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I. 서 론

신경계(nervous system)는 중추신경계(central nervous system)와 말초신경계

(peripheral nervous system)로 구분된다. 중추신경계에 속하는 뇌와 척수의 회백질

(gray matter)에서 보내진 신호는 말초신경에 의해서 온몸으로 소통되어진다. 뉴런

(neuron)은 신경돌기(neurites)라 칭하는 축삭(axon)과 축삭돌기(dendrite)들이 갖추

어져 있어 이웃해 있는 신경세포들과 연접하여 기능적인 네트워크를 형성한다(Jin

et al, 2012).

말초신경이 손상을 입을 경우, 손상부위에서 말단 부위 쪽으로 월러변성

(Wallerian degeneration)이라는 축삭변성이 점차적으로 일어난다(Allodi et al, 2012).

이로 인해 손상부위에 신경돌기 간의 연접이 끊어지고 신경학적 통증 발생은 물론

운동과 감각 기능의 상실을 초래한다(Fitzgerald & McKelvey, 2016). 그러나 대식세

포(macrophagy)가 손상된 슈반세포로 침윤(infiltration)하여 축삭변성으로 인해 발생

한 잔해(axonal debris)들을 자식작용(autophagy)으로 제거함으로써 신경재생

(neuronal regeneration)과 축삭재성장(axonal regrowth)이 이루어질 수 있는 공간을

확보한다(Zigmond & Echevarria, 2019). 반면에 중추신경은 말초 신경에 비하여 월

러변성이 이루어지는 시기가 한참 지연되어 손상 부위의 축삭, 수초(myelin sheath)

아교세포(glia cell), 내피세포(endothelial cell)등의 잔해물이 정리되지 않은 환경으로

인해 신경재생과 축삭 재성장이 이루어질 수 있는 공간이 확보되지 않아 생리학적

회복 제약을 가져온다(George & Griffin, 1994; Mietto et al, 2015). 그러므로 중추신

경손상과 달리 말초신경 손상은 손상 부위의 재성장과 기능적인 회복을 기대할 수

있다.

말초신경계의 기본적인 신경아교세포(neuroglia cell)인 슈반세포(Schwann cell)는

두 가지 유형으로 나뉜다. 그 중 하나는 리막 세포(Remak cell) 혹은 무수초
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(non-myelin) 슈반세포이다. 리막 세포는 작은 직경의 축삭으로 감싸져 있고 많은

감각 축삭과 자율신경계 축삭이 여기에 속한다. 다른 하나는 수초로 감싸여져 있는

큰 축삭으로 리막 세포보다 2-3배는 길고 두껍게 형성되어 있다(Liu et al., 2019).

이 두 가지 슈반세포의 축삭은 대사적, 영양학적 공급을 제공받지만 수초화된 세포

만이 신경자극전도(nerve impulse conduction)를 가속화하는 중요한 역할을 한다

(Jessen & Mirsky, 2016). 수초는 연속적이지 않으며 일정한 간격으로 축삭을 감싸

고 있다. 인접한 슈반세포와의 사이에는 약 1μm의 랑비에르 결절(node of Ranvier)

이 자리하고 있어 활동전위(action potential)가 결절과 결절 사이를 뛰어넘는 도약전

도(saltatory conduction)를 하기 때문에 반응 속도를 증가시킨다(Carroll, 2017;

Salzer, 2015).

또한, 슈반세포는 대식세포에 의해 앞서 언급한 월러변성으로 인해 퇴행하는 조직

(degenerated tissue)을 제거하여 새로운 축삭이 재성장하고 재수초화(remyeliation)

될 수 있는 환경을 제공한다(Ceci et al., 2014; Zhou & Notterpek, 2016). 변성된 수

초를 정리한 후, 말초신경은 기저막(basal laminae)으로 감싸여진 버그너 밴드

(bands of Büngner)라는 구획화된 구조(columnar structure)를 따라 축삭 재생이 이

루어진다. 즉, 슈반세포는 소실되었던 축삭과의 연접이 다시 일어나고 수초화된 세

포에서 다시 분화(differentiation)를 진행한다(Gomez-Sanchez et al., 2017). 하지만

신경손상 후 버그너 밴드가 닫히기 전에 축삭의 성장이 제대로 이루어지지 않게 되

면 섬유아세포(fibroblast cell)가 슈반세포의 자리를 대신하여 신경 재생이 어렵게

되고 신경손상으로 인한 기능적 회복에 제약을 받는다(Jessen & Farraj, 2018).

슈반세포내로 세포외 소듐(extracellular sodium)과 칼슘(calcium) 유입의 증가는

말초신경의 기계적 손상(mechanical insult)과, 혈액과 산소공급의 차단으로 인해 발

생한다. 이는 활동전위(action potential) 발생을 유도하여 축삭 퇴행을 야기하는 단

백분해효소(protease)인 calpain과 세포골격을 이루는 spectrin과의 결합을 촉진시켜

본격적으로 축삭의 구조가 붕괴되기 시작한다(He & Jin, 2016). 이러한 초기에 발생

하는 신경 손상 신호는 세포내 mitogen-activated protein kinase family(MAPK):

extracelluar signal-regulated kinases 1 and 2(ERK1/2), stress activated protein

kinases(p38 MAPK) 그리고 c-Jun NH₂-terminal kinases(JNK)와 같은 유전자 조

절 단백질들을 활성화시킨다. ERK1/2 신경전달경로(signal cascade)는, 세포막에서



- 3 -

GTPase Ras가 Raf-1 효소를 활성화시키고, 곧이어 MEK1/2와 ERK1/2 순으로 활

성화된다. 이러한 신호전달경로를 통해 세포의 생존(survival)과 증식(proliferation)을

가져온다(Boyer et al., 2019). 그리고 P38 MAPK의 활성화는 월러변성 과정 중 발

현되는 분자 신호(molecular signal) 중 하나이며 칼슘, 시냅스의 크기를 조절하는

단백질 뉴레귤린(neuregulin), 그리고 섬유아세포 성장 인자-2(Fibroblast Growth

Factor-2, FGF-2) 수치를 증가시킨다. 마지막으로, JNK는 말초신경손상 후 슈완세

포의 수초화 수치를 나타내는 전사인자인 c-Jun 발현을 이끌어내는 매개 효소이다.

단백질 신호 전달 경로 중 하위분자(downstream)에서의 c-Jun은 손상 말단부의 변

성으로 인해 발생한 잔해 정리와 슈반세포 확산(proliferation)과 관련된 유전자 발현

에 중요한 전사인자(transcription factor)이다(Svennigsen & Dahlin, 2013).

이처럼 말초신경의 기계적 손상 후 축삭-슈반세포의 연접 및 축삭재생의 발판을

제공하는 분자 신호와 합성(synthesis)은 중요한 기전이다. 그러므로 슈반세포의 확

산, 손상된 신경 부위로의 세포 이동(migration), 그리고 재수초화에 관여하는 분자

현상(molecular event)에 대한 연구는 성공적인 재생과 기능적 회복에 중요할 것으

로 사료된다.

신경 재생이 일어나는 동안에 발현되는 많은 단백질 중 하나인, growth

associated protein-43(GAP-43)는 신경의 성장과 재생에 밀접한 관련이 있고, 축삭

성장뿔(axonal growth cone)의 양을 확인하는 신경재생 표식인자(neuronal marker)

이다(Curtis et al., 1992). Vaudano 등은(1995) 좌골신경 손상 후 재생이 일어나는

부위에서 GAP-43의 발현량이 증가하였다고 보고하였다. 그리고 Curtis 등의(1992)

연구에서는 축삭 연접의 소실은 GAP-43의 발현량을 증가시켜 슈반세포의 축삭 성

장을 촉진시킨다고 보고하였다. 관련 연구에 따르면, 트레드밀 운동은 말초신경 손

상 후 재생 초기 단계에 ERK1/2, GAP-43 상향 발현을 이끌어 축삭 재성장을 향상

시킬 수 있는 슈반세포 증진을 촉진시킨다고 보고하였다(Armada-da-Silva et al.,

2013). 따라서 신체활동은 말초신경 손상 후 신경 재생을 촉진하는데 필요한 과정이

다.

신경 손상은 관련 표적 근육과의 탈신경(denervation)으로 인해 근육량(muscle

mass과 근섬유 크기(muscle fiiber size)의 감소를 초래한다. 이러한 근육위축

(muscle atrophy)은 단백질 퇴행(protein degradation)의 증가와 단백질 합성(protein
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synthesis)의 감소로 인해 나타나는 현상이다(Schiaffino et al., 2013). 골격근

(skeletal muscle)은 인체에서 가장 큰 기관으로 인체의 40%의 양을 차지하고 모든

단백질의 50∼70%가 근육에 함유되어 있다. 따라서 근육량의 감소는 독립적인 생활,

삶의 질, 기대수명과 깊게 연관되어 있다(Langer et al., 2018).

최근의 많은 연구에서는 유산소성 운동이 유산소성 능력(aerobic capacity), 심혈

관 기능(cardiovascular function), 대사성 조절(metabolic regulation)과 관련되어 있

으나 근육량에는 미미한 영향을 미친다고 보고하였다. 하지만 유산소성 운동은 이화

작용에 관여하는 단백질 발현을 감소시키고 ATP 형성에 관여하는 미토콘드리아 발

생과 활성화(mitochondria biogenesis and dynamics)를 촉진시키며, 또한 근 비대

관련 단백질 합성을 증가시킨다(Konopka & Harber, 2014). 따라서 유산소성 운동

은 유산소성 능력을 향상시킬 뿐만 아니라 근육의 크기를 증가시킨다. Konopka 등

의(2010) 연구에서는 12주간의 유산소성 운동이 근 감소를 보이는 노인 여성의 골격

근 조절에 관여하는 분자 요인(molecular factor)의 증가와 근 건강에 효과가 있음을

보여주었다.

근 비대를 조절하는 주요한 신경전달경로(signaling pathway) 중 하나인

Akt/mTOR는 근 성장 조절에 긍정적인 영향을 미친다(Maltzahn et al., 2012). 많은

연구에서 근성장과 재생에 필요한 insulin like growth factor-I(IGF-I)이 IGF-I 수용

체(IGFR)에 결속(binding)한 후 receptor tyrosine kinase에 의해 insulin receptor

substrate-1(IRS-1)을 결집시킨다. IGF-I/IGFR/IRS-1에 의한 Akt/mTOR 신호전달

체계는 근 비대에 직접적으로 필요하다는 것을 보여주었다. Akt(protein kinase B)는

tuberous sclerosis 1/2(TSC1/2) 인산화시켜 G protein Rheb쪽으로 TSC1/2의

GTPase-activating protein(GAP) 활성을 억제한다. 그 후 GTP-bound Rheb은

mammalian target of rapamycin(mTOR)를 활성화시키고 이는 ribosomal protein S6

kinase 1(S6K1)와 eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein

1(4E-BP1)을 인산화 시킨다. 결과적으로 S6K1과 4E-BP1의 인산화는 단백질 합성

을 촉진하여 근 비대를 가져온다(Yoon, 2017). 하지만 Ito et al., (2018) 연구에서, 운

동에 의한 mTOR의 발현은 근 비대 과정 초기에 활성화되는 IGF-I/Akt pathway에

의해 조절되는 것이 아니라 운동을 통해 세포내 칼슘 수치로 인해 활동전위를 발현

시켜 근수축 작용 기전 활성화를 통해 mTOR가 조절되고 이로써 근 비대를 가져온
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다는 결과를 보였다. 이러한 선행연구들은 근성장시 Akt/mTOR 신호전달체계에 대

해 구체적으로 설명되고 있지만, 좌골신경과 같은 말초신경 손상 후 운동이 축삭재

생과 근 위축 억제에 관련된 연구는 미비한 실정이다. 따라서 좌골신경 손상 후 규

칙적인 유산소성 운동 수행이 근 비대 관련 Akt/mTOR 신호전달체계에 미치는 영

향이 명확하게 제시되어야 한다고 생각된다.

본 연구의 목적은 첫 번째 Sprague-Dawley계열 쥐를 대상으로 좌골신경 손상 후

규칙적인 운동 수행이 Akt/mTOR 신호전달체계 활성화를 유도하여 축삭재생과 근

위축억제에 미치는 영향을 규명하고(Study I), 두 번째 좌골신경 손상 전·후 수행한

운동 시점에 따른 축삭재성장(axonal regrowth) 및 비복근(gastrocnemius)과

가자미근(soleus) 비대 관련 기전에 미치는 효과를 분석하고자 하는데 있다(Study II).

본 연구 목적을 달성하기 위하여 다음과 같은 연구 가설을 설정하였다.

1) 좌골신경 손상 후, 운동은 축삭재성장을 촉진시킬 것이다.

2) 좌골신경 손상 후, 운동은 신경에서 GAP-43, p-ERK1/2, Akt, mTOR 그리고

4E-BP1의 발현을 증가시킬 것이다.

3) 좌골신경 손상 후, 운동은 근 비대 관련 단백질 발현을 촉진시킬 것이다.

4) 좌골신경 손상 전, 운동이 축삭 재성장을 촉진할 것이다.

5) 좌골신경 손상 전, 운동은 신경에서 GAP-43, p-ERK1/2, Akt, mTOR 그리고

4E-BP1 발현을 증가시킬 것이다.
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6) 좌골신경 손상 전, 운동은 근 비대 관련 단백질 발현을 촉진시킬 것이다.

7) 좌골신경 손상 전·후, 규칙적인 운동이 축삭재성장을 촉진할 것이다.

8) 좌골신경 손상 전·후, 규칙적인 운동은 신경에서 GAP-43, p-ERK1/2, Akt, mTOR

그리고 4E-BP1의 발현을 증가시킬 것이다.

9) 좌골신경 손상 전·후, 규칙적인 운동은 인산화된 4EBP1 증가를 유도해 근 비대

관련 단백질 발현을 촉진시킬 것이다.

본 연구에서 사용되는 용어에 대한 정의는 다음과 같다.

1) 좌골신경과 손상(sciatic nerve and injury)

좌골신경은 천골 신경총(sacral plexus)의 하부에서 시작하여 고관절(hip joint)을

지나 하지(lower extremity)로 뻗어 나가는 인체에서 가장 큰 신경이다. 신경 손상을

주기 위해서 실험동물의 왼쪽 다리의 대전자가 촉지되는 부위의 피부를 약 2cm정도

절개하고 대둔근을 들어낸 후, 노출된 좌골신경을 포셉(forceps)으로 1분과 30초간

간격으로 두 번 단단히 압박하여 신경 손상을 입힌다.

2) 슈반세포(Schwann cell)

슈반세포는 말초신경계의 신경아교세포이다. 슈반세포는 수초화된 세포와 무수초

화된 세포로 나뉜다. 감각과 운동 신경의 축삭을 싸고 있는 수초화된 세포는 말초신

경의 신경전달속도, 신경 재생, 신경영양지원, 신경근 연접기능 그리고 면역계에 중

요한 역할을 한다.

3) 슈반세포 증식(proliferation)과 이동(migration)
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좌골신경 손상 후, 신경 재생 과정 초기에 신경손상 부위의 근위부에서는 신경영

양인자의 발현으로 증식(proliferation)이 이루어지고 말단부에서는 월러변성이 이루

어진다. 변성으로 인해 발생한 부유물이 제거되는 중에 근위부의 증식된 세포는 재

생된 축삭을 따라 말단부로의 이동(migration)을 시작한다. 결과적으로 신경과 표적

조직(target tissue)과의 탈신경을 재연접한다.

5) 월러변성(Wallerian degeneration)

좌골신경 손상 후, 말단부에서의 축삭과 수초 퇴행이 발생하고 대식세포가 침범하

여 축삭과 수초변성에 의해 발생한 잔해들을 정리해준다.

7) 전방향과 역방향 경로(anterograde and retrograde tracing)

본 연구에서 전방 경로는 척수의 운동신경 세포체(motor neuron cell body)에서

표적 골격근으로 향하는 경로를 의미하고 역방 경로는 좌골신경의 손상부위에서 척

수 운동신경 세포체로 향하는 경로를 뜻한다.

8) GAP-43

GAP-43는 43kDa 크기의 시냅스 전 인단백질(phosphoprotein)로 다른 폴리펩타이

드 선두에서 발현이 촉진된다. GAP-43는 시냅스 전 종말(presynaptic terminal)의

신경연접과 축삭 성장의 신경학적 표식 인자로써 신경 손상 후 발현이 증가한다.

9) Akt(PKB)

단백질 키나아제 B(protein kinase B)라고 불리며 당대사, 세포이동, 세포증식 과

정에 중요한 역할을 하는 serine/threonine kinase이다. mTOR 발현을 억제하는

TSC1/2를 억제하고 근성장 단백질 mTOR를 활성화시킨다. 다른 한편으론

glycogen synthase kinase 3 beta(GSK3β)를 인산화 시켜 당 합성 단백질(glycogen
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synthase)을 비활성화 시킨다.

10) mTOR

mTOR는 상위분자인 IGF-1의 하위 분자로서 세포 영양, 산소, 에너지를 감지한

다. mTOR pathway는 포유동물의 간(liver), 근육(muscle), 장(intestinal), 등의 대사

작용(metabolism)과 생리작용(physiology)에 중요한 역할을 한다(Wei et al., 2019).

mTOR는 하위분자인 4E-BP1의 인산화를 이끌어 세포성장을 위한 단백질 합성에

기여한다.

11) 4E-BP1

진핵 세포 번역 개시 인자 4E-결합 단백질 1은 EIF4EBP1 유전자에 의해 코딩되

는 단백질로써 번역 억제 단백질(translation repressor protein)이다. mTOR 신호전

달체계의 하위 분자로써 mTOR에 의해 인산화 되며, 이는 단백질 합성을 증진시켜

세포 성장을 가져온다(Qin et al., 2016).
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II. 이론적 배경

말초신경손상은 중추신경손상과 다르게 재생의 기능을 가지고 있어 손상을 받으

면 아교세포인 슈반세포의 가소성(plasticity)에 의해 손상 부위를 빠르게 회복시킨다

(Boerboom, 2017). 중추신경계의 대표적 세포들인 희소돌기아교세포(oligodendroglia)

는 수초에 큰 축삭을 형성하고 성상세포(astroglia)는 신경망(neuropil)에 이온과 분

자 농도를 조절한다. 반면에 말초신경계 세포인 슈반세포는 축삭의 직경과 세포골격

구조를 조절한다. 수초는 지방질의 아교세포 혹은 슈반세포 원형질막으로써 빠른 신

경전달을 위한 도약전도를 이끌어낸다(Gordon, 2016). 일부 성상세포를 제외하고 중

추신경의 아교세포는 기저막이 존재하지 않아 중추신경조직안의 혈관 외벽 연질막

(pia mater)과 연결되어 있지 않기 때문에 말초신경의 슈반세포와 다르게 축삭 재성

장을 촉진하는데 제약이 있다. 또한 중추신경세포는 말초신경세포보다 월러변성이

지연되어 나타날 뿐 아니라 축삭 재성장에 적합한 환경을 제공하지 않아 회복의 지

연을 가져온다(Vargas & Barres, 2007). 말초신경의 기계적 손상에 의해 슈반세포와

축삭의 연결이 소실되었을 때, 신경의 말단부(distal stump)에서 월러변성을 야기한

다. 이는 혈류를 타고 단핵세포(mononuclear)가 손상된 부위로 들어가고, 슈반세포

와 소아교세포의 수초가 분열을 일으키고 대식세포와 면역세포단백질(cytokine)들을

분비한다. 이는 월러변성이 일어나는 동안 수초와 버그너 밴드 형성을 위해 발현되

는 분자가 감소되어 재생을 지연시키고 우선적으로 변성된 수초와 축삭 사멸이 일

어난다(Huebner & Strittmatter, 2009). 변성된 잔해물들이 정리된 후, 손상 근위부에

서 축삭이 자라기 시작하고(sprouting axon) 성장뿔의 존재가 감지되기 시작한다

<Figure 1>. 근위부 축삭은 정상세포만큼 재성장하고 신경내막의 슈반세포와 연결

되게 된다. 손상 후 짧은 시간 안에 발생하는 월러변성은 수초와 축삭을 퇴행시키지

만 신경내막(endoneurium)은 여전히 남아있게 된다. 재생의 후반기에는, 남아있는
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신경내막이 표적기관을 향하여 축삭 성장을 지휘한다. 신경 회복을 위해서는 축삭은

성장의 기능을 갖추어야하고, 말단부 환경이 다시 성장하기 위한 공간이 확보되어야

하며 표적기관이 새로운 축삭을 받아들이는 데 문제가 없어야 한다. 이러한 환경이

구축되지 않아 축삭의 회복 시간을 지연시키게 되면, 신경의 종말부와 표적기관은

만성적으로 연접이 일어나지 않게 된다. 반면에 건강한 신경은 슈반세포가 신경내막

을 따라 구획화된 구조를 따라 성장하게 되고, 신경내막을 보호하는 버그너 밴드를

만들어낸다. 또한 슈반세포는 재성장을 촉진, 강화시키는 신경영양인자(neurotrophic

factor)를 방출한다(He & Jin, 2016; Heubner & Strittmatter, 2009; Svennigsen &

Dahlin, 2013). 이러한 일련의 과정을 통해서 신경손상으로 인해 야기된 표적조직과

의 탈신경을 기능적이고 건강하게 재연접 할 수 있다.

https://www.researchgate.net/ figure/A-Schematic-representation-of-the-Wallerian-degeneration/

Figure 1. Wallerian degeneration and regeneration process after peripheral

nerve injury
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슈반세포는 수초화 세포와 탈수초화된 세포(리막세포)로 나뉜다. 탈수초화된 슈반

세포는 전도 속도를 향상시키기 위한 수초가 감싸여져 있지 않지만 영양을 제공하

고 완충작용을 통해 축삭을 보호한다. 수 겹의 수초로 감싸여진 슈반세포는 중추신

경의 희소돌기세포와 다르게 기저막이 둘러싸고 있다. 슈반세포의 원형질막은 지방

성분으로 이루어졌고 수초는 콜레스테롤로 형성되어 있어 절연체의 역할을 하며, 인

접한 수초 사이는 랑비에르 결절이 약 1μm의 간격으로 있어 활동전위가 결절과 결

절 사이를 뛰어넘는 도약전도를 가능하게 한다<Figure 2>. 축삭에서

neuregulin-type III 발현은 슈반세포 전구체의 성숙과 생존에 필요하고, 축삭 표면

의 neuregulin 양은 수초화 정도(degree)를 결정하여 그 직경(diameter)을 좌우한다.

또한 슈반세포는 내막과 축삭표면에 존재하는 MCT(monocarboxylate transports)를

통해 에너지원 중 하나인 젖산(lactate)의 이동을 도와 축삭의 에너지 대사에 관여한

다(Salzer, 2015).

신경손상이 발생하면, 대량의 활동전위가 손상부위에서 발생하고 축삭 이동의 제

한을 가져와 손상 후 뉴런의 성장 능력을 촉발하는 중요한 요인이다. 손상부위에서

세포외에 있는 sodium과 calcium이 손상 부위 축삭 원형질(cytoplasm)로의 유입은

활동전위를 야기하고 이는 손상 받은 축삭의 세포체에 보내는 첫 번째 위험 신호이

다. 세포체 염색질의 변화(chromatolytic changes in the cell body)는 세포내 칼슘과

cyclic adenosine monophosphate(cAMP)의 신속한 증가를 조정한다. 반면, 손상은

정상적으로 연접된 표적으로 이동하는 신호를 차단하고 세포체 단절을 알리는 부정

적 신호(negative signal)를 보낸다. 그로 인해 적절한 연접 발달을 위한 회복을 기

대할 수 있다. 예를 들어, 손상 부위에 내인성 신경성장인자(endogenous nerve

growth factor; NGF)의 감소는 축삭이 표적기관과 연결이 끊어졌다는 정보를 뉴런

에 알리는 중요한 부정적 신호이다. 이러한 이유로, 축삭손상을 입은 감각신경은 축

삭 재성장을 지연시킨다(Knott et al., 2014). 마지막으로, 긍정적 신호가 역행 이동

(retrograde transport)을 통해 세포체로 흐르고 몇몇 전사인자들이 축삭 손상을 식
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별한다. 이 역행 이동은 importins과 vimentin을 포함한 단백질을 운반하여 합성을

유도하고, ATP를 분해하는 운동단백질 dynein과 상호작용한다. 그러므로 ciliary

neurotrophic factor(CNTF), neuotrophin 3(NT3) 그리고 fibroblast growth

factor(FGF)와 같은 손상된 환경으로 인해 발생한 이들 영양분자들이(trophic

molecules) 뉴런에서 특이 반응을 일으킬 수 있다. 예를 들어, CNTF는 면역반응을

유도하는 전사인자인 signal transducer and activator of transcription3(STAT3) 인

산화를 촉진한다(Lever et al., 2015).

축삭손상으로 인해 발생한 각기 다른 신호들은 신경에 변화를 이끌어낸다. 손상

후 cAMP 증가는 아무리 제한적인 환경일지라도 재생의 중요한 역할을 한다. 이는

cAMP의 감소가 NGF와 brain derived neurotrophic factor(BDNF)의 발현 억제를

초래하는 현상으로써 확인할 수 있다. 또한 성숙한 신경에서 cAMP의 감소는 재생

에 대한 저하를 보였다(Knott et al., 2014).

신경손상 후 주목할 만한 변화는 MAPK 신호체계의 활성화와 동시에 c-Jun,

activating transcription factor 3(ATF3), SRY-box containing gene 11(SOX11) 그

리고 STAT3와 같은 전사인자들이 핵에서 발현되거나 인산화 된다. 이들 전사인자

들의 활성화는 GAP-43의 증가와 같이 손상 받은 뉴런의 유전자 발현에 변화를 가

져온다. 그 결과, 신경 손상 회복과 재생에 관여하는 단백질의 발현을 증가시켜 손

상된 신경의 회복과 성숙된 신경으로의 재생을 촉진한다(Patodia & Raivich, 2012).

https:/ /www.nature.com/articles/nrn1253

Figure 2. Oligodendrocyte and astrocyte in CNS and Schwan cell in PNS
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뉴런은 축삭돌기를 비교적 먼 거리까지 뻗어 도달하고자 하는 목표지점까지 다다

라 연접한다. 이때 축삭의 끝부분은 매우 활동적이며(motile tip), 감각신경의 성장뿔

(growth cone)을 형성하여 뻗어나가게 된다. <Figure 3>과 같이 성장뿔은 말초신경

의 신경내막 관(endoneurial tube)을 따라 연장되며, 끊임없이 외부환경을 탐색하여

많은 세포들 사이의 신경분포를 형성하기도 하고 세포와 세포 사이에 가지를 쳐서

서로 연결될 수 있게 한다. 그들이 말단부까지 뻗어나가지 못하면, 신경종의 형태로

근위부에서 신경가지를 치기도 한다. 하지만 근위부의 신경가지가 수십 개씩 뻗어나

간다 하여도 신경가지들이 말초 연결을 이루지 못하면, 조직의 위축이 일어나고 반

면에, 표적기관에 연접이 적절히 이루어지면 기관의 크기는 비대해지고 성숙된다.

이는 근위부 신경가지들의 수와 비교해서 말단부 신경섬유 수의 밀도가 재생에 직

접적인 영향을 미친다는 것을 알 수 있다(Hur et al., 2012).

성장뿔의 활동성과 연장(elongation)은 신경영양인자의 증감율에 좌우되는 주화성

(chemotaxis)의 특징을 보인다. 즉, 분자변화의 신호가 성장뿔의 활동성을 인지할 수

있고 손상부위의 축삭재생을 예견할 수 있는 것이다. 다시 말해서, 다양한 분자 신

호가 축삭성장에 적합한 환경을 제공할 수도, 축삭 연장을 방해할 수도 있다

(Polleux & Snider, 2010).

https:/ /www.mechanobio.info/cytoskeleton-dynamics/what-is-axon-guidance-and-the-growth-cone/

Figure 3. The growth cone: axonal elongation
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말단 연접에 중요한 요인 중의 하나인 성장뿔의 안정성(stabilization)을 결정하는

인자들은 칼슘, cyclic nucleotide 그리고 세포내 미세관(microtubule)의 구성 단백질

(tubulin)들로 세포돌기의 세포골격(cytoskeleton)과 상호작용을 한다. GAP-43가 성

장뿔의 기능 활성화와 증가를 표식하는 대표적인 단백질이다. 또한 Rho family의 작

은 GTPase는 성장뿔의 성장을 유도하는 신호를 통합하며 세포골격을 재배열하고

세포외 환경을 변화시킨다(Hur et al., 2012).

따라서 성숙된 성장뿔에 의한 신경 말단부와 표적 기관의 적절한 연접은 축삭재

생에 중요한 역할을 한다.

정상 뉴런은 신경영양인자의 항상성을 유지하는 것이 필요하다. 이는 감각, 운동

그리고 자율신경계의 유지 및 생존을 촉진한다. 신경손상 후, 신경영양인자들의 발

현이 증가하여 탈신경된 표적기관의 재연접과 축삭 재성장을 지지한다. 다른 유형의

종말 신경의 변화는 다음과 같이 다른 신경영양인자들을 발현 한다: 초기 상향발현

(upregulation) 인자는 BDNF와 glial cell-derived neurotrophic factor(GDNF)이고

반면에, NT-3와 CNTF는 하향발현(downregulation) 된다. 그들은 재생이 되면 다시

정상 발현으로 되돌아가고 탈신경이 만성일 경우, 계속적으로 발현을 유지한다

(Gordon, 2009).

1) Neurotrophins

Neurotrophin family는 NGF, BDNF, NT-3 그리고 NT-4/5가 있다. NGF는 감각

과 교감신경에서 활동하는 것으로 알려졌다. 신경 손상 후, NGF는 운동 배쪽 신경

(motor ventral roots)보다 감각 등쪽 신경(dorsal root)에서 발현량이 높았다. 반면에

신경 손상 후, NGF 적용은 신경 반응의 감소로 재생 진행을 지연시킨다.
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BDNF는 운동과 감각 신경에 다르게 발현되고 손상 후, 운동 배쪽 신경에서 보다

피부신경에 높은 발현량을 보인다. 내인성 BDNF의 부족은 축삭 성장과 수초화에

손상을 입힌다. 반면 BDNF 국소 투여는 신경 재생을 향상시킨다. NT-3은 운동신

경보다 감각신경에서 높은 발현량을 보인다. NT-3은 골격근에 존재하고 근육과 연

접하고 있는 운동신경과 감각신경에서 그 역할을 한다. Neurotrophins의 수용체는

Trks family이다. NGF의 친연적 수용체는 TrkA이고 BDNF와 NT-4/5 수용체는

TrkB 그리고 TrkC는 NT-3의 수용체이다(Huang & Reichardt, 2001).

2) GDNF

GDNF는 transforming growth factor alpha-1(TGFα-1) family이고 감각, 운동 그

리고 자율신경의 영양공급을 한다. GDNF의 발현은 축삭 손상 후 신경재생에 긍정

적인 영향을 미친다. GDNF는 손상받은 두 감각 등쪽 신경과 운동 배쪽 신경에 상

향 발현되었고 이는 수용체 GDNF family receptor alpha-1(GFRα-1)의 발현을 촉진

시켰다. GDNF는 슈반세포에 긍정적인 영향을 미치며 슈반세포의 증식과 축삭의 수

초화를 촉진한다(Walker & Xu, 2018).

3) Fibroblast growth factor(FGF)

FGF-2는 신경재생을 위한 가장 중요한 기여자로써 중추신경과 말초신경에서 신

경전도 역할을 한다. 신경 손상 후, FGF-2는 손상부위와 신경세포체에서 상향 발현

되었고 이는 슈반세포 증식과 축삭 재생을 야기했다. FGF 수용체인 FGFR-1은

ERK와 Akt pathway에 의해 과 발현되고 신경돌기 성장을 강화한다(Santos et al,

2016).

4) Insulin-like growth factors

IGF-1과 IGF-2은 재생과 회복과 관련이 있다. 그들은 운동신경 발달뿐만 아니라

축삭손상 후 재생에도 관여한다. IGF의 외인성 적용은 축삭 재생의 속도를 높이고
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기능적 회복을 향상시킨다. 또한 운동신경 발아(sprouting)를 강화한다. 손상된 신경

은 IGF-1, IGF-2 그리고 IGF binding protein(IGFBP) 발현을 증가시켜 축삭재성장

과 신경재생을 향상시킨다(Lewitt & Boyd, 2019).

5) Neuregulins

Neuregulin 유전자는 신경분화인자(neuronal differentiation factor; NDF), 헤레굴

린(heregulin), acetylcholin receptor inducing activity(ARIA), 아교세포 성장인자

(glial growth factor; GGF)를 활성화시킨다. NDF와 heregulin은 분화활동과 성장에

중요한 역할을 하며, ARIA와 GGF는 슈반세포의 발달이 이루어지는 신경근 연접부

에서 감지되었다. GGF는 축삭재생에 의해 표적기관으로 재연접이 일어날 때, 슈반

세포 증식과 성숙을 촉진한다(Meyer et al., 1997; Syed & Kim, 2010).

6) Pleiotrophin(PTN)

Heparin binding 신경영양인자로도 알려진 PTN은 운동 배쪽 신경에서 발현되고

신경손상 후 발현량이 증가한다. 척수에서 PTN의 적용은 운동신경돌기의 연장을 이

끌어낸다. 또한 축삭 재생을 향상시킨다(Mi & Hoke, 2007).

7) Neuroactive cytokines

CNTF는 신경손상 후 아교세포에 의해 방출되며 말초신경에서 탐지되는 손상 인

자(injury factor)이다. 슈반세포에서 CNTF의 과발현은 분화를 촉진하고 수초단백질

발현을 증가시킨다. 또한 CNTF는 운동신경의 생존을 강화한다. Neuroactive

cytokine은 운동신경의 재연접과 축삭 발아에 중요한 역할을 담당한다. Leukemia

inhibitory factor(LIF)는 CNTF와 비슷한 활동을 하며 CNTF와 같이 면역 단백질로

써 활동한다. 신경 손상 후, 손상 부위에 LIF가 상향 발현된다.

Interleukin-6(IL-6)와 그 수용체는 신경세포에 상향 발현되고 신경재생을 강화한

다(Magno et al., 2019).
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1) p53

p53은 종양억제인자 중 하나로 세포자멸(apoptosis), 세포주기과정 억제, DNA 재

건 그리고 50% 이상의 종양 돌연변이를 일으키는 데 관여한다. 신경계에서는, 손상

후 세포 사멸의 기능을 한다(Boyd & Vlatkovic, 2016).

2) c-Jun

c-Jun은 신경 손상 후 발현되는 전사인자로 축삭 재생을 위해 상향 발현된다. 일

부 중추신경에서는 c-Jun이 세포자멸에 관여하지만 말초신경에서는 축삭의 발아와

재생을 위해 발현을 증가시킨다.

3) ATF3

ATF3는 bZIP 전사인자 계열 중 하나인 cAMP-responsive element binding

protein(CREB)의 일원이다. ATF3는 뇌손상, 말초신경손상, 시신경 손상 그리고

NGF의 고갈 현상이 발생하였을 때 발현된다. ATF3는 c-Jun과 비슷하게 축삭의 발

아 및 성장과 깊은 관계가 있다. 또한 이 둘은 이질이량체(heterodimer)로써 신경 손

상 후, 동시 발현되어 축삭성장에 동반 상승효과를 가져온다.

4) CREB

CREB은 DNA의 CRE에 결속되어 신체활동을 통한 학습과 기억에 관여하고 생리

기능주기와 신경보호기능에도 중요한 역할을 한다. CREB은 arginase I(Arg I) 효소

발현을 촉진시켜 축삭재생에 관여한다. 또한 하위분자인 BDNF 발현을 조절하는 역

할을 한다. 이처럼 신경돌기 성장(neurite outgrowth)을 위해 CREB 본연의 주도적
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역할보다 세포내 환경을 만드는 역할을 한다(Moore & Goldberg, 2011)

5) STAT3

STAT3는 세포성장 혹은 cytokine과 같은 세포외 신호가 전달이 될 때까지 원형

질에서 대기하고 있다. 신호가 세포막에서 수용기에 결속되고 tyrosine kinase janus

kinase(JAK)가 수용기에서 활성화되면 STAT3는 인산화되어 핵(nucleus)으로 이동

한다(translocation). 이 전사인자는 바이러스 감염 억제 물질(interferon)을 발현하는

데 그 역할을 한다. IL-6와 LIF는 STAT3의 상위분자로써 STAT3를 발현하여 면역

반응에 관여하여 신경 손상 후 재생에 적절한 환경을 만든다(McLean et al., 2019).

6) nuclear factor of activated T cells(NFATc)

NFAT 전사인자는 NFATc1-4을 포함하여 총 5 종류로 이루어졌으며, 세포내 칼

슘농도 증가에 의해 반응한다. 신경에서 NFAT는 시냅스 반응과 탈분극

(depolarization)에 의해 활성화되어 DNA에 결속되는데 결속력이 약하여 STAT3,

c-Jun, CREB 그리고 ATF3와 같은 전사인자와 동시 결속한다. NFATc2, c3 그리고

c4는 신경돌기 성장에 긍정적인 영향을 미친다.

7) nuclear factor kappa-light chain enhancer of activated B cells(NFkB)

NFkB는 다음 RelA/p65, c-Rel, RelB, p50 그리고 p52의 5가지 subunits과 동종

혹은 이종이량체(homo or heterodimers)의 형태를 취한다. p65, c-Rel 그리고 RelB

는 전사역할을 하고 p50과 p52는 이합체(dimerzation)에 따라 전사를 조절한다.

NFkB는 이량체의 형태로 원형질에 존재하는데 IKK 효소에 의해 NFkB의 이량체

형태가 분열되어 핵으로 이동하고 kB 서열(sequences)에 결속됨으로써 전사 유전자

에 영향을 미친다. NFkB는 말초신경 손상 후, 감각신경절(dorsal root ganglion)과

척수(spinal cord)에 동시에 상향 발현되어 면역반응의 역할을 한다(Agbas &

Moskovitz, 2009)
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8) SOX11

Sox 6개의 염기서열에 결속한다. Sox 전사인자는 high mobility group(HMG)과

동종으로써 유전자 발현에 관여한다. 이는 DNA 결속뿐 아니라 다른 전사인자들과

상호작용을 한다. 신경에서, Sox11과 대표적으로 상호작용하는 전사인자는 ATF3이

다.

Sox11 발현농도는 신경돌기의 성장과 비례하며 DRG 손상 후에는, 재생 초기에

높게 발현되는 반면 이는 말초신경에 한해서 발생한다(Patodia & Raivich, 2012).

9) sloan-ketterning innstitue novel(SnoN) and E47

SnoN은 대부분 ski/sno/dac 영역을 가지고 있다. SnoN은 Smad-transforming

growth factor beta(TGFβ) 신호전달체계를 억제하는 기능을 한다. 신경에서의

SnoN 발현은 축삭 재생을 주도한다(Moore & Goldberg, 2011).

1) 단백질 합성 경로: IGF-1 하위경로

골격근의 근비대를 일으키는 중재자인 IGF-1은 phosphatidylinositol-3

kinase(PI3K)/Akt/mTOR pathway를 활성화시킨다. 다시 말해 운동을 통한 근비대

는 근육의 IGF-1 발현을 증진시켜 PI3K/Akt pathway 활성화를 이끌어낸다. 이는

IGF-1 과발현을 유도한 이식 쥐들(transgenic mice)에게서 Akt/mTOR 발현을 증가

시키고 결과적으로 근 비대를 보였으며, 반면에 단백질 합성의 감소로 근 위축을 보

인 대상에게선 Akt/mTOR pathway 활성화가 2배 정도 감소된 것을 확인할 수 있

었다. 따라서 IGF-1는 PI3K/Akt/mTOR pathway의 활성화를 도와 근 비대를 촉진

시키는 중요한 중재자이다(Barclay et al., 2019).
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2) 근 비대를 조정하는 신경전달경로: PI3K/Akt./mTOR pathway<Figure 4>

IRS-1은, PI3K 물론 mTOR의 긍정적인 변화는 mTOR의 하위분자인 4E-BP1을

인산화 시켜 단백질 합성을 촉진시키고 세포의 크기를 증진시킨다. IGF-1이 mTOR

를 활성화시킬 수 있다하여도 아미노산은 단독으로 mTOR를 활성화시켜 하위분자

의 인산화에 기여하고 단백질을 합성한다. 그러므로 mTOR는 다양한 성장 시그널을

통합하고 조정하는 중요한 중간 매개분자이다(Saxton & Sabatini, 2017).

https://clincancerres.aacrjournals.org/content/22/11/2675

Figure 4. PI3K/Akt./mTOR pathway: cell growth

3) 다른 근 비대 조정 분자: GSK3β

GSK3β는 Akt의 하위 분자로 근 비대를 조절한다. 본래 GSK3β는 근골격세포의

근 비대를 억제하는 활성효소이다. 하지만 Akt의 활성화에 의해 GSK3β는 인산화되

고, 이는 GSK3β에 의해 글리코겐 합성(glycogen synthase)을 비활성화 시켜 에너지

대사를 방해하는 것을 억제한다. 또한 GSK3β의 발현 억제는 근비대의 결과를 가져

왔다. 따라서 인산화된 GSK3β 발현의 증가 혹은 GSK3β의 억제는 근 비대를 조정

하는 또 다른 분자이다(Glass, 2003).
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4) 근 위축을 유도하는 근 비대 관련 분자 억제 기능<Figure 5>

전사인자 중 하나인 Foxo(forkhead box O)의 발현은 IGF-1/PI3K/Akt pathway

활성화를 감소시키고 atrogin-1. MAFbxmuscle atrophy F-box(MAFbx), muscle

RING finger 1(MuRF-1) 등의 단백분해효소가 이화작용을 증가시켜 근 위축을 초래

한다. Akt 인산화는 Foxo의 활성화를 억제하지만 PI3K/Akt pathway 활동이 감소하

게 되면, 세포질의 Foxo 인산화를 억제하고 Foxo 핵 단백질이 증가한다. 이는

atrogin-1/MAFbx 유전자를 발현시켜 근 위축을 촉진한다(Mckinnell & Rudnicki,

2004).

https://erj.ersjournals.com/content/34/4/975.figures-only

Figure 5. Foxo/atrogin-1, MuRF-1 pathway
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III. 연구 I : 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동이 Akt/mTOR

신호전달체계 활성화를 유도하여 축삭재생과

근 위축억제에 미치는 영향

말초신경은 중추신경과 다르게 손상 후 축삭 재생과 표적기관과의 재연접

(reinnervation) 기능을 갖추고 있다. 하지만 말초신경의 외상적 손상 후 감각과 운

동 신경의 손상 회복률이 여전히 10% 미만이며, 이로 인한 신경학적, 조직학적 변화

로 삶의 질에 영향을 미친다. 몇몇 선행연구에서도 좌골신경손상(sciatic nerve

injury) 후 기능적으로 만족할 만한 회복에 도달하는데 시간이 많이 요구된다고 제

언하였다(Park & Hoke, 2014). 따라서 손상 신경의 완전 회복은 중요한 공중 보건

과제이다(English et al., 2014).

좌골신경 손상 후, 손상 부위의 근위부에서 축삭이 재생, 말초부로 연장되어 표적

기관에 도달해야 하지만 이 과정이 지연된다면 감각과 운동 장애를 초래할 뿐만 아

니라 표적기관의 위축이 발생한다. 그러므로 축삭재생의 촉진과 강화가 말초신경 손

상 후 기능적 회복을 기대할 수 있는 치료적 목표이다(Han et al., 2019).

좌골신경 손상은 자가 회복기능 및 내인성 성장능력이 내재되어 있어 손상 후

NGF, BDNF, LIF, TGFβ 등 성장 인자들의 분비 촉진으로 슈반세포의 재수초화와

혈액공급을 이끌어낸다. 동시에 대식세포의 침습으로 변성된 축삭과 수초가 제거된

다. 즉, 성장인자의 분비로 인한 염증반응, 세포사멸 그리고 재성장 기능은 신경 손

상 후 축삭 재수초화에 중요한 요인이다(Shiying et al., 2017). 이들 성장인자의 분

비는 축삭 재생과 신경돌기 성장 관련 신호전달체계를 조절한다. 각각의 신호전달체

계는 역방향 이동을 통해 신경 재생 단계에 따라 시기적으로 차이를 두어 활성화된

다(Li et al., 2020).

우선적으로, MAPK 분자는 ERK의 threonine 202와 tyrosine 204에 결속하여 인산
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화를 촉진한다. 인산화된 ERK1/2는 역방향인 핵으로 이동, 슈반세포의 증식을 유도

한다(Hausott & Kimaschewski, 2019). 게다가, 손상된 신경의 세포체에서 발현되는

대표적인 전사인자 중 ATF3, c-Jun 혹은 CREB 등을 활성화하여 재생관련 유전자

(regeneration associated genes)들을 상향 발현시킨다(Ma & Willis, 2015; Thong et

al., 2014). 대표적인 재생관련 유전자 GAP-43는 ATF3에 의해 활성화되고 이는 축

삭 재생을 촉진하여 손상 부위 말단부로의 증식세포 이동을 촉진하고 표적근육과의

재연접을 이끌어낸다(Gey et al., 2016; Fagoe et al., 2015; Ma et al., 2014). 관련 선

행연구에 따르면 좌골신경손상 후, 신체활동이 축삭 재생을 강화하고 표적근육과의

재연접을 촉진한다고 하였다(Udina et al., 2011).

또한, 말초신경에 손상이 발생하면 운동과 감각 신경의 장애로 정보에 오류가 발

생하여 골격근 대사 작용에 문제가 발생하고 단백질 퇴행이 일어나게 된다. 이는 골

격근 크기의 감소와 근력의 감소를 초래하는 분자생물학적 변화가 발생한다

(Menorca et al., 2015). 탈신경으로 인해 골격근에서는 근 위축을 촉진시키는 전사

인자인 atrogin-1(MAFbx) 혹은 MuRF1 발현이 증가하고 근 재생에 관여하는

MyoD를 퇴행시키고 단백질 합성을 촉진하는 elF3f 발현을 억제시킨다(Bodine &

Baehr, 2014; Bonaldo & Sandri, 2013). 그 결과, 근감소증을 야기하여 일상생활 뿐

아니라 독립적인 생활에도 문제가 발생할 수 있다(Weng, et al., 2018). 이에 많은

선행 연구에서 신경 손상 후 근 위축을 최소화하기 위한 다양한 운동 방법들이 제

시되어 왔다. 근 수축을 유도하는 신체활동은 손상된 신경에 우선적으로 신경영양인

자를 방출하고 이는 재생을 좌우하는 슈반세포 증식과 분화에 중요한 MAPKs를 촉

진시켜 전사인자 활성화에 기여하여 재생관련 단백질 발현을 유도한다. 결과적으로

증식된 세포는 말단부 쪽으로 이동하여 재수초화, 축삭 재성장이 이루어지고 이는

표적 근육에 재 연접을 가능하게 하여 근 위축을 방지하게 된다(Kim et al., 2020;

Seo et al., 2009).

Akt/mTOR는 근 단백 합성을 좌우하는 대표적인 신호전달체계로써 임상에서는

Akt/mTOR 발현을 활성화시켜 4E-BP1을 인산화하여 근 단백 합성에 관여하는 단

백질 발현을 촉발, 근골격의 크기를 유지한다(Bodine et al., 2001; Fanxing et al.,

2017; Zhang et al., 2016). Kim & Lee(2017)에 따르면, 저강도의 유산소성 운동이

mTOR를 상향 발현시켜 근골격 크기를 유지한다고 보고하였다.
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앞서 언급한 좌골신경손상으로 인한 문제들을 예방하기 위한 세포 이식, 수술, 약

물치료 그리고 신체활동과 같은 다양한 치료적 접근이 시도되었다(Modrak et al.,

2020). 이 중 신체활동은 조직학적 변화와 기능적 회복을 강화시킬 수 있는 접근성

이 용이한 치료적 처치로써 추천되어 왔다(Armada-da-Silva et al., 2013; Sabatier

et al., 2008). 하지만, 트레드밀과 같은 대표적인 유산소성 운동을 통해 좌골신경 손

상 초기에 ERK1/2 신호전달체계가 활성화되어 전사인자 ATF3 혹은 c-Jun 발현 농

도를 증가시켜 축삭 재성장을 유도하는지, 또한 근육에서 근 골격 크기 유지를 위한

Akt/mTOR 신호전달체계에 영향을 미치는지에 대한 구체적인 연구가 미흡한 실정

이다. 그러므로 본 연구 I에서는 좌골신경 후 7일과 14일간의 트레드밀 운동이

ATF3와 ERK1/2 하위분자의 활성화를 통한 축삭재성장을 살펴보고, 좌골신경 손상

후 근육에서 7일과 14일간의 트레드밀 운동을 통한 근비대 관련 Akt/mTOR 신호전

달체계의 변화를 비교 분석하였다.
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1) 실험 동물

본 연구를 위해 <Figure 6>에서 제시하듯 Sprague-Dawley 계열 쥐(6 weeks old,

male, 190∼200g; N=50)를 사용하였다. 온도 22°C, 습도 60% 그리고 12시간 간격의

낮과 밤이 통제되는 동일한 환경에서 관리 되었다. 음수와 쥐 사료(commercial rat

chow; Samyang Co., Korea)는 충분히 공급되었다. 실험에 앞서 쥐 관리와 모든 실

험 과정은 동물실험을 위한 동물 사용 지침서를 따랐으며 제주대학교 동물 윤리 위

원회의 승인(2020-0010)을 받았다. <Table 1>에서 제시하듯 본 실험을 위해 SD계

열 쥐 총 50마리를 무작위로 control 그룹(n=10), 운동군 7일차(n=10)/14일차(n=10),

그리고 비운동군 7일차(n=10)/14일차(n=10) 각 세 집단으로 나누었다.

https:/ /www.taconic.com/rat-model/sprague-dawley

Figure 6. The experimental animals in controlled environment

Table 1. Grouping of the experimental animals in Study I

Normal 7days 14days

control exercise sedentary exercise sedentary

n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
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2) 실험 설계

본 연구의 실험 설계는 다음 <Figure 7>과 같다.

Figure 7. The experimental design for Study I
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실험쥐들은 운동 적응을 위해 본 실험 돌입 전 일주일간의 운동적응기간을 가진

후, 마취상태에서 고통을 최소화하여 좌골신경 손상 수술을 받았다. 손상 후 이틀간

의 휴식기를 갖고 운동군 쥐들은 운동 7일차, 운동 14일차 기간에 맞게 본 운동을

적용 하였다. 그 동안에 비운동군은 운동이 이루어지지 않았고 통제된 환경에서 지

냈다. 운동기간에 맞게 끝낸 운동군과, 비운동군 쥐들 그리고 운동 및 신경압박수술

을 행하지 않은 control 쥐들의 조직 분리 수술이 진행되었다. 적출한 조직들을 조직

학적, 생화학적 실험 분석을 하여 트레드밀 운동이 손상 받은 좌골신경의 축삭재생

과 가자미근 위축 억제 기전을 관찰하고 그 영향을 규명하였다.

트레드밀 트레이닝(TMT) protocol

본 실험에 들어가기 전에 실험동물들은 일주일간의 운동적응 시간을 가졌다.

<Figure 8>에서 제시하듯 트레드밀 기구는 쥐들이 자발적으로 뛸 수 있게 설계되었

고, 트레드밀 운동은 하루 20분간 8meters/min, 저강도(low intensity)로 적용되었다.

Figure 8.. Treadmill apparatus for small animals
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4) 좌골신경수술(sciatic nerve surgery)

실험동물들은 수술이 진행되는 동안 <Fiigure 9>에서 제시한 흡입마취장비

(Harvard Apparatus, USA) 내에 장착된 흡입마취제 이소플로렌(isoflurane)을 산소

내 흡입농도 2-2.5%로 적용하여 chamber안 실험동물의 마취를 유도하고 흡입농도

1.5-1.8% 사용하여 수술동안에 마취를 유지하였다. <Figure 10>에서는 좌골신경 수

술 과정을 제시하였다. 우선 실험동물 대퇴의 대전자(greater trochanter) 촉진 위치

에서 절개를 최소화하여 근막을 자르고, 대둔근(gluteus maximus)을 들어 올려 신

경을 노출시킨 후 포셉(a pair of forcep)으로 1분/30분간 interval로 압박하였다. 신

경 압박 여부를 확인하고 절개 부위를 봉합하였다. 마지막으로 절개부위 감염이나

염증을 방지하기 위해 포비돈 요오드를 도포하여 소독하였다. 신경 압박 손상 후,

이틀간의 휴식을 취하고 운동군은 7일차/14일차 운동을 적용시키고 운동군과 비운동

군, 정상군 쥐들을 7일과 14일 후에 희생시켰다. 분리 적출한 조직들의 변성을 방지

하기 위해 즉시 -70°C에서 동결시켰다.

Figure 9. Animal inhalation nacrosis control
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① ②

③ ④

Figure 10. Sciatic nerve injury procedure
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1) 조직적출

통제군, 운동군과 비운동군의 7일차, 14일차에 맞추어 <Figure 11>과 같이 좌

골신경(SN), 감각신경절(DRG) 그리고 가자미근을 적출하였다. 적출한 조직들은

단백질 변성을 막기 위해 -70°C에 냉동 보관하였다.

Sciatic nerve Spinal cord & DRG Soleus

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral

Figure 11. Dissected tissues

2) Western blot analysis

(1) Sample 준비

적출한 조직은 단백질 변성을 막는 proteasome inhibiter cocktail 1:100 수준으

로 p300 lysis buffer에 혼합해 담가 초음파를 이용하여 분해하였다. 실험을 위해
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단백질 20ug이 사용되었다. Western blot 실험을 실시하기 위해 각 sample들은

bradford assay를 이용해 단백질을 정량하였다.

Western blot 실험을 위한 장비 준비는 <Figure 12>와 같다.

Electrophoresis Wet transfer

1. electrode assembly

2. casting stand

3. casting frame

4. short plate

5. spacer plate

6. comb(10/15well)

7. gel lever

8. sample lodaing guide

https://www.biocompare.com/12104-Equipment/2685687-MiniPROTEAN-Tetra-Cell-and-Power

Pac-Basic-Power-Supply/

Figure 12. Apparatus for Western blot analysis

(2) sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE) 만들기

Short plate와 spacer plate를 겹친 뒤 casting stand에 고정시켜 casting frame

에 세워놓았다<Figure 13>. separating gel(running gel)과 stacking gel을 조성

비율에 따라 만들어 SDS-polyacrylaminde gel을 완성하였다.
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Figure 13. Apparatus used for SDS-PAGE

(3) 전기영동(electrophoresis)

<Figure 14>처럼 만들어진 gel을 electrode assembly에 넣고 running

buffer(Tris 3g, glycine 14.4g, SDS 1g in DW 1L)를 채운 후 gel에 형성된 well

에 단백질 marker와 정량한 시료를 pipette을 이용하여 loading양만큼 넣었다. 시

료는 (-)전하에서 (+)전하로 이동하며 단백질이 통과하는 겔은 다공성이므로 일

종의 체로써 작용하여 분자량이 작은 단백질부터 끌려 내려가게 된다. 따라서 적

당한 시간동안 전류를 흘려보내면 분자량의 크기에 따라 분리된다.

http:/ /www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/ lsr/ literature/Bulletin_1658100.pdf

Figure 14. Electrophoresis
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(4) Wet transfer

cassette에 앞서 제시한 검은 스폰지, 하얀천, filter paper, PVDF

membrane(Pall Corporation, USA)의 순서로 놓고 영동한 gel을 안착시켰다.

electrode assembly에 고정시킨 후 transfer buffer(Tris 6g, glycine 28.8g,

MeOH 400ml in 1L)를 붓고 전기이동 시켰다. wet transfer 순서는 <FIgure 15>

와 같다.

Gel/membrane

sandwich cassette
Transfer system

Protein transfer to

membrane

https:/ / link.springer.com/protocol/10.1007/978-1-4614-8794-4_14

Figure 15. Wet transfer

항체와의 비특이적 반응을 방지하기 위해 blocking buffer(1×TBS buffer, 3%

BSA, 0.1% Tween 20)에 30분간 반응시키고 나서 1차 항체를 정해진 비율에

맞게 넣고 4°C에서 overnight동안 incubating 시켰다. 반응을 끝낸 membrane을

확인한 후 씻어내고, 관련 2차 항체를 1:2000의 비율로 희석하여 상온에서 40분

동안 처리하고 다시 한 번 씻어내었다. 마지막으로 membrane에 부착된 단백질

이 빛에 감지되기 위해 <Figure 16>과 같은 Westar ECL(Cyanagen, Italy) 1:1

혼합액에 3∼5분간 담가 두었다가, Fusion Solo(Vilber Lourmat chemi doc,

Germany)에 감광한 후, Western blotting detection system으로 분석하였다

<Figure 17>. 일차항체 anti-GAP-43 mouse monoclonal antibody(1:1000,

Santa Cruz, USA), anti-p-ERK1/2 rabbit polyclonal antibody(1:1000, Cell

signaling, USA), anti-JNK rabbit polyclonal antibody(1:1000, Cell signaling),
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anti-ATF3 rabbit polyclonal antibody(1:1000, Santa Cruz), anti-p-c-Jun rabbit

polyclonal antibody(1:1000, Cell signaling), anti-p-CREB rabbit polyclonal

antibody(1:1000, Cell signaling), anti-p-Akt rabbit polyclonal antibody(1:1000,

Cell signaling), anti-p-mTOR polyclonal antibody(1:1000, Cell signaling),

anti-p-4E-BP1 rabbit monoclonal antibody(1:1000, Cell signaling), anti-β-actin

mouse monoclonal antibody(1:1000, Santa Cruz) 그리고 anti-GAPDH mouse

monoclonal antibody(1:2000, Santa Cruz) 단백질 양을 산출하였다.

앞서 언급한 1차 항체 관련 이차항체는 anti-rabbit IgG 혹은 anti-mouse IgG

결합 되어 있는 horseradish peroxidase를 각 1:2000의 비율로 처리하였다.

Luminol/enhancers solution Peroxide solution

http:// isogen.nl/blot-chemiluminescent

Figure 16. Westar ECL substrates
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Figure 17. Fusion Solo with Western blotting detection system

3) 등쪽감각신경절(Dorsal root ganglion)과 슈반세포의 일차 배양(primary culture)

면역형광염색법을 수행하기 위해, 요추 4-5번에서 분리된 DRG(dorsal root

ganglion) 감각신경절과 좌골신경의 슈반세포를 준비하였다. 분리된 세포는

poly-L-ornithine과 laminin의 혼합액으로 pre-coating 된 coverslip위에 안착하고

PBS(phosphate buffered saline; 4% paraformaldehyde, 4% sucrose)에 45분 동

안 넣어 고정시켰다. 이 세포는 12시간동안 배양되고, 중간에 DMEM(5% FBS,

5% horse serum, 200 mM glutamine, 그리고 1% penicillin/streptomycin)으로

바꿔주었다. DRG 뉴런의 신경돌기 성장을 관찰하기 위해 세포들은 48시간동안

배양되고, anti-neurofilament-200(NF-200) antibody(1:700, Sigma-Aldrich,

Germany)가 면역형광염색을 위해 사용되었다. Hoechst(25ug/ml,

Sigma-Aldrich) 핵 염색은 0.25% hoechst 염료가 함유된 PBS 용액으로 처리되

었다.
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4) 조직학적 면역형광염색법

분리된 조직은 -20°C에서 냉동 보관되었다. <Figure 18>과 같은 저온저장장치

(Thermo fisher scientific, Loughborough, England)에서 20μm 두께로 조직은 절편

되고 슬라이드 위에 놓여졌다. 면역염색형광을 위해, 절편된 조직(section)은 4%

paraformaldehyde와 4% sucrose 혼합한 PBS로 상온에서 40분간 고정하였다. 그리

고 상온에서 4시간동안, 0.5% nonidet P-40이 들어간 PBS로 투과시키고, 2.5%

horse serum과 2.5% bovin serum album으로 차단하였다.

본 연구의 면역형광염색법을 위해 사용된 일차 항체는 anti-GAP-43(1:1000,

Santa Cruz)와 anti-NF-200 antibody이다. 그 후 그들을 rhodamine-goat anti

rabbit secondary antibody(1:400, Molecular Probes, USA) 혹은 fluorescein-goat

anti-mouse secondary antibody(1:500, Molecular Probes) 희석하여 1시간동안 상온

에서 반응시켰다. 절편된 조직은 Nikon fluorescence microscope(Nikon, Kawasaki,

Japan)으로 볼 수 있고 획득된 이미지는 Adobe Photoshop(Adobe CS6, CA, USA)

으로 분석하였다.

본 연구에서 얻은 자료는 SPSS for windows(version 21.0) 통계프로그램을 이

용하여 분석하였다. 실험 집단 간 수치 데이터의 평균(Mean)과 표준편차

(Standard Deviation)를 산출하였다. 항목별 그룹간의 차이를 알아보기 위해 일

원변량 분산분석(one-way ANOVA)을 이용하였으며, 유의차가 나타난 항목에

대한 사후검증은 Tukey 방법을 이용하였고 모든 분석의 통계적 유의수준 P<.05

로 설정하였다.
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1) 좌골신경 손상 후 DRG 신경돌기의 길이에 미치는 운동의 효과

본 연구에서는 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동이 DRG 신경돌기의 변화에 미

치는 영향을 분석하기 위해 면역형광 염색법을 수행하였다. NF-200 항체는

DRG 뉴런의 신경돌기를 염색하고, Hoechst는 세포의 핵을 확인하는 대표적인

물질로 알려져 있다. <Table 2>과 <Figure 18>에서 보는 것처럼, DRG의 신경

돌기는 좌골신경 손상 후 유의하게 증가하였고, 이러한 변화는 손상된 말초신경

의 축삭재생을 확인하는 간접적인 지표가 된다. 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동

은 비운동군보다 DRG 신경돌기 길이가 더욱 촉진되었다.

Table 2. Descriptive statistics of neurite outgrowth in DRG afer SNI

(unit: ㎛)

Normal Sedentary Exercise F p post hoc

305.8±118.5 675.6±114.1 841.5±99.0 61.17 0.001 N<S<E

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; DRG, dorsal root ganglion;

E, exercise; S, sedentary; N, normal

A B

Figure 18. Immunofluorescence staining with NF-200 and hoechst substrates in DRG neurons

after SNI (A) Second panels showed significant increases of neurite outgrowth of DRG in

sedentary group than in normal group and exercise group significantly facilitated neurite

outgrowth compared to those in other groups. (B) Right panels are quantitative comparison of

mean neurite outgrowth among three groups. ***p<0.001 vs. normal group, ##p<0.01 vs.

sedentary group; Scale bar: 200μm.
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Figure 19. Expression level of GAP-43 by TMT after SNI. (A) GAP-43 was deeply induced in

injured nerve at 7 and 14 days post crush(dpc) and was significantly increased in the treadmill

group. Actin is performed as a role of loading control. (B) The right panels show quantitative

comparison of GAP-43 protein level among groups. dpc, days post crush; Cont, control; Ex,

treadmill exercise; Sed, sedentary; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; **p<0.01 vs.

sedentary group; ##p<0.01 vs. control group

2) 좌골신경 손상 후 GAP-43 발현에 미치는 운동의 효과

GAP-43는 손상된 말초신경의 슈반세포에서 발현되는 단백질로, 신경재생을

확인하는 중요한 인자이다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 후 신경재생을 위한 대

표적인 표식인자인 GAP-43 발현 농도에 미치는 운동의 효과를 분석하기 위해

Western blot을 수행하였다. <Table 3>와 <Figure 19>과 에서 보는 것처럼,

GAP-43는 좌골신경 손상 후 control군에 반해 비운동군 7일과 14일에 발현이

이루어졌고, 트레드밀 운동을 적용한 운동군이 비운동군에 비해 7일과 14일에

GAP-43 발현이 유의하게 증가하였다.

Table 3. Descriptive statistics of GAP-43 expression levels after SNI

(unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
88.99 .001

C<7S<7E,

C<14S<14E0.533±0.08 2.71±0.21 1.42±0.10 2.96±0.14 1.78±0.16

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; 14E, 14days exercise; 7E. 7days exercise 14S, 14days sedentary; 7S, 7days

sedentary; C, control; R.F.U, relative fluorescence units
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3) 좌골신경 손상 후, 손상 부위 원위부에 축삭 성장에 영향을 미치는 운동의 효과

본 연구에서는 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동이 축삭 성장에 미치는 영향을

분석하기 위해 NF-200과 GAP-43를 이용해 면역형광 염색법을 수행하였다.

NF-200과 GAP-43항체는 좌골신경 손상 부위 5mm 원위부를 염색하였다.

<Table 4>와 <Figure 20>에서 보는 것처럼, 신경 손상 후 7일 운동군에서 비운

동군에 비해 축삭 성장이 증가하였다. 또한 GAP-43 발현과 축삭 성장이 서로

공존하는 비율이 비운동보다 운동군에서 높게 나타났다.

Table 4. Descriptive statistics of immunofluorescence with NF-200 and

GAP-43 in injured nerve after SNI (unit: R.F.U)

Control Exercise Sedentary F p post hoc

NF-200 123.67±13.85 66.17±12.02 39.67±7.92 83.17 .001 S<E<C

GAP-43 4.83±2.56 47.67±9.44 25.67±6.02 62.61 .001 C<S<E

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; C, control; E, exercise;

S, sedentary; R.F.U, relative fluorescence units
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A

B C

Figure 20. Immunofluorescence staining with NF-200 and GAP-43 proteins in 5mm distal

to the injured nerve. (A) The GAP-43 signal with NF-200-labeled axons, co-localization of

GAP-43 with NF-200 was higher in exercise group than other group. (B) NF-200

flourescence intensity was more higher in treadmill exercise than sedentary group (C)

GAP-43 expression was more induced in treadmill exercise than other group. ***p<0.001

vs normal group, ##p<0.01 vs sedentary group; Scale bar: 200μm.
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Figure 21. Expression level of p-ERK1/2 by TMT after SNI. (A) At an early stage of sciatic

nerve regeneration, p-ERK1/2 level was significantly increased in injured nerve at 7 dpc and was

dramatically dropped at 14 dpc in the treadmill exercise group. (B) The right panels show

quantitative comparison of p-ERK1/2 protein level among groups. dpc, days post crush; Cont,

control; Ex, treadmill exercise; Sed, sedentary; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury;

***p<0.001 vs. sedentary group.

4) 좌골신경 손상 후 신경 재생 초기 ERK1/2의 인산화 촉진에 미치는 운동의 효과

ERK1/2는 말초신경 손상 후 재생이 진행되는 초기에 슈반세포 증진을 위해

발현되는 MAPKs 계열 중 하나로써 축삭 재성장 관련 전사인자 발현을 촉진시

킨다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 후 손상 초기에 ERK1/2의 인산화 촉진에

미치는 운동의 효과를 확인하기 위해 Western blot을 수행하였다. <Table 5>과

<Figure 21>에서 보는 것처럼, 트레드밀 운동을 시작하고 7일차에 p-ERK1/2의

발현량이 비운동군과 비교해 유의하게 증가하였고 운동 14일차에 기저 수준으로

떨어졌다. 그리고 control군과 비운동군의 차이는 보이지 않았다.

Table 5. Descriptive statistics of p-ERK1/2 expression levels after

SNI (unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
169.2 .001 7S<7E

0.17±0.05 1.24±0.09 0.38±0.06 0.20±0.04 0.19±0.03

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; 14E, 14days exercise; 7E. 7days exercise 14S, 14days sedentary; 7S, 7days

sedentary; C, control; R.F.U, relative fluorescence units
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A B

Figure 22. Expression level of p-CREB by TMT after SNI. (A) p-CREB level was significantly

increased in injured nerve at 7 dpc and 14 dpc by treadmill exercise (B) The right panels show

quantitative comparison of p-CREB protein level among groups. dpc, days post crush; Cont,

control; Ex, treadmill exercise; Sed, sedentary; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury;

*p<0.05 ***p<0.001 vs. sedentary group, #p<0.05 vs. control group.

5) 좌골신경 손상 후 신경 재생 초기 CREB의 인산화 촉진에 미치는 운동의 효과

CREB은 신경 재생 관련 단백질을 발현시키는 전사인자 중 하나로 ERK1/2에

의해 발현되며 인산화 되어 축삭 재성장에 관여한다. 본 연구에서는 좌골신경 손

상 후 초기에 CREB의 인산화 촉진에 미치는 운동의 효과를 확인하기 위해

Western blot을 수행하였다. <Table 6>과 <Figure 22>에서 보는 것처럼, 트레

드밀 운동 7일차와 14일차 시기 모두에서 CREB 단백질의 발현 농도가 비운동

군보다 유의하게 증가하였다. 또한 control군과 7일차 비운동군의 차이가 유의하

게 증가하였다.

Table 6. Descriptive statistics of p-CREB expression levels after SNI

(unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
39.43 .001

C<7S,

7S<7E,

14S<14E
0.13±0.03 0.55±0.03 0.32±0.05 0.28±0.03 0.21±0.02

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; C, control; 7S, 7days sedentary; 7E. 7days exercise; 14S, 14days sedentary; 14E,

14days exercise; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 23. Expression level of JNK by TMT after SNI. (A) JNK level was significantly increased

in injured nerve at 14 dpc by treadmill exercise. (B) The right panels show quantitative

comparison of JNK protein level among groups. dpc, days post crush; Cont, control; Ex, treadmill

exercise; Sed, sedentary; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; *p<0.05 vs. sedentary

group, #p<0.05 vs. control group.

6) 좌골신경 손상 후 전사인자 활성화를 돕는 JNK 발현을 촉진에 미치는 트

레드밀 운동의 효과

JNK는 MAPKs 계열 중의 하나로써 말초신경에 손상이 발생하면 세포 원형질

에서 발현되어 세포핵에서 전사인자들을 발현시켜 축삭 재성장에 관여한다. 좌골

신경 손상 후, JNK의 발현에 미치는 운동의 효과를 확인하기 위해 Western blot

을 수행하였다. <Table 7>과 <Figure 23>에서 보는 것처럼, 손상 후 14일 운동

군에서 비운동군에 비해 상향 발현하였다. 또한 control군과 14일차 비운동군에

발현 차이가 나타났다.

Table 7. Descriptive statistics of JNK expression levels after SNI

(unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
137.0 .04 C<14S<14E

1.07±0.02 1.40±0.06 1.24±0.05 1.64±0.07 1.46±0.06

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; C, control; 14S, 14days sedentary; 14E, 14days exercise;

R.F.U, relative fluorescence units
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7) 좌골신경 손상 후, 손상 초기에 발현되는 전사인자인 ATF3 그리고 c-Jun

의 활성화에 미치는 운동의 효과

JNK에 의해 발현되는 ATF3와 c-Jun은 재생 관련 유전자를 발현시켜 신경

재생을 촉진시킨다. 좌골신경 손상 후, 축삭 재생을 확인하기 위해서 ATF3와

p-c-Jun의 시간대별 발현량에 영향을 미치는 운동의 효과를 알아보기 위하여

Western blot을 수행하였다. <Table 8>과 <Figure 24>에서 보는 것처럼, ATF3

가 손상 후 7일에서는 control군 보다 증가 추세를 보이지 않다가 14일에는 명확

한 증가를 보였다. 그리고 트레드밀 운동군이 비운동군에 비해 유의한 상향발현

을 보였다. 또한 트레드밀 운동군 7일, 14일 운동군이 비운동군에 비해 p-c-Jun

발현량을 유의하게 증가시켰다.

Table 8. Descriptive statistics of ATF3 and p-c-Jun expression levels

after SNI (unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

ATF-3
Cont Ex Sed Ex Sed

116.5 .001
7S<7E<C,

C<14S<14E0.75±0.02 0.48±0.04 0.15±0.04 1.66±0.18 1.04±0.08

p-c-Jun 0.71±0.06 0.96±0.15 0.68±0.07 1.23±0.08 0.86±0.08 6.412 .03
7S<7E,

14S<14E

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; C, control;

7S, 7days sedentary; 7E, 7days exercise; 14S, 14days sedentary; 14E, 14days exercise;

R.F.U, relative fluorescence units



- 45 -

A

B

Figure 24. ATF3 and p-c-Jun were shown as exercise-dependent proteins at an early stage

of nerve regeneration after SNI. (A) ATF3 expression level was significantly increased in

injured nerve at 7 and 14 dpc in exercise groups compared to those in sedentary groups. In

addition, treadmill exercise significantly increased p-c-Jun levels in injured nerve at both 7 and

14 dpc than those in sedentary group. (B) The lower panels show quantitative comparison of

ATF3 and p-c-Jun expression level among three group. dpc, days post crush; Cont, control;

Ex, treadmill exercise; Sed, sedentary; SNI, sciatic nerve injury; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

vs. sedentary group; #p<0.5, ##p<0.01 vs. control group.
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Figure 25. Expression level of p-ERK1/2 by TMT in ipsilateral soleus after SNI (A)

p-ERK1/2 level was significantly increased in ipsilateral soleus at 7 dpc by treadmill exercise, and

was significantly dropped at 14 dpc. GAPDH is performed as a role of loading control. (B) The

right panels show quantitative comparison of p-ERK1/2 protein level among groups. dpc, days post

crush; Cont, control; Ex, treadmill exercise; Sed, sedentary; TMT, treadmill training SNI, sciatic

nerve injury; ***p<0.001 vs. sedentary group.

8) 좌골 신경 손상 후, 가자미근에서 ERK1/2 인산화 촉진에 미치는 운동의 효과

ERK1/2는 IRS 1의 발현에 의해 Ras/Raf/MEK 활성화를 유도하며 근육에서는

근 성장 억제 인자인 TSC1/2를 억제시킨다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 후 근

육에서 ERK1/2의 인산화 촉진에 미치는 운동의 효과를 확인하기 위해 Western

blot을 수행하였다. <Table 9>과 <Figure 25>에서 보는 것처럼, 손상 후 운동 7

일차에 가자미근에서 인산화된 ERK1/2 발현량이 비운동군과 비교해 유의하게

상향 발현된 것을 확인하였다. 그리고 운동 14일차에 기저 수준으로 떨어졌으며

control군과 비운동군 간의 차이는 보이지 않았다.

Table 9. Descriptive statistics of p-ERK1/2 expression levels in

ipsilateral soleus after SNI (unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
7960 .001 7S<7E

0.78±0.02 4.34±0.02 0.57±0.04 0.81±0.04 0.72±0.03

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; 7S, 7days sedentary; 7E. 7days exercise; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 26. Expression level of p-Akt by TMT in ipsilateral soleus after SNI (A) p-Akt

expression level was significantly increased at 14 dpc in ipsilateral soleus of exercise group than

that in sedentary group. (B) The right panels show quantitative comparison of p-Akt protein level

among groups. dpc, days post crush; Cont, control; Ex, treadmill exercise; Sed, sedentary; SNI,

sciatic nerve injury; ***p<0.001 vs. sedentary group, #p< vs. control group.

9) 좌골신경 손상 후, 가자미근에서 성장인자인 p-Akt의 발현 촉진에 미치는

운동의 효과

p-Akt는 대표적인 성장인자인 IGF-1의 하위인자로써 세포 성장에 관여하며

단백질 합성과 관련된다. 본 연구에서는 신경 손상 후 근육에서 인산화된 Akt의

상향 발현에 영향을 미치는 운동의 효과를 확인하기 위해 Western blot을 수행

하였다. <Table 10>과 <Figure 26>에서 보는 것처럼, 좌골신경 손상 후 트레드

밀 운동 14일차에 가자미근에서 인산화된 Akt의 발현량이 비운동군에 비해 유의

하게 증가하였다. 또한 14일차 비운동군이 control군과 비교하여 유의하게 증가

하였다

Table 10. Descriptive statistics of p-Akt expression levels in

ipsilateral soleus after SNI (unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
20.55 .001 C<14S<14E

0.68±0.09 0.72±0.11 0.78±0.03 1.15±0.5 0.88±0.05

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; C, control; 14S, 14days sedentary; 14E. 14days exercise;

R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 27. Expression level of p-mTOR in ipsilateral soleus after SNI. (A) p-mTOR expression

level was significantly increased at 7 and 14 dpc in ipsilateral soleus of exercise group than that in

sedentary group. (B) The right panels show quantitative comparison of p-mTOR protein level

among groups. dpc, days post crush; Cont, control; Ex, treadmill exercise; Sed, sedentary; SNI,

sciatic nerve injury; *p<0.05, **p<0.01 vs. sedentary group.

10) 좌골신경 손상 후, 가자미근에서 성장인자인 p-mTOR의 발현 촉진에 미

치는 운동의 효과

mTOR는 Akt의 하위인자이며 단백질 합성 인자 발현을 촉진시키는 4E-BP1

인산화를 촉진시킨다. 본 연구에서는 신경 손상 후 근육에서 p-mTOR의 상향

발현에 미치는 운동의 효과를 확인하기 위해 Western blot을 수행하였다.

<Table 11>와<Figure 27>에서 보는 것처럼, 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동 7

일차와 14일차에 가자미근에서 p-mTOR의 발현량이 비운동군에 비해 유의하게

증가하였다. 또한 control군과 비운동군 간의 차이는 보이지 않았다.

Table 11. Descriptive statistics of p-mTOR expression levels in

ipsilateral soleus after SNI (unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
25.85 .001

7S<7E,

14S<14E0.48±0.04 0.74±0.05 0.55±0.05 0.49±0.05 0.37±0.04

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; Cont, control; 14S, 14days sedentary; 14E. 14days exercise;

R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 28. Expression level p-4E-BP1 in ipsilateral soelus after SNI. (A) p-4E-BP1 expression

level was significantly upregulated at 7 and 14 dpc in ipsilateral soleus of exercise group than that

in sedentary group. (B) The right panels show quantitative comparison of p-4E-BP1 protein levels

among three groups. dpc, days post crush; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, treadmill

exercise; Sed, sedentary; **p<0.01 vs. sedentary group, ###p<0.001 vs. control group.

11) 좌골신경 손상 후, 가자미근에서 단백질 합성 인자인 p-4E-BP1의 발현

촉진에 미치는 운동의 효과

p-4E-BP1은 단백질 합성 인자 발현을 유도하며 산화적 대사 작용에 의해 발

생하는 미토콘드리아 대사 인자인 PGC 1α에 의해서도 발현이 촉진된다. 본 연

구에서는 신경 손상 후 가자미근에서 인산화된 4E-BP1의 발현에 영향을 미치는

운동의 효과를 확인하기 위해 Western blot을 수행하였다. <Table 12>과

<Figure 28>에서 보는 것처럼, 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동 7일차 그리고

14일차에 가자미근에서 p-4E-BP1의 발현량이 비운동군과 비교해 유의하게 증가

하였음을 알 수 있었다. 또한 7일차 비운동군이 control군과 비교하여 유의하게

증가하였다.

Table 12. Descriptive statistics of p-4E-BP1 expression levels in

ipsilateral soleus after SNI (unit: R.F.U)

Normal 7days 14days F p post hoc

Cont Ex Sed Ex Sed
80.32 .001

C<7S<7E,

14S<14E0.68±0.09 0.72±0.11 0.78±0.03 1.15±0.5 0.88±0.05

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Cont, control; Ex, exercise;

Sed, sedentary; C, control; 14S, 14days sedentary; 14E. 14days exercise;

R.F.U, relative fluorescence units
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IV. 연구 II: 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동이

비복근과 가자미근 위축억제 기전에 미치는 영향

골격근은 외부자극에 의해서 유전형질(genotype)의 변형 없이 본연의 표준형질

(phenotype)에 가변성을 띠는 유연한 기관이다. 다시 말해서, 식이요법, 신경계의 변

화 그리고 산소이용능력 등에 따라 근 섬유의 생리학적 능력, 대사능력 그리고 조직

학적 크기가 달라질 수 있다. 특히, 수축 작용에 따른 골격근의 적응(adaptation)과

가소성(plasticity)은 탁월하다. 따라서 말초신경 손상 후, 가장 만성적 후유증의 원인

중 하나인 근 위축을 방지하기 위해서 다양한 수축 형태의 중재가 제안되었다

(Frontera & Ochala, 2015; Lieber et al., 2017). 더욱이, 골격근은 물리력, 수축지속

시간 그리고 수축 속도 등의 특성에 따라 근섬유들의 특징과 기능이 각기 다르다

(Ferraro et al., 2014).

근섬유는 일반적으로 수축 속도에 의해 지근(slow-twitch)와 속근(fast twitch)으

로 분류되고 생리학적으로는 actin과 myosin의 결합 속도에 의해 분류된다

(Okumura et al., 2005). 휴식기의 근육은 actin이 troponin과 tropomyosin과 결합되

어 있어 myosin과의 결합 기회가 제공되지 않는다. 하지만 근 수축을 위하여 근형

질세망에서 칼슘이 방출되고 actin에 결합된 troponin과 tropomyosin이 해리된다

(Franzini-Armstrong, 1999). 동시에 myosin의 머리에 결속된 아데노신 이인산

(ADP, adenosine diphosphatae) + 무기인산(Pi)이 해리되어 myosin의 머리가 actin

에 결합 후 thick filament 방향으로 끌어당겨 power stroke을 일으킨다(Sengen et

al., 2006). 에너지를 소모하고 ATP가 다시 myosin의 머리에 부착되면 actin과

myosin의 결속력은 약해지고 power stroke 현상도 소멸된다. 이때 ATPase에 의해

myosin 머리의 ATP가 ADP + Pi로 가수 분해되어 부착하는 형태가 바뀌고 다음
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actin과의 결속을 준비한다(Arata, 2020). 일련의 과정 중 칼슘의 방출과 흡수속도,

myosin 머리에 결속된 ADP + Pi의 해리 그리고 ATPase에 의하여 ATP가 ADP +

Pi로 가수 분해되는 속도 차이가 근 수축 속도를 결정한다(Karatzaferi et al., 2017;

Sweeney & Hammers, 2018). 또한 myosin heavy chain(MyHC) 근 수축 단백질 발

현에 의한 조직학적 기반으로 다음과 같이 근섬유가 type I fibers, type IIa fibers

그리고 type IIB/IIX fibers로 분류된다(Boyer et al., 2019).

우선적으로 Type I 섬유는 지근 섬유로써 산화적 대사 작용(oxidative

metabolism)에 의해 우선적으로 작용한다. 이들은 에너지 대사의 대표 기관인 미토

콘드리아 함유량, 혈관 밀도가 높고 에너지 대사를 위한 포도당과 지방산 산화 효소

발현량이 높아 유산소성 지구성 운동에 탁월하다(Pette & Spamer, 1986). Type I

근 섬유는 근육 색소인 미오글로빈(myoglobin) 함량이 높아 붉은색을 띠며 myosin

과 actin의 결합 속도와 결합범위에 따라 힘의 발현이 달라진다. Type IIa 섬유는

당 대사(glycolytic metabolism)와 산화적 대사를 모두 포함하고 있다. 그러므로 빠

른 수축을 유도하는 속근과 지속적인 수축을 유지하는 지근 섬유의 능력을 갖추고

있다. 마지막으로 Type IIB/IIX는 당 분해를 통한 대사 작용에 월등한 근 섬유로 빠

른 수축 능력을 보이는 반면 미토콘드리아 동원 능력이나 혈관 밀도는 type I 섬유

에 비해 다소 떨어지는 특징이 있다. 또한 low glucose transporter 4(GLUT4) 동원

력과 인슐린 감수성(insuline sensitivity)도 type I 섬유보다 떨어진다(Bourdeau et

al., 2018; Fitts & Widrick, 1996; Reyes et al., 2015).

일반적으로 저항운동은 근 성장 인자 Akt/mTOR 신호전달체계를 자극하여 근육

의 크기 증가에 관여하고 지구성 운동은 serine/threonine 효소인 AMPK로 인해

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha(PGC-1α) 발

현을 촉진하여 미토콘드리아의 동원력을 강화한다(Cantó & Auwerx, 2009). 따라서

근육의 크기보다는 산화적 대사 작용에 탁월하다고 알려져 있다. 하지만 지구성 운

동을 통한 미오글로빈, 혈관 밀도와 적혈구 용적의 증가는 산소의 이동 능력을 강화

하고 이는 미토콘드리아 밀도에도 긍정적인 영향을 가져와 근 섬유의 단면적에 관

여함으로써 근 비대를 가져올 수 있다(Solaini et al., 2010; Wessel et al., 2010). 그

러나 산화 능력에 차이를 보이는 근섬유의 유형에 따른 지구성 운동의 적용이 근

성장인자 발현에 미치는 영향에 대해 비교 분석한 연구는 미흡한 실정이다.
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게다가 신경 손상이 발생 후 월러변성이 바로 일어나고 신경 재생 과정은 그 이

후에 천천히 이루어지기 때문에 탈신경으로 인한 표적근육의 단면적 감소와 근 위

축 그리고 탄력성의 소실은 만성적 후유증을 초래하기 때문에 수축 활동을 통한 신

경영양인자를 방출하여 근 섬유의 생존을 유지하는 것은 중요한 과제이다(Kunihiro

& Akihiko, 2011). 하지만 좌골신경 손상 전, 후 운동시점에 따라 신경 재생을 촉진

하여 표적기관의 조직학적 강화에 미치는 영향에 대해 비교 분석한 연구 또한 제한

적이다. 그러므로 본 연구 II에서는 좌골신경 손상 전, 후 그리고 전, 후 복합운동 수

행이 비복근과 가자미근 위축억제 기전에 미치는 영향을 비교 분석하였다.
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1) 실험 동물

본 연구를 위해 Sprague-Dawley 계열 쥐(6 weeks old, male, 190∼200g; N=80)

가 사용되었다. 온도 22°C, 습도 60% 그리고 12시간 간격의 낮과 밤이 통제되는 동

일한 환경에서 관리되었으며 음수와 쥐 사료(commercial rat chow; Samyang Co.,

Korea)는 충분히 공급되었다. 쥐 관리와 모든 실험 과정은 동물실험을 위한 동물 사

용 지침서를 따를 것이며 제주대학교 동물 윤리 위원회의 승인(2020-0010)을 받을

후 진행되었다. 본 실험을 위한 실험쥐에 아무런 처치도 적용하지 않은 Normal 그

룹(Norm, n=10), 수술은 적용하고 운동은 하지 않은 sedentary 그룹(SAI, n=10), 좌

골신경 손상 전 운동군(EBI, n=10), 좌골신경 후 운동군(EAI, n=10) 그리고 좌골신

경 손상 전·후 운동군(EBAI, n=10) 5그룹을 무작위로 분류하였다<Table 13>.

Table 13. Grouping of the experimental animals in Study II

Norm SAI EBI EAI EBAI

n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

Norm, normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercuse before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury.

2) 실험 설계

본 실험 돌입 전 실험쥐들은 일주일간의 운동 적응기간을 가졌다. EBI 운동군과

EBAI 운동군은 좌골신경수술을 실시하기 2주전부터 본 운동을 실시하였다. 좌골신

경손상 수술을 실시한 후, 이틀간의 휴식기를 갖고 EAI 운동군과 EBAI 운동군은 2

주간의 운동이 실시되었다. 운동기간에 맞게 끝낸 운동군과 비운동군 쥐들 그리고

수술과 운동을 적용하지 않은 Norm군의 조직 분리 수술이 진행되었다. 적출한 조직

들은 조직학적, 생화학적 실험 분석에 들어갔다.
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본 실험의 연구 설계는 <Figure 29>와 같다.

Figure 29. The experimental design for Study II
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3) 트레드밀 트레이닝(TMT) protocol

본 실험에 들어가기 전에 실험동물들은 일주일간의 운동적응 시간을 가졌다. 연구

I에서 사용된 것과 동일한 트레드밀 기구로 사용되었다. 트레드밀 운동은 하루 20분

간 15m/min, 저강도(low intensity)로 진행되었다.

1) 조직적출

본 연구 II의 실험을 위해 Norm군, SAI군, EBI군, EAI군 그리고 EBAI군의 좌골신

경,비복근 그리고 가자미근을 적출하였다<Figure 30>. 적출한 조직들은 변성을 막기

위해 -70°C에 냉동 보관하였다.

Sciatic nerve
Gastrocnemius Soleus

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral

Figure 30. Dissected tissues
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2) Western blot analysis

적출한 조직은 단백질 변성을 막는 proteasome inhibiter cocktail 1:100 수준으

로 p300 lysis buffer에 혼합해 담가 초음파를 이용하여 분해하였다. 실험을 위해

단백질 20ug이 사용되었다. 각 sample들은 Bradford assay를 이용해 단백질 정

량을 한 후, western blot 분석을 실시하였다. 정량한 단백질은 12%

SDS-polyacrylamide gel 상에서 전기영동 후, PVDF membrane(Pall

Corporation, USA)에 전기이동 시켰다.

항체와의 비특이적 반응을 방지하기 위해 blocking buffer(1×TBS buffer, 3%

BSA, 0.1% Tween 20)에 30분간 반응시키고 나서 1차 항체를 정해진 비율에 맞

게 넣고 4°C에서 overnight동안 incubating 시켰다. 반응을 끝낸 membrane을 확

인한 후 씻어내고, 관련 2차 항체를 1:2000의 비율로 희석하여 상온에서 40분 동

안 처리하고 다시 한 번 씻어냈다. 마지막으로 membrane에 부착된 단백질이 빛

에 감지되기 위해 Westar ECL(Cyanagen, Italy) 1:1 혼합액에 3∼5분간 담가 두

었다가, Fusion Solo(Vilber Lourmat chemi doc, Germany)에 감광한 후,

Western blotting detection system으로 분석하였다. anti-p-ERK1/2 rabbit

polyclonal antibody(1:1000, Cell signaling, USA), anti-GAP43 mouse

monoclonal antibody(1:1000, Santa Cruz, USA) anti-p-Akt rabbit polyclonal

antibody(1:1000, Cell signaling), anti-p-mTOR rabbit polyclonal antibody(1:1000,

Cell signaling), anti-p-4E-BP1 rabbit monoclonal antibody(1:1000, Cell signaling),

anti-β-actin mouse monoclonal antibody(1:1000, Santa Cruz) 그리고

anti-GAPDH mouse monoclonal antibody(1:2000, Santa Cruz) 단백질 양을 산출하

였다.

앞서 언급한 1차 항체 관련 이차항체는 anti-rabbit IgG 혹은 anti-mouse IgG

결합 되어 있는 horseradish peroxidase를 각 1:2000의 비율로 처리하였다.

3) 조직학적 면역형광염색법

근육 조직을 Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature compound를 이용해 부착
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해서 냉동 보관 후, 저온저장장치에서 20μm 두께로 조직을 절편하고 슬라이드 위에

고정시켰다. 절편된 조직은 5% bovine serum, albumin, donkey serum이 들어간

PBS로 block시킨다. 그리고나서 일차 항체를 놓고 상온에서 incubate 하였다.

본 연구의 면역형광염색법을 위해 사용된 일차 항체는 다음과 같다: anti-laminin

antibody(1:500, rabbit polyclonal, Sigma-Aldrich), anti-MyHC-1 antibody(1:5,

mouse monoclonal, Developmental studies hybridoma bank) 그리고 핵 염색은

0.25% hoechst 염료가 함유된 PBS 용액으로 처리되었다. 그 후 그들을

rhodamine-goat anti rabbit secondary antibody(1:400, Molecular Probes, USA) 혹

은 fluorescein-goat anti-mouse secondary antibody(1:500, Molecular Probes) 희석

하여 1시간동안 상온에서 반응시켰다. 절편된 조직은 Nikon fluorescence

microscope(Nikon, Kawasaki, Japan)으로 볼 수 있고 획득된 이미지는 Adobe

Photoshop(Adobe CS6, CA, USA)으로 분석하였다.

본 연구에서 얻은 실험 집단 간 데이터의 mean ± standard deviation를 산출하였

다. 실험집단 간 조직학적 그리고 생화학적 차이를 알아보기 위해서 일원변량 분산

분석(one-way ANOVA)을 이용하였으며, 유의차가 나타난 항목에 대한 사후검증은

Tukey 방법을 이용하였고. 모든 분석의 통계적 유의수준은 P<.05로 설정하였다.
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A B
Figure 31. Expression level of GAP-43 by TMT performed pre and post SNI (A) GAP-43 expression

level was further elevated in EBI group and was the highest in EAI group. Actin shows as a role of

loading control. (B) The right panels show quantitative comparison of GAP-43 protein level among

groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI, sedentary after injury;

EBI, exercise before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and after injury;

*p<0.05, ***p<0.001 vs. sedentary group

1) 좌골신경 손상 전, 후 운동 시점에 따른 GAP-43 발현 농도의 차이

GAP-43는 손상된 말초신경의 슈반세포에서 발현되는 단백질로, 신경재생을

확인하는 중요한 인자이다. 본 연구에서는 좌골신경 전, 후 트레드밀 운동이

GAP-43 발현농도 변화 비교 분석하기 위해 Western blot을 수행하였다.

<Table 14>와 <Figure 31>에서 보는 것처럼, 좌골신경 손상이 GAP-43 발현을

유도하였다. 특히 좌골신경 손상 후 운동이 GAP-43 발현을 유의하게 촉진시켰

다. 하지만 EBAI에서는 비운동군과 비교해 유의한 차이가 일어나지 않았다.

Table 14. Descriptive statistics of GAP-43 expression level by TMT

performed pre and post SNI (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.49±0.01 1.65±0.11 2.06±0.1 3.03±0.11 1.53±0.16 144.6 .001 EBI<EAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise before injury; EAI, exercise after injury; EBAI,

exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 32. Expression level of p-ERK1/2 by TMT performed pre and post SNI (A) p-ERK1/2

level was significantly increased in EAI and EBAI groups. (B) The right panels show quantitative

comparison of p-ERK1/2 protein level among groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve

injury; Norm, normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise before injury; EAI, exercise after

injury; EBAI, exercise before and after injury; ***p<0.001 vs. sedentary group.

2) 좌골 신경 손상 전, 후 운동 시점에 따른 ERK1/2 인산화의 차이

ERK1/2는 말초신경 손상 후 재생이 진행되는 초기에 슈반세포 증진을 위해

발현되는 MAPKs 계열 중 하나로써 축삭 재성장 관련 전사인자 발현을 촉진시

킨다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 전, 후 손상된 신경에서 트레드밀 운동 시점

에 따른 ERK1/2 인산화의 변화를 비교 분석하기 위해 Western blot을 수행하였

다. <Table 15>와 <Figure 32>에서 보는 것처럼, 인산화된 ERK1/2 발현량이

EAI과 EBAI군에서 유의하게 상향 발현된 것을 확인 할 수 있었다.

Table 15. Descriptive statistics of p-ERK1/2 expression level by TMT

performed pre and post SNI (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.18±0.18 0.24±0.26 0.22±0.01 0.34±0.01 0.36±0.01 128.7 .001 EAI<EABI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise before injury; EAI, exercise after injury; EBAI,

exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 33. Expression level of p-Akt by TMT performed pre and post SNI (A) p-Akt expression

level was upregulated in EBI group and was highest in EBAI group compared to those in

sedentary group. (B) The right panels show quantitative comparison of p-Akt protein level among

groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI, sedentary after

injury; EBI, exercuse before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and after

injury; *p<0.05, ***p<0.001 vs. sedentary group.

3) 좌골신경 손상 전, 후 운동 시점에 따른 p-Akt 발현 농도의 차이

p-Akt는 대표적인 성장인자인 IGF1의 하위인자로써 세포 성장에 관여하며

단백질 합성과 관련된다. 본 연구에서는 좌골 신경 손상 전, 후 트레드밀 운동

시점에 따른 p-Akt의 발현 농도의 변화를 비교 분석하기 위해 Western blot을

수행하였다. <Table 16>과 <Figure 33>에서 보는 것처럼, EBI군에서 p-Akt 발

현량이 증가하였고 EBAI군에서 가장 발현량이 높았다.

Table 16. Descriptive statistics of p-Akt expression level by TMT

performed pre and post SNI (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.47±0.03 0.52±0.03 0.71±0.04 0.54±0.04 1.18±0.16 41.48 .001 EBI<EBAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercuse before injury; EAI, exercise after injury; EBAI,

exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 34. Expression level of p-mTOR by TMT performed pre and post SNI (A) p-mTOR

expression level was upregulated in EAI and EBAI groups. (B) The right panels show quantitative

comparison of p-mTOR protein level among groups. SNI, sciatic nerve injury; TMT, treadmill

training; Norm, normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise before injury; EAI, exercise after

injury; EBAI, exercise before and after injury; ***p<0.001 vs. sedentary group

4) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따른 p-mTOR의 발현 농도의 차이

mTOR는 Akt의 하위인자이며 단백질 합성 인자 발현을 촉진시키는 4E-BP1

인산화를 촉진시킨다. 본 연구에서는 좌골 신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점

에 따른 p-mTOR의 발현 농도의 변화를 비교 분석하기 위해서 Western blot을

수행하였다. <Table 17>과 <Figure 34>에서 보는 것처럼, EAI와 EBAI군에서

p-mTOR 발현량이 유의하게 증가하였다.

Table 17. Descriptive statistics of p-mTOR expression level by TMT

performed pre and post SNI (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.18±0.05 0.33±0.02 0.35±0.03 0.71±0.08 0.77±0.05 86.09 .001 EAI<EBAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise before injury; EAI, exercise after injury; EBAI,

exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 35. Expression level of p-ERK1/2 by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral

soleus (A) p-ERK1/2 level was further increased in EBI group, and was significantly increased in

exercise group performed pre and post injury than any other groups. GAPDH is performed as a

role of loading control. (B) The right panels show quantitative result of p-ERK1/2 expression level

among groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI, sedentary

after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and

after injury; **p<0.01, ***p<0.001 vs. sedentary group

5) 좌골 신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따른 가자미근에서 ERK1/2

인산화의 차이

ERK1/2는 IRS 1의 발현에 의해 Ras/Raf/MEK 활성화를 유도하며 근육에서

는 근 성장 억제 인자인 TSC1/2를 억제시킨다. 본 연구에서는 좌골신경 손상

전, 후 트레드밀 운동 시점에 따라 가자미근에서 ERK1/2의 인산화 촉진을 비교

분석하기 위해서 Western blot을 수행하였다. <Table 18>과 <Figure 35>에서

보는 것처럼, EBI군에서 ERK1/2가 SAI군에 비해 유의하게 증가하였으며 EBAI

군에서 다른 그룹과 비교하여 ERK1/2가 뚜렷하게 증가하였다.

Table 18. Descriptive statistics of p-ERK1/2 expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral soleus (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.27±0.01 1.03±0.09 1.4±0.21 0.91±0.08 4.44±0.18 430.6 .001 EBI<EBAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 36. Expression level of p-Akt by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral soleus

(A) p-Akt expression level was upregulated in EBI group and was highest in EBAI group. (B)

The right panels show quantitative comparison of p-Akt protein level among groups. TMT,

treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI, sedentary after injury; EBI,

exercise after before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and after injury;

*p<0.05, ***p<0.001 vs. sedentary group.

6) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따른 가자미근에서 p-Akt 발현

농도의 차이

p-Akt는 대표적인 성장인자인 IGF1의 하위인자로써 세포 성장에 관여하며 단

백질 합성과 관련된다. 본 연구에서는 좌골 신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시

점에 따라 가자미근에서 p-Akt의 발현 농도를 비교 분석하기 위해 Western

blot을 수행하였다. <Table 19>와 <Figure 36>에서 보는 것처럼, EBAI군이 다

른 그룹군에 비해 p-Akt 발현 농도가 유의하게 증가하였다.

Table 19. Descriptive statistics of p-Akt expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral soleus (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

2.13±0.28 3.32±0.56 3.76±0.2 4.59±0.2 6.4±0.51 34.37 .008 EBI<EBAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 37. Expression level of p-mTOR by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral soleus

(A) p-mTOR expression level was significantly upregulated in EBI and EAI groups. Also, EBAI

group further increased p-mTOR protein level. (B) The lower panels show quantitative comparison

of p-mTOR protein level among groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; EBI, exercise before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and after

injury; *p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001 vs. sedentary group.

7) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따른 가자미근에서 p-mTOR

발현 농도의 차이

mTOR는 Akt의 하위인자이며 단백질 합성 인자 발현을 촉진시키는 4E-BP1

인산화를 촉진시킨다. 본 연구에서는 좌골 신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점

에 따라 가자미근에서 m-TOR 발현 농도를 비교 분석하기 위해 Western blot을

수행하였다. <Table 20>과 <Figure 37>에서 보는 것처럼, EBI와 EAI군이 다른

그룹군에 비해 p-mTOR 발현량이 유의하게 증가하였다. 또한 EBAI군에서 SAI

군에 비해 유의하게 상향발현 되었다.

Table 20. Descriptive statistics of p-mTOR expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral soleus (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.59±0.03 0.86±0.09 2.13±0.09 2.44±0.16 1.3±0.07 130.6 .001 EBAI<EBI<EAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 38. Expression level of p-4E-BP1 by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral

soleus (A) p-4E-BP1 expression level was further upregulated in EAI group. In addition, regular

treadmill exercise performed pre and post injury significantly increased p-4E-BP1 protein level. (B)

The right panels show quantitative comparison of p-4E-BP1 protein levels among groups. TMT,

treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI, sedentary after injury; EBI,

exercise after before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and after injury;

**p<0.01, ***p<0.001 vs. sedentary group.

8) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따른 가자미근에서

p-4E-BP1 인산화의 차이

p-4E-BP1은 단백질 합성 인자 발현을 유도하며 미토콘드리아 대사 인자인 PGC

1α에 의해서도 발현이 촉진된다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운

동 시점에 따른 가자미근에서 4E-BP1의 인산화의 차이를 비교 분석하기 위해

Western blot을 수행하였다. <Table 21>과 <Figure 38>에서 보는 것처럼, EAI와

EBAI군에서 p-4E-BP1의 발현농도가 다른 그룹들과 비교해 유의하게 증가하였다.

Table 21. Descriptive statistics of p-4E-BP1 expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral soleus (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.12±0.01 0.1±0.01 0.11±0.02 0.15±0.01 0.21±0.01 48.23 .003 EAI<EBAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 39. Expression level of p-ERK1/2 by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral

gastrocnemius (A) p-ERK1/2 level was further increased in EAI and EBAI exercise group. (B)

The right panels show quantitative comparison of p-ERK1/2 protein level among groups.. SNI,

sciatic nerve injury; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI,

sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise

before and after injury; **p<0.01, ***p<0.001 vs. sedentary group.

9) 좌골 신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따라 비복근에서 ERK1/2 인산화의 차이

ERK1/2는 IRS 1의 발현을 통해 Ras/Raf/MEK 활성화를 유도하여 근육에서는 근

성장 억제 인자인 TSC1/2를 억제시킨다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 전, 후 트레

드밀 운동 시점에 따라 비복근에서 ERK1/2의 인산화를 비교 분석하기 위해

Western blot을 수행하였다. <Table 22>와 <Figure 39>에서 보는 것처럼, EBI군에

서 p-ERK1/2가 SAI에 비해 유의하게 증가하였으며 EBAI군에서 다른 그룹과 비교

하여 ERK1/2가 뚜렷하게 증가하였다.

Table 22. Descriptive statistics of p-ERK1/2 expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral gastrocnemius (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.82±0.03 0.43±0.03 0.49±0.02 0.57±0.03 0.57±0.02 58.88 .002 EBAI<EAI<Norm

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 40. Expression level of p-Akt by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral

gastrocnemius (A) p-Akt expression level was upregulated in EBI and EAI group, but was

decreased in EBAI group. (B) The right panels show quantitative comparison of p-Akt protein

level among groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI,

sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise

before and after injury; *p<0.05, **p<0.01 vs. sedentary group.

10) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따른 비복근에서 p-Akt의 발현

농도의 차이

p-Akt는 대표적인 성장인자인 IGF1의 하위인자로써 세포 성장에 관여하며 단백

질 합성과 관련된다. 본 연구에서는 좌골신경 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따라 비

복근에서 p-Akt의 발현 농도를 비교 분석하기 위해 Western blot을 수행하였다.

<Table 23>과 <Figure 40>에서 보는 것처럼, p-Akt 단백질 발현농도는 EAI군에서

유의하게 상향발현 되었고 EBI군에서 증가하였다. 하지만 EBAI군에서 감소 현상을

보였다.

Table 23. Descriptive statistics of p-Akt expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral gastrocnemius (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

5.19±0.17 6.92±0.45 8.24±0.39 9.31±0.33 5.64±0.34 48.54 .003 EABI<EBI<EAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 41. Expression level of p-mTOR by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral

gastrocnemius (A) p-mTOR expression level was upregulated in EBI and EBAI group, but was

decreased in EAI group. (B) The right panels show quantitative comparison of p-mTOR protein

level among groups. TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI,

sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury; EBAI, exercise

before and after injury; **p<0.01, ***p<0.001 vs. sedentary group.

11) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따라 비복근에서 p-mTOR 발현

농도의 차이

mTOR는 Akt의 하위인자이며 단백질 합성 인자 발현을 촉진시키는 4E-BP1 인산

화를 촉진시킨다. 본 연구에서는 좌골신경 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따라 비복

근에서 p-mTOR의 발현 농도를 비교 분석하기 위해 Western blot을 수행하였다.

<Table 24>와 <Figure 41>에서 보는 것처럼, p-mTOR 단백질 발현농도는 EBI군

과 EBAI군에서 유의하게 상향발현 되었다. 하지만 EAI에서 SAI군에 비해 감소 현

상을 보였다.

Table 24. Descriptive statistics of p-mTOR expression level by TMT performed

pre and post SNI in ipsilateral gastrocnemius (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

0.86±0.05 1.26±0.07 1.71±0.05 0.88±0.02 1.73±0.06 136.9 .001
EAI<SAI<EBI

<EBAI
Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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Figure 42. Expression level of p-4E-BP1 by TMT performed pre and post SNI in ipsilateral

gastrocnemius (A) p-4E-BP1 expression level was significantly upregulated in EAI and EBAI

groups. Also EBI group further increased expression level of p-4E-BP1. (B) The right panels show

quantitative comparison of p-4E-BP1 protein levels among groups. TMT, treadmill training; SNI,

sciatic nerve injury; Norm, normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury;

EAI, exercise after injury; EBAI, exercise before and after injury; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

vs. sedentary group.

12) 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운동 시점에 따라 비복근에서 p-4E-BP1 발현

농도의 차이

p-4E-BP1은 단백질 합성 인자 발현을 유도하며 미토콘드리아 대사 인자인 PGC

1α에 의해서도 발현이 촉진된다. 본 연구에서는 좌골신경 손상 전, 후 트레드밀 운

동 시점에 따라 비복근에서 p-4E-BP1 단백질의 발현 농도를 비교 분석하기 위해

Western blot을 수행하였다. <Table 25>와 <Figure 42>에서 보는 것처럼, EAI와

EBAI 그룹에서 p-4E-BP1 발현량이 유의미하게 증가하였다. 비록 앞서 두 그룹만큼

의 향상에 미치지 않았지만 EBI에서도 유의한 증가를 보였다.

Table 25. Descriptive statistics of p-4E-BP1 expression level by TMT

performed pre and post SNI in ipsilateral gastrocnemius (unit: R.F.U)

Norm SAI EBI EAI EBAI F p post hoc

4.32±0.05 2.06±0.17 2.75±0.16 3.71±0.09 5.78±0.15 94.20 .001 EBI<EAI<EBAI

Values are mean±standard deviation; TMT, treadmill training; SNI, sciatic nerve injury; Norm,

normal; SAI, sedentary after injury; EBI, exercise after before injury; EAI, exercise after injury;

EBAI, exercise before and after injury; R.F.U, relative fluorescence units
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13) 좌골신경 손상 후, 가자미근의 지근 섬유 밀도와 위성 세포 형성에 미치는

운동의 효과

본 연구에서는 좌골신경 손상 후 지근 섬유인 가자미근에 근섬유 크기와 위성세

포 밀도에 미치는 운동의 효과를 분석하기 위해 면역형광 염색법을 수행하였다.

Laminin 항체는 가자미근의 근 섬유 가장자리를 염색하고 MyHC 1는 type I 섬유

를 염색하는 항체이며 Hoechest는 세포의 핵을 확인하는 대표적인 물질이다.

<Table 26>과 <Figure 43>에서 보는 것처럼, 운동군은 정상세포의 근 섬유 크기에

미치지 못하지만 비운동군에 비해 위성세포 핵 주위를 중심으로 근 섬유 밀도가 유

의하게 증가하였다.

Table 26. Descriptive statistics of muscle fiber size in ipsilateral soleus

after SNI (unit: ㎛)

Norm Sedentary Exercise F p post hoc

418.17±11.55 197.13±9.73 268.44±14.05 5400 .008 Sed<Ex<Norm

Values are mean±standard deviation; SNI, sciatic nerve injury; Norm, normal; Sed, sedentary; Ex,

exercise

A B

Figure 43. Immunofluorescence staining with Laminin and MyHC-1 staining in ipsilateral soleus.

(A) Exercise group significantly increased muscle fiber density around satellite cell nucleus than

sedentary group (B) The right panels show quantitative comparison of average muscle fiber size

among three groups. ST, slow twitch muscle fiber; *p<0.05 vs. normal gorup, #p<0.05 vs

sedentary group.
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V. 논의

말초신경은 중추신경과 다르게 재생에 특화된 기능을 가지고 있다. 말초신경손

상이 발생하면 말초신경에 대표적인 특징인 월러변성이 발생하여 축삭과 수초에

퇴행이 생기고 이로 인해 발생한 부산물들을 제거하기 위해 대식세포가 침윤한

다(Gaudet et al., 2011; Stoll & Müller, 1999). 손상된 신경에서 우선적으로 신경

영양인자가 방출되어 슈반세포의 증식을 촉진하고 증식된 세포의 이동과 수초화

그리고 표적근육으로의 연접 기능에 관여하는 생화학적 변화로 인해 최종적으로

기능적 회복을 가져온다(Goulart et al., 2014; Yang et al., 2008). 하지만 일련의

과정을 통해 만족할 만한 기능적 회복을 위해서는 적절한 치료적 중재가 요구되

어 다양한 연구가 이루어지고 있다.

최근 선행 연구에서 저강도 트레드밀 운동은 축삭 재성장에 불가피하게 선행

되는

슈반세포 증식을 촉진시키고(English et al., 2009; Wilhelm et al., 2012), 좌골 신

경 손상 후 신경 재생 표식 인자인 GAP-43 발현을 통해 축삭 재성장을 촉진시

켰다고 언급하였다(Cobianchi et al., 2010; Snider et al., 2002). 또한 본 연구를

포함 많은 선행 연구에서 골격근 수축 작용을 유도하는 신체활동이 신경 손상 후

감각과 운동 신경 회복을 향상시킬 수 있음을 증명하였다(Arbat-Plana et al., 2014;

Cobianchi et al, 2013; Dunlop, 2008). 구체적으로, 좌골신경 손상 후, 골격근의 수축

활동으로 인해 슈반세포의 증식을 유도하는 NGF, BDNF 그리고 GDNF와 같은 신

경영양인자를 방출한다(Hsu et al., 2019; Park & Höke, 2014; Wan et al., 2010). 하

지만 여전히 많은 선행 연구에서 좌골신경 손상 후 운동에 의해 야기되는 생화학적

구조 변화에 대한 정확한 인식에 제약을 보였다.

따라서 본 연구에서는 좌골신경 손상 후 규칙적인 트레드밀 운동이 손상 초기

에 ERK1/2 및 JNK 발현을 유도하여 슈반세포의 증식을 이끌어냄으로써 축삭

재성장과, 감각과 운동 신경의 기능 회복을 향상시켜 탈 신경으로 인한 표적근육

의 근 위축 억제 물질 유도에 대하여 생화학적 변화를 규명해보았다.
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(1) 좌골신경 손상 후, 운동이 DRG neurite outgrowth와 축삭 재생관련 단백질

발현에 미치는 효과

트레드밀 운동에 의한 GAP-43 발현은 손상된 신경의 축삭 성장에 긍정적인 영

향을 미친다. 본 실험 결과에서 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동 7일차와 14일차에

GAP-43의 유의미한 발현량은 손상된 DRG의 신경돌기 성장 촉진을 유도하는 것으

로 알 수 있었다. 본 실험 결과에서 제시하듯, GAP-43 발현량과 신경돌기 성장과

비례하다는 것은 운동이 그 촉진제임을 시사한다. Molteni 등은(2004) 신경 손상 후

운동은 신경영양인자 및 GAP-43를 많이 함유하게 되어 신경돌기 길이의 성장을 유

도한다고 보고하여 본 실험 결과를 뒷받침한다.

GAP-43의 활성화는 ERK1/2, JNK와 p38MAPK 같은 MAPKs의 발현과도 연관되

어 있어 세포의 활성화는 물론 변성 세포의 사멸에도 관여하여 신경 재생에 영향을

미친다. Cañón 등에 의하면(2004) 신경 재생 과정 중, 손상 초기 ERK1/2 발현으로

세포 원형질의 CREB을 인산화 시켜 핵으로 이동, 유전자의 촉매 구간 CREs에 결

속하여 신경돌기 성장과 세포 생존에 기여한다고 보고하였다. 본 연구 study I 결과

에서 보듯, 좌골신경 손상 후 운동 7일차에 p-ERK1/2 강화되었고 운동 14일에 기저

수준으로 떨어졌으나 그 하위분자인 p-CREB의 발현량이 운동 7일차와 14일차에 유

의하게 증가한 것을 보아 신경 손상 초기의 운동을 통한 ERK1/2 상향 발현은 그

후 발현이 떨어지더라도 전사인자인 CREB을 꾸준히 발현시켜 슈반세포증식에 지속

적으로 관여함으로써 선행 연구의 결과를 뒷받침한다. 게다가 많은 연구에서

GAP-43 발현과 연관된 다른 MAPKs 인자 중 하나인 JNK가 규칙적인 트레드밀 운

동을 통해 그 발현량이 증가함을 보여주었다. 여러 선행연구에서 언급하듯 손상된

신경에서 JNK의 발현은 핵에서의 전사인자인 ATF3와 c-Jun의 활성화에 촉진제 역

할을 한다고 보고하였으며(Blom et al., 2014; Ruff et al., 2012), 이는 GAP-43와 같

은 재생관련유전자를 발현시켜 축삭 재성장에 관여하는 단백질 발현에 기여한다.

본 연구 결과에서 좌골신경 손상 후 운동이 JNK 발현을 촉진시키고 이로 인해

ATF3와 c-Jun의 발현이 증진되었다. 이는 손상 신경에 JNK 억제 인자 SP600125로

인한 JNK 유도 억제로 인하여 ATF-3와 c-Jun 하향 발현을 보여주었듯(Lindwall
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et al., 2004), 이들 ATF3와 c-Jun은 JNK 발현에 의존하는 핵에서 발현되는 전사인

자인 것을 본 연구를 통해 확인하였다. 선행 연구들에 따르면, 앞서 언급된 전사인

자 CREB, ATF3 그리고 c-Jun 등은 좌골신경 손상 후 재생 중인 손상 신경에서 활

성화를 보인다고 보고하였다(Lindwall & Kanje, 2005; Ma & Quirion, 2001;

Seijffers et al., 2006).

(2) 좌골신경 손상 후 탈신경되어 위축된 가자미근에 미치는 운동의 효과

좌골신경 손상 후 표적 근육인 가자미근의 위축은 독립 보행에 영향을 미칠 만큼

적지 않은 후유증을 초래한다. 따라서 운동을 통한 근육의 성장 인자들을 촉진하여

근 위축을 방지하려는 많은 연구가 진행되어왔다(Falduto et al., 1992; Tam et al.,

2001). 특히, Akt/mTOR 신호전달체계의 활성화는 가장 대표적인 근 성장인자 중

하나이다(Bodine et al., 2001). 운동을 통한 근 수축 작용이 일어나면 근육 세포의

세포막에서 IGF1 수용기에 IGF1 영양인자가 결속되어 IRS1이 활성화되고 이는 한

편에서는 Akt/mTOR인산화를 촉진시켜 단백질 합성 인자인 4E-BP1을 인산화를 이

끌어 근 비대와 관련된 단백질 발현을 촉진시킨다(Schiaffino & Mammucari, 2011).

그리고 다른 한편으로는 RAS/RAF/MEK 신호전달체계를 순차적으로 활성화 시키

고 이는 ERK1/2 상향 발현으로 유도하여 mTOR 발현을 억제하는 인자인

TSC1/2(tuberous sclerosis1/2)의 활성화를 억제시켜 mTOR의 역할을 다할 수 있도

록 지지해준다(Miyazaki & Takemasa, 2017).

본 연구 I 결과에서는 좌골신경 손상 후 저강도 트레드밀 운동이 가자미근에서

ERK1/2 발현이 신경에서의 발현 양상과 같이 7일차에 유의하게 상향 발현되었고

14일차에 기저 수준으로 떨어졌다. 반면에 p-Akt의 발현은 운동 7일차까지는 차이

를 보이지 않다가 운동 14일차에 유의미한 발현 증진을 보였다. 이는 선행연구들에

서 보고하였듯, p-Akt의 다른 역할 중 근 수축 활동을 유지하기 위해 당 분해를 유

도하는 GSK3β 인산화를 위해 우선으로 작용하였고 이 후 mTOR 발현에 집중한 것

으로 사료된다(Case et al., 2011; Sakamoto et al., 2004). p-Akt의 발현 양상과는 다

르게 p-mTOR는 운동 7일차와 14일차 모두에서 유의미하게 상향 발현되었다. 이는

앞서 선행연구에서 언급하였듯, mTOR는 손상 초기 운동 7일차에 ERK1/2 발현이
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집중되었고 이로 인해 mTOR 발현을 억제하는 TSC1/2를 하향 발현시켜 mTOR 발

현 촉진에 영향을 미쳤다고 사료된다. 그리고 상향 발현된 mTOR는 하위분자인

4E-BP1을 운동 7일차와 14일차에 유의미하게 인산화를 촉진시켰다. 이는 운동을 통

한 mTOR 발현이 phospho-4E-BP1을 촉진, 근 단백질 합성을 유도하여 근 비대를

가져온다는 Ogasaware & Suginohara(2018) 연구를 뒷받침한다.

연구 I의 결과를 종합해보면 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동은 신경 재생이 이루

어지는 동안에 손상된 신경에서 MAPKs를 활성화 시켜 축삭 재성장을 촉진하고 표

적 근육에서의 Akt/mTOR pathway의 생화학적 변화를 통해 근 위축 억제를 시키

는 것을 알 수 있었다. 그러므로 손상 받은 신경에 축삭 재성장을 촉진하기 위해서

신경 재생 동안에 수축 작용을 유도하는 신체활동은 치료적 전략으로써 중요하다.

연구 I에 대한 이해를 돕기 위해 생화학적 과정을 도식화 하였다<Figure 44>.

연구 I의 결과를 토대로 좌골신경 손상 전, 후 그리고 복합운동과 같이 시점을 달

리하여 축삭 재성장을 비교 분석하고 그에 따른 유산소성 운동이 근육의 유형에 따

라 조직학적, 생화학적 변화 과정에 대한 차이가 있을 것이라 판단하여 후속 연구를

지속하였다.

골격근은 저강도로 장시간동안 수축 운동에 적합한 지근 섬유와 단시간 고강도의

수축에 특화된 속근으로 나뉜다. 유산소성 운동에 있어서 에너지 대사를 위한 대표

적인 대사 기관인 미토콘드리아의 밀도는 운동 능력에 중요한 요인이다. 일반적으로

지근섬유가 속근 섬유보다 2-3배의 미토콘드리아 밀도를 차지한다(Jingting et al.,

2017; Osório et al., 2020). 미토콘드리아 수도 중요하지만 미토콘드리아 고유의 기

능 또한 조직학적, 생화학적으로 직접적인 영향을 미친다.

장시간의 유산소성 운동은 지방산의 대사과정이 요구되는데 이때 중요한 에너지

원인 fatty acid는 세포막을 단독으로 관통하기 어렵기 때문에

carnitine-acylcarnitine translocase의 도움을 받아 이중 막의 형태를 띤 미토콘드리

아의 안쪽 막으로 이동한다. 이 후 β-oxidation이 시작, Acetyl-CoA로 전환되어

TCA cycle에서 에너지 대사에 관여, 운동 능력을 결정한다(Hoppel, 1982; Violante

et al., 2013). 미토콘드리아 세포 내로 정상적인 칼슘 유입은 TCA cycle을 자극시켜

ATP 생성을 촉진시키지만, 비정상적 칼슘 유입의 증가는 1.5kDa 이상의 물질은 통
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과될 수 없는 촘촘한 형태의 세포막이 직경 2-3㎚ 크기의 구멍으로 변형된다. 이를

mPTP(mitochondrial permability transition pore)라 하며 세포막 간 공간에 있는 물

질들은 세포 외로 빠져나가 미토콘드리아의 형태를 붕괴시켜 ATP 형성을 불가능하

게 하고 ROS(reactive oxygen species)를 발생시켜 세포 사멸에 이르게 된다

(Sullivan et al., 2005).

본 연구 II를 위해 좌골신경의 통제를 받는 대표적인 가자미근과 비복근을 이용하

였다. 가자미근은 type I 근 섬유 유형을 보이며 비복근은 type IIa와 type IIb 근 섬

유 유형을 보인다(Osório et al., 2020). 따라서 운동 시점에 따른 신경 재생 양상을

확인하고 그에 따른 가자미근과 비복근에 Akt/mTOR signaling 생화학적 변화를 비

교 분석하였다.

(3) 운동 시점에 따른 신경재생 관련 단백질 발현의 차이

좌골신경 손상 전, 후에 시행된 트레드밀 운동으로 GAP-43 발현 양상을 비교해

본 결과, 좌골신경 손상 전 운동이 GAP-43 발현을 촉진, 손상 전 운동에서 유의미

한 상향 발현을 보이다가 손상 전, 후 복합운동에서 발현이 떨어지는 양상을 보였

다. 이는 신경 손상 후 운동이 신경 재생을 위해 필요한 유전인자 GAP-43 발현에

긍정적인 영향을 미치는 것으로 보인다. 하지만 신경 손상 전, 후 규칙적인 운동은

재생 속도를 활성화시켜 정상 세포 수준으로 빠르게 회복하여 더 이상의 GAP-43

발현은 무의미 할 뿐만 아니라 오히려 재생이 지연되거나 기능적 회복에 제약이 있

다는 반증일 것이다. 이는 Holahan 등의(2007) 실험결과에서 신경재생을 위해

GAP-43 발현이 필요하지만 계속적인 발현은 오히려 신경 퇴행의 결과라고 보고한

선행연구와 그 의미를 같이한다.

손상 초기 슈반세포의 성장에 영향을 미치는 ERK1/2의 발현은 축삭재성장을 촉

진시킨다고 연구 I에서 언급되었듯 EAI군과 EBAI군의 유의미한 상향 발현은 슈반

세포 성장의 활성화를 의미하며 이는 축삭 재성장에 긍정적인 영향을 미치는 것임

을 시사한다.

좌골신경 손상 전, 후 규칙적인 운동은 신경 가소성 관련 인자 p-Akt 발현을 촉진

하였고 mTOR는 ERK1/2의 발현 양상과 비슷하게 증진하였다. 이는 많은 선행연구
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에서 보여준 좌골신경 손상 후 운동 및 규칙적인 운동이 좌골신경의 재생에 영향을

미친다는 결과를 뒷받침한다(Li, et al., 2020; Wang et al., 2019; Wei et al., 2019).

(4) 유산소성 운동 시점에 따른 가자미근과 비복근에서 근 성장 발현 양상 비교

앞선 결과를 통해 좌골신경 손상 후 운동을 통한 신경 재생을 확인할 수 있었다.

따라서 그에 따른 가자미근과 비복근의 생화학적 변화 양상을 비교해보았다. 그 결

과 산화적 대사작용을 요구하는 유산소성 운동은 type I 근 섬유인 가자미근에서

ERK1/2가 규칙적인 운동에 반응하여 상향 발현되었다. 또한 신경 손상 전, 후 규칙

적인 운동은 serine/threonine kinase인 p-Akt 발현을 촉진하여 세포 대사, 성장 등

에 작용하는 중요한 신호 전달 인자로써 작용한다는 Ziaaldini 등의(2017) 연구와 관

련이 깊다. 하지만 Akt의 하위 분자인 p-mTOR의 발현이 EBI 운동군과 EAI 운동

군에서는 유의미하게 증가하였으나 EBAI 운동군에서 발현량이 두 그룹과 비교해

조금 감소한 것을 확인 할 수 있었다. 이는 이전 연구에서도 보고하였듯이, 유산소

성 운동을 통한 산화적 대사 작용으로 인해 발현되는 AMPK(adenosine

monophasphate-activated protein kinase)가 mTOR 발현 억제를 유도한 결과라고

볼 수 있다(Woo et al., 2016). mTOR의 발현의 감소에도 불구하고 하위분자인

p-4E-BP1은 EAI와 EBAI군에서 유의하게 상향 발현하였다. 4E-BP1이 mTOR의 의

존적으로 발현되는 하위분자이지만 유산소성 운동을 통한 미토콘드리아 대사 기능

에 중요한 인자인 PGC1α(peroxisome proliferator-acctivated receptorγ 

coactivator-1α) 발현 촉진을 통하여 4E-BP1이 특정 골격근의 대사에 직접 관여하

기 위해 발현 유지를 이어가는 것이라 생각된다(Tsai et al., 2015).

type I 근 섬유인 가자미근과 비교하여 glycolytic fast twitch muscle type 비율이

높은 비복근에서의 단백질 발현을 살펴보면 유산소성 운동을 통한 ERK1/2 발현이

EAI와 EBAI군에서 유의하게 증가하였다. 이는 산화적 대사 작용임에도 type II 근

섬유의 성장에 관여함을 시사한다. 또한 G1에서 S로 이어지는 세포주기는 세포 증

식이 이루어지는 시기이므로 그에 관여하는 ERK1/2의 발현이 촉진된다고 선행연구

를 통해 보고되었다(Bertoli et al., 2013; Tapinos & Rambukkana; 2005). 이에

Norm군에서 ERK1/2의 상향발현은 세포 증식 시기에 놓여 있었다고 사료된다. 그리
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고 p-Akt는 SAI군과 비교하여 EBI와 EAI군에서 유의하게 발현이 증가한데 반하여

EBAI군은 유의하게 하향 발현을 보였다. 이는 산화적 대사 작용보다 당 대사에 특

화된 근 섬유 에 혈관 밀도가 떨어지므로 운동 시에 저산소증을 유발하여 에너지

대사에 문제가 발생, 우선적으로 에너지를 자급하기 위해 p-Akt는 GSK3β를 인산화

하는데 집중하였다고 볼 수 있다(Robey & Hay, 2009). Kakihata 등에 의하면(2016)

type II 근 섬유 유형은 신경 손상 후 운동 경력이 없는 상태에서 갑작스런 운동은

ROS의 발현과 허혈성 손상으로 인해 세포에 손상을 입을 수 있다고 하였다. 그러한

이유로 mTOR 발현은 SAI군과 비교하여 EBI군에서 유의미하게 상향 발현한데 반

해 EAI군에서 유의미하게 감소한 결과를 가져왔다고 볼 수 있다. 하지만 EBAI에서

mTOR 발현 증가는 규칙적인 운동은 type II 근 섬유에 미토콘드리아 동원력과 혈

액 공급에 긍정적인 영향을 미쳐 mTOR 발현을 증가시켰다고 볼 수 있다. 게다가,

p-4E-BP1은 EBI군, EAI군과 EBAI군에서 발현이 촉진되었다. 이는 앞서 언급한 미

토콘드리아 대사 인자 PGC1α 발현 여파인 것으로 생각된다. 앞선 결과를 통해 가자

미근의 산화적 대사 작용은 비복근에 비해 뛰어남을 시사한다. 그러므로 유산소성

운동을 통한 근 성장 인자의 촉진은 가자미근이 비복근에 비해 훨씬 큰 영향을 받

을 것이다. 본 연구에서는 운동군이 비운동군에 비해 손상쪽 가자미근의 근 섬유의

크기가 위성세포의 핵을 중심으로 유의하게 증가하였다. 선행연구에서 근 섬유 크기

의 증가는 미토콘드리아의 대사 증가로 인한 ATP 생성 능력의 향상과 혈관 밀도의

증가로 인한 혈액 공급의 촉진으로 단백질 합성을 유리하게 하여 근 비대를 가져온

다고 하였다. 이러한 대사과정을 통한 조직학적 변화는 산화 능력이 좋은 근 섬유가

훨씬 뛰어나다고 보고하여 본 연구 결과를 지지한다(Wessel et al., 2010).

연구 II 결과를 보면 유산소성 운동 시점에 따라 비복근과 가자미근의 단백질 발

현 양상에 차이를 보였다. 특히 비복근이 가자미근에 비해 미토콘드리아 밀도가 떨

어지기 때문에 산화적 대사 능력을 요구하는 유산소성 운동이 이루어지는 동안 에

너지 대사를 위한 p-Akt의 역할이 필요하며 혈관 밀도가 떨어져 저산소증을 야기할

수 있어 세포 손상에 노출되고 이는 세포 성장 인자 mTOR의 발현을 떨어뜨릴 수

있다. 또한 가자미근과 다르게 비복근에서 p-4E-BP1이 손상 전 운동군을 포함해 모

든 운동군에 발현이 증가하는 이유는 미토콘드리아 밀도가 떨어지므로 그 발생을

유지해야 하기 때문이라고 생각된다. 게다가 유산소성 운동은 type I 근 섬유의 크
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기를 증가시켜 미토콘드리아와 혈관 재생의 촉진을 유도, 산화적 대사 작용의 능력

을 증가시켜 운동 수행 능력 또한 향상된다. 그러나 결과적으로 규칙적인 유산소성

운동은 type II 근 섬유의 미토콘드리아 대사 능력을 증진시켜 산화적 스트레스를

경감시켜 주었다.

이러한 생화학적 연구 결과를 바탕으로 신경 손상 후 운동을 통한 type I 근 섬유

의 조직학적 변화를 살펴본 결과, 산화적 대사 근육의 대표적인 가자미근의 근 섬유

밀도가 증가, 산화적 대사능력 및 혈관 밀집도의 상승으로 근 위축 억제를 유도한다

는 Wessel 등의(2010) 연구 결과를 지지한다.

본 연구 II를 통해서 근 섬유의 유형에 따라 운동 형태와 운동 시점이 달리 영향

을 받는 다는 것을 알 수 있었다. 그러므로 신경 손상으로 인해 발생하는 근 위축

시, 근 섬유 유형을 파악하여 운동 형태를 결정하는 것은 중요하다. 더욱이 본 연구

를 통해서 규칙적인 운동이 신경 손상 후 조직학적, 생화학적 악화를 최소화 할 수

있는 가장 합리적인 치료 전략임을 알 수 있다.

Figure 44. Schematic presentation of effet of treadmill exercise on

axonal regrowth and muscle hypertrophy after sciatic nerve injury.
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VI. 결론 및 제언

본 연구는 트레드밀 운동이 Akt/mTOR 신호전달체계를 유도하여 좌골신경 손

상으로 인한 표적근육의 근 위축을 억제하는데 미치는 영향을 분석하기 위해 실

시하였다. 이에 따라 연구 I에서는 좌골신경 손상 후 트레드밀 운동을 통한 그룹

간 축삭 재성장 유무를 확인한 후 표적근육의 Akt/mTOR 신호전달체계 활성 여

부를 비교 분석하였고, 연구 II는 신경 손상 전, 후 그리고 복합적으로 좀 더 다

양한 운동 시점을 설계하여 근 위축 억제 인자 발현 유무를 확인하였고 또한 트

레드밀 운동이 근섬유 유형에 따른 성장인자의 촉진을 비교 분석하였다.

우선적으로 좌골신경 손상 후 운동이 신경 재생에 미치는 영향을 확인하기 위

해 DRG에서의 neurite outgrowth 길이 변화 그리고 신경재생 표식인자인

GAP-43의 발현 양상과 축삭 재생과의 연관성을 확인하기 위해 면역형광염색법

을 이용하여 분석하였다. 또한 표적근육에서의 근 성장인자를 비교 분석하기 위

해 Western blot analysis을 이용해 각 변인을 산출하였다. Graphpad prism

version 6(GraphPad, USA)를 이용하여 연구 I과 연구 II에서 산출된 변인 간 일

원변량 분산분석(one-way ANOVA)을 실시하였다.

실험 결과를 분석한 후, 다음과 같은 결론을 얻었다.

연구 I: 축삭 재성장과 근 성장인자 촉진

좌골신경 손상 후 트레드밀 운동으로 인해 GAP-43 발현 촉진으로 재생에 중

요한 신경돌기 성장을 확인할 수 있었다. 재생 초기 MAPKs의 활성화로 인해

ERK1/2와 JNK가 상향발현 되어 전사인자 p-CREB, ATF3 그리고 p-c-Jun의

촉진되어 축삭 재성장에 긍정적인 영향을 미쳤다.
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또한 근육에서는 운동이 IRS-1의 하위분자인 Akt와 p-ERK1/2 촉진으로 인해

p-mTOR와 p-4E-BP1의 상향발현을 유도하여 단백질 합성에 관여, 근 비대에

유의한 영향을 미쳤다.

연구 II: 축삭재성장, 가자미근과 비복근에서 근 성장인자 촉진

좌골신경 손상 전, 후 규칙적인 운동이 GAP-43, ERK1/2, Akt, mTOR와 같은

축삭 재성장 관련 인자들의 상향 발현을 유도, 신경 재생에 긍정적인 결과를 가

져왔다.

산화적 대사과정인 유산소성 운동은 근 섬유 크기 촉진을 유도, 미토콘드리아

동원력과 혈관 밀집도를 증진시켜 근 비대를 유도하지만 산화적 대사 유형인 가

자미근(type I)과 당 대사 유형인 비복근(type II)의 근 성장인자가 운동 시점에

따라 다르게 발현되었다. 하지만 결과적으로 규칙적인 운동이 근 비대 성장인자

를 촉진시켰다.

인체의 골격근은 대략 640개 이상이며, 체내 단백질의 50-75%가 골격근과 연

관되어 있다. 그러므로 말초신경손상으로 인한 표적근육의 위축은 일상생활에서

기능적 부재를 야기한다. 따라서 말초신경손상 후 축삭재성장과 표적근육의 위축

억제를 위한 치료적 중재가 활발하게 이루어지고 있다. 그 중 신경 손상 후 재생

에 선행되어야 할 신경영양인자 발현을 촉진할 수 있는 근 수축 활동에 대한 연

구가 활발하게 이루어져야 하겠다.

특히 유산소성 운동이 성장인자 발현과 대조되는 위축인자 단백질에 미치는

영향을 비교 분석할 필요성이 요구된다. 또한 근 섬유 유형에 따른 운동 형태,

운동 시점 및 운동 기간 등 다양한 접근을 통해 신경손상 후 근 위축을 억제할

수 있는 체계적인 운동 프로그램 개발이 이루어지길 제언한다.
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(Supervised by professor Young-Pyo, Kim)

The purpose of the study was to identify the effect of regular exercise on

axonal regrowth, soleus and gastrocnemius hypertrophy via inducing

Akt/mTOR signaling pathway (study I: axonal regrowth and muscle

hypertrophy proteins activation, study II: differences of axonal regrowth and

muscle hypertrophy between muscle types by time point of exercise.) The

experiment animals recruited in study I and study II were divided into 3

groups and 5 groups that is, the experimental groups were classified into

control (n=10), sedentary 7 days (n=10) and 14 days (n=10) after SNI, and by

exercise for 7 days (n=10) and 14 days (n=10) after SNI of study I

respectively. Also study II was classified into normal group (Norm, n=10),



- 82 -

sedentary after SNI (SAI, n=10), exercise before SNI (EBI, n=10), exercise

after SNI (EAI, n=10), exercise before & after SNI (EBAI, n=10) respectively.

The rats in exercise group were forced to run on treadmill device (study I:

8m/min, study II: 15m/min) for 20min once a day for 2 weeks. Identification

of GAP-43 expression level and DRG neurite outgrowth length around

nucleus, and muscle fiber size in ipsilateral soleus were analyzed by

immunofluorescence method. Also, expression level of proteins for axonal

regrowth and muscle hypertrophy was analyzed with a Western blot.

The results obtained in this study were as follows;

Study I: axonal regrowth and muscle hypertrophy activation

1) Axonal regrowth

① Neurite outgrowth length around nuclei in DRG showed more significant

differences in exercise than sedentary group.

② Expression level of GAP-43 showed significant difference in injured sciatic

nerve of exercise than sedentary group.

③ Axonal regrowth involved GAP-43 expression showed significant increase

at nerve distal to damaged site in exercise when compared to that in

sedentary group.

④ Expression level of ERK1/2 in exercise group showed significant difference

at an early stage of regeneration after nerve injury.

⑤ Expression level of CREB in exercise group showed significant difference

at an early stage of regeneration after nerve injury.

⑥ Expression level of ATF3 and c-Jun as transcription factors in exercise

group showed significant difference at an early stage of regeneration after

nerve injury.

2) Activation of muscle hypertrophy
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① Expression level of ERK1/2 showed significant difference in ipsilateral

soleus of exercise than that of sedentary group.

② Expression level of Akt showed significant difference in ipsilateral soleus

of exercise than that of sedentary group.

③ Expression level of mTOR showed significant difference in ipsilateral

soleus of exercise than that of sedentary group.

④ Phosphorylation level of 4E-BP1 showed significant difference in ipsilateral

soleus of exercise than that of sedentary group.

Study II: axonal regrowth and muscle hypertrophy between soleus and

gastrocnemius

1) Axonal regrowth

① Expression level of GAP-43 showed significant differences by time point of

exercise at pre and post sciatic nerve injury.

② Expression level of ERK1/2 showed significant differences by time point of

exercise at pre and post sciatic nerve injury.

③ Expression level of Akt showed significant differences by time point of

exercise at pre and post sciatic nerve injury.

④ Expression level of mTOR showed significant differences by time point of

exercise at pre and post sciatic nerve injury.

2) Activation of muscle hypertrophy in type I muscle

① Expression level of ERK1/2 by time point of exercise at pre and post SNI

showed significant difference in ipsilateral soleus.

② Expression level of Akt by time point of exercise at pre and post SNI

showed significant difference in ipsilateral soleus.

③ Expression level of mTOR by time point of exercise at pre and post SNI

showed significant difference in ipsilateral soleus.
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④ Expression level of 4E-BP1 by time point of exercise at pre and post SNI

showed significant differences in ipsilateral soleus.

3) Activation of muscle hypertrophy in type II muscle

① Expression level of ERK1/2 by time point of exercise at pre and post SNI showed

significant difference in ipsilateral gastrocnemius.

② Expression level of Akt by time point of exercise at pre and post SNI showed

significant difference in ipsilateral gastrocnemius.

③ Expression level of mTOR by time point of exercise at pre and post SNI showed

significant difference in ipsilateral gastrocnemius.

④ Expression level of 4E-BP1 by time point of exercise at pre and post SNI showed

significant difference in ipsilateral gastrocnemius.

4) Differences in activation of muscle hypertrophy between type I and type II muscles

① ERK1/2 expression showed significant difference between type I and type II muscles.

② Akt expression showed significant difference between type I and type II muscles.

③ mTOR expression showed significant difference between type I and type II muscles.

④ p-4E-BP1 expression showed significant difference between type I and type II muscles.
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