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A b s trac t

T here hav e been m any report s to dat e r egarding the role of GnRH as a local r egulat ory

fact or of ov arian fun ct ion as studies of hum an and rat ov aries r ev ealed GnRH an d it s

r eceptor . In recent studies it has been show n that GnRH direct ly cau ses apoptosis in the

granulosa cells of the rat ov ary , an d su ch result s leads t o the sug gestion that the u se of

GnRH ag onist for m ore stable long t erm ov arian hyper st im ulat ion in hum an IVF - ET

program s cau ses granulosa cell apoptosis w hich m ay lead t o follicular at r esia . T h erefore this

stu dy at t em pt s to determ ine if granulosa - lu t eal cell apoptosis occur s in patient s during

IVF - ET program s in w hich GnRH ag onist is em ploy ed for ov arian hyper stim ulat ion . T he

quality of oocyt e - cum ulu s com plex es obtained during ovum pickup procedures w ere a sses sed

m orphologically an d then the fert ilizat ion rate and dev elopm ent al r ate w as det erm in ed.

Apopt otic cells am on g th e granulosa - lu teal cells obt ain ed durin g the sam e procedure w ere

ob serv ed aft er st aining w ith H em at ox ylin - eosin . T he fr agm ent at ion degree of DNA extr act ed

from granulosa - lu teal cells w as det erm in ed and comparat iv ely an aly zed. T h ere w as n o

differ ence in the av erage age of the patient s , th e num ber of oocytes r et riev ed, an d fert ilizat ion

an d dev elopm ental r at es b etw een the F S H/ hM G group an d GnRH - long group . T h ere w as

also n o differ ence in the apopt osis r at e an d pyknosis r ate in th e granulosa - lu teal cells

bet w een the t w o groups . H ow ev er , w hen the oocyt e - cum ulu s complex es w ere m orph oogically

div ided into the h ealthy group an d atr et ic group w ith out r egard for th e m ethod of

hyper st im ulat ion , th e result s show ed that the num b er of oocyt es obt ained av erag ed 11.09 ±

8.75 and 10.33 ± 4.53 per cy cle , r espectiv ely , show in g n o significant differ en ce, but the

fert ilizat ion rat e (77.05% , 56.99% , respect iv ely , p < 0.01) an d dev elopm ental r at e (65.96% ,

41.51% , respectiv ely , p < 0.01) w a s significantly in creased in the h ealthy group w h en com pared

t o the atr et ic group . T h e degree of apopt osis in the granulosa - lu t eal cells sh ow ed th at in the

h ealthy group it w as 2.25% w hich w a s n ot significant ly differ ent from the atr et ic group

(2.77% ), but the pykn osis r at e in the atr et ic group (27.81% ) w as significant ly higher

com pared t o the healthy group (11.35% , p< 0.01). T h e quant ity of DNA fragm ent at ion in the

F SH/ hM G group w as 32.22% , w hile in the GnRH - long group it w as 34.27% , show in g n o

significant differ en ce. On the other han d th e degree of DNA fragm ent ation w a s 39.05% and

11.83% in the healthy group an d atr etic group, r espect iv ely , show in g significantly high er

increase in th e atr et ic group (p< 0.01).

T he abov e result s sug gest that death of granulosa - lut eal cells accordin g t o th e stat e of

the oocyt e - cum ulu s com plex is m ore related t o pykn osis r ather th an apopt osis . Also, th e

GnRH agonist u sed in ov arian hyper st im ulat ion does n ot seem t o dir ectly affect th e apopt osis

of r et r iev ed oocyt es an d granulosa - lu teal cells , an d w hich is thou ght to be du e t o the

suppression of the apopt ogenic effect of GnRH agonist as a result of th e high doses of F SH

adm inister ed .

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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서 론

1978년 영국에서 Steptoe와 Edw ards에 의해 체외 수정 및 배아 이식 (In Vitro F ert ilization

an d Em bry o T ran sfer ; IVF - ET ) 시술에 의한 세계 최초의 시험관 아기가 출생한 이래 불임을

치료하기 위한 보조 생식술(A ssisted Reproduct iv e T echn ologies ; ART )은 빠른 속도로 발전되어

왔다. 이러한 보조 생식술에 있어서 과배란 유도는 필수적으로 시행해야 하는 과정으로 성숙된

양질의 난자를 많이 얻는데 그 목적이 있다. 과배란 유도 방법은 환자에게 투여하는 hum an

m en opau sal g on adotropin (hM G)와 follicle - st im ulat in g h orm on e (F SH ) 또는 gonadotropin -

r eleasing horm one agonist (GnRH a )의 양과 기간에 따라 여러 방법으로 구분되어지며 (T roun son

an d Gardn er , 1993), 90년대 이후에는 대부분 GnRHa를 병용하는 방법을 널리 사용하고 있다

(M aclachlan et al., 1989; M artin , 1989; H erm an et al., 1990; Kim SH et al., 1991; Sm itz et al.,

1992). 이러한 GnRHa 사용은 과배란 유도 과정 중 일어날 수 있는 prem ature lu tein izin g

horm on e (LH ) surg e를 막을 수 있어 채취된 난자의 수를 증가시키고(Nev eu et al., 1987;

S erafin i et al., 1988; P alerm o et al., 1988), 따라서 더 많은 배아를 이식할 수 있는 기회를 제공

함으로써 임신율을 향상시켰다(M eldrum , 1989). 그러나 다량의 GnRH a를 지속적이고 반복적으

로 사용할 경우 난소에 대한 antigonadal 효과를 보일 수 있으며 (H su eh and Jones , 1981), 또한

난소에 직접적으로 작용하여 난소내 과립 세포의 생리적 변화와 난자의 성장과 배란에 영향을 미

칠 수 있는 것으로 알려져 왔다 (Hillen sjo and Lem air e, 1980; Corbin an d Bex , 1981; Clark 1982;

Naor and Yavin , 1982; Dekel et al., 1983, 1985; M a and Leun g , 1985; P ellicer et al., 1992).

특히 GnRH 수용체가 동물 및 인간의 난소내에서 발견되면서 난소에 대한 GnRH의 직접적인

작용에 대하여 많은 연구가 이루어지고 있으며 (H su eh an d Jones , 1981; Clayton and Catt , 1981;

Leung et al., 1989; P eng et al., 1994; P aik et al., 1994; Choi et al., 1994), 최근 연구 결과에 의

하면 뇌하수체가 절제된 미성숙 흰쥐에 GnRH를 투여한 결과 난포 세포의 세포자연사를 직접 유

발시키며, F SH를 함께 투여하면 억제되는 것으로 보고하고 있다(Billig et al., 1994; 1996). 이러

한 실험 결과들은 인간 체외 수정 및 배아 이식 시술에 있어서 과배란 유도시에 사용되는

GnRH a가 난소에 직접적인 영향을 미칠 수 있다는 가능성을 시사하고 있으며, 특히 GnRH a와

F SH의 병용이 인간 난포 세포의 세포자연사 및 난포의 발달에 어떤 영향을 미칠 수 있는지 알려

진 바가 없다.

따라서 본 연구는 과배란 유도를 위하여 사용한 GnRH a 여부에 따라 실험군을 구분한 후 각

실험군에서 얻어진 난자의 질과 수정률 및 발달률을 조사하고, 과립- 황체화 세포의 세포자연사

정도를 비교함으로써 과배란 유도시 투여한 GnRH a가 채취된 난자의 질과 과립- 황체화 세포의

세포자연사에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.
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재료 및 방 법

1. 과 립 - 황 체 화 세 포 의 획 득

과립- 황체화 세포는 체외 수정 및 배아 이식 시술을 시행하는 환자 20명으로부터 난자를 채취

하는 과정에서 얻어 사용하였다. 획득된 세포들은 과배란 유도 방법에 따라 F SH/ hM G 투여군

(F SH/ hM G 군)과 GnRH a 장기 투여군 (GnRH - lon g 군)으로 나누어 실험을 진행하였다. 먼저

F SH/ hM G 군은 F SH (M etrodin , S erono) 와 hM G (IVF - M , LG Chem . Co.)만을 투여하는 방법

으로 생리 3 일과 4 일째에 F SH 150 IU와 hM G 150 IU를 근육 주사하고 5일째부터는 hM G만을

투여한 후 얻은 과립- 황체화 세포들을 이용하였다. GnRH a - long 군은 다량의 GnRH a (Bu serelin

acetat e ; Suprefact , H oechest )를 장기간 투여하여 뇌하수체를 탈감각시킨 후 실험군 1과 동일한

방법으로 F SH/ hM G를 투여하여 얻은 과립- 황체화 세포들을 이용하였다.

난포의 성장은 초음파와 호르몬 측정으로 확인하였으며, 난포의 크기가 18 m m 이상이거나,

질식 초음파로 확인된 난포 한 개 당 estr adiol (E 2 )의 수준이 300 - 400 pg/ ml 이상인 경우 hCG

(P ergonal, S erono) 10,000 IU를 주사하여 배란을 유도하였다. 주사 후 35 - 36 시간에 정맥마취

를 시행한 후 질식 초음파를 이용하여 질벽을 통해 난소를 확인하고 17 G 난자 채취용 바늘로

난포액을 추출하였다. 각각의 난포에서 추출된 난포액은 배양 접시에 옮기고 해부 현미경하에서

난자를 수집하였다. 난자 상태를 판정한 후 배양액에 옮겨 배양하면서 수정률과 배아 이식 전까

지 발달률을 조사하였다.

난자 획득 후 난포액과 함께 나온 과립- 황체화 세포들을 채취하여 배양액에 옮긴 후 혈구 세

포를 분리하기 위해 과립- 황체화 세포가 들어있는 배양액 1m l을 40% percoll 3ml 위에 조심스럽

게 올려놓고 300 x g로 20 분간 원심분리를 하였다. 원심분리 후 과립- 황체화 세포들은 중간에 층

을 형성하게 되며 혈구 세포들은 바닥에 가라앉는다. 중간 층으로부터 과립- 황체화 세포를 조심

스럽게 획득하여 phosph ate buffer ed saline (PBS ) 용액으로 3번 세척하였다. 그런 다음 과립- 황

체화 세포는 DNA 추출을 위한 시료로써 - 20℃에서 보관하고, 일부는 조직학적 관찰을 위하여

4% n eutr al buffer ed form alin (NBF , pH 7.4) 용액에 담가 4℃에서 보관하였다.

2 . He mato xy lin- eo s in 염 색법 에 의 한 세 포 자 연 사 판 정

획득된 과립- 황체화 세포는 형태학적 관찰을 위하여 4% NBF에서 고정하고 alcoh ol series로

탈수시켰으며, x ylene으로 투명화시킨 후 paraffin (P araplast plu s )을 침투시켜 포매하였다. 준비

된 paraffin block은 박편절단기 (m icrotom e, Lipshaw )를 사용하여 5 - 6 μm로 절편을 만들었

다. 그런 다음 x ylen e으로 paraffin을 제거하고 alcoh ol에 담근 후 증류수로 세척하였다. P araffin

이 제거된 조직은 핵과 세포질을 각각 hem atoxylin - eosin (H - E )으로 대조 염색하였다. 마지막으

로 alcohol 과정을 거쳐 x ylene에 옮긴 후 can adian balsam (W ako Pure Chem ical Co.)으로 봉입

하였다. H - E로 염색된 과립- 황체화 세포들을 광학현미경 (Ax iosk op ; Zeis s , Germ any )하에서 검

경하여 핵 응축 (pyknotic nu clei) 또는 apopt ot ic b ody로 보이는 세포들을 관찰하였다.

3 . DNA 추 출 과 DNA 분 절 화 분석 에 의 한 세 포 자 연 사 판 정

난포액으로부터 획득된 과립- 황체화 세포에 0.2 m l 마쇄 완충액을 첨가하고 26 G 주사기를

사용하여 잘 섞어 주었다. 시료에 12.5 μl의 10% SDS를 넣고 65℃ 에서 30분간 방치하였다. 여

기에 35μl의 8M pot assium acet at e를 넣고 시료를 잘 섞은 후 60분간 단백질이 가라앉도록 얼음

에 방치한 후 시료를 4℃, 5000 x g 에서 10분간 원심분리하였다. 상층액은 1.5m l 미량원심분리 시

험관으로 옮기고 동량의 phen ol : chloroform : isoam yl alcohol (25:24:1, V :V :V )를 첨가하여 DNA

를 추출하였으며, 다시 동량의 chloroform : isoam yl alcoh ol (24:1, V :V )로 재추출하였다. 상층액을

1.5 ml 미량원심분리 시험관에 옮기고, 0℃에서 보관한 2.5배 부피의 100% eth anol을 첨가, - 70℃
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초저온 냉동고에서 1 시간 이상 침전시켰다. 이들 시료를 4℃에서 14,000 xg 로 30분간 원심분리

하여 DNA를 추출하고 침전물은 50μl의 1X T E buffer (10mM T ris - H Cl, 1m M EDT A , pH 8.0)

에 용해시킨 후 1μl의 DN ase- fr ee RNase (500μg/ m l; Boehring er - M annheim , IN )을 첨가하고

60분동안 37℃에서 방치하였다. 시료의 DNA를 동량의 phen ol : chloroform : isoam yl alcoh ol로 추

출 후, 동량의 chloroform : isoamyl alcohol로 재 추출하였다. 상층액을 모아서 0.1배 부피의 3M

sodium acet ate와 0℃ 에 보관한 2.5배의 100% eth anol로 DNA를 침전시키고 - 70℃ 초저온 냉동

고에서 적어도 60분 이상 방치시켰다. 이것을 4℃에서 14,000 xg 로 30분간 원심분리하고, 0℃에

보관된 0.2 ml의 80% ethanol로 세척하고 Speed- V ac Con centr at or (S av ant In st rum ent s , NY )로

15분간 진공하에서 건조시켰다. 압축 결정물을 25 μl의 증류수에 녹이고, 260 nm의 흡광도에서

DNA 양을 측정한 다음 - 20℃에 보관하였다. 이렇게 추출된 DNA를 lane당 5μg의 농도로 1.5%

ag arose gel에 loading하고, running buffer로는 T BE 용액을 사용하였으며, 50V에서 3시간동안

전기영동을 시행한 후 ethidium brom ide로 염색하여 자외선 t ran sillum inat or로 확인하였다. 전기

영동한 g el의 polaroid 사진을 scann er로 scannin g한 후에 Cream program (Kem - En - T ec

S oft w are Sy st em , Denm ark )을 이용하여 분절화 정도를 측정하고 그 결과를 arbitr ary unit로 환

산하여 비교하였다.

4 . 통 계 학적 분 석

통계학적 유의성 검정은 Chi- square t est와 M ann - W hitn ey t est 방법을 사용하였으며 p 값이

0.05보다 작은 경우를 유의하다고 판정하였다.

- 4 -



결 과

1. 난 자 및 난 자 - 난 구 복 합 체 의 특 성

F S H/ hM G 군와 GnRH - lon g 군간에 환자의 평균 나이는 33.90 ± 3.25와 35.00 ± 3.23세로

차이가 없었으며, 채취된 난자의 수, 수정률 및 발달률도 과배란 유도법에 따른 차이는 없었다.

획득된 난자- 난구 복합체의 상태를 판정하기 위하여 난자내 과립화 (granulation ) 정도와 색깔의

어두운 (darkn ess ) 정도가 심할수록 + 에서 +++ 까지 구분하였으며, 또한 난자와 복합체를 이

룬 난구 세포도 색깔의 어두운 (darkn ess ) 정도와 퍼짐 (disper sion ) 정도에 따라 좋지 않을수록

+ 에서 +++ 까지 구분하였다. 획득된 난자- 난구 복합체의 전체적인 판정은 각각의 판정에서

++ 이상이 3 개 이상일 경우 "Atret ic"으로 하였고, 미만일 경우에 "H ealthy "로 규정하였다. 위와

같은 판정 기준으로 난자의 상태를 평가한 결과 난자내 과립화 정도는 F SH/ hM G 군에서 약간

증가하였고, 난자의 어두운 정도는 GnRH - lon g 군에서 약간 높았으나 전체적으로 과배란 유도방

법에 따른 "H ealthy "와 "A tret ic" 판정 빈도는 차이가 없었다 (T able 1). 과배란 유도법에 상관없

이 채취된 난자- 난구세포 복합체의 상태로 실험군을 "H ealthy "군과 "Atretic"군으로 나누어 분석

한 결과, "H ealthy "군과 "A tret ic"군간에 평균 나이는 35.44 ± 3.17와 33.64 ± 3.14세로 차이가

없었으며, 채취된 난자의 수도 각각 주기당 평균 11.09 ± 8.75와 10.33 ± 4.53 개로 차이가 없

었다. 그러나 수정률에 있어서는 "H ealthy "군에서 77.05%로 "Atret ic"군의 56.99%보다 유의하게

높았고 (p < 0.01), 양질 배아로 발달한 비율도 "H ealthy "군에서 65.96%로 "A tret ic"군의 41.51%보

다 유의하게 높았다 (p < 0.01).

2 . H- E 염 색 에 의 한 난 자 및 과 립 - 황 체 화 세 포 의 세 포 자 연 사 관 찰

난자 채취 후 난자- 난구 복합체의 상태 즉, 난자 세포질의 투명도 및 상태, 난구세포의 퍼짐

정도와 색깔 등과 비교하여 획득한 과립- 황체화 세포를 관찰한 결과 , 채취된 난자의 질이 안 좋

은 군의 과립 - 황체화 세포들에서 응축된 핵 (pyknot ic nu clei )을 많이 관찰할 수 있었다. 응축된

핵의 형태는 세포자연사에 의한 핵 (apopt ot ic body )의 양상과는 다르게 절편화 없이 작은 원형으

로 응축되어 있었으며, 다른 건강한 세포들과 비교해 볼 때 상대적으로 작고 진하게 염색되어

보였다 (F ig . 1).

채취된 과립 - 황체화 세포에서 세포자연사가 일어난 상대적인 비율은 F SH/ hM G 군에서 2.81

로 GnRH - lon g 군의 2.16과 차이를 보이지 않았으며, 응축된 핵의 비율에서도 두 실험군간에 각

각 15.53과 21.98로 차이가 없었다 (T able 2). 그러나 "H ealthy "군과 "Atretic"군으로 나누어 분석

한 결과 세포자연사 비율은 "H ealthy "군에서 2.25로 "A tret ic"군 2.77과 차이를 보이지 않았으나 ,

응축된 핵의 비율은 "Atret ic"군에서 27.81로 "H ealthy "군의 11.35에 비하여 유의하게 증가한 것

을 알 수 있었다 (p< 0.01)(T able 3).

3 . DNA 분 절 화 양 상

각각의 실험군 과립- 황체화 세포에서 추출한 DNA를 1.5% agarose gel상에서 전기영동을 시

행하여 Et - Br로 염색한 결과 300 - 500 bp에서 분절화된 DNA가 다량 검출되는 것을 확인할 수

있었다 (F ig . 2; A , B ). 그러나 과배란 유도법에 따른 분절화된 DNA 양은 F SH/ hM G 군에서 평균

29.55%로 GnRH - lon g 군의 23.56%와 차이가 없었다 (F ig . 2; C). 반면, 채취한 난자- 난구 복합체

의 질에 따라 DNA 분절화 양은 "A tret ic"군에서 37.05%로 "H ealthy "군의 17.98%보다 유의하게

증가된 양상을 보였다 (p < 0.01)(F ig . 2; D ).
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논 의

인간 체외 수정 및 배아 이식술에 있어서 과배란 유도시 사용한 GnRH a가 난소에 직접적인

양향을 미치는지 알아보고자 과배란 유도법에 따라 실험군을 구분한 후 각 실험군에서 얻어진 난

자의 질과 수정률 및 발달률을 조사하고, 과립- 황체화 세포의 세포자연사 정도를 알아보았다. 먼

저 채취된 난자의 수에 있어서 실험군 모두에서 주기당 평균 10 - 12개로 차이가 없었다. 이러한

결과는 모든 실험군에서 다량의 F SH를 투여하여 과배란을 유도함으로써 많은 수의 난포가 선택

되어 배란된 것으로, GnRH a를 사용한 군에서도 마찬가지로 많은 수에 난자가 회수된 것은

GnRH a가 난포의 선택과 성장에 대한 F SH의 작용을 직접적으로 억제시키지는 못하는 것으로

사료된다. 이미 오래 전부터 GnRH a 사용에 따른 임상적인 결과들이 보고되고 있으며,

F SH/ hM G만으로 과배란을 유도하는 방법과 비교해 볼 때 난자 회수률과 수정률, 발달률 및 임

신율에 있어서 차이가 없는 것으로 보고하고 있다 (M aclachlan et al., 1989; M art in , 1989;

H erm an et al., 1990, Kim SH , et al., 1991; Sm it z et al., 1992). 또한 많은 연구자들이 GnRH a가

난소에 직접적으로 작용하여 난자의 성장과 성숙에 영향을 미칠 수 있는 것으로 보고하고 있으

나 (Hillen sjo an d Lem air e, 1980; Corbin and Bex , 1981; Clark 1982; N aor and Yavin , 1982;

Dek el et al., 1983, 1985; M a and Leun g , 1985; P ellicer et al., 1992), 본 실험 결과 GnRH a의 사

용 여부와 관계없이 atr et ic 군으로 판정되는 비율은 비슷하였으며, 또한 난자의 질을 간접적을

평가할 수 있는 수정률 및 발달률을 조사한 결과에 있어서도 GnRH a 사용에 따른 차이는 없었

다. 그러나 채취된 난자- 난구세포 복합체의 상태로 실험군을 나누어 분석한 결과 healthy군에서

수정률과 발달률이 유의하게 증가하는 것을 알 수 있었으며, 이러한 결과에서 GnRH a는 채취된

난자의 수뿐만 아니라 질에도 직접적인 영향을 미치지 못하는 것으로 생각된다. 이것 역시 다량

으로 투여된 F S H에 의하여 GnRH a의 난소에 대한 직접적인 효과가 억제될 수 있다는 것을 보

여준다고 할 수 있겠다 .

최근 체외 수정 및 배아 이식 시술 과정에서 난포로부터 획득한 과립- 황체화 세포에서 세포자

연사가 일어나는 것이 확인되었으며 (H eim ler et al., 1995; S eifer et al., 1996; Nakahara et al.,

1997a ,b ), 이러한 난포내 과립세포 또는 황체화 세포의 세포자연사는 난포의 폐쇄 또는 황체 퇴화

와 연관이 있는 것으로 보고되고 있다 (Gilbert et al., 1983; Hir shfield 1989; Zeleznik et al., 1989).

Nakahara 등은 과립- 황체화 세포의 핵만을 형광으로 염색한 후에 핵 응집체 (apopt otic body ) 형

태를 보이는 것만을 계수하여 세포자연사가 일어나는 비율을 2% 미만으로 보고하였으며,

H eim ler 등은 T UNEL (T erm inal deoxynucleotidyl t r an sfer ase and nick end lebelin g ) 방법을 이

용하여 과립- 황체화 세포를 염색한 결과 3- 12% 정도의 세포자연사 비율을 보고하였다. 본 실험

에서도 H - E 염색 결과 과립- 황체화 세포의 세포자연사 비율이 모든 실험군에서 2- 4% 정도로

극히 적게 일어난다는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 H - E 염색 결과 세포자연사 세포에서 보

이는 핵 응축체 (apopt ot ic body )와는 다른 형태의 응축된 핵 (pyknosis )을 많이 관찰할 수 있었다 .

이러한 응축된 핵을 가진 과립- 황체화 세포의 비율은 채취된 난자의 상태 즉, 난자 세포질의 투

명도 및 상태, 난구세포의 퍼짐 정도와 색깔 등에 따라 차이를 보였다. 즉, 채취된 난자의 질이

안 좋은 군의 과립- 황체화 세포들에서 응축된 핵을 많이 관찰할 수 있었으나, 반대로 건강한 난

자를 채취한 군에서는 그 비율이 유의하게 감소하였다. 그러나 과배란 유도에 방법 차이에 따른

응축된 핵의 비율에는 차이가 없었다. 이러한 난포내 응축된 핵은 가진 과립세포의 증가는 난포

의 폐쇄와 연관이 있는 것으로 알려져 왔으며 (By skov 1979; 김문규 등, 1987; 이창주 등, 1989;

P alum b o an d Yeh , 1994), 최근 이러한 핵의 응축 현상을 세포자연사의 한 형태로 보고하고 (양현

원 등, 1997) 있으나 검증이 필요한 것으로 사료된다.

위와 같이 세포의 형태만 가지고 세포자연사를 판정한 결과보다 좀더 정확한 분석을 하기 위

하여, 본 저자는 세포자연사의 가장 큰 특징이라고 할 수 있는 세포내 DNA 분절화 정도를 조사
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하여 실험군간에 과립- 황체화 세포의 세포자연사 정도를 분석하였다. 획득된 과립- 황체화 세포에

서 DNA 분절화 정도를 분석한 결과 , 300 - 500 bp에서 분절화된 DNA가 다량 검출되는 것을

확인할 수 있었으며, 과배란 유도 방법에 따른 DNA 분절화 정도는 통계학적으로 유의한 차이는

없었다. 그러나 채취된 난자의 질에 따라 DNA 분절화 양상을 조사한 결과, 난포 폐쇄가 일어났

다고 판정되는 atretic 군에서 분절화된 DNA의 양이 유의하게 증가하는 것을 알 수 있었으며, 이

러한 결과는 난포내 과립세포의 세포자연사가 난포 폐쇄를 일으키는 주요 원인이라는 기존에 논

문들과 일치하고 있다(T illy et al., 1991; Hu ghes an d Gorospe, 1991; P alum bo an Yeh , 1994;

Jolly et al., 1994). 한편, F SH/ hM G만으로 과배란을 유도한 군에서도 30% 내외의 높은 DNA 분

절화 정도를 보이는 것을 알 수 있었다 . 일반적으로 F S H는 난포내 과립세포에 작용하여 스테로

이드 호르몬 생성과 함께 세포자연사를 억제시키는 대표적인 생존 인자로 알려져 있으나 (H ay et

al., 1976; Braw an d T safr ir i, 1980b ; Billig et al., 1994; Chun et al., 1994), 위와 같이 높은

DNA 분절화 정도를 보이는 이유는 과배란 유도 과정 초기에 다량으로 투여된 F SH가 난포내

과립세포의 세포자연사를 억제시켜 왔으나, 과배란 유도 과정 후기에 F S H 투여 중지로 인한 생

존인자의 결핍이 과립- 황체화 세포의 세포자연사를 개시시키면서 나타난 현상으로 보인다. 한편

으론 F SH에 의해 성장이 끝난 난포가 다량의 hCG 투여와 함께 황체화 과정이 시작되면서 일부

과립- 황체화 세포들이 세포자연사로 죽어가면서 일어난 현상으로 사료되며, 이러한 황체화 세포

의 죽음은 세포자연사로 인하여 일어난다는 보고들이 있어 왔다 (Zelem ik et al., 1989). 또한

GnRH a를 다량 투여한 군에서도 F SH/ hM G만을 투여한 군과 비교해 볼 때 분절화된 DNA 양에

차이를 보이지 않았다. 이러한 결과는 Billig 등 (1994; 1996)이 미성숙 흰쥐를 이용한 실험 결과와

일치한다고 할 수 있으며, 즉, GnRH에 의하여 유도된 난포 세포의 세포자연사는 F SH에 의하여

억제될 수 있다는 것이다.

이상의 결과에서 채취된 난자- 난구 복합체의 형태학적인 특징은 함께 채취된 과립- 황체화 세

포의 세포자연사와 연관이 있으며, 이러한 난포내 과립- 황체화 세포의 죽음이 난자의 상태를 결

정한다고 할 수 있겠다. 그러나 과배란 유도 과정중에 사용하고 있는 GnRHa는 회수된 난자의

수뿐만 아니라 난자의 질에도 영향을 미치지 못하며, 또한 과배란 유도된 난포내 과립- 황체화 세

포의 세포자연사에도 직접적인 영향을 미치지 못하는 것으로 보인다. 그러한 이유는 함께 투여된

F SH에 의하여 GnRH a의 ant ig on adal 효과가 억제됐기 때문으로 사료된다.
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F igure 1. Ph ot om icrograph s of hum an granulosa - lu teal cells st ained w ith hem at oxylin - eosin

an d by T UNEL m ethod. Granulosa - lut eal cells w ere fix ed in 4% neutr al buffer ed form alin and

processed for rout in e hist ological ob serv at ion . P araffin sect ion s (5μm ) of hum an

granulosa - lu t eal cells w ere stained w ith hem atoxylin - eosin . T he granulosa - lu t eal cells

obtain ed from th e h ealthy follicles w ith good quality of oocytes and expan sion of cum ulu s

cells during retriev al of oocyt es h av e norm al roun d nu clei in cells and low er percentage of

pyknotic cells (A , C). Note that the granulosa - lut eal cells obt ain ed from th e atretic follicles

w ith poor quality of oocyt es an d cum ulu s cells hav e sm all roun d pykn ot ic nu clei an d st ain ed

darker (B , D ). Arrow s in dicat e pykn ot ic cells , w herea s arrow - head sh ow s apoptot ic cell.

M agnificat ion : A , B , X200; C, D, X400

F igure 2. DNA fragm entation rat es of granulosa - lut eal cells obtained from follicles w ith

healthy (H ) or atr etic (A ) oocyt e - cum ulu s com plex . Oocyt e - cum ulu s com plex es w ere obt ained

from 20 patient s in IVF - ET program . Ex tr act ed DNA w ere resolv ed by 1.5% ag arose gel

electroph oresis at 125 V for 60 m in . T he agarose gels subm erged in PBE buffer cont ain in g

ethidium bromide (0.5μg/ m l) for 90 min . T he g els w ere v isu alized and phot ographed on a UV

tran silluminator (A ; F SH/ hM G group , B ; GnRH - long group ). T he ph ot ograph w as analy zed

w ith den sit om etr ic scannin g (C, D ). Valu es represent m ean +SEM . *, p < 0.05 v er su s healthy

group .


