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Abstract

Photodynamic therapy(PDT) has advanced to clinical trials for the treatment of a

variety of solid tumors and presents an alternative treatment option for tumors

resistant to chemo-and/or radio-therapy. PDT is based on the combination of laser

light of appropriate wavelength and energy to activate a systemically or locally

applied photosensitizer that concentrates preferentially in malignant tissues. In this

study, phototoxicity of laser EIT 21 was analysed in human osteosarcoma cell(HOS)

and the second objective of this study was to determine the ability of laser EIT 21

to induce apoptosis

This study demonstrated that laser EIT 21 had a phototoxicity to HOS cells. In

order to examinate whether cell death was induced by necrosis or apoptosis,

variety of techniques which assess apoptosis were used. TUNEL assay showed only

a few the positive reaction on condensed nuclei. It is hard to find condensed or

fragmented nuclei on HOS cells irradiated with laser EIT 21 in Hemastat and AO/EB

stain. By DNA electrophoresis, cells also did not show DNA degradation



characteristic of apoptosis with a ladder pattern of DNA fragments.

Apoptosis-related factors were analyzed by western blotting. The expression of p53

was constant and cells irradiated with laser did not show the caspase-3 and PARP

degradation, therefore we suggest that p53 and caspase-3 are not involved in

laser-induced cell death.
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서론.Ⅰ

종양세포의 성장과 생존에 관여하는 유전적 결함이 여러 항암제에 대한 내성에도 관여한다

는 것이 점차 확실해 지고 있다1,2) 따라서 세포고사 와 관련된 분자 차원의 과정(apoptosis)

에 대한 이해와 종양세포를 선택적으로 세포고사 시킬 수 있는 치료 요법의 개발에 연구가

집중되어져 왔다.

광역동치료 는 갖가지 고형 종양의 치료를 위한 임상적 시도로 시작되어(PDT) 3) 화학요법

및 방사선 요법에 내성이 있는 종양의 대체 치료법의 하나로 제시되고 있다4,5) 는 적. PDT

절한 파장의 레이저광과 국소적 또는 전신적으로 투여되어 악성 종양세포에 우선적으로 침

착되는 광증감제의 조합에 기초를 두고 있다 즉 레이저 조사에 의한 광화학 반응이 반응성.

산소기를 만들고 악성 종양세포를 선택적으로 감소시킨다6,7) 이런 반응이 세포고사에 의한.

것인지8) 세포괴사 에 의한 것인지는(necrosis) 9) 광증감제의 종류와 사용된 광량 및 세포종

류에 따라 다르게 나타난다10).

세포괴사가 이온 펌프의 파손에 의해 나타나는 세포 팽창에 기초한 수동적 외상적 형태의,

세포사임에 반해서 세포고사는 고도로 통제되며 조직 발달 퇴화 및 항상성 조절을 위한, , ,

필수적인 생리적 과정이다 종종 라고 일컬어지는 세포고사는 정상. “programed cell death”

및 병적 과정 모두에서 조직 교체 크기 및 형태 유지를 위해 필수적인 세포사로 형태학상, ,

뚜렷이 구분되는 세포사 과정이다 세포고사는 핵 응축과 원형질막의 수포화 를. (blebbing)

수반하는 세포 수축과 같은 독특한 형태학적 특징을 지닌다 세포고사 과정 동안에 엔도뉴.

클라아제 의 활성화는 염색질 을 올리고뉴클레오좀(endonuclease) (chromatin)

의 단편 또는(oligonucleosomal) 180-200 bp11,12) 의 집합체로 분할하게 된다 이 핵의 절.

편들은 고사체 라고 불리는 난형 또는 원형의 세포질 절편에서 발견되는데(apoptotic body) ,

이것은 배지에 남아서 결국 라 불리는 세포기관의 파괴 막의 파열과secondary necrosis ,

같은 퇴행적인 변화를 겪는다9).

세포괴사의 독특한 형태적 특징은 세포 팽창과 파열 염색질의 유실 그리고 작고 어둡게, ,

염색되는 핵이다 세포괴사는 병적형태의 세포손상에서 나타나는데 이는 특징적으로 조직. ,

수준에서 염증성 반응을 야기한다8).

특정한 종양억제유전자와 발암유전자의 발현이 세포의 생존이나 세포고사를 결정하는데 주

요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다 유전자 가운데 종양억제유전자 은 세포고사를 일으. p53

키는 자극에 의해 유발되는데 이는 세포고사 기전의 조절에 있어 중추적인 역할을 한다, .

손상이나 여타의 자극 하에서 의 수준은 세포내에서 급격히 증가하는데 이렇게DNA , p53

증가된 수치가 지놈 의 안내자로서 역할을 하는데 필수적이다p53 (genom)
13,14)

손상. DNA

에 의해 핵 내에서 이 축적되고 이것이 특정한 서열에 결합하여p53 , DNA p21, bax,

같은 세포 주기와 세포고사에 영향을 주는 인자들을 포함한 몇mda-2, gadd45, cyclin G

가지 표적 유전자들의 상호작용을 촉진한다
15)
.

현재 세포고사를 조절하는 몇몇 유전자가 밝혀졌다 의 활성화에 의해 세포고사가. caspase

일어날 수 있다는 것이 다방면에서 확인된다16) 들 중 은 가장 집중적. caspase caspase-3

으로 연구되었는데 이는 세포가 세포고사를 일으키는 신호를 받았을 때 단백분해에 의해,

활성화된다17) 를 포함한. polyadenosine biphosphate ribose polymerase(PARP)

의 몇 가지 기질이 밝혀졌으나 기질의 분열이 세포고사에서 어떠한 인과관계를caspase-3

갖는지 아닌지는 아직 밝혀지지 않았다.

대부분의 문헌에서는 여러 가지 세포계에서 광증감제에 대한 의 효능에 대해 보고하PDT



고 있다 이 연구에서는 인체 골육종 세포 에 미치는 레이저 의 광독성 효과에. , (HOS) EIT 21

대해 알아보았으며 그런 광독성 효과가 세포고사를 유발하는가를 규명하였다, . .

연구재료 및 방법.Ⅱ

레이저 광원

광원으로 을 사용하였다 레이저 빔은 두 종류laser EIT 21 (ANAMEDICO Ltd, KOREA) .

의 파장으로 구성되는데 하나는 이고 다른 하나는 의 파장이, 830 (GaAlAs) 660 (HeNe)㎚ ㎚

다 은 하나의 에 와 개의. EIT 21 arm central probe(( =830 ) 5 peripheral probe( =660λ ㎚ λ

로 이루어져있다 레이저는 의 파장 의 최대출력) . GaAlAs 830 , continuous type, 200㎚ ㎚ ㎽

으로 레이저는 의 파장 의 최대출력으로 맞추어졌다, HeNe 660 , continuous type, 50 .㎚ ㎽

레이저 를 의 거리에서 수직으로 놓고 각 에너지 밀도에서 초 동안 조사하였probe 10 60㎜

다 의 거리에서 조사한 레이저 에너지 감소율은 이다. 10 10% .㎜

세포배양

세포를 를 첨가HOS 25mM Hepes, 100 / penicillin/streptomycin, 4mM L-glutamine㎍ ㎖

한 에 을 첨가하고 환경의 에서DMEM 10% fetal bovine serum 37 , 5% CO incubator℃ ₂

배양했다.

약제(Agents)

Dimethyl sulfoxide(DMSO), RNase A, proteinase K, leupeptin, aprotinin, propidium

iodide, phenyl-methylsulfonyl fluoride(PMSF), 3- 4,5-dimethylthiazol-2-yl［ ］

은-2,5-diphenyltetrazolium-bromide(MTT), Acridine orange solution Sigma(St Louis,

로부터 구입했다 은 로부터 구입했다 세포MO) . Ethidium bromide stock solution Amresco .

사 탐지 키트 은 인디애나폴리스 진단 법인 것을 사용하였다fluorescein Roche (In USA) .

혈액 도말을 염색하는 은 로 부터 구입했다Hemacolor Merck .

세포 생존력 분석(Cell viability assay)

배양된 세포의 생존 능력은 로 평가하였다 에서 세포를MTT assay . MTT assay 96-well

에서 시간 동안 배양하였다 그런 후 세포를plate 24 . 21J/cm
2
, 42J/cm

2
, 84J/cm

2
,

126J/cm2, 168 J/cm2, 210J/cm2로 레이저 조사한 후 세포를 성장 배지에서 로MTT 1 /㎎ ㎖

처리하고 에서 시간 동안 배양하였다 세포의 생존 능력은37 , 5% CO 4 . multiwell℃ ₂

를 이용하여 파란 색의 강도reader(Quant, Bio-Tek, Highland Park, USA) (OD at 570 )㎚

를 측정하여 대조군 로 처리된 배양군 과 비교한 것으로 평가하였다(100% ) .

염색Hemacolor

세포 현탁액 을 에 채우고 분 동안 으로 원심(cell suspension) cytospin chamber 2 500rpm

분리하여 세포를 고정액에 고정하였다 시약에 초 동안 슬라Hemacolor . Hemacolor red 10

이드를 담근 후 시약에 초 동안 담금으로써 대조염색 하였다 세포고사hemacolor blue 10 .

를 정량화하기 위해 표본을 배 배율로 검사하였는데 주위 세포 수가 개 이상인 최40 , 100

소 곳을 분석하여 세포고사의 백분율과 세포괴사의 백분율을 구하였다3 ..



염색Acridine Orange/Ethidium Bromide (AO/EB)

세포 현탁액 를 의 용액과 함께 배양했다 세포 현탁액을 현미경 슬라이드25 1 AO/EB .㎕ ㎕

위에 놓고 형광필터 를 사용하는 형광 현미경에서 개의 세포를 검사(fluorescein filter) 400

하였다.

을 이용한 핵 염색Hoechst 33258

세포를 차가운 로 씻은 후 에 결합하는 형광 염료인 와 함PBS DNA hoechst 33258 4 /㎍ ㎖

께 에서 분 동안 배양하였다 그런 후에 분 동안 의 에서 고37 30 . 10 4% paraformaldehyde℃

정하였다 형광 현미경 을 이용하여 세포고사의 형. (ECLIPSE E800, Nikon, Tokyo, Japan)

태학적 특징을 관찰하였는데 부서지거나 응축된 핵을 가진 세포가 세포고사를 일으키는 세

포로 분류하였다.

TUNEL assay

붕괴를 발견하기 위해 반응 혼합 키트DNA , TUNEL (Boehringer Mannheim, Germany)

를 사용하여 하였다 레이저 조사 후에 세포를 로 두 번 씻고 분 동TUNEL assay . PBS 30

안 로 고정하였다 에서 분간 투과성 용액을4% paraformaldehyde . 4 2 (permeabilisation)℃

가한 후 다시 로 씻어내고 형광 현미경 하에서 세포고사를 일으키는 세포를 관찰하였PBS

다.

결과.Ⅲ

세포의 생존력에 대한 레이저 광의 광독성 효과

레이저 조사량 및 조사 빈도가 증가함에 따라 세포의 생존률이 감소하였다HOS .(Fig. 1

그리고 로 레이저 조and 2). 21 J/ ², 42 J/ ², 84 J/ ², 126 J/ ², 168 J/ ² 210J/ ²㎝ ㎝ ㎝ ㎝ ㎝ ㎝

사한 실험군에서 세포는 각각 그리고 의 생존 비HOS 78%, 63%, 56%, 47%, 39% 32%

율을 보여주었다 로 조사 빈도를 각각 회 회 회 회 시행하였을 때 세. 21 J/ ² 1 , 2 , 3 , 4 , HOS㎝

포는 그리고 의 생존율을 보였다74%, 55%, 48% 45% .

형태학적 변화

세포를 레이저 조사에 따른 형태변화를 알아보기 위해 위상차 현미경으로 관찰하였HOS

다 레이저를 조사한 몇몇 세포에서 세포 수축과 세포막의 수포현상 이 관찰되었. (blebbling)

다.(Fig. 3)

레이저 조사가 세포에서 세포고사를 일으키는지를 알아보기 위해 여러 가지 형태학HOS

적인 방법을 시행하였다 광학 현미경으로 세포고사를 확인 하는 방법은 일차적으로 핵 변.

화의 발견과 고사체의 형성을 관찰하는 것이다.

레이저 조사 후 은 세포괴사를 겪는 다수의 세포 가운데 남아있는Hemacolor staining (N)

생존 세포 소수와 세포고사를 일으키는 극소수의 세포 를 보여주었다(L) (A) .(Fig. 4)

은 세포괴사를 겪는 대다수의 세포 중에서 소수의 세포들만이 세포고사적 형AO/EB stain

태를 나타낸다는 것을 보여주었다.(Fig. 5)

은 레이저에 조사된 세포에서 극소수의 세포만이 응측된 핵에 양성 반응으로TUNEL stain

염색되는 것을 보여주었다.(Fig. 6)



분절DNA (DNA fragmentation)

세포고사의 중요한 생화학적 특징은 절편 또는 약 의 복합체로 쪼개어지는 염색체200bp

의 분절이다 세포에 레이저 조사 후 전기 영동 실험에서 분절의DNA . HOS 21J/ ² DNA㎝

전형적인 특징인 사다리형 절편 형태 가 나타나지 않았(ladder fragmentation pattern)

다.(Fig. 7)

Western blotting

다양한 분자적 변화와 세포 주기 혹은 세포고사 경로 사이의 관계를 정립하기 위해 종양

억제 유전자 과 를 을 시행하였다 세포에서p53 caspase3, PARP western blot . HOS , p53

단백질의 발현은 레이저로 한번 두 번 세 번 네 번 조사한 세포내에서 변화되지21J/ ² , , ,㎝

않았다.(Fig. 8)

다음으로 와 의 활성화를 분석하였다 분석은 레이저 조사가, caspase PARP . Western blot

과 의 분열을 유발하지 못한다는 것을 보여주었다caspase3 PARP .(Fig. 9).

토의 및 고찰.Ⅳ

세포 외적 또는 내인적 계기에 의한 갖가지의 자극으로 세포가 죽는 몇 가지 유형이 보고

되었다 세포죽음은 세포고사와 세포괴사 외에도 세포고사적인 것과 세포괴사적인 특징을. ,

공유하는 혼합형이 기술되고 있다18,19) 에 의해서도 복잡한 형태의 세포 죽음이 나타나. PDT

는데 이런 복잡성은 광증감제의 특성 레이저 조사 량 그리고 세포 유형에 의해 영향 받는,

다20,21,22,23,24).

세포고사에 의한 세포 죽음은 불필요한 세포를 제거하는 매우 깔끔한 방법으로 흔적이 남

지 않고 결코 세포 내용물을 세포 밖으로 쏟아내어 놓거나 면역계에 영향을 주지 않는다.

따라서 세포고사는 염증이 야기되지 않는다 이것은 세포괴사에 의한 죽음과 대조적이다. .

세포괴사의 상황에서는 세포는 부풀어 오르며 막의 긴밀성 이 손상 받으면 세포, , (integrity)

는 풍선처럼 붕괴되어 내용물이 세포 밖으로 흘러나온다 이는 염증성 반응을 초래한다 세. .

포고사 과정의 깔금한 특성 때문에 세포고사 경로를 효과적으로 활성화하는 방법을 밝혀내,

는 연구가 진행된다 새로운 치료 방법인 광역동치료 는 빛을 흡수하는 화합물과 광조. (PDT)

사가 결합한 것을 기본으로 한다 광증감제의 효과에 대한 최신 지견은 광증감제의. PDT ,

성공 요인으로 암세포에서 세포고사를 유발 하는 가 이다
25)
.

의 원리는 다음과 같다 가시 광에 노출되었을 때 종양 조직에 침착된 광증감제가 빛PDT . ,

에너지를 흡수하여 여기 상태 로 전환된다 여기 상태에서 기저 상태로 되돌아(exited state) .

오는 동안 방출되는 에너지가 세포내호흡 을 손상시켜 종양 세포(intracelluar respiration) ,

의 변성과 세포괴사를 야기 시킨다26,27) 여러 연구자들은 와 관련된 종양 세포 죽음의. PDT

기전이 확실하진 않지만 혈액의 정상적인 흐름을 방해함으로서 혈관 내피 세포가 손상되거

나 또는 혈전 형성으로 세포 괴사가 야기 된다고 보고있다
26,28)
.

쥐의 림프종 세포를 사용한 실험에서 Agarwal29)은 세포고사가 후 분에서 시간PDT 30 2

사이에 유발된다고 하였다. Matsumoto30)는 배양한 사람의 편평상피세포 암세포에서 PDT

시간 후 세포고사 생성물이 나타났다고 보고했으며 은 배양된 췌장 암 세포에서도2 , Tajiri

에 의해 세포고사가 야기된다고 보고하였는데 이런 초기 세포고사의 유발은 의 전PDT PDT

형적인 특징이라고 생각했다.



본 연구는 레이저 이 세포에 대해 광독성을 가진다는 것을 증명했다 세포 죽EIT 21 HOS .

음이 세포괴사에 의해 유발되는지 아니면 세포고사에 의해 유발되는지를 알아보기 위해 세

포 고사를 평가 하는 여러 실험 기법을 이용하였다 세포고사는 핵 분절 여부에 따라. DNA

주로 평가되는데 이것은 일반적으로 세포고사 과정의 핵심적 표지로 여겨진다 본 연구에, .

서 분석은 극소수만이 응축된 핵의 양성반응을 보여주었다 와, TUNEL . Hemacolor

염색 또한 대부분의 세포가 괴사로 죽는 것을 보여주었다 레이저 로 조사된AO/EB . EIT

세포에서 응축되거나 분절된 핵을 발견하는 것은 어려웠다 전기영동에서 세포HOS . DNA ,

고사에서 보여지는 분절의 전형적인 특징인 사다리형 절편 형태DNA (ladder

가 나타나지 않았다fragmentation pattern) .

은 세포고사적인 세포 죽음에서 중심적인 역할을 하며 종양 억제 유전자 생성물p53 , p53

의 발현은 세포고사에서 증가한다 은 손상이나 세포의 스트레스에 대한 반응으로. p53 DNA

세포 조절을 결정한다31,32) 손상과 광범위한 유형의 다른 자극 하에서 의 수준은. DNA , p53

세포내에서 급격히 증가하고 이렇게 증가된 수치가 지놈 의 안내자로서 이p53 (genom) p53

역할을 하는데 필수적이다 본 연구에서 의 발현은 일정했는데 이로 보아 레이저 유도. p53 ,

세포 죽음 은 과는 관련이 없는 것 같다(laser-induced cell death) p53 .

세포고사는 여러 가지 신호에 의해 유발된다 세포고사에서 일관퇴게 나타나는 한 기전은.

라는 의 연속적인 활성화이다 는 세포고사가 진행되는caspase cytosolic protease . caspase

세포내에서 자가 단백분해 과정을 겪는 불활성 효소전구체로 합성되는데(self-proteolytic) ,

이것이 나 같은 수복과 지놈 의 유지에 관여PARP DNA fragmentation factor DNA (genom)

하는 효소기질의 분열과 활성화를 가능하게 한다33) 이 연구에서 레이저로 조사된 세포는. ,

과 의 분열을 보이지 않았다caspase-3 PARP .

요약.Ⅴ

광역동치료 는 갖가지 고형 종양의 치료를 위한 임상적 시도로 시작되어 화학요법 및(PDT)

방사선 요법에 내성이 있는 종양의 대체 치료법의 하나로 제시되고 있다 는 전신적 또. PDT

는 국소적으로 투여하여 유해한 조직에 선택적으로 농축되도록 한 광증감제와 이를 활성화

하는 적절한 파장과 에너지를 가진 레이저광의 조합에 기초한다 이 연구에서는 인체 골육. ,

종 세포 에 미치는 레이저 의 광독성 효과에 대해 알아보았으며 그런 광독성(HOS) EIT 21 ,

효과가 세포고사를 유발하는가를 규명하고자 하였다. .

본 연구는 레이저 이 세포에 대해 광독성을 효과를 가진다는 것을 증명했다EIT 21 HOS .

세포 죽음이 세포괴사에 의해 유발되는지 아니면 세포고사에 의해 유발되는지를 알아보기

위해 세포 고사를 평가 하는 여러 실험 기법을 이용하였다 분석은 극소수만이 응. TUNEL

축된 핵의 양성반응을 보여주었다 와 염색 또한 대부분의 세포가 괴사. Hemacolor AO/EB

로 죽는 것을 보여주었다 레이저 로 조사된 세포에서 응축되거나 분절된 핵을 발. EIT HOS

견하는 것은 어려웠다 전기영동에서 세포고사에서 보여지는 분절의 전형적인. DNA , DNA

특징인 사다리형 절편 형태 가 나타나지 않았다(ladder fragmentation pattern) . Western

에 의한 분석에서 의 발현은 일정하게 나타났고 레이저로 조사된 세포는blotting p53

과 의 분열을 나타내지 않는 것으로 보아 레이저 유도 세포 죽음caspase-3 PARP

은 과는 관련이 없는 것 같다(laser-induced cell death) p53 .
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Fig 1. Phototoxicity of HOS cells measured by MTT assay. HOS cells

were irradiated with various dose of laser light.
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Fig 2. Phototoxic effect of 21 J/cm2 laser light on HOS cells. HOS

cells were irradiated at intervals of 2 hours.



Fig. 3. Laser irradiation induces change of HOS cells morphology in

dose-dependent manner.



Fig. 4. Hemastat stainin of HOS cells irradiated with 84 J/cm2 laser

light. Picture shows remaining live cells (L), necrotic cells (N)

and apoptotic cells (A).

Fig. 5. AO/EB staining of HOS cells irradiated with 84 J/cm2 laser

light. Live cells still stain green (left panel) and a few cells

apoptotic morphology which appear orange due to co-stain

with ethidium bromide (right panel).



Fig. 6. TUNEL staining of HOS cells irradiated with 84 J/cm2 laser

light. Most cells show negative reaction (left) and a few cells

show positive reaction (right panel).

Fig. 7. DNA electrophoresis of HOS cells irradiated with 84 J/cm2

laser light. Cells showed no DNA fragmentation.
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Fig. 8. Western blotting analysis of p53 at intervals of 2 hours with

21 J/cm2 laser light.

Fig. 9. Western blotting analysis of caspase-3 and PARP. Cells teated with

21 J/cm2 laser ligh at one time, two times, three times and four

times did not show caspase3 and PARP degradation.
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