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=A b s tra c t =

T he in sulin - like grow th fact or (IGF )s are believ ed t o on e of sev eral grow th

fact or s th at play an adjun ct iv e role in ov arian follicu lar dev elopm ent . T hese fact or s

cir culat e bound t o a fam ily of IGF - bin din g prot ein (IGF BP )s . It is know n th at

cir culat in g IGF BP s are inv olv ed in the tr an sport of IGF s t o t is sues an d m odulat e IGF s

act ion s at local t is su e T h e purposes of this study w ere to ev alu at e ch an g es in serum

IGF BP s profiles durin g norm al ov ulatory m en strual cylce an d t o com pare serum IGF BP s

profiles in periovulat ory ph ase of b etw een norm al ovulat ory m en stru al cylce and

controlled hyper stim ulated cy cle. F asting blood sam ples w ere obt ained from 15 norm al

h ealthy w om en throughout n orm al ovulat ory m en stural cyle an d on the day of aspir at ion

of oocyte from 10 patient s underg oing ov arian hyper st imu at ion for in vit o

fert ilizat ion - em bry o tran sfer . S erum IGF BP - 1 - IGF BP - 4 w ere m easured by w est ern

lig an d blot and im m unoprecipit at ion . S erum 17 - estr adiol w as det erm in ed by

radioimm unoassay . T ype and m olecular w eight of serum IGF BP did n ot ch ang ed during

n orm al ovulat ory m en stural cy cle . No significant v ariat ion in th e relat iv e proport ion an d

lev el of each IGF BP w a s foun d throu gh out n orm al ovulat ory m en stural cyle . A lso, the

relat iv e proportion and lev el of each IGF BP did n ot corr elat ed w ith serum 17 - estr adiol

lev el. T here w as no significant differ en ce in th e relativ e proport ion and lev el of each

serum IGF BP bet w een on th e day of ov ulation in norm al ovulat ory m en stru al cylce and

on the day of aspir at ion of oocyt e in controlled hyper stim ulat ed cy cle. Our dat a indicate

that IGF BP s h av e regulat ory funct ion s in ov ary throu gh an paracrin e and aut ocrine

rather than endocrin e m echanism during norm al ovulatory m en stural cyle .

K ey W ord s : IGF BP , 17 - estr adiol, Norm al ovulat ory m en stural cyle, Controlled

hyper st imulated cy cle
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서 론

인슐린유사 성장인자 (in sulinn - like grow th fact or :이하 IGF로 약함)는 난소과립막세

포, 난포막세포에서 여러종류의 성스테로이드 호르몬 생합성과정과 과립막세포의 발생을 통

하여 난포성숙에 영향을 준다고 알려져 있다(Giu dice, 1995). 이러한 작용을 하는 IGF - I의

배란전 난포 및 고호트 난포에서의 농도는 혈액에서보다 낮고 혈청 IGF - I과 유의한 상관

관계가 있다고 한다 (Rabinovici et al.,1990; H am ori et al.,1991). 또한 IGF - I 전령리보핵산

(m esseng er r ibonucleic acid ; 이하 m RNA로 약함)이 배란전 난포 및 크기가 작은 고호트

로부터의 과립막 세포에서 발현되지 않는다고 보고되었다 (El- Roiey et al.,1993,1994; Zhou

& Bondy ,1993). 이러한 보고들은 IGF - I이 혈액으로부터 난포내로 전달될 가능성 즉 IGF - I

의 내분비학적 작용 가능성을 시사한다. 그러나 정상월경주기를 가진 여성에서 혈청 IGF - I

를 측정한 최근 보고들에 의하면 주기적 변화를 하지 않는다고 한다(W an g et al.,1995; V an

Dessel et al.,1996; Blake et al.,1997).

한편 IGF계의 다른 일원인 IGF 결합단백질I (IGF bin ding prot ein :이하 IGF BP로

약함)에는 현재 IGF BP - 1 - IGF BP - 6 6종이 있다. 이러한 IGF BP가 혈중에서 IGF와 복

합체를 형성하여 IGF의 반감기를 증가시키거나 표적세포에 IGF 전달을 유지 (stor age

IGF BP ) 또는 그 이동을 더 용이하게(t ran sport/ shut t le IGF BP ) 하는 작용을 한다는 것

(Jon es & Clem m on s ,1995)을 고려할 때 정상월경주기에서 혈중 IGF가 변화하지 않았다는

결과는 월경주기에 따른 혈중 IGF BP들 양상의 변화 가능성을 시사하는 소견일 수 있다.

최근 일부 연구자들에 의하여 정상월경주기에서 혈중 IGF BP - 1과 IGF BP - 3의 변화양상만이

연구되었으나 그 결과에 차이가 있다 (W ang et al.,1995; V an Des sel et al.,1996; Blake et

al.,1997; H elle et al.,1998). 또한 혈중 IGF BP - 3와 달리 저 분자량의 IGF BP , 즉 IGF BP - 2,

IGF BP - 4는 모세혈관내피를 통과하므로 (Jon es & Clem m on s , 1995) 이러한 IGF BP들이 난소

조직에 IGF들의 전달 및 난소조직에서의 직접적 작용에 중요할 수 있는데 지금까지 혈중

이러한 IGF BP들의 변화양상에 대한 보고는 발표된 바 없다.

이에 본 연구자 등은 정상배란성 월경주기에서 순환계내 IGF BP - 1 - IGF BP - 4의

내분비학적 역할을 알아보고자 월경주기의 시기에 따른 이런 IGF BP의 변화양상을 분석

하고 정상배란성 월경주기의 배란일 및 과배란유도주기의 난자채취일에서의 IGF BP양상을

비교 분석하였다.
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대 상 및 방 법

(1 ) 연구대상

서울대학교 병원 불임상담실에 등록된 환자중 남성인자로 인하여 임신이 되지 않고

과거 3 개월간 규칙적인 월경주기 (27- 30일)을 보였으며 자궁내막조직검사 및 기초체온표 등

에 의하여 정상배란성 월경주기가 확인된 여성 15명과 양측성 난관절제술로 인하여 임신이

되지 않아 체외수정 및 배아이식술을 시행하는 환자 10명을 대상으로 하였다. 체외수정 및

배아이식술 대상자들에서는 D - T rp - 6- LHRH (Decapeptyl, F err ing M alm o, S w eden ) 0.1

m g을 황체기중기에 피하주사 시작하여 혈중 17 - estr adiol 농도가 30pg/ m l이고 난포의 직경

이 10m m 미만인 경우 hum an m en opau sal g on adotropin (이하 hM G로 약함)/ follicle

stim ulat in g h orm on e (F SH )를 각각 150 unit 씩 주사하는 방법을 사용하여 과배란 유도하였

다. 이러한 연구대상자들의 연령은 27- 35세 이었다. 또한 임신중이 아닌 20- 30세의 폐경

전 정상여성 10명, 정상 정액검사 소견을 가진 정상남성 5명이 W est ern ligand blot의 대조

검체를 채취하기 위하여 포함되었다.

(2 ) 혈청 , 정장의 채취 및 처리

정상배란성 월경주기가 확인된 여성에서 월경주기 제 3일에 혈액을 채취하였고 제

7- 9일부터 1- 2일간격으로 3,5 m H z의 realt im e sect or scanner를 이용하여 난포의 발전을 관

찰하면서 혈액을 채취하였다. 난포의 위축이 확인인 된 일을 배란일로 하였고 배란후 제

2- 3일, 제9- 10일에 혈액을 추가 채취하였다. 체외수정 및 배아이식술을 시행하는 환자에서

는 난자흡인일에 채취된 혈액을 실험에 사용하였다. 혈액채취는 모든 연구대상자들로부터

오전 7시와 9시사이에 시행하였고 원심분리하여 혈청을 모아서 - 70˚C에 보관하였다가 실

험에 사용하였다. 또한 3일간 금욕을 한 정상건강남성에서 채취된 정액을 혈액처리와 같

은 방법으로 원심분리하여 상층액과 정장을 분리하여 모은후 소량씩 - 70˚C에 보관하였다

가 실험에 사용하였다.

(3 ) IGF B P들의 측정

IGF BP들 측정을 위하여 본 연구자 등 (Kim & Lee ,1996)이 이미 보고한

W es tern lig and blot의 방법을 약간 변형하여 시행하였다. 즉 혈청을 포함한 검체 등을 9
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5°C에서 5분간 가열한후 비연속성 sodium dodecyl sulfate (SDS ) poly acrylamide 겔에서

전기영동후 semidry - electrotr an sfer 기기 (Pharm acia , LKB, S w eden )를 사용하여 니트로셀룰

로스막에 전이시켰다. 3% N onidet P - 40, 1% 우혈청 알부민 (bovine serum album in ;이하

BSA로 약함), 0.1% T w een - 20이 함유된 식염수 용액에서 세척하고 비닐주머니 안에서 1%

BSA , 0.1% T w een - 20를 함유한 식염수 용액 및 125I- IGF - I (106 cpm ) 등과 함께 4°C에서 18

시간 반응시켰다. 그후 다시 세척 건조시킨 니트로셀룰로스막을 BA S 영상판(im agin g plat e )

과 함께 BA S 카세트 2040에 넣어 24시간 노출시킨 후 영상판상의 각 IGF BP 띠의 강도를

Bio- im agin g an aly zer sy st em (BA S 2000, F uji F ilm Co.Ltd .,Japan )과 T in a 2.0 프로그램을

이용하여 측정하였다. W estern ligan d blot상 IGF BP - 3 양성 대조군으로 폐경전 정상 건

강여성 혈청, IGF BP - 2 양성 대조군으로 정상 건강남성의 정장이 사용되었다. IGF BP 상대

강도 측정의 in tera ssay v ariat ion은 5.1%이었다. 또한 I GF B P의 유형을 확인하기 위하여

본 연구자 등(Kim & Lee,1996)이 이미 보고한 방법과 거의 동일하게 면역침전법

(I m m un op recip ita t ion)을 시행하였다.

(4 ) 17 - e s tra dio l 측정

정상월경주기를 가진 여성에서는 배란전 제 1- 4일에 채취된 혈청 25예에서

estradiol kit (S eren o Diagnost ics ,S w it zerlan d)를 이용한 방사면역측정법으로 17 - estr adiol을

측정하였다. 이 계측의 민감도는 20- 2000pg/ m l이고 estrone과의 교차반응도는 1.3% , estr iol

과는 0.4%이었으며 int r as say v arian ce는 5,5%이었다.

(5 ) 통계분석

월경주기의 각 시기는 배란일을 기준일로 하여 표시하였으며 모든 자료는 평균 ±

표준편차로 표시하였다. 통계분석은 SA S program내 r epeat ed m easures ANOVA t est ,

stu dent ' s t - test을 이용하여 분석하였고 p < 0.05인 경우만 유의하게 판정하였다.
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결 과

정상배란성 월경주기를 가진 여성의 혈청내에 37/ 43kDa, 31kDa, 26kDa, 24kDa의

IGF BP들이 존재하였는데 항 IGF BP - 1 항체, 항 IGF BP - 2 항체, 항 IGF BP - 3 항체, 항

IGF BP - 4 항체를 사용한 면역침전법에서 특이적 침전이 일어나서 37/ 43kDa IGF BP가

IGF BP - 3, 31kDa IGF BP가 IGF BP - 2, 26kDa IGF BP가 IGF BP - 1, 24kDa IGF BP가 IGF BP - 4

로 확인되었고 정상배란성 월경주기에서 혈청내에 나타나는 IGF BP의 종류 및 분자량의

크기는 월경주기의 시기에 따른 차이가 없었다(F ig . 1). 연구대상자들의 혈청내 IGF BP의

강도를 W estern ligan d blot 실험간의 오차를 줄이기 위해서 실험시마다 임신하지 않은 폐

경전 정상여성 10명으로 부터 채취하여 모은 혈청내 각 IGF BP의 강도를 1로 하였을 때의

상대강도로 표시하였는데 정상배란성 월경주기에서의 혈청 IGF BP - 1, IGF BP - 2, IGF BP - 3,

및 IGF BP - 4의 상대 강도도 월경주기의 시기에 따른 유의한 변화가 없었다 (T able 1). 정

상배란성 월경주기의 각 시기에서의 혈청내 총 IGF BP들의 강도에 대한 각 IGF BP 강도의

비로 나타낸 IGF BP들의 분포양상은 T able 2 와 같았는데 월경주기의 시기에 따른 유의한

변화가 없었다 (T able 2). 배란전 제 1- 4일에 채취된 혈청내 각 IGF BP들의 상대강도와 총

혈청 IGF BP에 대한 그 분포비는 각각 혈청 estradiol 농도와 유의한 상관관계가 없었다.

과배란유도 월경주기을 가진 환자에서 난자채취일의 혈청내 각 IGF BP의 상대강도

(F ig . 2) 및 혈청내 총 IGF BP들의 강도에 대한 각 IGF BP 강도의 분포비(F ig . 3)도 정상배

란성 월경주기를 가진 여성의 배란일에서의 혈청내 것과 각각 유의한 차이가 없었다.

고 찰

난포성장에 중요한 역할을 하는 난소내 IGF는 국소적 생산뿐만아니라 순환계의

IGF에 기인될 수 있으나 순환계에 존재하는 IGF의 난소조직내 전달에 관여 할 가능성이

있는 혈중 IGF BP - 2, IGF BP - 4 농도를 이제까지 측정한 바가 없었는데 본 연구에서는 최초

로 이러한 IGF BP들이 정상배란성 월경주기에서 변화하지 않는다는 소견을 얻었다.

순환계내 IGF BP는 IGF와 마찬가지로 주로 간에서 합성된 것에 기인된다. 혈중
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IGF BP - 1는 새벽에 가장 높은 농도가 되고 오후에 매우 낮게 되는 일내변동 (diurnal

fluctuation )을 보이고 공복시 그 농도가 증가되고 음식 섭취시 감소되는 등의 식이적 요인

에 의해서 영향을 받을 수 있다고 한다(Jon es & Clem m on s ,1995). 그러나 오전중 혈청

IGF BP - 1의 감소는 공복시 일어나지 않으므로 본 연구에서는 공복상태로 오전 9시 이전에

채혈된 혈액을 사용하여 IGF BP들을 W est ern lig and blot으로 측정하였는데 정상배란성 월

경주기에서 혈청내에 나타나는 IGF BP의 종류, 분자량의 크기은 월경주기의 시기에 따른 유

의한 변화가 없었다.

정상월경주기에서 IGF BP - 1, IGF BP - 3의 농도의 변화유무에 대하여는 연구자에 따

라 다르게 보고되고 있다. 본 연구에서 정상배란성 월경주기에서 혈중 IGF BP - 1의 상대강도

가 월경주기의 시기에 따라 유의하게 변화하지 않았는데 이러한 결과는 배란직 전과 월경

제 1일에 혈청 IGF BP - 1 농도의 정점(peak )을 보고하고 있는 W an g 등 (1995)의 결과와 상반

되나 다른 연구자들( Van Dessel et al,1996; Helle et al.,1998)의 결과와 일치된다. 본 연구

에서는 더욱이 이제까지의 보고자들과달리 IGF BP의 분포비를 측정하였는데 이또한 월경

주기에 따라 유의한 변화를 하지 않았다. IGF BP - 1은 간에서의 인슐린 감수성을 반영하며

역으로 인슐린이 이런 조직에서 IGF BP - 1의 발현을 조절한다는 보고(Lee et al.,1993)로 볼

때 본 연구결과는 인슐린 감수성이 월경주기에 의존적이 아니라는 것을 시사하는 소견일 수

있다. 한편 월경주지에 이상이 있는 다낭성 난포증 환자에서는 정상월경주기 여성보다 혈

청 IGF BP - 1 농도가 낮으며 이것으로 인하여 난소조직에서 IGF에 의한 안드로겐 합성이 더

욱 증가될 수 있다고 주장되고 있다 (T iit inen et al.,1993). 본연구에서 혈청 IGF BP - 3의 상

대강도는 W an g 등 (1995), V an Dessel 등 (1996)의 결과와 일치하나. IGF BP - 3가 난포기에

가장 높고 황체기 및 월경기에 낮다고 한 Helle 등 (1998)의 결과와 상반된다. IGF BP - 3는

성인 혈청내 주요 IGF BP이며 성장호르몬(grow th h orm on e; 이하 GH로 약함) 의존적이라고

생각되고 있는데 (Jones & Clem m on s ,1995) 본 연구결과는 정상월경주기에서 혈중 GH의

주기적변화를 관찰하지 못하였다는 Juul 등 (1997)의 결과에 의하여 더욱 지지된다.

순환계에서 IGF BP - 3는 IGF와 결합된 150kDa의 복합체를 형성하여 존재하므로 모

세혈관내피를 통과하지 못하는데 반하여 저 분자량의 IGF BP , 즉 IGF BP - 2, IGF BP - 4는 모

세혈관내피를 통과하므로 (Jones & Clemm on s ,1995) 이러한 IGF BP들이 난소 조직에 IGF들

의 전달 및 난소조직에서의 직접적 작용에 중요할 수도 있다. 퇴화난포 또는 다낭성난포의

난포액내 정상 우성난포에 비하여 IGF BP - 2, IGF BP - 4등이 높다는 것이 관찰되어 이러한

IGF BP의 중가가 IGF의 유용성을 감소시켜 난포의 퇴화를 초래할 수 있다고 생각되고 있다

(Cat aldo & Giu dice, 1992; S an Rom an & M agoffin , 1993). 더욱이 본 연구자 등 (Kim &

Lee ,1996)은 골다공증을 가진 자연폐경 여성에서 자연폐경후 정상여성에 비하여 혈청

IGF BP - 2 상대강도와 그 분포비가 증가하고 이러한 IGF BP - 2의 양상이 골밀도와 상관성을
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관찰하여 골대사에 순환 IGF BP - 2의 내분비학적 기능을 제시한 바 있다. 이와 대조로 본 연

구에서의 정상배란성 월경주기를 가진 여성에서는 혈청 IGF BP - 2, IGF BP - 4의 상대농도 및

분포비의 주기적 변화를 관찰하지 못하였다.

과배란유도주기의 경우 정상월경주기에서의 내분비학적 소견과 다를 수 있는데 이

제까지 과배란유도주기에서 혈청 IGF BP - 1에 대한 연구만이 극소수 이루어졌다. 성선자극호

르몬 유리호르몬 협동제(gonadotropin relea sin g horm on e agonist ) 및 hM G를 사용한 과배

란 유도주기의 후기 증식기에 혈청 IGF BP - 1 농도가 정상월경주기보다 높다고 보고되었는

데 (M artikainen et al.,,1991; Arthur et al.,1994) 이러한 결과는 정상배란성 월경주기를 가진

여성의 배란일에서의 혈청내 각 IGF BP의 상대강도 및 분포양상이 과배란유도주기에서 난

자채취일의 혈청내 것과 각각 유의한 차이가 없었다는 본 연구결과와 상반된다. 향후 과배

란유도주기의 전 기간에서 IGF BP의 변화양상과 난포내 IGF BP와의 상관성 등에 연구가 필

요하다.

난소세포에서 IGF BP - 1 - IGF BP - 5 m RNA가 발현되며 (E l- Roiey et al.,1993,1994)

황체화 과립막세포의 무혈청 배양액에서 IGF BP - 1 - IGF BP - 4를 검출할 수 있다고 보고되

었다 (김 등, 1996). 이런 보고들과 함께 정상배란성 월경주기에서 혈청 IGF BP - 1 -

IGF BP - 4 농도의 변화가 없었다는 본 연구결과는 IGF BP가 난소기능 조절에서 내분비역활

보다는 측분비 (paracrine) 또는 방분비 (autocrin e) 역활로 IGF의 작용을 조절하거나 직접 난

소세포에 작용할 수 있다는 것을 시사한다. 즉 난소조직내로 순환계 IGF의 전달에 IGF BP

가 관여하기보다는 다른 인자 즉 혈중 IGF BP 단백분해효소, 난소조직내 pH같은 환경적인

자 및 IGF계의 주기적 변화, 혈관 침투성 (v ascular perm eability ) 등이 관여 할 수 있는데

향후 이에 대한 연구가 필요하다고 사료된다.

결 론

정상배란성 월경주기에서 순환계내 IGF BP - 1 - IGF BP - 4의 내분비학적 역할을 알

아보고자 정상배란성 월경주기를 가진 여성 15명 및 과배란유도후 체외수정 및 배아이식을

시행하는 환자 10명에서 혈청 IGF BP - 1 - IGF BP - 4와 17 - estr adiol을 각각 W et ern lig and

blot , 면역침전법, 방사면역법으로 측정하여 정상배란성 월경주기에서 혈청내 IGF BP들의 변

화양상과 17 - estr adiol과의 상호 연관성을 분석하고 정상배란성 월경주기의 배란일 및 과배

란유도주기의 난자채취일에서의 IGF BP양상을 비교 분석하였다. 정상배란성 월경주기에서

혈청내에 나타나는 IGF BP의 종류, 분자량의 크기, 상대강도 및 분포양상은 월경주기의 시

기에 따른 유의한 변화가 없었다. 각 IGF BP들의 상대강도와 분포비 또한 혈청 17
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- estr adiol 농도와 유의한 상관관계가 없었다. 정상배란성 월경주기를 가진 여성의 배란일

에서의 혈청내 각 IGF BP의 상대강도 및 분포양상도 과배란유도주기에서 난자채취일의 혈

청내 것과 각각 유의한 차이가 없었다. 이상의 결과는 IGF BP는 난소기능 조절에서 내분비

역활보다는 측분비 또는 방분비역활을 통하여 작용한다 것을 시사한다.
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