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ABSTRACT

AAAnnntttiii---VVVEEEGGGFFFEEEffffffeeeccctttooofffBBBeeevvvaaacccuuuzzzuuummmaaabbbooonnnrrreeetttiiinnnaaalll
pppiiigggmmmeeennnttteeepppiiittthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss

XuGuang-Shan
Advisor:Prof.ChoiKwang-JuPh.D.
DepartmentofMedicine,
GraduateSchoolofChosunUniversity

PPPuuurrrpppooossseee:::To elucidatethemechanism ofanti-Vascularendothelialgrowth
factor(VEGF)effectofbevacizumab (Avastin)atthe cultured media of
humanretinalpigmentepithelium (ARPE-19cells).
MMMeeettthhhooodddsss:::ARPE-19cellswereculturedfor24hoursinthehypoxicchamber
andthen mediawastreatedwithAvastinforanhour.ProductionofVEGF
wascheckedbyWesternblot.Theinductionoftheneoangiogenesisbythe
culturesupernatantharvestedafterexposuretohypoxicstatusandAvastin
wasmonitoredbybothtubeformationinECV 304cellandmigrationassay
ofhumandermalmicrovascularendothelialcells.
RRReeesssuuullltttsss:::Western blotshowed thatthe production ofVEGF protein in
ARPE-19cellswasdecreasedbyadosedependentmannerafterexposureto
Avastin (p<0.05).With Avastin treatment on culture media,tube-like
structuresofECV-304cellsaredecreased(p<0.05).Thedegreeofmigration
activity of ECV-304 cells decreased according to Avastin concentration
(p<0.05).
CCCooonnncccllluuusssiiiooonnnsss:::TheseresultssuggestthatAvastininhibittheneoangiogenesis
atage-relatedmaculardegenerationbythedecreaseofVEGFactivityonthe
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cellmigrationandtubeformation.

KeyWords:Avastin,VEGF,Migrationassay,Tubeformation
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서서서 론론론

노인에서 호발하는 나이관련황반변성(황반변성)은 망막의 황반부에 발생한 변
성으로 서유럽에서 노인실명의 중요한 원인 중의 하나이다.1,2노인에서 호발하는
황반변성 중 삼출성 황반변성은 망막 또는 망막색소상피 아래에 발생하는 맥락
막신생혈관에서 누출된 삼출물이나 혈액에 의해서나 병소에서 이차적으로 유발
되는 허혈 및 섬유혈관조직에 의한 망막손상으로 시력이 상실된다.3 혈관신생은
맥락막 모세혈관으로부터 시작되어 손상된 브루크막을 지나 망막색소상피와 망
막 하로 생성,침범한다.4,5

Vascularendothelialgrowthfactor(VEGF)는 병적인 여건에서 비정상적인
혈관을 형성하고 혈관의 투과성을 증가시키는데 중요한 역할을 한다.VEGF의
작용을 억제하여 혈관형성과 혈관투과성을 감소시킬 목적으로 습성 황반변성의
치료에 anti-VEGF가 이용된다.2004년 12월 미국 FDA에서 맥락막혈관신생
(Choroidalneovascularization:CNV)의 치료를 위하여 anti-VEGF aptamer인
pegatanib의 유리체내 투여를 허가하였고,또 다른 anti-VEGF인 ranibizumab의
사용이 인정되었다.Bevacizumab(Avastin)은 대장암의 치료목적으로 개발된
anti-VEGF이나,근래에 접어들면서 CNV의 치료에 사용되고 있다.실제로
Michels etal.6이나 Rosenfeld etal.7은 CNV환자에서 이의 투여로 Ocular
coherencetomogram (OCT)소견에서 중심망막의 두께가 감소하고 시력이 호전
되었다고 보고한 바 있다.
이에 본 저자들은 Avastin이 습성 황반변성에서 주요병변인 CNV에 어떠한 방

법으로 작용하는 지를 알아보고자 망막색소상피세포주(ARPE-19cells)를 배양하
여 VEGF의 분비를 유도하고 이의 작용에 대한 억제가 실제로 발생하는 지와
이 결과 비정상적인 혈관형성의 유도가 억제되는 지를 실험적으로 규명하여 보
고자 하였다.
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대대대상상상과과과 방방방법법법

111...세세세포포포주주주 배배배양양양
세포 주는 인체 망막 색소 상피 세포 주(ARPE-19;ATCC CRL-2302)를

37oC,95% air,5% CO2의 배양기에서 배양하였다.배양액은 56℃에서 30분간 열
처리한 FetalBovineSerum (FBS:GibcoBRL,GrandIsland,NY U.S.A.)10%
와 penicillin(100U/㎖),streptomycin(100㎍/㎖)과 amphotericinB(1㎍/㎖)와 항
진균제(antibiotic-antimycotic, Gibco BRL, NY, U.S.A.)를 함유한 DMEM
(GibcoBRL.GrandIsland,NY,U.S.A.)배지를 사용하였다.

222...세세세포포포주주주의의의 저저저산산산소소소에에에 노노노출출출 후후후 AAAvvvaaassstttiiinnn의의의 처처처리리리
망막상피세포주가 빽빽하게 자라면 저산소 용기(혐기상자,Y&Y Mdeipro,

Gwangju,Korea)에 94% N2/5% CO2/1%의 O2로 관류시켜 24시간 반응 후
즉시 배지를 교환하여 각각 아무것도 처리하지 않은 대조군과 Avastin2.5㎎/4
㎖,Avastin1.25㎎/4㎖,Avastin0.62㎎/4㎖로 수준으로 약물 처리한 뒤 37℃,
95% air,5% CO2상태의 습윤화된 배양기내에서 한 시간 동안 배양 후 배지를
따로 모아 Westernblotting과 맥관형성(tubeformation),세포이동능력(migration
assay)를 시행하였다.

333...VVVEEEGGGFFF생생생산산산의의의 측측측정정정
Avastin으로 처리된 세포의 배지를 모아 실험에 사용하였다.배지안의 단백질

은 protein assay kit (BCA assay.PIERCE,US)를 사용하여 정량한 뒤
Laemmlietal.의 방법을 이용하여 단백질 생산을 측정하였다.8 50㎍의 단백질
을 12% SDS-polyacrylamide gel에 100V로 전기영동한 후 polyvinylidene
fluoride(PVDF)transfermembrane(GelmanLaboatory,USA)에 40mA로 밤을
새워 전이시킨 후,membrane(Gelman Laboatory,USA)을 지방성분이 없는
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0.5% 마른 우유(GibcoBRL.NY.USA)가 포함된 Tween-tris-buffered saline
(TBS-T)로 1시간동안 실온에서 blocking한 후 10분씩 3회 TBS-T buffer로 씻
어주었다.Primaryantibodies(VEGFantibody(1:2000.SantacruzBiotechnology.
USA)를 지방성분이 없는 0.5% 마른 우유가 든 TBS-T로 희석시켜 2시간동안
실온에서 반응시킨 후 각각 10분씩 3회 TBS-T buffer로 씻어주었다.Secondary
antibodies(HRPconjugatedanti-rabbitIgGantibody,JacksonImmunoResearch,
USA)를 1:2000희석하여 1시간 동안 실온에서 반응시킨 후 각각 10분씩 3회
TBS-T buffer로 씻어주었다.HRP 활성은chemiluminescent substrate(EPD
western blotdetection kit,Elpis Biotech.Inc.Korea)를 사용하여 X-ray
film(Fujifilm,Japan)에 단백질의 발현 양상을 분석하였다.9

444...EEECCCVVV 333000444ccceeellllll을을을 이이이용용용한한한 맥맥맥관관관형형형성성성(((tttuuubbbeeefffooorrrmmmaaatttiiiooonnn)))
24-wellplate(Iwaki,Japen)에 0.4㎖의 matrigel(GelmanLaboatory,MI,USA)

을 코팅시켜 30분간 실온에서 배양하였다.이 wellplate에 4시간 전에 serum
free 상태로 배양된 ECV-304 세포에 0.05% trypsin-EDTA(GibcoBRL.NY.
USA)를 처리하여 1×105cell/well수준으로 분주였다.10,11ECV-304세포 배양 배
지와 실험 조건에 맞게 처리한 대조군과 저산소 환경에 노출 뒤 농도별 Avastin
의 처리를 거친 망막색소상피세포주의 conditionedmedium (DMEM/F-12,1%
FBS)을 1:1로 섞어 6시간 배양하였다.9이들 세포를 PBS로 2~3회 세척 후 70%
에탄올로 4℃에서 30분 이상 고정한 뒤 현미경으로 사진을 찍었다.12,13이 사진에
서 무작위로 세 곳 을 선택하여 ECV-304세포가 만나 혈관 모양을 형성한 부분
의 수를 세어 평균값을 구해 통계 처리하였다.

555...세세세포포포이이이동동동능능능력력력 검검검사사사
60mm2plate에 monolayer로 ECV-304세포와 humandermalfibroblast1:1

로 혼합해 빽빽하게 키운 후 배지를 제거한 뒤 면도날로 60mm2plate에 상처를
만든 뒤 한쪽의 세포를 제거하였다.PBS로 2회 세척 후 growthmedium과 저산
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소 환경에 노출 뒤 농도별 약물처리를 거친 망막색소상피세포주의 conditioned
medium을 1:1로 섞어 24시간 배양하였다.14-16이 세포를 PBS로 2~3회 세척하여
에탄올로 4℃에서 30분 이상 고정한 뒤 현미경으로 사진을 찍었다.9이 사진에서
무작위로 세 곳 을 선택하여 상처부위에서 세포가 제거된 부분으로 이동한 세포
의 수와 가장 멀리 이동한 세포의 거리를 재어 평균을 낸 뒤 통계 처리하였다.

666...통통통계계계분분분석석석
실험 결과는 평균±표준편차 형태로 나타내고 통계적인 분석은 SPSSprogram

으로 Kruskal-wallistest를 이용하였다.p<0.05인 경우 통계적인 유의성이 있는
것으로 간주하였다.
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결결결 과과과

111...VVVEEEGGGFFF의의의 검검검출출출량량량
저산소의 환경에 24시간 노출한 배양한 후 배양액을 Avastin으로 처치하여

Western blot를 통하여 측정한 혈관형성촉진인자,VEGF 단백질의 검출량은
Avastin을 투여하지 않은 대조군에 비하여 Avastin의 농도가 증가함에 따라 감
소되었다(Fig.1)(p<0.05).

222...배배배양양양액액액의의의 맥맥맥관관관형형형성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
Avstin에 노출시키지 않는 배양액으로 처리한 대조군에 비하여 Avastin을 투

여한 배양액은 ECV 304cell의 맥관 형성을 억제하였다(Fig.2)(p<0.05).

333...배배배양양양액액액의의의 세세세포포포 이이이동동동에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향 확확확인인인
Avstin으로 처치하여 얻은 배양액은 Avstin으로 처리하지 않은 배양액에 비

해서 세포의 이동거리와 이동숫자를 감소시켰다(Fig.3)(p<0.05).
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고고고 찰찰찰

인체에서 신생혈관의 발생은 기존에 있는 모세혈관이 다양한 자극에 의해 발
아가 일어나서 새로운 혈관이 생성되는 과정으로 먼저 혈관벽이 이완되어 투과
성이 증가되고,혈관내피세포들 간의 결합이 끊어지고 세포의 수축이 일어난다.
다음 단계로 다양한 단백질 분해효소가 활성화되어 기저막을 분해하고 혈관내피
세포들은 혈관 벽에서 자극이 있는 방향의 혈관주변 조직으로 이동,증식하여 루
프를 형성하며,형성된 루프들이 분화되어 혈관망을 생성하게 된다.17,18혈관신생
을 유도하는 저산소는 hypoxia-induciblefactor-1(HIF-1)를 증가시켜 VEGF,
bFGF,IGF-Ⅱ와 이들 수용체의 발현을 일으켜 혈관신생을 유발시킨다고 한
다.14,19또한 PEDF는 인체망막색소상피세포를 배양한 배지에서 처음 분리되었으
며,VEGF를 포함한 혈관형성유도인자에 강력히 대항하여 혈관형성을 억제시키
는 인자이다.PEDF는 신생혈관형성의 유도를 자극 받은 내피세포의 세포사를
일으켜 혈관신생을 억제한다고 알려져 있다.20정상적인 안구조직에서의 혈관형
성은 VEGF와 같은 촉진인자와 PEDF등의 억제인자 사이의 균형에 의하여 유
지되나,저산소나 산화스트레스와 같은 자극이 가해지면 이들 인자간의 불균형이
발생하여 혈관신생이 유발된다.20-22

맥락막모세혈관과 망막의 시세포층 사이에 위치한 망막색소상피세포는 자체적
으로 혈관형성유도인자인 VEGF와 혈관형성억제인자인 PEDF를 생산한다.이러
한 신생혈관 유도인자와 억제인자를 적절히 분비하여 외측으로는 맥락막모세혈
관의 정상적인 기능상태를 유지하고 내측으로는 시세포층의 무혈관상태를 유지
시킨다.23 그러나,망막색소상피세포에 저산소나 산화스트레스 같은 비정상적인
환경에 노출될 때 혈관형성관련인자인 VEGF나 PEDF의 생산과 분비는 변화되
고 이러한 변화가 맥락막신생혈관의 발생을 유도하며,9,24235습성 황반변성에서 발
견되는 CNV도 이러한 환경의 변화로 발생하여 시력을 상실시킨다.만일 VEGF
의 작용을 억제시킬 수 있는 약물이 있다면 신생혈관의 생성이 억제되고 과 혈
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관의 투과성이 안정되어 황반변성의 치료에 이용될 수 있다.9,26,27

현제까지 VEGF에 대항하여 작용하는 약물로 황반변성의 치료에 이용되고 있
는 약제로는 2004년 12월 미국 FDA에서 맥락막혈관신생(Choroidal
neovascularization:CNV)의 치료를 위하여 anti-VEGFaptamer인 pegatanib의
유리체내 투여를 허가하였고,또 다른 anti-VEGF인 ranibizumab의 사용이 인정
되었다.Avastin은 대장암의 치료목적으로 개발된 anti-VEGF이나,근래에 접어
들면서 CNV의 치료에 사용되고 있으며,Michelsetal.6이나 Rosenfeldetal.7은
CNV가 있는 황반변성 환자에서 이를 투여하였다고 보고하고 있다.그러나,
Avastin이 어떻게 작용하여 CNV의 치료에 긍정적으로 작용하는 지는 명확하지
않다.
본 저자는 배양망막색소상피를 저산소환경에 노출시켜 VEGF의 생산증가를

유도하고 이때에 모아진 배지에 Avastin를 처치하여 VEGF의 량를 검출한 결과
Avastin의 투여량에 따라 VEGF단백량이 감소하였고 이러한 변화는 신생혈관
을 만들어 내는 과정에서 필수적으로 거치는 맥관형성과 세포이동을 억제한다는
사실을 확인하였다(Fig.1-3).결론적으로 Avastin을 습성 황반변성에 투여할 때
세포외 기질에 있는 VEGF의 작용을 억제하여 비정상적인 혈관형성을 감소시키
는 방향으로 Avastin이 작용한 다는 것을 알 수 있었고 이러한 결과가 황반변성
의 치료에도 긍적적인 방향으로 작용할 수 있으리라 판단된다.
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FFFiiiggguuurrreee111...WesternblotofVEGF proteinanddensitometricanalysisofits
productioninARPE19cellsaftertreatmentofbevacizumabontheirmedia.
QuantitativeanalysisshowsthatproductionofVEGFproteininARPE19cells
isdecreased by a dosedependentmannerafterexposureto bevacizumab
(p<0.05).
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FFFiiiggguuurrreee 222...Inhibition oftube formation by bevacizumab.The cells were
culturedwith thesupernatantofARPE19cellsandECV-304cellmedium
(1:1). After 6 hours culture, tube like structure were analyzed. The
supernatants of ARPE19 cells used were collected from the APRE19
conditioned media athypoxia condition for 24 hours.With bevacizumab
treatment on culture media,tube-like structures of ECV-304 cells are
decreasedasshowninA-E,(p<0.05).
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FFFiiiggguuurrreee 333...Effectofthe RPE-conditioned medium on ECV-304 cells in
migrationassay.Conditionedmedium washarvestedfrom theculturedishes
afterARPE19cellswereculturedfor24hoursathypoxiaconditionandthen
exposedtobevacizumab.Afterinitialwoundscraping,cellswereculturedfor
24hoursandthen observed.ThedegreeofmigrationactivityofECV-304
cellsdecreasedaccordingtobevacizumabconcentration(A-D)(p<0.05).
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