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초 록

중금속 비소는 환경 중에 널리 존재하는 원소로서, 주로 음용수를 통하여

인체에 노출된다. 만성적인 비소 노출이 다양한 심혈관계 질환을 유발한다

는 사실은 역학적으로 보고되어 있으며 이러한 원인 중의 하나로 비소에 의

한 혈전 생성 작용에 대해 연구가 활발히 진행 중에 있지만 아직 정확한 기

전은 밝혀지지 않았다. 한편 혈소판 응집에 의한 혈전 생성 기전은 여러 단

계에 걸쳐서 진행되는데 일반적으로 다양한 자극에 의해 활성화된 혈소판은

그 형태가 바뀌는 shape change 과정을 수반하면서 응집이 형성된다.

Shape change 과정은 활성화된 혈소판 내 cytoskeletal protein의 integrity

가 변화하면서 발생하는데 이러한 shape change 과정에서 혈소판 내 과립

들이 분비되고 integrin이 활성화되면서 혈소판의 응집이 촉진된다.

본 연구에서는 혈전 생성 및 다양한 심혈관 질환에 기여하는 혈소판을 대

상으로 하여 비소가 혈소판의 활성화와 shape change 및 혈전 생성에 작용

하는 기전을 제시하고자 하였다. 사람의 혈액으로부터 분리한 Platelet rich

plasma에 Sodium Arsenite를 가하여 혈소판의 활성화를 유도하였다. 비소

에 의한 혈소판의 활성화 효과는 혈소판의 형태적인 변화를 통해 확인하였

다. 비소에 의한 혈소판의 활성화에 관여하는 key protein을 찾기 위해

proteomic analysis를 하였으며 이를 통해 비소에 의해 혈소판 내 filamin A

protein의 인산화가 유의적으로 증가한다는 결과를 얻었다. Western blot을

통해 비소가 filamin A의 인산화 증가하며 이것이 filamin A의 안정화에 관

여하는 것을 확인하였고 이러한 filamin A의 안정화는 Glycoprotein(GP)Ibα 

unit과의 interaction 을 통해 혈소판 모양 변화에 영향을 주었다. GPIbα는

비소 농도 의존적으로 surface expression이 감소하였으며 Filamin A와 함

께 세포 안쪽으로 이동하였다.
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Confocal microscopy를 이용하여 비소가 실제로 actin 의 assembly를 조

절하는지 확인한 결과 비소에 의해 actin 의 assembly가 변화하는 것을 확

인할 수 있었으며 actin의 assembly에 관여하는 상위 조절 단백질인 small

GTPase protein의 활성을 측정한 결과 비소에 의해 그 활성이 감소하는 것

을 확인하였다. Small GTPase protein의 하위 단계에서 actin

polymerization을 조절하는 actin capping protein인 cofilin의 경우에도 그

활성이 시간에 따라 변하면서 actin dynamic에 영향을 미치는 것으로 나타

났다. Actin dynamic이 변화함에 따라 혈소판 α-granule의 분비가 증가하는

지 확인하기 위해 p-selectin의 발현을 측정한 결과 비소 농도 의존적으로

p-selectin의 발현이 증가하였다. 비소에 의한 자체적인 혈소판 응집 효과는

나타나지 않았으며 혈소판 agonist인 thrombin과 ADP에 의한 혈소판 응집

효과를 비소가 농도 의존적으로 촉진시켰다.

이상의 결과를 종합하면, 비소는 혈소판을 활성화시켜 그 형태를 변화시

키며 이러한 형태변화는 혈소판의 Glycoprotein Ibα - Filamin A의

relocalization 및 actin assembly의 변화를 통해 나타나는 결과임을 알 수

있다. 비소에 의해 형태적인 변화를 나타내는 혈소판에서 부착단백질인

P-selectin의 발현이 증가하였으며 agonist에 의한 혈액 응고 작용이 촉진되

었다. 따라서 본 연구결과는 비소 노출에 의한 심혈관계 질환의 발병 원인

중 하나로 지목되고 있는 혈전 생성을 설명하는 한 가지 기전으로 제시될

수 있을 것이다.

주요어 : 혈소판, 비소(Arsenic), Shape change, Actin, Filamin A, GPIbα,

P-selectin, 혈액 응고 촉진 활성



- iii -

목 차

초 록 ···················································································································ⅰ

목 차 ··················································································································· iii

List of Figures ·······································································································ⅳ

List of Abbreviations ··························································································ⅴ

서 론 ·····················································································································1

실 험 방 법 ·················································································································5

시약 및 antibodies ·····························································································5

Platelet rich plasma의 조제 ··········································································5

주사전자현미경 (SEM)을 이용한 혈소판 모양 변화 관찰 ····················6

Proteomic analysis ···························································································6

Filamin A 의 발현 및 인산화 측정 ·····························································6

GPIbα 및 P-selectin 발현 측정 ····································································7

GPIba 및 Filamin A redistribution 관찰 ·················································8

Confocal microscopy를 이용한 Actin assembly 관찰 ·························8

Small GTPase protein activity 측정 ·························································9

Platelet aggregation 측정 ············································································10

통계 처리 ·············································································································10

실 험 결 과 ···············································································································11

고 찰 ···················································································································23

참 고 문 헌 ···············································································································28

보 충 자 료 ···············································································································34

Abstract ····················································································································36



- iv -

List of Figures

Figure 1. Effects of arsenic on platelet morphological change

Figure 2. Proteomic analysis of arsenic treated platelets

Figure 3. Effects of arsenic on filamin A phosphorylation and

fragmentation in platelets

Figure 4. Effects of arsenic on surface expression of Glycoprotein Ib

alpha (GPIbα) in platelets

Figure 5. Effects of arsenic on redistribution of GPIbα and filamin A

in platelets

Figure 6. Effects of arsenic on actin dynamic changes and related

molecular activity in platelets

Figure 7. Effects of arsenic on P-selectin expression in platelets

Figure 8. Potentiation effects of arsenic on platelet aggregation



- v -

List of Abbreviations

ADP : adenosine diphosphate

As : arsenic

BSA : bovine serum albumin

CVD : cardiovascular diseases

DW : distilled water

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid

FACS : Fluorescence-activated cell sorting

FITC : fluorescein isothiocyanate

GDP : Guanosine-5'-diphosphate

GP : glycoprotein

GTP : Guanosine-5'-triphosphate

HEPES : N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid

PBS : phosphate buffered saline

PPP : platelet poor plasma

PRP : platelet rich plasma

PE : phycoerythrine

PS : phosphatidylserine

SDS : Sodium dodecyl sulfate

SEM : scanning electron microscopy

Tris : tris(hydroxymethyl)aminomethane



- 1 -

서 론

중금속 비소의 심혈관 독성

비소는 환경 중에 널리 분포하는 금속물질로서, 강한 독성을 가지고 있는

주요 환경오염물질 중 하나이다. 환경 내에 존재하는 비소의 형태는 여러

가지가 있으나 무기 비소인 3 가 비소 As (III)와 5 가 비소 As (V)가 많은

부분을 차지한다. 비소의 독성은 화학 형태에 따라 크게 다르며 일반적으로

유기형태의 비소보다는 무기형태의 비소가 독성이 크며 3 가 비소가 5 가

비소에 비해 독성이 더 큰 것으로 알려져 있다. (Hughes, M. F., 2002)

일반적으로 인체가 비소에 노출되는 가장 주요한 경로는 음용수와 식품의

오염을 통한 것이다. 음용수를 통한 만성적인 비소 노출은 세계적인 문제로

대두되어 큰 주목을 받고 있으며 이에 따라 미국 환경부 (Environmental

Protection Agency; EPA)와 세계 보건 기구 (World Health Organization;

WHO)에서는 음용수 중 비소 규제치를 10 μg/L (ppb)로 설정하여 음용수

중 비소 농도를 낮추려는 노력을 기울이고 있다. 그럼에도 불구하고 전 세

계적으로 수천만 명의 인구가 만성적으로 비소에 노출되어 있으며 비소 노

출 인구 중 1300 만 명이 미국에서 (U.S. Environmental Protection

Agency, 2009), 5 천만 명 이상이 방글라데시에서 보고되고 있다 (British

Geogical Survey, 2007). 라틴아메리카 (Bhattacharya et al., 2006) 및 호주

(O’Shea B et al., 2007) 에서도 기준 농도 이상의 비소가 검출되고 있으며

서 아시아 지역에서도 만성적 비소 노출에 의한 독성을 주요한 환경 재해로

보고하면서 계속해서 그 심각성을 경고하고 있다.

비소를 만성적으로 섭취하였을 경우 피부와 신장, 폐, 방광 등 여러 장기

에서 암이 발병함이 알려져 있으며 (Tchounwou PB, 1999) 발암성은 비소
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의 독성 중 가장 큰 비중을 차지한다. International Agency for Research

on Cancer (IARC) 에서는 인체 역학 조사를 근거로 하여 비소를 1급 발암

물질로 평가하였다. 비소는 발암성 이외에도 여러 가지 기전을 경유한 다양

한 독성을 유발하는데 비소의 만성적인 노출에 의한 심혈관계 질환, 호흡기

계 질환, 피부 질환 및 신경계 질환의 유발이 보고되고 있으며 (Tchounwou

et al., 2003) 그 중 비소에 의한 심혈관계 질환의 발병은 발암성과 더불어

비소의 주요한 독성으로 주목 받고 있다 (Abernathy et al., 2003; Yoshida

et al., 2004). 음용수를 통한 만성적인 비소의 노출이 고혈압 유발을 촉진시

키고 심혈관 질환에 의한 치사율을 증가시킨다는 역학적인 보고가 있으며

(National Research Council, 2001; Rahman M. et al., 1999) 비소의 만성적

노출과 ischemic heart disease (ISHD) 에 의한 치사율 증가에 대해서도 보

고된 바가 있다 (Chen CJ et al., 1996). 이 밖에도 cerebrovascular

disease, atherosclerosis 등이 비소 오염 지역의 역학 조사에서 보고된 바

있으며 그 심각성이 최근까지 계속해서 대두되고 있다 (Tseng, C. H., 2003,

2008; Chen, Y., 2011). 그렇지만 비소가 심혈관 질환을 유발하는 기전에 관

해서는 아직까지 명확한 규명이 이루어지지 않은 상태이며, 이를 확인하려

는 연구들이 활발히 진행되고 있다.

혈소판의 활성화 및 모양 변화

혈액의 한 구성 성분인 혈소판은 megakaryocyte 로부터 분화 생성되며

안정적인 상태의 혈소판은 둥근 판 모양 (discoid)을 하고 있으며 핵이 없는

것이 특징이다. 정상 상태에서의 혈소판은 혈관 손상 등의 상황에서 과도한

혈액 손실을 방지하기 위한 지혈 작용을 담당하며 이러한 작용은 혈소판의

활성화에 의한 혈관 내 부착, 모양 변화, 분비 및 응집에 이르는 일련의 과

정을 통해 이루어진다 (Broos, K., 2012). 혈소판의 내부에는 다양한

cytoskeleton 구조가 발달되어 있으며 비활성 상태에서 둥근 판 모양을 유

지하다가 활성화 시 빠른 모양 변화 (Shape change)를 유발한다. 이러한 모
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양 변화에 의해 혈소판의 부착 및 응집이 용이하게 되며 결과적으로 안정적

인 혈소판 응집체를 형성하는데 기여한다 (Jackson, S. P., 2007). 혈소판의

모양 변화는 혈소판 활성화의 initial 단계에서 나타나며 이 때 cytoskeleton

의 재조합이 유발되어 actin dynamic 의 변화가 나타난다 (Hartwig, J. H.,

1992). 이러한 shape change 과정에서 혈소판 내부의 소기관들이 가운데로

모이게 되고 granule 내에 함유되어 있던 다양한 혈소판 활성 물질들이 분

비되는데 이러한 물질들은 이차적인 혈소판 활성화를 유발함으로써 견고한

혈소판 응집체를 형성하는데 기여한다 (Murugappan et al., 2004).

심혈관 질환에서의 혈소판의 역할

혈소판은 정상 상태에서 지혈 작용을 담당하며 심혈관계의 항상성 유지에

중요한 역할을 하지만 병리 상태에서 과도하게 활성화되면서 다양한 심혈관

계 질환의 발병 또는 진전을 야기한다 (Ruggeri, Z. M., 2002; Gawaz, M.,

2004). 이러한 과정은 주로 과도한 혈전 생성에 의해 매개되는데 생성된 혈

전으로 인해 심장 혈관이나 뇌혈관 등의 폐색이 유발될 수 있다. 말초 순환

역시 과도한 혈소판 활성화 및 혈전 생성의 영향을 받음으로써 사지 순환

등에 장애가 생기는 경우도 보고된다 (Matsagas et al., 2002). 또한 혈소판

유래의 여러 물질들은 만성적인 염증 반응을 유발하여 심혈관계 질환을 심

화시키는데 (Wagner and Burger, 2003; Weber, 2005) 혈소판에서 유래된

P-selectin 과 여러 종류의 cytokine 이 동맥 경화의 진행을 촉진시킴이 보

고되었다 (Burger, P. C., 2003).

연구 목적

본 연구실에서는 과거에 혈소판에 대한 비소의 효과를 검토하였으며 3 가

무기 비소가 혈소판 응집을 촉진시키고 부착 단백의 발현을 증가시킴으로써

혈소판을 활성화시킴을 확인하였다 (Lee, M. Y., 2002). 또 비소에 의해서

혈소판의 phosphatidylserine 의 발현이 증가하고 이에 따라 혈소판의



- 4 -

coagulant activity 가 증가함을 확인한 바 있다 (Bae, O. N., 2007). 그러나

비소에 의한 혈소판 응집 촉진 효과에 대한 기전에 대해서는 아직 밝혀진

바가 없다.

본 연구에서는 비소가 혈소판의 활성화 단계 중 initial 단계인 혈소판의

shape change 에 미치는 영향을 확인하고 단계적으로 혈소판의 응집 촉진

효과에 미치는 영향을 확인하고자 하였으며 결과적으로 이러한 비소의 혈소

판 활성화 효과에 대한 세포 내 기전을 규명하고자 하였다. 이러한 일련의

연구를 통하여 비소의 혈소판 shape change 유발을 매개한 혈소판 활성화

및 혈액 응고 촉진 활성을 만성적인 비소 노출 집단에서 발견되는 심혈관

질환 발병의 한 가지 가능성 있는 기전으로 제시하고자 하였다.
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실 험 방 법

시약 및 antibodies

Sodium arsenite, KH2PO4, NaCl, Na2HPO4, KCl, MgCl2, HEPES,

glucose, CaCl2, NaHCO3, Tris/HCl, ethanol, glutaraldehyde, formaldehyde,

osmium tetroxide (OsO4), Triton X-100, thrombin, Adenosine diphosphate

(ADP), poly-L-lysine, BSA 등의 시약은 모두 Sigma chemical Co. (St.

Louis, USA)로부터 구입하였다.

Fluorescein-isothiocyanate (FITC)-labeled monoclonal P-selectin antibody

(CD62p-FITC), R-phycoerythrin (PE)-labled mouse anti-human GPIbα 

(CD42b-PE)는 BD biosciences (San Jose, CA)에서 구입하였다.

Anti-filamin A antibody, anti-phospho-filamin A antibody는 Abcam

(Cambridge, UK)에서, 나머지 antibody는 모두 Cell Signaling Technology

(Danvers, US)에서 구입하였다. RhoA/Rac1/Cdc42 Activation Assay

Combo Biochem Kit는 Cytoskeleton (Denver, USA)에서 구입하였으며 그

밖의 시약은 모두 특급 시약을 구입하여 사용하였다.

Platelet rich plasma의 조제

사람의 혈액으로부터 Platelet rich plasma (PRP)를 조제하기 위하여 2 주

일 이상 약물을 복용하지 않은 건강한 남성의 정맥에서 Sodium citrate를

항응고제로 하여 혈액을 채취하였다. 채취한 혈액을 900 rpm에서 15 분간

원심 분리하여 상층액에서 platelet rich plasma (PRP)를 얻고 pellet을 3000

rpm에서 20 분간 원심 분리하여 상층액에서 platelet poor plasma (PPP)를

얻는다. PRP 중의 혈소판 수는 광학 현미경을 이용하여 hematocytometer로

세었으며, PPP로 희석하여 1 ml에 3×108개의 혈소판이 포함되도록 한 후

실험에 이용하였다.
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주사전자현미경 (SEM)을 이용한 혈소판 모양 변화 관찰

비소에 의한 혈소판의 모양 변화를 Scannig electron microscopy (SEM)

을 이용하여 관찰하였다. 비소 또는 용매인 증류수를 PRP에 가하고 37℃에

서 2시간 반응 시킨 다음 2000 g에서 1 분간 원심 분리하여 혈소판을 pellet

으로 가라앉힌 후 상층액을 제거하였다. 2% glutaraldehyde를 가해 pellet을

재현탁 시킨 후 4℃에서 1시간 동안 pre-fixation 하였다. 고정된 현탁액을

PBS를 이용하여 2번 세척한 후 1 % osmium tetroxide (OsO4) 고정액을 가

하여 상온에서 30 분간 post-fixation 하였다. 이를 PBS로 2번 세척한 후

30, 50, 70, 90, 100%의 에탄올 용액을 순차적으로 각각 10분씩 가하여 시료

를 탈수시켰다. 100 %의 Ethanol로 세척한 후 재현탁한 시료를 알루미늄

호일이 붙은 구리 mount에 적당량 올린 후 데시케이터에서 완전히 건조시

켰다. 백금으로 coating 하여 JSV 540 scanning electron microscope

(JEOL, Japan)에서 관찰하였다.

Proteomic analysis

PRP에 비소 또는 증류수를 2 시간 동안 처리한 후 원심 분리하여 상층액

을 제거한 혈소판 pellet을 Genomine, Inc. 에 의뢰하여 2DE gel로 분리한

후 인산화된 단백질을 staining 하였다. 세 번의 실험을 통해 비소를 처리한

군에서 유의적으로 인산화가 증가하는 spot을 선정하여 4700 Proteomics

Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems)로 아미노산 서열을 분

석하였다.

Filamin A 의 발현 및 인산화 측정

Proteomic analysis를 통해 도출된 filamin A의 발현 및 인산화를

western blotting 으로 확인하였다. 비소 또는 증류수를 가하여 37℃에서 2

시간동안 incubation 시킨 PRP를 600 g에서 5 분간 원심 분리하였다. 상층
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액을 제거한 후 protease inhibitor와 phosphatase inhibitor가 포함된 lysis

buffer 300 μl로 재현탁하여 ice에서 1 시간 동안 lysis 시켰다. Lysate를

10,000 g에서 20 분간 원심 분리하여 debris를 제거하였다.

이렇게 얻은 혈소판 lysate를 단백질 정량한 뒤 7.5 % SDS-PAGE

(polyacrylamide gel electrophoresis) 용 acrylamide gel에서 분리하였고,

PVDF membrane으로 transfer 하였다. 5% BSA가 포함된 Tris/glycine

buffer (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)로 1시간 동안 blocking

하고 anti-filamin A antibody 또는 anti- phospho-filamin A antibody를 4

℃에서 하루 동안 부착시켰다. Membrane의 세척은 0.05% Tween-20을 포

함한 Tris/glycine buffer를 사용하였고 antibody 희석은 5 % BSA를 포함

한 Tris/glycine buffer를 사용하였다. 1차 antibody 부착이 끝난 membrane

을 세척한 뒤 2차 antibody인 HRP-linked anti-rabbit IgG 또는 anti-mouse

IgG로 2시간 동안 상온에서 부착시키고 다시 세척하여 Super Signal West

Femto 를 이용해 발색하였다. 단백질 band의 분석은 Quantity One 1-D

analysis software (Bio-Rad laboratories, Inc)를 이용하였다.

GPIbα 및 P-selectin 발현 측정

PRP에 비소 또는 용매인 증류수를 가하여 37 ℃에서 2 시간 동안 반응시

켰다. 시료 중 10 μl를 취하여 tyrode’s buffer 290 μl에 가함으로써 반응을

정지시켰다. 희석한 시료 중 50 μl를 취하여 anti-GPIbα-PE 또는

anti-P-selectin-FITC 10 μl를 미리 넣어 놓은 FACS tube에 넣어 차광 조

건에서 20 분 동안 상온에서 반응시켰다. 여기에 tyrode’s buffer 500 μl를

가함으로써 반응을 종결시켰다. 준비된 flow cytometric analysis 용 sample

을 BD FACSCaliber (BD bioscience)에서 분석하였다. 분석 프로그램으로는

CellQuest Pro software를 이용하였다. Flow cytometry는 혈소판 분석을 위

해 최적화된 상태로 calibration하여 사용하였으며 네 가지 지표로서 입자분

석을 위한 forward scatter, side scatter, orange (PE), green (FITC)
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fluorescence를 이용하여 분석하였다. GPIbα 와 P-selectin의 발현 정도는

PE 와 FITC fluorescence에 의해 정량적으로 측정하였다.

GPIba 및 Filamin A redistribution 관찰

Confocal microscopy를 이용하여 혈소판 내 GPIbα와 filamin A의

localization 변화를 관찰하였다. 비소 또는 용매인 증류수를 가하여 37 ℃에

서 2 시간 동안 반응시킨 PRP를 원심 분리하여 상층액 제거 후 PBS로 세

척하였다. 혈소판 현탁액을 Poly-L-lysine이 coating된 cover glass에 1 ml

씩 가하여 37 ℃에서 30 분간 부착시켰으며 세척을 통해 부착되지 않은 혈

소판을 제거하였다. 부착된 혈소판에 2 % formaldehyde를 가하여 상온에서

10 분간 고정하였다. PBS로 세척 후 0.5 % Triton X-100 1 ml를 가하여

상온에서 10 분간 permeation 시키고 2 % BSA가 포함된 PBS를 가하여 상

온에서 1 시간 동안 blocking 시켰다. anti-GPIbα-PE antibody 및

anti-filamin A antibody 를 가하여 차광 조건에서 1 시간 동안 반응시킨 후

PBS로 세척하였다. Anti-rabbit-FITC antibody를 가하여 30 분 동안 반응

시킨 sample을 PBS로 세척한 후 mounting solution을 이용하여 slide glass

에 mounting 하였다. Confocal microscopy 관찰은 argon laser로 형광 입자

를 activation 시킨 후 Leica confocal microscopy (Leica, Wetzlar,

Germany)를 이용하여 수행하였다.

Confocal microscopy를 이용한 Actin assembly 관찰

비소 또는 용매인 증류수를 가하여 37 ℃에서 2 시간 동안 반응시킨 PRP

를 원심 분리하여 상층액 제거 후 PBS로 세척하였다. 혈소판 현탁액을

Poly-L-lysine이 coating된 cover glass에 1 ml씩 가하여 37 ℃에서 30 분

간 부착시켰으며 세척을 통해 부착되지 않은 혈소판을 제거하였다. 부착된

혈소판에 2 % formaldehyde를 가하여 상온에서 10 분간 고정하였다. PBS

로 세척 후 0.5 % Triton X-100 1 ml를 가하여 상온에서 10 분간
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permeation 시키고 2 % BSA가 포함된 PBS를 가하여 상온에서 1 시간 동

안 blocking 시켰다. PBS에 1:500으로 희석시킨 Rhodamin-phalloidin 과

DNase I을 차광 조건에서 1 시간 동안 반응시켜 각각 F-actin과 G-actin을

staining 한 후 PBS로 세척하였다. Mounting solution을 이용하여 slide

glass에 mounting 한 후 Leica confocal microscopy (Leica, Wetzlar,

Germany)를 이용하여 관찰하였다.

Small GTPase protein activity 측정

RhoA/Rac1/Cdc42 Activation Assay Combo Biochem Kit (Cytoskeleton,

Inc.)를 사용하여 actin assembly를 조절하는 상위 단백질인 small GTPase

protein의 activity를 측정하였다. 비소 또는 용매인 증류수를 가하여 2 시간

동안 incubation 한 PRP를 600 g에서 5 분간 원심 분리하였다. 상층액을 제

거한 후 protease inhibitor와 phosphatase inhibitor가 포함된 lysis buffer

300 μl로 재현탁하여 ice에서 5 분 동안 lysis 시켰다. Lysate를 4 ℃ 조건

하에 10,000 g에서 1 분간 원심 분리하여 debris를 제거하였다.

상층액 중 25 μl에는 2× Laemmli sample buffer를 가하고 95 ℃에서 5

분간 boiling 하여 total small GTPase protein 샘플을 얻었다. 나머지 상층

액 중 250 μl에는 20 μl의 PAK-GST Protein beads를 가하고 4 ℃에서 1

시간 동안 교반 시키면서 active small GTPase protein의 binding을 유도하

였다. Incubation 후 4 ℃에서 3,000 g로 1 분간 원심 분리하여 beads를 가

라앉히고 상층액을 제거하였다. Wash buffer 500 μl를 가하여 beads를 세척

한 후 2× Laemmli sample buffer를 가하고 95 ℃에서 5 분간 boiling하여

active small GTPase protein 샘플을 얻었다. 이렇게 얻은 샘플을 15 %

SDS-PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) 용 acrylamide gel에서 분

리하였고, PVDF membrane으로 transfer 하였다. 5% BSA가 포함된

Tris/glycine buffer (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)로 1시간 동

안 blocking 하고 anti-Rac1 또는 anti-Cdc42 antibody를 4 ℃에서 하루 동



- 10 -

안 부착시켰다. Membrane의 세척은 0.05% Tween-20을 포함한

Tris/glycine buffer를 사용하였고 antibody 희석은 5 % BSA를 포함한

Tris/glycine buffer를 사용하였다. 1차 antibody 부착이 끝난 membrane을

세척한 뒤 2차 antibody인 HRP-linked anti-mouse IgG 로 2시간 동안 상

온에서 부착시키고 다시 세척하여 Super Signal West Femto 를 이용해 발

색하였다. 단백질 band의 분석은 Quantity One 1-D analysis software

(Bio-Rad laboratories, Inc)를 이용하였다.

Platelet aggregation 측정

혈소판의 응집 정도를 lumi-aggregometer (Chrono-Log Co., USA)를 이

용하여 turbidity 변화정도로 측정하였다. PRP의 light transmission을 0 %,

PPP의 light transmission을 100 %로 맞춘 후 37℃에서 혈소판의

aggregation 정도에 따른 light transmission을 측정하였다. 측정 시 silicon

으로 코팅된 aggregometer cuvette을 사용하였으며, 반응이 일어나는 동안

1,000 rpm에서 지속적으로 교반시켰다. PRP를 aggregometer cuvette에 넣

고 비소 또는 증류수를 가한 후 1 시간 동안 자체 응집 효과를 측정하였으

며 positive control 로는 200 μM의 메틸수은을 사용하였다. 또 비소에 의한

혈소판 응집 촉진 효과를 확인하기 위해 비소 또는 증류수를 가하여 2 시간

동안 37 ℃에서 incubation 시킨 PRP를 aggregometer cuvette에 넣고

sub-threshold 농도의 thrombin 또는 adenosine-diphosphate (ADP)를 가한

후 5분간 혈소판 응집 정도를 관찰하였다.

통계처리

실험 결과는 mean ± SEM으로 표시하였다. 두 군 사이의 차이는 t-test

로서 검증하였으며, 세 군 이상의 비교에서는 ANOVA test를 수행한 후

Duncan’s multiple range test를 실시하여 유의성을 검증하였다. 유의적인

차이는 p value가 0.05 이하인 경우에 인정하였다.
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실 험 결 과

비소에 의한 혈소판 모양 변화 및 기전

비소가 혈소판의 활성화에 어떠한 영향을 미치는지 확인하기 위해 주사전

자현미경 (SEM)을 이용하여 비소에 의한 혈소판의 모양 변화를 관찰하였

다. 혈소판에 비소 10, 25, 50 μM 또는 vehicle인 증류수를 2 시간동안 처리

하여 관찰한 결과 비소 농도 의존적으로 혈소판의 모양이 변화하는 것을 확

인하였다 (Fig. 1).

비소에 의한 혈소판 shape change 기전에 관여하는 후보 단백질을 찾아

내기 위해 Proteomic analysis를 의뢰하였으며 3 번의 실험을 통해 비소 처

리한 그룹에서 유의적으로 인산화가 증가하는 단백질 spot을 찾아내었다.

Mass 분석을 통해 아미노산 서열을 비교한 결과 단백질 후보들 중 2개의

spot이 filamin A protein과 matching 되었으며 (Fig. 2) 이를 통해 비소가

actin의 cross-linking에 관여하는 cytoskeletal protein인 filamin A의 인산

화를 증가시킴을 확인하였다.

Filamin A는 homodimer 형태로 존재하는 280 kDa 의 cytoskeletal

protein 으로써 actin polymer 간의 cross-linking 에 관여하며 세포 내 다양

한 binding partner 와 상호작용하여 세포의 adhesion, spreading 및

migration을 조절한다 (Nakamura, 2011; Stossel T. P., 2001). 또한 혈소판

에서 Filamin A는 membrane 에 존재하는 다양한 glycoprotein 및 integrin

과 binding 하여 actin polymer를 혈소판 표면에 anchor 시킴으로써 혈소판

의 모양을 유지하는데 중요한 작용을 하는 것으로 보고되어 있다 (van der

Flier, A., 2001). Filamin A의 인산화는 다양한 protein kinase 에 의해 유도

되는데 p21-activated kinase 1 (Pak1)에 의해 인산화 된 filamin A는 Pak1

과 상호작용 하여 cytoskeletal reorganization을 유발하고 ruffle을 형성한다

고 보고되어 있다 (Vadlamudi, R. K., 2002). 인산화에 의해 filamin A의
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actin cross-linking activity가 감소한다는 보고도 있으며 (Cukier, I. H.,

2007) 또 다른 연구에서는 filamin A의 integrin binding affinity가 조절된다

고 예측하고 있지만 (Chen, H. S., 2009) 아직 filamin A 인산화의 역할에

대해서는 의견이 분분하다.

Western blotting을 통해 filamin A의 인산화가 비소 농도 의존적으로 증

가하는 것을 확인하였으며 인산화가 증가함과 동시에 filamin A의

degradation이 비소 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.

3). Filamin A의 인산화에 의해 filamin A가 안정화가 되며 이로 인해

calpain에 의한 filamin A의 proteolysis 가 감소한다는 보고가 있으며

(Ming Chen et al., 1989) 본 결과를 통해 비소에 의해 filamin A의 인산화

가 유도되는 동시에 안정화되는 것을 확인할 수 있었다. Filamin A를

fragmentation 시키는 효소인 calpain의 활성에 대한 비소의 영향을 확인한

결과 비소 농도에 따라 calpain의 활성에는 변화가 없었으며 (suppl. 1) 이를

통해 비소가 filamin A의 fragmentation을 조절하는 기전이 calpain의 활성

변화에 의한 것은 아님을 추측할 수 있었다.

Filamin A는 혈소판 표면에 분포되어 있는 glycoprotein 인 GPIbα unit

과 binding 하여 혈소판의 모양을 형성하며 (Berndt, M. C., 2006) 두 단백

질간의 상호작용이 혈소판의 크기를 결정한다고 보고되어 있다 (Taisuke

Kanaji, 2012). 이러한 참고 문헌을 토대로 혈소판 내 Filamin A의 인산화와

더불어 GPIbα의 surface 발현에 미치는 비소의 영향을 확인하기 위해 flow

cytometry를 이용하여 GPIbα의 surface 발현을 측정하였다. 그 결과 비소

농도 의존적으로 GPIbα의 surface 발현이 감소하였으며 (Fig. 4A) confocal

microscopy를 이용하여 GPIbα의 세포 내 위치 변화를 확인한 결과 비소에

의해 GPIbα가 혈소판의 표면에서 중앙으로 이동하는 것을 확인하였다 (Fig.

4B). 이러한 localization의 변화가 filamin A와 동시에 일어나는 변화인지

확인하기 위해 GPIbα와 filamin A를 각각 PE 와 FITC 로 염색하여 관찰한

결과 두 단백질이 같은 위치에 존재하는 것을 확인하였으며 두 단백질 모두
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비소 농도 의존적으로 혈소판의 표면에서 중앙으로 이동하였다 (Fig. 5).

Agonist에 의해서 혈소판의 모양이 변화하는 현상은 혈소판의

cytoskeletal protein의 assembly가 변화함으로써 나타나는데 (Hartwig, J.

H., 1992) 비소에 의한 혈소판의 모양 변화 또한 이러한 cytoskeletal

protein의 변화를 매개한 현상인지 확인하기 위해 confocal microscopy를 이

용하여 F-actin과 G-actin assembly의 변화를 관찰하였으며 그 결과 비소

에 의해 F-actin과 G-actin 모두 그 assembly가 변화하는 것을 확인하였다

(Fig. 6A). Actin의 assembly를 조절하는 상위 단계인 small GTPase의 활

성에 비소가 어떠한 영향을 미치는지 확인하기 위해 pull-down assay를 하

여 rac1과 cdc42의 활성을 측정하였다. 혈소판에 비소 50 μM를 처리한 후

0, 5, 10, 30, 60, 120 분 동안 incubation 하여 각각 rac1 및 cdc42의 활성을

측정한 결과 단백질의 활성이 시간 의존적으로 감소하는 것을 확인하였다

(Fig. 6B). 또 small GTPase protein에 의해 조절된다고 알려져 있는 actin

capping protein인 cofilin의 활성 또한 비소를 처리한 시간에 따라 변화함을

확인하였다 (Fig 6C).

이를 통해 비소에 의한 혈소판 모양 변화 및 혈소판 활성화는 비소에 의

한 혈소판 내 cytoskeletal protein의 변화에 기인한 현상이며 이러한 변화는

세포 내 GPIbα와 filamin A의 재분포를 수반한 형태 변화 및 small

GTPase protein 의 활성 변화로 인한 actin dynamic change 에 의해 나타

나는 현상임을 알 수 있었다.

비소에 의한 혈소판 활성화 및 응집 효과

비소에 의한 이러한 혈소판 모양 변화가 혈소판의 활성에 어떠한 영향을

주는지 확인하기 위해 flow cytometry를 이용하여 비소에 의한 p-selectin

발현의 변화를 측정하였으며 그 결과 비소 농도 의존적으로 p-selectin의 발

현이 증가하였다 (Fig. 7).

비소에 의한 혈소판 활성화가 혈소판 응집에 미치는 영향을 확인하기 위
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해 혈소판에 비소 50 μM 를 처리한 후 aggregometer를 이용하여 혈소판의

응집을 측정한 결과 비소 자체적으로는 혈소판의 응집을 유도하지 않았다

(Fig. 8A). 혈소판 활성화의 마지막 단계에서 응집이 일어나기 위해서는 혈

소판 membrane에 존재하는 fibrinogen receptor인 GP IIb/IIIa가 활성화 되

어 혈소판간의 cross-linking 이 형성되어야 하는데 (Li, Z., 2010) 실제로

flow cytometer를 사용하여 GP IIb/IIIa의 surface 발현과 활성화된 GP

IIb/IIIa 의 발현 정도를 확인한 결과 비소에 의한 영향이 나타나지 않았다

(Suppl. 2). 비소가 혈소판의 응집 효과를 potentiation 시키는지 확인하기

위해 비소 또는 증류수를 가하여 incubation 시킨 PRP에 혈소판 응집을 일

으키지 않는 sub-threshold 농도의 thrombin을 가하였다. 그 결과 비소를

처리한 그룹에서 혈소판 응집이 증가하였으며 이를 light microscopy로 관

찰하였다 (Fig. 8B). Sub-threshold 농도의 thrombin을 aggregometer 상에

서 가했을 때에도 혈소판 응집이 비소 농도 의존적으로 증가하였으며 약한

agonist인 ADP에 의해 유도되는 혈소판 응집도 비소 농도 의존적으로 증가

하였다 (Fig. 8C).

이상의 결과들을 통해 비소가 혈소판의 모양 변화를 유도하며 연속적으로

혈소판의 p-selectin expression을 증가시키고 혈소판의 응집을 potentiation

시킴을 확인할 수 있었다. 이러한 일련의 과정은 비소에 의한 혈전 생성을

설명하는 한 가지 기전으로 제시될 수 있을 것이다.
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Figure 1. Effects of arsenic on platelet morphological change

After PRP were incubated with distilled water (Control) or 10, 25, 50 μM arsenite for 2 hours at 37 ℃, platelet

morphological changes were examined using scanning electron microscopy (SEM). Original magnification was ×5000.
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Figure 2. Proteomic analysis of arsenic treated platelets

PRP were incubated with distilled water (Control) and 50 μM of arsenite for 2 hours at 37 ℃ and then centrifuged

to make samples of platelets for proteomic analysis. Proteomic analysis was performed by Genomine, Inc. Platelet

pellets were lysed and loaded to 2-DE gel. Phosphorylated proteins were stained by CBB and protein candidates

were detected after triplicate analysis. Filamin A protein was proved by mass analysis using 4700 Proteomics

Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems).
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Figure 3. Effects of arsenic on filamin A phosphorylation and fragmentation in platelets

After PRP were incubated with distilled water (Control) or 50 μM arsenite for 5, 10, 30, 60, 120 min at 37 ℃,

phospho-filamin A and filamin A were detected by western blotting (A). Platelets incubated with distilled water

(Control) or 10, 25, 50 μM of arsenite for 2 h at 37 ℃ were detected by western blotting (B). Values are the mean

± SEM of three independent experiments. (*) Significantly different from the Control (p < 0.05).
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Figure 4. Effects of arsenic on surface expression of Glycoprotein Ib alpha (GPIbα) in platelets

After 2 hour incubation of distilled water (Control) and 10, 25, 50 μM arsenite, surface expression of GPIbα were

detected by flow cytometry (A). Confocal microscopy was used to observe redistribution of GPIbα induced by

arsenite (B). Values are the mean ± SEM of three independent experiments. (*) Significantly different from the

Control (p < 0.05).
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Figure 5. Effects of arsenic on redistribution of GPIbα and filamin A in platelets

PRP were incubated with distilled water (Control) or 10, 25, 50 μM arsenite for 2 hours at 37 ℃, and then platelets

were loaded on poly-L-lysine coated cover glass. After fixation and permeation, anti-GPIbα antibody linked with PE

was treated to binding platelets. At the same time, anti-filamin A antibody and FITC linked anti-rabbit antibody

were treated to platelets. Fluorescence was detected by confocal microscopy and the result showed arsenite induce

redistribution of GPIbα and filamin A.
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Figure 6. Effects of arsenic on actin dynamic and related molecular activity in platelets

After 2 hour incubation of distilled water (Control) and 50 μM arsenite, F-actin is stained by rhodamin-phalloidin

and G-actin by DNase I. Actin dynamic changes induced by arsenite were detected by confocal microscopy (A).

The activities of small GTPase proteins which control actin dynamic changes were detected by immuno-blotting (B)

and cofilin activities, downstream signaling of small GTPase proteins, were detected by western blotting in time

dependent manner after treated with distilled water (Control) and 50 μM arsenite (C).
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Figure 7. Effects of arsenic on P-selectin expression in platelets

Platelets incubated with distilled water (Control) and 10, 25, 50 μM of arsenite were stained with anti-P-selectin-PE

antibody and the expression of P-selectin was detected by flow cytometry. Fluorescence was determined and the

result showed arsenite induce P-selectin expression. Values are the mean ± SEM of three independent experiments.

(*) Significantly different from the Control (p < 0.05).
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Figure 8. Potentiation effects of arsenic on platelet aggregation

Platelets treated with arsenite alone didn’t induce platelet aggregation in the aggregometer (A). MeHg was used as

positive control. Arsenite treated platelets were primed with sub-threshold concentration of thrombin and samples

were detected with light microscopy (B). Arsenite potentiate platelet aggregation in the presence of sub-threshold

concentration of thrombin and ADP in the aggregometer (C). Values are the mean ± SEM of three independent

experiments. (*) Significantly different from the Control (p < 0.05).
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고 찰

비소의 심혈관계 독성은 발암성과 더불어 비소의 주요한 독성으로 수십

년간 연구되어 왔다. 본 연구에서는 심혈관계 질환의 발병에 주요한 역할을

하는 혈소판을 대상으로 비소의 영향에 대해 확인하였으며 비소에 의한 심

혈관계 질환 발병의 한 가지 기전으로 제시하였다.

본 연구에서 +3 가 무기 비소인 arsenite는 혈소판의 형태 변화를 유도함

으로써 혈소판의 활성화에 기인하며 더 나아가 agonist에 의해 유도되는 혈

소판 응집 작용을 촉진시켰다. 비소가 혈소판 내 cytoskeletal protein인

filamin A의 인산화를 촉진시킨다는 것이 proteomic analysis를 통해 확인되

었으며 western blotting을 통해 이 결과를 확인하는 과정에서 filamin A의

fragmentation 또한 비소에 의해 감소하는 것을 확인하였다. 이 결과를 토

대로 filamin A의 인산화가 calpain에 의해 유도되는 filamin A의

proteolysis를 억제하여 안정화시킴을 예측할 수 있었다. 비소에 의한

filamin A의 인산화 및 안정화는 상호작용 하고 있는 actin filament의

cross-linking에 변화를 유발하고 결과적으로 혈소판의 형태를 변화시키는데

관여할 것이라고 유추할 수 있다.

Filamin A를 fragmentation 시키는 효소인 calpain의 활성에 대한 비소의

영향을 확인한 결과 비소 농도에 따라 calpain의 활성에는 변화가 없었으며

이를 통해 비소가 filamin A의 fragmentation을 조절하는 기전이 calpain 활

성의 변화가 아니라 filamin A의 인산화에 기인한 것이라고 추측할 수 있

다. 비소에 의한 혈소판의 형태 변화가 filamin A의 인산화로부터 기인한

현상이라고 예측한다면 filamin A의 인산화를 inhibition 시키는 specific

inhibitor를 사용하여 인산화를 억제시킨 후 혈소판의 형태 변화를 확인하는

과정이 필요하다. Filamin A의 인산화를 일으키는 효소로서 PKCα (Chen,

M., 1989; Tigges, U., 2003), RSK (Woo, 2004) 등 다양한 효소들이 문헌상
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으로 제시되고 있지만 filamin A만 specific하게 인산화 시키는 효소는 아직

밝혀지지 않았으며 이러한 이유로 인해 inhibition study를 진행할 수 없었

던 점은 본 실험의 한계라고 볼 수 있다.

GPIb/IX/V는 안정적인 혈소판의 경우 그 표면에 존재하여

subendothelium과 혈소판의 부착을 매개하지만 혈소판이 활성화되는 경우

에는 표면으로부터 사라지는 것이 잘 알려져 있다. 이러한 현상은 표면에

존재하는 GPIb/IX/V가 open canalicular system으로 재분포되면서 나타나

며 thrombin, ADP 등 다양한 agonist에 의해 전반적으로 나타난다고 보고

되어 있다 (Han, Y., 2003; 2005). 하지만 이러한 재분포가 혈소판의 활성화

및 adhesion 반응에 어떻게 관여하는지에 대해서는 논란이 많은 상태이다.

실험을 통해 GPIb/IX/V 중 filamin A와 상호작용하는 GPIbα subunit의

surface expression이 비소에 의해 감소하는 것이 확인되었으며 이러한 현

상이 혈소판의 형태 변화 및 활성화에 기인할 것이라고 예측하였다. 실제로

agonist에 의한 혈소판의 활성화 과정에서 GPIbα 의 surface expression이

감소하고 centralization 되는 현상에 actin assembly가 관여한다는 문헌 보

고가 있으며 (Kovacsovics, T. J. et al., 1996) 이를 토대로 비소에 의한

GPIbα의 centralization 또한 혈소판의 활성화에 기인하며 동시에 shape

change를 수반하는 현상임을 예측할 수 있다. 본 실험에서 Filamin A와

GPIbα가 같은 위치에 존재하며 비소에 의해 동시에 re-distribution 되는 현

상을 confocal microscopy로 확인하였지만 두 단백질 간의 상호작용에 비소

가 어떠한 영향을 미치는지에 대해서는 추후에 확인해볼 필요가 있다.

비소에 의한 actin assembly의 변화는 confocal microscopy로 확인하였는

데 polymer 상태인 F-actin 및 monomer 상태인 G-actin의 assembly에 각

각 다른 형광을 staining 하여 관찰한 결과 비소에 의해 각각의 assembly에

변화가 나타나며 이 결과를 통해 비소에 의해 실제로 cytoskeletal protein의

assembly가 변화함에 따라 혈소판의 형태 변화가 나타남을 확인할 수 있었

다. 비소에 의해 actin assembly 가 변화함을 확인한 후 그에 대한
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molecular mechanism을 찾아내기 위하여 actin의 상위 단계에 존재하는

signaling protein 의 활성을 측정하였다. Small GTPase protein 인 rac1 및

cdc42는 actin 의 polymerization에 관여하며 lamellapodia 와 filopodia의 형

성을 유도하여 혈소판의 spreading을 조절하는 역할을 한다 (Aslan, J. E.,

2013). 비소에 의한 actin assembly 의 변화에 이러한 small GTPase

protein이 관여하는지 확인하기 위해 비소를 처리한 혈소판에서 rac1과

cdc42 의 activity를 측정하였다. Rac1과 cdc42의 활성은 binding 되어있는

GDP 가 GTP 로 shift 되는 과정에서 나타나며 이는 가역적인 반응이라고

보고되어 있으므로 비소를 처리한 시간에 따라 5 분에서 120 분 까지 순차

적으로 detection 한 결과 그 활성이 점차적으로 감소하는 경향이 나타났다.

이는 비소를 처리한 후 시간이 지남에 따라 actin polymerization activity가

감소하는 것으로 해석할 수 있으며 결과적으로 비소에 의해 혈소판의

spreading 이 감소할 것이라고 예측할 수 있다. Rac1 과 cdc42 signal 의 하

위단계에서 actin의 capping을 조절하는 protein인 cofilin은 인산화 됨에 따

라 그 활성이 감소하여 actin polymerization을 유도하는 역할을 하며 cofilin

에 의한 이러한 actin turnover가 혈소판의 크기를 조절하는 역할을 한다는

보고도 있다 (Bender, M., 2010). 비소에 의한 cofilin의 활성 변화를 측정한

결과 비소를 처리한 시간에 따라 cofilin의 인산화가 변화하였다. Cofilin은

비소를 처리한 시간에 따라 그 인산화가 증가하였다가 감소하였는데 이는

actin의 polymerization 활성이 증가되었다가 감소함을 의미하며 이를 통해

결과적으로 비소에 의한 actin dynamic 의 변화가 유발된다고 해석할 수 있

다.

혈소판이 활성화됨에 따라 표면에 발현된다고 알려져 있는 adhesion

molecule 중 하나인 P-selectin은 intact 한 혈소판 내 α-granule에 존재하

는 부착단백질로써 혈소판 활성화 시에 granule이 표면으로의 분비되면서

그 expression이 증가하며 혈소판의 혈관 내 부착 및 혈소판 응집을 활성화

시키는데 관여한다 (Furie, 2001). 혈소판의 활성화에 의해 표면 발현이 증
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가된 P-selectin은 GPIIb/IIIa와 fibrinogen의 상호작용을 안정화 시켜 더 크

고 안정적인 혈소판 응집을 형성하는데 기여한다고 보고되어 있다 (Merten

M., 2000). 비소에 의해서도 p-selectin 의 발현이 증가하는지 확인하기 위

해 flow cytometry를 이용하여 그 surface 발현을 측정한 결과 비소 농도

의존적으로 P-selectin 의 surface 발현이 증가하였으며 이는 비소에 의해

혈소판 응집 형성이 안정화 되고 효율적으로 진행될 수 있음을 시사한다.

비소에 의한 혈소판 응집 촉진 효과를 확인하기 위해 light transmission

을 측정하여 응집 정도를 확인할 수 있는 aggregometer를 사용하였으며 이

실험을 통해 비소가 자체적으로 혈소판의 응집을 유발하지 않는다는 것을

확인하였다. 비소가 다른 agonist에 의한 혈소판의 응집 효과를 potentiation

시키는지 확인한 결과 strong agonist인 thrombin 및 weak agonist인 ADP

에서 모두 비소가 혈소판 응집 효과를 촉진시킴을 확인할 수 있었다. 혈소

판의 응집이 일어나기 위해서는 혈소판이 활성화되는 과정에서 더 나아가

혈소판 표면에 발현되어 있는 fibrinogen receptor 인 GPIIb/IIIa가 활성화되

어 혈장 내 fibrinogen과 binding 하면서 혈소판 간의 cross-linking을 형성

하여야 한다 (Broos K., 2012). 비소 자체가 직접 혈소판의 응집을 유도하지

는 않지만 다른 agonist 들에 의한 혈소판 응집을 촉진시키는 결과를 통해

서 비소 자체가 GP IIb/IIIa 와 같은 fibrinogen receptor를 활성화 시키지는

않지만 그 상위 단계에서 혈소판의 활성화를 유발함으로써 agonist에 의한

자극에 좀 더 민감하게 반응할 수 있도록 유도하는 역할을 하였다고 볼 수

있다. 실제로 flow cytometer를 사용하여 확인한 결과 GP IIb/IIIa의 활성에

는 비소가 영향을 주지 않았다.

본 연구의 결과들을 종합해보면 비소는 혈소판의 형태 변화를 유발하고

그에 따른 혈소판의 활성화에 관여하여 응집을 촉진시키는 작용을 하였다.

하지만 혈소판의 형태를 변화시키는 과정에 관여하는 다양한 단백질의 활성

변화 및 signaling 의 선후관계를 파악하는 데에는 한계가 있었으며 앞으로

이에 대한 명확한 기전 연구가 필요할 것이다. 본 연구에서는 비소에 의한
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혈소판 형태 변화를 매개한 혈소판의 활성화 기전을 확인하였으며 더 나아

가 이것이 혈소판의 응집을 촉진시킴으로써 혈관 내 정상적인 혈류의 흐름

을 방해하고 다양한 질병을 유발할 수 있다는 사실을 토대로 비소에 의한

심혈관 질환 기전의 한 가지 가능성을 제시한데 그 의의가 있다.
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Suppl 1. Effects of arsenic on calpain activity in human platelets

Human platelets were incubated with distilled water (Control) and 10, 25, 50 μM of arsenite right before extraction

with extraction buffer. Calpain substrates were treated to all samples and after 1 h incubation in dark, fluorescences

were detected by fluorometer. Active calpain I and calpain inhibitor were treated to platelet extraction as positive

control and negative control. Fluorescences were determined at 400 nm of excitation and 505 nm of emission

wavelength. Values are the mean ± SEM of three independent experiments.
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Suppl 2. Effects of arsenic on expression of GP IIb/IIIa and activation of GP IIb/IIIa in human platelets

Platelets incubated with distilled water (Control) and 10, 25, 50 μM of arsenite were stained with anti-CD61-PE

antibody and the expressions of GP IIb/IIIa were detected by flow cytometry (A). Active forms of GP IIb/IIIa were

stained by PAC-1 and fluorescences were determined by flow cytometry (B). The results showed that arsenite have

no significant effects on platelet GP IIb/IIIa expression and activation. Values are the mean ± SEM of three

independent experiments.
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Abstract

Arsenic, as a ubiquitous element in the environment, is harmful to

our health mainly through drinking water. In addition, it has been

reported that chronic exposure of arsenic induces various cardiovascular

diseases. One of the main reasons of arsenic induced cardiovascular

disease is thrombus generation mediated by platelet. Therefore,

researches are being studied to find out the mechanism of thrombus

generation induced by arsenic, but it has not been clarified until now.

Various steps are involved in the mechanisms of platelet aggregation.

Platelet shape change is associated with the process of activated platelets

stimulated by kinds of stimuli causing platelet aggregation and it is

consistent with the integrity change of cytoskeletal proteins of activated

platelets with granule secretion and integrin activation of platelets.

In this study, we tried to investigate the mechanism of arsenic induced

platelet activation accompanied by shape change and ultimate effect on

thrombus generation. Sodium arsenite was treated to platelet rich plasma

isolated from human blood. Platelet activation induced by arsenic was

confirmed through observing morphologic changes of platelets. To find

out which key proteins were correlated with platelet activation induced

by arsenic, we did the experiment of proteomic analysis and confirmed

that phosphorylation of filamin A protein was dose-dependently increased

by arsenic. Both filamin A phosphorylation induced by arsenic and its

relation with filamin A stabilization were further confirmed by Western

blotting. Additionally, filamin A stabilization had an effect on platelet

shape change through interaction with Glycoprotein Ib α unit. GPIbα,

which surface expression decreased at a dose-dependent manner of
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arsenic, moved to intracellular space together with filamin A.

To confirm the effect on actin assembly induced by arsenic, the

activity of small GTPase protein, which is the previous regulator,

decreased due to arsenic in time-dependent manner. Arsenic also

changed the activity of cofilin, a factor related to actin polymerization as

the actin capping protein, as time went on and then had an effect on

actin dynamic as well. To investigate whether the secretion of platelet α

-granule increased or not as actin dynamic changed, expression of

p-selectin were increased induced by arsenic in dose-dependent manner.

Arsenic itself could not result in platelet aggregation, however, it could

potentiate the effect of platelet aggregation caused by thrombin and

ADP, which were both as platelet agonists.

In summary, arsenic was a substance contributed to platelet activation

and its shape change, which resulted from re-localization of Glycoprotein

Ibα-Filamin A and changes of actin assembly. In addition, arsenic

increase the expression of adhesion molecule such as P-selectin and

platelet aggregation was increased and facilitated. Therefore, these

results were to explain one of mechanisms of thrombus formation which

was one of the key factors contributed to cardiovascular diseases

resulting from arsenic.

Key words : Platelet, Arsenic, Shape change, Actin, Filamin A, GPIbα,

P-selectin, Platelet aggregation
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