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올로파타딘이 토끼 결막세포에 미치는 독성 비교

Comparison of the Toxicity of Olopatadine Anti-allergic Ophthalmic Agents on 
Rabbit Conjunctival Cells
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Purpose: To compare the in vitro toxicity of commercial olopatadine anti-allergic ophthalmic agents on cultured rabbit’s con-
junctival cells according to concentrations and exposure times.
Methods: Rabbit conjunctival cells were exposed to anti-allergic olopatadine ophthalmic agents, (Patanol® [0.1% olopatadine 
hydrochloride; Alcon, Fort Worth, TX, USA], Pataday® [0.2% olopatadine hydrochloride; Alcon], and Pazeo® [0.7% olopatadine 
hydrochloride; Alcon]) at concentrations of 5%, 10%, and 15% for periods of 30 minutes, 1, 2, 3, and 6 hours, respectively. Cell 
proliferation and injury assays were performed using the methylthiazoltetrazolium and lactate dehydrogenase (LDH) leakage 
assays. We checked the composition of the three anti-allergic agents, and performed light and transmission electron microscopy 
to compare the morphological changes in cells.
Results: The conjunctival cell proliferation was inhibited after 1 hour exposure to each olopatadine ophthalmic agent, with sig-
nificant cell proliferation inhibited using 15% of each drug. The proliferation of conjunctival cells was inhibited during 6 hours of 
drug exposure at all concentrations of Pataday® and Pazeo®. The titer of LDH increased from 3 hours after drug exposure, but 
15% Pazeo® significantly increased the LDH titer at 2 hours after drug exposure. As the concentration of the drug increased, the 
LDH titer also significantly increased. The cellular morphological changes of conjunctival cells were in the increasing order of 
Pazeo®, Pataday®, and Patanol® with a high concentration of olopatadine hydrochloride. 
Conclusions: Among the anti-allergic olopatidine ophthalmic agents, higher olopatadine concentrations in the increasing order 
of Pazeo®, Pataday®, and Patanol® resulted in cytoplasmic damage of conjunctival cells, but there was no severe damage to the 
cytoplasmic or the nuclear membranes.
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알레르기결막염의 약물치료제는 혈관수축제, 항히스타민

제, 비만세포 안정제, 비스테로이드성 염증억제제, 스테로

이드제제 등 다양하지만,1,2 최근에는 항히스타민 작용과 비

만세포 안정화 작용을 함께 가지고 있는 olopatadine 제재

를 이용한 다작용 점안 약제가 많이 사용되고 있다. 

Olopatadine hydrochloride은 히스타민 수용체에 작용하여 

히스타민의 작용을 억제하고,3,4 동시에 비만세포의 탈과립

(degranulation)을 억제하여 결막의 비만세포를 안정화하여 
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히스타민의 분비를 억제함으로써 알레르기결막염의 증상

을 완화시키는 것으로 알려져 있다.5-7

2000년 3월 미국에서 olopatadine은 알레르기결막염 치

료를 위해 승인을 받았고, 비만세포를 안정화시키는 선택

적인 H1-수용체 길항제로 약효가 좋아서 12시간의 작용시

간으로 하루에 두 번 점안하는 Patanol® (olopatadine hydro-

chloride 0.1%; Alcon, Fort Worth, TX, USA)이 처음으로 

출시되었다. 그러나 하루에 두 번의 점안보다는 하루 한 번

의 점안으로 항알레르기 효과를 내는 Pataday® (olopatadine 

hydrochloride 0.2%; Alcon)가 임상에 추가로 사용되면서, 

최근에는 항알레르기 효과의 증강을 위해서 olopatadine 농

도가 훨씬 높은 Pazeo® (olopatadine hydrochloride 0.7%; 

Alcon)가 출시되어 하루에 한 번 점안으로 임상에 사용되

고 있다.

임상적으로 다양한 olopatadine 제제가 널리 사용되고 있

으나, 이들 약제 간의 농도나 노출 시간에 따른 결막세포에 

미치는 영향에 관한 연구는 거의 없다. 이에 저자들은 항알

레르기점안약인 Pazeo®, Pataday®, Patanol®
에 의한 약제의 

농도 및 노출 시간에 따른 결막세포의 변화와 손상 정도를 

관찰하고자 배양된 결막세포를 이용하여 methylthiazolte-

trazolium (MTT) 분석법, 젖산탈수소효소(lactate dehydrogen-

ase, LDH) 분석법을 시행하였으며, 광학 및 전자현미경을 

이용하여 세포의 형태학적 변화 또한 비교 관찰하고자 하

였다.

대상과 방법

토끼의 결막세포 배양

본 연구는 동물실험윤리위원회(Institutional Animal Care 

Use Committee) 승인(IACUC No: 2019-154)하에 토끼의 

결막조직을 채취하여 transfer media에 담아 실험실로 옮긴 

후 25 cm2 flask에 배양시켰다. 결막세포를 2 × 2 mm의 크

기로 결막조직을 절제한 후 배양접시에 외이식법으로 배양

하였는데, 배양액으로는 10% 송아지 혈청(Gibco, Rockville, 

MD, USA)을 첨가한 Dulbecco‘s minimal essential medium 

(DMEM; Gibco)을 사용하였고, 감염예방을 위해 50 μg/mL 

gentamicin, 2 μg/mL fungizone을 첨가하였다. 37˚C 온도에

서 5% CO2 - 95% air의 보육기(NAPCO model 5100; Napco 

Industries, Minneapolis, MN, USA)에서 결막세포를 3일간 

배양하였다. 배양 중인 조직에서 Dulbecco's Phosphate-Bufferd 

Saline (D-PBS; Cat. 21600-051; Gibco)로 1회 세척한 후 

0.25% trypsin - 0.02% Ethylenediaminetetraacetic acid를 

처리하여 조직으로부터 결막세포를 분리하고, Coulter coun-

ter로 세포 수를 측정한 후 96 well plate에 4 × 103 cells/mL

가 되도록 배지의 양을 200 μL씩을 옮겨 37˚C, 5% CO2 - 

95% air의 보육기에서 배양하였다. 이때 세포 수가 너무 많

아 밀집된 경우에는 세포에 대한 항알레르기 약제의 효과

가 미미할 수 있으므로, 배지에서 세포들이 80-90% 정도 

성장할 때까지 배양하였다.8

MTT 분석법을 사용한 세포의 대사 활성도 측정

세포의 대사능력을 측정하기 위해 MTT solution (3-[4,5-

Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma, 

St. Louis, MO, USA)을 이용한 분석법을 사용하였는데, 노

란색의 tetrazolium salt가 세포 내 미토콘드리아 효소에 의

해 청색의 formazan 화합물로 바뀌는 원리를 이용한 것으

로, 생존하고 있는 세포 즉 대사작용이 왕성한 세포를 흡광

도를 이용해서 측정하는 방법이다.9

Subconfluence에 도달한 결막 세포를 D-PBS로 1회 세척

한 후 각 알레르기 약제를 전체 배지의 5%, 10%, 15%가 

되도록 첨가하여 30분, 1시간, 2시간, 3시간, 6시간 동안 접

촉시킨 후 다시 D-PBS로 1회 세척한 다음 배지를 넣어주

었다. 약물 처리 후 24시간 정도 세포 배양기에 넣어 배양

한 다음 MTT 분석법을 실시하였다. 약제의 효능을 비교하

기 위해 대조군으로는 배지 자체에 아무 처리를 하지 않은 

것으로 하였고, DMEM 배지를 사용하여 상기와 동일한 방

법으로 세포를 배양하여 세포대사능력을 측정하였다.

세포의 흡광도를 측정하기 위해 5 mg의 MTT solution을 

PBS 1 mL에 녹인 후 0.2 μL syringe filter로 거른 다음 

DMEM 배지로 10배 희석하여 사용하였다. 상층의 배양액

을 140 μL 정도 제거한 후 MTT solution을 100 μL 첨가하

여 알루미늄 호일로 plate를 가린 후 37°C에서 4시간 반응

시켰다. 다시 상층액을 110 μL 제거한 후 Dimethyl sulf-

oxide (DMSO; Cat. D-5869; Sigma)를 100 μL 넣어 실온에

서 20분간 흔들어 혼합시키고 ELISA reader (Moleculae 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 570 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 이러한 과정들을 3회 반복하여 각 농도와 노출  

시간별로 측정된 흡광도의 평균을 구하여 각 세포의 생존

율을 구하였는데, 세포 생존율은 각 칸의 흡광도 수치를 대

조군 칸의 흡광도 수치로 나눈 백분율 즉, 세포의 생존율

(%) = 각 칸의 흡광도 / 대조군칸의 흡광도 × 100으로 나타

냈고, 상기의 실험은 각 농도별로 3번씩 시도하여 각 군과

의 통계학적 유의성을 비교하였다(student’s t-test, p<0.05).10

약제의 농도 및 노출 시간에 따른 LDH 분석법

LDH 분석법은 세포막의 손상으로 인해 세포배지로 유

출된 lactate dehydrogenase를 측정하는 방법으로, 적은 개

수의 세포라도 손상 정도를 정량화하여 측정할 수 있다. 3가
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Anti-allergic 
agents

Chief ingredient 
(mg/mL)

Na+ K+ Cl- pH
Osmolality 
(mosm/kg)

Preservatives 
(mg/mL)

Additives

Patanol® Olopatadine 
hydrochloride (1.11)

172.7 0.35 100.6 7.2 302 BAC 0.1 Sodium hydrogen phosphate
Hydrochloric acid
Sodium hydroxide

Pataday® Olopatadine 
hydrochloride (2.22)

178.4 0.32 108.4 7.1 300 BAC 0.1 Disodium edetate
Povidone
Sodium phosphate
Sodium hydroxide
Hydrochloric acid

Pazeo® Olopatadine 
hydrochloride (7.76)

( - ) ( - ) ( - ) 7.2 300 BAC 0.1 Hydroxypropyl-gamma-cyclodextrin
Povidone
Polyethylene glycol
Hypromellose
Mannitol
Boric acid
Sodium hydroxide
Hydrochloric acid

BAC = Benzalkonium chloride.

Table 1. The ingredient, electrolyte composition, pH, osmolality and preservatives of the three olopatadine agents

지 종류의 olopatadine 항알레르기 점안약을 96 well 배지

의 전체의 양 200 μL에서 각각 5%, 10%, 15% 농도가 되도

록 넣은 후 결막세포에 각각 30분, 1시간, 2시간, 3시간, 6시

간 동안 접촉시켰다. 약물에 노출된 후 세포질에서 유리된 

LDH 양을 37˚C 온도의 암순응 상태에서 ELISA reader 

(Moleculae Devices)를 이용하여 측정하였고, 대조군으로는 

평형염액(balanced salt solution)을 처리하여 490 nm의 파

장에서 각각의 파장을 측정하여 노출 시간에 따른 농도의 

차이를 비교하였다. 모든 실험군과 대조군은 각각 10개의 

배양된 결막세포를 대상으로 실험을 하였으며, 평균 LDH 

역가를 산출하여 대조군과의 통계학적인 비교를 하였다. 

유의수준은 95% 수준이었고, analysis of variance 검사법을 

사용하였다.

약제의 농도 및 노출 시간에 따른 세포의 형태학적 비교

세 가지 항알레르기 약제의 10% 농도에서 3시간 노출  

시의 세포의 형태학적인 변화를 관찰하기 위해서 배양액에 

결막세포를 각각 5 × 103 cell/mL가 되도록 부유시킨 다음 

6 well plate에 500 μL 씩 seeding한 후 37℃, 5% CO2 - 

95% air의 배양기에서 배양하였다. Subconfluence에 도달

한 세포를 3가지 약제에 따라 각각 접촉시킨 후 역상광학

현미경(inverted phase contrast light microscope)으로 세포

의 형태를 관찰하였다. 나아가 결막세포의 미세구조를 관

찰하기 위해서 배지를 제거한 후 세포들을 0.1M sodium 

cacodylate buffer로 씻고 약 2시간 동안 Karnosky fixative 

(2% paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde, 0.1M sodium 

cacodylate buffer)에 고정시킨 후 0.1M sodium cacodylate 

buffer로 3회에 걸쳐 세척한 후 세포를 osmium tetroxide에 

고정시키고 계열 ethanol 용액으로 탈수한 후 Epon으로 포

매하였다. 60-80 nm의 절편을 만들고 uranyl acetate와 lead 

citrate로 이중염색시켜 투과전자현미경(JEOL, 1200 EX; 

JEOL, Tokyo, Japan)으로 세포의 미세구조를 관찰하였다.10

약물 간의 구성 성분 비교

세 가지 점안약제의 분석은 약제의 성분인 전해질 조성, 

pH, 삼투압 및 보존제를 각각 조사하여 약물 간의 차이를 

확인하였다. 점안약을 sample tube에 담은 후 전해질 조성

은 LX-20 (Beckman coulter, Brea, CA, USA), 삼투압은 

Micro sample Osmometer (Fiske Associates, Uxbridge, MA, 

USA) 이용하여 측정하였으며, pH는 Metrohn 780 (Metrohn, 

Herisau, Switzerland)을 사용하였다.

결 과

약물 간의 구성 성분 비교

Patanol® (0.1% olopatadine)은 olopatanol hydrochloride 

1.11 mg/mL가 포함되어 있으며, Pataday® (0.2% olopatadine)

는 2.22 mg/mL, Pazeo® (0.7% olopatadine)는 7.76 mg/mL

가 존재하고 있다. Patanol®
과 Pataday® 약제는 모두 Na+, 

K+, Cl-
을 함유하고 있으나 Pazeo®

는 전해질의 농도가 측정

되지 않았다. 세 가지 약제의 pH는 7.1-7.2로 중성을 나타

내었으며 보존제로 Benzalkonium chloride가 0.1 mg/mL로 

동일하게 함유되어 있었다. 삼투압은 Patanol® 302 mosm/kg, 

Pataday® 300 mosm/kg, Pazeo® 300 mosm/kg로 세 점안액 
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Figure 1. Metabolic activities of rabbit's epithelial cells as determined by Methylthiazoltetrazolium assay after 30 minutes or 1, 2, 
3 or 6 hours of treatment with Patanol® (0.1% olopatadine; Alcon, Fort Worth, TX, USA), Pataday® (0.2% olopatadine; Alcon) or 
Pazeo® (0.7% olopatadine; Alcon) in concentrations of 5, 10 and 15%.  *p < 0.05 by student's t-test.

모두 유사한 수치가 관찰되었다(Table 1).

MTT 분석법 

실험 결과 Patanol® 5%에서 생존율은 30분에서 86.8%, 1시

간에서 80.8%, 2시간에서 73.3%, 3시간에서 69.3%, 6시간

에서 68.3%였으며, Patanol® 10%에서 생존율은 30분에서 

85.9%, 1시간에서 76.1%, 2시간에서 69.2%, 3시간에서 

63.0%, 6시간에서 15.6%였고, Patanol® 15%에서 생존율은 

30분에서 78.1%, 1시간에서 70.7%, 2시간에서 56.6%, 3시

간에서 35.1%, 6시간에서 6.9%였다.

Pataday® 5%에서 생존율은 30분에서 87.2%, 1시간에서 

83.3%, 2시간에서 79.9%, 3시간에서 72.0%, 6시간에서 

57.5%였으며, Pataday® 10%에서 생존율은 30분에서 78.8%, 

1시간에서 73.1%, 2시간에서 70.7%, 3시간에서 55.5%, 6시

간에서 9.5%였고, Pataday® 15%에서 생존율은 30분에서 

71.0%, 1시간에서 64.8%, 2시간에서 45.4%, 3시간에서 

20.2%, 6시간에서 6.8%였다.

Pazeo® 5%에서 생존율은 30분에서 92.2%, 1시간에서 

90.9%, 2시간에서 79.7%, 3시간에서 76.0%, 6시간에서 

25.7%였으며, Pazeo® 10%에서 생존율은 30분에서 76.6%, 

1시간에서 67.4%, 2시간에서 41.3%, 3시간에서 19.3%, 6시

간에서 6.6%였고, Pazeo® 15%에서 생존율은 30분에서 

66.2%, 1시간에서 45.2%, 2시간에서 14.5%, 3시간에서 

7.3%, 6시간에서 5.7%였다.

세 가지 약제에 각각 노출되어 배양된 결막세포에서는 

접촉 후 1시간째부터 세포의 증식 억제가 현저하게 관찰되

었다(Fig. 1). Patanol®
의 경우는 3시간째까지 세포증식의 

변화가 없었으나, 15% 농도에서는 3시간째부터 현저한 세

포증식의 억제가 관찰되었다(p<0.05). Pataday®
의 경우는 

10% 농도에서는 약제 노출 3시간째부터 세포의 억제가 현

저하게 나타났고(p<0.05), 15% 농도에서는 2시간째부터 현

저한 세포의 증식 억제력이 나타났다. Pazeo®
의 경우는 노

출 후 15% 농도에서는 1시간째부터 현저한 세포의 증식 억

제력이 나타났고(p<0.05), 10% 농도에서는 2시간째부터 현
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Figure 2. LDH levels started to increase rapidly after 3 hours 
in groups exposed to 5%, 10% and 15% Patanol® (0.1% olopa-
tadine; Alcon, Fort Worth, TX, USA), Pataday® (0.2% olopa-
tadine; Alcon) or Pazeo® (0.7% olopatadine; Alcon). Only 
15% concentration of Pazeo® increased LDH titer after 2 hours.
LDH = lactate dehydrogenase. *p <  0.05 by analysis of 
variance.

저한 세포의 억제가 나타났다(p<0.05). 특히 Pataday®, Pazeo®

의 경우, 약제 노출 6시간째는 10%, 15% 농도에서 현저한 

세포의 증식 억제가 관찰되었다(p<0.05).

LDH 분석법

Patanol® 5%에서 LDH 농도는 30분에서 0.477, 1시간에

서 0.548, 2시간에서 0.584, 3시간에서 0.577, 6시간에서 

0.575였으며, Patanol® 10%에서 LDH 농도는 30분에서 

0.491, 1시간에서 0.578, 2시간에서 0.606, 3시간에서 0.633, 

6시간에서 1.122였고, Patanol® 15%에서 LDH 농도는 30분

에서 0.470, 1시간에서 0.580, 2시간에서 0.653, 3시간에서 

0.676, 6시간에서 2.123이었다.

Pataday® 5%에서 LDH 농도는 30분에서 0.481, 1시간에

서 0.552, 2시간에서 0.664, 3시간에서 0.734, 6시간에서 

0.570이었으며, Pataday® 10%에서 LDH 농도는 30분에서 

0.457, 1시간에서 0.589, 2시간에서 0.611, 3시간에서 0.655, 

6시간에서 1.172였고, Pataday® 15%에서 LDH 농도는 30분

에서 0.483, 1시간에서 0.598, 2시간에서 0.612, 3시간에서 

0.715, 6시간에서 2.049였다.

Pazeo® 5%에서 LDH 농도는 30분에서 0.542, 1시간에서 

0.615, 2시간에서 0.612, 3시간에서 0.668, 6시간에서 0.624였

으며, Pazeo® 10%에서 LDH 농도는 30분에서 0.524, 1시간

에서 0.645, 2시간에서 0.667, 3시간에서 0.701, 6시간에서 

2.048이었고, Pazeo® 15%에서 LDH 농도는 30분에서 0.520, 

1시간에서 0.677, 2시간에서 0.682, 3시간에서 1.406, 6시간

에서 2.331이었다.

세 가지 약제의 5% 농도에서는 시간에 따른 변화가 거의 

없었으나, 10% 이상의 농도에서는 결막세포에서 3시간째

부터 세포외로 유리된 LDH 수치가 급격히 증가하였고, 약

제의 농도가 15%로 높아질수록 LDH 수치는 유의하게 증

가하였다. Pazeo®
의 경우는 10% 농도에서는 LDH 증가가 

3시간부터 일어났으나, 약제 15% 농도에서 약제 노출 2시

간째부터 급격하게 수치가 증가하여 세포의 손상을 초래하

였다(Fig. 2).

결막세포의 형태학적 비교

역상광학현미경으로 관찰한 결막세포는 대조군의 경우, 

원주 혹은 입방형으로 핵은 뚜렷하지 않지만 수가 많아 빽

빽한 양상을 나타내었으나(Fig. 3A), Patanol®, Pataday®, 

Pazeo® 
점안약에 3시간 동안 접촉한 결막세포들은 LDH 수

치가 높아지면서 세포의 모양은 둥글어지고 그 수가 감소

됨을 알 수 있었다(Fig. 3B-D).

결막세포의 전자현미경 소견은 대조군에서는 원형질막

에 미세융모가 있으면서 세포질과 핵질의 형태가 균일하게 

관찰되었고(Fig. 4A), 세 약제의 10% 농도에서 3시간 접촉

하였을 때는 Patanol® (Fig. 4B), Pataday® (Fig. 4C), Pazeo® 

(Fig. 4D) 점안약의 순서로 세포질 내 세포소공들이 관찰되

었지만, 세포질막이나 핵막의 심각한 손상은 관찰되지 않

았다.
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A B C D

Figure 3. Inverted light microscopy of rabbit conjunctival cells taken after 3 hours of exposure to three agents at 10% concentration 
(×200). (A) Control, (B) 10% Patanol® (Alcon, Fort Worth, TX, USA), (C) 10% Pataday® (Alcon), (D) 10% Pazeo® (Alcon). 
Conjunctival cells of control maintained elongated, spindle-shaped appearance. But the number of cells in (B) and (C) was de-
creased, and (D) showed even less.

A B C D

Figure 4. Transmission electron micrography of rabbit conjunctival cells taken after 3 hours of exposure to three agents at 10% con-
centration (bar length 2 μm, origianl magnification, ×8,000). (A) Control, (B) 10% Patanol® (Alcon, Fort Worth, TX, USA), (C) 
10% Pataday® (Alcon), (D) 10% Pazeo® (Alcon). Conjunctival cells exposed to olopatadine showed loss of microvilli, vacuole for-
mation, and disrupted nuclear membrane.

고 찰

최근 알레르기결막염의 치료에는 olopatadine 점안약제

가 흔히 사용되고 있는데, 항알레르기 점안약제가 각막 및 

결막세포에 손상을 일으킨다는 많은 보고가 있으며, 이에 

본 연구에서도 항알레르기 약제인 Patanol®, Pataday®, Pazeo® 

점안약이 결막세포에 미치는 영향을 비교 분석하고자 하였

다.

임상적으로 흔히 사용되는 항알레르기 점안약인 olopata-

dine 점안약제를 결막세포에 접촉한 후 세포의 증식억제력

을 관찰한 결과, Patanol®, Pataday®, Pazeo® 약제에 각각 

노출되어 배양된 결막세포에서는 접촉 후 1시간째부터 세

포의 증식 억제가 관찰되면서, Pataday®
와 Pazeo®

의 경우 3시

간째부터 세포의 억제가 현저하게 나타났고, Pazeo®
의 경

우는 15% 농도에서는 2시간째부터 현저한 세포증식의 억

제가 관찰되었다. Pazeo® 점안액에 노출 후 2시간째부터 

현저한 세포의 증식 억제력이 나타난 것은 내포하고 있는 

olopatanol hydrochloride 농도가 높은 데서 기인한 것으로 

설명된다. 뿐만 아니라 Pataday®, Pazeo®
의 경우, 약제에 노

출된 지 6시간이 지나면 세가지 농도 5%, 10%, 15% 농도 

모두에서 현저한 세포의 증식 억제가 관찰되어 노출 시간

이 오래될수록 세포의 증식이 억제됨을 알 수 있다.

이전에 발표된 항알레르기 점안액과 LDH의 농도에 대

한 Byon et al8
의 연구 결과를 살펴보면 10%, 20% Patanol®

에 노출된 토끼 결막세포의 LDH는 지속적으로 1.5 이하로 

유지되다가 30% 농도에서는 4시간째 2.0 이상의 최고치를 

보였는데, 이에 Byon et al8
은 Patanol® 약제의 농도가 높을

수록, 노출 시간이 오래될수록 LDH 수치가 증가하는 양상

을 보이는 반면, 노출 시간이 24시간 내인 경우 핵막의 손

상은 관찰되지 않았다고 보고하였다. 본 연구에서는 결막

세포가 Patanol®, Pataday®, Pazeo® 세 약제에 각각 5%, 

10%, 15% 농도로 노출되었고, 5% 농도에서는 세 약제 모

두 LDH 수치에 의미 있는 변화를 보이지 않았다. 그러나 

10% 농도에 노출된 후 3시간째부터 세포 외로 유리된 

LDH 수치가 급격히 증가하였고, 특히 15% 농도의 Pazeo®

의 경우는 노출 2시간째부터 급격하게 수치가 증가하여 약

제의 농도가 높을수록, 노출 시간이 오래될수록 세포의 심

한 손상을 초래한 것과 유사한 결과치를 보여주고 있다. 또

한, 본 연구의 전자현미경 소견에서 olopatadine 계열의 약

제 모두에서 세포질 내의 소공이나 변화는 관찰되지만 세
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포질막과 핵막의 손상은 관찰되지 않았는데, Byon et al8
의 

연구에 의하면, 결막세포가 Azelastine hydrochloride 0.05% 

(Azelan®; Taejoon, Seoul, Korea)와 Ketotifen fumarate 

0.025% (Zaditen®; Novartis, Basel, Switzerland)의 약제에 

24시간 내 노출될 경우 세포질막이나 핵막의 손상이 관찰

되는 반면, olopatadine 약제는 세포질막이나 핵막의 심한 

손상은 관찰되지 않아 본 연구의 결과와 일치하는 결과를 

얻었다. 전자현미경에서 세포의 독성에 관한 형태학적인 

손상이 적다는 의미는, 노출된 약제의 농도가 낮거나 혹은 

약제의 노출 시간이 짧아 세포의 형태학적 변화가 적거나 

혹은 세포의 형태학적 변화가 확연하게 나타나기 이전의 

경우로 생각해 볼 수 있다. 본 연구는 LDH 측정실험에서 

3시간 이상 노출된 시점부터 LDH 수치가 급격히 증가하는 

것으로 보아, 3시간이 지난 시점부터 직접적인 형태학적 세

포막의 손상이 일어날 것으로 생각되어, 향후 이 시점이 지

난 노출 시간에서 전자현미경 검사가 필요할 수 있을 것이

다.

임상적으로 사용되는 점안약이 안구에 영향을 미치는 요

인에는 약제의 농도, 전해질 구성, pH, 삼투압, 비중 및 보

존제의 성분 등이 있다. 본 연구에 사용된 점안약의 경

우 olopatadine hydrochloride 약제가 Patanol® 점안액은 

1.11 mg/mL, Pataday® 점안액은 2.22 mg/mL, Pazeo® 점안

액은 7.76 mg/mL 내포되어 있어, 약제의 농도에 의한 차이

가 결막세포에 영향을 미치는 것으로 생각된다. 본 연구에

서 olopatanol hydrochloride 농도가 높을수록, 노출 시간이 

길수록 결막세포에 미치는 영향력이 크다는 결과는 이미 

국내에 발표된 연구 보고와도 일치함을 알 수 있다.8,10

약제의 구성 성분 중 특히 삼투압과 전해질의 불균형도 

세포손상에 많은 영향을 주며,11 세포의 생존유지에 관여하는 

세포외액의 전해질 조성은 Na+
의 경우는 142.0-152.7 mEq/L, 

K+ 경우는 4.3-4.6 mEq/L, Cl-
경우는 104.0-117.4 mEq/L로 

알려져 있다.12 Patanol®
에서는 Na+

이 172.7 mEq/L, K+
이 

0.35 mEq/L, Cl가 100.6 mEq/L였으며, Pataday®
는 Na+

가 

178.4 mEq/L, K+
이 0.32 mEq/L, Cl-

가 108.4 mEq/L로 세

포외액의 조성에 비해 Na+
값은 높고 K+

값은 낮은 것으로 

나타났다. 이런 농도의 차이가 미치는 세포의 영향에 관한 

연구는 없기에 이와 연관된 연구의 필요성은 존재하나 두 

약제 간의 차이는 없는 것으로 나타났다. 그러나 Pazeo®
의 

경우는 전해질 측정이 되지 않았는데, 약제 자체의 농도가 

Patanol®
이나 Pataday®

보다 훨씬 높아 측정 기계의 민감성

으로 전해질의 농도 측정이 불가능하다고 생각된다. 그리

고 세포외액의 pH는 7.0-7.7 범위일 때 세포의 생명 현상이 

유지되는 것으로 알려져 있으며,13 세 가지 약제의 경우 모

두 7.1-7.2로 유사한 범위에 속해 있어 차이는 없었다. 삼투

압의 불균형도 심한 세포손상을 야기할 수 있는데, 일반적

으로 세포에 손상을 주지 않는 삼투압은 260-320 mosm/kg이

며,14 본 연구에서 Patanol®의 경우는 302 mosm/kg, Pataday®

는 300 mosm/kg, Pazeo®
의 경우는 300 mosm/kg으로 모두 

유사한 수치를 보였다.

그리고 점안약에 보존제를 첨가하게 되는데, 이 성분이 

세포손상을 유발하는 주요한 원인으로 간주된다.15,16 세포

손상을 일으키는 대표적인 보존제로 Benzalkonium chlor-

ide가 있는데, 장기간 사용하는 경우에 각막의 내피세포에 

심한 변성이 발생할 수 있다는 보고가 있다.17 임상적으로 

사용되는 용량은 0.0001-0.0125%이며, 작용기전은 세포막

에서 친지질성 성분으로 존재하면서 전해질이 세포 내로 

들어갈 수 있도록 세포막의 성질을 바꾸어 세포 내의 전해

질 농도에 변화를 초래하여 세포의 손상을 초래한다.18 임

상적으로 사용되는 0.002-0.004%의 적은 농도에서도 상피

세포의 손상을 일으킬 수 있다고 보고하고 있어,19 이런 보

존제가 함유된 점안약을 장기간 사용할 경우 약제의 선택

에 매우 신중을 기해야 한다. 본 연구에서는 세 약제 모두 

Benzalkonium chloride 0.1 mg/mL가 첨가되어 있어 약제 

간의 세포에 미치는 형태 차이는 비교할 수 없을 것으로 생

각한다.

대조군의 결막세포는 광학현미경 소견에서 시간의 경과

에 따른 변화 없이 길쭉한 모양의 세포가 밀집된 양상으로 

관찰되고, 전자현미경에서는 뚜렷한 원형질막의 미세융기

와 균질한 세포질과 세포 내 미세기관, 핵질 등을 관찰할 

수 있다. 항알레르기 점안약에 접촉하여 세포의 변형이 유

발되는 경우는 시간의 경과에 따라 세포의 수가 감소되면

서 세포부종과 함께 세포의 형태가 둥근 모양으로 변화를 

동반한다. 전자현미경의 소견은 약제의 독성이 심할수록 

원형질막의 미세융모가 소실되고 세포질 내 소공이나 미세

기관의 확장 및 원형질막의 손상, 나아가 핵막의 손상 등이 

관찰된다. 본 연구의 결과에서 Pazeo® 10% 농도에서 3시간 

노출 시 LDH 수치의 급격한 증가와 더불어 원형질막의 미

세융모 소실, 세포질 내 소공이나 기관의 확장이 가장 심하

게 관찰되었지만, 세포질막이나 핵막의 손상은 관찰되지 

않아 항히스타민과 비만세포 안정화 작용을 가지고 있는 

다른 다작용 점안약제인 Azelan®, Zaditen®
보다 세포의 변

화가 적게 나타나 비교적 안전성이 인정되기도 한다.8

Olopatadine 계열의 항알레르기 약제는 임상에서 널리 

사용되며, 환자의 필요에 의해 종종 장기간 사용하기도 한

다. 이에 대표적인 olopatadine 약제 3가지가 토끼의 결막 

세포에 미치는 형태학적 변화와 독성을 농도와 노출 시간

에 따라 비교해보았다. 세 가지 약제에서 가장 큰 차이는 

olopatadine hydrochloride 자체의 농도이며, 그 외 pH의 변
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화, 삼투압, 보존제 등은 유의한 차이가 없었다. Patanol®
과 

Pataday®
의 전해질 농도에도 유의한 차이는 없었으나 

Pazeo®
의 경우는 고농도 약제로 인한 측정기계의 민감성으

로 전해질 측정이 되지 않아 전해질 비교에 한계성이 있었

다. 또한 세 약제 모두 첨가제의 종류가 상이하여 첨가제를 

배제한 조건에서의 연구도 필요할 것으로 생각된다, 일련

의 실험 결과, 고농도 약제인 Pazeo®
는 물론, Patanol®

이나 

Pataday® 또한 장기간 노출될 경우 세포 독성을 나타내었

다. 따라서 항알레르기 점안액 사용 시 반드시 점안 주기를 

지키고 지나치게 자주 점안하지 않도록 교육시켜야 할 것

이다. 항알레르기 약제 외에 인공누액을 같이 사용하는 것

도 도움이 될 것으로 생각된다. 그러나 토끼에 비해 인체에

서의 결막이나 각막의 경우 약제에 대한 반응의 정도 차이

가 있기에 실제 임상 적용을 위해서는 향후 점안약의 주성

분이나 약제의 성상, pH 등에 의한 직접적인 연구도 필요

하다고 생각한다.
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= 국문초록 = 

올로파타딘이 토끼 결막세포에 미치는 독성 비교

목적: 임상에 사용되는 항알레르기 약제인 올로파타딘의 농도 및 노출 시간에 따라 토끼 결막세포에 독성을 얼마나 미치는지에 대해 

비교하고자 하였다.

대상과 방법: 배양된 토끼의 결막세포에 Patanol® (0.1% olopatadine hydrochloride; Alcon, Fort Worth, TX, USA), Pataday® (0.2% 

olopatadine hydrochloride; Alcon), Pazeo® (0.7% olopatadine hydrochloride; Alcon)를 사용하여 각각 5%, 10%, 15% 농도별로 30분, 

1시간, 2시간, 3시간, 6시간 접촉시킨 후 비교하였다. Methylthiazoltetrazolium, lactate dehydrogenase를 측정하였으며, 약제의 구성 

성분과 더불어 광학 및 전자현미경을 사용하여 세포의 형태학적인 변화를 비교 관찰하였다.

결과: 세 약제 모두 15% 농도에서 현저한 세포증식 억제를 나타냈고, Pataday®, Pazeo®는 10% 농도에서도 노출 6시간이 지나면 세포

의 증식을 현저히 억제하였다. 젖산탈수소효소 수치는 약제 노출 3시간째부터 증가하였는데, 15% pazeo®는 2시간째부터 젖산탈수소

효소 수치가 증가하였다. Olopatadine hydrochloride 농도가 높은 Pazeo®, Pataday®, Patanol® 순으로 결막세포의 형태적 변성이 

나타났다.

결론: 올라파타딘 계열의 약제 중 농도가 높은 Pazeo®, Pataday®, Patanol® 순으로 결막세포의 손상이 초래되었지만, 심각한 손상인 

세포질막이나 핵막의 손상은 없었다.

<대한안과학회지 2019;60(12):1176-1184>
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