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            초록
          
        

        
          Liver fibrosis results from the build-up of collagen in the liver, initially acting as a healing mechanism; however, excessive accumulation progresses to liver cirrhosis, the advanced stage of liver disease. While numerous studies have been conducted to develop treatments to alleviate liver fibrosis, no effective therapeutic approaches are currently available. In research, carbon tetrachloride is commonly used to induce liver fibrosis because it generates reactive radicals that damage hepatic tissue and disrupt lipid metabolism, thereby intensifying inflammation and fibrosis. Adipose tissue, which is critical for energy storage, also contributes to toxin metabolism, where elevated CYP2E1 levels can lead to adipocyte death and exacerbate liver damage. Extensive research has shown that interactions between various organs are key to understanding the pathogenesis of liver diseases, with the relationship between the liver and adipose tissue being a particularly significant area of focus. Understanding the underlying mechanisms linking the progression of liver fibrosis and adipose tissue may provide valuable insights for identifying potential therapeutic targets. In this study, we explored the interactions between the liver and adipose tissue, focusing on the interplay involving the anti-apoptotic gene Bcl2 as a potential mediator in mitigating fibrotic progression.
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      1. 서 론
      간섬유화는 간에 반흔이 생기는 과정으로써, Extracellular matrix (ECM)와 같은 교원질의 침착으로 상처를 치유하는 과정이라고 할 수 있다. 하지만 과도하게 축적된 교원질은 간의 경도(Stiffness)를 증가시켜 간경화로 이어져, 간 기능의 구조적 구성에 영향을 주므로 간을 통한 혈류나 간기능의 문제가 발생한다. 특히 간이 과도한 교원질 침착으로 딱딱해지는 간경변으로 진행되면 간암의 위험성이 크게 증가되며, B형 바이러스 간염, 알코올성 간질환과 같은 기저질환은 대표적인 간섬유화을 악화시키는 원인으로 알려져 왔다(Zhang et al., 2016). 최근, 비만, 고혈압을 포함하는 대사성 질환이 빠르게 늘고 있는 선진국에서는 대사이상 관련 지방성간질환(Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease, MASLD)이 간섬유화의 주요한 원인으로 보고되고 있다(Heyens et al., 2021). 예를 들면, 실험동물을 이용하여 간섬유화의 발병 및 기전을 연구하기 위해 사염화탄소의 반복투여를 통한 간섬유화의 발병 및 그 기전 연구가 가장 활발하게 진행되고 있다. 체내에 흡수된 사염화탄소는 CYP2E1에 의해 CCl3･(Trichloromethyl radical) 및 CCl3OO･(Trichloromethyl peroxy radical)등 반응성이 큰 라디칼(Radical)로 대사되어 간지질을 구성하는 불포화 지방산을 라디칼화 시키고, 지질의 퍼옥실 라디칼(Peroxyl radical)의 생성을 촉진하여 지방간 및 간세포의 괴사를 유발시킨다(Scholten et al., 2015; Ravichandra and Schwabe, 2021). 특히, 사염화탄소의 급성 노출은 중심엽성 괴사(Centrilobular necrosis)를 유발하는 것으로 알려져 있지만, CYP2E1 활성을 저하시킨 동물은 사염화탄소에 의한 독성이 감소된다. CYP2E1의 과발현을 한 경우, 사염화탄소에 의한 간섬유화가 증가된다고 알려져 있다. 따라서 사염화탄소에 의해 지질단백질의 합성이 저해되어 중성지방이 VLDL (Very-low-density lipoprotein)의 형태로 전환되지 못해, 간세포밖으로의 방출이 어려워진다. 이러한 과정이 반복되어 지방간의 형성 및 간염(Hepatic inflammation)으로 발전할 뿐만 아니라, 간경화를 거쳐 간암으로 진행될 수 있다. 따라서, 간세포의 괴사, 지방간 및 간염을 포함한 폭넓은 병변은 사염화탄소의 투여를 통해 간섬유화를 유도시키는 실험동물모델을 가장 널리 이용하고 있다(Scholten et al., 2015).

      지방조직(Adipose tissue)은 우리 몸에서 에너지 저장과 보호 기능을 담당하는 중요한 역할과 더불어, 지용성 독성물질을 흡수하고 보관할 수 있는 능력이 있다. 이는, 환경 오염 물질을 축적하여 체내에서 높은 농도의 독성물질을 유지할 수 있음을 시사한다. 다른 연구에 의하면, 지방조직에도 높은 수준의 CYP2E1이 발현하고 있어 다양한 독성물질의 생체내 변환(Biotransformation)을 유발하여, 알코올과 같은 독성물질에 의해 Adipocyte death 및 Lipolysis가 발생한다(Sebastian et al., 2011; Park et al., 2023). 본 연구는, 만성적으로 사염화탄소에 노출된 동물모델에서 간 및 지방조직에서의 섬유화를 확인하고, Anti-apoptosis 유전자인 Bcl2를 과발현시켜 Adipocyte death를 억제한 동물모델을 이용하여 간 및 지방조직의 섬유화 진행정도를 확인하고, 간섬유화와 지방조직과의 상호작용을 규명하는데 있다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1. 사염화탄소에 의한 간섬유화의 유도
        사염화탄소를 12-14주령의 Wildtype (WT)와 Adipocyte specific Bcl2 TG (C57BL/6J background) 수컷 마우스에 주 2회 10% 사염화탄소를 Olive oil에 희석하여 복강내 주사를 시행하였다. 2개월(0.25 ml/kg 사염화탄소; 총 16회) 후, 마우스를 부검하여 혈청, 간, 그리고 지방 조직(Epidydimal, Subcutaneus adipose tissue)을 적출하였다. 또한, Adipocyte specific Bcl2 TG 마우스(Bcl2 AdipoTg)에도 8주간 사염화탄소를 투여하여 간과 지방의 섬유화 진행 정도를 평가하였다.

      

      
        2.2. 혈청 분석 및 조직학적 분석
        실험동물의 부검 당시 안구적출을 통해 혈액을 수집하고, 혈구 분석기를 이용하여 혈중 백혈구, 호중구 및 단핵구의 숫자를 평가하였다. 조직분석의 일관성을 높이기 위해서 간의 좌엽과 중간엽을 조직학적 분석에 이용하였으며, 지방조직의 경우는 좌측에서 분리한 Epidydimal fat(부고환지방)과 Subcutaneus fat(피하지방)만을 염색에 사용하였다. 분리한 조직은 10% 중성 포르말린에 넣어 고정을 시켜, Deparaffinization과 Rehydration 과정을 거쳐 조직 Processing을 완료한후, Paraffin-embedded tissue를 4 μm 두께로 박절하였다. 준비된 조직을 H&E염색과 Sirius red staining 실시한 후, 이를 광학 현미경을 이용하여 검경을 실시하였다.

      

      
        2.3. RT-qPCR 분석
        Total RNA를 TRIzol® (Thermo Fisher Scientific)을 이용하여 간조직과 지방조직으로부터 total RNA를 추출하고, total RNA는 qPCR RT master mix (Applied biosystems)를 이용하여 cDNA로 합성하였다. SYBR Green Real-time PCR Master Mix (Toyobo)를 이용해서 RT-qPCR을 실시하였으며, 모든 실험 결과는 Duplicated 되었다. mRNA의 발현은 b-actin으로 Normalize 한 후 결과를 분석하였다.

      

      
        2.4. 통계학적 분석
        데이터는 평균±SEM으로 표시하였다. 두 그룹 간의 Student's t test를 이용하여 대조군과 실험군간의 유의성을 평가하였으며, 모든 값은 5% 수준에서 평가하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1. 만성 사염화탄소 노출에 의한 간 및 지방조직의 섬유화
        C57BL/6J 수컷 마우스를 대상으로 8주간 사염화탄소를 복강내 투여를 통해 만성 간섬유화증을 유도하여(Fig. 1A) 만성적인 사염화탄소의 복강내 투여(8주)로 인해 Chicken wire라고 하는 Fibrotic septa의 형성이 Normal control 그룹과 비교하였을 때, 다수 관찰되는 등의 간섬유화가 상당부분 진행됨을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 흥미롭게도 8주에 걸쳐서 사염화탄소를 맞은 경우, 현저하게 위축된 지방조직을 육안으로 확인할 수 있었으며, Epididymal fat의 무게는 정상 마우스에 비해 약 1/3 정도로 현저하게 감소되어 있음을 관찰할 수 있었다(Fig. 1C). 또한, 분리한 Liver tissue, Subcutaneus fat, Epididymal fat으로부터 Fibrosis와 관련한 유전자의 발현을 평가하였을 때, Subcutaneus fat, Epididymal fat에서의 Liver fibrosis-associated gene의 발현이 간조직과 유사한 수준까지 증가되어 있음을 확인할 수 있었다. 특히, 통계학적 유의성은 관찰되지 않았지만, Epididymal fat에서의 섬유화 관련 유전자의 발현은 Subcutaneus fat보다 증가된 경향이 있음을 실험적으로 규명할 수 있었다(Fig. 1D). 만성 사염화탄소를 이용하여 간섬유화를 유도시킨 실험동물로부터 유래한 Subcutaneus fat, Epididymal fat을 이용하여 간섬유화의 정도를 확인할 수 있는 Sirius red staining을 실시하였을 때, 지방조직에서도 상당히 증가된 수준의 간섬유화의 진행을 확인할 수 있었을 뿐 아니라, 특히 Epididymal fat에서의 섬유화 진행은 Subcutaneous fat보다 현저하게 증가되어 있었다. 또한, Adipocyte death를 평가하기 위해 H&E 염색을 통한 Crown-like structure를 평가하였을 때도 Epididymal fat에서 현저히 증가된 Adipocyte death를 관찰할 수 있었다(Fig. 1E).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Development of fibrosis of the liver and adipose tissue due to chronic exposure to carbon tetrachloride. A, Schematic diagram of long-term carbon tetrachloride exposure to experimental animals; B, Microscopic observation of the degree of fibrosis through Sirius red staining of liver tissues; C, Gross changes and weight of adipose tissue after chronic carbon tetrachloride exposure; D, Liver tissue, subcutaneous fat, and epididymal fat were subjected to RT-qPCR analysis; E, Subcutaneous fat and epididymal fat tissues were subjected to Sirius Red and H&E stainings. 
          
          

          

        

        알코올, 독성물질, 고지방식이와 같은 다양한 외부 자극에 의해 손상을 받은 간은 지방간, 지방간염과 같은 병리적 현상을 거치면서 교원질이 생성되는 간섬유화가 일어나게 되며, 더욱 만성화되어 고착화될 경우 비가역적인 간경화 또는 간암으로까지 진행되기도 한다(Zhang et al., 2016). 또한, 인간에서의 간섬유화의 발병 기전을 이해하기 위해서는 반드시 인간의 질병과 유사한 동물모델이 필요한데, 현재 동물에서의 간섬유화의 유도에 관해서는 사람과 유사한 동물 모델은 개발되어 있지 않다(Liu et al., 2013; Scholten et al., 2015). 따라서 다양한 간섬유화 동물 모델이 활용되고 있으며, 그중 사염화탄소를 이용한 간섬유화의 유도가 현재까지 가장 널리 이용되어 온 방법이다. 특히, 사염화탄소에 의한 간손상 및 간의 섬유화는 Cytochrome P450 (CYP)의 Isozyme을 유도하는 물질들에 의해 간세포의 손상이 증가하는 것으로 잘 알려져 있다(Fujii et al., 2010). 지금까지 사염화탄소는 주로 간독성을 유발하는 물질로 알려져 왔으며, 지방조직에 대한 사염화탄소의 독성 영향에 대한 직접적인 연구는 현재까지 제한적이다. 따라서, 본 연구 결과는 만성 사염화탄소에 의한 간섬유화의 진행이 간과 지방조직인 Epididymal fat에도 현저한 영향을 끼쳐서 지방조직에서의 섬유화 및 Adipocyte death까지 진행된다는 사실을 실험적으로 규명하였다는 의의가 있다.

      

      
        3.2. Adipocyte death의 조절을 통한 간섬유화의 진행억제
        특히, 체내 지방조직 인 Epididymal fat에서의 Adipocyte death 및 섬유화가 높은 수준으로 발생했다는 점은 독성물질인 사염화탄소가 간 및 다른 장기에도 높은 수준으로 영향을 끼침을 확인할 수 있었다. 사염화탄소의 지방에 대한 직접적인 영향을 보다 명확히 확인하기 위하여, Anti-apoptosis에 관여하는 Bcl2 유전자를 과발현시켜 지방세포의 사멸(Adipocyte death)를 억제하는 마우스 모델로서 Bcl2AdipoTg 마우스를 이용하였다. 앞 실험과 동일하게 C57BL/6J WT과 Bcl2AdipoTg 마우스에 사염화탄소를 이용한 간섬유화를 유도하여 분리한 전혈을 이용한 혈구 분석은 두 그룹사이에는 백혈구, 호중구, 단핵구의 차이는 확인되지는 않았다(Fig. 2A). 하지만, 간에서 분리한 Polymorphonuclear cells (PMNC)를 이용하여 FACS 분석한 결과 Adipocyte death를 억제한 동물모델에서 간으로 침윤되는 호중구의 숫자가 현저하게 줄어듬을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). 더불어 간과 지방조직에서 섬유화의 진행 역시 현저하게 감소되는 것을 실험적으로 규명할 수 있었다(Fig. 2C). 이러한 결과를 뒷받침하기 위해 간과 지방조직(Epididymal fat)을 이용하여 RT-qPCR을 실시하였으며, Fibrosis-associated gene과 지방조직에서의 lipolysis와 연관된 유전자의 발현이 Bcl2AdipoTg 마우스에서 감소되어 있음을 실험적으로 규명할 수 있었다(Fig. 2D).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Inhibition of adipocyte death ameliorates the progression of liver fibrosis. A, Complete blood cell counts were performed; B, Isolated PMNC from liver tissue were analyzed using FACS analysis; C, Sirius red staining was performed using liver tissue and epididymal fat tissues; D, Total RNA was extracted from liver tissue and fat tissue and RT-qPCR was performed. 
          
          

          

        

        지방조직은 우리 몸에서 에너지를 저장하고 보호하는 역할 뿐 아니라, 지용성 독성 물질의 흡수/저장할 수 있기에 다양한 환경 오염 물질을 축적하여 체내에서 높은 농도의 독성 물질을 유지하게 된다. 지방조직에서도 cytochrome P450의 Isozyme, 특히 CYP2E1이 높게 발현하고 있기 때문에 최근 단순히 에너지 저장의 기능뿐 아니라(Aubert at al., 2011), Biotransformation이라는 맥락에서도 지방의 기능 및 역할에 대해 많은 연구가 이뤄지고 있다(Sebastian et al., 2011). 또한, 최근 연구에 따르면 폭음과 같이 고농도로 유입한 독성물질이 Adipocyte death 및 Lipolysis를 유도시키며 이 과정에서 유리된 Free fatty acids가 Portal vein을 통해 간으로 이동하여 간손상을 더욱 야기시킨다고 알려져 있다(Kim at al., 2019; Park at al., 2023). 본 연구를 통해 장기간 사염화탄소를 통해 고도의 간섬유화를 야기시킨 모델에서 흥미롭게도 Epididymal fat에서도 증가된 섬유화 및 Adipocyte death를 확인할 수 있었으며, 이는 체내에 흡수된 사염화탄소의 일부가 지방조직에서 Biotransformation이 일어나며 세포독성 및 섬유화를 유발한 것으로 볼 수 있다. Adipose tissue-liver axis의 맥락에서 Adipocyte death를 억제하는 Bcl2 transgenic mouse (Bcl2 AdipoTg mouse)를 이용하여 사염화탄소에 의한 간섬유화를 유도하였을 때, Adipocyte death의 조절은 속발적으로 간섬유화의 진행과 매우 밀접한 연관이 있음을 증명하였다. 이를 통해 Multiple organ의 Cross-communication의 가능성을 규명할 수 있었다.

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구는 만성 사염화탄소에 노출된 동물모델에서의 간 및 지방조직에서의 섬유화와 Anti-apoptosis 유전자인 Bcl2를 과발현하여 Adipocyte death를 억제한 동물모델을 이용하여 간 및 지방조직의 섬유화 진행 정도를 파악 후 섬유화와 지방조직과의 상호작용을 규명하는데 있다. Adipose tissue-liver axis의 맥락에서 Adipocyte death를 억제하는 Bcl2 transgenic mouse (Bcl2AdipoTgmouse)를 이용하여 사염화탄소에 의한 간섬유화 유도를 실시하였다. 그 결과를 보면 장기간 사염화탄소를 통해 고도의 간섬유화를 야기시킨 모델에서 흥미롭게도 Epididymal fat에서도 증가된 섬유화 및 Adipocyte death를 확인할 수 있었다. 체내에 흡수된 사염화탄소의 일부가 지방조직에서 Biotransformation이 일어나며 세포독성 및 섬유화를 유발한 것으로 볼 수 있다. 또한, Bcl2 transgenic 마우스는 지방조직의 섬유화가 감소되었을 뿐만 아니라, 간의 섬유화의 진행 역시 WT과 비교했을 때보다 현저하게 저하되었음을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 바탕으로 지방조직의 Adipocyte death를 억제하였을 때 만성 간질환의 진행까지 영향을 미치며, 이를 통해 Multiple organ의 Cross-communication을 이해하는 것이 매우 중요함을 시사한다. 또한, 본 연구의 결과로부터 간섬유화와 지방조직과의 상호작용 후속 연구에서 기초자료를 제공할 수 있다.
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