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ccchhhrrrooonnniiiccceeettthhhaaannnooollltttrrreeeaaatttmmmeeennnttt

PPPaaarrrkkk,,,SSSaaannnggg---SSSoooooo
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...MMMoooooonnn,,,JJJeeeooonnnggg---SSSeeeoookkk,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffMMMeeedddiiiccciiinnneee,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Brain-derived neurotrophicfactor(BDNF)and itsspecificreceptorTrkB are
concerned with survivaland maintenanceofneuronsin thematurecerebellum.
This study examined the effects ofchronic ethanoltreatment(CET)on the
expressionofBDNF andTrkB proteinsintheratcerebellum.CET wasinduced
viadailyliquidalcoholintakefor28weeksbeginningat10weeksofage.Adult
Sprague-Dawley rats (n=24)were divided into two groups according to sex.
ImmunohistochemistrywasperformedtodetectthelocalizationofBDNFandTrkB
proteins,andthenumberofBDNF-andTrkB-immunoreactive(IR)Purkinjecell
wasmeasuredinthelobule2/3and4/5ofcerebellum.Asaresult,BDNF and
TrkB immunoreactivitiesweredetected in cellbodiesand dendritesofPurkinje
cellsbothinthecontrolsandtheCET groups.However,inthemolecularlayer,
thestainingintensityandthecomplexityofdendriteofPurkinjecellwerereduced
in the CET groups compared to the controls both in male and female.The
statisticalresultalsohadshownthattheCET producedsignificantreductionofthe



numberofBDNF-andTrkB-IR Purkinjecellsbothinmaleandfemale.Onthe
otherhand,therewasnosexdifferencesexceptforBDNF-IRPurkinjecellsinthe
CET group.TheseresultsmayindicatethatCET producesasignificantreduction
ofBDNFanditsreceptorTrkBexpressionintheratcerebellarPurkinjecell.
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서서서 론론론

만성적인 알코올 중독은 약물 남용의 흔한 유형으로서 사람 및 실험동물 모두에서
Wernicke-Korsakoff정신병과 같은 심한 기질적 뇌질환을 일으키지 않더라도 학습과
기억의 장애를 일으킨다(Walker등,1981;Fadda와 Rossetti,1998;Santin등,2000).
지속적인 알코올 섭취는 신경영양인자와 그 수용체 합성에 영향을 미치며 특히 이 단
백들에 의해 매개되는 세포사이 신호전달을 방해하는 것으로 알려져 있다 (Walker등,
1993;Birling,1995).
한편 사람의 소뇌는 언어 습득,문제 해결 및 계획과 같은 주로 대뇌에 의해 수행

되는 인지기능과도 연관이 있다는 보고들이 있다(Grafman 등,1992;Canavan 등,
1994;Kim 등,1994).Rosenbloom 등(1995)은 만성 알코올 중독자를 부검한 결과,뇌
에 육안적 구조 변화가 있음을 관찰하였다.알코올 중독은 특히 소뇌와 밀접한 연관이
있어 자세의 균형과 운동 작용의 조절 및 인지력 등에 지장을 준다(Sullivan등,1995).
알코올 남용에 의한 소뇌의 변성은 소뇌벌레의 앞과 위소엽에서 나타나며 소뇌벌레 위
축도 함께 나타난다(Victor등,1989;Raz등,1992;Karhunen등,1994).Nathaniel등
(1986a,b)은 알코올에 노출된 어미에서 태어난 어린 쥐의 몸무게 감소,뇌 및 소뇌의
성장저하 뿐만 아니라 앞쪽 소뇌벌레,특히 소엽 2/3에서 조롱박세포의 성숙 지연과
연접의 지연 등을 보고하였다.또한 Goodlett등(1990)은 신생기의 흰쥐에 알코올을 섭
취시킴으로 인해 조롱박세포 수가 현저히 감소됨을 보고하였다.그러나 알코올이 소뇌
에 미치는 신경독성의 기전들은 아직 확실히 밝혀지지 않은 상태이다.
신경영양물질은 발생 중인 중추신경계통에서 신경세포의 생존,분화 및 증식을 조

절하며 성장 중인 신경세포의 기능을 유지하는데 밀접하게 관여한다(Chao,1992).대표
적인 신경영양인자는 nervegrowthfactor(NGF),brain-derivedneurotrophicfactor
(BDNF),neurotrophin-3(NT-3)및 neurotrophin-4/5(NT-4/5)등이 있다(Ebendal,
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1992).이 중 BDNF는 포유동물의 중추신경계통 전체에 걸쳐 광범위하게 발현되는데
특히 해마구성체(hippocampal formation), 대뇌겉질 및 편도복합체(amygdaloid
complex)등에서 많이 발현되며 콜린성 중격핵과 해마의 신경세포 축삭에서 역향성으
로 수송되는 것으로 알려져 있다(Hofer등,1990;Phillips등,1990;Wetmore등,1990;
Distefano등,1992).TrkB는 신경영양인자 중 BDNF와 NT-4/5가 고도의 친화성을 가
지고 결합하는 수용체이며(Barbacid,1994),BDNF와 BDNF에 의해 유도되는 TrkB의
활성이 신경세포의 가변성(plasticity)에 관여하는 것으로 알려지고 있다(Thoenen,
1995;Korte등,1998;Bibel과 Barde,2000).
BDNF와 TrkB는 소뇌에서도 높게 발현되는데 발생 중인 소뇌에서는 BDNF가 과

립세포층의 신경돌기의 연장과 생존을 증가시키는 역할을 하며 BDNFmRNA는 조롱
박세포가 성숙해짐에 따라 증가하는 것으로 보고되고 있다(Gao등,1995;Yan 등,
1997a,b;Ohira등,1999).배아발생 과정 초기의 조롱박세포에서는 TrkB가 발현되지
않으며 발생이 진행되어 성숙 중인 조롱박세포에서는 TrkB가 발현된다는 보고 등
(Lindholm 등,1997;Ohira와 Hayashi,1999)이 있었는데 이러한 보고들로 인해 BDNF
와 TrkB가 성숙한 소뇌의 신경세포 생존과 유지에 중요한 역할을 할 것으로 생각되고
있다.또한 BDNF와 TrkB는 GABA의 합성과 신경펩티드 및 glutamate수용체 발현
을 유도하여 신경그물형성 뿐만 아니라 신경전달물질의 조절 등에 관여한다는 보고도
있었다(Bessho등,1993).최근에는 정신분열증을 가진 뇌와 정상 뇌를 비교했을 때
BDNF와 TrkB단백 양이 의미 있는 차이가 있었다는 보고(Takahashi등,2000)가 있
음으로서 BDNF와 TrkB가 지적 기능 유지에 매우 중요할 뿐만 아니라 신경정신병의
병인과도 연관이 있음을 암시하였다.
또한 BDNF와 TrkB발현은 여러 가지 급성 뇌 손상에 의해서도 영향을 받는 것으

로 알려지고 있는데 성숙한 흰쥐 뇌에서는 일시적 앞뇌 허혈(Merlio등,1993;Takeda
등,1993;Ferrer등,1998;Kokaia등,1998)이나 kainicacid노출(Rudge등,1998)로



- 3 -

인해 BDNF와 TrkB 단백 합성이 증가된 반면,어린 흰쥐에서 중등도의 저산소증에
의한 허혈을 유도하였을 때 BDNF와 TrkB면역반응이 현저히 감소하였다(Walton등,
1999)는 보고 등은 이를 증명한다고 하겠다.
이와 같이 알코올로 인한 어린 쥐나 성장기의 흰쥐 소뇌 조롱박세포에 미치는 영향

이나,뇌의 여러 부위에서 급성 뇌손상이 BDNF와 TrkB발현에 미치는 영향 등에 대
한 보고는 많으나 만성적인 뇌 손상 즉 지속적인 알코올 투여 등에 의한 신경영양인자
및 그 수용체 발현과의 관계에 대한 형태학적 연구는 거의 없는 실정이다.
따라서 본 연구는 어린 쥐 뿐만 아니라 성숙 흰쥐 모두에서 BDNF와 TrkB발현이

뚜렷하게 나타나고 알코올 중독과 밀접한 연관이 있는 흰쥐 소뇌를 이용하여 만성적인
알코올 투여로 인한 신경독성이 소뇌에 미치는 영향을 알아보고자 BDNF와 TrkB면
역반응의 변화 및 BDNF와 TrkB함유 조롱박세포 수의 변화를 정상 군과 비교 조사하
였다.
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실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...실실실험험험동동동물물물과과과 실실실험험험군군군

체중 125～150gm의 Sprague-Dawley계 암,수 흰쥐 12마리씩 총 24마리를 체중
220～250gm (연령 10주)이 될 때까지 키워서 실험에 이용하였다.실험군은 암,수로
나누어 각각 6마리씩 두 군으로 분류하였다.연령 10주가 되는 시기부터 이후 28주
동안 시중에서 판매되는 30% 알코올을 매일 35～40칼로리 정도 투여하여 chronic
ethanoltreatment(CET)군으로 하였으며,알코올 대신 같은 칼로리의 sucrose
solution을 매일 투여하여 controlsucrose-fed(CT)군으로 하였다.즉 숫컷 흰쥐 CT
군(n=6,m-CT),숫컷 흰쥐 CET 군(n=6,m-CET),암컷 흰쥐 CT 군(n=6,f-CT)및
암컷 흰쥐 CET 군(n=6,f-CET)으로 나누었다.CET 군의 모든 실험동물은 알코올 투
여로 인한 인위적인 영양실조를 유발하지 않기 위하여 알코올 투여를 하지 않는 동안
에는 흰쥐 사료와 물을 자유롭게 섭취하도록 하였으며 CT 군도 동일하게 사육하였다.
알코올과 sucrosesolution을 투여한 지 28주 후 각 군의 실험동물은 pentobarbital

sodium (60㎎/㎏,중외제약)을 사용하여 희생시켰다.모든 실험동물은 고정하기 바로
직전 심장채혈을 하여 녹십자로 보내어 혈액 내 알코올 양을 측정하여 통계처리 하였
다(Table1).

222...조조조직직직처처처리리리 및및및 표표표본본본제제제작작작

각 군의 실험동물은 pentobarbitalsodium을 복막 안에 주사하여 마취시킨 다음 가
슴 안을 열고 심장채혈 직후 왼심실에 관류용 도관을 삽입한 후,heparin(250unit/㎖,
녹십자)을 함유한 생리식염수로 관류세척하고 0.1M phosphatebuffer(PB,pH 7.4)에
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녹인 4% paraformaldehyde용액이나 Zamboni고정액으로 관류 고정한 다음 뇌를 적
출하여 뇌줄기와 연결된 소뇌를 절단하여 동일한 고정액에 담가 4℃에서 12시간 동안
후고정하였다.Free-floating방법으로 면역조직화학염색을 시행하기 위해 고정된 소뇌
조직은 후고정 다음에 30% sucrose에 넣고 24시간 이상 침적시킨 후 꺼내어 동결절
편기를 이용해 35㎛ 두께의 연속 관상 동결절편을 제작하여 glycerol과 ethylene
glycol이 함유된 저장용액에 담아 4℃에 보관하였다.

333...면면면역역역조조조직직직화화화학학학염염염색색색

저장용액에 보관한 조직절편을 매 5장마다 1장씩을 취하여 0.1M PB로 옮겨서
수차례 수세한 후 과산화수소(H2O2)를 처리하여 내인성 과산화효소의 활성을 억제하였
으며 다시 0.1M PB로 세척한 후 면역조직화학반응을 실시하였다.
면역염색의 첫 단계로 비특이적 반응을 줄이기 위하여 3% 말혈청(normalhorse

serum)을 실온에서 1시간 반응시켰다.1차 항체는 BDNF항혈청(1:500,Chemicon)과
TrkB 항혈청(1:2000,Chemicon)을 사용하였으며,4℃에서 24～48시간 동안 진동시키
면서 반응시켰다.그 후 0.1M PB로 10분씩 3회 수세 과정을 거쳤으며,2차 항체는
biotinylatedhorseanti-mouseIgG (Vector,1:200)를 실온에서 1시간 반응시킨 후,
0.1M PB로 10분씩 3회 수세하였다.그리고 peroxidase가 표지된 avidin-biotin
complex(ABC,Vector)를 1:100으로 희석하여 실온에서 1시간정도 반응시킨 후,0.1
M PB로 10분간 다시 3회 수세하고 나서 3,3�diaminobenzidinetetrahydrochloride
(DAB,Sigma)를 tris-bufferedsaline(TBS)에 녹여 기질용액으로 사용하였는데 반응
직전에 H2O2를 0.003%가 되도록 첨가하였으며,실온에서 5-10분간 반응시킨 후 현미
경하에서 발색 정도를 확인하였다.그 후 TBS로 2～3회 세척한 후 염색한 조직절편
들을 젤라틴이 피막된 슬라이드에 부착하여 실온에서 12시간 이상 건조한 다음,통상
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의 조직처리 과정을 거쳐 polymount(Polyscience)로 봉입하여 광학현미경으로 관찰하
였다.

444... 통통통계계계처처처리리리

  광학현미경으로 관찰한 후,소뇌겉질의 세부구조의 위치 및 영역 파악과 명칭은 흰
쥐의 뇌 도보(Paxinos와 Watson,1997)를 참고하여 염색한 조직절편과 비교하였다.
일반적으로 흰쥐 소뇌는 10개의 소엽으로 나뉘는데(Larsell,1952)통계처리의 정확성
을 위해 아래,뒤 소엽을 제외한 부위인 주로 1～6소엽 중 2/3및 4/5소엽에 해당되
는 부위에서 BDNF와 TrkB함유 신경세포의 수를 계수하였다.즉 한 개체 당 1～10
소엽이 나타나는 부위 중 전체 소뇌의 가장 입쪽과 꼬리쪽의 중간 위치에 해당하는 한
개 씩의 절편을 선택하여 각 군 별로 모두 6개의 절편에서 2/3,4/5소엽의 소뇌겉질
층을 대상으로 단위 면적 당 BDNF와 TrkB함유 조롱박세포의 수를 x100배에서 각
각 계수하였다.계수 결과의 모든 자료는 mean± SD이며 통계학적 유의성 검사는
Mann-WhitneyU test를 이용하였다. 값이 p<0.05인 경우는 통계학적 유의성이 있
는 것으로 하였다.  
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결결결 과과과

111...혈혈혈중중중 알알알코코코올올올 농농농도도도

모든 실험동물에서 심장천자로 얻은 혈액은 녹십자에 보내어 전혈 (wholeblood)
에서 알코올 농도를 측정하여 결과를 얻었다(Table1).CT 군은 암,수 모두 알코올
농도가 0%였으며 CET 군에서는 숫컷 군이 0.0883±0.0325%,암컷 군이 0.0667±
0.0422%로 암컷보다 숫컷 군에서 약간 높게 측정되었다.Mann-WhitneyU test로 알
코올 농도를 비교한 결과 암,수 각각 CT 군과 CET 군 사이의 혈중 알코올 농도는
값이 각각 0.002로서 모두 유의한 차이가 있었다.CET 군에서의 암,수 차이를 알아보
고자 검정하였더니 m-CET군과 f-CET 군 사이의 값이 0.374로 통계학적인 유의성
은 없었다.

222...BBBDDDNNNFFF및및및 TTTrrrkkkBBB함함함유유유 조조조롱롱롱박박박세세세포포포 수수수의의의 비비비교교교

BDNF함유 조롱박세포의 수는 m-CT 군이 58.33±6.47개,m-CET 군이 36.33±
5.61개,f-CT 군이 64.00±8.41개,f-CET 군이 51.50±3.39개로 암,수 모두 CT
군에 비해 CET 군에서 감소하는 경향을 보였다.Mann-WhitneyU test로 그 차이를
검정한 결과 수컷 군의 CT 군과 CET 군 사이의 값이 0.004였으며,암컷 군의 CT
군과 CET 군 사이의 값은 0.01로 모두 유의한 차이를 나타내어 암,수 모두 CT 군
에 비해 CET 군에서 의미 있는 감소를 보였다(Fig.1A).같은 조건하에서 BDNF함유
조롱박세포 수의 성별 차이를 알아보았더니 CT 군에서 암컷과 숫컷 사이의 값이
0.297로 통계학적 유의성은 없었으나,CET 군에서는 암컷과 숫컷 사이의 값이 0.004
로 암컷이 숫컷에 비해 유의하게 높았다(Fig.2A).
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TrkB함유 조롱박세포의 수는 m-CT 군이 83.17±10.98개,m-CET 군이 37.17±
9.21개,f-CT 군이 93.67±9.09개,f-CET 군이 38.67±10.76개로 암,수 모두 CT
군에 비해 CET 군에서 크게 감소하는 경향을 보였다.Mann-WhitneyU test로 두 군
간의 차이를 검정한 결과,CT 군과 CET 군 사이의 값은 암,수 모두 0.004로 유의
한 차이를 나타내어 암,수 모두 CET 군에서 TrkB함유 조롱박세포의 수가 크게 감소
함을 알 수 있었다(Fig.1B).성별 차이를 알아보았더니 CT 군에서는 값이 0.092,
CET 군에서는 1.0으로 두 군 모두에서 암컷과 숫컷 사이의 TrkB함유 조롱박세포 수
의 유의한 차이는 없었다(Fig.2B).

333...BBBDDDNNNFFF면면면역역역반반반응응응

네 군 모두에서 약한 염색 반응을 나타내었는데 BDNF면역반응 양성 조롱박세포의
세포체는 대체적으로 두드러지게 관찰되었으며 분자층으로 들어가는 돌기들은 매우 약
하게 염색되었으나 돌기 형태는 확인할 수 있었다.CT 군은 암,수 모두 복잡한 분지
형태를 갖춘 돌기나 전형적인 긴축삭신경세포와 같은 성숙한 조롱박세포 양상이 두드
러지지는 않았지만 조롱박신경세포층에 BDNF면역반응 양성 조롱박세포들이 단층을
이루어 일렬로 배열되어 있었다.또한 분자층에 분포하는 돌기들의 염색강도가 CET
군에 비해 더 강하게 나타났으며 돌기의 분지 양상도 CET 군보다는 더 복잡하고 뚜
렷한 양상을 띠었다.반면,CET 군에서는 암,수 모두 CT 군에 비해 세포체 모양이
덜 뚜렷하였으나 m-CET 군에서는 m-CT 군에 비해 약간 비대해진 BDNF면역반응
양성 조롱박세포들을 관찰할 수 있었다.또한 m-CET 군에서는 단층으로 배열되어 있
는 조롱박신경세포층에서 BDNF면역반응 양성 조롱박세포의 소실이 f-CET 군보다 더
뚜렷하였다.암,수 모두 분자층의 돌기들은 면역반응이 매우 약하게 나타났고 분지 양
상도 CT군에 비해 덜 뚜렷하였다(Fig.3).
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444...TTTrrrkkkBBB면면면역역역반반반응응응

CT 군은 암,수 모두 조롱박세포층과 분자층에서 강한 염색 반응을 나타냈으며 조
롱박세포의 세포체 및 분자층의 돌기들 모두 뚜렷한 염색반응을 보였다.CT 군에서는
TrkB면역반응 양성 조롱박세포가 BDNF면역반응 양성 조롱박세포에 비해 암,수 모
두 복잡한 분지 형태를 갖춘 돌기와 전형적인 긴축삭신경세포와 같은 성숙한 조롱박세
포 양상으로 관찰되었을 뿐만 아니라 조롱박신경세포층에 TrkB면역반응 양성 조롱박
세포들의 단층 배열도 더 두드러지게 관찰되었다.또한 f-CT 군에서는 m-CT 군과는
다르게 과립층의 신경세포에서도 TrkB양성반응이 관찰되었다.분자층 돌기들의 염색
강도는 암,수 모두 CET군에 비해 더 강하게 나타났으며 돌기의 분지양상도 CET 군
보다는 더 복잡하고 뚜렷하게 분포하였다.반면,CET 군에서는 전체적으로 매우 약한
염색반응을 나타냈으며 암,수 모두 CT 군에 비해 세포체 모양이 덜 뚜렷한 TrkB면
역반응 양성 조롱박세포들이 관찰되었고 조롱박신경세포층의 신경세포 소실 또한 다수
관찰되었다.또한 CET 군에서는 암,수 모두 분자층의 돌기들이 매우 약한 면역반응
을 나타내어 복잡한 분지 형태를 확인할 수는 없었지만 일부 세포들이 긴 돌기들을 분
자층에 내고 있는 모습을 관찰할 수 있었다(Fig.4).
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TTTaaabbbllleee111...Bloodalcohollevels

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━
Controlsucrose-fedgroup Chronicethanoltreatmentgroup

──────────────────────────────────────
Male 0 (n＝6) 0.0883±0.0325*** (n＝6)
Female 0 (n＝6) 0.0667±0.0422*** (n＝6)
━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━
Valuesaremeans±standarddeviation% foralcohol.*indicatessignificantdifference
from thecontrolsucrose-fedgroupatthe <0.05leveldeterminedbyMann-WhitneyU
test.
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FFFiiiggg...111...Comparison ofthenumberofBDNF- (A)and TrkB-immunoreactive(IR)
Purkinjecells(B)betweenthecontrolsandthechronicethanoltreatmentgroupsinthe
lobule2/3and4/5ofcerebellum (meanvalues± SD).* <0.05and** <0.005in
relation to the controls (Mann-Whitney U Test).In thechronicethanoltreatment
groups,bothBDNF-andTrkB-IR Purkinjecellsweresignificantlyreducedcompared
tothecontrolsineachmaleandfemalegroup.
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FFFiiiggg...222...SexdifferencesofthenumberofBDNF-(A)andTrkB-IRPurkinjecells(B)
inthelobule2/3and4/5ofcerebellum ineachcontrolsandchronicethanoltreatment
groups(meanvalues± SD).*Significantly increasedinthefemalechronicethanol
treatment group compared to the male chronic ethanoltreatment group, <0.05
(Mann-WhitneyU Test).Thefemalegroupswerealltendtoincreasecomparedtothe
male groups butthese did notshow statisticalsignificance exceptforBDNF-IR
Purkinjecellsinthechronicethanoltreatmentgroup.
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고고고 찰찰찰

미국에서는 알코올과 연관하여 매년 십만 명 이상이 사망하고 음주를 예방하는 차
원에서 매년 천억 정도의 예산이 소요되고 있어 알코올 남용이 주요한 건강문제로 대
두되고 있다(Rice,1993).또한 알코올 남용은 인지력과 기억력에 영향을 미쳐
Wernicke-Korsakoff증후군으로 알려진 신경학적 질환과 연관이 있다는 보고가 있으
며 알코올 남용과 신경학적 질환과의 관련성이 보고되기 이전부터 알코올 중독과 티아
민(thiamine)결핍이 여러 가지 건강 문제를 유발할 수 있다는 것은 잘 알려진 사실이
다(Langlais,1995).최근 성인뿐만 아니라 청소년의 음주가 증가하고 있어 만성적인
알코올 남용에 대한 관심이 높아지고 있으며 이미 알코올에 의해 소뇌벌레 앞 부위의
산소 이용의 감소는 잘 알려진 사실로서 알코올 남용으로 유발되는 소뇌의 변성이 자
세조절과 근육작용의 조정뿐만 아니라 소뇌와 연관된 인지 기능에도 영향을 미칠 수
있을 것으로 생각되고 있다(Hultborn과 Jarsledt,1974;Victor등,1989;Ryding등,
1993).Heaton등(1999)은 성장 발달 중인 소뇌에서 알코올에 의한 신경영양인자들의
발현의 변화를 관찰하였는데 소뇌의 여러 종류의 신경세포 중 조롱박세포가 알코올에
가장 영향을 받기 쉬우며 NGF,BDNF및 NT-3등의 발현이 감소함을 성장 시기별로
보고하였다.신경영양인자 중 BDNF와 그 수용체 TrkB는 기억의 생성 및 유지와 학
습과정 등 고도의 지적 기능 유지에 중요하며 정신분열증과 같은 신경정신병 등에서는
신경연접의 감소가 연접의 기능적인 자극 전도에도 영향을 미쳐 결국 학습 장애와 같
은 지적 기능 이상이 유발된다는 보고가 있었다(Linnarsson등,1997;Minichiello등,
1999;Iritani등,2003).
본 연구에서는 알코올 중독과 밀접한 연관이 있는 흰쥐 소뇌를 이용하여 만성적인

음주로 인한 알코올의 신경독성이 소뇌에 미치는 영향을 알아보고자 신경영양인자 중
BDNF와 그 수용체 TrkB 면역반응을 관찰하고 BDNF와 TrkB함유 조롱박세포 수의
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변화를 암,수로 나누어 정상 군과 비교 조사하였다.본 연구의 실험군은 생후 10주부
터 알코올을 섭취시켜 28주 동안 지속적으로 음주하게 만들었는데 이는 28주 동안
알코올을 처리해야만 만성적인 신경독성을 유발할 수 있으며 뇌 신경세포에 변성을 초
래할 수 있다는 Arendt등(1995)의 보고에 기초하여 시행하였다.
본 연구 결과,정상 군과 만성적인 알코올 섭취 군 모두에서 조롱박세포층의 조롱

박세포의 세포체 및 분자층의 가지돌기에서 BDNF와 TrkB 면역반응이 관찰되었으며
암컷 정상 군의 TrkB는 과립층의 세포들에서도 양성반응을 나타내었다.그러나 수컷
정상 군에서는 TrkB양성반응 세포들이 과립층에서는 관찰되지 않았으며,BDNF면역
반응은 암,수 모두 과립층에서 전혀 면역반응을 나타내지 않았다.이는 원숭이 소뇌의
과립세포와 조롱박세포에서 BDNF및 TrkB 수용체의 아형들이 양성반응을 보였다는
Ohira와 Hayashi(2003)의 보고와 일부 유사한 소견을 나타내었다.그러나,정상인 경
우 BDNF 및 TrkB 면역반응의 성별 차이는 없는 것으로 보고되었는데(Iritani등,
2003)본 연구의 정상 군에서의 TrkB 면역반응은 약간의 암,수 차이가 있었으나 양
성반응 조롱박세포 수의 차이는 없었다.한편,본 실험에서 만성적인 알코올 섭취 군의
면역반응의 분포양상은 암,수 모두 비슷하였으나 BDNF면역반응 양성 조롱박세포 수
에서는 성별 차이가 있었다.또한 흰쥐에서 BDNF단백은 조롱박세포의 세포체와 가
지돌기에서 발현되었으나 BDNFmRNA는 과립세포와 조롱박세포 모두에서 발현되었
다는 보고도 있었다(Dugich등,1995;Neveu와 Arenas,1996).본 연구 결과와 이상의
보고들로 미루어 보아 BDNF나 TrkB발현은 종간의 차이가 있어 형태학적으로 분포
양상에 약간의 차이가 있으며 설치류와 영장류와의 차이뿐 아니라 사람과의 차이도 있
을 것이라 생각된다.또한 소뇌에서 BDNF나 TrkB 단백과 mRNA 분포도 일치하지
않는다는 것을 알 수 있었으며,정상적인 성체를 비롯해 알코올 남용의 경우 모두에서
BDNF와 TrkB단백 및 mRNA 분포 양상과 종이나 성별 차이에 대한 연구가 더 진행
되어야할 것으로 생각된다.또한 이상의 연구 보고 등으로 보아 소뇌에서는 설치류와
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영장류 모두에서 BDNF와 TrkB가 조롱박세포와 일부 과립세포에서 합성된다는 것을
알 수 있었다.그러나 일반적으로 소뇌겉질에 존재하는 세 종류의 억제성 사이신경세
포는 과립층의 큰별세포(Golgicell)와 분자층의 바구니세포(basketcell)및 별세포
(stellatecell)인데 바구니세포와 별세포는 조롱박세포의 세포체나 가지돌기들과 연접을
이룬다(Palay와 Chan-Palay,1974).본 연구에서는 BDNF와 TrkB면역반응이 소뇌겉
질의 분자층에서 뚜렷하게 나타났지만 주로 조롱박세포의 가지돌기에서 관찰되었으며
바구니세포나 별세포에서는 면역반응을 관찰할 수 없었는데 이는 성체 흰쥐 소뇌겉질
의 신경세포의 생존과 유지 및 신경회로 연결에 BDNF이외에 다른 신경영양인자의
작용 또한 중요하다는 것을 암시하였다.
MacLennan 등(1995)이 만성적인 알코올 남용으로 인해 흰쥐 해마에서 BDNF

mRNA가 감소하며 BDNF유전자 전사의 이상으로 인해 신경세포의 변성 및 신경영양
인자의 기능 이상을 초래할 수 있으며,만성적인 알코올 남용이 신경영양인자의 수용
체의 기능에도 변화를 일으킬 수 있을 것이라고 보고하였다.이후 Baek등(1996)은 어
릴 때부터 성숙해 질 때까지 만성적으로 알코올을 남용했을 때 대뇌겉질에서 TrkB단
백이 의미 있게 높게 나타난다는 것을 Westernblot으로 분석하였다.이는 대뇌겉질의
신경영양인자 중 BDNF나 NT-4/5의 분비 감소를 보상하기 위해 BDNF 수용체인
TrkB 단백이 상향 조절된 것이라고 하였다.그러나 Miller등(2002)은 만성적인 알코
올 남용이 흰쥐 앞뇌의 TrkA mRNA 뿐만 아니라 TrkA 단백의 감소를 유사하게 유
발한다고 하였는데 이는 NGF신호전달의 감소로 앞뇌 TrkA 발현이 감소된 것이라고
보고하였다.본 연구에서 만성적인 알코올 투여 군은 정상 군에 비해 암,수 모두 분자
층의 염색 강도 및 조롱박세포 가지돌기의 복잡한 분지 등이 감소하였지만 숫컷 CET
군에서는 소엽 2/3에서 비대된 BDNF면역반응 양성 조롱박세포들이 많이 관찰되었다.
또한 만성적인 음주로 인해 형태학적으로 양성으로 관찰된 TrkB함유 조롱박세포들의
가지돌기들은 대부분 분자층에 길게 뻗어 있었지만 암,수 모두 BDNF와 TrkB면역반
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응 양성 조롱박세포 수의 감소가 있었다.이와 같이 본 연구에서도 알코올의 신경독성
에 대한 보상작용이 CET 군에서는 일부 관찰되었으나 BDNF및 TrkB면역반응 양성
신경돌기들의 복잡한 분지 형태가 CET 군에서 매우 감소되어 있음으로서 만성적인
알코올 남용으로 인한 신경독성은 해마나 대뇌겉질의 신경세포뿐만 아니라 소뇌겉질에
서도 조롱박세포의 연접 감소 등을 야기하여 신경전달 기전의 변화를 유발할 것이라고
추측할 수 있었다.
또한 Miller등(2002)이 보고한 바와 같이 만성적인 알코올 남용이 NGF와 그 수용

체인 TrkA 발현을 감소시키듯이 BDNF와 그 수용체 TrkB에도 비슷한 기전으로 단
백 발현에 영향을 미칠 것으로 생각된다.그러나 Miller등(2002)의 보고에 의하면 알
코올의 신경독성에 의한 신경영양인자의 발현이 뇌 부위에 따라 서로 차이가 있으며
알코올에 노출된 시기나,기간 및 알코올 섭취방법 등에 따라 BDNF를 포함한 여러
신경영양인자 발현에도 서로 차이가 있을 수 있다고 하였다.따라서 만성적인 알코올
남용의 영향으로 발생되는 신경영양인자발현의 변화와 그 수용체 기능 이상과의 사이
에 작용하는 보상적 기전에 대해서는 앞으로 더 많은 연구가 이루어져야할 것이다.
사람의 경우 알코올 중독자의 시상하부는 혈류가 50% 정도 감소되고,해마는 30%

가 감소하는 것으로 알려져 있는데(Hata등,1987)흰쥐 뇌에서도 이와 유사한 혈류
감소가 있다면 해마를 포함한 앞뇌 뿐만 아니라 소뇌에도 혈류 감소가 있을 것이고 이
로 인한 산화스트레스 때문에 세포내 환경의 변화를 유발할 것이며 이에 따라 소뇌 조
롱박세포의 단백합성에도 영향을 미칠 것으로 생각된다.특히 알코올에 노출된 기간이
나 알코올 섭취량 등에 따라 조롱박세포의 알코올에 대한 감수성이 크게 좌우되는데
암,수 모두 만성 알코올 섭취 군에서 정상 암,수 군 보다 BDNF및 TrkB함유 조롱
박세포 수가 현저히 감소될 뿐만 아니라 면역반응의 차이를 본 실험에서 규명함으로서
흰쥐에서 청소년기에 속하는 생후 10주에 시작하여 28주 동안 지속적으로 음주할 경
우 조롱박세포의 소실이 현저하여 BDNF및 TrkB 단백합성이 모두 감소됨을 알 수
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있었다.
이상의 결과를 종합해 보면 청소년기부터 알코올에 지속적으로 노출되면 성체 소뇌

겉질에서 BDNF와 TrkB면역반응의 변화가 일어나고 BDNF와 TrkB함유 조롱박세포
수가 현저하게 감소되는데 이는 만성적인 알코올 남용으로 인한 알코올의 신경독성이
소뇌 조롱박세포의 변성 및 소실을 유발하며 BDNF단백합성에도 영향을 미칠 뿐만
아니라 결합물질인 BDNF의 신호전달 감소로 그 수용체인 TrkB발현 또한 감소하며
결합물질과 수용체 사이의 정상적인 상호작용에도 변화를 초래할 것으로 판단된다.
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결결결 론론론

BDNF와 그 수용체 TrkB는 성숙한 소뇌 신경세포의 생존과 유지에 중요한 역할을
한다.본 연구에서는 흰쥐 소뇌에서 만성적인 알코올 남용이 BDNF와 TrkB 단백의
발현에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.연령 10주부터 시작하여 28주 동안 날마
다 30칼로리의 알코올을 섭취시켜 만성적인 알코올의 신경독성을 유도하였으며 실험
군은 성별에 따라 크게 두 군으로 분류하였다.BDNF와 TrkB단백 발현의 위치를 관
찰하기 위해 면역조직화학 염색방법을 시행하였으며 소뇌겉질의 2/3과 4/5소엽에서
BDNF와 TrkB면역반응 양성 조롱박세포 수를 계수하였다.
본 연구 결과,정상 군과 만성적으로 알코올을 섭취한 군 모두에서 조롱박세포의

세포체 및 가지돌기에서 BDNF와 TrkB 면역반응이 관찰되었다.만성적인 알코올 투
여 군에서는 정상 군에 비해 분자층에서의 염색 강도 및 조롱박세포 가지돌기의 복잡
한 분지 양상 등이 암,수 모두 감소하였다.또한 만성적인 알코올 투여 군에서는 암,
수 모두에서 BDNF와 TrkB면역반응 양성 조롱박세포 수의 감소를 나타냈으며 만성적
인 알코올 투여 군의 BDNF면역반응 양성 조롱박세포를 제외하고는 각 군에서의 성별
차이는 관찰되지 않았다.
이상의 결과는 만성적인 알코올 투여가 흰쥐 소뇌겉질의 조롱박세포에서 BDNF단

백합성을 현저하게 감소시키며 또한 그 수용체인 TrkB발현의 감소를 유발한다는 것
을 나타내주었다.



- 19 -

RRReeefffeeerrreeennnccceeesss

ArendtT,BrücknerMK,PagliusS,KrellT :Degenerationofratcholinergicbasal
forebrainneuronsandreactivechangesofnervegrowthfactorexpressionafter
chronicneurotoxicinjuryI.Degenerationandplasticresponseofbasalforebrain
neurons,

BaekJK,HeatonMB,WalkerDW :Up-regulationofhigh-affinityneurotrophin
receptor,trkB-likeproteinonWesternblotsofratcortexafterchronicethanol
treatment,

BarbacidM :TheTrkfamilyofneurotrophinreceptors,

Bessho Y,NakanishiS,Nawa H :Glutamate receptor agonists enhance the
expressionofBDNFmRNA inculturedcerebellargranulecells,

BibelM,BardeYA :Neurotrophins:keyregulatorsofcellfateandcellshapein
thevertebratenervoussystem,

Birling MC,Barde A,Price J : Influence of growth factors on neuronal
differentiation,

CanavanAGM,SprengelmeyerR,DienferHC,HombergV :Conditionalassociative
learning is impaired in cerebellar disease in humans,

ChaoMV :Neurotrophinreceptors:awindow intoneuronaldifferentiation,

DistefanoPS,FriedmanB,DadziejewskiC,AlexanderC,BolandP,SchickCM,



- 20 -

LindsayRM,WiegandSJ:TheneurotrophinsBDNF,NT-3,andNGFdisplay
distinctpatternsofretrogradeaxonaltransportinperipheralandcentralneurons,

Dugich-DiordjevicMM,PetersonC,IsonoF,OhsawaF,WidmerHR,DentonTL,
Bennett GL,Hefti F : Immunohistochemial visualization of brain-derived
neurotrophicfactorintheratbrain,

EbendalT :Function and evolution in the NGF family and its receptors,

FaddaF,RossettiZL :Chronicethanolconsumption :from neuroadaptationto
neurodegeneration,

FerrerI,LopezE,PozasE,BallabrigaJ,MartiE :Multipleneurotrophicsignals
converge in surviving CA1 neurons of the gerbilhippocampus following
transientforebrainischemia,

GaoWQ,ZhengJL,KarihalooM :Neurotrophin4/5andbrain-derivedneurotrophic
factoractatlaterstagesofcerebellargranulecelldifferenciation,

GoodlettCR,MarcussenBL,WestJR :A singledayofalcoholexposureduring
thebraingrowthspurtinducesbrainweightrestrictionandcerebellarPurkinje
cellloss,

GrafmanJ,LitvanI,MassaquoiS,StewartM,SiriguA,HallettM :Cognitive
planning deficitinpatientswithcerebellaratrophy,

HataT,MeyerJS,TanahashiN,IshkawaY,ImaiA,ShinoharaT,VelezM,Fann
WE,SakaiF :Three-dimensionalmapping oflocalcerebralperfusion in



- 21 -

alcoholic encephalopathy with and withoutWernicke-Korsakoffsyndrome,

HultbornR,Jarsledt J:Effectofethanolonoxygenconsumptionofcerebellar
cortexandliverhomogenates,

HoferM,PagliusiSR,HohnA,LeibrockJ,BardeYA :Regionaldistributionof
brain-derivedneurotrophicfactormRNA intheadultmousebrain,

IritaniS,NiizatoK,NawaH,IkedaK,EmsonPC:Immunohistochemicalstudyof
brain-derived neurotrophicfactorand itsreceptor,TrkB,in thehippocampal
formationofschizophrenicbrains,

KarhunenSG,ErkinjunttiT,LaippalaP:Moderatealcoholconsumptionandlossof
cerebellarpurkinjecells,

Kim SG,UgurbilK,StrickPL:Activationofacerebellaroutputnucleusduring
cognitiveprocessing,

KokaiaZ,AndsbergG,YanQ,LindvallO :RapidalterationsBDNFproteinlevels
in the ratbrain afterfocalischemia:evidence forincreased synthesis and
anterogradeaxonaltransport,

KorteM,KangH,BonhoefferT,SchumanE:A roleforBDNFinthelate-phase
ofhippocampallong-term potentiation,

LanglaisPJ:Alcoholrelatedthiaminedeficiency:Impactoncognitiveandmemory
functioning,

LarsellO :Themorphogenesisandadultpatternofthelobulesandtissuesofthe
cerebellum ofthewhiterat,



- 22 -

Lindholm D,HamnerS,ZirrgiebelU :Neurotrophinsandcerebellardevelopment,

LinnarssonS,bjorklundA,EmforsP:LearningdeficitinBDNFmutantmice,

MacLennan AJ,LeeN,walkerDW :Chronicethanoladministration decreases
brain-derived neurotrophic factor gene expression in the rat hippocampus,

MerlioJP,ErnforsP,KokaiaZ,MiddlemasDS,BengzonJ,KokaiaM,SmithML,
SiesjoBK,HunterT,LindvallO,PerssonH :IncreasedproductionofTrkB
proteintyrosinekinasereceptorafterbraininsults,

MillerR,King MA,Heaton MB,WalkerDW :Theeffectsofchronicethanol
consumptiononneurotrophinsandtheirreceptorsintherathippocampusand
basalforebrain,

MinichielloL,KorteM,WolferD,KuhnR,UnsickerK,CestariV,Rossi-Amaud
C,Lipp HP,BonhoefferT,Klein R :EssentialroleforTrkB receptorsin
hippocampus-mediatedlearning,

NathanielEJH,NathanielDR,MohamedSA,NahnybidaL,NathanielL :Growth
patterns ofratbody,brain and cerebellum in fetalalcoholsyndrome,

NathanielEJH,NathanielDR,NathanielL,KowalzikC,NahnybidaL :Prenatal
ethanolexposureandcerebellardevelopmentinrats,

Neveu I,Arenas E :Neurotrophins promote the survivaland developmentof
neuronsinthecerebellum ofhypothyroidratsinvivo,



- 23 -

OhiraK,HayashiM :CompartmentofthePurkinjecellsexpressingBDNF and
TrkBintheadultmonkeycerebellum,

OhiraK,HayashiM :ExpressionofTrkBsubtypesintheadultmonkeycerebellar
cortex,

Ohira K,Shimizu K,HayashiM :Change ofexpression offull-length and
truncatedTrkBsinthedevelopingmonkeycentralnervoussystem,

PalaySL,Chan-PalayV :Cerebellarcortex:Cytologyandorganization,

PaxinosG,Watson C :Theratbrain in Stereotaxiccoordinates,3rd Ed.

Phillips HS,HainsJM,LarameeGR,RosenthalA,Winslow JW :Widespread
expressionofBDNFbutnotNT3bytargetareasofbasalforebraincholinergic
neurons,

Raz N,Torres IJ,Spencer WD,White K,Acker JD :Age-related regional
differencesin cerebellarvermisobserved in vivo,

RiceDP:Theeconomiccostofalcoholabuseanddependence,

Rosenbloom MJ, Pfefferbaum A,Sullivan EV : Structural brain alterations
associatedwithalcoholism,

RudgeJS,MatherPE,PasnikowskiEM,CaiN,CorcoranT,AchesonA,Anderson
K,LindsayRM,WeigandSJ:EndogenousBDNFproteinisincreasedinadult



- 24 -

rathippocampus afterkainic acid induced excitotoxic insultbutexogenous
BDNFisnotneuroprotective,

RydingE,CecetyJ,Sjoholm H,StenbergG,IngvarDH :Motorimageryactivates
thecerebellum regionally.A SPECT RCBF studywith99mTc-HMPAO,

SantinLJ,RubioS,BegegaA,AriasJL:Effectsofchronicalcoholconsumption
onspatialreferenceandworkingmemorytasks,

SullivanEV,Rosenbloom MJ,DeshmokhA,DesmondJE,Pfefferbaum A :Alcohol
and the cerebellum-Effects on balance,motor coordination,and cognition,

TakahashiM,ShirakawaO,ToyookaK,KitamuraN,HashimotoT,MaedaK,
KoizumiS,WakabayashiK,TakahashiH,SomeyaT,NawaH :Abnormal
expression of brain-derived neurotrophic factor and its receptor in the
corticolimbicsystem ofschizophrenicpatients,

Takeda A,Onodera H,Sugimoto A,Kogure K,Obinato M,Shabihara S :
Coordinated expression of messenger RNAs for nerve growth factor,
brain-derived neurotrophic factorand neuritrophin-3 in the rathippocampus
followingtransientforebrainischemia,

ThoenenH :Neurotrophinsandneuralplasticity,
Victor M,Adams RD,Cillins GH :The Wernicke-Korsakoff syndrome and
relatedneurologicdisordersduetoalcoholism andmalnutrition,

WalkerDW,HunterBE,Abraham WC :Neuroanatomicalandfunctionaldeficits
subsequenttochronicethanoladministrationinanimals,



- 25 -

WalkerDW,HeatonMB,HunterBE:A roleforneurotrophinsinethanol-induced
braindamage,in:AlcoholInducedBrainDamage,

WaltonM,ConnorB,LawlorP,YoungD,SirimanneE,GluckmannP,ColeG,
Draganow M :Neuronaldeathandsurvivalintwomodelsofhypoxic-ischemic
braindamage,

Wetmore C,Ernfors P,Persson H,Olson L :Localization ofbrain-derived
neurotrophicfactormRNA toneuronsinthebrainbyinsituhybridization,

YanQ,RadekeMJ,MathesonCR,TalvenheimoJ,WelcherAA,FeinsteinSC :
ImmunocytochemicallocalizationofTrkB inthecentralnervoussystem ofthe
adultrat,

YanQ,RosenfeldRD,MathesonCR,HawkinsN,LopezOT,BennetL,Welcher
AA :Expressionofbrain-derivedneurotrophicfactorproteinintheadultrat,



- 26 -

EEExxxppplllaaannnaaatttiiiooonnnooofffFFFiiiggguuurrreeesss

FFFiiiggg...333...BDNFimmunoreactivityinthecerebellarcortexinmalecontrolsucrose-fed
group(a,c),femalecontrolsucrose-fedgroup(e),malechronicethanoltreatment
group (b, d) and female chronic ethanol treatment group (f). BDNF
immunoreactivitywasdetectedincellbodiesanddendritesofPurkinjecellsalmost
allgroups.Inthemolecularlayer,thestainingintensityandcomplexityofdendrites
of BDNF-IR Purkinje cellwas reduced in chronic ethanoltreatment group
comparedtocontrolsucrose-fedgroupbothinmaleandfemale.Inmalechronic
ethanoltreatmentgroup,lossofBDNF-IR Purkinjecellwasobservedandsome
BDNF-IRPurkinjecellwerehypertrophied(arrowheads).Arrowsindicatedendrites
ofthePurkinjecellsinthemolecularlayer.2/3,4/5=lobule2/3,4/5;G=granular
layer;M =molecularlayer;P=Purkinjecelllayer. Scalebars=50㎛

FFFiiiggg...444...TrkBimmunoreactivityinthecerebellarcortexinmalecontrolsucrose-fed
group(a),femalecontrolsucrose-fed group(c),malechronicethanoltreatment
group(b)andfemalechronicethanoltreatmentgroup(d).TrkB immunoreactivity
wasstronglydetectedincellbodiesanddendritesofPurkinjecellsinallcontrol
sucrose-fed group compared to controlsucrose-fed groups.In addition,TrkB
immunoreactivitywasobservedinthegranularlayerinfemalecontrolsucrose-fed
group.Theentiremolecularlayerwasweakly stainedandlong dendriteswere
observed in allchronic ethanoltreatmentgroups.TrkB-IR Purkinje cellwas
reducedinchronicethanoltreatmentgroupcomparedtocontrolsucrose-fedgroup
bothinmaleandfemale.ArrowsindicatedendritesofthePurkinjecellsinthe
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molecularlayer. 4/5=lobule4/5;G =granularlayer;M =molecularlayer;P=
Purkinjecelllayer. Scalebars=50㎛
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