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ABSTRACT

Effects of cisplatin on photolon mediated photo-

dynamic therapy in CT26 cancer-bearing nude mouse

Yang Hoon

Advisor : Prof. Lee Byoung-rai, Ph.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

Photodynamic therapy is a non-invasive cancer treatment method that

can selectively laser irradiation on cancer tissue after the injection

of photosensitizer. However, photodynamic therapy is necessary to

develop a method that can enhance the cancer treatment efficiency due

to limitation the light transmission and the anticancer activity of

photosensitizer. This study was carried out to investigate the changes

of anti-tumor effect of cisplatin on photodynamic therapy (PDT) with

photolon in nude mouse tumor bearing model. The nude mouse tumor

bearing model was prepared by injecting cultured colon cancer cells

(CT26 cells, 1x105 cells/mouse) into the back of KSN/Slc nude mice. The

experimental group was divided into the control group, the cisplatin

group (3 mg/kg BW), 80 J/cm2 group, cisplatin+80 J/cm
2 group and laser

140 J/cm2 group. Cisplatin (3 mg/kg BW) and photolon (2.5 mg/kg BW)

were injected into the abdominal cavity and after 2 hours, laser

light(660 nm) was irradiated on the tumor mass and the volume of tumor
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mass was measured with time. After 24 hours of laser irradiation, RNA

was isolated from tumor tissues and gene expression changes were

observed by mRNA sequencing analysis. The tumor volume of the control

group was increased by 133% at day 8 compared to day 0, and 118% by the

cisplatin treated group. The tumor volume in the 80 J/cm
2 group

increased by 68% on day 8 compared to day 0, and increased by 7% on day

8 compared to day 0 in the Cis+80 J/cm
2 group. Tumor volume of 140 J/cm

2

group was reduced by 27% on day 8. After 1 day of PDT, the tumor

tissues were excised, fixed into 10% paraformaldehyde, stained with

hematoxylin-eosine(HE) and observed under a light microscope. Necrotic

cells were not observed in the tumor tissue of the control group and

cisplatin groups. In the 80 J/cm2 group, necrosis was partially

observed in the tumor tissue, and in the Cis+80 J/cm2 group, necrotic

cells were extensively observed in the tumor tissue. After 1 day of

PDT, mRNA-seq analysis of the expression of the genes involved in the

immune response in the control and 80 J/cm2 groups showed no

difference. In Cis+80 J/cm2 group, expression of genes involved in

immune response was increased compared to 80 J/cm2 group. After 1 day

of PDT, the expression of chemotaxis-related 12 genes and immune

response-related 18 genes were different in cancer tissues of 80 J/cm2

group and Cis+80 J/cm2 group. The combination of cisplatin and

photolon-PDT significantly reduced tumor size and increased the

expression of immune response-related genes in tumor tissues.

These results suggest that the combination of cisplatin and PDT may be

an effective method for enhancing cancer treatment.

Key words: Photodynamic therapy, cisplatin, photolon, CT26 cells.
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서 론1.

광역동 치료 는 비 침윤적 암치료법으로 암 조직에(photodynamic therapy)

선택적으로 빛을 조사하여 암을 치료하는 매우 유용한 치료법이다 광역(1).

동 치료는 가시광선이나 적외선을 조사하여 활성화된 광민감제

가 직접 또는 산소유리기를 생산하여 세포나 조직에 작용(photosensitizer)

하여 치료효과를 나타낼 수 있다 광역동 치료는 악성종양의 치료뿐만 아(2).

니라 심장질환 비뇨기질환 피부질환의 치료나 미용 분야에 광범위하게 이, ,

용되고 있다 또한 광 역동반응은 항균작용과 항바이러스 작용이 있는 것(3).

으로 알려져 있어서 항균제 내성균 감염 바이러스 감염 진균류 감염의 치, ,

료에 이용되고 물의 살균이나 표면 살균등에도 이용되고 있다 암치료, (4,5).

를 위한 광역동 반응에 감광제 빛 및 산소가 필요하며 이들을 광역동 치료,

삼요소라 할 수 있다 광민감제는 빛에너지인 광자를 흡수하는 물질(Fig.1).

로서 세포내부에서 만들어진 내인성 광민감제와 세포외부에서 유입된 외인성

광민감제로 나눌 수 있다 내인성 광민감제는 포르피린 빌리루빈 또는(5). ,

엽록소등으로 세포내에 정상적으로 존재하는 물질로서 이들은 농도가 너무,

낮거나 세포내에서 물질이 격리되어 있기 때문에 광감작반응이 일어나지 않,

거나 일어나더라도 세포가 손상될 정도로 강력하지 않다 외인성 광민감제, .

는 염료나 천연물 유래의 물질로서 여러 가지 종류가 있으며 의료나 농업,

또는 다른 다양한 용도로 생산되어 사용되고 있다 광민감제가 광자를(4,5).

흡수하여 화학적으로 변화된 상태 즉 광민감제 활성화 형으로 전(excitation)

환되는 과정을 광감작 반응 이라 한다 기(photosensitizing reaction) (4,6).

저상태의 광민감제가 광감작반응으로 활성화되면 주위의 여러 가지 광감작반

응에 예민한 수용체나 기질을 변화시키고 다시 기저상태로 돌아간다(3,6).

따라서 광민감제는 광감작반응이 일어나더라도 소모되지 않기 때문에 반응이
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계속해서 일어날 수 있다 광감작반응은 과 반응 등 가지가. type I type II 2

있다 반응은 광감작에 의해서 활성화된 광민감제가 기질에 직접(6). Type I

작용하여 나타나는 반응이고 반응은 활성화된 광민감제가 산소와, type II

반응하여 singlet oxygen(O2
� 을 생산하여 이에 의해서 반응이 일어나는 것이)

다 반응결과 생성물도 산소와 반응하여 산화가 일어나므로 광(3,6). Type I

민감제 빛 및 산소를 광역동 치료의 삼요소라고 할 수 있다, (6,7). Singlet

은 단백질 지질 및 핵산과 반응할 수 있는데 단백질의 트립토판oxygen , , ,

티로신 히스티딘 시스테인 및 메치오닌등과 반응하고 지질의 불포화지방, , ,

산이나 콜레스테롤과 반응하며 핵산의 구아닌과 반응하여 산화를 일으킬 수,

있다 따라서 광역동 치료는 광민감제가 광감작반응 후 을(7). singlet oxygen

생성하여 이에 의한 세포나 조직의 단백질 지질 및 핵산의 산화로 인하여,

세포손상이 유발되어 치료 효과가 나타난다고 할 수 있다 현재 광역동(8).

치료에 사용되는 광민감제는 폴피린 과 이의 유도체 클로린(porphyrin) ,

및 이의 유도체 및 등 알려(chlorins) , bacteriochlorins phthalocyanines

져 있다 헤마토폴피린 유도체는 년(Fig.2)(9). (hematoporphyrin) 1960 Lipson

에 의해서 처음 개발되어 주로 암 진단에 이용되었고 이 후 포토프린,

이라는 이름으로 이용되고 있는 광민감제이다 년대 후반(Photofrin) (9). 1970

기부터 등의 여러 연구팀에서 포토프린을 이용한 악성종양Thomas Dougherty

치료를 시도하였으며 년 캐나다에서 방광암 치료에 광민감제로 처음 사, 1993

용되었으며 이후 미국과 일본 및 유럽등지에서 식도암과 폐암의 치료에 사,

용되었다 포토프린은 세포분열이 왕성한 세포에서 더 잘 흡수되어 축(9,10).

적되므로 포토프린을 주사하면 암세포에 더 많은 량의 포토프린이 축적된다

파장 적색 레이저광선을 조사하면 포토프린이 활성화(11,12). 652 nm

되어 포토프린 유리기 로 전환되고 포토프린 유리기(excitation) (radicals) ,

가 주위의 산소를 반응성 산소로 전환시켜서 세포손상을 유발하여 항암효과



3

가 나타낸다 포토프린은 세포내에서 수 주 동안 파괴되지 않고 남아(4,13).

있기 때문에 치료 후 다른 조직의 손상을 막기 위해서는 주사한 후 일 정30

도 빛에 노출을 피하기 위하여 피부를 가리고 선글라스를 착용해야하며 썬, ,

크림 등을 발라서 햇빛을 차단해야 한다 포토프린을 이용한 광역동 치(14).

료는 수 주 동안 빛에 대한 노출을 제한해야하기 때문에 치료받는 사람의 생

활에 불편하여 이러한 문제점을 해소시키기 위해서 세대 광민감제가 개발되2

었다 클로린 유도체인 포토론 은 체내에서 빠르게 제거 되도록 개. (photolon)

발된 세대 광민감제다 클로린 유도체인 클로린 는 년2 . e6(Ce6) 1994

등이 암치료에 처음으로 사용하였고 이후Kostenich (15), polyvinyl-

과 중합하여 수용성으로 만들어 를 포토론이라 하였pyrrolidone(PVP) Ce6-PVP

다 포토론은 정맥주사 후 시간 정도 경과하면 암 세포에 축적이 일어(16). 1

나고 시간이 지나면 체내의 포토론은 대부분 배설 되므로 광역동 치료 후12 ,

다른 장기의 손상을 일어날 가능성이 줄어들기 때문에 환자는 빠른 시간 안

에 일상에 복귀 할 수 있다 광민감제를 활성화시키는 광원으로 레이저(17).

가 많이 이용되고 있다 레이저는 출력에 따라 의 고출력 레. 3,000-10,000 mW

이저와 의 저출력 레이저로 구분한다 의료분야에서 고출력 레1-500 mW (18).

이저는 접촉부에 고열을 발생시켜서 조직을 태우기 때문에 외과적인 조직 절

개에 사용되며 저출력 레이저는 열이 발생하지 않기 때문에 광 에너지를 이,

용하는데 이용된다 고출력의 레이저는 대부분 에너지가 열을 발생시켜(18).

서 세포의 수분을 증발시킴으로써 세포를 태워내는 효과를 나타낸다 반(19).

면 저출력 레이저는 열을 발생하지 않고 피부 표면을 투과하여 광 에너지만

을 신체 내부로 전달한다 광역동 치료에 이용되는 레이저는 저출력 레(19).

이저로서 argon-pumped dye lasers, potassium titanyl phosphate

또는 등이 이용되었(KTP)-pumped dye lasers gold vapor-pumped dye lasers

으나 이들은 고가의 장비이므로 현재는 값이 저렴하고 다루기 쉬운 반도체
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레이저 가 많이 사용되고 있다 광역동 치료에 이용되는(diode laser) (20,21).

레이저의 파장은 이며 폴피린이나 클로린계 광민감제는 적630 nm-1200 nm ,

색광선 파장인 에서 활성화가 일어난다 광선의 파장600 nm-700 nm (21,22).

에 따라서 빛 투과력에 차이가 나는데 파장 빛의 피부 침투력은, 630 nm

파장 빛의 피부 침투력은 로 파장이 길수록 투과력은0.5 cm, 700 nm 1.5 cm

증가하며 침투력이 클수록 광역동 치료에 더 효과적이라 할 수 있다,

시스플라틴 은 또는(22,23). (Cisplatin) cisplatinum cis-diamminedichloro

으로 알려져 있는 광범위 항암제로서 암치료에 많이 사용되는-platinum(II)

항암화학요법제다 시스플라틴은 의 퓨린염기 사이에 끼어들어 가교(24). DNA

결합 을 함으로서 가 손상될 경우 이를 보수 하는(cross-linking) DNA (repair)

작용이 억제되어 세포사멸이 초래됨으로서 항암작용이 나타나는 것으로 알려

져 있다 시스플라틴은 년 에 의해서 처음 합성되었고(25). 1844 Peyrone , 1893

년 에 의해서 구조가 밝혀졌으나 년대에 에 의해Alfred Werner 1960 Rosenberg

서 세포성장 억제작용이 처음 알려졌으며 년 에서 처음으로 백금을1978 FDA

함유하는 항암제로 인정받았다 시스플라틴은 암종 육종 및 배아종(26,27). ,

등 여러 가지 암세포에 치료효과를 나타내는 것으로 알려져 두경부암 유방,

암 폐암 대장암 방광암 생식기암등 다양한 암 치료에 널리 이용되고 있, , , ,

다 그러나 시스플라틴에 내성을 가진 암세포가 나타나고 시스(28-30). (31),

플라틴을 투여할 경우 신장손상 감염 면역억제 위장장애 출혈 청신경, , , , ,

손상 등 여러 가지 부작용이 동반되어 이의 사용이 제한되고 있다(32,33).

시스플라틴의 부작용을 감소시키고 항암력을 증가시키기 위하여 시스플라틴

유도체를 개발하거나 다른 항암요법제와 병합하는 등의 방법들이 시도되고

있다 현재까지 많은 종류의 시스플라틴 유도체가 알려져 있는데 이들(34).

중에서 카보플라틴 이 가장 많이 사용되고 있다 카(carboplatin) (Fig.3)(35).

보플라틴의 장점은 체내에서 작용시간이 시스플라틴 보다 더 길어서 투여 간
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격을 늘려도 되고 신장독성이 현저히 더 적은 것으로 알려져 있다 그, (36).

러나 카보플라틴의 항암력이 암세포의 종류에 따라서 다르지만 일반적으로

시스플라틴보다 더 낮아서 시스플라틴과 같은 정도의 항암력을 위해서 카보,

플라틴을 배 정도 고용량으로 투여해야 하는 것으로 알려져 있다 따4 (37).

라서 아직까지도 플라틴계열의 항암제는 시스플라틴이 가장 많이 사용되고

있다 시스플라틴의 부작용이나 내성세포의 출현으로 시스플라틴 단독요법으.

로 치료가 어려운 경우 암치료를 위하여 다른 항암화학 요법제와 병합하거나

광역동 치료법과 병합치료하는 시도가 이루어지고 있다 시스플라틴(34,37).

은 난소암 유방암 폐암 및 두경부암 치료에 시스플라틴과 파크리탁셀, ,

( 을 병합하여 사용하면 치료효과가 증가한다고 하였고 위암Paclitaxel) (38),

치료에 와 을 삼중 병합치료에 이용하였고 담도암 치료5-FU Paclitaxel (39),

에 과 병용하여 사용하기도 하였다Gemcitabine (40). 시스플라틴과 광역동

치료를 병합하는 치료도 시도되고 있는데 등 은 근육종암 세포주 실, Ali (41)

험에서 시스플라틴과 aluminum phthalocyanine tetrasulfonate chloride

를 이용한 광역동치료에서 항암작용을 증가시켰고 등 은(AlS4Pc-Cl) , Wei (42)

자궁경부암 세포주인 세포에서 시스플라틴과HeLa ALA (5-aminolevulinic

를 병합하면 항암력이 증가한다고 하여 배양세포를 이용한 실험결과가acid)

보고되어 있다 그러나 암 조직에서 포토론을 이용한 광역동치료에 시스플라.

틴을 병용하여 치료효과를 관찰한 결과는 아직까지 보고되어 있지 않다 본.

연구는 광역동치료에 대한 시스플라틴의 효과를 생체실험을 통하여 관찰하기

위한 실험으로 대장암세포 를 생쥐에 주사하여, (CT26 cells) Nude tumor

를 만들어서 시스플라틴을 투여하고 을 이용한-bearing nude mouse photolon

광역동치료를 실시하여 암종의 크기와 암 조직의 유전자 발현을 mRNA

법으로 측정하여 시스플라틴과 광역동 치료의 영향을 관찰하였sequencing

다.
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재료 및 방법2.

실험재료A.

본 실험에 사용된 은 에cisplatin Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)

서 태우혈청 스트렙토마이신 페니실린 배지 등은, 10% , , , DMEM Gibco

에서 구매하여 사용하였다 실험동물은 종BRL(NY, USA) . KSN/Slc nude mouse

주령 수컷으로 중앙 실험동물 주 에서 구매하여 사용하였6 ( )(Seoul, KOREA)

고 대장암세포주는 로서 미국표준균주 배양수록 보존소 에, CT26 cell (ATCC)

서 구매하였고 광민감제는 포토론 을, (photolon) Belmedpreparaty(Minsk,

사에서 구매하여 사용하였다Belarus) .

실험동물사육B.

본 실험에서 사용한 실험동물은 종으로 년 일본Nude mouse (KSN/Slc) 1984

의 도쿄대학에서 종을 와 교배하여 발생된 변종으Balb/c nu/nu DDD/1 mouse

로 실험에서 숙주 로 이용되는xenograft transplantation (host) nude mouse

종이다 종 는 주령 수컷을 중앙 실험동물 주. KSN/Slc nude mouse 6 ( )(Seoul,

에서 구매하여 시간 명암주기 온도 상대습도 의KOREA) 12 , 20± 2 60± 5%℃

환경에서 사육하였고 동물실험은 조선대학교 동물실험 윤리 위원회 승인 승, (

인번호 을 받아 윤리규정에 따라서 실험을 실시하였다: CIACUC 2015-A0034) .

세포배양C.

생쥐 대장암세포 는 미국표준균주 배양수록 보존소 에서(CT26 cell) (ATCC)

구매하여 실험에 사용하였다 대장암세포는 태우혈청 스트렙토마이신. 10% ,

및 페니실린 을 함유한 배지(100 U/mL) (100 U/mL) DMEM (Gibco BRL, NY, USA)

를 사용하여 로 유지되는, 37 CO℃ 2 배양기에서 배양하였다.
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확립D. Colon cancer bearing mouse model

종 를 주일간 사육하여 환경에 적응시킨 후 암종 유도KSN/Slc nude mouse 1

동물로 이용하였다 배양한 생쥐 대장암 세포 를 처리하. (CT26 cell) trypsin

여 수집한 후 대장암세포(CT26 cells : 1x105 를 에cells/mouse) PBS 0.2 ml

부유하여 의 등에 피하 주사하였다 생쥐 대장암세포 주사 후 시nude mouse .

간 경과에 따라서 관찰하고 암종의 크기를 로 측정하였으digital caliper

며 일 경과 시 정도의 크기로 암종이 형성된 것을, 10 9 mm tumor-bearing

로 실험에 사용하였다mouse model .

광역동 치료E. (PDT)

실험동물에 형성된 암종의 크기가 이상인 마리9 mm tumor-bearing mouse 8

씩을 한 실험군으로 모두 실험군으로 나누었다 실험군은 레이저를 조사하5 .

지 않은 대조군과 시스플라틴군 레이저(3 mg/kg BW), 80 J/cm2 조사군 시스,

플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군 및 레이저 140 J/cm2 조사군으로 나누었다.

실험에 사용하는 광민감제는 포토론 으로(Photolon) Belmedpreparaty(Minsk,

사에서 구매하여 사용하였다 시스플라틴은 생리식염수에 용해시켜Belarus) .

서 포토론 주사 시간 전에 생쥐 체중 당 를 생쥐 복강1 kg 3 mg(3 mg/kg BW)

에 주사하였다 포토론은 생리식염수에 용해시켜서 체중 당. kg 2.5 mg(2.5

를 생쥐 복강에 주사하고 시간 경과한 후 반도체 레이저 수술기mg/kg BW) 2

(CERALASTM 를 이용하여 레이저Diode Laser 632 System, biolitec, Germany)

파장 를 조사하였다 암종에 레이저를 조사하고 시간 경과( 660 nm) (Fig.4). 24

후 각 실험군당 마리씩 경추 탈골하여 희생시킨 후 암종을 절제하여 일부는3

용액에 보관하여 검사를 위한 시료로 사용하고 일부는TRIzol RNA-seq , 10%

고정시켜서 조직소견관찰 시료로 사용하였다 각 실험군당paraformaldehyde .

마리씩은 레이저 조사전과 조사 후 시간 경과에 따라서 일까지 암종5 8
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의 크기를 측정하고 사진을 촬영하였다 암종의 크기는(tumor mass) . digital

로 측정하여 다음 식에 의해서 계산하였다caliper .

Tumor volume(mm3) = (width2 x length)/2

종양 조직 방법F. RNA-seq

절제한 종양조직에서 TRIzol® RNA Isolation Reagents (Life

를 이용하여 를 분리 하였고technologies, Carlsbad, CA, USA) total RNA ,

를 사용하고Agilent RNA 6000 Pico Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

BioAnalyzer 2100 automated electrophoresis system (Bio-Rad, Hercules,

을 이용하여 안정성을 분석하였다 분리된 는CA, USA) RNA . RNA TruSeq

을stranded mRNA sample preparation kit (illumina, San Diego, CA, USA)

이용하여 제조사의 방법에 따라서 를 준비하였다mRNA sequencing library .

는mRNA library Agilent DNA High sensitivity Kit (Agilent, Santa Clara,

를 이용하여 로 분석하고CA, USA) BioAnalyzer 2100 , CFX96 real time

을 이용하여 정량분석 하였다 각각의system (BioRad, Hercules, CA, USA) .

은 를 이용하여 분석하였고mRNA library sequencing Illumina HiSeq 2500 ,

의 는 을 이용하여 만든 다음cDNA libraries clusters TruSeq flow cell

를 이용하여TruSeq 200 cycle SBS kit (Illumina, San Diego, CA, USA)

로서 염기서열을 분석하였다 에서 수집100bp-end read . Illumina HiSeq 2500

된 염기서열 정보는 에 정장된 정보와 비교하여 분석하였다FASTQ format .

의 분석은Gene set DAVID Bioinformatics Resources 6.7, NIH(43)에서

을 이용 하Functional Annotation Tool 였다 실험군 간의 유전자 발현 차이.

는 값을 이용하여reads per kilobase per million mapped reads (RPKM)

을 측정하고 인 것을 유의fold-change false discovery rate (FDR) , p<0.05

한 것으로 하였다.
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조작학적 검사G.

생쥐로부터 절제한 암조직을 용액에서 고정시킨 후10% paraformaldehyde

탈수과정을 거처서 파라핀에 포매 한 후 의 절편으로 잘라 슬(embedding) 6 mμ

라이드 글라스 위에 붙여 파라핀을 제거하는 과정(xylene , , 100%Ⅰ Ⅱ Ⅲ→

각 분씩 을EtoH , 95% EtoH , 90% EtoH 80% EtoH 70% EtoH, 10 )Ⅰ Ⅱ→ Ⅰ Ⅱ→ → →

진행하였다. 염색 후 조직학적 소견을H&E 광학 현미경으로 관찰하였다.

통계처리H.

를 제외한 모든 측정 결과는 평균 표준편차 로 표시하RNA-seq ± (mean± SD)

였고 실험결과는, SPSS (Statistical Package for the Social Science, Ver.

통계 프로그램을 이용하여 분산분석12.0. SPSS Inc, Chicago, IL, USA)

을 실시하였고 시료 간 유의성은 에(ANOVA) , Duncan's multiple range test

의해서 수준에서 검증하였다P<0.05 .
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결 과3.

에 시행 후 종양 용적 변화A. Tumor-bearing nude mice PDT

가 종양의 성장에 미치는 영향을 직전 일 일 일 및 일PDT PDT (0 ), 2 , 4 8

에 각각 종양의 크기를 측정하여 관찰한 결과는 Table 1, Fig. 5, Fig. 6,

및 과 같다 를 시행하지 않은 대조군에Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9 Fig. 10 . PDT

서 종양의 크기는 실험시작 일 일 일 및 일에0 , 2 , 4 8 421±112, 512±

및121, 696±139 983±128 mm3 를 각각 나타내서 실험 시작 할 때에 비하여

일 일 및 일 경과 시에 종양의 크기가 및 가 각각 증가2 , 4 8 21%, 65% 133%

되어 시간이 경과 될수록 종양의 크기가 증가됨을 알 수 있다 시스플라틴을.

투여하고 를 시행하지 않은 시스플라틴군에서 종양의 크기는 실험시작PDT 0

일 일 일 및 일에 및, 2 , 4 8 429±124, 493±131, 672±133 995±142 mm3를

각각 나타내서 종양의 크기가 실험 시작 할 때에 비하여 일 일 및 일2 , 4 8

경과 시에 및 가 각각 증가되어 시간이 경과 될수록 종양의 크14%, 56% 131%

기가 증가됨을 알 수 있다 레이저. 80 J/cm2 조사군의 종양크기는 레이저 조

사 직전 일 과 조사 후 일 일 및 일에(0 ) 2 , 4 8 389±80, 479±101,

및572±113 657±107 mm3 를 각각 나타내서 종양의 크기가 레이저 조사 직

전에 비하여 레이저 조사 후 일 일 및 일 경과 시에 및2 , 4 8 27%, 47% 68%

가 각각 증가되어 시간이 경과 될수록 종양의 크기가 증가되나 를 시행, PDT

하지 않은 대조군에 비하여 종양의 크기 증가 속도가 감소됨을 알 수 있다

시스플라틴 레이저(Fig.5). + 80 J/cm2 조사군의 종양크기는 레이저 조사 직

전 일 과 조사 후 일 일 및 일에 및(0 ) 2 , 4 8 412±98, 491±93, 452±101

443±117 mm3를 각각 나타내서 레이저 조사 직전에 비하여 레이저 조사 후 2

일 일 및 일 경과 시에 종양의 크기가 각각 및 가 증가되어, 4 8 19%, 9% 7%

시간이 경과 될수록 종양의 크기가 증가되나 시스플라틴군이나 레이저, 80
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J/cm
2 조사군에 비하여 종양의 크기가 감소됨을 알 수 있다 레이저(Fig.6).

140 J/cm
2 조사군의 종양크기는 레이저 조사 직전 일 과 조사 후 일(0 ) 2 , 4

일 및 일에 및8 418±103, 558±110, 412±107 304±82 mm
3 를 각각 나타내

서 레이저 조사 직전에 비하여 레이저 조사 후 일 일 및 일 경과 시2 , 4 8

종양의 크기가 각각 및 가 증가되어 일에는 종양의 크기가33%, -1% -27% 2

증가되나 일과 일에는 종양의 크기가 실험시작 때 보다 더 감소됨을 알, 2 8

수 있다(Fig.7).

에 시행 후 종양 조직학적 소견B. Tumor-bearing nude mice PDT

가 종양에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 시행 일 후 생쥐를 희PDT PDT 1

생시켜 종양조직을 절제하여 고정시킨 후 염색하여 광학현미경으로 관찰H&E

한 결과는 및 와 같다 를 시행하지 않은 대조군과 시스Fig. 11 Fig. 12 . PDT

플라틴 군의 암조직을 관찰한 결과 세포는 무질서하고 모양이 불규칙하였으,

며 세포들이 핵이 진하고 크며 핵의 크기가 일정치 않고 세포 분열, , ,

이 보였으나 세포괴사는 나타나지 않았다 레이저(mitotic cell) . 80 J/cm2

조사군의 암조직을 관찰한 결과 세포핵이 진하고 크며 핵의 크기가 일정치,

않은 무질서하고 불규칙한 모양의 세포가 보였고 세포핵이 사라진 형태의,

세포가 나타났다 시스플라틴 레이저. + 80 J/cm2 조사군의 암조직을 관찰한 결

과 세포핵이 사라진 세포가 많이 나타났다.

대조군과 레이저C. 80 J/cm2 조사군의 암조직 유전자 세트( 발현Gene set)

비교

가 종양의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 레이저PDT 80

J/cm2 조사 일 후 생쥐를 희생시켜 종양조직을 절제해서 를 분리하여1 RNA

법으로 유전자 발현량을 측정하여 대조군과 레이저mRNA-sequencing , 80
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J/cm
2 조사군의 유전자 발현량의 차이를 비교한 결과 값이 이상log2(FC) 1

이고 값이 이하인 유전자 세트는 와 같다 아미노산 막이동p 0.05 Table 2 .

활성 관련 유전자 개는(Amino acid transmembrane transporter activity) 5 p

값이 이하면서 값이 이하였다 그러나 아민 막 이동 활성0.05 q 0.05 . (amine

관련 유전자 개 분비억제조절transmembrane transporter activity) 5 ,

관련 유전자 개 창상반응(negative regulation of secretion) 4 , (response

관련 유전자 개 유기산 운반 관련to wounding) 8 , (organic acid transport)

유전자 개 세포성장 조절 관련 유전자5 , (regulation of cell proliferation)

개 및 인산화 조절 관련 유전자 개는9 (regulation of phosphorylation) 7 p

값이 이하이었으나 값이 이상 이었다0.05 , q 0.05 .

대조군과 시스플라틴 레이저D. + 80 J/cm2 조사군의 암조직 유전자 세트 발현

비교

가 종양의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 시행PDT PDT 1

일 후 생쥐를 희생시켜 종양조직을 절제해서 를 분리하여RNA

법으로 유전자 발현량을 측정하여 대조군과 시스플라틴 레mRNA-sequencing , +

이저 80 J/cm2 조사군의 유전자 발현량의 차이를 비교한 결과 값이log2(FC)

이상이고 값이 이하인 유전자 세트는 과 같다 면역반응1 p 0.05 Table 3 .

관련 유전자 개 후천성 면역(Immune response) 17 , (Adaptive immune

관련 유전자 개 창상반응 관련 유전자response) 8 , (response to wounding)

개 항체매개 면역반응 관련 유13 , (Immunoglobulin mediated immune response)

전자 개 관련 유전자 개 및 세포5 , Antigen processing and presentation 5 B

매개 면역 관련 유전자 개는 값과 값이 모(B cell mediated immunity) 7 p q

두 이하였다0.05 .
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레이저E. 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직

유전자 세트 발현 비교

시스플라틴이 에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 레이저PDT 80 J/cm
2 조사

군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군에 시행 일 경과 후 생쥐를PDT 1

희생시켜 종양조직의 를 분리하여 법으로 유전자 발현량RNA mRNA-sequencing

의 차이를 비교한 결과 값이 이상이고 값이 이하인 유전log2(FC) 1 p 0.05

자 세트는 와 같다 화학주성 관련 유전자 개 면역Table 4, 5 . (chemotaxis) 12 ,

반응 관련 유전자 개 사이토카인 사이토카인 수용체 상(Immune response) 18 , -

호작용 관련 유전자 개 케모카(cytokine-cytokine receptor interaction) 13 ,

인 관련 유전자 개 케모카인 수용체 결합(chemokine) 7 , (chemokine receptor

관련 유전자 개 및 사이토카인 활성 관련 유전binding) 7 (cytokine activity)

자 개는10 p 값과 q 값이 모두 이하였다0.05 . 레이저 80 J/cm2 조사군에 비

하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군 에서 화학주성 관련 유(chemotaxis)

전자 개의 발현량은 배 증가되었고 면역반응 관12 18.023 , (Immune response)

련 유전자 개의 발현량은 배 사이토카인 사이토카인 수용체 상호작18 6.256 , -

용 관련 유전자 개의 발현량은(cytokine-cytokine receptor interaction) 13

배 케모카인 활성 관련 유전자 개의 발현량은7.278 , (chemokine activity) 7

배 사이토카인 활성 관련 유전자 개의 발현량32.637 , (cytokine activity) 10

은 배 및 염증반응 관련 유전자 개의 발현9.842 (inflammatory response) 10

량은 배 가 각각 증가되었다7.276 .
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레이저F. 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직

화학주성 관련 유전자 발현 비교(chemotaxis)

시스플라틴이 에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 레이저PDT 80 J/cm
2 조사

군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 화학주성 관(chemotaxis)

련 유전자 발현량을 법으로 측정하여 비교한 결과mRNA-sequencing log2(FC)

값이 이상이고1 p 값과 q 값이 이하인 유전자는 과 같다0.05 Table 6 . 레이

저 80 J/cm
2 조사군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직

화학주성 관련 및chemokine ligand 2, S100 calcium binding protein A9

유전자는 값이 이상이었고interleukin 8 receptor(beta) log2(FC) 4 ,

유전자는 값이 이었으며chemokine ligand 5 log2(FC) 3.56 , S100 calcium

와 유전자의binding protein A8 colony stimulating factor 3 receptor

값이 와 이었으며 및log2(FC) 2.96 2.31 , chemokine ligand 2, 7, 10, 12

유전자는 값이 이상 이하였다interleukin 1 beta log2(FC) 1 2 .

레이저G. 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직

면역반응(immune response)관련 유전자 발현 비교

레이저 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 면

역반응(immune response)관련 유전자 발현량을 법으로 측정mRNA-sequencing

하여 비교한 결과 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 이하인 유0.05

전자는 과 같다Table 7,8 .

레이저 80 J/cm2 조사군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조

직 면역관련 유전자 의 값은chemokine (C-X-C motif) ligand 2 log2(FC)

이었고4.71 , chemokine (C-X-C motif) ligand 1, chemokine (C-X-C motif)

및 유전자의ligand 5 growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma

값은 에서 사이였으며log2(FC) 2 3 , interleukin 6, chemokine (C-C motif)
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ligand 2, radical S-adenosyl methionine domain containing 2, chemokine

(C-C motif) ligand 7, chemokine (C-X-C motif) ligand 10, chemokine (C-C

motif) ligand 12, serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A,

및member 3G, interleukin 1 beta, guanylate binding protein 3,

유전자는 값이 이상 이하였다guanylate binding protein 2 log2(FC) 1 2 .

또한 histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1, CD74 antigen,

및histocompatibility 2, class II antigen E beta histocompatibility 2,

유전자의 발현량은class II antigen A, alpha 레이저 80 J/cm2 조사군에 비

하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군에서 감소되었고, 값은log2(FC) -2

이상 이하였다-1 .

레이저H. 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직

사이토카인 사이토카인수용체 상호반응(cytokine-cytokine receptor

interaction)관련 유전자 발현 비교

레이저 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 사

이토카인 사이토카인수용체 상호반응(cytokine-cytokine receptor

interaction)관련 유전자 발현량을 법으로 측정하여 비교한mRNA-sequencing

결과 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 이하인 유전자는0.05 Table

와 같다9 . 레이저 80 J/cm2 조사군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조

사군의 암조직 사이토카인 사이토카인 수용체 상호반응 관련 유전자

와 유전자chemokine (C-X-C motif) ligand 2 interleukin 8 receptor, beta

의 값은 과 이었고log2(FC) 4.71 4.02 , chemokine (C-X-C motif) ligand 5,

및colony stimulating factor 1 receptor chemokine (C-X-C motif) ligand

유전자의 값은 및 이었으며1 log2(FC) 3.56, 2.94 2.31 , chemokine (C-C

motif) ligand 12, interleukin 6, chemokine (C-C motif) ligand 2,
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및chemokine (C-C motif) ligand 7, colony stimulating factor 1 receptor

유전자의 값은 이상 이하chemokine (C-X-C motif) ligand 10 log2(FC) 1 2

였다.

레이저I. 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직

사이토카인 활성(cytokine activity)관련 유전자 발현 비교

레이저 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직 사

이토카인 활성(cytokine activity)관련 유전자 발현량을 법mRNA-sequencing

으로 측정하여 비교한 결과 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 0.05

이하인 유전자는 과 같다Table 10 . 레이저 80 J/cm2 조사군에 비하여 시스플

라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 사이토카인 활성 관련 유전자

및chemokine (C-X-C motif) ligand 2, chemokine (C-X-C motif) ligand 5

유전자의 값은 및chemokine (C-X-C motif) ligand 1 log2(FC) 4.71, 3.56

였고2.94 , chemokine (C-C motif) ligand 12, interleukin 6, chemokine

및 유전자의(C-C motif) ligand 2 chemokine (C-C motif) ligand 7

값은 이상 이하로 유전자 발현량이 증가하였다 반면에log2(FC) 1 2 . 레이저

80 J/cm2 조사군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 사이

토카인 활성 관련 유전자 유전자 값은secreted phosphoprotein 1 log2(FC)

로 유전자 발현량이 감소되었다-1.29 .

레이저J. 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직

케모카인 활성(chemokine activity)관련 유전자 발현 비교

레이저 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 케

모카인 활성(chemokine activity)관련 유전자 발현량을 법mRNA-sequencing

으로 측정하여 비교한 결과 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 0.05

이하인 유전자는 과 같다Table 11 .



17

레이저 80 J/cm
2 조사군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조

직 케모카인인 활성 관련 유전자 chemokine (C-X-C motif) ligand 2,

및 유chemokine (C-X-C motif) ligand 5 chemokine (C-X-C motif) ligand 1

전자의 값은 및 였고log2(FC) 4.71, 3.56 2.94 , chemokine (C-C motif)

ligand 12, chemokine (C-C motif) ligand 2, chemokine (C-C motif) ligand

및 유전자의 값은 이상7 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 log2(FC) 1 2

이하로 유전자 발현량이 증가하였다.

레이저K. 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직

케모카인 신호전달 경로(chemokine signaling pathway)관련 유전자 발현 비

교

레이저 80 J/cm2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 케

모카인 신호전달경로( 관련 유전자 발현량을chemokine signaling pathway)

법으로 측정하여 비교한 결과mRNA-sequencing 값이 이상이고log2(FC) 1 p

값과 q 값이 이하인 유전자는 와 같다0.05 Table 12 . 레이저 80 J/cm2 조사

군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 케모카인 신호전

달경로 관련 유전자 와chemokine (C-X-C motif) ligand 2 interleukin 8

유전자의 값은 과 였고receptor, beta log2(FC) 4.71 4.02 , guanine

nucleotide binding protein (G protein) gamma 8, chemokine (C-C motif)

ligand 12, chemokine (C-C motif) ligand 2, chemokine (C-C motif) ligand

및 유전자의 값은 이상7 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 log2(FC) 1 2

이하로 유전자 발현량이 증가하였다.



18

레이저L. 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직

염증반응(inflammatory response)관련 유전자 발현 비교

레이저 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조직 염

증반응(inflammatory response 관련 유전자 발현량을) 법으mRNA-sequencing

로 측정하여 비교한 결과 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 이0.05

하인 유전자는 과 같다Table 13 . 레이저 80 J/cm
2 조사군에 비하여 시스플라

틴 레이저+ 80 J/cm
2 조사군의 암조직 염증반응 관련 유전자 chemokine

및(C-X-C motif) ligand 2, chemokine (C-X-C motif) ligand 5 chemokine

유전자의 값은 및 였고(C-X-C motif) ligand 1 log2(FC) 4.71, 3.56 2.94 ,

chemokine (C-C motif) ligand 12, interleukin 6, chemokine (C-C motif)

및ligand 2, interleukin 1 beta, chemokine (C-C motif) ligand 7

유전자의 값은 이상 이하chemokine (C-X-C motif) ligand 10 log2(FC) 1 2

로 유전자 발현량이 증가하였다. 그러나 레이저 80 J/cm2 조사군에 비하여

시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직 염증반응 관련 유전자

유전자 값은 로 유전자 발현량이 감소되었다fibronectin 1 log2(FC) -1.05 .
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고 찰4.

본 연구는 포토론을 이용한 광역동 치료에 시스플라틴의 병합투여 효과를

관찰하기 위하여 생쥐 대장암세포 를 생쥐에 주사하여 암종(CT26 cells) Nude

이 유발된 을 이용하여 시스플라틴과tumor-bearing nude mouse model

을 투여하고 반도체 레이저를 이용하여 파장 빛을 조사한 후photolon 660nm

암종의 크기를 측정하고 암 조직의 유전자 발현 변화를 조사하였다 광역동, .

치료를 시행하지 않은 실험군에서 실험시작 일 일 일 및 일에 종0 , 2 , 4 8

양의 크기를 측정한 결과 대조군은 일에 비하여 일 일 및 일에 종0 2 , 4 8

양의 크기가 및 가 각각 증가되었고 시스플라틴군은 일에21%, 65% 133% , 0

비하여 일 일 및 일에 종양의 크기가 및 가 각각 증가2 , 4 8 14%, 56% 131%

되어 대조군과 시스플라틴군에서 모두 시간 경과에 따라서 종양의 크기가 증

가되었고 대조군과 시스플라틴군 사이에 암종의 크기 증가율의 차이도 없어,

서 시스플라틴 투여로는 인한 암종의 성장 억제 효과는 없는 것3 mg/kg BW

으로 생각된다 세포는 년. CT26 1975 등이 에서Griswold Balb/C mouse

으로 유발시킨 대장암에서 수립한 암 세포주로N-nitroso-N-methylurethane

서 항암제 개발을 위한 전임상 실험을 위한 에tumor-bearing animal medel

많이 이용되고 있는 암세포주다 본 실험에서 종 마우스에(44,45). KSN/Slc

세포를 주사하여 생성된 암종이 실험 일까지 계속 성장하는 것을 보CT26 8

여주고 있어서 종 마우스는 암세포가 암종을 형성하고 성장하KSN/Slc CT26

는 환경조건이 적절한 것으로 생각된다 레이저. 80 J/cm2 조사군의 종양크기

는 일에 비하여 일 일 및 일 경과 시에 및 가 각각 증0 2 , 4 8 27%, 47% 68%

가되어 대조군에 비하여 종양의 성장속도가 감소되어 포토론 주사 후 레이,

저 조사로 인하여 암종의 성장이 억제된 것으로 생각된다 또한 레이저. 140

J/cm2 조사군의 종양크기는 일에 비하여 일에는 가 증가하였으나0 2 33% , 4
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일 과 일에는 와 가 각각 감소되어 레이저8 1% 27% 80 J/cm
2 조사군에 비하

여 종양의 크기가 현저히 감소하여 레이저 조사량이 증가되면 암종의 성장

억제효과가 더 증가하는 것으로 추측된다 광역동 치료는 빛에너지를 이용하.

여 광과민 물질을 활성화시켜서 치료 효과가 나타나게 하는 치료법으로 암치

료에 사용되는 광과민 물질은 세대와 세대가 있다 세대 광과민제로서 폴1 2 . 1

피린 계로써 포토젬 포토프린(porphyrin) (Photogem, Russia), (Photofrin,

및 포토산 이 상품화 되어 사용되었다Canada) (Photosan, Germany) (46-48).

그러나 이들 폴피린계 광과민 물질은 투여 후 일이 지나야 암조직 세포1-2

에서 최고농도에 도달하고 체내에 주 동안이나 남아있으며 파장2-3 , 630 nm

빛에 의해서 활성화가 일어난다 빛의 파장은 빛의 피부 침투력과 연관이 있.

는데 파장이 증가되면 빛의 침투력도 증가되는 것으로 알려져 있다 지속시, .

간이 짧고 더 긴 파장의 빛에서 활성화가 일어나는 제 세대 광과민 물질로2

서 유도체가 개발되었다 포토론은 지용성인 클로린 에chlorin (16,17). (e6)

을 중합시켜 수용성으로 전환시킨 물질로서 정맥주사polyvinylpyrrolidone

후 시간 정도 경과하면 암 세포에 축적이 일어나는 것으로 알려져 있기 때1

문에 본 실험에서는 포토론을 복강주사하고 시간 경과 후 파장 레이2 660 nm

저를 조사하여 포토론이 암종에 침투하여 축적될 수 있는 충분한 시간이 경

과 되도록 하였다 본 실험결과 레이저. 80 J/cm2 조사군의 종양크기는 일0

에 비하여 일 일 및 일 경과 시에 및 가 각각 증가되었2 , 4 8 27%, 47% 68%

고 시스플라틴 레이저, + 80 J/cm2 조사군의 종양크기는 일에 비하여 일0 2 ,

일 및 일 경과 시에 각각 및 가 증가되어 시간이 경과 될수록4 8 19%, 9% 7%

종양의 크기가 증가되나 레이저, 80 J/cm2 조사군에 비하여 종양의 크기가

감소되어 시스플라틴 주사로 종양의 크기가 유의하게 감소되는 것을 보여주

고 있다 시스플라틴을 에 복강주사하면 대부분의 조직에 분. nude mouse 15

이내에 최고 농도에 도달하고 분에서 시간 동안 지속되는 것으로 알려, 30 4
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져 있어서 본 실험에서 시스플라틴 주사 후 레이저 조사까지 시간이(49), 3

경과되어 레이저 조사 시에 조직 시스플라틴 농도가 최고점에 있었을 것으로

생각된다 시스플라틴의 생쥐 치사량 은 이상으로 알. (lethal dose) 20 mg/kg

려져 있는데 본 실험에서는 시스플라틴을 주사하여 일반적으(49,50) 3 mg/kg

로 사용하는 용량인 보다 더 낮은 농도로 사용하였다 시스플라틴5 mg/kg .

단독 사용군에서 암종의 크기는 대조군과 차이를 나타내지 않았으나 시스플,

라틴 레이저+ 80 J/cm
2 군에서 시스플라틴군이나 레이저 80 J/cm

2 군에 비하여

암종의 크기가 유의하게 감소된 것은 시스플라틴과 활성화된 포토론의 상호

작용에 의한 암종 성장억제 효과에 의한 결과로 생각된다. 등 은 근Ali (41)

육종세포주에 저용량 시스플라틴과 계 광민감제를 이용한 광phthalocyanine

역동 실험에서 항암작용이 증가되었다고 하였고 등 은 세포를, Ge (50) CT26

이용한 실험에서 시스플라틴과 광민감제로서 포토젬을 이용한 실험에서 항암

력이 증가된다고 하였는데 본 실험에서 을 이용한, tumor-bearing muse model

실험에서도 정도의 낮은 용량의 시스플라틴 투여로 포토론에 의한3 mg/kg

광역동 치료 효과가 증가되어 저용량 시스플라틴이 포토론에 의한 광역동치

료 효과를 증가시키는 것으로 생각된다. 시행 일 후 생쥐를 희생시켜PDT 1

종양조직을 절제하여 고정시킨 후 염색하여 광학현미경으로 관찰한 결과H&E

를 시행하지 않은 대조군과 시스플라틴 군의 암조직은 무질서하고 모양PDT ,

이 불규칙하며 세포핵이 진하고 크기가 일정치 않은 세포들이 나타났으며, , ,

세포괴사는 나타나지 않았다 레이저. 80 J/cm2 조사군의 암조직은 암세포들

사이에 세포핵이 사라진 형태의 세포가 몇 개 나타나고 임파구로 추정되는, ,

세포가 일부분에서 관찰되어 세포괴사가 부분적으로 조금씩 일어나는 소견,

을 나타냈다 시스플라틴 레이저. + 80 J/cm2 조사군의 암조직을 관찰한 결과

세포핵이 사라진 세포가 현미경시야에서 전반적으로 관찰되어 암조직 전체적

으로 괴사가 일어나고 있고 임파구로 추정되는 세포가 매우 많이 관찰되어,
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염증반응이 증가된 것으로 추정된다 세포가 사멸하는 과정은 세포고사.

와 세포괴사 가 있는데 세포고사는 세포자연사라고도(apoptosis) (necrosis) ,

하며 세포가 정상적인 삶의 과정을 마친 뒤에 죽는 것이고 세포괴사는 정상,

적인 삶의 과정을 끝마치지 못하고 물리적인 손상이나 산소공급 부족 또는

독성물질에 노출되어 죽는 것이다 광역동 치료에서 광과민 물질이 세포(51).

에서 용해소체 나 미토콘드리아 내에 축적되는데 이때 레이저 조(lysosome) ,

사 가 이루어지면 용해소체 가수분해효소(irradiation) (lysosomal hydrolase)

가 세포질 로 흘러나와서 세포괴사가 일어나게 된다 또한 광(cytoplasm) (52).

역동 치료를 시행하면 혈관 내피세포 가 손상되고 혈관이(endothelial cell)

수축되며 혈전이 형성되어 혈관의 폐쇄가 일어나 이차적으로 종양 괴사가,

유도될 수도 있다 본 실험에서 레이저(53,54). 80 J/cm2 조사군 보다 시스플

라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 암조직에서 세포괴사가 증가된 것으로 나타

나서 포토론 사용에 의한 광역동 치료에 시스플라틴이 암세포의 괴사를 증가

시키는 작용이 있는 것으로 추정된다 포토론이 파장 레이저에 의해. 660 nm

서 광감작반응이 일어나면 반응성 산소종 (ROS: reactive oxygen species)

이 발생하여 이에 의해서 반응이 일어나는데 중에서 세포에 반응성이, ROS

가장 강한 것은 hydroxy radicals(OH. 이다 는) (13,55). Hydroxy radicals

로부터 금속이온superoxide (Cu++ or Fe
++ 의 촉매로 생성될 수 있는데) (56),

시스플라틴이 생성을 증가시킬 수 있는 것으로 알려져 있어서 시스ROS (57),

플라틴을 병합투여하면 에 의한 독성이 더 증가 될 수 있을 것으로 추측ROS

된다 는 단백질 지질 및 핵산과 반응하여 이들의 생리기능을 억제하기. ROS ,

때문에 광역동 치료에 시스플라틴을 병합하면 치료효과가 증가되는 것은 ROS

에 의한 요인도 작용될 것으로 추측된다 가 종양의 유전자 발현에 미치. PDT

는 영향을 관찰하기 위하여 시행 일 후 생쥐를 희생시켜 종양조직을PDT 1

절제해서 를 분리하여 법으로 유전자 발현량을 측정하RNA mRNA-sequencing



23

여 대조군 레이저, , 80 J/cm
2 조사군 및 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군

을 서로 비교한 결과 대조군과 레이저 80 J/cm
2 조사군을 비교하여 log2(FC)

값이 이상이고1 p 값과 q 값이 모두 이하인 유전자 세트는 아미노산0.05

막이동 활성 관련 유전자(Amino acid transmembrane transporter activity)

개였다 또한5 . 대조군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm
2 조사군의 유전자 발현

량의 차이를 비교하여 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q값이 모두 이0.05

하인 유전자 세트는 면역반응 관련 유전자 개 후천성(Immune response) 17 ,

면역 관련 유전자 개 창상반응(Adaptive immune response) 8 , (response to

관련 유전자 개 항체매개 면역반응wounding) 13 , (Immunoglobulin mediated

관련 유전자 개immune response) 5 , Antigen processing and presentation

관련 유전자 개 및 세포매개 면역 관련 유전5 B (B cell mediated immunity)

자 개였다7 . 이러한 실험결과로서 포토론을 이용한 광역동 치료 후 일에1

암조직에서 면역반응 관련 유전자의 발현은 큰 차이가 없는 것으로 생각된

다 그러나 시스플라틴을 투여하고 난 후 포토론을 이용하여 광역동 치료를.

시행하면 시행 일 후에 암조직에 면역반응 관련 유전자의 발현이 증가되는1

것으로 나타나서 저용량 시스플라틴이 광역동 치료에 의한 면역반응을 증가

시킬 수 있을 것으로 추측된다 시스플라틴은 면역세포에 독성을 나타내는.

것으로 알려져 있는데 본 실험에서는 저용량의 시스플라틴을 사용하여 면역,

세포에 대한 억제작용은 거의 없는 것으로 추측된다. 80 J/cm2 조사군과 시

스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군의 종양조직 유전자 발현량의 차이를 비교

하여 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 이하인 유전자는 화학주0.05

성 관련 유전자 개 면역반응 관련 유전자(chemotaxis) 12 , (Immune response)

개 사이토카인 사이토카인 수용체 상호작용18 , - (cytokine-cytokine receptor

관련 유전자 개 케모카인 관련 유전자 개 케interaction) 13 , (chemokine) 7 ,

모카인 수용체 결합 관련 유전자 개 및 사이토(chemokine receptor binding) 7
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카인 활성 관련 유전자 개 등 면역반응 관련 유전자의(cytokine activity) 10

발현 차이가 큰 것으로 나타났다 광역동치료에 의해서 암세포에 대한 면역.

반응이 증가된다는 보고가 있다 광역동 치료에 의해서 암세포에 대한(58).

세포면역을 나타내는 세포독성 티세포(CD8+ 가 증가하고 자연살해T cells) ,

세포 가 증가되어 항암작용이 나타난다는 보고도 있다(NK cells) (59). 본 실

험에서 레이저 80 J/cm
2 조사군과 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm

2 조사군의 암조

직 유전자 발현량을 비교하여 값이 이상이고log2(FC) 1 p 값과 q 값이 0.05

이하인 면역반응(immune response)관련 유전자는 chemokine (C-X-C motif)

ligand 2, chemokine (C-X-C motif) ligand 1, chemokine (C-X-C motif)

ligand 5, growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma, interleukin

6, chemokine (C-C motif) ligand 2, radical S-adenosyl methionine

domain containing 2, chemokine (C-C motif) ligand 7, chemokine (C-X-C

motif) ligand 10, chemokine (C-C motif) ligand 12, serine (or cysteine)

peptidase inhibitor, clade A, member 3G, interleukin 1 beta, guanylate

및 유전자였다binding protein 3, guanylate binding protein 2 . Chemokine

은 대식구(C-X-C motif) ligand 1 ( 와 호중구 에서 발macrophage) (neutrophil)

현되는 으로 호중구에 대한 화학주성을chemokine 나타내고(60), chemokine

(C-X-C motif) ligand 2 는 단핵구 와 대식구에서 분비되며 다형핵(monocyte)

구 에 대한 강력한 화학주성을 나타내며(polymorphonuclear leukocyte)

(61,62), chemokine (C-X-C motif) ligand 5 는 급성 염증반응이 일어나면

내피세포 나 호중구에서 분비되어 호중구를 활성화(endothelial cell)

시키는 역할을 하며(activation) (63), chemokine (C-X-C motif) ligand 10

는 단핵구나 내피세포에서 분비되어 단핵구 대식세포 에, , T cell, NK cell

대한 강력한 화학주성을 나타내며(64,65), chemokine (C-X-C motif) ligand

12 는 여러 조직에서 합성되며 임파구에 대한 강력한 화학주성을 나타내는
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것으로 알려져 있다(66). 는 활성화된 대식구Interleukin 6 (activated

에서 분비되어 염증반응을 유발하는 역할을 하며 과 대macrophages) T cells

식구에 작용하여 면역반응을 증가시키는 작용을 한다(67). chemokine (C-C

motif) ligand 7 는 대식세포에서 분비되며 단핵구에 대한 화학주성을 나타

내며(68), chemokine (C-C motif) ligand 12 는 대식세포에서 분비되며 단핵

구 호산구 임파구에 대한 화학주성을 나타낸다, , (69). 따라서 시스플라틴을

투여하고 레이저 80 J/cm
2 를 조사하면 단핵구 호산구 임파구 등 면역, , 세포

들이 모여들고 이들의 활성화가 일어나서 면역반응이 증가될 것으로 생각된

다. 등 은 생쥐 를 이용한 광역동 치료에서 호중구가Sun (70) SCCVII tumor

증가되어 면역반응을 증가 시킨다고 하였는데 본 실험에서는 암조직에서 호,

중구뿐만 아니라 단핵구 대식세포 에 대한 화학주성을 나, , T cell, NK cell

타내는 과 이 증가되어 암세포에 대한 면역반응이 증가chemokine cytokine

될 것으로 추측된다. 또한 histocompatibility 2, class II antigen A, beta

및1, CD74 antigen, histocompatibility 2, class II antigen E beta

유전자의 발현량은histocompatibility 2, class II antigen A, alpha 레이

저 80 J/cm2 조사군에 비하여 시스플라틴 레이저+ 80 J/cm2 조사군에서 감소되

었고, 값은 이상 이하였다 면역반응에서log2(FC) -2 -1 . MHC class II

은 에서 합성되어 의antigen antigen presenting cell antigen processing

에 관여하는데 본 실험에서(71), histocompatibility 2, class II antigen

A, beta 1, CD74 antigen, histocompatibility 2, class II antigen E beta

및 등이histocompatibility 2, class II antigen A, alpha 시스플라틴 레이+

저 80 J/cm2 조사군에서 감소되어 시스플라틴을 투여하고 레이저 80 J/cm
2 를

조사하면 식세포들의 과정이 억제 될 것으로 생각된다antigen processing .

이상의 실험으로 에서 포토론을 이용한CT26 tumor bearing nude mouse model
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광역동 치료에 저용량 시스플라틴을 병용하면 암세포의 괴사가 증가되고 암,

조직에 면역반응이 증가되는 것으로 나타나서 시스플라틴과 광역동 치료를

병행하면 암치료에 상승효과가 있을 것으로 추측되며 이에 대한 계속적인,

연구가 있어야 할 것으로 생각된다.
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요 약

광역동치료 는 암조직이나 암세포에 선택적으로(photodynamic therapy; PDT)

빛을 조사하여 치료하는 비침윤성 암치료 방법이다 는 빛을 조사할 수. PDT

있는 암의 치료에 이용할 수 있는데 빛의 투과에 한계와 광민감제의 항암효,

과 제한으로 암치료 효과를 증강시킬 수 있는 방법의 개발이 절실하다 본.

연구는 와 저용량 시스플라틴을 병합하여 저용량 시스플라틴이 에 미PDT PDT

치는 영향을 알아보기 위하여 실시하였다 실험군은 레이저를 조사하지 않은.

대조군과 시스플라틴군 레이저(3 mg/kg BW), 80 J/cm2 조사군 시스플라틴, +

레이저 80 J/cm2 조사군 및 레이저 140 J/cm2 조사군으로 나누었다 배양 대.

장암세포 를 생쥐에 주사하여 암종을 유발하여(CT26 cells) Nude CT26 tumor-

을 만들어 시스플라틴 을 투여하고bearing mouse model (3 mg/kg BW)

을 이용한 광역동치료를 실시한 후 암종의 크기를 측photolon(2.5 mg/kg BW)

정하여 비교하고 광역동치료 일 후 암조직에서 를 분리하여, 1 RNA mRNA

을 실시하여 유전자 발현의 변화를 측정하였다sequencing . 을Tumor volume

관찰한 결과 대조군은 시행일에 비하여 일째에 가 증가되었고PDT 8 133% ,

시스플라틴 투여군은 가 증가되었다118% . 80 J/cm2 군은 직전에 비하여PDT

일 후 가 증가되었고PDT 8 68% , Cis+80 J/cm2 군은 직전에 비하여PDT PDT 8

일 후 가 증가되었다7% . 140 J/cm2 군은 직전에 비하여 일 후PDT PDT 8 27%

가 감소되었다. PDT 일 후 암조직을 절제하여 에 고1 10% paraformaldehyde

정시킨 후 염색하여 관찰한 결과 대조군과 시스플라틴 투여군은 괴사세포HE

가 관찰되지 않았고, 80 J/cm2 군은 암조직에 부분적으로 세포괴사가 관찰되

었으며, Cis+80 J/cm2 군은 암조직에서 광범위하게 괴사세포가 관찰되었다.

PDT 일 후 암조직을 절제하여 분석결과 대조군과1 mRNA-seq 80 J/cm2 군을

비교한 결과 면역반응관련 유전자의 발현차이가 없었다. 80 J/cm2 군과

Cis+80 J/cm2 군을 비교한 결과 Cis+80 J/cm
2 군에서 면역반응에 관여하는
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유전자의 발현이 증가되었다 일 후 암조직을 절제하여 분석. PDT 1 mRNA-seq

결과 군 과 군을 비교한 결과 면역반응에 관여하는80 J/cm2 Cis+80 J/cm2

유전자중 관련 유전자의 발현차이가 있었고Chemotaxis 12 , Immun response

관련 유전자의 발현차이가 있었다 관련 유전자의18 . Chemokine activity 7

발현차이가 있었고 관련 유전자의 발현차이가 있었으, Cytokine activity 10

며 관련 유전자의 발현차이가 있었다, Inflammatory response 10 . Chemokine

관련 유전자의 발현차이가 있었다signaling pathway 9 . CT26 tumor-

bearing nude mouse 를 이용하여 시스플라틴과 포토론을 이용한 를 시행PDT

한 결과 이 현저히 감소되었고 암조직에서 면역반응관련 유전tumor volume ,

자의 발현이 증가되어 저용량 시스플라틴 과 병합요법은 암치료 효과를PDT

증강시킬 수 있는 효과적인 치료법이 될 가능성이 있는 것으로 추측된다.
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Fig. 1. Three elements of photodynamic therapy
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porphyrin chlorin Chlorin e6

Fig. 2. Structure of photosensitizers
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Cisplatin carboplatin oxaliplatin

Fig. 3. Platinum compounds



41

Fig. 4. Laser irradiation with a 660 nm red light
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Fig. 5. Photography of tumor-bearing nude mice after

photodynamic therapy with 80 J/cm2.



43

Fig. 6. Photography of tumor-bearing nude mice after

photodynamic therapy(80 J/cm
2) combind with cisplatin.
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Fig. 7. Photography of tumor-bearing nude mice after

photodynamic therapy with 140 J/cm2.
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Table 1. Effects of PDT on growth of tumor in mouse

CT26 tumor-bearing mice were irradiated with laser light at 2

hours after intra-peritoneal injection of photolon (2.5 mg/kg)

and at 3 hours after intra-peritoneal injection of cisplatin (3

mg/kg). Tumors size was measured by digital caliper and tumor

volume calculated using the following formula ;

  Tumor volume(mm3) = [(width)
2 x length]/2.

  Values are mean± SD, n=5.

Groups
Tumor volume(mm

3)

0 day 2 days 4 days 8 days

Control 421±112 512± 21 696±139 983±128

Cisplatin 429±124 493±131 672±133 995±142

80 J/cm2 389± 80 497±101 572±113 657±107

Cis+80 J/cm2 412± 98 491± 93 452±101 443±117

140 J/cm2 418±103 558±110 412±107 304± 82
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Fig. 8. Photography of tumor-bearing nude mice 8 days after

photodynamic therapy.



47

Fig. 9. Tumor volume of tumor-bearing mice 8 days after PDT.

Values are mean± SD (n=5). Values with different

superscripts are significantly different at the p<0.01 by

Duncan's multiple range test.
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Fig. 10. Histologic findings of tumor tissues from mice with PDT.

A. Fourteen days after inoculation, the tumor tissue was dense

with mitotic figures, and no infiltration of immune cells was

observed. Hematoxylin eosin (HE) stain, original magnification

×100. ( bar 20 µm). B.1 day after cisplatin injection, the

tumor tissue was dense with mitotic figures, and necrotic

area was not observed. C. 1 day after PDT, necrotic area was

observed in tumor tissue. D. 1 day after Cis+PDT treatment, a

large area of necrosis(N) was in visible, and infiltrating

immune cells were present.
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Fig. 11. Histologic findings of tumor tissues of tumor bearing

mouse. A. Fourteen days after inoculation, the tumor

tissue was dense with mitotic figures, and no

infiltration of immune cells was observed. Hematoxylin

eosin (HE) stain, original magnification × 200. ( bar 20

µm). B.1 day after cisplatin injection, the tumor tissue

was dense with mitotic figures, and necrotic area was not

observed. C. 1 day after PDT, necrotic area was observed

in tumor tissue. D. 1 day after Cis+PDT treatment, a

large area of necrosis (N) was in visible, and

infiltrating immune cells were present.
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Table 2. Gene set analysis from the DEGs selected by log2(FC) 1≥

& P-value 0.05 &≤ q-value 0.05 in the comparison unit of≤

control vs 80 j/cm
2

DEGs : differentially expressed genes

Fold Enrichment : The ratio of the two proportions.

Bonferroni, FDR (False Discovery Rate) are different 'standard'

statistics for multiple comparison corrections.

     Term Count P-value
Fold

Enrichment
Bonferroni FDR

Amino acid
transmembrane
 transporter activity

5 2.576E-05 28.272 4.422.E-03 3.149.E-02

 Amine
transmembrane
transporter activity

5 6.448E-05 22.438 1.103.E-02 7.879.E-02

 Negative regulation
of secretion

4 9.391E-05 43.762 5.524.E-02 1.388.E-01

 Response to
wounding

8 1.312E-04 6.810 7.630.E-02 1.938.E-01

 Carboxylic acid
transport

5 3.141E-04 14.919 1.731.E-01 4.635.E-01

 Organic acid
transport

5 3.264E-04 14.770 1.792.E-01 4.816.E-01

 Regulation of cell
proliferation

9 3.386E-04 4.941 1.853.E-01 4.995.E-01

 Regulation of
hosphorylation

7 3.630E-04 7.130 1.972.E-01 5.353.E-01
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Table 3. Gene set analysis from the DEGs selected by log2(FC) 1≥

& P-value 0.05 &≤ q-value 0.05 in the comparison unit of≤

control vs Cis+80 j/cm
2

  Term   Count P-value
Fold

Enrichment
Bonferroni FDR

  Immune response 17 9.723E-09    6.130 8.576.E-06 1.512.E-05

  Adaptive immune
response

8 5.418E-07   16.176 4.778.E-04 8.423.E-04

  Response to wounding 13 7.004E-07     6.363 6.176.E-04 1.089.E-03

  Immunoglobulin
mediated immune
response

7 1.663E-06    18.872 1.465.E-03 2.585.E-03

  Antigen processing and
presentation of peptide
antigen via MHC class II

5 1.826E-06     53.078 1.610.E-03 2.840.E-03

  B cell mediated
immunity

7 2.003E-06     18.292 1.765.E-03 3.114.E-03
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Table 4. Gene set analysis from the DEGs selected by log2(FC) 1≥

& P-value 0.05 &≤ q-value 0.05 in the comparison unit of 80≤

j/cm
2 vs Cis+80 j/cm

2

  Term Count P-value
Fold

Enrichment
Bonferroni FDR

  Chemotaxis 12 4.609E-11 18.023 4.291.E-08 7.215.E-08

  Immune response 18 2.289E-09 6.256 2.131.E-06 3.584.E-06

  Cytokine-cytokine
receptor
interaction

13 7.034E-08 7.279 3.658.E-06 6.834.E-05

 Chemokine activity 7 5.818E-08 32.637 1.030.E-05 7.146.E-05

  Chemokine
receptor binding

7 6.845E-08 31.800 1.212.E-05 8.408.E-05

  Cytokine activity 10 6.519E-07 9.843 1.154.E-04 8.008.E-04
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Table 5. Functional categories of differential expressed genes in

tumor tissues from 80 J/cm
2 vs Cis+80 J/cm

2 mice

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Il6 : interleukin 6, Ccl2 :

chemokine (C-C motif) ligand 2, Cxcl5 : chemokine (C-X-C motif) ligand

5, Cxcl2 : chemokine (C-X-C motif) ligand 2, Rsad2 : radical S-adenosyl

methionine domain containing 2, H2-Ab1 : histocompatibility 2, class II

antigen A, beta 1, Ccl7 : chemokine (C-C motif) ligand 7, Cd74 : CD74

antigen, Cxcl10 : chemokine (C-X-C motif) ligand 10, Ccl12 : chemokine

(C-C motif) ligand 12, Serpina3g : serine (or cysteine) peptidase

inhibitor, clade A, member 3G, H2-Eb1 : histocompatibility 2, class II

antigen E beta, Gadd45g : growth arrest and DNA-damage-inducible 45

gamma, Il1b : interleukin 1 beta, H2-Aa : histocompatibility 2, class

II antigen A, alpha, Gbp3 : guanylate binding protein 3, Gbp2 :

guanylate binding protein 2.

Term  Genes
 Fold       
Enrichment

 p_value

  Chemotaxis
CCL12, CCL2, CXCL5, S100A8,
CXCL2, S100A9, IL1B, CSF3R,
CXCR1, CXCR2, CCL7, CXCL10

18.023 4.609E-11

  Immune response

 CXCL1, IL6, CCL2, CXCL5, CXCL2,
RSAD2, H2-AB1, CCL7, CD74,
CXCL10, CCL12, SERPINA3G,
H2-EB1,GADD45G, IL1B, H2-AA,
GBP3, GBP2

6.256 2.289E-09

 Cytokine-cytokine

receptor interaction

 CXCL1, CCL12, IL6, CCL2, CXCL5,
CXCL2, IL1B, CSF3R, CXCR1,
CXCR2, CCL7, CSF1R, CXCL10

7.278 7.034E-08

 Chemokine activity
 CXCL1, CCL12, CCL2, CXCL5,
CXCL2, CCL7, CXCL10

32.637 5.818E-08

 Cytokine activity
 CXCL1, CCL12, IL6, CCL2,
CXCL5, CXCL2, IL1B, CCL7,
CXCL10, SPP1

9.842 6.519E-07

  Inflammatory 
response

 CXCL1, CCL12, IL6, CCL2, CXCL5,
CXCL2, IL1B, CCL7, FN1, CXCL10

7.276 8.19E-06
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Table 6. Select tumor tissue transcripts in 80 J/cm2 vs Cis+80 J/cm2

mice related to chemotaxis

Ccl12 : chemokine ligand 12, Ccl2 : chemokine ligand 2, Cxcl5 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 5, S100a8 : S100 calcium binding

protein A8 (calgranulin A), Cxcl2 : chemokine (C-X-C motif) ligand

2, S100a9 : S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B), Il1b :

interleukin 1 beta, Csf3r : colony stimulating factor 3 receptor

(granulocyte), Cxcr2 : interleukin 8 receptor, beta, Ccl7 :

chemokine (C-C motif) ligand 7, Cxcl10 : chemokine (C-X-C motif)

ligand 10.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

S100a8 35.03 272.93 2.96 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

S100a9 19.14 391.71 4.35 0.00005 0.010965

Il1b 21.55 47.76 1.15 0.00005 0.010965

Csf3r 1.38 6.82 2.31 0.00005 0.010965

Cxcr2 0.27 4.38 4.02 0.00015 0.025985

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965
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Table 7. Up-regulated genes related to immune response in tumor

tissue of Cis+80 J/cm
2 mice compared to 80 J/cm

2 mice

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Il6 : interleukin 6,

Ccl2 : chemokine (C-C motif) ligand 2, Cxcl5 : chemokine (C-X-C

motif) ligand 5, Cxcl2 : chemokine ligand 2, Rsad2 : radical

S-adenosyl methionine domain containing 2, Ccl7 : chemokine (C-C

motif) ligand 7, Cxcl10 : chemokine (C-X-C motif) ligand 10, Ccl12

: chemokine (C-C motif) ligand 12, Serpina3g : serine (or cysteine)

peptidase inhibitor, clade A, member 3G, Gadd45g : growth arrest

and DNA-damage-inducible 45 gamma, Il1b : interleukin 1 beta, Gbp3

: guanylate binding protein 3, Gbp2 : guanylate binding protein 2.

Gene  80 J/cm2
 Cis+80 J/cm

2
 log2(FC)  p_value  q_value

Cxcl1 2.97 22.78 2.94 0.00005 0.010965

Il6 16.50 48.31 1.55 0.00005 0.010965

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

Rsad2 1.17 3.83 1.71 0.00025 0.038652

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Serpina3g 9.92 29.86 1.59 0.00005 0.010965

Gadd45g 13.13 70.52 2.43 0.00005 0.010965

Il1b 21.55 47.76 1.15 0.00005 0.010965

Gbp3 1.75 6.27 1.84 0.00005 0.010965

Gbp2 2.66 9.31 1.81 0.00005 0.010965
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Table 8. Down-regulated genes related to immune response in tumor

tissue of Cis+80 J/cm2 mice compared to 80 J/cm2 mice

H2-Ab1 : histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1, Cd74 :

CD74 antigen, H2-Eb1 : histocompatibility 2, class II antigen E

beta, H2-Aa : histocompatibility 2, class II antigen A alpha.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

H2-Ab1 18.61 6.13 -1.60 0.00005 0.010965

Cd74 70.47 22.11 -1.67 0.00005 0.010965

H2-Eb1 14.95 4.63 -1.69 0.00005 0.010965

H2-Aa 32.16 8.98 -1.84 0.00005 0.010965
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Table 9. Select tumor tissue transcripts in 80 J/cm2 vs Cis+80 J/cm2

mice related to cytokine-cytokine receptor interaction

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Ccl12 : chemokine (C-C

motif) ligand 12, Il6 : interleukin 6, Ccl2 : chemokine (C-C motif)

ligand 2, Cxcl5 : chemokine (C-X-C motif) ligand 5, Cxcl2 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 2, Csf3r : colony stimulating factor

3 receptor (granulocyte), Cxcr2 : interleukin 8 receptor, beta,

Ccl7 : chemokine (C-C motif) ligand 7, Csf1r : colony stimulating

factor 1 receptor, Cxcl10 : chemokine (C-X-C motif)

ligand 10.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

Cxcl1 2.97 22.78 2.94 0.00005 0.010965

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Il6 16.50 48.31 1.55 0.00005 0.010965

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

Il1b 21.55 47.76 1.15 0.00005 0.010965

Csf3r 1.38 6.82 2.31 0.00005 0.010965

Cxcr2 0.27 4.38 4.02 0.00015 0.025985

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Csf1r 26.88 13.28 -1.02 0.00015 0.025985

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965
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Table 10. Select tumor tissue transcripts in 80 J/cm
2 vs Cis+80

J/cm2 mice related to cytokine activity

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Ccl12 : chemokine (C-C

motif) ligand 12, Il6 : interleukin 6, Ccl2 : chemokine (C-C motif)

ligand 2, Cxcl5 : chemokine (C-X-C motif) ligand 5, Cxcl2 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 2, Ccl7 : chemokine (C-C motif)

ligand 7, Cxcl10 : chemokine (C-X-C motif) ligand 10, Spp1 :

secreted phosphoprotein 1.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

Cxcl1 2.97 22.78 2.94 0.00005 0.010965

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Il6 16.50 48.31 1.55 0.00005 0.010965

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965

Spp1 11285.80 4630.04 -1.29 0.00005 0.010965
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Table 11. Select tumor tissue transcripts in 80 J/cm2 vs Cis+80

J/cm
2 mice related to chemokine activity

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Ccl12 : chemokine (C-C

motif) ligand 12, Ccl2 : chemokine (C-C motif) ligand 2, Cxcl5 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 5, Cxcl2 : chemokine (C-X-C motif)

ligand 2, Ccl7 : chemokine (C-C motif) ligand 7, Cxcl10 : chemokine

(C-X-C motif) ligand 10.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

Cxcl1 2.97 22.78 2.94 0.00005 0.010965

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965
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Table 12. Select tumor tissue transcripts in 80 J/cm
2 vs Cis+80

J/cm
2 mice related to chemokine signaling pathway

Gng8 : guanine nucleotide binding protein (G protein) gamma 8,

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Ccl12 : chemokine (C-C

motif) ligand 12, Ccl2 : chemokine (C-C motif) ligand 2, Cxcl5 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 5, Cxcl2 : chemokine (C-X-C motif)

ligand 2, Cxcr2 : interleukin 8 receptor, beta, Ccl7 : chemokine

(C-C motif) ligand 7, Cxcl10 : chemokine (C-X-C motif) ligand 10.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

Gng8 33.03 12.34 -1.42 0.0002 0.032721

Cxcl1 2.97 22.78 2.94 0.00005 0.010965

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

Cxcr2 0.27 4.38 4.02 0.00015 0.025985

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965
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Table 13. Select tumor tissue transcripts in 80 J/cm2 vs Cis+80

J/cm
2 mice related to inflammatory response

Cxcl1 : chemokine (C-X-C motif) ligand 1, Ccl12 : chemokine (C-C

motif) ligand 12, Il6 : interleukin 6, Ccl2 : chemokine (C-C motif)

ligand 2, Cxcl5 : chemokine (C-X-C motif) ligand 5, Cxcl2 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 2, Il1b : interleukin 1 beta, Ccl7 :

chemokine (C-C motif) ligand 7, Fn1 : fibronectin 1, Cxcl10 :

chemokine (C-X-C motif) ligand 10.

Gene  80 J/cm
2  Cis+80 J/cm

2  log2(FC)  p_value  q_value

Cxcl1 2.97 22.78 2.94 0.00005 0.010965

Ccl12 16.46 46.57 1.50 0.00015 0.025985

Il6 16.50 48.31 1.55 0.00005 0.010965

Ccl2 96.40 255.53 1.41 0.00005 0.010965

Cxcl5 5.64 66.38 3.56 0.00005 0.010965

Cxcl2 0.52 13.59 4.71 0.00015 0.025985

Il1b 21.55 47.76 1.15 0.00005 0.010965

Ccl7 11.93 36.37 1.61 0.00005 0.010965

Fn1 361.95 174.26 -1.05 0.00005 0.010965

Cxcl10 5.05 17.01 1.75 0.00005 0.010965
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