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Abstract

Bipolar disorder is a mental illness characterized by extreme mood and behavioral swings, such 
as highs of euphoria and lows of depression. It is a socially significant disorder in which people 
with the disorder experience intense mood swings and, for those with severe bipolar disorder, it is 
even difficult leading a normal life. High stress levels in people with mental illness can lead to 
neuroendocrine disruption, and it is strongly linked to aging. When the neuroendocrine system 
becomes vulnerable to these mental illnesses and stress, it is likely to accelerate aging. And it's the 
epigenetic clock that can measure the extent of this accelerated aging. The Epi clock, a pan tissue 
clock, measures aging through DNA methylation, and the degree of methylation is modified and 
changed by environmental conditions in the body. Therefore we wanted to check the changes in the 
epigenetic age of the patients with bipolar disorder. While we found no significant differences in 
epigenetic age, we did confirm the possibility that people with bipolar disorder have different 
methylation than normal people. We also found that the EPIC array data fit better on the Epi clock 
than on the Horvath clock with age-accelerated data from normal people.
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1. 서론

정신적 질환은 심각한 스트레스를 동반하는 질병
으로써[1], 비단 정신적 피해뿐만 아니라 건강까지 
영향을 끼친다. 특히 스트레스가 극심한 정신병 환
자들의 경우 자살, 사고사 등의 이유를 제하더라도 
일반 비환자들 보다 수명이 비교적 짧다는 결과가 
보고되고 있다[2-4]. 따라서 우울증이나 조현병, Bipolar 
disorder와 같이 극심한 스트레스를 유발할 가능성
이 있는 심각한 정신적 질환은 인간의 수명 단축에 
기여한다는 가설이 유력하다[3].

정신적 질환이 노화와 관계가 있다면, 노화의 속도
에 영향을 끼친다는 의미이며, 이것이 DNA methylation 
정도를 통해 노화를 측정하는 Aging clock에서 이 
가설이 어떻게 발현하는지가 주 질문이다. 만약에 
정신 질환들의 노화 가속화 가설[5]을 지지할 수 있
다면, 노화 정도를 계산하는데 쓰이는 요소들에도 
영향을 끼칠 가능성이 다분하며, 이가 결과로써 나
타날 가능성이 있기 때문이다. 실제로, 지나친 스트
레스는 DNA Methylation에 영향을 끼치므로 정신
적 질환을 지닌 사람들의 Aging clock 속도는 정상
인과 차이가 날 수 있다[6,7].

Aging clock이란, 생명체의 노화로 인한 DNA의 
후성유전학적 변화를 감지해 예측 나이와 수명을 도
출하는 시계이다. 그 중에서도 Horvath clock은 가
장 유명한 Aging clock이며 353개의 CpG 프로브
에서의 Methylation 변화를 측정해 예측 나이를 계
산한다[8]. Epi clock은 6761개의 CpG 프로브로부
터 Methylation을 계산하여 예측 나이를 계산하며, 
두 시계 모두 다양한 조직에서 예측 나이 측정의 
높은 정확도를 지닌다[9]. 이들은 질병이 없는 정상
인 군에 대한 시계이므로, 질병을 지닌 사람들의 예
측 나이에는 정상인과 다른 차이가 있을 수 있으며, 
특히 정신병 같은 노화와 직결되지 않는 질병도 
Aging clock의 CpG 프로브에 영향을 줄 수 있어 
변화가 있을 수 있다.

Bipolar disorder는 감정 변화가 심히 변칙적으
로 나타나는 정신적 질환이다. 극도의 감정 장애, 
충동적 행동과 무기력감, 조증과 우울증 증상이 번
갈아서 나타날 수 있으며[10], 이는 일상생활에까지 

지장을 초래하는 심각한 정신적 질환으로 분류되므
로 치료의 필요성이 요구된다. 이 질환은 환자에게 
강한 스트레스를 동반하며 심한 경우 자살까지 유도
되는 경우도 존재한다. 그러나 사고사 등을 제외한 
사인을 고려했을 때에도 Bipolar disorder 환자는 
비교적 적은 수명의 경향이 관측되고 있다. Bipolar 
disorder 또한 가속 노화 가설을 지지하는 질병으
로 알려져 있으며, 심혈관 질환 및 이른 나이의 노
화성 질병의 발병 확률이 증가하는 것으로 밝혀져 
있다[11]. 이번 연구에서는 Bipolar disorder의 예측 
나이 변화 유무를 확인하여 Bipolar disorder에서 
Aging clock으로 측정한 수명의 차이가 나타나는지 
밝혀내었다.

2. 재료 및 방법

2.1. GEO data 수집

연구에 사용된 모든 데이터 파일은 공개적으로 접
근 가능한 Gene Expression Omnibus (ncbi.nlm. 
nih.gov/geo/)에서 수집되었다. 인간 뇌 샘플을 사
용한 데이터를 수집하였다. 또한, 비교를 위해 실제 
나이를 지닌 RAW 데이터만을 선별했다(Table. 1.).

2.2. GEO data 세부사항

정상인과 Bipolar disorder 환자군의 데이터는 
GEO의 데이터 세트 중 GSE129428가 선택되었다. 
해당 데이터는 사후 Hippocampus에서 추출된 DNA
이며, EPIC array에서 분석되었다. 각각 정상인 군 
32명과 Bipolar disorder 군 32명으로 구성되어 있
으며 정상인은 34-78세, Bipolar disorder 환자는 
34-75세의 나잇대를 지니고 있다. Aging clock의 
정확한 비교를 위해 두 집단의 나이의 등분산도가 
유사한 것을 확인하였으며, 나이의 사분위수를 비교
하였을 때 각각의 실험 집단이 유사한 나이 분포를 
띠고 있어(Table. 2.) 나이 가속도 비교에 적합함을 
확인할 수 있다.

2.3. Horvath clock과 Epi clock의 이용

Idat 파일 형식으로부터 R 프로그램(4.0.4. 버전)
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을 사용하여 각 CpG 사이트들의 베타 값을 추출하
였다. 후성유전학적 시계로 가장 보편적이고 유명한 
Horvath clock과 최근에 개발된 Epi clock (2022)
을 사용하였다. Horvath clock은 353개의 CpG를 
가지고 있는 Aging clock으로 각 해당하는 프로브
의 베타 값을 추출하였다. EPIC array 데이터에서 
19개의 CpG 사이트가 누락되어 해당하는 프로브의 
베타 값은 0으로 대체되어 계산되었다[12]. 뽑은 베
타 값은 Horvath clock의 계산 방식에 따라 예측 
나이가 계산되었다. Epi clock은 총 6761개의 프로
브를 지닌 Aging clock으로 해당하는 베타 값은 
위와 동일하게 R로 추출되었다. 배치 이펙트 삭제 
및 정규화는 R 프로그램 내의 minfi 패키지로 이루
어졌다. Anaconda를 사용해 Epi clock 프로브들
의 베타 값만을 뽑아 Coefficient value에 각각의 
베타 값을 곱한 후 Intercept 값과 모두 합산하여 
예측 나이를 계산하였다. 나이의 가속도 측정은 두 
시계 모두 예측 나이에서 실제 나이를 뺀 값이 사
용되었다.

2.4. 통계 처리 및 도식화

실제 나이와 예측 나이 간의 유의적인 평균 차이
와 Bipolar disorder 환자 군과 정상인 군의 나이 
가속도 차이를 확인하기 위해 Student’s t-test가 
사용되었으며, Epi clock의 경우 Welch’s t-test가 
사용되었다. 모든 그래프는 Graph Prism 8를 통해 
도식화되었다. 

3. 결과

3.1. Horvath clock에서 Bipolar disorder
나이 가속도 변화

334 CpG 프로브로부터 계산된 예측 나이는 실제 
나이와 비교했을 때(Fig. 1A.) 정상인과 Bipolar 
disorder 간에 통계적으로 유의한 수치는 얻지 못
했으며, 정상인 군에 비해 Bipolar disorder의 예측 
나이가 변화하지 않는 것으로 보였다. 나이 가속도 
그래프(Fig. 1B.)에서는 정상인에서의 나이 가속도가 
증가하는 것으로 보이나, 오차 범위가 크고, 정상인
과 Bipolar disorder과 비교했을 때 Bipolar 
disorder의 예측 나이가 차이가 없는 것으로 보인
다. Horvath clock에서 EPIC array 샘플의 정확도
가 떨어짐을 알 수 있으며, Horvath clock에서는 
Bipolar disorder의 나이 가속화 현상이 발견되지 
않는다는 사실을 시사한다.

(A)

State N Mean age 1st Quartile Median age 3rd Quartile Age range 

Control 32 48 40 46 51 34~78

Bipolar disorder 32 47 38 44 51 34~75.9

Table. 2. Details of GSE129428 data set.

GEO set ID Disease Tissue Bead array No. of sample Data type

GSE129428 Bipolar disorder Hippocampus EPIC 64 RAW

Table. 1. GEO set data used in the study.
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(B)

Fig. 1. Epigenetic age measurement using Horvath
clock. (A) Predicted age of each sample on
Horvath clock. The red dotted line in the middle
represents the training regression line of the Epi
clock. (B) Age acceleration graph, indicating the
difference between the predicted age and the
actual age.

3.2. Epi clock에서 Bipolar disorder 나이
가속도 변화

(A)

(B)

Fig. 2. Epigenetic age measurement using Epi clock.
(A) Predicted age of each sample on Horvath
clock. The red dotted line represents the training
regression line of the Epi clock. (B) Age acceleration
graph, indicating the difference between the predicted
age and the actual age.

Epi clock의 6761개의 프로브를 통해 계산된 
Bipolar disorder의 예측 나이는 실제 나이보다 증
가하는 경향을 보였다(Fig. 2A). Horvath clock과 
같이 통계적으로 유의하지 않은 수치를 볼 수 있다. 
정상인 군에 비해 Bipolar disorder는 나이 가속도
가 더 증가하는 경향을 보인다(Fig. 2B). 이는 
Horvath clock과 마찬가지로 Epi clock에서 
Bipolar disorder 질병을 지닌 환자들의 나이 가속
도가 증가하는 것을 보여줄 수 있다는 것을 시사한
다. 정신병인 Bipolar disorder의 정상인과는 다른 
Methylation 정도 변화에 대한 가능성과 시계 프로
브에 대하여 Bipolar disorder가 영향을 끼칠 수 
있음을 암시하고 있음을 알 수 있다. 

3.3. Horvath clock과 Epi clock에서의 적합도

(Table. 3.)은 예측 나이와 실제 나이의 차이를 
나타낸 것으로, Horvath clock에서 정상인 그룹과 
Bipolar disorder 그룹에서 각각 상당히 높은 오차 
값을 보였다. R square 값은 실제 나이와 예측 나
이 간의 결정계수로 Bipolar disorder에서 더 낮은 
정확도를 보인다. 이는 정신 질병을 지니고 있는 그
룹군이 더 낮은 R square 값과 더 큰 MAE, RMSE
를 지니고 있으며, 정상인에 비해 비정상적인 
Methylation이 일어나고 있음을 알 수 있다.

Epi clock에서는 정상인의 R square 값이 0.9로 
높았으며, 그에 비해 Bipolar disorder는 0.7로 정
상인 그룹보다 낮은 결정계수를 보였다. MAE 값과 
RMSE 값은 정상인에서 2.4년, 3년으로 낮은 오차
값을 보였고 그에 반해 Bipolar disorder에서는 
3.9년, 5.4년으로 각각 정상인 그룹보다 높은 오차
범위를 보였다(Table. 4.). Bipolar disorder 군의 
정상인과는 다른 Methylation 변화를 Epi clock도 
보이고 있음을 알 수 있다.

정상인에서 두 시계를 비교했을 때, Horvath 
clock보다 Epi clock에서 정확도가 더 높은 것을 
알 수 있으며, 정상인의 뇌 조직 DNA의 Methylation
의 변화가 Horvath clock에서 더 차이가 나고 있
음을 알 수 있다. 이러한 큰 오차는 Horvath의 19
개의 프로브가 누락된 영향도 있을 것으로 보이며 
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(Table. 3.) 이는 즉, EPIC array 데이터가 Horvath 
clock 보다 Epi clock에서 더 적합함을 시사한다. 
또한 정상인과 Bipolar disorder에서의 차이가 두
드러지는 것은 Horvath clock에서보다 Epi clock
에서 나타났다. 즉, 정상인과 비정상인 간의 차이를 
비교하는데에 Epi clock이 더 적합함을 알 수 있다.

4. 고찰

Horvath clock 및 Epi clock에서 나이 가속도가 
차이가 없는 것처럼 보이나, 두 시계에서 Bipolar 
disorder의 환자가 정상인보다 증가하는 경향을 보
였다. 또한, 두 Aging clock에서 정상인에 비해 질
병군이 높은 오차를 보인 것을 분석했을 때, 각 시
계 프로브에 해당하는 베타 값이 정상인과는 다른 
베타 값을 지녔음을 알 수 있으며 심각한 정신 질
환과 스트레스는 사람의 DNA의 Methylation을 변
화시킨다는 사실을 발견하였다. 만약, 시계의 프로
브에 해당하는 질병인들의 베타 값을 비교하면 정상
인과는 어떻게 다르게 시계 프로브에 Methylation
이 변화하였는지 알 수 있을 것이다. 

전체적인 결과가 통계적으로 유의하지 않은 수치
를 보였던 이유는 각 32개씩의 매우 적은 샘플 수
가 원인으로, 통계적으로 유의하게 차이가 나려면 
더 많은 샘플의 수를 필요로 할 것이다. 더불어 
Horvath clock의 경우 EPIC array에서 프로브의 
loss가 일어나므로 Horvath clock에서의 예측 나
이를 계산할 때는 EPIC array보다 450K와 27K 

array 데이터를 사용해야 환자군을 포함한 정상인 
군에서의 강한 오차를 줄일 수 있을 것이다.

Horvath clock과 Epi clock에서는 정상인 그룹
과 Bipolar disorder 환자군 간의 나이 가속도 차
이가 얼마 나지 않았다. Epi clock에서 정상인 그
룹은 Horvath clock 보다 예측 나이와 실제 나이 
간의 차이가 적었다. 이는 EPIC array 데이터는 
Epi clock에 적용하기 적합함을 알 수 있으며, 각 
시계별 정상군과 Bipolar disorder군의 나이 가속
도 비교는 Epi clock에서 더 차이 있음을 알 수 있
는데, 이는 Horvath clock의 시계 프로브 보다 
Epi clock의 시계 프로브에서 Bipolar disorder의 
영향력이 큼을 알 수 있다. 따라서 더 많은 CpG를 
프로브로 지닌 Epi clock에서 질병에 걸린 사람들
의 Methylation 변화를 잘 감지할 수 있다. 
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