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ABSTRACT

Effects of copper ion on Photolon-induced photodynamic 

therapy in colon cancer mouse model

      Shin Kun-soo 

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

    Department of Medicine,

    Graduate School of Chosun University

  Background: Colon cancer is the third highest incidence cancer in Koreans. 

The treatment methods for colon cancer include surgery, radiation therapy, 

chemotherapy and immunotherapy. However, because the survival rate of cancer 

patients is not high, it is necessary to develop new treatment methods. 

Photodynamic therapy is an anticancer therapy that is performed using 

photosensitizers and light. Compared to chemotherapy or radiation therapy, this 

method has very few side effects, can be operated regardless of stage, and is 

a non-invasive therapy. However, since the anticancer effect by photodynamic 

therapy is limited, it is necessary to develop a method or agent to enhance the 

anticancer effect.

  Objective: The purpose of this study is to observe the effect of copper on the 

increase of anticancer effect of photodynamic therapy using a colon cancer 

mouse model.
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  Methods: Colon cancer was induced by subcutaneous injection of cultured 

mouse colon cancer cells (CT26 cells) in Balb/c mice. A mouse tumor size of 

300 to 400 mm3 was used in the experiment as a mouse colon cancer model. 

The experimental group was divided into 4 groups: a control group, a copper 

group, a laser group, and a copper+laser group. Photolon (2.5 mg/kg BW) was 

injected into the abdominal cavity to the laser group and the copper+laser 

group. In the copper group and the copper+laser group, copper (2.5 mg/kg BW) 

was injected intraperitoneally 30 minutes after photolon injection. 2 hours after 

photolon injection, a laser (660nm, 80J/Cm2) was irradiated onto the tumor. After 

24 hours of laser irradiation, the experimental animals were sacrificed and 

RNA-seq and lipid peroxide were measured in the tumor tissue. The TBARS level 

was measured using the OxiSelect™ TBARS Assay Kit. The size of the tumor 

was measured and observed up to 12 days after laser irradiation.

  Results: On the 12th day after laser irradiation, the tumor volume increased by 

420% in the control group, 154% in the laser group, and 53% in the 

copper+laser group. The tumor volume was significantly decreased in the 

copper+laser group compared to the laser group. After 24 hours of laser 

irradiation, the level of TBARS in the tumor tissue was increased by 190% in the 

laser group compared to the control group, and 68% in the copper+laser group 

than in the laser group. After 24 hours of laser irradiation, changes in the gene 

expression levels of the basolateral plasma membrane proteins Atp2b4, Hspa1a, 

Ddr1, Prom2, Nkd2, Slc38a3, Slc4a1, Slc14a1, St14, Tgfa and Cldn4 in the laser 

group and the copper+laser group were observed. In the laser group, tumor 

tissue Hspa1a, Nkd2, St14 and Tgfa gene expression levels were increased, and 

in the copper+laser group, tumor tissue Atp2b4, Ddr1, Nkd2, Prom2, Slc4a1, 
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Slc14a1, St14 and Tgfa gene expression levels were increased. In the 

copper+laser group, the expression levels of Cldn4, Ddr1, Prom2, Slc4a1 and 

Tgfa genes in tumor tissue were increased, and the expression of Slc14a1 gene 

was decreased compared to the copper group. After 24 hours of laser 

irradiation, the expression levels of the apical plasma membrane Dsg1a, Dsg2, 

Patj, Slc6a19, Slc34a2, Slc9a3r1 and Tnik genes were changed in the laser 

group and the copper+laser group. In the laser group, tumor tissue Dsg1a, Patj, 

and Slc34a2 gene expression levels were increased. In the copper+laser group, 

tumor tissue Dsg1a, Dsg2, Patj, Slc6a19, Slc9a3r1, Slc34a2 and Tnik gene 

expression levels were increased, and the increase rate was higher than that of 

the laser group. The expression levels of granzyme, Gzmc, Gzmd, Gzme, Gzmf 

and Gzmg genes in the tumor tissue of the copper+laser group were increased 

compared to that of the laser group. As a result of these experiments, when 

copper is used in combination with photodynamic therapy in a cancer mouse 

model, the tumor volume decrease, the lipid peroxide level increases, and the 

expression of cell membrane protein genes related to cancer induction, growth 

and metastasis are changed, and granzyme gene expression increased, and 

these results are thought to be correlated with the increased anticancer effect. 

Conclusion: The enhanced anticancer effect by the combination of photodynamic 

therapy and copper is believed to be related to the increase in oxidative cell 

damage, as the amount of lipid peroxide in the cell membrane is increased.

Copper acts on reactive oxygen species to increase the production of highly 

reactive hydroxy radicals by the Fenton reaction, and granzyme secreted from 

immune cells is considered to have a combined effect with anticancer effects.
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The synergistic effect of the combination of anticancer photodynamic therapy 

and copper is a very impressive effect that can be used for cancer treatment, 

and further studies are needed to use it clinically.
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1. 서론(Introduction)

1) 대장암(Colon cancer)

  대장암은 소화기관인 대장의 상피세포에서 발생하는 암으로, 세계보건기구(World 

Health Organization)에 따르면 2018년에 180만 명의 환자가 발생했고, 대장암으로 사망

한 사람은 862,000명으로 발표되어 있다(1). 2018년 우리나라의 국가 암등록 통계에 의

하면 2016년 우리나라의 총 암 유병자는 174만명이었고 2016년 한 해 동안 새로 발생한 

암환자 수는 22만9180명(남 12만68명, 여 10만9112명)이었는데, 남성의 암 발생 순위는 1

위 위암, 2위 폐암, 3위 대장암 4위 전립선암 이었고, 여성의 암 발생 순위는 1위 유

방암, 2위 갑상선암, 3위 대장암, 4위 위암으로 대장암은 우리나라의 남성과 여성에서 

모두 3번째로 발생률이 높은 암이다(2,3). 대장암은 수술요법, 방사선 요법, 화학요법 

및 면역요법 등으로 치료하고 있다(4). 수술요법은 암조직을 절제하여 제거하는 방법으

로 전이가 되지 않은 암은 완치 될 수 있는 방법으로 치료법중 가장 우선적으로 시도

하는 방법이다(4). 전이가 일어난 경우는 수술요법과 화학요법이나 방사선요법을 병행

하여 치료하고 있으나, 전이의 정도에 따라서 치료율은 많은 차이가 있다(4). 따라서 암

치료의 효과를 증대시키기 위하여 여러가지 치료법을 병행하여 시행하는 복합적 치료요

법이 시행되고 있으나 환자 생존율의 증가는 높지 않기 때문에 새로운 치료방법의 개

발이 필요하다(5). 

2) 광역동 요법(photodynamic therapy)

  광역동 요법은 빛에 반응하는 물질인 광민감제(photosensitizer)에 빛을 조사하여 활

성화시켜 치료효과가 나타나는 치료법으로 화학요법이나 방사선요법에 비하여 부작용이 

매우 적고, 치료과정에서 환자에게 주는 스트레스가 거의 없는 비침윤적 요법이기 때

문에 암치료분야에서 대안적인 치료법으로서 관심을 받고 있다(6). 광민감제는 광선에 

의해서 활성화되고, 활성화 광민감제는 산소를 활성화시켜서 치료효과가 나타나기 때문에 
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광민감제, 광선 및 산소를 광역동치료의 3대 요소라 할 수 있다(7). 

  특정파장의 빛을 광과민제에 조사하면 광과민제는 기저상태 (ground state) 에서 활

성화 상태(excitation state)인 삼중항 활성 상태(triplet excited states)로 되는데, 

이를 광감작 반응(photosensitizing reaction)이라 한다(8)(fig.1). 

Fig. 1.  Examples of atoms in singlet, doublet, and triplet states.

광감작반응으로 활성화된 광과민제는 목표물질(target molecules)에 작용하여 화학반응

이 일어나는데 이를 광화학반응(photochemical reactions)이라 하며, 광화학반응은 type 

I과 type II 반응 등 2가지가 있다(9). 

Fig. 2. Type I and Type II photochemical reaction.

PS : photosensitizer, X : target molecule.
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  Type I 반응은 활성화 광민감제가 목표물질에 직접 작용하여 목표물질을 변화시키는 

반응이고, type II 반응은 활성화 광민감제가 산소를 일중항 산소(singlet oxygen)로 

전환시키는 반응이며, 광역동 치료 시에 나타나는 치료 효과는 대부분 type II 반응에 

의해서 생성된 반응성 산소종에 의한 효과로 알려져 있다(9)(fig.2). 

  반응성 산소종(reactive oxygen species)은 반응성이 매우 강하여 주위의 물질들을 

산화시킬 수 있는데, 암세포내에서 생성된 반응성 산소종은 단백질, 지질 및 핵산등을 

산화시켜 이들의 생리기능을 저하시킴으로서 일어나는 세포에 대한 독성작용으로 인하여 

항암효과가 나타난다(10). 반응성 산소종은 단백질 구성 아미노산 중에서 트립토판, 

티로신, 히스티딘, 시스테인 및 메치오닌 등에 산화반응을 유발하고, 세포막 지질인 불포

화지방산에 작용하여 지질 과산화물을 생성하며 세포막의 기능을 저하시키며, 핵산을 구

성하는 구아닌 염기를 산화시킴으로서 핵산의 기능이 저하될 수 있다(11). 

  광화학반응에 의해서 생성된 반응성 산소의 수명은 10 ~ 320 ns 정도로 매우 짧기 

때문에 암세포의 단백질, 지질 및 핵산에 대한 산화적 손상은 세포내에서 광과민제가 

존재하는 부위의 주변에서 주로 일어나는 것으로 알려져 있다(11). 광민감제는 종류

에 따라서 위치하는 목표(target)를  미토콘드리아, 리소좀, 소포체 및 원형질막등 으

로 하는 제제가 있다. Meso-tetrahydroxyphenyl chlorin 은 핵막(11), 5-Amino- 

laevulinic acid 는 미토콘드리아(12), methylene blue 는 리소좀(lysosomes)(13)를 

목표(target)로 한다. 

  세포는 반응성 산소종으로 인한 산화적 손상을 받으면 세포사멸(cell death)이 일어

날 수 있는데, 세포사멸이 일어나는 3가지 기전, 즉 세포 자멸사(apoptosis), 괴사

(necrosis) 및 자가 포식(autophage) 중 광역동 치료에 의해서 암세포는 세포 괴사와 

자멸사에 의해서 세포사멸이 초래되는 것으로 알려져 있다(14). 



- 4 -

3) 광민감제(Photosensitizers) 

  광민감제는 빛에너지인 광자를 흡수하여 활성화되는 물질로서, 광역동 치료에 핵심

이 되는 물질이로서, 광역동 치료효과는 광민감제가 암세포에 선택적 축적이 일어나

고 활성화율이 높을수록 치료 효과도 높아진다(9). 광민감제는 빛에 의한 활성화율이 

높고(high extinction coefficient), 빛을 조사하지 않았을 때 독성이 낮고(Low dark toxi

city), 암세포에 축적이 잘되고(target tissue), 투여하기 쉽고 몸에서 쉽게 배출(rapid cl

earance)되는 제제가 이상적인 조건이라고 할 수 있다(9, 15). 

  항암치료에는 테트라피롤 골격(tetrapyrrole backbones)을 가진 광민감제가 주로 이

용되고 있는데(fig.3), 여기에는 포르피린(porphyrin)계, 염록소(chlorophyll)계 및 

프탈로시아닌(Phthalocyanines)계가 포함된다(16). 포르피린은 적혈구의 헤모글로빈(he

mglobin)의 구성물질인 헴(heam)에 존재하는 물질로서 항암치료용 광민감제 중 처음으

로 개발된 광민감제이다(17). 

  포토프린(photofrin)은 1960년도에 헤마토포르피린(hematoporphyrin)에서 처음 개발

되어 캐나다(캐나다 BC 주 밴쿠버 소재의 Quadra Logic Technologies, Inc의 라이센스

하에 캐롤라이나 주 Lederle Parenterals에 의해 제조)에서 제조되어 암의 진단과 치료

에 이용된 1세대 광민감제로서 파장 652 nm 광선 조사로 활성화된다(17). 포토프린은 주

사 후 종양 조직에 최적의 농도에 도달하는데 48시간이 소요되고, 체내에 수주 동안 남

아있어서 피부 손상이 6주일 동안 지속될 수 있다(18).      

  식물, 박테리아 및 조류(algae)의 세포에서 광합성이 일어나는 세포내 소기관인 염

록체(chloroplast)에서 발견되는 색소인 엽록소(chlorophyll)는 광합성반응에 관여하는 색

소로서 폴피린과 유사한구조로 되어 있는데, 엽록소에서 유래한 클로린(chlorine) 유

도체인 포토론(photolon)은 암세포에 흡수가 빠르고 체내에서 쉽게 배설되는 2세대 광민감제

이다(19). 클로린 e6(Ce6)는 1994년 클로로필 유도체로부터 개발되어 암치료에 사용한 

지용성 물질로서(20), 물에 대한 용해도가 매우 낮아서 정맥주사가 어렵기 때문에 수

용성 물질인 polyvinylpyrrolidone(PVP)과 중합시켜서 Ce6-PVP을 만들었다(21). 
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  포토론은 수용성 클로린 e6(Ce6-PVP)로서 정맥주사가 용이하고 주사후 2시이면 암조

직에 최고 농도에 도달하며 파장 650~700nm의 광선조사로 활성화(excitation)되며 주

사 후 12시간이 지나면 대부분 체외로 배출되기 때문에, 환자는 광역동 치료 후 일상복

귀 시간을 단축시킬 수 있다(21). 

Chlorin e6             Polyvinylpyrrolidone

Fig. 3. Chemical structure of the Photolon.

  박테리오 클로린은 광합성이 일어나는 세균의 bacteriochlorophyll로부터 유래한 물질

로서 식물의 클로로필 유래 클로린에 비하여 안정성은 낮으나 활성화되는 빛의 파장이  

700 ~ 800nm으로 식물유래 클로린의 활성화 파장  650 ~ 700nm 에 비하여 길기 때문에 

광선의 침투력이 높아서 클로린보다 더 깊은 암의 치료에 이용될 수 있다(22). 

  프탈로시아닌(Phthalocyanine)은 합성 색소의 일종으로 포르피린의 테트라피롤(tetrapyrrole)

과 유사한 구조를 가지고 있으며 활성화 파장이 670nm의 근처이기 때문에 포르피린의 활

성화 파장 652nm 보다  길어서 심부의 암의 치료에 이용된다(23). 

4) 광원(Light)  

  빛은 광역동 치료를 구성하는 3대 요소 중 하나로서 광민감제를 활성화시키는 역할을 한

다. 광민감제는 종류에 따라서 활성화되는 파장이 다르며, 최대 흡광계수를 나타내는 
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빛의 파장에서 활성화가 가장 잘 일어나며, 대부분의 광민감제는 적색-근적외선 영역(600-85

0nm)의 흡광계수를 가지고 있다(24). 광민감제 투여 후 암조직에 광민감제가 축적되면 

암조직에 빛을 조사하여 광역동 치료를 실시하는데, 이때 조사한 빛의 조직 침투력은 

빛의 파장과 비례하기 때문에 빛의 파장이 길수록 침투력도 증가한다(17).   

  광역동치료에 처음 사용된 빛은 사용된 광민감제인 포르피린의 흡수 스펙트럼에 기초

하여 조사하였는데, 포르피린의 흡수 스팩트럼은 400 nm근처와 650 nm 근처에서 나타

나는데, 400 nm 는 파장이 짧아서 조직 침투력이 거의 없기 때문에 적색인 650 nm 근

처 파장을 광역동 치료에 이용하였다(16,17). 광역동 치료의 광원으로는 저출력의 간

단한 반도체 레이저(diode laser)가 많이 이용되며, 폴피린이나 클로린계 광민감제는 적

색광선 파장인 600nm-700 nm에서 활성화가 일어난다(25, 26). 광역동치료의 종류와 목

적에 따라서 사용되는 광민감제의 종류도 다르며 이를 활성화시키기 위한 빛의 파장이나 

조사 방법도 다르기 때문에 이에 적합한 전신 및 국소 광역동 치료를 위한 광원에 대

한 연구가 광범위하게 이루어지고 있다(26).

  암치료를 위한 PDT 시행 시 암조직에 조사되는 빛의 량을 증가시키기 위하여 수술이

나 내시경을 이용한 장기내로 빛을 전달시키는 장치를 통하여 광역동 치료의 치료효율

을 증가시키는 방법들이 시도되고 있다(27, 28). 

5) 산소(Oxygen) 

  산소는 광역동 치료를 구성하는 3대 요소 중 하나로서 활성화된 광민감제는 산소를 반

응성 산소로 전환시키다. 광민감제가 광전자를 받으면 삼중항(triplet) 상태로 되어 

주위의 산소분자를 일중항 산소(singlet oxygen)로 전환시킨다. 일중항 산소는 수퍼옥

사이드(superoxide) 및 히드록실 라디칼(hydroxyl radicals)를 형성하여 이들에 의한 세포

독성에 의해서 광역동 치료 효과를 나타낸다(29). 반응성 산소종(ROS)은 화학적으로 

반응성이 강한 산소를 함유한 물질로서, 퍼옥시드(peroxide), 수퍼 옥시드, 히드록실 

라디칼(hydroxyl radicals), 일중항 산소 및 알파-산소(alpha-oxygen)가 포함된다(10). 
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반응성 산소종은 호기성 세포의 미토콘드리아에서 정상적으로 생성되는 물질인데, 자

외선이나 방사선조사, 중금속 및 약물등에 의해서 생성이 증가 될 수 있으며, 증가된 반응

성 산소종은 지질, DNA, RNA 및 단백질을 손상을 유발하여 세포손상을 유발한다(29, 

30).

6) 구리(Copper)  

  금속이온(metal ion)은 인체에 필요한 필수영양소로서 세포에서 일어나는 대사과정

에 보조인자로서 세포 증식, 혈관 신생 및 운동성(mobility)과 같은 생체의 중요한 반

응에 관여하는 것으로 알려져 있다. 구리의 농도가 암조직에서 증가되어 있고, 구리가 

혈관의 신생에 관여하는 것으로 알려지면서 구리는 암세포의 성장에 중요한 역할을 하

는 것으로 알려져 있다(31). 구리는 산화 환원반응 활성 금속(Redox-active metals)으

로서 산화 환원 순환반응(oxydo-reduction cycle)를 통하여 반응성 산소종을 생산할 수 

있기 때문에 세포내에 구리이온의 농도가 증가하면 산화적 손상(oxydative damage)에 의

한 세포독성이 나타날 수 있다(32). 구리는 과산화수소의 존재하에서 팬턴반응(Fenton 

reaction)을 유도하여 반응성 산소종 중에서 반응성이 가장 강한 히드록실라디칼을 생성

하는데(fig.7), 조직에서 생성된 히드록실 라디칼은 단백질, 막지질 및 핵산과 직접 

반응하여 세포독성이 나타날 수 있기 때문에(33), 반응성 산소종이 증가된 상태에서 

구리는 산화적 세포손상을 증가시키는 작용을 나타낼 수 있다. 

            Fig. 4. Copper catalyzed Fenton reaction 
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7) 실험목적(Objective)

  암치료분야에서 광역동 치료법은 환자에게 시술의 스트레스가 매우 적은 비침윤적 방법

이기 때문에 대안적 암치료법으로 개발되고 있다(25). 그러나 광역동 요법은 치료효과

가 미흡하여 아직까지는 보편적인 치료법으로 이용되지 못하고 있다. 광역동 암치료는 

광민감제를 주사한 후 암조직에 레이저를 조사하여 광민감제를 활성화시키는데, 빛의 

조직 침투력이 제한적이어서 외부에서 조사한 빛이 내부 장기의 암조직까지 도달하는 

빛의 량이 충분치 않다. 최근에 내시경이나 복강경등 기구와 광섬유를 이용해서 빛을 내

부장기의 암조직까지 전달하여 치료 효과가 증가되었다는 보고가 있다. 또한 광역동치

료의 치료효율 증가를 위해서 항암요법제 등 다른 항암요법과 병행 치료를 시도하였

다(34, 35). 광역동 암치료법은 광역동 반응에 의해서 활성화된 광민감제에 의해서 생

성되는 반응성산소가 작용하여 암치료효과가 나타나는데, 반응성 산소종 중 히드록실 라디

칼이 반응성이 가장 강하다. 반응성 산소종이 생성되는 조건에서 구리는 팬턴 반응에 의

해서 히드록실 라디칼 생성을 증가시킬 수 있다. 암치료를 위한 광역동 요법을 시행할 

때 구리를 투여하면 암조직에 구리농도가 증가되어 광민감제에 의해서 생성된 반응성 

산소종이 구리에 의해서 히드록실 라디칼로 전환되어 암세포에 대한 세포독상이 증가되

어 항암치료 효과가 증가될 수 있을 것으로 예상된다. 본 연구의 목적은 암치료를 위한 

광역동요법의 효과를 증가시키는 방법을 개발하기 위한 연구의 일환으로 구리가 광역동 

요법의 치료 효과에 미치는 영향을 관찰하고자 한다. 광역동 치료의 항효과에 미치는 

구리의 효과를 암세포를 생쥐에 주사하여 생쥐 암모델(tumor bearing mouse model)을 

만들어서 실험 관찰하였다. 생쥐 암모델은 대장암 세포주(CT26 cells)를 생쥐(Balb/C 

mouse)에 주사하여 암종이 생성된 생쥐를 생쥐 암 모델로 이용하였고, 광역동 치료를 

실시한 후 암종의 크기와 암 조직의 조직검사 및 유전자 발현검사(RNA-seq)를 실시하

여 광역동 치료에 미치는 구리의 영향을 관찰하였다.
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2. 재료 및 방법(Meterials and Methods)

1) 실험재료(Meterials)

  본 실험에 사용된 구리(Copper chloride dihydrate : CuCl2·2H2O), Antimycotic 

Solution (100×)과 Trypsin-EDTA Solution (10X)은 시그마알드리치코리아(서울, 한

국)에서 구매하였고, 10% 태우혈청, Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM) 배지 

등은 Gibco BRL(NY, USA)에서 구매하여 실험에 사용하였다. 광민감제 포토론

(photolon)은  동성제약 연구부에서 기증받아 실험에 사용하였다.

2) 실험동물(Experimental animals)  

  실험동물은 Balb/c 종 생쥐(6주령, 수컷)로서 중앙 실험동물(주)(Seoul, KOREA)에서 

구매하여 사용하였다. 실험동물은 명암주기 12시간, 온도 20± 2℃ 상대습도 60±5% 의

조건이 유지되는 사육환경에서 사육시키면서 실험을 진행하였고, 실험은 조선대학교 동

물실험 윤리 위원회 승인(승인번호: CIACUC 2019-A0034)을 받아 동물실험 윤리규정을 

준수하여 실험을 실시하였다.

3) 세포배양(Cell culture) 

  생쥐 대장암 세포주(CT26 cell)는 한국 American Type Culture Collection(ATCC)(서

울, 한국)에서 분양받아 실험에 사용하였다. 생쥐 대장암세포는 10% 우태혈청 과  

Antimycotic solution 을 함유한 DMEM 배지를 사용하여, 37℃로 유지되는 CO2 배양기에

서 배양하여 사용하였다. 

4) 생쥐 대장암 모델(Colon cancer bearing mouse model)  

  Balb/c mouse 를 구매하여 1주일간 사육하여 환경에 적응시킨 후 암종을 유도하기 위

한 동물로 사용하였다. 생쥐대장암 세포(CT26 cell)를 배양한 후 trypsin-EDTA로 처리
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하여 수집한 후 암세포(CT26 cells : 2x105 cells/mouse)을 인산염 완충액(phosphate 

buffered saline; PBS) 0.2 ml에 부유하여 생쥐의 등쪽 털을 제모한 후 피하에 주사하였

다. 암세포 주사 후 시간 경과에 따라서 관찰하고 암종의 크기를 디지털 캘리퍼 

(digital caliper, EDC 150, EX-power, 경북, Korea)로 측정하여 암종의 크기가 300-400 

mm3 인 것을 생쥐 대장암 모델로 실험에 사용하였다. 암종의 용적(tumor volume)은 디

지털 캘리퍼로 크기를 측정하여 다음 식에 의해서 계산하였다. 

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

5) 광역동 치료(Photodynamic therapy)  

  대장암 모델(암종의 크기 300-400 mm3) 생쥐 8마리씩을 한 실험군으로 하였고, 실험군

은 레이저를 조사하지 않은 대조군, 구리군, 레이저 조사한 레이저군 및 구리+레이저

군 등 4군으로 나누어 실험을 실시 하였다. 레이저군과 구리+레이저군에는 광민감제 

포토론을 생리식염수에 용해시켜서 포토론 용액을 만들어서 체중 kg 당 2.5 mg(2.5 mg/kg 

BW) 용량의 포토론 용액을 생쥐 복강에 주사하였다. 구리군과 구리+레이저군에는 구리

(Copper chloride dihydrate)는 식염수에 용해시켜서 구리용액을 만들어서 포토론 주사 

30분 후에 체중 kg 당 2.5 mg(2.5 mg/kg BW)의 구리용액을 생쥐 복강에 주사하였다. 

Fig. 5. Diode laser irradiation with a 660 nm red light
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  포토론 주사 2시간 경과 후에 실험동물을 4% isoflurane을 사용하여 마취시킨 후 반

도체 레이저 기기(LuxR)를 이용하여 레이저 광선(파장 660nm, 조사량 80J/Cm2)을 종량의 

표면에 조사하였다(Fig. 8). 종양에 레이저를 조사하고 24시간 경과 후 각 실험군 당 

3마리씩 경추탈골하여 희생시킨 후 종양을 절제하여 종양조직 일부는 TRIzol 용액에 

보관하여 RNA-seq 검사를 위한 시료로 사용하였고, 조직 일부는 지질과산화물량 측정을 

위한 시료로 사용하였다. 각 실험군당 5마리씩은 레이저 조사 후 시간 경과에 따라서 12

일까지 디지털 캘리퍼를 이용하여 암종(tumor mass)의 크기를 측정하고 암종의 형태를 사

진을 촬영하였다. 

6) 지질과산화물량 측정(Lipid peroxide assay) 

  종양조직의 지질과산화 산물량은 thiobarbituric acid reactive substance(TBARS) 량으

로 측정하였다. 종양조직을 일부 절제하여 조직중량 10배(W/V)의 0.1M phosphate buffer(pH 

7.4)를 첨가하여 균질화 기기(polytron PT-21000, 써모 피셔 사이언티픽 코리아, 서울, 

Korea)를 사용하여 균질화시킨 후 TBARS 량 측정을 위한 시료로 이용하였다. TBARS 량은 

OxiSelect™TBARS Assay Kit(고마바이오텍(주), 서울, Korea)을 이용하여 제조사의 측정

방법에 따라서 측정하였다. 

7) RNA-seq 측정(RNA-seq assay)

  절제한 종양조직에서 TRIzol® RNA Isolation Reagents (Life technologies, 

Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 total RNA를 분리하고, BioAnalyzer 2100 automated 

electrophoresis system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 RNA 안정성을 분석

하여 안전성을 확인한 후 시료 RNA로 이용하였다. 시료 RNA는 TruSeq stranded mRNA 

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

sequencing library를 만들었다. mRNA library는 Agilent DNA High sensitivity Kit 

(Agilent, Santa Clara, CA, USA) 를 이용하여 BioAnalyzer 2100과 CFX96 real time 

system (BioRad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 분석하였다.
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  각각의 mRNA library sequencing은 Illumina HiSeq 2500을 이용하여 분석하였고, 

cDNA libraries의 clusters는 TruSeq flow cell을 이용하여 만든 다음 TruSeq 200 

cycle SBS kit (Illumina, San Diego, CA, USA) 를 이용하여 100bp-end read 로서 염

기서열을 분석하였다. 염기서열 정보는 FASTQ format의 정보와 비교하여 분석하였고, 

gene set의 분석은 DAVID Bioinformatics Resources 6.7, NIH(36)에서 Functional 

Annotation Tool을 이용하였다. 실험군간의 유전자 발현 차이는 reads per kilobase per 

million mapped reads (RPKM) 값을 이용하여 fold-change false discovery rate (FDR)

을 측정하고, |log2(FC)| ≥ 1 & P-value ≤ 0.05 인것을 유의한 것으로 하였다.

8) 통계처리(Statistics)  

  RNA-seq를 제외한 모든 측정 결과는 평균± 표준편차(mean± SD)로 표시하였고, 실

험결과는 SPSS (Statistical Package for the Social Science, Ver. 12.0. SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) 통계 프로그램을 이용하여 분산분석(ANOVA)을 실시하였고, 시료 간 

유의성은 Duncan's multiple range test에 의해서 P<0.05 수준에서 검증하였다.
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3. 결과(Results) 

1) 생쥐 대장암 모델에서 광역동치료 후 종양 용적의 변화(Changes in tumor volume 

after photodynamic therapy in a mouse colon cancer model) 

  광역동치료가 종양에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 대장암 모델 생쥐에 반도체 레이

저 기기를 이용하여 레이저 광선(파장 660nm, 용량 80J/Cm2)을 종양의 표면에 조사하여 광

역동 치료 시행 후 12일까지 관찰한 결과는 Table 1, Fig. 6 및 Fig. 7과 같다. 광역동 

치료를 시행하지 않은 대조군에서 종양의 용적은 0일, 4일 7일 및 12일에 194±47, 

282±181, 566±141 및 994±189 mm3 를 각각 나타내서 7일 과 12일 경과 시 종양 용적

은 실험 시작할 때와 비교하면 196% 및 420%가 각각 증가 되어 시간이 경과에 따라서 

종양의 용적이 증가 됨을 보여주고 있다. 구리군의 종양 용적은 7일 과 12일 경과시에 

종양 용적은 실험 시작할 때와 비교하면 205% 및 431%가 각각 증가되어 시간 경과에 따른 

종양 용적 증가율이 대조군과 차이를 나타내지 않아서 구리 2.5 mg/kg BW 을 1회 투여하였

을 때 종양의 성장에 미치는 영향은 적은 것으로 추측된다. 레이저군의 종양 용적은 레

이저 조사 전인 0일과 조사 후 12일에 각각 203±51과 517±121 mm3 을 각각 나타내서 

종양의 용적이 실험 시작할 때와 비교하여 12일경과시에 154%가 증가되어 광역동치료

를 시행하지 않은 대조군의 420% 증가에 비하여 종량 용적 증가율이 더 감소 됨을 알 

수 있다. 구리+레이저군의 종양 용적은 레이저 조사 전인 0일과 조사 후 12일에 각각 

207±53과 97±43 mm3 을 각각 나타나서 종양 용적이 실험 시작할 때와 비교하여 12일 경

과시에 53%가 감소되어 광역동 치료를 시행하지 않은 대조군의 420% 증가나, 레이저군

의 154% 증가에 비하여 종량의 용적이 현저히 감소됨을 알 수 있다. 

2) 광역동치료 후 종양 조직 TBARS 량의 변화(Changes in TBARS cotents in tumor 

tissue after photodynamic therapy) 

  CT26 tumor bearing mouse에 광역동치료를 시행하고 24시간 경과 후 종양 조직에서 

TBARS 량을 측정한 결과는 Fig. 8과 같다. 
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종양 조직 TBARS 함량은 대조군과 구리군 사이에 유의한 차이가 없어서 구리 2.5 mg/kg 

BW 을 1회 투여하였을 때 종양 조직의 지질 과산화물량에 미치는 영향은 적은 것으로 

추측된다. 레이저군의 종양 조직 TBARS 량은 244±24 μM/gm tissue 로 대조군의 종양 

조직 TBARS 량 84±11 μM/gm tissue 에 비하여 190 %가 증가되어, 광역동치료 시행으로 

종양 조직에 산화적 손상이 증가되었음을 보여주고 있다. 구리+레이저군의 종양 조직 

TBARS 량은 412±52 μM/gm tissue 로 레이저군보다 68%가 증가되어, 구리를 투여하고 

광역동 치료를 시행하면  산화적 손상이 더 증가됨을 보여주고 있다. 

3) 광역동치료 후 암조직 기저측부 원형질막 구성 요소 관련 유전자 발현의 변화 

(Changes in expression of genes related to basolateral plasma membrane 

components in tumor tissue after photodynamic therapy)

  CT26 tumor bearing mouse에 광역동치료를 시행하고 24시간 경과 후 종양 조직에서 

RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 기저측부 원형질막 구성요소 관련 유전자 7가지

의 발현량 차이를 비교한 결과는 Table 2와 같다. ATPase, Ca++ transporting, plasma 

membrane 4(Atp2b4) 유전자는 RPKM 값이 대조군 3.81, 레이저군 12.54로 레이저군에서 

값이 증가되었으나 log2(FC) 값이 1.71로 유의성이 없었다. Heat shock protein 

1A(Hspa1a)는 RPKM 값이 대조군 2.00, 레이저군 160.99로 레이저군에서 증가 되었으

며, log2(FC) 값은 6.32로 유의하게 증가되어 레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되

었다. Naked cuticle 2(Nkd2)는 RPKM 값이 대조군 0.95, 레이저군 13.56으로 레이저군에

서 증가되었으며, log2(FC) 값은 3.83으로 유의하게 증가되어 레이저군에서 유전자 발

현량이 증가되었다. Solute carrier family 38, member 3(Slc38a3)는 RPKM 값이 대조

군 0.14, 레이저군 4.89으로 레이저군에서 증가 되었으며, log2(FC) 값은 5.11 로 유

의하게 증가되어 레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Suppression of 

tumorigenicity 14 (colon carcinoma)(St14)는 RPKM 값이 대조군 1.68, 레이저군 

25.93으로 레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 3.94로 유의하게 증가되어 레이
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저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Transforming growth factor alpha(Tgfa)는 RPKM 

값이 대조군 3.20, 레이저군 16.24로 레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 2.34로 

유의하게 증가되어 레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. 

4) 구리이온이 광역동치료에 의한 종양조직 기저측부 원형질막 구성 요소 관련 유전자

발현에 미치는 영향 (Effect of copper ion on the expression of genes related to 

the basolateral plasma membrane components of cancer tissues by photodynamic 

therapy)

  CT26 tumor bearing mouse에 구리를 투여하고 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양 

조직에서 RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 기저측부 원형질막 구성요소 관련 유전

자 9가지의 발현량 차이를 비교한 결과는 Table 3와 같다. Atp2b4 유전자는 RPKM 값

이 대조군 3.81, 구리+레이저군 29.35로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 

값은 2.94로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. 

Discoidin domain receptor family, member 1(Ddr1)은 RPKM 값이 대조군 3.83, 구리+레이저

군 33.93으로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 3.14로 증가되어 구

리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Naked cuticle 2(Nkd2)는 RPKM 값이 대

조군 0.95, 구리+레이저군 40.90으로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 

5.42로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Prominin 

2(Prom2)는 RPKM 값이 대조군 1.55, 구리+레이저군 64.44로 구리+레이저군에서 증가되

었으며, log2(FC) 값은 5.36으로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량

이 증가 되었다. Solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1(Slc4a1)는 

RPKM 값이 대조군 0.22, 구리+레이저군 6.38로 구리+레이저군에서 증가되었으며, 

log2(FC) 값은 4.81로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되

었다. Solute carrier family 14 (urea transporter), member 1(Slc14a1)는 RPKM 값이 

대조군 94.99, 구리+레이저군 13.81로 구리+레이저군에서 감소되었으며, log2(FC) 값

은 –2.78로 유의하게 감소되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 감소 되었다. 
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  St14는 RPKM 값이 대조군 1.68, 구리+레이저군 86.48으로 구리+레이저군에서 증가되었으

며, log2(FC) 값은 5.67로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되

었다. Tgfa는 RPKM 값이 대조군 3.20, 구리+레이저군 77.05로 구리+레이저군에서 증가되

었으며, log2(FC) 값은 4.58로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증

가 되었다. 

5) 레이조군과 레이저+구리군의 광역동 치료에 의한 기저측부 원형질막 구성 요소 관

련 유전자 발현의 차이 분석(Differentially expressed gene analysis related to 

basolateral plasma membrane components in tumor tissues of lazer versus 

lazer+copper groups) 

  CT26 tumor bearing mouse에서 구리가 광역동치료에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

시행 24시간 경과 후 종양 조직에서 RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 기저측부 

원형질막 구성요소 관련 유전자 8가지의 발현량을 측정하여 레이저군과 구리+레이저군

을  비교한 결과는 Table 4와 같다. Claudin 4(Cldn4) 유전자는 RPKM 값이 레이저군 

21.19, 구리+레이저군 162.53으로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 

2.93로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Ddr1은 

RPKM 값이 레이저군 9.17, 구리+레이저군 33.93으로 구리+레이저군에서 증가되었으

며, log2(FC) 값은 1.88로 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되었다.

Prom2는 RPKM 값이 레이저군 13.74, 구리+레이저군 64.44로 구리+레이저군에서 증가

되었으며, log2(FC) 값은 2.22로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량

이 증가 되었다. Slc4a1은 RPKM 값이 레이저군 1.36, 구리+레이저군 6.38로 구리+레이저군

에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 2.22로 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량

이 증가되었다. Slc14a1는 RPKM 값이 레이저군 54.45, 구리+레이저군 13.81로 구리+레이

저군에서 감소되었으며, log2(FC) 값은 –1.97로 감소되어 구리+레이저군에서 유전자 

발현량이 감소되었다. Tgfa는 RPKM 값이 레이저군 19.24, 구리+레이저군 77.05로 구리+

레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 2.24로 유의하게 증가되어 구리+레이저군

에서 유전자 발현량이 증가 되었다. 
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6) 광역동치료가 암조직 정단부 원형질막 구성 요소 관련 유전자 발현에 미치는 영향 

(Changes in expression of genes related to apical plasma membrane components in  

tumor tissue after photodynamic therapy)

  CT26 tumor bearing mouse에 광역동치료를 시행하고 24시간 경과 후 종양 조직에서 

RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 정단부 원형질막 구성요소 관련 유전자 6가지

의 발현량 차이를 비교한 결과는 Table 5와 같다. Desmoglein 1 alpha(Dsg1a) 유전자

는 RPKM 값이 대조군 5.87, 레이저군 37.42로 레이저군에서 값이 증가되고, log2(FC) 

값이 2.67로 유의하게 증가되어 레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Desmoglein 

2(Dsg2)는 RPKM 값이 대조군 0.70, 레이저군 2.56으로 레이저군에서 증가되었으나 

log2(FC) 값은 1.87로 유의성이 없었다. PATJ, crumbs cell polarity complex 

component(Patj)는 RPKM 값이 대조군 0.92, 레이저군 7.52으로 레이저군에서 증가되었

으며, log2(FC) 값은 3.02로 유의하게 증가되어 레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되

었다. Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 19(Slc6a19)는 

RPKM 값이 대조군 0.27, 레이저군 2.65으로 레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 

3.28 로 증가되었으나 유의성이 없었다. Solute carrier family 34 (sodium 

phosphate), member 2(Slc34a2)는 RPKM 값이 대조군 0.34, 레이저군 3.13로 레이저군

에서 값이 증가 되었며, log2(FC) 값은 3.18로 유의하게 증가되어 레이저군에서 유전

자 발현량이 증가 되었다. 

7) 구리이온이 광역동치료에 의한 종양조직 정단부 원형질막 구성 요소 관련 유전자

발현에 미치는 영향 (Effect of copper ion on the expression of genes related to 

the apical plasma membrane components of cancer tissues by photodynamic therapy)

  CT26 tumor bearing mouse에 구리를 투여하고 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양 

조직에서 RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 정단부 원형질막 구성요소 관련 유전

자 8가지의 발현량 차이를 비교한 결과는 Table 6과 같다. Dsg1a 유전자는 RPKM 값이 대
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조군 5.87, 구리+레이저군 116.46으로 구리+레이저군에서 값이 증가되고, log2(FC) 값

이 4.30으로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. 

Dsg2는 RPKM 값이 대조군 0.70, 구리+레이저군 10.42로 구리+레이저군에서 유의하게 증

가되었고, log2(FC) 값이 3.89으로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현

량이 증가 되었다. Patj는 RPKM 값이 대조군 0.92, 구리+레이저군 30.93으로 구리+레

이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 5.06으로 유의하게 증가되어 구리+레이저군

에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Slc6a19는 RPKM 값은 대조군 0.27, 구리+레이저군 

11.82로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 5.44로 유의하게 증가되어 구

리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Solute carrier family 

9(sodium/hydrogen exchanger), member 3 regulator 1(Slc9a3r1)은 RPKM 값은 대조군 

5.58, 구리+레이저군 38.97로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 2.80으

로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Slc34a2는 

RPKM 값은 대조군 0.34, 구리+레이저군 28.43으로 구리+레이저군에서 값이 증가 되었

며, log2(FC) 값은 6.36으로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 

증가 되었다. TRAF2 and NCK interacting kinase(Tnik)는 RPKM 값이 대조군 4.27, 구

리+레이저군 57.30으로 구리+레이저군에서 값이 증가 되었며, log2(FC) 값은 3.74로 

유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. 

8) 레이조군과 레이저+구리군의 광역동 치료에 의한 정단부 원형질막 구성 요소 관련 

유전자 발현의 차이 분석(Differentially expressed gene analysis related to apical 

plasma membrane components in tumor tissues of lazer versus lazer+copper groups)  

  CT26 tumor bearing mouse에서 구리가 광역동치료에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

시행 24시간 경과 후 종양 조직에서 RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 정단부 원

형질막 구성요소 관련 유전자 7가지의 발현량을 측정하여 레이저군과 구리+레이저군을  

비교한 결과는 Table 7과 같다. Dsg1a 유전자의 RPKM 값은 레이저군 37.42, 구리+레이저

군 116.46으로 구리+레이저군에서 값이 증가되었으나 log2(FC) 값이 1.63으로 유의성이 없

었다. 
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  Desmoglein 1 beta(Dsg1b) 유전자의 RPKM 값은 레이저군 10.11, 구리+레이저군 38.66

으로 구리+레이저군에서 값이 증가되었으나 log2(FC) 값이 1.93으로 유의성이 없었다. 

Dsg2는 RPKM 값이 레이저군 2.56, 구리+레이저군 10.42로 구리+레이저군에서 증가되었

고, log2(FC) 값이 2.02 이었으나 유의성이 없었다. Slc6a19는 RPKM 값이 레이저군 

2.65, 구리+레이저군 11.82로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 2.15 

이었으나 유의성이 없었다. Slc9a3r1은 RPKM 값이 레이저군 6.68, 구리+레이저군 

38.97로 구리+레이저군에서 증가되었으며, log2(FC) 값은 2.54으로 유의하게 증가되어 

구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Tnik는 RPKM 값이 레이저군 10.81, 

구리+레이저군 57.30으로 구리+레이저군에서 값이 증가 되었며, log2(FC) 값은 2.40로 

유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. 

9) 광역동치료가 암조직 세포 용해 관련 유전자 발현에 미치는 영향(Changes in 

expression of genes related to the cytolysis in tumor tissue after photodynamic  

therapy)

  CT26 tumor bearing mouse에 광역동치료를 시행하고 24시간 경과 후 종양 조직에서 

RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 세포 용해 관련 유전자 5가지의 발현량 차이

를 비교한 결과는 Table 8과 같다. Granzyme C(Gzmc) 유전자는 RPKM 값이 대조군 

0.91, 레이저군 0.61로 레이저군에서 값이 감소 되었으나, log2(FC) 값이 –0.56 으로 

유의성은 없었다. Granzyme D(Gzmd)는 RPKM 값이 대조군 0.12, 레이저군 0.08로 레이저

군에서 값이 감소되었으나 log2(FC) 값이 –0.53 으로 유의성은 없었다. Granzyme 

E(Gzme)는 RPKM 값이 대조군 0.13, 레이저군 0으로 레이저군에서 값이 감소되었rh, 

log2(FC) 값은 –Inf 로 나타났으나 유의성은 없었다. Granzyme F(Gzmf)는 RPKM 값이 대

조군 0.69, 레이저군 0으로 레이저군에서 값이 감소되었고, log2(FC) 값이 –Inf 로 나

타났으나 유의성은 없었다. Granzyme G(Gzmg)는 RPKM 값이 대조군 0, 레이저군 0 으로 

대도군과 레이저군의 유전자 발현량 차이가 없었다. 
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10) 구리이온이 광역동치료에 의한 종양조직 세포 용해 관련 유전자 발현에 미치는 영

향 (Effect of copper ion on the expression of genes related to the cytolysis of 

cancer tissues by photodynamic therapy)

  CT26 tumor bearing mouse에 구리를 투여하고 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양 

조직에서 RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 세포 용해 관련 유전자 5가지의 발현

량 차이를 비교한 결과는 Table 9과 같다. Gzmc 유전자는 RPKM 값이 대조군 0.91, 구

리+레이저군 8.29로 구리+레이저군에서 RPKM 값이 증가 되었고, log2(FC) 값이 3.18로 

증가되었으나 유의성은 없었다. Gzmd는 RPKM 값이 대조군 0.12, 구리+레이저군 13.27로 

구리+레이저군에서 RPKM 값이 증가 되었고 log2(FC) 값은 6.71로 유의하게 증가되어 

구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되었다. 

  Gzme는 RPKM 값이 대조군 0.13, 구리+레이저군 5.17로 구리+레이저군에서 RPKM 값이 

증가 되었고 log2(FC) 값은 5.28로 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현

량이 증가되었다. Gzmf는 RPKM 값이 대조군 0.69, 구리+레이저군 5.17로 구리+레이저

군에서 RPKM 값이 증가되었고, log2(FC) 값이 5.28 로 유의하게 증가되어 구리+레이저

군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Gzmg는 RPKM 값이 대조군 0, 구리+레이저군 

13.70으로 구리+레이저군에서 유의하게 증가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 

증가 되었다. 

11) 레이조군과 레이저+구리군의 광역동 치료에 의한 세포 용해 관련 유전자 발현의 

차이 분석 (Differentially expressed gene analysis related to the cytolysis in 

tumor tissues of lazer versus lazer+copper groups) 

  CT26 tumor bearing mouse에서 구리가 광역동치료에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

시행 24시간 경과 후 종양 조직에서 RNA를 분리하여 mRNA-sequencing 법으로 세포 용

해 관련 유전자 5가지의 발현량을 측정하여 레이저군과 구리+레이저군을 비교한 결과

는 Table 10과 같다.
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  Gzmc 유전자는 RPKM 값이 레이저군 0.61, 구리+레이저군 8.29로 구리+레이저군에서 

RPKM 값이 증가 되었고, log2(FC) 값이 3.74로 유의하게 증가되어 구리+ 레이저군에

서 유전자 발현량이 증가 되었다. Gzmd는 RPKM 값이 레이저군 0.08, 구리+레이저군 

13.27로 구리+레이저군에서 RPKM 값이 증가 되었고 log2(FC) 값은 7.24로 유의하게 증

가되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Gzme는 RPKM 값이 레이저

군 0, 구리+레이저군 5.17로 구리+레이저군에서 RPKM 값과 log2(FC) 값이 유의하게 증가

되어 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Gzmf는 RPKM 값이 레이저군 0, 구

리+레이저군 17.44로 구리+레이저군에서 RPKM 값과 log2(FC) 값이 유의하게 증가되어 

구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되었다. Gzmg는 RPKM 값이 레이저군 0, 구리

+레이저군 13.70으로 구리+레이저군에서 RPKM 값과 log2(FC) 값이 유의하게 증가되어 구

리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되었다. 



- 22 -

4. 고찰(Discussion) 

  본 연구는 구리이온이 광역동 치료에 미치는 영향을 알기 위하여 생쥐 대장암 모델

(CT26 cancer bearing  mouse model)을 이용하여 실험을 실행한 결과 구리이온이 광역

동 치료에 의한 항암효과를 증가시키는 것으로 나타났다. CT26 세포는 Balb/C mouse에

서 발암물질(N-nitroso-N-methylurethane)에 의하여 유발된 대장암 조직에서 확립된 

생쥐 대장암 세포주로서 대장암 모델 실험에 많이 이용되고 있다(37,38). 본 실험에서 

배양한 CT26 세포를 Balb/c 종 생쥐의 피하에 주사하여 암종이 생성되어 지속적으로 

성장함을 확인하였고, 적절한 크기의 암종을 가진 생쥐를 생쥐 대장암 모델로 사용하

였다. 

  광역동 치료효과를 알아보기 위해서 대장암 모델 생쥐에 포토론(2.5 mg/kg BW)을 주사하

고 2시간 후 레이저(660nm, 80J/Cm2)를 조사한 레이저군의 종양용적은 실험 시작할 때

와 비교하면 12일 경과 시 154% 가 증가되어 광역동 치료를 시행하지 않은 대조군의 

종양용적 증가율 420% 에 비하여 레이저군의 종량용적 증가율이 더 적어서 광 역동 치

료에 의해서 종양의 성장이 억제됨을 알 수 있다. 그러나 레이저군의 종량용적이 광역

동 치료 후 12일에 154% 가 증가되어 본 실험에서 실시한 조건의 광역동 치료는 항암 치

료 효과가 충분하다고 할 수는 없다. 광역동 치료는 광민감제에 광선을 조사하면 광에너지

에 의해서 광민감제가 활성화되고, 활성화된 광민감제는 주로 산소분자를 활성산소로 활성

화시켜 활성산소에 의해서 효과가 나타나기 때문에 광역동 치료에서 광민감제, 광원 및 

산소가 매우 중요한 요소라 할 수 있다. 암치료에 사용되는 광민감제는 적혈구의 헴

(heme)을 구성하는 폴피린에서 유도된 폴피린(porphyrin)계 물질이 1세대 광민감제로 개발

되었는데, 러시아에서 상품명 포토젬(Photogem)으로 개발되었고(37), 캐나다에서 상품명 

포토프린(Photofrin)으로 개발되었으며(38), 독일에서는 상품명 포토산(Photosan)으로 

개발 되었다(17,18). 1세대 폴피린계 광민감제는 파장 600nm 대역의 광선에 의해서 활

성화되는데, 광역동 치료 시 광선은 조직의 표면에 조사하기 때문에 암조직 내부까지 
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광선이 도달하려면 광선의 조직 침투력이 높아야 하는데, 광선은 파장이 길수록 광선의 조

직 침투력은 증가하므로, 암 치료를 위한 광역동 치료에는 파장이 긴 광선이 더 유리하다

(17). 또한 1세대 폴피린계 광민감제는 배출되는 시간이 길어서 2-3주 동안 체내에 남

아있기 때문에 빛에 노출되면 노출부위에 광손상에 의한 부작용이 나타날 가능성이 있

어서, 체내에서 완전히 배출될 때까지 빛으로부터 완전 격리시켜야 하기 때문에 생활이 

매우 불편이 매우 크다(17). 1세대 폴피린계 광민감제의 단점을 보강하기 위하여 2세

대 광과민 물질이 클로로필(chlorophyll)로부터 개발된 클로린(chlorine) 유도체인데 

이들 2세대 광과민제는 투여 후 체외 배출이 빠르고, 더 긴 파장의 광선으로 활성화된

다(39).

  클로린 유도체인 클로린 e6 는 파장 660nm 빛에 의해서 활성화되는 광과민제로서 광역

동 치료나 진단에 많이 이용되고 있다(39). Kostenich GA 등(1994)(40)은 클로린 e6의 

복강 주사에 의한 LD50 은 생쥐(C3H mice)에서 189 ± 9 mg/kg BW, 흰쥐(Wistar white 

rats)에서 113 ± 18 mg/kg BW 이며, 광역동 치료에 사용하는 용량은 1-10 mg/kg BW 

라고 하였다. 클로린 e6는 지용성 물질로서 체내에 투여 시 배출시간이 길기 때문에, 클

로린 e6에 수용성물질 폴리비닐 피롤리돈(polyvinylpyrrolidone)과 중합시켜 배출이 

잘되는 포토론(chlorin e6-polyvinylpyrrolidone)을 만들었다. 포토론은 파장 660nm 

레이저 조사로 활성화되고, 수용성 특징을 가지고 있어서 투여 후 24시간이면 대부분 

배출된다(41). Ramaswamy 등(2005)(42)은 사람 비인두암(nasopharyngeal carcinoma) 

세포주를 이용한 이종이식(xenograft) 생쥐 실험에서 포토론이 암조직에서 높은 농도로 

측정된다고 하였고, Chin 등(2007)(43)은 사람의 폐암 세포주를 이용한 이종이식

(xenograft) 생쥐에 포토론을 이용한 광역동 치료 실험에서 레이저 조사 48 시간 후 암

조직에 괴사가 나타나서 포토론을 이용한 광역동 치료가 암 치료 효과가 있다고 하였는

데, 본 실험에서는 레이저군의 종양용적이 광역동 치료 후 12일에 154% 가 증가되어 대

조군의 종양용적 증가율 420% 에 비하여 더 적었고, 광역동 치료 후 12일에 종양 용적
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은 레이저군 517±121 mm3, 대조군 952±201 mm3 로 레이저군의 종양 용적은 대조군의 

54% 로 감소되어 포토론에 의한 광역동 치료에 의해서 항암 효과가 나타남을 알 수 있

다. Ali-Seyed M 등(2011)(44)은 CT26 암세포를 배양하고 배양액에 포토론을 첨가하면 

암세포의 사립체(mitochondria), 용소체(lysosome) 및 골지체(golgi app)에서 검출되고 

핵(nucleus)에서는 거의 발견되지 않는다고 하여, 포토론에 의한 광역동 치료 효과도 사

립체나 용소체의 손상에 의한 세포손상에 의해서 나타난다고 알려져 있다(44). 

  포토론에 의한 광역동 치료 효과는 주로 활성화된 포토론에 의해서 생성된 반응성 산소

종에 의해서 나타나는 것으로 알려져 있는데, 반응성 산소종 중 반응성이 가장 강한 

것은 히드록실 라디칼(hydroxy radicals)이다(45). 히드록실 라디칼은 과산화수소나 

superoxide 로 부터 Harver-Wise 반응이나, 팬턴 반응에 의해서 생성될 수 있는데, 팬

턴 반응은 과산화수소로부터 히드록실 라디칼이 생성되는 반응으로 구리나 철과 같은 

금속이온의 촉매로 일어난다(46). Kuo 등(2002)(47)은 사람의 대장암, 폐암 및 유방암

에서 구리의 농도가 더 높다고 하였는데, 구리의 농도가 높은 암세포에 반응성 산소의 

생성량을 증가시키면 구리의 촉매에 의한 드록실 라디칼 생성량도 증가 될 것으로 생

각된다. 본 실험에서 구리이온을 주사한 후 광역동 치료를 실시하고 종양의 용적 변화

를 측정한 결과 레이저 조사 12일째에 종양의 용적은 대조군 420 % 증가, 레이저군 154% 증

가, 구리+레이저군 53% 감소로 나타나서, 레이저군에 비하여 구리+레이저군의 종양 용적

이 현저히 감소되어 구리 투여로 광역동 치료에 의한 항암 치료 효과가 증가됨을 알 

수 있었다. 구리는 혈관신생(angiogenesis)에 관여하며 혈관신생은 암조직의 성장이나 

암 전이에 필수적인 것으로 알려져 있어서 구리의 작용을 억제하면 암 치료에 효과가 

있는 것으로 알려져 있는데(48), Pan Q 등(2002)(48)은 유방암 이종이식 모델 생쥐( 

breast cancer xenograft in nude mice)에서 4-티오 몰리브덴 산(tetrathiomolybdate)를 

투여하여 구리를 결핍시키면 암의 성장이 억제된다고 하였다. Weng YQ 등(2007)(49)은 폴

피린계 광민감제를 구리과 결합시킨 구리-광민감제(copper-photosensitizer)를 만들었

고, Al-Omari S와 Al-Noaimi M(2010)(50)은 구리-광민감제가 암세포에서 더 잘 감지된
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다고 하였으며, Al-Omari S(2013)(51)는 구리-광민감제를 사용하여 광역동 치료를 시

행하면 항암효과가 증가 된다고 하였다. 본 실험에서는 포토론 복강주사 30 분 후 구

리를 투여하고 광역동치료를 실시한 구리+레이저군에서 구리를 투여하지 않은 레이저

군에 비하여 종양용적 감소 효과가 증가되어 구리이온 투여가 광역동 치료 효과를 증

가시키는 것으로 나타났다. 암세포에 구리의 농도가 증가된 상태에서 광역동 치료를 

실시하면 광민감제에 의해서 생성된 반응성 산소가 구리의 촉매작용으로 히드록실 라

디칼로 전환될 것으로 생각된다. 히드록실 라디칼은 반응성 산소종 중에서 반응성이 가

장 강하며, 핵산, 단백질 및 지질의 산화를 유발 할 수 있는 것으로 알려져 있는데, 본 

실험에서 레이저 조사 24시간 후 종양조직의 TBARS량은 대조군에 비하여 레이저군에서 

190 %가 증가되어, 광역동 치료에 의해서 종양조직에서 지질과산화물이 증가 됨을 보

여주고 있다. 지질과산화물은 불포화지방산이 산화되어 일어나는 지질과산화 반응산물

로서 세포에서 불포화지방산은 막지질 구성성분으로서 세포에서 지질과산화물의 증가는 

세포의 손상과 밀접함 연관이 있다(52). 지질 과산화반응은 반응성 산소종에 의해서 일

어나는 세포막 손상 반응으로서 세포막 지질이 과산화되면 세포막 기능이 저하되어 세

포사멸이 일어날 수 있기 때문에 광역동 치료에 의한 종양조직 지질과산화물량의 증가

는 암세포 사멸과 밀접한 연관이 있으며 광역동 치료에 의한 항암효과와도 직접적인 

연관이 있을 것으로 생각된다. 또한 구리+레이저군의 종양 조직 TBARS 량은 레이저군보

다 68%가 더 증가되었는데, 암세포에서 지질과산화물이 증가되면 암세포의 사멸도 증가 

될것으로 추측되기 때문에 구리이온은 광역동 치료에 의한 항암치료 효과를 증가시키는 

작용을 하는 것으로 추측된다. 구리는 팬턴반응에 의해서 과산화수소나 슈퍼옥사이드

(superoxide) 등으로부터 반응성 산소종 중에서 반응성이 가장 강한 히드록실 라디칼 생

성을 촉진시키며, 암조직에 구리의 농도가 더 높은 것으로 알려져 있기 때문에, 구리이

온 투여 후 광역동 치료를 시행하면 광역동 반응으로 광민감제로 부터 생산된 반응성 산소

종이 증가된 구리에 의해서 히드록실 라디칼 생성량이 더 증가되어 세포막 지질의 과

산화반응을 유발할 것으로 추측된다. 이러한 실험 결과로서 구리이온은 지질과산화물을 
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증가시키는 것으로 나타났는데, 지질과산화 반응은 불포화 지방산에서 일어나는 반응이며, 

불포화지방산은 세포 막을 구성하는 막지질이므로 세포 지질과산화물의 증가는 세포막 

기능의 저하를 초래 할 수 있다 (52). 세포막은 세포내부와 외부를 차단하는 지질과 세포

의 기능 유지를 위해서는 물질의 이동과 정보를 감지하는 단백질로 구성되어 있는데, 세

포막 지질이나 단백질의 기능이 저하되거나 세포는 세포사멸(cell death)이 초래될 수 

있다(53).   

  상피세포(epithelial cell)는 세포막은 세포와 세포사이의 밀착 접합부(tight 

junction)를 기준으로 정단 부위(apical domain)와 기저측 부위(basolateral domain)

로 나눌 수 있으며 이들 부위를 구성하는 단백질이 서로 다르다(54). 본 실험에서 광

역동 치료가 세포막 구성 단백질의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 종양 

조직에서 RNA를 분리해서 mRNA-sequencing 법으로 비교한 결과, 기저측부 원형질막 구

성단백질 중 암의 발생이나 성장 및 전이에 관여하는 Atp2b4, Hspa1a, Ddr1, Prom2, 

Nkd2, Slc38a3, Slc4a1, Slc14a1, St14, Tgfa 및 Cldn4 유전자의 발현량 차이가 나타

났다. 

  Atp2b4 단백질은 세포막에서 칼슘을 배출시켜서 세포내 칼슘량 조절에 관여하는 단백질인

데, 대장암에서 유전자 발현이 증가되는 것으로 알려져 있다(55). 본 실험에서 Atp2b4 

RNA-seq 분석 결과 RPKM 값이 대조군 3.81, 레이저군 12.54, 구리+레이저군 29.35로 

레이저군에서 값이 증가되었으나 유의성이 없었고, 구리+레이저군에서 유전자 발현량

이 증가 되어 구리가 광역동 치료에 의한 Atp2b4 유전자 발현을 촉진하는 것으로 나타

났다. Hspa1a는 heat shock protein 70 family로서 암세포의 성장과 전이에 관여하는 

것으로 알려져 있는데(56), 본 실험에서 레이저군에서 유전자 발현이 증가되었으

나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되지 않아서, 구리이온이 광역동 치료에 

의한 Hspa1a 유전자 발현을 억제하는 것으로 나타났다. Ddr1 단백질은 암세포의 성장

에 관여하며, 암세포와 주위 환경과의 정보교환에 관여하는 것으로 알려져 있는데

(57), RNA-seq 분석 결과 RPKM 값이 대조군 3.83, 레이저군 11.75, 구리+레이저군

33.93으로 레이저군에서 값이 증가되었으나 유의성이 없었고, 구리+레이저군에서 유전
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자 발현량이 증가되어, 구리이온이 광역동 치료에 의한 Ddr1 유전자 발현을 촉진하는 

것으로 나타났다. 

  Prom2 유전자는 상피세포 암에서 발현이 증가되는 것으로 알려진 줄기세포 관련 유전자로

(58), 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가 되어, 구리이온이 광역동 치료에 의한 

Prom2 유전자 발현을 촉진하는 것으로 나타났다. Nkd2는 암세포 증식에 관여하며, Yang 

등(2016)(59)은 대장암에서 Nkd2 유전자 발현을 억제하면 암의 성장이 증가된다고 하였

는데, 본 실험에서 RNA-seq 분석 결과 RPKM 값이 대조군 0.95, 레이저군 13.56으로 레

이저군에서 유전자 발현이 증가되었고, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되지 

않아, 구리이온이 광역동 치료에 의한 Nkd2 유전자 발현을 억제하는 것으로 나타났다. 

  Slc38a3는 글루타민(L-glutamine) 세포막 이동 통로로서 작용하는 단백질로서 폐암세

포의 전이를 촉진하는 작용을 하는 것으로 알려져 있는데(60), 본 실험에서 RNA-seq 분

석 결과 RPKM 값이 대조군 0.14, 레이저군 4.89으로 레이저군에서 유전자 발현이 증가

되었고, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되지 않아, 구리이온이 광역동 치료

에 의한 Slc38a3 유전자 발현을 억제하는 것으로 나타났다. Slc4a1은 염화물/중탄산염 

음이온 교환기(chloride/bicarbonate anion exchanger)로서 작용하는 단백질로서 유방

암발생을 촉진하는 작용을 하는 것으로 알려져 있는데(61), 본 실험에서 구리+레이저군

에서 유전자 발현량이 증가되어, 구리이온이 광역동 치료에 의한 Slc4a1 유전자 발현

을 촉진하는 것으로 나타났다.

  Slc14a1은 요소(urea)의 세포막 이동에 관여하는 단백질로서 비뇨기 암 발생에 작용

을 하는 것으로 알려져 있는데(62), 본 실험에서 레이저군에서 유전자 발현량의 변화가 없

었고, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 감소되어, 구리이온은 광역동 치료에 의한 

Slc14a1 유전자 발현을 억제하는 것으로 나타났다. St14는 장 상피세포 장벽

(intestinal epithelial barrier)기능 강화에 관여하는 matriptase 유전자로서 대장암 

발생에 관여하는 것으로 알려져 있는데(63), 본 실험에서 RNA-seq 분석 결과 RPKM 값

이 대조군 1.68, 레이저군 25.93, 구리+레이저군 86.48 로, 레이저군과 구리+레이저군
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에서 모두 유전자 발현량이 증가되었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량 증가가 더 

커서, 구리이온은 광역동 치료에 의한 St14 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된다. 

Tgfa는 암 유발에 관여하는 것으로 알려져 있는데(64), 본 실험에서 RNA-seq 분석 결

과 RPKM 값이 대조군 3.20, 레이저군 16.24, 구리+레이저군 77.05로, 레이저군과 구리

+레이저군에서 모두 유전자 발현량이 증가되었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량 

증가가 더 커서 구리이온은  광역동 치료에 의한 Tgfa 유전자 발현을 촉진하는 것으로 

생각된다. Cldn4는 암세포에서 발현이 증가되는 것으로 알려져 있는데(65), 본 실험에

서 RNA-seq 분석 결과 레이저군에서 유전자 발현량의 차이는 없었으나, 구리+레이저군

에서 유전자 발현량이 유의하게 증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 Cldn4 유전자 

발현을 촉진하는 것으로 생각된다. 본 실험결과 광역동 치료는 기저측부 원형질막 구성

단백질의 유전자 발현에 영향을 미치는 것으로 나타났는데, 레이저군에서 Hspa1a, Nkd2, 

St14 및 Tgfa 유전자 발현량이 증가되었고, 구리+레이저군에서 Atp2b4, Ddr1, Nkd2, 

Prom2, Slc4a1, Slc14a1, St14 및 Tgfa 유전자 발현량이 증가되었으며, 구리+레이저군은 

구리군에 비하여 Cldn4, Ddr1,  Prom2, Slc4a1 및 Tgfa 유전자 발현량이 증가되었고, 

Slc14a1 유전자는 발현이 감소되어 구리이온이 광역동치료에 의한 원형질막 구성단백질

의 유전자 발현 영향을 미치는 것으로 추측된다. Atp2b4, Hspa1a, Ddr1, Prom2, Nkd2, 

Slc38a3, Slc4a1, Slc14a1, St14, Tgfa 및 Cldn4 유전자는 암의 발생이나 성장 및 전

이에 관여하는 것으로 알려져 있기 때문에 광역동 치료시 구리이온에 의해서 이들 유전자 

발현의 변화가 더 크기 때문에 암세포에 구리이온이 더 큰 영향을 준다고 할 수 있다. 

구리이온이 광역공 치료에 의한 종양의 크기를 감소시켰기 때문에 구리이온은 광역동 치

료의 치료 효과를 증가시키는 작용을 하는 것으로 생각되는데, 구리의 광역동 치료의 치

료 효과를 증가작용과 기저측부 원형질막 구성단백질의 유전자 발현 변화의 상관 관계는 

추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 실험에서 광역동치료가 세포막 구성 단백질의 유

전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 종양 조직에서 RNA를 분리해서 

mRNA-sequencing 법으로 비교한 결과 정단부 원형질막 구성단백질 중 Dsg1a, Dsg2, 

Patj, Slc6a19, Slc34a2, Slc9a3r1 및 Tnik 유전자의 발현량 차이가 나타났다. 
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  Dsg1a 는 피부의 장벽기능에 중요한 역할을 하는 단백질로서 알려져 있는데(66), 본 실험

에서 RNA-seq 분석 결과 RPKM 값이 대조군 5.87, 레이저군 37.42, 구리+레이저군 

116.46로, 레이저군과 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 유의하게 증가되었으나, 구리+

레이저군에서 유전자 발현량 증가가 더 커서 구리가 광역동 치료에 의한 Dsg1a 유전자 

발현을 촉진하는 것으로 생각된다. Dsg2 는 피부의 장벽기능에 중요한 역할을 하는 단백

질로 대장암세포의 성장을 촉진하는 것으로 알려져 있는데(67), 본 실험에서 RNA-seq 

분석 결과 RPKM 값이 대조군 0.70, 레이저군 2.56, 구리+레이저군 10.47로, 레이저군

에서 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 유의하게 

증가되어 구리이온은 광역동 치료에 의한 Dsg2 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된

다. Patj 는 피부의 장벽기능과 세포의 극성(polarity) 형성 조절에 중요한 역할을 하

는 단백질로 알려져 있는데(68), 본 실험에서 RNA-seq 분석 결과 RPKM 값이 대조군 

0.92, 레이저군 7.52, 구리+레이저군에서 30.93으로 레이저군과 구리+레이저군에서 유전자 

발현량이 증가되었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량 증가가 더 커서 구리이온이 

광역동 치료에 의한 Patj 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된다. Slc6a19 는 중성아미

노산 이동 통로 역할을 하는 단백질로 알려져 있는데(69), 본 실험에서 RNA-seq 분석 결과 

RPKM 값이 대조군 0.27, 레이저군 2.65, 구리+레이저군 11.82로, 레이저군에서 유전자 

발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되어 구리이온이 

광역동 치료에 의한 Slc6a19 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된다. Slc34a2 는 인

(phosphate) 이동 통로 역할을 하는 단백질로 암세포의 증식과 전이에 작용하는 것으

로 알려져 있는데(70), 본 실험에서 RNA-seq 분석 결과 RPKM 값이 대조군 0.34, 레이

저군 3.13, 구리+레이저군 28.43으로, 레이저군에서 유전자 발현량의 변화가 없었으

나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 

Slc6a19 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된다. Slc9a3r1 는 암세포의 autophage를 

조절하는 작용하는 것으로 알려져 있는데(71), 본 실험에서 RNA-seq 분석 결과 레이저

군에서 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되어 
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구리이온이 광역동 치료에 의한 Slc9a3r1 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된다.

Tnik 는 대장암세포의 증식에 작용하는것으로 알려져 있는데(72), 본 실험에서 

RNA-seq 분석 결과 레이저군에서 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에

서 유전자 발현량이 증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 Tnik 유전자 발현을 촉진하는 

것으로 생각된다. 본 실험결과 광역동치료는 정단부 원형질막 구성단백질 유전자중 

Dsg1a, Patj 및 Slc34a2 유전자 발현량이 레이저군에서 증가되었고, 구리+레이저군에

서 Dsg1a, Dsg2, Patj, Slc6a19, Slc9a3r1, Slc34a2 및 Tnik 유전자 발현량이 증가되어 

구리+레이저군에서 발현이 증가되는 유전자가 더 많고, 증가되는 비율도 더 높았으

며, 구리+레이저군은 구리군에 비하여 Dsg1a, Dsg2, Slc6a19, Slc9a3r1 및 Tnik 유전

자 발현량이 증가되어  광역동치료시 구리이온은  원형질막 정단부 구성 단백질의 유

전자 발현에 미치는 영향이 큰 것으로 생각된다. 이러한 원형질막 구성 단백질의 유전자 

발현량 변화는 암세포의 성장이나 사멸과 연관이 있을 것으로 추측되기 때문에 광역동치

료시 구리이온에 의한 원형질막 유전자 발현의 변화는 세포독성의 증가와 연관이 있을 

것으로 추측되며 이의 기전규명을 위한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 그

랜자임(granzyme)은 자연살해세포(natural killer cell) 이나 세포독성 티임파구( 

cytotoxic T cell)로부터 분비되어 세포사멸에 관여하는 serine protease 이다(73). 

본 실험에서 광역동치료에 의한 그랜자임 유전자 발현에 미치는 구리이온의 영향을 관

찰하기 위하여 종양 조직에서 RNA를 분리해서 mRNA-sequencing 법으로 비교한 결과 

Gzmc, Gzmd, Gzme, Gzmf 및 TGzmg 유전자의 발현량 차이가 나타났다. Gzmc는 티임파구

에서 분비되며 caspase 비의존성 세포사에 관여하는 것으로 알려져 있는데(74), 본 

실험에서 레이저군에서 Gzmc 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 

유전자 발현량이 증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 Gzmc 유전자 발현을 촉진하

는 것으로 생각된다. Gzmd는 비만세포(mast cell) 활성화에 관여하는 것으로 알려져 있

는데(75), 본 실험에서 레이저군은 Gzmd 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저

군에서 유전자 발현량이 증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 Gzmd 유전자 발현을 

촉진하는 것으로 생각된다. 
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Gzme는 티 임파구에서 분비되는 것으로 알려져 있는데(73), 본 실험에서 RNA-seq 분석 

결과 레이저군은 Gzme 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 유전자 

발현량이 증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 Gzme 유전자 발현을 촉진하는 것으

로 생각된다. Gzmf는 티 임파구에서 분비되는 것으로 알려져 있는데(76), 본 실험에서 

레이저군은 Gzmf 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 

증가되어 구리이온이 광역동 치료에 의한 Gzmf 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된

다. Gzmg는 티 임파구에서 분비되는 것으로 알려져 있는데(76), 본 실험에서 레이저군은 

Gzmg 유전자 발현량의 변화가 없었으나, 구리+레이저군에서 유전자 발현량이 증가되어 구리

이온이 광역동 치료에 의한 Gzmg 유전자 발현을 촉진하는 것으로 생각된다. 그랜자임은 비

루스에 감염된 세포나 암세포를 사멸시키기 위해서 면역세포에서 분비되는 단백질 분해 

효소로서 방어기전에 중요한 작용을 하는데, 본 실험에서 광역동치료에 의해서 그랜자임

의 유전자 발현에 변화가 없어서 광역동 치료가 그랜자임 유전자 발현에 미치는 영향

은 크지 않은 것으로 생각된다. 그러나 구리이온 투여후 광역동 치료를 실시한 군에서 

그랜자임의 유전자 발현이 증가되었는데, 이러한 그랜자임 유전자 발현의 증가는 암세포

에 대한 사멸을 증가시킬 것으로 추측된다. 따라서 구리이온에 의한 그랜자임 유전자 

발현의 증가는 암세포의 사멸을 증가시켜 항암력을 강화시키는 작용을 할 것으로 추정된

다. 구리이온에 의한 그랜자임 유전자 발현의 증가는 암세포의 사멸을 초래할 것으로 

생각되며, 이는 항암작용 증가와 연관이 있을 것으로 추정된다. 이상의 실험결과 암생

쥐 모델(CT26 cell)에서 구리이온을 포토론을 이용한 광역동 치료에 병용하면 종양의 용적

감소가 더 증가하고, 지질과산화물이 증가하며, 암의 발생과 성장 및 전이 관련 세포막 

단백질 유전자의 발현이 변화되며, 그랜자임 유전자 발현이 증가하여 항암효과가 증가 

하는 것으로 나타났다. 구리이온의 이러한 항암효과 증강 작용은 구리이온이 ROS의 생

성을 증가시켜서 세포막 지질과산화 유발에 의한 세포손상을 증가시키는 작용과 암조직 

주변에서 면역세포의 작용에 의한 세포사멸 작용으로 인하여 나타나는 작용이 암치료에 

상승효과를 나타난 것으로 생각된다. 광역동 치료에서 구리이온의 병용으로 인한 암치료 

상승효과는 암치료분야에서 매우 유용하게 이용될 수 있기 때문에 이를 임상적으로 이

용하기 위해서는 작용기전과 독성 등 에 관한 지속적인 연구가 필요할 것으로 추측된

다.
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5. 요약(Summary)  

  실험 배경 : 대장암은 대장의 상피세포에서 발생하는 암으로 우리나라 사람에서 발

생하는 암중에서 3번째로 발병률이 높다. 대장암의 치료는 수술요법, 방사선 요법, 화학

요법 및 면역요법 등으로 시행하고 있으며, 생존율을 높이기 위하여 몇 가지 치료법을 

병행하여 시행하는 복합적 치료요법이 시행되고 있다. 대장암 치료 후 생존율의 증가는 

크지 않기 때문에 새로운 치료방법의 개발이 계속적으로 시도되고 있다. 광역동 요법

은 광민감제와 빛을 이용하는 항암 치료법으로 화학요법이나 방사선요법에 비하여 부

작용이 매우 적고, 병기에 관계없이 시행이 가능하며, 치료과정에서 환자에게 스트레

스가 매우 적은 비침윤적 요법이기 때문에 암치료분야에서 대안적인 새로운 치료법으

로 관심을 받고 있다. 그러나 광역동 요법에 의한 항암효과가 제한적이기 때문에 항암

효과를 증가시킬 수 있는 방법의 개발이 필요하다.

  실험 목적 : 본 연구는 구리이온이 광역동 치료의 항암효과 증가에 미치는 영향을 알기 

위해서 대장암에 대한 광역동 치료 효과에 미치는 구리이온의 영향을 관찰하였다. 

  실험 방법 : 생쥐 대장암 세포(CT26 cell)를 배양하여 Balb/c 생쥐의 피하에 주사하

여 암을 유발시킨 후, 암종의 크기가 300~400mm3 인 것을 생쥐 대장암 모델로 사용하

였다. 실험군은 대조군, 구리군, 레이저군 및 구리+레이저군 등 4군으로 나누었다. 레

이저군과 구리+레이저군에 포토론(2.5 mg/kg BW)을 복강에 주사하였다. 구리군과 구리+

레이저군에는 포토론 주사 30분 후에 구리(2.5 mg/kg BW)를 복강에 주사하였다. 포토

론 주사 2시간 경과한 후 레이저 광선(파장 660nm, 조사량 80J/Cm2)을 종량의 표면에 조

사하였다. 레이저 조사 24시간 경과 후 종양조직을 절제하여 RNA-seq 검사하고, 지질과산

화물량을 측정하였다. TBARS 량은 OxiSelect™ TBARS Assay Kit 이용하여 측정하였다. 

레이저 조사 후 시간 경과에 따라서 12일까지 암종의 크기를 측정하고 사진을 촬영하

여 관찰하였다.
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실험 결과 : 종양 용적은 레이저 조사 후 12일째 대조군 420 % 증가, 레이저군 154% 

증가, 구리+레이저군 53% 감소로 나타나서, 레이저군에 비하여 구리+레이저군의 종양

용적이 현저히 감소되었다. 레이저 조사 24시간 후 종양조직의 TBARS량은 대조군에 

비하여 레이저군에서 190 %가 증가되았고, 구리+레이저군은 레이저군보다 68%가 더 증

가되었다. 레이저군과 구리+레이저군에서 레이저 조사 24시간 후 종양조직의 기저측부 

원형질막 구성단백질 중 암의 발생이나 성장 및 전이에 관여하는 Atp2b4, Hspa1a, 

Ddr1, Prom2, Nkd2, Slc38a3, Slc4a1, Slc14a1, St14, Tgfa 및 Cldn4 유전자의 발현량 

차이가 나타났다. 레이저군에서 Hspa1a, Nkd2, St14 및 Tgfa 유전자 발현량이 증가되었고, 

구리+레이저군에서 Atp2b4, Ddr1, Nkd2, Prom2, Slc4a1, Slc14a1, St14 및 Tgfa 유전자 

발현량이 증가되었다. 구리+레이저군은 구리군에 비하여 Cldn4, Ddr1,  Prom2, Slc4a1 

및 Tgfa 유전자 발현량이 증가되었고, Slc14a1 유전자는 발현이 감소되었다. 레이저군

과 구리+레이저군에서 레이저 조사 24시간 후 종양조직의 정단부 원형질막 구성단백질 

중 Dsg1a, Dsg2, Patj, Slc6a19, Slc34a2, Slc9a3r1 및 Tnik 유전자의 발현량 차이가 

나타났다. Dsg1a, Patj 및 Slc34a2 유전자 발현량이 레이저군에서 증가되었다. 구리+

레이저군에서 Dsg1a, Dsg2, Patj, Slc6a19, Slc9a3r1, Slc34a2 및 Tnik 유전자 발현

량이 증가되어 레이저군에 비하여 발현이 증가되는 유전자가 더 많고, 증가 비율도 더 

높았다. 그랜자임은 비루스에 감염된 세포나 암세포를 사멸시키기 위해서 면역세포에서

분비되는 단백질 분해 효소인데, 구리+레이저군 종양 조직 Gzmc, Gzmd, Gzme, Gzmf 및 

Gzmg 유전자 발현이 증가되었다. 

이상의 실험결과 암생쥐 모델에서 구리이온을 포토론 이용 광역동 치료에  병용하면 종양

의 용적감소가 더 증가하고, 지질과산화물이 증가하며, 암의 발생과 성장 및 전이 관련 세

포막 단백질 유전자의 발현이 변화되며, 그랜자임 유전자 발현이 증가하는 것으로 나타

났으며, 이러한 결과는 항암효과 증가와 관련이 있는 것으로 추측된다. 
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결론 : 광역동 요법에서 구리이온의 항암효과 증강 작용은 세포막 지질과산화물량이 증

가되는 것으로 미루어 산화적 세포손상의 증가와 관련이 있을 것으로 추측된다. 광역

동 치료로 인하여 반응성 산소종이 발생하였을 때 구리이온이 팬텀반응에 의해서 반

응성 산소종을 반응성이 가장 강한 히드록시 라디칼로 전환 시켜 세포손상을 증가

시키고, 암조직 주변에서 면역세포의 작용에 의한 세포사멸 작용이 복합적으로 작용하

여 암치료에 상승효과를 나타난 것으로 생각된다. 광역동 치료에서 구리이온의 병용으로 

인한 암치료 상승효과는 암치료분야에서 매우 유용하게 이용될 수 있기 때문에 이를 임상

적으로 이용하기 위해서는 작용기전과 독성 등에 관한 지속적인 연구가 필요할 것으로 

추측된다.     
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        Fig. 6. Photograph of CT26 cancer bearing Balb/c mice after laser irradiation

                (660 nm, 80 J/Cm2).  
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            Table 1. Effects of photodynamic therapy(PDT) on tumor growth in CT26

               cancer bearing mice   

           Colon cancer bearing mice were irradiated with lazer light(660nm, 80 J/Cm2)

             2 hours after intra-peritoneal injection of Photolon(2.5mg/kg BW). Copper

             (2.5mg/kg BW) was injected intraperitoneally into colon cancer braring mice 

             30 minutes after photolon injection. Values are mean±D, n=5. 



- 46 -

         Fig. 7. Effects of copper and PDT on tumor growth in CT26 cancer bearing mice.

            Values with different superscripts in the same column are significantly different (p<0.05). 
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        Fig. 8. The effects of copper and PDT on thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) 

        content in tumor tissue of CT26 cancer bearing mice. Values with different superscripts 

        are significantly different (p<0.01). 
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            Table 2. Analysis of differentially expressed genes of basolateral plasma membrane

            components-related genes in cancer tissues after PDT in CT26 cancer bearing mice

             RPKM : reads per kilobase per million mapped reads, Atp2b4 : ATPase, Ca++ 

             transporting, plasma membrane 4, Hspa1a : heat shock protein 1A , Nkd2 : naked

             cuticle 2, Slc38a3 : solute carrier family 38, member 3, St14 : suppression of 

             tumorigenicity 14 (colon carcinoma), Tgfa : transforming growth factor alpha. 
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           Table 3. Analysis of differentially expressed genes of basolateral plasma membrane

           components-related genes in cancer tissues after PDT in copper-treated CT26 cancer

           bearing mice 

            Ddr1 : discoidin domain receptor family, member 1, Prom2 : prominin 2, Slc4a1 : 

            solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1, Slc14a1 : solute carrier family

            14 (urea transporter), member 1. 
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            Table 4. Differentially expressed gene analysis related to basolateral plasma 

            membrane components in tumor tissues of lazer versus lazer+copper treated 

            CT26 cancer bearing mice

             Cldn4 : claudin 4. 
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               Table 5. Analysis of differentially expressed genes of apical plasma membrane 

               components-related genes in cancer tissues after PDT in CT26 cancer bearing 

               mice

              Dsg1a : desmoglein 1 alpha, Dsg2 : desmoglein 2, Patj : PATJ, crumbs cell 

              polarity complex component, Slc6a19 : solute carrier family 6 (neurotransmitter

              transporter), member 19, Slc34a2 : solute carrier family 34 (sodium phosphate),

              member 2. 
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                Table 6. Analysis of differentially expressed genes of apical plasma membrane 

                components-related genes in cancer tissues after PDT in copper-treated CT26 

                cancer bearing mice 

                Slc9a3r1 : solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 3 

                regulator 1, Tnik : TRAF2 and NCK interacting kinase. 
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                Table 7. Differentially expressed gene analysis related to apical plasma 

                membrane components in tumor tissues of lazer versus lazer+copper 

                treated CT26 cancer bearing mice

                 

                 Dsg1b : desmoglein 1 beta.
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                 Table 8. Analysis of differentially expressed genes of cytolysis-related genes 

                 in cancer tissues after PDT in CT26 cancer bearing mice

                  Gzmc : granzyme C, Gzmd : granzyme D, Gzme : granzyme E, Gzmf : 

                  granzyme F, Gzmg : granzyme G. Inf : infinity. 
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               Table 9. Analysis of differentially expressed genes of cytolysis-related genes

               in cancer tissues after PDT in copper-treated CT26 cancer bearing mice 
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             Table 10. Differentially expressed gene analysis related to cytolysis in tumor

             tissues of lazer versus lazer+copper treated CT26 cancer bearing mice
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