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Photodynamic Therapy induced Cell Death using ALA and

632nm Diode Laser in A549 Lung Cancer Cells
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Background : Photodynamic therapy (PDT) is a new therapeutic method aimed at the selective destruction

of cancer cells. The outcome is death of cancer cells through apoptosis or necrosis. The aim of this study

was to investigate the characterization of PDT‐induced cell death in A549 lung cancer cells.

Materials and methods : A549 cells were used as the lung cancer cell. 5‐aminolevulinic acid (ALA)

was used as the photosensitizer and a 632nm diode laser (Biolitec, Germany) as the light source. Cells

were incubated with various concentrations of ALA. The 632nm diode laser was then administered for

various laser irradiation times. The treated cells were incubated with 24, 48 and 72 hours. The cell

viabilities were measured using the crystal violet assay and light microscopy. To observe the cell death

mechanism after PDT, cells were observed under fluorescence microscopy after double staining with

Hoechst 33342 and propium iodide after PDT.

Results : In the crystal violet assay at 24 hours after PDT with a 3.2 J/cm
2
laser irradiation power,

the cell viabilities were 89.56±4.11, 87.67±5.48, and 69.37±8.84 with ALA concentrations of 10, 100,

and 1 ㎎/㎖, respectively. In crystal violet assay at 24 hours after PDT with 1㎎/㎖ of ALA, the cell

viabilities were 74±19.85, 55±6.1, and 49.06±16.64% with 1.6, 3.2 and 6.4 J/cm
2

laser irradiation
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서 론

광역학치료(Photodynamic therapy, PDT)는 체내

의 풍부한 산소, 외부에서 공급되는 레이저(laser)

그리고 레이저 빛에 예민한 반응을 보이는 광감작

제(photosensitizer)를 이용한 새로운 암 치료 방법

이다
1
. 광역학치료의 역사는 1910년에 Hausman이

hematoporphyrin(Hp)을 마우스에 주입 후 빛에 노

출시켰을 때 광과민 반응을 보인다는 것을 보고한

이후로 1960년대에 hematoporphyrin derivative

(HpD)의 개발로 활성화 되었으며 1980년대 초부

터 본격적인 연구와 함께 임상에서 사용되었고

1990년대에 이르러 새로운 암 치료방법으로 세계

여러 나라에서 인정 받게 되었으며 최근에 들어

서는 항암 효율성에 있어 점자적으로 인정을 받

게 이르렀다
2
.

폐암 영역에서는 1982년에 Hayata 등에 의해 처

음으로 광역학치료가 시행되었다. 그 후로 많은 증

례에서 폐암 환자, 특히 주기관지 폐쇄를 가지는

환자에서 광역학치료가 시행되었으며 대부분 방사

선치료나 레이저치료보다 뛰어난 치료의 지속시간

과 성적을 보여주고 있다. 최근에는 수술 전에 광

역학치료를 시행함으로써 수술의 범위를 줄이는

효과와 함께 치료성적의 향상을 보이고 있으며 특

히 폐암의 주요 원인이 장기간의 흡연이기에 폐기

능 저하 환자의 치료에 있어 더욱더 가치가 부여

되고 있다
4-6
. 광역학치료에 대한 반응은 사용된 광

감작제, 레이저에 의한 빛의 조사조건, 조직의 산

소포화 상태, 그리고 세포의 종류에 따라서 좌우되

는 것으로 알려져 있다
7
.

이에 본 연구에서는 A549 폐암세포주를 이용한

광역학치료에서 광감작제의 농도, 레이저의 조사

량, 그리고 시간의 경과에 따른 세포독성의 변화와

세포사의 특징으로 아포프토시스 유무를 알아보고

자 하였다.

재료 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

폐암세포주로 A549 세포주를 RPMI 1640(Gibco

BRL) 배지에 10% fetal bovine serum, 2 mM L-

glutamine, 그리고 1% penicillin/streptomycin 등

을 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하

였다.

2. 광감작제 및 레이저

광감작제로는 ALA(5-aminolevulinic acid) (Sigma,

St. Louis, MO, USA)를 사용하였고, ALA의 농도

는 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 그리고 1 ㎎/㎖를 사용하

였다. 레이저는 632 nm Diode 레이저(Biolitec,

Germany)를 이용하였다. 레이저 조사량은 400

mW의 세기로 15분(1.6 J/cm
2
), 30분(3.2 J/cm

2
), 그

리고 60분(6.4 J/cm
2
) 으로 하였으며 광감작제를

투여 후 4시간에 레이저를 조사하였다.

powers, respectively. However, increasing the interval time after PDT did not change the cell viabilities.

In the apoptosis assay, photodynamic therapy was inducing the apoptotic cell death.

Conclusions : This study shows the apoptotic anticancer effect of photodynamic therapy in A549 lung

cancer cells. However, further evaluations with other cancer cells and photosensitizers are

necessary. (Tuberculosis and Respiratory Diseases 2004, 56:178-186)

Key words : Photodynamic therapy, 5‐aminolevulinic acid, Cell death, Apoptosis.
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3. Crystal violet assay

광역학치료에 따른 세포독성을 알아보기 위하여

crystal violet assay를 이용하였다. 방법으로는

A549 폐암세포를 실험계획에 따라 24-well 세포배

양 접시에 넣어서 배양한 후 정해진 시점에 배양

액을 제거하고 crystal violet staining 용액을 500

㎕씩 넣은 후 실온에서 15분 정도 방치하였다. 그

리고 crystal violet staining 용액을 제거하고 3차

증류수로 3-4회 정도 세척을 한 후 물기를 완전히

제거하도록 실온에 30분간 방치하였다. 다음으로

1% SDS 용액을 500 ㎕씩 넣어 세포를 용해시켜

96-well 세포배양 접시에 각 well당 100㎕씩 분주

하여 ELISA plate reader 590 nm에서 흡광도를

측정하였다.

4. Apoptosis assay

광역학치료 후에 세포사의 형태로 아포프토시스

유무를 관찰하기 위해 형광색소인 Hoechst 33342

와 propium iodide (PI)를 동시에 처리해서 세포를

염색한 후 형광 현미경을 이용하여 관찰하였다. 간

단히 요약하면 A549 폐암세포주를 6-well 세포배

양 접시에 넣어서 키운 후 광감작제의 사용과 레

이저를 실험계획에 따라 조사한 후 세포를 수확해

서 PBS로 세척하고 원심분리를 해서 상층액은 버

리고 pellet은 PBS로 resuspension 시킨 후 형광색

소인 bisbenzimide Hoechst 33342 (50㎍/㎖)를 취

해 15분 동안 상온(어두운 곳)에서 배양시키고 다

시 원심분리를 해서 상층액은 버리고 다시 pellet

을 PBS로 resuspension시킨 후 propium iodide

(PI ; 1㎎/㎖)를 넣어서 암실에서 형광 현미경으로

관찰하였다.

결 과

1. A549 폐암세포주에서의 광역학치료-유도성

세포독성

A549 폐암세포주에서 광역학치료에 대한 세포독성

을 알아보고자 배양된 세포주를 24-well plate에

분주한 후 ALA를 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 그리고 1

㎎/㎖의 농도로 투여하고 4시간 후 레이저를 400

mW의 세기로 30분(3.2 J/cm
2
)동안 조사하였다. 24

시간 후에 crystal violet assay로 세포생존율을 조

사한 결과, ALA의 농도에 따른 세포생존율은 10

㎍/㎖에서는 89.56±4.11%, 100 ㎍/㎖에서는 87.67±

5.48%, 그리고 1 ㎎/㎖의 농도에서는 69.37±8.84

%의 결과를 보여 ALA의 농도 증가에 따른 세포

생존율의 감소를 확인할 수 있었다(Fig. 1). 광학현

미경상으로 관찰한 결과에서도 ALA의 농도증가에

따른 세포생존율의 감소를 역시 확인할 수 있었다

(Fig. 2).

2. A549 폐암세포주에서 레이저 조사량에 따른

세포독성

레이저 조사량의 변화에 따른 A549 폐암세포주에서

의 광역학치료에 의한 세포독성의 영향을 알아보았

다. ALA의 농도는 1 ㎎/㎖를 이용하였고 레이저의

조사량은 400 mM의 세기로 15분(1.6 J/cm
2
), 30분

(3.2 J/cm
2
), 그리고 60분(6.4 J/cm

2
)으로 하였으며

광감작제를 투여 후 4시간에 레이저를 조사하였다.
Fig. 1. ALA dose-dependent PDT-induced cell

death in A549 cells by crystal violet assary.
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24시간 후에 crystal violet assay로 세포생존율을

조사한 결과, 레이저의 조사량을 1.6 J/cm
2
으로 했

을 때 생존율은 64.74±19.85%, 3.2 J/cm
2
에서는

55±6.1%, 그리고 6.4 J/cm
2
에서는 49.06±16.64%의

결과를 보여 레이저의 조사량 증가에 비례해서 세

포생존율이 감소함을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

3. A549 폐암세포주에서 광역학치료 후 시간의

경과에 따른 세포독성

광역학치료 후 시간의 경과에 따른 A549 폐암세포

주에서의 세포독성의 변화를 살펴보았다. ALA의

농도는 100 ㎍/㎖, 레이저의 조사량은 400 mW의

세기로 30분(3.2 J/cm
2
)으로 하였다. 시간의 경과에

따른 세포생존율의 변화는 레이저 조사 후 24시간,

48시간, 그리고 72시간 후에 관찰하였다. Crystal

violet assay로 관찰한 결과 24시간 후에는 88.7±

12.2%, 48시간 후에는 83±2.0%, 그리고 72시간 후

에는 80.98±1.7%로 큰 차이를 보이지는 않았다. 따

Fig. 2. ALA dose-dependent PDT-induced cell death in A549 cells by light microscopy.(×100)

Fig. 3. Laser irra diation dose-dependent PDT-

induced dell death in A549 cells by crystal

violet assay.

Fig. 4. Time-independent PDT-induced cell death

in A549 cells by crystal violet assay.
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라서 A549 폐암세포주에서는 광역학치료 후 시간

의 경과에 따른 세포생존율의 변화는 일어나지 않

는다는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4).

4. A549 폐암세포주에서 광역학치료-유도성 세

포사의 특징

A549 폐암세포주에서 광역학치료에 의한 세포사의

형태학적 특징이 세포괴사인지 혹은 아포프토시스

인지에 대해서 알아보고자 하였다. ALA의 농도는

100 ㎍/㎖, 1 ㎎/㎖의 농도를 사용하였고 레이저

의 조사량은 400 mW의 세기로 30분(3.2 J/cm
2
)으

로 하였다. A549 폐암세포주를 광역학치료 한 후

에 형광색소인 Hoechst 33342와 propium iodide

(PI)로 DNA를 이중염색한 후 형광현미경으로 세

포들을 관찰하였다. 그 결과 아포프토시스가 세포

사의 주요특징으로 관찰되었으며 1 ㎎/㎖의 농도

에서는 일부 괴사된 세포가 관찰되었다. 이를 수치

화해서 그래프로 표시한 결과를 보면 ALA의 농도

가 증가함에 따라서 세포사의 증가가 일어나고 이

에 비례해서 아포프토시스가 세포사의 형태로 증

가함을 보여주고 있으나 괴사된 세포의 정도는

ALA의 농도 증가에 따라서 변화가 미미하여

A549 폐암세포주에서 광역학치료에 의한 세포사의

특징은 아포프토시스임을 확인할 수 있었다(Fig.

5).

고 찰

광역학치료의 원리는 체내의 산소와 빛에 예민한

반응을 보이는 물질인 광감작제가 레이저의 빛에

의하여 화학적인 반응을 일으켜 생성되는 단일항

산소(singlet oxygen)와 자유라디칼(free radical)이

세포를 파괴하는 것을 이용하는 치료 방법이다
8
.

광감작제는 광역학치료의 핵심물질로 세포내에 주

입되어 빛을 받으면 여기상태(excited state)가 되

Fig. 5. PDT-induced apoptosis in A549 cells by fluorescent microscopy after double staining with

Hoechst 33342 and propium iodide.
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고 이 에너지를 산소분자에 전달하며 활성산소를

발생하여 세포를 사멸시키게 된다. 광역학치료에서

의 빛은 porphyrin을 활성화시키는 요소로 레이저

를 통해서 빛을 발생시키게 된다
9
.

광역학치료의 개념은 아크리딘 염색약(acridine

dye)에 노출된 짚신벌레(paramecia)가 광선에 노출

된 후 죽는 것을 1900년에 Raab이 관찰한 이후 발

전되어 왔으며 임상적으로는 1980년대부터 본격적

으로 연구되었고 1990년대 들어 캐나다, 독일, 일

본 등에서 임상시술이 승인되었으며 미국에서도

1996년 1월에 식도암 치료방법의 하나로서 FDA의

공인을 받았고 1997년 9월에는 초기 폐암치료의

치료방법으로 공인을 받게 이르렀다
2
.

광역학치료의 항암 효과는 크게 4가지 기전에

의해서 일어나는 것으로 알려져 있다. 첫째, 활성

산소의 직접 효과로 세포내 구성조직인 마이토콘

드리아, 세포막 등의 물리화학적인 손상을 유도함

으로서 종양세포의 괴사를 일으킨다. 둘째, 혈관에

미치는 효과로 혈관에 손상을 일으킴으로서 혈류

속도의 감소 및 혈행정지를 유발하여 종양세포의

산소결핍과 종양괴사를 유도한다. 셋째, 면역학적

인 효과로 T-세포와 대식세포의 활성화를 유발하

여 다양한 염증 매개체의 분비와 종양세포의 직접

적인 탐식작용을 일으켜서 종양의 퇴행에 기여한

다. 넷째, 아포프토시스의 유도로 종양세포의 사멸

을 일으킨다
10,11

.

폐암 뿐만 아니라 여러 질환의 병태생리와 치료

에 아포프토시스가 관여한다는 것이 잘 밝혀짐에

따라 광역학치료 영역에서도 아포프토시스에 관한

연구가 많이 이루어져 왔다. 앞서 언급하였듯이 빛

을 흡수하는 물질과 빛을 방출하는 레이저가 항암

효과를 유발한다는 원리를 이용하는 광역학치료는

현재 항암 치료의 분야에서 널리 연구되어지고 있

으며 세포 생물학의 여러 분야에서 활용되고 있다.

체외실험 연구에서 광감작제와 빛을 가지고 종양

세포에 치료시 아포프토시스가 신속하게 발생하는

것이 보고되었다. 그러나 광감작제나 빛 자체는 세

포손상에 영향을 미치지는 않는다. 본 연구에서도

결과에는 보여주지 않았으나 광감작제나 레이저

빛 자체를 A549 폐암세포주에 처리한 군과 대조군

과의 세포생존율에는 차이가 관찰되지 않았다.

아포프토시스는 체외실험, 체내실험 모두에서 광

역학치료 후의 세포사에 흔한 기전으로 알려져 있

다. 최근의 연구 보고에 의하면 세포의 광역학치료

에 대한 반응은 일부의 손상된 것의 복구를 위한

반응과 대부분의 아포프토시스나 세포괴사에 의한

세포사에 의해 이루어진다고 알려져 있다
12-15

. 체

내실험 연구에서 광역학치료 후에 종양조직 내에

서 아포프토시스와 괴사가 같이 발생한다고 보고

되고 있으나 아포프토시스의 유도가 전반적인 종

양의 반응인지, 직접적인 손상의 결과인지, 혈관과

염증반응의 이차적인 결과인지 혹은 이들 효과의

복합적인 것인지에 대해서는 아직까지 분명하지는

않다. 체외실험 연구에서도 대부분의 세포들에서

광역학치료의 반응으로 아포프토시스가 세포사의

주요 형태로 보고 되고 있으며 본 연구에서도

A549 폐암세포주에서 광역학치료-유도성 세포사

의 형태로 아포프토시스가 주로 관여한다는 것을

확인할 수 있었다
16-20

.

광역학치료에 대한 반응은 사용되어진 광감작제,

레이저에 의한 빛의 조사조건, 조직의 산소포화 상

태, 세포의 종류에 따라서 좌우된다. 이중에서 광

감작제의 세포내 분포 부위가 특히 중요한데 이는

일차적인 손상의 부위를 결정하기 때문이다. 따라

서 세포내에 높은 광감작제의 농도와 높은 산소포

화 농도를 가질 때 빛의 조사에 따른 세포손상은

더욱더 크게 받게된다. 그러나 광감작제는 종양의

조직에 매우 높은 농도로 침투하나 이 자제가 활

성화되어 세포독성을 야기하지는 않는다
7
. 여러 광

감작제들의 세포내 분포 부위는 여러 가지 요소들

에 의해 좌우되는데 광감작제의 친지질성과 전하

상태와 같은 광감작제의 물리화학적 성질이 매우
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중요하다. Photofrin와 Phogogem 같은 친지질성

광감작제나 ALA-유도성 protoporphyrin IX(PpIX)

는 주로 마이토콘드리아, 소포체, 세포질막, 핵막,

그리고 세포핵 주변에 주로 축적되나 리소솜과 세

포핵에는 훨씬 적은 양이 분포한다. 반면에 Photo

sense와 같은 친수성 광감작제는 리소솜에 주로

축적된다. 아포프토시스 과정에 있서 중요한 위치

인 마이토콘드리아 부위에 광감작제의 축적은 치

료받은 세포들에 있어 비교적 빠른 아포프토시스

가 일어난다
21,22

.

현재까지 개발되어 임상적으로 사용되고 있는

광감작제는 개발순서에 따라 1세대, 2세대, 그리고

3세대 등으로 분류하나 Photogem, Photofrin, 그리

고 ALA 등과 같은 1세대 물질은 많은 임상경험

등을 통해 현재 각국의 보건 당국으로부터 허가를

받고 사용되고 있으며 국내에서는 Photofrin과

Photogem이 식약청의 허가를 획득하여 시판중이

다. 그 밖의 물질들은 실험실 연구 등으로 이용되

어 지고 있다. 본 연구에서 사용된 광감작제인

ALA는 heme의 생합성 경로내의 대사 전구물질로

heme의 전구물질인 Protoporphyrin IX(PpIX)의 생

성을 촉진하여 광역학치료에 이용되어지고 있으며,

크림 형태의 ALA의 개발로 피부에 쉽게 투여할

수 있고 빛의 조사가 간편한 관계로 주로 피부 영

역에서 사용되었으나 최근에는 호흡기 분야 뿐만

아니라 다른 분야에도 이용되고 있는 추세이다
23,24

.

앞서 언급하였듯이 광역학치료에 대한 반응은 사

용되어진 광감작제와 레이저에 의한 빛의 조사조

건 등에 의해서 좌우된다. 본 연구에서도 ALA의

농도가 증가함에 따라 농도-의존적으로 A549 폐

암세포의 생존율의 감소가 관찰되었으며, 레이저의

조사량 증가에 따라 조사량-의존적으로 생존율의

감소가 관찰되었다.

본 연구결과는 A549 폐암세포주라는 단일 폐암

세포주에서 확인된 것으로 광역학치료의 반응이

세포의 종류에 따라서 좌우됨을 고려해보면 다른

폐암세포주를 대상으로 한 연구가 필요할 것으로

생각되며, ALA 외에 다른 광감작제에 대한 반응

또한 연구가 필요할 것으로 생각된다. 더욱이 광역

학치료가 유발하는 아포프토시스 과정에 있어 세

포전달경로에 미치는 광역학치료의 영향에 대한

연구는 아직 광범위하게 진행되어 있지는 않기에

향후 실험을 확장하여 진행할 예정이다.

요 약

연구배경 :

광역학치료는 체내의 풍부한 산소, 외부에서 공급

되는 레이저 그리고 레이저 빛에 예민한 반응을

보이는 광감작제를 이용한 새로운 항암치료 방법

으로, 그 원리는 체내의 산소와 빛에 예민한 반응

을 보이는 광감작제가 레이저에 의하여 화학적인

반응을 일으켜 생성되는 단일항 산소와 이에 의하

여 유발되는 자유라디칼이 암세포를 손상시키는

것이다. 광역학치료에 의한 세포사의 주요 형태로

아포프토시스가 관여한다고 알려져 있다. 이에 저

자들은 A549 폐암세포주에서의 광역학치료에서 세

포독성이 광감작제의 농도, 레이저 조사량, 그리고

시간의 경과에 따라서 어떠한 양상으로 나타나는

지 그리고 세포사의 특징으로 아포프토시스 유무

에 대해서 알아보고자 본 연구를 시행하였다.

방 법 :

폐암세포주로 A549 폐암세포주를 이용하였고, 광

감작제로 ALA를, 그리고 레이저는 632nm diode

레이저를 사용하였다. ALA 의 용량은 10 ㎍/㎖,

100 ㎍/㎖, 그리고 1 ㎎/㎖를 사용하였고 레이저

의 조사량은 1.6, 3.2, 6.4 J/cm
2
이었다. 세포독성

검사는 crystal violet assay를 이용하였고 아포프

토시스 유무는 Hoechst 33342 와 propium iodide

이중염색 방법을 이용하여 분석하였다.

결 과 :

A549 폐암세포주에서 ALA를 이용한 광역학치료
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시 ALA의 농도증가에 따른 세포독성의 증가가 관

찰되었고 또한 레이저의 조사량 증가에 따라서도

세포독성의 증가가 관찰되었다. 그리고 세포독성의

형태는 아포프토시스임을 확인할 수 있었다. 그러

나 광역학치료 후 시간의 경과에 따른 세포독성의

변화는 관찰되지 않았다.

결 론 :

ALA를 이용한 광역학치료는 A549 폐암세포주의

항암효과가 있음을 알 수 있었으며 이는 아포프토

시스의 유도에 의해 이루어짐을 확인할 수 있었다.

향후 광역학치료-유도성 아포프토시스의 기전에

대한 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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