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ABSTRACT

ApoptosisofRK3E-rascellsbyPhotodynamicTherapy
withChlorinee6

LeeHaHyoung
Advisor:Prof.Sang-GunAhn,PhD
DepartmentofDentalEngineering,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Photodynamic therapy (PDT),a promising cancer treatmentthat employs a
combination of a photosensitizing chemical,oxygen,and visible light,induces
apoptosis in cancer cells.The mechanisms of its anticancer activity include
generation ofsingletoxygen and reactive oxygen species thatdirectly damage
cancercells.Chlorinee6isanewly introduced photosensitizerwhich isreduced
formsofporphyrinsforuseinPDT.Inthecurrentstudy,theauthorevaluatedthe
generationofreactiveoxygenspeciesandthemodeofcelldeathofRK3E-rascells
inducedbyphotosensitizationwithchlorinee6.RK3E-rascellswereincubatedwith
chlorine6fortwentyfourhour.Chlorinee6-inducedPDT wasgeneratedreactive
oxygenspeciesandledtosignificantRK3E-rascellgrowth,asassessedbyMTT
assay.Apoptotic pattern was clearly demonstrated by TUNEL assay and flow
cytometry.Subsequently,PDT with chlorine e6 induced activation ofapoptosis
relatedproteinssuchascaspase-3/-7,cytochromec,andPARP.Incontrast,cell
survivalfactorBcl-2wasreducedfollowingPDT.Theseresultsdemonstratethat
chlorine e6-mediated PDT induces apoptosis through the generation ofreactive
oxygenspeciesuponlightactivation.Chlorinee6isapotentphotosensitizerwiththe
capacitytodirectlyinitiateapoptosisbyactinguponmitochondria.
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Ⅰ.서 론

광역학 치료(photodynamictherapy:PDT)는 광민감제를 체내에 주사하고 질병 부위에
특별한 파장을 갖는 레이저 빛을 조사하여 종양을 치료하는 방법이다.광역학 치료 효
과에 대한 기전은 대개 세포 내에서 발생하는 singletoxygen(1O2)에 의한 세포의 비활
성화로 설명하고 있다1-3).일반적으로 singletoxygen은 세포 내 이동에 문제가 있으므
로 주로 광민감제가 분포하는 미토콘드리아,리소좀(lysosome)혹은 세포벽에서 발생하
여 광독성을 나타내는 것으로 알려져 있다4-6).암세포 사멸과정은 독성의 활성산소가 암
세포를 직접적으로 손상시키는 기전에 의하거나,종양 주변의 미세 혈관에 손상을 주어
암조직에 저산소증을 초래하여 암세포를 사멸시키는 간접적인 효과도 있다.또한 산화
적 스트레스(oxidativestress)에 따른 2차 반응으로 apoptosis또는 암조직을 공격하도
록 면역시스템을 활성화시킬 수 있다6).그러나 광역학 치료의 주된 효과는 세포괴사
(cellnecrosis)로 보고되고 있으나7),광역학 치료 후 30분 내에 apoptosis의 객관적인 증
거의 하나인 DNA ladder가 확인된다는 보고도 있으나 일반적으로 apoptosis는 1～3일
후에 나타나며 대부분 저농도 혹은 저에너지의 경우에 관찰된다8).또한 광역학 치료후
에 숙주에서의 Interleukin-2수용체가 감소하고 Interleukin-2(IL-2)와 자연살해세포
(naturalkillercell,NK cell)의 증가가 보고되고 있어,11)광역학 치료에 의한 면역증강
도 암세포 독성에 대해 일부분 기여하는 것으로 보인다6-8).
광역학치료의 역사는 1910년에 Hausman이 hematoporphyrin(Hp)을 마우스에 주입 후
빛에 노출시켰을 때 광과민 반응을 보인다는 것을 보고한 이후로 1960년대에
hematoporphyrinderivative(HpD)의 개발로 활성화 되었으며 1980년대 초부터 본격적인
연구와 함께 임상에서 사용되었고 1990년대에 이르러 새로운 암 치료방법으로 세계 여
러나라에서 인정받게 되었으며 최근에 들어서는 항암 효율성에 있어 점자적으로 인정을
받게 이르렀다9).광역학치료에 대한 반응은 사용된 광감작제,레이저에 의한 빛의 조사
조건,조직의 산소포화 상태,그리고 세포의 종류에 따라서 좌우되는 것으로 알려져 있
다8).현재 광역학 치료에 사용되고 있는 대부분의 광민감제들은 생체 내로 투여되었을
때 낮은 용해도 및 생체분자들과의 부적절한 상호작용,광민감제들 간의 상호엉김 현상
으로 암조직으로의 선택적 전달에 한계가 있고 낮은 광반응성을 보이고 있어 치료의 효
과를 높이기 위해서는 적절한 전달시스템이 요구된다.따라서 최근에는 난용성 광민감
제들의 가용화와 더불어 암조직으로의 타겟팅(targeting)성질을 보다 향상시키기 위한
많은 다양한 연구들이 진행되고 있다1-4,7,8).
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이 연구에서는 Sprague-Dawley rat에서 빠르게 악성종양을 유도할 수 있는
RK3E-ras세포주를 이용하여 제2세대 광민감제인 chlorinee6와 diodelaser를 이용한
광역학 치료에서 광민감제의 농도와 시간의 경과에 따른 세포독성의 변화와 세포사의
특징인 apoptosis의 확인과 그 기전을 규명하고자 하였다.
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Ⅱ.재재재료료료 및및및 방방방법법법
111...세세세포포포주주주 및및및 세세세포포포배배배양양양
실험에 이용한 세포는 쥐의 신장 상피세포 RK3E를 k-ras로 형질 전환된 RK3E-ras세
포를 사용하였다.RK3E-ras세포를 37℃,5% Co2의 조건하에 10% fetalcalfserum,
100㎍/mlstreptomycin이 포함된 Dulbeuo'sMedifiedEagle'sMedium (DMEM)에서 배
양하였다.

222...광광광민민민감감감제제제 및및및 레레레이이이저저저
실험에 이용한 광민감제는 chlorine6(Ce6)로 LS-Pharm (Gwangju,Korea)으로부터
제공받아 사용하였다.Ce6의 구조는 Fig1과 같으며,10mM이 되게 멸균 생리식염수에
녹인 뒤 RK3E-ras세포에 농도별로 처리하여 실험하였다.

FFFiiiggg...111...SSStttrrruuuccctttuuurrreeeooofffccchhhlllooorrriiinnneeeeee666...

광원은 diodelaser(DiodepumpedlaserdriverLD2030,GeumkwangLtd.,Daejeon,
Korea)를 이용하였고,chlorine6처리 후 24시간 뒤에 660nm파장,10J/cm2로 12well
plate의 2cm내에 부착된 세포에 직접 조사하였다.

333...세세세포포포내내내 광광광민민민감감감제제제 흡흡흡수수수 (((CCCeeellllllUUUppptttaaakkkeee)))실실실험험험
RK3E-ras세포를 4-chamberslide에 2×103cell/well을 seeding한 후 chlorine65μM을
시간별로 처리하고 confocalmicroscope(LSM 5PASCAL,CarlZeissMicroImaging
Inc.)로 세포내 흡수 정도를 관찰하였다.
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444...RRReeeaaaccctttiiivvveeeoooxxxyyygggeeennnssspppeeeccciiieeesss형형형성성성능능능 실실실험험험
Chlorin e65μM과 DiodeLaser10J/cm2이 처리된 후 RK3E-ras세포 1x 106cell을
salinebuffer에 10uM이 되게 용해한 뒤 H2DCFDA (MoleculatProbes,Invitrogen,
USA)를 첨가한 후 37℃,5% Co2의 조건하에 30분에서 1시간동안 처리하였다.Reactive
oxygenspecies(ROS)형성은 형광현미경 (OlympusIX 71,OlympusAmericaInc.,
Melville,NY)로 관찰하였으며,SkanIt® Software를 이용하여 Thermo Scientific
Varioskan® Flashspectralscanningmultimodereader(Varioskan,ThermoElectron
Co,Waltham.MA,USA)로 Wavelength:Excitation450-495,Emission517-527에서
측정하였다.

555...MMMTTTTTT 분분분석석석
광역학 치료에 대한 RK3E-ras세포의 생존율을 조사하기 위하여 12wellplate에 2×104

cells/well세포를 seeding하고 24시간 동안 chlorine6를 농도별(1μM,2.5μM,5μM)로
처리한 후 10J/cm2의 diodelaser를 조사하였다.Laser조사 후 0,12,24,48시간 뒤에
각 well을 PBS로 두 번씩 세척하고 세포배양액 0.5ml과 MTT용액 50㎕(5mg/mlin
PBS)를 가하여 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenylte-trazolium bromide
(MTT) dye uptake방법으로 확인하였다. 3시간 후 배양액을 제거하고
acid-isopropanol(0.04M HCLinisopropanol)250㎕를 가하고 250㎕의 DW에 혼합하였
다.96wellplate에 상기한 suspention 100㎕와 DW 100㎕를 혼합 후 Microplate
AutoreaderELISA(Bio-TekInstrumentsInc.,Winooski,VT)를 사용하여 595nm에서
흡광도를 측정하였다.

666...AAApppoooppptttooosssiiisss측측측정정정을을을 위위위한한한 ffflllooowww cccyyytttooommmeeetttrrryyy분분분석석석
Chlorine65μM을 24시간 동안 처리하고 DiodeLaser10J/cm2로 조사한 후 24뒤에
total 1×106 cell은 Annexin V-FLUOS Staining(Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis,IN)를 이용하여 AnnexinV-FITC 와 Propidium iododide(PI)로 표지하였
다.Flow cytometry분석은 Cell Quest software를 이용하여 FACSCalibur flow
cytometer(BDBiosciences,FranklinLakes,NJ)로 측정하였다.

777...TTTUUUNNNEEELLL분분분석석석
RK3E-ras세포에 Chlorine65μM과 DiodeLaser10J/cm2이 처리된 세포를 terminal
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deoxynucledtidyltransferase (TdT)-mediated dUTPdigoxigenin nick end-labeling
(TUNEL)을 원리로 하는 ApopTag® PlusPeroxidaseInSituApoptosisDetectionKit
(Intergen,Purchase,NY)를 사용하여 TUNEL 염색을 시행하였다.실험 방법은 먼저
12well plate에 2×104cell/well의 RK3E-ras세포를 PBS에 1%로 용해한
paraformaldehyde(PH 7.4)에 10분 고정한 후 PBS로 세척하였다.PBS에 과산화효소를
3%로 희석하여 5분 incubation한 후 equilibrationbuffer와 TdT Enzyme을 70:30으로
혼합하여 첨가 후 37℃에서 1시간 incubation하였다.다음 stop/washbuffer로 15초간
shaking하고 10분간 incubation 하였다. 발색이 완료된 후 PBS로 세척한 후
anti-digoxygeninperoxidaseconjugate를 65㎕/5cm2으로 첨가 후 30분간 camber에서
incubation하였다.PBS로 세척 후 peroxidasesubstrate(DAB)75㎕/5cm2으로 처리하여
3분간 발색 염색한 후 DW로 세척하여 methylgreen으로 counterstain하였다.TUNEL
양성인 세포의 수를 ×400시야에서 가장 많은 5부위의 평균을 구하였다.

888...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyy측측측정정정
RK3E-ras세포의 Caspase-3 activity는 ApoAlertTM Caspase-3 ColorimetricAssay
Kit(ClontechLaboratories,MountainView,CA)를 이용하여 측정하였다.RK3E-ras세
포를 12wellplate에 2×104cells/well세포를 seeding하여 chlorine65μM을 24시간
동안 처리하고 DiodeLaser10J/cm2로 조사한 후 24시간 뒤에 PBS로 두 번 세척하여
celllysisbuffer를 이용하여 용해하였다.DTT와 2×reactionbuffer를 혼합한 용액에
1mM caspase3substrate(DEVD)를 가한 후 37℃ waterbath에서 1~3시간 처리한 후
96wellplate에서 MicroplateAutoreaderELISA(Bio-TekInstrumentsInc.,Winooski,
VT)를 사용하여 405nm에서 흡광도를 측정하였다.

999...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석
12wellplate에 RK3E-ras세포 2×104cells/well을 seeding하고 chlorine65μM에 24시
간동안 처리하고,DiodeLaser10J/cm2조사한 후 24시간 뒤에 PBS로 두 번 세척하고,
Reporterlysisbuffer(5x)와 DW를 1x로 희석한 1xlysisbuffer로 용해하였다.Room
temperature에서 10분간 shaking한 후 15초 동안 vortexing하였다.13000rpm에서 2분간
4℃ centrifuge하고 상층액만 모아 -20℃에서 보관하여 사용하였다.Immunoblotting을
위해 단백질 40㎍/lane은 12% SDS-Polyacrylamide gel 상에서 전기영동하고,
membrane은 4℃조건하에 5% milk에서 overnight shaking 하였다. 1차 항체



- 6 -

anti-cytochrom c (DAKO, Glostrup, Denmark), anti-caspase3/7 antibody (Cell
Signaling Technology,Beverly,MA),anti- PARP (CellSignaling Technology,
Beverly,MA),anti-actin(SantaCruzBiotechnology,SantaCS),anti-BCL2(Santa
CruzBiotechnology,SantaCS)antibody를 5% milk/TrisBufferedsaline에 1:1000비
율로 2시간 처리하였으며,Tris Buffered saline-Tween 20에 wash 후 2차 항체
anti-goat,anti-rabbit또는 anti-mouseantibody(Amersham Biociences,UK)는 1:5000
비율로 1시간 처리한 후 immunoblotting하였다.
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Ⅲ.결 과

111...세세세포포포내내내 광광광민민민감감감제제제의의의 흡흡흡수수수
RK3E-ras세포에 chlorine65μM을 각각 6,24,36,48시간 동안 처리한 후 confocal
microscope로 관찰한 결과 6시간부터 세포내에 흡수하기 시작하여,24시간에 가장 높은
세포내 흡수가 관찰되었다.또한 36시간부터는 흡수도가 감소되었다 (Fig2).이러한 결
과는 chlorine6가 세포에 침착되기 위한 시간으로 24시간의 처리가 가장 적합함을 보여
주고 있다.

Control 6h

24h 36h 48h

FFFiiiggg222...CCChhhlllooorrriiinnneeeeee666uuuppptttaaakkkeeeaaafffttteeerrrtttrrreeeaaatttmmmeeennntttooofffccchhhlllooorrriiinnneeeeee666...

222...RRReeeaaaccctttiiivvveeeoooxxxyyygggeeennnssspppeeeccciiieeesss형형형성성성능능능
RK3E-ras세포에서 ROS생성 여부를 형광현미경으로 관찰한 결과 PDT 처리 즉시 대
조군에 비해 형광 발현이 강하게 나타남을 확인하였다 (Fig 3A). 2′,7′
-dichlorodihydrofluoresceindiacetate(H2DCFDA)를 이용하여 ROS양을 측정한 결과
PDT를 시행한 즉시 대조군에 비하여 60%이상 증가함을 보였으며 30분,1시간 이후 시
간 의존적으로 점차 증가하는 양상을 보였다 (Fig3B).
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FFFiiiggg333...GGGeeennneeerrraaatttiiiooonnnooofffRRROOOSSSfffooollllllooowwwiiinnngggPPPDDDTTT...

333...MMMTTTTTT 분분분석석석
Chlorine6매개 PDT의 세포증식 억제 효과를 조사하기 위해 MTT assay를 이용하여
세포의 생존율을 조사하였다.먼저 chlorine65μM과 laser10J/cm2을 처리하고 0,12,
24,48시간 후 MTT assay를 한 결과 PDT를 처리한 세포의 성장이 24시간에 가장 저
해되었으며 48시간에 다시 증가하였으나,대조군 세포들에 비해 90%이상 감소된 수치
를 보였다.그러나 chlorine6만 처리하거나 laser만 처리한 세포에서의 성장 저해는 관
찰되지 않았다 (Fig4A).또한 광민감제 농도에 따른 효과를 보면 RK3E-ras세포에
chlorine61,2.5,5μM과 laser10J/cm2을 처리하였을 때 chlorine61,2.5μM를 처리한
세포에 비해 5μM을 처리한 세포에서 성장이 급격히 저해되는 것을 관찰하였다 (Fig
4B).이 결과는 chlorine6만 처리하거나 laser만 처리하는 것은 세포에 영향을 주지 않
지만 PDT처리에 의해 세포의 성장을 저해하는 것을 보여주고 있다.
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FFFiiiggg444...MMMTTTTTT aaassssssaaayyyfffooollllllooowwwiiinnngggPPPDDDTTT...

444...AAApppoooppptttooosssiiisss측측측정정정
RK3E-ras세포에서 chlorin e6매개 PDT가 apoptosis를 유도하는지 알아보기 위해
chlorine65μM과 laser10J/cm2을 처리하고 24시간 후 flow cytometry로 분석하였다.
그 결과 PDT처리한 세포에서 apoptosis된 세포가 48.4%였으며 apoptosis와 necrosis가
함께 나타난 세포가 51.6%로 대조군에 비해 세포사된 수가 크게 증가하는 것을 관찰하
였다 (Fig5A,B).즉 chlorine6매개 PDT는 RK3E-ras세포에 세포사를 유발하며,주
로 apoptosis가 유도됨을 보였다.Invitro에서 apoptosis가 유도된 세포를 확인하기 위
하여 TUNELassay를 수행하였다.TUNEL에 양성인 세포의 비율은 PDT를 시행한 세
포에서 대조군에 비하여 현저하게 증가되었다 (Fig5C).
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555...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyy측측측정정정
Chlorine6매개 PDT에 의해 유도되는 apoptosis가 caspase-3경로에 의한 것인지를
확인하기 위해 caspase-3activityassay를 이용하여 측정하였다.실험 결과 PDT를 처
리한 세포에서 12시간에 활성도가 최대로 증가하며,24시간에는 약간의 감소를 보였으
나 대조군 에 비하여 높은 수치를 나타냈다 (Fig6).이러한 결과는 chlorine6매개
PDT는 caspase3의 활성화를 통해 apoptosis를 유도한다는 것을 보여주고 있다.
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FFFiiiggg666...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyyfffooollllllooowwwiiinnngggPPPDDDTTT...

666...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt
Chlorine6매개 PDT의 세포성장 억제 및 세포사가 apoptosis에 의한 것인가를 조사하
기 위해 apoptosis와 관련된 단백질에 대한 westernblot을 시행하였다.PDT 처리에 의
해 caspase3를 활성화시키는 up-stream의 cytochromec의 발현이 증가하였다.또한
직,간접으로 미토콘드리아로부터 cytochromeC를 포함한 여러 단백질의 배출을 막는
Bcl-2의 발현은 PDT를 처리한 세포에서 감소되는 것을 관찰하였다.Apoptosissignal
pathway에 관여하는 중요한 effectorenzyme인 pro-caspase3/7의 활성도를 조사한 결
과, PDT처리 이후 감소됨을 확인하였다. Caspase 7의 down-stream의
pro-PARP(poly(ADP)-ribosepolymerase)는 감소되었으나,활성형인 cleavedPARP의
발현은 PDT를 처리한 세포에서 증가하였다 (Fig7).이와 같은 결과는 chlorine6매개
PDT가 mitochondria에서 cytochromec를 유리하고 caspase3/7와 PARP의 활성화를
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통해 apoptosis를 유도한다는 사실을 보여주고 있다.
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FFFiiiggg777...WWWeeesssttteeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiisssooofffaaapppoooppptttooosssiiisss---rrreeelllaaattteeedddppprrrooottteeeiiinnnfffooollllllooowwwiiinnngggPPPDDDTTT...
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Ⅳ.고 찰

현재 사용되고 있는 광민감제는 1세대인 aminolaevulinicacid (ALA),porfimersodium
(PhotofrinⓇ),헤마토포르피린 유도체(Hpd,PhotohemⓇ)등이 있으며 이들은 대부분 630
nm의 파장에서 에너지 흡수가 극대화되는 특징을 가지고 있다1,4,10).그러나 이들은 체내에서
약 한 달 이상 피부에 남아 햇빛에 노출될 경우 피부화상의 위험이 있으며 광독성의 깊이가
3～15mm에 불과하여 커다란 종양에서는 치료효과가 적다는 단점이 있다10).반면 2세대 광
민감제는 이 연구에 사용한 Chlorine6,sulphonatedaluminum phtlaocyanine(Photosense
Ⓡ)를 비롯해서, m-THPC (5,10,15,20-Tetra (m-hydroxyphenyl)chlorin, FoscanⓇ),
bacteriochlorinA 등4,16이 있으며 이들은 모두 최소 650nm 이상의 파장을 가진 광에너지
를 흡수하는 특징이 있어,광독성이 1세대인 PhotohemⓇ보다 거의 두 배에 달하는 것으로
알려져 있다3,10).
광원으로는 광민감제에 맞는 정확한 파장의 광원으로 레이저를 사용하는데 임상적으로 이
용할 때에는 약 50～500J/cm2의 에너지를 전달하게 되나 mTHPC와 같은 2세대의 광민감
제같이 효율이 높은 경우 10J/cm2로도 충분한 효과가 있는 것으로 알려져 있다10,11).세포주
에 대한 실험에서는 일반적으로 20～40J/cm2정도 혹은 300W의 일반광원에 단지 필터만
장착해서 필요한 파장만 통과시켜도 충분한 세포독성을 확인할 수 있으며 결과는 큰 차이가
없는 것으로 보고되고 있으며11),이 연구에서 사용한 광원은 diodelaser(Diodepumped
laserdriverLD2030,GeumkwangLtd.,Daejeon,Korea)를 이용하였고,chlorine6처리 후
24시간 뒤에 660nm파장,10J/cm2로 세포에 직접 조사하여 세포독성의 효과를 관찰하였다.
광역학 치료의 항암 효과는 크게 4가지 기전에 의해서 일어나는 것으로 알려져 있다.첫째,
활성산소의 직접 효과로 세포내 구성조직인 미토콘드리아,세포막 등의 물리화학적인 손상
을 유도함으로서 종양세포의 괴사를 일으킨다.둘째,혈관에 미치는 효과로 혈관에 손상을
일으킴으로서 혈류속도의 감소 및 혈행정지를 유발하여 종양세포의 산소결핍과 종양괴사를
유도한다.셋째,면역학적인 효과로 T-세포와 대식세포의 활성화를 유발하여 다양한 염증
매개체의 분비와 종양세포의 직접적인 탐식작용을 일으켜서 종양의 퇴행에 기여한다.넷째,
apoptosis의 유도로 종양세포의 사멸을 일으킨다6,12).
광역학 치료의 효과에 대한 기전은 일반적으로 세포 내에서 발생하는 singletoxygen(1O2)
에 의한 세포의 비활성화로 설명이 된다1,6,8).일반적으로 singletoxygen(1O2)은 세포 내 이
동에 문제가 있으므로,주로 광민감제가 분포하는 미토콘드리아,리소좀 혹은 세포벽에서 발
생하여 광독성을 나타내는 것으로 알려져 있다1-3,6-9).광역학 치료에 의해 유도되는 세포사
는 괴사와 apoptosis두 가지 경로의 복합적인 과정을 거친다.그러나 광역학 치료에 의한
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세포사의 형태는 사용한 세포주나 광민감제 그리고 치료기기에 따라 다르게 나타나지만,대
부분의 광역학 치료후 세포사의 형태는 apoptosis이다13,14).특히,치료 조건이 직접적인 세포
괴사를 초래하는 경우보다 낮은 농도나 에너지에서 apoptosis가 발생한다.광민감제가 주로
미토콘드리아,리소좀에 주로 축적되어 mitochondrial-cascade경로를 통해 apoptosis가 일
어난다15,16).
이 연구에서도 광역학 치료에 의한 RK3E-ras세포에 대한 항암 활성도를 확인하기 위해
성장 억제 효과와 apoptosis의 유도에 대해 연구하였다.실험결과 광역학 치료에 의한
RK3E-ras세포의 증식을 억제하고 apoptosis를 유도하였다.광역학 치료에 의한 RK3E-ras
세포가 apoptosis를 유도하는 전형적인 형태학적 양상은 TUNEL assay 소견과 flow
cytometry 분석으로 확인하였다.그 결과 광역학 치료한 세포에서 apoptosis된 세포가
48.4%였으며 apoptosis와 necrosis가 함께 나타난 세포가 51.6%로 대조군에 비해 세포사된
수가 크게 증가하는 것을 관찰하였다. 에서 apoptosis가 유도된 세포를 확인하기 위
하여 TUNELassay를 수행하였다.TUNEL에 양성인 세포의 비율은 PDT를 시행한 세포에
서 대조군에 비하여 현저하게 증가되었다.이러한 결과는 chlorin e6 매개 PDT는
RK3E-ras세포에 세포사를 유발하며,주로 apoptosis가 유도됨을 보였다.
일반적으로 mitochondria-mediatedcelldeathpathways는 미토콘드리아로부터 만들어지는
cytochromec가 caspase cascade과정을 통해 caspase 9을 활성화시키고 caspase9은
caspase3를 활성화 시킨다17-19).세포사의 effect인자인 caspase3는 활성화된 caspase7과
함께 DNA 수복에 관여하는 Poly(ADP-Ribose)Polymerase(PARP)를 억제한다17).이 연구
에서도 광역학 치료후 apoptosis관련 단백질인 caspase-3/-7,cytochromec,andPARP.
caspase-3/-7/-9을 활성화 시키는지를 실험하였다.그 결과 caspase 3를 활성화시키는
cytochromec의 발현이 증가하였다.또한 미토콘드리아로부터 cytochromeC유리를 억제하
는 bcl-2의 발현이 감소하였다.아울러 apoptosis signalpathway에 관여하는 중요한
effectorenzyme인 pro-caspase3/7의 활성은 감소하였다.Caspase7의 down-stream의
pro-PARP(poly(ADP)-ribosepolymerase)는 감소되었으나,활성형인 cleavedPARP의 발현
은 광역학 처리한 세포에서 증가하였다.이와 같은 결과는 chlorine6매개 PDT가 미토콘드
리아에서 cytochromec를 유리하고 caspase3/7와 PARP의 활성화를 통해 apoptosis를 유도
한다는 사실을 확인하여,chlorine e6 매개 광역학 치료에 의해 유도되는 apoptosis는
mitochondria매개 경로를 통해 일어남을 알 수 있었다.
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FFFiiiggg 888...SSSccchhheeemmmaaatttiiicccsssooofffPPPDDDTTT---iiinnnddduuuccceeedddeeeffffffeeeccctttsssuuupppooonnnaaapppoooppptttooosssiiissssssiiigggnnnaaallltttrrraaannnsssddduuuccctttiiiooonnn
pppaaattthhhwwwaaayyysss...
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Ⅴ.결 론

이 연구에서는 기존의 알려진 광민감보다 효능이 탁월한 물질을 개발하고 그 기전
을 확인하기 위해 새로운 광민감제 chlorine e6를 이용한 광역학 치료 효과를
RK3E-ras세포에서 연구하였다.Flow cytometry와 TUNELassay결과 chlorine6
매개 PDT는 RK3E-ras 세포에 apoptosis를 유도하였다.또한 광역학 치료후
apoptosis관련 단백질에 대한 연구결과 caspase3를 활성화시키는 cytochromec의
발현이 증가하였고,cytochromeC유리를 억제하는 Bcl-2의 발현이 감소하였다.또
한 pro-caspase3/7의 감소와 cleavedPARP의 발현이 증가하였다.이와 같은 결
과는 chlorin e6 매개 PDT가 mitochondria에서 cytochrome c를 유리하고
caspase3/7와 PARP의 활성화를 통해 apoptosis를 유도한다는 사실을 확인하여,
chlorinee6매개 광역학 치료에 의해 유도되는 apoptosis는 mitochondria매개 경로
를 통해 일어남을 알 수 있었다.
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