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In order to understand the in vivo biodistribution of repebody protein (RB), an efficient and simple radiolabeling 
method for the protein is needed. We demonstrate a detailed protocol for the radiosynthesis of an 111In 
radiolabeled tetrazine prosthetic group and its application to the efficient radiolabeling of trans-cyclooctene-
group conjugated repebody protein using inverse-electron-demand Diels-Alder reaction. First, 1,2,4,5-tetrazine 
(Tz) conjugated with a DOTA chelator, was used for preparing the radiolabeled DOTA complex with 111In. 
Second, the trans-cyclooctene (TCO) functionalized repebody protein was synthesized which allows for 
the preparation of radiolabeled proteins by copper-free click chemistry. Following incubation with the 111In-
radiolabeled DOTA complex (111In-Tz), the TCO-functionalized RB (TCO-RB) was radiolabeled successfully 
with 111In, with a high radiochemical yield (69.5%) and radiochemical purity (>99%). The radiolabeling of 
repebody protein by copper-free click chemistry was accomplished within 20 min, with great efficiency in 
aqueous conditions. These results clearly indicate that the present radiolabeling method will be useful for the 
efficient and convenient radiolabeling of trans-cyclooctene-group containing biomolecules.
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Introduction

Interleukin-6 (IL-6)는 조혈, 면역 반응, 종양 형

성 과정 및 염증을 포함한 생물학적 활성을 조절하는 

cytokine 계열의 활성 분자이며(1), IL-6 신호 저항

에 관련된 주요 치료법은 anti-receptor monoclonal 

antibodies (mAb), ligand-neutralizing mAb, 

tyrosine kinase 억제제의 사용 등이 있다(2-3). 그 

중에서 mAb를 이용한 치료법은 IL-6 생산을 무효화

시키고 암세포의 증식을 억제한다. 그러나 제한된 임상 

효능, 높은 생산 비용, 낮은 종양 흡수율, 큰 크기로 인

한 혈장으로부터의 느린 제거율 등의 몇 가지 결점이 있

다(4). 그러므로 높은 종양 흡수율 또는 건강한 조직으

로부터의 빠른 제거율과 같은 향상된 효능의 새로운 치

료용 항체의 개발이 필요하다. 

지난 10년 동안 작은 크기 (<30kDa)의 비 항체 

scaffold protein은 면역 글로불린 항체에 대한 대안으

로 상당한 관심을 끌었으며, 다양한 scaffold protein

이 개발되어 광범위한 분야에서 적용 가능성을 보여주

었다(5-12). 소형 scaffold protein은 항체와 비교 시 

낮은 제조 비용, 쉬운 설계 및 엔지니어링 용이성, 그리

고 높은 조직 침투력 등의 장점을 가지고 있다(13). 그 

중에서 repebody는 쉬운 설계 및 엔지니어링, 대장균

을 사용한 제조 및 대량 생산, 열, pH 및 단백질 분해에 
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대한 높은 안정성, 조직에 대한 높은 침투력 등의 생물 

물리학적 특징을 가지고 있다(14). 이러한 repebody는 

세포 신호 전달 과정을 효과적으로 차단하여 이종 이식 

마우스에서 강력한 항 종양 활성을 나타냈고(15-17), 

또한 다른 비 항체 scaffold protein과 유사하게 빠른 

신장 배출도 관찰되었다(18-19).

약물동역학(PK) 연구는 생물학적 활성 분자 투여 후

에 생체 내 주요 조직의 정량 및 추적 정보를 제공하며, 

이는 의약품의 전임상 안전성 평가 및 개선된 치료 전

략의 개발을 위해 필요하다(20). Tetrazine과 trans 

cyclooctene (TCO) 사이의 inverse-electron-

demand Diels-Alder (IEDDA) 반응은 생체 직교성

이 우수하며 반응 속도가 매우 빠른 것으로 알려져 있다

(8-12). Tetrazine과 TCO를 활용한 생체 분자의 생체 

외 방사성동위원소 표지 및 생체 내 pre-targeting에 

대한 많은 연구가 보고되었다(21-26). 나노입자(27), 

항체(28-29), affibody (30)와 같은 방사성인듐 표지

에 IEDDA 반응 방법이 성공적으로 활용된 사례 또한 

보고되어 copper free click reaction의 적용 가능성을 

보여주었다. 본 연구에서는 111In으로 표지 된 tetrazine 

및 human IL-6표적 repebody의 효율적인 표지 방법

을 보고하고자 한다.

Materials

실험 과정에서 사용된 sodium acetate (#S2889), 

citric acid (#C0759), ammonium acetate (#A1542)

는 Sigma-Aldrich Korea에서 구매하여 사용하였다. 

표지 반응을 위한 킬레이터 methyltetrazine-DOTA 

(DOTA-Tz, #FC-6147)은 Futurechem에서 구입하

였다. 표지 반응에 사용된 방사성동위원소 [111In]InCl
3
 

(0.1 M HCl)은 새한산업에서 구입하였다. 구매한 모

든 시약은 정제과정 없이 사용하였다. 실험에 사용된 

단백질은 TCO를 포함하는 repebody를 합성하여 정제

과정을 거친 후 사용하였다(TCO-RB). 표지 반응 후 

정제과정에서 GE Healthcare사의 PD-10 columns 

(SephadexTM G-25 M)과 Merck사의 Amicon 

Ultra 0.5 mL Centrifugal Filter (10 kDa)을 사용

하였다. TLC plate는 Merck사의 TLC silica gel 60 

F254 (#1.05554.0001)를 구매하여 사용하였고, 이를 

radio TLC scanner (Capintec, Int., #CRC®-25R)

를 통해 분석하였다. 

Protocol 

1. 111In 활용 repebody 단백질의 표지

1.1) 111In 표지 DOTA-Tz의 합성(111In-Tz)

1.1.1) DOTA-Tz (1 mM) 10 μL에 sodium acetate 

완충 용액 (100 mM, pH 5.5) 400 μL를 첨가한다.

1.1.2) [111In]InCl
3
 (74 MBq, 400 μL in 0.1 M HCl)

을 첨가한 후 80 oC에서 30분간 반응한다.

1.1.3) 표지 반응이 종료되면 열을 식힌 후, TLC와 

radio-TLC scanner를 활용하여 표지 반응을 분석

한다. (용매: 0.1 M citrate, 10% NH4Ac/Methanol 

(1:1) 용액)

1.2) 111In-Tz 활용 repebody 단백질의 표지(111In-RB)

1.2.1) TCO를 포함하는 단백질 repebody (TCO-

RB)는 본 연구팀이 이전에 보고한 방법을 활용하여 합

성하였다(31).

1.2.2) 단백질 repebody를 생리식염수에 녹인 용액 

100 μL에 111In-Tz (37 MBq) 400 μL를 첨가하여, 37 

oC에서 20 분 동안 반응한다. 

1.1.3) TLC와 radio-TLC scanner를 활용하여 표지 

반응을 분석한다. (용매: 0.1 M citrate, 10% NH4Ac/

Methanol (1:1) 용액).

1.3) 111In 표지 RB의 정제

1.3.1) 표지 반응이 종료되면 반응 혼합물을 생리식염

수로 희석한다(총 부피: 2.5 mL). 

1.3.2) PD-10 desalting 컬럼 (Sephadex G-25 

medium, bed volume: 8.3 mL)을 활용하여 정제한다.

1.3.3) 모아진 111In 표지 RB를 Amicon Ultra 

centrifugal filter (10 K, 0.5 mL)를 활용하여 농축한다.
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1.3.4) 농축된 111In 표지 RB의 방사선량을 radioactivity 

dose calibrator를 활용하여 측정한다.

1.3.5) 정제 과정 후 TLC와 radio-TLC scanner를 

활용하여 111In 표지 RB의 방사화학적 순도를 측정한다

(용매: 0.1 M citrate, 10% NH4Ac/Methanol (1:1) 

용액).

2. 111In 표지된 RB의 약물동태학 (PK) 평가

2.1) 미정맥 투여를 위한 111In-RB의 주사제 제작 및 투여

2.1.1) 정제된 111In 표지 RB 단백질을 생리식염수에 

녹인다(5 μCi/100 μL).

2.1.2) 실험동물 마우스에 111In-RB 주사제를 미정맥 

투여하여, 정해진 시간마다 채혈한다.

2.2) 감마카운터 활용 혈액 내 방사선량 측정

2.2.1) 채혈한 혈액 시료의 무게를 측정한다.

2.2.2) 혈액 시료를 감마카운터를 통해 방사선량을 

측정하여 분석한다.

2.2.3) 혈액 무게 대비 방사선량을 계산한다.

Results & Discussion

본 연구의 전체 반응 과정을 Figure 1과 같이 요약할 

수 있다. DTOA-tetrazine 전구체의 111In 표지 반응의 

TLC 분석 결과는 Figure 2와 같으며, 확립된 프로토

콜을 통해 높은 방사화학적 효율로 111In-Tz를 얻을 수 

있었다. 정제 과정 없이 repebody 단백질과 20 분 동

안 반응하여 radio-TLC로 분석하였을 때, 95%의 높은 

방사화학적 효율로 111In-Tz이 단백질과 반응하였음을 

알 수 있었다. 반응하지 않은 111In-Tz을 10 kDa cut-

off filter를 활용 원심분리 정제하여 specific activity

가 18.1 MBq/mg이며, 방사화학적 순도는 99%이상

의 111In 표지 repebody를 얻을 수 있었다. 111In 표지 

repebody 단백질의 혈액 내 동태를 알아보기 위해 수

행한 마우스 PK 시험(pharmacokinetic profile)에서

도 24 시간 후 98% 이상의 안정성을 나타냈다 (Figure 

3). 따라서 본 프로토콜은 다양한 방사성동위원소 표지 

화합물 합성 및 분자영상 연구에 유용하게 활용될 것으

로 기대 된다.

Figure 1. Synthetic procedure of 111In-repebody protein.
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Conclusion 

본 프로토콜에서는 TCO를 포함하는 단백질에 방사성

동위원소 인듐을 표지 하는 방법을 소개하였다. 이 방

법을 사용하여 111In표지 DOTA-Tz를 95% 이상의 방

사화학적 효율로 얻을 수 있었다. 표지 된 111In-Tz을 

repebody 단백질과 반응하였을 때 높은 방사화학적 수

율로 반응하는 것을 관찰할 수 있었으며, 마우스 혈액 

내에서 24시간 안에 빠르게 배출되는 것을 보여주었

다. 따라서 본 연구의 합성 프로토콜은 방사성동위원

소 인듐을 활용하기 위하여 copper free click반응전구

체 DOTA-Tz 및 단백질 표지 방법을 제공함으로써 향

후 분자영상 연구에 유용하게 활용될 것으로 기대된다.
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