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=Abs t r ac t =

Desp i t e t he r ap i d deve l opment of as s i s t ed r epr oduc t i ve t echnol ogi es (ART) i n r ecent

year s , i mpl ant a t i on r a t es a f t er r ep l acement of embr yos i n t o t he ut er i ne cav i t y r ema i ns

l ow. Sever a l t echni ques such as cu l t ur e condi t i ons based on for mu l a t i ons of human t uba l

f l u i d and var i ous ART t echn i ques as GIFT, ZIFT, TET have been adopt ed i n r ecent year s t o

i mpr ove embr yo vi ab i l i t y i n v i t r o and i mp l ant a t i on r a t es . Al so , cocu l t ur e of human

IVF-der i ved embr yos have been used i n an e f for t t o i ncr ease t he number of v i abl e embr yos

fol l owi ng IVF and t o i mpr ove synchr ony be t ween t he deve l op i ng embr yo and t he ut er i ne

env i r onment .

The a i m of t h i s s t udy was t o eva l ua t e whe t her t he use of cocu l t ur e wi t h aut ol ogous

cumul us ce l l s has a s i gn i f i cant bene f i c i a l e f fec t on t he deve l opment of embr yos i n v i t r o

and i t s r e l a t i on t o t he pr egnancy r a t es i n 120 pa t i ent s wi t h pr ev i ous fa i l ed IVF-ET f r om

Sept ember , 1995 t o J anuar y 1998.

We obt a i ned t he r esul t s f r om wh i ch s i gn i f i cant i mpr ovement i n t he qua l i t y of v i ab l e

embr yos wer e obser ved us i ng a cocu l t ur e sys t em wi t h aut ol ogous cumul us ce l l s , but

pr egnancy r a t es i n t h i s gr oup of pa t i ent s di d not di f f er f r om t he r a t e i n t he s t andar d IVF

gr oup dur i ng t he same per i od.

Our s t udy shows t ha t a s i mp l i f i ed shor t - t er m cocu l t ur e sys t em wi t h aut ol ogous cumu l us

ce l l s may he l p r escue moder a t e qua l i t y embr yos t o c l eave r egu l ar l y .

Key wor ds : Fa i l ed IVF-ET, cocu l t ur e , cumu l us ce l l s , embr yo qua l i t y , pr egnancy r a t es
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서 론

보조생식술에 있어서 과배란방법이나 배양조건의 발전에 의해 체외수정율은 최고 90%이상으로 높아졌으

나 배아착상율은 15%이하로 여전히 낮다. 배아착상율이 수정율에 비해 현저히 낮은 이유는 크게 3가지로

요약할 수 있다. 첫째, 형태상 정상으로 보이는 수정란 혹은 배아 중에도 일부는 염색체 이상을 동반하며

둘째, 배아이식 과정에서 일부는 손상을 입거나 유해물질에 노출되어 착상에 도달하지 못하고 도중에 퇴화

되며 셋째, 이러한 문제점을 극복한 경우에도 이식된 배아의 발달단계와 자궁내막의 수용성이 일치되지 않

아 착상이 실패되기 때문이다. 따라서 이식술기의 유연화와 함께 기존의 배양법을 개량하여 많은 수의 건

강한 배아를 얻을 수 있다면, 이들을 적절한 시기에 이식함으로써 착상율과 임신율을 높일 수 있을 것으로

생각된다.

공배양 효과는 아직 논란의 대상이지만, 유전적 결함이 있는 배아의 성장을 억제하는 반면에 정상적인 활

성 배아의 수를 증가시키며, 최고 양질의 배아를 선택하는데 소요되는 배양 시간을 임의로 연장할 수 있는

장점이 있기 때문에 착상율과 임신율을 향상시킬 수 있는 좋은 방안이 될 수 있다(Thi bodeaux & Godke,

1995).

저자들은 이러한 점에 착안하여 첫 체외수정시술에서 임신에 실패한 환자들을 대상으로 공배양 효과를 평

가하고자 본 연구를 시행하였다.

연구대상 및 방법

1. 연구대상

1995년 9월부터 1998년 1월까지 단국대학교 산부인과 불임크리닉을 방문하여 처음으로 체외수정 및 자궁

내 배아이식술을 시행한 환자중에서 클로미펜부하검사에서 정상이었으나, 임신에 실패한 120명을 임의로 선

택하였다. 이들 환자들은 모두 6개월내에 다시 체외수정시술을 시행하여 60명에서 얻은 수정란은 통상적인

배아 배양법을 적용하여 대조군으로 삼았으며, 나머지 60명에서 얻은 수정란은 난구세포와 공배양하여 실험

군으로 삼았다. 양군의 환자 나이는 32. 1±4. 8세와 32. 5±4. 7세 이었으며, 불임 원인은 각각 난관폐쇄가

27명과 29명, 만성무배란이 9명과 11명, 난관수종이 3명과 1명, 자궁내막증이 4명과 1명, 원인미상이 17명

과 18명으로 유의한 차이는 없었다(Tabl e 1).

2. 연구방법

1) 과배란유도

모든 환자에서 GnRH-a 장기투여법을 사용하여 과배란유도하였다. 월경 20∼22일부터 Nafar e l i n

acet at e (Synar el ® , Syndex, Swi ss )를 200mcg 씩 하루에 4번 코에 분무하였으며 월경이 재개되면 월경 2일째

부터 hCG주사당일까지 하루에 3번 분무하였다. 월경 2일째와 3일째에 FSH(Met r odi n® , Ser ono, Swi ss )와

hMG(Mer ionol ® , Ser pent am, Swi ss )를 150IU씩 근육주사하였으며 월경 4일째부터 hCG주사 전날까지 hMG

225IU를 매일 근육주사하였다. 직경 16mm이상의 우성난포가 2개 이상 관찰되면 hCG(Profas i ® , Ser ono,

Swi ss ) 10, 000IU를 근육주사한 후 34∼36시간 사이에 난자를 채취하였다.

2 ) 수정란과 난구세포의 공배양
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본 연구에서는 Ham's F- 10과 TCM-199를 기본 배지액으로, 제대혈청을 단백질원으로 사용하였다. 수정배지

액내에서 난자와 정자를 체외수정시키는 시점부터 난구세포가 배양접시에 활착되기 시작하며, 18∼20시간후

수정을 확인할 때에는 난구세포가 배양접시에 부착되어 마치 작은 융기 모양을 형성한다. 파스테르 피펫으

로 난구세포로 둘러싸여 있는 난자를 분리하여 수정을 확인한 후 임의로 선택한 60명의 환자에서 얻은 수정

란은 통상적인 방법대로 단독으로 성장배지액에 배양하였으며, 나머지 60명의 환자에서 얻은 수정란은 배양

접시에 활착된 난구세포와 함께 공배양하였다. 난구세포가 활착된 배양접시를 성장배지액으로 가볍게 2∼3

차례 세척하여 죽은 난구세포와 정자 찌꺼기, 적혈구 등의 노폐물을 제거한 후 형태학적으로 가장 양호한

난구세포만을 선택하여 공배양에 사용하였다.

3 ) 수정란의 등급 및 임신율 비교

이후 수정란이 4∼8세포기에 도달하면 할구의 균등 여부, 할구파편의 존재 유무와 정도에 따라 배아의 등

급을 평가(Erenus et al . , 1991)한 후 1, 2등급만 선택적으로 자궁에 이식하였다. 세포질과 핵의 파편없이

할구의 모양과 크기가 둥글고 일정하면 1등급, 세포질과 핵의 파편은 없으나 할구의 모양과 크기가 일정하

지 않으면 2등급, 할구의 모양에 상관없이 세포질 혹은 핵의 파편이 관찰되면 3등급으로 분류하였다. 배아

이식후 배양접시에 남겨진 공배양한 난구세포의 경우 모두 0. 4% t rypan bl ue를 사용하여 활성검사를 시행하

였는데 난구세포의 생존율은 모두 80%이상이었다. 배아이식후 12일째의 혈청 -hCG검사에서 화학적 임신

여부를 확인한 후, 4∼5주사이에 시행한 초음파검사에서 임신낭과 태아심음이 관찰되면 임신으로 판정하였

다.

4 ) 통계 분석

통상적인 배아배양법을 시행한 대조군과 배아와 난구세포를 공배양한 실험군의 임상 결과를 SPSS 통계 프

로그램을 사용하여 t - t es t와 2- t est로 분석, 비교하였다.

결 과

1. 과배란주기의 호르몬 농도

과배란주기 1∼3개월전에 시행한 월경2∼3일째의 기초호르몬검사에서 LH, FSH, E2 농도는 대조군이 3. 5±

3. 1mIU/ mL, 6. 7±1. 5mIU/ mL, 28. 8±19. 2pg/ mL이었으며 실험군은 3. 3±3. 0mIU/ mL, 6. 2±1. 8mIU/ mL, 24. 1±

20. 4pg/ mL로 양군간에 유의한 차이는 없었다. 또한 체외수정주기의 hCG투여일의 LH, E2 , P4 농도는 대조군

이 1. 3±0. 9mIU/ mL, 1847±1706pg/ mL, 0. 9±0. 8ng/ mL이었으며 실험군은 1. 5±0. 9mIU/ mL, 1901±1754pg/ mL,

0. 9±0. 8ng/ mL으로 유의한 차이가 없었다(Table 2).

2. 배아의 등급과 임신율

채취난자수, 전체수정수, 전체수정율, 정상수정수, 그리고 정상수정율은 대조군이 9. 1±6. 1개, 7. 0±5. 2

개, 76±25%, 6. 0±3. 9개, 63±26%이었으며 실험군은 8. 8±4. 7개, 6. 6±4. 7개, 76±24%, 6. 3±3. 2개, 69±

25%으로 양군간에 유의한 차이가 없었다.

이식직전의 배아의 질을 살펴보면, 1, 2등급의 비율은 대조군이 73±32%이고 실험군이 76±20%로 차이가

없었으나 1등급의 비율은 대조군이 36±39%인 반면에 실험군은 54±33%로 유의하게 증가되었다(P<0. 01).

그러나 임신율은 양군이 각각 16. 7%(10명)와 20. 0%(12명)로 유의한 차이가 없었다(Table 3).
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고 찰

체외수정시술의 결과를 좌우하는 중요한 변수중 하나인 배양조건을 향상시킬 목적으로 공배양 효과에 관

한 동물실험(Gandol f i & Moor , 1987; Pexr oad & Powel l , 1988)은 일찍부터 이루어져 왔으나 인간에 적용된

것은 최근의 일이다. 1989년 Bongso 등이 인간의 팽대부 난관세포를 이용한 공배양으로 배아의 질을 향상

시킬 수 있다고 보고한 것이 인간에 적용된 최초의 임상 결과라고 할 수 있다. 이후 Pl achot 등(1993 ),

Mansour 등(1994 ), Yeung 등(1996 ), Guer i n 등(1997)이 난포과립막세포, 난구세포, 난관세포, 그리고 Vero

세포를 이용한 공배양 효과에 관한 연구에서 모두 공배양이 배아의 질, 착상율, 그리고 임신율을 유의하게

증가시킨다고 하였다. 공배양의 가장 뚜렷한 효과는 첫째, 배지내 유해한 성분의 제거, 항산화작용, 그리

고 특이적, 비특이적 성장인자의 분비에 의한 배아의 정상 발달의 촉진과 둘째, 유전적 결함이 있는 배아의

발달 억제이다. 그리고 부수적인 효과로서 냉동배아를 해동할 때 회복과, 미세수정이나 유전자검사를 위한

시술에서 부분 손상된 배아의 세포질과 원형질막의 복구를 도와줄 수 있으며 질이 약간 떨어지는 배아를 자

극하여 양질의 배아로 전환시킬 수 있는 것으로 생각된다(Thibodeaux & Godke, 1995; Di r nfe ld et al . ,

1997).

생체내 수정란의 발달과정에서 난관은 매우 중요한 역할을 한다. 체외배양에서 수정란의 17∼25%만이 낭

배기 배아로 발달하는 반면에 난관내에서는 거의 모든 수정란이 낭배기 배아로 발달한다. 즉, 난관세포는

배아 발달에 필요한 포도당과 단백질원만 제공하는 것이 아니라 배아 발달에 꼭 필요한 어떤 유기적 작용을

제공할 것으로 추정된다. 따라서 동물이나 인간에서 특히 난관세포와의 공배양이 주목받아 왔다. Bongso

등(1992 )은 난관세포와 공배양한 배아를 이식하였을 때 시술주기당 임신율이 무려 44%라고 보고하였으며

Yeung 등(1996 )은 공배양한 실험군이 공배양하지 않은 대조군보다 이식주기당 임신율이 6. 5%높았다고 보고

하였다. 이와같이 난관세포와의 공배양은 탁월한 효과가 있는 것으로 생각되지만, 난관세포를 채취하기 위

해서는 적어도 한번 이상의 복강경시술이 필요하며 설혹 난관세포를 충분히 채취하였다고 해도 세균 감염이

나 오염으로 부터 안전하다고 할 수 없기 때문에 실제 임상에서 채택하기는 매우 어렵다.

따라서 임상에 적합한 공배양 세포는 감염이나 오염에 노출되지 않아야 하며 쉽게 구할 수 있어야 한다.

이에 부합하는 세포로서 먼저 Ver o 세포를 생각할 수 있다. 아프리카 녹색 원숭이의 신장 상피세포에서 유

래하는 Ver o 세포는 표준세포주가 있어 쉽게 구할 수 있으며, Guer in 등(1997)과 변혜경 등(1997)의 연구처

럼 낭배기 배아의 발생율을 높일 뿐만 아니라 착상율과 임신율을 증가시키는 효과가 알려져 있다. 그러나,

Ver o 세포는 이종세포이며 생체 배양 조건과도 일치하지 않으므로 아직 논란의 대상이 된다. 반면에 환자

자신의 난구세포(Mansour et a l . , 1994; Sai t o et a l . , 1994; Qui nn P & Mar ga l i t R, 1996 )나 난포과립막세

포(Pl achot et a l . , 1993; Di rnfel d et a l . , 1997)를 이용한 공배양은 위에 언급한 조건을 모두 만족시킬

수 있으므로 임상에 가장 부합된다고 할 수 있다.

이와 같이 최근의 연구 결과를 보면, 공배양의 효과가 매우 뚜렷하며 특히 자가세포를 이용한 공배양은

윤리적으로, 생물학적으로 문제가 없는 것으로 판단되어 본 연구를 시행하였다.

본 연구 결과를 살펴보면, 공배양이 1등급 배아 형성에 중요한 영향을 미치는 것을 알 수 있다. 통상적

인 배양법과 비교했을 때, 1∼2 등급의 비율은 공배양군이 76±20%로 대조군의 73±32%와 비슷하였으나 1등
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급만의 비율은 공배양군이 54±33%로 대조군의 36±39%보다 유의하게 높았다(P<0. 01). 즉, 공배양이 원형

질막의 손상을 복구하거나 배지내에 포함되어 있을 지도 모르는 잠재적 유해 인자를 제거하여 2등급으로 진

행될 배아를 1등급으로 발달하도록 도와준다(Thi bodeaux & Godke , 1995)는 주장이 부분적으로 증명된다고

할 수 있다. 그러나 공배양군의 임신율은 20. 0%로서 대조군의 16. 7%에 비해 유의하게 높지 않았기 때문에,

자가 난구세포와의 공배양이 임신율에 미치는 효과를 입증할 수 없었다.

Bongso 등(1992 )의 보고처럼 난관세포를 이용한 공배양이 획기적으로 임신율을 높일 수 있다는 사실과 인

간의 난관액과 비슷한 조성의 배지액을 사용한 배양법(이석원, 윤산현, 윤혜균, 조현진, 허용수, 윤혜진,

박세필, 이원돈, 임진호, 1998 )에서도 높은 임신율에 도달할 수 있다는 연구 결과를 생각해 볼 때, 체외배

양조건을 체내 난관조건과 일치시킬수록 임신율을 높일 수 있다는 것은 주지의 사실이다. 따라서 난관세포

이외의 다른 세포와의 공배양 효과에 관해서는 보다 심층적인 연구를 통해 평가되어야 할 것으로 생각된다.

결 론

단국대학교 산부인과 불임크리닉에서는 1995년 9월부터 1998년 1월까지 첫 체외수정시술에서 임신에 실패

한 120명을 임의로 선택한 후 다음 체외수정시술주기에서 60명은 통상적인 배아배양법을, 다른 60명은 자가

난구세포와의 공배양법을 적용하여 배아의 질과 임신율을 비교한 전향적 연구에서 자가 난구세포와의 공배

양은 2등급 배아를 1등급으로 발달하도록 도와주나, 임신율에 대한 효과는 뚜렷하지 않다는 결론을 얻었다.
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T able 1. A g e and cau ses of infert ility

Conv ent ion al Cum ulu s cells

Culture Group Coculture Group

───────────────────────────────

P at ient s (No.) 60 60

A g e (y ear s )* 32.1±4.8 32.5±4.7

Ex . of Infert ility (N o.)* *

BT O 27 (45% ) 29 (48% )

Chronic an ov ulation 9(15% ) 11(18% )

Hy drosalpinx 3 ( 5% ) 1( 2% )

Endom etriosis 4 ( 7% ) 1( 2% )

Unexplained 17(28% ) 18 (30% )

───────────────────────────────
*V alu es are M ean±S .D., t - t est , not significant
* * 2 - t est , not significant

T able 2. Clinical charact er ist ics *

Conv ent ional Cum ulu s cells

Culture Group Coculture Group

──────────────────────────────────

Am pules of gonadotropin (75IU ) 29.7±4.3 30.1±4.5

Day s of hCG adm inist er ed 10.1±1.5 10.2±1.8

Ba sal h orm on al lev els

LH (m IU/ m L) 3.5±3.1 3.3±3.0

F SH (m IU/ m L ) 6.7±1.5 6.2±1.8

E 2(ng/ m L ) 28.8±19.2 24.1±20.4

H orm on al lev els on hCG day

LH (m IU/ m L) 1.3±0.9 1.5±0.9

E 2(pg/ m L ) 1847±1706 1901±1754

P 4(ng/ m L ) 0.9±0.8 0.9±0.8

──────────────────────────────────
*V alu es are M ean±S .D., t - t est , not significant
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T able 3. T h e effect of coculture on em bry o quality in pat ient s w ith previou s

failed IVF *

Conv ent ional Cum ulu s cells

Culture Group Coculture Group P v alu e

─────────────────────────────────────

Eg g s retr iev ed (No.) 9.1±6.1 8.8±4.7 N S

T ot al fer tilized egg s (N o.) 7.0±5.2 6.6±4.7 NS

T ot al fer tilizat ion rat e (% ) 76±25 76±24 NS

Norm al fertilized egg s (N o.) 6.0±3.9 6.3±3.2 NS

Norm al fertilizat ion rat e (% ) 63±26 69±25 NS

Em bry o qu ality (% )

Grade 1 36±39 54±33 P < 0.01

Grade 2 37±33 22±27 P < 0.01

Grade 1+2 73±32 76±20 N S

Grade 3 27±28 24±17 N S

Em bry os tr an sfer ed (N o.) 3.6±2.1 4.1±2.0 N S

Clinical pregn an cy rate (% )* * 16.7 20.0 N S

─────────────────────────────────────
*V alu es are M ean±S .D., t - t est
* * 2 - t est

NS : not significant
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