
─ 235 ─

서 론

외상성 뇌손상 (traumatic brain injury, TBI)은 외부적인 요

인에 의해 직접 뇌 조직이 손상 받았을 때 변성된 뇌신경세

포가 지연성 병태생리학적인 변화를 수반하는 것으로 잘 알

려져 있다 (Gaetz, 2004). 이러한 뇌손상은 그 정도에 따라

다양한 인지기능을 저하시키고, 운동능력을 손상시키는 것

으로 알려져 있으며, 특히, 일부 환자에서는 뇌손상의 후유

증으로 회귀성 간질발작을 일으킬 수 있다. 이러한 후유증은
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ABSTRACT 

Traumatic brain injury (TBI) is one of the leading causes of death and disability in children and adults and is a major

risk factor for the development of posttraumatic epilepsy (PTE). Recent studies have provided significant insight into the

pathophysiological mechanisms underlying the development of epilepsy. Although the link between brain trauma and

epilepsy is well recognized, the complex biological mechanisms that result in PTE following TBI have not been fully

elucidated. Therefore, this study investigated in order to identify whether or not the abnormal expression of calcium-

binding proteins in the lesioned hippocampus plays a role in neuronal damage by brain trauma and whether or not the

expressions may change in the contralateral hippocampus during the adaptive stage as early time point following TBI. 

During early time point following TBI, both parvalbumin (PV) and calbindin D-28k (CB) immunoreactivities were

decreased with in the lesioned hippocampus. However, these expressions were recovered to control levels as depend on

time courses. On the other hand, PV immunoreactivity in contralateral hippocampus was transiently reduced as compared

to the control levels, whereas CB expression was unchanged. 

These findings indicate that the alterations of the calcium-binding proteins, especially PV and CB, may contribute to

the neuronal death and/or damage induced by abnormal inhibitory neurotransmission at early time period following brain

trauma and the development of epileptogenesis in patients with traumatic brain injury. 
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개인에 따른 차이가 존재하나, 회귀성 간질발작을 경험한

환자의 50% 이상이 1년 이내 외상 후 간질 (posttraumatic

epilepsy, PTE)로 진행 된다 (Willmore & Ueda, 2009). 또한,

이러한 간질환자로의 이환율은 뇌손상의 정도가 심할수록

증가 한다(Caveness, 1976; Weiss et al., 1983, 1986). 

한편, 칼슘결합단백질 (calcium-binding proteins, CBPs)은

세포내에서 칼슘완충작용 및 칼슘확산의 촉진자로 작용하

는 것으로 잘 알려져 있다. 특히, 이들 단백질은 중추신경계

통에서 특별한 신경세포의 표시자로 유용하게 사용되고 있

다 (Baimbridge et al., 1992). 이 중 parvalbumin (PV)과 cal-

bindin D-28K (CB)는 대뇌의 해마에 존재하는 일부 신경세

포에 대한 우수한 표식자로 널리 이용되고 있다(Celio, 1990;

Andressen et al., 1993). PV는 주로 basket cells과 axo-axonic

cells과 같은 GABAergic interneurons에 함유되어 있고, CB

는 dentate gyrus에 위치한 granule cells와 일부 사이신경세

포에 함유되어 있다(Jande et al., 1981; Baimbridge & Miller,

1982; Toth & Freund, 1992; Hwang et al., 2004a). 최근의 연

구결과에 의하면 간질의 원인이 비정상적인 신경세포의 과

도한 흥분 또는 억제성 신경전도체제의 이상에서 기인하는

것으로 보고되고 있다(Missiaen et al., 2000; Rogawski, 2000;

Guerrini, 2001; Meldrum, 2002; Rozycka & Trzeciak, 2003).

따라서, 이러한 간질의 병태생리학적 특성 중 주된 원인은

억제성 신경전달물질인 GABA의 생성이상 또는 흥분성 신

경전달물질인 glutamate의 대사이상에서 기인하는 것으로

추측되고 있다. 또한, 최근 신경세포 막전위의 변화를 통해

신경세포의 신호전달과정에 관여하는 다양한 신경전달물질

수용체 (neurotransmitter receptor) 또는 ion channel의 변이

또는 발현저하에 의한 간질발생이 확인됨은 물론, 이러한 발

현변화가 GABA 또는 glutamate 대사이상과 밀접한 연관성

이 있음이 보고되고 있다(Kang et al., 2004; Kim et al., 2005;

Kwak et al., 2005). 그러나 이러한 노력에도 불구하고, 아직

까지 간질발생 (epileptogenesis)의 기본적인 기전은 명확히

밝혀지지 않고 있다. 이것은 간질발생 과정이 단순히 신경

세포의 이상에서 기인하는 것이 아니라, 보다 복잡한 과정

과 기전을 통해 일어남을 시사한다. 특히, 현재까지 진행되

어온 외상성 뇌손상 후 간질의 발병원인에 대한 연구결과,

hemorrhage, free radicals 및 glutamate의 비정상적인 작용,

GABAA 또는 glutamate receptor subunits의 변화, heat shock

protein의 변화 등과 같은 여러 가지 다양한 원인에 의해 뇌

신경의 과흥분 (excitotoxicity)이 나타나며, 이와 같은 현상

은 glutamate를 포함한 다양한 종류의 흥분성 신경전달물질

에 의한 것으로 알려져 있다 (Agrawal et al., 2006; Gupta &

Gupta, 2006; Mani & Barry, 2006; Willmore & Ueda, 2009;

Kharlamove et al., 2011). 더욱이, 이러한 뇌신경의 과흥분이

억제성 신경세포가 감소 또는 손상될 때 나타나는 것으로

알려져 있으며 (Mani & Barry, 2006), 신경세포의 과흥분에

따라 세포 내부에서 증가하는 칼슘을 조절해주는 칼슘결합

단백질이 간질과 같은 특정한 뇌질환에서 다양한 신경세포

의 변성을 나타내는 표식자로 알려져 있다(Magloczky et al.,

1997; Fritschy et al., 1999; Sutch et al., 1999). 

이러한 결과들을 종합해 볼 때 외상성 뇌손상 후 나타나

는 간질의 발생기전에서 GABAergic interneurons의 기능부

전과 다양한 종류의 억제성 사이신경 (inhibitory interneur-

ons)의 작용이 외상성 뇌손상 후 간질의 발병에 매우 중요

한 역할을 하고, 이 과정동안 칼슘결합단백질의 변화가 수

반될 개연성이 충분히 있는 것으로 사료된다. 따라서, 이 연

구에서는 외상성 뇌손상 실험동물모델을 이용하여, 뇌손상

의 초기단계에서 이러한 GABAergic interneurons의 작용이

외상성 뇌손상 후 간질의 발생과 전파에 미치는 영향을 분

석하고, 이들 간의 연관성을 규명하고자 한다. 또한, 외상성

뇌손상 후 나타나는 간질의 발생기전에서 이러한 요인들의

역할과 기능에 대한 기초의학적인 데이터를 마련함으로써

향후 간질환자의 치료 및 예방과 신규 항간질치료약의 개

발에 필요한 실험적 근거를 마련하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 실험동물

본 연구에는 체중 300~350 g의 Sprague-Dawley (SD) rats

를 이용하였다. 실험동물들은 NIH 가이드라인과 규정에 따

라 순천향대학교 실험동물윤리위원회에서 정한 규칙에 따

라 취급하였다. 실험에 사용될 실험동물들은 항온항습실(온

도: 22±2�C, 습도: 55±10%)에서 실험기간 동안 사육하였

으며, 모든 동물들은 12 : 12시간 인공조명 하에서 사료 및

물을 자유로이 섭취할 수 있도록 하였다. 

2. 외상성 뇌손상수술

실험에 사용된 동물은 대조군 (n==5)과 외상성 뇌손상을

유발한 실험군 (n==5, respectively)으로 구분하였다. 실험군

에 사용된 동물은 ketamine (90 mg/kg)과 xylazine (4 mg/kg)

을 복강에 주사하여 전신마취시킨 후 수술을 시행하였다.

마취된 동물을 뇌정위고정장치 (stereotaxic frame)에 고정시

킨 후 실험동물의 머리뼈 위의 피부를 정중절개하고, 이마

마루 겉질 (frontoparietal cortex)이 위치한 지점을 흰쥐뇌지

도 (rat brain atlas)를 이용하여 표시하였다. 이 후 뇌 경질막

(dura matter)을 손상시키지 않는 범위 내에서 머리뼈에 머

리뼈절제술 (craniolectomy, 지름 6 mm)을 시행하여 앞이마

마루 겉질을 노출시켰다. 노출된 뇌의 특정부위에 극저온손

상을 유발시키기 위해 노출된 뇌의 피질부분에 dry ice를

이용하여 60초 동안 극저온손상을 유도하였다. 수술과정 및
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회복기에 동물의 직장온도가 37±0.5�C가 유지될 수 있도

록 가열장치 (heating blanket, Harvard Apparatus, MA, USA)

를 이용하여 적정한 체온을 유지시켰다. 수술이 끝난 동물

은 머리피부를 봉합하여 회복실에서 회복기를 거친 후 뇌

손상 후 계획된 시간단계에 따라 뇌조직 표본을 제작하였

다. 대조군은 대뇌피질만 노출시킨 후, 회복기를 거쳐 사용

하였다. 외상성 뇌손상 수술의 결과를 확인하기 위하여 실

험이 끝난 동물의 뇌조직을 cresyl violet을 이용하여 닛슬염

색(Nissl Staining)을 수행하였으며, 극저온손상에 노출된 대

뇌피질에 존재하는 신경세포의 형태학적인 변성을 확인하

였다. 

3. 실험동물처리

수술이 끝난 동물은 수술 후 30분, 1, 3, 6, 12, 24시간, 3,

5, 7일(각 실험군 및 대조군당 5마리)에 뇌조직을 만들었다.

각 동물은 pentobarbital sodium으로 마취시킨 다음 흉강을

열고 심장을 노출시킨 후 캐뉼러(cannula)를 좌심실을 통하

여 오름 대동맥(ascending aorta)에 삽입하고, 우심방을 통하

여 방혈시킴과 동시에 관류수세기 (Master Flex, CA, USA)

를 이용하여 생리식염수 (pH 7.4) 500 mL로 관류 수세하였

다. 이어서 4�C의 4% paraformaldehyde용액 (0.1 M phos-

phate buffer; pH 7.4; 이하 PB) 500 mL로 30분간 관류 고정

하였다. 관류 고정이 끝난 동물은 골절단기를 이용하여 뇌

를 적출한 다음 동일 고정액에서 4~6시간 후고정 하였다.

후고정이 끝난 조직은 냉동절편 제작 시 생길 수 있는 동결

손상방지를 위하여 0.1% M PB에 희석한 30% sucrose (pH

7.4)용액에 넣어 바닥에 가라앉을 때까지 침적시켰다. 이 후

뇌를 embedding medium에 포매하여 sliding microtome을

이용하여 30 μm의 두께로 관상절단(coronal section)한 냉동

조직절편을 제작하였으며, 면역염색 할 때까지 저장용액

(storing solution)을 넣은 6-well plate에 넣어 보관하였다. 

4. 면역조직화학염색

이 실험에서는 부유법을 이용한 ABC 염색방법을 수행하

였다. 각 조직절편은 0.1 M PBS (pH 7.4)로 10분 동안 3회

수세하고, 면역염색 중 나타날 수 있는 비특이적인 반응을

방지하기 위하여 조직절편을 10% normal goat serum에 실

온에서 30분간 반응시켰다. 이 후 각 조직은 0.3% Triton X-

100 및 2% bovine serum albumin이 혼합되어 있는 PBS에 혼

합한 rabbit anti-parvalbumin (PV) 또는 rabbit anti-calbindin

D-28k (CB) 항체 (diluted 1 : 1,000; Chemicon, CA, USA)에

실온에서 24시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 조직은 0.1M

PBS로 10분 동안 3회 수세하고, 계속하여 goat anti-rabbit

IgG (Vector, CA, USA) 등의 이차항체 및 ABC complex

(Vector, CA, USA)에 실온에서 각각 2시간씩 반응시켰다.

각 단계의 반응 후에는 PBS용액으로 10분간 3차례 세척하

였다. 항원항체 반응이 끝난 조직은 0.03% 과산화수소와

0.05% DAB (3,3′-diaminobenzidine tetrachloride, Sigma,

USA)가 함유된 Tris buffer (pH 7.4)용액에서 1~2분간 발색

시켰다. 발색반응이 끝난 조직은 수세 후 통상적인 탈수와

투명화 과정을 거쳐 Canada Balsam으로 봉입한 후 광학현

미경으로 각각의 면역반응성을 관찰하였다. 

5. 세포계수

면역조직화학염색의 결과를 정량화하기 위하여 각 실험

군에서 PV 및 CB에 면역반응성을 나타내는 세포를 계수하

였다(Kim et al., 2007a, b, 2008). 각각의 실험군에 속하는 조

직절편은 Axiocam HRc camera (CarlZeiss, Germany)를 통

하여 PC monitor에 연결된 현미경을 통하여 관찰하였다. 25

~50배의 배율에서 해마 (hippocampus)의 윤곽을 관찰하였

고, PV 및 CB에 면역반응성을 나타내는 신경세포는 100배

의 배율에서 계수하였다. 모든 면역반응을 나타내는 신경세

포들은 반응성의 정도에 관계없이 계수하였다. 신경세포의

계수는 선입견에 따른 오차를 줄이기 위해 뇌조직에 대하

여 전문지식이 없는 두 명이 계수하였다. 신경세포의 숫자

는 각 대조군 및 실험군에서 15개의 인접한 조직절편으로

부터 얻어진 값의 평균치로 나타내었다. 핵의 크기에 대한

치수가 잠재적인표본추출편의(potential sampling bias)를 교

정하는데 사용되었기 때문에 샘플모집단에서 각 핵의 평균

직경은 200배의 배율에서 측정하였다. 이때, 신경세포수는

Abercrombie correction method를 이용하여 계산되었다; N

(per mm2)==n [T/(T++D)]/A, N은 정확한 신경세포숫자, T는

조직의 두께, 그리고 A는 각 해마지역의 측정면적(mm2). 

6. 농도분석

면역조직화학염색의 결과에 대한 농도분석을 위하여 각

각의 실험군에 속하는 조직절편을 CCD camera를 통하여

PC monitor에 연결된 현미경을 통하여 관찰하였다. 각 조직

은 25 및 200배의 현미경배율로 monitor를 통하여 사진 촬

영하였다. 모든 측정 및 사진촬영은 동일한 광학상태와 밝

기 아래서 수행하였으며, 면역염색의 농도분석을 위하여 각

대조군 및 실험군에서 15개의 인접한 조직절편으로부터 얻

어진 값의 평균치로 나타내었다. 각각의 사진파일의 밝기와

명암은 Adobe Photoshop version 8.0을 이용하여 조정하였

으며, NIH Image 1.59 software를 이용하여 자료를 분석하였

다. 배경에 대한 농도값은 면역반응성이 나타난 농도 값으

로부터 빼고 측정하였다. 농도의 측정은 256 그레이스케일

(256 gray scale)의 숫자로 묘사하였다 (Kim et al., 2007a, b;

2008). 



7. 분석

이 실험의 결과로 얻어진 모든 자료는 통계학적인 유의

성을 검증하기 위하여 one-way ANOVA를 사용하여 분석

하였다. Bonferroni’s test는 사후비교 (post-hoc comparison)

를 위하여 사용하였다. 0.01이나 0.05 이하의 P 값은 통계학

적인 유의성을 고려하여 표시하였다(Kwak et al., 2005; Kim

et al., 2007a, b, 2008). 

결 과

대조군에 비해 극저온손상에 노출시켜 외상성 뇌손상을

유발한 실험군은 대뇌피질에서 광범위한 신경세포의 변성

이 나타났다(Fig. 1). 이러한 대뇌피질의 신경세포변성은 극

저온손상이 효과적으로 대뇌의 특정 피질부위를 파괴시켰

기 때문이라고 생각된다. 또한, 뇌손상 후 특정한 시간대별

로 PV 및 CB에 면역반응성을 나타내는 신경세포의 변화가

다양하게 나타났으며, 이러한 변화는 외상성 뇌손상에 노출

되지 않은 반대측 대뇌의 해마에서도 일정부분 나타났다. 

1. PV 면역반응성

대조군의 해마에 존재하는 바구니세포 (basket cell), 축삭-

축삭간세포 (axo-axonic cells), 해마의 피라밋세포층 (pyrami-

dal cell layer) 및 치아이랑의 과립세포층 (granule cell layer)

에 인접한 사이신경을 포함한 다양한 사이신경의 세포체 및

돌기에서 PV 면역반응성이 관찰되었다 (Fig. 2A1-A4). 또한,

해마에서 관찰되는 PV 면역반응 사이신경세포의 수는 치아

이랑의 hilus에서 15.2±3.13, CA1 구역에서 9.8±1.80,

CA2-3 구역에서 17.8±2.46으로 나타났다(Fig. 2A, F). 이러

한 결과는 PV의 발현양상을 보고한 Celio의 결과와 유사하

였다(Celio, 1990). 외상성 뇌손상 후 30분 군에서 PV의 면

역반응성이 현저하게 저하되었다. 극저온손상에 노출된 쪽
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Fig. 1. Neuronal loss was assessed with cresyl violet staining (A-D). A representative cresyl violet stained coronal section shows the evidence of
morphological changes in the ipsilateral cerebral cortex (B, D) compared to the contralateral side (A, C). An asterisk (*) represents the
morphological alteration of cortical neurons at the cortical impact site following TBI. The arrows in panel D indicate the necrotic neuronal
changes in ipsilateral cerebral cortex. A line in Panel B shows the cryolesion injury volume in lesioned cerebral hemisphere. Rectangles in panels
A and B indicate the regions of panels C and D. Bar==400 μm (panels A and B) and 25 μm (panels C and D).
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Fig. 2. PV immunoreactivity in the ipsilateral hippocampus following cryolesion. In the control animal, PV immunoreactive neurons are
localized in the hilus and in the subgranular cell layer of the dentate gyrus (A4). PV immunoreactive neurons are also abundantly observed in the
CA1 (A2) and the CA2-3 region (A3). Following TBI, PV immunoreactivites are changed as depending on the time courses (B, C and D).
Rectangles in panels A1, B1, C1 and D1 indicate the high-magnification of panels A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Bars represent 400 μm in
A1, B1, C1 and D1 and 50 μm in A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Quantitative analyses of PV immunoreactivities in lesioned hippocampus
(E, mean±S.E.M). Significant differences from control hippocampus, *P⁄0.05 and **P⁄0.01. Average cell numbers of PV immunoreactive
interneurons in the lesioned hippocampus following TBI (F, mean±SD). Note the down-regulation of PV-positive interneurons in the CA1
region at 3 day following TBI seem to be indicative of physical damage. Significant differences from the controls, *P⁄0.05 and **P⁄0.01.
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Fig. 3. PV immunoreactivity in the contralateral hippocampus following TBI. In the control animal, PV immunoreactivities are similar to control
of lesioned hippocampus (A1-A4). One day following TBI, although PV immunoreactivity is unchanged, PV immunoreactive neurons are
reduced in CA1-3 region as compared to control levels (C1-C4). These change are maintained until 3 day following TBI (D1-D4). Rectangles in
panels A1, B1, C1 and D1 indicate the high-magnification of panels A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Bars represent 400 μm in A1, B1, C1 and
D1 and 50 μm in A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Quantitative analyses of PV immunoreactivities in contralateral hippocampus (E, mean±
S.E.M). Average cell numbers of PV immunoreactive interneurons in the contralateral hippocampus following TBI (F, mean±SD). Note the
down-regulation of PV-positive interneurons in the CA1-3 region at 1~3 day following TBI. Significant differences from the controls, *P⁄
0.05 and **P⁄0.01.
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Fig. 4. CB immunoreactivity in the ipsilateral hippocampus following TBI. At 30 min after TBI (B1-B4), CB immunoreactivity is altered in all of
lesioned hippocampus as compared to control levels (A1-A4). CB immunoreactive neurons are also reduced except the dentate gyrus. One day fol-
lowing TBI, although CB immunoreactivity in the CA2-3 region is enhanced over control levels, CB immunoreactive neurons are recovered to con-
trol levels (C1-C4). Three day following TBI, CB immunoreactive neruons are unaltered (D1-D4). Rectangles in panels A1, B1, C1 and D1 indicate
the high-magnification of panels A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Bars represent 400 μm in A1, B1, C1 and D1 and 50 μm in A2-A4, B2-B4,
C2-C4 and D2-D4. Quantitative analyses of CB immunoreactivities in lesioned hippocampus (E, mean±S.E.M). Significant differences from con-
trol hippocampus, **P⁄0.01. Average cell numbers of CB immunoreactive interneurons in the lesioned hippocampus following TBI (F, mean±
SD). Note the down-regulation of CB-positive neurons in the CA1-3 region at 30 min following TBI. Significant differences from the controls,
*P⁄0.05 and **P⁄0.01.
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해마의 암몬뿔1 (Cornu ammonis, CA1), 암몬뿔2-3 (Cornu

ammonis, CA2-3) 및 치아이랑에서 PV 면역반응성은 전체

적으로 대조군에 비해 현저하게 감소되었으며, PV에 면역

반응성을 나타내는 사이신경세포의 수는 치아이랑의 hilus

242 Korean J. Microscopy Vol. 41, No. 4, 2011

Fig. 5. CB immunoreactivity in the contralateral hippocampus following TBI. In the control animal, CB immunoreactivities are similar to
control of lesioned hippocampus (A1-A4). Following TBI, CB immunoreactivity is unaltered in all of contralateral hippocampus as depend to
time course (B1-D4). Rectangles in panels A1, B1, C1 and D1 indicate the high-magnification of panels A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Bars
represent 400 μm in A1, B1, C1 and D1 and 50 μm in A2-A4, B2-B4, C2-C4 and D2-D4. Quantitative analyses of CB immunoreactivities in
contralateral hippocampus (E, mean±S.E.M). Average cell numbers of CB immunoreactive neurons in the contralateral hippocampus following
TBI (F, mean±SD). 

Contralateral

150

100

50

0

150

100

50

0

R
el

at
iv

e 
de

ns
ity

(%
)

C
B

-p
os

iti
ve

 n
eu

ro
ns

(2
50
×

25
0

μm
2 )

CA1 CA2-3 DG CA1 CA2-3 DG

E F
Cont 30 min 1 day 3 day

Cont 30 min 1 day 3 day



Oh YJ et al. : Alterations of CBP following TBI 243

에서 5.7±1.75, CA1 구역에서 3.7±1.51, CA2-3 구역에서

4.7±2.13으로 두드러지게 감소하였다 (Fig. 2B1-B4, E, F).

이러한 PV 면역염색성의 감소는 손상 후 1일군부터 대조군

수준으로 회복되었다. 외상성 뇌손상 후 1일군 해마에서

PV 염색반응성이 증가하여 PV 면역염색성을 나타내는 사

이신경세포의 수가 치아이랑의 hilus에서 12.5±2.81, CA1

구역에서 10.4±2.62, CA2-3 구역에서 13.4±2.64로 증가하

였다(Fig. 2C1-C4, E, F). 이러한 PV 면역반응의 변화는 3일

군 이후까지 유지되었다(Fig. 2D1-D4). 

외상성 뇌손상에 노출되지 않은 반대쪽 해마에서는 PV

면역반응이 대조군에 비해 손상 후 30분~12시간 군에서

특이한 변화는 나타나지 않았다(Fig. 3A1-B4). 그러나 뇌손

상 후 1일군 해마에서는 PV 면역반응성의 변화는 없으나

PV에 면역반응성을 나타내는 사이신경세포의 숫자는 치아

이랑을 제외한 해마의 구역에서 1일군부터 현저하게 감소

되어 3일군까지 유지되었다(Fig. 3C1-C4, D1-D4, E, F). 

2. CB 면역반응성

대조군의 해마에서 나타나는 CB 면역반응성은 치아이랑

의 granule cell, 일부의 CA1-2 구역의 pyramidal cell 및

CA1-3 구역의 사이신경세포에서 볼 수 있었다 (Fig. 4A1-

A4). 또한, 해마에서 나타나는 CB 면역반응 사이신경세포의

평수는 치아이랑의 hilus에서 126.4±8.34, CA1 구역에서

43.5±3.78, CA2-3 구역에서 12.7±2.14 이었다(Fig. 4A, F).

이러한 결과는 CB의 발현양상을 보고한 Celio의 결과와 유

사하였다 (Celio, 1990). 외상성 뇌손상 후 30분 군에서 CB

의 면역반응성은 해마의 전 영역에서 현저하게 저하되는

것을 확인 할 수 있었으며, CB 면역반응 사이신경세포의 수

는 치아이랑의 hilus에서 95.8±5.97, CA1 구역에서 5.1±

1.75, CA2-3 구역에서 4.1±1.94로 DG를 제외한 나머지 구

역에서 두드러지게 감소하였다 (Fig. 4B1-B4, E, F). 이러한

CB 면역염색성의 감소는 손상 후 1일 군에서부터 대조군수

준으로 회복되었으며, 이러한 면역염색성의 회복수준은 치

아이랑을 제외한 CA1 및 CA2-3에서 대조군에 비해 현저하

게 증가하였다(Fig. 4C1-C4, E). 그러나, CB에 면역반응성을

나타내는 세포의 숫자는 치아이랑의 hilus에서 130.4±9.74,

CA1 구역에서 40.7±3.26, CA2-3 구역에서 14.8±2.46으로

대조군과 유사한 수준으로 증가하였다(Fig. 4F). 이러한 CB

면역반응성의 증가는 대조군에 비해 뇌손상 후 3일군 CA1

구역에서 유의한 변화를 보였으나, CB에 면역반응성을 나

타내는 신경세포의 수에는 특이한 변화가 없었다(Fig. 4D1-

D4, E, F).

외상성 뇌손상에 노출되지 않은 반대측 해마에서 나타나

는 CB 면역반응성이 해마의 전 영역에서 대조군과 비슷한

수준을 유지하였다(Fig. 5A1-B4, E). 또한 CB에 면역반응성

을 나타내는 세포의 수도 특이한 변화가 없었으며, 이러한

발현양상은 손상 후 3일군까지 유지되었다(Fig. 5C1-D4, E,

F).

고 찰

외상성 뇌손상은 유아청소년 및 성인에서 사망과 사지불

구의 발생률을 높이는 요인으로 잘 알려져 있으며, 특히 외

상성 뇌손상 후 후천적으로 발병하는 간질발생의 주요한

요인 중의 하나로 잘 알려져 있다(Kharlamove et al., 2011).

최근 이러한 과정의 이해를 위해 많은 종류의 질환동물모

델을 이용하여 실험을 진행하고 있으며, 이를 통하여 간질

질환으로의 이환에 대한 병태생리학적인 중요한 단서들을

많이 제공하고 있다. 그러나, 외상성 뇌손상과 간질발생간의

연관관계가 많이 연구되고 있음에도 불구하고, 뇌손상 후

간질이 발병되는 복잡한 생물학적인 작용기전은 여전히 논

의의 대상이 되고 있다. 따라서, 본 연구에서는 외상성 뇌손

상 후 초기시간대에 뇌의 해마에서 나타나는 신경전달과정

의 이해를 높이기 위해 칼슘결합단백질의 변화를 확인하는

연구를 수행하였다. 연구결과 뇌손상 후 특정한 시간대에

칼슘결합단백질의 발현에 변화가 나타나는 것을 확인 할

수 있었으며, 이러한 변화는 시간경과에 따라 다양한 발현

양상을 나타내었다. 이러한 연구의 결과는 외상성 뇌손상이

유발된 후 초기시간대에 억제성 및 흥분성신경전달과정의

부조화가 나타나고 이러한 변화에 의해 외상성 뇌손상 후

간질발생이 진행되는 것으로 생각된다.

1. 외상성 뇌손상 후 동측 해마에서 나타나는

칼슘결합단백질의 발현변화

뇌신경세포는 다양한 병태생리학적인 손상에 의해 세포

내의 칼슘농도가 증가하게 되면 신경변성과 관련된 다양한

분자의 변화를 유도하게 되며, 특히 이러한 과정 중 칼슘결

합단백질의 감소는 간질을 포함한 다양한 뇌질환에서 신경

세포의 사멸을 유도하기도 한다 (Magloczky et al., 1997;

Fritschy et al., 1999; Sutch et al., 1999). 특히, 선행연구에 따

르면 간질질환동물 및 간질환자의 해마복합체에서 칼슘결

합단백질이 함유되어 있는 신경세포가 감소된다고 보고되

고 있다 (Sloviter, 1987, 1991a, b; De Lanerolle et al., 1989;

Buckmaster & Jongen-Relo, 1999; Magloczky et al., 2000;

Gorter et al., 2001). 따라서, 칼슘결합단백질의 발현감소는

간질질환을 가지고 있는 해마에서 일어나는 신경세포의 변

성을 나타내는 하나의 표시자로 인식되고 있다 (Magloczky

et al., 1997; Fritschy et al., 1999; Sutch et al., 1999). 본 실험

의 결과 외상성 뇌손상 후 30분 군에서 손상 받은쪽 해마



에 위치한 일부 신경세포에서 칼슘결합단백질의 감소가 나

타났다. 일부 간질질환 해마에서 나타나는 억제성 신경전달

체계 (GABAergic system)의 결손에 근거하여 (Kang et al.,

2001a, b, 2003a, b; Hwang et al., 2004a, b), 이 실험결과는

극저온노출로 유발된 뇌손상 후 해마에서 볼 수 있는 칼슘

결합단백질 면역반응성의 변화가 이 시간대에 나타나는 신

경세포의 사멸보다는 GABAergic inhibition이 감소될 때 일

어나는 신경세포의 과흥분에서 기인하는 것으로 생각된다.

특히, 간질질환동물모델의 해마에서 다양한 GABAA receptor

agonist/antagonist가 칼슘결합단백질의 발현을 조절한다는

보고도 있다(Kwak et al., 2005). 따라서, 이 연구에서 보이는

해마에서 칼슘결합단백질에 면역반응성을 나타내는 신경세

포의 감소는 GABAA receptor를 통한 inhibitory neurotrans-

mission의 감소에 의해 해마내 신경세포들의 과흥분성 신

경전달이 증가되어 있다는 것을 의미한다고 생각된다. 해마

의 해마이행부(subiculum) 및 CA1 구역으로 투사되는 신경

섬유가 GABAergic interneruons의 억제성 조절을 받는다는

보고들은(Jones & Lambert, 1990a, b; Empson & Heinemann,

1995; Fritschy et al., 1999) 이 시간대에 CA1 구역으로 들어

오는 흥분성 신경전달의 조절기능에 손상이 나타나고, 해당

구역에서의 흥분성 신경전달이 증가하는 결과를 유발하는

것으로 생각된다. 이는 이 실험의 결과와 유사한 결과로 외

상성 뇌손상 후 빠른시간대에 CA1 구역의 억제성사이신경

에서 칼슘결합단백질의 감소가 신경세포의 과흥분성에 관

여하는 것으로 생각된다. 

한편, 이 실험에서 외상성 뇌손상 후 1일 이후 뇌손상을 받

은 쪽 해마에서 칼슘결합단백질의 발현이 증가되었으며, 이

러한 증가양상은 손상 후 3일군까지 유지되었다. 간질질환 해

마에서 손상되지 않고 남아있는 사이신경들은 GABAergic

inhibition의 감소에 대한 보상작용으로 과흥분성을 나타내

는 것으로 알려져 있다 (Rowley et al., 1995; Beau & Alger,

1998; Isokawa, 1998; Cossart et al., 2001). 또한, 외상성 뇌손

상 후 3일내의 초기 시간대에 손상된 뇌의 특정구역에서

axonal sprouting과 같은 비정상적인 반응이 시작되며, 이러

한 변화가 1주일간 유지된다 (Yang et al., 1996; King et al.,

2001). Tetrodotoxin (TTX)으로 외상성 뇌손상을 치료할 경

우 손상 후 3일 이내에 이루어져야 하며, 치료가 지연되면

손상된 뇌조직의 간질발생을 악화시킨다고 한다 (Graber &

Prince, 2006). 특히, 손상된 대뇌피질에서 interictal epilepti-

form activity가 나타나며, c-fos 면역반응성이 손상 후 일주

일내 급격하게 증가한다(Jacobs et al., 2001). 이러한 변화는

뇌손상 후 초기시간대에 비정상적인 신경의 활성화가 시작

된다는 것을 의미한다. 따라서, 이 실험의 결과 외상성 뇌손

상 후 30분에는 감소하였으나 1일과 3일군에서 칼슘결합단

백질의 발현이 회복되는 것은 이 시간대에 외상성 뇌손상

을 직접 받은 쪽 해마에서 나타나는 다양한 병태생리학적

인 작용으로부터 신경세포를 보호하기 위한 일련의 보상작

용에서 기인하는 것으로 생각된다. 

2. 외상성 뇌손상 후 반대측 해마에서 나타나는

칼슘결합단백질의 발현변화

외상성 뇌손상 후 손상된 뇌구역에서 나타나는 억제성

및 흥분성 신경전달과정의 비정상적인 변화에 따라 신경세

포의 흥분성이 증가하고, 오랜 시간에 걸친 신경세포의 과

흥분성이 점차 가속화된다는 보고에 비추어 볼 때 (Reeves

et al., 1995; Coulter et al., 1996; Bush et al., 1999; Golarai et

al., 2001; Graber & Prince, 2004; Prince et al., 2009) 이러한

과정들은 외상성 뇌손상 후 간질발생에 있어서 중요한 요

인으로 작용하는 것으로 생각된다. 외상성 뇌손상 후 해마

및 대뇌피질에서 나타나는 간질발생에서 신경연접 후 억제

(postsynaptic inhibition) 및 억제성 사이신경의 감소가 나타

난다는 보고가 있다(Neumann-Haefelin et al., 1995; William-

son et al., 1999; Zhu & Roper, 2000; Andre et al., 2001; Sayin

et al., 2003). 특히, 손상을 받지 않은 반대측 대뇌피질에서

pyramidal cell의 세포체에 형성되어 있는 fast-spikning (FS)

interneurons을 포함한 억제성 신경연접이 현저하게 감소된

다는 보고도 있다 (Prince et al., 2009). 이러한 과정을 통해

대뇌피질에서의 간질발생과정 중 FS interneurons에서 구조

적인 변화가 나타나고, 이것이 GABAergic neurotransmission

의 효과를 감소시키는 하나의 요인으로 작용하는 것으로

보고하고 있다. 또한 kainate에 의해 유발된 해마의 간질 발

생과정 중에서도 이와 같은 기능적인 억제성신경전달의 손

실이 나타난다 (Franck et al., 1988). 이 실험에서 외상성 뇌

손상에 노출되지 않은 반대측 해마에서 나타나는 칼슘결합

단백질의 변화는 CA1-3 구역에 위치한 억제성 사이신경세

포에서 관찰되었다. 즉, CB에 면역반응성을 나타내는 사이

신경세포에는 특이한 변화가 없는 반면, PV에 면역반응성

을 나타내는 사이신경세포는 뇌손상 후 1일 이후에 감소하

였다. 허혈성 뇌손상을 포함한 특정한 병태생리학적인 상황

에서 해마를 포함한 반대측 대뇌반구에서 GABAergic inhi-

bition의 감소가 나타난다는 보고에 비추어 볼 때 (Witte et

al., 2000) 이 시간대에 반대측 해마에서 나타나는 사이신경

세포에서의 PV 면역반응감소는 GABAergic inhibition의 손

상에 기인하는 것으로 생각된다. 

한편, 해마에 위치한 NMDA receptor subtypes인 NR1,

NR2A 및 NR2B와 AMPA receptor subtype인 GluR1의 발

현이 외상성 뇌손상 후 15분경에 현저하게 증가하는 반면

에, 손상 받은 쪽 대뇌피질에서는 이들의 발현이 감소된다

(Schumann et al., 2008). 그러나 이러한 발현이 뇌손상 후

24시간군의 반대측 대뇌반구에서는 정상군 수준으로 회복

되고(Kumar et al., 2002), 외상성 뇌손상 이후 1~7일군까지

유지된다는 보고도 있다 (Giza et al., 2006). 또한, 외상성 뇌
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손상 후 3시간~6시간대에 GABAA α1 receptor subunit의

발현이 증가하였다가 손상 후 24시간과 7일경에 현저하게

감소된다는 보고는 (Gibson et al., 2010) 이 실험의 결과와

유사하게 뇌손상 후 1일 이후부터 반대측 해마에서 증가된

glutamate receptor subtypes에 의한 신경세포의 과흥분성을

효율적으로 조절하지 못하였기 때문에 외상성 뇌손상 후

간질발생이 악화되도록 한다고 생각된다. 실제, GABAergic

interneurons은 NMDA receptor의 활성화로 유발되는 세포

내 칼슘유입을 조절하는데 중요한 역할을 하며, 손상 받지

않은 GABAergic interneurons은 해마에 위치한 신경세포의

동시발생적인 탈분극을 조절하는데 관여하는 것으로 알려

져 있다 (Babb et al., 1989; Masukawa et al., 1989). 더욱이,

외상성 뇌손상은 대뇌피질, 백색질, 해마 및 시상에서 신경

세포의 과흥분성을 유발하는 광범위하고, 다양한 분자세포

적인 변화를 촉진시키며, 이러한 과정을 통하여 외상성 뇌

손상 후 간질이 발병되도록 하는 것으로 알려져 있다(San-

thakumar et al., 2000, 2001; Ratzliff et al., 2004; Hall et al.,

2008; Hunt et al., 2009; Yang et al., 2010). 따라서, 이 연구에

서 외상성 뇌손상에 노출되지 않은 반대측 해마에서 나타

나는 PV 면역반응 신경세포의 감소는 동측 해마에서 나타

나는 칼슘결합단백질의 변화와 함께 외상성 뇌손상 후 간

질발생에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다. 
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⁄국문초록¤

외상성 뇌손상(traumatic brain injury, TBI)은 다양한 외부요인

에 의해 나타나는 직접적인 뇌조직 손상으로, 변성된 뇌신경세포

의 지연성 병태생리학적인 변화를 수반하는 질환으로 잘 알려져

있다. 이러한 뇌손상은 그 정도에 따라 인지기능저하 및 운동능

력의 손상을 야기하는 것으로 알려져 있으며, 특히, 일부 환자에

서는 뇌손상 후유증으로 회귀성 간질발작 증상이 나타나는 것으

로 알려 있다. 외상성 뇌손상 후 간질발생기전에 대한 연구에서

GABAergic interneurons의 손상과 다양한 종류의 억제성 사이신

경의 작용이 간질질환의 발병에 매우 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있다. 따라서, 본 연구에서는 외상성 뇌손상 후 초기단



계에서 칼슘결합단백질이 발현되는 GABAergic interneurons의

면역반응성이 어떠한 변화를 나타내는지를 분석하고, 이와 같은

발현변화가 외상성 손상 후 간질발생 및 전파에 미치는 영향을

분석하여 이들 사이의 연관성을 규명하기 위하여 연구를 수행하

였다. 

연구결과 극저온으로 외상성 뇌손상을 주었을 때 극저온 손상

에 노출된 대뇌의 해마에서 parvalbumin (PV) 및 calbindin D-

28k (CB)와 같은 칼슘결합단백질의 발현이 시간경과에 따라 다

양하게 변화되는 것을 확인 할 수 있었다. 극저온에 노출되어 손

상을 받은 부위는 뇌손상 후 30분경에 대조군에 비해 PV 및 CB

의 발현이 현저하게 감소하였으며, 이들에 면역반응성을 나타내

는 신경세포의 숫자도 시간경과에 따라 감소하였으나, 시간이 경

과함에 따라 정상수준으로 회복되었다. 그러나, 외상성 뇌손상에

노출되지 않은 반대측 해마에서는 CB의 면역반응성에는 특이한

변화가 없는 반면, PV의 발현은 뇌손상 후 1일 이후부터 대조군

에 비해 특이하게 감소하였다. 따라서, 이 실험의 결과는 뇌손상

후 해마에서 나타나는 칼슘결합단백질의 감소가 GABAA recep-

tor를 통한 억제성신경전달의 감소에 관여하고, 이러한 작용에

의해 일시적으로 해마내 신경세포들의 과흥분성 신경전달이 증

가하는 것으로 생각된다. 또한, 외상성 뇌손상에 노출되지 않은

반대측 해마에서 나타나는 PV 면역반응 신경세포의 감소는 외

상성 뇌손상에 노출된 동측 해마에서 나타나는 칼슘결합단백질

의 변화와 함께 외상성 뇌손상 후 간질발생에 중요한 역할을 할

것으로 생각된다. 

248 Korean J. Microscopy Vol. 41, No. 4, 2011


