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Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition for PET molecular imaging 
study
Hyeon Jin Jeong and Dong Wook Kim*

Department of Chemistry and Chemical Engineering, Inha University,  Incheon, Korea

ABSTRACT 18F-labeling reaction of bioactive molecule via click chemistry is widely used to produce 18F-labeled radiotracer 
in the field of radiopharmaceutical science and molecular imaging. In particular, bioorthogonal strain-promoted 
alkyne-azide cycloaddition (SPAAC) reaction has received much attention as an alternative ligation method for 
radiolabeling bioactive molecules such as peptides, DNA, proteins as well as nanoparticles. Moreover, 
SPAAC based pretargeting method could provide tumor images successfully on positron emission tomog-
raphy system using nanoparticle such as mesoporous silica nanoparticles. 
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Introduction

양전자 방출 단층촬영(positron emission tomography, 

PET)은 살아있는 생명체의 생리학적인 현상을 실시간으

로 관찰하는데 있어 매우 유용한 의학적 영상 장비이다. 특

히 최근에는 신약 개발에도 PET 영상 장비가 폭 넓게 응용

되고 있다(1,2). Fluorine-18 (F-18, t1/2= 109.8 min), Carbon-11 

(t1/2= 20.4 min), Nitrogen-13 (t1/2= 10 min), Gallium-68 (t1/2= 

67.7 min), Copper-64(t1/2= 12.7 min)와 같이 양전자를 방출

하는 다양한 방사성동위원소가 현재까지 개발되었으며 

이들 방사성동위원소로부터 목적에 맞는 방사성의약품을 

제조하여 PET 영상을 얻고 있다(3,4). 위에서 언급한 다양

한 종류의 양전자 방출 방사성동위원소 중에서 F-18은 생

산하기 쉽고 화학적, 생물학적 안정성 때문에 PET 분자

영상 연구에 널리 이용되는 양전자 방출 방사성동위원소

이다. 또한 F-18은 분자내의 탄소와 안정한 공유결합 형

성하고 원소 자체의 작은 크기로 인해 적은 입체장애를 

가지기 때문에 F-18을 이용하여 표지를 하더라도 표지 된 

화합물은 단백질 및 수용체와 상호 결합력을 본래의 원 

화합물과 유사하게 유지될 수 있다(3-7). 따라서 새로운 

F-18 표지방법 연구는 PET 용 방사성의약품 개발에 매우 

중요한 연구 분야이다.

Copper (I)-catalyzed azide-alkyne [3+2] cycloaddition (CuAAC)

은 “click chemistry”라고 불려지며, 최근에 방사성의약품 

및 펩타이드와 같은 생체활성 분자의 동위원소 표지 반

응에 활발하게 적용되고 있다(8-12). 그러나 CuAAC 반응

에 필요한 구리 촉매는 반응 중 때때로 분리가 어려워 화

합물 내에 잔류하여 독성을 나타낼 수 있고, 구리 촉매가 

생체활성 분자의 작용기와 상호작용을 하여 분자의 변성

을 일으키거나 CuAAC 반응 속도를 늦추는 등의 단점 때

문에 이러한 CuAAC 반응이 동위원소 표지 반응에 널리 

사용되는 데에 어려움이 있다(13-15). 최근에 Bertozzi 연

구팀에 의해 구리 촉매를 사용하지 않는 클릭 반응의 일

종인 strain-promoted alkyne azide cycloaddition (SPAAC) 반

응이 새로운 분자간 컨주게이션 반응으로써 생물학 분야 

연구에 매우 유용하게 이용될 수 있다는 연구결과가 보



Hyeon Jin Jeong and Dong Wook Kim

16    J Radiopharm Mol Probes Vol. 1, No. 1, 2015

Figure 1. Representative strain-promoted alkyne azide-cyloaddition 
(SPAAC) reaction of aza-dibenzocyclooctynes (ADIBOs) with azides to 
aza-dibenzo- cycloocta-triazoles (ADIBOTs).

Figure 2. General synthetic route for the synthesis of 18F-labeled peptide compounds.

고되었다. 이 반응은 “copper-free chemistry”라고도 불려지

고 있다. 현재까지 SPAAC 반응에 사용되고 많은 종류의 

cyclooctyne 유도체들이 개발되었다(16-26). 특히, copper- 

free SPAAC 반응은 방사성동위원소를 이용한 분자영상 

연구에 활발하게 이용되고 있으며 펩타이드와 같은 거대 

생체활성 분자와 동위원소가 표지 신톤(synthon)간의 생

체적합성 컨주게이션 반응에 매우 유용한 것으로 알려져 

있다. 이에 따라 Figure 1에서와 같이cyclooctyne화합물의 

반응성과 친수성을 고려할 때 dibenzocyclooctyne (DIBO)

나 aza-dibenzocyclooctyne(ADIBO) 등과 같은 cyclooctyne 유

도체들은 이러한 목적의 SPAAC 반응을 위해 널리 사용

되고 있다(27-30).

1. F-18을 이용한 일반적인 펩타이드 표지방법

최근 phage display 나 combinatorial chemistry 기법을 통

해 많은 생리 활성을 갖는 펩타이드 서열이 발견되고 있

다. 특히 phage display 로부터 종양을 표적할 수 있는 약 

160여개의 펩타이드 서열이 밝혀졌다(31). 새롭게 발견된 

펩타이드는 체내에서 특정생체 분자와 상호작용하는 타

겟을 명확히 밝힐 수 있기 때문에 이러한 펩타이드를 

F-18과 같은 방사성동위원소로 표지하여 새로운 분자영

상제재를 개발하는 것은 암 조기진단이나 PET 분자 영상

연구를 수행하는데 있어 중요한 연구 주제라 할 수 있다

(32). F-18을 펩타이드에 표지하는 방법으로는 두 가지 접

근 방법이 있다. 하나는 no-carrier-added(nca) [18F]fluoride

을 직접 펩타이드에 표지 하는 방법이고, 다른 하나는 

Figure 2와 같이 안정한 빌딩블록 분자에 F-18을 표지하여 

F-18이 표지된 신톤(또는 빌딩블럭)을 합성하고 펩타이드 

같은 생체분자와 컨주게이션 반응을 통하여 연결하는 간

접적인 방법이다(33,34). 그중 직접적인 표지방법은 유기 

용매 하에서 불소화 반응이 진행하는 동안 F-18이 생리 

활성 펩타이드에 도입될 때 강한 염기 반응조건으로 인

해 생리 활성 펩타이드 분자의 변성을 유발하며 수율 또

한 매우 낮아 때문에 적합한 반응조건이 아니다. 따라서 

F-18이 표지된 신톤을 합성하고 이를 생체 활성 펩타이드

에 연결하는 간접적인 방법이 펩타이드를 방사성동위원

소인 F-18로 표지하는 데 있어 널리 사용되는 방법이다. 

간접적인 표지 방법은 생체와 유사한 조건(pH ≈ 7, 상온 

등)에서 펩타이드의 아민 또는 싸이올 작용기 등을 이용

하여 아민화, 알킬화, 아실화 반응 등으로 F-18이 표지된 

빌딩블럭 분자와 펩타이드 간의 안정적인 컨주게이션 반

응을 통하여 펩타이드를 표지하는 방법을 말한다. 그러나 

이러한 간접적인 펩타이드 방사성 동위원소 표지 방법은 

널리 이용되는 일반적인 방법임에도 불구하고 다음과 같

은 합성적 한계가 존재한다(33,34). 첫째로, F-18가 표지된 

펩타이드 합성은 유기 용매, 반응성이 강한 화학 약품 또

는 시약에 의한 펩타이드의 변성 때문에 종종 실패하기

도 한다. 둘째로, F-18표지된 빌딩블록을 이용한 컨주게이

션 반응에서는 짧은 반응시간과 높은 방사화학적 수율

(radiochemical yield, RCY)을 위해 과량의 펩타이드 전구체

가 사용되기 때문에 별도에 고성능 액상크로마토그래피

(high performance liquid chromatography, HPLC)를 사용하

는 정제과정을 필요로 한다. 그러나 이러한 복잡한 정제

과정은 짧은 반감기를 갖는 F-18의 특성을 고려한다면 필

연적으로 낮은 RCY로 F-18가 표지된 펩타이드를 얻을 수 
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Scheme 1. F-18 labeling protocol based on the copper-free SPAAC reaction using the azido-substituted peptides with F-F-18 labeled ADIBO synthon to 
prepare 18F-labeled peptide tracers.

밖에 없게 된다. 마지막으로 F-18가 표지된 펩타이드는 

표지가 되지 않은 과량의 펩타이드 전구체와 화학적 특

성이 유사하여 때때로 HPLC에서 분리가 불가능한 경우

도 발생하여 매우 낮은 비방사능(specific activity, SA)을 갖

게 되어 독성을 갖거나 낮은 품질의 PET 영상을 얻게 될 

수 있는 문제점이 있다(33-35).

2. Chemo-orthogonal SPAAC 반응을 이용한 F-18의 

펩타이드 표지 

최근에 Copper-free SPAAC 반응은 F-18이 표지된 빌딩

블록과 펩타이드 간의 chemo-orthogonal 컨주게이션 반응

과 같이 펩타이드에 F-18을 표지하는데 중요한 역할을 하

는 것으로 보고되었다. SPAAC 반응을 이용한 F-18 표지 

반응은 ADIBO 화합물에 F-18을 표지하여 아자이드가 도

입된 펩타이드 전구체와의 copper-free SPAAC반응을 이용

하는 방법과 이와 반대로 아자이드가 도입된 화합물에 

F-18을 표지하여 ADIBO작용기가 도입된 펩타이드 전구

체와 copper-free SPAAC반응을 이용하는 방법이 있다(27). 

첫 번째로 ADIBO화합물에 F-18을 표지한 후 아자이드가 

도입된 펩타이드와의 SPAAC 반응을 통해 표지하는 방법

은 Sutcliffe 연구팀에 의해 처음 시도되었다(36). Scheme 1A와 

같이 인테그린αvβ6에 결합하는 N3-Tyr3-octreotate(TATE)펩

타이드에 아자이드를 치환해 아자이드 펩타이드 전구체3

를 합성한 후 F-18이 표지된 ADIBO빌딩블록[18F]2 이용해 

SPAAC반응을 통하여 [18F]4을 합성하였다(37). F-18이 표

지된 ADIBO 빌딩블록[18F]2은1을 용해시킨 acetonitrile 에

서 tetraethylammonium bicarbonate와 [18F]fluoride를 사용하

여 100 oC에서 15분간 반응시켰을 때 65% RCY로 얻어졌

고 HPLC로 정제한 [18F]2를 에탄올에 N3-Tyr3-octreotate를 

용해시킨 용액을 첨가하여 30분 동안 SPAAC반응을 진행

시켰을 때 이 반응은 [18F]2에서 [18F]4로 95%의 전환율을 

보였다(36-38). 또한 Scheme 1B에서 처럼 위의 방법을 이

용하여 FBA-C6-ADIBO에 F-18을 표지한 ADIBO 빌등빌록

[18F]5를 제조한 후 이를 N3-PEG7-A20FMDV2 (6)와 10분 

동안 ethanol에서 반응하여 69% 수득률로 F-18이 표지된 

펩타이드 [18F]7 합성한 결과도 보고되었다(38).

Copper-free SPAAC 반응을 이용한 다른 접근의 F-18표

지 방법은 Campbell-Verduyn 연구팀에 의해서 보고되었

다. 이 방법에서는 펩타이드가 포함된 ADIBO 화합물과 

F-18이 표지된 아자이드 화합물 빌딩블록을 SPAAC 컨주

게이션 표지 반응에 이용했다. 가스트린 방출 펩타이드 

A

B
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Scheme 2. SPAAC conjugation reaction of three 18F-labeled azides using ADIBO group tethered bombesine peptide.

Scheme 3. (A) Chemically orthogonal scavenger-assisted high performance F-18 labelling method using tetrazine-cyclooctene conjugation reaction with-
out HPLC purification. (B) Preparation of F-18 labeled pepteides and subsequent chemo-orthogonal purification using a polystyrene-supported azide resin 22.

수용체에 결합할 수 있는 lys[3]-bombesin 펩타이드 8에 

ADIBO-NHS (9)를 치환하여 ADIBO가 도입된 전구체 펩

타이드10을 합성하였고, 각각 다른 세 가지 F-18이 표지

된 아자이드 빌딩 블록(11-13)을 DMF에서 15분동안 상온 

처리하였을 때 F-18이 표지된 bombesin 펩타이드 유도체(

[18F]14, [18F]15, [18F]16)가 19-37% RCY와 57-62 GBq/μmol의 

SA로 얻어졌다(Scheme 2). F-18이 표지된 아자이드 빌딩

블록 화합물이 F-18이 표지된 ADIBO 빌딩블록 화합물에 
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Scheme 4. SPAAC reaction of ADIBO tethered MSNs with 18F-labeled azide synthon under physiologically friendly reaction condition.

비하여 상대적으로 더 좋은 반응의 수월성 및 높은 RCY

를 보여주고 있다(39).

3. Chemo-orthogonal scavenger 수지를 이용한 친생체 

반응 조건하에서 펩타이드 표지 

SPAAC 반응은 별도의 촉매나 시약 없이 수용성 용매 

안에서 반응이 잘 진행되는 것으로 잘 알려졌다(16). 이러

한 SPAAC반응의 특성을 기반으로 생리학적으로 유사한 

반응 조건에서 (상온, pH=7, 수용액 용매) 펩타이드의 변

성 없이 쉽게 다룰 수 있다. 2012년, 본 연구팀에서는 

RGD, bombesin, cMBP, ApoPep 등과 같은 다양한 생리활

성을 갖는 펩타이드에 ADIBO 작용기를 도입하여 F-18이 

표지된 아자이드 빌딩블럭 화합물 [18F]21을 이용하여 

SPAAC반응을 통해 다양한 PET용 펩타이드 방사성 추적

자를 합성하였다(40). 2011년, Weissleder연구팀에 의해 

F-18이 표지된 trans-cyclooctene ([18F]18)과 tetrazine 작용기

가 도입된PARP1 억제제 유도체 화합물 17 사이에서 chem-

ical orthogonal conjugation 반응을 이용한 표지 반응이 시

도되었으며, 과량의 tetrazine 전구체 17 화합물을 trans-cy-

clooctene이 표면에 붙은 산화철 나노입자를 이용하여 

HPLC를 사용한 분리과정 없이 제거하는 것에 성공하였

다(Scheme 3A) (41). 이러한 chemo-orthogonal scavenger 개

념을 기초로 본 연구팀에서는 polystyrene 아자이드 수지

를 합성하였고 이를 이용하여 SPAAC 표지 반응 후 반응

하지 않고 남은 과량의 ADIBO 펩타이드 전구체를 HPLC 

분리과정 없이 성공적으로 제거하였다. Scheme 3B에서 보

는 바와 같이 ADIBO 펩타이드 전구체와 아자이드 빌딩

블럭 화합물 [18F]21 간의 SPAAC반응에 이어 아자이드 수

지로 처리했을 때 다양한 F-18 표지 펩타이드 유도체를 

SA는 55-45 GBq/μmol로 RCY는 90-20%로 동시에 얻을 수 

있었다(40). Scavenger고분자 수지를 이용한 SPAAC F-18 

표지 방법은 여러 가지 다양한 펩타이드를 손 쉽게 high 

throughput synthesis 개념으로 F-18로 표지하여 다양한 

PET용 방사성의약품 개발에 큰 도움이 될 것으로 기대되

고 있다.

4. Pretargeting 기법을 이용한 다공성 실리카 

나노입자(MSN)의 F-18 표지

최적의 크기와 구조로 설계된 나노 입자나 나노 크기

의 고분자 물질은 EPR (enhanced permeability and re-

tention) 효과를 통해 종양 조직에 축적되어 암을 조기에 

진단하거나 치료할 수 있기 때문에 최근 나노의학은 생

명과학 분야에서 많은 관심을 갖고 연구하는 분야이다

(42-47). 특히 다공성 실리카 나노입자(MSN)는 치료나 진

단을 위한 약물을 담지 할 수 있는 충분한 크기의 많은 

홀과 넓은 표면적을 가지며 또한 세포독성도 적고 생화

학적으로 안정하며 표면 개질이 쉽기 때문에 약물이나 

유전자의 운반 플랫폼, 바이오이미징, cell marker 등의 다

양한 응용분야에서 중요한 운반자로써 이용될 수 있다

(48). 따라서 나노 입자를 적절한 동위원소로 표지하여

PET 분자영상 기법에서 이용할 수 있다면 생체 내에서 

실시간 추적이 가능하여 나노 입자의 약물동태학적 연구

나 약물전달시스템 연구에 큰 도움이 될 것으로 예상된

다. 그러나, 일반적으로 나노입자가 종양 조직에 EPR 효

과로 도달하기 위해서는 하루 이상의 체내 혈류 순환 시

간이 필요하다. 따라서 F-18은 짧은 반감기 때문에 이러

한 목적을 위한 나노 입자의 표지에는 적합하지 않은 방

사성 동위원소이다(3-5). 2013년, 본 연구팀은 SPAAC 반
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Figure 3. (A) Procedure for synthesis of 18F-labeled MSNs ([18F]28) in a living specimen by a in situ SPAAC reaction for the MSNs pretargeting study. (B) 
PET-CT images of 18F-labeled azide ([18F]17) in a U87MG tumor-bearing mouse (non-pretargeted). (C) PET-CT images of 18F-labeled azide ([18F]17) in a 
mouse given ADIBO-PEG-MSNs 28 24 h earlier (pretargeted) recorded at 15, 30, and 60 min after injection. T = tumor, K = kidneys..

응을 이용한 pretargeting 기법을 이용하여 생체 내에서 반

감기가 짧은 F-18을 MSN에 표지하는 데 성공했으며 이를 

통해 나노 입자인 MSN으로부터 종양 PET 영상을 얻은 

것을 보고하였다(49). 먼저 이를 위해 MSN의 크기가 EPR 

효과에 의해 종양에 축적 가능한 100-150 nm정도의 크기

로 제조한 후 이를 PEG로 표면 처리하고 MSN의 PEG 말

단에 ADIBO를 치환하여 ADIBO-PEG-MSN 27을 제조하였

다(49). 체내에서의 SPAAC 반응 진행과 효율을 확인하기 

위해 Scheme 4에 나타낸 바와 같이 합성된 나노입자 

ADIBO-PEG-MSN 27 (4 mg, ADIBO 치환기 0.48 mmol포

함)과 F-18이 표지된 아자이드 화합물 [18F]17의 SPAAC반

응을 체내 환경과 유사한 조건하에서(PBS에서 pH 7.4, 

36.5oC) 진행하였다. 이 SPAAC 반응은 15-20 분 이내에 완

료되고 거의 정량적인 RCY로 F-18이 표지된 MSN을 제공

한다.

체내 환경과 유사한 조건하에서 빠른 SPAAC 반응 속

도, 그리고 MSN의 EPR 효과를 통한 종양 축적 가능성을 

고려하여 체내 시스템에서 SPAAC 표지 반응을 기반으로 

하는 MSN의 pretargeting 기법을 이용한 종양 마우스 모델

에서 나노입자 MSN의 PET 영상 연구를 진행하였다. 

Figure 3A는 MSN을 이용한 PET 영상 획득에 있어 SPAAC 

반응을 기반으로 하는 pretargeting 기법과 나노입자의 

EPR 효과를 도식적으로 표현해주고 있다. Figure 3C의 

PET-CT 영상은 ADIBO-PEG-MSNs 27을 24시간 전에 투여

한 마우스 모델(MSN pretargeting 모델)에서 [18F]17 투여 

30분 후부터 지속적으로 강한 종양 영상을 보여주고 있

고, 그에 반하여  [18F]17만 투여한 non-pretargeting 마우스

에서는 방사능 신장 통한 빠른 배출과 함께 상당히 낮은 

A

B C
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종양 흡수율이 관찰되었다(Figure 3B). MSN pretargeting 

기법은 살아있는 생명체의 체내 종양 부위에서 SPAAC 

반응을 통하여  F-18이 표지된 MSN인 [18F]28을 형성함으

로써 MSN을 사용햐여 PET 시스템을 통해 종양을 영상화

할 수 있었다.

Conclusion 

클릭 화학의 개념은 방사성 의약품 및 분자 이미징 분

야에서 체내와 유사한 조건에서 F-18을 표지한 방사성 빌

딩블록을 생리활성 분자에 도입하는데 널리 응용되고 있

다. Chemo-, bio-orthogonal copper-free SPAAC의 결합 반응

은 펩타이드 등의 생리활성 고분자나 나노입자에 F-18표

지를 위한 새로운 합성 전략이 되고 있다. 특히 생리학적

으로 유사한 반응 조건에서 F-18 아자이드 신톤과 

ADIBO-펩타이드 전구체를 이용한 SPAAC 컨주게이션 

F-18 표지 반응은 방사성의약품 자동 생산과 펩타이드 방

사성의약품의 high-throughput 합성을 위해 유용할 것이

다. 또한 SPAAC 반응을 기반으로 하는 pretargeting 기법

은 체내에서 선택적 표적을 위해 긴 혈류 순환시간이 필

요한 나노입자나 단백질, 유전자 등과 같은 거대분자 화

합물의 F-18 표지 반응 및 이를 이용한PET 영상 연구에 

도움을 줄 것으로 기대된다.
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