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Abstract. O�������� ������ �� ��� ������� ������� ������-O�������� ������ �� ��� ������� ������� ������-
��u� (RPE) c�� ���� �o ��� ����o�o��c�� c�u��� of ���-������� 
��cu��� ����������o� (AMD). Hy�o��� ���uc�� o�������� 
������ �� ������� ������� ���������� c���� (RPE c����). I� 
���� ��u�y, w� ������������ ��� c���c��y of 3,3'-�����o�y�-
������� (DIM) �o ���uc� ��� ��������o� of ���cu��� ���o������� 
��ow�� f�c�o� (VEGF) u���� �y�o��c co�����o��, �� w��� �� ��� 
�o��cu��� ��c������� ���o����. Hu��� RPE c���� (ARPE-19 
c����) w��� ������� w��� cob��� c��o���� (CoC�2, 200 µM) 

���/o� DIM (10 ��� 20 µM). T�� ��o�uc��o� of VEGF w�� 
����u��� by ��zy��-���k�� ���u�o�o�b��� ����y. T�� �����-
�oc���o� of �y�o���-���uc�b�� f�c�o�-1α (HIF-1α) ��� �uc���� 
f�c�o�-κB (NF-κB) w�� ���������� by w������ b�o� ����y���. 
T�� b������ �c�����y of HIF-1α ��� NF-κB w�� ����yz�� by 
���c��o��o����c �ob����y ���f� ����y. T�� ��o���o�y����o� ������ 
of ���o���-�c������� ��o���� k������ (MAPK�) w��� ����u��� 
by w������ b�o� ����y���. T�� ������ of ���oc�o������ ���c���� 
oxygen species (ROS) were detected by fluorescence microplate 
assay. The results revealed that DIM significantly attenuated 
��� CoC�2-���uc�� ��������o� of VEGF �� ��� ARPE-19 c����. 
T�� CoC�2-���uc�� ������oc���o� ��� �c������o� of HIF-1α 
��� NF-κB w��� ���o �����u���� by ��������� w��� DIM. I� 
������o�, DIM ����b���� ��� CoC�2-���uc�� �c������o� of 
�38 MAPK �� ��� ARPE-19 c����. P��-��������� w��� YCG063, 
� ���oc�o������ ROS ����b��o�, ��� �o ��� �ow����u����o� of 
��� CoC�2-���uc�� ��o�uc��o� of VEGF by �u��������� HIF-1α 
��� NF-κB activity. Taken together, the findings of our study 
���o������� ���� DIM ����b��� ��� CoC�2-���uc�� ��o�uc��o� 
of VEGF by �u��������� ���oc�o������ ROS ��o�uc��o�, ��u� 
�����u����� ��� �c������o� of HIF-1α ��� �38 MAPK/NF-κB.

Introduction

A��-������� ��cu��� ����������o� (AMD) �� � ��o�������� �y� 
co�����o� ��� ��� ������� c�u�� of ������ ����o� �o�� ���� �ff�c�� 
��� ��cu��, w��c� �� ��� �����-��������� ����� ����u� ������ �� 
��� b�ck of ��� �y� �� ��� ������, �� o���� ��u���. AMD c�u��� 
� �u�b�� of co����c���o��, �uc� �� b�u�������, ���k ����� o� 
����o���o�, w��� c������ ����o� (1). C�o�o���� ��o���cu����z�-
��o� (CNV) �� � co��o� �y���o� of ��� ‘w��’ fo�� of AMD, 
w��c� �� ��� �o�� �����c�� �y�� of AMD. CNV ���o���� 
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��� ���ou���� of ��w b�oo� ������� ���� o�������� f�o� ��� 
c�o�o�� u���� ��� ��cu�� ���� �o�� ���ou�� � b���k �� B�uc�'� 
���b���� ��� ������� ������� ��������u� (RPE) �o ���c� 
��� �ub������� ���c� (2). T���� b�oo� ������� ���k b�oo� ��� 
fluid that damages photoreceptor cells. The overexpression of 
���cu��� ���o������� ��ow�� f�c�o� (VEGF), � �o���� ���cu��� 
���o������� c��� ���o���, ������� �o ���y � �o�� �� ��� �����o�-
���� of CNV. T�� RPE �� � �o�o��y�� of ��������� c���� of 
��� ������. R������ ������� ���������� c���� (RPE c����) ���y �� 
���o����� �o�� �� ��� ����ocy�o��� of ������� ��o�o��c���o� 
���b�����, ��� ������o�� of �u������� f�o� ��� ���cu��� 
c�o�o��, ��� fo�����o� of ��� b�oo�-������� b������ ��� �� ��� 
�b�o����o� of �c������� ����� (3).

Hypoxia, a condition in which the body is deprived of a suffi-
c���� o�y��� �u���y, �� � �o���� ���uc�� of VEGF o�����������o� 
���ou�� �� �ccu�u����o� of �y�o���-���uc�b�� f�c�o�� (HIF�) 
�� CNV (4). HIF-1 co������ of �� o�y���-���u����� ���uc�b�� 
HIF-1α �ubu��� ��� � co�����u�����y ��������� HIF-1β �ubu���. 
U���� �y�o��c co�����o��, HIF-1α �� ���b���z�� ��� �ccu�u-
�����. I� ���� ������z�� w��� HIF-1β ��� ������oc���� �o ��� 
�uc��u�, fo����� ��� �c���� HIF co����� (5). Ac������� HIF ���� 
b���� �o � �y�o��� ����o��� ������� (HRE) ��� �c������� ��� 
�����c�����o� of ������ �����, �uc� �� VEGF, w��c� �� � c����c�� 
����o����c f�c�o� �� CNV (4). T����fo��, ��� ����b���o� of ��� 
HIF ����w�y ��y b� �� �����c���� �������u��c �������y fo� CNV.

3,3'-D����o�y�������� (DIM) (F��. 1A) �� � ��jo� co��ou�� 
���� �� ������� f�o� ��� �������o� of ���o��-3-c��b��o�, w��c� 
�� fou�� �� c�uc�f��ou� ������b���, �uc� �� b�occo��, B�u����� 
sprouts, cabbage, cauliflower and kale (6). DIM has been shown 
�o ���� �u���ou� �o������� ����-c��c�� ��o������� �� b�����, 
��o����� ��� co�o��c��� c��c�� (7-9). A���ou�� DIM ��� b��� 
��ow� �o ����� ����-����o����c �ff�c�� (10), �o ��� b��� of ou� 
k�ow�����, ����� ��� �o ������b�� ��u���� �o ���� o� ��� �ff�c�� 
of DIM o� CNV. T�u�, �� ��� ������� ��u�y, w� ������������ 
��� ����-����o����c �ff�c�� of DIM ��� ��� �ff�c�� o� ��������� 
����w�y� u���� ��� �u��� RPE c��� ����, APRE-19.

Materials and methods

Reagents. Cob��� c��o���� (CoC�2), ������y�����o�o��u� (DPI), 
N-�c��y�-L-cy������ (NAC), U0126 [�� �����c���u��� ������-���u-
����� k����� (ERK)1/2 ����b��o�] ��� DIM w��� �u�c����� f�o� 
S���� C����c�� Co. (S�. Lou��, MO, USA). YCG063 [� ���o-
c�o������ ���c���� o�y��� ���c��� (ROS) ����b��o�] w�� ob������ 
f�o� M�����o�� (B������c�, MA, USA). SB203580 [� �38 ���o���-
�c������� ��o���� k����� (MAPK) ����b��o�] ��� SP600126 (� 
JNK ����b��o�) w��� �u�c����� f�o� E�zo L�f� Sc���c��, I�c. 
(F����������, NY, USA). PX-478 (�� HIF-1α ����b��o�) w�� 
�u�c����� f�o� M��Koo B�o�c���c��, I�c. (C����� H���, NC, 
USA). M��o PY1 w�� �u�c����� f�o� Toc��� B�o����c� (B����o�, 
UK). BAY 11-7082 ��� �������o���� [�uc���� f�c�o� (NF)-κB 
����b��o��] w��� �u�c����� f�o� S���� C�uz B�o��c��o�o�y, I�c. 
(S���� C�uz, CA, USA). A� ����bo�y ������� �65 w�� ob������ 
f�o� �B�o�c���c� (C��. �o. 14-6731; S�� D���o, CA, USA). A� 
����bo�y ������� HIF-1α w�� ob������ f�o� No�u� B�o�o��c��� 
(C��. �o. NB100-105; L������o�, CO, USA). A���bo���� ������� 
��o���o�y����� (�)-ERK1/2 (C��. �o. 9106) ��� �-�38 MAPK 
(C��. �o. 9211) w��� �u�c����� f�o� C��� S�������� T�c��o�o�y 
(B�����y, MA, USA). A���bo���� ������� ERK1/2 (C��. �o. �c-94) 
��� �38 MAPK (C��. �o. �c-535) w��� �u�c����� f�o� S���� 

C�uz B�o��c��o�o�y, I�c. N���oc���u�o�� ���b����� ��� �� 
�����c�� c�����u�����c��c� (ECL) k�� w��� ob������ f�o� 
A������� P�����c�� B�o��c� (U������, Sw����).

ARPE-19 cell culture. T�� ARPE-19 c���� w��� ob������ 
f�o� ��� A����c�� Ty�� Cu��u�� Co���c��o� (M�������, VA, 
USA) ��� cu��u��� �� DMEM/F12 ����u� �u���������� 
w��� 10% f���� bo���� ���u� ��u� � 100 IU/�� ����c����� ��� 
100 µ�/�� ������o�yc�� ����u�� (G�bco/BRL, G�������bu��, 
MD, USA) in a humidified atmosphere (5% CO2) at 37˚C. The 
ARPE-19 c���� w��� ��y�����z��, ������ �� 10-c� �������� 
������ ��� ��cub���� o�������� u���� ����c�����.

Cell viability assay. T�� ���b����y of ��� ARPE-19 c���� w�� 
���������� u���� ��� c��� cou����� k��-8 (CCK-8) �cco����� 
�o ��� ���uf�c�u���'� �����uc��o�� (Doj���o L�bo���o����, 
Kumamoto, Japan). Briefly, the cells were seeded in triplicate 
�� � ������y of 1�104 c����/w��� ���o 96-w��� cu��u�� ������ ��� 
���ow�� �o ����c� o��������. T�� c���� w��� ���� ��cub���� 
w��� ��� ����c���� co�c�������o�� of DIM o� 200 µM of CoC�2 
��o�� (�o ���uc� c����c�� �y�o���) o� w��� ������� w��� DIM 
fo� 30 ��� ���o� �o ��������� w��� CoC�2. T�� ������ w��� ��cu-
b���� fo� 24 � ��� 10 µ� of CCK-8 ������� w��� ����� �o ��c� 
well. Following incubation for a further 2 h at 37˚C, the plates 
w��� ���� �� 450 �� u���� � ��c�o����� ������ (Mo��� EL800; 
B�o-T�k, W��oo�k�, VT, USA).

Depletion of HIF-1α by synthetic small interfering RNA 
(siRNA). HIF-1α-specific siRNA were purchased from Santa 
C�uz B�o��c��o�o�y, I�c. (C��. �o. �c-35561). Co���o� ��RNA-A 
(C��. �o. �c-37007; S���� C�uz B�o��c��o�o�y, I�c.) w�� u��� �� � 
�������� co���o�. I� b���f, 16 � �f��� �������, ��� c���� w��� �����-
f�c��� w��� 20 �M HIF-1α-��RNA o� co���o� ��RNA-A u���� 
��RNA �����f�c��o� ������� (S���� C�uz B�o��c��o�o�y, I�c.) 
�� �cco����c� w��� ��� ���uf�c�u���'� �����uc��o��. Fo��ow��� 
6 � of ��cub���o�, �� �qu�� �o�u�� of �o���� ��ow�� ����u� 
w�� �����. S������ �ou�� fo��ow��� �����f�c��o�, ��� c���� 
w��� u��� fo� ��� ����������� �����o��� b��ow. T�� �����f�c-
tion efficiency was evaluated by determining HIF-1α ��o���� 
��������o� u���� w������ b�o� ����y���.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). VEGF ������ �� 
��� c��� cu��u�� ����u� w��� �������� by ELISA. T�� c���� w��� 
������� w��� ����ou� co�c�������o�� of DIM fo� 30 ��� ���o� �o 
CoC�2 ����u����o�. Fo��ow��� ��cub���o� fo� 24 � u���� �y�o��c 
co�����o��, ��� cu��u�� �u���������� w��� co���c���. T�� VEGF 
������ w��� ����u��� u���� � VEGF DuoS�� ELISA D����o����� 
k�� (R&D Sy�����, M������o���, MN, USA) �cco����� �o ��� 
���uf�c�u���'� �����uc��o��. T�� �b�o�b��c� �� 450 �� w�� 
���������� u���� � ��c�o����� ������ (Mo��� EL800; B�o-T�k).

Western blot analysis. W������ b�o� ����y��� w�� c������ ou� 
�� �����ou��y ���c��b�� (11). T�� ARPE-19 c���� w��� w����� 
3 ����� w��� PBS ��� �y��� w��� �y��� buff�� (M�������� 
C���-PE LB; G-B�o�c���c��, S�. Lou��, MO, USA). Equ�� 
��ou��� of ��o���� w��� ��������� o� 10% �o��u� �o��cy� 
�u�f��� (SDS)-�o�y�c�y������ �������� ��� �����f����� o��o 
����oc���u�o�� �����f�� ���b�����. Fo��ow��� ��cub���o� w��� 
��� ����o������ ������y ����bo�y, ��� ���b����� w��� ��cu-
b���� fo� 1 � �� �oo� ��������u�� w��� � ��co����y ����bo�y 
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co�ju����� �o �o��������� ���o������ [�o�� ����-�ou�� I�G 
(C��. �o. �c-2031; S���� C�uz B�o��c��o�o�y, I�c.) ��� �o�k�y 
����-��bb�� I�G (C��. �o. A16035, P���c�, Rockfo��, IL, USA)]. 
Fo��ow��� 3 w����� �� T���-buff���� ������ Tw���-20 (TBST), 
��� ���u�o���c���� b���� w��� ���u���z�� u���� ��� ECL 
����c��o� �y���� (P���c�).

Assay of mitochondrial ROS levels. T�� ARPE-19 c���� 
(1�104 cells/well) were seeded in 96-well plates in a humidified 
���o������ co�������� 5% CO2 at 37˚C for 16 h. Following 
16 � of ��cub���o�, ��� c���� w��� ������� w��� 5 µM M��o PY1 
fo� 30 ��� ��� fu����� ��cub���� fo� 24 � w��� CoC�2. T�� c���� 
w��� ���� ����������y ����u����. T�� ���oc�o������ ROS 
levels were measured using a fluorescence microplate reader 
(S�����M�� M2; Mo��cu��� D���c��, Su��y����, CA, USA) 
�� �� ��c�����o� w��������� of 485 �� ��� �� ������o� w���-
������ of 538 ��.

Preparation of nuclear extracts and electrophoretic mobility 
shift assay (EMSA). Nuc���� �����c�� w��� �������� u���� 
NE-PER �uc���� �����c��o� ������� (P���c�). A� � ��ob� fo� ��� 
��� ���������o� ����y, �� o���o�uc��o���� co�������� ��� 
���u�o��obu��� κ-c���� b������ ���� (κB, 5'-GATCTCAGA 
GGGGACTTTCCGAGAGA-3') w�� �y������z��. A �y��c�� 
�oub��-�������� o���o�uc��o���� fo� ��� HIF-1α b������ DNA 
��qu��c� (5'-TCTGTACGTGACCACACTCACCTC-3') w�� 
�u�c����� f�o� S���� C�uz B�o��c��o�o�y, I�c. (C��. �o. �c-2625). 
A �o�-����o�c���� ����o� �� w��c� ��� 3' ��� of ��� ��ob� w�� 
��b���� w��� b�o��� w�� u��� �� ����� ����������� (P���c�). T�� 
b������ ���c��o�� co������� 5 µ� of �uc���� �����c� ��o����, 
buff�� (10 �M T���, �H 7.5, 50 �M KC�, 5 �M M�C�2, 1 �M 

�����o������o�, 0.05% No����� P-40 ��� 2.5% ��yc��o�), 50 �� 
of �o�y(�I-�C) ��� 20 fM of ��� b�o���-��b���� DNA. T�� 
���c��o�� w��� ��cub���� fo� 20 ��� �� �oo� ��������u�� �� � 
final volume of 20 µl. The competition reactions were conducted 
by ��� ������o� of 100-fo�� ��c��� of u���b���� NF-κB �65 ��� 
25-fo�� ��c��� of u���b���� HIF-1α �o ��� ���c��o� ����u��. 
T�� ����u�� w�� ���� ��������� by ���c��o��o����� o� � 5% 
�o�y�c�y������ ��� �� 0.5X T���-bo���� buff�� ��� �����f����� 
o��o �y�o� ���b�����. T�� b�o���-��b���� DNA w�� ����c��� 
u���� � L����S��f� c�����u�����c��� EMSA k�� (P���c�).

Statistical analysis. D��� ���u�� ��������� ��� ����� ± ����-
���� ���o� of ��� ���� (SEM). T�� ��������c�� �����f�c��c� 
of ��� ��ff����c�� b��w��� ��� ���� ���� w�� ����u���� u���� 
ANOVA. D��� w��� ����yz�� ��� ��o���� o� ������ u���� 
G����P�� P���� �of�w��� (G����P�� Sof�w���, L� Jo���, CA, 
USA). A ���u� of �<0.05 w�� co�������� �o ����c��� � ��������-
cally significant difference.

Results

Effects of DIM on the viability of human ARPE-19 cells. W� 
�������� ��� ���b����y of �u��� ARPE-19 c���� ���-������� 
w��� DIM (20 ��� 40 µM) by CCK-8 ����y u���� �o��o��c (�o 
CoC�2) o� �y�o��c co�����o�� (CoC�2). DIM w�� �o� cy�o�o��c 
�o ��� �u��� ARPE-19 c���� �� co�c�������o�� of u� �o 20 µM; 
�ow����, ��� c��� ���b����y w�� ���uc�� by 19% w��� ��� �o�� 
of 40 µM of DIM (F��. 1B) u���� bo�� �o��o��c ��� �y�o��c 
co�����o��. B���� o� ����� ���u���, � co�c�������o� �ow�� ���� 
20 µM of DIM w�� ����c��� fo� ��� �ub��qu��� �����������.

Effects of DIM on VEGF production under hypoxic condi-
tions. To ������� ��� ����-����o����c ��o������� of DIM ��� 
��� �ff�c�� o� ��� CoC�2-���uc�� ��o�uc��o� of VEGF �� ��� 
ARPE-19 c����, w� ����u��� ��� ��c����o� of VEGF ���o ��� 
cu��u�� ����u� u���� ELISA. T�� ARPE-19 c���� w��� ������� 
w��� ����ou� co�c�������o�� of DIM (0, 10 o� 20 µM) fo� 30 ��� 
���o� �o ����u����o� w��� 200 µM CoC�2 fo� 24 � (F��. 2). A� 

F��u�� 1. Eff�c� of 3,3'-�����o�y�������� (DIM) ��� cob��� c��o���� (CoC�2) o� 
��� ���b����y of ARPE-19 c����. (A) C����c�� ���uc�u�� of DIM. (B) C���� w��� 
������� w��� 200 µM CoC�2 �� ��� �b���c� o� ������c� of ����ou� co�c�����-
��o�� of DIM. Af��� 24 �, c��� ���b����y w�� �������� u���� ��� c��� cou����� 
k��-8 ����y. T�� ���u��� ��� ��������� �� ��� ���c������ of �u������� c���� o��� 
��� co���o� c���� (w���ou� ��� ������o� of DIM u���� �o��o��c co�����o��). 
E�c� ���u� ����c���� ��� ���� ± SEM ��� �� �������������� of ��� ���u��� 
ob������ f�o� 3 ����������� �����������. **�<0.01 ��. ��� co���o� (CoC�2 f���).

F��u�� 2. Eff�c� of 3,3'-�����o�y�������� (DIM) o� cob��� c��o���� (CoC�2)-
����u����� ���cu��� ���o������� ��ow�� f�c�o� (VEGF) ��o�uc��o� �� ARPE-19 
c����. T�� ������ of VEGF �� ��� cu��u�� ����u� w��� ���������� by ��zy��-
���k�� ���u�o�o�b��� ����y (ELISA). T�� c���� w��� ���-������� w��� DIM 
(10 o� 20 µM) fo� 30 ��� ���o� �o ����u����o� w��� CoC�2 fo� 24 �. E�c� b�� 
���������� ��� ���� ± SEM f�o� 3 ����������� �����������. #�<0.05 ��. ��� 
co���o� (CoC�2 f���); **�<0.01 ��. CoC�2 ����u����o�.
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�������� by ��� VEGF ����u������� ob������ u���� ELISA, 
the VEGF levels were significantly increased in the ARPE-19 
c���� fo��ow��� 24 � of ���o�u�� �o �y�o��c co�����o�� (CoC�2) 

co������ �o �o��o��c co�����o�� (�o CoC�2; by ����o�������y 
3-fo��); ���� ��c����� w�� �������� by ��������� w��� DIM �� � 
�o��-��������� ������.

Effects of DIM on HIF-1α activation under hypoxic conditions. 
To ��������� w������ DIM ����b��� HIF-1α ������oc���o�, 
��� ARPE-19 c���� w��� ��cub���� w��� DIM (10 o� 20 µM) 
u���� �y�o��c co�����o�� fo� 6 � (F��. 3A). T�� 200 µM 
CoC�2-����u����� ARPE-19 c���� ���c���� �� ���o�� 5-fo�� 
��c����� �� ��� ������oc���o� of HIF-1α �o ��� �uc��� co������ �o 
��� c���� u���� �o��o��c co�����o��. By co������, ���-��������� 
of the cells with DIM (10 or 20 µM) significantly inhibited 
��� ������oc���o� of HIF-1α u���� �y�o��c co�����o��. Fu����� 
����������� w��� c������ ou� �o ��������� w������ ��� �c����-
��o� of HIF-1α �� ��� ARPE-19 c���� �� ������� u���� �y�o��c 
co�����o�� by ���-��������� w��� DIM. W��� ��� �uc���� �����c� 

��o����� f�o� ��� c���� w��� ��ob�� w��� o���o�uc��o����� 
w����� ��� VEGF ��o�o���, � �ub��qu��� ��� ���f� ����y��� 
�������� ���� ��� ARPE-19 c���� ������y�� � ���k�� ��c����� 
�� HIF-1α b������ �c�����y u���� �y�o��c co�����o�� (F��. 3B). 
How����, ��� ���uc��o� of ���c�f�c HIF-1α DNA b������ 
�c�����y fo��ow��� ����u����o� w��� CoC�2 w�� ����b���� by �����-
���� w��� DIM (10 o� 20 µM). T���� ���u��� ����c��� ���� DIM 
����b��� HIF-1α �c�����y by ���������� ��� ������oc���o� of ���� 
�����c�����o� f�c�o� �o ��� �uc��u� �u���� �y�o��c co�����o��. 
To ����u��� w������ HIF-1α �� � c����c�� f�c�o� �� ��� ��������o� 
of VEGF, PX-478 (10 o� 20 µM), �� HIF-1α ����b��o� (F��. 3C), 
��� ��HIF-1α (10 o� 20 �M), ��RNA ������� HIF-1α (F��. 3D), 
were used. As expected, the secretion of VEGF was significantly 
��c������ fo��ow��� ��� ����b���o� of HIF-1α.

Involvement of mitochondrial ROS in the secretion of VEGF 
through HIF-1α in CoCl2-stimulated ARPE-19 cells. To 
������� ��� �o�� of ROS �� ��� CoC�2-����u����� ��c����o� of 
VEGF, ��� ARPE-19 c���� w��� ������� w��� ����ou� ����b��o�� 

F��u�� 3. I���b���o� of ��� cob��� c��o���� (CoC�2)-���uc�� �c������o� of �y�o���-���uc�b�� f�c�o� (HIF)-1α by 3,3'-�����o�y�������� (DIM) �� ARPE-19 c����. 
(A) T�� HIF-1α ������ �� ��� �uc���� ��o���� �����c�� w��� ���������� by w������ b�o� ����y���. ARPE-19 c���� w��� ������� w��� DIM (10 o� 20 µM) 30 ��� ���o� 
�o CoC�2 ����u����o� fo� 6 �, ��� HIF-1α was detected with its specific antibody. #�<0.05 ��. co���o� (CoC�2 f���); **�<0.01 ��. CoC�2 ����u����o�. (B) Nuc���� 
��o���� �����c�� (5 µ�) w��� �������� ��� ����yz�� fo� ��� DNA b������ �c�����y of HIF-1α u���� ���c��o��o����c �ob����y ���f� ����y (EMSA). ARPE-19 c���� 
w��� ������� w��� DIM fo� 30 ��� ���o� �o CoC�2 ����u����o� fo� 6 �. T�� ���u��� ��ow� ��� �������������� of 3 ����������� �����������. 25X co�� ����c���� ��� 
molar fold excess of the specific competitor. To determine whether the observed shifted bands are specific for HIF-1α, co�������o� ����� ��� �u�: �o � ��o���� �����c� 
���� ������y� ������� ���f��� b����, ������o����y �o ��� ��b���� HIF-1α ��ob� � �o�-��b���� (‘co��’) o���o�uc��o���� �� ����� �� ��c���. Co�� co�������o� o���o�uc��-
o����� ��� u��� ���� ������ co����� ��� w��� �y�� HIF-1α ��co�����o� ����. If ��� ob������ ������� ��� HIF-1α-specific, those signals should disappear in the presence 
of ��� co�� HIF-1α w���-�y�� co������o�. (C) ARPE-19 c���� w��� ������� w��� ����ou� co�c�������o�� of PX-478, � HIF-1α ����b��o�, fo� 30 ��� ��� w��� ���� 
����u����� w��� CoC�2 fo� 24 �. V��cu��� ���o������� ��ow�� f�c�o� (VEGF) ��o�uc��o� w�� ����u��� u���� ��� co�����o����� ��zy��-���k�� ���u�o�o�b��� 
����y (ELISA) k���. #�<0.05 ��. co���o� (CoC�2 f���); *�<0.05 ��. CoC�2 ����u����o�. (D) K�ock�ow� of HIF-1α w�� ���fo���� u���� ��RNA, ��� ��� ��o�uc��o� 
of VEGF w�� ��������� by ELISA �� ARPE-19 c����. #�<0.05 ��. ��� co���o� (CoC�2 f���); *�<0.05 ��. 200 µM CoC�2 ����u����o�.
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of ROS, �uc� �� NAC fo� ROS �c��������, DPI �� �� NADPH 
o������ ����b��o� ��� YCG063 �� � ���oc�o������ ROS ����b-
��o�, ���o� �o CoC�2 ����u����o�. NAC ��� DPI ��� �o �ff�c� o� 
VEGF ��o�uc��o� �u���� �y�o��� (F��. 4A). How����, YCG063 
���uc�� ��� ��o�uc��o� of VEGF w��c� w�� ���uc�� by CoC�2 
����u����o�. B���� o� ���� ���u��, w� ������������ w������ DIM 
��c������ ��� ����� of ���oc�o������ ROS ��������o� �� CoC�2-
����u����� ARPE-19 c����. A� ��ow� by ou� ���u���, DIM 
���uc�� ��� ����� of ���oc�o������ ROS (F��. 4B). Sub��qu����y, 
w� �������� ��� �ff�c�� of YCG063 o� ��� �ccu�u����o� of 
HIF-1α �� CoC�2-����u����� ARPE-19 c���� (F��. 4C). T�� 
�ccu�u����o� of HIF-1α ��c������ �� ��� �uc��� of ��� CoC�2-
����u����� ARPE-19 c����; ���� ��c����� w�� �����f�c����y 
���uc�� by ��������� w��� YCG063.

Inhibitory effects of DIM on the secretion of VEGF through the 
inhibition of NF-κB activation. S��c� NF-κB �� � �����c�����o� 
f�c�o� ���� ���u����� ��� ��������o� of VEGF (12), w� �������-
����� w������ DIM ����b��� ��� ������oc���o� of NF-κB f�o� 
��� cy�o�o� �o ��� �uc��u� o� NF-κB b������ �c�����y. F����, ��� 
ARPE-19 c���� w��� ������� w��� ��� NF-κB ����b��o��, ������-
�o���� ��� BAY 11-7082, ���o� �o ����u����o� w��� CoC�2. 
P������o���� (2 µM) ��� BAY 11-7082 (2 µM) c�u��� � ���uc-
��o� �� ��� ��o�uc��o� of VEGF ���uc�� by �y�o��� (CoC�2; 
F��. 5A). T�� HIF-1α ����b��o�, PX-478, ���o c�u��� � ��c����� 
�� VEGF ��c����o�. W������ b�o� ����y��� u���� �uc���� f��c-
��o�� �������� ���� ��� �ccu�u����o� of NF-κB �65 �� ��� 
�uc��u� w�� ���k���y ��c������ fo��ow��� ��������� w��� CoC�2 
��o��; �ow����, ���-��������� w��� DIM (20 µM) �������� ���� 
����� (F��. 5B). W� ���� ������������ ��� �ff�c�� of DIM o� 
��� DNA-b������ �c�����y of NF-κB u���� EMSA (F��. 5C). 
S���u����o� w��� CoC�2 caused a significant increase in the 
DNA-b������ �c�����y of NF-κB, w������ ��������� w��� 
DIM ���k���y ���uc�� ��� CoC�2-���uc�� DNA-b������ 
�c�����y of NF-κB. Mo��o���, ��� u����u����� ������oc���o� 
of NF-κB p65 was significantly inhibited by treatment with 
YCG063 (F��. 5B). T���� ���u��� ����c��� ���� ��� ��������o� 
of ROS fo��ow��� ���o�u�� �o �y�o��� ������ �� �� u������� 
������ fo� ��� �c������o� of NF-κB.

Effects of DIM on the phosphorylation MAPKs in CoCl2- 
stimulated ARPE-19 cells. I� �� w��� k�ow� ���� MAPK 
��������� �o��cu��� ��� �b�� �o ���u���� HIF-1α �c������o� (13). 
T����fo��, �� ���� ��u�y, w� �������� ��� �ff�c�� of DIM o� 
�y�o���-���uc�� MAPK �c������o�. T�� ARPE-19 c���� w��� 
���-������� w��� ����ou� ����b��o�� of ������ ������uc��o� ����-
w�y�, �uc� �� SB203580 fo� �38 MAPK, U0126 fo� ERK ��� 
SP600126 fo� JNK, ���o� �o CoC�2 ����u����o�. A�o�� ����� 
����b��o��, SP600126 ��� �o� �ff�c� VEGF ��o�uc��o� �u���� 
�y�o���. How����, SB203580 ��� U0126 ���uc�� VEGF 
��o�uc��o� w��c� w�� ���uc�� by �y�o��� (F��. 6A). B���� o� 
����� ���u���, w� ������������ ��� �ff�c�� of DIM o� �38 MAPK 
��� ERK �c������o� ���uc�� by �y�o���. P��-��������� w��� 
DIM ���u���� �� � �����f�c��� ����b���o� of CoC�2-���uc�� 
�38 MAPK ��o���o�y����o� (F��. 6B). How����, DIM ��� �o� 
�ff�c� ERK ��o���o�y����o� �u���� �y�o���. T���� ���u��� 
���o�������� ���� ��� ����b���o� of VEGF ��o�uc��o� by 
DIM �� CoC�2-����u����� ARPE-19 c���� w�� ���oc����� w��� 
��� �ow����u����o� of �38 MAPK ��o���o�y����o�. W� ���� 
������������ w������ �38 MAPK ��o���o�y����o� �� ���oc�-

F��u�� 4. Eff�c� of 3,3'-�����o�y�������� (DIM) o� ��� cob��� c��o���� (CoC�2)-
����u����� ��o�uc��o� of ���oc�o������ ���c���� o�y��� ���c��� (ROS) �� 
ARPE-19 c����. (A) ARPE-19 c���� w��� ������ w��� NAC �� � ROS �c�������, 
DPI �� � NADPH o������ ����b��o�, ��� YCG063 �� � ���oc�o������ ROS 
����b��o� fo� 30 ��� ��� ���� ����u����� w��� CoC�2 fo� 24 �. T�� ��o�uc-
��o� of ���cu��� ���o������� ��ow�� f�c�o� (VEGF) w�� ����u��� u���� ��� 
co�����o����� ��zy��-���k�� ���u�o�o�b��� ����y (ELISA) k���. D��� ��� 
��������� �� ��� ����� ± SEM ��� ��� �������������� of ������c��� �����������. 
#�<0.05 ��. ��� co���o� (CoC�2 f���); *�<0.05 ��. 200 µM CoC�2 ����u����o�. 
NS, non-specific. (B) ARPE-19 cells were treated with DIM for 30 min and 
���� ����u����� w��� CoC�2 fo� 24 �. T�� ��o�uc��o� of ���oc�o������ ROS w�� 
measured using a fluorescence microplate reader. #�<0.05 ��. ��� co���o� (CoC�2 
f���); **�<0.01 ��. 200 µM CoC�2 ����u����o�. (C) T�� �y�o���-���uc�b�� f�c�o� 
(HIF)-1α ������ �� ��� �uc���� ��o���� �����c�� w��� ���������� by w������ b�o� 
����y���. ARPE-19 c���� w��� ������� w��� YCG063 fo� 30 ��� ��� ���� ����u-
����� w��� CoC�2 fo� 6 �. HIF-1α was detected with a HIF-1a specific antibody. 
#�<0.05 ��. ��� co���o� (CoC�2 f���); *�<0.05 ��. 200 µM CoC�2 ����u����o�.
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F��u�� 6. Eff�c� of 3,3'-�����o�y�������� (DIM) o� ��� ��o���o�y����o� of 
���o���-�c������� ��o���� k����� (MAPK) �� ARPE-19 c���� fo��ow��� ���o-
�u�� �o cob��� c��o���� (CoC�2). (A) T�� ������ of ���cu��� ���o������� ��ow�� 
f�c�o� (VEGF) �� ��� cu��u�� ����u� w��� ���������� by ��zy��-���k�� 
���u�o�o�b��� ����y (ELISA). ARPE-19 c���� w��� ������� w��� SB203580 
(� MAPK ����b��o�), U0126 [�� �����c���u��� ������-���u����� k����� (ERK)1/2 
����b��o�], o� SP600126 (� JNK ����b��o�) 30 ��� ���o� �o CoC�2 ����u����o� 
fo� 24 �. (B) C���� w��� ������� w��� DIM (10 o� 20 µM) ��� YCG063 (50 µM) 
30 ��� ���o� �o CoC�2 ����u����o� fo� 30 ���. W������ b�o� ����y��� w�� 
���fo���� �o ��������� ��� ������ of �38 MAPK ��� ERK ��o���o�y����o�. 
(C) T�� �uc���� f�c�o�-κB (NF-κB) �65 ������ �� ��� �uc���� ��o���� �����c�� 
w��� ���������� by w������ b�o� ����y���. ARPE-19 c���� w��� ������� w��� 
20 µM SB203580 fo� 30 ��� ���o� �o CoC�2 ����u����o� fo� 4 �, ��� NF-κB �65 
w�� ����c��� w��� ��� NF-κB p65-specific antibody. #�<0.05 ��. ��� co���o� 
(CoC�2 f���); *�<0.05 ��. CoC�2 ����u����o�.

F��u�� 5. Eff�c� of 3,3'-�����o�y�������� (DIM) o� �uc���� f�c�o�-κB (NF-κB) 
�c�����y �� cob��� c��o���� (CoC�2)-����u����� ARPE-19 c����. (A) T�� ��o�uc-
��o� of ���cu��� ���o������� ��ow�� f�c�o� (VEGF) w�� ����u��� u���� ��� 
co�����o����� ��zy��-���k�� ���u�o�o�b��� ����y (ELISA) k���. ARPE-19 
c���� w��� ���-������� w��� ��� NF-κB ����b��o��, �������o���� o� BAY 11-7082, 
��� ��� HIF-1α ����b��o� PX-478 fo� 30 ��� �� co�b�����o� o� ��o�� ��� w��� 
���� ����u����� w��� CoC�2 fo� 4 �. #�<0.05 ��. ��� co���o� (CoC�2 f���); *�<0.05, 
**�<0.01 ��. 200 µM CoC�2 ����u����o�. (B) NF-κB ������ �� ��� �uc���� ��o-
���� �����c�� w��� ���������� by w������ b�o� ����y���. ARPE-19 c���� w��� 
������� w��� 20 µM DIM ��� 50 µM YCG063 fo� 30 ��� ���o� �o CoC�2 
����u����o� fo� 4 �, ��� NF-κB �65 w�� ����c��� w��� ��� NF-κB p65-specific 
����bo�y. #�<0.05 ��. ��� co���o� (CoC�2 f���); *�<0.05 ��. CoC�2 ����u����o�. 
(C) ARPE-19 c���� w��� ������� w��� DIM (10 o� 20 µM) fo� 30 ��� ���o� �o 
����u����o� w��� 200 µM CoC�2. Nuc���� �����c�� w��� �������� �� 30 ��� ��� 
����yz�� by ���c��o��o����c �ob����y ���f� ����y (EMSA) fo� ��� DNA-b������ 
�c�����y of NF-κB.
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���� w��� ���oc�o������ ROS ��������o�. T�� ARPE-19 c���� 
w��� ������� w��� CoC�2 fo� 2 � �� ��� ������c� o� �b���c� of 
YCG063, � ���oc�o������ ROS ����b��o�. P��-��������� w��� 
YCG063 resulted in a significant attenuation of CoC�2-���uc�� 
�38 MAPK ��o���o�y����o� (F��. 6B). T���� ���u��� ����c��� 
���� ��� ��������o� of ���oc�o������ ROS ���uc�� by ���o�u�� 
�o �y�o��� ������ �� �� u������� ������ fo� ��� ���uc��o� of 
VEGF ��o�uc��o� by �38 MAPK �c������o�. Fu������o��, �o 
��uc����� ��� �ow������� ������ ����o���b�� fo� ��� ���uc��o� 
of VEGF ��o�uc��o� by �38 MAPK �c������o�, w� ������������ 
NF-κB �c������o� by w������ b�o� ����y��� of ��� c��� �uc���. 
W��� ��� ARPE-19 c���� w��� ������� w��� ��� �38 MAPK 
����b��o�, SB203580, ��� ������oc���o� of NF-κB w�� ���uc�� 
u���� �y�o��c co�����o�� (F��. 6C).

Discussion

U���� �y�o��c co�����o��, RPE c���� ������� ����ou� ��ow�� 
factors, resulting in angiogenesis, fibrovascular tissue forma-
��o� ��� ������� �b����o� (14). A�o�� ��� �y�o���-����u����� 
��ow�� f�c�o��, VEGF �� � ���o��� ���u���o� of ���cu�o������� 
��� ����o������� �� CNV (4). I� ��� ������� ��u�y, w� �������-
����� w������ DIM ����b��� VEGF ��c����o� f�o� ARPE-19 
c���� ����u����� w��� CoC�2 (�o ����c �y�o��c co�����o��). 
CoC�2 �� co��o��y u��� �� � �y�o���-������c ����� ��, ������� 
�o �y�o���, �� b�ock� ��� ���������o� ��� ��u� ���uc�� ��� �ccu-
�u����o� of HIF-1α ��o���� (15). A� ����c���, ��� ��c����o� of 
VEGF significantly increased under chemical hypoxic condi-
��o�� w���ou� ��y cy�o�o��c��y. How����, ��� ��c������ ������ 
of VEGF secretion were significantly inhibited by treatment 
w��� 10 ��� 20 µM DIM u���� �y�o��c co�����o�� (F��. 2). 
T��� ��u�y ���o�������� ���� DIM ����b��� ��� CoC�2-���uc�� 
��o�uc��o� of VEGF by �u��������� ��� �c������o� of NF-κB 
��� HIF-1α.

I� ��� b��� ���o���� ���� ���ou�� ��� HIF �����c�����o��� 
co�����, �y�o��� ���uc�� ��� ��o�uc��o� of VEGF (16,17). 
HIF-1α ���y� � c����c�� �o�� �� CNV. T����fo��, ��� ����b���o� 
of ��� HIF ����w�y off��� �� �����c���� �������u��c �������y 
fo� CNV. W� ��u� ������������ w������ DIM �����u���� ��� 
������oc���o� of HIF-1α �o ��� �uc��u� ��� b������ �o HRE 
of ��� VEGF ��o�o���. T�������� w��� DIM �����u���� 
HIF-1α �ccu�u����o� (F��. 3A) ��� HIF-1α-��������� b������ 
�c�����y (F��. 3B). To ����fy w������ �y�o��� ���uc�� ��� 
��o�uc��o� of VEGF ���ou�� ��� HIF �����c�����o��� co�����, 
w� u��� �� HIF-1α ����b��o� ��� ��RNA ������� HIF-1α u���� 
c����c�� �y�o��c co�����o��. A� ����c���, ou� ���u��� �������� 
���� PX-478 (�� ����b��o� of HIF-1α) ��� ��HIF-1α ����b���� 
VEGF ��o�uc��o� �� ��� CoC�2-����u����� ARPE-19 c����, 
�u�������� ���� DIM ��y b� u��fu� fo� ocu��� ��o���cu����z�-
��o� ���ou�� ��� �ow����u����o� of HIF-1α �c������o�.

I� ��� b��� ���o�������� ���� ROS ���uc�� ��� ��������o� of 
VEGF (18) ��� �� c�uc��� fo� ��� ���uc��o� of ����o������� (19). 
To �����,o�� w������ ROS ������ �ff�c� VEGF ��o�uc��o�, ��� 
CoC�2-����u����� ARPE-19 c���� w��� ���-������� w��� NAC, 
DPI ��� YCG063 (F��. 4A). A�o�� ����� ����b��o�� of ROS, 
NAC ��� DPI ��� �o� �ff�c� VEGF ��o�uc��o� �u���� �y�o���. 
How����, YCG063 (�� ����b��o� of ���oc�o������ ROS) 
�����f�c����y ��c������ ��� ��o�uc��o� of VEGF. B���� o� 
���� ���u��, w� ������������ w������ DIM ��c������ ��� ����� of 
���oc�o������ ROS ��������o� �� CoC�2-����u����� ARPE-19 

cells (Fig. 4B). As shown by the results of the fluorescence 
��c�o����� ����y���, DIM ���uc�� ��� ����� of ���oc�o������ 
ROS ��������o�. S��c� ROS ���u����� VEGF ��o�uc��o� 
���ou�� ��� ���uc��o� of HIF-1α, w� �������� ��� �ff�c�� of 
YCG063 ������� HIF-1α �ccu�u����o� �� CoC�2-����u����� 
ARPE-19 c���� by w������ b�o� ����y��� (F��. 4C). T�� �ccu�u-
����o� of HIF-1α ��c������ �� ��� �uc��� of ��� CoC�2-����u����� 
ARPE-19 c����. How����, ���� ��c����� w�� �����f�c����y 
���uc�� by ��������� w��� YCG063. T�k�� �o������, ��� ����-
b���o� of ���oc�o������ ROS ��������o� by DIM �� co�������� 
w��� ����b���o� of HIF-1α �ccu�u����o� ��� VEGF ��������o�, 
w��c� ��y ���u�� �� ���uc�� ocu��� ��o���cu����z���o�.

I� ��� b��� ���o���� ���� �y�o��� ���uc�� by CoC�2 ����� 
�o ��c������ ROS ��o�uc��o�, ��� �c������o� of NF-κB ��� ��� 
���uc��o� of VEGF �� �u��� RPE c���� (20). T����fo��, �� 
���� ��u�y, w� �������� ��� �ff�c�� of ��� NF-κB ����b��o��, 
�������o���� ��� BAY 11-7082, o� ��� CoC�2-���uc�� ��c��-
��o� of VEGF by ARPE-19 c����. Ou� ���u��� �������� ���� 
���-��������� w��� �������o���� ��� BAY 11-7082 ����b���� ��� 
��c����o� of VEGF u���� �y�o��c co�����o�� (F��. 5A). How����, 
���-��������� w��� ��� HIF-1α ����b��o�, PX-478, ��� � ������� 
����b��o�y �ff�c� ���� ���-��������� w��� ��� NF-κB ����b��o�� 
o� CoC�2-����u����� VEGF ��c����o�. Of �o��, ��� ����b���o� 
of bo�� ��� HIF-1α ��� NF-κB ����w�y� w��� � co�b�����o� 
(F��. 5A: �������o���� + PX-478 ��� BAY 11-7082 + PX-478, 
�����c�����y) ���-��������� ��� ��� �������� ����b��o�y �ff�c� 
o� VEGF ��c����o� �� ��� CoC�2-����u����� ARPE-19 c����. 
T���� ���u��� �u����� ���� bo�� ��������� ����w�y�, HIF-1α 
��� NF-κB, ���y c����c�� ��� �y��������c �o��� �� ��� ��o�uc��o� 
of VEGF. B���� o� ��� �bo�� ���u��� of ��� ����b��o�y �ff�c�� 
of NF-κB o� VEGF ��c����o�, w� ������������ w������ DIM 
�o�u����� NF-κB �c�����y �� CoC�2-����u����� ARPE-19 c����. 
S��c� �c������� f��� NF-κB �65 ������ ��� �uc��u� ��� ���uc�� 
VEGF ��������o�, w� ������������ ��� �uc���� ������oc���o� of 
��� NF-κB �ubu���, �65. W������ b�o� ����y��� �������� ���� 
����u����o� w��� CoC�2 ���uc�� ��� ������oc���o� of NF-κB �65 
���o ��� �uc���� co��������� (F��. 5B). How����, ��� CoC�2-
���uc�� ��� �uc���� ������oc���o� of NF-κB �65 w�� ����b���� 
�� ��� ������c� of DIM. Acco����� �o ��� EMSA ����, CoC�2 
����u����o� ��c������ ��� DNA-b������ �c�����y of NF-κB. 
How����, ���-��������� w��� DIM �u�������� ��� CoC�2-
���uc�� DNA-b������ �c�����y of NF-κB (F��. 5C). T���� ���� 
����c��� ���� DIM ����b��� NF-κB �c�����y �� CoC�2-����u����� 
ARPE-19 c���� by �u��������� ��� �uc���� ������oc���o� of �65 
���, co���qu����y, �����u���� ��� ��o�uc��o� of VEGF.

A �����ou� ��u�y ����c���� ���� MAPK ��������� ����w�y� 
��� ���o���� �� ���u������ ��� ��������o� of HIF-1α ��� VEGF 
u���� �y�o��c co�����o�� (21). B���� o� ���� ���u��, w� �y�o��-
���z�� ���� ����-��o���cu����z���o� ��c������� ��� ������� �o 
MAPK ����w�y�. To ��uc����� ��� ���u���o�y ��c������ of 
DIM �� ����� ��oc�����, w� ������������ w������ ��� MAPK 
��������� ����w�y� ��� ���o���� �� ���u������ VEGF ��o�uc-
tion. p38 MAPK- and ERK-specific inhibitors suppressed the 
secretion of VEGF. However, the JNK-specific inhibitor did not 
�ff�c� VEGF ��o�uc��o� �u���� �y�o��� (F��. 6A). Sub��qu����y, 
�o ����������� w������ DIM ���u����� ����� ����w�y�, w� u��� 
w������ b�o� ����y��� �o ������� ��� ��o���o�y����o� of ERK 
��� �38 MAPK. CoC�2 ����u����o� ��c������ ��� ��o���o�y-
����o� of �38 MAPK (F��. 6B). How����, ���-��������� w��� 
DIM ���k���y ���uc�� ��� ��o���o�y����o� of �38 MAPK �� 
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��� CoC�2-����u����� ARPE-19 c����. Mo��o���, �o ������� 
��� �ow������� ����w�y of �38 MAPK, w� ������������ 
w������ ��� �38 MAPK ����b��o�, SB203580, ���u����� NF-κB 
�c������o� �� CoC�2-����u����� ARPE-19 c����. Acco����� �o 
��� ���u��� of w������ b�o� ����y��� u���� �uc���� f��c��o��, 
w� ���o�������� ���� ��� �ccu�u����o� of NF-κB �65 �� ��� 
�uc��u� w�� ��c������ fo��ow��� ��������� w��� CoC�2 ��o��. 
How����, ���-��������� w��� SB203580 (� MAPK ����b��o�) 
���k���y �������� ���� �����. Of �o��, ��� MAPK ����b��o� 
��� �o� �ff�c� HIF-1α �ccu�u����o� �u���� �y�o��� (���� �o� 
��ow�). Mo��o���, ��� ��o���o�y����o� of �38 MAPK w�� 
�u�������� by ���-��������� w��� ��� ���oc�o������ ROS 
����b��o�, YCG063. Co���c�����y, ����� ���u��� ���o������� ���� 
DIM ����b��� ��� CoC�2-���uc�� ��o�uc��o� of VEGF by ���u-
������ ��� ���oc�o������ ROS/�38 MAPK/NF-κB ��������� 
����w�y� �� ARPE-19 c����. T�� MAPK ����w�y� ��� u������� 
of NF-κB, bu� �o� HIF-1α.

In conclusion, the findings of this study demonstrated that 
�y�o��� ���uc�� by CoC�2 ��c������ ��� ������� of VEGF f�o� 
cultured ARPE-19 cells. Pre-treatment with DIM significantly 
�����u���� ��� ��o�uc��o� of VEGF �� ARPE-19 c���� u���� 
�y�o��c co�����o�� by �u��������� ��� �c������o� of ��� ���o-
c�o������ ROS/HIF-1α ��� ���oc�o������ ROS/�38 MAPK/
NF-κB ����w�y�. T���� ���� �u����� ���� DIM �� �ff�c���� �� 
���������� ��� �y�o���-���uc�� ��c����o� of VEGF �� RPE 
c���� ��� ��y b� �����o��� ���o � �o��� ����-����o����c ����� 
fo� AMD.
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