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            초록
          
        

        
          Cardiovascular disease is a major health problem worldwide, and excessive platelet activation and aggregation are identified as the main causes of cardiovascular disease. Therefore, controlling platelet activation is a key strategy in the prevention and treatment of cardiovascular disease. Apigenin is a major flavonoid compound abundantly contained in the flowers of the chamomile plant, and previous studies have reported that it has anti-inflammatory, antiviral, and anticancer effects. However, the efficacy and mechanism of apigenin in inhibiting platelet activation and aggregation have not been clearly elucidated. This study confirmed the effect of apigenin on collagen-induced human platelets and clarified its mechanism of action. Apigenin inhibited the phosphorylation of phosphoproteins PI3K/Akt and MAPK during platelet activation, and also inhibited the phosphorylation of cPLA2. In addition, apigenin reduced the production of TXA2 and the release of intraplatelet granules such as ATP and serotonin. As a result, apigenin potently inhibited platelet aggregation induced by collagen, and ultimately affected the inhibition of thrombus formation. Through these results, this study shows that apigenin can be an effective antithrombotic substance that inhibits the activation and aggregation of human platelets by preventing granule release through the regulation of phosphorylated proteins.

        

      

      
        Keywords: 
Apigenin, Mitogen-activated protein kinases, PI3K/Akt, Granule secretion, Platelet aggregation

      

    

    

  
    
       
      전 세계적으로 주요한 건강 문제로 대두되고 있는 심혈관 질환은 미국 워싱턴대학교 의과대학의 연구팀에서 1990년부터 2019년까지 자료 분석한 결과를 볼 때, 2019년 전 세계 심혈관 질환자의 수는 약 5억 2,300만 명으로, 2억 7,100만 명이었던 1990년에 비해 두 배 가까이 증가한 것으로 확인되었다.1) 이 기간 동안 심혈관 질환으로 사망한 사람의 수가 1,210만 명에서 1,860만 명까지 크게 증가하였으며, 이는 전체 사망자의 사망 원인에서 3분의 1을 차지할 정도이고, 심혈관 질환으로 인한 사망이 세계 사망 원인 1위임을 보여주었다.1) 혈전은 혈관 내에서 혈액이 응고되며 덩어리가 형성되는 것으로 심혈관 질환의 주요 원인 중 하나로 꼽히며, 과도한 혈소판 활성화와 혈전생성에 의해서 발생된다.2) 혈관이 손상받았을 경우, 혈소판이 손상 부위에 점착하여 응집이 일어남으로써 1차 혈전이 만들어지고, 이후 응고 인자들이 활성화되어 섬유소가 형성되면서 혈전의 안정화가 일어난다.2) 이 과정에서 만들어지게 된 혈전은 심장이나 뇌로 가는 혈관을 막으면서 허혈성 뇌졸증이나 심근경색 등의 심각한 심혈관 질환을 유발시키는데, 혈관이 좁아진 상태에서는 작은 혈전에 의해서도 혈류가 차단됨으로써 돌연사로 이어질 가능성이 있다.3,4) 따라서, 혈소판 활성화를 조절하는 것이 심혈관 질환 예방과 치료를 위한 핵심 전략이 될 수 있다.

      혈소판 응집 될 때, MAPK(Mitogen-Activated Protein Kinase)와 phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) 신호전달 경로가 혈소판 활성화에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.5) MAPK는 ERK, JNK, p38로 구성된 kinase 효소 그룹이다.6) MAPK 신호는 ATP, serotonin 등 혈소판 내 과립 내 물질의 분비를 촉진하고, αIIb/β3의 활성화를 일으켜 혈소판 응집으로 이어진다.7-12) 또한 세포막에 존재하는 cytosolic phospholipase A2 (cPLA2)의 인산화를 촉진함으로써 thromboxane A2 (TXA2) 생성이 증거되는데, 이는 혈소판의 활성화 및 응집을 더 강력하게 촉진하는 작용을 한다.12,13) 이와 함께, PI3K/Akt 경로는 혈소판 내 Ca2+ 농도를 높여주고, αIIb/β3 수용체의 친화력을 높임으로 fibrinogen과의 결합을 강화시키는데, 이들에 의해 혈소판 응집이 촉발된다.14) 정상적인 혈액순환 가운데 있을 때, 생체 내에서는 이들을 통해 혈소판 응집을 억제하는 기전과 촉진하는 기전이 상호보완 작용 하면서, 지혈 반응을 조절한다.

      Apigenin은 캐모마일 식물의 꽃에 많이 들어있는 주요 플라보노이드 화합물로 알려져 있다.15) 이전 연구들은 apigenin이 항염증, 항바이러스, 항암 효과를 가지고 있음을 보고하였으며, 당귀수산에 함유된 apigenin이 혈소판 응집을 억제할 가능성과 함께 심혈관 질환 예방에 관여할 수 있는 잠재력이 있음이 보고된 바 있다.16-19) 그러나, 현재까지 apigenin의 혈소판 활성화 및 응집억제에 관한 구체적인 기전이 밝혀진 바 없다. 따라서, 본 연구는 apigenin이 혈소판 응집을 억제하는 확실한 기전을 규명하고, 항혈전제로서의 가능성을 탐색하여 새로운 혈전증 치료 전략을 찾는데 기여하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      시약 − Avention Corporation (Incheon, Korea)로부터 apigenin을 구입하여 사용하였다. Chrono-Log Corporation (PA, Havertown, USA)에서 collagen을 구입하였다. ATP, serotonin 및 TXB2 측정을 위한 assay kit는 Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA)에서 구입하였다. Western blot 분석에 사용된 항체와 lysis buffer는 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)로부터 제공받았으며, polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane과 enhanced chemiluminescence (ECL) 용액은 Thermo Fisher Scientific Korea (Seoul, Korea)에서 공급되었다.

      사람 혈소판 부유액 제작 − 사람에서 얻은 혈소판 풍부혈장(PRP)은 1,650 × g에서 5분 동안 원심분리한 후, 현탁완충액으로 세척하였다. 사용된 buffer의 조성은 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM NaHCO3, 0.36 mM NaH2PO4, 0.49 mM MgCl2 및 5.5 mM glucose였으며, pH는 7.4로 유지하였다. 이후 혈소판은 동일한 완충액에 재현탁하였고, 최종 농도가 1×108 cells/mL가 되도록 조절하였다. 모든 실험 과정은 이전 보고된 방법을 참고하여 25℃ 조건에서 수행되었다. 본 연구에 사용된 PRP는 대한적십자 혈액원(KRBC, 수원)으로부터 공급받았으며, 인체 유래 물질의 활용은 남서울대학교 생명윤리위원회(IRB)의 승인을 거쳐 진행되었다(승인번호: 1041479-HR-201803-003).

      혈소판 응집능 측정 − 다양한 농도의 apigenin을 준비하여 인간 혈소판 현탁액(108 cells/mL)과 혼합하였다(Fig. 1). 이후, 2 mM CaCl2를 첨가한 후 37℃에서 3분간 배양하였다. 혈소판 응집 반응의 유도를 위해 U46619 (0.5 μM)을 첨가한 뒤, 1,000 rpm에서 5분간 교반하며 응집 반응을 측정하였다. 혈소판 응집률은 혈소판 응집계(Chrono-Log Co., Havertown, PA, USA)에서 측정하였고, 광 투과도에 의해 산출된 최대 진폭(Max amplitude, %)을 기준으로 하였다. Apigenin은 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해하여 최종 농도가 0.1%가 되도록 하였고, 이는 DMSO의 영향을 최소화하면서도 apigenin을 충분히 용해할 수 있는 농도임을 확인하였다. 대조군은 동일한 농도의 DMSO만 처리한 것으로 하여 DMSO가 주는 자체적인 영향을 고려하였다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          The structure of apigenin. Chemical formula: C15H10O5, Molar mass: 270.24 g/mol.
        
        

        

      

      세포 독성 분석 − Apigenin의 세포 독성은 혈소판 세포질에서 방출되어 나오는 젖산탈수소효소(lactate dehydrogenase, LDH)를 통해 평가하였다. 먼저, 사람 혈소판 현탁액(108 cells/mL)을 준비한 후, 다양한 농도의 apigenin을 첨가하여 1시간 동안 배양하였다. 이후, 10,000 × g에서 2분간 원심분리한 뒤, 상층액을 회수하여 LDH Cytotoxicity Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)를 사용하여 ELISA 기기(TECAN, Salzburg, Austria)에서 490 nm에서 측정함으로써 세포 독성을 평가하였다.

      TXB2의 확인 − 세척된 사람 혈소판(108 cells/mL)에 다양한 농도의 apigenin을 처리하여 3분 간 37℃에서 배양한 후, 2 mM의 CaCl2를 첨가하여 collagen (2.5 μg/mL)으로 5분 간 자극하였다. TXA2의 안정적인 대사물질로 알려진 TXB2을 확인함으로써 TXA2의 생성정도를 확인할 수 있기에, TXB2 assay kit를 사용하여 synergy HT multi-reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)에서 측정하여 정량하였다.

      ATP 및 serotonin 방출량 측정 − ATP와 serotonin의 측정을 위해 얼음 위에서 유지된 2 mM EDTA를 첨가하는 것으로 반을을 중지시켰다. 이 후, 10,000×g에서 10분 간 원심분리한 상층액을 수집하였고, ATP Detection Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)를 사용하여 발광 신호를 측정함으로써 ATP 방출량을 정량하였다. Serotonin 방출량은 동일한 방법으로 Serotonin ELISA Kit (Abcam, Cambridge, UK)를 사용하여 410 nm에서 ELISA reader (TECAN, Salzburg, Austria)를 통해 측정 및 정량하였다.

      Western Immunoblotting − 5분 동안 혈소판 응집반응을 일으킨 후, 1× Cell Lysis Buffer를 처리하여 반응이 중단되며 세포가 용해되게 하였다. 이 안의 단백질 농도를 BCA Protein Kit (Pierce Biotechnology, IL, USA)로 정량하여, 단백질 15 µg로 동일하게 희석한 후, 8% SDS-PAGE에서 단백질을 분리하였고 이를 PVDF 막으로 전이하였다. 3% BSA Blocking Solution으로 blocking을 수행하고, 1차 항체(1:1,000 희석) 및 2차 항체(1:2,000 희석) 처리함으로써 면역 반응을 일으켰다. Western Bright ECL Kit (Advansta, Menlo Park, CA, USA)를 사하여 단백질 신호를 확인하였고, Quantity One Version 4.5(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 소프트웨어를 이용하여 특정 단백질의 차이를 분석하였다.

      혈소판 매개의 fibrin clot 생성량 측정 − 혈소판 세포가 비특이적으로 시험관 벽에 점착되어 활성화 되는 일을 막기 위하여 polyethylene 재질의 시험관으로 옮기고, 2 mM CaCl2 및 thrombin (0.05U/mL)을 첨가해 주어 37℃에서 20분 동안 반응이 일어나게 하였다. 형성된 fibrin clot의 모습을 디지털 카메라로 사진 촬영하였고, ImageJ (v1.46, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)를 통해 응고된 영역을 계산하였고 혈전 형성 정도를 정량하여 비교하였다.

      통계 분석 − 실험 자료는 평균(mean) ± 표준편차(SD)로 제시하였다. 집단 간 차이 검정을 위해 일원분산분석(ANOVA)을 실시하였고, 유의성이 확인된 경우 사후분석은 Tukey-Kramer 방법을 적용하였다. 모든 통계 처리는 SPSS software ver. 21.0.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였으며, p값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      Apigenin의 혈소판 응집 및 세포 독성에 대한 영향 − 본 연구에서는 우선적으로 apigenin이 collagen 유도에 의한 사람 혈소판의 응집이 억제되는 확인하고, apigenin이 이 과정에서 어떤 기전에 관여하는지를 규명하고자 하였다(Fig. 1). 혈소판 응집의 유도를 위해서 강력한 응집유도 물질로 알려진 collagen (2.5 μg/mL)을 사용하여 사람 혈소판을 자극하였다. 그 결과, collagen에 의한 혈소판 응집률이 83.0%로 나타났고 apigenin을 첨가함에 따라 혈소판 응집이 농도의존적으로 억제되었다(Fig. 2A). 응집 억제율은 16 µM에서 30.1%, 24 µM에서 80.7%, 32 µM에서 94.3%로 확인되었고, apigenin의 half-maximal inhibitory concentration (IC50)가 18.01 µM로 측정되었으며(Fig. 2B), 이는 해당 물질이 뛰어난 효능을 가지며 적은 농도에서도 효과적으로 작용할 수 있음을 시사한다. 기존에 항혈소판 효과가 있다고 확인된 물질들과 비교해보더라도, cordycepin, esculeitin 및 isoscopoletin의 IC50이 261.10, 135.85 및 240.93 µM인 것에 비하여 더 강한 효과를 갖는다는 것을 알 수 있으며, 항혈소판 효과가 우수한 것으로 유용한 홍삼의 G-Rk3보다더 효과가 강하였음을 알 수 있었다.21-24) 또한, 세포 생존율에 의해 확인되는 세포 독성 유무 평가를 통해, apigenin이 혈소판에 유해한 영향을 주지 않았음을 확인하였다(Fig. 2C). 이 결과들을 통해, apigenin이 세포 독성을 보이지 않으면서 뛰어난 혈소판 응집 억제 효과를 나타내는 유효한 성분인 것을 확인하였다.

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Apigenin’s effect on human platelet aggregation. (A) Apigenin’s effect on collagen-induced human platelet aggregation. (B) The IC50 of apigenin on platelet aggregation. (C) The cytotoxicity of apigenin on human platelets. The results are shown as mean ± SD (n=4). *p < 0.05, **p < 0.001 in comparison to the collagen-induced platelets.
        
        

        

      

      Apigenin이 PI3K/Akt 인산화에 미치는 영향 − 본 연구를 통해, apigenin이 혈소판 내 과립 방출 및 활성화와 관여하는 PI3K/Akt의 인산화에 미치는지 확인하였다. Fig. 3에서 보여주는 바와 같이, collagen으로 자극이 유도된 혈소판에서 PI3K와 Akt의 인산화 강도가 현저히 증가하였으나, apigenin을 처리하였을 경우, 이들의 인산화 정도가 확연히 줄어드는 것을 볼 수 있었다. PI3K 및 Akt 경로가 세포 내 신호전달 과정에서 혈소판을 활성화시키며 이들의 인산화를 통해 혈소판 응집과 혈소판 내 dense 과립 분비가 일어난다는 것이 잘 알려져 있다.25-26) 본 연구에서 확인한 결과에서도, apigenin이 PI3K/Akt 인산화를 억제하였기에 이 경로를 조절함으로써 혈소판의 과립분비 및 응집을 감소시켰을 것이라 짐작된다.

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Apigenin’s effect on the phosphorylation of PI3K/Akt. The results are shown as mean±SD (n=4). ap < 0.05 in comparison to no-stimulated platelets, **p < 0.001 in comparison to collagen-induced platelets.
        
        

        

      

      Apigenin이 MAPK 인산화에 미치는 영향 − MAPK 경로의 단백질들 역시 세포 내 신호 전달을 통해 세포 내 반응을 조절하는 것으로 알려져 있고, 혈소판의 과립 방출에 관여하는 것으로 보고 되고 있다. 본 연구에서는 MAPK 경로에 있는 ERK, JNK 및 p38의 인산화에 미치는 apigenin의 영향을 확인하였고, Fig. 4를 보여지는 바와 같이, collagen은 intact 혈소판에서 JNK/p38의 인산화 강도를 현저히 높였지만, ERK의 인산화에는 유의한 영향을 주지 못하였다. 또한, collagen호 유발된 JNK/p38의 인산화가 apigenin을 처리하였을 때 유의하게 억제되었는데(Fig. 4), 이는 apigenin이 JNK/p38의 인산화를 감소시킴으로써 혈소판 응집의 신호 전달 과정을 조절하고 있다는 것을 보여준다. 다른 연구에서도 혈소판 응집을 억제하는 물질들이 JNK/p38보다 ERK의 인산화에 덜 관여한다는 보고가 있으며, 또한 사람 혈소판에서 응집유도제가 ERK의 인산화 자체에 영향을 미치지 않는다는 연구들도 있다.27,28) 이와 관련하여 이들 MAPK 단백질들의 인산화와 사람 혈소판의 신호전달 및 응집억제에 어떻게 관여하는지에 관한 추가적인 연구가 필요하다고 판단된다.

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          Apigenin’s effect on the phosphorylation of MAPK. The results are shown as mean±SD (n=4). ap < 0.05 in comparison to no-stimulated platelets, *p < 0.05, **p < 0.001 in comparison to collagen-induced platelets.
        
        

        

      

      이전 연구들을 통해 MAPK 경로에 관여하는 단백질들이 사람의 혈소판에 상당하게 존재하고 있음이 확인되었고, 응집유도제들이 혈소판을 자극하여 MAPK 경로의 단백질들의 인산화를 일으킴으로써 기능한다고 알려져 있다.29-31) 본 연구의 결과를 통해서도, collagen 유도의 사람 혈소판에서 JNK/p38의 인산화가 강하게 일어나며 혈소판 활성화를 일으키는 것을 알 수 있었고, apigenin의 처리가 JNK/p38의 인산화를 강하게 감소시키면서 혈소판 활성화를 저해한다는 것을 확인하였다.

      Apigenin이 cPLA2 인산화에 미치는 영향 − 앞선 연구들에 따르면, MAPK 경로의 활성화가 세포질 내 phospholipase A2 (cPLA2)의 인산화를 유도하면서 혈소판 막 인지질을 가수분해를 일으키고, arachidonic acid의 생성 및 혈소판 활성화를 증폭시키는 thromboxane A2 (TXA2) 생성을 증가시킨다고 알려져 있다.32,33) 따라서, apigenin이 cPLA2의 인산화 및 TXA2 생성에도 관여하였는지 확인할 필요가 있다.

      cPLA2의 인산화에 미치는 apigenin의 효과를 확인하였고, Fig. 5A에서 볼 수 있는 바와 같이, collagen의 유도에 의해 혈소판 내 cPLA2가 강하게 인산화되었고, 이를 apigenin가 농도의존적으로 크게 감소시킨다는 것을 알 수 있었다. 뿐만 아니라, apigenin에 의해 TXA2 생성도 농도의존적으로 감소되는 것을 확인하였다(Fig. 5B). 이는 apigenin이 cPLA2의 인산화를 강하게 억제하면서 TXA2 생성을 억제함으로써 혈소판 응집을 저해하는 역할을 하고 있는 것을 의미한다.

      
        
        

        Fig. 5. 
				
        

        
          Apigenin’s effect on the phosphorylation of cPLA2 and TXA2 production. (A) Apigenin’s effect on the phosphorylation of cPLA2. (B) Apigenin’s effect on TXA2 production. The results are shown as mean ± SD (n=4). ap < 0.05 in comparison to nostimulated platelets, *p < 0.05, **p < 0.001 in comparison to collagen-induced platelets.
        
        

        

      

      Apigenin이 혈소판 과립 분비에 미치는 영향 − 혈소판 내의 과립에 존재하는 물질들이 방출될 때, 혈소판 응집이 증폭되어 더 강력하게 일어나고 유지되기에 apigenin이 과립 내 물질인 ATP 및 serotonin의 방출에 관여하는지 확인하였다. 그 결과, 손상되지 않은 세포에서 0.24 ± 0.03 mM의 ATP 방출량이 collagen에 의해 10.13 ± 0.62 mM로 강하게 증가하였다. 그러나, 증가된 ATP 방출량이 apigenin (16, 24 및 32 µM)에 의해 농도의존적으로 억제되었다(Fig. 6A). 또한, serotonin 방출량에 있어서도 14.27 ± 0.16 ng/108 cells였던 것을 collagen가 130.45 ± 3.20 ng/108 cells까지 증가시켰고. 증가된 serotonin 방출량을 apigenin (16, 24 및 32 µM)가 89.22 ± 12.63, 52.06 ± 3.31 및 22.80 ± 0.84 ng/108 cells로 농도의존적으로 감소시키는 것을 볼 수 있다(Fig. 6B). 이 결과들을 통해 보면, apigenin이 혈소판 내 과립의 물질 분비를 강하게 억제함으로써 추가적인 혈소판 응집을 저해시킨다는 것을 알 수 있다.

      
        
        

        Fig. 6. 
				
        

        
          Apigenin’s effect on granule secretion. (A) Apigenin’s effect on ATP release. (B) Apigenin’s effect on serotonin release. The results are shown as mean ± SD (n=4). ap < 0.05 in comparison to no-stimulated platelets, *p < 0.05, **p < 0.001 in comparison to collagen-induced platelets.
        
        

        

      

      혈소판 내 과립 물질의 분비는 혈소판의 활성화를 촉진하고 손상된 혈관으로 순환하는 혈소판의 점착 및 응집을 유도함으로써 혈전을 일으키는 것으로 알려져 있다.34) 본 연구의 결과들은 apigenin이 collagen에 의해 유도된 PI3K/Akt 및 MAPK 경로의 활성화를 강력하게 억제함으로써 혈소판 내 과립으로부터의 ATP 및 serototnin 방출을 농도의존적으로 감소시키고, 결과적으로 혈소판 활성화 및 혈소판 응집을 억제하는 물질임을 규명하였다.

      Apigenin이 혈소판 매개의 fibrin clot 생성량에 미치는 효과 − 본 연구에서는 thrombin로 유도한 fibrin 응고 형성에 미치는 apigenin의 효과를 평가하였고, Fig. 7A에 제시한 바와 같이, thrombin (0.05 U/mL)은 fibrin 응고 형성을 강하게 유발하였다. 그러나, 다양한 용량(16, 24 및 32 µM)의 apigenin을 처리하였을 때, fibrin 응고 형성의 정도가 농도의존적으로 감소되는 것을 확인하였고, apigenin의 억제율은 각각 5.6%, 55.2% 및 71.4%인 것을 볼 수 있었다(Fig. 7B). 이러한 결과들로 볼 때, apigenin가 혈전 형성을 조절하여 심혈관 질환을 억제할 수 있는 효과적인 물질임을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 7. 
				
        

        
          Apigenin’s effect on thrombin-retracted fibrin clot. (A) Apigenin’s effect on thrombin-retracted fibrin clot photographs (B) Apigenin’s effect on thrombin-retracted fibrin clot area. The results are shown as mean ± SD (n=4). ap < 0.05 compared with no-stimulated platelets, *p < 0.05, **p < 0.001 compared with the thrombin-stimulated platelets.
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