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초   록 

 

서론: 윌슨병은 간에서 구리 대사를 관장하는 ATP7B단백의 결함에 

발생하는 대표적 선천성 대사 이상 질환이다. 본 질환은 간 조직의 

구리 침착에서 시작하여 간질환 및 신경계의 이상을 보인다. 본 

연구에서는 윌슨병의 동물모델을 이용하여 간 조직 및 뇌조직에서 

질환의 경과에 중요한 역할을 하는 분자생물학적 변화를 

조사하였다. 

 

방법: 윌슨병의 동물모델인 Long-Evans Cinnamon (LEC) 랫트와 정상

군의 Long-Evans Agouti 랫트를 생후 6주령, 12주령, 24주령별로 각각 

3마리씩 선별하였다. 간 조직에서 연령에 따른 병리소견을 조사하였

고, 2차원 겔 전기영동과 MALDI-TOF-MS를 이용하여 단백발현양상

을 조사하였고, Western Blotting으로 검증하였다. 뇌조직에서는 RNA

를 추출하여 RatRef-12 expression bead array를 수행하여 연령대별로 

발현양상의 차이가 나는 유전자들을 선별 후, real-time polymerase 

chain reaction로 검증하였다. 

 

결과: 간 조직의 병리 소견은 사람의 윌슨병의 자연 경과와 비슷한 

소견을 확인하였다. 단백발현 양상의 조사를 통해 초기시기부터 사

립체에 발현하는 단백질의 발현이 감소됨을 확인하였으며, 연령이 



 

 

지남에 따라 사립체 손상이 광범위해지며, malate dehydrogenase 1, 

annexin A5, transferrin, S-adenosylhomocysteine hydrolase, and sulfite 

oxidase 1와 같은 산화 독성 및 세포 자멸사에 관련하는 단백질의 발

현이 감소됨을 확인 할 수 있었다. 

 

뇌조직에서는 뇌에서 구리의 침착이 뚜렷해지는 24주령의 랫트에서 

발현양상의 차이를 보이는 유전자들을 선별하여 총 179개의 유전자

들을 발견하였다. 이들을 기능적으로 분석하여 대부분의 유전자들이 

신경계의 발달 및 활성도, 산화 독성 및 세포 자멸사, 염증반응 및 

신호전달체계에 관여함을 알 수 있었다. 특히 알츠하이머병, 파킨슨

병과의 유사한 병인의 가능성, calcium-calcineurin 신호 전달 체계 및 

철분에 매개되는 독성, S-adenosylhomocysteine의 대사과정의 변화를 

확인할 수 있었다. 

 

결론: 본 연구의 결과는 윌슨병의 자연경과에 산화 독성 및 세포자

멸사 과정이 중요한 역할을 할 뿐만 아니라, 이외에 좀더 다양한 병

태 생리의 과정이 발생함을 알 수 있었다. 향 후 다른 동물 모델 및 

사람에서 채집이 가능한 조직을 통한 연구를 통해 이들의 역할에 대

한 검증이 필요하다. 

 

 

주요어: 윌슨병, LEC 랫트, 프로테오믹스, cDNA 마이크로어레이 

학  번: 2009-30574 
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서   론 

 

윌슨병(Wilson disease; OMIM 277900)은 간에서 구리의 대사를 

주관하는 P-type copper-transporting ATPase의 결핍에 의해 발생하는 

상염색체 열성으로 유전되는 질환이다 (1, 2). 윌슨병은 가장 흔한 

선천성 대사이상 질환으로 인종에 따라 30,000명 혹은 100,000명 당 

1명의 발생률을 보이나, 우리나라는 그 중에도 발병률이 가장 흔한 

민족으로서 약 30,000명 당 1명의 꼴로 발생하는 것으로 알려져 

있다 (3).  

 

윌슨병은 환자마다 발생 임상 양상이 차이가 난다. 대부분의 환자는 

다양한 간 기능의 이상 징후를 보이거나 추체 외로의 이상에 의한 

신경증상을 보인다. 그러나, 일부의 환자는 임상 증상이 없는 

상태에서 발견되고 있다 (1, 2). 최근 윌슨병에 대한 관심이 늘면서 

이런 무증상 시기에 발견되는 환자가 점차 늘고 있다 (4). 윌슨병은 

평생 동안 진행되는 질환으로 신경학적 증상으로 발현되는 



 

2 

 

환자들은 간질환으로 발현되는 환자보다 좀더 많은 나이에서 

진단되는 경향이 있다. 반면 무증상 시기에 발견되는 환자들은 

간질환 혹은 신경질환으로 발현한 환자들보다는 좀더 어린 나이에 

발견된다 (1, 4-6).  

 

윌슨병의 원인 유전자는 ATP7B (ATPase, Cu++ transporting, beta 

polypeptide)으로서 13번 장완(13q14.3)에 위치하고 있으며 

1993년도에 유전자의 염기서열이 알려졌다 (7). 이 후 현재까지 

500개 이상의 돌연변이가 발견되었다(http://www.hgmd.cf.ac.uk). 

인종에 따라 흔한 돌연변이가 차이가 나는데 유럽이나 

북아메리카의 경우는 p.His1069Gln이 대표적 돌연변이이고 (8, 9), 

p.Arg778Leu은 한국, 중국, 일본 등의 동북아시아국가에서 가장 흔한 

돌연변이이다 (10-15). 본 연구자 등은 237가계의 한국인 윌슨병 

환자들에서 p.Arg778Leu (36.5%), p.Ala874Val (9.9%), p.Asn1270Ser 

(8.0%), p.Lys838SerfsX35 (4.2%), p.Leu1083Phe (4.0%)등의 5가지 

돌연변이가 전체 돌연변이 중 63% 차지함을 알 수 있었다. 발현 
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양상의 차이와 환자의 ATP7B 유전자 돌연변이와 상관분석을 

시행하여 missense 돌연변이를 가진 환자가 nonsense/frameshift 

돌연변이를 가진 환자보다 발현 시기가 더 늦고, 심한 발현의 

빈도가 적음을 발견하였다 (4).  

 

윌슨병의 임상상의 구분은 Ferrenci등에 의해 제시된 분류법이 현재 

널리 사용되고 있는데 (16), 본 연구자 등이 시행한 한국인 윌슨병 

코호트의 연구에서는 무증상의 환자군이 간질환 혹은 신경질환으로 

발현한 환자보다 임상 경과가 확연히 양호함을 발견하여, 임상상의 

구분에서 무증상 환자군을 하나의 특징적 환자군으로 구분하도록 

제시한 바 있다 (4). 윌슨병의 자연경과가 나이가 지남에 따라 

무증상의 시기에서 간질환이 생기고, 이후 신경계의 증상이 

발현하는 것이므로 이러한 임상상의 구분은 당연한 것이라 생각될 

수도 있으나, 실제적으로 무증상으로 발현 하는 환자 중에는 60대 

이후에 발현하는 환자들이 있고, 신경학적 증상을 10세 이전의 

나이에 보이는 환자들도 있다 (17-19). 따라서, 윌슨병은 환자마다 
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임상상의 진행에 차이가 있는 것으로 판단된다. 

 

본 연구자 등은 이러한 윌슨병의 임상상에 기저하는 분자 생물학적 

변화를 연구하고자 윌슨병의 동물 모델을 이용하였다. 현재까지 

알려진 윌슨병의 동물모델은 toxic milk 마우스, Long-Evans Cinnamon 

(LEC) 랫트, Atp7b-/- 마우스 등 세가지 모델이 있다. 이들은 모두 

윌슨병에서 보이는 간질환의 임상상을 보이는데, 신경학적 증상이 

드문 것으로 알려져 있다. 그러나 최근에는 6개월 이상 장기간 생존 

시 신경학적 증상을 발견하여 이에 대한 연구들이 발표되고 있다 

(20-23).  

 

윌슨병에서 보이는 ATP7B의 결핍은 간에 구리의 과도한 침착을 

유도하고, 이렇게 침착 된 구리는 간에 산소화 독성과 사포 자멸사 

과정을 촉진하여 간세포에 손상을 일으킨다. 간 손상에서 시작된 

구리 독성은 뇌조직과 신장 등의 간 외 조직에 진행하게 된다 (24, 

25). 이러한 조직 특이적이고 순차적인 병리현상은 윌슨병 환자의 

자연 경과에 따른 임상상의 변화로 나타나게 된다 (1, 2, 4, 26).  

 

한편 ATP7B는 정상적인 기능을 위해 구리를 필요로 하는 단백질에 
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구리를 전달해 주는 기능을 하고 있으며, 이러한 단백질 중 

대표적인 것이 세룰로플라즈민(ceruloplasmin)이다 (27, 28). 따라서 

윌슨병의 ATP7B의 결핍은 구리를 필요로 하는 단백질에 기능 

결핍을 또한 유도하게 된다. 특히 윌슨병에서 뇌조직은 간 조직에 

비해서 더 다양하고 복잡한 병리현상이 있을 것으로 생각된다. 이 

중 구리의 침착에 따른 손상이 주가 될 것으로 예상하고 있으나, 

이외에도 아직 알려지지 않은 다양한 반응들이 발생할 것으로 

생각된다 (28-31). 특히 뇌조직에서 구리의 대사를 주로 담당하는 

역할은 ATP7B가 아니고 ATP7A이므로, 윌슨병에서 뇌조직에서의 

병리현상은 구리의 축적에 의한 독성 혹은 구리를 필요로 하는 

단백질의 기능 이상만으로는 설명이 되지 않는다. 한가지 특이한 

점은 윌슨병 뇌조직에서 ATP7A의 발현이 변화되지 않는다는 

것이고, 이에 대해서는 정확한 원인이 알려져 있지는 않다 (28). 

따라서, 윌슨병의 뇌조직에서의 구리대사의 현상과 이에 수반하는 

다양한 반응들에서 대해서 좀더 많은 연구가 필요하다.  

 

LEC 랫트는 Atp7b유전자의 3’말단에 900 bp정도의 결실이 있는 

동물이다 (32). Atp7b의 결핍에 의해 LEC 랫트는 연령에 따라 

사람의 윌슨병과 같은 간질환의 양상을 보여 윌슨병의 병리현상을 

이해하기에 적절한 동물 모델로 알려져 있다. LEC 랫트는 생후 3-
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4개월 경 급성 간염의 증상을 보이며, 만성 간염으로 진행하여, 

결국 간경화증을 보인다. 또한 LEC 랫트는 생후 1세경부터 간암이 

발생하여 간암의 연구 모델로도 연구가 되고 있다 (33-35). 따라서, 

본 연구자 등은 LEC 랫트에서 간질환의 진행에 따른 단백발현 

양상을 조사한다면, 윌슨병에서 간질환의 진행을 반영하는 주요 

단백 표지물질을 발견할 수 있을 것으로 예상하였다.  

 

반면 LEC 랫트는 신경학적 증상이 드문 것으로 알려져 있어 

뇌조직에서의 병리현상에 대한 연구는 거의 없었다 (36). 그러나 

24주령부터는 뇌조직에서도 구리의 축적이 관찰되며, 이에 따라 

산소화 독성이 보이는 것이 발견되었다 (33). 따라서, 본 연구자 

등은 24주령의 뇌조직에서 유전자의 발현 양상을 조사한다면, 

윌슨병에서 신경학적 증상의 발생에 기저하는 초기 생물학적 

변화를 확인할 수 있을 것이고, 신경학적 증상의 발현을 유도하는 

주요 후보 유전자 군을 확인 할 수 있을 것으로 예상하였다. 

 

이에 본 연구자 등은 LEC 랫트의 간 조직과 뇌조직을 연령대별로 

분석하여, 간질환의 진행을 반영하는 주요 단백질을 조사하고, 

신경학적 증상을 유도하는 주요 유전자들을 발견하고자 본 연구를 



 

7 

 

수행하였다. 간 조직의 단백발현의 양상을 분석하기 위하여 

프로테오믹스(Proteomics) 분석을 수행하였으며, 뇌조직의 유전자 

발현 양상을 조사하기 위해서 RNA microarray를 수행하였다. 
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실험 재료 및 방법 

 

1. 실험에 이용된 실험동물 

본 연구에서는 각각 주령 6주, 12주, 24주 별로 3마리씩 LEC 랫트를 

실험에 사용하였다. 정상군으로는 LEA (Long-Evans Agouti) 랫트를 

주령 6주, 12주, 24주 별로 3마리씩 사용하였다. 본 연구는 

대한민국의 동물 보호법을 준수하여 수행되었다. 

 

2. 간 조직에서 프로테오믹스 분석 

2.1. 간 조직의 병리학적 소견의 분석 

각 주령별로 신선한 간 조직을 0.2-mm의 두께로 자른 뒤 10% 

포르말린 플라스틱 통에 24시간 동안 담가 두었다. 고정된 조직을 

파라핀 처리 후 색션별로 나눈 뒤 수산화 작용을 한 후 

hematoxylin과 eosin으로 염색하였다 

 

2.2 Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 

간 조직을 녹인 후 상층액을 (각각 300 mg) immobiline dry strips (pH 

3–10, 18 cm; Amersham Pharmacia Biotechnology, Uppsala, Sweden)에 
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적용한 후 125 mL의 8 M urea, 2% CHAPS, 0.5% IPG buffer (Amersham 

Pharmacia Biotechnology)와 2.8 mg/mL dithiothreitol (DTT)에 14시간 

동안 담가두었다. 수산화 과정 후 20℃에서 500 V의 50 mA/strip으로 

1시간 동안, 1000 V으로 1시간, 8000 V으로 2시간 동안 isoelectric 

focusing (IEF)을 수행하였다. Strips은 50 mM Tris containing 6 M urea, 30% 

glycerol과 2% sodium dodecyl sulfate (SDS)으로 10분간 평형화 작업을 

2회 반복 후 Dithiothreitol과 iodoacetamide를 추가하였다. 이 후 12.5% 

non-gradient SDS-polyacrylamide 젤에 2차원 단면으로 600 V, 20 

mA(30분), 600 V, 50 mA(70분)의 조건으로 Multiphor horizontal 

electrophoresis unit (Amersham Pharmacia Biotechnology)에서 전기영동을 

수행하였다. 1시간 동안 단백을 고정한 후 겔을 Coomassie Brilliant 

Blue G250으로 24시간 동안 염색하였다. 이후 과산화 수소로 탈색 

후 Umax Power Look 1100 (Umax Data System Inc., Dallas, TX, USA)으로 

스캔 후 electronic files로 변환하였다. 이 후 Image Master Platinum 5.0 

image analysis program (Amersham Pharmacia Biotechnology)으로 

분석하였다. Log2 ratio상 2배 이상 차이가 나는 것을 유의한 발현 

양상의 차이로 간주하였다. 

 

2.3. MALDI-TOF-MS를 이용한 단백의 확인 

6주, 12주와 24주의 LEC 랫트와 LEA 랫트의 단백 스팟을 CBB-
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stained gels에서 자른 후 trypsin (Promega, Madison, WI, USA) 

처리하였다. 잘라진 펩타이드는 POROS R2, Oligo R3 column (Applied 

Biosystems, CA, USA)으로 농축하였다. 각각의 컬럼은 70%와 100%의 

acetonitrile (ACN)와 50 mM ammonium bicarbonate으로 세척 후, R2, R3 

컬럼에 적용 후 70% ACN and 0.1% TFA에 녹인 cyano-4-

hydroxycinamic acid (CHCA) (Sigma, St Louis, MO, USA)으로 용출 후 

MALDI-TOF 분석을 하였다 (37). 4700 Proteomics Analyzer (Applied 

Biosystems)을 이용하여 매스 스펙트럼을 얻은 후 매뉴얼 de novo 

시컨싱 후 Data Explorer software의 reflectron 모드와 4700 calibration 

mixture (Applied Biosystems)으로 계산하여 단백의 이름을 찾아내었다. 

각각 샘플의 스펙트럼은 또한 trypsin autolysis peaks를 이용하여 

계산하였다. 단백 팹타이드의 확인 작업은 GPS Explorer software에 

포함된 Mascot search engine을 이용하였다. 팹타이드 메칭과 단백 

검색은 Swiss-Prot 과 NCBI databases (ver. 20070629, 5207057 sequences, 

1806282460 residues)와 ProFound program (http://prowl.rockefeller.edu/)을 

이용하여 수행하였다. 
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2.4. Western Blot analysis 

30 μg의 간 조직의 단백을 10% SDS-polyacrylamide겔에 전기 영동 후 

PVDF막(BioRad, Hercules, CA, USA)에 전달 후, 고정액으로 하룻밤 

고정 후(Tris-buffered saline, 5% skimmed milk, 0.1% Tween 20), 막을 

다클론항체로 배양 후(Abcam, Cambridge, UK) horseradish-peroxidase-

labeled 2차 항체로 재차 배양하였다. SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (PIERCE, Rockford, IL, USA)으로 발현 

하였고, 대조군으로 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)을 이용하였다. 

 

2.5. 통계 분석 

모든 통계 분석은 SPSS for Windows (version 12.0, SPSS, Chicago, IL, 

USA)를 이용하였고, LEC랫트와 LEA 랫트의 비교를 위해 Student’s t-

test를 수행하였다.  
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3. 뇌조직에서 유전자 발현양상의 조사 

 

3.1. RNA 추출 및 표시화 

LEC 랫트와 LEA 랫트의 전 뇌조직을 이용하였다. Total RNA는 

Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 

뇌조직에서 분리하였고, RNeasy columns (Qiagen, Valencia, CA, 

USA)으로 정제하였다. 전체 RNA는 AmbionIllumina RNA amplification 

kit (Ambion, Austin, TX, USA)를 이용하여 biotinylated cRNA를 

만들었다. 

 

3.2. 교잡 (Hybridization) 및 데이터 추출 

라벨화 된 cRNA샘플을 각각 750 ng씩 RatRef-12 expression bead 

어레이(Illumina, San Diego, CA, USA)에 58°C에서 16–18시간 동안 

교잡하였다. 어레이 신호는 Amersham FluoroLink streptavidin-Cy3 (GE 

Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, UK)를 이용하여 탐색 후 

Illumina bead array reader confocal scanner (Illumina)로 스캔하였다. 

어레이 데이터 축출은 BeadStudio version 2.1.12 software (Illumina)를 

이용하였다. 
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3.3. 데이터 형성 및 통계 분석 

추출된 데이터는 적어도 50%의 샘플에서 P value < 0.05 (similar to 

signal-to-noise)의 값을 보이는 데이터들을 분석하였다. Gene signal 

값은 로그화 하여 표본 분 위화 하였다. Local pooled error (LPE) test 

후, Benjamin-Hochberg multiple-testing with false discovery rate (FDR) 

교정하였다. 

 

Hierarchical cluster analysis를 complete linkage와 Euclidean distance as a 

measure of similarity으로 수행하였다. K-means clustering을 time-

dependent profiling으로 수행하였다. 발현이 차이가 나는 유전자들의 

발견은 ArrayAssist® (Stratagene, La Jolla, CA, USA)와 R statistical 

software package (version 2.4.1)를 이용해서 하였다. 생물학적 

온톨로지(ontology)에 기반한 분석은 Panther (http://www.pantherdb.org), 

Genatlas (http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr), RGD Genome 

(http://rgd.mcw.edu/rgdweb/search/genes.html)와 NCBI Gene 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)의 데이터베이스를 이용하여 

수행하였다. 

 

3.4. 정량적 실시간 (Quantitative real-time) polymerase chain reaction 
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분석 

전체 데이터에서 7개의 유전자를 선택하여 real-time polymerase chain 

reaction (RT-PCR)을 수행하였다. 각각의 유전자에 사용된 

시발체(primer)들은 표1에 기술 하였다. 전체 뇌조직에서 추출한 50 

ng의 전체 RNA를 주형으로 사용하였다. MJ Research PTC-200 PCR 

system (Bio-Rad, Watertown, MA, USA)으로 RT-PCR 후 SYBR Green dye 

(Takara, Shiga, Japan)으로 증폭 하였다. 각각의 RT-PCR은 3번씩 반복 

실험 후 평균과 오차로 표시하였다. LEA랫트와 LEC랫트에서의 

발현의 비율은 비율은 2-ΔCt방법으로 분석하였고 GAPDH발현으로 

보정하였다. 

 

3.5. 혈청 Hepcidin analysis 

각 주령별로 LEC랫트와 LEA랫트의 혈액을 응고 시킨 후 3000 

rpm에서 5분간 침전 시켰다. 상층액에서 혈청 hepcidin 수치는 

ELISA (Uscn Life Science Inc., Houston, TX, USA) 기법으로 수행하였다. 

통계 분석은 Mann-Whitney test, SPSS for Windows (version 12.0, SPSS, 

Chicago, IL, USA)을 이용해서 수행하였다. 
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표1. RT-PCR에 사용된 시발체들 (38) 

Gene        FORWARD PRIMER 5’ >3’ REVERSE PRIMER 5’>3’ 

Ppp3cb GCAATTGGCAAGATGGCAAG CCTCAATAGCCTCAACTGTG 

Snca GAGGGAGTCCTCTATGATGG CTGCTGTCACACCAGTCACC 

Cp CGTGAGTACACAGATGATTC CTGAATGCTGAGAGGAAATTG 

Hamp CAACAGACGAGACAGACTAC GACCACAGGAGGAATTCTTAC 

Asmt CACAGGAAGTGGCATGC CCATTCCCAGGGACATC 

Bhmt GAAGGAGATCTACATGGCGTG GTAAGCCTTCAGCCGAGCTGC 

Atp7a GCGCTGAGGCATAAGACAGC CCTTCGCTATGTGTTCCAGC 
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결   과 

 

가. LEC 랫트의 생화학적 특성 및 간 조직의 병리 

소견  

혈청 간 효소인 alanine transferase와 aspartate transferase는 LEA 

랫트에서 보다 LEC 랫트에서 유의하게 증가하였고, 이는 연령에 

따라 증가하는 양상이었다. 이와 유사하게 혈청 총 빌리루빈도 

증가되었고, 반면 혈청 총 단백은 감소하였다 (표2).  
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표2. LEC랫트와 LEA랫트의 생화학적 분석(평균±표준편차) (39). 

  
Normal LEA 

(n=3) 

 
LEC rats 

 

6 Weeks (n=3) 12 Weeks (n=3) 24 Weeks (n=3) 

Total bilirubin (mg/dL)  0.2± 0.0 0.210± 0.0 7.4± 5.0 43.2± 3.0 

Aspartate transaminase (IU/L)  88.3± 8.0 143.2± 1.0 853.4± 100.0 2161.9± 100.0 

Alanine transaminase(IU/L)  60.1± 4.0 160.4± 20.0 897.5± 50.0 679.5± 200.0 

Total protein (g/dL)  6.1± 0.4 5.5± 0.1 5.1± 0.2 4.6± 0.3 
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간 조직의 병리소견 분석 상 6주령의 LEC 랫트에서 중등도의 핵 

크기의 변화와 간세포의 팽창 및 체세포 분열의 경미한 증가를 

보였다 (그림 1). 그러나, 이시기에는 유의할 만큼의 간문맥이나 

소엽에 염증소견이나 섬유화가 진행되지는 않았다. 12주령에서는 

체세포 분열이 확연히 증가된 타원형의 크기가 큰 세포들이 보였고, 

간문맥을 따라서 초기 단계의 단관 암이 보였다. 또한 괴사된 

간세포와 간 소절들의 재생화가 보였다. 유동과 간질은 활성화된 

Kupffer 세포를 포함한 다양한 염증세포의 침윤을 볼 수 있었다. 

24주령의 LEC 랫트에서는 다수의 담관암이 진행함을 알 수 있었고, 

근처의 간 실질을 침범하고 있었다. 또한 체세포 분열 및 소절의 

증가가 더 증가된 양상을 보였으며, 심한 담즙정체 및 염증 

세포들의 침윤이 더 증가된 양상이었다 (그림1). 
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그림 1. 연령에 따른 LEC 랫트와 LEA 랫트의 간조직 소견의 변화 비교 (H&E 염색. 확대 배율, x100) (39). 

12 weeks   24 weeks   6 weeks 

LEC rat 

LEA rat 
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나. 프로테오믹스 분석 

6 주, 12 주, and 24 주의 LEC 랫트와 LEA 랫트의 간 조직을 대상으로 

2-DE (그림 2) 이미지 분석을 하였다. LEA 랫트에 비해서 LEC 

랫트에서 2 배 이상의 발현 차이가 나는 16 개의 점들을 발견하였다. 

이중, 4 개의 점 (10 번, 12 번, 13 번과 19 번)은 LEC 랫트에서 발현이 

증가되었고, 12 의 점 (1–9 번, 11 번, 14–18 번, 20 번과 21 번)은 발현이 

감소되었다 (표 3). 
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그림 2. LEC 랫트와 LEA랫트에서 2-DE comparison image의 비교 그

림. 2배 이상의 발현 차이를 보이는 단백질들에 대하여 화살표와 번

호를 표기하였다 (39). 

LEC rat LEA rat 

12 weeks   

24 weeks  

6 weeks 
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표 3. 연령에 따라 LEC 랫트에서 유의한 발현 차이를 보이는 단백 

(39). 

Spot 
No. 

Protein name Accession no.  MALDI-TOF-MSb) 
Fold 

change 

  
NCBI Swiss-Prot Mass 

Mascot 
Scorec) 

Matched 
peptide  

  6 week            

1 
Malate dehydrogenase 1, 
NAD (soluble) 

gi|15100179 O88989 36460 105 14 -2.68 

3 
Tropomyosin alpha-3 chain 
(Tropomyosin-3) 

gi|148840439 Q63610 28989 76 14 -2.38 

4 
Chain , Solution Structure Of 
Reduced Microsomal Rat 
Cytochrome B5 

gi|2554670 P00173 10788 80 8 -1.94 

  12 week            

1 
Malate dehydrogenase 1, 
NAD (soluble)  

gi|15100179 O88989 36460 105 14 -2.74 

5 
Isovaleryl Coenzyme A 
dehydrogenase 

gi|6981112 P12007 46406 116 19 -2.68  

6 Beta-actin  gi|119959830 P60711 31727 70 15 n.d.a) 

9 Agmatinase 
gi|114687632

  
Q0D2L3 37963 77 12 -2.69  

10 Annexin A5  gi|51858950  P14668 35750 215 25 5.82  

11 Ketohexokinase  gi|13994119  Q02974 32729 129 16 -3.87  

12 
Rho GDP dissociation 
inhibitor (GDI) alpha  

gi|31982030 Q5XI73 23392 104 11 2.22  

  24 week            

1 
Malate dehydrogenase 1, 
NAD (soluble) 

gi|15100179 O88989 36460 105 14 -3.20 

4 
Chain , Solution Structure Of 
Reduced Microsomal Rat 
Cytochrome B5 

gi|2554670 P00173 10788 80 8 -2.06  

10 Annexin A5  gi|51858950 P14668 35750 215 25 36.62  

13 Transferrin  gi|61556986 P12346 76346 147 26 2.57  

14 Sulfite oxidase  gi|38303839 Q07116 54320 166 21 -2.02  

15 
Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 1 (soluble) 

gi|57527919 O35077 37428 133 20 -3.47  

16 
Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 1 (soluble) 

gi|57527919 O35077 37428 204 24 -3.52  

18 rCG34031 gi|149054922 - 34347 82 12 n.d.a) 

19 
Expressed in non-metastatic 
cells 2  

gi|55926145 P19804 17272 114 14 2.38  

20 
Abhydrolase domain 
containing 14b 

gi|56090461 Q6DGG1 22604 106 10 -2.85  

21 
S-Adenosylhomocysteine 
Hydrolase 

gi|8392878 P10760 47507 193 25 -2.61  

a) n.d., not detected in LEC but detected in LEA rats. 

b) Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a 

random event. 

c) Protein scores greater than 61 are significant (p< 0.05) for MS data. 
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6주령의 LEC 랫트에서는 malate dehydrogenase 1, tropomyosin alpha-3 

chain과 the solution structure of reduced microsomal rat cytochrome B5의 

발현이 감소되었다. 12주령의 LEC 랫트에서는 malate dehydrogenase 1, 

isovaleryl coenzyme A dehydrogenase, beta-actin, agmat과 ketohexokinase

가 발현이 감소되었고, annexin A5와 Rho GDP dissociation inhibitor 

alpha가 발현이 증가되었다. 24주령에서는 malate dehydrogenase 1 

(MDHC), solution structure of reduced microsomal rat cytochrome B5, sulfite 

oxidase, glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1, rCG34031, abhydrolase 

domain containing 14b와 rat liver S-adenosylhomocysteine hydrolase가 발

현이 감소되었으나, annexin A5와 transferrin의 발현이 증가되었다. 이

들 중에서 MDHC는 연령에 따라 점차 발현이 감소하였으나, annexin 

A5는 12주와 24주에서 모두 발현이 증가되는 것을 알 수 있었다 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

24 

 

다. Immunoblotting 을 이용한 검증 

MDHC와 annexin A5의 발현 양상을 immunoblotting으로 검증하였다. 

또한, 구리대사 과정에 관여할 것으로 알려진 S-adenosylhomocysteine 

hydrolase의 발현 양상도 같이 조사하였다 (40). Immunoblotting으로 

annexin A5의 발현이 6주령에 비해 12주와 24주의 LEC 랫트에서 뚜

렷이 증가하는 것을 알 수 있었으며, MDHC와 S-

adenosylhomocysteine hydrolase (SAHH)는 LEA 랫트에서는 연령에 따

라 점차 증가하는 양상을 보였으나, LEC 랫트에서는 점차 감소하는 

것을 확인할 수 있었다 (그림 3).  
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그림 3. Western blotting을 통해 LEA 랫트에 비해서 LEC 랫트에서 

annexin A5의 발현은 증가하나, SAHH와 MDHC의 발현은 연령에 

따라 점차 감소하는 것을 알 수 있었다. 각각 단백의 발현 정도는 

GAPDH의 발현에 따라 보정하였다. *, P< 0.05 for the comparisons (two-

tailed Student’s t-test) (39). 
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라. LEC 랫트 뇌조직 cDNA microarray 분석  

생후 6주령, 12주령, 24주령 중 적어도 한 연령 시기에서 LEA 랫트와 

LEC 랫트에서 log2 ratio상 2배 이상의 발현 차이를 보이며, P 값이 

0.05 미만의 유의성을 보이는 유전자는 총 505개였다. Hierarchical 

cluster분석과 K-means clustering with time-dependent profiling으로 총 

9개의 cluster를 확인하였다 (그림 4-5).  
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그림 4. Complete linkage and Euclidean distance as a measure of 

similarity로 hierarchical clustering을 수행하였다 (38). 
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그림 5. K-means clustering을 time-dependent profiling으로 수행하였고, 

총 9개의 군집이 연령에 따라 유사한 발현 양상을 보였다 (38).  
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LEC 랫트의 뇌조직에서 구리의 침착은 생후 24주령부터 보이므로 

(33), 본 연구자들은 이 연령대에서 2배 이상의 발현차이가 나는 

유전자들을 선별하였고, 총 251개의 유전자가 선별되었다. 이 중 

기능이 잘 알려져 있지 않은 72개의 유전자를 제외 한 후 총 

134개의 유전자가 발현이 증가되었으며, 45개의 유전자들이 발현이 

감소되었다. 이들 중 단지 2개의 유전자, Spock2와 Ptpn5, 만이 전 

연령대에서 지속적으로 발현이 감소되거나 증가되었다, 그러나, 

이외 대부분의 유전자들도 연령에 따라 비슷한 발현 양상을 보였다 

(그림 5). 
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마. 24주령의 LEC 랫트에서 발현 양상의 변화를 

보이는 유전자들의 기능에 따른 분석  

 

24주령에서 발현양상의 차이를 보이는 총 186개의 유전자들을 

기능에 따라 구분하였다. 이 중 71개의 유전자들이 뇌의 발달과 

활성에 관여하였고, 37개의 유전자들 (Spock2 포함)이 산소화 독성 

및 세포 자멸사와 관련된 기능을 보였고, 21개의 유전자는 

염증반응에 관여하였다. 이 외 14개의 유전자들이 암의 발생에 

관여하며, 9개의 유전자들(Ptpn5 포함)은 세포 내 신호전달체계에 

관여하는 유전자들이었다. 7개 유전자들은 시각에 관련되었고, 

나머지 27개의 유전자들은 다른 광범위한 기능과 연관이 되었다 

(그림 6-7). 
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그림 6. 생후 24주령의 LEC 랫트에서 발현 양상의 차이를 보이는 

유전자들의 기능에 따른 분류 (38). 
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그림 7. 기능적 분류에 따른 유전자들; 신경계 발달 및 활성도 (A), 하산화 및 세포 자멸 (B), 염증 (C), 신호전달체계 (D), 

시신경계 (E)와 발암작용 (F) (38). 
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B. Antioxidation and apoptosis 

LEC
6mo

/LEA
6mo

 ratio  
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바. 기능적 분류에 따른 주요 유전자들 발현에 대한 

Realtime-PCR를 통한 검증 

 

본 연구에서 각 기능별로 중요 기능을 내포하는 유전자들에 대해 

전 뇌조직의 RNA에서 realtime-PCR을 통해 검증작업을 하였다. 총 

6유전자들(Snca, Cp, Hamp, Ppp3cb, Asmt, Bhmt)에 대해 검증을 

하였으며, 모든 유전자에서 cDNA어레이 분석과 같은 경향을 보임을 

확인하였다(그림 8). Hamp에 의해 전사되는 단백질인 Hepcidin을 

LEA랫트와 LEC 랫트에서 측정하였으며, 24주의 LEC랫트에서 

유의하게 증가되는 것을 확인하였다 (201 ± 105 pg/mL vs. 167 ± 83 

pg/mL, P=0.021; 그림 9). 
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그림 8. cDNA 어레이에서 LEC 랫트의 뇌조직에서 발현 양상의 

차이를 보이는 유전자들의 연령에 따른 연령에 따른 변화 양상 과 

realtime-PCR를 이용한 분석 (38). 

(A) 
(B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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그림 9. LEC 랫트와 LEA 랫트의 혈청에서 Hepcidin 발현 양상 

비교하였으며, 24주령에서 LEC랫트의 혈청에서 유의한 증가를 

확인하였다 (*, P=0.021) (38). 
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사. 구리 대사와 연관 유전자의 발현 양상 조사  

구리의 대사에 관여한다고 알려진 Atp7a (LEC24 week/LEA24 week ratio = -

1.24) 유전자와 이의 상호작용 유전자, Atox1 (LEC24 week/LEA24 week ratio 

= -1.50)와 Dctn4 (LEC24 week/LEA24 week ratio = 1.42)들의 발현 양상을 

조사하였으나 유의한 변화는 없었다.  
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표 4. 구리 대사에 관여하는 유전자 들의 연령에 따른 변화 (38) 

*, log2 ratio 

Genes LEC6wk/LEA6wk
* LEC12wk/LEA12wk

* LEC24wk/LEA24wk
* 

Atp7a 1.17 -1.33 -1.24 

Atox1 3.07 -1.47 -1.50 

Dctn4 -2.17 -1.07 1.42 
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고     찰 

 

본 연구에서는 윌슨병의 동물 모델을 이용하여 연령대에 따라 간 

조직에서는 단백발현의 변화를 관찰하고 뇌조직에서는 유전자의 

발현양상을 조사함으로써 윌슨병의 질환의 병리 생태에서 중요한 

역할을 하는 유전자들을 발견할 수 있었다. 이를 통해 윌슨병의 

병리 현상이 이전에 알려진 것보다 좀더 광범위 하며 다양함을 알 

수 있었다. 
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간 조직에서의 단백발현의 고찰 

윌슨병의 간 조직의 가장 특징적인 병리 생태적 변화는 구리의 

축적에 따른 변화이다. 그러나 구리의 축적에 따른 전체적 분자 

생물학적 변화에 대하여서는 아직 잘 알려지지 않은 상태이다. 물론 

구리 축적에 따른 산화 독성 및 세포 자멸사를 촉진하는 반응의 

증가에 대해서는 연구들이 있어왔다 (2, 25, 41, 42). 세포질에 

축적되는 구리는 반응성산화종(reactive oxidative species; ROS)를 

유도하고, 이는 사립체를 손상시켜 세포자멸사 과정을 촉진한다 (42, 

43). 활성화가 증가된 ROS는 또한 DNA에 손상을 가져온다 (44). 

또한 cytochrome c oxidase나 copper/zinc superoxide dismutase는 

대표적인 항산화 작용을 하는 단백으로써 적절한 기능을 위해서 

구리를 필요로 하는데, ATP7B의 결핍에 의해 구리가 적절히 

전달되지 않음으로써, 이들의 기능이 저해되고 결국 산화 독성 

과정이 촉진되게 된다 (45).  

본 연구에서는 LEC랫트의 간 조직의 병리소견 분석 및 생화학적 

분석을 통해 사람의 윌슨병의 징후가 보임을 증명하였다 (32, 41, 42). 

연령이 증가함에 따라 담관암의 소견도 악화됨을 볼 수 있었는데, 
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이는 본 동물이 암의 연구 모델로도 사용되는 이유이기도 하다. 본 

연구자 등은 간 조직의 단백 발현 양상을 조사함으로써 연령의 

변화에 따라 분자 생물학적 양상이 변함을 알 수 있었다. 초기에는 

agmat protein, isovaleryl coenzyme A dehydrogenas와 cytochrome b5 같이 

사립체막에 존재하는 단백의 발현이 달라짐을 알 수 있었다 (46). 

Cytochrome b5는 막에 존재하는 여러 산소 첨가 효소(oxygenase)에 

전자를 전달해 주는 역할을 한다. 따라서, 이의 발현이 감소하는 

것은 간 조직을 산화 독성에 더 취약하게 만든다. 한편, 구리의 

축적은 당의 대사에도 영향을 미친다. Ketohexokinase는 fructose를 

fructose 1-phosphate으로 인산화 시키고, 결국 사립체에서 당분화 

과정을 촉진 시킨다. 대부분의 섭취된 fructose는 간에서 fructose 1-

phosphate pathway를 통해 대사되는데 (47), 사립체의 손상에 의해서 

이 단백도 쉽게 분해되는 것으로 보인다. Tropomyosin-3는 세포의 

유동성과 골격게의 유지에 중요한 actin에 결합하는 단백이다 (48). 

최근 tropomyosin-3의 과발현이 간경화와 발암작용에 관여할 것으로 

제시되었다 (49, 50). 반면 세포 내 골격에 구성에 관여하는 다른 

단백인tropomyosin-3은 beta-actin 발현이 감소되었는데, 이는 구리 

독성에 따른 프로테오소말 열화에 의한 것으로 사료된다 (51, 52). 

세포 자멸사 과정을 촉진 시킴에 따라 malate dehydrogenase 1와 

annexin A5의 발현이 연령에 따라 발현이 변하였는데, malate 
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dehydrogenase 1는 citric acid cycle의 구성원 중 하나로서, NAD/NADH 

조효소를 이용해 malate를 oxaloacetate로 전환시킨다 (53). 사립체의 

손상이 진행됨에 따라 NADH가 사립체의 전자전달체로 주입이 

떨어지게 되고, 이에 의해 malate dehydrogenase의 발현이 떨어지는 

것으로 보인다. 사립체의 손상이 진행됨에 따라, 또 다른 NAD와 

연관된 세포질 탈수화 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1도 발현이 

감소되었다 (54). 반면 annexin 5는 연령이 증가함에 따라 발현이 

증가하였는데, 이 단백은 음전하를 띠는 인지질에 결합하는 것으로, 

이는 세포 자멸사 과정에서 세포막에 인지질에 노출됨에 따라 

발현이 증가하는 것으로 추측된다 (55, 56).  

24주령의 고연령의 LEC 랫트에서는 S-adenosylhomocysteine을 

adenosine과 L-homocysteine으로 분해하는 S-

adenosylhomocysteinehydrolase의 감소가 흥미로 왔다. 

Adenosylhomocysteine는 다양한 methyltransferases에 의해서 

adenosylmethionine으로부터 만들어진다 (54). Cu2+는 S-

adenosylhomocysteine hydrolase에 결합하여 이의 활성도를 떨어뜨리는 

것으로 알려져 있어서, 이 단백의 발현의 감소는 구리의 축적에 의

한 것으로 보인다 (40). 주목할 점은 adenosylhomocysteine 다양한 메

칠전달효소를 억제한다는 점인데, 이들에는 catechol O-

methyltransferase, phenylethanolamine N-methyltransferase, indolethylamine 
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N-methyltransferase와 hydroxyindole O-methyltransferase등이 있다. 이들

은 모노아민 신경전달물질의 생합성과 대사에 관여한다 (57). 그래서, 

24주의 LEC 랫트에서 보인 S-adenosylhomocysteine hydrolase의 간 조

직에서 발현 감소는 윌슨병에서 신경학적 증상의 발생과 관형이 있

을 수 있다는 점이다. 이외 Sulfite oxidase 1는 생화학적으로 유해한 

물질인 sulfite을 무해한 sulfate로 전환하며, 황을 함유하는 메치오닌

이나 시스테인과 같은 아미노산들의 대사에 관여한다. Sulfite oxidase 

1는 사립체의 막간질에 존재하며 (58, 59), 이의 발현 감소는 사립체

의 손상에 의한 것으로 생각되며, 이의 결과로 sulfite로 매개되는 세

포 손상이 촉진될 것으로 생각된다 (60-62). 반면에 transferrin의 발현

증가는 자유 철분의 증가에 의한 산화 독성에 대한 보상적 증가로 

생각 된다. Ceruloplasmin은 대표적 ferroxidase로 2가 철을 3가 철로 

산화하여 transferrin과 결합하게 한다 (63). Atp7b의 결핍에 의한 

ceruloplasmin의 감소는 tranferrin-3가 철의 복합체 형성을 저해하고, 

따라서 간조직이 자유 2가 철분의 독성에 취약해진다 (64, 65). 따라

서, transferrin의 발현 증가는 이러한 2가 철분에 의한 손상을 줄이기 

위한 보상적 현상으로 이해된다.  

본 연구에서는 발암작용과 관련된 단백질의 발현 양상의 변화도 

확인할 수 있었는데, 특히 연령에 따라 annexin 5의 발현이 증가되는 

것은 세포 자멸사 과정의 촉진뿐 만 아니라 담관암의 진행과 
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연관이 있다. annexin 5A의 발현 변화는 난소암 및 대장암의 발생과 

관련이 있는 것으로 알려져 있다 (66, 67). 따라서, 본 연구의 결과는 

annexin 5A의 발현이 담관암의 발생과도 연관이 있을 수 있음을 

제시해 준다. 이외 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha and non-

metastatic cells 2 protein (NM23B), a c-myc transcription factor이 암의 

발생과 연관이 있음이 알려져 있다 (68). 
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뇌조직에서 유전자 발현 양상의 고찰 

가. 구리 축적에 따른 신경계 발생과 활성에 관여하는 

유전자들의 발현 변화  

구리는 신경계의 발생과 기능활성에 매우 중요한 역할을 한다. 

24주령의 LEC 랫트에서는 대뇌 반구, 소뇌, 뇌간에서 구리의 침착이 

보이며 특히 소뇌와 뇌간에 많은 침착을 보인다 (33). 본 연구에서 

발견된 71개의 유전자들은 신경계의 발생, 분화 및 시냅스의 

신호전달에 중요한 역할을 한다. 구리는 다양한 신경전달물질의 

대사에 관여하며, 특히 tyrosinase 및 관련 단백질들은 적절한 기능 

수행을 위해 구리를 필요로 한다 (69-71). 뇌조직에서는 도파민과 

관련된 신경 독성을 조절하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 

타이로신 대사와 관련된 2가지 유전자들—Hpd (LEC24 week/LEA24 week 

ratio = 2.04)와 Pah (LEC24 week/LEA24 week ratio = 3.84)—의 발현이 차이가 

남을 알 수 있었다.  

 

Anks1b (LEC24 week/LEA24 week ratio = 4.83)와 A2m (LEC24 week/LEA24 week 

ratio = -2.79)는 아밀로이드 전구 물질의 대사에 관여하는데 특히 

알츠하이머 질환의 병인 기전에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 

있다 (72, 73). Snca (LEC24 week/LEA24 week ratio = 3.42)은 파킨슨병의 

발생에 관여하는 alpha-synuclein을 생성하는데 이의 발현 증가는 
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alpha-synuclein의 생성도 증가시킬 것으로 생각된다 (74). 또한 

실시간 realtime-PCR을 이용한 정량 분석 상에도 동일한 결과를 

보였다. 구리의 침착에 따른 아밀로이드 전구 단백과 alpha-

synuclein의 변화에 대한 증거들이 증가하고 있고 (28, 75), 윌슨병 

환자들의 가장 전형적인 신경계 증상이 구음장애, 근긴장도이상, 

보행장애, 진전 등은 파킨슨병 및 알츠하이머질환에서도 보이는 

대표적 증상으로 (29), 아밀로이드전구물질 및 alpha-synuclein의 

침착이 윌슨병에서 신경계 증상의 발현에 관여할 것을 제시한다. 

 

나. 구리 침착에 따른 사립체 기능에 관여하는 유전자들의 발현 

양상의 변화  

앞의 간 조직의 단백발현 양상을 통해 구리는 사립체의 세포 

자멸사, 항산화 과정에 중요한 역할을 함을 알 수 있었다 (39). 

뇌조직에서는 37개의 유전자가 연관성을 보였다. 또한 이는 19개의 

염증반응에 관여하는 유전자들과 세포 내 신호 전달체계에 

관여하는 9개의 유전자들의 발현 변화로 반영되었다. 항 산화작용과 

세포 자멸사에 관여하는 37개의 유전자 중 발현이 증가된 

유전자들은 주로 자멸사 과정을 촉진하는 기능을 보였으며, 발현이 

감소된 유전자들은 항 산화작용과 항-세포자멸사 과정에 중요한 

역할을 하는 유전자 들이었다. 이 중 Sdhaf2 (LEC24 week/LEA24 week ratio 

= -2.95)와 Ndufb7 (LEC24 week/LEA24 week ratio = -2.75)는 각각 succinate 
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dehydrogenase complex assembly factor와 NADH dehydrogenase를 

전사하는 유전자로서 사립체의 전자전달체계의 원활한 기능에 

관여한다. 이들의 발현 감수는 신경세포에서 사립체의 손상을 

반영하는 것으로 보인다. Hspb1는 신경세포를 스트레스에서 

보호하는 기능을 하는 것으로, 이의 발현 변화는 Charcot-Marie-Tooth 

병과 척수소뇌 실조증에서 발견되어, 신경계 질환의 병인에 

관여하는 것으로 알려져 있고 (76), 본 연구에서 발견된 발현의 

감소도 (LEC24 week/LEA24 week ratio = -5.33) 윌슨병의 신경계 증상의 

발현에 관여할 가능성을 제시한다. 

 

Cu, Zn-dependent superoxide dismutase 1 (Sod1)는 대표적 구리의존 

효소로서 항 산화기능을 수행한다 (77). 비록 24주령의 LEC 

랫트에서 이의 발현의 변화는 없었으나 (LEC24 week/LEA24 week ratio = -

1.31), 이의 상호작용 유전자인 Ppp3ca (LEC24 week/LEA24 week ratio = 

2.00)와 Ppp3cb (LEC24 week/LEA24 week ratio = 2.93) (78)는 유의한 발현의 

증가를 보였다. 이들은 calmodulin-dependent calcineurin 구성요소를 

만들며, 신경세포에서 이온채널의 조절, 시냅스의 유동성, 유전자의 

발현 등 다양한 칼슘 매게 반응을 이끌어낸다 (79). 따라서, 이들의 

발현 증가는 Sod1의 기능억제에 따른 산화 독성을 보상하려는 

것으로 생각된다 (78). 또한 calcium-/calmodulin-dependent protein 

kinase를 전하사는 Camk2a (LEC24 week/LEA24 week ratio = 2.84)의 발현도 
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증가함을 알 수 있었는데 이는 윌슨병의 신경세포에서 calcium-

/calmodulin-신호 전달 체계에 변화가 있음을 시사한다. 

 

다. 철분 대사에 관여하는 유전자들의 발현 양상 변화  

철분과 관련된 독성은 뇌조직에서도 예상이 되는데 윌슨병 환자의 

뇌에서 철분의 축적이 증가됨이 알려져 있었다 (80). 본 연구에서는 

24주령의 LEC 랫트(150 ± 37 µg/dL)와 LEA 랫트(201 ± 75 µg/dL)에서 

혈청 철의 농도는 큰 차이가 없었으나, 좀더 나이가 든 주령(30-

50주)에서는 LEC 랫트의 뇌 조직에 철분의 침착이 있음이 알려졌고, 

특히 기저핵에서 뚜렷이 나타남이 알려져 있다 (64). 본 연구에서는 

Cp (LEC24 week/LEA24 week ratio = 4.67)와 Hamp (LEC24 week/LEA24 week ratio = 

9.2)가 LEC 랫트에서 발현이 증가됨을 알 수가 있었는데, Cp는 

세룰로플라즈민을 전사하는 것으로 철분의 축적에 따른 보상성 

증가로 생각된다. 간 조직에 Atp7b의 결핍에 의해 세룰로플라즈민의 

생성이 떨어지나, 뇌 조직에서는 Atp7a가 정상적 기능을 하므로, 

Cp의 발현이 증가되는 것으로 보인다. Hamp는 철분 대사에 

관여하는 대표적 유전자로서 (81), hepcidin을 전사하며 본 

연구에서는 24주령의 LEC 랫트의 혈청에서 hepcidin의 농도가 

유의하게 증가함을 알 수 있었다. 따라서, Cp와 Hamp의 발현 증가는 

뇌조직에서 철분의 축적에 따른 보상적 반응이라 생각된다. 그러나, 
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이 두 유전자는 또한 염증반응 시에도 발현이 증가할 수 있으므로, 

철분 대사 이상에 따르는 변화와의 정확한 관계를 확인하기 

위해서는 좀더 연구가 필요하겠다.  

 

라. S-adenosylhomocysteine 대사의 변화와 간 손상과의 관계 

간 조직의 연구에서 본 바와 같이 LEC 랫트에서는 S-

adenosylhomocysteine hydrolase의 감소에 의한 S-

adenosylhomocysteine의 영향이 있을 것으로 예상이 되었는데 (39), 

뇌조직에서도 이와 일치하는 소견으로 methyltransferase인 Asmt 

(LEC24 week/LEA24 week ratio = -7.31)와 Bhmt (LEC24 week/LEA24 week ratio = 

2.71)의 발현 양상이 바뀌는 것을 확인 할 수 있었다. Asmt는 

hydroxyindole O-methyltransferase를 전사하며 이의 발현 감소는 S-

adenosylhomocysteine에 의한 것으로 생각된다. 반면, Bhmt는 betaine-

homocysteine S-methyltransferase를 전사하며, 이 단백은 

호모시스테인을 메치오닌으로 전환시키는 작용을 하는 것으로 

상보적으로 증가하는 양상을 확인할 수 있었다. 따라서 

adenosylhomocysteine의 대사이상은 간 조직의 손상에도 관여하나 

윌슨병의 신경학적 증상의 발현에도 관여할 것으로 생각된다.  

 

마. 시각 전달체계 및 발암성과의 관계  



 

51 

 

구리는 시각 전달 체계의 발달에도 관여할 것으로 제시되고 있다  

(82). 본 연구에서도 이에 관여하는 여러 유전자들의 발현 변화를 

발견할 수 있었다. 향후 구리 침착에 따른 시신경의 기능과의 

연관관계에 대한 연구가 필요할 것으로 보인다. 간 조직에서의 단백 

발현 양상에서 관찰한 바와 같이 뇌조직에서도 암의 발생과 관련된 

유전자들의 변화를 확인할 수 있었다 (83). 

 

바. 구리 대사 관여 유전자들의 변화 

구리의 축적에 따른 다양한 뇌조직의 변화에도 불구하고 표4에 

제시한 것처럼 구리의 대사를 직접 관장하는 Atp7a, Atox1 및 

Dctn4의 발현 양상에는 큰 변화가 없었는데, 이는 Cp의 발현이 

증가되는 양상을 고려할 때 더더욱 의문점이 나는 현상이다. 구리의 

침착에도 불구하고 이들 유전자들의 발현양상에 변화가 없는 것은 

뇌조직을 구리에 의한 손상에 더 취약하게 할 것으로 보이며, 구리 

대사에 관여하는 아직 알려지지 않은 다른 유전자들이 있을 

가능성을 시사한다.  
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결론 

본 연구를 통해 우리는 윌슨병의 병태생리 과정에서 구리의 침착에 

따른 산화 독성 및 세포자멸사 과정이 광범위하게 진행됨을 알 수 

있었다. 그러나, 이외에도 좀더 다양하고 복잡한 병태 생리 과정의 

존재를 목격할 수 있었으며, 일부에서는 간질환의 진행에 따른 

신경증상의 발현을 매게 하는 후보 대사 과정을 제시하게 되었다. 

향후 윌슨병의 다른 동물 모델 및 윌슨병 환자에서 채집이 가능한 

시료를 이용한 검증이 필요하다. 
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약어집 

ATP7B, , ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide) 

LEC, Long-Evans Cinnamon 

LEA, Long-Evans Agouti 

2-DE, Two-dimensional gel electrophoresis 

IEF, isoelectric focusing 

LPE, Local pooled error 

FDR, false discovery rate 

RT-PCR, real-time polymerase chain reaction 

MDHC, malate dehydrogenase 1 

ROS; reactive oxidative species 

SAHH, S-adenosylhomocysteine hydrolase 
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Abstract 

 
Introduction: Wilson disease is caused by ATP7B deficiency, and 

characterized by progressive Cu accumulation in liver and subsequently brain. 

This study was performed to identify the important molecular biological 

changes underlying liver and brain injuries in an animal model of Wilson 

disease. 

  

Methods: LEC (Long-Evans Cinnamon) rats and LEA (Long-Evans Agouti) 

rats, a non-diseased LEC rats, aged 6, 12 and 24 weeks (3 each per group) 

were used for the study. Hepatic histological examination was done in each 

age group. Proteomic profiles were investigated in hepatic tissues by two-

dimensional gel electrophoresis and MALDI-TOF-MS, and validated by 

Western Blot analysis. Total RNA was extracted from the whole brain tissue 

in each-age group. cDNA microarray was performed using RatRef-12 

expression bead arrays, and validated by quantitative real-time polymerase 

chain reaction. 

 

Results: Hepatic histological features were similar in LEC rats as in Humans 

with Wilson disease. Hepatic proteomic profiles in LEC rats were 

characterized by decreased expressions of the proteins in mitochondrial 
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matrix even in the early ages. This change progressed in age-dependent 

manner, reflected by the differential expressions of malate dehydrogenase 1, 

annexin A5, transferrin, S-adenosylhomocysteine hydrolase, and sulfite 

oxidase 1, indicating progressive oxidative stress and pro-apoptotic conditions 

in LEC liver.  

 

Cu accumulation is pronounced in LEC brain since 24 weeks of age. A total of 

186 genes were differentially expressed at this age. Functional analyses of 

these genes revealed that neuronal development and activities might be 

altered. In addition, oxidative injury, pro-apoptotic process with inflammatory 

reaction and altered signal transduction might be involved in the neurological 

manifestations of Wilson disease. Of note, these pathogenic processes might 

shared by those in Alzheimer disease and Parkinson disease. Alterations in 

calcium-calcineurin signal transduction, iron metabolism, S-

adenosylhomocysteine metabolism might play additional important roles.  

 

Conclusions: The results of our study indicate that oxidative injury and pro-

apoptotic conditions play important roles in pathogenic process in Wilson 

disease. In addition, more complicated and diverse pathogenic processes 

might underlie these processes as well, for which more solid evidences are 

needed using other animal models of Wilson disease and easily-accessible 

human tissues. 
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