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국   문  요  약

인간제대정맥내피세포에서 brazilein의 

혈관신생 억제 효과 

   암치료 등에 이용할 수 있는 혈관신생 저해제를 탐색하던 중에 소목

(Caesalpinia sappan)의 추출물이 혈관신생 억제에 효과가 있는 성분을 함유하고 

있음을 발견하 으며, 소목에서 유래한 물질들에 대한 항암효과나 항혈관신생에 

대한 연구가 보고된 바 없어 본 연구에서  소목을 연구의 소재로 선택하 다. 소

목의 메탄올 추출물에서 혈관내피세포의 성장 및 맥관형성을 억제하는 활성부분

을 크로마토그래피법과 재결정으로 순수하게 분리하여 분자량이 264인 brazilein임

을 확인하고 본 실험에 사용하 다. Brazilein의 혈관신생 억제효과는 인간제대정

맥내피세포 (Human umbilical vein endothelial cell; HUVEC)에 대한 성장, 이동, 

침윤, 관형성 및 MMP-2 생산 등에 대한 억제능력으로 평가하 다.

   인간제대정맥내피세포에 3-5 ug/ml 정도의 brazilein을 처치하고 24 시간이 지

난 후 관찰한 결과 세포가 위축되어 세포와 세포사이에 분리가 일어났으며, 48 시

간 후에는 대부분의 세포가 심하게 위축되어 사멸하는 것을 관찰할 수 있었다. 혈

관신생 과정에서 내피세포의 이동, 국부적인 침윤, 관형성 등은 혈관신생의 중요한 

요소로 brazilein이 혈관신생에 필요한 다단계 과정에 미치는 향을 in vitro 혈관

신생 측정 방법들을 사용하여 조사한 결과 혈관내피세포의 성장, 이동, 침윤, 관형

성 등을 효과적으로 억제하 다. Brazilein이 각종 세포성장인자들에 의하여 유도

되는 혈관내피세포의 이동과 침윤을 억제하 으며, matrigel 상에서 혈관내피세포

의 관형성을 저해하 다. MMPs 중에서 특히 MMP-2는 기저막을 분해하여 내피

세포의 침윤을 촉진하는 등 혈관신생 과정에서 중요한 역할을 담당할 뿐 아니라 

내피세포의 맥관형성이 MMP-2 활성에 의존적이라고 알려져 있다. 따라서 젤라틴 

자이모그램 분석 방법을 이용하여 조사한 결과 혈관내피세포들이 분비하는 



- v -

MMP-2의 분비가 brazilein 처치로 저하되었다. 이 결과는 brazilein이 나타내는 

혈관내피세포의 침윤과 맥관형성 억제력이 어느 정도는 MMP-2 분비의 억제와 

관련이 있을 것으로 판단된다. 혈관신생의 가장 중요한 단계 중의 하나는 내피세

포의 성장으로 인간제대정맥내피세포에 대한 brazilein의 IC50는 2.3 ug/ml 정도로 

낮은 농도에서 강력하게 혈관내피세포 성장을 억제하 다. Brazilein은 내피세포 

성장을 억제하는 농도에서 세포독성을 나타내었고, 혈관내피세포에 brazilein을 처

리하면 세포자연사에서 나타나는 전형적인 DNA 절편화가 관찰됨으로 brazilein에 

의한 항혈관신생 효과는 혈관내피세포의 세포자연사 유도에 의한 효과가 중요한 

요소임을 알 수 있었다. 

   결론적으로 소목에서 강력한 혈관신생 저해제인 brazilein을 분리하 으며, 

brazilein은 인간제대정맥세포의 이동, 침윤, 맥관형성, MMP-2의 생산 등을 억제

하여 혈관신생 억제제로서의 가능성을 확인하 다.

핵심되는 말 : 브라질레인 (Brazilein), 소목 (Caesalpinia sappan), 혈관신생 

(Angiogenesis), 인간제대정맥내피세포 (Human Umbilical Vein Endothelial Cell ; 

HUVEC), 암 (Tumor), 침윤 (Invasion), 이동 (Migration), 맥관형성 (Tube formation)
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인간제대정맥내피세포에서 brazilein의 

혈관신생 억제 효과 

<지도 정     인     배 교수>

연세대학교 대학원 의학과

이     향     아

제1장   서    론

   혈관신생은 태아발생기, 조직의 성장, 손상조직의 재생, 배란 등의 정상적인 

생명현상에서 일어난다 (Arjan 등, 2000). 또한 암, 당뇨성 망막병증, 류마티스 

관절염, Crohn 병, 건선, 자궁내막 증식증 및 지방축적 등의 질병으로 인한 병리적 

현상으로 발생하기도 한다 (Arjan 등, 2000; Paleolog 등, 1999; Cao 등, 1999;  

Paleolog 등, 1999). 휴지기의 혈관세포는 세포증식에 수백일이 걸리나, 이들 

질환에서는 혈관의 형성이 빠르게 일어나 과도한 조직의 성장이 질병의 원인이 

된다. 반면 혈관형성이 부족할 경우에는 만성궤양, 상처치유의 지연, 선천성 기형, 

허혈성 뇌졸증, 치매 등 노인성 질환의 발생과 관련이 있다 (Carmeliet 등, 1999; 

Carmeliet, 2000; Ferrara 등, 1999; Francesca 등, 2001). 오늘날 다양한 

혈관신생에 관련된 요인들이 밝혀지고 있으나, 현재 과다한 혈관신생과 관련된 

질환들의 근원적 치료법이 확립되지 못한 상황으로 혈관신생의 분자적 기전을 

규명하고, 이에 근거한 새로운 치료법이 필요한 실정이다.

   발암, 암전이 및 고형암의 성장에서 혈관신생이 진행되어 병변부위에 집된 

혈관을 형성하여 암조직에 필요한 성장인자 및 양분을 충분히 공급 할 수 있는 

통로가 된다 (Folkman 등, 1971). 초기 원발암의 경우에 수미리미터 이상으로 
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자라지 못하는데 초기암이 악성종양으로 발전하기 위하여 혈관신생이 반드시 

동반 된다 (Douglas 등 1996, Gabriele 등, 1999; Gary 등, 2000). 따라서 발암 및 

암전이 과정에 동반되는 혈관신생을 억제하면 암치료를 기대할 수 있다고 

제안되었다 (Folkman, 1995 Hanahan 등, 1996). 즉 각종질환에서 혈관신생 

저해제를 사용하고자 하는 목적은 병변부위의 혈관형성을 억제함으로써 양분 

및 성장인자의 공급을 줄여 과도한 이상조직의 증식을 억제하거나, 염증부위로 

염증세포가 침투할 때 통로가 되는 혈관의 형성을 줄임으로써 염증을 줄이고자 

함이 목적이다 (Andreas 등, 2002).

   혈관신생과정은 복잡한 기전에 의하여 정교한 네트웍을 형성하고 있다. 

혈관내피세포의 수용체에 혈관신생촉진인자가 작용하면 혈관내피세포를 

증식시키고, 세포외 기질분해효소의 분비가 촉진되어 혈관내피세포가 유리되며, 

혈관의 증식이 필요한 부위로 이동하게 되고 적절한 부위에 부착해서 혈관을 

형성 한다 (Folkman, 1995; Carmeliet, 2000; Diand 등, 2001; Eileen 등, 1999). 

이들 과정에서 각기 다른 단계에 작용하여 혈관신생을 촉진하거나 억제 할 수 

있는 많은 인자들이 밝혀져 있어서 혈관신생은 매우 복잡하게 조절되고 있음을 

알 수 있다. 혈관신생을 촉진하는 인자들로는 내피세포, 상피세포, 중배엽세포, 

백혈구 및 종양세포 등이 생산하는 혈관 내피세포 성장인자 (vascular endothelial 

growth factor; VEGF), 상피세포 성장인자 (epidermal growth factor; EGF), 

섬유상세포 성장인자 (fibroblast growth factor; FGF), 골로니형성 유도인자 

(G-colony stimulating factor; G-CSF), 암 괴사인자 (tumor necrosis factor-α; 

TNF-α), 간장세포 성장인자 (hepatocyte growth factor; HGF), 혈소판유래 

성장인자 (platelet-derived growth factor; PDGF), angiogenin, interluekin 8 

(IL-8),  prostaglandin E1, prostaglandin E2, 등이 알려져 있다 (Shawver 등, 

1997, Gary 등, 2000). 저산소증이나 압력 등의 자극에 의하여 혈관형성을 

유도하는 세포들은 각종 혈관신생 유도인자들을 생산하며, 동시에 혈관신생 

억제인자들을 생산하여 두 종류의 물질들 간의 균형에 의해서 혈관신생이 

결정된다 (Douglas 등, 1996). 혈관신생 과정을 단계별로 살펴보면 혈관신생의 

초기에 혈관신생 유도인자들이 혈관내피세포의 수용체에 결합하면 수용체 
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tyrosine kinase가 활성화되면서 혈관신생이 시작된다. 자극 받은 내피세포는 

증식하면서 세포부착물질들과 단백질분해효소 (특히 metalloproteinase; MMP-2, 

9)의 생산이 증가하고, 이동과 분화가 진행되어 혈관신생이 이루어지게 된다. 이때 

혈관벽이 이완되어 투과성이 증가되고 혈관내피세포들 간의 결합이 끊어지며 

세포의 수축이 일어난다. 이 후 다양한 단백질 분해효소가 활성화 되어 기저막을 

분해하고, 혈관내피세포들은 자극이 있는 방향의 혈관 주변조직으로 이동하여 

루프를 형성하게 되며, 루프들이 분화하여 혈관망을 형성하게 된다 (Shawver 등, 

1997).

   Forkman이 항암제로의 개발가능성을 주장하면서 혈관신생 억제제에 대한 

연구가 시작되었다 (Folkman, 1971). Angiostatin, endostatin 등 강력한 내인성 

혈관신생억제제가 발견된 이후 암치료 등을 목적으로 다양한 혈관신생 억제제에 

대한 연구가 성과를 거두고 있다 (Michael 등, 1997). Angiostatin은 동물실험에서 

부작용이 없고 내성이 유발되지 않는 것으로 알려졌으나 임상에 사용하는 것이 

불가능한 정도의 고용량이 필요하다. 또한 재조합 DNA 기술을 이용한 

대량생산이 4개의 kringle 도메인에 있는 이황화결합이 정확히 이루어지지 않아 

활성형을 얻는 것에 한계가 있다. 따라서 이러한 단점을 극복할 수 있는 약물을 

개발하기 위한 연구들이 활발히 진행되고 있다. 또한 과도한 혈관신생이 동반되는 

망막증이나 관절염 등의 만성질환 치료에도 혈관신생 저해제가 유용한 

치료물질로 기대되기 때문에 이들 질환의 치료제를 개발할 목적으로 혈관신생 

저해제의 개발이 진행되고 있다 (Bussolino 등, 1997). 

   혈관신생 억제제는 작용기전에 따라 혈관내피세포의 증식 저해제, matrix 파괴 

저해제, 내피세포 특이적 인테그린 저해제, 내피세포 생존에 관련된 신호전달 

저해제, 혈관신생 촉진인자의 저해제 등으로 분류할 수 있다 (Bussolino 등, 1997). 

이러한 저해제를 이용하여 혈관내피세포의 활성화, 증식 및 재편을 억제하여 

혈관신생을 막을 수 있을 것으로 기대하고 있다. 현재 다양한 작용기전의 

혈관신생 저해제 후보물질들에 대한 임상실험이 시도 되고 있으나 아직 임상에 

상용화된 혈관신생 저해제는 없는 실정이다. 혈관신생의 다양한 생화학적 기전이 

알려지면서 천연물 및 화학합성물 등에서 다양한 작용기전을 갖는 혈관신생 
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억제물질의 개발이 가능하게 되었다. 특히 단백질성 혈관신생 저해제의 단점을 

보완한 혈관신생 저제제를 개발하기 위하여 다양한 생물자원에서 저분자 

혈관신생 저해제의 탐색이 시도되고 있다.

   우리나라에서 매년 십만 명 이상의 암 환자가 발생하고 절반 이상이 암으로 

사망한다. 이는 전체 사망인구의 20% 정도로 사망원인 중에서 1위를 차지하고 

있다. 기존의 치료법으로는 한계가 있어 새로운 암치료법의 개발이 절실히 

요구된다. 현재 사용되는 항암제들은 대부분 세포독성을 나타내는 물질로 

암세포와  더불어 정상세포에도 심각한 부작용을 초래한다. 암의 퇴치를 위하여 

발암기전 등에 대한 많은 지식이 축적되었으나 아직도 효과적인 암치료법은 매우 

부족한 실정이다. 암에 의한 사망의 약 70%는 암세포가 발암부위에서 다른 

조직으로의 침윤이 일어나는 암전이가 직접적인 원인이 되는데 이때 혈관신생이 

동반되어 암세포 성장에 필요한 양성분 및 성장인자들의 공급이 가능하게 된다 

(Folkman, 1971; Shawver 등, 1997). 그러므로 혈관신생을 억제하여 암의 전이를 

억제하는 새로운 기전의 항암제를 개발하기 위한 일환으로 혈관신생 저해제의 

개발이 활발히 진행되고 있다. 또한, 많은 안과질환에서 망막증이 동반되는데 

이러한 망막증의 중요한 병리기전은 과도한 혈관신생이며 (Cao 등, 1999), 

관절부위의 과다한 조직의 성장으로 인하여 발병하는 류마티스 관절염의 

경우에도 과다한 혈관신생이 그 원인으로 지적되고 있다 (Paleolog 등, 1999). 

따라서 생체에서 활성이 우수한 혈관신생 억제제를 개발한다면 암, 망막증 및 

관절염 등의 만성질환에 유용한 치료물질로 활용이 기대된다. 

   암치료 등에 응용할 수 있는 저분자 혈관신생 억제제를 탐색하던 중에 소목 

(Caesalpinia sappan)에서 인간제대정맥내피세포 (human umbilical vein 

endothelial cell; HUVEC)의 증식억제 및 matrigel 상에서 관형성을 강력히 

억제하는 물질을 분리정제하여 기기분석으로 brazilein임을 확인하 다. 본 

연구에서 brazilein이 갖는 혈관내피세포의 증식 억제, 관형성 억제 및 침윤성 

억제 등 혈관신생과 관련된 요소들의 억제 효과를 조사하고자한다.
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제2장  재료 및 방법

2. 1. 혈관신생 저해제의 정제 및 동정 

   소목 (Caesalpinia sappan)의 목질부위를 한약재료상에서 구입하여 약물추출을 

위한 재료로 사용하 다.  소목 200 g을 500 ml 메탄올로 70℃에서 8시간 동안 

방치하여 추출하기를 3회 반복하 다. 메탄올 추출물과 물을 1:3 (v/v)으로 혼합한 

후 동량의 에틸아세테이트로 2회 추출하여 에틸아세테이트 층을 분리하고 감압 

농축하여 조추출물을 얻었다. 조추출물을 에틸아세테이트에 녹여 크로로포름과 

1:1 (v/v)로 혼합한 후  크로로포름으로 충진된 실리카젤 [silica gel column, (30 

mm × 90 cm)]에 크로로포름:메탄올 [15:1 (v/v)]로 용출 시키며 

인간제대정맥내피세포의 성장을 억제하는 활성 부위를 모아 위와 동일한 

조건에서 실리카젤 컬럼 크로마토그래피 (silica gel column chromatography)를 

반복하 다. 활성부위를 감압 농축한 후 에틸아세테이트로 녹여 실온에서 4 시간 

방치한 후 형성된 침전을 모아 에틸아세테이트로 세척하여 실온에서 건조하 다. 

침전물을 70℃ 메탄올에 녹여 증류수와 1:1 (v/v)로 혼합한 후 실온에서 방치하여 

결정을 형성시켰다. 침전된 결정체를 수세한 후 동결건조하여 혈관신생 

저해물질을 얻었다. 물질의 화학구조를 동정하기 위하여 electrospray ionization 

(ESI)-TOP 질량분석기로 질량을 측정하 으며, H
1
-NMR로 분석을 시행하 다. 

그 결과 Kim 등 (1997)이 보고한 바 있는 brazilein과 동일한 실험 결과를 얻어 

본 실험에서 정제한 신혈관형성 저해제는 brazilein으로 동정하 다. 본 실험에서 

위의 과정으로 분리하여 동정한 brazilein을 혈관신생 저해제로 사용하여 실험을 

수행하 다.

2. 2. 인간제대정맥내피세포의 배양
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   인간제대정맥내피세포 (Human umbilical vein endothelial cell; HUVEC)는 3 

passage까지 배양하여 판매하는 Clonetics사 (CC-2517, Bio Whittaker Inc., 

Walkersville, MD, USA) 제품을 구입하여 사용하였다. 인간제대정맥세포의 배양

을 위한 배지는 혈관내피세포 성장인자, 및 섬유상세포 성장인자 등 여러 성장인

자가 포함된 Clonetics EGM-2 (Cambrex Bio Science Walkersville, Inc., 

Walkersville, MD, USA)을 사용하였다. EGM-2 배지에 이식한 6 passage 세포

를 5% CO2 하에서 37℃로 24-48 시간 배양한 후 trypsin 처리하여 회수한 세포

를 헤마토싸이토메터로 계수하여 실험에 사용하였다.

2. 3. 인간제대정맥내피세포의 형태에 미치는 향

   24-well plate에 1×105 인간제대정맥내피세포를 이식하여 24 시간 배양한 후 5 

ug/ml brazilein을 첨가한 배지 750 ul을 가하여 5% CO2, 37℃에서 24 시간 또는 

48 시간 더 배양하여 현미경으로 200배에서 관찰하 다.

2. 4. 인간제대정맥내피세포의 이동에 미치는 향

   Brazilein에 의한 인간제대정맥내피세포의 이동 (wound-migration) 억제효과를 

측정하기 위해서 단일세포로 수거한 1×105 인간제대정맥내피세포를 EGM-2 배지 

750 ul을 현탁하여 24-well plate에 접종하여 5% CO2, 37℃에서 24 시간 

배양하 다. 고무막대를 이용 중앙부위의 세포를 제거하고 이때 떨어져 나온 

세포와 배지를 제거하 다. 세포가 제거된 부위에 대한 대조군은 세포를 제거하고 

바로 40배 현미경으로 관찰하 고, 세포의 이동에 대한 대조군은 신선한 EGM-2 

배지 750 ul을 가하여 24 시간 배양한 후 관찰하 다. 약물 처치군은 2 ug/ml 

또는 4 ug/ml의 brazilein을 가하여 24시간 배양 후 관찰하 다. 세포가 잘 

보이도록 하기 위하여 관찰하기 전에 300 ul의 crystal violet 용액 [메탄올:증류수 
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(1:4, v/v)]을 가하여 10 분 동안 실온에서 방치한 후 수세하여 세포를 염색한 후 

현미경으로 40배에서 관찰하 다.

2. 5. 인간제대정맥내피세포의 침윤에 미치는 향

   Brazilein에 의한 인간제대정맥내피세포의 침윤 억제 효과를 측정하기 위하여 

Boyden chamber를 통과하는 세포를 억제하는 능력을 측정하 다. 미리 matrigel 

100 ug/cm
2
로 코팅된 필터 (8um pore-size, PET track-etched membrane 24 well 

format cell culture insert, Bection Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)를 50 

ul의 배지로 재수화시키고 단일세포로 수거한 2×104 내피세포를 100 ul 

EBM-2배지에 현탁하여 Boyden chamber 안쪽에 가하 다. EGM-2 배지 300 

ul을 가한 24-well plate 위에 올려놓고 2 시간 동안 5% CO2, 37℃에서 배양하여 

여과막에 세포를 붙인 후 brazilein을 농도별로 가하고 12시간을 더 배양한 후 

여과막을 통과한 세포의 수를 측정하 다. 세포수를 측정하기 위하여 Boyden 

chamber 안쪽에 있는 세포를 세포용해완충액 (1% SDS, pH 7.4 PBS)으로 3회 

세척하여 제거하고 막을 통과한 세포가 붙어 있는 chamber의 아래쪽 막 부분을 

Diff-Quick Fixative로 염색한 후 건조하고 현미경 상에서 무작위로 다섯 역을 

선정하여 침윤된 세포의 수를 측정하 다.

2. 6. 관형성에 미치는 향

   24-well plate에 300 ul의 matrigel을 가하고 37℃에서 30분 방치하여 굳혔다. 

단일세포로 수거된 4×104 cell/500 ul의 인간제대정맥내피세포를 24-well plate에 

분주하여 37℃에서 30분간 배양하 다. 여기에 혈관신생억제물질을 각 농도별로 

희석하여 넣은 후 16 시간 배양하 다. 배양 후 배양액을 조심스럽게 제거하고 

여기에 Diff-Quick Fixative로 고정하여 염색하고 현미경하에서 사진을 찍어 

관형성 억제 정도를 image analyzer로 분석하여 계산하 다.
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2. 7. 젤라틴 자이모그램

   Brazilein을 처리하거나 혹은 처리하지 않고 배양된 혈관내피 세포들의 젤라틴 

분해 효소의 활성을 측정하기 위해 다음과 같이 SDS-PAGE를 실시하 다. 20 ul

의 배양액을 non-denaturing loading buffer에 섞어 0.1%의 젤라틴을 기질로 함유

하고 있는 10% SDS-PAGE를 시행하 다. 젤은 2.5% Triton X-100 용액으로 실

온에서 1시간동안 수세하여 SDS를 제거하고 developing buffer (50 mM Tris, 

150 mM NaCl, 100 mM CaCl2, 그리고 0.01% NaN3, pH 7.5)로 실온에서 30분간 

수세한 후 37℃ 진탕수조에서 밤새 반응시켰다. 반응이 끝난 젤은 0.5% 

coomassie brilliant blue가 첨가된 탈색용액 (10% 2-propanol, 10% acetic acid)으

로 염색한 후 다시 탈색용액으로 탈색하여 투명대를 확인하 다.

2. 8. 인간제대정맥내피세포의 증식 억제 효과

   약물처리 후 세포의 증식정도 및 생존도는 MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol- 

2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 방법으로 측정하 다. 이는 살아있는 세포

의 미토콘드리아에 존재하는 succinate dehydrogenase에 의하여 형성되는 

formazan 반응생성물의 양으로 생존 세포의 양을 측정하는 방법이다. 96-well 

plate에 10
4
 cell/well로 접종하여 4 시간 배양한 후 배지를 제거하고 각 농도의 약

물을 혼합한 배지 100 ul을 가하여 5% CO2, 37℃에서 24 시간 또는 48 시간 배양

하면서 약물을 처리하 다. 각각의 well에 50 ul의 MTT용액을 [2 mg MTT/ml 

PBS (pH 7.4)] 가하여 5% CO2, 37℃에서 4 시간을 더 배양하고, 배양액을 제거한 

후 100 ul의 DMSO를 가한 후 37℃에서 20분간 방치하여 formazan을 녹이고 

ELISA reader (VERSAmax microplate reader, Molecular Device, USA)로 540nm

에서 흡광도를 측정하여 세포의 양을 계산하 다. (대조군-약물처리군)/대조군

×100으로 계산하여 세포의 증식량을 퍼센트로 환산하여 표시하 다.



- 9 -

2. 9. 인간제대정맥내피세포의 세포사멸

   6-well plate에 2×105 인간제대정맥내피세포를 접종하여 5% CO2, 37℃에서 24 

시간 배양한 후 5 ug/ml brazilein을 가한 1.5 ml의 EGM-2 배지를 가하여 24 

시간과 48 시간 처리한 후 배양액을 제거하고 세포를 세포용해완충액으로 

녹여내었다. Invisorb Spin Cell Mini Kit(3) (Invitek, Berlin, Germany)를 

사용하여 genomic DNA를 분리하 다. 분리된 DNA를 1.5% 아가로스젤에서 

전기 동한 후 ethidium bromide로 염색하여 관찰 하 다.
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제3장 결   과

3. 1. 인간제대정맥내피세포의 세포 형태에 미치는 향 

   24-well plate에 1×105 인간제대정맥내피세포를 접종하여 24시간 배양한 후 5 

ug/ml brazilein을 첨가한 배지 750 ul을 가하여 5% CO2, 37℃에서 24 시간 또는 

48 시간에 현미경하에서 100배로 관찰하 다. 24 시간 또는 48 시간 배양 후 

무처리 대조군은 엷게 깔린 단일층으로 고르게 세포가 성장하 다. Brazilein을 

처리한 경우에 24 시간 경과 후 세포와 세포가 분리되면서 평면으로부터 두껍게 

위축되는 것이 관찰되었고, 48 시간 처리 후 세포가 완전히 단일세포로 

분리되었으며 심하게 위축 되어 사멸되는 것을 관찰 할 수 있었다 (그림 1).

3. 2. 인간제대정맥내피세포의 이동 억제 효과 

   Brazilein에 의한 인간제대정맥내피세포의 이동 억제 효과를 측정하기 위해서 

고무막대를 이용 중앙부위의 세포를 제거하고, 제거된 부위로 세포가 이동하여 

증식하는 정도를 관찰하 다. 2 ug/ml brazilein을 처치한 경우 약 50% 정도의 

세포 이동이 억제되는 것을 관찰 할 수 있었으며, 4 ug/ml brazilein을 처치한 

경우 에는 세포 이동이 완전히 억제 되는 것을 관찰할 수 있었다 (그림 2).

3. 3. 내피세포 침윤 억제 효과

   Brazilein에 의한 인간제대정맥내피세포의 침윤 억제 효과를 측정하기 위하여 

Boyden chamber를 통과하는 세포를 억제하는 능력을 측정한 결과 그림 3과 같이
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그림 1. 인간제대정맥내피세포의 형태에 미치는 brazilein의 향

젤라틴 상에서 바닥에 깔리도록 배양한 후 EGM-2 배지를 교환하여 24 시간 (A) 

및 48 시간 (B) 더 배양한 대조군들과 5 ug/ml brazilein을 첨가한 EGM-2 배지에

서 24 시간 (C) 및 48 시간 (D) 배양한 후 관찰한 현미경 사진 (200 배).

(A) (B)

(C)
(D)
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그림 2.  Brazilein의 인간제대정맥내피세포 이동 억제

젤라틴이 코팅된 용기에서 인간제대정맥내피세포가 바닥에 깔리도록 배양한 후 

고무막대로 선을 긋고 24시간 더 배양한 대조군 (A), 2 ug/ml brazilein을 처치하

여 24 시간 배양 (B), 4 ug/ml brazilein을 처치하여 24 시간 더 배양한 세포 (C) 

및 고무막대로 선을 그은 직후의 사진 (D)

(A) (B)

(C) (D)
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그림 3. Brazilein의 인간제대정맥세포 침윤 억제

EGM-2 배지에서 Boden chamber 막을 통과한 세포 (A), 2 ug/ml brazilein이 존

재하는 배지에서 막을 통과한 세포 (B), 4 ug/ml brazilein이 존재하는 배지에서 

막을 통과한 세포 (C), 6 ug/ml brazilein이 존재하는 배지에서 막을 통과한 세포 

(D), 각각 3회에 걸친 시험을 시행하 으며, 매번 다섯 지역의 현미경 시야에서 

계수한 평균값 (E)
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2 ug/ml brazilein에 의하여 약 50% 정도의 침윤억제효과를 보 으며 4 ug/ml과 

6 ug/ml brazilein을 처치한 경우에 각각 63%와 75% 정도 침윤이 억제되어  

brazilein은 강한 혈관내피세포 침윤 억제 효과를 나타내었다.

3. 4. 관형성 억제 효과

   Matrigel 상에서 인간제대정맥내피세포의 관형성을 억제하는 brazilein의 

효과를 검토한 결과를 그림 4의 사진으로 나타내었으며, 현미경하에서 사진을 

찍어 관형성 억제 정도를  image analyzer로 분석한 결과를 그림 4 (E)의 도표로 

나타내었다. 1 ug/ml의 brazilein을 처치한 경우 관형성 억제 효과가 경미 

하 으며, 2 ug/ml 처치한 경우 관형성이 약 50% 정도 억제 되었고, 6 ug/ml 

brazilein을 처치 할 경우 관형성이 대부분 억제되었다.

3. 5. 혈관내피세포의 MMP-2 분비에 미치는 향

    혈청이 제거된 배양 배지를 젤라틴 자이모그램으로 분석한 결과 혈관내피세

포들은 항상 MMP-2를 분비하 으며 brazilein의 처리로 혈관내피세포는 MMP-2

의 분비가 농도 의존적으로 억제되었다. 5 ug/ml의 brazilein을 자이모그램 

developing buffer에 첨가하 을 때 MMP-2의 활성에는 향이 없는 것으로 미루

어 brazilein은 MMP-2 자체에 직접적인 저해효과를 나타내지는 않았다. 인간제대

혈내피세포는 2 ug/mlbrazilein 처치로 MMP-2의 생산이 완전히 억제되어, 혈관신

생과정에서 내피세포의 유리 및 침윤에 필요한 MMP-2의 역할을 저해하는 것으

로 판단된다.
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그림 4. Brazilein이 인간제대정맥세포 관형성 억제

Matrigel상에서 EGM-2 배지로 유도된 관형성 대조군 (A), 1 ug/ml brazilein이 

첨가된 EGM-2 배지에서 배양한 세포 (B), 2 ug/ml brazilein이 첨가된 EGM-2 

배지에서 배양한 세포 (C), 4 ug/ml brazilein이 첨가된 EGM-2 배지에서 배양한 

세포 (D), 각기 다른 3번의 실험 결과를 Scion Image software를 이용하여 전체 

관길이를 측정한 평균값 (E)
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그림 5. 인간제대정맥내피세포에서 brazilein의 MMP-2 발현 억제

세포 배양액을 0.1% 젤라틴이 함유된 SDS-PAEG에서 전기 동 하여 24시간 효

소반응을 시켜 0.5% coomassie brilliant blue용액으로 염색하 다.

C  0.5    1    2    4      (ug/ml)
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3. 6. 인간제대정맥내피세포의 증식 및 사멸에 대한 효과 

   약물처리 후 세포의 생존도를 MTT 방법으로 측정한 결과 그림 5와 같이 24 

시간 또는 48 시간 배양할 경우 공히 8 ug/ml에서 최대사멸 농도에 도달하 다. 

Brazilein 8 ug/ml 정도를 24 시간 처치 할 경우 약 25% 정도의 세포가 

생존하 으며, 48 시간 처치하면 약 5% 정도의 세포가 생존하는 것으로 나타났다. 

이는 brazilein에 의하여 세포의 증식이 억제될 뿐 아니라 사멸이 유도되기 

때문으로 판단이 된다 (그림 6). 세포성장을 50% 억제하는 농도인 IC50 값은 2.3 

ug/ml 정도로 brazilein은 비교적 낮은 농도에서 인간제대정맥내피세포의 성장을 

억제하는 것으로 판단되었다.

3. 7. 인간제대정맥내피세포의 세포사멸 확인

   Brazilein을 5 ug/ml 첨가한 EGM-2 배지에서 인간제대정맥내피세포를 24 

시간과 48 시간 처리한 후 배양액을 제거하고 세포용해완충액으로 녹여내어 

genomic DNA를 분리하 다. 분리된 DNA를 1.5% 아가로스젤에서 전기 동을 

실시한 후 ethidium bromide로 염색하여 관찰 한 결과 그림 7과 같이 48 시간 

동안 약물 처리한 경우 사다리형 DNA 절편가닦들이 관찰되어서 

인간제대정맥내피세포가 brazilein에 의하여 세포사멸 (apopptosis)이 유도되는 

것으로 판단되었다.
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                                       (A)

                                        (B)

그림 6. Brazilein의 인간제대정맥세포 증식 억제

인간제대정맥세포 (10
4 
cells)))를 96-well plate에 이식하고 4 시간 후 각 농도의 

brazilein을 처치하여 24 시간 (A)과 48 시간 (B) 배양한 후 MTT 방법으로 생존

세포를 측정하 다. 각각 5회 실험하여 평균값을 구하고 약물을 처리하지 않은 대

조군을 100으로 하여 환산하 다.
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그림 7. DNA 절편가닥 사진

1; 분자량 marker (1-10 kb), 2; 48 시간 배양한 대조군, 3; 5 ug/ml brazilein을 

24 시간 처치, 4; 5 ug/ml brazilein을 48 시간 처치 

1 2 3 4
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제4장  고    찰

   Folkman (1971)은 혈관내피세포와 암세포 부분으로 구성된 암모델을 제시하

다. 즉, 암세포는 섬유상세포 증식인자, 혈관내피세포 성장인자 등의 혈관형성유도

인자들을 생산하여 혈관내피세포의 성장, 이동, 침윤 및 분화를 촉진한다. 또한 혈

관내피세포들도 성장인자를 분비하여 암세포의 성장과 전이를 증가시킨다. 암의 

성장 및 전이에 혈관신생이 반드시 동반되기 때문에 이를 억제하면 암의 성장 및 

전이를 억제할 수 있을 것으로 제안되었다. 일련의 혈관형성과정에 작용하는 혈관

신생 저해제는 화학요법제에서 나타나는 부작용이 없이 암의 성장을 억제 할 수 

있을 것으로 기대되고 있다. 또한 혈관신생저해제의 활용은 화학요법제의 사용에

서 나타나는 약물 저항성 세포의 출현을 피할 수 있는 방법으로 주목받고 있다. 

오늘날 다양한 혈관신생 단계의 분자들을 목표로 약물들이 개발되었으며 임상적 

응용을 위한 연구가 진행되고 있는데, 임상실험이 시도 중인 대표적인 예를 살펴

보면 다음과 같다 (Andreas 등 2002; Arjan 등, 2000; Bisacchi 등,2003; Kazuo, 

1996; Gabriele 등, 1999; Laura 등, 1997; Ribatti 등, 2002; Rooprai 등, 2003; 

Srikala 등, 2003; Vladislav 등, 2003). 첫째, MMP 저해제들로 혈관내피세포 및 

암세포의 이탈과 침윤을 억제할 것으로 기대되는 marimastat (BB2515), 

prinomastat (AG3340), BMS 275291, BAY 12-9566, neovastat (AE-941) 등의 

MMP 저해제에 대한 임상연구가 진행되고 있다. 둘째, 혈관내피세포의 신호전달 

저해제들로 혈관내피세포 성장인자에 대한 재조합 인간화단일클론항체인 Avastin

과 혈관내피세포 성장인자 수용체에 대한 단일클론항체 등이 임상적으로 연구되

고 있다. 또한 혈관내피세포 성장인자 수용체의 신호전달과정에 관여하는 타이로

신 카인에이즈 저해제인 SU5416, SU6668, ZD6474, CP-547,632 등이 연구된 바 

있다. 셋째, 내재성 저해제들로 임상에 응용이 시도되고 있는 경우는 angiostatin, 

endostatin, interferon-α, interlukin-12 등이 있다. 넷째, 혈관내피세포의 성장이나 

분화를 억제하는 thalidomide, squalamine, celecoxib, ZD6126, TNP-470 등이 혈관

신생 억제 효과를 바탕으로 임상적 응용이 시도되고 있다. 그 외 내피세포의 이동, 
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분화, 증식, 세포자연사 등을 조절하는 integrin에 대한 길항제 (antagonist) 등도 

혈관신생 저해제로 개발되었다 (Vladislov 등, 2003). 류마티스 관절염, 동맥경화, 

건선설, 비만, Crohn 병, 괴양성 회장염 등의 혈관신생과 염증이 동시에 존재하는 

병변의 경우 서로간의 상승효과를 일으켜 병의 진행을 촉진 한다 (Arjan 등, 

2000; Carmeliet, 2000; Paleolog 등, 1999). 만성 염증질환에서 혈관신생 저해제가 

혈관생성을 억제함으로서 첫째, 병변조직의 활동성 세포에 공급되는 양성분, 산

소의 공급을 줄여 병인세포의 과다한 성장을 줄인다. 둘째, 염증부위에 과도하게 

모여드는 염증세포의 침투를 억제한다. 셋째, 혈관내피세포의 활성화, 성장, 혈관재

편 과정에서 생성되는 MMP, 각종 싸이토카인 등의 용해성 염증인자의 생산을 줄

여준다 (Arjan 등, 2000). 이와 같은 효과들은 병변의 진행을 방지하거나 염증의 

억제에 효과가 있을 것으로 기대된다. 실제로 동물실험에서 혈관신생 저해제인 

AGM-1470 (TNP-470)과 thalidomide는 관절염을 호전 시킨다고 보고된 바 있다 

(Oliver 등, 1995). 또한, 혈관신생 인자들의 생성을 감소시켜 혈관신생억제 효과를 

거두는 경우는 류마티스관절염 환자에게 인간화된 암 괴사인자에 대한 항체를 사

용하면 혈관내피세포 성장인자를 감소시키다고 보고하 다. Thalidomide의 경우 

Crohn 병에 효과를 보이는데 이는 암 괴사인자의 생산 억제 및 혈관신생의 억제

에 기인한다고 알려졌다 (Ehrenpreis 등, 1999). 이처럼 혈관신생 저해제는 과도한 

혈관형성으로 인한 병변이나 만성염증 등에 부작용이 적고 효과적인 치료약물이 

될 수 있어 신규 혈관신생 저해제의 탐색이 활발히 이루어 지고 있다.

   암의 치료 등에 이용할 수 있는 혈관신생 저해제를 탐색하던 중에 소목의 추

출물이 혈관 신생억제에 효과성분을 함유하고 있음을 발견하여 본 연구에서 실험

재료로 선택하 다. 소목 (Sappan Lignum, 학명; Caesapinia sappan)은 소방목으

로도 불리며, 예부터 한약재로 쓰이고 적색염료로도 사용하 다. 소목의 산지는 태

국, 대만, 베트남 등지이며 두과에 속하는 관목이다. 한방에서 소목이 몸속의 피를 

잘 순환시키고 피가 막혀있거나 뭉쳐있는 것을 잘 풀어준다 하여 여성들의 혈액

순환이 원활치 않아 생기는 어혈에 의한 생리통 산후에 생기는 생리통에 주로 사

용하는 약제이다 (Kim 등 2004). 신라시대부터 염료로 사용한 것으로 추정되며 조

선시대에는 많은 양이 수입되어 사용되었다. 소목의 성분 중에서 brazilin이 생리
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활성의 주요 성분으로 알려졌으며 그 외 다수의 이소프라보노이드가 함유되어 있

어 항산화, 항염증, 혈관이완, 혈당강하, 항동맥경화 및 항균 효과 등이 보고된 바 

있다 (Chien 등, 2003; Hong 등, 2002; Kim 등, 2004; Niranjan 등, 2003; Oh 등, 

2001; Shrishailappa 등, 2003). 그러나 항암효과나 항혈관신생에 대한 연구결과가 

보고된 바 없다. 천연물을 대상으로 혈관신생 저해제를 탐색하던 중 소목의 메탄

올 추출물이 혈관내피세포의 성장 및 관형성을 억제하는 것이 발견되었으며 크로

마토그래피법 및 재결정으로 순수하게 분리하여  electrospray ionization TOP 질

량분석법으로 분석한 결과 분자량이 264 이었으며, UV spectrum 조사 및 

H1-NMR로 분석한 결과 Kim 등 (1997)이 소목에서 그 존재를 확인된 바 있는 

brazilein의 분석결과와 일치하 다. 따라서 본 실험에서 분리한 혈관신생억제물질

은 brazilein으로 동정하 으며, brazilein 또는 brazilin이 혈관신생 억제효과나 항

암효과가 아직 보고된 바 없어서 본 연구에서 brazilein이 갖는 인간제대정맥내피

세포에 대한 혈관신생억제 효과에 관하여 살펴보고자 하 다.

   인간제대정맥내피세포는 5 ug/ml의 brazilein을 처치하고 24시간이 지난 후 관

찰하면 세포가 위축되어 세포와 세포사이에 분리가 일어나는 것을 관찰할 수 있

었으며, 48시간 후에 관찰하면 대부분의 세포가 심하게 위축되어 사멸하여가는 것

을 관찰할 수 있었다. 이 결과로 보아 brazilein은 혈관내피세포에 대하여 낮은 농

도에서도 강한 세포독성을 갖는 것으로 판단된다. 내피세포의 이동, 국부적인 침

윤, 세포외 기저막에서 세포들 간의 상호 연결에 의한 분화 등은 혈관신생을 완성

하는 중요한 요소이다 (Andreas 등, 2002; Bussolino 등, 1997; Bisacchi 등, 2003; 

Carmeliet 등, 2000). In vitro 혈관신생 측정 방법들을 사용하여 brazilein이 혈관

내피세포의 성장, 이동, 침윤, 그리고 맥관형성 같은 혈관신생에 필요한 다단계과

정을 효과적으로 억제함을 관찰하 다. Brazilein이 각종세포성장인자들이 유도하

는 혈관내피세포들의 이동과 침윤을 억제하 으며, matrigel 상에서 혈관내피세포

들의 관형성을 저해하 다. 위의 실험결과를 종합해보면 brazilein이 강력한 항혈

관신생 효과가 있음을 알 수 있었다.

   Matrix metalloproteinases (MMPs)는 세포의 외부로 분비되며 아연을 함유한 

중성 endopeptidase를 총칭하며, extracellular matrix 및 기저막 (basement 
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membrane)을 분해하여 혈관내피세포를 이탈시킴으로 내피세포가 혈관형성에 필

요한 부위로 이동할 수 있도록 한다 (Peter 등 1996). 또한, 내피세포가 혈관신생

이 필요한 부위로 침투하는 과정에서 중요하게 작용한다.  MMPs는 성장하고 있

는 내피세포 또는 암세포에서 발현되며, 혈관신생 뿐 아니라 암의 성장, 침윤 및 

전이과정에 관여 한다 (Peter 등, 1996; Bussolino 등, 1997). MMPs에는 

collagenases, gelatinases, stromelysins 및 세포막 부착형 MMPs 등이 있으며, 

matrix metaloproteinase의 내인성 조직 저해제들이 존재하여 활성을 조절하고 있

다 (Arjan 등, 2000). 여러 MMP들 중 MMP-2는 기저막을 분해하여 내피세포의 

침윤을 촉진하며 혈관신생이 이루어지도록 하는데 중요한 역할을 담당한다 (Peter 

등, 1996). 더구나 내피세포의 맥관형성은 MMP-2의 활성에 의존적이라고 알려져 

있다. 젤라틴 자이모그램 분석 방법을 이용하여 조사한 결과 혈관내피세포들이 분

비하는 MMP-2의 분비가 brazilein 처치로 저해됨을 관찰하 다. 이 결과는 

brazilein이 나타내는 혈관내피세포의 침윤과 관형성 억제력은 어느 정도는 

MMP-2 분비의 억제와 관련이 있을 것으로 추정된다.

   혈관신생의 가장 중요한 단계 중의 하나는 내피세포의 성장으로 사람 제대정

맥내피세포에 대한 brazilein의 IC50는 2.3 ug/ml 정도로 낮은 농도에서 강력하게 

혈관내피세포 성장을 억제하 다. Brazilein은 내피세포 성장을 억제하는 농도에서 

세포독성을 나타내었고, 혈관내피세포에 brazilein을 처리하면 전형적인 세포자연

사에서 나타나는 DNA 절편화가 관찰되어 (Georg, 2000; Guy 등, 2000) brazilein

에 의한 항혈관신생 효과는 혈관내피세포의 세포자연사 유도에 의한 효과가 중요

한 요소임을 알 수 있었다. 이와 유사하게 내피세포의 세포자연사에 의한 혈관신

생 저해제로는 혈관내피세포에 특이적 결합 단백질에 독소를 결합시켜 혈관신생 

억제 효과를 기대하는 연구들이 보고된 바 있다 (Arjan 등, 2000).

   Brazilein은 낮은 농도에서 혈관내피세포의 증식, 이동, 침윤, 관형성을 억제하

는 등의  혈관신생 억제 효과가 실험관내에서 확인되었다. 향후 brazilein을 암치

료 등에 응용할 수 있도록 하기 위한 brazilein이 갖는 혈관내피세포에 대한 세포

독성의 기전 및 생체에서 brazilein이 나타내는 혈관신생 억제 효과 또는 항암 효

과를 검증하는 연구가 이루어 져야할 것으로 사료된다.
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제5장  결   론

   Brazilein의 인간제대정맥내피세포에 대한 혈관신생 억제 효과를 조사하여 아래

와 같은 결과를 얻었다.

1. 인간제대정맥내피세포의 이동을 4 ug/ml의 brazilein이 완전히 억제하 다.

2. Boyden chamber를 이용한 침윤 억제 효과 측정에서 2 ug/ml의 brazilein이 인

간제대정맥내피세포의 이동을  50% 이상 억제하 다.

3. Matrigel에서 관형성 저해에 대한 효과를 측정한 결과 2 ug/ml의 brazilein이 

인간제대정맥내피세포의 관형성을 약 50% 정도 억제하 다. 

4. 2 ug/ml의 brazilein이 인간제대정맥내피세포의 MMP-2 생산을 완전히 억제하

다.

5. Brazlein의 인간제대정맥내피세포에 대한 IC50 값은 2.3 ug/ml 이었다.

6. 5 ug/ml brazilein을 인간제대정맥내피세포에 48 시간 처치하면 genomic DNA

가 절편화 되면서 세포사멸이 유도되었다.

   이상의 실험결과로 미루어 보아 brazilein은 혈관신생 억제 효과를 갖는 것으로 

판단되며, 그 주요 기전으로는 MMP-2 생산의 억제 및 세포사멸의 유도에 의한 

것으로 사료된다.
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Yonsei University

   It was found during screening program that methanol extract of Caesalpinia 

sappan heartwood showed anti-angiogenic activity. Anti-angiogenic or 

anti-tumor agents identified from Caesalpinia sappan were not known until 

now. Anti-angiogenic compound was isolated by extraction, chromatography 

and crystalization from methanol extract of Caesalpinia sappan. The compound 

was identified as a brazilein by the analysis of  electrospray inonzation mass 

spectroscopy and H
1
-NMR spectroscopy. 

   In this experment, anti-angiogenic effects of brazilein on the human 

umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were investigated. After treatment 

with 5 ug/ml brazilein for 24 hours, HUVEC showed shrinkage and separation 

between cell and cell, and most of cells died after 48 hours. Angiogenic 

process was composed of proliferation, migration, invasion and tube formation 

of endothelial cells. Brazilein showed the inhibitory activities of these multiple 

process in vitro. Migration and invasion of HUVEC were inhibited by brazilein, 

and tube formation of HUVEC on the matrigel was inhibited by brazilein. 

Tube formation of vascular endothelial cells depends on MMP-2 activity, which 
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enhances mobility and invasion. MMP-2 expression was completely repressed 

with 2ug/ml brazilein. Brazilein showed cytotoxic effect against HUVEC, and 

,IC50 of brazilein against HUVEC is a 2.3 ug/ml. DNA fragmentation was 

examined as a characteristic of apoptosis. Brazilein induced the apoptosis of 

HUVEC, when HUVEC was treated with 5 ug/ml brazilein for 48 hours. Based 

on these results, it is suggested that brazilein is a potential angiogenesis 

inhibitor.
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