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after laser-induced CNV in BN rats ∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 
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국문요약 

Saxatilin의 돼지 맥락막 모세혈관 내피세포와 동물모델에서 
맥락막 신생혈관에 미치는 억제효과 

 

연령관련황반변성은 노년인구의 주된 실명원인으로서 특히 습성 

연령관련황반변성에서의 맥락막신생혈관에 의한 망막파괴가 

특징이다. 혈관신생과정에서 integrin은 내피세포의 부착, 이동, 

증식에 중요한 역할을 한다. Saxatilin은 한국산 칠점사(Glydius 

saxatilis)에서 유래한 disintegrin으로서 RGD 서열을 포함하고 있기 

때문에 αvβ3 integrin과 결합함으로서 이를 경쟁적으로 억제한다. 본 

연구는 saxatilin을 사용하여 맥락막 모세혈관 내피세포와 쥐에서 

실험적으로 유발된 맥락막 신생혈관에 대한 억제효과를 알아보고자 

하였다.  

실험은 크게 두 가지로 진행되었다. 먼저 돼지 눈으로부터 맥락막 

모세혈관 내피세포를 일차 배양하고 그 특성을 분석한 뒤 saxatilin을 

농도 별로 처리하여 내피세포의 부착, 이동 및 증식을 억제하는 

정도를 측정하였으며, trypan blue dye exclusion test 및 cell counting kit 

8으로 세포 생존률에 미치는 영향을 알아보았다. 250g 내외의 Brown 
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Norway Rat 30마리의 양안에 파장 532 nm, 강도 150 mW, 크기 60 μm, 

시간 50 ms 의 설정으로 각 눈에 6-8개의 레이저반을 만들어서 

맥락막 신생혈관을 유발하였고, 10마리씩 세 군으로 나누어 balanced 

salt solution (control), saxatilin 3 μg, 15 μg을 각각 유리체강 내에 

주사하였다. 2주 뒤 형광안저혈관조영술을 시행하여 형광누출의 

세기를 측정하여 세 군을 비교한 후, 안구를 적출하고 고정하여 

조직검사를 통해 맥락막 신생혈관의 크기를 비교하였다.  

Saxatilin 12.5 μg/ml에서 500 μg/ml 사이에서 농도에 비례하여 

일차배양된 맥락막 모세혈관 내피세포의 부착 및 이동을 

억제하였으며 (p<0.05), 100 μg/ml이상의 농도에서 내피세포의 증식을 

완전히 억제하였다. 500 μg/ml 농도까지는 세포 생존률의 변화는 

없었다. 쥐에서 유발된 실험적 맥락막 신생혈관에 대해서도 농도에 

비례하여 신생혈관의 활동성을 억제함을 형광안저혈관조영술을 

통해 확인하였고 (1.06±0.08 vs 0.74±0.02 vs 0.68±0.01; p<0.05), 

신생혈관의 증식을 억제함을 조직학적 소견을 통해 확인하였다 

(82.85±1.29 vs 58.18±1.55 vs 46.02±2.47 μm; p<0.05). 망막의 각 층의 

두께나 세포의 모양 등을 대조군과 비교해보았을 때, 실험군에서 

saxatilin의 세포독성을 의심케 하는 소견은 관찰되지 않았다  
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결론적으로 saxatilin은 돼지 맥락막 모세혈관의 부착, 이동 및 

증식을 억제하였고 쥐 모델에서 맥락막 신생혈관을 효과적으로 

억제하였는데, 이는 맥락막 신생혈관의 예방 및 치료제로서 

saxatilin의 임상적 사용 가능성을 제시해준다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                            

핵심 되는 말: 맥락막 모세혈관 내피세포, 맥락막 신생혈관, 

disintegrin, saxatilin
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Saxatilin의 돼지 맥락막 모세혈관 내피세포와 동물모델에서 

맥락막 신생혈관에 미치는 억제효과 

 

<지도교수 이성철> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

이 종 현 

 

I. 서론 

 

연령관련황반변성(age-related macular degeneration, AMD)은 

65세 이상 노인 인구의 실명의 주된 원인이다.1 최근에는 

노령인구의 증가 추세로 인해 그 발생빈도가 늘어나고 있으며 

2020년경에는 이환율이 현재의 약 2배가 될 것이라고 전망하고 

있다. 연령관련황반변성으로 인한 실명의 90%이상은 습성(wet-type) 

연령관련황반변성에 의하며, 이는 맥락막 신생혈관 및 그로 인한 
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출혈과 혈관누출을 특징으로 한다. 뿐만 아니라 건성(dry-type) 

연령관련황반변성환자는 습성으로의 발전 가능성을 항상 가지고 

있다. 조직학적으로 연령관련황반변성은 정상적인 맥락막 혈관에서 

비정상적인 신생혈관이 망막하 공간으로 자라나가는 맥락막 

신생혈관이 특징적이다. 신생혈관은 비정상적인 혈관구조로 인해 

투과성이 증가되어 출혈과 섬유소원(fibrinogen) 등의 혈장단백질의 

누출이 일어나며, 이로 인하여 fibrin gel을 형성한다. 이미 형성된 

fibrin gel에 염증세포와 섬유모세포(fibroblast), 신생혈관들이 자라 

들어와 섬유혈관성 조직(fibrovascular tissue)을 형성함으로써 황반부 

주변의 시신경세포층을 포함한 정상망막조직을 파괴하며 대치하게 

된다. 이런 비정상적인 조직들은 출혈과 망막색소상피박리, 

망막박리, 시신경세포의 변성 등을 유발함으로써 중심시력의 저하를 

일으키고 궁극적으로 원반반흔(disciform scar)을 남기게 된다.2-4

연령관련황반변성의 발병기전에 대해서는 아직 정확하게 

밝혀지지는 않았지만 다양한 혈관유도 인자들이 맥락막 신생혈관의 

발생에 관여하는 것으로 보고되고 있다. 특히 혈관내피성장인자 

(vascular endothelial growth factor; VEGF)와 혈소판유래성장인자 

(platelet-derived growth factor; PDGF), 섬유모세포성장인자 (fibroblast 
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growth factor; FGF), angiopoietin, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 등이 

맥락막신생혈관의 발생에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되고 

있다.5-14 이 중에서도 혈관내피성장인자가 맥락막 신생혈관의 병인에 

가장 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며 현재까지 맥락막 

신생혈관에 대한 치료는 혈관내피성장인자의 효과를 억제하는 것에 

초점이 맞추어져 있다. 대표적인 것으로 항혈관내피세포성장인자 

항체(anti-VEGF antibody)가 있는데, 현재까지 개발된 치료방법 

중에는 가장 뛰어난 치료성적을 보이고 있으나 여전히 대부분의 

환자에서는 시력저하를 멈추는 것으로 성공적이라고 생각될 뿐 

시력이 호전되는 경우는 6-33%에 불과한 실정이다.80

혈관신생(angiogenesis)이란 기존에 존재하던 혈관으로부터 

새로운 혈관이 생성되는 과정으로서 이 과정에서 혈관내피세포에 

αvβ3, αvβ5와 같은 integrin이 발현된다.

 따라서 현재 

다른 여러 가지 치료약제가 개발 중이지만 현재까지 상업적으로 

이용될 수준에는 미치지 못하고 있다.  

15-18 맥락막신생혈관은 병적인 

혈관신생과정의 하나로서 이 과정에 integrin발현의 변화가 생긴다. 

Integrin은 세포외기질(extracellular matrix; ECM)로부터의 신호전달을 

매개하는 세포표면 수용체인데, 세포표면의 integrin 군의 조성변화를 
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통해 세포외기질로부터의 신호를 조절할 뿐만 아니라, 세포부착 

분자로써 맥락막신생혈관을 비롯한 각종 혈관신생에 광범위하게 

관여하고 있는 물질이다. 앞서 언급했던 혈관내피세포성장인자는 

basic fibroblast growth factor (bFGF), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 

등과 같이 integrin αvβ3와 αvβ5 등을 혈관내피세포에서 

발현시킴으로서 혈관생성에 중요한 역할을 한다.19-32 혈관 

신생과정에서 내피세포 표면에는 여러 종류의 integrin이 발현되어 

fibronectin, fibrinogen, osteopontin, thrombospondin, vitronectin등과 같은 

세포외기질 단백질들의 Arg-Gly-Asp (RGD)서열과 결합하게 되는데, 

이 결합은 혈관내피세포의 부착(adhesion), 이동(migration), 

성장(growth)에 영향을 미치게 된다. 특히 integrin αvβ3는 혈관 

신생과정에서 매우 중요한 물질로 생각되고 있다. Integrin과 세포외 

기질 단백질들 간의 친화도(affinity)를 방해하는 RGD서열을 

포함하는 peptide 또는 small-molecule RGD peptidomimetics를 총칭하여 

disintegrin이라 부르며, 이를 항암제 및 혈관신생 억제제로 사용하기 

위한 연구가 계속 진행되어 오고 있다.33-38  

     Saxatilin은 한국산 칠점사(Glydius saxatilis) 뱀독에서 유래한 

disintegrin으로 항암 및 항혈전 활성을 가진 신물질이다. 이 
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단백질은 73개의 아미노산으로 구성된 단일사슬 폴리펩타이드로 

이루어져 있고 12개의 cysteine이 모두 disulfide결합을 하고 있으며, 

특징적인 RGD서열을 포함하고 있다. 이 단백질은 혈소판 표면에 

존재하는 수용체인 glycoprotein IIb-IIIa와 fibrinogen간의 결합을 

IC50=2.0nM 농도로 강력하게 억제하며, ADP에 의해 유발된 혈소판 

응집을 IC50=127nM수준으로 억제하는 것으로 보고된 바 있다. 이전 

연구에 의하면 saxatilin은 HUVEC (human umbilical vein endothelial 

cell)의 부착 및 bFGF에 의한 증식을 강력히 억제할 뿐만 아니라, 

암세포의 증식을 억제하는 등 다양한 생물학적 효능이 밝혀진 바 

있다.39-44

본 연구에서는 이와 같은 효능을 바탕으로 하여 안질환, 

특히 맥락막 신생혈관에 대한 억제 효과를 연구하고자 하였다. 

맥락막 혈관신생 과정의 주요 세포인 맥락막 모세혈관 내피세포를 

일차 배양하여 이의 부착, 이동 및 증식에 대한 억제 효과를 

관찰하고 세포활성에 미치는 정도를 알아보았으며, 동물실험으로서 

쥐에서 레이저를 이용하여 실험적으로 맥락막신생혈관을 유발한 뒤 

유리체강내에 saxatilin을 주사하여 신생혈관을 억제하는 정도를 

형광안저혈관조영술 및 조직학적 검사를 통해 확인함으로써 

  



 

9 

 

 

연령관련황반변성의 맥락막 신생혈관에 대한 치료제로서의 

가능성을 알아보고자 하였다.  

 

II. 재료 및 방법 

 

1. LEA (lycoperisicon esculentum)-bead의 준비 

LEA lectin과 tosyl-activated M450 dynabeads (Dynal, Oslo, Norway)를 

공유결합시키기 위한 과정으로서 20 μl의 LEA lectin (1mg/ml in borate 

solution, pH 9.5, Sigma, St. Louis, MO, USA)과 300 μl의 Dynabeads (4 x 

108 beads/ml)를 섞어서 상온에서 36시간 동안 회전시키며 

반응시켰다. Magnetic particle concentrator (MPC-1, Dynal)를 사용하여 

bead를 다시 회수한 후 0.1% bovine serum albumin이 포함된 0.01 M 

PBS로 4°C에서 다섯 번 세척하였다. 이 과정으로 얻은 bead의 최종 

농도는 4 x 108

 

 beads/ml 이었다. 
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2. 맥락막 모세혈관 내피세포 (choriocapilary endothelial cell)의 수득 

및 일차 배양 

실험에 사용한 돼지 눈은 당일 도살 처리된 돼지에서 나온 것을 

사용하였다. 구입한 돼지의 눈에 붙어 있는 외안근, 결막, 결체조직 

등을 해부용 가위로 깨끗이 떼어낸 후 70% 에탄올로 1분간 세척한 

뒤 5% penicillin/streptomycin 용액에 30분간 담가 두었다. 각막윤부 

(limbus)를 따라서 원형으로 절개한 뒤 유리체겔 및 망막은 소독 

처리된 forcep으로 떼어서 제거하였다. 이렇게 얻은 돼지 눈의 

후반구 부분을 1% penicillin/streptomycin이 함유된 Hank's balanced salt 

solution (HBSS)으로 세척한 후 소독된 면봉을 사용하여 

망막색소상피층을 부드럽게 긁어서 제거하였다. 또한, 해부현미경 

하에서 맥락막의 큰 혈관을 떼어서 제거한 나머지 부분인 

맥락막모세혈관-Bruch막 복합체 부분을 수득하였다. 이것을 0.1% 

bovine serum albumin이 포함된 HBSS (HBSS-BSA)용액으로 3-4회 
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씻은 뒤 0.5% trypsin 용액에 넣어 20분간 처리하였다. HBSS-BSA로 

추가로 3-4회 씻은 뒤 0.1% collagenase (Boehringer Mannheim GmbH, 

Germany), 0.15 mg/ml tosyl-lysin-chlor-methylketon (Sigma), 20 U/ml type2 

deoxyribonuclease 1 (Simga) 가 포함된 HBSS를 사용하여 37°C 에서 

30분간 처리한 뒤 세포 부유액을 얻었다. 이 부유액을 다시 HBSS-

BSA로 3-4회 세척하였는데, 이 과정에서 세포가 서로 뭉쳐있지 

않은 상태의 단일세포 부유액을 얻기 위해서는 효소처리 과정 및 

세척과정에서 계속해서 교반하는 것이 필수적이다. 이렇게 얻은 

세포 부유액을 70 μm mesh filter (Falcon, Oxnard, CA, USA)에 통과시켜 

여과하였고 얻어진 여과액을 원심분리하여 300 μl 용량으로 

농축시킨 후에 100 μl LEA-coated beads를 첨가하였다. Beads-

세포부유액을 다시 4°C에서 1시간동안 부드럽게 흔들어주면서 

반응시켰고 MCP-1을 사용하여 다섯 번 세척하였다. 이렇게 얻은 

세포를 fibronectin-coated six-well plate (Falcon)에 도포하여 배양하였다. 
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배양액으로는 hydrocortisone, bFGF, VEGF, IGF-1, hEGF, ascorbic acid, 

fetal bovine serum, gentamicin, amphotericin이 포함된 endothelium growth 

medium (EGM-2MV, Clonetics, San diego, CA, USA)을 사용하였다. 

 

3. 배양된 맥락막 모세혈관 내피세포의 특성 확인 

가. von Willebrand factor에 대한 면역염색 (immunostaining) 

유리 coverslip을 fibronectin으로 미리 코팅하여 준비한 후 5x 

103 cells/well의 농도로 맥락막 모세혈관 내피세포를 도포하였다. 

세포가 충분히 자란 것을 확인한 후 4% formaldehyde로 40°C에서 

10분간 고정시킨 후 인산완충용액 (phosphate buffered saline; PBS)으로 

세 번 세척하였다. von Willebrand factor (vWF) polyclonal antibody 

(Rabbit antibody, dilution 1:100, Sigma)를 첨가하여 37°C에서 1시간 

동안 반응시켰다. 인산완충용액으로 세척한 뒤 secondary anti-rabbit 

antibody conjugated with FITC (dilution 1:100, Cappel, Durham, NC, 
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USA)를 넣고서 37°C에서 30분간 반응시켰다. 다시 

인산완충용액으로 세척한 뒤 nonfading mounting medium (Vector, 

Burlingame, CA, USA) 로 고정시킨 후 형광현미경으로 관찰하였다. 

 

나. In vitro tube formation 

24 well culture plate에 얼음을 이용하여 4°C로 차게 유지한 

Matrigel (Becton Dickinson San Jose, CA, USA)와 세포배양액을 1:1로 

섞어서 각 well당 300-400 μl 분주한 후 culture plate를 37°C에서 

30분간 보관하여 젤 상태로 만든 다음, 맥락막 모세혈관 내피세포를 

각 1.0 x 105 

 

cells/well 정도의 농도가 되도록 분주하고 37°C에서 

배양하면서 매 시간마다 위상차 현미경으로 관찰하였다.  

4. 배양된 맥락막 모세혈관 내피세포에 대한 saxatilin의 효과 

가. 세포 부착 억제효과 
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96 well culture plate 에 fibronectin을 1 μg/ml로 도포하였다. 맥락막 

모세혈관 내피세포를 세포배양판으로부터 떼어내어 부유액상태에서 

saxatilin과 함께 20분간 배양하여 전처치하였다. Saxatilin 농도는 

각각 0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 500 μg/ml가 되도록 변화를 주어서 

시행하였다. Fibronectin-coated 96-well plate에 내피세포를 각 well 당 

5.0 x 104

나. 세포 이동 억제효과  

로 도포하였다. 2시간 동안 37°C에서 배양한 후 부착되지 

않은 세포는 인산완충용액으로 세척하였다. 부착된 세포는 4% 

paraformaldehyde로 고정한 후 0.2% crystal violet in 2% ethanol/water를 

첨가한 후 15분간 염색시켰다. 15분간의 염색이 끝난 후 crystal 

violet을 증류수로 완전히 씻어내었다. 그 후 1% SDS를 첨가한 후 

570 nm에서 흡광도(absorbance)를 측정하여 상대적인 세포수를 

계산하였다. 각 실험은 quadruplicate로 하였고 실험을 3번씩 반복한 

후 평균값을 계산하였다. 
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실험은 8μm-pore-polycarbonate filter insert를 가지는 Boyden chamber 

system (Transwell, Corning, Lowell, MA, USA)을 사용하였다. Inserts를 5 

μg/ml의 fibronectin으로 코팅하였다. 세포 부착 실험에서와 같이 

맥락막 모세혈관 내피세포 부유액에 saxatilin을 각 농도별로 

첨가하여 20분간 배양하여 전처치하였다. 전처치가 끝난 내피세포를 

Transwell의 상단 chamber에 혈청성분이 없는 배양액과 함께 5.0 x 

104 cells/100μl를 분주한 후 2시간동안 배양하였고, 그 후 lower 

chamber에는 20%혈청을 첨가한 배양액을 분주하였다. 37°C 에서 

12시간 동안 세포를 배양하여 상단 chamber에서 하단 chamber로 

세포들이 이동하도록 한 뒤 4% paraformaldehyde로 부착되어 있는 

세포를 고정하였다. 이동하지 못한 채 membrane 윗면에 붙어있는 

세포들은 면봉으로 부드럽게 문질러 제거하였다. membrane 밑면에 

있는 세포들을 0.2% crystal violet 이 포함된 2% ethanol/water으로 

염색한 뒤 세포의 수를 위상차 현미경(X 200)으로 측정하었다. 각 
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실험은 quadruplicate로 하였고 실험을 3번씩 반복한 후 평균값을 

계산하였다. 

 

다. 세포 증식 억제효과 

맥락막 모세혈관 내피세포를 fibronectin-coated 96 well plate에 1.0 x 

104cells/well의 농도로 도포한 뒤 24시간 동안 배양하여 세포가 잘 

부착되어 자라는 것을 확인한 후 실험을 진행하였다. Saxatilin의 

농도를 달리하여(0, 25, 100, 500 μg/ml) 첨가한 뒤 36시간이 지난 

뒤에 각 well의 세포 수를 비교하였다. 세포 수는 cell counting kit 8 

(CCK-8; Dojindo, Kumamoto, Japan)을 사용하여 측정하였다. CCK-8을 

이용한 세포수 측정의 원리는 MTT assay에서와 같이 살아있는 세포 

내의 dehydrogenase 활성을 측정하는 것이다. 각 well에 CCK-8시약 

20 μl를 첨가한 뒤 2시간 동안 추가 배양한 후 450 nm파장에서 

흡광도를 측정하여 살아있는 세포수를 간접적으로 계산하였다. 
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대조군으로는 saxatilin를 첨가하기 직전의 세포 수로 하였다.  

 

라. 세포 생존률 분석 

세포부착, 세포이동, 세포증식 분석실험의 결과가 saxatilin의 

cytotoxicity에 의한 효과일 가능성을 배제하기 위하여 다음 두가지 

실험을 진행하였다.  

 

(1) Trypan blue dye exclusion test 

배양중인 맥락막 모세혈관 내피세포를 배양판에서 떼어낸 뒤 

부유액 상태에서 saxatilin의 농도를 달리하여(0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 

500 μg/ml) 첨가한 뒤 1시간 동안 37°C에서 배양하였다. 0.4% trypan 

blue solution으로 세포를 10분간 염색한 뒤 인산완충용액으로 

세척하였고 염색되지 않은 살아있는 세포수와 전체 세포수를 

현미경과 hemocytometer를 사용하여 센 뒤, 그 비율을 계산하였다. 
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(2) CCK-8을 이용한 세포 생존률 분석 

맥락막 모세혈관 내피세포를 fibronectin-coated 96 well plate에 1.0 x 

104

 

cells/well의 농도로 도포한 뒤 24시간 동안 배양하여 세포가 잘 

부착되어 자라는 것을 확인한 후 실험을 진행하였다. Saxatilin의 

농도를 달리하여(0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 500 μg/ml) 첨가한 뒤 1시간 

동안 37°C에서 배양하였고 CCK-8을 이용하여 각 군의 세포수를 

450nm 파장에서 흡광도를 이용하여 간접적으로 측정하였다.  

5. 맥락막 신생혈관 모델 

무게가 250 g 내외인 성장한 수컷 Brown Norway (BN) rat 

(SLC, Hamamatsu, Shizuoka, Japan)을 사용하였다. 동물실험은 

기관윤리 기준과 “ARVO statements for the use of animals in ophthalmic 

and vision research" 권장 기준에 준해서 시행하였다. BN rat을 
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ketamine hydrochloride (케타라 주, 유한양행, 한국)와 xylazine 

hydrochloride (럼푼 주, 바이엘 코리아, 한국)를 1:1 혼합하여 1 

ml/kg을 근육주사하여 마취하였으며 1% tropicamide (오큐트로픽, 

삼일제약, 한국)로 동공을 산동하였다. 레이저 광응고 유발 신생혈관 

모델은 기존의 연구를 참조하여 다음과 같이 만들었다. BN rat 양쪽 

눈에 시신경 유두 주변의 주 망막혈관 사이의 망막에 6-8개의 

레이저 반을 강도 150 mW와 파장 532 nm, 노출 50 ms, 크기 50 μm 

(PASCAL; OptiMedica, Santa Clara, CA, USA)로 만들었다. Rat fundus 

lens (Ocular Instrument Inc, Bellevue, WA, USA)를 사용하였다. Bruch막이 

백색으로 탈색되고 레이저 응고시 central bubble formation 되는 것을 

관찰하여 임상적으로 Bruch막 파열을 확인하였다.  

 

6. Saxatilin의 유리체강 내 주입 

총 30마리의 BN rat을 세 군으로 나누어 saxatillin을 
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유리체강 내 농도가 100 μg/ml, 500 μg/ml이 되도록 용량을 

계산하여(각 3μg/10μl, 15μg/10μl) 주사하였으며(adult rat의 평균 

유리체강 용량은 56 μl), 대조군에는 Balanced Salt Solution (Alcon, 

Tokyo, Japan) 10 μl를 주사하였다. 유리체강 내에 주사할 때는 

수술현미경 하에서 관찰하면서 시행하였고 주입하는 속도를 

조절하여 최소 2분에 걸쳐서 천천히 주입함으로써 급격한 

안압상승으로 인한 중심망막동맥폐쇄가 발생하는 것을 방지하고자 

하였다. 약물주입은 Hamilton syringe (Hamilton, Bonaduz, Switzerland)에 

33게이지 바늘을 연결하여 사용하였다.  

 

7. 형광안저혈관조영 

레이저 광응고술 2주 후에 30마리 60안 모두에 대하여 

형광안저혈관조영술을 시행하여 맥락막신생혈관의 발생과 형광누출 

정도를 확인하였다. 10% fluorescein sodium (Flurescite; Alcon, Tokyo, 
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Japan) 0.5 ml를 복강 내 주사한 후 혈관조영된 망막 사진을 초기와 

후기에 촬영하였다 (CF-60UVi; Canon, Tokyo, Japan). 촬영된 

영상들(1536 x 1024 pixel) 중에서 복강 주입 후 4-6분 사이에 찍은 

영상을 imageJ software (National institute of Health; Bethesda, MD, 

USA)로 분석하였다. 맥락막 신생혈관에서 형광누출은 각 

pixel에서의 신호강도(signal intensity)를 점수화하였으며, 영상을 

표준화하기 위해서 각 영상마다 광응고되지 않은 어두운 모세혈관 

부위의 강도를 0으로 지정하고 가장 밝은 주 망막정맥의 강도를 

1로 지정한 뒤 주 망막정맥에 대한 상대적인 강도를 계산하였다.  

 

8. 조직학적 분석 

형광안저혈관조영술을 마친 후 30마리 60안 모두에 대하여 

조직검사를 시행하였다. 적출한 안구는 Davidson's Solution에 24시간 

동안 고정한 후 10% neutral buffered formalin에 옮겨 보관하였으며 
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탈수과정을 거친 후 통상적인 방법에 따라서 파라핀 블록을 

만들었으며 4 μl 두께로 표본을 자른 후 Hematoxylin-Eosin(H-E) 

염색을 실시하여 조직을 관찰하였다. 연속적인 각 조직을 

광학현미경 (Olympus BX50; Olympus Corporation, Tokyo, Japan)으로 

관찰 후 image analysis program (Uthscsa Image tool for windows, version 

3.0)을 이용하여 각 맥락막 신생혈관의 최고두께 (맥락막 색소층에서 

맥락막 신생혈관의 가장 내측까지)를 측정하였다.  

 

9. 통계적 분석 

Saxatilin처리군과 대조군과의 비교는 Sigmastat for windows 3.1 

프로그램을 이용하여 independence sample t-test로 분석하였으며, trypan 

blue dye exclusion test 결과는 Fisher’s exact test로 분석하였다. p < 

0.05인 경우를 통계적으로 의미있는 것으로 정의하였다. 
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III. 결과 

 

1. 맥락막 모세혈관 내피세포의 수득 및 배양 

MPC-1을 사용하여 모은 세포를 fibronectin이 코팅되어 있는 

세포 배양판에 배양한 결과, 배양 초기에는 세포 표면에 magnetic 

beads가 뭉쳐서 붙어 있는 모습이 관찰되었으나, 분리한 내피세포가 

배양판 표면에 부착하고 자라는데 방해가 되는 양상은 관찰되지 

않았다(그림 1A). Magnetic beads는 세포배양 시간이 지남에 따라 

내피세포 표면으로부터 저절로 떨어져서 그 수가 감소하는 양상을 

보였고 계대배양을 한번 시행한 후에는 거의 관찰되지 않았다(그림 

1B). 세포가 어느 정도 자란 후에는 내피세포 특유의 cobblestone 

모양을 관찰할 수 있었다(그림 1C, 1D).  
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그림 1. Morphology of lectin-selected choriocapillary endothelial cells 
(CECs). (A) CECs collected using LEA-coated Dynabeads after 5 days 
culture. Aggregates of beads are indicated by arrows (X100). (B) The CECs in 
second passage shows few attached Dynabeads (X40). The CECs in third 
passage demonstrate a typical cobblestone appearance. (C: X100, D: X40) 

 

2. 배양된 맥락막 모세혈관 내피세포의 확인  

안구로부터 맥락막 모세혈관 내피세포를 분리하여 일차 

배양하는 과정 중에 섬유모세포, 대식세포(macrophage), 
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망막색소상피(retinal pigment epithelium) 등의 다른 종류의 세포가 

같이 배양되면 내피세포가 자라는 것을 방해할 뿐만 아니라 

실험결과에도 영향을 줄 수 있다. 혈관내피세포의 표면에 존재하는 

von Willebrand factor에 대한 항체를 이용하여 면역염색을 시행하여 

형광현미경으로 관찰한 결과, 배양된 세포 대부분이 내피세포임을 

확인할 수 있었으며 다른 종류의 세포는 거의 관찰되지 않았다(그림 

2A). 배양중인 내피세포를 Matrigel에 도포하여 관찰한 결과 

정상적인 tube를 형성함을 확인하였고 결과적으로 맥락막 모세혈관 

내피세포를 성공적으로 분리하여 배양하였음을 알 수 있었다(그림 

2B). 
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그림 2. Characterization of CEC. (A) LEA-selected CECs show strong 
reactivity for von Willebrand factor using an immunofluorescent microscopy. 
(B) Phase contrast photomicrograph of cultured CECs 5 hours after seeding 
onto Matrigel show typical capillary-like tubes. 

 

3. 세포 부착 억제효과  

Saxatilin이 맥락막 모세혈관 내피세포의 부착을 방해하는 

정도를 각 농도별로 알아보았다. Saxatilin 농도에 비례하여 맥락막 

모세혈관 내피세포가 fibronectin이 코팅된 세포 배양판에 부착되는 

것이 억제되었다(그림 3). Saxatilin을 첨가하지 않은 대조군의 

세포수를 100으로 정의하였을 때, 각 군의 세포 수는 각각 86.89 ± 

3.78, 78.40 ± 3.63, 67.72 ± 3.76, 57.95 ± 3.72, 45.00±4.77, 17.68±2.14 
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이었다. 모든 군에서 대조군과 통계적으로 유의한 차이가 있었다 

(그림 4). 

 

그림 3. The photograph of endothelial cell adhesion in various concentrations 
of saxatilin. Saxatilin blocked adhesion of the choriocapillary endothelium to 
fibronectin-coated plates in a dose-dependent manner. Saxatilin 
concentrations were 0 (A, positive control), 12.5 (B), 25 (C), 50 (D), 100 (E), 
200 (F), 500 (G) μg/ml, respectively. (H) No cell was seeded for negative 
control.  
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그림 4. Inhibition of endothelial cell adhesion by saxatilin. The error bar 
indicates standard error of the mean (SEM). *, p<0.05 compared with the 
control group not treated with saxatilin. 

 

4. 세포 이동 억제효과 

맥락막 모세혈관 내피세포가 Transwell membrane을 통과하여 

이동하는 것을 saxatilin이 억제하는 정도를 각 농도별로 측정하였다. 

Saxatilin 농도에 비례하여 이동한 내피세포의 수가 감소하는 것을 

확인하였다(그림 5). Saxatilin을 첨가하지 않은 군의 세포수를 
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100으로 정의였을 때, 각 군의 세포 수는 각각 70.29 ± 3.94, 49.93 ± 

3.41, 45.50 ± 3.54, 10.07 ± 1.57, 3.143 ± 0.54, 2.57 ± 0.36였다. 모든 

군에서 대조군과 통계적으로 유의한 차이가 있었다 (그림 6). 

 

그림 5. The photograph of endothelial cell migration in various 
concentrations of saxatilin. Saxatilin blocked migration of the choriocapillary 
endothelium across the transwell membrane in a dose-dependent manner. 
Saxatilin concentrations were 0 (A, positive control), 12.5(B), 25(C), 50(D), 
100(E), 200(F), 500(G) μg/ml, respectively. (H) No cell was seeded for 
negative control. 
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그림 6. Inhibition of endothelial cell migration by saxatilin. The error bar 
indicates SEM. *p<0.05 compared with the group not treated with saxatilin. 

 

5. 세포 증식 억제효과 

Saxatilin을 첨가한 뒤 세포증식 억제 정도를 농도별로 

비교하였다. Saxatilin 100, 500 μg/ml 농도에서 세포증식을 완전히 

억제하는 양상을 관찰할 수 있었다. 25 μg/ml 농도에서는 100, 500 

μg/ml 농도군에 비해서 세포증식 억제효과가 떨어지는 모습을 
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보였으나, saxatilin을 첨가하지 않은 군과 비교하였을 때에는 

증식억제효과가 있음을 확인할 수 있었다(그림 7). 

 

그림 7. Cell proliferation assays were conducted after treatment of CECs 

with 0, 25, 100, 500 μg/ml saxatilin using a commercially available Cell 
Viability and Cytotoxicity Assay Kit (Cell Counting Kit 8, CCK-8, Dojindo, 
Kumamoto, Japan). The error bar indicates SEM. * p<0.05 compared to 
control. 
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6. Trypan blue dye exclusion test 와 CCK-8을 이용한 세포 생존률 

분석  

Saxatilin의 내피세포 부착 및 이동 억제 실험에 대한 결과가 

맥락막 모세혈관 내피세포에 대한 세포독성 효과 때문일 가능성이 

있기 때문에 이를 배제하기 위해서 trypan blue dye exclusion test와 

CCK-8을 이용하여 세포 생존률 분석을 시행하였다. Saxatilin의 

농도를 500 μg/ml까지 높였으나 세포의 생존성에는 큰 영향이 

없음을 확인하였다. Trypan blue dye exclusiont test에서는 각 군의 

살아있는 세포수/총세포수의 비율로 Fisher’s exact test를 

시행하였으나 통계적으로 유의한 차이가 없었다(표 1). CCK-8을 

이용한 세포 수 간접 비교에서도 500 μg/ml 농도 까지에서 세포수가 

대조군과 비교하여 감소하지 않아 내피세포의 생존률에 영향이 

없음을 확인하였다(그림 8).  
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표 1. The effect of saxatilin on cell viablility. CECs were treated with or 
without saxatilin for 60 min and cell viability was examined by trypan blue 
dye exclustion test.  

Saxatilin (μg/ml) 
No. of living 

cell 

No. of dead 

cell 
Living cell/Total cell 

0 921 58 0.941 

12.5 917 57 0.941 

25 903 51 0.947 

50 953 70 0.932 

100 942 74 0.927 

200 927 78 0.922 

500 916 79 0.921 
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그림 8. Cell viability assays were conducted after treatment of CECs with 0, 
12.5, 25, 50, 100, 200, 500 μg/ml saxatilin using CCK-8 (Dojindo). The error 
bar indicates SEM. 

 

7. Saxatilin의 실험적 맥락막 신생혈관 형광 누출 억제효과 

레이저 광응고술로 BN rat에 맥락막 신생혈관을 유도한 뒤, 

2주 후에 시행한 형광안저혈관조영술에서 형광누출 정도는 

대조군에서 1.06 ± 0.08,  saxatilin 3 μg 치료군에서 0.74 ± 0.02, 15 μg 

치료군에서 0.68 ± 0.01로 치료군에서 통계적으로 의미있게 누출 
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정도가 적었다(그림 9, 표 2, 10, p<0.05). 형광안저혈관 조영술에서 

레이저 광응고술 부위를 제외한 정상망막혈관에서 이상 소견은 

관찰되지 않았다.  

 

 



 

36 

 

 

그림 9. Fundus photograph and fluorescein angiogram of the retinal lesions 
of Saxatilin-injected groups and control group 14 days after laser-induced 
CNV in BN rats. (A,B) control group, (C,D) saxatilin 3 μg-injected group, 
(E,F) saxatilin 15 μg-injected group. Signal intensities were presented from 0 
(darkest) to 1 (brightest) for each pixel of the image using an arbitrary unit. As 
a reference, the brightness within nonphotocoagulated capillary area was 
defined as 0, and that at the major branch of the retinal vein as 1. Dose-
dependent decrease in CNV size and fluorescein leakage of saxatilin-treated 
groups compared with control group. 

 

그림 10. Effect of saxatilin on CNV fluorescein leakage 14 days after laser-
induced CNV in rat retina. The average fluorescein intensity score of the eyes 
injected with BSS only, saxatilin 3 μg, 15 μg were 1.06 ± 0.08, 0.74 ± 0.02 
and 0.68 ± 0.01, respectively. The error bar indicate SEM. * p<0.05 compared 
to control. 
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표 2. Effect of saxatilin on CNV fluorescein leakage 14 days after laser-
induced CNV in rat retina. Values are means ± SEM. * p<0.05 compared to 
control.  

Saxatilin Control(BSS) 3 μg 15 μg 

FAG score 1.06 ± 0.08 0.74 ± 0.02* 0.68 ± 0.01* 

 

8. Saxatilin의 맥락막신생혈관 생성 억제효과 (조직학적 소견) 

레이저광응고술 후 14일 째에 시행한 망막 및 맥락막의 

조직검사 상 레이저 조사부위에서 망막색소상피층 아래로 다층의 

방추형의 증식막 (multilayered fusiform proliferative membrane)이 

관찰되었으며 적혈구를 포함한 신생혈관도 관찰되었다. 

맥락막신생혈관의 두께는 대조군에서 82.85 ± 1.29 μm, saxatilin 3 μg 

치료군에서 58.18 ±1.56 μm, 15 μg 치료군에서 46.02 ± 2.47 μm로 

치료군에서 통계적으로 의미있게 얇았다(그림 11, 12, 표 3, p < 0.05). 

각 군에서 레이저를 시행하지 않은 정상망막부위의 조직검사 
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소견을 비교하였으나 큰차이가 없었으며, 망막의 각 층의 두께나 

세포의 모양 등을 비교해보았을 때 saxatilin의 세포독성을 의심케 

하는 소견은 관찰되지 않았다(그림 13). 

 

 
그림 11. Effect of saxatilin on CNV thickness 14 days after laser-induced 
CNV in BN rats. Light micrographs of Hematoxylin and Eosin stained 
sections of the CNV lesions in BSS-treated rat (A), saxatilin 3 μg-treated rat 
(B), saxatilin 15 μg-treated rat (C) 14 days after laser photocoagulations. 
Thickness of CNV (arrowheads) was decreased in saxatilin-injected rats.  
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그림 12. Effect of saxatilin on CNV thickness 14 days after laser-induced 
CNV in BN rats. The average CNV thickness of the eyes treated with BSS 
only, saxatilin 3 μg, 15 μg were 82.85 ± 1.29, 58.18 ± 1.55 and 46.02 ± 2.47, 
respectively. The error bar indicates SEM. * p<0.05 compared to control. 
 
표 3. Effect of saxatilin on CNV thickness 14 days after laser-induced CNV 
in BN rats. Values are means ± SEM. * p<0.05 compared to control. 

Saxatilin Control(BSS) 3 μg 15 μg 

CNV thickness(μm) 82.85 ± 1.29 58.18 ±1.56* 46.02 ± 2.47* 
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그림 13. Effect of saxatilin on normal retinal morphology 14 days after laser-
photocoagulation. There is no noticeable change in retinal morphology, 
thickness and cell morphology. (A) BSS-treated rat, (B) saxatilin 3 μg-treated 
rat, (C) saxatilin 15 μg-treated rat 

 

 

IV. 고찰 

αv integrin은 von Willebrand factor, fibrinogen, fibronectin, 

vitronectin등이 내피세포에 결합하는 수용체로서 주로 would 

healing이나 pathologic angiogenesis등과 같은 혈관신생 환경에서 

혈관내피세포에서 발현된다.45 Integrin αvβ3는 정상적인 상황에서의 

혈관에는 발현되지 않거나 발현되더라도 그 정도가 매우 제한되어 

있으며, 종양이나 육아종 조직 또는 in vitro, in vivo상에서 특정 

growth factor에 반응해서 발현이 매우 증가된다고 보고된 바 

있다.46,47 한 연구에 의하면 쥐에서 맥락막 신생혈관 모델에서 
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정상적인 맥락막 혈관에서는 αvβ3가 발견되지 않았으나, CNV내의 

혈관에서 발현됨이 면역조직화학 검사로 확인되었다.48 Basic FGF나 

TNF-α는 chick embryo에서 chorioallantoic membrane에서 발생하는 

혈관에서 integrin αvβ3의 발현을 자극한다고 한다.18,49

Saxatilin은 Gloydius saxatilis라는 한국산 칠점사의 뱀독에서 

추출한 disintegrin이다. 본 연구에 사용한 saxatilin은 native saxatilin이 

아니고 Pichia pastoris를 이용하여 유전자 재조합 방식으로 

대량생산한 recombinant 단백질이다. 2008년 Sohn등은 natural form과 

recombinant form의 saxatilin이 분자적 특성 및 생화학적 특성이 

동일함을 증명한 바 있다.

 Integrin αvβ3의 

발현이 매우 제한적인 상황에서만 일어난다는 사실과 angiogenesis 

상황에서 이의 발현이 증가된다는 사실은 이 인테그린이 

혈관신생에 있어서 매우 중요한 역할을 담당할 것이라는 사실을 

암시하고 있다. 또한 CNV에 대한 치료로서 αv integrin 길항제를 

고려해 볼 수 있는 충분한 근거를 제시해 준다.  

50  Saxatilin은 사람 혈소판의 응집을 

강하게 억제하며, bFGF에 의한 HUVEC의 증식을 억제하고 

vitronectin에 의한 SMC의 이동을 억제한다.41 또한 TNF-α에 의한 

ovarian cancer cell 증식을 억제하며 신생혈관을 억제하고 종양의 
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진행을 억제한다.42-44

본 연구에서 맥락막 모세혈관을 일차 배양하여 사용한 

이유는 이 세포가 맥락막 신생혈관에 있어서 가장 주된 세포이기 

때문이다. 현재 혈관 이상에 대한 in vitro 실험을 하는데 있어서 

대부분은 쉽게 얻을 수 있는 HUVEC을 사용하고 있다. 혈관 

내피세포가 위치한 곳에 따라서 phenotype이 상이할 뿐만 아니라 

antigenic heterogeniety를 보인다는 사실은 이미 널리 알려져 있다.

 본 연구에서는 맥락막 신생혈관에 초점을 

맞추어 saxatilin의 맥락막 모세혈관 내피세포의 부착, 이동, 증식을 

억제하는 능력과 동물모델에서의 맥락막 신생혈관 억제 효과를 

조사해보고자 하였다.  

51-59 

예를 들어 망막내층에 존재하는 혈관 내피세포에는 뇌 혈관 

내피세포와 마찬가지로 tight junction이 존재하지만 HUVEC에는 

존재하지 않을 뿐만 아니라 이들 내피세포는 glucose에 대한 반응도 

서로 다르다.60 반면에 맥락막 내피세포는 gap junction에 의해 서로 

연결되어 있으나 수많은 fenestration이 존재한다. 그러므로 맥락막 

신생혈관에 대한 연구를 할 때에는 맥락막 모세혈관 내피세포를 

이용하는 것이 가장 in vivo 상황과 비슷하다고 할 수 있다.  
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내피세포를 일차 배양하는 과정 중에 다른 종류의 세포, 

특히 망막색소상피세포, 대식세포, 섬유모세포 등이 같이 자랄 수 

있으며61, 

세포부착 억제실험에서 saxatilin의 농도에 비례하여 

내피세포의 부착을 억제하는 결과를 보였는데, fibronectin에 대한 

내피세포의 부착을 50% 억제하는 농도는 200 μg/ml였다. 10 μg/ml의 

농도로도 HUVEC 이나 smooth muscle cell (SMC)의 부착을 50%이상 

억제했던 기존 논문

이들 세포의 비율이 클 경우 내피세포의 성장을 

장해하거나 saxatilin에 대한 실험 결과를 왜곡시킬 가능성이 있기 

때문에 내피세포만을 선택적으로 분리하기 위해서 내피세포표면의 

fucose residue와 특이적으로 결합하는 LEA lecin을 magnetic bead에 

코팅시켰으며, bead가 자성을 지니고 있다는 것을 이용하며 자석 

(magnetic particle concentrator)을 이용하여 내피세포만을 선택하여 

배양하였다. 망막색소상피세포는 맥락막모세혈관-Bruch막 복합체 

부분을 분리하기 전에 scraping을 통해 제거하였으며 분리 중 간혹 

섞일 수 있는 섬유모세포는 세포배양액에 serum을 높은 비율 

(30%이상)로 첨가함으로써 성장을 억제하였다. 결과적으로 99% 

이상의 순도로 맥락막 모세혈관 내피세포를 배양할 수 있었다.  

39의 결과와 비교할 때 매우 높은 농도의 
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saxatilin이 필요했다는 것을 알 수 있었다. 이는 본 실험에서는 

기존과는 다른 세포를 사용했던 것이 한가지 원인일 수 있다. 

두번째로는 기존 실험에서는 fibronectin이 아니라 vitronectin을 

사용했기 때문으로 생각된다.41,50

세포이동 억제실험에서도 역시 saxatilin의 농도에 비례하여 

내피세포의 이동을 억제하는 결과를 보였으나, 이동한 세포를 

50%이상 감소시키는 농도는 약 50μg/ml으로서 세포 부착 억제 

실험에 비해서는 낮았으나, 기존 논문과 비교했을 때 여전히 높은 

농도의 saxatilin이 필요했다.

 saxatillin의 결합이 α5β1이 아니라 

주로 αvβ3와 이루어지기 때문에 fibronectin에 부착하는 데 미치는 

영향은 상대적으로 약했을 것으로 판단된다. 하지만 현재까지의 

맥락막 모세혈관 내피세포의 배양에 관한 실험 모두가 예외없이 

fibronectin 코팅을 사용했음을 감안하여 본 실험에서도 fibronectin을 

사용하여 실험하였다. 추후에 vitronectin에의 부착억제 효과에 대한 

실험도 필요하리라 생각된다. 

39 이는 본 실험에서 내피세포를 

배양하는데 사용했던 배지에 bFGF와 VEGF가 포함되었기 때문으로 

생각된다. bFGF와 VEGF는 맥락막 신생혈관의 발생에 매우 중요한 

역할을 하는 물질로서 in vitro 상에서도 맥락막 모세혈관의 이동 및 
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증식을 매우 증가시키는 것으로 알려져 있다.77-79

세포증식 억제실험에서 saxatilin 농도가 100 μg/ml 및 500 

μg/ml일 때는 내피세포의 증식을 완전히 억제하였으나, 25 μg/ml 일 

때는 saxatilin처리하지 않은 군에 비해서는 유의하게 증식이 

억제되는 것을 알 수 있었다.  

 그러므로 실험 

당시 내피세포가 이미 bFGF와 VEGF와 같은 mitogen에 의해 자극을 

받은 상태였기 때문에 이를 억제하기 위해서 좀 더 높은 농도의 

saxatilin이 필요했을 것으로 생각된다.  

본 연구에서는 세포생존율 분석을 위해 추가적으로 trypan 

blue dye exclusion test와 CCK-8을 이용한 방법, 두 가지를 수행하였다. 

세포의 증식 또는 살아있는 세포를 측정하는 데 있어서 가장 

직접적이고 이상적인 방법은 세포에 trypan blue 등을 처리한 후 

현미경과 hemocytometer를 이용하여 살아있는 세포를 세는 것이지만 

간접적인 방법으로서 세포내의 dehydrogenase 활성을 측정하는 

방법을 사용하여 saxatilin이 내피세포에 미칠 수 있는 독성을 다시 

한번 확인하고자 하였다. 물론 saxatilin에 의해서 내피세포가 

세포외기질에 대한 부착상태를 유지하지 못하고 떨어지게 되면 

시간이 경과하면서 결국 apoptosis가 유발되게 되는데 이를 
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anoikis라고 한다.62

 In vitro 실험에서는, FAG촬영 결과를 통해서는 saxatilin이 

맥락막신생혈관의 활동성을 효과적으로 억제한다는 것을 

확인하였으며, 조직검사를 통해서는 맥락막 신생혈관의 성장을 

억제한다는 사실을 확인할 수 있었다.  

 엄밀한 의미에서 saxatilin은 내피세포의 부착을 

억제함으로써 세포사멸을 유발하므로 내피세포의 생존율을 

저하시킨다고 볼 수 있다. 하지만 본 실험에서 세포 생존율을 

측정한 의도는 세포부착, 세포이동, 세포증식 억제실험 결과가 

saxatilin의 즉각적인 세포독성에 의한 것이었을 가능성을 배제하는데 

있었으며, 따라서 saxatilin이 세포에 독성이 전혀 없다는 해석은 

하지 않도록 주의가 필요하리라 생각된다.  

 치료제의 효과가 아무리 뛰어나다 하더라도 의도하지 않은 

부작용이 심하면 사용할 수 없다. Saxatilin의 급성 독성 및 2주 반복 

독성에 대한 최근 발표 논문에 의하면, 쥐에서 정맥으로 saxatilin을 

주사한 결과 LD50이 수컷에서는 400 mg/kg, 암컷에서는 600 

mg/kg이었으며 no adverse effect level (NOAEL)은 3 mg/kg라고 

보고되었다.50 본 실험에서 유리체강 내 주사한 saxatilin의 용량은 

최대 15 μg으로서 이 용량이 모두 전신 흡수된다 하더라도 
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부작용이 발생할 가능성은 거의 없다고 생각할 수 있다. 주어진 

용량에서 전신 부작용이 없다 하더라도 안내 주사 시 망막에 

독성을 나타낼 가능성도 있으나 조직검사 상으로는 세포의 모양, 수, 

핵의 모양 등에서 대조군과의 차이를 발견하지 못했다. 

본 연구에서는 saxatilin을 유리체강으로 직접 주사하는 

방법을 사용했다. 눈에 대해 약물을 주입하는 방법에는 systemic, 

topical, periorbital, intraocular 과 같은 몇가지 방법이 있다.71-76 

전신적으로 약물을 투입하는 방법은 안구내로 충분한 정도의 

약물농도에 이르도록 하는 것이 힘들 뿐 아니라 투입된 약물이 

안구내의 목적한 부위 뿐만 아니라 몸 안의 다른 곳에도 영향을 줄 

수 있다는 점이 단점이다. 특히 신생혈관억제용 약물의 경우에는 

특히 그 정도가 심각할 수 있다. 인체의 여러 장기는 조직의 

손상으로부터 회복하기 위해 angiogenesis에 의존하는 경우가 많은데 

심혈관계 장기가 특히 그러하다. 연령관련황반변성의 환자의 

대부분이 노인임을 감안할 때 관상동맥의 리모델링을 투입된 

약물이 방해할 수 있으며 그 결과는 매우 치명적으로 나타날 수 

있다. 더군다나, 안구내의 약물 농도를 치료가능 수준에 이르도록 

충분히 높이려고 약물 용량을 높이다 보면 높아진 전신적인 
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약물농도에 의해 그 부작용이 심각하게 나타날 수 있다. 약물을 

국소적으로 투여하는 방법은 안구의 전안부 질환에 대해서는 

충분할 수 있으나 다음의 몇 가지 이유로 인해서 안구의 뒷쪽, 

맥락막과 망막에까지 약물이 충분히 도달하지 못하는 경우가 

대부분이다. 안약을 점안하는 경우 점안된 안약은 각막으로부터 

90초 이내에 소실되며 각막이라는 장벽으로 인해 각막을 통과하여 

비친수성 약물이 흡수되는 양은 1%에 불과하다. 전방으로 흡수된 

약물도 전방의 흐름에 의해 대부분 제거되며 안구내로 도달된 

약물은 금새 대사되어 버린다. Periocular injection, 특히 테논낭하로 

약물을 주입하는 방법은 앞의 두가지 방법의 단점을 어느정도 

극복하게 해줄 수 있다. 하지만 약물이 공막과 맥락막을 통과하여 

흡수되어야 하기 때문에 안구내의 약물농도가 매우 가변적일 수 

있다는 단점이 있을 뿐 아니라 약물의 90% 이상은 전신적으로 

흡수되어 버린다. 그러므로 안구내로 약물을 직접 주입하는 방법이 

혈액-망막 장벽을 극복하여 망막 및 맥락막에 충분한 정도의 

약물농도를 유지하는 최선의 방법이다. 약물의 분자량이 큰 

경우에는 망막의 내경계막 장벽에 의해 맥락막으로 충분한 정도의 
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약물이 통과하지 못할 수 있으나, saxatilin은 7.7 kDa에 불과하므로 

이런 걱정으로부터 자유롭다는 장점도 있다. 

최근에 발표된 논문에 의하면 saxatilin이 matrix 

metalloproteinase-9 (MMP-9)의 활성을 저하시킴으로써 ovarian cancer 

cell invasion을 억제한다고 하였다.63 뿐만 아니라 MMP-2와 intregrin 

αvβ3가 매우 밀접하게 연관되어 있다는 사실이 발견되었다.64-66 

그러므로 αvβ3를 억제하여 세포외기질과 integrin의 결합을 

직접적으로 방해함으로서뿐만 아니라 MMP의 활성을 

감소시킴으로서 내피세포의 이동을 억제한다는 추측도 가능하다. 

MMP-2와 MMP-9은 망막색소상피세포(retinal pigment epithelium; 

RPE)에서 분비되며 맥락막 신생혈관의 발생 및 진행과정에서 

중요한 역할을 담당한다고 알려져 있다.67-70

결과적으로 본 연구를 통해 saxatilin은 실험적으로 유발한 

쥐 맥락막 신생혈관의 활동성 및 성장을 억제함을 증명하였으며, 

 본 실험에서 saxatillin이 

동물모델의 맥락막 신생혈관을 억제하는 과정에서 내피세포에 대한 

부착, 이동, 증식 억제효과  뿐만 아니라, MMP-9에 대한 활성 

억제효과도 기여를 했을 가능성이 있다.  
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이는 맥락막 모세혈관 내피세포의 부착, 이동 및 성장을 억제하는 

기전을 통함을 알 수 있었다.  

그러나 saxatilin이 맥락막 신생혈관을 억제하는 기전에는, 본 실험을 

통해 증명한 내피세포에 대한 부착, 이동, 증식 억제를 통한 것 

외에도 다른 여러 가지 효과가 복합되었을 것으로 생각되며 이에 

대해서는 추가적인 실험이 필요할 것으로 생각된다.   

  

V. 결론 

1. 본 실험의 목적은 integrin αvβ3 길항제인 saxatilin이 맥락막 

모세혈관 내피세포의 부착, 이동, 증식에 대한 억제효과 및 

동물모델에서 맥락막 신생혈관에 대한 억제효과를 확인하는 데 

있다. 

2. Saxatilin은 농도에 비례하여 일차 배양된 돼지 맥락막 모세혈관 

내피세포가 fibronectin 코팅된 세포배양판에 부착하는 것을 

억제하였으며, IC50은 약 200 μg/ml이었다. 
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3. Saxatilin은 농도에 비례하여 일차 배양된 돼지 맥락막 모세혈관 

내피세포의 이동을 억제하였으며, IC50

4. Saxatilin은 100 μg/ml 이상의 농도에서는 맥락막모세혈관 

내피세포의 증식을 완전히 억제하였으며, 25 μg/ml의 농도에서도 

증식을 강하게 억제하는 양상을 보였다. 

은 약 50 μg/ml 이었다. 

5. Saxatilin은 일차 배양된 돼지 맥락막 모세혈관 내피세포에 

대하여 500 μg/ml 까지는 세포생존률에 영향을 주지 않았다. 

6. Saxatilin은 쥐에서 유발한 맥락막 신생혈관의 활동성 및 성장을 

농도에 비례하여 억제하였다.  

7. Saxatilin은 쥐의 망막세포에 대하여 500 μg/ml 까지는 조직학적인 

이상을 유발하지 않았다.  

8. 이상의 결과는 saxatilin의 맥락막 신생혈관의 예방 및 

치료제로서의 임상적 사용 가능성을 제시해준다.
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Age related macular degeneration is the leading cause of blindness in 

patients over the age of 65 years, with the neovascular (exudative) form 

accounting for more than 80% of the cases with severe visual loss. Choroidal 

neovascularization (CNV) is a result of pathologic angiogenesis, which is 

partially mediated by the alteration of integrin expressions. Integrins are 

transmembrane receptors that stabilize the cell attachment to the extracellular 

matrix and regulate cell survival and proliferation. Integrin αvβ3 is selectively 

expressed in the CNV. Disintegrins are a family of cystein-rich, low molecular 

weight proteins that are found in various snake venoms.  
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Saxatilin, isolated and characterized from the venom of a Korean 

snake, Gloydius saxatilis, is a single-chain polypeptide composed of 73 amino 

acids, including 12 cysteins, as well as the tripeptide sequence Arg-Gly-Asp, a 

proposed recognition site of integrins. Like other integrins, saxatilin strongly 

inhibits human platelet aggregation, bFGF-induced proliferation of HUVEC, 

and vitronectin-induced migration of smooth muscle cells. It also regulates 

platelet activation associated with HUVEC migration and invasion, 

suppresses TNF-α-induced ovarian cancer cell proliferation and invasion, and 

inhibits angiogenesis and tumor progression.  

The aim of this study was to investigate the suppressive effect of 

saxatilin on adhesion, migration, and proliferation of choriocapillary 

endothelium, which plays a critical role in CNV, and to evaluate inhibitory 

effect on experimental choroidal neovascularization in rats.  

Primary porcine choriocapillary endothelial cells (CECs) were 

obtained from fresh porcine eyes. CECs were isolated using 

superparamagnetic beads (Dynabeads) coated with the endothelial cell-

specific lectin Lycoperisicon esculentum, which selectively binds to fucose 

residues on the endothelial cell surface. Isolated cells were confirmed to be 
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endothelium by its cobblestone morphology, over 99% immunoreactivity to 

von Willebrand factor and tube formation. Saxatilin inhibited the adhesion of 

CECs to fibronectin-coated plates and the migration through fibronectin-

coated transwell membrane in a dose-dependent manner. Also, it completely 

suppressed the proliferation of CECs in 100 µg/ml concentration. Through 

trypan blue dye exclusion test and CCK-8, it showed no effect on cell viability 

at the concentration up to 500 µg/ml.  

CNV were induced by laser photocoagulation (532 nm wavelength, 

150 mW, 60 µm, 50 ms) in both eyes of 30 adult Brown Norway rats, 

followed by intraviteal administration of single dose of saxatilin of 0 µg 

(n=10), 3 µg (n=10), or 15 µg (n=10). On fluorescein angiogram 14 days after 

CNV induction, there was a dose-dependent decrease in fluorescein leakage 

of saxatilin-treated groups compared with control group (1.06 ± 0.08 vs. 0.74 

± 0.02, vs. 0.68 ± 0.01; p<0.05). Histologically, the thickness of the CNV 

lesions was significantly (p<0.05) reduced in eyes that received saxatilin 

(82.85 ± 1.29 vs. 58.18±1.55 vs. 46.02±2.47 µm). There was no noticeable 

change in retinal morphology, thickness and cell morphology.  

In conclusion, saxatilin effectively inhibited adhesion, migration and 
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proliferation of porcine CECs, and suppressed CNV progression in rat model 

of laser induced CNV, suggesting that this disintegrin may be beneficial agent 

in the prevention and treatment of CNV. 
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