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= A b s trac t =

In our previou s stu dy , w e ob serv ed th at hy drosalping eal flu id (H SF ) adv er sely effect
m ou sw e em bry o dev elopm ent and hat ching . T he aim of th is stu dy w as to ev aluat e the
effect of HSF as assessed by the blast ocy st dev elopm ent r at e (BDR ) and by cell
count in g in vitro. H SF w as collected from ninie pat ient s un derg oing salping on eostom y
t o corr ect hy drosalpinx . T w o- cell em bry os w ere obt ain ed from superovulat ed ICR m ice.
T 6 m edium and T 6+0.4% bov in e serum album in w ere u sed as control m edia . T 6
m edium cont ain in g 10% or 50% H SF and 100% HSF from each pat ient w ere u sed as
t est m edia . Nin e to 15 em bry os w ere cultured in m icrodrop s prepared from each of
these m edia T o assess the t ot al cell numb er w ithin each blastocy st , th e blastocy st s
w ere fix ed an d st ained w ith H oech st 33342 t o facilit at e cell counting . T he m ean BDR
in t w o control m edia w ere 88.7% and 85.3% . T he m ean BDR in m edia contain in g 10% ,
50% , 100% HSF w ere 90.0% , 89.4% an d 75.2% * , r espect iv ely (* : p< 0.05). T he ov erall
m ean cell count (+ SEM ) in control m edia w ere 86.9 + 3.2 an d 91.0 + 3.8. T h e BDR
w a s affected adv er sely only by 100% HSF and not in m edia cont aining 10% or 50%
H SF . M ean cell count s w ere decreased significant ly only in blast ocy st s cultured 100%
H SF (63.3 + 4.6; p< 0.01) but not in blast ocy st s cultured in 10% or 50% H SF (90.8 + 4.2
and 81.9 + 6.1, r espect iv ely ). T hu s , it is con clu ded that HSF has n o em by otox ic effect
but has a m ildly n egat iv ely effect on embry onic grow th and dev elopm ent .

서 론

난관수종이 있는 불임환자에서 체외수정시술시 임신율과 착상율이 감소된다는 것이 여러
저자들에 의해 보고되었다 (Ander son et al., 1994; Kassabji et al., 1994; Vandrom m e et
al., 1995; F lem m in g et al., 1996). 또한 난관수종을 수술적으로 교정하였을 경우 착상율과
임신율이 다시 회복되는 것도 보고되었다 (Sh elt on et al., 1996; 궁미경 외,1997). 최근 그
기전의 하나로 난관수종액의 영향에 대해 많은 보고가 있었으나 아직 견해의 일치를 보지
못하고 있다. 본 저자들은 지난 연구를 통해 난관수종액이 생쥐배아의 발달, 즉 포배기
까지의 발달율을 저하 시킨다고 보고하였고 (궁미경 외, 1997), 본 연구는 그의 연장으로
배아발달율 뿐아니라 포배기 내의 세포수를 관찰 함으로써 세포분열에 난관수종액이 어떤
영향을 미치는 가를 보고자 하였다.

연 구재 료 및 방법

1. 연구 재료

난관수종액(Hy drosalpin geal flu id , H SF )은 난관수종을 교정하기위해 수술을 받는 9명의
환자로부터 채취되었고, 300rpm에서 10분간 원심분리 시킨 후, 상층액만을 채취하여
- 20o C에서 실험 전까지 보관하였다. 생쥐는 ICR str ain을 사용하여 7 IU의 pregnanct



m are serum gonadotropin (PM S G, Sigm a )을 주사하고 48시간 후에 7 IU의 hum an
g on adotropin (hCG, Sigm a )을 주사하여 교접시켰고, h CG 주사후 46시간에 교접
흔적 (copulat ion plu g )을 갖는 생쥐의 수란관을 떼어 flu shing 함으로써 2 세포기의
생쥐배아를 획득하였다.

2. 배양 방법

냉동보관된 난관수종액은 실험 직전에 녹여 0.22um filter (Millipore )에 통과시켰으며
여과된 난관수종액을 각각의 환자별로 구분하여 사용하였다. 실험군의 배양액은 3
Group으로, T 6 배양액을 기본배양액으로 하여 10%와 50%의 비율로 난관수종액을
첨가시켰거나 순수한 100% 난관수종액만을 배양액으로 사용한 경우이였고, 이에 반해
대조군의 배양액은 2 Group으로 단순한 T 6 m edium과 T 6 m edium에 0.4% bovine serum
album in (BSA ; Gibco)을 첨가한 배양액을 사용한 경우로 하였다. 이와 같이 5가지 종류의
배양액을 배양접시 (cultur e dish )위에 m icrodrop으로 준비하였고, 그 위에 m in eral oil
(Sigm a )로 덮었다. 준비된 배양접시를 5% CO2가 첨가된 공기를 함유한 37o C의 incubat or
에서 6시간 이상 보관한 후에 2- 세포기의 생쥐배아 9- 15개을 각각의 배양액속에 넣어
72시간 동안 배양하였다.

3. 배아의 발달판정

배아의 발달정도를 판정하기 위하여 포배기 발달율 (Bla st ocy st dev elopm ent rate ;BDR )과
포배기 배아내의 세포수를 측정하였다. 포배기 발달율은 현미경하에서 포배기로 보이는
배아의 수를 첨가되었던 2- 세포기의 배아수로 나누어 백분율하였다. 포배기내의 세포수를
측정하기 위해서 Ebert 등(1985)이 사용한 방법을 이용하였다. 포배기의 배아를 1%
glut ar aldehy de 용액에서 고정시켜 Bisbenzim ide solut ion (10ug/ m l; H oech st 33342,
Sigm a )으로 염색한 후 slide 옮겨 fluorescent microscope (Optiph ot - 2, Nikon )으로
관찰하였다. 포배기의 배아내에서 염색된 핵의 수를 세포 수로 간주하여 세었다.

4. 통계 처리

각각의 배양액에서 배양된 배아의 포배기 배아발달율의 비교는 chi- squ are test를
사용하였고, 포배기 내의 평균 세포수의 비교는 Duncan ' s m ult iple r an ge t est를
이용하였다. p< 0.05일 때를 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

결 과

채취된 난관수종액의 Osm olarity는 277- 297 m Osm이였으며, pH는 7.9- 8.4이였으나
incubat ion 후에는 7.37- 7.51로 생리적 범주내에 있었다. T able 1에서 보는 바와 같이
포배기 발달율은 9명에서 채취된 난관수종액에 따른 개별적인 차이를 보이지 않았다
(p =0.34). 따라서 평균 포배기 발달율은 T 6, T 6+BSA , 10% H SF , 50% HSF , 100% H SF
(n =97, 102, 100, 104, 105)에서 각각 88.7% , 85.3% , 90.0% , 89.4% , 75.2% *이였다 (*; p < 0.05,
그림 1). 따라서 포배기까지의 배아 발달율은 오직 100%의 HSF 에서만 장애를 받는
것으로 나타났다.

T able 2는 각각의 난관수종액이 각기 다른 농도에서 포배기의 배아 세포 수에 미치는
영향을 나타낸 표이다. 세포수가 측정된 포배기의 배아수는 T 6, T 6+BSA , 10% H SF , 50%
H SF , 100% HSF 에서 각각 81, 86, 88, 81, 79이였으며, 포배기 내의 평균 세포수 (+SEM )는
각각 86.9+3.2, 91.0+3.8, 90.8+4.2, 81.9+6.1, 63.3+4.6*이였다 (*; p < 0.01, 그림 2). 역시
100%의 난관수종액에서 배양된 포배기 배아에서 그 세포 수가 현저히 감소됨을 알 수
있었다.

고 찰

난관수종액이 배아에 미치는 영향에 관해서는 여러 저자들에 의해 결과가 보고되고
있으나 그들의 결과들이 서로 일치하고 있지 않다. Mukh erjee et al,(1997)은 10%의
난관수종액이 포함된 배양액에서는 5%의 생쥐배아만이 포배기로 발달할 수 있었고 100%의
난관수종액에서는 모든 배아가 포배기까지 발달하지 못하였다 (0% )고 보고하면서, 따라서
난관수종액은 생쥐배아에 대해 독성 (t oxicity )을 갖는다고 보고하였다, S achdev et
al.(1997)은 1%의 난관수종액이 배양액에 포함되어 있어도 배아가 생존하지 못하였다고
하였으며, Murray et al.(1997)은 100%의 난관수종액에서도 배아의 61%가 포배기로
발달하였다고 보고하였다. 저자들(궁미경 외, 1997)도 지난번의 실험을 통해 100%의
난관수종액에서 75%의 배아가 포배기로 발달하였으나 이는 대조군에 비해 유의하게
배아발달율이 감소된 것으로 보고하였다. 그외에도 S chat s et al.(1997)은 정자를 사용하여,
S aw in et al.(1997)은 hum an troph oblast를 이용하여 각각을 난관수종액에서 배양시켜



보았을 때, 그들에 대해 난관수종액이 t oxicity를 갖지 않는 것으로 보고하였다. 이번의
실험 결과 역시 100%의 난관수종액에서도 생쥐배아는 포배기까지 발달 할 수는 있었지만
그의 비율이 현저히 감소되었고 특히 포배기내의 세포수가 현저히 감소되었음을 알 수
있었다. 이는 난관수종액이 배아발달에 대해 독성은 가지지는 않지만 배아발달을
저해하는 것으로 나타났고 그 기전은 아직 불분명하다. Got t et al.(1990)은 난관수종액에는
prot ein과 glu cose가 현저히 낮은 수치를 나타낸다고 보고하였고, Murray et al.(1997)은
난관수종액에 lact at e를 첨가시켰더니 난관수종액의 배아발달 저해효과가 현저히
감소되었다고 보고하였다. 따라서 난관수종액에는 배아발달에 필요한 물질이 부족되거나
배아발달을 저해하는 요소가 존재할 가능성이 있는 것으로 사료된다.

결 론

본 연구를 통해 난관수종액은 생쥐배아가 포배기까지의 발달을 저해하는 것으로
나타났으며 또한 포배기까지 발달하였을 지라도 그의 세포수가 현저히 감소됨을 알 수
있었다. 따라서 난관수종액은 비록 배아발달에 t ox icity를 갖지는 않을 찌라도 배아발달을
저해하는 요소(inhibit ory fact or )가 있거나 발달에 필요한 물질이 결여 (deficien cy of
m et abolit es ) 되어 있을 것으로 추정된다.
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T able I. Com parison of blast ocy st dev elopm ent r ates (% ) u sin g m edia w ith and w ithout

H SF an d H SF alon e by pat ient from w hich HSF w a s obt ained.

P atient T 6 T 6+0.4% BSA T 6+10% H SF T 6+50% H SF

100% H SF

1 100(10) 82(11) 91(11) 100(11) 90(10)

2 100(10) 90(10) 100(10) 91(11) 73 (11)

3 67(12) 92(12) 92(13) 92(13) 77 (13)

4 83(12) 83 (12) 91(11) 82(11) 73 (11)

5 100(14) 80(15) 93 (14) 87 (15) 73 (15)

6 100( 9) 91(11) 80(10) 100(10) 80(10)

7 80(10) 90(10) 100(10) 64 (11) 73 (11)

8 70(10) 70(10) 80(10) 91(11) 67 (12)

9 100(10) 91(11) 82(11) 100(11) 75 (12)

Data in parentheses in dicat e the num ber of m ou se em bry os u sed.

T able 2. M ean cell count s for blast ocy st s cultured in T 6, T 6+0.4% BSA , T 6+10% H SF ,

T 6+50% H SF or 100% H SF alon e, r elativ e t o each pat ient . T he m ean cell count s at

each m edia w ere ex pres sed a s the av erage cell count s for all of th e blast ocy st s cultured

in a sin gle microdrop .

F igure 1. M ean blast ocy st dev elopm ent r at e (BDR ) for m ou se embry os cultured in T 6,

T 6+0.4% BSA , T 6+10% H SF , T 6+50% H SF or in 100% H SF alone . Result s ar e

expressed as m ean + SEM . T he st at istical differ en ces are denot ed by asterisk s

(*:P < 0.05 com pared w ith all other groups ).

F igure 2. Ov erall m ean cell count s for blast ocy st s u sin g the nine H SF patient samples

for each m edium preparation . T he result s ar e ex pressed as m ean + SEM . T h e st atist ical

differ en ces are denot ed by asterisk s (*:P < 0.01 com pared w ith tw o control group s ).


