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동결보존

동결보존

세포를 초저온 상태(-196℃)에서 보관하여 생명활동을 일시적으로 중단시킨 후, 

필요 시 해동하여 사용할 수 있도록 하는 방법.

기본 원리

세포의 고유한 형태를 유지하면서 내부의 수분을 고농도 동결보호제의 삼투압

원리를 이용하여 점진적으로 제거하고, 이로 인해 얼음 결정을 최소화 하여

세포를 보호함 (Kim et al., 2014).



동결보존

역사적 배경

1972 : 생쥐 배아를 동결 후 이식하여 산자 생산
1983-1984 : 인간 배아를 동결 후 임신, 출산
1985 : 생쥐 난자의 유리화동결
1986 : 인간 난자의 동결

동결보존의 중요성

• 과배란 유도 시술의 횟수를 감소시킴.   
• 난자공여프로그램.   
• 의학적 이유로 인한 늦은 배아 이식.   
• 다태임신을 감소시켜주는 방법.  
• 가임력 보존.



난자의 동결보존 방법

동결보존

완만동결

• 동결보호제에 의한 독성과 삼투압 영향이 낮은 편.

• 얼음 형성에 의한 세포질 손상, 많은 시간 소요.

• 고가의 비용, 낮은 생존율.

유리화동결
• 고농도의 동결 보호제 사용.

• 간편하며, 저렴한 비용, 빙결정형성의 최소화.



유리화동결과정과 문제점

Minasi et al.,  Fertil Steril 2012

고농도의 동결보호제의 사용,  삼투압 변화, 급속한 온도 변화로 인한

난자의 손상

A,B,C : 난자의 유리화동결과정

D,E,F,G,F : 난자의 융해과정



조기난자활성화
미토콘드리아
기능장애

투명대경화 세포골격구조결함

유리화동결에서 난자의 손상
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Maturation promoting factor (MPF), 
Mitogen-activated protein kinase (MAPK)

난자 성숙과 수정 후 배 발달



유리화동결 중 MPF와 MAPK의 손상



유리화동결,
융해

MAPKMPF
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• Phosphatase Inhibitor, 

• Pre- MPF  MPF activity. 

Caffeine
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생쥐 성숙난자의 유리화동결, 융해 시 Caffeine을 처리하였을 때 손상된 MPF

와 MAPK 활성도의 회복 여부와 생존율 및 배반포 발달률에 영향을 미치는지

확인하고자 함.

연구목적

유리화동결,
융해

MAPKMPF

Caffeine



B6D2F1 Vit-master

EXP 1. 체외수정 :  HTF + 10% KSR    
배반포 발달률: KSOM

EXP 2. MPF/MAPK 활성도
MPF : ELISA
MAPK : Western blot

전배양
HTF + 10%SR

재료 및 방법

- / + Caffeine

과배란유도 > 유리화동결 > 융해 > 2시간 전배양 > 체외수정/효소활성도측정
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유리화 동결
전평형 용액

유리화동결
용액

융해 용액

HEPES
+ 

20% KSR

7.5% EG
7.5% DMSO

2분 30초

15% EG
15% DMSO

0.5M sucrose
20초

0.5, 0.25, 0.125, 
0M Sucrose

2분 30초

Vit-master

- / + Caffeine



MPF 활성도

MAPK 활성도

• Western blot 
• anti-pERK1/2, anti-ERK1/2 (abcam)
• Size : 42, 44 kDa

• Non radioisotopic kit 
• MESACUP cdc2/cdk1 kinase activity KIT (MBL 

International, Japan)
• ELISA, OD : 492nm



결과



Table. Effect of caffeine treatment during vitrification and warming of oocytes on
survival, fertilization, cleavage, blastocyst rates after IVF.

Treatment
Conc.
(mM)

Total No. 
of oocytes

Survival (%)1 Fertilization (%) 2C / 2PN (%)2 Blastocyst (%)

Fresh 0 65 65(100±0) 59(91.3±3.4) 56(95.1±1.7) 50(90.0±5.3)

V
it
ri
fi
e
d
/w

a
rm

e
d

C
a
ff

e
in

e

0 64 61(95.3±1.6) 49(80.4±2.4) 44(89.7±4.0) 33(74.6±3.1)*

1 65 61(93.8±0.1) 50(82.3±6.8) 47(94.4±1.9) 28(59.6±0.8)*

10 68 65(95.3±1.6) 55(85.0±3.2) 52(94.7±1.8) 43(82.8±1.0)**

20 63 51(81.0±2.4)* 36(70.8±4.5)* 35(96.9±3.1) 18(51.8±2.9)*

1Based on the number of warmed oocytes. 2Based on the number of fertilization rate. 2Based on the 
number of fertilization rate. Data are shown as means ± SEM . *4 replicates.

Effect of caffeine on mouse oocyte vitrification and 
embryo development
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Figure 1. The effect of different caffeine (0, 1, 10, 20mM) concentration following
vitrification and warming. * indicates differences between fresh and 
treatment (P<0.05), ** indicates differences between 0mM and 10mM 
caffeine treatment 
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Figure 2. Effect of caffeine on mouse oocyte vitrification and embryonic development.
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Effect of caffeine on mouse oocyte vitrification and 
embryo development



Figure 3. Differential staining of trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM) of
blastocysts derived from Fresh , vitrified/warmed embryos.
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Effect of caffeine on mouse oocyte vitrification and 
embryo development
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Effect of caffeine on mouse oocyte vitrification 
and MPF activity
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Figure 4. Effects of treatment of mouse oocytes with caffeine on MPF activity(O.D. at
492nm).  Thirty oocytes were assayed at caffeine and three replicates were
performed. 
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Effect of caffeine on mouse oocyte vitrification 
and MAPK activity
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Figure 5. Effects of treatment of mouse oocytes with caffeine on MAPK activity. 
Twenty-five oocytes were assayed at caffeine and three replicates were performed. 
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결론

• 유리화동결, 융해시 MPF, MAPK 활성도가 감소되어지는 것을 확인함.

• Caffeine 처리시 유리화동결, 융해로 인해 감소되었던 MPF, MAPK 

활성도가 회복되는 것을 확인함. 특히, MPF의 회복에 효과가 있음.

• 유리화 동결, 융해 동안 Caffeine을 처리하면 MPF, MAPK activity의

안정화에 영향을 주는것으로 보여지며, 이후 난자의 수정과 배아발달에

긍정적인 영향을 주는 것으로 보여짐.
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예상질문
1) Human에서 이같은 실험을 해본적은?
2) GV상태에서 이같은 실험을 시도한적은?
3) Kit의 원리는?
4) 왜1mM 에서는 BL로의 발달률이 낮나?
5) 이외의 다른 추가실험을 한것은?



현재 진행중인 것은

•NSET(Non surgical embryo transfer)을 이용한 각 그룹의 ET.

•해볼만한건…
•-----MII-----
•spindle check
•mitochondria potential
•ROS level
•IP3
•Ca2+
•cAMP
•Zinc
•--------------------

•------BL----차이가 없는데..
•apoptosis
•cell number(dapi로 모두다?)
•ET
•---------------



Phosphatase inhibitor인 Caffeine을 처리하여 동결, 융해 시 손상되는 MPF, MAPK
의 활성을 유지시킴과 동시에 더 나아가 향상된 수정률과 배반포 발달률을 여향을

연구목적

Vitrification

MAPK

MPF

Caffeine






