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Abstract

ExpressionofIL-8inculturedARPE-19cellsunderthe
oxidativestress

JunHeo
Advisor:Prof.Nam ChulJiM.D.
DepartmentofMedicine
GraduateSchoolofChosunUniversity

PPPuuurrrpppooossseee:::ToevaluatetheexpressionofInterleukin-8(IL-8)andmonocyteche-
moattractantprotein-1(MCP-1)intheculturedARPE-19cells.

MMMeeettthhhooodddsss:::ARPE-19cellswereexposedtoparaquatfor72hoursandthenas-
sayedformRNA expressionofIL-8andMCP-1byreversetranscriptionpoly-
merasechainreactionmethod.Andtheeffectofantioxidant,N-acetylcysteine
(NAC)ontheoxidativestressed-ARPE-19 cellswasmeasured.

RRReeesssuuullltttsss:::IL-8expressionwasincreasedintheoxidativestressgroupcompared
withthecontrol,buttheincreaseofexpressionwasblockedbymixingNAC
withparaquat.

CCCooonnncccllluuusssiiiooonnn:::Oxidativestressstimulates IL-8expressionintheculturedhuman
retinalpigmentepithelialcells,whichcouldbehelpfultounderstandthemecha-
nism ofneovascularizationinage-relatedmaculardegeneration.

Keywords:Interleukin-8,Monocytechemoattractantprotein-1,N-acetylcys-
teine,Oxidativestress,Paraquat



- 1 -

서 론

노인에서 호발하는 황반변성은 망막의 황반부에 발생한 변성으로 서구유럽에서
노인실명의 중요한 원인 중의 하나이다.1,2노인에서 호발하는 황반변성 중에서 삼
출성 황반변성은 망막 또는 망막색소상피 아래에 발생하는 맥락막 신생혈관에서
누출된 삼출물이나 혈액에 의해서 그리고 이러한 병소에서 이차적으로 유발되는
허혈 및 섬유혈관조직에 의한 망막손상으로 시력이 상실된다.3 혈관신생은 맥락막
혈관으로부터 시작되어 손상된 브루크막을 지나 망막색소상피와 망막 하로 생성,
침범한다.4,5

일반적으로 노화에 따른 황반부를 비롯한 변화는 산화적 손상이 축적된 결과이
며6,7황반변성의 병인도 색소상피나 맥락막 모세혈관에 가해진 산화스트레스와 관
련이 있다고 알려져 있다.7-9그러나,산화스트레스에 의한 망막조직의 신생혈관의
생성에 대한 기전에 대해서는 명확히 보고된 바가 아직 없다.
혈관신생은 기존에 있는 모세혈관으로부터 여러 단계를 거처 형성된다.시작 단

계는 미세혈관세포가 국소적으로 하방의 기저막과 주위의 세포외 물질을 분해하고,
다음 단계로는 혈관 내피세포가 증식하여 조직으로 이동,혈관이 생성 된다.이 과
정에 관여하는 성장촉진 인자는 vascularendothelialgrowthfactor(VEGF)가 대표
적이며 그 외에도 interleukin-8 (IL-8),monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1),matrixmetalloproteinase(MMPs),basicfibroblastgrowthfactor(bFGF)
등이 있다. 본 저자는 연령의 증가에 따라 호발되는 산화스트레스에 의한 황반변
성에 있어 맥락막 신생혈관의 발생에 관여할 것으로 알려져 있는 인자들 중 IL-8
과 MCP-1의 발현변화를 규명하고자 인체배양망막색소상피세포(이하 상피세포)에
paraquat을 가하여 산화스트레스를 유도하고,이들 세포에서 IL-8과 MCP-1의 발
현의 변화를 확인하고자 하였다.
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연구 대상 및 방법

111...세세세포포포주주주 배배배양양양
Cell line은 인체망막색소상피세포(이하 색소상피)주(ARPE-19; ATCC No.
CRL-2302)를 37oC,95%air-5% CO2가 공급되는 습윤화된 배양기에서 배양하였다.
배양액은 56℃에서 30분간 열처리한 FBS(GibcoBRL,GrandIsland,NY U.S.A.)
10%와 penicillin(100U/㎖),streptomycin(100㎍/㎖)과 amphotericinB(1㎍/㎖)
를 포함한 항생제(antibiotic-antimycotic,Gibco BRL,NY,U.S.A.)를 함유한
DMEM:F-12(1:1)배지 (GibcoBRL.GrandIsland,NY,U.S.A.)를 사용하였다.

222...약약약물물물처처처리리리
색소상피세포주를 1×105cell/㎖ 수준으로 배양용기에 배양한 후 산화제로 par-
aquat(Sigma.StLouis,U.S.A.)를 50,100,500uM 농도로 72시간을 배양하였다.
항산화제로 N-acetylcysteine(NAC)(Sigma,StLouis,U.S.A.)를 사용하였으며 항
산화제의 효과를 알아 보기위하여 paraquat와 NAC을 동시에 투여하여 72시간 배
양 후 배지를 serum freemedia로 교체하고 72시간 추가배양을 시행하였다.

333...세세세포포포내내내 반반반응응응성성성산산산소소소종종종의의의 측측측정정정
반응성산소종 생성은 형광탐식자인 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA)를 이용하였다.DCFH-DA는 세포막을 쉽게 통과할 수 있으며 세포내
의 esterase에 의해 비형광인 DCFH로 전환되며 반응성 산소종의 존재 시 형광
DCFH로 전환되는 원리를 이용하여 반응성산소종의 생성을 측정한다.1x105

cell/ml의 망막상피세포를 측정하고자 하는 Paraquat200 μM,500 μM 과 1 μM의
DCFH-DA 투여 후 37℃에서 2시간 동안 5% CO2와 습윤화된 배양기에서 배양
후 흥분파장 485nm와 방출파장 530nm에서 형광강도를 측정하였다.10(FACSCa-
libur,BectoDiskison).항산화제의 산화스트레스 억제기능은 세포를 1x105cell/ml
로 도포한 후 NAC을 30분 동안 예비배양한 후 paraquat와 1 μM의 DCFH를 함
께 처치한 후 2시간 동안 반응시킨 다음 동일한 파장에서 측정하였다.11
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444...IIILLL---888과과과 MMMCCCPPP---111의의의 유유유전전전자자자 발발발현현현의의의 측측측정정정
혈관형성관련인자의 발현측정을 위하여 역전사중합효소연쇄반응을 시행하였다.산
화제로 3일간 처리한 후 사용된 배지를 serum freemedia로 교체하여 6시간 배양
후에 TRIzolReagent(Invitrogen,California,U.S.A.)을 이용하여 총 RNA를 추출하
여 IL-8과 MCP-1 유전자의 발현을 정량비교하기위하여 역전사중합효소반응
(GeneAmpPCR system 2400,PerkinElmer)을 시행하였다.정량을 위하여 5 μCi
［α-32p］dCTP를 PCR반응 혼합물에 첨가하였다.FirststrandcDNA를 1U/㎕
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)200U가 함유된 20㎕의 용액에서 총 RNA 1㎍으로부터 합성하였다.PCR
은 1×PCR 완충액(10mM Tris-HClpH 8.3,50mM KCl,1mM MgCl2,100㎍
/mlgelatin,0.05% triton X-100)에 25 ng의 RNA로부터 합성된 cDNA,각각
primers10pmole,50 μM dNTP와 DNA polymerase(Perkin Elmer,CT,
U.S.A.)2.5unit가 함유된 25㎕의 반응액에서 시행하였다.12PCR산물 25㎕로부
터 IL-8과 MCP-110㎕와 β-actin5㎕를 7% 비변성 polyacrylamidegel상에서
100V에서 2시간 동안 전기영동한 후 1시간 30분 동안 80℃에서 건조한 후 X-ray필
름에 노출시켜 autoradiography를 시행하였다.IL-8,MCP-1,그리고 β-actincDNA
의 정량은 IMAGERTM 와 1D MAIN(Bioneer,Korea)로 semi-quantification하였
으며 β-actincDNA를 기준으로 비교하였다.13실험은 최소 2회 이상 반복하였다.

555...항항항산산산화화화제제제의의의 IIILLL---888과과과 MMMCCCPPP---111의의의 발발발현현현억억억제제제효효효과과과
항산화제로는 NAC와 PDTC를 사용하여 산화제인 paraquat와 함께 3일간 배양한
후 유전자발현측정과 동일한 방법으로 IL-8과 MCP-1의 발현을 역전사중합효소반
응을 시행하여 정량측정하였다.

666...통통통계계계분분분석석석
실험 결과는 평균±표준편차 형태로 나타내며 통계적인 분석은 SPSS

program(Ver9.0)으로 Kruskal-Wallistest를 이용하였다.p<0.05인 경우 통계적인
유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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결 과

111...산산산화화화스스스트트트레레레스스스의의의 유유유발발발에에에 의의의한한한 반반반응응응성성성산산산소소소종종종의의의 증증증가가가
paraquat로 처리한 색소상피에서 측정한 반응성산소종은 의미있게 증가하였고 항
산화제인 NAC로 미리 처치한 후 paraquat에 노출된 색소상피에서는 반응성산소종
이 의미있게 감소하였다((p<0.05)(Fig.1).

222...산산산화화화스스스트트트레레레스스스유유유발발발에에에 의의의한한한 IIILLL---888과과과 MMMCCCPPP---111의의의 유유유전전전자자자 발발발현현현증증증가가가
paraquat에 노출된 색소상피에서 IL-8은 의미있는 발현증가를 보였지만 과
MCP-1은 의미있는 증가를 보이지 않았다(p<0.05)(Fig.2).

333...항항항산산산화화화제제제에에에 의의의한한한 유유유전전전자자자발발발현현현 변변변화화화
paraquat와 NAC에 동시에 노출된 색소상피에서 IL-8은 의미 있는 감소를 보였지
만 MCP-1은 의미 있는 감소를 보이지 않았다(p<0.05)(Fig.3).
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고 찰

연령관련황반변성은 50세 이상에서 일어나는 황반의 변성질환으로 연성드루젠과
망막색소상피의 과색소침착,저색소침착,그리고 망막색소상피의 지도형 위축의 형
태를 보이는 위축성 황반변성과 맥락막신생혈관의 발생에 따른 감각신경망막박리,
망막출혈,그리고 망막섬유성 반흔 등을 보이는 삼출성으로 대별된다.심한 시력장
애는 대부분 맥락막 혈관신생을 동반한 삼출성 황반변성에서 생긴다.14연령의 증가
와 함께 발생빈도가 증가하는 황반변성은 색소상피에 가해진 산화스트레스와 관련
된다고 알려져 있다.15그러나 누적된 산화스트레스가 직접 망막색소 상피세포내의
어떠한 기전을 통하여 맥락막 혈관신생을 유도하는 지는 정확히 밝혀져 있지 않다.
정상적인 안구조직에서의 혈관형성은 VEGF와 같은 촉진인자와 PEDF등의 억제

인자 사이의 균형에 의하여 유지되나,산화스트레스가 가해진 비정상적인 상태에서
는 이들 인자간의 불균형이 발생하여 혈관형성이 유지된다고 알려져 있다.16-18이들
보고에서는 VEGF의 생산증가보다는 PEDF의 발현감소에 의한 혈관신생인자의 불
균형이 초래되어 혈관신생으로 이어진다고 보고하고 있다.이러한 불균형의 상태를
Holekamp등19은 안구에서의 노인성 변화인 황반변성으로 인한 맥락막 신생혈관이
있는 환자의 유리체에서 PEDF와 VEGF의 량을 검출 비교하여 입증하였다.VEGF
와 PEDF가 혈관신생에서 중요한 역할을 하지만,IL-8,MCP-1,MMP-2,MMP-9
등도 관여한다고 한다.20-21

저자들은 세포에 산화스트레스를 유발하는 물질로 알려진 paraquat를 사람 망막
색소 상피세포주에 노출시켜 산화스트레스의 상태를 유도하였고22,23이들 세포주에
서 산화스트레스 상태가 유지되었음을 확인하였다(Fig.1).다음 단계로 산화스트레
스가 입증된 세포들에서 혈관신생 유도인자로 알려진 IL-8과 MCP-1을 역전사중합
효소반응을 실시하여 조사한 결과 paraquat를 처치하지 않은 대조군에 비하여 약
물처치 군에서 IL-8의 유전자 발현이 감소됨을 확인하였다(Fig.2).또한 항산화제
인 NAC를 투여하여 유전자의 발현이 감소함을 확인 할 수 있었다(Fig.3).그러나,
함께 조사하였던 MCP-1은 paraquat에 의해 약간 증가하는 듯했으나 통계적인 의
미는 없었다.이러한 결과는 Higgins등10이 산화스트레스의 방법을 산화스트레스
를 받은 시세포외절을 투여하여 산화스트레스와 비슷한 환경을 조성한 인체망막색
소상피에서 IL-8과 MCP-1이 증가하였다고 보고한 결과와 비슷하다.
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이러한 결과들을 종합하여 볼 때 인체망막색소상피에서 산화스트레스가 부과될
때 가장 강력한 혈관유도인자인 VEGF이외에도 다양한 인자들이 발현하여 혈관신
생을 유도하리라고 생각된다.
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A B

Control PQ200uM PQ500uM Control NAC10uM NAC100uM
Figure1.Intracellularreactiveoxygenspecies(ROS)byflow cytometricanalysis

using 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate(DCFH-DA).ROS increase
significantly on the paraquart-treated ARPE-19 cells (A).ROS
decreaseafterN-acetylcysteine(NAC)(B).(p<0.05)



- 11 -

Paraquat-3day
CTL 50uM 100uM 500uM

β-actin

IL-8

MCP-1

Figure2.Theexpressionofinterleukin-8(IL-8)andmonocytechemoattractant
protein-1 (MCP-1)in paraquat-treated ARPE-19 cells.IL-8 was
significantly increasedin ARPE-19cellsby paraquat(p<0.05),but
MCP-1wasnot.
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Figure3.Theexpressionofinterleukin-8(IL-8)andmonocytechemoattractant
protein-1 (MCP-1) in paraquat and N-acetylcysteine treated
ARPE-19cells.IL-8wassignificantly decreasedin ARPE-19cells
(p<0.05),butMCP-1wasnot.
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