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Objectives: The purpose of this study was to evaluate effects of heparin-binding

epidermal growth factor (HB-EGF) on the rate of blastocyst formation and hatching in

the mouse embryos and the expression of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and

ATPase γ-subunit mRNA.

Methods: Late 2-cell mouse embryos was cultured for 72 hours in HTF medium

containing with 1, 10, and 100 ng/ml HB-EGF. The mRNA expression level of MMP-9

and ATPase γ-subunit was detected by reverse transcription-polymerase chain

reaction(RT-PCR).

Results: The rate of hatching was significantly higher (p<0.05) in group containing with 1

ng/ml HB-EGF than other groups. Also, the rate of hatched blastocyst was significantly

higher (p<0.05) in 10 ng/ml. The mRNA expression level of MMP-9 mRNA was not

shown any difference among groups, but ATPase γ-subunit was higher than other

groups.

Conclusions: Taken together these results suggest that HB-EGF has the positive effect

to promote the blastocyst formation and hatching process and influences the blastocoel

expansion by promoting the ATPase mRNA expression in the mouse embryos.
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착상기간동안 배아의 정상적인 발생과 배아를 받아들이는 자궁간의 시공간적인 일치성

(synchronization)은 성공적인 착상을 위한 필수적인 요소이다. 이 시기에는 배아와 모체의 자궁

간에 신호전달물질에 의한 상호작용이 이루어지며, 이에 관여하는 다양한 신호전달물질의 구조와

기능이 밝혀지고 있다.

그 중 EGF 족에 해당되는 heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF)는 착상과

포배로의 발생에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.
1,2

HB-EGF는 insoluble transmembrane과 soluble paracrine 형태로 존재하고 EGF 수용체에

결합하여 세포내 신호전달기작에 영향을 미친다. 생쥐의 경우에 adhesion이 일어나기 6-7시간

전에 자궁내막의 apposition 부위에서만 발현되며,
1
가임신시킨 자궁에서는 HB-EGF가 발현하지

않는 것으로 보아 배아자체에서 자궁의 HB-EGF 발현을 유도하는 물질이 있는 것으로 추측되고

있다. 한편 생쥐의 경우 배양액내에 HB-EGF를 첨가하여 배아를 배양할 경우 포배기 배아의 세

포수가 증가하고 부화를 촉진시키는 반면
1
, 흰쥐와 사람의 경우에서는 부화를 촉진시키지만 세포

수의 증가는 유도하지 않는다.
3,4
또한 사람의 경우 생리주기의 proliferative phase에서는 소량의

HB-EGF mRNA가 stroma에서만 국소적으로 발현하다가 mid-secretory를 지나 착상시기에 이

르면 다량의 HB-EGF mRNA가 자궁내막세포에서 발현하게 된다.
5,6

이러한 결과들로 보아 HB-EGF가 착상기간동안에 중요한 역할을 하며, 배아의 발생과 부화작

용에도 영향을 주는 것으로 사료된다. 따라서 본 실험에서는 HB-EGF가 생쥐의 착상전 초기발생

과정동안에 발생율과 부화율 그리고, 착상과 포배형성 기작에 관여하는 물질로 알려진 MMP-9

과 ATPase γ-subunit 유전자의 발현에 미치는 영향을 실험하였다.
7,8,9



연구대상 및 방법

1. 배아의 수획

본 실험에서는 명 14시간, 암 10시간으로 광주기가 조절되고, 물과 먹이가 충분히 공급되는 상

태에서 사육한 생쥐 (ICR starin)를 사용하였다. 암컷은 생후 8-10주, 수컷은 10-12주된 것을

사용하였다.

배아를 수획하기 위해 암컷 생쥐의 복강에 5 IU pregnant mare's serum gonadotropin

(PMSG, Sigma)을 주사하고 48시간 후에 5 IU human chorionic gonadotropin (hCG, Sigma)을

주사하여 과배란을 유도한 뒤, 건강한 수컷과 교미시켰다. 다음날 아침 질전을 통하여 교미여부를

확인하였고, hCG 주사 후 48시간에 경추파괴로 도살하여 복부절개후 수란관을 적출하였다. 후기

2-세포기 배아를 수획하기 위해 해부현미경하 (SZ-40, Olympus)에서 배양액을 수란관으로 관류

(flushing)하는 방법으로 수획하였다.

2. 배아의 배양

수획한 배아는 배양접시 (60×15 mm, Falcon) 위에 배양액 방울 (50 μl)을 만들고 그 위에

light mineral oil (Sigma)을 덮어 37℃, 5% CO2와 95% 공기가 공급되고 100% 습도가 유지되

는 배양기 (TC-2323, Sheldon) 내에서 배양하였다.

기본배양액으로는 5% SSS (Synthetic serum substitute, Irvine)가 첨가된 HTF를 사용하였으

며, 실험군으로는 각각 1, 10, 100 ng/ml 농도로 HB-EGF가 함유된 배양액을 이용하였고, 대조

군은 HB-EGF를 함유하지 않은 배양액으로 하여 수획한 후기 2-세포기 배아를 옮긴 후 72시간

동안 배양하였다.

3. 발생정도 관찰 및 할구수 계수

각각의 농도에서 72시간 동안 배양된 배아는 포배강의 형성과 부화정도에 따라 아래와 같이

구분하여 관찰하였다. 포배강이 배아의 절반 이하인 경우 (A), 포배강이 배아의 절반 이상인 경우

(B), 팽창된 포배기 배아 (C), 부화중인 포배기 배아 (D), 부화된 포배기 배아 (E)로 구분하여

관찰하였다.

발생양상 관찰 후 대조군과 실험군의 일부 배아를 대상으로 할구수를 계수하였다. 계수할 배아

는 0.1% glutaraldehyde (Sigma)로 24시간 동안 고정한 후 1 μg/ml bis-benzimide

trihydrochloride (Hoechst 33342, Sigma)에 15분 동안 핵을 염색하는 방법으로 형광현미경

(BX-40, Olympus)을 이용하여 계수하였으며, 60개 이하의 할구를 가진 배아는 통계처리시 제외

하였다.



4. 역전사 중합효소 연쇄반응

반응에 사용한 모든 기구는 0.1% diethyl-pyrocarbonate (DEPC, Sigma)가 처리된 3차 증류

수로 수세, 멸균하여 사용하였다. TGF-α를 처리한 배양액에서 96시간 동안 배양된 배아를 수획

하여 Ca2+, Mg2+이 없는 phosphate buffered saline (PBS)에 수세한 후 1.5 ml micro

centrifuge tube에 옮겼다. 이후 일정량의 TRIzol (Gibco BRL)을 tube에 넣어 -70℃에 보관하

였다. Total RNA를 분리한 후 역전사반응 (reverse transcription)을 수행하였으며, 역전사 반응

에는 각각 30개의 배아에서 추출한 total RNA를 가지고 수행하였다.

중합효소 연쇄반응 (polymerase chain reaction)은 fidelity가 검증된 시발체를 사용하였으며

(Table 1),
9,19,20
기본적인 반응 program은 94℃에서 3분간 pre-denaturation 과정을 거친후, 94

℃에서 45초간 denaturation, 54℃에서 45초간 annealing, 그리고 72℃에서 45초간 extension

을 한 주기로 수행하였으며, 마지막에는 72℃로 10분간 extension 과정을 수행하였다. 반응이 끝

난 생성물은 2% agarose gel에 전기영동한 후 ethidium-bromide (1 μg/ml, Sigma)에 15분간

염색하여 UV light 하에서 결과를 관찰하였다. PCR 반응에서 cDNA의 존재를 확인하고 동량의

RNA로부터의 상대적인 양을 비교하기 위해 β-actin의 발현을 positive control로 사용하였다.

상대적인 ATPase γ-subunit와 MMP-9 mRNA의 발현정도를 측정하기 위해 전기영동한 결과를

densitometer (Quantity One, BIO-RAD)를 통해 측정하였다.

5. 유의성 검증

배아의 발생율과 할구수에 대한 유의성 검증은 t-test를 이용하였고, 이때 p<0.05 이하인 경우

를 유의한 것으로 판정하였다.



결 과

1. 포배형성과 부화에 미치는 HB-EGF의 효과

후기 2-세포기 배아를 수획하여 각각 1, 10, 100 ng/ml 농도로 HB-EGF가 첨가된 배양액을

실험군으로 하였고, 대조군으로는 HB-EGF가 첨가되지 않은 배양액으로 하여 72시간 동안 배양

하였다. 포배형성과 부화가 진행되는 형태학적인 구분은 포배강의 형성과 부화정도에 따라 다음

과 같이 분류하였다. 포배강이 배아의 절반 이하인 경우 (A), 포배강이 배아의 절반 이상인 경우

(B), 팽창된 포배기 배아 (C), 부화중인 포배기 배아 (D), 부화된 포배기 배아 (E)로 구분하여

관찰하였다. 1 ng/ml로 처리된 군에서 부화중인 포배기 배아의 비율이 45.1%로 대조군의 38.1%

에 비해 유의하게 증가하였고 (p<0.05), 10 ng/ml로 처리된 군에서는 부화된 포배기 배아의 비

율이 15.1%로 대조군의 10.3%에 비해 유의하게 증가하였다 (p<0.05). 그러나 전체적으로는 실

험군과 대조군 사이에 포배형성과 부화정도에 큰 차이를 보이지 않았다 (Table 2).

각 대조군과 실험군간의 포배형성율은 유의한 차이를 나타내지 않았고, 부화율에 있어서는 1

ng/ml로 처리된 군에서는 57.9%로 대조군의 48.3%에 비해 유의하게 증가하였다 (p<0.001). 전

체적으로 대조군에 비해 실험군에서 포배형성율과 부화율이 증가되는 것으로 보이며, 10 ng/ml

이상의 농도로 HB-EGF가 함유된 배양액에서는 대조군에 비해 뚜렷하게 증가하는 양상을 보이

진 않았다 (Table 3).

2. 포배기 배아의 할구수 비교

후기 2-세포기 배아를 72시간 동안 배양한 후 각각의 군에서 할구를 계수할 배아를 선별하였

다. 우선 0.1% glutaraldehyde에서 24시간 동안 고정한 후 1 μg/ml bis-benzimide

trihydrochloride (Hoechst 33342)에 15분 동안 핵을 염색하는 방법으로 계수하였으며, 이때 60

개 이하의 할구를 가진 포배기 배아는 제외하였다.

포배형성과 부화율이 가장 높은 1 ng/ml로 함유된 실험군에서의 할구수가 91.7±9.2로 대조

군의 82.5±14.6에 비교하였을 때 가장 높았지만 통계적 유의성은 없었고, 다른 실험군에서는 대

조군과 비슷한 할구수를 나타내었다.

3. MMP-9과 ATPase γ-subunit mRNA의 발현에 미치는 HB-EGF의 영향

생쥐의 착상기간 동안에 자궁의 remodeling효과를 유도하는 MMP-9과 포배강형성을 유도하

여 부화를 촉진시키는 것으로 알려진 ATPase γ-subunit의 발현에 HB-EGF가 어떤 영향을 미치

는지 알기위해 internal control로 사용한 β-actin mRNA의 상대적인 발현량과 비교하였다.

MMP-9의 경우 대조군과 비교해볼 때 실험군간의 농도에 따른 발현량도 거의 유사하였다.

ATPase γ-subunit mRNA의 경우에는 대조군과 비교해볼 때 HB-EGF를 처리한 군에서 대체적

으로 많은 양의 전사물이 발현하였으며, 특히 할구수와 부화율이 가장 높았던 1 ng/ml로 처리한

군에서 가장 많은 양의 전사물이 발현되었다.



고 찰

체외에서 배양되는 배아의 발생에 미치는 growth factor와 cytokine의 효과는 Vero cell, 수

란관상피세포, 자궁내막세포등의 공배양실험을 통해 간접적으로 증명되어 왔다.10,11,12 그 대표적

인 예로써 Leukemia inhibitory factor (LIF), insulin-like growth factor (IGF), epidermal

growth factor (EGF), transforming growth factor α (TGF-α), platelet-derived growth

factor (PDGF), interleukin-6 (IL-6) 등이 있으며, 이들은 체외배양시 생쥐와 사람의 초기 배아

발생과 포배형성을 촉진시킨다는 보고들이 있다.
13,14,15

그 중 EGF족에 해당되는 heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF) 또한 배아의

발생과 포배형성에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.1,2 본 실험에서 각각 1, 10, 100

ng/ml의 농도로 HB-EGF를 배양액에 첨가하여 생쥐의 후기 2-세포기 배아를 72 시간 동안 배

양한 후 포배형성율과 부화율을 관찰한 결과 포배형성율은 군간의 차이가 없었으나, 부화율은 1

ng/ml로 처리한 실험군에서 유의하게 높게 나타났다 (Table. 3). 또한 포배기배아의 세포수 또한

대조군에 비해 1 ng/ml로 처리한 실험군에서 증가하였지만 (82.5±14.6 vs 91.7±9.2) 유의성은

없었다 (Table. 4). 이러한 결과는 농도의존적이 아닌 특정한 농도에서 가장 높은 부화율과 세포

수의 증가를 나타냄을 의미하며, 오히려 고농도로 처리한 실험군에서의 부화율과 세포수가 대조

군에 비해 비슷하거나 혹은 다소 낮게 나타나는 것은 HB-EGF 수용체의 down-regulation에 의

한 desensitization 효과라고 사료된다.
16

착상시기에 있어서 모체의 자궁과 배아로부터 분비되는 growth factor는 autocrine 또는

paracrine 작용에 의해 착상에 영향을 주는 물질들을 합성, 분비시킨다. 그 중 matrix

metalloproteinase는 LIF와 EGF에 의해 합성, 분비되어 자궁의 기질을 분해하여 착상에 도움을

주는 역할을 한다고 알려져 있다. 한편 포배강형성 기작에 있어서도 TGF-α와 EGF등의 growth

factor가 cAMP의 증가와 sodium의 흡수를 촉진시켜 포배강 형성과 배아의 팽창에 관여한다고

알려져 있다.
16,17,18
따라서 배양액에 HB-EGF를 처리하였을 때 배아에서 발현되는 MMP-9과 포

배강 형성에 관여하는 것으로 알려진 ATPase γ-subunit mRNA의 발현에 어떠한 영향을 주는지

실험하였다.

각각 1, 10, 100 ng/ml로 처리된 배양액에서 72 시간 동안 배양한 후 유전자의 발현정도를

RT-PCR을 통해 관찰한 결과 MMP-9은 대조군과 실험군간의 차이가 거의 없었으나, ATPase γ

-subunit의 경우는 1 ng/ml로 처리된 실험군에서 증가하는 것으로 관찰되었다 (Figure. 1).

MMP-9의 경우에는 포배를 형성하거나 부화중인 시기에는 모체나 배아자체로부터 분비되는

growth factor에 의해 크게 영향을 받지 않고, 배아의 부착 또는 침습과정이 이루어지는 동안 모

체와의 직접적인 상호작용을 통해 유전자의 활성이 증가되는 것으로 대개 알려져 있다. ATPase

γ-subunit는 주로 포배기 배아의 trophectoderm에서 발현되어 포배강 형성을 촉진시키는 역할

을 한다. 실험결과 1 ng/ml의 농도로 처리된 실험군에서 HB-EGF는 inner cell mass보다는

trophectodermal cell의 증가와 더불어 ATPase γ-subunit 유전자의 발현량을 증가시킴으로써

포배강 형성을 촉진시키는 것으로 추측된다.

이상의 결과로 보아 HB-EGF는 생쥐 초기배아의 발생에 있어서 cell differentiation보다는

proliferation을 촉진시켜 세포수의 증가와 함께 ATPase γ-subunit 유전자의 발현량을 증가시킴

으로써 부화율을 높이는데 중요한 역할을 하는 것으로 판단된다. 하지만 다른 growth factor나

cytokine에 비교하면 그다지 발생에 있어서 큰 효과를 나타내지 않는 것으로 사료되며, 착상전

보다는 착상이후에 더 중요한 역할을 하는 것으로 제안된다.
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Table 1 . Primers used for RT-PCR and the size of their amplification products.

Gene Primer sequence
Position on
cDNA

Fragment size
(bp)

Reference

β-actin

5' GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 24-45

539 Rappolee et al., 1992

3' CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 541-564

MMP-9

5' AGGCCTCTACAGAGTCTTTG 1581-1600

824 Mark et al., 1996

3' CAGTCCAACAAGAAAGGACG 2386-2405

ATPase

γ-subunit

5' CCCTTCGAGTACGACTATGA 28-47

134 Jones et al., 1997
3' TTGACCTGCCTATGTTTCTT 142-161



Table 2 . Effects of heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF) on cavity

formation and hatching of mouse embryos which were treated at late 2-cell stage

Treatment
No. of

embryos

No.(%) of embryos (post hCG 120hrs)

A B C D E

Control 198
3

(2.5)

25

(12.0)

55

(28.3)

71

(38.1)

21

(10.3)

1 ng/ml 211
2

(1.5)

32

(12.0)

53

(22.9)

85
*

(45.1)

25

(12.8)

10 ng/ml 210
0

(0.0)

34

(15.0)

62

(28.7)

77

(37.3)

27
*

(15.1)

100 ng/ml 206
2

(0.7)

38

(17.1)

57

(26.4)

75

(37.0)

20

(12.2)

Degenerated embryos are not shown in this table.

Abbreviation : A, Cavity less than half volume ; B, Cavity greater than half volume ; C, Fully expanded ; D,

Hatching blastocyst ; E, Hatched blastocyst

*
: Significantly different from control (p<0.05)

Values are obtained from five different experiments.



Table 3 . The rate of blastocyst formation and hatching of mouse embryos cultured in

medium (HTF) alone and in the presence of 1, 10 and 100 ng/ml HB-EGF

Post hCG 120hrs

HTF
HTF +

HB-EGF(1 ng/ml)

HTF +

HB-EGF(10 ng/ml)

HTF +

HB-EGF(100 ng/ml)

% Blastocyst 91.0 94.7 94.6 93.7

% Blastocyst

hatching
48.3 57.9* 42.3 49.2

Abbreviation : HTF, Human tubal fluid ; HB-EGF, heparin-binding epidermal growth factor.

* : Significantly different from the control (p<0.001)

Values are obtained from five different experiments.



Table 4 . Cell number of blastocyst cultured in medium alone and in the presence of 1,

10 and 100 ng/ml HB-EGF

Treatment Mean cell number

Control

1 ng/ml

10 ng/ml

100 ng/ml

82.5±14.6

91.7±9.2

82.3±10.5

89.4±20.9

Cell counts performed at 120 hr post hCG using Hoechst staining.

Embryos with <60 cells excluded from calculation of mean cell number.
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Figure 1 . Analysis o f MMP-9 (A) and ATPase γ-subunit (B) mRNA expression level in

the mouse embryos treated with TGF-α. M, 100bp ladder; Lane 1-4, β-actin (539bp);

Lane 5-8, MMP-9 (824bp); ATPase γ-subunit (134bp).


