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고콜레스테롤혈증을 유발한 토끼의 
대동맥 판막에서 β3 Integrin 발현의 변화 
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Altered Expression of β3 Integrin on Sclerotic Aortic Valves 
in a Hypercholesterolemic Rabbit Model

Chan Beom Park, M.D.*, Young-Du Kim, M.D.*, Misun Choe, M.D.**, Ung Jin, M.D.*, Seok-Whan Moon, M.D.*, 
Yong Han Kim, M.D.*, Chi-Kyung Kim, M.D.*, Keon Hyon Jo, M.D.*, Jong-Bum Kweon, M.D.* 

Background: Although aortic valve sclerosis causes no significant hemodynamic alterations, it is associated with an 
increased risk of cardiovascular death and myocardial infarction. However, the role of β3 integrin in aortic valve 
sclerosis remains unclear. Material and Method: Twenty male New Zealand rabbits were divided into two groups. 
Group 1 rabbits (n=10) received a normal chow diet, while group 2 (n=10) rabbits received a diet containing 1% 
cholesterol for 12 weeks. After the rabbits were euthanized, their aortic valves and ascending aortas were excised 
for analysis. Result: Total serum cholesterol (2,148.3±1,012.5 mg/dL versus 53.7±31.8 mg/dL, p＜0.05), triglyceride 
(240.4±218.3 mg/dL versus 31.6±6.4 mg/dL, p＜0.05), and low density lipoprotein (LDL)-cholesterol (2,065.3±960.9 
mg/dL versus 29.1±30.9 mg/dL, p＜0.05) levels were significantly higher in the cholesterol diet group compared 
with the normal diet group. Myofibroblasts and macrophages were more highly expressed in the aortic valve 
leaflets of rabbits in the cholesterol diet group than of those in the normal diet group. A real-time polymerase 
chain reaction revealed decreased β3 integrin mRNA levels in the hypercholesterolemic aortic valves and aortas. 
Conclusion: The present study shows that hypercholesterolemia induces aortic valve sclerosis. These findings 
suggest that alterations in β3 integrin may play a role in the development of aortic valve sclerosis.

(Korean J Thorac Cardiovasc Surg 2008;41:687-694)
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서      론

  우리나라에서는 2000년에 65세 이상의 노령인구가 7.1%

를 차지해 고령화 사회에 진입했으며, 2020년에는 65세 

이상의 노인인구의 비율이 14%를 차지해 본격 인 고령

화 사회로 어들 것으로 망되고 있어 고령에서의 질환

은 향후 건강재정의 요한 문제 으로 두되고 있다. 

따라서 고령의 환자에서 차로 늘어나고 있는, 과거에는 

퇴행성 질환으로 알려졌던 동맥 막 질환의 한 치

료와 방은 매우 요하다.
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  과거 퇴행성 병변으로 알려졌던 동맥 막의 경화 

(Aortic valve sclerosis)는 65세 이상의 인구의 약 25%, 75

세 이상의 인구에서는 약 35%에서 발견되며[1,2], 이는 석

회화 동맥 막 착증(Calcific aortic valve stenosis)으로 

진행되어 흉통이나, 호흡곤란, 실신과 같은 증상을 유발할 

수도 있으며, 역학 으로 좌심실출구의 폐쇄가 없더라

도 심 질환에 의한 사망이나 심근경색이 발생될 험

성이 50%정도 높은 것으로 알려져 있다[3]. 

  이러한 동맥 막 질환의 원인은 주로 막의 표면에 

결합된 칼슘의 수동  축 과 연 된 퇴행성 변성으로 알

려져 왔으나, 최근의 연구들에서는 동맥 막의 석회화

에서 골모세포(Osteoblast)의 발 , 세포의 증식, 죽상경화

의 특징들이 발견되고 있으며[4-7] 한, 동맥 막 질

환의 험인자에 한 역학  연구에 의하면, 고령, 남성, 

흡연, 고 압, 증가된 콜 스테롤 수치등으로 죽상경화의 

험인자와 유사하다는 것이 알려진 이후[1] 최근의 연구

들은 의 죽상동맥경화와 연 된 석회화를 동반한 

동맥 막 질환의 기 에 한 연구들이 진행되고 있다. 

  Integrin은 세포상호간의 작용을 연결하는데 요한 

역할을 하는 세포막의 수용체(cell surface adhesion re-

ceptor)로 기 발생(Organogenesis), 유 자 발 의 조

, 세포의 증식, 분화, 이동, 그리고 사망과 같은 다양

한 기능들을 조율하는 역할을 한다[8,9]. 한 Integrin

은 동맥경화의 진행이나 경피  상동맥 재술후 

재 착에 연 이 있는 것으로 알려져 있으나[10], 그 

역할에 하여는 잘 알려져 있지 않다. 

  따라서 본 연구에서는 고콜 스테롤 식이에 의해 유발

된 동맥 막의 석회화 병변에서 아직까지 잘 알려지지 

않은 Integrin의 발 에 하여 알아보고자 한다. 

상  방볍

    1) 실험동물 

  본 실험은 가톨릭 학교 동물실험윤리 원회의 승인을 

받았으며, 20마리의 뉴질랜드산 실험용 토끼들이(2.5∼3.0 kg, 

3∼4개월령) 1주일간 정상식이를 시행한 후 2군으로 나뉘

었다. 1군(10마리)은 정상식이(Purina #5321 Rabbit Chow) 

(Dyets, Inc, Bethlehem, PA, USA)를 시행하 으며, 2군은 

1% cholesterol을 포함한 콜 스테롤식이(Purina #5321 Rabbit 

Chowwith 1% Cholesterol) (Dyets, Inc, Bethlehem)를 시행하

다. 12주의 식이기간 후 실험용 토끼들은 Xylazine hy-

drochloride (Rompun 2 mg/kg; Bayer, Leverkusen, Germany)

와 Tiletamine/Zolazepam (Zoletil 1.5 mg/kg; Virbac, Carros, 

France)의 근육주사를 통해 마취하 으며, 상행 동맥을 

세로로 개하여 약 1 cm 크기의 동맥조직을 채취한 뒤 

동맥 막을 제하 다. 3엽의 막  1엽은 10% 포르

말린에 고정시킨 후 라핀에 묻어 Hematoxylin and 

Eosin 염색과 면역조직화학염색을 비하 으며, 나머지 

엽은 RNA later solution (Ambion Inc., Austin, Tex, USA)

에 담그어 하룻밤동안 냉장보  하 으며, 다음날 상청액

을 제거한 후 조직은 −80oC에 보 하 다. 

    2) 액지질분석 

  해부 날 실험용 토끼의 말 액을 이정맥(ear vein)에

서 채취하 으며, 실온 2,500 rpm에서 10분간 원심분리를 

시행하여 장을 분리하 고, 상용화된 효소용 도구(Eiken, 

Japan)를 이용하여 총 콜 스테롤(total cholesterol), 성지

방(triglyceride), 도-콜 스테롤(LDL-cholesterol), 고

도-콜 스테롤(HDL-cholesterol) 수치를 측정하 다. 

    3) 면역조직화학염색 

  동맥 막에서 근육섬유모세포(α-actin), 식세포(CD-68)

의 발 을 확인하기 하여 면역조직화학염색을 시행하 다. 

  채취한 동맥 막조직을 이용하여 5μm 두께로 라

핀 편을 만들었으며, 2% 3-aminopropyl-triethoxysilane으

로 처리한 유리슬라이드에 부착시키고 xylene과 계열알코

올(graded ethanol)을 사용하여 탈 라핀과 함수를 하 다. 

내인성 과산화효소의 차단을 하여 30% 과산화수소 1 mL

에 메타놀 99 mL을 혼합하여 만든 용액에서 30분간 처리

하고 0.1 M 인산염 완충용액으로 수세하 다. 조직항원이 

잘 노출될 수 있도록 조직 편을 단백분해효소인 0.4% 펩

신으로 37oC에서 1시간 동안 방치시킨 후 0.1 M 인산염 

완충용액으로 수세하 다. 일차항체인 1：1,000 an-

ti-smooth muscle actin antibody (DAKO, Carpinteria, CA, 

USA)  anti-CD68 antibody (DAKO)를 사용하여 37oC에서 

2시간 동안 반응시킨 후 인산염완충용액으로 수세하 다. 

Goat anti-mouse IgG 이차항체(Zymed Laboratories, San 

Francisco, CA, USA)를 사용하여 37oC에서 30분간 방치한 

후 인산염 완충용액으로 수세하고, avidin-biotin 혼합용액

(ABC Elite Kit, Vector, USA)으로 37oC에서 30분간 작용

시켰다. Diaminobenzidine (3,3'-diaminobenzidine-tetra-

chlonde; Sigma, St Louis, MO, USA)를 사용하여 10분간 실

온에서 발색시킨 후 Mayer's hematoxylin으로 조염색을 

실시하고 학 미경으로 찰하 다. 
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Table 1. Sequences for primers of β3 integrin

    Genes         Forward primer          Reverse primer Size

β3 integrin TTA CCA CTG ATG CCA AGA CT ATG TGA CAC TGC CCA TCG TT 82 bp

Table 2. Lipid profiles of the experimental groups 

Cholesterol diet group Normal diet group p-value

Total cholesterol (mg/dL) 2,148.3±1,012.5 53.7±31.8 0.004

LDL-cholesterol (mg/dL) 2,065.3±960.9 29.1±30.9 0.003

Triglyceride (mg/dL)  240.4±218.3 31.6±6.4 0.041

HDL-cholesterol (mg/dL)   34.9±23.5 18.3±3.5 0.146

LDL=Low density lipoprotein; HDL=High density lipoprotein.

Fig. 1. H&E staining for the aortic valve and ascending aorta. Hematoxylin and eosin staining showed the presence of cellular infiltration 
and foam cells (black arrow) in the leaflet of cholesterol diet group. Those findings were prominent in the aortic side (white arrow) of the 
endothelium. Fatty streak was observed in the aorta of cholesterol diet group. (A) Aortic valve of cholesterol diet group. (B) Aortic valve of 
normal diet group. (C) Aorta of cholesterol diet group. (D) Aorta of normal diet group (Original magnification, ×100). 
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Fig. 2. Immunohistochemistry for myofibroblast. α-actin was highly expressed in the cholesterol diet group compared with the normal diet group. 
α-actin was detected in the aortic and ventricular sides of the endothelial layer of the aortic leaflets. The black arrow indicates the aortic side 
and the white arrow indicates the ventricular side of the endothelium. (A) Cholesterol diet group. (B) Normaldiet group (Original magnification, ×400). 

    
    4) Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 분석 

  β3 integrin (GenBank accession number. AF184591) 유

자에 해서(Table 1) 정상식이군과 콜 스테롤식이군의 

동맥  동맥 막에서 cDNA와 Probe를 이용하여 발

변이의 변화를 분석하기 해 RT-PCR을 시행하 다. 

House keeping gene과 실험유 자는 콜 스테롤식이군의 

cDNA를 control template로 하여 각각 1, 0.5, 0.25, 0.125, 

0.0625로 희석하여 표 곡선(standard curve)를 도출해내었

고, 이를 이용하여 각각의 template의 변이에서 기인하는 

증폭 양을 정상화(normalization)하 고, 한 house keeping 

gene인 GAPDH을 이용하여 각 유 자의 기 으로 정하여 

정량을 유도해내었고, 콜 스테롤 식이군에서의 각 유

자를 측정기로 정하여 상 인 정량을 하 다. 

    5) 통계분석 

  SPSS 15.0 소 트웨어(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 

이용하여 통계  분석을 시행하 다. 모든 인자들은 평균±

표 편차로 표시하 으며, 각군간의 차이는 Unpaired t-test

를 이용하여 분석하 다. p-value가 0.05미만일 때 통계학

으로 의미있는 것으로 단하 다. 

결      과

    1) 액지질분석 

  총 콜 스테롤 수치는 콜 스테롤식이군에서 정상식이

군보다 의미있게 증가하 으며(2,148.3±1,012.5 mg/dL ver-

sus 53.7±31.8 mg/dL, p＜0.05), 도-콜 스테롤(2,065.3±960.9 

mg/dL versus 29.1±30.9 mg/dL, p＜0.05)과 성지방 (240.4± 

218.3 mg/dL versus 31.6±6.4 mg/dL, p＜0.05) 수치도 콜

스테롤식이군에서 의미있게 증가하 다(Table 2). 고 도-

콜 스테롤 수치(34.9±23.5 mg/dL versus 18.3±3.5 mg/dL, 

p=0.146)는 양군에서 차이가 없었다. 

    2) Hematoxyline & Eosin 염색 

  콜 스테롤식이군의 동맥 막에서 첨의 두께는 

약간 증가되어 있었으며 막의 동맥 부 의 내피세포

에서 세포들의 침윤이 증가되어 있었으며(Fig. 1A, B), 증

가된 세포들의 침윤부 에서는 거품세포(Foam cell)들이 

찰되었다. 콜 스테롤식이군의 상행 동맥 조직에서는 

지방선(fatty streak)을 보이는 죽상경화병변이 찰되었다 

(Fig. 1C, D).

    3) 면역조직화학염색 

  근육섬유모세포(myofibroblast)를 나타내는 α-actin은 정

상식이군보다 콜 스테롤식이군의 동맥 막에서 발

이 증가되었다. α-actin은 막의 동맥부 뿐만 아니라 

좌심실부 의 내피세포에서도 발  양성소견을 보 다

(Fig. 2). 식세포(macrophage)를 나타내는 CD-68의 발

도 α-actin과 유사한 양상을 보 다(Fig. 3). 
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Fig. 3. Immunohistochemistry for macrophage. CD-68 was found in the aortic and ventricular sides of the endothelial layer of the aortic 
valves but that was more expressed in cholesterol diet group than normal diet group. The black arrow indicates the aortic side and the 
white arrow indicates the ventricular side of the endothelium. (A) Cholesterol diet group. (B) Normal diet group (Original magnification, ×400). 

Fig. 4. Aortic valve and aorta gene expression of β3 integrin 
mRNA. The expression of β3 integrin gene of aortic valve and aorta 
was decreased in the cholesterol diet group. *Significance p＜0.05. 

    
    4) Real time PCR 분석

  동맥 막과 동맥에서 β3 integrin mRNA의 상

인 수치를 RT-PCR로 분석하 다. β3 integrin의 mRNA는 

동맥 막(0.24±0.14 versus 0.45±0.27, p＜0.05)과 동맥

(0.08±0.07 versus 0.72±0.16, p＜0.05) 모두 콜 스테롤 식이

군에서 정상식이군보다 의미있게 감소되어 있었다(Fig. 4). 

고      찰

  과거에는 석회화 동맥 막 착증의 원인은 막에 

칼슘이 수동 으로 침착되는 퇴행성 변성으로 여겨졌으

나, 최근의 여러 연구들에 의하면 동맥 막질환은 염

증반응, 산화작용, 생성, 골모세포의 발 , 세포의 증

식, 산화된 지질산물, 골형성  세포외 골기질 단백질의 

증가와 같은 다양한 생물학  과정들이 여하는 능동  

과정으로 여겨지고 있으며, 죽상동맥경화의 한 부분이라

는 에서의 연구가 진행되고 있다. 한 닌-엔지오텐

신 시스템의 활성이나 골격계 골형성과 콜 스테롤 사

의 활성에 여하는 도지질단맥질 수용체 연 단백

질 5 (LDL receptor-related protein 5, Lrp5)도 막 질환과 

연 이 있는 것으로 알려져 있으나, 세포학  기 은 아

직도 명확하지 않다.

  본 연구에서는 죽상경화의 유발이 용이한 실험동물인 

토끼를 이용하 으며, 상행 동맥의 H&E 염색에서 지방

선(Fatty streak)을 보이는 죽상경화가 유발되었음을 확인

할 수 있었다. 동시에 콜 스테롤식이군에서는 동맥 

막의 두께가 증가되었으며, 내부에서는 거품세포(Foam 

cell)가 찰되었으며, 면역조직화학염색상 두꺼워진 막

에서는 근육섬유모세포의 증식과 식세포의 침윤이 

찰되었다. 이러한 막의 특징들은 기의  죽상경화

병변과 매우 유사하며, 동맥 막 경화증의 병변과도 

거의 일치한다. 그러므로 본 연구에 의하면 고콜 스테롤

증이 동맥 막 질환을 일으킬 수 있음을 나타내며 

이러한 동맥 막의 병변은 죽상경화와 유사한 능동  

과정을 거친다는 것을 알 수 있다.
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  Integrin은 α (120∼180 kDa)와 β (90∼110 kDa) 소단 (subu-

nit)로 구성된 Heterodimeric 경세포막(transmembrane) 수용

체로 포유동물에서는 18가지 이상의 α 소단 와 8가지 

이상의 β 소단 가 알려져 있으며, α와 β 소단 의 다

양한 조합이 Integrin의 다양한 기능  역할을 나타낸다. 

Integrin은 세포와 세포간(cell-cell), 세포와 세포외 간질간

(cell-extracellur matrix) 그리고, 세포와 세포골격(Cytoskeletoon) 

사이를 연결하는 역할을 하는데, 이러한 세포안 의 상호

작용을 통해 기 발생, 유 자 발 의 조 , 세포의 증식

과, 분화, 이동, 죽음과 같은 다양한 기능들을 조율한다. 

Integrin은 , 액, 심근세포, 비근육성 심장세포등의 

심 계의 모든 세포성분에서 발 되는데[8], 성인의 심

장에서 Integrin은 세포의 환경에 따라 선택 으로 발 하

게 되며, 이러한 Integrin의 변화에 의한 세포의 응성의 

변화는 발달(development)이나 질병상태에 따라서 세포의 

기능에 매우 요한 역할을 하게 된다. 인간의 정상 동

맥 막에서는 α2, α3 소단 와 β1, β4 소단 가 발

된다고 알려져 있으나[11], 동맥 막질환에서 Integrin

의 역할에 하여는 잘 알려져 있지 않다.

  β3 integrin은 αIIbβ3와 αvβ3 두가지의 integrin을 구

성한다. αIIbβ3는 소 이나 거 핵세포(megakaryocyte)

에서 발 되며, 형성에 여하는 것으로 알려져 있으

며, αvβ3는 이나 염증세포에서 발 되는 것으로 알

려져 있다. αvβ3 Integrin은 인간의 죽상경화병변의 평활

근세포나 내피세포에서 범 한 발 을 보이는 것으로 

알려져 있으며[12], 손상부 의 신생내막형성부 에

서 발 이 증가되며 특히 평활근 세포에서 증가되는 것으

로 알려져 있다[13,14]. 

  β3 integrin은 소 이나 과 연 된 기 을 통해 

죽상경화를 조 할 수 있으나, 질환에서 β3 integrin

의 역할은 명확하지 않다. 

  본 연구에서는 고콜 스테롤 증에 의해 유발된 동

맥 막경화증에서 β3 integrin의 역할을 알아보려고 하

다. 본 연구에서는 β3 integrin이 죽상경화와 연 된 동

맥 막 경화증에서 발 이 증가될 것으로 가정하 으나, 

결과는 오히려 동맥 막과 동맥 모두 콜 스테롤식

이군에서 정상식이군보다 감소되는 결과를 나타내었다. 

이는 동맥 막의 병변이 β3 integrin의 발 의 감소와 

한 연 계가 있음을 나타낸다고 할 수 있다.

  동맥경화에서의 염증반응은 식세포와 같은 염증세포

가 이동하고 침윤되는 특징이 있으며, 이러한 과정은 

Integrin이나 P-selectin, E-selectin, ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1

과 같은 세포부착물질(Cellular adhesion molecule), 그리고 

MCP-1과 같은 Chemokine에 의해 매개된다. 이러한 여러

가지 종류의 세포부착물질의 부재는 고지질식이에 의해 

유도된 죽상경화를 감소시킨다. 인간에서도 ICAM-1, β2 

integrin[15], P-selectin의 항체는 질환의 후를 호 시

키지 못하고 있다. 그러나, β2 integrin의 antagonism과는 

반 로 β3 integrin family 의 한가지인 αIIbβ3의 antag-

onism은 단기간에서는 죽상경화를 가진 환자들에서 도움

이 되는 것으로 알려져 있으나[16], 장기간의 억제는 오히

려 인간에서 사망률을 증가시키는 것으로 알려져 있다[17]. 

Weng 등[18]에 의하면 고지질 증에서 β3 integrin의 결핍

은 의 죽상경화와 폐의 염증반응을 진한다고 하

으며, 죽상경화의 벽에서는 CD36, CD40L, CD40과 같

은 염증성 매개인자가 증가되는 것으로 볼 때 β3 signal-

ing의 결핍은 염증반응 매개물질을 증가시킬 수 있다고 

하 다. Shneider 등[19]도 고지질식이를 시행한 β3 in-

tegrin 결핍 실험쥐모델에서 TNF-α나 IL-6와 같은 염증반

응 매개물질이 증가하는 것으로 보아 β3 integrin은 서구

형 식이에 의한 신  염증반응을 매개하는 후보물질로 

보인다고 하 다.

결      론

  결론 으로, 석회화 동맥 막의 기 상태인 동맥

막 경화증은 기죽상경화병변과 유사한 과정을 보이

며, 이는 β3 integrin의 감소가 요한 역할을 한다고 생각

되며, 이는 염증반응의 증가와 연 이 있다고 생각된다. 

따라서, 본 연구와 같이 콜 스테롤식이에 의한 염증반응

을 억제하는 β3 integrin의 역할을 고려하면, 향후에는 β3 

작용제(agonist)가 동맥 막질환의 진행을 억제할 수 있

는 치료제로도 이용될 수 있을 것이다. 
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=국문 초록=

배경: 동맥 막 경화증은 고령에서 흔히 나타나며, 동맥 막 착증처럼 좌심실 유출로를 폐쇄

하지는 않으나 심 질환으로의 사망 험성이 50%나 증가되며, 심근경색증의 험성이 높다. 그러

나, 동맥 막경화증에서 β3 integrin의 련성은 잘 알려져 있지 않다. 대상 및 방법: 20마리의 뉴

질랜드산 토끼들을 2군으로 나 후, 1군(10마리)에서는 정상식이를 시행하 고, 2군(10마리)에서는 

1% 콜 스테롤식이를 시행하 다. 12주간 식이후 실험동물을 희생시켜 동맥 막  상행 동맥

을 채취하 다. 각군의 토끼들의 장에서 총 콜 스테롤, 성지방, 도(LDL)-콜 스테롤, 고
도(HDL)-콜 스테롤 수치를 측정하 으며, 동맥 막과 동맥에서 HE 염색을 시행하 고, 동

맥 막에서 근육섬유모세포, 식세포에 한 면역조직화학염색을 시행하 으며, β3 integrin에 

한 정량 검사를 하여 Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)을 시행하 다. 결과: 총 콜

스테롤(2148.3±1012.5 mg/dL versus 53.7±31.8 mg/dL, p＜0.05), 성지방(240.4±218.3 mg/dL versus 
31.6±6.4 mg/dL, p＜0.05), 도-콜 스테롤 수치(2,065.3±960.9 mg/dL versus 29.1±30.9 mg/dL, p
＜0.05)는 정상식이군과 비교해서 콜 스테롤 식이군에서 의미있게 증가하 다. 동맥 막의 면역

조직화학염색에서 근육섬유모세포와 식세포는 콜 스테롤식이군에서 발 이 증가되었다. RT-PCR
을 이용한 정량  검사에서 β3 integrin mRNA의 발 은 동맥 막과 동맥 모두 콜 스테롤 식이

군에서 의미있게 감소되어 있었다(p＜0.05). 결론: 콜 스테롤식이에 의한 고콜 스테롤 증은 토끼

의 동맥 막에서 동맥 막경화증을 유발하 다. 석회화 동맥 막의 기 상태인 동맥 

막 경화증은 기죽상경화병변과 유사한 과정을 보이며, 이는 β3 integrin의 감소가 요한 역할을 

한다고 생각된다. 

중심 단어：1. 동맥 막

2. 고콜 스테롤 증

3. 죽상경화

4. 인테그린
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