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요약

방사면역치료에 있어서 빠르게 표지하고 높은 표지수율과 안정성을 가지는 면역접합체를 제

조하는 것이 중요하다. 방사면역치료를 위한 188Re 의 면역접합체을 제조하기 위하여 간접 표

지법으로 188Re-MAG3를 항체에 결합하는 방법과  HYNIC 을 항체에 결합한후에 188Re -Tricine

을 이용한 표지방법을 이용하여 188Re-Lym-1 접합체를 제조하고 이의 시험관내 안정성을 비

교 실험하였다. 188Re-MAG3 와 188Re-MAG3-TFP ester 의 표지수율은 98%였으며 이를 이용한

Lym-1 단클론항체의 표지수율은 23%였다. 188Re-Tricine 의 표지수율은 96.5% 였으며, HYNIC-

NHS ester 와 Lym-1 과의 반응에서 Lym-1 한 분자당 3.6 개의 HYNIC 이 결합하였음을 확인하

였고, 188Re-Tricine 과 HYNIC-Lym 1 과의 반응에서는 20%의 표지수율을 나타내었다. 188Re-

Tricine 과 Lym-1 과의 비특이적인 반응은 1% 미만이었다. 분리정제된 188Re-MAG3-Lym 1 접

합체와 188Re-HYNIC-Lym 1 접합체의 안정성을 실험한 결과 4 oC 에서 16 시간까지 모두 80%

이상의 안정성을 나타내었다. 188Re-MAG3-Lym-1 과 188Re-HYNIC-Lym-1 면역접합체들 모두

20%정도의 표지수율을 나타내었고, MAG3를 이용한 방법보다 HYNIC chelate 를 이용한 Lym-

1 의 표지시간이 짧고 간편하며 표지후 안정성을 나타냄으로서 이 표지방법을 이용한 방사

면역치료제의 제조가 방사면역치료시 유용한 방법으로 사용될수 있을것으로 생각된다.

Abstract

For radioimmunotherapy, it is important that rapid labeling, high labeling yield and good stability. To

prepare 188Re immunoconjugates for radioimmunotherapy, monoclonal antibody, Lym-1, was indirectly

radiolabeled with 188Re by MAG3 chelate or HYNIC-lym-1 conjugate prepared radiolabeled with 188Re-

tricine. These 188Re-lym-1 immunoconjugates were compared with the preparation and in vitro Stability.



188Re-MAG3 and 188Re-MAG3-TFP was radiolabeled with 98 % yield. Radiolabeling yield of lym-1 with
188Re-MAG3 was 23 %. 188Re-Tricine was radiolabeled with 96.5 % yield. HYNIC coupling ratio to a

molecule of lym-1 was 3.6. 188Re-HYNIC-lym-1 was prepared by 20 % labeling yield and non-specific

labeling of 188Re-Tricine with lym-1 was < 1 %. Radiochemical purity of purified 188Re-MAG3-lym-1 and
188Re-HYNIC-lym-1 were maintained at >80% after 16hr standing at 4 oC. Both 188Re-MAG3-lym-1 and
188Re-HYNIC-lym-1 immunoconjugates showed 20% labeling yield and > 80% stability. Radiolabeling of

lym-1 with HYNIC chelate than MAG3 was more simple and time-saving method. Antibody

radiolabeling with 188Re using HYNIC chelate can be used for the preparation of radioimmunoconjugate

for radioimmunotherapy

서론

베타선 방출 방사성동위원소가 표지된 단클론항체를 이용한 방사면역치료법은 암환자에게있

어 좋은 치료수단으로서 사용되어왔다(1-2). 131I 은 방사면역치료 동위원소로서 가장 널리 사

용되어왔다. 그러나 131I 를 이용한 치료시의 문제점은 대상 조직에 집적된후에 세포내 물질

대사에 의해서 너무 빨리 제거되는 단점을 가지고 있다(3-4).  또다른 단점으로서 고에너지

의 감마선, 364Kev, 에너지를 방출하여 감마선 계측을 통한 위치파악이 어렵고 불필요한 방

사선 피폭을 유발한다. 여러가지 킬레이트가 연구 개발됨에 따라 90Y 와 같은 방사성금속물

질을 이용한 방사면역접합체의 제조방법이 연구되었다(5-7). 90Y 의 화학적물성은 111In 과 유

사하며, 111In 이 표지된 단클론항체의 경우에 131I 가 표지된 단클론항체보다 생체내에서 더욱

안정한것으로 나타났으며, 세포내 물질대사후에도 대상조직에 집적되는 양상이 보고되었다

(3-4). 90Y 를 위한 적절한 킬레이트가 그리 많지 않고 생체내에서 유리된 90Y 는 골내에 침

착되기 불필요한 방사능피폭이 골수에서 나타나게 되는 단점이 있다(6,8). DOTA(1,4,7,10-

tetraazacyclododecanetetraacetic acid) 와 같은 macrocyclic 킬레이트의 경우 생체내에서 높은 안

정성을 나타내지만 생체의 면역반응을 유발하여 항 마우스 인간 항체(human anti-mouse

antibody: HAMA)와 함께 DOTA 에 대한 항 킬레이트 항체의 형성을 유발하는것으로 보고되

었다(7). 또한 90Y 는 감마선을 방출하지 않는 특성을 가지고 있어 90Y 표지 단클론항체의

영상획득이 어렵고 , 111In 표지 단클론항체와 달리 골수에 침착되는 경향이 있어 111In 표지

단클론항체의 dosimetry를 적용할수 없는 단점을 가지고 있다(6,9). 188Re 은 16.7 시간의 물리

적 반감기를 가지며 치료에 적합한 선량을 낼 수 있는 베타에너지를 방출하는 방사성 핵종

으로서 188W/188Re 방사성 핵종발생기에서 생리식염수로 용출하여 손쉽게 얻을수 있으며, 감

마선 에너지가 155Kev 로서 영상을 얻을수도 있어 선량평가가 가능하여 적절한 용량으로서

계획된 치료가 가능하다는 방사면역치료를 위한 방사성 핵종으로서의 여러가지 장점을 가지

고 있다. 188Re의 화학적 특성은 방사면역 신티그라피에 널리 사용되고 있는 99mTc 와 유사하

다(10-11). 188Re을 표지하는 방법으로는 직접 표지법과 간접표지법이 있는데 직접표지법의 경



우 표지의 불안정성으로 적절하지 못하며 간접표지법으로는 N2S2, N2S4 , N3S 리간드를 이용

하는 방법들이있다(12-16). 본 실험은 본 실험은 Burkitt’s lymphoma(Raji)의  표면항원을   인

지하는 murine의 anti-lymphoma IgG2a 단클론항체인 Lym-1을 사용한 방사면역치료법을 시행하

기 위하여 188Re 면역접합체의 제조에 관하여 실험하였다.   간접표지법으로  188Re-MAG3을

항체에 결합하는 pre-chelating 방법과 HYNIC을 항체에 결합시킨후에  188Re-tricine을  사용하

여 표지하는 post-chelating 방법을  이용하여  188Re-Lym-1 면역접합체를  제조하고,  이의

시험관내  안정성을 확인하였다.

방법

1. MAG3를 이용한 188Re 표지 lym-1 단클론항체 면역접합체의 제조

1) 188Re-MAG3 의 제조

188Re-MAG3를 제조하기 위하여 Na+188ReO4
- 370MBq/200µl 를 취하고 여기에 1M Sodium

Potassium Tartrate 용액 200 µl 를 첨가하고 10 µl 의 10N HCI 이 첨가된 증류수에 Stannous

Tartrate 를 10mg/ml 이 되도록 녹인 용액을 200 µl 을 첨가한후에 100℃에서 30min 간 argon

분위기하에서 반응을 한후 반응용액을 HPLC 로 확인하여 표지수율을 산정하였다. HPLC 분

석조건으로 정지상은 μ-Bondapak C18 컬럼을 사용하였고 이동상으로는 에탄올과 10mM

PBS(pH=7.4)를 10 분간은 5 : 95 로 등속전개하고, 10 분에서 20 분까지는  90 : 10 의  구배농도

로 하였으며 20 분에서 30 분까지는 90 : 10 으로 등속전개를 하였다. 유속은 1ml/분으로 하였

으며 흡광도 측정은 254nm 에서 waters 486 absorbance detector 를 이용하여 측정하였고

방사능 측정은 Raytest 사의 RI detector 를 사용하였다.  188Re–MAG3 반응액을 Argon 분

위기하에서 건조하고 추가적으로 100℃에서 15 분간 추가로 가열하여 반응액을 건조시킨후

에 얼음속에 5 분간 방치함으로서 온도를 낮추었다. 건조된 188Re–MAG3 에 500 ㎕의 Ar purged

증류수를 첨가하고 잘 흔들어주었다. 필요시 1N H2SO4를 사용하여 pH 를 6 으로 조정하였다.

 2)  188Re–MAG3 -Tetrafluorophenol(TFP) ester 의 제조

188Re–MAG3-Tetrafluorophenol(TFP) ester 의 제조는 얻어진 188Re–MAG3 용액에 Tetrafluoro-

phenol(TFP)이 100mg/ml 이되도록 Acetonitrile 과 증류수의 비율이 9:1 인 용액에 녹인후에

이 용액을 200 µl 를 첨가하고 EDC 는 고체상태로 100mg 를 첨가한후에 실온에서 30 분간

반응하였다. 반응후에 Acetonitrile 을 제거하기 위하여 실온에서 Ar–purging 을 하면서 10 분

간 방치하였다. 얻어진 188Re–MAG3–Tetrafluorophenol(TFP) ester 용액을 위와 동일한 조건의

HPLC 방법으로 분석하여 표지수율을 산정하였다. 얻어진  188Re–MAG3–Tetrafluoro-

phenol(TFP) ester 용액에서  188Re–MAG3–TFP 를 분리정제하기 위하여 Sep-pak 분리정제 방

법을 사용하였다. 우선 188Re–MAG3 –Tetrafluorophenol(TFP) ester 용액의 양을 8ml 로 조정하

고 20ml 의 에탄올과 20ml 의 0.001N HCI 로 전처리된 Sep-pak C18 에 반응액을 흘려주고



Ar-purged 증류수 10ml 을 이용하여 세척을 하고 MAG3 를 제거하기 위하여 10mM

PB(pH=7.0)에 에탄올이 5%가 되도록 제조된 용액 10ml 을 흘려주었다. 에탄올을 제거하기

위하여 Ar-purged 증류수 10ml 을 흘려준후에 잔존한 에탄올과 Ar-purged 증류수를 제거하

기 위해서 Diethylether 를 0.5ml 처리하여 주었다. 188Re–MAG3–TFP 는 Acetonitrile 2.5ml 을 사

용하여 용출하였다.

  

 3) 188Re–MAG3-Lym-1 의 제조

얻어진 188Re–MAG3–TFP 용출액을 30℃에서 Ar purging 으로 30 분간 완전건조한후에 500 µl

의 Saline 으로 용액을 재건하였다. lym-1 단클론항체 5mg/ml 용액 200µl 을 첨가하고 0.05M

Na2CO3 용액을 사용하여  pH 를 9.5 로 조정하고 천천히 저어주면서 30 분간 반응하였다.
188Re–MAG3-Lym-1 반응혼합액을 10mM PBS 로 미리 씻겨주고 1% BSA 용액으로 미리 비특

이적인 결합을 제거한 PD-10 컬럼에 흘려줌으로서 188Re–MAG3-Lym-1 을 분리정제 하였다.

분리정제된 188Re–MAG3-Lym-1 을  0.22 ㎛ filter 로 여과한후에 다음 실험에 사용하였다.

2. HYNIC 을 이용한 188Re 표지 단클론항체 면역접합체의 제조

1)  HYNIC-Lym-1 면역접합체의 제조.

   HYNIC(succinimidyl 6-hydrazinonicotinate hydrochloride)를 64mg/ml 의 농도로 DMSO 에 녹

인후에 64ug (0.266 mmol)을 0.1M PB (pH=7.8)에 10mg/ml 이 되도록 lym-1 단클론항체를 녹인

용액 1ml 에 서서히 저어주면서 첨가하여 반응을 유도한다. 실온의 암실조건에서 5 시간 동

안 서서히 저어주면서 반응시킨다. 반응이 종결된 후에 반응액을 분자량 10,000 의 cut-off 를

가진 Slidelyzer (pierce co.)에 넣고 10mM Sodium Citrate buffer(pH=5.2) 용액을 이용하여  24 시

간동안 3 번의 완충액을 교체해 주면서 투석과정을 수행하여 반응하지않은 잔유물을 제거한

다. Centricon-30(Amicon co.)을 이용하여 가능한 한 적은 용량으로 농축하고 이를 0.22µm filter

를 이용하여 여과하고 최종농도를 5mg/ml 로 한후에 200µl 씩 소분하여 반응에 사용하였다.

HYNIC-lym-1 결합비율을 산정하기 위하여 HYNIC-Lym-1 을 2.1μM (315 ㎍/ml)으로 만든 용

액 1ml 과  p-nitrobenzenaldehyde 를 2.5% Acetonitrile 이 첨가된 0.1M Sodium Acetate

buffer( pH=4.73) 에 0.5mM 농도로 만든 용액 1ml 를  잘 섞어주고 실온에서 차광한 상태에

서 5 시간동안 반응한 후에 분광광도측정기(Beckman, model Du-650)를 이용하여 340nm 에서

측정한다. 측정된 흡광도는 표준용액으로 제조된 HYNIC 용액과 비교하여 lym-1 한 분자당

접합된 HYNIC 의 비율을 산정하였다.

2) 188Re-HYNIC-Lym-1 면역접합체의 제조

  188Re-HYNIC-mAb 를 제조하기 위하여 먼저 188Re-tricine 복합체를 제조하였다. 188Re 을

370MBq/200 µl 를 넣고 여기에 Tricine 35mg/ml 용액 100 µl 를 첨가하고 환원제로서 stannous



chloride 3.5mg/ml 100 µl 을 넣은후에 1N NaOH 10ul 를 첨가하여 pH 가 7 정도를 유지하도록하

고 실온에서 30 분간 섞어주면서 반응하여 188Re-tricine 복합체를 제조하고 이를 ITLC-sg 를

고정상으로하고 이동상은 MEK(methylethyl ketone)과 Saline 을 사용하여 표지수율과

radiocolloid 의 유무을 확인하였다. 얻어진 188Re-Tricine 185MBq/200 µl 을 HYNIC-Lym-1 접합

체 5mg/ml 용액을 200 µl 첨가하고 실온에서 1 시간 섞어주면서 반응하여 188Re-HYNIC-mAb

를 제조하였다. 표지수율을 확인하기 위해서 ITLC-sg 를 정지상으로 0.1M citrate buffer 를 이

동상으로 하여 표지수율을 확인하고 대조실험으로서 HYNIC 이 접합되지 않은 Lym-1 과

188Re-tricine 을 반응하여 HYNIC 에 의한 특이적인 결합으로 표지되는 것을 확인하였다. 188Re-

HYNIC-lym-1 을 분리정제하기위하여 PD-10 컬럼을 사용하여 분리정제하고 이를 다음 실험

에 사용하였다.

3. 188Re-MAG3-lym-1 과 188Re-HYNIC-lym-1 면역접합체의 시험관내 안정성 확인

분리정제된  188Re-MAG3-lym-1 과 188Re-HYNIC-lym-1 면역접합체를 37MBq/200 µl 을 취하

고 여기에 Ascorbic acid 가 5mg/ml 이 되도록 첨가하여 4 oC 에서 16 시간까지 방치하면서 정

지상은 ITLC-sg 를 사용하고 이동상은 0.1M citrate buffer (pH=5.2) 로 하여 안정성을 확인하였

다.

결과

stannous tartrate 를 환원제로 사용하여 100 oC 이상의 온도 조건에서 188Re-MAG3를 표지하

였다.  표지 반응에서 100 oC 를 넘는 것이 매우 중요하며 stannous tartrate 가 충분히 용해될

수 있도록 pH 를 산성상태로 유지해 주는 것이 표지에 중요하게 작용하였다. 표지수율은

HPLC 를 이용하여 확인하였고 그림 1 에 나타내었다. 188Re-MAG3 의 표지수율은 98% 였다.
188Re-MAG3-TFP 의 제조 수율은 98% 였으며, HPLC 를 이용하여 확인하였고 그림 2 에 나타

내었다. 얻어진  188Re-MAG3-TFP 반응혼합액에는 과량의 반응물질과 반응에 참여하지 않은

TFP 와 EDC 가 존재하므로 sep-pak 을 이용한 분리정제 방법을 사용하였으며 분리정제시의

수율은 95% 였다. 분리정제된 188Re-MAG3-TFP 와 lym-1 단클론항체와의 반응에서는 염기성

상태를 유지하는 것이 중요하며 ITLC-sg 를 이용하여 산정한 결과 23%의 표지수율을 나타

내었고 이를 그림 3 에 나타내었다. 
188Re-HYNIC-lym-1 면역접합체를 제조하기 위하여 먼저

188Re-tricine 을 제조하였으며 ITLC-sg 를 고정상으로 이동상으로는 MEK 를 사용하여 Rf 값

이 0 인 free rhenium 과 Rf  값이 1 인 188Re-tricine 을 이동전개하여 얻은 표지수율은 96.5%

였다. 방사콜로이드의 유무를 확인하기위해서 이동상을 saline 으로 한경우에는 방사콜로이

드의 생성량은 1% 미만으로 나타났으며 그림 4 에 나타내었다.  HYNIC-lym-1 의 제조시

hynic 과 lym-1 의 몰비는 4: 1 로 하였으며 제조된 HYNIC-lym-1 의 접합비율을 p-

nitrobenzaldehyde 를 이용하여 HYNIC 의 hydrazine 을 hydrazone 으로 변환하여 340nm 에서

흡광도를 측정함으로서 평가한 결과  Lym-1  한 분자당 3.6 개의 HYNIC 이 접합된것으로

확인되었다. 188Re-tricine 과 HYNIC-lym-1 을 반응한 결과를 ITLC-sg 를 고정상으로하고 0.1M



citrate buffer pH=5.2 를 이동상으로한 방법으로 20%의 표지수율을 나타내었으며, Lym-1 과의

비특이적인 결합이 존재하는지를 확인하기 위한 대조군으로 HYNIC 과 접합되지 않은 lym-

1 을 사용하여 확인한 결과 비특이적인 결합은 1 % 미만으로 확인되었으며 그 결과를 그림

5 에 나타내었다

그림 1. HPLC radiochromatogram of 188Re-MAG3

             그림 2. . HPLC radiochromatogram of 188Re-MAG3-TFP.



         그림 3. . ITLC radiochromatogram of 188Re-MAG3-Lym-1 reaction mixture.

(A) MEK

(B) Saline

       그림 4. . ITLC radiochromatogram of 188Re-tricine.



(A) HYNIC-Lym-1

      

                            (B) Lym-1 (control)

     그림 5.  ITLC radiochromatogram of  188Re-HYNIC-Lym-1.

.표지된 188Re-MAG3-lym-1 과 188Re-HYNIC-lym-1 을 분리정제하기 위하여 PD-10 을 사용한

후 분리정제된 188Re-MAG3-lym-1 을 Ascorbic acid 를 5mg/ml 이 되도록 첨가하고 4 oC 에서 방

치하면서 ITLC-sg 로 확인한 결과 두 접합체 모두 16 시간까지 80%이상의 안정성을 나타내

었으며 그림 6 에 나타내었다.

           그림 6.  In vitro stability of 188Re-MAG3-lym-1 and 188Re-HYNIC-lym-1.



결론

방사면역치료법에서 방사면역치료에 있어서 원하는 치료용 동위원소를 빠르게 표지하고 높

은 표지수율과 안정성을 가지는 면역접합체를 제조하는 것은 매우 중요하다. 본 실험에서는

mag3 를 이용한  pre-chelating  표지방법과 hynic 을 이용한 post-chelating 표지방법에 관하여

실험하였다. 188Re-MAG3 의 표지수율은 98% 였다. 188Re-MAG3-TFP 의 제조 수율은 98% 였으

며, sep-pak 을 이용한 분리정제시의 수율은 95% 였다. 분리정제된 188Re-MAG3-TFP 와 lym-1

단클론항체와의 반응에서는 23%의 표지수율을 나타내었다. 188Re-tricine 의 표지수율은 96.5%

였으며 방사콜로이드의 생성량은 1% 미만으로 확인되었다.  HYNIC-lym-1 의 제조시 Lym-1

한 분자당 3.6 개의 HYNIC 이 접합된것으로 확인되었다. 188Re-tricine 과 HYNIC-lym-1 을 반응

한 결과 20%의 표지수율을 나타내었으며, Lym-1 과의 비특이적인 결합은 1 % 미만으로 확인

되었다. 표지된 188Re-MAG3-lym-1 과 188Re-HYNIC-lym-1 을 분리정제후 안정성을 확인한 결과

두 접합체 모두 4 oC 에서 16 시간까지 80%이상의 안정성을 나타내었다. 두 방사면역접합체

모두다 약 20%의 표지수율을 나타내고 시험관내 안정성도 거의 동일하나. HYNIC 을 이용한

표지법이 손쉽고 간편하며 표지시간이 짧아서 임상에 적용할수 있는 가능성이 높을것으로

생각된다.
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