 11.9,

20.1, 21.6, 25.8, 29.3, 45.7, 47.7, 53.5, 60.6, 67.8, 94.8, 108.6, 120.4, 122.1, 122.8, 122.9, 123.0,

128.1,  136.9,  137.9,  138.3,  139.8,  143.1,  148.9,  167.6,  168.6;  FAB-MS  for  [C55H64IN7-I]
+
 calcd  for

822.5223, found 822.5227(도 17f 내지 도 17h 참조).

 <상기 CTMPA-Zn
2+
 복합체의 겉보기 해리 상수의 결정>[0058]
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형광 분광계는 하기의 방정식을 사용함으로써 계산되는 겉보기 해리 상수(Kd)를 결정하는 데 사용되었고,: [0059]

[0060]

여기서, R은 두 개의 파장에서의 흡광 비율 또는 형광 강도 비율이며, Rmax는 최대 비율이고, R0는 Zn
2+
의 미첨가[0061]

시의 비율이고, [M
2+
]free는 유리 Zn

2+
의 농도이다.  유리 Zn

2+
의 농도는 금속 이온 완충액[나이트릴로트라이아세트

산(10 mM), logK (ZnNTA) = 10.66 (20℃, 0.1 M KNO3)]을 사용함으로써 조절되었다.  

[실시예 2] 생체 세포 및 생물 내 아연 이온 검출[0062]

<세포 배양> [0063]

C2C12  세포(마우스  근원세포  세포주)  및  NIH3T3  세포(마우스  배아  섬유아세포  세포주)는  American  Type[0064]

Culture Collection(Manassas, VA)으로부터 얻었고, 배양 배지 [10% 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS), 페

니실린 50 units/mL 및 스트렙토마이신 50 ㎍/mL이 첨가된 Dulbecco's Modified Eagle Medium, (DMEM)] 내에서

유지되었다. 

<CTMPA를 이용한 살아있는 세포의 형광 검출>[0065]

배양 배지 내 웰 당 1 x 10
4 
개 세포의 밀도로 24-웰 플레이트 내에 C2C12 세포 및 NIH3T3 세포를 부착시켰다[0066]

(seed).   24  시간 후에, 세포는 0.1%  (v/v)  DMSO  를 함유하는 배양 배지에서 37℃에서 1 시간 동안 2  μM

CTMPA에 의해 처리되었다. DPBS (Dulbecco's phosphate buffered saline, 칼슘과 마그네슘 미첨가)를 이용하여

두 번 세척한 후, 상기 남아있는 프로브를 제거하기 위하여 세포는 0.5 시간 동안 37℃에서 ZnCl2/소듐 피리치

온 용액 2 μM 포함하는 DPBS를 이용하여 추가로 처리되었다.  세척 없이, 세포는 0.5 시간 동안 50 μM TPEN을

이용하여 추가로 처리되었다.  상기 처리된 세포는 공초점 현미경(LSM 510 META, Carl Zeiss, Germany, λex =

543 nm)에 의하여 이미지화되었다. 

<CTMPA를 이용한 사멸세포(Apoptotic Cells)의 이미지화>[0067]

C2C12  세포  및  NIH3T3  세포를  배양  배지  내  웰  당  1  x  10
4  
개  세포의  밀도로  24-웰  플레이트  내에서[0068]

부착시켰다.  24 시간 후에, 세포는 37℃에서 250 μM H2O2 존재 하에 1 시간 동안 인큐베이션되었다.  6 시간

후에,  세포는  1  시간  동안  37℃에서  2  μM  CTMPA를  이용하여  처리되었다.   DPBS  (Dulbecco's  phosphate

buffered saline)를 이용하여 두 번 세척한 후, 세포들을 공초점 현미경에 의하여 이미지화하였다.  TPEN 실험

을 위하여, 6 시간 동안 250 μM H2O2 존재 하에 처리된 세포들은 0.5 시간 동안 37℃에서 50 μM TPEN을 이용

하여 인큐베이션되었다.  상기 남아있는 TPEN을 제거하기 위하여 DPBS를 이용하여 두 번 세척한 후, 세포들은 1

시간 동안 37℃에서 2 μM CTMPA를 이용하여 처리되었다.  상기 처리된 세포들은 세척된 후, 공초점 현미경에

의하여 이미지화되었다.

<제브라피쉬 내 아연 이온의 분포 추적>[0069]

제브라피쉬를 28℃로 유지시키고, 최적의 생식 조건을 유지했다.  교배를 위하여, 암 및 수 제브라피쉬를 28℃[0070]

에서 12시간/12시간 명암주기로 한 탱크 내에 유지시켰고, 다음으로 아침에 광자극을 제공함으로써 산란을 유도

하였다.  거의 모든 알들이 즉시 수정되었다.  제브라피쉬의 모든 단계를 E3 배아 배지(15 mM NaCl, 0.5 mM

KCl, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 0.15 mM KH2PO4, 0.05 mM Na2HPO4, 0.7 mM NaHCO3, 5% 내지 10% 메틸렌 블루; pH
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7.5)에서 유지시켰다.  수정 후 24 시간, 36 시간, 48 시간, 72 시간, 및 96 시간이 경과된 제브라피쉬 배아들

은 28℃에서 CTMPA가 2 μM 함유된 0.1% (v/v) DMSO를 함유하는 E3 배지 내에서 1 시간 동안 인큐베이션되었다.

TPEN 실험을 위하여, 제브라피쉬는 1 시간 동안 28℃에서 E3 배지 내에서 100 μM TPEN에 노출시켜, 제브라피쉬

내 무손상 아연 이온을 제거시켰다.  상기 남아있는 TPEN을 제거하기 위하여 E3 배지를 이용하여 세척한 후, 상

기 제브라피쉬는 1 시간 동안 28℃에서 CTMPA를 2 μM 함유하는 E3 배지 내에서 인큐베이션되었다.  상기 처리

된 제브라피쉬들은 세척된 뒤, 공초점 현미경에 의하여 이미지화되었다.

<결과 및 고찰>  [0071]

<CTMPA의 분광학적 성질에 대한 Zn
2+
의 효과 >[0072]

CTMPA의 TMPA 부위는 아연 배위결합 부위로서 기여하는 3 가지 피리미딘 그룹을 포함한다는 사실 때문에, CTMPA[0073]

는 상기 증대된 Zn
2+
결합능을 가진다.  TMPA 내에 1차 아민 부위는 상기 프로브 내 트리카르보시아닌의 폴리메틴

사슬의 중심부와 연결되고, 그 결과로서, Zn
2+
에 대한 배위결합이 π-전자계의 컨쥬게이션의 정도에 영향을 줄

것이다.  이러한 현상은 흡광 및 발광 스펙트럼에서 최대 파장의 관찰할 수 있는 이동의 결과를 가져온다.  이

러한 이유에 근거하여, 상기 Zn
2+
-특이성 형광 프로브 CTMPA는 도 1에 도시화된 과정에 따라 제조되었다.  간단

하게, TMPA는 2,6-디클로로메틸피리딘으로부터 22% 수율로 합성되었다.  CTMPA는 DMF 중 염화된 트리카르보시아

닌 IR-780와 TMPA를 반응시킴으로써 32% 수율로 제조되었다.

Zn
2+
에 대한 응답성(response)을 조사하기 위하여, 10% CH3CN을 포함하는 HEPES(4(2-hydroxyethyl)piperazine-[0074]

1-ethanesulfonic acid) 완충액(10 mM, pH = 7.4) 중 CTMPA의 용액이 Zn
2+
의 다양한 농도를 이용하여 적정되었

다.  CTMPA의 흡광 스펙트럼에서의 현저한 변화가 Zn
2+
의 첨가에 따라 발생하는 것이 관찰되었다.  청색부터 적

색 발광으로의 상기 용액의 색깔의 변화와 관련해서 (도 2a의 삽도), Zn
2+
의 첨가는 약 560 nm에서 분명한 등흡

광점(isosbestic point)의 유지와 함께(도 2a) 670 nm (ε= 8.4 × 10
4 
M
-1
·cm

-1
)에서 CTMPA의 흡광 피크의 급

격한(sharp)  감소  및  510  nm  (ε=  3.0  ×10
4  
M
-1
·cm

-1
)에서  중심이  되는  새로운  밴드의  증가를  초래한다.

A510nm/A670nm 의 흡광비율이 Zn
2+
 : CTMPA의 1 : 1 비율까지 Zn

2+
농도의 함수로서 선형적으로 증가되는 것이 발견되

었는데, 이것은 1 : 1 복합체의 형성을 나타낸다(도 2a의 삽도).  이러한 관찰은 CTMPA가 Zn
2+
농도의 측정을 위

한 비색 센서(colorimetric sensor)로서 기여할 것임을 시사한다.  

흥미롭게도, CTMPA의 발광 스펙트럼에 있어서 큰 단파장 이동이 또한 Zn
2+
의 존재 하에 발생하는 것이 관찰되었[0075]

다.  특히, 이러한 금속 이온에 대한 응답성에 있어서, 730 nm (670 nm에서 여기)에서 CTMPA의 근적외선 발광

밴드의 강도는 감소하고(도 2b), 동시 증가가 585 nm (510 nm에서 여기)의 발광 피크에서 발생한다(도 2c).  상

기 흡광 적정 스펙트럼 내 등흡광점에 대응하는 파장 (560 nm)이 Zn
2+
농도에 따른 형광 강도 비율 I590nm/I730nm의

의존도를 측정함에 있어서 여기 파장으로서 선택되었다.  도 2d에서 나타낸 바와 같이, 상기 발광 스펙트럼에

있어서 730 nm에서 상기 근적외선 밴드는 590 nm에서 상기 밴드 내 급격한 증가에 따라 감소한다.  상기 관찰은

CTMPA의 특징적인 발광 밴드가 Zn
2+
와의 결합에 따른 큰 단파장 이동 (140 nm)이 진행됨을 입증한다.  CTMPA-

Zn
2+
 복합체를 함유하는 용액에, 강한 Zn

2+  
킬레이터(chelator)인 N,N,N',N'-테트라키스-(2-피리딜메틸) 에틸렌

디아민 (N,N,N',N'-tetrakis-(2-pyridylmethyl)  ethylenediamine, TPEN)의 첨가는 상기 프로브에 대한 Zn
2+
의

결합이 가역적인 것을 보여주는 고유색의 회복 및 CTMPA의 형광의 결과를 가져온다.  상기 I590nm/I730nm비율은

Zn
2+
의 1 당량이 첨가될 때까지 Zn

2+
농도에 대하여 선형적으로 대응하는 것이 확인되었다(도 2d의 삽도).  상기

조합된 결과는 CTMPA-Zn
2+
의 1 : 1 복합체가 생성되고 I590nm/I730nm 및 A510nm/A670nm의 비율이 in vitro Zn

2+
농도를

측정하는데 사용될 수 있음을 시사한다.  도 2는 10% CH3CN를 포함하는 HEPES 완충액(10 mM, pH = 7.4) 중 Zn
2+
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(0 μM, 0.5 μM, 1.0 μM, 1.5 μM, 2.0 μM, 2.5 μM, 3.0 μM, 3.5 μM, 4.0 μM, 4.5 μM, 및 5.0 μM)를

이용하여 적정한 CTMPA (5.0 μM)의 흡광 및 발광 스펙트럼이다:  (a) 흡광 스펙트럼, 삽도는 Zn
2+
의 첨가 전

및 후에
 
Zn

2+
의 농도 및 색 변화의 함수로서 흡광의 비율 (A510nm/A670nm)을 나타낸 것이다;  (b) 발광 스펙트럼(λ

ex = 670 nm); (c) 발광 스펙트럼(λex = 510 nm); (d) 발광 스펙트럼(λex = 560 nm)이고, 삽도는 Zn
2+
의 첨가

전 및 후에
 
Zn

2+
의 농도 및 형광 변화의 함수로서 형광 강도의 비율 (I590 nm/I730nm)을 나타낸 것이다. 

<CTMPA 의 Zn
2+
 결합 거동>[0076]

종래 연구에서 얻어진 관찰은 전자 주게(electron-donating) 또는 받게(accepting) 메조-치환기가 폴리메틴 염[0077]

료의 흡수 분광 특성에 대한 효과를 가지나, 이들 치환기가 최대 발광을 현저하게 변화시키지 않음을 의미한다.

실제로, 금속 이온을 위한 상기 언급된 시아닌계 형광 센서는 단지 발광 강도의 증가 및 감소를 나타내나, 최대

발광 파장에서 약간 또는 거의 이동이 나타나지 않는다.  최근에, 시아닌계 비율계량 Zn
2+
형광 프로브가 개시되

었는데, 이것은 최대 흡광에서 약간의 Zn
2+
-촉진된 적색 이동(약 44 nm)을 나타내고, 발광 파장을 나타내지 않았

다.  그러나 대조적으로 Zn
2+
는 CTMPA의 최대 흡광 및 발광 양쪽 모두에서 큰 단파장 이동을 촉진한다(도 2).

메조 치환기의 전자 주게 또는 받게 특성의 단순한 변형보다 다른 요소가 상기 CTMPA-Zn
2+ 
복합체의 발광 특성에

원인이 되는 것으로 보인다.  CTMPA와 Zn
2+
의 결합에 의해 일어나는 큰 발광 파장 변화는 폴리메틴 발색단/형광

단의 광범위하게 컨쥬케이트된 π-전자계의 붕괴의 결과임이 가능하다(하기 참조).   도 3에서 보여지는 상기

CTMPA-Zn
2+  

구조 내 도시된 것처럼, TMPA 부위 내 상기 2차 아민 질소와 Zn
2+
의 복합체화(complexation)가 N-H

탈양성자화를 유도하여 덜 비편재된(delocalized) 디아미노-테트라엔(diamino-tetraene) 그룹과 크로스-컨쥬게

이트(cross-conjugated)되는 이민을 형성한다면, 감소된 비편재화가 발생할 것이다.  이러한 변환은 상기 트리

카르보시아닌 발색단/형광단 및 상기 풀-푸쉬 π-공액계(pull-push conjugated system)의 상당한 파괴, 및 최대

흡광 및 발광에서 큰 단파장 이동을 일으키는 시아닌의 폴리메틴 π-전자계의 단축(shortening)의 결과를 가져

온다.  

CTMPA에 대한 Zn
2+
의 결합 모드 및 상기 결과로 수득되는 스펙트럼 변화의 더 나은 이해를 얻기 위하여, 상기 분[0078]

광학적 변화의 pH-의존성 연구가 수행되었다.   CTMPA의 최대 흡광 및 발광에서 큰 청색 이동이 10.2 내지 11.5

범위의 pH에서 발생하는 것이 관찰되었다(도 4).  이러한 현저한 단파장 이동은 CTMPA 내 상기 NH 그룹의 탈양

성자화에  의해  유도되는  상기  트리카르보시아닌의  풀-푸쉬(pull-push)  π-공액계의  파괴  때문이다(도  5).

CTMPA의  메조-치환기  내의  NH의  탈양성자화는  상기  트리카르보시아닌  발색단/형광단  내  π-공액계를

단축시키고, 이는 최대 흡광 및 발광에서 단파장 이동을 나타낸다.  이러한 결과는 Zn
2+
의 결합에 의해 증대된

CTMPA의 큰 청색 이동이, 상기 프로브의 NH에 대한 Zn
2+
의 배위결합이 NH의 pKa를 낮추기 때문에, pH 7.4에서 상

기 CTMPA-Zn
2+
 복합체 내 NH의 탈양성자화에 의해 일어남을 시사한다(도 3).  CTMPA의 흡광 및 발광 스펙트럼은

pH 2.8 내지 pH 9.7 사이에서 거의 변하지 않은 상태로 있으며, 따라서, 상기 프로브는 Zn
2+
의 인비보(in vivo)

검출에 응용될 수 있을 것이다. 

CTMPA에 결합하는 상기 Zn
2+
의 모드를 더 조사하기 위하여, 

1
H NMR 적정 실험이 수행되었다.  CTMPA의 용액에[0079]

Zn
2+
의 첨가는 유리된 CTMPA로부터 발생하는 세트(set)에 추가하여 

1
H NMR 시그널의 새로운 세트의 형성의 결과

를 가져온다(도 6 및 도 7).  상기 
1
H NMR 시그널들의 상세한 확인은 표 1에 나타냈다.  [CTMPA] 대 [Zn

2+
]의 비

율이 1 : 0.5 일때, 상기 두 세트의 시그널은 거의 동일한 강도를 가진다.  그러나 상기 비율이 1 : 1에 도달하

면, 상기 CTMPA-Zn
2+
 복합체의 

1
H NMR 시그널만 관찰된다.  Zn

2+
의 추가적 당량의 첨가는 상기 

1
H NMR 스펙트럼에
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서 추가적 변화를 일으키지 않는다.  상기 결과는 또한 CTMPA 및 Zn
2+
간의 1 : 1 복합체가 형성된다는 것을 확인

시켜 준다.  CTMPA 용액에 Zn
2+
의 1 당량의 첨가는 상기 피리딘 양성자 H1 의 8.47 ppm부터 9.31 ppm으로의 현저

하게 큰 다운필드 변위(downfield shift)를 촉진한다(도 2).  더욱이, Zn
2+
배위는 H5, H6, 및 H7 양성자의 분명

한 다운필드 변위를 일으킨다.  이러한 변화는, 도 6에서 나타내는 바와 같이, 모든 3 개의 피리딘 그룹 및 상

기 메조-치환된 질소가 Zn
2+
 배위에 참여하고 있음을 의미한다.  중요하게, 상기 알켄 양성자 H11의 화학적 변위

는 Zn
2+
의 존재 하에 5.80 ppm부터 5.85 ppm으로 이동하고, 반면에 상기 알켄 양성자 H12 는 이러한 금속 이온의

배위에 대한 응답에서 7.70 ppm부터 7.56 ppm으로 업필드 변위(upfield shift)를 나타낸다.  상기 관찰된 알켄-

H 화학적 변위는 CTMPA 내 상기 폴리메틴 π-전자계가 Zn
2+
와 상기 프로브의 복합체화에 의하여 단축된다는 결론

을 더욱 뒷받침해 준다. 

표 1

[0080]

상기 CTMPA-Zn
2+
복합체의 겉보기(apparent)  해리 상수(Kd)는  Zn

2+
 농도의 함수로서 상기 형광 강도 비율 I590[0081]

nm/I730 nm 또는 흡광 비율 A510 nm/A670 nm을 플롯팅함으로써 1.2 nM임이 측정되었다(도 8 및 도 9).  중요하게, 상기

관찰되는 CTMPA에 대한 Zn
2+
 친화성은 디(2-피콜릴)아민[di(2-picolyl)amine, DPA] (Kd = 23 nm)의 Zn

2+
 친화성

보다 훨씬 크며,  이것은 상기 프로브 내 모든 3  개의 피리딘 질소가 Zn
2+
와 킬레이트됨을 추가로 나타낸다.

CTMPA-Zn
2+
의 나노몰(nanomole) Kd 값은 상기 프로브가 상기 nM 범위 내에 Zn

2+
를 검출하는데 적합하다는 것을

시사한다. 

<CTMPA의 Zn
2+
 결합 선택성>[0082]

종래 개발된 Zn
2+
수용체와 달리, CTMPA는 3 개의 피리딘 그룹과 Zn

2+
배위결합 부위로서 작용하는 한 개의 메조-[0083]
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질소를 함유한다.  상기 프로브 내에 다중 배위결합 부위의 존재는 Cd
2+
 및 다른 금속 이온에 비하여 CTMPA의

Zn
2+
결합 선택성을 증대시킬 것으로 예상된다.  이러한 제안을 조사하기 위하여, 비교 실험이 Na

+
,  K

+
,  Mg

2+
,

Ca
2+
, Ag

+
, Al

3+
, Co

2+
, Cr

3+
, Cu

2+
, Fe

2+
, Fe

3+
, Hg

2+
, Mn

2+
, Ni

2+ 
및 Pb

2+
를 이용하여 CTMPA (5 μM)의 용액을 처리하

고 이어서 Zn
2+ 
(5 μM)를 연속적으로 첨가하여 I590 nm/I730 nm 비율 측정에 의해 수행되었다.  도 10에서 나타낸 바

와 같이, 상기 CTMPA-Zn
2+ 

복합체의 발광 강도 프로파일은 상기 다른 시험된 금속 이온의 존재에 의하여 변화되

지 않는데, 이것은 Zn
2+
에 대한 CTMPA의 높은 선택성을 나타낸다.  도 10은 CTMPA의 금속 이온 선택성을 그래프

로 나타낸 것인데, 10% CH3CN (λex = 570 nm)를 함유하는 HEPES (10 mM, pH = 7.4) 내 다양한 금속 이온에 대한

CTMPA  (5  μM)의 형광 반응을 나타낸 것이다.  회색 막대는 CTMPA의 용액(5  μM)에 다양한 경쟁 금속 이온

(Na
+
, K

+
, Mg

2+
 및 Ca

2+
의 경우 1000 μM

 
; Cd

2+
의 경우 10 μM; 그 외의 다른 금속 이온의 경우 25 μM)의 첨가

후에 I590 nm/I730 nm 비율을 나타낸다.  흑색 막대는 상기 경쟁 금속 이온의 존재 하에 CTMPA의 용액(5 μM)에 Zn
2+

의 첨가 후에 I590 nm/I730 nm 비율을 나타낸다.

<CTMPA를 이용하는 세포 내 Zn
2+
의 이미지화>[0084]

CTMPA의 우수한 분광학적 Zn
2+
결합 특성 때문에, CTMPA는 생체 세포들 및 생물 내 아연 이온을 검출하는데 적합[0085]

할 것이다.  이러한 예측을 시험하기 위하여, 상기 CTMPA의 Zn
2+ 
바이오이미지화 능력을 살아있는 포유동물 세포

를  사용하여  측정하였다.   마우스  C2C12  근원세포(myoblasts)  및  마우스  NIH3T3  배아줄기세포(embryonic

fibroblasts)는 1 시간 동안 2 μM CTMPA와 배양되었다(도 11).  세척에 의하여 상기 남아있는 프로브의 제거

후에, 상기 세포는 ZnCl2/피리치온 용액(2 μM)을 이용하여 처리되었고, 0.5 시간 동안 배양되었다.  외인성 아

연 이온의 형광 이미지화의 결과에서, CTMPA만으로 배양된 세포는 매우 약한 형광을 나타내는 반면, Zn
2+
와 함께

처리된 세포들 및 상기 프로브는 강한 형광을 나타내며, 이것은 세포막-투과성 아연 이온 킬레이터 TPEN과의 전

배양(pre-incubation)에 의하여 현저하게 약화 된다(도 11).   도 11은 CTMPA를 이용하여 (a)  C2C12  및 (b)

NIH3T3 세포들 내 외인성 아연 이온의 형광 이미지를 나타낸 것이다.  상기 이미지에서 세포들은 0.5 시간 동안

ZnCl2/피리치온 용액(2 μM)의 부재(왼쪽) 또는 존재(가운데) 하에서 배양되었고 그리고 나서 2 μM CTMPA를 이

용하여 1 시간 동안 처리되었다.  오른쪽 이미지의 세포들은 ZnCl2/소듐 피리치온 용액(2 μM)을 이용하여 배양

되고 그리고 나서 0.5 시간 동안 50 μM TPEN을 이용하여 처리되었다.  상기 처리된 세포들은 1 시간 동안 2 μ

M CTMPA를 이용하여 배양되었다 (λex = 543 nm, 스케일바 = 20 ㎛).  상기 관찰은 CTMPA가 세포-투과성이고 세

포 내 아연 이온을 검출할 수 있음을 나타낸다. 

유리 아연 이온은 세포사멸 중에 세포 내 금속 단백질로부터 방출된다는 사실 때문에, CTMPA는 또한 이러한 공[0086]

정을 검출하기 위해 사용되었다.  세포사멸을 유도하기 위하여, C2C12 및 NIH3T3 세포는 250 μM H2O2를 이용하

여 6 시간 동안 배양되었고, 연이어서 CTMPA를 이용하여 1 시간 동안 처리되었다.  형광 현미경 이미지의 분석

은 H2O2 와 배양된 세포는 밝은 적색 형광을 나타냄을 보여준다 (도 12 및 도 13).  형광의 턴-온(turn-on)이 방

출된 아연 이온에 대한 CTMPA의 응답의 결과임을 확인하기 위하여, H2O2-처리된 세포는 상기 프로브와의 처리 전

에 0.5 시간 동안 50 μM TPEN를 이용하여 배양되었다.  이러한 경우, 상기 세포의 형광 강도는 현저하게 감소

했는데(도 12), 이것은 상기 프로브가 세포사멸 중에 실제로 방출된 아연 이온을 감지함을 나타낸다.  도 12는

CTMPA를 이용하여 세포사멸 중에 방출된 (a) C2C12 및 (b) NIH3T3 세포들 내 무손상 아연 이온의 형광 이미지화

를 나타낸 것이다.  세포들은 6 시간 동안 250 μM H2O2의 부재(왼쪽) 또는 존재(가운데) 하에서 배양되어, 세포

사멸을 일으키고, 그리고 나서 2 μM CTMPA를 이용하여 1 시간 동안 처리되었다.  오른쪽 이미지의 세포들은

250 μM H2O2를 이용하여 6 시간 동안 배양되었고, 0.5 시간 동안 50 μM TPEN을 이용하여 처리되었고, 그리고

나서 1 시간 동안 2 μM CTMPA를 이용하여 배양되었다 (λex = 543 nm, 스케일바 = 20 ㎛).
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<CTMPA를 사용한 제브라피쉬 내 무손상 Zn
2+
의 검출>[0087]

CTMPA의 더 흥미로운 응용은 생체 생물 내 Zn
2+
의 검출이다.  제브라피쉬는 다양한 생물학적 관련 종들 및 생분[0088]

자들의 형광 검출을 목표로 하는 유용한 척추동물 모델이다.  결론적으로, 제브라피쉬 발달 과정 중에 무손상

아연 이온의 분포를 추적하는 것에 대한 CTMPA의 적용가능성이 연구되었다.  이러한 노력으로, 발달의 다양한

단계(수정 후 24, 36, 48, 72 및 96 시간(hours post-fertilization, hpf))에서의 제브라피쉬 배아들이 28℃에

서 2 μM CTMPA에 노출되었다(도 14).  NBD-TPEA 및 ZTRS와 같은 상이한 프로브를 사용하여 관찰했을 때, 밝은

적색 형광점이 상기 배아의 24 hpf 후에 복부의 하부에서 발생하였고, 다중 적색점으로 이루어지는 적색점 밴드

들이 48 hpf 후에 상기 복부의 상부로 이동하고 그리고 나서 72 hpf 후에 사라졌다 (도 14a 내지 도 14d).  게

다가, 적색점이 상기 난황 주변에 발달 되었다.  형광점들이 제브라피쉬 내 무손상 Zn
2+
에 대한 상기 프로브의

응답에서 형성된 것임을 확인하기 위하여,  배아는 0.5  시간 동안 100  μM  TPEN에 노출되었고,  그리고 나서

CTMPA를 이용하여 처리되었다.  제브라피쉬 내 적색 형광이 상기 TPEN 전처리 프로토콜에 노출되었던 배아 내에

서는 거의 검출할 수 없었는데 (도 15), 이것은 상기 적색점은 실제로 피쉬 내 내인성 아연 이온으로부터 기인

된 결과임을 의미한다. 

생체 표면상에 분포된 신경소구(neuromasts) 내에서 발현되는 메탈로티오네인(metallothioneins)들이 Zn
2+ 

항상[0089]

성(homeostasis)에 있어 중요한 역할을 하는 것이 이전에 보여졌다.  중요하게, CTMPA를 사용함으로써, 본 발명

자들은 외인성 아연 이온들을 이용한 처리 없이 제브라피쉬의 신경소구 내 형광 시그널을 관찰할 수 있었다(도

14e).  제브라피쉬의 신경소구 내 상기 프로브의 형광 강도는 TPEN을 이용한 전처리에 의해 현저하게 감소되었

고, 이것은 상기 새로운 프로브가 신경소구 내 무손상 아연 이온을 선택적으로 검출할 수 있다는 결론을 뒷받침

하는 것이다(도 15).  도 16은 (A) 측면 및 (B) 등쪽면 영역에서의 그룹화시킨 생체에 따른 신경소구의 분포를

도시화한 이미지이다.  NBD-TPEA 및 ZTRS와 같은 상이한 아연 프로브를 사용할 때, 이러한 현상은 관찰되지 않

았음을 주목해야 한다.  CTMPA는 Zn
2+
에 대한 매우 높은 결합 친화성을 가지고, CTMPA는 자가형광을 억제하는 장

파장 발광을 나타내기 때문에, 이러한 프로브는 제브라피쉬의 신경소구 내 무손상 아연 이온을 감지하는 특유의

능력을 가진다. 

<결론>[0090]

상기 언급된 연구는 장파장 발광 최대를 가지는 신규 형광 Zn
2+ 

센서로서 CTMPA의 개발을 가져온다.  이러한 노[0091]

력으로, 본 발명자들은 CTMPA가 다른 금속 이온들에 비하여 Zn
2+
에 대한 고감도 및 고선택성, 및 나노몰 범위에

서 검출 한계를 가짐을 입증하였다.  CTMPA가 Zn
2+
와 복합체를 형성할 때 발생하는 상기 현저한 흡광 및 발광 파

장 이동은 상기 센서를 내인성 유리 아연 이온의 바이오이미지화를 위해 이상적으로 적합하게 만든다.  제브라

피쉬의 신경소구 내 무손상 아연 이온의 형광 검출을 위하여 CTMPA를 사용함으로써 이러한 유리한 특색이 입증

되었다.  이러한 흥미로운 결과는 CTMPA가 Zn
2+
생물학 이해를 목표로 하는 연구에 있어 밝은 미래를 가질 것임을

의미한다.

중요하게,  금속  이온  배위결합에  의한  시아닌  발색단/형광단의  π-전자계의  컨쥬게이션  길이의  변조[0092]

(modulation)에 의존하는, 본 발명자들이 고안한 전략은,  고감도 및 고선택성, 비율계량적 시아닌계 금속 이온

센서의 형성에 적용할 수 있을 것이다.  특히, 시아닌 염료의 π-전자계 내 명백한 변화를 기반으로 하는 접근

은 인비보(in vivo) 이미지화 적용을 위한 시아닌계 형광 프로브의 다른 유형을 고안하기 위한 기초로서 기여할

것이다.  

이상, 구현예 및 실시예를 들어 본원을 상세하게 설명하였으나, 본원은 상기 구현예 및 실시예들에 한정되지 않[0093]

으며, 여러 가지 다양한 형태로 변형될 수 있으며, 본원의 기술적 사상 내에서 당 분야에서 통상의 지식을 가진

자에 의하여 여러 가지 많은 변형이 가능함이 명백하다.
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