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망막신경절세포에서 헴산화효소 발현에 의한 Betaxolol의 
세포보호효과 

Neuroprotective Effects of Betaxolol Mediated by Heme Oxygenase-1 
Induction in RGC-5
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Purpose: To evaluate the neuroprotective effects of betaxolol (betaxolol hydrochloride) under hypoxic conditions using retinal 
ganglion cells (RGC-5) and determine whether heme oxygenase-1 (HO-1) expression exerts cytoprotective effects.
Methods: In this study, cultured RGC-5 cells were incubated with different concentrations of betaxolol hydrochloride (0.1 μM, 1 
μM or 5 μM) and with 10 μM zinc protoporphyrin (ZnPP), in a hypoxia incubator (1% O2, 5% CO2, 94% N2) for 48 hours and the 
cell viability of each group was determined. Additionally, cell viability was measured after RGC-5 cells were incubated with 5 μM 
of brinzolamide (Azopt®), brimonidine tartrate (Alphagan®) or travoprost (Travatan®). RGC-5 cells were divided into three groups 
and incubated under three different conditions, normoxia group (20% O2, 5% CO2), hypoxia group (1% O2, 5% CO2) and the 
group with 5 μM of Betoptic S® treated under hypoxic conditions (hypoxia, Betoptic S®). After incubation for 4, 8, 12 and 24 hours, 
HO-1 expression was analyzed using Western blotting.
Results: Cell viability significantly increased in RGC-5 cells treated with Betoptic S® compared with other antiglaucoma agents. 
Increased levels of HO-1 expression indicate its relevance in cell viability. Furthermore, increased RGC-5 cell viability by 
Betoptic S® was significantly reduced in the HO-1 inhibitor ZnPP-treated group.
Conclusions: We reaffirmed the known cytoprotective effects of Betoptic S® and the results suggests that HO-1 expression ex-
erts cytoprotective effects against hypoxia.
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Betaxolol hydrochloride (Betoptic S®, Alcon Inc., Fort worth, 

TX, USA, 베톱틱®)은 선택적 β1-adrenoceptor 길항제로서 

전신 부작용이 비교적 적기 때문에 녹내장 치료약제로 널

리 사용되고 있다. 비특이적 막-안정화, 섬모체상피의 교감

신경 말단을 차단, 섬모체의 순환을 방해하는 것에 의하여 

안압하강 효과를 나타내며 칼슘통로차단제로써 작용하는 

것으로 알려져 있다.1,2 또한 베톱틱®은 결막조직을 침투하

여 테논낭하에서 축적되기 때문에 장기간의 사용을 거칠 

때 일일 치료용량 이상으로 축적되어 구후까지 전달되어 
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황반부의 미세순환 및 대사를 향상시키며 이온 의존적 L-

형 전압의존성 칼슘 통로와 나트륨 통로에 직접 작용하여 

신경세포로 유입되는 칼슘이온과 나트륨이온의 양을 감소

시킨다.1,2 망막 신경세포는 빛에 지속적인 노출로 인해 고

도의 산소를 필요로 하여 산화스트레스에 노출되어 있으며, 

산화스트레스에 의한 세포사와 세포내로의 칼슘이온의 유

입은 긴밀하게 관련되어 있다. 현재까지 연구에 따르면 β

-adrenoceptor 길항제와 같은 L-형 전압의존성 칼슘통로차

단제와 나트륨통로차단제는 뇌신경조직의 허혈에 반응하

여 이를 복구하려는 작용을 가지며, 망막신경절세포(Retinal 

ganglion cell, RGC-5) 및 다른 신경세포에도 같은 기전으

로 작용하여 허혈성 환경에서 신경보호효과를 가진다고 알

려져 있다.3,4 그리고 세포(in vitro) 실험뿐만 아니라 많은 

동물모델 연구에서도 베톱틱®이 저산소 환경에서 신경보호

효과를 가진다는 사실이 알려져 있다.5 

저산소 상태, 산화스트레스에 중요한 역할을 하는 스트

레스 단백질에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있으며, 그 

중에서도 최근 많은 연구가 진행되고 있는 효소 중 하나가 

바로 헴산화효소(Heme oxygenase, HO)이다. HO는 헴

(Heme)의 이화작용에서 반응속도를 제어하는 효소로서 한 

개의 헴 분자를 이가철 이온(Fe²+), 빌리버딘(Biliverdin), 

일산화탄소(CO)로 분해한다.6 이가철 이온은 페리틴 생성

을 유도하여 펜톤반응에 의해 유발되는 산화를 감소시키

고,7 빌리버딘 역시 빌리루빈(Bilirubin)으로 전환되어 항산

화효과를 가지는 것으로 밝혀졌다,8 일산화탄소는 항염증

작용, 혈소판 응집 억제 등의 작용을 가진다.9-11

저산소 환경에서 베톱틱®이 가지는 세포보호효과와 관련

한 기존의 많은 연구 중에서는 HO-1 발현과의 연관성에 대

한 연구가 없는 상태이다. HO-1은 다양한 조직 및 세포에

서 항염증, 항산화 등의 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 

있어 다양한 질병의 타깃으로 주목 받고 있다. 한편 녹내장

에서 미토콘드리아의 기능이상으로 인한 산화스트레스가 

중요한 병인으로 작용한다. 본 연구에서는 베톱틱®의 세포

보호효과의 많은 기전 중 하나로서 산화스트레스와 관련된 

HO-1이 중요한 역할을 할 것이라는 가설 아래, 저산소 조

건에서 RGC-5를 이용한 베톱틱®의 HO-1 발현 유도에 따

른 세포보호효과를 알아보고자 하였다.

대상과 방법

RGC-5 배양과 분화

RGC-5 (ATCC, Manassas, VA, USA)는 1% Penicillin- 

streptomycin glutamine과 10% Fetal bovine serum (FBS)이 

함유된 DMEM 배지(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; 

GIBCO, Grand Island, NY, USA)를 사용하여 96 well plate

에 0.5×104 cell/well의 RGC-5를 분주하고 37℃, 5% CO2 

조건하에서 12시간 동안 배양하였고 100 nM staurosporine 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)를 2시간 동안 처리하

여 RGC-5를 분화 유도시켰다. 

저산소 상태 유도 및 세포 생존율 측정

각 약물의 RGC-5에 대한 독성은 CellTiter 96 AQueous 

One Solution (Promega, Madision, WI, USA)을 이용하여, 

5-(3-caroboxymethoxyphenyl)-2H-tetra-zolium inner salt (MTT) 

assay 방법으로 분석하였다. 그리고 Betaxolol hydrochloride 

(Betoptic S®, Alcon, Fort Worth, TX, USA, 베톱틱®) 및 세 

가지 다른 기전의 녹내장 점안제인 Brinzolamide (Azopt®, 

Alcon, Fort Worth, TX, USA, 아좁트®), Brimonidine tar-

trate (Alphagan®, Allergan Inc., Irvine, CA, USA, 알파간®), 

Travoprost (Travatan®, Alcon, Inc, Frimley, Camberley, 

UK, 트라바탄®)를 이용한 비교 실험을 위해 배양 및 분화

된 RGC-5에 아좁트®, 알파간®, 트라바탄®을 각각 5 μM로 

처리하였다.

한편 베톱틱®을 농도별(0.1 μM, 1 μM, 5 μM)로 처리하

거나 10 μM ZnPP (Enzo Life Science, Plymouth Meeting, 

PA, USA)와 함께 처리한 후 저산소 배양기(1% O2, 5% 

CO2, 94% N2)에서 48시간 동안 배양하였다. 48시간 후, 

well당 20 μL의 MTT solution (5 mg/mL PBS, Sigma- 

Aldrich, St Louis, MO, USA)을 첨가하여 37℃, 1% O2, 5% 

CO2 조건하에서 2-4시간 동안 반응시킨 후 microplate 

reader (Molecular Device, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하

여 490 nm에서 흡광도 변화를 측정하여 대조군에 대한 세

포생존율을 백분율로 표시하였다. 흡광도를 보정하기 위하

여 세포를 뺀 배지를 함께 배양하여 대조군과 실험군의 흡

광도를 비교 보정하여 세포생존율을 백분율로 나타내었다. 

베톱틱®과 다른 녹내장 점안제 간의 비교 실험도 같은 방

법으로 세포생존율을 측정하였다. 

HO-1 발현

Western blotting을 위한 단백질 시료의 추출은 시간별로 

세포를 ice-cold phosphate-buffered saline (PBS)으로 2회 

세척한 후, Protease inhibitors (Roche Applied Science, 

Mannheim, Germany)를 첨가한 RIPA buffer (Tris/Cl [pH 

7.6]; 100 mM/L, EDTA; 5 mM/L, NaCl; 50 mM/L, b-glyc-

erophosphate; 50 mM/L, NaF; 50 mM/L, Na3VO4; 0.1 

mM/L, NP-40; 0.5%, Sodium deoxycholate; 0.5%)를 넣어 

4℃에서 30분간 반응시키고 12,000×g에서 30분간 원심 분

리하여 상층액을 모았다. 각 시료의 단백질 정량은 BCA 
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Figure 1. Comparison of retinal ganglion cell (RGC-5) surviv-
al rates with anti-glaucomatous agent after 48 hours.  Addition 
of 5 μM of betaxolol hydrochloride increased cellular survival 
(-STD: before preconditioning; +STD: after precondition-
ing). STD = stauroporine; Azopt® = brinzolamide; Alphagan®
= brimonidine tartrate; Travatan® = travopost; Betoptic S® =  
betaxolol hydrochloride. *p <  0.05 by student’s paired t-test.

protein assay kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)를 

사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하여 실시하였다. 동

일한 양의 단백질을 12% SDS-polyacrylamide gels로 분리

시킨 후, 단백질을 Immun-Blot® Polyvinylidene difluoride 

(PVDF) Membrane에 transfer하였다. 이 membrane을 항체

의 비특이적 결합을 차단하기 위하여 Blocking buffer (5% 

non-fat milk와 0.1% Tween 20을 함유한 Tris-buffered sol-

ution [TBS] 용액)에서 2시간 동안 반응시킨 후, 1차 항체

인 HO-1 (Abcam, Cambridge, UK), β-actin (Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO, USA)을 가하여 12시간 동안 반응시켰다. 이

어서 0.1% Tween 20을 함유한 TBS 용액으로 5분간 2번 

세척한 다음, 2차 항체(Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA)로 반응시켰다. 이어서 Pierce BCA protein 

assay kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)를 이용하

여 반응시킨 후 X-ray film상에서 HO-1을 확인하였다. 그

리고 정상산소 조건(20% O2, 5% CO2), 저산소 조건(1% O2, 

5% CO2), 저산소 조건에서 베톱틱® 5 μM로 추가 처리한 

조건(1% O2, 5% CO2, 베톱틱® 처리)으로 나누어 각각 4시

간, 8시간, 12시간, 24시간에 Western blotting을 하여 HO-1

의 발현 정도를 비교 측정하였다. Western blotting의 결과

에 대하여 Image J software로 β-actin 대비 HO-1의 상대적 

밴드 밀도비율을 정량화하였다. 데이터는 평균 및 표준편

차로 제시되었으며, 동일 그룹에서 시간에 따른 비교를 하

기 위하여 Student’s paired t-test를 사용하였다. 이외의 실

험에서는 Student’s two-tailed unpaired t-test를 사용하였다. 

유의한 통계학적 차이는 p<0.05인 경우로 해석하였으며 통

계 분석에 사용된 프로그램은 SPSS 21.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)을 사용하였다.

결 과

저산소 환경에서 다른 종류의 녹내장 점안제와 

비교하여 베톱틱®이 RGC-5의 생존에 미치는 영향

RGC-5에 100 nM STD (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

USA)를 2시간 동안 첨가한 후 정상 산소 조건에서 배양된 

대조군의 생존율을 100%로 하였을 경우, 저산소 조건에 48

시간 노출된 RGC-5의 생존율은 51.02 ± 0.81%로 감소하였

다. 한편 저산소 조건에 48시간 노출된 RGC-5에 아좁트®, 

알파간®, 그리고 트라바탄®을 처리하였을 경우, 각각 세포

의 생존율이 61.22 ± 0.92%, 58.67 ± 1.92%, 그리고 34.18 

± 0.82%로 저산소 조건에 의한 세포 생존율의 감소에 효과

가 없거나 오히려 생존율을 다소 감소시켰다. 그러나 이와 

대조적으로 베톱틱®을 처리하고 저산소 조건에 48시간 배

양하였을 때 세포의 생존율은 95.92 ± 1.22%로 정상 산소 

조건에서 배양된 대조군과 거의 비슷한 수준으로 세포의 

생존율이 증가하였다(Fig. 1).

저산소 환경에서 베톱틱®의 농도별 처리에 따른 

RGC-5 생존율 비교

대조군과 베톱틱® 5 μM 처리한 군을 48시간 배양한 후 

광학 현미경으로 촬영 후 베톱틱® 처리군에서 단위면적당 

분화된 RGC-5 수가 대조군과 비교해서 확연하게 많다는 

것을 육안적으로 확인하였다(Fig. 2).

RGC-5의 생존율에서 베톱틱®의 농도에 따른 효과를 검

증하기 위해 RGC-5에 100 nM STD를 2시간 동안 첨가한 

후 베톱틱®을 농도별(0.1 μM, 1 μM, 5 μM)로 처리하여 저

산소 조건에서 48시간 동안 배양한 후 세포의 생존율을 비

교하였다. 정상 산소 조건의 대조군 생존율(100%)과 비교

하여 저산소 조건의 생존율은 55.10 ± 1.02%, 저산소 조건

에 베톱틱® 0.1 μM, 1 μM, 그리고 5 μM를 처리하였을 경

우, 각각 세포의 생존율은 70.41 ± 0.91%, 93.37 ± 1.34%, 

그리고 114.80 ± 1.13%로서 베톱틱®의 농도가 증가함에 따

라 RGC-5의 세포생존율도 증가하였다(Fig. 2).

저산소 상태의 RGC-5에서 베톱틱®이 HO-1 발현에 

미치는 영향

RGC-5에 100 nM STD 2시간 처리한 후, 정상산소 조건

(20% O2, 5% CO2), 저산소 조건(1% O2, 5% CO2), 저산소 

조건에서 베톱틱® 5 μM로 추가 처리한 조건(1% O2, 5% 
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Figure 2. Survival rates and microscopic finding of retinal gan-
glion cells compared to BET concentraion. (A) Control and BET 
5 μM-treated group cultured for 48 hours and then taken by an op-
tical microscope magnification 40 times without stain (-STD: be-
fore preconditioning; +STD: after preconditioning). (B) Effect 
of BET on the survival of retinal ganglion cell (RGC-5) compared 
to BET concentration (Hypoxia: 5% CO2, 1% O2). STD = staur-
oporine; BET = Betoptic S®. *p < 0.05 by student’s paired t-test.

Figure 3. Expression of HO-1 in accordance with the period in control group, hypoxia group, hypoxia and BET-treated group. 
Histogram presents the ratio of HO-1/β-actin expression. Western blotting was analyzed by the Image J software (Normoxia: 5%  
CO2, 20% O2; Hypoxia: 5% CO2, 1% O2). STD = stauroporine; BET = Betoptic S® 5 μM; HO-1 = heme oxygenase-1. *p < 0.05 
by student’s unpaired t-test.

CO2, 베톱틱® 처리)으로 나누어 각각 4시간, 8시간, 12시간, 

24시간 후 Western blotting으로 HO-1의 발현 정도를 비교

하였다(Fig. 3). 정상산소 조건에서는 β-actin에 대한 HO-1

의 비율에 대하여 STD를 처리하지 않았을 때의 비율을 1

로 보았으며, HO-1/β-actin의 비율은 4시간, 8시간 후에 

1.51, 2.04로 HO-1 발현이 순차적으로 증가하는 양상을 보

이다가 12시간 후에 1.57로 감소하는 양상을 보였다. 반면, 

저산소 조건에서 HO-1/β-actin의 비율은 4시간, 8시간 후에 

0.61, 0.59로 매우 약하게 발현되다가 12시간 이후부터는 

0.2로 HO-1의 발현이 거의 관찰되지 않았다. 그러나 저산

소 조건에서 베톱틱® 5 μM로 추가 처리한 조건에서 HO-1/

β-actin의 비율은 12시간 후에 2.63을 최대로 증가하며 그 

이후에는 감소되는 양상을 보였다. 저산소 조건과 저산소 

조건에서 베톱틱® 5μM을 추가 처리한 조건을 비교할 때 4

시간(p=0.000), 8시간(p=0.0003), 12시간(p=0.0014) 후에는 

유의하게 감소하였으며 24시간(p=0.053) 후에는 유의하지 

않은 것으로 확인되었다(Fig. 3).

베톱틱®에 의해 증가된 HO-1과 RGC-5 세포 생존율과의 

상관관계를 분석하기 위해 HO-1 억제제인 Zinc proto-

porphyrin-IX (ZnPP)과 베톱틱®을 처리하여 베톱틱®에 의

한 저산소 조건에서 감소된 RGC-5 세포 생존율 회복 효과

에 대한 HO-1의 역할을 검증하였다. 한편 RGC-5에 100 

nM STD를 2시간 동안 처리한 후 저산소 조건에서 48시간 

동안 배양한 경우와 동일 조건에서 베톱틱® 5 μM 처리군, 

그리고 HO-1 억제제인 ZnPP 10 μM과 베톱틱® 5 μM 처리

군(ZnPP+베톱틱®군)에서 각각의 RGC-5 세포 생존율을 비

A 

B
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Figure 4. Effect of HO-1 inhibitor on cell survival rates after ad-
dition of BET. When compared to non-addition of HO-1 in-
hibitor (ZnPP), Increased retinal ganglion cell (RGC-5) due to 
BET neuroprotective effect was reduced after addition of HO-1 
inhibitor (ZnPP; -STD, –Hypoxia, -BET and –ZnPP: before 
preconditioning; +STD, +Hypoxia, -BET and -ZnPP: just af-
ter the preconditioning). STD = stauroporine; BET = Betoptic 
S®; ZnPP = zinc protoporphyrin 10 μM; HO-1 = heme oxy-
genase-1. *p < 0.05 by student’s paired t-test.

교하였다. 정상 산소 조건의 대조군 생존율(100%)과 비교

하여, 저산소 조건군에서 세포 생존율은 48.47 ± 0.93%로 

감소하였고, 베톱틱®군에서 세포 생존율은 112.27 ± 1.21% 

증가되었으나, ZnPP+베톱틱®군에서 세포 생존율은 64.29 

± 0.87%로 감소되었다(Fig. 4). 

고 찰

망막신경절세포의 손상 또는 사멸은 결국 시야결손이나 

시력저하를 유발하므로 이에 대한 예방 및 치료를 위한 많

은 연구가 진행되고 있다. 안압상승, 저산소증, 글루타민의 

증가, 과량의 산화질소 등과 같은 여러 가지 스트레스 인자

에 망막신경절세포가 노출될 때 나타나는 반응에 대한 연

구를 비롯하여 이러한 반응작용, 즉 시신경보호작용에 관

여하는 방어기전과 그와 관련한 다양한 물질들에 대한 연

구가 최근 많은 조명을 받고 있다.

선택적 β1-adrenoceptor 길항제로서 전신 부작용이 비교

적 적은 녹내장 치료약제로 널리 사용되고 있는 베톱틱® 

(betaxolol hydrochloride)이 신경보호효과를 가지고 있다는 

사실 및 기전에 대하여 기존의 많은 연구에서 밝혀졌다. 저

산소 상태에서 베톱틱®의 신경보호효과에는 이온 통로에 

대한 작용 이외에도 다양한 기전이 있음이 여러 연구에서 

밝혀지고 있다. 동물 실험을 통하여 베톱틱®이 aspartate 

anminotransferase의 활성을 감소시켜 신경보호효과를 가지

며, 세포내 칼슘의 유출을 저해한다는 연구가 있으며,12 베

톱틱®을 점안하였을 때 산화스트레스에 반응하여 내망상층 

두께의 감소 및 망막 콜린아세틸전환효소의 면역학적 활동

이 저하됨이 확인되었다.5 N-methyl-D-aspartate 수용체(NMDA 

receptor)의 기능을 직접 억제하여 신경보호효과를 가진다

는 연구도 있다.13 그리고 β-adrenoceptor 길항제는 항산화 

효과를 가져 저산소 상태, 산화스트레스에 대응한다고 알

려져 있다.14 

한편 인체 내 산화스트레스에 대한 세포방어기전에 관하

여 가장 잘 알려져 있는 물질 중 하나인 HO에 대하여 세 

가지 isoform이 발견되었으며, 이 중 HO-1은 인체 장기 전

반에 걸쳐 분포되어 있고, 산화스트레스를 포함한 다양한 자

극에 반응하여 생성이 증가되며, 또한 망막신경절 세포에서 

HO-1의 증가에 의한 세포보호효과가 잘 알려져 있다.15,16  

자외선조사, 과산화수소, Cytokine, 저산소증, Glutathione 

(GSH) 소모 등에 의해 발현이 증가되는 것이 확인되었

다.17,18 망막신경절 세포에서는 Glutamate oxidative injury, 

저산소증, 과산화수소에 의해 HO-1의 발현이 증가된다는 

연구결과들이 있다.19,20 한편 HO-2 역시 인체 장기 전반에 

고루 분포되어 있으며 특히 뇌에 많이 분포되어 있는 것으

로 알려져 있다. 그러나 HO-2는 HO-1을 유도하는 어떤 외

부 자극에도 반응하지 않는 특징이 있다.21 HO-3는 HO-1, 

HO-2와는 달리 촉매작용이 거의 없으나 산소에 반응하여 

특정한 작용을 하는 것으로 알려져 있다.22

본 연구 역시 베톱틱®의 신경보호효과를 확인하고 이와 

관련한 기전에 대한 연구로서, 다만 기존 연구에서는 아직 

밝혀진 바가 없는 베톱틱®과 HO-1의 관련성에 초점을 맞

추었다. 즉 베톱틱®의 신경보호효과 과정에 스트레스 단백

질로 알려져 있는 HO-1의 발현이 관여할 것이라는 가설을 

세우고 저산소 상태의 망막신경절세포를 이용하여 이를 확

인하고자 하였다.

본 연구는 몇 가지 단계로 진행되었다. 우선 베톱틱®과 

세 가지 다른 기전의 녹내장 점안제인 아좁트®, 알파간®, 

트라바탄® 각각에 대하여 저산소상태에서의 세포보호효과

를 비교하였다. 이를 위해서 각 집단의 세포 생존율을 비교

하였으며 그 결과 베톱틱®의 저산소상태에서 세포보호효과

가 다른 세 가지 녹내장 점안제에 비해 월등히 높다는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 1). 한편 β-adrenoceptor 길항제 중 

비선택적인 β-adrenoceptor 길항제인 Timolol, Metipranolol

과 선택적 β1-adrenoceptor 길항제인 베톱틱®의 신경보호효

과 비교에서 베톱틱®은 나머지 두 약제에 비해 신경보호효

과가 우수하였다.23 그리고 베톱틱®의 농도에 따른 신경보

호효과의 정도를 알아보기 위한 실험에서는 5 μM의 베톱

틱® 농도에서 망막신경절세포 생존율이 가장 높았으며, 베
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톱틱®의 농도에 비례하여 신경보호효과도 증가하는 경향을 

보였다(Fig. 2). 

한편 베톱틱®의 신경보호효과의 기전 중 HO-1이 관여할 

것이라는 가설을 검증하기 위해 저산소상태에서 베톱틱® 5 

μM 처리를 한 경우와 베톱틱® 5 μM에 HO-1 억제제로 작

용하는 ZnPP를 10 μM 농도로 추가 처리한 경우를 비교한 

실험에서는 ZnPP를 추가적으로 처리한 군의 세포생존율의 

증가가 유의하게 낮았다. 이는 베톱틱®의 HO-1의 증가에 

의한 세포보호 효과가 ZnPP로 인하여 억제되었음을 알 수 

있었다(Fig. 4). 이러한 사실은 베톱틱®의 신경보호효과의 

기전에 대한 기존의 연구에는 밝혀진 바가 없었던 사실로

서 HO-1이 신경보호효과에 있어서 중요한 요소임을 시사

한다.

HO-1은 스트레스 단백질로서 다양한 조건에 반응하여 

생성이 증가되며 세포를 스트레스로부터 보호하는 역할을 

하므로 정상의 경우보다 저산소 상태에서 발현이 더 증가

될 것이다. 그러나 본 실험에서 시행한 Western blotting의 

결과(Fig. 3)는 이러한 예상과는 달리 어떠한 처리도 하지 

않은 저산소 상태의 망막신경절세포에서 HO-1 발현이 오

히려 감소하는 것처럼 보이는데, 이는 세포사멸로 인한 절

대적인 세포 수의 감소에 의한 것으로 사료된다. 즉 정상의 

경우보다 저산소 상태에서 HO-1의 발현은 증가하나 세포

사멸로 망막신경절세포의 총 수가 감소함으로 인하여 

HO-1 발현의 전체적인 양은 감소하는 것처럼 보이는 것이

다. 한편 HO-1의 발현은 세 경우(정상산소 조건, 저산소 조

건, 저산소 조건에서 베톱틱® 5 μM로 추가 처리한 조건) 

모두 4시간에서 8시간까지는 점차 증가하다가 12시간부터 

24시간으로 가면서 감소하는 경향을 보인다. 이에 대한 정

확한 기전은 알 수 없지만 각 군에서 같은 경향을 보인다는 

점에서 HO-1의 발현 정도는 세포손상이나 스트레스뿐만 

아니라 이와는 별개로 시간경과에 따른 자연적인 발현 주

기가 있음을 시사하며 이에 대하여 추가적인 연구가 필요

할 것으로 사료된다. 

본 연구로 베톱틱®의 저산소 스트레스에 대한 신경보호

효과가 다른 세 가지 녹내장 점안제에 비해 월등히 높다는 

것, 신경보호효과의 기전에 HO-1이 관여한다는 것을 확인

할 수 있었다. 하지만 실제로 본 약들을 점안한 경우와 실험

적으로 처리한 경우는 다소 차이가 있을 수 있으며 신경보

호효과의 기전에 HO-1 외에도 다른 기전이 관여할 수 있다

는 점, 비교대상의 약에서 β-adrenoceptor 길항제 종류들 간

의 비교는 없었다는 것이 한계점이다. Timolol, Betaxolol, 

Carteolol 등의 약에서 서로 차이를 보였던 연구도 있었으므

로 본 연구를 접목해서 여러 가지 β-adrenoceptor 길항제를 

포함하여 베톱틱®과 HO-1의 발현에 대한 좀 더 구체적인 

실험을 통해 그 연관성을 정확히 밝히는 연구가 필요할 것

으로 사료된다.24 또한 HO-1의 시간적 경과에 따른 발현 주

기에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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= 국문초록 = 

망막신경절세포에서 헴산화효소 발현에 의한 Betaxolol의 
세포보호효과

목적: 망막신경절세포(Retinal ganglion cell, RGC-5)를 이용하여 Betaxolol hydrochloride (Betoptic S®, 베톱틱®)의 저산소 환경에서 

세포보호효과를 확인하고 여기에 헴산화효소-1 (heme oxygenase-1, HO-1) 발현이 관여함을 알아보고자 하였다.

대상과 방법: RGC-5에 Betaxolol hydrochloride를 농도별로 처리하거나 Zinc protoporphyrin (ZnPP)과 함께 처리한 후 저산소 배양

기에서 48시간 동안 배양하여 세포생존율을 비교 측정하였다. 베톱틱®과 다른 기전의 녹내장 점안제인 Brinzolamide (Azopt®), 

Brimonidine tartrate (Alphagan®), Travopost (Travatan®)을 각각 5 μM로 RGC-5에 처리하여 같은 방법으로 저산소 배양하여 세포생

존율을 비교 측정하였다. RGC-5에 정상산소 조건, 저산소 조건, 저산소 조건에서 베톱틱® 5 μM로 추가 처리한 조건으로 나누어 시간

에 따라 Western blotting을 하여 HO-1의 발현 정도를 비교하였다. 

결과: 베톱틱®은 다른 세 가지 녹내장 점안제에 비하여 저산소 조건하의 RGC-5 세포생존을 가장 유의하게 증가시켰으며, HO-1 발현 

증가와 연관성이 있음을 확인하였다. 또한 HO-1 억제제 ZnPP를 첨가한 그룹에서 베톱틱®에 의한 세포생존율 증가가 감소됨을 확인

하였다. 

결론: 베톱틱®의 세포보호효과를 재확인하였으며, 보호효과에 대한 기전들 중 하나로서 HO-1의 발현이 관여함을 확인하였다.

<대한안과학회지 2016;57(1):113-119>
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