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=Abs tract=
Impla ntation ra te s re ma in low following huma n in vitro fe rtiliza tion (IVF). S uboptima l

culture conditions may limit the a bility of e mbryos to hatch as blastocysts , a nd a rtificia l

ope ning of the zona pe lluc ida has bee n proposed a s a mea ns to promote s ubseque nt

hatching (ass isted ha tching).

In this study, ass isted hatching (AH) by zona d rilling us ing acidic Tyrode 's so lution

was pe rformed in 320 patie nts , due to the ir a ge of more tha n 38 yea rs (group A), the

thick zona pe llucida (group Z; ZP≥18 μm), a nd fa ilures in impla nta tion more tha n 3

time s in previous IVF- ET tria l (group P). This study was des igne d firstly, to study the

effe cts of AH on the outcomes of IVF- ET according to the indications a nd secondly, to

ve rify the a ppropriate a pplica tion of AH. The res ults we re a s follows ;

1. The re was no diffe re nce in pregna ncy ra te betwee n AH group (26.6%) a nd

non- AH group (26.5%).

2. Ass isted ha tching (AH) s howed s ignifica ntly highe r pregna ncy rate of the patie nts

with thick zona pe lluc ida tha n those of the patie nts with age facto r a nd with the history

of re pe ated impla ntation fa ilure . But in the patie nts with age factor only, AH res ulte d in

highe r pre gna ncy ra te .

3. Inte restingly, the patie nts with complex facto rs including zona fa cto r (Z: 33.9%; ZA:

30.4%; ZP: 3 1.6% ; ZAP: 2 1.4%) s howed highe r pregna ncy ra te s tha n othe r complex

factors excluding zona facto r(A: 24.4%, P: 0%; AP: 10.8%).

From these res ults , AH is more he lpful to the patie nts with thick zona pe llucida

rathe r tha n patie nts with olde r a ge a nd/o r previous re pea te d impla ntation fa ilure .





서 론

체외수정시술(IVF- ET)에 있어서 미세수정술(micro- fe rtiliza tion) 및 공배양(co- culture )

등의 배양기술의 발달로 근래의 남성 불임의 극복 및 수정률과 임신율은 크게 향상되

었으나, 자궁 내로 이식된 배아의 착상률은 아직 10- 15%로 낮은 상태이다.

포유동물에서 포배기까지 발생된 배아는 투명대를 뚫고 나오는 부화(hatching)라는

과정을 거치며, 이는 배아가 자궁내막에 착상하기 위한 필수 불가결한 과정이다. 부화

의 기작은 정확히 밝혀져 있지는 않지만, 자궁내막 혹은 배아로부터 분비되는 단백질

분해 효소와 물리적인 팽압에 의해 배아가 투명대로부터 이탈되는 것으로 알려져 있으

며(Pe rona & Wa ssa rma n, 1986; Swada et a l., 1990), 최근 햄스터등의 체내 부화 현상

은 단백질 분해 효소의 역할의 중요성을 시사한다(Gonza les & Baviste r, 1995).

체외에서의 난자의 성숙 및 배아 발달과정에서 체내와 여러 가지 다른 환경으로 인

하여 투명대 경화(zona ha rde ning)가 일어나고, 이는 부화를 저해하여 착상률이 낮아지

는 이유중의 하나로 보여진다. 체외수정 시술에서는 부화의 기작보다는 임신율을 높이

기 위한 방법으로 여러 가지의 보조부화술(as s ited hatching: AH)이 시행되어 왔다

(pa rtia l zona dis section:PZD, Ma lte r & Cohe n, 1989a ; zona drilling: ZD, Gordon &

Ta la ns ky, 1986; La se r- ZD, Strohme r & Fe ichtinge r, 1992).

이러한 보조부화술은 환자의 나이가 많거나, 난포자극호르몬의 기저치 상승으로 인

해 투명대의 두께가 두꺼운 경우, 양질의 배아에도 불구하고 계속적인 착상 실패를 경

험한 환자를 대상으로 시행되었지만, 그 효과에 대해서는 아직도 많은 논란이 제기되

고 있다(Liu et a l., 1993; Ste in et a l., 1995; He lle ba ut et a l., 1996; Bide r et a l., 1997;

La nze ndo rf et a l., 1998).

본 연구에서는 각각의 적응례에 따른 보조부화술의 결과를 비교하여 보조부화술의

유용성을 알아보고, 적응례를 확대함으로써 보다 높은 임신율을 얻고자 시행하였다.



재료 및 방 법

1. 연 구 대 상

1996년 1월부터 1997년 10월까지 본원에서 체외수정 시술을 시행한 976주기 중에서

보조부화술을 시행한 320주기를 대상으로 하였다. 보조부화술을 시행한 대상으로는 환

자의 나이가 38세 이상인 군(A:45례), 투명대의 두께가 18 μm이상인 군(Z:115례), 반복

적으로 착상에 실패(3회 이상)한 군(P:10례)과 이들 요인 중 두 가지 이상의 복합요인

을 가진 군(AZ:23례, AP:37례, ZP:76례, AZP:14례)으로 나누어 분석하였다.

2. 연 구 방 법

1) 체외수정 시행

난자를 획득하기 위한 과배란 유도는 GnRH- agonist와 FS H/HMG를 병용하여 사용

하였으며 우성 난포의 크기가 18mm이상이 되면 10,000IU의hCG를 주사한 후 34시간에

질식 초음파를 이용하여 난자를 채취하였다. 당일 채취 후 3- 5시간에 수정하였으며,

수정 후 16- 20 시간 후에 수정 확인하여 성장 배양액으로 옮겨 48시간 배양 후 자궁

강에 이식을 하였다. 수정 및 배양에 사용한 배양액은 HTF 배양액에 10% 인조혈청

(synthetic se rum s ubstitute : S SS , Irvine , USA)을 혼합하여 사용하였다. 투명대 요인의

환자는 수정 확인시 투명대의 두께를 측정하여 보조 부화술의 시행여부를 판단하였다.

임신 확인은 이식 10일 후 hCG로 확인하였고, 초음파상 심장 박동을 확인한 경우를

임신으로 판단하였다.

2) 미세관의 준비

보조부화술을 시행하기 위해서는 배아를 움직이지 못하도록 고정시켜주는 holding

pipette (외경:150μm, 내경:30μm)과 직접 투명대에 구멍을 뚫어주는데 사용하는 AH

micropipette (내경:10μm)을 제작하였다. AH micropipette은 micro- pulle r(750B, Kopf, USA)

를 사용하여 제작하였고, pipette의 끝은 microforge (Alcate l, Fra nce)를 사용하여 절단

후 절단면은 다듬어 투명대나 세포질에 해를 입히지 않도록 준비하였다.

3) 배아의 준비

배양접시(60mm, Fa lcon)에 배양액(10% SS S- HTF)과 pH가 2.5로 적정된 Acid Tyrode

용액으로 각각 20 ㎕, 40 ㎕의 방울을 만들고 그 위에 oil을 덮어 준비하였다. 배아는

난자 채취 후 3일째 오전에 배양액 방울로 옮겨 보조부화술을 시행하였다.

4) 보조부화술의 시행

보조부화술은 미세조작기(mic ro- ma nipulator, NT- 88, Na ris hige , Ja pa n)를 이용하여

시행하였으며 micro- injector를 사용하지 않고 mouth- controlled a s pira to r를 이용하여 흡

입을 조절하였다. 우선 AH micro- pipe tte으로 a cid Tyrode용액을 적당량 흡입한 후 배아

가 놓여진 배양액 방울로 이동하여 holding pipette으로 배아를 고정하였다. 그 다음으

로 AH mic ro- pipette을 투명대 가까이에 접근시킨 다음 천천히 투명대를 향해 acid

Tyrode 용액을 불어내어 25μm 정도의 구멍이 뚫리는 순간 재빨리 흡입하여 a cid

Tyrode용액이 너무 많이 분출되어 배아의 세포막이나 세포질에 손상이 생기지 않도록

하였다. 보조부화술을 시행한 배아는 신선한 배양액으로 옮겨 세척한 후 2- 3시간 안에

이식하였다.

3. 통계학적 분석

결과에 대한 통계학적인 분석은 X2 - test를 이용하여 시행하였고, p값이 0.05이하인



경우에 유의성이 있는 것으로 판정하였다.



결 과

동 기간에 시술한 환자들에서 보조부화술을 시행한 실험군과 시행하지 않은 대조군

간의 환자들의 특징을 살펴보면 환자의 나이, 체외수정 시술횟수, 채취된 난자의 수,

수정률, 이식한 배아의 수에서는 유의한 차이가 없었으며 실험군(26.6%)과 대조군

(26.5%)간의 임신율도 차이가 없는 것으로 나타났다(Ta ble 1).

환자의 나이 요인(38세 이상)으로 인해 보조부화술을 시행한 군의 임신율은 2 1.0%

로 그 외의 요인으로 시행한 군의 임신율(3 1.3%)보다 낮은 것으로 나타났으며(P=0.06,

Ta ble 2), 같은 시기에 순수한 나이 요인을 가진 환자 중 보조부화술을 시행한 군

(24.4%)은 시행하지 않은 군(15.8%)보다는 임신율이 높아진 것으로 나타났다.

투명대의 두께 요인(18μm 이상)으로 인해 보조부화술을 시행한 군은 32.2%의 임신

율을 보여 그 외의 다른 요인으로 시행한 군의 임신율(16.1%)보다 유의하게 높은 것으

로 나타났다(P<0.0 1, Ta ble 3).

반복적으로 착상에 실패(3회 이상)하여 보조부화술을 시행한 경우는 임신율이

13.9%로 다른 요인으로 시행한 군의 임신율(30.6%)보다 유의하게 낮은 것으로 나타났

으며(P<0.0 1, Ta ble 4) 같은 시기에 보조부화술을 시행하지 않은 군(26.2%)보다도 낮은

임신율을 보여주었다.

그림 1에서 보이는 결과는 각각의 요인들과 두 가지 이상의 복합요인들에 따른 보

조부화술의 임신 결과이다. 임신율은 투명대를 포함한 복합요인군이 나이요인 및 반복

적인 착상실패 요인의 복합군보다 유의하게 높게 나타났다.



고 찰

포유동물의 난자 및 배아는 당단백질로 이루어진 투명대 막으로 둘러 싸여 있어서

난자의 수정 시에는 정자의 생리적 변화를 조절하고, 수정 직후 다른 정자의 침입을

막아 주며, 수정란의 발생 시에는 다른 세포의 침입과 할구의 분할을 막아준다. 투명대

는 수정직후 투명대 반응과 체외에서의 발생과정 중 투명대가 체내에서 발생시보다 단

단해지는 투명대 경화 현상이 있는 것으로 알려져 있다(김지수 등, 1997) 수정란이 포

배기까지의 발생뿐만 아니라 투명대로부터의 이탈 과정인 부화는 착상에의 필수적인

과정이다. 이러한 부화의 기작에 대해서는 아직 밝혀진 바가 미흡하지만, 현재까지 알

려진 바로는 포배강의 형성으로 인해 생기는 물리적인 압력의 증가, 혹은 배아와 자궁

내막에서 분비되는 단백질 분해효소의 작용에 의해 이루어지는 것으로 알려지고 있다

(Go rdon & Da punt, 1993; Schiewe et a l., 1995). 최근에는 이들 중 후자에 대한 보다 직

접적인 증거가 제시되고 있다. 부화에 관련이 있는 효소로는 생쥐의 경우 영양배엽에

서 분비되는 tryps in- like prote inase (stryps in)가 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다

(Swa da et a l., 1990).

체외수정 시술과정에서 과배란 유도는 환자 개개인의 나이 혹은 FS H 기저치 및 과

배란 기간에 따라 투명대의 두께가 차이가 있으며, 이는 착상 시기에 부화의 실패로

인한 착상 실패의 한 원인이 되기도 한다(Cohe n et a l.,1992; Schoolc raft et a l., 1995;

Bide r et a l., 1997). 따라서 체외수정 시술 시 임신율을 향상 시키기 위하여 여러 가지

의 보조부화술이 시행되어 왔다. 초기 투명대를 절개하는 PZD 방법(Cohe n et a l.,

1990)과 선택적인 투명대 thining 방법(Kha lifa et a l., 1992)이 소개되었으나, 이들 방법은

현재 통상 사용되는 a cid Tyrode 용액을 이용한 투명대에 구멍을 뚫어주는 ZD 방법보

다 효과가 낮은 것으로 보고되었다. 초기 강 산성 용액의 유해성이 제기되었으나

(Ma lte r & Cohe n, 1989b), 이후 여러 연구 결과들에서 안전하고 효율적인 방법으로 제

시되었다(Cohe n et a l., 1992; Liu et a l., 1993; Schoolc raft et a l., 1994).

보조부화술은 특히 나이가 많은 환자(Schoolc ra ft et a l., 1995), 양질의 배아에도 불

구하고 반복적으로 임신에 실패한 환자(Ste in e t a l., 1995), 투명대의 두께가 두꺼운 경

우에 주로 적용되고 있으며, 착상과 임신에 도움을 주는 것으로 알려져 있다. 본 연구

에서 보조부화술의 시행 여부에 따른 대조군과 실험군간의 임신율의 차이가 없게 나온

결과는 부화술의 임의 적용이 아니라 적용증에 해당된 환자에만 적용했기 때문이고,

임신율이 비슷함은 오히려 실험군에서 임신율이 향상되었다고 말할 수 있다. 한편,

Cohe n 등(1992)은 정상적인 FS H기저치의 환자들을 보조부화술의 시행 여부에 따라 임

의로 나누어진 두 군간에 착상률이나 임신율에 차이를 나타내지 않았으나 환자의 나이

가 많거나 투명대의 두께가 15μm이상인 경우에 보조부화술을 시행하였을 경우에는

착상률이나 임신율이 유의하게 높아지는 것은 본 연구의 결과와 일치하는 것이라 사료

된다.

환자의 나이 요인으로 적용된 보조부화술에서 임신율이 증가하지 않았다는 보고

(Bide r et a l., 1997; La nze ndo rf e t a l., 1998)와는 다르게 본 연구에서는 나이 단일 요인

환자에서 보조부화술은 임신율을 증가 시켰다. 또한 나이 요인에 의한 보조부화술을

시행한 환자군에서 투명대 요인과 복합적으로 적용된 경우에는 나이 단일 환자군에서

보다 임신율이 증가한 것으로 나타났다. 이러한 결과는 보조부화술이 환자의 나이와

투명대의 두께 요인에 모두 효과적으로 작용하는 것으로 보여진다.



본 연구에서 3회 이상 착상에 실패한 경험이 있는 환자들을 대상으로 한 보조부화

술은 보조부화술을 시행하지 않은 대조군보다 임신율이 감소한 것으로 나타났다. 그러

나, 투명대 요인이 복합적으로 적용되었을 경우에는 임신율이 유의하게 증가한 것으로

나타났다.이는 Ste in등(1995)의 연구결과에서의 3번 이상 착상에 실패한 경험이 있는 환

자들을 대상으로 시행한 보조부화술에서 대조군과 임신율에서 큰 차이를 보이지 않았

으나 환자의 나이가 38세 이상인 경우에는 유의하게 임신율이 증가한 결과와 일부 상

응하는 결과로 보여진다. 이는 반복적인 착상 실패는 배아의 부화과정 자체가 직접적

인 원인이 되기 보다는 배아 그 자체 혹은 자궁 내의 환경 등 기타의 다른 요인들이

복합적으로 관여하고 있음을 제시해준다.

본 연구의 결과, 보조부화술은 나이가 많은 환자와 투명대의 두께가 두꺼운 환자에

서 임신율이 향상되었고, 특히 투명대 요인을 포함한 복합 요인의 환자에서 보조부화

술의 효과가 큰 것으로 보아 보조부화술은 배아의 질에는 미치는 영향이 없으며 다만

두꺼운 투명대의 예후에 효과적인 보조생식 기술로 사료된다.

결 론

보조부화술은 환자의 나이와 난포자극호르몬 기저치의 상승에 따른 투명대 두께의

증가와 원인불명의 요인에 의한 반복적 착상실패 등의 경우에 적용하는 보조생식술로,

본원에서 체외수정을 시술한 320주기를 대상으로 각각의 적용례에 따른 보조부화술의

효용성을 알아보았다. 그 결과는 다음과 같았다.

1. 보조부화술을 시행한 군과 대조군의 임신율은 26.6%와 26.5%로 유의한 차이를

나타내지 않았다.

2. 보조부화술을 시행한 군 중에서 투명대의 두께가 두꺼운 경우 임신율이 32.2%로

환자의 나이 요인이나 반복적인 착상실패 요인의 환자에 비해 가장 높은 임신율을

보여주었다. 나이 단일 요인의 환자에서는 보조부화술을 시행한 실험군이 나이 많

은 환자의 대조군에 비해 임신율이 증가되었으나, 착상 실패군에서는 그렇지 않았

다.

3. 보조부화술을 시행한 군 중에서 투명대 요인을 포함한 복합요인을 가진 환자의

임신율(Z: 33.9%; ZA: 30.4%; ZP: 3 1.6%; ZAP: 2 1.4%)이 그 외의 요인을 가진 환자

(A: 24.4%, P: 0% ; AP: 10.8%)보다 높게 나타났다.

본 연구의 결과로 볼 때 보조부화술은 나이가 많거나 반복적인 착상 실패를 보이는

환자보다는 투명대의 두께가 두꺼운 환자에게 유용하며 체외수정 시술시 보조부화술을

적용할 때 우선적으로 투명대의 두께 요인에 시행하는 것이 임신율을 향상시키는데 도

움을 줄 수 있을 것으로 기대된다.
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