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AAAbbbssstttrrraaacccttt

TriamcinoloneAcetonideEffectonAngiogenesis-related
FactorsofCulturedRetinalPigmentEpithelialCells

YoonTae-Jung
Advisor:Prof.ChoiKwang-JuPh.D.
DepartmentofMedicine,
GraduateSchoolofChosunUniversity

PPPuuurrrpppooossseee : To elucidate triamcinolone acetonide(TA) effect on

angiogenesis-related factors of cultured retinal pigment epithelial

cells(ARPE-19cells).

MMMeeettthhhooodddsss:ARPE-19cellswereculturedfor24hoursinthehypoxicchamber
andthenthecellsexposedtoTA for6hoursundernormalculturecondition.
Expression and production ofangiogenesis-related factorsincluding angiogenic
factor,vascularendothelialgrowth factor(VEGF)and anti-angiogenic factor,
pigment epithelium-derived factor (PEDF) were checked by RT-PCR and
Westernblot,respectively.Theinductionoftheneoangiogenesisbytheculture
supernatant harvested after exposure to TA was monitored by both tube
formationinECV 304cellandmigrationassayofhumandermalmicrovascular
endothelialcells.

RRReeesssuuullltttsss:ThecompetitiveRT-PCR showedthattheexpressionofVEGF gene
inARPE-19cellsexposedtoTA decreasedcomparedto control(p<0.01)butthe
expressionofPEDFgenewasnotchanged.Theseresultscorrespondedtothatof
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Westernblot.Moreover,thetubeformationandthemigrationassay displayed
thattheangiogenesisweredecreasedundertheexposuretoTA.

CCCooonnncccllluuusssiiiooonnnsss:TheseresultssuggestthatTA haveanti-angiogeniceffectwith
itseffectofdown-regulationtoVEGFinARPE-19cells.

KKKeeeyyyWWWooorrrdddsss:Angiogenesis,PEDF,Retinalpigmentepithelium,VEGF
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서서서 론론론

노인에서 호발 하는 나이관련 황반변성(이하 황반변성)은 서유럽에서 노인실명
의 중요한 원인 중의 하나이다.1-3황반변성은 건성과 습성으로 나뉘며 시력상실
은 대부분 습성 황반변성의 경우에 발생한다.습성 황반변성에서 시력상실의 원
인은 망막이나 망막색소상피 아래에 발생하는 맥락막혈관신생으로 이러한 새로
운 혈관에서 누출된 삼출물,혈액에 의한 직접적인 망막 손상 그리고 이차적으로
유발되는 허혈,섬유혈관조직에 의한 망막손상에 의해서 시력저하가 유발된다.4

체내에서 혈관신생을 촉진하는 인자로서는 VEGF(Vascular endothelial
growth factor),bFGF(Basic fibroblast growth factor),IGF-Ⅱ(insulin-like
growth factor-Ⅱ)등이 있고 이에 대항하여 혈관형성을 억제하는 인자로는
PEDF(pigment epithelium-derived factor), TGF-β(Transforming growth
factor-β),plateletfactor-4,angiostatin,endostatin등이 있다.5-10정상적인 인체
상태에서는 이들 인자간의 균형이 유지되어 불필요한 혈관신생을 막고 있으나,
저산소나 산화스트레스 등의 환경변화에 의하여 체내에서 이들 인자의 균형이
깨어지면 혈관 신생이 유발된다.11,12

Penfoldetal.13은 처음으로 습성 황반변성환자에 유리체강내로 triamcinolone
acetonide(TA)를 투여하여 맥락막신생혈관막(choroidalneovascularmembrane
:CNVM)을 안정화시키고 심한 시력상실을 의미 있게 줄였다고 보고하였다.이
후로 CNVM에 대한 TA의 효과가 여러 보고에 의하여 확인되고 있고,14,15동물
실험을 통하여서도 비슷한 효과가 입증되었지만,16 이의 작용기전은 정확하게
알려져 있지 않다.
이에 본 저자는 TA의 유리체강내 주사가 습성황반변성의 치료에 긍정적인 영

향을 주는 기전을 밝혀보고자 실험적인 방법으로 망막색소상피세포주의 배양과
정에서 TA에 노출시켜 망막색소상피에서 분비하는 혈관형성 성장인자인 VEGF
와 혈관형성 억제인자인 PEDF의 발현의 변화를 관찰하고 더불어 이들 혈관형성
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관련인자들의 변화가 곧바로 신생혈관형성에 어떠한 영향을 주는 지를 맥관형성
과 세포이동능력 검사를 통하여 확인하여 보고자하였다.
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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...TTTrrriiiaaammmccciiinnnooolllooonnneeeaaaccceeetttooonnniiidddeee(((TTTAAA)))준준준비비비
TA(Sigma-Aldrich,StLouis,MO,USA)를 세포배양 배지에 농도별로 녹여

보관하여 사용하였고,대조군은 메탄올(Sigma-AldrichStLouis,MO,USA)로
녹였었다.

333...세세세포포포활활활성성성도도도 검검검사사사
TA에 의한 망막상피세포주의 세포 독성은 Pietersetal.17의 방법을 사용하여

세포활성도를 측정하였다.망막상피세포주를 0.05% trypsinEDTA(Gibco,NY,
USA)로 떼어 96wellmicroplate(Falcon)에 0.5x104/ml로 수준으로 분주하였다.
그 후 18시간 동안 배양한 뒤에 측정하고자 하는 TA를 농도별로 10㎕씩 넣
고 이때 약물대신 PBS(GibcoBRL.NY.USA)를 넣어 세포의 대조군으로 삼고,
세포 대신 배양액만을 넣어 대조군으로 삼았다.잘 흔든 후 2일간 CO2배양기에
서 배양한 후 모든 well에 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl
tetrazolium bromide(MTT)용액(5mg/ml,Sigma-AldrichStLouis,MO,USA)
10㎕를 가해주고 다시 37℃,5% CO2에서 4-5시간 더 배양하여 MTT가 환원되
도록 하였다.각 well에서 80 μL씩 버린 다음 150㎕ DMSO(Sigma-AldrichSt
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Louis,MO,USA)를 넣고 10min동안 흔들어서 생성된 formazan결정을 잘 녹
여서 micro-platereader(Bio-Tek,Cambridge,MA,USA)를 이용하여 540nm
에서 흡광도를 측정하였다.

444...세세세포포포주주주의의의 저저저산산산소소소에에에 노노노출출출 후후후 TTTAAA의의의 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 TA를 100uM,
1uM 수준으로 처리된 배지로 교환한 후 37℃,95% air,5% CO2상태의 습윤화된
배양기내에서 배양하였다.배양 6시간 뒤 세포와 배지를 모아 본 실험을 시행하
였다.

555...VVVEEEGGGFFF,,,PPPEEEDDDFFF의의의 유유유전전전자자자 발발발현현현측측측정정정
저산소 환경과 약물 처리된 세포를 모은 세포에서 혈관형성관련인자의 발현

측정을 위하여 TRIzolReagent(Invitrogen.California,U.S.A.)을 이용하여 분리
추출한 총 RNA로 RT-PCR(GeneAmpPCR system 2400,PerkinElmer,CT,
U.S.A.)을 시행하였다. First strand cDNA를 1 U/㎕ RNasin (Promega.
Madison.U.S.A.),oligo(dT)450ng,40mM Tris-HCl(pH 8.4),100mM KCl,
10mM MgCl2,1mM eachdNTP,10mM DTT(GibcoBRL.GrandIsland,
NY,U.S.A.)와 MMLV reversetranscriptase(Invitrogen.California..USA)200
U가 함유된 20 ㎕의 용액에서 총 RNA 1 ㎍으로부터 합성하였다.PCR은
1×PCR완충액(10mM Tris-HClpH 8.3,50mM KCl,1mM MgCl2,100㎍/ml
gelatin,0.05% triton X-100)에 25 ng의 RNA로부터 합성된 cDNA,각각
primers10 ρpmole,50 μM dNTP와 DNA polymerase(PerkinElmer,CT,
U.S.A.)2.5unit가 함유된 25㎕의 반응액에서 시행하였다.18PCR반응에 사용한 primer
는 VEGF(sense:5'-TGCCTTGCTGCTCTACCTCC,antisense:5'-TCACCGCCT-
CGGCTTGTCAC),PEDF(sense:5'-GGACGCTGGATTAGAAGGCAG,
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antisense:5'-TTGTATGCATTGAAACCTTACAGG)19,β
-actin(sens:5'-GACTATGACTTAGTTGCGTTA,
antisense:5'-GTTGAACTCTCTACATACTTCCG)20 (Bionics,Korea)10pM을
이용하였다.PCR조건은 VEGF의 경우 94℃에서 12분간 변화시키고,94℃ 30초,
62℃에서 30초,72℃에서 1분으로 28cycles실시하고 72℃에서 5분 정도 반응
시켰으며,PEDF의 경우 94℃에서 12분간 변화시키고,94℃ 30초,64℃에서 30초,
72℃에서 1분으로 31cycles실시하고 72℃에서 5분 정도 반응 시켰다.β-actin
의 경우 94℃에서 12분간 변화시키고,94℃ 30초,53℃에서 30초,72℃에서 1분으
로 20cycles실시하고 72℃에서 5분 정도 반응 시켰다.PCR 결과물 10㎕를
1% 아가로스 젤l에서 100V로 전기 영동하여 Ethidium bromide로 염색한 뒤
geldocsystem으로 사진을 찍었다.VEGF,PEDF과 β-actincDNA 의 정량은
Fluor Chem 8900 (Alpha Inotech.)로 semi-quantification 하였으며 β-actin
cDNA를 기준으로 비교하였다.20실험은 최소 2회 이상 반복하였다.

666...VVVEEEGGGFFF,,,PPPEEEDDDFFF의의의 생생생산산산의의의 측측측정정정
TA에 노출된 망막색소상피세포에서 생산된 혈관형성관련인자를 측정하기 위

하여 serum freemedia를 모아 실험에 사용하였다.약물 처리 후 모아둔 배지는
proteinassaykit(BCA assay.PIERCE,U.S.A.)를 사용하여 정량한 뒤 50ug의 단
백질을 Laemmliteal.의 방법을 이용하여 단백질 생산을 측정하였다.21 12%
SDS-polyacrylamide gel에 100V로 전기영동한 후 polyvinylidene fluoride
transfer(PVDF)membrane(GelmanLaboatory,MI,U.S.A.)에 40mA로 밤을 새워
전이시킨 후,막을 5% nonfatdrymilk(GibcoBRL,GrandIsland,NY,U.S.A.)
가 포함된 Tween-tris-bufferedsaline(TBS-T)로 1시간동안 실온에서 blocking
한 후 10분씩 3회 TBS-T buffer로 씻어주었다.rabbitanti-VEGFantibody(1:2000.
SantaCruzBiotechnology,SantaCruz,California,U.S.A.)와 rabbitanti-PEDF
antibody(1:2000,BD,SanDiego.CA,U.S.A.)를 0.5% nonfatdrymilk가 든
TBS-T로 희석시켜 2시간동안 실온에서 반응시킨 후 각각 10분씩 3회 TBS-T
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buffer로 씻어주었다. HRP conjugated anti-rabbit IgG antibody(Jackson
ImmunoResearch,WestGrove,PA,U.S.A.)2차 항체를 1:2000으로 희석하여 1
시간 동안 실온에서 반응시킨 후 각각 10분씩 3회 TBS-T buffer로 씻어주었다.
HRP활성은 chemiluminescentsubstrate(EPD westernblotdetectionkit,Elpis
Biotec.Inc,Korea)를 사용하여 X-rayfilm(Fujifilm,Japan)에 노출시켜 현상한
후 VEGF와 PEDF의 발현 양상을 분석하였다.19이상의 실험은 최소 2회 이상
반복하였다.

777...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.22,23ECV-304세포 배양 배
지와 실험 조건에 맞게 처리한 대조군과 저산소 환경에 노출 뒤 농도별 약물처
리를 거친 망막색소상피세포주의 conditionedmedium (DMEM/F-12,1% FBS)
을 1:1로 섞어 6시간 배양하였다.19이들 세포를 PBS로 2~3회 세척 후 70% 에탄
올로 4℃에서 30분 이상 고정한 뒤 현미경으로 사진을 찍었다.24,25이 사진에서
무작위로 세 곳 을 선택하여 ECV-304세포가 만나 혈관 모양을 형성한 부분의
수를 세어 평균값을 구해 통계 처리하였다.

888...세세세포포포이이이동동동능능능력력력 검검검사사사(((mmmiiigggrrraaatttiiiooonnnaaassssssaaayyy)))
60mm2plate에 monolayer로 ECV-304세포와 humandermalfibroblast1:1

로 혼합해 빽빽하게 키운 후 배지를 제거한 뒤 면도날로 60mm2plate에 상처를
만든 뒤 한쪽의 세포를 제거하였다.26,27PBS로 2회 세척 후 growthmedium과
저산소 환경에 노출 뒤 농도별 약물처리를 거친 망막색소상피세포주의
conditionedmedium을 1:1로 섞어 24시간 배양하였다.이 세포를 PBS로 2～3회
세척하여 에탄올로 4℃에서 30분 이상 고정한 뒤 현미경으로 사진을 찍었다.21
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이 사진에서 무작위로 세 곳 을 선택하여 상처부위에서 세포가 제거된 부분으로
이동한 세포의 수와 가장 멀리 이동한 세포의 거리를 재어 평균을 낸 뒤 통계
처리하였다.

999...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...세세세포포포 활활활성성성도도도 측측측정정정을을을 통통통한한한 적적적정정정 TTTAAA농농농도도도의의의 확확확인인인
여러 농도의 TA를 배양망막색소상피세포에 노출시켜 배양하면서 이들 농도에
따른 세포의 활성도를 조사하였다.100μM의 농도 이하에서 세포의 활성도가
85%이상으로 확인되어(Fig.1),본 실험에서는 100μM과 1μM의 TA를 실험에 적
합한 농도로 판단하고 사용하였다.

222...VVVEEEGGGFFF,,,PPPEEEDDDFFF의의의 유유유전전전자자자 발발발현현현측측측정정정
저산소의 환경에 24시간 노출한 후,망막색소상피세포주에 TA를 처치하여

RT-PCR을 이용하여 측정한 혈관형성 유도인자인 VEGF의 유전자의 발현은 저
산소 상태보다 감소하였으나 혈관형성 억제인자인 PEDF유전자는 변화를 보이
지 않았다(Fig.2)(p<0.05).

333...VVVEEEGGGFFF,,,PPPEEEDDDFFF단단단백백백질질질의의의 생생생산산산
저산소의 환경에 24시간 노출한 후,TA를 처치한 망막색소상피세포주의 배양

액 내에서 Westernblot를 통하여 측정한 혈관 형성관련인자,VEGF 단백질의
생산은 증가되었고,혈관 형성 억제인자인 PEDF단백질의 생산은 감소하였다
(Fig.3)(p<0.05).

444...배배배양양양액액액의의의 맥맥맥관관관형형형성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향 확확확인인인
TA에 노출시키지 않는 배양액으로 처리한 대조군에 비하여 세포 배양액은

ECV 304cell의 맥관 형성을 보다 저하시켰다.(Fig.4)(p<0.05).

444...배배배양양양액액액의의의 세세세포포포 이이이동동동에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향 확확확인인인
TA로 처치하여 얻은 배양액은 TA를 처리하지 않은 배양액에 비해서 세포
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이동능력이 감소함을 알 수 있었다(Fig.5)(p<0.05).
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고고고 찰찰찰

인체에서 신생혈관의 발생은 혈관이 자극에 의해 발아가 일어나서 새로운 혈
관이 생성되는 과정으로 먼저 혈관벽이 이완되어 투과성이 증가되고,혈관내피세
포들 간의 결합이 끊어지고 세포의 수축이 일어난다.다음 단계로 다양한 단백질
분해효소가 활성화되어 기저막을 분해하고 혈관내피세포들은 혈관 벽에서 자극
이 있는 방향의 혈관주변 조직으로 이동,증식하여 루프를 형성하며,형성된 루
프들이 분화되어 혈관망을 생성하게 된다.28,29 혈관신생을 유도하는 저산소는
hypoxia-induciblefactor-1(HIF-1)를 증가시켜 VEGF,bFGF,IGF-Ⅱ와 이들 수
용체의 발현을 일으켜 혈관신생을 유발시킨다고 한다.26또한 PEDF는 인체망막
색소상피세포를 배양한 배지에서 처음 분리되었으며,VEGF를 포함한 혈관형성
유도인자에 강력히 대항하여 혈관형성을 억제시키는 인자이다.PEDF는 신생혈
관형성의 유도를 자극 받은 내피세포의 세포사를 일으켜 혈관신생을 억제한다고
알려져 있다.30 정상적인 안구조직에서의 혈관형성은 VEGF와 같은 촉진인자와
PEDF등의 억제인자 사이의 균형에 의하여 유지되나,저산소나 산화스트레스와
같은 자극이 가해지면 이들 인자간의 불균형이 발생하여 혈관신생이 유발된
다.30-32

맥락막모세혈관과 망막의 시세포층 사이에 위치한 망막색소상피세포는 자체
적으로 혈관형성유도인자인 VEGF와 혈관형성억제인자인 PEDF를 생산한다.이
러한 신생혈관 유도인자와 억제인자를 적절히 분비하여 외측으로는 맥락막모세
혈관의 정상적인 기능상태를 유지하고 내측으로는 시세포층의 무혈관상태를 유
지시킨다.33그러나,망막색소상피세포에 저산소나 산화스트레스 같은 비정상적인
환경에 노출될 때 혈관형성관련인자인 VEGF나 PEDF의 생산과 분비는 변화되
고 이러한 변화가 맥락막신생혈관의 발생을 유도한다.19,34,35또한 이러한 변화를
정상적인 상태로 유도할 수 있는 약물이 투여된다면 신생혈관은 억제될 수 있
다.13
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TA는 염증성 안과질환의 치료를 위하여 오랫동안 사용되어 온 코티코스테이
로드 약제로 근래에 접어들면서 당뇨황반부종,폐쇄성 혈관질환,증식유리체망
막변증,그리고 습성나이관련황반변성 등에 빈번히 사용되고 있다.Penfoldet
al.13는 처음으로 습성 황반변성환자에 유리체내로 TA를 투여하여 맥락막신생혈
관막을 안정화시키고 심한 시력상실을 의미 있게 줄였다고 보고한 이후 맥락막
신생혈관막에 대한 TA의 효과가 여러 보고에 의하여 확인되었고,14,15Ciullaet
al.16은 동물실험을 통하여서도 비슷한 효과를 입증하였다.본 연구에서는 저산
소나 산화스트레스에 노출된 배양망막색소상피세포에서 혈관형성관련인자들의
변화가 발생하고 이러한 변화된 환경이 맥락막혈관신생을 유도할 수 있다19,34,35는
보고들을 근거로 저산소에 노출된 망막색소상피세포의 환경이 습성환반변성의
실험적인 상태라고 판단하고 TA을 투여한 결과 PEDF는 별다른 변화를 보이지
않았으나 VEGF의 생산과 분비가 감소되었었다.이러한 결과는 TA가 비정상적
으로 혈관형성관련인자들이 변화된 환경에 주는 영향은 PEDF의 과발현 보다는
VEGF의 저발현을 일으킨 것으로 해석할 수 있다.
혈관신생과정은 먼저 혈관내피세포의 증식,이동,맥관형성,루프형성,그리고

혈관형태로의 성숙과정을 거친다.27본 연구에서는 신생혈관의 발생과정에서 혈
관형성의 상태가 억제되는 과정을 검증하는 방법으로 맥관형성과 세포이동능력
검사를 시행하였고 TA에 처치된 배양망막색소상피세포의 배양액은 맥관형성을
억제하였고 세포이동도 감소된 결과를 보여주었다.이는 TA가 비정상적으로 혈
관형성이 유도되고 있는 환경에 작용하여 혈관형성을 보다 저하시킬 수 있다는
방향으로 해석할 수 있으며 Ciullaetal.16의 실험적 연구와 동일한 결과로 생각
된다.또한 임상적으로 습성황반변성에서 유리체내 TA의 투여로 맥락막신생혈관
막을 안정시켜 심한 시력상실이 예방되었다는 Penfoldetal.13의 보고와도 부합
된다.
결론적으로 TA는 저산소환경에 노출된 배양망막색소상피에서 VEGF의 발현

과 생산을 감소시켜 망막색소상피세포가 비정상적인 환경에 노출되어 혈관신생
을 유도하는 방향으로 활동할 때 혈관신생을 억제하는 방향으로 작용하였다.이
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러한 결과로 볼 때 습성황반변성환자에서 유리체내에 TA의 투여는 VEGF의 발
현을 감소시켜 혈관형성을 억제하는 방향으로 작용한다고 판단된다.
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Figure 1.The viablity of ARPE19 cells on exposure to triamcinolone
acetonide(TA).Cellsviabiltyisfairatlowerthan100μM TA.
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Figure2.RT-PCRofVEGFandPEDFgenesandthedensitometricanalysis
in the ARPE-19 cells to the exposure of triamcinolone acetonide(TA).
QuantitativeanalysisshowsthatexpressionofVEGFgeneinthesecellsis
decreasedafterexposuretoTA(A,B)(p<0.05).However,PEDF geneisnot
changed(C,D).VEGF:vascularendothelialgrowth factor, PEDF:pigment
epithelium derivedfactor
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Figure3.WesternblotonVEGFandPEDFproductionandthedensitometric
analysis in the ARPE-19 cells to the exposure of triamcinolone
acetonide(TA). QuantitativeanalysisshowsthatproductionofVEGF
protein in those cells is decreased after exposure to TA(A,B)(p<0.05).
However,PEDFproductionisnotchanged(C,D). VEGF:vascularendothelial
growthfactor,PEDF:pigmentepithelium derivedfactor 
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Figure4.InhibitionoftubeformationbyTriamcinoloneacetonide(TA).The
cellswereculturedwiththesupernatantofHRPE cellsandECV-304cell
medium (1:1).After6hoursculture,tubelikestructurewereanalyzed.The
supernatants ofARPE-19 cells used were collected from the APRE-19
conditionedmediaexposedtoTA.WithexposuretoTA onARPE19cells,
tube-like structures of ECV-304 cells are decreased as shown in
A-D,(p<0.05).
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Figure5.InhibitionofcellsmigrationbyTriamcinoloneacetonide(TA).Effect
oftheRPE-conditionedmedium onhumandermalmicrovascularendothelial
cell(HDMEC)inmigrationassay.Conditionedmedium washarvestedfrom
theculturedishesafterARPE19cellswereexposedtoTA 6hours. After
initialwoundscraping,cellswereculturedfor24hoursandthen observed.
ThedegreeofmigrationactivityofHDMECsincreasedaccordingtoexposure
toTA concentration(A-D)(p<0.05).
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