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Purpose: Photodynamic therapy (PDT) is a relatively new technology for an alternative modality in the treatment of colorectal cancers. This study was conducted to identify the appropriate dosage and energy level for the photosensitizer as well as effect of PDT on colon cancer cells.Methods: Colon cancer cell line, COLO 205 (American Type Culture Collection, ATCC) was obtained from Korea Cell Line Bank (KCLB, Seoul, Korea). Cells were cultured on RPMI 1640 medium with 10% fetal calf serum, peni-cillin, and gentamicin. Cells were incubated at 37°C in a 5% CO2 air environment. Photosense (sulphonated alumi-num phthalocyanine, AlPcS4, NIOPIK, State Research Cen-ter, Moscow, Russia) was used for the photosensitizer and Fireplace video-3 (Biospec, General Physics Institute, Mos-cow, Russia, 500 mW/cm2, 670 nm) was used for the light source. 1×104 cells were incubated in 96 well plates with different concentrations of aluminum phthalocyanine: 0.1, 0.3, 0.5 and 1μM for 24 hours then photoirradiation was performed at either 24 or 48 J/cm2. The time variations of the viabilities of cells of the four study groups and were measured by using MTT assay according to time were compared to those of the three  control groups: control (no treatment), control (AlPcS4, no light), control (light, no AlPcS4), and the study groups (PDT) at one hour, 24 hours, 48 hours  and 72 hours after PDT.Results: At, one hour after PDT, the viability of the cells was not changed in the control groups. Viabilities of 117, 40, 35, and 23% in the 24 J group and 76, 31, 52, and 

48% in 48 J group were observed, respectively in order of increasing concentration with the value of 87～103% for the control group. 24 hours later, viability of control groups were not changed, By 24 hour after PDT, the viabilities of the control groups had not changed, but those of the 24 J/cm2 and 48 J/cm2 PDT study groups had decreased significantly to 62, 17, 16, and 18% and 24, 15, 13, and 13%, respectively (P=0.00). By 48 hours viability of the 24 J/cm2 and 48 J/cm2 PDT study groups were also significantly decreased being 103, 26, 13, and 13% and 50, 8, 8, and 9%, respectively (P=0.00). By 72 hours, viabilities were 84, 21, 21, and 30 % and 33, 20, 33, and 15%, respectively (P=0.00).Conclusions: The PDT groups showed a marked cytotoxic effect compared to the control groups, and the effect appeared just after PDT and peaked in 48 hours. The minimum required concentration of the  photosensitizer for effective cytotoxicity  was at 0.3μM either 24 or 48 J/cm2. J Korean Soc Coloproctol 2003;19:205-210
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서      론

  광역학치료(photodynamic therapy, PDT)는 1900년 Raab

에 의해 처음으로 아크리딘 염색약(acridine dye)에 노

출시킨 짚신벌레(paramecia)에서 광독성이 확인된 이

래 꾸준히 발전해 왔으며
1 1960년 Lipson 등2이 광감착

제(photosensitizer)로 헤마토포르피린(hematoporphyrin)

을 사용하여 수술 중 종양부위에서 형광을 확인함으

로써 임상적으로 종양의 진단에 대한 가능성을 제시

하였고 이후 1976년 Kelly와 Snell 등
3이 방광암 환자의 

치료에 PDT를 이용하여 암치료에 적용한 이래 1993년 

이후 캐나다, 네덜란드, 일본, 미국 등에서 진행성 폐, 

소화기, 비뇨기계 암환자에 대한 치료로 승인을 얻어 

시행되고 있다.
4

  광역학치료는 미리 투여되어 세포에 분포된 광감착

제가 세포에서의 광흡수를 촉진시켜 광화학반응을 일
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Fig. 2. A. Before PDT: the cells in well plate are numerous and well maintained cell wall structure (Direct, ×400). B. After 

PDT: the cells show edema and blebs of the cell wall and decreased in number due to cell necrosis (Direct, ×400).

A B

Fig. 1. The changes of viability according to time when 

concentration of photosensitizer was 0.1μM.

으키고 이 때 발생하는 singlet oxygen에 의하여 암세포

가 파괴되는 원리를
5 이용한 암치료법이라고 할 수 있

으며 내시경 혹은 수술 중 보조요법의 방법으로 대장

암을 비롯한 소화기암
6,7 외에도 방광암,8 폐암,9 자궁경

부암,
10 두경부암11 등 각종 암치료와 내시경적 절제가 

어려운 대장선종,
12 Barret's esophageal dysplasia,13 Bowen's 

disease
14 등에 대한 치료로 시행되고 있으나 광감착제

의 종류, 종양에 따른 적절한 광감착제의 양과 효과적

인 에너지양에 대한 보고는 많지 않다. 저자들은 대장

암세포주에 대한 PDT의 효과와 적정 광감착제 및 에

너지의 양에 대하여 알기 위해 본 연구를 시행하였다.

방      법

  한국세포주은행(KCLB)에서 분양 받은 대장암세포

주 Colo 205 (KCLB 10222)를 RPMI 1640 배지에 10% 

fetal calf serum, penicillin, gentamicin을 첨가하여 37°C, 

5% CO2 humidified incubator에서 배양하였다. 먼저 세

포주를 96 well plate에 각 well마다 200μl의 배지와 함

께 1×10
4의 세포를 분주하고 광감착제로는 Photo-

sense
Ⓡ (sulphonated aluminum phthalocyanine, NIOPIK, 

State Research Center, Moscow, Russia)를 이용하여 0.1, 

0.3, 0.5, 1μM 농도로 투여하여 24시간 동안 배양한 다

음 배지를 교환 후 Fireplace video-3
Ⓡ (Biospec, General 

Physics Institute, Moscow, Russia, 500 mW/cm
2, 670 nm) 

램프를 이용하여 에너지양을 각 24 (PDT-24) 및 48 

J/cm
2 (PDT-48)의 두 가지로 나누어 각 농도의 세포군

에 조사를 시행하였다. 대조군으로 세포만 배양한 군

(대조군-1), 세포와 광감착제만 넣은 군(대조군-2), 세

포와 램프만 조사한 군(대조군-3)을 사용하였으며 PDT

직후와 24시간, 48시간, 그리고 72시간 후에 MTT (3- 

4.5 dimethylthiazol-2,5 diphenyl tetrazolium bromide)법

을 이용하여 대장암세포의 생활력(viability)을 측정하

여 PDT의 효과를 조사하였으며 통계학적으로 SPSS 

for Windows 10.0 (ver. 7.0, SPSS Inc., Chicago, U.S.A)

을 사용하여 반복측정 분산분석을 실시한 다음 유의

수준 0.05에서 의의가 있는 것으로 판정하였다.

결      과

  Photosense를 0.1μM을 넣은 군에서는 대조군은 모

두 PDT직후 혹은 72시간까지의 생활력은 약 95～

195%의 생활력을 보여 차이가 없었으나 PDT-24군은 

PDT 후 24시간 이후에 62.5%로 감소하였고 이후 다시 
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Fig. 3. The changes of viability according to time when 

concentration of photosensitizer was 0.3μM.

Fig. 4. The changes of viability according to time when 

concentration of photosensitizer was 0.5μM.

Fig. 5. The changes of viability according to time when 

concentration of photosensitizer was 1μM.

증가하는 양상을 보였으며 PDT-48군 또한 PDT직후부

터 76.2%로 감소하여 24시간, 48시간 그리고 72시간에

는 각각 24.4, 50.3, 32.6%로 감소하여 대조군에 비해 통

계적으로 유의한 차이가 있었다(P=0.00, Fig. 1, 2A, B). 

  0.3μM을 넣은 군에서도 대조군은 모두 변화가 없

었으나 PDT-24군과 PDT-48군은 PDT 직후, 24, 48, 그

리고 72시간 후 생활력이 각 40.3, 17.4, 26.3, 21.4%와 

31.2, 14.6, 8.3 그리고 11.9%로 감소하여 대조군에 비

해 통계적으로 유의한 차이가 있었다(P=0.00, Fig. 3).

  0.5μM을 넣은 군에서도 대조군은 변화가 없었으나 

PDT-24군과 PDT-48군은 PDT 직후, 24시간 및 48시간 

후까지 각 35.3, 15.8, 12.6% 및 51.8, 12.5, 8.2%로 유의

하게 감소하였다가 72시간 후에는 각 21.4 및 32.9%로 

약간 상승하였다(P=0.00, Fig. 4).

  1μM을 넣은 군에도 대조군은 모두 변화가 없었으며 

PDT-24군과 PDT-48군은 PDT 직후, 24시간 및 48시간 

후까지 각 22.6, 18.0, 12.7% 및 47.6, 13.4, 8.9%로 대조

군에 비해 유의하게 감소하였고 72시간에는 다시 30.0 

및 15.4%로 상승하였다(P=0.00, Fig. 5).

고      찰

  광역학치료(PDT)는 포르피린계열의 광반응물질(photo-

sensitizer)을 인체에 투여하게 되면 정상조직보다는 종

양 등 병변이 있는 부위에 더 많이 분포하게 되고 여기

에 램프나 레이저를 이용하여 특정파장의 빛을 조사

하면 빛에너지가 세포 내에 흡수되어 세포의 파괴를 

가져오는 원리를 이용한 치료기법이다.
1 PDT는 처음 

Raab에 의해 광에너지에 의한 세포독성이 확인되고 

1903년에 Tappeiner와 Jodlebauer 등이 피부암의 치료

과정에 광감착제를 국소요법으로 사용하면서 광역학

(photodynamic)이란 용어가 사용되었으며 1940년대 Auler

와 Banzer가 헤마토포르피린(hematoporphyrin)의 종양

에 대한 친화성(affinity)을 보고하면서 임상적 이용이 

모색되었다.
1 1961년 Lipson 등2은 순도를 높인 헤마토

포르피린 유도체(hematoporphyrin derivatives, Hpd)를 

사용해서 광감착제의 종양에 대한 국소성(localization)

을 높여 형광 반응을 이용하여 수술에 이용하였고 이

후 광감착제에 맞는 파장의 광원을 레이저를 사용함

으로써 임상적 이용이 가능하게 되었다.
1,4

  임상적으로는 이미 1993년 캐나다에서 재발성 방광

암 및 식도암에 대한 치료방법으로 처음 승인된 이래 
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유럽, 일본 등에서 폐암과 식도암의 치료(초기 및 진행

성 병변), 자궁경부 이형성증을 포함한 자궁경부암, 위

암 등에 대한 치료 방법으로 시도되고 있으며 1995년 

미국 식약청(FDA)에서 정식 허가를 받아 현재 폐, 식

도, 방광, 피부암의 치료에 이용되고 있으며
15 특히 조

기암
9의 경우에 효과가 입증되고 있다.

  현재 사용되고 있는 광감착제로는 1세대인 amino-

laevulinic acid (ALA), 포르피머 소디움(porfimer sodium, 

Photofrin
Ⓡ), 헤마토포르피린 유도체(Hpd, PhotohemⓇ) 

등이 있으며 이들은 대부분 630 nm의 파장에서 에너

지 흡수가 극대화되는 특징을 가지고 있다.
4,16 그러나 

이들은 체내에서 약 한 달 이상 피부에 남아 햇빛에 

노출될 경우 피부화상의 위험이 있으며 광독성의 깊

이가 3～15 mm에 불과하여 커다란 종양에서는 치료 

효과가 적다는 단점이 있다.
15 반면 2세대 광감착제는 

저자들이 사용한 sulphonated aluminum phtlaocyanine 

(Photosense
Ⓡ)를 비롯해서 Chlorin e6 (NPe6), m-THPC 

(5,10,15,20-Tetra (m-hydroxyphenyl)chlorin, Foscan
Ⓡ), 

bacteriochlorin A 등
4,16이 있으며 이들은 모두 최소 650 

nm 이상의 파장을 가진 광에너지를 흡수하는 특징이 

있으며 특히 Photosense
Ⓡ는 675 nm의 파장에서 흡수를 

하므로 광독성이 1세대인 Photohem
Ⓡ보다 거의 두 배

에 달하는 것으로 알려져 있다.
16

  Tan 등17은 위암세포주(MKN 28)에 대하여 1세대인 

ALA를 사용하여 40 J/cm
2을 조사한 결과 500μmolar 

의 농도에서 50%로 감소하였고 800μmolar에서는 

20%까지 생활력이 떨어지는 것으로 보고하였으며 

Pass 등
18
도 K-ras 암유전자가 전입된 세포주(45342)에

서 2세대인 디헤마토포르피린 에테르(dihematoporphyrin 

ether, Photofrin II)를 사용하여 최고 1%까지 세포독성

을 보였으며 그 시기도 대부분 2시간 이내에 시작되어 

72시간까지 나타나는 것으로 보고하여 48～72시간에 

최대 8.2%까지 감소한 저자들의 결과와 비교할 때 종

양 세포주에 대한 PDT의 광독성은 광감착제의 종류에 

따라 조금씩 다르기는 하지만 유의한 효과를 기대할 

수 있을 것으로 보이며 그 기간 또한 PDT후 약 72시간 

정도 지속되는 것으로 보인다.

  그러나 Malham 등
19
은 같은 aluminum phthalocyanine

이라도 disulphonate제제(AlS2Pc)는 1세대인 HpD와 비

슷하나 aluminum phthalocyanine chloride (AlPc)는 약 

250배나 강력한 것으로 나타나며 이는 각 광감착제의 

세포 내 분포 양상과 관련이 있는 것으로 보인다고 하

여 PDT의 작용기전이 각 광감착제에 따라 다르게 일

어날 수 있음을 시사하였고 Brasseur 등
20
은 Colo-26 대

장암세포주에 대한 실험에서 수용성 aluminum phtlao-

cyanine이 적은 용량에서도 효과적인 결과를 나타낸다

고 하였고 ALA의 사용보다는 ALA-ester의 형태가 오

히려 적은 농도에서 효과적인 protoporphyrin IX의 세

포내 농도를 유지할 수 있다는 보고도 있어
21 각 광감

착제의 종류에 따른 효과뿐 아니라 같은 제제라도 유

도체에 따라 결과는 차이가 많으며 Fisher 등
22은 p53유

전자가 정상인 대장암세포주가 변이를 가진 세포주보

다 더 PDT에 대해 효과가 좋은 것으로 보고하여 세포

주의 성격에 따라서도 다르게 나타나므로 광감착제와 

세포주에 따른 광감착제의 농도와 에너지의 양을 설

정하는 것이 중요하다고 하겠다.

  광원으로는 초기에 사용하던 램프대신 각 광감착제

에 맞는 정확한 파장의 광원으로 레이저를 사용하는

데 임상적으로 이용할 때에는 약 50～500 J/cm
2의 에

너지를 전달하게 되나 mTHPC와 같은 2세대의 광감착

제같이 효율이 높은 경우 10 J/cm
2로도 충분한 효과가 

있는 것으로 이해되고 있다. 세포주에 대한 실험에서

는 일반적으로 20～40 J/cm
2 정도 혹은 300 W의 일반 

광원에 단지 필터만 장착해서 필요한 파장만 통과시

켜도 충분한 세포독성을 확인할 수 있으며 결과는 큰 

차이가 없는 것으로 보고되고 있으며
23 저자들의 경우 

PDT의 세포주 실험을 96 well plate에서 시행하였으므

로 레이저가 조사되는 microlens의 최대직경이 2 cm
2에 

불과해서 부적절하다고 판단하여 670 nm의 빛만 투과

하는 필터를 장착한 램프를 사용하였으며 정확한 에

너지의 전달을 확인하기위해 선량계(dosimetry)를 이

용하여 24 및 48 J/cm
2
을 각각 조사하였는데 저자들의 

연구 결과는 48 J/cm
2
에서 더 효과적인 것으로 나타났

고 세포독성의 효과도 레이저를 사용했던 다른 보고

와
17

 차이가 크지 않았다.

  PDT의 효과에 대한 기전은 일반적으로 세포 내에서 

발생하는 singlet oxygen (
1
O2)에 의한 세포의 비활성화

로 설명이 된다.
5
 일반적으로 

1
O2는 세포 내 이동에 문

제가 있으므로
24

 주로 광감착제가 분포하는 미토콘드

리아(mitochondria), 리소좀(lysosome) 혹은 세포벽에서 

발생하여 광독성을 나타내는 것으로 이해되고 있다.
19 

PDT의 주된 효과는 세포괴사(cell necrosis)로 보고되고 

있으나
25

 PDT 후 30분 내에 세포사멸(apoptosis)의 객관

적인 증거의 하나인 DNA ladder가 확인된다는 보고도 

있으나 일반적으로 apoptosis는 1～3일 후에 나타나며 

대부분 저농도 혹은 저에너지의 경우에 관찰되는 것

으로 이해되고 있다.
26

 또한 PDT이후에 숙주에서의 

Interleukin-2 수용체가 감소하고 Interleukin-2 (IL-2)와 
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자연살해세포(natural killer cell, NK cell)의 증가가 보

고 되고 있어
11 PDT에 의한 면역증강도 암세포독성에 

대해 일부분 기여하는 것으로 보인다. 저자들의 실험 

결과에서도 PDT직후부터 세포독성의 결과인 세포의 

수 감소, 세포벽의 부종, 혹은 농포(bleb) 등을 확인할 

수 있었으며 역시 주된 효과는 세포괴사로 간주되었

으나 정확한 광독성의 기전에 대해서는 DNA ladder의 

확인 등의 추가적인 연구가 필요할 것으로 보인다. 

  대장암에 대한 임상적용은 재발성 직장암
23 혹은 수

술중 보조요법
27으로 PDT를 시행하거나 내시경적 절

제가 어려운 융모성 선종,
12 가족성용종증의 치료 후에 

발생하는 위 혹은 십이지장의 용종 등
28의 치료도 보고 

되어 있어 있으나 아직은 임상시험단계에 머물고 있

으므로 향후 각 광감착제개발과 이에 따른 광원 등에 

대한 연구가 수반된다면 부분적으로는 대장암치료에 

도움이 될 수 있을 것으로 보인다.

결      론

  PDT는 대장암세포주에 대해 유의한 세포독성을 보

였으며 그 효과는 PDT직후부터 나타나서 48시간이 지

난후 극대화되었고 최소 0.3μM 이상의 광감착제 농

도에서 높게 나타났다. 그러므로 향후 동물실험 등을 

통한 안전성 확보 및 적절한 치료계획이 수립된다면 

대장암 치료에 적용할 수 있을 것으로 보인다.
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