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Background: Tranexamic acid (TXA) is the most widely used hemostatic agent in surgical 
patients. However, when used in a high dose, it could cause a seizure in the postoperative 
period. The exact effector mechanism behind the seizure triggering remains unknown. 
Therefore, the authors investigated the effects of TXA on the activity of glutamate transport-
er type 3 (excitatory amino acid transporter 3; EAAT3), which is the main neuronal gluta-
mate transporter type. 

Methods: EAAT3 was expressed in Xenopus laevis oocytes through mRNA injection. Oocytes 
were incubated with diluted tranexamic acid for 72 h. Two-electrode voltage clamping was 
used to measure membrane currents before, during, and after applying 30 µM L-glutamate. 
Responses were quantified by integrating the current traces and reported in microcoulombs 
(µC). Results were presented as mean ± SEM. 

Results: TXA (30 to 1,000 µM) significantly decreased EAAT3 activity. Our kinetic study 
showed that Vmax was significantly decreased in the TXA group compared with the control 
group (1.1 ± 0.1 vs. 1.4 ± 0.1 µC, n = 18–23, P = 0.043), but the Km did not significantly 
change (12.7 ± 3.9 µM for TXA vs. 12.8 ± 3.8 for control, n = 18–23, P = 0.986). 

Conclusions: Our results suggest that TXA attenuates EAAT3 activity, which may explain its 
proconvulsant effect. 

Keywords: Electrophysiology; Excitatory amino acid transporter 3; Glutamate plasma mem-
brane transport proteins; Tranexamic acid; Xenopus laevis. 
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서론

Tranexamic acid (TXA)는 수술환자에서 가장 널리 사용되

는 지혈제로서 plasminogen의 lysine binding site에 결합하여 

plasmin의 활성도를 떨어뜨림으로써 fibrin의 분해(degrada-

tion)를 감소시켜 지혈작용을 초래하는 것으로 알려져 있다. 하

지만, 이 약제의 사용 후에 간혹 seizure 등의 중추신경계 부작용

을 초래한다[1,2]. 수술 중 TXA를 사용한 환자에서 seizure가 

발생한다면 회복기간이 길어질 뿐 아니라 환자의 예후에 악영향

을 미치게 된다. 기존에 알려진 TXA의 seizure 유발기전으로 

gamma amino butyric acid (GABA)나 glycine 수용체를 통

한 억제성 신경전달의 억제와 관련이 보고된 바 있다[3]. 하지만, 

주로 흥분성 신경전달을 조절하는 역할을 하는 glial EAAT 

(EAAT1 and EAAT2)와는 달리 주요 neuronal EAAT인 EAAT3

는 흥분성 neuron뿐 아니라 억제성 neuron에도 분포하면서 

GABA의 전구물질인 glutamate를 uptake하여 GABA 신경전

달을 조절하는 역할도 또한 하는 것으로 알려져 있다[4].

Excitatory amino acid transport (EAAT)는 glutamate 

transporter라고도 불리며, 중추신경계의 neuron과 glial cell

에 분포되어 있는 막단백질이다[5]. Glutamate는 주요 흥분성 

신경전달물질로서 세포외 농도가 높을 경우 신경독성을 나타내

는데, EAAT는 이러한 glutamate를 세포외 공간에서 세포내로 

이동시키는 중요한 역할을 담당한다. EAAT의 기능부전은 세포

외 glutamate의 축적을 초래해 glutamate에 의한 신경손상, 즉 

excitotoxicity를 유발하게 되는데 이는 허혈성 뇌손상이나 

amyotropic lateral sclerosis 등 신경퇴화성 질환의 병태생리

와 연관이 있다[6–8]. EAAT에는 5개의 아형이 있는 것으로 밝혀

졌는데, 이중 EAAT3는 neuron에 분표하는 주요 아형이다[5].

본 연구에서는 two-electrode voltage clamp와 Xenopus 

oocyte expression system을 이용하여 TXA에 의한 막전위의 

변화를 측정하여 TXA가 EAAT3의 활성도에 미치는 영향을 알아

보고, 또한, 역학 연구(kinetic study)를 통해 TXA가 EAAT3에 

작용을 미치는 양상에 대해 규명해 보고자 한다. 

대상 및 방법

Xenopus oocyte 준비 및 EAAT3의 발현

EAAT3의 발현 과정을 모식도로 표현하면 Fig. 1과 같다. 개구

리의 일종인 Xenopus laevis는 독립된 수조에서 주당 2회씩 사

료를 공급받으며 관리되었다. 난모세포(oocyte)의 채취를 위해 

0.2% 3-aminobenzoic ethyl ester (Sigma, USA)를 물 500 

ml에 첨가한 후 실험동물을 30분 정도 담근 후 통증자극에 반응

이 없어지면 얼음 위에 앙와위로 눕혔다. 편측 하복부에 0.5–1 

cm의 절개 후 난소조직의 일부를 떼어내 즉시 modified 

Barth’s solution (NaCl 88 mM, KCl 1 mM, NaHCO3 2.4 

mM, CaCl2 0.41 mM, MgSO4 0.82 mM, Ca(NO3)2 0.3 mM, 

gentamicin 0.1 mM, HEPES 15 mM, pH 7.6)에 넣은 다음, 

follicular layer를 제거한 후 OR-2 solution (NaCl 82.5 mM, 

KCl 2 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 5 mM, collagenase type 

Ia 0.1%, pH 7.5)에 넣어 2시간 동안 약하게 흔들어 준 후에 

modified Barth’s solution에 넣어 16°C에 보관하였다. 

EAAT3 cDNA는 Dr. Mattias A. Hediger (Brigham and 

Women’s Hospital, Harvard Institute of Medicine, USA)로

부터 제공받았으며, 상용 vector (BluescriptSKm)에 subclone 

된 상태였다. 제한효소(Not I)로 처리한 후, mRNA를 상용 kit 

(Ambion, USA)를 이용하여 제조하였다. 이렇게 만들어진 

mRNA를 spectrophotometer를 이용하여 정량 분석하였다. 이 

mRNA (농도: 30 ng/30 nl)를 자동 미세주입기(Drummond 

Nanoject, Drummond Scientific Co., USA)를 이용하여 oo-

cyte의 세포질 내로 주입하였다. 

전기생리학 측정

실험은 21–23°C의 상온에서 시행되었다. Follicle이 제거된 

하나의 oocyte를 2-electrode voltage clamp (OC725-A, 

Warner Corporation, USA)의 recording chamber에 위치시

킨 후 Tyrode 용액(150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 

1 mM MgSO4, 10 mM dextrose, 10 mM HEPES, pH 7.5)을 

관류시킨 상태에서 voltage clamp에 연결된 미세전극을 oo-

cyte 양쪽에서 찔러 막전위를 측정하였다. Voltage clamp에서 

얻은 막전위는 DAS-8A conversion board (Keithley-Metra-

byte, USA)를 거쳐 Ooclamp software를 이용해 분석하였다. 

모든 측정은 –70 mV의 holding potential에서 시행하였다. 1 

mA 미만의 안정적인 holding current를 보이지 못하는 oocyte

Fig. 1. The EAAT3 expression process. EAAT3: excitatory amino 
acid transporter 3.
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는 분석에서 제외하였다. Tyrode 용액으로 희석된 L-glutamate

를 분당 3 ml의 속도로 20초간 oocyte에 관류시켜 얻은 막전위

를 1분간 125 Hz의 속도로 추출하였다. 이렇게 얻은 막전위의 

변화를 적분하여 microCoulomb 단위로 환산하였다. 음전하를 

띤 glutamate 분자 하나가 세포막을 통해 운반될 때 두세 개의 

Na+ 이온이 동시에 운반되므로 glutamate에 의해 유도된 막전

위의 변화는 운반된 glutamate의 양을 반영한다. 매 실험은 적

어도 세 마리 이상의 다른 Xenopus frog에서 나온 oocyte를 이

용하여 시행하였다. 

각종 chemical의 투여

TXA가 EAAT3의 활성도에 미치는 영향을 알아보기 위해 

Modified Barth 용액에 희석한 여러 농도(3, 10, 30, 100, 

300, 1,000 μM)의 TXA에 oocyte를 72시간 동안 노출한 후 

agonist (L-glutamate 30 μM)를 투여하여 막전위의 변화를 측

정하였다. 대조군에서는 TXA가 포함되지 않은 modified Barth 

용액에 oocyte를 72시간 동안 배양후에 측정을 시행하였다. 본 

실험에서 agonist인 L-glutamate는 EAAT3를 통한 glutamate 

transporter current를 발생시키기 위해 사용하였는데 저자의 

과거 연구[9]에서 EAAT3 반응을 일으키는 L-glutamate의 

median effective concentration (EC50)이 27.2 μM이었기 때

문에 본 연구에서는 30 μM의 L-glutamate를 사용하였다. TXA

의 각 농도별 반응을 구한 후에는 kinetic study를 위해 다섯 농

도(3, 10, 30, 100, 300 μM)의 L-glutamate를 이용하여 대조

군과 half-maximal inhibitory concentration (IC50)에 근접

하는 TXA를 노출한 상태에서 반응 값을 측정하여 Km과 Vmax를 

구한다. 

데이터 분석

반응 값은 mean ±  SEM으로 제시하였다. Oocyte batch에 

따라 반응값의 변동성이 나타나는 경우가 흔하므로, 용량-반응 

연구에서는 각 반응값을 각각의 batch에서 control의 평균값으

로 나누어 normalized data를 구해 분석하였다. 군간 차이는 

Student’s t-test나 분산분석(Bonferroni 또는 Student-New-

man-Keuls correction 추가 적용)을 이용해 분석하였다. P <  

0.05를 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다. 

결과

EAAT3 mRNA를 미세주입한 oocyte에 L-glutamate를 관류

시킨 경우 내향성 막전위 변화가 기록되었으나, EAAT3 mRNA를 

주입하지 않은 oocyte에서는 막전위의 변화가 나타나지 않았다. 

EAAT3 mRNA를 주입하지 않은 oocyte에 TXA를 노출한 경

우 막전위의 변화가 나타나지 않았다. 향후 모든 실험은 EAAT3 

mRNA를 미세주입한 oocyte를 대상으로 진행하였다. 여러 농

도의 TXA를 노출한 결과 TXA는 농도 의존적으로 EAAT3의 활

성도를 감소시켰다(Fig. 2). Kinetic study에서는 본 연구에서 

EAAT3의 활성도의 유의한 감소를 초래하는 TXA의 농도 중 가

장 낮은 농도인 30 μM의 TXA를 사용하였다.

대조군과 비교했을 때, 30 μM L-glutamate에 의한 반응이 

TXA (30 μM) 노출군에서 유의하게 감소했을 뿐 아니라 3 μM

을 제외한 10, 30, 100, 300 μM에 의한 반응도 역시 대조군에 

비해 유의한 감소를 나타냈다(Fig. 3). 이 결과를 심층분석한 결

과 TXA는 각 군에서 Vmax를 유의하게 감소시켰지만(대조군 1.4 
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Fig. 2. Changes in EAAT3 activity relative to tranexamic acid 
exposure level. EAAT3: excitatory amino acid transporter 3. 
*P < 0.05 compared with the control group (tranexamic acid 
concentration 0 μM).

Fig. 3. EAAT3 dose-response curve of for L-glutamate relative 
to tranexamic acid presence. EAAT3: excitatory amino acid 
transporter 3. *P < 0.05 compared with control group (tranexamic 
acid concentration 0 μM).
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±  0.1 μC vs. TXA 군 1.1 ±  0.1 μC; n =  18–23, P =  

0.043), L-glutamate에 대한 EAAT3의 Km은 유의한 변화를 초

래하지 않았다(대조군 12.8 ±  3.8 μM vs. TXA 군 12.7 ±  3.9 

μM; n =  18–23, P =  0.986).

고찰

TXA는 항섬유용해성 제재로써 수술 환자의 지혈을 항진시키

는 데 효과가 있지만 수술 후에 seizure를 초래하는 부작용에 대

한 지적이 꾸준히 있어 왔다. 특히 이러한 부작용은 고용량을 사

용하는 심장수술 등에서 다수 보고되어 왔다[10]. 이러한 sei-

zure는 특징적으로 수술이 끝나고 수술실에서 중환자실 등으로 

환자가 이송된 지 수 시간 내에 발생하게 되는데, 이는 anticon-

vulsant effect를 가진 마취제의 농도는 급격히 떨어지고 TXA의 

농도는 높게 유지되는 시간대에 해당된다[11]. 최근에 발간된 메

타분석논문에는 28개의 randomized controlled study를 대상

으로 분석하였는데 관상동맥우회술에서 TXA를 사용한 경우 수

술 후에 seizure를 초래할 위험도(risk ratio)를 6.67로 높게 보

고하였다[12]. 

TXA가 seizure를 초래하는 중추신경계 기전에 대해서는 아직 

이론이 정립되지 않는 상태이다. TXA가 억제성 신경전달 수용

체인 GABA와 glycine 수용체에 대해 억제효과를 나타낸다는 보

고가 있었지만, 흥분성 신경전달 체계인 glutamate 신경전달에 

대해서는 아직 보고된 바가 없다. 특히 glutamate 신경전달을 

전반적으로 조절하는 역할을 하는 EAAT 중에서 major neuro-

nal EAAT인 EAAT3는 주요 억제성 신경전달 물질인 GABA의 

합성에 필요한 glutamate를 neuron에 제공하는 역할을 함으로

써 GABA 신경전달을 유지하는 데 중요한 역할을 하고 있다

[4,13]. 따라서 TXA가 EAAT3의 활성도에 미치는 영향에 대한 

연구는 TXA의 seizure 유발의 기전을 이해하는데 하나의 열쇠

를 제공할 수 있을 것이다.

Lecker 등[14]은 심폐기를 이용한 심장수술을 받는 환자에서 

혈청과 뇌척수액의 TXA의 peak concentration을 측정하였는

데 혈청에서는 1.9 ±  0.4 mM, 뇌척수액에서는 220.8 ± 

116.7 μM로 측정되었다. 또한, 이 연구에서 TXA가 glycine re-

ceptor를 억제하는 half-maximal inhibitory concentration

인 IC50가 1.1 mM로 측정되었다.  

본 실험의 연구 결과, 여러 농도의 TXA 중 30, 100, 300, 

1,000 μM에서 EAAT3의 활성도를 유의하게 감소시켰다. 

EAAT3의 활성도가 감소되면 neuron안으로의 glutamate up-

take가 감소되어 세포외액의 glutamate 농도가 상승하므로 

seizure의 발생을 설명할 수 있다. 본 연구자의 과거 연구에서 

proconvulsant effect를 가진 etomidate와 estrogen (17-

β-estradiol) 등도 역시 EAAT3 활성도의 감소를 초래한 바 있다

[15,16]. 또한, kinetic study의 결과로 TXA가 EAAT3의 활성

도의 변화에 미치는 양상을 예측할 수 있다. 즉, Vmax를 유의하게 

감소시켰지만, Km은 유의한 변화가 없는 점을 감안하면, TXA가 

EAAT3의 glutamate에 대한 affinity를 변화시키기보다는 neu-

ron 세포막에서 EAAT3의 가용숫자나 회전율을 증가시키는 등

의 역동적인 변화를 초래한다는 설명이 더 적합해 보인다. 

TXA에 의한 중추신경계의 과흥분성은 억제성 신경전달을 감

소시키는 소위 “disinhibition”에 기인하는 것으로 보인다[17]. 

중추신경계의 대표적인 억제성 신경전달체계로는 glycine 수용

체와 더불어 GABAA 수용체를 꼽을 수 있다. Furtmüller 등[18]

의 연구에 의하면 TXA가 GABAA 수용체를 억제하긴 하지만 

IC50가 7 mM로써 상당히 높은 편이다. 즉, 본 연구에서 TXA의 

농도별 EAAT3의 활성도 반응의 감소 양상이 비전형적이어서 

IC50를 구하지는 못했으나, 30 μM 이상의 농도에서 유의한 감소

양상을 나타내는 것을 볼 때 glycine이나 GABAA 수용체에 비해 

EAAT3가 TXA에 대해 훨씬 낮은 농도에서 유의한 반응의 변화

를 보였다고 할 수 있으나 실험 방법의 차이 등으로 인해 일괄적

인 비교는 어렵다. 

Glutamate transporter의 활성도를 측정하는 연구 방법 중에

서 본 연구에서는 2-electrode voltage clamp를 이용한 전기생

리학적 측정방법을 사용하였다. 이 실험 방법에서는 개구리의 일

종인 Xenopus laevis frog의 난모세포인 Xenopus oocyte가 

필수적이다. Xenopus oocyte에는 lysophosphatidate recep-

tor 이외에는 내인성 수용체가 존재하지 않으며, 각종 receptor

의 DNA 또는 RNA를 핵 또는 세포질 내에 주입하면 수일 후에 

세포막에 수용체 단백질이 발현되므로 voltage clamp를 이용한 

실험 시에 널리 사용되고 있다. 

본 연구에서 TXA가 EAAT3의 활성도를 감소시키는 것을 알 

수 있었으나, 그 기전을 알 수는 없었다. 예컨대 protein kinase 

C (PKC)나 phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 등의 세포 

내 신호전달을 조절하는 효소에 영향을 미치는 것을 매개로 

EAAT3의 활성도에 영향을 미칠 수 있을 것이다. 본 연구자의 과

거 연구에서도 각종 마취제나 호르몬, alcohol, caffeine, nico-

tine 등이 PKC나 PI3K 등을 매개로 glutamate transporter의 

활성도에 영향을 미치는 것을 알 수 있었다[19–22]. 하지만, 본 

연구에서는 연구 여건의 미비로 인해서 PKC나 PI3K에 대한 추

가 연구를 진행할 수 없었다. 또한, 본 연구에서 용량-반응 실험

의 결과 분석 시 원 데이터를 사용하지 않고 각 oocyte batch의 

control 값의 평균으로 각 반응값을 나눈 normalized data를 

사용하였으나, 이는 Xenopus oocyte expression system을 이

용한 전기생리학 측정실험에서 흔히 사용되는 방법으로서 저자

의 과거 연구에서도 이러한 방법이 사용된 바 있다[9,12,17–

20,23,24].

결론적으로 Xenopus oocyte expression system을 이용하
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여 TXA가 glutamate transporter인 EAAT3의 활성도를 감소

시키며, 그 양상은 TXA가 EAAT3의 glutamate에 대한 affinity

를 변화시키기보다는 EAAT3의 가용숫자나 회전율을 증가시키

는 것으로 보인다. 그러한 작용기전에 대해서는 추가 연구가 필

요할 것이다.
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