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ABSTRACT 64Cu-labeled diacetyl-bis(N4-methylthiosemicarbazone) is a promising agent for internal radiation therapy 
and imaging of hypoxic tissues. In the study, we confirmed hypoxia regions in VX2 tumor implanted rabbits 
with injection 64Cu-ATSM and 18F-FDG using positron emission tomography (PET)/computed tomography 
(CT). PET images with 18F-FDG and 64Cu-ATSM were obtained for 40 min by dynamic scan and additional 
delayed PET images of 64Cu-ATSM the acquired up to 48 hours. Correlation between intratumoral O2 level 
and 64Cu-ATSM PET image was analyzed. 64Cu-ATSM and 18F-FDG were intravenously co-injected and the 
tumor was dissected and cut into slices for a dual-tracer autoradiographic analysis. In the PET imaging, 
64Cu-ATSM in VX2 tumors displayed a specific uptake in hypoxic region for 48 h. The uptake pattern of 
64Cu-ATSM in VX2 tumor at 24 and 48 h did not match to the 18F-FDG. Through ROI analysis, in the early 
phase (dynamic scan), 18F-FDG  has positive correlation with 64Cu-ATSM  but late phase (24 and 48 h) of the 
64Cu-ATSM showed negative correlation with 18F-FDG. High uptake of 64Cu-ATSM in hypoxic region was re-
sponded with significant decrease of oxygen pressure, which confirmed by 64Cu-ATSM PET imaging and auto-
radiographic analysis. In conclusion, 64Cu-ATSM can utilize for specific targeting of hypoxic region in tumor, and 
discrimination between necrotic- and viable hypoxic tissue.  J Radiopharm Mol Probes 1(2):123-129, 2015
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Introduction

저산소증은 조직 내에서 정상 수준 이하로 산소 장력

이 감소한 상태로 종양 세포의 발달에서 중요한 역할을 

한다(1,2). 종양 내의 저산소 부분의 영상을 획득하고 분

석하는 것은 미세환경을 이해하는데 필수적이다. 또 저

산소증 종양 세포는 방사선 치료와 화학요법에 저항성을 

보이기 때문에 영상을 이용한 종양 내 저산소증의 평가

는 종양치료의 계획 및 평가에 유용하다(3).

최근 수십 년간 비침습성 산소 분압을 측정하는 촬영 

방법이 연구되어 왔다(4). 양전자방출단층촬영(PET)을 이

용한 다수의 유망 양전자 방출 방사성 의약품이 개발되고 

있다(4-6). 방사성 핵종으로 종양의 저산소증을 검출하고

자 한 시도는 1981년 14C-misonidazole이 처음이었다. 이

는 14C-misonidazole이 선택적으로 종양 내에 저산소 세포 

대사에 결합한다는 것을 확인함으로써 증명되었다(7). 그 

후, 18F-misonidazole는 종양 내 저산소증의 비침습적 영

상을 위한 PET 추적자로 제안되었다. 또한 이러한 목적을 

위해 평가된 다른 여러 추적들로는 60/64Cu와 18F-EF5로 표지

한 Cu(II)-diacetyl-bis(N4-methyl-thiosemicarbazone) (Cu-ATSM), 
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Figure 1. Schematic diagram of VX2 tumor xenografted rabbit models.

Figure 2. Chromatogram of 64Cu-ATSM. (A) Free 64Cu  Rf=0.0, (B) 64Cu-ATSM: Rf=0.9.

18F-fluoroazomycin arabinoside (18F-FAZA) 등이 있다(5,8). 

이러한 방사성의약품들 중 Cu-ATSM은 PET영상을 위

한 유망한 방사성의약품이다(9-16). 이전 논문들의 in vi-

tro 데이터에서 Cu-ATSM은 종양세포의 많은 종류의 저

산소 환경에 축척된다고 알려져 있다(12,17,18). 임상 연

구는 Cu-ATSM 흡수에 의해 저산소 종양의 치료 저항성

과 전이 능력이 연관되어 있음을 증명하고 있다(9,19-21). 

저산소 부분의 Cu-ATSM축적 메커니즘은 저산소증과 같

은 세포 내 높은 환원 조건에서 Cu-ATSM의 Cu(II)은 

Cu(I)로 환원되어 즉시 ATSM 리간드로부터 방출하고 세

포에 포획되는 시스템이다(11,17,22-24). 종양에서의 Cu-ATSM

의 분포는 PET 영상의 트레이서로 일반적으로 사용되는 
18F-fluorodeoxyglucose (18F-FDG)의 분포와 다르다고 보고

되어 있다(15,25). Tanaka 등의 논문에서는(15) 18F-FDG

가 혈관이 과다한 지역 및 괴사되어 가는 세포 증식 지

역을 대상으로 영상화되고, Cu-ATSM은 세포증식이 정

지되었지만, 약간의 괴사가 진행된 과다혈관분포 지역에

서 가장 높은 흡수를 보인다고 보고하였다. 

본 연구에서 우리는 VX2종양세포를 이식한 토끼를 임

상용PET 장비를 이용하여 종양 내 저산소 환경에서의 
64Cu-ATSM과 18F-FDG의 분포를 영상으로 확인하였다. 

또한, 정확한 해부학적 영상을 위해 MRI영상도 획득하

였다. 산소분압측정 장비를 이용한 종양 내 산소 분포 확

인과 자가방사기록법을 이용한 조직에서의 방사성의약

품 분포 정도를 영상과 비교하였다. 

Materials and Methods

1. 64Cu-ATSM합성 

가속기로부터 64Ni(p,n)64Cu 핵반응을 통하여 얻어지는 
64CuCl2 용액을 용이한 표지반응을 위하여 용액을 가열과 

질소를 불어서 건조시킨다. 이렇게 건조된 64CuCl2 바이

알에 1M NaOAc 버퍼용액으로 pH를 5.5로 맞추고, 

DMSO 10 uL에 H2ATSM 10 ug을 녹인 용액을 첨가하여 

10분 동안 실온에서 반응시킨다. 방사성표지가 다 끝난 

A B
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Figure 3. Imaging of MRI and PET in VX2 tumor xenograted rabbit 
model. (A) MRI, (B) 18F-FDG, (C) 64Cu-ATSM (D) 64Cu-ATSM_24 h, (E) 
64Cu-ATSM_48 h.

반응용액을 C18 Sep-Pak 카트리지에 통과 시킨 후, 증류

수(D.W)로 여러 번 세척하여 불순물을 완전히 제거한다. 

최종적으로 1 mL의 에탄올을 이용하여 카트리지에 흡착

된 순수 64Cu-ATSM만 획득한다. 이렇게 얻어진 64Cu-ATSM

의 품질관리로서 방사화학적 순도를 알아보기 위해 ra-

dio-TLC를 시행하였다(Figure 2). 이동상(mobile phase)은 

95% CH3CN/Water를 사용하였다. pH는 pH paper를 통해 

확인하였다. 최종생산물인 에탄올 상태의 순수 64Cu-ATSM

은 생리식염수(0.9% saline)를 섞어 10% 에탄올 상태로 

만든 다음, 최종적으로 0.22 μm의 멸균 필터를 통과시켜 

멸균 용기로 옮긴다.

2. VX2 종양모델

VX2 암종(Seoul National University Hospital)을 이식해 

놓은 토끼(New Zealand white rabbit, female, n=4)에서 종

양만 분리 후 Phosphate-Buffered Saline (PBS, GibcoBRL, 

Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA)에 넣고 잘게 

잘라준 후 1 mL를 마취시킨 새로운 토끼의 허벅지 근육

에 이식하여 종양을 키운다.

3. PET/CT와 MRI 영상 

전체적인 실험일정은 Figure 1과 같이 진행하였다. 임

상용 PET/CT (Biograph, Siemens Medical System) 장비를 

이용하여 VX2 암 종을 이식한 후 1주일된 토끼로 영상

을 획득하였다. 일주일을 한 과정으로 18F-FDG (1 mCi)

를 정맥주사로 투여하고 40분 후의 영상을 얻었고 하루 

뒤에 64Cu-ATSM (2.5 mCi)를 18F-FDG와 같은 방법으로 

정맥주사로 투여하고 40분 후의 영상을 얻었다. 그리고 
64Cu-ATSM 영상은 주사 후 24시간과 48시간의 지연 영

상을 각각 얻었다. 그 후 3T MRI (magnetic resonance 

imaging, Magnetom Tim-Trio)에서 surface coil을 이용하여 

T1 및 T2 강조 영상을 얻었다. T1 강조영상은 VIBE 시퀀

스를 사용하여 TR/TE=11.6 ms/3.37 ms, FA=10o, FOV= 

100×90.6 mm, Matrix=290×320, AVE=2의 조건에서 획득

하였고, T2 강조영상은 turbo spin echo 시퀀스를 사용하여 

TR/TE=3150 ms/38 ms, FA=120o, FOV=100×100 mm, Matrix 

=320×320, AVE=2의 조건으로 획득하였다. 가돌리늄 조영증

강 MR 영상은 Omniscan (Gadodiamide, Gd-DTPA-BMA) 

0.1 mmol/kg을 주입한 후에 T1 강조영상을 얻었다. 

A

B
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Figure 4. Analyse of ROI in PET imaging.  Correlation between 18F-FDG and 64Cu-ATSM (A), 18F-FDG and 64Cu-ATSM _24 h (B), 18F-FDG and 
64Cu-ATSM _48 h (C).  

4. 영상분석 

획득한 영상으로 mean standardized uptake value (SUVmean) 

값을 구해준 후 IRW(Inveon Research Workplace) 프로

그램을 이용하여 각 종양 내 동일 부분의 ROI를 구획 

후, 수치화하여 결정계수(coefficient of determination, 

R2), 상관계수(coefficient of correlation, r)와 P-value를 

구하였다.

5. 산소분압측정 

토끼 허벅지의 종양에 임의로 4개의 점을 정한 후 1 

cm간격으로 산소분압측정기(OXYLITE, Oxford Optronix 

Ltd, UK)에 연결한 O2 탐침(pO2 E-Serises Sensor, Oxford 

Optronix Ltd, UK)을 이용하여 종양조직 내의 깊이에 따

른 부분별 산소분압도를 측정하였다. 

6. 자가방사기록법 

영상획득에 이용된 토끼에 희생 1시간 전 18F-FDG 1 

mCi를 정맥주사 후, 토끼의 VX2 종양을 적출하여 -8

0℃에서 1시간 얼린 후 냉동전신절삭기을 이용해 0.5 

cm 간격으로 50 μm 냉동절편을 만들어 BAS image 

plate에 감광시켜 18F-FDG 영상을 획득하였다. 약 13시

간의 반감기를 가진 64Cu-ATSM의 특성을 이용하여 

PET 영상 획득을 위해 2.5 mCi 주사하였던 같은 조직

에서 24시간 후에 감광하여 64Cu-ATSM의 종양 내 분포

를 확인하였다.

Results

1. 64Cu-ATSM의 생산

64CuCl2 와 H2ATSM 을 실온에서 10분간 반응 후 방사

성표지가 다 끝난 반응용액을 C18 Sep-Pak 카트리지에 통

과시켜 순수 64Cu-ATSM만 획득 시 방사화학 수율은 95%

로 나타났으며, 크로마토그라피를 확인한 결과 64Cu-ATSM

의 Rf 값은 0.9, 64CuCl2의 Rf 값은 0.0이었다(Figure 2).

2. 64Cu-ATSM과 18F-FDG- PET/CT 영상 비교

64Cu-ATSM 분포는 초기영상과 지연영상에서 섭취가 

다르게 나타났다. 18F-FDG영상과 비교하여 보았을 때 
64Cu-ATSM 24시간 이전의 초기영상은 유사한 패턴을 나

타냈다(Figure 3). 각 영상의 종양 내 6개 부분의 ROI 분

석에서 18F-FDG 는 초기 64Cu-ATSM 값과 양의 상관계수

(r = 0.57, P < 0.01)를 나타냈고, 24시간과 48시간 이후

의 64Cu-ATSM 값과는 음의 상관계수(r = -0.61, P < 0.01, 

r = -0.63, P < 0.01)를 확인할 수 있었다(Figure 4).

3. 64Cu-ATSM과 18F-FDG의 조직내 분포 비교 

종양 내의 산소분압측정 결과는 64Cu-ATSM 24시간 이

후의 지연영상과 광범위하게 일치하였다(Figure 5). 자가

방사기록법을 이용한 실험에서, 64Cu-ATSM이 축적된 조

직은 주로 활성화된 세포로 이루어져 저산소 상태로 발전 

될 예정의 종양 주위에서 관찰되었다. 18F-FDG가 축적된 

조직은 64Cu-ATSM이 축적된 조직뿐만 아니라 이미 괴사

된 세포도 상당부분 관찰되었고 64Cu-ATSM이 축적된 부

분보다 더 광범위하게 분포되었다(Figure 6). 64Cu-ATSM

의 섭취가 높은 조직은 산소분압측정 결과에서도 조직 

A B C
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Figure 5. O2 pressure measurement in VX2 tumor.   O2 probe measure-
ment interval: 1 cm.

Figure 6. Double-tracer autoradiography with 18FDG and 64Cu-ATSM in VX2 tumor. Comparing 18FDG and 64Cu-ATSM in the same tissue.

내 산소포화도가 현저하게 낮게 나타난다는 것을 확인할 

수 있었다.  

Discussion

Cu-ATSM은 저산소 부분의 영상제로써 개발되었고, 심

장과 종양에서의 저산소 영상에 60Cu- 또는 62Cu-ATSM이 

유용하다고 이전 논문들에 기술되었다(14,26,27). 종양학

에서, 64Cu-ATSM은 내부 방사선 치료의 잠재적인 의약품

으로 고려되고 있다(28). 저산소 환경의 종양 내 Cu-ATSM 

축적의 특이성에 대한 연구가 필요하다.

따라서, 본 연구에서는 임상용 PET/CT를 이용하여 토

끼의 저산소 상태 종양 내 64Cu-ATSM과 18F-FDG의 분포

를 비교한 결과 저산소 종양 내 64Cu-ATSM의 섭취가 시

간이 경과함에 따라 18F-FDG의 섭취 패턴이 초기영상

(64Cu-ATSM 주사 직후)과 지연영상(24 또는 48시간)에서 

다르게 나타나는 것을 확인하였다(Figure 3). 이 결과는 

ROI분석에 따른 상관계수에서도 차이를 나타냈다(Figure 

4). 토끼의 종양 내 산소분압을 측정한 결과로는 종양의 

가장자리보다는 중심부위의 산소분압이 낮아지는 분포

를 확인할 수 있었고, 이 데이터를 토대로 종양의 가운데 

부분으로 저산소 환경이 형성된 것을 추측할 수 있다

(Figure 5). 자가방사측정법으로는 64Cu-ATSM과 18F-FDG

가 동시에 주사된 토끼에서 적출한 조직을 절단해 각 방

사성의약품의 조직 내 분포를 비교하였는데, 대부분의 조

직에서 18F-FDG가 섭취된 조직 중 일부분에 64Cu-ATSM이 

섭취된 것을 확인할 수 있었고, 64Cu-ATSM이 섭취된 부분

은 활성화된 세포가 대부분 분포하고 있는 것을 조직사

진으로 확인할 수 있었다(Figure 6). 또, 자가방사측정 데

이터의 64Cu-ATSM 섭취가 높은 부분은 PET영상의 
64Cu-ATSM 섭취가 높은 부분과 일치할 뿐만 아니라 조직 

내 산소분포가 낮은 부분과도 일치하는 것을 확인할 수 있

었다. 이 결과들을 토대로 18F-FDG는 종양에서 광범위하게 

저산소 조직을 영상화하는 반면, 64Cu-ATSM이 저산소 조직 

영상화에 탁월한 역할을 한다는 것을 입증하였다. 64Cu-ATSM
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은 저산소 조직으로 발전 가능한 세포가 존재하는 종양 

부분을 영상화하는 것에 18F-FDG보다 더 자세한 정보를 

제공할 수 있다. 64Cu-ATSM은 또한 저산소 부분을 보다 

특이적으로 영상화하여 저산소 상태이거나 저산소 상태

로 진행 가능한 영역을 표적화하여 종양 치료에서의 주 

목표 중 하나인 영상으로 저산소 환경을 검출할 수 있는 

유용한 수단이다.

Conclusion

64Cu-ATSM의 지연영상이 18F-FDG의 영상보다 특이적

으로 저산소 부분을 영상화하는 것으로 나타났고, 이를 

종양 내 산소 분압과 자가방사기록법 실험을 통해서도 

확인해 볼 수 있었다. 따라서 64Cu-ATSM의 섭취된 영상

을 통해 종양내의 저산소 조직의 정도 및 위치 등을 보

다 정확하게 평가할 수 있을 것이다.
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