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요약

  핵의학 분야에서 Tc-99m 등의 표지에 널리 쓰이는 MAG3 타입의 N3S 계 Chelator 유도체

를 합성하기 위한 방법이 개발되었다. 이 방법의  유용한 핵심 중간체인  MAG2-NHS 를 사

용하여 MAG3, MAG2Gaba, MAG2Gaba-Biocytin, MAG2-Biocytin 등의 화합물이 높은 수율로 합

성 되었고 Tc-99m 및 Re-188 로 표지되었다.  이 방법은 실험실에서 원하는 chelator 를 자유

로이 얻을 수 있는 방법을 제시한다.

Abstract

  A simple route for the facile synthesis of MAG3-type N3S bifunctional ligands which are very widely

used in nuclear medicine field was developed. By this simple method MAG3, MAG2GABA,

MAG2GABA-Biocytin, MAG2-Biocytin was obtained with 70-80% yield from key intermediate MAG2-

NHS.  And MAG2Gaba was radiolabelled with 99mTc and 188Re and were compared with MAG3.

I. 서론

  항체나 DNA 같은 생화학 및 의학적으로 유용한 생분자들을 Tc-99m 이나 Re-188 같은 방

사성동위원소로 표지하는 일은 진단 및 치료에 유용히 쓰일 수 있다는 점에서 더없이 중요

한 연구 분야를 형성해 왔다.1) 2) 3).  특히 저밀도의 생화학적 반응과정을 target 으로 하여

디자인된 표지화합물의 개발에 있어서 특히 중요한 것은  최종표지화합물이 동위원소로 표

지된 후에도 이 생분자 고유의 반응 특이성을 계속 유지할 것과 in-vivo 및 in-vitro 상의 안

정성을 유지해야 한다는 것이다.  이러한 조건들을 만족시킬 수 있는 여러 가지 방법중의

하나로서 이들 생분자 본래의 성질에는 영향을 주지 않으면서 chelation 효과는 뛰어난 이기



능성 리간드(bifuntional ligand)들이 개발되어왔다.  즉 이기능성 리간드의 사용은 반응특이도

를 유지하고 있는 안정한 생분자의 표지화합물의 제조를 가능하게 해주는데 대부분의 이들

리간드들은 1-2 개의 thiol group 과 아민이나 amido 형태의 질소를 N-donor 로서 함유하는 4

배위자들이다.  이들 리간드들은 저농도에서도 Tc-99m 이나 Re-188 과 안정한  complex 를

효과적으로 형성하는데 donor 원자의 종류에 따라 N2S2 혹은 N3S 리간드라 부른다.   우리

실에서는 그간 표지된 단일 클론 항체를 암의 진단 및 치료에 이용하려는 연구를 계속해

왔다.   이를 위한 다양한 연구방법에 필요한 이기능성 킬레이터들을 연구실에서 경제적인

가격으로 손쉽게 제조 할 수 있는 합성법을 구축하고 얻어진 리간드의  C-말단에 생분자와

의 결합을 위한 기능단의 도입 및 이의 Tc-99m 이나 Re-188 과의 표지능을 확인하고자 하였

다.

II. 방법 및 결과

1.중간체 MAG2-NHS 를 이용한 N3S chelator 의 합성 방법

  본 연구에서 사용한 합성법을 Scheme I 에 도시하였다.

Scheme I. N3S Chelator 의 합성
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  MAG3 type chelator 들의 공통적인 화학구조를 살펴보면 트리펩티드의 N-말단은 S-기가 보

호된 머캅토아세틸 기로 치환되어 있으며,  C-말단은  생분자의 도입을 위한 유용한 반응기

가 되는데 보통 활성 에스테르(active ester) 형태로 존재하게 되어서 생분자중에 존재하는

아미노기와 결합하여 아마이드 결합을 형성하게 된다.  Tc-99m 표지

Mercaptoacetyltriglycine(MAG3)의 성공적인 개발이래 다양한 펩티드 구조를 갖는 유사한 일

련의 유사체들이 합성되었다.4)  Fritzberger 등에 의해 개발된 이 합성법은  S-protected

thioglycolic acid 의 active ester 유도체와 triglycine 같은 트리펩티드를 coupling 하여 얻는 5) 간

편한 것이지만 트리펩티드가 gly-gly-gaba 와 같이 상업적으로 판매가 되지 않는 경우 트리펩

티드 자체를 합성해야 하는 단점이 있다.  펩티드 합성에 있어 필연적으로 동반되는 N-말단

의 보호 및 탈보호반응같은 비경제적인 단계를 거쳐야 하고 펩티드의 분리정제상의 어려움

이 예상되므로 S-protected thioglycolic acid 자체를 N-terminal 의 protecting group 의 개념으로

보고 합성을 시작하였다.  따라서 새로운 중간체로서 Succinimidyl S-protected mercapto-

acetylglycylglycinate 를 합성하였고 이로부터 MAG3 맟 MAG2GABA 를 비롯한 새로운

amidothiol 계 ligand 들을 합성하기로 하였다.

2. 중간체 MAG2-NHS 및 이를 이용한 chelator 의 합성

Scheme I 에 따라 원하는 chelator 들을 합성하기위해 핵심 중간체인 MAG2-NHS 는 알려진

방법을 modify 하여 scheme (II)에 의해 얻어졌다.

Scheme II. Key Intermediate 의 합성
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즉 S-Protected mercaptoacetic acid 의 N-hydroxy succinimidyl ester 를 glycylglycine 과 coupling 한

후 다시 N-hydroxysuccinimide 와 DCC 를 이용해 쉽게 얻을 수 있으며 isopropanol 을 이용해



재결정하면 매우 순수한 결정을 얻을 수 있었다. Sulfur 의 protecting group 으로 사용한

benzoyl 기와 acetyl 기는 물리적인 성질이 매우 상이하였다.  S-Acetyl MAG2-NHS 는 반응관

으로부터 분리가 어려운 반면, S-Benzoyl MAG2-NHS 는 쉽게 결정으로 떨어져 정제하기 수월

하였다.  S-Acetyl protected chelator 는 S-Benzoyl protected chelator 에 비해 완화한 pH 및 온도

조건하에서도 표지가 이루어져 protein 이나 antibody 같은 biomolecule 의 표지에 유용히 쓰이

고 있는데 그만큼 표지전의 화학적 안정성이 떨어지는 것으로 생각된다.

이렇게 하여 얻어진 중간체를 γ-aminobutyric acid 와 coupling 시키면 원하는 목적물

MAG2GABA 및 MAG3 를 24-30 %( 5step from thioglycolic acid, unoptimized) 수율로 얻을 수 있

었다.  이것의 화학구조는 1H NMR 및 electron spray ionization MASS 로 확인하였다.

3. C-말단의 functionalization

그리고 얻어진 MAG2GABA 는 생분자와의 결합을 위해 C-말단의 functionalization 을 시도하

여, tetrafluorophenyl ester 및 NHS ester 로 변형되었으며 이로부터 pretargeting method 에 사용되

는  MAG2GABA-Biocytin 도 77.4%(2step overall from MAG2GABA) 의 수율로 얻을 수 있었다

(Scheme III).

Scheme III. Functionalization of C-terminal
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  이 화합물은 DMSO 를 제외한 대부분의 용매에 난용성이었으며, 다만 pH8.0 이상의

aqueous solution 에는 매우 잘 녹았다.

4. 99mTc 과의 표지반응

  합성된 MAG2GABA 의 표지되는 정도를 평가하기 위하여 Tc-99m 및 Re-188 로 표지해 보

았다. SnCl2, Sod. tartrate 의 존재하에 [99mTc]pertechnate 및 [188Re]perrhenate 와 100℃에서 10-

15 분간 반응시켰을 때 MAG3 와 유사한 정도의 labelling efficiency 를 보여주었다(Scheme IV).

Scheme IV. 99mTc Labeling Procedure

5. 실험

  이 연구에 사용한 모든 시약과 용매들은 Reagent grade 를 사용하였다.   반응의 진행정도

와 product 의 순도는 TLC(Silica-gel, 0.25mm, Merck60F254)로 체크하였으며 매단계 물질의 확

인은 200MHz Varian spectrophotometer 를 이용한 1H-NMR 로 확인하였다.  Mass spectrum 은 기

초과학연구소 서울 분원에 의뢰하여 VG70-VSEQ(VG ANALYTICAL, UK)를 사용하여 얻었다.

Melting point 는 Mel-Temp 를 이용, open capillary method 로 측정하고 보정없이 기록하였다.

S-Benzoylthioglycolic acid

  온도계와 dropping funnel 을 갖춘 two-neck flask 에 Sodium hydroxide 44.4g(1.1moles)의 물

350ml 수용액을 제조한 후 Benzene 350ml 를 넣고 ice-water bath 를 이용하여 이 heterogeneous

혼합액의 온도가 15℃를 넘지 않도록 하면서 mercaptoacetic acid 47.5g(0.5 moles)을 적가하여

mercaptoacetic acid 의 sodium salt 용액을 제조하였다.  여기에      Benzoyl chloride

64.4ml(78.1g, 0.55moles)을 ice-salt bath 하에 10℃를 넘지 않도록 주의하면서 30 분간 dropping

funnel 를 이용하여 적가한 후 반응혼합액을 10℃에서 30 분간, 상온에서 30 분간 더 교반하

였다.   TLC 로 반응의 완결을 확인한 후 반응 혼합액에  물 200ml 를 넣고 물층과 유기층

을 분리하였다.  물층을  benzene 100ml 로 2 번 더 세척하여 유기 불순물을 제거하고 농염산
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을 이용하여  pH 를 1 로 조절하였다.  생성된 white precipitate 를 ice-water bath 에 30 분간 방

치한 후 filter 하고,  냉수로 잘 세척한 뒤 건조시켜 crude 목적물 94.64g 을 얻었다.  crude

product 를 Ethyl acetate 50ml 로  재결정하여 흰색의 결정성 고체 51.15g(52.1%수율)을 얻었다.

m.p =106-108℃ 1H NMR (CDCl3) δ7.47-8.0 (m, 5H) 3.92 (s, 2H)

Succinimidyl S-benzoylthioglycolate

  S-Benzoylglycolic acid(51.15g, 0.26moles)와 N-hydroxysuccinimide (31.41g,  1.05eq)를

dimethoxyethane 300ml 에 녹인 후 반응용기를 ice-salt bath 에 넣어 혼합액의 온도를 -5-0℃로

냉각시킨후 30 분에 걸쳐 dicyclohexylcarbodiimide(56.32g, 1.05eq)의 DME 용액을 적가하였다.

반응혼합액을 -5-0℃에서 2 시간, 상온에서 16 시간 더 교반한 후 filter 하여 생성된

dicyclohexylurea 를 제거한후 filtrate 를 감압하에 evaporation 시키고 얻어진   잔사에 ethyl

acetate 150ml 를 넣고 세 번 재결정 시켜 순수한 목적물  40.364g (   52.9%)을 얻었다.

m.p=135-141℃  1H-NMR (DMSO-d6) δ 8.0-7.5 (m, 5H) 4.45 (s, 2H) 2.8 (s, 4H)

N-(S-Benzoylmercaptoacetyl)-glycylglycine (4)

  Succinimidyl-S-Benzoylthioglycolate(3)( 23.3g, 0.0794moles)를 anhydrous aetone 250ml 에 용해시

키고 (이때 잘 안녹으면 약간 가열, 50℃이하) 다른 500ml one-neck flask 에 glycylglycine

10.49g ( 0.0794moles,  2eq.)과   Sodium bicarbonate 13.3g(0.1588moles)을 증류수 100ml 에 넣어

용해시켰다. 얻어진 glycylglycine 의 알카리 수용액에 succinimidyl active ester 의 acetone 용액

을  적가하였다.  1.5 시간 후 TLC 로 반응의 진행정도를 check 한 후, Acetone 을 evaporation

하고 남은  aqueous 용액을 c-HCL 로 pH 3.0 으로 조절한 후 냉장고에 overnight standing 하였

다.  다음날  filter 하여 얻어진 solid 를 증류수로 2 회 세척한다음 EtOH 로 1 회 더 세척하

고 Vacuum Pump 로 춤분히 drying 한후  Acetonitrile 160ml 를 넣고 5 분간 reflux 한 후 상온

으로 식히고 filter 하여 목적물 30.391g(   89.0% 수율)을 얻었다.

m.p =190-191℃  1H-NMR (DMSO-d6) δ7.42-7.99 (m, 5H) 8.23 (t, 1H) 8.54 (t, 1H) 3.90 (s, 2H)

3.78 (d, J=5.8Hz, 4H)

Succinimidyl-N-(S-benzoylmercaptoacetyl)glycylglycinate

  1L 2-neck round-bottomed flask 에 위에서 얻은 N-(S-benzoyl mercaptoacetyl)glycylglycine

(18.61g, 0.06moles)과 N-ydroxysuccinimide (7.12g, 0.06moles)를 넣고  DMF 와 DME. 1:1 혼합용

매 200ml 에 용해시켰다.  반응용기를 ice-water bath 에 넣어 냉각시킨 후 다.   And this

solution was cooled in a ice bath.  To this chilled mixture was added Dicyclohexylcarbodiimide (12.5g,

0.06moles)를 dimethtoxyethane 30ml 에 녹여 30 분간  dropping funnel 을 통해 적가하였다.  반

응혼합액을 0℃엣 2 시간 상온에서 16 시간 교반한 후 생성된 dicyclohexylurea 침전물은 여과

하여 제거한후  여과액을 감압하에 증류하여 50ml 정도로 농축하였다.  여기에 ethyl acetate



50ml 를 넣고 crystallization 시켜 흰색 결정 13.07g 을 first crop 으로 얻고 filtrate 를 감압증류

한 후 isopropanol 로 재결정하여  second crop 8.3g 을 더 얻었다.  first crop 과  second crop 을

모아  isopropanol 로 잘 세척하여 원하는 목적물 19.1g(78.2% 수율)을 얻었다.

m.p = 144-148℃  1H-NMR(DMSO-d6) δ 8.60 (brt, 2H) 4.30 (d, J=5.12Hz, 2H) 3.91 (s, 2H) 3.82 (d,

J=5.22Hz, 2H) 2.83 (s, 4H)

N-(S-benzoylmercaptoacetyl)-glycylglycyl-GABA(MAG2GABA)

  γ-aminobutyric acid (1.57g, 0.015moles, 1.01eq.)와 Sodium bicarbonate ( 2.53g, 0.03moles, 2.0eq.)

를 증류수 30ml 에 녹인후 다른 flask 에 MAG2-NHS(6.11g, 0.015moles)의 dimethoxyethane 30ml

와 DMF 7ml 의 혼합용매에 완전히 용해된 용액을 제조하여 CO2 가스의 방출에 주의하면서

천천히 가하였다.  반응혼합액을 상온에서 2 시간 더 교반한 후 Dimethoxyethane 을 감압증류

하여 제거하고 농축액에 c-HCl 을 가해  pH 를 2.0 으로 조절한 후 생성된 precipitate 를

filter 하여  crude product 를 얻었다.  acetonitrile 로 세척하여  흰색결정의 목적물 4.61g

(77.7%)을 얻었다.

TLC (R.f=0.21, CHCl3:MeOH=4:1, UV-active, PMA-black,)

m.p = 158-165℃  1H-NMR (DMSO-d6) δ 12.5 (br, 1H) 8.51 (t, J=5.5Hz, 1H) 8.13 (t, J=5.8Hz, 1H)

7.94-7.54 (m, 5H) 7.74 (t, J=5.5Hz, 1H) 3.89 (s, 2H) 3.76 (d, J=5.59Hz, 2H) 3.67 (d, J=5.83Hz, 2H) 3.06

(q, J=6.5Hz, 2H) 2.20 (t, J=7.46Hz, 2H) 1.62 (q, J=7.20Hz, 2H)

Tetrafluorophenyl N-(S-benzoylmercaptoacetyl)glycylglycyl-γ-amino butyrate (MAG2GABA-

THP)

  N-(S-benzoylmercaptoacetyl)-glycylglycyl-γ-aminobutyric acid (1g, 2.5mmoles) 와 tetrafluoro

phenol (0.462g, 0.0028moles, 1.1eq.)을  DMF 25ml 에 녹인 후, dicyclohexylcarbodiimide (0.57g,

2.75mmoles)를 적가하였다. 반응혼합액을 18 시간동안 상온에서 교반한 후 filter 하여 얻어진

filtrate 를   감압증류하고 잔사를 ethyl acetate (60ml)로 재결정하여 목적물 381mg (28.1% 수

율)을 얻었다.

m.p=174-180℃  1H-NMR(DMSO-d6)  δ 8.53 (t,  1H) 8.16 (t, 1H) 7.94-7.54 (m, 5H) 7.93 (m, 1H)

7.80 (t, J=5.66Hz, 1H) 3.89 (s, 2H) 3.76 (d, J=5.60Hz, 2H) 3.69 (d, J=5.86Hz, 2H) 3.16 (q, J=5.90Hz,

2H) 2.78 (t, J=7.46Hz, 2H) 1.80 (q, J=7.18Hz, 2H)

Succinimidyl Bz-MAG2-γ-aminobutyrate(MAG2GABA-NHS)

  2.965g(7.5mmoles)의 Bz-MAG2GABA 와 0.89g(7.5mmoles)의  of N-hydroxy succinimide 를

dimethylformamide 35ml 와 dimethoxyethane 7ml 에 녹인 후 dicyclohexylcarbodiimide (1.563g,

7.5mmoles)의 dimethoxyethane(5ml) 용액을 적가하고 상온에서 15 시간동안 교반하였다. 생성

된 dicyclohexylurea 를 filter 하여 제거하고 감압증류하여 얻어진 잔사에 isopropanol 20ml 를 넣



고 5 분간  reflux 한 후 상온에 방치하였다가 filter 하여  chromatographically pure 한 흰색 고

체상의 목적물 3.24g (87.8% 수율)을 얻었다.

R.f = 0.69 ( CHCl3 : MeOH = 4 : 1 , UV )  m.p=174-177℃(with decompose)  1H-NMR (DMSO-d6)

δ 8.60 (t,  1H) 8.20 (t, 1H) 7.95-7.55 (m, 5H) 7.87 (t, J=5.66Hz, 1H) 3.91 (s, 2H) 3.78 (d, J=5.62Hz,

2H) 3.70 (d, J=5.80Hz, 2H) 3.15 (q, J=6.5Hz, 2H) 2.82 (s, 2H) 2.69 (t, J=7.60, 2H) 1.77 (q, J=7.2Hz, 2H)

Bz-MAG2GABA-Biocytin

  Biocytin(372.5mg, 1mmoles) 과 sodium bicarbonate(168mg, 2mmoles)의  증류수 5ml 에 녹인

수용액에 Bz-MAG2GABA 의 succinimidyl ester (492.44mg, 1mmoles)를 dimethy-l formamide 7ml

에 녹인 용액을 한번에 가하였다.  반응혼합액을 상온에서 15 시간동안 교반한 후 pH 를 2.0

으로 조절하여 생성된 precipitate  를 여과하고 물과  acetonitrile 로 순차적으로 잘 세척하고

건조하여 목적물 660mg (88%수율)을 얻었다.

m.p= 194-196(decomp.) 1H-NMR (DMSO-d6) δ 8.49 (t, 1H) 8.12 (t, 1H) 8.0  (d, J=7.73Hz,

1H) 7.95-7.56 (m, 5H) 7.75 (t, 1H) 6.38, 6.33 (s, 2H) 4.29 (m, 1H) 4.13 (m, 1H)

 3.89 (s, 2H) 3.77 (d, J=5.63Hz, 2H) 3.67 (d, J=5.86Hz, 2H) 3.10 (m, 1H) 3.05 (q, J=6.7Hz, 2H) 3.00 (q,

J=6.6Hz) 2.83 (dd, J=12.4, 5.11Hz, 1H) 2.57 (d, J=12.4Hz, 1H) 2.12 (t, J=7.50Hz, 2H) 2.04 (t, J=7.4Hz)

1.2-1.6 (m, 14H)

MASS (ESI) m/z 750.57(M++1)

N-(S-Benzoylmercaptoacetyl)-triglycine

  m.p= 192-196℃(decomp.) 1H-NMR (DMSO-d6) δ 12.5 (br, 1H) 8.51 (t, 1H) 8.15-8.25 ( 2t, 2H)

8.0-7.5 (m, 5H) 3.9 (s, 2H) 3.9-3.7 (m, 6H)

Succinimidyl N-(S-Benzoylmercaptoacetyl)-triglycinate (MAG3-NHS ester)

  Succinimidyl-MAG2GABA 의 제조법과 같으며 isopropanol 로 재결정 하여 69.0% 수율로 얻

어졌다.

m.p=146-149℃  1H-NMR (DMSO-d6) δ 8.5-8.6 (2t, 2H) 8.25-8.35 (t, 1H) 8.0-7.5 (m, 5H)

4.3 (d, 2H) 3.9 (s, 2H) 3.8 (m, 4H) 2.8 (s, 4H)

N-(S-Acetylmercaptoacetyl)-glycylglycyl-γ-aminobutyrate(MAG2GABA)

  S-Benzoyl-MAG2GABA 와 같은 방법으로 합성하였다.

m.p=185-190(with decompose)  1H-NMR (DMSO-d6) δ  8.45 (t, 1H) 8.25 (t, 1H) 7.7(t, 1H)  3.76

(d, 2H) 3.7 (s, 2H) 3.6 (d, 2H) 3.05 (q, 2H) 2.3(s,3H) 2.20 (t, 2H) 1.62 (quint, 2H)

III. 결론



  이 새로운 합성법이 새로운 MAG3-type chelator 의 개발에 유용한 툴을 제공할 수 있다.

한편 핵심 중간체와 biocytin 을 coupling 한 MAG2-Biocytin 등은 avidin-biotin 간의 high binding

affinity 를 이용한  최신 기법의 radioimmuno therapy 등에 유용하게 사용될 수 있을 것으로

생각된다.  한편 MAG3 가 체내투여후 주로 신장에 집적되는 것을 이용하여 신장영상용으로

쓰이고 있다는 것을 감안하면, 이 새로운 합성법에 의해 얻어지는 N3S chelator 들은 C-말단

residue 의 변화에 따른 표지약물의 약동력학에도 변화를 가져올 것이므로 이를 이용하여 자

체로서 새로운 진단용 방사성 의약품의 개발에도 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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