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ABSTRACT

 Effects of Photolon-induced photodynamic therapy in 

uterine cervical cancer mouse model

   Heo Soo-Min

Advisor : Prof. Ahn Tae-Gyu, M.D, Ph.D.

                Department of Medicine,

                             Graduate School of Chosun University

  Photodynamic therapy is a non-invasive treatment method that 

irradiates light after administration of a photosensitizer, and can be 

applied regardless of the type or stage of cancer. Photodynamic therapy 

experiments for cervical cancer were mostly conducted in vitro studies 

using cervical cancer cell lines, and there are very few in vivo 

experiments.

  The purpose of this study was to observe the effect of photodynamic 

therapy on cervical cancer using a human cervical cancer cell line 

(CaSki cell) mouse model (tumor bearing mouse model).

  Cultured CaSki cells were injected into mice (SCID/ICR mice), and 

mice with carcinoma in the back of the mice were used as a CaSki cancer 

bearing mouse model. Photodynamic therapy was performed by irradiating 

80J/cm2 and 100J/cm2 of a laser beam (wavelength 660nm) 2 hours after 

intraperitoneal injection of Photolon (5mg/kg BW) into CaSki cancer 

bearing mice, respectively.

  After 24 hours of laser irradiation, the experimental animals are 



- vii -

sacrificed and the tumor tissue is excised. A part of the tumor tissue 

was used as tissue material such as H&E staining and TUNEL assay, and 

the rest of the tumor tissue was used for biochemical tests such as 

8-OHdG, TBARS and Caspase-3 assay.

  As a result of photodynamic therapy using the photosensitizer 

Photolon in CaSki cancer bearing mouse model, the tumor volume of the 

photodynamic therapy 80J/cm2 group was increased by 213% after 21 days 

of laser irradiation compared to before laser irradiation. The tumor 

volume of the photodynamic therapy 100J/cm2 group was reduced by 48% 

after 21 days of laser irradiation compared to before laser 

irradiation. Tumor tissue H&E staining in the light microscopy 

findings, the tumor tissue of the 80J/cm2 group of photodynamic therapy 

had an irregular nucleus, and a nucleus with an unclear nuclear 

membrane was observed. In the tumor tissue of the photodynamic therapy 

100J/cm2 group, the irregular shape of the nucleus morphology was more 

severe than that of the 80J/cm2 group, and there were more cells with 

unclear nuclear boundaries. After 24 hours of photodynamic therapy, the 

percentage of TUNEL-stained nuclei in the tumor tissue of the 80J/cm2 

group was 47.2%. In the photodynamic therapy 100J/cm2 group, the number 

of TUNEL-stained nuclei in the tumor tissue was 75.9%, and the ratio of 

TUNEL positive cells was 28% higher than that of the 80J/cm2 group.

  After 24 hours of photodynamic therapy, the 8-OHdG content in the 

tumor tissue was increased by 287% in the photodynamic treatment 

80J/cm2 group compared to the control group. Tumor tissue 8-OHdG 

content was increased by 133% in the photodynamic treatment 100J/cm2 

group compared to the photodynamic treatment 80J/cm2 group. Tumor 

tissue TBARS contents was increased by 192% in the photodynamic 

treatment 80J/cm2 group than in the control group. Tumor tissue TBARS 

content in the photodynamic treatment 100J/cm2 group was increased by 
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64% compared to the photodynamic treatment 80J/cm2 group. Tumor tissue 

Caspase-3 activity was increased by 141% in the photodynamic treatment 

group of 80J/cm2 compared to the control group. The tumor tissue 

Caspase-3 activity of the photodynamic treatment 100J/cm2 group was 

increased by 41% compared to the photodynamic treatment 80J/cm2 group.

As a result of the above experiment, it was shown that when 

photodynamic therapy was performed using the photosensitizer photoron 

in the CaSki cancer bearing mouse model, the volume of the tumor was 

reduced and thus there was an anticancer effect.

  Reactive oxygen generated by photochemical reaction induces oxidative 

damage to DNA and cell membranes, and Cytochrome C is leaked due to 

decreased mitochondrial membrane function, thereby activating the 

intrinsic apoptosis pathway, which is thought to induce cancer cell 

death.

  Photodynamic therapy using Photolon and CaSki tumor-bearing mouse 

model is a preclinical experimental model, and additional research is 

needed to apply it as a clinical cancer treatment method.

Key words: Photodynamic therapy, photolon, CaSki cells, ROS
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1. 서   론

1) 자궁경부암 (cervical cancer)

  자궁경부암은 자궁경부 상피에서 발생하는 암으로, 전 세계적으로 여성에

게 발병하는 암 중 네 번째 흔한 암으로 알려져 있다. 2020년 604,000명의 

환자가 발생하였고, 그 중 342,000명이 사망하였는데, 자궁경부암의 약 80%

는 아시아, 남미, 아프리카 등의 개발도상국에서 발생하는 것으로 알려져 있

다[1]. 2021년 12월에 발표된 중앙암등록본부의 보고(1999~2019년)에 의하면 

우리나라의 2019년 자궁경부암 환자 수는 58,983명으로 여성 암 환자 중 갑

상샘암(37만 7,586명), 유방암(25만 8,172명), 대장암(11만 3,755명) 및 위암(10만 

8,259명)에 이어서 5위이다[2].

  자궁경부암의 병기는 1기에서 4기까지 분류되어 있고, 각 병기에 따른 치

료 원칙이 정해져 있다. 1기에서 2기 초에는 수술요법이나 동시 화학방사선

요법이 시행되고, 2기 말보다 더 진행된 암에 대해서는 동시 화학방사선요법

이 시행된다[3]. 수술요법은 암 조직을 절제하여 제거하는 방법으로 암 치료

법 중 가장 우선적으로 시도하는 방법이다[3]. 암세포의 전이가 일어난 경우

에는 수술요법과 화학요법이나 방사선요법을 병행하는 치료가 시도되고 있으

나, 5년 생존율은 암 환자마다 많은 차이가 있다[4]. 따라서 5년 생존율을 

증대시키기 위한 여러가지 치료법을 병행하여 시행하는 복합적 치료요법이 

시행되고 있으나 환자 생존율의 증가는 높지 않기 때문에 새로운 항암 화학

요법제나 치료방법의 개발이 필요하다.

2) 광역동요법(photodynamic therapy)

  광역동치료는 광선, 광민감제 및 산소를 이용하여 질병을 치료하는 방법으

로, 광민감제를 투여한 후 빛을 조사하여 시행하는 치료 방법이다[5].

  인류는 수천 년 전부터 광선을 질병 치료에 이용해 온 것으로 알려져 있는

데, 기원전 3000여 년 전 고대 이집트나 인도에서 태양 광선과 식물을 이용

하여 피부질환을 치료하였다는 기록이 있고, 100여 년 전부터는 백반증, 건

선 및 피부암 등의 질병 치료에 빛과 반응성 화학 물질이 함께 사용되었다

[6]. 20세기에 들어서 독일의 과학자 von Tappeiner & Rabb은 합성 화학물질
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과 광선 및 산소를 조합시키면 질병 치료 효과가 증가한다는 것을 처음 밝혔

다[7].

  1990년대 러시아의 Andrey F. Mironov 팀에 의해서 광민감제 Photogem이 

개발되면서 광역동치료는 급격한 진전을 이루게 되었다. Photogem은 러시아 

보건당국의 허가를 받아서 1992년부터 1996년 사이에 암 환자를 상대로 임상

시험을 실시하였는데 1500명의 환자 중 91%에서 치료 효과가 있는 것으로 나

타났다[8].

  광민감제에 특정 파장의 광선을 조사하면 광민감제는 광감작 반응

(photosensitizing reaction)이 일어나서 기저상태(ground state)에서 활성

화 상태(excitation state)로 변화되고, 활성화된 광민감제와 산소는 광화학

반응(photochemical reactions)에 의해서 반응성 산소종(reactive oxygen 

species)을 생성한다[7,8].

  세포내에서 반응성 산소종(reactive oxygen species)은 단백질, 지질 및 

핵산 등에 작용하여 이들 물질을 산화시켜 기능이 감소하면 세포 활성이 저

하되어 세포 사멸을 초래한다[9]. 반응성 산소의 수명은 10 ~ 320 ns 정도로 

매우 짧기 때문에 암 세포 내에서 광화학반응에 의한 손상은 광민감제가 존

재하는 주변에서 일어난다[10]. 반응성 산소종이 단백질에 작용하면 구성 아

미노산 중 시스테인, 티로신, 트립토판, 히스티딘 및 메티오닌 등에서 주로 

산화가 일어나는 것으로 알려져 있고, 세포막 불포화지방산에 반응성 산소종

이 작용하여 지질 과산화가 일어나면 세포막 기능이 감소되는 것으로 알려져 

있다[10]. 또한 반응성 산소종이 세포의 DNA에 작용하면 8-OHG 과 같은 핵산 

산화물이 생성되고, 핵산의 기능이 저하되어 세포 손상이 나타날 수 있다

[11].

  세포가 반응성 산소종에 의해서 산화적 손상을 받으면 세포사멸(cell 

death)이 일어날 수 있는데, 광역동치료에 의한 세포사멸은 세포 자멸사

(apoptosis)와 괴사(necrosis)가 주로 나타나는 것으로 알려져 있다[12]. 광

역동요법은 만성궤양, 화상감염, 여드름 및 기타 다양한 세균의 국소적 요법

으로 효과적인 것으로 알려져 있다[13].
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3) 광민감제(Photosensitizers) 

  광민감제는 광역동치료의 핵심물질로서 헤모글로빈에서 유래한 프로토포르

피린(protoporphyrin)이 항암 치료에 이용된 이후 광역동치료에 테트라피롤 

골격(tetrapyrrole backbones)을 가진 포르피린(Porphyrin)이나 클로린

(Chlorin)계의 광민감제가 많이 사용되고 있다(Fig.1).

Tetrapyrrole backbones   Porphyrin             Chlorin 

Fig. 1. Tetrapyrrole photosensitizers.

  광민감제의 이상적 조건은 안정성이 높고 값이 싸야 하며, 투여 후 빠른 

시간 내에 대상조직(target tissue)에 축적되어야 한다[14]. 또한 빛에 의해 

활성화가 잘 되고, 빛을 조사하지 않았을 때 세포독성(dark toxicity)이 낮

으며, 몸에서 배출되는 시간이 빠른 제제가 좋아야 한다[14].

  광민감제는 특성에 따라서 1세대, 2세대 및 3세대 광민감제로 나눌 수 있

다.

  1세대 광민감제는 천연추출물 또는 이들의 유도체로서 헤모글로빈에서 유

래한 포르피린(Porphyrin)과 헤마토포르피린(hematoporphyrin) 유도체가 있

다. 1967년 Lipson 등은 헤마토포르피린(hematoporphyrin) 유도체를 개발하

여 식도암, 기관지암, 자궁경부암, 대장암 및 유방암의 치료를 시도하였다

Table 1. Selected examples of first, second and third generation 

photosensitizers.
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[15]. 1960년도에 개발된 헤마토포르피린(hematoporphyrin) 유도체 포토프린

(photofrin)은 1995년 식도암 치료제로서 FDA 승인을 받았고, 1999년 초기 

비소세포폐암(early non-small-cell lung cancer) 치료제로 FAD 승인을 받았

다[16]. 포토프린은 투여 후 종양조직에서 광역동치료 최적 농도에 도달하는 

시간이 48시간 소요되고, 체내에 배출되는데 수 주일이 소요되기 때문에 일

광손상을 예방하기 위해서는 수 주 동안 햇볕을 차단해야 한다[17].

  1세대 광민감제는 빛에 의해 활성화율이 낮고, 빛을 조사하지 않았을 때 

세포독성(dark toxicity)이 크며, 투여 후 몸에서 배출되는 시간이 길기 때

문에 여러 가지 부작용을 안고 있어 이러한 문제점을 보완하기 위한 2세대 

광민감제가 개발되었다[18]. 2세대 광민감제는 650nm 이상의 파장 광선조사

로 활성화되고 광독성이 비교적 적으며, 몸에서 배출되는 시간이 포토프린보

다 짧다[18].

  2세대 광민감제는 5-아미노레블린산(5-aminolevulinic acid), 벤조포르피

린(benzoporphyrin), 클로린(chlorin), 박테리오 클로린(bacteriochlorin), 

메틸렌블루(methylene blue) 및 프탈로사이아닌(phthalocyanine) 등이 있다.  

5-아미노레블린산은 포르피린의 전구체로서 투여 후 세포 내에서 포르피린으

로 합성되어 효과를 나타내고, 벤조포르피린은 포르피린으로부터 개발된 제

제이다[19]. 클로린은 엽록체(chloroplast)에 들어있는 헤모글로빈의 포르피

린과 유사한 구조의 색소인 클로로필(chlorophyll)로부터 개발된 제제이고, 

박테리오 클로린은 광합성이 일어나는 세균의 박테리오 클로로필

(bacteriochlorophyll)로부터 개발된 제제이다[14].

  2세대 광민감제가 1세대 광민감제에 비하여 상대적으로 독성이 적다고 하

지만 여전히 독성이 높고 안정성이 낮기 때문에, 이를 더 보완한 3세대 광민

감제를 개발하였다[20]. 3세대 광민감제는 조직 targeting을 높이기 위하여 

2세대 광민감제를 특정 항체와 결합(conjugation)시키거나 안전성을 증가시

키기 위해서 리포솜(liposome)이나 미셀(micelles)과 같은 운반 캡슐로 포장

(encapsulation)하여 만들어진 제제이다[21]. 2세대에 비하여 안정성을 높이

고, 목표로 하는 조직(target tissue)에 더 정확하게 광민감제를 보냄으로서 

정상조직의 손상을 감소시킬 수 있게 되었다[20].

  광역동치료의 효율성을 높이기 위해 리포솜이나 미셀 이외에도, 퀀텀 닷
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(quantum dot), 덴드리머(dendrimer), 폴리머(polymer), 자성 금(magnetic 

gold) 및 탄소 기반 나노 입자(carbon based nanoparticles) 등 다양한 캐리

어 분자가 개발되고 있다[22].

4) 광선

  광역동치료는 광민감제를 투여한 후 광선을 조사하여 이루어진다. 광선은 

광민감제를 활성화시키는 역할을 하는데, 광민감제가 활성화되는 광선의 파

장은 광민감제의 종류에 따라서 다르다. 일반적으로 광민감제는 최대 흡광계

수를 나타내는 파장의 광선에 의해서 활성화가 잘 일어나며, 광선의 파장이 

800nm 이상이 되면 에너지가 부족하여 광화학반응 유도가 잘 일어나지 않는

다[23].

  광역동요법에 의한 암 치료는 광민감제를 투여한 후 일정 시간이 경과되어 

암 조직에 광민감제가 축적되면 알맞은 파장의 광선을 암 조직에 조사하여 

광역동치료를 실시한다. 따라서 광역동치료에 이용되는 광선의 파장은 투여

하는 광민감제의 종류에 따라서 달라질 수 있다. 광역동치료는 암 조직 내에 

들어있는 광민감제를 활성화시킨 후 항암효과가 나타나기 때문에 조사한 광

선이 암 조직 내로 침투를 해야 한다. 광선의 조직 침투력은 광선의 파장과 

비례하기 때문에 긴 파장의 광선일수록 조직 침투력이 좋아서, 긴 파장 광선

에 의해 활성화되는 광민감제가 항암 치료에 유리하다고 할 수 있다[23].

  광역동치료에 처음 사용됐던 포르피린의 흡수 스펙트럼 파장은 400nm 근처

와 650nm 근처에서 나타나는데, 400nm는 조직 침투력이 낮아서 광역동치료에 

이용할 수 없고, 광역동치료에는 650nm 근처 파장의 광선이 이용된다[18].

  광역동치료의 광원으로는 레이저나 비레이저가 이용되고 있고 최근에는 

LED도 사용되고 있는데, 저출력의 간단한 반도체 레이저(diode laser)가 많

이 이용되고 있으며, 광선의 침투력 제한을 해결하기 위한 방법으로 광섬유

(optic fiber)나 내시경을 이용하여 광선을 신체 내 장기로 직접 전달하는 

방법 등이 개발되고 있다[23].

  광역동치료는 목적에 따라서 사용되는 광민감제의 종류가 다르고 이에 따

라서 사용되는 광선의 광원이나 조사 방법이 다르기 때문에 광역동치료의 효

율을 증가시키기 위한 광원의 종류나 조사 방법에 대한 많은 연구가 이루어
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지고 있다[23].

5) 광역동치료에 의한 세포사멸(cell death)

  광역동치료에 의한 세포사멸 기전은 세포 자멸사(Apoptosis), 자가포식

(Autophage) 및 면역적 효과(Immunologic effect) 등이 알려져 있다[25].

  세포 자멸사는 다세포 생물체에서 볼 수 있는 세포예정사(Programmed cell 

death)의 일종으로 이 과정은 세포의 팽창과 균열, 세포막의 변화, 핵 단편

화, 염색질 응축과 염색체 절단이 일어나고 최종적으로 손상 세포가 사멸된

다[26]. 광역동치료에 의해서 세포사멸이 일어난다는 것은 1991년 Agarwal 

등에서 생쥐 임파종 세포를 이용한 실험을 통해 처음 확인되었다[27].

  미토콘드리아에 대한 광손상은 막 투과성을 증가시켜서 미토콘드리아 내에 

있던 사이토크롬 C(Cytochrome C)를 세포질로 유리시켜서 세포 자멸사를 유

도 할 수 있고(26), Bcl family는 미토콘드리아 막의 투과성을 낮춰 사이토

크롬 c의 유출을 막음으로써 세포 자멸사를 막는 단백질인데, 광역동치료에 

의해서 Bcl-2 및 Bcl-xL가 광손상으로 인하여 기능이 감소되면 세포 자멸사

가 초래될 수 있다[28].

  세포 자멸사의 증거인 DNA 손상은 광손상 후 매우 빠른 시간 내에 발생할 

수 있는데, 림프종 세포에 광역동치료 후 수 분이 경과하면 게놈 

DNA(Chromosomal DNA)의 손상이 나타나기 시작하며, 1시간 이내에 DNA 절단

(DNA fragmentation)이 나타날 수 있다[27,28]. 

  자가포식(Authphagy)이란 세포의 항상성과 기능 유지를 위해서 세포 내 소

기관인 라이소좀(Lysosome)을 통해 변형된 단백질이나 손상된 소기관 등을 

분해시키는 과정으로 자신의 불필요한 성분을 스스로 분해하여 보호하는 작

용을 한다[30]. Kessel DH 등은 라이소좀이 광손상을 받으면 자가포식의 억

제에 의한 세포 손상이 유도된다고 하여, 광역동치료에 의한 세포손상이 자

가포식과 연관되어 있다고 하였다[31].

  면역 체계는 암 발병, 진행 및 치료에 중추적인 역할을 하는데, 항암 치료

에서 죽어가는 암세포와 면역 세포의 상호 작용이 암 치료 효율을 결정하는 

중요한 요소라고 알려져 있다[32]. 광역동치료는 선천적 면역반응과 후천적 

면역반응에 모두 영향을 주는 것으로 알려져 있는데, 광역동치료에 의해서 
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종양 조직에 손상이나 산화 스트레스가 나타나면 급성 염증반응이 활성화되

고, 광역동치료에 의해 유도된 면역원성 세포사(Immunogenic cell death)는 

면역을 자극하는 손상 관련 물질(Damage-associated molecules)을 통해 항종

양 면역을 활성화한다[33].

  면역원성 세포 사멸은 선천적 및 후천적 면역 반응을 자극하여 장기면역기

억(long-term immunological memory)을 생성하는 세포의 사멸이다[32]. 암세

포의 면역원성(Immunogenicity)은 죽어가는 암세포의 항원성과 보조성에 의

해 결정되는데, 종양 세포에 대한 면역반응은 종양 관련 항원과 항원 제시 

세포의 활성화에 필요한 면역반응 보조물질이 작용하여 나타난다[32,34]. 손

상 관련 물질이 세포에서 능동적으로 분비되거나, 수동적으로 세포 외로 방

출되거나, 죽어가는 세포 표면에 노출되면 면역반응 보조물질의 작용으로 항

원 제시 세포(Antigen presenting cells)가 활성화되어 임파구에 항원 제시

를 촉진한다[32].

6) 실험목적

  광역동요법은 광민감제를 투여한 후 광선을 조사하는 비침습적 치료방법으

로 암의 종류나 병기에 관계없이 적용이 가능하다. 1976년 Kelly JF와 Snell 

ME는 방광암 환자에게 헤마토포르피린 유도체를 이용하여 광역동 암 치료 임

상 적용 결과를 발표하였고[35], 1978년에 Dougherty는 헤마토포르피린 유도

체를 이용한 임상 적용 결과 암 환자 113명 중 111명에서 부분적 또는 전체

적으로 병변의 호전이 있었다고 하였다[36].

  포토프린과 아미노레블린산 및 그 유도체를 광민감제로 사용하는 광역동치

료는 악성 피부 종양의 치료에서 효과적이며[37], 구강, 인두 및 후두의 초

기 암 치료에 이용하면 정상적인 조직과 언어 및 연하의 중요한 기능을 보존

한다고 한다[38]. 

  현재 다양한 광민감제가 광역동치료에 사용되고 있는데, 포토프린은 1993

년 캐나다에서 방광암 치료에 대해 처음으로 승인을 받았고, 네덜란드, 프랑

스 독일에서는 폐암 치료제로 승인받았다[39]. Copper 등은 다발성 원발성 

두경부 종양에 광역동치료를 시행한 결과 병기 I기 환자는 치료 효율이 85%, 

II/III기 환자는 치료율이 38%로 두경부 종양치료에 효과가 있다고 하였고
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[40], 소화기계암, 전립선암, 방광암 등 비뇨기계암, 폐암, 뇌암 등 여러 가

지 암의 치료에 대한 전임상 실험에서 항암효과가 있다고 한다[41].

  자궁 경부암에 대한 광역동치료 실험은 주로 자궁경부암 세포주를 이용한 

실험이 보고되어 있고, 세포주 중에서도 대부분 HeLa 세포주를 이용한 시험

관 내 연구가 주로 수행되었다. Panzarini E 등[42]은 HeLa 세포주를 이용한 

실험에서 Rose Bengal Acetate를 광민감제로 사용한 광역동치료 실험에서 광

역동치료는 세포자살을 유도한다고 하였고, Li Z 등[43]은 아미노레블린산을 

이용한 HeLa 세포주 실험에서 ER stress에 의해서 세포자살이 유도된다고 하

였고, Li K 등[44]은 HeLa 세포주를 이용한 tumor-bearing mice 실험에서 

silicon(IV) 프탈로사이아닌을 광민감제로 사용한 광역동치료 실험에서 광역

동치료는 세포자살을 유도한다고 하였다. Bae SM 등[45]은 포토젬(Photogem)

을 이용한 자궁경부암 세포주 CaSki, HT3, HeLa 및 SKOV-3 세포를 이용한 시

험관 내 실험에서 광역동치료가 세포 손상을 유도된다고 했고, Oliveira PM 

등[46]은 베르베린(berberine)을 광민감제로 이용한 CaSki 세포 시험에서 광

역동치료가 세포 손상을 유도된다고 하여 자궁경부암에 대한 광역동치료 실

험은 주로 세포주를 이용한 시험관 내 실험이 이루어지고 있다. 

  본 연구의 목적은 자궁경부암에 대한 광역동요법의 효과를 검증하기 위한 

연구의 일환으로 자궁경부암세포주(CaSki cell) 생쥐 암모델(tumor bearing 

mouse model)을 만들어서 광민감제로 포토론을 사용하여 광역동치료를 실시

하여 자궁경부암에 대한 광역동치료의 효과를 관찰하고자 한다.

  생쥐 암 모델은 사람 자궁암 세포주(CaSki cells)를 생쥐(SCID/ICR mouse)

에 주사하여 암종이 생성된 생쥐를 이용하였고, 광역동치료를 실시한 후 암

종의 크기와 암 조직의 조직검사 및 생화학적 검사를 실시하여 광역동치료 

효과를 관찰하였다.
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2. 재료 및 방법

1) 실험재료

  본 실험에 사용된 4% 파라포름알데히드(paraformaldehyde), 자일렌

(xylene), Protenase K, In Situ Cell Death Detection kit, Fluoroshield 

with DAPI kit, Antimycotic Solution (100×)과 Trypsin-EDTA Solution 

(10X)은 시그마알드리치코리아(서울, 한국)에서 구매하였고, 10% 태우혈청, 

Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM) 배지, PBS(phosphate buffered 

saline, 인산염 완충액) 등은 Gibco BRL(NY, USA)에서 구매하여 실험에 사용

하였다. 포토론(photolon)은 동성제약 연구부(서울, 한국)에서 기증받아 실

험에 사용하였다.

2) 실험동물

  실험동물은 ICR 종 SCID 생쥐(6주령, 암컷)로서 중앙 실험동물(주)(Seoul, 

KOREA)에서 구매하였다. 실험동물의 사육환경은 명암주기 12시간, 온도 20± 

2℃ 상대습도 60±5% 의 조건이 유지되는 환경이었고, 조선대학교 동물실험 

윤리 위원회의 승인(승인번호: CIACUC 2019-A0034)을 받아 실험 윤리규정을 

준수하여 동물실험을 진행하였다.

3) 세포배양 

  사람 자궁암 세포주(CaSki cell)는 한국 세포주은행(서울, 한국)에서 분양

받아 실험에 사용하였다. 사람 자궁암 세포는 10% 태우혈청과 Antimycotic 

solution을 함유한 RPMI1640 배지를 사용하여, 37℃로 유지되는 CO2 배양기

에서 배양하였다.

4) 생쥐 자궁암 모델(Cervical cancer bearing mouse model) 확립

  ICR 종 SCID 생쥐를 구매하여 1주일 간 사육하여 환경에 적응시킨 후 암종

을 유도하기 위한 동물로 사용하였다. 사람 자궁암 세포주(CaSki cell)를 배

양한 후 trypsin-EDTA로 처리하여 세포를 수집한 후 암세포을 인산염 완충액

에 부유시켜 생쥐에 주사하였다. 생쥐의 등 쪽 털을 제모한 인산염 완충액에 
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부유된 자궁 암세포(CaSki cells : 5x105 cells/mouse)를 생쥐의 피하에 주

사하였다. 암세포 주사 후 암종이 발생하는 것을 육안으로 관찰하고 암종의 

크기를 디지털 캘리퍼(digital caliper, EDC 150, EX-power, 경북, Korea)로 

측정하여 암종의 용적이 300-400 mm3 인 것을 생쥐 자궁암 모델로 실험에 사

용하였다. 암종의 용적(tumor volume)은 디지털 캘리퍼로 크기를 측정하여 

다음 식에 의해서 계산하였다. 

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

5) 광역동치료 (Photodynamic therapy: PDT)

  자궁암 모델(암종의 크기 300-400 mm3) 생쥐 10마리씩을 한 실험군으로 하

였고, 실험군은 대조군, 레이저 80J/cm2 조사군 및 레이저 100J/cm2 조사군 

등 3군으로 나누어 실험을 실시하였다. 레이저 80J/cm2 조사군과 레이저 

100J/cm2 조사군에는 2mg 포토론을 200mL 생리식염수에 용해시켜서 포토론 

용액(0.01mg/mL)을 만들어서 생쥐 체중 kg 당 포토론 5 mg(5 mg/kg BW) 용량

을 생쥐 복강에 주사하였다.

  포토론을 복강 주사하고 2시간 경과 후에 실험동물을 4% isoflurane을 사

용하여 마취시킨 후 반도체 레이저 기기(UPL-PDT laser; BelOMO,  Minsk, 

Belarus, λ=660 nm ± 5 nm)를 이용하여 파장 660nm 레이저 광선을 종량의 

표면에 조사하였다. 이 때 레이저 조사량은 레이저 80J/cm2 조사군은 80J/cm2

을 조사하였고, 레이저 100J/cm2 조사군은 100J/cm2 을 조사하였다(Fig. 2). 

종양에 레이저를 조사하고 24시간 경과 후 각 실험군 당 5 마리씩 경추탈골

하여 희생시킨 후 종양을 절제하여 종양조직 일부는 H&E 염색과 TUNEL 분석

등 조직검사를 위한 시료로 사용하였고, 조직 일부는 Caspase-3, 8-OHdG, 및 

지질과산화물량 측정을 위한 시료로 사용하였다. 각 실험군 당 5마리씩은 레

이저 조사 후 시간 경과에 따라서 21일까지 암종의 상태를 관찰하고 디지털 

캘리퍼를 이용하여 암종(tumor mass)의 크기를 측정하였으며 암종의 형태를 

사진을 촬영하였다.
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Fig. 2. A diode laser(660nm red light) is irradiated onto the tumor of 

the SCID/ICR mouse.

6) TUNEL(TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) 분석

  실험동물에서 채취한 암 조직은 즉시 4% 파라포름알데히드 용액에 고정시

킨 후, 고정된 조직을 파라핀에 포매하고 4㎛ 두께로 절단하여 조직 절편을 

만들었다. 조직절편은 슬라이드글라스에 붙인 후 자일렌(15분 2회)과 에탄올

(100%, 95%, 85%, 70%, 50% 각각 5분)에 넣어 파라핀을 제거하였다. 파라핀

이 제거된 조직 절편 중 일부는 H&E 염색하여 광학현미경으로 관찰하였고, 

일부는 TUNEL 염색하여 형광현미경으로 관찰하였다.

  TUNEL analysis는 In Situ Cell Death Detection kit(Sigma, St. Louis, 

MO, USA)을 사용하여 manufacturer’s instructions에 따라서 실시하였다. 

간단히 설명하면, 4㎛ 두께의 파라핀 포매 조직의 절편을 슬라이드글라스에 

붙인 후 자일렌과 에탄올을 처리하여 파라핀을 제거한 후 proteinase K 

(proteinase K 20 μg/ml in 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)를 처리한 후 TUNEL 

reaction mixture에서 반응시켰다. PBS로 세척한 후 조직장착배지

(Fluoroshield with DAPI; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 도포하고 

커버글라스로 덮은 다음 형광현미경(EVOS Digital Color Fluorescence 

Microscope; Invitrogen, CA. USA)을 이용하여 관찰하였다.
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7) 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) 측정

  조직 내 8-OHdG 량은 8-OHdG ELISA kit (Arigobio, Hsinchu, Taiwan)를 사

용하여 제조사의 측정방법(manufacturer’s instructions)에 따라 측정하였

다. 간단하게 설명하면 암 조직을 정량하여 10배(w/v)의 균질화 용액

(homogenization buffer; 0.1M PBS, pH 7.4)를 첨가한 후 호모겐나이저

(polytron-homogenizer; Thomas Scientific, Gloucester County, NJ, USA)로 

균질화시킨 다음 원심분리하여 상층액을 8-OHdG 측정시료로 사용하였다. 상

층액 200μL를 취해서 G-spin Total DNA Extraction kit(iNtRON, 성남, 

Korea)을 이용하여 DNA를 추출하고, Nuclease P1(NEB, Ipswich, MA, USA)를 

첨가하여 처리한 후 8-OHdG 정량 시료로 사용하였다. 시료 50 μL를 96 well 

plate에 넣고 HRP-conjugated 8-OHdG antibody를 반응시킨 후 3,3′,5,5′

-Tetramethylbenzidine (TMB) substate를 첨가하여 10분간 반응시킨 후 450 

nm에서 흡광도를 측정하여 8-OHdG를 정량하였다.

8) 종양조직 지질과산화물량 측정

  종양조직의 지질과산화산물량은 thiobarbituric acid reactive 

substance(TBARS)량으로 측정하였다. 암 조직을 정량하여 10배(w/v)의 균질

화 용액(homogenization buffer; 0.1M PBS, pH 7.4)를 첨가한 후 호모겐나이

저(polytron-homogenizer; Thomas Scientific, Gloucester County, NJ, USA)

로 균질화시킨 후 TBARS량 측정을 위한 시료로 이용하였다. TBARS량은 

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

제조사의 측정 방법에 따라서 측정하였다.

9) Caspase 3 활성도 측정

  조직 내 Caspase-3 활성도는 Caspase 3 Colorimetric Assay Kit 

(Sigma-Aldrich, CASP3C-1KT)를 사용하여 제조사의 방법(manufacturer’s 

instructions)에 따라 측정하였다. 간략하게 설명하면 암 조직을 정량하여 

10배(w/v)의 균질화 용액(homogenization buffer; 0.1M PBS, pH 7.4)를 첨가
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한 후 호모겐나이저(polytron-homogenizer; Thomas Scientific, Gloucester 

County, NJ, USA)로 균질화시킨 다음 원심분리하여 상층액을 Caspase-3 측정

시료로 사용하였다. 시료 50 μL를 96 well plate에 넣고 10분간 반응시켜 

Caspase-3 가 Ac-DEVD-pNA을 분해하여 유리되는  p-nitroaniline (pNA) 량을 

450 nm에서 흡광도를 측정하여 pNA의 흡광계수(εmM = 10.5)로 계산하여 표

시하였다.

10) 통계처리

  모든 측정 결과는 평균± 표준편차(mean± SD)로 표시하였고, 실험결과의 

분석은 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. 결   과

1) 광역동치료 후 생쥐 자궁암의 변화

  생쥐 자궁암모델을 이용하여 포토론을 주사한 뒤 광역동치료 후 21일 경과

한 종양의 형태를 관찰한 결과는 Fig. 3과 같다.

Fig 3. Photograph of CaSki cancer bearing mice after photodynamic 

therapy with photolon(5mg/Kg) and diode laser irradiation(660nm).

  

  종양의 육안적 형태는 대조군에서 21일까지 종양의 크기는 지속적으로 증

가되는 것으로 보였고, 14일에는 종양의 중앙부위 피부 색깔이 검게 변하면

서 괴사가 일어난 것으로 보였고, 21일에는 종양 중앙부 색이 검게 변하고 

일부 피부가 떨어져 나가서 괴사 부위가 더 커졌다. 광역동치료 80J/cm2 군

은 치료 1일 후 종양표면 피부가 검게 변화되었고, 7일 경과시는 종양 중앙

부위가 괴사되고 표면이 함몰되고 가피가 형성되었으며, 14일 경과시에는 기

존 종양부위는 수축이 일어났으나 주변 부위에서 종양이 다시 관찰되었고, 

21일에는 종양의 크기가 증가되어 종양이 성장하고 있음을 보여주고 있다. 

광역동치료 100J/cm2 군은 치료 1일 후 종양표면 피부가 검은색으로 변화되
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었고, 7일 경과시는 종양 중앙부위가 괴사되고 가피가 형성되었으며, 14일 

경과시에는 기존 종양 부위 수축이 일어나 크기가 감소하였고, 21일에는 기

존 종양 부위에 형성된 가피가 떨어져 나가 종양이 육안으로 관찰되지 않았

다.

  생쥐 자궁암모델을 이용하여 포토론을 주사한 뒤 광역동치료 후 21일 경과

한 종양의 용적을 관찰한 결과는 Fig. 4와 같다.

Fig. 4. Effects of PDT on tumor volume of CaSki cancer bearing mouse. 

Values are mean±D, n=5.  ** : p<0.01.

  종양 용적은 대조군에서 레이저조사 직전인 0일과 조사 후 21일에 각각 

238±95과 1797±197 mm3 을 각각 나타내서 실험 시작할 때와 비교하여 21일 

경과 시에 종양의 용적은 655%가 증가되어 대조군에서 종양이 지속적으로 증

가됨을 알 수 있다.

  광역동치료 80J/cm2 군의 종양 용적은 레이저조사 직전인 0일과 레이저 조

사 후 21일에 각각 217±85과 720±151 mm3 을 각각 나타내서 레이저 조사전

에 비교하여 레이저 조사 21일 경과시에 종양의 용적은 213%가 증가되어 종

양이 성장하고 있음을 알 수 있다.

  광역동치료 100J/cm2 군의 종양 용적은 레이저조사 직전인 0일과 레이저조

사 후 21일에 각각 208±79과 107±120 mm3 을 각각 나타내서 레이저 조사전
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에 비교하여 레이저 조사 21일 경과 시에 종양의 용적은 48%가 감소되어 종

양이 사멸되고 있음을 알 수 있었다.

2) 광역동치료 시행 후 CaSki cancer bearing mice 종양의 조직학적 변화

  CaSki cancer bearing mice에 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양조직을 

H&E 염색하여 광학 현미경으로 관찰한 결과는 Fig. 5와 같다. 

Fig. 5. H&E staining Images of tumor tissue of CaSki cancer bearing 

mice at 24 hrs after PDT.

A: control group, B: PDT(80J/cm2) group, C: PDT(100J/cm2) group.

(× 400 magnification and Scale bars=400 μm).

  대조군 생쥐의 종양 조직 광학 현미경 관찰 소견은 암세포는 핵의 크기나 

모양이 다양한 모습을 보였고, 세포 형태나 크기도 다양하게 나타났다. 광역

동치료 80J/cm2 군의 종양 조직에서는 세포핵의 형태가 불규칙적(irregular 

nucleus)이고, 핵의 경계가 명확하지 않은 세포가 나타났으며, 세포질의 형

태가 불규칙적이고, 세포질의 염색밀도가 균일하지 않게 나타났다. 광역동치

료 100J/cm2 군의 종양 조직에서는 세포핵의 형태가 100J/cm2 군보다 더 불규

칙적이고, 핵의 경계가 명확하지 않은 세포가 많으며, 세포질이 매우 적은 

세포가 많이 관찰되었다.

  CaSki cancer bearing mice에 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양조직을 

TUNEL 염색하여 형광 현미경으로 관찰한 결과는 Fig. 6 및 Fig. 7과 같다.
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PDT( 100J/cm2 )PDT( 80J/cm2 )Control

Fig. 6. TUNEL images of tumor tissue of CaSki cancer bearing mice

at 24 hours after PDT. DAPI : 6-diamidino-2-phenylindole.

(×400 magnification and Scale bars=400 μm).

  

Fig. 7. The effects of PDT on TUNEL-positive nuclei content in 

tumor tissue of CaSki cancer bearing mouse. 

TUNEL-positive nuclei are quantified as the percent of total 

counted nuclei in random fields.

Values are mean±D, n=5. ** : p<0.01.
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  대조군의 종양조직에서 DAPI 염색된 세포핵은 많은 수가 관찰되었으나, 

TUNEL 염색된 세포핵이 거의 관찰되지 않았다. 광역동치료 80J/cm2 군의 종

양 조직에서 TUNEL 염색된 세포핵이 관찰되어 DAPI 염색된 핵의 수에 대한 

TUNEL 염색된 핵의 수 비율이 47.2 %를 나타내었다. 광역동치료 100J/cm2 군

의 종양 조직에서 TUNEL 염색된 세포핵의 수가 PDT군 보다 더 많이 관찰되었

는데, DAPI 염색된 핵의 수에 대한 TUNEL 염색된 핵의 수 비율이 75.9% 를 

나타내서 TUNEL positive cells 비율은 80J/cm2 군보다 28%가 더 높았다.

3) 광역동치료 시행 후 CaSki cancer bearing mice의 종양 조직 8-OHdG 량의 

변화

  CaSki cancer bearing mice에 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양 조직 

8-OHdG 량을 측정한 결과는 Fig. 8과 같다.

Fig. 8. The effects of PDT on 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine (8-OHdG) 

content in tumor tissue of CaSki cancer bearing mouse.

Values are mean±D, n=5.  **: p<0.01.

  대조군의 종양 조직 8-OHdG 함량은 31.4±4.1μg/g tissue 로 나타났고, 

광역동치료 80J/Cm2 군의 종양 조직 8-OHdG 함량은 120.9±15.8μg/g tissue 
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로 나타나서 대조군보다 8-OHdG 함량이 287% 가 증가되어 PDT 시행으로 종양

세포의 DNA에 산화적 손상이 증가됨을 보여주었다.

  광역동치료 100J/cm2 군의 종양 조직 8-OHdG 함량은 280.9±25.1μg/g 

tissue 로 광역동치료 80J/cm2 군보다 133%가 증가되어 암세포 DNA의 산화적 

손상이 더 증가되었다.

4) 광역동치료 시행 후 CaSki cancer bearing mice의 종양 조직 TBARS 량의 

변화  

  CaSki cancer bearing mice에 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양 조직 

TBARS 량을 측정한 결과는 Fig. 9와 같다.

Fig. 9. The effects of PDT on TBARS content in tumor tissue of 

CaSki cancer bearing mouse. Values are mean±D, n=5. **: p<0.01.

  대조군의 종양 조직 TBARS 함량은 117.2±11.3μM/g tissue 로 나타났고, 

광역동치료 80J/cm2 군의 종양 조직 TBARS 함량은 342.5±37.1μM/g tissue 

로 나타나서 대조군보다 TBARS 함량이 192%가 증가되어 PDT 시행으로 종양세
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포 지질의 산화적 손상이 증가됨을 보여주고 있다. 광역동치료 100J/cm2 군

의 종양 조직 TBARS 함량은 561.8±47.5μM/g tissue로 광역동치료 80J/cm2 

군보다 64%가 증가되어 암세포 지질 과산화물이 더 증가되었다.

5) 광역동치료 시행 후 CaSki cancer bearing mice의 종양 조직 Caspase-3 

활성도 변화

  CaSki cancer bearing mice에 광역동치료 시행 24시간 경과 후 종양 조직 

Caspase-3 활성도를 측정한 결과는 Fig. 10과 같다.

Fig. 10. The effects of PDT on Caspase-3 activity in tumor tissue of 

CaSki cancer bearing mouse. Values are mean±D, n=5. **: p<0.01. 

  대조군의 종양 조직 Caspase-3 활성도는 1.2±0.2 로 나타났고, 광역동치

료 80J/cm2 군의 종양 조직 Caspase-3 활성도는 2.9±0.4 로 나타나서 대조

군보다 Caspase-3 활성도가 141% 가 증가되어 PDT 시행으로 종양세포의 세포 

자멸사가 증가됨을 보여주고 있다. 광역동치료 100J/cm2 군의 종양 조직 

Caspase-3 활성도는 4.1±0.5 로 광역동치료 80J/cm2 군보다 41%가 증가되어 

암세포 자멸사가 더 증가되었다. 



- 21 -

4. 고   찰

  본 연구는 자궁경부암에 대한 광역동치료 효과를 관찰하기 위하여 CaSki 

cancer bearing mouse에 포토론을 투여하고 2시간 후에 레이저 광선(파장 

660nm)을 80J/cm2 와 100J/cm2 을 각각 조사하여 광역동치료를 실시한 결과 

레이저 광선 100J/cm2 조사한 군에서 항암효과가 더 큰 것으로 나타났다.

  CaSki 세포주는 1974년에 Patillo 등[47]이 확립한 사람 자궁경부암 세포

주(squamous cell carcinomas)로서, 본 실험에서 배양한 CaSki 세포를 을 

ICR/SCID mouse에 주사하여 암종(tumor)이 생성된 마우스를 CaSki cancer 

bearing mouse로 이용하였다.

  본 실험에 사용된 광민감제 포토론은 엽록소에서 유래한 클로린 계열의 2

세대 광민감제인데, 엽록소는 광합성이 일어나는 식물, 박테리아 및 조류

(algae)의 세포내 엽록체(chloroplast)에서 발견되는 색소로서 포르피린과 

유사한 구조로 되어 있다[16].

  클로린 e6(Ce6)는 1994년 개발되어 암 치료에 사용된 광민감제인데, 물에 

녹지 않아서 수용성 물질인 polyvinylpyrrolidone(PVP)과 중합시켜서 수용성 

제제로 개발된 것이 포토론(Ce6-PVP)(Fig. 11.)이다[48]. 포토론은 정맥주사

가 가능하고 주사 후 암 조직에 최고 농도에 도달하는 시간이 2시간 정도로 

짧으며, 주사 후 12시간 정도 지나면 체외로 배출되기 때문에 광역동치료 후 

일상복귀 시간을 단축시킬 수 있다[48].

   Chlorin e6            Polyvinylpyrrolidone

Fig. 11. Chemical structure of the Photolon.
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  광민감제는 광선을 조사하여 활성화시키는데, 이때 광민감제가 활성화되는 

광선의 파장은 최대 흡광계수를 나타내는 파장에서 잘 일어나며, 현재 사용

되는 광민감제의 대부분은 흡광계수가 적색-근적외선 영역(600-850 nm)이다

[16]. 광민감제는 투여 후 암 조직에 축적되면 암 조직에 침투된 광선에 의

해서 광민감제가 활성화되며 광선의 암 조직 침투력은 파장이 길수록 증가한

다[48].

  광민감제인 포르피린의 흡수 스팩트럼은 400 nm 근처와 650 nm 근처에서 

나타나는데, 400 nm는 파장이 짧아서 조직 침투력이 거의 없기 때문에 적색

인 650 nm 근처 파장을 광역동치료에 이용하였다[48]. 본 실험에 사용한 포

토론의 활성화 파장은 660 nm로 포르피린 계열보다 파장이 더 길어서 조직 

침투력이 더 크기 때문에 포르피린보다 더 심부의 암에도 적용할 수 있을 것

으로 생각된다.

  Cancer bearing animal model은 배양 암세포를 실험동물에 주사하여 종양

이 유발된 동물 모델로서 암에 대한 In vivo 실험에 이용되고 있는데, 본 실

험에서 CaSki cancer bearing mouse 에 생성된 종양을 육안으로 관찰한 소견

은 대조군에서 21일까지 지속적으로 종양의 크기가 증가되어 암종 내 암세포

의 성장이 계속됨을 보여주고 있다.

  광역동치료 80J/cm2 군은 치료 1일 후 종양표면 피부의 색이 검게 변화되

었고, 7일 경과 시는 종양 중앙부위에 가피가 형성되었으며, 14일 경과시에

는 종양 부위는 가피의 수축이 일어나고 주변 부위에서 종양이 다시 관찰되

었고, 21일에는 종양이 다시 성장하여 광역동치료에 의한 종양 세포의 사멸

이 일어났으나 일부 암세포가 생존하여 다시 성장한 것으로 추측된다. 광역

동치료 100J/Cm2 군의 1일과 7일 육안소견은 광역동치료 80J/Cm2 군과 유사하

였고, 14일 경과 시에는 종양 부위에 생긴 가피의 위축이 일어나 크기가 감

소하였으며, 21일에는 기존 종양 부위에 형성된 가피가 떨어져 나가고 종양

은 육안으로 관찰되지 않아서 광역동요법에 의해서 종양세포가 모두 사멸된 

것으로 추측된다.

  광역동치료가 종양 세포에 미치는 영향을 조직학적으로 관찰하기 위하여 

광역동치료 24시간 경과 후 H&E 염색한 종양 조직의 광학현미경 소견은 광역

동치료 80J/cm2 군은 핵의 형태가 매우 불규칙적이었고, 핵막이 부분적으로 
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보이지 않는 세포가 관찰되었으며, 광역동치료 100J/cm2 군은 핵의 형태가 

매우 불규칙적이거나, 핵막이 부분적으로 보이지 않는 세포의 수가 광역동치

료 80J/cm2 군보다 더 많았다. 세포핵의 형태와 세포 에너지량은 상호연관되

어 있으며, 세포 내 에너지가 감소되면 세포핵의 형태가 불규칙적으로 변화

되는 것으로 알려져 있는데[49], 본 실험에서 광역동치료 80J/cm2 군의 암 

조직에서 핵의 모양이 변화되어 불규칙적인 형태로 나타나서 암세포가 손상

을 받아 에너지령이 감소되어 나타난 결과로 생각된다. 또한 광역동치료 

100J/cm2 군에서 세포핵 형태의 변화가 광역동치료 80J/cm2 군보다 더 크기 

때문에 세포의 손상도 광역동치료 100J/cm2 군이 더 클 것으로 생각된다.

  세포 자멸사가 일어날 때 핵막에서 작은 주머니 모양(bleb)이 만들어 지면

서 핵막의 손상이 일어나는데[50], 본 실험에서 광역동치료군에서 핵막이 부

분적으로 보이지 않은 세포나 핵의 형태가 변화된 세포는 핵막의 손상과 연

관이 있을 것으로 생각되므로 광역동치료군에서 세포손상은 세포 자멸사와 

연관이 있을 것으로 추측된다.

  광민감제가 활성화되면 광감작반응에 의해서 반응성 산소를 생성하고, 반

응성 산소는 단백질 구성 아미노산 중 트립토판, 티로신, 히스티딘, 시스테

인 및 메티오닌 등과 반응하고, 지질인 불포화지방산이나 콜레스테롤과 반응

하며, 핵산의 구아닌과 반응할 수 있다[51].

  따라서 광역동치료는 광감작반응으로 생성된 반응성 산소가 주위의 단백

질, 지질 및 핵산에 작용해 이들 물질을 산화시킴으로서 치료 효과가 나타난

다[12]. 반응성 산소가 DNA에 작용하여 DNA 염기산화(DNA base oxidation), 

이중 및 단일 가닥 파손(double- and single-strand breaks), 가닥 내 및 가

닥 간 가교(intra- and interstrand cross links) 및 무염기 부위(abasic 

sites)등 다양한 유형의 산화 DNA 손상이 유발될 수 있다[52]. 반응성 산소

가 염색체 DNA 작용하여 이중 및 단일 가닥 파손이 일어나면 염색체 DNA 단

편화(chromosomal DNA fragmentation)을 유발할 수 있는데, 염색체 DNA 단편

화가 일어난 세포는 세포자멸사가 유발될 수 있다[53].

  TUNEL 검사는 염색체 DNA 손상을 검사하는 방법으로서 세포의 핵에 들어있

는 DNA 가닥(DNA strand)이 절단되어 있으며 TUNEL 반응에 의해서 표지된 물

질의 형광이 관찰되기 때문에 TUNEL positive cells 이라고 하며 TUNEL 
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positive cells 은 세포 자멸사와 연관이 있어서 TUNEL 검사를 세포자멸사 

검사법으로도 이용하고 있다[54].

  본 실험에서 광역동치료 24시간 경과 후 암 조직을 절제하여 TUNEL 염색을 

시행하여 관찰한 결과 TUNEL positive cells 비율이 광역동치료 80J/cm2 군

은 47.2%, 광역동치료 100J/cm2 군은 75.9%를 나타내서 광역동치료 시행으로 

DNA 가닥의 손상이 나타나며, 광역동치료 100J/cm2 군의 TUNEL positive 

cells 비율이 광역동치료 80J/cm2 군보다 더 커서 DNA 가닥 손상도 광역동치

료 100J/cm2 군이 더 큰 것으로 생각된다.

  Mai NNH 등[55]은 Human biliary cancer cell line(NOZ)에서 광민감제 

phosphorus tetraphenylporphyrin를 이용한 실험에서 PDT 후 24시간에 TUNEL 

positive cells 수가 64.2% 증가된다고 하였고, Lin C 등[56]은 사람 폐암세

포주 A549 cell와 광민감제 헤마토포르피린 유도체를 이용한 광역동치료 후 

TUNEL positive cells 수가 증가된다고 하여 본 실험에서 광역동치료 후 

TUNEL positive cells 수가 증가된 결과와 유사하다.

  DNA에 들어있는 염기(base)는 반응성 산소가 작용하면 산화될 수 있는데, 

DNA를 구성하는 염기 아데닌(adenine), 구아닌(guanine), 시토신(cytosine) 

및 티민(thymine) 중에서 구아닌이 다른 염기보다 산화가 더 잘 일어나며

[57], 구아닌의 산화 산물인 8-하이드록시-2'-데옥시구아노신(8-hydroxy-2′

-deoxyguanosine: 8-OHdG)은 산화적 DNA 손상에 대해 표지자로 가장 널리 사

용되고 있다[11].

  최근 소변, 혈액, 조직 및 타액에서 8-oxoG 및 8-oxodG 량을 측정하여 인

체의 산화스트레스에 대한 전반적인 영향을 평가 지표로 이용하거나, 자가면

역 질환, 염증, 신경변성 질환, 심혈관 질환, 당뇨병, 암 및 기타 연령 관련 

질환 등의 발병 가능성, 진단 및 치료에 대한 반응 평가에 대한 지표로 이용

하고 있다[58].

  본 실험에서 광역동치료 24시간 후 광역동치료 80J/cm2 군 종양 조직 

8-OHdG 함량은 대조군에 비하여 287%가 증가되었고, 광역동치료 100J/cm2 군 

종양 조직 8-OHdG 함량은 광역동치료 80J/cm2 군보다 133%가 증가되었다. 이

는 종양 조직 8-OHdG 함량의 증가는 종양조직의 세포 DNA에 산화적 손상이 

더 증가되어 나타난 결과로 추측되며, 종양조직 8-OHdG 함량이 광역동치료 
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80J/cm2 군보다 광역동치료 100J/cm2 군에서 더 증가되어 종양조직에 조사하

는 광선의 양을 증가시키면 반응성 산소량이 증가되어 DNA의 산화적 손상도 

증가한 것으로 추측된다.

  반응성 산소는 세포막 지질에 작용하여 산화적 손상(oxidative stress)에 

의해서 지질과산화를 유발할 수 있는데, 지질과산화가 일어난 세포는 세포막

기능 장애로 인하여 세포사멸을 초래할 수 있다[59].

  지질과산화는 반응성산소가 불포화 지방산에 작용하여 일어나는 유리기 연

쇄 반응에 의해 진행되며 생성물로 malondialdehyde 등과 같은 지질과산화물

이 생성되며, 개시(initiation), 전파(propagation) 및 종료(termination)의 

세 가지 단계로 이루어진다[59](Fig. 12.). 

 Fig. 12.  Mechanism of lipid peroxidation.

  개시는 반응성 산소와 불포화 지방산이 반응하여 지방산 라디칼(lipid 

radicals)가 생성되는 단계이며, 전파는 지방산 라디칼에 산소가 반응하여 

퍼옥시 지방산 라디칼(peroxy lipid radicals)을 생성하고, 퍼옥시 지방산 

라디칼은 불포화 지방산에 작용하여 지방산 라디칼을 형성하고 자신은 지질

과산화물로 전환된다. 지방산 라디칼은 다시 지방산화 과정이 반복될 수 있

는데, 항산화 물질에 의해서 지방산 라디칼을 제거하면 지방산 산화 연쇄반

응이 종료된다.

  세포막 지질의 과산화는 막 유동성, 지질-지질 및 지질-단백질 상호작용, 

막 투과성, 이온 및 영양소 수송, 신호 전달 경로 등을 변화시켜서 결국 세

포사멸을 유도하게 된다[60].
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  본 실험에서 광역동치료 24시간 후 광역동치료 80J/cm2 군 종양 조직 지질

과산화 산물인 TBARS 함량은 대조군에 비하여 증가하였고, 광역동치료 

100J/cm2 군 종양 조직 TBARS 함량은 광역동치료 80J/cm2 군보다 46%가 증가

하였다. 이는 종양 조직 TBARS 함량의 증가는 산화적 세포막손상이 증가되어 

나타난 결과로 추측되며, 종양조직 TBARS 함량이 광역동치료 80J/cm2 군보다 

광역동치료 100J/cm2 군에서 더 증가하고 종양 조직에 조사하는 광선의 량을 

증가시키면 반응성 산소량이 증가되어 세포막 지질의 산화적 손상도 증가한 

것으로 추측된다.

  세포자멸사는 여러 가지 카스파제들이 순서대로 절단되어 활성화되는 신호 

전달 과정을 거쳐 최종적으로 chromatin의 절단, 세포막 bleb의 형성, 

apoptotic body 형성 등의 형태학적 특징을 보이며 세포가 사멸하는 현상이

다[26]. 세포자멸사는 자외선이나 감마선, 화학물질, 바이러스감염, 영양결

핍, 산소결핍, 암유발유전자 발현 등의 스트레스에 의해 발생되는 내재적 세

포자멸사(intrinsic apoptosis)와 death 수용체(TNF 수용체, FAS, TRAIL 수

용체)를 자극하는 tumor necrosis factor(TNFα), FAS, TNF-related 

apoptosis-inducing ligand(TRAIL) 등의 사이토카인이 유도하는 외재적 세포

자멸사(extrinsic apoptosis)로 구분할 수 있으며, 두 가지가 모두 궁극적으

로는 caspase라는 세포 내 단백질 분해효소의 활성화를 통해 세포사멸을 유

도한다[26].

  카스파제(caspase)는 시스테인 프로테아제(cystein proteinase)의 한 종류

로서 세포 자멸사에 관여하는 카스파제는 caspases-3, -6, -7, -8, -9 및 

-10 등이 알려져 있는데, caspases-8, -9 및 -10의 활성화가 일어나면 이들

은 궁극적으로 caspases-3, -6 및 -7을 활성화시켜서 세포 자멸사가 일어난

다[61].

  Caspase-3은 세포 자멸사를 종결하는 효소로서 염색체 응축(chromatin 

condensation)이나 DNA 분절(DNA fragmentation) 및 막 bleb을 유도할 수 있

는데, 본 실험에서 종양조직 Caspase-3 활성도를 측정한 결과 광역동치료 24

시간 후 광역동치료 80J/cm2 군 종양 조직에서 카스파제 활성도는 대조군에 

비하여 141% 가 증가되었고, 광역동치료 100J/cm2 군 종양 조직 Caspase-3 

활성도는 광역동치료 80J/cm2 군보다 41%가 증가되어, 광역동치료 시행으로 
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종양 조직 Caspase-3 활성도가 증가되어 종양 조직 세포의 세포 자멸사가 증

가 될 것으로 추측된다. 종양조직 카스파제 3 활성도가 광역동치료 80J/cm2 

군보다 광역동치료 100J/cm2 군에서 더 증가되어 종양 조직에 조사하는 광선

의 양 증가에 따라서 Caspase-3 활성도가 증가되어 광선 조사량을 증가시키

면 세포 자멸사가 증가 되어 항암 치료 효과도 증가될 것으로 추측된다.

  이상의 실험결과, 사람 자궁경부암 세포주를 이용한 동물실험 모델인 

CaSki cancer bearing mouse model에서 광민감제 포토론을 이용한 광역동치

료를 실시한 뒤 종양의 용적이 감소되었고, 종양조직 세포의 H&E 염색 광학

현미경 소견에서 세포핵의 형태가 불규칙했으며, TUNEL 염색 소견에서 TUNEL 

positive cell이 증가하였고, 종양조직에서의 DNA의 산화적 손상 산물인 

8-OHdG량이 증가하였고, 지질과산화 산물인 TBARS량이 증가되었으며, 종양조

직 Caspase 3 활성이 증가되었다. TUNEL positive cell과 8-OHdG은 DNA의 산

화적 손상에 의해서 증가될 수 있고, TBARS 량은 막지질의 산화적 손상에 의

해서 증가 될 수 있기 때문에 광역동치료 종양조직에서 TUNEL positive 

cell, 8-OHdG 및 TBARS 량의 증가는 활성화된 포토론이 광화학반응에 의해서 

반응성 산소량을 증가시켜서 나타난 결과로 추측된다. 또한 Caspase-3 활성

이 증가되면 염색체 응축(chromatin condensation)이나 DNA 분절(DNA 

fragmentation) 및 막 bleb을 유도하여 세포핵의 형태 변화가 일어나고 세포

자연사가 유도될 것으로 추측된다. 따라서 본 실험에서 CaSki cancer 

bearing mouse model에서 광민감제 포토론을 이용한 광역동치료를 실시한 결

과 종양의 용적이 감소된 것은 광화학 반응으로 생성된 반응성 산소량과 DNA

와 세포막에 산화적 손상을 유도하면 미토콘드리아 막의 기능 저하로 

Cytochrome C 가 유리되어 이에 의한 내재적 세포자멸사 경로가 활성화되어 

Caspase-3가 활성화되어 이에 의해서 염색체 응축(chromatin condensation)

이나 DNA 분절(DNA fragmentation) 및 막 bleb이 일어나서 세포 사멸이 유도

되는 것으로 생각된다. 포토론과 CaSki cancer bearing mouse model을 이용

한 광역동치료법은 임상적 암 치료에 적용하기 위한 전임상 단계의 실험 모

델로서 암 치료 연구분야에서 매우 유용하게 이용될 수 있기 때문에 임상적 

암 치료법에 적용하기 위해서는 추가적인 연구가 있어야 할 것으로 생각된

다.
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5. 결   론

  광역동요법은 광민감제를 투여한 후 광선을 조사하는 비침습적 치료방법으

로 암의 종류나 병기에 관계없이 적용 가능하기 때문에 다양한 광민감제를 

이용한 광역동치료법이 여러 가지 암 치료에 시도되고 있다. 자궁 경부암에 

대한 광역동치료 실험은 대부분 자궁경부암 세포주를 이용한 시험관 내 실험

가 주로 수행되었다.

  본 연구는 사람 자궁 경부암세포주(CaSki cell) 생쥐 암모델(tumor 

bearing mouse model)을 만들어서 광민감제로 포토론을 사용하여 광역동치료

를 실시하여 자궁 경부암에 대한 광역동치료의 효과를 관찰하고자 하였다.

  사람 자궁암 세포주(CaSki cells)를 배양하여 생쥐(SCID/ICR mouse)에 주

사하여 암종이 생성된 생쥐를 생쥐 암 모델(CaSki cancer bearing mouse 

model)로 이용하였다.

  CaSki cancer bearing mouse에 포토론(5mg /kg BW)을 복강내 주사하고 2시

간 후에 레이저 광선(파장 660nm)을 80J/cm2 와 100J/cm2 을 각각 조사하여 

광역동치료를 실시하였다.

  레이저 조사 후 24간에 실험동물을 희생시켜서 암 조직을 절제하여 일부는 

H&E 염색 및 TUNEL assay 등 조직검사를 위한 재료로 사용하고 나머지는 

8-OHdG, TBARS 및 Caspase-3 등 생화학적 검사를 위한 시료로 사용하였다.

  CaSki cancer bearing mouse model에서 광민감제 포토론을 이용한 광역동

치료를 실시한 결과 광역동치료 80J/cm2 군의 종양 용적은 레이저 조사전에 

비교하여 레이저 조사 21일 경과시에 종양의 용적은 213%가 증가 되었다.

  광역동치료 100J/cm2 군의 종양 용적은 레이저 조사전에 비교하여 레이저 

조사 21일 경과 시에 종양의 용적은 48%가 감소 되었다.

  광역동치료 24시간 후 종양조직 H&E 염색 광학현미경 소견에서 광역동치료 

80J/cm2 군의 종양 조직에서는 세포핵의 형태가 불규칙적(irregular 

nucleus)이고, 핵의 경계가 명확하지 않은 세포가 나타났으며, 광역동치료 

100J/cm2 군의 종양 조직에서는 세포핵의 형태가 80J/cm2 군보다 더 불규칙적

이고, 핵의 경계가 명확하지 않은 세포가 많았다.

  광역동치료 24시간 후 종양조직 TUNEL 염색 형광현미경 소견에서 광역동치
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료 80J/cm2 군의 종양 조직에서 DAPI 염색된 핵의 수에 대한 TUNEL 염색된 

핵의 수 비율이 47.2 %를 나타냈다.

  광역동치료 100J/cm2 군의 종양 조직에서 DAPI 염색된 핵의 수에 대한 

TUNEL 염색된 핵의 수 비율이 75.9% 를 나타내서 TUNEL positive cells 비율

은 80J/cm2 군보다 28%가 더 높았다.

  광역동치료 24시간 후 종양조직 8-OHdG 함량은 광역동치료 80J/cm2 군에서 

120.9±15.8μg/g tissue 로 나타나서 대조군보다 287% 가 증가 되었다. 광

역동치료 100J/cm2 군의 종양 조직 8-OHdG 함량은 280.9±25.1μg/g tissue 

로 광역동치료 80J/cm2 군보다 133%가 증가되었다.

  광역동치료 24시간 후 종양조직 TBARS 함량은 광역동치료 80J/cm2 군은 

342.5±37.1μM/g tissue로 대조군보다 192% 가 증가되었다. 광역동치료 

100J/cm2 군의 종양 조직 TBARS 함량은 561.8±47.5μM/g tissue로 광역동치

료 80J/cm2 군보다 64%가 증가되었다.

  광역동치료 24시간 후 종양조직 Caspase-3 활성도는 광역동치료 80J/cm2 

군은 2.9±0.4로 나타나서 대조군보다 141%가 증가되었다. 광역동치료 

100J/cm2 군의 종양 조직 Caspase-3 활성도는 4.1±0.5로 광역동치료 80J/cm2 

군보다 41%가 증가되었다.

  이상의 실험 결과 CaSki cancer bearing mouse model에서 광민감제 포토론

을 이용한 광역동치료를 실시하면 종양의 용적이 감소하여 항암효과가 있는 

것으로 나타났는데, 이는 광역동치료로 인한 광화학반응에 의해서 생성된 반

응성 산소가 DNA와 세포막에 산화적 손상을 유도하면 미토콘드리아 막의 기

능 저하로 Cytochrome C가 유리되어 이에 의한 내재적 세포자멸사 경로가 활

성화되어 Caspase-3이 활성화되면서 염색체 응축(chromatin condensation)이

나 DNA 분절(DNA fragmentation) 및 막 bleb이 일어나서 암세포 사멸이 유도

되어 나타난 결과로 추측된다.

  포토론과 CaSki cancer bearing mouse model을 이용한 광역동치료법은 전

임상 단계의 실험 모델로서 임상적 암 치료 방법으로 적용하기 위해서는 추

가적인 연구가 있어야 할 것으로 생각된다.
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