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Мета дослідження. Визначення особливостей гемодинамічних і молекулярних факторів рецептивності ендометрія та їх медикаментозної корекції в програмах екстракорпорального запліднення в пацієнток із тромбофілією.  

Робота присвячена підвищенню ефективності програм допоміжних репродуктивних технологій шляхом вивчення основних патогенетичних ланцюгів при невдалих спробах ЕКЗ у жінок із тромбофілією.  Вивчені гемодинамічні та молекулярні фактори рецептивності ендометрія як значущі предиктори настання вагітності в програмах ДРТ у пацієнток із тромбофілією. Визначені показники системи гемостазу і АФА в пацієнток з набутою та генетичною формами тромбофілії й встановлений їх взаємозв'язок з невдачами ДРТ. 

Уточнено наукові дані про те, що при морфологічному та імуногістохімічному дослідженні ендометрія необхідно встановити дані про стан рецепторного апарату й проліферативної активності, що є значущим і необхідним у комплексній оцінці ендометрія  перед обстеженням пацієнток із тромбофілією щодо підготовки до ЕКЗ. 

Доповнено наукові дані стосовно того, що при підготовці до ЕКЗ, необхідно проводити вивчення доплерометричних показників кровотоку в судинах матки, АФА, рівень експресії цитокінів та факторів росту в тканинних структурах ендометрія.  

Розширені наукові дані про ступінь вираженості ушкоджень у стромі та в залозах, залежно від фактора безпліддя. Виявлено, що морфологічно незмінений ендометрій у носіїв генів спадкових тромбофілій не має повноцінної функціональної активності, яка здатна в повній мірі забезпечити імплантацію, за рахунок порушення процесів рецептивності ендометрія.

Обґрунтовано методологію та запропоновані неінвазивні методи оцінки маркерів, що визначають рецептивність ендометрія в циклах ЕКЗ. Розроблено алгоритм і схема корекції порушень морфофункціонального стану ендометрія при тромбофілії в програмах екстракорпорального запліднення.

Розроблено та впроваджено новий спосіб підготовки ендометрія у жінок із тромбофілією в програмах екстракорпорального запліднення (патент України на корисну модель № 110564 від 10.10.2016).

Було обстежено 83 пацієнтки, з яких: 63 жінки із тромбофілією, що становили основну групу спостереження та яким були проведені програми ЕКЗ. Основна група була розподілена на 2 частини, з них: І група − 25 жінок − з невдачами ЕКЗ (одна з більш невдалих спроб ЕКЗ, кількість спроб становила від 1 до 9) і 38 жінок з вагітністю, яка настала після програми ЕКЗ (II група). До контрольної, III групи, увійшли 20 здорових жінок, які госпіталізовані для штучного переривання вагітності в терміни до 18 днів гестації та в яких вагітність наступила природним шляхом. У всіх пацієнток основної групи були проведені дослідження на підтвердження наявності антифосфоліпідного синдрому та спадкового поліморфізму генів схильності до тромбофілії.

Усім подружнім парам у рамках підготовки до програми ЕКЗ проводилося стандартне обстеження, відповідно до чинного в період набору матеріалу наказу МОЗ України № 232 від 02 квітня 2014р. "Про затвердження Порядку контрольованої стимуляції яєчників при заплідненні in vitro у жінок з безпліддям". 

З метою вивчення показників системи гемостазу та їх взаємозв'язок з невдачами ДРТ у жінок із тромбофілією, здійснено визначення загального коагуляційного потенціалу, показників первинного гемостазу, фібринолітичної системи, стану внутрішньосудинної гемокоагуляції та антиплазмінового потенціалу крові. Аналіз дослідження показав, що в жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ відбувається патологічна активація системи гемостазу, яка відіграє суттєву роль у патогенезі невдалих спроб ЕКЗ. При цьому при тромбофілії розвивається субклінічна форма хронічного ДВЗ синдрому, в розвитку якого головною ланкою є активація тромбоцитарно-судинного гемостазу з подальшим залученням до процесу коагуляційного потенціалу, обумовленого зниженням показників протизгортаючої системи крові.

При аналізі структури тромбофілії в пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ, виявлена висока частота різноманітних структурних форм спадкових генетичних тромбофілій, що підтверджує їх зв'язок з невдалими спробами ДРТ. Для тромбофілії  характерна наявності дефекту імплантації плодового яйця, недостатньої глибини інвазії трофобласта, неповноцінної плацентації і, як наслідок, розвиток ендотеліопатії.

На підставі отриманих результатів дослідження цитокінів можна припустити, що негативний результат проведення ЕКЗ полягає в підвищеній імунореактивності та значному півищення рівня ІL-1α, ІL-8 і TNFα в крові в жінок із тромбофілією. При тромбофілії формується імунна відповідь у вигляді накопичення патологічних концентрацій імунних комплексів, що здатні приводити до розвитку системної запальної відповіді і, можливо, призводять до невдалих спроб ЕКЗ.

Найбільш діагностично цінними молекулами, які беруть участь у процесі імплантації, є LIF, VEGF-А і TGF-β1. Імуногістохімічні показники відносної площі експресії LIF і TGF-β1 в залозистому епітелії і VEGF-A в стромі ендометрія, безпосередньо впливають на результативність програм ЕКЗ. Найбільша сполученість з настанням вагітності відзначається відносно оптичної щільності експресії LIF в залозистому епітелію ендометрія.

Підвищення проліферативної активності ендометрія в І групі пацієнток у зв'язку з підвищенням експресії маркера клітин Ki-67 посилює проліферацію в стромі та залозистому шарі. Дисбаланс в експресії факторів проліферації − Ki 67 і PCNA найбільш виразний під час передбачуваного «вікна імплантації» в пацієнток із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ. Показники Ki 67 в стромі ендометрія при тромбофілії та невдалих спробах ЕКЗ збільшуються у 2 рази (у І групі 7,5±3,8, у здорових жінок − 3,3±3,8, р<0,01); а в залозистому епітелії − у 8 разів (у І групі 6,5±2,4, у здорових жінок − 0,8±0,4; р<0,001), що вимагає проведення відповідної терапії перед проведенням ДРТ.

У пацієнток із тромбофілією гормональний та імунологічний статус суттєво відрізняється від статусу у здорових жінок, і який виражається в тому, що ендометрій не відповідає фазі та дню менструального циклу. При тромбофілії формується імунна відповідь у вигляді накопичення патологічних концентрацій імунних комплексів, які здатні виконувати роль первинних токсинів і призводити до розвитку системної запальної відповіді, у тому числі й в ендометрії, що, можливо, призводить до невдалих спроб ЕКЗ. 

Стимуляція суперовуляції в програмах ЕКЗ у жінок із тромбофіліями істотно відображається й на показниках клітинного, гуморального імунітету та стану цитокінів, що необхідно враховувати перед проведенням ЕКЗ.

 Найбільш значущими параметрами оцінки стану ендометрія при проведенні ЕКЗ є збільшення індексу експресії ЕР і виражене пригнічення рецепторного апарату ПР у стромі ендометрія. Індекс експресії прогестеронових рецепторів у пацієнток із трубно-перитонеальним фактором безпліддя в стромі становив 6,4±3,7, у групі носіїв генів поліморфізму спадкових тромбофілій − 10,5±6,8, у здорових пацієнток −14,3±7,2 (р <0,05).

Рецептивність ендометрія достовірно сполучена з показниками кровотоку (S/D, IR і PI) у базальних і спіральних артеріях матки, що визначаються в день введення тригера овуляції та в день перенесення ембріонів. IR у І групі пацієнток були достовірно знижені в маткових, аркуатних і радіальних артеріях (0,82±0,04, р<0,05; 0,66±0,03, р<0,01 і 0,61±0,02, р<0,01 відповідно), що підтверджує зниження тканинної перфузії в матці та призводить до порушення трофіки ендометрія та до невдалих спроб ЕКЗ.

Морфологічно незмінений ендометрій у носіїв генів спадкових тромбофілій не володіє повноцінною функціональною активністю, що здатна повною мірою забезпечити імплантацію, у зв’язку з порушенням процесів рецептивності ендометрія. Обґрунтована методологія та запропоновані неінвазивні методи оцінки маркерів, що визначають рецептивність ендометрія в циклах ЕКЗ.

Запропоновано та впроваджено в практику алгоритм диференційованої терапії пацієнток з невдачами ДРТ в анамнезі на основі вивчення особливостей системи гемостазу, гормонального статусу та цитокінів, морфологічного та імуногістохімічного дослідження, визначення факторів проліферації.

Показана динаміка стану рецепторного апарату у  жінок на тлі проведеної терапії. Вивчена експресія факторів проліферації в період «вікна імплантації»  на тлі застосування гепариноїдів у пацієнток із тромбофілією.

Вдосконалено обґрунтування доцільності й ефективності застосування диференційованої гормональної терапії в якості підготовки ендометрія у жінок з тромбофіліями перед проведенням ЕКЗ.

Таким чином, узагальнюючи отримані нами результати, можна зробити висновок про те, що при плануванні протоколу ЕКЗ необхідне проведення імуногістохімічного дослідження ендометрія, оскільки ні гормональне, ні сонографічне, ні навіть гістологічне дослідження не дають повного уявлення про патологічні процеси, що відбуваються в ендометрії. Тільки комплексне обстеження жінок, перед протоколом ЕКЗ, з урахуванням усіх компонентів діагностичного процесу дозволить визначити тактику подальшого ведення пацієнток.

Включення до схеми обстеження визначення маркерів тромбофілії та імуногістохімічного дослідження ендометрія, а також проведення корекції порушень гемостазу за допомогою застосування гепариноїдів, дозволяє збільшити частоту настання вагітностей у програмах допоміжних репродуктивних технологій у пацієнток із тромбофілією на 51,2%.

Ключові слова: тромбофілія, рецептивність ендометрія, екстракорпоральне запліднення, маркери проліферації.
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THE SUMMARY

Tarawneh Diana Shakerivna. Pathogenetic substantiation of endometrial preparation in  vitro fertilization programs in patients with thrombophilia -  Manuscript.

The dissertation on competition of a scientific degree of the candidate of medical sciences on a speciality 14.01.01 – obstetrics and gynecology. – Kharkiv National Medical University. – Kharkov, 2017.

The purpose of the research. Determination of the features of hemodynamic and molecular factors of endometrium receptivity and their drug correction in programs of extracorporal fertilization in patients with thrombophilia.
The research is dedicated to the ways of increasing the productivity of programs of assisted fertility technologies by means of studying major pathogenetical chains in the failed attempts of IVF in women with thrombophilia. The research has studied hemodynamic and molecular factors of endometrial receptivity as pregnancy predictors in patients with thrombophilia. The values of haemostatic system and APA in patients with acquired and genetic forms of thrombophilia were estimated and their correlation with AFT failures was defined.

The research has specified scientific data stating that in the morphological and immunohistochemical study of endometrium it is necessary to establish data on the state of the receptor apparatus and proliferatinve activity, which is significant and necessary in the comprehensive assessment of the endometrium before the examination of patients with thrombophilia in relation to the preparation for IVF.


Scientific data concerning the need to study the dopplerometric parameters of blood flow in the uterine vessels, APA, the level of cytokine expression and growth factors in the tissue structures of the endometrium during the preparation for IVF were complemented.


The  scientific data on the degree of evidence of damage in stroma and in the glands, depending on the infertility factor were expanded. It was found that morphologically unmodified endometrium in the carriers of hereditary thrombophilic genes does not bare a full functional activity that can fully ensure implantation due to the impairment of the processes of endometrial receptivity.


The methodology is substantiated and non-invasive methods for evaluating markers that determine endometrial receptivity in IVF cycles are proposed. The algorithm and the scheme of correction of the morphofunctional state disturbances of endometrium in thrombophilia in programs of extracorporal fertilization have been developed.
A new method for the endometrium  preparation  in women with thrombophilia in the programs of extracorporal fertilization was developed and implemented. (Patent of Ukraine for  Utility Model No. 110564 dated 10.10.2016) 

83 patients were examined, of which 63 women with thrombophilia who underwent IVF program were in the main observational group. The main group was divided into two, of which:  Group one - 25 women - with IVF failures (one of the most unsuccessful IVF attempts, the number of attempts was from 1 to 9) and 38 pregnant women as a result of the IVF program (Group two) . The control group III included 20 healthy women, who were hospitalized for artificial abortion in up to 18 days of gestation and in which the pregnancy came naturally. All patients in the main group were examined to confirm the presence of antiphospholipid syndrome and hereditary polymorphism of the genes of predisposition to thrombophilia.


In the preparation for the IVF program all married couples received standard examination  in accordance with the current for the moment of material sampling Order of the Ministry of Health  Care of Ukraine No. 232 of April 2, 2014 "On Approval of the Procedure for Controlled Stimulation of Ovaries in In Vitro Fertilization in Infertility Women".


In order to study the parameters of the hemostasis system and their relationship with the failures of ART in women with thrombophilia, the determination of total coagulation potential, indices of primary hemostasis, fibrinolytic system, intravascular hemocoagulation and antiplasmin potential of blood have been determined.The analysis of the study showed that in women with thrombophilia and unsuccessful attempts of IVF  there is a pathological activation of the hemostasis system, which plays a significant role in the pathogenesis of failed IVF attempts. At the same time, thrombophilia develops a subclinical form of chronic DICs, the main link in the development of which is the activation of platelet-vascular hemostasis, with subsequent involvement in the process of coagulation potential, caused by the declines in the parameters of the anti-circulatory system of blood.


In the analysis of the structure of thrombophilia in patients with unsuccessful IVF attempts, high frequency of various structural forms of hereditary genetic thrombophilia was revealed, which confirms their relation to unsuccessful attempts of ART. Thrombophilia is associated with the presence of a defect in the implantation of the fetal egg, insufficient depth of the trophoblast invasion, inferior placentation are and, as a consequence, the development of endothelial disease.


Based on the obtained results of cytokine studies, it can be assumed that the negative result of IVF  lies in the increased immunoreactivity and a significant increase in the level of IL-1α, IL-8 and TNFα in the blood of women with thrombophilia. Thrombophilia is marked by the  immune response in the form of accumulation of pathological concentrations of immune complexes that can lead to the development of systemic inflammatory response and, possibly, result in unsuccessful IVF attempts.


The most diagnostically valuable molecules involved in the implantation process are LIF, VEGF-A, and TGF-β1. The immunohistochemical indices of the relative expression of LIF and TGF-β1 in the glandular epithelium and VEGF-A in the stromal endometrium directly affect the effectiveness of IVF programs. The greatest association with pregnancy is observed in terms of the optical density of LIF expression in the glandular epithelium of the endometrium.


The increase in proliferative activity in the endometrium in the 1st group of patients due to increased expression of the Ki-67 marker enhances the proliferation in the stroma and glandular layer. Imbalance in the expression of proliferation factors - Ki 67 and PCNA is the most expressive during the expected "implantation window" in patients with thrombophilia and unsuccessful IVF attempts. Indicators Ki 67 in the stromal endometrium in thrombophilia and unsuccessful IVF attempts  increased two-fold (in Group One 7.5 ± 3.8, in healthy women - 3.3 ± 3.8, p <0.01); and in the glandular epithelium – eight-fold (in Group One 6.5 ± 2.4, in healthy women - 0.8 ± 0.4; p <0.001), which requires appropriate therapy before conducting ART.


In patients with thrombophilia, the hormonal and immunological status is significantly different from that of healthy women, which is expressed in the fact that the endometrium does not correspond to the phase and the day of the menstrual cycle. Thrombophilia is characterized by the immune response in the form of accumulation of pathological concentrations of immune complexes that can act as primary toxins and lead to the development of a systemic inflammatory response, including the endometrial one, which may lead to unsuccessful IVF attempts.


Stimulation of supravulation in IVF programs in women with thrombophilia significantly affects the parameters of cellular, humoral immunity and cytokine status, which must be taken into account before IVF.


The most significant parameters for assessing the state of the endometrium during IVF are the increase of the ER expression index and the expressed inhibition of the receptor apparatus of the PR in the endometrial stroma. The index of expression of progesterone receptors in patients with tubal-peritoneal infertility factor in the stroma was 6.4 ± 3.7, in the group of carriers of polymorphism genes of hereditary thrombophilia - 10.5 ± 6.8, in healthy patients -14.3 ± 7.2 (p <0.05).

Endometrial receptivity is reliably correlated with blood flow indices (S / D, IR, and PI) in the basal and spiral arteries of the uterus, which are determined on the day of the ovulation trigger injection and on the day of embryo transfer. IR in the 1st group of patients were significantly reduced in the uterine, arcuate and radial arteries (0.82 ± 0.04, p <0.05, 0.66 ± 0.03, p <0.01 and 0.61 ± 0, 02, p <0.01, respectively), which confirms the reduction of tissue perfusion in the uterus and leads to the defeat of endometrial trophism and unsuccessful IVF attempts.


The morphologically unaltered endometrium in the carriers of the genes of hereditary thrombophilia does not possess a full functional activity, which can fully ensure implantation, due to the impairment of the processes of endometrial receptivity. The methodology is substantiated and non-invasive methods for evaluating markers that determine endometrial receptivity in IVF cycles are proposed.


The algorithm of differentiated therapy of patients with ART failures in the anamnesis based on the study of the features of the system of homeostasis, hormonal status and cytokines, morphological and immunohistochemical research, determination of proliferation factors was proposed and implemented in practice.


The dynamics of the status of the receptor apparatus in women during the period of the therapy is shown. Expression of proliferation factors in the period of "implantation window” during the use of heparinoids in patients with thrombophilia was studied.


The justification for advisability and effectiveness of the use of differentiated hormonal therapy as an endometrium preparation in women with thrombophilia before IVF was improved.

Thus, summing up the obtained results, we can conclude that the planning of the IVF protocol requires conducting an immunohistochemical study of the endometrium, since neither hormonal nor sonographic or even histological studies give a complete picture of the pathological processes occurring in the endometrium. Only a comprehensive examination of women before the IVF protocol, taking into account all the components of the diagnostic process, will determine the tactics of further patient management.

Inclusion of the determination of the markers of thrombophilia and immunohistochemical examination of the endometrium into the scheme of investigation, as well as the correction of haemostasis disorders by using heparinids, can increase the cases of pregnancy in the programs of assisted reproductive technologies in patients with thrombophilia by 51.2%.
Key words: thrombophilia, endometrial receptivity, in vitro fertilization, markers of proliferation.
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ВСТУП

Актуальність проблеми. Одна з ключових ролей у реалізації репродуктивної функції, безсумнівно, належить ендометрію. При цьому, прихована або невиявлена патологія в багатьох випадках може стати причиною невдалої імплантації [67, 183]. Одним з факторів, що призводить до порушення нідації ембріона в жінок з безпліддям, може бути зміна рецептивності ендометрія [58, 176]. Передбачається, що в основі зниження рецептивності ендометрія та частини випадків імплантаційних втрат лежать механізми, подібні з невиношуванням вагітності [48, 122]. Багато факторів, які в цей час є визнаними як причини невиношування, розглядаються і як причини порушень імплантації в програмах ЕКЗ, у першу чергу, при імунологічних і тромбофілічних конфліктах [7, 216].  

Крім того, невдачі ЕКЗ можуть бути обумовлені як тромбогенністю самої медичної технології (естроген-гестагенових статус), так і можливою наявністю в жінок факторів тромбогенного ризику й схильності до внутрішньосудинного згортання крові – тромбофілії [24, 159]. Аналіз змін у системі регіонального фібринолізу, при проходженні процедури ЕКЗ, найчастіше виявляє зниження фібринолітичних реакцій [175]. Ці зміни зумовлені зменшенням активності тромбінактивуючого інгібітора фібринолізу (TAFI), тканинного активатора плазміногену (t-PA) і підвищенням рівня його інгібітора – інгібітора активатора плазміногену 1-го типу (PAI-1), що залежать від функціонального стану ендотелію кровоносних судин [196].  

Спільними в механізмі імплантаційних втрат при тромбофілії можуть бути надмірна активація згортання крові, дисбаланс у коагуляційному потенціалі, наявність ендотеліопатій, локальних геморагій і мікротромбів у ділянці інвазії бластоцисти [189, 238].  

Вельми вірогідним є та обставина, що різні форми тромбофілії призводять до порушень на різних етапах коагулопатачних порушень [204].  

На підставі вище викладеного, розробка методів, що нормалізують і дозволяють підвищити ефективність програм допоміжних репродуктивних технологій, є однією з актуальних проблем сучасної медицини.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є частиною досліджень, що проводяться на кафедрі акушерства та гінекології №1 Харківського національного медичного університету (ХНМУ) за Державною комплексною програмою «Порушення жіночої репродуктивної системи та їх корекція» (Державний реєстраційний номер 0114U003395), а також за Державною комплексною програмою ДКНТ 0.69.06: "Наукові основи охорони здоров'я жінки, матері та новонародженого".
Мета дослідження: Визначення особливостей гемодинамічних і молекулярних факторів рецептивності ендометрія та їх медикаментозної корекції в програмах екстракорпорального запліднення в пацієнток із тромбофілією.  
Завдання дослідження:
1. Визначити показники системи гемостазу і АФА в пацієнток з набутою й генетичною формами тромбофілії та встановити їх узаємозв'язок з невдачами допоміжних репродуктивних технологій.

2. З'ясувати роль імунного та гормонального статусу  при ЕКЗ у жінок із тромбофілією і їх вплив на стан ендометрія. 

3. Провести аналіз морфофункціональних та імуногістохімічних змін і визначити прогностично найбільш значущі параметри оцінки стану ендометрія при проведенні ЕКЗ у жінок із тромбофілією.

4. Виділити ультразвукові та допплерометричні критерії кровотоку в судинах матки, що характеризують функціональний стан ендометрія і їх сполученість з результативністю програм ЕКЗ.

5. Визначити зв'язок експресії LIF, TGF-β1, VEGF-А в ендометрії жінок у період передбачуваного «вікна імплантації» з результативністю програм ЕКЗ.

6. Дослідити експресію фактора проліферації білка Ki67 і PCNA, що регулюють клітинний цикл в ендометрії під час передбачуваного «вікна імплантації» в пацієнток із тромбофілією.

7. Удосконалити алгоритм обстеження та лікування пацієнток з невдачами після програм ДРТ в анамнезі. Оцінити ефективність використання цього алгоритму.

Об'єкт дослідження: ендометрій у жінок із тромбофілією при ЕКЗ.  

Предмет дослідження: зв'язок морфофункціональних, імуногістохімічних змін і найбільш значущих параметрів стану ендометрія в циклах ЕКЗ у жінок із тромбофілією.

Методи дослідження: загальноклінічні, біохімічні, морфологічні, імунологічні, імуногістохімічні, генетичні, бактеріологічні, гормональні, ультразвукові, інструментальні, статистичні. 
Наукова новизна. При морфологічному та імуногістохімічному дослідженні ендометрія розширені дані про стан рецепторного апарату й проліферативної активності, що є значущим і необхідним у комплексній оцінці ендометрія  перед обстеженням пацієнток щодо підготовки до ЕКЗ. 

Уперше проведено комплексне морфологічне та імуногістохімічне дослідження ендометрія в пацієнток із поліморфізмами спадкових тромбофілій. Представлена багатофакторна оцінка рецептивності ендометрія в жінок із тромбофілією при підготовці до ЕКЗ з використанням допплерометричних показників кровотоку в судинах матки, рівня експресії цитокінів та факторів росту в тканинних структурах ендометрія. 

Показана динаміка стану рецепторного апарату в цієї групи жінок на тлі проведеної терапії. Уперше вивчена експресія факторів проліферації в період "вікна імплантації" на тлі застосування гепариноїдів у пацієнток із тромбофілією. 

Показаний ступінь вираженості ушкоджень у стромі та в залозах, залежно від фактора безпліддя. Виявлено, що морфологічно незмінений ендометрій у носіїв генів спадкових тромбофілій не володіє повноцінною функціональною активністю, що здатна повною мірою забезпечити імплантацію за рахунок порушення процесів рецептивності ендометрія.

Патогенетично обґрунтовано доцільність й ефективність застосування диференційованої гормональної терапії в якості підготовки ендометрія при тромбофілії перед проведенням ЕКЗ.

Уперше проведено використання гепариноїдів на етапі підготовки пацієнтів до протоколу ЕКЗ. 

На підставі отриманих даних про коагуляційну активність виявлена ​​ефективність використаних препаратів даного виду в пацієнток із безпліддям. Обґрунтована методологія та запропоновані неінвазивні методи оцінки маркерів, що визначають рецептивність ендометрія в циклах ЕКЗ. Розроблено алгоритм і схема корекції порушень морфофункціонального стану ендометрія при тромбофілії в програмах екстракорпорального запліднення.

Практична значимість. Науково обґрунтовано доцільність комплексного морфофункціонального та імуногістохімічного дослідження ендометрія перед протоколом ЕКЗ.

На підставі проведеного дослідження АФА, ультразвукових і допплерометричних критеріїв кровотоку в судинах матки, визначена рецептивність ендометрія і його сполученість з результативністю програм ЕКЗ. 

Показані зміни морфологічної структури та рецепторного апарату ендометрія в пацієнток із тромбофілією. Вивчено особливості системи гемостазу, гормонального статусу та цитокінів, морфологічного та імуногістохімічного дослідження, проведено визначення факторів проліферації, що дозволяє запропонувати алгоритм диференційованої терапії пацієнток з невдачами ДРТ в анамнезі.

Матеріали дисертації впроваджені в практичну роботу міських пологових будинків №1, №3 м. Харкова, КЗОЗ «Харківського обласного клінічного перинатального центру».

Теоретичні положення та практичні рекомендації дисертаційної роботи використовуються в педагогічному процесі кафедр акушерства і гінекології Харківського національного медичного університету та Харківської медичної академії післядипломної освіти. Отримано Деклараційний патент України на корисну модель: "Спосіб підготовки ендометрія у жінок із тромбофілією та ендотеліальною дисфункцією в програмах екстракорпорального запліднення" №110564 від 10.10.2016 (Щербина М. О., Таравнех  Д. Ш., Вєсіч Т. Л.).
Власний внесок дисертанта в розробку наукового дослідження 

Самостійно розроблений план роботи та методологія проведення досліджень, проведено патентно-інформаційний пошук за темою дисертації.

Самостійно обстежено 83 пацієнтки, з яких, 63 жінки з тромбофілією, що становили основну групу спостереження, яким були проведені програми ЕКЗ і 20 пацієнток контрольної групи.

Здійснено забір і підготовка матеріалів для визначення клініко-лабораторних, генетичних, морфологічних, імунологічних, імуногістохімічних, гормональних методів дослідження.

Проведено аналіз і статистична обробка отриманих результатів, сформульовані основні положення й висновки, написані всі розділи дисертації.

Апробація результатів дослідження. Результати проведених досліджень були представлені та обговорені на наукових пленумах і конференціях: Міжнародній науковій конференції студентів і молодих вчених «Актуальні питання сучасної медицини», Харків (2014 р.); Х Пленумі Асоціації акушерів-гінекологів України, Київ (2014 р.); 7th  International Interdisciplinary Scientific Conference оf Young Scientists And Medical Students, Kharkiv (2014 р.); Міжвузівській конференції молодих вчених і студентів «Медицина третього тисячоліття», Харків (2014 р.); 10th Young European Scientist meeting (YES meeting), Porto, Portugal (2015 року); Науково-практичній конференції за участю міжнародних фахівців, що присвячена Дню науки в Україні «Медична наука та клінічна практика — 2016», Харків (2016 р.); IXth International Interdisciplinary Scientific Conference оf Young Scientists And Medical Students «Actual Problems Of Clinical And Theoretical Medicine», Kharkiv (2016 р.); Міжвузівській конференції молодих вчених і студентів «Медицина третього тисячоліття», Харків (2016 р.); ХІІ Науково-практичній конференції з міжнародною участю студентів, інтернів, магістрів, аспірантів і молодих вчених «Науковий Потенціал молоді — прогрес медицини майбутнього», Ужгород (2016 р.). 

Апробація роботи проведена на засіданні апробаційної ради з акушерства і гінекології Харківського національного медичного університету.

Публікації За результатами дисертаційної роботи опубліковано 20 наукових праць, з них 6 статей (5 вітчизняних і 1 зарубіжна) в наукових фахових виданнях, 2 статті в збірнику наукових праць, 11 тез у матеріалах науково-практичних конференцій.  Отримано деклараційний патент України на корисну модель №110564 від 10.10.2016 Бюл №19 / Щербина М.О., Таравнех Д.Ш., Вєсіч Т.Л.

Обсяг і структура дисертації: Робота викладена на 175 сторінках машинописного тексту й містить вступ, огляд літератури, 5 розділів власних досліджень, аналіз і узагальнення результатів дослідження, висновки та практичні рекомендації. Текст ілюстрований 26 рисунками та 33 таблицями. Список використаної літератури містить 244 найменування: 122 робіт вітчизняних авторів і 122 іноземних (29 сторінок).

Розділ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Морфофункціональний стан ендометрія і його роль у програмах допоміжних репродуктивних технологій 
Підвищення результативності циклів екстракорпорального запліднення в останні роки є актуальною проблемою сучасної репродуктології [14, 237]. Незважаючи на вдосконалення ДРТ, успішно імплантуються тільки 15-20% ембріонів, а ефективність програм ЕКЗ за останні роки кардинально не покращується [4, 208]. Велике значення при цьому має стан ендометрія [2, 92]. Висока частота внутрішньоматкової патології серед пацієнток, які страждають на безпліддя, обумовлює необхідність дослідження стану ендометрія перед імплантацією ембріона в програмах ЕКЗ, особливо в разі неодноразових невдач при перенесенні в порожнину матки ембріонів «гарної» якості. Варто зазначити, що процес імплантації до кінця не з'ясований і визначається, крім стану ендометрія, деякими чинниками, а саме: станом локальної імуносупресії, наявністю генетично повноцінного ембріона, функціональною спроможністю ендометрія та станом репродуктивної функції жіночого організму в цілому.

У цей час вважається, що успішна реалізація програм ДРТ полягає в структурно-функціональному стані ендометрія й визначається його рецептивністю, товщиною, невідповідністю структури дню менструального циклу, порушенням внутрішньоматкової перфузії зі зниженням ендометріального й субендометріального рівня кровотоку, імунологічними порушеннями та ін. [20, 45, 168]. 

Дослідження останніх років свідчать про те, що дані прояви можуть бути або наслідками хірургічних маніпуляцій у порожнині матки, або ускладненнями й самостійними проявами місцевих і загальних патологічних процесів в організмі, а також проявами генетичної схильності до розвитку тих чи інших патологічних станів (тромбофілії, ендокринопатії і ін.) [8, 15, 88, 153]. Усі патологічні процеси в ендометрії призводять до морфо-функціональних змін ендометрія, що знижує його рецептивність і перешкоджає успішному настанню й розвитку вагітності [39, 41, 88, 156,  195].
Ендометрій  фазу секреції може перебувати в різних станах щодо сприйнятливості яйцеклітини, які включають нейтральну, рецептивну, нерецептивну або рефрактерну фази [106]. Рецептивність ендометрія в процесі імплантації має велике значення, оскільки обумовлює здатність ендометрія прийняти проникаючу бластоцисту [115, 236]. В експериментах на тваринах показано, що імплантація відбувається тільки тоді, коли ендометрій досягає рецептивної фази, яка повинна збігатися з розвитком ембріона до стадії бластоцисти [123]. Стан, при якому ендометрій підготовлений до нідації ембріона, отримав назву «вікна імплантації» та відповідає в природному менструальному циклі 6-10-го дня після овуляції, або 20-24-го дня менструального циклу. Однак, у кожної жінки це відбувається індивідуально, залежно від періодичності менструації [12, 128]. 

Період «вікна імплантації» характеризується значними ультраструктурними змінами ендометріальних епітеліальних клітин. У цей період плазмові мембрани просвітного епітелію ендометрія втрачають мікроворсинки та апікальні поверхні клітин формують куполоподібні випинання − піноподії. При використанні скануючої електронної мікроскопії (СЕM), піноподії визначаються в 78% біопсій ендометрія на 6-й постовуляторний день у жінок з регулярними менструальними циклами [28, 209]. 

Піноподії у своєму розвитку проходять три стадії: розвиваючі, розвинені та регресуючі [5, 235]. Розвиваючі піноподії з'являються з початком вікна імплантації і являють собою ектоплазматичні протрузії (випинання) поверхневих ендометріальних епітеліальних клітин, які поєднуються зі зменшенням числа коротких, товстих мікроворсинок. Розвинені піноподії − випинання сягають своєї максимальної величини й утворюють складки, нагадуючи квіти або гриби, кількість коротких, товстих мікроворсинок різко зменшується, у більшості випадків або мікроворсинки повністю зникають [77]. Ця стадія триває менше 48 годин. Регресуючі піноподії − випинання поверхневих ендометріальних епітеліальних клітин зменшуються, з'являються розриви апікальних поверхонь клітин, і вони починають набувати бокалоподібної форми; на поверхні мембран поверхневих ендометріальних зморщених клітин знову з'являються кінчики коротких, товстих мікроворсинок [107]. 

Адекватний морфофункціональний стан ендометрія є одним з основних факторів, що забезпечує успішну імплантацію заплідненої яйцеклітини та розвиток ембріона. Різні патоморфологічні зміни ендометрія (зокрема, гіперплазія, ендометрит, десинхронізація процесів диференціювання ендометрія, неповноцінна секреторна трансформація тощо) можуть привести до порушень рецептивності, дефектів імплантації, безпліддя або ранньої втрати вагітності [112]. Морфологічним перетворенням, що відбуваються в ендометрії в процесі ангіогенезу, присвячено багато досліджень, однак найбільш дискутабельним залишається питання про фактори, що впливають на процес ангіогенезу. [128, 234]. До групи ангіогенних факторів відносять судинний ендотеліальний фактор росту, ангіопоетини, фактори росту фібробластів (FGF, TGF-a), IL-1, IL-6, епідермальні фактори росту, IL-8, EG, ангіотензину II та інші [126, 141, 160].
Зокрема, судинний ендотеліальний фактор росту (VEGF) − основний регулятор ангіогенезу в ендометрії [170], що збільшує проліферативну активність клітин ендотелію та проникність судин, та сприяє посиленню ангіогенних властивостей ендометрія, який бере участь у координації процесів диференціювання, міграції та інвазії трофобласта [177].

Що ж до гістологічної оцінки ендометрія, то «золотим стандартом» оцінки функції та ультраструктури ендометрія тривалий час вважалося роздільне діагностичне вишкрібання матки з наступним морфологічним дослідженням [1]. У репродуктології цей метод застосовується насамперед для визначення дефекту лютеїнової фази при затримці в розвитку секреторної трансформації ендометрія більш ніж на 2 дні, що є досить важким для діагностики [22, 27]. Крім того, методика є дорогою, інвазивною, пов'язана з низкою ускладнень, а так само неможлива до застосування в динамічному порядку, тому застосування її у всіх пацієнток при відсутності грубої патології в порожнині матки є невиправданим [40].
Пайпель-біопсія є альтернативним, менш інвазивним, дешевим методом морфологічної оцінки ендометрія, у тому числі його рецепторного апарата [56, 214]. Останнім часом розробляються нові методи та критерії оцінки рецептивності ендометрія − допплерометрія, визначення біологічно активних речовин і стероїдних гормонів у сироватці крові, генетичний профіль і ін. [6, 9, 221]. Низкою дослідників запропоновано використовувати в оцінці якості ендометрія показники рівнів естрадіолу та прогестерону в сироватці крові [223].
Відомо, що естрадіол сприяє гіпертрофії та гіперплазії клітин міометрія й ендометрія, і, відповідно, зростання ендометрія. Є дані щодо відповідності між товщиною ендометрія та концентрацією естрадіолу й прогестерону в крові [10, 233]. Подібні результати своїх досліджень представили Simon, A. та співавт., (2012), які спостерігали достовірно більш тонкий ендометрій у пацієнток з концентрацією естрадіолу менше 100 pg/ml, ніж у тих, у кого цей показник перевищував 400 pg/mlQ, однак кореляції між рівнем естрадіолу й настанням вагітності виявлено не було, що свідчить про недостатню роль цього методу в оцінці функціональних властивостей ендометрія та профілактиці невдалих спроб імплантації ембріонів [207].

Механізми порушення імплантації при АФС полягають у порушенні сигнальних узаємодій бластоцисти та ендометрія за рахунок зниження синтезу молекул медіаторів NK-клітинами, рівень яких при АФС у крові та ендометрії підвищується. Крім того, зв'язування антифосфоліпідних антитіл із клітинами призводить до розвитку нестабільності їх мембран і гіперкоагулації за рахунок інгібування активності протеїну С або ендотеліальної простациклін-синтетаз [178, 230]. Таким чином, генетичні та імунні тромбофілії, особливо при їх поєднанні, порушують динамічну систему гемостазу, що знаходиться в стані рівноваги між слабкою активацією коагуляційного каскаду та природної антикоагулянтної та фібринолітичної систем, що запобігає розвитку спонтанних тромбозів і забезпечує повноцінний процес інвазії ембріона та його подальшого розвитку в стінки матки [66].
У зв'язку з тим, що однією з основних функцій ендометрія є забезпечення імплантації та нідації ембріона, певну роль у цьому процесі відіграє зрілість ендометрія, його синхронізація з гормональним фоном протягом менструального циклу [25]. Діагностичним критерієм оцінки стану ендометрія для імплантації є його товщина, оптимальними параметрами якої для настання вагітності є 9-12 мм [99].
Порушення дозрівання ендометрія пов'язані зі змінами кровопостачання в матці, її гіпоплазією, травмою ендометрія в результаті надмірно активного вишкрібання, дисгормональних станів організму жінки та ін. 

Важливу роль у процесі росту, дозрівання та диференціювання ендометрія відіграє апоптоз, який відповідає за підтримання гомеостазу в тканинах [192].
Особливості судинних реакцій у період імплантації в людини вивчені недостатньо, проте відомо, що в більшості ссавців у цей період спостерігається в обмеженому обсязі мікросудинна проникність. Після впровадження бластоцисти в ендометрій в експерименті з пацюками було показано різке скорочення кількості капілярів, що оточують бластоцисту [201].  

Цілком імовірно, цей дивовижний факт відносної ізольованості від материнських енергетичних джерел пов'язаний з необхідністю ослаблення імунологічних властивостей тканини матері. При цьому аваскулярна зона оточена судинами більшого діаметра порівняно з капілярами, розташованими далеко від місця імплантації. У місці імплантації відбувається процес так званої локальної тромбофілії – «відшарування» ендотеліального шару спіральних артерій і заміщення його ендоваскулярних цитотрофобластом [188].

Для успішної імплантації необхідний функціонально активний ендометрій. На цей час прийнято вважати, що причина імплантаційних втрат у 30% випадків пов'язана з ембріоном і в 70% − з порушеннями імплантаційних можливостей ендометрія [191].
Невдалі спроби ЕКЗ у пацієнток в анамнезі змушують ембріологів перед черговим ПЕ з'ясовувати стан ендометрія як одного з факторів, що визначає результат імплантації [62]. Згідно  статистичних даних, у середньому до 75% практично здорових ембріонів не імплантуються та внутрішньоутробно зникають, без ознак прикріплення трофобласта та продукції ХГЛ [114].

Важливу роль у підготовці слизової оболонки матки до імплантації відіграє прогестерон, який володіє геномними і негеномними діями та бере участь у регулюванні міграції та інвазії трофобласта [32]. Геномна дія прогестерону здійснюється завдяки його ядерним рецепторам PR-А і PR-B. PR мають також мембранозв'язані рецептори, що сприяють швидкій негеномній дії прогестерону [145, 203]. Порушення співвідношення експресії PR у стромі та залозах може призводити до зниження рецептивності ендометрія до моменту імплантації плодового яйця або до імплантації недостатності [ 97]. 

Геномна та негеномна дія прогестерону має вирішальне значення для адекватної децидуалізації та імплантації ембріона [144]. Прогестерон відіграє важливу роль у створенні рецептивності ендометрія, блокуючи проліферативний ефект естрогенів, індукуючи гени, які дозволяють ембріону прикріпитися до ендометрія, а також діє як негативний регулятор інвазії трофобласта [181].

У лютеїновій фазі поступово знижується концентрація PR в епітеліальних клітинах, але вона залишається високою в децидуальних клітинах [194]. При цьому відбувається зниження активності PR в епітеліальній частини ендометрія та активізація в децидуальній [190].

В основі зниження рецептивності ендометрія та частини випадків імплантаційних утрат лежать механізми, подібні з невиношуванням вагітності [172]. У зв'язку із цим, деякі фактори, які в цей час є причиною невиношування, розглядаються як наслідок порушення імплантації в програмах ЕКЗ і при безплідді неясного генезу, зокрема імунологічні та тромбофілічні порушення [150].

Структурною одиницею ендометрія є залоза з навколишньою її стромою (сполучна тканина з фібробластами, гістіоцитами, плазматичними та іншими клітинами) і прилеглими судинами [136]. Процес підготовки ендометрія є циклічним, починається у фазу проліферації з наростанням товщини ендометрія, при якій відбувається велика кількість мітозів, залози трансформуються з прямих у покручені з широким просвітом, визначаються набряк і розпушення строми [127]. Далі у фазу секреції перетворені залози починають секретувати низку біологічно активних речовин, що беруть участь у процесі імплантації [115].
Формування зрілого ендометрія забезпечується адекватною стимуляцією естрогенових і прогестеронових рецепторів у залозах і клітинах строми. Яєчникові стероїди є основними регуляторами морфологічних змін функціонального шару ендометрія, але більшу роль відіграє число активних рецепторів і їх співвідношення в тканини ендометрія, ніж абсолютне значення гормонів у крові. Експресія стероїдних рецепторів під час вікна імплантації знаходиться під впливом гормонів і може змінювати свою активність відповідно до рівня їх вироблення [17, 193]. Ріст та формування рецептивного ендометрія тісно пов'язані з перфузійними можливостями; рівень внутрішньоматкової перфузії відображає можливість ендометрія до розвитку та функціональної активності [19, 117].

Кровоносні судини ендометрія формують унікальну систему, що динамічно змінюється за короткий час (менструальний цикл), на відміну від інших тканин, де структура та функції постійні протягом усього життя. Ендометрій кровопосточається спіральними та базальними артеріями. На межі міометрія та ендометрія радіальні артерії переходять у менші за діаметром прямі базальні артерії, що йдуть у базальний шар ендометрія та закручені спіральні артерії, які кровопостачають функціональний шар ендометрія [11].

Спіральні артерії отримали свою назву через пружиноподібний вид, який вони набувають у секреторній фазі циклу. За своєю будовою вони відрізняються від інших артерій організму меншою кількістю еластану в складі внутрішньої стінки, кожна спіральна артерія несе кров до 4-9 мм тканини ендометрія [188]. Анатомія базальної частини ендометрія залишається незмінною протягом усього менструального циклу, на відміну від функціонального шару ендометрія, архітектура якого змінюється під впливом безлічі чинників, перш за все статевих гормонів [205].
Як відомо, матка кровопостачається за рахунок маткових і яєчникових артерій. Маткові артерії є основними судинами, що несуть кров від внутрішніх клубових артерій до матки. Біля перешийку в бічній поверхні матки маткова артерія поділяється на нисхідну та висхідну гілки. Висхідна гілка маткової артерії, проникаючи в міометрій, утворює аркуатні артерії, розташовані на кордоні зовнішньої та середньої третини м'язового шару [60]. Аркуатні артерії часто анастомозують між собою, формують «аркуатний вінок» матки та розташовуються по периметру тіла матки поблизу серозної оболонки. Товща міометрія кровопостачається радіальними артеріями, які потім переходять у базальні та спіральні артерії [87].
Значну роль у розвитку ендометрія та подальшої імплантації відіграє процес ангіогенезу − утворення нових кровоносних судин [116, 231]. Протягом менструального циклу виділяють 3 послідовні стадії ангіогенезу:

1) регенерацію судинного «ложа» під час десквамації ендометрія, у результаті якої нові колатеральні судини утворюються від артеріол і венул у точці нижче раневої поверхні ендометрія;
2) зростання товщини в проліферативну фазу без змін судинної щільності;
3) скручування спіральних артерій, зростання артеріол, ангіогенез у секреторну фазу циклу.
Ангіогенез протягом менструального циклу відіграє найважливішу роль у процесах росту, формування, дозрівання ендометрія і, таким чином, є одним з ключових моментів, що визначають успіх імплантації та розвитку ембріона [118].
Аналіз змін у системі фібринолізу внаслідок гормонального навантаження при ЕКЗ найчастіше виявляє зниження фібринолітичних реакцій. Дані зміни зумовлені зменшенням активності тромбінактивуючого інгібітора фібринолізу (TAFJ), тканинного активатора плазміногену (t-PA) і підвищенням рівня інгібітора активатора плазміногену 1-го типу (PAI-1), що залежать від діяльності ендотелію кровоносних судин [161].
Зміна внутрішньоматкової гемодинаміки, імунологічні тромбофілічні порушення також можуть бути однією з причин невдалих спроб ЕКЗ [213].
1.2. Можливі причини невдач імплантації ембріона 
Активне впровадження в клінічну практику програми ЕКЗ та ПЕ є нагальним питанням сучасної репродуктології, а підвищення якості та ефективності цієї маніпуляції є запорукою безпеки для здоров'я матері та майбутньої дитини [52]. У зв'язку із цим доцільно проаналізувати можливі причини невдалих спроб імплантації ембріона в програмах ЕКЗ. 

ЕКЗ − запліднення яйцеклітини поза організму матері − in vitro. За допомогою цього методу J. Rock і M. Melkin уперше в 1944 р. домоглися розвитку 2-х клітинного ембріона. У 1978 р. англійські вчені R. Edvards і P. Septou зробили ЕКЗ жінці, яка не мала маткових труб, у результаті чого народилася перша у світі дитина, зачаття якої відбувалося в «пробірці». В Україні вперше метод ЕКЗ та ПЕ був упроваджений у 1991 р., коли завдяки дослідженням, проведеним під керівництвом академіка В. І. Грищенка, народилася  дівчинка, зачаття якої відбулося in vitro [21, 229].
Неефективність спроб ЕКЗ можна пояснити порушенням мікроциркуляції з утворенням мікротромбозів в ендометрії та хоріоні на початкових етапах вагітності [43].

В останні роки практично відсутні обмеження з відбору пацієнток у програмі ЕКЗ, незважаючи на те, що індукція суперовуляції пов'язана зі значним екзогенним гормональним навантаженням на організм жінки з можливим розвитком важкої форми СГЯ і, як наслідок цього − високим ризиком тромбоемболічних ускладнень [57, 219]. Частота СГЯ при проведенні ЕКЗ варіює від 15% до 29% залежно від використовуваної схеми стимуляції суперовуляції (легкий ступінь до 14%, середній до 11%, важкий від 0,2 до 9%). При використанні «чистої схеми» (тільки МГЛ) частота цього ускладнення становить 15%, комбінованої схеми (антиестрогенні препарати + МГЛ) −19%, при використанні α-Гл частота СГЯ в 1,5-2 вище, ніж при застосуванні інших схем − 29% [222].

Невдалі спроби ЕКЗ можуть бути пов'язані із серйозними ускладненнями при СГЯ та найбільш частими причинами смертей у цього контингенту хворих [26, 109]. Описано тромбози глибоких вен кінцівок, яремної, підключичної та нижньої порожнистої вен. Можуть уражатися церебральні, хребетні, підключичні, сонні, стегнові та брижові артерії, аорта [162].

В умовах стимуляції овуляції на рівні коагуляційних факторів впливають не стільки рівні сироваткових концентрацій естрадіолу (які іноді у 10 разів вище, ніж у регулярному фізіологічному менструальному циклі), скільки біохімічні зміни, що розвиваються після індукції овуляції хоріонічним гонадотропіном людини (ХГЛ). Достовірно відомо, що якщо після стимуляції овуляції (МГЛ) концентрація факторів згортання у фазу проліферації залишається в межах нормативних значень, то після індукції за допомогою ХГЛ рівні фібриногену, факторів II, V, VII, VIII і IX, достовірно збільшуються, хоча при цьому рівень сироваткового естрадіолу знижений [129]. 

Клінічні дослідження свідчать, що естрогени при стимуляції яєчників не чинять прямого впливу на біохімічні зміни, які сприяють розвитку СГЯ [133, 228]. Це підтверджено тим, що в пацієнток, які після індукції овуляції за допомогою ХГЛ мають низький рівень сироваткового естрадіолу, розвиваються біохімічні зміни, що клінічно проявляються як СГЯ [3, 202]. 

Після призначення ХГЛ виявляється активація не тільки коагуляційного каскаду, а й фібринолізу, про що свідчать підвищені концентрації плазміногену, зниження рівня інгібітору α 2-плазміну та підвищені концентрації фібриногену [130]. Цей «фібринолітичний феномен» розвивається через кілька днів після прояву «протромботичного феномена» і також може сприяти невдалій імплантації ембріона в програмах ЕКЗ [23].

Таким чином, створення суперовуляції при проведенні програми ЕКЗ є потужним активуючим фактором запуску процесу патогенетичного мікротромбоутворення в умовах уже наявного гіперкоагуляційного зсуву, що призводить до невдалих спроб ЕКЗ [89]. 

Останнім часом увагу багатьох клініцистів привертає вивчення впливу жіночих стероїдних гормонів на систему згортання крові. Отримання достатньої кількості ооцитів в одному менструальному циклі досягається використанням великих доз екзогенних гонадотропінів, відповіддю на дію яких є потужне вироблення естрогену яєчниками [163].
Відомо про активуючий вплив на систему гемостазу естрогенумісного компонента комбінованих оральних контрацептивів, яке пов'язане з пригніченням фібринолітичної активності [124].
Статеві гормони можуть індукувати гіперкоагуляційний стан, однак для розвитку тромбозів або тромбоемболії, як правило, необхідна наявність інших чинників: генетична або набута схильність до тромбозів, тобто приховані тромбофілічні стани, а також наявність таких факторів ризику, як паління, ожиріння, цукровий діабет, атеросклероз і ін. [212].

Присутність рецепторів для статевих стероїдів на судинних перицитах свідчить, що статеві стероїди можуть прямо діяти на судинну стінку. Статеві стероїди викликають дилатацію периферичних вен і зниження швидкості кровотока, що, згідно тріаді Вірхова, активізують один з факторів, який сприяє розвитку тромбозу [143]. Доведено, що периферичні артеріоли також можуть розширюватися в процесі стимуляції яєчників та активізувати внутрішньосудинне згортання крові [63, 227].
Дослідження пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ, на відміну від здорових жінок, показують, що взаємодія активованих гранулоцитів і тромбоцитів у сироватці їх крові багаторазово збільшує продукцію FVII циркулюючими моноцитами [184]. TF вивільняється не тільки з адвентиції судинної стінки, а й із циркулюючих моноцитів крові та корелює з концентрацією естрадіолу в сироватці крові. Це свідчить, що активація коагуляційного потенціалу крові, пов'язана з TF, FVII і Са2+, може відбуватися й без ушкодження судинної стінки в умовах підвищених концентрацій стероїдних гормонів при ЕКЗ, що сприяє порушенню імплантації ембріона [81].

Висока концентрація стероїдних гормонів у плазмі крові на тлі різної супутньої екстрагенітальної патології призводить до гіперкоагуляції, порушення мікроциркуляції та формуванню мікротромбозів з локалізацією, перш за все, у матці, що може впливати на ефективність ЕКЗ та результат індукованих вагітностей [54, 185].
Імплантація, інвазія трофобласта та подальше успішне функціонування плаценти є складним процесом ендотеліально-гемостазіологічних узаємодій зі складною регуляцією [79].
У процесі підготовки ендометрія до імплантації під впливом прогестерону відбувається підвищення вмісту PAI-1, тканинного фактора ТФ і зниження активаторів плазміногену тканинного та урокіназного типів, зниження металопротеїназ матриксу та вазоконстриктора ендотеліну 1 [103]. Ці механізми регуляції гемостазу, фібринолізу, екстрацелюлярного матриксу та судинного тонусу запобігають утворенню геморагій при інвазії трофобласта [93]. Ембріон синтезує активатори плазміногену тканинного та урокіназного типів (t-PA і u-РА) і протеази, які необхідні для руйнування екстрацелюлярного матриксу в процесі імплантації [165].
Дозоване руйнування матриксу відбувається за допомогою ферментів, що секретують ембріонів. Клітини ендометрія не фагоцитуються та не руйнуються, а ніби «відсуваються» за допомогою контактної інгібіції [135]. Місце, що звільнилося, займає ембріон. Підвищуючи експресію та синтез ТF, АФА підсилюють протромботичні механізми та десинхронізують процеси фібринолізу та фібриноутворення, що може призвести до дефектів імплантації, зниження глибини децидуальної інвазії трофобласта та невдалих спроб ЕКЗ [65, 226].

Дослідження з використанням моноклональних антитіл до ФЛ показали, що АФА напряму взаємодіють із синцитіотрофобластом і цитотрофобластом та інгібують міжклітинне злиття клітин трофобласта [16, 190]. Інвазія трофобласта в спіральні артерії пов'язана з продукцією ацетил гліцеринового ефіру фосфатидилхоліну. Цей процес також порушується за наявності АФА [104].

Поверхня ембріона повинна володіти певним зарядом і специфічною конфігурацією поверхневих глікопротеїдів (лактинконканаваліну А), що забезпечує йому часткову адгезивність. АФА ж можуть змінювати поверхневі характеристики передімплантаційного ембріона: як заряд, так і конфігурацію [13]. 

У процесі диференціювання трофобласта одночасно з переходом ФС на зовнішню поверхню клітинної мембрани відбувається вироблення анексину V, природного антикоагулянта, що характеризується високою специфічністю зв'язування з ФС [134]. 

Спорідненість анексину V до негативно заряджених ФЛ в 1000 разів сильніше, ніж протромбіну.  Він покриває ФС, витісняючи фактори згортання, надаючи місцевий антикоагулянтний ефект [179].
Таким чином, АФА викликають шкідливу дію кількома шляхами:

· змінюють адгезивні характеристики передімплантаційного ембріона;
· порушують злиття синцитія;
· знижують глибину інвазії трофобласта;
· пригнічують продукцію хоріонічного гонадотропіну;
· підсилюють тромботичні тенденції за рахунок надання матриць для реакцій згортання [29, 113, 186].

Вагомим фактором невдалих спроб ЕКЗ є зниження в пацієнток рівня інтерлейкіну 3 (ІL-3). ІL-3 належить до сімейства лімфокінів, синтезованих активованими СD4+ і Т-клітинами, а також є активним фактором росту трофобласта, сприяючи імплантації та розвитку плаценти, а також надає регуляторну дію на фібринолітичні процеси в ендометрії (за рахунок активації урокінази, що перетворює плазміноген у плазмін) [206, 225].
Важливим діагностичним критерієм є рівень гомоцистеїну в крові, високі концентрації якого диктують необхідність виявлення генетичного дефекту та відповідно набутих факторів гіпергомоцистеїнемії (ГГЦ) [94].
За даними деяких дослідників, певне значення в невдалих спробах ЕКЗ є ГГЦ, яка бере участь у розвитку мікроциркуляторних і тромботичних ускладнень [94, 217]. ГГЦ розглядається в цей час як фактор підвищеного ризику цілої низки акушерських ускладнень таких, як звичні ранні втрати вагітності, ранній початок гестозу, передчасне відшарування нормально розташованої плаценти, затримка внутрішньоутробного розвитку, а також тромбози та тромбоемболії в ендометрії, хоріоні та плаценті [154]. Поряд з деякими іншими порушеннями, ГГЦ є фактором ризику невдалої імплантації ембріона в програмах ЕКЗ [49, 220].

Джерелом гомоцистеїну в організмі людини є метіонін, одержуваний з їжею. На відміну від метіоніну, гомоцистеїн міститься в споживаній нами тваринній і рослинній їжі в залишкових кількостях [187]. 

Фолієва кислота є субстратом для лабільних метильних груп метіонінового циклу. З усіх вищезазначених мікронутрієнтів, саме низька концентрація фолатів у плазмі крові здатна значно впливати на вміст гомоцистеїну. Концентрація гомоцистеїну в плазмі крові залежить від низки факторів таких, як генетичні фактори, фізіологічні особливості, спосіб життя, супутні захворювання, лікарські препарати [218].
Таким чином, гомоцистеїн синтезується в організмі з метіоніну шляхом реакції трансметилювання. Утворений гомоцистеїн здатний знову перетворюватися в метіонін шляхом реметилювання. Реакція реметилювання, у якій гомоцистеїн отримує метальну групу від 5- метилтетрагідрофолату, каталізуються ферментом метіонін-синтетазою за участю вітаміну В12 (кобаламін) у якості ко−фактора. А 5- метилтетрагідрофолат утворюється з 5,10-метилентетрагідрофолат під впливом фолат-залежного ферменту метилентетрагідрофолатредуктази (MTHFR) [180]. Після синтезу гомоцистеїн або видаляється з клітин синтезу в печінку та інші клітини, або піддається ферментативним перетворенням [91].

Дослідження MTHFR виявили зв'язок спадкового дефіциту цього ферменту з порушенням обміну ГЦ. MTHFR забезпечує перетворення 5, 10-метилтетрагідрофолату в 5 метилтетрагідрофолат, що є головною циркулюючою в організмі формою фолієвої кислоти [50, 221]. Існує кілька алельних варіантів цього ферменту, що викликають важку недостатність MTHFR, але більшість із цих варіантів не часто. Практичне значення мають два алеля: термолабільний алель С677Т і алель А1298С. Алель С677Т є результатом точкової мутації, при якій у позиції 677 аланін замінений на валін. Оскільки мутація MTHFR С677Т може супроводжуватися, крім підвищення рівня гомоцистеїну, дефіцитом фолату, можуть мати місце й клінічні прояви дефіциту фолату [34, 151]. Гіпергомоцистеїнемія призводить до ушкодження та активації ендотеліальних клітин кровоносних судин, що значно підвищує ризик розвитку тромбозів. 

Тромбогенна дія ГЦ може бути пов'язана з ушкодженням клітин ендотелію, неспецифічним пригніченням синтезу простацикліну, активацією фактора V, гальмуванням активації протеїну С, блокадою зв'язування тканинного плазміногену ендотеліальними клітинами [18, 125]. Крім того, високі рівні ГЦ підсилюють агрегацію тромбоцитів, що значно підвищує ризик розвитку тромбозів. Мікротромбоутворення та порушення мікроциркуляції призводять до цілої низки акушерських ускладнень. Порушення плацентації та фетоплацентарного кровообігу можуть бути причиною репродуктивної недостатності, невиношування вагітності та безпліддя в результаті дефектів імплантації ембріона [132].

За даними деяких авторів, доведено зв'язок між невдачами ЕКЗ і ко−факторами АФА [105], а вітамінотерапія під час індукції овуляції або ЕКЗ (фолієва кислота, В6 і В12) привела до значного зниження гомоцистеїну та значно підвищила результативність ЕКЗ [38, 108].

Спільними в механізмі імплантаційних утрат у програмах ЕКЗ при тромбофілії можуть бути надмірна активація згортання крові, дисбаланс у коагуляційному потенціалі; а також наявність ендотеліопатій, локальних геморагій і мікротромбів у ділянці інвазії бластоцисти [59, 222]. При цьому, різні форми тромбофілії призводять до порушень на різних етапах коагуляційного каскаду та фібринолізу [53, 131].

1.3. Роль спадкової та набутої тромбофілії при імплантаційних утратах у програмах екстракорпорального запліднення
Невдачі ЕКЗ можуть бути обумовлені багатьма факторами: неадекватною стимуляцією яєчників, порушеннями на етапах культивування, погрішністю при перенесенні ембріонів у порожнину матки [51, 72].

Незважаючи на те, що всі ці фактори можуть бути усунені в наступних програмах, частина подружніх пар продовжують стикатися з повторними невдачами. У разі перенесення в порожнину матки ембріонів хорошої якості та виключення всіх явних причин, що перешкоджають благополучного завершення програми, невдачі ЕКЗ розцінюють як порушення на етапі імплантації ембріона [102]. За останні роки в медицині з'явився термін «звичні, або повторні імплантаційні втрати» [80, 223].

Припущення про те, що дефект закладений саме на етапах імплантації, багато в чому є емпіричним, його етіологія та сам факт залишаються складними для верифікації. Вважається, що в основі цього стану лежить порушення функціонування ендометрія на молекулярно-клітинному рівні [31].

В останні роки внаслідок тенденції до перенесення в порожнину матки 1 або 2 ембріонів визначення повторних імплантаційних утрат змінилося. Вважають, що детальне обстеження повинно бути розпочато вже після 3 невдалих спроб ЕКЗ [33, 224]. При цьому на перше місце серед причин виносять фактори, що знижують рецептивність ендометрія: анатомічні дефекти матки, хронічний ендометрит, невідповідність товщини ендометрія дня перенесення, поєднану гінекологічну патологію (аденоміоз, міома матки), соматичні захворювання (у тому числі аутоімунні), тромбофілії [36, 164].

Так, як в основі зниження рецептивності ендометрія в деяких випадках лежать механізми, подібні з невиношуванням вагітності, багато факторів розглядаються як причина порушення імплантації в програмах ЕКЗ, зокрема імунологічні та тромбофілічні порушення [35, 54, 121].

У цей час до найбільш вивчених і поширених тромбофілій відноситься антифосфоліпідний синдром (АФС) та генетичні фактори, що включають різні мутації та поліморфізм генів системи гемостазу (мутація Лейдена, протромбіну, метилентетрагідрофолатредуктази (MTHF), фібриногену, інгібітора активатора плазміногену 1-го типу (PAI-1), спадковий дефіцит антитромбіну III і ін. [67, 71, 171].

За даними різних авторів, тромбофілії становлять основу 40-60% випадків невиношування вагітності [210]. При цьому виділяють ембріональні втрати на стадії імплантації та на більш пізніх термінах, серед яких можна виділити біохімічні вагітності й невиношування після візуалізації плідного яйця при УЗД [220]. Узаємозв'язок невиношування вагітності та подальшого безпліддя зазначений давно [39, 82]. Частота безпліддя в жінок зі звичним невиношуванням вагітності в анамнезі у 2 рази вище, ніж у популяції. Можливий механізм даного стану − утрата вагітності на дуже ранній, доклінічній стадії, що часто трактується як безпліддя неясного ґенезу [84]. Однак, незважаючи на численні роботи, що оцінюють рівень антифосфоліпідних антитіл (АФА) і генетичних маркерів тромбофілії в жінок з безпліддям і невдалими спробами ЕКЗ, єдиної точки зору на роль тромбофілії в порушеннях імплантації немає [95, 219].
Невдалі програми ЕКЗ є показаннями перед проведенням перенесення ембріонів у  матку, до обстеження на спадкові та набуті тромбофілії [61]. При цьому АФС виноситься на друге місце серед імунних причин ранніх імплантаційні втрат [79, 155]. За даними деяких дослідників, частота генетичних поліморфізмів була в 1,6 рази вище в групі жінок з безпліддям і невдачами ЕКЗ порівняно з фертильною групою, при цьому переважним був поліморфізм гена MTHF [35, 197].

У понад 70% жінок з повторними невдачами ЕКЗ був виявлений принаймні один із спадкових або набутих факторів тромбофілії порівняно з 25% в групі жінок із вдалими результатами ДРТ [54, 199]. У жінок з повторними невдачами ЕКЗ була виявлена більш висока зустрічальність антитіл до кардіоліпіну та антикоагулянту червоного вовчака (18,9%) порівняно з 5% в групі жінок із вдалим результатом ЕКЗ [83]. У той же час, мутація фактора Лейдена превалювала в жінок з повторними невдачами ЕКЗ [68]. Є дані літератури про те, що спадкові тромбофілії зустрічаються в жінок з 4 і більше невдачами ЕКЗ в анамнезі частіше порівняно з пацієнтками, що завагітніли в I циклі ЕКЗ [95]. Оцінка ролі спадкової та набутої тромбофілії в програмах ЕКЗ показала превалювання мультигенної форми тромбофілії у 92% пацієнток з невдачами ЕКЗ [200]. При цьому найбільш поширеним був гомо- і гетерозиготний поліморфізм гена РАI-1 (69,1%), тромбоцитарного рецептора GpIa (52,7%), фібриногену (41,8%). Циркуляція АФА була виявлена в 34,5% пацієнток [44, 218].

В інших роботах значущих відмінностей між поширеністю тромбофілії серед безплідних пар з невдалими спробами ДРТ і групою фертильних жінок отримано не було [42]. Однак була відзначена більш висока частота невиношування вагітності після ЕКЗ та ПЕ в групі серопозитивних за АФА жінок (62,5%) порівняно з 20% в групі серонегативних жінок [173]. 
Таким чином, аналіз літератури показує неоднозначність думки вчених про роль деяких мутацій генів системи гемостазу та АФС у розвитку безпліддя та невдач ДРТ. Американська асоціація з репродуктивної медицини (American Society of Reproductive Medcine, ASRM, 2008) не вважає за доцільне обстеження на виявлення факторів ризику розвитку тромбофілії жінок, що перебувають на лікуванні в програмах ЕКЗ [223]. Думка американської асоціації з репродуктивної імунології (American Society for Reproductive Immunology, ASRI) є протилежною [152]. Багато в чому така суперечливість поглядів пояснюється відсутністю великих багатоцентрових досліджень, використанням різних методологічних підходів до діагностики та інтерпретації результатів обстеження й різною поширеністю АФС і генетичних мутацій серед пацієнтів різних етнічних груп. Незважаючи на таку суперечливість поглядів, проблема залишається невирішеною, зберігає свою актуальність, дослідження в цій галузі продовжуються.

Одночасно з оцінкою поширеності АФС і мутацій системи гемостазу в жінок з безпліддям і невдачами ДРТ активно ведуться дослідження якісних змін на рівні структур ендометрія та ендотелію судин на тлі тромбофілії [36, 148]. Локальні механізми, що лежать в основі імплантаційних втрат, при тромбофілії вивчені мало. Загальним у механізмі імплантаційних втрат при тромбофілії вважається надмірна активація згортання крові, дисбаланс у  стані згортаючої системи крові, ендотеліопатія, локальні геморагії та мікротромби в ділянці інвазії бластоцисти [111]. При цьому різні форми тромбофілії призводять до порушень на різних етапах коагуляційного каскаду та фібринолізу. Наприклад, при мутації Лейдена гіперкоагуляція обумовлена резистентністю до активованого протеїну С; при мутації протромбіну G20210A − підвищеним рівнем протромбіну в плазмі крові; при мутаціях тромбоцитарних глікопротеїнів − підвищеною схильністю до агрегації тромбоцитів; при мутації фібриногену і PAI-1 різними порушеннями фібринолізу [75].  Патогенез гіперкоагуляції та ендотеліопатії при АФС багато в чому пов'язаний з ушкодженням ендотеліальних клітин антитілами та зміною функції ендотелію судин [137].

У процесі імплантації відбувається взаємодія бластоцисти та ендометрія, в якому активну участь бере безліч факторів з боку як ендометрія, так і бластоцисти [149].
Які етапи імплантації можуть бути найбільш схильні до впливу тромбофілії? Щоб з’ясувати це питання, слід розглянути можливий вплив тромбофілії на різні етапи імплантації.

Успішна імплантація залежить від трьох компонентів − якості та рецептивності ендометрія, якості ембріона та успішної «сигнальної» взаємодії ембріона й ендометрія [47, 169]. Перш за все можна припустити вплив тромбофілії на якість і рецептивність ендометрія. Хоча є дані й про вплив низки мутацій системи гемостазу та АФС на якість ооцитів та ембріонів [30, 146].

Бластоциста потрапляє в порожнину матки на 4-5-у добу ембріонального розвитку та на її поверхні оголюються рецептори, залучені у взаємодію бластоцисти та ендометрія. Як і клітини поверхневого епітелію ендометрія, бластоциста має полярність, що важливо для першого етапу імплантації − апозиції [78].

Вплив тромбофілій на етап апозиції малоймовірний. Хоча є дані, що вказують на порушення полярності ембріона та клітин ендотелію під впливом АФА [55].

Наступними етапами імплантації є адгезія та інвазія ембріона. На етапі адгезії відбувається щільний контакт поверхневого епітелію та бластоцисти, за яким відбувається інвазія бластоцисти в епітелій і строму ендометрія [174].

Інвазія − основний етап імплантації, який супроводжується ремоделюванням судин ендометрія, активним процесом неоангіогенезу та відіграє вирішальну роль у становленні адекватного кровопостачання зародка, що розвивається [215]. Найімовірніше, саме порушення інвазії лежить в основі імплантаційних втрат при тромбофілії. У процесі інвазії необхідний адекватний баланс між факторами коагуляції та фібринолізу, що важливо як для запобігання надлишкового відкладення фібрину в лакунах і ворсин хоріона, так і для запобігання геморагій [110]. Активну регулюючу участь у процесі інвазії беруть ростові фактори та система PAI-1, тісно взаємопов'язані між собою [37, 175].

У процесі інвазії бластоцисти в навколишньому ендометрії значно підвищується проникність капілярів субепітеліального сплетення [69]. Одним з основних регуляторів проникності судин є судинний ендотеліальний фактор росту (VEGF), зниження його рівня відзначено в ендометрії в період «вікна імплантації» у жінок з безпліддям і невдалими спробами ЕКЗ [182]. Припускають, що порушення в системі VEGF може лежати в основі імплантаційних втрат при тромбофілії. Так, переважаючу дію АФА на розвиток судин в культурі клітин ендотелію людини пов'язують саме зі зниженням рівня VEGF [90]. Виявлено взаємозв'язок системи ростових факторів, матриксних металопротеїназ і PAI-1 [142]. При гетеро- і гомозиготному поліморфізм РАI-1, що супроводжується підвищенням рівнів PAI-1 в плазмі крові та в ендометрії, відзначено зниження рівня VEGF в ендометрії [73].

У процесі інвазії бластоцисти відбувається локальне руйнування та ремоделювання міжклітинного матриксу ендометрія. Серед молекул, що беруть участь у ремоделюванні міжклітинного матриксу, а також в обмеженні інвазії, провідну роль відіграють білки фібринолітичної системи (плазміноген, урокіназний і тканинний активатори плазміногену), а також сімейство матриксних металопротеїназ [38]. Дія цих молекул контролюється тканинними інгібіторами матриксних металопротеїназ та інгібіторами активатора плазміногену (PAI-1 і PAI-2). Урокіназний активатор плазміногену зв'язується з рецепторами, локалізованими на поверхні клітин, що сприяє локальному перетворенню плазміногену в плазмін [168]. Утворення плазміну в міжклітинному просторі стимулює матриксні металопротеїнази та призводить до локального руйнування міжклітинного матриксу [76].
Показано, що експресія PAI-1 в ендометрія підвищується в секреторну фазу циклу та під час вагітності [86]. При цьому PAI-1 не тільки бере участь у регуляції локального фібриноутворення та фібринолізу, а й регулює інвазію трофобласта. Підвищення рівня PAI-1 в плазмі крові та ендометрія спостерігається при гетеро- і гомозиготному поліморфізмі PAI-1, АФС, мутації ангіотензинперетворюючого ферменту [147]. Високий рівень PAI-I в ендометрії пов'язують зі зниженням глибини інвазії трофобласта та порушенням імплантації [119]. Припускають, що ростові фактори (VEGF, EGF і FGF), які відіграють важливу роль в імплантації та неоангіогенезі, моделюють інвазивну здатність трофобласта через систему PAI-1 і матриксних металопротеїназ [85].

Механізми порушення імплантації при деяких формах тромбофілії. Мутація PAI-1: гетеро- і гомозиготний поліморфізм гена PAI-1 4G/5G взаємопов'язаний з підвищенням експресії PAI-1 в плазмі крові та ендометрії [139].

Мутації генів фолатного обміну: найбільш вивченої серед генів фолатного обміну є мутація ферменту MTHFR С677Т, що супроводжується підвищенням рівня гомоцистеїну крові. У роботі був виявлений узаємозв'язок високого рівня гомоцистеїну у фолікулярній рідині та зниження якості ооцитів й ембріонів у програмах ЕКЗ [198].

Високий рівень гомоцистеїну плазми пов'язують зі зменшенням діаметра судин у ворсинках хоріону та невиношуванням вагітності [37]. В основі тромбогенної дії гомоцистеїну лежить ушкодження клітин ендотелію, інгібування синтезу простацикліну, підвищення агрегації тромбоцитів. Мутація ангіотензинперетворюючого ферменту (АСЕ): поліморфізм гена АСЕ D/I супроводжується збільшенням експресії PAI-1 [211].

Антифосфоліпідний синдром: порівняно з генетичними тромбофіліями, механізми порушення імплантації при АФС більш вивчені. Припускають наявність шкідливої дії АФА на ооцити та ранні стадії розвитку ембріонів [37]. При додаванні в культуру ембріонів мишей сироватки, що містить антитіла до фосфоліпідів, було продемонстровано відставання ембріонів у розвитку та загибель ембріонів порівняно з контрольною групою [170]. АФС є імунною тромбофілією. У жінок з АФС відзначається високий рівень NK-клітин у периферичній крові та ендометрії, можливо, що порушення синтезу NK-клітинами молекул-медіаторів, що беруть участь в адгезії та інвазії ембріона, є однією з причин порушення сигнальної взаємодії бластоцисти та ендометрія на дуже ранніх етапах імплантації [46]. АФА стимулюють синтез PAI-1, що може лежати в основі порушення деградації міжклітинного матриксу та зниження глибини інвазії бластоцисти [138].
У процесі імплантації активну участь беруть фосфоліпіди клітинних мембран. У нормі негативно заряджені фосфоліпіди на поверхні клітин є сигналом для руйнування клітин макрофагами та локальної активації згортання крові [64]. Трофобласт − єдина тканина, клітини якої тривало експонують на своїй поверхні негативно заряджені фосфоліпіди [211].

У нормі негативно заряджений фосфатидилсерин трофобласта покритий, як килимом, природним антикоагулянтом − анексином V. Наявність анексину V запобігає локальній реакції згортання крові. При АФС наявність антитіл до фосфатидилсерину та анексину призводить до порушення властивостей трофобласта та виникнення ендотеліопатії з дуже ранніх термінів вагітності [119, 140].

Таким чином, патогенез імплантаційних утрат різноманітний при різних формах тромбофілії. Незмінним й загальним для всіх тромбофілій залишається уявлення про те, що механізми порушень закладаються на дуже ранніх етапах розвитку вагітності та реалізуються через порушення мікроциркуляції, гемостазу й патології судинної стінки [70, 157]. Вплив на імплантацію мутацій окремих генів системи гемостазу або ізольованого безсимптомного підвищення рівня антитіл до фосфоліпідів не завжди визнається дослідниками, проте вважається, що поєднання кількох факторів значно збільшує індивідуальний ризик невиношування вагітності та можливих імплантаційних втрат [74, 166].

На цей час питання про роль спадкових і набутих тромбофілій як причини безпліддя і невдач ДРТ залишається відкритим. Чи доцільно додаткове обстеження пацієнтів, що проходять лікування методами ДРТ, на приховані тромбофілії? Чи допоможуть його результати підвищити ефективність програми ЕКЗ?

Безумовно, тривале безпліддя, повторні невдалі спроби ЕКЗ повинні бути приводом для різноспрямованого пошуку, у тому числі й для детального обстеження на тромбофілії. У цей час, незважаючи на накопичені дані, судження про імплантаційні втрати в програмах ЕКЗ багато в чому є емпіричним. Для лікування повторних імплантаційних втрат, пов'язаних з тромбофілією, сьогодні використовуються ті ж групи лікарських препаратів, що й для лікування та профілактики гестаційних порушень, обумовлених тромбофілією (невиношування вагітності, фетоплацентарна недостатність, внутрішньоутробна затримка розвитку плода) [96,158]. Ураховуючи високу частоту ускладнень вагітності в жінок з тромбофілією (28%), порівняно з популяційними значеннями (7%) [100, 167], використання в програмах ЕКЗ високих доз гормональних препаратів, високу частоту (35%) невиношування вагітності після ЕКЗ [98, 101], є доцільним і важливим обстеження на приховані тромбофілії ще на етапі підготовки та планування програм ДРТ.
Висновок
У розділі виконано системний аналіз публікацій вітчизняних та зарубіжних авторів, що дозволили виявити  основні невирішені завдання щодо ролі ендометрія в програмах екстракорпорального запліднення в пацієнток із тромбофілією. До цього часу залишається дискусійним методика ведення та лікування хворих на тромбофілію з невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі. 

Результати аналізу літературних джерел підтвердили,  що допоміжні репродуктивні технології посідають усе більш важливе місце у вирішенні проблеми безплідних шлюбів. Передбачається, що в основі зниження рецептивності ендометрія та частини випадків імплантаційних утрат лежать механізми, що подібні з невиношуванням вагітності Отже, необхідність виконання цієї дисертаційної роботи обґрунтовано як з науковою, так і практичною метою. 

Результати дослідження, що представлено в розділі 1, відображено в наступній друкованій праці, рекомендованій МОН України:

1. Таравнех ДШ, Весич ТЛ. Роль тромбофилии в структуре этиопатогенеза женского бесплодия. Міжнародний медичний журнал. 2013;19(1):78-81. (аналіз літератури, вивчення питання впливу тромбофілії на етіопатогенез безпліддя).

Розділ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

     2.1 Клінічна характеристика обстежених хворих

Для досягнення мети та поставлених завдань нами були обстежені 83 пацієнтки, з яких: 63 жінки з тромбофілією, що становили основну групу спостереження, яким були проведені програми ЕКЗ. Основна група була рандомізована наступним чином : 25 жінок  з невдачами ЕКЗ (одна і більш невдалих спроб ЕКЗ, число спроб становило від 1 до 9) склали 1 групу і 38 жінок з вагітністю, яка настала після програми ЕКЗ, склали II групу. До контрольної, III групи, увійшли 20 здорових жінок, які госпіталізовані для штучного переривання вагітності в терміни до 18 днів гестації та в яких вагітність наступила природним шляхом.  У всіх пацієнток основної групи були проведені дослідження на підтвердження наявності антифосфоліпідного синдрому та спадкового поліморфізму генів схильності до тромбофілії.

Критеріями включення пацієнток основної групи в програму ЕКЗ були:

-вік жінок від 21 до 41 року;

-рівень ФСГ у крові не більше 11 МО/л, АМГ у межах 1-2,5 нг/л, визначений на 2-5 день менструального циклу (д.м.ц.);

-наявність при ультразвуковому дослідженні на 2-4 д.м.ц. від 6 до 12 антральних фолікулів у максимальному ехографічному зрізі яєчників; перенос тільки морфологічно якісних ембріонів.

Критеріями виключення були:

-гінекологічні та екстрагенітальні захворювання, при яких проведення базової програми ЕКЗ протипоказано;

-гіпо- і гіпергонадотропна недостатність функції яєчників;

-гіперандрогенемія будь-якого походження;

-СПЯ і ЗГЕ ІІІ-ІV ступеня поширеності;

-ожиріння в пацієнток з ІМТ більше 35 кг/м2.

Здійснення процедури ЕКЗ проводилося згідно з Наказом № 771 від 23 грудня 2008 р. МОЗ України.

Усі жінки, що спостерігалися, були репродуктивного віку. Вік пацієнток коливався від 21 до 41 року і становив у середньому 26,3±0,6 років (табл. 2.1). З даних, що наведено в таблиці, видно, що більшість жінок, які спостерігалися, були у віковій групі від 26 до 30 років.

Таблиця 2.1

Вікова характеристика обстежених жінок основної групи
	Вік (років)
	Основна група, n=63

	
	Абс.
	%

	21-25
	12
	19,05

	26-30
	31
	49,21

	31-35
	18
	28,57

	36-41
	2
	3,17

	Усього
	63
	100


У більшості обстежених жінок було первинне безпліддя було первинне безпліддя (71,4 %) протягом від 3 до 17 років, за умови регулярного статевого життя без контрацепції (рис. 2.1).
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Рис.2.1 Дані про характер безпліддя в обстежених пацієнток
 (1- первинне безпліддя; 2- вторинне безпліддя).

Дані репродуктивного анамнезу наведені в таблиці 2.2, з якої видно, що 33 (36,6%) жінок із вторинним безпліддям мали в минулому аборти, 12 (13,2%) − нормальні та патологічні пологи. Аборти, напевно, могли бути причиною порушення репродуктивної функції.

Вік початку статевого життя обстежених жінок був від 16 до 27 років. З них 11 (13,3%) жінок почали статеве життя в 16 - 17 років, 39 (47,5%) жінок − у 18 - 19 років, 27 (32,5%) пацієнток − у 20-25 років, 6 (6,7%) жінок − у 26 років і пізніше (табл. 2.3).

Таблиця 2.2

Репродуктивний анамнез пацієнток із вторинним безпліддям

	Кількість

жінок,

n=63
	Результати попередніх вагітностей

	
	Аборти
	Пологи

	
	11
	7

	%
	17,4 %
	11,1 %


Таблиця 2.3

Початок статевого життя жінок з безпліддям
	Початок статевого життя
	Кількість жінок,
n=63
	%

	16-17 років
	6
	9,5

	18-19 років
	31
	49,2

	20-25 років
	21
	33,4

	26 років і пізніше
	5
	7,9

	Усього
	63
	100,0


Регулярність менструального циклу є одним з критеріїв нормального стану ендокринної системи та генеративної функції жінки. Вік менархе та характер менструальної функції достовірно не відрізнялися в обстежених групах пацієнток. Середній вік менархе становив 13±2,5 років. Характеристика менструальної функції в обстежених жінок надана в таблиці 2.4.

Структура перенесених гінекологічних захворювань подана в таблиці 2.5, з якої можна зробити висновок, що розвитку безпліддя часто передували запальні захворювання жіночих статевих органів, зокрема придатків матки, що приводять до функціональних порушень у гіпоталамо-гіпофізарно-яєчниковій системі, що відповідає даним деяких авторів [45, 111]. 

Таблиця 2.4 

Характеристика менструальної функції в обстежених жінок

	Показники
менструальної функції
	1 група (n=25)
	ІІ група 

(n=38)
	Контроль, 

3 група,

 (n=20)

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Нормальний менструальний цикл
	19
	76,0%
	31
	81.6%
	17
	85,0%

	Дисфункціональні маткові кровотечі 
	3
	12,0%
	5
	13,2%
	1
	5,0%

	Дисменорея
	3
	12,0%
	2
	5,2%
	2
	10,0%


Таблиця 2.5

Перенесені раніше гінекологічні захворювання жінками основної групи

 що обстежувалися

	Захворювання
	Кількість жінок, n=63
	%

	Хронічний двобічний аднексит
	23
	36,5

	Гострий аднексит
	9
	14,3

	Ерозія шийки матки
	26
	41,3

	Ендоцервіцит
	4
	6,3

	Наботієві кісти
	3
	4,8

	Кісти яєчників
	2
	3,8

	Кольпіт
	16
	25,4


У хворих, що обстежувалися, спостерігалися фонові захворювання на шийці матки (ерозії, ендоцервіцити, наботієві кісти) і кольпіти, що, можливо, призводило до погіршення якості цервікального слизу та ускладнювало процес ЕКЗ.

З гінекологічних захворювань у пацієнток з невдачами ЕКЗ або вагітністю, що наступила після ЕКЗ, зазначалося безпліддя, пов'язане з відсутністю обох маткових труб, трубно-перитонеального безпліддя, що не піддається консервативному або хірургічному лікуванню, одночасно ендокринне безпліддя з неможливістю досягнення вагітності протягом 12 місяців гормонотерапії, безпліддя, обумовлене ендометріозом при безуспішному його лікуванні протягом 2 років, безпліддя неясного генезу.

З дослідження були виключені жінки з хромосомними абераціями, анатомічними дефектами та вираженими ендокринними порушеннями різного генезу.

Дані за характеристикою причин безпліддя в жінок, що обстежувалися, представлені в табл. 2.6.

Таблиця 2.6 
Характеристика причин безпліддя  у  жінок основної групи
	№ п/п
	Причини безпліддя
	Кількість жінок

n= 63

	1.
	Трубне безпліддя
	14 (  22,2 % )

	2.
	Трубно-перитонеальне безпліддя
	19 (30,2 % )

	3.
	Ендометріоз
	2 ( 3,2  % )

	4.
	Ендокринне безпліддя
	8 ( 12,7  % )

	5.
	Безпліддя неясного ґенезу
	5 ( 7,9  % )

	6.
	Чоловічий фактор безпліддя
	15 (23,8  % )


У більшості обстежених жінок були виявлені екстрагенітальні захворювання, характер і частота зустрічаємості яких подано в таблиці 2.7. 

Таблиця 2.7
Частота та характер екстрагенітальної патології у  жінок основної групи
	Захворювання
	Кількість жінок, 

n= 63
	%

	Гострі респіраторні інфекції
	61
	96,8

	Дитячі інфекції
	52
	82,5

	Бронхіт
	16
	25,4

	Пневмонія
	6
	9,5

	Хвороба Боткіна
	4
	6,4

	Пієлонефрит
	7
	11,1

	Хронічний гастрит
	5
	7,9

	Виразкова хвороба шлунка
	4
	6,4


З даних, що наведені в таблиці 2.7  показано, що патологіями серед обстежених пацієнток, які найбільш часто зустрічаються, були: гострі респіраторні вірусні інфекції − у 61 (96,8 %), дитячі інфекції− у 52 (82,5 %) , бронхіт − 16 (25,4 %).

Дослідження інфекційного профілю включало мікроскопію мазка з піхви та цервікального каналу на мікрофлору, а також ПЛР-діагностику Ureaplasma urealiticum, Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis у пробі з цервікального каналу, визначення антитіл IgM та IgG в плазмі до збудників Toxoplasma Gondi, Rubella, Cytomegalovirus, Herpessimplex (тип 1 та 2). Результати обстеження представлені в таблиці 2.8.

З даних, наведених у таблиці 2.8, видно, що жінки перед проведенням ДРТ потребували в проведенні відповідної терапії проти виявлених збудників і санації піхви.

При об'єктивному дослідженні з'ясовано, що всі пацієнтки мали правильну статуру, зріст знаходився в межах 155-175 см. Ожиріння І-ІІ ступеня діагностовано у 9 (10,8%) пацієнток. Ознак адипозогенітального та гіпотиреоїдного ожиріння виявлено не було. Гірсутизм при огляді виявлено у 12 (15,0%) жінок.

Таблиця 2.8 
Інфекційний профіль у пацієнток основної групи  дослідження
	Збудник 
	I група (n=25)
	ІІ група (n=38)

	Chlamydia trachomatis
	1 (4,0%)
	1 (2.6%)

	Ureaplasma urealiticum
	4 (16,0%)
	2 (5.3%)

	Mycoplasma hominis
	6 (24, 0%)
	5 (13.2%)

	Herpes simplex (тип 1)

IgG

IgM
	1 (4,0%)

-
	1 (2,6%)

-

	Herpes simplex (тип 2)
	-
	-

	Cytomegalovirus

IgG
	2 (8, 0%)
	2 (5,3%)

	Бактеріальний вагіноз
	5 (20,0%)
	3(7, 8%)

	Кандидоз
	7 (28,0%)
	5 (13.2%)


Дані гінекологічного огляду показали, що при бімануальному дослідженні розміри матки в більшості пацієнток були нормальні. 

При рентгенографії ділянки турецького сідла в жодному спостереженні патологічних змін не було. У всіх пацієнток концентрація пролактину перебувала в межах норми.

Спермограма чоловіків у жінок усіх груп спостережень була без патологічних змін. Результати тест-контакту сперми із шийковим слизом свідчили про відсутність імунологічного конфлікту, і в усіх пацієнток були позитивними.
          2.2. Матеріали та методи дослідження
Клінічне обстеження хворих

Усім подружнім парам у рамках підготовки до програми ЕКЗ проводилося стандартне обстеження відповідно до чинного в період набору матеріалу наказом МОЗ України № № 232 від 02 квітня 2014 р. «Про затвердження Порядку контрольованої стимуляції яєчників при заплідненні  in vitro  в жінок з безпліддям». 

Обстеження жінок, що спостерігалися, включало в себе загальноклінічні, лабораторні, інструментальні, а також низку спеціальних досліджень. Проводився збір анамнезу, загальноклінічні дослідження подружньої пари, визначення наявності овуляції в жінки, сумісності сперми й слизу, прохідності маткових труб, спеціальні додаткові дослідження. Клінічні обстеження здійснювали за загальноприйнятими методиками.

У всіх жінок, що спостерігалися, збирали анамнез за спеціально розробленою картою, у якій фіксували всі результати проведених досліджень. При зборі анамнезу проводили ретельний аналіз менструальної (вік менархе, регулярність, тривалість і характер менструації) і репродуктивної (кількість і результати попередніх вагітностей) функції жінки. Звертали увагу на всі можливі фактори, що впливають на рецептивність ендометрія: перенесені інфекції, що передаються статевим шляхом, оперативні втручання, у тому числі гістероскопія, вишкрібання порожнини матки та біопсії ендометрія. Оцінювали обсяг перенесених операцій та результатів гістологічного висновку. Особливу увагу приділяли раніше проведеному лікуванню безпліддя та результативності застосовуваних методів. Великий інтерес приділяється хронічній соматичній патології, при виявленні якої пацієнтка отримувала консультацію відповідних фахівців і їй була призначена відповідна етіотропна терапія, яка в низці випадків застосовувалася протягом циклу ЕКЗ.

Об'єктивне дослідження пацієнток включало в себе загальний огляд, загальносоматичне та гінекологічне дослідження, загальноприйняті лабораторні дослідження (клінічний аналіз крові, сечі, бактеріологічне дослідження з уретри, піхви та цервікального каналу, реакцію Вассермана, коагулограму, аналіз крові на загальний білок і його фракції), визначення групи крові за системою АВО і Rh-приналежність. При огляді звертали увагу на тип статури, стан молочних залоз, вираженість і форму оволосіння.

При гінекологічному огляді звертали увагу на стан зовнішніх статевих органів, піхви, типу рослинності на лобку, огляд піхви та вагінальної частини шийки матки в дзеркалах з метою виявлення наявності фонових і передракових процесів і визначення стану епітелію. Крім того, гінекологічне дослідження включало в себе оцінку розмірів матки, її положення та рухливості, стану придатків.

Обстеження на причини безпліддя і невдач ЕКЗ включало гормональні дослідження, УЗД, гістеросальпінгографію, морфометрію, дослідження системи гемостазу, інфекційний профіль, які проводилися за показаннями залежно від клінічної ситуації.

У якості спеціальних методів дослідження проводилася ГСГ з метою визначення прохідності та форми маткових труб, рельєфу слизових оболонок матки, можливих аномалій і вад розвитку жіночих статевих органів. Дослідження проводили на 11-21 день менструального циклу в розрахунку на 28-денний менструальний цикл, оскільки ці дні є найбільш оптимальними для виконання даної маніпуляції [8].

Забір крові для дослідження системи гемостазу проводився сухою стерильною голкою з ліктьової вени в пластикову пробірку у співвідношенні з антикоагулянтом 9:1. У якості антикоагулянту використовували 3,8% розчин трьохзамісного цитрату натрію. Необхідна обробка та виконання термінових тестів проводилися протягом 2 годин після взяття крові. Послідовне центрифугування крові та плазми дозволяло отримати плазму, багату на тромбоцити. Для отримання плазми, багату на тромбоцити, кров центрифугували при 1000 об/хв протягом 5 хвилин. Для приготування безтромбоцитарної плазми кров центрифугували при 3000 об/хв протягом 10 хвилин.

Визначення концентрації комплексів тромбін-антитромбін (TAT) проводився за допомогою фірмового набору Enzygnost-TAT (Behringwerke, Germany). Принцип дослідження полягає у визначенні концентрації комплексів TAT імуноферментним методом у плазмі крові. Під час першої інкубації знаходяться в досліджуваному зразку комплекси TAT, які зв'язуються з антитілами до антитромбіну, фіксованими на поверхні пластикової пробірки. У ході подальшої реакції при додаванні антитіл до людського AT III, кон'югованих з пероксидазою, останні зв'язуються з вільними (ще не пов'язаними) детермінантами AT III комплексів TAT. Надлишок антитіл, кон'югованих з пероксидазою, видаляється при промиванні, після чого вимірюється ензиматична активність сполуки. Клінічне значення визначення концентрації комплексів TAT пов'язане з можливістю ранньої діагностики тромбофілічного стану, так як комплекси TAT є ранніми маркерами тромбофілії та початку внутрішньосудинного згортання крові.

Метод оцінки внутрішньосудинного тромбоутворення визначення D-димеру проводився за допомогою латекс-тесту Dimertest (Agen, Australia), який заснований на взаємодії високоспецифічних антитіл до D-димеру, фіксованих на латексних частинках. D-димер, характеризуючи перехресну полімеризацію фібрину в процесі внутрішньосудинного згортання крові; є одним з найбільш специфічних тестів діагностики ДВС синдрому, тромбофілії та тромбозу.

Дослідження системи гемостазу проводили за такими показниками: загальний коагуляційний потенціал крові, ЧРП, ПЧЗ, ТЧ, АЧТЧ, які визначалися за допомогою наборів реактивів науково − виробничої фірми "Simko-LTD" м.Львів. Підрахунок кількості тромбоцитів у капілярній крові проводили за методикою З. С. Баркаган [8]. Стан тромбоцитарно-судинного гемостазу оцінювали за відсотком адгезивних тромбоцитів (АТ), а також за індексом спонтанної агрегації тромбоцитів (ІСАТ). При вивченні системи регуляції агрегатного стану крові в якості стабілізатора використовували 3,8% розчин цитрату натрію. Для визначення розчинних комплексів фібрин-мономерів (РКФМ), продуктів деградації фібриногену-фібрину (ПДФФ) і фібринолітичної активності плазми крові користувалися інструкціями до відповідних наборів реактивів науково − виробничої фірми "Simko-LTD", м.Львів. Визначення антитромбіну III (АТ-III) у плазмі проводили шляхом інкубації розведеної цитратної плазми зі стандартною кількістю тромбіну, потім за часом згортання фібриногену визначали залишкову активність тромбіну.

Визначення кількості тромбоцитів у периферичній крові проводився на автоматичному лічильнику «Trombocounter», Франція.

Дослідження агрегації тромбоцитів проводили на агрегометрі Payton (США) за методом Wott, з графічною реєстрацією інтенсивності та динаміки агрегації тромбоцитів при перемішуванні їх зі стимуляторами агрегації в кюветі агрегометра. Принцип методу заснований на фотоелектричній реєстрації динаміки зміни світлопропускання (оптичної щільності) зразка плазми багатої тромбоцитами при перемішуванні з індукторами агрегації: розчин аденозиндифосфату (АДФ) кінцевої концентрації 1x10-3М, 1x10-5 M, 1х10-7М; суспензія колагену, розчин адреналіну  1х10-3М; арахідонової кислоти I х10-3М.

Попередня оцінка агрегатометра проводилася залежно від типів кривих: "незворотна агрегація", "зворотна агрегація" (дезагрегація) і двофазна агрегація.

Визначення концентрації антифосфоліпідних антитіл і ко-факторів проводили методом ІФА. Визначалася концентрація АФА, антитіла до анексину V, антитіла, антитіла до кардіоліпіну, до β2-глікопротеїну I, антитіла до протромбіну, ВА в крові матері та пуповинної крові (ELISA).

Виявлення АФА ґрунтувалося на рекомендаціях Міжнародного Товариства з тромбозу та гемостазу, опублікованих в матеріалах XVI Всесвітнього конгресу з тромбозу і гемостазу (Флоренція, Італія; липень 1997р.) і XV Міжнародного конгресу з тромбозу (Анталія, Туреччина; жовтень 1998 р.). Визначення вовчакового антикоагулянту (ВА) включало 3 етапи:

1) скринінг − тести

2) корекційна проба

3) підтверджуюча проба з фосфоліпідами

Одночасно визначення антикардіоліпінових антитіл (АКА), здійснювалося ELISA − методом і включало виявлення ізотипу та титру антитіл.

Якщо фосфоліпід-залежні тести були нормальними, то скринінгова проба на виявлення ВА вважалася негативною.

Подовження фосфоліпід-залежних тестів (одного або декількох) диктувало необхідність проведення корекційної проби:

- корекційна проба здійснювалася шляхом змішування досліджуваної плазми з нормальною плазмою у співвідношенні 1:1; 1:4 і 4:1 відповідно з метою виключення дефіциту факторів.

- підтверджуюча проба − для цієї мети використовувалися лізати тромбоцитів (PNP, STAGO, France) і гексагональний фосфоліпід (Staclot, Stago, France). Скорочення АЧТЧ до норми свідчило про антифосфоліпідну природу циркулюючих інгібіторів.

Усім пацієнткам, у яких в програмі обстеження перед ВРТ була виявлена  мутація MTHFRC677T, прводили визначення концентрації гомоцистеїну в плазмі крові, імуноферментним методом з використанням реактивів Axis® фірми Axis-Shield AS, Норвегія на приладі ANTOS 2020 року, США , результати якого наведені в таблиці 2.9.
Таблиця 2.9 

Визначення ступеня гіпергомоцистеїнемії

	Показник  (мкмоль/л)
	Гіпергомоцистеїнемія

	15- 30
	Легкий ступінь

	31-100
	Середній ступінь

	> 100
	Важкий ступінь


Глобальна оцінка функціонування системи протеїну С здійснювалася коагулометричним методом з використанням комерційних наборів «Парус» − тест фірми «Технологія-Стандарт», Барнаул, Росія на приладі «START 4» (Stago, Франція).

Рівні PAI-1, АТ III і протеїну С визначалися методом синтетичних хромогенних субстратів Stago, Франція на спектрофотометрі з довжиною хвилі 405 нм на приладі ST 88 Diagnostica Stago. 

З метою з'ясування стану матки і яєчників, стану ендометрія, а також для візуалізації зростання фолікула та овуляції, усім хворим проводилося ультразвукове сканування в реальному масштабі часу за допомогою апарату фірми Medison 128 BW. 
Трансвагінальне сканування виконувалося на звичайному гінекологічному кріслі, використання якого в якості маніпуляційного стола є найбільш прийнятним. Однією з важливих умов підготовки жінок до трансвагінальної ехографії є спорожнення сечового міхура. З метою виключення повітряного прошарку поверхня датчика покривається акустичним гелем. При дослідженні ендометрія ми оцінювали його М-ехо розмір у передньозадньому напрямку з урахуванням його структури, форми та контурів. Отримані дані зіставляли з фазою менструального циклу та гормональним профілем жінки.

УЗД органів малого таза та допплерометрична оцінка кровотоку в судинах матки в циклі ЕКЗ проводили на 2-3 д.м.ц., до початку стимуляції суперовуляції усім пацієнткам. Визначали положення та розміри матки, структуру міометрія (наявність, структура і локалізація міоматозних вузлів, ступінь вираженості аденоміозу), серединне М-ехо (ехогенність, структура та максимальна величина передньозаднього розміру ендометрія). При дослідженні яєчників визначали топографію, розміри, товщину оболонки та строми. Оцінка фолікулярного апарату виконувалася з метою підбору оптимальної стартової дози препаратів рекомбінантного ФСГ (Гонал-Ф, Мегк-Serono; Пурегон, MSD) перед початком стимуляції суперовуляції в циклі ЕКЗ. Далі ультразвуковий моніторинг фолікулогенезу та зростання ендометрія виконували з періодичністю один раз на 3-4 дні до призначення тригера овуляції (Овітрел, Serono; Прегніл, Organon), і при необхідності проводили корекцію дози призначеної терапії. Антагоністи гонадотропінів (Цетротид, Serono; Оргалутран, Organon) застосовували з моменту досягнення лідируючим фолікулом діаметра 13-14 мм. При досягненні трьома й більше фолікулами діаметра 17-18 мм вводили тригер овуляції. Через 35-36 годин після введення «овуляторної» дози хоріонічного гонадотропіну під внутрішньовенною анестезією з використанням вагінального датчика виконувалася трансвагінальна пункція  преовуляторних фолікулів з отриманням яйцеклітин та наступнимм їх заплідненням і культивуванням з використанням стандартного протоколу ЕКЗ або ЕКЗ/ІКСІ (інтрацитоплазматична ін'єкція сперматозоїдів). З метою підтримки лютеїнової фази застосовувався мікронізований (Крайнон, Serono; Утрожестан, BesinsHealthcare). 
Перенесення ембріонів у порожнину матки проводився під ультразвуковим контролем з використанням абдомінального датчика на 3-5 добу культивування залежно від їх росту та розвитку. Решта морфологічно якісних ембріонів кріоконсервувалися методом вітрифікації. Діагностика вагітності проводилася біохімічним методом на 14 день після перенесення ембріонів у порожнину матки та ультразвуковим методом на 21 день.
З метою поглибленого дослідження функціонального стану ендометрія ультразвуковий моніторинг росту ендометрія доповнювали оцінкою якісних кривих швидкостей кровотоку (КШК) у судинах матки на трьох ключових етапах циклу ЕКЗ. На першому етапі вимірювали стан серединного М-ехо: ехогенність, структуру, максимальну величину передньозаднього розміру ендометрія та проводили оцінку показників кутонезалежних допплерометричних індексів опору (систолодіастолічне відношення (S/D), індекс резистентності (RI) і пульсаційний індекс (PI)) судин матки: маткові (Ма), аркуатних (Аа) і радіальні (Ра) артерії на 2-3 д.м.ц. На другому етапі дослідження зазначених показників проводилося в день введення тригера овуляції, на третьому − за 1-2 години до перенесення ембріонів у порожнину матки і, по можливості, були додатково досліджені показники КШК базальних (Ба) і спіральних (Са) артерій.

Для вимірювання показників якісних КШК судин матки проводили кольорове допплерівське картування.

Обидві маткові артерії знаходили в поздовжній площині сканування на рівні перешийка матки. На рівні суправагінальної частини поздовжнього зображення шийки матки зміщали датчик у латеральну до появи судинного пучка, при цьому маткова артерія мала діаметр менше діаметра вен, що оточували її. Корекцію кута інсонації проводили тільки при дослідженні маткових артерій (судини великого калібру), при цьому лінія інсонації проходила максимально вздовж довгої осі судини під кутом не більше 60° (рис. 2.2).
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Рис. 2.2 Кольорове допплерівське картування і КШК маткових артерій (спостереження № 26).

При дослідженні аркуатних, радіальних і базальних артерій, міометрій умовно ділили на 3 зони, що відповідали розташуванню досліджуваних судин.

Дослідження аркуатних артерій проводилося на рівні першої зони дослідження, розташованої по всьому периметру поздовжнього розтину тіла матки на невеликій відстані від його зовнішнього контуру та являє собою приблизно 1:5 частину товщини міометрія (рис. 2.3).
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Рис. 2.3 Кольорове допплерівське картування і КШК аркуатних артерій (спостереження № 18).
Дослідження радіальних артерій проводилося в другій зоні, яка являє собою середню, найбільшу частину міометрія та становить приблизно 3:5 частини його товщини (рис. 2.4).
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Рис. 2.4 Кольорове допплерівське картування і КШК радіальних артерій (спостереження № 18).
У третій, найменш вираженій зоні міомертія, що межує з базальною частиною ендометрію та включає її, проводили дослідження базальних артерій (рис. 2.5).
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Рис. 2. 5 Кольорове допплерівське картування і КШК базальних артерій (спостереження № 18).

Спіральні артерії візуалізували в товщі ендометрія (рисунок 2.6).
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Рис. 2.6 Кольорове допплерівське картування і КШК спіральних артерій (спостереження № 18).


Гормональне обстеження проводили на 6-8-й, 12-14-й і 21-23-й день менструального циклу. Кров для дослідження брали з ліктьової вени натщесерце. Визначали концентрацію фолікулостимулюючого (ФСГ) і лютеїнізуючого гормонів (ЛГ), пролактину (ПРЛ), естрадіолу (Е2), тестостерону (Т), кортизолу (К), тиреотропного гормону (ТТГ), вільної фракції тироксину (Т4св), дегідроепіандростерону − сульфату (ДГЕА-С) у сироватці крові. Визначення проводили на імунохемілюмінесцентному автоматичному аналізаторі Immulite 2000 (Siemens, CША) з використанням реагентів цієї ж фірми. Концентрацію гормонів у плазмі крові виражали в системі СІ.

Оцінку оваріального резерву проводили за допомогою визначення рівня АМГ у сироватці крові на 2-3 день менструального циклу методом ІФА. Використовували імуноферментний набір AMH GEN II ELISA для визначення MIS/AMH (антимюлерів гормон/фактор регресії Мюлерова каналу). Значення АМГ менше 1,0 нг/мл розцінювали як низький оваріальний резерв, від 1,5 до 2,5 − як нормальний і більш 2,5 − високий оваріальний резерв.
Гістологічне дослідження ендометрія проводилося після отримання зразків ендометрія за допомогою пайпель-біопсії за загальноприйнятою методикою [56]. Отримані зразки заливали в парафін. Далі на роторному мікротомі проводили зрізи. Отримані мікропрепарати фарбували гематоксиліном, еозином та за Ван-Гізоном (для виявлення колагенових волокон сполучної тканини). У пацієнток основної групи морфологічне дослідження проводилось двічи, з інтервалом у 6 місяців, до та після проведеної терапії з підготовки ендометрія.
Для проведення імуногістохімічного дослідження парафінові зрізи ендометрія товщиною 4-6 мкм, що були отримані на мікротомі Microtom HM-340, наносили на адгезивні предметні скельця SuperFrostPlus та депарафінізовували з наступним проведенням теплового індукційного антигенного звороту (heat іnductіon of epіtope retrіeval) в цитратному буфері з рН=6,0 в автоклаві (8 хвилин при температурі +1210С). 

Як первинні антитіла використовували моноклональні антитіла до маркерів: проліферації Ki-67 (клон MIB-1, DAKO; клон SP6, LabVision),  неоваскулогенезу (VEGF-А) (vаscular endothelial growth factor, клон VG1, DakoCytomation), прозапального фактору циклооксигенази-2 (СОХ-2, клон SP21, LabVision ), рецепторів до стероїдних гормонів: естрогену - ER (клон 1D5, DAKO; клон SP1, LabVision) та прогестерону - РR (клон SP2, LabVision). Для кожного маркеру виконували контрольні дослідження з метою виключення помилково позитивних або помилково негативних результатів. Титр антитіл підбирали індивідуально для кожного маркеру з використанням у якості розчинника Аntіbody Dіluent (LabVision). Наступний етап імуногістохімічного дослідження проводили з використанням системи візуалізації останнього покоління UltraVision LP (LabVision).

Вторинні антитіла, що містили велику кількість молекул пероксидази хрону, наносили на зрізи та інкубували у вологих камерах протягом 30 хвилин з промиванням у ТРИС-буферному розчині між кожним етапом протягом 10 хвилин. Ідентифікацію реакції проводили шляхом нанесення хромогену (DAB, LabVision) під контролем мікроскопу протягом від 20 секунд до 3 хвилин, проявом якої було забарвлення специфічних структур в залежності від маркеру (інтрануклеарна, цитоплазматична, мембранна реакція). Для диференціювання структур тканин зрізи додатково забарвлювали гематоксиліном Майєра протягом 1-3 хвилин. Наступна їх дегідратація і включення у бальзам здійснювалися згідно стандартної методики. 

Позитивна імуногістохімічна реакція виявлялася коричневим забарвленням різного ступеня інтенсивності. Клітини, позитивні у відношенні експресії маркерів, вивчали як мінімум на 4-6 випадково обраних полях зору мікроскопу гістологічних зрізів з використанням об’єктивів ×100, ×200, ×400. Після кількісної оцінки 300 гістологічно ідентифікованих об’єктів (ядер або клітин), обчислювали показники експресії за результатами всіх вивчених ділянок. У якості позитивної враховували реакцію в нормальних клітинах епітеліального шару, а також морфологічно змінених. Оцінка імуногістохімічної реакції ґрунтувалася на інтенсивності забарвлення і розподілі імунопозитивних клітин відповідно до існуючих рекомендацій [Бабиченко И.И., Ковязин В.А. Новые методы иммуногистохимической диагностики опухолевого роста: учеб. пособие. – М., 2008].

Стан естрогенових та прогестеронових рецепторів визначали за ступенем їх експресії в ядрах епітеліальних клітин при імуногістохімічному дослідженні біоптату. При аналізі враховували кількість ядер клітин, що прореагували, а також інтенсивність забарвлення. 

Для оцінки експресії стероїдних рецепторів використовували наступні діапазони: негативна реакція – 0-10 % позитивно забарвлених клітин; позитивна реакція – більше 10 % клітин з імуногістохімічною міткою. В залежності від ступеня забарвлення клітини оцінку проводили за наступними критеріями: "-" – відсутність забарвлення (відсутність експресії); "+" – слабке забарвлення (слабка експресія); "++" – помірне забарвлення (помірна експресія); "+++" – виразне забарвлення (виразна експресія). Після цього розраховували індекс Н для 100 досліджених клітин, за формулою: Н=(1×% слабо забарвлених клітин) +(2×% помірно забарвлених клітин) +(3×% інтенсивно забарвлених клітин).

Індекси проліферації (ІП) на підставі експресії Ki-67 обчислювали як відсоток клітин з інтрануклеарною реакцією незалежно від інтенсивності забарвлення до загальної кількості клітин у середньому за результатами всіх вивчених ділянок.

При оцінці імуногістохімічного забарвлення з VEGF використовували напівкількісний метод з розподілом на 4 категорії: 0 – негативна реакція (відсутність будь-якої позитивно забарвленої клітини – еквівалентно нормальному епітелію), 1 – слабке забарвлення (позитивно забарвлені дискретно розташовані клітини або забарвленість розповсюджена на весь епітелій, але інтенсивність її слабка), 2 – помірно виражене забарвлення (більша кількість позитивно забарвлених клітин) і 3 – інтенсивне забарвлення практично всіх клітин епітелію.

Імуногістохімічне дослідження для визначення рівня експресії естрогенових і прогестеронових рецепторів, LIF проведено в серійних парафінових зрізах біоптатів ендометрія. Демаскування антигенів проводили в ретривері при 100 С. Зрізи промивали в дистильованій воді та буферному розчині. Неспецифічне зв'язування антитіл блокувалося шляхом інкубації з 10% ембріональною телячою сироваткою протягом 20 хвилин, після чого при кімнатній температурі на 1 годину додавалися моноклональні мишачі антитіла до естрогенових рецепторів α − clone 1D5 (Dako, США; розведення 1:35), моноклональні до прогестеронових рецепторів − clone 636 (Dako, США; розведення 1:50), мишачі моноклональні антитіла до LIF − clone 9824, mouse anti-human antibody (R@D Systems, США, розведення 1:100). Ставили позитивні та негативні контролі, трансформурующий фактор роста-β (TGF-β): використані мишачі моноклональні антитіла TGF-β 1,2,3 людини, некон'югіровані (R @ D Systems, США, розведення 1:40.

Аналіз результатів для ER-α і PR проводили з урахуванням кількості забарвлених клітин та інтенсивності забарвлення в поверхневому епітелії, залозах і стромі ендометрія, використовуючи метод гістологічного рахунку Histo-score за формулою: HS = 1а + 1b + 3c. Де а −% слабо забарвлених клітин, b − % помірно, с − % інтенсивно забарвлених клітин. 1,2,3 − інтенсивність фарбування, виражена в балах.

Запліднення та культивування ембріонів проводилося в ембріоблоці в умовах інкубатора 5% СО2, 37 °С. Запліднення проводили методом ЕКЗ або ЕКЗ (ІКСІ),  залежно від якості еякуляту. Оцінку ефективності запліднення проводили через 18-19 годин. Культивування зигот з нормальним заплідненням (2 чітких пронуклеуса) здійснювали з використанням послідовної системи культуральних середовищ ISM/Blastassist.

Перенесення морфологічно якісних ембріонів у порожнину матки виконували на 3, 4 або 5 день розвитку.

На стадії дроблення якість ембріонів оцінювалася за наявністю фрагментації цитоплазми та кількості бластомерів [104].

На третій день переносили ембріони якості А і В з 8-10 бластомерами.

Ембріон класу А − симетрично розвинений ембріон, який має не більше 10% фрагментації та кількість бластомерів, що відповідає дню культивування.

Ембріон класу В − симетрично розвинений ембріон із фрагментацією не більше 20% і кількість бластомерів, що дробляться, відповідає дню культивування.

Морула третього класу − це ембріон правильної округлої форми з компактизованими бластомерами з фрагментацією не більше 10%.

Морула четвертого класу − це ембріон правильної округлої форми з повністю компактизованими бластомерами без фрагментації.

На п'ятий день культивування переносили бластоцити зі ступенем експансії 3-5, з якістю розвитку трофектодерми та внутрішньоклітинної маси А і В. Решта морфологічно якісні ембріони кріоконсервованим методом вітрифікації [129].

Бактеріоскопічний метод дослідження застосовувався для оцінки мікробіоцинозу піхви. Забір матеріалу проводився ложкою Фолькмана з уретри та парауретральних ходів (після масажу уретри), із цервікального каналу, заднього склепіння піхви та анального каналу прямої кишки. Узятий матеріал наносився тонким рівномірним шаром на два предметних скла, потім проводилося їх фарбування за Романовським-Гімзою. Обидва забарвлених мазка досліджували під мікроскопом.

Для виділення та ідентифікації Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum застосовувалося культуральне дослідження, яке дозволило провести кількісну оцінку та оцінити чутливість мікроорганізмів в антимікробних препаратах. У якості досліджуваного матеріалу використовувалося виділення з піхви та цервікального каналу.

Лікування пацієнток із тромбофілією перед протоколом ЕКЗ.
Жінкам І та ІІ груп із тромбофілією була проведена терапія гепариноїдами. Терапія гепариноїдами в пацієнток з невдачами ЕКЗ, що мають носійство генетичних тромбофілій, продовжена для підготовки ендометрія гормональними препаратами.

У зв’язку з порушенням у системі гемостазу пацієнткам І та ІІ груп протягом трьох місяців була проведена терапія препаратом з активною речовиною сулодексиду – натуральна суміш глюкозаміногліканів з антитромботичним та ангіопротекторнім ефектом, яка виготовлена зі слизової оболонки тонкого кишечнику великої рогатої худоби. Препарат вводився  по 2 мл внутрішньом'язово. Кожній пацієнтці протягом 2-х тижнів проводили 10 ін'єкцій. Потім, протягом 3 міс. пацієнти приймали всередину по 1 капсулі ( 2 рази на добу). Пацієнткам із тромбофілією рекомендується призначати також препарати, що містять омега-3, а для профілактики та лікування гіпергомоцистеїнемії - фолієву кислоту по 5 мг 2 рази на добу. Для підвищення імплантаційного потенціалу ендометрія в схему терапії були включені натуральні естрогени у вигляді етрадіола валерату. Пацієнткам І групи рекомендується призначення естрадіолу валерат протягом першої фази менструального циклу з 1 по 13 день. 

Для пригнічення надлишкової експресії естрогенових рецепторів препарати мікроінізованого прогестерону, починаючи з 14 дня циклу. Пацієнткам ІІ групи, у зв’язку з пригніченням як прогестеронових, так і естрогенових рецепторів, у якості гормональної терапії був обраний препарат, що містить не тільки гестаген норгестрел, але й естрадіолу валерат. При виявленні ознак хронічного ендометриту антибактеріальну терапію призначали з урахуванням чутливості флори до антибіотиків Крім антимікробної терапії, пацієнтки отримували неспецифічну імуностимулюючу терапію, препарати біфідобактерій і гепатопротектори. Контроль за ефективністю проведеної терапії здійснювався через 4 тижні після закінчення лікування. 

 При наявності ІПСШ антимікробну терапію пацієнтки отримували спільно зі своїм статевим партнером. 

Статистичну обробку отриманих даних проводили на персональному комп'ютері з використанням стандартного пакету «Microsoft Excel» і пакету прикладних програм «Statistica for Windows» версія 6.0, StatSoftlnc. (США) і SPSS-19 з використанням методів параметричної та непараметричної статистики, орієнтованих на аналіз біомедичних даних. Описова статистика включала підрахунок середнього значення (М), стандартної помилки середнього (m). Оцінка міжгрупових відмінностей значень ознак проводилася з використанням t-критерію Стьюдента. Для оцінки зв'язку між досліджуваними показниками проводили кореляційний аналіз з обчисленням коефіцієнта кореляції Пірсона (r) і подальшим визначенням його значущості за критерієм t. Показник кореляції менше 0,25 вважали статистично не значущим і не враховували; якщо коефіцієнт становив 0,25 до 0,75 − кореляційний зв'язок вважався помірним; від 0,75 і вище − сильним.

Для виявлення основних факторів, що впливають на настання вагітності в результаті циклу ЕКЗ, було проведено логістичний регресійний аналіз. До списку потенційних предикторів увійшли змінні з попередньо визначеною сполученістю з настанням вагітності, що має рівень значущості р<0,05.

Достовірність відмінності між середніми значеннями ознак (Р) виявляли для рівнів значимості 0,05.

Висновок

При виконанні цієї наукової роботи використовувалися сучасні методи наукового дослідження, що забезпечили одержання об’єктивних результатів і дозволили визначити основні чинники, що передують невдалим результатам ЕКЗ.

РОЗДІЛ 3.

СТАН СИСТЕМИ ГЕМОСТАЗУ, ІМУНОЛОГІЧНИЙ І ГОРМОНАЛЬНИЙ СТАТУС У ЖІНОК ІЗ ТРОМБОФІЛІЄЮ

3.1 Характеристика показників системи гемостазу та їх узаємозв'язок з невдачами допоміжних репродуктивних технологій

Одним з напрямків в оптимізації результатів ЕКЗ є профілактика тромботичних ускладнень [45].

При тромбофілії в крові утворюється безліч мікрозгустків фібрину та агрегатів клітин крові (тромбоцитів, еритроцитів), які блокують мікроциркуляцію в органах і тканинах, зокрема в матці та ендометрії [4].

Усі ці процеси мають велике значення для з'ясування основних показників системи гемостазу при проведенні ДРТ з метою визначення патологічних маркерів, оскільки відсутність чітких уявлень про патофізіологічні процеси, що відбуваються в пацієнток із тромбофілією, часто призводять до неадекватної терапії та невдалих спроб ДРТ [6].

Пацієнткам основної групи було проведено обстеження системи гемостазу, яке включало визначення загального коагуляційного потенціалу, показників первинного гемостазу, фібринолітичної системи, стану внутрішньосудинної гемокоагуляції та антиплазмінового потенціалу крові. В обов'язкове обстеження входило визначення набутих і генетичних форм тромбофілії. Критеріями тромбофілії були:

− наявність циркуляції антифосфоліпідних антитіл (АФА), мутація в гені фактора V Лейдена, мутації в гені протромбіну G20210A, фібриногену, гіпергомоцистеїнемії;

− їх комбінація або додатково поліморфізми генів системи гемостазу;

− 3 і більше гомозиготних поліморфізму тромбофілічних генів;

− 5 і більше гетерозиготних варіантів поліморфізмів генів системи гемостазу.

Характеристика загального коагуляційного потенціалу у жінок з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі порівняно з контрольною групою наведено в табл. 3.1.
Таблиця 3.1
Показники загального коагуляційного потенціалу крові в обстежених пацієнток
	Показники
	1 група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна група (n=20)

	Тц, х109/л
	220,1±1,7**

	233,4±1,3*

	242,3±2,1

	ЧРП, сек.
	89,2±3,1*

	93,3±3,0

	95,2±3,5

	ПЧЗ, сек.
	22,4±1,3

	22,8±1,1

	22,9±2,1

	ТЧ, сек.
	19,9±1,1**

	16,6 ±1,1

	14,2± 1,2

	АЧТЧ, сек.
	26,9 ±1,7**

	28,6 ±1,4** 
	42,1±2,1

	АТ-ІІІ, %
	72,0±2,2**

	78,1±2,0*

	82,6+2,1


Примітка: достовірність відмінностей 1 і ІІ групи порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Як видно з даних табл. 3.1. кількість тромбоцитів крові в І і ІІ групах була достовірно знижена, порівняно з контролем (242,3х109/л±2,1) і становила 220,1±1,7 х109/л (р<0,01) і 233,4±1,3х109/л (р<0,05).

ЧРП в І групі спостереження мав тенденцію до незначного зниження 89,2 ± 3,1 сек. (р <0,05), а в другій – практично не відрізнявся від показників контрольної групи 93,3 ± 3,0 сек. (р> 0,05).

ПЧЗ, що відображає активність факторів зовнішнього шляху згортання крові, у жінок І та ІІ груп практично не змінювався  порівняно з контролем.

ТЧ, діагностична цінність якого полягає у визначенні стану фібриногенезу, було значно підвищено в жінок 1 групи, з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ порівняно з контролем (р<0,01). У другій групі, з вагітністю, яка настала після ЕКЗ, ТЧ практично не відрізнялося від контролю (р>0,05).

АЧТЧ вважається найбільш чутливим тестом відображення коагуляційної активності крові [69], у І групі спостережень АЧТЧ був значно коротше: 26,9±1,7 сек (р <0,01), порівняно з групою контролю (42,1±2,1 сек.), що свідчило про збільшення потенціалу гемокоагуляції при тромбофілії. Більш виражене зниження АЧТЧ у І групі пацієнток свідчить про явний розвиток «перманентної» гіперкоагуляції. У другій групі жінок, з тромбофілією та вагітністю, яка настала після ЕКЗ, АЧТЧ був нижче групи контролю, але вище, порівняно з пацієнтками І групи − 28,6±1,4 сек (р<0,05).

При дослідженні головного компонента протизгортаючої системи АТ-III − відзначали зниження його активності в основній групі пацієнток – у І групі − 72,0±2,2% (р<0,01) і в другій − 78,1±2,0% (р<0,05), порівняно з контрольною групою жінок − 82,6 + 2,1%.

Таким чином, аналіз проведених досліджень показав, що пацієнтки з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі мають підвищений загальний коагуляційний потенціал. Крім того, у них розвивається субклінічна форма хронічного синдрому ДВЗ. Можна припустити, що ініціюючі механізми розвитку ДВЗ-синдрому при тромбофілії пов'язані з порушеннями в інших ланках системи регуляції агрегатного стану крові, супроводжується активацією первинного гемостазу [110].
Результати показників первинного гемостазу в жінок, що обстежувалися, надано в табл.3.2.

Таблиця 3.2
Показники первинного гемостазу в обстежених жінок
	Показники
	1 група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна група (n=20)

	ІСАТ, од.
	18,9±1,7***

	11,6±2,3*
	5,4±1,7

	ВАТ, %
	75,8±3,3**

	58,9±4,2*
	43,6±3,9


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групи порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.
Як видно з даних табл. 3.2., показники ІСАТ в основній групі перевищували у 2,9 рази контрольну (р<0,01) і ВАТ також достовірно перевищував дані контролю в 1,4 рази. Показники, як ІСАТ, так і ВАТ, при тромбофілії були такими:(ІСАТ 18,9±1,7 і ВАТ 75,8±3,3 в основній і 5,4±1,7 і 43,6 ± 3,9 відповідно − у контролі, р <0,01).

Стан внутрішньосудинної гемокоагуляції ми оцінювали за концентрацією в плазмі крові патологічних гемокоагулянтів − розчинних комплексів фібрин-мономерів (РКФМ) і продуктів деградації фібриногену-фібрину (ПДФФ), результати дослідження яких подано в табл. 3. 3.
Таблиця 3.3
Показники стану внутрішньосудинної гемокоагуляції в обстежених жінок
	Показники
	1 група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна група (n=20)

	РФМК, мкг/мл
	33,3±1,9**

	31,3±2,8*
	28,6±1,6

	ПДФФ, мкг/мл
	7,2±1,1***
	4,9±1,3**
	0,9±0,05



Примітка: достовірність відмінностей 1 і ІІ групи порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Як видно з даних табл. 3.3, у жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі вміст у плазмі крові РКФМ у 3,8 рази більше порівняно з контрольною групою. Концентрація ПДФФ при цьому збільшувалася в основній групі у 8 разів порівняно з показниками контрольної групи. Результати, що отримали, свідчать про високий рівень тромбінемії та внутрішньосудинної активації згортання крові при тромбофілії з реалізацією розвитку субклінічної форми хронічного ДВЗ крові, і, можливо, як одну з причин невдалих спроб ЕКЗ.

Характер функціонування фібринолітичної системи крові оцінювали на підставі визначення сумарної фібринолітичної активності (СФА), потенційної активності плазміногену (ПАП), концентрації фібриногену (ФГ), Хагеман-залежного фібринолізу (ХЗФ) Результат дослідження фібринолітичної системи крові в жінок, що обстежувалися, подано в табл. 3.4. 
Як видно з даних табл. 3.4, СФА в плазмі крові збільшувалася в пацієнток І групи порівняно з контролем (СФА −17,1 ± 0,8 і в контролі, 9,6±0,5, р<0,01). Концентрація фібриногену збільшувалася порівняно з контролем (3,80 ± 0,29 г/л в І групі і 3,12 ± 0,27 г/л у контрольній). Потенційна активність плазміногену в обстежених пацієнток без змін порівняно з контролем, а значення ХЗФ сягало ступеня достовірності (р<0,05).
Таблиця 3.4
Показники фібринолітичної системи в обстежених вагітних
	Показники
	1 група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна група (n=20)

	СФА, Е440/мл/час
	17,1±0,8**

	14,4±1,7
	9,6±0,5

	ПАП, хв.
	20,14±1,05
	18,9 ±1,5
	20,54±1,3

	ФГ, г/л
	3,80±0,29
	3, 6±0,44
	3,12±0,27

	ХЗФ, хв.
	18,34±1,87*
	20,3±1,5
	21,14± 1,43


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групи порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Результати дослідження антиплазмінового потенціалу крові надано в табл. 3.5.
Таблиця 3. 5

Показники антиплазмінового потенціалу крові в обстежених пацієнток

	Показники
	І група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна група (n=20)

	АП, %
	120,16±3,01**

	111,4±5,1
	107,96±2,14

	ШДАП, %
	118,46±1,58*
	104,1±2,3
	99,08±1,24

	ПДАП, %
	102,05±2,31 *
	104,4±3,2
	108,37±2,16


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групи порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Антиплазміновий потенціал в обстежених жінок із тромбофілією (табл. 3.5) характеризувався збільшенням АП на 12,2%. Це було обумовлено зниженням повільно діючого антиплазміну (ПДАП), оскільки активність швидкодіючого антиплазміну (ШДАП) в основній групі пацієнток була підвищена на 19,3%. Результати, що отримали, свідчать про активацію антиплазмінової системи в обстежених жінок 1 групи з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі без чіткої переваги ШДАП або ПДАП.

Результати дослідження, що проведено, показали, що в жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі, відбувається патологічна активація системи гемостазу, що відіграє істотну роль у патогенезі невдалих спроб ЕКЗ. При цьому при тромбофілії розвивається субклінічна форма хронічного ДВЗ крові, головною ланкою в розвитку якої є активація тромбоцитарно-судинного гемостазу з подальшим залученням до процесу коагуляційного потенціалу, обумовленого зниженням показників протизгортаючої системи крові.

Нами також визначався титр АФА і їх ко−факторів (антитіла до β2-глікопротеїну I (β2-GPI) IgG/IgM, антитіла до анексину V IgG/IgM і антитіла до протромбіну IgG/IgM).

Дані про частоту циркуляції АФА, ВА, антитіл до кардіоліпіну, β2- GPI, анексину V і протромбіну (IgG/IgM) надано в табл. 3.6.

Підвищений рівень АФА в групі жінок з невдачами ЕКЗ в анамнезі було діагностовано в 40,0% пацієнток. При цьому циркуляція антитіл до кардіоліпіну була виявлена лише в 10,0% жінок з невдачами ЕКЗ і у 2 жінок у групі з вагітністю, що настала після ЕКЗ. Тобто з 20 жінок з АФА та невдачами ЕКЗ у 18 антитіла до кардіоліпіну були відсутні, але при цьому в цих жінок були виявлені антитіла до інших фосфоліпідів і їх ко−факторів. У зв'язку із цим визначення антитіл до кардіоліпіну не завжди можна вважати інформативним. Привертає увагу високий відсоток антитіл до β2-GPI – 45,0% і до анексину V − 35,0% .

У той же час у групі жінок з вагітністю, що настала після ЕКЗ, також були виявлені антитіла до фосфоліпідів (17,9%), до кардіоліпіну (7,1%), циркуляція ВА (7,5%), антитіл до β2-GPI – 14,2% і до анексину V −10,7%.

При цьому в ІІ групі спостерігалися більш низькі титри АФА, порівняно з I групою, у середньому на 17,9%. У деяких жінок у ІІ групі ми спостерігали поєднання циркуляції різних підгруп АФА одночасно ( рис. 3.1). 
Крім цього, у вагітних II групи з АФА спостерігалося істотне зниження активності протеїну С в II триместрі вагітності на 29% нижче, ніж у контрольній групі. Максимальна активність протеїну С не перевищувала 97%, у більшості спостережень – 53-78% (норма – 70-140%).

Таблиця 3. 6. 

Циркуляція АФА, ВА, антитіл до кардіоліпіну, β2- GPI, анексину V і протромбіну (IgG/IgM)
	Спектр АФА
	1 група

n=25
	2 група

n= 38
	Контрольна

група, n = 20

	
	n
	%
	N
	%
	n
	%

	АФА (усього)
	8***
	40,0
	5**
	17, 9
	1*
	5,0

	Антитіла до кардіоліпіну 

IgG/M
	2
	10,0
	2
	7,1
	1
	5,0

	Циркуляція ВА
	4**
	20,0
	2
	7,5
	1
	5,0

	Антитіла до анексину V IgG/M
	7
	35,0
	3
	10,7
	0
	0

	Антитіла до β2- GPI IgG/M
	9***
	45,0
	4**
	14,2
	1
	5,0

	Антитіла до протромбіну IgG/M
	5
	25,0
	2
	7,1
	0
	0


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групи порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.
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Рис. 3.1. Порівняльна характеристика рівнів АФА в І і ІІ групах пацієнток (Р<0,05).
Наявність генетичних форм тромбофілій, особливо їх поєднання з антифосфоліпідним синдромом, односпрямованість дії різних форм тромбофілії може бути причиною клінічно діагностованих ранніх преембріонічних утрат [28]. У зв'язку із цим нами проведено аналіз структури тромбофілії в пацієнток з безпліддям і невдачами ЕКЗ, згідно з нашими даними, виявлена значно вища частота різноманітних структурних форм тромбофілії в пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ. При цьому привертає на себе увагу поєднання високої частоти генетичних форм тромбофілії  в поєднанні із циркуляцією АФА.
Спектр антифосфоліпідних антитіл різноманітний. З них у структурі причин невдач ЕКЗ (I група) підвищений рівень АФА спостерігався в 40,0% пацієнтів. Серед жінок, вагітність у яких настала за допомогою ДРТ (II група), частка АФА була 17,9%. У групі порівняння (контрольна група) циркуляція АФА спостерігалася в 6,6% випадків. У контрольній групі цей рівень становив 5,0%.

 Дослідження, яке проведене, підтверджує зв'язок між невдалими спробами ЕКЗ і генетичними формами тромбофілії. Дія тромбофілії, генетично обумовленої або в жінок з АФС, представляються як дефект імплантації плодового яйця, недостатня глибина інвазії трофобласта, неповноцінна плацентація і, як наслідок, розвиток ендотеліопатії [8, 39]. Дані, що отримали, підтверджують те, що якщо спочатку присутня АФС або генетична тромбофілія (мутація FV Leiden, мутація протромбіну G20210A, MTHFRС677Т, поліморфізм гена PAI-1 або інші тромбогенні дефекти фібринолізу та тромбоцитів), то зниження й без того пригнічених природних протитромботичних механізмів багаторазово підвищує ризик тромботичних ускладнень [39, 107]. Це необхідно враховувати при проведенні ЕКЗ та своєчасно проводити відповідну терапію.

Успішне настання вагітності у II групі, незважаючи на наявність антифосфоліпідних антитіл, ми пояснюємо вчасно розпочатою терапією. На жаль, результати вагітності в жінок з наявністю антифосфоліпідних антитіл були гірші, ніж без циркулюючих АФА або при їх низькому титрі, що вказує на необхідність обстеження жінок, які планують вагітність за допомогою ДРТ, на наявність антитіл до фосфоліпідів і ко−факторів АФА, а також необхідність початку терапії на етапі підготовки до ЕКЗ.

3.2. Стан імунологічного статусу в жінок із тромбофілією
На сьогоднішній день не існує повної картини, що відображає стан імунологічного статусу та цитокінів у результаті програм ЕКЗ у пацієнток із тромбофілією та безпліддям трубного генезу. Однак, ці процеси мають велике значення для з'ясування основних показників імунологічної системи при проведенні допоміжних репродуктивних технологій (ДРТ), з метою визначення патологічних маркерів, що приводять до невдалих спроб ЕКЗ.

Оскільки відсутні чіткі уявлення про патофізіологічні процеси, що відбуваються в пацієнток із тромбофілією в системі імунологічної регуляції, метою цього дослідження було з'ясування стану імунологічного статусу в жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі.

Імунологічне обстеження, що ми провели в пацієнток, які спостерігалися, виявило певні відхилення від характерного для здорових жінок імунного статусу (табл.3.7).

Як видно з даних табл. 3.7, ці зміни виражалися по−різному залежно від результатів ЕКЗ. У І групі пацієнток, при негативних результатах ЕКЗ, відзначено достовірне (р<0,05) збільшення кількості лейкоцитів, у ІІ групі, з позитивними результатами ЕКЗ, цей показник практично не відрізнявся від групи здорових жінок.

Абсолютна кількість лімфоцитів при невдалих спробах ЕКЗ (І група) порівняно з контрольною групою була трохи підвищена, а при вдалих спробах ЕКЗ (ІІ група) − знижена. У І групі відзначалося підвищення активності Т-системи імунітету , переважно за рахунок абсолютного вмісту СD4 + (0,64 ± 0,01).
Таблиця 3.7
Показники клітинного імунітету 

	Показники
	І група, 

(n=25)
	II група, 

(n=38)
	Контрольна група, (n =20)

	Лейкоцити х 109
	7,8±0,4*
	6,6±0,3
	6,7±0,5

	Лімфоцити х 109
	2,3±0,03*
	1,5±0,05
	1,9±0,06

	%
	29,8±0,5*
	27,1±0,5
	27,4±0,4

	СDЗ+       х 109
	1,4±0,06
	0,9±0,02
	1,0±0,03

	%
	59,5±1,7
	55,8± 1,2
	57,0±2,0

	СD4+       х 109
	0,64±0,01*
	0,48±0,01
	0,51±0,02

	%
	30,1 ±1,5*
	28,7±1,4
	28,3±1,4

	СD8+       х 109
	0,25±0,07*
	0,20±0,03***
	0,47±0,02

	%
	23,4±1,2*
	21,6± 1,1***
	28,8±1,3

	СD16+    х 109
	0,12±0,04*
	0,14±0,03*
	0,18±0,01

	%
	7,2±1,1*
	8,3±1,2*
	9,7±1,2

	СD22+    х 109
	0,8±0,04*
	1,0±0,02*
	0,16±0,03

	%
	5,8±0,3*
	6,1±0,2*
	7,8±0,4

	Т/В         х 109
	7,2±0,1*
	6,7±0,2*
	6,3±0,1

	%
	8,1±0,2*
	8,9±0,1*
	7,3±0,2


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

При оцінці субпопуляційного складу Т-клітин привертало на себе увагу зниження концентрації клітин Т-супресорного ряду − СD8+, як при ЕКЗ −(0,25 ± 0,07), так і при ЕКЗ + (0,20 ± 0,03),  порівняно з контрольною групою (0,47 ± 0,02 − у контролі, р <0,05).

Активність природних кілерів (СВ16 +) була достовірно знижена, як в I, так і в II групі (р<0,05) порівняно з фізіологічною вагітністю. Можна припустити, що при проведенні ЕКЗ під впливом гормональної стимуляції мав місце викид у периферичну кров незрілих, функціонально неповноцінних природних кілерів. Серед інших змін слід зазначити збільшення співвідношення Т/В лімфоцитів в І групі, що, напевно, стало наслідком не тільки зміни вмісту Т-лімфоцитів (СDЗ +), але й зниженням концентрації В-лімфоцитів (СD22+). Також відзначено відсоткове збільшення Т/В-лімфоцитів при позитивних результатах ЕКЗ+, за рахунок зниження як СDЗ+, так і СD22+, що підтверджує інформативність цього показника для настання вагітності. У результаті проведеного дослідження виявлено значне зниження абсолютної кількості CD22 + у І (0,8 ± 0,04) і ІІ групі (1,0 ± 0,02) порівняно з контролем (0,16 ± 0,03, р < 0,05).

Встановлено, що в І групі пацієнток із тромбофілією, яким проводилася стимуляція суперовуляції, є зміни клітинного імунітету: збільшення абсолютної та відносної кількості лімфоцитів, популяції Т-клітин (CD3 +), виражене зниження концентрації Т-супресорів (CD8 +), природних кілерів (CD16 +), а також В-клітин (CD22 +). У ІІ  групі, при позитивних результатах ЕКЗ, відзначено істотне пригнічення активності факторів імунітету, що виражалося в зниженні Т-клітин (CD3 +), значному зниженні концентрації Т-супресорів (CD8 +), підвищенні концентрації природних кілерів (CD16 +) і В-клітин (CD22 +). 

Забезпечення суперовуляції в програмах ЕКЗ при тромбофілії істотно відображається й на стані показників гуморального імунітету.

Нами вивчено вміст імуноглобулінів класу А, М і G у сироватці крові в досліджуваних групах. Як видно з даних табл. 3.8., концентрація IgМ в І групі була достовірно підвищена (1,64±0,03, Р <0,05), у ІІ групі  − достовірно знижена (0,96±0,03, Р <0,05) порівняно з контрольною групою (1,19±0,04 г/л). Підвищення рівня IgМ в І групі вказує на наявність стимуляції імунної системи пацієнток. Рівні IgА, і IgG були достовірно (Р <0,05) знижені в І та ІІ групах: IgА 1,05±0,04 г/л, порівняно з ІІ групою 1,29 ±0,02 г/л (у групі контролю 1,58 ± 0,06 г/л). IgG 9,28 ± 0,4 г/л – у I групі, 11,06 ±0,3 г/л – у II групі і 16,97 ± 0,4 г/л у контролі, (р<0,05 ), що, очевидно, пов'язано з надмірною стимуляцією імунної системи, а потім, як наслідок, виснаження реактивності гуморального ланки загального імунітету.
Таблиця 3.8
Показники гуморального імунітету 

	Показники
	І група,

(n=25)
	II група,

(n=38)
	Контрольна група (n=20)

	IgА, г/л
	1,05+0,04*

	1,29+0,02*
	1,58+0,06

	Ig М, г/л
	1,64+0,03*

	0,96+0,03**
	1,19+0,04

	Ig G, г/л
	9,28±0,4*

	11,06+0,3**
	16,97+0,4

	ІГІ
	9,3±0,4*
	11,5±0,6*
	18,6+0,8

	ЦІК, од/мл
	99,8±1,4*
	90,5+1,6*
	73,2+1,5


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Для більш об'єктивної оцінки концентрації імуноглобулінів обчислювали імуноглобуліновий індекс (ІГІ), що характеризує співвідношення двох провідних класів імуноглобулінів у сироватці − Ig G і Ig M, що може бути використано для ідентифікації особливостей зміни стану гуморального ланки імунітету. Так, у контрольній групі спостерігалося майже дворазове підвищення ІГІ, порівняно з І та ІІ групами пацієнток, що свідчить про зміщення продукції імуноглобулінів у бік IgG, що, імовірно, відіграє важливу роль у забезпеченні нормального розвитку вагітності, оскільки саме цей імуноглобулін проходить трансплацентарний бар'єр, забезпечуючи захист плода від можливої агресії. У жінок основної групи з тромбофілією та стимуляцією суперовуляції під час підготовки до ЕКЗ, цей показник був нижче  порівняно з контролем (ІГІ − 9,29±0,4 у I групі, 11,5±0,6 −у II групі та 18,6 ± 0,8− у контролі, Р <0,05).

Результати проведеного дослідження показали збільшення циркулюючих імунних комплексів у І та ІІ групах. Збільшення ЦІК у жінок І групи з ЕКЗ було в 1,4 рази, а ІІ групи з ЕКЗ + в 1,2 рази вище порівняно з контролем (р <0,05).

Таким чином, дослідження, які проведено, показали, що механізм імунних взаємодій при стимуляції суперовуляції в жінок із тромбофілією, при позитивних або негативних результатах ЕКЗ досить складний, і має свої особливості, можливо, які впливають на результати ДРТ.

Цитокіни є інформаційними молекулами, які адаптують захисні механізми для підтримки гомеостазу організму. Нами вивчено вміст інтерлейкінів ІL-1α, ІL-1β, ІL-8 і фактора некрозу пухлини (TNFα,) в обстежених пацієнток. У жінок I групи спостерігалося достовірне підвищення концентрації всіх цитокінів, порівняно з контрольною групою: ІL-1α в периферичній крові в 7,8 разів, TNFα в 70 разів, ІL-8 в 1,6 рази, а показник прозапального інтерлейкіну ІL-1β в 1,4 рази, порівняно з контрольною групою (табл. 3.9). У пацієнток ІІ групи показники досліджуваних цитокінів були теж збільшені, порівняно з контрольною групою, але за абсолютними величинами значно менше, ніж у І групі. 

Таблиця 3.9
Концентрація цитокінів у крові обстежених пацієнток

	Цитокіни

(пкг/мл)
	І група,

(n=25)
	II група,

(n=38)
	Контрольна група (n=20)

	ІL-1α
	96,0±7,0***
	26,0±4,1*
	12,3±3,1

	ІL-1β
	11,0±2,0
	7,0±2,0
	8,1±2,2

	ІL-8
	155,1±11,2**
	54,1±7,2**
	98,0±6,0

	TNF(
	1127,1±141,0***
	92,0±16,0***
	16,0±3,0


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

УІ групі показник у периферичній крові IL-8 був у 2 рази менше (54,1±7,2 пг/мл), ніж у контрольній групі (98,0±6,0 пг/мл), р<0,01, а показник прозапального інтерлейкіну IL-1β дещо зменшувався (до 7,0±2,0 пг/мл) порівняно з контрольною групою (8,1±2,2 пг/мл) і не мав достовірних відмінностей як ні з І , так і ні з контрольною групами (р> 0,05).

Високий рівень IL-1α і TNFα в периферичній крові в І та ІІ групах, де проводилася стимуляція суперовуляції під час програми ЕКЗ, відображає ступінь підвищеного антигенного завантаження при тромбофілії.

На підставі отриманих результатів дослідження цитокінів можна припустити, що негативний результат проведення ЕКЗ полягає в підвищеній імунореактивності та значному підвищенні вмісту ІL-1α, ІL-8 і TNFα в крові в жінок із тромбофілією. Однак тип імунної реакції може бути різним, більш того, від нього напряму залежить результат програми ЕКЗ. При тромбофілії формується імунна відповідь у вигляді накопичення патологічних концентрацій імунних комплексів, які здатні приводити до розвитку системної запальної відповіді, що, можливо, призводить до невдалих спроб ЕКЗ.

У жінок, які завагітніли під час програм ЕКЗ, спочатку активована гуморальна ланка імунної системи, а в жінок з неефективними програмами ЕКЗ, навпаки, активована клітинна ланка. Можна припустити, що стимуляція суперовуляції знижує рівень IL-8 у жінок у групі ЕКЗ + і тим самим, певною мірою, нівелює прояви гуморального та мало впливає на клітинний імунітет. Стимуляція суперовуляції при ЕКЗ у цілому позитивно впливає на жінок з підвищеною імунореактивністю за гуморальним типом щодо виношування плода. Висока та не знижується після стимуляції суперовуляції концентрація TNFα і, можливо, підвищена активність натуральних кілерів і цитотоксичних лімфоцитів мінімізують можливість успішного результату ДРТ.

3.3 Оцінка гормонального профілю при тромбофілії до  початку проведення протоколу ЕКЗ

Для виключення варіантів ендокринного безпліддя в І групі жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі, нами було проведено дослідження статевих гормонів, що мають першочергове значення для формування структури ендометрія. Визначення гормонального фону було проведено у всіх жінок груп, що спостерігалися, для порівняння отриманих показників з І групою та  визначення причини невдалих спроб ЕКЗ.

Стандартними способами нами було визначено вміст естрадіолу та прогестерону в крові пацієнток, після цього ми провели зіставлення отриманих результатів з гістологічними та імуногістохімічними показниками в кожному індивідуальному випадку.

Для отримання повного уявлення про гормональний профіль обстежуваних жінок показники концентрації гормонів ми зіставляли зі значеннями базальної температури, функціональними та ультразвуковими даними. Забір крові та аналіз гормонального профілю проводився протягом 3-х менструальних циклів, що передували протоколу ЕКЗ.

У всіх  жінок, що спостерігалися, менструальні цикли були овуляторними. Разом з тим, для виключення недостатності лютеїнової фази менструального циклу або синдрому неовулюючого фолікула, обстеження всіх жінок проводилося в повному обсязі.

Середні значення концентрації естрадіолу в крові жінок з нормальним менструальним циклом відповідали таким показниками: у фолікулярній фазі <700 пмоль/л, у фазі овуляції – 125-1500 пмоль/л, у лютеїновій фазі – 100-960 пмоль/л. Уміст прогестерону: у фолікулярній фазі <0,5-6 нмоль/л, у лютеїновій фазі –10-89 нмоль/л.

Згідно  даних, що ми отримали, у жінок І та ІІ груп концентрації естрадіолу не виходили за межі наданих значень і у фолікулярну фазу становили 245,4±10,3 пмоль/л, на 12-14 день менструального циклу − 823,7±11,4 пмоль/л, у лютеїнову фазу циклу − 389,5±12,1 пмоль/л. У контрольній групі ці показники були 253,8±11,4 пмоль/л, 793,9±15,3 пмоль/л і 369,4±15,2 відповідно (p>0,05).

Дослідження вмісту прогестерону свідчили про те, що ознак, які вказують на його недостатність, не було  в жодної жінки в порівнюваних групах. Середні значення концентрації прогестерону в групах розподілилися таким чином. У І групі на 6-8 день менструального циклу його вміст був 3,2±0,7 нмоль/л, на 12-14 день циклу − 6,1±0,3 нмоль/л, а на 21-23 день − 55,6±1,3 нмоль/л. У ІІ групі на 6-8 день менструального циклу його вміст був 4,4±0,5 нмоль/л, на 12-14 дні циклу – 7,2±0,4 нмоль/л, а на 21-23 дні – 60,1±1,6 нмоль/л. У контрольній групі показники не мали достовірних відмінностей з І і ІІ групами і становили 4,1±0,5 нмоль/л, 5,9±0,4 і 53,8±1,8 нмоль/л відповідно (p>0, 05).

Для об'єктивізації уявлення про характер менструального циклу в  жінок, що обстежувалися, ми зіставили також показники базальної температури, отримані протягом трьох менструальних циклів (Рис.3.2.).
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Рис. 3.2.  Порівняльна характеристика показників базальної температури в обстежуваних жінок

Динаміка базальної температури вказує на наявність у жінок І і ІІ груп менструального циклу з повноцінною лютеїновою фазою, тривалість якої становила не менше 8 днів, що теоретично дозволяло припустити повноцінне дозрівання ендометрія.

Для уточнення стану ендометрія та готовності останнього до імплантації неінвазивними методами нами було також проведено ультразвукове дослідження.

За даними УЗД, у жінок І і ІІ груп зміни ендометрія відповідали нормальним показникам. На 6-8 день менструального циклу М-Ехо коливалося від 3 до 5 мм, структура ендометрія була однорідною, передньозадній розмір варіював від 4 до 6 см.

Нижче нами представлені найбільш типові ультразвукові картини, які відповідають різним фазам менструального циклу в І групі спостережень (Рис. 3.3).
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Рис. 3. 3. Стан ендометрія у фолікулярну фазу менструального циклу (пацієнтка М.).

Трансформація ендометрія в другу фазу менструального циклу у тієї ж пацієнтки надана на рис. 3.4.

Крім стану ендометрія, нами вивчено стан яєчників, наявність домінантного фолікула та подальше формування «жовтого тіла». На рис. 3.5 і 3.6 відображені зазначені утворення.
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Рис. 3.4. Стан ендометрія в лютеїнову фазу менструального циклу
 (пацієнтка М.).
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Рис.3.5 Домінантний фолікул (пацієнтка М.).
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Рис. 3.6 «Жовте тіло» у яєчнику (пацієнтка М.).

Результати ультразвукового сканування органів малого таза в пацієнток обстежуваних груп надано в табл. 3.10.
Як видно з наведених даних, ультразвукові параметри в жінок І та ІІ груп достовірно відрізнялися від показників контрольної групи. Ці дані підтверджують, що перед проведенням ЕКЗ необхідно проводити корекції гормонального фону з урахуванням параметрів тромбофілії, оскільки ці зміни можуть бути однією з причин невдалих спроб ЕКЗ.

Таблиця 3.10  

Результати ультразвукового сканування органів малого таза в пацієнток обстежуваних груп (М ± m, абсол. число/%).

	Ультразвукові

характеристики
	І група, n=25
	ІІ група, n=38
	Контрольна, n=20

	Товщина ендометрія (мм)
	8,3±1,2*


	10,7±2,13


	12,8±2,67



	Наявність чіткої

тришарової

структури (%)
	6  (14,63 % )***
	22 (53,66%)
	20 (100,0 %)



	Розширення порожнини матки (%)
	15(36,58%)  
	3(7,31 %)  
	-  

	Наявність у порожнині

матки газу або вільної рідини (%)
	9(21,95 %)***
	1(2,43 %)
	1(2,43 %)



	Змінення перехідної

зони (%)
	18(43,9%)***
	5(12,19 %)**


	2(4,87 %)



	Нерівномірне стовщення функціонального шару ендометрія (%)
	13(31,70%)***
	8(19,51%)*
	2 (4,87 %)


Примітка: достовірність відмінностей 1 і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

При трансвагінальній ехографії матки на 19-22 день менструального циклу середні показники товщини ендометрія були достовірно нижче в І групі 8,3±1,2 мм (р≤0,01), порівняно з ІІ та контрольною групами (10,7±2,13мм і 12,8±2,67мм) відповідно (табл. 3.12).

Наявність чіткої тришарової структури ендометрія (ультразвукова ознака повноцінності лютеїнової фази) було виявлено всього в 6 (24,0%) пацієнтів І групи, 22 (57,9%) випадків у ІІ групі та 20 (100,0%) групи контролю.

Ознаки ХЕ, виявлені в нашому дослідженні, були представлені розширенням порожнини матки, наявністю в порожнині елементів газу, нерівномірним стовщенням ендометрія. При цьому в кожної третьої жінки з тромбофілією зазначалася наявність декількох з перерахованих ознак.

У пацієнток І групи було виявлено змінення кількісних показників кровотока в маткових, аркуатних і радіальних артеріях.

Індекси резистентності в І групі пацієнток були достовірно знижені в маткових, аркуатних і радіальних артеріях (0,82±0,04, р<0,05; 0,66±0,03, р<0,01 і 0,61±0,02, р<0,01 відповідно), що підтверджує зниження тканинної перфузії в матці. При цьому в трьох випадках (12,0%) у І групі пацієнток був відсутній кінцевий діастолічний кровотік у маткових артеріях, в одному – у радіальних (табл. 3.11, 3.12, 3.13).

Таблиця 3.11
Показники кровотока в маткових артеріях у жінок обстежуваних груп (М±m).

	Показник


	І група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна,

n=20

	Систоло-діастолічне

відношення (S/D)
	6,82±1,12*** 
	3,13 ± 0,8*  
	2,62±0,13  

	Індекс резистентності (IR)
	0,82 ±0,04*  
	0,88 ± 0,04  
	0,92 ±0,09 

	Пульсаційний індекс (PI)
	2,9±0,9  
	2,2 ±0,24
	  1,8±0,3




Примітка: достовірність відмінностей 1 і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.
Таблиця 3.12
Показники кровотока в аркуатних артеріях матки в  жінок, що  обстежувалися груп (М ± m)

	 Показник


	І група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна,

n=20


	Систоло-діастолічне

відношення (S / D)
	6,6±1,03**  
	3,05±0,9*
	2,1±0,7  

	Індекс резистентності (IR)
	0,66±0,03**  
	0,79±0,05*
	0,87±0,06 

	Пульсаційний індекс (PI)
	2,45±0,6**  
	1,96±0,3*
	1,35±0,4


Примітка: достовірність відмінностей 1 і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Таблиця 3.13
Показники кровотока в радіальних артеріях матки в жінок обстежуваних груп (М ± m)

	 Показник


	І група,

n=25
	ІІ  група,

n=38
	Контрольна,

n=20

	Систоло-діастолічне

відношення (S / D)
	3,6±1,09*  
	2,5±0,8  
	2,1±0,7  

	Індекс резистентності (IR)
	0,61±0,02** 
	0,73±0,04  
	0,77±0,06  

	Пульсаційний індекс (PI)
	1,45±0,6  
	1,8±0,2  
	1,35±0,4


Примітка: достовірність відмінностей 1 і ІІ групах порівняо з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Висновки

Таким чином, дослідження з вивчення стану гемостазу, імунологічного та гормонального профілю жінок із тромбофілією, яке ми провели, показало, що причиною невдалих спроб ЕКО є:

- патологічна активація системи гемостазу, що сприяє підвищенню загального коагуляційного потенціалу крові, розвитку субклінічної форми хронічного ДВЗ, активації тромбоцитарно-судинного гемостазу  та зниження показників протизгортаючої системи крові;

- висока частота різноманітних структурних генетичних форм тромбофілії,  що можуть  впливати на рівень ендогенного фібринолізу в поєднанні із циркуляцією АФА), значно підвищують ризик тромботичних ускладнень;

- активізіція клітинної ланки, викликана стимуляцією суперовуляції, при якій підвищується рівень IL-8;

- порушення гормонального фону та кровотока в маткових, аркуатних і радіальних артеріях.
Для об'єктивізації уявлення про стан ендометрія нами було проведено гістологічне та імуноцитохімічне дослідження слизової матки для патогенетичного обґрунтування причини невдалих спроб ЕКЗ та оптимізації підготовки ендометрія в пацієнток із тромбофілією.

Результати дослідження, що надані в розділі 3, відображені в таких друкованих працях, рекомендованих МОН України: 

 1. Таравнех ДШ. Стан системи гемостазу у пацієнток з тромбофілією та невдалими спробами екстракорпорального запліднення в анамнезі. Експериментальна і клінічна медицина. 2016;71(2):202-7. (проаналізовано літературу, розроблено дизайн роботи, проведено вивчення системи гемостазу в пацієнток із тромбофілією з невдалими спробами ЕКЗ, узагальнено результати, оформлено публікацію).
2. Таравнех ДШ. Тромбоцитопатии как патогенетический фактор при бесплодии неясного генеза. В: Лісовий ВМ, редактор. Медицина третього тисячоліття: збірник тез міжвузівської конференції молодих вчених та студентів; 2015 січ. 20; Харків, Україна. Харків: ХНМУ; 2015. с. 196-7. (Вивчено різні форми тромбоцитопатії, як патогенетичний фактор бепліддя, узагальнено результати, оформлено публікацію).
3. Таравнех ДШ. Роль генетичних маркерів тромбофілії у пацієнток з невдалими спробами екстракорпорального запліднення. ХИСТ: Всеукраїнський журнал студентів та молодих вчених. 2016; Вип. 18: Пріоритети та перспективи молодіжної науки: матеріали III Міжнародного медико-фармацевтичного конгресу студентів і молодих вчених; 2016 квіт. 6-8; Чернівці, Україна (Bukovinian International Medical Congress, BIMCO):33. (проаналізовано різні форми генетичних маркерів тромбофілії в пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ, узагальнено результати, оформлено публікацію).
Статті в іноземних наукових виданнях:

1. Щербина НА, Таравнех ДШ. Показатели гемостаза и ангиогенных факторов роста у женщин с тромбофилией и неудачными попытками ЭКО. Asian Journal of Scientiic and Educational Research. 2016 Jun - Jul;9(1):807-13. (Проаналізовно показники системи  гемостазу та ангіогенних факторів росту в жінок з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ, узагальнено результати, оформлено публікацію).   
РОЗДІЛ 4 

ОСОБЛИВОСТІ МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНОГО СТАНУ ЕНДОМЕТРІЯ В ПАЦІЄНТОК ІЗ ТРОМБОФІЛІЄЮ

4.1 Морфофункціональні зміни ендометрія в пацієнток із тромбофілією
Морфофункціональний стан ендометрія є одним з визначальних моментів в успішному результаті імплантації та розвитку ембріона. За даними низки дослідників, у половини жінок, які планують ЕКЗ, відзначаються ті чи інші порушення морфофункціонального стану ендометрія [133]. Підвищити шанси на вдалу імплантацію можна шляхом дослідження та корекції структури ендометрія.

Для вивчення стану ендометрія в пацієнток, які планують увійти до протоколу ЕКЗ, проведено дослідження біоптатів з порожнини матки в 63 жінок репродуктивного віку з тромбофілією, які становили основну групу. Основна група була розподілена на 2, з них: 1 група – 25 жінок – з невдачами ЕКЗ (одна і більш невдалих спроб ЕКЗ, кількість спроб становила від 1 до 9) і 38 жінок з вагітністю, що настала після програми ЕКЗ (II група). Порівняльний аналіз стану ендометрія проводили з контрольною групою, що складалась з  20 жінок без наявності тромбофілії та які  були госпіталізовані для штучного переривання вагітності в терміни до 18 днів гестації. 

Для визначення стану ендометрія у всіх жінок проводився забір тканини за допомогою пайпель-біопсії.

Під час гістологічного дослідження зразків ендометрія у 25 жінок І групи з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ встановлено, що у 19 (76,0%) пацієнток ендометрій, за критеріями А. І. Топчієвої і RW Noyes [51], не відповідав фазі та дню менструального циклу, у порівнянні з контрольною групою. На 22-й день менструального циклу він мав такі особливості: у 9 (36,0%) жінок був у фазі проліферації, у 4 (16,0%) − у ранній фазі секреції, у 2 (8,0%) − у пізній фазі секреції, у 5 (20,0%) − змішаної будови, у 5 (20,0%) відповідав середній фазі секреції. Можливо, невідповідність ендометрія фазам менструального циклу пов'язана з наявністю тромбофілії, при якій порушується трофіка внутрішньої оболонки матки внаслідок тромботичного ураження [98].

У І групі пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ у 18 (72,0%) жінок під час гістологічного дослідження зразків ендометрія був констатований хронічний ендометрит, який, імовірно, має відношення до ураження рецепторного апарата циліндричного епітелію.

Хронічний запальний процес у порожнині матки був підтверджений присутністю плазматичних клітин у циліндричному епітелії.

У ІІ групі пацієнток із тромбофілією та вдалими спробами ЕКЗ, при гістологічному дослідженні напередодні включення в програму ДРТ, хронічний ендометрит спостерігався значно рідше, усього в 3 (7,9 %) жінок. Однак, структура ендометрія у 12 (31,6%) пацієнток, за критеріями А. І. Топчієвої і RW Noyes [51], не відповідала фазі та дню менструального циклу.

У жінок контрольної групи випадків хронічного запального процесу в порожнині матки не спостерігалося. Ендометрій відповідав у всіх 20 (100%) жінок середній фазі секреції (рис. 4.1).

При морфологічному дослідженні зіскрібків з порожнини матки пацієнток контрольної групи перед штучним абортом, в стромі судин ворсин виявлені еритроцити плода, що свідчило про вагітность, які розвивається,. Покривний епітелій був із двома шарами клітин − поверхневий шар синцитіотрофобласту з безперервним або переривчастим шаром клітин цитотрофобласту. Гістологічна структура ендометрія відповідала нормальному типу будови. У всіх жінок контрольної групи була виражена перша хвиля інвазії трофобласта. Спостерігалася інтенсивна інвазія інтерстиціального трофобласта, його судинного аналога, до облітерації просвітів дрібних судин переважно в децидуальній оболонці.
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Рис.4.1. Структура ендометрія, що відповідала середній фазі секреції. 
Заб. гематоксилін-еозином. Зб.х400 (Спостереження №22).

У жінок І групи з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі в ендометрії спостерігаються морфологічні ознаки хронічного ендометриту. Спостерігаються ушкодження ендотелію судин, наявність вогнищ запалення  зіскрібків з порожнини матки та васкулітів підтверджує наявність інфекції в організмі жінки, розвитку якої сприяє прогресуючий перебіг тромбофілії (рис.4.2).
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Рис.4.2. Хронічний ендометрит при наявності тромбофілії. Заб. Гематоксилін-еозином. Зб.х400 (Спостереження №11).
Морфологічні ознаки при хронічному ендометриті у  пацієнток І групи полягали у тому, що відзначався виражений набряк, в окремих випадках − фіброз строми (рис. 4.3).  Порушення місцевого гемостазу визначалися у вигляді дрібного тромбозу вен у стромі, що підтверджує системний характер гемореологічних порушень при тромбофілії.

[image: image15]
Рис.4.3. Набряк і фіброз строми ендометрія. Заб. Гематоксилін-еозином. Зб.х400 (Спостереження №17).

Зазначені морфологічні прояви дозволяють припустити, що наявність тромбофілії є фактором, який сприяє зміні морфологічної структури ендометрія, що приводить до порушенню імплантації ембріона.

Можливість клініко-морфологічної діагностики ендометрія в жінок із тромбофілією дозволяє визначити причину та визначити прогноз успішності настання вагітності перед проведенням ДРТ.

У пацієнток ІІ групи з тромбофілією та вдалими спробами ЕКЗ, при морфологічному дослідженні біоптату ендометрія, отриманного під час обстеження перед включенням в програму ДРТ , так само спостерігалися певні морфологічні зміни ендометрія, пов'язані з наявністю тромбофілії. Відзначався різного ступеня вираженості набряк, а в окремих випадках − фіброз строми (рис.4.4).
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Рис.4.4. Виражений набряк і фіброз строми ендометрія. Заб. Гематоксилін-еозином. Зб.х400 (Спостереження №42).

Таким чином, при тромбофілії виявлені такі морфологічні зміни ендометрія: ушкодження ендотелію судин, дефекти у вигляді набряку та фіброзу строми, затримка децидуалізації строми ендометрія, тромбоз дрібних судин, інфаркти, псевдоінфаркти, гематоми. Наявність васкулітів і вогнищ інфекції в І групі жінок вказує на наявність хронічного запального процесу в порожнині матки при тромбофілії. Тромбофілія є фактором, який сприяє зміні морфологічної структури ендометрія, що приводить до невдалих спроб ЕКЗ.
Дані морфологічних характеристик ендометрія в пацієнток обстежуваних груп надані в табл. 4.1.
У зв'язку із цим, перед виконанням ЕКЗ необхідно проводити дослідження на наявність хронічного ендометриту та вогнищ запалення  зіскрібків з порожнини матки, розвитку яких сприяє прогресуючий перебіг тромбофілії. Виявлені морфологічні зміни ендометрія дозволяють припустити причину невдалих спроб ЕКЗ.

Таблиця 4.1

Характеристика морфологічного дослідження ендометрія в пацієнток обстежуваних груп (абсол. число /%)

	Параметри дослідження
	 І група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна,

n=20

	Запальні

зміни:

-інфільтрати

лімфоїдних клітин вогнищеві;

-інфільтрати лімфоїдних клітин дифузні;

- наявність у стромі

плазматичних клітин
	15(60,0 %)

10 (40,0 % )***

8(32,0 %)***
	2 (5,3 %)

1(2,6  %)

2(5,3 %)
	-

1(5,0 %)

1(5,0 %)

	НЛФ (асинхронний розвиток залоз у стадії пізньої проліферації та початку ранньої секреції)
	8 (32,0 %)


	10 (26,3 %)
	-

	Гіперплазія ендометрія
	7(28,0 %)**
	6 (15,8 %)*
	2(10,0 %)

	Поліпи ендометрія
	5 (20,0 %)
	3(7,9 %)
	-

	Атрофія ендометрія
	3(12,0 %)
	1(2,6 %)
	          -




Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.
4. 2 Імуногістохімічні зміни ендометрія
Для визначення найбільш важливих молекулярно-генетичних маркерів ендометрія пацієнток із тромбофілією були проведені імуногістохімічні дослідження. Була визначена експресія естрогенових і прогестеронових рецепторів у тканині ендометрія.

 Було встановлено, що експресія ER  та ПR в ендометрії залежать від фази менструального циклу та наявності запалення.

У І групі відзначено збільшення індексу експресії ЕР (12,3±5,4%) у стромі (рис.4.5.) порівняно з аналогічними показниками в пацієнток ІІ групи (7,6±2,2%) і контрольної групи (8,2±2,6%; табл. 4.2.).

Експресія прогестеронових рецепторів в І і ІІ групах була істотно знижена в стромі, у той час, як у залозах вона мало відрізнялася від контрольної групи. 

При аналізі експресії ПР відзначено виражене пригнічення рецепторного апарата в стромальному компоненті в пацієнток І групи (рис.4.7.) − індекс експресії − (6,4 ± 3,7) і ІІ групі (10,5±6,8), порівняно з аналогічними даними контрольної групи (14,3±7,2), р <0,05 (рис. 4.8.).

Зазначалося й зниження цього показника в І групі в залозистому епітелії (9,5±3,6) порівняно з контрольною групою (12,8±6,8). Дані представлені в таблиці 4.2.
Таблиця 4.2. 
Характеристика експресії рецепторів ендометрія в обстежених пацієнтів  

	Показник
	I група,

n=25
	II група,

n=38
	Контрольна група, n=20

	Індекс

експресії

ЕР (%)
	Строма
	12,3±5,4*
	7,6±2,2
	8,2±2,6

	
	Залозистий епітелій
	9,6±4,9*
	5,6±3,2
	6,8±3,5

	Індекс

експресії

ПР (%)


	Строма
	6,4±3,70**
	10,5±6,8
	14,3±7,2

	
	Залозистий епітелій
	9,5±3,6*


	10,0±4,3


	12,8±6,8



	ЕР/ПР  
	Строма
	1,9  
	1,2  
	0,8

	
	Залозистий епітелій
	1,04  
	0,56  
	0,6


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.
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Рис.4.5. Виражена експресія α-ЕГ− рецепторів у залозистому шарі ендометрія (пацієнтка №52, зб. ×200).
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Рис.4.6. Слабка експресія α-ЕГ− рецепторів у циліндричному епітелії ендометрія (пацієнтка №38, зб. ×200).
                            [image: image19.jpg]



Рис. 4.7. Слабка експресія ПГ− рецепторів в стромі ендометрія 
(пацієнтка №57, зб. × 200).
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Рис.4.8. Виражена експресія ПГ− рецепторів в залозистом шарі ендометрія (пацієнтка №46, зб. ×200).
Загальною тенденцією в пацієнток першої групи з тромбофілією було те, що експресія стероїдних α-ЕГ− рецепторів у залозистому шарі та стромі ендометрія, була достовірно вище контрольної групи жінок. Однак, індекс ексресії α-ЕГ − рецепторів у стромі та залозистому шарі ендометрія в другій групі жінок, з вдалими спробами ЕКЗ і тромбофілією, достовірно не відрізнявся від такої в контролі.

При імуногістохімічному дослідженні оцінювали характер експресії в поверхневому та залозистому епітелії та стромі ендометрія найбільш діагностично цінних молекул, що беруть участь у процесі імплантації (LIF, VEGF-А і TGF-β1).

Експресія LIF у тканини ендометрія в контрольної групи пацієнток відзначалася в основному в епітелії та  меншою мірою − у стромі ендометрія (рис. 4. 9 і 4.10). У середньому відносна площа експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії в 5 разів перевищувала площу експресії LIF у стромі.

При оцінці експресії LIF в ендометрії жінок ІІ групи спостерігається високий ступінь експресії маркера як в стромі, так й епітелії (8,8±0,4, p<0,05; і 2,5±0,7 балів відповідно)  порівняно з І групою жінок. Тоді, як у зразках, отриманих у пацієнток І групи з безуспішними програмами ЕКЗ в анамнезі, експресія цього цитокіну варіювала від повної відсутності до високої, у середньому залишаючись достовірно нижче рівня групи контролю: 3,0±0,8 в епітелії (р <0,01) і 1,1±0,6 в стромі, р<0,05 (табл.4.3), що відображає порушення його імплантаційних властивостей. 
Таблиця 4.3
Експресія LIF у тканині ендометрія

	Локалізація  
	І група, n=25
	ІІ група, n=38
	Контрольна, n=20

	Епітелій (бали)
	3,0±0,8 **  
	8,8±0,4*
	10,2±0,8

	Строма (бали)  
	1,1 ±0,6 *  
	2,5±0,7
	2,1±1,0 


Примітка: достовірність відмінностей І і ІІ групах порівняно з контрольною групою * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001
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Рис. 4.9. Експресія LIF в епітеліальному шарі ендометрія (пацієнтка №29, імуногістохімія х400).
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Рис. 4.10. Слабка експресія LIF у стромі ендометрія в пацієнток (пацієнтка №41, імуногістохімія х400).
Експресія VEGF-А відзначалася тільки в стромальному компоненті тканини ендометрія та була відсутня в поверхневому й у залозистому епітелії (рис.4.11 і 4.12). Відносна площа експресії VEGF-А в стромі ендометрія достовірно не відрізнялася в жінок І та ІІ клінічних груп (р>0,05). 


[image: image23]
Рис.4.11. Виражена експресія VEGF-А в стромі ендометрія (пацієнтка №55, імуногістохімія х 400).
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Рис.4.12. Слабка експресія VEGF-А в стромі ендометрія (пацієнтка №40, імуногістохімія х 400).

При імуногістохімічному фарбуванні тканини ендометрія експресія TGF-β1 була виявлена, в основному, у поверхневому та залозистому епітелію ендометрія і меншою мірою − у стромі (рис. 4.13). Виявлена тенденція до збільшення відносної площі експресії TGF-β1 в поверхневому та залозистому епітелії (10,27±0,82 %) і стромі ендометрія (2,52±0,40 %) у жінок ІІ групи, з настанням вагітності по відношенню до показників, отриманих в І групі жінок, у яких вагітність в результаті ЕКЗ не настала (у поверхневому та залозистому епітелії − 8,66±0,67%). Однак, досліджувані показники не мали достовірних відмінностей у жінок досліджуваних груп (р>0,05).
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Рис. 4.13. Виражена експресія TGF-β1 (пацієнтка №58, імуногістохімія х400).
Внутрішньогрупових відмінностей у рівні експресії досліджуваних маркерів у різних структурах ендометрія серед основної та контрольної груп жінок  залежно від фактору відсутності тромбофілії (контрольна група) і відсутності настання вагітності (І група) виявлено не було (р> 0,05).

Був виявлений помірний позитивний кореляційний зв'язок між відносною площею експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії ендометрія (r=0,42, р<0,05), оптичною щільністю експресії VEGF-A в стромі ендометрія (r=0,36, р<0,05) і настанням вагітності. Більш виражена сполученість була відзначена щодо оптичної щільності експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії ендометрія (r=0,60, р<0,05) з настанням вагітності.

У 95% жінок вагітність наступила при попаданні відносної площі експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії ендометрія в інтервалі від 11,54 % до 14,22 %, оптичної щільності експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії ендометрія − від 0,227 у.о. до 0,263 у.о. і оптичної щільності експресії VEGF-A в стромі ендометрія − від 0,172 у.о. до 0,212 у.о. (довірчий інтервал 95 %).

При імуногістохімічному дослідженні ендометрія найбільш значимими факторами, що впливають на настання вагітності в результаті ЕКЗ, виявилися відносна площа та оптична щільність експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії і VEGF-A в стромі ендометрія (р<0,01). Однак найвища сполученість з настанням вагітності була відзначена щодо оптичної щільності експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії ендометрія (r=0,60, р<0,05).

Визначення факторів проліферативної активності ендометрія в пацієнток обстежуваних груп визначали за показниками експресії Кi67 і PCNA.

Показники експресії Кi67 і PCNA в жінок І групи достовірно перевершували (р<0,05; р<0,001) аналогічні показники в пацієнток контрольної групи як в стромі, так і в залозистому епітелії (табл.4.4).
Таблиця 4.4 

Характеристика проліферативних процесів в ендометрії в обстежених пацієнток до (% позитивно забарвлених ядер)

	% позитивно забарвлених ядер
	І група, n=25
	ІІ група, n=38
	Контрольна,

n=20

	
	Строма  
	Залозистий

епітелій
	Строма  
	Залозистий епітелій
	Строма  
	Залозистий

епітелій

	Ki 67
	7,5±3,8*


	6,5±2,4*


	3,9±1,5


	2,6±1,3*


	3,3±0,8
	0,8±0.4

	PCNA  
	7,2±4,1


	5,4±2,1


	4,6±1,3


	4,0±1,6


	4,1±1,1


	4,2±0,9




Примітка: * - p <0,05 - достовірні відмінності з групою контролю.

Нами зазначено підвищення проліферативної активності в ендометрії І групи пацієнток (табл. 4.4), у зв'язку з підвищенням експресії маркера клітин Ki-67, що є доказом посилення проліферації в стромі та залозистому шарі ендометрія.
 Результати імуногістохімічного дослідження ендометрія, що ми отримали, дозволили визначити, що для вираженості характеру та експресії в поверхневому та залозистому епітелії, а також у стромі ендометрія, найбільш діагностично цінними молекулами, які беруть участь у процесі імплантації, є LIF, VEGF-А і TGF-β1. Виявлено помірний позитивний кореляційний зв'язок між відносною площею експресії LIF в поверхневому та залозистому епітелії ендометрія, оптичною щільністю експресії VEGF-A в стромі ендометрія та настанням вагітності. Більш виражена сполученість була відзначена щодо оптичної щільності експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії ендометрія (r=0,60, р<0,05) з настанням вагітності, що необхідно враховувати при проведенні ДРТ.

У жінок з невдалими спробами ЕКЗ спостерігається значне збільшення індексу експресії ЕР і виражене пригнічення рецепторного апарату ПР у стромі ендометрія. При цьому відбувається стимуляція проліферативної активності ендометрія, особливо на тлі ХЕ, яка пов'язана з підвищенням експресії маркера клітин Ki-67, і є доказом посилення процесів апоптозу, особливо в поверхневих залозистих шарах.
Крім цього, підвищена експресія стероїдних α-ЕГ-рецепторів у залозистому шарі та стромі ендометрія, є фактором ризику для успішного проведення ЕКЗ.

Висновки
Узагальнюючи результати, які ми отримали, можна зробити висновок про те, що при плануванні протоколу ЕКЗ необхідне проведення імуногістохімічного дослідження ендометрія, оскільки ні гормональне, ні сонографічне, ні навіть гістологічне дослідження не дають повного уявлення про патологічні процеси, що відбуваються в ендометрії. Тільки комплексне обстеження жінок, перед проведенням протоколу ЕКЗ, з урахуванням всіх компонентів діагностичного процесу, дозволить визначити тактику подальшого ведення пацієнток.
Результати дослідження, що представлені в розділі 4, відображено в таких друкованих працях, рекомендованих МОН України: 
1 Щербина НА, Таравнех ДШ. Патогенетические факторы риска неудачных попыток экстракорпорального оплодотворения у женщин с тромбофилией. Міжнародний медичний журнал. 2016;22(2):35-8. (Проаналізовано стан ендометрія, як фактор ризику невдалих спроб ЕКЗ).

2. Щербина НА, Таравнех ДШ. Нарушения в эндометрии у женщин с неудачными попытками экстракорпорального оплодотворения на фоне тромбофилии. В: Запорожан ВМ, Вороненко ЮВ, головні редактори. Збірник наукових праць Асоціації акушерів-гінекологів України. Київ: ТОВ “Вид-во Юстон”; 2016. Вип. 2(38). Дод.: Проблемні питання акушерства, гінекології та репродуктології в сучасних умовах: матеріали XIV з’їзду акушерів-гінекологів України та науково-практичної конференції з міжнародною участю, 2016 верес. 22-23; Київ, Україна. с. 44-5. (Виявлені морфологічні та імуногістохімічни зміни в ендометрії в жінок з невдалими спробами ЕКЗ).

3. Щербина МО, Таравнех ДШ, Вєсіч ТЛ, винахідники; Харківський національний медичний університет, патентовласник. Спосіб підготовки ендометрія у жінок з тромбофілією та ендотеліальною дисфункцією у програмах екстракорпорального запліднення. Патент України № 110564. 2016 жовт. 10. (Запропонований спосіб підготовки ендометрія до імплантації в жінок із тромбофілією).

РОЗДІЛ 5

КОРЕКЦІЇЯ ПОРУШЕНЬ СТАНУ ЕНДОМЕТРІЯ ПРИ ТРОМБОФІЛІЇ В ПРОГРАМАХ ЕКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ЗАПЛІДНЕННЯ
5.1. Корекція порушень морфофункціонального стану ендометрія при тромбофілії в програмах екстракорпорального запліднення

Ураховуючи виявлені зміни в системі гемостазу, імунному, гормональному статусі жінок із тромбофілією, а також морфофункціонального та імуногістохімічного стану ендометрія при цій патології, нами розроблена методика обстеження та лікування даних пацієнток для підвищення ефективності програм ДРТ (рис.5.1).
	Пацієнтки з невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі та тромбофілією
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Пацієнтки із вдалими спробами ЕКЗ в анамнезі та тромбофілією
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	Додаткове обстеження на тромбофілію до та після лікування
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	Додаткова терапія гепариноїдами  



	Обов'язкове морфологічне дослідження та імуногістохімія ендометрія з визначенням стероїдної рецепції та факторів проліферації в період "вікна імплантації"


	Визначення структурних змін ендометрія, зниження експресії прогестеронових рецепторів, підвищення експресії ядерних факторів проліферації


	Замісна гормональна терапія, 

з наявністю натуральних естрогенів
	Гормональна терапія синтетичними гестаген- естрогенними препаратами


Рис.5. 1. Алгоритм вдосконаленого обстеження та лікування пацієнток із тромбофілією з метою підготовки ендометрія до ЕКЗ.

Перед проведенням ДРТ усім жінками необхідне проведення молекулярно-генетичного типування на носійство спадкових і набутих тромбофілій.

Жінкам І та ІІ груп із тромбофілією була проведена терапія гепариноїдами. Терапія гепариноїдами в пацієнток з невдачами ЕКЗ, що мають носійство генетичних тромбофілій, продовжена для підготовки ендометрія гормональними препаратами.

У зв’язку з порушенням у системі гемостазу пацієнткам І та ІІ груп протягом трьох місяців була проведена терапія препаратом з активною речовиною сулодексиду – натуральна суміш глюкозаміногліканів з антитромботичним та ангіопротекторнім ефектом, яка виготовлена зі слизової оболонки тонкого кишечнику великої рогатої худоби. Препарат вводився  по 2 мл внутрішньом'язово. Кожній пацієнтці протягом 2-х тижнів проводили 10 ін'єкцій. Потім, протягом 3 міс. пацієнти приймали всередину по 1 капсулі ( 2 рази на добу).  Пацієнткам із тромбофілією рекомендується призначати також препарати, що містять омега-3, а для профілактики та лікування гіпергомоцистеїнемії - фолієву кислоту по 5 мг 2 рази на добу.  Для підвищення імплантаційного потенціалу ендометрія в схему терапії були включені натуральні естрогени у вигляді етрадіола валерату. Пацієнткам І групи рекомендується призначення естрадіолу валерат протягом першої фази менструального циклу з 1 по 13 день. 

Для пригнічення надлишкової експресії естрогенових рецепторів препарати мікроінізованого прогестерону, починаючи з 14 дня циклу. Пацієнткам ІІ групи, у зв’язку з пригніченням як прогестеронових, так і естрогенових рецепторів, у якості гормональної терапії був обраний препарат, що містить не тільки гестаген норгестрел, але й естрадіолу валерат. При виявленні ознак хронічного ендометриту антибактеріальну терапію призначали з урахуванням чутливості флори до антибіотиків Крім антимікробної терапії, пацієнтки отримували неспецифічну імуностимулюючу терапію, препарати біфідобактерій і гепатопротектори. Контроль за ефективністю проведеної терапії здійснювався через 4 тижні після закінчення лікування. 

 При наявності ІПСШ антимікробну терапію пацієнтки отримували спільно зі своїм статевим партнером.

Показники системи гемостазу після проведеної терапії нормалізувалися й статистично не відрізнялися від параметрів групи контролю (табл.5.1).

Зниження активності прокоагуляційної системи супроводжувалося достовірним зростанням АТ III як в І, так і в ІІ групах, помічено достовірне поліпшення показників тромбоцитарно-судинних і коагуляційних ланок гемостазу.

ТЧ, діагностична цінність якого полягає у визначенні стану фібриногенезу, до лікування було значно підвищено в жінок І групи з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ  порівняно з контролем (р<0,01). Після проведеної терапії параметри ТЧ практично не відрізнялися від контрольної групи пацієнток. Фібринолітична ланка відповідала нормальним показникам системи гемостазу.


Таблиця 5.1

Динаміка показників гемостазу в пацієнток І і ІІ груп
після проведеної терапії

	Параметри гемостазу  
	І група, n=25
	ІІ група, n=38

	
	Початково
	Через 3 міс.
	Початково
	Через 3 міс.

	Судинно-тромбоцитарна ланка

	Тц, х109/л
	220,1±1,7**
	240,5±1,8
	233,4±1,3
	244,1±2,2

	Плазмено-коагуляційна ланка

	ТЧ, сек.
	19,9±1,1**
	15,2±1,1
	16,6 ±1,1
	14,3 ±2,6

	АЧТЧ, сек.
	26,9 ±1,7**
	39,9 ±2,3
	28,6 ±1,4** 
	41,5 ±2,5

	Фібриноген, г/л
	3,80±0,29
	3,33±0,52 
	3, 6±0,44
	3,42±0,52

	РФМК, мкг/мл
	33,3±1,9**
	31,9±1,4
	31,3±2,8
	30,9±1,5

	D-димер мг/л
	0,24±0,007
	0,20±0,002 
	0,26±0,005 
	0,21±0,001

	Протизгортаюча ланка

	Антитромбін III
	72,0±2,2**
	93,3±2,2
	78,1±2,0*
	94,46±2,5

	Фібринолітична ланка

	АП, %
	120,16±3,01**
	86,28±1,05  
	111,4±5,1
	84,2±1,5


Примітка: достовірність відмінностей між порівнюваними групами р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001.

Перед проведенням ЕКЗ нами запропонована необхідність проведення морфологічного та імуногістохімічного дослідження ендометрія з визначенням експресії естрогенових і прогестеронових рецепторів, факторів проліферації, а також гормонального фону, показників системи гемостазу, АФА, імунологічного статусу та цитокінів. Виходячи з нашого дослідження, у всіх пацієнток із тромбофілією було виявлено порушення імплантаційного потенціалу ендометрія, тому в схему терапії були призначені натуральні естрогени у вигляді етрадіола валерату. Пацієнтам І групи був призначений естрадіолу валерат протягом першої фази менструального циклу з 1 по 13 день. Пацієнткам ІІ групи, у зв’язку з пригніченням як прогестеронових, так і естрогенових рецепторів, у якості гормональної терапії був обраний препарат, що містить не тільки гестаген норгестрел, але й естрадіолу валерат. При виявленні ознак хронічного ендометриту антибактеріальну терапію призначали з урахуванням чутливості флори до антибіотиків Крім антимікробної терапії, пацієнтки отримували неспецифічну імуностимулюючу терапію, препарати біфідобактерій і гепатопротектори. Контроль за ефективністю проведеної терапії здійснювався через 4 тижні після закінчення лікування. 

 При наявності ІПСШ антимікробну терапію пацієнтки отримували спільно зі своїм статевим партнером.

Результати проведеного обстеження надано в таблиці 5.2.

Після проведеного курсу антимікробної терапії частіше виявлено наявність Ureaplasma urealуticum і Candida albicans. Через 4 тижні після закінчення курсу лікування, у 2 пацієнток Ігрупи виявлено збудників ІПСШ, їм повторно була призначена антимікробна терапія. Пацієнтки І і ІІ групи, у яких після проведеного лікування виявлено C. albicans і Herpes simplex virus 1 протягом 2-х місяців отримували курси лікування препаратами, що містять антимікотики та противогерпетичну терапію.
Таблиця 5.2
Структура мікробного пейзажу цервікального каналу в пацієнток після закінчення лікування

	Вид збудника
	І група,

n=25
	ІІ група,

n=38
	Контрольна група, n=20

	Ureaplasma  urealyticum  >10  4  КОЕ/ мл
	2 (8,0%)
	-
	-

	Mycoplasma genitalium >10, 4  КОЕ/ мл
	1 (4,0%)
	-
	-

	Candida albicans > 10  4,   КОЕ/ мл
	2 (8,0%)
	1 (2,6%)
	-

	Staphylococcus spp. > 10 4, КОЕ/ мл
	-
	-
	-

	Streptococcus spp.> 10  4  КОЕ/ мл
	-
	-
	-

	Chlamydya trachomatis  
	-
	-
	-

	Trichomonas vaginalis  
	-
	-
	-

	Cytomegalovirus
	-
	-
	-

	Herpes simplex virus
	1 (4,0%)
	2 (5,3%)
	1 (5%)


Примітка: достовірних відмінностей між порівнюваними групами немає, р>0,5.

Після проведення повторного курсу антимікробної терапії збудників виявлено не було.
5.2. Стан ендометрія в пацієнток із тромбофілією після проведеної комплексної терапії

При оцінці змін ендометрія, за даними УЗД, на тлі лікування виявлено збільшення товщини ендометрія  порівняно з вихідними значеннями в І групі з 8,3±1,2 мм до 10,6±2,1 мм, а в ІІ – 10,7±2,1 мм до 13,5±2,9мм (р<0,05, р<0,01).

На тлі терапії позитивні ехографічні зміни відзначені у 22 (88,0%) пацієнтів І групи і в 33 (86,8%) у ІІ групі. В обох групах виявлено зниження частоти неоднорідної структури ендометрія, розширення порожнини матки, наявність у порожнині матки газу або вільної рідини. У процесі проведеного лікування знизилися, порівняно з вихідними даними, середні значення величин індексів кривих швидкостей кровотока на всіх рівнях судинної системи матки в переважної більшості жінок І групи, що свідчило про відновлення кровотока в матці (табл. 5.3).
Таблиця 5.3.

Показники гемодинаміки судин матки в пацієнток основної групи до і після лікування
	Артерії
	  S/D до

терапії
	S/D після

терапії
	IR до

терапії
	IR після

терапії
	PI до

терапії
	PI після

терапії

	Маточні
	6,82±1,12
	4,33±0,8*
	0,92±0,09
	0,82±0,06*
	2,9±0,2


	2,2±0,3*

	Аркуатні
	5,4±1,4 
	3,1±0,7**
	0,84±0,07
	0,74±0,05*
	2,0±0,2


	1,9±0,2

	Радіальні
	3,6±1,09 
	2,5±0,7*
	 0,77±0,06 *  
	0,65±0,04
	1,5±0,5 


	1,45±0,6


Примітка: * - р <0,05; ** - р <0,01 достовірність показників, статистично значуща в динаміці терапії

При допплерометрії судин матки з КДК на тлі терапії в І групі відзначені такі зміни перфузії матки: S/D знизився на тлі лікування на 36,5% на рівні маткових артерій (з 6,82±1,12 до 4,33±0,8), р<0,05; на 42,6% в аркуатних артеріях (з 5,4±1,4 до 3,1±0,7), р<0,01 і на 30,5% у радіальних артеріях (з 3,6±1,09 до 2,5±0,7), р<0,05. PI знизився в маткових артеріях на 24% (з 2,9±0,2 до 2,2±0,3) р<0,05; в аркуатних на 5% (з 2,0±0,2 до 1,9±0,2) і в радіальних на 3% (з 1,5±0,5 до 1,45±0,6).

  IR зменшився в маткових артеріях на 10,9% (з 0,92±0,09 до 0,82±0,06), р<0,05; в аркуатних на 11,9% (з 0,84±0,07 до 0,74±0,05), р<0,05 і в радіальних артеріях на 15,6% (з 0,77±0,06 до 0,65±0,04), р<0,05. Зміни всіх індексів носили односпрямований характер у бік зниження та були достовірні (р<0,05, р<0,01) порівняно з вихідними значеннями. S/D знизився в маткових артеріях на 5,4% (з 3,13±0,8 до 2,96±0,4), р<0,05; в аркуатних на 23,6% (з 3,05±0,9 до 2,33±0,3) і в радіальних на 3,6% (з 2,5±0,8 до 2,41±0,3 ).

Відзначено зниження PI в маткових артеріях на 9% (з 2, ±0,24 до 2,2±0,3), IR на 18,2% (з 0,88±0,04 до 0,72±0,03) р<0,05; в аркуатних PI зменшився від вихідного рівня на 4% (з 1,96±0,3 до 1,88±0,6), р<0,01, IR на 11,4% (з 0,79±0,05 до 0,70±0,03) р<0,05; у радіальних PI знизився з 1,8±0,02 до 1,42±0,04 (на 21%) (р<0,01), IR на 6,8% (з 0,73±0,04 до 0,98±0,02) р<0,01.

Проведене дослідження показало, що УЗД сканування та допплерометрія судин матки може бути використані як додатковий метод з метою діагностики вихідних гемодинамічних порушень та оцінки ефективності терапії. Допплерометрія кровотока судин матки не тільки дозволяє отримати характеристику кровотока, але й дає можливість отримати критерії готовності ендометрія до імплантації.

Динамічне спостереження за морфологічним станом ендометрія дозволило виявити низку достовірних відмінностей між пацієнтками обстежуваних груп, якого не було на час початку дослідження. Через 6 місяців комплексної терапії в основній групі відзначено достовірне (р<0,01) зниження кількості запальних елементів: зниження на 86% (з 15 до 2-х пацієнтів) вогнищевих інфільтратів лімфоїдних клітин (р<0,01), на 90% − дифузних інфільтратів (10 до 1 людини), р<0,01 і повна відсутність детекції плазматичних клітин (табл. 5.4). 
Склеротичні зміни стінок спіральних артерій після терапії відзначені лише в 3 пацієнток І групи − відбулося виражене зменшення пацієнток з такою патологією на 82,6% (р<0,001). Діагноз НЛФ виставлений після лікування лише в 1 пацієнтки (зниження на 87,5%), р <0,05.

У ІІ групі запальних елементів після проведення комплексної терапії не виявлено. Склеротичні зміни в стінках артерій відзначені лише в однієї пацієнтки (зменшення ознаки на 87,5% (р<0,05). Асинхронний розвиток залоз (НЛФ) помічений також лише в 1 пацієнтки (зменшився на 90%), р<0,01. Гіперплазії ендометрія, поліпів та атрофії ендометрія в І і ІІ групах після терапії виявлено не було.
 У рецепторному апараті пацієнток обстежуваних груп також відбулися виражені зміни. Індекс експресії ЕР в І групі зменшився в стромі з 12,3±5,4 до 10,1±3,2 − на 17,8%, у ІІ  групі − з 7,6±2,2 до 7,2±2,1 − на 5,2% (табл. 5.5).

У залозах виявлені менш виражені зміни. У І групі індекс експресії ЕР знизився з 9,6±4,9 до 9,1±4,2 (на 5,2%). У ІІ групі − на 1,78% (з 5,6±3,2 до 5,5±3,2).

Таблиця 5.4

Морфологічне дослідження ендометрія в пацієнток основної групи на тлі проведеної терапії
	Параметри дослідження  
	І група, n=25
	ІІ група, n=38

	
	До лікування
	Через 6 міс. після лікування
	До лікування
	Через 6 міс. після лікування

	Запальні зміни:

- інфільтрати лімфоїдних клітин
	15

(60,0 %)
	2*

(8,0 %)
	2

(5,3 %)
	-

-

	інфільтрати

лімфоїдних клітин дифузні
	10

(40,0  %)
	1**

(4,0 %)
	1

(2,6 %)
	-

-

	- наявність у стромі плазматичних клітин
	8

(32,0%)

	-
	2

(5,3 %)

	-

	Склеротичні зміни спіральних артерій
	21

(84,0 %)

	3***

(12,0 %)
	8**

(21,0 %)
	1

(2,6 %)


	НЛФ
	8

(32,0 %)
	1**

(4,0 %)
	10***

(26,3 %)
	1

(2,6 %)

	Гіперплазія ендометрія 
	7

(28,0 %)
	-

-
	6

(15,8 %)
	-

-

	Поліпи ендометрія  
	5

(20,0 %)
	-

-
	3

(7,9 %)
	-

-

	Атрофія ендометрія  
	3

(12,0  %)
	-

-
	1

(2,6 %)
	-

-


Примітка: * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001 достовірність показників, статистично значуща в динаміці терапії

Індекс ПР більш значно також збільшився в стромі. У І групі − на 42,6% (з 6,4±3,7 до 11,2±5,4). У ІІ групі − на 22% (з 10,5±5,8 до 13,5±7,1) і практично досяг рівня контрольної групи. У залозах в І групі збільшення відбулося на 7,7% від вихідного рівня прогестеронового індексу (з 9,5±3,6 до 10,3±4,3), а у ІІ групі − на 5,6% (з 10,0±4,3 до 10,6±4,6).

Індекс співвідношення ЕР до ПР зменшився в стромі з 1,9 до 1,2 − на 36,8% і на 3,8% (з 1,04 до 1,0) у залозах у І групі. У ІІ групі – у стромі зменшився на 38,7% (з 1,8 до 1,1) і в залозистому епітелії не змінився.

Проліферативна активність в І групі змінилася. Ki 67 в стромі зменшилася на 49,3% (з 7,5±3,8 до 3,8±1,1) і на 64,6% в залозистому епітелії (з 6,5±2,4 до 2,3±1,1), р<0,01 (табл.5.6).

PCNA знизився в стромі на 56,9% (з 7,2±4,1 до 3,1±1,2). У ІІ групі фактор проліферації Ki 67 в стромі зменшився на 20,5% (з 3,9±1,5 до 3,1±1,2), а в залозах на 3,8% (з 2,6±1,3 до 2,5±1,1). 

PCNA знизився незначно: у стромі на 13% (з 4,6±1,3 до 4,0±1,1), а в залозах відбулося збільшення на 11,1% (з 4,0±1,1 до 4,5±1,2), (табл. 5.7.).
Таблиця 5.5.

Стан рецепторного апарата ендометрія на тлі
 проведеної комплексної терапії
	Показник
	І група, n=25
	ІІ група, n=38
	Контрольна група,n=20

	
	До лікування
	Через 6 міс. після лікування
	До лікування
	Через 6 міс. після лікування
	

	Індекс

ЕР(%)


	Строма


	12,3±5,4
	10,1±3,2
	7,6±2,2
	7,2±2,1
	8,2±2,6

	
	Залозистий

епітелій 
	9,6±4,9
	9,1 ±4,2


	5,6±3,2
	5,5 ±3,2


	6,8±3,5



	Індекс

ПР(%)
	Строма
	6,4±3,70
	11,2 ±5,4**
	10,5±5,8
	13,5±7,1*
	14,3±7,2

	
	Залозистий

епітелій
	9,5±3,6
	10,3±4,3
	10,0±4,3
	10,6 ±4,4
	12,8±6,8

	ЕР/ПР  
	Строма
	1,9
	1,2
	1,8
	1,1
	0,8

	
	Залозистий

епітелій
	1,04
	1,0
	0,56
	0,56
	0,6


Примітка: * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001 достовірність показників, статистично значуща в динаміці терапії
Таблиця 5.6.

Характеристика проліферативних процесів в ендометрії в пацієнток І групи на тлі проведеної терапії (% позитивно забарвлених ядер)

	Показник
	І група, n=25

	
	До лікування %
	Після лікування %

	
	Строма
	Залозистий

епітелій
	Строма
	Залозистий

епітелій

	Кi 67
	7,5±3,8
	6,5±2,4
	3,8±1,1**
	2,3±1,1***

	PCNA
	7,2±4,1  
	5,4±2,1*  
	3,1±1,2
	4,2±1,8*


Примітка: * - р <0,05; ** - р <0,01; *** - р <0,001 достовірність показників, статистично значуща в динаміці терапії

Імуногістохімічне дослідження, що проведене повторно, характеризувалося зниженням інтенсивності процесів проліферації. В обох групах відзначено зниження експресії ядерного білка Ki67, PCNA.

Таблиця 5.7.

Характеристика проліферативних процесів в ендометрії в

пацієнток ІІ групи на тлі проведеної терапії (% позитивно забарвлених ядер)
	Показник
	ІІ група, n=38

	
	До лікування   %
	Після лікування %

	
	Строма  
	Залозистий

епітелій 
	Строма  
	Залозистий

епітелій 

	Кi 67
	3,9±1,5  
	2,6±1,3 * 
	3,1±1,2
	2,5±1,1

	PCNA
	4,6±1,3  
	4,0±1,6  *
	4,0±1,1
	4,5±1,2*


Примітка: * - р <0,05 - достовірність показників, статистично значуща в динаміці терапії

Після курсу проведеної терапії вагітність у результаті ЕКЗ настала у 18 (72,0%) пацієнток І групи. Вагітність у результаті ЕКЗ в ІІ групі настала в 38 пацієнток (100,0%).

Висновки
Оскільки дослідження системи гемостазу не завжди виявляє ризики, що визначають порушення імплантації, пов'язані з наявністю тромбофілії, запропоновано перед проведенням ЕКЗ та ПЕ, незалежно від чинника безпліддя, у пацієнток із цією патологією проводити молекулярно-генетичне типування на носійство спадкової та набутої тромбофілії.

Результати дослідження, які надано в розділі 5, відображено в таких друкованих працях, рекомендованих МОН України: 

1. Щербина НА, Таравнех ДШ. Патогенетическое обоснование тактики ведения женщин, больных тромбофилией, в программах вспомогательных репродуктивных технологий. Південноукраїнський медичний науковий журнал. 2015;(10):89-92. (Здійснено патогенетичне обґрунтування тактики ведення жінок, що хворі на тромбофілію).
2. Таравнех ДШ. Тромбофилические состояния и результативность программ вспомагательных репродуктивних технологий. В: Дитина у кожну родину: збірник тез тематичної науково-практичної конференції молодих вчених та студентів; 2012 груд. 7; Харків, Україна. Харків: ХНМУ; 2012. с. 32-3. (Проаналізовано ефективність програм ЕКЗ після проведеної відповідної терапії)

3. Таравнех ДШ. Обгрунтування тактики підготовки жінок з тромбофіліями до програм ДРТ. В: Пріоритети сучасної медицини: теорія і практика: матеріали міжнародної науково-практичної конференції; 2015 лют. 6-7; Одеса, Україна. Одеса: Міжнародний гуманітарний університет; 2015. с. 96-8.

(Обгрунтована тактика підготовки жінок із тромбофіліями до програм ДРТ).

ОБГОВОРЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Проблема підвищення ефективності ЕКЗ є однією з найбільш актуальних проблем у сучасній репродуктології. Роль патології ендометрія в патогенезі безпліддя безсумнівна. Адже саме адекватний морфофункціональний стан ендометрія є одним з основних факторів, що забезпечує успішну імплантацію заплідненої яйцеклітини та розвиток ембріона [15]. Прогестерон відіграє важливу роль у підготовці слизової оболонки матки до імплантації. Він бере участь у процесах регулювання міграції та інвазії трофобласту, блокує проліферативний ефект естрогенів, індукує гени, що дозволяють ембріону прикріпитися до ендометрія, а також діє як негативний регулятор інвазії трофобласту [36]. При тромбофілії спостерігається зміна структури та функції ендометрія, що супроводжуються недостатністю быологічних ефектів статевих гормонів в ендометрії  при нормальних показниках рівня прогестерону та естрадіолу сироватки крові [97]. Можливо, значне зниження чутливості рецепторного апарата ендометрія відбувається внаслідок введення великих доз препаратів, що застосовуються для контрольованої стимуляції яєчників, у поєднанні в жінок з материнськими тромбофіліями при проведенні ЕКЗ [118].

Рецептивність ендометрія − це комплекс структурно-функціональних характеристик ендометрія із чіткими часовими та просторовими проміжками, що визначає здатність ендометрія до імплантації. Саме стан максимальної рецептивності ендометрія, його сприйнятливості до молекулярних сигналів, що надходять з боку ембріона, дозволяє досягти успішної імплантації.

За даними літератури, першим етапом, що є необхідним для здійснення імплантації, є апозиція, тобто встановлення «діалогу» між ембріоном та ендометрієм. Цей діалог є основою для синхронізації процесу дозрівання ендометрія та розвитку ембріона й опосередковується паракринними регуляторами: простагландинами, факторами росту, молекулами адгезії, компонентами міжклітинної речовини. Другим етапом в імплантації є адгезія бластоцисти, в основі якої лежить формування тісних функціональних взаємовідносин між мембранами клітин трофобласта та епітелію, що покриває порожнину матки в місці передбачуваного проникнення ембріона. Третій етап полягає в інвазії трофобласта між епітеліальними клітинами та його проростанні в строму базального шару. Інвазія строми призводить до децидуальної трансформації клітинного компонента.

Ендометрій є гормонально-залежною тканиною, що складається з двох шарів: базального та функціонального. Функціональний шар є високочутливим і сприйнятливим до впливу естрогенів, прогестерону та андрогенів. Ендометрій у природному циклі зазнає низку циклічних морфологічних і біологічних змін, необхідних для «відкриття» імплантаційного вікна та формування рецептивного ендометрія, що забезпечує процес імплантації.

З часу появи імунологічної теорії імплантації [53] роль цитокінів, факторів росту, молекул адгезії та ін. у центрі уваги багатьох дослідників [36, 66, 72, 94,145, 268].

Що ж до сучасних уявлень про процес імплантації на її ранніх етапах, між ембріоном та ендометрієм відбуваються різні молекулярні взаємодії, які регулюються численними паракринними факторами: цитокінами, хемокінами, факторами росту, простагландинами, молекулами адгезії і їх рецепторами, що визначають процеси диференціювання, адгезії та інвазії трофобласта.

У зв'язку із цим в останні роки увагу дослідників було спрямовано на вивчення впливу на процес імплантації лейкемія інгібуючого фактора (LIF), судинного ендотеліального фактора росту (VEGF), трансформуючого фактора росту бета 1 (TGF-β1). Експресія цих молекул клітинами ендометрія найбільш виражена в період передбачуваного «вікна імплантації» [35, 72, 205, 299], що відображає їх значну роль у регуляції процесу імплантації ембріона як в фізіологічних умовах, так і в циклах ЕКЗ.

Найбільшого поширення набув імуногістохімічний (ІГХ) метод вивчення експресії молекулярних факторів, однак він пов'язаний з інвазивною процедурою − біопсією ендометрія, що обмежує його застосування в циклах ЕКЗ [185]. Із цієї причини триває інтенсивний пошук можливостей неінвазивної оцінки рецептивності ендометрія безпосередньо в циклі стимуляції суперовуляції.

Ураховуючи значимість адекватного кровообігу у функціонуванні будь-якої тканини організму, серед неінвазивних методів оцінки рецептивності ендометрія в останні роки широко застосовується допплерометрична характеристика кровотока в судинах матки [49, 200, 203, 282]. Однак, на сьогоднішній день не вироблені чіткі нормативи допплерометричних показників кровотока в судинах матки, що визначають рецептивність ендометрія в циклах ЕКЗ, а також не визначено оптимальний час для проведення цього дослідження.

Таким чином, розробка достовірних неінвазивних методів оцінки рецептивності ендометрія заслуговує на особливу увагу, зважаючи на доступність застосування безпосередньо в протоколах ЕКЗ та можливості прогнозувати час оптимальної готовності ендометрія до імплантації.

Метою цього дослідження було підвищення ефективності лікування безпліддя у жінок із тромбофілією в програмах екстракорпорального запліднення шляхом розробки патогенетично обгрунтованих підходів до підготовки ендометрія.   Проводили визначення стану гемодинамічних і молекулярних факторів рецептивності ендометрія в якості предикторів настання вагітності в програмах екстракорпорального запліднення в пацієнток із тромбофілією.

Нами були обстежені 83 пацієнтки, з яких: 63 жінки з тромбофілією, що становили основну групу спостереження, яким були проведені програми ЕКЗ. Основна група була розподілена на 2, з них: 25 жінок − з невдачами ЕКЗ (одна і більш невдалих спроб ЕКЗ, кількість спроб становила від 1 до 9) (I група) і 38 жінок із вагітністю, яка настала після програми ЕКЗ (II група). До контрольної, III групи, увійшли 20 здорових жінок, які госпіталізовані для штучного переривання вагітності в терміни до 18 днів гестації та в яких вагітність наступила природним шляхом. У всіх пацієнток основної групи були проведені дослідження на підтвердження наявності антифосфоліпідного синдрому та спадкового поліморфізму генів схильності до тромбофілії.

Наявність генетичних форм тромбофілії, особливо їх поєднання з антифосфоліпідним синдромом, односпрямованість дії різних форм тромбофілії може бути причиною клінічно недіагностованих ранніх преембріонічних втрат.

Переважна більшість жінок перебували у віці від 26 до 35 років. Початок статевого життя обстежених пацієнток було в межах від 16 до 27 років. Структура перенесених гінекологічних захворювань підтверджує, що розвитку безпліддя часто передували запальні захворювання жіночих статевих органів, зокрема придатків матки, що приводять до функціональних порушень у гіпоталамо-гіпофізарно-яєчниковій системі.

В обстежених хворих спостерігалися фонові захворювання на шийці матки (ерозії, ендоцервіцити, наботієві кісти) і кольпіти, що, можливо, призводило до погіршення якості цервікального слизу та ускладнювало процес ЕКЗ.

У пацієнток з невдачами ЕКЗ або вагітністю, що наступила після ЕКЗ, спостерігалося трубне безпліддя, яке пов'язане з відсутністю обох маткових труб, трубно-перитонеальне безпліддя, що не піддається консервативному або хірургічному лікуванню, одночасно ендокринне безпліддя з неможливістю досягнення вагітності протягом 12 місяців гормонотерапії, безпліддя, обумовлене ендометріозом при невдалому його лікуванні протягом 2 років, безпліддя неясного генезу, яке встановлене після використання всіх сучасних методів лікування, включаючи лапароскопію.

З перенесених екстрагенітальних захворювань найбільш часто зустрічалися: гострі респіраторні вірусні інфекції в 61 (96,8 %), дитячі інфекції у 52 (82,5 %), бронхіт − 16 (25,4 %) . Дослідження інфекційного профілю включало мікроскопію мазка з піхви та цервікального каналу на мікрофлору, а також ПЛР-діагностику Ureaplasma urealiticum, Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis та ін.

Відомо, що система гемостазу є збалансованим процесом механізмів коагуляції та фібринолізу, і на будь-якому з етапів, що включають каскад гемокоагуляційних реакцій, можливі зриви та прояви дезадаптації системи згортання та протизгортаючих механізмів. Важливу роль у формуванні стану тромботичної готовності в них має надлишкова генерація тромбіну [83].

Пацієнткам основної групи було проведено обстеження системи гемостазу, яке включало визначення загального коагуляційного потенціалу, показники первинного гемостазу, фібринолітичної системи, стану внутрішньосудинної гемокоагуляції та антиплазмінового потенціалу крові. Крім цього, визначали циркуляцію АФА, ВА, антитіл до кардіоліпіну, β2- GPI, анексину V і протромбіну.

У пацієнток із тромбофілією спостерігалися виражені зміни в системі гемостазу, що, відповідно, впливає на циркуляцію крові в ендометрії та призводить до зміни його структури й функції. Кількість тромбоцитів крові в І і ІІ групах була достовірно знижена,  порівняно з контролем (242,3х109/л±2,1) і становила 220,1±1,7х109/л (р<0,01) і 233,4±1,3х109/л (р<0,05).

ЧРП, що характеризує внутрішній шлях згортання крові, в І групі спостереження мав тенденцію до незначного зниження 89,2±3,1 сек. (р<0,05), а в другій − практично не відрізнявся від показників контрольної групи 93,3±3,0 сек. (р>0,05). ТЧ, діагностична цінність якого полягає у визначенні стану фібриногенезу, був значно підвищений у жінок І групи, з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ  порівняно з контролем (р<0,01). У другій групі спостереження в пацієнток з  вагітністю. що настала після ЕКЗ, ТЧ практично не відрізнявся від контролю.

У І групі спостережень АЧТЧ був значно коротше: 26,9±1,7 сек (р<0,01),  порівняно з групою контролю (42,1±2,1 сек.), що свідчило про збільшення потенціалу гемокоагуляції при тромбофілії. У ІІ групі жінок із тромбофілією та вагітність, яка настала після ЕКЗ, АЧТЧ був нижче групи контролю, але вище, порівняно з пацієнтками І групи – 28,6±1,4 сек (р<0,05).

При дослідженні головного компонента протизгортаючої системи АТ-III − відзначали зниження його активності в основній групі пацієнток, у І групі − 72,0±2,2% (р<0,01) і в другій − 78,1±2,0% (р<0,05),  порівняно з контрольною групою жінок − 82,6+2,1%.
 Дослідження, які проведено, показали, що пацієнтки з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі мають підвищений загальний коагуляційний потенціал. Уміст у плазмі крові РКФМ у 3,8 разів більше  порівняно з контрольною групою. Концентрація ПДФФ при цьому збільшувалася в основній групі у 8 разів порівняно з нормальними показниками. Результати, що отримали, свідчать про високий рівень тромбінемії та внутрішньосудинної активації згортання крові при тромбофілії з реалізацією розвитку субклінічної форми хронічного ДВЗ крові, і, можливо, як одну з причин невдалих спроб ЕКЗ.

При тромбофілії в пацієнток підвищується ризик розвитку підвищеного внутрішньосудинного згортання крові з утворенням у ній безлічі мікрозгустків фібрину та агрегатів клітин крові (тромбоцитів, еритроцитів), які блокують мікроциркуляцію в органах і тканинах, у тому числі в матці та ендометрії [114]. Функціонально-дистрофічні зміни супроводжуються активацією та виснаженням плазмових ферментних систем (згортаючої, фібринолітичної, калікреїн-кінінової) і тромбоцитарного гемостазу [95]. Усі ці процеси мають велике значення для з'ясування основних показників системи гемостазу при проведенні ДРТ, з метою визначення патологічних маркерів, оскільки відсутність чітких уявлень про патофізіологічні процеси, що відбуваються в пацієнток із тромбофілією, призводять до неадекватної терапії та невдалих спроб ДРТ [116].

Результати дослідження показали, що в жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі відбувається патологічна активація системи гемостазу, яка відіграє істотну роль у патогенезі невдалих спроб ЕКЗ. При цьому при тромбофілії розвивається субклінічна форма хронічного ДВЗ крові, головною ланкою в розвитку якого є активація тромбоцитарно-судинного гемостазу з подальшим залученням до процесу коагуляційного потенціалу, обумовленого зниженням показників протизгортаючої системи крові.
Нами також визначався титр АФА і їх ко−факторів (антитіла до β2-глікопротеїну I (β2-GPI) IgG/IgM, антитіла до анексину V IgG/IgM і антитіла до протромбіну IgG/IgM).

Підвищений рівень АФА в І групі жінок з невдачами ЕКЗ в анамнезі − був діагностований у 40,0 % пацієнток. При цьому циркуляція антитіл до кардіоліпіну була виявлена лише в 10,0% жінок з невдачами ЕКЗ і у 2 жінок у групі з вагітністю, що настала після ЕКЗ. 

Привертає увагу високий відсоток антитіл до β2-GPI − 45,0% і до анексину V − 35,0%. У той же час у групі жінок з вагітністю, що настала після ЕКЗ, також були виявлені антитіла до фосфоліпідів (17,9%), до кардіоліпіну (7,1%), циркуляція ВА (7,5%), антитіл до β2-GPI −14,2% і до анексину V − 10,7%. При цьому спостерігалися більш низькі титри АФА  порівняно з I групою − 17,9%.

Наявність генетичних форм тромбофілії, особливо їх поєднання з антифосфоліпідним синдромом, односпрямованість дії різних форм тромбофілії може бути причиною клінічно недіагностованих ранніх преембріонічних втрат.

При аналізі структури тромбофілії - комбіновані форми тромбофілії (генетичні та набуті ), АФА форми були виявлені в 35,0%. Генетичні форми тромбофілії та гіпергомоцистеїнемія − у 25,0%.

Дослідження, що проведене, підтверджує зв'язок між невдалими спробами ЕКЗ і генетичними та набутими формами тромбофілії. Дія тромбофілії, генетично обумовленої  в жінок з АФС, представляються як дефект імплантації плодового яйця, недостатня глибина інвазії трофобласта, неповноцінна плацентація і, як наслідок − ендотеліопатія.

У дослідженнях [7] показано, що невдалі спроби ЕКЗ в анамнезі значно превалюють серед пацієнток із тромбофілією. При цьому, спадкові тромбофілії посідали основну частину серед виявлених тромбофілій – 75,3% і в 46,9% випадків – у поєднаній формі .

Це підтверджує ствердження Американського Товариства Репродуктивної Медицини (ASRM), заснованорго на рекомендації спеціального комітету (2008), що набута тромбофілія (антифосфаліпідні антитіла) не впливаює на успіх процедури ЕКЗ, однак, при цьому частота спадкової тромбофілії може впливати при невдачах в ЕКЗ, що повторилися [163].

Узаємозв'язок між тромбофілічними станами та невдалими результатами ДРТ (незалежно від кількості та якості ооцитів й ембріонів) активно обговорюється в науковій літературі, але механізми впливу тромбофілії на імплантацію та результати ДРТ досі не описані. Найбільш вивчений вплив на імплантацію поліморфізму гена інгібітору плазміногену, що приводить до зміни білка PAI-1 і взаємозв'язок гіпергомоцистинемії та поліморфізму MTHFR C677T.
У роботах деяких дослідників показано, що при високому рівні гомоцистину у фолікулярній рідині зазначалася більш низька якість ооцитів й ембріонів у програмі ЕКЗ [198]. Високий рівень гомоцестиїну плазми пов'язують зі зменшенням діаметрів судин у ворсинках хоріону та невиношуванням вагітності [156]. Дефіцит фолатів пов'язують зі збільшенням продукції запальних цитокінів, посиленням реакції оксидативного стресу та апоптозу і, як наслідок, зміна рецептивності ендометрія [117].

З метою визначення патологічних маркерів, що призводять до невдалих спроб ЕКЗ, нами проведено вивчення основних показників імунологічної системи в пацієнток, що спостерігалися.

Абсолютна кількість лімфоцитів при невдалих спробах ЕКЗ (І група)  порівняно з контрольною групою пацієнток була трохи підвищена, а при вдалих спробах ЕКЗ (ІІ група) − знижена. У І групі пацієнток відзначалося підвищення активності Т-системи імунітету, переважно за рахунок абсолютного вмісту СD4 + (0,64±0,01 ) .

При оцінці субпопуляційного складу Т-клітин привертало на себе увагу зниження концентрації клітин Т-супресорного ряду СD8 +, як при ЕКЗ- (0,25±0,07), так і при ЕКЗ+ (0,20±0,03), порівняно з контрольною групою (0,47±0,02 − у контролі, р<0,05).

Активність природних кілерів (СВ16 +) була достовірно знижена як в I, так і в II групі (р<0,05) порівняно з фізіологічною вагітністю. Можна припустити, що при проведенні ЕКЗ під впливом гормональної стимуляції суперовуляції мав місце викид у периферичну кров незрілих, функціонально неповноцінних природних кілерів.

Нами встановлено, що в І групі пацієнток із тромбофілією, яким проводилася стимуляція суперовуляції, є зміни клітинного імунітету: збільшення абсолютної та відносної кількості лімфоцитів, популяції Т-клітин (CD3 +), виражене зниження концентрації Т-супресорів (CD8 +), зниження природних кілерів (CD16 +), а також В-клітин (CD22 +), збільшення ІРІ. У ІІ групі, при позитивних результатах ЕКЗ +, відзначено істотне пригнічення активності факторів імунітету, що виражалося в зниженні Т-клітин (CD3 +), значне зниження концентрації Т-супресорів (CD8 +), підвищення концентрації природних кілерів (CD16 +) і В-клітин (CD22 +).

Дослідження, які проведено, показали, що механізм імунних узаємодій при стимуляції суперовуляції в жінок із тромбофілією, при позитивних або негативних результатах ЕКЗ, досить складний і має свої особливості, які можливо, впливають на результати ДРТ. Дані, що ми отримали, підтверджуються результатами дослідження іншими авторами [22, 85, 193].

Нами вивчено вміст інтерлейкінів ІL-1α, ІL-1β, ІL-8 і фактора некрозу пухлини (TNFα,) в обстежених пацієнток. У жінок I групи спостерігалося достовірне підвищення концентрації всіх цитокінів, порівняно з контрольною групою: ІL-1α в периферичній крові в 7,8 разів, TNFα в 70 разів, ІL-8 в 1,6 рази, а показник прозапальних інтерлейкіну ІL-1β в 1,4 рази, порівняно з контрольною групою. У пацієнток ІІ групи показники досліджуваних цитокінів були теж збільшені,  порівняно з контрольною групою, але за абсолютними величинами значно менше, ніж у І групі. 

Високий рівень IL-1α і TNFα в периферичній крові основної групи пацієнток, яким проводилася стимуляція суперовуляції під час програми ЕКЗ, відображає ступінь підвищеного антигенного завантаження при тромбофілії.

На підставі отриманих результатів дослідження цитокінів можна припустити, що негативний результат проведення ЕКЗ полягає в підвищеній імунореактивності та значному підвищення вмісту ІL-1α, ІL-8 і TNFα в крові в жінок із тромбофілією. Однак тип імунної реакції може бути різним, більш того, від нього безпосередньо залежить результат програми ЕКЗ. При тромбофілії формується імунна відповідь у вигляді накопичення патологічних концентрацій імунних комплексів, які здатні виконувати роль первинних токсинів і приводити до розвитку системної запальної відповіді, що, напевно, призводить до невдалих спроб ЕКЗ.

Для виключення варіантів ендокринного безпліддя в І групі жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі, нами було проведено дослідження статевих гормонів, що мають першочергове значення для формування структури ендометрія.

Середні значення концентрації естрадіолу в крові жінок з нормальним менструальним циклом відповідали таким показникам: у фолікулярній фазі <700 пмоль/л, у фазі овуляції − 125-1500 пмоль/л, у лютеїновій фазі − 100-960 пмоль/л. Уміст прогестерону: у фолікулярній фазі <0,5-6 нмоль/л, у лютеїновій фазі − 10-89 нмоль/л.

У жінок І та ІІ груп концентрації естрадіолу не виходили за межі наданих значень і у фолікулярну фазу становили 245,4±10,3 і 253,2±12,1 пмоль/л, на 12-14 день менструального циклу − 823,7±11,4 і 842,1±10,4 пмоль/л, у лютеїнову фазу циклу − 389,5±12,1 і 392±11,4 пмоль/л. У контрольній групі ці показники були 253,8±11,4 пмоль/л, 793,9±15,3 пмоль/л і 369,4±15,2 відповідно (p> 0,05).

УЗД показало, що залежно від фази менструального циклу в жінок основної та контрольної груп зміни ендометрія відповідали нормальним показникам. На 6-8 день менструального циклу М-Ехо коливалося від 3 до 5 мм, структура ендометрія була однорідною, передньозадній розмір варіював від 4 до 6 см. В. С. Корсак і співавт., 2005, не вважають товщину ендометрія, навіть 10 мм, надійним прогностичним критерієм у циклах проведення ЕКЗ [46]. Ехографічні критерії ХЕ вперше розроблені професором В. Н. Демидовим із співавт., (1993). Ознаки ХЕ, виявлені в нашому дослідженні, були представлені розширенням порожнини матки, наявністю в порожнині елементів газу, нерівномірним стовщенням ендометрія. При цьому в кожної третьої пацієнтки спостерігалася наявність декількох з перерахованих ознак.

Ультразвукові параметри в жінок основної групи з тромбофілією достовірно відрізнялися від показників контрольної групи. Ці дані підтверджують, що перед проведенням ЕКЗ необхідне проведення корекції гормонального фону з урахуванням параметрів тромбофілії, оскільки ці зміни можуть бути однією з причин невдалих спроб ЕКЗ.

При трансвагінальній ехографії матки на 19-22 день менструального циклу середні показники товщини ендометрія були достовірно нижче в І групі 8,3±1,2 мм (р≤0,01), порівняно з ІІ та контрольною групами 10,7±2,13мм і 12,8±2,67 мм відповідно. Наявність чіткої тришарової структури ендометрія (ультразвукова ознака повноцінності лютеїнової фази) було виявлено всього в 6 (24,0%) пацієнтів І групи, 22 (57,9%) випадків у ІІ групі та 20 (100,0%) групи контролю.

У пацієнток І групи було виявлено зміну кількісних показників кровотока в маткових, аркуатних і радіальних артеріях.

Можливість візуалізації дрібних артеріальних судин (спіральних) була обмежена, і визначалася нами лише у 12 (48,0 %) пацієнток І і у 28 (73,7%) пацієнток ІІ групи, що збігається з даними Балханова Ю. С., (2015) [6]. За даними інших авторів, відзначено ускладнення візуалізації спіральних артерій і при інших змінах в ендометрії. Так, при ановуляції можливість візуалізувати спіральні артерії практично відсутня, а при НЛФ становить усього 55% [180]. Відзначено, що збільшення судинного опору кровотока, як правило, виражається в залученні PI, що достовірно знижує ймовірність настання вагітності протягом циклів ЕКЗ. При цьому збільшення PI більше 3, за даними низки дослідників, призводить до невдач імплантації [174].

Індекси периферичного опору в І групі пацієнток були достовірно знижені (р<0,05; р<0,01), що підтверджує зниження тканинної перфузії в матці. При цьому в трьох випадках (12,0%) в І групі пацієнток був відсутній кінцевий діастолічний кровотік у маткових артеріях, в одному − у радіальних.

L. Wang і співавт., (2010) [220] показали прямий узаємозв'язок розподілу кровотока в ендометрії із частотою настання та результатом вагітності. У жінок з клінічною вагітністю значення васкуляризації ендометрія та субендометріальної зони були вище, ніж у пацієнток з відсутністю вагітності. Показники РІ, RI і S/D у спіральних артеріях у групі з успішним результатом були значно нижче.

У науковій літературі є низка досліджень матково-плацентарного кровотока при тромбофілії. Автори цих досліджень вважають, що тривало існуюча облітераційна ангіопатія опорних ворсин веде до зменшення обсягу капілярної крові, утворення замурованих ворсин та порушень гемодинаміки в міжворсинчатому просторі [168].

Морфофункціональний стан ендометрія є одним з визначальних моментів в благополучному результаті імплантації та розвитку ембріона. За даними низки дослідників, у половини пацієнток, які планують ЕКЗ, відзначаються ті чи інші відхилення в морфофункціональному стані ендометрія.

Для вивчення стану ендометрія в пацієнток, які планують увійти до протоколу ЕКЗ, проведено дослідження біоптатів з порожнини матки в 63 жінок основної групи. Під час гістологічного дослідження зразків ендометрія у 25 жінок І групи з тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ встановлено, що у 19 (76,0%) пацієнток ендометрій, за критеріями А. І. Топчієвої і R.W. Noyes [51], не відповідав фазі та дню менструального циклу.

У І групі пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ у 18 (72,0%) жінок під час гістологічного дослідження зразків ендометрія був констатований хронічний ендометрит. У ІІ групі пацієнток із тромбофілією та вдалими спробами ЕКЗ при гістологічному дослідженні хронічний ендометрит спостерігався значно рідше, усього в 3 (7,8%) жінок. 

При тромбофілії виявлені морфологічні зміни ендометрія у вигляді ушкодження ендотелію судин, набряк і фіброз строми, затримка децидуалізації строми ендометрія, тромбоз дрібних судин.  Наявність васкулітів і вогнищ інфекції в І групі жінок вказує на наявність хронічного запального процесу в порожнині матки при тромбофілії. У пацієнток ІІ групи так само спостерігалися певні морфологічні зміни ендометрія, які пов'язані з наявністю тромбофілії. Відзначався виражений набряк, а в окремих випадках − фіброз строми. 
Тромбофілія є фактором, що сприяє зміні морфологічної структури ендометрія, що призводить до невдалих спроб ЕКЗ.

Для визначення найбільш важливих молекулярно-генетичних маркерів ендометрія пацієнток із тромбофілією були проведені імуногістохімічні дослідження, зокрема визначена експресія естрогенових і прогестеронових рецепторів у тканині ендометрія.

У І групі відзначено збільшення індексу експресії ЕР (12,3±5,4%) у стромі  порівняно з аналогічними показниками в пацієнток ІІ групи (7,6±2,2%) і контрольної групи (8,2±2,6%). При цьому в пацієнток контрольної групи реєструвалися найнижчі показники експресії ЕР, р<0,01. Експресія прогестеронових рецепторів в І і ІІ груп була істотно знижена в стромі, у той час як у залозах вона мало відрізнялася від контрольної групи. При аналізі експресії ПР відзначено виражене пригнічення рецепторного апарата в стромальному компоненті в пацієнток 1 групи – індекс експресії – (6,4±3,7) і ІІ групі (10,5±6,8), порівняно з аналогічними даними контрольної групи (14,3±7,2), р<0,05.

У роботі А. Р. Котікова, (2009), при ІГХ вивчення ендометрія в жінок, які страждають на безпліддя неясного генезу і звичним невиношуванням вагітності при ХЕ, виявляється ознака, яка постійно зустрічається у вигляді взаємозалежного зниження спорідненості до ПР залозистих і стромальних клітин ендометрія в обох фазах менструального циклу зі значним зниженням цього показника у фазу секреції [47].

Загальною тенденцією в пацієнток першої групи з тромбофілією було те, що експресія стероїдних α-ЕГ-рецепторів у залозистому шарі та стромі ендометрія була достовірно вище контрольної групи жінок. Однак, індекс ексресії α-ЕГ-рецепторів у стромі та залозистому шарі ендометрія в другій групі жінок з удалими спробами ЕКЗ і тромбофілією, достовірно не відрізнявся від такої в контролі. 

При імуногістохімічному дослідженні оцінювали характер експресії в поверхневому та залозистому епітелії та стромі ендометрія найбільш діагностично цінних молекул, що беруть участь у процесі імплантації (LIF, VEGF-А і TGF-β1).

Експресія LIF у тканині ендометрія в контрольній групі пацієнток відзначалася в основному в епітелії та  меншою мірою – у стромі ендометрія. У середньому відносна площа експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелії в 5 разів перевищувала площу експресії LIF у стромі.

Експресія VEGF-А відзначалася тільки в стромальному компоненті тканини ендометрія та була відсутня в поверхневому та в залозистому епітелії. Відносна площа експресії VEGF-А в стромі ендометрія достовірно не відрізнялася в жінок І та ІІ клінічних груп (р>0,05).

При імуногістохімічному фарбуванні тканини ендометрія експресія TGF-β1 була виявлена в основному в поверхневому та залозистому епітелії ендометрія та  меншою мірою в стромі.

Узагальнюючи отримані нами результати, можна зробити висновок про те, що при плануванні протоколу ЕКЗ необхідне проведення імуногістохімічного дослідження ендометрія, оскільки ні гормональне, ні сонографічне, ні навіть гістологічне дослідження не дають повного уявлення про патологічні процеси, що відбуваються в ендометрії. Тільки комплексне обстеження жінок, перед проведенням протоколу ЕКЗ, з урахуванням усіх компонентів діагностичного процесу, дозволить визначити тактику подальшого ведення пацієнток.

Визначення факторів проліферативної активності ендометрія в пацієнток обстежуваних груп визначали за показниками експресії Кi67 і PCNA. Нами відзначено підвищення проліферативної активності в ендометрії І групи пацієнток, у зв'язку з підвищенням експресії маркера клітин Ki-67, що є доказом посилення проліферації в стромі та залозистому шарі ендометрія.

Отримані дані збігаються з результатами інших дослідників, які свідчать про високу проліферативну активність ендометрія при всіх видах ендометритів [6, 203]. Підвищення при ХЕ експресії маркера проліферації клітин Ki-67 є доказом посилення процесів проліферації клітин ендометрія та їх апоптозу, особливо в поверхневих шарах [17, 105, 200].

Достовірні відмінності проліферативної активності в залозистих і стромальних клітинах при різних факторах безпліддя об'єктивно відображають неадекватність проліферативних процесів і ступінь їх відхилення від норми, що відповідає даним деяких дослідників [113].

Як немає єдиної думки про роль тромбофілії в невдачах при ЕКЗ і тактики обстеження, так немає і єдиної думки про ведення пацієнток у програмі стимуляції та підготовки до ЕКЗ. Оскільки не проводиться обов'язковий скринінг на носійство генетичних мутацій, немає чіткого розподілу пацієнток на групи зі спадковими та набутими тромбофіліями. 

Антикоагулянтна терапія − одна зі стратегій у веденні цих груп пацієнток. Питання про призначення НМГ (самостійно або в поєднанні з аспірином) залишається суперечливим. В. О. Біцадзе і співавт., рекомендують НМГ і аспірин пацієнткам із тромбофілією в програмі ЕКЗ, з метою як можливого впливу на імплантацію, так і профілактики венозного тромбозу та тромбоемболії [8]. У роботах деяких дослідників однорідних за дизайном і когортою пацієнток ефективність НМГ у циклах ЕКЗ не підтверджена [193].

Обґрунтовано, що препаратами вибору для проведення антикоагулянтної терапії в пацієнток із тромбофілією є гепариноїди, тому що чинять комплексний вплив на всі ланки системи гемостазу, перевершують за ефективністю як НМГ (у 1,7 рази), так і одночасне застосування НМГ і дезагрегантів (у 1,5 рази) [132]. Безсумнівна перевага гепариноїдів  порівняно зі звичайним гепарином і НМГ [109]. При дослідженні стану ендотелію в пацієнток з наявністю поліморфізму генів згортання крові і АФС після терапії гепариноїдами відзначалося достовірне зниження рівня фактора VIII, фактора Віллебранда, ендотеліну-1 і тромбомодуліну. У комплекс терапії таким пацієнткам рекомендується призначати також препарати, що містять омега-3 і для профілактики та лікування гіпергомоцистеїнемії фолієву кислоту по 5 мг 2 рази на добу.

Для поліпшення стану ендометрія та корекції виявлених порушень у пацієнток із тромбофілією, нами розроблений алгоритм для підвищення ефективності програм ДРТ.

Так, як одним з актуальних питань в оптимізації результатів ЕКЗ є профілактика тромботичних ускладнень, які є найбільш серйозними ускладненнями для настання вагітності [45].  
Для лікування тромбофілії та порушення в системі гемостазу пацієнткам І і ІІ груп протягом трьох місяців була проведена терапія препаратом з активною речовиною сулодексиду – натуральна суміш глюкозаміногліканів з антитромботичним та ангіопротекторнім ефектом, яка виготовлена зі слизової оболонки тонкого кишечнику великої рогатої худоби. Препарат вводився  по 2 мл внутрішньом'язово. Кожній пацієнтці протягом 2-х тижнів проводили 10 ін'єкцій. Потім, протягом 3 міс. пацієнти приймали всередину по 1 капсулі  2 рази на добу. Більшість хворих лікувалися амбулаторно. 
Дані дослідження свідчать про те, що в пацієнток на тлі проведеної комбінованої терапії з використанням гепаріноїдів   відзначено достовірне поліпшення показників тромбоцитарно-судинної та коагуляційної ланок гемостазу, збільшення вмісту АТ III. Достовірно зменшився рівень РФМК як в І, так і в ІІ групах спостереження. Зниження активності прокоагуляційної системи супроводжувалося достовірним зростанням АТ III як в І, так і у ІІ групах. Показники системи гемостазу після проведеної терапії нормалізувалися та статистично не відрізнялися від параметрів групи контролю. Застосування гепаріноїдів сприяло значному зростанню загальної кількості тромбоцитів, порівняно до вихідного рівня. Відбулося уповільнення АЧТЧ, який став достовірно довше за вихідні значення та переважав показники контрольної групи. Результати, що отримали, узгоджуються з літературними даними низки авторів [234, 271, 288]. 

Відомо, що будь-яка антикоагулянтна та антиагрегантна терапія, сприяючи значному позитивному ефекту, завжди збільшує ризик геморагічних ускладнень, однак користь у цьому випадку завжди перевищує можливий ризик [165, 191].

Перед проведенням ЕКЗ рекомендується морфологічне та імуногістохімічне дослідження ендометрія з визначенням експресії естрогенових і прогестеронових рецепторів, факторів проліферації, а також гормонального фону, показників системи гемостазу, АФА, імунологічного статусу та цитокінів. Виходячи з результатів нашого дослідження, у всіх пацієнток з тромбофілією було порушення імплантаційного потенціалу ендометрія, тому в схему терапії були призначені натуральні естрогени у вигляді етрадіола валерату. Пацієнтам І групи був призначений естрадіола валерат протягом першої фази менструального циклу з 1 по 13 день по 2 мг 1 раз на добу. Для пригнічення надлишкової експресії естрогенових рецепторів препарати мікроінізованого прогестерону призначалися з 14 дня циклу по 100 мг 2 раза на добу. 
Для пригнічення надлишкової експресії естрогенових рецепторів препарати мікроінізованого прогестерону, починаючи з 14 дня циклу. Пацієнткам ІІ групи, у зв’язку з пригніченням як прогестеронових, так і естрогенових рецепторів, у якості гормональної терапії був обраний препарат, що містить не тільки гестаген норгестрел, але й естрадіолу валерат. Для пригнічення надлишкової експресії естрогенових рецепторів препарати мікроінізованого прогестерону, починаючи з 14 дня циклу. 

Антимікробна терапія призначалася пацієнткам відразу після встановлення діагнозу, з урахуванням чутливості флори до антибіотиків. Крім антимікробної терапії, пацієнтки отримували неспецифічну імуностимулюючу терапію, препарати біфідобактерій і гепатопротектори. Контроль за ефективністю проведеної терапії здійснювався через 4 тижні після закінчення лікування. 

 При наявності ІПСШ антимікробну терапію пацієнтки отримували спільно зі своїм статевим партнером.

При оцінці змін ендометрія, за даними УЗД, на тлі лікування виявлено збільшення товщини ендометрія  порівняно з вихідними значеннями в І групі з 8,3±1,2 мм до 10,6±2,1 мм, а в ІІ − з 10,7±2,1 мм до 13,5±2,9мм (р<0,05, р<0,01).

На тлі терапії позитивні ехографічні зміни відзначені у 22 (88,0%) пацієнтів І групи і у 33 (86,8%) у ІІ групі. В обох групах виявлено зниження частоти неоднорідної структури ендометрія, розширення порожнини матки, наявність у порожнині матки газу або вільної рідини. У процесі проведеного лікування знизилися,  порівняно з вихідними даними, середні значення величин індексів кривих швидкостей кровотока на всіх рівнях судинної системи матки в переважної більшості жінок І групи, що свідчило про відновлення кровотока в матці.

При допплерометрії судин матки з КДК на тлі терапії в І групі відзначені такі зміни перфузії матки: S/D знизився на тлі лікування на 36,5% на рівні маткових артерій (з 6,82±1,12 до 4,33±0,8), р<0,05; на 42,6% в аркуатних артеріях (з 5,4±1,4 до 3,1±0,7), р<0,01 і на 30,5% в радіальних артеріях (з 3,6±1,09 до 2,5±0,7), р<0,05. PI знизився в маткових артеріях на 24% (з 2,9±0,2 до 2,2±0,3) р<0,05; в аркуатних на 5% (з 2,0±0,2 до 1,9±0,2) і в радіальних на 3% (з 1,5±0,5 до 1,45±0,6). IR зменшився в маткових артеріях на 10,9% (з 0,92±0,09 до 0,82±0,06), р<0,05; в аркуатних на 11,9% (з 0,84±0,07 до 0,74±0,05), р<0,05 і в радіальних артеріях на 15,6% (з 0,77±0,06 до 0,65±0,04), р<0,05.

 Дослідження, що проведене, показало, що УЗД сканування та допплерометрія судин матки можуть бути використані як додатковий метод з метою діагностики вихідних гемодинамічних порушень та оцінки ефективності терапії. Допплерометрія кровотока судин матки не тільки дозволяє отримати характеристику кровотока, але й дає можливість отримати критерії готовності ендометрія до імплантації.

Через 6 місяців комплексної терапії в основній групі відзначено достовірне (р<0,01) зниження кількості запальних елементів: зниження на 86% (з 15 до 2-х пацієнтів) вогнищевих інфільтратів лімфоїдних клітин (р<0,01), на 90% − дифузних інфільтратів (10 до 1 людини), р<0,01 і повна відсутність детекції плазматичних клітин.

Проліферативна активність в І групі змінилася. Ki 67 в стромі зменшилася на 49,3% (з 7,5±3,8 до 3,8±1,1) і на 64,6% в залозистому епітелії (з 6,5±2,4 до 2,3±1,1), р<0,01 (табл.5.6). PCNA знизився в стромі на 56,9% (з 7,2±4,1 до 3,1±1,2). У ІІ групі фактор проліферації Ki 67 в стромі зменшився на 20,5% (з 3,9±1,5 до 3,1±1,2), а в залозах на 3,8% (з 2,6±1,3 до 2,5±1,1). PCNA знизився незначно: у стромі на 13% (з 4,6±1,3 до 4,0±1,1), а в залозах відбулося збільшення на 11,1% (з 4,0±1,1 до 4,5±1,2).

Проведене повторно імуногістохімічне дослідження характеризувалося зниженням інтенсивності процесів проліферації. В обох групах відзначено зниження експресії ядерного білка Ki67, PCNA.

Після курсу проведеної терапії вагітність у результаті ЕКЗ настала у 18 (72,0%) пацієнток І групи. Вагітність у результаті ЕКЗ у ІІ групі настала в 38 пацієнток (100,0%).    

Узагальнюючи отримані результати, можна зробити висновок, що проведене дослідження показало, що в жінок з тромбофілією значно підвищений відсоток невдалих спроб ЕКО за рахунок виражених змін у системі гемостазу, які впливають на циркуляцію крові в ендометрії та призводять до зміни його структури й функції. Крім цього, наявність тромбофілії сприяє підвищенню внутрішньосудинного згортання крові з утворенням у ній безлічі мікрозгустків фібрину та агрегатів клітин крові (тромбоцитів, еритроцитів), які блокують мікроциркуляцію в органах і тканинах, у тому числі в матці та ендометрії. АФС призводить до порушення імплантації плодового яйця, недостатньої глибини інвазії трофобласта, неповноцінної плацентації, ендотеліопатії і невдалих спроб ДРТ.

Велике значення для благополучного результату ЕКЗ має структура тромбофілії. Найбільш поширеною формою тромбофілії в жінок І групи, з невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі, виявився поліморфізм гена РА1-1, поліморфізм гена ангіотензинперетворюючого фактора (АПФ) «I/D», поліморфізм рецептора до ангіотензину II «1166 А/С» (гетерозиготна форма) і «675 4G/4G» (гомозиготна форма).

Дослідження, які проведені, показали, що механізм імунних взаємодій при стимуляції суперовуляції в жінок з тромбофілією, при позитивних або негативних результатах ЕКЗ, досить складний. При тромбофілії формується імунна відповідь у вигляді накопичення патологічних концентрацій імунних комплексів, які здатні виконувати роль первинних токсинів і приводити до розвитку системної запальної відповіді, у тому числі й в ендометрії, що, можливо, призводить до невдалих спроб ЕКЗ.
Нами встановлено, що при впливі стимуляції суперовуляції відбуваються зміни клітинного імунітету: збільшення абсолютної і відносної кількості лімфоцитів, популяції Т-клітин (CD3 +), виражене зниження концентрації Т-супресорів (CD8 +), зниження природних кілерів (CD16+), а також В-клітин (CD22 +), збільшення ІРІ, що є фактором ризику благополучних результатів ДРТ.

У жінок І групи, з невдалими спробами ЕКЗ, спостерігається значне збільшення індексу експресії ЕР і виражене пригнічення рецепторного апарату ПР у стромі ендометрія. При цьому відбувається стимуляція проліферативної активності ендометрія, особливо на тлі ХЕ, яка пов'язана з підвищенням експресії маркера клітин Ki-67, і є доказом посилення процесів апоптозу, особливо в поверхневих шарах залозистого епітелію. Результати імуногістохімічного дослідження ендометрія дозволили визначити, що для визначення характеру та вираженості експресії в поверхневому й залозистому епітелії, а також в стромі ендометрія, найбільш діагностично цінними молекулами, які беруть участь у процесі імплантації, є LIF, VEGF-А і TGF-β1. Був виявлен ​​помірний позитивний кореляційний зв'язок між відносною площею експресії LIF у поверхневому та залозистому епітелію ендометрія, оптичною щільністю експресії VEGF-A в стромі ендометрія та настанням вагітності. Більш виражена сполученість була відзначена щодо оптичної щільності експресії LIF в поверхневому та залозистому епітелію ендометрія (r=0,60, р<0,05) з настанням вагітності, що необхідно враховувати при проведенні ДРТ.
ВИСНОВКИ

1. Результати дослідження показали, що в жінок із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі відбувається патологічна активація системи гемостазу, яка відіграє істотну роль у патогенезі невдалих спроб ЕКЗ. При цьому при тромбофілії розвивається субклінічна форма хронічного ДВЗ крові, головною ланкою в розвитку якого є активація тромбоцитарно-судинного гемостазу з подальшим залученням до процесу коагуляційного потенціалу, обумовленого зниженням показників протизгортаючої системи крові.
2. У пацієнток із тромбофілією гормональний та імунологічний статус суттєво відрізняється від здорових жінок. Стимуляція суперовуляції в програмах ЕКЗ у жінок із тромбофіліями істотно відображається на показниках клітинного, гуморального імунітету та стану цитокінів, що необхідно враховувати перед проведенням ЕКЗ, оскільки це імовірно є причиною невдалих спроб ЕКЗ.
3. Найбільш значущі параметри оцінки стану ендометрія в циклах ЕКЗ у жінок із тромбофілією є морфофункціональні та імуногістохімічні зміни, які полягають у пошкодженні ендотелію судин, дефектів у вигляді набряку й фіброзу строми, затримки децидуалізації строми ендометрія, тромбозі дрібних судин, інфарктах, псевдоінфарктах, гематом. Найбільш значущими параметрами оцінки стану ендометрія при проведенні ЕКЗ є збільшення індексу експресії ЕР і виражене пригнічення рецепторного апарату ПР у стромі ендометрія. Індекс експресії прогестеронових рецепторів у пацієнток із трубно-перитонеальним фактором безпліддя в стромі становив 6,4±3,7, у групі носіїв генів поліморфізму спадкових тромбофілій − 10,5±6,8, у здорових пацієнток −14,3±7,2 (р <0,05).

4. Рецептивність ендометрія, яка пов’язана з експресією ER та PR достовірно сполучена з показниками кровотока (S/D, IR і PI) у базальних і спіральних артеріях матки, що визначаються в день введення тригера овуляції та в день перенесення ембріонів. IR у І групі пацієнток були достовірно знижені в маткових, аркуатних і радіальних артеріях (0,82±0,04, р<0,05; 0,66±0,03, р<0,01 і 0,61±0,02, р<0,01 відповідно), що підтверджує зниження тканинної перфузії в матці та призводить до порушення трофіки ендометрія та до невдалих спроб ЕКЗ.

5. Імуногістохімічні показники відносної площі експресії LIF і TGF-β1 в залозистому епітелії і VEGF-A в стромі ендометрія, безпосередньо впливають на результативність програм ЕКЗ. Найбільша сполученість з настанням вагітності відзначається відносно оптичної щільності експресії LIF в залозистому епітелію ендометрія.

6. Дисбаланс в експресії факторів проліферації − Ki 67 і PCNA найбільш виразний під час передбачуваного «вікна імплантації» в пацієнток із тромбофілією та невдалими спробами ЕКЗ. Показники Ki 67 в стромі ендометрія при тромбофілії та невдалих спробах ЕКЗ збільшуються у 2 рази (у І групі 7,5±3,8, у здорових жінок − 3,3±3,8, р<0,01); а в залозистому епітелії − у 8 разів (у І групі 6,5±2,4, у здорових жінок − 0,8±0,4; р<0,001), що вимагає проведення відповідної терапії перед проведенням ДРТ.

7. Включення до схеми обстеження визначення маркерів тромбофілії та імуногістохімічного дослідження ендометрія, а також проведення корекції порушень гемостазу за допомогою застосування гепариноїдів, дозволяє збільшити частоту настання вагітностей у програмах допоміжних репродуктивних технологій у пацієнток із тромбофілією на 51,2%.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. До алгоритму обстеження пацієнток з невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі, при підготовці до наступної вагітності, повинно бути включено не тільки гістологічне, а й імуногістохімічне дослідження ендометрія з використанням, як мінімум, декількох маркерів "вікна імплантації" незалежно від фактора безпліддя.  Використання діагностики стану рецепторного апарату ендометрія дозволить прогнозувати можливість реалізації ефектів ендогенних гормонів для підготовки ендометрія до імплантації, а також обґрунтує необхідність застосування інших методів терапії. 
2. У пацієнток із трубно-перитонеальним фактором безпліддя та невдачами ЕКЗ в анамнезі необхідно визначати можливість носійства поліморфізму спадкових тромбофілій, особливо поліморфізму гена РА1-1, поліморфізму гена АПФ «I/D», поліморфізму рецептора до ангіотензину II «1166 А/С» (гетерозиготна форма) і «675 4G/4G» (гомозиготна форма), для проведення відповідної терапії та підвищення ефективності програм ДРТ.

3. При наявності тромбофілії, пацієнткам  до проведення ЕКЗ, у зв’язку з порушенням  системи гемостазу, необхідно призначати  терапію гепариноїдами. Протягом трьох місяців доцільно проводити лікування препаратом з активною речовиною сулодексиду – натуральна суміш глюкозаміногліканів з антитромботичним та ангіопротекторнім ефектом по 2 мл внутрішньом'язово, протягом 2-х тижнів (10 ін'єкцій). Потім, протягом 3 міс. , всередину по 1 капсулі  2 рази на добу.

4. Усім пацієнткам із тромбофілією у зв'язку з порушенням імплантаційного потенціалу ендометрія пропонується до схеми терапії включати натуральні естрогени у вигляді етрадіола валерату протягом першої фази менструального циклу з 1 по 13 день по 2 мг 1 раз на день.
5. Для пригнічення надлишкової експресії естрогенових рецепторів у жінок з невдалими спробами ЕКЗ необхідно в схему лікування включати препарати мікроінізованого прогестерону, який призначався з 14 дня циклу по 100 мг 2 рази на день.

6. У пацієнток з пригніченням як прогестеронових, так і естрогенових рецепторів, на етапі підготовки до програм ДРТ у якості гормональної терапії доцільно призначати препарати, що містить не тільки гестаген норгестрел, але й естрадіолу валерат.

7. При виявленні ознак хронічного ендометриту антибактеріальну терапію призначали з урахуванням чутливості флори до антибіотиків Крім антимікробної терапії, пацієнтки отримували неспецифічну імуностимулюючу терапію, препарати біфідобактерій і гепатопротектори. Контроль за ефективністю проведеної терапії здійснювався через 4 тижні після закінчення лікування. 
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