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Оптимізація підтримки лютеїнової фази при

екстракорпоральному заплідненні –

Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за фахом 14.01.01 – акушерство та гінекологія. – Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2020.
Мета дослідження. Оптимізація  підтримки лютеїнової фази для  підвищення результативності лікування безпліддя методом екстракорпорального запліднення.  

Робота присвячена підвищенню ефективності програм допоміжних репродуктивних технологій шляхом вивчення основних патогенетичних ланцюгів стану ендометрія у залежності від схеми підтримки ЛФ.  

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".

 Проведено дослідження по вивченню зміни структури й проліферативної активністі ендометрія  у залежності від схеми підтримки ЛФ, що є значущим і необхідним у комплексній оцінці ендометрія  перед обстеженням пацієнток до ЕКЗ. 

При порівняльному аналізі морфологічного та  гістохімічного стану ендометрія виявлені    найбільш оптимальні структурні його особливості в залежності від призначення препаратів прогестеронового ряда, що використовуються у репродуктології для проведення підтримки ЛФ. Для визначення оптимальної схеми підтримки ЛФ були обстежені, соматично і гінекологічно здорові 50 жінок, що були донорами ооцитів та склали першу  групу. Всі донори були розділені на 5 підгруп, до кожної з яких увійшли по 10 жінок. До контрольної групи увійшли 10 донорів, що знаходились в природному менструальному циклі, яким підтримка ЛФ не проводилася.

У 1-а підгрупу увійшли жінки, які отримували Дидрогестерон по 10 мг 3 рази на день перорально, у 1-б підгрупі використовувався високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) одноразово на добу і 90 мг внутрівлагалішного прогестерону у вигляді гелю, у 1-в підгрупі – мікронізований прогестерон в капсулах по 200 мг 3 рази на добу вагінально , в 1-г підгрупі - використовували внутрішньопіхвовий гель, що містить 90 мг прогестерону, щодня 2 рази на добу, у 1-д підгрупі жінки отримували 1 мл 2,5% прогестерону двічі на день внутрішньом'язово (в / м). У жінок 1 групи визначали морфологічні, гістохімічні, імуногістохімічні особливості ендометрія, його колаген і фібронектин - синтезуючої функції, доплерометричні параметри кровотоку судин матки та особливості формування піноподій в ендометрії залежно від підтримки ЛФ циклу в програмах ЕКЗ.

Доведено, що при достатній інтенсивності реакції щільності  на сульфатовані і несульфатовані ГАГ, відбувається стабілізація базальних мембран епітеліальних клітин, що є найбільш сприятливою умовою для імплантації бластоцисти. Розподіл ГАГ в структурах ендометрію після проведення підтримки ЛФ був найбільшим у жінок,  що отримували високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з 90 мг внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю  (1-б підгрупа).

При імуногістохімічному дослідженні встановлено, що вміст колагену Ш, 1V типів та фібронектину в стромі ендометрія зменшується максимально у  жінок 1-б підгрупи у порівнянні з іншими підгрупами спостереження. Це може свідчити про те, що даний вид підтримки ЛФ позитивно впливає на процес підготовки ендометрія до імплантації, а саме сприяє розсмоктуванню колагену Ш, 1V типів та фібронектину, що підтверджує  зниження адгезивних властивостей стромального компонента ендометрія та сприяє оптимальним умовам для проведення ДРТ.
Динаміка зміни ехо-структури ендометрія та його функціональні особливості  до імплантації ембріона, в залежності від схеми підготовки ЛФ, досліджено на підставі доплерометрії кровотоку судин матки. Вивчався кровотік в правій і лівій маткових артеріях,  а також проводилась суб'єктивна оцінка ступеню васкуляризації в міометрії та субендометріальній зоні. 

Динаміка ехо-структури ендометрія була найбільш оптимальною у пацієнток 1-б підгрупи, де для підтримки ЛФ циклу застосовували поєднання високоочищеного прогестерону для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді гелю, що вводиться вагінально.
Представлена багатофакторна оцінка ендометрія при підготовці до ЕКЗ з використанням доплерометричних показників кровотоку в судинах матки та вивченням особливостей формування піноподій в ендометрії залежно від схеми підтримки ЛФ циклу в програмах ЕКЗ.
Після проведення підтримки ЛФ, незалежно від її схеми, у пацієнток 1 групи збільшувалася товщина серединного М-ехо. Крім цього, у них значно поліпшилася ультразвукова картина ендометрія: рідше виявляли неоднорідну картину ендометрія, невідповідність ехо-структури ендометрія фазі менструального циклу і зменшилась кількість  гіперехогенних включень,   в порівнянні з показниками до проведення підтримки ЛФ.

Підтримка ЛФ циклу у всіх підгрупах сприяла достовірному збільшенню не тільки максимальної швидкості кровотоку, але і швидкості кровотоку в діастолу, що наближається до показника контрольної групи жінок. Однак динаміка відновлення товщини і ехо-структури ендометрія та достовірне зниження ПІ і СДВ, в порівнянні з іншими підгрупами спостереження, була найбільш оптимальною у пацієнток 1-б підгрупи, де для підтримки ЛФ циклу застосовували поєднання високоочищеного прогестерону для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді гелю, що вводиться вагінально. 
Дослідження по вивченню процесу формування піноподій  має велике значення для успішності проведення ВРТ. Негативними рисами при формуванні піноподій у жінок в період «вікна імплантації» є зниження кількості розвинених піноподій, підвищення численності піноподій, що розвиваються, наявність ділянок відсутності піноподій, мозаіцизм їх розмірів, форми і стадії розвитку. За допомогою СЕМ можна  дослідити особливості структури ендометрія у пацієнток з невдалими спробами  ЕКЗ, визначити найбільш оптимальний  день для проведення ембріопереноса, врахувати причини відсутності імплантації, що пов'язані з дисфункцією ендометрія, та запропонувати найбільш оптимальну  схему підтримки ЛФ.

На підставі наших досліджень був зроблений висновок, що на 5 день після аспірації ооцитів у пацієнток 1-б підгрупи нормальний розвиток зрілих піноподій зустрічався у 60,0% випадків. Підтримка ЛФ високоочищеним прогестероном для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньопіхвового прогестерону у вигляді гелю є найбільш адекватною схемою підготовки ендометрія до імплантації .

При  аналізі ефективності ЕКЗ в залежності від способу підтримки ЛФ з застосуванням нативних  ембріонів, нами доведено, що після перенесення ембріонів у маткову порожнину протягом перших 2-х тижнів організм жінки реагує на наявність підтримки ЛФ  по-різному, проте, навіть при відсутності ЗГТ продовжує зберігати у нормальних концентраціях гормональний потенціал, налаштований на імплантацію і подальший розвиток ембріона. 
Проведений аналіз гормональних параметрів у жінок 2 групи  продемонстрував відсутність достовірних відмінностей в частоті переривання вагітності у всіх підгрупах спостереження.

Однак, при порівняльному аналізі, наші дослідження показали, що кращим для підтримки ЛФ є застосування високо очищеного прогестерону для підшкірного уведення у поєднанні з  вагінальною формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг прогестерону  одноразово). При цьому методі, у жінок 2-б підгрупи достовірно були підвищені показники настання клінічної вагітності та кількості пологів живим плодом. Висока ефективність цього методу підтримки ЛФ полягає в оптимальному співвідношенні метаболітів прогестерону, що володіють певними перевагами для настання вагітності. 
Проведено сучасне комплексне дослідження з аналізу результативності ЕКЗ при перенесенні еуплоїдних вітрифікованих бластоцист в залежності від способу підготовки ендометрія. Перенесення заморожених еуплоїдних ембріонів не тільки дає можливість отримати більш високу частоту настання вагітності, але й зменшити материнську і неонатальну патологію, завдяки проведенню ПГД. Програма з донорськими яйцеклітинами має перевагу в отриманні безлічі ооцитів у донора, який стимульований гонадотропінами. Завдяки вітрифікації, ембріопереніс еуплоїдних бластоцист в матку, синхронізован з віком ембріона та підгоготовленим до імплантації ендометрієм. Тому, важливу роль для досягнення вагітності в кріоциклах належить підготовці ендометрія до ПЕ і адекватній підтримці ЛФ.

Нами проведено аналіз результативності ЕКЗ при перенесенні еуплоїдних вітрифікованих бластоцист в залежності від способу підготовки ендометрія. Для цього обстежено 100 жінок з трубно-перитонеальною формою безпліддя, що склали третю групу. Всі пацієнтки  були оглянуті на УЗД.  Залежно від результатів УЗД пацієнтки були розділені на дві підгрупи  3-а та 3-б, по 50 жінок у кожній.   

Жінкам 3-а підгрупи, після стимуляції овуляції здійснювали аспірацію яйцеклітин, після чого, їх запліднювали  та отримані  бластоцисти  на 5 добу культування піддавали ПГД та кріоконсервуванню.  Після розморожування, у іншому природному менструальному циклі, у разі виявлення при УЗД овуляції, проводили ембріопереніс вітрифікованих еуплоідних бластоцист. З дня овуляції проводили мінімальну підтримку ЛФ за допомогою  90 мг внутрішньопіхвогово прогестерону у вигляді геля,  у зв’язку з тим,  що у жінок у природному циклі працює своє жовте тіло, яке продукує прогестерон.  50 пацієнток 3-б підгрупи мали ановуляторні менструальні цикли. Яйцеклітини отримували аналогічно жінкам 3-а підгрупи. Проводили запліднення зрілих ооцитів за методикою ІКСІ, з оцінкою запліднення через 16-18 годин і культивуванням нормально запліднених ооцитів.  Бластоцисти на 5 добу культування піддавали ПГД і кріоконсервуванню.  
 У іншому менструальному циклі, при відсутності ознак овуляції, планувався протокол замісної гормональної терапії. Для чого, за 10 днів до менструації пацієнтки отримували аг-ГнРГ гормон в дозі 0,05 мг щоденно, підшкірно, до досягнення товщини ендометрія 8 мм. Підготовка ендометрія проводилася естрадіол валератом в дозі 6 мг щодня з 3 дня менструального циклу. Підтримка другої фази менструального циклу починалася при досягненні ендометрія 8 мм. Для підтримки ЛФ використовували високоочищений прогестерон 25 мг підшкірно і 90 мг прогестерону у вигляді гелю внутрішньопіхвово. Переніс ембріонів планували на 5 добу після початку введення прогестерону.

На підставі отриманих даних уперше доведено, що  протоколи з гормональною підготовкою ендометрія і перенесенням вітрифікованих ембріонів в природному МЦ однаково ефективні по частоті настання клінічної вагітності і пологів при застосуванні для підтримки ЛФ  високоочищеного прогестерона для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг). Невелике зниження індексів судинного опору маткового кровотоку при гормональній підготовці ендометрія, в порівнянні з природним циклом, свідчить про позитивний вплив гормональної терапії на структуру і функцію ендометрія.
Запропонована та впроваджена в практику схема прогнозування ЕКЗ при перенесенні нативних та вітрифікованих ембріонів та проведення підтримки ЛФ в залежності від  гормонального стану пацієнтки. На підставі математичних моделей прогнозування результатів ЕКЗ були побудовані прогностичні моделі, які не тільки  спроможні спрогнозувати результат настання  клінічної вагітності або пологів, а допомогти лікарю вірно обрати найбільш ефективну тактику підтримки ЛФ  для досягнення позитивного результату.
Вдосконалено обґрунтування доцільності й ефективності застосування диференційованої гормональної терапії в якості підготовки ендометрія перед проведенням ЕКЗ.
Розроблено та впроваджено «Спосіб підтримки лютеїнової фази при проведенні екстракорпорального запліднення»  (патент України на корисну модель №137024 від 25.09.2019 р. Бюл. №18).
Таким чином, узагальнюючи отримані нами результати, можна зробити висновок про те, що при плануванні протоколу ЕКЗ необхідне тільки комплексне обстеження жінок,  з урахуванням усіх компонентів діагностичного процесу, що дозволить визначити тактику подальшого ведення пацієнток та значно підвищити результативність ЕКЗ. 
Доведено, що найбільш виражена готовність ендометрія до імплантації бластоцисти, відзначається у пацієнток , де в якості підтримки ЛФ оваріально-менструального циклу використовується високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг). При такій схемі підтримки ендометрій у лютеіновій фазі, за основними параметрами, повністю відповідає структурі ендометрія здорових жінок контрольної групи.
Ключові слова: підтримка лютеїнової фази, підготовка ендометрія, екстракорпоральне запліднення, нативні та вітрифіковані бластоцисти.  
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SUMMARY
Lutskyi Andrii Serhiyovych

Optimization of luteal phase support atin vitro fertilization-  Manuscript.

The dissertation on competition of a scientific degree of a Ph.D. degree of Medical Sciences on Speciality 14.01.01 – obstetrics and gynecology. – Kharkiv National Medical University. – Kharkiv, 2020.
Research objective.Determination of the optimal scheme of luteal phase support (LPS) for improving the efficiency of infertility treatment by means of in vitro fertilization.
The research is aimed at improving efficiency of assisted reproductive technologies programs by way of studying the main pathogenetic chains of the endometrial state depending on the LSP scheme.

As part of the preparation for the IVF program, a standard examination was conducted in compliance with the Ministry of Health of Ukraine’s Order No. 232 of April 2, 2014"On Approval of the Procedure for Controlled Ovarian In vitro Fertilization in Infertile Women"valid at the time of material collection.

 Studies have been conducted to investigate changes in the structure and proliferative activity of the endometrium, depending on the LPS scheme, which is significant and necessary in the complex evaluation of the endometrium before examination of patients before IVF.
The comparative analysis of the morphological and histochemical status of the endometrium revealed the most optimal structural features of it, depending on the purpose of the progesterone drugs used in reproductology to support LF. To determine the optimal LPS scheme for LF, 50 somatically and gynecologically healthy women who were oocyte donors and constituted the first group were examined. All donors were divided into 5 subgroups, each consisting of 10 women. The control group included 10 donors who were in the natural menstrual cycle and who did not receive LPS.
Subgroup 1-a included women receiving Dydrogesterone 10 mg 3 times daily orally; subgroup 1-breceived highly-purified progesterone for subcutaneous administration, administered 25 mg (1 ml) once daily and 90 mg of intrauterine progesterone gel; subgroup 1-c received micronized progesterone in capsules of 200 mg 3 times per day per os; subgroup  1-d received an intra-vaginal gel containing 90 mg of progesterone daily 2 times a day; in subgroup 1-e women received 1 ml of 2.5% progesterone twice daily intramuscularly (i / m). In women of group 1, morphological, histochemical, immunohistochemical features of the endometrium, its collagen and fibronectin-synthesizing functions, Doppler blood flow parameters of uterine vessels and peculiarities of foaming in the endometrium depending on the support of the cycle of IVF programswere determined.
It is proved that with sufficient intensity of the density response to sulfated and non-sulfated GAGs, stabilization of the basement membranes of epithelial cells occurs, which is the most favorable condition for blastocyst implantation. The distribution of GAGs in endometrial structures after LPS was highest in women receiving highly-purified progesterone for subcutaneous administration in combination with 90 mg of intravaginal progesterone gel (subgroup 1-b).
An immunohistochemical study revealed that the content of collagenof  types III , IV and fibronectin in the stroma of the endometrium is reduced to a maximum in women in subgroup 1-b compared with other groups of observation. This may indicate that this type of LPS has a positive effect on the process of preparing the endometrium for implantation, namely, contributes to the absorption of collagen of types III, IV and fibronectin, which confirms the decrease in adhesive properties of the stromal component of the endometrium and promotes optimal conditions for the conduct of ART.

The dynamics of changes in the echo structure of the endometrium and its functional features prior to implantation of the embryo, depending on the scheme of preparation of LP were investigated on the basis of Dopplerography of the blood flow in the uterus. The blood flow in the right and left uterine arteries was studied, as well as subjective assessment of the degree of vascularization in the myometrium and subendometrial area.

The dynamics of restoration of thickness and echo-structure of the endometrium was most optimal in patients of subgroup 1-b, where a combination of highly-purified progesterone for subcutaneous administration at a dose of 25 mg and 90 mg of progesterone gel was administered in the LP cycle.
The research includes multifactorial evaluation of the endometrium in the preparation for IVF using the Doppler metrics of blood flow in the uterine vessels and studying the features of foaming in the endometrium depending on the scheme of support of the cycle of LP in IVF programs.
After LPS administration and irrelevant of its scheme, the width of the middle M-Echo considerably increased on women in group 1. Moreover, the U/S examination revealed considerable improvements in their endometrium, namely: less frequent cases of heterogeneous endometrium, of inconsistency between the endometrium echo-structure and the menstrual phase, fewer hyperechoic inclusions as compared to the data obtained before LPS. 

LPS in all subgroups contributed to a significant increase in not only the maximum blood flow velocity, but also the blood flow velocity in diastole, which is close to that of the control group of women. However, the dynamics of restoration of thickness and echo structure of the endometrium and a significant reduction in PI and DAD, compared with other subgroups of observation, was most optimal in patients of subgroup 1-b, where the combination of highly-purified progesterone for subcutaneous administration (25 mg) with progesterone gel (90 mg) administered vaginally was used to supportthe LP.
Research on the process of foam forming is of great importance for the success of ART. Negative features in the formation of foams in women during the "window of implantation" are reduction in the number of developed foam events, increase in the number of developing foam events, presence of areas with no foam events, mosaicism of their size, shape and stage of development. SEM helps to investigate features of the endometrial structure in patients with failed IVF attempts, to determine the most optimal day for the embryo transfer, to consider the reasons for failed  implantation associated with endometrial dysfunction, and to offer the most optimal LPS scheme.

Based on our research, it was concluded that on the 5th day after oocyte aspiration in patients of subgroup 1-b normal development of mature foam events occurred in 60.0% of cases. LPS with highly-purified progesterone for subcutaneous administration, administered at 25 mg (1 ml) once daily and 90 mg of intravaginal progesterone gel, is the most balanced endometrial preparation scheme.

When analyzing the effectiveness of IVF, depending on the method of LPS when using native embryos, we have shown that after the transfer of embryos into the uterine cavity during the first 2 weeks, the body of each woman responds to LPS in different ways.However, even if HRT is not administered, the woman’s body keeps preserving at normal concentrations of the hormonal potential tuned for implantation and further embryo development.
The analysis of hormonal parameters in women of group 2 revealed absence of significant differences in the rate of abortion in all observation subgroups.

However, in comparative analysis, our studies have shown that it is preferable to support the LP with the use of highly purified progesterone for subcutaneous administration in combination with a vaginal gel form of progesterone (90 mg progesterone once). In this method, women in subgroup 2-b significantly increased rates of clinical pregnancy and the number of births with live fetus. The high efficiency of this method of supporting LP is the optimal ratio of metabolites of progesterone which have certain benefits for impregnantion.

A modern complex study was conducted to analyze the efficacy of IVF in the transfer of euploid vitrified blastocysts depending on the method of endometrial preparation. The transfer of frozen embryos not only allows to obtain a higher pregnancy rate, but also to reduce maternal and neonatal pathology due to PGD. The donor egg program has the advantage of receiving numerous oocytes from a donor that is stimulated with gonadotropins. By means of vitrification, the embryo transfer of euploid blastocysts into the uterus, is synchronized with the age of the embryo and endometrium preparedness for implantation. Therefore, preparation of the endometrium for PE and adequate LPS play an important role in achieving pregnancy in cryocycles.
We have analyzed the effectiveness of IVF in the transfer of euploid vitrified blastocysts depending on the method of preparation of the endometrium. For this purpose, 100 women with tubal-peritoneal form of infertilitywere examined. These women made group 3. All patients underwent ultrasound examination. Depending on the results of the ultrasound, the patients were divided into two subgroups 3-a and 3-b, 50 women each.

The women of subgroup 3-a were aspirated after ovulation stimulation, after which their oocytes were fertilized, euploid blastocysts were obtained, and on day 5 days of cultivation the latter were subjected to PGD and cryopreservation. After thawing, in another natural menstrual cycle, in case a yellow body was U/S detected, the vitrified euploid blastocysts were transferred. There was minimal LPSwith 90 mg of intra-vaginal progesterone gel, due to the fact that women have a natural yellow body that produces progesterone in the natural cycle. 50 patients in subgroup 3-b had anovulatory menstrual cycles. Therefore, their eggs were obtained in a way similar to the womenin subgroup 3-a. Mature oocytes were ICSI fertilized followed by fertilization assessment 16-18 hours later and cultivation of normally fertilized oocytes. On day 5 of the cultivation, blastocysts were subjected to PGD and cryopreservation.
 In another menstrual cycle, in case there were no of signs of ovulation, a protocol of hormone replacement therapy was planned. For this, 10 days before menstruation, patients received ag-GnRH hormone at a dose of 0.05 mg daily, subcutaneously to achieve an endometrial thickness of 8 mm. Endometrial preparation was performed with estradiol valerate at a dose of 6 mg daily from day 3 of the menstrual cycle. Support for the second phase of the menstrual cycle began when the endometrium reached 8 mm. High-purity progesterone 25 mg subcutaneously and 90 mg of progesterone gel intravaginally were admonistered to support the LP. The embryo transfer was planned for day 5 after initiation of progesterone administration.

Based on the data newly obtained, it is proved that the protocols with hormonal preparation of the endometrium and the transfer of vitrified embryos in the natural MC are equally effective in the frequency of clinical pregnancy onset and childbirth when highly-purified progesterone (subcutaneously)is combined with administration if intravaginal progesterone gel (90 mg). A slight decrease in the indexes of vascular resistance of the uterine blood flow in hormonal preparation of the endometrium, in comparison with the natural cycle, is indicative of a positive effect of hormonal therapy on the structure and function of the endometrium.
The research offers and puts into practice an algorithm and scheme for predicting results of IVF with native and vitrified embryos and LPS depending on the patient’s hormonal state. On the basis of mathematical models of prediction of IVF results, prognostic models have been designed that are not only able to predict the outcome of a clinical pregnancy or delivery, but to help the doctor correctly select the most effective LPS tactics to achieve a positive result.

The substantiation of the expediency and effectiveness of the use of differentiated hormone therapy as preparation of the endometrium before the IVF has been improved.

The “Method of choosing the optimal scheme of lutein phase support during extracorporeal fertilization” was developed and implemented (patent of Ukraine for utility model №137024 at 25.09.2019. Bull. №18).

Thus, summarizing our results, we can conclude that planning of the IVF protocol requires an exclusively comprehensive examination of women before an IVF protocol. The examination is to consider all the components of the diagnostic process, which will determine the tactics of further management of patients and significantly improve IVF effectiveness. It is proved that the most expressed willingness of the endometrium for implantation of the blastocyst is noted in patients, where high-purified progesterone for subcutaneous administration in combination with intra-vaginal form of progesterone gel (90 mg) is used as support of the ovarian-menstrual cycle. With this scheme of support, the endometrium in the luteal phase is fully consistent in its basic parameters with the endometrium structure in healthy women in the control group.
Keywords: luteal phase support (LPS), endometrial preparation, extracorporeal fertilization, native and vitrified blastocysts.
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ВСТУП
Актуальність проблеми. Проблема репродуктивного здоров'я людини набуває в останні роки великого значення і стає проблемою медико-соціальною, що розглядається  у рамках фізіології і патології репродуктивної функції людини  [1, 67]. Це не тільки медична, але і соціальна проблема,   яка є    важливою складовою частиною сучасної медичної науки та практики [25, 95]. 

В останні роки все більшого поширення для лікування безпліддя отримали методи ДРТ. Основу цих методів складає ЕКЗ – запліднення яйцеклітин з преовуляторних фолікулів і ПЕ в порожнину матки пацієнтки [13,24,32,64, 197]. Згідно з даними Європейського товариства репродукції людини і ембріології (ESHRE), в Європейських країнах частота настання вагітності в програмах ЕКЗ в розрахунку на перенесення ембріона в порожнину матки становить близько 30%. Найбільш сприятливі результати (65-75%) отримані у жінок з трубно-перитонеальним фактором безпліддя і відсутністю ендокринних порушень репродуктивної системи, при цьому у жінок з порушеннями гормонального профілю репродуктивної системи позитивні результати ЕКЗ спостерігаються в значно меншому ступені (15-35%) [41, 171]. 

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 [45,61,66,121, 179,184]. Одним з факторів, що призводить до порушення нідації ембріона в ендометрій жінок з безпліддям, може бути зміна структури,  функції та  рецептивності ендометрія [60, 90, 101,152, 195]. Передбачається, що в основі зниження рецептивності ендометрія та частини випадків імплантаційних втрат лежать механізми, подібні з невиношуванням вагітності [5, 94,110,115, 209]. Багато факторів, які в цей час є визнаними як причини порушень імплантації в програмах ЕКЗ, є НЛФ   [16, 174]. 
ЛФ у жінок при ЕКЗ характеризується розвитком її недостатності, на відміну від природного циклу. Деякі дослідники пов'язують цей факт з тим, що при ЕКЗ, для  отримання ооцитів  преовуляторні фолікули аспирирують разом з фолікулярною рідиною, видаляються також клітини гранульози, які беруть участь у формуванні жовтого тіла [26, 83, 145, 212].  

Найбільш прийнята в даний час теорія пояснює НЛФ на фоні КСЯ мультіфолікулярним зростанням, який призводить до секреції високих концентрацій естрадіолу в фолікулярній фазі,  що призводить до значного  зниження секреції ЛГ [ 26, 96 ].   

НЛФ має негативний наслідок у вигляді порушення адекватних секреторних процесів в ендометрії. Ембріони   потрапляють в порожнину матки на певній стадії розвитку і від повноцінної секреторної трансформації і формування  «вікна імплантації»   залежить настання вагітності та результативність ЕКЗ. Таким чином, підтримка функції жовтого тіла залишається обов'язковим і необхідним етапом проведення ЕКЗ  [26, 199].   .
         Для підтримки ЛФ стимульованого циклу традиційно використовуються препарати прогестерону. В даний час немає загальноприйнятого стандарту щодо дозування і форми введення прогестерону. Немає  єдності в питанні і що до переважного шляху введення лікарських засобів [33,170,178].   .

         Таким чином, на підставі вище викладеного, визначення найбільш ефективного способу  підтримки ЛФ при ЕКЗ залишаються актуальними у сучасній медицини і дозволяють підвищити ефективність програм ДРТ. 
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є частиною досліджень, що проводяться на кафедрі акушерства та гінекології №2 Харківського національного медичного університету (ХНМУ) за Державною комплексною програмою «Діагностика та лікування порушень жіночої статевої системи в пубертатному і репродуктивному віці» (№ державної реєстрації 0111U001399)».
Мета дослідження: Оптимізація схеми підтримки ЛФ для  підвищення результативності лікування безпліддя методом ЕКЗ.  

Завдання дослідження:

1. Провести порівняльний аналіз морфологічного і гістохімічного стану ендометрія при різних схемах підтримки ЛФ.
2. З'ясувати імуногістохімічні особливості колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія при різних схемах підтримки ЛФ.
3. Дослідити ультразвукові та доплерометричні критерії кровотоку в судинах матки та динаміку змін ехоструктури ендометрія і їх сполученість з результативністю програм ЕКЗ при різних схемах підтримки ЛФ.
4. Визначити особливості формування піноподій в ендометрії залежно від схеми підтримки ЛФ циклу в програмах ЕКЗ.
5. Дослідити ефективність ЕКЗ при  застосуванні нативних ембріонів при різних модифікаціях підтримки ЛФ, а також еуплоідних вітрифікованих бластоцист  при різних смемах підготовки ендометрія.
6. Розробити математичні моделі прогнозування результатів ЕКЗ на основі  дискримінантного аналізу.
Об'єкт дослідження: ендометрій у жінок  після підтримки ЛФ при ЕКЗ.  
Предмет дослідження: зв'язок морфофункціональних, імуногістохімічних змін і найбільш значущих параметрів стану ендометрія при різних варіантах підтримки ЛФ в циклах ЕКЗ.
Методи дослідження: загальноклінічні, біохімічні, морфологічні, імунологічні, імуногістохімічні, електрономікроскопічні, бактеріологічні, гормональні, ультразвукові, інструментальні, статистичні. 
Наукова новизна. При порівняльному аналізі морфологічного та  гістохімічного стану ендометрія у залежності від схемі підтримки ЛФ розширені дані про стан його структури й проліферативну активність, що є значущим і необхідним у комплексній оцінці ендометрія  перед обстеженням пацієнток до підготовки до ЕКЗ. Уперше доведено, що найбільш виражена готовність ендометрія до імплантації бластоцисти, відзначається у пацієнток, де в якості підтримки ЛФ оваріально-менструального циклу використовується високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг).
На сучасному рівні проведено комплексне імуногістохімічне дослідження ендометрія з визначенням особливостей колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія при різних схемах підтримки ЛФ. Представлена багатофакторна оцінка ендометрія при підготовці до ЕКЗ з використанням доплерометричних показників кровотоку в судинах матки та вивченням особливостей формування піноподій в ендометрії залежно від схеми підтримки ЛФ циклу в програмах ЕКЗ.

Проведен аналіз ефективності ЕКЗ в залежності від способу підтримки ЛФ з застосуванням нативних  ембріонів. Доповнені наукові данні про те, що після перенесення ембріонів у маткову порожнину протягом перших 2-х тижнів організм жінки реагує на наявність підтримки ЛФ  по-різному, проте, навіть при відсутності ЗГТ продовжує зберігати у нормальних концентраціях гормональний потенціал, налаштований на імплантацію і подальший розвиток ембріона. 
Здійснено сучасне комплексне дослідження з аналізу результативності ЕКЗ при перенесенні еуплоїдних вітрифікованих бластоцист при різних схемах підготовки ендометрія. На підставі отриманих даних уперше доведено, що  протоколи з гормональною підготовкою ендометрія і перенесенням вітрифікованих ембріонів в природному МЦ однаково ефективні по частоті настання клінічної вагітності і пологів. Проведення ПГД перед проведенням кріоконцервації ембріонів значно поліпшує результативність ДРТ.  

Патогенетично обґрунтовано доцільність й ефективність застосування для проведення лікування НЛФ в циклах ЕКЗ високоочищеного прогестерона для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг). 
На підставі отриманих даних розроблено прогностичні критерії ЕКЗ  з урахуванням особливостей стану ендометрія  та  НЛФ циклу. 

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

На підставі дослідження особливостей колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія, ультразвукових і доплерометричних критеріїв кровотоку в судинах матки та особливостей формування піноподій, доведено, що для проведення лікування НЛФ в циклах ЕКЗ необхідно використовувати високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг), як найбільш ефективний для підтримки ЛФ.
Одержані результати досліджень впроваджені в лікувальну практику НКП «Міський перинатальний центр» ХМР, Українського медичного центра акушерства, гінекології та Репродуктології МОЗ України, ТОВ «Клініка С& Т МЕД».
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 вибору оптимальної схеми підтримки лютеінової фази при проведенні екстракорпорального запліднення»  №137024 від 25.09.2019 р. Бюл. №18 (Грищенко М.Г., Лазуренко В. В., Луцький А.С.)  
Власний внесок дисертанта в розробку наукового дослідження 
Самостійно розроблений план роботи та методологія проведення досліджень, проведено патентно-інформаційний пошук за темою дисертації.

Самостійно обстежено 320 пацієнтки, з яких 310 склали основну і 10 –контрольну групу спостереження. 

Здійснено забір і підготовка матеріалів для визначення клініко-лабораторних, морфологічних, імунологічних, імуногістохімічних, електрономікроскопічних, ультразвукових, доплерометричних,  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: Науково-практична конференція з міжнародною участю, присвячена 150- річчю з дня народження професора М.Ф.Мельникова-Разведенкова, Харків, (2016); Науково-практична конференція з міжнародною участю «Актуальні питання медичної теорії та практики»,  Дніпро. (2017); Пленум асоціації акушерів-гінекологів України та Науково-практична конференція з міжнародною участю «Акушерство, гінекологія та репродуктологія. Освіта. Клініка. Наука». 21-22 вересня 2017 Одеса. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Сучасні тенденції розвитку  медичної науки та медичної  практики», Львів, 2017;  Науково-практична конференція з міжнародною участю, присвячена 100-річчю з дня народження C. І. Корхова «Сучасні теоретичні та практичні аспекти клінічної медицини» (для студентів та молодих вчених),  Одеса, (2018); International Scientific-Practical Conference «Urgent Problems of Science and Technology: Yesterday, Today, Tomorrow», United Kingdom, London (2018); III International Scientific and Practical Conference, Роland, (2018); Пленум асоціації акушерів-гінекологів України та Науково-практична конференція з міжнародною участю «Репродуктивне здоров,я в Україні: Тенденції, досягнення, виклики та пріоритети» ( 20-21 вересня, 2018), Київ.  Міжвузівській конференції молодих вчених і студентів «Медицина третього тисячоліття», Харків (2018, 2019 рр.);  Х Пленумі Асоціації акушерів-гінекологів України, Київ (2019 р.); Науково–практичної конференції з міжнародною участю «Акушерство та гінекологія: актуальні та дискусійні питання», Київ, (2019); Науково–практичної конференції з міжнародною участю  «Сучасні тенденції розвитку освіти й науки : проблеми та перспективи», Київ–Львів–Бережани–Гомель, (2020).

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

Публікації. За результатами дисертаційної роботи опубліковано 30 наукових праць, з них 10 статей (8 вітчизняних і 2 зарубіжна) в наукових фахових виданнях, 3 статті в збірнику наукових праць, 17 тез у матеріалах науково-практичних конференцій.  Отримано деклараційний патент України на корисну модель №137024 від 25.09.2019 р. Бюл. №18 (Грищенко М.Г., Лазуренко В. В., Луцький А.С.)  
Обсяг і структура дисертації: Робота викладена на 163 сторінках машинописного тексту й містить вступ, огляд літератури, 5 розділів власних досліджень, аналіз і узагальнення результатів дослідження, висновки та практичні рекомендації. Текст ілюстрований 45 рисунками та 27 таблицями. Список використаної літератури містить 216 найменування: 102 робіти вітчизняних авторів і 114 іноземних (26 сторінок). Додаток складає 18 сторінок та містить доповнення до прогнозування результатів екстракорпорального запліднення та ілюстрований 3 рисунками та 14 таблицями.

Розділ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Екстракорпоральне запліднення як сучасний метод лікувальні безпліддя.

У структурі причин безплідного шлюбу на частку жіночого безпліддя припадає не менш ніж 50%, чоловічого - 35%, поєднаного - 15% [40,46]. Серед етіологічних чинників неплідності виділяють жіночі фактори: ендокринний (30-56%), трубно-перитонеальний (29-34%) і 10% складають інші причини безпліддя, які включають зовнішній генітальний ендометріоз (1-6%), матковий фактор (15%), шиїчний фактор (1- 4%) та чоловічі чинники різного генезу (32-45%); на частку ідиопатичного безпліддя припадає 5-10% [27, 34].

Чинники безпліддя по різному впливають на настання і результат вагітності після програм ЕКЗ. Наявність декількох факторів може знижувати ймовірність успішного результату в циклах ДРТ [12, 195]. При успішному лікуванні хворих з виявленими чинниками безпліддя часто вдається відновити фертильність, не вдаючись до допомоги ДРТ [63, 67]. У разі відсутності ефекту від комплексу проведених оперативних і консервативних заходів при лікуванні безпліддя необхідно рекомендувати подружній парі методи допоміжної репродукції для досягнення вагітності [34, 193]. 

Суть методу ЕКЗ полягає в тому, що після проведення контрольованої стимуляції яєчників з декількох преовуляторних фолікулів шляхом пункції отримують зрілі яйцеклітини. Далі проводять їх запліднення in vitro і отримані ембріони на стадії 8 бластомерів, морули або бластоцисти переносять у маткову порожнину [27,69,84, 215].   . 

Ефективність застосування методів ДРТ висока і досягає в кращих центрах світу 30-40% в розрахунку на один переніс ембріонів, що набагато перевищує ефективність природного зачаття. За даними європейського консорціуму з IVF-моніторингу при Європейській Асоціації Репродукції Людини і ембріології (ESHRE) за 2019 рік частота настання вагітності в програмах ЕКЗ і ЕКЗ / ІКСІ коливається від 24,1% до 48,1% [27]. У розвинених країнах світу не менше 3% пологів відбуваються в результаті програм ЕКЗ [171].

Пацієнтки з багаторазовими невдалими програмами допоміжних репродуктивних технологій складають близько 30% від усіх пацієнтів, які лікуються з використанням цих методів. Це пов'язано з великою різноманітністю факторів, що впливають на результат імплантації після перенесення ембріона у маткову порожнину [4, 80,125,142, 206].   
Пошук причин і розробка методів підвищення ефективності ДРТ є одним із актуальних завдань сучасної медицини. Підвищення результативності циклів ЕКЗ є головною метою клініцистів, що займаються лікуванням безпліддя, що забезпечується поліпшенням якості перенесених ембріонів і рецептивності ендометрія. Морфологічні характеристики ембріона і його відповідність динамічним показникам при культивуванні визначають якість ембріона [105]. Однак якість ембріона, будучи найважливішою складовою успішної імплантації, не може її забезпечити без скоординованого процесу, що забезпечує рецептивність ендометрія [7, 29, 92, 216].

Серед патологічних змін у порожнині матки, що приводять до порушення імплантації, виділяють доброякісні гіперпластичні процеси ендометрія (поліпи ендометрія, гіперплазія ендометрія, міоматозні субмукозні вузли, синехії ) і наявність вроджених аномалій порожнини матки (деформації, внутрішньоматкова перетинка). Ці стани потребують хірургічного лікування, яке дозволяє відновити анатомічну цілісність порожнини матки у 93-96% випадків; частота настання вагітності після подібних оперативних втручань коливається від 15% до 50% [46,108 139,183]. Так само порушення імплантаційного потенціалу ендометрія може бути викликано гормональною недостатністю яєчників (ановуляція і НЛФ) або наявністю запального процесу ендометрія, що вимагає відповідного лікування [18,126, 127, 214].

Усі вищевказані патологічні стани ендометрія призводять як до морфологічних порушень, так і до порушень рецепторного апарату ендометрія в період передбачуваного "вікна імплантації", що перешкоджає настанню вагітності [76, 192].   

НЛФ являє собою порушення функції яєчників, що характеризує гіпофункцією жовтого тіла яєчника. Провідною причиною НЛФ є гормональні порушення: зміна балансу естрогенів і андрогенів, ЛГ і ФСГ, зміна пульсації ЛГ в ранню проліферативну фазу, гіперандрогенемії, гіперпролактинемія, порушення рецепторного апарату яєчників і матки [82, 109, 202]. Певна роль у розвитку НЛФ належить нестачі ліпопротеїдів низької щільності як джерела холестерину, необхідного для біосинтезу прогестерону [167]. 

Усі перераховані вище стани призводять до низької концентрації прогестерону - гормону, що відіграє надзвичайно важливу роль у підтримці вагітності, який ще до запліднення викликає децидуальні перетворення ендометрія і готує його до імплантації.  Нестача  прогестерону призводить до відставання циклічного розвитку ендометрія і  порушенню дозрівання між залозистим  і стромальним компонентами ендометрія, що є причиною безпліддя [43, 87, 153 ]. Внаслідок цього в момент передбачуваного "вікна імплантації", коли повинна відбуватися інвазія трофобласта, ендометрій виявляється не готовим до прийняття бластоцисти як в структурному, так і в функціональному відношенні, що призводить до порушення процесу інвазії [112, 214].   .

Пошук предикторів настання вагітності в циклах ЕКЗ є актуальним завданням. Зокрема, в останні роки активно досліджують значення преовуляторного рівня прогестерону в сироватці крові: підвищений рівень прогестерону в день введення тригера овуляції в програмі ЕКЗ пов'язаний зі зниженням імовірності настання вагітності, але порогове значення цього показника, що визначає виникнення того чи іншого ефекту, не встановлено [62, 154,174,180] .

Для підтримки лютеїнової фази застосовується прогестерон у різних формах введення: внутрішньом'язово, орально, вагінально, ректально. Найбільш загальноприйнятим є масляний розчин прогестерону у внутрішньом'язовій формі [51, 118, 200]. Внутрішньом’язовий прогестерон забезпечує високу концентрацію прогестерону в крові і, відповідно, високі показники настання вагітності [70, 200]. Однак його введення може викликати дискомфорт. Є повідомлення про місцеву реакцію у місці ін'єкції, хворобливість, запальні реакції, абсцеси. При загальному введенні прогестерону  відзначається його низька біодоступність і швидка інактивація в печінці [130,181]. Оральний шлях введення менш ефективний [172,198]. Вагінальная форма прогестерону швидко всмоктується і дозволяє створити високу його концентрацію в ендометрії, завдяки відсутності початкового потрапляння в печінку [88,130,141]. Визначення прогестерону в крові при використанні вагінальної форми мало інформативно [43]. Частота настання вагітності аналогічна,  як і при внутрішньом’язовому використанні прогестерону, однак зручне використання роблять його більш привабливим [70].

Дані про більш високу ефективність ЕКЗ за допомогою вагінального прогестерону у вигляді гелю, у порівнянні з внутрішньом’язовою формою його уведення, суперечливі. Більш того, немає спільної точки зору про найбільш ефективну щоденну дозу прогестерону. При моделюванні донорських програм показано, що частота настання вагітностей при використанні вагінальної форми прогестерону у вигляді гелю одноразово і двічі була ідентичною  [200]. Вагінальний прогестерон у вигляді гелю може успішно використовуватися, як альтернатива внутрішньо м’язовому.

При порівнянні  препаратів для підтримки лютеїнової фази доведено, що використання  ХГЛ, або прогестерону призводить до більш високої кількості  живонароджених немовлят, у порівнянні з відсутністю гормональної підтримки [170,178]. Однак додавання ХГЛ до прогестерону або введення одного ХГЛ значно збільшувало частоту гіперстимуляції яєчників [15, 186]. При використанні агоніст гонадотропін рилізінг гормону відновлювався рівень ЛГ, що призводило до покращення лютеїнової фази і, як наслідок, збільшення позитивних результатів лікування [157]. Низький прогестерон може знижувати шанси до імплантації, тому лютеїнова фаза потребує підтримки  [26,173]. 

Зниження рецептивності ендометрія при хронічному ендометриті проявляється відставанням дозрівання піноподій з низькою експресією LIF у поверхневому епітелії ендометрія [2, 54,189].

До доброякісних гіперпластичних процесів ендометрія відносять гіперплазію і поліпи ендометрія. При гіперплазії ендометрія спостерігаються структурно-функціональні зміни в тканині ендометрія, що характеризуються відсутністю секреторної функції залоз ендометрія. При цьому порушується баланс експресії цитокінів, факторів росту та інших біологічно активних речовин, що забезпечують взаємодію ендометрія і плодового яйця в період передбачуваного "вікна імплантації" [85, 179]. Всім жінкам, які мають поліпи ендометрія, перед проведенням процедури ЕКЗ рекомендується проведення гістерорезектоскопії. Тактика ведення пацієнток при виявленні поліпів ендометрія безпосередньо в циклі ЕКЗ індивідуальна, залежить від репродуктивного анамнезу жінки і кількості і якості отриманих ембріонів [77, 97]. 

Ендометріоз - одне з найпоширеніших захворювань в гінекологічній практиці, займає третє місце по частоті, поступаючись лише запальним захворюванням і міомі матки, проте патогенез ендометріозу залишається не до кінця вивченим [58, 150].  Ендометріоз знижує якість життя і часто призводить до безпліддя [150]. Частота безпліддя при генітальному ендометріозі приблизно в 3-4 рази перевищує середню частоту безпліддя в популяції [95]. Згідно з даними літератури неодноразово було показано, що лікування безпліддя методом ЕКЗ у жінок з ендометріозом характеризується незначною кількістю і низькою якістю отриманих ооцитів, низькою частотою запліднення, імплантації і настання вагітності. Ендометріоз негативно впливає як на дозрівання ооцитів і розвиток ембріонів, так і на рецептивність ендометрія
Функціональна неповноцінність ендометрія при генітальному ендометріозі виражається в порушенні секреторної трансформації, відсутності синхронної реакції залоз,  формуванні прогестероно резістентності і посиленні біологічної дії андрогенів на ендометрій [9, 65, 148,204], внаслідок чого, як в природних циклах, так і в циклах ЕКЗ знижується частота настання вагітності.
Лютеїнова фаза в циклах стимуляції овуляції відрізняється від такової при природних циклах. У циклах ЕКЗ ендометрій піддається впливу підвищеної концентрації естрадіолу і прогестерону, в порівнянні з природними циклами. Ці гормони виділяються багатьма фолікулами, що розвиваються у першій фазі циклу в результаті проведеної стимуляції суперовуляції, а так само що утворюються після трансвагінальної пункції в ранній лютеїновій фазі лютеїновими тілами [26].    
Усе перераховане вище є причиною морфологічних порушень у вигляді передчасної секреторної трансформації ендометрія в постовуляторну і ранню лютеїнову фазу. Зміни ендометрія в циклах ЕКЗ проявляються в асінхронізаціі диференціювання залозистого і стромального компонента в середній лютеїнової фазі, порушенні рецепторного апарату і зниженні рівня експресії інтегринів, що призводить до зниження рецептивності ендометрія в період передбачуваного "вікна імплантації" [98]. Також в стимульованих циклах спостерігається рання поява піноподій [59, 205].

На сьогоднішній день для підтримки лютеїнової фази в циклі ЕКЗ розроблено безліч схем застосування і різні форми введення прогестерону (внутрішньом'язово, перорально, вагінально) або хоріонічного гонадотропіну людини (внутрішньом'язово при відсутності ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників) [26, 157]. 

При ЕКЗ, у циклах перенесення кріоконсервованих ембріонів або в програмах перенесення свіжих ембріонів з використанням ооцитів донора можна обійти небажаний ефект стимуляції суперовуляції на ендометрій і оптимально підготовити його до дня перенесення. Доведено, що підготовка ендометрія в подібних програмах призводить до збільшення частоти настання імплантації та клінічної вагітності в порівнянні з результатами, отриманими після перенесення ембріонів в циклах стимуляції суперовуляції  [107].

Таким чином, рецептивність ендометрія в циклах ЕКЗ залежить від наявності доброякісних гіперпластичних процесів ендометрія (невиявлених або рецидивуючих, що  не діагностуються на момент проведення протоколу ЕКЗ), від наявності хронічного запалення слизової матки (хронічний ендометрит не виявлений ​​раніше, або не до кінця пролікований на момент проведення ЕКЗ), від наявності супутньої гінекологічної патології, що призводить до зниження чутливості тканини ендометрія до дії стероїдних гормонів (прогестеронрезістентність при генітальному ендометріозі) і від ступеня дії суперфізіологічних доз стероїдних гормонів, які призводять до НЛФ. Усі вище перераховані стани, що впливають на морфологічну структуру ендометрія, його рецепторний апарат і вироблення клітинами ендометрія різних молекул, що беруть участь у процесі імплантації, призводять до порушення рецептивності ендометрія і до зниження частоти настання вагітності в циклах ЕКЗ [16, 106].    
Процедура ЕКЗ значно впливає на здоров'я жінки (можливі ускладнення при проведенні ЕКЗ), супроводжується стресом різного ступеня виразності, а також значиму роль має економічний фактор. У зв'язку з цим оцінка рецептивності ендометрія має важливе значення для прогнозування результатів ЕКО, тобто мінімізації всіх вище перерахованих негативних факторів і підвищенню результативності циклів. Прагнення вчених підвищити результативність циклів ЕКЗ стало приводом для розширення пошуку маркерів і методів оцінки рецептивності ендометрія.

1.2. Вплив стану ендометрія на результати екстракорпорального запліднення.

Роль патології ендометрія в патогенезі безпліддя безсумнівна. Адже саме адекватний морфофункціональний стан ендометрія є одним з головних чинників, що забезпечують успішну імплантацію заплідненої яйцеклітини і розвиток ембріона [10,31, 60, 181].

На сьогоднішній день медицина має великий вибір діагностичних методів дослідження ендометрія. У перелік досліджень, що проводяться у жінок які планують ДРТ, входять: 

перший етап - аналіз клінічних симптомів і анамнестичних даних;

другий етап - неінвазивні методи дослідження - загальноклінічні, бімануальні методи дослідження, бактеріологічне дослідження (бактеріоскопія, ПЛР), імунологічне обстеження, ехографічне дослідження ендометрія (УЗД, доплерометрія); 

третій етап, як правило, включає інвазивні методи дослідження - гістероскопію, біопсію ендометрія, мікробіологічне дослідження ендометрія, імуноморфологічні дослідження ендометрія (імуногістохімія) [97, 166,169].

Умовно, всю патологію ендометрія, що перешкоджає настанню вагітності, можна розділити на дві групи: запальні процеси ендометрія і неадекватна секреторна трансформація у проліферативну фазу. В анамнезі у пацієнток з наявністю запального компонента переважає первинне або вторинне безпліддя, невиношування вагітності різних термінів, невдачі ЕКЗ і перенесення ембріонів. Один з провідних клінічних симптомів - мажучи кров'янисті виділення зі статевих шляхів, що не пов’язані з менструальним циклом. Больовий синдром, рясні менструації та ті симптоми, які варто виділяти як основні у пацієнток із запальною етіологією захворювання ендометрія [18,28, 30,71,86,165]. 

Неадекватна секреторна трансформація ендометрія може бути обумовлена ​​гормональними ендокринопатіями (ожиріння, передчасне старіння яєчників), і характеризуватися різними порушеннями внутрішньоматкової патології та менструального циклу  [77].

Комплексне мікробіологічне дослідження ендометрія повинно включати оцінку мікробіоценозу піхви за даними мікроскопії мазка, пофарбованого по граму, і культурального дослідження, а також вивчення мікрофлори цервікального каналу і біоптату ендометрія у аеробних, мікроаерофільних і анаеробних умовах культивування [30,57,78,123]. У теперішній  час відкрито стоїть питання про стерильність порожнини матки у здорових жінок. Існує точка зору, що порожнина матки у жінок стерильна. Мікробне проникнення в порожнину матки відбувається при:

• висхідному інфікуванні у жінок, що мають збудників ІПСШ;

• багаторазових хірургічних втручаннях в слизову оболонку матки;

• бактеріальному вагінозі;

• вагінітах;

• використанні внутрішньоматкових протизаплідних засобів [9].

Однак існує інша точка зору, що широко підтримується багатьма з авторів, на думку яких слизова оболонка матки не може бути стерильна, оскільки вона безперервно піддається впливу висхідній інфекції з нижніх відділів статевого тракту [88]. Особливо часто це відбувається при статевому контакті, при якому сперма, що навантажена умовно-патогенними мікроорганізмами і ендотоксинами, безперешкодно проникає через слизову пробку цервікального каналу в матку і маткові труби. З усього сказаного цілком ймовірно, що мікроорганізми можуть бути присутніми в ендометрії майже у всіх жінок [91,159]. Тим не менш, не прорахований ризик проникнення інфекції у епітеліальний покрив і строму слизових оболонок статевого тракту з формуванням хронічного запального процесу. Таким чином, питання чи стерильна порожнина матки, залишається відкритим. 
Персистенція в ендометрії бактеріально-вірусної інфекції нерідко сприяє порушенням у системі гемостазу і супроводжується метаболічними змінами в слизовій оболонці матки, що може служити причиною порушення імплантації і зупинки розвитку ембріона [86,149]. Бактеріальний метод дослідження грає дуже важливу роль у виборі лікувальної тактики. 

Ехографія як і раніше залишається широко поширеним методом обстеження ендометрія. Відсутність променевого навантаження при ультразвуковому методі дослідження є визначальним у виборі методу діагностики при обстеженні жінок дітородного віку. У гінекологічній практиці здійснюється УЗД двома доступами - трансабдомінальним і трансвагінальним. Вони можуть бути застосовані послідовно, як доповнення один до одного, а також окремо [14]. 

В останні роки в зарубіжних джерелах введено поняття "тонкий" ендометрій [106]. Воно має на увазі витончення ендометрія  до товщини менш ніж 8 мм в період передбачуваного "імплантаційного вікна". 
Було доведено, що "тонкий" ендометрій характеризується високим індексом опору в артеріях середнього калібру, що призводить до погіршення зростання залозистого епітелію. Це стає причиною зниження рівня судинно-ендотеліального фактора росту в ендометрії і тягне за собою подальше зниження швидкості кровотоку в судинах матки і порушення рецептивності ендометрія [10,124, 185]. 

Частота настання вагітності в програмах ДРТ у жінок з "тонким" ендометрієм в Україні і країнах Європи коливається від 8,5 до 30% [23]. Кольорове картування і спектральна доплерографія в даний час стали рутинними методиками. Однак, дослідженнями кровотоку у жінок в різні фази менструального циклу присвячено невелику кількість наукових робіт як в нашій країні, так і за кордоном [47]. 

Для оцінки кровопостачання матки і придатків автори використовують такі показники, як максимальна систолічна швидкість, кінцево-діастолічна швидкість і індекси периферичного опору (резистентності, пульсаційний і систоло-діастолічне відношення). Крім кількісних характеристик кровопостачання, дають якісний опис васкуляризації внутрішніх статевих органів і патологічних утворень в них.  Використовують такі поняття, як гіпо-, гіпер- і помірна васкуляризація [47,145].

"Золотим стандартом" і остаточним етапом діагностики стану ендометрія є морфологічне дослідження ендометрія. Однак, особливістю даної процедури є інвазивність дослідження. В сучасних умовах мається можливість використання як стаціонарних (гістрескопія, роздільне діагностичне вишкрібання), так і амбулаторних високоінформативних методів дослідження, які є репрезентативними для проведення морфологічного дослідження у вигляді процедури  Pipeiie de cornier  [166].

Для оцінки функціонального стану ендометрія необхідно враховувати морфологічні критерії (параметри), що дозволяють встановити функцію ендометрія в динаміці менструального циклу, а саме, у фолликулиновій і лютеїновії фазах. До них відносяться, мітози епітелію залоз ендометрія і строми, вакуолізація епітелію залоз ендометрію, секреція залоз ендометрія, діаметр просвіту залоз ендометрія, псевдостратіфікація і особливість епітелію залоз ендометрія, наявність клубочків спіралеподібних артерій, предецідуальні реакціяї, набряк строми ендометрія, наявність апоптозних тілець, лімфоцитів, нейтрофілів, плазматичних клітин [39, 52, 168].

Слизова оболонка тіла матки являє собою складну, багатокомпонентну систему, що складається з покривного і залозистого епітелію, строми, основної речовини, кровоносних судин. Епітеліальний компонент ендометрія утворюють секреторні і миготливі клітини (максимальне число останніх спостерігається в період овуляції) і нечисленні аргірофільні клітини, строму – фібробластоподібні клітини (протягом менструального циклу вони перетворюються з малодиференційованих юних у зрілі клітини, що активно синтезують колаген і глікозаміноглікани), в фібробласти і фіброцити, гістіоцити (макрофаги), Т- і поодинокі В-лімфоцити, притому в пізню лютеїнову фазу в стромі ендометрія формуються дві окремі предецідуальні клітини, яким присутні численні ендометріальні гранулоцити, поліморфноядерні лейкоцити. Незважаючи на ідентичну структуру клітин, циклічні зміни до покривного епітелію ендометрія менш виразні, ніж в епітелії маткових залоз [11,  190].

Імуногістохімія - метод морфологічної діагностики, в основі якого лежить візуалізація і оцінка за допомогою мікроскопа результатів реакції антиген-антитіло у зрізах тканини, узятої за допомогою біопсії. В якості антигену виступають компоненти клітинних структур або міжклітинної речовини тканини. Унікальність останнього методу полягає в тому, що всі клітини синтезують абсолютно ідентичні молекули (моноклональні антитіла) [52,140]. 

Спосіб фарбування клітинних та тканинних компонентів за допомогою специфічних антитіл для мікроскопічного дослідження був запропонований A. Coons з співавт. в 1941 році. Антитіла були мічені флюоресцируючою фарбою, що дозволяло виявити комплекс тканинного антигену і діагностичного антитіла в гістологічних зрізах за допомогою люминисцентного мікроскопа [45].

Наступний крок у розвитку імуногістохімії був пов'язаний з розробкою антитіл, мічених не флюорохромами, а ферментами. Для виявлення місця зв'язування мічених ферментом антитіл застосовують субстрат, в якому під впливом ферментних міток утворюються забарвлені продукти. Ферментні мітки дозволяють отримати постійні гістологічні препарати, які можуть тривалий час зберігатися, і в яких результати імуногістохімічної реакції точніше прив'язані до структури тканин. Принциповою відмінністю імуногістохімії від інших методів імунологічної діагностики, які використовують реакцію антиген-антитіло, є структурна специфічність дослідження. Це означає, що в реакції оцінюється не тільки наявність сигналу (тобто фарбування чи ні) і його сила (інтенсивність фарбування), але і просторовий розподіл сигналу в гістологічному препараті (фарбування мембран клітин, цитоплазми, ядра та інших структурних елементів) [ 65,134].

Морфологічні критерії ендометрія стадії проліферації і стадії секреції дозволяють визначити день лютеїнової фази циклу, були запропоновані R.W. Noyers et al., (1950). Фаза менструального циклу визначається на підставі морфологічних особливостей залозистого, стромального і судинного компонента. В умовах реалізації програм ДРТ важливим питанням залишається ідентифікація періоду максимальної відповідності розвитку ембріона і сприйнятливості ендометрія [98,207].

"Вікно імплантації " - період встановлення активних взаємодій ембріона і ендометрія, що призводить до імплантації бластоцисти і настання вагітності, найбільш часто спостерігається на 6-8 день після піку лютеїнізуючого гормону, що відповідає 20-24 дню менструального циклу . Тривалість цього періоду відповідає середній стадії секреції [151, 189]. У даний період ендометріальні залози стають звитими, з широким просвітом. Ядра клітин везикулярні, розташовуються базально, апікальний край клітин стає нерівними, з ознаками апокринної секреції в просвіті залоз. Поряд з епітеліальними компонентами, зміни відзначаються і в стромі, в якій поступово посилюється набряк. Спіральні артерії набувають виразну звивистість, максимальної інтенсивності досягає мікроциркуляція [189]. 

Для характеристики стану ендометрія в період "вікна імплантації" запропоновано використання терміну "рецептивність" або сприйнятливість ендометрію [190]. Рецептивність (receptivity - сприйнятливість, чутливість) - це комплекс структурно - функціональних характеристик ендометрія з чіткими часовими і просторовими константами, що визначають здатність ендометрія до імплантації [190].
Розрізняють три рівні рецептивності - генетичний, протеомний, гістологічний. 

Генетичний рівень рецептивності (Endometrial genomics, рroteomics) - сукупність білків, які експресують геном клітини, тканини або органу в даний час і в умовах сьогодення. Дана методика дозволяє вивчити динаміку регуляції експресії генів в натуральному і стимульованому циклі під час вікна імплантації. При відкритті вікна імпланатаціі в ендометрії посилюється експресія 395 генів і знижується - 186 генів. Було проведено дослідження у порівнянні експресії генів, що по-різному регулюються в сприйнятливому і несприйнятливому ендометрії. Природні цикли розглядалися як оптимальні умови, а контрольована гіперстимуляція яєчників - як субоптимальні умови. В якості негативного контролю виступав нечутливий ендометрій після використання внутрішньоматкових спіралей. Були знайдені сотні генів, але лише деякі з них розглядаються як функціонально важливі [34,184]. Цікавим є те, що виявлено вже близько 14 генів, дефекти яких тісно корелюють зі звичними неефективними імплантаціями. 

Протеомний рівень рецептивності - дозволяє виділити пептиди / протеїни, які запускають перехід до рецепторів ендометрія, головним чином, на рівні цитоскелету. Аналіз аспірату ендометріального секрету є новим не інвазивних способом, що дозволяє досліджувати протеомний рівень рецептивності ендометрія. Було показано, що аспірація ендометріальної рідини не впливає на частоту настання вагітності. Рівень глікоделіна в аспіраті корелює з днем ​​менструального циклу, в який він був отриманий.

Дослідження, що проведені різними авторами, показали, що в секреті ендометрія можна визначити цитокіновий профіль за допомогою поодиноких молекул або використовувати набір з 20 цитокінів за допомогою системи Luminex. Ці результати відкривають нові можливості неінвазивної оцінки рецептивності ендометрія людини [ 161,203]. 

Рецептивність ендометрія - це комплекс структурно-функціональних характеристик ендометрія з чіткими часовими і просторовими проміжками, що визначає здатність ендометрія до імплантації [196].

За даними літератури, першим етапом, необхідним для здійснення імплантації є аппозиція, тобто встановлення "діалогу" між ембріоном і ендометрієм. Цей діалог є основою для синхронізації процесу дозрівання ендометрія і розвитку ембріона та опосередковується паракриними регуляторами: простагландинами, факторами росту, молекулами адгезії, компонентами міжклітинної речовини [113]. 

Другим етапом в імплантації є адгезія бластоцисти, в основі якої лежить формування тісних функціональних взаємовідносин між мембранами клітин трофобласта і епітелія, що покриває порожнину матки в місці передбачуваної нідації ембріона [98,158]. 

Третій етап полягає в інвазії трофобласта між епітеліальними клітинами і його проростанні у строму базального шару. Інвазія строми призводить до децидуальної трансформації клітинного компонента [98].

Наявність біохімічних змін складу ендометрія в наступні роки послужило обгрунтуванням для розшифровки молекулярних основ і визначення речовин в складі ендометрія для розуміння механізмів аутопаракрінної регуляції і розробки на їх основі абсолютно нових методів діагностики і лікування патологічних станів репродуктивної системи. Наявність активних глікопротеїнових фракцій і карбогідратів в складі ендометрія послужило підставою для окремого розгляду питання про їх біологічну роль [112].

Гістологічні дослідження, що дозволяють   оцінити рецептивність ендометрія, продемонстрували високу суб'єктивність цього методу [119]. Особливе місце в цьому ряду займають показники рецепції до стероїдних гормонів. Відомо, що концентрація стероїдних рецепторів протягом нормального менструального циклу змінюється. Концентрація ПР в залозах ендометрія збільшується в фолікулінову фазу під впливом естрадіолу і зменшується після овуляції під впливом прогестерону. Концентрація ЕР максимальна в проліферативну фазу і зменшується в секреторну фазу циклу [19,42,102].

На противагу проліферативному ефекту естрогену, дія прогестерону сприяє диференціюванню ендометрія. Прогестерон зв'язується з рецепторами і проникає в прогестерон-чутливі клітини. В ендометрії присутні дві форми рецепторів: ПР-А і ПР-В. Оскільки ПР-В більш точно регулюються під час менструального циклу, ПР-В відіграє більш важливу біологічну роль. Результат дії прогестерону - диференціювання тканини ендометрія, інактивація естрадіолу через стромальні рецептори до прогестерону, забезпечення тим самим підготовку ендометрія до імплантації ембріона  [214].

Деякі автори [41] вважають, що у пацієнток, які страждають трубно- перитонеальним безпліддям, існує гормональна недостатність яєчників, пов'язана з низькою кількістю або чутливістю рецепторів естрогенів і прогестерону. Зазначені зміни рецептивності ендометрія у жінок з неефективними спробами ЕКЗ в анамнезі можуть стати причиною невдач наступних циклів ДРТ [37]. 

Інші автори наводять діаметрально протилежні дані [102], доводячи про підвищення експресії стероїдних рецепторів у пацієнток з безпліддям. Найбільш несприятливою прогностичною ознакою для настання вагітності у пацієнток в програмі ЕКЗ при невдачах імплантації є гіперекспресія естрогенових рецепторів в період передбачуваного "вікна імплантації", а найбільш сприятливим поєднання рівномірних секреторних перетворень ендометрія з кількістю піноподій > 50% і співвідношенням ПР / ЕР> 2 [122,188].

Готовність ендометрія до імплантації бластоцисти визначається не тільки його рецепторною активністю, а й характерними морфологічними змінами, а також процесом апоптозу клітин ендометрія. Встановлено, що апоптоз розвивається в специфічних популяціях клітин ендометрія протягом усього менструального циклу [150]. У ранню пролиферативну фазу ендометрія апоптозу піддаються клітини функціонального шару. У пізню проліферативну фазу і аж до середини секреторної фази ознак апоптозу в ендометрії не спостерігається. 

Додатковим показником повноцінності "вікна імплантації" є поверхнева ультраструктура ендометрія. Показано, що в цей період на поверхні клітин з'являються характерні вирости цитоплазми - піноподіі [111, 129]. Значення піноподій в процесі імплантації дискутабельні але, як один з маркерів адекватного "вікна імплантації", вони цілком можуть бути використані [59].

Довгий час вчені припускали, що функція піноподій ендометрія людини відповідає функції цих утворень у інших ссавців і полягає в абсорбції рідини з порожнини матки. Для дослідження піноподій необхідна скануюча електронна мікроскопія. Однак, з огляду на те, що розмір піноподій у людини становить приблизно 6 мкм, деякі дослідники вважають за можливе оцінити відсоток поверхневих клітин епітелію з наявністю піноподій за допомогою рутинного гістологічного дослідження з використанням світлової мікроскопії. Вивчення  піноподій відбувається під впливом прогестерону і, на думку багатьох авторів, вони є найбільш значущими маркерами рецептивності ендометрія [189].

У природному циклі піноподіі з'являються на 6 - 8 день після овуляції, в той час як на тлі стимуляції овуляції - приблизно на 1 - 2 дні раніше. Терміни появи піноподій у пацієнток в програмах ЕКЗ виникають від 18-го до 22-го дня менструального циклу. При використанні екзогенного естрадіолу і прогестерону піноподіі з'являються з 6-го до 8-го дня з моменту прийому першої дози препарату. Швидше за все це пояснюється різною відповіддю кожної пацієнтки на стимуляцію овуляції [188]. До 10-го дня після піку ЛГ піноподіі повністю зникають. Багато дослідників помилково приймають утворення, що виявляються в пізню секреторну фазу менструального циклу за піноподіі, які насправді є збільшеними в розмірах клітинами поверхневого епітелія ендометрія.

Припускають, що основні рецептори для прикріплення бластоцисти розташовуються на поверхні піноподій, де також експресується LIF. На думку деяких дослідників, наявність піноподій служить сприятливим прогностичним маркером максимальної рецептивності ендометрія. Отже, для підвищення ефективності програм ЕКЗ є перспективним вивчення методів підвищення формування піноподій [59, 194].

В даний час відомі цитокіни (LIF, IL-6, IL-11, IL-15), роль яких в процесі імплантації вкрай важлива. LIF - багатофункціональний глікопротеїн, що відноситься до сімейства IL-6. LIF гальмує проліферацію моноцитів і макрофагів, є одним з факторів ангіогенезу і має властивості прозапального та гемопоетичного цитокина [17, 132,133]. LIF секретується в ендометрії і є важливим фактором розвитку бластоцисти і імплантації. Ефекти LIF досягаються завдяки рецепторам, що складаються з трансмембранних протеїнів. LIF активує дрібні сигнальні шляхи в різноманітних типах [144]. Доказами впливу LIF на імплантацію бластоцисти послужили дані про те, що в ендометрії мишей, гомозиготних по дефектному гену LIF, імплантація не відбувалася [131]. Пік естрадіолу збігається з підвищенням експресії LIF у періімплантаційний період. 

У ендометрії здорових жінок експресія LIF спостерігається протягом всього менструального циклу з різким збільшенням в середню і пізню секреторну фази і на ранніх термінах вагітності. У пацієнток з більш високою експресією LIF під час "вікна імплантації" частіше відбувається наступ вагітності в програмах ДРТ, ніж у пацієнток з більш низькою його експресією [ 143,161].

Інтерлейкін-6 (IL-6) багатофункціональний цитокін, який відіграє важливу роль у багатьох захисних реакціях імунній відповіді. IL-6 є фактором росту і диференціювання В-лімфоцитів, активатором поліклональної продукції імуноглобулінів, підтримує проліферацію Т-клітин і є одним з медіаторів реакцій гострої фази запалення. IL-6 має деякі функції, схожі з IL-11 і LIF. У людському ендометрії IL-6 слабо експресується в фазу проліферації і найбільша його активність проявляється у средньосекреторну фазу циклу, під час відкриття «вікна імплантації», що збігається з піком концентрації прогестерону і естрадіолу. Таким чином, стероїдні гормони, можливо, регулюють експресію IL-6 та збільшують синтез інтерферону-γ [211]. 

У людини експресія рецепторів IL-6 (IL-6 - R) відбувається протягом усього менструального циклу.  Вважається, що IL-6 може використовуватися як маркер якості бластоцисти. Низький рівень IL-6 в средньосекреторну фазу виявляється у пацієнток з мимовільними викиднями [116]. Подальші дослідження продемонстрували статистично значуще зниження IL-6 і IL-1 в групі пацієнток з безпліддям неясного генезу в порівнянні з фертильними жінками [117].

ІL-11 був вперше описаний як фактор зростання, який бере участь у гемопоезі, має протизапальну активність і відіграє важливу роль в процесі імплантації [122]. Вважається, що естрадіол підвищує експресію IL-11, в той час як прогестерон - зменшує. Однак, необхідні подальші дослідження IL-11 і його рецепторів для більш досконалого уявлення про вплив його на процес імплантації [17, 176].

IL-1 - прозапальний цитокин, важливий регулятор запальної відповіді, є паракриним фактором, який опосередковує зв'язок між ендометрієм і ембріоном в період імплантації. Він складається з двох субодиниць (IL-1α і IL-1β) та двох рецепторів (IL-1R типів I і II) і рецептора антагоніста IL-ra. IL-1α і IL-1β є важливими медіаторами запалення. IL-1α є  медіатором місцевих захисних реакцій, в той час як IL-1β здійснює свої функції як на місцевому, так і на системному рівні. IL-1β активує лімфоцити і макрофаги, викликає посилення клітинної адгезії, є одним з медіаторів реакцій гострої фази запалення. IL-1α і IL-1β локалізуються в епітеліальних, ендотеліальних і стромальних клітинах ендометрія і експресуються протягом менструального циклу з максимальним рівнем в ранню і пізню лютеїнову фази. Встановлено, що IL-1 присутній протягом малих термінів вагітності на материнсько-трофобластній поверхні [132, 160].

Важливим процесом у формуванні рецептивності є ангіогенез. Нормальний судинний розвиток забезпечує функціональну підготовку ендометрія і його готовність до імплантації. Адекватне зростання судин необхідний для повноцінної плацентації, щоб полегшити транспорт поживних речовин і кисню до ембріону [162]. 

Ангіогенез - процес утворення нових кровоносних судин. Він складається з наступних етапів: активація ендотеліальних клітин, руйнування базальної мембрани, міграція ендотеліальних клітин, проліферація ендотеліальних клітин, формування судини за рахунок продукції нової базальної мембрани [192]. 

VEGF - грає головну роль у розвитку фізіологічного та патологічного ангіогенезу в ендометрії, виконує імунорегулюючі функції [114]. VEGF експресується клітинами трофобласта, залозистого епітелію і клітинами ендометрія. Відомо, що в ендометрії, крім епітеліальних і стромальних клітин, джерелом VEGF служать скупчення нейтрофілів, які безпосереднім чином беруть участь в проліферації судин ендометрія [85,162]. 

У жінок з невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі виявлено різні варіанти дисбалансу експресії стероїдних рецепторів в поєднанні з порушенням розвитку піноподій в період «вікна імплантації». Найбільш несприятливим варіантом для настання вагітності є відсутність зниження експресії EР-α в фазу секреції, що вимагає попередньої підготовки перед програмою ЕКЗ [145].

У даний час в науковій літературі триває подальша дискусія і вивчення рецепторного апарату ендометрія у пацієнток з повторними невдачами імплантації в програмах ДРТ  [12, 48,142], що робить данну проблему ще більш необхідною для репродуктивної медцини.

Все це обумовлює актуальність дослідження данного питання що до поліпшення результатів ЕКЗ.
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Розділ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

     2.1 Клінічна характеристика обстежених хворих

Дослідження проведено на клінічній базі кафедри акушерства та гінекології №2 Харківського національного медичного університету та в  клініці репродуктивної медицини імені академіка В.І. Грищенко, м. Харків, (директор - доктор медичних наук, професор М.Г.Грищенко).  

Для досягнення мети та поставлених завдань нами були обстежені 310 пацієнток, що склали основну групу.  Для визначення оптимальної схеми підтримки ЛФ жінки основної групи були розділені на 3 групи. 1 групу склали повністю обстежені, соматично і гінекологічно здорові 50 жінок,  які були донорами ооцитів. До контрольної групи увійшли 10 донорів, що знаходились в природному менструальному циклі, яким підтримка лютеїнової фази не проводилася. Ця група була ведена для порівняння змін ендометрія при проведенні різних схем підтримки ЛФ та визначення найбільш ефективної.
Всім пацієнткам 1 групи проводили  КСЯ  і ультразвуковий моніторинг з метою визначення динаміки зростання фолікулів. Коли фолікули досягали діаметру 12-14 мм починали введення антагоніст гонадотропін-рилізинг гормону. Через 35-36 годин після тригера фінального дозрівання ооцитів донорам проводили трансвагінальну пункцію фолікулів. В день пункції починали підтримку ЛФ. На 5 добу після забору ооцитів, у донорів для морфологічного дослідження брали ендометрій, отриманий при пайпель-біопсії, з метою визначення ефективності різних схем підтримки ЛФ. 

Для з'ясування оптимальної схеми підтримки ЛФ всі обстежені донори були розділені на 5 підгруп, до кожної з яких увійшли по 10 жінок. 
У всіх пацієнток 1-ї групи, після отримання ооцитів, застосовувалися різні медичні препарати прогестеронового ряду, які використовуються в репродуктології для підтримки ЛФ.

У 1-а підгрупу увійшли жінки, які отримували Дидрогестерон по 10 мг 3 рази на день перорально, у 1-б підгрупі використовувався високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) одноразово на добу і 90 мг внутрішньопіхвового  прогестерону у вигляді гелю, у 1-в підгрупі – мікронізований прогестерон в капсулах по 200 мг 3 рази на добу вагінально, в 1-г підгрупі - використовували внутрішньопіхвовий гель, що містить 90 мг прогестерону, щодня 2 рази на добу, у 1-д підгрупі жінки отримували 1 мл 2,5% прогестерону двічі на день внутрішньом'язово (в / м).

У жінок 1 групи визначали морфологічні, гістохімічні, імуногістохімічні особливості колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія, доплерометричні параметри кровотоку судин матки та особливості формування піноподій в ендометрії залежно від підтримки лютеїнової фази циклу в програмах екстракорпорального запліднення.

Для вибору більш ефективної схеми підтримки ЛФ при застосуванні нативних ебріонів при ЕКЗ, нами обстежені 160 жінок з трубно-перитонеальній формою безпліддя, що склали 2 групу, з нормальним гормональним фоном, яким після стимуляції овуляції проводили аспірацію яйцеклітин, потім їх запліднювали і в цьому ж циклі підсаджували нативні ембріони. Стимуляцію овуляції починили з 3-го дня МЦ за допомогою ФСГ, з початковою дозою 225 МО, щодня до розміру фолікула 18 мм.
Для порівняння ефективності різних варіантів підтримуючої терапії ЛФ в програмі ЕКЗ, після аспірації фолікулів , жінки основної групи були розділені на 5 підгруп.
У 2-а підгрупу увійшло 20 жінок, які отримували Дидрогестерон по 10 мг 3 рази на день перорально,  2-б підгрупу склали 50 пацієнток, яким для підтримки ЛФ використовували високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) одноразово на добу і 90 мг внутрішньопіхвового  прогестерону у вигляді гелю, у 2-в підгрупі знаходилось 20 жінок, які отримували мікронізований прогестерон в капсулах по 200 мг 3 рази на добу вагінально,  2-г підгрупа склала 20 жінок, які використовували внутрішньопіхвовий гель, що містить 90 мг прогестерону, щодня 2 рази на добу, у 2-д підгрупі знаходились 50 пацієнток, які отримували 1 мл 2,5% прогестерону двічі на день внутрішньом'язово (в / м).
Підтримку ЛФ здійснювали протягом 14 днів, з моменту ембріопереноса  до визначення позитивного теста на ХГЧ в крові та констатації наявності вагітності.
Для аналізу результативності ЕКЗ при перенесенні еуплоїдних вітрифікованих бластоцист, в залежності від способу підготовки ендометрія, нами  обстежено 100 жінок з трубно-перитонеальною формою безпліддя, що склали третю групу. Залежно від результатів УЗД пацієнтки були розділені на дві підгрупи  3-а та 3-б, по 50 жінок у кожній.   

Жінкам 3-а підгрупи, після стимуляції овуляції здійснювали аспірацію яйцеклітин, після чого, їх запліднювали  та отримані  бластоцисти  на 5 добу культування піддавали ПГД та кріоконсервуванню.  Після розморожування, у іншому природному менструальному циклі, у разі виявлення при УЗД жовтого тіла, проводили переніс вітрифікованих еуплоїдних бластоцист. Проводили мінімальну підтримку ЛФ за допомогою  90 мг внутрішньопіхвогово прогестерону у вигляді геля,  у зв’язку з тим,  що

у жінок у природному циклі працює своє жовте тіло, яке продукує прогестерон. При відсутності овуляціі деконсервовані еуплоїдні бластоцисти переносили в менструальному циклі на тлі ЗГТ – 3б група.  Для підтримки ЛФ використовували високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) одноразово на добу і 90 мг внутрішньопіхвового  прогестерону у вигляді гелю.  Кількість  перенесених ембріонів на цикл -1. 
Критеріями включення пацієнток основної групи в програму ЕКЗ були:

-вік жінок від 20 до 42 років;

-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.
З дослідження були виключені жінки з хромосомними абераціями, анатомічними дефектами та вираженими ендокринними порушеннями різного генезу.
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 22 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= 310

	
	1 група, n = 50
	2 група, n = 160
	3 група, n = 100

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	22-25
	9
	18,0
	34
	21,25
	14
	14,0

	26-30
	33
	66,0
	52
	32,5
	48
	48,0

	31-35
	8
	16,0
	46
	28,75
	29
	29,0

	36-42
	-
	-
	28
	17,5
	9
	9,0

	Усього
	50
	100,0
	160
	100,0
	100
	100,0


У більшості обстежених жінок було первинне безпліддя у 78,5 % протягом від 3 до 17 років, за умови регулярного статевого життя без контрацепції. Вторинне безпліддя спостерігалося у 21,5% пацієнток.
Дані репродуктивного анамнезу наведені в таблиці 2.2, з якої видно, що найбільший процент абортів спостерігалося у жінок 2 групи 89 (55,6%), нормальні та патологічні пологи в цій групі були у 52 (32, 5% ). Кількість пологів у пацієнток  3  групи складала 37(37%),  хоча  кількість абортів була  достатньо високою 51(51%). Аборти, напевно, могли бути причиною порушення репродуктивної функції.

Таблиця 2.2

Репродуктивний анамнез пацієнток основної групи

	Показники
	Результати попередніх вагітностей

	
	Аборти
	Пологи

	Групи
	1 група,
n = 50
	2 група,
n = 160
	3 група,
n = 100
	1 група, n = 50
	2 група,
n = 160
	3 група,
n = 100

	Кількість

жінок
	13
	89
	51
	50
	52
	37

	%
	26,0
	55,6
	51,0
	100
	32,5
	37,0


Данні про початок статевого життя жінок основної групи наведений у таблиці 2.3, з якої видно, що більшить пацієнток  почали статеві стосунки від 15 до 25 років.

Таблиця 2.3

Початок статевого життя жінок основної групи

	Вік 

(років)
	Основна група, n= 310

	
	1 група, n = 50
	2 група, n = 160
	3 група, n = 100

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	15-20
	11
	22,0
	39
	24,4
	18
	18,0

	21-25
	36
	72,0
	84
	52,5
	59
	59,0

	26 та пізніше
	3
	6,0
	37
	23,1
	23
	23,0

	Усього
	50
	100,0
	160
	100,0
	100
	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   12,0 ± 0,6 років і в групі контролю - 13,0 ± 0,4 років. Середній вік менархе становив 12,5±0,5 років. Тривалість менструального циклу знаходилась в межах від 3 до 8 днів (середня тривалість 5,5±0, 3 днів), періодичність – 28 -32 дні (середня періодичність 30 днів).

Середня тривалість циклу у жінок з дисфункціональною матковою кровотечою склала 36,1± 1,3 днів, а тривалість менструації варіювала від 5 до 9 днів і в середньому склала 7,1 ± 0,2 дні.

З дисменореєю була лише 1 пацієнтка

Характеристика менструальної функції в обстежених жінок надана в таблиці 2.4.
Таблиця 2.4 

Характеристика менструальної функції в обстежених жінок
	Показники
менструальної функції
	1 група (n=50)
	2 група 
(n=160)
	3 група,
 (n=100)

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Нормальний менструальний цикл
	50
	100,0
	138
	86,25
	92
	92,0

	Дисфункціональні маткові кровотечі 
	-
	-
	8
	5,0
	1
	1,0

	Дисменорея
	-
	-
	-
	-
	1
	1,0


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 [30, 58,71]. 
Таблиця 2.5

Перенесені раніше гінекологічні захворювання жінками основної групи

 що обстежувалися
	Захворювання
	1 група (n=50)
	2 група 
(n=160)
	3 група,
 (n=100)

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Хронічний двобічний аднексит
	-
	-
	13
	8,1
	7
	7,0

	Ендометріоз
	-
	-
	2
	1,2
	1
	1,0

	Ерозія шийки матки
	-
	-
	16
	10,0
	5
	5,0

	Ендоцервіцит
	2
	4,0
	12
	7,5
	9
	9,0

	Наботієві кісти
	1
	2,0
	8
	5,0
	4
	4,0

	Кісти яєчників
	-
	
	2
	1,2
	1
	1,0

	Кольпіт
	-
	
	5
	3,1
	3
	3,0


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.

У пацієнток  зазначалося безпліддя, пов'язане з відсутністю обох маткових труб, трубно-перитонеальна форма безпліддя, що не піддається консервативному або хірургічному лікуванню. 
У більшості обстежених жінок були виявлені екстрагенітальні захворювання, характер і частота зустрічаємості яких подано в таблиці 2.6. 

Дані, що наведені в таблиці 2.6  показують, що серед всіх обстежених пацієнток основної групи, найбільш часто зустрічаються: гострі респіраторні вірусні інфекції, дитячі інфекції, хвороби дихальної системи. 

Таблиця 2.6

Частота та характер екстрагенітальної патології у  жінок основної групи
	Нозоологічна форма
	1 група (n=50)
	2 група 
(n=160)
	3 група,
 (n=100)

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Гострі респіраторні інфекції
	32
	64,0
	111
	69,4
	72
	72,0

	Дитячі інфекції
	48
	96,0
	93
	58,1
	81
	81,0

	Хвороби дихальної системи
	
	
	21
	13,1
	17
	17,0

	Хроничний тонзиліт 
	1
	2,0
	2
	1,3
	2
	2,0

	Хронічний бронхіт
	-
	-
	14
	8,7
	12
	11,0

	Пневмонія
	
	
	5
	3,1
	3
	3,0

	Хвороби серцево-судинної системи
	
	
	17
	10,6
	11
	11,0

	Гіпертонічна хвороба
	
	
	9
	5,6
	5
	5,0

	ВСД по гіпотонічному типу
	
	
	8
	5,0
	6
	6,0

	Варикозна хвороба
	
	
	4
	2,5
	2
	2,0

	Хвороба Боткіна
	
	
	8
	5,0
	6
	6,0

	Хвороби сечовидільної системи
	
	
	5
	3,1
	3
	3,0

	Хвороби органів травлення 
	
	
	7
	4,4
	5
	5,0

	Виразкова хвороба шлунка
	-
	-
	2
	1,3
	1
	1,0


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 2.7.

З даних, наведених у таблиці 2.7, 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 основної групи 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 2.7 

Інфекційний профіль у пацієнток основної групи  дослідження
	Збудник
	1 група (n=50)
	2 група 
(n=160)
	3 група,
 (n=100)

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Chlamydia trachomatis
	
	 
	6
	3,8
	4
	4,0

	Ureaplasma urealiticum
	
	
	3
	1,9
	2
	2,0

	Mycoplasma hominis
	-
	-
	4
	2,5
	1
	1,0

	Herpes simplex (тип 1)
IgG

IgM
	3

-
	6,0

-
	8

-
	5,0
	5

-
	5,0

	Herpes simplex (тип 2)
	-
	-
	2
	1,3
	-
	-

	Cytomegalovirus

IgG
	1
	2,0
	4
	2,5
	2
	2,0

	Бактеріальний вагіноз
	-
	
	4
	2,5
	1
	1,0

	Кандидоз
	-
	
	2
	1,3
	1
	1,0


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
Загальні заходи проспективного обстеження жінок здійснювали згідно наказу МОЗ України № 787 від 09 вересня 2013 р. «Про затвердження Порядку застосування допоміжних репродуктивних технологій в Україні». 
Обстеження проводилось згідно розробленої нами карти, у якій фіксували всі результати проведених досліджень, які складалися з загальноклінічних, лабораторних, інструментальних, а також спеціальних методів. При клінічному обстеженні жінок всіх груп використовувалися
загальноприйняті методи: збір анамнезу, аналіз скарг, огляд, відзначалися наявності патологічних виділень із статевих шляхів, наявність больових відчуттів в області малого тазу. 

Проводилось визначення наявності та часу овуляції. Клінічні обстеження здійснювали за загальноприйнятими методиками. Проводили спеціальні додаткові дослідження.
При зборі анамнезу проводили ретельний аналіз менструальної  і репродуктивної функції жінки. Звертали увагу на всі можливі фактори, що впливають на результативність програми ДРТ: перенесені запальні захворювання жіночих статевих органів, оперативні втручання, у тому числі гістероскопія, вишкрібання порожнини матки та біопсії ендометрія. Особливу увагу приділяли попередньому лікуванню безпліддя, його тривалості та результативності застосовуваних методів. При наявністі хронічної соматичної патології пацієнтка отримувала консультацію відповідних фахівців і проходила  етіотропну терапію до  ЕКЗ.
У всіх пацієнток обстежених груп звертали увагу на вік, професію, перенесені соматичні захворювання за весь період
життя, наявність хронічних екстрагенітальних захворювань на момент
обстеження, прийом лікарських препаратів, в тому числі і гормонотерапії.
Вивчався сімейний анамнез: спадкова схильність до
кровотеч або тромбозів, наявність патології серцево-судинної системи
і ожиріння, порушень менструального циклу.
Об'єктивне дослідження пацієнток включало  загальний огляд, соматичне та гінекологічне дослідження, лабораторні методи обстеження (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 та Rh-приналежність. При огляді звертали увагу на тип статури, стан молочних залоз, вираженість і форму оволосіння.
Оцінка стану органів репродуктивної системи проводилася за
даними гінекологічного дослідження: огляду зовнішніх і внутрішніх
статевих органів (в дзеркалах, бімануального гінекологічного дослідження),
 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. Оцінювалося  анатомічне розташування статевих органів в малому тазі, їх розміри, консистенція, рухливість і чутливість при пальпації, наявність об'ємних утворень в малому тазу,  стану придатків. 
Проводився огляд молочних залоз методом пальпації.
Обстеження на причини безпліддя  включало гормональні дослідження, УЗД, гістеросальпінгографію, морфометрію, дослідження системи гемостазу, інфекційний профіль, які проводилися за показаннями залежно від клінічної ситуації.
Ультразвукове дослідження внутрішніх статевих органів і
доплерометрия проводилися на апараті «В-К Medical», (Данія). Даний апарат відноситься до систем контактного сканування і працює в реальному масштабі часу, забезпечений комплектом датчиків з частотою 3 МГц для
трансабдоминального сканування і 5-7 МГц для трансвагінального
сканування і комп'ютером для обробки даних, що дозволяє проводити
УЗД дослідження з використанням гінекологічної програми.
На першому етапі дослідження з метою встановлення діагнозу всім
пацієнткам проводилося трансабдомінальне і трансвагинальне сканування.

Для доплерометрії маточного кровотоку використовувався
трансвагінальний доступ. Пошук гілок маткових артерій здійснювали за методикою Е. В. Федорової та А. Д. Ліпмана [47]. Спочатку проводили візуальну оцінку стану судини, при цьому на екрані реєстрували не менше п'яти однакових чітких і рівних доплерограм кровотоку одного напрямку. При доплерометрічному дослідженні звертали увагу на ступінь і
симетричність васкуляризації міометрія; візуалізацію всіх
послідовних гілок судинного дерева матки (маткові, аркуатні,
радіальні, базальні, спіральні артерії); наявність систолічної і
діастолічної складової кровотоку в досліджуваних судинах; величину
показників уголнезалежних індексів КСК: пульсационного (ПІ), індексу резистентності (IР), сістолодіастолічного відношення (СДВ). 
Обидві маткові артерії знаходили в поздовжній площині сканування на рівні перешийка матки. На рівні суправагінальної частини поздовжнього зображення шийки матки зміщали датчик  латерально 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. 2.1).
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Рис. 2.1 Кольорове доплерівське картування і КШК маткових артерій (спостереження № 10).
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. 2.2).
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Рис. 2.2 Кольорове допплерівське картування і КШК аркуатних артерій (спостереження № 8).
Дослідження радіальних артерій проводилося в другій зоні, яка являє собою середню, найбільшу частину міометрія та становить приблизно 3:5 частини його товщини (рис. 2.3).
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Рис. 2.3 Кольорове допплерівське картування і КШК радіальних артерій (спостереження № 5).
Спіральні артерії візуалізували в товщі ендометрія (рисунок 2.4).
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Рис. 2.4 Кольорове допплерівське картування і КШК спіральних артерій (спостереження № 3).
УЗД органів малого таза та доплерометрична оцінка кровотоку в судинах матки в циклі ЕКЗ проводили на 2-3 лень менструального циклу, до початку стимуляції суперовуляції усім пацієнткам. При дослідженні яєчників визначали топографію, розміри, товщину оболонки та строми. Оцінка фолікулярного апарату виконувалася з метою підбору оптимальної стартової дози препаратів рекомбінантного ФСГ перед початком стимуляції суперовуляції в циклі ЕКЗ. Ультразвуковий моніторинг фолікулогенезу та зростання ендометрія виконували з періодичністю один раз на 3-4 дні до призначення тригера овуляції  і, при необхідності, проводили корекцію дози призначеної терапії.  Після виконання попереднього обстеження пацієнткам була проведена   стимуляція суперовуляції в  програмі ЕКЗ. 

Усім пацієнткам, що прийняли участь у дослідженні, перед підготовкою 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  у жінок з безпліддям». 
Для отримання зростання множинних фолікулів застосовуються гонадотропіни. Попереднє призначення аг-ГнРГ перед призначенням гонадотропінів скорочує ризик небажаного, спонтанного викиду ЛГ, зменшуючи ризик передчасної овуляції. При довгому протоколі аг-ГнРГ призначають в кінці лютеїнової фази, і продовжують до дня призначення тригера овуляції. У коротких протоколах для профілактики передчасного піку ендогенного ЛГ застосовують аг-ГнРГ,  який починають вводити при досягненні фолікула розміру 14 мм в діаметрі. Останню ін'єкцію роблять в день тригера фінального дозрівання ооцитів.

Оскільки реакція організму на застосування ФСГ може бути різною у різних пацієнток, а також змінюватися при лікуванні у однієї пацієнтки, дози препаратів необхідно підбирати індивідуально. Антагоністи гонадотропінів  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 ХГЛ під внутрішньовенною анестезією з використанням вагінального датчика виконувалася трансвагінальна пункція  преовуляторних фолікулів з отриманням яйцеклітин та наступним їх заплідненням і культивуванням з використанням стандартного протоколу ЕКЗ або інтрацитоплазматичної ін'єкції сперматозоїдів. Пункцію фолікулів виконують за допомогою спеціальної одноразової голки фірми WALLACE. Виявлені яйцеклітини відбирають і поміщають в чашку з живильним середовищем, де ооцити чекають запліднення.
Запліднення та культивування ембріонів проводилося в ембріоблоці в умовах інкубатора 5% СО2, 37 °С. 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.

На стадії дроблення якість ембріонів оцінювалася за наявністю фрагментації цитоплазми та кількості бластомерів [72, 177].
На п'ятий день культивування переносили бластоцити зі ступенем експансії 3-5, з якістю розвитку трофектодерми та внутрішньоклітинної маси А і В. Решту морфологічно якісних ембріонів кріоконсервували методом вітрифікації [50].
Перенесення ембріонів у порожнину матки проводилось під ультразвуковим контролем з використанням абдомінального датчика на 5 добу культування.  Діагностика вагітності проводилася біохімічним методом на 14 день після перенесення ембріонів у порожнину матки та ультразвуковим методом на 28 день.

ПГД - єдиний можливий спосіб виявлення хромосомних порушень у ембріонів. Цей метод дозволяє не тільки запобігти народженню дитини з хромосомними захворюваннями, а й підвищує ефективність ЕКЗ. ПГД  здійснювалось методом  NGS.  NGS дозволяє "прочитувати" одноразово кілька ділянок геному, що є головною відмінністю від попередніх методів секвенування (рис. 2.5). На сьогоднішній день це найшвидший і чутливий метод аналізу, який охоплює весь геном цілком.

ПГД ембріонів «Хорошої» якості виконували на 5-й день культивування з використанням зондів фірми ABBOT (Vysis). Якість ембріонів оцінювали за такими параметрами, як швидкість дробління ембріонів, симетричність мультінуклеарність бластомерів, ступінь цитоплазматичної фрагментації.
Нормальний ембріон

Ембріон з відхиленнями
Рис.2.5. Результат проведення генетичного аналізу ПГД методом NGS.
Отримані клітини досліджувались за допомогою спеціального обладнання ( секвенатор lon S5, виготовлений lon Torent by Termo Fisher Scientific- США)  [53]. 
Бактеріоскопічний метод дослідження застосовувався для оцінки
мікробіоциноза піхви. Зверталася увага на присутність в мазках вагінальної трихомонади, гонококів і грибів роду Candida.

Для визначення рН вагінального вмісту проводили взяття матеріалу і нанесення його на індикаторний папір з еталонною шкалою різних модифікацій рН-метрів.

Для виділення та ідентифікації Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum застосовували культуральне дослідження, яке
дозволило провести кількісну оцінку і оцінити чутливість
мікроорганізмів в антимікробних препаратах. 
Гістологічне дослідження ендометрія проводилося після отримання зразків ендометрія за допомогою пайпель-біопсії за загальноприйнятою методикою [35, 89, 119]. Дослідження гістологічних препаратів проводилося в світловому мікроскопі при збільшеннях від х50 до х400.  За даними гістологічного стану ендометрія обрана найкраща схема підтримки ЛФ.

ІГД – метод мікроскопічного дослідження тканин, що забезпечує найбільш специфічне виявлення в них шуканих речовин і заснований на
обробці зрізів маркованими специфічними антитілами до
 антигену. ІГД  проводили на парафінових зрізах, товщиною 5-6 мкм непрямим методом Кунса за методикою Brosman (1979). Колагени Ш і 1У типів, а також фибронектин тіпіровалі моноклональними антитілами (МКА) до колагенів Ш, 1У типів і до фібронектину (Novocastra Laboratories Ltd.). Для люмінесцентної мітки використовували F (ab) - 2 - фрагменти кролячих антитіл проти імуноглобулінів миші, мічених ФИТЦ. Препарати вивчали в люмінесцентному мікроскопі "Axioskor 40". Оптичну щільність імунофлюоресценції колагену і фібронектину визначали за методом Губиной-Вакулик Г.І. і співавт., 2009 [81] за допомогою мікроскопа "Axioskor 40" і програмного забезпечення Biostat.exe.

Гормональне дослідження проводилося за допомогою кількісного
імуноферментного методу з використанням стандартного набору.
Оцінку оваріального резерву проводили за допомогою визначення рівня АМГ у сироватці крові на 2-3 день менструального циклу методом ІФА.  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.
Оцінку стану піноподій здійснювали завдяки СЕМ на базі Лабораторії електронної мікроскопії компанії «Нано Технології в Медицині», м. Київ. 

На відміну від традиційної оптичної мікроскопії було використано засоби скануючої електронної мікроскопії для детального вивчення морфології тканини, що дозволяє отримати об’ємні зображення високої якості з надзвичайно великим збільшенням. Зображення, що отримані зі збільшенням в десятки та сотні тисяч разів дозволяють проаналізувати дрібні структури тканини, які неможливо отримати за допомогою оптичної мікроскопії.
Статистична обробка отриманих даних проводилася за допомогою спеціалізованого пакета статистичного аналізу STATISTICA 6.1 StatSoft, Inc (США) і SPSS-19 з використанням методів параметричної та непараметричної статистики, орієнтованих на аналіз біомедичних даних. 

Для всіх кількісних даних (анамнестичних, клінічних, лабораторних та інструментальних) застосовували метод варіаційної статистики [8].  При аналізі кожного кількісного параметра оцінювали середнє значення (М), середнє квадратичне відхилення (δ), помилку середнього (m), медіану (Ме).
Аналіз нормальності закону розподілу показників у всіх групах за допомогою критерію Шапіро-Уілка [38] показав, що тільки один показник «Вік» має нормальний закон розподілу як для всієї вибірки, так і в порівнюваних групах. Тому порівняння центральних тенденцій між показниками (середнє ± похибка середнього) проводилося за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні. Для показника «Вік» порівняння в підгрупах 3а-3б проводилося за допомогою t-критерію Стьюдента або при множинних порівняннях (підгрупи 2а-2д) методами однофакторного дисперсійного аналізу [36].

Для множинних порівнянь центральних тенденцій інших показників між підгрупами використовувався аналог однофакторного дисперсійного аналізу - ранговий критерій Краскела-Уолліса [74,79]. 

Порівняння відмінностей в частотах за результатами клінічної вагітності, пологів та інших показників проводилося з використанням критерію χ2Пірсона. Достовірність відмінності між середніми значеннями ознак (Р) виявляли для рівнів значимості < 0,05.
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РОЗДІЛ 3.

ОБГРУНТУВАННЯ  ВИБОРУ ОПТИМАЛЬНОЇ СХЕМИ ПІДТРИМКИ ЛЮТЕЇНОВОЇ ФАЗИ МЕНСТРУАЛЬНОГО ЦИКЛУ В ПРОГРАМАХ ЕКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ЗАПЛІДНЕННЯ
Одним з напрямків в оптимізації результатів ЕКЗ є проведення підтримки ЛФ, у зв’язку з тим, що методи ДРТ мають негативний вплив на раннє функціонування жовтого тіла в стимульованому циклі [6].
В даний час в якості однієї з причин, невдачі програми ЕКЗ припускають втрати на етапі імплантації ембріона [48,135].
Для підтримки ЛФ використовують препарати прогестерону, хоріонічного гонадотропіну людини (ХГЛ), естрадіолу, які часто призначаються емпірично [26,167]. 

Прогестерон викликає децидуальні зміни в ендометрії та створює умови для імплантації. Одночасно цей гормон стимулює проліферативну активність в міометрії, підсилює його васкуляризацію, має виражену токолітичну дією, перешкоджаючи стимулюючому ефекту окситоцину і простагандінов [4].
Присутність прогестерону в достатніх концентраціях в ЛФ менструального циклу у жінки дозволяє запустити і підтримувати нормальні імунні реакції, що виникають у відповідь на імплантацію і формування плодового яйця [155,207].

Таким чином, так звана повноцінна II фаза менструального циклу забезпечує нормальне прогресування вагітності. Однак формується за будь-якої причини НЛФ, яка часто призводить до переривання вагітності [55,138]. 
Для з'ясування оптимальної схеми підтримки ЛФ всі обстежені донори були розділені на 5 підгруп, до кожної з яких увійшли по 10 жінок. 
У жінок 1 групи визначали морфологічні, гістохімічні, імуногістохімічні особливості колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія, доплерометричні параметри кровотоку судин матки та особливості формування піноподій в ендометрії залежно від підтримки ЛФ циклу в програмах екстракорпорального запліднення.
3.1. Доплерометричні параметри кровотоку судин матки при різних схемах підтримки лютеінової фази
Доплерометрія кровотоку судин матки дозволяє отримати не тільки характеристику кровотоку, на основі якої можна зробити висновки про функціональні особливості ендометрія, але і критерії готовності ендометрія до імплантації ембріона [47].

При виявленні недостатності кровопостачання ендометрія можливе прийняття заходів для його поліпшення і успішного завершення циклів ЕКЗ. У зв'язку з цим, подальше  дослідження в цьому напрямку є актуальним.
Нами проведено дослідження з визначення доплерометричних параметрів кровотоку судин матки при різних схемах підтримки ЛФ, вивчення ехоструктури і особливостей кровопостачання ендометрія, а також критеріїв його готовності до імплантації ембріона при використанні ДРТ. Дослідження проводили у жінок контрольної групи на 5 день після овуляції і 1 групи на 5 день підтримки ЛФ.

У жінок досліджуваних підгруп 1 групи спостереження вивчався кровотік в правій і лівій маткових артеріях і проводилася суб'єктивна оцінка ступеню васкуляризації кровотоку в міометрії і субендометріальній зоні за допомогою доплерометричного дослідження.  Оцінка гемодинаміки судин матки проводилась до і після проведеної підтримки ЛФ циклу. При доплерометричному дослідженні звертали увагу на ступінь і симетричність васкуляризації міометрія; проводили візуалізаціію усіх гілок судинного дерева матки (маткових, аркуатних, радіальних і спіральних артерій) з оцінкою систолічної та діастолічної складових кровотоку у досліджуваних судинах; оцінювали величину індексів кривих швидкостей кровотоку (КШК): пульсаційного індексу (ПІ) і індексу резистентності (ІР), систоло-діастолічного відношення (СДВ), Vmax (м / сек) - максимальну систолічну швидкість, Ed ((м / сек) - кінцеву діастолічну швидкість.

В першу фазу менструального циклу у жінок з нормальною фертильністю аркуатні артерії візуалізуються в 100,0% випадків, радіальні - в 93,0%, базальні - у 81,0%, спіральні - в 33,0%. У другу фазу менструального циклу: аркуатних і радіальні артерії - в 100,0% випадків, базальні артерії - в 85,0%, спіральні артерії - в 43,0%. 

У всіх жінок основної групи М-ехо ендометрія в день аспірації ооцитів було достовірно нижче, ніж у контрольної групи пацієнток  і становила трохи більше 8 мм. При первинному обстеженні у більшості жінок основної групи, крім зниження товщини ендометрія, відзначали і зміни його ехо-структури. Дані про зміну ехо-структури ендометрія наведені у таблиці 3.1.

Після проведення підтримки ЛФ, незалежно від її схеми, у пацієнток основної групи збільшувалася товщина серединного М-ехо. Крім цього, у них значно поліпшилася ультразвукова картина ендометрія: рідше виявляли неоднорідну картину ендометрія, невідповідність ехо-структури ендометрія фазі менструального циклу і меньше виявляли гіперехогенні включення (р <0,05) в порівнянні з показниками до проведення підтримки ЛФ (табл.3.2).

Однак динаміка відновлення товщини і ехо-структури ендометрія була найбільш оптимальною у пацієнток 1-б підгрупи, де для підтримки ЛФ циклу застосовували поєднання високоочищеного прогестерону для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді гелю, що вводиться вагінально (табл. 3.2).

У всіх пацієнток основної групи в маткових артеріях до лікування були статистично знижені швидкісні характеристики кровотоку, а пульсаційний індекс був значно підвищений в порівнянні з показниками жінок контрольної групи (р <0,05). У той же час ІР і СДВ в досліджуваних підгрупах жінок достовірних відмінностей в порівнянні з контролем не мали (табл.3.3).
Таблиця 3.1

Динаміка ехо-структури ендометрія до проведення підтримки ЛФ в порівнянні з контрольною групою пацієнток
	Параметри
	Групи дослідження

	
	Контроль
n = 10  
	Основна група, n = 50

	
	
	Підгрупи

	
	
	1-а, n=10
	1-б, n=10
	1-в, n=10
	1-г, n=10
	1-д, n=10

	Товщина ендометрія
 М-эхо (см)
	9,4 ±0,13
	7,5 ±0,16*
	7,4±0,12*
	7,7±0,14*
	7,9±0,23*
	7,6±0,21*

	
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%

	Неоднорідна структура ендометрія  
	1
	10
	4
	40
	5
	50
	4
	40
	5
	50
	3
	30

	Невідповідність ехо-структури фазі менстру-ального циклу
	0
	0
	6
	60
	5
	50
	4
	40
	4
	40
	5
	50

	Гіперехогенні включення в

базальному шарі ендометрія
	0
	0
	4
	40
	5
	50
	3
	30
	4
	40
	5
	50


Примітка: * р <0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з контрольною  групою проводилась за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні. 

Після проведеної підтримки ЛФ у всіх підгрупах відзначено достовірне збільшення не тільки максимальної швидкості кровотоку, але і швидкості кровотоку в діастолу, що наближається до показника контрольної групи жінок. При цьому істотна різниця в результатах проведення підтримки ЛФ спостерігалася у пацієнток 1-б підгрупи. У цій підгрупі виявлено достовірне зниження ПІ, а також СДВ в порівнянні з іншими підгрупами спостереження (табл.3.9).

У аркуатних артеріях у всіх пацієнток основної групи був достовірно знижений пульсаційний індекс, підвищений індекс резистентності і систоло-діастолічне відношення, в порівнянні з групою контролю. Після підтримки ЛФ у жінок статистично значимо знизився ПІ по відношенню до групи контролю, всі інші показники відповідали рівню фертильних жінок.

Таблиця 3.2

Динаміка ехо-структури ендометрія після  проведення підтримки ЛФ в порівнянні з контрольною групою пацієнток
	Параметри
	Контроль,
n = 10  
	Основна група, n = 50

	
	
	Підгрупи

	
	
	1-а, n = 10
	1-б, n=10
	1-в, n=10
	1-г, n=10
	1-д, n=10

	
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%
	абс
	%

	Неоднорідна структура ендометрія  
	1
	10
	3
	30
	1
	10
	2
	20
	3
	30
	2
	20

	Невідповідність ехо-труктури фазі менструального циклу
	0
	0
	2
	20
	1
	10
	2
	20
	3
	30
	3
	30

	Гіперехогенні включення в

базальному шарі ендометрія
	0
	0
	2
	20
	1
	10
	2
	20
	3
	30
	2
	20

	Товщина ендометрія
 М-эхо (см)
	9,4 ±0,13
	8,5 ±0,14*
	9,3 ±0,24
	8,8 ±0,34
	8,2 ±0,33*
	8,7 ±0,31


Примітка: *р <0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з контрольною групою проводилась за допомогою критерію Манна-Уїтні.
При цьому найбільш оптимальний результат нормалізації гемодинаміки в аркуатних артеріях спостерігалася у пацієнток 1-б підгрупи. 
Динаміка показників доплерометріі аркуатних артерій до та після лікування представлена в таблиці  3.4.
Динаміка показників доплерометріі радіальних артерій до та після до і після проведення підтримки ЛФ представлена ​​в таблиці 3.5.

У радіальних артеріях у обстежених пацієнток основної групи до проведення підтримки ЛФ був підвищений ПІ. При цьому, на тлі проведення підтримки ЛФ відбулося значне зниження як ПІ, так і ІР. При цьому найбільш оптимальний результат нормалізації гемодинаміки у радіальних артеріях спостерігався у пацієнток 1-б підгрупи (табл.3.5).
Таблиця 3.3
Динаміка показників допплерометрії в лівій (ЛМА) і правої (ПМА) маткових артеріях до і після проведення підтримки ЛФ.

	Підгрупи
 
	Час дослідження
	Артерія
	Параметри гемодинаміки у ЛМА и ПМА

	
	
	
	Vmax (м/сек)
	Ed (м/сек)
	ПІ
	ІР
	СДВ

	1-а, n = 10
	1
	ЛМА

ПМА
	0,30±0,10* 

0,30±0,08*
	0,05±0,02* 

0,05±0,01*
	2,51±0,7* 

2,52±0,6*
	0,82±0,09 

0,84±0,06
	6,8±2,3* 

7,0±2,7*

	
	2
	ЛМА

ПМА
	0,33±0,08** 

0,36±0,01**
	0,07±0,02** 

0,07±0,01
	2,18±0,2** 

2,16±0,5**
	0,82±0,47 

0,84±0,21
	5,4±2,2**

5,5±1,3**

	1-б, n = 10
	1
	ЛМА

ПМА
	0,30±0,11* 

0,30±0,09*
	0,05±0,03* 

0,05±0,02*
	2,50±0,6* 

2,53±0,6*
	0,82±0,09 

0,84±0,06
	6,7±2,4* 

7,1±2,5*

	
	2
	ЛМА

ПМА
	0,38±0,02 

0,40±0,03
	0,09±0,04 

0,08±0,02
	2,10±0,2 

2,11±0,4
	0,80±0,23 

0,82±0,12
	4,8±2,2

4,7±1,6

	1-в, n = 10
	1
	ЛМА

ПМА
	0,31±0,11* 

0,30±0,09*
	0,05±0,04* 

0,05±0,03*
	2,49±0,8* 

2,50±0,7*
	0,82±0,12 

0,84±0,16
	6,7±3,1 *
7,2±2,9*

	
	2
	ЛМА

ПМА
	0,33±0,12** 

0,35±0,13**
	0,07±0,02** 

0,07±0,01
	2,19±0,6** 

2,17±0,5**
	0,81±0,17 

0,84±0,19
	5,60±2,6**

5,5±1,9**

	1-г, n = 10
	1
	ЛМА

ПМА
	0,31±0,10* 

0,30±0,08*
	0,05±0,02* 

0,05±0,03*
	2,49±0,7* 

2,53±0,6*
	0,82±0,09 

0,84±0,12
	6,7±3,2 *
7,-0±2,8*

	
	2
	ЛМА

ПМА
	0,33±0,06** 

0,35±0,08**
	0,07±0,03** 

0,07±0,03**
	2,2±0,6 

2,16±0,6
	0,82±0,37 

0,84±0,21
	5,7±2,6**

5,6±1,9**

	1-д, n = 10
	1
	ЛМА

ПМА
	0,31±0,08* 

0,30±0,09*
	0,05±0,03* 

0,05±0,01*
	2,49±0,7* 

2,52±0,6*
	0,81±0,09 

0,83±0,06
	6,6±3,2* 

7,0±2,8*

	
	2
	ЛМА

ПМА
	0,33±0,05** 

0,36±0,08**
	0,07±0,03** 

0,07±0,03**
	2,18±0,5** 

2,17±0,5**
	0,82±0,27 

0,84±0,21
	5,3±2,1**

5,2±1,6**

	Контрольнагрупа, 
n = 10
	
	ЛМА

ПМА
	0,39±0,08 

0,41±0,01
	0,09±0,03 

0,08±0,03
	2,10±0,2 

2,12±0,3
	0,80±0,13 

0,83±0,14
	4,8±2,2

4,6±1,5


Примітки: 1 До підтримки ЛФ, 2 Після підтримки ЛФ,

* р <0,05 у порівнянні з контрольною групою жінок; 

** р <0,05 у порівнянні з показниками до лікування
Динаміка показників доплерометріі спіральних артерій у 2 фазі менструального циклу до і після проведення підтримки ЛФ представлена в табл.3.12.

Таблиця  3.4
Динаміка показників доплерометріі аркуатних артерій до та після до та після проведення підтримки ЛФ.

	Підгрупи 
	Час дослідження
	Параметри гемодінаміки

	
	
	ПІ 
	ІР
	СДВ

	1-а, n = 10
	1
	1,1±0,05*
	0,79±0,03*
	4,4±0,05*

	
	2
	0,91±0,04
	0,64±0,03**
	2,9±0,06**

	1-б, n = 10
	1
	1,3±0,06*
	0,76±0,04*
	4,3±0,04*

	
	2
	1,6±0,05**
	0,61±0,02**
	2,6±0,04**

	1-в, n = 10
	1
	1,0±0,06*
	0,75±0,02*
	3,9±0,06*

	
	2
	1,3±0,05**
	0,65±0,02**
	2,8±0,05**

	1-г, n = 10
	1
	1,2 ±0,06*
	0,75±0,03*
	4,2±0,04*

	
	2
	1,4±0,04**
	0,64±0,03**
	2,8±0,05**

	1-д, n = 10
	1
	1,1±0,04*
	0,72±0,01*
	4,1±0,06*

	
	2
	1,3±0,04**
	0,65±0,04
	2,63±0,04**

	Контрольна група,  n = 10
	
	1,8±0,02
	0,60±0,01
	2,55±0,05


Примітки: 1 До підтримки ЛФ, 2 Після підтримки ЛФ,

* р <0,05 у порівнянні з контрольною групою жінок (критерій Вілкоксона)

** р <0,05 у порівнянні з показниками до лікування ( критерій Вілкоксона)
Таблиця 3.5.

Динаміка даних допплерометрії радіальних артерій

до і після проведення підтримки ЛФ.

	Підгрупи 
	Час дослідження
	Параметри гемодінаміки

	
	
	ПІ   
	ІР
	СДВ

	1-а, n = 10
	1
	1,45±0,08*
	0,73±0,05*
	3,9±0,06*

	
	2
	0,94±0,05**
	0,67±0,03
	2,8±0,04**

	1-б, n = 10
	1
	1,32±0,06*
	0,74±0,04*
	3,8±0,04*

	
	2
	0,87±0,03**
	0,60±0,01**
	2,5±0,04**

	1-в, n = 10
	1
	1,37±0,08*
	0,73±0,02*
	3,7±0,02*

	
	2
	0,93±0,05**
	0,68±0,04
	2,9±0,05**

	1-г, n = 10
	1
	1,35±0,06*
	0,74±0,03*
	3,6±0,01*

	
	2
	0,93±0,05**
	0,65±0,03
	2,6±0,03**

	1-д, n = 10
	1
	1,36±0,09*
	0,72±0,03*
	3,8 ±0,06*

	
	2
	0,96±0,04**
	0,63±0,02**
	2,6±0,02**

	Контрольна

група, n = 10
	
	0,88±0,02
	0,60±0,01
	2,5±0,05


Примітки: 1 До підтримки ЛФ, 2 Після підтримки ЛФ, * р <0,05 у порівнянні з контрольною групою жінок (критерій Вілкоксона); ** р <0,05 у порівнянні з показниками до лікування (критерій Вілкоксона).
Таблиця 3.6

Динаміка даних допплерометрії спіральних артерій до та після проведення підтримки ЛФ.
	Підгрупи 
	Час дослід-ження
	Параметри гемодинаміки

	
	
	ПІ
	ІР
	СДВ

	1-а, n = 10
	1
	1,35±0,06*
	0,74±0,05*
	1,9±0,01*

	
	2
	0,94±0,04**
	0,68±0,02
	2,3±0,02

	1-б, n = 10
	1
	1,37±0,08*
	0,73±0,03*
	1,8±0,03*

	
	2
	0,86±0,02**
	0,61±0,02**
	2,7±0,07**

	1-в, n = 10
	1
	1,35±0,03*
	0,72±0,03*
	2,1±0,05*

	
	2
	0,95±0,05**
	0,66±0,03
	2,4±0,05**

	1-г, n = 10
	1
	1,40±0,08*
	0,76±0,05*
	2,0±0,05*

	
	2
	0,96±0,05**
	0,67±0,03
	2,4±0,02**

	1-д, n = 10
	1
	1,36±0,04*
	0,75±0,05*
	2,0±0,05*

	
	2
	0,92±0,03**
	0,65±0,01**
	2,2±0,04**

	Контрольна група, n = 10
	
	0,88±0,05
	0,60±0,01
	2,7±0,05


Примітки: 1 До підтримки ЛФ, 2 Після підтримки ЛФ. * р <0,05 у порівнянні з контрольною групою жінок (критерій Вілкоксона);** р <0,05 у порівнянні з показниками до лікування (критерій Вілкоксона).

Таким чином, до проведення підтримки ЛФ в спіральних  артеріях ПІ і ІР були статистично значимо вище, ніж у здорових жінок, в той час як СДВ було істотно нижчим.
 3.2 Порівняльний аналіз морфологічного і гістохімічного стану ендометрія при різних схемах підтримки лютеїнової фази
Покривний епітелій матки першим контактує з бластоцистою, в результаті чого в ньому відбуваються морфологічні і молекулярні зміни, що забезпечують сприйнятливість ендометрія до нідації ембріона [56,207]. Остаточним етапом діагностики стану ендометрія є його морфологічне дослідження. У зв'язку з чим, нами було вивчення морфологічних змін в ендометрії у донорів на п'яту добу  після забору ооцитів при різних схемах підтримки  ЛФ.

Для вивчення морфологічних особливостей ендометрія використовували гістологічні методи забарвлення, а саме, гематоксиліном і еозином, пікрофуксином по ван Гізону [35].

При дослідженні ендометрія пацієнток контрольної групи висота функціонального шару складає до 8 мм. Залози ендометрія мають компактне розташування, місцями звивисті. Епітелій залоз однорядний. Апікальний відділ клітин наближається до куполоподібного, численні ядра їх розташовуються у центрі епітеліальних клітин, насичені хроматином. Зустрічаються залози, в яких велика частина ядер знаходиться в базальних відділах. Форма ядер округла, або витягнута. У контрольній групі спостережень - строма ендометрія компактна, є поодинокі децидуаподібні клітини, великі, з округлим ядром, насиченим хроматином (рис. 3.1).

Дослідження, що проведені у пацієнток 1-а підгрупи, показало, що ендометрій, по мікроскопічній будові, відрізняється від жінок контрольної групи. Залози розташовуються компактно, в основному округлої форми, однотипні,  правильно розташовані, злегка розширені, строма набрякла. Зустрічаються нечисленні волокна сполучної тканини, які пофарбовані пікрофуксином у червоний колір  (рис. 3.2). 
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Рис. 3.1. Компактне розташування залоз ендометрія з центральною локалізацією ядер і субнуклеарною вакуолізацією у жінок контрольної групи (окр. гематоксилін еозином. Х 200).

[image: image4.jpg]



Рис. 3.2. Морфологічна структура ендометрія у жінок 1-а підгрупи. Залози ендометрія розширені, округлої форми, компактні. Ядра розташовані на одному рівні, строма набрякла (окр. по Ван Гізону х 200).

Трансформація ендометрія у жінок 1-б підгрупи була відповідно 4-5 дню після овуляції, що підтверджується змінами залізистих крипт з появою звивистості в них і компактному розташуванню з відповідним зменшенням строми, появою більшої кількості децідуаподібних клітин ( рис.3.3). Товщина ендометрія жінок цієї підгрупи становила 8,5 мм. Мікроскопічне вивчення його стану дає змогу відзначити появу більшої кількості залоз штопороподібної форми, які близько прилягають одна до одної. Епітелій крипт високий, призматичний. Ядра опускаються в базальні відділи, світлі, бідні хроматином, пухирчасті. Практично у всіх клітинах епітелію вакуолі залізистих крипт локалізуються над ядрами. Строма у зішкрібах жінок цієї групи не виражена, пухка. Поліпшується васкулярізація ендометрія. Навколо судин трапляються децидуаподібні клітини, іноді полігональної форми (рис. 3.4). Така морфологічна структура, на відміну від інших підгруп спостереження, найбільш сприятлива до імплантації бластоцисти та  майже не відрізнялася від контрольної групи жінок.
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Рис. 3. 3. Компактне розташування залізистих крипт та появою більшої кількості децідуаподібних клітин в стромі ендометрія у жінок 1-б підгрупи. (окр. по Ван Гізону  Х 200).
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Рис.3.4. Підвищена васкулярізація ендометрія з децидуаподібними клітинами полігональної форми навколо судин. Нечисленні залози з пухкою стромою в ендометрії у жінок 1-б підгрупи. Забарвлення гематоксилін еозином. х 100.
При дослідженні ендометрія пацієнток 1-в підгрупи, висота функціонального шару складає до 7,5- 8 мм. Залози ендометрія розташовуються близько один до одного. Епітелій залізистих крипт високий. Апікальний край прямий, місцями хвилеподібний. Ядра очагово розташовані на різних рівнях, в більшій частині крипт на одному рівні. Ядра округлої форми, в основному світлі. Однак зустрічаються і темні ядра. Під ядрами виявляються дрібні і середні субнуклеарні вакуолі, що містять ШИК-позитивний матеріал зі слабкою оптичною щільністю в умовних одиницях. Базальна мембрана епітелію крипт представлена ​​тонкими сполучнотканинними волокнами, пофарбованими по ванн Гізон в червоний колір. Звертає увагу поява в залозах нечисленних сосочкових утворень, де ядра темні, витягнутої форми. Строма досить компактна, представлена ​​дрібними поліморфними клітинними елементами, між якими є тонкі, ніжні сполучнотканинні волокна, забарвлені в червоний колір за Ванн Гізоном (рис. 3. 5).
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Рис. 3.5. Близько розташовані залізисті крипти з компактною стромой
у жінок 1- в підгрупи з наявністю тонких сполучнотканинних волокон червоного кольору між поліморфними клітинами. Забарвлення по Ванн Гізон. х 400.

У жінок 1- г підгрупи виявляються такі морфологічні зміни. Залози ендометрія округлої форми, мають компактне розташування. Спостерігається слабо виражена субнуклеарная вакуолізація.  У частині випадків епітелій залоз однорядний, має місце нерівномірно виражене дозрівання епітелія залізистих крипт (рис. 3.6).
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Рис. 3.6. Нерівномірно виражено розвиток залоз ендометрія у пацієнток 1-г підгрупи. Залози округлої форми. Слабо виражена субнуклеарная     вакуолизація.  Забарвлення по Ванн Гізон. х 200.
 Апікальний відділ окремих клітин куполоподібний, численні ядра їх наближаються до центрального розташуванню. Частина ядер округлої форми, світлі, розташовані компактно, частина їх темні, інтенсивно насичені хроматином. В епітелії базальних відділів залізистих крипт є субнуклеарні вакуолі. Неравномірно виражена компактна строма.  (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. Компактне розташування залоз у ендометрії у жінок 1- г групи. Світлі округлої форми ядра. Поліморфні, базально розташовані викуолі. Неравномірно виражена компактна строма. Забарвлення гематоксилін еозином  х 400.
Під час гістологічного дослідження ендометрія пацієнток 1- д виявлені такі морфологічні зміни. Залози розташовані рідко, апікальний край клітинних елементів залізистих крипт переважно прямий. Спостерігається субнуклеарная вакуолизация епітелія залізистих крипт з темними ядрами, округлої рідко витягнутої форми, що розташовуються близько до базальної мембрани. Строма пухка, компактна, представлена округлими або веретінообразними клітинними елементами з домішкою лімфоцитів та округлими клітинними елементами, в асоціації з одиночними ніжними сполучнотканинними волокнами (рис. 3.8). 
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Рис.3.8. Субнуклеарная вакуолизация епітелія залізистих крипт у пацієнток 1-д підгрупи. Строма пухка з наявністю округлими  або веретінообразними клітинними елементами. Забарвлення по ванн Гізон х 400.
Помірно виражений набряк. Судини нечисленні, розширені, в просвіті їх еритроцити. Практично у всіх вивчених нами випадках виражено слабе дозрівання епітелія залізистих крипт. (рис. 3.9 ). 
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Рис.3.9. Строма ендометрія у пацієнтки 1-д підгрупи. Клітини строми пухко розташовані, помірно виражений набряк (окр. по Ван Гізону х 200).
Гістохімічно досліджували вміст глікогену з використанням ШИК-реакції. Інтенсивність гістохімічних реакцій в умовних одиницях оптичної щільності. Результати визначення інтенсивності гістохімічної реакції глікогену у ендометрії у пацієнток обстежених груп представлені в таблиці 3.7.

Таблиця 3.7

Інтенсивність гістохімічної реакції визначення глікогену в ендометрії
	Групи обстежених пацієнток

(донори ооцитів)
	Розподіл глікогену в ендометрії 

(умов. од. оптичної щільності)

	Контрольна група
	0,214±0,01
                0,244±0,012

	1-а підгрупа 
	0,314±0,011

	1-б підгрупа 
	  0,365±0,013*

	1-в підгрупа
	0,286 ± 0,015

	1- г підгрупа
	0,271 ± 0,030

	1-д підгрупа
	0,253 ± 0,029


Примітка: * р< 0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з іншимі групами проводилась за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні.
З наведеної таблиці видно, що в контрольній  та 1-а, 1-в, 1-г та 1-д підгрупах жінок не було достовірних відмінностей в розподілі глікогену в ендометрії. 
При гістохімічному дослідженні визначення глікогену в ендометрії у жінок 1-а підгрупи з використанням ШИК-реакції, в вакуолях виявляється ШИК-позитивний матеріал у вигляді червоно-малинових щільних дрібних гранул (рис. 3.10, який при вимірюванні оптичної щільності виявляє помірну інтенсивність реакції, але вірогідно не відрізняється від показників контрольної групи (табл.3.7).
У 1-б підгрупі спостережень гранули глікогену розташовуються в базальних відділах під ядром клітин. Результатом цього, є розташування ядер в один ряд на одному рівні, в основному, над вакуолями, що містять глікоген, який забарвлюється в червоний колір при фарбуванні ШИК-реакції. Зустрічаються поодинокі залози, де ядра епітеліальних клітин більш витягнутої форми, мають тенденцію до розташування на різних рівнях. В епітелії залоз відзначається субнуклеарная вакуолизация, яка при гістохімічному дослідженні з використанням ШИК-реакції підтверджує наявність глікогену в вакуолях з вираженою оптичної щільністю (рис. 3. 11).
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Рис.3.10 Базально розташовані ШИК-позитивні гранули глікогену в
епітелії залізистих кріпт ендометрія у пацієнток 1-а підгрупи. Забарвлення-ШИК-реакція. х 200.
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Рис.3.11 Наявність глікогену під ядрами клітин ендометрія, пофарбованого  в червонуватий колір у пацієнток 1-б підгрупи (окр. ШИК-реакція х100).

Інтенсивність реакції щільності у 1-б підгрупі спостережень вирогідно вище, за показники контрольної групи, у якій концентрація глікогену склала 0,365 ± 0,013( р≤ 0,05) та, в якій після отримання ембріонів, для підтримки ЛФ, застосовували високо очищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг)  (табл.3.1).
В клітинах епітелія ендометрія жінок 1-в підгрупи є субнуклеарная і навіть з'являється наднуклеарная вакуолизация, яка гістохімічно виявляє помірну інтенсивність ШИК- реакції на глікоген з відповідною оптичною щільністю 0,286 ± 0,015,   (табл.3.1). Цілком закономірно зустрічається також наявність глікогену у цитоплазмі поодиноких клітин з локалізацією практично поблизу базальних мембран. (Рис. 3.12).
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            Рис. 3.12. Наявність нечисленних гранул глікогену в базальних відділах цитоплазми клітин епітелія залоз. (Окр. ШИК-Реакція х 200). 
У пацієнток 1-г та 1-д підгруп спостерігалась аналогічна гістохімічна картина.
Дослідження сульфатованих і несульфатованих глікозоаміногліканов (ГАГ) виявляє таку закономірність: метахроматичні фарбування у синюватий колір (рН 1,5), на наявність сульфатованих ГАГ зустрічається в базальних мембранах ендотеліоцитів, в судинах строми і в базальній мембрані епітеліальних клітин залізистих структур, а також в стромі ендометрія у вигляді тонких, пофарбованих у синій колір ниток ( рис. 3.13). 

Вплив гіалуронідази зменшує синє забарвлення, що свідчить про наявність у досліджуваних структурах саме ГАГ . Присутність в базальній мембрані інтенсивного фарбування в синюватий колір дозволяє ідентифікувати несульфатовані ГАГ (рН 3,5), оптична щільність яких трохи більше, ніж у сульфатованих ГАГ Різний  ступінь фарбування в синій колір підтверджується кількісною зміною оптичної щільності в умовних одиницях (табл.3.8).
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Рис. 3.13.Синє забарвлення в області базальних мембран епітеліальних
клітин і в стромі ендометрія у жінок контрольної шрупи. (Забарвлення по Romhangi на сульфатіровані ГАГ, рН - 1,5 х 400).
При дослідженні сульфатованих і несульфатованих ГАГ у обстежених групах пацієнток, нами виявлена наступна закономірність. Метахроматичні фарбування в бузковий колір (рН 1,5), яке пояснює наявність сульфатованих ГАГ, достовірно знижено в базальних мембранах епітеліальних клітин і ендотеліоцитів в стінках судин тільки у 1- б підгрупі  (табл 3.8). Поява в стромі ендометрія ділянок більш інтенсивного фарбування в синюватий колір дозволяє ідентифікувати несульфатовані ГАГ (рН 3,5), оптична щільність яких достовірно менше - 0,210±0,008, ≤ 0,05, ніж у сульфатованих ГАГ  -  0,221 ± 0,009, ≤ 0,05  в 1-б підгрупі спостережень (табл. 3.8 ).

Дані по розподілу ГАГ у структурах ендометрія у обстежених пацієнток після донорства ооцитів, представлені в таблиці 3.8.

Таблиця 3.8

Інтенсивність гістохімічних реакцій визначення ГАГ в структурах ендометрія.
	Групи обстежених пацієнток

(донори ооцитів)
	Розподіл ГАГ в структурах ендометрію

(ум. од. оптичної щільності)

	
	Несульфатовані 

(рН 3,5) ГАГ
	Сульфатовані
(рН 1,5) ГАГ

	Контрольна група 
	 0,156±0,007
	0,314±0,014

	1-а підгрупа 
	0,119±0,004  
	0,355±0,011

	1-б підгрупа
	  0,210±0,008*
	    0,221 ± 0,009* 

	1-в підгрупа
	 0,145±0,007
	0,399±0,009

	1-г підгрупа
	0,109±0,004
	0,328±0,011

	1-д підгрупа
	 0,101±0,008
	   0,312 ± 0,009


Примітка: * р< 0,05 - значимість відмінностей між контрольною групою та підгрупами несульфатованих та сульфатованих і ГАГ проводилась за допомогою  непараметричного критерію Манна-Уїтні.
.
 

Однак, у всіх підгрупах зберігається закономірність наявності сульфатованих, або  несульфатованих ГАГ в базальних мембранах епітелія залізистих крипт і в стромі. Причому, інтенсивність забарвлення значно більше при виявленні сульфатованих ГАГ з відповідною оптичною щільністю в умовних одиницях (табл. 3.8).

Аналізуючи отримані дані, слід зазначити, що найбільш виражена готовність ендометрія до імплантації бластоцисти, відзначається у пацієнток 1- б підгрупи, де в якості підтримки лютеїнової фази оваріально-менструального циклу використовується високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю ( 90 мг). 
Трансформація ендометрія в даній групі відповідна 4-5 дню після овуляції, що підтверджується змінами залізистих крипт з появою їх звивистості і компактному розташуванню з відповідним зменшенням строми, появою більшої кількості децидуаподібних клітин. Причому, одним з показників готовності ендометрія до імплантації ембріона, є наявність глікогену в цитоплазмі епітеліальних клітин залізистих крипт і його локалізація в епітелії. Глікоген на спочатку секреторної фази оваріального-менструального циклу утворюється в базальних відділах і поступово просувається до апікального краю. 

Далі глікоген виділяється в просвіт залоз,  надходить в матку і забезпечує нідацію і розвиток заплідненої яйцеклітини в ендометрії.

При використанні дидрогестерона, ендометрій злегка запізнюється в розвитку і відповідає 2-3 дню після овуляції, в порівнянні з високоочищеним прогестероном для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг).

У той же час, в окремих повідомленнях [146], є вказівки, що рання стадія фази секреції, з характерною для неї субнуклеарною вакуолізацією, виділяється як самостійна "постовуляторна фаза". 

Слід зазначити, що у кожної жінки можуть бути свої індивідуальні особливості трансформації ендометрія.

При аналізі реакції на сульфатовані і несульфатовані ГАГ, відбувається як би стабілізація базальних мембран епітеліальних клітин у пацієнток 1-б підгрупи, що документується зменшенням концентрації сульфатованих ГАГ і відповідним збільшенням несульфатованих ГАГ. 

Існує точка зору, що сульфатовані ГАГ є компонентами мембран клітин, де вони можуть функціонувати як рецептори і брати участь в клітинних взаємодіях.
Дослідження сульфатованих і несульфатованих глікозоаміногліканов (ГАГ) виявляє таку закономірність: метахроматичні фарбування у синюватий колір (рН 1,5), на наявність сульфатованих ГАГ зустрічається в базальних мембранах ендотеліоцитів, в судинах строми і в базальній мембрані епітеліальних клітин залізистих структур, а також в стромі ендометрія у вигляді тонких, пофарбованих у синій колір ниток. 

Вплив гіалуронідази зменшує синє забарвлення, що свідчить про наявність у досліджуваних структурах саме ГАГ . Присутність в базальній мембрані інтенсивного фарбування в синюватий колір дозволяє ідентифікувати несульфатовані ГАГ (рН 3,5), оптична щільність яких трохи більше, ніж у сульфатованих ГАГ (табл.3.2). Різний  ступінь фарбування в синій колір підтверджується кількісною зміною оптичної щільності в умовних одиницях.
3.3. Імуногістохімічні особливості колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія при різних схемах підтримки лютеїнової фази.
Одним з найважливіших етапів нормального функціонування ендометрія є велике ремоделювання тканин у відповідь на підвищення рівня прогестерону [213]. Цей процес включає секреторну трансформацію залозистого епітелія з подальшою децидуалізацією стромальних клітин, які у відповідь експресують, так звані, маркери децидуалізаціі - пролактин, фактори росту, колаген та ін. [203]. Децидуальні стромальні клітини активно беруть участь в ремоделюванні позаклітинного матриксу матки шляхом експресії різноманітних матриксних білків, таких як колаген IV, фибронектин, ламінін і ін. [146]. 

Будь-які відхилення в ендометрії здатні спричинити порушення репродуктивної функції. Саме тому, на думку багатьох дослідників, оцінка стану колаген та фібронектін - сінтезуючої функції ендометрія є необхідним етапом підготовки до програм ДРТ [49].

Мультіфолікулярне зростання при контрольованій стимуляції в циклах ЕКЗ призводить до високих концентрацій прогестерону і естрадіолу, що сприяє зниженню лютеїнізуючого гормону (ЛГ). У зв'язку з цим, встановлення імуногістохімічних особливостей колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія є актуальним для визначення найбільш ефективної схеми підтримки ЛФ.

        У зв'язку з тим, що імуногістохімічними маркерами наявності дефекту рецептивності ендометрія є збільшення вмісту інтерстиціального колагену III і колагену базальних мембран IV типу, ми вирішили дослідити вміст колагену Ш, 1У типів, а також фібронектину у спостережуваних жінок.

На 5 добу від початку прогестероновой підтримки за допомогою аспіраційної пайпель-біопсії у всіх пацієнток отримували ендометрій для імуногістохімічного дослідження і визначення змісту в ньому колагену Ш і 1У типів, а також фібронектину. У донорів контрольної групи ендометрій досліджували за тими ж параметрами на 5 добу після овуляції.

При дослідженні препаратів ендометрія, оброблених МКА до колагену Ш типу у всіх пацієнток, незалежно від підгрупи спостереження, виявлялося специфічне світіння колагену Ш типу в стромальному компоненті ендометрія. Незважаючи на те, що локалізація цього інтерстиціального колагену не відрізнялася в залежності від групи дослідження, інтенсивність флюоресценції строми, де локалізувався колаген Ш типу в ендометрії жінок, які отримували різні препарати прогестеронового ряду, значно варіювала (Табл. 3.9).
Таблиця 3.9
Оптична щільність імунофлюоресценції колагену Ш типу в стромі ендометрія 
	Групи спостереження
	Колаген Ш типу

(умовні одиниці щильності)

	Контрольна група, (nк = 10)
	0,101±0,006

	1-а підгрупа, (n1а =10 )
	 0,134±0,008*

	1-б підгрупа, (n1б =10 )
	0,104±0,006

	1-в підгрупа, (n1в =10)
	 0,115±0,004*

	1-г підгрупа, (n1г =10 )
	 0,114±0,008*

	1-д підгрупа, (n1д = 10)
	 0,117±0,008*


Примітка: * р<0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з контрольною групою проводилась за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні.
Як випливає з таблиці 3.9, максимальна оптична щільність колагену Ш типу спостерігалася в стромі ендометрія у жінок 1-а підгрупи (0,134 ± 0,008 ум. од. щільн.).
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Рис.3.14. Специфічне свічіння нерівномірної інтенсивності колагену Ш типу в стромальному компоненті ендометрія. Спостереження 1-а підгрупи. Непрямий метод Кунса з МКА до колагену Ш типу х 650.
При цьому мікроскопічно виявлялося в стромальному компоненті ендометрія специфічне світіння нерівномірної інтенсивності лінійного і осередкового характеру Ділянки яскравого світіння чергувалися з зонами помірного і навіть слабкого світіння (рис. 3.14).  
Оптична щільність світіння колагену Ш типу, після проведення підтримки ЛФ прогестероновими препаратами, підвищувалася у всіх пацієнток підгруп спостереження, в порівнянні з контролем (0,101 ± 0,006), однак, виявилася мінімальною в ендометрії  1-б підгрупи жінок (0,104 ± 0,006, р> 0,05).  У жінок 1-б підгрупи у стромальному компоненті ендометрія в люмінесцентному мікроскопі виявлялася переважно слабка інтенсивність осередкового характеру світіння колагену Ш типу (рис.3.15).

Аналізуючи оптичну щільність світіння колагену Ш типу у 1-а, 1-в, 1-г і 1-д підгрупах ми звернули увагу на те, що цей показник виявився у них достовірно вище, в порівнянні з 1-б підгрупою і контрольною групою ( Р <0,05). При цьому мікроскопічно виявлялося у всіх вищевказаних групах світіння лінійного або осередкового характеру нерівномірної інтенсивності, коли ділянки слабкого світіння чергувалися з помірним (рис. 3.16).
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Рис. 3.15. Слабке специфічне світіння колагену Ш типу в стромальному компоненті ендометрія. Спостереження 1-б підгрупи. Непрямий метод Кунса з МКА до колагену Ш типу х 650.
При дослідженні мікропрепаратів ендометрія, оброблених МКА до фібронектину виявлялася неоднорідна картина. Специфічне світіння фібронектина в ендометрії всіх вивчених груп найчастіше було вогнищевим, рідше мало лінійний переривчастий характер, а його інтенсивність була нерівномірною - від слабкої до яскравої (рис. 3.17, 3,18). Кількісні показники оптичної щільності імунофлюоресценції фібронектина наведені в табл.3.10.
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Рис.3.16 Слабке та помірної інтенсивності світіння . Спостереження 1-в підгрупі. Непрямий метод Кунса з МКА до колагену Ш типу х 650
Таблиця 3.10
Оптична щільність імунофлюоресценції фібронектина в стромі ендометрія 
	Групи спостереження
	Фібронектин
(умовні одиниці оптичної щільності)

	Контрольна група, (nк = 10)
	0,104±0,007

	1-а підгрупа, (n1а =10 )
	0,129±0,008*

	1-б підгрупа, (n1б =10 )
	0,100±0,009

	1-в підгрупа, (n1в =10)
	0,115±0,002*

	1-г підгрупа, (n1г =10 )
	0,118±0,001*

	1-д підгрупа, (n1д = 10)
	0,121±0,004*


Примітка: *р <0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з контрольною групою проводилась за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні.
Максимальний показник оптичної щільності виявився в ендометрії жінок 1-а підгрупи (0,129 ± 0,008), а мінімальний - в ендометрії жінок 1-б подгруппі (0,100 ± 0,009) та контрольної групі (0,104 ± 0,007) В інших підгрупах: 1-в группа,  1-г підгрупа  і 1-д підгрупа оптична щільність іммунофлюоресценціі фібронектина виявилася достовірно підвищеною, в порівнянні з контрольною групою (р <0,05).
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Рис. 3.17. Осередкове слабкої та помірної інтенсивності світіння фібронектина в ендометрії спостереження 1-г підгрупи. Непрямий метод Кунса з МКА до фібронектину, х 650.
При дослідженні мікропрепаратів ендометрія, оброблених МКА до колагену 1У типу виявлялася більш однорідна картина. Колаген 1У типу у всіх спостереженнях локалізувався в базальних мембранах судин ендометрія і епітелії залоз і виявлявся у вигляді лінійного світіння нерівномірної інтенсивності, переважно яскравою і помірною (рис. 3.19). 
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Рис.3.18. Лінійне світіння слабкою і неоднорідною інтенсивностю фібронектіна в ендометрії спостереження 1-б підгрупи. Непрямий метод Кунса з МКА до фібронектину, х 400
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Рис.3.19.   Слабке специфічне світіння колагену 1У типу в базальних судинних мембранах ендометрія. Спостереження 1-б підгрупи. Непрямий метод Кунса з МКА до колагену 1У типу х 650
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Рис.3.20. Специфічне світіння колагену 1У типу в залізистій базальній мембрані ендометрія. Спостереження 1-г підгрупи. Непрямий метод Кунса з МКА до колагену 1У типу х 1000.
При цьому у всіх спостереженнях були відсутні зони, які характеризуються слабким світінням (рис.3.20). Про що свідчать досить високі, в порівнянні з такими для колагену Ш типу, показники оптичної щільності імунофлюоресценції колагену 1У типу (Табл. 3.11).
Таблиця  3.11

Оптична щільність імунофлюоресценції   коллагена IV типу   у стромі ендометрія  
	Групи спостереження
	Колаген 1У типа
(умовні одиниці оптичної щільності)

	Контрольна група (nк = 10)
	0,160±0,004

	1-а підгрупа (n1а =10 )
	0,192±0,007*

	1-б підгрупа (n1б =10 )
	0,168±0,004

	1-в підгрупа (n1в =10)
	0,172±0,001*

	1-г підгрупа (n1г =10 )
	0,181±0,005*

	1-д підгрупа (n1д = 10)
	0,174±0,001*


Примітка: *р <0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з контрольною групою проводилась за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні.
Однак, при аналізі показників оптичної щільності світіння колагену 1У типу в залежності від групової належності, ми виявили достовірні відмінності. Так, максимальним виявився цей показник в спостереженнях 1-а підгрупі (0,192 ± 0,007, р <0,05), мінімальним - у спостереженнях 1-б підгрупі (0,168 ± 0,004, р> 0,05). Та ж закономірність характерна і для інтерстиціального колагену Ш типу. В інших групах показники оптичної щільності колагену 1У типу так само були вище такого в контрольній групі. При цьому оптична щільність світіння колагену 1У типу між показниками 1в, 1-г і 1-д підгруп була практично однаковою і достовірно була підвищеною в порівнянні з контролем (р <0,05).
При зіставленні показників оптичної щільності імунофлюоресценції колагену Ш, 1У типів і фібронектину було виявлено такі результати (табл.3.12).

Таблиця 3.12
Порівняльні показники імунофлюоресценції фибронектина, колагену Ш і колагену 1У типів в ендометрії залежно від групової приналежності вивченого матеріалу (умовні одиниці оптичної щільності)
	Групи спостереження
	Фібронектин
	Колаген Ш типу
	Колаген 1У типу

	Контрольна група (nк = 10)
	0,104±0,007
	0,101±0,06
	0,160±0,004

	1-а підгрупа (n1а =10 )
	0,129±0,008*
	0,134±0,008*
	0,192±0,007*

	1-б підгрупа (n1б =10 )
	0,100±0,009
	0,104±0,006
	0,168±0,004

	1-в підгрупа (n1в =10)
	0,115±0,002*
	0,115±0,004*
	0,172±0,001*

	1-г підгрупа (n1г =10 )
	0,118±0,001*
	0,114±0,008*
	0,181±0,005*

	1-д підгрупа (n1д = 10)
	0,121±0,004*
	0,117±0,008*
	0,174±0,001*


Примітка: *р <0,05 - значимість відмінностей в порівнянні з контрольною групою групою проводилась за допомогою непараметричного критерію Манна-Уїтні.
Аналізуючи отримані результати нашого дослідження можна відзначити наступне: при використанні високоочищеного прогестерону для підшкірного введення і 90 мг прогестерону вигляді гелю для вагінального застосування (1-б підгрупа), вміст колагену 1У  типу в стромі ендометрія зменшується максимально, в порівнянні з іншими групами спостереження. Це може свідчити про те, що даний вид гормональної підтримки ЛФ позитивно впливає на процес підготовки ендометрія до імплантації, а саме сприяє розсмоктуванню колагену 1У  типу. 

З огляду на той факт, що в інших підгрупах - 1-а, 1-в, 1-г і 1-д вміст колагену 1У типу в судинних і епітеліальних базальних мембранах вище, ніж у контрольній групі і 1-б підгрупі, так само, як і колагену Ш типу, дія препаратів у вигляді високоочіщеного прогестерону для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрівлагалішного прогестерону у вигляді гелю, слід визнати більш сприятливими, в порівнянні з іншими схемами підтримки ЛФ прогестероновими препаратами. Це підтверджується також наявними в літературі думками  про те, що процесу імплантації сприяє підвищення судинної проникності в місці прикріплення бластоцисти [98]. Зниження вмісту колагену 1У типу в базальних судинних мембранах сприяє цьому процесу.

Аналізуючи зміст фібронектина в интерстициальному компоненті вивченого нами ендометрія відзначимо наступне. У контрольній групі і 1-б підгрупі спостереження оптична щільність світіння фібронектина опинилася мінімальною, в порівнянні з іншими групами (0,104 ± 0,007 і 0,100 ± 0,009 відповідно). 

Порушення адгезивних властивостей міжклітинного матриксу загрожує розвитком різної патології. Очевидно, що для ендометрія контрольної групи і 1-б підгрупи характерне зниження адгезивних властивостей стромального компонента. У 1-а, 1-в, 1-г і 1-д підгрупах показники оптичної щільності світіння колагену Ш типу і фібронектину виявилися максимальними і достовірно відрізнялися від показників контрольної та 1-б подгруппи. Це свідчить про недостатньо ефективни властивості проведених схем підтримки ЛФ у пацієнток даних груп, що, на перший погляд, пов'язано з досить високими  адгезивними  властивостями стромального компонента ендометрія у цих жінок. Відомо, що фізіологічна імплантація забезпечується в тому числі і адгезивними властивостями фібронектина, а саме α4β1 і α5β1 - рецепторами [137].
3.4. Особливості формування піноподій в ендометрії залежно від підтримки лютеїнової фазв циклу в програмах екстракорпорального запліднення.
 Активація «вікна імплантації характеризується значними ультраструктурнимі змінами ендометріальних епітеліальних клітин, які втрачають мікроворсинки і апікальні поверхні клітин формують куполоподібні випинання - піноподіі. Утворення піноподій, що з'являються в середині лютеїнової фази (ЛФ), є головним показником якості ендометрія, в зв'язку з чим, оцінка стану піноподій була запропонована як один з маркерів рецептивності ендометрія [54, 205]

Нами було вивчення особливості формування піноподій в ендометрії залежно від способу підтримки ЛФ при лікування безпліддя методом ЕКЗ.

         Піноподіі в своєму розвитку проходять 3 стадії: що розвиваються, розвинені (зрілі) і які регресують. Кількість зрілих піноподій служить предиктивним фактором імплантації [189].   Якщо піноподіі займають більше 50% поверхні ендометрія, їх оцінюють як виражені у багатої кількості. Якщо 20-50% - їх відносять до помірно виражених. Піноподіі, що займають менше 20% поверхні ендометрія, вважають нечисленними.

Розподіл піноподій в ендометрії досліджуваних жінок в день передбачуваного вікна імплантації в залежності від проведення схеми підтримки ЛФ наведено у табл. 3.13. 

Розподіл піноподій в ендометрії досліджуваних жінок в день передбачуваного вікна імплантації в залежності від проведення схеми підтримки ЛФ n (P ± p,%).

У контрольній групі розвинені піноподії спостерігались у 5 (50,0%) жінок. Їх  формування відбувається в часовому проміжку ЛГ +6/7 , що відповідає нормальному розвитку піноподій, та появлялись як поява випинань на поверхні клітин, що супроводжувались редукцією мікроворсинок (рис. 3.21). Їх верхівки зливаються, формуючи гладку і тонку мембрану, в результаті повного зникнення виступів. Піноподії, що розвиваються спостерігались у 2(20,0%) випадків, та у 3 жінок  (30,0%) були регресуючи піноподії, у яких   випинання зменшуються та маленькі верхівки мікроворсинок з'являються знову на мембранах клітин ( табл. 3.13). Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок контрольної групи в день передбачуваного вікна імплантації спостерігався в малій кількості (табл.3.14). Як видно з таблиці 3.13, в 1-а підгрупі розвинені піноподії зустрічалися в 3-х випадках (30,0%), в 4 випадках формування піноподій було регресуючим та відставало  від нормального розвитку (40,0%), в 3 випадках мало місце раннє формування піноподій (30,0%). 
Таблиця 3.13. 

	Підгрупи
	Розподіл піноподій в ендометрії

	
	Що розвива-

ються
	Розвинені (зрілі)
	Регресуючі 
	Наявність ділянок відсутності
	Різні форми
	Різні розміри

	Контрольна

група, n=10, (%) 
	2(20,0± 
0,22) 
	5(50,0± 
0,85) 
	3(30,0± 

0,31) 
	0(0,00± 

0,00) 
	0(0,00± 

0,00) 
	0(0,00± 

0,00) 

	І –а, n=10, (%) 
	3(30,0± 

0,31)* 
	3(30,0± 

0,44)* 
	4(40,0± 

0,55) 
	1(10,0± 

0,13) 
	3 (30,0± 
0,24) 
	6(60,0± 
0,92) 

	1-б, n=10, (%)   
	2(20,0± 
0,17) 
	6(60,0± 

0,62) 
	2(20,0± 

0,25) 
	0(0,0± 
0,00) 
	1(10,0± 
0,22) 
	0(0,0± 
0,00) 

	І- в, n=10, (%)   
	3(30,0± 
0,52) 
	2(20,0± 
0,34) *
	5 (50,0 ± 

0,64) *
	1(10,0± 
0,13)  
	4(40,0± 
0,91) 
	3(30,0± 
0,45) 

	1-г, n=10, (%)
	4(40,0± 

0,11)*
	3(30,0± 

0,42)*
	3(30,0± 

0,25)
	2(20,0± 

0,52)
	5(50,0± 
0,37)
	1(10,0± 
0,15)

	1-д, n=10, (%)
	3(30,0± 
0,12) 
	3(30,0± 
0,24)* 
	4 (40,0 ± 

0,72) *
	1(10,0± 
0,11)  
	4(40,0± 
0,93) 
	3(30,0± 
0,41) 


Примітка *- р< 0,05 у порівнянні з контрольною групою відповідно до «критерію точної ймовірності Фішера» існує значуща відмінність 
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Рис.3.21. Піноподіі на 18-й день МЦ у пацієнток контрольної групи: а - переважна кількість зрілих піноподій, поодинокі регресуючи піноподіі; б - переважна кількість розвинених піноподій, поодинокі, що розвиваються, одиничні  різні форми. СЕМ. х 2000. Шкала барів = 5 мкм.
У 10,0% пацієнток спостерігалися ділянки відсутності піноподій. Піноподіі були різними за формою (30,0%) і розмірами (60,0%) у переважної більшості пацієнток (рис. 3.22). Майже половина жінок (50,0%) мали помірну кількість мікроворсинок на поверхневому шарі матковій епітелії, 20,0% - їх велика кількість та 20,0% - малу кількість (табл.3.14).
Таблиця 3.14
Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок в день передбачуваного вікна імплантації в залежності від проведення схеми підтримки ЛФ n (P ± p,%) 

	Підгрупа 
	Велика кількість
	Помірна кількість
	Мала кількість

	Контрольна

група, n =10,(%) 
	0(0,00±0,00) 
	0(0,00±0,00) 
	3(30,0±0,44) 

	І –а,  n=10, (%) 
	2(20,0± 0,22) 
	5(50,0±0,87)*
	2(20,0±0,18) 

	1-б,  n=10, (%)   
	0(0,00±0,00)
	0(0,00±0,00)
	4(40,0 ± 0,26) 

	І- в,  n=10, (%)   
	2 (20,0±0,37) 
	2(20,0± 0,21) 
	5(50,0± 0,52)* 

	1-г,  n=10, (%)
	2(20,0± 0,41)
	3(30,0±0,51)
	3(30,0±0,24)

	1-д,  n=10, (%)
	3(30,5±0,68)
	2(20,0±0,28)
	4(40,0±0,52)


Примітка *- відповідно до «критерію точної ймовірності Фішера» існує значуща відмінність з контрольною групою 
У 1-б підгрупі зрілі піноподії спостерігаються у більшості жінок 6 (60,0%) випадках (рис. 3. 23). Цей показник декілька вищий, ніж у контрольний групі (50,0%) та є свідком того, що підтримка ЛФ високоочищеним прогестероном для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньо піхвового прогестерону у вигляді гелю, є найбільш оптимальним методом підготовки ендометрія до імплантації. 
Раннє формування піноподій та регресуючі піноподії  спостерігалися  лише у 2 випадках (20,0%). Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок був в малій кількості лише в 40% (табл. 3.14).
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Рис.3.22. Піноподіі на 18-й день МЦ у пацієнток 1-а підгрупи: а – достатня кількість зрілих піноподій та, які розвиваються; б - спостерігаються поодинокі регресуючи піноподії,  переважна кількість піноподій різних розмірів та форм, помірна кількість циліарних клітин. СЕМ. х2000. Шкала барів = 5 мкм.
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Рис.3.23. Піноподіі на 18-й день МЦ у пацієнтки 1-б підгрупи: а - переважна кількість зрілих піноподій, поодинокі , що розвиваються та регресуючи піноподіі; б - переважна кількість розвинених піноподій одного розміру, рідко зустрічаються різні форми. СЕМ. х2000. Шкала барів = 5 мкм.
В 1-в підгрупі розподіл піноподій в ендометрії складався у 50% випадків з регресучих, та тільки у 20% зустрічались нормальні, зрілі піноподії та у 30% - що розвиваються (рис.3.24).  50,0% жінок  мали малу кількість мікроворсинок на поверхневому шарі маткового епітелія (табл. 3.14).
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Рис. 3.24. Піноподіі на 18-й день МЦ у пацієнтки 1-в підгрупи: а - поверхня ендометрія вкрита структурами з мікроворсинами та піноподіями, що починають свою регресію; б - переважна кількість піноподій різного розміру та форми. Переважно мала кількість мікроворсинок в ендометрії жінок СЕМ. х2000. Шкала барів = 5 мкм.
В 1-г підгрупі кількість зрілих піноподій була достовірно нижчою, ніж у контрольній групі, лише 30%.  Розподіл піноподій в ендометрії складався у 30,0% випадків з регресучих, та та 40,%  - що розвиваються (рис.3.25).  Розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок в великій кількості склав 20,0%,  помірної та малаї кількості по 30,0% на поверхневому шарі маткового епітелія (табл. 3.14). Таке формування піноподій може призвести до асинхронізації рецептивності ендометрію [2]. 
В 1-д підгрупі звертає на себе увагу наявність великої кількості регресуючих піноподій 4(40,0%), а кількість зрілих піноподій була достовірно нижчою, ніж у контрольній групі, лише  3(30%) ,  (рис.3.26).  Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок складав переважно малу кількість 4(40%), (табл. 3.14).
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Рис. 3.25. Піноподіі на 18-й день МЦ у пацієнтки 1-г підгрупи: а - поверхня ендометрія вкрита структурами з мікроворсинами та піноподіями, що розвиваються та починають свою регресію; б - переважна кількість піноподій різної форми. СЕМ. х2000. Шкала барів = 5 мкм.  
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Рис. 3.26. Піноподіі на 18 -й день МЦ у пацієнтки 1-д підгрупи: а - поверхня ендометрію вкрита піноподіями, що починають свою регресію та к невеликій кількості розвинутих та піноподій, що розвиваються; б - наявні різні форми та розміри піноподій. Переважно мала кількість мікроворсинок в ендометрії. СЕМ. х2000. Шкала барів = 5 мкм.  
Висновок.
На підставі проведеного порівняльного морфологічного і гістохімочного аналізу стану ендометрія після отримання ооцитів при різних схемах підтримки ЛФ, можна зробити висновок, що найбільш виражена готовність ендометрія до імплантації бластоцисти, відзначається у пацієнток 1-б підгрупи, де в якості підтримки ЛФ оваріально-менструального циклу використовується високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг).
Дана схема підтримки ЛФ сприятиме оптимальним умовам для імплантації бластоцисти в період «вікна імплантації». Це підтверджується імуногістохімічними ознаками розсмоктування колагену Ш типу в стромі ендометрія (зниження оптичної щільності його світіння - 0,104±0,006 УООЩ), високим ступенем експресії фібронектину (0,100±0,009, УООЩ) і достовірно невисоким вмістом колагену 1У типу (0,168±0,004, УООЩ) в судинних базальних мембранах, які практично не відрізнялися від показників контрольної групи (р>0,05). 
Дослідження гемодинаміки в судинах ендометрія доцільно проводити всім пацієнткам з безпліддям, перед проведенням ДРТ для визначення готовності ендометрію до імплантації.
Ультразвукові та допплерометричні критерії кровотоку в маткових, аркуатних та радіальних артеріях до лікування були статистично знижені швидкісні характеристики кровотоку. Після проведеної підтримки ЛФ у всіх підгрупах відзначено достовірне збільшення не тільки максимальної швидкості кровотоку, але і швидкості кровотоку в діастолу, що наближається до показника контрольної групи жінок. При цьому істотна різниця в результатах проведення підтримки ЛФ спостерігалася у пацієнток 1-б підгрупи,  у яких підтримки ЛФ проводилась високо очищеним прогестероном для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді вагінального гелю. У цій підгрупі виявлено достовірне зниження ПІ, а також СДВ в порівнянні з іншими підгрупами спостереження.

Проведене  дослідження  показало ,  що  УЗД   сканування   та   допплерометрія  судин   матки  може  бути   використані  як   додатковий   метод  діагностики вихідних   гемодинамічних  порушень  та   оцінки   ефективності   корекції   порушень структури і розвитку   ендометрія та оптимізації підтримки ЛФ   в   циклах   лікування  трубно - перитонеального  безпліддя  методами ДРТ .

Процес формування піноподій має велике значення для успішності проведення ВРТ та  залежить від схеми проведення підтримки ЛФ циклу. Спільними негативними рисами при формуванні піноподій у жінок в період «вікна імплантації» є зниження кількості розвинених піноподій, підвищення численності піноподій, що розвиваються, наявність ділянок відсутності піноподій, мозаїцизм їх розмірів, форми і стадії розвитку. 

На підставі наших досліджень можна зробити висновок, що на 5 день після аспірації ооцитів у пацієнток 1-б підгрупи нормальний розвиток зрілих піноподій зустрічався в 60,0% випадків та був істотно вищим, ніж  у інших групах спостереження ( 1-а-30%, 1-в-20%, 1-г-30%, 1-д-30%) та наближався до показників контрольної групи (50%). Підтримка ЛФ високоочищеним прогестероном для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньо піхвового прогестерону у вигляді гелю є найбільш адекватною.
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Розділ 4.

РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ЗАПЛІДНЕННЯ ІЗ ЗАСТОСУВАННЯМ НАТИВНИХ ЕМБРІОНІВ З РІЗНИМИ МОДИФІКАЦІЯМИ ПІДТРИМКИ ЛЮТЕЇНОВОЇ ФАЗИ
Для вибору більш ефективної схеми підтримки ЛФ при застосуванні нативних ебріонів при ЕКЗ, нами обстежені 160 жінок з трубно-перитонеальною формою безпліддя, що склали 2 групу, з нормальним гормональним фоном, яким після стимуляції овуляції проводили аспірацію яйцеклітин, потім їх запліднювали і в цьому ж циклі підсаджували нативні ембріони. 

Для порівняння ефективності різних варіантів підтримуючої терапії ЛФ в програмі ЕКЗ, жінки основної групи були розділені на 5 підгруп залежно від схеми підтримки . 

Основні  характеристики показників жінок 2 групи за вихідними клінічними даними та порівняльна характеристика даних ембріологічного етапу програми ЕКЗ згідно підгрупам спостереження наведені у табл. 4.1 та 4.2.
З таблиці 4.1 видно, що жінки 2а підгрупи були достовірно більше за віком, у порівнянні з пацієнтками інших підгруп (середній вік 35,3±0,81, p <0,05). Тривалість безпліддя у досліджених жінок не мала вірогідних показників. Сумарна доза ФСГ була максимальною у 2а та 2г підгрупах (2070±110 МО та 2033±72 МО відповідно, p <0,05). У пацієнток 2д підгрупи тривалість стимуляції тривала достовірно довше, у порівнянні з іншими підгрупами та склала 9,4±0,2 (p <0,05) днів. Максимальна доза естрадіолу в день тригера овуляції була у жінок 1а підгрупи (2389±358 пг/мл, p <0,05), а прогестерону в день триггера  овуляції – у 2б підгрупі (0,34±0,04 нг/мл, p <0,05).
Таблиця 4.1

Основні  характеристики показників жінок 2 групи за вихідними клінічними даними, згідно підгрупам спостереження
	Показник
	2 група,  n=160
	Н

(р)

	
	Підгрупи жінок
	

	
	2а підгрупа

(n=20)
	2б 

підгрупа

(n=50)
	2в підгрупа

(n=20)
	2г підгрупа

(n=20)
	2д підгрупа

(n=50)
	

	Вік, років


	35,3±0,81*
	32,7±0,5
	32,2±0,7
	32,5±0,9
	33,4±0,5
	10,91
(0,028)

	Тривалість безпліддя, років
	5,7±0,69
	6,1±0,5
	5,6±0,7
	6,2±0,8
	7,5±0,6
	4,47

(0,347)

	Сумарна доза ФСГ МО
	2070±110*
	1390±32
	1733±65
	2033±72*
	1449±44
	70,6

(0,000)

	Тривалість стимуляції, днів
	8,6±0,2
	8,8±0,1
	8,6±0,3
	8,8±0,4
	9,4±0,2*
	13,99

(0,007)

	Естрадіол в день триге-ра, пг / мл
	2389±358*
	1305±74
	1538±123
	1786±156
	1600±107
	12,14

(0,016)

	Прогестерон в день три-гера, нг / мл
	0,598±0,06
	0,34±0,04
	0,547±0,05
	0,71±0,07
	0,45±0,03
	22,87

(0,000)


Примітка: Н (р) - значення (рівень значущості) за критерієм Краскела-Уолліса.

* - значимо більше (p <0,05), ніж в інших підгрупах (критерій Манна-Уїтні).
- значимо менше (p <0,05), ніж в інших підгрупах (критерій Манна-Уїтні).

# - значимо (p <0,05) різняться між цими підгрупами (критерій Манна-Уїтні)

З таблиці 4.2 видно, що порівняльна характеристика даних ембріологічного етапу програми ЕКЗ  мала відмінності тільки з показників кількості отриманих бластоцист у жінок 2б (3,9±0,3, p <0,05) та 2д (2,8±0,3, p <0,05) підгруп спостереження. А також прогестерону в день ЕП у 2д підгрупі (167±8,5, p <0,05). 
Перевірка нормальності розподілів всіх показників (табл. 4.1; 4.2) за допомогою критерію Шапіро-Уілкі  показала, що вони не мають нормального розподілу як для всієї групи 2 (160 пацієнток), так і для більшості окремо взятих підгруп 2а-2д.
Таблиця 4.2
Порівняльна характеристика даних ембріологічного

етапу програми ЕКЗ у пацієнток 2 групи спостереження

	Показник
	2 група,  n=160
	Н

(р)

	
	Підгрупи жінок
	

	
	2а підгрупа

(n=20)
	2б 

підгрупа

(n=50)
	2в підгрупа

(n=20)
	2г підгрупа

(n=20)
	2д підгрупа

(n=50)
	

	Кількість яйцеклітин
	9,7±1,1
	8,4±0,6
	7,9±0,8
	10,4±1,1
	7,2±0,5
	9,8

(0,044)

	Зрілі яйцеклітини
	7,7±0,7
	7,1±0,5
	5,7±0,5
	7,7±0,9
	6,4±0,5
	5,03

(0,284)

	Кількість зигот
	6,3±0,7
	5,7±0,4
	4,4±0,4
	5,1±0,7
	4,4±0,3
	9,82

(0,044)

	Кількість 
бластоцист
	4,1±0,6
	3,9±0,3#
	3±0,5
	3,3±0,5
	2,8±0,3#
	11,9

(0,018)

	Естрадіол в день ЕТ, пг / мл
	1430±193
	1072±84
	965±79
	1118±100
	1198±94
	3,77

(0,438)

	Прогестерон в день ЕТ, нг / мл
	120,4±7,5
	140,4±10,1
	100,6±5,8
	103,4±8,5
	167±8,5*
	31,75

(0,000)


Примітка: Н (р) - значення (рівень значущості) за критерієм Краскела-Уолліса.

* - значимо більше (p <0,05), ніж в інших підгрупах (критерій Манна-Уїтні).
- значимо менше (p <0,05), ніж в інших підгрупах (критерій Манна-Уїтні).

# - значимо (p <0,05) різняться між цими підгрупами (критерій Манна-Уїтні).

Тому для множинних порівнянь центральних тенденцій між підгрупами використовувався аналог однофакторного дисперсійного аналізу - ранговий критерій Краскела-Уолліса [38]. Якщо між підгрупами було хоча б одна значуща відмінність (p <0,05 критерій Краскела-Уолліса), то для з'ясування питання, між якими саме підгрупами, застосовувався непараметричний критерій парних порівнянь Манна-Уїтні [36]. В якості ілюстрацій множинних порівнянь можна привести діаграми розмахів. (Рис. 4.1).
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Рис.4.1. Діаграми розмаху показників клінічних даних, згідно підгрупам спостереження жінок 2 групи
Примітка: Умовні позначення -[image: image40.wmf]середнє; [image: image41.wmf]середнє±ст.помилка;. [image: image42.wmf]середнє ±0,95 довірчий інтервал;[image: image43.wmf] викиди.
Цікаво відзначити, що з діаграм розмахів видно зв'язок між сумарною дозою ФСГ і рівнем гормонів в день тригера: чим більше сумарна доза ФСГ, тим вище рівень гормонів. Кількісно цей зв'язок можна оцінити за допомогою непараметричного коефіцієнта кореляції Спірмена [3,38]. Хоча цей зв'язок відповідно до шкали Чеддока слабка: R = 0,27 для прогестерону і R = 0,16 для естрадіолу, але вона значима (p <0,05) . Ілюстрацією цього можуть служити графіки розсіювання для сумарної дози ФСГ і гормонами (Рис .4.2).

Графіки розсіювання для показників сумарної дози ФСГ і естрадіолу (пг/мл) в день тригера  овуляції у пацієнток 2 групи  наведені у рис. 4.3.

Більш сильний зв'язок спостерігається між рівнями прогестерону і естрадіолу: R = 0,61 (p <0,05), що видно на графіку розсіювання (Рис. 4.4).
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Рис.4.2. Графіки розсіювання для показників сумарної дози ФСГ і прогестерону (нг/мл) в день тригера  овуляції у пацієнток 2 групи.

[image: image45.png]7000

2 2 3 g
g 8 g8 8
s 28 2 g
2 F 2 A

6000
1000

v/ ‘edomds aHol en womrediog

800 1200 1600 2000 2400 2800 3200

400

CynmapHa 1032 BCT




Рис.4.3. Графіки розсіювання для показників сумарної дози ФСГ і естрадіолу (пг/мл) в день тригера  овуляції у пацієнток 2 групи.

Використання різних схем підтримки ЛФ у віх підгрупах після дня тригера овуляції, призвело до зміни гормонів в день ембріопереноса. При цьому рівень прогестерону в день ембріопереноса збільшився в сотні разів і перерозподілився по групах, а рівень естрадіолу зменшився приблизно в два рази і зберіг співвідношення між групами (Рис. 4.5).
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Рис.4.4. Графік розсіювання для рівнів прогестерону і естрадіолу в день тригера овуляції у пацієнток 2 групи.
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  Рис. 4.5 Діаграми розмаху рівня прогестерону (нг/мл) і естрадіолу (пг/мл) в день ембріопереноса.
Примітка: Умовні позначення -[image: image49.wmf]середнє; [image: image50.wmf]середнє±ст.помилка;. [image: image51.wmf]середнє ±0,95 довірчий інтервал;[image: image52.wmf] викиди.
При цьому зв'язок, що спостерігається між рівнями прогестерону і естрадіолу в день тригера (R = 0,61; p <0,05), в день ембріопереноса став менше: R = 0,32; p <0,05 (Рис. 4.6).
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Рис. 4.6. Графік розсіювання для рівня прогестерону і естрадіолу в день ембріопереноса.

Підтримку ЛФ здійснювали протягом 14 днів, з моменту аспірації яйцеклітин до визначення позитивного теста на ХГЧ в крові та констатації наявності вагітності.

Про клінічну ефективність  підтримки ЛФ судили по частоті настання вагітності, діагностику якої проводили при ультразвуковому дослідженні на 28 -й день після перенесення ембріонів.

Частота настання вагітності спостерігалася достовірно високою у пацієнток 2б підгрупи, в порівнянні з іншими. Кількість  вагітностей, що перервалися у всіх спостережуваних групах була приблизно однаковою і по даному параметру не було достовірної різниці.. 

Порівняльні характеристики клінічних результатів програми ЕКЗ у пацієнток 2 групи в залежності від способу підтримки ЛФ представлені в таблиці 4.3.


Таблиця 4.3

Порівняльні характеристики клінічних результатів програми ЕКЗ у пацієнток 2 групи в залежності від способу підтримки ЛФ

	Показники
	2 група,  n = 160
	χ2; (р)

	
	Підгрупи
	

	
	2а,
n = 20

	2б,
n = 50

	2в,
n = 20

	2г,
n = 20

	2д,
n = 50

	

	Частота біохімічної вагітності
	8

40%
	32

64%
	8

40%
	10

50%
	24

48%
	χ22а2б =3,36; (р2а2б = 0,0668)

χ22а2в =0,00; (р2а2в =1,00)

χ22а2г =0,4; (р2а2г = 0,525)

χ22а2д =0,37; (р2а2д = 0,544)

χ22б2в =3,36; (р2б2в = 0,0668)

χ22б2г =1,17; (р2б2г = 0,28)

χ22б2д =2,6; (р2б2д = 0,107)

χ22в2г =0,4; (р2в2г = 0,525)

χ22в2д =0,37; (р2в2д = 0,544)

χ22г2д =0,02; (р2г2д = 0,88)

	Частота імплантації
	7

35%
	26

52%
	7

35%
	8

40%
	20

40%
	χ22а2б =1,66; (р2а2б = 0,198)

χ22а2в =0,00; (р2а2в = 1,00)

χ22а2г =0,11; (р2а2г = 0,744)

χ22а2д =0,15; (р2а2д = 0,698)

χ22б2в =1,66; (р2б2в = 0,198)

χ22б2г =0,82; (р2б2г = 0,364)

χ22б2д =1,45; (р2б2д = 0,229)

χ22в2г =0,11; (р2в2г = 0,744)

χ22в2д =0,15; (р2в2д = 0,698)

χ22г2д =0,00; (р2г2д = 1,00)

	Частота клінічної вагітності
	7

35%
	26

52%
	7

35%
	8

40%
	20

40%
	χ22а2б =1,66; (р2а2б = 0,198)

χ22а2в =0,00; (р2а2в = 1,00)

χ22а2г =0,11; (р2а2г = 0,744)

χ22а2д =0,15; (р2а2д = 0,698)

χ22б2в =1,66; (р2б2в = 0,198)

χ22б2г =0,82; (р2б2г = 0,364)

χ22б2д =1,45; (р2б2д = 0,229)

χ22в2г =0,11; (р2в2г = 0,744)

χ22в2д =0,15; (р2в2д = 0,698)

χ22г2д =0,00; (р2г2д = 1,00)

	Частота пологів живим плодом
	4

20%
	23

46%
	5

25%
	4

20%
	13

26%
	χ22а2б =4,08 (р2а2б = 0,0435)

χ22а2в =0,14; (р2а2в = 0,705)

χ22а2г =0,00; (р2а2г = 1,00)

χ22а2д =0,28; (р2а2д = 0,597)

χ22б2в =2,63; (р2б2в = 0,105)

χ22б2г =4,08; (р2б2г = 0,0435)

χ22б2д =4,34; (р2б2д = 0,0372)

*χ22в2г =0,00; (р2в2г =1,00)

χ22в2д =0,01; (р2в2д = 0,931)

*χ22г2д =0,05; (р2г2д = 0,826)

	Частота ускладнень
	2

10%
	1

2%
	3

15%
	2

10%
	10

20%
	*χ22а2б =0,71 (р2а2б = 0,4)

*χ22а2в =0,00; (р2а2в = 1,00)

*χ22а2г =0,00; (р2а2г = 1,00)

*χ22а2д =0,42; (р2а2д = 0,515)

*χ22б2в =2,39; (р2б2в = 0,122)

*χ22б2г =0,71; (р2б2г = 0,4)

*χ22б2д =6,54; (р2б2д = 0,0106)

*χ22в2г =0,00; (р2в2г = 1,00)

*χ22в2д =0,02; (р2в2д = 0,884)

*χ22г2д =0,42; (р2г2д = 0,515)

	Частота переривання вагітності
	4

20%
	9

18%
	3

15%
	6

30%
	11

22%
	 χ22а2б =1,4; (р2а2б = 0,237)

*χ22а2в =0,00; (р2а2в = 1,00)

*χ22а2г =0,18; (р2а2г = 0,671)

*χ22а2д =0,04; (р2а2д = 0,84)

*χ22б2в =0,00; (р2б2в = 0,96)

*χ22б2г =0,61; (р2б2г = 0,434)

χ22б2д =0,25; (р2б2д = 0,617)

*χ22в2г =0,57; (р2в2г = 0,449)

*χ22в2д =0,11; (р2в2д = 0,741)

*χ22г2д =0,16; (р2г2д = 0,692)


* – з поправкою Йетса хі-квадрат

Діаграми розмаху показників ембріологічного етапу, згідно підгрупам спостереження жінок 2 групи наведені на рис. 4.7.
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Рис. 4.7. Діаграми розмаху показників ембріологічного етапу, згідно підгрупам спостереження жінок 2 групи.
Примітка: Умовні позначення -[image: image58.wmf]середнє; [image: image59.wmf]середнє±ст.помилка;. [image: image60.wmf]середнє ±0,95 довірчий інтервал;[image: image61.wmf] викиди.
Отримані результати підтверджують те, що після перенесення ембріонів в порожнину матки протягом перших 2-х тижнів організм жінки реагує на наявність підтримки ЛФ по-різному, проте, навіть при відсутності ЗГТ продовжує зберігати в нормальних концентраціях гормональний потенціал, що налаштований на імплантацію і подальший розвиток  ембріона. 

Аналіз гормональних параметрів у жінок обстежених груп  продемонстрував, що частота ускладнень вагітності була найменшою у пацієнток 2б підгрупи (2%)  ,  а найбільшою – у 2д підгрупи ( 10%) (табл. 4.3).  

Діаграми розмаху показників результатів ЕКЗ, згідно підгрупам спостереження жінок 2 групи наведені на рис. 4.8.
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Рис.4.8. Діаграми розмаху показників результатів ЕКЗ, згідно підгрупам спостереження жінок 2 групи
Примітка: Умовні позначення -[image: image67.wmf]середнє; [image: image68.wmf]середнє±ст.помилка;. [image: image69.wmf]середнє ±0,95 довірчий інтервал;[image: image70.wmf] викиди.
Висновки. Використання різних схем підтримки ЛФ у всіх підгрупах 2 групи спостереження  призвело до зміни гормонів в день ембріопереноса. При цьому рівень прогестерону в день ембріопереноса збільшився в сотні разів і перерозподілився по підгрупах, а рівень естрадіолу зменшився приблизно в два рази і зберіг співвідношення між підгрупами.
На підставі отриманих результатів дослідження показано, що ефективність програм ЕКЗ залежить від способу підтримки ЛФ. Кращим для підтримки ЛФ є застосування високо очищеного прогестерону для підшкірного уведення у поєднанні з  вагінальною формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг прогестерону  одноразово). При цьому методі, у жінок 2-б підгрупи достовірно були підвищені показники настання клінічної вагітності (52%) та кількості пологів живим плодом (46%). Висока ефективність цього методу підтримки ЛФ полягає в оптимальному співвідношенні метаболітів прогестерону, що володіють певними перевагами для настання вагітності. 
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РОЗДІЛ 5.

ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ ЕКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ЗАПЛІДНЕННЯ ПІСЛЯ ПЕРЕНЕСЕННЯ ВІТРИФІКОВАНИХ БЛАСТОЦИСТ У ПРИРОДНОМУ ЦИКЛІ ТА ІЗ ЗАСТОСУВАННЯМ ЗАМІСНОЇ ГОРМОНАЛЬНОЇ ТЕРАПІЇ

Кріоконсервація ембріонів значно розширює клінічні переваги і можливості циклів ЕКЗ, та, за даними літератури, підвищує частоту настання вагітності в розрахунку на 1 цикл стимуляції суперовуляції [20,147,171,175]. Перенесення заморожених ембріонів не тільки дає можливість отримати більш високу частоту настання вагітності, але й зменшити материнську і неонатальну патологію, завдяки проведенню ПГД [21,44,75,120]. Цей метод дозволяє проводити генетичний аналіз ембріона до його перенесення в матку, виявити хромосомні порушення, цим самим, запобігти народженню дитини з генетичними захворюваннями. 
Нами проведена оцінка ефективності екстракорпорального запліднення після перенесення еуплоїдних вітрифікованих бластоцист у природному циклі та із застосуванням замісної гормональної терапії
Для цього обстежено 100 жінок з трубно-перитонеальній формою безпліддя, що склали третю групу. Всі пацієнтки  були оглянуті на УЗД.  Залежно від результатів УЗД пацієнтки були розділені на дві підгрупи  3-а та 3-б, по 50 жінок у кожній. Середній вік пацієнток 1 групи склав 30,5 ± 0,5 року, 2-ї - 32,3 ± 0,8 року, 3-ї - 31,2 ± 0,6 року і не мав достовірних відмінностей. Групи були однорідні за зростом, масою і масо-ростовому індексу. Репродуктивний анамнез не мав достовірних відмінностей в досліджуваних групах. У обстежуваних жінок не було операцій на внутрішніх геніталіях, ендокринних захворювань, ендометріозу, урогенітальних інфекцій. За даними трансвагінального УЗД, в порожнині матки були відсутні гіперпластичні процеси ендометрія. Діаграми розмаху показників  середнього віку згідно підгрупам спостереження жінок 3 групи наведені на рис. 5.1.
У дослідження були включені тільки випадки з ембріонами хорошої якості.
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Рис.5.1. Діаграми розмаху показників  середнього віку згідно підгрупам спостереження жінок 3 групи.
Жінкам 3-а підгрупи  проводили переніс вітрифікованих еуплоідних бластоцист у природному циклі з мінімальною підтримкою ЛФ за допомогою  90 мг внутрішньопіхвогово прогестерону у вигляді геля,  у зв’язку з тим,  що у жінок у природному циклі працює своє жовте тіло, яке продукує прогестерон.  Кількість  перенесених ембріонів на цикл -1. 

50 пацієнток 3-б підгрупи мали ановуляторні менструальні цикли, тому перенос проводився на тлі ЗГТ.. Підготовка ендометрія проводилася естрадіол валератом в дозі 6 мг щодня з 3 дня менструального циклу. Естрадіол забезпечує подальше нормальне функціонування фетоплацентарного комплексу, формування кісткової системи плоду, покращення обмінних процесів. Вплив естрадіолу на судинну систему призводить до посилення кровотоку і достатньому забезпеченню ембріонів поживними речовинами [37,128].
Підтримка другої фази менструального циклу починалася при досягненні ендометрія 8 мм. На підставі отриманих нами даних з оптимальної схеми підтримки ЛФ, для підтримки ЛФ використовували високоочищений прогестерон 25мг підшкірно і 90 мг прогестерону у вигляді гелю внутрішньопіхвово. Переніс ембріонів планували на 5 добу після початку введення прогестерону. В день перенесення вітрифікованих ембріонів у пацієнток проводили дослідження крові на вміст прогестерону і естрадіолу. Перенесення ембріонів в порожнину матки виконували під ультразвуковим контролем в асептичних умовах. 
В день перенесення ембріонів в порожнину матки, пацієнткам обох груп визначали товщину ендометрія, який у пацієнток 3а підгрупи склав 9,4 ± 0,3 мм і достовірно відрізнявся від показників 3б підгрупи,  в якій, після проведеної гормональної терапії, ендометрій збільшився з 7, 2 ± 0,4 мм до 8,8 ± 0,2 мм, р <0,05 (табл.5.1). Усім жінкам 3 групи проводили УЗД в поєднанні з кольоровим доплерівським картуванням і доплерометрією судин матки.

Відставання розвитку ендометрія у пацієнток 3б підгрупи супроводжувалося змінами показників кровотоку в маткових, аркуатних і радіальних артеріях матки, а саме, зростанням СДВ і ПІ і зниженням ІР до 0,66 ± 0,03 (в 3а підгрупі - 0,82 ± 0,04 відповідно), що можливо призводить до порушення трофіки ендометрія і невдалих спроб ЕКЗ.

Таблиця 5.1.

Товщина ендометрія у пацієнток 3-а та 3-б підгруп за даними УЗД до та після лікування
	Підгрупи
	Товщина ендометрія до лікування 
	Товщина ендометрія після лікування 
	Значимість відмінностей до і після лікування (крітерій Вілкоксона)

	3-а, n = 50
	8,24±0,16*
	8,94±0,12
	р =0,00013

	3б, n = 50
	6,76±0,13*
	9,24±0,15
	р =0,0000


 * – значимо (р<0,05) различна у групп 3а и 3б (критерий Манна-Уітні).
У 3-а підгрупі зміни в показниках маточного кровотоку носили менш виразний характер. При порівнянні доплерометричних параметрів гемодинаміки матки в день перенесення ембріонів, у жінок 3-а підгрупи показник ПІ мав незначну різницю в правій і лівій маткових артеріях - 2,6 ± 0,13 і 2,1 ± 0,09, р> 0,05, а  в 3 –б підгрупі -  2,7 ± 0,15 і 2,2 ± 0,09, р> 0,05). СДВ  в лівій матковій артерії в 3-а підгрупі було підвищено і відповідало 7,8 ± 0,2, а в 3-б - 10,5 ± 0,9 (р <0,05). Це підтверджує, що підвищений опір в маткових артеріях побічно може свідчити про готовність ендометрія до імплантації заплідненої яйцеклітини [99,106]. Індекси судинного опору маткового кровотоку у жінок 3-а підгрупи були однаковими на всіх рівнях вимірювання. Решта показників в цій групі відмінностей не мали.

У пацієнток 3-б підгрупи в період «вікна імплантації» виявлено тільки невелике зниження ІР маткового кровотоку в порівнянні з природним циклом, що свідчить про позитивний вплив гормональної терапії .

Достовірне збільшення товщини ендометрія з 7,2 ± 0,4 мм до 8,8 ± 0,2, мм мабуть, пов'язано з підвищенням кінцевої діастолічної швидкості кровотоку, зниженням судинного опору і збільшенням кровотоку по маткових судинах, що сприяє поліпшенню доставки естрогену і прогестерону до матки і забезпечує більш ефективну підтримку ЛФ циклу у пацієнток 3-б підгрупи (табл.5.2).                                                                                 

 Таблиця 5.2
Вміст прогестерону і естрадіолу в крові пацієнток 3-а та 3-б підгруп на день ембріотрансплантації ( M±m)
	Показник концентрації гормонів
	3 група, n= 100
	Критерій порівняння

(Манна – Уітні)

	
	3-а підгрупа, n=50
	3б підгрупа, n=50
	

	Естрадіол, пг/мл
	151,5±7,49*
	118,2±8,9
	Z=3,378

р = 0,0007

	Прогестерон, нг/мл
	27,93±1,31*
	34,2±1,86
	Z=-2,406

р = 0,016


* – значимо (р<0,05) различна у групп 3а и 3б (критерий Манна-Уітні).
У віх жінок 3 групи перед проведенням кріоконцервації ембріонів обов’язково проводили ПГД. Дана методика, що в теперішній час має назву предімплантаційне генетичне тестування (ПГТ), була розроблена для цитогенетичного аналізу ембріонів при наступних показаннях: старший репродуктивний вік, велике число безуспішних спроб ЕКЗ, відсутність імплантації при перенесенні ембріонів хорошої якості, при значному зниженні  якості сперми. Проведення ПГД проводилась тільки в циклах ЕКЗ, оскільки ембріони знаходяться поза організмом матері і доступні для дослідження (рис. 5.2).
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Рис.5.2. Виконання ПГД (біпсія ембріону).

Аналіз результативності лікувальних циклів після перенесення вітрифікованих еуплоїдних бластоцист представлен у табл. 5.3.

Таблиця 5.3
Показники результативності лікувальних циклів після перенесення

вітрифікованих еуплоїдних бластоцист

	Показник
	Частоти (%)
	Крітерій χ2
(р)

	
	3а підгрупа (n=50)
	3б підгрупа (n=50)
	

	Біохімічна вагітність
	45 (90%)
	40 (80%)
	χ2 =1,96

(р = 0,161)

	Частота імплантації
	42 (84%)
	36 (72%)
	χ2 =2,1
(р = 0,148)

	Клінична вагітність
	42 (84%)
	36 (72%)
	χ2 =2,097

(р =0,145)

	Частота переривання вагітності
	7(14%)
	7(14%)
	χ2 =0,000
(р = 1,000)

	Частота пологів
	38 (72%)
	33 (66%)
	χ2 = 0,27

(р =0,145)


   Дана маніпуляція виконується за допомогою спеціального інструментарію, який дозволяє взяти лише кілька клітин від майбутніх оболонок ембріона. Клітини самого ембріона залишаються недоторканими, тому це цілком безпечно для майбутньої дитини, що підтверджено багатьма дослідженнями [21].
Частота клінічних вагітностей в 3а підгрупі склала 42 (84%) проти 36 (72%) в 3б групі. У 3а підгрупі частота пологів склала 38 (72%) проти 33 (66%) 3в групі (р> 0,1). Таким чином, значущих (p <0,05) відмінностей в показниках  результативності лікувальних циклів (у природному, або з протоколом замісної гормональної терапії та підтримки ЛФ)  перенесення вітрифікованих еуплоїдних бластоцист  у досліджених  підгрупах немає.

Діаграми розмаху результативності лікувальних циклів після перенесення вітрифікованих еуплоїдних бластоцист у жінок 3 групи наведені на рис. 5.3.
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Рис. 5.3. Діаграми розмаху результативності лікувальних циклів після перенесення вітрифікованих еуплоїдних бластоцист у жінок 3 групи 
Примітка: Умовні позначення -[image: image77.wmf]середнє; [image: image78.wmf]середнє±ст.помилка;. [image: image79.wmf]середнє ±0,95 довірчий інтервал;[image: image80.wmf] викиди.
Діаграми розмаху показників результатів ЕКЗ, згідно підгрупам спостереження жінок 3 групи наведені на рис. 5.4.
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Рис.5.4. Діаграми розмаху показників результатів ЕКЗ, згідно підгрупам спостереження жінок 3 групи
Примітка: Умовні позначення -[image: image84.wmf]середнє; [image: image85.wmf]середнє±ст.помилка;. [image: image86.wmf]середнє ±0,95 довірчий інтервал;[image: image87.wmf] викиди.
Результати проведеної нами оцінки ефективності різних протоколів підготовки ендометрія в кріоциклах виявилися подібними з даними, отриманими іншими авторами, якими встановлено, що немає істотнї переваги будь-якої схеми підготовки ендометрія [175]. Однак частота настання вагітності була вище в природних циклах з додаванням прогестерону в порівнянні з природним циклом без додавання прогестерону і зі штучними циклами з агоністами або без них [175].

Слід підкреслити, що цикли з використанням гормональної підготовки ендометрія, а також зі стимуляцією функції яєчників можна моделювати, так як природний МЦ  менш передбачуваний і вимагає більш ретельного моніторингу з метою визначення овуляції і розрахунку оптимального періоду для ПЕ в порожнину матки.
У природному МЦ, як показало дослідження концентриції гормонів, вміст прогестерону вищий, а естрадіолу нищий, ніж у циклах із використанням агоніст гонадотропін-рилізинг гормону. Низький вміст естрадіолу і  прогестерону негативно позначаються на готовності ендометрія до імплантації.

Перенесення ембріонів у природному МЦ має ряд переваг. У природному МЦ ендометрій формується синхронно з ростом фолікула. Овуляція відбувається самостійно, жовте тіло, що формується, забезпечує готовність ендометрія до імплантації. У циклах з агоніст гонадотропін-рилізинг гормоном відповідний стан ендометрія створюється  штучно. Вітрифіковані бластоцисти, що перенесені в природному МЦ, потрапляють у більш фізіологічні умови для подальшого розвитку, імплантації і доношування вагітності. Такий протокол ЕКЗ  економічно більш вигідний для пацієнтів. Мінімальна підтримка ЛФ. Знижується рівень медикамізації вагітності. 

         Адекватно підібрана циклічна ЗГТ позитивно впливає на рецептивність ендометрія, що дає можливість реалізовати   імплантаційні властивості ембріонів у рамках підготовки до переносу в кріоциклах. Відмова від перенесення свіжих ембріонів в стимульованих МЦ дає високу можливість для отримання вагітності після переносу вітрифікованих бластоцист у модифікованому природному МЦ без ризику для здоров'я пацієнтки.
На підставі отриманих даних можна зробити висновки, що протоколи з гормональною підготовкою ендометрія і перенесенням вітрифікованих ембріонів в природному МЦ однаково ефективні по частоті настання клінічної вагітності і пологів. Але, природний протокол більш простий і економічно вигідний для пацієнтів та має високу частоту настання вагітності і пологів. Тому, у жінок з регулярним 28-денним МЦ з овуляцією на 13-15-й день циклу, товщиною ендометрія в день овуляції не менше 8 мм, (а в день ПЕ - не менше 9 мм), краще переносити розморожені ембріони в природному МЦ. При відсутності перерахованих умов доцільно переносити розморожені ембріони на тлі замісної гормональної терапії в зв'язку з підвищенням якості структури і товщини ендометрія, поліпшенням його кровопостачання і оптимальної підтримки ЛФ циклу.
Висновки:
Аналіз ефективності перенесення ембріонів в кріоциклі показав, що у пацієнток 3-б підгрупи, у яких підготовка ендометрія здійснювалась гормональними препаратами, в день ПЕ товщина і структура ендометрія нормалізувалася і практично не відрізнялася від показників 3-а підгрупи. Невелике зниження індексів судинного опору маткового кровотоку при гормональній підготовці ендометрія, в порівнянні з природним циклом, свідчить про позитивний вплив гормональної терапії на структуру і функцію ендометрія.
Адекватно підібрана циклічна ЗГТ позитивно впливає на рецептивність ендометрія, що дає можливість реалізовати   імплантаційні властивості ембріонів у рамках підготовки до переносу в кріоциклах. Найбільш ефективним є протокол переносу вітрифікованих ембріонів, в якому перенесення бластоцист відбувається у модифікованому природному МЦ з підтримкою ЛФ внутрішньовагінальним введенням 90 мг  прогестерону у вигляді  гелю,  протягом 2-х тижнів. Протоколи з гормональною підготовкою ендометрія і перенесенням розморожених ембріонів в природному МЦ, однаково ефективні по частоті настання клінічної вагітності і пологів. Природний протокол більш простий і економічно вигідний для пацієнтів, а також має високу частоту настання вагітності і пологів.
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Розділ 6.

РОЗРОБКА МАТЕМАТИЧНИХ МОДЕЛЕЙ ПРОГНОЗУВАННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ЕКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ЗАПЛІДНЕННЯ НА ОСНОВІ  ДИСКРИМІНАНТНОГО АНАЛІЗУ
6.1 Прогнозування результатів екстракорпорального запліднення із застосуванням нативних ембріонів з різними модіфікаціями підтримки лютеїнової фази.
З метою оцінки прогностичної значимості різних клінічних параметрів, що виявляються як на етапі прегравідарної підготовки, так і в ході реалізації програми ЕКЗ, ми використовували загальні моделі дискримінантного аналізу. Для них характерна одна важлива особливість: можливість використання в аналізі одночасно інтервальних і номінальних предикторів.  Ми вирішили розробити прогнозування результатів ЕКЗ на основі дискримінантного аналізу у зв’язку з наочністю та простотою представлення результатів аналізу, а також зручністю у практичному використанні. Для лікаря необхідно розуміти яка методика лікування оптимальна і як її коригувати.

Для вирішення завдання класифікації були обрані загальні моделі дискримінантного аналізу, які поряд з іншими перевагами, дозволяють враховувати і ефекти взаємодії предикторів, що володіють високою інформаційною цінністю з точки зору точності класифікації [93].

На першому етапі дискримінантного аналізу нами були визначені канонічні дискримінантні функції. Ці функції поділяють об'єкти на досліджувані класи [74]: клінічна вагітність (пологи): так/ні. Оскільки класів всього два, для їх класифікації використовується тільки одна дискримінантна функція. При цьому визначаються дискримінантні змінні, що входять до дискримінантної функції і їх статистична значимість, яка оцінюється на основі Λ -статистики Уїлкса.

Вибір змінних (з усього числа предикторів) у дискримінантної функції і ефектів їх взаємодії, зазвичай здійснювався шляхом їх послідовного відбору на основі статистичної значущості і точності класифікації. У нашому випадку, оскільки точно визначено цілі роботи, а саме вибір найкращого методу лікування, використовувалися 5 предикторів: один номінальний (підгрупа 2а-2д) і 4 інтервальних: сумарна доза ФСГ (МО), рівень прогестерону і естрадіолу в день тригера (ТГ) та в день ЕП.

 За допомогою послідовного відбору з числа предикторов і ефектів їх взаємодії були знайдені змінні дискримінантної функції. Значення статистики Уїлкса для дискримінантної функції склало Λ = 0,739 при χ2 = 44,44 (р<0,0135), що означає статистичну значущість знайденої дискримінантної функції. При цьому частина ефектів взаємодії між категоріальними предикторами «підгрупа» і інтервальними були видалені в силу їх слабкого впливу на класифікацію. Сила впливу визначалася виходячи з величини коефіцієнтів структури чинника і стандартизованих коефіцієнтів у дискримінантній функції. 

Усі розрахунки та приклади прогнозування результатів екстракорпорального запліднення із застосуванням нативних ембріонів з різними модіфікаціями підтримки лютеїнової фази дивись у додатку дисертації.
6.2  Прогнозування результатів екстракорпорального запліднення після перенесення вітрифікованих бластоцист у природному циклі та із застосуванням замісної гормональної терапії.

Прогнозування результатів ЕКЗ  жінок 3 групи з трубно-перитонеальній формою безпліддя також було здійснено за допомогою загальних моделей дискримінантного аналізу.  Для з'ясування переваг перенесення еуплоідних вітрифікованих бластоцист у природному циклі  (3а підгрупа) та із застосуванням замісної гормональної терапії (3б підгрупа), була отримана  дискримінантна функція, що поділяє класи. 

Для  вирішення завдання прогнозування (класифікації) в цих  підгрупах ми маємо тільки один номінальний показник (підгрупи 3а і 3б) і три числових: вік, рівень прогестерону і естрадіолу в день ЕП. Це передбачає використання загальних моделей дискримінантного аналізу.
Отримана дискримінантна функція третьої групи у класифікації наявності/відсутності клінічної вагітності, яка показує, що найбільше значення в дискримінації грає приналежність до підгрупи 3а і рівень прогестерону в день ЕП в підгрупі 3а (максимальні значення стандартизованих коефіцієнтів) (див. додаток).
  Зазвичай вибір методу прогнозування (класифікації) ґрунтується на оцінці апостеріорної точності класифікації та обліку застосовності моделі. Найбільшу точність і адекватність в даному випадку вдалося отримати при використанні дерев класифікації (рішень) (див. додаток).

Широка сфера застосування цього методу робить його дуже надійним інструментом аналізу даних в силу різних причин. По-перше, можливості графічного представлення результатів і простоти інтерпретації, по-друге, дерева рішень (класифікації) є непараметричними методами, що дозволяє використовувати дані, що виміряні в будь-якою шкалою, при будь-якому законі розподілу і враховувати нелінійні ефекти. Крім цього, дозволяє ранжувати ознаки за ступенем важливості при визначенні груп, які класифікуються. 
Для успішного результату пологів бажано мати наступні показники:

1. Вік - старше ніж 40,5 років.

* Прогестерон в день ЕП більш 30,5 нг / мл.

2. Вік 38,5-40,5. Було всього 6 випадків і все невдалі.

3. Вік менш 38,5 років.

*Прогестерон в день ЕП більш 20,35нг / мл.

*Естрадіол в день ЕП 58,25-168 нг / мл.

*Прогестерон в день ЕП менш 32,15нг / мл.

*Естрадіол в день ЕП більш 179,5 нг / мл.

Порівняємо рівні показників для виділених вікових груп.

Вік - старше 40,5 років (Рис. 6.1).
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Рис. 6.1. Діаграми розмаху прогестерону в день ЕП для вікової групи старше 40,5 років.

Прогестерон на день ЕП більш 30,5 нг / мл (задовольняє підгрупа 3б).

Вік менше 38,5 років (рис.6. 2).

Прогестерон на день ЕП більш 20,35 нг / мл (задовольняють підгрупи 3а, 3б),  естрадіол на день ЕП 58,25-168 нг / мл (задовольняють підгрупи 3а, 3б), або прогестерон на день ЕП менш 32,15 нг / мл (задовольняє підгрупа 3а), естрадіол на день ЕП більш 179,5 нг / мл (краще підходить підгрупа 3а).

Як випливає з аналізу дерев класифікації і прив'язки умов розгалуження в них до підгрупах 3а-3б, можна зробити висновок:

- для жінок старше 40,5 років більш кращою, з точки зору успішності пологів, є методика, яка використовується в підгрупі 3б, а саме ЕКЗ після перенесення вітрифікованих бластоцист із застосуванням замісної гормональної терапії;
- для жінок молодше 38,5 років, переважно методика, реалізована в групі 3а, а саме, ЕКЗ  після перенесення вітріфікованих бластоцист у природному циклі.
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Рис. 6.2. Діаграми розмаху показників для вікової групи молодше 38,5 років.
Висновки. На підставі математичних моделей прогнозування результатів ЕКЗ на основі  дискримінантного аналізу що до 2-ї та 3-ї груп дослідження були побудовані прогностичні моделі, які не тільки  спроможні спрогнозувати результат настання  клінічної вагітності або пологів, а допомогти лікарю вірно обрати найбільш ефективну тактику підтримки ЛФ  для досягнення позитивного результату.
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ОБГОВОРЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ
Підвищення результативності ДРТ є однією з найбільш актуальних проблем у сучасній репродуктології. Широке впровадження в клінічну практику методу ЕКЗ не вирішує повністю проблему безпліддя. Незважаючи   на   вдосконалення  методів  ДРТ ,  успішно   імплантуються  в середньому тільки  20-25 % ембріонів.  Велике  значення   при   цьому   має  стан   ендометрія  [61,68,76,99,103,201]. 

Підготовка ендометрія до імплантації ембріона починається в проліферативну фазу і триває протягом лютеїнової фази МЦ. Під впливом лютеїнізуючого гормону специфічні клітини гранульози продукують прогестерон, який сприяє секреторній трансформаціі ендометрія, тим самим забезпечуючи його готовність до імплантації заплідненої яйцеклітини. Крім того, прогестерон в лютеїнову фазу і на ранніх термінах гестації впливає на перистальтику фаллопієвих труб (що полегшує просування зиготи в порожнину матки) і сприяє зниженню тонусу міометрія [208,210].

При ЕКЗ розвивається НЛФ, на відміну від природного циклу. Деякі дослідники пов'язують цей факт з тим, що, для  отримання ооцитів  при ЕКЗ преовуляторні фолікули аспирирують разом з фолікулярною рідиною, таким чином, видаляються також клітини гранульози, які беруть участь у формуванні жовтого тіла [26]. 
Для нормального стану ендометрія та підтримки ЛФ традиційно використовуються препарати прогестерону. Але, в теперешній час немає загальноприйнятого стандарту щодо дозування, форми та шляху введення цих  лікарських засобів.
Метою нашого дослідження стала  оптимізация схеми підтримки лютеінової фази для  підвищення результативності лікування безпліддя методом екстракорпорального запліднення.  

Завданнями дослідження стали:

1. Дослідити ультразвукові та доплерометричні критерії кровотоку в судинах матки та динаміку змін ехоструктури ендометрія і їх сполученість з результативністю програм ЕКЗ при різних схемах підтримки ЛФ.
2. Провести порівняльний аналіз морфологічного і гістохімічного стану ендометрія при різних схемах підтримки ЛФ.
3. З'ясувати імуногістохімічні особливості колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія при різних схемах підтримки ЛФ.
4. Визначити особливості формування піноподій в ендометрії залежно від схеми підтримки ЛФ циклу в програмах ЕКЗ.
5. Дослідити ефективність ЕКЗ при  застосуванні нативних ембріонів при різних модифікаціях підтримки ЛФ, а також еуплоідних вітрифікованих бластоцист  при різних смемах підготовки ендометрія.
6. Розробити математичні моделі прогнозування результатів ЕКЗ на основі  дискримінантного аналізу.
Дослідження проведено на клінічній базі кафедри акушерства та гінекології №2 Харківського національного медичного університету та в  клініці репродуктивної медицини імені академіка В.І. Грищенко, м. Харків, (директор - доктор медичних наук, професор М.Г.Грищенко).  

Для досягнення мети та поставлених завдань нами були обстежені 310 пацієнток, які були розділені на 3 клінічні групи. 1 групу склали повністю обстежені, соматично і гінекологічно здорові 50 жінок, які були донорами ооцитів. До контрольної групи увійшли 10 донорів, що знаходились в природному менструальному циклі, яким підтримка лютеїнової фази не проводилася. 
Для з'ясування оптимальної схеми підтримки ЛФ всі обстежені донори були розділені на 5 підгруп, до кожної з яких увійшли по 10 жінок. 
Жінки 1-а підгрупи отримували Дидрогестерон по 10 мг 3 рази на день перорально, у 1-б підгрупі використовувався високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) одноразово на добу і 90 мг внутрівлагалішного прогестерону у вигляді гелю, у 1-в підгрупі – мікронізований прогестерон в капсулах по 200 мг 3 рази на добу вагінально, в 1-г підгрупі - використовували внутрішньопіхвовий гель, що містить 90 мг прогестерону, щодня 2 рази на добу, у 1-д підгрупі жінки отримували 1 мл 2,5% прогестерону двічі на день в / м.

У жінок 1 групи визначали морфологічні, гістохімічні, імуногістохімічні особливості колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія, доплерометричні параметри кровотоку судин матки та особливості формування піноподій в ендометрії залежно від підтримки лютеїнової фази циклу в програмах екстракорпорального запліднення.

Для вибору більш ефективної схеми підтримки ЛФ при застосуванні нативних ебріонів при ЕКЗ, нами обстежені 160 жінок з трубно-перитонеальною формою безпліддя, що склали 2 групу, з нормальним гормональним фоном, яким після стимуляції овуляції проводили аспірацію яйцеклітин, потім їх запліднювали і в цьому ж циклі підсаджували нативні ембріони. 

Для порівняння ефективності різних варіантів підтримуючої терапії ЛФ в програмі ЕКЗ, після перенесення ембріонів, жінки основної групи були розділені на 5 підгруп.
У 2-а підгрупу увійшло 20 жінок, які отримували Дидрогестерон по 10 мг 3 рази на день перорально,  2-б підгрупу склали 50 пацієнток, яким для підтримки ЛФ використовували високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) одноразово на добу і 90 мг внутрівлагалішного прогестерону у вигляді гелю, у 2-в підгрупі знаходилось 20 жінок, які отримували мікронізований прогестерон в капсулах по 200 мг 3 рази на добу вагінально,  2-г підгрупа склала 20 жінок, які використовували внутрішньопіхвовий гель, що містить 90 мг прогестерону, щодня 2 рази на добу, у 2-д підгрупі знаходились 50 пацієнток, які отримували 1 мл 2,5% прогестерону двічі на день внутрішньом'язово (в / м).
Підтримку ЛФ здійснювали протягом 14 днів, з моменту забору яйцеклітин до визначення позитивного теста на ХГЧ в крові та констатації наявності вагітності.
Для аналізу результативності ЕКЗ при перенесенні еуплоїдних вітрифікованих бластоцист, в залежності від способу підготовки ендометрія, нами  обстежено 100 жінок з трубно-перитонеальною  формою безпліддя, що склали третю групу. Залежно від результатів УЗД пацієнтки були розділені на дві підгрупи  3-а та 3-б, по 50 жінок у кожній.   

Жінкам 3-а підгрупи, після стимуляції овуляції здійснювали аспірацію яйцеклітин, після чого, їх запліднювали  та отримані  бластоцисти  на 5 добу культування піддавали ПГД та кріоконсервуванню.  Після отогрева, у іншому природному менструальному циклі, у разі виявлення при УЗД жовтого тіла, проводили переніс вітрифікованих еуплоїдних бластоцист. Проводили мінімальну підтримку ЛФ за допомогою  90 мг внутрішньопіхвогово прогестерону у вигляді геля,  у зв’язку з тим,  що у жінок у природному циклі працює своє жовте тіло, яке продукує прогестерон.  
Здійснення процедури ЕКЗ проводилося згідно з Наказом № 787 від 09.09.2013р . МОЗ України «Про затвердження Порядку застосування допоміжних репродуктивних технологій в Україні». 
Усі жінки, що спостерігалися, були репродуктивного віку. Вік пацієнток коливався від 22 до 41 року. У більшості обстежених жінок  первинне безпліддя було 78,5 % протягом від 3 до 17 років, за умови регулярного статевого життя без контрацепції. Вторинне безпліддя спостерігалося у 21,5% пацієнток.

Початок статевого життя у більшості обстежених пацієнток було в межах від 15 до 25 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. що відповідає даним деяких авторів [34,123,156]. 
Стимуляція суперовуляції в програмі ЕКЗ супроводжується високими рівнями стероїдів, що секретуються великою кількістю жовтих тіл на початку лютеїнової фази (ЛФ) та пригнічують секрецію ЛГ за механізмом негативного зворотного зв'язку, що призводить до недостатності ЛФ [33]. Для підтримки ЛФ використовують препарати прогестерону, хоріонічного гонадотропіну людини (ХГЛ), естрадіолу, які часто призначаються емпірично. 
Дискусії вчених з приводу оптимального шляху введення препаратів прогестерону для підтримки ЛФ тривають понад два десятиліття. У літературних джерелах є відомості про дослідження, в яких порівнюється ефективність застосування вагінальної і внутрішньом'язової форм прогестерону . Проте переконливих доказів щодо переваг жодній з них не отримано  [141,212]. 
Нами було вивчено морфологічні  зміни в ендометрії у донорів (1 група) на п'яту добу  після аспірації  ооцитів при різних схемах підтримки ЛФ  в порівнянні із контрольною групою спостереження. 
При гістохімічному дослідженні по визначенню глікогену в ендометрії з використанням ШИК-реакції, визначено, що інтенсивність реакції щільності у 1-б підгрупі спостережень вирогідно вище, за показники контрольної групи, а концентрація сульфатованих і несульфатованих ГАГ достовірно знижено в базальних мембранах епітеліальних клітин і ендотеліоцитів в стінках судин тільки у 1- б підгрупі. 
На підставі проведеного порівняльного морфологічного і гістохімочного аналізу стану ендометрія після отримання ооцитів при різних схемах підтримки ЛФ, можна зробити висновок, що найбільш виражена готовність ендометрія до імплантації бластоцисти, відзначається у пацієнток 1-б підгрупи, де в якості підтримки ЛФ оваріально-менструального циклу використовується високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг).
Встановлення імуногістохімічних особливостей колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія  є актуальним для визначення найбільш ефективної схеми підтримки ЛФ.

У зв'язку з тим, що імуногістохімічними маркерами наявності дефекту рецептивності ендометрія є збільшення вмісту інтерстиціального колагену III і колагену базальних мембран IV типу, ми вирішили дослідити вміст колагену Ш, 1У типів, а також фібронектину у спостережуваних жінок.

На 5 добу від початку прогестеронової підтримки за допомогою аспіраційної пайпель-біопсії у всіх пацієнток отримували ендометрій для імуногістохімічного дослідження і визначення змісту в ньому колагену Ш і 1У типів, а також фібронектину. У донорів контрольної групи ендометрій досліджували за тими ж параметрами на 5 добу після овуляції.

Оптична щільність світіння колагену Ш типу, після проведення підтримки ЛФ прогестероновими препаратами, була достовірно вищою у пацієнток 1а, 1в, 1г,1д підгруп спостереження, в порівнянні з контролем (0,101 ± 0,006, р<0,05), однак, виявилася мінімальною та практично однаковою з контролем в ендометрії жінок 1-б підгрупи жінок (0,104 ± 0,006, р> 0,05), які отримували високоочищений прогестерон для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньопіхвового прогестерону у вигляді гелю. 

При дослідженні мікропрепаратів ендометрія, оброблених МКА до фібронектину виявлялася неоднорідна картина досліджуваного матеріалу. Специфічне свічіння фібронектина в ендометрії всіх вивчених груп найчастіше було вогнищевим, рідше мало лінійний переривчастий характер, а його інтенсивність була нерівномірною - від слабкої до яскравої. Максимальний показник оптичної щільності фібронектину виявився в ендометрії жінок 1-а підгрупи (0,129 ± 0,008, р <0,05), а мінімальний - в ендометрії жінок 1-б подгруппі (0,100 ± 0,009, (р >0,05). В інших підгрупах  -1-в ,  1-г і 1-д  оптична щільність іммунофлюоресценціі фібронектина виявилася достовірно підвищеною, в порівнянні з контрольною групою (0,104 ± 0,007, р <0,05).

З доступної літератури відомо, що в нормальному ендометрії експресія фібронектина мінімальна і рівномірно виражена в фазі проліферації [45,164]. Те ж саме автори відзначають при простій  та складній гіперплазії, тоді як при атиповій гіперплазії експресія фібронектина була місцями помірною, а при гіперплазії на тлі хронічного ендометриту - підвищеної особливо в зонах склерозу [108,182,191]. Фібронектин відноситься до адгезивних білків міжклітинного матриксу, зв'язується з рецепторами клітин, а також з колагеном, що дозволяє називати його «молекулярним клеєм» [163].

При дослідженні мікропрепаратів ендометрія, оброблених МКА до колагену 1У типу виявлялася більш однорідна картина. Колаген 1У типу у всіх спостереженнях локалізувався в базальних мембранах судин ендометрія і епітелії залоз, і виявлявся у вигляді лінійного світіння нерівномірної інтенсивності, переважно яскравою і помірною. 

При цьому у всіх спостереженнях були відсутні зони, які характеризуються слабким світінням, про що свідчать досить високі, в порівнянні з такими для колагену Ш типу, показники оптичної щільності імунофлюоресценції колагену 1У типу.

При аналізі показників оптичної щільності світіння колагену 1У типу, ми виявили достовірні відмінності. Так, максимальним виявився цей показник в спостереженнях 1-а підгрупі (0,192 ± 0,007, р <0,05), мінімальним - у спостереженнях 1-б підгрупі (0,168 ± 0,004, р> 0,05). Та ж закономірність характерна і для інтерстиціального колагену Ш типу. В інших групах показники оптичної щільності колагену 1У типу так само були вище такого в контрольній групі. При цьому оптична щільність світіння колагену 1У типу між показниками 1в, 1-г і 1-д підгруп була практично однаковою і достовірно була підвищеною в порівнянні з контролем (р <0,05).

Відомо, що в ендометрії жінок з безпліддям, зокрема обумовленим хронічним ендометритом, виявляється підвищення вмісту колагену Ш типу в 2 рази, а колагену 1У типу на 7,2% в порівнянні з нормою [73,100, 164,211 ]. 

 Протягом проліферативної фази менструального циклу колаген Ш типу, поряд з іншими інтерстиціальними колагенами, (наприклад, V і V1), а також фибронектин є основними компонентами інтерстиціальної тканини ендометрія. Однак, у міру наближення «вікна імплантації» колагенові волокна розсмоктуються, при цьому міжклітинна речовина стає менш в'язкою, що сприяє успішній імплантації [31,104,136].

Результати нашого дослідження підтвердили, що при використанні високоочищеного прогестерону для підшкірного введення і 90 мг прогестерону вигляді гелю для вагінального застосування (1-б підгрупа), вміст колагену 1У  типу в стромі ендометрія зменшується максимально, в порівнянні з іншими групами спостереження. Це може свідчити про те, що даний вид гормональної підтримки ЛФ позитивно впливає на процес підготовки ендометрія до імплантації, а саме сприяє розсмоктуванню колагену 1У типу. Колаген 1У типу вже давно є загальновизнаним колагеном базальних мембран, завдяки якому судинні і епітеліальні базальні мембрани характеризуються нерозчинністю та стабільністю, що дуже важливо для підтримки васкуляризації на певному рівні з одного боку, і трофіки епітелія з іншого. Ці процеси можуть порушуватися як при дефіциті, так і при надмірному накопиченні колагену 1У типу в складі базальних мембран [65].

Колаген 1V типу не є інтерстиціальним колагеном і для нього не характерно розсмоктування в міру наближення ендометрія до періоду готовності до імплантації. У наших спостереженнях вміст колагену 1V типу в базальних мембранах судин і епітелія виявився вищим, ніж колагену Ш типу в стромі ендометрія у всіх групах спостереження. При цьому мінімальним вмістом колагену 1V типу відрізнявся ендометрій жінок 1-б підгрупи, значення оптичної щільності якого практично не відрізнялися від параметрів контрольної групи спостереження (р> 0,05).

Проведені нами імуногістохімічні дослідження свідчать про те, що оптимальною схемою підтримки ЛФ ендометрія було поєднання високоочищеного прогестерону для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді гелю (1-б група). Це підтверджується імуногістохімічними ознаками розсмоктування колагену Ш типу в стромі ендометрія (достовірне зниження оптичної щільності його світіння (Р ≤ 0,05), високим ступенем експресії фібронектину і достовірно невисоким вмістом колагену 1У типу в судинних базальних мембранах, які практично не відрізнялися від показників контрольної групи. Дана схема підтримки ЛФ сприятиме оптимальним умовам для імплантації бластоцисти в період «вікна імплантації».
Нами проведено дослідження доплерометричних параметрів кровотоку судин матки при різних схемах підтримки ЛФ, вивчення ехоструктури і особливостей кровопостачання ендометрія, а також критеріїв його готовності до імплантації ембріона при використанні ДРТ.

У жінок досліджуваних підгруп  1 групи вивчався кровотік в правій і лівій маткових артеріях і проводилася суб'єктивна оцінка ступеню васкуляризації кровотоку в міометрії і субендометріальній зоні за допомогою доплерометричного дослідження.

Оцінка гемодинаміки судин матки проводилась до і після проведеної підтримки ЛФ циклу. Оцінювали величину індексів кривих швидкостей кровотоку (КШК): пульсаційного індексу (ПІ) і індексу резистентності (ІР), систоло-діастолічного відношення (СДВ), Vmax (м / сек) - максимальну систолічну швидкість, Ed ((м / сек) - кінцеву діастолічну швидкість. У донорів контрольної групи ендометрій досліджували за тими ж параметрами на 5 добу після овуляції.

У жінок 1 групи М-ехо ендометрія в день аспірації було достовірно нижче, ніж у контрольної групи пацієнток і становила трохи більше 8 мм. При первинному обстеженні у більшості жінок основної групи, крім зниження товщини ендометрія, відзначали і зміни його ехо-структури. Після проведення підтримки ЛФ, незалежно від її схеми, у пацієнток основної групи збільшувалася товщина серединного М-ехо. Крім цього, у них значно поліпшилася ультразвукова картина ендометрія: рідше виявляли неоднорідну картину ендометрія, невідповідність ехо-структури ендометрія фазі менструального циклу (р <0,05) в порівнянні з показниками до проведення підтримки ЛФ. Однак динаміка відновлення товщини і ехо-структури ендометрія була найбільш оптимальною у пацієнток 1-б підгрупи.

У всіх пацієнток основної групи в маткових артеріях до лікування були статистично знижені швидкісні характеристики кровотоку, а пульсаційний індекс був значно підвищений в порівнянні з показниками жінок контрольної групи (р <0,05). У той же час ІР і СДВ в досліджуваних підгрупах жінок достовірних відмінностей в порівнянні з контролем не мали.

Після проведеної підтримки ЛФ у всіх підгрупах відзначено достовірне збільшення не тільки максимальної швидкості кровотоку, але і швидкості кровотоку в діастолу, що наближається до показника контрольної групи жінок. При цьому істотна різниця в результатах проведення підтримки ЛФ спостерігалася у пацієнток 1-б підгрупи. У цій підгрупі виявлено достовірне зниження ПІ, а також СДВ в порівнянні з іншими підгрупами спостереження.

У аркуатних артеріях у всіх пацієнток основної групи був достовірно знижений пульсаційний індекс, підвищений індекс резистентності і систоло-діастолічне відношення, в порівнянні з групою контролю. Після підтримки ЛФ у жінок статистично значимо знизився ПІ по відношенню до групи контролю, всі інші показники відповідали рівню фертильних жінок. При цьому найбільш оптимальний результат нормалізації гемодинаміки в аркуатних артеріях спостерігалася у пацієнток 1-б підгрупи.

У радіальних артеріях у обстежених пацієнток основної групи до проведення підтримки ЛФ був підвищений ПИ. При цьому, на тлі проведення підтримки ЛФ відбулося значне зниження як ПИ, так і ИР. При цьому найбільш оптимальний результат нормалізації гемодинаміки у радіальних артеріях спостерігалося у пацієнток 1-б підгрупи. 
У пацієнток, що проходять програму ДРТ, до початку підтримки ЛФ в спіральних артеріях ПИ і ИР були статистично значимо вище, ніж у здорових жінок, в той час як СДВ було істотно нижче. Схема підтримки лютеінової фази за допомогою поєднання високоочищеного прогестерону для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді вагінального гелю є найбільш ефективна, у порівнянні з іншими схемами підтримки ЛФ і сприяє збільшенню товщини, а також нормалізації структури і кровопостачання ендометрія до рівня фертильних жінок.
Активація «вікна імплантації» характеризується значними ультраструктурнимі змінами ендометріальних епітеліальних клітин, які втрачають мікроворсинки і апікальні поверхні клітин формують куполоподібні випинання - піноподіі. Кількість і якість піноподій вказують на рецептивну фазу ендометрія [54,187]. Утворення піноподій, що з'являються в середині лютеїнової фази (ЛФ), є головним показником якості ендометрія, в зв'язку з чим, оцінка стану піноподій було запропоновано як один з маркерів рецептивності ендометрія [129]. При скануючій електронній мікроскопії (СЕМ) піноподіі визначаються в 78% біопсій едометрія на 5 день після овуляції у жінок з регулярним менструальним циклом.

Нами були вивчені особливості формування піноподій в ендометрії у пацієнток 1 групи залежно від способу підтримки ЛФ при ЕКЗ. Піноподіі в своєму розвитку проходять 3 стадії: що розвиваються, розвинені (зрілі) і які регресують. Кількість зрілих піноподій служить предиктивним фактором імплантації.    Якщо піноподіі займають більше 50% поверхні ендометрія, їх оцінюють як виражені у багатій  кількості [111]. Якщо 20-50% - їх відносять до помірно виражених. Піноподіі, що займають менше 20% поверхні ендометрія, вважають нечисленними. На 5 добу після отримання ооцитів, проводилася пайпель біопсія ендометрія з метою проведення СЕМ. Дослідження з визначення піноподій в ендометрії були проведені на базі Лабораторії електронної мікроскопії компанії «Нано Технології в Медицині», м. Київ.
У контрольній групі розвинені піноподії спостерігались у 5 (50,0%) жінок. Їх  формування відбувається в часовому проміжку ЛГ +6/7 , що відповідає нормальному розвитку піноподій, та появлялись як поява випинань на поверхні клітин, що супроводжувались редукцією мікроворсинок.

Піноподії, що розвиваються спостерігались у 2(20,0%) випадків, та у 3 жінок  (30,0%) були регресуючи піноподії, у яких   випинання зменшуються та маленькі верхівки мікроворсинок з'являються знову на мембранах клітин.

Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок контрольної групи в день передбачуваного вікна імплантації спостерігався в малій кількості.

У 1-а підгрупі розвинені піноподії зустрічалися в 3-х випадках (30,0), в 4 випадках формування піноподій було регресуючим та відставало  від нормального розвитку (40,0%), в 3 випадках мало місце раннє формування піноподій (30,0). У 10,0% пацієнток спостерігалися ділянки відсутності піноподій. Піноподіі були різними за формою (30,0%) і розмірами (60,0%) у переважної більшості пацієнток. Майже половина жінок (50,0%) мали помірну кількість мікроворсинок на поверхневому шарі матковій епітелії, 20,0% - їх велика кількість та 20,0% - малу кількість.
У 1-б підгрупі зрілі піноподії спостерігаються у більшості жінок - у 6 (60,0%) випадках. Цей показник декілька вищий, ніж у контрольній групі (50,0%) та є свідком того, що підтримка ЛФ високоочищеним прогестероном для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньопіхвового прогестерону у вигляді гелю, є найбільш оптимальним методом підготовки ендометрія до імплантації. Раннє формування піноподій та регресуючі піноподії  спостерігалися  лише у 2 випадках (20,0%). Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок був в малої кількості лише в 40%.

 В 1-в підгрупі розподіл піноподій в ендометрії складався у 50% випадків з регресучих, та тільки у 20% зустрічались нормальні, зрілі піноподії та у 30% - що розвиваються. 50,0% жінок  мали малу кількість мікроворсинок на поверхневому шарі маткового епітелія.
В 1-г підгрупі кількість зрілих піноподій була достовірно нижчою, ніж у контрольній групі, лише 30%.  Розподіл піноподій в ендометрії складався у 30,0% випадків з регресучих, та  40,%  - що розвиваються.  Розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок в великій кількості склав 20,0%,  помірної та малої кількості по 30,0% на поверхневому шарі маткового епітелія. Таке формування піноподій може призвести до асинхронізації рецептивності ендометрія [60].  
В 1-д підгрупі звертає на себе увагу наявність великої кількості регресуючих піноподій 4(40,0%), а кількість зрілих піноподій була достовірно нижчою, ніж у контрольній групі, лише  3(30%). Кількісний розподіл мікроворсинок в ендометрії жінок складав переважно малу кількість 4(40%).

Таким чином, спільними негативними рисами при формуванні піноподій у жінок в період «окна імплантації» є зниження кількості розвинених піноподій, підвищення численності піноподій, що розвиваються, наявність ділянок відсутності піноподій, мозаіцизм їх розмірів, форми і стадії розвитку. 

На підставі наших досліджень можна зробити висновок, що на 5 день після аспірації ооцитів у пацієнток 1-б підгрупи нормальний розвиток зрілих піноподій зустрічалося в 60,0% випадків. Підтримка ЛФ високоочищеним прогестероном для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньопіхвового прогестерону у вигляді гелю є найбільш адекватною.

Для вибору більш ефективної схеми підтримки ЛФ при застосуванні нативних ебріонів при ЕКЗ, нами обстежені 160 жінок з трубно-перитонеальною формою безпліддя, що склали 2 групу, з нормальним гормональним фоном, яким після стимуляції овуляції проводили аспірацію яйцеклітин, потім їх запліднювали і в цьому ж циклі підсаджували нативні ембріони. 

Для порівняння ефективності різних варіантів підтримуючої терапії ЛФ в програмі ЕКЗ, після перенесення ембріонів, жінки основної групи були розділені на 5 підгруп в залежності  від схеми підтримки. 
Про клінічну ефективність  підтримки ЛФ судили по частоті настання вагітності, діагностику якої проводили при ультразвуковому дослідженні на 28 -й день після перенесення ембріонів.

Частота настання вагітності спостерігалася достовірно високою у пацієнток 2б підгрупи, в порівнянні з іншими. Кількість  вагітностей, що перервалися у всіх спостережуваних групах була приблизно однаковою .

Аналіз гормональних параметрів у жінок обстежених груп  продемонстрував, що частота ускладнень вагітності була найменшою у пацієнток 2б підгрупи (2%)  ,  а найбільшою – у 2д підгрупи ( 10%).

Проведені дослідження показали, що кращим для підтримки ЛФ є застосування високоочищеного прогестерону для підшкірного уведення у поєднанні з  вагінальною формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг прогестерону  одноразово). При цьому методі, у жінок 2-б підгрупи достовірно були підвищені показники настання клінічної вагітності (52%) та кількості пологів живим плодом (46%). Висока ефективність цього методу підтримки ЛФ полягає в оптимальному співвідношенні метаболітів прогестерону, що володіють певними перевагами для настання вагітності. 
Нами проведена оцінка ефективності екстракорпорального запліднення після перенесення еуплоїдних вітрифікованих бластоцист у природному циклі та із застосуванням замісної гормональної терапії
Для цього обстежено 100 жінок з трубно-перитонеальною формою безпліддя, що склали третю групу. Всі пацієнтки  були оглянуті на УЗД.  Залежно від результатів УЗД пацієнтки були розділені на дві підгрупи  3-а та 3-б, по 50 жінок у кожній.   

В день перенесення ембріонів в порожнину матки, пацієнткам обох груп визначали товщину ендометрія, який у пацієнток 3а підгрупи склав 9,4 ± 0,3 мм і достовірно відрізнявся від показників 3б підгрупи,  в якій, після проведеної гормональної терапії, ендометрій збільшився з 7, 2 ± 0,4 мм до 8,8 ± 0,2 мм, р <0,05 (табл.1). Усім жінкам 3 групи проводили УЗД в поєднанні з кольоровим допплерівським картуванням і доплерометрією судин матки.

Відставання розвитку ендометрія у пацієнток 3б підгрупи супроводжувалося змінами показників кровотоку в маткових, аркуатних і радіальних артеріях матки, а саме, зростанням СДВ і ПІ і зниженням ІР до 0,66 ± 0,03 (в 3а підгрупі - 0,82 ± 0,04 відповідно), що можливо призводить до порушення трофіки ендометрія і невдалих спроб ЕКЗ.

У 3-а підгрупі зміни в показниках маточного кровотоку носили менш виразний характер. При порівнянні доплерометричних параметрів гемодинаміки матки в день перенесення ембріонів, у жінок 3-а підгрупи показник ПІ мав незначну різницю в правій і лівій маткових артеріях - 2,6 ± 0,13 і 2,1 ± 0,09, р> 0,05, а  в 3 –б підгрупі -  2,7 ± 0,15 і 2,2 ± 0,09, р> 0,05). СДВ  в лівій матковій артерії в 3-а підгрупі було підвищено і відповідало 7,8 ± 0,2, а в 3-б - 10,5 ± 0,9 (р <0,05). Це підтверджує, що підвищений опір в маткових артеріях побічно може свідчити про готовність ендометрія до імплантації заплідненої яйцеклітини [4]. Індекси судинного опору маткового кровотоку у жінок 3-а підгрупи були однаковими на всіх рівнях вимірювання. Решта показників в цій групі відмінностей не мали.

У пацієнток 3-б підгрупи в період «вікна імплантації» виявлено тільки невелике зниження ІР маткового кровотоку в порівнянні з природним циклом, що свідчить про позитивний вплив гормональної терапії .

Достовірне збільшення товщини ендометрія з 7,2 ± 0,4 мм до 8,8 ± 0,2, мм мабуть, пов'язано з підвищенням кінцевої діастолічної швидкості кровотоку, зниженням судинного опору і збільшенням кровотоку по маткових судинах, що сприяє поліпшенню доставки естрогену і прогестерону до матки і забезпечує більш ефективну підтримку ЛФ циклу у пацієнток 3-б підгрупи.
У всіх жінок 3 групи перед проведенням кріоконцервації ембріонів обов’язково проводили ПГД. Дана методика, що в теперішній час має назву предімплантаційне генетичне тестування, була розроблена для цитогенетичного аналізу ембріонів при наступних показаннях: старший репродуктивний вік, велике число безуспішних спроб ЕКЗ, відсутність імплантації при перенесенні ембріонів хорошої якості, при значному зниженні  якості сперми. 

Частота клінічних вагітностей в 3а підгрупі склала 42 (84%) проти 36 (72%) в 3б групі. У 3а підгрупі частота пологів склала 38 (72%) проти 33 (66%) 3в групі (P> 0,1). Таким чином, значущих (p <0,05) відмінностей в показниках  результативності лікувальних циклів (у природному, або з протоколом замісної гормональної терапії та підтримки ЛФ)  перенесення вітрифікованих еуплоїдних бластоцист  у досліджених  підгрупах немає.

Результати проведеної нами оцінки ефективності різних протоколів підготовки ендометрія в кріоциклах виявились подібними з даними, отриманими іншими авторами, якими встановлено, що немає переваги будь-якої схеми підготовки ендометрія [22]. Однак частота настання вагітності була вище в природних циклах з додаванням прогестерону в порівнянні з природним циклом без додавання прогестерону і зі штучними циклами з агоністами або без них [200].
У природному МЦ, як показало дослідження концентриції гормонів, вміст прогестерону вищий, а естрадіолу нищий, ніж у циклах із використанням агоніст гонадотропін-рилізинг гормону. Адекватно підібрана циклічна ЗГТ позитивно впливає на рецептивність ендометрія, що дає можливість реалізувати   імплантаційні властивості ембріонів у рамках підготовки до переносу в кріоциклах. Найбільш ефективним є протокол переносу вітрифікованих ембріонів, в якому перенесення бластоцист відбувається у модифікованому природному МЦ з підтримкою ЛФ внутрішньовагінальним введенням 90 мг  прогестерону у вигляді  гелю.

На підставі отриманих даних можна зробити висновки, що протоколи з гормональною підготовкою ендометрія і перенесенням вітрифікованих ембріонів в природному МЦ однаково ефективні по частоті настання клінічної вагітності і пологів. Але, природний протокол більш простий і економічно вигідний для пацієнтів та має високу частоту настання вагітності і пологів. Тому, у жінок з регулярним 28-денним МЦ з овуляцією на 13-15-й день циклу, товщиною ендометрія в день овуляції не менше 8 мм, (а в день ПЕ - не менше 9 мм), краще переносити розморожені ембріони в природному МЦ. При відсутності перерахованих умов доцільно переносити розморожені ембріони на тлі замісної гормональної терапії в зв'язку з підвищенням якості структури і товщини ендометрія, поліпшенням його кровопостачання і оптимальній підтримці ЛФ циклу.
Нами розроблены математичні моделі прогнозування результатів ЕКЗ на основі  дискримінантного аналізу, у зв’язку з простотою представлення результатів, а також зручністю у практичному використанні. Для лікаря необхідно розуміти яка методика лікування оптимальна і як її коригувати.
ВИСНОВКИ
В  дисертаційній роботі  наведено   теоретичне   узагальнення   та   надано нове   вирішення  актуального  питання  сучасної репродуктології  щодо  оптимізації   підтримки лютеїнової фази цикла   у   пацієнток  з  трубно - перитонеальним  фактором  безпліддя.
1. Результати дослідження показали, що при порівняльному аналізі морфологічного і гістохімічного стану ендометрія  найбільш виражена готовність його до імплантації бластоцисти, відзначається у пацієнток, де в якості підтримки ЛФ використовується високоочищений прогестерон для підшкірного введення в поєднанні з внутрішньопіхвовою формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг). При цій підтримці ЛФ трансформація ендометрія відповідала 4-5 дню після овуляції, розподіл глікогену в ендометрії був достовірно вищим (0,365±0,013 УООЩ, р<0, 05),  ніж у контрольній групі жінок (0,244±0,012 УООЩ), а також розподіл ГАГ в структурах ендометрія був вирогідно вищим, ніж у всіх інших підгрупах (несульфатовані (рН 3,5) ГАГ -   0,210±0,008 УООЩ ; сульфатовані (рН 1,5) ГАГ -  0,221 ± 0,009 УООЩ, р<0,05).
2. При аналізі  імуногістохімічних особливостей колаген і фібронектин - синтезуючої функції ендометрія при різних схемах підтримки ЛФ виявлено, що оптимальним умовам для імплантації бластоцисти в період «вікна імплантації» відповідає поєднання високоочищеного прогестерону для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді гелю (1-б група). Це підтверджується імуногістохімічними ознаками розсмоктування колагену Ш типу в стромі ендометрія (зниження оптичної щільності його світіння - 0,104±0,006 УООЩ), високим ступенем експресії фібронектину (0,100±0,009, УООЩ) і достовірно невисоким вмістом колагену 1У типу (0,168±0,004, УООЩ) в судинних базальних мембранах, які практично не відрізнялися від показників контрольної групи (р>0,05). 
3. Ультразвукові та допплерометричні критерії кровотоку в маткових, аркуатних та радіальних артеріях до лікування були статистично знижені. Після проведеної підтримки ЛФ у всіх підгрупах відзначено достовірне збільшення не тільки максимальної швидкості кровотоку, але і швидкості кровотоку в діастолу, що наближається до показника контрольної групи жінок. Підтримки ЛФ, незалежно від її схеми, збільшувала товщину серединного М-ехо  та значно поліпшувала структуру ендометрія. Істотна різниця в результатах проведення підтримки ЛФ спостерігалася у пацієнток 1-б підгрупи,  у яких підтримки ЛФ проводилась високо очищеним прогестероном для підшкірного введення в дозі 25 мг і 90 мг прогестерону у вигляді вагінального гелю. 

4. Процес формування піноподій має велике значення для успішності проведення ВРТ. На 5 день після аспірації ооцитів у пацієнток 1-б підгрупи нормальний розвиток зрілих піноподій зустрічався в 60,0% випадків та був істотно вищим, ніж  у інших групах спостереження ( 1-а-30%, 1-в-20%, 1-г-30%, 1-д-30%) та наближався до показників контрольної групи (50%). Підтримка ЛФ високоочищеним прогестероном для підшкірного застосування, який вводився по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньо піхвового прогестерону у вигляді гелю є найбільш адекватною.
5. Ефективність ЕКЗ при  застосуванні нативних ембріонів при різних модифікаціях підтримки ЛФ показало, що кращим для підтримки ЛФ є застосування високо очищеного прогестерону для підшкірного уведення у поєднанні з  вагінальною формою прогестерону у вигляді гелю (90 мг прогестерону  одноразово). При цьому методі, у жінок 2-б підгрупи достовірно були підвищені показники настання клінічної вагітності (52%) та кількості пологів живим плодом (46%). Висока ефективність цього методу підтримки ЛФ полягає в оптимальному співвідношенні метаболітів прогестерону, що володіють певними перевагами для настання вагітності.  Значущих відмінностей в показниках  результативності лікувальних циклів (у природному, або з протоколом замісної гормональної терапії та підтримки ЛФ) при   перенесенні вітрифікованих еуплоїдних бластоцист  у досліджених  підгрупах немає. Однак частота настання вагітності вище в природних циклах з додаванням прогестерону проти  штучних циклів з агоністами .
6. Розроблені математичні моделі прогнозування результатів ЕКЗ на основі  дискримінантного аналізу, які ґрунтуються на оцінці апостеріорної точності класифікації та обліку застосовності моделі. Математичні моделі прогнозування результатів ЕКЗ у жінок 2-ї та 3-ї груп дослідження спроможні спрогнозувати результат настання  клінічної вагітності або пологів, і допомогти лікарю вірно обрати найбільш ефективну тактику підтримки ЛФ  для досягнення позитивного результату.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Перед ЕКЗ до схеми обстеження пацієнток повинно бути включено не тільки гістологічне, а й імуногістохімічне дослідження ендометрія,   що дасть змогу підтвердити оптимальні умови до імплантації ембріона. Імуногістохімічні ознаки розсмоктування колагену Ш типу в стромі ендометрія, високий ступень експресії фібронектину і невисокий вміст колагену 1У типу в судинних базальних мембранах  підтверджують оптимальні умови для імплантації бластоцисти в період «вікна імплантації». 

2.   У  всіх   пацієнток  при   лікуванні  методами  ДРТ  доцільно   визначати  та   оцінювати  товщину   та структуру ендометрія. При зниженні швидкісних характеристик кровотоку за даними ультразвукових та доплерометричних критеріїв в маткових, аркуатних та радіальних артеріях необхідно здійснювати корекцію виявлених   порушень та проводити підтримку ЛФ   цикла. 

3. При невдалих спробах ЕКЗ у жінок з трубно-перітонеальним фактором безпліддя необхідно визначати процес формування піноподій. Спільними негативними рисами при формуванні піноподій у жінок в період «вікна  імплантації» є зниження кількості розвинених піноподій, підвищення численності піноподій, що розвиваються, наявність ділянок відсутності піноподій, мозаіцизм їх розмірів, форми і стадії розвитку. Для нормального розвитку піноподій необхідно проводити схему підтримки ЛФ циклу.

4. При  ЕКЗ з використанням нативних ембріонів необхідно контролювати зміни гормонів в день ембріопереноса для проведення адекватної підтримки ЛФ. Підтримка ЛФ полягає в оптимальному співвідношенні метаболітів прогестерону, що володіють певними перевагами для настання вагітності та налаштування  на імплантацію і подальший розвиток  ембріона.  

5. При перенесенні вітрифікованих бластоцист у природному циклі та із застосуванням замісної гормональної терапії та ПГД необхідно проводити  підтримку ЛФ протягом 2-х тижнів. Протоколи з гормональною підготовкою ендометрія і перенесенням розморожених ембріонів в природному МЦ  однаково ефективні по частоті настання клінічної вагітності і пологів. Однак, природний протокол більш простий і економічно вигідний для пацієнтів, а також має високу частоту настання вагітності і пологів.

6. Найбільш доцільною схемою підтримки ЛФ циклу є застосування високоочищеного прогестерона для підшкірного введення, який вводиться по 25 мг (1 мл) 1 раз на добу і 90 мг внутрішньопіхвового прогестерону у вигляді гелю.  
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Рис. 1. Розподіл на підгрупи 1 групи спостереження за схемою підтримки ЛФ.
Прогнозування результатів екстракорпорального запліднення із застосуванням нативних ембріонів з різними модіфікаціями підтримки лютеїнової фази.
У таблицях .1 і  2 наведені дані для залишених предикторів і ефектів їх взаємодії. Чим більше (за модулем) значення стандартизованого коефіцієнта і значення коефіцієнта у факторній структурі, тим сильніше вплив даного показника на дискримінацію в моделі.

 Як видно з табл. 1, найбільший внесок в дискримінацію дає взаємодія змінних "Прогестерон на день ТГ" в підгрупі 2б - 3,18; потім "підгрупа 2б" - 2,989. Подібні висновки випливають і з значень коефіцієнтів структури чинника, які показують, наскільки тісно пов'язані (корелюють) окремі дескриптори або їх взаємодія з дискримінантною функцією (Табл. 2).

Класифікація об'єктів по класах (клінічна вагітність: так/ні) здійснювалася після обчислення класифікаційних функцій для кожного класу (табл. 3). При цьому у об'єкту (жінки) прогнозувався той клас, чия кваліфікаційна функція була найбільшою.
Таблиця 1. 
Стандартизовані коефіцієнти дискримінантної функції 

(клінічна вагітність).
	Характеристики спостережень
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупа
	2а
	-0,51046

	підгрупа
	2б
	-1,37694

	підгрупа
	2в
	-0,58409

	підгрупа
	2г
	1,62333

	підгрупа
	2д
	-1,64594

	Сумарна доза ФСГ, МО
	
	-0,06187

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл
	
	-2,98934

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	-0,19489

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,61347

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2а
	2,39523

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2б
	3,18074

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2в
	2,65410

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2г
	1,95465

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	2,89421

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2а
	-0,74317

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2б
	-0,79218

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2в
	-1,12718

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2г
	-1,98608

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2д
	0,00000


Для класифікації випадків клінічної вагітності необхідно побудувати класифікаційні функції (Fвідбулася) і (Fне відбулася) за даними табл.  3. Якщо виявиться, що Fвідбулася >  Fне відбулася, значить клінічна вагітність відбулася і навпаки. Оскільки у нас є тільки дві групи для класифікації, розрахунки можна спростити, якщо розглядати не самі класифікаційні функції, а їх різницю, тобто:
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  Таблиця 2.

Коефіцієнти структури чинника (клінічна вагітність).
	Характеристики спостережень
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупа
	2а
	-0,159991

	підгрупа
	2б
	0,319856

	підгрупа
	2в
	-0,159991

	підгрупа
	2г
	-0,063902

	підгрупа
	2д
	-0,100782

	Сумарна доза ФСГ МО
	
	-0,103741

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл
	
	-0,195752

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	-0,275263

	Естрадіол на день ембріопереноса, пг/мл
	
	0,138976

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2а
	-0,170896

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2б
	0,341458

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2в
	-0,126639

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2г
	-0,151964

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	-0,043474

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2а
	-0,161272

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2б
	0,154575

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2в
	-0,180043

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2г
	-0,178511

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2д
	-0,106860


У силу громіздкості вираження для різниці класифікаційних функцій ΔF доцільно записати окремо для кожної з підгруп 2а-2д. Тоді отримаємо, використовуючи коефіціенти класифікаційних функцій (табл.  3):
F2а відбулася = -66,505+76,103+0,01912a+180,919b-165,733b+0,1439c-0,088c+0,00042d = 9,598+0,01912a+15,187b +0,056c -0,00042d.
F2а не відбулася = -68,574+77,181+0,01923a+190,295b-173,766b+0,1463c-0,076c-0,00031d = 8,607+0,01923a+16,53b+0,07c-0,00031d.
∆F2а= F2а відбулася -F2а не відбулася = 0,991-0,00011a-1,35b-0,014c+0,001d

F2б відбулася = -66,505+99,428+0,01912a+180,919b-165,985b+0,1439c-165,987c+0,00042d = 32,92+0,01912a+14,93b +0,0051c +0,00042d.

F2б не відбулася = -68,574+101,55+0,01923a+190,295b-177,641b+0,1463c-0,131c-0,00031d =32,98+0,01923a+12,654b+0,0149c-0,00031d.

∆F2б= F2б відбулася -F2б не відбулася = -0,06-0,0001a+2,276b-0,01c+0,001d
Таблиця 3.

Коефіцієнти класифікаційних функцій (клінічна вагітність)
	Характеристики спостережень
	Рівень ефекту
	Клінічна вагітність

	
	
	не відбулася 
	відбулася

	Вільний член
	
	-68,574
	-66,505

	підгрупа
	2а
	77,181
	76,103

	підгрупа
	2б
	101,554
	99,428

	підгрупа
	2в
	96,082
	94,849

	підгрупа
	2г
	78,530
	81,952

	підгрупа
	2д
	86,431
	83,905

	Сумарна доза ФСГ МО
	
	0,01923
	0,01912

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл
	
	190,295
	180,919

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	0,1463
	0,1439

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	-0,00031
	0,00042

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2а
	-173,766
	-165,733

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2б
	-177,641
	-165,985

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2в
	-172,874
	-163,039

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2г
	-180,468
	-174,945

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	-196,653
	-187,978

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2а
	-0,076
	-0,088

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2б
	-0,131
	-0,139

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2в
	-0,183
	-0,204

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2г
	-0,046
	-0,080

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	2д
	0,000
	0,000


F2в відбулася = -66,505+94,849+0,01912a+180,919b-163,039b+0,1439c-0,204c+0,00042d = 28,344+0,01912a+17,88b -0,0599c +0,00042d.

F2в не відбулася = -68,574+96,082+0,01923a+190,295b-172,874b+0,1463c-0,183c-0,00031d =27,508+0,01923a+17,42b-0,0372c-0,00031d.

∆F2в= F2в відбулася -F2в не відбулася = 0,836-0,0001a+0,46b-0,023c+0,001d

F2г відбулася = -66,505+81,952+0,01912a+180,919b-174,945b+0,1439c-0,08c+0,00042d = 15,45+0,01912a+5,974b +0,064c +0,00042d.

F2г не відбулася = -68,574+78,53+0,01923a+190,295b-180,468b+0,1463c-0,046c-0,00031d =9,956+0,01923a+9,828b+0,101c-0,00031d.

∆F2г= F2г відбулася -F2г не відбулася = 5,494-0,0001a-3,85b-0,037c+0,0007d

F2д відбулася = -66,505+83,905+0,01912a+180,919b-187,978b+0,1439c +0,00042d = 17,3997+0,01912a-7,0587b +0,1439c +0,00042d.

F2д не відбулася = -68,574+86,431+0,01923a+190,295b-196,653b+0,1463c-0,00031d =17,857+0,01923a-6,357b+0,101c-0,00031d.

∆F2д= F2д відбулася -F2д не відбулася = -0,457-0,0001a-0,7b-0,002c+0,0007d
Де : a - сумарна доза ФСГ МО ; b - прогестерон на день триггера, нг/мл;

        c - прогестерон на день ембріопереноса, нг/мл; d - естрадіол на день ембріопереноса, пг/мл. 

  Для прикладу розглянемо два випадки з підгрупи 2б.

1. Пацієнтка №1: вік 33років; сумарна доза ФСГ МО - 1500; прогестерон на день ТГ - 0,8 нг/мл; прогестерон на день ЕП – 185 нг/мл; естрадіол на день ЕП – 1289 пг/мл; вагітність наступила:
∆F2б= -0,058-0,00011500+2,280,8+0,0011289-0,01185=1,055>0
Прогноз - вагітність наступила.

2. Пацієнтка №2: вік 37 років; сумарна доза ФСГ МО - 1125; прогестерон на день ТГ - 0,24 нг/мл; прогестерон на день ЕП – 38 нг/мл; естрадіол на день ЕП – 215 пг/мл; вагітність не наступила:
∆F2б= -0,058-0,00011125+2,280,24 + 0,001215-0,0138=-0,0163<0
Прогноз - вагітність не наступила.

Для прогнозування пологів використовувався той же метод, що і для прогнозування клінічної вагітності. Тому наведемо лише результати.
На відміну від класифікації клінічної вагітності, при прогнозуванні пологів,  у дискримінантне рівняння, в силу своєї малої інформативності, не входить член, пов'язаний із взаємодією "підгрупі" і "Прогестерон на день ТГ".

Як видно з табл. 4, найбільший внесок в дискримінацію дає взаємодія змінних "підгрупі (2б)" і "Прогестерон на день тригера" - 2,69; потім "підгрупа 2б" - 2,209. Подібні висновки випливають і з значень коефіцієнтів структури чинника, які показують, наскільки тісно пов'язані (корелюють) окремі дескриптори або їх взаємодія та дискримінантна функція (табл. 5).
Таблиця 4.
Стандартизовані коефіцієнти дискримінантної функції (пологи).

	 Характеристики спостережень
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупа
	2а
	-1,25

	підгрупа
	2б
	-2,209

	підгрупа
	2в
	-1,04

	підгрупа
	2г
	-0,448

	підгрупа
	2д
	-1,719

	Сумарна доза ФСГ МО
	
	-0,17

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл
	
	-2,109

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2а
	1,55

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгупа
	2б
	2,69

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2в
	1,304

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2г
	1,12

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	2,044

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	-0,655

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,647


Так само як і у випадку клінічної вагітністю, будемо розглядати не самі класифікаційні функції Fвідбулися і Fне відбулися, які записуються відповідно до табл.6 , а їх різницю ΔF:
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Таблиця 5.
Коефіцієнти факторної структури (пологи).
	Характеристики спостережень
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупа
	2а
	-0,226

	підгрупа
	2б
	0,469

	підгрупа
	2в
	-0,137

	підгрупа
	2г
	-0,226

	підгрупа
	2д
	-0,18

	Сумарна доза ФСГ МО
	
	-0,3

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл
	
	-0,311

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2а
	-0,217

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2б
	0,534

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2в
	-0,156

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2г
	-0,325

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	-0,125

	Прогестерон на день ЕМ, нг/мл
	
	-0,139

	Естрадіол на день ЕМ,пг/мл
	
	0,193


З огляду на їх громіздкість доцільно записати класифікаційні функції окремо для кожної з підгруп 2а-2д:
F2а-відбулися= 4,98+0,0188a+16,5b+0,066c-0,001d.
F2а-не відбулися= 4,85+0,019a+18,25b+0,076c-0,002d.
∆F2а = 0,13-0,0004a -1,75b-0,01c+0,001d.

F2б-відбулися=25,35+0,0188a+3,4b+0,066c-0,001d.

F2б-не відбулися= 26,23+0,019a -0,9b+0,076c -0,002d.
∆F2б= -0,88-0,0004a +4,3b - 0,01c +0,001d.
F2в-відбулися= 13,45+0,0188a +15,8b +0,066c -0,001d.
F2в-не відбулися= 12,75+0,019a+18,1b+0,076c -0,002d.
∆F2в=0,7-0,0004a -2,3b-0,01c +0,001d. 
F2г-відбулися= 10,96+0,0188a+7,7b+0,066c-0,001d.
F2г-не відбулися= 8,71+0,019a +12b+0,076c -0,002d.
∆F2г=2,25-0,0004a -4,3b -0,01c+0,001d.
F2д-відбулися= 23,57+0,0188a +0,9b +0,066c -0,001d .
F2д-не відбулися= 23,44+0,019a +1,5b+0,076c -0,002d.
∆F2д=0,13-0,0004a -0,6b-0,01c +0,001d., 
Де : a - сумарна доза ФСГ МО ;  b - прогестерон на день триггера, нг/мл;

        c - прогестерон на день ембріопереноса, нг/мл;   d - естрадіол на день ембріопереноса, пг/мл. 
Порядок предикторів в класифікаційних функціях не відповідає їх ступеню важливості для класифікації. Як випливає з таблиці  5  коефіцієнтів структури чинника, головну роль в дискримінації грає член, відповідний взаємодії прогестерону в день тригера в групі 2б (0,534). В даному випадку він є визначальним дескриптором в класифікації.
Таблиця 6.
Коефіцієнти класифікаційних функцій (пологи).

	Характеристики спостережень
	Рівень

ефекту
	Пологи

	
	
	не відбулися
	відбулися

	Вільний член
	
	-63,94
	-60,5

	підгрупа
	2а
	68,79
	65,48

	підгрупа
	2б
	90,17
	85,85

	підгрупа
	2в
	76,69
	73,95

	підгрупа
	2г
	72,65
	71,46

	підгрупа
	2д
	87,38
	84,07

	Сумарна доза ФСГ МО
	
	0,019
	0,0188

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл
	
	210
	201,7

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2а
	-191,75
	-185,2

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2б
	-210,9
	-198,3

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	-191,9
	-185,9

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2г
	-198
	-194

	Прогестерон на день ТГ, нг/мл підгрупа
	2д
	-208,49
	-200,8

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	0,076
	0,066

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	-0,002
	-0,001


Для ілюстрації використання класифікаційних функцій наведемо, як приклад, два випадки прогнозування з підгрупи 2б.
1. Пацієнтка №1: вік 35 років; сумарна доза ФСГ МО - 1200; прогестерон на день ТГ - 0,19 нг / мл; прогестерон на день ЕП - 160 нг / мл; естрадіол на  день ЕП - 2755 пг / мл; народила:
∆F2б= -0,88-0,00041200+4,22 0,19 - 0,01 160 +0,001 2755=0,5968>0
Прогноз - пологи.
2. Пацієнтка №2: вік 37 років; сумарна доза ФСГ МО - 1125; прогестерон на день ТГ - 0,24нг / мл; прогестерон на день ЕП - 38нг / мл; естрадіол на день ЕП - 215пг / мл; не народила:
∆F2б= -0,88-0,00041125+4,220,24 - 0,0138 +0,001 215=-0,4822<0
Прогноз - не народила. 
Про адекватність і точность дискримінантної моделі можна судити за результатами апостеріорної класифікації: тобто якщо вважати невідомим наявність клінічної вагітності і результат пологів, і спрогнозувати їх за допомогою отриманих класифікаційних функцій (табл. 7).
Дані по кожній пацієнтки підгрупах, що у досліджувались, вводилися в математичну модель прогнозування. 

Наприклад: по підгрупі 2б клінічна вагітність наступила у 26 жінок. При прогнозуванні за допомогою математичної моделі клінічна вагітність очікувалась у 22 пацієнток, що склало 87% правильних відповідей.
Таблиця 7.
Матриця апостеріорної класифікації для групи 2.

	Характеристики спостережень
	процент 
вірних
	вагітність не наступила
	Вагітність наступила

	Вагітність не наступила
	79,3%
	71
	21

	підгрупа 2а,  n=20
	76,9%
	10
	3

	підгрупа 2б, n=50
	70,1%
	17
	7

	підгрупа 2в, n=20
	84,6%
	11
	2

	підгрупа 2г, n=20
	87,5%
	10
	2

	підгрупа 2д, n=50
	78,3%
	23
	7

	Вагітність наступила
	77,9%
	15
	53

	підгрупа 2а,  n=20
	75%
	2
	5

	підгрупа 2б, n=50
	87%
	4
	22

	підгрупа 2в, n=20
	71,4%
	2
	5

	підгрупа 2г, n=20
	100%
	0
	8

	підгрупа 2д, n=50
	65%
	7
	13

	Характеристики спостережень
	процент 
вірних
	Пологи не відбулися
	Пологи відбулися

	Пологи не відбулися
	70,3%
	78
	33

	підгрупа 2а,  n=20
	87,5%
	14
	2

	підгрупа 2б, n=50
	37%
	10
	17

	підгрупа 2в, n=20
	80%
	12
	3

	підгрупа 2г, n=20
	81,2%
	13
	3

	підгрупа 2д, n=50
	78,3%
	29
	8

	Пологи відбулися
	69,4%
	15
	34

	підгрупа 2а,  n=20
	25%
	3
	1

	підгрупа 2б, n=50
	95,6%
	1
	22

	підгрупа 2в, n=20
	60%
	2
	3

	підгрупа 2г, n=20
	75%
	1
	3

	підгрупа 2д, n=50
	38,5%
	8
	5


Примітка: рядки: показники, що спостерігаються; стовпці: прогнозовані показники по підгрупам.
Результати такої класифікації по всій вибірці (160 жінок) показують високу точність класифікації в цілому.

Прогнозування результатів екстракорпорального запліднення після перенесення вітрифікованих бластоцист у природному циклі та із застосуванням замісної гормональної терапії.

Аналіз структури чинника (табл.9) показує, що для підгрупи 3б характерний сильний зв'язок між рівнем естрадіолу на день ЕП і віком жінок.

Як і раніше, приналежність спостереження до двох класів (клінічна вагітність наступила / не наступила) визначалася після обчислення класифікаційних функцій Fвідбулася і Fне відбулася, коефіцієнти для яких бралися з табл.10.

Таблиця 8.
Стандартизовані коефіцієнти дискримінантної функції (клінічна вагітність).
	Показники
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупи
	3а
	2,296

	підгрупи
	3б
	-0,28

	Вік, років
	
	-0,489

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,735

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	-0,123

	Вік, років підгрупа
	3а
	-0,462

	Вік, років підгрупа
	3б
	0,000

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3а
	-0,625

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3б
	0,000

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3а
	-1,376

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл  підгрупа
	3б
	0,000


Таблиця 9

Коефіцієнти факторної структури (клінічна вагітність).
	Показники
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупи
	3а
	0,397

	підгрупи
	3б
	-0,496

	Вік, років
	
	-0,342

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,515

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	-0,321

	Вік, років підгрупа
	3а
	0,359

	Вік, років підгрупа
	3б
	-0,544

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3а
	0,364

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3б
	-0,15

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3а
	0,175

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3б
	-0,397


Якщо Fвідбулася була більше ніж Fне відбулася, то вважалося, що клінічна вагітність відбулася. І навпаки. Тому, як і раніше, наведемо окремо для підгруп 3а і 3б вирази для Fвідбулася – Fне відбулася = ΔF:
F3a відбулася =-72,03+143,1785+3,2768е+0,2954с+0,0583d-3,2162е-0,253c-0,0729d =71,144+0,061e-0,0424c-0,0146d.

 F3a не відбулася=-75,609+139,8574+3,3615е+0,3033с+0,0491d-3,1976е-0,1881c-0,0676d =64,248+0,1639e+0,1152c-0,0186d.
∆F3а== 6,894-0,103e -0,0728c+0,00395d.
Таблиця 10.
Коефіцієнти класифікаційних функцій (клінічна вагітність)
	Показники
	Рівень ефекту
	Клінічна вагітність

	
	
	не відбулася
	відбулася

	Вільний член
	
	-75,6092
	-72,0345

	підгрупи
	3а
	139,8574
	143,1785

	підгрупи
	3б
	13,8248
	13,4174

	Вік, років
	
	3,3615
	3,2768

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,0491
	0,0583

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	0,3033
	0,2954

	Вік, років підгрупа
	3а
	-3,1976
	-3,2162

	Вік, років підгрупа
	3б
	0,0000
	0,0000

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3а
	-0,0676
	-0,0729

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3б
	0,0000
	0,0000

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл  підгрупа
	3а
	-0,1881
	-0,2530

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3б
	0,0000
	0,0000


F3б відбулася =-72,03+13,4174+3,2768е+0,2954с+0,0583d = 

=-58,6171+3,2768e+0,2954c+0,0583d.
 F3б не відбулася=-75,609+13,8248+3,3615е+0,3033с+0,0491d=

 =-61,784+3,361e+0,3033c+0,0491d.
∆F3б== 3,167-0,084e -0,0079c+0,0092d.
Де:e – вік; c – прогестерон на день ЕП, нг/мл;
d – естрадіол на день ЕП, пг/мл;

Як приклад розглянемо два випадки з підгрупи 3а.

1. Пацієнтка №1: вік 38років; прогестерон на день ЕП - 32,8нг / мл; естрадіол на день ЕП - 185пг / мл; вагітність відбулася:
ΔF3а = 6,894-0,10338 + 0,00395185-0,072832,8 = 1,3229> 0
Прогноз - вагітність відбулася.
2. Пацієнтка №2: вік 39год; прогестерон на день ЕП - 49нг / мл; естрадіол на день ЕП - 155пг / мл; вагітність не відбулася:
ΔF3а = 6,894-0,10339 + 0,00395155-0,072849 = 1,3229 = -0,07795 <0
Прогноз - вагітність не відбулася.

Точність прогнозування на основі цих формул розглянемо після побудови моделі для випадку прогнозування пологів.

Для прогнозування пологів використовувалися ті ж показники, що і для прогнозування клінічної вагітності. Однак, як видно з табл. 11, основну роль в дискримінації грає вік (0,8524) і естрадіол на день ЕП (0,6895). Це також витікає із аналізу структури чинника (табл. 12).
Таблиця 11.

Стандартизовані коефіцієнти дискримінантної функції (пологи).

	Показники
	Рівень ефекту
	Функція

	підгрупи
	3а
	0,2664

	підгрупи
	3б
	-0,2975

	Вік, років
	
	-0,8524

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,6895

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	-0,0597

	Вік, років підгрупа
	3а
	0,4572

	Вік, років підгрупа
	3б
	0,0000

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3а
	-0,7777

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3б
	0,0000

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3а
	-0,0724

	Прогестерон на день ЕП , нг/мл підгрупа
	3б
	0,0000


Належність спостереження до двох класів (пологи настали / не настали) визначалася після обчислення класифікаційних функцій Fвідбулися і Fне відбулися, коефіцієнти для яких бралися з табл.13.

Таблиця 12.
Коефіцієнти факторної структури (пологи).
	Показники
	Рівень ефекту
	Функція

	Св.член
	
	0,000000

	підгрупи
	3а
	0,2891

	підгрупи
	3б
	-0,4111

	Вік, років
	
	-0,7125

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,4671

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	0,0328

	Вік, років підгрупа
	3а
	0,2178

	Вік, років підгрупа
	3б
	-0,509

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3а
	0,2634

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл підгрупа
	3б
	-0,1055

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3а
	0,2942

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл підгрупа
	3б
	-0,298



.
Таблиця 13.
Коефіцієнти класифікаційних функцій (пологи)
	Показники
	Рівень

ефекту
	Пологи

	
	
	не відбулися
	відбулися

	Вільний член
	
	-76,64
	-72,5777

	підгрупи
	3а
	143,0839
	143,4218

	підгрупи
	3б
	13,9221
	13,5433

	Вік, років
	
	3,4598
	3,3276

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл
	
	0,0483
	0,0559

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл
	
	0,2994
	0,2960

	Вік, років, підгрупа
	3а
	-3,2421
	-3,2259

	Вік, років, підгрупа
	3б
	0,0000
	0,0000

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл, підгрупа
	3а
	-0,0651
	-0,0709

	Естрадіол на день ЕП, пг/мл, підгрупа
	3б
	0,0000
	0,0000

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл, підгрупа
	3а
	-0,2564
	-0,2594

	Прогестерон на день ЕП, нг/мл, підгрупа
	3б
	0,0000
	0,0000


Вони представлені у вигляді різниць Fвідбуліся – Fне відбуліся = ΔF - окремо по підгрупах 3а і 3б: F3a відбулися =-72,577+143,4218+3,3276е+0,296с+0,0559d-3,226е-0,2594c-0,0709d =70,844+0,102e+0,036c-0,015d.

 F3a не відбулися=-76,64+143,084+3,4598е+0,2994с+0,0483-3,242е-0,2464c-0,0651d =66,44+0,2177e+0,0429c-0,0168d.
∆F3а= 4,4-0,116e -0,0069c+0,0018d.
F3б відбулися =-72,577+13,543+3,3276е+0,296с+0,0559 = 

=-59,034+3,327e+0,296c+0,0559d.
 F3б не відбулися=-77,495+13,922+3,4598е+0,2994с+0,0483 = 

=-63,573+3,4598e+0,2994c+0,0483d.
∆F3б= -4,54-0,132e -0,0034c+0,0076d.
Де: e – вік; c – прогестерон на день ЕП, нг/мл; d – естрадіол на день ЕП, пг/мл;
   Для прикладу розглянемо два випадки з підгрупи 3а.

1. Пацієнтка №1: вік 37 років; прогестерон на день ЕП - 23,5нг / мл; естрадіол на день ЕП - 89пг / мл; пологи відбулися:
∆F3а=4,4-0,11637-0,006923,5+0,001889=0,1061>0
Прогноз - пологи відбулися.

2. Пацієнтка №2: вік 39 років; прогестерон на день ЕП - 49 нг / мл; естрадіол на день ЕП - 155пг / мл; не народила:
∆F3а=4,4-0,11639 -0,006949+0,0018155=-0,1831<0
Прогноз - пологи не відбулися.

Перевірка апостеріорної класифікації в цілому для групи 3 і окремо по підгрупах приведена в табл.14.

Таблиця 14

Матриця апостеріорної класифікації для групи 3.
	Характеристики спостережень
	

	
	Процент 
вірних
	Беременность не наступила
	Беременность наступила

	Вагітність не наступила
	77,3%
	17
	5

	підгрупа 3а,  n=50
	62,5%
	5
	3

	підгрупа 3б, n=50
	83,3%
	12
	2

	Вагітність  наступила
	61,5%
	30
	48

	підгрупа 3а,  n=50
	83,3%
	7
	35

	підгрупа 3б, n=50
	36,1%
	23
	13

	Група 3
	Процент 
вірних
	Пологи не відбулися
	Пологи відбулися

	Пологи не відбулися
	62,1
	18
	11

	підгрупа 3а,  n=50
	41,2
	5
	7

	підгрупа 3б, n=50
	76,5
	13
	4

	Пологи  відбулися
	73,2
	19
	52

	підгрупа 3а,  n=50
	86,8
	5
	33

	підгрупа 3б, n=50
	57,6
	14
	19


Примітка: рядки: показники, що спостерігаються; стовпці: прогнозовані показники по підгрупам.

Дані  кожної пацієнтки з підгруп, що досліджувались, вводилися в математичну модель прогнозування. Наприклад: по підгрупі 3а клінічна вагітність наступила у 42 жінок. При прогнозуванні за допомогою математичної моделі наступ клінічної вагітності очікувалося у 35 пацієнток, що склало 83,3% правильних відповідей.  

Результати такої класифікації по всій вибірці (100 жінок) показують високу точність класифікації в цілому.

Можливість обліку нелінійних ефектів і зумовило вибір методу дерев рішень для прогнозування в даному випадку.  Процес побудови дерева класифікації включає в себе три основних етапи: 1. вибір критерію точності прогнозу; 2. вибір типу розгалуження; 3. визначення "відповідного розміру" дерева. Дерева класифікацій організовані у вигляді ієрархічної структури, яка складається з вузлів прийняття рішень по оцінці значень певних змінних. Вузли прийняття рішень містять критерії вибору, а ребра висловлюють взаємовиключні результати перевірки відповідності цим критеріям. Вибір методу розгалуження передбачає три способи:

- Дискримінантне одномірне розгалуження для категоріальних і порядкових предикторів (QUEST);

- Дискримінантне розгалуження по лінійним комбінаціям порядкових предикторів;

- Повний перебір для одновимірних розгалужень методом C & RT, що передбачає послідовний перебір всіх можливих комбінацій рівнів незалежних змінних [93].

Для прогнозування пологів у 3 групі, де використовувались методи ЄКЗ після перенесення вітріфікованих бластоцист у природному циклі та із застосуванням замісної гормональної терапії,  найбільш адекватним виявився повний перебір розгалужень методом C&RT. Для зупинки розгалуження використовувалася пряма зупинка за методом FACT до встановленої часткою некласифікованих спостережень менш ніж 5%. У правилі «Пряма зупинка за методом FACT» повне дерево класифікації, що містить всі можливі розгалуження, розглядається як має "відповідний розмір". Для оцінки точності прогнозування використовувалася V-кратна крос-перевірка, оскільки в нашому випадку немає окремої тестової вибірки, а навчальна множина занадто мала для того, щоб з неї виділяти тестову вибірку.

Отримана модель класифікації має дерево рішень з 13-ю термінальними вершинами (рис. 2 позначений червоним кольором) і 12-ю числом розгалужень. Точність класифікації склала для пологів 94,3%, для невдач - 79,3% (загальна точність класифікації - 87%). При цьому ціна крос-проверкі була на рівні 78,8% для позитивного результату (пологи) і 65,5% для негативного результату.
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Рис. 2. Дерево рішень для жінок 3 групи.
Ранжування предикторів за ступенем важливості при визначенні підгруп, які класифікуються (Рис. 3) показує, що визначальними факторами, які впливають на пологи, є рівні прогестерону (100 ) і естрадіолу (94 ) в день ембріопереноса, а також вік жінки (78 ).

[image: image95.png]Panrn

100

80

60

40

20

Bik, poxis

TIporectepott Ha nexs EIT
Ectpaion Ha get EIT

Tlpemmcrop





Рис. 3. Ранги предікторів у 3 групі. Ранжування за шкалою: від 0  (низька значімість) до 100 (висока).
На жаль, алгоритм побудови дерева рішень не передбачає формульного представлення співвідношень між класами прогнозування (народила / не народила) і предикторами.
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1-д підгруппа


n=10, 1 мл в/м 2,5%   прогестерону двічі на добу 
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